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Abstract

Cold adaptation in stationary phase inBacillus subtilis

One of the most important abiotic factor which urgihces life of bacterial cells is the
ambient temperature. A decrease of this temperasuusually accompanied usually with
the loss of the fluidity of bacterial cytoplasmatiembrane. While the mechanisms of the
responses to the cold shock during the exponephiake of growth are well known for
Bacillus subtilis, the responses of stationary phase cells hadawsut studied yet (despite the
stationary phase is the most common state of migesusm in the nature). There are two
independent mechanisms which restores much neéaddyf in Bacillus subtilis — short-
term adaptation and long-term adaptation. Shont-tadaptation is based on the function
of fatty acid desaturase coded Hgs gene. Long-term adaptation relies on the change
in ratio of iso- and anteiso- branched fatty acids.

In this work we examinated membrane adaptationndustationary phase under two
different conditions, namely under cultivation aalde low temperature and after cold
shock. The highest activity ¢tdes was observed for cultivation at 25 °C and for ¢l
shock applied from cultivation in 37 °C to 25 °Cnigotropy measurements and fatty acids
analysis were also performed. Results indicateat, ttte cytoplasmatic membrane of statio-
nary cells cultivated in 37 °C is less fluidic thiwe one of exponential cells. Phospholipids
isolated from stationary phase cells were founddotain iso- branched fatty acids as the
major constituents.

Since bacterial culture in stationary phase ishwhogenous, the obtained findings
could not be ascribed to the whole population.dswbserved that during the first ten hours
of stationary phase, the whole population approtéhgaconsist of 45 % vegetative cells,
45 % dead cells (determinated by Live/Dead Kit) &l % of spores (determinated
by Gram staining and other). However, the flow oyetry analysis did not reveal the
expected populations characterized by the diffexemaPdes activity and cell size.

Key words: Bacillus subtilis, cold shock, stationary phase, membrane fluidity,
flow cytometry

Kli éova slova:Bacillus subtilis, chladovy Sok, stacionarni faze, membranova
fluidita, pratokova cytometrie
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1. Uvod

Bakterie, stejg jako vSechny Zivé organismy na této pl&ngsou ovliiovany
vngjSim prostedim. Podminky, kterym je dany organismus vystawd&ak nejsou vzdy
idealni, &tSinou je tomu pravnaopak.
schopen fizpusobit se minici se teplat a ani bakterie nejsou vyjimkou. 2ma teploty,
stejreé jako znena kteréhokoli jiného parametru priasti, za hranice optima danérhy,
je stresovy faktor. fevaznoucast Zivota stravi organismusi piasobeni gjakého ze stre-
sovych faktoit (mnohdy je jich vice). Pokud by organismus nelohiopen tlumit nefpznivé
vlivy okoli, negezil by.

Bunka na néahlé sniZeni teploty odpovida souborem ielaleré souhrnhozna&ujeme
jako ,cold shock response” (CSR). Zahrnuji vSe @&kéani informace o chladu pomoci
senzoti, prenos informace do iy a soubor reakci vedoucich az keémtnmetabolismu
a adaptaci na chlad. Jednim ze sehjercytoplazmaticka membrana bakterialninkoyu
Ta je snizenim teploty vyznaipoznenéna a jeji adaptace je &tiva pro adaptaci celé
buiky k poklesu teploty v prosdi.

Stacionarni fazeustu nésleduje po exponencialni fazi a je typicka fpmky Zijici
v nedostatku jednéi vice Zivin. Je to nejobvyklejSi stav, v kterém mmgkroorganismy
v prirodé vyskytuji. Ve stacionarni fazi dochazi vilwe k metabolickym zegméam, kterymi
se bakterie fizpiasobuji zndnam v prostedi. Existuje celéada proces kterymi se bakterie
mohou adaptovat na zmu podminek, jakoifklad Ize uvést adaptivni mutagenezi, tvorbu
sekundarnich metabalitéi sporulaci. Stacionarni faze bakterialniho Zivaiasud neni
dostaténé zmapovana, iigvazrt z divodu obtiZzné interpretace ziskanych dat. Baktdrialn
kultura v této fazi neni fyziologicky homogenni #&skané informace neplati obe&cn
pro celou populaci.

Jako modelovy organismus pro studium byl zvdsanillus subtilis. Je to velmi Bzna
pudni grampozitivni nepatogenni bakterie. Ma tvafinlyy a tvai endospory. Ve svém
piirozeném prosedi (povrchové vrstv pady) se neustale setkava s vykyvy teplot.
Z hlediska teplotniho optima této bakterie,fggena mezi mezofilni bakterie.addem
vybéru této bakterie jako modelového organismuifdpvsim snadna kultivovatelnostesi
dostupnych poznatka fakt, Ze se nejedna o patogenni druh.



Cil prace

Tato diplomova prace si kladla za cil r@#Spoznatky o vlivu chladového Soku
pusobiciho na hiky Bacillus subtilis béhem exponencialni faze i na fazi stacionarni.

Prvnim Ukolem bylo zjistit zavislost podilu spormatvych burk na dolg kultivace
ve stacionarni fazi. Informace o poditichto burk je nezbytnd pro podrobjsi zkoumani
chladového Soku v populaci stacionarnichdun

DalSim cilem bylo sledovani odpali cytoplazmatické membrany na chladovy Sok
béhem stacionarni faze. Nejprve byla #gigana aktivita promotordes pri stalé kultiv&ni
teplot, nasledn aktivita po chladovém Soku.

DalSim Ukolem bylo wit fyzikalni stav cytoplazmatické membrany a jdjiemické
sloZzeni Bhem stacionarni faze. Bylo zjdvano zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin
ve fosfolipidech membrany stacionérnich &unBiochemickd analyza umiidje ziskat
informace o sloZzeni membrany nstacionarni faze a dale uniofe porovnat tyto data
s analogickymi vysledky ziskanymi z membran &duexponencialni faze.
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Literarni p ¥ehled

2. Literarni p rehled
2.1. Chladovy Sok uBacillus subtilis

Organismy niZzeme dlit dle teploty, ve které probihd jejich optimalmiéist,
do rekolika kategorii. Bakterie dokazouist a mnozit se zaé¢tsiho rozmezi teplot nez
filu. P¥i vySSich teplotach rostou psychrotolerantni orgrawyi Nasleduji mezofilové, termo-
filové a nejvyssi teplotni optima maji extrémnintefilové. Kazdy z nich ma jiné slozeni
mastnych kyselin ve fosfolipidech a jiny enzymafi@dparat pro syntézu mastnych kyselin.
K adaptaci membrany na chlad bude tedyiznych bakterialnich druhdochazet rozdikh
Pro buiku a jeji odpo¥d’ na snizeni teploty je nesmérpodstatné, jak rychle ke zme
teploty doSlo. Bitka se Iépe vyrovnava s postupnouénmou teploty vijSiho prostedi
(v fadu hodin) nez se zmou skokovou (¥adu minut). Za chladovy Sok pak povaZzujeme
situaci, kdy ke zrené teploty doSlo nahle.

2.1.1. Pusobeni chladového Soku na bakterialni hiku

Chladovy Sok ovliviuje difazi, konformaci molekul a dynamiku vSectjidv buice.
Obecrk dochazi ke zpomaleni metabolismu. Nizka teplotamgiuje @je probihajici
na membrah i metabolické &e uvnit buiky — katabolismus (glykolyza, oxidativni
fosforylace atd.) i anabolismus (zpomaleni biosyytéSnizeni teploty o 10 °C vede dle
Arrheniova vztahu (Rovnice 1) k sniZeni r&aikrychlosti 1,5 — 4 x:

E.
K=Ae RT Q)

kde K je rychlost reakce, A je frekvani faktor, E je aktiva&ni energie, R je univerzalni
plynova konstanta, a T je absolutni teplota. Tomgeza dsledek pomalejsitist bakterialni
kultury.

Chladovy stres vede ke Zmam na arovni genové exprese. Dochazi ke zpomaleni
¢i uplnému zastaveni tvorbyekterych proteid a naopak k indukci proteinspecifickych
pro nizké teploty. Rt reprimovanych a indukovanych proteipii chladovém Soku
se vyrazg liSi od situace, kdy jsou Kly piimo v chladu kultivovany — u bakterialni
kultury Bacillus subtilis kultivované pi 15 °C dochézi k indukci 279 géra k represi 301
gemi ve srovnani s kultivaci v 37 °C. (BUDD& al. 2006). V obou fipadech mze
u rekterych mRNA dochazet k posttranskimpm modifikacim.
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Chladovy stres také oviiwje transport latek uvritbuiky a i transport fes
cytoplazmatickou membranu. Nizka teplota sniZzujeypdvost membranovych komponent
(membréna ztraci fluiditu), coZ zpomaluje UpIné zastavuje biochemickée¢j vazané
na membranu a dale zpomaluje \$m latek mezi v&Sim a vnitnim prostedim. Snizenim
teploty také dochazi ke konforgmdm znEnam naribosomech a mRNA (na mRNA
vznikaji vlasenky), které vedou k zastaveni trazesl&arové se snizuje hladina (p)ppGpp
(souhrnné ozr@ni pro molekuly guanosin-5trifosfat-3"difosfatgaanosin-5"difosfat
-3’difosfat). Risobenim chladu nastd negativni superhelicita DNA. Obé&cmlochazi
k zastaveni mnoha b&mych cju, které probihaji na arovni celé itky. Frikladem niize
byt ckleni buiky nebo tvorba endospor (u bakterii, které tutcopaost maji) (viz kapitola
2.2.4.7.). Pokud bakterie neni schopna adaptacemgau teploty prosedi, mize byt
shizeni teploty pro hiku letalni.

Po chladovém Soku étsinou nastava lag faze,chem které se hika adaptuje
na nizkou teplotu. Délka této faze se vykadisi u jednotlivych bakterialnich drih
a v zavislosti na teplotnim intervalu. Po s&emi lag faze se Zaou buiky opst mnoZzit,
avsak s jinou dobou zdvojeni neeg Sokem.

Pisobeni chladu je tedy velmi rozmanité aika se s nim i rozmasitvyrovnava.
O nejdilezitéjSich mechanismech adaptace bakterialiikipuna chlad pojednavaji nasledu-
jici kapitoly.

2.1.2. Adaptace bakterialni buiiky na chlad

K adapt&nim zménam dochazi na drovni sloZzeni membranovych iigcha trovni
genové exprese. Mira d&gsny zfisob adaptace zavisi na druhu bakterie, konkréphitte
a prostedi, ve kterém se vyskytuje.

Obecny model adaptace Ize st& popsat nasledujicimi kroky: signal prenos
signalu v ramci biiky — ovlivnéni transkrignich/translanich faktofi — zmgna tran-
skripce/translace» adaptace na Urovni membrany a syntetizovanycleipfot-> adaptace
na arovni celé biky.

Poznatky uvedené v nasledujicich kapitolach bydkéaiy pevazrt na exponenciath
rostoucich bikkach. Doposud neni jasné, jak se na chladovy atteptuji biiky ve staci-
onarni fazi.
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2.1.2.1. Kompatibilni soluty

K ochrargé vnitiniho prostedi buiky za chladovéhaii osmotického stresu slouzi
nizkomolekularni latky, takzvané kompatibilni sgluMezi latky s nizkou molekulovou
hmotnosti pat jednoduché polyoly a polyaminy, derivaty aminodys, sacharidy a dalsi
latky. Dosud neni znamigsny mechanismusipobeni, ale Ize je povazovat za chemické
chaperony. Stabilizuji tedy nativni konformace pmat, zabrauji denaturaci¢i vzniku
agregai a podili se také na zneSkowdani volnych radikdl ZvySeni koncentrac&dhto
latek v cytoplazré bakterialni biiky vede ke zvySeni viskozity a omezeni difize. DalS
vlastnosti &chto latek je snizeni bodu tuhnuti cytoplazmy, jeo¥elmi @iznivé za nizkych
teplot. U bakteridBacillus subtilis bylo objeveno, Ze jako kompatibilni solut pouzivgcm
betain, ktery se dostava doitby pomoci ABC transportéru (OpuA) (KEMPF a BREMER
1995, BREMER 2002).

2.1.2.2. Adaptace na urovni nukleovych kyselin

Chladovy 3ok psobi na nukleové kyseliny, které se v bakterii yysK. Dvojvlakno
chromozomalni DNA ma takzvanou negativni superhelidNizka teplota zfisobuje jest
vySSi negativni superhelicitu (WEBE® al. 2001b). To fsobi jako signél, Ze se tika
nachazi v chladném prastli. Zarové se tato molekula DNA stava mermpristupnou
pro RNA polymerazu a dochaztgvazié ke snizeni genové exprese (MIZUSHIMAaI.
1997).

Konformaci DNA ovliviiuji enzymy topoizomerazy |. a Il. Konformace je éak
ovliviiovana proteinem H-NS (protein podobny histon ktery se vaze na DNA), jehoz
mnozstvi v biice po chladu stoupa. Ten je zodpdiy za represi bakterialnich gen
pii chladu a #ejme brani tvorké oteweného komplexu na promotorové oblasti (WILLIAMS
a RIMSKY 1997, ERIKSSONt al. 2002). Tato represe chladem je praikw signalem
0 snizené teplétv okolnim prosiedi.

Pisobenim nizkych teplot vznika v mistkde se ribosom vaze na mRNA (oblast
Shine-Dalgarnovy sekvence), vliasenka, ktera té&xbdvzabrani. Ribosomy se pak odpoutaji
od mMRNA a tim je ukotena translace. V liige pak Ize pozorovat zvySené mnoZstvi vol-
nych ribosoni (70S) i volnych podjednotek (50S a 30S) (viz Obkaz).

Bakterie Bacillus subtilis se brani vzniku sekundarnich struktur na mRNA&nul
zpasoby. Prvni moznosti je vazba proteichladového Soku (CSP) (GRAUMANK al.
1997), druhy mechanismus zahrnujesg@beni RNaz, specializovanych na dsRNA (JONES
et al. 1996).
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Obrézek 1 Vliv snizZeni kultivai teploty na ribosomy v liige. Ribosomy jsou
uvolovany od mRNA a zaroviedisociovany na jednotlivé podjednotkyiép
vzato a upraveno dle WEBER a MARAHIEL 2003).

2.1.2.3. Proteiny chladového Soku

Proteiny chladového Soku jsou prvni proteiny, ki syntetizovany po kontaktu
se bakterie s chladj$im prostedim. Geny pro tyto proteiny byly nalezeny v&tsug
psychrofili, mezofili, termofili a také hypertermofil ( WEBER et al. 2002). Vyskytuji
se i u evolan¢ starSich skupin bakterii (GRAUMANN A MARAHIEL 19%8coz ukazuje,
jak jsou pro peziti buiky podstatné. Biky maji ¢asto vice iiznych CSP (UEscherichia
coli 15; uBacillus subtilis byly zatim objeveny 3), mezi kterymi je patrna ktouni
podobnost (viz Obrazek 2). VSechny CSP maji strukfitbarelu, ktery je tvien pgti
antiparalelnimp-listy.

Nizka teplota vede ke sniZzeni hladiny (p)ppGppicbla ztuzeni membrany, coz jsou
signaly pro syntézu CSPs. Tyto proteiny jsou syragtny, zatimco syntézaginych
proteini je pozastavena. ZvySeni mnozstvi CSPsicbypo chladovém Soku je igpbeno
jednak casgjSim prepisem gefn pro CSP a jednak zvySenou stabilitou mRNA pro tyto
proteiny za nizkych teplot. VSechny CSP, které fdeunalézame po chladovém Soku, jsou
vytvareny ribosomy, které nejsou adaptovany na chlado pybteiny nasledhpomahaji
ribosomy adaptovat (PHADTARE& al. 1999).

Spravna konformace protéina nukleovych kyselin v hice je nezbyt& nutna
pro jejich funkci. Rsobenim chladového Soku na bakterialniknumize dochazet ke kon-
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formanim zn€nam proteid a nukleovych kyselin (WEBER a MARAHIEL 2003). CSP
pusobi jako molekulové chaperony za nizkych teplaz (@brazek 3). Jejich funkci

je udrzovani mRNA v linearni forén aby na ni nevznikaly vlasenky a mohly nasedat-rib
somy. Vazbadchto proteiri na struktury nukleovych kyselin je umaia vysokou afinitou

k ss RNA a DNA.

CspDg,

Obrazek 2 Fylogeneticky strom rodiny CBE&cillus subtilis (Bs) aEscherichia
coli (Ec) s tirozmernymi modely jednotlivych protein (pifevzato a upraveno
dle WEBER a MARAHIEL 2003).

NejvyznamrjSim proteinem chladového Soku Bacillus subtilis je CspB (viz

Obrazek 4), protoZe jeho delece vede k neschophasty adekvats odpovidat na chlad
(GRAUMANN a MARAHIEL 1997).
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Obrazek 3 Model jsobeni CSP jako mRNA chapetorPi 37 °C maji CSP
malou afinitu k MRNA — a) vznik vlasenek na mRNAlisledku chladového
Soku, které brani vazlribosomu, b) afinita proteinCSP se zvySuje a dochazi
k jejich vazlé na mRNA; CSP svym gsobenim zabrauji vzniku vlasenek
a ribosom nmze ot nasedat na MRNA {pvzato a upraveno dle GRAUMANN
a MARAHIEL 1998).

Obrazek 4 Tirozmeérny model struktury proteinu CspBBacillus subtilis. Pt
B-lista tvori p-barel.Cervert a mode jsou zvyrazény aromatické aminokyse-
liny, které umo#uji vazbu proteinu CspB na molekulu mMRNAdpzato a upra-
veno z GRAUMANN a MARAHIEL 1996).

U bakterieBacillus subtilis byly identifikovany dalSi dva homology CspB — CspC
a CspD. Delece vsecthi proteini je letalni i za idealnich kulti¢aich podminek, maji tedy
evident® vliv i na obvyklé (nestresové) metabolické drahyabezpéuji efektivni st
buiky. Studium kombinaci detaich mutant ve vSechkech CSP ukazalo, Ze miniméln
jeden z proteifs je nezbytny pro f®Ziti za normalnich podminek (st&jjako za nizkych
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teplot). Dvojita delece géncspB/cspC zpasobuje mimo jiné lysi &hem vstupu do sta-
cionarni faze a neschopnostitt@ndospory (GRAUMANNEt al. 1997).

2.1.2.4. Adaptace na urovni membrany

Membrana je prvnicast bakterialni hiky, ktera, jak jiz bylo uvedeno vyse,
je ovlivnéna sniZzenim teploty. Za normalni teploty jsou jetivé® molekuly fosfolipidi
v membras do ukité miry pohyblivé. Ztrata této pohyblivosti (teksti) ma za nasledek
ovlivnéni funkci membrany. V membrérje omezena difize a enzymy vazané na mem-
branu katalyzuji reakce pomaleji. Chladem cytoplaizcha membrana okamé&itztraci
fluiditu (viz Obrazek 5), coz ovliwje tje vazané na membranu&h je v prokaryotické
burice velmi mnoho (McELHANEY 1984, PHADTAR& al. 2000, SCHUMANN 2002).

Obrazek 5 Schematické znazémh zmén v membranové strukie a chovani
lipidové dvojvrstvy po zrné teploty ve vigjSim prostedi — a) zvy3Sena fluidi-
zace membrany #Agobend ndistem teploty, b) rigidizace membranyispbena
poklesem teploty (@vzato a upraveno dle LOS a MURATA 2004).

Adaptace bakterie k nizké teplotedy spdiva v zachovani membranové fluidity,
¢ehoz je dosazeno zZmou sloZeni mastnych kyselin ve fosfolipidech membré
dvojvrstvy. V membréd piibyvaji mastné kyseliny s niz§Sim bodem fazovékechodu
(WEBER A MARAHIEL 2002). Tim je znovu dosaZena igiitnd membranova fluidita.
V piipact Bacillus subtilis rozliSujeme dva rozdilné mechanizmy — dlouhodobéuagko-
dobou adaptaci membrany na chlad (viz kapitoly2411. a 2.1.2.4.2.).

Aby mohla bakterie vhodireagovat na zému okolni teploty, musi mit senzory, které
tuto informaci zachyti. Membrana bakterie je neyteh primarnim senzorem, ktery vnima
zmenu v okolni teplat. Dostava se jako prvni komponentaiky do kontaktu se snizenou
teplotou. V membranBacillus subtilis byl nalezen senzor DeskK, ktery vnima fluiditu mem-
brany (AGUILAR et al. 2001) — ten je sasti dvoukomponentového systému DesK/DesR,
ktery predava informaci o fluidé membrany do vnihiho prostedi buiky. Zde dochazi
k fosforylaci odpo¥dného regulatoru DesR, ktery nasledmnguije jako transkrigni faktor.
Dusledkem je aktivace transkripce genu pro desatur@ainych kyselin (viz dale).
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2.1.2.4.1. Dlouhodobéa adaptace WBacillus subtilis na chlad

Za keznych teplotnich podminekigvazuji v cytoplazmatické memberamacillus
subtilis iso- a anteiso- &tvené mastné kyseliny, které se liSi pozici meth§lskupiny
v hydrofobnimietzci (viz Obrazek 6). Dlouhodobou adaptaci z2aijé zvySené mnozstvi
anteiso- mastnych kyselin s niz§im bodem tanéev@Zre anteiso-Gso a anteiso-Gr.o)
v membranovych fosfolipidech.

Vétvené mastné kyseliny vznikaji poude novo syntézou (SUUTARI a LAAKSO
1994). Z tohoto dvodu je dlouhodoba adaptace vyuzivana jen v okami@ty je bakterie
schopnaist.

a) ROOC/\/\/\/\/\/\)\/
b) ROOC/\/\/\/\/\/\/Y

Obrazek 6 Obecna strukturgtvenych mastnych kyselin — a) anteis@¢twena
mastna kyselina, b) iso€¢wena mastna kyselina. R = fosfoglycerolovy zbytek.

Iso- wtvené mastné kyseliny maji podobnou teplotu fazovéiechodu jako
newtvené nasycené mastné kyseliny se stejnyrtepo uhlikovych atorin (KANEDA
1991). Anteiso- stvené mastné kyseliny maji naopak nizZsi teploto¥ého gechodu nez
srovnatelné iso-&tvené mastné kyseliny (LEWIS a MCELHANEY 1985). AisD- \¥tvené
mastné kyseliny proto tedy efektigjn narusuji fosfolipidovou dvojvrstvu a umidji
fluidizaci bakterialni membrany. Za anaerobnichmpotek je tento mechanismus jedinou
moznosti, jak adaptovat membranu Su(BERANOVA et al. 2010).

2.1.2.4.2. Kratkodobéa adaptace uBacillus subtilis na chlad

Okamzitou adaptaci na snizeni teploty Zajj§ desaturaza mastnych kyselin. Jedna
se 0 enzym, ktery zavadi do molekuly jiz existijacfosfolipidu dvojnou vazbu. Tento jev
se nazyva desaturace (DE MENDO#Aal. 1993). Desaturace probiha u Sirokého spektra
organisnii (bakterii, kvasinek, savc rostlin) analogickym enzymatickym mechanismem.
SniZzeni membranoveé fluidity spousti signalni kaskaedouci ke vzniku enzymu desatu-
razy, zvySené zastoupeni nenasycenych mastnyclirkysaembrag naopak tuto signalni
drahu zastavuje (AGUILAR, DE MENDOZA 2006Racillus subtilis ma pouze jedinou
desaturazu, ktera je kddovana gerdasf (AGUILAR et al., 1998; ALTABEEet al. 2003).
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2.1.2.4.2.1. Funkce desaturazy Des

Pisobenim enzymu desaturazy dochazi kérgrmpontru nasycenych a nenasycenych
mastnych kyselin (viz Obrazek 7) v memhrdrakterialni biky. Zavedenim dvojné vazby
do molekuly fosfolipidu vznikne ohyb, diky kterémnaaujima molekula &Si prostor, coz
umozni jeji ¥tSi pohyblivost (GRUNER al. 1985). Tim je zaji$ha &tsSi fluidita mem-
brany. Ri 37 °C je koncentrace tohoto enzymu ibel velmi nizka, zvySuje se peéemosu
bakterie z 37 °C do 20 °C (AGUILAR al. 1999). Nej¢tSi nanist indukce pozorovany po
piesunuti biiky do chladgjSiho prostedi ma pra¥ gen pro desaturdzu. Enzym je regu-
lovan v zavislosti na fluidéémembrany (RUSSELL 1997).

ROOC/\/\/\/\/\:/\/\

Obrazek 7 Obecny vzorec cis-nenasycené mastnéirkys&® = fosfoglycero-
lovy zbytek.

Desaturadza se sklada z Sesti transmembranovychndanexné domény asociované
s membranou (viz Obrazek 8). V aktivhim réisé pravédpodobré nachazeji konzervované
oblasti bohaté na histidin (DIA& al. 2002).

vnéjsi strana
membrany
N )

N-konec >l 2 G

vnitini strana
membrany

C-konec
Obréazek 8 Model trojrozamné struktury desaturazy Des.&é8e jsou vyznaeny
transmembranové domény nezbytné pro desatufaeivert jsou znazorény
histidinové domeény, bile neesencialni histidinoeaéna (pevzato a upraveno
dle MANSILLA a DE MENDOZA 2005).
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Indukce genudesA vede k expresi enzymu desaturazy. Tato desatuvsiagii
dvojnou vazbu v molekule fosfolipidu na pozici Segavisle na délcéetzce a mist
vétveni), z tohoto dvodu byla nazvana5-Des (ALTABE et al. 2003). Takto upravené
mastné kyseliny fluidizuji membrany za nizkych aepl

Obecrk muze desaturace probihat u organismerobg ianaerobs (RUSSELL
1990). V gipadt Bacillus subtilis je vSak moZna jen aerobni desaturace. Aerobnifudesa
je redoxni dj, pifi kterém desaturaza katalyzuje transport d@towoediku na molekulu
kysliku. Z tohoto dvodu musi mit bakterialni fiha funkéni elektrontransportnfetézec
(DENICH et al. 2003). BakterieBacillus subtilis jsou schopny aerobniho i anaerobniho
rastu. BBhem anaerobnihaistu za snizeni kultivai teploty dochazi k expresi gedasA,
ale vznikly enzym je nefurtki. Desaturace neiie probihat, protoZe nenitifpmen
molekularni kyslik (BERANOVAet al. 2010).

2.1.2.4.2.2. Regulace exprese desaturazy Des dvoukomponentovynyst&mem
DesK/DesR

V membrag Bacillus subtilis byl nalezen dvoukomponentovy systém kddovany
desKR operonem. Tento dvoukomponentovy systém registnfipggmace o tepl@tprostedi,
ve kterém se hika nachazi. Je to systém teoy histidinkindzou DesK a DNA vazebnym
proteinem DesR. OperotesKR se v genomuBacillus subtilis vyskytuje v bezprogedni
blizkosti genu pro desaturazu mastnych kyselin angebytny pro indukci genules
(AGUILAR et al. 2001).

Histidinkinaza DesK je membranovy senzor, kteryisggje membranovou fluiditu.
Pfi snizeni membranové fluidity dochazi ke &mh konformace proteinu DesKgimz
dochazi k autofosforylaci histidinu na pozici 18& (Obrazek 9). Z hlediska katalytického
pusobeni vykazuje DesK tva zakladni typy aktivit -nd&iovou a fosfatdzovou. BliZSi
studium katalytického cyklu DesK odhalilo konfordna rozdily mezi jednotlivymi
funkénimi stavy — krystalové struktury poukazuji na sf@ zmeny v sekundarni
strukture uspdadani centralnich tetramernich jednotek. Tyto lgadsekundarni strukie
ziejme urtuji, ktery z vySe uvedenych katalytickych charakt&esK bude dominantni.
Studiem modifikovanych DesK enzynbylo potvrzeno, Ze signaly o zm¢ fluidity mem-
brany jsou zaznamenany rotatiasymetrickym ohybanim helix Podobny mechanismus
jiz byl pozorovan u &kolika dalSich senzér— je tedy mozné, Ze analogicky pracuji také
dalSi hisdinkindzové senzory (ALBANES&Ial. 2009).

DesK funguje jako kinaza i fosfataza pro proteirsRev zavislosti na okolni teptot
Nefosforylovany DesK (o 37 °C) udrzuje svou fosfatazovou aktivitou DesReaktivni
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defosforylované form Fosforylovany DesK pracuje jako kinaza, kter&doguje dimery
proteinu DesR a tim ho aktivuje.

periplazmovy prostor

0 000 = [ODI] e

cytoplazma

I] l] P]][l )

a) inaktivni forma b) aktivni forma

Obrazek 9 Schema struktury a aktivace histidinkinaenzitivni na zrnu
membranové fluidity. Aktivace DesBacillus subtilis za nizkych teplot — a)
kazda podjednotka DesK mifyii transmembranové domeény, bji gnizeni
membranové fluidity dochazi k autofosforylaci nsH88 (fevzato a upraveno
dle LOS a MURATA 2004).

Fosforylované dimery DesR se vazi ve fériatrameru na promotor geilas. Tetra-
mery fosforylovaného DesR se vazou n& dizna vazebna mista pro fosforylovany DesR
uvnitt Pdes (NAJLE et al. 2009). Pokud jsou @bvazebna mista pro DesR obsazena
fosforylovanym DesR, dochézi k vazRNA polymerazy na DNA (NAJLEt al. 2009)

a nasleda k prepisu genu pro desaturdzu mastnych kyselin, negbgto kratkodobou
adaptaci membrany na chlad. Transkripce gdgsije regulovana fimo koncentraci fosfo-
rylovaného DesR v hiice (MANSILLA a DE MENDOZA 2005).

Dusledkem adaptace je pebna fluidizace membrany, coz zajisti jeji spravnou
funkci. Nenasycené mastné kyseliny, které jsoutdesa vytvdeny, ovliviwuji konformaci
senzoru DesK (viz Obrazek 1®imz pevazi jeji fosfatazova aktivitaiwi DesR a tim
je tato signalni draha zastavena (AGUILARal. 2001).

Bylo zjiSttno, Ze dvoukomponentovy systéem DesK/DesR &stai vyhradé regu-
lace transkripce genues, nepodili se na celkové odpaof buiky na chladovy Sok
(BECKERING et al. 2002). Jednotlivé slozky systému jsou wbel @gitomny konstitutivis,
nikoli dle aktualni paeby (CYBULSKI et al. 2002), chladovym Sokem vSak dochazi
k jejich aktivaci.
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Obrazek 10 Model signalni drahy, ktera zajj¢ optimalni membranovou
fluiditu u Bacillus subtilis — a) senzor DesK registruje pokles membranové
fluidity a fosforyluje DesR, b) DesR se vaze naasblpromotoru gendes,

c) dochazi k interakci fosforylovaného DesR s RN#lymerazou a je aktivo-
vana transkripce gendes, d) desaturaza Des igobuje fluidizaci membrany,
e) DeskK pestava fosforylovat DesR, f) transkripce gedes ustava (pevzato

a upraveno dle MANSILLA a DE MENDOZA 2005).

2.2. Stacionarni faze istu u Bacillus subtilis

Rist bakteridlnich buik je za optimélnich podminek exponencialni. Pgevyani
jedné nebo vice zivirgi nahromadnim zplodin metabolismu,tpchazi bakterie do stacio-
narni faze. K tomutofechodu nedochazi okamZitale po tzr¢ dlouhé pechodové daob
(anglicky ,transition state“). Ve stacionarni fdainka prestava ist, neznamena to vsak,
Ze by se metabolické procesy zcela zastavily —@ighouze k jejich pozénéni. V bakte-
ridlni buice dochazi kiestavie enzymového aparatu, morfologickym &mam a i zminam
na urovni genové exprese. Tim vSim sélausnazi adaptovat na &nu podminek. Bukt-
né kultury ve stacionarni fazi se adaptuji mnotmlilaymi mechanismy. Ndjklad buiky,
které geSly do stacionarni faze Zivbdu limitace fosfatem, jsou odliSné sloZzenim aogen
vou expresi od busk, které byly kultivovany § limitaci gluk6zou (NYSTROM 2004).

Bakterie Bacillus subtilis se Bzn¢ vyskytuji v pidé. V tomto prostedi mize ¢asto
dochéazet k v§erpani dostupnych Zivin. Pokud jsounky Bacillus subtilis limitovany
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nedostatkem jedné& vice Zivin, grechazi do stacionarni fazéstu. Dochazi tak k aktivaci
adaptivnich procés jako jsou sekrece makromolekul (degradeh enzyni, proteaz),
piijem biZn¢ nevyuzivanych Zivin, chemotaxe a pohyblivost (zygSpravépodobnost
objeveni alternativnich zdiogivin), produkce antibiotik (jako metabolicky vénti vyhoda
v konkurernim boji o Ziviny), ochrana proti oxidaimu stresu, produkce gekompetence
a sporulace. Butna odpo¥d je fizena reguléni siti, ktera zahrnuje mnoho vstup
a vystugi. Hlavnimi transkripnimi regulatory jsou SpoOA, AbrB a represor CodYz (v
kapitoly 2.2.2. a 2.2.3.).

k transkripci asi 150 gén které nebyly transkribovanyéhem exponencialni faze; oproti
tomu je utlumena transkripce asi 400 @eypickych pro exponencialni fazi (BERNHARD
et al. 2008).

2.2.1. Morfologické zmény

Po gechodu z exponencialni do stacionarni faze doabtdzit ke zmenseni byék.
Jednak protoZe shteré butky jeS€ dokortuji déleni na biiky dceiné, a dale protoze
dochazi k degradaci vlastnich zasobnich latébadre komponent biky. Tento jev
se nazyva dwarfing (NYSTROM 2004).

Bunky ve stacionarni fazi dokonji jiz zap@até bumcné dleni, ale vzhledem
k negiznivym podminkam v prostdi nezaina ctleni nové (NYSTROM 2004).

Ke zmenSovani buk dochézi i nedostatku Zivin. Bika degraduje zasobni latky,
¢ast ribozond (ve stacionarni fazi je jich petba mnohem ménnez v exponencialni)
a slozky cytoplazmatické membrany a &tme stny (REEVEet al. 1984).

2.2.2. Represor CodY

Pro buiku v ugité fazi bakteridlnihotustu (napiklad exponenciélnéi stacionarni)
je nezbytné efektivh reprimovat geny, které v dany okamzik neniteba transkribovat.
K tomu slouZi represory, které se vazou na regilablasti gefi. V exponencialni fazi
je mnoho ge@ nezbytnych pro stacionarni fazi reprimovano regnita proteinem CodY.
Tento represor blokuje transkripci nejmdér00 gerd béhem exponencialni faze a uniofe
jejich transkripci po vstupu do stacionarni fazetd GTP vazebny protein (MOLLE al.
2003).

Geny reprimované proteinem CodY mohou byt regulgvdimo CodY. Mezi geny
reprimované CodY p#tspoOA (transkrigni faktor nezbytny pro sporulaciitB (gen pro
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akonitazu)hag (gen pro flagelin), geny operonippABCDE (geny pro transport dipepfiy
degradativni enzymy, geny kompetence, geny aniiioe¢ rezistence a u patogennich
organisnii i ne¢které geny virulence (SONENSHEIN 2005, SLA@Kal. 1993, SLACK
etal. 1995, MOLLE et al. 2003, FERSONet al. 1996, FISHERet al. 1996, SERROR
a SONENSHEIN 1996, WRAYet al. 1997, DEBARBOUILLE et al. 1999, BERGARA
et al. 2003, KIM et al. 2003, INAOKA et al. 2003, SHIVERS a SONENSHEIN 2004).
Protein CodY ma velice konzervativni primarni stalk. Jeho hmotnosini 29 kDa
a sklada se z 259 aminokyselin. Viba funguje ve forka dimeru (viz Obrazek 11)
(LEDVIKQV et al. 2006).

Obrazek 11 Trojrozgrna struktura represoru CodY. Protein CodY se viggky
jako dimer. Barevé jsou odliSeny jednotlivé domény a navazané molekul
izoleucinu (barevné kulky) (pievzato a upraveno dle LEDVIKO#t al. 2006).

Aktivita CodY je regulovana d¥ma zmisoby - hladinou GTP aminokyselinami
s postrannim stvenymietzcem (valin, leucin a isoleucin). Koncentrace GT®Rt&enych
aminokyselin se v hice sniZuje, pokud Wika pechazi do stacionarni faze (LEDVIKOV
etal. 2006). Tyto dva mechanismy jsou na &obezavislé a jejich efekt secig
(SONENSHEIN 2005). Pokles intracelularni koncerdgr&TP nebo &venych aminoky-
selin ma za nasledek aktivaci alesgasti gerii reprimovanych CodY. GTP vypovida spiSe
o aktualnim energetickém stavunlay, zatimco isoleucin je indikatorem nedostatkurziv

V struktue proteinu CodY byla objevena doména pro vazani.Gidkud je tedy
hladina GTP v biice vysoka, zvySuje se afinita C-koncové doményematCodY k DNA
a protein funguje jako represor genkteré neni pdeba transkribovat zafignivych
nutricnich podminek. Bhem hlado¥ni se mnozstvi GTP v lige sniZuje a tim i mnoZstvi
GTP vazaného na CodY (RATNAYAKE-LECAMWASAM al. 2001).
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Druhou moznosti, jak regulovat aktivitu CodY, jeosgkednictvim tvenych
aminokyselin. CodY zéarowe reguluje operonilvBHC [euABCD, ktery je zodpo¥dny
za syntézu &venych aminokyselin. xem exponencidlnihdistu na bohatém médiu tika
vyuzivad ¥tvené aminokyseliny z prasidi a z tohoto w/odu dochazi k represi jejich
syntézy. Z ¥tvenych aminokyselin ma nejigi vliv na aktivaci represoru CodY isoleucin,
a to v koncentraci 10 — 15mv buice. Pokud dojde k wgrpani vijSich zdrofi aminoky-
selin, CodY pestane reprimovat operony pro jejich syntézu aikhusi Wtvené
aminokyseliny tvéi sama (SHIVERS a SONENSHEIN 2004).

2.2.3. Regulatory AbrB a SpoOA

Protein AbrB (antibiotic resistance protein B) ggulator pechodu do stacionarni
faze. Bhem exponencialni faze reprimujgep 60 geih. Negimo (kontrolou jinych
regulatofi) reprimuje i dalSi geny (PHILLIPS a STRAUCH 200®)ezi procesy takto
regulované péai produkce degradativnich enzgngeny pro utilizace dusiku, metabolismus
aminokyselin, pohyb, syntéza antibiotik, rezistenaeantibiotika, fechod do stavu kompe-
tence, transportni systémy, odpdvna oxidativni stres, metabolismus fosfatu, spaeila
regulace bu&ného dleni a bugcné diferenciace (BOBAYet al. 2004). Nadprodukce
AbrB reprimuje sporulaci (HAHNt al. 1995).

AbrB pasobi jako represati jako aktivator transkripcecésto spolu s dalSimi trans-
kripcnimi regulatory). AbrB reprimuje jak geny, kteréialji transkripci, tak i geny, které
ji reprimuji. Proto niZe byt vysledek jehogsobeni v biice dvoji (STRAUCH 1993,
STRAUCH a HOCH 1993, STRAUCH 1995)¢lBem 6Gstu buiky je transkripce AbrB
autoregulovana (STRAUCH al. 1989), reguléni kaskada souvisi s fosforgtdam stavem
SpoOA (viz dale). AbrB se vaze na specialni vazehigto, a to bdi ve forne dimeru (viz
Obrazek 12) nebo ve foghtetrametru (VAUGHNEet al. 2000). Tim je #ejm¢ dosazeno roz-
dilného reguléniho efektu na dané promotory (VAUGH® al. 2000). AbrB se vaze
na specifickd mista DNA (viz Obrazek 13). Tato idirje Zejm¢ zpisobena sekundarni
strukturou DNA. AbrB tedy nereprimuje Zadnou tymioksekvenci nukleotid ale vaze
se s tiznou afinitou na prostorové struktury DNA a braak transkripci cilovych gen

SpoOA (hlavni regulator sporulace) je daldledity faktor, ktery ovliviuje prechod
buiky do stacionarni faze a hlaviniciaci sporulace. Kontrolaipchodu biiky do spo-
rulace jefizena sloZitou regutai siti, coz umoituje bakterialni biice sporulaci odpovidat
na ihizné podsty. Klicovym faktorem této sitje fosforylani stav SpoOA. Pokud je v hice
relativreé nizka hladina fosforylovaného SpoOA, reprimujetdeprotein transkripcabrB
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(PHILLIPS a STRAUCH 2002). Vipac vysoké intracelularni koncentrace fosforylova-
ného SpoOA dochazi ke sporulaci. SpoOA je aktivof@sforylaci pomoci fosforytmi
kaskady. Na zstku této kaskady stoji kinazy Kin (KinA — KinD) lempné vnimat vnihi

i vngjSi signaly (kindza KinA je cytoplazmaticky proteidinB je protein membranovy).
V dalSich krocich sedastni i proteiny, jejichz exprese je zavisla nawdmsosti zdro}
dusiku a uhliku (WANGzt al. 1997).

Obrézek 12 Protein AbrB ve foendimeru (gevzato a upraveno dle BOBAA
al. 2005).

Obrazek 13 Vazba proteinu AbrB na molekulu DNAe{zato a upraveno dle
BOBAY et al. 2005).
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K defosforylaci SpoOA dochaziupobenim nejmén tii fosfatdz. Nkteré z nich
mohou patit mezi quorum-sensing molekuly, které zptedkuji bakterialni btce infor-
mace o hustétpopulace, stavu probihajici replikace DNApoSkozeni DNA, fungovani
Krebsova cyklu a pogmu GTP a GDP (PHILLIPS a STRAUCH 200Funkce SpoOA
Vv ramci iniciace sporulace je zndima v samostatné kapitole (viz kapitola 2.2.4.7.1.).

2.2.4. Odpovéd’ buiiky na stres

Pokud je bitka vystavena jsobeni stresoveého faktoru - nedostatku Zivin, tephou
Soku, znén¢ pH, pisobeni ethanolu nebo Zné osmolarity prosedi, je prvni reakci bitky
produkce hlavnich stresovych protieiGSPs (anglicky ,general stress proteins”) (PRICE
2000). V gripads Bacillus subtilis je tato odpo¥d’ fizena alternativnim sigma faktoresf.
DalSi stresovou reakci je stringentni odab\{anglicky ,stringent response®), ktera zasta-
vuje proteosyntézu (viz kapitola 2.2.4.1.) (WENDRIGt al. 2002). Mala frakce buik
se adaptuje pomoci adaptivni mutageneze (viz Kapt@.4.4.) (SUNG a YASBIN 2002).
Buriky ve stacionarni fazi jsou vybaveny efektivnimtégsem specifickych proteaz pro
degradaci neptgébnych proteif. Tyto proteazy fispivaji k adaptaci hiky (viz kapitola
2.2.4.6.). Utita subpopulace bwhk sporuluje (viz kapitola 2.2.4.7.). Z vySe zmrigch
adaptivnich procdsje energeticky nejnatog¢jSi sporulace, proto k ni blka pistupuje jako
k posledni moznosti adaptace (PHILLIPS a STRAUCB20

Jednotlivé zfisoby adaptace se mohou navzajem it nebo naopak vytovat.

O detailech nejvyznandjsich typi adaptace uBacillus subtilis pojednavaji nasledujici
kapitoly.

2.2.4.1. Stringentni odpowd’

Pokud maji bitkky nedostatek glukézy, aminokyselifi rostou kysliku, dochazi
k takzvané stringentni odp&di. Dochazi k zastaveni transkripce a translageaz buika
Seti limitni zdroje. Nasledt dochazi ke zin¢ transkripce a adaptaci na nové podminky.
Signalem o nedostatku aminokyselin jEtgmnost nenabité tRNA na ribosomu. Pokud
buika trpi nedostatkem glukdzy, dochézi k aktivactgira RelA, ktery katalyzuje syntézu
molekuly (p)ppGpp. Molekula (p)ppGpp ma schopnost \v@zat na molekulu RNA
polymerdzy a mni jeji afinitu k ugitym promotofim na DNA. DalSi vlastnosti (p)ppGpp
je schopnost inhibovat enzym nutny pde novo syntézu GTP. SniZeni intracelularni
koncentrace GTP je tedy dosahovariamp ¢innosti RelA a nefdmo represivni funkci
molekuly (p)ppGpp, ktera inaktivuje enzym nutnydzgiku GTP (SONENSHEIN 2005).
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2.2.4.2. Alternativni sigma faktor ¢°

V bakterii Bacillus subtilis bylo dosud nalezeno 8 alternativnicaktori. Alternativni
sigma faktorc® byl objeven diky asociaci s RNA polymerazovou dtdu bshem c¢asné
stacionarni faze (HALDENWANG a LOSICK 1980). K tekmipci genusigB dochazi
kratce po z&tku stacionarni faze (KALMANMN al. 1990). Faktow® kontroluje rozsahly
regulon stacionarni faze. Jeho &&sti jsou proteiny, jejichZz exprese jézmé zavisla
na faktoruc® (BOYLAN et al. 1993). Regulon sigma faktors® ¢ita piblizng 150 gef.
Faktorc® umozuje transkripci mnoha GSPs, které chranikoupied moznymi stresovymi
vlivy, které by mohly Bhem stacionarni fazéstu bakterii nastat. KrotnGSPs (které jsou
univerzalni pro vice stresovych situaci) kazdy sstvg faktor nebo limitujici Zivina
vyvolava expresi specifickych genkteré misobi jako specificka ochranaeg konkrétnim
stresem(TAM et al. 2006). Nej¥étSi vyznam ma tedy tento transkip faktor za podminek,
kdy nedochazi ke sporula@OYLAN et al. 1993).

GensigB se nachazi nagB operonu spolu s dalSimi 7 geny, jejichZ produletyedi-
leji na regulaci exprese fakton?. Tento operon obsahuje dva promotory. Na promotor,
ktery lezi na poatku operonu, naseda RNA polymeraza s navazanywmihtatranskrip-
&nim faktorems”. Tentidi expresi gei v buice lhem exponencialnihdistu a udrzuje
expresi gefh nasigB operonu na bazalni hladinExprese z druhého promotoruijeena
samotnyms®, ¢imZ dochazi k jeho autoregulaci (WISE a PRICE 1995)

Alternativni transkripni faktorc® je nezbytny peZiti tepelného, chladového i alkoho-
lového 3oku (VOLKERet al. 1999).

B&hem exponencialnihdistu je alternativni transkripi faktors® inaktivovan vazbou
anti-sigma faktoru RsbW. Tim je znemeéna vazba na RNA-polymerazu a nedochazi
k expresi GSPs ani k aktivaci signélnich drah,cigji sodasti je c®. V buice Bacillus
subtilis pisobi i anti-anti sigma faktor RsbV, ktery se ve akéivni defosforylované foren
vaZe na RsbW. Tim je znemaéha vazba RsbW na® faktor a ten rdZe ovliviovat
transkripci v buice. Po snizZeni intracelularni koncentrace ATRigapené nedostatkem
Zivin) se uvolnic® a miZe aktivovat fislusnou odpasd’ (KANG et al. 1996). Fosfatazy
RsbU (sodastsigB operonu) a RsbP jsou schopny defosforylovat Ralpozitivre tak
reguluji aktivacic®. Fosfatdza RsbU je aktivovana snizenou koncerBa&i v buice, ktera
je zpisobena fevazre cinnosti RelA proteinu &hem stringentni odpedi (viz kapitola
2.2.4.1.). Fosfatdza RbsU tedy defosforyluje RbkMry se poté vaze na RbsWimz
je uvolren o®. K aktivaci této fosfatazy dochaziigpbenim proteinu RsbT. Ten je blokovan
proteinovym komplexem RsbR-RsbS, ktery meqbeni stresu neni schopen blokovat RbsT
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(CHEN et al. 2004). Hlado¥nim a dalSimi stresovymi faktory je aktivovana vyseirena
fosfatdiza RsbP (ZHANG a HALDENWANG 2003). K aktiva® miZe dochéazet iiso-
benim jinych stresovych faktior

2.2.4.3. Obecné stresové proteiny (GSPs)

Obecna stresova odpaall a indukce GSPs je zavisla na fankn alternativnim
faktoruc®. Ten je indukovaniznymi typy stresovych situaci. MnoZstvi jednotliay@SPs
v buice se liSi v zavislosti na tom, ktery stres naikoupisobi. Mezi proteiny obecné
stresové odpaydi pati nagiklad ATP-dependentni Clp protézy (viz kapitola.2.8.1.),
TrxA (thioredoxin, proteinovy chaperon), proteingspecifické ochrany proti oxidiaimu
stresu (nap katalaza KatE, superoxiddismutaza SodA, DNA achyagprotein Dps a dalsi),
protein OpuE (transportér pro prolit) proteomy YtxH a GsiB (jejich funkci je adaptace
na hypotonické progtdi). DalSi proteiny, které |ze izait mezi GSPs, jsou GtaB (kéduje
UDP-glukézapyrofosforylazu nezbytnou pro vystavbundsné stny) a Dps (nezbytny
pro ochranu DNA fed oxidativnim stresem) (HECKER a VOLKER 1998, HGPE al.
2005). U &tSiny geri z 6° regulonu neni znamaesna funkce, ale prasplodobré se &ast-
ni obecné stresové odpal bakterialni bitky (HOPERet al. 2005).

2.2.4.4. Adaptivni mutageneze

Zvysena schopnost bék mutovat se nazyva adaptivni mutageneze. Je tooEsi-
feny u prokaryot a dokonce se s nim lze setk&aacharomyces cerevisiae a dalSich
eukaryot. Konkrétni mechanismus se vSak pro kazdgnismus lisi (ROS®t al. 2006).
Jen mala frakce bék bakterialni kultury ve stacionarni fazi uglage adaptivni mutagenezi
(SUNG a YASBIN 2002).

K adaptivni mutagenezi dochazi ve chvili, kdy j&tbaalni kultura vystavena selek-
tivnimu neletalnimu tlaku (SUN@ al. 2003). Mechanismy adaptivni mutageneze maji za
nasledek zvySeni ptu mutaci v populaci¢imz je zvySena genetick& rozmanitost bakte-
ridlni kultury. V&tSi diverzita zvySuje pra¥godobnost feZiti negiznivych podminek.

Adaptivni mutageneze bk je stochasticky proces (SUNG a YASBIN 2002).
U bakterieBacillus subtilis je tento proces ovlivin nagiklad transkrignimi faktory ComA
a ComK, které jsou nezbytné pro stav &im& kompetence (SUNG a YASBIN 2002). Mezi
dalSi proteiny, které ovliwji adaptivni mutagenezi, gatDNA polymeraza YgjH, ktera
umoziuje prodluZovat poSkozené Useky DNgehoZ jiné polymerdzy nejsou schopné
(SUNG et al. 2003), a proteiny MutS a MutL, které jsou &asti systému na opravu DNA
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(anglicky ,mismatch repair®). Snizeni aktivity taleoopravného systému ma vliv na¢pd
mutaci ve stacionarni fazi (PEDRAZA-REYES a YASEINOA4).

Adaptivni mutageneze ¢hem stacionarni faze neni ovldma alternativnim
transkrignim faktoremc® faktorem ani proteinem pro homologni rekombinacic/Re
(SUNG a YASBIN 2002).

2.2.4.5. Kompetence

Kompetence je fyziologicky stav, kdy je bakteridboiika schopnaifjmout molekulu
DNA ze svého okoli a inkorporovat ji do svého genoifakto ziskana geneticka informace
muze byt transkribovana a vzniklé proteiny se moh&astnit adaptace kiley na nové pod-
minky v prostedi. Do stavu kompetence seika dostane, pokud jeijaka Zivina v nedo-
statku a zarowepokud butka registruje ufité quorum-sensing molekulyfiRuméle navo-
zené kompetenci bk plati, Ze jen okolo 5 — 10 % blg u kterych je indukovani kompe-
tence, se opravdu stane kompetentni (HADDEN a NESTE68, SOLOMON
a GROSSMAN 1996). Kompetence je geneticky kédovaera/Sechny bakterie mohou byt
kompetentni. Tato schopnost je regulovana drahgoakii transdukce, jejimz vystupem
je transkripce gehspecifickych pro kompetenci. Tyto geny umoj realizovat dje, které
jsou nezbytné pro transformaci. Jedna se o vazb iNmembranu, &eni na jednetiz-
covou nukleovou kyselinu,ipnos do biikky a inkorporaci do genomu pomoci homologni
rekombinace.

Klicovym genem signalni drahy j€omK. ComK je hlavni transkrimi faktor
pozdnich kompetemich ger, jejichZz produkty se uplatiji v procesu transformace a re-
kombinace, a daletgobi pozitivie i na svou vlastni transkripci a oviivje expresi i mno-
hych dalSich geih ComK pisobi jako transkrigni faktor pro geny &astnici se transformace
a rekombinace, SOS odpml, metabolismu DNA, sporulace a dalSich préces

Exprese faktoru ComK je kontrolovana na transkrig(péimo i nefimo) a posttrans-
la¢ni arovni. Na pimé regulaci transkripce se podili vice proieimagiklad DegU, AbrBci
CodY. Proteinem AbrB dhem exponencialni faze blokujéeptasnou transkripctomK.
(HAMOEN et al. 2003). CodY stejnjako AbrB brani Bhem exponencialni fazéqakasné
transkripci genwwomK a to gimo i neimo (RATNAYAKE-LECAMWASAM et al. 2001).

Posttranslénich modifikaci se dastni produkty geh mecA a clpC (viz kapitola
2.2.4.6.1.) (MSADEKet al. 1994).
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2.2.4.6. Degradace proteini

Po vstupu do stacionarni faze dochazi k&rdm genové exprese a tim i keém
zastoupeni jednotlivych protéinv buice. Buika ve stacionarni fazi vyzaduje pro své
efektivni eziti jiné proteiny nez ve fazi exponencialni. Mimexprese protein
specifickych pro stacionarni bky je nutno degradovat nepebné proteiny. Tato
degradace je velmi efektigrfizena. Vyznamnou roli v Bige po vstupu do stacionarni faze
hraji Clp proteazy, které gatmezi GSPs. Clp proteazy rozeznavaji a degradidjinkni,
agregované nebo jiz nepebné proteiny, které v bakterialnitme gibyvaji, pokud jsou
zdroje pro tist omezeny (GERTIet al. 2008).

2.2.4.6.1. Funkce ATP-dependentnich Clp proteaz

Clp protedzy tvii hetero-oligomerni komplexy s AAA ATPazami (anglicky
LATPases Associated with Alternative Activitieskupina ATPaz spojena ézanymi burg-
¢nymi procesy — ndjklad replikace DNA, transkripce, hraji i roli jakoolekularni chape-
rony) a proteolytickou komponentou ClpP (GOTTESMAZB803). U bakteridBacillus sub-
tilis byly nalezenyii raizné Clp ATPazy, které t¥vbkomplex s proteadzou ClpP: ClpC, ClpE
a ClpX. ATPazy rozpoznaji substrat a dopravi he#rddaci pomoci ClpP (GOTTESMAN
2003). V doméa proteinu ClpC dochéazi k postupnému odbouravartepro (viz Obrazek
14) pomoci fitomnych proteolyticky aktivnich mist.

Clp proteaza rozpoznava proteirtemy k degradaci dle sekvence na N-konci tohoto
proteinu. Tato koncova sekvence jdspupna pro proteazy pouze za&itych okolnosti.
Napriklad pokud protein f@stane byt satsti komplexu, nebo pokud jéojena sekvence
uréujici jeho degradaci. DalSi moznosti jénpeé zprosiedkovani vazby mezi degradovanym
proteinem a proteazou pomoci adaptorovych prot@egradace ComKipexponencialnim
rastu) (TURGAYet al. 1997, WIEGERT a SCHUMANN 2001, GOTTESMAN 2003).

Mezi proteiny, které jsou systtmem Clp proteaz adgvany, pat ComK
(transkrigni aktivator gefi nutnych pro kompetenci) a SpollAB. SpollAB je asityma
faktor sigma faktorus" pro sporulaci, SpollAB reprimuje funke’. Dal$im cilem Clp
proteaz jsou proteiny podilejici se na syntézezénm stny MurAA (katalyzuji prvni krok
vV syntéze bukné sény) a enzymy &astnici se metabolismu aminokyselin a nuklgoticb
vSe zajisuje buikdm ekonomické vyuZziti zdrbj které jsou ve stacionarni fazi omezeny.
Proteolyza realizovana Clp protedzami mé zasadnhel proteom biky piesto, Ze &které
proteiny jsou pravépbodobré degradovany nezavisle na Clp protedzach. Hlawpilani
vliv na biosyntetické drahy je skrze degradaci @it G¢castnicich se p@tku biosyntetic-
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kych drah v biice. Zatim nebyl objeven spoéhey motiv ve struktie substrat pro Clp pro-
teazy, dle kterého by byly proteiny rozpoznavaniziR3H et al. 2008).

ATPéza [ ﬂ%
, ) b) ) d) 9 e,
proteaza [ _ _— 2 _ _ g - -
. + ATP + ATP + ATP hhel
ATPaza [ + substrat 3 :

Obrazek 14 Schema stavby a funkce Clp proteazg kilegraduji proteiny
za spoteby ATP — a) ATPazy rozbaluji sbaleny protein, mt@in je gemistn
do ClpP domény za speby energie z ATP, c) — e) protein je postugagrado-
van pomoci proteolyticky aktivnich mist v doné@lpP (fFevzato a upraveno
dle GOTTESMAN 2003).

2.2.4.7. Sporulace

Ne¢které bakterialni druhy (néijclad rody Bacillus a Clostridium) jsou schopny
za nepiznivych podminek sporulovat. Vegetativninka se zmini v endosporu, coz
je metabolicky térr neaktivni buika. NefasgjSim divodem sporulace je vstup do stacio-
narni faze zfisobeny nedostatkem zivin. Smyslem sporulacei¢&gmat nefiznivé pod-
minky v okoli za minimalni spidby energie. Tento proces je oditého okamziku nevrat-
ny. Rozhodnuti bitky o za&atku sporulace je tedy velmi @i ¢ regulovano. Hlavnim regu-
latorem vstupu do stacionarni faze je SpoOA. Némgbrocesu sporulace se podédkalik
sigma faktoii: 6", 65, 6", 6%, 6" (ERRINGTONEet al. 1996).

Béhem procesu sporulace vznikaji Zihek Bacillus subtilis ovalné buiky, které
se nazyvaji endosporyid¢iena buky v endosporu trva asi 7 — 8 hodin. Endospory jsou
metabolicky neaktivni, velice odoln&dr vn¢jSim vlivaim a stabilni po velmi dlouhou dobu.
Pokud dojde ke zlepSeni podminek v prdit, kde se endospora nalézajzen kthem
nékolika minut buika vykli¢it. Tento proces se nazyva germinacenl&uza piznivych
podminek poté prochazi obvyklymi cyklgstu a dleni.

Bylo pozorovano, Ze sporuluje vzdy jercitet subpopulace bwk. Zda se, Ze roz-
hodnuti, ktera bitka bude sporulovat, a kterdepde do stavu genetické kompetence nebo
adaptivni mutageneze, je stochasticky proces (MABEHa NICHOLSON 2004).
Bakterialni buika neniize byt sotasré kompetentni k fljeti DNA z vrejSiho prostedi
a sporulovat, musi si vybrat, kterou formu adapiaadi (PEREGO a HOCH 1996).
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2.2.4.7.1. Sporula¢ni faktor SpoOA

Iniciace sporulace je regulovana komplexni sitiuk&@gr. Klicovym regulatorem
je protein Spo0A a jeho vlastnost byt fosforylowadefosforylovan.

Fosforylovany transkrigni faktor SpoOA se vaze na tzv. 0A-box (5°- TGTCGAA,
ktery byl nalezen v promotorech dgerkteré SpoOA reguluje (STRAUCH al. 1990).
Zatim bylo identifikovano 121 gén které jsou pod ifmou kontrolou fosforylovaného
SpoOA. Mezi nimi je 30 samostatnych ¢gea 24 operom nebo multigennich cistrdn
(FUJITA et al. 2005). SpoOA je tedy na patku kaskady dalSich alternativnich sigma
faktori vedoucich k femené buiky na dormantni sporu. Pokud se &tma koncentrace
fosforylovaného SpoOA zvysi nadcitou kritickou hodnotu, fisobi fosforylovany SpoOA
jako transkrigni faktor a umo#uje expresi gei nutnych pro sporulaci (PHILLIPS
a STRAUCH 2002). Tato regulace je vydena Khznou afinitou k promotdm ger
regulovanych fosforylovanym SpoOA. Tyto promotonajmpravdpodobré nizsi afinitu
k fosforylovanému SpoOA, tudiz je zapeki vySSi intracelularni koncentrace
fosforylovaného proteinu k iniciaci sporulace (FIA et al. 2005). Exprese SpoOA
je zarové regulovana pozitivni zpnou vazbou (STRAUCH: al. 1992, STRAUCHEet al.
1993). Nizka koncentrace fosforylovaného Spo@Appechodu biiky do stacionarni faze
blokuje transkripcabrB genu (viz kapitola 2.2.3.).

Fosforylani stav SpoOA se odviji odupobeni proteindz a fosfataz v ramci
fosforylaini kaskady. Fosforytai kaskada jejimz vysledkem je fosforylace (a tktivace)
transkrigniho faktoru SpoOA z@na gt histidinkinazami (KinA — KinE). Tyto kindzy
nejprve fosforyluji SpoOF protein. Fosfatova skapinfosforylovaného SpoOF je poté
pienesena fosfotransferazou SpoOB na SpoOA (PHILEAPRIRAUCH 2002). Jednotlivé
kindzy jsou schopny zaregistrovat &mg v okoli buiky i zmeény vnitrniho prostedi buiky.
Kazda kinaza je aktivovana jinym ligandem, proto rggghodnuti bitky o sporulaci
provedeno na zaklédrice fiznych signél. Aktivita kinazy KinC a KinD je pravgpodobr
zavisla pouze na ligandech, které se vyskytuji acbuthem exponencialni faze. KinC
muze navic aktivovatifimo SpoOB, bez dasti faktoru SpoOF. Kinazy KinA a KinB jsou
aktivovany ligandy, které se vyskytuji ville casné stacionarni faze (JIANgBal. 2000).

Sporul@&niho proces je regulovan i fosfatazami. Ty maji (el defosforylovat
fosforylovany SpoOF ¢imZz dojde kjeho inaktivaci), aby nedochazelo keorsiaci
v pripact, Ze je pro biku vyhodrjSi jina forma adaptace na &8 podminky. VSechny
vySe zmigné histidinkinazy (KinA — KinE) maji také fosfatdmm aktivitu Vici
fosforylovanému SpoOF — ta je vSak aktivovana jinggandy, nez aktivita kindzova. DalSi
moznosti jak defosforylovat fosforylovany SpoOA pésobenim SpoOE. Tato fosfataza
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pusobi gimo na SpoOA a vraci ho do nefosforylované formyzMregul&nimi proteiny
nalézame i RapA (SpoOL a GsiA) a RapB (SpoOP)¢ktefosforyluji fosforylovany SpoOF
(PEREGOet al. 1994). K expresi gentepB dochézi pouzedhem exponencialnihaistu.
Exprese genu proapA je pro znénu aktivovana dvousloZzkovym systémem ComP/ComA,
ktery je podstatny pro stav kompetence. Bakteridiniika neniZze byt sotasré
kompetentni k fjeti DNA z vrgjSiho prostedi a sporulovat (PEREGO a HOCH 1996).

Z vySe uvedeného jefgmeé, Ze iniciace sporulace je adaptaci, ke ktangke
pristupuje na zaklad rozmanitych podéti. Komplexni regulace je zasadni préesti
burgk se schopnosti sporulace, protoZze pro bakteriii mghodné sporulovat, pokud
je mozna jina adaptace ast (i kdyZz pomaly). Sporulujici bakterie by totizohta prohrat
v kompetici s ostatnimi organismy o misto i Zivinprostedi (GOTTIGet al. 2005).

2.3. Odpovéd” na chladovy stres ve stacionarni
fazi u Bacillus subtilis

Vyvoj spor a odolnost &&i stresu jsou u bakterieBacillus subtilis tizeny
transkrignimi faktory SpoOA a®. Oba faktory jsou vyraznindukovany po chladovém
Soku (z 37 °C na20 °C). Ztratef sniZuje Zivotaschopnost bilnve stacionarni fazi
pii chladovém Soku 10 — 50 x, ztrata SpoOA az 10 80@becna stresova odpml/
uBacillus subtilis je fizena alternativnim sigma faktorenf, ktery nasedd na RNA
polymerazu. SpoOA je Klovy regulator i zahdjeni sporulace (viz kapitola 2.2.4.7.1.)
a je zodpowdny i za odolnost nesporulujicich chladaadaptovanych bk — jeho ztrata
nagiklad snizuje schopnostexiti tepelného Soku (MENDE& al. 2004).

Kompletni adaptace na chladBacillus subtilis probiha temi moznymi zfisoby.
V dusledku chladového Soku #udochazi k fosforylaci SpoOA, ktery je esencialmd p
indukci sigB (viz Obrazek 15a), k vznika®, ktery je esencialni pro induk&poOA (viz
Obrazek 15b), anebo k nezavislé indukci expresdi gggB i Sp00A. (viz Obrazek 15c)
(MENDEZ et al. 2004).

Po geneseni butk z 37 °C do 20 °C nedochaziBacillus subtilis k lagu kultury
a i pres nizkou rychlostistu dosahuje kultura na konci exponencialni faegétoptické
denzity, jako pi 37 °C. Dochéazi k 10nasobnému st expreses® a k 4 — 5nasobnému
naristu indukcespoOA. Pii 37 °C jsou oba proteiny vyty@ny jen na péatku stacionarni faze
(MENDEZ et al. 2004).

Jak jiz bylo uvedeno vy3e® je alternativni transkrini faktor, ktery naseda na RNA
polymerazu. Kontroluje figs 200 gein (asi 5 % genomu) bakteriacillus subtilis a jeho
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ztrata vede ke snizeni odolnosti na stresové sitUMECKER a VOLKER 1998,
PETERSOHNEet al. 2001, PRICE 2002). Je nezbytny pfwstr (BRIGULLA et al. 2003)
a preziti nesporulujicich bwk za snizené teploty a pro sporulaci (MEND&Zal. 2004).
GSPs (jejichz expresidi ¢°) se zdaji byt nezbytné pro optimalfist (BRIGULLA et al.
2003) i pro efektivni feziti ve stacionarni fazi za nizkych teplot (MEND&Zzl. 2004). Je
zajimavé, Ze nastup exprese GSPs se liSi v zavislasteplotnich podminkachistu.
Pti nizSi kultivatni teplot nastupuje az po 4 — 5 hodinadtstu, zatimco k expresi gén
zpasobené chladovym stresafinnedostatkem Zivin dochazi uz po 15 minutach (MEYD
et al. 2004).

\"f N
a)
\ )

o adaptace na chlad .
b) VT -TGB-TSpOOA [~

VT mm TSpo0A mmmp o7 e ey
S = N
/

adaptace na chlad

c) ( VT e 15500A + 0B

Obrazek 15 #i mozné zpisoby kompletni adaptace na chladBacillus
subtilis po pisobeni chladového Soku — a) vznik fosforylovanépo(®, ktery
je esencialni pro indukaiigB, b) vznik o®, ktery je esencialni pro indukci
S000A, ¢) nezavisla indukce exprese geagB i S00A (prevzato a upraveno dle
MENDEZ et al. 2004).

2.3.1. Vliv chladu na sporulaci

Jak jiz bylo uvedenoitlve, rekteré bakterie (nagklad rodyBacillus a Clostridium)
maji schopnost tuit za nepiznivych podminek endospory. Vliv chladu na sparuteni
dosud pesreé prozkouman — tuto adaptaci bakterigé pisobeni chladového Sokwtginou
neuplatiuji. Je to ¥ejm¢ proto, Ze chlad brani spravné funkci enayrklicovych pro tuto
pienenu. Zarové je omezena transkripcgiglusnych gel, pouze 15 % gennezbytnych
pro sporulaci je indukovano chladovym stresem (BUWDD al. 2006). Podil dormantnich
spor v populaci kultivovanéipl5 °C je az 1 000 x menSi nez v populaci kulteod i
37 °C, pokud ostatni okolnosti indukuji sporuld8R{GULLA et al. 2003, BUDDE&et al.
2006). Schopnost bakterie sporulovat se vSasopenim chladu neztraci, postgpvném
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zvyseni kultivéni teploty (a pi ptisobeni paebnych signdl z vngjSiho i vnitniho prostedi
buiky) buika normal@ zahdji sporulaci.

Pokud je v bakterii provedena deleceigeno proteiny chladového Soku (viz kapitola
2.1.2.3.) — viiznych kombinacichcgpB acspC nebocspB a cspD), buika neni schopna
zahdjit sporulaci. Ztoho jeigmé, Ze tyto proteiny maji i velky regutd vyznam
v burg¢né diferenciaci (WEBERet al. 2001la, WEBERet al. 2001b, MOVAHEDI
a WAITES 2002).

Pokud misobi chladovy Sok na jiz sporulujicitiky, dochazi k indukci 13 protein
které ged chladovym Sokem indukovany nebyly (MOVAHEDI a WAS 2002). Pat
mezi re i proteiny teplotniho Soku (HSP, anglicky ,heabsk proteins®).

Prozkouman byl vliv sporutaiho faktoru SpoOA. Jeho ztrata vede k vySSi asity
buiky na chladovy stres. V exponencialni faistu po chladovém Soku dochéazi k jeho
nadprodukci, ma tedy zje¥rvliv i na adaptaci na stres (viz Obrazek 16). dedn jeho
hlavnich funkci je reprimovat geabrB (viz kapitola 2.2.3.). Tato vlastnost prapddobré
souvisi s pezivanim nesporulujicich béikbshem stacionarni faze (MENDEZ al. 2004).

€.

- maturovana

pokles
teploty

vegetativni buﬁka\ 4
po chladovém 3oku SpoOA~P

vegetativni burika
adaptovana na chlad

Obrazek 16 Schematické zndzarhdvou kltovych funkci sporukniho fak-
toru SpoOA v bakterialni liice — zahajuje sporulaci a pomaha adaptovakiou
na nizkou teplotu f@jato a upraveno dle MENDEZ al. 2004).

2.4. Shrnuti

Chovani buiky pri snizené tepletjist¢ zasluhuje pozornost, protoze teplota je velmi
snadno ovlivnitelny parametébem kultivace bakterii. Navitada mechanistnchladové
adaptace dosud neni znama —inapv chladu na sporulaci. iem stacionarni fazeéistu
dochazi ke zgnam v metabolismu bwh a populace se romiuje na subpopulace, z nichz
kazda vykazuje «ité metabolické odliSnosti. ProrgZiti za nizkych teplot je nezbytny
funkeni regulonc®. Mechanismy, které hika uplatiuje lshem stacionarni faze, jsou velmi
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rozmanité a lze ¢éko odlisSit, ktery mechanismus ma v dany okamzikv&si vliv

na fyziologii buiky. Neékteré metabolické z#my mohou probihat sdasrg, jiné
se navzajem vykji (nag. kompetence a sporulace).
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3. Material a metody

3.1. Modelovy mikroorganismus

Experimenty pro tuto praci byly prové&dy na mikroorganismaacillus subtilis. Bylo
pouzito vice kmei VSechny pouzité kmeny byly odvozeny od kmdeeillus subtilis
JH642, ktery byl izolovan z firody. Laboratoré pripravené kmeny:AKP3 (JH642
amyE::Pdes-lacZ), AKP4 (JH642 des::Km' amyE::Pdes-lacZ) a AKP21 (JH642 desKR::Km'
amyE::Pdes-lacZ) byly pripraveny (AGUILAREet al. 1998) pro studium chladového stresu.

Rod Bacillus pati mezi grampozitivni bakterie s nizkym obsahem @@&i.Bacillus
subtilis je bakterie nepatogenni. Do stejného roduipdalSich 47 bakterialnich drih
Bunky rodu Bacillus maji ty¢inkovity tvar, rekdy mohou tvéit fetizky. Velikost busk
se obvykle pohybuje vrozmezi 0,5 — 25x 1,2 —ufd v zavislosti na ustovych
podminkach. Pro tento rod je charakteristicka taovblmi odolnych endospor, které jsou
negasgji ovalné, s¥tlolomné, Spaté barvitelné a rezistentni k mnoha fakior, napg.

k vysokeé teplat, dehydratacki ozé&eni (HARWOOD a ARCHIBALD 1990).

Prirozeré obyvaBacillus subtilis svrchni vrstvy pdy. Je to mezofilni, fakultativn
aerobni bakterie. Teplotni optimum je 39 °C, ales@hopna ist vrozmezi od 11 °C
do 53 °C (WEBER a MARAHIEL 2002). Je nen&ng na kultiv&ni podminky, roste
na EZnych komplexnich mediich. Jedna setasty modelovy organismus pro studium
bakterii.

Bakterialni kmen byl uchovavan ve fa¥reporovych konzerv (viz kapitola 3.6.).
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3.2. Pristroje

Seznam fistroji pouzitych pro experimenty, jejich t§pa vyrobd je uveden
v tabulce (viz Tabulka 1).

Tabulka 1 Pehled pouzitych fistroja.

pristroj typ pristroje vyrobce pFistroje
centrifuga Centra CL3 IEC
centrifuga Mikro 22R Hettich
centrifuga Optima L-90K, rotor SW 41 Beckman
priatokovy cytometr BD LSR Il Flow cytometer BD Sciditi
fluorometr FluoroMax3 Jobin Yvon
chladi FT 200 Julabo
inkubator INE 200 Memmert
inkubator Major Scientific MD-02-220 BioTech
pH metr Orion 2 Star Thermo
automaticka pipeta Multipette Xstream Eppendorf
spektrofotometr DU 530 Beckman
teploner Testo 735-2 Fischer Scientific
trepaka NB-205 N-Biotek
trepaka Classic C76 New Brunswick Scientific
trepaka Orbi safe Gallenkamp
trepaka PS-3D Grant Bio
analytickd vaha ExplorerPro OHAUS
vodni laze ED Julabo
vodni laze MB Julabo
vortex Lab dancer IKA
vyvéva N 811kt. 18 Fischer Scientific
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Seznam pouzitych chemikalii a vyrdgbje uveden v tabulce (viz Tabulka 2).

Tabulka 2 Pehled pouzitych chemikalii.

chemikélie Vyrobce
C,FDG Invitrogen
DL-alanin Lachema
BSA Pierce
Bacto beef extrakt Difco
Bacto yeast extrakt Oxoid
Bactopepton Oxoid
BME Roth
DNaza Sigma Aldrich
DMSO Sigma Aldrich
DPH Sigma Aldrich
chloramfenikol Sigma Aldrich
chloroform Lachner
isopropanol Lachner
Live/Dead Kit Molecular Probes
lysozym Sigma Aldrich
methanol Lachner
Nutrient agar Difco
ONPG Sigma Aldrich
Tris Roth
Triton-X 100 Sigma Aldrich
trypton Oxoid

Ostatni pouzité chemikalie byly chemickiétoty p.a. od firmy Lachema a nebyly dale

modifikovany.
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3.4. Kaultiva ¢ni pady
3.4.1. Sporulaéni agar

Sporul&ni agar byl ppraven ze zakladu A a roztoku Brijfprava viz Tabulka 3). Gb
slozky byly sterilizovany oddeng. Poc¢ast&ném zchladnuti (na cca 50 °C) byl k 1000 ml
z&kladu A gidan 1 ml roztoku B. JeXSteplé medium bylo nalito do sterilnich Petriho ekis
o praméru 9 cm (cca 20 ml media na misku). Po ztuhnutielgaly misky (otéené dnem
vzhiru) cca 4 dny ve sterilnim boxu, kde byly nastedachovavany.

Tabulka 3 Fiprava zakladu A a roztoku B.

slozky mnozstvi
NaCl 1,009
MgSQy- 7H,0 0,259
Nutrient agar 23,0Q

destilovana KO ad 1000ml
FeSQ-7H,0 0,289
MnCl,-4H,0 1,989
CaCh-2H,0 147,009

destilovana KO ad 1000ml

3.4.2. Komplexni kultiva éni medium KM1

Kultivaéni medium KM1 bylo pipraveno z roztok A — C (giprava viz Tabulka 4).
Tyto roztoky byly sterilizovany oddené. Po vychladnuti byly asepticky slity a dogty
sterilni destilovanou vodou na celkovy objem 1000 m

Komplexni kultiv&ni medium KM1 bylo pouzito pro kultivacBacillus subtilis
AKP 3. Pred z&atkem kultivace bylo do mediaigano antibiotikum (chloramfenikol, jog
na 1 ml media), které zalige kontaminaci kultury jinymi bakteriemi, a na tdge kmen
AKP 3 rezistentni.

Tabulka 4 Fiprava roztok A — C. Red sterilizaci bylo pH roztoku C upraveno na 7,0
pomoci M KOH ¢i 1m HCI.

slozky mnozstvi
Bactopepton 5,0@
destilovana KO ad 100ml
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slozky mnozstvi
5 glukéza 5,009
destilovana KO ad 100ml
Bacto beef extract 1,59
Bacto yeast extract 1,59
NacCl 3,509
c KH,PO, 1,329
Ko,HPO, 3,509
destilovana KO ad 500ml

3.4.3. Komplexni kultivaéni medium LB

Komplexni kultiva&ni medium LB bylo fipraveno podle Tabulky 5.78d z&atkem
kultivace byla do mediailana antibiotika, ktera zahmaji kontaminaci kultury, a na kterée
jsou dané kmeny rezistentni — pro km@&P 3 byl piidan chloramfenikol (g na 1 ml
media) a pro kmeny®KP 4 a AKP 21 byl piidan chloramfenikol (5ug na 1 ml media)
a kanamycirn(5 ng na 1 ml media).

Tabulka 5 Biprava komplexniho kultivaniho media LB. Red sterilizaci bylo
pH upraveno na 7,0 pomoan KOH ¢i 1m HCI.

slozky mnozstvi
Bacto yeast extract 5,00
trypton 10,009
NacCl 10,009

destilovana KO ad 1000ml

3.4.4. Pevneé kultivaéni medium LB

Kultivacni medium LB bylo gipraveno podle Tabulky 5.iPptipraw agarovych
misek byl do kultivéiniho LB media fidan agar (25 g/1000 ml media). &ef&plé medium
bylo nalito do sterilnich Petriho misek oap®ru 9 cm (cca 20 ml media na misku).
Po ztuhnuti misky vysychaly (atené dnem vaziru) cca 4 dny ve sterilnim boxu, kde byly
nasleds i uchovavany.
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Tabulka 6 Fiprava komplexniho kultivaniho media LB. Red sterilizaci bylo
pH upraveno na 7,0 pomoan KOH ¢i 1m HCI.

slozky mnozstvi
Bacto yeast extract 5,00
trypton 10,00g
NacCl 10,009

destilovana KO ad 1000ml

3.5. Sterilizace

Kultivacni média, roztoky, destilovana voda, plastové jednové Spiky pro auto-
matické pipety a plastové mikrozkumavky Eppendoylybsterilizovany v autoklavu
po dobu 20 minut ifp pretlaku vodni pary (0,15 MPa). Laboratorni sklo bgterilizovano
v horkovzdusné susafi hodinu pi 160 °C.

3.6. Priprava sporovych konzerv

Bakterialni kultura byla nagtovana na komplexnim mediu KM1 do @Bm 0,5.
Z takto narostlé kultury bylo z&kovano 20 misek se spordldm agarem. Sterithbylo
zaatkovano 0,1 ml na kazdou misku a raee sterilni skleénou hokejkou. Misky byly
kultivovany dnem vzhiru v termostatu i 37 °C po dobu 4 dn

Na kaZzdou misku byly napipetovany 3 ml sterilpOH biomasa byla resuspendovana
sterilni hokejkou a sterithpirenesena do plastové centrifidgazkumavky Falkon 50 ml
(sterilni od vyrobce). Poté byla suspenze 3 x ptan3® ml sterilni HO (centrifuga CL3R,
vzdy po dobu 20 minutip4600 rpm). Supernatant byl odpipetovan, sedinteatispen-
dovan v cca 2 ml sterilni 4@ a geveden do centrifugai zkumavky. Po 15 minutach cen-
trifugace byl pelet resuspendovan v 15% glycerohozktlen do mikrozkumavek Eppen-
dorf (objem 5Qul nebo 10Qul). Sporoveé konzervy byly uchovavanii p20 °C.

Pred pouzitim byly spory aktivovany z@hanim sporové konzervy po dobu 15 minut
pri 70 °C.

3.7. Kultivace bakterii, r astova krivka

Bakterie byly kultivovany v Erlenmayerovych iik@ach v tepakach temperovanych
na pozadovanou teplotu. ¥ipadt potreby rychlého snizeni teploty byla vyuzZivarep&-
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ka vodni (Brunswick), v ostatnicltipadechitepaky vzdusné (pro objemy do 30 niepa-
ky NB 205, pro ¥tSi objemyci nizké teploty tepatka Gallenkamp). Pro zajigti dostaténé
aerace byly higky plnény do 20 % celkového objemuiepaky byly nastaveny na 170 rpm.

Rist bakterialni kultury byl sledovan pomocéimni optické denzity. Optick& denzita
bakterialni suspenze bylattena na spektrofotometru Beckman DU 530 ve skiérkyvet
0 optické draze 10 mmfipvinové délce 450 nm (Ofgonn). Jako referetni vzorek byla
pouzita destilovana voda. Od n&ené hodnoty byla vzdy odtena hodnota optické
denzity pro pislusné kultivéni medium, nagiena ped zahajenim pokusu. Opticka denzita
se obectd meii jen kEthem exponencialnihoastu, po vstupu do stacionarni faze se jiz
opticka denzita kultury negnila (nebo jen minimak).

Sporova konzerva byla z@bdna 15 minut § 70 °C. Poté z ni bylo z&kovano
do 30 ml sterilniho kultiveniho LB media. V zavislosti na teptokultivace bylo za&ko-
vano 2 — 20 ul suspenze ze sporové konzervy. Kagévprobihala &Sinou ges noc (cca
8 h) ve vzdusiné tepace za pislusné kultivani teploty, ve které probihaly dalSi pokusy
(15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C nebo 37 °C).

Exponencidlni kultura byla pouZzita préeptkovani do vytemperovaného kultirdho
media na ORxonm cca 0,010 — 0,005. Odty uréené pro sledovaniistu byly provadny
sterilné a odebrané vzorky &reny @i ODgsonm Intervaly mezi odéry kultury psstované v
37 °C byly 15 minut a pro kulturyéptované v 25 °C byly 45 minut. Odebrany vzorek (250
ml) byl naedén tak, aby se #fena ODsonm pohybovala mezi hodnotami 0,1 — 0,5. Ziskana
hodnota byla korigovana dtedéni a dle optické denzity samotného kultimého media. Do
grafu byly vynaSeny hodnoty logaritmu (o z&kladuti®jcindsobku korigované QBEynm
proti kultivatnimucasu. Je-li pouZit tento apob vyneseni, lezi body odpovidajici exponen-
cialnimu Kistu kultury na imce, z jejiz sriérnice lze vypgitat dobu zdvojeni T.

3.8. Urcovani podilu spor

Urcovani podilu spor v kulte Bacillus subtilis bchem stacionarni faze bylo prova-
déno fremi iznymi postupy, uvedenymi nize.

3.8.1. Vysev burgk na agarovou plotnu

Kultura bakterialnich buik byla nagstovana vySe uvedenymigmbem. Biiky byly
kultivovany a od p&atku stacionarni faze byly odebirany vzorky.
Odebirano bylo vzdy 0,5 ml vzorku po 2 hodinachz(gp po delSich intervalech).
Tésrg pred fedknim byl vzorek promichan. Vzorky bylyedény destilovanou vodou,
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negastji milionkrat. Pozaji bylo fedni upraveno tak, aby na agarové misce narostlo mezi
30 az 300 koloniemi. Pro kazdy aglboyly pouzityétyii agarové plotny s LB kultivanim
mediem — d¥ plotny byly ugeny pro n&edtnou odebranou kulturu a dalSicdpro tepelg
opracovanou rfadnou kulturu. Buiky byly tepel@ opracovany takovym Zgobem, aby
piezily pouze odolné spory a nikoli vegetativninkyn Toho bylo docileno attim vzorku
na 10 minut na 80 °C (AHIMOLUt al. 2001). V praxi byly biiky ohfivany 20 minut
(10 minut bylo zapdebi na protéti zkumavky) v temperovaném bku s destilovanou
vodou o teplat 80 °C. Poté byly oba typy vzarKobjem 0,1 ml) vysety na agarovou plotnu
s LB mediem a roze&gny sterilni¢i jednorazovou hokejkou. Prvni pokusy byly prosyl
se sklegnou hokejkou, kterd byla sterilizovana lihem. Dapiikusy byly provedeny
s jednorazovymi hokejkami. Kultury byly umdatly do termostatu (37 °C) dnem vizh.

Patet narostlych kolonii na jednotlivych plotnach bytletitan po cca 20 — 30
hodinach.

Vzhledem k velkym rozptyim u paraleld probshlych pokus, jsem doSla k zavu,
Ze je sklenna hokejka fi sterilizaci v ethanolu nestandagdkontaminovana sporami, proto
byla pro dalSi pokusy misto skkaré hokejky pouzita hokejka jednorazova. Vysledkskvs
byly srovnatelné sipdchozimi. Kontaminace tedy byla zanesena jinyrfisapem nebo
je metoda zabijeni vegetativnich Bkiv naSem provedeni nespolehliva.

3.8.2. Urcovani podilu spor pomoci komplexu TobDPA

lonty C&* maji schopnost vazat se na molekulu dipikolinoygekny (DPA). lonty
Tb** jsou fosforescemi analogy pro ionty Ca (LAKOWICZ 1999). DPA je pitomna
ve zn&ném mnozZstvi v bakteridlnich endosporach. Po éndlitéto kyseliny z endospor
a jejim nasledném navazanim na ionty'Tje mozné (diky fosforescenci takto vzniklych
komplexi) kvantifikovat podil spor v bakterialni kutei (PELLEGRINOet al. 1998).

Priprava vzorki

Kultura Bacillus subtilis byla pstovana na LB mediu.ifPODgsonm 0,5 bylo 0,1 ml
kultury za@&kovano na fipraveny sporuléni agar. Kultura na plothbyla rovnongrné
rozprostena pomoci sterilni hokejky a untisa dnem vzéwru do termostatu, kde byla
kultivovana 4 dny $ 37 °C.

Po 4 dnech byly na kazdou misku napipetovany 3tenlilsi H,O, biomasa byla
resuspendovana sterilni hokejkou a steéripiienesena do sterilni plastové centriitriga
zkumavky Falcon 50 m. Poté byla suspenze 4 x pranméyinl sterilni HO (centrifuga
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Beckman, rotor SW 41, 10 000 rpm vzdy 15 mintit4p°C). Supernatant byl odpipetovan
a sediment resuspendovan v cca 10 ml Tris HCI @ gHDale byla najstovana kontrolni
kultura exponencialnich bgk v LB mediu, ktera slouzila jako zdroj vegetatiemburgk.

Pro owteni pouzitelnosti této metody bylyipravenycétyti typy vzorka (viz Tabulka
7). Dva vzorky obsahovaly pouzeiiiy ze sporuldniho agaru, dva vzorky s burgk
ze sporulaniho agaru a hiky kultury exponencialni faze. Celkovy objem vzorkyl
priblizné 3 ml (blizSi koncentraci bik nelze uéit). Jeden vzorek obsahujici pouze spory
a jeden vzorek obsahujici 8mspor a vegetativnich beknbyly zaltivany 10 minut § 80
°C. To vede k usmrceni vegetativnich &kin

Tabulka 7 Biprava 4 tyfi vzorki. Dva vzorky obsahuji pouze spory, dva vzorkyismes
spor a vegetativnich bk Od kazdého typu vzorku byl jeden #afan celko¥ 20 minut
pii 80 °C. Z celkové doby inkubace bylo 10 minutipbt na profati zkumavky.

vzorek slozeni inkubace
Sso 2,5 ml spor + 0,5 ml pufru 20 minutiB0 °C
S 2,5 ml spor + 0,5 ml pufru -

SBgo 2,5 ml spor + 0,5 ml kultury exponencialni faze @it @i 80 °C
SBys 2,5 ml spor + 0,5 ml kultury exponencialni faze —

Ke vS8em vzorlim byl nasledwa piidan bL-a-alanin v konéné koncentraci 10mn,
ktery indukoval vyklteni spor (WHITEet al. 1976). S pidavkem alaninu byly vzorky
inkubovany pi 37 °C po dobu 30 minut. U jednoho ze vzorkyla piibézné mérena
ODg2snm ktera i kli¢eni spor klesa Kili zméné optickych vlastnosti butk bez sporového
obalu. Po 30 minutach byly vzorky Zzfiltrovanyeg PVDF filtr (velikost pdr 0,22 pm,
pramér 2 cm). Ke vSem vzofim byl pridan roztok TbG do vysledné koncentrace B
Jako slepé vzorky byly pouzity zfiltrované kultuygz gidavku ThC4.

U vzorki byla na fluorometru FluoroMax 3 dfena intenzita fosforescence *tb
Th3+ bylo excitovano ip vinové délce 240 nm, emise bylaéfana v emisnim maximu
v poloze 545 nm. Byl pouzit 405 nm ,Long pass‘rfiktery odstrani rozptyly vysSi¢ad.

3.8.3. Urcéeni podilu spor ve fixovaném preparatu

Pro ugeni podilu spor ve fixovaném preparatu bylo pouiztveni dle Grama.
Gramovo barveni je diferencialni barveni, digha¥ Ize rozliSit bakterie grampozitivni
a gramnegativni. Zarouige mozno odliSit biiky, které z&aly sporulovat.
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Provedeni

Kultura bakteridlnich buik byla nagstovana ze sporovych konzerv na komplexnim
kultivacnim mediu LB. Bhem exponencialni fazeistu byla pectkovana do noveho
kultivacniho media. Biiky byly kultivovany a od p&atku stacionarni faze byly odebirany
vzorky. Odebirdano bylo vzdy po 2 hodinach, posleddbér byl proveden 10 hodin
po z&atku stacionarni faze. Z kazdého &db byly zhotoveny dva preparaty. Niasté
podlozni skléko byla umistna kapka vody a do nigneseno cca 5. Suspenze byla roze-
tiena po celé ploSe skkia. Nasleda bylo sklicko ponechano na vzduchu az do zaschnuti
a zafixovano v plameni. Po vychladnuti byly preparéabarveny.

Gramovo barveni se provadi pomdtirbztoki — roztoku krystalové violeti, Lugolova
roztoku a roztoku safraninu ifprava viz Tabulka 8). Nejprve bylo podlozni gkb
barveno roztokem krystalové violeti po dobu 90 sekuPoté bylo skéko oplachnuto
vodou. Na skiiko byl nakapan Lugdv roztok, ktery fisobil 60 sekund. Skiko bylo poté
oplachnuto vodou a opatriosuseno filtrénim papirem. Nasledrbylo sklicko oplachovano
96% ethanolem az do odbarveni. Po osuSenidilina papirem byl preparat 80 sekund
dobarvovan safraninem. Nakonec byl preparat oplétchodou a osusen.

Obarvené bakterie byly pozorovany olejovou imerzi.

Tabulka 8 Fiprava roztok pro gramovo barveni — roztok krystalové violetj (praven
smichanim ethanolového roztoku krystalové violegtzoku oxalatu amonného), Lugul
roztok (L) a roztok safraninu (S, destilovana vbgka gridana az po Uplném rozpust

safraninu v ethanolu).

slozky mnozZstvi
krystalova viol& 2049
ethanol 20ml
v oxalat amonny 0,8
destilovana KO 80 ml
jod 109
L jodid draselny 2,@
destilovana KO 300 ml
safranin 0,25
S ethanol 10ml
destilovana KO 100 ml
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3.9. Souprava ,Live/Dead Kit* pro ur ¢eni podilu
zivych a mrtvych bunék

V bakterialni kultie, ktera se nenachazi v exponencialni féstiu;, se vzdy vyskytuje
urcité mnozstvi mrtvych buik. V pripact Bacillus subtilis se v kultie navic vyskytuji
i spory, této problematice je¢movana samostatna kapitola (viz kapitola 3.8.). udok
zkoumame najiklad aktivitu ugittho enzymu v bakterialni haoe, je vypdet této aktivity
zavisly na biomase celé analyzované kultury. Vikelburgk stacionarni faze se viakibe
nachazet neznama frakce Blnkterd je jiz mrtva a metabolicky se neprojevi@ez nutg
zanasi do vyp#ia nemalou chybu. Proto je vhodnédit, jaky je podil zivych a mrtvych
burgk v bakterialni kultée. K tomuto delu slouzi komemg dostupny Kit LIVE/DEAD®
BacLight™ Bacterial Viability Kit.

Tato souprava obsahuje @vluoresceni sondy, které se liSi ve vazima Zivé
bakterialni biiky. Sonda SYT® 9 je zelena fluoresceéni sonda, ktera se vaze na viechny
buiky v kultufe (Zivé i mrtvé). Propidium jodid jéervend fluoresc&mi sonda, ktera
se vaze jen na lilly s poSkozenou membranou {ky mrtvé), coz snizuje fluorescenci
SYTO 9. Smichaniméthto sond ve vhodném pe&nu jsme schopni rozliSit zivé a mrtvé
bunky v bakterialni kultie.

3.9.1. Urcéeni podilu zivych burgk béhem exponencialni
faze nistu

Nejprve bylo nutno oitit pouziti soupravy Live/Dead Kit na kultel exponencialnich
burgk. Nasled® byla souprava pouzita i pro itky stacionarni faze (viz kapitola 3.9.2.).

Priprava vzorki

Kultura bakterialnich buik byla nagstovana ze sporovych konzerv na komplexnim
kultivacnim mediu LB. Bhem exponencialni fazéstu byla peatkovana do nového kulti-
vaéniho media. B OD4sonmcca 0,4 bylo odebrano 25 ml bakterialni kultungr& byla cen-
trifugovana (centrifuga CL3R, 4600 rpm) po doburiut @i 4 °C. Poté byl sediment
resuspendovan v 25 ml 0,85% roztoku NaCl. Suspéwglze centrifugovana stejnym @p
sobem jako v fedchozim kroku. Sediment byl &gesuspendovan, tentokrat ve 2 ml 0,85%
roztoku NaCl. Ze vzniklé suspenze byl odebran lktary byl gidan k 20 ml 0,85% roz-
toku NaCl (suspenze s Zivymi itkami; suspenze ,Z“), 1 ml suspenze byidan k 20 ml
70% isopropanolu (isopropanol usmrtiiky, suspenze ,M"“). Suspenze Z a M byly inkubo-
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vany @i pokojove teplat po dobu 1 hodiny, kazdych 15 minut byly promichdpgté byly
ob¢ tyto suspenze centrifugovany za vysSe uvedenycimpuek a sedimenty byly resuspen-
dovany v 20 ml 0,85% roztoku NaGiinz byl odstrasin isopropanol). Dale byla provedena
dalSi centrifugace a sedimenty Z a M byly resuspeady v 10 ml 0,85% roztoku NacCl.

Provedeni

Suspenze Z a M o objemu 10 ml byly pouZity k vyard 6 snisnych vzork (jeden
z nich byl refereéni), ve kterych byly Zivé a mrtvé Bky v rizném pondru (pfiprava viz
Tabulka 9). Dale byl ffpraven roztok, ktery se skladal z 30 pl Komponefstg Kompo-
nenty B komefniho Kitu L7012. Vznikly roztok byl fdavan k pedem pipravenym
smeésim zZivych a mrtvych butk (9 pl roztoku na 3 ml sési), s vyjimkou vzorku
kontrolniho. Nasledhbyly vzorky ponechany ve ta inkubovany 15 minutippokojové
teplo€. Vzorky byly mefeny na fluorometru FluoroMax3. Bylo snimano emispéktrum
v rozsahu 490 — 700 nm, excitace 470 nitkaSpropoudného pasma +3 nm. Vinova délka
excitatniho stla byla 470 nm. Integtmi ¢as byl 0,5 sekundy. Vysledky byly sledovany
pocitatovym softwarem DataMax.

Tabulka 9 Fiprava vzork pro Live/Dead Kit. Biiky kultury oSetené (suspenze M)
a buiky neoSatené isopropanolem (suspenze Z) byly smichany vrdgragreru. Vzniklé
vzorky, kron& vzorku kontrolniho, byly obarveny (podrobnostiextu).

pomér zZivych a

mrtvych bun ek roztok Z, ml roztok M, ml
0:100 0,0 3,0
10:90 0,3 2,7
50 :50 1,5 1,5
90 :10 2,7 0,3
100 O 3,0 0,0
kontrola 15 15

3.9.2. Uréeni podilu zivych burgk béhem stacionarni
faze nistu

V piipact burgk stacionarni faze byla nejprve &@gna metoda — analogicky jako
u pokusu, ktery byl proveden sitkami exponencialni faze. Po tomtogeeni byl zji¥ovan
poner Zivych a mrtvych bugk béhem prvnich deseti hodin pocZdku stacionarni faze.
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Priprava vzorku

Kultura bakteridlnich buik byla nagstovana ze sporovych konzerv na komplexnim
kultivacnim mediu LB. Bhem exponencialni fazeistu byla pectkovana do noveho
kultivacniho media. D¥ hodiny po z#&atku stacionarni faze bylo odebrano 25 ml bakieirial
kultury, se kterou bylo pracovano st&jjako se vzorky z exponencialni faze. Takto byly
piipraveny kontrolni vzorky pro @eni platnosti metodydnem stacionarni faze.

V piipact sledovani stacionarni faze byly provad odkéry na p@&atku stacionarni
faze a poté v dvouhodinovém intervalu az do 10irhostacionarni faze.

Provedeni

Kontrolni vzorky byly zpracovany stejfako vzorky exponencialni faze.

Vzorky burék ziskanych v prbéhu stacionarni faze bylytipraveny, jak je vyse
uvedeno, avSak nebyl pouzit isopropanol. Vzorkyednptlivych ¢asovych uUsek byly
obarveny Kitem L7012 (viz vySe), 9 ul reagentu nal3neieného vzorku. Nasledrbyly
vzorky ponechéany ve téma inkubovany 15 minutippokojové teplot. Vzorky byly méreny
na fluorometru. Bylo snimano emisni spektrum v abzs490 — 700 nm, excitace 470 nm,
Sitka propou&iného pasma 3 nm. Vinova délka exaitdno s¥tla byla 470 nm. Excitani
Strbiny byly nastaveny na 3 nm. Integnd¢as byl 0,5 sekundy. Vysledky byly sledovany
pacitatovym softwarem DataMax.

3.10. Stanoveni aktivity -galaktosidazy

Kmeny Bacillus subtilis AKP3, AKP4 a AKP21 maji doamyE lokusu vloZen promotor
genu pro desaturdzuPdes) fuzovany s genemlacZ, ktery kdduje pB-galaktosidazu
(AGUILAR et al. 1998). Stanovenim aktivitf-galaktosidazy Ize sledovat hladinu exprese
genu des. Bacillus subtilis ale exprimuje i vlastniB-galaktosidazu. OdliSeni exprese
B-galaktosidazy fuzovanéRdes a vlastnip-galaktosidazy je mozné pomoci kmeht642,
ktery nema dany inzertamyE lokusu, proto u & mérenap-galaktosidaza vypovida pouze
0 prirozené hladia enzymu v biice.

Pro ugenip-galaktosidazové aktivity se pouziva substrat mfenyl--p-galaktopy-
ranosid (ONPG), ktery je bezbarvy. Pokud je ve sladém vzorku fitomen enzym
B-galaktosidaza, dochazi ke@ni ONPG na galakt6zu a o-nitrofenol (ONP) (viz&2iek
17). Vysledny produkt reakce ONP je Zluty a jehooistvi ve vzorku lze stanovit kolori-
metricky na spektrofotometru.
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CHZOH
CH,OH
alakt031daza
OHOH o O p-g < > HO/@
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(ONPG) galaktosa) (ONP)

Obrazek 17 Schem&galaktosidazové reakce. Bezbarvy substrat ONPEE{e
pen enzymen-galaktosidazou na galaktozu a Zlabarveny ONP.

Priprava vzorku

Bakterialni kultura byla §stovana v LB mediu. Vzorky pro dfenip-galaktosiddzove
aktivity byly odebirany z exponencialni nebo zecistaarni faze istu bakterialni kultury.
Odbkéry byly provadny ze stedni¢asti exponencialni faze a odgatku stacionarni faze.
V piipact kultury vystavené chladovému Soku byly pro¥@g odkEry od 5. hodiny
po z&atku stacionarni faze. Odebiran byl vzorek 1,0 mBp minutéach, vippads nizSich
kultivacnich teplot po delSi déb VVzorek byl centrifugovan v mikrozkumavce Epperidor
(objem 1,5 ml) g 15 400 rpm (centrifuga Mikro 22R), za teploty @, po dobu 10 minut.
Supernatant byl odstram pomoci skleéné Pasteurovy pipety, sediment byl okaghzit
zmrazen v tekutém dusiku a vzorek usktadpri —20 °C.

Provedeni

Pro stanoveni aktivity-galaktosidazy byly vzorky resuspendovany v 1 nputru
(priprava viz Tabulka 10) a opakowamesuspendovany pipetouiipokojové teplal).
U vSech vzorlk byla zmétena ORusnm Z kazdého vzorku bylo odebrano 100 — 260
roztoku docisté polystyrenové zkumavky o objemu 5 ml. Kazdyrek byl stanoven
v triplikadtech. Vzorky byly ngedny Z-pufrem tak, aby vysledny objem ve zkumavce byl
730ul. Ktémto vzorkim bylo gidano 10ul roztoku lysozymu (10 mg/ml). Poté byly
vzorky dikladné promichany na vortexu a inkubovany ve vodni |gnB7 °C po dobu 20
minut. Po vyjmuti z lazhbylo ke vzorkm piidano 10ul 10% roztoku Tritonu X-100 a 100
ul 15mm roztoku ONPG. Vzorky byly agp promichany na vortexu a umisy do vodni
lazne vytemperované na 28 °C. Po 15 minutach ve vodmii ldyla reakce ukamena
pridanim 150l 1,2v roztoku NaCOs. U vSech vzorik byla stanovena absorbance
pii 420 nm.

Aktivita B-galaktosidazy byla vygidtana dle vztahu (Vztah 2):
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10000D42¢
ODs5Vt (2)

MU =

kde t je doba, po kterou probihala reakce, V jeemwbjyzorku a OD je opticka denzita
mérena pi 420 nm a 525 nm. Vyslednd hodnota aktivita enzyfirgalaktosidazy byla
uvadtna v Millerovych jednotkach (MU).

Tabulka 10 Eiprava Z-pufru. BME byl idan az &sr¢ pred stanovenirfi-galaktosidazove

aktivity.
slozky mnozstvi
NaHPQy-2H,0 2,149
NaH,PO,-H,O 1,10g
1m KCI 2,0 ml
100mv MgSQ, 2,0 ml
50mv BME 0,54 ml
destilovana KO ad 200ml

3.11. Zavislost optické denzity na koncentraci
biomasy

Pokud popisujeme metabolické vlastnosti bakteri&ultury, vztahujeme ziskané
Gdaje na hodnotu biomasy bakterii. V praxi je ai@in®tit biomasu bakterii i kazdém
provadném néreni. Protofrada vyp6ti, tykajicich se charakteristik mikrobialnich kultur
pracuje s hodnotou optické denzity bakterialni kit Opticka denzita bakterialni suspenze
je piimo umérna koncentraci bakterialni biomasy, Zeqpokladu, Ze zjistime kalibraci pro
dané podminky vazenim vysuSenychdun

V piedchozich pokusech jsmecavali aktivitu B-galaktosidazy pro hiky ve stacio-
narni fazi (viz kapitola 3.10.).iPvypoétu Millerovych jednotek se pracuje s hodnotou OD
bakterialni kultury. B vyhodnocovani vysledk jsme zjistili, Ze aktivita-galaktosidazy
je n&ekaré¢ vysoka. Proto jsme se rozhodli &dw, zda vysoka aktivita enzymu neni
zpiusobena tim, Ze zavislost OD na biomase pitkystacionarni faze je velmi odliSna od
zavislosti, ktera plati pro iy exponencialni faze (ktera byla dosud pouzivarah
stanoveni zavislosti Ofgonm Na koncentraci buwk stacionarnich butk kultury byla
provedeno vazeni suché mikrobialni kultury a byitavana zavislost na optické derzit
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Provedeni

Pro stanoveni zavislosti optické denzity na koneantbiomasy ve stacionarni fazi
byl pouZzit protokol ke stanoveni suché hmotnostidx@alni kultury (KAPRALEK 1999).

Kultura bakterialnich buik byla nagstovana ze sporovych konzerv na komplexnim
kultivacnim mediu LB. Bhem exponencialni fazéstu byla peatkovana do nového kulti-
vacniho media. Biikky byly kultivovany a bylo odebrdno 100 ml kulturyexponencial®
narostlé kultury a ze stacionarni kultury (byly bitéany stacionarni kikky ze dvoucaso-
vych Usek; cca 2 hodin a cca 6 hodin pocatku stacionarni). Biky odebranych kultur
byly centrifugovany (centrifuga CL3, 4600 rpm, 4)°& sedimenty byly resuspendovany
v 10 ml destilované pO (suspenze typu ,A"). Z takto vzniklych suspenyliobz kazdé ode-
brano 7 x 1 ml afgneseno naipdem zvazené alobalové mikly. Ty byly suSeny
105 °C po dobu 24 hodin. Nasledoyly misticky zvaZzeny a zji$ha pamérna sucha hmot-
nost biomasy obsazena v 1 ml 10 x koncentrovangesase. Suspenze typu A bylyiaa
dény 100 x,¢imz byly ziskany suspenze typu B a byljppavenyredicitady (viz Tabulka
11) pro exponencialni i stacionarni kultury BknU tchtofedicichiad byla nétena opticka
denzita.

Tabulka 11Redicitada pro bakterialni bakterialni suspenzi. Suspneel00 x néedina
suspenze typu A.

vzorek
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
suspenze B, ml 0,005 10 15 20 25 3,0 35 40 45 50
destilovana O, ml 5,0 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0,0

slozka

3.12. Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie (anglicky ,flow cytometry“) je sktroskopickd metoda, ktera
umoziuje meieni a analyzu fyzikalichemickych vlastnosti lslky nebo jinych biologic-
kych ¢astic Ehem jejich ptichodu laserovym paprskem. Diky tomu Ize v poms kratkém
case analyzovat velké mnoZzs#distic, které |ze vyhodnocovat statisticky.

Mezi vyhody této metody patmoznost analyzovat kky v ramci velké populace
jednotlivé (s rychlosti 500 — 5000 bék za sekundu). V principu u kazdénby tak nize
byt ucena jeji velikost a tvar. Nadfena data se vSak vyhodnocuji statisticky — populaci
burék pak mizeme rozdliit na subpopulace, tedy frakce knvykazujici podobny tvar
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i velikost. Nevyhodou této techniky je nutnost @neat s neagregovanymi tkemi — shlu-
ky burgk nelze metodou fitokové cytometrie ®fit.

Technika piitokové cytometrie se nggstji pouziva k analyze krve, bakterialnich
burék (LLOYD 1993, ALBERGHINA et al. 2000) spermii (FUGGERet al. 1998,
GLEDHILL et al. 1990) a planktonu. Kroénsledovani buk je mozné aplikovat tuto
metodu i na viry (MARIEet al. 1990), jadra butk (HEDLEY 1989), chromozomy (GRAY
& CRAM 1990) a fragmenty DNA (HABBERSETG@t al. 2000).

Velikost castic pro ndifeni musi byt vrozmezi 1 — 30m v praiméru. Specialni
cytometry mohou mit i &3i citlivost. Osviceni jednotlivych bgk je provadno laserovym
paprskem. Jeho vyhodou je intenzivnierd a Uzky paprsek &ta.

Pristroj, ktery se pro tuto metodu pouzivd, se napnrtokovy cytometr (viz Obrazek
18). Lze u #j rozlisit ¢ast fluidni, optickou a elektronickou. Pomoci floildo systému jsou
buiky obaleny nosnou kapalinou (daggji PBS ¢i jinymi komerné dostupnymi pufry).

tlak vzduchu

‘ A k vzduchova trubice

trubice s nosnou kapalinou

_——

D

_/
S zkumavka
se vzorkem

S

rezervoar s nosnou kapalinou prittokova

cela

‘ analyza

Obrazek 18 Schematicky obrazek fluidasti pitokového cytometru. Z rezer-
voaru nosné kapaliny je nasavana tekutina, kterénis¢ se vzorkem. Proud
nosné tekutiny unasi blky jednotliw do mista analyzy {pvzato a upraveno
dle HAWLEY a HAWLEY 2004).
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Burky jsou unaseny nosnou kapalinou a strhavany poé€jetb mista, kde prochazi
laserovy paprsek (viz Obrazek 19). Laserovy pappssbkuasticasti opticke.

‘ nosna kapalina

' ‘ proud bun¢k

| paprsek laseru

Obrazek 19 Biky v praitokovém cytometru jsou unaseny po jedné do mista,
kde se setkavaji s paprskem laserdefpato a upraveno dle HAWLEY
a HAWLEY 2004).

Ve chvili, kdy se bilka dostane do optické drahy paprsku, dochazi k lamagptylu
swtla, ktery podle sgru a Ghlu lomu byva ozwavan jako pimy rozptyl (anglicky
.forward scatter’, FSC) aldai rozptyl (,side scatter’, SSC). Vyhodnoceni signa
umoziuji obvykle d ¢ocky, umistné ve dvoutrznych snérech. Jedna vyhodnocuje signal
FCS, ktery je arérny velikosti buiky; druha signal SSC vypovidajici o kompléxitistice
(viz Obrazek 20). Krom téchto paramefr je moZzno detekovat i fluorescam z&eni
(viz Obrazek 21). Mreni SSC a fluorescence je v principu stejné, &stim, Zze pro geni
fluorescence jsou pouzity specialni hranoly ayfiltr

Pritokové cytometry pouzivaji jako &elného zdroje totiz n&gastji argonovy laser
o excita&ni vinové délce 488 nm. Nigjstji pouzivané lasery jsou shrnuty v Tabulce 11.

Poslednitast istroje je elektronicka. Signal ziskany od &kije preveden na naji,
to je amplifikovano a jsou vyg@tany intenzity FSC, SSC a fluorescence pro dangikib
Vystupem je digitalni signél. Ten je zpracovaripgovym softwarem. Vysledky jsou zo-
brazeny v grafu (néastji v bodovémci v histogramu). Jednotlivé populace Bkjsou vy-
neseny do grafu dle sledovanych paratnetr nag. velikost ¢i intenzita fluorescence
(viz Graf 1).

55



zdroj
zareni

side scatter
detektor

Material a metody

forward
scatter
detektor

Obrazek 20 Znazo#ni forward scatter a side scatter. FSC jétedny signal

detekovany ve s#nu laserového paprsku, SSC jeéteiny signal odrazeny
mimo osu paprsku {pvzato a upraveno dle HAWLEY a HAWLEY 2004).

/ﬂuorescence

paprsek laseru

a side scatter

kolma
zrcadla
st1n1tk0 d forward
predni scatter
zrcadla

‘ proud bun¢k

Obrazek 21 Paprsek laseru se odrazdastice. Dochazi k rozptylu &a, ktery

je zaznamenavan ve dvou &ech. Snirem dopedu ve srru paprsku laseru

je méten FSC, odraz stla bainym smérem ozndujeme jako SSC. Stejnym

zpisobem jako SSC je d&ena i fluorescence fpvzato a upraveno dle

HAWLEY a HAWLEY 2004).
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Tabulka 12 Nejasgji pouzivané lasery pro fiokovou cytometrii (anglicky
nazev) (pevzato a upraveno dle HAWLEY a HAWLEY 2004).

1000

typ laseru vinova délka emise, nm
argon ion 351, 364, 488, 514
red helium-neon 633
green helium-neon 543
Krypton ion 568, 647
violet diode 408
blue solid state 488

T T T T I T T T T I T

T T T I T T T T I T T ! T

Toe-
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.
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200 400 600 800
intenzita SSC

(e}
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Graf 1 Priklad bodového grafu, kterym byvaji obvykle zobrazey vysledky

ziskané néfenim na pratokovém cytometru. Na zéklad méieni intenzity
fluorescence rovn@iné s excittnim z&enim (FCS) a kolmé k excitaimu

z&eni (SSC) Ize v kulie pozorovat subpopulace taln rozliSitelnych podle
velikosti a tvarum = lymfocyty, m = monocytym = neutrofily (gevzato a upra-
veno dle HAWLEY a HAWLEY 2004).
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Fluorescertni sondy

Fluorescetini barviva jsou latky, které |ze navazat na analgp@ buiky nebocastice
a absorbuji sttlo urc¢ité vinové délky vyzgované laserem a nasleédvyzauji (emituji) cast
takto absorbovaneho &la avsak jiz o odlisSné (delSi) vinové délce. V ciupritokové cyto-
metrie se pouzivaji barviva g&anymi emisnimi spektry.

Sonda GFDG je kometné¢ dostupna sonda, ktera pronik& daiky kde je Stpena
enzymemp-galaktosiddzou za vzniku fluores¢afho produktu (viz Obrazek 22). Diky
tomu je mozné ji pouzit k teni hladiny tohoto enzymu v bce. Zarové by po SEpeni
B-galaktosidazou netfa unikat z buiky.

CH,OH 0

OH O =R )]\
o 0

(0]
\( H NH
B NH on ‘
Q HOOC
6]
O ‘ B-galaktosidaza O X O
|
R (0] R HO 0] (0]

Obrdzek 22 Schematické znazorh glykolytického Sfpeni sondy eFDG
(vlevo) v buice enzymenf-galaktosidazou za vzniku fluores¢aiho derivatu.

Jako dalSi fluoresceéni sonda byla pouzita sonda TMA-DPH (viz Obrazek R&era
ma schopnost vazat se do hydrofolasti membrany (fluorescence nenavazané sondy
je zanedbatelnd). WBacillus subtilis je intenzita fluorescence této sondkinpo Uneérna
povrchu membrany, na kterou se vaze. Z intenzitgréscence TMA-DPH lIze tedy ziskat
piedstavu o objemu liley a jeji velikosti za fedpokladu, Ze se fimér buiky nemeni.

O NN O
N+Me3 803_

Obrazek 23 Struktura sondy TMA-DPH, kter4 se va&Zenémbrany.
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Priprava vzorki

Bakterialni kultury pro reni na phitokovém cytometru byly kultivovanyip37 °C
a 25 °C. Ztechnickychiwdoia (vzhledem k dob barveni) byly pro exponencialni pokusy
pouzity buiky z 25 °C (jelikoZz u nich biomasaripistd pomaleji, coz poskytujéas
na obarveni fluorescéni sondou GFDG), jakkoli by bylo vhod&Si pouzit biiky z 37 °C
(z této teploty byly provaghy chladové Soky). Vzorky bgtnych kultur byly obarveny
pomoci fluorescemich sond TMA-DPH (M = 461,62) a ¢FDG (Mg = 723,65). Sondu
C,FDG je teba pouzivat v koncentraci 88 (ROWLAND et al. 1999). Pro lepSi
manipulaci se sondou byla iegéna DMSO a v &m byla také uchovavana (1 mg sondy
do 100 ml DMSO). Sonda TMA-DPH byla pouzivana v é@mtraci 1um.

Obkéma sondami byly hiky znaeny ve tn¢ a i kultivaci v dané tepl@éta @i 170
rpm. Barveni sondou£DG probihalo 1 hodinu, pokud byla kultura kultiama @i 37 °C
a 2 hodiny, pokud kultivace probihala v 25 °C. Rerivsondou TMA-DPH probihalo 10
minut. Exponenciélni kultury byly na jgokovém cytometru g&feny v okamziku, kdy
doséahly pi OD4sonm hodnoty 0,2 — 0,5 (v zavislosti na délce barveBtacionarni kultury
byly méteny 2 — 5 h (v zavislosti na délce barveni) ptadau stacionarni faze. Vzorky byly
fedény dle aktualni pgeby, nefastji 20 x.

M éreni

Pro nefeni gipravenych vzork byl pouzit piatokovy cytometr (BD LSR Il Flow
Cytometer). Sonda £DG byla excitovana laserem o vinové délce 488 rmppuziti
emisniho filtru pro FITC. Sonda TMA-DPH byla excitma @i 405 nm a byl pouZzit filtr
Pacific blue. Hodnota snimané intenzity byla uprevea prahovou hodnotu FSC a zatove
SSC, ¢imZ byl zmirgn ruSivy vliv pirozené fluorescence pozadi. ¥gad kazdého
vzorku bylo ngfeno nejmeé# 20 000 buik. Negastji bylo méieno 100 000 butk. Vzorky
byly vyhodnoceny pomoci software BD FACSDiva a eds} pomoci software GNUPIlot
a Excel.

3.13. lIzolace membran

Pro izolaci membranové frakce bakterialnich éuhyla pouzita enzymatickd metoda
(BISSCHOP a KONINGS 1976). Pomoci této izolametody dochazi ke vzniku membra-
novych v&kua s proteiny orientovanymi stejnym srem jako v biice.
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Provedeni

Kultura bakteridlnich buik byla nagstovana ze sporovych konzerv na komplexnim
kultivacnim mediu LB. Bhem exponencialni fazéstu byla peatkovana do nového kulti-
vaéniho media. Biikky byly kultivovany @i 37 °C az do 5. hodiny po Zatku stacionarni
faze. Poté bylo cca 300 ml kultury zfiltrovano zeupiti vodni vyevy (filtry Pragopor,
velikost pofi 0,4 mm, Pragochema). Filtrat kiknbyl 3 x proplachnut 50mm fosfatovym
pufrem o pH 8,0 (fiprava viz Tabulka 13) o stejné te@otv jaké probihala kultivace
(bunky nesmi na filtru vyschnout). Pomoci ski a tyinky byla biomasa z filtru ignesena
do kadinky a resuspendovana v tomtéz pufru a dopldo objemu 10 ml. Bylofgano
120 pl 100 mu roztoku PMSF (inhibitor proteéaz) v isopropanolQ,|# roztoku DNazy (-
praveného rozpudtim 1 mg DNazy | v 1 ml roztoku 50% glycerolu v Tris o pH 7,5
a 1 nm MgCl,) a 200 pl roztoku RNazy fipraveného rozpu&im 1 mg RNazy v 1 ml roz-
toku 15mv NaCl v 10 nm Tris o pH 7,5 a povanim vysledné sési pri teplot 100 °C
po dobu 15 minut) a 6 mg lysozymu. Vzorek byl prandin. Poté bylidan 500nw roztok
MgSO, na konénou koncentraci 10 mn

DalSim krokem byla inkubaceigeplot shodné s teplotou kultivace (37 °C) po dobu
cca 30 minut. Naslednbyl pridan roztok 150 m KH3EDTA na konénou koncentraci
15 mm. Inkubace probihala 1 minutui@B7 °C. Poté byl pdan roztok 500m MgSQO,
na konénou koncentraci 10 mn Suspenze byla roZ@éna do plastovych zkumavek a cen-
trifugovana (centrifuga Mikro 22R, 4, 16 000 rpm) po dobu 60 minut. Ziskany sediment
byl promyt 50nm Tris pufrem (pH 7,0) a centrifugovan (centrifugakh 22R, 4°C,

16 000 rpm) po dobu 10 minut. Ziskany sediment fegluspendovan cca 1 ml stejného
pufru a rozplgn do plastickych mikrozkumavek Eppendorf po 50 6 i

Vzorky byly uchovavanyip—78 °C v hlubokomrazicim boxu (Heraeus).

U vzorka byla stanovena koncentrace proteiviz kapitola 3.13.1.). Vzorky byly
pouzity pro dalSi experimenty.

Tabulka 13 Eiprava 50mM fosfatového pufru o pH 8,0.

slozky mnozstvi
0,2v KoHPO, 94,7 ml
0,2v KH,PO, 53 ml
destilovana KO ad 400ml
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3.13.1. Stanoveni koncentrace proteid

Stanoveni koncentrace protéirve vzorcich bylo provedeno pomoci sady BCA
Protein Assay Reagenti{prava viz Tabulka 14) (SMITHt al. 1985). Zakladem metody
je schopnost proteinreagovat s #’natymi ionty za vzniku gd’nych ionfi, které nasledh
reaguji s BCA za vzniku barevného komplexu, kterygzpustny ve vagda absorbuje s
telné zéeni @i vinové délce 562 nm. Koncentraci protieve vodném rozpouddle |ze diky
tomu ukit spektrofotometricky, koncentrace proteise odeitd ze standardni kalibfai
kiivky (viz déle). Tuto metodu Ize pouZit pro stanmivikoncentrace proteinv rozmezi cca
20 — 2000 pg/ml.

Tabulka 14 Fprava sady BCA Protein Assay Reagent. Roztok &¢P) byl ped pouZzitim
smichan s roztokem M v paimu 50:1. Roztoky P a M jsouidaboratorni teplat
dlouhodols stale.

slozky mnozstvi

BCA 1,009

vinan sodny 0,16

b NaCOs-H,O 2,009

NaHCQ 0,959

NaOH 0,409
destilovana KO 100 ml

M CusSQ-5H,0 49
destilovana KO 100 ml

Provedeni

Ke stanovovanému vzorku byfigan 20nasobek objemierstw pripraveného BCA
Protein Assay Reagent. Takto vznikly roztok bylubkvan 30 min $ 37 °C. Poté byl
vzorek zchlazen na laboratorni teplotu a bylaizma absorbanceips62 nm (spektrofo-
tometr Beckman). Jako refetan vzorek (blank) byl pouzit vzorek bez protiifpouze
s destilovanou vodou), ktery byl oft steji jako ostatni vzorky.

Kalibragni prfimka byla sestrojena s pouzitim standardniho rez@# BSA v 0,9%
NaCl a 0,05% Napl(BSA standard) dleipdpisu (viz Tabulka 15)

Hodnoty absorbance prdiglusné koncentrace standardniho vzorku BSA byhevy
seny do grafu (viz Graf 2). Z grafu bylacana snidrnice kalibr&ni pfimky, ktera byla na-
sledré pouzita pro vypdet koncentrace proteinv analyzovanych vzorcich.
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Tabulka 15 Kalibrani vzorky pro stanoveni protéin

kalibra &ni vzorek 1 2 3 4 5 6
BSA standard, ml 5 10 15 20 25 30
destilovana HO, ml 55 40 35 30 25 20

vysledna koncentrace proteinu, mg/ml 6,2 04 068 0,10 1,2

1,7 I I 1 1 1 I I 1 1 1 I 1 I 1 1 I 1 T T T I T T T T I

L — .
[ole} — ~
] 1 1 ] I ] T 1 1 I ] ] 1 1 I ] ] ] 1 I ] ] ] 1

opticka denzita pfi 562 nm

=
(9]

0 2 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
koncentrace BSA, mg/ml
Graf 2 Kalibra ¢ni kiivka pro stanoveni koncentrace proteiri. Zavislost
absorbance (Odg.nn) Na koncentraci proteins rovnici gimky y = 1,2997x
(zavislost je ve sledovaném intervalu linearni).

Stanovovany vzorek byl redn destilovanou vodou tak, aby vysledna koncentrace
proteini leZzela v intervalu, ktery udava kalilsra pfimka (v tomto pipadt 25 x), a byl ana-
lyzovan stejnym zgsobem jako standardni vzorek. Pro kazdy vzorek pytwedeno §
paralelnich stanoveni. Z hodnot ngené absorbancefip562 nm byla pomoci sémice
kalibratni pfimky vypaitena koncentrace protdéive stanovovaném vzorku.
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3.13.2. Méreni anizotropie fluorescence DPH

M¢éteni anizotropie fluorescence je biofyzikalni metokiara je sotasti metod fluo-
rescekni spektroskopie. Tato technika vhodna pro zkourbéofizikalnich vlastnosti bio-
logickych membran a k zfigvani jejich zmén. Frehlednou publikaci o metodach fluores-
certni spektroskopie je publikace Lakowicze (LAKOWICZ9DB).

Anizotropie fluorescence je véina zavisla na rotai difzi molekul. Z tohoto #vo-
du jde o metodu vhodnou proéteni nap. miry denaturace protainstanoveni rotmich
rychlosti proteid a s pouzitim na membranu vazané fluore&aiesondy i pro réeni fyzi-
kalnich vlastnosti biologickych membran.

Pri studiu biomembran pragtdnictvim metod fluorescéni spektroskopie se pouzi-
vaji fluorescenni sondy, kterétznym zpisobem interaguji s membranami, a které pro-
strednictvim mgfitelnych fyzikalnich vlastnosti vypovidaji o dynami membranovych
komponent. Ne&jasgji vyuzivanou sondou ip studiu dynamiky membran je DPH (viz

Obrazek 24).
O NG O

Obréazek 24 Struktura (1E,3E,5E)-1,6-diphenylhex5stirienu (DPH), schop-
ného vazat se do hydrofohfdisti membran.

Sonda DPH je hydrofobni molekula, kterd se zabudbwaezitiettzce mastnych
kyselin, gevazri kolmo k rovire membrany. Absokmi maximum DPH zabudovaného
do membran je 355 nm, emisni maximum je 425 nm. DR& vyhodné fluoresceéni
vlastnosti — v polarnich rozpoddtech tvdi mikroagregaty, které nefluoreskujici. Zarove
se ale po zabudovani do nepolatasti membrany zvysi intenzita fluorescence azkiatc
Charakter doby Zivota (dohasinani fluorescence) p@Pbvlivnién okolim sondy, v biolo-
gickych membranach jestsinou multiexponencialni (HERMAM al. 1994).

M¢éteni anizotropie fluorescence je zaloZzeno na pa@eriemisniho z&ni sondy zf-
sobené excitaci polarizovanyméem. K depolarizaci rive dojit napiklad vlivem rota&ni
difuze fluoroforu, tedy poot@nim sondy v okamziku mezi absorpci a emisi fotonu.

Sonda je excitovana polarizovanyneem, jehoz vektor intenzity elektrického pole
(E) ma konstantni sén. Prednost jsou excitovany ty molekuly fluoroforu, jejichz @x
tacni dipdl je paralelni s vektorem E (fotoselekcejciEbvané molekuly naslednemituji
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fluorescekini z&eni, které je row¥ polarizované. Veliny polarizace (P), anizotropie fluo-
rescence (r) a celkova intenzita fluorescengggbu definovany nasledujicimi vztahy (3):

II-1 II-1
P= I::Hi P = I||”+2i Io=I+21, -
kde Ij predstavuje intenzitu vertikanpolarizované a,l horizontal# polarizované emise,
pii excitaci fluorescetni sondy vertikalé polarizovanym sitlem. Polarizace i anizotropie
fluorescence jsou velny popisujici stejny jev, tedy jak dalece je emdspolarizovana
vzhledem k excitaciCasgji se v praxi pouziva anizotropie, ktera je vh&dnpro popis slo-
Zit¢jSich situaci (nafklad piitomnost vice populaci fluoresegich sond ve vzorku).

Pro girodni nebo nepolarizované&o plati Ij = 1,, tedy r = 0. Pro zcela polarizo-
vané s¥tlo plati |, =0, tedyr = 1.

Pokud khem doby Zivota excitovaného stavu molekuly sormtyjr a neéni se tak
orientace jejich emisniho dipolu, vede to ke snadvhodnoty anizotropie fluorescence.
Rychlost a rozsah pohybu sondy zavisi na vlastobst&olniho prosedi — v tekutjSim
prostedi sonda rotuje rychleji, ve visk@gsim pomaleji. Rychlost rotace malych molekul
ve velmi malo viskdznich roztocich je velmi vysolkdisni diplly se dhem doby Zivota
excitovaného stavu usfamaji zcela nahodna emitované zéni je zcela depolarizovano —
za takovych podminek je hodnota anizotropie blizie. Znény hodnoty anizotropie tedy
mohou odrazet zémy fluidity membran. Pokud &iime anizotropii za stalého agieni,
hovaiime o ustalené anizotropii fluorescence. Takowgeni je pondrné jednoduché, hod-
noty anizotropie postihuji souhrinSechny zrény pohyblivosti a usp@danosti membréa-
novych komponent. Fluidni membran&gstavuje malo viskdzni présti a anizotropie
vV ném je nizka.

Priprava vzorki

Vzorky izolovanych membran byly redény do 3 ml 50 mu Tris pufru, pH 7,0
na finalni koncentraci 10 pug protéina 1 ml pufru (pokojové teploty). Pomoci mikropipe
Hamilton byl gidan 1mv roztok DPH v acetonu na finalni koncentraci®®0 Vzorky byly
inkubovany ve tra pii 37 °C po dobu 30 minut.

M éreni ustalené anizotropie fluorescence DPH

M¢teni anizotropie fluorescence DPH probihala na @owtru FluoroMax3 vike-
mennych kyvetach o rozfrech 1 x 1 cm, objem vzorku v ky¥ebyl 2 ml. Vzorky byly
pied vlastnim réfenim temperovany na pozadovanou teplotu. Kyvetaogtpr byl tempe-
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rovan pomoci prtokového termostatu (MB, Julabo). Teplota byl&ena digitalnim teplo-
meérem (Testo 735-2). VInova délka excitdho s¥tla byla 360 nm a vinova délka emitova-
ného zé&eni 425 nm. Excitai i emisni &trbiny byly nastaveny na 4 a 2 nm. Integracas
byl 3 sekundy projla I,. Snimani intenzit probihalo v pravidelném inteav@0 sekund.
Fluorometr FluoroMax3 a digitalni tepl@émTesto 735-2 byly ovladany pidacovym soft-
warem DataMax a Testo Comfort-Software X35. Vystapeprogramu DataMax je zavis-
lost anizotropie né&ase, program Testo Comfort-Software X35 poskytagnam o teplat
Synchronizaceithto dvou parameirbyla provedena v programu Excel.

3.14. l1zolace fosfolipidi

Extrakce fosfolipid byla provedena pomoci exttak sneési chloroform — methanol —
fosfatovy pufr (piprava viz Tabulka 16). Byly ziskany &ifaze — spodni chloroformova,
ktera obsahovala fosfolipidy, a horni vodna faze které byly extrahovany ve védoz-
pustné slozky bakterialni blay (DNA, proteiny apod.).

Tabulka 16 Fiprava 60rm fosfatoveho pufru o pH 7,4.

slozky mnozstvi
0,2v K;HPO, 81 mi
0,2v KH,PO, 19 ml
destilovana KO 233 ml

Provedeni

Bakterie byly kultivovany f 37 °C a 170 rpm do 5. hodiny po¢agku stacionarni
faze. Kultura o objemu 400 ml byla Zzfiltrovana parh@odni vywvy (filtry Pragopor,
pramér 0,4 um, Pragochema). Filtrat byl 3 x promyt 10 ml @@nfosfatovym pufrem
pH 7,4 o stejné tepldét v jaké probihala kultivace (Blky na filtru nesmi vyschnout).
Pomoci skkikka a tginky byla biomasa z filtru i@nesena do kadinky a resuspendovana
v 1 ml téhoz pufru. Bakterialni suspenze byla naejgpana do teflonové centrifuggd zku-
mavky a byla fidana snis ¢erstw destilovaného methanolu (5 ml) a chloroformu @)%
Suspenze byla michana na vortexu cca 1 minutés$yla extrahovana néepace Grant
Bio (20 rpm) po dobu 2 hodin.

Poté byla sis centrifugovana (centrifuga IEC, 4 600 rpm, 4 pG)dobu 10 minut.
Supernatant bylfgnesen ddisté teflonové centrifugai zkumavky. Bylo gidano 3,75 ml
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cerstw destilovaného chloroformu a 3,75 ml destilovandywd@Gnes byla michana na vor-
texu cca 1 minutu. S&s byla ponechanaipt °C po dobu 12 hodin.

Smes byla smis centrifugovana (centrifuga IEC, 4 600 rpm, 4 pG)dobu 10 minut.
Pasteurovou pipetou byla odebrana horni faze. Spddaroformovéa byla odgana dusi-
kem na menSi objem agnesena do zvazené skieé@ zkumavky s teflonovym &kem
a odp&ena upld pod proudem dusiku. Tim ziskame fosfolipidy membravzorek byl
zvazen a uchovavan v exsikatoti-g20 °C.

3.14.1. Analyza mastnych kyselin

Pripraveny vzorek fosfolipid (viz kapitola 3.14) byl zpracovan dle manuélu
Identification Bacteria Gas Liquid ChromatographMidi, 2001, www.midi-inc.com)

v laboratdi Ustavu mdni biologie Akademiedd Ceské republiky.

Analyzovana latka musi byt dostéate tékava a tepeka stabilni. Proto jsou vzorky
fosfolipida saponifikovany na sés mastnych kyselin a nasleédprevedeny na methylestery
mastnych kyselin.

Zastoupeni mastnych kyselin bylo porovnavano ponsmffware Scherlodk 6.1
Microbial Identification System s knihovnou pro aleni bakterie Aerobic Bacteria Library
(Midi, www.midi-inc.com).

Provedeni

Vzorek lipidi byl nejprve saponifikovaniganim 1 ml smisi pripravené z 45 g
NaOH, 150 ml methanolu a 150 ml destilované vodyorék byl kratce zamichan a #gh
van ve vodni lazni (100 °C¥iplizné¢ 10 minut. Poté byly vzorky znovu promichany aitah
vany dalSich 30 minut. Vzorky byly nechany chladnd®oté byla provedena methylace
pomoci 2 ml srési pripravené z 325 ml HCI (6HCI) a 275 ml methanolu. Vzorky byly
zahivany 10 minut @i 80 °C. Vznikaji methylestery, které jsou nerozpésve vodné fazi.
Vzorky byly nechany chladnout. DalSim krokem byidrakce methylestérdo organicke
faze, ktera byla provedena za pouziti 1,25 missmxipravené z 200 ml hexanu a 200 ml
methyl tert-butyl etheru. Po desetiminutové inkuacvodni faze odséata. Takto upravené
vzorky jsou pipraveny pro analyzu.

Pripravena srs methylestdr byla umistna do pistroje Agilent 6850 a analyzovana.
Pred analyzou samotného vzorku byl vZzd§tem standard Microbial ID, Inc. tveny sngsi
newtvenych mastnych kyselin s 9 — 20 uhliky a 5 hygkyselin, ktery je nutny pro
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srovnani maxim vyhodnocenych plynovym chromatognafe nazvy mastnych kyselin
pomoci software Sherlo€6.1 MIS.

Sherlock Microbial Identification je vysoce automatany systém, ktery po ziskani
chromatogramu nezndmého vzorku automaticky pordvngisEna maxima s maximy
vybrané knihovny. Systém identifikuje maxima nacrhatogramu a pojmenovava mastné
kyseliny, které jim odpovidaji. Pro srovnani bylaupita knihovna pro aerobni bakterie
(Aerobic Bacteria Library).
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4. Vysledky

Tato diplomova prace se zabyvala studiem chladalaptace ve stacionarni fazi
u bakterie Bacillus subtilis. Zatimco exponencialni fazeistu je z hlediska {gsobeni
chladového stresu relati#mok’e prozkoumana, o stacionarni fazi je dostupnyabriméci
vyrazre méreé. Predmétem studia této prace bylo sledovani fluidity balkei membrany
po chladovém Soku ve stacionarni fazi.

Vysledky byly zpracovany v programu Excel, grafickyly upraveny v programu
Adobe Photoshop. V experimentech, kde byla préwadaralelni @reni, jsou zobrazeny
smerodatné odchylky. Pokud byla smdatna odchylkafekryta znakem pro zobrazovanou
hodnotu, nebyla odchylka prdghlednost zobrazena.

4.1. Rustova charakteristika Bacillus subtilis
kmene AKP3

Rastova charakteristika dava informaci o daalvojeni butk v bakterialni populaci,
o ¢asovém pibéhu exponencialni faze a nastupu faze stacionamizdklad téchto infor-
maci umo#uje srovnani jednotlivych bakterialnich kniemezi sebou.

Experimenty pro tuto praci byly prové&dy na mikroorganismaacillus subtilis. Bylo
pouzito vice kmein VSechny pouzité kmeny byly odvozeny od kme3aeillus subtilis
JH 642. Jedna se o kmenyKP 3 (JH 642 amyE::Pdes-lacZ), AKP 4 (JH 642 des.:Kn'
amyE::Pdes-lacZ) a AKP 21 (JH 642 desKR::Km' amyE::Pdes-lacZ). Pro \&tSinu pokusd byl
pouZzit kmenAKP 3.

Nejprve byl zmapovanust bthem exponencialni fazeacillus subtilis AKP3 byl
kultivovan v komplexnim kultivénim mediu LB pi 37 °C, v pravidelnych intervalech byla
zjisStovana OD odebranych vzarkVysledky byly zpracovany graficky — do grafu byly
vyna-Seny hodnoty logaritmu (o zakladu 2) tisicotsi korigované ORonm proti kulti-
vaénimu ¢asu. Je-li pouzit tento apob vyneseni, lezi body odpovidajici exponenciainim
rastu kultury na gimce (viz Graf 3), z jejiz sénmnice lze vypditat dobu zdvojeni (T). Doba
zdvojeni u kmeneAKP 3 byla p@iblizné 20 minut. V okamziku, kdy seftikka zane
odklaret od snéru primky, kultura gechazi do stacionarni faze. Exponencialni fdizgur
je snadno definovatelna na zalddgiziologickych vlastnosti bakterialni kultury. \6kraze-
ném grafu (viz Graf 3) se jedna o oblast, kdy gdcasti prolozit pimku (cca od Sedesatée
minuty kultivace do cca stopadesaté minuty kul@®jacStacionarni faze sefiptomto
grafickém vyneseni zobrazuje jako oblast, kdy se (@D ténmet neneni (od cca
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dvésttdvacaté minuty kultivace). Exponencialni faze isepazi do faze stacionarni sko-
kové — oblast mezi nimi se oz&igie jako doba fechodova. Petek stacionarni faze bylo
treba pro nasledujici pokusy zvolit. Jak@d@ek stacionarni faze byla z technickycivalia
definovana sedni hodnota dobyipchodové (v tomto konkrétnintipad odpovidacasu
cca 170 minut po Zatku kultivace, viz Graf 3). Stacionarni faze mé& sharakteristické
rysy (viz kapitola 2.2.), jednim z nich je, Ze ot denzita se nemi.
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Graf 3 Rustova kifivka Bacillus subtilis AKP 3 pri 37 °C. Bylo pouzito
kultivacni medium LB, doba zdvojeni bakteridlni kultury &y20 minut. Rst
kmene je srovnatelny §stovou charakteristikou kmerd#l 642 (J. Beranova,
osobni sdleni) m = ristovd Kivka, = = pribliznd oblast exponenciélni faze,

= priblizn& oblast stacionarni faze. Mezi exponenciédai a stacionarni fazi
je doba pechodova. V grafu jsou zobrazetianezavisla provedeni.

Ristova charakteristika kmewdP 3 odpovida hodnotam, které byly experimentaln
zjisteny pro kmenJH 642 (J. Beranova, osobni &dni) — oba kmeny maji shodné doby
zdvojeni, piibéh exponencialni faze a dobu nastupu faze stacionarn
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DalSi fistové Kivky (i v jinych kultivacnich teplotach) nejsou uvédy, protoze
pro nasledujici pokusy byly pouzity kultury jiz stacionarni fazi.

4.2. Urc¢ovani podilu spor @hem stacionarni faze

Zkoumani stacionarni faze maéaekolik komplikaci. Jednou z nejpodstajgich
je pritomnost spor v bakterialni kulet Spory jsou sice metabolicky neaktivni, ale etik
jsou souasti biomasy, nuthzanaseji chyby do metabolickych charakteristik téa&ini
kultury. Fi zkoumani busk ve stacionarni fazi by bylo idealni pracovat koteou
bakterialni kulturou, ktera bakterialni spory neatige, nebo jich obsahuje zanedbatelny
podil. Byla snaha najit takov§asovy usek &hem stacionarni faze, kdy by podil spor
v kulture nepesahl 10 %. Za timto ¢élem byl proveden pokus s vysevem &un
na agarovou plotnu (viz kapitola 3.8.). Vysledkyylg dostatén¢ reprodukovatelné, proto
byl podil spor dale @pvan pomoci komplexu ThDPA (DPA vazana na iont"YbTyto
vysledky vSak také nebylyi@swdciveé, proto bylo provedeno je&StGramovo barveni
fixnich preparat.

4.2.1. Urcovani podilu spor vysevem

Podil sporBacillus subtilis AKP 3 béhem stacionarni fazéstu v kultiva&nim mediu
LB, pii 37 °C byl zji¥ovan vysevem 2 typvzorki na agarovou plotnu (viz kapitola 3.8.1.).
Vzorky naediné bakterialni kultury a tepe&lnopracované vzorky téze kultury (tak, aby
piezily pouze spory) byly vysety na pevnou agaroviminp. P@et kolonii na agarovych
plotnach byl od&en a byl vypeitan podil spor v kultie v okamzZiku odéru. Vysledky
byly vyneseny do grafu v procentech (viz Graf 4).

Touto metodou bylo @deno, kdy se v bakterialni kultelza&nou objevovat spory a jak
velké procento spor se v kuttuvyskytuje. BZn¢ trva tvorba sporyifiblizné 6 — 10 hodin.
Proto bylo pekvapenim, Ze podil spor daa vyrazg naristat jiz od desaté hodiny
po z&atku stacionarni faze. Pokus byEkolikrdt zopakovéan. Vysledky vSak nebyly
uspokojivé, jelikoz fi dalSich provedenich byl podil spathtemc¢asné stacionarni faze jest
vySSi, nez bylo zjigho pivodne a vSechna provedeni vykazovala velky rozptyl dsieh
hodnot. Nejpravépodobrjsi chybou se jevila kontaminace agarovych plotektdxialnimi
sporami, které ully na sklegné hokejce. SporyBacillus subtilis dokazou pezit
v ethanolu, kterym byly hokejky sterilizovany. Apbuziti jednorazovych hokejek v dalSich
pokusech vSak nevedlo kgswdciveéjSimu ukeni podilu spor. NejpraépodobrgjSi
variantou, pr¢ dalSi pokusy nepotvrdily ipdchozi pozorovani, byla chybatzpbena
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béhem dikladného michani. Michani (v naSeiipact opakované {i vytvérenitedicitady)
vSak mohlo vegetativni iy usmrtit (G. Seydlova, osobni&eni). Vzorky bugk, které
byly vysévany na plotny, pochazi Zkolikandsobnychiedini. Je tedy prawigbodobné,
Ze podil vegetativnich bk byl ve skuténosti vysSi, nez kolik nast na agarové plogn
ukazal.
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Graf 4 Podil spor v bakterialni kultuie Bacillus subtilis AKP 3 od patatku
stacionarni faze. Bunky byly kultivovany v LB mediu fi 37 °C. Vzorki
nareckné bakterialni kultury a tepelnopracované vzorky byly vysety na
agarovou plotnu, byly odeeny narostlé kolonie a bylo vypitano procento
spor Vv bakterialni kultte v jednotlivych ¢asovych Usecich. K vyraznému
naristu pa@tu spor v bakterialni kulte dochazi od desaté hodiny paaiu
stacionarni faze.

Ani opakovanym provedenim pokusu (celkem 5 x) sly teepotvrdil gpedpoklad,

Ze do desété hodiny stacionarni faze je podil gfakteridlni kultiie relativié nizky, avSak

byl pozorovan utity trend, kdy v tomtatasovém Useku podil spor rfepySuje 10 — 15 %.
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Proto byly navrzeny dalSi metody k&sgni podilu spor dhem stacionarni faze (viz dale).
Urceni podilu spor se zatilo nacasnou stacionarni fazi, kde se nizsi vyskyt sgekéva.

4.2.2. Urc¢ovani podilu spor pomoci komplexu ToDPA

Predchozi vysledky poskytly pouz@st€nou informaci o tom, kdy se v bakterialni
kulture za&nou objevovat dormantni spory. Protegréni dosavadniho pozorovani byla
navrzena metoda pro stanoveni podilu spor pomog& &ané na iont TH (viz kapitola
3.8.2.). DPA je ve zrimém mnozstvi fitomna v bakterialni endosf@ Principem metody
bylo, Ze uvolgnim DPA ze spory, naslednym navazanim na iofit @tkzmerenim fosfores-
cence komplexu TbDPA by bylo mozno kvantifikovat anstvi DPA, resp. spor v bakte-
ridlni kulture. Nejprve bylo provedeno &teni této metody natienych smdsich Zivych
burgk a spor. Bylo fipraveno 3 typy vzonk— vzorky obsahujici pouze spory (tepetpra-
cované pi 80 °C S a tepel® neopracované.§), smes spor a vegetativnich b&kn (2,5 ml
spor a 0,5 ml vegetativnich btk tepelré opracované i 80 °C SBy a tepeld neopraco-
vané SBs), vegetativni biiky (V). Objem vSech tyjp vzorki byl priblizné 3 ml, vzhledem
k tomu, Ze se jednd o rozdilné typy Bkinnelze blize specifikovat koncentraci. Bylo
piedpokladano, Ze pouzitim stejného objemu bude kdree alespod fadow stejna.
Koncentrace v ramci jednotlivych t§p/zorka (S, SB) vSak byla diky pouZziti stejného typu
burék stejnd. Tepelné opracovani vzorku obsahujicichz@ospory by nedho mit vliv
na intenzitu fosforescence. Vzorky B SBs obsahuji i vegetativni hiky, které nély byt
v pripact vzorku SBo zabity. Vzorek S by tedy n&l vykazovat obdobné intenzity fosfo-
rescence jako vzorkysa Ss. Vzorek SBs mél ukazat fosforescenci sisi vegetativnich
burgk a spor, ktera secekavala nizSi nez u vzatkspor. U vzorku V sefpdpokladala fos-
forescence nejnizsi, jelikoz neobsahuje DPA.

Jako kontrola slouzily stejné vzorky be#idavku TbC} (v grafu neni zobrazeno).
VSechny vzorky (kror vzorku V) byly inkubovany sL-a-alaninem (ktery umoznil vykli-
¢eni spor) a nasledrefiltrovany tak, aby byla ziskana pouze DPA. Kotg piidan TbhC}

a byla zmn¢tena fosforescence. Vysledky jsou shrnuty v graiz Graf 6).

Z vyslediki je patrné, Ze fedpokladana vysSSi intenzita fosforescence u vzork
obsahujicich fevazre spory se nepotvrdila. Nelze bohuzel specifikovala je vysledek
zpiasoben rozdilnou koncentraci kikrve vzorcich nebo jinou chybou v metotNejétSiho
fosforescetniho signalu dosahuji vzorky gfa V.
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Graf 6 Intenzita fosforescence TbDPA u vzork spor, vegetativnich burtk a

jejich smési. Vzhledem ki#zné koncentraci bk mezi jednotlivymi typy

vzorka, Ize @imo porovnavat pouze hodnoty v raméchto typ. m (Sgo)

= spory tepel& opracované ip 80 °C,m (S5) = spory tepelé neopracované,
m (SBgg) = snEs spor a vegetativnich békn opracovana ip 80 °C, m (SBys)
= Smes spor a vegetativnich btkntepel neopracovanam (V) = vegetativni

buitky. Nejvy3si intenzitu fosforescence *fbvykazuji vzorky Va SB.

Ocekavany trend nebyl potvrzen — intenzita fosforaseekomplexu TbDPA

je Ztejme piekryta fosforescenci od kompteXb®* s jinymi strukturami.

Byl proveden druhy pokus,fipkterém bylo pidano dvojndsobné mnoZstvi TRCI

(vysledky nejsou zobrazeny). Tento pokusl mvyraznit rozdily ve fosforescenci v ramci

jednotlivych vzork. U vSech vzork vSak doSlo ke srovnatelnému @stu intenzity fosfo-

rescence, zeho? Ize vyvodit vazebnou nespecifitu iontu**Fokroms DPA tvai komplexy

s Tb" i proteiny, ale vzniklé komplexy dosahuji nizsinkenzit fosforescence. Nejpraid

podobrjSim vyswtlenim pro selhani metody jefegmé schopnost vegetativnich hikn

vazat TH* na mnoho bufnych struktur a tento signal pakepmé znané prevysuje

intenzitu fosforescence komplexu TbDPA. Vzorek gSBykazuje vysokou intenzitu
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fosforescence oproti vzorku gBpravdpodobr proto, Ze DPA &jmé neni uvolgna
ze spor a iont TH je vAazan na jiné struktury.

4.2.3. Ur¢eni podilu spor ve fixovanem preparatu

Vzhledem k nevysitlenému selhani fedchozi metody bylo rovnoufiptoupeno
k barveni dle Grama - jedna se o diferencialni dv@rnfixovaného preparatu, které
umoziuje odliSit grampozitivni a gramnegativni baktariabuiky na zaklad odliSnosti
jejich burééné sény. Tento zfisob barveni umadaitije obarvit vegetativni kiky Bacillus
subtilis, avSak nikoli spory (sloZeni sporového obalu netimj@ navazani barviva).
V bakterialni kultde Bacillus subtilis je mozno v takto ffijpraveném preparatu pozorovat
krom¢ vegetativnich butk i bunky, které zaaly tvarit endospory jako sdlolomna Eliska
uvnitt matéskych burk (Ize je rozeznat az do okamziku, kdy se endospomini
z matéské buiky).

Bylo pripraveno gkolik fixnich preparat z miznych¢asovych Usek po z&atku sta-
cionarni faze (0, 2, 4, 6, 8, 10 hodin péa&u stacionarni faze). Preparaty byly obarveny
dle protokolu a byly pozorovany imerznim objektivénz kapitola 3.8.3.).

Z pozorovani jednotlivych prepataize usuzovat naifplizné mnozstvi spor v daném
vzorku (viz Graf 7). Z kazdéhgasového Useku byly vytveny fi fixni preparaty, vyhodno-
covano bylo 50 butk v kazdém preparatu. Bylo zjito, Ze prvni pedspory se v odebra-
nych vzorcich objevuji ve 4. hodipo z&atku stacionarni faze. U o#ln z desaté hodiny
po za&éatku stacionarni faze je patrné, Ze podil spory kalture vyskytuji ve zvySeném
mnozstvi (v daném mispozorovaného preparatu tilg piedspory cca 10 % btik).
od paiatku stacionarni faze a jejich podil v kittus¢asem stoupa. Konkréti§i zawr
vyvodit nelze, jelikoz od#dtani podilu spor je zavislé na vybrané oblastiamei
nehomogenniho preparatu (biomasa neni na prepgasatamerné rozprostena).
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Graf 7 Podil spor v bakterialni kultufe Bacillus subtilis od patatku stacio-
narni faze. Z grafu vyplyva, Ze podil spor vigehu kultivace pomalu vasta
a v desaté hodéod paétku stacionérni faze se pohybuje okolo 10 %.

4.3. Souprava Live/Dead Kit

Jak jiz bylo zminno v gredchozich kapitolach, bakterialni kultura ve stagéroi fazi
neni fyziologicky jednotnd, lze ji rozliSit n@azné frakce bukk, které se s limitaci Zivin
vyrovnavaji tiznymi zpisoby. Vedle vegetativnich bé a spor (o kterych pojednavala
piedchozi kapitola), se v bakterialni ku#uve stacionarni fazi vyskytuji i bkly mrtvé.
Ty, podobr jako spory, pedstavuji neaktivni biomasu a komplikuji zkoumaydidlo-
gickych adaptaci populace. Pro zjiitpodilu Zivych a mrtvych bk v bakterialni kultibe
byl pouZzit kometné dostupny Live/Dead Kit (viz kapitola 3.9.).

Pro vSechny pokusy byl pouzit kmé@&acillus subtilis AKP 3, v kultivatnim mediu
LB, pii 37 °C.
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4.3.1. Podil zivych a mrtvych burgk v kultu e exponen-
cialni faze

Cilem pokusu bylo astit pouziti soupravy Live/Dead Kit na Bkach exponencialni
faze. Pouzitd sada umage ugit pomer Zivych a mrtvych buk. Pro tento el bylo nutné
cast burk usmrtit (misobenim isopropanolu). V tomto kalibrém experimentu byly i
praveny vzorky sisi vegetativnich butk a usmrcenych bk (v rizném pondru obou
sloZzek) (viz kapitola 3.9.1.). Poté byly vzorky oleny sondami SYTO 9 a PlI, které jsou
sourasti soupravy Live/Dead Kit.

U vSech pipravenych vzorik byla namdiena fluoresceimi spektra vrozsahu
vinovych délek 490 — 700 nm. Hodnoty mezi 500 a B60(zelena oblast spektra) vypo-
vidaji o zivych bukach, které byly ozr@ny barvivem SYTO 9. Hodnoty mezi 600
a 660 nm dervend oblast spektra) vypovidaji o signalu mrtvijahek, které byly oznéeny
prevazre Pl. Vysledky jsou graficky shrnuty (viz Graf 8).gfafu je patrné, Ze Zivé a mrtvé
buiky Ize Zetelr® rozeznat za pouziti zelené carvené fluorescemi sondy — sonda
SYTO 9 se vaze na zivé i mrtvériy, zatimco sonda Pl oz&ige prevazre mrtvée buiky.
Na zaklad toho mizeme vypditat zavislost zastoupeni zZivych klnna pondru integro-
vanych intenzit pro zelenoucarvenou emisi u kultury exponencialnich Bkifviz Graf 9).
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Graf 8 Emisni spektra suspenzi, které obsahujitzny pomér Zivych a iso-
propanolem zabitych burgk. Vzorky byly ziskany Bhem exponencialni faze.
Suspenze byly obarveny pomoci soupravy Live/Dead®K{0-100) = vzorek
obsahujici pouze mrtvé bky, m (10-90) = vzorek obsahujici 10 % Zivych
burek, m (50-50) = vzorek s ekvivalentnim mnoZzstvim Zivgemrtvych busk,

m (90-10) = vzorek obsahujici 90 % zivych Bkym (100-0) = vzorek obsahujici
pouze Zivé bbky. V grafu jsou zobrazena spektra, od kterych hydieteno
pozadi.

Pouzitelnost soupravy Live/Dead Kit byla vyzkouSema buikdch exponencialni
faze — vysledny podil zivych bgk urceny z grafu je imo ungrny podilu Zivych busk
v pripravenych vzorcich. Tato metoda byla nastedouzita i pro biiky stacionarni faze
(viz dale).
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Graf 9 Zavislost zastoupeni Zivych bugk na pomeéru integrovanych intenzit
pro zelenou (500 — 560 nm) &rvenou emisi (600 — 600 nm) u kultury expo-
nencialnich burgk. Pon®r integrovanych intenzit byl ziskan p#enim -
sluSnych ploch ziskanych v Grafu 8, podil Zivychndku byl dan gipravou
vzorki. Ziskana kalibréni data vykazuji velmi dobrou lineéarni korelacrds-
nici piimky y = 65,83x — 9,90).

4.3.2. Podil zivych a mrtvych burék v kultuie stacio-
narni faze

Pouziti soupravy Live/Dead Kit bylo vyzkouSeno o ulturu stacionarni faze. Byly
meieny buiky z 2. hodiny po zgtku stacionarni faze. Bylyipraveny vzorky siési vege-
tativnich bugk a usmrcenych bwk (v rizném pondru obou slozek) (viz kapitola 3.9.2.).
Byl proveden analogicky pokus jako sikami exponencialni faze — nejprve byla riaema
fluorescewni spektra v oblasti vinovych délek 490 — 700 nim (raf 10), na zakladtoho
bylo opét moZzno vypditat zavislost zastoupeni Zivych nna pondru integrovanych

78



Vysledky

intenzit pro zelenou (500 — 560 nm) é&rvenou emisi (600 — 660 nm) u kultury
stacionarnich bugk (viz Graf 11).
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Graf 10 Emisni spektra suspenzi, které obsahujiiizny pomér zivych a iso-
propanolem zabitych burgk. Vzorky byly ziskany Bhem druhé hodiny
po z&atku stacionarni faze. Suspenze bylytopbarveny pomoci soupravy
Live/Dead Kit.m (0-100) = vzorek obsahujici pouze mrtvéiky = (10-90)

= vzorek obsahujici 10 % Zzivych biky m (50-50) = vzorek s ekvivalentnim
mnozstvim zivych a mrtvych bk, m (90-10) = vzorek obsahujici 90 % Zivych
burgk, m (100-0) = vzorek obsahujici pouze zZivéiky V grafu jsou zobrazena
spektra, od kterych bylo o&teno pozadi.

Pouziti soupravy Live/Dead Kit bylo tedy &eno i na biikach stacionarni faze.
Z grafu je opt patrné, Ze htky zZivé a mrtvé lze ietelre rozeznat za pouziti zelené
acervené fluorescemi sondy. Moznost aplikace této metody i nakyustacionarni faze
nam umo#uje ukit podil metabolicky neaktivnich bgk béchem stacionarni faze. Ze srov-

79



Vysledky

nani snérnic ziskanych z kalibeaich grafi Ize usuzovat na rozdilnou afinitu pouzitych
fluorescenich sond k exponencialnim a stacionarninkiam.

100 I T T T T I T T T T l T T T T l T T T T I T T T T

80

o))
(e

I T T T T I T T T T l T T T T l T T T T I T T T T

podil zivych bunék, %
AN
(e

20

0,3 0,51 0,72 0,93 1,14 1,35
pomeér integrovanych intenzit emisi SYTO 9 a PI

Graf 11 Zavislost zastoupeni zivych bugk na poméru integrovanych
intenzit pro zelenou (500 — 560 nm) &ervenou emisi (600 — 600 nm) u kul-
tury stacionarnich bunék. Pongr integrovanych intenzit byl ziskan pienim
piislusnych ploch ziskanych v Grafu 10, podil Zivymirek byl dan pipravou
vzorkia. Stejre jako v gedesSlém pokusu vykazuji ziskana kaldmiadata velmi
dobrou linearni korelaci (s rovnicfimky y = 97,77x — 33,55).

SttZejnim pokusem bylo @&veni podilu Zivych a mrtvych bgk v rizné dobk
od paatku stacionarni faze — cilem bylo zjistit, jakmmdil Zivych bugk v kulture bakte-
ridlnich burtk v zavislosti na kultivéni dok& meni. Vzhledem k nedostatku Zivin ve staci-
onarni fazi Ize gekavat postupné ubyvani Zivych lgn

Bylo odebrano celkem 6 vzarKO, 2, 4, 6, 8 a 10 hodin poc&ku stacionarni faze),
u kterych byla zrfena fluorescemmi spektra v oblasti vinovych délek 490 — 700 nm
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(viz Graf 12). Kazdy vzorek byl &ien dvakrat — vysledkythto paralelnich gfeni jsou
navzajem srovnatelné (v grafu je tedy prelpednost zobrazeno jen jednéiami).
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Graf 12 Emisni spektra vzorki suspenzi odebiranych v pibéhu stacio-
narni faze, u kterych byl zji®ovan pomer Zivych a mrtvych bunék. Vzorky
byly odebirany od po zatku stacionarni faze ve dvouhodinovych intervalech
Suspenze byly ap obarveny pomoci soupravy Live/Dead Hit=0 h,m = 2 h,

=4 hm=6h,m=8h,m=10 h. V grafu jsou zobrazena spektra, od kterych
bylo od&teno pozadi.

Integraci pislusnych oblasti vinovych délek (zelené oblasteksa 500 — 560
acervené oblasti spektra 600 — 660 nm) byla ziskaa kl vytvdeni zavislosti zastoupeni
Zivych burgk na kultivasnim ¢ase u kultury stacionarnich htkn(viz Graf 13). K pepaitu
poneru integralnich intenzit fislusnych ploch fluorescéniho spektra na podil Zivych
burgk byla pouzita kalibréni rovnice z Grafu 11. Kro#énvzorku, ktery byl odebran v druhé
hodiné od za&éatku stacionarni faze, popisuji ostatni vzorky dregi kterém se procento
Zivych burgk sniZzuje (odchylka této hodnoty od nalezenéhodenebyla uspokoji/
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vyswtlena). Celko¥ byl podil Zivych butk do desaté hodiny stacionarni fazébizné
55 %. Zarové bylo zjiS€no, Ze i v desaté hodimpo z&atku stacionarni faze je procento
Zivych burgk stéle relativa vysoké (50 %), coz umoznilo dale zkoumat metakélineny

v populaci.
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Graf 13 Vyvoj podilu zivych bunék po zatatku stacionarni faze. Podil
Zivych burgk byl opst méfen pomoci soupravy Live/Dead Kit. Kgpaitu
poneru integralnich intenzitifslusnych ploch fluorescéniho spektra na podil
Zivych burgk byla pouzita kalibréni rovnice z Grafu 11. Krotnvzorku, ktery
byl odebran v druhé hodirod z&atku stacionarni faze, popisuji ostatni vzorky
trend, @i kterém se procento Zivych btknsniZzuje. Celko¥ je podil Zivych
burék do 10. hodiny stacionarni fazélgizné 55 %.

4.4. Aktivita promotoru des

Dosavadni pokusy odhalily, Ze bakterialni kultueastacionarni fazi se sklada ze t
zakladnich typ burek — vegetativnich buik, mrtvych bugk a bakterialnich spor. Pro
kvantifikovani podilu spor v bakterialni kuitu byly provedeny pokusy s vysevy kkn
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a pokusy zaloZzené na fosforescenci komplexu ThDRAstedky z obou experimant/Sak
barveni fixnich preparat(10 — 20 % spor do deséaté hodiny stacionarni Edeerialni
kultury). Pro kvantifikovani podilu mrtvych bgk byla pouzita souprava Live/Dead Kit.
Na zaklad této metody bylo zjigho, Ze podil Zivych buik bakterialni kultury¢inil
priblizné 55 % do desaté hodiny stacionarni faze.

DalSi pokusy tedy byly provédy od p@atku stacionarni faze ddiplizné 10. hodiny
stacionarni faze, kdy je podil mrtvych kknjeS€ relativre nizky (viz kapitola 4.3.2.)
a bakterialni kultura (viz kapitola 4.2.) vykazujgzsi podil spor. Situovanim pokus
metabolicky neaktivnich spor a mrtvych Bkn

Senzor membranoveé fluidity DesK vnima &m fluidity membrany — snizeni mem-
branové fluidity v biice indukuje syntézu desaturazy mastnych kyselidgkanou genem
des). Aktivitu Pdes Ize sledovat pomoci reportérového géac?Z, jehoz pepisem vznika
enzym B-galaktosiddza (viz kapitola 3.10.). Tato aktivitgla nejprve sledovanachem
exponencialni faze (&veni metody a moznost srovnani s jiz publikovanyrysliedky)
a kkthem stacionarni faze. Byla zkoumana expifegalaktosidazy za stalych kultigaich
teplot a po teplotnim Soku. VSechny pokusy bylywpdeny v komplexnim LB mediu.
populace odpovidat na chladovy stres. Zjiz pubidych vysledk (SCHROMMOVA
2008) je znam fiblizny rozsah aktivityB-galaktosidazy po teplotnich Socich provedenych
béhem exponencialni faze. Metoda byla v této pradii@va pro exponencialni tky
kmeneAKP 3 a nasled&é aplikovana na hiky stacionarni faze. V dostupné literiauwneni
pouziti této metody pro stacionarninty doposud popsanoi€ipokladem bylo, Ze bakte-
ridlni populace ve stacionarni fazi bude r&vmdpovidat na chladovy Sok tvorbou desa-
turazy. Vzhledem Kk limitaci Zivinamighem stacionarni faze bykekavan pokles tvorby
enzymu ve srovnani s tkeami exponencialni faze (a tedy snizeni aktigiyalaktosidazy).

4.4.1. Aktivita promotoru des béhem exponencialni
faze

Nejprve bylo teba zjistit, jakou expregigalaktosidazy vykazuji biky exponencialni
faze kmeneAKP 3 po chladovém Soku. Za timtéalem byl proveden experiment, kdy byla
bakterialni kultura kultivovanaip40 °C a po dosazeni QBnm cca 0,2 byla fenesena
do 20 °C. Po tomtoipnosu byly provathy odkEry vzorki (po 30 minutach) pro geni
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aktivity p-galaktosidazy. Vzorky byly zpracovany dle postupedeného vySe (viz kapitola
3.10.) a vysledné roztoky byly gfeny na spektrofotometru. #@h p-galaktosiddzove
aktivity je zaznamenam graficky (viz Graf 14). Zisk vysledky byly porovnany s jiz
publikovanymi (SCHROMMOVA 2008).
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Graf 14 Aktivita B-galaktosiddzy u kmeneAKP 3 po pienosu ze 40 °C
do 20 °C. Narist aktivity B-galaktosidazy por¢ch hodinach po teplotnim Soku
je 265 MU. Graf ukazuje pmér ze ti nezavislych provedeni.

Po p@enosu bakterialni kultury ze 40 °C do 20 °C (keazbhi byla pouzita vodni
trepaka) byl pozorovadn nést aktivity p-galaktosidazy. Poié¢ch hodindch ve 20 °C
vystoupala aktivita enzymu az k hod&giiblizné 260 MU, coz je ve sh@&ds analogickym
experimentem v literate, kde pro kmen 168 a kultiétai medium KM byla aktivita enzymu
B-galaktosidazy 250 MU (SCHROMMOVA 2008). Timto pgkun bylo o¥ieno, Ze akti-
vitu Pdes u kmeneAKP 3 je srovnatelna s jinymi kmeriacillus subtilis a zavry ziskané
studiem tiznych kmefi Bacillus subtilis Ize porovnavat mezi sebou.

Dale byl proveden pokus, ktery &il nutnost pouZziti vodnirepaky pro provedeni
teplotniho Soku. Chlazeni filey po teplotnim Soku vedpace chlazené vzduchem je poma-
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lejsi, nez verepace s vodou jako chladicim médiem. Proto byl pronautesledujici pokus,
ktery srovnava pouziti obou systéik ochlazeni bakterialnich kultur.

Bunky AKP 3 byly kultivovany v teplovzduSné&dpace ve dvou hgach @i 40 °C.
Pfi ODgssonm 0,2 byly geneseny do 2utenych tepaek temperovanych na 15 °C. Jedna
baika byla genesena do vzduchem chlazefep&ky, druhd doitepaky vodni. Ri tomto
teplotnim Soku jiz boky Bacillus subtilis nejsou schopny reagovat na&m teploty syn-
tézou desaturdzy mastnych kyselin (SCHROMMOVA 20@&) okamziku penosu byly
opet provadny odkEry pro ukeni aktivityB-galaktosidazy (viz Graf 15).
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Graf 15 Aktivita B-galaktosidadzy po grenosu exponencialni kulturyAKP 3
ze 40 °C do 15 °Cm = aktivita ve vodou chlazenéepace, m = aktivita
ve vzduchem chlazengepace. Z grafu vyplyva, Ze chlazeni vzduchemijgidp
pomalé, bakterie vnimaji pokles teploty jako posfu@ jsou schopny nagn
reagovat syntézou desaturazy.

Zarover byl ktomuto pokusu proveden kontrolni experimekdy bylo zngtreno,
za jak dlouho dobu se ochladi medium vidmpgenesené ze 40 °C do 15 °C ve vzduchem
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chlazené iepace. Byl zaznamenén dasovy ptibéh tohoto ochlazovani (viz Graf 16).
Teplota v béce byla piibézrné zaznamenavana teplérem Testo 735-2. &iem prvnich 20
minut doslo k vyraznému chlazeni media az fbligné 18 °C. Déale uz byl pokles teploty
pozvolny. Po 100 minutach bylodteni ukoeno na teplat 15,3 °C (rozdil oproti teplét
trepaky 15 °C je zfisoben jen fesrgjSim meienim digitalniho teplogru, ktery byl
pro pokus pouzit).
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Graf 16 Prubéh poklesu teploty kultivaéniho media ve vzdusSiné trepatice
po prenosu ze 40 °C do 15 °Gnizeni teploty media na 15,3 °C bylo zazname-
nano az po 100 minutach oteposu z kultivéniho media.

Z vysledki je patrné, Zeip kultivaci ve vodou chlazendepace nedochazi k expresi
B-galaktosidazy (chlazeni bakterialni kultury je @&n¢ rychlé). Ri chlazeni vzdusnou
trepakou k expresp-galaktosidazy dochazi - chlazeni j@lip pomalé a bakterialni kily
jsou schopny se lépe vyfdmat se zrnou teploty (vnimaji ji jako postupnou a nikoli
nahlou). Z tohoto @ivodu byly dalSi pokusyijzptsobeny tomuto zjighi a bakterialni kul-
tura byla chlazena ve vodou temperovaagdce.
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4.4.2. Aktivita promotoru des béhem stacionarni faze

Jak jiz bylo uvedeno, aktivitdes béhem stacionarni fadze dosud nebyla prostudo-
vana. Buiky stacionarni faze byly tedy zkoumany za §talé kultiv&ni teplot (37 °C,
30 °C, 25°C, 20 °C a 15 °C) a po teplotnich Sqcktbré byly provedeny ze zakladni
teploty 37 °C (kultury byly peneseny do 25 °C, 20 °C a 15 °C)c&tekni teplota 37 °C
byla zvolena proto, aby jéSmohl byt proveden i teplotniignos do 15 °C (hiky od jisté
velikosti rozdilu kultivégnich teplot pestavaji odpovidat zvySenou transkripdPdes).
Hladina aktivity p-galaktosidazy f stalé kultiv&ni teplot slouZila jako kontrola pro
pokusy, pi kterych byl provadn chladovy Sok. Cilem bylo zjistit, zda @at aktivity
enzymu po Soku neni #goben jen vyrovnhanim hladiny enzymu \ibe na hodnotu, ktera
je typicka pro danou teplotu kultivace. Analogiakgperiment na exponencialnich kulturach
prokazal, Ze se o vyrovnavani hladin nejedna (SCMRIOVA 2008).

4.4.2.1. Aktivita promotoru des pri stalé kultivaéni teploté ve
stacionarni fazi

Pro experimenty se sniZzenim kuldwa teploty bylo nutno nejprve zjistit, jaka
je aktivita Pdes pro stalé teploty kultivace ve stacionarni fazakirialni kultura kmene
AKP 3 byla kultivovana ve stélé kulti¢ai teplot (15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 37 °C).
Od paatku stacionarni faze byly provéd/ odlEry pro stanoveni aktivit$-galaktosidazy,
ktera vypovidaly o aktivit Pdes. Vysledky byly ziskany stejnym apobem jako u analogic-
kého pokusu v exponencialni fazi (viz kapitola #.4a zpracovany (viz Graf 17).

Zjistené hodnoty aktivityp-galaktosidazy byly porovnany s literaturou — aikdiv
na p&atku stacionarni faze vykazovala vyrazné odchylkg aktivity na konci
exponenciélni faze, uvedené v litet@SCHROMMOVA 2008). Z tohoto porovnani (viz
Graf 17) vyplynulo, Ze na#ilend aktivitap-galaktosidazy ve stacionarni fazi je mozna
zpisobena nespravnym vygtem této aktivity. B vypoctu Millerovych jednotek (viz
Rovnice 2) byla totiz pouzita hodnota OD rgiema @i 525 nm, kter4 odpovidala dité
koncentraci biomasy, natifené zvazenim susiny exponencialnichdkuvzhledem k #izné
piedpokladané velikosti stacionarnich a exponencilburék je mozno ¢ekavat, Ze vztah
pro vypaet biomasy na zaklgdnéreni OD nebude pro oba typy hirstejny.

Vzhledem ke zmignym pochybnostem byl proveden pokus, kteg} amovnat vztah
mezi OD a koncentraci biomasy praiky stacionarni a exponencialni faze.
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Graf 17 Aktivita p-galaktosidazy od p&atku stacionarni faze u kmeneAKP

3 pri raznych stalych kultivaénich teplotach.m = 37 °C,m = 30 °C,m = 25 °C,
m =20 °C,m = 15 °C. NejvySsi aktivitu vykazuje tento kmei 26 °C, nejnizsi
pii 37 °C. Graf zobrazuje pmer tiéi nezavislych provedeni.

Kmen AKP 3 byl kultivovan g 37 °C. Byly napstovany jak biiky exponencialni
kultury tak buiky stacionarni faze. Vztah mezi biomasou a OD [gtén pomoci metody
popsané v kapitole 3.11. Zavislost optické denmdykoncentraci biomasy byla vynesena
graficky (viz Graf 18) a dale byla ¢gna smrnice pro exponencialni a stacionarniiky
Stacionarni biiky byly odebrany zasné stacionarni faze (cca druha hodina stacionarni
faze) a pozéSi stacionarni faze (cca Sestd hodina staciofidze). Srérnice zavislosti OD
na koncentraci biomasy se vyré&zhSi mezi exponencialnimi a stacionarniminkami,
mezi d¥ma typy stacionarnich bgk je jiz srovnatelna.

Pro stacionarni biky odpovida stejnd hodnota OD skoro dvojnasobnéase nez
v pripadt exponencialnich bwk. Rozdily v aktivit p-galaktosidazy $ kultivaci ve stélé
teplo€ u burgk stacionarni faze (viz 4.4.2) a nexponencialni faze (SCHROMMOVA
2008) jsou tedyiejme zpasobeny rozdilem ve vztahu OD a biomasy mezi expriakrimi
a stacionarnimi hikami. Tento rozdil jefeba @i vypoctu Millerovych jednotek zohlednit.
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P vypoctu MU se pracuje s hodnotou OD, ktera reprezertiigenasu (viz Rovnice 2).
Ta je v ffipact stacionarnich buk priblizné 1,7 x vySSi nez u exponencialnich &kin
Aktivita B-galaktosidazy u stacionarnich kunje tedy ve skutaosti 1,7 x nizSi, nez bylo
v Grafu 17 uvedeno. AktivityB-galaktosidazy ve vSech nasledujicich pokusech iy
uvedeného zjighi korigovany a z¢tné byl korigovan graf 17 (viz Graf 19).
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Graf 18 Zavislost OD na koncentraci biomasy pro expnencialni a stacio-
narni buiky kmene AKP 3 pri kultiva éni teploté 37 °C. Stacionarni biiky
byly odebrany zasné stacionarni faze (cca z druhé hodiny) a &izd
stacionarni faze (cca Sesté hodiny)= buiky exponencialni faze s rovnici
regrese y = 4,7132m = buiky odebirané Zasné stacionarni faze (cca z druhé
hodiny) s rovnici regrese y = 2,6982x5= buiky odebirané z pozdni stacionarni
faze (cca z Sesté hodiny) s rovnici regrese y 3688.

Z vysledku korigovaného grafu 19 je patrné, Zgeplog 37 °C dochazi od @atku
stacionarni faze k expresi enzynfegalaktosidazy. Aktivita enzymu dosahujéibtizné
15 MU (jak bude uvedeno pagd jednd se o indukci jvodni B-galaktosidazy
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ve stacionarni faze pod kontrolou vlastniho promgtoezavislou n&des — viz kapitola
4.4.3.). Je tedy nutné brét tuto hodnotu induké® jgakladni a vSechny ostatni hodnoty
naristu aktivity B-galaktosidazy jereba korigovat dle této zakladni hladiny.
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Graf 19 Korigovana aktivita p-galaktosidazy od pd&@atku stacionarni faze
kultivace kmene AKP 3 prfi ruaznych stalych kultivatnich teplotach.
mE=37°Cm= 30°Cm=25°Cm=20"°Cm=15 °C. Aktivitap-galaktosidazy
pii 37 °C je zakladni hladina enzymu viloe Ehem stacionarni faze. Nejvyssi
aktivita p-galaktosiddzy byla pozorovanaii pkultivaci v 25°C. U vSech
zobrazenych teplot kultivace dochazi k poklesuviktienzymu (s vyjimkou
teploty 37 °C).

Pfi vSech pozorovanych stalych kulttrdch teplotach (krot 37 °C) dochazi
k poklesu aktivityB-galaktosidazy. Tento pokles je u vSech teplot sateiny, s vyjimkou
teploty 15 °C (tento pozvolny pokles u 15 °C wtsn nebyl).

NejvysSi aktivity dosahuj@-galaktosidaza tepldt25 °C (nafist oproti aktivit pri
37°C je 140 MU). Nizsi aktivitu nezip25 °C map-galaktosidazaip 20 °C (nafist oproti
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aktivite pti 37 °C je 120 MU). Analogicka situace je fifkultivaci v 15 °C (nalist oproti
aktivit¢ pri 37°C je 100 MU). NizZSi aktivita enzymu nezi A5 °C je @i 30 °C. V této
teplo€ Ize nizkou aktivituPdes vyswtlit tim, Ze se jednd o relatignvysokou teplotu
a membrana hiky je jeSt dostaténé fluidni, ve srovnani s teplotami 25 °C, 20 °C a°C5

Pro pehlednost byly hodnoty aktivity-galaktosidazy z patku stacionarni faze
vyneseny do samostatného grafu (viz Graf 20).
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Graf 20 Aktivita p-galaktosidazy na p@atku stacionarni faze pro jednotlivé
stalé kultivaéni teploty.m =15 °C,m =20 °C,m = 25 °Cm = 30 °C,m = 37 °C.
Aktivita B-galaktosidazy $ 37 °C utuje zékladni hladinu tohoto enzymu
v buice Ehem stacionarni faze. NejvysSi aktivitagalaktosidazy byla pozoro-
vana i kultivaci v 25 °C. Aktivitap-galaktosidazy v 37 °C je 15 MU.

Obdobné pokusy realizovala ve své diplomové practeiha Schrommova
(SCHROMMOVA 2008). Jednalo se o pokusshbm exponencialni faze. Bylo zj#b,
Ze aktivita enzymu je nizkafipteplotach nad 30 °C (v rozmezi 0 — 60 MU) a vysok
pri teplotach pod 30°C (150 — 300 MU). Zaravbyl u nizSich teplot pozorovan ri&t
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a ogitovny pokles aktivity3-galaktosidazy ¢ase, ktery nebyl vystien. Hodnoty aktivity
B-galaktosidazy v posledni fazi pokusu (konec expoi&ni faze) byly srovnéany s vysled-
Ky ziskanymi na btkach stacionarni faze. \fipact stacionérnich butk byla zména
aktivity p-galaktosidazy $ kultivaci v 30 °C giblizn¢ 85 MU (po korekci na zakladni
hladinu B-galaktosidazy f 37 °C). U teplot nizSich nez 30 °C byl zaznamerazdil této
aktivity v rozmezi 100 — 140 MU.

4.4.3. Aktivita promotoru des po chladovém Soku ve
stacionarni fazi

SttZzejnim pokusem této prace bylo zjistit aktivitbdes po teplotnim Soku
zpusobenym nahlou zémou kultiva&nich teplot. Za timto delem byly kultury kmenu
AKP 3 péstované g 37 °C geneseny v paté hodipo za&éatku stacionarni faze do nizSich
kultivacnich teplot (25 °C, 20 °C a 15 °C), kde byly kubtwany dalSich 5 hodin (doba byla
zvolena na z&kladpokusi, které utily podil spor (viz kapitola 4.2.) a podil mrtvytiunsk
(viz kapitola 4.3.2.) v bakterialni kultet bkihem stacionarni faze.). Podil spor fesahl
10 % a podil mrtvych buwik byl 45 %. Poateni teplota 37 °C byla zvolena proto, aby §est
mohl byt proveden i teplotnitenos do 15 °C. Jak bylo uvedeno vySenKkyuod jisté
velikosti rozdilu kultivénich teplot pestavaji odpovidat zvySenou transkripdPdes —
po prenosu ze 40 °C do 15 °C neodpovidaji zvySenou iridisgalaktosidazy, zatimcorip
pienosu z 37 °C do 15 °C indukci odpovidaji.

Od okamziku penosu byly v filhodinovych intervalech odebirany vzorky pr@emi
aktivity B-galaktosidazy. Zarowebyla provedena kultivace kmedl 642 pii 37 °C, jejimz
cilem bylo zjistit aktivitu jvodni B-galaktosidazy (nezavislé nades). Vysledky jsou
shrnuty v grafu (Graf 21).

Z grafu vyplyva, Ze aktivitg3-galaktosidazy f 37 °C je srovnatelna pro kmeny
AKP 3 a JH 642. Jelikoz kmenJH 642 vypovida o aktivit p-galaktosiddzy nezavislé
naPdes, je nandiena aktivita u kmendKP 3 zpisobena jen vnihi p-galaktosidazou
aPdes neni v této teplet aktivni. Zarové byl pozorovan jasny trend, kdy s postupujici
stacionarni fazi dochazi k ridtu aktivity B-galaktosidazy nezavislé rdes a to giblizné
0 10 MU za pt hodin kultivace.

Po genosu bakterialni kultury do nizsi kultird teploty (25 °C, 20°C a 15 °C) doslo
ve vSechiech gipadech k ndistu aktivity B-galaktosidazy —ip prenosech do teplot 15 °C
a 20 °C je vSak nast aktivity vyrazi nizSi nez fi prenosu do teploty 25 °C. Na rozdil od
pienosu do 25 °C nemaji tky ziejm¢ v ostatnich fipadech dostateou metabolickou
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kapacitu pro vyraz$Si tvorbu desaturdzy. Nejvyragfi nanhst aktivity byl pozorovan
po prenosu kultury do 25 °C, kde navic po 2 hodinachpiehosu dochazi k zastaveni
naristu aktivity B-galaktosidazy.
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Graf 21 Aktivita p-galaktosidazy po genosu bakterialni kultury AKP 3
v paté hodirg po zaatku stacionarni faze z 37 °C do nizSich kultivnich
teplot. m = pavodni kultiva&ni teplota 37 °Cm = pienos do 25 °Cy = prenos
do 20 °C,m = prenos do 15 °Cs = kmenJH 642 kultivovany @i 37 °C (pro
srovnani), ktery produkujg-galaktosidazu nezavisle rdes. NejvySSi naist
aktivity byl pozorovan u f@nosu do teploty 25 °C. Hodnoty pro km&KP 3
jsou pamérem ze tti nezavislych provedeni.

Naristy aktivit po chladovém Soku byly srovnany s pa@msprovedenym v exponen-
cidlni fazi (viz kapitola 4.4.1.). Nast aktivity B-galaktosidazy po chladovém Soku, prove-
deném Bhem exponencialni faze, byl zaznamen&adech stovek MU (iblizn¢ 300 MU,
viz Graf 14). V pipact stacionarni faze byly zaznamenanyiséy aktivit oproti &zné hla-
din¢ B-galaktosidazy v hikach kultivovanych $ 37 °C o 65 MU (zmina teploty na 25 °C),
48 MU (znena teploty na 20 °C) a 26 MU (2Zma teploty na 15 °C). Ziskané udaje byly
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porovnany i s vysledky dostupnymi v literssl SCHROMMOVA 2008). Konkréthje pi
pienosu do 25 °C nést ve stacionarni fazi 7 x nizsiij prenosu do 20 °C je 6 x nizSi & p
pienosu do 15 °C je 2 x niZSi.

Po teplotnim fenosu z 37 °C do 25 °C dochazi u 8urstacionarni faze po dvou
hodinach k zastaveni ridstu aktivity p-galaktosidazy. #¢inou tohoto jevu rize byt b’
situace, kdy boky registruji dosta@¢ fluidni membranu a senzor DesK nespousti signalni
drahu vedouci ke tvoébdesaturazy, nebo situace, kdyika jiz nema dalsSi metabolickou
kapacitu pro tvorbu desaturazy. Proani této piciny byl proveden nésledujici experiment.

Kromé kmeneAKP3 (JH642 amyE::Pdes-lacZ) byly pouZity i dalSi dva bakterialni
kmeny odvozené oBacillus subtilis JH 642 — kmenyAKP4 (JH642 des::Km' amyE::Pdes-
lacZ) a AKP21 (JH642 desKR:Km amyE::Pdes-lacZ). Vy3e zmigné kmeny byly
kultivovany @i 37 °C a 5 hodin po zatku stacionarni fazergneseny do 25 °C. Aktivita
B-galaktosidazy jednotlivych kméne shrnuta v grafu (viz Graf 22).

Aktivita u kmeneAKP 3 je srovnatelna sipdchozimi pokusy. K indukdi-galaktosi-
dazy 5 hodin po z@tku stacionarni fazeipeplot 37°C a pi Soku 37 °C — 25 °C AKP 21
(nemé DesK/DesR) nedochazi. K indukcAP 4 (nema funkni gendes) dochazi jen
pii Soku 37 °C — 25 °C. Aktivit@i-galaktosidazy f pienosu 37 °C — 25 °C je srovnatelna
pro kmenAKP 3 aAKP 4.
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Graf 22 Aktivita p-galaktosidazy po grenosu bakterialni kultury AKP 3,
AKP 4 a AKP 21 z kultiva¢ni teploty 37 °C do 25 °C v paté hodi& po za&at-
ku stacionarni faze.m = kmenAKP 3 prii teplog€ 37 °C,m = kmenAKP 3
po genosu do 25 °Cm = kmenAKP 4 pii teplot 37 °C,m = kmenAKP 4
po genosu do 25 °Gm = kmenAKP 21 pri teplog 37 °C,m = kmenAKP 21
po genosu do 25 °C. Nast aktivity po genosu do 25 °C byl pozorovan
u kmeri AKP 3 aAKP 4. Zobrazena data jsoutpnérem ti nezavislych réreni.

4.5. Priatokova cytometrie

Jak jiz bylo uvedeno vySe, bakterialni kultura vacenarni fazi je tviena zivymi
buikami, mrtvymi butkami a sporami. Ani Zivé biky bakterialni kultury ve stacionarni
fazi vSak nejsou fyziologicky homogenni — neni tgasné, zda je zaznamenana aktivita
B-galaktosidazy odpadi celé kultury busk na snizenou kultivai teplotu,ci na chladovy
Sok odpovida jen uita frakce Ziva frakce buk.

K odliSeni fiznych frakci bugk, které se vyskytuji v bakterialni kuitu Bacillus
subtilis AKP 3 béhem stacionarni faze, byla pouzita metodaqgikoveé cytometrie. Pokusy
byly provadny ve dvou kultivénich teplotach (25 °C a 37 °C) a pouZity byly¢ dv
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fluorescekni sondy (GFDG a TMA-DPH) (viz kapitola 3.12.). Jelikoz je stan GFDG
Sttpena enzymenf-galaktosiddzou za vzniku fluores¢eiho produktu, byla tato sonda
pouzita k odliSeni populace biky které B-galaktosidazu syntetizuji. Sonda TMA-DPH
slouzila k ozn&eni membrany butk a umoznila utit pribliznou velikost bugk.

Teplota 37 °C slouzila jako kontrola — v této kdiini teplot bunky Bacillus subtilis
piirozere produkuji velmi malop-galaktosidazy v exponencialni fazi, na rozdil tat®-
narni faze, kdy jiz k jisté produkci doch&zi. Nepprbylo nutno o¥fit, jestli Ize sondou
C2FDG rozlisit jednotlivé frakce beh, které jsou fyziologicky odliSné. Proto byly sand
C,FDG oznaovaly buiky stacionarni a exponencialni (pokus byl provedel®7 °C).
Predpokladany vysledek je zobrazen na obrazku (vizagdk 25) — stacionarni tky
by mély vykazovat nizSi intenzitu fluorescence sondyrRG, protoze jsou menSi (viz
kapitola 2.2.1) a vzhledem k menSi velikosti memprayntetizuji mé# desaturazy oproti
buinkdm v exponencialni fazi.

pocet bunek

1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1
intenzita fluorescence CoFDG

Obrazek 25 Redpokladana zavislost o burék na intenzié fluorescence
sondy GFDG. Uvedené Skaly obou os jsou relatiwmi= stacionarni hiky,

= exponencialni hiky. Exponencialni bitky by mgly mit vySSi intenzitu
fluorescence nez lilgy stacionarni, které jsou mensi, maji tedy mee$ikost
membrany a syntetizuji mé&ulesaturazy.

Tento gedpoklad vSak nebyl potvrzen (viz Graf 23). Ukazsdo stacionarni kiky
vykazuji vySsi intenzitu fluorescenceRDG neZz exponencialni bky. Tento experiment
vypovida o rozmanitosti bgk v populaci Bhem stacionarni faze — existuje mnoho frakci
burék, které syntetizuji znd mnozstvi enzymg-galaktosidazy. To vSak ime byt
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zpisobeno tim, Ze dkteré buiky jsou WtSi a jiné menSi — maji tedyaare velikou

membranu a umné tomu fiznou syntézu desaturazy (resp. aktiviirgalaktosidazy).

Exponenciélni biky vykazuji niZsi intenzitu fluorescenceRDG u velké frakce buk,

zatimco stacionarni iy vykazuji vysSi intenzitu fluorescenceRDG u mnoha tzre

pocetnych subpopulaci buk.

10 ] 1 1 ] I ] 1 1 1 l ] ] 1 1 l ] 1 1 1 I ] ] ] 1
x10%

pocet bunek

O 1 1 1 1 I 1 1 1 1 l 1 1 1 1 l 1 1 1 1 I 1 1 1 1

4 8 12 16 20
intenzita fluorescence CoFDG x10%

o

Graf 23 Intenzita fluorescence u exponencialnich atacionarnich burgk.
Barevré jsou odliSeny jednotlivé populace kin =m = stacionarni hiky,

= exponencialni hiky, m = pozadi (kontaminace a mrtvény). Stacionarni
bunky vykazuji vySsi intenzitu fluorescence nez expmigni buiky.

Pro owieni vySe zmiéné domeinky, byl proveden pokus, kdy byla pouZita i sonda

TMA-DPH, ktera se vaze na bakterialni membranuoBykieno, Ze intenzita fluorescence

TMA-DPH je ptimo umérna SSC (bény rozptyl, anglicky ,side scatter”) a vypovida yed

o velikosti buiky (data nejsou zobrazena). Pokus s pouzitim ohmuescenich sond byl

proveden v 25 °C, jelikoZiptéto teploé dochazi k ¥tSi indukcip-galaktosidazy. Vzhledem
k dok nutné pro zngni kultury sondou DG (2 hodiny) je vyhodné pouZit itky z této
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kultivacni teploty, kdy biiky v exponencialni faze ustavaji déle (k&li delSi dok
zdvojeni), nez  pouziti burgk z kultivaéni teploty 37 °C.

ZAavislost intenzity fluorescence C2FDG na SSC jerapena na nasledujicim grafu
(viz Graf 24). Intenzita fluorescence;RDG je @Fimo unerna aktivie p-galaktosidazy.
Intenzita fluorescence TMA-DPH vypovida o velikostembrany a tim i velikosti liiy.
Zaroveh bylo zjis€no, Zec¢ast bugk stacionarni faze je mensi neziky exponencialni (coz
odpovida uddim z literatury), ale rozho@mejde o frakci vyrazhpievladajici.

20 ] 1 1 ] I ] 1 1 1 I ] ] 1 1 l ] 1 1 1 I ] ] ] 1
x10%

16

12

intenzita fluorescence CoFDG

0 1 1 I 1 I 1 1 1 1 l 1 1 1 1 l 1 1 1 1 I 1 1 1 1

5 10 15 20 25
intenzita SSC x10%

o

Graf 24 Zavislost intenzity fluorescence na SSC (ay rozptyl). Barevré
jsou odliseny jednotlivé populace l#lnm = stacionarni hiky, m = exponen-
cidlni buiky, m = prekryv burgk. Bunky stacionarni faze se Iépe #Zhaondou
C.,FDG nez biiky exponencialni a jsou rozma¥j#ti tvarem a velikosti.

V dalSim pokusu provedeném v 25 °C bylebta zjistit, jaka je aktivitg-galakto-
sidazy, pokud ji normalizujeme na povrch membr&dnptlivych bulk. Takto vzniklym
grafickym vynesenim fiZeme srovnavat intenzitu fluorescencd-BG nezavisle na veli-
kosti buiky. Vysledky jsou shrnuty v Grafu 25.
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Graf 25 Intenzita fluorescence GFDG u exponencialnich a stacionarnich
bunék korigovana dle povrchu membrany.Barevrg jsou odliSeny jednotlivé
populace bugk. m = stacionarni hiky, m = exponencialni hiky, m = pozadi
(kontaminace a mrtvé kly).

Z grafu je Zejmé, Ze ani po korekci na plochu membrany nevyjkazotenzita
fluorescence &DG ve vzorku stacionarnich biknjasny trend, ktery by umoznil &it
frakce burk, které rozdilg syntetizujip-galaktosidazu. Celk@wplati, Ze u exponencialnich
burgk je nizsi intenzita fluorescence normalizovanapoarch membrany a zaroveuzsi
distribuce vyslednych hodnot. JelikoZiliy v 25 °C hem exponencialni faze odpovidaji
vySSi indukcip-galaktosidazy, ®ly by vykazovat i vySSi intenzitu fluorescence. fejev
muze byt vys¥tlen horSi barvitelnosti bk exponenciélni fazé& unikanim sondy z hiky
do prostedi. Vysledky ziskané pomoci tpokoveé cytometrie prokazaly, Ze populace
stacionarnich butk je velmi heterogenni — coz zneniaje odliSit jednotlivé frakce buk
na zaklad jejich velikosti a jim pisluSejici syntézf-galaktosidazy.
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4.6. Méreni anizotropie fluorescence DPH

DalSi metodou pro zji&hi fluidity cytoplazmatické membrany je¢heni anizotropie.
Fyzikalni stav bakterialni membranyBacillus subtilis AKP 3 byl sledovan pomoci &eni
anizotropie fluorescence sondy DPH (viz kapitold332.). Byla zmifena anizotropie
vzorki bakterialnich membran odebranyathém pété hodiny po Zatku stacionérni faze.
Kultivace Bacillus subtilis AKP 3 probihala i 37 °C. Vzorek izolovanych membran (viz
kapitola 3.13.2) v pufru byl vytemperovan na 40&@omalu ochlazovan na 10 °Git@m
byla megfena anizotropie. Vysledky byly porovnany s anizpiironaneienou u vzork
z exponencialni faze, kde byly vzorky az niétgmnost glukdzy v kultivénim mediu
piipravovany analogicky (BERANOVAet al. 2010). Ritomnost glukézy v kultivénim
mediu by v pipac kultivace bugk stacionarni faze netla mit zdsadni vliv — odliSnost
obou experimerit byla proto zanedbana. Vysledky teplotni zavislastizotropie
fluorescence DPH jsou shrnuty v grafu (viz Graf.26)

Z grafu vyplyva, Ze se anizotropie obou zkoumanyglit membran se liSi —ptep-
lot¢ 40 °C dosahuje anizotropie fluorescence DPH ho@ri@83 pro membrany exponen-
cialnich bugk a 0,2016 pro membrany biknstacionarnich. Z toho Ize usuzovat na ztratu
fluidity membrany po nastupu do stacionérni faze.t&plot meéieni zhruba pod 18 °C
dosahuji oba typy membran té&hstejné anizotropie.

100



Vysledky

0,3500 L] 1 ] ] I ] 1 1 1 l 1 1 1 1 l 1 1 1 1 I 1 1 1 1
I | ]
I L ]
0,3100 | " _
I ! ]
=T " :
3 - 1 .
£ 10,2700 |- L- .
2L k" -
£ i " ]
= i - i
o)
2 02300 '-._. :
S [ nl ]
§ = H.. -
0,1900 |- -
i 1 1 1 1 I 1 1 1 1 l 1 1 1 1 l 1 1 1 1 I 1 1 1 1 ]
0.1500 10 20 30 40 50
teplota, °C

Graf 26 Anizotropie fluorescence DPH pro membrany bnék kmene AKP 3
izolované za stalé kultivéni teploty 37 °C.Vzorky membran byly pomalu
ochlazovany ze 40 °C na 10 °C a par&lediimto ochlazovanim byla gfena
anizotropiem = exponencialni hiky, data pevzata z literatury (BERANOVA
et al. 2010),m = stacionarni hitky.

4.7. Analyza mastnych kyselin

Vysledky anizotropie ukazaly, Ze jsou fyzikalni stleosti membran exponenciélnich
a stacionarnich bék podobné. Konkrétni informaci o slozeni membraogkytuje analyza
mastnych kyselin — cilem analyzy bylo zjistit sloZenembranovych lipiél stacionarni faze
u kmeneAKP 3.

Izolované membranové lipidy byly analyzovany podieotokolu Identification
Bacteria Gas Liquid Chromatography (viz kapitold431.). SloZeni mastnych kyselin bylo
zjistovano u vzork kmeneAKP 3 kultivovanych gi 37 °C, 5 hodin po zatku stacionarni
faze. Procentualni zastoupeni konkrétnich masthkyskelin (viz Graf 27) a procentudlni
zastoupenitiznych tym mastnych kyselin (viz Graf 28) je zobrazeno nize.
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Graf 27 Srovnani procentuélniho zastoupeni jednotlych mastnych kyselin
v membrané Bacillus subtilis AKP 3 kultivovaného pfi teploté 37 °C.
m = vzorky z paté hodiny od patku stacionarni fazes = vzorky z exponen-
cidlni faze, data ievzata z literatury (BERANOVAet al. 2010). Symboly
ozn&uji typ mastné kyseliny (I= iso- éwena, A = anteiso- d&vena
a N = ne¥tvend). Indexy pak ozigji délku hlavniho uhlikatéhiettzce hydro-
fobni ¢asti mastné kyseliny. Z analyzy vyplyva, Ze nej\jgm zastoupeny iso-
a anteiso- tvené mastné kyseliny s 15 atomy uhliku.

Z analyzy mastnych kyselin vyplyva, Ze zastoupamasycenych mastnych kyselin

ve vzorku je nizSi nez jsmeekavali. Ri porovnani sloZzeni membran stacionarnichékun
s buikami exponencialnimi (BERANOVAet al. 2010) bylo zji&no, Ze mastné kyseliny

ve fosfolipidech stacionarnich btkhjsou még rozmanité nez mastné kyseliny ve fosfo-

lipidech burtk exponencialnich. Podil nenasycenych mastnychlikyjgeu membran stacio-

narnich busk nizsi nez u membran b&k exponencialnich. Na slozeni fosfolipianaji

majoritni podil mastné kyseliny iso- a anteiso-ampcti atomy uhliku. Ve slozeni

fosfolipida exponencialnich bwk mirn¢ prevladad podil anteiso- éwenych mastnych
kyselin nad iso- &venymi (BERANOVA et al. 2010). Oproti tomu ve fosfolipidech
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izolovanych ze stacionarni faze vyraézpievliddd zastoupeni iso-¢tvenych mastnych
kyselin (viz Graf 27). SloZeni mastnych kyselin gmbranach tedy dob koreluje
s vysledky anizotropie — membrana stacionarnickelokmltivovanych pi 37 °C je ffiro-

zere mere fluidni nez membrana exponencialnich &un

60

48
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Graf 28 Srovnani procentudlniho zastoupeni jednotlivych tyfi mastnych
kyselin v membrarg Bacillus subtilis AKP 3 v paté hodiré po zatatku stacio-
narni faze a hem exponencialni faze f kultiva ¢ni teploté 37 °C. m = vzor-
Ky z paté hodiny od patku stacionarni fazes = vzorky z exponencialni faze,
data gevzata z literatury (BERANOVAet al. 2010). Symboly ozraji typ
mastné kyseliny (U = nenasycena, | = is@&tvena, A = anteiso- &vena
a N = ne¥tvend). Z analyzy vyplyva, Ze v membééstacionarnich butk jsou
nejvice zastoupeny isoétvené mastné kyseliny.
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5. Diskuze

Tato prace se zabyvala chladovym stresem ve statibfazi a odpoddi na R
u bakteridlni biikky Bacillus subtilis. Byl sledovan fyzikalni stav cytoplazmatickeé
membrany a jeji chladové adaptace pomaznych biochemickych a biofyzikalnich metod.
Nejprve bylo nutno zjistit zavislost podilu spomatvych burtk na kultiva&nim dok& béhem
stacionarni faze — informace o poditghto burtk je nezbytna pro podrobsi zkoumani
chladového Soku v populaci stacionarnichdun
bunky. SniZeni teploty ovlituje fadu metabolickych procgésivnitt buiky i procesy vazané
na membranu. Vlivem nizké teploty dochazi k snizleidity membrany. Bakterialni biky
jsou schopny se stouto Znou vyrovnat diky adaptaim mechanisiim, které jim
umoziuji regulovat fluiditu membran. Vifpadt sniZzeni teploty dochazi ke zvySovani obsa-
hu €ch typl mastnych kyselin, které navraci memlirgotrebnou fluiditu.

V této praci byly bakteriBacillus subtilis kultivovany na komplexnim medidipstalé
teplog (37 °C, 30 °C, 25 °C, 20 °C a 15°C) a také mpahlé zmné teploty Ehem
stacionarni faze (z 37 °C na 25°C, 20 °C a 15 B@la zji‘ovana aktivita promotoru genu
des (jehoz transkripci vznikd enzym desaturaza mastrkyselin) ve stacionarni faziip
pusobeni nizkych teplot. Tato aktivita ukazuje, jakede bakterie registruje 2mu fluidity
membrany, a jak na ni reaguje tvorbou nenasycemyastnych kyselin desaturaci nasy-
cenych.

JelikoZ jsou bakterie rodBacillus schopny tvét endospory, bylo nutné zjistit, podil
endospor Ehem stacionarni faze. To bylo zjgano uéenim podilu spor v dané populaci.
Pomoci komemi soupravy Live/Dead Kit bylo dale zjigvano, jaké procento beik
kultury je Zivé (metabolicky aktivni).

Zarover byl bran v avahu fakt, Ze vegetativnitliy ve stacionarni fazi nejsou
z metabolického hlediska homogenniésimburék. Pomoci metody [itokové cytometrie
bylo zkouméno, zda se bakteridlni kultura ve stawini fazi rozdluje na frakce bukk,

a jak jsou tyto frakce z hlediska tvorby enzymuadlesizy odlisnée.

Byla provedena gfeni anizotropie cytoplazmatické membrariy kultivaci stacio-
narnich busk pii 37 °C a bylo zji&no slozeni mastnych kyselin v memhbfdnnky takeé
pii kultivaci stacionarnich buk pii 37 °C.
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Podil spor bkéhem stacionarni faze

Jednim z priméarnich il této prace bylo «it podil spor v bakterialni kulte
ve stacionarni faziip kultivacni teplot 37 °C. Za timto €elem byly pouzity ii razné
metody — vysev na pevnou agarovou plotnu, metodieZeaa na r&eni fosforescence
komplexu TbDPA a od#gtani podilu spor na barveném fixovaném preparatu.

Prvni zmigna metoda (vysev bgk na agarovou plotnu)iedpoklada, Zegsobenim
teploty 80 °C na s#s vegetativnich butk a spor dojde k usmrceni vSech vegetativnich
burek (pieziji jen spory). Pokus byl provedegkolikrat — prvni provedeni ukazalo, Ze podil
spor je relativa nizky (@iblizn¢ 10 %) do desaté hodiny od d@dku stacionarni faze (viz
Graf 4). DalSi provedeni pokusu vSak tento prvatéier nepotvrdila (viz Graf 5).
Nekonzistentni vysledky jsou praymbdobré disledkem mnohonasobného michati p
redni vzorki (stejny efekt pozorovala i G. Seydlov4, osobrilesd). Vegetativni biiky
pravéEpodobr nesnesou opakované michani a umiéajiz se snizuje gt kolonii, které
vyrostou z vegetativnich bk na kontrolni plotd. Nasled# vypccitany podil spor je tedy
kvili tomuto efektu navySen. Vzhledem k nepdcivym zawram z této metody, byla pro
zjisténi podilu spor navrzena dalSi metoda.

lonty Tb** maji schopnost tuit komplex s DPA, které je hajnzastoupena v bakte-
ridlnich endosporach. Fosforescence takto vznikkéamplexu je mifitelna na fluorometru.
Pokud zkoumame sfanou kulturu (obsahujici vegetativninby i bakteridlni endospory),
miZeme po uvoléni DPA ze spor a jejim nasledném navazani n¥ Zjistit zastoupeni
DPA ve sndsi (atedy podil spor, ktery % obsahovala). iedpoklad, Ze intenzita
fosforescence bude vysSi u vzinrkteré obsahujifievazrie spory, se v nami provedenych
experimentech nepotvrdil. Fosforescence vzorku tatigaich bugk (viz Graf 6) vyrazs
pievySovala signal ostatnich vzérklonty TB* se mohou vazat i do jinych struktur
(zejména protei) a fosforescence takto vzniklych kompiepe zZejm¢ vyrazré vysSsi nez
fosforescence komplexu ThDPA. Zjig rozdil I1ze nejpravtbodobrji vysvétlit i nedosta-
tecnym uvolréenim DPA ze spor. Rbézné métena OD (po indukci kéeni spomL-a-alani-
nem) neklesala, jakkoli je tento postugien v literatiie (PELLEGRINOet al. 1998). Pou-
Ziti této metody za zvolenych podminek tedy nelmitadnuto a nevedlo k &eni podilu
spor khem stacionarni faze.

Treti a nejjednodussi metodou pouzitou préeaf podilu spor bylo barveni fixnich
preparéi. Bylo pouzito barveni dle GramaifipouZiti tohoto typu barveni jsou v kuiteu
Bacillus subtilis obarveny vegetativni lilly a predspory, nikoli spory samotné, které jsou
vaci barvivu inertni. Sledovanim prepatdéhem stacionarni faze bylo zgso, Zze podil
spor v kultite se pohybuje kolem 10 — 15 % do desaté hodinwkok (viz Graf 7). Tento
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vysledek je vySSi, nez udaje ziskané z literatlkge za srovnatelnych kultigaich
podminek (medium, teplota kultivace) byl pozorowéalil spor ve stacionarni fazi nizsi nez
1 % (AGUILAR et al. 1998).

Vzhledem k ziskanym zéxim byly dalSi pokusy situovany déasového intervalu
mezi pa&atkem stacionérni faze a desatou hodinu staciofézai

Podil Zivych a mrtvych burék béhem stacionarni faze

Bakterialni kultura ve stacionarni f4zi obsahujenkt spor i mrtvé biiky, jejichz
kvantifikace je také nezbyin nutnd pro podrolisi zkoumani fyziologie buik
ve stacionarni fazi. Podil zZivych bilnbéhem stacionarni faze bylden pomoci komeni
soupravy Live/Dead Kit. Bylo zji8ho, Ze tento podil dnem prvnich deseti hodin
stacionarni faze jetiplizné 55 %. Jeitba brat v Gvahu, Ze pomoci soupravy Live/Dead Kit
lze rozeznat pouze Zivé a mrtvénky, nikoli vSak endospory, které kultur&hem sta-
cionarni faze také obsahuje. Ze &div z predchozich pokus vyplyva, Ze podil spor
v kulture stacionarni faze do desaté hodiny od jejihtata cini priblizné 10 %. Z kom-
binace vySe uvedenych vyslédkziskanych z metod barveni fixnich preparatu dian@a
a z pouziti soupravy Live/Dead Kit) vyplyva, Ze admtlicky aktivni je v pkbéhu prvnich
deseti hodin stacionarni faze jefibtizné 45 % biomasy fitomné v bakterialni kulte.
Veskeré ziskané Udaje o metabolismu v dalSich ewmpatech jsou tedy projevem frakce
burgk, kterd neni ve stacionarni kukumajoritni.

Aktivita promotoru genu des pii stalé kultivaéni teploté

Senzor membranové fluidity DesK vnima & fluidity membrany — snizeni mem-
branoveé fluidity v biice indukuje syntézu desaturazy mastnych kyselidqkanou genem
des). Aktivitu Pdes Ize u kmeneAKP 3 sledovat pomoci reportérového gdianZ, jehoz
piepisem vznika enzyrfi-galaktosidaza — naftena aktivitaB-galaktosidazy pak vypovida
o tom, jakou fluiditu vnima senzor v memhbtarDeskK. Mér fluidni membrana
ma za nésledek aktivaci signalni drahy vedouci edkDa disledkem je zvySeni aktivity
Pdes. Aktivita B-galaktosidazy $ kultivaci ve stalé teplaét predstavuje aktivitu nezavislou
na chladovém Soku. Znalost hodnoty této aktivity ugteina pro dalSi experimenty,
ve kterych je kultura stacionarni faze vystavenladibvému Soku — umaagje kvalitativre
zhodnotit gisobeni chladového Soku; zda po chladovém Soku hédodk vyrovnani
aktivity p-galaktosiddzy na uarovie typickou pro stélou kultiveni teplotu. Vysledky
dokladaji (viz Graf 19), Ze nejnizSi aktivifugalaktosidazy ze zkoumanych vzonkykazuji
bunky péstované fi 37 °C. Nejvyssi aktivity dosahuji vzorky hiknkultivovanych i 25 °C
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(narast hodnoty aktivity oproti 37C je 140 MU). Tato kultivéni teplota je pravgpodobré
dostatén¢ nizka na to, aby dochazelo k vyrazné aktivaci &igndrahy vedouci od DesK,
a zarové neni nizka natolik, aby vyrazromezovala metabolické pochody v bakterialni
buince. Je&t nizsi aktivitu B-galaktosidazy vykazuji vzorky kultivovanéi R0 °C (nafst
hodnot aktivity oproti 37C je 120 MU) a @ 15 °C (nafist hodnot aktivity oproti 37C

je 100 MU). RestoZe jsou tyto teploty nizSi (aitky by tedy nély vice indukovat signalni
drahu vedouci k syntéze desaturazy), p¢pedobr jsou nizké natolik, Ze omezuiji fyziolo-
gickou kapacitu bu¥k a k indukcip-galaktosidazy dochéazi jen v maléreniHladinu tohoto
enzymu Vv biice i teplo 30 °C (nafst hodnot aktivity oproti 37C je 80 MU) Ize vys#t-

lit dostaténou adaptaci fluidity membrany (ve srovnani s tigpio 25 °C, 20 °C a 15 °C).

Byl zjistovan podil Zivych bugk v populaci stacionarni faze. Vysledky ukazaly,
Ze jen piblizné 45 % burk v této fazi je zivych a tim i metabolicky aktiehi Ziskané
hodnoty aktivityp-galaktosidazy jsou tedy vyssi, pokud ji vztahngemena metabolizujici
frakci burek. Presto po vSech provedenych korekcich dojdeme &mavze aktivita
B-galaktosidazy ghem stacionarni faze je nizsi neghém exponencialni (s vyjimkou kulti-
vace fii 30 °C).

Pfi vS8ech zkoumanych kulti¢aich teplotdch dochazi k poklesu aktiviygalakto-
sidazy vcase. Tento pokles m&iplizné stejnou srarnici u vSech teplot (krothkultivace
pii 15 °C). Jin& srrnice u poklesu aktivityip 15 °C nebyla spolehli&vyswtlena. Jednim
z efekfi, které mohou hrat roli je dlouh&a doba zdvojenitbaéini populace ip této teplo¢
— pii prodlouzeni experimentu by mozna doslo ketedrejSimu poklesu aktivity.

Zarover byla zjiS€na hladina vnini p-galaktosidazy, nezavisla na inzeilcacZ
za promotordes (viz kapitola 3.1.). Hladina tohoto enzymu wioe stoupa s postupujici
stacionarni fazi (viz Graf 20) az na hodnotiblZné 18 MU v desaté hodénpo za&atku
stacionarni faze. Ve srovnani s kultivacii pstalé teplat v exponencialni fazi
(SCHROMMOVA 2008) je aktivitap-galaktosidazy u buik ve stacionarni fazi nizsi
(s vyjimkou aktivity i 30 °C, ktera je fekvapiw vy3Si). Pokles aktivity Ze byt
uspokojiv vyswtlen tim, Ze @ nizSich teplotach je metabolismus Blrstacionarni faze
omezen natolik, Ze kvySSi syntéze enzymu desaturéeochézi. DalSim moznym
vyswtlenim naistu aktivity v 30 °C ve stacionarni fazi oproti exgencialni nize byt efekt
dlouhodobé adaptace, kdy se v&imé membrat zvySuje podil anteiso- ¢wenych
mastnych kyselin, které také fluidizuji membranypr@i tomu naiist aktivity enzymu p
30 °C oproti kultivaci Bhem exponenciélni faze Ize vyt obtizré — je vSak mozné,
Ze hem kultivace ve stacionarni fazii géto teplot je jiz fluidita membrany vnimana
buikou jako nedostat@é a dochazi k transkripciPdes.
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Aktivita promotoru genu des po nahlém snizeni kultiv&ni teploty

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit aktivitedes po teplotnim Soku provedeném
5hodin po z&tku stacionarni faze a srovnat tyto vysledky dedlsy ziskanymi
z exponencialni faze. Za timt@alem byly kulturyAKP 3 péstované fi 37 °C geneseny
do nizSich kultivanich teplot (25 °C, 20 °C a 15 °C). Vysledky jsduraty v Grafu 20.
Bylo zjiStno, Ze penos bakterialni kultury z kulti¢ai teploty 37 °C do niZSich teplot vede,
v zavislosti na velikosti teplotni zmy, ke zvySeni aktivity3-galaktosidazy, coz je v sou-
ladu s dive publikovanymi daty (CYBULSKEt al. 2002). Nejvyrazsi nafist aktivity byl
pozorovan po fenosu kultury do 25 °C (n#st oproti aktivit pri 37 °C odpovida 65 MU).
Pri vétSim teplotnim skoku dochazi k mensi aktiviades, jelikoz buika neméa dostataou
metabolickou kapacitu pro vyragai transkripci Z2°des.

Nanist B-galaktosidazy aktivit byl nejprve porovnan s aittv bshem kultivace
ve stalé teplat (teplot, do které byla kulturaipnesena z 37 °C). Bylo &eno, Ze nedo-
chazi k ,dorovnani hladin“ aktivitg-galaktosidazy na hodnotu, ktera je typicka proodan
kultivacni teplotu. Aktivita po Soku je navidiplizn¢ o polovinu nizsi, nezdmem kultivace
Vv nenenneé teplat.

Narnisty aktivit po chladovém Soku byly srovnany s patmsprovedenym v exponen-
cidlni fazi, kde byl zaznamenan fsr viadech stovek MU (iblizn¢ 300 MU, viz
Graf 14). V gipact stacionarni faze byly zaznamenanyiséy aktivit oproti &zné hladig
B-galaktosidazy v hik&ch kultivovanych p 37 °C o 65 MU (zmina teploty na 25 °C),
48 MU (znena teploty na 20 °C) a 26 MU (2Zma teploty na 15 °C). Porovnanim ziskanych
Gdaji s vysledky dostupnymi v literate (SCHROMMOVA 2008) bylo zjigho, Ze néist
ve stacionarni faziip prenosu do 25 °C je 7 x niZSifipienosu do 20 °C je 6 x nizsi
a @i prenosu do 15 °C je 2 x nizSi nez u &krexponencialni faze. Bakterialni iy
ve stacionarni fazi jsou tedy od knexponencialnich vyraznmetabolicky odliSné.
V Uvahu ot prichazi zjiséni, Zze jen 45 % biomasy jsou metabolicky aktivniiky
Ziskané udaje o aktiwtp-galaktosidazy mohou byt tedy podhodnocené a aktprepa-
tena na aktivni biomasu by byla vyssfesto po vSech provedenych korekcich je aktivita
B-galaktosidazy po chladovém Sokahbm stacionarni faze obeécnizSi nez fi srovna-
telném pokusu s likami exponencialni faze.

Narnist aktivity B-galaktosidazy poienosu kultury z 37 °C do 25 °C ustava po dvou
hodinach od provedeni chladového Soku. Je tsapeno tim, Ze bakterialni ky nejsou
schopny vysSi transkripcePrles kvali naruseni fyziologie chladovym Sokem, coz byl@-ov
feno dalSim pokusem. KrankmeneAKP3 (JH642 amyE::Pdes-lacZ) byly pouzity i dalsi
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dva bakterialni kmeny odvozené dcillus subtilis JH 642 — kmeny AKP4 (JH642
des::Km' amyE::Pdes-lacZ) a AKP21 (JH642 desKR::Km' amyE::Pdes-lacZ).

K indukci p-galaktosiddzy 5 hodin po &tku stacionarni fazeftipteplog 37 °C
a i Soku z 37 °C do 25 °CAKP 21 (nem& DesK/DesR) nedochézi (viz Graf 21). Zazna-
menana indukce odpovida prapddobr vnitini B-galaktosidaze, nezavislé na DesK/DesR.
Nizka aktivita enzymu u kmen&KP 21 po pgenosu do nizsi kultivai teploty nebyla
spolehliv vyswtlena. K indukci uAKP 4 (neméa funkni gendes) dochazi jen { Soku
z 37 °C do 25 °C. Aktivit-galaktosidazy f pirenosu z 37 °C do 25 °C je srovnatelna pro
kmenyAKP 3 a AKP 4. Protoze kme®KP 4 nema funkni desaturazu, nedochazi k fluidi-
zaci membréany a senzor DeskK stéle registruje rigm@mbranu. Aktivitg3-galaktosidazy
u kmeneAKP 3 tedy ustava iiblizné po 3 hodinach od provedeni chladového Sokili kv
omezenym metabolickym schopnostemilpua nikoli kuili dostat€éné fluidizaci mem-
brany.

Rozdilnost populaci burék v kultu ¥e stacionarni faze

Bakterialni kultura ve stacionarni fazi obsahijdrakce buk — vegetativni biky,
mrtvé buky a endospory. VeSkera nérana aktivita$-galaktosidazy, ktera byla n&hena
v pokusech provedenychketiiem stacionarni faze, byla tedy syntetizovana frakgetativ-
nich burk. Nantiena aktivita je relativh nizka, coz mize byt zfisobeno bdto nizkou
aktivitou Pdes u vSech bugk béhem stacionarni faze, nebo vysokou aktivitou ugefilakce
burgk (ktera odpovida na chladovy stres stejako buiky exponencialni) a nizkou
aktivitou u druhé frakce (ktera neodpovida na obNgdstres naiiklad z divodu velkého
poSkozeni nizkou teplotou). K rozliSenictito moznych populaci btk byla pouzita
metoda pitokové cytometrie. Cilem bylotetelre odliSit jednotlivé frakce dle produkce
B-galaktosidazy.

Pokusy byly provaghy s kmenemBacillus subtilis AKP 3 ve dvou kultivénich
teplotach (25 °C a 37 °C) a pouzity byly fluoreseérsondy GFDG a TMA-DPH. Sonda
C.,FDG je Stpena enzymenfi-galaktosidazou za vzniku fluores¢aiho produktu, umoz-
nuje tedy odliSeni populace hiky které syntetizuji-galaktosidazu. Sonda TMA-DPH
slouzila k ozn&ni membrany butk a umoznila utit priblizZnou velikost bugk.

Oproti aiekdvani bylo zjigno, Ze stacionarni kly vykazuji vySSi intenzitu
fluorescence nez exponencialninky. Zarover experiment potvrdil rozmanitost bk
béhem stacionarni faze — existuje mnoho frakcickukteré jsou rozdilné velikosti a které
syntetizuji izna mnozstvi enzymprgalaktosidazy. Pouzgst buk je nepochyb& mensi
nez butky exponencialni, &které buiky jsou WtSi a maji tedy &Si povrch membrany
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a unerné tomu \&tSi syntézu desaturazy (resp. aktivugalaktosidazy). Biky exponen-
cialni faze jsou obtizfi znatitelné sondou &DG nez biky stacionarni. Byl proveden
pokus, ktery odhalil fi¢inu tohoto jevu — v fipact burek stacionarni faze unika vyznamna
¢ast fluorescetni sondy do media (data nejsou zobrazena).

DalSim pokusem provedenym v 25 °C bylo 2jist jakd je aktivita enzymu
B-galaktosidazy fepaitena na jednotku plochy bakterialni membrany. Byisténo, Ze ani
po korekci na plochu membrany nevykazuje intenfit@rescence &DG ve vzorku
stacionarnich butk jasny trend, ktery by umoznil rozliSit frakce kun které rozdilg
syntetizujip-galaktosidazu. Nebyly nalezeny optimalni podmiekperimentu, p kterych
by bylo mozno etelrt odliSit frakce butk dle hladiny syntetizovan@-galaktosidazy.
Vysledky ziskané pomoci {tiokové cytometrie tedy prokazaly, Ze populace etawinich
burgk je natolik heterogenni, Ze znemaje kvantifikaci poznatk.

Fyzikalni stav cytoplazmatické membrany a sloZeni astnych kyselin v jejich
fosfolipidech

Fyzikalni stav bakterialni membranyBacillus subtilis AKP 3 byl sledovan pomoci
meéieni anizotropie fluorescence sondy DPH. Byl&iana anizotropie vzotkbakterialnich
membran z buftné kultury gstované fi 37 °C odebranychédhem paté hodiny po Zatku
stacionarni faze. Vysledky byly porovnany s aniapiir nangéenou u vzorik z exponen-
cialni faze (BERANOVAet al. 2010). Anizotropie obou zkoumanych vzérkembran jsou
mirn¢ odlisné (viz Graf 26). #teplot 40 °C dosahuje anizotropie fluorescence DRiem
nych vzorki pro membrany exponencialnich klrhodnoty 0,1883 a pro membrany Bkin
stacionarnich hodnoty 0,2016. VySSi hodnota aropodr vypovida o nizsi fluidit mem-
brany. Ze ziskanych Udajze usuzovat na ztratu fluidity membrany s nastugéacionarni
faze.

Vysledky anizotropie ukézaly podobnost fyzikalniglastnosti membran exponen-
cialnich a stacionarnich b&ln Konkrétni informaci o slozeni membrany poskytealyza
mastnych kyselin. SloZeni mastnych kyselin byl&ayano u vzork kmeneAKP 3 kulti-
vovanych pi 37 °C, @t hodin po zaatku stacionarni faze.

Z analyzy vyplyva, Zze v membrérstacionarnich buk jsou gt hodin po zaatku
stacionarni faze nejvice zastoupeny isétvené mastné kyseliny.fiPporovnani slozeni
membran stacionarnich btkns buikami exponencialnimi (BERANOVAt al. 2010) bylo
zjisténo, Ze podil nenasycenych mastnych kyselin je u lon@mstacionarnich bgk nizsi
nez u membran bk exponencialnich (viz Graf 27). Na sloZeni fogiwli maji majoritni
podil mastné kyseliny iso- a anteiso- s patnaotingtuhliku. Podil nenasycenych mastnych
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kyselin je u membran stacionarnich Bkimizsi nez u membran b&k exponencialnich.
Nenasycené mastné kyseliny vznikaji v membranrek vyhradré aerobni desaturaci, pro
jejich tvorbu musi mit bakterialni bka nuté funkéni elektrontransportnirettzec
(DENICH et al. 2003). S postupujici stacionarni fazi se vSakugmizlostupnost kysliku
a nezanedbatelna frakce Bknpreziva v témdf anaerobnich podminkach — tytonky
nejsou schopny twi nenasycené mastné kyseliny. Ve slozeni fostligixponencialnich
burek mirr¢ previada podil anteiso-éwenych mastnych kyselin nad isoétwenymi
(BERANOVA et al. 2010). Oproti tomu ve fosfolipidech izolovanych stacionarni faze
vyrazre prevlada zastoupeni isoétvenych mastnych kyselin (viz Graf 27).

Slozeni mastnych kyselin v membranach tedyedoreluje s vysledky anizotropie —
membrana stacionarnich kknkultivovanych pi 37 °C je mén fluidni nez membréana
exponencialnich busk.
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6. Souhrn

U bakterieBacillus subtilis byla sledovana chladova adapta¢hdm stacionarni faze.
Byla zji%ovana heterogenita bék ve stacionarni fazi — byly zjidvany podily
vegetativnim bugk, mrtvych bugk a spor na celkové koncentraci biomasyiziymi
biofyzikalnimi a biochemickymi metodami byla zjg&/ana aktivita promotoru gendes,
jehoz transkripci vznika enzym desaturaza mastikysblin. Tato aktivita odrazi schopnost
buiky registrovat fluiditu membrany senzorem DesKrkije v membra& umisgn.

Podil raznych typi bunék béhem stacionarni faze
Bakterialni kultura ve stacionarni faziigultivaci v 37 °C) obsahujéitfrakce burk
— vegetativni biky, mrtvé buiky a endospory. &xem prvnich deseti hodin stacionarni faze
je podil vegetativnich bk priblizn¢ 45 % procent, podil mrtvych bék také giblizné
45 % a podil sporifblizne 10 %.

Aktivita promotoru genu des pii stalé kultivaéni teploté
Ve stalé kultivéni teplot ve stacionarni fazi byla zji&ta aktivitaPdes. Nejvyraz-
n¢jSi aktivita u burk Bacillus subtilis byla pozorovanaip25 °C, nejnizsi i 37 °C. Oproti

bunkam stacionarnim byla zaznamenana aktivita 839 °C.

Aktivita promotoru genu des po nahlém sniZeni kultivé&ni teploty

Po nahlém snizeni teploty byla zaznamenana aktdes. NejvyrazijSi nafdst byl
zaznamenanipteplotnim genosu z 37 °C do 25 °C. P@th hodinach odipnosu do nizsi
teploty ustava nést aktivity Pdes, jelikoz buika nema dalSi metabolickou kapacitu k vysSi
transkripci enzymu desaturazy.

Rozmanitost burgk v kultu e stacionarni faze

Vysledky ziskané pomoci fiiokové cytometrie prokazaly, Ze populace stacidicérn
burgk je natolik heterogenni, Ze znemoje kvantifikaci ziskanych poznaika odliSeni
frakce burk dle syntéz\B-galaktosidazy.
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Fyzikalni stav cytoplazmatické membrany a sloZeni astnych kyselin v jejich
fosfolipidech

Membrana stacionarnich btknkultivovanych @i 37 °C je méa fluidni nez mem-
brana exponencialnich béka Ve fosfolipidech izolovanych ze stacionarni fazgazre
pievlada zastoupeni iso<€tvenych mastnych kyselin, oproti ftkém exponencialni faze,
kde grevladaji anteiso-d&vené mastné kyseliny.
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