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Abstrakt

Na nasi planeté jsou rozsahlé oblasti, kde priimérna teplota nepiesahuje 5 °C. Na mnoha
mistech teplota Casto klesa pod bod mrazu. Ne kazdy organismus je schopen zit v téchto
podminkach. Schopnost ptezit v chladnych oblastech a uspéSné obydlet zdanlivé neptiznivé
prostiedi vyzaduje urcité evolucni prizpiisobeni. Adaptace na chladné prostiedi se vyvinula
nezavisle u rtiznych fylogenetickych skupin. Organismy se v prostfedi nizkych teplot musi
komplexné ptizplisobit, aby mohly tyto habitaty trvale obydlet.

Protoze rozbor chladové adaptace u vSech organisml je velmi rozsidhlé téma, je ma
bakalarska prace zGzena na mikroorganismy. V ramci této skupiny se daji nalézt urcité
principy, které se opakuji i u nepiibuznych taxonli. Obecné mechanismy zahrnuji zmény
sloZzeni membran, posun teplotniho optima enzym, tvorbu latek, které zabranuji negativnimu
vlivu nizkych teplot nebo tvorbu klidovych stadii.

Tato bakalarska prace shrnuje mechanismy chladové adaptace, které se vyvinuly
u mikroorganismi v nutnosti trvale nebo pfechodné piezit v prostiedi nizkych teplot, a také

naznacuje potencial jejich biotechnologického vyuziti.

klicova slova: psychrofilni, psychrotolerantni, chladova adaptace, enzymy,

odpovéd’ na chladovy Sok, nenasycené mastné kyseliny, trvald stadia



Abstract

On our planet there are vast areas, where the average temperature does not exceed 5 °C.
They are also many places, where the temperature often drops below zero. Not every living
organism is able to live in these conditions. The ability to survive in cold region and
successfully colonize, such presumably adverse environment requires particular evolutionary
adaptation. Adaptation to cold environments has evolved independently in different
phylogenetic groups. In low temperature environments, organisms had to adapt in a complex
way to be able to permanently inhabit these habitats.

Since the analysis of cold adaptation in all organisms is a very complex topic, this thesis is
focused on microorganisms. Within this group, it is possible to find certain principles, which
are repeated also in unrelated taxa. The general mechanisms include changes in membrane
composition, shifts of enzyme temperature optima, production of compounds that prevent the
negative effects of low temperature or the formation of resting stages.

This thesis summarizes the mechanisms of cold adaptation which have evolved
in microorganisms as response to a long-term or temporary survival at low temperatures.

Their potential biotechnological applications are also mentioned.

keywords: psychrophilic, psychrotolerant, cold adaptation, enzymes, cold-shock response,

unsaturated fatty acids, resting stages
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1. Uvod

Jako extremofilové jsou oznacovany takové organismy, které prospivaji v prostredi, které
je zhlediska chemicko-fyzikalnich podminek povazovdno za nepfiznivé pro zivot. Diky
vyzkumu, ktery je v soucasnosti této problematice vénovan jsou objevovany stale dalsi
extremofilni organismy na stanovistich, kterd pokladdme za nehostinnd, pfili§ tvrda
a nevhodna pro zivot (Gerday & Glandsdorft, 2007). Extremofilové prospivaji v nizkych nebo
vysokych teplotach, krajnich hodnotach pH, vysoké salinité, suchu, vysokém tlaku a dalSich
extrémnich podminkach (Seckbach, 2000). Do prostfedi obyvanych extremofily tak patii
naptiklad sladkovodni alkalické horké prameny, anaerobni geotermdalni bahna a pudy,
uhli¢itanové prameny, kyselé a alkalické pidy nebo voda ve velmi slanych jezerech
(Kristjansson, 1995). Jednou z vyznamnych skupin extremofild jsou psychrofilové
a psychrotrofové, organismy, které¢ jsou schopny piezit v extrémné nizkych teplotach.

Je mnoho mist a oblasti na na$i planeté, kde prevladaji nizké teploty. Teplota témér tii
¢tvrtin zemského povrchu nepfesahuje 5 °C. To jsou velmi chladna prostiedi, kterd vyzaduji
od organismi adaptivni ptizptisobeni. U vétSiny ocednskych vod (az 90 %) se teplota
pohybuje v rozpéti 2,5 — 5 °C. Polarni oblasti zahrnuji Antarktidu a ¢asti Severni Ameriky,
Evropy i Asie tak az, zaujimaji az 20 % pevniny (Gerday & Glandsdorff). Mimo to se sem
fadi 1 regiony s vysokou nadmotskou vyskou, kterd také snizuje primérnou teplotu. Naptiklad
pohoii jako Alpy, Himalaje, Andy a dalsi, zaujimaji nezanedbatelné velké uzemi(Gerday
& Glandsdorff, 2007). Tyto habitaty se vyznacuji naptiklad trvalym sné¢hem, zamrzlou ptdou,
ledovci nebo horskymi jezery. Neméli bychom opomenout také vesteré podzemni ptirodni
prostory jako jsou jeskyné, pukliny, vyduté a podzemni vody (Schulze & Makuch, 2005).

Vsude tam, kde se zivé organismy musi vypotadat s nepiiznivymi nizkymi teplotami casto
blizkymi nule, se musi patfi¢né ptizplisobit, aby mohly takovéto prostiedi obydlet.

Tato prace se zabyva adaptaénimi mechanismy, které umoziiuji preziti v chladu. U¢innou
adaptaci na chlad vykazuji jak mikroorganismy (Prokaryota i Eukaryota) tak i organismy.
Mechanismy pro ochranu pied nizkou teplotou vznikly u mnoha rtiznych skupin organismu
nezavisle na sobg, tj. nejedna se o znak ptibuznosti.

Mezi Siroce rozsifené adaptacni strategie patii naptiklad zachovani tekutosti membran,
pokracovani metabolické aktivity organismi diky zachovani syntézy bilkovin pifi poklesu
teplot. Dale mohou byt syntetizovany proteiny chladového soku, jejichz pocet se zvysuje se
zévaznosti Soku. Proteiny chladové aklimace, jsou syntetizovany neustale béhem ristu
v nizkych teplotach (Hebraud & Poitier, 2000).

Dulezitym faktorem ovliviiujicim ro¢ni prib¢h teplot fady chladnych lokalit je sezonalita,



a to pfedevS§im v mirném pasu, kterd ziejm¢ zapfiCinila vznik strategie klidovych stadii
a dlouhodobé preckani docasné nepiiznivych podminek v neaktivni formé.

Bakalafska prace je stru¢nym souhrnem a predstavenim téchto adapta¢nich mechanismi
bez kterych by byl Zivot v chladnych a ledovych oblastech mikroorganismiim znemoznén

nebo znaé¢n€ omezen.



2. Psychrofilni a psychrotrofni organismy

Organismy adaptované na chlad jsou rozdélovany do dvou skupin dle teplotniho optima
ristu a rozsahu teplot, ve kterych pteziji. Psychrofilové maji obecné teplotni optima ristu
15 °C a niz8i, maximalni teplota ristu vSak neptesahuje 20 °C (Bowman et al., 1997a).
Organismy (oznacované nékdy jako psychrotolerantni) dokazi zit 1 v teplotach pod —15 °C,
avSak nejlépe se jim dafi v teplotach nad 18 °C (Morgan-Kiss et al., 2006).

Hodnoty teplotnich optim a tedy pfesnd hranice urcovani, zda je dany organismus
psychrofilni nebo psychrotolerantni, je relativni a definice dvou strategii se proto Casto lisi
dle zkoumaného organismu a autora.

Pro vyzkum sinic a fas byly navrzeny dva typy extrémniho prostiedi. Prvnim typem je
extrémni, ale stabilni prostfedi, kde nedochazi k fluktuaci ekologickych podminek. V ptipadé,
7ze by zde k fluktuacim dochazelo, fyziologicky stres by se zvysil nad unosnou mez
a mikroorganismy by uhynuly. Organismy, které Ziji v prosttedi nizkych, ale stalych teplot,
oznacujeme jako psychrofilni. U nékterych moiskych antarktickych rozsivek je rozmezi
teplot, ve kterych jsou schopny rist, —3 °C az +3 °C. Stabilni extrémni prostiedi v Antarktidé
nachdzime predevS§im v motskych biotopech, v ledovcich, v tajicim snéhu a ve stale
zamrzlych a subglacialnich jezerech. Do podobné kategorie patii i termofilni sinice, Zijici
trvale ve stabiln¢ vysoké teploté termalnich pramenti.

Druhym typem extrémnich stanovist’ je ekologicky nestabilni prostiedi, charakteristické
velkymi vykyvy v rdmci dennich i sezéonnich zmén. K velmi drastickym zménam v prabéhu
roku dochdzi napt. v prostiedi osidleném endolitickymi sinicemi a fasami, které Ziji
pod povrchem skalniho substratu, ptidnimi fasami nebo fasami meélkych mokiada. Toto
prostiedi se v letnim obdobi pfehiiva na teploty kolem +10 az +20 °C, v zim¢ naopak promrza
na —30 az —50 °C. Rocni kolisani teplot tak dosahuje az 70 °C a organismy zde zijici se musi
na tyto vykyvy dobte adaptovat. Podobné 1 v rdmci letnich dennich vykyvi klesa ¢asto teplota
v noci pod bod mrazu a pies den vystupuje k relativné vysokym hodnotam. Mikroorganismy,
které jsou schopny Zit v Sirokém rozmezi teplot, oznaujeme jako psychrotrofni. Naptiklad
n¢které druhy sinic a fas zijici v antarktickych moktadech rostou nejrychleji v teplotach
kolem 15 °C, ale dokazou rust v teplotach kolem bodu mrazu i v teplotach vyssich nez 20 °C

(Elster, 2002).



2.1 Prokaryota

V antarktickych oblastech pfevladaji planktonickd a bentickd mikrobialni spolecenstva.
Biodiverzita téchto spoleCenstev je pomérné nizka (Vincent & James, 1996). I v motském
ledu Antarktidy se nachazeji bakterie, z nichz je 45 % kment psychrofilnich. Ty pak podle
analyzy sekvenci 16rDNA patii hlavné¢ rodim Colwellia, Shewanella, Marinobacter,
Planococcus ci  Alteromonas. K psychrotrofnim kmenlm patii Pseudoalteromonas,
Psychrobacter, Halomonas, Pseudomonas, Hyphomonas, Sphingomonas, Arthrobacter
Planococcus a Halobacillus (Bowman et al., 1997a).

Pro psychrofilni bakterii Deinococcus radiodurans je optimalni teplota asi 5 °C pii méfeni
je rychlost syntézy u této bakterie srovnatelna s mezofilnimi organismy pii pokojové teploté
(Nandakumar & Mattiasson, 1999).

Psychrotrofni bakterie ziji v Sirokém rozsahu teplot a mohou tedy rist pii teplotach
blizkych 0 °C nebo dokonce pod bodem mrazu. Syntéza bilkovin neni piili§ potlacena
pii poklesu teploty a mnoZstvi vyprodukovanych proteintl je témét shodné v obou rozdilnych
teplotach (Hebraud & Poitier, 2000).

V Antarktid€ se vyskytuji psychrofilni 1 psychrotolerantni druhy cyanobacterii (sinic). Dle
molekuldrnich analyz jsou vSak psychrotolerantni druhy piibuznéj$i mesofilnim nez
psychrofilim (Nadeau et al., 2001). Psychrofilni sinice nalezené v mélkych sladkovodnich
ekosystémech se vyznacuji ve srovnani s psychrotolerantnimi kmeny kvuli své adaptaci
pomalym riistem a nejsou schopny vyuzit ptilezitostné vykyvy do vyssich teplot. To by se
mohlo vysvétlit tim, Ze psychrofilni kmeny maji spolecného predka, ktery ztratil schopnost
rast pfi vysSich teplotach pii zachovani Siroké tolerance k vykyvim jinych fyzikélnich
a chemickych parametri (Nadeau et al., 2000). Dilezitou ekologickou skupinou bakterii
v polarnich oblastech jsou vlaknité sinice rodu Oscillatoriaceae vyskytujici se v Sirokém
spektru podminek prostiedi v celém regionu (Vincent & James, 1996).

LiSejniky na Antarktidé nejsou jeSt€¢ dobie probadany. LiSejniky vytvari dlouhozijici,
stabilni mikroprostiedi pro bakteridlni kolonizaci. U ctyt z péti liSejniktt (Lecanora
fuscobrunnea, Umbilicaria decussata, Usnea Antarktica, Xanthoria elegans) se podaftilo
izolovat 30 bakteridlnich kmen®, z nichz hlavni linie jsou Actinobacteria, Firmicutes,
Proteobacteria a Deinococcus thermus. VéEtSina z testovanych kment je schopna rast 1 pii
nizkych teplotach, ale toleruje SirSi rozsah teplot. Nékteré jsou symbiotické bakterie jsou
psychrofilni jiné z mirného podnebi. Ekologické a evolu¢ni dusledky téchto bakteri

souvisejicimi s liSejniky jsou diskutovany (Selbmann et al., 2010).
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2.2 Eukaryota

Typickymi predstaviteli psychrofilnich a psychrotrofnich organismli jsou sné€zné fasy.
V ptipadé, ze jejich koncentrace dosahne vysokych hodnot, 1ze je pozorovat jako tzv. barevny
snih, riiznych odstint (Eerveny, zeleny, hnddy). V pohotich Ceské republiky nalezneme riizné
druhy autotrofnich mikroorganismi od sinic (Cyanobacteria), obrnének (Dinophyta)
skrytének (Cryptophyta), zlativek (Chrysophyceae), rozsivek (Bacillariophyceae), riiznobrvek
(Xanthophyceae) az po nejcastéjsi zelené fasy (Chlorophyceae). Celosvétove nejrozsifenéjsim
druhem je Chlamydomonas nivalis (Koméarek & Nedbalova, 2007). Rasy jsou astym &lenem
mikroskopického spolecenstvi ve sné¢hu ve vSech chladnych oblastech svéta (Antarktida
a dalsi) (Fujii et al., 2010).

V moftském ledu bylo v roce 2003 objeveno 102 druht fas, jednalo se o penatni rozsivky.
Velké mnozZstvi spor bylo obsazeno v kazdé vrstvé ledu, spodni, vnitini a okoli povrchu kry
(Zheng et al., 2011).

Nékteré druhy fas zijicich v motském ledu jsou pfizplsobeny také k nizkému osvétleni,
které je v prostiedi pod vrstvou ledu, naptiklad Fragilariopsis sublineata. Jiné druhy
uptednostiuji vyssi hodnoty ozatfenosti, coz jim usnadiiuje preziti v zimnich mésicich, kdy je
v téchto oblastech vice svétla, napt. Thalassiosira antarctica (McMinn et al., 2010). Mnozstvi
biomasy moiskych fas zalezi také na mnoZstvi dostupnych zivin u pobiezi nebo v blizkosti
ledu je vétsi koncentrace Zivin, a tudiz i fas, nez na volném moii (Lee et al., 2010a).

Snézné plisné jsou psychrofilni nebo psychrotolerantni patogeny picnin, zimnich obilovin
nebo semenackll jehlicnanti. Mohou napadat rostliny v dormanci v nizkych teplotach
pod snéhovou pokryvkou. Rizné taxonomické skupiny hub maji rlizné strategie jak se
adaptuji ve sn€¢hové pokryvce. Basidiomyceta produkuji extraceluldrni antifreeze proteiny,
udrzi tak své okoli nezamrzlé. Psychrofilni Ascomyceta Sclerotia borealis jsou dokonce
schopny rust rychleji v mrazovych podminkach nez v jejich rastovém optimu. Tyto houby
neprodukuji extraceluldrni ,,antifreeze proteiny, ale mohou Zit v teplotach nizsich 0 °C diky

toleranci na osmoticky stres (Hoshito et al., 2009).
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3. Membranové lipidy

3.1 Obecné vlastnosti membran

Membrany jsou nepostradatelnou soucasti kazdé Zivé bunky. Jejich hlavni funkci je
selektivn€ oddélovat dvé rlizna prostredi. At uz jde o oddé€leni vnitiniho prostfedi od vnéjsiho
okoli u bakterii nebo i rozdilnych kompartmentti uvnitt buniky eukaryot. Zékladem téchto
membran jsou predev§im molekuly lipidd, jejichz hydrofobni ¢asti (fetézce mastnych kyselin)
k sob& pftiléhaji pomoci hydrofobnich sil a do okoli vystavuji jen své hydrofilni casti
(,,hlavicky®). Timto vznikd relativné odolnd univerzédlni struktura - lipidickd dvojvrstva

(Alberts et al., 2004).

3.1.1 Slozeni membran

Oproti ostatnim organismim obsahuji membrany mikroorganismil vétsi pomér fosfolipidi
nez jiné typy lipidG, v nckterych pifipadech az 97 % nejcastéji (glyko)fosfolipida.
Lipidy s navazanou fosfaitovou skupinou se d€li na fosfatidylglycerol (PG),
fosfatidylethanolamin (PE) a fosfatidyserin (PS). Vzorce obou casti fosfolipidi jsou
znazornény na Obr. ( 1).

N N N N NN X
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e e M o o N N e S
X=0—0C T CO0-
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Obr. 1: Zpasoby usporadani acylovych fetézcli v mastnych kyselinach (vlevo): a typy skupiny na néz se tyto
fetézce pomoci fosfodiesterové vazby v jednotlivych fosfolipidech napojuji (vpravo), (Chintalatapi et al., 2004).

V bunkach eukaryot hraji dalezitou roli v regulaci gelovitosti membrany béhem ménicich
se teplot steroly. Membrany prokaryotnich organismii obsahuji hopanoidy, coZ jsou
triterpenoidni saturované ekvivalenty sterold. Vyskytuji se v malém mnozstvi u vétSiny druhti

prokaryot. (Ourisson et al., 1987). K vyztuzeni membran mohou slouzit 1 dalSi pfitomné
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molekuly, které vSak primarn¢ zastavaji jinou ulohu, takovym piikladem mohou byt
karotenoidy (derivaty tetraterpentl), které funguji jako pigmenty.

Membréanové proteiny plni vétsinu specifickych funkci membrany, jsou vétsi nez lipidové
molekuly a obvykle je jich méné. Mimo jiné€ se podili se na transportu zivin, metaboliti, Ci
iontll skrz membranu. Mohou kotvit membranu k makromolekulam, fungovat jako receptory
a vnéjsi signdly pienaSet na vnitini. Dalsi pracuji jako enzymy katalyzujici specifické reakce.
Proteiny se v membrané udrzi diky hydrofobnim silam, lipidickym kotvdm nebo interaguji

s jinymi membranovymi proteiny (Alberts et al., 2004).

3.1.2 Fluidita (tekutost) membran

U psychrofilnich a psychrotolerantnich mikroorganismit se vyvinuly rizné strategie
prizptisobeni se nizkym teplotam. Jedna z klicovych strategii pro pieziti buniky je obecné
schopnost regulovat tekutost membrany tim, Ze se méni sloZzeni mastnych kyselin v lipidech.
U bakterii také byla zjiSténa dvouslozkova signalni cesta skladajici se z membranovych
a rozpustnych cytoplazmatickych senzort reakce,. Ty se podili na vnimani a pfenosu signalt
nizké teploty (Chintalatapi et al., 2004).

Fluidita nebo-li tekutost membrany je jednou z hlavnich podminek ovliviiujici kompletni
funkcénost celého systému. Jde o fyzikalni vlastnost, viskozitu (tekutost, gelovitost) ktera
predurCuje mj. propustnost (permeabilitu) membrany pro latky relativné volné prochazejici
skrz membranu (napt. malé molekuly, hydrofobni molekuly a pod.), ale také pro latky
vyuzivajici k transportu pres membranu kandly ¢i prenaSece, jelikoz fluidita ma také piimy
vliv na u€innost té€chto transportnich proteind.

Sama fluidita membran muze byt ovlivnéna nékolika faktory. Napiiklad celkovym
slozenim, pomérem zastoupeni lipidii a proteinti a jejich vlastnostmi (velikosti, vazbami atd.).
To ovliviiuje prostorovou uspotfddanost molekul 1 celé struktury. Pro zvySeni fluidity je
potieba vice neusporadanych molekul, vyskyt nenasycenych vazeb, které zptisobuji zalomeni
uhlikatych fetézct. Pfedevsim jsou pak upfednostiovany cis- konformace na dvojné vazbé

pied trans- konformaci (Gerday & Gladsdorft, 2007).

3.2 Zmény mastnych kyselin v zavislosti na teploté

Aby byly organismy schopny piezit v chladném prostedi, musi byt schopny fesit nejen

nasledky nizké teploty, ale Casto i néasledky vyraznych teplotnich vykyvi, které mohou byt
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v mnoha ptipadech 1 velmi rychlé. V disledku téchto vykyvii dochdzi k vyznamnym
strukturalnim a dynamickym zménam, které mohou mit dopad na funkci membranovych
proteinti a tim i na cely metabolismus. Proto se vSeobecné¢ u mikroorganismi vyvinula
schopnost ptizptusobit a upravovat fluiditu membran na zaklad¢ skladby mastnych kyselin.
Tato adaptace vSak neni univerzdlni. Zmény v lipidech jsou ovlivnény tim, jestli jsou
pro organismus zadané. Také zalezi na genotypovych a fenotypovych rozdilnostech
jednotlivych organismi. Prokaryota i Eukaryota si v zavislosti na taxonomickém zatazeni
vytvorily strategie, jako jsou napiiklad zmeéna lipidové hlavicky, zmény proteint
integrovanych v membranéch, druhy syntetizovanych karotenoidl, zména délky
fetézcll mastnych kyselin nebo podil cis- a frans- izomerli nenasycenych mastnych kyselin.

(Chintalatapi et al., 2004).

3.2.1 Vznik dvojnych vazeb mastnych kyselin

Desaturace mastnych kyselin (MK) lipidi v membrénach, tj. zvySeny vyskyt
nenasycenych dvojnych vazeb je obecnym mechanismem psychrofilli a psychrotrofi jak se
vyrovnat s klesajici teplotou v prostfedi. Dé&e se tak pomoci enzyml obecné zvanych

desaturazy, které odejmou (napf. pomoci Fe™"

centra) dva atomy vodikii z MK a navazi je na
akceptor. Produktem této reakce je molekula vazajici odejmuté vodiky (napt. vody v piipade,
ze akceptor je kyslik) a fetézec MK, ve kterém se vyskytuje dvojnad vazba (Bowman et al.,
1997b).

Nové vznikld nenasycend vazba zméni prostorové vlastnosti molekuly. Vazebné uhly
dvojné vazby jsou odlisné nez u jednoduché vazby, maji jiny uhel a vzdalenost mezi atomy
ve vazb¢ se zkrati. Snizi se pocet interakci s ostatnimi fetézci, tim 1 pevnost celé struktury.
Rozvolnéné molekuly jsou mén€ omezeny v pohybu, timto zptisobem se kompenzuji nasledky
zapticinéné nizkou teplotou. Celkové se snizuje teplotni bod ozna¢ovany jako T (transition
temparature-prechodnd teplota), kdy dochézi k =zastaveni pohybu na membrang,
coz znemozni transportni funkci membrany (Kannenberg & Poralla, 1999).

U vétsiny bakterii se v nenasyceném fetézci MK vyskytuje pouze jedna dvojnd vazba,
ktera ma v fetézci specifické umisténi, nejcastéji mezi devatym a desatym uhlikem.

U mikroorganismi se muze vyskytovat vice nez jedna dvojna vazba v fetézci mastnych
kyselin membranovych lipidi. Takové MK se nazyvaji polynenasycené (,,polyunsaturated

fatty acid®, zkracen¢ PUFA) (Nichols et al., 1997).

U chladnomilnych organismi je to napiiklad eikosapentaenova kyselina zkracené¢ EPA
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(C20:5) nebo dokosahexanova kyselina, DHA (C22:6). (Nichols et al., 1997) zkoumal obsah
PUFA psychrofilnich rodt bakterii -Colwellia a Shewanella. PUFA vznikaji pomoci
enzymatického komplexu polyketidové syntazy (PKS). EPA je u téchto bakterii obsazena
ve fosfolipidech, fosfatidylglycerolu (PG) a fosfatidylethanolaminu (PE). Tyto
polynenasycené mastné kyseliny neobsahuji jen chladnomilné a motské tfasy a bakterie, ale
ptitomné jsou napiiklad i v rybach, coz se ukazalo byt spiSe zavislé na fylogenezi a charakteru
potravy nez ze by to byl disledek adaptace na chlad (Phillips et al., 2002).

U obrnének (Dinophyta) byla objevena oktadekapentaecnova kyselina (C18:5:@3). Jeji
vyskyt ziejmé souvisi s nizkou teplotou, byla nalezena také u skupiny Haptophyta. Tato MK
vznika ziejmé zkracenim acylového fetézce z (C20:5) MK nebo desaturaci (C18:4) kyseliny
(Volkman et al., 1981).

Sulfoquinovosyl diacylglyceroly (zkracené SQDGs) jsou membranové lipidy predevsim
fas a vysSich rostlin (Keusgen & Curtis, 1997). VéEtSinou obsahuji nasycené kyseliny (C16:0),
ale také jsou v nich obsazeny polynenasycené MK, nejCastéji fetézec (C18:4). Ten je
pritomen dvakrat C18:4 nebo jen jeden fetézec v lipidu) v 80 % celkového poctu SQDG.
Divodem, pro¢ je udrzovan tak vysoky stupeil nenasycenosti, je nezbytnost udrzet
membranu dostate¢né fluidni a tedy funkéni za nizkych teplot. Tyto membranové lipidy byly
detailné¢ zkoumano na druhu Tetreutreptia pomquetensis (Euglenophyta) (McLachlan et al.,
1999). Napiiklad v buiikéch bakterii rodu Octadecabacter z motského ledu a vody je vic
nez 70% celkového obsahu MK tvofeno kyselinou olejovou (18:1) (Gosink et al., 1997).

Pfi srovnani psychrofilnich a mezofilnich kvasinek bylo zjisténo, ze psychrofilni kmeny
obsahuji a-linoleovou mastnou kyselinu (C18:3, D9,12,15) a linoleovou kyselinou (C18:2,
D9,12). Oznaceni D9, 12, 15 tik4, na kolikatém uhliku fetézce plsobila desaturaza a vytvoftila
dvojnou vazbu. Pii teplot¢ 4 °C a-linoleova MK tvoifi vice nez 37 % vSech MK

v psychrofilnich kmenech, mezofilni kmeny ji prakticky neobsahovaly (Rossi et al., 2009).

Obr. 2: Vzorec dokohexaenové kyseliny (wikipedie.org)

Prestoze snézné fasy jsou vybornym modelem pro studium membranové adaptace na nizké
teploty, existuje pouze malé¢ mnozstvi udajii, dokladdajicich zmény ve sloZeni mastnych
kyselin jako faktori regulujicich fluiditu membran. Byla zkoumana role desaturace MK

pti chladovém stresu u snézné tasy Chlamydomonas nivalis (Morris et al., 1979). Slozeni
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mastnych kyselin v butikach Chlamydomonas sp. sesbiranych na ostrové Hermit v Antarktidé
popsali Bidigare et al., (1993). Autoii uvadéji vyssi pomér nenasycenych MK u snéznych
druhti v porovnani s temperatnimi druhy z rodu Chlamydomonas. V zelenych tasach byly
nalezeny MK od (14:0) do (24:1) v¢etné¢ PUFA C16, C1820:4n-3, C22:6n-3. Velky rozdil byl
nalezen mezi zelenymi a Cervenymi bunikami. Neobvyklé kratké a sttedné dlouhé fetézce
polynenasycenych MK potencidlné¢ zvySujicich fluiditu membrany byly izolovany
ze snéznych fas Chloromonas brevispina sesbiranych na Sumavé (Rezanka et al., 2008).
Vsechny ze 43 PUFA byly identifikovany, byly to pievazné kratké a stiedné dlouhé fetézce
polynenasycenych MK a jedina nenasycena MK byla kyselina palmitova. Navic vysoky obsah
PUFA s fetézci kratsimi nez C16 je mimotradny. Vysoky podil PUFA (vice nez 75 % vSech
MK) poukazuje na to, jak dilezité jsou to elementy pro zajisténi pteziti bunky tohoto druhu.

(Russel, 1984).

3.2.2 Konfigurace dvojné vazby

Geometrické izomery cis- a trans- vazby maji stejny molekulovy vzorec, ale lisi se
polohou atomt vodiku na dvojnych vazbach. Obsah téchto izomeri ma nezanedbatelny vliv
Trans-konfigurace nenasycenych vazeb zvySuji fluiditu, avSak vétsi vliv maji cis- konfigurace
nenasycenych vazeb v MK. Proto jsou u bakterii obecné Castéjsi cis- nenasycené vazby. Trans
izomert je v lipidech obsazeno mén¢ (Gerday & Glandsdorft, 2007).

Odpovédi bakterii (jejichZ membrana obsahuje cis- vazby) na zvySeni teploty je sniZeni
mnozstvi cis- izomerl a naopak zvySenim poltu frams- izomerl ve snaze udrzet
fluiditu/rigiditu membrany na podobnych hodnotach. To se d&je pomoci enzymu cis-trans
izomerazy, ktera tak efektivné membranu stabilizuje (Okuyama et al., 1997).

Vyskyt trans- nenasycenych vazeb se zvysi také pfi jinych stresech nez zvySenim rastové
teploty, naptiklad hladovénim, pfitomnosti toxickych latek jako jsou fenoly, rozpoustédla
a dalsi. Poté bakterie zvysi pocet trans vazeb, které jsou proti t€émto nezadoucim vlivim
odoln¢jsi (Heipieper et al., 2003).

Konverze z cis- na trans- nenasycené vazby pomoci cis-trans izomerdzy je nevratnym
déjem u druhu Pseudomonas putida. Upravovani poméru izomeru cis- na trans- je obecnym
mechanismem pfizptsobeni se psychrofilii a psochrotolerantli vysSim teplotam. Nelze vSak
z trans- vazeb vytvofit zpétn¢ cis- a tato pieména se tedy nedd povazovat za adaptivni

mechanismus na chladné prostiedi (Hartig et al., 2005).
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3.2.3 Délka mastnych kyselin

Obecné¢ se tekutost membrany zvysSuje, nejsou-li vSechny fetézce MK stejné dlouhé. Toho
organismy dosahuji zkracovanim délky mastnych kyselin, ¢asto v kombinaci s desaturaci
a tvorbou postrannich methylovych fetézci. Mastné kyseliny s kratSim fetézcem maji nizsi
teplotni bod tuhnuti (Quinn, 1981). Vyjimkou je psychrofilni bakterie Psychrobacter
oleovorans, kterd vyuziva zkracovani fetézcl jako jediny mechanismus k udrzeni fluidity
membran (Russel, 1984).

U eukaryotnich bunék médme o tomto mechanismu zatim malo 0dajti. U kvasinek je trend
zkracovani fetézci MK zndm pouze u mezofilnich kment, které jsou vystaveny nizké teploté
(psychrofilni kvasinky upfednostiiuji zdvojovani vazeb). Pifi teplot¢ 4 °C se zvysila
koncentrace kyseliny palmitové (C16:1) na ukor 18-uhlikatych MK (Rossi et al., 2009).
Neobvykle vysoky podil MK s krat§imi fetézci byl zjiStén u snézné tasy Chloromonas

brevispina (Rezanka et al., 2008).

3.2.4 Dalsi mechanismy

Do této kapitoly miZzeme fadit postranni methylové skupiny, cyklické mastné kyseliny
nebo prostoroveé velké lipidické ,,hlavicky* (viz Obr. 1). Vedlejsi methylova skupina mize byt
navazana na predposlednim uhliku v fetézci (tzv. iso-methylovd skupina) nebo na tfetim
uhliku od konce (anteiso-methylova skupina). Oba typy zlepsuji funkci membrany za nizkych
teplot. Neuspotfddanost molekul a nasledné 1 fluiditu membran v porovnani s iso-postrannimi
vétvemi vice zvysuje anteiso- usporadani (Macdonald, 1985). Pfitomnost anteiso- postrannich
skupin se zda byt spojena s rlstem v chladnych podminkach. To bylo sledovano u druht
Bacillus subtilis, Flavobacterium thermophilum, Bacillus T1 a dalSich (Chintalapi et al.,
2004). Psychrotolerantni bakterie Listeria monocytogenes je témito postrannimi fetézci MK
vybavena, ale jeji mutant citlivy na chlad syntézu -anteiso- skupinu postrada (Annous et al.,
1997).

Stavba mastnych kyselin se méni dle teploty, v niz se mikroorganismus vyskytuje,

viz Tabulka 1.
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Tabulka 1: Teplotni rozmezi, ve kterych dochazi ke zménam ve stavbé mastnych kyselin u vybranych bakterii
(Suutari & Laakso, 1994).

S1No Mode of Change Temperanuwe Shift Bacternum Reference
1 Increase in unsaturation and increase in the chain length 407°C - 20°C Escherichia coli 44100
Pseudomonas E-3
2 Increase in unsaturation and decrease in chain length 200C - 10°C Escherichia coli 1444
22°C-15%C Pseudomonas fluorescens

3. Decrease in cyclic fatty acids 40°C20°C Escherichia coli 1

4. Increase in anfeise-branched and decrease in iso-branched 40°C-15°C Bacilhes subtilis 88
fatty acids

5. Decrease in straight chain and increase in branched chain 65°C42°C Bacillus stearothermophifus 51
fatty acids

a. Increase in unsaturation due to the increase n 40°C-15°C Bacilhs subtilis 8835
monounsaturated straight chain even or odd-carbon 37°C-21°C Bacillus cereus
iso-branched and amiteiso-branched fatty acids 35°C20°C Streptommices griseus

7. Increase in the chain length of branched-chain fatty acids Thermus sp. 59

especially iso and anfeiso fatty acids

3.3. Vyznam PUFA pro zdravi

Polynenasycené omega-3 mastné kyseliny jsou nezbytné esencidlni ziviny pro normalni
rist a vyvoj ¢loveka. Predevsim jsou to kyseliny eikosapentaenova (EPA) a dokohexaenova
(DHA). Oznageni ,,omega-x* informuje, na kolikatém uhliku od volného konce fetézce MK
se dvojna vazba nachazi (napi. omega-3 MK ma posledni dvojnou vazbu mezi 3. a 4. uhlikem
od volného konce). Lidské telo si tyto latky nedokéze vytvofit a musi byt pfijaty s potravou.
Maji mnoho prospé$nych uc€inkl na lidské zdravi, napf. ¢innost mozku, riist a vyvoj. Nase
strava obsahuje nadbytek omega-6 mastnych kyselin, z nichz n¢které podnécuji vznik zanéta,
naopak omega-3 mastné kyseliny maji protizanétlivy uinek (Kang, 2011). Pomér omega-
6/omega-3 mastnych kyselin je v nasi stravé pfiblizn€ 20:1, optimalni pomér je asi 2:1
(Decker et al., 2005). Snizeni dostupnosti omega-3 PUFA v nasi stravé a nerovnovaha poméru
omega-6/omega-3 PUFA v tkanich je spojeno se zvySenym rizikem kardiovaskularnich
onemocnéni, rakoviny, diabetu a neurodegenerativnich a dalSich zanétlivych onemocnéni.
Hlavnim producentem omega-3 PUFA je moisky fytoplankton (Kang, 2011).

Moiské mikroorganismy jsou vyznamnym zdrojem nenasycenych mastnych kyselin.
Neékteré motské jednobunécéné ftasy napt. Nannochloropsis mohou byt pouzity jako
potravinovy zdroj omega 3 nenasycenych mastnych kyselin, zvysSuji podil dilezitych kyselin,
jako jsou kyseliny eikosapentaenova (EPA) a dokosahexaenovd (DHA) (Sukenik et al., 1994).

Vysledky vyzkumu potencidlu druhu Schewanella frigidimarina pro vyrobu PUFA
ukazuji, ze upravené slozeni rtistového média pro tuto kultivaci téchto bakterii miize mit

kladny vliv na jejich praktické vyuziti pii vyrobé nenasycenych mastnych kyselin
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(Sani, 2010).

Pro lidsky organismus je dobré pfijimat vyssi podil nenasycenych MK nez nasycenych, to
splituji margariny. Mély by ale pievladat cis-izomery MK. Bylo prokazano, ze zvyseny piijem
trans-izomert MK (TFAs) mize mit Skodlivé tuc¢inky na lidské zdravi, zejména
na kardiovaskuldrni systém (Filip et al., 2011). Trans-izomery MK vznikaji Casto béhem
ztuzovani (hydrogenaci) tukli. Moderni postupy vyroby zabrafuji vzniku téchto Skodlivych

MK. (wikipedie.cz).
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4. Produkce latek, které tlumi negativni u€inky nizkych teplot

4.1 ,,Cold shock* odpovéd organismu

Odpovéd’ chladového Soku, tzv. cold shock response zahrnuje zmény a reakce, které se
v buiice indukuji béhem nahlého snizeni teploty. Zkoumany byly pfedev§im u mezofilnich
organismu, tuto schopnost vSak maji i psychrotrofni, psychrofilni a termofilni bakterie
(Inouye & Phadtare, 2007). Studie pribéhu odpovédi organismi na teplotni Sok byly detailné
provedeny na dvou modelovych organismech, druzich mezofilnich bakterii Escherichia coli
a Bacillus subtilis. E. coli zije ve sttevech teplokrevnych zivocCichu, tedy v optimalni teploté
cca 37 °C. Muze vsak dojit k nahlému teplotnimu Soku, pokud je vyloucena z téla hostitele
s exkrementy. To pak vyZaduje rychlou adaptaci na nové chladnéj$i podminky prostiedi tzv.
cold shock response, odpovéd na chladovy Sok. (Phadtare et al., 1999; Ermolenko
& Makhatadze, 2002).

Odpovéd na chladovy Sok je u vétSiny bakterii véetné E. coli charakterizovana
pfechodnym zastavenim ristu béhem sniZovani teploty a pfisné inhibice sekretorické drahy
béznych proteinti. Naopak podporovana je syntéza specidlnich proteinii chladového Soku,
kterym je vénovana dal$i cast prace. Dal§i zmény probihaji na trovni membréan a nukleovych

kyselin (Inouye & Phadtare 2007).

4.2 ,,Cold-shock* proteiny (Csps)

Dilezitym proteinemsyntetizovanym E. coli jako chladovou odpovéd’ na snizeni teploty je
CspA (cold-shock protein A), ktery pochazi z rodiny proteinii obsahujici devét homologl
(ozna¢ovanych velkymi tiskacimi pismeny). ,,Cold shock™ proteiny z této rodiny jsou
rozsitené v ramci skupiny Bacteria, byly objeveny 1 u termofilnich bakterii nebo v rostlinach,
napiiklad v pSenici (Karlson et al., 2002). Tento protein nebyl naopak nikdy identifikovan
v skupin€ Archaea a v kvasinkéach (Kondo & Inouye, 1991).

Syntéza proteinu CspA a jeho homologii béhem chladového Soku je nejspis regulovana
pouze na urovni transkripce, stability mRNA a translace,. Neni potfeba dalSich regulacnich
faktorii (Gerday & Glansdorft, 2007).

Protein E. coli, cspA je sloZen z péti antiparalelnich B fetézcl a vytvaii tak soudkovitou
strukturu. Na rozhrani jsou aromatické zbytky aminokyselin tryptofanu, fenylalaninu

a histidinu, které zajistuji hydrofobni interakce molekul proteinu
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(Gerday & Glandsdorff, 2006).

Nekteré Csp geny jsou schopné vyvolat klidovou fazi bakterie. Naptiklad protein cspD
zjistény u E. coli, cspB a c¢spC u Bacillus subtilis a cspC a cspD u Caulobacter crescentus
(Balhesteros et al., 2010).

Cold shock proteiny jsou slozeny z domén vézajicich RNA a cold-shock domény, zkratkou
(CSD). Tyto domény jsou vyzadovany v regulaci transkripce a translace v mnoha
prokaryotech i eukaryotech a proteiny obsahujici tyto CSD domény se chovaji v bakterialnich

bunikach jako RNA chaperony ( Balhesteros et al., 2010).

4.3 ,,Cold acclimation* proteiny (Caps)

Proteiny chladové aklimace (Caps) jsou produkovany pouze pti nizkych teplotdch a maji
ziejme pro organismus velky vyznam. JeSté se toho o nich moc nevi. RozliSuji psychrotrofy
od mezofilnich organismi, které tyto proteiny postradaji. Jsou pravdépodobné jednou
z klicovych determinant, které umoziuji Zivot pii velmi nizkych teplotach (Hebraud et al.,

2000). Ztejm¢ maji napomahat pokracovani bunééného cyklu a ptechodu jednotlivych stadii.

4.4  Antifreeze* proteiny (AFPs)

Pod pojmem ,,antifreeze* proteiny si lze pfedstavit néco jako protimrznouci, zabranujici
vzniku krystali ledu a udrzujici vnitini hydratované prostfedi bunky s co nejméné
strukturnimi zménami v teploté Casto nizs$i nez 0 °C. Tyto proteiny se vyvinuly nezavisle
v raznych organismech jako ochrana pied poSkozenim zplsebeném zamrznutim v teplotach
pod 0 °C. Absorbuji zamrzl¢ molekuly vody a funguji jako kinetické inhibitory riistu ledovych
krystali (Ohno et al., 2010).

Pfestoze jsou ,antifreeze proteiny strukturné odlisSné, mizeme je rozdélit podle
schopnosti absorbce na povrchu ledu. AFPs maji vazebné relativné ploché a hydrofobni misto
pro led, které zabira velkou plochu. Vytvaii se tak ,,roviny* ledu, které strukturné zabraiiuji
rastu krystalti ledu v buiice (Yu et al., 2010). Snizuji bod tuhnuti, ale maji i maly vliv na
teplotu tani - rozdil mezi témito dillezitymi teplotnimi body byva nazyvéan termalni hysteréze
(TH). Proteiny s TH nizsi nez 1 °C jsou pfitomny v mrazuodolnych rostlinach (napiiklad

Lolium perenne) viz Obr. 3.
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Obr. 3.: Strukturdlni model AFP z druhu Lolium perenne s vazebnym mistem pro led ,,a side* (Yu et al.,

2010).

eey

Protein s TH~ 1 °C byl poprvé objeven u chladnomilnich ryb, které ziji v zamrzajicich
vodach oceanu, také byl objeven v hmyzu (Anatolica polita) (Ohno et al., 2010).
V bakteridlnich bunikdch pak napt. u druhu Marinomonas primoryensis.(Yu et al., 2010) .

4.5 Led vazajici proteiny (,,ice binding proteins®)

Led vézajici proteiny pomahaji snizit bod mrznuti vody téméi az o 1°C. Na rozdil od AFPs
pusobi extracelularné (Lee et al., 2010b).

Kvasinky rodu Leucosporidium sekretuji protein vazajici led o velikosti cca 26kD
do extracelularniho prostoru, pravdépodobné tim kontroluji rist velkych ledovych center
v tésném okoli bunky a zfejmée tim zabranuji poSkozeni bunééné membrany, tato funkce se
nazyva rekrystalizacni inhibice. Rekrystaliza¢ni inhibi¢ni aktivita zabranuje rastu vétSich
krystall ledu, tim mliZze zvysit Sanci preziti buiiky (Lee et al., 2010b).

U jednobunécénych tas z rodu Chlamydomonas izolovanych z antarktického jezera byly
popsany Ctyfi izoformy extracelularniho proteinu vézajiciho led, které maji silnou inhibicni
rekrystalizacni aktivitu, udrzuji okolni prostfedi tekuté a napomahaji preziti buiikky v mrazu

(Raymond et al., 2009).

4.6 Karotenoidy

Nenasycené vazby v fetézcich mastnych kyselin jsou vice vystaveny atakim volnych
radikalli a oxidativnimu stresu, proto musi byt pfitomny mechanismy, které umi ucinné
ochrdnit membranu a udrzovat tak ,,pfiznivé bezpecné prostfedi“. K tomuto ucelu slouzi
piedev§im karotenoidy (tetraterpenoidni). Jsou produkovéany bakteriemi, fasami, houbami
(kvasinky) 1 rostlinami. ZvySeny vyskyt polarnich karotenoidii (napt. dihydroxykarotenoidy,

zeaxantin, violaxantin) v membrané¢ méa za nasledek vyssi fluiditu membrany. Nahlymi
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pohyby a rotacemi v membrané fluiditu reguluji. (Subczynski et al., 1992).

Népadnou skupinou, kterd vyuziva akumulaci karotenoidii v builkdch jako uc¢innou
ochranu v extrémnich podminkach jsou snézné tfasy. NejzndméjSim z nich je astaxantin
(Obr. 4). Jeho vysoka koncentrace zvySuje odolnost bunek vi¢i mrazu (Hoham, 1992).
Astaxantin zbarvuje fasy Cervené, zdroven jako pasivni filtr i€¢inné brani buniky nasledkiim
nadmérné intenzity kratkovlnného viditelného zateni. Astaxantin je zndm také antioxida¢nimi
ucinky a aktivni ochranou buiiky pfed volnymi radikaly, které vznikaji jako dusledek

nadmérného ozareni. (Komarek & Nedbalova, 2007).

Obr. 4: Asthaxantin diglucosid diester ze snézné tasy -Chlamydomonas nivalis, graficky model

(Rezanka et al., 2007)

Nekteré druhy fas vytvareji jiné karotenoidy, jejichz slozeni je vSak dosud maélo
prozkouméno. Kromé& karotenoidi byly v buiikdch snéznych tas nalezeny také zvySené
koncentrace jinych latek s antioxidacnimi cinky, jako napf. fenolickych sloucenin nebo

a—tokoferolu (vitamin E) (Komarek & Nedbalova, 2007).

4.7 Cukry

Cukr trehaldza, (Obr. 5.) se uplatituje pii ochrané bunék pfi vysoké teploté, osmotickém
stresu a chladovém Soku. U mutantli, ktefi maji deficit tohoto cukru, se zivotaschopnost
snizuje uz pii poklesu teploty na 4 °C. Pfestoze mechanismus ptlisobeni této latky neni zcela
znam, predchazi denaturaci a agregaci proteinti. Chrani bunky pfed oxidativnim stresem

a podili se ¢aste¢né na stabilizaci bunééné membrany (Kandror et al., 2002).

Trehalose

OH
HO O~ 0. O _OH
HO H(J_'> QG'T'" OH
H
A OH

Obr. 5: Vzorec disacharidu trehalozy
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5. Psychrofilni enzymy

5.1 Obecné vlastnosti enzymu

Jako enzymy oznaCujeme takové biologické struktury, které maji schopnost katalyzy.
Nejcastéji se jednd o proteiny, ale mezi enzymy mohou byt fazeny i struktury sestavené
z RNA napftiklad ribosomy (Kikuchi, 1984). Enzymi je nepieberné mnozstvi, lisi se dle
vybéru substratu, afinity, specifity, velikosti, teplotniho optima. Dle typii reakci a typu
substratu bylo uceleno systematické nazvoslovi enzymi a rozdé€leni do Sesti zadkladnich
skupin a to, oxidoreduktazy, transferazy, hydroldzy, lyazy, izomerazy a ligazy. VSechny znamé
enzymy se fadi do jedné z téchto Sesti skupin enzymu (Alberts, 2006).

Obecné se enzym déli na dvé zdkladni Casti. Prvni ¢asti je protein nebo proteinovy
komplex — apoenzym. Urcuje velikost a tvar celého enzymu i katalytického centra, ve kterém
dané reakce probiha. Teplota, v niz se enzym vyskytuje ma vliv na utvareni nebo naopak
rozvolilovani vazeb a interakci uvniti struktury a je pfimo zodpovédna za jeho funk¢nost.
Kazdy enzym ma svou individudlni teplotni hranici, v tomto rozmezi je schopen Ucastnit se
chemickych reakci a metabolickych dé&jia. Teplota, ve které je enzym nejucinnéjsi (tj.
probéhne diky nému nejvice reakci za jednotku casu) nazyvadme teplotni optimum. Druhou
soucasti enzymatického komplexu jsou koenzymy, tyto molekuly nebo atomy na sebe béhem
reakce vazi meziprodukty a tim snizuji aktivacni energii reakce. Jsou mensi neZ proteinova
Cast a vyskytuji se pobliz nebo v reakénim centru enzymu. Koenzymem jsou Casto ionty a
anorganické molekuly, které slouzi jako donory nebo akceptory elektronti (Fe*", Fe’", Cu*, K,
Mg**, Zn*', Mn®" a dal$i) nebo molekuly organického ptivodu — kofaktory (koenzymA, FAD-
flavinadenindinucleotid, NAD-nicotinamidadenin, atd.) (Voet & Voet, 2006).

Substratova specifita enzymu urcuje, jaky typ substratu bude katalyzovan, rozpoznani
probihda na zaklad¢ struktury, umisténi vodikovych mustkl, elektrostatickych sil tak, ze
»pasuji“ na aminokyselinové zbytky ve vazebném (reakénim) misté enzymu a UspéSné
interaguji. Specifita mize byt Sirokd pro vice typi molekul nebo pouze pro jediny substrat
(Voet & Voet, 2006).

Enzymy jsou jako latky bilkovinné povahy citlivé na teplotu. Pocet sraZzek molekul se
zvysujici se teplotou roste a dochazi k vice reakcim v jednotce casu. Obecné pro enzymy
v rozmezi 10 — 40 °C plati van’t Hoffovo pravidlo, tj. pfi vzristu teplot o 10 °C reakéni

rychlost vzrista dvakrat az Ctytikrat (Projektalfa, 2011).
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5.1.1 Kinetika enzymi

Obecné maji lidé potebu vyjadfit ¢iselné, jak ucinné enzymy funguji. Bylo mnoho snah
najit uréitou rovnici, kterd by vzajemné vztahy veli¢in ovliviiujici rychlost katalyzovanych
reakci uvedla. Prvni takovouto rovnici popsal Arrhenius,

kcat=A( -Ea/RT)

kde kcat je reakéni rychlost enzymu, A — soucin preexponencidlniho faktoru
a dynamického transmisniho koeficientu (vyjadiuje frekvenci kolizi), T— teplota [Kelvin], Ea
— aktivac¢ni energie a R — univerzalni plynova konstanta. Arrheniova rovnice piedpoklada, ze
se zvySovanim teploty enzymaticka ¢innost také stoupa a zaroven, ze rychlost katalyzovanych
rekci je ovlivnéna pouze rychlosti srazek castic substratl, tj. tepelnou energii, kterd je
vyjadiena teplotou v Kelvinech (Siddiqui & Cavicchioli, 2006).

Ponévadz ne vzdy plati, Ze rostouci teplota ma kladny vliv na rychlost katalyzované
reakce, zjisStuje se pro kazdy konkrétni enzym teplota, pfi niZ je jeho funkce nejefektivngjsi,
zvana Gibbsova energie (G), tj. energie potfebna pro piekonani energetické bariéry pro vznik
aktivovaného komplexu substratu a prislusného enzymu.

AG=AH - TAS

Zména Gibbsovy energie (AG) [kJ/mol] je tedy vysledkem rozdilu dvou slozek, a to
zmény entalpie AH [kJ.mol-1], tj. tepelné energie reakce a TA, coz je zména entropie AS
[J.K-1] (tj. neuspotadanosti systému) linearné rostouci s teplotou (v Kelvinech) (Low et al.,
1973).

Takeé plati vztah:

E.=AH+ RT
kde aktivacni energie (Ea) je vysledkem souctu zmény entalpie AH a RT, soucinu teploty
a plynové konstanty (Lonhienne et al., 2000). Z téchto vztahl se upfesituje ptivodni Arrheiova
rovnice a vysledna rovnice vypada takto:

Kea= Kp(T/h)AGRD

coz je n¢kdy upravovano na:

kcat= ’YkB(T /h)(-AH/RT)+(+ASfR).
V nékterych ptipadech se do rovnice katalytické ucinnosti enzymu piridava transmisni
koeficient vy, ktery je vSak odlisny od transmisniho koeficientu v piivodni Arrheniové rovnici

(Lonhienne et al., 2000).
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5.2 Psychrofilni enzymy

Jednim z ptfedpokladii pro zZivot organismi v chladnych prostfedich je funk¢énost enzymi.
Schopnost pfezit, rozmnozovat se a $ifit se v teplotné nepiiznivém prostiedi vyzaduje syntézu
enzymu, jejichz aktivita je v nizkych teplotach relativné vysokd (Obr. 6). U téchto
adaptovanych enzymi se vyvinula Sirokd Skala strukturalnich vlastnosti, které umoziuji
zvysit enzymatickou Uc¢innost a byt vysoce flexibilini oproti jejich homologiim izolovanych
u mikroorganismu, které na chlad adaptovani nejsou (Siddiqui & Cavicchioli, 2006). Vysoka
flexibilita je vSak naopak evolu¢né jako ,trade-off“ vyvéazena nizkou tepelnou stabilitou

(Obr. 6) (Feller & Gerday, 2003, Siddiqui & Cavicchioli, 2005).

Activity
¥
|

Unfolded fraction

1—-.---.----.

Temperature (°C)

Obr. 6: Enzymatickd aktivita (horni graf) a zmény konformace (dolni graf) psychrofilnich a mezofilnich
enzymu v zavislosti na teploté. Modra kiivka piedstavuje psychrofilni enzymy. Jejich teplotni optimum je zhruba
20 — 30 °C. Je zfejmé, ze v této oblasti teplot jsou daleko aktivnéjsi nez mezofilni enzymy zndzornéné cervenou

vvvvvv

teplotach jsou mén¢ stabilni neZ mezofilni enzymy, deformuji se a ztraceji svou katalytickou schopnost (40 °C
a vyse). Na dolnim grafu miZeme pozorovat, jak teplotni zmény aktivity enzymi koresponduji se zménami
jejich konformace (Feller & Gerday, 2003).

Flexibilita psychrofilnich enzyml se vyznafuje lepSimi interakcemi se substratem,
snizenim aktivacni energie v porovnani s mezofilnimi ¢i termofilnimi enzymy. Tercidlni
struktura na chlad adaptovanych enzymi obsahuje méné interakci, které ji stabilizuji. Je
ptitomno vice a delSich hydrofobnich smycek, coz vyzaduje ptitomnost vétsiho poctu
hydrofobnich a méné hydrofilnich aminokyselin. Hydrofobni molekuly nedovoluji vytvofit
takové mnozstvi vodikovych interakci mezi proteinem a okolni vodou, které by podléhaly
teploté, a tim 1 snadnéji ménily konformaci enzymu (Wigley et al , 1987, podle Russel 1998).

Mald zména ve slozeni aminokyselin, tedy jejich zbytkl zajisti sniZzeni poctu interakci
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s vodou. Tim se sniZuje citlivost ke zménam teploty (Bin-Bin & Fei, 2006).

Adaptace proteini na odliSné teploty spociva v drobnych zméndch ve slozeni
aminokyselin, aniz by se zménila celkova struktura makromolekuly (Vendittis et al., 2007). Je
redukovano mnozstvi argininu, jehoz zbytky omezuji rotaci v proteinovém fetézci a umoziuji
vytvaret vodikové a iontové vazby. Ubyva také mnoZstvi prolinu, naopak se zvySuje obsah
glycinu. Oblasti bohaté na glycin zajisti lokalni mobilitu fetézce. VSechny slabé interakce
jako jsou iontové pary, aromatické interakce, vodikové mustky ¢i helixové dipdly, nejsou tak
hojné a nepolarni vnitiek proteinu vykazuje slabé hydrofobni charakter, ktery ¢ini protein

uvniti nekompaktni (Tronelli et al., 2007).

5.2.1 Flexibilita

Nizk4 stabilita a vysoka aktivita enzyma adaptovanych na chlad v nizkych teplotach tzce
souvisi s flexibilni strukturou enzyma.

Statické flexibilita je mnozstvi strukturdlnich variaci vSech moznych konformaci enzymu,
sleduje primérnou pohyblivost aminokyselinovych postrannich fetézci. Odhaduje se zména
prumérnych elektronovych hustotnich map na populaci za dany cas. Flexibilita stoupa
pii vétsim mnozstvi tryptofanu a menSim mnozstvi threoninu (Smith et al., 2003).
U termolysinu z antarktické bakterie 643 (VAB) je 3D-struktura tohoto adaptovaného enzymu
protéjSky (Adekoya et al., 2006). ZvySenou flexibilitu maji strukturdlni casti zapojeni
do katalytického cyklu, zatimco ¢asti neucastnici se katalyzy mohou byt naopak tuzsi nez
u mezofilnich homologt (Georlette et al., 2003).

Dynamické flexibilita je rychlost, s jakou dokazi enzymy ménit své konformace a je
mefitelnd dynamickou zhéSeci fluorescenci. U flexibilnich enzymt je zhéaSedlo (napf.
akrylamid) infiltrovano do vnitini Casti struktury a poklesne fluorescence tryptofanu, timto je
zajiStén vysoky index permeability (D’Amico et al., 2003). Nejvyssi permeabilita byla
zjiSténa prave u psychrofilnich enzymu. Flexibilita téchto enzyma byla zkouména pouze
nepiimymi prostfedky a tyto studie predpokladaji, ze zlepSeni piistupnosti substratu poskytuje
zvysena flexibilita, kterd by neméla pouze redukovat energii pozadovanou pro piistup, ale

také by méla zplsobit pokles substratové specificity (Siddiqui & Cavicchioli, 2006).
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5.2.2 Stabilita

Konformacni stabilita se tykd nejvice malych proteinli o jedné doméné, kde se stiida
sbaleny a nesbaleny stav enzymu. Zména Gibbsovy energie je méfitkem
pro termodynamickou stabilitu a z rovnovdzné konstanty K téchto dvou stavil (sbaleny
/nesbaleny) je v dané teploté a koncentraci snadno pocitatelna podle rovnice:

AG= - RtlnK

Pro vétSinu monomernich enzymi je hodnota AG nizka cca (20 — 60 kJmol™) (Siddiqui &
Cavicchioli, 20006).

Dal§imi vyznamnymi rozdily mezi psychrofilnimi a mezo/termofilnimi enzymy jsou
iontové pary nebo vice hydrofobnich aminokyselin na rozhrani podjednotek enzymu (Tronelli
et al,, 2007). Nejvyssi hydrofobicitu maji vSak termofilni az hypertermofilni enzymy.
Pisobeni hydrofobnich sil umoznuje zit v horkych prosttedich (Vendittis et al., 2007).

V sekundérni struktufe psychrofilnich enzymii je ztetelny pokles mnozstvi vodikovych
vazeb mezi dvéma hlavnimi fetézci. Slaby trend byl také pozorovan v poklesu vodikovych
interakci mezi B-listy (Gianese et al., 2002).

Psychrofilni enzymy kompenzuji vlastni nizkou ucinnost v chladu pomoci vysokeé
ucinnosti katalyzatort. Ve vyssich teplotach jsou vSak tyto enzymy nestabilni (Georlette et al.,
2003).

Najdou se vSak i vyjimky, prvnim objevenym enzymem, ktery odold a je funkcni
i ve vysokych teplotach je NAD" dependentni alkohol dehydrogenaza psychrotolerantni
bakterie Flavobacterium frigidimaris zijici v chladnych antarktickych vodach. Tento enzym je
aktivni v teplotnim rozpéti 0 — 80 °C. Pfestoze vykazuje vysokou katalytickou u¢innost mezi
0 — 20 °C, coz je srovnatelné s psychrofilnimi enzymy, nejvyssi aktivitu ma pii 70 °C.
Genova sekvence kodujici tuto dehydrogenazu byla objevena i1 u dalSich druhti bakterii napf.
u Moraxella sp., Pseudomonas aeruginosa, Geobacillus starothermophilus (Kazuoka et al.,
2007).

Kineticka stabilita vyjadiuje, nakolik rychlé je nevratné rozvolnéni enzymu v dané teploté.
VétSina enzymu adaptovanych na chlad, naptiklad DNA, ligdza ma polocCas rozpadu v teploté
50 °C kratsi nez 12 minut. Teplota, ve které¢ vétSina téchto enzymut denaturuje, je nizsi nez
35 °C (Georlette et al., 2003). Pro kinetickou stabilitu je dulezité, jak veliky je rozsah volné

energie AG mezi aktivnim (sbalenym) a pfechodovym stavem enzymu dle schéma rovnice:
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kde F predstavuje aktivni enzym (folded), TS ptechodovy stav (transition state)
a D denaturovany enzym. K je rovnovazna konstanta a k rychlostni konstanta prvniho fadu.

(Siddiqui & Cavichiolli, 2006).

5.2.3 Aktivita

Psychrofilni enzymy se vyznaCuji niz$i aktivacni energii AG nez jejich termofilni
homology. Toho mohou dosdhnout poklesem zmény aktivacni entalpie AH nebo zvySenim
zmény entropie AS podle vztahu zminéného v kapitole kinetika enzymi 5.1.1. MensSi rozdil
entalpie (AH) na pocatku a na konci katalyzované reakce je pravdépodobné diivodem, pro¢
jsou na chlad adaptované enzymy daleko méng¢ citlivé ke zménam teploty (Low et al., 1973).
V Tabulce 2 jsou znazornény Kkatalytické vlastnosti a aktivacni parametry riznych
psychrofilnich enzymt ve srovnani s jejich mezofilnimi homology. Pro porovnéani jsou

dilezité hodnoty AH a TAS (Collins et al., 2007).

Tab. 2: Katalytické vlastnosti a aktivaéni parametry variabilnich psychrofilnich enzymd v porovnani

s odpovidajicimi mesofilnimi enzymy (Gerday & Glandsdorf, 2006).

Enzyme Source T(C) k. () T..(°C) AG* AH* TAS*  AAH® (p-m) TAAS® (p-m) References

‘ op
¢ a (kJ/mole) (kJ/mole) (kJ/mole)  {k]/mole) (k]/mole)

Amylase Psychro 10 294 28 57.68 34.7 -23.0 11.7 -10.9 D’Amico et al., 2003
Meso 97 54 58.52 46.4 -12.1

Chitinase Psychro 15 1.7 - 69.2 60.2 =9.0 -14.1 ~16.1 Lonhienne et al., 2001a
Meso 3.9 - 67.2 74.3 +7.1

Chitobiase  Psychro 15 3.8 - 59.5 44.7 -14.8 -26.8 -22.8 Lonhienne et al., 2001b
Meso 0.9 - 63.5 71.5 +8.0

Cellulase Psychro 4 0.18 37 71.6 46.2 -25.4 ~-19.6 -13.0 Garsoux et al., 2004
Meso 00.1 56 78.2 65.8 12.4

Subtilisin Psychro 15 254 40 62.0 36.0 -26.5 10.0 -6.3 Davail et al., 1994
Meso 54 60 66.0 46.0 -20.2

Xylanase Psychro 10 515.5 35 54.0 21.0 3.3 37.0 -3.1 Collins et al., 2003

(bacterium) Meso 59.5 62 60.0 58.0 -2.0

Xylanase Psychro 8§ 14.8 Y23 45.4 -7.0 4.5 2.3 Petrescu et al., 2000

(yeast) Meso 4.9 54.6 499 4.7

Vzhledem ke svym atraktivnim vlastnostem, tj. vysoké specifické aktivité a nizké tepelné
stabilité, predstavuji psychrofilni enzymy obrovsky potencidl pro zakladni vyzkum

a biotechnologické aplikace (Georlette et al., 2004).
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6. Biotechnologicky potencial

Vysoka aktivita psychrofilnich enzymii za nizkych a mirnych teplot nabizi potencidlni
ekonomické vyhody, naptiklad diky podstatné energii uspofené ve velkém méfitku, by nebyl
vyzadovan drahy ohiev. Mezofilni protedzy vyzaduji tepotu 37 °C, pouzivani psychrofilnich
enzymu tuto relativné vysokou teplotu nevyzaduje. Psychrofilni enzymy mohou byt také
pouzity k pomoci v domdacnostech, prani odévl v nizkych teplotach nejen redukuje spotiebu
energie, ale 1 1épe chrani barvy tkanin. Enzymy, které jsou pfidavany do pracich praskd, aby
hydrolyzovaly skvrny naptiklad subtilisin, lipdzy, glykosiddzy, nejsou tak ucinné ve vodé
o teploté niz8i nez 37 °C, mohou byt nahrazeny psychrofilnimi enzymy (Gerday et al., 2000).

V potravinafstvi jejich vlastnosti umoziuji transformaci nebo zlepSeni trvanlivosti
produktt citlivych na teplotu. Netolerance laktdzy je problém u pfiblizné dvou tietin svétové
populace. Psychrofilni [-galaktosiddza v mléce nahrazuje laktézu béhem zpracovani
a skladovani v nizké teploté (Nakagawa et al., 2003). DalSim ptikladem jsou pektindzy aktivni
v chladu, které mohou pomoci redukovat viskozitu a jasnost ovocnych dzust (Croak &
Corredig, 2000).

Tepelna labilita téchto enzymi zajistuje jejich rychlou, efektivni a selektivni inaktivaci
v slozitych smésich. Pouziti tepelné labilni alkalin-fosfatdzy v molekularni biologii bylo
pravdépodobné prvni biotechnologicou aplikaci navrZzenou pro psychrofilni enzymy (Kobori
et al.,, 1984). Glykosidazy jsou casto pouZivany v pekaistvi, ale mohou udrZet zbytkovou
aktivitu po pe€eni a tim ménit strukturu findlniho produktu béhem uskladnéni, toto se mize
obejit pouzitim psychrofilni glykosidazy. AvSak 1 ptesto, jak je silny biotechnologicky
potencial, psychrofilni enzymy ziistavaji nevyuzité. Caste&né proto, Ze cena produkce v nizké
teploté je vyssi, nez u komer¢nich enzymi, které jsou v soucasnosti vyuzivany.

Psychrofilni mikroorganismy jsou také navrhovany pro biodegradacni znecisténi pid
a odpadnich vod béhem zimy v temperatnich oblastech, kdyz je degradativni kapacita
endogenni mikroflory sniZena nizkou teplotou. Dulezitym Uspéchem na cest¢ k moznému
praktickému vyuziti psychrofili je zkonstruovani hostitel-vektorového systému umoziujiciho

nadmérnou expresi genl v psychrofilnich bakteriich (Tutino et al., 2001).
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7. Klidova stadia

Anabidza je metabolicky Zivotni stav, trvalé stadium, do néhoZz vstupuji nékteré jednodussi
organismy, jako odpovéd’ na nepfiznivé podminky okolniho prostfedi, jako jsou vyschnuti,
nedostatek kysliku a také nizka teplota. V tomto stavu ustavaji veskeré metabolické pochody
a neprobihd ani rozmnozovani, vyvoj ¢i oprava tkani (wikipedie.cz).

Vsechny mikroorganismy maji svlij vlastni zivotni cyklus se specifickymi energetickymi
a nutricnimi pozadavky a citlivosti na prostfedi. Vytvorily se u nich rizné strategie,
to ovliviluje nejen cas, velikost bunky, umisténi, ozafeni, teplota, ale také dominance
a sezonni sukcese druhil. Dilezitym faktorem je koncentrace zivin v bufice i v okolnim
prostiedi (Hense, 2010).

Prikladem skupiny s komplikovanymi zivotnimi cykly jsou snézné¢ ftasy z fadu
Chlamydomonadales (Chlorophyta). Dtlezitou charakteristikou téchto organismu, které se
vyskytuji ve sn¢hu polarnich a vysokohorskych oblasti, je tvorba odolnych nepohyblivych
bunék, kterd se v rdmci zivotniho cyklu znaci jako trvalad stadia nebo-li cysty. Trvala stadia
nejrozsitenéj§iho druhu Chlamydomonas nivalis maji hladky povrch, zesilenou bunécnou
sténu a obsah builky je zcela piekryt sekundarnim karotenoidem astaxanthinem (Obr. 7).
Cysty jsou schopny pfezit nepfiznivé podminky prostiedi, véetné nizkych teplot v zimnim
obdobi. Za ptiznivych podminek se opét méni v bicikaté bunky, které predstavuji aktivné
rostouci vegetativni stadium, mohou migrovat a rist v prostfedi mokrého jarniho snéhu.
Trvald stadia vznikaji pohlavné a oznacuji se jako zygospory, u nékterych druhi mohou

vznikat 1 nepohlavni cestou (Komarek & Nedbalova, 2007).

Obr. 7: Cysta snézné fasy Chlamydomonas nivalis, akumulace asthaxantinu poskytuje bufice ochranu
pred nadmémym ozafenim a pred nasledky zmrznuti ( diky maximélni dehydrataci) (Rezanka & Nedbalova,

2007)

Gram-negativni bakterie Caulobacter crescentus Zije ve vodnim prostiedi. Jeji bun&cny
cyklus je nepravidelny, stfidaji se pfisedld stopkovita stadia a pohyblivé hemzici se shluky
bakterii. C. crescentus je schopen kryotolerance, tj odolnosti vii¢i zamrzani béhem inkubace
v nizkych teplotach diky Ctyfem genomiim kddujicich proteiny obsahujici ,,cold shock*

domény. Exprese proteint cspA a cspB funguje béhem chladového Soku, cspC a cspD pouze
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behem klidového stadia, (viz kapitola 3) (Balhesteros et al., 2010).

Bakterie z rodii Micrococcus a Arthrobacter, které nevytvaii vytrusy jsou schopny
za zvlastnich podminek tvofit stadia podobné cystam. Tato dlouhovéka stadia nevykazuji
respiracni Cinnost a diky zvlastni jemné struktufe a morfologii maji zvySenou odolnost viici
nepiiznivym podminkdm. Pravdépodobné tyto cystdm podobna stadia zajiStuji preziti
v chladném prostredi (Mulyukin et al., 2002).

Mikrobiologické studie z nejhlubSich, a tedy nejstarSich vrstev ledového piikrovu
Antarktidy prokéazaly pfitomnost zivotaschopnych mikrobidlnich bunc€k (prokaryot i
eukaryot) v tomto prostiedi. To je diikkazem pro pfirozeny jev, dlouhodobou anabidzu, tj.
zachovani Zivotaschopnosti a vitality jednoduchych organismt po tisicileti (Abyzov et al.,

2006).
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8. Zavér

Cilem této prace bylo shrnout dosavadni znalosti a poznatky o zplisobech, jakymi dokéazi
mikroorganismy minimalizovat negativni nasledky zptisobené nizkymi teplotami v prostiedi
a adaptovat se. Tyto adaptacni mechanismy umoznuji obydlet zdanlivé nehostinné prostiedi,
trvale zalednéné plochy, chladné vodni habitaty, horské oblasti a jiné.

Mezi hlavni principy chladové adaptace patii zmény ve slozeni membran ve snaze zlepSit
jeji elastické vlastnosti a zvysit jeji fluiditu, coz se déje zejména zvySenim mnozstvi
nenasycenych vazeb v fetézcich mastnych kyselin nebo celkovym zkracenim a metylaci
konct fetézcli mastnych kyselin. Vyssi fluidit€é napomaha také obsah dalSich latek, naptiklad
membranovych proteind nebo karotenoidd. DilleZitou adaptaci také je pokles teplotnich optim
enzymd, a tedy jejich lepsi ucinnost pii nizsich teplotach. Déje se tak diky vysoké flexibilité
enzymatickych struktur, vys$i hydrofobicité, snizenim mnozstvi polarnich vazeb s okolni
vodou, které rychleji podléhaji teplotnim zménam, klesaji teplotni optima enzymii. Uéinnost v
nizkych teplotach je proto vysoka. Snizuje se aktivacni energie katalyzovanych reakci.
Nepostradatelna je také ochrana struktur pfed negativnimi nésledky chladu. Buiky proto
produkuji ochranné proteiny a dalsi latky, minimalizuji mnoZzstvi vody v buiice. Velkym
nebezpecim pro builky je zamrznuti. Proteiny chladového Soku (Csps) chrani bunécéné
struktury ptfed degradaci, ,antifreeze” proteiny dokazi snizit teplotni bod tvorby ledu
a proteiny vazajici led ptisobi na povrchu bunek a reguluji tvorbu ledovych jader. DalSimi
latkami, které chrani builky pied poskozenim v nizkych teplotdch patii karotenoidy nebo
nckteré cukry. Mikroorganismy adaptované na chlad si také Casto vytvortily slozity Zivotni
cyklus. Trvalé stadia jsou maximalné dehydrovand, umozni pieckani neptiznivych podminek
prostiedi v neaktivni formé po dlouhou dobu.

Tato prace poslouZi jako teoretickd pfiprava pro moji budouci magisterskou praci, ve které
se chci vénovat porovnavani ekofyziologickych vlastnosti, zejména zméndm ve sloZeni
membran, u psychrofilnich, psychrotolerantnich a mezofilnich fas skupiny

Chlamydomonadales.
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