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1. Uvod

Impuls, ktery nastartoval zdjem o mikrobidlni svét,
I1ze datovat rokem 1673, kdy Antonie van Leeuwenhoek
zvefejnil pro SirSi publikum sva pozorovani mikroflory
vlastni Ustni dutiny, provadénych pomoci podomacku vy-
robeného mikroskopu opatfeného jednou ¢ockou. Zaroven
popsal ,,wee animacules*, jak mikroorganismy nazval,
jako Zzivé, schopné aktivniho pohybu. DalS§im vyznamnym
datem v historii mikrobiologie byl rok 1861, kdy Louis
Pasteur vyvratil teorii spontdnniho vzniku mikroorganismi
z organické hmoty a zafadil tak mikroorganismy mezi
bunééné formy zivota v souladu se zavérem Rudolfa Vir-
chowa z roku 1858, totiz, ze kazda bunka vznika z bunky
jiz existujici (,,Omnia cellula e cellula*). O 20 let pozdé&ji
formuloval Robert Koch své 4 postulaty, jejichZ podstatou

960

bylo paradigma ¢isté mikrobidlni kultury jedin€ umoZziuji-
ci charakterizaci (v jeho pripadé potvrzeni patogenity)
konkrétniho mikroorganismu'. Vyvoj mikrobiologie se
pak podfidil témto postulatim, mikrobiology pritahovala
exaktnost studia mikroorganismti v Cistych kulturdch
avroce 1923 Bergeyuv trust vydavajici Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology kategoricky vyhlasil, ze klasifi-
kovat lze pouze bakterie, které je mozno kultivovat a zis-
kat v Cisté kultufe. V roce 1931 S. A. Waksman optimistic-
ky prohlasil, Ze jiz bylo nashromazdéno dostate¢né mnoz-
stvi informaci, které umoznuji vytvofit jasnou predstavu
o pidni mikroflote (v orig. ...a large body of information
has accumulated that enables us to construct a clear pictu-
re ... of ... the microscopic population of the soil)®. Toto
presvédceni vSak dostalo povazlivych trhlin predevsim
v poloviné 80. let minulého stoleti.

Pochyby iniciovala zjisténi zasadnich rozdili mezi
pocty jedincti mikrobialni populace v ptidé a povrchovych
vodach stanovenych kultivacnimi metodami a vyjadifova-
nych jako ,jednotky tvotici kolonie“ a pocty uréenymi
pfimym mikroskopickym po¢itanim®. Rozdil je obzvlasté
dramaticky v nékterych vodnich ekosystémech, kde cet-
nost bakterialni populace zjisténd kultivaéné a pocitanim
zivych buné€k barvenych akridinovou oranzi dosahuje roz-
dilu az 6 tadi (cit.*). Z celkového poétu piidnich bakterii je
béznymi postupy kultivovatelnych  0,1-1%  (cit.”).
V soucasné dob¢ je pocet prokaryot na Zemi odhadovan na
410~ 610, a soudet mnoZstvi organického uhliku
v prokaryotech ze vSech slozek Zivotniho prostiedi je sou-
méfitelny s mnozstvim uhliku deponovanym v rostlinné
biomase®. Védomi kritického vyznamu mikroorganismi
v biogeochemickych cyklech spolu s poznatky mezigeno-
movych DNA-DNA hybridizac¢nich studii, které ukazaly,
ze fylogeneticka diverzita pidnich bakterii je minimalné
100x vyssi, nez jakéd se pfedpokladala na zéklade tradic-
nich kultivaénich metod’, zptsobily zasadni obrat smérem
ke studiu nekultivovatelnych mikroorganismt. Pozornost
zaciné byt vénovana jak fylogenetické piisluSnosti nekulti-
vovatelnych, tak jejich predpokladané metabolické diver-
zité. Dal§Sim poznatkem, ktery vyznamné ovlivnil ndzor na
tradi¢ni dogmata mikrobiologie, byl diikaz, ze po dlouhou
dobu nekultivovatelny Helicobacter pylori zptisobuje Zalu-
deéni viedy. Ackoliv byl mikroskopicky zjistén vyskyt
spirdlovych bakterii v gastrointestinalnim traktu psu jiz
vroce 1893 a u ¢lovéka v roce 1906 (cit.®) a korelace
mezi vyskytem téchto bakterii, vznikem gastritidy
a tvorbou viedd byla popsana v roce 1938 (cit.”), nebyla
pric¢inna souvislost mezi H. pylori a gastritidou akcepto-
vana do doby, nez byla tato bakterie s odpovidajicimi
dusledky ,kultivovana® v gastrointestinalnim traktu
dobrovolnika'®"".

V roce 1985 rozsifily pokroky v molekuldrni genetice
spektrum nastroji pro studium mikroorganismii o analyzu
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ribosomalnich 5S a 16S rRNA izolovanych pifimo
z matrice environmentalnich vzorkd pidy nebo vody bez
potfeby jejich kultivace'*">. Porovnani nukleotidovych
sekvenci rRNA zrliznych taxonomickych skupin (rRNA
ruznych taxont v pribéhu evoluce akumulovaly ve varia-
bilnich ¢éstech specifické mutace, které lze pouzit jako
molekularni fylogenetické znaky) umoznilo rozlisit i fylo-
genetickou pfislusnost nekultivovatelnych mikroorganis-
mu a zviditelnit rozsdhlou diverzitu mikrobialnich komu-
nit. Technologie PCR s primery umoziujicimi amplifiko-
vat takika kompletni geny 16S rRNA pak vedla od polovi-
ny 90.let k expanzi molekularn€ genetické klasifikace
mikroorganismti. Dodnes bylo takto popsano napt. okolo
100 zékladnich bakteridlnich taxonomickych jednotek
(kmend, phylum, dle linnéovské klasifikace), z nichZ pou-
ze tietina ma v soucasné dob& kultivovatelné zastupce'.
Dostupnost sekvenci rRNA specifickych pro urcitou taxo-
nomickou jednotku navic znovu pfivedla pozornost
k mikroskopické analyze a vyuziti fluorescenéné znace-
nych nukleotidovych sond se ve spojeni s fluorescenéni
mikroskopii stalo vyznamnym diagnostickym nastrojem
pro studium mikrobiélni diversity in situ'>'.

2. Technologie metagenomiky

Vedle teoretického studia mikrobidlni diverzity eko-
systtmii a katalogizace rRNA motivuji  zajem
o0 ,,neviditelnou vétsinu“ mikroorganismi i ¢ist¢ praktické
divody a poznatky o fyziologii a genetice nekultivovatel-
nych mikroorganismti maji vyznamny potencial uplatnéni
v oblastech mediciny, ekologie a biotechnologii (obr. 1).
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Termin nekultivovatelny mikroorganismus je zde uzivan
pro oznaceni mikroorganismi, pro které zatim nebyly
identifikovany fyzikalni nebo biologické faktory umoziu-
jici jejich laboratorni kultivaci, ale i ty, o jejichz kultivaci
zatim ani nebyl ucinén pokus. Mezi metodami navrzeny-
mi ke studiu fyziologie a genetiky nekultivovatelnych
mikroorganismu si ziskal vedouci pozici novy technolo-
gicky pristup, metagenomika (syn. genomika populaci,
environmentalni genomika), zahrnujici extrakci celkové
DNA urcité populace (smés genomt), jejich fragmentaci,
molekulové klonovani fragmenti DNA (tvorbu knihovny
tzv. metagenomu), stanoveni a interpretaci jejich nukleoti-
dové sekvence poskytujici informace o genetickém poten-
cialu i diverzité¢ populace nebo funkéni analyzu genil ve-
douci k cilené identifikaci aktivit jejich produktt (obr. 2).
Cileni metagenomické studie na vyhledani urcité enzymo-
vé aktivity, biosyntetické drahy nebo drahy umoziujici
utilizaci toxickych latek ovliviiuje volbu prostiedi (pida,
voda, sedimenty, odpadni vody a kaly, prostiedi s extrém-
nimi teplotnimi podminkami, vysokou salinitou nebo kon-
taminované xenobiotiky), z néhoz je metagenom izolovan.
V ptipad¢ studii zaméfenych na globalni analyzu populaci
byva metagenomicka linie doplnéna tradi¢néj$imi moleku-
larné biologickymi metodami umoznujicimi analyzu diver-
zity pomoci DDGE a TGGE (denaturacni a teplotni gradi-
entova gelova elektroforéza DNA), hybridiza¢ni metody,
RFLP (restriction fragment length polymorphism; metoda
vyuzivajici polymorfismu v délce fragmentl po restrikc-
nim §tépeni DNA z rtiznych mikroorganismti) a nebo zna-
¢eni metabolicky aktivnich mikroorganismii metodou SIP
(stable isotope probing; metoda zalozend na inkorporaci
exogenn¢ pridanych stabilnich isotopt do biomolekul me-

vliv antropogennich
aktivit na prostredi

nové zdroje energie

——— nové metabolické enzymové
nova léciva drahy charakteristiky
mikrobialni komunity \ /
ovliviiujici zdravi
; ZAKLADNI
MEDICINA VYZKUM
cilené modifikace 4 o bi_odiverzita blOC:ekTICke biogeografické
symbiot(i lagnostika ajejizmeny| | YV mapy

Obr. 1. Mozné aplikace metagenomiky
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Obr. 2. Konstrukce a screening knihoven metagenomii
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2.1. Strategie izolace DNA

Mikrobialni komunity se sestavaji ze smési archebak-
teril, bakterii a eukaryot srozdilnymi charakteristikami
buné&nych sté€n, jeZ vyrazn¢ ovliviiuje jejich nachylnost
k lyzi, ktera ptredstavuje prvni krok izolace DNA. Vytézky
DNA navic ovliviiuje i skute¢nost, zZe mikroorganismy
v prostfedi jsou Casto ve stavu hladovéni, jsou fyzicky
mensi a obtizn€ lyzovatelné. Ackoliv je dostupna celd fada
komer¢nich souprav  pro izolaci celkové DNA
z environmentalnich matric (napf. z pudy), fada laboratofi
si vyvinula vlastni techniky izolace pro zajisténi stejno-
mémé lyze riiznych zastupci mikrobialni komunity'®'.
Pfi pouziti pristupd piimé extrakce DNA in situ
z environmentalni matrice nebo nepfimé extrakce, jiZ
predchazi izolace mikroorganismi z matrice, se ukazuje,
ze oba poskytuji celkovou DNA pokryvajici stejné spekt-
rum diverzity komunity, nicméné ptimé metody poskytuji
bézné vyssi vytézky®. Nevyhodou ptimych metod je koex-
trakce latek (napf. huminovych kyselin), které mohou pu-
sobit inhibi¢n¢ pii nasledném molekulovém klonovani.
Vedle tradi¢nich metod gelové filtrace byla pro odstranéni

metagenomova
knihovna
DNA
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huminovych latek noveé zavedena technika pulzni elektro-
forézy vyuzivajici dvoufazovy agarosovy gel, kde jedna
faze obsahuje polyvinylpyrrolidon, inertni a netoxicky
polymer s vynikajici schopnosti vazat fenolové latky, vcet-
né huminovych kyselin®'.

V urcitych pripadech, pfi vyhledavani genetickych
determinant specifickych schopnosti v komunit¢, je vyhod-
né zafadit pfed extrakci DNA prekultivaéni krok za pod-
minek, které preferuji zastupce disponujici cilovou vlast-
nosti****, Je-li takovou vlastnosti napt. schopnost utiliza-
ce urcitych organickych latek, pak lze vyuzit strategie
SIP a smésnou kulturu dotovat timto substratem obsahu-
jicim t878i nuklid °C a zamé&Fit extrakci DNA na izolaci
t87ké“ DNA obsahujici °C inkorporovany v disledku
utilizace znaceného substratu proliferujicimi zastupci
komunity' "%,

2.2. Strategie pripravy knihoven
metagenomu

Pii volbé mezi moznosti vytvaiet knihovny metage-
nomu z kratkych (tisice parti bazi) nebo dlouhych (desitky
tisic part bazi) fragmenti DNA je tfeba zohlednit, zda je
pfedmétem zdjmu vyhledavani individudlnich genli nebo
celych operont1 a biosyntetickych drah. Casto je i pro po-
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souzeni velikosti a diverzity komunit tfeba vytvaret
knihovny z rozséhlejSich fragmentli DNA, coZ usnadiiuje
i fylogenetickou klasifikaci fragmentu v ptipad¢, ze obsa-
huje nebo je mu moZno pfifadit fylogeneticky marker (gen
rRNA, recA a podobn¢). Takové knihovny velkych frag-
mentii metagenomil jsou vytvafeny s pouzitim kosmida™,
umélych bakterialnich chromosomti (BAC; cit.*®) nebo
fosmidti (vektory zalozené na F-plasmidu; cit.2"*").
Knihovny kratkych fragmentt jsou spiSe nez pro funkéni
analyzu genti vhodné jako zdroj informaci o sekvenci

DNA metagenomi®*%.

2.3. Strategie screeningu knihoven
metagenomu

Pro screening knihoven metagenomt existuji dva
pristupy: funkéni analyza genti cilena na identifikaci urcité
vlastnosti nebo sekvenacni ptistup, tj. ureni nukleotidové
sekvence idealn¢ celého metagenomu a nasledna identifi-
kace pravdépodobnych gend, primarné in silico (obr. 2).
Urcitou limitaci druhého pfistupu je skuteénost, ze identi-
fikace genl je zaloZena na porovnavani se sekvencemi
gentl nebo jejich produktii o znamé funkci v databazich
a nelze tak identifikovat skutecné ,,nové* geny. Na druhou
stranu poskytuje vyznamnou informaci o genetické diver-
zité a metabolickém potencialu celé komunity a muze pfi-
nést i fadu prekvapivych zji§t€ni. V motské y-proteo-
bakterii byl tak naptiklad identifikovan gen kodujici bakteri-
orhodopsin (lokalizovany v blizkosti genu pro 16S rRNA)
anasledné byla potvrzena jeho funkce jako fotoreceptoru,
ktery byl do té doby zndm jen u zastupci fise Archaea™".
Vyznam sekvenacniho pfistupu roste s dostupnosti vyso-
kokapacitnich metod sekvenovani DNA jako je 454 tech-
nologie™.

Pristup  funkéni  analyzy genti,  spocivajici
v identifikaci hostitele nesouciho fragment (klon) metage-
nomu vykazujicich urcitou vlastnost, je nejcastéji vyuZivan
ve studiich cilenych na biotechnologickou aplikaci
(,,zkratkou® klon je v nasledujicim oznacovan i hostitel
nesouci fragment metagenomu). Zasadnim omezenim
funk¢nich analyz je, Ze ,,exotické® geny metagenomu musi
byt exprimovany ve zvoleném hostiteli. Tim je nejcastéji
Escherichia coli, pticemz bylo ukazano, ze na genetickém
pozadi E. coli mize byt exprimovano jen 40 % genl z 32
testovanych genomi®. Urité feSeni nabizi pouziti alterna-
tivnich hostiteli metagenomovych knihoven ptidnich mik-
roorganismi. Pouzivani jsou Streptomyces lividans a Pseu-
domonas putida®, Pseudomonas fluorescens® a ukazuje
se, ze jako hostitele je mozno vyuzit i zastupce rodu Rhizo-
bium®*7.

Uspéch funkéni analyzy zavisi i na dostupnosti meto-
dy umoznujici identifikaci hledané vlastnosti ve velkém
mnozstvi kloni. Vedle klasickych metod vyuzivajicich
napf. selek¢niho tlaku nebo komplementace defektu hosti-
tele vdané vlastnosti roste vyznam molekularné-
genetickych pfistupi. Metoda SIGEX (substrate-induced
gene-expression screening, tj. screening na substratem
indukovanou expresi [reportérového] genu; obr. 3a) vyuzi-
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va pro rychly screening klont s indukovatelnymi katabo-
lickymi geny tzv. operonovou past, jejiz podstatou je vy-
tvafeni genetickych fuzi fragmentd metagenomi s tzv.
reportérovym genem gfp pro zeleny fluoreskujici protein®®.
Klony metagenomu jsou pak inkubovany v ptitomnosti
cilového induktoru (substratu) a pozitivni zastupci jsou
identifikovani pritokovou cytometrii v usporadani FACS
(fluorescence activated cell sorting, tj. tfidéni bunck akti-
vované fluorescenci). Pro identifikaci klond produkujicich
efektory mezibunécné signalizace, jako je quorum sensing,
byl v systétmu METREX (metabolite-regulated expression,
tj. systém exprese [reportérového genu] regulovand meta-
bolitem; obr. 3b) vyvinut hostitel nesouci gfp pod kontro-
lou promotoru genii /ux pro bakterialni luciferasu a produ-
kujici odpovidajici transkripéni regulator LuxR, jehoz
aktivita je zavisla na piitomnosti signalnich molekul™*.

3. Uzite¢né enzymy a dalsi biomolekuly
nekultivovatelnych mikroorganismi

Metagenomika poskytuje diive nepostizitelnou vypo-
véd’ o ekologickém vyznamu specifickych mikroorganis-
md v ramci slozitych komunit, tim, ze umoziuje ptifadit
potencialni funkce ur¢itému mikroorganismu, osvétlit me-
chanismy katabolismu xenobiotik a nebo desifrovat roli
nekultivovatelnych symbiotli, paraziti nebo patogenl
v t&le hostitele’™. Nemén& vyznamnym vystupem me-
tagenomickych studii je identifikace novych enzymu
s vyhodnymi vlastnostmi nebo drah biosyntézy novych
antibiotik. Metagenom se stava také zdrojem materialu pro
konstrukei zcela novych geni postupem tzv. metageno-
mického miseni genil (angl. metagenomic DNA shuffling),
jehoz podstatou je kombinovani vhodnych ¢asti kodujicich
sekvenci rizného pivodu, za vzniku umélych geni koduji-
cich protein pozadovanych vlastnosti. Genetické modifika-
ce produkénich mikroorganismii pak umoznuji vyuzit po-
tencidlu metagenomiky v biotechnologické praxi.

3.1. Amylasy, celulasy a dal§i hydrolasy
polysacharidu

Ze 14 doposud identifikovanych amylolytickych klo-
nii* jsou z biotechnologického hlediska nejvyznamngjii 4,
z nichz prvni, ziskany z ptdni bakterie, produkuje amylasu
AmyM s teplotnim optimem 42 °C, stabilni v alkalickém
prostiedi s pH optimem 9, tedy vlastnosti pozadovanou pro
pouziti v pracich prostiedcich*. Rozsahly screening 2000
metagenomovych knihoven z podmotskych biotopti umoz-
nil firmé Diversa Co. (San Diego, CA, USA) identifikovat
tii  klony produkujici termostabilni kyselé amylasy
BD5031, BD5064 a BD5063, z nichz posledni vykazovala
optimalni aktivitu pii pH 4,5 a teploté 105 °C, bez naroku
na piitomnost stabilizujich Ca** (cit.*®). Tento enzym viak
byl v aktivni formé¢ v hostiteli produkovan s nizkou Géin-
nosti. Reseni poskytla technologie metagenomického mi-
seni gend a ze sekundarni knihovny ptipravené rekombina-
ci kratkych fragmenti kodujicich oblasti tii identifikova-
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nych a-amylas byl ziskdn chimerni gen pro amylasu
BD5088, kterou lze, pfi zachovani katalytickych charakte-
ristik enzymu BD5063, produkovat s vysokymi vytézky™.
Enzym BDS5088 by tak v procesu sacharifikace kyselych
extraktd kukuficného Skrobu mohl nahradit standardné
pouzivany preparat o-amylasy z Bacillus licheniformis
termostabilni pouze v oblastech blizkych neutralnimu pH
a v piitomnosti Ca".

Ackoliv se vyhledavani celulas v metagenomech za-
meétuje predevsim na celulasy z termofilnich nebo anae-
robnich mikroorganismt, ¢asto s krokem piedkultivace na
karboxymethylcelulose nebo  lignocelulose™ ™,  lze
v aerobni mezofilni pidni mikrofléfe nalézt enzymy tole-
rujici extrémni podminky. Voget a spol.* izolovali celula-
su CelESA zachovavajici si minimalné 60 % aktivity
v §irokém rozsahu pH 5,5 az 9,0, dlouhodobé stabilni pfi
40 °C a aktivni i v pfitomnosti 3 M NaCl. Diky témto
vlastnostem  muze CelESA nalézt uplatnéni
v biotechnologickém zpracovani lignocelulosovych mate-
riala.

Kompletni enzymova hydrolyza lignocelulosové bio-
masy vyzaduje hydrolyzu hemicelulos, jejiz soucasti jsou
ixylany a hledany jsou proto i vhodné xylanasy™.
Z metagenomtl odpadni jimky byly izolovany xylanasa
Xyn8, zajimava svou aktivitou pii nizkych teplotach®
a z mikroflory zazivaciho traktu miry a termita xylanasy
XYL6805, 6806, 6807 a XYL6419, které nevykazovaly
vyznamnou sekvencni homologii se zndmymi xylanasami

selekce bunék / v

s metagenomovymi
klony (tj. s inaktivnim R, )
]

\
aplikace induktoru »

selekce klon(

s inducibilnim
promotorem P,
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a piedstavuji tak novou rodinu t&chto ezymi®’. Ackoliv se
po dlouhou dobu zdélo, Ze agarasy, schopné hydrolyzovat
agar, jsou charakteristické jen pro moiskou mikrofloru,
byla tato aktivita reprezentovand 12 metagenomovymi
klony potvrzena i u zastupci suchozemské pudni mik-
roflory™".

3.2. Nitrilasy, nitrilhydratasy a amidasy

Chemickd hydrolyza nitrilG na odpovidajici karboxy-
lové kyseliny a jejich amidy vyzaduje ptitomnost silné
kyseliny a vysokeé teploty a bézné poskytuje nizké vytézky.
Nitrilasy jsou v bakterialnich genomech kédovany pomér-
né vzacné a do zavedeni metagenomiky bylo zndmo jen asi
20 zastupct™. V rozsahlém projektu firmy Diversa Co.
(San Diego, CA, USA) testujicim metagenomy ze stovek
biotopu bylo identifikovano 337 gend kodujicich nitrilasy,
z nich charakterizované vykazuji stereoselektivitu, ktera
mize nalézt uplatnéni pti syntéze specifickych enantiome-
ri  hydroxykarboxylovych kyselin®*™*. Nitrilhydratasy
konvertujici nitrily na amidy karboxylovych kyselin nalé-
zajl vyuziti pfi syntézach nikotinamidu a akrylamidu
a metagenomika odhalila 12 novych nitrildehydrogenas
z ptdnich mikroorganismi’®. Amidasy jsou vyuzivany pfi
syntézach [B-laktamovych antibiotik a z nekultivovatelné
pudni bakterie byla ziskana penicilinacylasa, vyuzitelna pfti
produkci semisyntetickych peniciling™.

Produkce efektoru (aktivatoru) pro regulator LuxR

spina expresi renortérového aenu
Spina eXpres: repornercvenc ger

pod kontrolou P
lux

selekce producenta efektoru
(FACS)

Obr. 3. Molekularné-genetické pristupy pri funkéni analyze knihoven metagenomii; (a) Operonova past v plasmidu pl 9GFP (metoda
SIGEX; cit.*®). V hostiteli nesoucim samotny plasmid pl9GFP je transkripce genu gfp kédujiciho zeleny fluoreskujici protein GFP kont-
rolovana /ac promotorem, coz umoziuje eliminaci hostitele bez heterologniho fragmentu DNA. Fuzi gfp s fragmentem DNA metageno-
mu obsahujicim indukovatelné katabolické geny pod kontrolou promotoru P;,, je v plasmidu M vytvofen operon, jehoz exprese je spinana
v pfitomnosti odpovidajiciho exogenniho induktoru (P, je neaktivni:x). (b) Bunécny sensor pro identifikaci genti biosyntézy efektort
mezibunééné komunikace (systém METREX; cit.***’). V hostiteli klonu fragmentu metagenomu (M) transformovaném reportérovym
plasmidem R, ktery nese gfp pod kontrolou promotoru genti /ux (Py,,) pro luciferasu a konstitutivni gen /uxR pro odpovidajici transkripéni
regulator LuxR z Vibrio fischeri, bude exprese gfp spinana v ptipad¢, ze klon produkuje aktivator LuxR. Pokud je hostitel vystaven sti-
mulu exogenniho aktivatoru (N-acyl homoserin lakton), 1ze jej vyuZit i pro identifikaci negativnich efektord LuxR. Klony produkujicich
GFP jsou jako selektovany pomoci priitokové cytometrie FACS (fluorescence activated cell sorting).
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3.3. Glyceroldehydratasa

V biotechnologiich vyuzivajicich fermentaci glukosy
na 1,3-propandiol, ktery je surovinou napf. pro vyrobu
polyesteru nebo polyuretanu, je limitujicim krokem premé-
na glycerolu na 3-hydroxypropanal, katalyzovana glycerol
dehydratasou. Screening metagenomovych knihoven
zn¢kolika biotopli umoznil identifikovat klon E. coli
BI21/pAKS5.1 produkujici glyceroldehydratasu, ktera se
vyznacovala vyznamnou rezistenci k inhibici aktivity gly-
cerolem a konenym metabolitem 1,3-propandiolem
(cit.”").

3.4. Esterasy

Doposud bylo v metagenomech identifikovano okolo
80 esteras™, znichZ vsak jen n&kolik bylo biochemicky
charakterizovano. Z podmoiské solné lokality byla izolo-
vana fada enantioselektivnich esteras aktivnich v oblasti
alkalického pH a za vysokych tlakli, mezi nimi jedna
z doposud nejvétSich popsanych esteras, esterasa .16,
homotrimer o 325 kDa (cit.’®). Podobnou molekulovou
hmotnost ma i homooktamerni esterasa EstA3 o 336 kDa
izolovana z biofilmu pod hladinou pitné vody, ktera je
jako jediny zndmy enzym schopna hydrolyzovat jinak
nereaktivni sekundarni ester 7-[3-oktylkarboxy-(3-hydroxy-
-3-methyl-butyloxy)]-kumarin (cit.>).

3.5. Oxidoreduktasy

Moznosti vyuziti bakterialnich polyhydroxyalkanoati
(PHA) jako suroviny pro vyrobu odbouratelnych plasti
1 nahrad fosilnich paliv iniciovala i zdjem o metabolismus
téchto latek v nekultivovatelnych mikroorganismech.
Screening knihovny metagenomu ptdnich mikroorganis-
mi cileny na D-3-hydroxybutyrat dehydrogenasovou akti-
vitu pfinesl 34 pozitivnich klont s vysokou diverzitou
v predpovézené primarni struktufe enzymu a méné nez
35% identitou se znamymi proteiny’’. NAD(P)H-
dependentni alkoholdehydrogenasy (ADH) nalézaji diky
své enantioselektivit¢ uplatnéni pfi syntézach rady karbo-
nylovych sloucenin, hydroxykyselin, aminokyselin a chi-
ralnich alkoholt, které neni mozné pfipravit chemickou
cestou. Z metagenomovych knihoven mikroflory fi¢nich
sediment a pady bylo izolovano 48 kloni schopnych
konvertovat C2 az C4 polyoly na odpovidajici karbony-
lové slougeniny™®, zatim bez charakterizované selekti-
vity. Zadné z 11 identifikovanych alkoholdehydrogenas
nevykazuje sekvencni homologii ke znamym zastup-
cim® NAD(P)H-dependentnich ADH a jednd se tak
o zcela nové enzymy . Vyznamnou enantioselektivitu
vykazuje monooxigenasa SmoA, jejiz gen byl izolovan
z pidniho metagenomu® a ktera konvertuje styren a jeho
chlorované derivaty na odpovidajici (S)-epoxidy s vytézky
>99 %.
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3.6. Biosyntéza vitaminu, antibiotik
a léciv

Metagenomicky piistup byl aplikovén pti vyhledavani
biosyntetickych ~ drah  biotinu a  vitaminu C.
Z metagenomové knihovny plidni mikroflory testované
v E. coli s auxotrofii na biotin bylo identifikovano 7 kos-
midi s operony kodujicimi biosyntetickou drahu biotinu®.
Z nekultivovatelnych ptdnich bakterii byly izolovany ge-
ny kédujici dvé 2,5-diketo-D-glukonét reduktasy, C a D,
jez jsou soulasti biosyntetické drahy vitaminu C. Tyto
enzymy se vyznacuji vysokou katalytickou ucinnosti
aenzym D i termostabilitou s maximem aktivity zachova-
nym pii 45 °C (cit.**).

Standardni inhibi¢ni test s Mycobacterium sp. umoz-
nil mezi klony pidnich metagenomi identifikovat zéstup-
ce produkujiciho antibiotikum terragin A (hostitel S. /ivi-
dans; cit® ) a 11 klond produkujicich antibiotika N-
acyltyrosinové fady (hostitel E. coli; cit.®®). Pomoci inhi-
bicniho testu s Bacillus subtilis byl z pidniho metagenomu
selektovan klon produkujici zcela nové antibiotikum, indol
derivatizovany isokyanidovou skupinou na C3 (hostitel E.
coli, cit.%7), pro jehoz biosyntézu se vyuziva jako prekurzor
tyrosin a ribulosa-5-fosfat®®. Antibakterialni G¢inky na
Bacillus sp. ma i sekundarni amid kyseliny palmitové,
palmytoylputrescin, produkovany klonem metagenomu
symbiotl tropickych rostlin ¢eledi Bromeliaceae s E. coli
jako hostitelem®. Identifikovana palmytoylputrescinsythe-
tasa Pps s vysokou substratovou specifitou pak pfedstavuje
zcela novy enzym, ktery nevykazuje piibuznost k Zzadnym
ze znamych N-acetyltransferas. Charakteristické zbarveni
umoznilo identifikovat klony produkujici turbomyciny A
aB (cit.”’) a violacein (cit.”"). V pudnich metagenomech
byly identifikovany i biosyntetické drahy indirubinu
(cit.”®), ktery je pouzivan pii terapiich u pacientd trpicich
leukémii.

4. Zavér

Metagenomika nejen ponékud pozménila pohled na
koncept genomu, ale pfedevS§im umoziiuje piekonat barié-
ru, ktera mikrobiologim nedovolovala komplexni poznani
struktury a funkéniho potencidlu komunit z exotickych
i béznych prostiedi a vede k feSeni medicinskych, ekolo-
gickych a biotechnologickych problémi (obr. 1). Sekve-
nacni pfistup analyzy metagenomu piinasi rychlym tem-
pem mnozstvi informaci o novych genech, funk¢ni analy-
zy umoznily identifikovat fadu novych enzym, antibiotik
a jinych biomolekul pochazejicich z nejriznéjsich biotopt
(obr. 2). Vyuziti potencialu, ktery technologie metageno-
miky nabizi, kriticky zavisi na analyze metagenomovych
knihoven. Pro sekvenacni pfistup prestane byt, diky stalé-
mu zdokonalovani vysokokapacitnich metod, nukleotidové
sekvenovani limitujicim faktorem. RozliSeni a slozeni
individudlnich genomia bude zaviset na vyvoji softwaro-
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vych nastrojii bioinformatiky™ a dostupnosti DNA &ipi,
které navic umozni rozlisit klony exprimujici informaci ma-
tagenomu od kloni obsahujicich neaktivni pseudogeny’®.
Lze ocekavat, ze pro pifedpovéd funkce genového produk-
tu bude vyuzito pokrokll ve stanoveni homologii proteint,
které bude stéle vice zaloZeno na porovnavani modelova-
nych terciarnich struktur a analyzy ptrestanou byt omezeny
na (Casto malo prikazné) homologie v primarnich struktu-
rach proteinl. Funkéni analyzy budou vyZadovat tadu
dalsich inovaci v oblasti vysokokapacitniho screeningu
knihoven metagenomi (obr. 3), ale hlavni limitaci zlstava-
ji vhodni hostitelé s genetickym pozadim umoznujicim
expresi ¢asto exotickych heterolognich genti. Vyznamnym
pfislibem pro funk¢ni analyzy a cilenou pfipravu genil a
proteini ,,na miru“ je pfistup metagenomického miseni
genl na urovni sekundarnich knihoven pfipravenych spo-
jovanim riznych &asti gend z celych metagenomt”.

Pii pohledu na obrovsky potencidl metagenomiky
a jeho soucasné vyuziti v biotechnologické praxi je zaraze-
jici, ze jen zlomek vysledki je kryt patenty a jen velmi
malé mnozstvi nové objevenych enzymi nebo biosyntetic-
kych drah nalezlo realné uplatnéni®. Je vysoce pravdépo-
dobné, Ze diky extenzivnimu pfistupu, jimz je soucasni
metagenomika charakteristicka, obsahuji jiz stavajici
knihovny metagenomil geny kodujici nové enzymové akti-
vity a metabolické funkce. Ur¢itym dluhem metagenomiky
s ohledem na biotechnologické aplikace tedy ziistava zvy-
Seni podilu skute¢nych a prakticky zajimavych novinek ze
svéta nekultivovanych mikroorganismii. To pfedpoklada
vhodné polozenou otazku (a selekéni metodu) vychazejici
z ,,poptavky“ po urcité biomolekule, tj. enzymu vyhod-
nych vlastnosti nebo biosyntetické drahy cenné latky,
atedy tzkou spolupraci mezi vyzkumem a primyslem
nebo klinickou praxi.

Tento referat vznikl za podpory grantii NPV Il
¢ 2B0 8031 a MSMT CR & MSM 6046137305.
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Czech Republic): Metagenome — a Rich Source of Novel
Biomolecules

The finding that a vast majority of microbial species
cannot be readily grown in a pure culture or has not yet
been cultivated and their genetic and metabolic potentials
remain unknown, caused a revolution in the microbiolo-

Zahrada

gists’ view of microbial world. The methodology of study-
ing microbes has experienced a significant transformation.
Metagenomics, developed over the past decade, involves
isolation of DNA covering genomes of a microbial com-
munity (metagenome) directly from environmental matri-
ces, construction of the library of metagenome fragments
and sequence-based or functional screening of metage-
nomic clones. This allows to elucidate genomes of uncul-
tured microorganisms, to illuminate their genetic diversity,
to understand their ecological significance and to provide
novel useful enzymes and biomolecules, A brief view of
recent advances in metagenomic strategies is provided and
examples of novel enzymes and biomolecules of potential
biotechnological significance are given. In spite of a large
amount of information provided by metagenomics, only a
limited number of genes and enzymes are currently used in
biotechnological processes. The identification of novel
biocatalysts and their implementation in viable production
processes is a future challenge.
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