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Adaptation of the Cytoplasmic Membrane of the producer B. subtilis ATCC 21332 to

Surfactin

Surfactin, one of the most powerful biosurfactant is produced by various strains of
Bacillus subtilis. This acidic lipopeptide exhibits antiviral, antibacterial, antitumoral and
haemolytic activities and has the advantages of low toxicity and biodegradability over the
chemically synthetised surfactants. Due to its amphiphilic nature surfactin incorporates
into the phospholipid bilayer and in vitro induces its permeabilisation and perturbation.
The aim of this study has been to characterise the adaptive processes occuring at the level
of cytoplasmic membrane of the surfactin producer Bacillus subtilis ATCC 21233 in
response to surfactin production. The membrane phospholipids were routinely analysed by
TLC on Silicagel G plates and the chemical description of the derived fatty acids
composition was performed by GC/MS analysis. In parallel to the kinetics of surfactin
synthesis, the membrane phospholipids have undergone complex reconstruction. Major
phospholipids were gradually replaced by the negatively charged cardiolipin (up to 28% of
the total) which increases the surface repulsive force of the membrane against the anionic
lipopeptide surfactin. The change of the membrane surface was accompanied with the
substantial rigidisation of the membrane interior as revealed by the steady-state
fluorescence anisotropy of 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene as the hydrophobic probe
(rDPH). The biochemical profile of the membrane compartment has been completed with
the membrane proteome separation by SDS-PAGE. The obtained data revealed an
extensive modulation of the cytoplasmic membrane composition in response to surfactin,

suggesting the possibility of membrane protection and cell viability.
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Uvod

1. UVOD

Bakterie jsou vSudypfitomnd a vyjime¢né uspé$nd forma Zivota. Jejich uspéch
spo¢iva predevsim ve schopnosti adaptovat se na Sirokou $kélu podminek prostfedi. Za
timto ucelem se v bakteriich vyvinul rozsahly arsenal strategii, pomoci kterych dovedou
Celit specifickym nastraham, které jim jejich Zivotni prostfedi predklada. Jednotlivé
adaptivni procesy nejsou regulovany samostatné. Namisto toho bakterie vyuZivaji
sofistikované propojené sité¢ senzorickych a regulaénich drah, které ¥idi n&€kolik riznych
adaptivnich procest soufasné. Zainym piikladem miZe byt spojeni regulace syntézy

sekundarnich metaboliti, sporulace a vzniku stavu kompetence u bakterii rodu Bacillus.

B. subtilis je pudni mikroorganizmus, ktery je nuceny vyrovndvat se nepfetrZité
s nedostatkem Zivin a ménicimi se fyzikdln€¢ chemickymi podminkami prostiedi. Tyto
procesy lze v laboratornich podminkach pozorovat pfi jednorazovych kultivacich. Na
konci exponencialni faze, kdy nedostatek Zivin limituje optimalni rdst, B. subtilis zadina
aktivovat systémy motility a chemotaxe, které by mu v pfirozenych podminkéach prostiedi
umoznily hledat nové zdroje Zivin. Pokud nutriéni stres pokraduje, vstupuji buiiky do
staciondrni fize a zaCinaji sekretovat degradativni enzymy a indukovat dal$i mechanizmy
zajist'ujici bakterii vyuZiti alternativnich zdrojti Zivin. Za i¢elem soupefeni s potencialnimi
konkurenty za€inaji buiiky produkovat sekundarni metabolity, antibiotika. Pretrvavajici
nedostatek Zivin vyustuje ve vznik stavu kompetence a v krajnim pfipad¢ se aktivuje
posledni alternativa - bakteridlni populace se vydava cestou sporulace, ktera bakterii

poskytuje moZnost pfezit i extrémné nepfiznivé podminky prostiedi.

Jednou ze skupin latek, jejichZ syntéza je indukovana pfi vstupu do stacionarni
faze, jsou i povrchové aktivni latky (biosurfaktanty), které se diky své fyzikalné chemické
povaze podileji na modifikaci Zivotniho prostfedi i samotného povrchu bakterialni butiky a
udileji ji celou fadu selekéné vyhodnych vlastnosti. Do této skupiny latek patii i lipopeptid
surfaktin, ktery vykazuje fadu vyjimeénych vlastnosti a biologickych uéinkii skytajicich
potencidl pro komeréni vyuziti. Ackoli se fada svétovych laboratofi zabyvd otdzkou
biosyntézy a celkové optimalizace produkce surfaktinu, informace tykajici se jeho sekrece
zbutikky a pfedev8im primarniho metabolismu samotného producenta surfaktinu stéle

chybi.

Pfedmétem zajmu této diplomové prace se proto stal jeden z produkénich kmenti

surfaktinu Bacillus subtilis ATCC 21332. Z pohledu producenta pfedstavuje rostouci
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Uvod

koncentrace surfaktinu v prostfedi stres, kterému musi bakteridlni buiika ¢elit a musela
stejn€ jako jini producenti antibiotik vici latce, kterou sama produkuje, vyvinout u¢inné
mechanizmy rezistence. Prvni metabolicky aktivni a nepostradatelnou strukturou bakterie,
ktera se s pisobenim jakéhokoli stresu setkava, je cytoplazmatickd membrana. To plati pro
vSechny stresové faktory vnéj$iho prostfedi, plsobeni surfaktinu jako stresoru je v3ak
slozit&j3i. Tato membranove aktivni latka ptedstavuje patrn€ jednak vnitini stres tak, jak je

uvnitf buiiky syntetizovana, ale poté i vn&jsi stres jako molekula akumulovana v prostiedi.

Hlavnim tématem diplomové prace byla tedy charakterizace adaptivnich procest
odehravajicich se v prib¢hu ristu a syntézy surfaktinu v cytoplazmatické membrané
producenta B. subtilis ATCC 21332. Pro realizaci tohoto ukolu byly vytéeny nasledujici
cile:

1. Zpracovat literarni pfehled problematiky surfaktinu tykajici se jeho struktury,

vlastnosti, syntézy a uZiti.

2. Ruistové charakterizovat kmen B. subtilis ATCC 21332 za riznych kultivaénich

podminek.

3. Stanovit pocet Zivych bun€k (vegetativnich bunek a spor) v kultute B. subtilis
ATCC 21332.

4. Zavést metodu izolace surfaktinu z tekuté kultury.
5. Stanovit kinetiku syntézy surfaktinu v tekuté kultute B. subtilis ATCC 21332.

6. Analyzovat biochemické a fyzikdlni zmény cytoplazmatické membrany

B. subtilis ATCC 21332 v zavislosti na produkci surfaktinu:
= sloZeni fosfolipidi
* mastné kyseliny fosfolipidt
= bilkoviny cytoplazmatické membrany

* mikroviskozita cytoplazmatické membrany méfenim anisotropie

fluorescenéni sondy DPH.
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Literdrni pFehled

2. BAKTERIALNI POVRCHOVE AKTIVNi LATKY

Povrchové aktivni latky jsou amfifilni slou¢eniny s tendenci interagovat s riznymi
povrchy. Povrch je definovan jako fazové rozhrani mezi dvéma fazemi heterogenniho
systému. Toto rozhrani hraje zésadni ilohu v chovani kazdého systému. Je tedy pfirozené,
Ze bakterie majici vysoky pomér povrchu k objemu produkuji rozmanité povrchové aktivni
slou¢eniny neboli surfaktanty. Surfaktanty jsou amfipatické substance (tj. obsahuji
hydrofobni i polarni skupiny), které se adsorbuji na povrchy a méni tim jejich vlastnosti.

Do této skupiny latek se fadi mj. mydla a detergenty.

Mikroorganizmy maji schopnost syntetizovat Sirokou $kalu povrchové aktivnich
latek, které se rozliSuji podle riznych kritérii jako je velikost molekuly (nizko- a
vysokomolekularni surfaktanty, polymerni surfaktanty), biochemickd povaha (mastné
kyseliny, lipidy, bakteriociny, peptidy, polysacharidy), povaha hydrofilni ¢&asti
(karboxylova skupina, glycerol, sacharidy, aminokyseliny) nebo také podle rodu
produkujiciho mikroorganizmu. V3eobecné se povrchové aktivni latky rozd€luji do tki

skupin na biosurfaktanty, amfifilni polymery a polyfilni polymery (Tab. 1).

termin definice ptiklad
Biosurfaktanty Nizkomolekularni surfaktanty glykolipidy, lipopeptidy
mikrobialniho pivodu
Amfifilni polymery Vysokomolekularni povrchové aktivni lipopolysacharidy,

latky s jednou hydrofébni oblasti lipoteichoova kys.,
lipoglykany
Polyfilni polymery Vysokomolekularni povrchové aktivni hydrofobni polysacharidy,
latky s hydrofobnimi skupinami emulsan

rozloZenymi po celé molekule

Tab. 1 Terminologie rozdéleni mikrobialnich povrchové aktivnich latek (NEU 1996).

Typickymi a Zadoucimi vlastnostmi surfaktantd je schopnost zvySovani
rozpustnosti riznych latek, sniZovani povrchového napéti a nizka kritickd micelarni
koncentrace (Critical Micelle Concentration, CMC). U&innost surfaktantu je uréovana
praveé jeho schopnosti sniZzovat povrchové napéti, jejiz mirou je mnozstvi volné povrchové
energie na jednotku plochy (N.m™) nutné pro pfenos jedné molekuly z okolniho prostredi

na povrch (ROSEN 1978). Pfitomnost surfaktanti potiebné mnozstvi této energie sniZuje.
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Utinné surfaktanty maji nizkou CMC, tzn. Ze pro sniZeni povrchového napéti je zapottebi
mensiho mnoZstvi surfaktantu. CMC vyjadiuje ve skute¢nosti schopnost surfaktantu
rozpoustét se ve vodném prostfedi. Surfaktant se do ur¢ité kritické koncentrace (hodnota
CMC) vyskytuje v podob& monomerd, ale nad tuto hranici jeho amfifilni molekuly za¢inaji
asociovat do supramolekularnich struktur jako jsou micely, dvojvrstvy a vagky. CMC je
tedy definovana jako minimélni koncentrace nutna k zapoceti tvorby micel (BECHER
1965), tzn. Ze CMC vyjadfuje maximalni koncentraci monomert surfaktantu ve vodném
prostfedi. Tato hodnota je vak také ovliviiovana podminkami prosttedi jako je pH, teplota

a iontova sila.

Skupina surfaktanti mikrobialniho pivodu vykazujici vyjime€nou povrchovou
aktivitu je klasifikovana jako biosurfaktanty. Biosurfaktanty jsou produkovany
kvasinkami a bakteriemi rostoucimi na rozli¢nych substratech. Chemickou povahou se
miiZe jednat o glykolipidy, lipopeptidy, fosfolipidy, mastné kyseliny, neutralni lipidy nebo
rizné polymerni slou€eniny. Vé&tSina té€chto latek mé aniontovy nebo neutrdlni charakter.
Pouze nékteré biosurfaktanty obsahujici aminoskupiny jsou kationy. Hydrofobni &ast
molekuly mZe byt tvofena sacharidem, aminokyselinou, cyklickym peptidem, fosfatem,
karboxylovou kyselinou nebo alkoholem. Hodnota CMC biosurfaktanti se obecné
pohybuje vrozmezi 1-200 mg/l, relativni molekulovd hmotnost pak dosahuje
500 — 1500 Da (MULLIGAN 2005).

2.1 SURFAKTIN

Surfaktin je cyklicky lipopetid bakteridlniho ptivodu, jehoZz nézev byl pavodné
odvozen od jeho vyjimeénych vlastnosti jednoho z nejsiln&j$ich surfaktanti - surfaktin
snizuje povrchové napéti vody ze 72 na 27 mN.m™ ji p#i 0,005% koncentraci. Kriticka
micelarni koncentrace surfaktinu je 7,5 uM, coz je hodnota asi o dva fady niZ8i nezZ u
vétSiny ostatnich detergentl. Surfaktin vytvaii micely tyCkovitého tvaru s agregaénim
¢islem ~ 170 (HEERKLOTZ a SEELIG 2001).

Ackoliv byl tento sekundarni metabolit objeven pfed jiZz téméf Ctyficeti lety,
zaznamenal v poslednich 15 letech velky narlst zajmu, ktery byl vyvolan rostoucimi
poZadavky po u¢inném biosurfaktantu vyuZitelném pro feSeni soucasnych ekologickych

problémi. Historie surfaktinu se datuje od roku 1968, kdy byla zaznamenana pfitomnost
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nové biologicky aktivni latky v tekuté kultufe n€kterych kmend Bacillus subtilis (ARIMA
et al. 1968). Diky svému vyjime¢nému postaveni mezi surfaktanty byl pojmenovan
surfaktin a strukturné byl popsan v roce 1969 jako makrolidovy lipopetid (KAKINUMA et
al. 1969). 1 kdyz od této doby byly popsany i dalsi lipopetidy, surfaktin zistava hlavnim a
nejlépe popsanym zastupcem této skupiny latek. Divodem je cela fada jeho vyznamnych

fyziologickych a biochemickych aktivit, o kterych bude pojednano niZe.

2.1.1 Struktura a vlastnosti surfaktinu

CO —L-Glu' —L-Leu*— D-Lev’

CH,
l L-val*

CH,— (CH,),— CH

O — L-Leu'— D-Leu® —L-Asp’

Obr. 1 Struktura surfaktinu
Sedé pole oznatuje misto vzniku makrolaktonu, n = 12 — 16 (MULLIGAN 2005, SIEBER a
MARAHIEL 2003).

Surfaktin je cyklicky lipopetid tvofeny heptapeptidem (ELLVDLL) s chiralni
sekvenci LLDLLDL uzaviené v laktonovém kruhu, ktery je spojen s B-hydroxy mastnou
kyselinou obsahujici 12 — 16 atomt uhliku v konfiguraci n, iso nebo anteiso (Obr. 1).
Aminokyselinové zbytky 1 a 5 tvofi minoritni hydrofilni doménu nesouci negativni néboj.
Hydrofobni aminokyselinové zbytky se nachazeji v pozici 2, 3, 4, 6 a 7. Kterykoli izolat
surfaktinu je vZdy smési jeho riznych isoforem, tzn. Ze v jednom extraktu se vyskytuje
né&kolik peptidickych variant (BONMATIN et al. 2003, KOWALL et al. 1998) s riznou
délkou alifatického fetézce mastné kyseliny (HUE et al. 2001).

Diky cyklickému uspofadani peptidické ¢&asti molekuly, chirdlni sekvenci a
ptiznivym intramolekuldrnim interakcim je topologie surfaktinu kompaktni. Surfaktin jak
ve vodném prostfedi, tak na rozhrani voda/vzduch vytvafi stabilni B-list podobajici se
Jjezdeckému sedlu (ISHIGAMI et al. 1995). Prostorova topologie tvofici strukturu B-listu je

zifejmé& zodpovédna za povrchovou aktivitu této slouéeniny.
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Trojrozméma struktura surfaktinu (Obr. 2) byla popsana technikami 'H NMR
(BONMATIN et al. 1995). Studium 3D struktury odhalilo, Ze na jedné stran€ jsou
aminokyselinové zbytky 2 a 6 otofeny k sobé navzijem, a to v blizkosti postrannich
fetézcli Glu-1 a Asp-5, které tvofi minoritni polarni doménu. Na protéjsi strané je zbytek 4
oto¢en k pfipojeni lipidického fetézce a tvoii spolu s nim majoritni hydrofébni doménu,
ktera v mensi mife zahrnuje i postranni fet€zce zbytkd 3 a 7. Lipidovy fetézec je pod
hranici kritické micelarni koncentrace volné€ rozprostien v prostoru, ale nad touto hodnotou
se uCastni intermolekularnich hydrofébnich interakci v supramolekuldrnich strukturach
jako jsou micely nebo oligomery. Lipofilni strana ptedstavuje vhodny povrch, ktery se také
u€astni interakci sjinymi lipidy a lipopeptidy. Z tohoto modelu tedy vyplyva, Ze
rozpustnost a povrchova aktivita surfaktinu zavisi na sprdvném rozmisténi a orientaci

aminokyselinovych zbytki tvoficich obé piislu$né domény.

lipidicky

fetézec

J

Obr. 2 Trojrozmérna struktura peptidické &asti surfaktinu

Aminokyselinové zbytky jsou odislovany &islicemi 1 — 7. Svétle Seda - hydrofobni zbytky 2, 3, 4, 6
a7 apfipojeni lipidického fetézce. Tmavé Seda a Eerna — acidické zbytky 1 a 5 (PEYPOUX et al.
1999).

Ur&eni specifické trojrozmémé struktury surfaktinu pfedstavuje diileZitou strategii
pro objasnéni strukturdlnich zakladi jeho aktivity, a tedy i nastroj, jak ji zlep3ovat.
Specialni prostorové uspofadani tohoto lipopeptidu souvisi s pfitomnosti cyklického

peptidu s chiralni sekvenci a B-hydroxy mastné kyseliny. I kdyZ je cyklizaci konformac¢ni
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prostor redukovan, jsou tyto molekuly flexibilni a mohou v roztoku nabyvat v sebe
ptechazejici konformace (VOLPON et al. 1999).

Obr. 3 Lipopeptid surfaktin a fosfolipid
Srovnani molekuly surfaktinu (vlevo) s molekulou fosfolipidu (vpravo).

2.1.2 Prehled aktivit

Surfaktin naru$uje integritu membrany (BERNHEIMER a AVIGAD 1970). Silny
destabiliza¢ni efekt na membranu je dan amfifilni povahou surfaktinu — nabité postrani
fetézce jsou orientovany do vodné fiaze a nepolarni rezidua jsou nasmérovana do
hydrofébniho jadra membrany. Surfaktin destabilizuje a permeabilizuje membranu
v koncentracich mnohem niZ3ich nez je CMC (HEERKLOTZ a SEELIG 2001). Penetrace
membrany je usnadilovana pfitomnosti kationti (MAGET-DANA a PTAK 1995), ale je
také zavisla na koncentraci surfaktinu. Pii nizkych koncentracich je surfaktin misitelny
s fosfolipidy, a to diky konforma¢nim zménam peptidového cyklu pfi stietu s molekulou
lipidu, ke které ma afinitu, a tvofi s nimi smésné micely. Limitni pomér surfaktin — lipid
potiebny pro iniciaci solubilizace membrany je =~ 0,22 mol surfaktinw/mol lipidu. Pfi
stfednich hodnotdch koncentraci se zafinaji tvofit ve fosfolipidové dvojvrstvé
supramolekularni struktury nebo kanaly, které jsou volné€ prostupné pro kationty (GRAU et
al. 1999). Pti vysokych koncentracich pfevazi detergentovy uéinek surfaktinu, coz vede

k disrupci membrany.
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In vitro zplUsobuje inkorporace surfaktinu do membrany silnou dehydrataci
fosfolipidovych polarnich hlav. Lokélni dehydratace vyrazné narusuje stabilitu dvojvrstvy.
Surfaktin také silné interaguje sacylovymi fetézci fosfolipidd, coz vede k fluidizaci
apolarni ¢asti dvojvrstvy a tim k poru$eni bariérové vlastnosti membrany. Takovéto
strukturdlni fluktuace mohou pfedstavovat primarni efekt G¢inku surfaktinu jako
antibiotika. Pro destabilizaci a permeabilizaci membrany je nutna pfitomnost minimalné

dimert surfaktinu (CARRILLO ef al. 2003).

Zpusob interakce surfaktinu suméle pfipravenymi membranami zavisi na
lipidovém sloZeni dvojvrstvy a na koncentraci lipopeptidu. Surfaktin penetruje do
membrany pomoci hydrofobnich interakci, ¢imZ ovliviiuje uspofadani uhlovodikovych
fet€zcl a silu membranové dvojvrstvy. Poté, co dojde ke kolizi, nastane konformaéni
zména peptidického cyklu, kterd usnadni proces interakce. Pfi nizSich koncentracich
vytvaii surfaktin domény segregované v ramci fosfolipidovych jedno- a dvojvrstev, coz
muiZe pfispivat k utvafeni pora prostupnych pro ionty (DELEU et al. 1999). Pti vysokych
koncentracich pfevaZi detergentovy u¢inek. Afinita surfaktinu k lipiddm a schopnost
interakce s membranou obecné vysvétluje mimo jiné jeho hemolytické u€inky. Surfaktin
ma rovnéZ silnou tendenci interagovat s makromolekulami, coZ se uplatiuje i pfi

desintegraci virovych kapsid (KIM et al. 1998).

Surfaktin mé také schopnost vazat a pfenaset jedno- a s vy$$i G¢innosti dvojmocné
kationty skrz organickou bariéru (THIMON et al. 1993). Jak je zfejmé z Obr. 2, acidické
skupiny (1 a 5) tvoti jakési klepeto, do kterého se dvojmocny kationt miZze velmi snadno
uchytit. Selektivni afinita pro dvojmocné kationty je dana tim, Ze zpusobuji Gplnou
neutralizaci kyselych zbytki a monovalentni kationty jako je Na* a K* pouze neutralizaci
¢astetnou (MAGET-DANA a PTAK 1992). Fyziologickym ndasledkem vychytavani
dvojmocnych kationtii je také inhibice aktivity cAMP fosfodiesterdzy (HOSONO a
SUZUKI 1983).

Aktivity surfaktinu jsou zavislé na pH - s rostoucim pH se ¢inky zvy3uji, naopak
pfi pH 5,0 jsou jeho ulinky i syntéza vyznamné redukovany (COSBY et al. 1998).
Nejvy$si aktivitu naopak vykazuje pii pH 13,5 (MORIKAWA et al. 2000).

Ionizovany surfaktin vaZze ionty Ca®t v poméru 1:1 a vznika tak jakysi komplex,
kde kationt Ca?* vytvai intramolekularni mistek mezi dvéma acidickymi zbytky

peptidického cyklu. Tento stabiliza¢ni i¢inek vapnikovych iontd na konformaci surfaktinu
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vede k dilezitym zménam v chovani celého lipopeptidu, ktery se tak stava aktivnéjsi
(OSMAN et al. 1998). Lipopeptid nabyva vét§i povrchovou aktivitu a je insertovan
hloub&ji do membrany (GRAU et al. 1999). Vytvateni komplexii miiZze také souviset

s vlastnosti lipopeptidu jako iontového nosice.

Z hydrofébnich postrannich fetézci hraje vyznamnou roli zbytek €. 4 — jestliZe je
L-Val 4 nahrazen L-Ile 4, dojde ke dvojnasobnému poklesu CMC a k podstatnému zvySeni
stability na rozhrani voda/vzduch. Pokud jde o délku fetézce mastné kyseliny, vy$si
povrchova aktivita byla zjisténa u isoformy surfaktinu C14, zatimco u pfevazujici varianty
C15 byly popsény siln€jsi antivirové a hemolytické u€inky. Tyto vlastnosti se navic je§té
znasobuji, jestlize peptidovy prstenec obsahuje pouze jeden negativni naboj a obracen¢,
kdyZ je karboxylova skupina nahrazena silnym negativnim nabojem, povrchova aktivita
surfaktinu vymizi (MORIKAWA et al. 2000). Nartst afinity k Ca** jontim indukovany
nahradou L-Leu 2/L-Ile 2 je pfipisovan modifikaci stérické piekazky postrannich fetézci,

ktera upfednostiluje ptistup karboxylovych skupin ke kationiim (BONMATIN et al. 2003).

2.1.3 Syntéza surfaktinu

Schopnost syntetizovat lipopeptid surfaktin je vlastni nejen asi dvaceti kmentim
bakterie B. subtilis, ale i dal§im druhiim tohoto rodu jako je B. pumilus, B. licheniformis a
B. amyloliquefaciens. Syntéza se uskuteériuje stejné jako i u jinych peptidovych
sekundarnich metaboliti bakterii neribosomalni cestou. JiZ v 70. letech bylo zjisténo, Ze
cyklické peptidy Bacillus spp. jako je gramicidin S a tyrocidin jsou produkovany bez t¢asti
nukleové kyseliny pomoci velkych multienzymatickych komplexi podobnym syntetdzam
mastnych kyselin (LIPMAN et al. 1971). Pozdgji byl tento zpisob syntézy pomoci
takovychto enzymatickych komplexi vyuZivajicich mnohonasobného templatového nosice
popsén i u jinych peptidickych produkti a tyto komplexy byly pojmenovany jako
neribosomélni peptidické syntetdzy (Non-Ribosomal Peptide Synthetases, NRPSs)
(WALSH 2003). Pro tyto multienzymatické komplexy katalyzujici postupnou kondenzaci
peptidu je typické, Ze se jejich substraty neomezuji pouze na 20 zdkladnich aminokyselin,
ale jsou schopné inkorporovat a postsynteticky modifikovat stovky stavebnich jednotek.
Béznymi ptiklady mlze byt vyuzivani aminokyselin nevyskytujicich se v proteinech, -

D-izomery aminokyselin, karboxylové kyseliny, N-methylované zbytky, heterocykly a
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mastné kyseliny. Casté jsou také postsyntetické modifikace jako jsou glykozylace a
oxidace pomoci enzymi asociovanych s NRPS (SIEBER A MARAHIEL 2003).

2.1.3.1 Surfaktin syntetiza

Studium biosyntézy surfaktinu bylo zapo¢ato praci KLUGE et al. (1988), kde byla
surfaktin syntetdza popsana jako komplex tvofeny multienzymatickymi thiotemplaty
katalyzujicimi syntézu surfaktinu neribosomalni cestou. Schéma biosyntézy je zaloZeno na
konceptu mnohonasobného nosi¢e predstavovaného 4’-fosfopantetheinovym kofaktorem
(phosphopantethein, ppan), ktery funguje jako vykyvné rameno slouZici jako akceptor
rostouciho peptidického fetézce a donor peptidu pro dal§i aminokyselinu vazanou
v templéatové sekvenci thiolesterovou vazbou. Sedm aminokyselin tvoficich heptapeptid je
aktivovano = ATP-dependentni adenylaci a poté jsou kovalentné piipojeny
karboxylthioesterovou vazbou k jednotlivym enzymatickym modulim (NAKANO a
ZUBER 1990, VATER et al. 1997).

Surfaktin syntetdza je cytoplazmaticky supramolekularni komplex skladajici se ze
¢tyf enzymatickych podjednotek. Tti znich jsou enzymy SrfA (Eja, 402 kDa),
SrfB (E;g, 401 kDa) a SrfC (E;, 144 kDa), které tvofi dohromady sedm moduld
zahrnujicich celkem 24 katalytickych domén. Poslednim proteinem komplexu je SrfD (E;,
40 kDa). Kazdy z moduld je zodpovédny za specifickou inkorporaci jednoho ur€itého
substratu do rostouciho heptapeptidového feté¢zce (PEYPOUX et al. 1999). Na N-konci se
nachazi iniciani modul, ktery specificky rozpoznavd a aktivuje N-termindlni
aminokyselinu budouciho peptidu. VSechny chemické reakce nutné pro zabudovéani a
upravu kazdého substratu jsou zajiStovany katalyticky nezavislymi doménami daného

modulu.

Prvnim krokem biosyntézy ( Obr. 4) je rozpoznéni a aktivace substratu adenylaéni
doménou (doména A, asi 550 aminokyselin) (CONTI et al. 1997). Analogicky s
aminoacyl-tRNA syntetdzou katalyzuje doména A aktivaci substratu na aminoacyladenylét
za Mg®* dependentni hydrolyzy ATP a uvolnéni pyrofosfatu (DIECKMANN et al. 1995).
V dal$im kroku je aminoacyladenylatovy intermediat pfenesen na volnou thiolovou
skupinu fosfopantetheinového (ppan) kofaktoru, ktery je pfipoutin k thiolové doméné
(doména T neboli peptidyl carrier protein, asi 80 aminokyselin) leZici po proudu od

domény A (WEBER et al. 2000). Intermediaty navazané na flexibilni ppan kofaktor

19



Literarni prehled

mohou byt pfeneseny k dal§im doménam, kde probihaji nasledné katalytické reakce. Vznik
peptidické vazby mezi dvéma sousednimi substraty je katalyzovan kondenza¢ni doménou
(doména C, cca. 450 aminokyselin), ktera lezi mezi doménami A a T dvou pfilehlych
modult (KEATING et al. 2002). Doména C katalyzuje nukleofilni atak aminokyseliny na
po proudu lezici doméné¢ T na volnou a-amino skupinu intermedidtu navazaného na
doméné T ptedeslého modulu (BELSHAW et al. 1999).

sm\‘mml N M‘«)H:Dcl N &"C‘WIKDQI ' SrfD(40kDa’z '
dule 1 ) duie3 module 5 v modue 7
TE-like
protein

|stp] (4-PPTase)

laktonizace

Obr. 4 Syntéza surfaktinu

Komplex surfaktin syntetazy se sklada ze 24 individulnich domén katalyzujicich 24 chemickych
reakci — aktivace (doména A), vznik kovalentni vazby (doména T), elongace (doména C),
epimerizace (doména E) a uvolnéni produktu zkomplexu (doména TE). Kazdy zmoduld
inkorporuje do rostouciho peptidického fetézce pravé jednu urditou aminokyselinu. Peptidicky
fetézec je k multienzymatickému komplexu kovalentné vazan pomoci ppan kofaktoru. Syntéza se
uskuteéiiuje smérem od N- k C-konci (PEYPOUX et al. 1999, SIEBER a MARAHIEL 2003).

Pfi inicia¢ni reakci syntézy surfaktinu je na prvni aminokyselinu v fad€ (glutamat)
jiz ptipojen fetézec mastné kyseliny aktivované do formy koenzymu A. Tohoto kroku se
Ucastni nizkomolekularni protein SrfD. Pienasi tedy B-hydroxy mastnou kyselinu ke

startovaci aminokyseling biosyntézy, aktivované L-Glu, na podjednotce SrfA. Tento
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enzym mimo acyltransferazové aktivity funguje také jako samostatna externi thioesteraza
ozna¢ovana jako SrfTE-II. Surfaktin mtiZe byt syntetizovan i bez ¢innosti tohoto enzymu,
ale za pfitomnosti SrfD je syntéza vyrazné (dvoj- az pétinasobné&) stimulovana (STELLE et
al. 2004). Externi thioesterazy jakou je SrfD se mohou uéastnit i proofreadingové aktivity
(SCHWARZER et al. 2002).

......

série $té€peni thioesterovych vazeb a transpeptidazovych reakci. Nakonec podjednotka SrfC
katalyzuje kondenzaci sedmého aminokyselinového zbytku (leucin) a uvolnéni vzniklého
lipoheptapeptidu z proteinového komplexu (PEYPOUX et al. 1999). Tato reakce je
zajistovéana thioesterazovou doménou (TE-I, asi 280 aminokyselin) fuzovanou se SrfC
podjednotkou. Uvolnéni lipopeptidu se uskute¢tiuje bud’ hydrolyzou za vzniku linearni
formy, nebo stereospecifickou cyklizaci za vzniku makrolaktonu (intramolekularni
nukleofilni atak B-hydroxylové skupiny mastné kyseliny) (BRUNER et al. 2002, TSENG
et al. 2002).

Vedle domén A, T a C obsahuje komplex surfaktin syntetdzy navic dalsi
epimerizaéni doménu E (asi 450 aminokyselin), ktera katalyzuje racemizaci aminokyselin
navazanych na doménu T. Nasledujici doména C inkorporuje do rostouciho peptidového
fetézce pouze D-izomery (LINNE a MARAHIEL 2000). V ramci surfaktin syntetdzy se
nachézeji dve¢ epimeriza¢ni domény (v modulech 3 a 6) a jsou zodpovédné za racemizaci
L-Leu. Kombinace L a D aminokyselin je nositelem unikatni konformace, ktera je duleZita

pro specifickou interakci surfaktinu s bunéénymi cily.

Mechanizmus exkrece surfaktinu neni zcela znam. JelikoZ zatim nebyl nalezen
Zadny aktivni transportér pro tento lipopeptid, pfedpoklada se, Ze surfaktin pasivné
difunduje skrz cytoplazmatickou membranu (TSUGE et al. 2001).

2.1.4 Biosyntetické geny a regulace syntézy

Vsechny geny zajist'ujici biosyntézu antibiotik zaujimaji asi 350 kb. U B. subtilis
¢ini primérna velikost genetické informace pro produkci antibiotik asi 4-5% jeho

geonomu.
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Usporadéni jednotlivych proteint surfaktin syntetazy reflektuje i chromosomalni
uspofadani jejich gent. Oproti jinym bakteridlnim peptidickym syntetazam, u kterych se
uplatfiuje tzv. pravidlo kolinearity (tzn. pofadi domén na chromosomu odraZi jejich
funkéni hierarchii), v8ak pro spravnou funkci celého systému neni duleZité pofadi jeho
genll v DNA, ale spi3e proteinové interakce jednotlivych domén a podjednotek (GUENZI
et al. 1998).

Komplex surfaktin syntetdzy je kddovan inducibilnim operonem srfA (25 kb),
ktery je mimo jiné zodpovédny i za sporulaci a vznik kompetence (HAMOEN et al. 1994).
Obsahuje ¢Etyfi modularni ¢teci ramce ORF1 (srfA-A), ORF2 (srfA-B), ORF3 (srfA-C) a
ORF4 (srfA-D) kodujici &tyfi proteiny enzymatického komplexu. Dvé nukleotidové
sekvence pro L-Leu epimerazy se nachazeji na 3' strané geni srfA-A a srfA-B. Na konci
genu srfA-C lezi oblast kodujici thioesterazu, ktera je homologni s typem I thioesteraz
mastnych kyselin. Dal$i thioesteraza kodovand genem srfA-D nese vétsi sekvenéni

homologii s thioesterazami typu Il vyskytujicimi se v sav¢ich burikach.

Esencialnim genem pro produkci surfaktinu je sfp lezici 4 kb po proudu od srfA
operonu (NAKANO et al. 1992). Kédovany enzym tvoteny polypeptidem obsahujicim 224
aminokyselin patfi do nadrodiny 4’-fosfopantetheinas (fosfopantethein transferaza, ppan),
které maji funkci primerd neribosomalné syntetizovanych peptidt. Dalsi ulohou Sfp je, Ze
konvertuje inaktivni apoformu surfaktin syntetdzy do aktivni holoformy (LAMBALOT et
al. 1996). Tento krok spociva v posttranslaéni modifikaci proteinem Sfp, ktery navaZe na
domény T kazdého ze sedmi modulli fosfopantetein. Kazdy z modulil je poté schopen
navazat specifickou aminokyselinu, kterd je posléze inkorporovdna do budouciho
heptapeptidu (QUADRI et al. 1998). Sfp ma vedle funkce v biosyntéze surfaktinu také
regulaéni funkci — sniZuje transkripci operonu srfA (WALSH et al. 1997). Nadprodukce
Sfp vede k represi srfA transkripce a redukci produkce surfaktinu (NAKANO et al. 1992).

Prace o regulaci produkce surfaktinu jasné ukazuji, Ze jeho biosyntéza je stejné jako
u jinych antibiotik koregulovana s dal$imi fenomény indukovanymi pfechodem do
stacionarni faze jako je vznik stavu kompetence. Oba systémy jsou soucasti mechanizma
zajistujicich pfezivani bun€k B. subtilis za podminek nedostatku Zivin (N a C) a mozna i
jinych environmentalnich stresi, tedy pfed tim, neZ si buiika vybere posledni moznost —
zalit sporulovat. Pfirozend kompetence je definovana jako schopnost pfijmu cizorodé
DNA z prostfedi. Gen comS udastnici se vzniku kompetence u B. subtilis leZi v oblasti

genu srfA. Exprese genu srfA i comS je regulovana pomoci komplexni sité€ fidici buné¢nou
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diferenciaci, v€etné¢ mechanizmu quorum sensing (tj. regulace zavisld na hustoté buné€k
v prostiedi) spoudténého akumulaci extracelularniho proteinu (feromonu) ComX a
dvoukomponentovym regulaénim systtmem ComPA (HAMOEN et al. 2003,
JULKOWSKA et al. 2005). Pro udrZeni dostate¢né hustoty bun€k je nutny rychly bun&&ny
rist a déleni, ke kterému je zapotiebi vysoka intracelularni koncentrace K™ (KINSINGER
et al. 2005).

Exprese operonu srfA je indukovana na konci exponencialni faze ristu a je fizena
globalnimi regulaénimi mechanizmy ComP-ComA a Spo0OA-AbrB, které vnimaji a reaguji
na nutriéni stres a ovliviluji expresi fady gent. Gen comA je jednim z €asnych genl
nutnych pro vznik stavu kompetence builkky. Mutace v genu comA blokuje nejen vznik
kompetence, ale také &ini sfp’ buiiky surfaktin negativnimi (NAKANO a ZUBER 1989).
Produkt genu comA je response regulatorem dvoukomponentového systému ComP-ComA.
Aktivita proteinu ComA je regulovana histidinovou protein kindzou ComP, kterd ma
funkci membranového sensoru (NAKANO et al. 1991). Kindza ComP fosforyluje protein
ComA, ktery poté nabyva vazebnou aktivitu pfimo k promotoru srfA, kde ptisobi jako
pozitivni regulédtor transkripce v ndvaznosti na uroveil hladiny glukosy a glutaminu
v médiu (MARAHIEL e al. 1993). Dal§im ddleZitym proteinem tohoto systému je ComB,
ktery miZe hrat roli v pfenosu signalu od sensorového proteinu k transkripénimu faktoru
ComA. Negativni u¢inek comB mutace vSak mlzZe byt vyrovnan, pokud jsou buiiky
diploidni v genu comA (WEINRAUCH et al. 1989).

Je-li do zivného média pfidana glukosa, uskuteCiiuje se exprese operonu srfA
nezavisle na comP, aCkoliv je stale zapotfebi comA. Tento zplsob fizeni transkripce srfA
vyzaduje geny spo0 operonu spo0A, spo0OB, spoOF a spoOK. Pro aktivaci srfA jsou tedy
potfeba dva response regulatory, které bud’ pfimo nebo nepfimo interaguji se srfA.
V pfipadé spo0A je mozZné, Ze je vyZadovan k aktivaci exprese genu kédujiciho jinou
sensorovou kindzu, kterd fosforyluje ComA, nebo miZe SpoOA né&jakym zplisobem

interagovat s ComA a tvofit s nim heterodimer.

Také dalsi proteiny ze skupiny response regulatori PerR a DegU maji vliv na
expresi srfA. PerR je represorem né&kolika gent regulonu oxidativniho (H;0;) stresu, ale
ma také schopnost vazat se pfimo do promotorové oblasti operonu srfA a stimulovat jeho
expresi. Pti H;O; stresu je PerR inaktivovan, a tim je exprese srfA inhibovana (HAYASHI
et al. 2005). Hyperfosforylace DegU, ktery Fidi produkci exoenzymi, také reprimuje srfA
(MARAHIEL et al. 1993).
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Obr. S Regulaéni sit’ biosyntézy antibiotik u B. subtilis

Regulaéni sit’ biosyntézy antibiotik B. subtilis subtilinu, subtilosinu, bacilysinu a surfaktinu. Latky
majici povahu feromonu jsou oramovany, membranové vazané histidinové kinazy jsou v krouzku.
Pozitivni a negativni regulace genové exprese je zobrazena Sipkami —» a —.

Rezistence na surfaktin se u produkéniho kmene ucastni gen yerP, ktery je prvnim
popsanym zastupcem RND (Resistance, Nodulation and Cell Division, RND) rodiny
multidrogovych efluxnich pump u grampozitivnich bakterii. Kmeny postradajici tento gen
vykazuji zadvaZnou inhibici ristu jiZ pfi koncentraci surfaktinu 100 pg/ml. Exprese yerP je
spojena s rastovou fazi builky, maximalni hladiny dosahuje na konci logaritmické faze
rustu, a naopak neni zavislad na vné pfitomném surfaktinu. Surfaktin je v§ak produkovan i
v yerP deficientnich burikach a tyto buriky pfeZivaji aZ koncentrace 10 000 pg/ml. Tento
fakt ukazuje, Ze musi existovat je$t¢ jiny mechanizmus pro eflux surfaktinu z buriky

(TSUGE et al. 2001).

2.1.5 Vliv kultivaénich podminek na produkci surfaktinu

Studie mineralnich pozadavkl jasn€¢ ukazuji, Ze Zelezo a mangan maji vyznamny
stimula¢ni vliv na produkci surfaktinu (COOPER et al. 1981). Pfitomnost Zeleza v mM
koncentracich zvy3uje produkci surfaktinu az na 3500 mg/l (WEI a CHU 1998, WEI et al.
2003). Pro kontinualni kultivace stanoveny kriticky obsah N-Fe-Mn v molarnim poméru
920 : 7,7 : 1,0 je schopen udrZet produkci surfaktinu po nejméné 36 generaci (SHEPPARD
a COOPER 1991).
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Pfi kultivaci v definovaném médiu s dusi¢nanem amonnym jako zdrojem dusiku za
podminek, kdy je utilizovéan nitrat, je produkce surfaktinu nejvy3S$i. K utilizace nitratu
dochazi za aerobnich podminek, kdyZz je vyCerpan zdroj amoniaku, nebo za riistu
v anaerobiose, kdy je nitrat utilizovan, i kdyz je piitomen amoniak. Zda se, Ze B. subtilis
ATCC 21332 vyzaduje organicky zdroj dusiku nejen pro svij rist, ale i pro pfepnuti na
sekundéarni metabolizmus. Nizké vytéZky surfaktinu byly dosaZeny v kulturach, kde nebyl
utilizovén zadny nitrat (DAVIS et al. 1999).

Efektivnimi zdroji uhliku mohou byt glukosa, sacharosa i fruktosa, naopak
v ptitomnosti glycerolu je syntéza surfaktinu vyznamné redukovana. Na rozdil od jinych
biosurfaktanti nepodléha biosyntéza surfaktinu stimulaénimu vlivu hexadekanu.
Dostupnost riznych aminokyselin také nijak vyznamné neovliviiuje produkci surfaktinu
(SANDRIN et al. 1990).

Na rozdil od jinych sekundarnich metabolitti rodu Bacillus, jejichZz produkce je
indukovana pfi vy€erpani esencialnich zdroji Zivin, produkce surfaktinu je indukovana
v aktivné rostoucich buiikdch v postexponencidlni fazi. Kompetice s bunéénym riistem je
pravdépodobné jednim z diivodl nizkych vytézki surfaktinu. Pii limitaci kyslikem, ktera
pfesméruje tok energie smérem ksyntéze sekundarnich produktd, dochdzi az
k desetindsobnému navy$eni produkce. Pomoci UV mutageneze byla pfipravena mutanta
kmene B. subtilis ATCC 21332, kterda ma 30krat niz8i aktivitu isocitrat dehydrogenazy
Krebsova cyklu a produkuje 4krat vice surfaktinu nez rodi¢ovsky kmen (de ROUBIN et al.
1989). SnizZeni aktivity tohoto enzymu muze byt dosazeno také pravé limitaci kyslikem
nebo pfidanim citratu do produkéniho média. Bylo prokézano, Ze kdyZ se sniZi oxidativni
procesy buriky, koncentrace surfaktinu vzroste. Tyto vysledky ukazuji, Ze produkce
surfaktinu miZe podléhat kontrolnim mechanizmim jako je dostupnost kysliku, rychlost
utilizace zdroji uhliku a jinym faktordm ovlivityjicim produkci lipopeptidd (MULLIGAN
a GIBBS 1993).
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2.1.6 Fyziologicka uloha surfaktinu

Z4atéZz bakteridlni buiiky spojend s produkci antibiotik, jakym je i surfaktin, je
obrovska. Piedev$im uvédomime-li si, Ze vét§ina biosyntézy antibiotik je regulovana
spole¢né s jinymi hladovénim indukovanymi buné¢nymi aktivitami jako je sporulace,
vznik stavu kompetence a produkce extracelularnich degradativnich enzymt (KATZ a
DEMAIN 1977). Je proto tedy nemyslitelné, Ze by se spletité sekvence reakci biosyntézy
antibiotik v pfirodé udrzovaly aniz by pfinasely jakoukoli vyhodu pro produkujici
organizmus. Souasné je velmi nepravdépodobné, Ze by vSechny tyto latky mély stejnou
funkci. Zd4 se, Ze tyto sloueniny hraji roli v riznych fyziologickych procesech. Je viak
nutné podotknout, Ze role biosurfaktantli pro produkéni organizmus neni dosud plné

objasnéna.

Zda se, Ze druh Bacillus subtilis ma v ramci rodu Bacillus s ohledem na potencial
produkovat tolik druhii antibiotik vyjime¢né postaveni. Také jiné druhy tohoto rodu jako je
B. brevis (brevistin, gramicidin, tyrocidin) nebo B. amyloliquefaciens produkuji né€ktera
antibiotika, ale v porovnani s B. subtilis se jedna o pofet mnohem niz§i. Mensi je také
pomérné zastoupeni téchto druhti oproti B. subtilis v ptirodnich izolatech z pidy. Tento
fakt vede snadno ke spekulacim, Ze je to pravé dusledkem vyhody udilené producentim
té&chto slou¢enin (KOUMOUTSI et al. 2004).

Lipopetidy jakym je i surfaktin patii k nejéastéji produkovanym typiim antibiotik u
B. subtilis. Pro tuto skupinu latek byly navrZeny nékteré mozné funkce: tyto surfaktanty
zvy$uji dostupnost a vyuzitelnost hydrofébnich ve vodé nerozpustnych zdroji uhliku a
také maji vliv na adhesi bakterii na rizné povrchy. Bakteridlni povrchové aktivni latky
hraji také roli v pohybu bakterii (tzv. gliding a swarming motility) a v mezibun&nych
interakcich. DuleZitd je i jejich biocidni aktivita a schopnost smacet povrchy
(ROSENBERG a RON 1999). Je velmi snadné si pfedstavit, Ze tyto vlastnosti by mohly
vyznamné pfispivat k pfeziti B. subtilis v jeho pfirozeném Zivotnim prostiedi v rhizosféte
pudy.

Surfaktin se také uplatiluje pfi vytvafeni biofilmi. Biofilmy jsou vysoce
strukturované mikrobidlni komunity, které adheruji na povrchy. Vytvéfi je vétSina bakterii
ve vét§iné pfirozenych i patogennich ekosystémech (STANLEY a LAZAZZERA 2004).
Buné&éna pohyblivost v ramci kolonii, swarming, zahrnuje diferenciaci vegetativnich bun€k

v hyperflagelované hemzici se buiiky, které prochdzeji koordinovanou popula¢ni migraci
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po pevnych povrsich. Tento zpisob pohybu je v8ak u B. subtilis striktn€é vazan na produkci
surfaktinu (KINSINGER et al. 2003). Kmen B. subtilis 168, ktery surfaktin nesyntetizuje,
vykazuje mensi swarming aktivitu, a to co do vzhledu kolonie, tak i rychlosti kolonizace
povrchi. Produkce surfaktinu nejenze zajistuje vhodnou upravu fyzikalnich vlastnosti
povrchu pro $ifeni kolonie bez ucasti bi¢iku, ale také zptisobuje agregaci bunék do dendritt
a koordinuje jejich rychly postup na &ele kolonie. Regulace produkce surfaktinu a
udrZzovani jeho optimdlni hladiny hraje tedy duleZitou roli u tohoto typu pohybu bakterii
(JULKOWSKA et al. 2005).

Tvorba biofilmé je u B. subtilis zavisla na transkrip&nich faktorech Spo0A, o' a
AbrB (BRANDA et al. 2004). Jelikoz se tyto transkripéni faktory uéastni i regulace
biosyntetické drahy surfaktinu, je ziejmé, Ze produkce antibiotik a vznik biofilmi jsou
neodmyslitelné spojeny. Bylo popsdno, Ze kolonizace rostlinnych kofenii bakterii
B. subtilis je spojena s produkci surfaktinu a vznikem biofilmt. Surfaktin pfitom navic
rostlinu chréani proti infekci patogenni bakterii Pseudomonas syringe (BAIS et al. 2004).
Uzka souvislost mezi produkci antibiotik a formaci biofilmi spolu s pozorovanim, Ze
povrchoveé aktivni rhamnolipidy ovliviiuji utvafeni biofilmi Pseudomonas aeruginosa
(DAVEY et al. 2003) naznaduje, Ze propojeni biofilmli a produkce antibiotik a surfaktantt
je rozdifen&j$im fenoménem, neZ se diive piedpokladalo. Surfaktin ma také schopnost
inhibovat tvorbu biofilml jinych bakterii (BAIS et al. 2004), mezi které patfi i lidsky
patogen Salmonella enterica (MIRELES et al. 2001). Antimikrobialni a fungicidni G¢inky
lipopeptidii véetné surfaktinu mohou byt velmi vyhodnymi vlastnostmi pro B. subtilis

v ramci kompetice s jinymi druhy v daném habitatu.

Spekulace, Ze sekundarni metabolity peptidické povahy hraji zasadni roli v buné¢né
diferenciaci, byla podpofena pozorovanim, Ze vétsina, ne-li viechna peptidicka antibiotika,
jsou produkovana v postexponencidlni fazi ristu a za podminek, které vyvolavaji iniciaci
sporulace. Latky, které reprimuji sporulaci také potladuji syntézu antibiotik. Mutanty
s blokovanou sporulaci antibiotika viibec neprodukuji (MAJUMDAR et al. 1986). Existuje
také mozZnost, Z¢ malé peptidy jsou vyZadovany pro iniciaci sporulace rodu Bacillus
(GROSSMAN a LOSSICK 1988).

Bylo také popsano, Ze proces sporulace je Uzce spojen se vznikem vysoce
strukturovanych bun&&nych shluki, které asociuji s povrchy. Jedna se o tzv. plodonosna
téliska (fruiting bodies), kterd maji charakteristickou sporové specifickou genovou expresi

(BRANDA et al. 2001). Formace téchto télisek se u B. subtilis G¢astni tii geny — yveQ a
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yveR kodujici enzymy pro biosyntézu exopolysacharidi a gen sfp pro ppan transferazu.
Sfp ma schopnost modifikovat surfaktin syntetdzu, a tak se jeho vliv na vznik fruiting
bodies uskute¢tiuje nejpravdépodobnéji skrze produkovanou povrchové aktivni latku
surfaktin (STEIN 2005).

V poslednich letech se stdvda nezpochybnitelnou skuteénosti, Ze jednobun&é&né
mikroorganizmy vykazuji sofistikované socidlni chovani. Bunky B. subtilis Ziji ve
sloZitych komunitach, ve kterych je koordinovana jejich genova exprese a chovani celé
skupiny pomoci riznych zptlisobl zaloZenych na mechanizmu quorum sensing (SHAPIRO
1998). Kolektivni bunééna smrt ur¢ité subpopulace miiZze byt chapana jako prostfedek
zajistyjici preziti zbylych neposkozenych a/nebo lépe adaptovanych bunék. Tento
mechanizmus by mohl byt jednim z mozZnych vysvétleni, pro¢ vétSinou sporulace a
produkce antibiotik spolu souviseji (KATZ a DEMAIN 1977). A¢koliv produkce antibiotik
nemusi byt nutn€ spojena se sporulaci, biosyntéza né€kterych antibiotik je regulovana
faktory spole¢nymi i pro proces sporulace. Je pravdépodobné, Ze antibiotika pod kontrolou
AbrB faktoru, ktery se indukuje ve SpoOA aktivnich builkidch (napf. subtilin, subtilosin,
surfaktin), také ucinkuji proti nesporulujicim sesterskym burikam, které jsou Spo0OA
neaktivni. Je tedy zfejmé, Ze ur€it€é skupiny antibiotik a latek antibiotické povahy
produkované B. subtilis hraji zasadni roli ve vyvoji spoleenstvi a pfispivaji k pieZiti

B. subtilis v jeho ptirozeném Zivotnim prostiedi v pidé (STEIN 2005).

Téméf vSechny bakterie jsou ve svém pfirozeném Zivotnim prostfedi pokryty
extracelularnimi polymery. V ramci odpovédi bakterie na riizné environmentélni stresy
nebo zmény mohou byt tyto slou€eniny uvolnény z povrchu bakterie, coz vede ke zméné
hydrofilnich/hydrofébnich vlastnosti jejich membrany. Tyto latky tedy mohou byt
povaZovany za determinanty zodpovédné za regulaci hydrofobicity bakteridlniho povrchu.
Bylo prokazano, Ze adherované bakterie deadheruji z biofilmG pravé tim, Ze meéni
hydrofobicitu svého povrchu (AHIMOU et al. 2000). Mimo to mohou byt bakteridlni
povrchové aktivni latky vhodnymi kandidaty na prostiedky chemické komunikace, které

ovliviiuji interakei jinych bakterii s povrchy (NEU 1996).

Jak jiz bylo zminéno, produkce antibiotik zvySuje schopnost kompetice
produkujiciho organizmu v prosttedi (ZUBER et al. 1993). Surfaktin inhibuje vyvoj
vzdu$ného mycelia a spor Streptomyces coelicolor a je naopak vyZadovan pro vznik
vzdu$nych struktur na povrchu kolonii B. subtilis. Tato pozorovani podporuji myS$lenku, Ze

surfaktanty maji specifickou funkci pro dany organizmus a tim mu udileji podstatnou

28



Literadrni prehled

vyhodu v kompetici o zdroje a pii kolonizaci povrchi (STRAIGHT et al. 2006). Tyto
specidlni metabolity mohou také slouzit jako intercelularni signaly, které zptisobuji, Ze se
populace bakterii chova jednotn¢ v ramci odpovedi na environmentalni stimulus (WILLEY
et al. 1991).

2.1.7 Potencialni komer¢ni vyuziti
2.1.7.1 Vyuziti surfaktinu v primyslu

Primysl surfaktantd je v poslednich letech na velikém vzestupu a mnozZstvi
produkce surfaktantti velmi stoupd. V podstaté jsou ale vSechny vyuZivané surfaktanty
syntetizovany chemicky. Nicméné zajem se zatind sméfovat na biosurfaktanty, a to diky
Siroké $kale jejich biologickych aktivit, biodegradabilité, nizké toxicité oproti chemickym
variantam a u¢innosti i za extrémnich teplot a pH (CAMEOTRA a MAKKAR 1998).
Komeréni vyuZiti biosurfaktantli je vSak limitovano jejich vysokou cenou. Néklady na
produkci biosurfaktantti jsou 3 — 10krat vy$si neZ u surfaktantl syntetizovanych chemicky
(MULLIGAN a GIBBS 1993). Surfaktanty jsou pramyslové vyuZiviany pro jejich
schopnost sniZovat povrchové napéti, zvySovat rozpustnost latek, detergentovy ucinek,
smacivou schopnost a pénivost. Surfaktanty jsou tedy vyuZivany jako adhesiva, flokula¢ni,

smaceci a pénici agens a penetraéni ¢inidla.

Surfaktanty zvyS$uji rozpustnost surové ropy a jsou jiz tradi€né€ nejvice vyuZivany
v petrochemickém primyslu pro in situ zvy$eni vytézku ropy pti t€zb&. Pomoci vhodného
biosurfaktantu je moZné ziskat az 90% ropy, ktera jinak ulpivd na vnitinich st€énach
skladovacich nadrzi na ropu (DESAI a BANAT 1997).

Surfaktin také patfi k biosurfaktantim skytajicim potencial pro vyuZiti v Zivotnim
prostfedi. I kdyZ se jednd o vyjime¢né udinou povrchové aktivni latku, nebylo snim
provedeno tolik studii jako naptiklad s rhamnolipidy. Avsak napi. AWASHTI et al. (1999)
prokazali, Ze surfaktin zvy$uje biodegradabilitu pesticidu endosulfanu. Surovy surfaktin
napomaha rozpoustét alifatické a aromatické uhlovodiky, které tak zpfistupiiuje pro snazsi

biologickou degradaci (MORAN et al. 2000, OLIVERA et al. 2000).

Diky pfitomnosti dvou negativnich ndboji (aspartit a glutamat) v molekule
surfaktinu je schopen vazat kovy jako je hoi¢ik, mangan, vapnik, barium, lithium a
rubidium (THIMON et al. 1992). MULLIGAN et al. (1999) provedli experiment, ve

kterém pouZili surfaktin pro odstranéni t&Zkych kovii z kontaminované piidy a sedimenti.
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Znelidténa puda obsahovala velkd mnoZstvi kovii a uhlovodikid (890 mg/kg zinku,
420 mg/kg meédi a 12,6% ropy). Vysledky ukazaly, Ze pét sérii vymyvani 0,25% roztokem
surfaktinu dokézalo odstranit 70% meédi a 22% zinku. Surfaktin ma schopnost odstratiovat
kovy pomoci sorpce na povrch pidy a vazby kovu do komplexu micel surfaktinu.
Surfaktin lze vyuZit i pro odstranéni téZkych kovi z kontaminované vody za pomoci
technik membranové ultrafiltrace (MULLIGAN et al. 1999).

Q -¢—— monomer surfaktinu

adsorbovany kov 0 \

@ :
zaporné nabita 4, .) G".a'- o :
hlava surfaktinu P TN

puda kontaminovana kovem

Obr. 6 Mozny mechanizmus odstraiiovani kovii pomoci surfaktinu
1. Akumulace micel surfaktinu na povrchu piidy. 2. Odstranéni kovu pomoci snizeni povrchového
napéti a elektrostatickych sil. 3. Inkorporace kovu do micely surfaktinu (MULLIGAN 2005).

VyuZivani biosurfaktantd do budoucna jist®¢ poroste. Nutnou podminkou av3ak
bude zlepsit ekonomiénost jejich produkce tim, Ze se zvysi vytéZky produkce, zefektivni se
rychlost produkce a budou se vyuzivat levné nebo odpadni substraty. Nejvice slibnymi
oblastmi vyuziti v primyslu je odstrafiovani ropnych skvrn a zne¢isténi, ¢ist€ni ropnych
tankerd, zvySeni vytéZzku téZby ropy, bioremediace mist kontaminovanych uhlovodiky
nebo jinymi organickymi polutanty a téZkymi kovy. Biosurfaktanty nabizeji vyznamnou
vyhodu nizkého negativniho vlivu na Zivotni prostfedi a mozZnosti produkce in situ pomoci
mikroorganizmd. V tomto sméru se také uvaZuje napf. o vyuZiti B. subtilis jakoZto
viudypfitomné bezpe¢né nepatogenni bakterie jako pfirozeného fungicidu a prostfedku na
ochranu rostlin (NICHOLSON 2002).
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2.1.7.2 Vyutziti surfaktinu v biomediciné

Nejvice praci o aplikacich biosurfaktantd se sice omezuje pravé na oblast
odstrafiovani polutantti z prostfedi, zvySovani rozpustnosti rozli¢nych hydrofébnich
slou¢enin jako jsou ropa, polyaromatické uhlovodiky a pesticidy pro naslednou
mikrobialni degradaci. Biosurfaktanty vSak skytaji celou fadu dal$ich moZnosti vyuZiti, a
to zejména jako antimikrobidlni agens. V dne$ni dobé, kdy stile stoupa pocet rezistenci na
ruzna lé¢iva, roste také potieba hledat alternativni zplisoby terapie. V této oblasti by pravé
biosurfaktanty mohly predstavovat vyznamny potencial (SINGH a CAMEOTRA 2004).

Role surfaktanti v lidském organizmu neni nikterak novym fenoménem -
pulmonalni surfaktant je lipoproteinovy komplex syntetizovany a sekretovany epitelidlnimi
buiikami plic do extracelularnich prostor, kde sniZuje povrchové napéti na rozhrani
vzduch-tekutina a také hraje roli v ochrané vii¢i infekci a zanétu. Na zakladé tohoto faktu
by mohl byt vyvinut novy zajimavy zpusob terapie infek¢nich a zanétlivych chorob plic
(WRIGHT 2003).

Surfaktin vykazuje celou fadu biologickych aktivit. Vedle svych fungicidnich a
antibakteridlnich G¢inki plsobi také jako inhibitor vzniku fibrinové zétky, indukuje tvorbu
kanali v lipidovych dvojvrstvdch membran, inhibuje u¢inek cAMP (kapitola 2.1.2),
inhibuje trombocytarni a cytosolickou fosfolipazu A2 (PLA2) sleziny a vykazuje také
protivirové a protinadorové u¢inky (KIM et al. 1998). Surfaktin ma i antimykoplazmatické
u¢inky — zplsobuje uplnou a permanentni inaktivaci mykoplazem v kultufe sav¢ich
bunék. VOLLENBROICH et al. (1997a) dale prokazali, Ze surfaktin zlepSuje rychlost
proliferace a zmény morfologie bunék napadenych mykoplazmaty. Navic nizka toxicita
surfaktinu k savéim builkdm dovoluje specifickou inaktivaci mykoplazmat bez

vyznamné&jsich $kodlivych Géinkii na metabolismus a ristovou rychlost bunééné kultury.

Surfaktin je Ginny i proti virim jako napf. herpes simplex virus (HSV-1 a
HSV-2), virus vesikularni stomatitidy, virus opi¢i imunodeficience, koci¢i kalicivirus a
virus myS$i encefalomyokarditidy. Inaktivace obalenych viri, pfedev$im herpesvira a
retrovirl, je vyznamné G¢inn&j§i, neZ vird neobalenych. Tento fakt ukazuje, Ze antivirovy
udinek surfaktinu je primarné zplsoben fyzikaln&é chemickou interakci membranové
aktivniho surfaktinu s lipidovou membranou viru (VOLLENBROICH et al. 1997b). Pro
inaktivaci virl je jednim z duleZitych faktorti pocet uhlikovych atomil fetézce mastné

kyseliny surfaktinu. S rostouci hydrofobicitou mastné kyseliny se inaktivani i¢inek na
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viry zvy$uje. Surfaktin se inkorporuje do lipidové dvojvrstvy a desintegruje obal viru,
ktery obsahuje virové proteiny uastnici se adsorpce a penetrace viru do hostitelskych

bune&k. Jejich ztrata je zodpovédna za ztratu infekenosti viru (KRACHT et al. 1999).

Rovnéz velky vyznam ma i trombolyticky u¢inek surfaktinu. Procesu rozpousténi
krevnich sraZenin se u€astni systém plazminogen-plazmin. Plazminogen je proteolyticky
aktivovan pomoci plazminogenového aktivatoru urokinazového typu (u-PA), ktery je
primarné sekretovan jako zymogen pro-urokinaza (pro-u-PA). Spolu s aktivaci u-PA
prochédzi samotny plazminogen konformaéni zménou. Reciproka aktivace plazminogenu a
pro-urokindzy pfedstavuje dilezity mechanizmus v iniciaci a propagaci lokalni
fibrinolytické aktivity. Surfaktin v koncentracich 3 - 20 uM zvySuje aktivaci
pro-urokindzy a konforma¢ni zménu plazminogenu, coZ vede ke zvySené fibrinolyze in
vitro i in vivo (KIKUCHI a HASUMI 2002, LIM et al. 2005). Tyto vysledky naznaduji
mozné vyuZiti surfaktinu v terapii nahlé thromboembolie do pulmonalnich, srde¢nich a
mozkovych cév. Surfaktin ma navic oproti jinym dostupnym thrombolytikiim vyhodu

v tom, Ze vykazuje méné vedlejsich G¢inki a byl by tedy vhodny pro dlouhodobé uzivéni.

Vyuziti metod genového inZenyrstvi skytd moznost konstrukce modifikovanych
surfaktin syntetdz produkujicich nové formy surfaktinu se zménénymi biologickymi
aktivitami. Jednim z takovych derivatt surfaktinu je varianta postradajici hemolytickou
aktivitu, kterd mé zvySenou schopnost inhibovat riist bakterialnich bun&k. Tyto vysledky
poskytuji prvni dikaz, Ze rtizné derivaty surfaktinu mohou vykazovat redukovanou toxicitu
vi¢i eukaryotnim butikdm, coz mizZe zlepSit jejich terapeutické aplikace (SYMMANK et
al. 2002).

Swarming motilita a vznik biofilmd jsou kli€ovymi schopnostmi bakterii pro
kolonizaci riiznych povrchd, ale piedstavuji tak souasn€ vyznamné determinanty vzniku a
pfenosu nosokomidlnich nakaz. Bylo prokdzdno, Ze biosurfaktanty inhibuji adhesi
patogennich organizmi na pevné povrchy nebo mista infekce. Surfaktin sniZuje mnoZstvi
vzniklého biofilmu tvofeného bakterii Salmonella typhimurium, Salmonella enterica,
Eschericha coli a Proteus mirabilis na polyvinylchloridu stejné jako na vinylovych
uretralnich katetrech (MIRELES et al. 2001). S ohledem na velky vyznam oportunnich
infekci zplsobovanych druhy rodu Salmonella postihujicimi napf. urinarni trakt pacientl

s AIDS maji tyto vysledky potencial pro praktické aplikace.
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Surfaktin rovnéZ inhibuje u¢inky lipopolysacharidi (LPS) na eukaryotni buriky.
Bylo prokazano, Ze surfaktin reverzibilné interaguje s lipidem A a inhibuje jeho interakci s
LPS-vazebnym proteinem, ktery zajiStuje transport LPS k jeho receptorim. Latky, které
inaktivuji u¢inek LPS, jsou vyuZitelna jako nova protizanétliva agens (TAKAHASHI et al.
2006).

Bakterialni lipopeptidy také spolu skonvenénimi antigeny ptedstavuji silna
netoxickd imunologickd adjuvans (MITTENBUHLER et al. 1997) a dokonce skytaji
moznost vyuZiti jako souast potravinovych doplitkkid. V sou¢asné dobé se upfednostiiuje
nepouZivat minerdlni latky a vitaminy v isté formé, nybrZz jako soucast vyvaZenych
nutri¢nich komplexti vytvofenych probiotickymi mikroorganizmy a jejich produkty. To
zvySuje biologickou dostupnost, adsorpci, vyuZitelnost a u€innost danych mineralti a

vitamint a navic ostatni probiotické slozky predstavuji dalsi dilezité nutriéni slou€eniny.

Navzdory nemalym moZnostem vyuziti biosurfaktantd v oblasti biomediciny, je
jejich pouzZivani stale omezené. Divodem miZe byt jejich vysoka cena, ale také pon€kud
skrovné informace o jejich toxicit¢ k lidskému organizmu. Je pouze otazkou €asu, kdy
budou tyto latky plné vyuZity a v mediciné aplikovany. Biosurfaktanty pfedstavuji
vhodnou alternativu k syntetickym 1é¢ivim a antimikrobidlnim agens a pfedstavovat
u¢inné terapeutické prosttedky nebo probiotika piedev§im v souCasné situaci, kdy
rezistence patogenti zpasobujicich Zivot ohroZujici onemocnéni je na stilém vzestupu.
Spekuluje se o tom, Ze pravé latky plsobici na Grovni integrity cytoplazmatické membrany
by mohly pfedstavovat dalsi generaci antibiotik (SINGH A CAMEOTRA 2004).
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3. CYTOPLAZMATICKA MEMBRANA

Cytoplazmatickd membrana je strukturou nachéazejici se na povrchu bakteridlni
cytoplazmy. Tvofi semipermeabilni osmotickou bariéru, ktera zajist'uje stalost vnitiniho
prostiedi buriky. Jako jedind struktura svého druhu v buiice zaji$tuje veSkeré membranoveé
vazané funkce. V prvé fad¢ oddé€luje buriku od vné€jSiho prostfedi a zarovenl zajist'uje
komunikaci s nim, dochézi na ni k tvorb& protonového gradientu, syntéze fosfolipidi a
z Casti i bunélné stény. Na membranu je také vazano asi 30% bakteridlnich ribosomu a
nachéazi se zde fada membranovych bilkovin zajist'ujicich rizné funkce. Cytoplazmaticka
membrana hraje Ustfedni roli v odpovédi organizmu na environmentélni stresy. Fluidita a
permeabilita membrany jsou zdsadnimi Zivotnimi parametry pro udrZeni buné&né
homeostaze a efektivniho membranového transportu. Kvili zamezeni destabilizace
membranové struktury v disledku environmentalniho stresu méni bakterie sloZeni svych
membran (van den BOOM a CRONAN 1989).

Stavba bakteridlni cytoplazmatické membrany se zasadné neli§i od stavby jinych
biologickych membran. Zaklad tvofi tekuté kontinuum dvojvrstvy fosfolipida s perifernimi
a integralnimi proteiny. Podminkou spravného fungovani je urdity stupei jeji tekutosti,

ktery je ovliviiovan charakterem membranovych lipidi (DOWHAN 1997).

3.1 FOSFOLIPIDY BAKTERIALNI MEMBRANY

Lipidy tvofi vedle proteini zakladni stavebni prvek cytoplazmatické membrany
bakterii, kde zajistuji jednak jeji bariérovou funkci, ale hraji roli i v dalich procesech
bakterialni buriky.

Fosfolipidy tvofi majoritni &ast lipidové sloZky cytoplazmatické membrany.
Fosfolipidy, derivaty fosfatidové kyseliny, jsou v bakteridlni bufice zastoupeny v rizném
mnoZstvi, které je zavislé na daném bakterialnim druhu, ristové fézi, ale i vné&jSich

faktorech prostfedi (ROCK et al. 1996).

Dominantnimi fosfolipidy bakterii B. subtilis a E. coli jsou fosfatidylglycerol (PG),
fosfatidyletanolamin (PE) a kardiolipin (CL). V mens$i mife jsou zastoupeny fosfatidylserin
(PS), kyselina fosfatidova (PA) a lysofosfolipidy (PXNH,). U jinych bakterialnich druhti
se viak mohou vyskytovat i fosfolipidy typické pro eukaryotni membrany jako je

fosfatidylinositol (PI), ktery je majoritnim fosfolipidem rodu Mycobacterium, nebo

34



Literarni prehled

fosfatidylcholin (PC), ktery tvofi az 73% vSech membranovych lipidi bakterie
Acetobacter aceti (SOHLENKAMP et al. 2003).

Do nedavné doby se piedpokladalo, Ze v bakteridlni membrané jsou lipidové
molekuly distribuovany homogenng€. Bylo vSak popséno, Ze jednotlivé fosfolipidy jsou
v cytoplazmatické membran¢ bakterii rozmistény nestejnomémé. Domény tvofené
kardiolipinem byly pozorovany nejen u E. coli (MILEYKOVSKAYA a DOWHAN 2000),
ale i B. subtilis. Zde se nachazeji v membrané stfedového septa a pélech vegetativnich
bun€k a ve fazi sporulace pak v membrané zanofujici se budouci spory dovnitf matetské
buriky a v membrané prespory (KAWAI et al. 2004). Podobna lokalizace byla zji§téna i u
PE, ktery se v membrané B. subtilis vyskytuje v oblasti septa vegetativnich bunék a na
polech a v membran€ zanotujici se budouci spory dovnitf matefské builky b&hem
sporulace. Obdobné domény tvotené PE byly nalezeny i u jinych druht rodu Bacillus, ale
nikoli u E. coli (NISHIBORI et al. 2005).

3.1.1 Struktura fosfolipidi

Fosfolipidy jsou fosfatové diestery glycerolu (fosfoglyceridy). Zaklad struktury
(Obr. 7) tvoii kyselina fosfatidova, tj. glycerol esterifikovany v pozici 1 a 2 mastnou
kyselinou a s fosfatovou skupinou v pozici 3. Na té je estericky navazana polarni hlavicka
pfisluiného alkoholu. Podle navdzaného polarniho alkoholu se fosfolipidy déli do
charakteristickych t¥id — serin u PS, glycerol u PG, fosfatidylglycerol u CL, etanolamin u
PE, inositol u PI a cholin u PC. Je pravidlem, Ze prvni pozice sn-glycerol-3-P kostry je
esterifikovana nasycenou mastnou Kkyselinou, zatimco druhd kyselinou nenasycenou
(CRONAN a VAGELOS 1972).

\N\/\/\/\M/\Iﬁ)-(.;H ‘;?
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Obr. 7 Obecny vzorec fosfolipidu
Fosfatidova kyselina - $ipka zna¢i misto, kam se vaze polarni hlavi¢ka lipidu (SOHLENKAMP et
al. 2003).
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3.1.2 Mastné kyseliny bakteridlnich fosfolipidi

Mastné kyseliny jsou nezbytnou komponentou fosfolipidi, kde vytvafi nepolarni
¢ast jejich molekuly. Pfitomnosti polarni skupiny na opa¢ném konci sn-glycerol-3-P

ziskava molekula fosfolipidu amfipaticky charakter, ktery je dulezity pro jeji funkci.

Majoritni sloZkou membranovych lipidd B. subtilis jsou mastné Kyseliny
s vétvenym fetézcem, a to v konformaci iso- a anteiso-, které se li$i pozici methylové

skupiny substituujici vodik vazany na uhlikovém atomu alifatického fetézce.

Nejhojnéji jsou u B. subtilis zastoupeny kyseliny anteiso-C15:0 a iso-C17:0.
Mastné kyseliny s vétvenym fet€ézcem hraji dilezitou roli v udrZzovani vhodného
fyzikdlniho stavu membriny — na uspofddanost membrany maji podobny vliv jako

nenasycené a cyklické mastné kyseliny (KLEIN e al. 1999).

Zastoupeni mastnych kyselin v§ak zna¢né zavisi na mnoha riznych faktorech jako
je teplota kultivace a faze ristu. Za vys$8ich teplot vzrista podil nasycenych mastnych
kyselin s pfimymi dlouhymi fetézci s vysokym bodem tani. Pfi niZSich teplotach naopak
pfibyvaji mastné kyseliny s nizkym bodem tani, tedy nenasycené v&tvené mastné kyseliny.
Ve stacionarni fizi nebo pfi pomalém rustu se hromadi mastné Kkyseliny

s cyklopropanovym kruhem (de MENDOZA et al. 1993).

O\ //O

Obr. 8 Nasycené a nenasycené mastné kyseliny
Molekula nasycené (vlevo) a nenasycené (vpravo) mastné kyseliny.
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3.2 BIOSYNTEZA FOSFOLIPIDU

Syntéza fosfolipidu probiha na vnitini strané cytoplazmatické membrany za pomoci
enzymt, které jsou vétSinou integralnimi membranovymi proteiny s katalytickou doménou
orientovanou do cytoplazmy. MiiZze se jednat i o proteiny vazané na vnitini povrch
cytoplazmatické membrany (CRONAN et al. 1996). Syntéza mastnych kyselin probihd
v cytozolu. Biosyntéza fosfolipidt (Obr. 9) je lokalizovana predev$im v oblasti membrany
septa (NISHIBORI et al. 2005).

Hlavnimi prekursory biosyntézy fosfolipidd jsou mastné kyseliny, sn-glycerol-3-P,
L-serin a CTP (cytidintrifosfat, CTP). Prekursor sn-glycerol-3-P muizZe vznikat ve dvou
odli3nych drahach, a to bud’ z glycerolu nebo, rostou-li buiiky na glukose jako zdroji
uhliku, z dihydroxyacetonfosfatu. CTP je nezbytnou latkou pro syntézu CDP-diglyceridu
(cytidin-5-fosfat-diglycerid).

Kyselina fosfatidova (PA) slouzi jako prekursor pro vznik dalSich fosfolipidi
bakterii. PA se u E. coli i B. subtilis vyskytuje pouze ve stopovém mnoZstvi, protoZe
enzym CDP-diglycerid syntetdza za G¢asti CTP u¢inn¢ pfemériuje PA na CDP-diglycerid
(SPARROW a RAETZ 1985). CDP-diglycerid je nasledn€¢ vyuzivan dvéma
biosyntetickymi drahami vedoucimi k dominantnim membranovym fosfolipidi PG, PE a
CL. Za fyziologického pH nese PE obojaky naboj, PG a CL nesou naboj negativni.

Prvnim krokem biosyntézy PE je vznik fosfatidylserinu z CDP-diglyceridu a serinu
pomoci enzymu fosfatidylserin syntetazy (KANFER a KENNEDY 1964), ktery ve svém
aktivnim stavu musi byt vazdn na membranu (SAHA et al. 1996). U grampozitivnich
bakterii je PS syntetdza pevné vazana k cytoplazmatické membran€, aminokyselinova
sekvence dokonce poukazuje na mozZnou pfitomnost n¢kolika transmembranovych usekid
(MATSUMOTO 1997). Fosfatidylserin je v8ak rychle dekarboxylovan enzymem PS
dekarboxylédzou na PE (KANFER a KENNEDY 1963).

Syntéza acidickych fosfolipidi zafind vznikem fosfatidylglycerol-P z
CDP-diglyceridu a glycerol-3-P (HIRABAYASHI et al. 1976). Produkt této reakce je
rychle defosforylovan na PG. Kardiolipin pak vznika kondenzaci dvou molekul PG
enzymem CL syntetazou (TUNAITIS a CRONAN 1973). U eukaryot CL vznika pfenosem
fosfatidové kyseliny z CDP-diglyceridu na molekulu PG.
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Obr. 9 Biosyntetické drahy vedouci k hlavnim fosfolipidovym tiidam E. coli
G3P - glycerol-3-fosfat, DAG - diacylglycerol, MDO - membrane derived oligosacharides
(HUIJIBREGTS et al. 2000)

Co se ty¢e metabolického obratu fosfolipidd, relativné dlouhy polo¢as Zivota ma PE
(za jednu generaci se obméni 5% PE). PG je obméiiovan pomémné rychle (25% za jednu

generaci) (DOWHAN 1997). PG totiZ vedle toho, Ze pfedstavuje prekursor CL, slouZzi také
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jako substrat pro syntézu jinych makromolekul. Fosfatidylglycerol je u E. coli vyuZivan
pro syntézu oligosacharidi odvozenych zmembrdny (MDO) vdraze vedouci
k diacylglycerolu, ktery je recyklovan na PA. Diacylglycerolova &ast je vyuzivana na
syntézu lipoproteini (SANKARAN a WU 1994).

3.2.1 Syntéza mastnych kyselin

Syntézu mastnych kyselin katalyzuji enzymy souhrnn€ nazyvané syntetdzy
mastnych kyselin. Bakterialni syntetdzy mastnych kyselin se daji rozdé€lit do dvou skupin
podle typu hlavniho produktu na syntetdzy mastnych kyselin nevétvenych a vétvenych.
Li8i se svou afinitou k molekulam, které pfedstavuji substraty pro zahajeni syntézy. Prvni
skupina enzymi pouziva jako primer acetyl-CoA, druha pak kratké vétvené CoA-estery
jako je isobutyryl-, isovaleryl- a 2-methylbutyryl-CoA (KANEDA 1977). Zasadnim

rozdilem mezi syntézou obou typi mastnych kyselin je tedy pouze vychozi slou¢enina,

oy ee

Syntetazy mastnych kyselin bakterii vyZaduji pro svou aktivitu pfitomnost tzv.
acyl-pfenasejicich proteini (acyl carrier proteins, ACPs), které slouZi jako ptenaSece
intermediati syntézy. ACPs jsou malé velmi kyselé proteiny, které ve své prostetické
skupiné obsahuji kyselinu pantotheinovou vazanou fosfodiesterovou vazbou na jeden ze
serinovych zbytkt (van den BOOM a CRONAN 1989). Acyl-CoA estery jsou na pocétku
ptevedeny na estery ACP. Tuto reakci katalyzuje acyl-CoA ACP transacyldza. Pravé
substratova specifita tohoto enzymu ovliviiuje vybér primeru a tim i charakter nasledné
vznikajiciho produktu (KANEDA 1991).

Syntéza mastnych kyselin u B. subtilis vyuzZiva pfednostn€¢ kratké vétvené
CoA-estery, které vznikaji z vétvenych ketokyselin odvozenych od aminokyselin
s vétvenym postranim fetézcem jako je valin, leucin a isoleucin (KANEDA 1991).
Isoleucin je prekursorem kyselin anteiso-C15:0 a anteiso-C17:0, leucin je konvertovan na
kyseliny iso-C15:0 a iso-C17:0. Valin je prekursorem kyselin iso-C14:0 a iso-C16:0
(KLEIN et al. 1999).

Nevétvené mastné kyseliny maji v membrané B. subtilis pouze minoritni
zastoupeni. Je to dano tim, Ze syntetazy mastnych kyselin této bakterie nejsou piili§

schopny efektivné konvertovat acyl-CoA na acyl-ACP. Vhodnéj$im primerem pro syntézu
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nevétvenych mastnych kyselin u B. subtilis je acetyl-ACP, ktery je tvofen dekarboxylaci
malonyl-ACP (KANEDA a SMITH 1980).

Nenasycené mastné kyseliny jsou u rodu Bacillus tvofeny desaturaci jiz hotového
acylového fetézce. Desaturace je inducibilnim procesem probihajicim u B. subtilis aerobné
(GRAU a de MENDOZA 1993). Zavadéni nenasycené dvojné vazby katalyzuji enzymy
desaturazy. B. subtilis vlastni desaturazu, ktera zavadi do acylovych fetézci mastnych
kyselin vazanych ve fosfolipidech dvojnou vazbu do pozice delta S (AGUILAR et al.
1999).

3.3 VLASTNOSTI A FUNKCE FOSFOLIPIDU

V dusledku amfipatického charakteru zaujimaji membranové fosfolipidy ve
vodném prostfedi podobu charakteristické dvojvrstvy. V uspofadani dvojvrstvy mohou
lipidy existovat ve dvou zékladnich stavech (fazich), a to ve vysoce uspofadané fazi gelu
nebo ve fluidni fazi tekutého krystalu. Fyzikalni stav lipidové dvojvrstvy zavisi na
teploté — fosfolipidy v kritické teplot¢ oznaované T, (teplota tranzice) reverzibilné
prochazeji endotermnim fazovym pfechodem ze stavu pevného do stavu tekutého krystalu.
Na molekularni urovni je fazovy pfechod vysvétlovan kooperativni zménou konformace
alifatickych fet¢zci mastnych kyselin pfi teplot¢ T, Podstatou této zmény je rotaCni
izomerizace alifatickych fet€zc kolem jednoduchych C-C vazeb (SEELING a
NIEBERGER 1974).

Energeticky nejchudsi je konformace trans, kdy tfi za sebou jdouci uhlikové atomy
lezi v jedné roving. Je-li tfeti atom v fadé pootoden o +60°, resp. -60° vzhledem k ose,
kterou tvofi pfedchazejici C-C vazba, hovofime o konformaci gauche+t, resp. gauche-. Pod
teplotou fazového piechodu se fetézce mastnych kyselin nachazeji pfevazné v konformaci
trans (faze gelu), zaujimaji tak minimalni prostor a veskeré pohyby jsou v této rigidni
struktufe omezeny. ZvySeni teploty nad T, zpisobi kooperativni rotaci trans-gauche, ktera
je doprovazena zkracenim fetézci a pohybovym uvolnénim celé struktury (faze tekutého
krystalu). Za teploty T, ob& faze koexistuji v rovnovaze (RAUDINO a SARPIETRO 2001).
Pro teplotu fazového piechodu plati, Ze je vy3si u lipidd, které obsahuji rigidni nasycené

mastné kyseliny a také je vy$§i u isomerid v konformaci trans neZ cis (CRONAN 2002).

Pfitomnost nenasycené vazby v fetézci mastné kyseliny omezuje v daném miste

rotaci a zavadi ohyb do molekuly, ¢imZ se naruSuje uspofddanost molekul v jejim okoli.
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Podobnym mechanizmem piisobi na vlastnosti membrany i kyseliny vé&tvené ¢i alicyklické
(RUSTAN a DREVON 2001). Teplota fazového ptechodu T; je také imérna délce fetézce
mastné kyseliny (¢im del$i fetézec, tim vy$si teplota pfechodu) a ovliviiuje ji i polarni ¢ast
fosfolipidové molekuly (LANDBROOKE a CHAPMAN 1969).

Fosfolipidy v8ak neovliviiuji jen fyzikalni stav membrany, ale jejich jednotlivé
tiidy maji svou specifickou ulohu. Nékteré enzymy napf. vyzZaduji pro svou aktivitu
ptitomnost specifickych fosfolipidii (FRY a GREEN 1981). Znamy je také vliv bazickych
fosfolipidii nékterych druht rodu Bacillus na udrZzeni pH membrany (KANEDA 1977).
Jeden z majoritnich fosfolipidt bakterii PE zase ovliviiuje osmotickou pevnost membrany
(BEEBE 1971). Zda se, Ze u E. coli je ptitomnost PE nutna pro spravny vznik a konstrikci
prstenct tvofenych proteinem FtsZ béhem bunééného déleni (MILEYKOVSKAYA et al.
1998). Fosfolipidy aniontové povahy (PI, PG a CL) maji navic vliv na topologii vnitini
membrany E. coli, protoze na sebe vaZi pozitivné nabité membranové proteiny (van
KLOMPENBURG et al. 1997, MATSUMOTO 2001). Mohou také pfispivat k udrZzovani
jejich optimalni aktivity. Mezi takové proteiny patii MinD t¢astnici se vzniku bunééné
pfepaZzky a proteiny sporulace (KAWAI et al. 2004). Recentni studie také ukazuji, Ze
kardiolipin by mohl hrat specifickou roli v Zivotnich procesech jako je replikace DNA a
bunééné déleni (MILEYOVSKAYA a DOWHAN 2005) a je také nutny pro rané
faze germinace spor (KAWALI et al. 2006).
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4. MATERIAL A METODY

4.1 MIKROORGANIZMUS

Diplomova prace byla provedena na bakterii Bacillus subtilis ATCC 21332 a pro
srovnavaci studie byl pouzit kmen B. subtilis 168 trp,.. Rod Bacillus je fazen do 18.
skupiny Bergeyova systému (1984 — 89), tj. mezi ty€inky a koky tvofici endospory. Jedna
se 0 grampozitivni, aerobni a nepatogenni pidni bakterii (HENSYL 1994). S ohledem na
kultiva¢ni teplotu patii druh Bacillus subtilis mezi mezofilni bakterie, teplotni optimum

pouzivaného kmene ATCC 21332 je 30 °C a kmene 168 trp,. 45 °C.

Do tohoto rodu je kromé& bakterie Bacillus subtilis zatazeno dalich 47 druht.
Bakterie rodu Bacillus maji tvar rovnych tyéek o velikosti cca 0,5 — 2,5 x 1,2 — 10 pm.
Buriky jsou obvykle motilni. Charakteristicka je tvorba nejéastéji ovalnych endospor, které
jsou svétlolomné, $patné barvitelné a rezistentni vi€i riznym neptfiznivym podminkém

(vysoka teplota, dehydratace, ozafeni) (HARWOOD a ARCHIBALD 1990).

Bakteridlni kmen byl pfechovavan v podobé sporovych konzerv (15% glycerol) pii
teploté -20 °C nebo na Zivném agaru ¢. 2 pii teplot€¢ 6 °C a chranén pied vyschnutim
parafilmem. Jednou za 30 dni byl pfeoCkovan. Pied kazdym pokusem byl zaotkovan do
tekutého no¢niho inokula a kultivovan 16 hodin na vodni tfepacce ve 30, resp. 40 °C, a

frekvenci rotace 175, popt. 120 rpm (rounds per minute, rpm).

4.2 ROZTOKY A PUFRY
% Stanoveni koncentrace bilkovin a surfaktinu pomoci BCA

* roztok A (Pierce): 1% BCA (bicinchoninic acid) (w/v); 2% Na,CO; . H,O (w/v);
0,16% Na,C4H40¢ . 2H,0 (W/v); 0,4% NaOH (w/v); 0,95% NaHCO3 (w/v)
optiméalni pH 11,25 (lze podle potieby upravit 50% NaOH nebo pevnym
NaHCO3)

s roztok B: 4% CuSO, . SH,0 (w/v)
» pracovni roztok: 50 objeml A + 1 objem B

® roztok surfaktinu (Sigma) v metanolu
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= BSA (Beef Serum Albumin, hovézi sérovy albumin): 2 mg/1 ml (srovnavaci

standard proteinii)

¢ Izolace lipidové frakce

= hexan-isopropanol 3 : 2

% Kvantitativni stanoveni lipidického fosforu
= koncentrovana kyselina chlorista
= 2,5% (w/v) molybdenan amonny
= 10% (w/v) kyselina askorbova

» zasobni roztok fosfatu (KH,-K;H) — 0,2 pumol/1 ml

% Plynova chromatografie
* methoxid sodny: 2,3 g kovového sodiku rozpustit ve 100 ml smési bezvodého
methanolu (60 ml) a bezvodého benzenu (40 ml); uchovat
v lednici v uzaviené nadobg, stalost roztoku 1 mésic
= 10% roztok BCl; (w/v)

" nasyceny roztok NaCl

% Izolace cytoplazmatickych membrin — enzymatickd metoda
»  Zasobni roztoky: A) 0,2 M K;HPO,
B) 0,2 M KH,PO,
= 50 mM fosfatovy pufr; pH 8,0 (KH,PO4 — K;HPO,)
-94,7ml A + 5,3 ml B, doplnit do 400 ml destilovanou vodou
* 100 mM fosfatovy pufr; pH 6,6 (KH,PO4 — KoHPOy)

- 37,5 ml A + 62,5 ml B, doplnit do 200 ml destilovanou vodou
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)
%

* 150 mMK"-EDTA
* 500 mM MgSO,
* 100 mM roztok phenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF) v isopropanolu

* Roztok DNéazy I: 1 mg DNazy I rozpustit (nevortexovat) v 1 ml 50% glycerolu
(w/v) obsahujici 20 mM Tris-HCI (pH 7,5)/1 mM MgCl,,

zamrazit v -20 °C

* Roztok TRN: 1% RNaza (w/v), 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 15 mM NaCl (w/v),

povatit 15 minut pti 100 °C a zamrazit v -20 °C

Jednorozmérna (1D) elektroforéza bilkovin
= akrylamid (zasobni roztok): 30% akrylamid (w/v); 0,8% bis-akrylamid (w/v)
prefiltrovat a uchovat ve 4 °C ve tm¢ maximalné 30 dni

* pufr Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8): 27,23 g Tris base rozpustit v 80 ml deionizované
H,O, upravit pH na 8,8 1 M HCI, doplnit do 150 ml a uchovat ve

4 °C maximalné 30 dni

* pufr Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8): 6 g Tris base rozpustit v 60 ml deionizované
H,0, upravit na pH 6,8 1 M HCI, doplnit do 100 ml a uchovat ve

4 °C maximaln¢ 30 dni
= roztok SDS 10% (w/v): k 10 g SDS ptidat deionizovanou H,O do kone¢ného
objemu 100 ml, uchovat pfi pokojové teploté

" 5x koncentrovany elektrodovy pufr, pH 8,3 (zdsobni roztok): 1,5% Tris base
(W/V), 7,2% glycin (w/v) a 0,5% SDS (w/v); uchovat ve 4 °C

Pied kaZzdou elektroforézou je namichan d&erstvy pufr (200 ml 5x

koncentrovaného elektrodového pufru doplnit do 1000 ml destilovanou H;0).

s vzorkovy pufr (zasobni roztok): 500 pl 100% glycerolu; 2,5 g mocoviny,
500mg SDS; 500mg dithiothreitolu (DTT); 5 mg
bromfenolové modii; 500 pl 1M Tris-HCI (pH 8,0) a doplnit do
10 ml destilovanou H,O, uchovat v -20 °C
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® barvici roztok (zésobni roztok): 0,1% Coomassie blue R — 250 (w/v),
40% methanol (v/v), 10% kyselina octova (v/v)

» odbarvovaci roztok: 40% methanol (v/v), 10% kyselina octova (v/v)
= suSici roztok (zasobni roztok): 10% ethanol (v/v), 4% glycerol (v/v)

® 10% amonium persulfat (APS) - pfipravit vzdy Cerstvy pted elektroforézou

4.3 KULTIVACNI PUDY

4.3.1 Komplexni médium

A: Bacto beefextract.............cceveviiiviiiiiiiinninnenenen, 1,50 g
Bacto yeast extract...........ccoeeviviiiiiiiiiiiiniine 1,50 g
NaCl oo 350g
KHoPO4g oo, 132¢g
KoHPOg .o 350g

B: Bactopepton .........cooiviiiiiiiiiiiiiiee e 500g

C: GluKOSa .ovnviiiiiii i 500¢g

Slozky A, B a C byly oddélen¢ rozpustény ve 200 ml destilované vody a sterilizovény.
Po vychladnuti byly asepticky slity a doplnény do 1000 ml sterilni destilovanou vodou. Uprava
na pH 7,0 ve sloZzce A byla provedena 1 M KOH nebo 1 M HCI pred sterilizaci.

4.3.2 Landyho médium
A: Bacto yeast extract ...........cceiiiiiiiiiiiiiiiea 1,0g
K L e, 0,5g
KHoPOy v e 10g
B: GluKOSa ..., 20,0 g
CoGlutamat .....oooiiiiii i 5,0g
DiMESO4 e 05¢g
E:MNCly oo 0,005 g
CuSO4 . SHz0 c.niniiiiirr e 0,16 g
F:FeSO4.TH O covininiiii e 0,15¢g
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Slozky A, B, C, D a E byly oddélené rozpustény v pfiméfeném mnoZstvi
destilované vody a sterilizovany v autoklavu. Slozka F byla po rozpusténi sterilizovana
filtraci. Po vychladnuti byly jednotlivé slozky asepticky slity a doplnény do 1000 ml
sterilni destilovanou vodou. Uprava na pH 7,0 ve sloZce A byla provedena 1 M KOH nebo
1 M HCI pfted sterilizaci.

4.3.3 Zivny bujon Oxoid

Lab-Lemco powder .........c.coovviviiiiiiiniiiiniiiinnenns 1,0g
Bacto yeast eXtract ..........coevvviiiiiiiiiiiiieee, 20g
Bactopepton ........coooiiiiiiiiii 50g
NaCl .o 50g

Vsechny slozky byly spole¢né rozpusttny v 500 ml destilované vody a
sterilizovany. Po vychladnuti byl koncentrat asepticky dopinén sterilni vodou do
kone&ného objemu 1000 ml. Uprava na pH 7,0 byla provedena 1 M KOH nebo 1 M HCI

pted sterilizaci.

4.3.4 Pevné pudy

iivn)" agar byl pfipraven rozpusténim 4 g Zivného agaru ¢. 2 (IMUNA n. p.) do
100 ml destilované vody na konetnou koncentraci 4% (w/v). Uprava na pH 7,0 byla
provedena 1 M KOH. Agar byl rozplnén po 8 ml do zkumavek, sterilizovan a poté uloZen
do $ikmé polohy, v niZ ztuhnul (§ikmy agar) nebo byl sterilizovan a poté sterilné rozlit do

Petriho misek.

AN (A To2 | o SO 40¢g
destilovand voda ............ccciiiiiiiiiiiiiiieea do 1000 ml
pH 7,0 |
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Krevni agar byl pfipraven rozpusténim vSech sloZzek v 1000 ml destilované vody. Po

sterilizaci a ochlazeni na 45 — 50 °C byla pfidana defibrinovana ov¢i krev na kone¢nou koncentraci

5 — 8% (v/v). Krevni agary byly skladovany v chladni¢ce po maximalni dobu 3 mésicti.

Sporulaéni agar byl pfipraven rozpus$ténim vSech slozek zdkladu A v 1000 ml

destilované vody. Po sterilizaci a ochlazeni na 45 — 50 °C byl pfidan 1 ml sterilniho

zédkladu B o stejné teploté. Po dikladném zamichani byl agar steriln¢ rozlit do Petriho

misek.

zdklad  B. subtilis 168 trp,.

A Zivny agar (Difco)........ 23 g
NaCl.....cocovvvniinninnen. lg
MgS0Oy . TH,0............. 0,25¢g

B FeSO, . THy0............... 10°M
MnCl,. 4H,0............... 102M
CaCly.2H,0............... 1M

4.4 SEZNAM POUZITYCH CHEMIKALIL

Chemikalie
Amonium persulfat
Akrylamid
Bactopepton

Bacto beef extract
Bacto yeast extract
Bis-akrylamid
Coomassie blue R-250

B. subtilis ATCC 21332
Zivny agar (Difco)......... 23 g
IMNaOH................... 0,6 ml

MgSO4 . TH;0.............. 0,12 ¢g
FeSO4. 7THyO.onevvnnnn, 10°M

Vyrobce
Sigma
Serva
Oxoid
Difco
Oxoid
Serva

Sigma
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Deoxyribonukleasa I
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Diphenylhexatrien
Dithiothreitol

Dodecylsulfat sodny
Ethylenediamine-tetraacetic acid
Glukosa

Glycin

Hovézi sérovy albumin
Hydrogenfosfore¢nan draselny
Chlorid bority

Lab-Lemco Powder

Lysosym
N'N’-methylen-bisakrylamid
NNN'N'-tetramethylethylendiamin
Phenylmethylsulfonylfluorid
Ribonukleasa A

Silikagel G

Surfaktin

Tris base

Trifluoroctova kyselina

Urea

Zivny agar

Zivny agar &. 2

Sigma
Fluka
Sigma
Serva
Serva
Sigma
Serva
Renal (Hungary)
Sigma
Fluka
Serva
Oxoid
Sigma
Serva
Serva
Serva
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Difco
IMUNA n. p.

Ostatni pouZivané latky byly bé€Zné chemikalie &istoty p. a. pfevaZzné€ od vyrobce

Lachema Brno a Lach-Ner Neratovice.

4.5 STERILIZACE

Kultiva¢ni média a Zivné pudy byly sterilizovany v autoklavu 20 minut pti 121 °C a

pfetlaku vodni pary 0,15 MPa. Roztok FeSO; . 7H,O byl sterilizovan filtraci pies
membréanové filtry Pragopor €. 5 (primér 24 mm, velikost pord 0,6 um). Laboratorni sklo

bylo sterilizovano v horkovzdus$né susarné 1 h pii 180 °C, popf. 2 h pti 160 °C.
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4.6 PRIPRAVA SPOROVYCH KONZERV

Z tekuté kultury narostlé v komplexnim médiu (B. subtilis 168 trp,.), resp. Zivném
bujonu (B. subtilis ATCC 21332), na OD4y9 = 0,500 bylo zao¢kovano 20 Petriho misek
se sporulaénim agarem (kapitola 4.3.4) — 0,1 ml tekuté kultury bylo napipetovano na jednu
misku a rozetfeno sterilni sklenénou ty¢inkou. Misky byly inkubovany v termostatu dnem
vzhlru nasledujicim zpisobem: kmen 168 trp,. 4 dny ve 40 °C a kmen ATCC 21332 7 dni
ve 30 °C.

Po vzniku svétlolomnych spor pozorovatelnych v optickém mikroskopu byly na
kazdou misku naneseny 3 ml sterilni destilované vody a biomasa byla resuspendovana
sterilni sklenénou ty¢inkou. Vzniklad suspenze byla pfenesena do sterilnich plastovych
centrifuga¢nich zkumavek Falkon (50 ml) a 3krat promyta 30 ml sterilni destilované vody
(centrifuga Rotina 24R, 10 min, 5000 rpm). Supernatant byl odstranén, sediment
resuspendovan v malém mnoZstvi sterilni destilované vody, pfeveden do jedné
centrifugaéni zkumavky a centrifugovan 15 min pii 5000 rpm. Pelet byl resuspendovan
v 15 ml 15% glycerolu, rozplnén po 100 a 150 pl do sterilnich plastovych mikrozkumavek
Eppendorf a uchovan pii -20 °C.

Pfed pouZitim byla sporova konzerva rozmraZena a zahidna na 70 °C po dobu
15 min, ¢imZ doslo k aktivaci kli¢eni spor a zéroveri k likvidaci ptipadné kontaminace ¢&i

nezadoucich vegetativnich bunék.

4.7 KULTIVACE A RUSTOVA KRIVKA

4.7.1 Kultivace bakterii

Bakterie Bacillus subtilis byly kultivovany aerobn& v Erlenmayerovych batikéch v
tfepackach vytemperovanych na poZadovanou teplotu (30, resp. 40 °C). Objem kultury byl
volen tak, aby dosahoval maximaln¢ 2/10 objemu kultivaéni nadoby pro zajiSt€ni
dostate¢ného vzdu$néni, rychlost tfepani 175 rpm. U niZ§iho stupné aerace (120 rpm)
maximalni mnoZstvi kultury v kultivaéni Erlenmayerové batice ¢inilo nanejvy$ 10% jejiho
celkového objemu. Pro kultivaci objemi do 30 ml byly pouZivany rotaéni tfepacky (Elpan)
s vytemperovanou vodni lazni. Kultivace objemi vétS§ich neZ 30 ml probihala v

horkovzdu$né tiepaéce (Gallenkamp, Schoeller Instruments).
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4.7.2 Priprava inokula

Sporova konzerva (15% glycerol, -20 °C) byla po aktivaci pti 70 °C po dobu
15 min zao¢kovana do 25 ml tekutého média a byla kultivovana v ptislusné teploté (30,
resp. 40°C) na vodni tfepacce pfes noc 16 hodin. Rano byla bakteridlni kultura
preockovana do dal$i tekuté pasaze, jejiz rGst byl ukonfen pii optické denzite
ODu420 nm = 0,500. Takto narostla kultura byla pouzita k zao¢kovani 3 - 4 paralelnich ban¢k
pro vlastni pokus. Opticka denzita bakteridlni suspenze byla méfena na spektrofotometru
Helios y (10 mm kyvety) pti vinové délce 420 nm. Jako slepy vzorek byla pouZita

destilovana voda.

4.7.3 Rustova krivka

Inokulum bylo pouzito k zaotkovani vytemperovaného kultivaéniho média na
OD420 nm 0,045 — 0,015 a dale probihala kultivace za danych podminek. Optick4 denzita
bakteridlni suspenze byla sledovana, jak je uvedeno v kapitole 4.7.2. Odbéry byly do
dosaZeni stacionarni faze provadény v &asovych intervalech 15-40 min podle typu
pokusu. Bakteridlni suspenze byla za i¢elem méfeni optické denzity podle potieby fedéna

destilovanou vodou. Celkova doba kultivace trvala 72 hodin.

Do grafu byly vynaseny hodnoty 10g2(OD420 nm . 1000) v zavislosti na ¢ase t (min).
Doba zdvojeni bakterii (T) byla stanovena pomoci funkce linedrni regrese.
V exponenciélni fazi ristu bakterii je zavislost hodnoty logz(ODasz0 nm - 1000) na ase
linearni. Smérnice pfimky proloZené experimentdlnimi body v linedrni oblasti ristové
kiivky udava rychlostni ristovou konstantu ¢ (min), tj. polet generaci za &asovou
jednotku, a jeji ptevracena hodnota (1/c) dobu zdvojeni T (min), coZ je doba, za niZ se

pocet bunék zdvojnasobi.
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70 pi OD 0,045 /
spory ———>
aktivace:
70 °C, 15 min
inokulum | inokulum I
16 h, 30/40 °C OD 0,500

vlastni pokus
na OD 0,015 - 0,030

Schéma ¢&. 1 Kultivace B. subtilis — schéma pokusu

4.7.4 Stanoveni poctu (koncentrace) Zivych bunék vysevem na plotny

Polet Zivych bunék v analyzovaném vzorku (kultufe) se stanovuje vysetim
znamého objemu suspenze bakterii na agarovou plotnu a spoéitanim vyrostlych kolonii po
inkubaci v termostatu (za Zivou bakteridlni buiiku je povaZovana zpravidla takova buiika,
ktera je schopna ristu a mnoZeni). Tato metoda vychazi z ptedpokladu, Ze jedna kolonie
pochézi z jedné buriky, pfesnéji je tato metoda tedy nazyvana stanovenim tzv. colony

forming unit (cfu).

Bakteridlni kultura odebirand v prib&hu rustové kfivky v danych ¢&asovych
intervalech byla fedéna sterilni destilovanou vodou a vyseta po 0,1 ml v suspenzi o
koncentraci 10, 10, 107 na Zivné agary v Petriho miskéch, a to vzdy ve tfech paralelach.
Plotny byly inkubovany dnem vzhiru v termostatu pti 30 °C. Po 24 hodindch byly
spo¢itany vyrostlé kolonie na vSech tfech paralelnich miskach daného fedéni a byl
vypolitan jejich primér. Tato hodnota byla pfepoditina na pocet vegetativnich buné&k
(cfu), popt. vegetativnich buné€k a spor dohromady, v 1 ml pivodni kultury.
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Kazdy ¢asovy vzorek kultury byl sou¢asn¢ inkubovén pti 70 °C po dobu 15 min,
coZ piedstavuje takové podminky, které jsou schopné piezit pouze termostabilni spory.
Dale byl jiZz vzorek zpracovan vyS$e popsanym zplsobem. Vysledky téchto vysevii podaly
informaci o tom, kolik bylo v 1 ml plivodni bakteridlni kultury pfitomno termostabilnich

spor.

4.8 IZOLACE SURFAKTINU

Surfaktin byl izolovan podle metody popsané SYMMANK et al. (2002). Tekutd
bakterialni kultura o objemu 100 ml byla inkubovéna ve 30 °C a 120, resp. 175 rpm, po
dobu 72 hodin. Po ukonéeni kultivace bylo pomoci koncentrované HCl upraveno pH
kultury na pH 2. Nasledovala precipitace 1h ve 4 °C. Precipitat byl zcentrifugovan
(centrifuga K24 Janetzki, 12000 rpm, 20 min, 4 °C) a pelet resuspendovan ve 25 ml
redestilovaného metanolu chemické Cistoty p.a. Extrakce probihala 2 h pti laboratorni
teploté a tfepani pfi 250 rpm. Extrakt byl centrifugovan 15 min pfi 14000 rpm (centrifuga
K24 Janetzki) a supernatant byl dale ptefiltrovan pies filtra¢ni aparaturu Whattman (filtry
GF/C o priméru 25 mm). Material zachyceny na filtru byl je§té¢ promyt 5 ml metanolu a
oba filtraty byly spojeny. Spojeny filtrat byl odpafen na rotaéni vakuové odparce na vodni
lazni pti 30 °C. Na sté€nach odpafovaci srdcové baiiky bylo moZné pozorovat mléény zakal
¢istého surfaktinu.

4.9 STANOVENI KONCENTRACE SURFAKTINU

4.9.1 Test hemolyzy

Jednim 2z G¢inkd surfaktinu vyplyvajicich zjeho schopnosti interagovat
s cytoplazmatickou membranou a pusobit jeji permeabilizaci a perturbaci je i U¢inek
hemolyticky. Tento fenomén byl testovan na krevnich agarech (kapitola 4.3.4).

V danych ¢asovych intervalech kultivace byly odebirany vzorky bakteridlni
suspenze, které byly inkubovény s lysosymem pfi teplot€, ve které probihala kultivace,

dokud neprobé&hla lyze bunék. Kapka lyzatu daného vzorku o objemu 10 pl byla poté

nanesena na povrch krevniho agaru. Po zaschnuti nésledovala inkubace v termostatu
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v teploté shodné s teplotou kultivaéni. Kvalitativni vysledek hemolyzy byl odeéitan po 24

hodinach.

4.9.2 Stanoveni koncentrace surfaktinu pomoci BCA

Stanoveni je zaloZeno na reakci aminokyselin a peptidickych vazeb mezi nimi
s m&d’natymi ionty, které jsou redukovany na ionty méd’né, které dale reaguji s BCA
(bicinchoninic acid, BCA) za vzniku barevného komplexu s vysokym molarnim
extinkénim koeficientem pfi 562 nm. Pouzité reakéni ¢inidlo (kapitola 4.2) je pfipraveno
z produkti firmy Pierce. Koncentrace surfaktinu byla odecitana z kalibraéni kiivky

standardu surfaktinu (Sigma) rozpu$téném v metanolu.

Zkumavky s 5 pl metanolového izolatu surfaktinu byly doplnény na 50 pl
destilovanou vodou. Ke kazdému vzorku byl pfidan 1 ml pracovniho roztoku a reakéni
smés byla inkubovana 30 min pfi 37 °C. Po ochlazeni na pokojovou teplotu byla méfena
absorbance pfi 562 nm na spektrofotometru Beckman (10 mm kyvety). Slepy vzorek
(blank) byl zpracovan jako ostatni vzorky, pouze misto surfaktinového izolatu byl pouZit
¢isty metanol. Koncentrace surfaktinu byla stanovena pomoci rovnice kalibraéni ptimky,
ktera byla zpracovéana analogickym zptisobem jako vzorky. Namisto surfaktinového izolatu
byl pouzit metanolovy roztok standardu surfaktinu (Sigma) o koncentracich 3,75; 7,5; 15;
30; 45; 62,5; 80 a 125 pg/S pl.

4.9.3 Kapalinova chromatografie kombinovana s hmotnostni spektrometrii (LC/MS)

Pro detekci surfaktinu v bezbun&ném filtratu kultury byla pouZita metoda
vysokou¢inné kapalinové chromatografie (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC), ve které je dosahovano vysoké uéinnosti separaniho procesu pouZitim kolon
naplnénych stacionarni fazi o malé a dobfe definované velikosti ¢astic. Separa¢ni kolony
pro HPLC se vyznaduji vysokou hustotou a homogenitou napln¢ stacionarni faze a tedy i
velkym hydrodynamickym odporem. Pro dosaZeni dostate¢ného pritoku mobilni faze

(tadov€é ml/min) je nutno aplikovat ptetlak jednotek az desitek MPa.

Tok mobilni faze je zajistovan vysokotlakym &erpadlem. Presn¢ definovany objem
vzorku musi byt nastfiknut do proudu mobilni faze protlatované kolonou pod velkym
tlakem.
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Pro detekci byla pouzita metoda hmotnostni spektrometrie. Hmotnostni spektrometr
umoziiuje pfimou identifikaci latky vychéazejici zkolony na zaklad¢ ziskanych
hmotnostnich spekter. Hmotnostni spektrum je zavislosti mnoZstvi vzniklych fragmentt na
hodnot¢ m/z (hmotnost/naboj, m/z). Molekuly latky jsou pfevedeny do plynné faze a
ionizovany nejlastéji narazem elektronli. Vzniklé ionizované fragmenty jsou urychleny
elektrickym polem a roz§tépeny na soubor fragmentl li§icich se pomérem hmotnosti
vzniklého iontu a po¢tem elementarnich naboji, které nese. Rychlost, kterou fragmenty
ziskaji, zavisi na jejich hmotnosti, ptesnéji na pomé€ru m/z. Druhy vzniklych fragmentt
jsou pro danou latku charakteristick€é a umoznuji jeji identifikaci. K dé€leni iontd dochazi
v kvadrupolovém analyzatoru, a to podle poméru m/z. Soudasti pfistroje je zesilovad

signalu, ktery umoziiuje pocitatové vyhodnoceni.

K méfeni byl pouzit systém HPLC Agilent 1100 s kolonou Watrex WRP-18 (délka
250 mm, vnittni primér 4 mm, velikost &astic 7 pm) spojeny s hmotnostnim
spektrometrem Finnigan INCOS 50. Pro izokratickou eluci byla pouZita mobilni faze: voda
+ 3,8 mM trifluoroctova kyselina (TFA) v poméru 85%:15% (v/v), prutokova rychlost
0,6 ml/min. Velikost vzorku 20 pl. Detegovany byly ionty s m/z 1008, m/z 1022 a m/z
1036 (izoformy surfaktinu C-13, C-14 a C-15). Jako standard byl pouZit Cisty surfaktin
(Sigma) rozpu$tény v metanolu. Ziznamy byly zpracovany pocitaovym programem
Bruker Daltonics Data Analyses 3.0.

4.10 IZOLACE A ANALYZA LIPIDOVE FRAKCE

Z bakterii v danych &asovych intervalech kultivace ve 30 °C byla izolovana
lipidova frakce metodou popsanou RADINEM (1981). V nékterych krocich byly pouZity

modifikace potfebné pro izolaci z bakterialnich bunék.

4.10.1 Izolace lipidové frakce

Rist bakterii byl ukoncen v dané fazi rustu filtraci (3. h) s pouzitim vodni vyvévy
(filtry Synpor ¢&. 5, velikost péri 0,6 pum) nebo centrifugaci (7., 12., 24. a 72. h)
v teflonovych centrifugaénich zkumavkach Oak Ridge (30 ml) 20 min pti 4300 rpm
(centrifuga CL3R). Objemy kultur ¢inily pro izolaci ze 3. h 400 ml (analyza mastnych
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kyselin pomoci GC/MS), resp. 300 ml (analyza fosfolipidi pomoci TLC), a 100 ml pro
izolaci z ¢ast 7, 12, 24 a 72 hodin. Biomasa bakterii zachycena na filtru byla pomoci
podlozniho skla a sklenéné tylinky ptenesena do 50 ml ledového extrakéniho roztoku
hexan-isopropanolu 3:2 (v/v) umisténého v kadince vledové lazni (18 ml/g suché
biomasy). Biomasa byla poté resuspendovana sklenénou ty¢inkou na jemné€ dispergovanou
suspenzi. Pelet biomasy po centrifugaci byl resuspendovan piimo v centrifugaéni
zkumavce a pfeveden do kadinky. Smés byla michana 2h na magnetické michaéce ve 4 °C

a poté pies noc extrahovéana v -20 °C.

Lipidovy extrakt byl od sedimentu oddélen centrifugaci (5 min, 3000 g, 0 °C,
centrifuga CL3R) a pfenesen do srdcové odpafovaci bariky. Supernatant byl odpafovan na
rota¢ni vakuové odparce na vodni lazni pfi 40 °C. Po odpafeni smési hexan-isopropanolu
byla lipidova frakce rozpusténa v 10 ml chloroformu a piefiltrovana ptes filtra¢ni aparaturu
Whattman (filtry GF/C o priméru 25 mm). Materidl zachyceny na filtru byl je$t€ promyt
5 ml chloroformu a oba filtraty spojeny. Takto byly odstranény nelipidové komponenty

nerozpustné v chloroformu.

Chloroform byl opét odpafen na rota¢ni vakuové odparce pfi 40 °C. Lipidova
frakce byla rozpusténa v 1 ml chloroformu a roztok byl pfeveden do zkumavky. Srdcova
batika byla jesté¢ jednou promyta 0,5 ml chloroformu a roztok byl opét pfeveden do
zkumavky, ktera byla pfed pouzitim vyplachnuta chloroformem a zvéZena. Odpafenim
chloroformu proudem dusiku byla ziskdna (¢istd lipidova frakce. Po zvaZeni na
analytickych vahach byla uchovana do doby pouZiti v exsikétoru pti -20 °C. Cista lipidova

frakce méla barvu a konzistenci svétlého medu.

Veskera organickad rozpoustédla (hexan, isopropanol, chloroform) byla chemické
istoty p.a. a pred pouZitim redestilovana. Nadobi potiebné b&hem izolace bylo pied

pouZitim omyto extrakénim roztokem, resp. chloroformem.

4.10.2 Analyza lipidovych extrakti chromatografii na tenké vrstvé

Chromatografie na tenké vrstvé (Thin Layer Chromatography, TLC) je separa¢ni
metoda, kde k déleni latek dochazi na styku dvou fazi — staciondrni a mobilni. Stacionarni
faze byla realizovana tenkou vrstvou silikagelu (0,25 mm), mobilni faze smési
rozpous§tédel o ruzné polarit¢ (chloroform-metanol-voda, 65:25:4, v/v/v). Smés

rozpoustédel vzlina po vrstvé silikagelu, ktery je velmi hydrofilni. Na styku stacionarni a
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mobilni faze dochazi ke vzniku dalsi, tzv. kotvené faze. Tato faze je obohacena o polarni
slozky ze vzlinajici smési (vodu a metanol). Pokud smés dosdhne mista, kde je smés
fosfolipidd, fosfolipidy se okamZité rozpusti do mobilni faze a putuji se vzlinajici smési.
V3echny v$ak neputuji stejné rychle — nejméné polarni maji tendenci zistavat v mobilni
fazi a putuji s celem smési. Ty nejvice polarni naopak maji tendenci rozpoustét se i
vkotvené fazi a zaostivaji. Déleni probihd na zdkladé rozdili mezi rozd&lovacimi
koeficienty fosfolipidii v sytému mobilni/kotvena faze. RovnéZ sama pevna faze miZe mit
afinitu k fosfolipidiim a pti déleni se uplatni i druhy princip — fosfolipidy se budou d¢lit na
zaklad¢ rozdilnych adsorpénich koeficientti. Pfi TLC se vétSinou uplatfiuji principy oba.

Analyza lipidové frakce chromatografii na tenké vrstvé probihala v laboratofi
Doc. RNDr. Olgy Novékové, CSc. na Katedfe fyziologie Zivo¢icht Piirodovédecké fakulty
UK Praha.

4.10.2.1 Priprava chromatografickych desek

Pro analyzu lipidovych extrakti bylo pouzito Silikagelu G (Merck) naneseného na
sklenéné desky o rozmeérech 20 x 20 x 0,4 cm. Desky byly pfed nanesenim omyty
saponatem, oplachnuty destilovanou vodou a etanolem. VZdy na pét desek najednou bylo
nanaSedlem naneseno 30 g Silikagelu G rozpu$téného v 62 ml destilované vody. Sila
nanesené vrstvy byla 0,25 mm. Po oschnuti byly desky do doby pouziti uschovany ve

stojanu.

4.10.2.2 Jednorozmérni chromatografie na tenké vrstvé

Deska s tenkou vrstvou Silikagelu G byla 30 min aktivovéna pfi 110 °C. Poté byla
vyjmuta a ihned vloZena do exsikatoru, dokud nevychladla. Mezitim byly rozpu$tény
lipidové extrakty v 80 ul chloroformu a byla pfipravena délici smés (chloroform-metanol-
voda, 65:25:4, v/v/v), ktera byla nalita do chromatografické komory umisténé v digestofi,
aby komoru svymi parami do zacitku pokusu prosytila. Po vychladnuti byl na desku
nanaSen lipidovy extrakt. Na stopu byl nanasen veskery lipidovy extrakt v ptipad€¢ vzorku
ze 3. h kultivace a % vzorku z ostatnich ¢asovych intervali. Rozdéleni lipidového extraktu
na draze o délce 16 cm probihalo 60 — 70 min. Poté, co délici smés dosahla &ela, byla

deska z komory vyjmuta a ponechana oschnout v digestofi.
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Jednotlivé tfidy fosfolipidd byly detegovany parami jodu (STAHL 1969)
reagujicimi v mist¢ vyskytu mastnych kyselin vznikem Zlutohné€dého zbarveni rizné
intenzity. Lokalizace fosfolipidd obsahujicich aminoskupiny v polarnich hlavi¢kach byla
zji$t€na nastfikanim desky 0,2% roztokem ninhidrinu (0,2 g ninhidrinu + 95 ml butanolu +
5 ml kyseliny octové). Naslednou aktivaci 30 min pfi 105 °C doslo v misté vyskytu -NH,

skupin k vytvofeni rizového zabarveni.

Identifikace hlavnich fosfolipidovych tfid byla provedena na zakladé vysledkii
popsanych v literatufe (LINDGREN et al. 1977), na zéklad¢ vysledkt s ninhidrinem a
stanovenim anorganického fosfatu. Pro upfesnéni identifikace fosfolipidovych t¥id bakterii
bylo uZito lipidového extraktu ze svalovych bun€k srdce krys linie BK2. Potadi
jednotlivych ttid fosfolipidu po rozdéleni je pro tento material znama. Extrakt ze svalovych

bunék byl nanasen s lipidovou frakci z bakterii soucasné.

4.10.2.3 Kvantitativni stanoveni lipidického fosforu

Stanoveni lipidického fosforu bylo provedeno metodou, kterou popsali ROUSER a
YAMAMOTO (1970). Silikagel obsahujici detegované fosfolipidy byl kvantitativné
pfeveden do ¢istych sklenénych zkumavek, které byly navic pfedem postupné pétkrat
vyplachnuty tekouci a destilovanou vodou a vysu$eny. Vzorky byly poté mineralizovany
pfidanim 0,5 ml koncentrované (70%) HCIO4 a zahfanim na 180 °C po dobu 20 minut. Ke
vzorkiim byly dale pfidany 3,5 ml destilované vody a 0,5 ml 2,5% (w/v) molybdenanu
amonného. Po dikladném promichani bylo pfidano 0,5 ml 10% roztoku (w/v) Kyseliny
askorbové, ktery byl pfipraven tésné pfed pokusem, a smés byla opé&t dikladné
promichana. Reak&ni smés byla zahtivana S min pfi 100 °C na vodni 1azni a po ochlazeni

na laboratorni teplotu byla ponechéna stat do druhého dne, aby silikagel sedimentoval.

Extinkce barevné reakce (fosfomolybdenovd modf) byla méfena pfi 820 nm na
spektrofotometru Spekol 11 (10 mm kyvety). Jako slepy vzorek byla pouZita reakéni smés
s Cistym silikagelem. Skute¢ny obsah anorganického fosfatu v jednotlivych skvrnach byl
stanoven pfepoftem pomoci rovnice kalibraéni p¥imky standardu 0,2 puM zasobniho
roztoku fosfatu (KH,PO4 - K;HPOy). PHi vypoétu procentudlniho zastoupeni bylo jako
100% vzato celkové mnozZstvi fosforu pfitomné ve vSech skvrnich vzniklych dé€lenim

ptislusného vzorku.
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Kalibra¢ni pfimka:
umol fosfatu roztok fosfatu (ml) | voda (ml)
0 0 7,0
0,025 0,125 6,875
0,050 0,250 6,750
0,100 0,500 6,500
0,150 0,750 6,250
0,200 1,0 6,0
0,400 2,0 5,0
1,2
1,0
0,8 1
£
S 0,6 -
=]
(@]
0,4
0,2 -
0,0 ] . , , . I , . 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 04 0,45
umol fosfatu y = 2,7795x + 0,0435

Obr. 10 Kalibra¢ni pFimka zdvislosti optické denzity na koncentraci P (umol)

Kazdy bod pfimky byl stanovovan v tripletu. Postup zpracovani byl shodny jako u ostatnich vzorki
pouze bez mineraliza¢niho kroku. Slepy vzorek — reak&ni smés bez fosfatu.

4.10.3 Plynova chromatografie kombinovana s hmotnostni spektrometrii

Analyza lipidové frakce izolované metodou popsanou v kap. 4.10.1 byla provadéna
pomoci plynové chromatografie (Gas Chromatography, GC) kombinované s hmotnostni
spektrometrii (Mass Spectrometry, MS). Kombinaci GC s MS je dosaZzeno vysoké
separaéni schopnosti i sloZit&jsich smé&si biologického materidlu a citlivé identifikace
jednotlivych latek hmotnostnim spektrometrem, ktery vyZaduje Cisté chemické

individuum.
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Plynova chromatografie je jednou z nejucinnéj$ich separaénich metod malych
mnozstvi organickych latek. Lze ji vyuzit jak pro kvalitativni, tak i pro kvantitativni
stanoveni latek. Analyzovana latka musi spliiovat podminku t€kavosti a dostate¢né tepelné
stability. Molekuly s velkou relativni hmotnosti a polarnimi skupinami nejsou pro svou
nizkou t€¢kavost pro GC vhodné a je nutné je nejprve pievést na t€kavé produkty procesem
derivatizace - mastné kyseliny se derivatizaci pfevadéji na jejich methylestery. Pii
derivatizaci se pouZivaji rizna methylaé¢ni ¢inidla napt. 2% H,SO4 v methanolu, methoxid

sodny s HCI v methanolu nebo tetramethylamoniumhydroxid.

Metoda hmotnostni spektrometrie byla popsana v kapitole 4.9.3. K méfeni byl
pouzit plynovy chromatograf Varian 3400 (kapilarni kolona DBS, 30 m x 0,25 mm,
tloustka filmu 0,12 pl; nosny plyn He 70 kPa) spojeny s hmotnostnim spektrometrem
Finnigan INCOS 50. Teplotni program - pocateéni isoterma 80 °C 2 minuty,
programovany narust teploty (12 °C/min), kone€nd izoterma 250 °C 20 minut. Zdznamy

byly zpracovany po¢itatovymi programy ProLab Resources (verze 3.10.00).

Derivatizace (pfiprava methylesteri):

1. Derivatizaéni aparaturu promyt methanolem, vysusit pistoli.
2. Lazen zahfat na konstantnich 70 °C.

3. Vzorek rozpustit v 1 ml methanolu, pfelit do varné bariky a piidat Einidla:
0,5 ml methoxidu sodného + 0,5 ml 10% BCl; (ptidat michadélko).

4. Reakéni smés zahtivat pod efluxem 30 minut.

5. Ochladit a pfidat 1 ml nasyceného roztoku NaCl.

6. Prevést do délici zkumavky vymyté hexanem, extrahovat do 1,5 ml hexanu.

7. Odebrat 2krat 0,1 ml vzorku do vzorkovnice (na jejim dné je n€kolik zrnek bezvodého

MgSQO4 — vysuSeni vody).

Vlastni analyza:

1. Objem vzorku (0,3 — 0,4 pl) nasat stfikatkou Hamilton.

2. Provést nastfik do injektoru, odstartovat analyzu (v8echny latky miji kolonu do tficeti

minut, mastné kyseliny v rozmezi 13 — 18 minut).
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3. Uréeni mastnych kyselin srovnanim se standardy (smés mastnych kyselin od firmy

Supelko) — podle reten¢nich ¢asti a hmotnostnich spekter.

4.11 IZOLACE CYTOPLAZMATICKYCH MEMBRAN

Pro izolaci membranové frakce z bakterii rostoucich v Zivném bujénu ve 30 °C

byla pouZita enzymatickd metoda (BISSCHOP a KONINGS 1976). Pfi tomto izola¢nim

postupu vznikaji membranové véac¢ky s proteiny orientovanymi stejnym smérem jako

v burice, tedy dovnitf téchto vacka (orientace right side — in).

4.11.1 Metoda podle BISSCHOPA a KONINGSE - ,,enzymaticka metoda“

1.

Rust bun€k v dané fazi riistu byl ukoncen filtraci (3. h) s pouZitim vodni vyvévy (filtry
Synpor €. 5, velikost port 0,6 um) nebo centrifugaci (7., 12., 24. a 72. h) v plastovych
centrifugaénich zkumavkach Falkon (50 ml) 20 min pf#i 4300 rpm (centrifuga CL3R).
Objemy kultur ¢inily pro izolaci ze 3. h 400 ml a 200 ml pro izolaci z ¢asd 7, 12,24 a
72 hodin. Biomasa bunék byla 2x promyta 50 mM fosfatovym pufrem (pH 8,0) o stejné
teploté, v jaké probihala kultivace (30 °C); buitkky nesmi na filtru vyschnout. Biomasa

byla ihned zamraZena v tekutém dusiku a do doby zpracovani byla uchovana v -78 °C.

Biomasa byla rozmrazena mnutim v dlanich, pribézn¢ byla odkladdna na led.
RozmraZena biomasa byla resuspendovéna v 5 ml 50 mM fosfatového pufru (pH 8,0)
na koncentraci 4 mg vlhké vahy na 1 ml, pfevedena do kadinky a bylo pfidano 50 pl
(3h), resp. 150 pl (7, 12, 24 a 72 h) PMSF/10 ml suspenze (100 mM roztok
phenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF, Serva) v isopropanolu).

Pfidan lysosym (Sigma), deoxyribonukleaza I (roztok DNAsy [; Sigma) a ribonukleaza
(roztok TRN; Sigma) na kone¢né koncentrace 300, 10 a 10 pg/ml (3 h), resp. 600, 25 a
25 pg/ml (vzorky ze 7., 12., 24. a 72. h); obsah kéadinky intenzivn¢ promichan.

Ptidano 500 mM MgSO4 na kone¢nou koncentraci 10 mM a 5 ml 50 mM fosfatového
pufru pH 8,0.

Inkubace 60 - 90 minut ve 30 °C.

Ptidana K* - EDTA na kone&nou koncentraci 15 mM.
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7. Inkubace 1 minutu ve 30 °C.
8. Ptidano 500 mM MgSO4 na kone¢nou koncentraci 10 mM.

9. Centrifugace pii 12 000 rpm po dobu 60 min na centrifuze Beckman (4 °C, vakuum,
rotor SW 41).

10. Ziskany sediment byl resuspendovan v membranovém 100 mM fosfatovém pufru o
pH 6,6 na koncentraci 10 mg membranovych proteinl/ml a rozplnén do plastikovych

mikrozkumavek Eppendorf po 50 a 100 pl.

11. Vzorky byly uchovany pii -78 °C v hlubokomrazicim boxu zna¢ky Heraeus.

Ve vzorcich byla stanovena koncentrace bilkovin pomoci BCA (viz 4.12). Vzorky
byly pouzity k analyze spektra proteinti polyakrylamidovou gelovou elektroforézou

(kapitola 4.13) a mé&feni rovnovazné anisotropie fluorescenéni sondy DPH (kapitola 4.14).

4.12 STANOVENI KONCENTRACE BILKOVIN POMOCI BCA

Stanoveni je zaloZeno na reakci proteini s méd’natymi ionty, pfi které vznikaji
ionty méd’né, které dale reaguji s BCA (bicinchoninic acid, BCA) za vzniku barevného
komplexu s vysokym molarnim extinkénim koeficientem pfi 562 nm. Reakce je vysoce
citliva, specificki a toleruje pfitomnost mnoha komponent riznych pufrt, sloZek
kultivaénich médii nebo detergentli. Pouzité reakéni ¢inidlo je pfipraveno z produktt firmy

Pierce. Koncentrace proteinti je odeéitana ze standardni kalibra¢ni kfivky s BSA.

Postup zpracovani vzorkii byl analogicky jako v kapitole 4.9.2. Koncentrace
bilkovin byla stanovena pomoci kalibraéni pfimky, ktera byla zpracovana jako vzorky.

Misto proteinti byl pouzit vodny roztok BSA o riznych koncentracich.
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Obr. 11 Kalibra¢ni pfimka stanoveni koncentrace bilkovin pomoci BSA
Zavislost optické denzity na koncentraci BSA.

4.13 POLYAKRYLAMIDOVA GELOVA ELEKTROFOREZA BILKOVIN

K analyze spektra bilkovin, které se exprimuji za danych kultiva¢nich podminek v

membrané  B. subtilis, se pouziva

polyakrylamidova gelova elektroforéza.

V jednorozmé&mych polyakrylamidovych gelech dochazi k rozdé€leni proteinii podle

relativni molekulové hmotnosti (Mr) v pfitomnosti laurylsulfatu sodného (SDS).
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4.13.1 Jednorozmérna (1D) elektroforéza

Pro analyzu spektra proteini cytoplazmatické membrany izolovanych z bun¢k ve
3.,7., 12, 24. a 72. h kultivace byla pouzivana polyakrylamidova gelova elektroforéza za
pfitomnosti laurylsulfatu sodného (SDS-PAGE) podle Laemmliho (LAEMMLI 1970).

Ve vzorkovém pufru byl solubilizovan vzorek bakteridlnich membran o znamé
koncentraci bilkovin (k jednomu objemu vzorku byl pfidin jeden objem vzorkového
pufru). Solubilizace probihala pti 100 °C po dobu 5 min. Solubilizovany vzorek byl poté
nanesen na gel v takovém mnoZstvi, aby v jedné draze bylo 75 pg proteini. Zbytky
proteinovych vzorki byly uchovany v mikrozkumavkach Eppendorf pfi -78 °C

v hlubokomrazicim boxu zna¢ky Heraeus.

Pro rozliSeni spektra stresovych bilkovin B. subtilis byly pouzity gely obsahujici
akrylamid v koncentraci 7,5 a 12,5%, koncentrace zaostfovaciho gelu byla ve vsech
ptipadech 4%. Gel 7,5% byl pouzit pro lep$i rozliSeni a zaostfeni proteini v oblasti

vysokych molekulovych hmotnosti.

Paraleln¢ s nezndmymi vzorky byla na gely (7,5% a 12,5%) nanesena smés
proteinovych standardi molekulovych hmotnosti Mr 97 000, 66 000, 45 000, 30 000,
20100 a 14 400. Tyto proteinové standardy byly pfipraveny stejnym postupem jako

vzorky membran B. subtilis.

Vlastni elektroforéza na aparatufe Gibco (gel 12 x 16 cm) probihala za
konstantniho napéti 170 V po dobu asi 4 hodin pfi pokojové teploté (proud na startu
80 mA a 20 mA na konci elektroforézy; 0,75 mm tlusty gel). Po rozdéleni proteint (Eelo

obarvené bromfenolovou modfi vyputovalo z gelu) byly gely obarveny barvicim roztokem.

4.13.2 Detekce proteini Coomassie R — 250

Jednorozmérné gely byly barveny Coomassie R-250 (barvici roztok), coZ dovoluje
detekci fadoveé pg proteinti. Barveni probihalo pfes noc (16 hodin) pfi pokojové teploté za
mirného tfepani na orbitalni tfepaéce. Odbarveni pozadi odbarvovacim roztokem trvalo

5 — 7 hodin v zéavislosti na koncentraci gelu.
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Pfed suSenim byly gely ponechany v suSicim roztoku po dobu 45 min, aby se
zabrénilo jejich popraskani. Vlastni suSeni probihalo na su$i¢ce gelt Bio-Rad 2 hodiny pfi
72 °C.

Vyhodnoceni ziskanych gelti bylo provadéno pomoci stolniho scaneru HP ScanlJet
4400 C a pocitaového programu Quantity One. Ziskané relativni hodnoty intenzity
proteinovych pruhti byly z programu Quantity One pievedeny do programu Microsoft

Excel 6.0, kde bylo provedeno grafické srovnani spekter proteinti v danych vzorcich.

4.14 ANISOTROPIE FLUORESCENCE SONDY DPH

Pro stanoveni zmén v mikroviskozit¢ membran, které byly izolovany v danych
¢asovych intervalech z bakterii kultivovanych v Zivném bujonu ve 30 °C, byla pouZita
metoda SHINITZKEHO a BARENHOLZE (1974, 1978), ktefi odvodili vztah mezi
mikroviskozitou a polarizaci fluorescence sondy. V tomto piipadé byla pouzita hydrofébni
fluorescenéni sonda 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH), ktera se pfi styku s membranou
lokalizuje v oblasti fetézci mastnych kyselin fosfolipidii. Metoda byla popsana v praci
LAKOWICZE (1983) a KONOPASKA (1992).

4.14.1 Méfeni anisotropie fluorescence sondy DPH

ZiskandA membranova frakce byla nafedéna 25 mM Tris-HCl (pH 7,0) na
koncentraci 75 pg proteini/ml, poté zna¢ena DPH (findlni koncentrace 10% M) pti
laboratorni teplot€. Inkubace s DPH trvala 30 minut pfi 37 °C.

Méfeni bylo provadéno na spektrofluorometru Fluoromax 3 v kfemennych
kyvetach o rozmérech 1 x 1 cm. Vzorky byly pfed vlastnim méfenim temperovany na
poZadovanou teplotu 30, resp. 40 °C. Kyvetovy prostor byl temperovan pomoci
pritokového termostatu. Teplota byla méfena termistorovym teplomérem. Vinova délka
excitaéniho svétla byla 360 nm a emitovaného zafeni 450 nm. Excitované svétlo bylo
polarizovéno horizontaln¢ nebo vertikalng€, emitované svétlo bylo sniméno ve sméru

kolmém ke sméru excitace.
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Na prvnim kandlu byla méfena intenzita emitovaného svétla polarizovaného
vertikdln€ (Iy) a na druhém kandlu intensita svétla polarizovaného horizontaln€ (Lv).
K vypoc¢tu anisotropie fluorescence bylo pouzito nasledujicich vztah mezi intenzitami I a

L - polarizace fluorescence P a anisotropie fluorescence r :

In -JL In -
I" + 1L I" + 21
Cast&ji pouzivanou veli¢inou je anisotropie fluorescence. Pokud je méfena pfi
kontinudlnim osvétleni, oznaduje se jako rss (steady state anisotropy, ustilend anisotropie).

Anisotropie rss je dnes nejastéji pouzivanou veli¢inou charakterizujici dynamiku

membranovych komponent. V ptipad¢ pomérového méfeni anisotropie plati:

Iu/IJ.- 1

I/1+2
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5. VYSLEDKY

Diplomova prace je zamé&fena na studium adaptivnich procest odehravajicich se na
urovni cytoplazmatické membrany Bacillus subtilis ATCC 21332 v pfitomnosti
lipopeptidu surfaktinu, ktery tento kmen produkuje. S ohledem na kinetiku produkce
surfaktinu byla odpovéd’ B. subtilis na piitomnost této latky sledovana v pribéhu rtstu
pocinaje 3. h kultivace, ktera odpovida exponencialni fazi, kdy jesté surfaktin produkovan
neni, a dale v ¢asné (7 h) i pozdni fazi stacionarni (12 h, 24 h, 72 h), kdy se koncentrace

surfaktinu v médiu postupné zvysuje.

Soucasné s kinetikou syntézy surfaktinu byly zkoumany zmény relativniho
zastoupeni jednotlivych fosfolipidovych tfid cytoplazmatické membrany pomoci
jednorozmémé chromatografie na tenké vrstvé (TLC). Spektrum jejich mastnych kyselin
bylo stanoveno metodou plynové chromatografie kombinované s hmotnostni spektrometrii.
Izolované cytoplazmatické membriny byly déle podrobeny analyze membranovych
bilkovin jednorozmémou polyakrylamidovou gelovou elektroforézou (1D SDS-PAGE).
V neposledni fadé¢ byly sledovany zmény mikroviskozity membrany rovnovaZnou

fluorescenéni spektroskopii.

5.1 RUSTOVA CHARAKTERISTIKA Bacillus subtilis ATCC 21332

Diplomova prace byla provedena na kmeni B. subtilis produkujicim surfaktin, jehoz
obecnd fyziologickd charakteristika nebyla doposud popsana. Rustové parametry této
bakterie byly sledovany v zavislosti na tfech proménnych: kultivaéni médium, teplota

kultivace a mira aerace kultury.

Vsechny rustové experimenty byly provadény podle stejného kultivatniho
protokolu. Tekutym no¢nim inokulem (16 h) zaoCkovanym sporovou konzervou bylo
otkovano ranni inokulum, a to pouZito po dosaZeni exponencialni faze ristu k inokulaci

vlastniho pokusu.

B. subtilis ATCC 21332 byl kultivovan jednak v Zivném médiu (Oxoid), které
bakterii zaji§tuje optimalni podminky pro rist, ale také v semisyntetickém Landyho
médiu, které je naopak doporu€ovano jako vhodny kompromis mezi relativné vysokou
ristovou rychlosti na jedné strané a vhodnym prvkovym sloZenim pro produkci

lipopeptidi na stran€ druhé.
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S.1.1 Rist B. subtilis ATCC 21332 ve 40 °C

Cilem téchto pokusti bylo ziskat rustovou charakteristiku kmene B. subtilis
ATCC 21332 za kultivacni teploty 40 °C, ve které byla doposud v na$i laboratofi

standardné kultivovana modelova bakterie B. subtilis 168 trp,..

Rist obou kmenti (Obr. 12) byl sledovan za aerobnich podminek s frekvenci tfepani
na orbitalni tfepa¢ce 175 rpm v komplexnim médiu (168 trp,.), resp. Zivném bujonu Oxoid
(ATCC 21332). Rist kmene ATCC 21332 byl v této teploté dale sledovan také v Landyho
médiu (Obr. 13).

B. subtilis 168 trp,. vs. ATCC 21332 - 40°C
12,0 -
10,5 - 4
[ 2
~ 9,0 -
[~}
8
a 7.5
o
2 6,0 -
4,5 ¢ ATCC 21332
A 168 trp,.
3.0 . . . I Lo
0 40 80 120 160 T =15 min
&as (min) T=14 min

Obr. 12 Srovnani ristu kmene B. subtilis 168 trp,. (v komplexnim médiu) a ATCC 21332
(v Zivném bujonu) ve 40 °C

Bakterie kmene B. subtilis 168 trp,. rostly v inokulu s dobou zdvojeni T = 19 min, ve vlastnim

ristu dale s T = 14 min. Bakterie kmene B. subtilis ATCC 21332 rostly v inokulu s dobou zdvojeni

T = 24 min, ve vlastnim ristu dale s T = 15 min. Dané udaje jsou primérem vysledki ze tfech

nezavislych ristovych pokusi.
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B. subtilis ATCC 21332 - Landvho médium, 40 °C
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Obr. 13 Riist B. subtilis ATCC 21332 v Landyho médiu p¥i 40 °C
Bakterie rostly v inokulu s dobou zdvojeni T = 42 min,ve vlastnim ristu dale s T = 17 min. Dané
udaje jsou primérem vysledkt ze tfech nezavislych pokusi.

Z uvedenych ristovych kfivek je ziejmé, ze oba kmeny B. subtilis rostou
v komplexnim médiu ve 40°C srovnatelnou rustovou rychlosti (T = 15 vs. 14 min) a do
stacionarni faze ptechazeji pfi cca. ODgzo nm = 1,5. V semisyntetickém Landyho médiu
(mineralni médium s 0,1% pfidavkem kvasniéného autolyzatu) je rtstova rychlost opét
poméme vysokd (T = 17 min), niz§ich hodnot dosahuje pouze kultura inokula
(T =42 min).

5.1.2 Riist B. subtilis ATCC 21332 ve 30 °C

Bakterie B. subtilis ATCC 21332 patfi stejné jako kmen 168 trp,. mezi mesofilni
mikroorganizmy, tento kmen mé vs$ak, jak uvadi sbirka kultur American Type Culture
Collection (ATCC), optimum posunuto do nizS§ich hodnot teplotniho rozmezi
charakteristického pro tuto skupinu bakterii, a to na 30 °C. Tato teplota je i optimalni pro
syntézu lipopeptidi. Z uvedeného diivodu byly vSechny nasledujici expermenty provadény

pti teploté 30 °C.
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B. subtilis ATCC 21332 - Zzivny bujén, 30°C
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Obr. 14 Rust B. subtilis ATCC 21332 v Zivném bujénu (Oxoid) ve 30 °C
Bakterie rostly v inokulu s dobou zdvojeni T = 52 min, ve vlastnim ristu dale s T = 32 min. Dané
udaje jsou primérem vysledkt z péti nezavislych kultivaci.

B. subtilis ATCC 21332 - Landyho médium, 30°C
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Obr. 15 Ruist B. subtilis ATCC 21332 v Landyho médiu ve 30 °C
Bakterie rostly v inokulu s dobou zdvojeni T = 64 min,ve vlastnim ristu dile s T = 31 min. Dané
idaje jsou primérem vysledki ze tfech nezavislych kultivaci.

Ristova rychlost B. subtilis ATCC 21332 v zivném bujonu ve 30 °C (Obr. 14) je
shodna s kmenem 168 trp,. kultivovanym v komplexnim médiu - doba zdvojeni je v obou
ptipadech T = 32 min (neni ukdzano). Ani pfi kultivaci na Landyho médiu (Obr. 15) se
ristova rychlost prakticky neméni - T = 31 min, v obou ptipadech ptechazely kultury do
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stacionarni faze pfi OD = 1,4 — 1,5. Shodna rustova rychlost kmene ATCC 21332 na obou
médiich naznacuje, Ze ani jedno z médii nelimituje rist. Mensi vyZivnost Landyho média

se projevuje pouze na vys$$i dob€ zdvojeni kultury v inokulu (T = 64 min).

5.1.3 Riist B. subtilis ATCC 21332 p¥i niZsi aeraci

Doposud ziskané ristové vysledky byly dosaZeny pii aeraci tekutych kultur na
orbitalni tfepafce pti 175 rpm. V ramci optimalizace kultivaéniho protokolu za ucelem
zvyseni vytézku surfaktinu byla mira aerace sniZzena na 120 rpm. Odborna literatura v této
souvislosti uvadi, Ze limitace kyslikem, ktera vede ke sniZeni oxidativnich procesti buiiky
(pfedev§im sniZena aktivita enzymt@ Krebsova cyklu), zpisobuje narldst koncentrace

surfaktinu (JENNY et al. 1993, SYMMANK et al. 2002).

B. subtilis ATCC 21332 - Oxoid, 30 °C, 120 rpm
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Obr. 16 Riist B. subtilis ATCC 21332 v zZivném bujoénu ve 30 °C pii 120 rpm
Bakterie rostly v inokulu s dobou zdvojeni T = 50 min, ve vlastnim riistu dle s T = 38 min. Dané
idaje jsou primérem vysledkl z péti nezavislych kultivaci.

Jak uvadi Obr. 16, bakterialni kultura inokula roste pfi snizené aeraci (120 rpm) téméf
shodnou ristovou rychlosti jako pfi 175 rpm (T 120 rpm = 50 min vs. T17s pm = 52 min). Limitace
kyslikem se do ristové rychlosti promita az v dal§im ristu, kdy se doba zdvojeni prodluzuje
z T =32 min pfi 175 rpm na T = 38 min pfi 120 rpm. Pfi tomto schématu kultivace bylo dbéno
na to, aby maximalni mnozstvi kultury v kultivaéni Erlenmayerové bartice ¢inilo nanejvys 10%

jejiho celkového objemu.
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52 STANOVENI POCTU ZIVYCH BUNEK (COLONY FORMING UNIT)
Bacillus subtilis ATCC 21332

Bacillus subtilis jako sporulujici bakterie zahajuje za nepfiznivych podminek
(staciondrni faze) proces sporulace, ktery trva asi 8 -10 hodin. Tato faze rustu je vSak také
fazi, kdy vegetativni buriky syntetizuji sekundarni metabolity, a tedy i surfaktin. Cilem této
experimentalni kapitoly bylo tedy sledovani €asového prib&hu sporulace po celou dobu
dlouhodobé kultivace trvajici celkem 72 h, kdy je bakterialni kultura sloZzena ze smési spor

a vegetativnich bun¢k.

Pro realizaci tohoto cile byla pouZita metoda stanoveni tzv. colony forming unit
(cfu) zaloZena na principu, Ze z kazdé jednotlivé butiky, resp. spory, vyroste na pevném
médiu praveé jedna kolonie. Timto zptisobem byl zji§tén celkovy pocet vegetativnich bunék
a spor dohromady. Termostabilita spor dovoluje dale tepelnou inkubaci vzorku za
podminek, které mohou pfezit pouze tepelné odolné spory (75 °C, 15 min). Vyseti
takového vzorku na pevnou ptdu pak podava informaci o po¢tu spor v pivodni smésné

bakterialni kultufe. Vysledky stanoveni ukazuje Tab. 2 a Obr. 17.

&as (h) 3 7 12 24 72
oD 0,462 2,729 3,804 3,342| 2370

2 bunék +

sporiml | 50.107| 2,3.10%| 3,6.10°%| 2,8.10%| 2,1.108

spory/ml 0 0| 3,0.10"| 9,1.107| 1,4.108
% spor 0 0 8 33 67

Tab. 2 Podet vegetativnich bunék a spor B. subtilis ATCC 21332 v 1 ml kultury v prib&hu

dlouhodobé kultivace.
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Kinetika sporulace B. subtilis ATCC 21332
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Obr. 17 Kinetika sporulace B. subtilis ATCC 21332

Kultivace v Zivném bujonu (Oxoid) ve 30 °C pti 120 rpm probihala 72 hodin. Hodnoty v
histogramu jsou primérem ziskanym z vysevi ve tfech fedénich po tfech paralelach pfepoditané na
1 ml kultury. Osa y - 1,0E+08 = 1.10°

Vyvoj podtu spor v &ase ukazuje, Ze v Zzivném bujoénu se termostabilni spory
objevuji od 12. h kultivace, kdy tvofi pfiblizné 8% celkového po¢tu bakterii. Ve 24. h je
pkitomno 33% spor a v 72. hodiné 67% spor. Po tfech dnech kultivace pfeziva tedy

v kultufe pouze 1/3 vegetativnich (pfesnéji termosensitivnich) bun€k neboli producentt
surfaktinu.
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5.3 PRODUKCE SURFAKTINU

Produkce surfaktinu bakteridlni kulturou B. subtilis ATCC 21332 byla sledovana
v kultivaénim médiu, které diky pouzZitému médiu poskytuji pomérmné nizké vytézky, ale na
druhou stranu pfedstavuji optimalni podminky pro rist a mnozeni bakterie, jejiZ fyziologie
je v této praci studovana. Komplexni médium je navic oproti Landyho médiu, ve kterém se
diky ptitomnosti Zeleza vytvaii precipitat, metodicky schiidnéjsi. Kultivace tedy probihala
v Zivném bujoénu (Oxoid) ve 30 °C pti 175, resp. 120 rpm.

Metodickych piistupti pro stanoveni koncentrace surfaktinu v produkénim médiu je
n€kolik. Pro pfesnd analytickd stanoveni slouzi metoda kapalinové chromatografie, pro
rutinni u€ely jsou vyuzZivany metody kvalitativniho stanoveni surfaktinu pomoci testu
hemolyzy. Z kvantitativnich metod je to pak stanoveni koncentrace surfaktinu s vyuZitim
kyseliny bicinchoninové a tzv. drop-collapse metoda (BODOUR a MILLER-MAIER

1998). Kazda z nich ma vsak sva omezeni.

5.3.1 Stanoveni piitomnosti surfaktinu pomoci testu hemolyzy

Tato metoda je zaloZzena na schopnosti molekuly surfaktinu interagovat
s membranovou dvojvrstvou a zplsobovat jeji permeabilizaci a naruSeni. Pfitomnost
surfaktinu v rostouci bakterialni kultufe v ¢ase odbéru vzorku (Zivny bujén, 30 °C,
175 rpm, resp. 120 rpm) byla zjistovana po opracovani lysosymem, ktery zamezil dal§imu
ristu bakterii na krevnim agaru a zkresleni vysledku hemolyzy. Na krevni agar bylo
nanaseno 10 pl vzniklého lyzatu a Petriho misky byly inkubovény v termostatu ve 37 °C
po dobu 24 hodin. Jako referenéni pozitivni vzorky byly naneseny kultury
Streptococcus pneumonie (a-hemolyza) a Streptococcus pyogenes (B-hemolyza). Vysledky

testu hemolyzy uvadi Obr. 18.
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Obr. 18 Test hemolyzy

a. a-hemolyza Streptococcus pneumoniae a f-hemolyza Streptococcus pyogenes
b., . negativni vysledek hemolyzy ve 3. a 7. h kultivace

d., e., f. pozitivni hemolyza ve 12., 24. a 72. h kultivace

Test hemolyzy ve 3. h potvrdil oéekdvany negativni vysledek, tedy Ze surfaktin
v exponencidlni fazi riistu produkovéan neni. Stejny nélez byl touto metodou pozorovan i
v 7. h kultivace. Prvni pozitivni vysledek se objevil az ve vzorku ze 12. hodiny. V dal§ich
Casech stacionarni faze (24 a 72 h), kdy koncentrace surfaktinu v médiu stoupd, tento

fenomén pokracoval. Prubéh je patrny z velikosti a projasnéni zény hemolyzy.
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5.3.2 Stanoveni koncentrace surfaktinu pomoci BCA

Stanoveni koncentrace surfaktinu pomoci kyseliny bicinchoninové (bicinchoninic
acid, BCA) je technicky nenaro¢nou metodou standardné pouZivanou pro stanoveni
koncentrace bilkovin. Koncentrace surfaktinu v kultivaénim médiu byla stanovovana po
jeho izolaci kyselou precipitaci (HCI) a extrakci metanolem (kapitola 4.8). Metoda byla
standardizovéna kalibraci komeréniho surfaktinu (Sigma), ktery byl pouZit ve formeé

methanolového roztoku v uvedeném koncentra¢nim rozmezi (Obr. 19).

Kalibraéni pfimka
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Obr. 19 Stanoveni koncentrace surfaktinu pomoci BCA - kalibraéni pfimka

Standard - surfaktin (Sigma) rozpu$tény v metanolu. Objem stanovovaného vzorku ¢&inil 5 pl
v celkovém objemu 1 ml reakéni smési. Kazdy bod pfimky byl stanovovan v tripletu, do grafu byly
zaneseny praméry téchto hodnot.

Kalibra¢ni ptimka surfaktinu je t¥ifazova (0 — 15 pg, 15 — 80 pg a 80 - 125 ug),
nejlepsi spolehlivost méfeni je pfitom v rozmezi koncentraci 15 — 80 pg. Dvé nezavisla
stanoveni metanolovych izolatti z kultur péstovanych v zivném bujoénu (Oxoid), 30 °C,
120 rpm, 72 h dala dvé velmi reprodukovatelné hodnoty koncentrace surfaktinu, a to
84 mg/l, resp. 86 mg/l. Méfeni izolath z Landyho média dava neredlné vysledky, které

mohou byt zplisobeny pfechodem glutamatu obsazeného v médiu do kyselého precipitatu.
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5.3.3 Stanoveni koncentrace surfaktinu kapalinovou chromatografii

kombinovanou s hmotnostni spektrometrii (LC/MS)

Jako objektivni reference stanoveni koncentrace surfaktinu vy$e zminénymi
metodami bylo v této praci pouzito kapalinové chromatografie kombinovana s hmotnostni
spektrometrii (Liquid Chromatography/Mass Spectrometry, LC/MS). Jako standard byl
pouzit Cisty surfaktin (Sigma) rozpu$tény v metanolu (Obr. 20). Analyzovany byly
bezbunééné filtraty kultur kultivovanych v Zivném bujonu v danych ¢asovych intervalech

kultivace. Vysledky stanoveni v Tab. 3 uvadéji i vliv intenzity aerace.

Intens _ST1_3.D € +AlL (4 1.1, GA)
x10
C-14 Surfactin

C-13 Surfactin

2.2

204

2 ) 4 [ ) 8 ) 10 12 " Tune [min]

Obr. 20 Densitogram standardu surfaktinu (Sigma) obsahujiciho dvé isoformy surfaktinu
C-14a C-15.

Isoformy surfaktinu jsou znazornény jako vrcholy intenzity (osa y) v zavislosti na Case eluce

(osa x).
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aerace 120 rpm 175 rpm 120 rpm
vzorek 7h 12 h 24h 72 h 72 h
C-13 (mg/]) 9 12 0 0 20
C-14 (mg/l) 1,5 6,5 4 6 10
C-15 (mg/l) 34 45 73 89 90
X surfaktinu 44,5 63,5 77 95 120

Tab. 3 Koncentrace surfaktinu (mg/l) stanovené ve filtratech kultur pomoci LC/MS

Detekce iontti: m/z 1008, m/z 1022 a m/z 1036. Udavané mnozstvi 0 znamena méné nez 0,5 mg/l.
C-13, C-14 a C-15 — isoformy surfaktinu s fetézcem mastné kyseliny o délce 13, 14, resp. 15 atomt
uhliku. X surfaktinu — soudet koncentraci jednotlivych isoforem surfaktinu (mg/1).

Produkce surfaktinu v prabéhu rastu B. subtilis ATCC 21332
® . 150
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Obr. 21 Kinetika syntézy surfaktinu b&hem ristové kiivky B. subtilis ATCC 21332
B. subtilis ATCC 21332 roste v exponencialni fazi (Zivny bujon, 30 °C, 120 rpm) s dobou zdvojeni
T = 38 min. Syntéza surfaktinu nastupuje s pfechodem do stacionarni faze okolo OD = 1,5.

Produkce surfaktinu vzrista v ¢ase b&hem stacionarni faze (Tab. 3, Obr. 21) — jeho
koncentrace stoupa mezi 7. a 72. h trojnasobné. SniZena aerace zvySuje produkci surfaktinu o
cca. 20% a indukuje syntézu dalii isoformy surfaktinu s délkou fetézce mastné kyseliny 13
atomt uhliku. Nejhojné&ji zastoupenou isoformou ve viech &asovych vorcich je C-15 surfaktin.
Oproti kvalitativnimu stanoveni testem hemolyzy je surfaktin pfitomen jiz v 7. h kultivace, kdy
jeho celkova koncentrace ¢ini 44,5 mg/l.
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5.4 ADAPTACE CYTOPLAZMATICKE MEMBRANY B. subtilis ATCC 21332 NA
PRODUKCI SURFAKTINU

Ackoliv se fada sv€tovych laboratoti zabyva otdzkou maximalizace a ekonomické
dostupnosti produkce surfaktinu jakoZto latky s velkym potencidlem komeréniho vyuZiti,
informace o primarnim metabolismu samotného producenta, ktery d&eli vysokym
koncentracim surfaktinu ve svém Zivotnim prostfedi, stile chybi. Cilem této <&asti
diplomové prace bylo charakterizovat adaptivni mechanizmy producenta surfaktinu
B. subtilis ATCC 21332 na urovni cytoplazmatické membrany, jakoZto struktury, ktera
zajiStuje komunikaci bakterie s vné&j§im prostfedim a se kterou molekula surfaktinu

vyznamnym zpuisobem interaguje (kapitola 2.1.2).

S.4.1 Slozeni fosfolipidi B. subtilis v zavislosti na produkci surfaktinu

Provedena byla kvalitativni i kvantitativni analyza lipidovych frakci bun¢k kmene
B. subtilis ATCC 21332 ziskanych ze 3., 7., 12., 24. a 72. h kultivace ve 30 °C (Obr. 22 a
23, Tab. 4). Lipidova frakce bakteridlnich kultur byla ziskana extrakci hexan-
isopropanolem metodou popsanou vkapitole 4.10.1 a dé&lena tenkovrstevnou
chromatografii. Pro kontrolni detekci pozice bakteridlnich fosfolipidi byl pouZit extrakt
izolovany ze svalovych bun€k srdeéni svaloviny krys linie BK2, jehoZz pofadi
fosfolipidovych skvrn na chromatografické desce je znamo. Spolehlivost a
reprodukovatelnost zavedené metody byla ovéfena na kmenu B. subtilis 168 trp,., jehoZ

kvalitativni i kvantitativni sloZeni fosfolipidii bylo v na$i laboratofi stanoveno jiz dfive.

Jednorozmémé chromatografické déleni lipidovych extraktd bylo provedeno na
sklenénych chromatografickych deskdch sru¢né¢ nanaSenym silikagelem. Po rozdéleni
lipidd na tenké vrstvé silikagelu (0,25 mm) smési chloroform-metanol-voda (65 : 25 : 4,
v/viv) byly jednotlivé skvrny detegovany parami jodu. P¥itomnost fosfolipidi obsahujicich
—NH, skupinu ve své molekule byla zji§téna obarvenim roztokem ninhidrinu. Uréeni skvrn
bylo provedeno podle reakce na jod a ninhidrin a podle polohy skvrn rozdéleného
lipidového extraktu srde¢ni svaloviny krys jako standardu. Kvantitativni zastoupeni
fosfolipidovych tfid zaloZené na stanoveni anorganického fosfatu soucasné eliminovalo i

nefosfolipidové komponenty extraktu.
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Obr. 22 Jednorozmérnia chromatografie na tenké vrstvé Silikagelu G - analyza fosfolipidu
B. subtilis ATCC 21332

Lipidové extrakty ze 3., 7., 12., 24. a 72. h kultivace v Zzivném bujonu ve 30 °C, 120 rpm. Nanéaska

na drahu o hmotnosti 1,5 — 2 mg celkového lipidového extraktu. Reprezentativni vysledek ze dvou

nezavislych stanoveni.

a. Barveni jédem — pozitivni reakce v podobé Zlutohnédého zabarveni v misté¢ vyskytu lipidové

skvrny. b. Barveni ninhidrinem — pozitivni reakce v misté vyskytu —NH, skupiny.

std. — standard, PXNH, - lysofosfolipidy, PS — fosfatidylserin, SM - sfingomyelin,

PC - fosfatidylcholin, PG — fosfatidylglycerol, PE — fosfatidyletanolamin, CL — kardiolipin,

PA —kyselina fosfatidova

79



Vysledky

Fosfolipidy izolované z bakterii v jednotlivych ¢asovych intervalech ristu ve 30 °C
jsou kvalitativné zcela shodné (Obr. 22). Téméf u startu zlstavaji lysofosfolipidy
(PXNH3). Druhy v potadi je fosfatidylserin (PS) rozdéleny do 4 — 6 t€sn€ naléhajicich
skvmn. Nasledujici skvrnu tvoii majoritni fosfolipid cytoplazmatické membrany B. subtilis
fosfatidylglycerol (PG). Fosfatidyletanolamin (PE) tvofi nad PG 2 — 3 spojené skvrny,
kardiolipin (CL) vytvaii dv€ spojené skvrny. V Cele drahy o délce 16 cm se nachazi
v podobe¢ jedné skvrny kyselina fosfatidova (PA).

Po ur¢eni jednotlivych fosfolipidovych skvrn bylo déle zjistovano, jak se méni
jejich kvantitativni pomér v zévislosti na ristové fazi, a tedy i v zavislosti na koncentraci
surfaktinu v prostfedi (Obr. 23, Tab. 4). Stanoveni lipidického fosforu bylo provedeno
metodou popsanou v kapitole 4.10.2.3. Pfepo¢et hodnot meéfené extinkce na pmoly
anorganického fosfatu bylo provedeno pomoci smérnice kalibra¢ni p¥imky. Pfi vypoétu
procentualniho zastoupeni fosfolipidovych tfid v lipidovém extraktu bylo jako 100% vzato
celkové mnoZstvi anorganického fosfatu ptitomné ve vSech skvrnach vzniklych délenim
daného vzorku. Obsah anorganického fosfatu v jednotlivych skvrnach (v pmolech)
odpovid4d obsahu fosfolipidi v pmolech. Vyjimku tvoti CL (difosfatidylglycerol neboli
kardiolipin), ktery ve své molekule obsahuje dva atomy P, a proto se obsah tohoto

fosfolipidu rovna poloviénimu mnoZstvi anorganického fosfatu stanoveného ve skvrné.
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Obr. 23 Zmény v relativnim zastoupeni fosfolipidovych t¥id (v %) B. subtilis ATCC 21332
Lipidové extrakty ze 3., 7., 12., 24. a 72. h kultivace ve 30 °C, 120 rpm. Soucet obsaht fosfatu
fosfolipidovych tfid v jednotlivych vzorcich je roven 100%. Reprezentativni vysledek ze dvou

nezavislych stanoveni.

3h 7h 12 h 24 h 72 h
PXNH: 3,2 6,2 2,9 5,6 3,9
PS 16,6 15,7 13,6 13,5 12,6
PG 41,5 35,1 45,4 32,1 29,9
PE 31,3 22,7 18,7 20,9 22,7
CL 47 14,9 16,7 22,4 28,0
PA 2,7 54 2,7 54 3,0

Tab. 4 Kvantitativni analyza fosfolipidi (v %) B. subtilis ATCC 21332
Lipidové extrakty ze 3., 7., 12., 24. a 72. h kultivace ve 30 °C, 120 rpm. Soucet obsahi fosfolipidii
v jednotlivych vzorcich (sloupcich tabulky) dava 100%.

Piehled vysledkt kvantitativni analyzy fosfolipida (v %) B. subtilis ATCC 21332

ukazuje (Tab. 4), Zze b&hem dlouhodobé kultivace o celkovém trvani 72 h zistava

zastoupeni PXNH; a PA velmi nizké. U obsahu PS byl zaznamenan pouze nevyznamny

pokles ze 17% ve 3.h na 13% v 72. h. U ostatnich fosfolipidovych t¥id vSak nastévaji
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vyrazné zmény. MnoZstvi PE se méni nejvice mezi 3. a 7. h, kdy klesa ze 31% na 23%,
déle se pak az do konce kultivace drzi na srovnatelné urovni. PG zaznamenéavéa mezi 3. a
7. h ptechodny pokles (ze 42% na 35%), ktery je ve 12. h opét vyrovnan (45%), ale jeho
sestupnd tendence pokracuje ve 24. (32%) i 72. h (30%). Obsah CL se zvy$uje po celou
dobu kultivace — z necelych 5% v exponencialni fazi se prib&zn¢ zvySuje aZ na téméf
Sestinasobek v 72. h kultivace. Kvantitativnim sloZenim fosfolipidd se nejvice li$i buiiky
ve 3. a 7. h kultivace (stacionarni faze, ale i produkce surfaktinu). Nejmén¢ rozdilné je ve

vzorcich ze 24. a 72. h s vyjimkou CL, ktery az do 72. h stoupa na kone¢nych 28%.

Bez zajimosti neni ani &asovy vyvoj celkového negativniho naboje neseného
molekulami fosfolipidi. K této hodnoté pfispiva jednim zapornym nabojem PS, PG, PA a
dvéma zapornymi naboji CL. Tento parametr dosahuje v exponencidlni fazi hodnoty 66, do
7. h vzroste na 94 a bez poklesu se stabilné drzi az do 72. h, kdy dosdhne hodnoty 101.
Casovy soub&h produkce surfaktinu s dvéma negativnimi naboji s narGistem ziporného
naboje povrchu cytoplazmatické membrany pfispiva patrné ke zvySeni odpudivych sil

membrany k surfaktinu.

5.4.2 Analyza mastnych Kkyselin cytoplazmatické membrany B. subtilis
ATCC 21332

Vyrazné zmeény v zastoupeni fosfolipidovych tfid cytoplazmatické membrany
B. subtilis b&hem dlouhodobé kultivace a syntézy surfaktinu vedly k otdzce, zda se
analogicky méni i mastné kyseliny fosfolipidi. Rozdily ve sloZeni mastnych kyselin
naznadovalo jiZz rozdéleni n&kterych fosfolipidovych tiid do né&kolika k sob& pfiléhajicich

skvrn.

Mastné kyseliny fosfolipidi izolovanych z bakterii ve 3., 7., 12., 24. a 72. h
kultivace byly pfevedeny na methylestery a analyzovany metodou plynové chromatografie
(GC) kombinované s hmotnostni spektrometrii (MS). Vysledky analyzy jsou uvedeny
v Tab. 5 a 6 a Obr. 24.
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Tm(°C) | zkratka nazev MK 3h 7h 12h | 24h | 72h
53 i 14:0 |Me 12-Me- tridecanoate 1,3 1 1,5 1,4 1
54 14:0 |Me tetradecanoate 1,8 49 3.1 0,7 1,5
52 i 16:0 |Me 13-Me- tetradecanoate 126 122 17,7| 234| 222
23 a 15:0 | Me 12-Me-tetradecanoate 39,1 245 295| 369| 326
53 16:0 |Me pentadecanoate 0,6 2 1.5 0,3 0,7
62 i 16:0 | Me 14-Me- pentadecanoate 4,3 26 4 5 29
-0,5 16:1 | Me cis-9-hexadecenoate 0,9 53 2 0.4 1,6
63 16:0 |Me hexadecanoate 10| 201 14,6 47 8,8
60 i17:0 |Me 15-Me- hexadecanoate 6,7 6 8,7 132 8,9
37 a 17:0 |Me 14-Me- hexadecanoate 14 8 88| 115 10
61 17.0 |Me heptadecanoate 0,2 0,4 0,2 0,1 0,3

5 18:1 | Me trans-9-octadecenoate 4.5 4.6 25 0,8 1.9
71 18:0 |Me octadecanoate 4 8,4 59 1,6 7.6

Tab. § Vysledky analyzy esteri mastnych kyselin cytoplazmatické membrany B. subtilis
Proporce jednotlivych typti mastnych kyselin jsou uvedeny jako procenta celkového obsahu
mastnych kyselin. Soudet v kazdém sloupci dava 100%. Tm — teplota tani (°C), MK — mastna
kyselina, i/a — iso-, resp. anteiso- série vétveni MK. Cisla ve sloupci oznadeném ,,zkratka“ udavaji
pocet atomi uhliku a dvojnych vazeb v alifatickém feteézci.

Zastoupeni mastnych kyselin v cytoplazmatické membrané B. subtilis ATCC 21332
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Obr. 24 Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v cytoplazmatické membrané B. subtilis
ATCC 21332 v priib&hu ristu a produkce surfaktinu

Lipidové extrakty ze 3., 7., 12., 24. a 72. h kultivace ve 30 °C, 120 rpm. Sou¢et obsahu mastnych

kyselin v kazdém vzorku dava 100%. Legenda na ose y je shodna s Tab. 5. MK — mastna kyselina,

i —iso, a — anteiso.
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3h 7h 12 h 24 h 72 h
nevétvené MK 22,0 457 29,8 8,6 22,4
vétvene MK 780 54,3 702| 914| 776
iso- 249 21,8 31,9 43,0 35,0
anteiso- 53,1| 32,5/ 383 484| 426
nasycené MK 94,6 90,1 95,5 98,8 96,5
nenasycené MK 54 9,9 4,5 1,2 3,5

Tab. 6 Procentuilni zastoupeni vétvenych a nevétvenych, resp. nasycenych a nenasycenych,
mastnych kyselin cytoplazmatické membrany B. subtilis ATCC 21332

Soudet procentudlniho zastoupeni nevétvenych a vétvenych, resp. nasycenych a nenasycenych,

mastnych kyselin dava dohromady 100% vSech mastnych kyselin v buiice.

Z Tab. 6 je patrné, Ze i mastné kyseliny prochazeji v pribé¢hu ristu kultury
znaénymi zménami. Typické sloZeni mastnych kyselin B. subtilis ilustruje vzorek ze 3. h
kultivace odpovidajici exponenciélni fazi s pfevahou (78%) vétvenych mastnych kyselin.
Asi nejvétsimi zménami prochazeji bakterie pfi pfechodu z exponencialni (3 h) do €asné
faze stacionarni (7 h). VSechny zmény oproti sloZeni mastnych kyselin v exponencialni
fazi vypovidaji o rigidizaci cytoplazmatické membrany, jak naznaCuji hodnoty Tm

jednotlivych typli mastnych kyselin.

V &asné fazi rustu a adaptace na nové pfitomny surfaktin (7 h) nastavaji dynamické
zmény v biosyntéze mastnych kyselin — pomér obsahu vétvenych a nevétvenych kyselin se
obraci (z 22:78 ve 3.h na 46:54). Naristd obsah nasycenych nevétvenych mastnych
kyselin (pfedev§im 16:0 a 18:0), a to na dvojnasobek ptivodni hodnoty v exponenciélni fazi
(vzestup z 22% na 45,7%). Zaroveti dochazi k dramatickému poklesu obsahu mastnych
kyselin a15:0 a al7:0, coz vede také k rigidizaci membrany. V tomto vzorku dosahuje také

obsah nenasycenych mastnych kyselin svého maxima (9,9%).

Ve 12. h opét stoupaji vétvené mastné kyseliny, z nich posiluje pfedevsim iso-
série. Tento trend pokratuje dale az do 24. h, kdy podil vétvenych (91,4%, z toho iso-
43%) a soudasné také nasycenych mastnych kyselin (98,8%) je nejvétsi. V 72. h opét
stoupa obsah nevétvenych mastnych kyselin (z 8,6% na 22,4%), a to nasycenych, které

tvofi 96,5% mastnych kyselin cytoplazmatické membrany.
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5.4.3 Analyza bilkovin cytoplazmatické membrany B. subtilis ATCC 21332

Cilem analyzy proteint cytoplazmatické membrany B. subtilis ATCC 21332 bylo
orienta¢ni zmapovani zmén membranového proteomu b&hem ristu a adaptace bakterie na
stoupajici koncentraci surfaktinu v médiu. Cytoplazmatické membrany byly izolovany
z bakterii ve 3., 7., 12., 24. a 72. h ristu ve 30 °C, 120 rpm. Kultivace byla ukon¢ena ve
3. hfiltraci a v 7., 12., 24. a 72. h centrifugaci. Cytoplazmatické membrany byly izolovany
enzymatickou metodou (BISSCHOP a KONINGS 1976).

Jednorozmérna polyakrylamidovéa gelova elektroforéza (1D SDS-PAGE) pouZita
v této praci dé€li proteiny podle relativni molekulové hmotnosti (Mr). Detailni rozdéleni
bilkovin cytoplazmatické membrany B. subtilis v daném intervalu relativnich
molekulovych hmotnosti bylo docileno pouZitim gelti se 7,5% (Obr. 25 a 26) a 12,5%
(Obr. 27 a 28) koncentraci polyakrylamidu. Vizualizace bilkovin v gelu po separaci
elektroforézou byla provedena roztokem barviva Coomassie blue R-250. Na drahu bylo

nanaeno 75 pg membranovych proteind.

5.4.3.1 Déleni membranovych proteinu B. subtilis v 7,5% polyakrylamidovém gelu

Analyzovany byly proteiny cytoplazmatickych membréan bakterii ve 3., 7., 12., 24.
a 72. h ristu. Pro vys$3i rozliSeni v oblasti vysokomolekularnich proteini byly vzorky
déleny v 7,5% gelu. Vysledek déleni je patrny z Obr. 25 a odpovidajicich densitogrami
jednotlivych vzorkl separovanych v gelu (Obr. 26a-¢).
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Obr. 25 Déleni membranovych
proteini v 7,5% gelu

Membranové bilkoviny ze 3., 7.,

12., 24. a 72. h kultivace.

std. — smés proteinovych

standardu molekulovych

hmotnosti, jejichZ velikosti jsou

uvedeny na levé stran¢ gelu

» - syntéza proteinti de novo

» - syntéza proteinti de novo —

97 tis. surfaktin syntetaza

— - zvy$ena syntéza proteint
66 tis.
45 tis.

std. 3h 7h  12h 24h 72h

86



Vysledky

250 1

250

200 -

150 -

A.U.

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Rf

250

200 -

150 -

A.U.

100 -

50

87



Vysledky

250

200 l«

150 A : ) /\M

100 -

A.U.

50 - —12h
—24h

Rf

€. 250
200 1

150 -}

A.U.

100 ] ¥

50 1

Rf

Obr. 26 Densitogram 7,5% polyakrylamidového gelu

Srovnani spektra mebranovych bilkovin bakterii izolovanych ze 3., 7., 12., 24. a 72. h kultivace.
Hodnoty Rf standardi: Mr 97 000— Rf 0,45; Mr 66 000 — Rf 0,62; Mr 45 000 — 0,89. sipka nahoru
— zvy$ena syntéza proteinu; Sipka dolii — sniZena syntéza proteinu/degradace; e — syntéza proteinu
de novo; Rf —retenéni faktor; A.U. — arbitrary units (intenzita)

a. — Srovnani spekter proteini ve 3. a 7. h kultivace. b. — ZvétSeny vyfez grafu a. v oblasti surfaktin
syntetazy. ¢. — Srovnani spekter proteinti v 7. a 12. h kultivace. d. — Srovnani spekter proteinii ve
12. a 24. h kultivace. e. — Srovnani spekter proteini ve 24. a 72. h kultivace.

Z elektroforetogramu (Obr. 25) i jednotlivych densitogramii (Obr. 26) vzorkl je
zfejmé, Ze proteini s postupujicim &asem kultivace obecn& ubyva a jejich sloZeni se lisi.
Proteinové pruhy se zvySenou, resp. snizenou, syntézou jsou graficky znazornéni tak, jak
uvadi legenda k Obr. 25 a 26. Vyraznymi zménami prochazi proteom cytoplazmatické

membrany bakterii pfi pfechodu z exponencidlni (3 h) do &asné stacionarni (7 h) faze. Srovnanim
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déleni téchto vzorkt v 7,5% gelu bylo objeveno asi devét proteini zesilenych nebo novych
v 7. hodin€. Na tomto gelu se také v 7. h v oblasti Mr> 97 000 objevuji tfi jemné ale
zfetelné pruhy odpovidajici pozicim solubilniho enzymu surfaktin syntetazy
identifikovanych Myslivcovou (Diplomova prace 2004). Podjednotky tohoto proteinového
komplexu zachycuje i zvétSeny usek densitogramu 7. h na Obr. 26b jako dva proteinové
vrcholy. Ptitomnost té€chto proteinovych pruhl byla potvrzena i pti dvojnasobné nanasce

(150 pg) vzorku na drahu (neni ukézano).

Krom¢ sniZovani syntézy nebo Uplné degradace né€kterych proteinti dochéazi také
k zesilené syntéze n€¢kolika bilkovin (Mr 85, 70 a 55 000) b&hem staciondrni faze. Syntéza
proteinu s Mr 85 000 nastupuje ve 12. h a svého maxima dosahuje na konci kultivace
v 72. h. Obsah proteinu s Mr 70 000 prikazné stoupa od exponencidlni (3 h) az do pozdni
stacionarni faze (72 h). Vyrazné je rovnéz pfechodné zesileni syntézy proteinu s Mr 60 000

v 7. a ¢aste¢né i ve 12. h, dale ale postupné jeho obsah v membrané klesa.

5.4.3.2 Déleni membranovych proteina B. subtilis ve 12,5% polyakrylamidovém gelu

Obr. 27 Déleni membranovych
proteini ve 12,5%
gelu

Membranové bilkoviny ze 3., 7.,

12., 24. a 72. h kultivace.

std. — smés proteinovych

standardu molekulovych

hmotnosti, jejichz velikosti jsou
uvedeny na levé strané gelu

» - syntéza proteinli de novo

» - syntéza proteini de novo —

surfaktin syntetaza

—- zvy$ena syntéza proteind

97 tis.

66 tis.

45 tis.

30 tis.

20,1 tis.

14,4 tis.

std. 3h 7h  12h 24h 72h
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Obr. 28 Densitogram 12,5% polyakrylamidového gelu

Srovnani spektra mebranovych bilkovin bakterii izolovanych ze 3., 7., 12., 24. a 72. h kultivace.
Hodnoty Rf standard: Mr 97 tis. — Rf 0,11; Mr 66 tis. — Rf 0,19; Mr 45 tis. — 0,34; Mr 30 tis. —
0,57; Mr 20,1 tis. — 0,79; Mr 14,4 tis. — 0,99. Sipka nahoru — zvyen4 syntéza proteinu, Sipka doli —
snizena syntéza proteinw/degradace; e — syntéza proteini de novo; Rf — reten¢ni faktor;
A.U. — arbitrary units (intenzita)

a. — Srovnani spekter proteind ve 3. a 7. h kultivace. b. — ZvétSeny vyfez grafu a. v oblasti surfaktin
syntetazy. ¢. — Srovnani spekter proteinii v 7. a 12. h kultivace. d. — Srovnani spekter proteini ve
12. a 24. h kultivace. e. — Srovnani spekter proteini ve 24. a 72. h kultivace.

Déleni membranovych proteini ve 12,5% polyakrylamidovém gelu (Obr. 27) je
dostate&né ostré a vypovidd o stejném fenoménu sledovaném jiz v 7,5% gelu, a to
odli$nosti a redukce poétu proteini s postupujicim &asem kultivace (Obr. 28d,e). Také zde
se potvrdila zvy3ena syntéza bilkovin s Mr 85, 70 a 55 000 béhem stacionarni faze. Diky
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vy3$8i koncentraci polyakrylamidového gelu je mozné od 12. h pozorovat i zvySenou
expresi proteinu s Mr 60 000 a v 7. h nastup syntézy bilkoviny s Mr 32 000, ktera se poté
od 12. h jesté zvySuje. Zietelna je i de novo syntéza proteinti s Mr 30 000 v 7. hodiné a
Mr 27 000 ve 12. hodin¢ kultivace.

Ve vzorku cytoplazmatickych membrén v 7. h se voblasti Mr > 97000 opét
objevuje proteinovy komplex odpovidajici pozicim solubilniho enzymu surfaktin
syntetazy, tentokrat vSak splyva do jednoho proteinového pruhu, ktery je mozZné na
odpovidajicim densitogramu (Obr. 28b) pozorovat jako jeden proteinovy vrchol. V dal§ich
vzorcich nebyla stejné jako v 7,5% gelu surfaktin syntetaza prokazana.

5.4.4 Rovnoviaini anisotropie fluorescence DPH znafenych membrin
B. subtilis ATCC 21332

Metoda fluorescenéni spektroskopie — rovnovdZna anisotropie fluorescence
hydrofébni sondy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH) vypovidd o mikroviskozit&
cytoplazmatické membrany. Vyrazné zmény v syntéze mastnych kyselin naznalujici
vyraznou rigidizaci vnitini oblasti membrany vedly k otdzce, zda stejny fenomén bude
potvrzen také touto metodou, ktera popisuje fyzikélni stav cytoplazmatické membrany

pomoci anisotropie fluorescenéni sondy inkorporované do membrany.

Analyzovany byly op&t membrany bakterii ze 3., 7., 12., 24. a 72. h kultivace ve
30 °C (Tab. 7, Obr. 30). Dale bylo také provedeno srovnani fyzikalniho stavu membran
z exponencialni faze ristu obou kment B. subtilis ATCC 21332 a 168 trp,. kultivovanych
ve 40 °C (Obr. 29). Izolace cytoplazmatickych membrin probihala standardné
enzymatickou metodou (BISSCHOP a KONINGS 1976). Ziskand membréanové frakce byla
resuspendovana ve 25 mM fosfatovém pufru (pH 7,0) na koncentraci 75 mg protein/ml a
poté byla znatena sondou DPH na finalni koncentraci 10° M. Inkubace s DPH trvala
30 min pfi 37 °C. Anisotropie fluorescence sondy DPH (r;;DPH) byla sledovana pii teploté
méfeni (Tp) 30 °C, resp. 40 °C. Kazdé méfeni bylo provedeno ve &tyfech paralelach, kazda

paralela byla zmé&fena tfikrat.
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B. subtilis | kultivace | T« (°C) | Tm (°C)| rss DPH
168 trp.. exp. f. 40 40 0.1663
30 0,1954
40 0,1667
exp. f. 40
30 0,1958
40 0,1572
3h
30 0,1864
ATCC 21332
7h 0,2059
30
12h 0,2144
30
24 h 0,2340
72 h 0,2398

Tab. 7 Hodnoty anisotropie DPH membranovych vzorku B. subtilis 168 trp,.a ATCC 21332
exp. f. — exponencialni faze rustu, T — teplota kultivace, T,, — teplota méfeni, r,DPH — ustalena
anisotropie fluorescence sondy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien

0,2000 -
0,1950 -
0,1900 -+
0,1850 -
0,1800 -
0,1750 ~

0,1700 -

anisotropie r DPH

0,1650 -
0,1600 +

0,1550 -

0,1500 -

40 °C 168 trp2-

40 °CATCC 21332

’: Tm 30°C @ Tm 40°C |

Anisotropie fluorescence DPH znaéenych membran
B. subtilis ATCC 21332 vs. 168 trp..

30 °C ATCC 21332

Obr. 29 Rovnovaina anisotropie fluorescence sondy DPH (r,DPH) znafenych membrin

B. subtilis ATCC 21332 a B. subtilis 168 trp,.
Rovnovazna anisotropie fluorescence sondy DPH byla méfena v membranach izolovanych
z bunék v exponencialni fazi kultivace ve 40, resp. 30 °C. Ty, — teplota méfeni
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Anisotropie fluorescence DPH znagenych cytoplazmatickych membran
B. subtilis ATCC 21332

0,2400 -
0,2300 -
0,2200 -
0,2100 -
0,2000 -
0,1900 -
0,1800 -
0,1700 -
0,1600 -
0,1500

anisotropie r DPH

3 7 12 24 72
¢as (h)

Obr. 30 RovnoviZna anisotropie fluorescence sondy DPH (r,DPH) znalenych membrin
B. subtilis ATCC 21332

Rovnovazna anisotropie fluorescence sondy DPH byla méfena u membran izolovanych ze 3., 7.,
12., 24. a 72. h kultivace ve 30 °C.

Ze srovnani vysledkt fluorescenéniho méfeni vzorkt B. subtilis ATCC 21332 a
168 trp,. je ziejmé, Ze cytoplazmatické membrany obou kmen@ vykazuji v danych
kultivaénich podminkach stejné thermotropni chovani (Obr. 29). Pti T, = 30 °C je
mikroviskozita cytoplazmatické membrany vy$$i, coZ se projevuje na naristu hodnoty
rssDPH.

V ramci dlouhodobé kultivace ve 30 °C dochédzi od 3. do 24. h k postupnému
nartstu anisotropie fluorescence rDPH, tedy rigidity cytoplazmatické membrany (Obr. 30).
V 72. h, kdy se v kultufe B. subtilis ATCC 21332 vyskytuje 2/3 spor, se jiz hodnota rDPH
nezvy$uje. Ve 24. h kultivace, kdy je 1/3 v8ech bakterii pfitomna ve formé& endospor, je

tedy zfejme dosazeno maxima r,DPH.
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6. DISKUZE

Bakterie disponuji bohatym arsendlem strategii, pomoci nichZ se vyrovnavaji se
specifickymi problémy svého Zivotniho prostiedi a které jim zaji§tuji pifeZiti v ném.
Jednou z téchto strategii je i produkce povrchové aktivnich latek antibiotické povahy, které
svym producentiim na jedné stran€ udileji fadu selekénich vyhod v daném habitatu, ale na
druhé stran¢ museji byt zaroveri diky své $iroké Skale biologickych u€inkd chapany ve
vztahu ke svym producentiim také jako stres. Producenti takovychto latek si tedy museli
vyvinout adaptaéni mechanizmy, které jim zaji§tuji rezistenci vi¢i témto slouceninam.
Adaptaéni dé&je odehrévajici se na uUrovni cytoplazmatické membrany producenta
povrchové aktivni latky surfaktinu B. subtilis ATCC 21332 byly hlavnim pfedmétem
studia v této diplomové praci. Dodnes neni zcela jasné, zda je surfaktin z builky
exportovan vysoce ufinnymi transportéry. Bez ohledu na to nelze vyloudit jiz jeho
interakci s vnitini stranou cytoplazmatické membrany. Poté, co je zburiky uvolnén
(prostupem cytoplazmatickou membranou nebo efluxni pumpou), kumuluje se v prostfedi
a pusobi opét z vn&jsku. Diraz byl tedy kladen pfedev$im na lipidovou slozku a zmény
v mikroviskozit¢ cytoplazmatické membrany. Celkovy obraz adaptace byl doplnén o

analyzu spektra membranového proteomu.

Pozornost byla zaméfena na Casovy prub&h adaptace na pfitomnost surfaktinu
béhem ristu producenta B. subtilis ATCC 21332 ve 30 °C v Zivném médiu, které sice
neposkytuje ptili§ vysoké vytéZky surfaktinu (fadové 100 mg/l), ale na druhou stranu
poskytuje pfiznivé podminky pro rist této bakterie, jejiZz primarni metabolismus za téchto
podminek nebyl dosud plné charakterizovan. Na pocéatku rustovych pokusti bylo navic
provedeno srovnani ristovych vlastnosti tohoto kmene s B. subtilis 168 trp,. za standardni
kultivacni teploty této modelové bakterie - 40°C (Obr. 10). Doby zdvojeni obou kment
jsou v této kultivaéni teploté prakticky shodné (168 trp,. - T = 14 min, ATCC 21332 -T =

15 min), coz sv&déi o podobné fyziologii obou pfibuznych kmeni.

V ramci optimalizace podminek kultivace kmene B. subtilis ATCC 21332 byla
snizena mira aerace tekutych kultur ze 175 na 120 rpm. Tato proménna stejn€ jako
kultivaéni teplota 30 °C by méla pozitivné ovliviiovat produkci lipopeptidl, a tedy i
surfaktinu (JENNY et al. 1993, SYMMANK et al. 2002). Ristova rychlost bakterialni
kultury inokula za téchto kultivaénich podminek (120 rpm) je shodnd s ristovou rychlosti
dosahovanou pii kultivaci pfi frekvenci tiepani 175 rpm (T = 50 vs. T = 52 min). Ur¢ita

redukce ristové rychlosti se objevuje aZ v dali pasazi, kdy doba zdvojeni ¢ini T = 38 min
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oproti T=32min pfi aeraci 175 rpm. Tato skute¢nost je pfipisovdna pravé limitaci
kyslikem.

Ristovd charakteristika B. subtilis ATCC 21332 byla rovnéz sledovana
v semisyntetickém Landyho médiu, které je tvofeno mineralnimi sloZzkami s 0,1%
ptidavkem kvasni¢ného autolyzatu a je v odborné literatute doporu¢ovano pro produkci
surfaktinu (PEYPOUX et al. 1999). Na tomto médiu je dosahoviano pomémé slibnych
vytézkt surfaktinu (vysledky nebyly prezentovany) i pomérné vysokych ristovych
rychlosti (T = 31 min ve 30 °C, T = 17 min ve 40 °C), avSak obsah Zeleznaté soli, ktera
vytvati v médiu sraZeninu, praci s nim velice znesnadriuje a komplikuje zejména izola¢ni
postupy. Tento problém se v ramci diplomové prace nepodafilo dostate¢né vyieSit, a tak
pro dalsi experimenty této prace pouZivano nebylo. Skyta vSak potencial pouziti v rdmci
dalsich studii.

Buiiky B. subtilis ATCC 21332 ptechazeji pii kultivaci v Zivném médiu ve 30 °C a
120 rpm do stacionarni faze asi pii OD = 1,5, které bakteridlni kultura doséhne asi po 4,5 h
kultivace. V této fazi se zalind indukovat syntéza sekundarnich metabolitd vcetné
surfaktinu, ale také proces sporulace. Z té&chto divodi bylo tedy nutné sledovat kinetiku
poctu vegetativnich bun&k a spor v produkéni kultufe po cely ¢as dlouhodobé kultivace
trvajici 72 hodin. Termostabilni spory se objevuji od 12. h, kdy ¢&ini asi 8% celkového
poétu bakterii. Ve 24. h je pfitomno 33% spor a v 72. hodin€¢ 67% spor. To tedy také
znamena, Ze pii vstupu do staciondrni faze se pro sporulaci rozhodne jen minimélni pocet
bunék. Z tohoto pohledu je velice zajimavy vzorek ze 7. h kultivace, kdy jsou buiiky ve
stacionarni fazi riistu, ale nejsou mezi nimi pfitomny Zadné spory, a koncentrace surfaktinu
&ini jiZz 44,5 mg/l, coz je hodnota mnohonasobné pfevysujici CMC surfaktinu i koncentraci
nutnou pro jeho interakci s membranou (HEERKLOTZ a SEELIG 2001).

Po tiech dnech kultivace pfeZiva v kultufe uZ jen 1/3 pivodnich vegetativnich
bun&k neboli producentii surfaktinu, 2/3 kultury jsou tvofeny klidovymi stadii, které
surfaktin neprodukuji (VATER 1986). Tento fakt miize vysvétlovat niz§i produkci
surfaktinu na bohatych médiich obecné. Je pravdépodobné, Ze na mineralnich typech
médii, kde viechny bunééné procesy probihaji niZ8i rychlosti, bude i proces sporulace
opoZzdén&jsi a bunélna aktivita se bude moci déle soustfedit na produkci sekundéarnich

metabolita.
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Kinetika produkce surfaktinu vramci dlouhodobé kultivace B. subtilis
ATCC 21332 byla sledovana pomoci tfech metodickych pfistupd — testu hemolyzy,
stanoveni koncentrace pomoci BCA a HPLC. Test hemolyzy je testem kvalitativnim, ktery
poskytuje odpovéd’ pouze na otazku, zda hemolytické agens (surfaktin) v daném vzorku
ptitomné je a nebo neni. Na druhou stranu pfedstavuje jednoduchy a technologicky
nenaro¢ny zpusob provedeni pilotniho screeningu ptitomnosti surfaktinu. Pro svou
nespecifi¢nost vSak n€kdy byva validita vysledkd testu hemolyzy zpochybiiovana (HSIEH
et al. 2004). V ramci této diplomové prace byla zaznamenana jedna diskrepance, a to u
vysledku ze 7. h kultivace. Zde byl test hemolyzy negativni, ale LC/MS analyzou byla
zjiSt€na koncentrace surfaktinu 44,5 mg/l. Divod této nesrovnalosti mtize byt v jediném
rozdilu mezi ob&€ma vzorky - pro test hemolyzy byla bakterialni kultura vzdu$néna pfi
175 rpm, ale pro LC/MS stanoveni pfi 120 rpm. Nelze tedy vyloudit, Ze mira aerace ma

vliv nejen na mnozstvi produkovaného surfaktinu, ale i na nastup jeho syntézy.

Metodou stanoveni koncentrace surfaktinu pomoci BCA bylo ze dvou nezavislych
izolaci ze 72. h kultivace dosazeno velmi srovnatelnych vysledkt (84, resp. 86 mg/l), to
vypovidd o reprodukovatelnosti této metody. Ve stejném vzorku bylo pomoci LC/MS
analyzy detegovano 120 mg/l surfaktinu, coz tedy pfedstavuje asi 30% chybu, kterd mize
byt zplisobena urditymi rezervami v izolaénim postupu surfaktinu ztekuté kultury.
V uvahu pfichdzeji predev§im ztraty pfi centrifugaci a pfi odpafovani metanolového
extraktu, ale také ptfi samotném rozpousténi C&istého surfaktinu. V pfipad€ izolath
surfaktinu z Landyho média bylo dosahovano neredlné vysokych hodnot. Tyto vysledky
mohou byt zplsobeny pfitomnosti glutamatu, ktery ptechazi do kyselého precipitatu a
interferuje se stanovenim pomoci BCA, které je zaloZeno na interakci aminokyselin a

peptidovych vazeb mezi nimi s ionty Cu>* a BCA.

Jako vysoce objektivni je moZné hodnotit vysledky LC/MS analyz, které podle
ofekavani ukazuji postupny narust koncentrace surfaktinu v tekuté kultufe B. subtilis
ATCC 21332. Koncentrace surfaktinu mezi 7. a 72. h stoupa trojnasobné. Lze navic fici, Ze
byly potvrzeny literarni udaje o stimulaci syntézy surfaktinu limitaci kyslikem (JENNY et
al. 1993, SYMMANK et al. 2002) — mezi aeraci 175 a 120 rpm byl u vzorku ze 72. h
zaznamenan 20% narust koncentrace surfaktinu. I kdyZ u jinych ¢asovych vzorkii nebyla
provedena srovnavaci analyza vlivu aerace na produkci surfaktinu, z Tab. 3 je patrné, Ze
mezi stanovenim ve 12. h pfi 120 rpm a ve 24. h pfi 175 rpm existuje jistd rezerva —

koncentrace surfaktinu za ¢asovy usek dvanacti hodin stoupa jen o 13,5 mg/l (tj. asi o
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17%), pii¢emz za pétihodinovy interval mezi 7. a 12. h pfi 120 rpm ¢ini nartst 19 mg/1 (tj.
30%). SniZena aerace indukuje syntézu dalsi isoformy surfaktinu s délkou fetézce mastné
kyseliny o 13 atomech uhliku, coZ potvrzuje fakt, Ze surfaktin se vyskytuje v jednom izolatu
vzdy vn€kolika variantich, které jsou odvislé od konkrétnich kultivaénich podminek
(BONMATIN et al. 2003).

Analyza fosfolipidd cytoplazmatické membrany B. subtilis ATCC 21332 potvrdila
stalost kvalitativniho zastoupeni jednotlivych fosfolipidovych tfid béhem exponencialni i
po celou dobu stacionarni faze, kdy koncentrace surfaktinu v médiu postupné nartsta.
Tento fakt sv&d&i o esencidlnim vyznamu kaZdého =z fosfolipidi pro funkei

cytoplazmatické membrany.

Vyznamné zmé&ny vSak nastavaji v kvantitativnim zastoupeni fosfolipidovych tfid
v zavislosti na ¢asovém prub&hu kultivace a produkce surfaktinu. Relativné stéla setrvavaji
pouze zastoupeni PXNH, a PA, které se pfirozené drzi v nizkych hladindch (SPARROW a
RAETZ 1985). Také obsah PS se v prib&hu kultivace mnoho neméni. Stejnych vysledkt
s PS bylo dosazeno i vpraci LINDGREN (1980) za jinych stresovych kultiva¢nich
podminek, a to teplotniho Soku B. subtilis 168.

U ostatnich fosfolipidovych tfid viak v kvantitativnim zastoupeni nastavaji vyrazné
zmeény, které se tykaji vyznamného poklesu PG a PE a naopak podstatného vzestupu

v

obsahu kardiolipinu aZ na kone¢nych 28% v 72. hodin€, coZ oproti 3.h pfedstavuje
k trojnasobnému naristu CL a tim padem pfirozené i k poklesu PG. Metabolismus CL je
obecné citlivy k fyziologickym zménam (RIGOMIER et al. 1978) a stres vyvolany
rostouci koncentraci surfaktinu v médiu by mohl vyvoléavat stejné€ jako u ptibuzné bakterie
Bacillus halodurans indukci stresové kardiolipin syntetazy, jejiZ gen je u této bakterie
exprimovan v ramci vSeobecné odpovédi na stres (PETERSOHN et al. 2001). Bylo také
popséno, Ze za relativné nepfiznivych podminek se kardiolipin hromadi v membranach
(LILLICH a WHITE 1971, SHORT a WHITE 1971), kde mtize zvy3ovat uspofadanost
membranové dvojvrstvyy (HOCH et al. 1992). Akumulace kardiolipinu aZz na 22%
doprovazenad poklesem PE se objevuje i pii stresové odpovédi gramnegativni bakterie
Pseudomonas putida, kde diky rigidizaci membrany se CL spolupodili na zajidténi
tolerance pfitomnosti rozpoustédel v médiu (RAMOS et al. 1997). Podobné zmény v

kvantitativnim sloZeni fosfolipidi byly pozorovany také u E. coli vystavené etanolovému
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(INGRAM 1976) a teplotnimu stresu (SINENSKY 1974). U této bakterie je kardiolipin
esencidlni pro preziti viibec (HIRAOKA et al. 1993).

Stejné tendence ve zménach relativniho zastoupeni fosfolipidd jako v této
diplomové praci (pokles obsahu PG a narist CL) byly zjidtény i vramci odpovédi
B. subtilis na osmoticky stres. Za téchto podminek se dokonce kardiolipin se 46% stava
majoritnim fosfolipidem cytoplazmatické membrany (LOPEZ et al. 2000). Takové zm&ny
v lipidovém sloZeni mohou byt projevem adaptace B. subtilis na hyperosmotické prostiedi
nebo se miZe jednat i o obecny jev modifikace membrany v rdmci odpovédi na plsobeni

rozliénych stresi.

Lze usuzovat, Ze v ptipad¢ adaptace B. subtilis ATCC 21332 na pfitomnost
surfaktinu by mohl kardiolipin mit je$t¢ dal§i funkci — vysoka koncentrace CL, ktery nese
dva negativni naboje, velmi zvy$uje celkovy negativni naboj povrchu membrany (KAWAI
et al. 2006) a miZe slouZit jako bariéra proti surfaktinu, ktery stejné jako kardiolipin na své
molekule nese dva negativni ndboje. Odpudivé elektrostatické sily zamezuji piibliZeni
peptidického cyklu k polarnim hlavi¢kam fosfolipidi (MAGET-DANA a PTAK 1995).
Obdobny princip se uplatiiuje i u antimikrobiadlnich peptidi kationtové povahy, které
preferenéné interaguji a permeabilizuji membrany obsahujici negativné nabité fosfolipidy
(PAPO a SHAI 2003, PIETIAINEN et al. 2005).

Dal$i vyznam vzestupu obsahu kardiolipinu pro producenta surfaktinu by mohl
spo€ivat i v samotném tvaru molekul fosfolipidd. PG, ktery ma cylindricky tvar, i CL
vytvafeji lamelarni fazi a stabilizuji tak membranové dvojvrstvy. Pfitomnost dvojmocnych
kationi (napf. Ca®*) viak vede k tomu, e CL nabyvé tvar kénicky a ptechazi do
hexagonélni faze, ktera je pfirozené vlastni molekule PE (GOLDFINE 1984). Bylo
prokazéano, Ze pfitomnost PE v membranovych va¢cich vyznamnym zplsobem stabilizuje
membranu vu€i G¢inkim surfaktinu. Tento fakt je vysvétlovan pravé kénickym tvarem
molekuly PE, ktera pusobi proti invertovanému kénusu molekul surfaktinu (CARRILLO et
al. 2003). Na zaklad¢ stejného principu by mohla ptsobit i molekula CL nabyvajici rovnéz

tvaru kénusu.

Nelze opomenout znamou skutenost, Ze bé€hem stacionarni faze a predev§im
béhem sporulace také dochazi v cytoplazmatické membrané k akumulaci CL (CARD
1973), coz by mohlo zkreslovat vysledky dosazené v této diplomové praci. Je nutno

zduraznit, Ze zde popsané vyznamné zmény v zastoupeni jednotlivych fosfolipidovych tfid
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pfitomny Zadné spory a cestou sporulace jde jen minimalni pocet bunék (8%), které lze
dale detegovat ve 12. h kultivace. Navic takové analyzy fosfolipid v prib&hu dlouhodobé
kultivace dosud publikovany nebyly.

Bé&hem dlouhodobé kultivace a syntézy surfaktinu kmenem B. subtilis ATCC 21332
nedochazi pouze ke zmé&ndm v relativnim sloZeni fosfolipidd cytoplazmatické membrany,
ale také k vyraznym zmeénam ve sloZeni jejich mastnych kyselin (Tab. 5 a 6, Obr. 23),
které na prvni ohled svéd¢i o jeji rigidizaci. Velmi dynamické zmény v biosyntéze
surfaktin v koncentraci 44,5 mg/l a nejsou pfitomny Zadné spory. V této dobé dochazi
k dvojnasobnému nardstu obsahu nasycenych nevétvenych mastnych kyselin (vzestup
z 22% na 45,7%), na kterém se podileji pfedev$im mastné kyseliny 16:0 a 18:0. Zaroveni
dochazi k dramatickému poklesu obsahu mastnych kyselin al5:0 a al7:0, coz vede také
k rigidizaci membrany. Tento vzorek (7 h) pfedstavuje ¢asovy bod kultivace, ve kterém
kulminuji zmény syntézy mastnych kyselin. Z dalich ¢asovych izolatt lipidové frakce je
ziejmé, Ze bakteridlni kultura se vraci k ustadlenému stavu a nabyva novou rovnovahu.
Ustalena faze rigidizace je tentokrat realizovana opét pfevazujicimi vétvenymi mastnymi

kyselinami, a to pfedevsim vysokotajicimi mastnymi kyselinami iso- série.

Utinek surfaktinu na membranovou dvojvrstvu zavisi na jejim lipidovém sloZeni.
Interakce je pfi tom optimalni, kdyZ délka fetézcti mastnych kyselin fosfolipidi je podobné
délce acylového fetézce surfaktinu (GRAU et al. 1999). Schopnost surfaktinu penetrovat
membranu je naopak sniZena, pfi délce fetézci mastnych kyselin vy3$si nez C > 14 nebol5
(MAGET-DANA a PTAK 1995). Vzestup obsahu mastnych kyselin 16:0 a 18:0 v 7. h by
tedy mohl pfedstavovat adapta¢ni strategii na pfitomnost surfaktinu v médiu. Diky poctu
atomi uhliku tyto mastné kyseliny jednak znesnadiluji interakci surfaktinu
s cytoplazmatickou membranou, ale také se podileji spolu s poklesem vétvenych mastnych
kyselin na celkovém sniZeni fluidity membranové dvojvrstvy. Stejnou adaptaéni strategii
(pfedev§im vzestup mastné kyseliny C18:0) uplatiiuje i Pseudomonas putida v ramci
odpovédi na pfitomnost rozpoustédel v kultivatnim médiu. ZvySeni rigidity
cytoplazmatické membrany je povaZzovano za fyzikalni mechanizmus, diky kterému je tato
bakterie schopna tolerovat pfitomnost rozpoustédel, které zpusobuji penetraci membrany
(RAMOS et al. 1997). Vyznamny nartst obsahu nasycenych mastnych kyselin vykazuje i
B. subtilis rostouci za podminek hyperosmotického stresu (LOPEZ et al. 2000).
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Analyzy sloZeni fosfolipidi i mastnych kyselin cytoplazmatické membrany
B. subtilis ATCC 21332 v pribéhu ristu a produkce surfaktinu vypovidaji o spole¢ném
fenoménu, a to sniZovani fluidity membrany. Zmény v mikroviskozité cytoplazmatické
membrany byly sledovany a potvrzeny i méfenim anisotropie fluorescence hydrofébni
sondy difenylhexatrienu (rDPH). Vyznamny nartst rigidity membrany nastava jiz od 7. h
kultivace a svého maxima dosahuje ve 24. hoding. V 72. h se jiZ hodnota rDPH drZi na
stejné urovni. Zmeény hodnoty rDPH tedy koreluji se zménami fosfolipidi i mastnych
kyselin. Tyto udaje je nutné konfrontovat s vysledky stanoveni po¢tu spor v jednotlivych
¢asovych vzorcich kultivace. Lze fici, Ze vysledky analyz 7. h jsou opét odrazem adaptace
producenta B. subtilis ATCC 21332 na peptidické antibiotikum surfaktin — hodnota rDPH
stoupne vyraznou meérou, i kdyZ v této dob€ nejsou v bakteridlni kultufe pfitomny Zadné
spory. Tato tendence pokraduje i ve 12. h, kdy je pfitomno pouze zanedbatelné mnoZstvi
spor (8%). Mezi 24. a 72. h neni rozdil v hodnoté rDPH zadny, i kdyzZ v 72. h je pfitomné
dvojnasobné mnozstvi spor nez ve 24. h (33% vs. 67%). Navic neni ani znamo, zda se
spory fluorescen¢ni sondou DPH znaéi. Perspektivn€ bude po zavedeni metody na separaci

spor a vegetativnich bun€k méteni rDPH zopakovano.

Celkovy obraz zmén cytoplazmatické membriany byl doplnén analyzou
membranového proteomu pomoci 1D polyakrylamidové gelové elektroforézy. Obecné lze
fici, Ze spektrum proteind cytoplazmatické membrany se v ¢ase velmi méni a pfetrvava
tendence jejich celkové redukce. Pozornost byla zaméfena piedeviim na detekci
pfitomnosti proteinovych pruhii surfaktin syntetazy, které se podatilo zachytit ve vzorku ze
7. h kultivace v polyakrylamidovych gelech o koncentraci 12,5%, kde se vyskytuje
v podobé jednoho pruhu, i 7,5%, kde tvofi tfi proteinové pruhy. V dalSich €asovych
vzorcich se sice nepodafilo jiZz tento komplex zachytit, ale je zapotiebi vyzdvihnout
zjisténi, Ze i kdyZ surfaktin syntetdza je solubilnim proteinovym komplexem, minimalné
pfechodné interaguje s cytoplazmatickou membranou. Z ¢asovych diivodi nebylo mozné
provést dé&leni cytoplazmatické frakce proteinti, ale tento ukol bude jednim z cild

navazujiciho studia.
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B. subtilis ATCC 21332 roste pfi kultivaci ve 40 °C v Zivném médiu téméf shodnou
rychlosti s kmenem 168 trp,. (T = 15 min vs. T = 14 min). Optimalni kultiva¢ni
teploté 30 °C odpovida pfi frekvenci aerace 175 rpm doba zdvojeni T = 32 min a
pfi aeraci 120 rpm s T = 38 min. Mira aerace nema prakticky Zadny vliv na

rustovou rychlost kultury inokula (T = 50 vs. 52 min).

Pii ristu B. subtilis ATCC 21332 v Zivném bujonu se termostabilni spory objevuji
od 12. h kultivace, kdy tvoii pfiblizn¢ 8% celkového poctu bakterii. Ve 24. h je
piitomno 33% spor a v 72. h 67% spor.

Produkce surfaktinu vzristd v ¢ase béhem stacionarni faze. V 7. h &ini koncentrace
surfaktinu za danych kultiva¢nich podminek 44,5 mg/l, ve 12. h 63,5 mg/l, ve 24.h
77 mg/l a v 72. h kultivace 95 mg/l (aerace 175 rpm), resp. 120 mg/1 (aerace 120 rpm).
SniZend aerace zvySuje produkci surfaktinu o cca. 20% a indukuje syntézu dalsi
isoformy surfaktinu s délkou fetézce mastné kyseliny 13 atomt uhliku.

Fosfolipidy izolované z bakterii v jednotlivych ¢asovych intervalech ristu ve 30 °C

jsou kvalitativné zcela shodné.

Kvantitatitativni zastoupeni jednotlivych fosfolipidovych tfid zistava relativné
neménné pouze u PXNH, a PA. U obsahu PS byl zaznamenan pouze nevyznamny
pokles. U ostatnich fosfolipidovych tfid vSak nastavaji vyrazné zmény. B&hem
syntézy surfaktinu se postupné redukuje obsah majoritnich fosfolipidi (PE a PG) a
zaroveil po celou dobu kultivace vyznamné stoupa obsah CL, ktery kone¢n€ v 72. h
tvofi 28% vSech membranovych fosfolipidi. Celkovy negativni ndboj neseny

molekulami fosfolipidi stoupd s rostouci koncentraci surfaktinu v médiu.

Vsechny vysledky analyz mastnych kyselin po¢inaje 7. h kultivace vypovidaji o
rigidizaci cytoplazmatické membrany — nardst obsahu mastnych kyselin s vysokym
bodem tani. V ¢asné fazi (7 a 12 h) se tak déje nahrazovanim vétvenych mastnych
kyselin (poklesu obsahu mastnych kyselin al5:0 a al7:0) za nevétvené mastné
kyseliny srovnym fetézcem (pfedevdim 16:0 a 18:0). Ve 24. a 72. h zpatky
pfevaZuji vétvené mastné Kkyseliny a rigidizace se dociluje vzestupem vétvenych

mastnych kyselin iso- série.
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Proteind cytoplazmatické membréany s postupujicim ¢asem kultivace obecné ubyva
a jsou odli$né. Kromé sniZzovani syntézy nebo uplné degradace nékterych proteint
dochézi b&hem stacionarni faze také k zesilené syntéze n€kolika bilkovin (Mr 85,
70, 55 a 32 000). Srovnanim déleni vzorki ze 3. (exponencialni fiaze) a 7. h
(stacionarni faze) ve 7,5% gelu bylo objeveno asi devét proteint zesilenych nebo

novych v 7. hodiné.

V 7,5% polyakrylamidovém gelu se v 7. h v oblasti Mr > 97 tis. objevuji tfi jemné
ale zfetelné proteinové pruhy odpovidajici pozicim solubilniho enzymu surfaktin
syntetazy. Tento protein je moZné pozorovat i v déleni ve 12,5% gelu, kde se
vyskytuje v podobé jednoho pruhu. V dal$ich vzorcich nebyla surfaktin syntetaza

zachycena.

Cytoplazmatické membrany kmend B. subtilis ATCC 21332 a 168 trp,. vykazuji

v danych podminkach kultivace a méfeni stejné thermotropické chovani.

V ramci dlouhodobé kultivace B. subtilis ATCC 21332 dochézi od 3. do 24. h k
postupnému narustu anisotropie fluorescence r DPH, tedy rigidity cytoplazmatické
membrany. V 72. h se hodnota rDPH drZi na stejné vysoké urovni jako ve 24. h

kultivace.

Vysledky diplomové prace vypovidaji o adaptivni rekonstrukci cytoplazmatické
membrany producenta surfaktinu, kterd se mize vyznamnym zptsobem podilet na

jeho Zivotaschopnosti a toleranci pfitomnosti surfaktinu v jeho Zivotnim prostiedi.

Lze fici, Zze se vramci diplomové prace podafilo splnit vytéené cile. Ziskané
vysledky zaroveii poskytuji podnéty pro dalsi studie v této oblasti. Snaha by se
méla soustfedit piedev§im na optimalizaci kultivaénich podminek za ucelem
zvySeni vyte¢Zku surfaktinu, separaci spor z analyzovanych vzorkd bakterialni
kultury a doplnéni analyzy proteomu o spektrum cytoplazmatickych proteinti.

Vysledky diplomové prace byly prezentovany v posterové sekci kongresu
10" International Symposium on the Genetics of Industrial Microorganisms

(24. — 28.6.2006, Book of Abstracts pg. 77).
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