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1. Abstrakt/Abstract

VSechny organismy potfebuji mechanismy, které jim umozZni pfeziti v Sirokém
rozmezi teplot. Pti sniZeni teploty ztraci membrana tekutost, nukleové kyseliny v butice
méni svou konformaci a ribosomy nejsou schopny prekladat béZzné bunééné proteiny.
Bakterie se umi velmi rychle adaptovat na nepfiznivé ucinky teplot a brzy po
chladovém S$oku obnovuji rist. Adaptace probiha na trovni sloZeni membranovych
fosfolipidii a na urovni exprese proteini. Tato prace se zaméfuje na chladovou adaptaci
u bakterii na Grovni cytoplazmy a pfedevs$im na proteiny chladového Soku (cold shock
proteins — CSP), které jsou charakteristické pro bakterie. Tyto proteiny pomahaji
potlacit vliv sniZeni teploty a chladu na buné¢né funkce. Popsany budou i adaptace

membrany, DNA a RNA a metabolismu celkové.

Klicova slova: chladovy $ok, Bacillus subtilis, proteiny chladového Soku

All organisms need some mechanisms that enable them to survive in a broad
temperature range. If temperature decreases, the membrane is losing its fluidity, nucleic
acids in a cell change their conformation and ribosomes are not able to translate
common cellular proteins. Bacteria can adapt to adverse temperature effects very
quickly and their growth is renewed soon after a cold shock. The adaptation takes place
on the level of membrane phospholipids as well as on the level of protein expression.
The paper focuses on cold adaptation of bacteria on the cytoplasm level and especially
on cold shock proteins (CSP) which are characteristic of bacteria. These proteins help
suppress an effect of both temperature decrease and cold on cell functions. Adaptation

of a membrane, DNA and RNA and metabolism as a whole are described as well.

Key words: cold shock, Bacillus subtilis, cold shock proteins



2. Uvod

Kazdy organismus na této planeté je ovliviiovan svym prostiedim. Podminky,
ve kterych se dany organismus vyskytuje, v§ak nejsou vZdy idealni, vétSinou je tomu
pravé naopak. PfevaZnou Cast Zivota stravi organismus pii pusobeni néjakého ze
stresovych faktorid (mnohdy je jich i vice). To vyZaduje najit dostate¢né u¢inny zpisob,
jak stres prekonat.

Teplota je jednim z abiotickych faktort, ktery plsobi na vSechny organismy na
Zemi, na viech mistech. Kazdy organismus se musi umét pfizptisobit ménici se teploté.
Bakterie nejsou vyjimkou. Zména teploty, stejné jako zména kteréhokoli jiného
parametru prostiedi za hranice optima dané buriky, je stresovy faktor. Na tento stres je
potfeba adekvatné reagovat, aby buiika pfeZila. Bakterie musi kompenzovat negativni
ptsobeni okoli.

Duvodi, pro¢ studovat reakce prokaryotické buiiky na chladovy 3ok, je mnoho.
Hlavnim pfedmétem vyzkumu je porozuméni jednotlivym bunéénym funkcim.
Poznatky o chladové adaptaci lze uplatnit v potravinafstvi (vyroba potravin ¢i ochrana
pfed neZadoucim plsobenim mikroorganismii), biotechnologiich (napf. Ccisténi
odpadnich vod, vyuZiti enzymi pisobicich za niZSich teplot, v genovém inZenyrstvi) ¢i
1ékafstvi (patogenni mikroorganismy Casto poznaji priznivé prostfedi hostitele pravé
podle okolni teploty) a farmaceutickém priimyslu.

Schopnost pfezit pii negativnim vlivu chladu diky udrZzeni membranové fluidity
a produkci proteini chladového Soku se nazyva kryotolerance. Buiika na nahlé sniZeni
teploty odpovida souborem reakci. Ty oznacujeme jako ,,cold shock response (CSR).
Zahruji vSe od ziskani informace o chladu pomoci senzorti, pfenos informace
do buriky a soubor reakci vedoucich az ke zméné metabolismu a adaptaci na chlad.

Tématem této prace je chladovy stres a odpovéd” na né€j u bakteridlni buriky.
Jako modelové organismy pro studium chladové adaptace byli zvoleni Bacillus subtilis
a Escherichia coli. Bacillus byl vybran s ohledem na budouci diplomovou praci. Je to
velmi béZnd pidni grampozitivni nepatogenni bakterie. Ma tvar tyCinky a tvofi
endospory. Ve svém pfirozeném prostiedi (povrchové vrstvé pidy) se neustale setkava
s vykyvy teplot. Divodem vybéru této bakterie jako modelového organismu je

pfedeviim snadna kultivovatelnost a to, Ze se nejednd o patogenni druh. Pokud jde



o teplotni optimum této bakterie, patfi mezi mezofily (viz 1.1). Escherichia coli je
nejbéznéjsi laboratorné pouzivanou bakterii, proto je velka ¢ast vyzkumu provedena

na ni.

2.1 Pisobeni chladového stresu na bakterialni buiiku

Organismy miZeme délit dle teploty, ve které probiha jejich optimalni rist,
do n€kolika kategorii. NejniZs§i optimalni teploty pro rist nalézame u psychrofili. PF
vys§ich teplotich rostou psychrotolerantni organismy. Nasleduji mesofilové,
termofilové a nejvyssi teplotni optima maji hypertermofilové. Kazdy z nich ma jiné
sloZzeni mastnych kyselin ve fosfolipidech a jiny enzymaticky aparat pro syntézu
mastnych kyselin. K adaptaci membarny na chlad bude tedy u rtiznych bakteridlnich
druhti dochézet rozdiln€. Bakterie dokazi rist za vétSiho rozmezi teplot, avSak rizné
efektivné.

Chladovy $ok nepochybné ovliviiuyje diftizi, konformaci molekul a dynamiku
vSech dé&jti v burice. Vede k zastaveni tvorby nékterych proteind a k indukci proteind
specifickych pro nizké teploty. Obecné dochazi ke zpomaleni metabolismu, ¢ehoZ se
v praxi hojné vyuziva pfi konzervaci potravin chladem. Nizk4 teplota mtiZe byt letalni.
Po chladovém Soku vétSinou nastava lag faze, béhem které se burika na nizkou teplotu
adaptuje. Délka této faze se 1isi u jednotlivych bakteridlnich druhi.

Chladem membrany ztraci fluiditu (pohyblivost membranovych komponent)
(viz Obr. 1), coz ovliviiuje déje vazané na membranu a téch je v prokaryotické burice
velmi mnoho, napf. transport latek do buiiky a z buiiky ven (McElhaney 1984, Phadtare
et al. 2000, Schumann 2002).
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Obr. 1 Schématické znézornéni zmén v membrénové struktuie a chovani
lipidové dvojvrstvy b&hem chladového a teplotniho 3oku. Nizkd teplota
zpusobuje rigidifikaci, zatimco vysoksd fluidizaci membrany. (pFevzato z Los a
Murata 2004)

Chladovy 3ok plsobi na nukleové kyseliny, které se v bakterii vyskytuji.
Dvojvldkno DNA je v buiice zavinuto do sloZitych struktur — ma takzvanou negativni
superhelicitu. Nizka teplota zptisobuje jesté vétsi utazeni téchto struktur DNA. Zaroveii
jsou stabilizovany sekundarni struktury RNA (konkrétn€ oblast Shine-Dalgarnovy
sekvence), vznikaji vlasenky, coZ znesnadni nasednuti ribosomu a translaci. Pisobenim
chladu stoupa v buiice poéet volnych ribosomu, které nejsou vazany na mRNA
a zaroven se i zvySuje pocet volnych podjednotek ribosomd, které se vyskytuji v buiice,
coZ zpomaluje translaci.

Chlad ovliviiuje i1 konformaci jiz vytvofenych proteini a jejich difizi buiikou ¢i
transport proteind mimo ni.

Nizké teplota zastavuje mnoho bunéénych dé&ji, které probihaji na drovni celé
buriky. Piikladem mohou byt déleni buiriky a diferenciace v endospory u bakterii, které

maji tuto schopnost.



SniZeni teploty o 10°C vede ke sniZeni reak¢ni rychlosti 1,5 — 4x (dle
Arrheniova vztahu K = A . ¢®RT). Nizka teplota zpomaluje d&je probihajici na
membrané a metabolismus, a to jak na drovni katabolismu (glykolyza, oxidativni
fosforylace atd.), tak na Grovni anabolismu (zpomaleni biosyntézy).

Mechanismus ptsobeni chladu je tedy velmi rozmanity a burika se snim

1 rozmanité vyrovnava. O tom pojednavaji nasledujici kapitoly.



3. Chladova adaptace

K adapta¢nim zménam dochazi na trovni sloZeni membranovych lipidd
anaurovni genové exprese. Dochazi k produkci proteind, které méni konformace
stavajicich proteini a konformace nukleovych kyselin. Mira a pfesny zpisob adaptace

zavisi na druhu bakterie, konkrétni teploté a kultiva¢nim médiu.

3.1 Teplotni senzory

Aby mohla bakterie vhodné reagovat na zménu okolni teploty, musi mit
senzory, které tuto informaci zachyti. V bakterii nalézame takovych senzor nékolik.
Bylo zjisténo, Ze stejné senzory registruji jak sniZeni, tak zvySeni teploty. Bakterialni
senzor je schopen informaci o zméné okolni teploty pfijmout, vyhodnotit i poskytnout
dal.

Membrana bakterie je nepochybné primamim senzorem, ktery registruje
zménu v okolni teploté. Dostava se jako prvni komponenta buiiky do kontaktu se
sniZzenou teplotou. V membrané B. subtilis nalézame dvoukomponentovy systém
kédovany desKR operonem (viz Obr. 2), ktery registruje informace o teploté prostiedi,
ve kterém se burika nachazi. Je to systém tvofeny histidin kindzou a vazebnym
proteinem. Histidin kindza DesK funguje jako kindza i fosfatdza pro protein DesR,
v zavislosti na okolni teploté. Pti 37°C udrzuje DeskK svou fosfatdzovou aktivitou DesR
v neaktivni defosforylované formé&. Pfi sniZeni teploty prostfedi méni DesK svou
konformaci, to vede k autofosforylaci, coZ zméni funkci DesK z fosfatdzy na kinazu.
Ta fosforyluje DesR, ¢imZ ho aktivuje (viz Obr. 3). DesR se vaZe na oblast des
promotoru, kde ptisobi jako transkripéni aktivator. Dochazi k expresi enzymu
desaturazy, nezbytné pro adaptaci membrany na chlad (viz 2.3). Disledkem adaptace je
fluidizace membrany, coZ zajisti jeji spravné fungovani a zaroveni vraci DesK jeho

fosfatazovou aktivitu, ¢imz zastavi tuto signalni drahu (Aguilar et al. 2001).
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Obr. 2 Schéma struktury a aktivace na chlad senzitivni histidin kinazy.
Aktivace DesK B. subtilis za nizkych teplot. Kazdd podjednotka DeskK
ma &tyfi transmembrinové domény. Po zatuhnuti membrany néasleduje
fosforylace a pfibliZzeni transmembrianovych domén. To vede
k autofosforylaci. (pFevzato z Los a Murata 2004)

DalSim senzorem informujicim o zméné teploty je ribosom, jehoZ Cinnost je
snizenim teploty ovlivnéna. Chlad zpisobi inaktivaci ribosomalnich funkci, jelikoZ
dochazi k rozpadu ribosomu na podjednotky, coZ je pravdépodobné signal pro buiiku
vedouci k CSR (viz Obr. 3). To bylo dokdzano pouZitim antibiotika, které zastavuje
¢innost ribosomi (napt. chloramfenikol). Po jeho pfidani do média doslo k blokovani
ribosomu, coZ vedlo k indukci proteini chladového Soku (VanBogelen a Neidhardt
1990, Graumann et al. 1997, Etchegaray a Inouye 1999).

Jako senzor funguje i DNA. Pii chladu ma vys$$i negativni superhelicitu. To
pusobi jako signal, Ze se buiika nachazi v chladném prostfedi. Zavinuti DNA ovliviiuji
enzymy topoizomerazy I. a II (viz Obr. 3). Konformace je také ovliviiovana proteinem
H-NS (histonim podobny protein, ktery se vaZze na DNA), jehoZ mnoZstvi v buiice po
chladu stoupa. Ten je zodpovédny za represi bakteridlnich geni pfi chladu.
Pravdépodobné brani tvorbé otevieného komplexu na promotorové oblasti (Williams a
Rimsky 1997, Eriksson et al. 2002). Tato represe pusobi pro buiiku jako signal o

sniZené teploté v okoli.
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Obr. 3 Organizace CSR (cold shock response) u B. subtilis. Membrana, translatni aparat a DNA
slouZi jako senzory, jejichZ fyzikdlni vlastnosti se m&ni po sniZeni teploty prostfedi, kterd piisobi
jako signal. To nakonec vede k adaptaci na drovni proteini. (pfevzato z Weber a Marahiel 2002)

3.2 éasovy rozvrh adaptace

SniZeni kultivaéni teploty mize byt letalni. Pokud letdlni neni, burika vstupuje
do rizné dlouhé lag faze. Béhem ni dochazi k adaptaci buriky na nové podminky.

Obecny model Ize shrnout asi takto: signal — pfenos signalu v ramci buiiky —
ovlivnéni transkripénich/transla¢nich faktori — zména transkripce/translace —
adaptace na urovni membrany a syntetizovanych proteinti — adaptace na trovni celé
buriky.

Weber a Marahiel navrhli tfistupiiovy model adaptace (viz Obr. 4). Prvni faze je
nazvana aklimatizaéni faze (,,acclimatization phase*) a nasleduje té€sn€ po chladovém
Soku. Trva vétsinou nékolik hodin. Dochazi k zpomaleni ristové rychlosti a zméné
syntézy proteini. Syntéza béZnych proteinti je utlumena a vzristd produkce proteint
chladového Soku (CSP, ,.cold shock protein“). Nasleduje faze oznacovana jako faze
zotaveni (,,recovery phase“). Bakterie jiZ roste rychleji, proteom se li§i od proteomu
predchozi faze. Ve treti fazi je jiZ burika adaptovana na chlad. Jsou produkovany béZzné
proteiny, které bylo mozné v burice najit pfed Sokem.

Okamzité¢ po chladovém Soku zaregistruje zménu okolni teploty membrana,
ve které nalézdme senzory registrujici sniZeni okolni teploty (Jednim z nich je DeskK
u B. subtilis). Senzor piedava informaci do vnitiniho prostfedi buriky. Zde dochazi ke
zméné transkripénich faktorl, které v danou chvili reguluji transkripci. Disledkem je
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aktivace ¢&i represe transkripce. V pfipadé fosforylaéni kaskady vedouci od DesK
dochazi k pfepisu genu pro desaturazu. Ta zavadi dvojné vazby do mastnych kyselin
ve fosfolipidech membran. Takto upravené mastné kyseliny fluidizuji membrany
za nizkych teplot.

Krétce po ztuZeni membrany dochéazi ke zménam i uvnitf buiiky. Konforma¢ni
zmény na ribosomech a mRNA vedou k zastaveni translace (viz 1.1). Zaroveii se snizi
hladina (p)ppGpp (souhrnné oznaeni pro molekuly guanosin-5 trifosfat-3 difosfat
a guanosin-5 ‘difosfat-3 difosfat), coz je spoleéné se ztuZenim membrany impulz
ke zméné€ genové exprese. Dochazi k omezeni syntézy béZznych proteinii a k indukci
syntézy CSP. Spole¢né stim dochazi ke konforma¢nim zméndm na vldkné DNA
a dochazi ke zméné transkripéni aktivity. Zména konformace urcitych mist na DNA
pfitahuje gyrazu.

V pfipadé E.coli (kmen ML30) mame k dispozici konkrétni ¢asové udaje
o postupu adaptace. Pii pfeneseni kultury z 37°C do 10°C syntéza béZnych proteinti
zacala po 4h a déleni buiiky po 11h od chladového Soku. Pokud je buiika pfenesena
do 15°C, indukuje prvni protein chladového Soku po 2 hodinach lagu; timto proteinem
je CspA. (Shaw a Ingraham 1967).

Pro B. subtilis byly zjistény odlisné udaje. Po cca 2h od chladového Soku jsou
JiZ produkovany béZné proteiny (Graumann et al. 1996)

3.3 Prizpusobeni na urovni membrany

Membréna, je prvni komponenta bakterie, ktera je ovlivnéna sniZenim teploty.
Slouzi i jako senzor, ktery informuje o teplotnim Soku. Pisobenim chladu membrana
ztraci fluiditu. Za normalni teploty jsou jednotlivé molekuly fosfolipidi do ur€ité miry
pohyblivé. Ztrata této pohyblivosti (tekutosti) ma za nasledek ovlivnéni funkci
membrany. V membrané je omezena difiize a enzymy vazané na membranu katalyzuji
reakce pomaleji. Pokud se mad membrana adaptovat, musi dojit k jejimu ztekuceni.
V pfipadé B. subtilis se to déje dvéma odliSnymi mechanizmy. Standardné pfevazuji
v cytoplazmatické membrané B. subtilis iso- a anteiso- mastné kyseliny (liSi se pozici
methylové skupiny, ktera nahrazuje vodik vazany na uhlikovém atomu alifatického
fetézce). Dlouhodobou adaptaci zajiStuje zvySené mnoZstvi anteiso- mastnych kyselin

s niz§im bodem tani (pfevazné a-15:0 a a-17:0) v membranovych fosfolipidech.
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OkamZitou adaptaci zajiStuje syntéza desaturazy mastnych kyselin. Indukce genu des4
vede k expresi enzymu desaturazy, ktera zavadi do mastnych kyselin jiZ existujicich
fosfolipidi dvojné vazby. Takto upravené mastné kyseliny udrzi membranu dostate¢né
fluidni i za nizkych teplot. Tento jev se nazyva desaturace (de Mendoza et al. 1993).
Gen pro desaturazu je nejsilnéji indukovany gen po pfesunuti buiikky do chladnéjsiho
prostfedi. Regulace syntézy tohoto enzymu probiha na trovni transkripce.

3.4 Déje probihajici v cytoplazmé

3.4.1 Kompatibilni soluty

K ochran€ vnitfniho prostfedi buriky pfed nepfiznivymi podminkami slouZi
nizkomolekularni latky, takzvané kompatibilni soluty. Brani buriku pfed pisobenim
prili§ alkalického prostfedi, teplem, volnymi radikaly a samoziejmé i chladem. Mezi
témito latkami snizkou molekulovou hmotnosti nalézame polyoly, polyaminy,
sacharidy, derivaty aminokyselin a dal§i latky. Pfesny mechanismus jejich ptisobeni
neni znam, ale daji se povaZovat za chemické chaperony. Stabilizuji nativni
konformace proteini, brani denaturaci ¢i vzniku agregati, podili se na zneSkodiiovani
volnych radikald. ZvySeni koncentrace téchto latek v cytoplazmé buiiky vede
ke zvySeni viskozity, ale zaroveni omezuje diftzi. DalSim efektem téchto latek je
sniZeni bodu tuhnuti cytoplazmy, coZ je velmi vyhodné za nizkych teplot.

Pokud pfemistime buiiku do niZsi teploty, zvysi se mnoZstvi volnych radikala
v jeji cytoplazmé. V pfipadé E. coli dochazi pti sniZeni kultivaéni teploty z 37°C
na 16°C k nahromadéni disacharidu trehaldzy, slouzi k neutralizaci volnych radikald).
Dal$im piikladem muizZe byt Listeria monocytogenes (vyznamny lidsky patogen). U ni
jsou jako kompatibilni soluty pfi sniZeni teploty vyuZivany glycin betain, karnitin
a pravdépodobné i dal$i latky. U B. subtilis je také pouZivan glycin betain, ktery se
dostava do buiiky pomoci ABC transportéru (OpuA) (Kempf a Bremer 1995, Bremer
2002).
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3.4.2 VIliv chladu na sbalovani proteinii a proteinové chaperony

Spravné sbaleni (folding) proteinu do nativni konformace je nezbytnou
podminkou pro jeho fadnou funkci v organismu. Nizké teploty samoziejmé ovliviiuji
produkci proteint v burice (viz 1.1). Pisobenim nizkych teplot vznika v misté, kde se
ribosom vaZze na mRNA, vlasenka, ktera tomuto nasednuti zabrani. Ribosomy se
odpoutaji od mRNA a tim je ukonc¢ena translace. Jako doklad slouzi zvy$ené mnoZstvi
volnych ribosomi (70S) i volnych podjednotek (50S a 30S) v buiice. Burika se brani
vzniku sekundarnich struktur na mRNA dvéma zpisoby. Jednak vazbou CSP
(Graumann et al. 1997) a v pfipadé E. coli i pomoci chladem indukovanych helikaz
(Jones et al. 1996). CSP funguji jako molekulové chaperony, to znamena, Ze pomahaji
sbalovat napf. mRNA nebo proteiny do jejich nativni konformace (viz Obr. 5).
V piipad€ velké produkce proteinu buitkkou (napf. v biotechnologickych provozech) je
tento rys chladové adaptace bunék velmi ekonomicky vyhodny.

V cytoplazmé B. subtilis byly pti plisobeni chladu pozorovany peptidyl-prolyl
isomerazy a spoustéci faktor TF asociovany s ribosomy. Ty katalyzuji cis/trans
izomeraci peptidové vazby N-terminalniho konce prolinovych zbytki (Fischer er al.
1998). Tato reakce je pokladana za limitujici krok pfi baleni proteinii hlavné za nizkych
teplot (Stoller et al. 1995). Existuji doklady o tom, Ze se TF zaroveii ucastni i sekrece
proteini (Lee et al. 2002) (viz 2.4.3).

3.4.3 Transport proteini

U vSech znamych bakterialnich druhti proteiny difunduji v ramci buriky a jsou
transportovany pfes cytoplazmatickou membranu ven z buriky (napf. proteiny bunécéné
stény). Pfi pisobeni chladu se tento transport stava méné G¢innym.

Vétsina proteini v burfice je transportovana na misto upotfebeni pomoci
sekretorické drahy Sec (Hirose et al. 2000). Tato cesta je vyuZivana jak k transportu
ven z buiiky, tak k zavadéni proteini do membrany. V membrané je zakotven systém
zvany translokaza. Translokaza F.coli se sklada z minimaln€ sedmi proteind, ¢ast z nich
je zanofena do membrany, ¢ast se nachazi v periplazmovém prostoru. Transport timto

systémem pravdépodobné potiebuje hydrolyzu ATP. Proteiny se k nému dostavaji diky
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SRP (signal recognition particle), a to bud’ kotranslaéné nebo posttranslaéné. SRP se
sklada z proteinové a RNA sloZky, vaZe se na protein a urCuje, kam dany protein patfi.
Obdobnou funkci jako SRP ma i molekularni chaperon SecB (Tjalsma et al. 2000).

Pii chladové adaptaci E. coli ptisobi v transportu i TF asociovany s ribosomy,
ktery zastavuje transport (Lee ef al. 2002). Béhem chladu jeho mnoZstvi v buiice stoupa
(Graumann et al. 1996, Graumann a Marahiel 1999, Kandror a Goldberg 1997). Jeho
pusobeni je prevenci pfed nevhodnou sekreci proteini do membrany ve chvili, kdy
teprve dochazi k adaptaci membranovych fosfolipidi. Uloha TF v transportu i jeho
funkce béhem sbalovani proteinti dokazuje, nakolik je chladova adaptace komplexni
dgj.

3.4.4 Adaptace na drovni proteini, CSP

Chladovy stres ovliviiuje sloZeni proteind, které burika vytvari. Syntéza vétSiny
standardn€é se vyskytujicich proteini je potlaena ve prospéch indukce CSP. Ty
pomahaji v adaptaci organismu na nové podminky okoli (viz Obr. 4).

Jsou to prvni proteiny, které se objevuji po pfeneseni buiiky do chladnéjsiho
prostfedi. Geny pro tyto proteiny byly nalezeny ve vét§in€ psychrofilii, mesofild,
termofili a také hypertermofild (Weber ef al. 2002). Vyskytuji se i u evolu¢né starSich
skupin bakterii (Graumann a Marahiel 2002), coz ukazuje, jak jsou pro preZiti buriky
podstatné.

Proteiny, které jsou produkovany v disledku chladového Soku, miZeme rozd¢lit
do tfi skupin. Prvni skupina jsou takzvané chladem indukované proteiny (cold induced
proteins CIP). V buiice se pfed Sokem nevyskytuji. Jejich mnoZstvi rapidné vzrista
béhem aklimacni faze adaptace, v nasledujici fazi je jejich produkce €aste¢né, ale nikoli
zcela, utlumena. Druhou skupinou jsou tzv. chladové aklimatiza¢ni proteiny (cold
acclimatization proteins, CAP). CAP nachazime v psychrofilnich mikroorganismech
a organismech, které jsou dlouhodobé adaptované na chlad. Tyto proteiny miZeme najit
v burice i za béznych kultivanich teplot psychrofilnich organismu. Jejich exprese
po chladovém Soku nevzruista tak rychle a vyrazné jako u pfedchozi skupiny. Maxima
indukce dosahuji na konci aklimatiza¢ni faze a tato hodnota pfetrvava i nadale. Ob¢
skupiny proteini mohou byt déleny jesté na ¢asné a pozdni (v zavislosti na okamZiku,
kdy dochazi k expresi po chladovém $oku). Tteti skupinou jsou proteiny chladového

Soku (cold shock proteins, CSP), mnohé z nich mohou byt fazeny mezi CAP a CIP.
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Obr. 4 Tristupiiovy model pro fyziologii bakteridlni chladové adaptace. CSP jsou proteiny
chladového 3oku. Cap jsou proteiny aklimatiza&ni. CIP jsou proteiny chladem indukované.
(pfevzato z Weber a Marahiel 2003)

VazZou se pfedev§im na ss RNA a DNA a pisobi jako chaperony za nizkych
teplot (viz Obr. 5). Udrzuji mRNA v linearni formé, aby na ni mohly nasedat ribosomy.
Chlad by bez jejich pisobeni zplisoboval sekundarni struktury na mRNA, takZe by byl
znemoZnén kontakt s ribosomy a translace. Oblast, na kterou se CSP navazuji, je bohata

na pyrimidiny.
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Obr. 5 Model piisobeni CSP jako mRNA chaperonii,
které spojuji transkripci s translaci. PFi 37° maji
CSP malou afinitu k mRNA. Po chladovém (¢&i jiném
stresu) se afinita t&chto proteinii zvySuje a dochazi
ka vazb& CSP na mRNA. CSP svym piisobenim
ochrafiuji mRNA pfed vznikem vlisenek. (pfevzato
z Graumann a Marahiel 1998)

ZvySeni jejich mnoZstvi v buiice po chladovém Soku je zplsobeno jednak
Castéj$im prepisem genl pro CSP a jednak zvySenou stabilitou mRNA pro tyto proteiny
za nizkych teplot. Regulace exprese proteini chladového Soku probihd na urovni
transkripni  a post-transkripéni. To potvrzuji studie provadéné na genomu,
transkriptomu a proteomu. Pfi téchto regulacich pusobi jak aktivatory tak represory
transkrpipce. Nékteré z nich jsou specifické pro urcity gen, jiné maji §ir$i spektrum

pusobeni.

3.4.4.1 Struktura CSP

CSP jsou malé, nukleovou kyselinu véazajici proteiny, velikosti kolem
70 aminokyselin. Jsou kyselé a velmi hydrofilni (Goldstein et al. 1990). CSP rtiznych
organismu sdileji velice podobnou strukturu, jelikoZ vSechny vznikly z duplikovaného
genu cspA. Skladaji se z péti B list, které tvoii B barel. Maji vyssi stabilitu in vivo diky
vazbé na nukleovou kyselinu neZ in vitro (Schindler et al. 1999). CSP jsou mezi

prvnimi proteiny indukovanymi po chladovém Soku a jejich produkce se zvySuje
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pfi na sniZeni urovné (p)ppGpp v burice (Jones et al. 1992a) a pravdépodobné reaguji
i na dalsi signaly. Obsahuji tzv. doménu chladového Soku (cold shock domain, CSD),
ktera je vysoce konzervovana v genomu organismu pocinaje bakteriemi a ¢lovékem
konce (Wistow 1990, Schindelin et al. 1993). V této doméné lze rozlisit dva motivy
(RNP-1 a RNP-2), které se vazou na DNA (Landsman 1992). Diky témto motiviim
mohou CSP ovliviiovat transkripci.

Csohic
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" ey,
/ L G
o

Cospb),

Obr. 6 Fylogeneticky strom rodiny CSP B. subtilis (Bs) a E. coli (Ec). (pFevzato z Weber
a Marahiel 2003)

3.4.4.2 CSPu E. coli

U E. coli bylo zatim bylo nalezeno vice nez 15 CSP. Nejlépe prozkoumany je
CspA. Byla studovana jeho struktura, funkce, regulace na urovni transkripce, translace
i stabilita mRNA. Homology tohoto proteinu byly nalezeny v mnoha bakteriich kromé&
archebakterii a sinic. V pfipadé E. coli nalézame homologti devét (CspA — Cspl), ale ne
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vSechny jsou indukovany chladem. Po chladovém Soku dochazi k tvorbé proteini
CspA, CspB, CspG, Cspl. CSP této bakterie délime do dvou skupin dle rozsahu exprese
po chladovém Soku. Do prvni skupiny patfi ty, jejichZ produkce je nizka pfi 37°C
a po Soku velmi rychle vzriustd (vice nez 10x). Do druhé skupiny fadime ty, jejichz
exprese nevzrusta tak vyrazné€ (Thieringer et al. 1998).

CspA je zastupcem prvni skupiny. Spolu s nim sem fadime CspB, CspG a patii
sem rovné€z proteiny CsdA, RbfA, NusA a PNP (Thieringer ef al. 1998) (viz 2.4.4.2.3).

Do druhé skupiny podle stejného autora miiZeme pocitat rekombinacni faktor
RecA. RecA nalézame pii jakychkoli stresovych reakcich buiiky. Ovliviiuje
superhelicitu DNA (La Teana et al. 1991). Déle inicia¢ni faktor IF-2, ktery vaze nabité
tRNA (konkrétné tRNA pro formylmethionin) k 30S podjednotce ribosomu, ¢imz
umoZiiuje zahdjeni translace. Dal$im ¢lenem této skupiny je DNA vazajici faktor H-NS
a GyrA (podjednotka gyrasy). Posledni dva jmenované jsou schopné ovlivnit
konformaci DNA, a to tim zptisobem, Ze zvySuji pocet negativnich nadobratek (Jones
etal. 1992b, La Teana et al. 1991). Dal$im proteinem této skupiny je TF, ktery je
indukovan po chladovém $oku a zvySuje Zivotaschopnost buriky (Kandror a Goldberg
1997). Pisobi pii syntéze a skladani proteini (viz 2.4.2). Byly identifikovany jesté dalsi
proteiny, které se v buiice po chladovém Soku objevuji, ale jejich funkce je bud’
neznama, nebo ji povazujeme za méné vyznamnou.

VSechny CSP, které v burice nalézame po chladovém Soku, jsou piekladany
ribosomy, které nejsou na chlad adaptovany. Neadaptované ribosmy jsou schopny

prekladat jen mRNA pro CSP. Tyto proteiny nasledné pomahaji ribosomy adaptovat.

3.44.2.1 Regulace CSP na uarovni transkripce u E. coli

Regulace na trovni transkripce probiha pfevazné na zakladé stability mRNA.
Tato stabilita se méni pfi riznych teplotach.

Piepisem genu cspA vznikd mRNA, ktera je vysoce nestabilni pii 37°C a
naopak velmi stabilni pti 15°C.

Geny pro CspA, CspB, CspG a Cspl obsahuji vysoce konzervovanou
5" nepfekladanou oblast (5°- UTR), ktera stabilizuje jejich mRNA za nizkych teplot.
Tato oblast obsahuje 11 unikatnich bazi (UGAGGUACAGA), nazyvanych ,,cold box*
(Xia et al. 2001). Ten je pravdépodobné zapojen do potlaceni pfepisu genu cspA, a to
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tak, Ze pfed€asné ukonci transkripci (Bae ef al. 1997). To se stane pfi aklimatiza¢ni fazi
nebo za béZné kultivatni teploty, kdy se CspA vaze na svou vlastni mRNA
a destabilizuje elongaéni komplex. Pokud je tato oblast deletovana, dochazi k produkci
CspA i za béZnych kultiva¢nich podminek (Fang et al. 1999).

Dal$im mistem, které reguluje transkripci, je tzv. UP element (,,upstream
element®). Je to oblast bohatd na AT baze a pozitivné reguluje pfepis cspA genu

(Graumann et al. 1997).

3.44.2.2 Regulace CSP na urovni translace

Béhem aklimatiza¢ni faze dochazi k indukci proteind asociovanych s ribosomy,
napf. CsdA a RbfA (zastupci CSP). RbfA se vaze na malou podjednotku ribosomu
(Jones a Ynouye 1996). Ty nejspi§ modifikuji translaéni aparat, aby mohly byt
1 za pusobeni chladu syntetizovany béZné proteiny. V pfipadé¢ CsdA bylo pozorovano,
Ze tento protein destabilizuje dvouvldknové sekundarni struktury na mRNA (Jones
et al. 1996), které jsou stabiln€j§i béhem nizkych teplot. Pro tuto svou funkci protein
nepotfebuje ATP. Diky pusobeni CsdA zistivda mRNA pfistupnd pro nasednuti
ribosomu a dalSich faktori a CsdA tedy ulehéuje iniciaci translace. Plati to naptiklad
pro cspA transkript. Ribosom vazajici faktor RbfA naopak ptfimo piisobi na konformaci
ribosomu a tim ovliviiyje iniciaci translace. Pomoci téchto proteinii tedy dochézi
k regulaci vice riznymi cestami. Buiika se adaptuje na chlad a syntéza CsdA a RbfA
vede aZ k obnoveni tvorby obvyklych nestresovych proteinti.

Existuje oblast, ktera byla nazvana,,downstream box“ (DB). Nachazi se 14 bazi
ve sméru prubéhu transkripce od iniciatniho kodonu daného CSP (popsana byla
napiiklad u CspA). DB obsahuje 16 bazi, pomoci kterych se protein mize vazat
narRNA. DB pomaha pfi iniciaci translace, a to tak, Ze se vaZze na 16S rRNA
do preinicia¢niho komplexu. Na existenci downstream boxu existuji rizné nazory. Dle
poslednich publikovanych udajti (2006) vSak zfejmé DB nema regulacni vyznam.

Byla navrzena i koncepce tzv. ,,upstream box“ na 16S RNA na zakladé€ toho, ze
byly provedeny delece v této oblasti. Je lokalizovan 11 bazi od Shine Dalgarnovy
sekvence. Pravdépodobné uspofadava sekundarni struktury mRNA za riiznych teplot
a zvySuje efektivitu translace za nizkych teplot (Yamanaka et al. 1999).
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3.4.4.2.3 CSP vyskytujici se u E. coli

CspA byl objeven jako prvni ze viech CSP, uz v roce 1987. Po pfesunu kultury
z 37°C do prostiedi o 10°C byla jeho exprese zvySena vice nez 30x (Jones ef al. 1987).
Maximalni hodnoty dosahuje produkce tohoto proteinu 2h po chladovém $oku. Je to
hlavni protein chladového Soku u E. coli. Sklada se z70 aminokyselin, jeho
molekulova hmotnost je 7,4kDa (Goldstein et al. 1990). V primarni struktufe byly
lokalizovany 2 motivy, s pfevazné aromatickymi a bazickymi AK, vazici RNA (RNP-1
a RNP-2). Nachazeji se na B2 a B3 listu. To umoZiiuje tomuto proteinu ménit
konformace RNA a ovliviiovat transkripci. Pisobi jako chaperon mRNA a transkrip&ni
aktivator (minimalné pro gyrA4 a hns) (Jones et al. 1992b, La Teana et al. 1991, Brandi
et al. 1994). CspA pisobi jako transkripéni sviij vlastni terminator, a to v pfipadé, Ze se
kultivaéni teplota pohybuje v normalnim (stres nevyvolavajicim) rozsahu. Existuji
nazory, Ze tato represe je zprostfedkovana HNS. Pokud se Gc¢astni HNS, nepisobi CspA
na transkripci cspA pfimo, ale ovliviiuje mnoZstvi HNS v buiice. ZvySuje koncentraci
HNS, ktery nasledné blokuje transkripci genu cspA. CspA ma i funkci antiterminatoru
(Bae et al. 2000).

Pokud v buiice CspA chybi, miize byt nahrazen zvySenou indukci jiného CSP.
U kombinovanych deleci, kdy dojde ke ztrat¢ vice CSP, zdlezi preziti buiky
na kombinaci deletovanych proteini.

Mnohonésobnymi duplikacemi genu cspA4 vznikly viechny ostatni proteiny této
rodiny (viz Obr. 6). Maji pfiblizné stejnou velikost a jejich homologie s CspA se
pohybuje v rozmezi 40%-80%. Tyto udaje se u ruznych literarnich zdroji 1i3i,
pravdépodobné zalezZi jak na pouzitém kmeni bakterie, tak i na metodé vyzkumu. Je
vSak jisté, Ze nejpodobnéjsi je CspB. Kazdy z takto odvozenych gent se u€astni n€které
ze stresovych reakci bakteridlni buriky.

CspB a CspG mayji stejné jako CspA funkci chaperonti RNA za nizkych teplot.

Mutovana buiika s deleci ¢tyf CSP (CspA, CspB, CspE a CspG) je citliva
na chlad a ma vlaknity tvar. Ale tento fenotyp miiZze byt potlacen zvySenou expresi

kteréhokoli €lena CspA rodiny kromé& CspD (Xia et al. 2001).

CsdA je protein asociovany sribosomy. Ma schopnost destabilizovat

dvouvlaknové sekundarni struktury RNA za nizkych teplot. RbfA je faktor vazajici se
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na ribosomy. Po chladovém Soku nastava represe syntézy béznych proteini. Jako jediné
jsou po chladovém Soku syntetizovany CSP. Aby mohl ribosom translatovat proteiny
nejen chladového Soku, musi dojit k jeho adaptaci, coZ umoziuji produkty geni rbf4
acsdA (viz Obr. 7). Bylo prokdzano, Ze limitujicim faktorem pro rust bakterii za
nizkych teplot je prave iniciace translace (Broeze et al. 1978). RbfA a CsdA pravé tento
krok translace reguluji (viz 2.4.4.2.2).

NusA (N utilization substance A) se ucastni terminace 1 antiterminace
transkripce.

PNP mé exonukleazovou aktivitu a je tedy schopen degradovat mRNA
(Thieringer et al. 1998). Ovliviiuje stabilitu mRNA napfiklad pro CspA. Nedavno bylo
zjisténo, Ze jeho uloha v burice je rozsahlejsi, nebot’” mutantni kmen deficitni na PNP
neodpovida dostate¢né efektivné na chlad. Toto zjisténi zfejmé plati jen pro E. coli.

Z poslednich studii vyplyva, Ze RNasa H je také CSP. Je post-transkripéné
regulovana aktivitou PNP. RNasa H ovliviiuje Zivotnost ostatnich mRNA diky své
exonukleazové aktivité (Cairrdo et al. 2003).
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Obr. 7 Schéma reakce buiiky na chladovy Sok. Zména teploty je registrovina riiznymi senzory.
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transkripce a translace. Jsou syntetizoviny rizné CSP, které adaptuji buné¢né komponenty na
chlad. (pFevzato z Panoff et al 1998)
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CspC neni indukovan chladem. Funguje jako vicekopiovy represor mukB106
mutanty, kterd vykazuje defekt pii déleni chromosomu. Ma i funkci transkripéniho
antiterminétoru a ucastni se regulace faktoru RpoS (Niki ef al. 1991, Yamanaka et al.
1994, Bae et al. 2000).

CspD také nepatii mezi chladem indukované proteiny. Je v buiice pfitomen pti
hladovéni na gluk6zu a ve stacionarni fazi, kde zastavuje replikaci buiiky. Je pozitivné
regulovan hladinou (p)ppGpp. Nadprodukce CspD je letdlni. Ma i funkci transkripéniho
antiterminatoru (Yamaka a Inouye 1997, Yamanaka et al. 1998, Bae et al. 2000,
Yamaka et al. 2001).

CspE je burikou produkovan stale. Byl pivodné objeven jako vicekopiovy
represor mukB106 mutanty (Yamanaka et al. 1994). Pozdéji bylo zjisténo, Ze interaguje
s nascentni mRNA a slouzi v buiice jako antiterminator. Zaroven pasobi jako represor
pro cspA pti 37°C, jelikoZ interaguje s transkripénim elonga¢nim komplexem (Bae
et al. 1999). Nedavno bylo objeveno, Ze CspE vaZze poly(A) konce rtiznych mRNA
abrani 3'— 5’exonukledzové aktivit¢é PNP (Feng et al 2001). Ziejm€ ma vliv
i na odolnost vici jinym stresim, jelikoZ reguluje obecny stresovy protein RpoS (viz
2.4.5). Celkove tedy tento protein, jakkoli neni indukovan chladem, hraje v buifice velmi
dilezitou Glohu. Reguluje translaci i déleni chromosomu v rostouci burice.

Homology CspA nazvané CspF a CspH maji dosud neznamou funkci.

3.4.4.3 CSP u B. subtilis

Minimalni ristova teplota u této mesofilni bakterie se pohybuje mezi 8°C a 9°C
na komplexnim médiu a mezi 12°C a 13° C na minimalnim médiu. Pfi sniZeni
kultivaéni teploty z 37°C na 15°C dochazi k indukci 37 proteind. Ty se ucastni
napiiklad transportu glukézy (Hpr), chemotaxe (CheY), translace (ribozomalni proteiny
S6, L7/L12) nebo sbalovani proteini (peptidyl-prolyl cis/trans izomeraza). Dale je
indukovan gen pro desaturazu mastnych kyselin des. Burika produkuje jest¢ n€které
dal$i enzymy ucastnici se béZného metabolismu. Nejaktivnéjsi odpovéd’ na urovni
genové exprese na chladovy stres nastava mezi 1-1,5h po Soku.

V této bakterii byly nalezeny tfi homology CspA a to CspB, CspC a CspD. Jsou

nezbytné pro uc¢innou adaptaci na nizké teploty a pro preziti béhem stacionarni faze.
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3.4.43.1 Regulace na irovni transkripce

Podobné jako u CspA E.coli jsou mRNA proteint chladového Soku u B. subtilis
rychle degradované pfi standardni kultiva¢ni teploté a naopak velmi stabilni pfi nizkych
teplotach. Opét zde hraje vliv 5 'nepiekladana oblast a tzv. ,,cold box“. CSP a ribosomy
nachézime v mistech, ktera obklopuji nukleotid a zavisi na aktivni transkripci a
soucasné na struktufe nukleoidu. Pokud neni transkripce spojena s translaci, k éemuz
po chladovém Soku dochazi, CSP nalézame volné v buné¢né cytoplazmé (Weber ef al.
2001b). Kromé& vlastnich CSP a reguldtori obsaZenych v genech pro tyto proteiny
nalézame jest€ dal$i faktory, které ovliviiuji transkripci. Mezi né patfi napiiklad
histontim podobny protein HBsu.

3.44.3.2 Regulace na irovni translace

B. subtilis ma homology geni pro CsdA i RbfA, ale jejich syntéza nebyla dosud
prokézana pomoci 2D elektroforéze, pravdépodobné pro jejich pfili§ bazické vlastnosti.
Regulace translace probiha analogicky regulaci u E. coli, jelikoz CSP sdileji mnoho

homolognich struktur.

3.4.43.3 CSP vyskytujici se u B. subtilis

Pokud jde o dulezitost, nejvyznamnéj$im proteinem chladového Soku u Bacillus
je CspB (viz Obr. 8), protoZze jeho delece vede k neschopnosti buiiky adekvatné
odpovidat na chlad. Tento protein ma zaroven vliv na indukci 15 dalSich CIP. V jeho
struktufe také nalézame motivy RNP1 a RNP2 jako u E. coli. Diky tomu muze
fungovat jako mRNA chaperon za nizkych teplot. Déle zvySuje stabilitu komplexu
RNA polymerazy a DNA za nizkych teplot, ¢imZ usnadiiuje transkripci. Vazba k DNA
je umoznéna pritomnosti AATTG sekvence na DNA, na toto misto se protein vaZze svou

CSD (viz 2.4.4.1). CspB zesiluje expresi Ans (Graumann a Marahiel 1997).
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Obr. 8 TFirozmérny model struktury CspB
z B. subtilis. P& B listi tvoFi B barel.
(pFevzato z Graumann a Marahiel 1996)

Byly identifikovany dal$i dva homology CspB — CspC a CspD. Jejich velikost
se pohybuje stejné jako u CspB mezi 7 a 9kDa. Jsou CspB velmi podobné svou
strukturou. Jejich homologie k CspB je pfes 70%. D4 se tedy ocekavat, Ze budou mit
i podobnou funkci v bunééné adaptaci na chlad. Oba dva jsou indukovany sniZenim
teploty. Oba ptisobi jako chaperony mRNA. Udrzuji ji ve formé pfistupné pro ribosom.
OdliSuji se navzajem tim, kdy po chladovém $oku nastdva maximum jejich exprese.

Delece vSech tii proteini je letdlni i za nestresovych podminek, maji tedy zjevné
vliv i na béZné (nestresové) metabolické drahy a zajist'uji efektivni rist buriky. Studium
kombinaci dele¢nich mutant ve vSech tfech CSP ukazalo, Ze alespoii jeden z proteini je
esencidlni pro pfeziti za normalnich podminek stejné jako za nizkych teplot (Graumann
et al.1997).

Dvojitd delece cspB/cspC zpUsobuje mimo jiné lysi béhem vstupu

do stacionarni fize a neschopnost tvofit endospory (Graumann et al. 1997).

3.4.5 Nekodujici RNA, alternativni sigma faktory, PNP, faktory
RelA/SpoT, Y protein

Existuji dal§i urovné, na kterych dochazi ke chladové adaptaci. S nejvétsi

pravdépodobnosti budou nalezeny jesté dal$i, dosud neznamé regulacni systémy.
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Dochazi k regulaci na urovni transkripce diky alternativnim sigma faktorim. Na post-
transkrip&ni Grovni reguluje odpovéd buriky PNP. Na urovni translace reguluji bunééné
dé€je nekodujici RNA, faktory RelA/SpoT a protein Y.

Nekddujici RNA modifikuji translaci. Zaroven je jejich produkce buiikou
zavisla na teploté. Pfinejmens$im to plati pro micF a dsrA, které ovliviiyji translaci
vétsiho poctu mRNA kddujicich vné€j$i membranovy protein u E. coli a sigma faktor
béhem stacionarni faze (Delihas a Forst 2001, Lease a Belfort 2000). Chladova
stimulace promotoru genu dsrA vede k jeho aktivaci a vznikajici mRNA je vyrazné
stabiln€j$i nez pfi 37°C (Repoila a Gottesman 2001). DsrA pisobi jako represor
na translaci hns. Na konci chladové adaptace vsak ;.)festévé byt translace hns
reprimovana. Pravdépodobné je to zplisobeno interakci hns mRNA s CspA, jehoz
koncentrace je v této fazi jiz velmi vysokd. DsrA zaroveii stimuluje ke zvySené
translaci mRNA proteinu RpoS. Alternativni sigma faktory RpoS a SigB jsou obecné
pusobici regulatory. RpoS je vysoce nestabilni protein, jehoZ degradace je inhibovana
stresovymi signaly. Proto ma obecny ucinek pfi stresu jakéhokoli pivodu. V ramci
chladové adaptace RpoS pisobi v kaskadé reakci vedoucich k syntéze trehalozy
(Kandror et al. 2002) (viz 2.4.1). SigB ma vliv mimo jiné i na adaptaci buiiky na rust
pii nizké teploté. Tento regulator se u B. subtilis G¢astni indukce 40% genti, které burika
vytvati pti chladové adaptaci (Budde er al. 2006). Ugastni se také kaskady reakci, které
fosforyluji sporula¢ni faktor Spo0OA.

PNP (polynukleotid fosforylaza) selektivné ovlivituje stabilitu mnoha mRNA
diky své exonukleazové aktivité. Ugastni se i degradace mRNA pro jednotlivé proteiny
CSP. Exprese PNP koreluje se snizenim mnoZstvi mRNAs pro CSP (Yamanaka
a Inouye 2001) a opétovnym riistem buriky na konci aklima¢ni faze.

Faktory RelA/SpoT urcuji hladinu (p)ppGpp a v zavislosti na stavu transla¢niho
aparatu. RelA syntetizuje (p)ppGpp a SpoT ho hydrolyzuje. Pokud E. coli nema
dostatek aminokyselin pro vyrobu proteinti, vzristd v buiice mnoZstvi nenabitych
tRNA. Pokud se takovato tRNA dostane na A-misto ribosomu, dochazi k zastaveni
syntézy proteinu. Na to reaguje faktor RelA, ktery se pohybuje od jednoho
nefungujictho ribosomu k druhému a umoziuje syntézu (p)ppGpp, ktery se vaze
na klicové enzymy jako je RNA polymeraza a méni genovou expresi (Cashel et al.
1996, Wendrich et al. 2002). Tato regulace se nazyva ,stringent response“. AZ na

nékolik vyjimek lze tuto regulaéni drahu pozorovat u vétSiny grampozitivnich
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i gramnegativnich bakterii. U mutanta, které chybi RelA a SpoT, neni schopna tvofit
(p)rpGpp. To vede k vyssi indukci CSP po chladovém Soku (Jones ef al. 1992a).
Agafonov et al. (2001) popisuje nové objeveny protein v E. coli nazvany Y
(dalsi oznaceni také PY, Yfia). Vaze se k ribosomu za stresovych podminek a inhibuje
translaci. Brani totiZ vazb¢ A-mista ribosomu ,.k nabité*“ aminoacyl-tRNA. Tato jeho
schopnost miiZe byt potlacena proteiny chladového Soku, jako je CspA. Tento regulaéni
mechanismus se zda byt jednim z diivod potlaceni genové exprese, pokud se burika

dostane do chladnéjsiho prostiedi.

3.5 Vliv chladu na sporulaci

Neékteré bakterie jako napiiklad B. subtilis maji schopnost tvofit za nepiiznivych
podminek endospdry. Buiika pfistupuje k tvorbé endospor pii hladovéni, nedostatku
vody ¢i riznych jinych stresovych podminkach. Transformace v endosporu vyZaduje
zménu genove exprese.

Vliv chladu na sporulaci neni dosud pfesné¢ prozkouman. Jisté je jen to, Ze
burika neunika chladovému stresu pfeménou v endosporu. Je to ziejmé proto, Ze chlad
ovlivni kli¢ové enzymy nutné pro tuto pfeménu. Schopnost bakterie sporulovat se vSak
neztraci, po opé€tovném zvyseni kultivacni teploty (a pfi plisobeni potfebnych signala)
burika normalné zahaji sporulaci.

Pokud je v bakterii provedena delece geni pro CSP (v riznych kombinacich —
cspB a cspC, cspB a cspD), buiika neni schopna zahajit sporulaci. Z toho je zfejmé, ze
tyto proteiny maji i velky regulaéni vyznam v bunécné diferenciaci (Weber et al.

2001a, Weber et al. 2001b, Movahedi a Waites 2002).

4. Moznosti dalSiho vyzkumu a zavér

Chovani buriky pfi sniZené teploté jisté¢ zasluhuje pozornost, protoZe teplota je
velmi snadno ovlivnitelny parametr béhem kultivace bakterii. Rada mechanismi
chladové adaptace dosud neni zndma. Mikrobidlni buika mé pravdépodobné vice
senzoru, které ji informuji o chladu, neZ bylo dosud popsano. Jednémi z nich by mohly
byt karotenoidy v membranach. Zatim nebyly identifikovany vSechny chladem
indukované geny. Nejsou dopodrobna popsany veSkeré interakce CSP s ostatnimi
regulacnimi komponentami buriky, ani funkce CSP v jinych bakteriich. Dal$i pozornost
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si zaslouzi regulace transkripce. V regulaci transla¢niho aparatu neni zatim pfesné
popsana role (p)ppGpp, znama je ponejvice v E. coli. Nedostate¢né znalosti jsou i
v oblasti chemotaktického aparatu pfi nizkych teplotach. Dosud nebyly prozkoumany
ani energetické poméry v bakterilni buiice pti chladové adaptaci. Zajimavé by mohly
byt informace o poméru ATP:ADP a urovni GTP. MnoZstvi téchto latek pfitomnych
v buiice by mohlo vypovidat o metabolické aktivité, piipadné slouzit ijako signal
k regulaci genové exprese.

Kromé€ porozuméni bunéénym d&jim zaslouzZi pozornost i vyzkum jejich
uplatnéni. V genovém inZenyrstvi by bylo velmi vyhodné pouzivat teplotu jako
spoustéCe transkripce urCitého genu. Teplota je velmi jednoduSe ovlivnitelna,
v jakémkoli biotechnologickém provozu. Z tohoto diivodu se zkoumaji inicia¢ni faktory
transkripce, které by reagovaly na chlad. Jako pfiklad uvadim vyuZiti DesK-DesR
operonu. V roce 2007 zkonstruovali Le a Schumann chladem indukovany expresni
systém pro B. subtilis, vyuzivajici des promotor. Jeho praktické vyuZiti je mozné pii
produkci rekombinantnich proteint jako varianta k pouziti IPTG. Dalsi uplatnéni muze
byt v potravinafstvi. Piesné pochopeni teplotnich adaptaci u bakterii miZe vést ke
zvySeni mnoZstvi fermentujicich a omezeni poltu patogennich bakterii v mléénych
vyrobcich. Dosud neni pfesné znam vliv chladu na sporulaci. Vyzkum v této oblasti by

byl velmi prospésny, nebot’ bakterialni spora je extrémné odolna a snadno se §ifi.
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