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Abstrakt

Surfaktin, cyklicky lipoheptapeptid produkovany B. subtilis je povrchové aktivni latka schopna
naruSovat bariérovou funkci membrany. Se stoupajici koncentraci postupné membranu
dezorganizuje, tvofi v ni vodivé podry, a nakonec ji kompletné zni¢i detergentnim
mechanismem. Detaily mechanismu tohoto ucinku nejsou zatim uspokojivé objasnény stejné
tak jako neni znamy mechanismus, kterym se producent brani proti vlastnimu toxickému
produktu. Pfedchozi vyzkum nasi skupiny ukazal, Ze B. subtilis po vystaveni surfaktinu méni
lipidické sloZeni své membrdany, zejména zvysuje koncentraci kardiolipinu na Ukor koncentrace
fosfatidylglycerolu. V rdmci tohoto projektu jsme prokazali, Ze remodelace lipidického slozeni
membrany sniZuje nachylnost k permeabilizaci surfaktinem. Nejvyraznéjsi efekt ma zvysend
koncentrace kardiolipinu, kterd vede k nizsi ucinnosti permeabilizace modelové membrany
lipozom( pripravené jak ze syntetickych lipidd, tak lipidd izolovanych pfimo z kultury
producenta. Tento efekt je umérny podilu kardiolipinu v membrané. Test permeabilizace
membrany méreny vstupem sondy propidium jodid navic ukazal, Ze mutantni kmen B. subtilis
neschopny produkce kardiolipinu byl vyrazné nachylnéjsi k permeabilizaci surfaktinem pres
to, Ze se nepodafily prokdzat zmény v mnozstvi surfaktinu vazaného do membran. Mimo to
jsme popsali zasadni vliv pouZzitého zasobniho roztoku na in vitro aktivitu surfaktinu a pokusili
se pozorované rozdily vysvétlit srovnanim micelizaci surfaktinu v pouzitych rozpoustédlech.
Podarilo se nam také vizualizovat predpokladané pdry tvorené surfaktinem v membrandch
lipozomU pomoci elektronové mikroskopie. Na zakladé téchto zjisténi mlizeme tvrdit, Ze
zména lipidového sloZzeni membrany je vyznamnou ¢3sti tolerance B. subtilis na vlastni toxicky

produkt surfaktin.



Abstract

Surfactin is a cyclic lipoheptapeptide produced by B. subtilis. It is a surface-active compound
capable of interfering with the barrier function of the cytoplasmic membrane. With increasing
concentration, it can disorganize the membrane, form conductive pores and eventually
disintegrate the membrane in a detergent-like manner. The details of this mode of action are
not well understood, nor is the mechanism by which the producer defends itself against its
own toxic product. We have previously shown that B. subtilis, when exposed to surfactin,
changes the lipid composition of its membranes, mainly increasing the amount of cardiolipin
at the expense of phosphatidylglycerol. In this work, we have shown that the increase in
cardiolipin content leads to a reduced susceptibility to permeabilization by surfactin in a
concentration-dependent manner. This applies for membranes composed of synthetic
phospholipids, membranes reconstituted from lipid isolates, and even living cells, as
demonstrated by the propidium iodide test performed on B. subtilis cells deficient in
cardiolipin production. However, we have not yet been able to prove whether this protective
effect is at the level of surfactin insertion into the membrane or its action once inside the
membrane. Besides that, we found that the stock solution used had a disproportionate effect
on the effectiveness of surfactin, which we explained by differences in micellization behavior.
In addition, we were able to visualize surfactin pores using electron microscopy. Based on the
above, we conclude that target site modification, manifested as a change in the lipid
composition of the cytoplasmic membrane, is an important part of the mechanism by which

B. subtilis defends itself against surfactin.



1 Uvod

Rezistence bakterii proti antibiotikim pouzivanym v klinické praxi jsou jednim z velkych
globalnich problémi soucasné doby (World Health Organization 2023). Je nutné nejen hledat
a testovat nové ucinné latky, ale také Iépe pochopit jejich mechanismy uUcinku, mechanismy
resistence a procesy, které mikroorganismy uplatfiuji pro adaptaci vici antibiotikiim (popfr.
jinym toxickym latkam). Zatim nepfili§ klinicky vyuZivanym zdsahovym mistem
antimikrobidlnich latek je samotna cytoplazmatickd membrana (Hurdle et al. 2011, Mingeot-
Leclercq and Décout 2016). Cytoplazmatickd membrdana (Singer and Nicolson 1972) je zcela
zasadni a jedinou membranovou strukturou bakteridlni buriky pro nespocet bunécénych
pochodl — zejména oddéluje vnitini a vnéjsi prostredi a udrzuje akéni potencial bakterialni
buriky, ale také nese enzymatické a signalizacni funkce. Aby membrana byla schopna plnit jak
svou bariérovou funkci, tak poskytovat stabilni prostfedi, musi byt relativné slozité
organizovana a aktivné udrzovana v optimalnim stavu (Lopez and Koch 2017). D& se tedy
pfedpokladat, Ze pokud budeme o cytoplazmatické membrané uvazovat jako o zdsahovém
misté antibiotika, tak na rozdil od konkrétniho enzymu nebo signalni drahy, nelze
jednoduchou bodovou mutaci zajistit rezistenci nebo vyssi odolnost vicéi latce poskozujici
membranu a zaroven udrzet spravnou funkci na membranu navazanych bunécnych pochoda.
Je zndmo mnoistvi latek narusujicich bariérovou funkci membrany od klasicky kédovanych
antimikrobialnich peptidd, pres neribozomalné produkované povrchové aktivni sekundarni
metabolity jako napt. rhamnolipidy (Chrzanowski et al. 2012) nebo lipopeptidy, mezi néz patii
daptomycin pouzivany v soucasnosti v klinické praxi jako antibiotikum posledni zachrany, po
razné syntetické latky jako jsou napft. v nasi laboratofi zkoumané lipofosfonoxiny (Rejman et

al. 2011, Dugic et al. 2024).

Jednim z povrchové aktivnich antimikrobidlnich lipopeptidl je hlavni objekt zajmu této studie
— lipoheptapeptid surfaktin neribozomalné produkovany Gram-pozitivni pldni bakterii
Bacillus subtilis (Arima et al. 1968, Kakinuma et al. 1969a, Kakinuma et al. 1969b). U surfaktinu
bylo popsano Siroké spektrum antimikrobidlni aktivity (Beven and Wroblewski 1997, Das et al.
2008, Loiseau et al. 2015) zaloZzené na jeho schopnosti permeabilizovat lipidické membrany
(Sheppard et al. 1991, Carrillo et al. 2003, Nazari et al. 2012). Detaily mechanismu ucinku ale

nejsou podrobné objasnény, stejné tak jako faktory determinujici nachylnost membrany
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k permeabilizaci surfaktinem. Pfedchozi vyzkum v Laboratofi fyziologie bakterii ukazal, Zze B.
subtilis reaguje na pfitomnost surfaktinu zménou slozeni membrany, a to at se jedna o
endogenni surfaktin (Seydlova et al. 2013), nebo surfaktin externé pridany ke kulture

neschopné jeho produkce (Uttlova et al. 2016).



2 Cile prace

Tato studie si klade za cil pomoci experimentl s permeabilizaci modelovych membran i Zivymi
burikami prispét ke znalostem mechanismu permeabiliza¢niho ucinku surfaktinu a dale popsat
mechanismus, ktery B. subtilis uplatiuje v obrané proti vlastnimu toxickému produktu,
zejména jak k nému pfispivd zména lipidického sloZzeni membrany. Konkrétné jsme chtéli
popsat miru vlivu kardiolipinu na toleranci surfaktinu producentem a ziskat vhled do
mechanismu, jakym k toleranci pfispiva. Paralelné jsme chtéli vysvétlit nami dfive pozorovany
efekt zvySeného ucinku surfaktinu pti pouziti DMSO jako rozpoustédla pro pfipravu zasobniho

roztoku surfaktinu.



3 Literarni prehled

3.1 Mechanismy resistence proti antibiotikiim

Jednou ze zdkladnich charakteristik Zivych organism( je schopnost pfizplsobit se svému
prostiedi. Patogenni bakterie tuto schopnost mimo jiné manifestuji jako vyvoj tolerance nebo
rezistence vici antimikrobialnim latkam, kterym jsou vystavovany at pfirozené, v klinické,
veterinarni nebo zemédélské praxi nebo jako environmentalni kontaminaci nasledkem vyse
zminéného (Okocha et al. 2018, Kaur Sodhi and Singh 2022). Mechanism(, jakymi mohou

mikroorganismy resistence nebo tolerance dosahnout je nékolik (Obr. L1).

Aktivni export Vnitfni membrana

Periplazma
Vnéjsi membrana
Ochranny protein Exportni pumpa
3¢ | .\ Zasahové Lécivo
. misto
T I A‘%(—:B
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Obr.L1 Mechanismy rezistence proti antimikrobidlnim latkam.
Obrdzek ilustruje ruzné zplsoby, kterymi se mikroorganismy mohou brdnit ucinku
antimikrobidlnich Idtek. Pfevzato a upraveno z (Darby et al. 2023).

Pokud je zasahové misto uvnitf buriky, je jednou z moznosti jednoduse omezit expozici bud’
zpomalenim vstupu do buriky (Fernandez and Hancock 2012) nebo aktivnim exportem pomoci
transmembranovych proteini (napf. ABC transportéri (Markham and Neyfakh 2001).

Bakterie ¢asto nesou geny i nékolika pribuznych nebo nepribuznych transportérd s podobnou
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specifitou jako napriklad geny bmr a blt u B. subtilis, které zprostfedkuji resistenci proti

makrolid(im, tetracyklindm a fluorochinonlim (Ahmed et al. 1995).

Dalsi metoda, jakou bakterie snizuji koncentraci antimikrobidlni latky, je enzymaticka
degradace nebo inaktivace (Wright 2005). Latky s vazbami nachylnymi na hydrolyzu mohou
byt enzymaticky Stépeny — prikladem jsou B-laktamdzy Stépici B-laktamova antibiotika
(Abraham and Chain 1940), erytromycin esterdza Stépici esterové vazby makrolidovych
antibiotik (Barthelemy et al. 1984) nebo proteazy Stépici antimikrobialni peptidy (Stumpe et
al. 1998). Alternativné je mozné antimikrobialni latku inaktivovat kovalentnim navazanim
funkéni skupiny, kterd znemozni vazbu na zasahové misto, jako napfiklad acetylaci amino
skupiny ciprofloxacinu acyltransferazou (Robicsek et al. 2006) nebo navazanim fosfatové

skupiny ¢i nukleotidu (Ramirez and Tolmasky 2010).

V nékterych pripadech mohou bakterie ziskat nebo vyvinout alternativni metabolickou drahu
kompenzujici nebo nahrazujici antibiotikem inhibovanou funkci — napfiklad na plazmidu
nesena dihydrofoldt reduktdza, ktera poskytuje rezistenci proti antibiotikim inhibujicim
syntézu kyseliny listové (Then 1982). Castéjsim mechanismem ne? nahrazeni, je oviem
modifikace zdsahového mista. Vzhledem k inherentnimu poZadavku na selektivitu Gcinku
antibiotik musi byt z principu latka schopna vazat se exkluzivné do zasahového mista.
Nasledkem toho mUze ale mald zména zasahového mista silné omezit afinitu antibiotika
k zamyslenému cili. Zaroven si ale i zasazena struktura musi zachovat svou funkci a specifitu,
coz omezuje spektrum moznych zmén. Prikladem muze byt rezistence proti antibiotik(im
inhibujicim proteosyntézu vazbou na 50S podjednotku bakteridlniho ribozomu (Schwarz et al.
2016). U S. aureus muUze byt resistence proti linezolidu zplsobend jedinou bodovou mutaci
G2576T na 26S ribozomalni RNA a poskytuje zaroven ochranu proti quilpristinu a
chloramfenikolu. Popsana mutace ale také sama o sobé negativné ovliviiuje funkci ribozomu
a je tak pri absenci selekéniho tlaku zplsobeného antibiotikem postupné eliminovana (Besier
et al. 2008). Tyto bodové mutace mohou vznikat spontanné v priibéhu replikace a zafixovat se
v populaci pusobenim antibiotika, nebo také aktivné, rekombinaci mezi rlznymi alelami
pfitomnymi v genomu nebo z environmentdlni DNA u kompetentnich bunék (Huber et al.
2021). Dalsi typickou ukdzkou modifikace zasahového mista jsou modifikace transpeptidaz
(takzvanych PBP - penicilin binding proteins) aktivnich v syntéze bunécné stény, které jsou

hlavnim zasahovym mistem B-laktamovych antibiotik (Ubukata et al. 1989).



Vyvoj rezistence proti antibiotik(im je sdam o sobé zasadnim problémem. Situace je ale vyrazné
zavaznéjsi, pokud dochazi k horizontdlnimu pfenosu rezistenci pomoci plazmida. Takto se
mezi patogeny Sifi napfiklad rezistence proti chinolinm (Strahilevitz et al. 2009)
prostfednictvim gen( kédujicich proteiny chranici gyrdzu nebo acyltransferazu (Robicsek et al.
2006) inaktivujicich antibiotikum. Na mobilnich elementech se v sou¢asné dobé znepokojivé
Sifi i B-laktamazy vcetné forem necitlivych na inhibici kyselinou klavulanovou (Leiris et al.

2019).

Pro odvraceni navratu klinické praxe do doby pred zavedenim antibiotik je nutné tento
problém akutné fesit. Kromé dodrZovani dobré praxe pouZivani stavajicich antibiotik pro
oddaleni rozsifeni resistenci je nevyhnutelny také vyvoj novych antimikrobidlnich latek
s novymi zasahovymi misty. Cytoplazmatickd membrana je jeden z malo vyuZitych cil( a da se
predpokladat, Zze mechanismy rezistence proti [atkdm cilicim membranu budou muset byt

v o veve

komplexni a obtizné Sifitelné horizontalnim pfenosem genetické informace.

3.2 Struktura a funkce bakteridlni membrany

Biologické membrany se az na vyjimky skladaji z dvojvrstvy lipidd, které jsou z obou stran
orientovany hydrofobni mastnou kyselinou do stfedu membrany a hydrofilni hlavickou vné,
do vodného prostredi na obou stranach. Nedilnou soucasti membrany jsou také proteiny a
lipoproteiny které mohou byt k membrané pfichycené, vnorené do ni nebo membranou
prochazeji. Lipidy i proteiny se mohou v plose membrany do rtizné miry volné pohybovat,
navzajem se ovliviiuji a spolecné tvofri funkcni celek — lipidy poskytuji proteinlim pozadované
prostiedi a proteiny moduluji usporadani membrany a jeji lipidové slozeni (Jensen and
Mouritsen 2004). Membrana také nese velké mnoZstvi metabolickych funkci, u nichz je
dilezité nevodné prostredi (dychaci retézec) nebo jen snizeni poctu stupnt volnosti pohybu
tak, aby se komponenty drahy mély Sanci setkat (dvourozmérnd membrana v kontrastu
s trojrozmérnym cytosolem). VSem témto funkcim musi membrana poskytovat optimalni
prostiedi v Sirokém spektru vnéjsich podminek — jak fyzikalnich, tak chemickych. Membrany
nékterych, mozna vétsiny, organismu nejsou v celé plose homogenni. Nékteré proteiny a lipidy

maji tendenci se vyclenovat do takzvanych mikrodomén nebo ,membranovych rafti“ s jinym



slozenim, kde se zminéné chemické i fyzikalni vlastnosti odliSuji od okoli (Karnovsky et al. 1982,

Coskun and Simons 2010, Lopez and Koch 2017).

Nejzasadnéjsi funkci membrany je ovSem funkce bariérovd. Oddéleni vnitiniho a vnéjsiho
prostfedi je zdsadni pro samotnou definici Zivych systémui. Membrdana tak zaroven udriuje
primarni formu bunécné energie — protonovy gradient — protoZe je za normalnich podminek
sama o sobé elektrickym izolantem, coz také umoznuje studium permeabilizacniho Ucinku
membranoveé aktivnich latek pomoci méfeni zmén vodivosti lipidickych membran. Ruku v ruce
s bariérovou funkci jde funkce transportni, zajisStovana celou fadou transportnich systému — je

tfeba dostat Ziviny, signaly a ionty do burky a odpad, produkty, ionty a signaly z buriky ven.

Pro udrzeni optimalniho stavu membrdany pfi kolisani teplot vnéjsiho prostredi buriky je tfeba
regulovat fluiditu membrany. Pfi snizovani teploty membrdna tuhne a bez zasahu by
neposkytovala dostate¢nou mobilitu membranovym proteinlim, pfipadné by se nemohla
vyrovnat s mechanickym namahanim a neudrzela by integritu. Pfi vysoké teploté by pfilis
fluidni membrdna neudrZela integritu a mohlo by dojit ke zkratovani protonového gradientu
a energetické smrti burniky. RGzné druhy bakterii pouzivaji k detekci a udrzovani fluidity
membrany rlizné systémy (Beranova et al. 2008, Seydlova et al. 2012, Ernst et al. 2016).
Obecné maiji lipidy s delSim fetézcem nasycené mastné kyseliny vyssi teplotu tuhnuti nez ty s
kratSim. Dale mastné kyseliny s rovnym, nasycenym fetézcem ochotnéji prijimaji usporadanou
gelovou fazi, zatimco nenasycené a vétvené mastné kyseliny maji tendenci branit tuhnuti
membrany. S fluiditou souvisi i geometrie membrany, tlaky a pnuti zplsobené jednak vné;jsimi
silami deformujicimi membranu a jednak vnitfnimi vlivy, jako je vlastni geometrie lipidd,
transport do a z jednotlivych listd membrany. Pnutim a ohyby v membrané jsou pak dale
ovliviiovany konformace a funkce membranovych a s membranou asociovanych proteinu
(Janmey and Kinnunen 2006, Brown 2012). Dokonce i mnohé bakteridlni enzymy a signalizac¢ni
drahy zfejmé vyZaduji sloZitou organizaci membran do mikrodomén oznacovanych jako FFM
(Functional Membrane Microdomain) analogickych eukaryotnim membranovym raftim
(Lopez and Koch 2017), které jsou tvoreny specifickymi lipidy, jako polycyklické a necyklické
terpenoidy, a strukturnimi proteiny jako flotiliny, které dohromady vytvareji prostfedi

zajistujici spravnou konformaci a agregaci protein( a celych metabolickych drah.

Majoritni lipidovou slozkou membrany jsou glycerofosfolipidy (dale jen fosfolipidy). Kromé
vySe zminénych mastnych kyselin se fosfolipidy lisi polarnimi ¢astmi molekul - tzv. hlavi¢kami,
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které maji rizné naboje a také rtzné velikosti. Pomér velikosti hlavicky a hydrofobni lipidové
Casti urcuje preferované zakfiveni membrany. RUzné organismy maji dramaticky odlisné
zastoupeni typl fosfolipidd v membrdné. Zatimco lidské buriky peclivé udrzuji membranu
s celkové neutralnim ndbojem a s velkymi rozdily mezi vnitinim a vnéjsim listem a zpravidla se
nemusi potykat s vykyvy teploty, bakterie mivaji membrany do r(izné miry negativné nabité.
Ovsem zastoupeni jednotlivych typU lipid( se i mezi rznymi druhy bakterii vyrazné lisi. Ani
bakteridlni membrany navic nejsou homogenni, jsou slozZité organizovany do vice ¢i méné
stabilnich mikrodomén s dalekosahlymi dopady na funkci samotné membrany, kdy nékteré
proteiny a drahy pro svoji funkci vyZaduji lokalizaci/kolokalizaci do mikrodomén. Nékteré
antimikrobidlni Iatky, jakou je i surfaktin, se mohou vazat na rozhrani mikrodomén, kde se
koncentruji nebo domény narusuji (Matsumoto et al. 2006, Epand and Epand 2009, Strahl and
Errington 2017).

Naruseni bariérové funkce membrdany latkou s permeabilizacnim Uc¢inkem dojde k vice nebo
méné zavaznému zkratovani membranového potencialu, podle charakteru poru také k influxu
nebo efluxu iontl, coZz mzZe mit dalekosahlé dopady na bunécnou signalizaci a metabolismus.
Muze dojit k iniku bunéc¢ného obsahu nebo dokonce k Uplné dezorganizaci membrany a
prasknuti bunék. Na rozdil od nékterych antibiotik jako je penicilin cilici na enzymy syntézy
bunécné stény, nevyzaduji latky permeabilizujici membranu metabolicky aktivni buriky (byt
napf. daptomycin pro aktivitu vyZzaduje membrdnovy potencidl (Seydlova et al. 2019)) a
dokazou tedy ucinné potirat i dormantni mikroorganismy. Samotny ucinek je relativné velmi

rychly, coz dava burikdm malo ¢asu se adaptovat.

3.3 Antimikrobidlni latky cilici na cytoplazmatickou membranu

Drtiva vétsina organismu produkuje v néjaké formé latky toxické pro jiné organismy, at uz jako
formu konkurenéniho boje, napadani kofisti i hostitele, souéast imunitniho systému, nebo
jen vedlejsi produkt metabolismu (Zasloff 2002, Sansinenea and Ortiz 2011). Pro tuto praci
jsou relevantni zejména latky, které jsou schopné specificky napadat mikroorganismy, a
zejména ta ¢ast téchto pfirozenych antibiotik, kterd svym ucéinkem cili na cytoplazmatickou
membranu. Variabilita molekul s ramcové obdobnym uGcinkem je obrovska a zplsob jejich
syntézy tuto bohatost odrazi. Zhruba se daji tyto latky rozfadit na dvé hlavni skupiny —
produkty ribozomalni proteosyntézy srdznou mirou post-translaéni modifikace a

neribozomalné produkované sekundarni metabolity vznikajici ¢innosti fady enzym( nebo
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multienzymatikych komplexud. Neribozomalni syntézou mohou vznikat jak latky peptidového
charakteru, tak latky s peptidovou soucdsti nebo zcela nepeptidové slouceniny (Sansinenea
and Ortiz 2011). Rozmanitost struktury je reflektovdna v rozmanitosti mechanism( ucinku

téchto latek, ilustrované na Obr. L2.

Membrane action Non-membrane action

/ @@E M m %}@\ / /Inhibit cell wall \

Barrel-stave model  Toroidal-pore model Lyase release

IR, Enzyme lInhibit folding
A Protein
| DNA—RNA—Peptide

: £ IR
PSS AR §o USRS
\ Carpet model Aggregate model/ \

Obr. L2 Mechanismy ucinku antimikrobidlnich peptidi
Rada antimikrobidlnich Idtek miZe mit kromé membrdnové aktivity (vlevo) i intraceluldrni
zdsahové misto (vpravo). Prevzato ze (Zhang et al. 2021).

/

3.3.1 Eukaryotni ribozomalné produkované membranové aktivni peptidy
Nejjednodussi a energeticky nejlevnéjsi zplsob, jak mUze bunka vytvofit latku se specifickou
funkci, je genova exprese vedouci k vytvoreni funkéniho proteinu ribozomalni syntézou podle

vvvvvv

charakteru ribozomadlnich protein(. Lisi se komplexitou, velikosti i specifitou.

Prikladem extrémné komplexniho systému je lidsky komplement. Jedna se o systém vice nez
30 proteint, které dohromady mimo jiné umoznuji protilatkdm a fagocytujicim burikam
efektivné zabijet citlivé mikroorganismy, ale paleta funkci tohoto systému je mnohem Sirsi
(Ricklin et al. 2010). Pérotvornym efektorem je takzvany MAC (membrane attack complex)
(Muller-Eberhard 1985), ktery pfi sestaveni v membrané vytvofi velky stabilni pér, jehoZ sténa

je tvorena jednim velkym B-barelem. Vzniku tohoto termindlniho komplementového



komplexu (jak se MAC nékdy nazyva) predchazi nékolik Urovni regulace, kdy se postupné
hydrolyticky aktivuji jednotlivé komponenty signalnich drah, které nakonec aktivuji komplex
tvoreny podjednotkami C5b, C6 a C7 vstupujici po sestaveni do membrany. Ten pak umozni
vloZeni a aktivaci podjednotky C8 ktera iniciuje sestaveni MAC vkladanim a polymerizaci
priblizné 18 podjednotek C9 (Obr. L3 (Menny et al. 2018)). Pfesto, Ze primarnim stavebnim
kamenem péru je zde tedy podjednotka C9, sama o sobé pérotvorny efekt nemd a vyzaduje
slozity komplex velkych proteint pod kontrolou extrémné slozitych regulaénich kaskad (Ricklin
et al. 2010). Samotny por ma v priiméru asi 10 nm (Mduller-Eberhard 1985, Morgan et al. 2017,
Menny et al. 2018). Velka ¢ast potencialnich cill — lidskych patogend — je proti lytickému
efektu komplementu do rGzné miry chranéna. Systém jako takovy ma vSak mnohem Sirsi

funkci integrovanou do slozité regulacni sité imunitni odpovédi (Lambris et al. 2008).

Obr. L3 PIné sestaveny MAC komplemetového systému

Model MAC (A) (Menny et al. 2018) se zietelnou B-listovou strukturou po obvodu a stejny
komplex zobrazeny pomoci zpriumérovdni velkého mnoZstvi kryo-elektron mikroskopickych
snimku (B) (Morgan et al. 2017). Vnitini primér pdru je asi 10 nm.
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Ptikladem dalSiho, podstatné jednodussiho, membranové aktivniho proteinu je toxin melitin,
ktery je hlavni slozkou jedu véely medonosné (Apis mellifera). Jedna se o peptid dlouhy 23
aminokyselin (Jentsch and Habermann 1967 podle Jentsch and MiCke 1977), ktery je
produkovan ribozomalné ve formé promelitinu, ktery je po Stépeni jesté formylovany na C-

konci.

V roztoku se primdarné vyskytuje ve formé monomerU charakteru neusporadané vldsenky ale
ve vysoké koncentraci nebo iontové sile potfebné ke krystalizaci tvoti tetramery, ve kterych
melitin nabyva struktury ohnutého a-helixu (Anderson et al. 1980). N-konec nese kladné
naboje a v a-helikalnim usporadani je télo peptidu amfipatické — hydrofilni aminokyseliny jsou
usporadané na jedné strané helixu. Ve fyziologickych podminkach podle vseho melitin
helikalni struktury nabyva aZ pfi vstupu do membrany (Raghuraman and Chattopadhyay
2007). Po vstupu do membrany melitin agreguje a v zavislosti na vlastnostech jako naboj a
tloustka membrany je schopen tvofit transientni vodivé pory s riznym a ziejmé nestabilnim
mnozstvim podjednotek. Podle in silico simulaci (Sepehri et al. 2020) jsou pdéry na pomezi
modell barrel-stave a toroidnich péra. Vzhledem k jednoduché strukture bylo ptipraveno a
otestovano mnoho syntetickych a polosyntetickych analogld melitinu za Ucelem ziskani latek
s lepsimi parametry nebo poznani vlivu jednotlivych ¢asti molekuly. Naptiklad varianta pHD15,
ktera ma celkem 14 aminokyselinovych zamén pfi zachovani hrubé struktury peptidu
(Wiedman et al. 2017), tvofi stabilnéjsi pory (Obr. L4). Pfi vyssSich koncentracich melitin
dokaze, obzvlast pri zménach teplot, z membran vytrhavat micely a stabilizovat diskovité

fragmenty a zpUsobit tak kompletni destrukci membran.

Melitin dokaze napadat jak sav¢i, tak bakterialni membrany. Primarnim cilem melitinu, coby
jedu, jsou membrany erytrocytl a zpuUsobeni hemolyzy. UZ pfi koncentracich nizSich nez
1 umol/I melitin zplsobuje rychly unik hemoglobinu do extracelularniho média (DeGrado et
al. 1982). Podle toho, Ze unik iontl predchazi uniku hemoglobinu, tvori melitin malé péry a az
naslednd osmotickd nerovnovaha zplsobi rupturu membrany (Subbalakshmi et al. 1999).
Zajimavé je, Ze pres to, Zze membrana primarniho cile — erytrocytli — obsahuje az 45 %
cholesterolu, je porotvorna aktivita melitinu pritomnosti cholesterolu vyrazné oslabovana
(Allende and McIntosh 2003). Cholesterol brani jak silné vazbé melitinu do membrany, tak
ziejmé usporadani molekul melitinu do funkéniho pdérotvorného komplexu omezenim
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mobility melitinu v membrdné. Dale melitin vykazuje silnou baktericidni aktivitu i pres to, Ze
negativni ndboj pfitomny na vétSiné bakteridlnich membran, opét vyrazné brani utvoreni
vodivych komplexl. Vazbu na membrdnu samotnou ovSem negativni ndboj posiluje (Allende

and Mclintosh 2003).

Obr. L4 In silico model poru tvofeného melittinem pHD15.

Obrazek po 10us simulace molekuldrni dynamiky transmembrdnového pdru tvoreného Sesti
monomery polosyntetického analogu melitinu pHD15. Jednotlivé a-helikdlni molekuly jsou
rozliSené barevné, membrdnové lipidy nejsou zobrazeny. Prevzato z (Sepehri et al. 2020).

3.3.2 Bakterialni ribozomalné produkované membranoveé aktivni peptidy

Kromé eukaryotnich organism( velké mnoZstvi (nejen) antimikrobidlnich pérotvornych latek
produkuji i samotné bakterie. Tyto ribozomalné produkované (a ¢asto silné posttranslacné
modifikované) latky se souhrnné oznacuji jako ,bakteriociny” a jsou velmi rlznorodou

skupinou jak z hlediska velikosti a struktury tak z hlediska specifity u¢inku (Cotter et al. 2005).
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Vétsinou se jednd o kladné nabité hydrofobni nebo amfipatické peptidy (Savadogo et al.
2006). Prakticky dopad pro lidskou civilizaci maji zejména latky produkované bakteriemi
mlécného kvaseni — zejména jako zpuUsob uchovdvani potravy. Produkce téchto
antibakteridlnich molekul je jednim z divod(, pro¢ fermentované potraviny nepodléhaji zkaze
(Cotter et al. 2005). Vyznamnym zastupcem je nisin plivodné objeveny jako produkt
Lactococcus lactis (Whitehead 1933). Je obecné povaZovany za neskodny (U.S Food and Drug
Administration 1988) a kromé prirozeného vyskytu se smi do potravin pridavat coby pfirodni
konzervaéni latka E234. Patfi do skupiny bakteriocini nazyvané lantibiotika podle
aminokyseliny lanthioninu vzniklé posstanslacni dehydrataci serin(i a threoninu a naslednou
tvorbou thioetherové vazby s cysteiny (Sahl and Bierbaum 1998). Nisin je linedrni peptid o
délce 34 aminokyselin obsahujici 5 lanthioninovych cykld (Obr. L5). Molekula nese

v neutrdlnim pH ¢tyfi kladné naboje.

Obr. L5 Nisin Z
Obrazek struktury Nisinu Z ukazujici pét thioetherovych vazeb tvoficich lanthioninové a
methyllanthioninové kruhy fadici nisin do skupiny , lantibiotik”.

Lanthioninové kruhy jsou zhruba rozdéleny do dvou rigidnich komplexi oddélenych
flexibilnim Usekem. To dava molekule nisinu charakteristicky tvar ohnuté vyvrtky a udrzuje
rozmisténi hydrofilnich a hydrofobnich zbytkl tak, aby byl zajistén amfipaticky charakter
molekuly v roztoku i po vazbé na membranu (Van Den Hooven et al. 1996). Nisin se in vitro
preferenéné vaze na negativné nabité membrany a negativni naboj je potreba i k efektivni
porotvorné aktivité (Kordel et al. 1989). V citlivych membranach zplsobuje vznik aniont-
selektivnich transientnich pérl a dokdze zpusobit vyliti karboxyfluoresceinu z lipozoma.

Tvorba poéra je také podporena transmembranovym potencidlem (Sahl et al. 1987). Predstava
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vzniku péru je, Ze monomery nisinu se nejprve vazou na povrch membrany a pozdéji se ponori
do vnéjsi vrstvy tak, ze ,lezi” rovnobéziné s rovinou membrany. Tim zplsobuji pnuti expanzi
vnéjsiho listu a ovliviiuji usporadani lipid( (Breukink et al. 1998). Pfi setkdni nékolika (zfejmé
4-6) molekul nisinu dojde k translokaci zfrejmé N-konc( skrz membranu a vytvoreni vodivého
poru s kratkou Zivotnosti. Koncentrace nisinu potfebnd k permeabilizaci membran in vitro ale
je o 2 az 3 rady vyssi nez k permeabilizaci membran Zivych bakterii. (Breukink and de Kruijff
1999) zjistili, Ze nisin se specificky vaze na lipid Il, ¢imZ vysvétluji selektivitu a vysokou afinitu

nisinu k bakterialnim membranam.

Zminéna afinita a pérotvornd aktivita déld z nisinu ucéinné antibiotikum vyuZitelné jak v uz
zminéném potravinarském primyslu, ale i v biologickém vyzkumu a potencialné i klinické praxi
(Shin et al. 2016). Zna¢na pozornost je vénovana i imunomodulacnim ucinkdm nisinu

(Mataczewska and Kaczorek-tukowska 2021).

3.3.3 Neribozomalné produkované membranové aktivni antimikrobialni latky

Neribozomalné produkované antimikrobidlni latky jsou chemicky nesmirné rozmanité.
Mechanismus jejich syntézy pomoci multienzymatickych komplex umoZiuje tvofit peptidové
fetézce slozené z klasickych aminokyselin, ale i nekanonickych L i D-aminokyselin,
modifikovanych aminokyselin, mastnych kyselin a dalSich chemickych zbytk( neproteinogenni
povahy (Grunewald and Marahiel 2006). Velké multi-enzymatické komplexy jsou, kromé
pridavani dalsich blok(, schopny na produktech provadét rlizné chemické modifikace jako je
napr. oxidace, redukce, hydratace a cyklizace, coz jesté navysSuje variabilitu téchto latek a
moduluje jejich uc¢innost (Marahiel 2009). Do této skupiny spada i hlavni objekt zajmu této

prace, surfaktinu.

Vyznamnym  zastupcem neribozomalné produkovanych  membranové aktivnich
antimikrobidlnich latek je lipopeptid daptomycin pouzivany v klinické praxi jako antibiotikum
posledni volby pod nazvem Cubicin. Daptomycin je Ucéinny proti grampozitivnim bakteriim
véetné kmenl Staphylococcus aureus rezistentnich k methicillinu (MRSA) a enterokoku
rezistentnich k vankomycinu (VRE) (Richter et al. 2003). Daptomycin byl poprvé izolovan
v osmdesatych letech minulého stoleti jako produkt aktinomycety Streptomyces roseosporus
(Eliopoulos et al. 1986). Do klinické praxe byl uveden vroce 2003 klécbé zejména

multirezistentnich nosokomialnich infekci (Sauermann et al. 2008).
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Daptomycin je cyklicky lipopeptid sloZzeny z 13 aminokyselinovych zbytkd (Obr. L6), kdy 10
aminokyselin je vdzano v kruhu, a kyseliny dekanové navdzané na aminoskupinu na N-konci
peptidické ¢asti. Molekula se tak sklada z hydrofilni vlasenky tvorené laktonovym kruhem a
hydrofobniho ocasku obsahujiciho linearni ¢ast peptidu a zminénou mastnou kyselinu.
Daptomycin obsahuje kromé kanonickych aminokyselin i tfi D-aminokyseliny a
neproteinogenni aminokyseliny ornitin, metylglutamat a kynurenin (Huber et al. 1988).
V neutralnim pH nese daptomycin tfi negativni ndboje, které musi byt kompenzovany

vapenatymi kationty.
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Obr. L6 Primdrni struktura Daptomycinu
Daptomycin se sklada z cyklického dekapeptidu a linedrniho tripeptidu nesouciho mastnou
kyselinu. Pfevzato a upraveno z (Rimal et al. 2023).

Bylo navrzeno nékolik mechanism( ucinku daptomycinu — od pfimého pdrotvorného ucinku
(Alborn et al. 1991), po inhibici syntézy bunécné stény (Menginlecreulx et al. 1990). Skutecny

mechanismus zifejmé zahrnuje interakci s membranou (Grein et al. 2020), v rdmci kterého
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dojde k naruseni syntézy komponent bunécné stény déliciho septa a nasledného selhani
integrity membrany v téchto mistech (Karas et al. 2020). Daptomycin k aktivité vyZzaduje
membranovy potencial (Seydlova et al. 2019), kationty Ca%* a pFitomnost fosfatidylglycerolu
(PG) v cilové membrané (Hachmann et al. 2011). Nahrazeni Ca?* a PG jinymi kationty nebo
jinymi lipidy aktivitu daptomycinu vyrazné potlacuje (Jung et al. 2008). Presto, Ze pripady
patogenu rezistentnich k daptomycinu jsou dobfe popsdny, jednd se obecné spiSe o
komplexnéjsi kombinace vice faktorli a zmén. Zejména se jednd o zesileni bunécné stény,
zmény fluidity membrdany, zmény lipidového sloZzeni membrany jako naptiklad preména PG na
lysylPG nebo kardiolipin (Mishra et al. 2012) a zmény v regulacnich systémech ovladajicich
udribu bunécné stény i cytoplazmatické membrany (Slavetinsky et al. 2012). Obecné tyto
zmény cili na omezeni pfistupu daptomycinu k membrdné (modifikace stény), oslabeni
interakce s membrdanou (introdukce pozitivniho ndboje, odstranéni PG) ptipadné naruseni
efektu v zdsahovém misté (zmény fluidity). VSechny tyto zmény musi podle vieho byt
kompenzovany dalsimi adaptacemi. Tedy presto, Ze resistence proti daptomycinu u klinicky
relevantnich mikroorganism( existuje, nebyla vzhledem ke komplexité vyvinutych

mechanismu zatim zaznamendna horizontalné prenosna resistence (Tran et al. 2015).

Dalsimi pro tuto praci relevantnimi zastupci kategorie neribozomadlné produkovanych
poérotvornych antimikrobidlnich latek jsou fengyciny (Vanittanakom et al. 1986) a ituriny
(Delcambe 1952) produkované, ¢asto spolecné se surfaktinem, pudni bakterii Bacillus subtilis
(Obr. L7). B. subtilis kromé vySe zminénych latek produkuje vice nez 20 dalSich druh(

antimikrobialnich latek rzného chemického charakteru (Stein 2005).
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Obr. L7 Struktura Iturinu a fengycinu
Primdrni struktura iturinu a fengycinu, prevzato z (Khan et al. 2017).
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Jednd se opét o cyklické lipopeptidy, pficemz peptidickd ¢ast se v pfipadé fengycinu sklada
zdeseti a u iturinl ze sedmi aminokyselinovych zbytk(l. Fengyciny maji podobné jako
daptomycin makrolaktonovy kruh a linearni tripeptid, na néjz je navdzana B-hydroxy mastna
kyselina. Fengyciny jsou obvykle produkovany ve smési isoforem s variabilnim sloZzenim
peptidové i lipidové casti. V neutrdinim pH nese fengycin celkové jeden zaporny ndboj
(Vanittanakom et al. 1986). Ruzné isoformy se vyrazné liSi co do rozpustnosti a schopnosti
tvofit vroztoku agregaty i biologické aktivity (Deleu et al. 1999). Cast poznatk(i pochazi
z vyzkumu purifikovanych isoforem, vétSina studii nicméné pracuje s nepurifikovanou smési
produkovanou do média. Vlastnosti smési nejsou pouze sou¢tem nebo priamérem vlastnosti
jednotlivych variant. Napfiklad prakticky nerozpustnd isoforma fengycinu, agrastatin, ktery
samostatné tvofi pseudokrystalické struktury, je rozpustny ve smési s jinymi isoformami (Patel
et al. 2011). I malo rozpustné fengyciny jsou schopné se stabilné vazat do lipidovych membran
(Deleu et al. 1999). Vzhledem ke své geometrii v membrdanach zpUsobuji pnuti a maji tendenci
membrany ohybat a dezorganizovat. Po dosazeni hrani¢ni koncentrace v membrané fengycin
zaCne agregovat, tvofit velké stabilni pory, a nakonec rozpousti membranu detergentnim
mechanismem (Patel et al. 2011). Vysledkem interakce je —vzhledem k fyzikalné-chemickému
mechanismu — prekvapivé specificka antifungalni aktivita (Vanittanakom et al. 1986, Schneider
et al. 1999). Potencidlné mozné vysvétleni relativné nizké toxicity fengycinu pro savci burky
ve srovndni s vlaknitymi houbami mize nabidnout in silico navrhovana ochrannd funkce
cholesterolu (Sur and Grossfield 2022), kterd by mohla ¢asteéné branit dezorganizaci a

ohybani membrany a agregaci fengycinu v membrané.

Iturin se sklada z heptapeptidu a B-amino mastné kyseliny, ktera je na rozdil od fengycinu a
daptomycinu pfimo soucdasti makrolaktonového kruhu (Delcambe and Devignant 1957,
Besson and Michel 1984). | ituriny jsou velmi variabilni co do peptidové sekvence. Relativné
mald hydrofobni doména zodpovédna za inzerci do membrany je tvofena mastnou kyselinou
a postrannim fetézcem tyrozinu na pozici 2. Iturin ve vodném roztoku ochotné agreguje a tvori
raznorodé micely (Razafindralambo et al. 1997, Deleu et al. 1999), ale ve vyssich koncentracich
je schopen se samousporadavat do dvojvrstevnych struktur podobnym lipidickym
membrandm (Grau et al. 2001). Stejné jako ostatni antimikrobidlni lipopeptidy je iturin
schopny vazat se do biologickych membran, agregovat v nich a tvorit mikrodomény bohaté na

iturin a zfejmé i stabilni péry. Permeabilizaéni aktivita iturinu je podporovdana membranovym
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cholesterolem, ktery se zfejmé vaze na tyrozin 2 (Maget-Dana et al. 1985, Grau et al. 2000,
Grau et al. 2001, Aranda et al. 2005). Podobné jako u fengycin(, biologickd aktivita iturin
kromé pfimého antifungalniho Ucinku (Delcambe and Devignant 1957) zahrnuje i indukci
systémové imunity rostlin vici fungdlnim patogenim a je mozné pozorovat synergii mezi

pUsobenim iturin( a fengycinl (Ongena et al. 2009, Lam et al. 2021).

3.3.4 Syntetické analogy poérotvornych antibiotik

Pozndvani mechanisml ucinku biologickych membranové aktivnich antibiotik vedlo védce
k pokusiim vytvorit syntetické latky podobnych fyzikalné-chemickych vlastnosti napodobenim
struktury prirodnich latek, at uZ za ucelem poznavani zakonitosti interakci takovych latek
s membranou nebo za uUcelem vyvoje novych ucinnych terapeutik. Syntetické latky slibuji
jednak vyrazné nizsi vyrobni ndklady a také potencial fesit nékteré casté problémy latek
pfirodnich, jako je toxicita pro hostitele (Gholamreza et al. 2005), Spatna rozpustnost, nizka
stabilita a Spatné farmakokinetické vlastnosti (Humphrey and Ringrose 1986, Perez 2018).
Typickym pripadem jsou takzvané peptidomimetické latky, které jsou vysledkem snahy
modifikovat plvodni peptidovou strukturu a/nebo zachovat co nejmensi funkéni ¢ast
plavodniho u¢inného antimikrobialniho peptidu. Pfikladem je tripeptid LTX-109 (Isaksson et al.

2011), ktery pod nazvem Lytixar prosel druhou fazi klinickych testl na l1é¢bu koZnich infekci.

Jednémi z dalSich potencialné slibnych kandidat( jsou neproteinové moduldrni syntetické
antimikrobidlni latky zvané lipofosfonoxiny (LPPO) v soucasné dobé vyvijené na UOCHB
(Rejman et al. 2011) a testované ve spoluprdci se skupinou Fyziologie bakterii na Katedre
genetiky a mikrobiologie PfF UK (Panova et al. 2015, Seydlova et al. 2017, Latrova et al. 2021,
Do Pham et al. 2022, Dugi¢ et al. 2024). Celkem byly vytvoreny jiz ¢tyti generace LPPO (Obr.
L8). LPPO se obecné sklddaji z pozitivné nabitého hydrofilniho modulu zajistujiciho
rozpustnost a interakci s membranou cilového mikroorganismu, hydrofobniho modulu velmi
rdznorodé chemické povahy, ktera zajistuje zanoreni do hydrofobniho jadra membrany, a
pomocného modulu ovliviiujiciho celkovou geometrii molekuly (Rejman et al. 2011). LPPO
vykazuji aktivitu proti Sirokému spektru bakteridlnich kmend zaloZzenou na permeabilizaci
membrany pomoci péra slozenych z mnoha monomeru. Tato aktivita byla pfimo prokazana in
vitro na modelovych membranach pomoci metod velmi podobnym metodam popsanym

v této prdci (Latrova et al. 2021), a antimikrobidlni aktivita byla potvrzena i in vivo (Dugi¢ et al.
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2024). LPPO prvni generace byly Ucinné pouze proti gram-pozitivnim bakteriim jako je
methicilin rezistentni Staphylococcus aureus. Druha generace LPPO, kterd posilila pozitivni
naboj na polarnim modulu, byla navic u¢innd i proti gram-negativnim patogenim jako
Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa (Seydlova et al. 2017). Pozdéjsi iterace mély za cil

zejména zlepsit selektivitu a farmakokinetické vlastnosti (Do Pham et al. 2022).

A

Obr. L8 Struktura LPPO

Obrdzek ukazuje generalizovanou strukturu LPPO prvni generace (A) a LEGO-LPPO (B). PM
znamend poldrni modul, NM znamend nukleosid, HM znamend hydrofobni modul, CM
znamend spojovaci modul a LM znaci linker modul. Prevzato a upraveno z (Do Pham et al.
2022).

In vitro experimenty také ukazaly, Ze permeabilizacni aktivita obou generaci LPPO je
dramaticky ovlivnéna lipidickym sloZzenim cilové membrany. Snizeni podilu negativné nabitych
lipidd v membrané negativné ovlivnilo aktivitu prvni generace, ale ne druhé generace LPPO.
Druhd generace zaroven vykazovala velmi slabou permeabiliza¢ni aktivitu na membranach
s celkovym neutrdlnim ndbojem, simulujicich povrch eukaryotni buriky. SloZzeni membrany ale
neni jedinym faktorem definujicim nachylnost organismu k uéinku LPPO — membrany
obsahujici lipopolysacharid zvnéjsi membrany gram-negativnich bakterii byly pred
permeabilizaci ¢aste€né chranény. Naproti tomu kmen E. coli s defektni vnéjsi membranou byl
citlivy i vici prvni generaci LPPO. Organismy se tedy vuci plsobeni membranové aktivnich
latek mohou branit na vice Urovnich a rlznym zplisobem prerusit fetézec vedouci k vytvoreni
vodivého poru. Popsani mechanismu jednotlivych krok( vtomto pfipadé mulze vést k
cilenému designu variant LPPO, které se vyhnou danému mechanismu odolnosti (Latrova et
al. 2021) a celkové pfrispét k porozuméni vztahu mezi strukturou a funkci téchto molekul

(Dugic¢ et al. 2024).
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3.4 Surfaktin

3.4.1 Struktura a vlastnosti surfaktinu

Surfaktin (Obr. L9) je lipoheptapeptid produkovany rliznymi kmeny Bacillus subtilis, ¢asto
spolecné s fengyciny, ituriny a jinymi antimikrobialnimi [atkami. Peptidovy kruh obsahuje L- i
D- aminokyseliny a nese dva negativni naboje na Glul a Asp5, které spole¢né tvori jakési
hydrofilni ,klepeto”, zbytek peptidu spole¢né s mastnou kyselinou tvofi hydrofobni doménu.
Amfipaticky charakter surfaktinu poskytuje nebyvale silnou povrchovou aktivitu — surfaktin
snizuje povrchové napéti vody ze 72 na priblizné 30 mN/m pfi koncentraci pouhych 10-
20 umol/I (Ishigami et al. 1995, Peypoux et al. 1999). Molekula surfaktinu zaujima nejméné
dvé rGzné konformace (Vass et al. 2001) a v roztoku podle dostupnych kationt(i a isoformy

tvori rizné velké micely a agregaty (Heerklotz and Seelig 2001, Shen et al. 2009, Zou et al.

3,
”@“ N

2010).

Obr. L9 Struktura surfaktinu

Surfaktin se skladad z heptapeptidu, ktery spolu s 6-amino mastnou kyselinou (¢ervené) uzavird
makrolaktonovy kruh. Dva negativni ndboje na Glul a Asp5 (modre) tvofi hydrofilni doménu.
(pfevzato a upraveno z (Shao et al. 2015)

Podobné jako ostatni antimikrobidlni lipopeptidy je surfaktin schopny vstupovat do lipidickych
membran a naruSovat jejich bariérovou funkci. To je zdkladem Sirokého spektra popsané

antimikrobialni aktivity proti patogendm jako je Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
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Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli (Fernandes et al. 2007), Listeria monocytogenes
(Sabate and Audisio 2013) a Legionella pneumophyla (Loiseau et al. 2015), byt recentni
publikace (Lilge et al. 2022) naznacuje, Ze pro aktivitu je tfeba synergické plsobeni dalSich
latek jako jsou fengyciny nebo ituriny. Kromé toho byly pozorované dalsi ucinky, jako je
aktivita proti obalenym virim (Vollenbroich et al. 19974, Yuan et al. 2018), antifungalni (Vitullo
et al. 2012) aktivita, kterd je vyrazna zejména pfi synergickém plsobeni s dalSimi lipopeptidy
Bacillus subtilis (Desmyttere et al. 2019), dale imunomodulacni aktivita jak u savct (Park and
Kim 2009), tak u rostlin (Henry et al. 2011, Gilliard et al. 2024) a dokonce urcita protirakovinnd
aktivita (Kameda et al. 1974, Cao et al. 2009).

Pro producenta ma surfaktin vice fyziologickych funkci nez jen potlaceni potencialni
konkurence. Populaci B. subtilis slouZi jako quorum sensing molekula —signal indikujici hustotu
populace. Mechanismus je ziejmé zavisly na urcité nizké mire pérotvorné aktivity surfaktinu
pfitomného v okoli kultury, kterd zplsobuje eflux draselnych iont( z buriky (Lopez and Kolter
2010) a tim dava signal k diferenciaci subpopulace producentd extracelularni matrix klicové
k vyvoji biofilm( (Zhang et al. 2022). Dale, kromé toho, Ze aktivace gen(i produkce surfaktinu
vede v subpopulaci bunék k vyvoji stavu ptirozené kompetence (Dsouza et al. 1994, Hamoen
et al. 2003), silnéjsi pérotvorna aktivita zpUsobuje lyzi ¢asti bunék a nasledny unik jejich DNA
do okolniho prostredi. Tato tzv. eDNA je pak vySe zminénymi kompetentnimi burikami pfijata
a pouzita k rekombinaci v rdmci horizontalniho pfenosu genetické informace (Danevcic et al.
2021). Surfaktin je zaroven klicovy pro pohyb B. subtilis — snizovanim povrchového napéti
umoznuje klouzani po povrsich nezavislé na pritomnosti bicikG (Kinsinger et al. 2003).
V neposledni fadé pomaha surfaktin solubilizovat jinak obtizné dostupné Ziviny nebo
kontaminanty, jak dokladaji mnohé studie zabyvajici se pozitivnim vlivem surfaktinu pfi
bioremediaci plid kontaminovanych napfiklad ropnymi produkty nebo tézkymi kovy (Mulligan

et al. 1999, Whang et al. 2008).

3.4.2 Interakce surfaktinu s cilovou membranou

Soucasna predstava o puUsobeni surfaktinu v cilové membrané, kterou vétSinou simuluji
biomimetické modelové membrany (Gilliard et al. 2022), je takova, Ze je surfaktin schopen
vytvorit vodivé poéry (Sheppard et al. 1991, Heerklotz and Seelig 2007) a lokalni selhani
integrity (Carrillo et al. 2003). To muzZe vkonetném dusledku vést kregulaénimu a

energetickému selhani buriky a bunééné smrti. Pfi dostatecné koncentraci surfaktinu nakonec
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dochazi ke kompletni destrukci membrany detergentnim mechanismem (Heerklotz and Seelig
2001, Carrillo et al. 2003, Shen et al. 2010). Vkladani surfaktinu do membrany ma tendenci
membranu mechanicky ohybat, ztencovat a dezorganizovat (Carrillo et al. 2003). Molekuly
surfaktinu se nejprve vkladaji do vnéjsiho listu membrany, ¢imZz zplsobuji asymetrickou
expanzi vnéjsiho listu a nasledny mechanicky stres, ktery mlze vést az k docasnému
lokalnimu selhdni integrity dvojvrstvy, preliti ¢asti vnéjsiho listu do vnitfniho a soucasného
uniku bunécného obsahu (Heerklotz et al. 2004). Bud' timto nebo flip-flop mechanismem se
pak molekuly surfaktinu mohou dostat i do vnitiniho listu a diky slabé misitelnosti s lipidy
v membrané vytvaret segregované domény, v nichz je vysoka lokdlni koncentrace surfaktinu.
To vede kdalsi permeabilizaci, selhdnim a po dosaZeni hrani¢ni koncentrace destrukci
membrany detergentnim mechanismem (Nazari et al. 2012). (Deleu et al. 2013) popsali
agregaci surfaktinu na rozhrani fazi v membrané, je tedy moiné, Ze surfaktin mimo jiné
narusuje membranové mikrodomény, nebo Ze pfitomnost mikrodomén stimuluje agregaci
surfaktinu v membrané a umoznuje nastup detergentnich mechanismi v podstatné nizsi
celkové koncentraci surfaktinu. Misitelnost surfaktinu s lipidy v membrané zavisi jak na
zastoupeni lipidovych tfid, tak na délce a typu mastné kyseliny (Maget-Dana and Ptak 1995,
Bouffioux et al. 2007). Dalsim faktorem jsou nefosfolipidové slozky membrany jako steroly,
které podle vseho poskytuji uréitou ochranu proti dezorganizaci zplUsobené vkladanim

molekul surfaktinu (Heerklotz and Seelig 2007).

Klicovym Ukolem této prace je prozkoumat mechanismus rezistence, ktery producent —
Bacillus subtilis — uplatrfiuje k obrané proti vlastnimu toxickému produktu. V literature je ve
spojitosti se surfaktinem popsan ndrlst exprese genu kddujiciho transportérovy protein yerP
(Tsuge et al. 2001). Jeho nadprodukce ovsem mimo jiné zvySuje kapacitu produkce surfaktinu
bakteridlni kulturou, zfejmé zrychlenim exportu z buriky. Naopak delece yerP neméla zadny
vliv na toleranci kultury k surfaktinu (Li et al. 2015, Wan et al. 2022). D3 se tedy predpokladat,
Ze gen yerP neni uplatnén ani tak v obrané proti surfaktinu jako spis v jeho produkci spolu s
dalsimi exportnimi systémy YcxA a KrsE (Qiao et al. 2024). Predchozi vyzkum v nasi skupiné
ukazal, Ze Bacillus subtilis vystaveny plGsobeni surfaktinu, at uz v ddsledku vlastni produkce
nebo externé dodaného, méni lipidové sloZzeni cytoplazmatické membrany (Seydlova et al.
2013, Uttlova et al. 2016). Nejvyraznéjsi zménou u producenta byl narlst koncentrace

kardiolipinu (CL) zejména na Ukor fosfatidylglycerolu (Obr. L10).
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Obr. L10 Zmény v zastoupeni fosfolipidii v membrané po expozici surfaktinu

B. subtilis se adaptuje na pritomnost surfaktinu v médiu mimo jiné zménou zastoupeni
fosfolipidii v membrdné, zejména ndrist podilu CL na ukor PG. Grafy ukazuji poméry
fosfolipidi v membrdné kmene produkujiciho surfaktin (SF+) a kmene neschopného produkce
(SF-) po dvaceti hodindch staciondrni fdze dle (Seydlova et al. 2013).

Nase predbéinad data naznacovala, Ze vy$si obsah kardiolipin stabilizuje membranu vicdi
permeabilizaci zpUsobené surfaktinem. V predkladané disertacni praci jsme tuto hypotézu
testovali pomoci biofyzikdlnich metod jako méreni vodivosti ¢ernych lipidickych membran a

méreni Uniku fluorescencni sondy z lipozom( a vysledky publikovali (Pinkas et al. 2020).
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4 Material a metody

4.1 Bakterialni kmeny

V projektu byly pouZity nasledujici dvojice kmenU Bacillus subtilis — vidy divoky kmen a na ném

zaloZzeny mutantni kmen s cilenou deficienci:

Bacillus subtilis ATCC 21332 — divoky kmen (American Type Culture Collection), producent

surfaktinu, ddle oznacovan jako SF+

Bacillus subtilis 0164 (sfp®) — mutantni kmen zaloZeny na B. subtilis ATCC 21332 s nefunkénim
genem sfp esencidlnim pro produkci surfaktinu (Seydlova et al. 2013), ddle oznacovany jako

SF-

Bacillus subtilis 168 (trp,-) —laboratorni kmen neprodukujici surfaktin (Bacillus Genetic Stock

Center), dale oznacovany jako CL+

Bacillus subtilis SDB206 (clsA::pMutind4, ywijEl::spc, ywiE2::neo) — kmen vychazejici
z B. subtilis 168 s prerusenymi geny cslA, ywjE1l a ywiE2 esencidlnimi pro syntézu kardiolipinu

laskavé poskytnuty autory studie Kawai et al. 2004, dale oznacovany CL-

Kmeny byly uchovavany v -20 °C v podobé sporovych konzerv v 15% glycerolu. Pfed pokusem
byly rozmrazené kultury dvakrat pasazovany na Sikmém agaru (Zivny agar, 30 °C, 16 h) a

uchovavany ve 4 °C po maximalni dobu dvou tydnu.

4.2 Sterilizace

Vodné roztoky byly (pokud neni uvedeno jinak) sterilizovany 20 minut pfi 121 °C v autoklavu
v pretlaku vodni pary 0,1 MPa. Laboratorni sklo bylo sterilizovano v horkovzdusné susarné pfi
180 °C 60 min, pripadné pfi 130 °C 180 min. Pro sterilizaci filtraci byly pouzity filtry Milliex® GS
s velikosti péra 0,22 um (Milipore).

4.3 Kultivace bakterialnich kultur

Zivny agar:

Zivny agar (Oxoid) 28 g/
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Zivny agar (Oxoid) o koncentraci 28 g/l byl rozpustén v destilované vodé a rozplnén po 8 ml do

zkumavek s vickem. Po sterilizaci byly zkumavky uloZzeny v §ikmé poloze do ztuhnuti agaru.

Zivné médium:

Lab-Lemco powder (Oxoid) 1,0 g/I

Yeast extract (Oxoid) 2,0 g/I

Bacteriological Pepton (Oxoid) 5,0 g/I

NaCl (Lach - Ner) 5,0 g/I

Vsechny slozky byly rozpustény v dostate¢ném mnozZstvi destilované vody. Nésledné bylo

pomoci roztoku NaOH o koncentraci 1 mol/l upraveno pH na hodnotu 7,0. Po Gpravé pH byl

roztok doplnén do zamysleného objemu a nasledné sterilizovan.

Sporulaéni agar:
Slozka 1:

Zivny agar (Difco) 23g/I

NaCl (Lach-Ner) 18 umol/I

MgSQs - 7H,0 (Lach-Ner) 1 umol/I
SloZka 2:

FeSOs - 7H,0 (Lachema) 1 pmol/I

MnCl; - 4H,0 (Penta) 10 umol/I

CaCly - 2H,0 (Lachema) 1 umol/I

Slozka 1 byla sterilizovana v autoklavu, slozka 2 filtraci. Po ochlazeni na teplotu pfiblizné 50 °C
byl na 1000 ml slozky 1 pfidan 1 ml slozky 2 vytemperované na stejnou teplotu. Vznikla smés

byla asepticky rozlita do Petriho misek a nechana ztuhnout.
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Kultivace

Biomasa ze Sikmého agaru (viz kapitola 4.1) byla asepticky zao¢kovana do 30 ml Zivného média
v Erlenmayerové barce a ta byla pres noc aerobné kultivovana v horkovzdusné tfepacce NB-
205 (N-BIOTEK) pfi 30 °C a 150 rpm. Z této nocni kultury byla poté zaockovana ranni kultura
na ODa2onm = 0,045. Ranni kultura byla za stejnych podminek (30 °C, 150 rpm) kultivovana,
dokud nedosahla ODaszonm = 0,500. Bezprostiedné po dosazeni ODazonm = 0,500 byla z ranni
kultury zaockovana vlastni ristova kultura na ODazonm = 0,015 a kultivovdna (30 °C, 150 rpm)
ve vétSich objemech (tfepacka Gallenkamp, Schoeller Instruments). Pro ziskdni bunék
v exponencidlni fazi rlstu (CL+ a CL-) byla biomasa z rlstové kultury po dosaZeni
ODa20nm = 0,500 zfiltrovana pomoci vyvévy a filtrd Synpor €. 5 (velikost port 0,6 um) a ihned
zpracovana podle protokolu v kapitole 4.5. Pro ziskani bunék v pozdni stacionarni fazi (SF+ a

SF-) byla kultura inkubovana pres noc a biomasa ziskana centrifugaci 15 min, 4500 g 4 °C.

Priprava spdrovych konzerv

Exponencialné rostouci kultura v Zivném médiu 0 OD4z0nm = 0,500 byla asepticky zaockovana
na 20 misek se sporula¢nim agarem a 4 dny kultivovdna dnem vzh(ru pti 30°C. Biomasa byla
asepticky oplachnuta sterilni destilovanou vodou centrifugovdna 10 min pfi 5000 g a 4 °C.
Sediment byl tfikrat promyt 30 ml sterilni destilované vody a centrifugovan stejnym
zpUsobem. Po poslednim promyti byly pelety resuspendovany v malém mnoistvi sterilni
destilované vody spojeny do jedné centrifugaéni zkumavky a centrifugovany dalSich 15 min pfi
5000 g. Supernatant byl kvantitativné odstranén a zbyly pelet byl resuspendovan v 15 ml 15%
glycerolu, suspenze rozdélena na 100 ul alikvoty a uloZena v -20 °C ve sterilnich

mikrozkumavkach.

4.4 |zolace cytoplazmatickych membran

Material:

Biomasa z 24h kultur B. subtilis (viz kapitola 4.3)
K2HPOs (Roth) 0,2 mol/I
KH2POs (Fluka) 0,2 mol/I
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K*EDTA (Sigma-Aldrich) 150 mmol/I
MgS0O, (Penta) 500 mmol/I
Phenylmethylsulfonylfluorid — PMSF (Serva) 100 mmol/l v isopropanolu

DNaza | (Sigma-Aldrich) — 1 mg DN&azy v 50% glycerol (w/v), 10 mmol/l Tris-HCI pH 7,5,
1 mmol/l MgCl,, uchovavano v -20 °C

TRN (Sigma-Aldrich) — 1% RNaza (w/v), 10 mmol/l Tris-HCl pH 7,5, 15 mmol/I NaCl, 15 min
100 °C, uchovavano v -20 °C

Lysozym (Sigma-Aldrich, 100000 U/mg)

Bunécény pufr: 50 mmol/l fosfatovy pufr pH 8,0 (94,7 ml 0,2 mol/l K;HPOs3, 5,3 ml
0,2 mol/l KH,POs3, doplnit destilovanou vodou do 400 ml)

Biomasa ziskand centrifugaci ze 100 ml 24h kultury (viz kapitola 4.3) byla dvakrat promyta
vytemperovanym bunécnym pufrem a ndsledné zmraZena v tekutém dusiku a uloZena
k pozdéjsimu zpracovani v -80 °C, nebo ihned resuspendovana v 10 ml bunécného pufru
obsahujiciho 10 mg/ml lysozymu a 150 pl PMSF. Poté bylo pfidano 25 ul DNazy a TRN a
suspenze byla intenzivné promichana. Nakonec bylo pfiddno 200 ul MgSQ04 a suspenze byla
inkubovdna 60 min pfi 30 °C. Poté byl ptfidan 1 ml K*EDTA a po jedné minuté dalSich 200 ul
MgSOa. Nezlyzované bunky a spéry byly odstranény centrifugaci v 50 ml centrifugacnich
zkumavkach Falcon 10 min pfi 3000 g a 4 °C. Pelet byl odstranén a supernatant obsahuijici
bunécné membrany byl ultracentrifugovdan 25 min pfi 25000g a 4 °C. Ziskany pelet

membranovych vackd byl ihned pouzit k izolaci lipidl (viz kapitola 4.5).

4.5 l1zolace lipidd

Material:

Biomasa B. subtilis v exponencidlni fazi rlstu (viz kapitola 4.3) nebo cytoplazmatické
membrany 24h kultur (viz kapitola 4.4)

Hexan (HPLC grade, Sigma-Aldrich):Isopropanol (LC-MS grade, Fluka) 3:2 (v/v)

Chloroform (299%, Sigma-Aldrich)

Filtry Whatman GF/C 25 mm
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Bunécna biomasa nebo cytoplazmatické membrany byly intenzivné michany na laboratornim
pfistroji vortex po dobu alesporl 60 sve 30 ml smési hexan:isopropanol v teflonovych
centrifugacnich zkumavkach (Oak Ridge, Nalgene) a pfes noc extrahovany pti 4 °C.
Nerozpustné slozky byly od extraktu oddéleny centrifugaci (5000 g, 10 min, 4 °C) a extrakt byl
nasledné odparen pti 38 °C na rotacni vakuové odparce. Lipidova frakce byla rozpusténav 7,5
ml chloroformu a pomoci sklenéné filtra¢ni aparatury Whatman prefiltrovana pres filtry ze
skelnych vlaken Whatman GF/C 25 mm za uUcelem odstranéni sloZek nerozpustnych v
chloroformu. Filtr byl ndsledné jeSté promyt 2,5 ml chloroformu a oba filtraty byly spojeny.
Chloroform byl opét odparen na vakuové odparce a lipidy byly bud v chloroformu prevedeny
do sklenénych vialek s teflonovym vickem (Restek nebo Supelco) nebo ihned zpracovany (viz
kapitola 4.7.1). Izolace lipid( timto zplisobem méla velmi nizkou vytéZnost (~2mg z 1600ml

exponencidlni a <1mg z 400ml 24h kultury).

4.6 Méreni vodivosti planarnich membran

Material:

1 mmol/I surfaktin (Sigma-Aldrich) v 10 mmol/I NaOH (p. a., Lachema)
Dekan (299%, Sigma-Aldrich)

Butanol (299%, Fluka)

Pentan (spectrophotometric grade, Sigma-Aldrich)

Chloroform (299%, Sigma-Aldrich)

Etanol (96%, Penta)

Méfici pufr (1 mol/I KCI, 10 mmol/I Tris-HCl, pH 7,4)
Dioleylfosfatidylglycerol (Avanti Polar Lipids)
Dioleylfosfatidyletanolamin (Avanti Polar Lipids)

Dioleylfosfatidova kyselina (Avanti Polar Lipids)

Tetraoleylkardiolipin (Avanti Polar Lipids)

Cerné lipidické membrany (dale BLM - Black Lipid Membranes) slouZi k mé&feni vodivosti
jednotlivych kanall v lipidickych membranach. Membrana je vytvorena v malé aperture

v prepdazce oddélujici dva kyvetové prostory s Ag/AgCl elektrodami (Obr. M1). Vodivost je
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zaznamenavana pomoci 100 nebo 10 GV/A zesilovace (MIT), sbérné PCl karty KPCl - 3108
(Keithley Instruments) a specializovaného software BLM2 (Obr. M2) vytvofenym na miru na
MFF UK v Praze - doc. RNDr. Jifi Bok, CSc. V zaznamu proudu jsou pak identifikovany a
charakterizovany kanaly pomoci software QuB (http://www.qub.buffalo.edu/)(Nicolai and

Sachs 2013) (Obr. M3).

Teflonovd mérici komarka vlastniho designu vyrobena na zakazku firmou Sipoch byla pred
kazdym mérenim duUkladné vycisténa (v poradi horkd voda, destilovand voda, etanol,
chloroform) od pfipadnych rezidui lipidd a/nebo uUcinnych latek a nasledné vysusena
vyplachnutim pentanem. Pro kazdé lipidové slozeni membrdany byla pouzita nova teflonova
prepazka. Po vysusSeni byly obou oddily naplnény 1,5 ml méficiho pufru, na elektrody byl
vloZzen potencial 50 mV. Membrana byla pomoci sklenéné Spendlikové hlavi¢ky vytvorena z
3% (w/v) roztoku fosfolipidi ve smési dekan : butanol 9:1 (v/v) metodou ,painting” (Mueller
et al. 1962). Plocha vlastni membranové dvojvrstvy pfi méfeni je pfiblizné 0,5 mm?2. Po
stabilizaci membrany byl na cis stranu pridan surfaktin ze zasobniho roztoku na pozadovanou
vyslednou koncentraci a roztok byl opatrné zamichdn automatickou pipetou tak, aby nebyla
narusena membranova dvojvrstva. Existence a integrita membrany byla kromé proudovych
méreni kontrolovana jesté opticky. V prabéhu méreni byly dle potreby vytvareny nové

membrany, pfipadné doplfiovan roztok fosfolipidu.

elektrody

membrana

zdroj
objektiv svétla
kryci skla teflonova prepazka  Pufr

Obr. M1 Schéma aparatury na méreni vodivosti plandrnich membrdn
Schéma bocniho prirezu mérici komdrky vyvinuté v Laboratori fyziologie bakterii.
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Obr. M2 Zaznamovy software BLM2

Vlevé casti je rozhrani programu umoZiujici nastaveni vzorkovaci frekvence a mériciho
rozsahu, vpravo v redlném case zobrazovany zdznam vodivosti (Cervend) a vklddaného
potencidlu (Zlutad).
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Obr. M3 Software QuB

Vlevé horni cdsti je zdznam proudu prochdzejiccho membrdnou v ¢ase (jeden fddek je
60 s zaznamu), v levé dolni detailni zobrazeni vybraného useku (cca 7,5 s) se zaznamenanym
kandlem. Histogram vpravo zndzorfiuje rozloZeni vodivosti ve vybraném useku.
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4.7 Unik fluorescenéni sondy z lipozém(

Material:

1 mmol/I surfaktin (Sigma-Aldrich) v 10 mmol/I NaOH (p. a., Lachema)
Dimetylsulfoxid (Sigma-Aldrich)

Sephadex G-50 medium (GE Healthcare)

Chloroform (299%, Sigma-Aldrich)

Metanol (LC-MS grade, Fluka)

TritonX-100 (Serva)

Vnitfni roztok (50 mmol/l 5(6)-karboxyfluorescein (Sigma-Aldrich), 5 mmol/lI HEPES (Fluka), pH
7,4)

Vnéjsi pufr (100 mmol/l NaCl, 5 mmol/l HEPES (Fluka), 0,5 mmol/l Na;EDTA (Sigma-Aldrich),
pH 7,4)

Séjovy fosfatidylcholin (Sigma-Aldrich)
Dipalmitoylfosfatidylglycerol (Avanti Polar Lipids)
Dioleylfosfatidylglycerol (Avanti Polar Lipids)
Dipalmitoylfosfatidyletanolamin (Avanti Polar Lipids)
Dioleylfosfatidyletanolamin (Avanti Polar Lipids)
Dipalmitoylfosfatidova kyselina (Avanti Polar Lipids)
Dioleylfosfatidova kyselina (Avanti Polar Lipids)
Tetramyristoylkardiolipin (Avanti Polar Lipids)
Tetraoleylkardiolipin (Avanti Polar Lipids)

Lipidové izolaty (viz kapitola 4.5)

70% HCIO4 (Penta)

Kyselina askorbova (Lach-Ner) 10% (w/v)
Molybdenan amonny (Lach-Ner) 2,5% (w/v)
Standard — K2HPO4 (Roth) 0,2 mmol/I

Metoda méreni uniku fluorescencni sondy z lipozomQ spociva v ptipravé jednovrstevnych

lipidovych vacka naplnénych fluorescenéni sondou, kterd je pri pouZité koncentraci
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samozhaseci, a nasledném sledovani narlstu intenzity fluorescence pfi Uniku sondy do

okolniho prostfedi plisobenim ucinné latky (surfaktinu), ve kterém samozhaseci efekt pomiji.

4.7.1 Priprava suspenze lipozomu
Suspenze lipozomU byla pripravena ,vytfepavanim“ smeési lipidi v roztoku s vysokou
koncentraci sondy, homogenizaci lipozomU protlacenim membranou s definovanou velikosti

péru a nasledném odstranéni volné sondy gelovou filtraci.

1 mg pozadované lipidové smési rozpustény v chloroformu byl ddkladné vysusen na sténach
sklenéné zabrusové zkumavky pomoci rota¢ni vakuové odparky pfi 38 °C. Do zkumavky byl
nasledné pridan 1 ml vnitfniho roztoku a zkumavka byla stfidavé intenzivné trepana a
zahtivana na 38 °C po celkovou dobu 90 minut aby lipidovy film ze stén zkumavky presel do
suspenze - vzniknou multilamelarni vacky s rliznou velikosti. Roztok se pfi procesu viditelné
zakali. Suspenze byla nasledné 10x protlacena pres polykarbonatovy filtr s velikosti por(
100 nm pomoci pfistroje Liposo-fast (Avanti Polar Lipids) aby doslo k vytvoreni
monodisperznich jednovrstevnych lipozom{. Homogenizovana suspenze vyla zbavena volné
sondy gelovou filtraci pfes 20ml kolonu naplnénou Sephadexem G50 (GE Healthcare)
hydratovanym vnéjsSim puftem. P¥i filtraci byly zachycovany 0,5ml frakce, u kterych byla
nasledné stanovena koncentrace fosfatu a frakce s nejvyssi koncentraci byly spojeny a

nafedény na pozadovanou koncentraci.

4.7.2 Stanoveni koncentrace fosfatu v suspenzi lipozéma

Koncentrace fosfatu byla stanovena kolorimetrickou reakci, pfi které wvznika
fosfomolybdenovd modr. 100 pl suspenze lipozému bylo v Cisté a suché sklenéné zkumavce
smiseno s 0,5 ml 70% HCIO4 a mineralizovdno 60 minut pti 180 °C. K mineralizovanému vzorku
bylo pfidano 3,4 ml destilované vody a 0,5 ml roztoku molybdenanu amonného. Po dikladném
promichani na laboratornim pfistroji vortex bylo pridano 0,5 ml roztoku kyseliny askorbové a
roztok byl opét dikladné promichdn. Poté byl vzorek 5 minut inkubovan na vodni lazni pfi

100 °C.

Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla mérena absorbance pfi 820 nm proti vodé.
Koncentrace fosfatu ve vzorcich byla poté odectena z kalibraéni pfimky ziskané mérenim
absorbance roztokl o zndamé koncentraci fosfatu. Ke standardiim byl pfidan 1 ml 70% HCIO4

a 1 ml roztoku molybdenanu amonného a po dikladném promichani 1 ml roztoku kyseliny
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askorbové. Poté byly standardy zahtivany a jejich absorbance mérena stejné jako v pfipadé
vzorkl. Pro kazidé stanoveni byly pfipraveny cerstvé roztoky kyseliny askorbové a
molybdenanu amonného a vytvofena nova kalibracni pfimka, jednotlivé body kalibracni

pfimky byly stanovovany v duplikatech a pouzit primér obou hodnot.

4.7.3 Méreni kinetiky lyze lipozomU

Méreni uniku fluorescencni sondy z lipozomU bylo provadéno v kifemennych kyvetach o
minimdlnim objemu 100 pl. Fluorescence byla méfena pomoci spektrofluorometru
Fluoromax-3 (Jobin Yvon, Horiba) s excita¢nim zarenim s vinovou délkou 480 nm a emisni
snimanou pfi vinové délce 515 nm. Nejprve byla pfiblizné 20s byla mérena intenzita
fluorescenéniho pozadi (bazalni fluorescence — IFo) suspenze lipozomQ, poté bylo
automatickou pipetou pfiddno pozadované mnoizstvi zasobniho roztoku surfaktinu. Po
uplynuti pfedem stanoveného ¢asového Useku nebo po dosazeni ustdleného stavu byl do
kyvety pfidan TritonX-100 na vyslednou koncentraci 0,1 % pro stanoveni maximalni intenzity
fluorescence (IFmax) po destrukci vSech lipozom(. Data byla nasledné vyjadiena v procentech

uniklé sondy podle rovnice:

% lyze = —F "o 100
OV =R — IF,

4.7.4 Analyza kinetik lyze lipozom( prokladanim funkci

Pro analyzu prabéhu kinetiky byly zmérené krivky pomoci programu Fityk
(http://fityk.nieto.pl/) (Wojdyr 2010) prokladany funkci:

~t
% lyze = a(1l—e )"

kde a je amplituda (hodnota, ke které funkce konverguje), t je polocas funkce a n je Hillovo
¢islo vyjadfujici kooperativitu popisovaného déje (Obr. M4) (Gray et al. 1998, Goutelle et al.
2008). Pokud je n < 1 (negativni kooperativita) znamena to, Ze se zvysujici se koncentraci latky
v membrané se efekt dalSiho pfidavku sniZzuje. Hodnota n > 1 (pozitivni kooperativita)
znamena, ze efekt kazdého dalSiho pridavku se se zvySujici se koncentraci zvySuje — zejména,

je-li funkéni komplex sloZzeny z vice neZ jedné podjednotky a nardst koncentrace monomerd
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tak znamend vysSi pravdépodobnost sloZzeni komplexu. Konkrétni hodnota n ovsem
neznamena presny pocet Castic tvoficich funkéni jednotku. Kinetiky byly prokladany vice
funkcemi, pokud pridani dalSi komponenty zlepsilo kvadratickou odchylku, a tedy prfesnost

popisu dané kinetiky o vice nez 30 %.
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Obr. M4 Prokladani funkci kinetikami lyze v programu Fityk

Data jsou prokldddna jednou nebo vice (na obrdzku tfemi) funkcemi. Cervené édry jsou dilci
komponenty, Zluta jejich soucet, zelené body jsou vlastni experimentdlni data. V pravé dolni
¢dsti jsou hodnoty proménnych — zdpornd hodnota amplitudy je zplsobena nahrazenim
parametru amp vloZenou funkci omezujici rozsah mozZnych hodnot, z té je pak hodnota a
zpétné vypocitdna. Pod daty je zobrazena odchylka dat od modelu — v tomto pfipadé je krivka
dat oproti modelu zvinénd, coZ znamend, Ze funkce s aktudInim nastavenim parametri data
nepopisuji zcela prfesné. Numericky je chyba vyjadiena parametrem WSSR (weighted sum of
square residuals — vdaZend suma ctverct rezidudlnich odchylek).
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4.9 Méfeni permeabilizace bunék pomoci propidium jodidu

Material:

1 mmol/I surfaktin (Sigma-Aldrich) v 10 mmol/I NaOH (p. a., Lachema)

Biomasa B. subtilis v exponencidlni fazi rastu (viz kapitola 4.3)
100 mmol/I glukéza v 10 mmol/I HEPES (Fluka), pH 7,4
Propidium jodid (Sigma-Aldrich)

Melitin

Permeabilizace bunék byla mérena pomoci nardstu intenzity fluorescence propidium jodidu
po vstupu do vnitfniho prostredi buriky (Nicoletti et al. 1991). Exponencialné rostouci kultury
z kapitoly 4.3 byly sedimentovdny centrifugaci a (5000g, 5 min, 25 °C) a resuspendovany
v 100mmol/I glukéze v 10 mmol/l HEPES (pH 7,4). na ODa = 0,2 coz priblizné odpovida
koncentraci 2x107 bunék /ml. Fluorescence byla méfena v kiemennych kyvetach pomoci
spektrofluorometru Fluoromax-3 (Jobin Yvon, Horiba) s excitaénim zafenim s vinovou délkou
515 nm a emisni snimanou pti vinové délce 620 nm. Pro odstranéni zafreni rozptyleného
bunikami byly pouzity optické filtry 3RD500-530 v excitaci a 3RD570LP v emisi. Do kyvety
s pufrem, propidium jodide o koncentraci 10 umol/I a surfaktinem o zamyslené koncentraci
byla v ¢ase 0 pridana suspenze bunék na vyslednou ODasy = 0.2 coZ pfriblizné odpovida
koncentraci 2x107 bunék /ml. Vysledny objem smési byl 2 ml. Intenzita fluorescence byla
mérena kazdé 2 sa po uplynuti 15 min od pfidavku byly zbylé buriky permeabilizovany
pridavkem melitinu s vyslednou koncentraci 2,5 umol/l pro stanoveni maximalni hodnoty
fluorescence (IFmax). Data byla vyndsena obdobné jako v kapitole 4.7.2, pfiéemz jako hodnota

IFo byl pouzit prvni datovy bod po uzavieni aparatury po pridavku bunék.

4.10 Elektronova mikroskopie

Material:
TEM sitky Cu 400 mesh (Agar scientific)
Tetrahydrat molybdenanu amonného (Sigma-Aldrich)

Vnéjsi pufr (100 mmol/l NaCl, 5 mmol/l HEPES (Fluka), 0,5 mmol/I Na;EDTA (Sigma-Aldrich),
pH 7,4)
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Séjovy fosfatidylcholin (Sigma-Aldrich)

Lipidové vacky byly pripraveny ze séjového lecitinu (Sigma-aldrich) obdobné jako v kapitole
4.7.1, nebyly nicméné naplnény sondou — pro jejich ,vytfepani” byl pouzit vnéjsi pufr, nebylo
tedy treba provadét gelovou filtraci. K homogenizace byly pouZity filtry s 400nm pory.

Koncentrace nebyla stanovovdana.

Suspenze byla pred depozici na Zarovym vybojem aktivované 3mm TEM sitky potazené 5nm
uhlikovou bldnou po 10 minut vystavena pulsobeni surfaktinu o koncentraci 10 umol/I. 5ul
suspenze bylo na sitce ponechano 30 s a poté odtaZeno filtraénim papirem. Cast siték byla
potazena 6 nm platiny pod Ghlem 30° (vyslednd tloustka 3 nm) pfi tlaku 2 x 10 mbar ve
vakuové pokovovacce Leica EM ACE900 (Leica microsystems). Druhd ¢ast siték byla ihned,
jesté pred vyschnutim, oplachnuta 3x 1% roztokem molybdenanu amonného. Posledni oplach
byl na sitce ponechdn po dobu 30 s a poté byl roztok odtazen filtracnim papirem a sitka na

vzduchu osusena.

Elektronmikroskopické snimky byly pofizeny pomoci transmisniho elektronového mikroskopu
Jeol JEM-1400 provozovaného pfi urychlovacim napéti 80kV vybaveného kamerou Matataki

Flash.

4.11 Stanoveni CMC pomoci fluorescence NPN

Material:

1 mmol/I surfaktin (Sigma-Aldrich) v 10 mmol/I NaOH (p. a., Lachema)
Dimetylsulfoxid (Sigma-Aldrich)

1-N-fenylnaftylamin (Sigma-Aldrich)

SDS (Sigma-Aldrich)

Byla pfipravena koncentracni fada testované latky (SF v 10mmol/l NaOH a SDS v ddH0) tak,
aby pokryvala koncentrace pod i nad ocekdavanou hodnotou CMC. Ke kazdému vzorku byla
pridana sonda NPN na vyslednou koncentraci 1 mmol/l (SDS) nebo 0,1 mmol/I (SF). Poté byla
pro vsechny vzorky zmérena spektra emisni spektra pti excitaci vinovou délkou 380nm pomoci
spektrofluorometru Fluoromax-3 (Jobin Yvon, Horiba. Ze spekter byla odectena vinova délka

maxima intenzity a hodnota intenzity fluorescence pfi této vinové délce. Tyto hodnoty byly
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pro kazdou koncentraci vyneseny do grafu a z grafu byla odectena hodnota, pfi které se vinova

délka maxima snizila ze 435 nm na 410 nm a intenzita maxima zacala stoupat.

4.12 Stanoveni CMC pomoci konduktivity

Material:

1 mmol/l surfaktin (Sigma-Aldrich) v 10 mmol/l NaOH (p. a., Lachema)
Dimetylsulfoxid (Sigma-Aldrich)
SDS (Sigma-Aldrich)

Byla pripravena koncentracni fada testované latky (SF v 10mmol/I NaOH a SDS v ddH,0) tak,
aby pokryvala koncentrace pod i nad ocekdvanou hodnotou CMC. Konduktivita kazdého
vzorku byla zméfena pomoci konduktometru. Zaznamenané hodnoty byly vyneseny do grafu,
ze kterého byla odectena hodnota koncentrace, pri které zpomalil nartst konduktivity s dalsi

pfidanou latkou.

4.13 Stanoveni CMC pomoci kapildrni zénové elektroforézy

Material:

1 mmol/I surfaktin (Sigma-Aldrich) v 10 mmol/I NaOH (p. a., Lachema)

1 mmol/l surfaktin (Sigma-Aldrich) v Dimetylsulfoxidu (Sigma-Aldrich)
Dimetylsulfoxid (Sigma-Aldrich)

Zakladni elektrolyt: 100 mmol/m NaCl, 5 mmol/l HEPES, 0,5 mmol/I Na;EDTA, pH 7,4

Sonda: 0,1 mg/ml N-(1-Naftyl) etylendiamin dihydrochlorid (NEDA) + 0,1 mg/ml thiourea
v zakladnim elektrolytu

Kapildra (Silika, vnitfni pridmér 50 um, celkova délka 49 cm, efektivni délka 40,5 cm; Polymicro
Technologies, Phoenix, AR, USA) byla naplnéna zdkladnim elektrolytem s pozadovanou
koncentraci SF, pfipadné SF a DMSO, pfiéemz koncentrace DMSO byla vidy upravena na
vyslednou celkovou koncentraci 5 %. V kapilarni elektroforéze Agilent 7100 CE System (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) byla na zacatek kapilary hydrodynamicky injikovana
sonda (5 kPa x 5 s) a sledovana doba jejiho priichodu kapildrou pti napéti 15kV (proud 83 pA).

Sonda byla detekovana pomoci absorbance pfti vinové délce 240 nm.

37



4.14 Stanoveni koncentrace surfaktinu pomoci LC-MS

Material:

1 mmol/I surfaktin (Sigma-Aldrich) v 10 mmol/I NaOH (p. a., Lachema)
Biomasa B. subtilis v exponencidlni fazi rastu (viz kapitola 4.3)

100 mmol/I glukéza v 10 mmol/I HEPES (Fluka), pH 7,4
Methanol

Mobilni faze: 0,1 % kys. mravenci ve vodé a 0,1% kys. mravenci v methylkyanidu v poméru

88:12 (v/v)

Exponencialné rostouci kultury z kapitoly 4.5 byly sedimentovany centrifugaci a (5000g, 5 min,
25 °C) a resuspendovany v 100 mmol/I glukéze v 10 mmol/l HEPES (pH 7.4) na ODa420 = 0,2 co?
pFiblizné odpovidd koncentraci 2x107 bunék /ml. K burikdm byl pfiddn odpovidajici objem
surfaktinu a smés byla inkubovana po dobu 10 min pti pokojové teploté. Nasledné byly buriky
opét sedimentovany centrifugaci (10000g, 5min, 25 °C), supernatant byl odstranén a surfaktin

byl z peletu pfes noc izolovan methanolem za intenzivniho michani pti 4°C.

Koncentrace surfaktinu v extraktu byla stanovena doc. RNDr. Petrem Kozlikem Ph.D. pomoci
kapalinového chromatografu Agilent Infinity 1290 standemovym hmotnostnim
spektrometrem Triple Quad 6460 (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko). Byla pouZita
kolona Zorbax Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4.6 mm, velikost ¢astic 5 um; Agilent Technologies,
Waldbronn, Némecko) temperovana na 25 °C. Chromatografie probihala za izokratickych
podminek s pritokem 1 ml/min. Objem injektovaného vzorku byl 5 pl. Hmotnostni
spektrometrie byla provadéla v médu monitorovani vybrané reakce s vyuzitim pozitivni
elektrosprejové ionizace. Bylo detekovdno celkem 5 isoforem surfaktinu (C12-16 sa bez
sodného iontu) pti m/z 994.6; 1016.6; 1008.6; 1030.6; 1022.6; 1044.6, 1036.6; 1058.6; 1050.6,
a 1072.6. Zdroj iontd byl nastaven na teplotu plynu 300 °C, pritok 10 I/m, tlak v generatoru

mlhovinového plynu 275 kPa a napéti v kapilare 4 kV.

4.15 Simulace molekuldrni dynamiky

Silové konstanty pro surfaktin a DMSO byly vytvoreny pomoci serveru ParamChem

(https://cgenff.umaryland.edu/). Energie systému byla minimalizovana v pribéhu 1000 kroka.
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Newtonovy pohybové rovnice byly reSeny Verletovym algoritmem s 2 fs krokem pomoci
softwarového balicku NAMD (Phillips et al. 2005, Phillips et al. 2020). Teplota simulovanych
systém( pak byla nastavena na 310 K. Simulace pokryvaly ¢asovy usek 20 ns a teplota byla
kontrolovana Langevinovym termostatem s tlumicim koeficientem 1 ps. Tlak 1 atm byl
udrzovdn metodou Langevinova pistu s oscilaéni periodou 200 fs ¢asovym méfitkem tlumeni
100 fs. Van der Vaalsovské interakce s kratkym dosahem byly pocitany s parametry switching
10,0 A a cutoff 12,0 A. Elektrostatické interakce byly pocitany pomoci Ewaldovy sumace. K
vizualizaci vysledk( byly pouZity softwarova balicky VMD (Humphrey et al. 1996) a UCSF

Chimera (Pettersen et al. 2004).
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5 Vysledky

5.1 Vliv pouziti DMSO jako rozpoustédla v zasobnich roztocich surfaktinu

V prabéhu vypracovavani diplomové prace jsem pri méreni kinetik Uniku fluorescencni sondy
z lipozoma zjistil pomérné vyrazné rozdily v Gcinnosti surfaktinu v zavislosti na rozpoustédle
pouzitého v zdsobnim roztoku. Obecné se pro pfipravu zdsobnich roztokd pouZival
dimethylsulfoxid (DMSO) pro svou velkou rozpoustéci kapacitu. Alternativné je mozné pouzit
vodny roztok 10 mol/I NaOH, u kterého je mozné spolehlivé dosahnout koncentrace surfaktinu
1 mmol/l. Kinetiky uniku CF z DOPG lipozom( na Obr. V1 maji velmi rozdilné pribéhy presto,
Ze koncentrace SF i lipozom( byla identicka — zdsobni roztok v DMSO zpUsobil 50% unik v ¢ase
T1/2 = 4 s s pocatecni rychlosti lyze 1180 %/min zatimco vodny zdsobni roztok této hodnoty
dosahl az po 30s (pocatecni rychlost 32 %/min). Dale jsme otestovali vodny roztok SF
se souc¢asnym pridavkem DMSO k suspenzi lipozoma. Vyslednym slozenim byl tento roztok
témér identicky, jako kdybychom pridavali SF z roztoku v DMSO (tj. 5% DMSO). Kinetika lyze
byla ovsem presto vyrazné pomalejsi i nez srovnatelny pfidavek bez DMSO — T1, = 180s a
pocatecni rychlost pouhd 2 %/min. Samotny pfidavek cistého DMSO na vyslednou 5%
koncentraci bez pfitomnosti SF se na intenzité fluorescence za sledovany ¢asovy Usek nijak
neprojevil. Neni tedy pravdépodobné, Ze se jednd o primy efekt DMSO nebo pfipadné néjakou
synergii. Mozné vysvétleni se nabizi ve vlivu stavu agregace surfaktinu v rliznych zdsobnich
roztocich v okamziku pridavku. Vzhledem k nizké kritické miceldrni koncentraci surfaktinu
(<10 umol/l, kapitola 5.3.3) je ve vysokych koncentracich surfaktin ve vodném roztoku
predominantné ve formé micel a jen velmi malo ve formé monomer(. Naproti tomu v DMSO

se da ocCekavat prevaha formy monomera.
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Obr. V1 Unik karboxyfluoresceinu z DOPG lipozom{i podle pfitomnosti DMSO

Rozdil v kinetice lyze DOPG lipozomu mezi zdsobnim roztokem surfaktinu v DMSO (vyslednd c
DMSO 5%), vodnym zdsobnim roztokem a vodnym zdsobnim roztokem se soucasnym
pridavkem cistého DMSO do kyvety na vyslednou ¢ 5%. Koncentrace suspenze lipozom( 10
umol/l. Koncentrace SF 50 umol/I.

5.2 Vliv DMSO na ucinnost dalSich pérotvornych latek

Pomoci ndsledujicich experimentl jsme chtéli ovéfit, do jaké miry je vySe popsany efekt
specificky pro surfaktin. PouzZili jsme dvé dalSi pdérotvorné latky - lipofosfonoxin DR5047
(Panova et al. 2015) a pentaenovy makrolid Didehydroroflamycoin (DDHR,(Koukalova et al.
2015). Porovndvali jsme jejich pérotvornu aktivitu ve vodném roztoku a v roztoku s DMSO. Jak
je zjevné z Obr. V2 a Obr. V3, ani u jedné z téchto pdrotvornych latek se potencujici efekt
DMSO neprojevil a 5% koncentrace DMSO, at uZ dosazena zasobnim roztokem ucinné latky
nebo zvlastnim pridavkem prakticky dokonale potlacila unik fluorescencni sondy z lipozomd.

Uc¢inek DMSO na obé pérotvorné latky byl tedy opacny ne? u surfaktinu.
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Obr. V2 Unik karboxyfluoresceinu z DOPG lipozom(i pfi pouZiti 10 ug/ml DR5047.

Rozdil v kinetice lyze DOPG liposom( pfi pouZiti zdsobniho roztoku lipofosfonoxinu DR5047
v DMSO (vyslednd c DMSO 5%), vodnym zdsobnim roztokem a vodnym zdsobnim roztokem se
soucasnym pridavkem cistého DMSO do kyvety na vyslednou ¢ 5%. Koncentrace suspenze
lipozomd byla 10 umol/I.
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Obr. V3 Unik karboxyfluoresceinu z DOPG lipozomi pfi pouZiti 10 mg/ml DDHR.

Rozdil v kinetice lyze DOPG lipozomu pri pouZiti zasobniho roztoku DDHR v DMSO (vyslednd c
DMSO 5%) a vodnym zdsobnim roztokem bez piitomnosti DMSO. Koncentrace suspenze
lipozomu byla 10 umol/I.
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5.3 Kriticka micelarni koncentrace surfaktinu

Vzhledem ke zvySené aktivité surfaktinu pfidavaného ze zasobniho roztoku DMSO jsme
povazovali za dllezZité porovnat kritickou micelarni koncentraci (CMC) surfaktinu ve vodném
roztoku s hodnotami pro roztok v DMSO a roztocich obsahujicich DMSO. Chtéli jsme ovéfrit
hypotézu, zda rozdil v ucinnosti obou roztokll surfaktinu mize byt zpUsoben rliznou
dostupnosti monomer( surfaktinu. Vyzkouseli jsme nékolik metod stanoveni CMC — jako

testovaci latku pro validaci postupu jsme zvolili SDS.

5.3.1 Fluorescence sondy NPN

Prvni metodou bylo méreni intenzity a vinové délky sondy 1-N-fenylnaftylamin (NPN), kterd
zvySuje intenzitu a zkracuje vinovou délku pfi pfechodu do hydrofobniho jadra micely.
Valida¢ni pokus sSDS (Obr. V4) byl vsouladu s hodnotou CMC udavanou v literature
(8,2 mol/l, (Motin et al. 2015)), nicméné pfi redlném experimentu se surfaktinem (Obr. V5)
jsme hodnotu CMC nebyli schopni z dat stanovit. Vzhledem k tomu, Ze koncentrace SF je o tfi
rady nizsi, kapacita micel okolo CMC zfejmé neni dostateéna na to, aby pojala dostatecné
mnozstvi sondy. Narlst intenzity fluorescence sice byl méfitelny, ale ani pfi minimalizovani
mnozstvi sondy (100 umol/l) a koncentraci SF vyrazné prevysujici o¢ekdavanou CMC nemohlo
dojit k saturaci. Data byla navic vzhledem k nizkym méfenym intenzitdm zatizena velkou
chybou. Narust intenzity fluorescence byl relativné nizky v porovnani s intenzitou pozadi a

spektralni posun tedy nebylo mozné zmérit.
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Obr. V4 Kontrolni stanoveni CMC SDS pomoci fluorescence NPN.
Graf ukazujici zavislost intenzity fluorescence (modrd, pravd osa) a vinové délky maxima (Zlutd,
levd osa) na koncentraci SDS. Stanovend hodnota je mezi 6 a 10 mmol/I.
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Obr. V5 Pokus o stanoveni CMC surfaktinu pomoci fluorescence NPN
Metoda zfejmé nemd dostatecnou citlivost, dostatek mista v miceldch, koncentrace je o tri
rady nizsi neZ u SDS.
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5.3.2 Méreni vodivosti roztoku

Dalsi testovanou metodou bylo stanoveni CMC méfenim konduktivity roztoku. Teorie je
takova, Ze surfaktin, coby nabitd molekula, bude pfispivat k vodivosti roztoku linedrné
s narlstem koncentrace. Usporadani do micel omezuje mobilitu tak, Ze dalSi narlst
koncentrace bude znamenat mensi zvySeni vodivosti roztoku. Validace s SDS (Obr. V6)
potvrdila literarni hodnotu CMC (8,2 mol/l,(Motin et al. 2015)) a mérené vodivosti rostly
linedrné s koncentraci SDS v obou fazich kfivky, zaznamenané vodivosti se pohybovaly
v fadech stovek pS. Redlny pokus se surfaktinem ovsem selhal hned v pocatku, kdyz jsme
zméfili vodivosti v krajnich koncentracich — 0 a 30 umol/l. Vodivost roztoku bez SF byla
10,8 pS, zatimco vodivost roztoku SF s maximalni zamyslenou koncentraci byla mirné nizsi — 9
uS. Ani tato metoda tedy nemad v nasem usporadani dostatecnou citlivost na stanoveni CMC

surfaktinu.
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Obr. V6 Kontrolni stanoveni CMC SDS pomoci méreni konduktivity.
Stanovend hodnota cca 8 mmol/I.

45



5.3.3 Mobilita sondy NEDA v kapilarni elektroforéze

Posledni metodou pro stanoveni CMC surfaktinu, kterou jsme vyzkouseli, byla zména mobility
sondy N-(1-Naftyl)etylendiamin dihydrochlorid (NEDA) v kapildrni elektroforéze ve spolupraci
s Doc. Tomasem Krizkem, PhD. z Katedry analytické chemie PFF UK. Citlivost této metody byla
dostatecna a podafilo se (Obr. V7) ovéfit literdrni hodnotu CMC SF ve vodném prostreni (okolo
5 umol/I). V pfitomnosti DMSO byla zavislost mobility NEDA na koncentraci surfaktinu vyrazné
ovlivnéna a v dostupnych koncentracich jesté nebylo dosazeno ustaleni hodnoty. Mlizeme ale
se znacnou jistotou fict, Ze CMC SF v pfitomnosti DMSO je vyznamné zvysena (> 100 umol/l),

a tedy Ze v roztoku s DMSO bude tedy vice dostupnych monomerd.
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Obr. V7 Stanoveni CMC SF pomoci mobility NEDA v kapildrni elektroforéze.

CMC surfaktinu ve vodném roztoku cca 5-10 umol/l, v pritomnosti 5% DMSO je hodnota vyssi
neZ 100 umol/.

5.3.4 Simulace molekularni dynamiky

Pro lepsi pochopeni chovani surfaktinu v pouZzitych roztocich jsme se rozhodli vyuzit in silico
model surfaktinu pro simulace molekularni dynamiky. Ve spolupraci s RNDr. lvanem Barvikem
PhD. z Matematicko-fyzikalni fakulty Univerzity Karlovy jsme simulovali 7 molekul surfaktinu
ve vodném roztoku a v ¢istém DMSO po dobu 20 ns. Na Obr. V8 vidime, Ze v DMSO SF z(stava
v podobé monomerl bez vyraznéjsi vzajemné interakce, zatimco ve vodném prostredi se
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velmi rychle usporadal do podoby micely s hydrofilnimi zbytky exponovanymi do vnéjsiho
prostfedi a hydrofobnim jadrem. Tyto simulace tedy podporuji pfedstavu, Ze forma surfaktinu,
které jsou membrdny vystaveny, se mezi pouzitymi zasobnimi roztoky liSi — ve vodném je

surfaktin primarné ve formé micel a v DMSO ve formé monomerd.

Obr. V8 Simulace molekuldrni dynamiky SF ve vodném roztoku a v DMSO

Obrdzek ukazuje uspordddni molekul surfaktinu po 20 ns simulace. Z poédtecniho stavu (vlevo)
se molekuly ve vodném roztoku (dole) samousporddaly do micely, zatimco v DMSO (nahore)
k Zadné interakci ve sledovaném casovém useku nedochdazi.

5.4 Lyze lipozomU pfipravenych z lipidovych extraktd kmen( SF+ a SF-

Pro prukaz adaptace B. subtilis proti pusobeni surfaktinu na Urovni sloZzeni membrany jsme
pomoci metody uUniku fluorescenéni sondy z lipozom( porovnali nachylnost lipozoma k lyzi
vyvolané surfaktinem. Lipozomy byly pfipraveny z celkovych lipidovych extraktt z kultur dvou
kmen( B. subtilis — divokého kmene SF+ produkujiciho surfaktin a mutantniho kmene SF-
deficientniho v produkci surfaktinu. SF+ byl tedy v prlbéhu rlstu vystaven koncentracim
vlastniho surfaktinu okolo 84 umol/I (Seydlova et al. 2013), zatimco SF- se pred izolaci lipid{

se surfaktinem nesetkal. Unik sondy byl pfi véech pouZitych koncentracich surfaktinu rychlejsi
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u membran izolovanych ze SF- bunék a dosahl vyssi maximalni hladiny (Obr. V9). Efekt byl
pouhych v = 2,7 %/min u SF+ membran proti 66,6 %/min u SF-. Ve vyssich koncentracich
surfaktinu nebyl rozdil tak vyrazny (ale v 10 i 20 umol/I SF byla pocatecni rychlost u SF- vice
nez 4x vyssi). Obecné bylo u SF+ potreba pfriblizné dvojndsobna koncentrace surfaktinu pro

dosaZeni srovnatelného efektu jako u SF-.
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Obr. V9 Unik karboxyfluoresceinu z lipozomi tvofenych celkovym lipidovym extraktem ze
SF+ a SF- kmendi B. subtilis.

Fosfolipidové sloZeni extrakti bylo dfive popsdno v (Seydlova et al. 2013) — viz Obr. L10.
Surfaktin priddn v ¢ase 0 na vyslednou koncentraci 5, 10 a 20 umol/l. 100% unik sondy byl
dosaZen pomoci 0,1% Tritonu X-100. Koncentrace lipidd byla 10 umol/I.

5.5 Lyze lipozom( ze smési syntetickych lipid napodobujicich extrakty SF+ a SF-

Nasledné jsme pfipravili syntetické smési lipid(i, svym slozenim napodobujici vySe pouzité

extrakty. Rozhodli jsme se pouZit ternarni systém s pouzitim lipidQ, jejichZz zastoupeni se

v reakci na surfaktin mezi kmeny SF+ a SF- nejvice ménilo (Seydlova et al. 2013). Jedna se o

fosfatidylglycerol (PG), fosfatidyletanolamin (PE) a kardiolipin (CL). Kmen SF+ reprezentovaly
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DOPG/DOPE/TOCL v poméru 0,35 : 0,20 : 0,45 (w/w/w) a SF- v poméru 0,55 : 0,30 : 0,15
(w/w/w). Celkové byly lipozomy tvorené ze syntetickych dioleylglycerofosfolipidi vyrazné
odolnéjsi nez ty tvorené z lipidovych extrakt(. Lipozomy napodobujici SF- sloZeni byly dle
ocekavani vyrazné nachylnéjsi k permeabilizaci surfaktinem — jejich celkova rychlost lyze byla
v =5 %/min ve srovnanis v =1,7 %/min u SF+. Obr. V10 navic ukazuje neobvykly priibéh kfivek

narUstu intenzity fluorescence ve tvaru pismene S, ktery naznacuje vicefazovou kinetiku.

Adaptace proti permeabilizatnimu pUsobeni surfaktinu jiz na urovni lipidového sloZeni
membrany se tak podafila prokazat jak na izolatech zZivych bakterii, tak pomoci smési

syntetickych fosfolipidd.
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Obr. V10 Unik karboxyfluoresceinu z lipozom{i napodobujicich sloZzeni SF+ a SF-

Lipozomy pripravené ze smési syntetickych lipidd napodobujicich lipidové izoldty prezentované
v Obr. V1 - DOPG:DOPE:TOCL 0,35 : 0,20 : 0,45 (w/w/w) a 0,55 : 0,30 : 0,15 (w/w/w) pro SF+ a
SF. Surfaktin pfiddn v ¢ase 0 na vyslednou koncentraci 50 umol/l. 100% tnik sondy byl dosazZen
pomoci 0.1 % Tritonu X-100. Koncentrace lipidd byla 10 umol/I.

5.6 Lipozomy ze smési syntetickych lipidd napodobujici extrakty kmene SF-
adaptovanych na rizné koncentrace SF

V prabéhu prace na projektu jsme zjistili, Ze i pfi vystaveni exponencidlné rostouci kultury
B. subtilis kmene SF- externé pfidanému surfaktinu dochdzi k vyrazné zméné lipidového
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sloZeni (Uttlova et al. 2016). Nasledujici experimenty meély za cil napodobit membrany kultur
vystavenych rizné koncentraci surfaktinu. Jak je ve vySe zminéné publikaci popsdano, obé
koncentrace surfaktinu zpUsobily v porovnani s kontrolou zastaveni rlstu a nasledny
obnoveny rlst s mirné zvySenou dobou zdvojeni pro koncentraci 350 pg/ml a vyrazné
snizenou rlstovou rychlosti pfi koncentraci 650 pg/ml. Obr. V11 ukazuje, Ze obé smési
napodobujici adaptované membrany odolavaly permeabilizaci surfaktinem |épe nei smés

napodobujici naivni membrany.
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Obr.V10 Unik karboxyfluoresceinu z lipozomi tvofenych smési napodobujicich membrdny
SF- kmene B. subtilis vystavené riiznym koncentracim surfaktinu
Lipozomy pfipravené ze smési napodobujicich sloZeni kontrolni kultury SF- (PG:PE 2:1) a kultur
vystavenych 650 ug/ml a 350 ug/ml sloZzené z PG:PE 1:1, respektive PG:PE:PA 1:1:1. Surfaktin
priddn v ¢ase 0 na vyslednou koncentraci 50 umol/l. 100% tnik sondy byl dosaZen pomoci 0,1%
Tritonu X-100. Koncentrace lipidd byla 10 umol/I.

Obé smési napodobujici membrany adaptovanych kultur byly odolné;jsi nez membrdana naivni,
pricemz sloZzeni napodobujici bunky rostouci pfi stimulaéni koncentraci odoldvalo jesté Iépe
nez sloZzeni napodobujici buriky rostouci pti vyssi, inhibi¢ni koncentraci SF. U vSech kfivek je
znatelnd vicefazova kinetika. S vyjimkou kinetiky ,stimulace”, ktera vyZadovala prolozZeni

tremi funkcemi, se krivky nedaly uspokojivé prolozit Hillovou funkci (viz kapitola 4.7.4).
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5.7 Vliv obsahu kardiolipinu na lyzi lipozomU vyvolanou surfaktinem

Z ptedchozich dat srovnavajicich SF+ a SF- kmen béhem produkéni faze surfaktinu je zjevné
(kapitoly 5.4 a 5.5), Ze zastoupeni fosfolipidd ma zasadni vliv na citlivost membrany vidi
pUsobeni surfaktinu. Hlavnim rozdilem mezi srovnavanymi systémy byl nar(st koncentrace
kardiolipinu na ukor ostatnich fosfolipidovych tfid. Rozhodli jsme se tedy otestovat efekt
pridavku kardiolipinu do Cistého nosi¢ového lipidu — rozhodli jsme se pro PG, jelikoz se jedna
o majoritni lipid B. subtilis. Obr. V12 ukazuje kinetiky lyze lipozom( s rlznou koncentraci CL
(15 a 30 %) v PG. Z pribéhu krivek narastu intenzity fluorescence je zjevné, Ze pridavek
kardiolipinu ma stabilizujici ucinek, ktery je pfi jeho vyssi vysledné koncentraci vyraznéjsi.
Pocatecni rychlost lyze byla 57,4 %/min u lipozom( z ¢istého PG a 41,7 %/min, resp.
17,2 %/min u smési obsahujicich 15 a 30 % kardiolipinu. MGzZeme tedy tvrdit, Ze samotny
narust podilu kardiolipinu v membrané zpomaluje permeabilizaci indukovanou surfaktinem, a

to v zavislosti na jeho koncentraci v membrané.
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Obr. V12 Unik karboxyfluoresceinu z lipozom(i jako funkce koncentrace kardiolipinu.

Pro pfipravu lipozom( byl pouZit ¢isty DOPG a DOPG s pfidavkem 15 a 30 % (w/w) TOCL.
Surfaktin priddn v ¢ase 0 na vyslednou koncentraci 50 umol/l. 100% tnik sondy byl dosazZen
pomoci 0,1% Tritonu X-100. Koncentrace suspenze lipozomu byla 10 umol/I.
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5.8 Lyze lipozomU ptipravenych zlipidovych extraktd srlznym obsahem

kardiolipinu

Pfedchozi experimenty ukazuji na zdsadni roli kardiolipinu v obrané membrany pred
permeabilizaci surfaktinem. Rozhodli jsme se tedy ovéfit tuto roli v komplexnim prostredi
cytoplazmatické membrany B. subtilis neadaptované na surfaktin. PouZili jsme kontrolni
divoky kmen oznaceny jako CL+ a z néj vychdzejici mutantni kmen neschopny produkce
kardiolipinu, dale oznacovany jako CL-, jehoZ membrdna misto CL obsahuje adekvatné vétsi
podil PG. Tyto kmeny neprodukuji v Zzadné rlistové fazi SF a nebudou tedy nést zadné pripadné
dalsi adaptace. Z exponencidlné rostoucich kultur téchto dvou kmenu jsme izolovali lipidovy
extrakt a z néj opét pripravili lipozomy naplnéné karboxyfluoresceinem, které jsme ddle
vystavili plsobeni 5, 10 a 20 umol/I surfaktinu (Obr. V13). V obou vyssich koncentracich byla
pocatecni rychlost lyze CL- membran pfiblizné dvojnasobna (32 %/min vici 13,7 %/min a
15,5 %/min vaci 7,9 %/min u 20, resp. 10umol/I SF), u koncentrace 5 umol/I byl rozdil méné

vyrazny — 2,2 proti 2,0 %/min.

100
———— CL+ 5uM

CL+ 10uM

——— CL+20pM

75t ====== CL- SUM ‘
CL- 10pM -

- CL- 20uM

cas(min)

Obr. V13 Unik karboxyfluoresceinu z lipozom{i tvofenych celkovym lipidovym extraktem z
CL+ a CL- kmeni B. subtilis.

Surfaktin byl pfiddn v ¢ase 0 na vyslednou koncentraci 5, 10 nebo 20 umol/I. 100% tnik sondy
byl dosaZen pomoci 0,1% Tritonu X-100. Koncentrace suspenze lipozomu byla 10 umol/I.
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5.9 Analyza krivek kinetik lyze lipozom(

Pro detailni analyzu kfivek lyze rdznych lipozomdrnich systému jsme poutZili prokladani
Hillovou funkci, jejiz parametry vyjadfuji celkovou amplitudu (a), tedy procento maximalni
mozné lyze, kterou dany déj dosahne (a také relativni miru, do jaké se uplatiiuje v kazdé k¥ivce
v porovnani s dalSimi funkcemi), poloc€as (t), ktery vyjadfuje rychlost priibéhu popisovaného
déje, a Hilltv koeficient (n), ktery vyjadfuje kooperativitu popisovaného déje, coZ Ize pochopit
jako miru, do jaké ma kazdd dalsi jednotka ucinné latky vétsi (nebo mensi) efekt nez predchozi.
Typicky bude n <1 mit déj, u kterého bude dochdzet k nasyceni, a n > 1 napfiklad déj, ktery
vyZaduje k prabéhu oligomerizaci jednotek ucinné latky. Dale jsme u kfivek stanovili poc¢atecni
rychlost lyze (smérnice pfimky prolozené prvnimi deseti body po pridavku) a pokud mozno

také ¢as dosazeni 50 % maximalni lyze (T1/2). Parametry jsou shrnuty v Tabulce V1.

Tabulka V1 Parametry funkci proloZenych kfivkami uniku karboxyfluoresceinu z lipozoma.

Obr, | Surfactin v T2
a T n
(umol/I) (%/min) | (min)
izolované SF+ | V8 5 33| 449 | 0,6 2,7+

26,8 2761 24 | 03

V8 10 88 | 31,2 | 0,7 | 541+¢

69,1 | 935,0| 0,7 10,0

V8 20 20,1 | 18,3 | 0,8 2,95
122,6 +
t
21,0
70,6 | 490,6 | 0,7 0,12
izolované SF- | V8 5 10,8 | 11,3 | 0,7 66,6 *

30,2 | 213,5| 0,7 16,8

V8 10 349| 80 | 0,7 | 2471+ | 0,97

28,0 1247,0| 0,4 44,6 0,3

V8 20 46,6 | 3,2 1,3 0,12
561,3 +
+
32,1
27,2 78,5 | 0,3 0,02
syntetické SF+ | V9 50 5,6 |169,7 | 0,7 1,7 + 30,0

50,6 | 867,5| 2,7 0,0 0,5
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38,3 1490,2 | 50,3
syntetické V9 50 8,6 |300,8| 0,6
50+ 11,0
SE- 42,5(284,8| 2,6
0,0 +1,5
38,0 | 184,2 | 27,0
PG/-- V11 50 48,7 | 446 | 1,6 | 574+ | 09%
49,51 17,0 | 13,7 4,8 0,1
PG/CL15 V11 47,81 66,2 | 09 | 41,7+ | 12+
50,0| 28,5 | 84 6,7 0,2
PG/CL30 Vi1 64,0 | 166,3 | 1,1 17,2+ | 29+
329 | 44,6 | 34,0 2,1 0,4
Izolované CL+ | V12 5 3,3 {307,8] 0,2 2,0+ .
21,7 |1 326,7 | 2,0 0,8
V12 10 4,0 9,1 0,8 79+ .
59,7 1360,6 | 1,5 0,4
V12 20 88 | 549 |06 | 13,7+ | 2,7¢
82,2 12045 1,6 1,0 0,0
izolované CL- | V12 5 45 | 60,6 | 1,4 2,2+ i}
28,3 12273 | 2,6 0,2
V12 10 79 | 198 | 0,8 | 155+ .
59,3 13052 | 1,6 2,4
V12 20 55,91 999 | 09 | 32,0+ | 3,7%
35,4|160,2 | 4,7 0,8 0,1

Tabulka shrnujici parametry funkci pouzitych k popisu kinetik lyze lipozom(. Hodnoty v

(%/min) a Ti2 (min) ukazuji prdmérné hodnoty + smérodatnou odchylku z alespon tfi

analyzovanych krivek. Parametry a, T a n ukazuji hodnoty reprezentativni kfivky ukazané

v odpovidajicim Obr. Smérodatné odchylky pro hodnoty a, T and n neprekracuji 15 %.

* Hodnota Ti/2 nemohla byt urena, protoze kinetika ve sledovaném casovém Useku

nedosahla 50 % maximalni intenzity.

Pocatecni rychlost a ¢as dosaZzeni poloviny maximalni intenzity jsme pouzivali k pfimému

porovnani ucinnosti permeabilizacniho efektu v jednotlivych experimentech, parametry a
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pocet prokladanych funkci napovidaji o charakteru déjii na molekularni Urovni. Typicky bylo
mozné v prubéhu kinetik nalézt alespon dvé funkce —jednu s negativni kooperativitou a jednu

kooperativni jejiz efekt se s pfibyvajicim ¢asem zesiloval.

5.10 Komparativni analyza kinetik lyze lipozom

Pro lepsi pochopeni a srovnani rozdil a podobnosti prabéhi lyze lipozomu jsme s pomoci
doc. RNDr. Radovana FiSera Ph.D. provedli komparativni analyzu tvard kfivek. Matice
v Obr. V13 ukazuje, jak presné se daji v programu Gnuplot 5.0 pomoci funkce (sumy funkci)
proloZzené jednotlivymi datovymi fadami popsat ostatni datové rfady. Vzhledem k rozdilnym
¢asovym méritkiim jednotlivych experimentd jsme umoznili volné ménit méritko na osach x i
y. Jednoduse feceno — kdybychom méli datové fady A, B a C a jimi proloZzené funkce (sumy
funkci) a, b a ¢, zkusili bychom funkci a prolozit fadami B a C a zjistit, zda jeji preskalovani
nevede k lepsimu popisu dat a zaznamenali hodnotu nejmensi odchylky x2. Stejné bychom
funkci b prolozili fadami A a C a funkci c fadami A a B atd. Zaznamenand odchylka — ¢im mensi,
tim podobné;jsi si funkce byly svym pribéhem — byla graficky zndzornéna pomoci barevné

$kaly odpovidajici x> {0-5) . Do analyzy byly zahrnuty i kinetiky lyze lipozom s pridavky

raznych lipidQ k PC lipozémim z diplomové prace, které byly taktéz pouzity v publikaci (Pinkas

et al. 2020).
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Obr. V14 Porovnani kinetik lyze lipozom{

Graficky zndzornéné srovndni podobnosti kinetik lyze lipozom( riizného sloZeni. Cernd je
nejpodobnéjsi, Zluta je nejodlisnéjsi. Prokladad se vZdy datovd fada zndzornénd na svislé ose
funkcemi pouZitymi pro popis kinetiky na horizontdlini ose. Pfevzato z (Pinkas et al. 2020).

Na matici odchylek mzeme ucinit nékolik pozorovani. Za prvé, kinetika lyze lipozoma
z izolovanych lipida SF+ s nejnizsi koncentraci SF Sla zdanlivé dobre prolozit jakoukoliv funkci
kvali velmi nizké amplitudé lyze a pomalému pribéhu. Za druhé, kinetiky jsou si vétSinou
nejpodobnéjsi v rdmci jednotlivych experimentl. Oproti tomu izolované lipidy a smési

pripravené ze syntetickych dioleylfosfolipid( maji vyrazné odlisny pribéh.

5.11 Permeabilizace Zivych bakterii

ve

Abychom ovéfili protektivni ucéinek kardiolipinu na Zivém systému, vystavili jsme plsobeni
surfaktinu pfimo Zivé exponencialni kultury CL+ a CL-, které opét nebyly Zadnym zplisobem
adaptované na pritomnost surfaktinu. Jedinym rozdilem byla pfitomnost/nepfitomnost

kardiolipinu v membrané. Jejich hynuti jsme sledovali pomoci fluorescenéni sondy propidium
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jodidu, ktery neprochazi dovnitf intaktnich bunék, ale tvofi fluorescenéni produkt s DNA
v bukdch permeabilizovanych. Testovali jsme tfi koncentrace surfaktinu — 50, 100 a
200 pumol/l. Na Obr. V15 vidime, Ze burniky kmene CL- (neobsahujici v membrdanach kardiolipin)
byly permeabilizovdny vyrazné rychleji nez buniky divokého kmene CL+. Rychlost hynuti CL+
PFi odstranéni kardiolipinu z membrany tedy k dosazeni srovnatelného ucinku staci ¢tvrtinové
mnozstvi surfaktinu. MdzZeme tedy konstatovat, Ze kardiolipin ma zdsadni vliv na ochranu

membrany pred permeabilizujicim Uc¢inkem surfaktinu i v komplexnim prostfedi membrany

Zivé buriky.
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Obr. V15 Propidium iodidovy test s Zivymi burikami CL+ a CL- kmen( B. subtilis.
Koncentrace bunék byla 2x107/ml. Surfaktin byl pfiddn v &ase 0 na vyslednou koncentraci 50,
100 a 200 umol/l. 100% permeabilizace byla dosaZena 2,5umol/| melittinem.
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5.12 Zachyt SF v membrané zivych bakterii

Pro ovéreni, zda se ochranny ucinek CL vici pérotvorné aktivité SF odehrava na drovni snizeni
vazby na membranu nebo, v pfipadé negativniho vysledku v rozdilech vazby, na Urovni tvorby
vlastnich pérud jsme se ve spolupraci s doc. RNDr. Petrem Kozlikem, PhD. z Katedry analytické
chemie PrF UK pokusili zméFit a porovnat mnozstvi surfaktinu navazaného na membrany CL+
a CL- bunék pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (Obr. V16). CL-
bunky vazaly vice SF, i kdyZz zaznamenané rozdily byly minimalni. MnoZstvi SF zachyceného
v bunikdch navic nerostlo s koncentraci pfidaného SF, coz naznacuje néjakou formu saturace

systému at uz na Urovni redlného zachytu SF v membréané nebo detekéniho limitu metody.

10

] cu+
B c-

ug SF

50 uM SF 100 uM SF 200 pM SF

Obr. V16 Zdachyt SF v membrdné CL+ a CL- bunék
MnozZstvi SF izolované z 500 ul bunécné suspenze exponencidlnich kultur CL+ a CL- bunék o
koncentraci 2x107/ml vystavené uvedené koncentraci SF po dobu 10 min.

5.13 Méreni vodivosti jednotlivych transmembranovych kanald
Mimo pokusu s lipozomy, které sumarizuji pfispévek velkého mnozZstvi pérli na obrovské plose
membran lipozom(, jsme zkoumali i jednotlivé kanaly pomoci méreni jejich vodivosti

metodou Cernych lipidickych membran (BLM, kapitola 4.6). Cilem bylo podrobnéji zmapovat
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vlastnosti pérd tvorenych surfaktinem jako velikost a stabilita a dale zjistit, zda na tyto

vlastnosti ma vliv lipidové slozeni membrany.

Navzdory plGvodnim ocekdvanim surfaktin netvofi diskrétni velikosti kanald nebo péra, ale
velmi Sirokou distribuci napfi¢ ¢tyfmi fady — od jednotek pS aZ po desitky nS, coZ jsou mimo
jiné méfFici limity pouZité aparatury. Mensi kanaly se ztraceji v Sumu a vétsi kandly jsou mimo
rozsah pouzitého zesilovace (Obr. V17.1-3). Prezentovana data jsou souborem

zaznamenanych skokovych narlstl vodivosti povaZzovanych za otevieni membranového péru.

Relativni zastoupeni

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Vodivost jednotlivych kanala (pS)

Obr. V17.1 Histogramy vodivosti SF kandli v membrdndch sloZenych z DOPG.

Graf zobrazuje 251 zaznamenanych skokovych ndrist( vodivosti v membrdndch tvorenych
DOPG vystavenych 4umol/l SF. KaZdy datovy bod je reprezentovany Gaussovou krivkou a
zobrazend kfivka je jejich sumou.
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Relativni zastoupeni
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Vodivost jednotlivych kanali (pS)

Obr. V17.2 Histogramy vodivosti SF kanali v membranach slozenych z DOPG-DOPE.

Graf zobrazuje 151 zaznamenanych skokovych ndrist( vodivosti v membrdndch tvorenych
smési DOPG-DOPE 2:1 (w/w) vystavenych 4umol/| SF. KaZdy datovy bod je reprezentovany
Gaussovou kfivkou a zobrazend kfivka je jejich sumou.
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Relativni zastoupeni
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Obr. V17.3 Histogramy vodivosti SF kandlii v membrdndch sloZenych z DOPG-TOCL.

Graf zobrazuje 384 zaznamenanych skokovych ndrist( vodivosti v membrdndch tvorenych
smési DOPG-TOCL 2:1 (w/w) vystavenych 4umol/l SF. KaZdy datovy bod je reprezentovany
Gaussovou kfivkou a zobrazend kfivka je jejich sumou.
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Z histogramu rozloZzeni vodivosti kanalu je zrejmé, Ze stechiometrie pdérd neni ustalend a Ze se
v membrdnach tvori funkcni jednotky Citajici od nékolika jednotlivych molekul po klastry
obsahujici stovky nebo tisice molekul. Membrany vystavené surfaktinu navic vykazovaly
vyrazné kolisani vodivosti, které nebylo moZné charakterizovat jako diskrétni otevirani a
zavirani kandlld nebo péri. To ztézovalo identifikaci port a analyza definovanych péri navic
nepostihuje znacnou Cast zaznamenané vodivosti. Kanaly/péry, které bylo moiné
identifikovat a charakterizovat mély nej¢astéji vodivost mezi 120 a 200 pS, znac¢né mnozstvi
okolo 1 nS a zaznamenany byly i kandly vétsi nez 2 nS. Jednoduché membrany tvofené pouze
DOPG mély druhé maximum okolo 500 pS a dal$i mensi maxima v 700, 850, 1000 a 1600 pS.
U obou bindarnich smési byl viditelny druhy vrchol okolo 1200 pS, pficemz u Cistého DOPG je
v této vodivosti naopak znatelny propad ve frekvenci kanal(, naopak, okolo 1600 pS mély
propad ve frekvenci obé bindrni smési. DalSi mirné zvySeni lze u bindrnich smési pozorovat
okolo 1800-1900 pS, jednd se nicméné o jednotky kanal(. Pro podrobnou matematickou
analyzu rozdil(i by ovsem byl tfeba radoveé vétsi pocet kanall. Presto, Ze v distribuci kanal(
zaznamenanych na membrdnach rGzného slozeni mizeme pozorovat dil¢i rozdily, zadné

zasadni zavéry o zménach v charakteru pdrotvorné aktivity z nich neni mozné vyvodit.

5.14 Vizualizace p6ru surfaktinu v membrané pomoci elektronové mikroskopie

Nejndzornéjsi informaci o velikosti a strukture pdru je primé pozorovani. Vzhledem
k predpoklddanym méritkim je jedinou mozZnosti primého pozorovani pérd surfaktinu
v membrané vysokorezolu¢ni elektronova mikroskopie. Suspenzi PC lipozom( vystavenou
10 mmol/I SF po dobu 10 min jsme vizualizovali v transmisnim elektronovém mikroskopu
pomoci negativniho barveni 1% molybdenanem amonnym (MoA) (Obr. V18 A a B) nebo
pomoci pokryti platinou pod Uhlem (Obr. V18 A’ a B‘). Pomoci pokovovani jsme nedosahli
potfebného rozliseni pro identifikaci kanal(, ale ukazali jsme na rozdil v nasedani lipozoma na
podklad (5nm uhlikovd bldna) v pfitomnosti surfaktinu pravdépodobné v ndvaznosti na
schopnost SF snizovat povrchové napéti. Na lipozomech obarvenych MoA se podafilo

identifikovat Utvary o vnitfnim priiméru okolo 6 nm.

61



Obr. V18 Lipozomy vizualizované v TEM

Suspenze 400nm lipozom( tvorenych séjovym PC (A, A’ negativni kontrola) vystavend 10
mmol/| surfaktinu po 10 minut (B, B’) a deponovdna na TEM sitky pokryté ultratenkou
uhlikovou bldnou, aktivované Zdrovym vybojem; negativné kontrastovdno roztokem 1%
molybdenanu amonného a 0,1% trehaldzy (A, B), alternativné naprdsenim 3nm vrstvy platiny
(6 nm pod uhlem 30°) pfi tlaku 2 x 10-8 mbar (A’, B’). Cervenou Sipkou zvyraznéné
predpoklddané SF kandly. Méritko 100 nm.
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6 Diskuse

Jak jiz bylo zminéno, hlavnim cilem disertaéni prace bylo zejména popsat roli lipidického
slozeni membrany v toleranci Bacillus subtilis vi¢i surfaktinu a rozsifit poznani o mechanismu

ucinku surfaktinu obecné.

Z vySe uvedenych dat jasné vyplyva, Ze surfaktin je skuteéné pérotvornd latka schopnd
permeabilizovat jak modelové membrany, tak membrany Zivych bunék. Z méfeni vodivosti
dale vyplyva, Ze kandly nebo pory, které surfaktin tvofi, nejsou uniformni a dobre definované,
ale naopak se jednd o velice heterogenni struktury s moznda dynamicky proménlivou
stechiometrii, coz se dale projevuje multimodalnim pribéhem kinetiky Uniku sondy
z modelovych lipozomu. Vedle samotné ucinné latky je druhou nezbytnou podminkou vzniku
poéru samotnd membrana, skrz kterou por vede. Jeji lipidové sloZeni a fyzikalné chemické
vlastnosti pfi tvorbé poru také hraji velkou roli. Na rozdil od daptomycinu (Seydlova et al.
2019) surfaktin pro svou aktivitu nevyzaduje membranovy potencial (Sheppard et al. 1991,
Ostroumova et al. 2010) a mlZe tak napadat i membrany metabolicky neaktivnich bunék jako
jsou napfiklad dormantni a perzistujici stadia. Daptomycin navic pro svou aktivitu vyzaduje v
membrané pritomnost PG (Hachmann et al. 2011) podobné jako dalsi antimikrobialni peptidy,
jako je telomycin vyzadujici CL (Johnston et al. 2016) nebo cinnamycin vyZadujici PE
(Machaidze and Seelig 2003). To vSe otevira cestu pro vyvoj rezistence i vUci surfaktinu
modifikaci zdsahového mista. Presto, Ze se predpokladalo, Ze vyvoj takové rezistence proti
[atkdam cilicim membranu bude pro mikroorganismy relativné slozity, byly zachyceny kmeny
S.aureus, E. faecalis, E. faecium nebo B. subtilis rezistentni k daptomycinu se
zesilenou bunéénou sténou, s nizS§i nebo naopak wvyssi fluiditou membrany, s mutacemi
v membranovych proteinech, se snizenou koncentraci PG nebo zvySenou koncentraci CL
v membrané (Cui et al. 2006, Kaatz et al. 2006, Hachmann et al. 2011, Tran et al. 2013, Tran
et al. 2015). Je tedy zjevné, ze byt mlzZe byt vyvoj rezistence vi¢i membranové aktivni latce
pochopit moznosti a limitace adaptace mikroorganisml proti antimikrobialnim latkam

permeabilizujicim cytoplazmatickou membranu.
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Dobrym modelem pro studium dostupnych mechanismu rezistence jsou samotni producenti
dané antimikrobidlni latky. Kmeny B. subtilis produkujici surfaktin dokdaZi tolerovat
koncentrace o dva rady vyssi (Hu et al. 2019) nez jiné mikroorganismy (Das et al. 2008). Byt
jsou subpopulace B. subtilis nepochybné nachylné k permeabilizaci membran surfaktinem
(Danevcic et al. 2021), kultury v celku z produkce musi benefitovat a nebyt vlastnim
produktem eradikovany. Vyzkum vedeny nasi skupinou jiz dfive prokazal, Ze produkéni kmen
SF+ (B. subtilis ATCC 21332) ve stacionarni fazi zaroven s produkci surfaktinu postupné
navysuje koncentraci CL v membrdané z necelych 14 % az na maximalné zaznamenanych 22 %
(Seydlova et al. 2013), ¢imZ vyznamné rigidizuje membranu (v kontrastu k fluidizujicimu ucinku
surfaktinu). U kmene SF- celkovd koncentrace CL naopak ve stejné fazi rastu kultury klesla na
8,4 %. Lipozomy pfipravené z lipidovych extraktl téchto kmend potvrdily nasi hypotézu, ze
adaptovand membrana SF+ kmene bude vuci ucinku surfaktinu odolnéjsi (Obr. V9). Zde je
nutné zminit, Ze experimenty tohoto typu s fosfolipidy izolovanymi pfimo z bakteridlnich
kultur jsou pro svou ndrocnost unikdtni. DosaZeni dostatecné stabilnich lipozomu
v dostatecném mnoizstvi vyZadovalo znacné Usili a extenzivni optimalizaci procesu izolace
fosfolipidll i pripravy samotnych lipozomU. Zatimco intenzita fluorescence suspenze SF-
lipozom( po pridavku narostla prudce na hodnotu (Umérnou vysledné koncentraci SF), ve
které se relativné ustalila, SF+ lipozomy ve vSech koncentracich uvolfiovaly fluorescenéni
sondu postupnéji, intenzita se nicméné v pozorovaném casovém Useku neustadlila a
pokracovala v narlstu (Obr. V9). Na zakladé analyzy pribéhu kinetik predpokladame, Ze
mechanismus lyze se mezi SF+ a SF- lipozomy liSi zasadnéji, nez jen rychlosti identického déje
— jak ukazuje komparativni analyza v kapitole 5.10 (Obr. V14), kfivky kinetik lyze SF+ i SF- se
zvlast podobaiji jinym vlastnim koncentracim, ale mezi sebou se vyrazné lisi. Pro Uspésny popis
za Ucelem analyzy prabéhu lyze bylo tfeba pro vsSechny kfivky vyuzit dvé funkce, obé
s kooperativitou nizsi nez 1 (vyjimecné mirné vyssi), lisici se rychlosti pribéhu i amplitudou.
V obou pfipadech s koncentraci surfaktinu zejména stoupala rychlost rychlejsi z obou funkci a
zvySoval se jeji podil na celkové amplitudé. Celkové ovsem mély kinetiky SF+ a SF- odlisSny
lyze u nich byla zplsobena pomalejsi z obou funkci. Pocatecni rychlost lyze lipozoma

pfipravenych ze SF- extraktl tedy byla zfetelné vyssi, nez lyze SF+.
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Tento efekt se potvrdil i u lipozomu pripravenych ze syntetickych smési napodobuijicich slozeni
SF+ a SF- lipid( (Obr.V9), jejichZ smyslem bylo demonstrovat pozorovany fenomén na
jednodussim a definovanéjsim systému. Zde byl pribéh kinetiky slozitéjSi a pro Uspésné
fitovani bylo potfeba pouzit tfi funkce. Za zminku stoji, Ze kinetika lyze téchto lipozomU byla,
pres pouziti vyssi koncentrace surfaktinu, vyrazné pomalejsi, coZz na jednu stranu znaéné
omezovalo mnoiZstvi podminek, které bylo moZné testovat, na druhou stranu ale efektivné
zvySovalo rozliSeni pro sledovdni pocatecnich fazi kinetik, které se v predchozim pfipadé
odehraly vramci prvnich nékolika sekund pokrytych vzhledem ke vzorkovaci frekvenci
jednotkami datovych bodu. To umoznilo presné;jsi analyzu kinetik pomoci proloZzenych funkci
a popsat jejich sigmoiddlni prabéh. Pouziti vyssi koncentrace surfaktinu a vysokého poméru
surfaktin-lipid neni bezprecedentni (Carrillo et al. 2003, Uttlova et al. 2016). Vysoka odolnost
téchto syntetickych smési se da vysvétlit délkou mastnych kyselin pouzitych lipidd — surfaktin
pusobi nejsilnéji, je-li délka jeho B-hydroxy mastné kyseliny shodnd s délkou mastné kyseliny
membranovych lipidl (Grau et al. 1999). Podobny efekt je moZné pozorovat i u LEGO-LPPO,
kdy C18 mastné kyseliny s jednou nenasycenou vazbou vykazuji nejvétsi odolnost proti
permeabilizaci (Dugic et al. — nepublikovand data). Zda se tedy, Ze delsi mastné kyseliny spolu
s dezorganizaci zplisobenou nenasycenou vazbou poskytuji ochranu proti alespon nékterym
mechanismim permeabilizace. Navic se da predpokladat, Ze smési vice druh( lipidl s rlznou
geometrii se budou oproti jednoduchym nebo bindrnim membranam snaze vyrovnavat s
pnutim zpUsobenym kdénickym tvarem surfaktinu. Funkce pouzité k prokladani kinetik lyze
byly vobou ptipadech jedna nekooperativni, jedna slabé kooperativni a jedna silné
kooperativni, jejich vzajemné poméry byly mezi obéma sloZzenimi obdobné. Lisily se v zasadé
pouze rychlosti pribéhu, z ¢ehoZ usuzujeme, Ze mechanismus ucinku je v obou pfipadech
stejny, u SF+ ovSsem probiha pomaleji nebo s mensi Gcinnosti — lipozomy SF- dosahly poloviny

maximalni intenzity témér trikrat rychleji nez SF+ systém.

Vzhledem k tomu, Ze majoritni zménou pfi adaptaci na pfitomnost SF je nardst koncentrace
CL, mél dalsi experiment za cil odfiltrovat pfipadné jiné efekty a jednoduse porovnat odolnost
lipozdmU s riznym obsahem CL. Jako nosicovy lipid jsme tentokrat pouzili DOPG a srovnavali
Cisté DOPG lipozomy a lipozomy s pfidavkem 15 a 30 hmotnostnich procent CL. Obr. V12 jasné
ukazuje, Ze pridavek CL zvySuje odolnost lipozomU a vyssi koncentrace CL ma vyraznéjsi

stabiliza¢ni ucinek (Obr. D1). Srovnavame zde jednoduchy a bindrni systém a vyssi odolnost
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lipozomU s CL by se tak dala ¢astecné vysvétit i timto faktorem. S dalSim pridavkem CL ovsem
odolnost ddle stoupa témér linearné. VSechny kfivky maji na prvni pohled zjevné sigmoidalni
prabéh a kjejich popisu dostacovaly ve vsech trech pripadech dvé funkce — jedna
s kooperativitou kolem 1 a jedna funkce s vy$si kooperativitou a rychlejSim pridbéhem. Hlavni
rozdil zplsobeny pridavkem CL bylo oddaleni a snizeni relativniho prispévku funkce s vyssi
kooperativitou. Na zdkladé toho mGzeme spekulovat, Ze pfitomnost CL oddaluje formovani

vétsich komplext molekul SF.
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Obr. D1 Grdf zavislosti rychlosti lyze na koncentraci CL

Graf, ve kterém je vynesend pocdtecni rychlost lyze tak, jak je uvedena v tabulce V1, proti
koncentraci CL v lipozomech. Mérend rychlost lyze klesd témér linedrné s nardstajici
koncentraci CL.

Stabilizacni efekt CL proti Ucinku SF jsme zaroven potvrdili s vyuZitim kmene B. subtilis
defektniho v produkci CL, jehoZ lipidovy extrakt dal vzniknout znatelné nachylnéjsim
lipozdmUm (Obr.V 12) neZ extrakt z divokého kmene obsahujicim 12,5% podil CL v membrané
(Sklenarova 2014). A dle ocekavani, i zivé bunky byly znatelné nachylnéjsi k permeabilizaci
surfaktinem, jak ukazuje Obr. V15. Nejenze tedy pridavek CL chrani jednoduchou modelovou
membranu proti plisobeni SF, ale naopak odebrani CL z komplexniho prostfedi izolovaného

lipidového extraktu, a dokonce i bakteridlni membrany Zivé bakterie, znatelné zvysuje jeji
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nachylnost. Rozbor pribéhu kinetik lyze CL+ a CL- lipozomU opét ukazal pro kazdou krivku dvé
funkce — jednu s kooperativitou < 1 a (s vyjimkou CL- pfi koncentraci SF 20 uM) amplitudou
v ramci jednotek % max lyze, a druhou funkci s kooperativitou mirné vyssi nez 1 zodpovédnou
za vétSinu pozorované lyze. Tvar vSech kfivek byl tedy podobny, zasadné se liSila pouze

rychlost.

Kinetiky lyze lipozoml, které se podafilo popsat pomoci funkci, jsme mezi sebou porovnavali
v kapitole 5.10. Z Obr. V14 je zifejmé, Ze kinetiky v ramci jednotlivych experimentl jsou si
navzajem podobnéjsi nez mezi rlznymi experimenty. Kfivky liSici se pouze koncentraci
surfaktinu si navzdjem byly tvarové podobné, ale kfivky liSici se lipidovym sloZzenim mély
dramaticky odlisSny pribéh. Ztoho miZeme usuzovat, Ze koncentrace surfaktinu, mozna
neprekvapivé, ovliviiuje rychlost nebo amplitudu pozorovanych jevd, zatimco lipidové sloZzeni

membrany méni pfitomné mechanismy tvorby pord nebo jejich relativni zastoupeni.

Kdyz srovname odpovéd SF+/SF- a CL+/CL- lipozom{ na rizné koncentrace surfaktinu (Obr.D2)
tak, jak jsou uvedené v tabulce V1 na zakladé obrazkd krivek V8 a V12, zjistime, Ze rychlost
lyze ve vSech pfipadech roste témér linearné s koncentraci surfaktinu, ale ze CL+ a SF+ reaguiji
na zménu koncentrace linedrni zavislosti s nizsi smérnici, nez CL- resp. SF-. Vzhledem k tomu,
Ze mezi rychlosti CL+ a CL- je mensi rozdil, nez mezi SF+ a SF-, miZeme spekulovat, Ze narlst

koncentrace CL neni jedinym adaptacnim mechanismem vici surfaktinu.
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Obr.D2 Graf zavislosti rychlosti lyze lipozomi na koncentraci surfaktinu.

Graf, ve kterém je rychlost lyze lipozomi z obrdazku V8 (A) a V12 (B) vynesena jako funkce
koncentrace surfaktinu. Rychlost v obou pfipadech stoupd témér linedrné s koncentraci SF,
jednotlivé lipozomy se lisi pouze smérnici této zavislosti.
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Na zakladé experimentd s lipozomy pfipravenymi zizolovanych a syntetickych lipid( i
permeabilizace Zivych bunék ale muiZeme tvrdit, Ze k adaptaci v(ci surfaktinu kardiolipin
nepochybné vyznamnou mérou pfispiva. Vysledky popsané v kapitole 5.6 a publikaci (Uttlova
et al. 2016) ovSem jasné ukazuji, Ze zvySeni odolnosti membrany je u neprodukéniho kmene
mozné dosahnout i bez pfispévku kardiolipinu a mechanismus je tedy pravdépodobné

komplexni fyzikalné chemickd souhra vice faktor( spis nez jednoduchy vztah efektor-inhibitor.

Kromé permeabilizace bunék jsme se pokouseli uréit i rozdily v citlivosti bakterialnich kultur
testovanych kmenl B. subtilis vici surfaktinu, ale vzhledem k omezenému mnoZstvi
dostupného surfaktinu a jeho povrchové aktivité se nam nepodafilo rozdily zaznamenat.
Provedli jsme pokusy s kultivaci rGznych kmena vystavenych rdznym koncentracim SF
v mikrotitracni desticce. Velky specificky povrch pravdépodobné vede ke snizené efektivni
koncentraci surfaktinu a ustdleny stav po 12 hod tak byl navic zatizeny pomérné znac¢nou
chybou vzhledem k nachylnosti malého objemu k nestejnomérnému odparu. Experimenty na
pevnych médiich pro zménu byly ztéZovany faktem, Ze pfitomnost surfaktinu podporuje
,sliding” motilitu (Kinsinger et al. 2003) bunék a vede tak k rozmyvani bakteridlniho narlstu,
coz nam znemoznilo vyhodnoceni inhibi¢nich zén. Ptfes spotfebovani znacného mnozstvi
surfaktinu jsme tedy primé srovnani miry tolerance jednotlivych kmen0 k surfaktinu nebyli

schopni provést.

Dalsi série experimentd méla za cil prispét klepsSimu pochopeni mechanismu, jakym
kardiolipin brani permeabilizaci membrany. Pfedpokladame, Ze bud brani samotnému vstupu
surfaktinu do membrany napfiklad zvySenim celkového negativniho ndboje membrany
(Seydlova et al. 2013), nebo blokuje tvorbu (Rocha-Roa et al. 2021) ¢i omezuje efektivitu
vodivého komplexu. Pomoci kapalinové chromatografie kombinované s hmotnostni
spektrometrii jsme chtéli stanovit pfipadné rozdily v mnozstvi surfaktinu zachyceného
v membrdnach kmend CL+ a CL-. Hypotéza byla takova, Ze pokud kmen CL- zachyti vétsi
mnozstvi SF nez kmen CL+, znamena to, Ze protektivni Ucinek proti SF se manifestuje na urovni
vstupu do membrdany. Pokud rozdily nezaznamendme, snizuje se efektivita surfaktinu jiz
v membrdné integrovaného. Vysledky experimentli bohuZel neprokazuji ani jednu
z predpokladanych variant. Pfesto, Ze ve vzorcich CL- bylo ve vSech pouzitych koncentracich
zaznamendno marginalné vyssi mnozstvi surfaktinu oproti kmenu CL+, nem(iZeme vyvozovat

zadné zavéry, vzhledem k velkym odchylkdm v technickych replikatech. Systém prakticky
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nereagoval na zvySovani koncentrace surfaktinu v pribéhu inkubace bunék (Obr. V16) —
mnozstvi detekovaného surfaktinu pfi koncentraci 100 uM bylo vyssi neZ pti koncentraci
200 pM. Dochazi tedy zfejmé k néjakému druhu nasyceni systému. Napftiklad jevu, kdy se, po
dosaZzeni néjaké hrani¢ni koncentrace, povrchové aktivni latka samousporada do
segregovanych domén a membranu opusti v podobé smésnych micel (Nazari et al. 2012),
které nebudou zachyceny spolu s burikami. Potencidlnim feSenim by bylo zkraceni intervalu,
po ktery jsou kultury vystavené surfaktinu pred izolaci surfaktinu tak, abychom zachvytili
dynamiku déje, nikoliv konecny ustaleny stav. To bohuZel nebylo v pouZitém usporadani
experimentu prakticky proveditelné. Vysledky tedy naznacuji urcité snizeni mnozstvi
surfaktinu vstupujictho do membrany, presvédcivou odpovéd jsme ovSem neziskali.
Alternativnim pristupem k objasnéni mechanismu vlivu CL na pdrotvornou aktivitu SF by
mohly byt simulace molekularni dynamiky, které jsme jiz s Uspéchem pouzili ke zkoumani
chovani SF vroztoku. V budoucnu zamyslime pokusit se nasimulovat interakce SF
s membranami rlizného sloZeni a zjistit, jestli CL omezuje jiz vstup SF do membrany nebo zda

bude pozorovatelny néjaky efekt na chovani SF jiz vlozeného v membrané.

Pdvodnim zdmérem projektu bylo, kromé globalniho efektu na populaci bunék, sledovat a
analyzovat jednotlivé udalosti permeabilizace pomoci méreni vodivosti membrany, jak
ukazuje napf. (Sheppard et al. 1991, Ostroumova et al. 2010). Konkrétni hodnoty vodivosti by
nam v idedlnim pripadé umoznily analyzovat stechiometrii kanal(i (Seydlova et al. 2019).
Z namérenych dat je zjevné, Ze surfaktin pouze jednoduché pdry s ustalenou stechiometrii
netvofi. Membrany vystavené surfaktinu v porovnani s ¢istou membranou nebo membranou
vystavenou permeabilizujicim latkdam tvoficich stabilni definované péry, jako napfiklad
fonticiny (Latrova et al. 2023), vykazuji nadmérny ,Sum® a kolisani vodivosti, které ztézuje
identifikaci jednotlivych vodivostnich udalosti a také prakticky znemozZnuje pfifazovani
,otevieni” kanalu k odpovidajicimu ,zavreni”. Kanaly navic mély relativné dlouhou dobu
otevieni a na membrané se postupné akumulovaly. Toto chovani jsme pozorovali na celé fadé
lipidickych systém lisicich se sloZzenim (rdzné polarni hlavy, lipidové fetézce) i komplexitou
(od jednoslozkovych syntetickych lipid( po lipidové izolaty). Pro Ucely vodivostnich méreni
jsme pouzili dioleyilglycerofosfolipidy obdobné jako v experimentech s lipozomy. Porovnavali
jsme vodivost membran tvorenych cistym DOPG, DOPG s TOCL v poméru 2:1 a DOPG:DOPE

vpoméru 2:1 abychom wvyloudili, Ze pfipadné zmeény jsou pouze vlivem rozdilu
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jednoduchy/binarni systém. Od kazdého sloZzeni membrany bylo zaznamenano nékolik
méricich dn(, a na nizkych desitkdch membran identifikovano nékolik set jednotlivych narlsta
vodivosti. Méfeni a zejména vyhodnocovani dat bylo velmi ¢asové narocné, obzvlasté
vzhledem k vySe zminénému vyraznému kolisani vodivosti, coz znacné limitovalo celkovy
pocet charakterizovanych kandalG. Abychom tuto limitaci obesli, pokouseli jsme se ve
spolupraci s Albertem Sokolem optimalizovat jim vyvinuty software pro analyzu vodivostnich
dat. Tento pfistup fungoval uspokojivé pro vyhodnocovani dobfe definovanych kanall jinych
latek, pro surfaktin se bohuzel algoritmus optimalizovat nepodafilo — otevieni bud nebyla
zaznamendna nebo nebyl detekovan cely rozsah pozorovanych kanali nebo algoritmus
naopak produkoval velké mnozstvi falesné pozitivnich detekci. Vysledky tak bylo nutné
validovat manudlné a uspora casu oproti celo-manualnimu vyhodnocovani byla spiSe
negativni. ldentifikované a charakterizované kanaly mély rozsah vodivosti od pfiblizné 2 pS do
2 nS, tedy pres tfi fady, s nejcastéjSimi kandly okolo vodivosti 120 pS. Tento rozsah je ale
zatizeny citlivosti samotné aparatury a charakterem dat — kanaly vétsi nez 2 nS byly mimo
rozsah zesilovace a kanaly mensi nez 2 pS se ztracely v Sumu elektrického signalu intaktni
membrany. Vzhledem ktomu, Ze pozorované kolisani vodivosti membrany po pfidani
surfaktinu bylo vétSinu méficiho ¢asu podstatné vyraznéjsi, nez Sum intaktni membrany,
predpokladame, zZe pocet mensich kanall je v datech vyrazné podhodnoceny. Obecné by se
pozorovany kolisavy ndrlst vodivosti dal vysvétlit transientnimi selhdnimi integrity
membrany, kterd mohou mit charakter lokdlniho uvolnéni geometrického stresu prelitim casti
obsahu cis strany na trans stranu za soucasného vytvoreni vodivého spojeni obou stran, jak
predpokladaji autofi prace (Heerklotz et al. 2004). Pro presvédcivé potvrzeni této domnénky

ovsem zatim nemame dost podkladd.

Vyznamnym zjiSténim, ucinénym jiz pfi vypracovavani diplomové préce, bylo popsani
skutecnosti, Ze efekt surfaktinu na cilové membrany je ovlivnény pouZitym rozpoustédlem
zasobniho roztoku — konkrétné pouZiti zasobniho roztoku surfaktinu v DMSO zvySovalo a
zrychlovalo permeabilizaci membrdan indukovanou surfaktinem. Jako okrajovou ¢ast tohoto
disertacniho projektu jsme se tedy pokouseli dale popsat a objasnit pozorovany efekt,
zejména vzhledem k tomu, Ze nezanedbatelna ¢ast historickych dat publikovanych o ucinku
surfaktinu na membrany byla ziskana za pouziti roztok v DMSO (Carrillo et al. 2003, Tsan et

al. 2007) nebo dokonce nespecifikovaného zasobniho roztoku. Zjistili jsme, Ze pfi pouZiti
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1 mmol/I zasobniho roztoku surfaktinu v DMSO byla rychlost lyze lipozomU podstatné vyssi
nez pfi pouZiti stejné koncentrovaného vodného roztoku. Pfidavek DMSO na stejnou
vyslednou koncentraci (5 %) mél oviem na lyzi tlumici efekt a Unik fluorescenéni sondy
zpomaloval (Obr. V1). U dalSich dvou testovanych pdérotvornych latek, makrolidu DDHR a
lipofosfonoxinu DR5047 (Obr. V2 a V3) se potencujici efekt DMSO neprojevil. Ztoho
usuzujeme, Zze mechanismus musi byt na drovni formy SF v okamZiku pfidavku. Vzhledem
k tomu, Ze velka vétsina molekul SF ve vodném roztoku je v pouzitych koncentracich ve formé
micel a predpokladdame, Ze v DMSO prevladaji monomery, mlizeme spekulovat, Ze volné
monomery ochotnéji interaguji s membranami, zatimco miceldrni formy jsou méné reaktivni.
Abychom tuto hypotézu ovéfili, pokusili jsme prozkoumat vliv DMSO na micelizaci surfaktinu.
Vyzkouseli jsme nékolik pristupl stanoveni CMC a pres relativné velkou ¢asovou investici jsme
nardazeli na problém s citlivosti metod. CMC surfaktinu ve vodném roztoku se podle podminek
obvykle udava nizsi nez 10 umol/I (Ishigami et al. 1995, Heerklotz and Seelig 2001, Shen et al.
2011), coz je o nékolik Fada nizsi nez bézné detergenty typu SDS. Pocet micel a objem jejich
vnitfniho prostoru je okolo CMC pfilis nizky na to, aby projevila detekovatelnou zménou
fluorescence nebo vodivost roztoku. Hodnotu se v nasich podminkach podafilo ovéfit az s
pomoci kapildrni zénové elektroforézy. Pti pokusu o stanoveni CMC SF pridavaného z roztoku
v DMSO (vidy na vyslednou koncentraci 5 % DMSO) se mobilita sondy pouzZité k detekci
pritomnosti micel v kapilarni zénové elektroforéze ménila plynule a ani v koncentraci
100 umol/I jsme nepozorovali jeji ostry pokles nebo ustaleni (Obr. V7). Toto zjisténi bylo dale
podporeno simulacemi molekuldrni dynamiky, ve kterych monomery SF v DMSO vzajemné
neinteragovali na rozdil od vodného prostredi, ve kterém se velmi rychle samousporadaly do
micely. Zda se tedy, Zze DMSO ma vliv na to, v jaké formé se SF vroztoku nachazi a zZe
s membrdnou skutecné prednostné reaguji spiSe monomery SF nez micely. K tomu je nutné

prihliZet pfi interpretaci literarnich dat.

V neposledni fadé jsme se pokusili pfimo vizualizovat kandly tvofené surfaktinem pomoci
transmisni elektronové mikroskopie. Dosahli jsme ¢astecného Uspéchu pomoci negativniho
barveni molybdenanem amonnym, kdyZ se nam na casti lipozomU vystavenych plsobeni SF
podatilo objevit kruhovité Utvary s vnitfnim pradmérem okolo 6 nm (Obr. V18 B). Tato metoda
nam muzZe dat predstavu o velikosti, ale ne o strukture porl. Vzhledem k nestalé stechiometrii

a tim zplGsobené variabilité neni mozné vyreseni struktury surfaktinového péru klasickou kryo
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elektronovou mikroskopii, ktera spoléha na zprimérovani velkého mnozZstvi objekt( tak, jako
se to podafilo napfiklad u MAC komplementového systému (Sharp et al. 2016). Pfesto bychom
se jesté v budoucnu radi pokusili pfinejmensim zobrazit surfaktinové péry v membrdnach
lipozom( pomoci kryo elektronové tomografie, pokud se podafi zajistit pfistup k dostatecné

vykonnému mikroskopu.
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7 Zavér

Vramci disertacniho projektu se ndm podafilo presvédéivé prokdzat, Zze membrany
adaptované na surfaktin Iépe odolavaji jim zplsobené permeabilizaci. Dale jsme ukazali, Ze
narlst koncentrace kardiolipinu je vyznamnou ¢dsti adaptace producenta na surfaktin.
Kardiolipin pravdépodobné neni jedinym faktorem, ktery k ni pfispiva, ale in vitro experimenty
potvrzuji, Zze membrany se zvySenym obsahem kardiolipinu jsou odolnéj$i a membrany, ze
kterych je kardiolipin odebran jsou naopak nachylnéjsi k permeabilizaci surfaktinem. Toto se
potvrdilo jak na modelovych membranach, tak na Zivych bufikach. Nepodafilo se prokazat, zda
se popsany stabiliza¢ni efekt odehrava na drovni vstupu surfaktinu do membrany nebo na
urovni tvorby funkénich komplex(. Dale jsme ukazali, Ze pouziti DMSO jako rozpoustédla pro
pfipravu zasobnich roztokd vyrazné ovliviiuje vysledky pravdépodobné ovlivnénim tendence

surfaktinu tvofit micely.
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8 Prehled publikaci

8.1 Publikace souvisejici s tématem disertacni prace
Bacillus subtilis alters the proportion of major membrane phospholipids in response to
surfactin exposure. Uttlova, P., D. Pinkas, O. Bechyrikova, R. FiSer, J. Svobodova and G.

Seydlova (2016). Biochimica et Biophysica Acta-Biomembranes 1858(12): 2965-2971.

Pfispévek autora: 15%

Design a provedeni experiment( s Unikem fluorescencni sondy z lipozom{, ¢ast reSerse a

tvorby textu.

Spoluautorska publikace predkladana jako soucdst a diskutovana v disertacni praci zabyvajici

se reakci kmene neschopného produkce surfaktinu na externé dodany surfaktin.

Bacillus subtilis cardiolipin protects its own membrane against surfactin-induced
permeabilization. Pinkas, D., R. Fiser, P. Kozlik, T. Dolejsova, K. Hryzakova, |. Konopasek and

G. Mikusova (2020). Biochimica Et Biophysica Acta-Biomembranes 1862(10): 11.

PFispévek autora: 70%

Hlavni prvoautorska publikace predkladana jako soucdst a diskutovana v disertacni praci.

Outer membrane and phospholipid composition of the target membrane affect the
antimicrobial potential of first-and second-generation lipophosphonoxins. Latrova, K., N.
Havlova, R. Vecéerova, D. Pinkas, K. Bogdanova, M. Kolar, R. Fiser, |I. Konopasek, D. D. Do Pham,

D. Rejman and G. Mikusova (2021). Scientific Reports 11(1): 1-16.

Prispévek autora: 5%
Zpracovani a vyhodnoceni dat z experimentl s Unikem fluorescencni sondy z lipozom.

Spoluautorska publikace zabyvajici se charakterizaci pérotvorného ucinku LPPO prvni a druhé

generace obdobnym metodickym pristupem jako zde predkladand disertacni prace.
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8.2 Ostatni publikacni aktivita

Francisella tularensis D-Ala D-Ala carboxypeptidase DacD is involved in intracellular
replication and it is necessary for bacterial cell wall integrity. Spidlova, P., P. Stojkova, V.
Dankova, I. Senitkova, M. Santic, D. Pinkas, V. Filimonenko and J. Stulik (2018). Frontiers in

cellular and infection microbiology 8: 111.

Prispévek autora: 5%

Ptiprava vzork(, pofizovani EM snimk( a vyhodnoceni EM dat.

Strong antioxidant capacity of horseradish hairy root cultures under arsenic stress indicates
the possible use of Armoracia rusticana plants for phytoremediation. Kofroriova, M., A.
Hrdinova, P. Maskov3, P. Soudek, J. Tremlova, D. Pinkas and H. Lipavska (2019). Ecotoxicology
and Environmental Safety 174: 295-304.

PFispévek autora: 5%

Design a provedeni spektroskopickych experiment(l a zpracovani dat.

The use of styrene-maleic acid copolymer (SMA) for studies on T cell membrane rafts.
Angelisova, P., O. Ballek, J. Sykora, O. Benada, T. Cajka, J. Pokornd, D. Pinkas and V. Hotejsi
(2019). Biochimica et Biophysica Acta-Biomembranes 1861(1): 130-141.

Prispévek autora: 5%

Ptiprava vzork(, pofizovani EM snimkd.

Molecular Responses in THP-1 Macrophage-Like Cells Exposed to Diverse Nanoparticles.
Brzicova, T., E. Javorkova, K. Vrbova, A. Zajicova, V. Holan, D. Pinkas, V. Philimonenko, J.

Sikorova, J. Klema, J. Topinka and P. Rossner (2019).Nanomaterials 9(5): 687.
Prispévek autora: 5%

Ptiprava vzorkul, pofizovani EM snimk.
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Toxicity of TiO2, ZnO, and SiO2 Nanoparticles in Human Lung Cells: Safe-by-Design
Development of Construction Materials. Remzova, M., R. Zouzelka, T. Brzicova, K. Vrbova, D.

Pinkas, P. RGssner, J. Topinka and J. Rathousky (2019). Nanomaterials 9(7): 968.
Ptispévek autora: 5%

Design experimentu, ptiprava vzorkl, pofizovani EM snimki

The most abundant maternal IncRNA Sirenal acts post-transcriptionally and impacts
mitochondrial distribution. Ganesh, S., F. Horvat, D. Drutovic, M. Efenberkova, D. Pinkas, A.
Jindrova, J. Pasulka, R. lyyappan, R. Malik, A. Susor, K. Vlahovicek, P. Solc and P. Svoboda
(2020). Nucleic Acids Research 48(6): 3211-3227.

Prispévek autora: 5%

Ptiprava vzork(, pofizovani EM snimk, zpracovani a vyhodnoceni EM dat.

Multi-Component Antioxidative System and Robust Carbohydrate Status, the Essence of
Plant Arsenic Tolerance. Kofroriova, M., A. Hrdinova, P. Magkova, J. Tremlova, P. Soudek, S.

Petrova, D. Pinkas and H. Lipavska (2020). Antioxidants 9(4): 283.
Prispévek autora: 5%

Design a provedeni spektroskopickych experiment(l a zpracovani dat.

Understanding the toxicity mechanism of CuO nanoparticles: the intracellular view of
exposed earthworm cells. Navarro Pacheco, N. I., R. Roubalova, J. Dvorak, O. Benada, D.
Pinkas, O. Kofronova, J. Semerad, M. Pivokonsky, T. Cajthaml, M. Bilej and P. Prochazkova

(2021). Environmental Science: Nano 8(9): 2464-2477.

Prispévek autora: 2%

Provedeni EDS analyzy jako dodatecny experiment v reakci na pfipominky oponentu.
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Evidence of Au(ll) and Au(0) States in Bovine Serum Albumin-Au Nanoclusters Revealed by
CW-EPR/LEPR and Peculiarities in HR-TEM/STEM Imaging. Ostruszka, R., G. Zoppellaro, O.
Tomanec, D. Pinkas, V. Filimonenko and K. Sikova (2022). Nanomaterials 12(9): 1425.

PFispévek autora: 15%

EM a EDS analyza.

Cisplatin-Cross-Linked DNA Origami Nanostructures for Drug Delivery Applications. Sala, L.,

T. Perecko, O. Mestek, D. Pinkas, T. Homola and J. Kocisek (2022). ACS Applied Nano Materials

5(9): 13267-13275.
PFispévek autora: 15%

Design EM experiment(, pofizovani a zpracovani EM snimk( a EDS analyza.

Macrophage-mediated tissue response evoked by subchronic inhalation of lead oxide
nanoparticles is associated with the alteration of phospholipases C and cholesterol
transporters. Smutnd, T., J. Dumkova, D. Kristekovd, M. Lastovickova, A. Jedli¢ckovd, L.
Vrlikova, B. Docekal, L. Alexa, H. Kotasova, V. Pelkova, Z. Vecera, K. Kfimal, J. Petras, P.
Coufalik, D. VSiansky, S. Zachej, D. Pinkas, J. Vondracek, A. Hampl, P. Mikuska and M. Buchtova
(2022). Particle and Fibre Toxicology 19(1): 52.

Prispévek autora: 5%

EM a EDS analyza.

Cellular uptake and fate of cationic polymer-coated nanodiamonds delivering siRNA: a
mechanistic study. Majer, J., M. Kindermann, D. Pinkas, D. Chvatil, P. Cigler and L. Libusova

(2024). Nanoscale 16(5): 2490-2503.
Prispévek autora: 5%

Provedeni EDS analyzy jako dodatecny experiment v reakci na pfipominky oponentd.
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lon beam processing of DNA origami nanostructures. Sala, L., A. Zerolova, V. Vizcaino, A.

Mery, A. Domaracka, H. Rothard, P. Boduch, D. Pinkas and J. KociSek (2024). Beilstein Journal

of Nanotechnology 15: 207-214.

Ptispévek autora: 5%

FIB iradiace vzorku a potizovani EM snimka.
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