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1. Úvod 
 
Většina gramnegativních bakterií využívá 

k populačně dependentní regulaci (označované quorum 
sensing) N-acyl-homoserinové laktony (N-acyl-HSL) jako 
signální molekuly1,2. N-acyl-HSL hrají významnou roli 
např. při infekcích způsobených bakteriemi Pseudomonas 
aeruginosa a Burkholderia cepacia, které zhoršují průběh 
onemocnění pacientů s cystickou fibrózou3. Tyto molekuly 
totiž, kromě jiného, řídí expresi genů kódujících faktory 
virulence (tvorba biofilmu, surfaktantů, enzymů nebo exo-
toxinů)4 a přispívají tak k patogenitě bakterií. Rovněž jsou 
účinky N-acyl-HSL významné pro patogenezi několika 
onemocnění gastrointestinálního traktu. Nové biologické 
metody pro detekci signálních molekul nám v budoucnu 
umožní včasnou diagnózu a monitorování onemocnění 
spojených s výskytem těchto mikroorganismů3.  

 
 

2.  Bakteriální kmeny jako biologické snímací 
prvky 
 
Prostřednictvím bakteriálních kmenů, které jsou pro 

tento účel v anglické odborné literatuře souhrnně popiso-

vány jako biosenzory, byla identifikována také řada no-
vých bakteriálních quorum sensing (QS) systémů využíva-
jících N-acyl-HSL (cit.5). 

Biosenzor je analytické zařízení, které kombinuje 
biologický snímací prvek s transduktorem a produkuje 
signál, který je úměrný koncentraci analytu. Tento signál 
může být důsledkem změny koncentrace H3O

+ iontů, uvol-
ňování nebo absorpce plynů, emise světla či absorpce způ-
sobené metabolizací cílové sloučeniny biologickým rozpo-
znávacím prvkem. Transduktor konvertuje tento biologic-
ký signál na měřitelnou odezvu, kterou může být proud, 
potenciál nebo absorpce světla, elektrochemickými či op-
tickými prostředky, které mohou být dále zesilovány, zpra-
covány a ukládány pro další analýzu6. Použití bakteriální-
ho kmene jako biologického snímacího prvku je vhodnou 
a citlivou metodou umožňující detekci N-acyl-HSL 
v reálném čase. Tyto kmeny obsahují receptory vázající 
N-acyl-HSL a regulační promotory, které jsou propojeny 
např. s lux operonem nebo lacZ genem, ale neobsahují gen 
kódující N-acyl-homoserin-laktonsynthasu. Tyto bakteriál-
ní kmeny tedy nejsou schopny produkovat N-acyl-HSL, 
ale k indukci aktivity promotorů dochází a tím je iniciová-
na exprese určitých genů. Exprese vede k projevu specific-
kých fenotypů, mezi které patří např. produkce beta-D-        
-galaktosidasy u bakterie Agrobacterium tumefaciens NT1, 
produkce violaceinu u Chromobacterium violaceum 
CV026, bioluminiscence u Escherichia coli nebo produkce 
zeleného fluorescenčního proteinu u Vibrio fischeri. Biolo-
gické snímací prvky mohou být schopné detekce pouze 
úzkého spektra N-acyl-HSL produkovaných jednou bakte-
rií, proto je zapotřebí použít takových testů více. Přestože 
byly tyto kmeny původně vyvinuty k detekci přítomnosti 
N-acyl-HSL v prostředí, jsou nyní využívány také za úče-
lem detekce příbuzných molekul schopných interference 
s QS systémy bakterií jakožto potenciálních antivirulent-
ních látek7.  

 
 

3. Agrobacterium tumefaciens 
 
Nejčastěji používaným biologickým snímacím prv-

kem v mikrobiologických laboratořích je bezesporu gram-
negativní bakterie A. tumefaciens (dle současné taxonomie 
Rhizobium radiobacter). Tato bakterie infikuje rostliny 
a vytváří u nich nádory, které jsou výsledkem genetické 
transformace. Bakterie totiž do rostlinných buněk přenáší 
specifický fragment plasmidové DNA (tzv. T-DNA), který 
se integruje do jaderného genomu hostitele. Exprese onko-
genů z T-DNA poté vede ke vzniku nádoru. Další geny 
obsažené v T-DNA kódují enzymy, které v nádorech zpro-
středkovávají vznik opinů (unikátních sloučenin s nízkou 
molekulovou hmotností sloužících jako zdroj uhlíku pro 
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A. tumefaciens) z intermediárních metabolitů8,9. Opiny se 
postupně uvolňují do půdy a jsou katabolizovány bakterie-
mi A. tumefaciens, které vznik nádorů indukovaly. 

Většina genetických determinant (včetně T-regionu) 
nutných pro rozvinutí virulence A. tumefaciens je lokalizo-
vána na Ti plasmidu. Tento plasmid kóduje proteiny zajiš-
ťující příjem a katabolismus opinů a také dva nezávislé 
transferové systémy. První z nich nese název vir a je zod-
povědný za přenos T-regionu z bakterie do hostitelské 
rostlinné buňky. Druhý, nazývající se tra, umožnuje pře-
nos celého Ti plasmidu z dárcovské bakterie do bakterie 
recipientní mechanismem konjugace. Oba systémy jsou 
regulovány na úrovni transkripce. Vir regulon je řízen kla-
sickým dvoukomponentním signál-transdukčním systé-
mem, který snímá a reaguje na faktory produkované rostli-
nou, které signalizují vhodné místo infekce. Tra systém 
reaguje na faktory produkované nádory (opiny), které vy-
tvářejí prostředí vhodné pro množení bakterií sloužících 
jako hostitelé pro příjem samotného Ti plasmidu. Opiny 
indukují tra systém, což umožňuje Ti plasmidu přenos do 
dalších bakterií rodu Agrobacterium a jiných příbuzných 
organismů vyskytujících se v blízkosti nádoru. Získání 
Ti plasmidu zprostředkovává bakteriím schopnost využívat 
opiny produkované nádory8. 

Kromě toho je známo, že tzv. konjugační opin je spe-
cifický pouze pro určitý plasmid. Například oktopin speci-
ficky indukuje přenos oktopin/mannityl opinového typu Ti 
plasmidů, zatímco agrocinopiny A a B stimulují přenos Ti 
plasmidů typu nopalin/agrocinopin (např. pTiC58). Tato 
zjištění vedla k modelu, který pro každý Ti plasmid navr-
huje centrální regulační prvek. U plasmidů oktopin/
mannityl opinového typu (např. pTiR10) je konjugační 
přenos a katabolismus oktopinů koregulován transkripč-
ním aktivátorem OccR, u plasmidů typu nopalin/
agrocinopin jsou tyto děje koregulovány transkripčním 
represorem AccR (cit.8). Exprese genů odpovědných za 
konjugaci (lokalizovaných na tra regulonu), uspořádaných 
do tří operonů (trb, traAFB a traCDG), vyžaduje tři regu-
lované promotory. AccR a OccR přímo regulují pouze 
expresi genů opinového katabolismu a pouze nepřímo poté 
řídí expresi genů zodpovídajících za konjugaci. Exprese tří 
cílových operonů (tra) obou typů Ti plasmidů je řízena 

vysoce konzervovaným transkripčním aktivátorem TraR, 
jehož gen je rovněž umístěn na Ti plasmidu. TraR byl 
identifikován jako člen QS transkripčních faktorů rodiny 
LuxR (cit.10). Jelikož konjugační přenos Ti plasmidů vyža-
duje kromě konjugačního opinu také difuzní neboli kon-
jugační faktor (CF) produkovaný samotnými bakteriemi, 
byl později identifikován N-(3-oxooktanoyl)-L-homoserin-
-lakton (3-oxo-C8-HSL), jehož syntéza je kódována luxI 
homologem traI, prvním genem lokalizovaným v trb ope-
ronu11. V nepřítomnosti konjugačního opinu je gen traI 
exprimován na nízké bazální úrovni a 3-oxo-C8-HSL se 
akumuluje pomalu. Pokud je přítomen opinový signál, QS 
systém je aktivován indukcí traR a po nahromadění 3-oxo-
-C8-HSL nad určitou kritickou úroveň dojde k aktivaci tra 
regulonu8. 

Popis QS systému řídícího přenos Ti plasmidu u bak-
terie A. tumefaciens poskytl široce aplikovatelné modely 
a nástroje pro studium této genové regulace u dalších bak-
terií. Biologické reportérové systémy založené na TraR se 
ukázaly jako velice užitečné při studiu N-acyl-HSL produ-
kovaných jinými bakteriemi, stejně jako při charakterizaci 
těchto sloučenin v komplexní matrici. Jelikož kmeny 
A. tumefaciens postrádají enzymy s beta-D-galaktosi-
dasovou a beta-D-glukuronidasovou aktivitou, testy pro 
expresi genů regulovaných TraR jsou založeny na fúzích 
příslušných genů s reportérovým genem lacZ (kódujícím 
enzym beta-D-galaktosidasu) nebo uidA (kódujícím enzym 
beta-D-glukuronidasu). Hladina exprese reportérového 
genu poté koreluje s expresí genu ve fúzi. Produkce enzy-
mů může být následně kvantitativně stanovena standardní-
mi metodami za použití chromogenních substrátů: 
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galaktopyranosidu 
(X-Gal) nebo 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-glukuro-
nidu (X-Gluc). Reportérový systém a traR mohou být ulo-
ženy buď na stejném, nebo na dvou rekombinantních 
plasmidech. Alternativně může být reportérová fúze zave-
dena také do Ti plasmidu8. 

Standardním biologickým snímacím prvkem založe-
ným na transkripčním aktivátoru TraR je A. tumefaciens 
NTL4(pZLR4). Tento kmen, postrádající Ti plasmid, díky 
absenci genu traI kódujícího N-acyl-homoserin-                  
-laktonsynthasu, neprodukuje N-acyl-HSL. Plasmid 

Obr. 1. Přeměna bezbarvého 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galaktopyranosidu (X-Gal) na modře zbarvené indigo pomocí 
beta-D-galaktosidasy (upraveno dle cit.12,13) 
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pZLR4 obsahuje kopii genu traR a geny lacZ a traG ve 
fúzi, exprimované z TraR dependentního promotoru. 
V nepřítomnosti signálu tento kmen neprodukuje význam-
né množství beta-D-galaktosidasy a vytváří v médiu obsa-
hujícím chromogenní substrát (X-Gal) bílé kolonie (pro 
přehlednost uvádíme pouze jeden ze dvou jmenovaných 
chromogenních substrátů)8. Pokud je vystaven výraznější-
mu signálu, produkuje řádově stovky jednotek aktivity 
beta-D-galaktosidasy (obr. 1) a při růstu v médiu obsahují-
cím X-Gal vytváří kolonie, které mají sytě modré zbarve-
ní8,12,13.  

Pro detekci N-acyl-HSL mohou být použity dva typy 
testů. Kvalitativní testy detegují pouze přítomnost těchto 
sloučenin, zatímco analytické testy poskytují odhad mini-
málního zastoupení chemicky odlišných N-acyl-HSL ve 
vzorku. 

 
Kvalitativní testy 

Přítomnost N-acyl-HSL může být ve vzorcích bakterií 
jednoduše testována jejich aplikací na povrch pevného 
média obsahujícího X-Gal, na kterém biologický snímací 
prvek roste v souvislé vrstvě. Rovněž mohou být na po-
vrch aplikovány vzorky médií po odstředění bakterií nebo 
ethyl-acetátové extrakty těchto supernatantů. Při správném 
provedení testu se v místě aplikace vzorků obsahujících 
N-acyl-HSL (po inkubaci přes noc) objeví modře zbarvená 
zóna. V každém případě by měly být v jednotlivých tes-
tech obsaženy tyto kontroly: 
 pozitivní kontrola: buď kolonie bakterie, o které je 

známo, že produkuje detegovatelný N-acyl-HSL nebo 
standard N-acyl-HSL rozpuštěný v organickém roz-
pouštědle, 

 negativní kontrola: buď kolonie bakterie, o které je 
známo, že k signalizaci nepoužívá N-acyl-HSL nebo 
vzorek kultivačního média, ve kterém byla testovaná 
bakterie kultivována, aby bylo ověřeno, že složky 
obsažené v tomto médiu neaktivují reportérový sys-
tém. Např. ethyl-acetátové extrakty Luria-Bertani 
(LB) média obsahují neznámou sloučeninu, která re-
portérový systém slabě aktivuje. 

 Dále je důležité připravit vzorek obsahující pouze 
X-Gal bez biologického snímacího prvku. V případě 
falešně pozitivní reakce se kolem testovaných kolonií 
bakterií vytvářejí modré zóny i v jeho nepřítomnosti. 
Tyto bakterie pravděpodobně uvolňují během růstu do 
média látku hydrolyzující X-Gal (cit.8). 
Pro detekci N-acyl-HSL u více vzorků najednou mů-

žeme využít klasickou mikrotitrační destičku. Kultivace 
A. tumefaciens NTL4(pZLR4) v destičce v přítomnosti 
vzorků probíhá po dobu 16–18 h. Během této doby dochá-
zí v závislosti na množství přítomných N-acyl-HSL k pro-
dukci beta-D-galaktosidasy. Za účelem uvolnění enzymu, 
který štěpí přidaný X-Gal na modrý produkt, musí být 
provedena lyze buněk14. Aktivita beta-D-galaktosidasy je 
ke sledování genové exprese v molekulární biologii využí-
vána velice často. Nejčastěji používaným chromogenním 
substrátem pro monitorování aktivity enzymu je 
o-nitrofenyl-beta-D-galaktopyranosid (ONPG). Dle Mill-

era15 je množství o-nitrofenolu (ONP) vytvořené z ONPG 
funkcí reakčního času vztaženou k reakčnímu objemu bu-
něčné kultury a její optické denzitě. Takto popsaná aktivita 
enzymu se vyjadřuje v Millerových jednotkách16. Pro 
vstup ONPG do buněk A. tumefaciens je vyžadována jejich 
permeabilizace, k níž se standardně využívá organických 
rozpouštědel (toluen nebo chloroform v kombinaci 
s dodecylsíranem sodným). Z tohoto důvodu není možné 
použít klasické plastové mikrotitrační destičky, které 
umožňují detekci N-acyl-HSL u více vzorků najednou16. 

  
Analytické testy 

Bakterie, které k signalizaci používají N-acyl-HSL, 
obvykle produkují více než jednu formu těchto látek. Tra-
dičně se jejich počet určuje kombinací separace prostřed-
nictvím tenkovrstvé chromatografie (TLC) na 
C18 reverzní fázi s detekcí prostřednictvím biologických 
snímacích prvků. Např. TLC ve spojení se dvěma různými 
prvky je široce používaná, jelikož je rychlá a umožňuje 
analýzu mnoha vzorků současně17. Každý N-acyl-HSL 
migruje s určitou pohyblivostí a vytváří v mobilní fázi 
methanol/voda (6:4) skvrny charakteristického tvaru 
(3-oxoacyl-HSL ve tvaru slzy, alkanoyl a 3-hydoxyacyl-HSL 
ve tvaru kruhu). Vzdálenost migrace (hodnota Rf) závisí na 
délce postranního řetězce, přičemž N-acyl-HSL s kratšími 
postranními řetězci migrují rychleji než jejich analoga 
s delšími řetězci8. TLC je nejvhodnější metodou pro stano-
vení počtu typů N-acyl-HSL. Velikost skvrn je úměrná 
signálu v široké škále koncentrací. Kvantifikace vyžaduje 
nanesení standardů o známé koncentraci na desku spolu se 
vzorky. TLC může být využita také jako preparativní krok 
k přečištění vzorku, který je následně podroben strukturní 
analýze17,18. Nicméně HPLC s C18 reverzní fází 
v kombinaci s hmotnostní spektrometrií je pro určení 
struktury signálních molekul vhodnější metodou8. 

Za použití kmenů A. tumefaciens NTL4(pZLR4) 
a NT1 byla např. detegována produkce HSL-příbuzných 
sloučenin rodem Actinomyces14 a pomocí kmene 
A. tumefaciens A136 anti-QS aktivita zingeronu19. 

 
 

4. Chromobacterium violaceum 
 
Gramnegativní bakterie C. violaceum, běžně se vy-

skytující ve vodě a půdě, disponuje CviI/R N-acyl-HSL 
QS systémem, prostřednictvím něhož dochází u kmene 
C. violaceum ATCC 31532 k biosyntéze N-hexanoyl-L-          
-homoserin-laktonu (C6-HSL) a u kmene C. violaceum 
ATCC 12472 k biosyntéze N-dekanoyl-L-homoserin-           
-laktonu (C10-HSL). Tyto HSL řídí produkci fialového, ve 
vodě nerozpustného pigmentu s antibakteriálními vlast-
nostmi – violaceinu20. 

Biosyntéza violaceinu je zahájena vytvořením N-acyl-
-HSL-CviR komplexu, který spustí expresi vio operonu 
(obr. 2)21. První enzymový produkt VioA (flavin-depen-
dentní-tryptofan-2-monooxygenasa) katalyzuje oxidaci 
tryptofanu na imin indol-3-pyruvát (IPA) se současnou 
redukcí flavinadenindinukleotidu (FAD). IPA je následně 
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prostřednictvím VioB přeměněn na nestabilní iminový 
dimer, který buď samovolně přechází na kyselinu chromo-
pyrrolovou nebo z něj prostřednictvím VioE vzniká kyseli-
na protodeoxyviolaceinová (PVA). VioD katalyzuje hyd-
roxylaci indolového kruhu PVA v páté poloze za vzniku 
proviolaceinu a současné oxidace redukované formy niko-
tinamidadenindinukleotidfosfátu (NADPH) na nikotinami-
dadenindinukleotidfosfát (NADP). K přeměně proviolacei-
nu na violacein dochází za vzniku vody a CO2 a rovněž 
oxidace NADPH na NADP (cit.22).  

Prostý screening anti-QS aktivity vybraných přírod-
ních látek lze provést na základě jejich schopnosti inhibo-
vat produkci violaceinu např. u divokého kmene 
C. violaceum CETC 494 (cit.23). 

Hladina violaceinu produkovaného kmenem ATCC 
12472 je výrazně vyšší než u kmene ATCC 31532. Bio-
syntéza violaceinu je totiž u kmene ATCC 31532 zároveň 
negativně regulována represorem VioS (cit.24). Produkce 
snadno detegovatelného a kvantifikovatelného pigmentu 
violaceinu pomocí QS-řízeného vio operonu nabízí jedno-
duchý způsob screeningu potenciálních QS modulátorů 
nebo inhibitorů. Jednoduchost kvantifikace violaceinu 
přímo vybízí ke konstrukci biologických snímacích prv-
ků22. McClean a spol.20 zkonstruovali kmen C. violaceum 
CV026 (odvozený od kmene ATCC 31532) neschopný 
produkce C6-HSL. Mutagenezí prostřednictvím mini-Tn5 
transpozonu bylo dosaženo dvojité Tn5 inzerce. Získaný 
mutovaný kmen má jeden transpozon vložený do genu pro 
N-acyl-HSL-synthasu (cviI) a druhý do lokusu pro viola-
ceinový represor. Tento kmen může být použit jako biolo-
gický indikátor pro detekci řady N-acyl-HSL s krátkým 
řetězcem20. 

Rovněž byl zkonstruován mutantní kmen s trojí muta-
cí, a to ATCC 31532 C. violaceum CV0blu disponující 
rekombinantním plasmidem pSB403 obsahujícím geny 
kódující proteiny, které se podílejí na luminiscenci u Pho-

torhabdus (dříve Xenorhabdus) luminiscens, a gen kódují-
cí receptor luxR pro signální molekuly V. fischeri25. 

Prostřednictvím C. violaceum CV026 byla prokázána 
např. schopnost kyseliny salicylové interferovat s QS sys-
témem bakterie P. aeruginosa. Zatímco supernatanty po-
cházející z kontrolní kultivace P. aeruginosa (obsahující 
N-acyl-HSL) indukovaly tvorbu pigmentu u kmene 
CV026, supernatanty pocházející z kultivace  
P. aeruginosa v přítomnosti kyseliny (obsahující méně 
N-acyl-HSL v porovnání s kontrolou) této indukce schop-
né nebyly26. 

 
 

5. Escherichia coli 
 
Bioluminiscence je proces, kterým je viditelné světlo 

emitováno organismem jako důsledek chemické reakce. 
Reakce zahrnuje oxidaci substrátu (luciferinu) pomocí 
enzymu (luciferasy). Bioluminiscenčními organismy jsou 
např. některé ryby, chobotnice, škeble, krevety a medúzy. 
Bioluminiscenční systémy nejsou evolučně konzervativní 
a geny kódující proteiny podílející se na bioluminiscenci 
nejsou homogenní. Emitované světlo má obvykle jednu ze 
tří funkcí, a to ofenzivní, defenzivní nebo komunikační27. 

Biologické snímací prvky využívající bioluminiscenci 
jsou schopné kvantifikace genové exprese s vysokou citli-
vostí, nedestruktivně a v reálném čase. Zatímco kmeny 
využívající enzymovou aktivitu jsou při použití znevýhod-
něny kvůli vysokému signálu pozadí vytvářenému enzy-
movou aktivitou hostitele, použití kmenů využívajících 
bioluminiscenci je méně problematické, protože výskyt 
bioluminiscenčních bakterií je mimo mořské prostředí 
velice vzácný. Genetika bakteriální bioluminiscence 
a rozsah aplikací pro sledování fyziologie mikroorganismů 
byly podrobně prostudovány. Lux geny nezbytné pro lumi-
niscenci jsou uspořádány v jediném operonu (luxCDABE). 
LuxCDE kóduje komplex reduktasy mastných kyselin, 
který se podílí na syntéze aldehydového substrátu mastné 
kyseliny pro luminiscenční reakci katalyzovanou lucifera-
sovými LuxAB podjednotkami. Substráty pro bioluminis-
cenční reakci (redukovaný flavin mononukleotid a mole-
kulární kyslík) jsou u aerobních bakterií snadno dostupné. 
Vlastnosti lux genů gramnegativních bakterií se liší napříč 
druhy. Zdroj lux genů, který použijeme jako reportérový 
systém, je tedy důležitým faktorem. Zásadní je např. ome-
zený teplotní rozsah nejčastěji používaných lux genů 
V. fischeri (˂ 30 °C) a Vibrio harveyi (˂ 37 °C), který mů-
že být v některých aplikacích omezující. Naproti tomu 
enzymy kódované operonem luxCDABE bakterií 
P. luminiscens jsou funkční při teplotách až 45 °C (cit.28). 

Plasmidy nesoucí luxCDABE operon bakterií 
V. fischeri, V. harveyi nebo P. luminescens bývají obvykle 
vloženy do bakterie E. coli, která neprodukuje vlastní 
N-acyl-HSL. Exogenní N-acyl-HSL poté u E. coli indukují 
bioluminiscenci. Citlivost E. coli (pSB401) je nejvyšší 
k N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserin-laktonu (3-oxo-C6-HSL). 
Pro detekci N-butanoyl-L-homoserin-laktonu (C4-HSL) se 
využívá E. coli (pSB536). Plasmid nese AhyI/R QS sys-

Obr. 2. Biosyntéza violaceinu a její regulace prostřednictvím 
QS u bakterie C. violaceum (upraveno dle cit.21) 
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tém Aeromonas hydrophyla. Kmeny pro detekci C10-C12-
-HSL a jejich 3-oxo derivátů jsou založeny na LasI/R sys-
tému P. aeruginosa, který produkuje a reaguje na N-(3-                
-oxododekanoyl)-L-homoserin-lakton (3-oxo-C12-HSL)5. 
Plasmidy pSB1075 nebo pSB1142 jsou v tomto případě 
opět vloženy do E. coli (cit.5,29). Nevýhodou metod využí-
vajících kmenů E. coli k detekci luminiscence je nutnost 
použití luminometru (přístroje schopného kvantifikovat 
vyzářené světlo)5. 

Prostřednictvím bakterií E. coli (pSB401), E. coli 
(pSB536) a E. coli (pSB1142) byla prokázána např. schop-
nost netermálního plazmatu oslabit HSL-dependentní QS 
systém bakterie P. aeruginosa (cit.29). 

 
 

6. Vibrio fischeri 
 
I když jsou všechny předcházející biologické snímací 

prvky vysoce citlivé, neumožňují detekci na úrovni jedné 
buňky nebo v přirozeném prostředí. Živý bakteriální kmen, 
který signalizuje přítomnost N-acyl-HSL expresí reporté-
rového proteinu, např. zeleného fluorescenčního proteinu 
(GFP), naopak tyto požadavky splňuje30.  

Medúza Aequorea victoria fluoreskuje po ozáření 
UV světlem zeleně. Do bioluminiscence jsou zapojeny dva 
proteiny – luciferasa a GFP. Luciferasa po navázání tří 
iontů vápníku oxiduje luciferin a vytváří komplex Ca3-apo-        
-luciferasa-luciferin emitující modré světlo. Luciferasový 
komplex poté přenáší energii do GFP a výsledkem je zele-
ná fluorescence27. GFP získaný z medúzy A. victoria vyža-
duje k maturaci pouze nepatrné množství kyslíku, není 
tedy nutné k mikroorganismům produkujícím GFP přidá-
vat žádné další látky za účelem detekce zelené fluorescen-
ce30. Navíc, fúze GFP s proteinem nemění funkci nebo 
lokaci proteinu27. GFP je proto ke studiu exprese genů 
v živých buňkách nebo tkáních široce využíván. Je např. 
vhodným reportérovým proteinem pro sledování genové 
exprese na úrovni jedné buňky v biofilmu30. Nicméně sku-
tečnost, že neexistuje možnost zesílení signálu (každý GFP 
disponuje pouze jedním chromoforem), jeho použití poně-
kud omezuje27.  

Nízká citlivost může být vyřešena použitím citlivých 
zařízení pro počítání fotonů, ty jsou však pro rutinní analý-
zy příliš drahé. Pomalá tvorba chromoforu na úrovni post-
translačních modifikací omezuje jeho použití pro studium 
rychlých procesů aktivace transkripce. Nelinearita flu-
orescenčního signálu vyžaduje pro každou novou aplikaci 
konstrukci nových kalibračních křivek27. 

Jako molekulární složka řídící expresi reportéru GFP 
byl vybrán systém luxR-PluxI pocházející z bakterie 
V. fischeri. V přítomnosti exogenních N-acyl-HSL LuxR 
pozitivně ovlivňuje expresi luxI promotoru (PluxI), který 
poté řídí expresi GFP (cit.30). Plasmidy nesoucí geny pro 
detekci N-acyl-HSL a současně umožňující expresi GFP 
proteinu je možné vložit také do N-acyl-HSL-negativních 
mutantů Pseudomonas putida IsoF nebo F117 a Serratia 
liquefaciens MG1 (cit.31). 

 

7. Závěr 
 
Popsané biologické snímací prvky (A. tumefaciens, 

C. violaceum, E. coli a V. fischeri) neobsahují geny 
kódující N-acyl-homoserin-laktonsynthasu, nejsou tedy 
schopné produkce vlastních N-acyl-HSL. V přítomnosti 
exogenních N-acyl-HSL u nich však dochází k iniciaci 
exprese reportérových genů. Tato exprese (produkce beta-    
-D-galaktosidasy, violaceinu, GFP nebo bioluminiscence) 
je snadno pozorovatelná a měřitelná7. Produkce beta-D-           
-galaktosidasy u biosenzoru A. tumefaciens NT1 může být 
snadno kvantitativně stanovena pomocí chromogenních 
substrátů8. Detekce signálu na úrovni jedné buňky nebo 
v přirozeném prostředí je umožněna prostřednictvím živé-
ho bakteriálního biosenzoru V. fischeri, který v přítomnosti 
N-acyl-HSL produkuje GFP (cit.30). Některé biosenzory 
(např. C. violaceum) jsou schopné detegovat pouze úzké 
spektrum N-acyl-HSL produkovaných jednou bakterií, 
proto se v praxi k analýze jednoho vzorku používají mini-
málně dva biologické testy7.  

 
Tato práce byla realizována v rámci „Operačního 

programu     Praha    –    Konkurenceschopnost“ 
(CZ.2.16/3.1.00/24503) za podpory „Národního programu 
udržitelnosti I“ – NPU I (LO1601 – č.: MSMT-43760/2015). 

 
 

Seznam zkratek 
 
3-oxo-C6-HSL N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserin-          

-lakton  
3-oxo-C8-HSL  N-(3-oxooktanoyl)-L-homoserin-               

-lakton 
3-oxo-C12-HSL N-(3-oxododekanoyl)-L-homoserin-

-lakton 
C4-HSL  N-butanoyl-L-homoserin-lakton 
C6-HSL  N-hexanoyl-L-homoserin-lakton 
C10-HSL  N-dekanoyl-L-homoserin-lakton 
C12-HSL N-dodekanoyl-L-homoserin-lakton 
CF konjugační faktor 
FAD flavinadenindinukleotid 
GFP zelený fluorescenční protein 
IPA  imin indol-3-pyruvát 
N-acyl-HSL N-acyl-homoserin-lakton 
NADP nikotinamidadenindinukleotidfosfát 
NADPH redukovaná forma nikotinamid-

adenindinukleotidfosfátu 
ONP o-nitrofenol 
ONPG o-nitrofenyl-beta-D-galaktopyranosid 
PVA kyselina protodeoxyviolaceinová 
QS quorum sensing 
TLC tenkovrstvá chromatografie 
X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-

-galaktopyranosid 
X-Gluc  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-

-glukuronid 
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M. Paldrychová, A. Čejková, and J. Masák 
(Department of Biotechnology, University of Chemistry 
and Technology, Prague): Biological Sensing Elements 
for the Detection of N-acyl Homoserine Lactones 

  
Many Gram-negative bacteria use N-acyl-homoserine 

lactones (N-acyl-HSL) as quorum sensing signal mole-
cules. N-acyl-HSL are the subject of investigation by many 
research groups. Simple methods have been designed to 
detect N-acyl-HSL using bacterial strains that doesn’t pro-
duce its own signal molecules, but the reporter gene is 
expressed when exogenous N-acyl-HSL are present. This 
article reviews and discusses the most common and most 
currently obtainable systems using bacteria such as Agro-
bacterium tumefaciens, Chromobacterium violaceum, 
Escherichia coli or Vibrio fischeri. These biological sens-
ing elements can be used to detect and study a wide range 
of N-acyl-HSL and related molecules interfering with 
quorum sensing systems. 
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homoserine lactone, biological sensing element, Agrobac-
terium tumefaciens 
 
Acknowledgements 
This work was supported by grants from “Operational 
Prog ramme Pragu e  –  Compe t i t i ven ess”  
(CZ.2.16/3.1.00/24503) and the “National Programme of 
Sustainability I” - NPU I LO1601. 
 
 


