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1. UVOD A CILE

JesSt na za&atku minulého stoleti byly inféki choroby hlavni ficinou umrti mezi
lidmi (Madigan a Martinko, 2006). S objevem antiikove dvacatych letech 20.stoleti se
pocet mrtvych rapid#é snizil a pozornost Iékéa a wdci se zansiila na jina onemoai. Jak
se ale v druhé polowin minulého stoleti zjistilo, bakterie nalezlyigoby ochrany fed
antibiotiky, ktera se zala pouzivat a nyni hrozi velky nedostat&tht (innych. DneSnim
problémem se stavajirgrevsim bakterie multi-resistentni k antibiétik jako je nagiklad
Mycobacterium tuberculosifMDR-TB), zpisobujici tuberkul6zu nebo methicilin-resistentni
Staphylococcus aureUMRSA, dnes uz z 90%fipadi rezistentni na penicilin) (NIAID,
2011).

Jednou z odpadi na vzfistajici potebu novych antibiotik je rychla identifikace
novych producerit Nékterd bakterialni antibiotika obsahuji ve své gtk prekurzor
mastné kyseliny, kterd se vyskytuje i v memBr@gnoducentské bakterie. Pomoci metody
analyzy celularnich mastnych kyselin, je mozné gohrychle a snadno nalézt bakterie,
které jsou specifické fffomnosti ukité sloweniny v membrah Spol€né prvky
v biosyntéze antibiotik a mastnych kyselin nazjiadzkou provazanost jejich stasného
vyskytu uvnit bakterie, proto Ize analyzu celularnich mastnygéekn pouzit k patrani po
moznych producentech antibiotik.

Bakterie, kterd& ma antibioticky potencial, nebude produkovat antibiotika za
jakychkoli podminek. Na produkci méa vliv fazéstu, nutréni latky v okoli a fyzikalni
vlastnosti prosgedi. Je proto nutné nejen &mvytipovat producenty, ale také zkoumat
podminky, které k produkci vedou. Poroztmh €mto mechaniziim maze v budoucnu

ulehit ziskavani novych antibiotickych latek.

Tato prace si klade za cil charakterizovat sklaglembranovych MK a membranovou
fluiditu v podminkéach stimulujicich produkci asukgrimu typového kmen8. nodosusssp

asukaensis



2. LITERARNI P REHLED

Antibiotika, kterd dnes mame k dispozici, jsoaanymieSenim. P&t objewi na
poli novych antibiotik s kazdym rokem klesa (Ob), 4atimco zastoupeni rezistentnich
kmeni oproti nerezistentnim stoupa (Ob. 2). Ve 21. sitddglo nalezeno jen &kolik
acinnych latek. \étSina dnes znamych ATB pochézi ze skuphayinobacteria pidnich
mikroorganiznii, které jsou produkci antibiotik znamy jiz ze 46t minulého stoleti.
NejvyznamuijSi a zarove nejpaetrgjSi skupinou aktinobakterii je rdgkreptomyces

Antibiotika ziskana z tohoto rodu dnes pokryvajs Rlinicky pouzivanach ATB
(Watve et al.,, 2001). Prvnim antibiotikem roditreptomycesbyla latka nazvana
streptomycin (Ginna proti plicni tuberkuloze), kterou izoloval akberie Streptomyces

griseusv roce 1943 Albert Schatz.
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Obr. 1. Snizujici se p&et now¥ zavedenych antibiotik (podle Fox, 2006)
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2.1. RodStreptomyces

Rod Streptomycespati do radu Actinomycetales,kmen Actinobacteria, tiidy
Actinobacteria Streptomycesjsou aerobni, grampozitivni, agni bakterie. Jsou to
chemoorganotrofni bakterie s oxidativnim typem roeliamu. Jejich DNA se vyziaje
vysokym obsahem guaninu a cytosinu (obvykle mezr4686). Ve své membrérobsahuji
typicky nasycené, iso- a anteisastwené MK. Streptomycety vytvéji dva typy vlaken,
jako prvni bohat vétvené mycelium a poté vzdusSné mycelium produkugfmry, které
zaji¥uji vysSi odolnost bakterie za regmivych podminek. Bkteré kmeny produkuji
barevné pigmenty (Korn-Wendisch a Kutzner, 1992niger, 2006).

Streptomycety jsou typickytoalini organizmy, ale osidluji i vodni ekosystémy dyby
nalezeny i ve s$evech arthropod. V suchozemském pexdit tvai i vice nez 90 % z
celkového zastoupeni vSech zastupcActinomycetalesV jednom gramu jdy se nachazi
priblizng 10" ~10" kolonie-tvdicich jednotek neboli CFUc6lony forming unifsa paity
bakterii jsou tim vy3Si¢im je pida bohatSi na organicky materialét¥na streptomycet
dava pednost neutralnimu az mémlkalickému pH, ale existuji i kmeny ZijickipH 3,5
nebo az fi pH 11,5 (Kampfer, 2006).

Rod Streptomycege zatim nejétSim mikrobialnim rodem produkujicim antibiotika
(Watve et al., 2001). Latky produkované timto rodeemaji @inky pouze antibakterialni,
ale také antifugdlni, antiparazitické, imunosupresé apod. Mezi streptomycetova
antibiotika pati nejznamdjSi streptomycin bakterieS. griseus (Waksman, 1963),
chloramfenikol §.venezuelad\kagawa et al. 1975), tetracykli®.§imosusS. aureofaciens
Nelson et al., 2001), neomycis.fradiae Dulmage, 1953) a dalSi. Odhaduje se, Ze rod
Streptomycefe schopen produkovat 100 000 — #1800 000 antibiotik (Watve et al. 2001).

Antibiotika jsou jedsmi z latek sekundarniho metabolismu. Latky sekumitiér
metabolismu jsou charakterizované tim, Ze nejsozbytaé pro samotny Zivot
mikroorganismu, tvid vSak dilezitou sodast Zivotni strategie, nebdakterie diky tomu
Casto ziskava jistou sel&ki vyhodu oproti ostatnim bakteriim v konku¢efm prostedi.
Sekundarni metabolity se produkuji v p&adl stacionarni faziistu bakterialni populaceip
statické kultivaci, kdy se get burgk uz prakticky nerni, vycerpavaji se zZiviny a dochazi
k hromadani toxickych latek (Rosypal, 2003) (viz. Obr. 3.).

Bakterie produkujici antibiotické latky, maji takéechanizmus, jak sedhto latek
zbavovat do okolniho prasdi, protoZe i pro & 1samotné jsou toxické. Diky tomu jsou

zarove vice rezistentni k jinym toxickym latkam, kteréoysv jejich okoli. Jednim z
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mechanizm je pouzivani tzv. efluxnich pump kd&apavani xenobiotik, ktera se dostala
dovnitt buiky, z buiky ven (Nikaido, 1998; Levy, 1992; Lee a Lomovska$998; Lee et
al., 2001).

Vzhledem ke svym dobrym schopnostem degradovalysaoharidy a dalSi
makromolekuly #ejm¢ hraji vyznamnou roli i v f@meénach toxickych slotenin.
Streptomycety byly nalezeny i viggach obsahujiciclezké kovy. (Kutzner, 1981; Schrempf,
2006).

Stacionarni faze

‘/ Faze odumirani

\/

Pocet zivych bakterii

Exponenciilni faze

Lay faze

Obr. 3. Rast bakterialni populace (podle Madigan a Martird@)6)

2.2. Streptomyces nodosus ssp asukaensis

Tento druh bakterie byl poprvé izolovan vroce 19@inura et al.). Byla u &
zarova objevena produkce antibiotika nazvaného asukamyaihté doby vzniklo &kolik
praci zamifenych na biosyntézu tohoto antibiotika a na kultivapokusy zasahujici do
biosyntickych drah, aby se tak zvySilo mnoZstvidokujiciho antibiotika nebo aby se
syntetizovala antibiotika nova jako régad v pracich Hu a Flosse (2006) nebo Rui a
Petickové (2010).

2.2.1. Produkce sekundarnich metabolit S. nodosus ssp.asukaensis

Streptomyces nodosssp.asukaensiprodukuje antibiotikum asukamycin. Tato latka
pati do vyznamné rodiny manumycinovych antibiotikninych antibakterialéy antiviralre,
antifungal®, protizarttlivé a napiklad také proti Alzheimerav chorolg. Dale vykazuji

silnou aktivitu proti farnesyltransferazexB kinaze B, interleukinu-1 p-convertnim



enzymim, které se uplauji vregulaci éstu buiky a buréného d@leni a jsou proto
potencialg ucinné i jako antitumorova chemoterapeutika (Sattteal, 1998; Shipley et al.,
2009; Bernier et al, 2006).

VSechny typy manumycinovych antibiotik se |iSi peuve sloZzeni horniho
polyketidovéhorettzce (viz Obr. 4). Reaktivni epoxidova skupina uliciého jadra je
pravdEpodobré hlavni strukturou ovliiujici rizné biologické funkce uvriit bakterie
(Sattler et al., 1998).

2.2.2. Struktura asukamycinu

Souhrnny vzorec asukamycinu ma podobgHzN,Og S molekulovou hmotnosti 542.
Sklada se zeitcasti — dolniho polyketidového trienovéteiézce zakoteného 2-amino-3-
hydroxycyklopent-2-enonem (tzv.s jednotka), z cyklického jadra tieného 2-amino-
4hydroxy-5,6-epoxycyklohex-2-enonem (tzwNCjednotka) a z horniho trienovékiettzce
s charakteristickou cyklohexanovou strukturoy kterym se odliSuje od ostatnich
manumycinovych antibiotik (Zeeck et at., 1987; Tiuiee et al., 1987; viz Obr. 4.).

hornin Fetézec s
cyklohexanoyou strukturou

cyklicke jadro
(C7N jednotka)

CgM jednotka

Obr. 4. Struktura antibiotika asukamycinu (podle Hu a E12606)

2.2.3. Biosyntéza asukamycinu

Startovaci jednotkou (tedy jednotkou, ktera zaleeglgd chemickych reakci) pro horni
fettzec asukamycinoveé struktury je cyklohexankarboxgl@yselina, ktera je poté ropsna
o tfii molekuly malonyl-CoA. (Thiericke et al., 1990; HuFloss, 2004; Hu et al., 1997).
Dolni fetzec pochazi z 3,4-AHBA iniciovanou cyklohexylkarlytam CoA (CHC-CoA) a

vytvéii se ve ttech krocich postupnou kondenzacgNQednotka ma izjme¢ pavod v 5-



aminolevulinatovém (5-ALA) intermediatu (Rui, 201Beticek et al., 2006; Nakagawa et
at., 1985).

Prekurzorem pro samotnou cyklohexanovou jednotk@.ld jadro je 3-amino-4-
hydroxybenzoicka kyselina (3,4-AHBA) a shikimovésklina, ze které vznikd CHC-CoA.

Kultivacni experimenty s kmene®. nodssp asukaensi$ATCC 29757), zaloZené na
nutricnim pfidavku fznych alicyklickych kyselin  (kyselin s uzéanym uhlikovym
fettzcem) jako prekurzdr které bakterie vyuzila na vyrobu antibiotika i v@rbu MK v
membrag, vedly k objevu dalSich 6 asukamycinu-podobnyaugnin liSicich se pouze
praw cyklickymi konci horniho polyketidovéheettzce. Bylo zjiS¢no, Ze bakterie dava
piednost tvorb 4-6 cyklickym uhlikovym strukturdm v antibiotikueh cykiim s még i
vice uhliky (viz Obr. 5). Analyza analbgasukamycinu ukazala, Ze syntaza horniho
polyketidovéhoretézce (PKS) a syntazastwenych MK (FAS) uS.n. sspasukaensisdili
stejnou selektivitu pro startovaci jednofmo vétvené a alicyklické karboxylové kyseliny
(Hu a Floss, 2006 arovei podle Bentelyho studie (2002) do tvorby antibiaiklo slozeni
membranovych MK (ve stresovych a ad&ptah mechanizmech) prasgbodobré zasahuji

stejné reguléni geny

Streptomyces
R-COCH » R-(CHy)-COOH  +

nodosus ssp. asukaensis

Cykloalkyl mastné kyseliny

- O- O (O

Analog asukamycinu

Obr. 5. Syntéza hornihtetzce analogasukamycinu pomoctznych cyklickych
uhlovodiki (Hu a Floss, 2006)

2.2.4. Membranové MK Streptomyces nodosus ssp.asukaensis
Slozeni MK bakterii sedin¢ urcuje chromatograficky. Bkteré MK, gedevSim cyklo-

vétvené ale stdle nejsou v databazich progranpomoci komemé dostupnych



identifikacnich program je tedy nelze &n¢ determinovat, jeréba je identifikovat podle
jejich retegnichc¢adi.

CHC-CoA startovaci jednotka k biosyntéze asukanoxaho polyketidovéhdetézce
muze byt pouZita k vytvieni o-cyklohexyl mastnych kyselinotalicyklickych mastnych
kyselin) v membra# (Obr. 6.). Struktura této MK indikuje zasadni vtia tekutost (fluiditu)

membrany a jeji vlastnosti podle studii Kanedy {@9%hang a Rock, (2008) a Denicha
(2003) maji vliv na zvySeni fluidity membrany.

f \ COOH
':,-' \},/“‘*«./MM
'\lh--;r.-

Cyklohexylové MK 11i-cyclohexyl-undekanova kyselina

e COOH
{ Y NSNS
\__/

Cyklohexylové MK 13-cyclohexyl-tridekanova kyselina

Obr. 6. w-alicyklické mastné kyseliny (podle Hu a Floss, @00

Typické sloZzenB.n sspasukaensige graficky znazoréno na Obr. 7 (Rui et al., 2010)
a v nasledujicim Obr. 8, kde byly navic zaznamerzmyny ve slozeni membranovych MK

podle druhu a mnozstvtiplavku prekurzoru antibiotika asukamycinu (Hu asB|@2006).



- - - =]
M 8 @ o L o & e & o

Relative Abundance
@
=}

IS
5]

Iso-C
\14

I
&

w
=]

Iso-Cys

K
&

<)
=]

o

=)

o

k

o

Anteiso-Cys

Iw |
M

Normal-Cis

Iso-C
- 16

Normal-Cys  ap

ﬂ Iso-Cy7

‘ i
‘

U\‘

|l\“

teiso-Cq7

150-Cig

Normal Cw

w\L

Cyclohexy\{:W

Nonml Cm

It
o
2 m\\lm\m|\HH\mllwm\mllm\\HHIHH\HH\Hll\||H\H||M|H\|H|IHH\HHIHH\HH

16

LI B B B B
17 18

T\me[mm)

* w-cyclohexyl fatty acids

Obr. 7 SloZzeni mastnych kysel®.nodosussp.asukaensigRui a Pdfickova, 2010)

Mastna kyselina bez 1mM 4 2mM 4 4mm 4 amM 4
| prekurzoru |
iso-C,, 3.8 % 4.4 % 4.2 9% 4.3 % 4.0 %
Cu 1.0 % 0.4 % 0.7 % 0.5 % 0.6 %
iso-C,, 6.7 % 7.5% 6.9 % 6.8 % 6.4 %
anteiso-C,. 13.7 % 18.8 % 191 % 18.7 % 16.8 %
Cis 1.5% <0.1 % <0.1% <0.1 % <0.1%
iso-C 30.0 % 238% 24.29% 24.4 % 21.6 %
Cy 11.5 % 10.6 % 9.6 % 10.6 % 9.6 %
is0-C,; 56 % 3.5 % 3.5% 3.0 % 4.6%
anteiso-C,, 19.2 %% 13.9 % 14.2 % 12.2 % 13.9 %
C.z 1.6 % <0.1 % <0.1 % =0.1 % <0.1 %
is0-C., 1.3 % 0.1 % 0.2 % 0.1 % 0.4%
Cua 0.7 % 0.8 % 0.5 % 1.4 % 0.3%
cyclohexyl-C,, 2 0.7 % 0.8 % 0.8 % 1.4 %
cyclohexyl-C.; 3.4% 15.4 % 15.6 % 17.1 % 19.7 %
cyclohexyl-C.q - 0.1 % 0.4 % 0.2 % 0.8%
celkovy cbsah
cvklohexviu 34 % 16.2 % 16.8 % 181 % 21.9 %
Obr. 8. Slozeni membranovych mastnych kyseliBy nod.ssp asukaensisbez

piidavku prekurzoru asukamycinu (cyklohexankarboxgldyseliny) a se zvySujicicm se
piidavkem prekurzoru (podle Hu a Floss, 2006)



2.3. Cytoplazmaticka membrana bakterii

Cytoplazmaticka membrana (dale jen CPM) je semipabiini bariéra zaji%ijici stalé
vnitini prostedi a vynénu Zivin a latek, jejimz prostdim butka komunikuje s okolim.
Zarover je membrana zdrojem energie, tzv. protonmotiviy PMF), jejiz nabojiidi

mnoho bugicnych proces.

Transportni
kanal

Fosfat

Glycerol
Mastné
kyselmy Fosfolipidova
> dvojvrstva
Molekula
foslollpldu

Membranové proteiny

Obr. 9. llustrativni model membrany (podle Madigan a Md«ti, 2006)

Zakladem cytoplazmatické membrany je fosfolipidolvéjvrstva s proteiny (Obr. 9.).
Celistvost struktury zaji%ije jak girozena vlastnost fosfolipid (Obr. 10) obracet se
k vodnému prosedi hydrofilnimi a samy k séb hydrofobnimi konci molekuly, tak
mezimolekulové Van der Waalsovy sily mezi jedngtiiv fosfolipidy. Navic ke stabilé
membrany fispiva i gitomnost iont Mg*a C&". Tento komplexni membranovy systém

byl nazvan ,Modelem tekuté mozaiky“ (Singer a Ngmi, 1972)

estericka vazka

Mastna kyselina Glycerol Fosfit

Obr.10. Struktura fosfolipidu (podle Madigan a Martink®Q05)
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Kazdy druh bakterie ma svou unikatni skladbu membrfich MK. | rekteré jednotlivé MK jsou druh@v
specifické. Za optimalnichastovych podminek se MK vyuzivaji k identifikaci uthu mikroorganismu (The Sherlock®
Microbial Identification System, Newark, Delawar&AR). Nagiklad grampozitivni bakterie jsou typick&wenymi MK -
i14:0; i15:0; al5:0; i16:0; i17:0; al7:0, gramntdga cyl7:0, cyl19:0,16@d5c, 18:109c, 15:Ivdc, 18:Iv7c, 17:19c
(O’Leary and Wilkinson, 1988; White et al.,1996;ll8s, 1997). Aktinomycety obsahuji typicky 10Mel61®Mel7:0;
10Me18:0 fosfolipidové mastné kyseliny (Kroppenstd®85).

e

Cytoplazmatickd membrana se aktiwytvai a neni v prabéhu Zivota buiky a diky
tésnému vztahu s ¥$im prostedim je schopnd reagovat svym sloZzenim na&nzm

okolnich podminek.

2.3.1. Homeoviskdzni adaptace a membranova fluidita

Bakterie je schopna é&nit sloZzeni membranovych MK v zavislosti na ymith
(rastova faze) a wjSich (teplota, pH, tlak, dostupnost Zzivin atd.ktéaech a tim
piizpisobovat svou membranu tak, aby uchovala jejiciunstav, tedy uitou miru
propustnosti a fluidity.

Membranova fluidita je schopnost membranovych flgsfibi a proteiri se waci soke
pohybovat. Modifikace membranové fluidity Yipad poteby buiky probiha pes ti rizné
procesy: zrdina délky, ¥tveni a nasyceni. Obetnenasycené MK, MK s kratkyietzcem
¢i vétvené MK (Ketre cyklicky-vétvenych MK) zvySuji tekutost membrany MK.
Pohyblivost komponent membranyiév sok® navzajem zavisi také na te@opH apod. (de
Mendoza a Cronan, 1983; Russell, 1984; de Mendbah,€l993; Shinitzki, 1984; Denich
2003). Jednim z nejzaklaggich proces je snizovani fluidity se stim bakterie (Nagy,
1979).

Pokud butka napiklad roste fi zvySené tepl@; jeji membrana ma podle Sinenského
(1974) tendenci byt tekgji, proto bakterie zabudovava do své membréanyi dat&sycené
fettzce MK, které zrdnu vyrovnavaji, neltbmaji vyssi bod tani. Naopak pokud je bakterie
vystavena Soku nizké teplotyiepde z tekutého stavu do tuzsi, gelovité formy ayené
inkorporovat do membrany MK, které udrivodni tekutost a které maji zaraiveizsi bod
tani, tedy napklad wtvené¢i cyklické MK. Bakterie musi korigovat fluiditu mdmény
podle aktualnich podminek k optimalnimu fankmu stavu, ktery tak udrzi gebnou
homeostazu hiky a propustnost membrany. Totbzpusobovani se nazyydoomeoviskozni
adaptace NejvyznangjSi bakterie, které obsahuji cyklickgtvené MK ve své membran
jako majoritni slozku, je gram-pozitivni termofilrod Alicyclobacillus,zvlase pak termo-
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acidofilni Alicyclobacillus acidophilus jehoz hlavni membranovou komponentou cje
cyklohexyl (Matsubara et al., 2002). DalSimi jsakierie z roduSulfobacilli, také termo-
acidofilni bakterie majici jako hlavni slozku v mierargé o-cyklohexylovou MK (Dufresne,
et al., 1996; Golovacheva a Karavaiko, 1979; Norris et al., )9%ide pravdpodobr

cyklicky-vétvené MK slouzi k ochranpred acidnim progedim a pipadreé vysSi teplotou
(Kannenberg, 1984; Chang a Kang, 2004).

K méfeni fluidity se dnes din¢ pouziva fluoresceémi anizotropie sond, které se
zabuduji do fosfolipidové dvojvrstvy. Je to biofy@ini metoda, jejiz princip spiva v
excitaci fluoroforu polarizovanym sttem (vektor intenzity E ma konstantni &
Prednost® jsou excitovany ty molekuly fluoroforu, jejichz @tacni dipol je paralelni
s vektorem E (fotoselekce). Pro vyed anizotropie fluorescence se pouZziva nasledujici
vzorec: r = (Iy - Ig)/((Iy + 21g) , kde | algjsou slozky s@telné intenzity rovnoizné
(vertikalre orientované) nebo kolmé (horizontélrorientované) ke sénu polarizace
budiciho z#eni, g excitaci vertikal@ polarizovanym sitlem. Celkova intenzita
fluorescence je pako £ I + 21,

Metoda je vhodna proizné biofyzikalni a biochemické studie, tiktad zkoumani
fyzikalnich vlastnosti biologickych membran a jhjoen, tj. nagiklad méteni fluidity, kdy
fluidita je inverzni hodnota k polarizagi k anizotropii (Litman a Berenholz, 1982; Trevors,
2003). Ri studiu biomembran prastdnictvim této metody se vyuZziva fluorestigich sond
(Obr. 11.), coz jsou molekuly, kteréznym zpisobem s membranami interaguji. Vyvolané

zmeény odrazeji vlastnoti membrany (Lakowicz, 1999).
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Obr. 11. Lokalizace a orientace vybranych fluorestrioh sond ve fosfolipidové

dvojvrstw: A)DPH, B)NBD-Cs-Hpc, C)bis-pyrene-PC, D) Dil, Egis-parinaric acid, F)BODIPY

500/510 G, Cs, G)N-Rh-PE, H)DIA, 1)G-fluorescin podle Haugland, 2002)

Nejcasgji vyuzivanou sondouip studium dynamiky membran, nidklad pi znaeni

zbytki MK,

je hydrofébni molekula 1,6-difenyl-1,3,5-héxianu (DPH, absokni

maximum 355 nm, emisni maximum 425nm ; viz Obr)12.

Obr. 12. Molekula sondy DPH fjevzato od Gracetto et al., 2010)
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Tato fluorescetni molekula se dostane mezi MK a zabuduje se kokmoviné
membrany, jeji intenzita fluorescence se poté zaysiisickrat. Pokud by byla DPH sonda
ale v polarnim proggdi, nedoSlo by k fluorescenci, stefak, pokud se vyskytneipvysSich
koncentracich, fluorescence ustane. Tyto vlastiesti i studiu membran velmi vyhodné
(Hefman et al., 1994).

Nejvice experimerits adaptaci membranovych MK bylo provedeno na pgeantivni
modelové bakteriBacillus subtilis Zjistilo se, Ze zrény fosfolipidovych MK zavisejicich na
teplog jsou ovlivreny enzymy syntetdzou acyl-CoA a acyl-CoA glycersl&itransacylazou
a desaturazou (Sinenski, 1971; Overath et al., 188y prokazany zrny sloZzeni MK i
teplotni adaptaci bakteriBacillus subtilisa s tim spojena zna fluidity membrany. #
optimalni €ploté rastu této bakterie twdy vétvené MK z celkového slozeni 80%
(predevSim al5:0 s nizkou teplotou tani) aéhené MK jako 16:0, 18:@ 18:1byly
zastoupeny minorith Po upraveni teploty ze 40°C na 20°C tytodteané MK gevladly,
zarover se zvysilo zastoupeni al5:0 a membrana bakterrgyisizovala, tedy byla mén
fluidni (He'rman et al., 1994; Konopasek et al., 1999; Beran2®a8; Beranova, 2010).

Zajimavou pokusnou skupinou pro alternace MK jsmbfilni nebo termoacidofilni
organismy. Napklad prace Siristové (2011) se zabyvala bakterieBeobacillus
stearothermophilusa Meiothermus ruberkteré byly kultivovany v mediu sjglavkemam-
cyklopropylu, o-cyklobutylu, o-cyklopentylu neban-cyklohexylu a byly u nich sledovany
rozdily ve fluidig. Siristova zjistila, Ze wthto termofilnich organistnje fluidita membrany
vySSi s vy$Sim mnozstvimr-cyklo-vétvenych MK vyskytujici se v membrén

U bakterieS. n.ssp asukaensige dominantni mastnou kyselinou také jiz zémi
al5:0, ale pedevsim kyselinail6:0 (Hu a Floss, 2006)étvené MK v porovnani s a-
vétvenymi sniZzuji membranovou fluiditu, atvené ji zvysuji. Je to diky rozdilnym teplotam
tani €chto MK, i-vétvené maji vysSi teploty tani nez &wené. Jejich vzajemny pamje
velmi dilezity pro konénou tekutost membrany (Russell, 1984).&amtohoto poniru byly
dohie popsany ndfklad u gram-pozitivni bakterieisteria monocytogenespracich Zhu et
al. (2005) a Giotise et al. (2007). Podshbnnasycené MK (STFA) jsou do membrany
inkorporovany pi zvysené iistové teplat, aby ji tak rigidizovaly, jak ukazala jiz prace
Sinenského (1971).
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2.3.2. Propustnost membrany

Bakterie néni skladbu MK a ovliviuji fluiditu a prostupnost membrany i v zavislosti
na stéi buiky a produkci sekundarnich metablitTy se vytvéeji ve stacionarni fazi
bakterialniho istu. S tim je spjato nutné zvySeni propustnosti brany. Pravépodobnym
prostedkem transportithto latek ven z hiky jsou tzv. efluxni pumpy v CPM.

Efluxni pumpy jsou vazané proteinové kanaly, kteréoziuji selektivni tok latek
obéma snéry. Membranové transportéry mohou byt Uzce latkepecifické nebo mohou
transporotvat Siroké rozmezi latek, ty jsou pak ymdmy ,multidrug-transporters”.
Sirokospektré transportéryigjmé reaguji jen na hydrofébni povahu molekul a ne na
piesrgjSi molekularni slozeni. Aktivhse jimi genaseji prav nadbyténé nebo pro hiku
toxickeé latky, wetre antibiotik (Blackmore, 2001).

Zde také mimo jiné leZzi mechanizmus rezistengddemych grampozitivnich bakterii
k makrolidim, tatracyklimim a fluorochinolodm. Inhibitory efluxnich pump jsou jednim
1992; Lee a Lomovskaya, 1998; Lee et al., 2001).

Funkcnost efluxnich pump je také podmifa okolni membranou, tedy jeji tekutosti a
slozenim. Na tom tedy zavisi schopnost bakterievam se pebyt&nych latek
metabolizmu. Experimenty na baktekiisteria monocytogenes Listeria innocuaukazaly
zvySenou schopnost rezistence k antibiotik QACs (povrcho¥ aktivni latky), nap k
cetrimidu, pokud byla bakterialni membrana té}dit S vyssi fluiditou se totiz také zvysila
hydrofobicita membrany, ktera branéntto antibiotikim se na membrdnu navazat a

proniknout dovnit buiky (Moorman et al., 2007).
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2.4 Cile prace a pracovni hypotézy

Vedle druho¥ typickych i- a a-¢tvenych MK se v membrén producentsych
streptomycet objevuji i neobvyklé-alicyklicky-vétvené MK. Nekteré z nich jsou Uzce
spjaté s tvorbou antibiotik.

Podle jejich struktury Izetpdpokladat, Ze budou vyznairasahova do stavu fluidity
cytoplazmatické membrany. ¢Roli literatura uvadi zrnu obsahu é&hto w-alicyklicky-
vétvenych MK v membr&hv zavislosti na zvySené produkci antibiotik (Hurlass, 2006),
doposud nebylo ateno, zda a jak se tato Znma promitne ve zem¢ fluidity membrany.

Cilem této diplomové prace bylo ziskat tyto nové flermace; tj. zjistit, zda a jak se
zméni fluidity cytoplazmatické membrany a skladba membanovych MK typového
produk éniho kmene Streptomyces nodosus ssp. asukaensis v podminkach zvySené
produkce antibiotika asukamycinu.

Podminky zvySené producke antibiotika bylo docildme. stimulovanou kultivaci
kultury (v podminkach fidavku prekurzoru antibiotika; stimulovana varigntkontrolu
reprezentovala kultivace bezigavku prekurzoru antibiotika (kontrolni variantu a
Floss, 2006). Parametry skladby MK a fluidity megryr byly sledovany v exponencialni
(24 hod) a stacionarni (96 hod) faastu.

Na zakladre literarniho pfehledu Ize gredpokladat:

1. Rozdily ve sloZzeni membranovych MKmezi exponencialni a stacionarni
fazi ristu Streptomyces nodosasp.asukaensigv exponencialni faziistu lze
piedpokladat vice MK podporujicich vyssi fluiditu mds@dny —
piedpokladame vySSi aktivitu na membranach)

2. Fluidita membrany Streptomyces nodosissp. asukaensisy exponencialni
fazi rastu bude vysSi nez ve stacionarni

3. Rozdily ve slozeni membranovych MK i fluidity merdby sev podminkach
produkce antibiotika mezi exponencialni a stacionarni farstu jest zveétsi
oproti kontrolnm podminkam. (Stimulovanyast v podminkach fdavku
prekurzoru asukamycinu je doprovazeny zvySenym haysaw-alicyklicky-
vétvenych MK — zejména ve stacionarni fagstu — a zvySenou fluiditou
membrany, zejména v exponencialni fazi.
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3.MATERIAL A METODY

3.1. Pokusny mikroorganizmus

K pokusu byl pouzZit typovy kmenStreptomyces nodosussp. asukaensis
(ATCC29757) produkujici antibiotikum asukamycin.

Obr. 13. KulturaStreptomyces nodosssp.asukaensisna zpeviéném agarovém
médiu

Kultura Streptomyces nodosssp.asukaensidyla uchovavanaipteplot — 80 °C ve
form¢ glycerolovych konzerv (po#én Zivného média a 50% roztoku glycerolu byl 7 : 3;
pouzité médium: TSB - Trypticase Soy Broth, (Beci&nDickinson). Po rozmrazeni

glycerolové konzervy byla kultura oZzivena na zpggém agarovém meédiu (TSBA) na
Petriho miskachipteplot 28 °C (Obr. 13.).
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Slozeni zivného média TSB (A) - Trypticase Soy Brbt(Agar):

Kasein 179
Sojova mouka 39
Dextroza 25¢g
NacCl 59
KoHPO, 2549
Destilovana voda 1000 ml
(Agar) (18,0 g)
pH 7,3%0,2

Ozivena kultura byla pouzita prdipravu inokula pro vlastni experiment.
U pokusného kmene byla provedena doprovodna cleaistita - citlivost k vybranym

antibiotikim (Tab. 1.), kter& je uvedena kilpze na konci prace.

3.2. Schéma inkub#niho pokusu

20 ml TSB média ve 100 ml Erlenmayerové&d®m bylo zadkovano 1-2 kkkami
kultury (cca 3-6 mg) a inkubovandi 28 °C 24 hodin, za aamich podminek (inkukisi
trepaka KS15, Edmund Buhler GmbH, 160 kymin).

Takto gipravené inokulum bylo pouzito na vlastni inktibapokus studovaného
kmene, ktery probihalipteplot 28 °C za aerobnich podminek ve 40 ml tekutého anedi
GYM (Shima et al., 1996) ve 250ml Erlenmayerovyehikach, které byly zatikovany ze

stejného pedkultivatniho inokula.

Slozeni zivného média GYM — Glucose, Yeast, Malt:

Glukoza 49
Malt extract 10 g
Yeast extract 49
NZ amin A 1lg
OB soli 3ml

Destilovana voda 1000 ml
pH 7,2
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Inokulace média GYM vzdy probihala v pém 1ml inokula / 10ml media. Pokus
sestaval ze dvouistovych variant — Kontrolni a stimulované varianty (viz dale, schéma
Obr. 14.). VSechny varianty byly po 24 h a 96 hZtyk analyze skladby membranovych
mastnych kyselin, ke stanoveni fluidity membrarkeatanoveni biomasy.

Kontrolni rist probihal ve 2 nezavislych pokusech celkem vakopanich (dale jen
»kontrolni varianta® ).

Stimulace produkce ATB probihala zafidani jeho prekurzoru - kyseliny
cyklohexankarboxylové (Sigma-Aldrich) do GYM medja ul kyseliny / 1 ml média,
vzniklé pH = 4,3, neutralizovdno 1145M NaOH, dale jen stimulovand varianta’) ve
dvou opakovanich (1 nezavisly pokus, ktery vSaked@wal po pedpokusu). Kultivace
probihala za stejnych podminek jako kultivace beaZzdgvku kyseliny v 1000ml
Erlenmayerovych h&kach. U vSechéthto opakovani byly odebrany vzorky pro stanoveni
sloZzeni MK a membranové fluidity.

Kontrolni varianta
GYM medium

96
96"
Stimulovana varianta
GYM medium + prekurzor

1 ~A<

Glycerolova Oziveni kultury
konzerva
-80°C

Inokulum

Obr. 14. Schéma kultivac8treptomyces nodosasp asukaensis

Pro stanoveniirastki biomasy byl proveden samostatny pokus se stejnystovymi
variantami, ve dvou opakovanichas® byl navic kromt 24 a 96 hodinové inkubace sledovan
také po 48 a 72 hodinach, (tjcasovém rozestupu 24-48-72-96h).

3.3 Stanoveni biomasy

Narostla kultura byla po stanovené ddR4h, 48, 72 a 96h) zfiltrovana (filthai
zarizeni pro vakuovou filtraci Sartorius, filtry PROB®R, poéry 0,3um). Takto ziskana
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biomasa po vysuSeni (60°C, 4h) byla zvazena naytigich vahach (siesnosti na
0,01mg).

3.4 Stanoveni sloZzeni membranovych MK

Cast Zfiltrované 24- a 96-hodinové kultury byla odeta na analyzu skladby mastnych
kyselin (MK) stanovovanych ve fomnjejich methylestar (FAME) pomoci plyno¥
chromatografické (GC) metody InstaRAME Method (Microbial ID System Sherlock
MIDI, Inc., USA). Bakterialni biomasa zfiltrovanéulkury (1 klicka, cca 3 mg) byla
pievedena do 2 ml GC vialky k nasledné extrakci éehith MK za pouZiti extrakiho kitu
(Instant FAME Start Up Kit; MIDI, Inc., USA). Bioasa po fidavku 250 pl roztoku 1
(Instant FAME Reagent 1; s1%195% metanolu a hydroxidu 5% draselného bylaikédné
homogenizace (60 sekund, vortex) lyzovana zacesmé transmethylesterifikace
uvolnénych celularnich MK. Nasledovaldigani 250 pl hexanu (Instant FAME Reagent 2)
a homogenizace re&ki snesi (10 sekund, vortex). V poslednim kroku bylo lorku
pifidano 250 pl HCI (Instant FAME Reagent 3), k ndi#tezi nezreagovaného hydroxidu
draselného a odteni faze obsahujici methylestery MK (horni bezhafaze) od zbytku
reakéni snesi. Pro dobré odfleni fazi byla pouZzita separace na mini-centrifuze
(Spectrafuge™ Mini complete, 1.5/2.0 ml rotor). &dti faze vzorku pak bylo odebrano
70ul vzorku a fevedeno do inzertu GC vialky k nasledné analyze qobnplynové
chromatografie.

Pro separaci a detekci methylestenastnych kyselin (FAME) byl pouZzit plynovy
chromatograf s plamen&ionizanim detektorem (GC-FID) Agilent 7890A (Agilent
Technologies, USA) s kolonou J&W HP-Ultra 2 (25 M,200 mm x 0,33um; (5%-fenyl)-
metylpolysiloxan; Agilent Technologies, USA). Tepld program na kolahbyl 170 °C 0
min — 28 °C/min — 288 °C 0 min — 60 °C/min — 310 225 min (celkovytas 5.83 min).
GC-FID pracoval v rezimu konstantnihaifoku (1,529 ml/min); nask byl 2 ul v rezimu
split (splitovy pondr 40:1), teplota na inletu 250 °C, teplota na detek 300 °C. Vzorky
byly méteny metodou Instant FAME Method (ITSA1, Sherlockzee6.0). Fed vlastnim
meienim vzorki byla provedena kalibrace metody pomoci katibfan€si standardu (Rapid
Method Calibration Standard MIDI 1300-AA). Vyslextk analyzy byl profil detekovanych
mastnych kyselin s jejich relativnim zastoupenim ol(no) (100%=suma vsSech
detekovanych MK ve vzorku). JelikoZz databdze MIgrbck neobsahuji-alicyklické

MK, bylo nutné zjistit reteténi cas této mastné kyseliny v individualnich analyzgomoci
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syntetizovaného standardu a BC-MS verifikace idtoté detekni Udaje byly poskytnuty
Skolitelkou.

Detekované MK byly podle struktury roddny do skupin podle nasledujiciho
schématu (Tab. 1) a z vybranych ngsnych dat byly spotany indikatory #stu

bakterialni buiky (Tab. 1l11.). Zvlastni pozornost byla&rovanaw-cyklicky-vétvenym MK.

Tab. Il. Rozdtleni MK do skupin podle své struktury

Skupina Zkratka Mastné kyseliny
Nasycené i-stvené i-STFA i13:0, i14:0, i15:0, i16:0, i17:0, i18:0
Nasycené adtvené a-STFA al3:0, al14:0, a15:0, a16:0, al17:0,
Terminalre iso- a t-BR-STFA i13:0, al13:0, i14:0, al14:0, i15:0, al15:0, i16:0,
anteiso-¥tvené nasyceng al6:0,i17:0,al7:0,i18:0
Terminalrg vétvené t-BR-MUFA i16:1H, i117:109, al7:19c, 118:1H
mononenasycené
Cyklo-propyl wtvené cyc-FA cyklopropyl 17:0
o-cyklo-vétvené o-FA o-cyklohexyl 9:0,m-cyclohexyl 11:0
Newtvené MUFA 15:1w6¢, 16:7/06, 17:1n8c, 19:16/w7/cycl9,
mononenasyceneé 19:1011/ w9, 17: 107/ 06, 18:109cC
Newtvené nasycené STFA 13:0, 14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 18:0, 20:0

K zkrdcenému popisu jednotlivych MK byl pouZit rédlijici zapis:
i/a A:B C

A = pocet uhlikovych ator

B = patet nenasycenych vazeb

C = pozice nenasycené vazbyw#once MK

® = poloha dvojné vazbsi cyklické struktury od methylového koneéetézce

I = iso wtveni (methylova skupina je na poslednim uhié&izce Fed m-koncem)

a = anteiso &veni (methylova skupina je naaquaposlednim uhlikietézce ed -
koncem)

cyc=cyclopropylové stveni
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Tab. lll. Indikatory fistu bakterialni biiky

Oznadeni indikatoru Interpretace hodnot Literarni odkaz
Cyclprec >2,5 = stres hiky, prechod do Navarrete et al., 2000;
(cyclopropyl 17:0/16:47) | stacionarni fazeistu Kieft et al., 1997
STFA/MUFA zvySeni pordr = rastovy stres Kieft et al., 1997
iso/anteiso zvySeni pomru = rigidrgjSi | Russell, 1984
(i-STFA/a-STFA) membrana bakterie

3.5. Stanoveni fluidity membrany

Z filtrované 24- a 96-hodinové biomasy (6 - 30 rbgly pomoci 1 fazové extraRi
smési chloroform : metanol : fosfatovy pufr (v pém 1,2 : 2,0 : 0,8) extrahovany
membranove lipidy (Beranova et al., 2008).

Slozeni 60mM fosfatového pufru:

0,2M KHPOy 19 ml

0,2M KoHPOy 81 ml

Destilovana voda 233 ml

pH 7.4

Po této chloroform-metanolové extrakci byddebrana spodni chloroformova faze
obsahujici lipidy, po odgani chloroformu dusikem byla stanovena jejich hrostn a
nasleds byly uskladrny v — 20 °C.

Pred z&atkem ngieni anizotropie fluorescencee vzorky nechaly &kolik minut
vytemperovat P laboratorni teplat Vzorky lipida byly rozpusény v chloroformu tak, aby
bylo vzdy dosahnuto stejné koncentrace jednotlivygblednych suspenzi (@g/ml). Do
Cisté zkumavky bylo odebrano 2Q0 suspenze. K odpeni chloroformu byl pouzit proud
plynného dusiku tak, aby lipidicky extrakt zanecimal s&énach zkumavky tenky film.
Nasledi byly pridany 4 ml pufru (TRIS HCI, 50mM, pH7) a zadalsného zatati v lazni
(38 °C) a tepani byla fipravena vzorek mnohovrstevnych liposionvelikost liposond se
upravila pomoci Liposofastu (AVESTIN, polykarbonadfitfr, pramér 100 nm, viz obr. 15.),
tim se vytvdily jednovrstevné liposomy. Poté se odebralo 2,5vadrku do kemenné

kyvety.
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Obr. 15. Sestaveny Liposofast

Kyveta byla umisina do spektrofluorometru (Fluoromax-3, Jobin Yvooriba,
France) ap 37 °C se nifila fluorescence (excitai a emisni maximaip360 nm a 430 nm)
bez gidané sondy (pozadi), dokud se hodnoty neust&ibté byl vzorek ozri@n sondou
DPH (1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien; 2,5 ulipninimalnim os¥tleni) a nechal se temperovat
(5 - 20 minut).

Anizotropie se ririla v zavislosti na teplét ktera se snizovala z 37 °C aZ na teplotu
14 °C. Vysledné hodnoty se zaznamenavaly po 2Qinskich sfesnosti na 0,1 °C.
Z naméienych dat byly sestrojenyilky zavislosti anizotropie fluorescence DPH somdy
teplo€ meéreni a uéena smirnice €chto Kivek. Fluidita odpovidala inverzni hodno#
anizotropie.

Cely postup byl optimalizovan v samostatném neg&vigredpokusu, ktery potvrdil

pouzitelnost této metody u studovaného kmene.

3.6. Vyhodnoceni a pouzité statistické metody
Data ze ziskaného profilu detekovanych mastnychelkyss jejich relativnim
zastoupenim (%) bylytpd statistickym hodnocenim transformovany podlece&o
x = arcsin (SQRT (% /100))
Touto transformaci se dosahlo normalniho (Gaussoealleni. K vyhodnoceni
prikaznosti rozdil byl pouzit dvoustranny t-test v programu STATISAHKO. Zvolena
hladina vyznamnosti test: byla 0,05.
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4 VYSLEDKY

4.1. Parametry kontrolni varianty S. nodosus ssp.asukaensis v

exponencialni a stacionarni fazistu
4.1.1. Stanoveni biomasy

Charakteristiku kontrolnihaistuS. nodosussp.asukaensis prabéhu 24h — 96h
shrnuji tdaje o biomase kultury v Tab. IV.

Tab. IV. Hmotnost biomasy bakterialni populace v jednotiv§azich #éistu(n=2)

Doba inkubace (hod)
Biomasa (mg s.h./ ml)| 24 48 72 96
Kontrolni varianta 2,6038 4,4096 5,7736 5,6059

Z Udaji je dol¥e patrné, Ze biomasa kultury v exponencialni fégtiu (24 hod) se
vyznam statisticky liSila v porovnani s 96hodinovou (F3IR3), ktera se naopak neliSila
od biomasy 72hodinové kultury (P=0,7975) aigofak charakterizovala stacionarni fazi

rastu.

4.1.2 Stanoveni slozeni mastnych kyselin

Vzorky bakterialni kultury kontrolni varianty obsafaly v exponencialni fazi 21-27 a
ve stacionarni fazi 22-31 MK, celkem bylo detekdvéh MK. (Tab. V.).
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Tab. V. Porovnani obsahu MK (%) 24h a 96h kontrolni vaxign=7), P=0,05

Doba inkubace (hod)

Mastné kyseliny 24 96 P

i11:0 0,027 0,000 0,337
i12:0 0,000 0,000 1,000
12:0 0,000 0,274 0,337
i13:0 0,118 0,072 0,286
al3:0 0,118 0,047 0,092
13:0 0,010 0,218 0,783
i14:0 8,029 9,066 0,154
al4.0 0,000 0,054 0,002
14:0 0,684 0,602 0,515
i15:0 5,203 6,212 0,051
als:0 22,755 16,780 <0,001
15:1n6¢C 0,215 0,281 0,435
15:1w5¢ 0,050 0,052 0,999
15:0 1,450 0,740 0,031
i16:1 H 2,394 2,735 0,537
i16:0 25,117 30,186 0,031
al6:0 0,080 0,226 0,004
16:1w7c / 16:In6¢C 3,442 1,054 0,024
o-cyklohexyl 9:0 0,000 0,119 0,016
16:0 10,138 7,804 0,025
i17:1w9c 1,951 2,065 0,657
al7:1e9c 1,790 2,276 0,019
i17:0 2,493 2,523 0,773
al7:0 8,177 6,573 0,022
17:1m8c 0,349 0,086 0,046
cycl7:0 2,455 5,632 <0,001
17:0 0,464 0,283 <0,001
i18:1H 0,444 0,523 0,927
i18:0 0,575 1,101 0,001
18:1m9c 0,545 0,714 0,903
18:1n7c 0,219 0,263 0,378
o-cyklohexyl 11:0 0,219 0,385 0,005
18:0 0,491 1,148 0,023
19:1 9¢/19:1n1lc 0,000 0,013 0,337
20:0 0,000 0,057 0,024

MK 15:0 anteiso a 16:0 iso byly zastoupeny v prokultury v exponencialni (22,8 %
a 25,1 %) i stacionarni fazi (16,8 % a 30,1 %) m#jom mnozstvi.
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Obsah gkterych membranovych mastnych kyselin kontrolnitlyl byl prokazatel&
rozdilny v zavislosti natstové fazi bakterialni populace. V exponencialrgi tayl oproti
stacionarni faz ivyssi obsah 15:0, 16:0, 17:0, 1&it, al7:»8c a al3:0a15:0 al7:0, z
al7:1n8c, naopak nizSi bylo zastoupeni 18:0 a 20:0, al4®0, i16:0, al6:0, i18:0,
16:1w7c / 16:o6¢c, al7:19c a také obsahu vsSch cyklickgtvenych MK @-cyklohexyl
9:0, cyklopropyl 17:0 a®-cyklohexyl 11:0)

Tab. VI. ukazuje hodnoty zastoupeni skupin MKizné fazi fistu.

Tab. VI. Skupiny MK kontrolni varianty v exponencialni {§4a stacionarni (96h)
fazi rastu (=7), P=0,05

Doba inkubace (hod
24 96 P
t-BR-STFA 72,691 72,841 0,989
t-BR-MUFA 6,580 7,076 0,563
cyc-FA 2,455 5,632 <0,001
o-FA 0,219 0,504 <0,001
MUFA 4,820 2,591 0,150
STFA 13,236 10,684 0,039

V exponencialni fazitustu byl prokazatek nizSi obsalcyc-FA a o-FA, a naopak
vySSi obsah STFA neZ u stacionarni fazdu.

V tabulce VII. jsou uvedeny padry mezi vybranymi MK¢i skupinami MK, které jsou

rastovymi indikatory bakterialni biky.

Tab. VII. Indikatory fistu buiky podle porgri MK - pongry mezi exponencialni a

stacionarni fazi kontrolni variantg£7), P=0,05

Doba inkubace (hod)
24 96 P
Cycl/prec 1,314 7,907 0,001
STFA IMUFA 4,200 4,996 0,531
iso/anteiso 1,348 2,126 0,001
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Ve stacionarni fazi kontrolni varianty bylo vySshaistvi Cyc wci jejimu prekurzoru a

jejich poner ¢inil 7,907. ProkazatetnvysSi bylo také mnozstvi i-STFAWM a-STFA.
Porovnani STFA a MUFA neprokézalo Zadné rozdilyimestovymi fazemi.

4.1.3. Stanoveni fluidity membrany

Grafu 1. ukazuje srovnani kultur kontrolni variantgxponencialni fazitstu (modra
kiivka) a ve stacionarni faziistu ¢ervena kivka), Tab. VIII. pak porovnani s¢mic
proloZenych fimek.

0,28 -
0,26
0,24 -
e ) 13
0,22 - —=-21b
']
g 02 - =2 AC
3 ——24d
20,18 -
© —B-063
0.16 7 —8—096h
0,14 - ——Y6C
0,12 -
0,1 |
10 15 20 75 20 a5 40
teplota °C

Graf 1. Anizotropie fluorescence - srovnani 24ix4; 24a,b,c,d)a 96h (=4;

96a,b,c,dxontrolni varianty.

Tab. VIII. Primérné hodnoty sirnic proloZenych fimek kontrolni varianty

Doba inkubace (hod)
24 96 P
smérnice -0,0107 -0,0105 0,4648

Mezi kiivkami neni patrny rozdil, ani statistické porovhamernic proloZzenych
piimek (Tab. 9.) neprokazalo vyrazrozdilné hodnoty, a tedy rozdil ve fluiglinembran
pokusné kultury v exponencialni a stacionarni faziu nebyl prokazan.
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4.2. Parametry stimulované variantyS. nodosus ssp.asukaensis v

exponencialni a stacionarni fazistu

Podobs jako u kontrolni varianty byly porovnavany rozdihezi 24h a 96h kulturou
péstovanou za podminek stimulace produkce antibiotika

4.2.1 Stanoveni biomasy
Charakteristikuirstu 24-96h kultury stimulované k produkci antibkatishrnuji tdaje

0 biomase v Tab. IX.

Tab. IX. Hmotnost biomasy bakterialni populace v jednotivyazich éistu, (n=2)

Doba inkubace (hod)
Biomasa (mgs.h./ml) |24+ 48+ 72+ 96+
Stimulovana varianta 2,926 5,1216 5,8092 5,5065

Stejre jako u kontrolni varianty i biomasa stimulovanéiamaty, ve fazi
exponencialnihotistu byla témit polovicni v porovnani se stacionarni 96h kulturou; rozdil
byl statisticky vyznamny (P=0,0003). Podélako u kontrolni varianty, 96h kultura
stimulované varianty uz nevykazovaist (porovnani 72h - 96h, P = 0,3098).

4.2.2. Stanoveni sloZzeni mastnych kyselin
Vzorky bakterialni kultury stimulované varianty alb®valy v exponencialni fazi 22-a

ve stacionarni fazi 27 MK (Tab. X.). MIK15:0 a i16:00pit dominovaly v profilu 24h
kultury (23 % a 29,4 %) a i 96h kultury (14,1 %42 %).
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Tab. X. Porovnani obsahu MK (%) 24h a 96h kultury stimultaarianty 1(=2),

P=0,05
Doba inkubace (hod)

Mastné kyseliny 24" 96" P

i11:0 0,000 0,000 1,000
i12:0 0,074 0,000 1,000
12:0 0,099 0,136 0,921
i13:0 0,133 0,000 <0,001
al3:.0 0,165 0,000 0,002
13:0 0,000 0,048 1,000
i14:0 11,000 5,117 0,004
al4d.0 0,00( 0,000 1,000
14.0 0,635 0,675 0,672
i15:0 4,671 3,198 0,051
al5:0 22,989 14,064 0,001
15:1w6¢C 0,000 0,000 1,000
15:1n5c 0,092 0,153 0,499
15:0 0,859 0,522 0,060
i16:1 H 0,158 0,584 0,092
i16:0 29,415 17,237 0,009
al6:0 0,063 0,028 0,808
16:1w7c / 16:106C 0,394 2,390 0,030
w-cyklohexyl 9:0 0,000 0,000 1,000
16:0 9,744 7,677 0,054
i17:10v9c 0,279 0,660 0,158
al7:19c 0,634 1,394 0,095
i17:0 3,226 1,933 0,013
al7.0 8,494 6,108 0,013
17:108c 0,000 0,000 1,000
cycl7:0 1,421 4,176 0,026
17:0 0,688 0,353 0,007
i18:1H 0,000 0,000 1,000
i18:0 1,128 1,344 0,390
18:109c 1,007 1,847 0,060
18:lw7cC 0,110 0,000 0,016
o-cyklohexyl 11:0 1,503 28,938 <0,001
18.0 0,579 0,813 0,231
19:1w 9¢/19:Inllc 0,000 0,000 1,000
20:0 0,000 0,000 1,000

Také u stimulované podobriako u kontrolni variantytstu byl zaznamenan rozdil

v relativnim zastoupeni ¢kterych membranovych mastnych kyselin v exponencia

28



stacionarni faziustu. V gevazné wtsSine prakaznych rozdil (15:0, 16:0, 17:0 a i13:0,
al3:0, i14:0, i15:0a15:0, i16:0, i17:0, al7:0, 18:@9c) se jednalo o pokles % zastoupeni
MK ve stacionarni fazi v porovnani s exponenci#ai. Stoupl pouze obsah 3MK: 1&7c

/ 16:lw6c, cyklopropylul7:0 a o-cyklohexyl 11:0. Narnist m-cyklohexyl 11:0 ve

stacionarni fazi byl enormni (z 1,5 na 29%).

Porovnani skupin MK stimulované varianty shrnujé.T4l.

Tab. XI. Skupiny MK stimulovanéhaistulisici se fistovou fazi - 24hn=2) a 96h

(n=2), P=0,05
Doba inkubace (hod)
24 96" P

t-BR-STFA 81,354 49,348 0,003
t-BR-MUFA 1,070 2,715 0,047
cyc-FA 1,421 4,176 0,026
o-FA 1,503 28,938 <0,001
MUFA 1,705 4,547 0,022
STFA 12,604 10,162 0,114

Porovnani prokazalo vysSi obsahFA, cyc-FA, t-BR-MUFA, MUFA a naopak

nizsi obsal-BR-STFA u kultury ve stacionarni fazistu.

V tabulce XIll. jsou uvedeny MK-indikatory stavu hekalni kultury, které naziaji
lepSi Gstové podminky ve stacionarni nez exponencialniriéstu za podminek stimulace

produkce antibiotik.

Tab. XIl. Indikatory buiky podle pomdri MK - poméry mezi exponencialni a

stacionarni fazitstu stimulovanou kulturong?2), P=0,05

Doba inkubace (hod)
24" 96" P
Cyclprec 3,607 1,995 0,121
STFA /IMUFA 7,520 2,241 0,016
iso/anteiso 1,566 1,450 0,267
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V exponencialni faziastu byl zjisén vyssi pomir STFA/MUFA, poner Cyc/prec
ukazal na hodnoty stresuitky, hodnota 3,607 > 2,5, pamiso- a anteiso-dvenych MK

se prokazatethneznenil.

4.2.3. Stanoveni fluidity membrany

Graf 2. porovnava rozdil mezi kulturami stimulovaragianty v exponencialni fazi
rastu (zelena #vka) a stacionarni fazéstu (Zluta kivka), Tab. XllIl. pak porovnava

smeérnice proloZenychifmek.
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20,22 -
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E < 24d+
80,18 - 96a+
0,16 - 96h+
0,14 - 96c+
0,12 - 96d+
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teplota °C

Graf 2. Anizotropie fluorescence - srovnani 24h=4; 24a,b,c,d)a 96h kultury

stimulované variantyn=4; 96a+,b+,c+,d+)

Tab. XlIl. Primérné hodnoty sirnic proloZenych fimek stimulované varianty

Doba inkubace (hod)
24+ 96+ P
smérnice -0,0098 -0,0092 0,0022

~ v s

Membrana v exponencialni fazi stimulované variangyvyssi anizotropii nez ve

stacionarni fazi kultura stimulované varianty, podkézalo i statistické srovnani &mic
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proloZzenych gimek (Tab. VIIl.). Tento vysledek ukazuje nizSi miluidity membrany ve

stacionarni fazitstu nez v exponencialni fazi.

4.3. Porovnani parameth kontrolni a stimulované varianty S. nodosus ssp.

asukaensis

4.3.1. Stanoveni biomasy
Charakteristikuirstu kontrolni a stimulované varianty shrnuji Udaj@omase v Tab.
XIV a Graf 3.

Tab. XIV. Hmotnost biomasy bakterialni populace v jednotiv§azich déstu (n=2)

kontrolni a stimulované varianti?=0,05

Doba inkubace (hod)
Biomasa (mg s.h./ ml) 24 48 72 96
Kontrolni varianta 2,603B 4,4096 5,7736 5,6059
Stimulovana varianta 2,9260 5,1216 5,8092 5,5065
P 0,018 0,054 0,958 0,561
7 -
6 -
=5 -
£
Sy,
24
"t-u' susina kontrolni varianty
o =i S USIN A stimulované
=2 varianty
1 -
0 T T T 1
0 24 48 72 96
¢as (hod)

Graf 3. Graf ristu bakterialni populace
Statistické vyhodnoceni prokazatwdil hmotnosti v exponenciélni fazi fistu, ve
24h, mezi kontrolni aa stimulovanou variantou. Krdtstimulované varianty rostla rychleji.

V dalSich fazichirstu nebyl tak velky rozdil jiz patrny.
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4.3.2. Stanoveni sloZzeni mastnych kyselin

Obsah gkterych MK se prokazatedriSil v zavislosti naiistove variant (Tab. XV.).

Tab. XV. Porovnani obsahu MK (%) kontrolni a stimulovanéiargty ve stejnych

ristovych fazich, 24 a 9&1€7), 24" a 96 (n=2), P=0,05

Doba inkubace (hod

Mastné kyseliny 24 24 P 96 96 P

i11:0 0,027 0,000 0,626 0,000 0,000 1,000
i12:0 0,000 0,074 0,052 0,000 0,000 1,000
12:0 0,000 0,099 0,052 0,274 0,136 0,271
i13:0 0,118 0,133 0,662 0,072 0,000 0,090
al3:.0 0,118 0,165 0,432 0,047 0,000 0,093
13:0 0,010 0,000 0,626 0,218 0,048 0,466
i14:0 8,029 11,000 0,054 9,066 5,117, <0,001
al4:.0 0,00( 0,000 1,000 0,054 0,000 0,091
14:0 0,684 0,635 0,854 0,602 0,675 0,653
i15:0 5,203 4,671 0,571 6,212 3,198 <0,001
als:0 22,755 22,989 0,878 16,780 14,064 0,156
15:1n6¢C 0,215 0,000 0,336 0,281 0,000 0,092
15:1n5¢ 0,050 0,092 0,610 0,052 0,153 0,127
15:0 1,450 0,859 0,358 0,740 0,522 0,022
i16:1 H 2,394 0,158 0,004 2,735 0,584 0,009
i16:0 25,117] 29,415 0,225 30,186/ 17,237 0,001
al6:0 0,08( 0,063 0,682 0,226 0,028 0,001
16:1n7c / 16:1v6¢C 3,442 0,394 0,071 1,054 2,390 0,069
o-cyklohexyl 9:0 0,000 0,000 1,000 0,119 0,000 0,194
16:0 10,134 9,744 0,822 7,804 7,677 0,951
i17:199c 1,951 0,279 <0,001 2,065 0,660 0,002
al7:109c 1,79Q 0,634 0,001 2,276 1,394 0,008
i17:0 2,493 3,226 0,385 2,523 1,933 0,054
al7:0 8,171 8,494 0,739 6,573 6,108 0,490
17:1n8c 0,349 0,000 0,050 0,086 0,000 0,224
cycl7:0 2,455 1,421 0,138 5,632 4,176 0,057
17:0 0,464 0,688 0,001 0,283 0,353 0,218
i18:1H 0,444 0,000 <0,001 0,523 0,000 0,046
i18:0 0579 1,128/ 0,003 1,101 1,344 0,336
18:109c 0,545 1,007 0,222 0,714 1,847 0,125
18:1n7cC 0,219 0,110 0,610 0,263 0,000, <0,001
o-cyklohexyl 11:0 0,219 1,503 <0,001 0,385 28,938 <0,001
18:0 0,491 0,579 0,627 1,148 0,813 0,561
19:1» 9¢/19:Iv11c 0,000 0,000 1,000 0,013 0,000 0,626
20:0 0,000 0,000 1,000 0,057 0,000 0,230

32




U stimulované varianty exponencialni fazirastu byl zjis€n vyssi obsah i14:0, 17:0,
i18:0, m-cyklohexylu 11:0 a naopak nizSi obsah u i16:1Hi18:1H, i17:1v9c, al7:b9c,
17:108c, i18:1H nez u kontrolni varianty ve stejné fdmitu.

U stimulované varianty bylve stacionarni fazi zjiSttn vy3Si obsah MKoe-
cyklohexylu 11:0 a niZ8i obsah i14:0, i15:0, 15:0, i16:1 H6:0, o-cyklohexyl 9:0 ,
117:109c, al7:1w9c, 18:v7c.

Porovnani skupin MK liSicich séstovou variantou ukazuje Tab. XVI.

Tab. XVI. Skupiny MK kontrolni a stimulované varianty - p#=2), 24 (n=2) a 96
(n=2), 96" (n=2), P=0,05

Doba inkubace (hod)

24 24 P 96 96 P
t-BR-STFA 72,691 81,359 0,051 72,841 49,029 <0,001
t-BR-MUFA 6,580 1,070] <0,001 7,076 2,637 0,003
cyc-FA 2,455 1,421 0,138 5,632 4,176 0,057
o-FA 0,219 1,503 <0,001 0,504 28,938 <0,001
MUFA 4,820 1,705 0,227 2,591 4,549 0,077
STFA 13,236 12,604 0,692 10,684 10,224 0,824

. Byl prokazan vyssi obsak-cyklo-vétvenych MK a nizSi obsaht-BR-MUFA u
stimulované varianty v exponencialni fazi nez utkoni varianty ve stejné fazastu.

U stimulované kultury ve stacionarni fagstu byl zjiS€n vyssi obsahw-cyklo-
vétvenych a nizSi obsahBR-STFA at-BR-MUFA neZ u kontrolni varianty.

V tabulce XVII. jsou uvedeny potry mezi vybranymi MK¢i skupinami MK ve

stejné fazitstu, liSici setrstovou variantou.

Tab. XVII. Indikatory istu buiky podle pondri MK - pomgry mezi kontrolni a
stimulovanou variantowe stejnych fazichistu, 24 a 96n=7), 24" a 96 (n=2),

P=0,05
Doba inkubace (hod)
24 24 P 96 96 P
Cycl/prec 1,314 3,607| 0,055 7,907 1,861| 0,085
STFA IMUFA 4,200 7,520/ 0,153 4,996/ 0,066| 0,160
iso/anteiso 1,348 1,566/ 0,173 2,126] 1,427|0,064

Statistické zhodnoceni dat neprokézalo Zadné npmtilzi fistovymi variantami.
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4.3.3. Stanoveni fluidity membrany
Graf 4. porovnava anizotropii fluorescence u kdniroa stimulované varianty

v exponencidlni faziiistu, Tab. XVIII. porovnava sémice proloZenychipmek.
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Graf 4. Anizotropie fluorescence - srovnani 2@4i=4; 24a,b,c,d)kultury kontrolni

varianty a 24h stimulované varianty=4; 24a+,b+,c+,d+)

Tab. XVIII Pmimérné hodnoty srrnic proloZzenych imek 24h kultury kontrolni a

stimulované varianty

Doba inkubace (hod)
24 24+ P
smérnice -0,0107 -0,0098 0,0016

~ v s

U kontrolni kultury (modra vka) je anizotropie niZsi, u kultury stimulovangrianty
(zelené kivka) je anizotropie vySSi, coz ukazuje na vysgiditu bakterialni membrany u

stimulované varianty. To prokazalo i statistick@vsrani srirnic prolozenych fimek.
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V Grafu 5. jsou graficky porovnany kultury kontrolmarianty ¢ervena kivka) a

stimulované varianty (Zlutaricka) ve stacionarni faziistu, Tab. XIX. porovnava stmice

proloZenych fimek.
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Graf 5. Anizotropie fluorescence - 96h kultura kontrol@irranty f=4; 96a,b,c,d) a

96h kultura stimulované variantg£4; 96a+,b+,c+,d+)

Tab. XIX. Primérné hodnoty srrnic proloZzenych fimek 96h kultury kontrolni a

stimulované varianty

Doba inkubace (hod)

96

96+

P

smérnice

-0,0105

-0,0092

0,0035

N 1

Stimulovana varianty ma ¢pvySsi anizotropii, tudiz rigidijSi membranu, coz

potvrzuje i statistické zhodnoceni.
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4.3.4. Grafické shrnuti zastoupeni skupin MK v memkané

Vysledky profili MK jsou shrnuty v Grafu 6.
Fluidita membran jednotlivychistovych variant se zvySovala vipdi 24 < 96'< 24

= 96.
100%
WSTFA
90%
B MUFA
80%
B -BR-MUFA
70%
Bw-FA
60%
W cyc-FA
0,
>0% ma-STFA
40% mi-STFA
30%
20%
10%
0% T T T
24 96 24+ 96+

Graf 6. Relativni obsah skupin MK v kulte kontrolni (24 a 96) a stimulované {24

96") varianty.
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5. DISKUZE

Podle pedpokladu byly zjigny rozdily ve sloZzeni a obsahu MK kontrolni vanant
mezi fazemitistu, gicemz bylo pedpokladano, Ze membrananky ve fazi exponencialni
(24h) nela vykazovat parametry vice fluidni membrany neiikdauve stacionarni faziistu
(96h) z divodi vysSi metabolické aktivity. Tentotrgrdpoklad byl ale potvrzen pouze
nepgimo skladbou MK nikoli vSak gtenim fluidity.

Rozdily ve sloZzeni MK byly nejvice patrné u majoithil6:0 (zvySeni 0 5 %) al5:0
(snizeni o 6 %). JelikoZ jsou zastoupeny v takovénozstvi, maji vzhledem ke svym
rozdilnym teplotam tani (i16:0 - 62,4°C; al15:03;(®C) zasadni vliv na fluiditu membrany
(Kaneda, 1983; Konopasek, 2000). V tomitpad: vysSi hodnota al5:0 a nizSi hodnota
i16:0 vexponencialni fazi fistu ukazuje na vySssi fluidituoproti fazi stacionarni.

Celkovy pongr i-STFA/a-STFA byl mezi exponencialni a stacionafazi fistu
rozdilny. Celkovy obsafa-vétvenych MK, které maji oproti i-¢tvenym fluidiz&ni efekt
(Suutari a Laakso, 1994; Beranova, 2008), ki ve stacionarni faziistu. Podle tohoto
parametru membrana iiky v exponencialni fazi také néla vyssi fluiditu nez buka ve
stacionarni fazitrstu.

Obsahm-cyklohexylu 9:0 se v exponencialni faziistu vibec nevyskytoval, ale ve
stacionarni fazi jiz byl zjign (0,119 %), obsat-cyklohexylu 11:0byl v exponencidlni fazi
zastoupen 0,219 % a ve stacionarni fazi byl jdtgab vyssi o 0,166 % . Celkovy obsah
FA byl prokazatel& vysSi ve stacionarni fazi (o 3,187 %}FA by podle pedpokladu raly
mit pozitivni vliv na fluiditu membrany (Kaneda, 49, nicmég v takto malém mnoZstvi se
patrre jejich vliv neprojevil .

Rozdily hodnot meziistovymi fazemi byly prokdzany i u STFA. U faze erpocialni
bylo jejich celkové zastoupeni 13,2 %, u faze sta@ini 10,7 %. Nicmén pomer
STFA/MUFA, ktery ukazuje korsmy vliv na fluiditu membrany, neprokazal vyznamny
rozdil, tj. nezminény podil STFA ani MUFA by nemél mit vliv na celkovou fluiditu
membrany.

Podle pondru Cyc/prec (vysSi hodnota nez 2,5 &nstres biiky), byla kulturave
zhorSenych nistovych podminkach az ve fazi stacionarni, coz jeevshod s literaturou
(Navarrete et al., 2000; Kieft et al., 1997).

Z méteni anizotropie fluorescence DPH sondy vyplyva, niezi exponencialni a

stacionarni faziustu kontrolni kulturyneni vyrazny (prokazatelny) rozdil ve fluidit,
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ackoli rozdily i-STFA/a-STFA ukazuji na vysSi fluiditv exponencialni fazi. To by totiz
odpovidalo pedpokladu méhfluidni membrany v pozdni faziistu, kdy bakterie produkuje

sekundéarni metabolity a jeji membrana je &némkeni.

MK v membrar kultury stimulované varianty (kultura rostouci v mediu gipavkem
prekurzoru asukamycinu) se liSily v zavislosti raifristu. Zde bylo pedpokladano, ze
stacionarni faze ustu stimulované varianty bude svym sloZzenim viceidfli nez
exponencialni faze, nebdakterie v této fazi produkujeétdi mnozstvi ATB, kterého je
potieba se zbavovat transportefrepmembranu, jejiz zvysena fluidita to bude dovalov

MK al5:0 a i16:0byly zastoupeny v majoritnim mnozstvi, stejako u kontrolni
varianty. Ve stacionarni fazi byl zaznamenan rib&iah oboucthto MK, coz je neobvyklé.
Poner i-STFA/a-STFA se prokazateimeliSil. Celkovy obsah t-BR-STFA klesl o vyraznych
32 % a naopak mi#vzrostl obsah mononenasycenych t-BR-MUFA a MUFAL(67 % a
2,8 %). To ukazuje na desaturaci MK, ktera podmoflyidizaci ve stacionarni fazi
Naopak zmina pong¢ru STFA/MUFA naznéuje mensi fluiditu membrany stacionarni faze
rastu (znéna o 5,3 %), tyto hodnoty ale nejsou tak vyrazkeé jaostatnich skupin..

ProtoZze syntdza MK (FAs) dikytigunu prekurzoru ATB zala vytvdet &tSi
mnoZstvio-FA, podporuje to fakt, Ze ve stacionarni fazi dosloétékvyrazné produkci
antibiotika asukamycinu, netopolyketidova syntdaza (PKs) také odpovida ndsym
cyklohexankarboxylové kyseliny, jak naznige studie Hu a Flosse (2006).

Indikatory ristu (Cyc/prec) ukazaly na zhorSenéstové podminky jizve fazi
exponencialni(3,6 > 2,5), kdezto ve fazi stacionarni jiz ne.

M¢érenim anizotropie fluorescence se potvrdilo, Ze nrémd bakterieve stacionarni

fazi rastu je vice fluidninez membrana ve fazi exponencialni.

Porovnanimexponencialnich fazikontrolni a stimulované varianty vysSlo, Ze ve
stimulované varianté je vysSi obsalw-cyklohexylu 11:0, nejde vSak o velky rozdil (1,3
%), prestoze je statisticky vyznamny. Zde byl zaznamedaké niZSi obsah t-BR-MUFA (o
5,5 %). Zajimavé je, Ze &tfeni anizotropie fluorescence ukazala jednémbana mensi
fluiditu membrany stimulované varianty. t-BR-MUFA ¢ tedy rozhodujici vliv na
tekutost. Tomu odpovidagdpoklad, Ze desaturované @vwené MK maiji fluidiz&ni efekt
na membranu (Suutari a Laakso, 1994; de Mendozal.et1993). Naopak to vyvraci

hypotézu o vice fluidni membr&nve stimulované variaét kter4 byla zaloZzena na
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fluidizacnim efektu cyklicky-¢tvenych MK. Po 24h tedy bakterie nesia vyuZzit prekurzor
v mediu a nenasyntetizovala vieeFA, naopak se stala jeji membrana #dhuidni,
dokonce nejménfluidni ze vSechirstovych variant i faziistu. Prekurzor byl tedy nejspise

bakterii povaZzovan za toxickou latkuicv niz se branila ztuhnutim membrany.

Ve stacionarni fazi stimulované varianty byl zaznamenan nizsi obsah majoritni
i16:0 (0 12, 949 %) neZ u kontrolni varianty ve stejr@ fastu, také byl nizsi celkovy obsah
t-BR-STFA a t-BR-MUFA (0 23,8 % a 0 4,4 %) v porém s kontrolni variantou

Obsahw-cyklohexylu 11:Q ktery byl u stimulované kultury ve stacionarrdiféistuo
28,6 % vysSi neZz u kontrolni variantyaznatuje vyssi fluiditu membrany To ukazuje, Ze
bakterie pravépodobré pouzila cyklohexankarboxylovou kyselinu (prekurzotibiotika),
jejiz zasobu réla v kultivatnim mediu, a inkorporovala ji do své membrany vgixsdy-FA.
Tomu odpovidaji i kultivéni experimenty Drehera (1976), Hu a Flosse (2008)ristove
(2011), kde studované bakterie také vyuzijdavek nabidnutého cyklického prekurzoru
k tvorbé membranovych MK.

M¢étenim anizotropie fluorescence se ale ukazalo¢kalianembrana obsahuje zfree
mnozstvi o-FA, je mére fluidni nez u kontrolni variantym-FA ziejmé maji mensi
fluidiza¢ni efekt nez terminatnvétvené STFA a MUFA, proto zény ve sloZzeni MK raly
opany efekt, nez bylo jf@dpokladano. Podle Siristové (2011) maji cyklohaxylené MK
maly fluidizatni efekt oproti cyklopropyl-, cyklostyl- a cyklopgtvétvenym. Podle
Kannenberga (1984) naopa#-FA zpasobuji stabilizaci membrany a tim obécnizsi
fluiditu.

Z porovnani indikatar ristu nebyly patrnéadné rozdilymezi fistovymi variantami.
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6. ZAVER

1. SloZzeni membranovych MK kontrolni varianty senito v zavislosti na fazitstu
(faze exponencialni — faze stacionarni). Nejvyz&rgsi byl vySSi obsah i16:Qy-
cyklohexylu 9:0, cycl7:0p-cyklohexylu 11:0, celkay pak i-STFA, o-FA a nizsi
obsah al5:0 ve stacionarni fazistu u kontrolni varianty. Fluidita membrany

v exponencialni a stacionarni fagstu se neliSila.

U stimulované varianty (varianta sigavkem prekurzoru asukamycinu do
inokulatniho media) byly zjig#ny ténei stejné rozdily ve sloZzeni MK. Rozdil byl v
obsahu i16:0 ve stacionarni fazi oproti fazi expai@ni a porar STFA/MUFA,
ktery byl vySSi, a ukazoval tak na vySSi fluidite stacionarni fazi. Meziistovymi
fazemi byl na rozdil od kontrolni varianty Zian rozdil ve fluidi¢, ktery potvrdil

vysledky ze slozeni MK.

2. Pridavek prekurzoru asukamycinu do inokumdno media se projevil ve zvySeném
obsahuw-FA v membran bakterie stimulovanéistové varianty a nejvice pak v jeji

stacionarni fazi.

3. Nepodail se potvrdit pedpoklad zvySené fluidity membrany u stimulovangaray.
Naopak byla zrena nizSi fluidita v porovnani s kontrolni variamtd-luidita u
ristovych variant se zvy3ovala nasledujicimisgbem: 24< 96< 24 = 96.
Indikatory tistu buiky kontrolni varianty ukazovaly podl€ekavani na zvySeny
stres ve stacionarni fafistu. Indikatory @istu stimulované varianty naopak
nazn&ovaly zvySeny stes v exponencialni fazi, kdyisgna bakterie jest
nevyrovnala s f\davkem prekurzoru antibiotika do media.
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PRILOHY

Test antibiotické citlivosti (podkapitola 3.1. Pokisny mikroorganizmus)

Test antibiotickeé citlivosti probihal na zpeéweém agarovém mediu (MH) na Petriho
miskach pi teplot 28°C.

Slozeni zivného media MH:

Malt extrakt 109
Yeast extrakt 49
Glukosa 49
Destilovana voda 1000 ml
(Agar) (18,0 g)
pH 7,3

Kultura (1 klika, cca 3mg) byla z Petriho miskyepesena do kratkych zkumavek
s fyziologickym roztokem a byla ve fyziologickémztoku rozmichana tak, aby se wyitvo
zakal (0,5 stupi McFarlandovy stupnice, densitometr BioRad). Na Mtédiu byl
rovnonerné rozprosten 1ml této suspenzejgbyt&na suspenze byla odsata a povrch se
nechal 15min zaschnout. Poté ng byly aplikovdny ATB disky (BioRad, susceptibility
disks, ptimér 6,5mm) a zény byly od¢eny po 24h (Tab. I.).

Tab. I. Velikost zon ATB rezistence k 15 vybranym diahantibiotik, 6=3)

ATB zkratka pr amérna velikost ATB z6ny (mm)
Tigecycline TGC 15 35,0

Penicillin P 16,0

Clarithromycin CLR 26,0

Vancomycin VA 36,0

Rifampin RA5 18,0

Ciprofloxacin CIP 18,3

Trimethoprim TMP 0,0

Amikacin AN 48,0
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Amoxyecillin AMC 31,0
Gentamicin GM 46,0
Polymixin PB 25,0
Chloramphenicol C 11,0
Lincomycin L 11,3
Tetracyclin TE 22,7
Meropenem MEM 35,7

Nejvétsi citlivost byla zji&na u antibiotik amikacinu (48,0 mm) a gentamycih@,) mm) a
bakterie byla naopak Upimezistentni uci trimethoprimu.
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