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Abstract

After cold shock, the Bacillus subtilis desaturase Des introduces double bonds into
the fatty acids of existing membrane phospholipids. The synthesis of Des is regulated
exclusively by the two-component system DesK/DesR; DesK serves as a sensor
of the state of the membrane and triggers Des synthesis after a decrease in membrane
fluidity. The aim of our work is to investigate the biophysical changes in the membrane
that are able to affect the DesK signalling state. Using linear alcohols (ethanol, propanol,
butanol, hexanol, octanol) and benzyl alcohol, we were able to suppress Des synthesis after
a temperature downshift. The changes in the biophysical properties of the membrane
caused by alcohol addition were followed using membrane fluorescent probes
and differential scanning calorimetry.

We found that the membrane fluidization induced by alcohols was reflected in an increased
hydration at the lipid-water interface. This is associated with a decrease in DesK activity.
The addition of alcohol mimics a temperature increase, which can be measured
isothermically by fluorescence anisotropy. The effect of alcohols on the membrane
periphery is in line with the concept of the mechanism by which two hydrophilic motifs
located at opposite ends of the transmembrane region of DesK, which work as a molecular

caliper, sense temperature-dependent variations in membrane properties.
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Abstrakt

Po chladovém Soku zavadi desaturdza Des u Bacillus subtilis dvojné vazby do fetézcii
mastnych kyselin, které jsou soucasti membranovych fosfolipidi. Syntéza Des je
regulovana dvoukomponentovym systémem DesK/DesR. DesK slouzi jako senzor stavu
membrany a spousti syntézu Des po poklesu fluidity membrany. Cilem této prace je
zkoumat biofyzikalni zmény v membrané, které jsou schopny ovlivnit signalizaci DesK.
S vyuzitim linearnich alkoholi (etanolu, propanolu, butanolu, hexanolu, oktanolu) a benzyl
alkoholu bylo mozné potlacit syntézu Des po nahlém snizeni teploty. Zmény biofyzikalnch
vlastnosti membrany zplisobené¢ piidavkem alkoholu byly sledovany pomoci
membranovych fluorescentnich sond a diferencidlni skenovaci kalorimetrie.

Bylo zjisténo, ze fluidizace membrany vyvolana alkoholy byla doprovdzena zvySenou
hydrataci na rozhrani mezi lipidy a polarnim vnéjSim prostiedim. To je spojeno s poklesem
aktivity DesK. Pfidavek alkoholii napodobuje narast teploty, ktery mize byt meétfen
izotermalné pomoci anizotropie fluorescence. U¢inek alkoholtl na periferii membréany je
v souladu s konceptem mechanizmu, kdy dva hydrofilni motivy umisténé na opacnych
koncich transmembranové oblasti DesK, které¢ funguji jako molekularni méfitko, vnimaji

teplotné zavislé zmény membranovych vlastnosti.

Klic¢ova slova
Membranova fluidita
Dvoukomponentovy systém
Membranové aktivni latky
Alkoholy

Bacillus subtilis

Chladovy Sok
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1. Uvod

Mikroorganizmy musi neustale Celit zméndm odehrdvajicim se v jejich bezprostfednim
okoli, aby mohly uspésné riist a mnozit se. Kazda bakterialni buiika je nucena ptizptsobit
se proménlivosti vnéjsSiho prostiedi, napt. dostupnosti zivin, kysliku, osmotickému stresu,
zménam pH, vlhkosti a konkurenci jinych bakterialnich druhti. V jednom okamziku mtize
na bakteridlni bunku pisobit i n€kolik raznych strest najednou (WIPAT a HARWOOD
1999). Jednim z nejvyznamnégjSich faktort ovlivilujici vyraznym zpisobem fyziologii
bakterialni bunky je zména teploty prostiedi. Bakterie se fadi mezi poikilotermni
organizmy, které nedokéazi regulovat svou vnitini teplotu, a jsou tak izotermalni se svym
okolim. Bakterie vSak maji své teplotni optimum, pii kterém dosahuji nejvyssi ristové
rychlosti, a teplotni rozmezi, za jehoz hranicemi jiz rGst mozny neni. Bakterialni buiika se
negativnimu vlivu vykyvu vnéjsi teploty brani pomoci riznych adapta¢nich mechanizmd,
které se odehravaji na bunécné 1 molekuldrni trovni.

Grampozitivni bakterie Bacillus subtilis je bézny pidni mikroorganismus obyvajici svrchni
vrstvy pudy, kde dochazi k castym fluktuacim teploty. U této bakterie 1ze proto najit fadu
adaptacnich mechanizmii, kter¢ ji pfedurcuji roli zajimavého modelového organizmu. Tato
rigordzni prace navazuje na vyzkum Laboratofe fyziologie bakterii, kterd je soucasti
Katedry genetiky a mikrobiologie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy, a kterd se
mimo jiné zabyva studiem adaptacemi membrany Bacillus subtilis po chladovém Soku
(SVOBODOVA 1984; SVOBODOVA a SVOBODA 1988; KONOPASEK et al. 2000;
BERANOVA et al. 2008, BERANOVA et al. 2010).

1.1 Chladovy Sok u Bacillus subtilis

Po nahlém sniZeni kultivacni teploty (chladovém Soku) dochdzi k vyznamnym zméndm
ve fyziologii bakterialni bunky — klesa fluidita membrany, sekunddrni struktury
nukleovych kyselin jsou stabilizovéany, snizuje se efektivita transkripce a translace, jsou
poskozeny ribozomy, klesa aktivita enzymil, méni se sekundarni struktura proteinti
(PHADTARE 2004, NARBERHAUS et al. 2006, FELLER 2007, BARRIA et al. 2013).
Po chladovém Soku je rast bakteridlni bunky pierusen, translace vétSiny proteinl je
zastavena, a naopak je zvySena exprese proteint, které bunice umoznuji bunice adaptovat se
na nove teplotni podminky (Obr.1, HORN et al. 2007). Souhrn vSech bunécnych reaket,
které jsou nezbytné pro zajisténi dostatecné adaptace builky na ndhlé snizeni kultivacni
teploty, je nazyvan odpoveéd bakterialni buniky na chladovy Sok (CSR, z angl. ,,cold shock
response”, WEBER a MARAHIEL 2003). CSR zahrnuje i zvySenou expresi proteinl
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chladového Soku (CSP, z angl. ,,cold shock proteins*), které pomahaji bakterialni bunce
ptizplsobit se nahlému snizeni vnéjsi teploty a které se vyskytuji i buitkdch bakteridlni
kultury rostouci v optimélni teplot¢ (GRAUMANN et al. 1997). CSP funguji jako
transkripéni  aktivatory  prostfednictvim  stabilizace @ vazby = RNA-polymerazy
(GRAUMANN a MARAHIEL 1994). CSP dale =zastavaji funkci transkripcnich
antiterminatord, které se vazi na jednofetézcovou molekulu DNA a rozplétaji stabilni
sekundarni struktury, které brani transkripci (PHADTARE 2004). CSP ovliviiyji také
translaci, kolokalizuji s ribozomy a v zévislosti na aktivni transkripci se vazi na nové
syntetizovanou mRNA a sptahuji tak transkripci atranslaci (WEBER et al. 2001). CSP
dokazi v soucinosti s DNA gyrazou po chladovém Soku zavadét do molekuly DNA
negativni nadobratky, ¢imz usnadnuji jeji lokalni rozpleteni, a tim i replikaci a transkripci
(MIZUSHIMA et al. 1997). CSP mohou zastavat roli molekulovych chaperonti
a stabilizovat spravnou konformaci proteind, ktera je nezbytna pro jejich spravnou funkci
(FELLER 2007). CSP v zavisloti na své koncentraci maji vliv nejen translaci jinych
proteint, ale také reguluji svou vlastni hladinu v buice (HORN et al. 2007, PHADTARE
a SEVERINOV 2010).

Cold shock

|

Exponential growth ,Acclimation, Cold-adapted growth
: _ -Cell growth

i Non-CIPs

Protein synthesis

ClIPs

Time

Obr.1 Zména exprese proteini po chladovém Soku.

Po chladovém Soku je rast bakterialni kultury (pferuSovana céra) vyrazné¢ zpomalen
na n¢kolik hodin a nastava aklimatiza¢ni faze (,,acclimation®), kdy je pfechodné sniZzena
syntéza proteind typickych pro exponencidlni fazi rustu (non-CIPs, z angl. ,,non-cold
induced proteins“) a do vysokych hladin jsou exprimovany chladoveé indukované proteiny
(CIPs, zangl. ,cold-induced proteins). Po aklimatizaéni fazi je obnoven rlst
a proteosyntéza, zatimco chladové indukované proteiny jsou inhibovany (pfevzato
z BARRIA et al. 2013).



1.2 Regulace membranové fluidity

Cytoplazmaticka membrana pfedstavuje selektivni bariéru mezi vnitinim prostiedim
bakterialni buniky a jejim vnéjSim okolim, jsou na ni navazany nejriiznéjsi biosyntetické
drahy, transport pomoci membranovych proteintl, bunééné déleni a dalsi bunécné procesy.
Spravné fungovani membrany je proto klicové pro preziti bakteridlni buiiky. Membréana
vSak plni optimaln¢ své funkce v zavislosti na svém fyzikalnim stavu, ktery je definovan
slozenim fosfolipidové dvojvrstvy, ale také vnéjSimi podminkami, pfedevSim teplotou
(MANSILLA et al. 2004). V optimalni teplot¢ kultivace se membrana nachazi ve fazi
tekutého krystalu, je velmi fluidni a vSechny jeji funkce jsou zachovany. V nizké teploté
kultivace (pod teplotou fazového ptfechodu) se membrana nachazi ve fazi gelu, je rigidni
a procesy, které jsou na ni navazany, jsou naruSeny (LOS a MURATA 2004). Snahou
bakteridlni buiiky tedy je zachovat si dostate¢né tekutou membranu i po chladovém Soku.
Po ndhlém snizeni kultivaéni teploty, kdy je membrana pfili§ rigidni, syntetizuje
bakteridlni bunika mastné kyselin s niz§im bodem tani a inkorporuje je do fosfolipidu, které
jsou soucasti membrany. Tomuto adaptivnimu procesu se fika homeoviskozni adaptace
(SINENSKY 1974), jejim cilem je zmensit van der Wallsovy interakce mezi piilehlymi
fetézci mastnych kyselin, které jsou soucasti fosfolipidi. Po chladovém Soku tak
bakteridlni buiika produkuje mastné kyseliny s kratSim fetézcem, vétvené mastné kyseliny
nebo nenasycené mastné kyseliny (FELLER 2007). V nékterych pfipadech je zvySeni
fluidity dosazeno zmeénou v zastoupeni jednotlivych druhii lipidd nebo zménou
v pomérném zastoupeni lipidd a membranovych proteini (GUSCHINA a HARWOOD
20006).

U Bacillus subtilis se uplatiuji dva hlavni mechanizmy, které optimalizuji fluiditu
membrany po chladovém Soku: dlouhodoba adaptace, kterd zahrnuje syntézu vétvenych
mastnych kyselin, a kratkodoba adaptace, kterd spociva v rychlé desaturaci mastnych

kyselin, které jsou souc¢asti membranovych fosfolipidi.

1.2.1 Dlouhodoba adaptace

Rod Bacillus je charakteristicky vysokym obsahem vétvenych mastnych kyselin
v membranovych fosfolipidech. Vice nez 80% mastnych kyselin vazanych ve fosfolipidech
u Bacillus subtilis tvotfi i1zo- a anteizo- vétvené mastné kyseliny (KANEDA 1991).
Po chladovém Soku dochdzi ke zméné pomérného zastoupeni izo- a anteizo- vétvenych

mastnych kyselin ve prospéch anteizo- vétvenych (KLEIN et al. 1999). Anteizo- vétvené
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mastné kyseliny maji totiz nizsi teplotu fazového piechodu nez stejné dlouhé izo- vétvené, jsou tak

schopny vice narusit usporadanost fosfolipidové dvojvrstvy (DENICH et al. 2003).

1.2.2 Kratkodoba adaptace

Kratkodoba adaptace spociva v zavedeni dvojné vazby do fetézcti mastnych kyselin, které
jsou soucasti fosfolipidové dvojvrstvy, chladové indukovanou desaturdzou A5-Des
(ALTABE et al. 2003). Exprese genu des, ktery koduje desaturazu A5-Des, je regulovana
dvoukomponentovym systémem DesK/DesR (AGUILAR et al. 2001).

Dvoukomponentovy systém (DS) je draha signalni transdukce, kterd spojuje vnéj$i podméet
se specifickou adaptivni odpovédi bakteridlni bunky. DS je tvofen senzorem —
histidinkindzou, kterd je umisténd v membrané nebo je alespoil s membranou asociovana,
a regulatorem, ktery funguje jako transkripcni aktivator ¢i represor. Senzor se sklada
z detek¢ni domény, kterd v zavislosti na signalu piichdzejicim z okoli bakteridlni bunky
méni svou konformaci, a kindzové domény, kterd se po prijeti signdlu autofosforyluje
na ukor jedné makroergni vazby z ATP na konzervovaném histidinu. Tato energeticky
bohatd fosforylovand skupina je reakci katalyzovanou cytoplazmatickym reguldtorem
pfenesena na konzervovany aspartatovy zbytek pfijimaci domény regulétoru.
Po fosforylaci pfijimaci domény dochdzi ke zmén¢ konformace regulatoru, a tim ke zméné
schopnosti regulatoru vazat se na DNA a ovliviiovat transkripci (ZSCHIEDRICH et al.
2016).

Histidinkindza DesK a regulator DesR jsou v bakterialni buiice exprimovany konstitutivné
(CYBULSKI et al. 2002). Senzor DesK zaujima rtizné signalizacni stavy v zavislosti
na fluidit¢ membrany, ktera miiZze byt ovlivnéna teplotou nebo zastoupenim jednotlivych
mastnych kyselin. Po chladovém Soku, kdy se membrana nachazi v uspofadangj$im stavu
(je rigidngjsi), prevazi kindzova aktivita senzoru DesK a konzervovany histidin His 188
kinazové domény je autofosforylovan (CYBULSKI et al. 2002). Fosfat je nasledné
pfenesen na konzervovana aspartat Asp 54 pfijimaci domény regulatoru (ALBANESI et al.
2004). Fosforylace regulatoru vyvold jeho konformacéni zmeénu, diky které se regulator
DesR ve formé& dimeru vaze do oblasti promotoru genu des, kde dojde k tetramerizaci
DesR (CYBULSKI et al. 2004). Tetramer DesR specificky interaguje s RNA-
polymerazou, stabilizuje jeji vazbu na promotor a umoznuje tak spusténi transkripce genu
des (NECHAEV et al. 2000) Produkt tohoto genu - desaturdza A5-Des zavadi dvojné
vazby do fetézcl mastnych kyselin, které jsou soucasti membranovych fosfolipidi. To

vede ke zvySeni fluidity, na kterou reaguje senzor DesK zménou své konformace
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anasledné¢ zménou svého signalizatniho stavu. U senzoru DesK pievazi fosfatdzova
aktivita, regulator DesR je defosforylovan a transkripce genu des je preruSena (Obr. 2,

MANSILLA a DE MENDOZA 2005).

A B
Ordered membrane lipids Disordered membrane lipids
- '\\\
DesK DesK |/ \ A5-Des
\Y MI
O O H ® H I —H
DesR ) o
£(P) DesR /_< :
es
(P)
o ©®
des

des mRNA

Kinase dominant state Phosphatase dominant state

Obr. 2 Schéma regulace exprese desaturazy mastnych kyselin u B.subtilis

(a) Po zvyseni usporadanosti membranovych lipida v disledku chladového Soku prevazi
kindzova aktivita DesK. DesK se autofosforyluje, fosfatova skupina je prenesena
na DesR. Dva fosforylované dimery DesR se vazi do oblasti promotoru genu des
a stabilizuji vazbu RNA polymerazy. Desaturdza A5-Des je exprimovana. (b) AS5-Des
desaturuje fetézce mastnych kyselin, které jsou soucasti membranovych fosfolipidi, to
vede ke snizeni usporadanosti membranovych lipida. Prevazi fosfatazova aktivita Desk,
DesR je defosforylovan a transkripce genu des je zastavena (pievzato z SAITA
a MENDOZA 2015).

1.3 Teplotni senzory

Nahly pokles vnéjsi teploty vyznamnym zplisobem zasahne vSechny struktury bakterialni
buitky — DNA, RNA, ribozomy, membranu, méni se konformace proteinii, klesa rychlost
metabolizmu. Adaptace bakteridlni buiikky na chladovy Sok je proto velmi komplexni
proces a pro pieziti bakterie je nezbytné v¢as rozpoznat zménu vnéjsi teploty, aby na ni

mohla adekvatné reagovat. Pokles teploty je vniman bunkou pravé prostfednictvim
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takovych molekul, které v zavislosti na teplot¢ méni své fyzikalné-chemické vlastnosti.
Jako senzory tak mohou slouzit DNA, RNA, ribozomy, cytoplazmatické i membranové
proteiny a fosfolipidova dvojvrstva (ERIKSSON et al. 2002).

Zména fyzikalniho stavu v zavislosti na teploté ¢ini z membrany vhodny senzor vnéjsi
teploty. Zména fyzikélnich vlastnosti membrany vyvolanych zménou teploty (zakfiveni,
lateralni tlak, tloustka, ptechod zfaze gelu do faze tekutého krystalu) navic miize
regulovat aktivitu membranovych proteinti a tim pfenést informaci o plsobeni stresu

dovniti do bunky (SHIGAPOVA et al. 2005).

1.3.1 Tlou$t’ka membrany a aktivita membranovych proteini

Tloustka membrany zavisi na lipidovém slozeni membrany, pfedev§im na délce,
nasycenosti mastnych kyselin. Tloustka membrany se méni také s teplotou — s rostouct
teplotou je membrdna tenc¢i. Integrdlni membranové proteiny obsahuji Cast tvofenou
hydrofobnimi aminokyselinami, ktera kotvi proteiny do membrany. Pokud se vlivem
vnéjSich podminek zméni tloustka membrany, mize dojit k tomu, ze hydrofobni ¢ast
proteinu nema stejnou velikost jako nepolarni ¢ast membrany, do které je zanoten,
a hydrofobni ¢ast proteinu je vystavena polarnimu prosttedi (v angl. je tento jev oznacovan
jako ,hydrophobic mismatch®). U proteinu pak musi dojit ke zmén¢ jeho konformace —
ohnutim helixu nebo nato¢enim postrannich fetézci, aby byl tento energeticky nepiiznivy
stav kompenzovan. Relativné mald zmeéna tloustky membrany tak miZe vyznamnym

zpusobem ovlivnit aktivitu proteinu (SAITA a MENDOZA 2015).

1.3.2 Senzor DesK a membranové aktivni latky
Senzor DesK, ktery je soucasti dvoukomponentového systétmu DesK/DesR, ktery

prostiednictvim exprese desaturdzy mastnych kyselin reguluje fluiditu membrany
u B. subtilis, byl v poslednich 20 letech intenzivné studovan. Bylo zjiSténo, ze senzor DesK
piepind mezi kindzovou a fosfatdzovou aktivitou pravé v zavislosti na zmeéné tloustky
membrany, kterd je vyvolana nejenom zménou teploty, ale také zménou slozeni mastnych
kyselin v membranovych fosfolipidech (CYBULSKI et al. 2010, PORRINI et al. 2014).

Vlastnosti membrany se mohou ménit také s ptidavkem membranové aktivnich latek, napf.
alkoholti. Alkoholy ovliviiuji membranu prostfednictvim zmén nékterych jejich fyzikalnich
vlastnosti. Bylo prokézano, ze alkoholy zvySuji neuspoiadanost fetézcli mastnych kyselin,
zveétsuji prostor ptipadajici na jednu molekulu (LY a LONGO 2004), coz vede k vétsi
laterdlni pohyblivosti molekul v membrané (CHEN et al. 1996), zméné tloustky
a hydratace membrany (GURTOVENKO a ANWAR 2009). Dale pak maji alkoholy vliv
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na teplotu fazového prechodu, kterou snizuji (ROWE 1985), a na permeabilitu membrany,
ktera je po ptisobeni alkoholi vyssi (WESTH et al. 2001). Uginek alkoholti na membranu
zavisi na délce fetézce, jeho hydrofobicité, toxicité a na pouzité koncentraci — prodlouzeni
alifatického alkoholu o jednu CH, skupinu snizi koncentraci potfebnou k dosazeni stejného
efektu na membranu zhruba tiikrat (LY a LONGO 2004). Vzhledem ke komplexnosti
bakteridlnich membran a rtznorodého ucinku alkoholi na membranu je zifejmé, ze
interakce membrany a alkoholl neni jednoduchy proces. Alkoholy jsou vSak schopné

do membrany pronikat, ovlivnit jeji strukturu, a tim i aktivitu membranovych proteint.

2. Cil prace

Cilem této rigorozni prace bylo prispét k objasnéni povahy signalu, ktery ovliviiuje
signalizaci senzoru DesK. Bylo proto zkoumano, zda mohou membrénové aktivni latky
s fluidizacnim U¢inkem na membranu ovlivnit signalizaci DesK in vivo, tedy zda mohou
snizit ¢i uplné potladit expresi genu des po chladovém Soku. V této praci byly jako
fluidizacni latky pouzity alkoholy (ethanol, propanol, butanol, hexanol, oktanol a benzyl
alkohol), u kterych byl prokdzan jejich vliv na uspofadanost lipidd, fluiditu a hydrataci
membrany. Dale bylo pusobeni alkoholli na zmény fyzikalnich parametri membrany
sledovano na irovni izolovanych membran a lipidii pomoci riznych biofyzikalnich metod
— anizotropie fluorescence sondy DPH, generalizované polarizace Laurdanu a diferencialni
skenovaci kalorimetrie. Porovndnim vlivu alkohold na aktivitu promotoru genu des
s u€inkem alkoholli na fyzikdlni stav membrany tak bylo mozné zjistit, jaké zmeény
fyzikalnich parametri membrany senzor membranové fluidity DesK vnima a reaguje na né

zménou signalizace.
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