Chem. Listy /13, 485-490 (2019)

Referat

BIOLOGICKE SNIMACI PRVKY PRO DETEKCI N-ACYL-HOMOSERINOVYCH

LAKTONU

MARTINA PALDRYCHOVA, ALENA CEJKOVA
a JAN MASAK

Ustav biotechnologie, Vysokd skola chemicko-
technologickad v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6
paldrycm@vscht.cz

Doslo 1.3.18, ptepracovano 20.3.19, ptijato 26.3.19.

Klicova slova: quorum sensing, signalni molekuly, N-acyl-
homoserin-lakton, biologicky snimaci prvek, Agrobacteri-
um tumefaciens

Obsah

. Uvod

. Bakterialni kmeny jako biologické snimaci prvky
. Agrobacterium tumefaciens

Chromobacterium violaceum

. Escherichia coli

Vibrio fischeri

Zaveér

NV AW~

. Uvod

VétSina gramnegativnich bakterii vyuziva
k populacné dependentni regulaci (oznacované quorum
sensing) N-acyl-homoserinové laktony (N-acyl-HSL) jako
signalni molekuly'?. N-acyl-HSL hraji vyznamnou roli
napf. pii infekeich zptisobenych bakteriemi Pseudomonas
aeruginosa a Burkholderia cepacia, které zhorsuji prub¢h
onemocnéni pacienti s cystickou fibrozou®. Tyto molekuly
totiz, kromé jiného, tidi expresi gend kodujicich faktory
virulence (tvorba biofilmu, surfaktantii, enzymil nebo exo-
toxint)* a piispivaji tak k patogenit& bakterii. Rovn&Z jsou
ucinky N-acyl-HSL vyznamné pro patogenezi nékolika
onemocnéni gastrointestinalniho traktu. Nové biologické
metody pro detekci signalnich molekul ndm v budoucnu
umozni v¢asnou diagnézu a monitorovani onemocnéni
spojenych s vyskytem téchto mikroorganismi’.

2. Bakterialni kmeny jako biologické snimaci
prvky

Prostfednictvim bakteridlnich kment, které jsou pro
tento ucel v anglické odborné literatuie souhrnné popiso-
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véany jako biosenzory, byla identifikovana také fada no-
vych bakterialnich quorum sensing (QS) systému vyuziva-
jicich N-acyl-HSL (cit.%).

Biosenzor je analytické zafizeni, které kombinuje
biologicky snimaci prvek s transduktorem a produkuje
signal, ktery je imérny koncentraci analytu. Tento signal
miize byt disledkem zmény koncentrace H;O" iontii, uvol-
novani nebo absorpce plynil, emise svétla ¢i absorpce zpu-
sobené metabolizaci cilové slouceniny biologickym rozpo-
znavacim prvkem. Transduktor konvertuje tento biologic-
ky signal na méfitelnou odezvu, kterou mize byt proud,
potencial nebo absorpce svétla, elektrochemickymi ¢i op-
tickymi prostfedky, které mohou byt dale zesilovany, zpra-
covany a ukladany pro dalsi analyzu®. Pouziti bakterialni-
ho kmene jako biologického snimaciho prvku je vhodnou
a citlivou metodou umoznujici detekci N-acyl-HSL
v realném case. Tyto kmeny obsahuji receptory vazajici
N-acyl-HSL a regula¢ni promotory, které jsou propojeny
napf. s lux operonem nebo lacZ genem, ale neobsahuji gen
kodujici N-acyl-homoserin-laktonsynthasu. Tyto bakterial-
ni kmeny tedy nejsou schopny produkovat N-acyl-HSL,
ale k indukci aktivity promotorti dochazi a tim je iniciova-
na exprese urcitych gent. Exprese vede k projevu specific-
kych fenotypii, mezi které patii napf. produkce beta-D-
-galaktosidasy u bakterie Agrobacterium tumefaciens NT1,
produkce violaceinu u Chromobacterium violaceum
CV026, bioluminiscence u Escherichia coli nebo produkce
zeleného fluorescen¢niho proteinu u Vibrio fischeri. Biolo-
gické snimaci prvky mohou byt schopné detekce pouze
uzkého spektra N-acyl-HSL produkovanych jednou bakte-
rii, proto je zapotiebi pouzit takovych testi vice. Pfestoze
byly tyto kmeny pivodné vyvinuty k detekci pfitomnosti
N-acyl-HSL v prostiedi, jsou nyni vyuzivany také za uce-
lem detekce piibuznych molekul schopnych interference
s QS systémy bakterii jakoZto potencialnich antivirulent-
nich latek’.

3. Agrobacterium tumefaciens

Nejcastéji pouZivanym biologickym snimacim prv-
kem v mikrobiologickych laboratofich je bezesporu gram-
negativni bakterie A. tumefaciens (dle souc¢asné taxonomie
Rhizobium radiobacter). Tato bakterie infikuje rostliny
a vytvafi u nich nadory, které jsou vysledkem genetické
transformace. Bakterie totiz do rostlinnych bun¢k prenasi
specificky fragment plasmidové DNA (tzv. T-DNA), ktery
se integruje do jaderného genomu hostitele. Exprese onko-
genll z T-DNA poté vede ke vzniku nadoru. Dalsi geny
obsazené v T-DNA koduji enzymy, které v nadorech zpro-
sttedkovavaji vznik opinli (unikéatnich sloucenin s nizkou
molekulovou hmotnosti slouzicich jako zdroj uhliku pro
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A. tumefaciens) z intermediarnich metabolita™. Opiny se

postupné uvoliuji do pidy a jsou katabolizovany bakterie-
mi A. tumefaciens, které vznik nadort indukovaly.

Vétsina genetickych determinant (vcetné T-regionu)
nutnych pro rozvinuti virulence 4. tumefaciens je lokalizo-
vana na Ti plasmidu. Tento plasmid koduje proteiny zajis-
tujici pfijem a katabolismus opinil a také dva nezavislé
transferové systémy. Prvni z nich nese nazev vir a je zod-
povédny za pienos T-regionu z bakterie do hostitelské
rostlinné bunky. Druhy, nazyvajici se tra, umoznuje pie-
nos celého Ti plasmidu z darcovské bakterie do bakterie
recipientni mechanismem konjugace. Oba systémy jsou
regulovany na Urovni transkripce. Vir regulon je fizen kla-
sickym dvoukomponentnim signal-transdukénim  systé-
mem, ktery snima a reaguje na faktory produkované rostli-
nou, které signalizuji vhodné misto infekce. Tra systém
reaguje na faktory produkované nadory (opiny), které vy-
tvareji prostfedi vhodné pro mnozeni bakterii slouzicich
jako hostitelé pro piijem samotného Ti plasmidu. Opiny
indukuji #ra systém, coz umoziuje Ti plasmidu pienos do
dalsich bakterii rodu Agrobacterium a jinych piibuznych
organismu vyskytujicich se v blizkosti nadoru. Ziskani
Ti plasmidu zprostiedkovava bakteriim schopnost vyuzivat
opiny produkované nadory®.

Kromé toho je znamo, ze tzv. konjugacni opin je spe-
cificky pouze pro urcity plasmid. Naptiklad oktopin speci-
ficky indukuje ptenos oktopin/mannityl opinového typu Ti
plasmidu, zatimco agrocinopiny A a B stimuluji pfenos Ti
plasmidd typu nopalin/agrocinopin (napt. pTiC58). Tato
zjisténi vedla k modelu, ktery pro kazdy Ti plasmid navr-
huje centralni regulacni prvek. U plasmidi oktopin/
mannityl opinového typu (napf. pTiR10) je konjugacni
prenos a katabolismus oktopini koregulovan transkripc-
nim aktivatorem OccR, u plasmidd typu nopalin/
agrocinopin jsou tyto dé&je koregulovany transkripénim
represorem AccR (cit."). Exprese gend odpovédnych za
konjugaci (lokalizovanych na tra regulonu), uspotadanych
do tfi operontl (b, traAFB a traCDG), vyzaduje tfi regu-
lované promotory. AccR a OccR piimo reguluji pouze
expresi gent opinového katabolismu a pouze nepiimo poté
tidi expresi genli zodpovidajicich za konjugaci. Exprese tii
cilovych operont (tra) obou typt Ti plasmidd je fizena
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vysoce konzervovanym transkripénim aktivatorem TraR,
jehoz gen je rovnéz umistén na Ti plasmidu. TraR byl
identifikovéan jako €len QS transkripcnich faktor(i rodiny
LuxR (cit.'). Jelikoz konjugaéni pienos Ti plasmidi vyza-
duje kromé konjugacniho opinu také difuzni neboli kon-
jugacni faktor (CF) produkovany samotnymi bakteriemi,
byl pozdé¢ji identifikovan N-(3-oxooktanoyl)-L-homoserin-
-lakton (3-0x0-C8-HSL), jehoZ syntéza je kodovana lux/
homologem tral, prvnim genem lokalizovanym v rb ope-
ronu''. V nepfitomnosti konjugaéniho opinu je gen tral
exprimovan na nizké bazalni Grovni a 3-0xo0-C8-HSL se
akumuluje pomalu. Pokud je pfitomen opinovy signal, QS
systém je aktivovan indukci traR a po nahromadéni 3-oxo-
-C8-HSL nad ur¢itou kritickou troven dojde k aktivaci tra
regulonu®,

Popis QS systému fidiciho pfenos Ti plasmidu u bak-
terie A. tumefaciens poskytl Siroce aplikovatelné modely
a nastroje pro studium této genové regulace u dalSich bak-
terii. Biologické reportérové systémy zalozené na TraR se
ukazaly jako velice uzite¢né pii studiu N-acyl-HSL produ-
kovanych jinymi bakteriemi, stejné jako pfi charakterizaci
téchto sloucenin v komplexni matrici. Jelikoz kmeny
A. tumefaciens postradaji enzymy s beta-D-galaktosi-
dasovou a beta-D-glukuronidasovou aktivitou, testy pro
expresi genu regulovanych TraR jsou zalozeny na fazich
pfislusnych genti s reportérovym genem lacZ (koédujicim
enzym beta-D-galaktosidasu) nebo uidA (kddujicim enzym
beta-D-glukuronidasu). Hladina exprese reportérového
genu poté koreluje s expresi genu ve fuzi. Produkce enzy-
mi muize byt nasledné kvantitativné stanovena standardni-
mi metodami za pouziti chromogennich substrati:
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galaktopyranosidu
(X-Gal) nebo 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-glukuro-
nidu (X-Gluc). Reportérovy systém a traR mohou byt ulo-
zeny bud’ na stejném, nebo na dvou rekombinantnich
plasmidech. Alternativné miize byt reportérova fuize zave-
dena také do Ti plasmidu®.

Standardnim biologickym snimacim prvkem zaloZze-
nym na transkripénim aktivatoru TraR je A. tumefaciens
NTL4(pZLR4). Tento kmen, postradajici Ti plasmid, diky
absenci genu fral kodujiciho  N-acyl-homoserin-
-laktonsynthasu, neprodukuje N-acyl-HSL. Plasmid
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Obr. 1. Pfeména bezbarvého 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galaktopyranosidu (X-Gal) na modie zbarvené indigo pomoci

beta-D-galaktosidasy (upraveno dle cit.'>")
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PZLR4 obsahuje kopii genu traR a geny lacZ a traG ve
fazi, exprimované z TraR dependentniho promotoru.
V nepfitomnosti signalu tento kmen neprodukuje vyznam-
né mnozstvi beta-D-galaktosidasy a vytvati v médiu obsa-
hujicim chromogenni substrat (X-Gal) bilé kolonie (pro
prehlednost uvadime pouze jeden ze dvou jmenovanych
chromogennich substratil)®. Pokud je vystaven vyrazngjsi-
mu signalu, produkuje fadoveé stovky jednotek aktivity
beta-D-galaktosidasy (obr. 1) a pfi riistu v médiu obsahuji-
cignlz)l(%-Gal vytvati kolonie, které maji syt€ modré zbarve-
ni™ e,

Pro detekci N-acyl-HSL mohou byt pouzity dva typy
testli. Kvalitativni testy deteguji pouze pritomnost téchto
sloucenin, zatimco analytické testy poskytuji odhad mini-
malniho zastoupeni chemicky odlisnych N-acyl-HSL ve
vzorku.

Kvalitativni testy

Pritomnost N-acyl-HSL mize byt ve vzorcich bakterii
jednoduse testovana jejich aplikaci na povrch pevného
média obsahujiciho X-Gal, na kterém biologicky snimaci
prvek roste v souvislé vrstvé. RovnéZz mohou byt na po-
vrch aplikovany vzorky médii po odstfedéni bakterii nebo
ethyl-acetatové extrakty téchto supernatantll. Pfi spravném
provedeni testu se v misté aplikace vzorkd obsahujicich
N-acyl-HSL (po inkubaci pfes noc) objevi modie zbarvena
zona. V kazdém pftipadé by mély byt v jednotlivych tes-
tech obsaZeny tyto kontroly:
pozitivni kontrola: bud’ kolonie bakterie, o které je
znamo, Ze produkuje detegovatelny N-acyl-HSL nebo
standard N-acyl-HSL rozpustény v organickém roz-
poustédle,
negativni kontrola: bud’ kolonie bakterie, o které je
znadmo, ze k signalizaci nepouZivd N-acyl-HSL nebo
vzorek kultivacniho média, ve kterém byla testovana
bakterie kultivovana, aby bylo ovéfeno, Ze slozky
obsazen¢ v tomto médiu neaktivuji reportérovy sys-
tém. Napf. ethyl-acetitové extrakty Luria-Bertani
(LB) média obsahuji neznamou slouceninu, ktera re-
portérovy systém slabé aktivuje.
Dale je dilezité pripravit vzorek obsahujici pouze
X-Gal bez biologického snimaciho prvku. V piipadé
falesné pozitivni reakce se kolem testovanych kolonii
bakterii vytvaieji modré zony i v jeho nepfitomnosti.
Tyto bakterie pravdépodobné uvoliuji béhem ristu do
média latku hydrolyzujici X-Gal (cit.”).
Pro detekci N-acyl-HSL u vice vzorkd najednou mii-
zeme vyuzit klasickou mikrotitracni desticku. Kultivace
A. tumefaciens NTL4(pZLR4) v destiCce v ptitomnosti
vzorkll probiha po dobu 16-18 h. Bé¢hem této doby docha-
zi v zavislosti na mnozstvi ptitomnych N-acyl-HSL k pro-
dukci beta-D-galaktosidasy. Za ucelem uvolnéni enzymu,
ktery $tépi pridany X-Gal na modry produkt, musi byt
provedena lyze bundk'®. Aktivita beta-D-galaktosidasy je
ke sledovani genové exprese v molekularni biologii vyuzi-
vana velice Casto. Nejcastéji pouzivanym chromogennim
substrdtem pro monitorovani aktivity enzymu je
o-nitrofenyl-beta-D-galaktopyranosid (ONPG). Dle Mill-
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era"’ je mnozstvi o-nitrofenolu (ONP) vytvotené z ONPG
funkci reakéniho Casu vztazenou k reakénimu objemu bu-
nécné kultury a jeji optické denzité. Takto popsand aktivita
enzymu se vyjadiuje v Millerovych jednotkach'®. Pro
vstup ONPG do bungk A4. tumefaciens je vyzadovana jejich
permeabilizace, k niz se standardné vyuziva organickych
rozpoustédel (toluen nebo chloroform v kombinaci
s dodecylsiranem sodnym). Z tohoto divodu neni mozné
pouzit klasické plastové mikrotitracni desticky, které
umoziuji detekci N-acyl-HSL u vice vzorkd najednou'®.

Analytické testy

Bakterie, které k signalizaci pouzivaji N-acyl-HSL,
obvykle produkuji vice nez jednu formu téchto latek. Tra-
di¢né se jejich pocet urcuje kombinaci separace prostied-
nictvim  tenkovrstvé  chromatografie = (TLC) na
C18 reverzni fazi s detekci prostiednictvim biologickych
snimacich prvkd. Napt. TLC ve spojeni se dvéma riznymi
prvky je Siroce pouzivand, jelikoz je rychld a umoziluje
analyzu mnoha vzorkd soucasnd'’. Kazdy N-acyl-HSL
migruje s urcitou pohyblivosti a vytvaii v mobilni fazi
methanol/voda (6:4) skvrny charakteristického tvaru
(3-oxoacyl-HSL ve tvaru slzy, alkanoyl a 3-hydoxyacyl-HSL
ve tvaru kruhu). Vzdalenost migrace (hodnota Ry) zavisi na
délce postranniho fetézce, pricemz N-acyl-HSL s kratSimi
postrannimi fetézci migruji rychleji nez jejich analoga
s del§imi fetézci®. TLC je nejvhodn&jsi metodou pro stano-
veni poétu typu N-acyl-HSL. Velikost skvrn je imérna
signalu v Siroké skale koncentraci. Kvantifikace vyzaduje
naneseni standardii o znamé koncentraci na desku spolu se
vzorky. TLC mize byt vyuzita také jako preparativni krok
k precisténi vzorku, ktery je nasledné podroben strukturni
analyze'™'®. Nicméng HPLC s CI8 reverzni fazi
v kombinaci s hmotnostni spektrometrii je pro urceni
struktury signalnich molekul vhodngjsi metodou®.

Za pouziti kmenli A. tumefaciens NTL4(pZLR4)
a NTI1 byla napt. detegovana produkce HSL-piibuznych
sloutenin rodem Actinomyces” a pomoci kmene
A. tumefaciens A136 anti-QS aktivita zingeronu'’.

4. Chromobacterium violaceum

Gramnegativni bakterie C. violaceum, bézné se vy-
skytujici ve vodé a pudé, disponuje Cvil/R N-acyl-HSL
QS systémem, prostfednictvim n¢hoz dochazi 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 tidi produkci fialového, ve
vod€ nerozpustného pigmentu s antibakteridlnimi vlast-
nostmi — violaceinu®.

Biosyntéza violaceinu je zah4jena vytvofenim N-acyl-
-HSL-CviR komplexu, ktery spusti expresi vio operonu
(obr. 2)*'. Prvni enzymovy produkt VioA (flavin-depen-
dentni-tryptofan-2-monooxygenasa) katalyzuje oxidaci
tryptofanu na imin indol-3-pyruvat (IPA) se soucasnou
redukci flavinadenindinukleotidu (FAD). IPA je nasledné



Chem. Listy /13, 485-490 (2019)

violacein
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Obr. 2. Biosyntéza violaceinu a jeji regulace prostfednictvim
QS u bakterie C. violaceum (upraveno dle cit.>')

prostfednictvim VioB prfeménén na nestabilni iminovy
dimer, ktery bud’ samovolng prechdzi na kyselinu chromo-
pyrrolovou nebo z né¢j prostiednictvim VioE vznika kyseli-
na protodeoxyviolaceinova (PVA). VioD katalyzuje hyd-
roxylaci indolového kruhu PVA v paté poloze za vzniku
proviolaceinu a sou¢asné oxidace redukované formy niko-
tinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH) na nikotinami-
dadenindinukleotidfosfat (NADP). K pfeméné proviolacei-
nu na violacein dochazi za vzniku vody a CO,a rovnéz
oxidace NADPH na NADP (cit.??).

Prosty screening anti-QS aktivity vybranych piirod-
nich latek lze provést na zéklad¢ jejich schopnosti inhibo-
vat produkci violaceinu napf. u divokého kmene
C. violaceum CETC 494 (cit.”).

Hladina violaceinu produkovaného kmenem ATCC
12472 je vyrazné vyssi nez u kmene ATCC 31532. Bio-
syntéza violaceinu je totiz u kmene ATCC 31532 zaroven
negativné regulovana represorem VioS (cit.**). Produkce
snadno detegovatelného a kvantifikovatelného pigmentu
violaceinu pomoci QS-fizeného vio operonu nabizi jedno-
duchy zplsob screeningu potencidlnich QS modulatord
nebo inhibitorti. Jednoduchost kvantifikace violaceinu
pfimo vybizi ke konstrukci biologickych snimacich prv-
ki*2. McClean a spol.?® zkonstruovali kmen C. violaceum
CV026 (odvozeny od kmene ATCC 31532) neschopny
produkce C6-HSL. Mutagenezi prostifednictvim mini-Tn5
transpozonu bylo dosazeno dvojité Tn5 inzerce. Ziskany
mutovany kmen ma jeden transpozon vlozeny do genu pro
N-acyl-HSL-synthasu (cvil) a druhy do lokusu pro viola-
ceinovy represor. Tento kmen mize byt pouzit jako biolo-
gicky indikator pro detekci fady N-acyl-HSL s kratkym
fetézcem™.

Rovnéz byl zkonstruovan mutantni kmen s troji muta-
ci, a to ATCC 31532 C. violaceum CVOblu disponujici
rekombinantnim plasmidem pSB403 obsahujicim geny
kodujici proteiny, které se podileji na luminiscenci u Pho-
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torhabdus (dtive Xenorhabdus) luminiscens, a gen koduji-
ci receptor luxR pro signalni molekuly V. fischeri®.

Prosttednictvim C. violaceum CV026 byla prokdzéna
napf. schopnost kyseliny salicylové interferovat s QS sys-
témem bakterie P. aeruginosa. Zatimco supernatanty po-
chézejici z kontrolni kultivace P. aeruginosa (obsahujici
N-acyl-HSL) indukovaly tvorbu pigmentu u kmene
CV026, supernatanty  pochazejici z  kultivace
P. aeruginosa v pritomnosti kyseliny (obsahujici méné
N-acyl-HSL v porovnani s kontrolou) této indukce schop-
né nebyly*®.

5. Escherichia coli

Bioluminiscence je proces, kterym je viditelné svétlo
emitovano organismem jako dusledek chemické reakce.
Reakce zahrnuje oxidaci substratu (luciferinu) pomoci
enzymu (luciferasy). Bioluminiscen¢nimi organismy jsou
napt. nekteré ryby, chobotnice, Skeble, krevety a meduizy.
Bioluminiscen¢ni systémy nejsou evoluc¢né konzervativni
a geny kodujici proteiny podilejici se na bioluminiscenci
nejsou homogenni. Emitované svétlo ma obvykle jednu ze
t# funkei, a to ofenzivni, defenzivni nebo komunikaéni®’.

Biologické snimaci prvky vyuzivajici bioluminiscenci
jsou schopné kvantifikace genové exprese s vysokou citli-
vosti, nedestruktivné a v redlném cCase. Zatimco kmeny
vyuzivajici enzymovou aktivitu jsou pfi pouziti znevyhod-
nény kvuli vysokému signalu pozadi vytvafenému enzy-
movou aktivitou hostitele, pouziti kmend vyuZzivajicich
bioluminiscenci je méné problematické, protoze vyskyt
bioluminiscen¢nich bakterii je mimo moiské prostiredi
velice vzacny. Genetika bakteridlni bioluminiscence
a rozsah aplikaci pro sledovani fyziologie mikroorganismt
byly podrobné prostudovany. Lux geny nezbytné pro lumi-
niscenci jsou uspotadany v jediném operonu (luxCDABE).
LuxCDE kdduje komplex reduktasy mastnych kyselin,
ktery se podili na syntéze aldehydového substratu mastné
kyseliny pro luminiscen¢ni reakci katalyzovanou lucifera-
sovymi LuxAB podjednotkami. Substraty pro bioluminis-
cencni reakci (redukovany flavin mononukleotid a mole-
kularni kyslik) jsou u aerobnich bakterii snadno dostupné.
Vlastnosti Jux genti gramnegativnich bakterii se 1i§i napfic
druhy. Zdroj /ux genu, ktery pouzijeme jako reportérovy
systém, je tedy dillezitym faktorem. Zasadni je napf. ome-
zeny teplotni rozsah nejcastéji pouzivanych Jlux gend
V. fischeri (< 30 °C) a Vibrio harveyi (< 37 °C), ktery mu-
ze byt v nékterych aplikacich omezujici. Naproti tomu
enzymy koédované operonem [/uxCDABE  bakterii
P. luminiscens jsou funk&ni pii teplotach az 45 °C (cit.”®).

Plasmidy nesouci [uxCDABE operon bakterii
V. fischeri, V. harveyi nebo P. luminescens byvaji obvykle
vloZzeny do bakterie E. coli, kterd neprodukuje vlastni
N-acyl-HSL. Exogenni N-acyl-HSL poté u E. coli indukuji
bioluminiscenci. Citlivost E. coli (pSB401) je nejvyssi
k N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserin-laktonu (3-oxo0-C6-HSL).
Pro detekci N-butanoyl-L-homoserin-laktonu (C4-HSL) se
vyuziva E. coli (pSB536). Plasmid nese Ahyl/R QS sys-
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tém Aeromonas hydrophyla. Kmeny pro detekci C10-C12-
-HSL a jejich 3-oxo derivatl jsou zalozeny na Lasl/R sys-
tému P. aeruginosa, ktery produkuje a reaguje na N-(3-
-oxododekanoyl)-L-homoserin-lakton (3-oxo-C12-HSL)’.
Plasmidy pSB1075 nebo pSB1142 jsou v tomto piipadé
opét vlozeny do E. coli (cit.>*’). Nevyhodou metod vyuZi-
vajicich kment E. coli k detekci luminiscence je nutnost
pouziti luminometru (pfistroje schopného kvantifikovat
vyzéatené svétlo)’.

Prostfednictvim bakterii E. coli (pSB401), E. coli
(pSB536) a E. coli (pSB1142) byla prokazana napt. schop-
nost netermalniho plazmatu oslabit HSL-dependentni QS
systém bakterie P. aeruginosa (cit.”%).

6. Vibrio fischeri

I kdyz jsou vSechny pfedchazejici biologické snimaci
prvky vysoce citlivé, neumoznuji detekci na Grovni jedné
buiiky nebo v ptirozeném prostiedi. Zivy bakterialni kmen,
ktery signalizuje pfitomnost N-acyl-HSL expresi reporté-
rového proteinu, napf. zeleného fluorescencniho proteinu
(GFP), naopak tyto pozadavky spliuje®.

Meduza Aequorea victoria fluoreskuje po ozafeni
UV svétlem zelené. Do bioluminiscence jsou zapojeny dva
proteiny — luciferasa a GFP. Luciferasa po navazani tfi
iontd vapniku oxiduje luciferin a vytvaii komplex Caz-apo-
-luciferasa-luciferin emitujici modré svétlo. Luciferasovy
komplex poté prenasi energii do GFP a vysledkem je zele-
na fluorescence”’. GFP ziskany z meduzy A. victoria vyza-
duje k maturaci pouze nepatrné mnozstvi kysliku, neni
tedy nutné k mikroorganismim produkujicim GFP ptida-
vat zadné dalsi latky za ucelem detekce zelené fluorescen-
ce’®. Navic, fiize GFP s proteinem neméni funkci nebo
lokaci proteinu?’. GEP je proto ke studiu exprese gentl
v zivych buiikach nebo tkanich Siroce vyuzivan. Je napf.
vhodnym reportérovym proteinem pro sledovani genové
exprese na trovni jedné buiiky v biofilmu®. Nicméné sku-
tecnost, ze neexistuje moznost zesileni signalu (kazdy GFP
disponuje pouze jednim chromoforem), jeho pouZiti poné-
kud omezuje”’.

Nizka citlivost mlize byt vyfeSena pouzitim citlivych
zatizeni pro pocitani fotont, ty jsou vSak pro rutinni analy-
zy prili§ drahé. Pomala tvorba chromoforu na tirovni post-
transla¢nich modifikaci omezuje jeho pouZiti pro studium
rychlych procesu aktivace transkripce. Nelinearita flu-
orescen¢niho signalu vyzaduje pro kaZdou novou aplikaci
konstrukci novych kalibra¢nich kiivek®.

Jako molekularni slozka fidici expresi reportéru GFP
byl vybran systém IuxR-Py, pochazejici z bakterie
V. fischeri. V ptitomnosti exogennich N-acyl-HSL LuxR
pozitivné ovliviiuje expresi lux/ promotoru (Py), ktery
poté tidi expresi GFP (cit.’’). Plasmidy nesouci geny pro
detekci N-acyl-HSL a soucasné umoznujici expresi GFP
proteinu je mozné vlozit také do N-acyl-HSL-negativnich
mutantii Pseudomonas putida 1soF nebo F117 a Serratia
liquefaciens MG1 (cit.>").

Referat

7. Zavér

Popsané biologické snimaci prvky (4. tumefaciens,
C. violaceum, E. coli a V. fischeri) neobsahuji geny
kodujici  N-acyl-homoserin-laktonsynthasu, nejsou tedy
schopné produkce vlastnich N-acyl-HSL. V ptitomnosti
exogennich N-acyl-HSL u nich v8ak dochazi k iniciaci
exprese reportérovych genti. Tato exprese (produkce beta-
-D-galaktosidasy, violaceinu, GFP nebo bioluminiscence)
je snadno pozorovatelnd a méfitelna’. Produkce beta-D-
-galaktosidasy u biosenzoru A. tumefaciens NT1 mtze byt
snadno kvantitativné stanovena pomoci chromogennich
substrati®. Detekce signalu na urovni jedné buiiky nebo
v pfirozeném prostfedi je umoznéna prostiednictvim Zivé-
ho bakterialniho biosenzoru V. fischeri, ktery v pfitomnosti
N-acyl-HSL produkuje GFP (cit.*®). N&které biosenzory
(napt. C. violaceum) jsou schopné detegovat pouze tzké
spektrum N-acyl-HSL produkovanych jednou bakterii,
proto se v praxi k analyze jednoho vzorku pouzivaji mini-
malng dva biologické testy’.

Tato prace byla realizovana v ramci ,, Operacniho
programu  Praha — Konkurenceschopnost*
(CZ.2.16/3.1.00/24503) za podpory ,,Narodniho programu
udrzitelnosti I — NPU I (LO1601 — ¢.: MSMT-43760/2015).

Seznam zkratek

3-0x0-C6-HSL N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserin-
-lakton

3-0x0-C8-HSL N-(3-oxooktanoyl)-L-homoserin-
-lakton

3-0x0-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 konjugacni faktor

FAD flavinadenindinukleotid

GFP zeleny fluorescencni protein

IPA imin indol-3-pyruvat

N-acyl-HSL N-acyl-homoserin-lakton

NADP nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADPH redukovana forma nikotinamid-
adenindinukleotidfosfatu

ONP o-nitrofenol

ONPG o-nitrofenyl-beta-D-galaktopyranosid

PVA kyselina protodeoxyviolaceinova

QS quorum sensing

TLC tenkovrstva 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. Paldrychova, A. Cejkova, and J. Masik
(Department of Biotechnology, University of Chemistry
and Technology, Prague): Biological Sensing Elements
for the Detection of V-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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