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Abstract

Membrane active compounds and membrane fluidity regulation in Bacillus subtilis

In Bacillus subtilis there are two main mechanisms for maintaince of the optimal
membrane fluidity after cold shock. The long term adaptation consists in the synthesis
of low-melting fluidizing anteiso-branched fatty acids. The short-term adaptation
employs desaturation of fatty acids in existing membrane phospholipids. The fatty acid
desaturase Des synthesis is induced after cold shock being regulated by the two-
component system DesK/DesR. DesK component acts as the sensor of the membrane
fluidity (AGUILAR et al. 1998) and triggers Des synthesis after sufficient membrane
fluidity change, which might be caused not only by decrease in temperature but also by
other physical and chemical factors.

The temperature effect on signalisation via DesK was mimicked in vivo by
fluidizing and rigidifying agents. The same compounds were used in vitro (isolated
bacterial membranes and lipids) in order to quantify their effect on the key membrane
parameters. Membrane fluidity, proportion of gel- to liquid crystalline phase parameters
the phase transition were measured by fluorescence spectroscopy (membrane
fluorescence probes DPH and Laurdan) and differential scanning calorimetry.

Using this approach it was possible to compare the changes of membrane
parameters measured by spectroscopic and calorimetric methods with sensing of
membrane fluidity by membrane protein DesK. It was concluded that fluorescence
anisotropy of DPH was the method most appropriate for the description of the

membrane changes sensed by DesK.

Key words: Bacillus subtilis, cold shock, cold shock proteins, two-component
system, senzor of membrane fluidity, membrane active compounds, fluorescence

polarization methods, differential scanning calorimetry

Klicova slova: Bacillus subtilis, chladovy 8ok, proteiny chladového S$oku,
dvoukomponentovy systém, senzor membranové fluidity, membranové aktivni latky,

fluorescenéni metody, diferencialni skenovaci kalorimetrie
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Uvod

1 Uvod

Kazda bakteridlni burika se musi vyrovnavat s promeénlivosti vnéj§iho prostiedi,

aby mohla Uspé3né piezivat a mnozit se. Jednim z nejvyznamnéjSich faktort, kterému
volné Zijici bakterie musi ¢elit, je vliv teplotni zmény. Poikilotermni organizmy, k nimz
prokaryotni organizmy patii, nejsou schopny regulovat teplotu svého vnitiniho prostiedi
a jsou proto izotermalni s okolim. Negativnimu vlivu teploty se bakterie brani
prostfednictvim nejriznéjsich fyziologickych adaptaci, které se odehravaji na bunécné
nebo molekularni Grovni.

Grampozitivni bakterie Bacillus subtilis je mikroorganizmus, ktery se v pfirodé
bézné vyskytuje ve svrchnich vrstvach pidy, tedy v prostiedi, v némz lze ocekavat Casté
vykyvy teplot. Tato bakterie musi mit fadu adaptaénich mechanizm, které ji umoZzni
vypoiradat se s fluktuacemi teplot. Mikroorganizmus Bacillus subtilis se tak stal
modelovym organizmem pro studium odpovédi na nahlou zménu vnéjsi teploty. Na
naSem pracovisti je dlouhodobé studovana odpovéd’ Bacillus subtilis na nahlé sniZzeni
teploty, chladovy $ok, na trovni membrany (SVOBODOVA 1984; SVOBODOVA a
SVOBODA 1988; KONOPASEK et al. 2000; BERANOVA et al. 2008).

Bakterialni membrana je jednou zhlavnich bunéénych komponent, jejiz
struktura a funkce jsou po nahlém snizeni kultivacni teploty vyrazné naru$eny. V nizké
teploté dochazi ke zméné fyzikéalniho stavu membrany v zavislosti na jejim slozeni. Po
chladovém $oku je udrzena optimalni fluidita membrany prostfednictvim inkorporace
takovych mastnych kyselin, které zvySuji neusporadanost membrany (nenasycené,
vétvené i cyklické mastné kyseliny).

U Bacillus subtilis jsou dva mechanizmy adaptace membrany na nizkou teplotu
— kratkodoba a dlouhodoba adaptace. Dlouhodoba adaptace spociva ve zméné poméru
anteizo- a izo- vétvenych mastnych kyselin (KLEIN et al. 1999). Kratkodoba adaptace
zahrnuje zavedeni dvojné vazby membranovym enzymem desaturdzou mastnych
kyselin Des do fetézce mastné kyseliny ptipojené k fosfolipidu. Exprese desaturazy je
regulovana na transkripni drovni pomoci dvoukomponentového systému, ktery je
slozen z histidinkindzy DesK a regulatoru DesR (AGUILAR et al. 2001).

Tato prace si kladla za cil roz§ifit poznatky o vnimani zmén membranové
fluidity senzorem DesK. Prvnim ukolem bylo zjistit, jak velka teplotni zména vyvola

zménu signalizace, tedy jakd je mez citlivosti proteinu DesK ke zménam teploty.



Uvod

Za timto ucelem byly sledovany zmény signalizace proteinu DesK po rtizné velkych
chladovych $ocich a v priibéhu kultivace v riznych kultivaénich teplotach.

Fluidita membrany miiZze byt modulovana nejenom teplotou, ale také ptidavkem
membranoveé aktivni latky. Bylo proto zkoumano, zda latky s fluidizacnim a
rigidiza¢nim G¢inkem mohou ovlivnit signalizaci senzoru DesK, tedy zda mohou
potlacit nebo naopak indukovat expresi genu des, ktery koduje desaturazu Des. Pro
testovani uc¢inku membranové aktivnich latek bylo nutné najit optimalni experimentalni
usporadani, které by bylo k tomuto ucelu vhodné.

Ve spojitosti se sledovanim vlivu membranové aktivnich latek na urovni zmén
aktivity promotoru genu des, byl monitorovan stav membrany po piisobeni membranové
aktivni latky prostiednictvim fyzikalnich charakteristik odrazejicich uspofadanost
membrany a pohyblivost jejich komponent za pomoci riznych biofyzikalnich metod.
Pro studium fyzikdlniho stavu membrany byly vyuzity tyto techniky: anizotropie
fluorescence DPH, generalizovana polarizace Laurdanu a diferencialni skenovaci
kalorimetrie. Kazda z téchto technik zachycuje jiny fyzikalni parametr, ktery vypovida
o fluidit¢ membrany.

Cilem této diplomové prace bylo porovnanim vlivu membranové aktivnich latek
na aktivitu promotoru genu des s jejich u¢inkem na membrénu zjistit, jaké zmény
fyzikalnich parametrii membrany senzor membranové fluidity DesK vnima a reaguje na

né zménou signalizace.
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2 Literarni prehled

2.1. Chladovy Sok u Bacillus subtilis

Bakterie jsou proslulé svou schopnosti kolonizovat nejriznéj$i prostiedi a

pfizplisobovat se ménicim se Zivotnim podminkam. Bacillus subtilis je bézna ptdni
bakterie, ktera obyva horni vrstvy pidy. Tato volné Zijici bakterie se musi neustale
vyrovnavat s proménlivosti pidniho prostiedi. Je totiz stdle vystavena zménam teploty,
vlhkosti, pH, ale také se musi vypofadat se zménami v dostupnosti Zivin a konkurenci
jinych bakteridlnich druht. Bakterie Bacillus subtilis proto musi celit stresim
nejriznéjsiho charakteru a intenzity, navic v dany okamzik miZze na bakteridlni buriku
pusobit i n€kolik rozdilnych stresorii najednou (WIPAT a HARWOOD 1999).
a ktery podstatné ovliviiuje jejich rist, je teplota a jeji zména. Ze stresovych faktorl je
pravé teplotni $ok v soucasnosti faktorem nejstudovanéj$im. Vétsi ¢ast praci, dosud
publikovanych na toto téma, se zabyva pienosem bakterii z optimalni do vyssi teploty
kultivace. Po nadhlém zvyseni teploty dochazi hlavné k naruSeni konformace proteint,
DNA a RNA a k nasledné expresi proteini HSP (z angl. ,heat shock proteins®)
(SCHUMANN 2007).

Teplotni $ok opaénym smérem, chladovy $ok, je intenzivnéji studovan béhem
poslednich dvaceti let. Odpovéd’ bakterialni buriky na chladovy $ok (CSR, z angl. ,,cold
shock response®) je definovana jako souhrn vSech bunéénych reakci, které jsou
nezbytné pro zaji§téni dostatecné adaptace buriky na nahlé sniZeni kultiva¢ni teploty
(WEBER a MARAHIEL 2003). Na tomto misté je vSak nutno poznamenat, Ze téméf
veskeré poznatky tykajici se odpovédi bakterii na chladovy $ok byly ziskany za ur¢itych
experimentdlnich podminek. V naprosté vét§iné pripadii byla odpovéd’ bakterii na
chladovy 3ok sledovana u exponencialné rostouci kultury v tekutém médiu, i kdyz
mimo laboratorni podminky stravi bakterie nejvétsi ¢ast svého Zivota ve stacionarni fazi
(KJELLEBERG et al. 1993). Jak bylo uvedeno vyse, na bakteridlni buiiku v pfirodé
vét§inou pusobi nékolik stresti najednou (BEALES 2004), ale pii studiu odpovédi na
zmény vnéjSich podminek, je bakteridlni kultura vystavena pouze vlivu jednoho

stresového faktoru. Déle bylo zjisténo, ze odpovéd” Gram-negativni bakterie
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Escherichia coli se li$i v zavislosti na tom, zda buiiky volné plavou v kultivaénim
médiu, ¢i jsou zachyceny v gelu (PERROT et al. 2001). PfestoZze tedy pii studiu
odpovédi bakterii na chladovy 3ok je vyuzivano takové experimentalni uspofadani,
které je velmi odlisné od podminek panujicich v pfirozeném prostiedi bakterii, a
pozorovanou odpovéd’ na chladovy 3ok je vzdy nutno spojovat s definovanymi
experimentalnimi podminkami, bylo ziskano velké mnozstvi poznatki, které umoziuji
nahlédnout do procesti odehravajicich se v bakteridlni burice po ndhlém prenosu

rostouci kultury do niZsi kultivaéni teploty.

2.1.1. Fyzikalni pusobeni chladového Soku

Plsobeni chladového Soku na bakterialni buiiku lze popsat jako nahlé snizeni
molekulové dynamiky, které vede ke sniZzeni difuznich rychlosti a konformaénim
zménam makromolekularnich struktur (WEBER a MARAHIEL 2003). Tyto chladové
indukované konformaéni zmény mohou narusit slozitou a velmi dobie vyladénou sit’
enzymatickych reakci, membranovou integritu a procesy na membranu véazané
(transport, bun&tné déleni) a v neposledni fadé také procesy zavislé na spravné
konformaci nukleovych kyselin (replikaci, transkripci, translaci, kondenzaci nukleoidu).

Vliv teploty na rychlost chemickych reakci popisuje Arrheniova rovnice:

K=AeEBRT
kde K je rychlost reakce, A konstanta (frekvencni faktor), E, aktiva¢ni energie, R
univerzalni plynova konstanta a T teplota. SniZeni teploty vede k exponencialnimu
poklesu reakénich rychlosti, ktery zavisi na hodnoté aktivacni energie dané reakce.
Chladovy $ok tedy ptisobi na vét§inu bunéénych procest piimo tim, Ze snizuje rychlost
biochemickych reakci.

Aktivita enzymi je Casto optimalizovana pro urcitou teplotu, enzymy jsou proto
funkéni jen v pomémé uzkém teplotnim rozmezi (FELLER 2007). Po chladovém $oku
jsou nékteré enzymy nefunkéni, coz vede k poruSeni rovnovahy mezi jednotlivymi
metabolickymi reakcemi. Bakterialni burika se stimto problémem vyrovnava tak, Ze
pozméni genovou expresi ve prospéch zvySeni koncentrace enzymi, které jsou po
chladovém $oku v relativnim nedostatku, nebo syntetizuje zcela nové enzymy (BUDDE
et al. 2006). Kromé udrZeni metabolickych drah ve funkénim stavu se bakterialni buiika

musi vyrovnat i s vy$e zminénymi konformaénimi zménami makromolekul.
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2.1.2. Odpovéd’ bakterialni buniky na chladovy Sok

Po chladovém Soku musi bakterialni buiika, aby piezila, rychle rozpoznat nahlé
snizeni teploty, aktivovat pfislu$né drahy signalni transdukce, které vedou k syntéze
adaptivnich proteinti, které nahradi nebo modifikuji chladovym Sokem poskozené
bunééné komponenty.

Odpoveéd’ bakteridlni buiiky na chladovy $ok lze rozdélit do t¥i fazi (Obr. 1)
(HORN et al. 2007). Bezprostiedné po pienosu exponencialné rostouci kultury do nizsi
teploty vstupuje burika do aklimatiza¢ni faze, které trva i nékolik hodin, béhem kterych
se vyrazné zpomali riistova rychlost a dochazi ke zméné exprese mnoha proteind. Po
aklimatizacni fazi nasleduje faze adaptacni, kdy bakterialni kultura roste s krat$i dobou
zdvojeni a jsou exprimovany jiné proteiny nez v ptedchozi fazi. Bunky jsou jiz
adaptované na niz$i kultivacni teplotu. Nésleduje stacionarni faze, ve které opét dochazi
k pfeprogramovani exprese proteint. Tato faze nebyla doposud systematicky studovéna,
prestoze, jak bylo uvedeno vyse, je to stav, ve kterém se bakterie v prirodé vyskytuji
nejcastéji (KIELLEBERG et al. 1993).

Po chladovém $oku, v pribéhu aklimatizaéni faze, dochédzi ke snizeni exprese
vétSiny proteind, které se nachazely v buice ptred pienosem do nizsi kultivacni teploty,
naopak jiné proteiny jsou exprimovany do vysokych hladin (Obr. 1) (JONES et al.
1987). Mezi proteiny, jejichz hladina je b&hem aklimatizaéni faze vysoka, patfi
chladové indukované proteiny (CIP, zangl. ,cold induced proteins*) a chladové
aklimatiza¢ni proteiny (CAP, z angl. ,,cold acclimatization proteins‘). Zatimco CIP jsou
indukovany pouze prechodné, CAP jsou pfitomny v pomérmné vysokych koncentracich i
v chladové adaptovanych burikach. Podle toho, v jakém casovém okamziku se objevi
v burice, 1ze CIP 1 CAP rozdélit na ¢asné a pozdni (Obr. 1) (WEBER a MARAHIEL
2003).

Dalsi skupinou proteintl, které se vyskytuji v buiice po nahlém pfenosu kultury
do nizsi teploty, jsou proteiny chladového Soku (CSP, z angl. ,,cold shock proteins®) .
CSP patii mezi CIP i mezi CAP, hraji tedy dulezitou roli v pfizpisobeni buiiky na nahlé
snizeni vnéjsi teploty, jsou vSak také dulezité pro preziti buiiky v optimalni teploté

kultivace (GRAUMANN et al. 1997).
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pied po chladovém Soku

tasné CIPs

mnozstvi
syntetizovanych
proteinit

celkove proteiny

37°C —» 15°C aklimatiza¢ni adaptaéni stacionaini
faze faze faze

Obr. 1 Odpovéd’ bakterialni bunky na chladovy $ok (37°C—15°C).
V aklimatizani fazi klesa syntéza celkovych proteinu a zvySuje se exprese chladové
indukovanych proteinu (CIP) a chladové aklimatizacnich proteini (CAP). K obnoveni
translace celkovych proteinu dochazi v prabéhu adaptaini faze (upraveno podle
WEBER a MARAHIEL 2003).

2.1.2.1. Proteiny chladového Soku (CSP)

Proteiny chladového Soku (CSP) predstavuji rodinu malych (asi 70
aminokyselin), nukleové kyseliny vazajicich proteinti, které byly objeveny u vétSiny
psychrofilnich, mezofilnich a termofilnich bakterii (PANOFF et al. 1998; HEBRAUD a
POTIER 1999; CAVICCHIOLI et al. 2000). Nachazeji se také u evolu¢né starych rodi
hypertermofilnich bakterii Thermotoga a Aquifex (GRAUMANN a MARAHIEL 1998),
coz naznacuje jejich velmi davny plivod. CSP obsahuji tzv. doménu chladového Soku
(CSD, z angl. ,,cold shock domain‘), ktera je konzervovana od bakterii az po ¢lovéka.
Tato doména nese RNP1 a RNP2 motivy, které jsou zodpovédné za vazbu nukleovych
kyselin (ERMOLENKO a MAKHATADZE 2002). Bylo zjisténo, ze proteiny s CSD
(prokaryotni 1 eukaryotni) maji nejen spoleéného predka, ale také stejny mechanizmus
vazby na nukleové kyseliny (MAX et al. 2007).
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CSP z riznych organizmu sdileji podobnou strukturu. CSP tvofi tzv. B-soudek,
ktery se sklada z péti antiparalelnich B-listd (Obr. 2). Na svém povrchu CSP vystavuji
bazické a aromatické aminokyselinové zbytky, které jsou soucasti RNP motivii a jsou
zapojeny do vazby jednotetézcovych nukleovych kyselin (Obr. 3) (SCHRODER et al.
1995).

Obr. 2 Trojrozmérna struktura proteinu chladového Soku CspB
z Bacillus subtilis. Pét antiparalelnich B-listi tvori soudek. Cervené
a modfe jsou vyznaleny aromatické aminokyseliny, které jsou
zapojeny do vazby nukleovych kyselin (prevzato z GRAUMANN
a MARAHIEL 1996).

CSP se v bakterialnim genomu vétSinou vyskytuji ve vice genovych kopiich a
jsou regulovany ruznym zpusobem. U Bacillus subtilis byly identifikovany tfi CSP:
CspB (WILLIMSKY et al. 1992), CspC a CspD (GRAUMANN et al. 1996).
Z experimenti, kdy byl zkouman fenotyp deleCnitho mutanta Bacillus subtilis
AcepsB/AcpsC/AcpsD, bylo zjisténo, ze delece vsech tii CSP je pro bakterialni buriku
letalni 1 v optimalni kultivacni teploté. Piestoze se jednotlivé CSP mohou diky své
strukturni podobnosti vzajemné zastupovat (GRAUMANN et al. 1996), poskozeni jen
jednoho genu pro CSP vede k vyznamnému fyziologickému poskozeni buiiky. Z toho
vyplyva, ze CSP hraji nejen roli v adaptaci buriky po chladovém Soku, ale podileji se
také na jinych bunécnych procesech. CspB a CspD byly identifikovany jako hlavni
proteiny, které jsou indukovany ve stacionarni fazi ristu (GRAUMANN et al. 1997).
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CSP Bacillus subtilis vykazuji nizkou termodynamickou stabilitu a vysokou frekvenci
rozpadu nativni konformace, jsou proto snadno §tépeny proteazami in vitro. V zivych
burnkach vsak nedochazi k jejich vyznamné degradaci. CSP jsou v burice stabilizovany
pravdépodobné vazbou na mRNA voptimalni teploté kultivace i za podminek

chladového soku (SCHINDLER et al. 1999).

Obr. 3 Trojrozmérmy model proteini CspA z Escherichia coli a CspB
z Bacillus subtilis zachycuje rozmisténi aminokyselin na povrchu proteinu.
Bazické aminokyseliny jsou oznaeny modfe, kyselé Cervené a hydrofobni
bile (prevzato z HORN et al. 2007).

2.1.2.1.1. Funkce proteinu chladového Soku (CSP)

Po chladovém Soku stejné€ jako po prechodu do stacionarni faze ristu dochazi
k rychlé inaktivaci ribozomalnich funkci (WADA 1998). Nefunk¢ni ribozomy by mohly
faktor IF1 z Escherichia coli, ktery je strukturné podobny CSP, je schopen zmirnit
poruchy ristu 1 sporulace dele€ni mutanty Bacillus subtilis AcspB/AcspC (WEBER et
al. 2001c). CSP maji tedy alespon Castecné obdobnou funkci jako IF1, ktery pusobi
pfimo v oblasti malé ribozomalni podjednotky (CARTER et al. 2001). Homolog IF1
proteinu nebyl u grampozitivnich bakterii nalezen, proto by zde roli hlavniho nebo
alespoii alternativniho translacniho inicia¢niho faktoru mohly hrat CSP. Pomoci fiize
GFP s C-koncem CspB Bacillus subtilis bylo prokazano, ze CspB opravdu kolokalizuje
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s ribozomy v zavislosti na aktivni transkripci, kdy se CSP véazi na nové syntetizovanou
mRNA a sprahuji tak transkripci a translaci (WEBER et al. 2001b).

Protein IF1 se in vivo vaze na mRNA, coz miZe souviset s interakcemi
odehravajicimi se béhem iniciace translace nebo IF1 pisobi také jako RNA chaperon.
Vzhledem ke strukturni podobnosti mezi IF1 a CspB (SCHINDELIN et al. 1993;
SETTE et al. 1997) a jiZ dfive ziskanym poznatkiim, Zze IF1 naruSuje dvouretézcovou
strukturu nukleovych kyselin (SCHLEICH et al. 1980), by CSP mohly fungovat také
jako RNA chaperony (viz kapitola).

CSP mohou fungovat jako transkripéni aktivatory a regulovat tak odpovéd’ na
chladovy 3ok na transkrip¢ni trovni. CspB, hlavni CSP bakterie Bacillus subtilis, se
preferencné vaze do ATTGG boxu, ktery se nachazi v regula¢ni oblasti nékterych CSP,
a aktivuje transkripci téchto geni tim, Ze stabilizuje vazbu RNA-polymerazy
(GRAUMANN a MARAHIEL 1994). CspB je schopen se vazat do tzv., Y-boxu,
cis elementu v promotorové oblasti savéiho genu (kéduje MHC II), ktery je
rozpoznavan Y-box proteiny a ktery se podili na regulaci transkripce (MATSUMOTO a
WOLFFE 1998). Toto pozorovani spolecné s faktem, ze CSP sdili s Y-box proteiny
vysokou sekvenéni homologii, svéd¢i o starém a evoluéné konzervovaném mechanizmu
regulace transkripce (ERMOLENKO a MAKHATADZE 2002).

Hlavni CSP bakterie Escherichia coli CspA se vaze do promotorové oblasti genti
h-ns a gyrA a spousti jejich transkripci (JONES et al. 1992; BRANDI et al. 1994).
Model popisujici roli CSP v transkripci je nasledujici: v okamziku chladového Soku se
CSP, které jsou konstitutivné exprimovany a jsou pfitomny v buiice i v optimalni
teploté kultivace, vazi do promotorové oblasti genti, které jsou chladové indukovany.
Béhem aklimatiza¢ni faze stoupa koncentrace CSP v burice a jsou proto obsazena i CSP
vazebnd mista s niz$i afinitou - promotor je tak zcela zakryt CSP a je nedostupny pro
RNA-polymerazu (HORN et al. 2007).

CSP dale zastavaji funkci transkripnich antiterminatord, vazi se na
Jednoretézcovou molekulu DNA a rozplétaji stabilni sekundéarni struktury, které brani

transkripci (PHADTARE 2004).

2.1.2.2. Translace po chladovém Soku

NaruSeni transla¢niho aparatu po chladovém S$oku je hlavni prekazkou pro

obnoveni ristu bakteridlni kultury. Vyplyva to z pozorovani, Ze po pfidavku antibiotik,
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které inhibuji translaci (napf. chloramfenikolu, ktery blokuje peptidyltransferdzovou
reakci), jsou exprimovany CSP i v optimalni kultivaéni teploté (JIANG et al. 1993).

Po chladovém Soku se rozpadaji polyzomy a zaroveii se v burice akumuluji
subjednotky a 30S, 50S a 70S ribozomalni partikule. Iniciace translace je naruSena,
proto obnoveni funkce translaéniho aparatu je dilezitym krokem pro preziti burky
(JONES a INOUYE 1996). Jak ukazaly nékteré studie translacniho profilu bakteridlni
buriky, po chladovém $oku jsou exprimovany geny, které koduji ribozomalni proteiny,
translacni faktory nebo proteiny, které asociuji s ribozomy a napomahaji tak spravnému
fungovani ribozomu nebo jeho slozeni v nizké teplot¢ (BUDDE et al. 2006). Jednim
z proteint, ktery je chladové indukovan a napomaha spravnému sestaveni ribozomu u
Escherichia coli, je protein RbfA. Nadprodukce tohoto proteinu u Escherichia coli vede
k rychlejsi adaptaci na nizkou teplotu (JONES et al. 1996).

Prostfednictvim své citlivosti ke snizeni vné;jsi teploty by ribozom mobhl hrét roli
v percepci pfichazejiciho chladového $oku. Jako reakci na hladovéni na aminokyseliny,
kdy na ribozomalni A-misto pfichazeji nenabité tRNA, spousti bakteridlni burika tzv.
stringentni odpovéd’ (WENDRICH et al. 2002). Soucésti této odpovédi je syntéza
alarmonu ppGpp, ktery se vaze na RNA-polymerdzu a pozméiuje tak jeji afinitu
k promotorim rdznych genti. Alarmon ppGpp umoziiuje ménit expresi mnoha genti
najednou, je proto vhodnou signalni molekulou pro odstartovani komplexni odpovédi
bakterialni buriky na chladovy $ok. Chloramfenikol stejné jako nizka teplota zpiisobi, ze
A-misto ribozomu je obsazeno tRNA, s navdzanou aminokyselinou, ale elongace
neprobiha (VANBOGELEN a NEIDHARDT 1990). Tim se sniZuje pravdépodobnost,
Ze A-misto bude obsazeno nenabitou tRNA a v disledku toho syntéza ppGpp klesa.
Dele¢ni mutant Escherichia coli ArelA/AspoT, ktery nebyl schopen syntetizovat ppGpp,
mél po chladovém $oku zvySenou produkci CIP a rychleji se adaptoval na nizsi teplotu
kultivace (JONES et al. 1992). Studie zabyvajici se transkripénim profilem chladové
adaptované bakterie Bacillus subtilis prokazala, ze odpovéd’ na chladovy Sok je
,obracena stringentni odpovéd™ - jinymi slovy, ze po chladovém $oku jsou indukovany
geny, které jsou pfi stringentni odpovédi inhibovany a naopak (BECKERING et al.
2002; EYMANN et al. 2002).

Translace po chladovém Soku nemusi byt blokovana pouze diky citlivosti
ribozomu k ndhlému sniZeni teploty, ale pfedpoklada se také vliv molekul mRNA. Po
nahlém sniZeni teploty dochédzi ke zpomaleni transkripce. Nez se objevi ribozom

vazebné misto (Shine-Dalgarnova sekvence, SD) na molekule mRNA, mohou se
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v 5'UTR oblasti zformovat jiné sekundarni struktury nez ty, které vznikaji pfi optimalni
teploté kultivace. Tyto sekundarni struktury mohou zpomalit ¢i iiplné zabranit nasednuti
ribozomu a tim spusténi translace (Obr. 4) (NARBERHAUS et al. 2006).

iRl 5

Obr. 4 Vznik sekundarnich struktur v S"UTR oblasti mRNA v nizké teploté:
Shine-Dalgarnova sekvence je nedostupna pro ribozom (pfevzato
z NARBERHAUS et al. 2006).

Podobné jako rychlost transkripce se po chladovém Soku snizuje 1 rychlost
translace, coz je zpusobeno vznikem sekundamich struktur na molekuldch mRNA, které
jsou jiz pieklddany. Pokud se tyto sekundami struktury objevi mezi ribozomy ¢i
v3'UTR (Obr. 5) mohou ovlivnit translaéni elongaci a terminaci (WEBER a
MARAHIEL 2003).

J'UTR -

s—svgs\ e

Obr. S Translacni elongace (vlevo) a terminace (vpravo) je naru$ena vznikem
vlasenek (pfevzato z WEBER a MARAHIEL 2003).

Ribozom pak zlistava na molekule mRNA, mnozstvi volné malé ribozomalni
podjednotky, ktera je zodpovédna za iniciaci translace, klesa. Burika se vyrovnava se

vznikem sekundarnich struktur na molekulich mRNA dvéma zpusoby. Prvnim je
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kooperativni vazba CSP na nascentni mRNA transkript, kterd zabrariuje vytvoreni
sekundarnich struktur (GRAUMANN et al. 1997). Druhy mechanizmus odstranéni
sekundarnich struktur na mRNA zahrnuje RNA-helikdzy, které rozruduji jiz vzniklé
sekundérni struktury a které chrani mRNA pied degradaci zprostfedkovanou RN4zami,
které preferenéné S$tépi dsRNA (JONES et al. 1996). V burikach Bacillus subtilis
vystavenych pisobeni nizkych teplot byla prokazana zvySené hladina proteinu, ktery je
homologni k CsdA z Escherichia coli a ktery se tfadi do rodiny DEAD-box RNA-
helikaz, které rozplétaji dvouretézcovou RNA (BECKERING et al. 2002). Experimenty
provedené za pomoci techniky FRET (z angl. ,.fluorescence energy transfer*) ukazaly,
Zze RNA-helikdzy CshA a CshB a CspB z Bacillus subtilis spolu interaguji (HUNGER et
al. 2006). Toto pozorovani naznaduje, ze RNA-helikdzy a CSP, alespori v pripadé
Bacillus subtilis, spolupracuji v rozplétani sekundarich struktur mRNA. Piedpoklada
se, ze RNA-helikdzy indukuji vznik jednofetézcové oblasti, do které se pak vazi CSP a
zabranuji vytvoreni dal§ich nezadoucich sekundarnich struktur.

CSP mohou chranit pfed degradaci svou vlastni mRNA. V optimdlni teploté
kultivace je hladina CspA mRNA z Escherichia coli nizka, i kdyZ transkripce genu
cspA probiha (BRANDI et al. 1996), coz zplisobeno pfitomnosti sekundarnich struktur
na této mRNA a nasledné jejim $tépenim enzymem RNéazouE (HANKINS et al. 2007).
Po chladovém 3oku se CspA vaze do dlouhé S'UTR oblasti své vlastni mRNA (BAE et
al. 1997), do tzv. chladového boxu (,,cold box*), a chrani ji pfed degradaci. Exprese
genu cspA je tak kontrolovana na posttranskripéni urovni tim, Ze je zvySena stabilita
mRNA CSP po néhlém snizeni kultiva¢ni teploty (GUALERZI et al. 2003).

U Bacillus subtilis byl identifikovan kromé vysSe uvedeného také odlisny
mechanizmus, ktery zesilil translaci mRNA proteinu CspB. Transkript CspB obsahuje
tzv. ,,downstream box“, ktery interaguje s rRNA a stabilizuje tak vazbu ribozomu na
Shine-Dalgarmovu sekvenci (LA TEANA et al. 2000).

CSP ovliviiuji translaci v zavislosti na své koncentraci. V nizkych koncentracich
CSP zesiluji translaci po chladovém S$oku. Bezprostfedné po chladovém Soku je
translace vét§iny proteind inhibovana kvili vzniku sekundarnich struktur na jejich
mRNA a nespecifické vazbé CSP, jejichz afinita k mRNA stoupa po chladovém Soku
(Obr. 6a)(LOPEZ et al. 1999). V pribéhu aklimatiza¢ni faze hladina CSP v burice
stoupa diky pozitivni zpétné vazbé€, kdy se CSP vazi na svou vlastni mRNA a stabilizuji
ji. Exprese ostatnich proteini je zastavena kvili nespecifickym interakcim s CSP (Obr.

6b). Na konci aklimatizaéni faze je hladina CSP v burice tak vysokd, Ze reprimuji
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translaci své vlasthi mRNA. Mnozstvi CSP vbuce klesd a je obnovena translace

ostatnich proteinu (Obr. 6¢) (HORN et al. 2007).

Obr. 6 Regulace translace v prubéhu aklimatiza¢ni faze.
V nizkych koncentracich proteiny chladového Soku (CSP)
stimuluji translaci (b) a ve vysokych koncentracich translaci
naopak inhibuji (c) (pfevzato z HORN et al. 2007).

Je zajimavé, Ze naruSeni nibozomalnich funkci po chladovém Soku nemusi byt
pouze dusledek poskozeni molekul nizkou teplotou. Nelze totiz vyloucit, ze blokovani
translacniho aparatu je soucasti adaptivni odpovédi bakterialni buriky na chladovy Sok.
Jak bylo uvedeno vySe (kapitola 2.1.1), nahly pokles teploty narusi dobfe regulovanou
sit’ enzymatickych reakci. Cilem bakteridlni buriky po chladovém Soku je tedy rychlé
nastoleni nové rovnovdhy mezi jednotlivymi metabolickymi drahami. Zastaveni
translace vétSiny proteini po chladovém Soku znamena uvolnéni translaéniho aparatu
pro syntézu proteinli, které buiice umozni se adaptovat na nizkou kultivaéni teplotu
(HORN et al. 2007). Toto potvrzuje i nalezeni chladové indukovaného proteinu pY u
Escherichia coli, ktery stabilizuje 70S ribozomalni partikule a brani jejich disociaci.
S jeho vymizenim na konci aklimatizaCni faze je obnovena translace vétSinovych
proteini (AGAFONOV et al. 1999).
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2.1.2.3. Fluidita membrany po chladovém Soku

Udrzeni spravné funkce membrany je nezbytné pro preziti kazdé bakterie. Po
chladovém $oku se méni fyzikalni stav membrany, fosfolipidova dvojvrstva se nachazi
pod fazovym piechodem, je proto pfili§ rigidni a jsou naruseny procesy, které jsou na
membranu vazany (transport, bunééné déleni) (LOS a MURATA 2004).

Membrana je diky zméné svého fazového stavu v zavislosti na teploté¢ vhodnym
senzorem pro vnimani vnéj$i teploty. Zména fluidity navic miize regulovat aktivitu
membranovych proteinti a tim pfenést informaci o pisobeni stresu dovnité do buriiky
(SHIGAPOVA et al. 2005; TANI a JUDELSON 2006).

Jako odpovéd’ na rigidizaci membrany bakteridlni buika syntetizuje mastné
kyseliny s niz§im bodem téani a inkorporuje je do fosfolipidi. Tento adaptivni proces
byvéd oznafovan jako homeoviskdzni adaptace (SINENSKY 1974). Principem této
adaptace je predev§im zmensit van der Wallsovy interakce mezi pfilehlymi fetézci
mastnych kyselin, které jsou soucasti fosfolipidi. Bakteridlni buiikka toho dosahne
pomoci mastnych kyselin s krat§im fetézcem, vétvenych mastnych kyselin nebo
nenasycenych mastnych kyselin (FELLER 2007), Casto je také pozorovana zmeéna
v zastoupeni jednotlivych druhil lipidG ¢i zména v pomémém zastoupeni lipidi a
membranovych proteini (GUSCHINA a HARWOOD 2006).

U Bacillus subtilis byl identifikovan senzor membranové fluidity DesK, ktery
registruje zménu fyzikalniho stavu membrany. Po chladovém $oku, kdy je membréana
rigidni, aktivuje tento senzor signalni drahu, ktera reguluje expresi genu des. Produkt
genu des se Ucastni obnoveni spravné fluidity membrany (AGUILAR et al. 2001).
Regulace membranové fluidity u Bacillus subtilis bude podrobné pojednana

v kapitole 2.2.

2.1.2.4. Topologie DNA v zavislosti na teploté

U bakteridlnich bunék, které byly vystaveny plisobeni chladového $oku, byla
pozorovana kondenzace nukleoidu (WEBER et al. 2001b). Toto pozorovani je
vysvétlovano jako dtsledek nékolika procesi, které zahrnuji zménu konformace
molekuly DNA v zavislosti na vnéjsi teploté, zménu aktivity proteind, které se podileji
na tvorbé struktury DNA (DNA-gyraza, histon-like proteiny), a naruSeni syntézy
membranoveé vazanych proteini (WEBER a MARAHIEL 2003).
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Konformace samotné molekuly DNA se méni vlivem zmén vnéjsi teploty. Po
chladovém 3oku se na DNA vytvaii negativni nadobratky. Tato pozménéna struktura
DNA ovliviiuje dostupnost promotorovych oblasti pro RNA-polymerazu a tim pfispiva
ke zméné genové exprese po chladovém Soku (MIZUSHIMA et al. 1997).
fyzikalnich vlastnosti DNA, ale podileji se na ni také DNA vazebné proteiny, které
stabilizuji strukturu DNA. Bylo zji§téno, Ze po piidavku inhibitoru DNA-gyrazy se po
chladovém 3oku na DNA Escherichia coli neobjevi negativni nadobratky
(MIZUSHIMA et al. 1997). Predpoklada se, ze DNA-gyraza spole¢né s histon-like
proteiny (HU proteiny) zavadi negativni nadobratky do molekuly DNA, aby byly
usnadnény procesy, které vyzaduji lokalni rozpleteni DNA (replikace a transkripce).
Role histon-like proteinli v kondenzaci nukleoidu byla potvrzena zji§ténim, ze H-NS
protein je jednim z hlavnich CIP u Escherichia coli (LA TEANA et al. 1991). Jak bylo
uvedeno vySe, je exprese genu h-ns pozitivné regulovana CspA. Protein H-NS
negativné ovliviluje transkripci genu cspA (BRANDI et al. 1999), coz vypovidad o
komplexni a dobie regulované odpovédi bakterii na chladovy $ok.

Ke kondenzaci nukleiodu po chladovém S$oku pfispiva naruseni translace
proteind, které jsou zabudovavany do membrany jiz b&éhem translace a které
prostiednictvim sprazeni transkripce a translace rozvoliiuji strukturu DNA (WEBER et

al. 2001b).

2.1.2.5. Metabolizmus po chladovém $oku

Metabolizmus bakterialni buriky po chladovém $oku neni zatim znam do vSech
detailt. Je vSak ziejmé, ze snizend rychlost difize molekul, konformaéni zmény
bunéénych komponent a sniZeni afinity enzyml k substratu, jak bylo ukazano na
ptikladé utilizace zdroji dusiku (REAY et al. 1999), vedou k vyraznému poskozeni
slozité¢ sit¢ metabolickych reakci. V optimalni kultivaéni teploté¢ je bakterialni
metabolizmus nastaven na rychly pfijem a zpracovani Zivin, aby byl zajistén rychly rist
a déleni buriky. Po chladovém 3$oku, kdy je najednou rychlost enzymatickych reakci
vyznamné zpomalena se v buiice nachézi relativni nadbytek zivin. Po chladovém $oku
se také snizuje rychlost ristu bakteridlni kultury, coz je spojeno s mensi potiebou
premény metabolitd a transportu dalSich Zivin do buiiky (WEBER a MARAHIEL
2003). Bakterialni buriky by tedy po chladovém $oku méla omezit expresi pfislusnych
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enzymid a naopak exprimovat proteiny, které reguluji kliCové reakce metabolickych
drah. Transkripéni profil bakterie Bacillus subtilis opravdu potvrdil, Ze hladina mRNA,
ktera koduje enzymy ucastnici se glykolyzy, citratového cyklu, biosyntézy
aminokyselin, nukleovych kyselin a kofaktord, je snizena, zatimco koncentrace mRNA,
ktera nese informaci o proteinech, které se podili na obnové membranové fluidity,
translace a transportu, je vyS$8i oproti kultufe rostouci v optimalni kultivacni teploté

(BECKERING et al. 2002; KAAN et al. 2002).

2.1.2.6. Konformace proteini po chladovém $oku

Spravna konformace proteinti miize byt po chladovém Soku, podobné jako po
nahlém zvyS$eni teploty, naru$ena. Pro sloZeni proteinu do funkéni konformace musi byt
v nékterych piipadech piekondna energetickd bariéra mezi intermedidrni a kone¢nou
konformaci. Tato energeticka bariéra mize piedstavovat v nizké teploté limitujici krok
ve skladani proteinti a slozeni proteinu do funkéniho stavu vyzaduje asistenci chaperont
(FELLER 2007). U kultury Bacillus subtilis, ktera byla vystavena plisobeni chladovému
Soku byly nalezeny proteiny peptidylprolyl izomeraza PPiB (GRAUMANN et al. 1996)
a tzv. ,trigger faktor TF, které katalyzuji cis/trans izomeraci peptidové vazby
prolinovych zbytkti a napomahaji tak proteinim zaujmout poZadovanou funkéni
konformaci (PHADTARE 2004).

Po chladovém Soku je narusena konformace nejen nové syntetizovanych
proteind, ale také proteint, které jsou v okamziku chladového $oku piitomny v buiice,
neni proto prekvapivé, Ze po nahlém sniZeni teploty jsou indukovany i proteiny
tepelného Soku HSP (z angl. ,heat shock protein®). HSP stabilizuji spravnou
konformaci proteind za riznych stresovych podminek a pisobi tak jako molekulové
chaperony. U bakterie Escherichia coli byl po chladovém $oku identifikovan protein

Hsc66, homolog proteinu HSP70 (CHATTOPADHYAY 2006).

2.1.3. Souhrn

Chladovy 8ok vyvold mnoho zmén v bakteridlni fyziologii, klesd fluidita
membrany, sekundarni struktury nukleovych kyselin jsou stabilizovény, snizuje se

efektivita transkripce a translace, jsou poskozeny ribozomy. Bakteridlni burika po
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chladovém $oku prestava rist. Béhem tohoto obdobi zastaveni riistu je translace vétSiny
proteini zastavena a naopak je zesilena exprese proteinti, které buiice pomahaji
adaptovat se na nové teplotni podminky.

Esencidlni pro preziti chladového Soku je pro bakteridlni buriku v€as rozpoznat
zménu vnéjsi teploty, aby na ni mohla adekvatné reagovat. Bakteridlni burika vnima
pokles teploty pravé prostfednictvim takovych molekul, které vlivem sniZzené teploty
meéni své fyzikdlné-chemické vlastnosti. Jako senzory nizké kultivaéni teploty tedy
slouzi pravé DNA, RNA, ribozomy, cytoplazmatické i membranové proteiny a

fosfolipidova dvojvrstva (ERIKSSON et al. 2002).

2.2. Regulace membranové fluidity u Bacillus subtilis

Cytoplazmaticka membrana je selektivni bariéra mezi bakterialni burikou a jejim
vngj§im prostiedim. Je zndmo, Ze membrana plni své funkce v zéavislosti na svém
fyzikalnim stavu, ktery je urovéan nejen sloZzenim fosfolipidové dvojvrstvy, ale také
vnéj§imi podminkami, zejména teplotou (MANSILLA et al. 2004). V optimalni teploté
kultivace je membrana velmi fluidni (ve fazi tekutého krystalu) a dobie plni své funkce.
V nizké teploté v8§ak membranové lipidy pfechazi z faze tekutého krystalu do faze gelu
(Obr. 7), membrana p#ili§ tuha (rigidni) a jeji nizkou tekutosti je inhibovan transport
pomoci membranovych proteind a také biosyntetické drahy, které jsou na membranu
vazany (LOS a MURATA 2004). Snahou bakterii je tedy zachovat si membranu i
v nizké teploté nebo po chladovém $oku dostatecné tekutou, aby procesy na ni zavislé
mohly dostate¢né rychle probihat.

Teplotni adaptace na irovni membrany byly sledovany u grampozitivni bakterie
Bacillus subtilis (SVOBODOVA a SVOBODA 1988; KANEDA 1991; SUUTARI a
LAAKSO 1992; AGUILAR et al. 1998). Bylo zjisténo, Ze teplota kultivace ovliviiuje
slozeni membran, predev§im spektrum mastnych kyselin v membranovych
fosfolipidech. V nizké teploté se zvySuje podil mastnych kyselin, které posunuji fazovy
prechod do nizSich teplot (WEBER a MARAHIEL 2002) - ptedev§im vétvenych a
nenasycenych mastnych kyselin. U Bacillus subtilis se tedy uplatiiuji dva hlavni

mechanizmy, které zvysuji fluiditu membrany po chladovém Soku: dlouhodoba
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adaptace, ktera zahmuje syntézu vétvenych mastnych kyselin, a kratkodoba adaptace,
ktera spociva v rychlé desaturaci mastnych kyselin, které jsou souc¢asti membranovych

fosfolipidi.

optimalni teplota kultivace nizka teplota kultivace

s

—)
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faze tekutého krystalu faze gelu
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Obr. 7 Zména fazového stavu membrany v zavislosti na teploté (pfevzato
z LOS a MURATA 2004).

2.2.1. Dlouhodoba adaptace membrany Bacillus subtilis

Pro rod Bacillus je typicky vysoky obsah vétvenych mastnych kyselin
v membranovych fosfolipidech. U Bacillus subtilis vice nez 80% mastnych kyselin
vazanych v glycerolipidech tvofi izo- a anteizo- vétvené mastné kyseliny (Obr. 8)
znichZz jsou nejvice zastoupeny izo-C;s, anteizo-Cjs, 1z0-Ci79 a anteizo-C;7.,
nevétvené mastné kyseliny zaujimaji pouze 10% z celkového obsahu mastnych kyselin
(KANEDA 1991).

izo-vétvena masma kyselina

X— O—OCANM

anteizo-vétvena mastna kyselina

Obr. 8 Izo- a anteizo- vétvena mastna kyselina. U izo- vétvené mastné kyseliny se
methylové skupina nachazi na druhé pozici od konce, u anteizo- vétvené na treti pozici
od konce (pfevzato z DENICH et al. 2003).
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Po chladovém Soku (ptenos rostouci kultury z optimalni teploty kultivace 37°C
do 15°C) se u Bacillus subtilis JH642 méni slozeni mastnych kyselin. Zastoupeni
1z0-Cys,0 a 1z0-Cj7,9 vétvenych mastnych kyselin klesa (ze 44% na 11% z celkovych
mastnych kyselin) a obsah odpovidajicich anteizo- vétvenych kyselin naristd (z 35%
na 76%). Obdobna zména pomérmého zastoupeni izo- a anteizo- vétvenych mastnych
kyselin byla pozorovéna i pro kmen Marburg 168 (KLEIN et al. 1999).

Zména pomérného zastoupeni izo- a anteizo- vétvenych mastnych kyselin je
adaptace bakteridlni buiiky na pokles vnéjsi teploty. Izo- vétvené maji stejnou teplotu
fazového prechodu jako rovné nasycené mastné kyseliny (KANEDA 1991).
Anteizo- vétvené mastné kyseliny maji niz$i teplotu fazového pfechodu nez stejné
dlouhé izo- vétvené (LEWIS a MCELHANEY 1985), jsou schopny vice naru$it
usporadanost fosfolipidové dvojvrstvy, tim fluidizuji membranu po chladovém Soku
(DENICH et al. 2003).

Vétvené mastné kyseliny vznikaji pouze v situaci, kdy je burika schopna rist a
syntetizovat mastné kyseliny. Vznik izo- a anteizo- vétvenych mastnych kyselin je
zavisly na de novo syntéze mastnych kyselin (SUUTARI a LAAKSO 1994), pozice
vétveni se po ukonéeni syntézy nemiZze meénit, je totiz urena typem prekurzoru
(RUSSELL 1997).

Mastné kyseliny v bakterialni burice jsou produktem syntetazy mastnych kyselin
typu II, kterd zahrnuje nékolik enzymdi, které katalyzuji vzdy pouze jeden krok
v syntéze matnych kyselin (Obr. 9) (LU et al. 2004). Intermediaty syntézy mastnych
kyselin jsou kovalentné pripojeny k ACP (,,acyl carrier protein®), ktery je prenasi od
jednoho enzymu k druhému.

Prekurzory pro syntézu vétvenych mastnych kyselin jsou vétvené aminokyseliny
valin a leucin pro izo- vétvené a izoleucin pro anteizo- vétvené mastné kyseliny (Obr.
10) (KANEDA 1991). To ukazuje na spfazeni metabolizmu aminokyselin a mastnych
kyselin (KROUMOVA et al. 1994).

ZvySena syntéza anteizo- vétvenych mastnych kyselin v nizké teploté se
odehravé prostfednictvim regulace substratové specifity kondenzujiciho enzymu FabH,
ktery katalyzuje prvni krok v elongaci mastnych kyselin (CHOI et al. 2000). Piesny
mechanizmus, ktery urcuje specifitu enzymu FabH neni znam, roli by mohla hrat sama
teplota nebo dostupnost prekurzord pro syntézu mastnych kyselin (MANSILLA et al.
2004).
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Obr. 9 Syntéza mastnych kyselin v bakteriich. Cyklus prodluzovani mastné
kyseliny je iniciovan kondenzaci acyl-CoA a malonyl-ACP. Tento krok je katalyzovan
kondenzujicim enzymem FabH (3a). Dal§i krok je redukce p-ketoesteru B-
ketoacylreduktazou (4). B-hydroxyacyl-ACP je poté dehydratovan B-hydroxyacyl-ACP
dehydrazou na trans-nenasyceny acyl-ACP (5), ktery je redukovéan enoyl reduktazou, a
vznika acyl-ACP, ktery je o dva uhliky del$i nez plvodni acyl-ACP. Dalsi cyklus
elongace je katalyzovan kondenzujicim enzymem FabF (3b). Koneény produkt syntézy
mastnych kyselin je transacylovan na glycerol fosfat za vzniku fosfatidové kyseliny,
ktera je dale vyuzita k syntéze fosfolipidi (7). Malonyl-CoA vznika z acetyl-CoA
(acetyl-CoA karboxyldza), pak je prenesen na ACP. R-koncova skupina (rovna ¢i
vétvena mastna kyselina), ACP — ,acyl carrier protein“ (pfevzato z SCHUJMAN a
DE MENDOQOZA 2005).

Role anteizo- vétvenych mastnych kyselin v adaptaci na nizkou kultivaéni
teplotu byla ukazana na Bacillus subtilis JH642. Tento kmen ma snizenou schopnost
syntézy izoleucinu, kterd se projevi po chladovém Soku, je-li bakteridlni kultura
péstovana na minimalnim médiu bez pfidavku izoleucinu. V téchto podminkach buriky

nerostou a po 18 hodinach lyzuji, do prostiedi se uvoliiuje izoleucin, ktery pak mohou
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vyuzit ostatni dosud prezivajici bakterie (KLEIN et al. 1999). Je-li vSak pied chladovym
Sokem pridan do minimalniho média izoleucin nebo jeho derivaty (keto-f-metyl-valerat
a 2-metyl-butyrat, Obr. 10), pfeziva kmen JH642 bez potizi (KLEIN et al. 1999).
Bacillus subtilis 168 naproti tomu nevyZadoval pro pfeziti chladového Soku pti
kultivaci na minimalnim médiu pfidavek izoleucinu. Slozeni mastnych kyselin po
nédhlém sniZzeni vnéjsi teploty bylo u obou kmenu stejné, i kdyz kmen JH642 byl
kultivovan s pfidavkem a kmen /68 bez ptidavku izoleucinu. V obou ptipadech byl
zvySen obsah anteizo- vétvenych na ukor izo- vétvenych mastnych kyselin (KLEIN et
al. 1999). Anteizo- vétvené mastné kyseliny jsou dtlezité v dlouhodobé adaptaci na
nizkou teplotu a jejich syntéza vyzaduje pfitomnost dostate¢ného mnoZstvi izoleucinu

Jjako prekurzoru.
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! !
X a ja
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Obr. 10 Biosyntéza vétvenych mastnych kyselin. Prekurzory pro vznik vétvenych
mastnych kyselin jsou vétvené aminokyseliny valin, leucin a izoleucin (pfevzato z
KLEIN et al. 1999).
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2.2.2. Kratkodoba adaptace membrany Bacillus subtilis

Kratkodoba adaptace Bacillus subtilis na nahly pokles kultiva¢ni teploty spoc¢iva
v desaturaci mastnych kyselin. Zména poméru nasycenych a nenasycenych mastnych
kyselin je nejéastéji vyuzivany mechanizmus k ovlivnéni membranové fluidity
(DENICH et al. 2003). U bakterii byl tento zpisob adaptace na nizkou teplotu krome
rodu Bacillus identifikovan u sinic a pseudomonad (MANSILLA a DE MENDOZA
2005; CRONAN 2006; ZHU et al. 2006). Desaturaza mastnych kyselin vyZzadujici
kyslik byla také objevena u eukaryot (SPERLING et al. 2003).

Zavedeni dvojné vazby v konformaci cis (Obr. 11) do fetézce mastné kyseliny
pfipojené na membranovy fosfolipid vyvola ohyb, diky kterému fetézec mastné
kyseliny zaujima vice prostoru, ktery mu nasledné umozni vétsi pohyblivost (GRUNER
et al. 1985). ZvySena mobilita fetézci naru$i jejich vzajemné van der Wallsovy
interakce, coz vede k destabilizaci membrany a k poklesu teploty fazového prechodu
(HAZEL a WILLIAMS 1990). Dvojnd vazba v pozici cis ma vétsi efekt na
usporddanost membrany nez dvojna vazba v pozici trans (GUSCHINA a HARWOOD
20006).

X— O_OC/\/\/\/\T_:/\/\/\

cis-nenasycena mastma Kyselina

Obr. 11 Nenasycena mastna kyselina s dvojnou vazbou v pozici cis.
(pfevzato z DENICH et al. 2003).

Desaturace mastnych kyselin mize probihat za anaerobnich i aerobnich
podminek (RUSSELL 1990). Vznik nenasycenych mastnych kyselin bez pfistupu
kysliku byl pozorovéan u anaerobnich a fakultativné aerobnich bakterii. Dobie byl tento
proces prostudovan na modelovém organizmu Escherichia coli (Obr. 12). Nenasycené
mastné kyseliny vznikaji pouze v zavislosti na de novo syntéze mastnych kyselin, buriky

musi rust a délit se (DENICH et al. 2003). U Escherichia coli je dvojna vazba zavedena
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do desetiuhlikatého intermedidtu biosyntézy mastnych kyselin, ktery je dlouhy 10
uhliki (MANSILLA et al. 2004).

HO-10:0 B-hydroxy-decanoyl-ACP
1 HDD ( fubA)

10:1 A 2 trans-2-decenoyl-ACP =—=10:1 A3 cis-3-decenoyl-ACP
| kast (abB) I KAS L (fubB)

or |
l KAS II (fabF) 1
16:0 palmitoyl-ACP 16:1 A9 palmitoleoyl-ACP
l KAS II ( fubF)

18:1 A1l cis-vaccenoyl-ACP

Obr. 12 Biosyntéza nenasycenych mastnych kyselin v Escherichia coli. Enzym
B-hydroxydekanoyl-ACP dehydrdza (HDD) katalyzuje klicovy krok v syntéze
nenasycenych mastnych kyselin, zatimco B-ketoacyl-ACP syntaza 1 (KAS I) je
vyZadovéna v elongaci nenasycenych acyl-ACP intermediat. Enzym B-ketoacyl-
ACP syntaza Il (KAS II) se icastni syntézy nasycenych mastnych kyselin a také
prodluzuje 16:1 A9 palmitoleoyl-ACP. Enzym KAS II je regulovan v zavislosti
na teploté: v niZ3i teploté vykazuje vy$$i aktivitu (pfevzato z AGUILAR et al.
1998).

Aerobni desaturace mastnych kyselin vyzaduje membranové vazané enzymy
(desaturazy). U organizmd, které provadi aerobni desaturaci, jsou syntetizovany pouze
nasycené mastné kyseliny. Zavedeni dvojné vazby je postsynteticka modifikace
(RUSSELL 1997). Desaturaza odnima vodikové atomy jiz existujici mastné kyseliné a
prenali je na molekulu kysliku, tato reakce vyzaduje funkéni elektrontransportni fetézec
(Obr. 13) (DENICH et al. 2003).

Desaturace mastnych kyselin je regulovana membranovou fluiditou. Regulace se
odehravéa na trovni aktivity desaturdzového enzymu, kdy fluidita membrany ovliviiuje
konformaci enzymu a tim i jeho aktivitu, nebo na urovni transkripce, ktera je

stimulovana zménami vnéj$iho prostiedi (RUSSELL 1997).
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Obr. 13  Desaturace mastnych kyselin  pfipojenych
k membranovym fosfolipidim desaturdzou Des u Bacillus
subtilis (ptevzato z SCHUIMAN a DE MENDOZA 2005).

Mikroorganizmy, rostliny a zivoCichové reguluji syntézu nenasycenych
mastnych kyselin v zavislosti na vnéj§ich podminkach. Uplatiiuje se predev§im regulace
transkripce prostiednictvim signalni drahy, ktera zahrnuje také senzor membranové
fluidity, ktery je soucasti fosfolipidové dvojvrstvy. Spoleény mechanizmus regulace
naznacuje i davny ptvod tohoto regula¢niho obvodu (AGUILAR a DE MENDOZA
2006).

Bacillus subtilis JH642 v optimalni teploté kultivace (37°C) syntetizuje pfevazné
nasycené mastné kyseliny, po prenosu do nizké teploty kultivace (20°C) spousti syntézu
nenasycenych mastnych kyselin. Pro nalezeni genu, ktery koduje desaturdzu u Bacillus
subtilis, byl vyuzit kmen Escherichia coli AfabA/AfabB, ktery syntetizoval nasycené
mastné kyseliny jako divoky kmen, ale nebyl schopen produkovat nenasycené mastné
kyseliny. Bylo zji§téno, Ze auxotrofii tohoto kmene komplementuje gen des, ktery se
v genomu Bacillus subtilis vyskytuje pouze jednou. Produkt genu des byl dlouhy 352
aminokyselin a obsahoval tfi histidinové klastry a trasmembranové domény, které jsou
typické pro membranové vazané desaturazy (AGUILAR et al. 1998).

Desaturaza Des Bacillus subtilis je tedy chladové indukovana a po nahlém
snizeni teploty produkuje nékolik typl nenasycenych mastnych kyselin, které se lisi
v délce tetézce a typu vétveni (WEBER et al. 2001a). Pozice dvojné vazby je u vsech
vzniklych nenasycenych kyselin stejna: AS, proto byla tato desaturdza nazvana A5-Des

(ALTABE et al. 2003).
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2.2.2.1. Role desaturazy Des Bacillus subtilis po chladovém Soku

Pro zjisténi role desaturazy Des po chladovém Soku byl pfipraven mutant
Bacillus subtilis JH642, ktery mél deletovan gen des, proto po chladovém Soku
nesyntetizoval nenasycené mastné kyseliny. Tento mutant rostl na komplexnim médiu
po chladovém Soku stejn¢ jako divoky kmen, ale po pfechodu rostouci kultury do
stacionarni faze nebyl schopen sporulovat (AGUILAR et al. 1998). Pfi kultivaci na
minimalnim médiu bez ptidavku izoleucinu bylo po chladovém Soku pozorovano
vyrazné sniZzeni optické denzity, mutant po chladovém Soku nebyl schopen rist.
Nenasycené mastné kyseliny tedy mohou zastoupit vétvené mastné kyseliny v adaptaci
membréany na nahlé snizeni teploty (WEBER et al. 2001a). Nenasycené mastné kyseliny
byly detekovany také v optimalni teploté kultivace, kdyz byl Bacillus subtilis JH642
kultivovan na minimalnim médiu bez izoleucinu (nevznikaly vétvené mastné kyseliny).
Regulace desaturdazy Des je tedy zavisla spiSe na membranové fluidité nez na vnéjsi

teploté (WEBER et al. 2001a).

2.2.2.2. Topologie desaturazy Des

Pfesnd 3D struktura desaturazy Des neni dosud znama, je to dano obecné
obtiznou purifikaci a krystalizaci membranové vazanych proteinti (WERTEN et al.
2002). Dobrou piedstavu o topologii Des poskytla kombinace rtiznych fuzi
s reportérovym genem phoA a mistné specifickd mutageneze. Rizné dlouhé fragmenty
Des byly spojeny svym N-koncem s alkalickou fosfatdzou (AS5-Des-PhoA), kterd je
aktivni pouze v periplazmovém prostoru a jejiz aktivita byla testovana v Escherichia
coli (DIAZ et al. 2002). Na zaklad¢ téchto vysledkti byl navrzen model topologie Des
(Obr. 14).

Desaturdza Des je tvofena S$esti transmembranovymi doménami a jednou
doménou asociovanou s membranou, kterd pravdépodobné udrzuje katalytické misto
v blizkosti membrany. Des ma oproti jinym desaturdzam dvé transmembranové domény
navic (Obr. 15), tyto domény hraji asi roli desaturaci mastnych kyselin, které jsou
soucasti membranovych fosfolipidd (DIAZ et al. 2002). Des ma tfi konsenzus motivy,
které obsahuji histidinové zbytky a které jsou esencidlni pro fungovani Des

(SHANKLIN et al. 1994), hraji roli ve vazbé zeleza (AGUILAR et al. 1998). Ctvrty
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objeveny konsenzus motiv (AGUILAR et al. 1998) neni soucésti aktivniho mista, ale je

dulezity pro spravné slozeni proteinu Des (DIAZ et al. 2002).

Obr. 14 Topologicky model desaturazy Des z Bacillus subtilis. N a C konec
proteinu Des mifi do cytozolu. Bily valeCek oznacuje membranou pronikajici
segment, ktery nebyl identifikovin na =zakladé predikce hydrofobnich
transmembranovych useki. Sedé &tverecky oznaduji vysokou aktivitu enzymu
PhoA a bilé &tveretky jeho nizkou aktivitu. Cerna koletka znamenaji
substituce histidinu, které znamenaly ztratu aktivity, trojihelniCky jsou
lyzinové zbytky (pfevzato z DIAZ et al. 2002).
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Obr. 15 Model topologie desaturazy Des z Bacillus subtilis. Svétle
jsou vyznaceny transmembranové domény, které jsou dulezité pti
desaturaci mastnych kyselin, které jsou soucisti membrinovych
fosfolipidu. Cervené jsou znazomény konzervované histidinové
domény, bile pak ¢tvrta neesencialni histidinova doména (pfevzato z
MANSILLA a DE MENDOZA 2005).
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2.2.2.3. Regulace desaturazy Des

Po nahlém pfeneseni rostouci kultury z optimalni teploty kultivace (37°C) do
nizké teploty (20°C) dochazi k expresi genu des a v buiice je syntetizovana vysoka
hladina des mRNA. Tato mRNA se vSak nenachazi v bunkéch, které byly kultivovany
ve 37°C (AGUILAR et al. 1999). Hlavni mechanizmus regulace bunécné hladiny
des mRNA tedy spociva v teplotné zprostfedkované kontrole transkripce (AGUILAR et
al. 1999) a ne ve stabilizaci pfitomné mRNA, jak je tomu u jinych chladové
indukovanych proteinu, napi. CspA u Escherichia coli (HANKINS et al. 2007).

U bakterii hraje kliCovou roli v pfijimani a pfenosu signalu dvoukomponentovy
systém - draha signalni transdukce, ktera spojuje vnéjsi podnét se specifickou adaptivni
odpovédi (WEST a STOCK 2001). V genomu Bacillus subtilis bylo identifikovano 34
histidinkinaz, které obsahuji ATP vazebné misto s konzervovanym histidinem, a 36
regulatoru, které maji konzervovanou aspartatovou doménu (PARKINSON a KOFOID
1992; FABRET et al. 1999). Exprese genu des je regulovana dvoukomponentovym
systtmem DesK/DesR (AGUILAR et al. 2001). Operon desKR je v genomu
Bacillus subtilis lokalizovan v bezprostiedni blizkosti genu pro desaturazu (des)
(KUNST et al. 1997). Cilenou mutagenezi bylo zjisténo, ze tento operon je
nepostradatelny pro chladové indukovanou expresi genu des (AGUILAR et al. 2001).

2.2.2.3.1. Dvoukomponentové systémy u bakterii

Dvoukomponentovy systém se sklada ze dvou hlavnich ¢asti, senzoru a

regulatoru (Obr. 16) (HOCH 2000).

Sensor Response regulator

Sens ng Kinase +(P) Recever Regulatory

gorain dor-am/--—--\ﬁam domain

O
ATR AJP

Obr. 16 Zakladni schéma prenosu fosfatu: H znaéi histidin,
D aspartat, P fosfat (prevzato z BIIJLSMA a GROISMAN 2003).
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Senzor predstavuje histidinkindza, ktera je umisténa v membrané, nebo je alespon
s membranou asociovana (DUTTA et al. 1999; KHORCHID a IKURA 2006). Tvofi ji
detekéni doména a kindzovd doména. Detekéni doména zprostiedkuje kontakt
histidinkinazy s vnéj$im prostfedim, odpovida na signal, ktery pfichazi z okoli bakterie.
Po rozpoznani spoustéciho signalu zméni svou konformaci, tim aktivuje do cytoplazmy
orientovanou kinazovou doménu. Ta se na ukor jedné makroergni vazby z ATP
autofosforyluje na histidinovém zbytku za vytvoreni energeticky bohaté fosforylované
skupiny. Ta je reakci katalyzovanou cytoplazmatickym regulatorem prenesena na
aspartatovy zbytek, ktery je soucasti pfijimaci domény regulatoru. Vazba fosfatu na
pfijimaci doménu zapfi€ini konformaéni zménu regulatoru. Se zménou konformace se
meéni i aktivita regulaéni domény regulatoru (BIJILSMA a GROISMAN 2003).
Regulator vystupuje vétSinou jako transkripéni aktivator ¢&i represor a praveé
konformaéni zména ovliviiuje schopnost regulatoru se vazat na DNA a ovliviiovat

transkripci (HOCH a VARUGHESE 2001).

2.2.2.3.2. Dvoukomponentovy systém DesK/DesR

Histidinkinaza DesK

Histidinkinaza DesK je membranové vazany protein, ktery je dlouhy 370
aminokyselin. N-koncovou ¢&ast proteinu (1. az 151. aminokyselinovy zbytek) tvofi ¢tyfi
transmembranové helixy. Dlouhda C-koncova ¢ast (152. az 370. aminokyselinovy
zbytek) je orientovéana do cytoplazmy (MANSILLA et al. 2003).

Na C-konci proteinu DesK se nachazi konzervovany histidin v pozici 188, ktery
je po pHijeti signalu autofosforylovan v pfitomnosti Mg**-ATP (CYBULSKI et al.
2002). C-koncovy fragment proteinu DesK bez transmembranové domény (DesKC) ma
in vitro kinazovou i fosfatazovou aktivitu (ALBANESI et al. 2004). DesKC vsak in vivo
nefunguje jako fosfatdza, zkraceny protein je pravdépodobné uzamcen ve stavu, ktery
upiednostiiuje kindzovou aktivitu (Obr. 17). Desaturdza je proto konstitutivné
exprimovana bez ohledu na teplotni podminky ¢i pfidavek fluidizujicich nenasycenych
mastnych kyselin (ALBANESI et al. 2004), které slouzi jako signalni molekuly
negativné regulujici transkripci genu des (AGUILAR et al. 2001).
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membrana

cvtozol

ADP
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Obr. 17 Model fungovani zkraceného proteinu DesK. Protein DesK bez své
transmembranové domény (DesKC) neni schopen priijimat signaly prichazejici z vnéjsiho
prostiedi a in vivo u néj dominuje kinazova aktivita (upraveno podle HUNGER et al.
2004).

Roli transmembranové domény proteinu DeskK v percepci zmény vnéjsi teploty
potvrzuji také experimenty, ve kterych byl DesKC exprimovan in frans pod xylézou
aktivovanym promotorem a které také ukazaly, Ze gen des je konstitutivné
transkribovan ve vSech sledovanych teplotnich podminkach (HUNGER et al. 2004).
Kmen Bacillus subtilis, ktery konstitutivné exprimoval DesKC, prezival lépe po
chladovém Soku pfi kultivaci na minimalnim médiu bez izoleucinu nez divoky kmen
JH642 (HUNGER et al. 2004).

Ve skutecnosti senzor DesK nevnima teplotu, ale fluiditu membrany
(CYBULSKI et al. 2002; MANSILLA et al. 2005). U Bacillus subtilis JH642 lze
mnozstvi vétvenych mastnych kyselin regulovat exogenné dodanym izoleucinem.
Nedostatek izoleucinu zpisobi snizeni obsahu fluidizujicich vétvenych mastnych
kyselin v bakteridlni membrané a nasledné pak transkripci genu des i za izotermalnich
podminek (CYBULSKI et al. 2002). Senzor DesK reaguje na snizeni membranové
fluidity vyvolané jak poklesem vnéjsi teploty, tak i zménou v zastoupeni vétvenych
mastnych kyselin (CYBULSKI et al. 2002).

Transmembranova doména senzoru DesK je dilezita pro vnimani zmeén
membranové fluidity a regulaci prepinani mezi kinazovou a fosfatazovou aktivitou
cytoplazmatické domény (ALBANESI et al. 2004). Jak senzor DesK registruje zmény
fluidity zustava zatim neobjasnéno. Predpoklada se, Ze by se zde mohly uplatiiovat
konformacni zmény transmembranové domény v zavislosti na fluidit¢ membrany, které
by vedly k pfepinani mezi kinazovou a fosfatdzovou aktivitou (MANSILLA a DE
MENDOZA 2005).
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Reguliator DesR

Reguléator DesR patti do NarL rodiny regulatord (FABRET et al. 1999). Na
N-konci proteinu DesR se nachazi regulaéni doména, kterd byva také oznacovana jako
pfijimaci doména (Obr. 16) (WEST a STOCK 2001). N-koncovd doména nese
konzervovany aspartat v pozici 54, ktery je fosforylovan histidinkinazou DesK a ktery
je nezbytny pro aktivitu DesR (ALBANESI et al. 2004). C-konec proteinu je
zodpovédny za vazbu regulatoru na DNA. NarL rodina regulatord ma v DNA vazebné
doméné helix-turn-helix motiv, ktery je typicky pro transkripéni faktory (FABRET et al.
1999).

Nefosforylovany regulator DesR je v neaktivni formé. V roztoku DesR
dimerizuje prostfednictvim svych C-koncid, N-koncové domény jsou pak vici sobé
natoceny tak, Ze se vlivem sterickych zdbran nemohou vazat na DNA. Po fosforylaci
regulatoru DesR histidinkinazou DesK dochazi ke konforma¢nim zménam, které uvolni
DNA vazebné oblasti regulatoru (CYBULSKI et al. 2004).

Fosforylovany protein DesR (DesR-P) se vdze do DNA do oblasti promotoru
genu des, do pozice -28 az -77 vzhledem k pocatku transkripce. V této symetrické
oblasti se nachazi dvé invertované repetice (5'-TCAT-3") oddélené 9 nukleotidy, které
jsou nepostradatelné pro spravnou funkci promotoru (AGUILAR et al. 2001). V oblasti
promotoru genu des jsou dvé sekvenéné nepodobna vazebna mista pro DesR-P. Oblast
A je primarni misto vazby dimeru DesR-P, které je obsazeno i v nizkych koncentracich
DesR-P. Samotné oblast B nemiZze reguldtor vazat. Teprve po obsazeni oblasti A
dimerem DesR-P je kooperativné navazan dal$i dimer DesR-P do oblasti B a dochazi
k posunu rovnovéhy k tetramerni form¢é DesR-P, ktera je aktivni a spousti transkripci
genu des tim, Ze stabilizuje vazbu RNA-polymerazy na promotoru (NECHAEYV et al.
2000; MANSILLA a DE MENDOZA 2005).

Za vypnuti transkripce je zodpovédna fosfatdzova aktivita, kterd defosforyluje
regulator, v burice je pak vice neaktivni formy regulatoru. U vét§iny regulatori nesou
tuto aktivitu samy regulatory (ZAPF et al. 1998). U dvoukomponentového systému
DesK/DesR je v8ak hladina fosforylovaného proteinu DesR regulovéana histidinkindzou
DesK, ktera nese kindzovou i fosfatdzovou aktivitu (AGUILAR et al. 2001;
ALBANESI et al. 2004).
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Model regulace exprese desaturizy Des dvoukomponentovym _systémem
DesK/DesR

Dvoukomponentovy systém DesK/DesR nehraje roli v globélni regulaci
odpovédi na chladovy $ok. Bylo prokézano, ze DesK/DesR se podili na pouze regulaci
transkripce desaturazy Des (BECKERING et al. 2002).

Histidinkinaza DesK a regulator DesR dvoukomponentového systému
DesK/DesR jsou v bakterialni burice exprimovany konstitutivné, jejich transkripce na
rozdil od transkripce desaturazy neni ovlivnéna pfidavkem izoleucinu pfi kultivaci na
minimalnim médiu v optimalni teplot¢ (CYBULSKI et al. 2002). Regula¢ni signalni
draha DesK/DesR je aktivovana chladovym $okem nebo nizkym podilem nizko tajicich
vétvenych mastnych kyselin. Senzor membranové fluidity DesK zaujima riizné signalni
stavy v zavislosti na zménach fluidity membrany. Po chladovém $oku, kdy je membréana
v uspofadaném stavu (rigidni), pfevazi kindzova aktivita histidinkinazy DesK. DesK je
autofosforylovan na konzervovaném histidinu a nasledné je fosfat pfenesen na aspartat
regulatoru DesR. Fosforylovany DesR se vaze do oblasti promotoru genu des, coz
umozni  tetramerizaci DesR-P.  Tetramer DesR-P  specificky interaguje
s RNA-polymerazou, stabilizuje jeji vazbu na promotor a transkripce genu des je
spusténa. Produkt genu des, AS5-Des, zavadi cis dvojné vazby do fetézcli mastnych
kyselin, které jsou pfipojeny k membranovym fosfolipidim. Tyto nové syntetizované
nenasycené¢ mastné kyseliny zvysi fluiditu membrany. To ovlivni senzor DesK, u
kterého prevazi fosfatdzova aktivita, DesR-P je defosforylovan a neni schopen vazat se
na promotor genu des, exprese desaturdzy je vypnuta. Transkripce genu des je tak
regulovana pifimo hladinou fosforylovaného regulatoru DesR v burice (Obr. 18)
(MANSILLA a DE MENDOZA 2005).

Znalost regulace transkripce desaturazy Bacillus subtilis na$la jiz své praktické
uplatnéni. Promotor genu des byl vyuzit pro produkci rekombinantnich proteini v nizké
teploté. Exprese heterolognich proteini v nizké teplot€¢ ma tu vyhodu, Ze se netvori
agregaty proteind, které mohou snizovat Zivotaschopnost produkéniho mikroorganizmu.
S pouzitim chladové indukovaného promotoru také odpadd nutnost pouziti drahych
induktorti jako je IPTG. Je-li gen kdédujici poZzadovany protein pfipojeny k promotoru
genu des, za¢ne jeho exprese 30 minut po chladovém Soku a pokracuje asi 5 hodin (LE

a SCHUMANN 2007).
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Obr. 18 Model signalni drahy vedouci k optimalizaci membranové fluidity v Bacillus subtilis.
DesK zaujima razné signalizaéni stavy jako dopovéd’ na zménu fluidity membrany. Kinazova
aktivita DesK dominuje pii zvySeni uspofadanosti membrany (napft. po chladovém $oku). DesK
fosforyluje DesR (a), ktery se tak muze vazat ve formé dimeru na promotor genu des (b).
Kooperativni vazba DesR-P umozni interakci s RNA-polymerazou a je aktivovana transkripce
genu des (c). Desaturaza Des zavadi dvojnou vazbu do mastnych kyselin pfipojenych
k membranovym fosfolipidd (d). Nenasvcené mastné kyseliny snizi fluiditu membrany a u
DesK prevazi fosfatazova aktivit (e). DesR je defosforvlovan a transkripce genu des ustava (f)
(pfevzato z MANSILLA a DE MENDOZA 2005).
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2.3. Membranové aktivni latky

2.3.1. Fluidita membrany

Pojem membranova fluidita se v soucasnosti pouzivd pro popis celkové
usporadanosti a miry pohyblivosti membranovych komponent. K celkové membranové
fluidité prispivd volny pohyb lipidl, laterdlni a rotaéni difuze molekul, zastoupeni
mastnych kyselin, faizovy prechod lipidl, hydratace lipidi a interakce mezi jednotlivymi
membranovymi doménami (rafty) (KIM et al. 1993; HAYASHI a MAEDA 2006).
Kazdy ztéchto parametrd, ktery ma vztah kpohyblivosti ¢i uspofadanosti
membranovych komponent, lze zachytit pomoci jiné méfici techniky, avSak ziskané
vysledky jsou ¢&asto interpretovany jako zmény celkové fluidity membrany. ZvySeni
fluidity (fluidizace) je chapano jako ,,ztekuceni“ membrany, tedy snizeni usporadanosti
a zvySeni zrychleni pohybu membranovych komponent. Snizeni fluidity (rigidizace)
znamena naopak zvySeni uspofadanosti a zpomaleni pohybu membranovych

komponent.

2.3.2. Metody pro méreni membranové fluidity

V dnedni dobé existuje celda fada metodickych pristupli a technik, které
umozfuji sledovani vlastnosti biologickych membran. Metody pouzivané pro
charakterizaci rdznych parametri membrany lze rozdélit na metody piimé, které
zachycuji ur¢ity fyzikalni parametr pfimo, nezprostiedkované, a metody nepfimé, které
vyuzivaji fluorescenéni sondy, jejichz chovani odrazi fyzikalni stav membrany.
K pfimym metoddm patii napfi. diferencidlni skenovaci kalorimetrie (DSC) a
diferencidlni teplotni analyza (DTA), které umoziiuji stanovit teplotu fazového
pfechodu, respektive hodnotu lateralniho tlaku na lipidovych monovrstvach.
K nepfimym metodam se fadi napf. spektroskopické techniky jako je nuklearni
magneticka rezonance (NMR) a elektronovd spinova rezonance (ESR), metody
fluorescenéni spektroskopie (napi. méfeni ustdlené ¢i Casové rozliSené anizotropie
fluorescence) ¢i metoda FRAP (z ang. ,.fluorescence recovery after photobleaching®),
kterd umoziuje sledovat lateralni difuzi v membranach (DENICH et al. 2003;
MARGUET et al. 2006).
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2.3.3. Membranové aktivni latky a jejich pusobeni na membranu

Po pridavku nékterych chemickych latek v zavislosti na jejich koncentraci a
chemické struktufe dochazi u bakterii ke zpomaleni ¢i zastaveni ristu nebo odumirani
bakteridlni kultury. Membréana je prvni bunééna komponenta, ktera ptichazi do styku
s toxickym plisobenim chemické latky, ktera miZe nespecificky narusit strukturu a tim i
funkci bakteridlni membrany (DIEFENBACH et al. 1992).

Kazd4 tfida chemikalii interaguje s membranou jinak, li§i se ve zplisobu a mife
naruSeni struktury a funkce membrany (WEBER a DE BONT 1996). Toxicita
membranové aktivni latky je Casto spojena s jeji schopnosti zabudovavat se do
fosfolipidové dvojvrstvy (SIKKEMA et al. 1995). Hydrofobni latky snadno pronikaji do
membrany a akumuluji se piedev§im v hydrofobnim jadie membrany, mezi
monovrstvami, kde jsou asociovany a fetézci mastnych kyselin (SMEJTEK et al. 1989).
Molekuly polarnéjSich membranové aktivnich latek se zabudovavaji do oblasti
polamich hlavicek fosfolipidi (HEIPIEPER et al. 1994). Hydrofobni i méné polarmni
latky, prestoze pulsobi v jinych ¢astech membrany, mohou naru$it uspofadanost
membrany. Jejich uéinné koncentrace (koncentrace, které vyvolaji stejnou zménu
usporadanosti membrany) se vSak 1i§i v rozmezi i n€kolika fadi. Hydrofobni latky se
ochotné zabudovavaji do membrany, proto jejich koncentrace v prostiedi nemusi byt
ptili§ vysoka, aby bylo mozZno pozorovat ovlivnéni membranové fluidity. Naopak
polarni latky se v prostfedi musi vyskytovat ve vysokych koncentracich, aby se alespoi
jejich ¢ast inkorporovala do oblasti membrany a byla pozorovana zména fluidity
(DONATO et al. 1997).

Hydrofobicitu (lipofilicitu) membranové aktivni latky lze kvantifikovat pomoci
tzv. parti¢niho koeficientu (P). Parti¢ni koeficient je definovan jako pomér koncentraci
zkoumané latky ve vodné a organické fazi smési nemisitelnych rozpoustédel
v rovnovaze. Prvnim rozpous$tédlem je voda a druhym hydrofobnim rozpoustédlem je
ve véts§in€ pripadl oktanol. Parti¢ni koeficient tedy vyjadiuje miru hydrofobicity dané
latky. Casto byva uvadén v logaritmické podobg (logP):

logP = log([rozpusténa latka]okianol / [rozpusténa latka]yoda),
kde hranaté zavorky znaci koncentraci rozpusténé latky ve vodné ¢i oktanolové fazi.
Hodnoty logP mezi 1 az 5 jsou typické pro aromatické alkoholy, lipofilni a aromatické
latky, hodnoty logP mens$i nez 1 vypovidaji o hydrofilnim charakteru latky
(MCKARNS et al. 1997).
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Zabudovavani membranové aktivni latky neni uréeno pouze hodnotou partiéniho
koeficientu, ale zavisi také na fyzikalnich parametrech prostfedi (napf. na teplot€),
molekulové struktufe a velikosti dané latky a v neposledni fadé na vlastnostech
membrany (LEO et al. 1976). SloZzeni membrany muze vyrazné ovlivnit inkorporaci
latky do membrany (ANTUNES-MADEIRA a MADEIRA 1989). Membranové aktivni
latka nemusi byt v membrané rozloZzena homogenné: v membrané se &asto tvofi
koncentraéni gradienty diky preferen¢nimu zabudovani membranové aktivni latky do
ur¢itého typu membranovych domén nebo diky gradientu polarity mezi polarni oblasti
membrany a jejim hydrofobnim jadrem (ANTUNES-MADEIRA a MADEIRA 1989;
SIKKEMA et al. 1995). V pfirozenych biologickych membranach se interakci
s membranové aktivni latkou mohou ucastnit i membranové proteiny (ANTUNES-

MADEIRA a MADEIRA 1989; SIKKEMA et al. 1995).

2.3.4. Adaptace membrany na pridavek membranové aktivni
latky

Bakteriadlni burika je schopna registrovat zmény fluidity vyvolané zménami
vnéjsi teploty a reagovat na tyto zmeény fluidity zménou sloZzeni membrany (zastoupeni
jednotlivych typli mastnych kyselin) a tim udrzet membranu optimalné fluidni pro
zachovani v8ech jejich funkci (kapitola 2.1.2.3).

Adaptace membrany bakteridlni buriky na pfidavek membranové aktivni latky
spodiva stejné jako v pfipadé¢ reakce na zménu vnéjSi teploty ve zméné slozeni
membrany. Zména zastoupeni mastnych kyselin v zavislosti na pfidavcich riznych
alkoholii byla pozorovana napt. u Escherichia coli INGRAM 1976), Oenococcus oeni
(CHU-KY et al. 2005), Bacillus subtilis (KONOPASEK et al. 2000).

Pridavek membranové aktivnich latek tedy miize napodobovat zmény vnéjsi
teploty. Latky, které membranu rigidizuji, vyvolavaji stejnou odpovéd’ jako nahly
pokles kultivacni teploty. Na plsobeni latky s fluidizaénim u¢inkem odpovida
bakteridlni burika stejnym zplsobem jako na zvySeni vnéjsi teploty (DONATO et al.
2000; DENICH et al. 2003). Tato adaptivni odpovéd’ umoziiuje bakterialni buiice nejen
prezit toxické pilsobeni membranové aktivni latky, ale také ziskat toleranci ke
zvySujicim se koncentracim dané latky (KEWELOH et al. 1991).

Je zajimavé, Ze uCinky membranové aktivnich latek se mohou vzajemné

kompenzovat. Odpovéd’ buriky na ztuhnuti membrany vyvolané latkou s rigidizaénim
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ucinkem lze potlacit pfidavkem latky, ktera naopak membranu ztekucuje (ZHANG et al.
2000). Bylo prokazéano, Zze se mohou mezi sebou kombinovat u¢inky nejen membranové
aktivnich latek s opacnym vlivem na fluiditu membrany, ale také ucinky teplotniho Soku
a membranové aktivni latky. U Oenococcus oeni bylo pozorovano lepsi prezivani bunék
po kombinaci chladového a ethanolového stresu nez v pfipadé samotného ethanolového
stresu (CHU-KY et al. 2005). Toto pozorovani mize byt vysvétleno tak, Ze po
chladovém $oku dohazi ke ztuhnuti membrany, které je kompenzovano fluidiza¢nim

u¢inkem ethanolu.

2.3.5. Membranové aktivni latky s fluidiza¢nim acinkem

Latky s fluidizaénim u¢inkem mohou plisobit jak v hydrofobnim jadie tak u
povrchu membrany. Narist koncentrace hydrofobni latky v membrané zpisobi
rozru$eni vodikovych mistkti a dipél-dipolovych interakci mezi Fetézci mastnych
kyselin fosfolipidi a tim snizi uspofddanost membrany, respektive zvysi jeji fluiditu
(ANTUNES-MADEIRA et al. 1995). Molekuly polarnéj$i membranové aktivnich latek
se zabudovavaji do oblasti polarnich hlavicek fosfolipidi, v disledku plsobeni téchto
latek dochazi ke zvétSeni objemu membrany a tim krozvolnéni interakci mezi
jednotlivymi komponentami membrany (HEIPIEPER et al. 1994).

Bézné pouzivanymi fluidizaénimi ¢inidly jsou alkoholy, které pfimo interaguji
s membranou a zvyS$uji jeji fluiditu (INGRAM 1976). V piipadé alkoholl také plati
korelace mezi jejich hydrofobicitou a toxicitou (KABELITZ et al. 2003) — toxicita roste
s rostoucim parti¢nim koeficientem (logP). Hodnoty logP pro vybrané alkoholy, které
byly pouzity v této praci jsou vtabulce Tab. 1. Bylo zjiSténo, Ze prodlouZeni
alifatického alkoholu o jednu CH; skupinu snizi koncentraci potfebnou k dosaZeni
stejného efektu na membranu zhruba ttikrat (LY a LONGO 2004).

Alkoholy ovliviiuji membranu prostiednictvim zmeén nékterych jejich
fyzikalnich vlastnosti. Bylo prokéazano, Ze alkoholy zvét$uji prostor pfipadajici na jednu
molekulu fosfolipidu (LY a LONGO 2004), ¢imz zvysi lateralni pohyblivost molekul
v membrané¢ (CHEN et al. 1996). Dale pak maji alkoholy vliv na teplotu fazového
ptechodu (T,), kterou snizuji (ROWE 1985), a na permeabilitu membrany, ktera je po
pisobeni alkoholti vy3§i (WESTH et al. 2001).
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Tab. 1 Parti¢ni koeficienty (logP) vybranych alkoholti.

Alkohol logP
ethanol (Cy) -0,31
propanol (Cs) 0,25
butanol (Cy4) 0,88
benzylalkohol (C;) 1,10
oktanol (Cy) 2,97

Ucinkem alkoholé na membranu se do dne$niho dne zabyvalo mnoho praci.
Bylo sledovano zabudovavéani alkoholu do fosfolipidové dvojvrstvy, ovlivnéni
fyzikalnich vlastnosti membrany a také adaptivni odpovéd’ buiiky na pfidavek alkoholu
do kultivaéniho média. DosaZené vysledky se v§ak v mnoha pfipadech neshoduji, coz je
pravdépodobné¢ déno rozdilnym pfistupem jednotlivych autord k feSeni dané
problematiky. Je nutné tedy vzdy ptihlizet k tomu, jaky mikroorganizmus byl vybran,
jaky modelovy systém byl vyuzit (intaktni buriky, izolované bakteridlni membrany ¢i

membrany umeélé) a jakou metodou byl zkouman efekt alkoholt.

2.3.5.1. Zabudovavani alkoholi do fosfolipidové dvojvrstvy

Zabudovavani alkoholu do membrany souvisi s jeho partiénim koeficientem a
tedy s jeho délkou (REDDY et al. 1995). Delsi alkoholy jsou rychleji adsorbovany na
membranu a permeabilita membréany je pro tyto alkoholy vétsi (LY a LONGO 2004).
Jak bylo uvedeno vyse, existuje v membrané gradient polarity, polarita klesa smérem od
povrchu do hydrofobniho jadra membrany. Lokalizace alkoholu v membrané by proto
mohla souviset s hydrofobicitou daného alkoholu. Cim by byl alkohol del3i (v&tsi logP),
tim hloubéji by se zabudovaval do membrany.

Prace ROWEHO a spolupracovniki (1987) naznacuje, Ze kratké i dlouhé
alkoholy jsou prostiednictvim své OH skupiny kotveny k polamim hlavickdm
fosfolipidi. Prinik alkoholu do hlubSich vrstev membrany pak zavisi na délce fetézce
alkoholu (HO a STUBBS 1997). Zachyceni delSich alkohold (C4 az Cy) pomoci jejich
OH skupiny kpolamim hlavickdm fosfolipidi pozoroval také SHIRLEY a
spolupracovnici (1987).
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Lokalizaci kratkych alkoholl (C, az Cs) do oblasti polamich hlavicek
fosfolipidd potvrdila price WEBERA a DE BONTA (1996). Efektivita zabudovavani
kratkych alkoholl polarni oblasti membrany je opét zavisla na poctu uhlikd — snadnéji
se zabuduji alkoholy s del§im fetézcem (MITCHELL a LITMAN 2000). Zcela jiné
umisténi alkoholi v membrané pozorovali ZAVOICO a spolupracovnici (1985):
alkoholy s malym poc¢tem uhlikd (C, az C4) byly v hydrofobnim jadfe membrany a delsi
alkoholy (Cs az C,o) byly zakotveny k polarnim hlavickam fosfolipidi a pasobily tedy
v polarni oblasti. Toto pozorovani bylo pozdé€ji zopakovano — butanol se nachazel

v centru membrany a oktanol u povrchu membrany (WAN et al. 2002).

2.3.5.2. U&inek alkoholii na uspofiadanost membriny

Plsobeni kratkych alkoholi (C, az C;) na membranu zvysi zastoupeni
nenasycenych mastnych kyselin v membrané, piidavek delSich alkohold (Cs az Cjg)
naopak vyvola zvySenou syntézu nasycenych mastnych kyselin (INGRAM 1976;
KABELITZ et al. 2003). Zména poméru nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin
po pfidavku rtzné dlouhych alkoholi je vysvétlovana tak, Ze kratké alkoholy se
interkaluji mezi fetézce mastnych kyselin a tim omezuji jejich pohyb, zpisobuji tedy
rigidizaci membrany. Naopak delsi alkoholy jsou zakotveny v oblasti polarnich hlavicek
fosfolipidi, zvétduji tak prostor piipadajici na jednu molekulu fosfolipidu a membrana
je vice fluidni (SHIRLEY et al. 1987).

Sledovani zmén membranové fluidity po pfidavku riznych alkoholt pomoci
membranové sondy DPH vSak ukézalo, ze kratké i dlouhé alkoholy shodné zvysuji
neuspofadanost membrany (HO a STUBBS 1997). Pro¢ tedy bakterialni burika jako
odpovéd’ na fluidizaci membrany vlivem pisobeni kratkych alkoholii syntetizuje
nenasycené mastné kyseliny? Moznym vysvétlenim je pouziti vysSich koncentraci
kratkych alkoholil k testovani jejich G¢inku. Kratké alkoholy se pak mohou vyskytovat
ve vysSich koncentracich i v cytoplazmé, kde mohou ovliviiovat aktivitu enzymi.
ZvySeni zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin v disledku piidavku kratkych
alkoholi, miiZze byt proto zpisobeno inhibici enzymu biosyntézy mastnych kyselin
(HDD), jak to bylo ukazano v ptipadé bakterii s anaerobni drahou syntézy mastnych
kyselin Escherichia coli a Pseudomonas putida (MAGNUSON et al. 1993; KEWELOH
a HEIPIEPER 1996).

Nelze v8ak ani vylouc¢it moznost odlisného mechanizmu interakce dlouhych a

kratkych alkohol. U bakterie Acinetobacter calcoaceticus byla pozorovana stejna
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adaptivni odpovéd’ buiky (zvySena syntéza nenasycenych mastnych kyselin) po
pisobeni kratkého alkoholu jako u Escherichia coli a Pseudomonas putida, ptestoze
tato bakterie syntetizuje nenasycené mastné kyseliny aerobni cestou a ma tedy zcela jiné
enzymy (KABELITZ et al. 2003). PrestoZe tedy kratké i dlouhé alkoholy fluidizuji
membranu, 1i8i se napf. v ovlivnéni obsahu molekul vody v membrané. Kratké alkoholy
(C, az Cs3) zvySuji obsah vody v membrané, zatimco dlouhé alkoholy (C4 az Cg) obsah
vody snizuji (HO a STUBBS 1997). To je v souladu s pozorovanim, ze kratké alkoholy
zpusobuji hydrataci (bobtnani) membrany v oblasti polarnich hlaviéek (WEBER a DE
BONT 1996).

Je zfejmé, Ze interakce alkohold s membranou neni trivialni. Kromé vlastnosti
samotnych alkoholi zde hraje roli také bunécna sténa, slozeni membrany a interakce
alkoholi s membranovymi proteiny. Pfi sledovani vlivu alkoholu na Zivou buriku se
uplatiiuje role bunééné stény, kterd muze ztizit ¢i uplné€ zabranit pfistupu membranové
aktivni latky k membrané (SIKKEMA et al. 1995).

Bylo prokazéano, ze efekt alkoholii zavisi na slozeni membrany (ALMEIDA et
al. 1986). Alkohol neni v pfirozené membrané, pro kterou je typicka lateralni
heterogenita, rozloZzen rovnomémé vlivem preferenéniho zabudovavani do oblasti
membrany s uréitym slozenim ¢i fyzikalnim stavem (do mikrodomén membrany). Bylo
zjisténo, Ze alkoholy mohou dokonce indukovat vznik mikrodomén (SHEN et al. 1999).
Dilezity je také pomér lipidii a proteini v membrané, ktery ovliviiuje membranovou
fluiditu. Zménou poméru lipidd a proteind mulze bakteridlni burka reagovat na
pritomnost alkoholu v membrané (DA SILVEIRA et al. 2003).

V membrané se nachdzi mnoho proteini (ATPézy, transportni proteiny,
oxidoreduktazy, signdlni proteiny), jejichZ funkce miize byt alkoholem ovlivnéna pf¥imo
¢i zprostiedkované pies interakci s fosfolipidy. Alkohol miize piisobit na protein pfimo
tim, Ze se navaZe na jeho hydrofobni ¢ast (SIKKEMA et al. 1995). Recentni studie
odhalila, ze alkohol miiZze indukovat zménu konformace proteinu (OTZEN et al. 2007).
Cast&ji vak alkoholy ovliviiuji funkci membranovych proteint prostfednictvim zmén
mechanickych vlastnosti membrany (MITCHELL a LITMAN 2000). Kazdy protein
usazeny v membrané je tésné obalen né€kolika typy lipidd. Integralni lipidy mohou
vypliiovat vnitfek membranového proteinu a bezprostiedné s nim interaguji, nachazeji
se v prohlubnich a Zlabcich proteinu. Dal3i vrstvou lipidd jsou anularni lipidy, které také
tésné obepinaji protein, ale zaroven si zachovavaji dvojvrstevnou strukturu (LEE 2003).

Tyto lipidy hraji roli pfi integraci proteinu do membrany, jeho sestaveni, zménach
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konformace a maji vliv také na funkci proteint. Jsou nezbytné pro zachovéni bariérové
funkce membrany napf. pfi konformaénich zménach proteinu. Neustale dochazi k rychlé
vyméné mezi anuldrnimi lipidy a lipidy, které je obklopuji (PALSDOTTIR a HUNTE
2004). Anulami lipidy tedy mohou hrat dalezitou roli v pfenosu informaci mezi
lipidovou sloZzkou membréany a signalnim proteinem. Anularni lipidy mohou byt také
ovlivnény pfidavkem membranové aktivni latky (LEE 2003).

Dostupné literarni zdroje obsahuji velké mnozstvi studii, které se zabyvaly
pisobenim alkohold na fluiditu membrany nejen bakteridlnich bunék. V nasledujicich
odstavcich bude uvedeno jen nékolik pfikladi vyuziti alkohold jako membranoveé
aktivnich latek. Byly vybrany alkoholy, které byly testovany v této diplomové praci.
Ethanol

Kultura Escherichia coli po pFidavku ethanolu pfestava rist, obnoveni ristu
bunék musi predchazet zména slozeni membrany (INGRAM 1976). Ethanol v zavislosti
na své koncentraci (DA SILVEIRA et al. 2003) fluidizuje membranu bakterie
Oenococcus oeni, ktera na zvy$enou fluiditu membrany odpovida cis-trans izomeraci
svych mononasycenych mastnych kyselin, které maji niz$i bod tani (CHU-KY et al.
2005). U kvasinky Saccharomyces cerevisiae se nachazi tzv. HOG draha, kterd je
asociovana s membranou a je aktivovana po chladovém Soku. Ethanol aktivaci této
drahy v nizké teploté inhibuje, protoze diky svym fluidizaénim u€inkim udrzi
membranu optimalné fluidni i po sniZzeni vnéjsi teploty.

Propanol

Ucinky propanolu byly sledovany na lyzozomu, kde méFitkem fluidity byla
permeabilita membrany pro protony. Propanol zvySoval propustnost membrany pro
protony, tedy fluidizoval membranu (WAN et al. 2002). Ve studii WANA (2002) bylo
pozorovano plsobeni propanolu spise blize hydrofobnimu jadru membrany.

Butanol

Efekt butanolu byl testovan na produkénim organizmu Clostridium
acetobytylicum. Byl objeven mutant, ktery lépe pfezival tepelny i butanolovy Sok. Bylo
zjisténo, Ze tento mutant si udrzoval stejnou fluiditu i za podminek zvysené teploty ¢i
pusobeni butanolu diky zvy$ené syntéze nasycenych mastnych kyselin (SHIRLEY et al.
1987).

Benzylalkohol
Benzylalkohol je amfifilni molekula s cyklickou strukturou, ktera se snadno

zabudovava do hydrofobniho jddra membrany, preferenéné se védze do mikrodomén ve
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fluidnim stavu (SHIGAPOVA et al. 2005). V buiikach Escherichia coli prostiednictvim
fluidizace membrany vyvolava odpovéd’ buriky na tepelny Sok i v optimalni teploté
kultivace (SHIGAPOVA et al. 2005). Benzylalkohol také zvySuje permeabilitu
lyzozomu pro protony (ZHANG et al. 2000). Bylo ukazéno, Ze benzylalkohol fluidizuje
také eukaryotni membrany. U oomycety Phytophthora infestans, u které se zoospory
vyvijeji pouze v teplot¢ pod 15°C, benzylalkohol inhiboval tvorbu téchto zoospor i
v nizké teplot¢ (TANI a JUDELSON 2006). Benzylalkohol ovliviioval membranu
rostlinnych bunék, aktivace chladové indukované MAP kinazové drahy byla v nizké
teploté inhibovéana piidavkem benzylalkoholu (SANGWAN et al. 2001; SANGWAN et
al. 2002).
Oktanol

Oktanol zvySoval permeabilitu lyzozomtG pro protony, tedy fluidizoval
lyzozomalni membrany. Plsobeni oktanolu bylo lokalizovano spiSe u povrchu
membrany (WAN et al. 2002). Bylo zji$téno, ze oktanol prostfednictvim membranové
fluidity ovliviioval membranové proteiny eukaryotnich bunék (BARHOUMI et al.
1995).

2.3.6. Membranové aktivni latky s rigidizujicim i¢inkem

Membranové aktivni latky mohou na membranu plsobit obéma sméry, tedy
kromé vyse uvedeného fluidiza¢niho u€inku mohou zpiisobovat rigidizaci membrany.
Nejcastéji pouzivanym rigidizaénim c¢inidlem je dimethylsulfoxid a cholesteryl-
hemisukcinat. V této diplomové praci bylo kromé téchto nejznaméjSich rigidizacnich
¢inidel otestovano pisobeni hlinitych iontl a kyseliny palmitové.

Dimethylsulfoxid

Dimethylsulfoxid (DMSO) je ¢asto vyuzivan k ochrané enzymii a bunék
v nizkych teplotach diky svym kryoprotektivnim vlastnostem. Bylo zji§téno, Ze DMSO
nejenom snizuje neptiznivy dopad nizkych teplot na buiiku, ale ma také celou fadu
dalSich u¢inkli - mize indukovat fuzi ¢i diferenciaci bun€k a zvySovat permeabilitu
membrany (SANDVIG et al. 1984; SUM a DE PABLO 2003; TANI a JUDELSON
2006).

Interakce DMSO s membranou a jeho lokalizace v membrané byla sledovana na
umélych membranach z DPPC. DMSO interaguje s povrchem membrany, vytladuje

molekuly vody a tim povrch membrany dehydratuje. DMSO pak miize vytvaret sit

49



Literarni prehled

vodikovych mistkd misto vody a stabilizovat tak membranu, coZz vede ke zvySeni
teploty fazového pfechodu (GORDELIY et al. 1998). Kromé ptisobeni na povrchu
membrany mohou molekuly DMSO pronikat hloub&ji do membrany, predev§im do
oblasti tésné¢ pod polarnimi hlavickami fosfolipid,, kde ovliviiuji uspofadanost
mastnych kyselin. Jen mala ¢ast (asi 10%) molekul DMSO se dostane az na druhou
stranu membrany (LEEKUMJORN a SUM 2006). DMSO jako alkoholy méni
konformaci a aktivitu membranovych proteini pomoci ovlivnéni stavu membrany
(FOURCADE et al. 1980; GORVEL et al. 1984). Stejné jako alkoholy neni DMSO
rozloZzen v membrané rovnomémé, nékolik praci potvrdilo, Ze se DMSO preferen¢né
zabudovava do uréitych mikrodomén membrany (IP a COOPER 1980; MURATA a
LOS 1997; ORVAR et al. 2000).

Bylo ukazano, ze DMSO snizuje fluiditu membréany bakterie Escherichia coli.
Tato bakterie stejné jako po ptidavku alkohold odpovidda na naruSeni fluidity
organickymi rozpoustédly, ke kterym patfi i DMSO, zménou sloZzeni membrany. Reakci
bakterialni buriky na rigidizaci membrany je adaptivni syntéza nenasycenych mastnych
kyselin (INGRAM 1976).

Efekt DMSO na rigidizaci membrany byl pozorovdn i1 u eukaryotnich
organizmd. Chladové indukovand drdha HOG (,high osmolarity glycerol®)
u Saccharomyces cerevisiae byla aktivovana po ptisobeni DMSO v optimalni ristové
teplot¢ (HAYASHI a MAEDA 2006; PANADERO et al. 2006). Obdobné byly
v optimalni teploté aktivovany MAP kinazové drahy rostlin, které jsou bez ptidavku
DMSO funkéni pouze v nizké teploté (SANGWAN et al. 2001). Z toho vyplyva, Ze
membranové aktivni latky s rigidizaénim ucinkem mohou imitovat sniZeni teploty a
vyvolat v burice adaptivni odpovéd’ na chladovy Sok.

Z literatury je znam piipad, kdy DMSO pisobil v zavislosti na koncentraci. U
kvasinky Saccharomyces cerevisiae vysoké koncentrace vyvolavaly stejnou odpovéd’
jako chladovy 8ok a niz$i koncentrace DMSO mély stejny G¢inek pouze v kombinaci
s mirnym chladovym Sokem (HAYASHI a MAEDA 2006).

DMSO je schopen potlacit aktivaci tepelné¢ indukované MAP kinazové drahy
rostlin ve vysoké teplot¢ (SANGWAN et al. 2002). V podminkach vysoké vnéjsi
teploty, kdy je membrana pfili§ fluidni a ztraci bariérové funkce, mize buiice pomoci
prekonat tento nepfiznivy stav pridavek rigidiza¢niho ¢inidla, které upravi fluiditu na
optimalni hladinu. Je to podobna situace jako v pfipadé ethanolu, ktery zlepsil prezivéni
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Cholesteryl-hemisukcinat

Cholesteryl-hemisukcinat (Obr. 19) je hydrofilni derivat cholesterolu, ktery ma
také rigidiza¢ni G¢inky na membranu. Na rozdil od cholesterolu, ktery se zabudovava do
hydrofobniho jadra membrany, se cholesteryl-hemisukcinat nachazi v blizkosti
polamich hlavi¢ek fosfolipidd (WAN et al. 2002).

Utinky cholesteryl-hemisukcindtu na membranovou fluiditu byly testovany
méfenim permeability lyzozoml pro protony, kterd stoupa s rostouci fluiditou
membrany a je tak métitkem fluidity membrany. Po pfidavku cholesteryl-hemisukcinatu
byla propustnost lyzozomalni membrany pro protony sniZena jako disledek rigidizace
membrany (ZHANG et al. 2000; WAN et al. 2002).

CH;
N - CH,
HyC CH,

O

HON o

O

Obr. 19 Struktura cholesteryl-hemisukcinatu.

Cholesteryl-hemisukcinat prostfednictvim snizeni membranové fluidity
ovliviiuje aktivitu membranovych proteini a nékteré vlastnosti bun€k. Aktivita
transportéru glukézy v lidskych erytrocytech je citliva k zménam membranové fluidity a
tedy 1 ptidavkim cholesteryl-hemisukcindtu (YULI et al. 1981). Membrana
polymorfonuklearnich bun€k u novorozenéte je fluidnéjsi neZ u dospélého a ma také
niz8i schopnost chemotaxe. Ptidavek cholesteryl-hemisukcindtu  k buiikdm
novorozenéte rigidizuje jejich membranu a chemotaxe se zvy$i (WOLACH et al. 1992).
Hlinité ionty

Zména fyzikalniho stavu membrany miZe byt zplsobena pfitomnosti iontd
(DENICH et al. 2003), napf. vapnik p¥imo interaguje s polarnimi hlavi¢kami fosfolipidt
a stabilizuje je (LUXO et al. 1998).

Hlinité ionty (AI’") také interaguji s fosfolipidy a zptsobuji zm&ny fyzikalniho
stavu membrany, agregaci a fuzi lipozomt, lateralni fazovou separaci, vznik klastrti

s negativné nabitymi fosfolipidy a rigidizaci membrany (VERSTRAETEN et al. 1997).
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Rigidizaéni  0¢inek  hlinitych  iontd byl ovéfen na  lipozomech
z dimyristoylfosfatidylcholinu a dimyristoylfosfatidylserinu. Hlinité ionty jiz ve velmi
nizkych koncentracich zvySovaly teplotu fazového pfechodu a stimulovaly oxidaci
lipidd, kterd je vyrazné&j§i pfi men$i uspofadanosti membrany (VERSTRAETEN a
OTEIZA 2000).

Kyselina palmitova

Zména zastoupeni mastnych kyselin v membrané je jednou z hlavnich adaptaci
bakteridlni butiky na zménu fluidity membrany vyvolanou vnégjsi teplotou &i ptidavkem
membranové aktivni latky. Nenasycené mastné kyseliny hraji dilezitou roli v regulaci
odpovédi bakteridlni buriky na chladovy $ok (kapitola 2.2.2). Pfidavek nenasycenych
mastnych kyselin do kultivaéniho média po chladovém $oku inhibuje expresi genu des u
Bacillus subtilis (AGUILAR et al. 2001). Fluidizujici nenasycené mastné kyseliny udrzi
membréanu dostate¢né tekutou i v nizké teploté.

Pfitomnost nasycenych mastnych kyselin v membran€ plsobi naopak ztuhnuti
membrany. Pfidavek nasycenych mastnych kyselin do kultivaéniho média by mohl
stejné jako u alkani delSich neZz dvanéict uhliki vyvolat zvySeni teploty fazového
prechodu (SIKKEMA et al. 1995). Vhodnym kandidatem pro rigidizaci membrany by
mohla byt napt. kyselina palmitova ( CH3(CH,);4COOH ).
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3 Materialy a metody

3.1. Mikroorganizmus

Pro experimenty v této praci byl vyuzivan mikroorganizmus Bacillus subtilis,
kmen MI19 (168 amyE::Pdes-lacZ), ktery byl zkonstruovan v na$i laboratofi
(BERANOVA et al. 2008).

Rod Bacillus je fazen do 18. skupiny Bergeyova systému — ty¢inky a koky
tvorici endospory. Patfi do skupiny grampozitivnich bakterii s nizkym obsahem GC
pari. Rod Bacillus kromé& druhu Bacillus subtilis zahrnuje dal§ich 47 druhl. Bakterie
maji ty€inkovity tvar, n€kdy mohou tvofit fetizky. Velikost bun€k se pohybuje
vrozmezi 0,5-2,5 x 1,2-10um v zévislosti na riistovych podminkach. Bakterie rodu
Bacillus tvori odolné endospory, které jsou svétlolomné, §patné barvitelné a rezistentni
k mnoha faktorim, napf. k vysoké teploté, dehydrataci, ozéfeni (WEBER a
MARAHIEL 2002).

Bacillus subtilis je ty¢inkovita, mezofilni, fakultativné aerobni bakterie, ktera se
bézn€ vyskytuje v hornich vrstvach pidy. Teplotni optimum této bakterie je 39°C, je
schopna riist v teplotnim intervalu 11-53°C (WEBER a MARAHIEL 2002). Bacillus
subtilis je jednim znejvice studovanych mikroorganizmi, stal se také modelovym
organizmem pro studium odpovédi na chladovy stres (GRAUMANN a MARAHIEL
1999).

Bacillus subtilis M19 je nenaroény na kultivaéni podminky, dobfe roste na
béznych komplexnich médiich pii 40°C. Nese rezistenci na chloramfenikol, ktery byl
pfidavéan do kultivaéniho média.

Bakterialni kmen byl uchovavan ve formé sporovych konzerv.
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3.2. Chemikalie

Seznam chemikalii, které byly pouzity

(pfipadné zkratek) je uveden v Tab. 2

Materialy a metody

pro experimenty, jejich vyrobci

Tab. 2 Pfehled pouzitych chemikalii.

Chemikalie
1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien
2-dimethyl-6-lauroylnaftalen
Bactopepton

Beef extract

Benzylalkohol

Butanol

Deoxyribonukleaza I
Dimethylsulfoxid

Ethanol
Ethylen-diamin-tetraoctova kyselina
Fenyl-methyl-sulfonylfluorid
Hovézi sérumalbumin
Chloramfenikol

Chloroform
Cholesteryl-hemisukcinat
Kyselina palmitova

Lysozym

Methanol

Nutrient agar

Oktanol
o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid
Poly(n-vinyl 2-pyrrolidon)
Propanol

Ribonukledza A

Tetrahydrofuran
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X100

Yeast extract

B-mercaptoethanol

Zkratka  Vyrobce

DPH Sigma
Laurdan  Sigma
Oxoid
Difco
BA Sigma
BT Fluka

DNaza Sigma
DMSO Sigma
ET Penta
EDTA Lachema
PMFS Serva

BSA Pierce
CAM Sigma
Lachner
CHS Sigma
Sigma
Sigma
Lachner
Difco
OT Fluka
ONPG Sigma
PVP Sigma
PR Fluka
RNaza Sigma
Fluka
Tris Roth
Sigma
Oxoid
BME Roth

Viechny ostatni pouzité chemikélie byly chemické ¢istoty p.a. a od firmy

Lachema, neni-li uvedeno jinak.
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3.3. Pristroje

Materidly a metody

Seznam pfistrojt, které byly pouzity pro experimenty, jejich vyrobci a typi je

uveden v Tab. 3.

Tab. 3 Pfehled pouzitych pfistroja.

Pristroj Typ

Centrifuga Centra CL3
Centrifuga Mikro 22R
Centrifuga Optima L-90K
Diferencialni skenovaci CSC Model 6100
kalorimetr Nano II
Fluorometr FluoroMax3
Chladi¢ FT 200
Inkubétor MD-02-220
Membranova vyvéva N 811kt.18/1P20
pH metr OP-205/1

Pipeta Multipette Xstream
Sonikator UP 50H
Spektrofotometr DU 530
Teplomér Testo 735-2
Trepacka PS-3D
Trepacka Classic C76
Trepacka Orbi safe

Véha analytické ExplorerPro
Vodni lazeri ED

Vodni lazeri MB

Vortex Lab dancer

3.4. Kultiva¢ni média

3.4.1. Sporulacni agar

zdklad A

MgSO, .7 H,0
Nutrient agar (Difco)

.......................................................

destilovana H,0O

Vyrobce

IEC

Hettich

Beckman
Calorimetry Sciences
Corporation
Jobin Yvon
Julabo

Major Science
Fischer Scientific
Radelkis
Eppendorf
Hielscher
Beckman

Fischer Scientific
Grant bio

New Brunswick Scientific
Gallenkamp
OHAUS

Julabo

Julabo

IKA
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roztok B
FESO4 . 7T HpO...oooiiiiiiiicecereeeeee e 0,28 g
MNCly. 4 HoO..oooeiceteeeeeeee e 198 ¢
CaCly . 2 HaO.oeiieeeeee s 147 g
destilovana HoO.......ovvveviviieiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e ad 1000 ml

Zéklad A a roztok B byly sterilizovany oddélené. Po ¢aste¢ném zchladnuti (na

cca 50°C) byl k 1 litru zakladu A pfidan 1ml roztoku B. Je§té teplé medium bylo nalito

do sterilnich Petriho misek (cca 20ml media/miska o priméru 9 cm). Po ztuhnuti

vysychaly plotny v poloze ,,dnem vzhiiru* cca 4 dny ve sterilnim boxu.

3.4.2. Komplexni kultiva¢ni médium KM1

A: Bacto beef extract (DifCo)........cccevveveveniccieeeecieeeene. 1,50 g
Bacto yeast extract (OX0id)........ccceevvrverererieneevenenennns 1,50 g
Bactopepton (OX0id)..........cecevererirenenenienieneienenenienne 5,00 g
NACL ..ottt 3,50g
KH2PO4 e 1,32 g
KoHPO4 ettt 350g
destilovana HoO.......oeveviiieeeeieeeeeeeeeeeee e e eeeeeeeees s ad 500 ml
pred sterilizaci upravit pH na 7,0 pomoci 1N KOH ¢i 1M HCl

B GIUKOZA.......eeeeeeeeieeeieieee et eeetteeseerte e senare e s s snanaees 5,00 g
destilovana HoO.....coveeeeeiiiieieeeeeeeeeeeteeeeeee e eeeveeen e ad100 ml

Slozky A a B byly sterilizovany oddélené, po vychladnuti slity a doplnény
sterilni destilovanou vodou na objem 1000ml. K médiu byl ptidan chloramfenikol

rozpu$tény v ethanolu na koneénou koncentraci S5ug na 1ml kultivaéniho média.

3.5. Sterilizace

Kultivaéni média, roztoky, destilovana voda, plastové jednorazové $picky pro
automatické pipety a mikrozkumavky Eppendorf byly sterilizovany v autoklavu
20 minut pfi pfetlaku vodni pary 0,15 MPa. Laboratorni sklo bylo sterilizovano
v horkovzdu$né su§arné 1 hodinu pti 160°C.
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3.6. Priprava sporovvch konzerv

Kultura narostld v tekutém komplexnim médiu KMI1 na optickou denzitu
(OD4sonm) asi 0,500 byla pouzita k zaoCkovani 20 misek se sporulaénim agarem.
Na jednu misku bylo napipetovano vzdy 0,1 ml tekuté kultury a kultura byla rozetfena
sterilni sklenénou hokejkou. Misky byly umistény dnem vzhiru do termostatu o teploté
37°C.

Po c¢tyfdenni kultivaci byly na kaZzdou misku napipetovany 3ml sterilni
destilované vody a bakteridlni biomasa byla resuspendovana sterilni sklenénou
hokejkou. Suspenze byla pifenesena do sterilni centrifugaéni zkumavky Falcon (50ml),
z deseti misek do jedné zkumavky. Suspenze byla stodena pfi 5000 rpm 10 minut
(centrifuga IEC) a 3x promyta 30ml sterilni destilované vody. Sediment byl
resuspendovan v malém mnozstvi sterilni destilované vody, pfeveden do jedné
centrifuga¢ni zkumavky a centrifugovan pti 3200g 15 minut (centrifuga IEC). Pelet byl
resuspendovan v 15 ml 15% glycerolu, rozdélen po 100ul a 50ul do sterilnich
plastovych mikrozkumavek Eppendorf a uchovan v mrazicim boxu pfi -20°C.

Pfed pouzitim byla konzerva zahfivana 15 minut pfi 70°C, aby doSlo k aktivaci

bakteridlnich spor a zniéeni pfipadné kontaminace a vegetativnich bunék.

3.7. Kaultivace bakterii, rustova krivka

Bakterie byly kultivovany aerobné v tekutém komplexnim médiu
v Erlenmayerovych barikach v tfepackach temperovanych na danou teplotu. Pro
zajidténi dostatecné aerace byl objem kultivaéniho média volen tak, aby nepfesahl 2/10
objemu Erlenmayerovy bariky. Pro kultivaci v jedné stalé teploté¢ byla vyuzivana
vzdudna tfepacka Gallenkamp (170rpm). V pfipadech, kdy bylo nutné pienést rostouci
kulturu do niz8i kultivaéni teploty, byla pouzita vodni tfepacka Brunswick (170rpm),
ktera umoZziiuje rychlejsi temperaci kultury po nahlé zméné teploty.

Rust bakteridlni kultury byl sledovan prostfednictvim méfeni optické denzity
kultury pti vinové délce 450nm (OD4sonm) na spektrofotometru Beckman DU 530 ve
sklenéné kyveté o optické draze 1 cm. Jako referenéni vzorek byla pouzita destilovana
voda. Od naméfené hodnoty ODgsonm bakteridlni kultury byla odeétena hodnota
ODysonm sterilniho kultivaéniho média (blanku).
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Sporova konzerva byla aktivovdna zahfanim na 70°C na dobu 15minut.
Z aktivované konzervy bylo zaockovano 30 ml sterilniho kultivaéniho média. Pro
teplotu kultivace (Tx) 40°C, 35°C a 30°C bylo zao¢kovano S — 10pl sporové suspenze,
pro Ty 25°C, 20°C a 15°C bylo pouzito 50-150pul sporové suspenze. Kultivace probihala
pfes noc (12 hodin) ve vzdu$né tfepacce pii pfislu§né kultivaéni teploté.

Druhy den rano byla narostla kultura (no¢ni inokulum) pouzita k zao¢kovani
Cerstvého sterilniho kultivaéniho média vytemperovaného na poZadovanou teplotu.
Kultury rostouci pfi vys8ich kultiva¢nich teplotach (T 25°C — 40°C) pierostly pfes noc
do stacionarni faze, proto z nich bylo Eerstvé kultivaéni médium zao€kovano na nizkou
OD4sonm cca 0,010. Pomaleji rostouci kultury (Tx 20°C a 15°C) se rano nachazely
v exponencialni fazi ristu, proto z nich bylo mozné €erstvé médium zaockovat na vyssi
ODys0nm cca 0,080.

Odbéry na stanoveni OD4sonm byly provadény steriln€ v ¢asovych intervalech
15 minut pro Ty 40°C, 35°C a 30°C, 30 minut pro Tx 25°C a 20°C nebo delSich (30 az
120minut) pro Ty 15°C. Ve stanoveném intervalu bylo odebrano 0,250ml bakteridlni
kultury a nafedéno 0,5ml destilované vody (fedéno 3x) a ihned zméfena hodnota
ODy4sonm. Z naméfené hodnoty byla vypocitana korigovand ODasonm , do které bylo
zahrnuto fedéni a odeéten blank kultivaéniho média. Do grafu byly vynaSeny hodnoty
dvojkového logaritmu tisicindsobku korigované ODgssonm proti ¢asu v minutach. Je-li
pouzit tento zplsob vyneseni, lezi body odpovidajici exponencidlnimu ristu kultury na
pfimce, z jejiz smémice lze vypocitat generaéni dobu kultury (dobu zdvojeni, T).

V experimentech, kdy dochazelo k ndhlému snizeni kultivaéni teploty nebo
pfidini membranové aktivni latky, rostla bakteridlni kultura do ODasonm
cca 0,150-0,200 a pak byla prenesena do vodni tfepacky vytemperované na niZzsi

kultivaéni teplotu ¢i byla pfiddna membranové aktivni latka.

3.8. Stanoveni aktivity B-galaktosidazy

Princip

Bacillus subtilis M19 ma do amyE lokusu vloZzen promotor pro desaturdzu
(Pdes) fazovany s genem lacZ, ktery koduje B-galaktosidazu (AGUILAR et al. 2001;
BERANOVA et al. 2008). Prostfednictvim stanoveni aktivity B-galaktosidazy lze

sledovat hladinu exprese genu des.
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Pro uréeni [-galaktosidazové aktivity se pouziva substrat o-nitrofenyl-
B-D-galaktopyranosid (ONPG), ktery je bezbarvy. Pokud je ve vzorku pfitomna
B-galaktosidaza, je ONPG §té€pen na galaktézu a o-nitrofenol(ONP) (Obr. 20). Produkt
reakce ONP je Zluté¢ zbarven a jeho mnoZstvi Ize stanovit kolorimetricky (MILLER
1972).

NO, ONP
NO, E—c.
H t—g wo-c? | Nen
HCOH Z N N\ 7
L, F=¢
HO L—0 9O “c= - id4
sHONg =5, B-galaktosiddza . y
HNH_H W HCOH
H OH ONPG |

HO /CH—O\COH
OH H
H \c— c/ H '
H O GALAKTOZA

Obr. 20 Schéma B-galaktosidazové reakce.

Pouzité roztoky

Z-pufr

NaHPOy . 2H30.....oiiiiiiieeceieene 60mM
NaH;PO4. HoO....ooviiiiiiiiicee 40mM
KClLoieeeeee e 10mM
MESO4..eeiieiiiieiieeecee e 100mM
B- mercaptoethanol...........ccccocvevvveiinnennen. 50mM

B- mercaptoethanol byl kZ-pufru pfidin az tésné pred stanovenim

B-galaktosidazové aktivity.

Dal8i roztoky
Lysozym.......cccccovervuennienuennnens 10mg/ml
Triton X100......cccccoveevververinenne 10% (v/v)
ONPG....cctvteeeeceeeeeeene 4,5mg/ml
NACO3..uueeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeenn 127mg/ml

Roztok lysozymu a ONPG (o-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid) byl pfipraven

vzdy Cerstvy pfed kazdym stanovenim B-galaktosidazové aktivity.
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Postup:

Vzorky na stanoveni [-galaktosidazové aktivity byly odebirany béhem ristu
bakteridlni kultury. KdyZ bakteridlni kultura dosahla OD4spnm cca 0,150 — 0,200, byl
proveden prvni odbér 1 ml bakteridlni suspenze. Dalsi odbéry probihaly v ¢asovych
intervalech 15 minut pro Ty 40°C, 35°C a 30°C a 30 minut pro Ty 25°C a 20°C a delich
pro Ty 15°C. Pokud byla kultura pienesena do niz$i kultivaéni teploty nebo byla
pfiddvdana membranové aktivni latka, byl prvni odbér proveden jesté pied teplotni
skokem ¢i pfed pfidavkem membranové aktivni latky (kontrolni vzorek). Vzorek byl
napipetovan do mikrozkumavky Eppendorf o objemu 1,5ml a centrifugovan 10 minut
pfi 23900g (centrifuga Hettich). Supernatant byl odstranén pomoci sklenéné Pasterovy
pipety a sediment byl okamzité¢ zmrazen v tekutém dusiku. Vzorky byly skladovany
v mrazicim boxu pfi -20°C.

Pro stanoveni B-galaktosidazové aktivity byly vzorky resuspendovany v 1 ml
Z-pufru, dobfe promichany na vortexu a u v8ech vzorki byla zméfena ODs;snm.
Z kazdého vzorku bylo pfevedeno 100-250pul do C¢isté polystyrenové zkumavky
oobjemu 5ml. Kazdy vzorek byl stanovovén v triplikatech. Vzorky byly nafedény
Z-pufrem tak, aby celkovy objem ve zkumavce €inil 730pl. Ke kazdému vzorku bylo
pfidano 10ul lysozymu (10mg/ml), vzorky byly diikladné promichéany a inkubovany ve
vodni lazni vytemperované na 37°C po dobu 30 minut. Poté bylo ke vzorkiim ptidano
10pul 10%(v/v) Tritonu X100 a 100ul ONPG (4,5mg/ml). Vzorky byly opét promichany
a inkubovany 15minut pfi 28°C. Reakce byla zastavena pfidavkem 150pl 1,2M NaCOs .
Pro kazdy vzorek byla zméfena absorbance pii 420nm.

B-galaktosidazova aktivita v Millerovych jednotkach byla vypocitana podle
vztahu 1, kde t je doba, po kterou probihala reakce v minutach, V je objem vzorku v ml

(0,150-0,250ml) a O.D. opticka denzita méfena pti 420 a 525nm.

1000 x O.D. 420nm
t (imin) x V (nl) x O.D. 525nm

MU =

@™
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3.9. Izolace membran

Pro izolaci membran byla vyuZita enzymova metoda(BISSCHOP a KONINGS
1976), kdy v konetné fazi dochazi ktvorbé membranovych vackd s proteiny

orientovanymi stejnym smérem jako v buiice.

Pouzité roztoky a chemikalie:

Zasobni roztoky: A) 0,2M K,;HPO4
B) 0,2M KH,PO4
Pufry: fosfatovy pufr SOmM pH 8,0
- 94,7ml A a 5,3ml B, doplnit destilovanou vodou na 400ml
Tris-HCI pufr 50mM pH 7,0
150mM K'EDTA
500mM MgSO,

Roztok deoxyribonukleazy:

- 1 mg deoxyribonukleazy I (Sigma) rozpustit v 1 ml roztoku, ktery obsahuje 50%
glycerolu (w/v), 20 mM Tris-HCI (pH 7,5) a 1 mM MgCl,, uchovavat pti -20°C

Roztok ribonukleazy:

- 1 mg ribonukleazy (Sigma) rozpustit v 1 ml roztoku, ktery obsahuje 10 mM Tris-HCI
(pH 7,5) a 15 mM NaCl, povafit 15 minut pfi 100 °C, uchovavat pfi -20 °C

RoztokPMFS:

- 100 mM roztok fenylmethylsulfonylfluoridu (Serva) v izopropanolu

Lysozym (Sigma)
- lysozym pfidat ve formé prasku na kone¢nou koncentraci 300pg na 1ml suspenze

Postup:

Kultivovat bakterie pfi 40°C a 170rpm v Erlenmayerové barice o objemu 21 se
400ml komplexniho kultivaéniho média. Rist bakterii ukoncit v exponencialni fazi
(OD4sonm cca 0,500) filtraci pomoci vodni vyvévy (filtry Pragopor €.5, primér 0,6um,
Pragochema). Filtrat 3x promyt Sml 50mM fosfatovym pufrem pH 8,0 o stejné teploté,
ve které probihala kultivace (40°C), buiiky nesmi na filtru vyschnout.
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Biomasu zachycenou na filtru pomoci sklicka a sklenéné ty€inky pienést
do kadinky a resuspendovat v 5ml stejného pufru s 5S0ul 100mM PMFS. Doplnit pufrem

na objem 10ml.

Pridat lysozym, deoxyribonukledzu I a ribonukledzu na kone¢nou koncentraci

300, 10 a 10 pl/ml. Intenzivné promichat.
Pridat 500mM roztok MgSO4 na finalni koncentraci 10mM.

Inkubovat pfi teploté shodné s teplotou kultivace (40°C), tvorbu protoplastii
pozorovat pod mikroskopem. Pfi 40°C dojde ke kompletni pfeméné bunék v protoplasty

za 20-30 minut. Protoplasty nechat popraskat.

Pridat K'EDTA na koneénou koncentraci 15mM, inkubovat 1 minutu pii 40°C.
Pfidat 500mM MgSO, na finélni koncentraci 10mM.

Centrifugace pfi 25000g po dobu 60 minut pfi 4°C na centrifuze Beckman
(vychlazeny rotor SW 41, vakuum).

Sediment promyt S0mM Tris-HCI pufrem pH 7,0. Centrifugovat pti 3000 rpm
2 minuty pfi 4°C. Resuspendovat v cca 1ml stejného pufru a rozplnit do plastovych
mikrozkumavek Eppendorf po 50-100pul.

Vzorky uchovavat pii -78°C v hlubokomrazicim boxu.

U vzorkii membran byla stanovena koncentrace proteinti (viz kapitola 3.10) a

vzorky byly pouzity pro daldi experimenty.

3.10. Stanoveni koncentrace proteinu

Pro stanoveni koncentrace ve vzorcich izolovanych membran byla
pouzita sada BCA Protein Assay Reagent (Pierce), kterd vyuZivd metodu stanoveni
koncentrace proteinii pomoci bicinchoninové kyseliny (BCA, bicinchoninic acid).
Postup stanoveni odpovidal dodanému manuélu (Instructions, BCA Protein Assay
Reagent).

Principem této metody je schopnost proteinti v alkalickém prostiedi
redukovat m&dnaté ionty (Cu’") na m&d’né ionty (Cu®), které specificky reaguji s BCA

za vzniku barevného komplexu (Obr. 21). Komplex je tvofen jednim iontem Cu’ a
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dvémi molekulami BCA, je rozpustny ve vodé a vykazuje vysokou absorbanci
pfi 562nm. Koncentraci proteini ve vodném rozpoustédle lze kvantifikovat
spektrofotometricky. Koncentrace proteinti se odecita ze standardni kalibra¢ni kiivky.

Metodou je mozno stanovit koncentrace proteini v rozmezi 20-2000pg/ml.

Ccoo"
B8CA
protein + Cu*2 Protein Assay Reagent N
OH™,HO
CO0O”

BCA - Cu *! complex

Obr. 21 Struktura BCA (nahofte) a schéma reakce (dole).

Pouzité roztoky:
Roztok A (Pierce):

1% (w/v) BCA
2% (w/v) Na,CO; . H,O

0,16% (w/v) vinan sodny
0,4% (w/v) NaOH
0,95% NaHCO;
Roztok B:
4% (w/v) CuSOQO4 . 5H,0
Roztoky A i B jsou dlouhodobé stalé pfi laboratorni teploté.

Pracovni roztok

100 objemti roztoku A + 2 objemy roztoku B

(pfipraven vZdy Cerstvy pied stanovenim)
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Standard — hovézi sérumalbumin (Albumin standard . Pierce)

BSA (bovine serum albumin, hovézi sérumalbumin), 2mg/ml roztoku
0,9% NaCl
0,05% azid sodny

Postup stanoveni:

1 objem stanovované¢ho vzorku byl smichan s 20 objemy pracovniho
roztoku a inkubovan 30 minut pfi 37°C. Po zchlazeni na laboratorni teplotu byla
u vzorkd zméfena absorbance pfi 562nm (spektrofotometr Beckman DU 530, sklenéna
kyveta lcm). Jako referenéni vzorek byl pouZzit vzorek bez proteini (jenom

s destilovanou vodou), ktery byl oetfen stejné jako ostatni vzorky.

Kalibra¢ni pfimka

Kalibra¢ni pfimka byla sestrojena s pouzitim standardniho roztoku BSA

(Albumin standard) podle Tab. 4

Tab. 4 Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace proteinti.

¢islo zkumavky 1 2 3 4 5 6
BSA standard 2mg/ml (ul) 0 10 20 30 40 50
dest. H2O (ul) ) 50 40 30 20 10 0
koncentrace proteinu (mg/ml) 0 0,4 0,8 1,2 1,6 2

Hodnoty absorbance pro pfisluiné koncentrace standardniho roztoku
BSA byly vyneseny do grafu (Obr. 22). Byla vypocitdna smémice kalibra¢ni piimky,

ktera poté byla vyuZita pro vypocet koncentrace proteinti v analyzovanych vzorcich.

Stanoveni koncentrace proteinii ve vzorku izolovanych membran

Vzorek izolovanych membran byl nafedén destilovanou vodou tak, aby
vyslednd koncentrace proteinii leZela v intervalu vymezeném kalibraéni kiivkou
(obvyklé fedéni bylo 1:10) a byl analyzovan stejnym zplsobem jako standardni roztok
BSA. Pro kazdy vzorek byla provedena alespori tfi paralelni méfeni. Z hodnot naméfené
absorbance a ze smémice kalibraéni pfimky byla vypocltena koncentrace proteint

v piivodnim vzorku.
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Obr. 22 Kalibra¢ni kfivka pro stanoveni koncentrace proteinu. Zavislost

absorbance na koncentraci proteini je linearni do koncentrace proteinu
1,2 mg/ml.

3.11. Izolace fosfolipidii

Extrakce fosfolipidu byla provedena pomoci jednofizové extrakéni smési
chloroform : metanol : fosfatovy pufr. Byly ziskany dvé faze: spodni chloroformova,
ktera obsahovala fosfolipidy, a horni vodna faze, do které byly extrahovany ve vodé
rozpustné slozkv bakterialni buriky (proteiny, DNA, uhlovodiky atd.).

Pouzité roztoky:

Zasobni roztoky: A) 0,2M KH,PO4
B) 0,2M K,HPO,4
Fosfatovy pufr 60mM pH 7,4
- 19ml roztoku A a 81ml roztoku B, 233ml destilované vody

Chloroform a methanol byly pfed izolaci destilovany
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Postup:
1) Kultivovat bakterie pti 40°C a 170rpm v Erlenmayerové barice o objemu 21 se

400ml komplexniho kultivaéniho média. Rist bakterii ukonéit v exponencidlni fazi
(ODasp nm cca 0,500) filtraci pomoci vodni vyvévy (filtry Pragopor &.5, primér 0,6pum,
Pragochema). Filtrat 3x promyt 10ml 60mM fosfatovym pufrem pH 7,4 o stejné teploté,
ve které probihala kultivace (40°C), buiiky nesmi na filtru vyschnout.

2) Biomasu zachycenou na filtru pomoci sklicka a sklenéné ty€inky prenést do kadinky
a resuspendovat v Iml stejného pufru (podle potteby i vice). Bakteridlni suspenzi
napipetovat do teflonové centrifugaéni zkumavky a ptidat 7,5ml metanolu a 3,75ml
chloroformu. Vortexovat 1 minutu.

3) Extrahovat 2 hodiny v centrifuga¢ni zkumavce na tfepacce Grant bio (20rpm) pfi
pokojové teplote.

4) Centrifugovat 10 minut pfi 4°C a pfi 3200g (centrifuga IEC).

5) Supernatant pfenést pomoci sklenéné Pasteurovy pipety do cisté teflonové
centrifuga¢ni zkumavky.

6) Pridat 3,75ml chloroformu a 3,75ml destilované vody. Vortexovat Iminutu.

7) Nechat stat 12 hodin pii 4°C (v lednici).

8) Po 12 hodinéch centrifugovat 10 minut pfi 4°C a pti 4000rpm (centrifuga IEC).

9) Pasteurovou pipetou odebrat horni fazi.

10) Spodni chloroformovou ¢ast obsahujici fosfolipidy odpafit pod proudem dusiku na
men$i objem, pfenést do Cisté zvazené sklenéné zkumavky s teflonovym vickem a
odpafit Uplné pod proudem dusiku (asi 20 minut) a zvazit.

11) Uchovavat v exsikatoru v mrazicim boxu pfi -20°C.

3.12. Méreni anizotropie fluorescence DPH

Mg¢feni anizotropie fluorescence je biofyzikalni metoda, ktera patii k metodam
fluorescen¢ni spektroskopie. Anizotropie fluorescence je veliina zavisla na rotaéni
difuzi molekul, proto je méfeni anizotropie fluorescence vyzivano napf. pro kvantifikaci
denaturace proteini, stanoveni rotaénich rychlosti proteinti a s pouZitim membranové

véazané fluorescenéni sondy i k zjistovani biofyzikdlnich vlastnosti membran. Méfeni
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anizotropie fluorescence je dobfe popsano ve standardni pfirucce o metodach
fluorescencni spektroskopie od LAKOWICZE (2006).

Pti zji§tovani biofyzikalnich vlastnosti membran se s vyhodou vyuzivaji
fluorescenéni sondy, které ruznym zpusobem interaguji s membranou a které
prostiednictvim meéfitelnych zmén svych fyzikalnich vlastnosti odrazeji charakter a
dynamiku membranovych komponent. Pfi studiu biofyzikalnich vlastnosti membrén je
nejCastéji vyvuzivana sonda 1.6-difenvl-1.3.5-hexatrien (DPH). Hydrofobni sonda DPH
se zabudovavd do membrin mezi fetézce mastnych kyselin, pfevazné kolmo k roviné
membrany (Obr. 23). Absorpéni maximum DPH v membranach je 355nm a emisni
maximum 425nm. Pfiklad absorp¢niho a emisniho spektra je na Obr. 24 a Obr. 25 (data
poskytl Radovan Fiser). DPH ma vysoky extinkéni koeficient (80000M'cm’). coz
umoziiuje méfeni i velmi zfedénych vzorkd (o koncentraci 107 a méng&). Dalsi
vvhodnou vlastnosti DPH pro jeho vvuziti pfi méfeni anizotropie fluorescence je. ze
v polarni rozpoustédlech tvofi mikroagregaty, které nefluoreskuji. Intenzita fluorescence
se viak zvy$i po zabudovani do membran az tisickrat (HERMAN et al. 1994). Charakter
doby Zivota (dohasinani fluorescence) DPH je ovlivnén okolim sondy. V izotropnim
prostiedi (napi. DPH v izotropnim rozpoustédle) je pokles fluorescence
monoexponencialni. Pokud se DPH zabuduje do membran, je dohasinani fluorescence

slozit&j8i — multiexponencialni pokles (PARASASSI et al. 1984).

\\\

Obr. 23 Struktura DPH (vlevo) a DPH zabudované v membrané (vpravo).
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Intenzita (cps)
§

300 325 350 375 400
vinova délka (nm)

Obr. 24 Priklad excitacniho spektra DPH. Excita¢ni spektrum DPH
v DMPC (dimyristoylfosfatidylcholinu). DMPC o koncentraci
50ug/ml ve 150mM NaCl roztoku pH 7,4. Mgefeno v 10°C.
Maximum absorpce je pii vinové délce 360nm. Data poskytl
Radovan Fier.

Intenzita (cps)
§

350 400 450 500 550 600
vinova délka (nm)

Obr. 25 Priklad emisniho spektra DPH. Emisni spektrum DPH
v DMPC (dimyristoylfosfatidylcholinu). DMPC o koncentraci 50ug/ml
ve 150mM NaCl roztoku pH 7,4. Maximum emisniho spektra lezi
v tomto pripadé v 440nm. Data poskytl Radovan Fiser.

68



Materialy a metody

Mg¢reni anizotropie fluorescence je zaloZzeno na tom, Ze po excitaci fluorescen¢ni
sondy polarizovanym svétlem je emisni zafeni sondy také polarizovano. K depolarizaci
miZe dojit napf. vlivem rota¢ni difize fluoroforu, tedy pooto¢enim sondy v dobé mezi
absorpci a emisi fotonu.

Jednoduché schéma meéfeni anizotropie fluorescence je na Obr. 26. Vzorek je
excitovan vertikalné polarizovanym svétlem, jehoZ vektor intenzity elektrického pole
(E) je rovnobézny s osou z a pohybuje se ve sméru osy y. Intenzita emise je méfena se
zafazenym emisnim polarizatorem ve dvou smérech. Je-li emisni polarizator orientovan
paralelné (||) k vektoru intenzity elektrického pole vertikdlné polarizovaného
excitatniho zafeni, lze naméfit intenzitu I . Podobné je-li emisni polarizator orientovan

kolmo (1), 1ze ziskat intenzitu I,. Miru depolarizace emise vzhledem k excitaci popisuji

veli¢iny polarizace (P) a anizotropie fluorescence (r). Jsou definovany nasledujicimi

vztahy:

I||_IJ_ I||—IL
p=ttr gy, STl gy g 4
I||+[J_ ( ) I||+2IL ( ) 10 I”+21L ( )

kde Ij a I, jsou intenzity vertikdln€ a horizontaln€ polarizované emise a Iy je celkova

intenzita fluorescence. Ob¢ veli€iny lze na sebe vzajemné pievadét podle vztahu:

2P
r=

3-P )

V soucasnosti se v§ak v praxi vice pouziva anizotropie fluorescence, ktera je vhodn¢jsi
pro popis sloZzit&jich situaci (pfitomnost vice populaci fluorescenénich sond ve vzorku
apod.).

Pro ptirodni nebo nepolarizované svétlo I = I, , tedy r =0. Pro zcela

polarizované svétlo I, = 0, pak r = 1. I v pfipadé, kdy se sonda béhem doby Zivota

excitovaného stavu neotaci (napf. sonda v zamrzlém v rozpoustédle), je hodnota
anizotropie fluorescence sniZovana tzv. fotoselekci a velikosti whlu sviraného
excitaénim a emisnim dipélem. P#i excitaci sondy vertikaln€ polarizovanym svétlem
jsou excitovany nejen ty sondy, jejichz excita¢ni dip6l je paralelni s osou z (Obr. 26),
ale i sondy s excita¢nim dip6lem, ktery svira s osou z ur€ity thel (fotoselekce). Emisni
zareni sond s excitaénim dip6lem odchylenym od osy z pfispiva k naméfeni intenzity I,

tim ke sniZeni anizotropie fluorescence.
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—
E
Excitace
W ¥
A
Emise
Obr. 26 Schéma méfeni anizotropie fluorescence.

Pravdépodobnost absorpce excitaéniho zafeni sondou je rovna cos’0, kde 6 je
uhel, ktery je mezi excitaénim dipélem sondy aosou z. U nékterych sond nejsou
excitaéni a emisni dipoly rovnobézné, ale sviraji mezi sebou nenulovy thel. Anizotropie
fluorescence roztoku ziedéné sondy v zamrzlém rozpoustédle, kde je pokles anizotropie

dan pouze fotoselekci a posunem excitaéniho a emisniho dipdlu, je popséana vztahem:

2(3cos’ g1

°5 2

(6)

kde 1o je tzv. limitni anizotropie, 0 thel mezi excitaénim a emisnim dipdlem. Pro zcela
paralelni dipdly, tedy 6 = 0, je limitni anizotropie ro = 0,4. Pro DPH byla naméfena
nejvyssi hodnota rg = 0,39, coz odpovida uhlu mezi dipdly 7,4°(dipdly téméf paralelni).
Pro méfeni anizotropie fluorescence se vétSinou vyuziva jednokanalova metoda
(-, L-format* metoda), kdy se v jednom emisnim kanalu snimé nejprve intenzita I} a pak

intenzita I, . Vlivem rozdilné propustnosti emisniho monochromatoru pro vertikalné a

horizontalné polarizované svétlo se méni i citlivost emisniho kanalu pro vertikalné a
horizontalné polarizované svétlo.

Ziskané intenzity I a I, musi byt korigovany. Jsou-li Iyyv a Iny aktudlné

naméfené intenzity (Ivy pro vertikdlné polarizovanou excitaci a vertikalné
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polarizovanou emisi a Iyy pro horizontdln€ polarizovanou excitaci a vertikalné
polarizovanou emisi) a Sy a Sy oznacuji citlivost emisniho kanalu pro vertikalné a

horizontalné polarizované svétlo, plati vztah:

| A Iy
= =G

I\'H SH I.L I.L

(M

kde G je tzv. G faktor. G faktor (Sv/Sy) udava kolikrat u¢inné€ji propousti emisni
monochromator vertikalné polarizované svétlo oproti horizontalné polarizovanému
svétlu. G faktor lze snadno naméfit, pokud je vzorek excitovan horizontalné
polarizovanym svétlem (schéma méfeni na Obr. 27). V tomto uspofadani jsou obé
intenzity naméfené s polarizatorem orientovanym ve vertikalné€ i horizontalné kolmé na
horizontalné polarizovanou excitaci. Rozdil v naméfenych intenzitach Iyv a Iyy (Inv pro
horizontalné polarizovanou excitaci a vertikdlné polarizovanou emisi a Iyy pro
horizontalné polarizovanou excitaci i emisi) je dan pouze citlivosti emisniho kanalu.

G faktor je vypocitan podle:

IHH SH I_L (8)

Anizotropie fluorescence je pak vyjadiena vztahem:

Lyv—G Ly

r=
9).

Vnitini depolarizace fluorescence (snizeni hodnoty anizotropie vlivem
fotoselekce a vzajemného pootodeni excitaéniho a emisniho dipdlu) byla pojednéna
vySe pro pkipad, kdy je sonda nehybnd (napf. zamrzld v rozpoustédle). Pokud se
molekula fluoroforu nachazi v neviskéznim rozpoustédle za pokojové teploty, mize
dojit k dalsi depolarizaci vlivem rotaéni difize ¢&i nezafivého pfenosu energie mezi
molekulami fluoroforu. Nezéfivy pfenos energie se odehrava pouze v koncentrovaném

roztoku, kde jsou molekuly dostate¢né blizko. Depolarizaci fluorescence vlivem
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nezafivého prenosu energie se 1ze vyhnout dostateénym nafedénim roztoku sondy. Pro

fluorescenéni mé&feni se pouZivaji koncentrace sondy fadové 10°M.

Aolizout:’nhlé polarizovana excitace

Obr. 27 Uspotadani pfi méfeni G faktoru. Mc — monochromator.

wrw®

Hlavni pti¢inou depolarizace fluorescence je rota¢ni difuze. Béhem doby Zivota
excitovaného stavu sondy (mezi pfijetim a vyzafenim fotonu) se molekula fluoroforu
miZe pootocit, tim se zméni poloha emisniho dip6lu a dojde ke sniZeni anizotropie.
Mira a rychlost rota¢niho pohybu molekuly sondy zavisi na vlastnostech okolniho

prostiedi. Depolarizaci fluorescence vlivem rotaéni difize popisuje Perrinova rovnice:

T

Yy =
1+2
(10)

kde r0 je limitni anizotropie, T doba Zivota excitovaného stavu sondy, ® rotaéni
korela¢ni ¢as. Vztah plati pro kulovitou sondu v izotropnim prostfedi. Rota¢ni korela¢ni

¢as je zavisly na viskozité prostfedi podle vztahu:

4

kde n je viskozita, V objem rotujici molekuly, T teplota a R univerzalni plynova
konstanta. V rozpoustédle s malou viskozitou je rotacni korela¢ni ¢as nizky a naméfena

anizotropie r je niz$i neZ limitni anizotropie ro.
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Zména anizotropie odrazi zménu vlastnosti prostfedi okolo molekuly sondy. Tato
zavislost anizotropie na viskozité¢ prostiedi se vyuzivd pfi méfeni fluidity membrany.
Tekutd (fluidni) membrana pfedstavuje malo viskoézni prostiedi, anizotropie je nizka.
Tuhd membrana (rigidni) odpovidd velmi viskdznimu prostfedi, ve kterém je

anizotropie vysoka.

3.12.1. Meéreni ustalené anizotropie fluorescence DPH

Piiprava vzorkii izolovanych cytoplazmatickych membran a jejich znaceni

Vzorky izolovanych membran byly nafedény SOmM Tris-HCl pufrem pH 7,0
na finalni koncentraci 10pg proteinti na 1ml pufru. Poté byl pomoci mikrostiikacky
Hamilton pfidan roztok sondy DPH v acetonu (zasobni roztok o koncentraci 10°M)
na findlni koncentraci 10°M a vzorky byly vortexovany. Znaeni probihalo ve

sklenénych zkumavkach ve vodni lazni temperované na 37°C po dobu 30 minut.
Méreni

Mg¢feni probihala na spektrofluorometru Jobin Yvon FluoroMax3. Pro méfeni
byly pouzity kiemenné kyvety o rozmérech 1 x lcm, objem vzorku v kyveté byl 2,5ml.
Vzorky byly michany pouze pred za¢itkem méfeni. Kyvetovy prostor byl temperovan
pomoci pritokového termostatu (MB, Julabo). Teplota byla méfena digitalnim
teplomérem (Testo 735-2), ktery snimal teplotu kazdych 20s. VInova délka excitace

byla 360nm a vlnovéa délka emisniho zafeni 425nm. Excitaéni i emisni §térbiny byly

nastaveny na 4,2nm. Integra¢ni ¢as ¢inil 3s pro intenzitu I a 3s pro intenzitu I, (celkem

tedy 6s pro méfeni jedné hodnoty anizotropie). Snimani intenzit probihalo v intervalu
20s. G faktor byl nastaven jako fixni na 1,078. Spektrofluorometr FluoroMax3 a
digitalni teplomér Testo 735-2 byly ovladany pomoci pocitacovych softwari DataMax a
Testo Comfort-Software X35. Pro export dat ze softwaru DataMax byl pouzivén
program GRAMSCNV. Program DataMax umoziiuje pfimo pii méfeni sledovat
hodnotu anizotropie. Vystupem z programu DataMax je zavislost anizotropie na Case.
Program Testo Comfort-Software X35 poskytuje zdznam teploty v ¢ase. Synchronizace
teploty a hodnot anizotropie byla provedena pomoci zaznamenanych ¢asii v programu

Excel.
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Membranové aktivni latky byly ke vzorkiim znaenych membran pfidavany az
po ustileni anizotropie na konstantni hodnoté ve 40°C (nebo 20°C), vzorky byly

michény po celou dobu méfeni.

3.13. Méreni generalizované polarizace Laurdanu

Meéfeni generalizované polarizace je dal$i metoda fluorescencni spektroskopie,
ktera slouzi k popisu biofvzikalnich vlastnosti membran. Méfeni generalizované
polarizace se vvuziva pro charakterizaci biofvzikalnich vlastnosti membran, napf.
rozliSeni faze gelu a faze tekutého krystalu u fosfolipidi, viskozity, polarity,
transmembranového laterdlniho tlaku (ZHANG et al. 2006).

Pfi méfeni generalizované polarizace se pouzivaji fluorescencni sondy, které
jsou citlivé k polarité prostiedi, jako je sonda Prodan (2-dimethylamino-6-
propionylnaftalen) a jeji derivaty. Mezi derivaty Prodanu patfi také hydrofobni sonda
Laurdan (2-dimethylamino-6-lauroylnaftalen), ktera ma dlouhy alifaticky uhlikaty
fetézec (Obr. 28). Tato Cast Laurdanu slouzi jako kotva. ktera umoZziiuje zabudovani
Laurdanu do fosfolipidové dvojvrstvy tak. Ze Cast zodpovédna za fluorescenci je

lokalizovana v blizkosti polarnich hlavicek fosfolipidu (Obr. 28).
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Obr. 28 Struktura sondy Laurdan (vlevo) a lokalizace sondy v membrané (vpravo).
Struktura vlevo dole zachycuje rozlozeni naboje v excitované sondg.

Sondy citlivé k polarité rozpoustédla jsou navrzeny tak. aby dipélovy moment
sondy v excitovaném stavu byl vétSi nez u neexcitované sondy. V molekule Laurdanu
slouzi amino skupina jako donor a karbonylova skupina jako akceptor elektronu. Po
excitaci se vlivem pfeskupeni naboje v molekule sondy vytvofi silny dipélovy moment
(Obr. 28).
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Sonda Laurdan je diky vzniku silného dipdlového momentu po excitaci citliva
k relaxaci rozpoustédla. Relaxace rozpoustédla oznacuje jev, kdy je v polarmnéj$im
prostiedi maximum emisniho spektra posunuto do del§ich vinovych délek (tzv. Cerveny
posun). V polarmim rozpoustédle dochazi k reorganizaci polarnich molekul rozpoustédla
kolem excitované sondy, to vede ke sniZzeni energie systému (Obr. 29). Pokles energie
systému se projevi emisi pfi del§ich vinovych délkach.

Sonda Laurdan se pouziva pfedevS§im ke stanoveni podilu faze gelu a faze
tekutého krystalu ve fosfolipidové dvojvrstvé. Pokud jsou membrany ve vodném
rozpoustédle, pak jsou za relaxaci rozpou$tédla zodpovédné molekuly vody, které
pronikaji mezi polarni hlavicky membranovych fosfolipidii. Relaxaci rozpoustédla vSak
neovliviiuji molekuly vody, které hydratuji povrch membrany (DE VEQUI-SUPLICY
et al. 2006). Pronikani molekul vody do membrany je zavislé na tom, jak dobie jsou
molekuly fosfolipidii v membrané uspofadany, tedy na tom, jak tésné vedle sebe se
nachézi polarni hlavicky fosfolipidi (HARRIS et al. 2002). Ve fazi gelu jsou
fosfolipidy v uspofddaném stavu, polarni hlavicky fosfolipidi nedovoluji molekuldm
vody pronikat k molekule Laurdanu a emise se odehrava v krat§ich vinovych délkach.
Ve fazi tekutého krystalu se molekuly vody dostavaji do blizkosti molekuly Laurdanu a
dochazi k posunu emisniho maxima do del§ich vinovych délek (Obr. 30).

Posun maxima emisniho spektra Laurdanu zptsobeny dipdl-dipdlovymi
interakcemi mezi molekulami vody a molekulou Laurdanu ve fosfolipidové dvojvrstvé
lze popsat pomoci generalizované polarizace (GP). Generalizovana polarizace je
definovana podobné jako polarizace fluorescence:

Gp =22tk

I;+1 2
kde Iz je intenzita fluorescence v kratdich vinovych délkach a Ir je intenzita
fluorescence v delSich vinovych délkach (Obr. 30). Generalizovana polarizace mize
nabyvat hodnot od -1 (sonda Laurdan ve vodném prostiedi) do 1 (sonda Laurdan neni
vystavena pusobeni molekul vody). Generalizovana polarizace klesa, kdyz se zvysi
prunik molekul vody do lipidové dvojvrstvy, vice molekul vody se dostava do
membréany v pfipadé€, Ze fosfolipidy jsou méné uspofadané. Méfenim generalizované

polarizace tedy lze zachytit zmény ve fazi membrany.
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Obr. 29 Relaxace rozpoustédla. Po absorpci fotonu (Abs) ma sonda
Laurdan vét$i dipdlovy moment (u*). S polaritou rozpoustédla roste vinova
délka emise (F").
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Obr. 30 Posun maxima emisniho spektra Laurdanu do delSich vinovych délek vlivem

relaxace rozpou$tédla a méfeni generalizované polarizace. Iz a Iz jsou intenzity
naméfené pii krat§ich (435nm) a del$ich (490nm) vinovych délkach.

76



Materialy a metody

Priprava vzorkii izolovanych cytoplazmatickych membréin a jejich zna€eni
Vzorky izolovanych membran byly nafedény SOmM Tris-HCI pufrem pH 7,0 na

finalni koncentraci 10ug proteini na 1ml pufru. Pak byl piidan roztok sondy Laurdanu
v dimethylsulfoxidu (z4sobni roztok o koncentraci 10°M) na finalni koncentraci 10°M.
Znaleni probihalo v kiemennych kyvetach v kyvetovém prostoru temperovaném na
40°C, vzorek byl michan. Kinetika zabudovavani Laurdanu do membran byla sledovana
(Obr. 31). Ustaleni hodnot generalizované polarizace trvalo 1hodinu a 20 minut. Teprve

po ustaleni hodnot generalizované polarizace byly provedeny dal§ich experimenty.

Priprava vzorkii izolovanych lipidi a jejich znadeni
Vzorek izolovanych bakterialnich lipidu byl rozpustén v chloroformu a pfeveden

do sklenéné zabrusové zkumavky. Vzorek lipida byl odpafen pod proudem dusiku tak,
aby na sténach zkumavky vznikl lipidovy film. Poté byl pfidan SOmM Tris-HC] pufr pH
7,0 tak, aby kone¢na koncentrace lipidu byla 10ul na 1ml pufru. Mnohovrstevné
lipozomy byly pfipraveny intenzivnim vortexovanim vzorku po dobu nékolika minut.
Pro ptipravu jednovrstevnych vacku byvlo pouzito zafizeni LipozoFast (Aventin USA).
Suspenze mnohovrstevnych lipozomu byla po 0,5ml protlagena (10x) pies
polykarbonatovy filtr (prumér péru 400nm). Ke vzorku jednovrstevnych lipidovych
vacku byla pfidana sonda Laurdan na konecnou koncentraci 10°M. Znaceni probihalo
ve sklenénych zkumavkach umisténych ve vodni lazni temperované na 40°C po dobu 1
hodiny a 20 minut (Obr. 31).
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Obr. 31 Znaceni izolovanych bakterialnich membran (vlevo) a lipidu (vpravo) sondou
Laurdan. GP - generalizovana polarizace.

77



Materialy a metody

Méieni generalizované polarizace Laurdanu
Me¢freni probihala na spektrofluorometru Jobin Yvon FluoroMax3. Pro méfeni

byly pouzity kiemenné kyvety o rozmérech 1 x lcm, objem vzorku v kyveté byl 2,5ml.
Kyvetovy prostor byl temperovan pomoci pritokového termostatu. Teplota byla méfena
digitadlnim teplomérem Testo, ktery snimal teplotu kazdych 10s. Generalizovana
polarizace Laurdanu byla méfena bez pouZiti polarizatord. VIinova délka excitace byla
365nm. Intenzita emisniho zafeni byla snimana pfi vinovych délkach 435nm a 510nm.
Excita¢ni a emisni spektra méfena pfi teplotach 2°C a 40°C jsou na Obr. 32 a Obr. 33
(data poskytl Radovan FiSer). Excita¢ni §térbiny byly nastaveny 1,5nm a emisni
Stérbiny na 3nm. Integracni cas €inil 3s. Snimani se opakovalo po 10s. Ho&nota
generalizované polarizace byla vypocitana podle vztahu (12). Pouzity pocitacovy

software byl stejny jako v pfipad€ méfeni anizotropie fluorescence.
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Obr. 32 Excitacni spektrum Laurdanu méfené pii teplotach 2°C a 40°C.
Absorpéni maximum lezi ve vinové délce 365nm. T-teplota ve °C. Data
poskytl Radovan FiSer.
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Obr. 33 Emisni spektra Laurdanu méfené pii teplotach 2°C a 40°C.
Emisni maximum méfené pfi teplot€ 2°C lezi v 435nm. pfi teploté 40°C
v 510nm. T-teplota ve °C. Data poskytl Radovan Fiser.
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3.14. Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) je relativné jednoducha a ptima
fyzikdlni metoda, kterd umozfiuje charakterizovat termodynamické chovani
makromolekul. DSC se vyuziva pii studiu stability a teplotni denaturace proteind,
fazovych prechodt lipidl, interakci membranovych proteint s lipidy, denaturaénich
procesi nukleovych kyselin a také kpopisu vlastnosti celych bunék a tkani
(SHNYROV et al. 1997). Princip méfeni je dobte vysvétlen v praci MCELHANEYHO
(1986).

P#i DSC méfeni se srovnava termodynamické chovani zkoumaného vzorku a
referenéniho vzorku v ur¢itém teplotnim rozsahu. Sledovanym vzorkem mohou byt
napf. lipozomy v pufru. Jako referen¢ni vzorek se pouziva roztok (napf. samotny pufr),
ktery v daném teplotnim intervalu neprodélava fazovy prechod. Oba vzorky jsou
zahfivany stejnym mnoZstvim tepla a stejnou rychlosti. Teplota obou vzorkl stoupa
linearné v Case a rozdil teplot mezi obéma vzorky je blizky nule. Pti urcité teploté dojde
u vzorku lipidi k teplotné indukovanému fazovému piechodu (z faze gelu do faze
tekutého krystalu). Cast tepla, kterym je vzorek lipidii zahtivan, je tedy spotiebovana na
fazovy prechod. U referen¢niho vzorku je vSechno teplo vyuzito pouze k zahtivéani
vzorku. Kontrolni systém diferencidlniho skenovaciho kalorimetru rozpozné teplotni
rozdil mezi obéma vzorky a dodé vice tepla vzorku lipidi tak, aby teplotni rozdil mezi
vzorky byl opét blizky nule. Vysledkem je rozdil ve spotiebovaném mnozstvi tepla
mezi vzorkem lipidi a referenénim vzorkem. Vystupem pi#i DSC méfeni je rozdil
molérnich tepelnych kapacit obou vzorki jako funkce teploty vzorku.

Piiklad DSC termogramu je na Obr. 34. Z termogramu lze odecist nékolik
parametrti, které popisuji fazovy prechod: teplotu fazového pfechodu Ty, polositku
fazového prechodu AT, teplotu pocatku a konce fazového prechodu Ts a T a zménu
entalpie pro fazovy pfechod AHcaL. Teplota fazového piechodu Ty, je teplota, pii které
molarni tepelna kapacita doséhne svého maxima. Polositka fazového prechodu AT/, je
definovana jako S$itka v poloviné vysky kfivky. Zména entalpie AHcaL pro fazovy
prechod je rovna obsahu plochy pod kiivkou. Tvar kfivky fazového piechodu zavisi na
obsahu lipidii ve vzorku. Pokud se ve vzorku nachazi pouze jeden typ lipidu, je
polositka fazového ptechodu AT, velmi mala — az 0,1°C. Pro smés né&kolika typu

lipidd, napf. pro biologické membrany, mize AT, nabyvat hodnot 10-15°C.
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Molarni tepelna kapacita (kcal*C mol) —»

Teplota °C) ——p

Obr. 34 Priklad DSC termogramu. Schéma piechodu lipidid z faze gelu do
faze tekutého krystalu. T,, je teplota fazového piechodu, AT,, polosirka
fazového prechodu, Ts pocatek a T, konec fazového pfechodu a AHcaL
zména entalpie pro fazovy pfechod (pfevzato z (MCELHANEY 1986).

r

Priprava vzorki pro DSC méreni

Jednovrstevné lipozomy byly pfipraveny stejnym zplisobem jako pro méfeni
generalizované polarizace Laurdanu (kapitola 3.13). Kone¢na koncentrace lipidid byla
Img lipidd na Iml pufru (50mM Tris-HCI pH 7,0). Nepouzité lipozomy byly
skladovany v chladni¢ce pfi 4°C maximalné lden. Pfed vlastnim méfeni byly vzorky
temperovany na pokojovou teplotu. Vzorky s pfidavkem membranové aktivni latky byly
temperovany ve vodni lazni pii 40°C po dobu 10minut. Poté se vzorky nechaly

temperovat na pokojovou teplotu a byly pouzity pro méfeni.

Diferencialni skenovaci kalorimetr

Me¢éfieni byla provadéna na diferencidlnim skenovacim kalorimetru CSC Model

6100 Nano (Calorimetry Sciences Corporation, USA). Schéma pfistroje je znazornéno
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na Obr. 35. Podrobny popis tohoto typu pfistroje podava ve své praci PRIVALOV a
spolupracovnici (1995).

Mg¢fFici cely jsou zahfivany a chlazeny prostfednictvim pasivniho toku energie
z plaste, to zajiStuje konstantni rychlost ohfevu ¢i chlazeni obou méficich cel. Teplotni
rozdil mezi celami je méfen polovodi€ovou termoelektrickou baterii a je udrzovan
blizky nule pomoci topnych téles. Méfeni probiha pod tlakem 3atm, aby se b&hem
zahfivani vzorku netvofily bubliny, které znemozZiiuji stanoveni absolutni molarni
tepelné kapacity.

Neni technicky mozné vyrobit dvé identické méfici cely, proto je nutné pied
vlastnim mérfenim naplnit obé cely pouze pufrem a rozdil mezi celami zméFit
(referen¢ni ktivka, ,,baseline’) v celém sledovaném teplotnim rozsahu. Ziskana kiivka
neni obvykle linearni nebo blizkd nule. Pfistroj pfi dal§im méfeni automaticky
kompenzuje rozdily mezi celami. Ktivka ziskand pro dané rozpoustédlo (referencni
kiivka) mize byt odectena od kiivky naméfené pro studovanou latku rozpusténou v
daném rozpoustédle. Vysledna k#ivka pak zachycuje zménu molami tepelné kapacity

studované latky, napt. lipidl, ve sledovaném teplotnim rozsahu.

Méreni DSC

Pfed vlastnim méfenim byly ze vzorku odstranény rozpusténé plyny pomoci
vakuové vyvévy. Vzorkova cela byla naplnéna mikropipetou na objem 400pul suspenzi
jednovrstevnych lipozomd v SOmM Tris-HCl pufru o pH 7,0. Referen¢ni cela byla
naplnéna 400pl stejného pufru. Obé cely byly uzavieny, po ustaleni vystupnich hodnot
byl nastaven tlak 3atm a bylo spusténo méfeni. Sledovany teplotni rozsah byl 2-55°C.
Mgéfeni probihalo ve sméru ohfivani i chlazeni rychlosti 1°C za minutu. Pfed zacatkem
chlazeni i ohfivani setrvaly vzorky 10minut ve vychozi teploté. Méreni referencni
kiivky probihalo stejnym zplisobem. Odecet referenéni kiivky a vyhodnoceni ziskanych
dat bylo provedeno pomoci softwaru CpCalc, ktery dodal vyrobce diferencidlniho
skenovaciho kalorimetru (Calorimetry Sciences Corporation, USA).

P#i vyméné vzorki (napf. nové lipidy s jinou membranové aktivni latkou) bylo
nutné vymyt obé cely alespori 300ml destilované vody. Po kazdém c¢isténi cel byla
znovu naméfena referen¢ni ktivka, kterd byla pouZita pro vyhodnocovani nésledné

naméfenych kiivek pro vzorky lipidi.
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Obr. 35 Schéma diferencialniho skenovaciho kalorimetru.

1-platinovy teplomér, 2-teplotni kontrolni jednotka, 3-obvod méfici teplotu, 4-
Peltierovy ¢lanky, S-pfevod analogového signalu na digitalni, 6 a 7-méfFici cely, 8-
polovodi€ovy termosenzor, 9 a 10 topna télesa, 11-plast, 12-zpétnovazebny
kontrolni algoritmus, 13-vystupni soubor, 14-amplifikace signalu, 15-napétovy
kompenzaéni miistek, 16-manostat, 17-tlakovy senzor, 18-méfeni tlaku. Komponenty
ve étverci predstavuji souéasti softwaru (pfevzato z PRIVALOV et al. 1995).
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3.15. Cholestervl-hemisukcinat

Cholesteryl-hemisukcinat (CHS) je $patné rozpustny ve vodném prostiedi. Byl
proto pfipraven zasobni roztok CHS v tetrahydrofuranu, ktery byl dale fedén
fosfatovym pufrem.

Fosfatovy pufr:

NaCl...ooooveieecreeieeereenen 8g
KClLuooiiieieeeceeeene 0,2g
NaHPO, . TH,0................. 2,68¢g
KHyPOu4..ooviiiiiiicinnee 0,24g
destilovana H,O................... ad 800ml

Bylo upraveno pH na 7,4 pomoci HCI, doplnéno destilovanou vodou do 1000ml.

Fosfaovy pufr byl skladovan pii pokojové teploté.

Zésobni roztok CHS:
- 250mg CHS na 1ml tetrahydrofuranu

Zasobni roztok CHS byl zfedén v poméru 1:500 fosfatovym pufrem s 3,5%
poly(n-vinyl 2-pyrrolidon)u a 2% hovézim sérumalbuminem. Roztok byl sonikovan po

dobu 30s (sonikator Hielscher).
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4 Vvsledky

Tato prace se zabyva senzorem membranové fluidity DesK, ktery je soucasti
dvoukomponentového systému DesK/DesR. Systém DesK/DesR registruje snizeni
fluidity membrany vlivem poklesu vnéj§i teploty. Jako odpovéd’ spousti transkripci
genu des, ktery koduje desaturazu mastnych kyselin. Desaturaza zavadi dvojnou vazbu
do fetézcli mastnych kyselin membranovych fosfolipidi, tim membranu opét ztekucuje.

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit, zda lze pomoci membranové aktivnich
latek pozménit fluiditu membrany tak, aby na tuto zménu reagoval senzor DesK
zménou signalizace.

Prvni experimenty byly zaméfeny na hleddni podminek, ve kterych je
exprimovan gen des. Zkoumany byly situace, kdy bakterialni kultura rostla pfi riznych
stalych teplotach, dale pak situace po nahlém sniZeni kultiva¢ni teploty. Na zakladé
téchto vysledki byly vybrany podminky, p#i kterych by se dal sledovat vliv
membranové aktivnich latek na aktivitu promotoru genu des. Byl vypracovan a
optimalizovan protokol pro testovani téchto latek a bylo zkoumano plisobeni nékterych
vybranych latek jak s rigidizujicim, tak fluidizujicim Géinkem.

Vliv membranoveé aktivnich latek na aktivitu promotoru genu des byl porovnan
s u¢inkem téchto latek na zmény fluidity membrany, které byly méfeny in vitro pomoci
riznych biofyzikalnich metod — mé¥eni anizotropie fluorescence DPH, generalizované
polarizace Laurdanu a diferencialni skenovaci kalorimetrie. Kazda z téchto metod
zachycuje jiny fyzikalni parametr membrany, ktery popisuje stav membrany — jeji
fluiditu a fazovy stav.

Porovnanim aktivity promotoru genu des za rtiznych podminek a sledovani
membranové fluidity in vitro bylo mozné urcit, jaké vlastnosti a jak velké zmény téchto

vlastnosti membrany vyvolaji zménu signalizace zprostiedkovanou proteinem DesK.

4.1. Rustova charakteristika Bacilus subtilis M19

Rist kmene Bacillus subtilis MI19 nebyl zatim v literatufe popsan. Pred
zahajenim vlastnich experimenti bylo nutné zmapovat riist tohoto kmene za riznych

teplotnich podminek. Pro v8echny teplotni podminky byl zji§tén pribéh ristové kiivky
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a stanovena doba zdvojeni T (viz kapitola 3.7). Byly studovany dvé zakladni situace —

vvvazeny rust ve stalé teploté a vliv teplotniho skoku na ristovou rychlost.

4.1.1. Rust Bacillus subtilis M19 v ruznych stalych teplotach

Rust Bacillus subtilis M19 byl sledovan v ruznych kultivacnich teplotach (Ty)
v teplotnim rozsahu 40°C az 15°C. Obr. 36 zachycuje rastové kiivky ziskané kultivaci
bakterii v Ty 40°C, 35°C, 30°C, 25°C, 20°C a 15°C, kde doby zdvojeni €inily 20, 23,
38, 63, 120 a 284 minut.
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Obr. 36 Rust Bacillus subtilis M19 na komplexnim médiu KM1 pfi raiznych
teplotach kultivace. Vysledné rastové kiivky jsou prumérem ze tfi
nezavislych provedeni. T - doba zdvojeni, T, — teplota kultivace,
0.D.-opticka denzita pii 450nm.

Doby zdvojeni v Ty 40°C a 35°C se piili§ neliSily (20 a 23 minut). S dal§im
snizovanim Ty vzdy o 5°C v8ak dochazelo pfiblizné k dvojnasobnému narastu doby
zdvojeni (Obr. 37) - doba zdvojeni klesala s rostouci teplotou zhruba exponencialné.

Takovyto prubéh zavislosti doby zdvojeni na kultiva¢ni teploté je v souladu s jiz

dfive publikovanymi daty. Charakterizaci ristu Bacillus subtilis 168 se zabyvala prace
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Svobodové (SVOBODOVA 1984). Jeji vvsledky ukazuji. Ze optimalni kultivaéni
teplota pro Bacillus subtilis 168 je 45°C, kdy roste s dobou zdvojeni 14 minut, pfi

kultivaci v niz8i teploté se doba zdvojeni zvySuje také piiblizné exponenciadlné.
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Obr. 37 Zavislost doby zdvojeni T (leva osa) a generaéni doby c (prava osa)
na teploté kultivace.

4.1.2. Ruist Bacillus subtilis M19 po nahlém snizeni kultivac¢ni
teploty

Bacillus subtilis M19 byl kultivovan v optimalni T, (40°C) a po dosaZeni
ODgsonm 0,150 (viz kapitola 3.7) byla kultura rychle pienesena do nizsi Ty (35°C, 30°C,
25°C, 20°C nebo 15°C).

Po pienosu kultury z Ty 40°C do Ty 35°C, 30°C a 25°C (Obr. 38), kultura ihned
pokraovala v rustu, lag nebyl pozorovan. Doba zdvojeni se zvysila z 20 minut pro Ty
40°C na 25 minut po pienosu do Ty 35°C, na 39 minut pro Ty 30°C a na 80 minut pro Ty
25°C.
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V piipadg, kdy rozdil kultivaénich teplot ¢inil 20°C (pfenos z Ty 40°C do Ty
20°C), byl zaznamenan ristovy lag v délce asi 70minut (Obr. 38). Teprve poté byl
obnoven rist. Doba zdvojeni byla prodlouZena na 190 minut, tedy mnohem vyznamné;ji
nez v predeslych teplotnich skocich.

Po pienosu z Tx 40°C do Ty 15°C (Obr. 38) doslo k zastaveni ristu na né€kolik
hodin. Potom kultura pokracovala v ristu, oviem s velmi dlouhou dobou zdvojeni
(2000 minut).

Byla zkoumana také situace, kdy bakterie byly kultivovany v Ty 20°C a posléze
preneseny do Ty 15°C (Obr. 38). V Ti 15°C kultura ihned pokracovala v ristu s dobou
zdvojeni 280 minut, ristovy lag nenastal.

Porovname-li rist bakteridlni kultury v nizké teploté (Tx 15°C) s rlstem kultury
po chladovém Soku (ptenos kultury z Tx 40°C do Ty 15°C) je zfejmé, ze na celkovou
bakterialni fyziologii, jejimZ méFitkem miZe byt ristova rychlost, ma vétsi vliv nahlé
snizeni kultivaéni teploty neZz sama nizka teplota. Z ristovych kfivek ziskanych
sledovanim ristu bakterii po teplotnich skocich z Ty 40°C do Ty 15°C a z Ty 20°C do
Tk15°C vyplyva, ze bakterialni buiika je citlivéjsi k rozdilu mezi Ty pfed Sokem a po
$oku nez k absolutni nizké teploté, do které je prenesena z vyssi teploty. Pii dlouhodobé
kultivaci v nizké teploté¢ Ty 20°C jsou bakterialni buriky chladové adaptované a dalsi

sniZeni kultivaéni teploty (Tx 15°C) nema na jejich fyziologie tak vyrazny vliv.
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Obr. 38 Rustové kiivky Bacillus subtilis M19 pfi pfenosu mezi riznymi teplotami
kultivace (Ty). Prenos kultury byl proveden pfi ODjsonm asi 0,150, na obrazcich je
vyznacen $ipkou. T — doba zdvojeni v minutach pted a po chladovém Soku. Grafy ukazuji
prumér za tfi nezavislych provedeni.
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4.2. _Aktivita promotoru genu des

Senzor membranové fluidity DesK vnima zmény fluidity vyvolané poklesem
vnéjsi teploty. Jako odpovéd’ na snizenou fluiditu membrany je indukovéna exprese
genu des, ktery koduje desaturdzu mastnych kyselin. Aktivita promotoru genu des
(Pdes) byla sledovana pomoci reportérového genu /acZ, respektive stanovenim aktivity
B-galaktosidazy (viz kapitola 3.8). Aktivita B-galaktosidazy vypovidéa o tom, za jakych
teplotnich podminek je Pdes aktivni, tedy o tom, na jakou zménu fluidity vyvolanou
zménou vné&jsi teploty reaguje DesK. Aktivita B-galaktosidazy byla stanovovana ve
dvou zakladnich situacich: po prenosu rostouci kultury do niz8i kultivaéni teploty a

v riznych stalych teplotach.

4.2.1. Aktivita promotoru genu des po teplotnich skocich

Prvnim ukolem bylo zjistit, jak velkd teplotni zména je potiebna k indukci
exprese B-galaktosidazy. Dale pak ovéfit, zda velikost exprese B-galaktosidazy zavisi na
velikosti teplotni zmény, jak naznaduji jiz publikované vysledky (CYBULSKI et al.
2002).

Za timto ucelem byly provedeny experimenty, pfi nichz kultura
Bacillus subtilis M19 rostla za optimalni Ty 40°C a po dosaZeni ur€it€ OD4sonm
(kapitola 3.7) byla pfenesena do nizsi Ty (do 35°C, 30°C, 25°C, 20°C nebo do 15°C).
Po pfenosu do niz$i Ty byly odebirany vzorky pro stanoveni p-galaktosidazové aktivity
(v Millerovych jednotkach - MU, kapitola 3.8). Maximalni hodnoty MU a pribéh
zavislosti B-galaktosidazové aktivity na €ase jsou zachyceny na Obr. 39

Po pfenosu bakterialni kultury z optimalni Ty 40°C do nizsi Ty 35°C, 30°C, 25°C
a 20°C byl pozorovan obdobny pribéh B-galaktosidazové aktivity v Case. Aktivita
nejprve stoupala, az doséhla svého maxima a poté postupné klesala. To odpovida jiz
publikovanym vysledkiim, des mRNA se v buiice po chladovém Soku objevi pouze
prechodné (AGUILAR et al. 1999). Chladovy $ok 40-15°C, tedy teplotni rozdil 25°C, je
pro bakterialni buriku pravdépodobné prili§ velky. Kultura pro pfenosu do 15°C nerostla
né€kolik hodin (Obr. 36), po obnoveni rtstu byla doba zdvojeni 2000 minut. B-
galaktosidazova aktivita byla oproti oéekavani velmi nizka i 25 hodin po chladovém

Soku. Stejné jako v ptipad€ pienosu kultury z Tx 40°C do Ty 15°C se i po chladovém
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Soku 40-20°C objevil ristovy lag, ktery vypovida o vét§im efektu chladového $oku na
buriku, a zaroveii sniZeni B-galaktosidazové aktivity.

Nejvyssi B-galaktosidazova aktivita byla zjis§t€na pro chladovy $ok z Ty 40°C
do Ty 25°C, ktera c¢inila 478 MU dvé hodiny po pienosu kultury do nizsi Ti.
Pro chladové Soky z Ty 40°C do Ty 30°C a do Ty 20°C byla naméfena podobna maxima
B-galaktosidazové aktivity 256 MU (jednu hodinu po pfenosu 40-30°C) a 259 MU (Ctyti
hodiny po ptfenosu 40-20°C).

Bakterialni kultura po pfenosu do rtiznych niz§ich teplot rostla s odlisSnymi
dobami zdvojeni (kapitola 4.1.2), proto jsou maxima [-galaktosidazové aktivity
vzéjemné posunuta v ¢ase (Obr. 39). Hodnoty MU pro jednotlivé chladové Soky byly
proto vyneseny proti optické denzit&, aby byl eliminovan rozdil v riistovych rychlostech
(Obr. 40). Pro nazornost byly vysledky jes$té ukdzany v souhrnnych grafech na Obr. 41,
které lépe popisuji efekty jednotlivych tepelnych prenosi a umoziiuji snadnéji
porovnavat aktivitu B-galaktosidézy po riiznych teplotnich skocich. Z grafu na Obr. 41,
ktery zachycuje aktivitu p-galaktosidazy po chladovych Socich v zavislosti na Case, je
vidét, Ze nastup P-galaktosidazové aktivity je u jednotlivych 3okt vzajemné posunut. Pfi
vétdim teplotniizskoku se vice opoZd'uje narist p-galaktosidazové aktivity. Ve
sledovaném ¢asovém rozmezi (6 hodin po chladovém $oku) se aktivita B-galaktosidazy
v pfipadé¢ chladového Soku 40-15°C wvibec nezvysila. Po vyneseni aktivity
B-galaktosidazy v zavislosti na ODssonm (Obr. 41 vpravo) je vidét, ze aktivita
B-galaktosidazy po pfenosu z Ty 40°C do Ty 30°C, 25°C a 20°C nartista v zavislosti na
optické denzité se stejnou smémnici. Posun aktivity -galaktosidazy na Obr. 41 vlevo je
prenosech. Je zajimavé, Ze aktivita P-galaktosidazy po nejmen$im a nejvétSim
chladovém $oku (40-35°C a 40-15°C) nartistala stejnym zplsobem. To by bylo mozné
vysvétlit tim, Ze chladovy 3ok 40-35°C neni buiikou vniman jako pfili§ velky teplotni
skok, proto je dostaCujici celkové mensi a opozdéna aktivita 3-galaktosidazy. Naproti
tomu chladovy $ok 40-15°C je pro buriku pfili§ velky a buiikka nemusi mit dostacujici
kapacitu pro vyraznéj$i transkripci z Pdes.

Jak ukazuje souhrnny graf na obrazku Obr. 41 maximum [-galaktosidazové
aktivity bylo dosazeno kolem OD4sonm asi 0,500. Proto byla aktivita f-galaktosidazy pro
jednotlivé chladové Soky v této optické denzité vybrana k porovnani dosazenych maxim
B-galaktosidazové aktivity pro v8echny chladové $oky a vynesena do grafu na Obr. 42.

Zde je dobie vidét, Ze se s vét§im chladovym Sokem (vét§im rozdilem mezi optimalni
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teplotou kultivace a niz$i Ty) zvySuje aktivita B-galaktosidazy, ale pouze do teplotniho
rozdilu 15°C. Pfi vétSich teplotnich skocich byl naopak pozorovan men$i nartst
B-galaktosidazové aktivity.

Dalsi otazkou bylo, zda pro senzor membranové fluidity DesK je diilezitd zména
membrénové fluidity vyvoland sniZenim teploty nebo zda vnima uréitou fluiditu
membrany za danych teplotnich podminek.

Byl proto proveden experiment, kdy byla bakteridlni kultura péstovéana
vTk20°C a ve stejné optické denzit¢ jako u piedchozich teplotnich skokl byla
prenesena do Ty 15°C. Po pfenosu do niz8i Ty nebyl pozorovan ristovy lag, bakterialni
kultura ihned pokracovala v ristu s dobou zdvojeni typickou pro Ty 15°C (Obr. 38).
Hodnota p-galaktosidazové aktivity bezprostfedné¢ po chladovém Soku byla pomérné
vysoké (172 MU) oproti pfenostim kultury z Ty 40°C do nizSich Ty (Obr. 39 a Obr. 40).
Toto pozorovani svéd¢i o tom, Ze pti kultivaci v Ty 20°C (pfed chladovym $okem) je
v bakteridlni burice nenulovéa aktivita promotoru Pdes. Tato aktivita po ptenosu do
Tk 15°C dale naristala az k hodnotdm kolem 290 MU. Z porovnéani doby zdvojeni a
B-galaktosidazové aktivity naméfené po chladovém Soku 40-15°C a 20-15°C vyplyva,
Ze pokud jsou buriiky preadaptovany kultivaci v niZ$i teploté, s naslednym pfenosem do

niz§i kultivaéni teploty se lépe vyrovnavaji.
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Obr. 39 Aktivita B-galaktosidazy po pfenosu bakterialni kultury Bacillus subtilis M19
z vv§$i do nizsi kultivacni teploty (Ty). Pfenos z Ty 40°C do T 35°C je v grafu oznaen
40—35°C, stejnym zpusobem jsou oznaCeny ostatni chladové $oky. T (min) - doba
zdvojeni v minutich. Graf ukazuje pramér ze tii nezavislych provedeni. Sok byl
proveden po dosazeni ODys.m asi 0,150, pokusy byly ukonéeny po dosazeni maximalni
hodnoty aktivity (kromé systému 40 — 15°C, kde probihal velmi pomaly rist (Obr.

36).
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Obr. 40 Aktivita B-galaktosidazy po pfenosu bakterialni kultury Bacillus subtilis M19
zvv§8i do nizsi kultivaéni teploty (Ty) vynesena v zavislosti na ODyspnn. Prenos
z Ty 40°C do T, 35°C je v grafu oznacen 40—35°C, stejnym zpuisobem jsou oznadeny
ostatni chladové Soky. T (min)- doba zdvojeni v minutach. Graf ukazuje primér ze tfi
nezavislich provedeni. Sok byl proveden po dosazeni ODgsonm asi 0,150, pokusy byly
ukonéeny po dosazeni maximalni hodnoty aktivity (kromé systému 40 — 15°C, kde
probihal velmi pomaly rist (Obr. 36). V piipadé pifenosu 20 — 15°C byla zjisténa vy$§i
aktivita B-galaktosidazy i pfed pfenosem do nizsi T,, tedy ve stalé T, 20°C. coz
potvrdily nasledujici experimenty (Obr. 43).
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Obr. 41 Aktivita B-galaktosidazy po pfenosu bakterialni kultury Bacillus subtilis M19
zvv§$i do nizsi kultivadni teploty (Ty). Pfenos z Ty 40°C do Ty 35°C je v grafu oznaen
40 - 35°C, stejnym zpusobem jsou oznaeny ostatni chladové S$oky. Graf ukazuje praimér
ze tii nezavislych provedeni a shrnuje vysledky z predeslych obrazku (Obr. 40 a Obr. 41).
Na grafu vlevo je vidét Casovy posun narustu B-galaktosidazové aktivity po chladovych
$ocich. Tento posun je zpusoben rozdilnou ristovou rychlosti bakterialni kultury po rizné
velkém teplotnim skoku. Vliv rustové rychlosti je odstranén vynesenim
B-galaktosidazoveé aktivity proti ODyseny, — graf vpravo.
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Obr. 42 Aktivita B-galaktosidazy pii ODj4spnm 0,500 po prenosu bakteridlni
kultury Bacillus subtilis M19 zvyv$si do nizdi kultivaéni teploty. Pienos
z Ty 40°C do Ty 35°C je v grafu oznaden 40 - 35°C, stejnym zpusobem
jsou oznaeny ostatni chladové Soky. Graf ukazuje prumér ze tfi
nezavislych provedeni. Kazdy' sloupec zachycuje aktivitu B-galaktosidazy
po daném chladovém Soku v ODysgnm 0,500.
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4.2.2. Aktivita promotoru genu des v zavislosti na teploté
kultivace pfi stalé teploté kultivace

Piedchozi experimenty (Obr. 39 chladovy Sok 20-15°C) ukazaly, Ze i ve stalé
nizké teploté probiha transkripce z Pdes. Pro ovéfeni téchto pfedbéznych vysledki byla
provedena série experimenti, kdy byla stanovovana [-galaktosidazova aktivita
v riznych stalych Ti. Cilem bylo odpovédét na otazku, zda pii pfenosu do nizsi teploty
kultivace nedochézi pouze k vyrovnani aktivit Pdes charakteristickych pro jednotlivé
teploty kultivace.

Bakteridlni kultura byla péstovana po celou dobu ve stejné Ty a po dosazeni
urdité optické denzity byly odebirany vzorky na stanoveni B-galaktosidazové aktivity.
Aktivita Pdes byla sledovana v teplotnim rozsahu 40°C az 15°C v intervalu 5°C (Obr.
43). V uvedenych teplotach rostla bakterialni kultura s riznou dobou zdvojeni (kapitola
4.1.1), proto byla B-galaktosidazova aktivita sledovana riizné dlouhy ¢as (Obr. 43) a opét
vynesena proti ODysonm (Obr. 44).

Z vysledkli na obrazcich (Obr. 43 a Obr. 44) je vidét, Ze [-galaktosidazova
aktivita dosahuje v Ty 40°C, 35°C a 30°C pouze nizkych hodnot do 50 MU. V niz$ich
Tk 25°C, 20°C a 15°C B-galaktosiddzova aktivita stoupa az k hodnotam kolem 250MU.
Pribéh B-galaktosidazové aktivity v ¢ase nebyl zatim objasnén. Na otdzku, pro¢ aktivita
B-galaktosidazy v Case stoupa i ve stalé kultivacni teploté, kdy by méla byt konstantni,
nebyla nalezena odpovéd’. Nartist B-galaktosidazové aktivity v Case nesouvisi asi ani
s optickou denzitou, protoze v kazdé teploté je dosazeno maxima [-galaktosidazové
aktivity v jiné optické denzit€ (Obr. 44). Ani v dostupné literature se dosud nikdo
nezabyval pribé¢hem B-galaktosidazové aktivity v €ase, nebylo proto mozné dosazené
vysledky porovnat s jiz publikovanymi.

Pro srovnani B-galaktosiddzové aktivity v riznych stalych teplotach, byly
vybrany vzdy prvni naméfené hodnoty (hodnoty v ¢ase méfeni 0 hodin) a vyneseny do
grafu (Obr. 45). Obrazek ukazuje, Ze jsou zde dvé skupiny teplot: nizké teploty
(Tx 15°C, 20°C a 25°C), kdy je B-galaktosidazova aktivita srovnatelné velka, a vysoké
teploty (Tx 30°C, 35°C a 40°C), kdy je B-galaktosidazova aktivita srovnatelné nizka.
Zajimavy je také ostry pfechod mezi Ty 30°C a Ty 25°C. Tyto vysledky naznaluji, Ze
bakterialni burika ve stalé kultivaéni teploté rozliSuje pouze dva stavy membrany:
rigidni nebo fluidni membranu, pficemz v Ty 30°C je je§t€ membranova fluidita
dostate¢na a v Ty 25°C uz burika pocituje sniZzenou fluiditu a reaguje na ni zvy$enou

transkripci z Pdes.
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Obr. 43 Aktivita B-galaktosidazy pfi kultivaci Bacillus subtilis M19 v riznych stalych
teplotach. Teplota kultivace je vyznaCena v kazdém grafu v pravém homim rohu.
T (min) - doba zdvojeni v minutach. Graf ukazuje prumér ze tfi nezavislych provedeni.
Odbéry na stanoveni aktivity B-galaktosidazy byly zahajeny pfi ODjsonm asi 0,150,
pokusy byly ukonceny po dosazeni maximalni hodnoty aktivity,

97



Vysledky

350 350
40°C 35°C
300 300
250 250
5 5
200 € 200
1 2
3 g
2 150 150
2 K
H H
100 100
o
50 50 o 8 g 8o 4
T=20 min oo =23 min
0 ﬂh.ﬁ#:g_ 0 . r . r .
[} 05 1 15 2 25 3 0 05 1 15 2 25 3
ODior (450nm) ODx,, (450nm)
350 — 350
30°C . 25°C
300 300 »
250 250 - + a
o > L
E X T
2 200 £ 200 L] b
> >
£ 150 2 150
s s
H H
100 100
50 | T=38 min 50 1
-’/.—-kt. P T=63 min
0 . 0 . .
0 05 1 15 2 25 3 0 0.25 05 075 1 125 15
OD,,, (450nm) 0D\, (450nm)
[T — 350 —
20°C ' 15°C
300 300
250 250 -
g ;‘ e ™ .
2 200 £ 200 -+
3 3
3 >
2 150 2 150
2 2
H H
100 100
50 50
T=120 min T=284 min
0 0 . .
0 0.25 05 075 1 125 15 0 0,25 05 075 1 125 15
ODy,, (450nm) ODy, (450nm)

Obr. 44 Aktivita B-galaktosidazy pfi kultivaci Bacillus subtilis M19 v riznych stalych
teplotach vynesena proti ODysonm. Teplota kultivace je vyznadena v kazdém grafu
v pravém homim rohu. T (min) - doba zdvojeni v minutach. Graf ukazuje prumér ze tfi
nezavislych provedeni. Odbéry na stanoveni aktivity B-galaktosidazy byly zahajeny
pti ODysonm asi 0,150, pokusy byly ukonceny po dosazeni maximalni hodnoty aktivity'.
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Obr. 45 Aktivita B-galaktosidazy pii kultivaci Bacillus subtilis M19
vruznych stalych teplotaich. Graf ukazuje pramér ze tfi nezavislych
provedeni a shmuje vysledky zachycené na Obr. 43 a Obr. 44. Kazdy
sloupec predstavuje hodnotu B-galaktosidazové aktivity naméfenou pii
prvnim odbéru na jeji stanoveni, tedy v OD4sonm asi 0,150.
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4.3. Protokol pro testovani membranové aktivnich

latek

Membranové aktivni latky jsou latky, které ovliviiuji fluiditu membrany, mohou
zpusobovat ztekuceni (fluidizaci) nebo naopak ztuhnuti (rigidizaci) membrany. Utinek
membranové aktivnich latek byl sledovan in vivo — vliv na dobu zdvojeni a aktivitu
promotoru genu desaturazy, in vitro byla pozorovana zména fluidity izolovanych
bakterialnich membran pomoci méfeni anizotropie fluorescence DPH (kapitola 3.12.1).

Pro nalezeni optimalnich podminek pro testovani membranové aktivnich latek
byl zvolen benzylalkohol. Benzylalkohol je zndmé fluidiza¢ni €inidlo. jehoz u€inky na

membranu byly prokazany (KONOPASEK et al. 2000).

4.3.1. Teplotni podminky

Benzylalkohol jako fluidiza¢ni latka by mél v podminkach, kdy dochazi
k transkripci z Pdes, snizovat fluiditu membrany a tim i expresi genu des. Na naSem

pracovi§ti se dlouhodobé zabyvame charakterizaci odpovédi Bacillus subtilis
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na chladovy 3ok 40-20°C, proto byl pravé tento teplotni pokles vybran pro otestovani
vlivu benzylalkoholu na fluiditu membrany a na zménu signalizace proteinem DesK.

Byl proveden experiment, kdy byl SmM benzylalkohol ptidan k rostouci kulture
tésné pred chladovym Sokem 40-20°C. Byla porovnana aktivita B-galaktosidazy po
chladovém Soku 40-20°C s pfidavkem benzylalkoholu a bez benzylalkoholu (Obr. 46
nahofe). Benzylalkohol o koncentraci SmM snizil aktivitu B-galaktosidazy velmi
vyrazn€, to znamenda, Ze benzylalkohol sniZuje membranovou fluiditu takovym
mechanizmem, ktery je schopen zaznamenat senzor membranové fluidity DesK a
reagovat na to snizenou transkripci z Pdes.

Dalsi experiment zahrnoval kultivaci bakterii za stalé Ty 20°C. Kdyz bakterialni
kultura dosédhla OD4sonm 0,150, byl pfiddn SmM benzylalkohol a byly odebirany vzorky
na stanoveni B-galaktosidazové aktivity. Aktivita v porovnani s kontrolnim vzorkem
bez ptidavku benzylalkoholu klesala (Obr. 46) - to znamena, Ze transkripce z Pdes byla
vypnuta a jiz nasyntetizovand P-galaktosiddza byla vyfed’ovana v rostoucich burikach.
Benzylalkohol je schopen nejenom zabranit expresi genu des po chladovém S$oku, ale
také uz probihajici transkripci ve stalé Ty 20°C zastavit.

Vzhledem k nejasnostem v pribéhu B-galaktosidazové aktivity v Case ve stalé
Tk 20°C (kapitola 4.2.2), byl zvolen pro dalsi testovani membranové aktivnich latek
chladovy 3ok 40-20°C, ktery umoziuje lepsi porovnani u¢inku téchto latek na aktivitu

B-galaktosidazy.
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Obr. 46 Aktivita [-galaktosidazy v ruznych teplotnich podminkach
po pusobeni SmM benzylalkoholu. Graf nahofe: aktivita B-galaktosidazy
po chladovém S$oku 40-20°C bez pfidavkn (modfe) a s pfidavkem
benzylalkoholu (Cerven¢€). Benzylalkohol byl pfidan tésné pfed chladovym
Sokem, v ODysonm asi 0,150. Graf dole: aktivita B-galaktosidazy ve stalé

teploté kultivace 20°C bez piidavku (modfe) a s pifidavkem benzylalkoholu
(Cerveng). Benzylalkohol byl ptidan v ODysgnm asi 0,150.
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4.3.2. Meéreni anizotropie fluorescence DPH

Utinek membranové aktivnich latek in vitro byl testovan pomoci méfeni
anizotropie fluorescence DPH (kapitola 3.12.1). Kizolovanym bakteridlnim
membranam resuspendovanym v Tris-HCI pufru byl postupné piidavan benzylalkohol
na kone¢nou koncentraci 2mM, 5mM a 10mM pii teploté méfeni 20°C a 40°C. Po
kazdém pridavku byla zméfena anizotropie DPH (Obr. 47 nahote). Pfi teploté¢ méfeni
20°C byla vychozi anizotropie samotnych membran bez benzylalkoholu 0,250. Se
zvySujici se koncentraci benzylalkoholu anizotropie klesala az k hodnoté 0,147. Pfi
meéfeni v teplot€ 40°C byla vychozi anizotropie 0,177 a s pfidavky benzylalkoholu
klesala k hodnoté 0,108. Snizujici se hodnota anizotropie fluorescence DPH za stélé
teploty vypovida o fluidizaci membrany vyvolané pisobenim benzylalkoholu.

Prestoze predchozi vysledky poskytuji informaci o rozdilu hodnoty anizotropie
fluorescence mezi 40°C a 20°C a také o zméné hodnoty anizotropie po piidavcich
benzylalkoholu, neni moZné spojit tyto zmény hodnot anizotropie (zmény fluidity)
s odpovidajici zménou teploty. Pro odhad, jak velky vzestup teploty je imitovan
pfidavkem benzylalkoholu, je nutné zméfit teplotni zavislost anizotropie DPH
vizolovanych bakteridlnich membrdnich a teplotni zavislost anizotropie DPH
v membréanach s pfidavkem benzylalkoholu. Ze vzdjemného posunu téchto teplotnich
zavislosti anizotropie DPH v membranach lze na ose y (anizotropie DPH) pii dané
teploté¢ méfeni odecdist, jak velkou zménu anizotropie DPH (zménu fluidity) zpisobi
ptidavek benzylalkoholu, a na ose x (teplota, °C) lze zjistit, jak velké teplotni zméné
odpovida tato zména fluidity (Obr. 47)

Byly proto naméreny teplotni zavislosti anizotropie DPH. Kontrolnim vzorkem
byly samotné izolované membrany v pufru, vzorek byl vytemperovan na 40°C a poté
pomalu ochlazovéan na 20°C, pfitom byla méfena anizotropie DPH. K dal§imu vzorku
membran byl pfidan benzylalkohol v koneéné koncentraci SmM, vzorek byl dale
zpracovan jako vzorek kontrolni. Naméfené teplotni zavislosti zachycuje Obr. 47.
Z obrazku je patrné, Ze s klesajici teplotou roste hodnota anizotropie DPH, tedy klesa
fluidita membrany. U vzorku membran s pfidavkem SmM benzylalkoholu je teplotni
zavislost vyrazné posunuta smérem k niz§im hodnotdm anizotropie DPH, to svéd¢i o
zvySené fluidité takto oSetfenych membran. Je také vidét, Ze teplotni zavislosti nejsou
uplné rovnobeézné, efekt benzylalkoholu na fluiditu membrany byl vétsi v niZsich

teplotach. Posun teplotnich zavislosti (teplotni rozdil odpovidajici stejné hodnoté
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anizotropie u srovndvanych membran) je mozné uréit jako rozdil teplot, které
odpovidaji stejnym hodnotdm anizotropie DPH vybranych zjedné a druhé kiivky.
V tomto pfipadé ¢inil teplotni posun asi 20°C.

Pro dal$i experimenty bylo tedy zvoleno méfeni anizotropie fluorescence
v celém teplotnim rozsahu 40°C az 20°C C jako méfeni s vy$si vypovidaci hodnotou
a porovnavan posun teplotni zavislosti anizotropie DPH vzorku samotnych membréan

a vzorku membran po plisobeni membranové aktivni latky.
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Obr. 47 Vliv benzylalkoholu na anizotropii fluorescence DPH
izolovanych bakteridlnich membran. Graf nahofe: anizotropie DPH byla
méfena ve stalé teplot€¢ 20°C (modie) a 40°C (Cervené). Po ustaleni hodnot
anizotropie DPH byl postupné pfidivan benzylalkohol na konecné
koncentrace 2mM, 5SmM a 10mM. Graf dole: anizotropie DPH byla méfena
vzavislosti na teploté. Benzylalkohol o koncentraci 5mM byl
k membranam piidan ve 40°C a po ustaleni hodnot anizotropie DPH byla
naméfena teplotni zavislost anizotropie DPH (Cervené). Teplotni zavislost
anizotropie DPH samotnych bakterialnich membran je znazornéna modre.
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4.4. Membranové aktivni latky s fluidiza¢nim
ucCinkem: alkoholova rada

V predchozim experimentu bylo prokézano, ze SmM benzylalkohol ovliviiuje
membranovou fluiditu takovym zplisobem, ktery vnimé senzor membranové fluidity
DesK - DesK reaguje na sniZzeni fluidity membrany sniZenou transkripci z Pdes
(kapitola 4.3.1). Uginky benzylalkoholu na rtst bakterialni kultury Bacillus subtilis a na
fluiditu izolovanych bakteridlnich membran byly jiz dfive studovany v nasi laboratofi
(KONOPASEK et al. 2000). Benzylalkohol zkracoval délku ristového lagu po pfenosu
rostouci bakteridlni kultury z Ty 40°C do 20°C a fluidizoval izolované bakterialni
membrany. V této drivéj$i praci byl také sledovan vliv ethanolu. Bylo zjisténo, ze
ethanol prodluzoval délku ristového lagu po chladovém Soku a mirné ztekucoval
izolované bakteridlni membrany. P¥idavek ethanolu té€sné pfed chladovym $okem zvysil
zastoupeni vétvenych mastnych kyselin na ukor nenasycenych mastnych kyselin
(KONOPASEK et al. 2000). I kdyz plsobeni ethanolu na membranu je komplexni
proces, ktery zahrnuje mino jiné ovlivnéni aktivity nékterych membranové vazanych
proteini (ALMEIDA et al. 1986), sniZzeni obsahu nenasycenych mastnych kyselin po
chladovém $oku vlivem ptidavku ethanolu by mohlo vypovidat o vypnuti transkripce
genu des.

Zatimco benzylalkohol, ktery patii mezi vyssi alkoholy, naruSuje membranovou
strukturu v oblasti hydrofobniho jddra membrany (INGRAM 1976), v pfipadé ethanolu
bylo dokazéno, Zze se véze do oblasti polarnich hlavicek fosfolipidi (BARRY a
GAWRISCH 1994). Odli$nost v plisobeni téchto dvou alkoholtli je dana jejich riznou
polaritou. U alkoholi byl prokazan ucinek na membranovou fluiditu v zavislosti na
jejich délce (HO a STUBBS 1997). Podle po¢tu uhliki piisobi alkoholy v riizné hloubce
membrany. Pfedpokladala jsem, Ze senzor membranové fluidity DesK by mohl byt
citlivy ke zménam fluidity v rizné hloubce membrany vyvolané alkoholy s jinym
poctem uhliki a tuto hypotézu jsem testovala v mé praci.

Byly otestovany alkoholy sriizné¢ dlouhym uhlikatym fetézcem: ethanol,
propanol, butanol, benzylalkohol a oktanol. Vzhledem k tomu, Ze délka fetézce urcuje
nejen misto pisobeni alkoholu v membrané, ale také jak ochotné se bude dany alkohol
vazat do membrany, li§ily se u€inné koncentrace jednotlivych alkohold i o nékolik fadu.

Utinek alkoholii byl testovan podle vye uvedeného protokolu (kapitola 4.3).
Bakterialni kultura byla péstovana v Ty 40°C, dvé minuty pied pfenosem do Ty 20°C
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byl pfidan alkohol a po chladovém Soku byly odebirany vzorky na stanoveni
B-galaktosidazové aktivity. Byla sledovana také zména doby zdvojeni po chladovém
$oku. Membranova fluidita byla méfena na izolovanych bakteridlnich membranach
pomoci anizotropie fluorescence DPH v teplotnim intervalu 40°C az 20°C.

Pfi kazdém sledovani vlivu rliznych koncentraci ur€itého alkoholu na aktivitu
B-galaktosidazy byla stanovena aktivita v kontrolnim vzorku. Kontrolnim vzorkem byla
rostouci bakteridlni kultura, ktera byla pienesena z Ty 40°C do Ty 20°C, ale pfed
chladovym Sokem nebyl pfidan alkohol. V nasledujicich kapitolach je porovnavana
B-galaktosidazova aktivita po pfidavku alkoholu s kontrolou, kterd byla naméfena ve
stejny den. Proto se aktivita B-galaktosidazy kontrolnich vzorki 1i§i v ramci grafu, které
shrnuji pisobeni nékolika koncentraci jednoho alkoholu. Pruiméma B-galaktosidazova
aktivita kontrolnich vzorku je vynesena do grafu na Obr. 48. Pokud se B-galaktosidazova
aktivita vzorku, ke kterym byl pfidan alkohol, pohybovala v rozmezi smérodatnych
odchylek prumérné B-galaktosidazové aktivity kontrolnich vzorki, byla tato aktivita

povazovana za neovlivnénou alkoholem.
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Obr. 48 Aktivita B-galaktosidazy po chladovém $oku 40-20°C. Graf zachycuje pramér
z 15 nezavislych provedeni.

Alkoholy jako latky s fluidiza¢nim ufinkem by mély po chladovém Soku
snizovat aktivitu P-galaktosidazy, pusobi totiz proti rigidizaci membrany vvvolané
nahlym poklesem teploty. Pfedpokladala jsem tento obecny mechanizmus pusobeni
alkoholu: po chladovém $oku, kterému piedchazel ptidavek alkoholu, by membranovy
protein DesK mél zaznamenat men$i ztuhnuti membrany a transkripce z promotoru

genu des by se méla snizit. Fluidita izolovanvch bakterialnich membran by se méla po

106



Vysledky

ptidavku alkohold zvysit a hodnoty anizotropie fluorescence DPH by se mély sniZzit
oproti kontrole bez alkoholu. Je pfitom zapotiebi z hlediska tohoto efektu zaroven
uvazovat jen takové koncentrace alkoholl, které zéarover jen zanedbatelné ovliviiuji
ristovou rychlost. U koncentraci, které ovliviiuji ristovou rychlost, je nebezpeci, Ze je
pokles transkripce genu des vyvolan nespecifickym u¢inkem alkoholu na transkripci

nebo proteosyntézu.

4.4.1. Ethanol

Ethanol je kratka polarni molekula, ktera je dobfe misitelna s vodou, proto se
do fosfolipidové dvojvrstvy vaze jen omezené. V oblasti membrany zdstava v blizkosti
polarmich hlavi¢ek fosfolipidd a nepronikd hloubéji do membrany (BARRY a
GAWRISCH 1994). Uginné koncentrace, které ovliviiovaly membranovou fluiditu tak,
aby byla sniZena transkripce z promotoru genu des, byly vysoké a vyrazné pisobily
na rist bakterialni kultury.

Koncentrace ethanolu 428mM a 856mM (2,5% a 5%) zvySily dobu zdvojeni
po chladovém $oku 40-20°C ze 187 minut na 220 a 283 minut (Obr. 49A). Membranova
fluidita méfena jako pokles anizotropie fluorescence DPH byla zvySena vysokou
koncentraci ethanolu (856mM) pouze mimé a dal§i zvySeni koncentrace ethanolu
(1284mM) nevedlo k dal§imu snizeni anizotropie (Obr. 49B). Posun teplotni zavislosti
anizotropie DPH zpisobeny 856mM ethanolem ¢inil pouze 2°C (zména anizotropie
DPH vyvolana pfidavkem 856mM ethanolu odpovidala takové zméné, ktera by byla
zplsobena zménou teploty pouze o 2°C).

Pro koncentrace ethanolu 428mM a 856mM byl otestovan vliv téchto
koncentraci na aktivitu p-galaktosidazy, kterd odrazi aktivitu prepisu promotoru genu
des. Niz8i koncentrace 428mM nezpilsobila snizeni aktivity p-galaktosidazy. Vyssi
koncentrace 856mM velmi vyrazné sniZila aktivitu B-galaktosidazy (Obr. 49C a Obr.
49D).

Ethanol fluidizuje membrany bakterialnich bunék po chladovém $oku a sniZuje
tak aktivitu promotoru genu des. Na izolovanych membranach v$ak byla naméfena jen
mala zména fluidity. To je mozné vysvétlit tak, Ze ethanol ptisobi v oblasti polarnich
hlavicek fosfolipidii, zatimco hydrofobni sonda DPH se zabudovava spiSe do hlubSich
vrstev membréany (kapitola 3.12). Sonda DPH tak nezachyti zmény fluidity vyvolané

ethanolem.
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Nelze v8ak zcela vylou¢it ani moznost inhibi¢niho pusobeni ethanolu

na celkovou fyziologii bakteridlni buiikky véetné inhibice transkripce.

Vysoka

koncentrace (856mM). ktera snizi aktivitu B-galaktosidazy, zarovenn zvySuje dobu

zdvojeni téméf o 50% a pravdépodobné naru$uje bakteridlni buriku nejen na urovni

membrany. SniZeni exprese genu des miize byt proto vvvolano omezenim buné¢ného

metabolizmu vcetné transkripce.
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Obr. 49 Vliv ethanolu (ET) na dobu zdvojeni po chladovém $oku 40-20°C (A). Posun
teplotnich zavislosti anizotropie DPH po pusobeni ethanolu (B). Aktivita B-galaktosidazy
po chladovém $oku 40-20°C bez pridavku a s pfidavkem ethanolu v zavislosti na case (C).
Aktivita B-galaktosidazy po chladovém Soku 40-20°C bez piidavku a s piidavkem ethanolu

v zavislosti na ODjsenm (D).

108



Vysledky

4.4.2. Propanol

Propanol je kratkd polami molekula, ktera se dobfe rozpousti ve vodé.
V membrané zilstava v blizkosti polarnich hlavicek fosfolipidi, nepronika pf#ilis
hluboko do nitra membrany (KIM et al. 1993).

Testované koncentrace propanolu (34mM, 68mM a 136mM) neovliviiovaly
dobu zdvojeni po chladovém Soku 40-20°C (Obr. 50A). Pro méfeni anizotropie
fluorescence DPH byl vybran dvojnasobek koncentrace, ktera jest¢ nezvySovala dobu
zdvojeni. Koncentrace propanolu 272mM vyvolala jen maly posun teplotni zavislosti
(Obr. 50B). Fluidizace izolovanych membran propanolem odpovidala zvySeni teploty
o0 3°C.

Ptestoze propanol nezplisoboval prodlouzeni doby zdvojeni a fluiditu membrany
méfenou pomoci anizotropie fluorescence DPH zvySoval pouze nepatmé, jiz
koncentrace 34mM mimé snizila aktivitu B-galaktosidazy a koncentrace 68mM
zastavila transkripci z promotoru genu des plné (Obr. 50C a Obr. 50D).

Rozpor mezi malym vlivem vysoké koncentrace (272mM) propanolu na fluiditu
izolovanych membran a vyraznym uéinkem niz3ich koncentraci (34mM a 68mM) na
aktivitu B-galaktosidazy, lze vysvétlit stejnym zplisobem jako v pfipadé pisobeni
ethanolu. Propanol ovliviiuje uspofadani membrany spiSe v jeji horni vrstvé v blizkosti
polamich hlavi¢ek fosfolipidii, zatimco sonda DPH monitoruje zmény v usporadani
hydrofobniho jadra membrany.

Protoze koncentrace propanolu u¢inné snizujici aktivitu p-galaktosidazy
nezplsobuji narlist doby zdvojeni bakteridlni kultury po chladovém 3oku, lze vliv
propanolu na sniZeni transkripce z promotoru genu des po chladovém $oku interpretovat
jako pfimy u¢inek na membranovou fluiditu, ktery vnima senzor DeskK.

Koncentrace propanolu, které ucinné sniZzovaly aktivitu B-galaktosidazy po
chladovém Soku 40-20°C, byly pfiblizné desetkrat niz§i nez ucinné koncentrace

ethanolu.

109



Vysledky

A 3 B o200
= OmMMPR
0260 1 = 272mMPR
275
- 0240
<
£ 0220
3 250 1 . |
2 &
-
2 ® 0200
2 225 e
s £ 0.180 .
S 2
R 200 ® 0.160
<
F-3
S 0.140
175 SR
\ G T ——— o 0.120 1
150 v . T 0.100 —r T ———
0 25 50 75 100 125 150 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
koncentrace propanolu (mM) teplota méfeni (°C)
C i D 5
s OmMMPR Pienos 40—20°C s O0mMPR Pfenos 40—-20°C
300 s 4 mMPR 300 a 3dmMPR
68 mM PR 68 mM PR
. 136 mM PR 136 mM PR
250 250
£ z
2 2
200 200
4 z
2 150 e 150
s 2
H F
100 100
50 50
o o
B 8B gooBBo #g meaad Bo
oW . . . 0 . . .
0 1 2 3 4 5 [ 0 01 02 03 04 05 08 07
2as (h) 0Dy, (450nm)

Obr. 50 Vliv propanolu (PR) na dobu zdvojeni po chladovém $oku 40-20°C (A). Posun
teplotnich zavislosti anizotropie DPH po pusobeni propanolu (B). Aktivita
B-galaktosidazy po chladovém Soku 40-20°C bez piidavku a s pfidavkem propanolu
v zavislosti na Case (C). Aktivita B-galaktosidazy po chladovém Soku 40-20°C bez
pridavku a s pfidavkem propanolu v zavislosti na ODysgym.(D).

4.4.3. Butanol

Butanol se fadi mezi kratké alkoholy. Je méné polarni nez alkoholy s krat§im
fetézcem a s vodou je omezené misitelny — pfiblizn€ do koncentrace IM (LY a LONGO
2004). Mél by se tedy do membrany zabudovavat efektivnéji neZz propanol. Protoze
s délkou uhlikatého fetézce alkoholu roste jeho ucCinnost naru$ovani mechanickych
vlastnosti membrany (LY a LONGO 2004), mély by byt koncentrace snizujici aktivitu
B-galaktosidazy niz8i nez u propanolu. Piekvapivé byly ale ucinné koncentrace butanolu

asi dvakrat vétsi nez u propanolu.
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Koncentrace butanolu 100mM a 125mM zvysily dobu zdvojeni po chladovém
Soku 40-20°C pomémé malo (194 a 196 minut oproti kontrole, ktera rostla s dobou
zdvojeni 180 minut). Koncentrace 150mM méla véts$i dopad na dobu zdvojeni po
chladovém $oku (228 minut, Obr. 51A).

Meéfeni vlivu butanolu na fluiditu izolovanych bakteridlnich membran pomoci
anizotropie fluorescence DPH odhalilo, Ze se zvy3ujici se koncentraci butanolu se
zvétSuje posun teplotnich zavislosti (Obr. 51B). Koncentrace butanolu 100mM
zpusobila zvySeni fluidity, které by odpovidalo zvyseni teploty o 5°C, koncentrace
125mM o 7°C a koncentrace 150mM o 8°C. Pidsobeni butanolu v hlubsich vrstvach
membrany registruje sonda DPH a na fluidizaci membrany butanolem reaguje zménou
svych fyzikalnich vlastnosti.

S rostouci koncentraci butanolu dochéazelo k postupnému snizovani aktivity
B-galaktosidazy (Obr. 51C a Obr. 51D). Koncentrace 125mM snizila aktivitu
B-galaktosidazy zhruba o polovinu a zéaroveri posunula teplotni zavislost anizotropie
DPH o 7°C, to by znamenalo, Ze buiika vniméa plisobeni butanolu na membranu jako
zvyseni teploty, na které odpovida sniZenou transkripci z promotoru Pdes.

Stejné jako ethanol by butanol také mohl ovliviiovat celkovou fyziologii
bakterialni buiiky a tim i nespecificky inhibovat transkripci. Snizeni aktivity
B-galaktosiddzy by pak bylo dano timto inhibiénim vlivem butanolu, pfestoze
koncentrace 100mM a 125mM nemély vyrazny vliv na dobu zdvojeni po chladovém
Soku. MozZnost nespecifického toxického plisobeni butanolu na bakterialni buiiku vsak
naznacuji experimenty, kdy byl vliv butanolu na dobu zdvojeni testovan v Ty 40°C
(Tab. 5). V Tk 40°C koncentrace 100mM (nejnizsi koncentrace, kterd snizila aktivitu
B-galaktosidazy po chladovém S3oku) zpisobila zvySeni doby zdvojeni o 50%, coz

vypovida o vyrazném poskozeni bakterialni buriky.

Tab. 5 Doby zdvojeni Bacillus subtilis M19 v Ty 40°C v zavislosti na koncentraci
butanolu.

koncentrace butanolu (mM) doba zdvojeni T (min)

0 20
50 23
100 30

200 neroste
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Obr. 51 Vliv butanolu (BT) na dobu zdvojeni po chladovém $oku 40-20°C (A). Posun
teplotnich zavislosti anizotropie DPH po pusobeni butanolu (B). Aktivita
B-galaktosidazy po chladovém Soku 40-20°C bez pfidavku a s pfidavkem butanolu
v zavislosti na Case (C). Aktivita B-galaktosidazy po chladovém Soku 40-20°C
bez piidavku a s pridavkem butanolu v zavislosti na ODspq. (D).

4.4.4. Benzylalkohol

Benzylalkohol mé sedm uhliki dlouhy fetézec. ale od ostatnich pouzitvch

alkohola se li§i svou strukturou: je to planarni cyklickd molekula. Benzylalkohol je

hydrofobni, dobfe se zabudovava do membrany a pisobi v oblasti hydrofobniho jadra

membrany (HO a STUBBS 1997). Koncentrace, které ucinné snizovaly aktivitu
B-galaktosidazy po chladovém $oku 40-20°C, byly nizké v fadu nékolika mM.

Koncentrace benzylalkoholu 2mM, SmM a 10mM nemély téméf Zadny vliv na

dobu zdvojeni po chladovém Soku 40-20°C (Obr. 52A). Pfi méfeni anizotropie
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fluorescence DPH byly pro tyto koncentrace zji§tény velké posuny teplotnich zavislosti

(Obr. 52B). Jiz nejmensi koncentrace benzvlalkoholu 2mM zpusobila zménu fluidity,

ktera by odpovidala zvy$eni teploty o 12°C. Pro koncentraci SmM to byl posun asi

0 20°C a pro nejvys8i pouzitou koncentraci 10mM byl posun teplotni zavislosti tak

velky. Ze se pro méfeny teplotni rozsah (40°C az 20°C) nedal urcit. Benzylalkohol

pusobi hluboko v membrané, tedy ve stejné oblasti, kterou monitoruje sonda DPH,

proto méfeni anizotropie fluorescence citlivé odhalilo koncentraéné zavislé fluidiza¢ni
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Obr. 52 Vliv benzylalkoholu (BA) na dobu zdvojeni po chladovém Soku 40-20°C (A).
Posun teplotnich zavislosti anizotropie DPH po pusobeni benzylalkoholu (B). Aktivita
B-galaktosidazy po chladovém $oku 40-20°C bez piidavku a s pfidavkem benzylalkoholu
v zavislosti na ase (C). Aktivita B-galaktosidazy po chladovém $oku 40-20°C bez pridavku

a s ptidavkem benzylalkoholu v zavislosti na ODjsepn. (D).
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Koncentrace benzylalkoholu 2mM zpisobila velké snizeni aktivity
B-galaktosidazy po chladovém Soku 40-20°C (Obr. 52C a Obr. 52D). Vy3si koncentrace
(5mM a 10mM) zastavily transkripci z promotoru Pdes téméF uplné. To je v souladu
s vysledky ziskanymi pomoci méfeni anizotropie fluorescence DPH. Koncentrace SmM
a 10mM zvySuji fluiditu membrany po chladovém $oku natolik, Ze bakteridlni buiika

neciti vliv teplotniho skoku na fluiditu membrany.

4.4.5. Oktanol

Oktanol je tvofen fet€zcem osmi uhlikd. Parti¢ni koeficient oktanolu je velmi
vysoky (logP=2,97) (LY a LONGO 2004), proto se oktanol velice ochotné vaze do
membrany. Oktanol byl alkohol s nejdel§im uhlikovym fetézcem pouzity v této praci,
k ovlivnéni membranové fluidity proto postaCily nejniZzsi koncentrace ze vsech
alkoholii. Koncentrace, které G¢inné sniZovaly aktivitu p-galaktosidazy po chladovém
Soku 40-20°C, nepiekrocily ImM.

Testované koncentrace oktanolu (0,25mM, 0,5mM a ImM) neprodluzovaly
dobu zdvojeni po chladovém $oku 40-20°C (Obr. 53A). Anizotropie fluorescence DPH
zaznamenala pouze maly posun teplotni zavislosti v pfitomnosti ImM oktanolu oproti
kontrole. Teplotni posun ¢inil jen 4°C (Obr. 53B).

Aktivitu B-galaktosidazy po chladovém 3oku 40-20°C sniZzovaly koncentrace
0,25mM a 0,5mM. Vys3i koncentrace oktanolu (1mM) vypnula transkripci z Pdes tiplné
(Obr. 53C a Obr. 53D). Ze stanoveni B-galaktosidazové aktivity po chladovém $oku
v pfitomnosti oktanolu vyplyva, Ze oktanol fluidizuje membranu dostate¢né. MoZnym
vysvétlenim, pro¢ sonda DPH nezachytila ztekuceni membrany po pfidavku oktanolu,
je, Ze oktanol je kotven svou OH skupinou k polarnimu povrchu membrany (WAN et al.
2002). Oktanol by pak pisobil spiSe v hornich vrstvé membrany, jejiz zménu

usporadanosti DPH neciti.
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Obr. 53 Vliv oktanolu (OT) na dobu zdvojeni po chladovém $oku 40-20°C (A). Posun
teplotnich zavislosti anizotropie DPH po pasobeni oktanolu (B). Aktivita B-galaktosidazy
po chladovém S$oku 40-20°C bez pfidavku a s pfidavkem oktanolu v zavislosti
na §ase (C). Aktivita B-galaktosidaizy po chladovém Soku 40-20°C bez pridavku a
s pfidavkem oktanolu v zavislosti na ODjsgpn. (D).

4.5. Membranové aktivni latky s rigidiza¢nim

ucinkem

Pii testovani latek s fluidizatnim ucinkem bvlo prokazano. ze tyvto latky jsou

schopny zpusobit takové ztekuceni membrany po chladovém $oku, na které reaguje
senzor membranové fluidity DesK zménou signalizace, a v kone¢ném dusledku je
sniZzena transkripce z promotoru genu des (kapitola 4.4). Dal$im cilem bylo ovéfit, zda

mohou membranové aktivni latky pusobit i opatnym smérem, tedy zda mohou za
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izotermalnich podminek vyvolat takové ztuhnuti membrany, které by registroval senzor
DesK a spustil by expresi genu des.

Pro sledovani u¢inku membranové aktivnich latek na rigidizaci membrany byly
vybrany na zakladé dosud publikovanych literarnich udajii dimethylsulfoxid (DMSO),
cholesteryl-hemisukcinat (CHS), kyselina palmitova a hlinité ionty.

Dimethylsulfoxid a cholesteryl-hemisukcinat jsou bézné pouzivana rigidizacni
¢inidla. Jejich rigidiza¢ni u¢inky byly prokazany nejen na urovni membrany pomoci
méfeni anizotropie fluorescence DPH (YULI et al. 1981; GORVEL et al. 1984), ale
byla popséna také odpovéd’ bun€k na rigidizaci membrany zplisobenou DMSO
(PANADERO et al. 2006) a CHS (WOLACH et al. 1992) prostfednictvim ovlivnéni
membranové vazanych proteind.

Je znamo, Ze piidavek nenasycenych mastnych kyselin té€sné pred pfenosem
rostouci kultury Bacillus subtilis do niz$i kultiva¢ni teploty snizi expresi genu des po
chladovém Soku (AGUILAR et al. 2001). Pfidavek nasycenych mastnych kyselin by
mohl naopak indukovat expresi genu des za optimalni teploty kultivace. Pro ovéfeni
tohoto predpokladu byla zvolena nenasycend mastna kyselina palmitova, ktera by se
mohla zabudovat do membrany a zpiisobit jeji rigidizaci.

Pomoci méfeni generalizované polarizace Laurdanu bylo zji§téno, Ze hlinité
ionty rigidizuji lipozomy slozené z dimyristoylfosfatidylcholinu a
dimyristoylfosfatidylserinu a posunuji jejich teplotu fazového ptechodu do vysSich
hodnot (VERSTRAETEN a OTEIZA 2000).

Stejné jako pii testovani membranove aktivnich latek s fluidizaénim u¢inkem,
byl i v pfipad¢ rigidiza¢nich latek sledovan jejich vliv na dobu zdvojeni a posun
teplotnich zavislosti anizotopie fluorescence DPH. Bakterialni kultura Bacillus subtilis
byla péstovana v optimalni teplot¢ 40°C (neni-li uvedeno jinak), po dosazeni urcité
optické denzity (ODasonm) bylo pfidano rigidiza¢ni ¢inidlo a byly odebirdny vzorky na
stanoveni B-galaktosidazové aktivity.

DMSO, CHS, kyselina palmitovd a hlinité ionty by mély jako latky
s pfedpokladanym rigizaénim u¢inkem zvySovat hodnoty anizotropie fluorescence DPH
a indukovat transkripci z promotoru Pdes, tedy zvysit aktivitu p-galaktosidazy

v optimalni teploté kultivace (bez prenosu do nizsi teploty).
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4.5.1. Dimethylsulfoxid

Dimethylsulfoxid (DMSO) je latka dobfe misitelna s vodou. Bylo zji§téno, ze
na membranu piisobi v oblasti polarnich hlavi¢ek fosfolipidi (GORDELIY et al. 1998)
a zvy$uje teplotu fazového pfechodu umélych lipozomad.

Vliv DMSO na dobu zdvojeni byl sledovan pfi Tx 40°C s koncentracemi:
70,5mM, 141mM, 423mM, 846mM a 1410mM. Prodlouzeni doby zdvojeni po plisobeni
DMSO se vyraznéji projevilo od koncentrace 423mM (3%). Nejvys§i pouzitd
koncentrace DMSO (1410mM, 10%) dobu zdvojeni vice jak zdvojnasobila (Obr. 54A).
Pro méfeni anizotropie fluorescence DPH byly zvoleny koncentrace, které jiz vyrazné
ovliviiovaly rtst: 1043mM (7,5%) a 1410mM (10%). Tyto koncentrace zptisobily posun
teplotnich zavisloti DPH oproti kontrole o 4°C pro 1043mM a o 7°C pro 1410mM.
Tento posun mél ale piekvapivé opaény smér. Misto, aby DMSO, ktery je bézné
vyuzivan jako rigidizaéni &inidlo, zvy$oval hodnoty anizotropie DPH, izolované
bakterialni membrany Bacillus subtilis fluidizoval (Obr. 54B).

Rigidizaéni ucinek DMSO nebyl potvrzen ani pomoci stanoveni
B-galaktosidazové aktivity. V Ty 40°C se po piidavku 846mM ani 1410mM DMSO
neprojevilo zvy$eni aktivity B-galaktosidazy (Obr. 54C a Obr. 54D).

Utinkem DMSO na membranu se zabyvala také prace HAYASHIHO a
MAEDAHO (2006), ktefi zjistili, ze DMSO rigidizuje membranu kvasinky
Saccharomyces cerevisiae pouze v kombinaci s mirnym chladovym $okem. Na zakladé
téchto publikovanych dat jsem se rozhodla zjistit, zda se rigidiza¢ni efekt DMSO na
urovni zmény aktivity promotoru genu des neprojevi po vystaveni bun€k Bacillus
subtilis mimému chladovému 3oku. Buriky Bacillus subtilis odpovidaji zvySenou
transkripci z promotoru Pdes jiz pii poklesu teploty o 5°C (kapitola 4.2.1), proto byl
tento teplotni posun vybran k otestovani vlivu DMSO na aktivitu B-galaktosidazy.

Experimentalni uspofadani bylo nasledujici: kultura Bacillus subtilis rostouci
vTk 40°C byla pfenesena do Ty 35°C, pred chladovym Sokem byl piidan
1410mM DMSO. Aktivita B-galaktosidazy po chladovém Soku 40-35°C byla u kultury,
ke které byl pred prenosem do niz§i kultivacéni teploty pfidin DMSO, mimé zvySena
oproti kontrolni kultivaci bez pfidavku DMSO (Obr. 55). Pouzita koncentrace DMSO
(1410mM) vsak vyrazné prodluZzovala dobu zdvojeni (vice jak o 50%), coz se projevilo
opozdénym néstupem indukce B-galaktosidazy (Obr. 55A) po chladovém Soku 40-35°C
u kultury, ke které byl pfidan DMSO. Buriky po chladovém $oku s pfidavkem DMSO
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transkripce a nebyla exprimovéana

B-galaktosidaza. Aktivita B-galaktosidazy byla tedy vynesena proti optické denzité, aby

bvlo moZzné porovnat aktivitu B-galaktosidazy po chladovém Soku u rostouci kultury
o$etfené DMSO a u rostouci kultury bez pfidavku DMSO.
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Obr. 54 Vliv DMSO na dobu zdvojeni ve stalé teploté kultivace Ty 40°C (A). Posun
teplotnich zavislosti anizotropie DPH po pusobeni DMSO (B). Aktivita B-galaktosidizy
ve stalé teploté kultivace T, 40°C bez ptfidavku a s pfidavkem DMSO v zavislosti
na Case (C). Aktivita B-galaktosidazy ve stalé teploté kultivace T, 40°C bez piidavku a
s pfidavkem DMSO v zavislosti na ODyspnm. (D).
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Z vyneseni B-galaktosidazové aktivity proti optické denzité (Obr. 55B) je patrné,
7e kultura. ke které bvl pfed chladovym $okem 40-35°C pfidan DMSO aktivovala
promotor Pdes jiz v niz§i hustoté populace a exprese P-galaktosiddzy probihala do
vy$8ich hladin, coz vypovida o rigidizaci membrany.

Je zajimavé, e DMSO sniZuje anizotropii DPH izolovanych bakteridlnich
membran a zaroveii ve stejné koncentraci pusobi u intaktnich bunék zvy$eni transkripce

z promotoru genu des.
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Obr. 55 Aktivita B-galaktosidazy po chladovém $oku 40-35°C s piidavkem a bez pfidavku
DMSO v zavislosti na Case (A) a na optické denzité (B). Graf ukazuje primér ze tii
nezavislych provedeni.

Efekt DMSO na fluiditu izolovanych bakteridlnich membran méfenou pomoci
anizotropie fluorescence DPH byl porovnén s efektem DMSO na unilamelarni lipozomy
ze sojového fosfatidylcholinu (SPC) a z dimyristoylfosfatidylcholinu (DMPC) (Obr. 56,
data poskytl Radovan Fider). DMSO fluidizoval lipozomy SPC, ale posun teplotni
zavislosti anizotropie DPH ¢inil pouze 1°C (Obr. 56A). Teplota fazového piechodu
lipozomu z DMPC byla zvys$ena o 2°C (Obr. 56B). Piestoze je DMSO béZné vvuzivan
jako rigidizaéni ¢inidlo (INGRAM 1977; HAYASHI a MAEDA 2006) a jeho a¢inky na
membréanovou fluidity byly potvrzeny méfenim anizotropie fluorescence, je ziejmé. Ze

DMSO pusobi odli¥né na rizné typy membran.
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Obr. 56 Vliv DMSO na anizotropii fluorescenci DPH unilamelarnich lipozomu
ze sojového  fosfatidylcholinu  (A) a  unilamelarnich  lipozomi
z dimyristoylfosfatidylcholinu (B). Data poskytl Radovan Fiser.

4.5.2. Cholesteryl-hemisukcinat

Cholesteryl-hemisukcinat je pomémé velkd molekula, od cholesterolu se
odliSuje pfipojenym hydrofilnim fet€ézcem. CHS je $patné rozpustny ve vodném
prostiedi, proto byl pfipraven zasobni roztok CHS v tetrahydrofuranu (kapitola 3.15) a
CHS byl pifidavan ve formé micel s BSA a PVP. Bylo zjiténo. ze CHS ovliviiuje
membranovou fluiditu v blizkosti povrchu membrany (WAN et al. 2002).

Utinky 6,5uM, 15 puM, 40 pM, 70 uM a 100 uM CHS na dobu zdvojeni byly
testovany v Ty 40°C. Nejvvssi pouzita koncentrace CHS (100uM) prodluzovala dobu
zdvojeni asi 0 25% (Obr. 57A). Méfeni anizotropie fluorescence nebylo uspé$né.
Protoze je CHS velmi $patné rozpustny ve vodném prostiedi, nepodafilo se ziskat jeho
nezakaleny roztok, ktery je nezbytny pro méfeni anizotropie fluorescence, ani po
sonikaci (kapitola 3.15).

Ve stalé Ty 40°C CHS ani v nejvyssi v koncentraci 100 uM nezvySoval aktivitu
B-galaktosidazy (Obr. 57B a Obr. 57C). Rigidiza¢ni u¢inek CHS se nepodafilo prokazat.
Mozné vysvétleni je. Ze v pouzité koncentraci neni CHS schopen dostate¢né rigidizovat
bakteridlni membranu. nebo vzhledem k obtizné rozpustnosti zistal CHS ve formé

micel v roztoku, které nefizovaly s bakteridlni membranou.
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Obr. 57 Vliv CHS na dobu zdvojeni ve stalé teploté kultivace T, 40°C (A). Aktivita
B-galaktosidazy ve stalé teploté kultivace Ty, 40°C bez pridavku a s pfidavkem CHS
v zavislosti na ¢ase (B). Aktivita B-galaktosidazy ve stalé teploté kultivace Ty 40°C bez
pridavku a s pfidavkem CHS v zavislosti na ODysopm. (C).

4.5.3. Kyselina palmitova

Kyselina palmitova je nasycena mastna kyselina ( CH3(CH;),4COOH ), ktera ma
vy$$i teplotu fazového piechodu (64°C) ve srovnani s hlavni fluidizujici mastnou
kyselinou anteizo-C;s . Po zabudovani kyseliny palmitové do membrany by se tedy
mohla zvysit uspofddanost membrany,ktera by vyvolala transkripci z promotoru Pdes.

Koncentrace 5 uM a 10 pM nemély vliv na dobu zdvojeni v Ty 40°C (Obr. 58A).
Anizotropie fluorescence nemohla byt naméfena. Kyselina palmitovd vytvafi

ve vodném prostiedi micely, do kterych se mize zabudovavat sonda DPH. Neni pak
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mozné odliit pfispévek anizotropie DPH =z izolovanych bakteridlnich membran,
kyseliny palmitové a membran s nové navazanou kyselinou palmitovou.

Kyselina palmitova v koncentracich 5 yM a 10 pM v Ty 40°C nezvySovala
aktivitu B-galaktosidazy (Obr. 58B a Obr. 58C).
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Obr. 58 Vliv kyseliny palmitové na dobu zdvojeni ve stalé teploté kultivace Ty 40°C (A).
Aktivita B-galaktosidazy ve stalé teplot¢ kultivace Ty 40°C bez pfidavku a s pridavkem
kyseliny palmitové v zavislosti na Case (B). Aktivita B-galaktosidizy ve stalé teploté
kultivace Ty 40°C bez pridavku a s pfidavkem kyseliny palmitové v zavislosti na
OD 4500-(C).

4.54. Hlinité ionty
Hlinité ionty byly aplikovany ve formé AICl;. Rigidiza¢ni G¢inek hlinitych ionti
(AP’") byl prokazan in vitro na lipozomech z fosfatidylcholinu a fosfatidylserinu

(VERSTRAETEN et al. 1997).
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Hlinité ionty neovliviiovaly dobu zdvojeni do koncentrace 100uM v Ty 35°C

(Obr. 59A). Meéfeni anizotropie fluorescence DPH odhalilo rigidizaci izolovanych

bakteridlnich membran (Obr. 59B). Posun teplotni zavislosti anizotropie DPH

po pusobeni hlinitych ionta ¢inil asi 2°C. Pro méfeni anizotropie fluorescence DPH byly

pouzity koncentrace 20 uM, 40 pM a 50 pM. Vv§$i koncentrace nebvlo mozné pouzit.

protoze jiz od koncentrace 50 uM dochazelo k ¢aste€nému vysrazeni hlinitych ionti.

Zakaleny vzorek nemohl byt vvuzit k méfeni anizotropie.

Aktivita B-galaktosidazy nebyla ovlivnéna koncentraci S0 uM ani 100 uM (Obr.

59C a Obr. 59D).
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Obr. 59 Vliv AP* na dobu zdvojeni ve stalé teploté kultivace T, 40°C (A). Posun
teplotnich zavislosti anizotropie DPH po puisobeni AI’'(B). Aktivita B-galaktosidazy
ve stalé teploté kultivace T, 40°C bez piidavku a spiidavkem AI’* v zavislosti
na Case (C). Aktivita B-galaktosidazy ve stalé teploté kultivace T, 40°C bez pridavku a

s piidavkem A** v zavislosti na ODysonm.(D).
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Zména signalizace proteinem DesK vyZaduje pokles kultivacni teploty o 5°C
(chladovy 3ok 40-35°C). Membranové aktivni latka s rigidiza¢nim u¢inkem tedy musi
zpisobit takové zvyseni anizotropie fluorescence DPH, jaké by bylo vyvoléno snizenim
teploty o 5°C, aby byla ovlivnéna aktivita promotoru genu des. Zadné z rigidizagnich
¢inidel ale neposunulo teplotni zavislosti anizotropie DPH natolik, aby tento posun
odpovidal sniZeni teploty o 5°C. Membranové aktivni latku, ktera by méla jasny
rigidiza¢ni U¢inek na fluiditu membrany Bacillus subtilis méfenou pomoci anizotropie
DPH se tedy nepodafilo najit.

Testovana rigidizacni €inidla pouzitd v danych koncentracich nezptisobovala
(s vyjimkou rigidizaéniho efektu DMSO po mirném chladovém $oku) tak velké ztuZeni
membrany rostouci bakterialni kultury, aby na néj bakterialni burika reagovala vyraznou

indukci transkripce z Pdes.

4.6. Meéreni generalizované polarizace Laurdanu

Me¢feni generalizované polarizace Laurdanu je biofyzikalni metoda, ktera
umoziiuje stanovit podil tekuté a tuhé faze v membrané. Sonda Laurdan je citliva
k polarité prostfedi a monitoruje pronikani vody do fosfolipidové dvojvrstvy (kapitola
3.13). Generalizované polarizace Laurdanu byla méfena na izolovanych bakteridlnich

lipidech a membranach.

4.6.1. Fazovy prechod lipidi a generalizovana polarizace
Laurdanu

Fazovy pfechod by mohl byt dal§im z fyzikalnich parametri membrany, ktery
by mohl byt ovlivnén po plisobeni alkoholi. Fazovy pfechod lipidii by mohla zachytit
generalizovanéd polarizace Laurdanu méfend v zavislosti na teploté, jak bylo jiz dfive
ukazano na lipozomech z umélych fosfolipidi (DE VEQUI-SUPLICY et al. 2006).
Bylo by tak mozné sledovat vliv alkoholti na posun fazového pfechodu lipidu.

Nejprve bylo nutné ovéfit, zda méfeni generalizované polarizace Laurdanu
zachyti fazovy prechod lipidi, které byly izolovany z kultury Bacillus subtilis.
Jednovrstevné lipozomy z izolovanych bakterialnich lipidd byly pfipraveny a oznaceny

sondou Laurdan, jak bylo popsano v kapitole 3.13. Po ustaleni hodnot generalizované
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polarizace (GP) byla naméfena zavislost GP na teploté v rozsahu 40°C az 5°C (Obr. 60).
Z grafu na Obr.60 je vidét. ze hodnoty GP narustaly s klesajici teplotou téméf linearné a
oCekavana sigmoidni kfivka, kterd je charakteristickd pro fazovy pfechod, nebyla
zaznamenana.

Meéfeni generalizované polarizace Laurdanu tedy neumoziuje zachytit fazovy
ptechod bakteridlnich lipidd. Je to dano asi tim. Ze je to velmi komplexni vzorek, ktery
obsahuje mnoho druht lipidi s riznou teplotou fazového ptechodu. Neni tedy mozné
metodu méfeni GP Laurdanu vvuzit jako fluorescenéni alternativu k diferencialni
skenovaci kalorimetrii (DSC). Vliv alkoholti na polohu fazového piechodu byl proto
testovan pomoci DSC (kapitola 3.14), ktera zachycuje fazovy prechod smésnych lipida

velmi piesné.
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Obr. 60 Generalizovana polarizace (GP) Laurdanu méfena
na izolovanych bakterialnich lipidech v zavislosti na teploté.
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4.6.2. Méreni posunu teplotni zdvislosti generalizované

polarizace Laurdanu izolovanych bakteridlnich membrin
vlivem alkoholu

Pfestoze méfeni generalizované polarizace Laurdanu nelze vyuZzit pro urceni
polohy fazového pfechodu, miZze byt tato metoda uZitena ke sledovani posunu
teplotnich zavislosti GP vlivem alkoholti, obdobné jako to bylo sledovano u anizotropie
fluorescence DPH. Sonda Laurdan se na rozdil od sondy DPH nezabudovava prili$
hluboko do fosfolipidové dvojvrstvy, ale zlstava spie pfi povrchu membrany (DE
VEQUI-SUPLICY et al. 2006). Méfeni GP Laurdanu by tedy mélo byt citlivéjsi ke
zménam fluidity membrany vyvolanych témi alkoholy, které ptisobi v blizkosti povrchu
membrany.

Byl proveden experiment, kdy byly k membranam znaéenym sondou Laurdan
(kapitola 3.13) pridavany alkoholy v koncentracich, které snizovaly aktivitu
B-galaktosidazy po chladovém Soku (kapitola 4.2.1). Po ustaleni hodnot GP po pridavku
alkoholu ve 40°C byly vzorky pomalu ochlazovény az k 15°C a byla méfena GP.
Vysledky jsou znazornény na Obr. 61 Modra datova fada se smérodatnymi odchylkami
zachycuje zavislost GP samotnych bakteridlnich membran (kontrola). Je vidét, ze
34mM propanol a 2mM benzylalkohol nezptisobily vyznamny posun teplotni zavislosti
GP bakterialnich membran. Pfidavek 0,5mM oktanolu vyvolal posun teplotni zavislosti
asi o 2°C, ale pouze v teplotnim intervalu 28°C az 15°C. Nejefektnéji posunoval
teplotni zavislost GP 856mM ethanol, ktery fluidizoval membrany v celém sledovaném
teplotnim rozsahu, ale ve vys8ich teplotach byl u¢innéj$i. Posun teplotni zavislosti po
pisobeni 125mM butanolu se nepodatilo naméfit. Po pfidavku butanolu ke znacenym
membranam nedoslo k ustaleni hodnot GP ani po 40 minutach.

Drive publikované vysledky uvadéji, Zze alkoholy s kratkym fetézcem (ethanol a
propanol) zptisobuji priinik molekul vody do fosfolipidové dvojvrstvy (HO a STUBBS
1997). Sonda Laurdan by tedy méla zaznamenat v ptipadé€ téchto dvou alkoholli posun
teplotni zavislosti vlivem zvySeného obsahu molekul vody v membrané, to vak bylo

v této praci potvrzeno pouze u ethanolu.
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Obr. 61 Generalizovana polarizace (GP) Laurdanu méfena
na izolovanych bakterialnich membranach v zavislosti na teploté a
na pfidavku alkoholu. GP Laurdanu samotnych bakteridlnich
membran (kontrola) pfedstavuje prumér ze tfi nezavislych méfeni.

4.7. Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) je metoda, kterd je vyuZivana pro
popis tepelnych vlastnosti vzorku lipidi. DSC dokaze zachytit fazovy pfechod i vzorku
smésnych bakteridlnich lipidd, proto byla tato metoda vybrdna pro sledovani vlivu
alkoholi na teplotu fazového pfechodu. Alkoholy jako fluidizacni latky. jejichz uinek
na bakteridlni membranu Bacillus subtilis byl prokazan (kapitola 4.4), by mohly
posouvat teplotu fiazového piechodu do niz§ich hodnot a udrzovat tak membranu

v tekutém stavu i niz8ich teplotach.

4.7.1. Fazovy prechod izolovanych bakterialnich lipidu

Fazovy ptechod izolovanych bakteridlnich lipidi byl méfen tak, jak bylo
popséano v kapitole 3.14. Méfeni probihala v teplotnim rozsahu 55°C az 2°C. Tepelné
vlastnosti vzorku lipidi byly nejprve sledovany béhem pomalého ochlazovani od 55°C

do 2°C, poté béhem pomalého zahfivani. Termogramy ziskané zahfivanim a
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ochlazovanim vzorku lipidi jsou na Obr. 62. Teplota fazového pfechodu bakteridlnich
lipidt pfi zahfivani ¢inila 11,35°C, pfi ochlazovani vzorku lipidi 10,15°C. Tento posun
teploty fazového prechodu je dan zpozdénou odezvou kalorimetru. Termogram ziskany
ochlazovanim vzorku lipidu slouzil jako kontrola. Ze vzorek byl v potddku, byl méfen
pro v8echny vzorky. Déle jsou zobrazeny pouze termogramy ziskané zahfivanim vzorku

lipidd, kdy kontrolni termogramy ziskané ochlazovanim vzorku byly v pofadku.
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Obr. 62 Fazovy prechod izolovanych bakterialnich lipidi
ziskany pomoci DSC ve sméru ochlazovani a zahfivani.
Cp-molarni tepelna kapacita.

4.7.2. Vliv alkoholu na fizovy prechod lipidu

Ovlivnéni fazového piechodu lipidi po ptidavku riznych koncentraci ethanolu,
propanolu, butanolu, benzylalkoholu a oktanolu je zachyceno na Obr. 63. Je vidét. ze
piidavek alkoholii k bakteridlnim lipidim vyvolal vyznamné zmény prubéhu
termogrami, které nelze pfipsat zménam v tepelnych vlastnostech lipidi vyvolanych
alkoholy. U kontrolnich vzorki (lipidy bez pfidavku alkoholu) byly hodnoty molarni
tepelné kapacity Cp konstantni az do teploty méfeni asi 25°C. kdv se jiz zacal

projevovat fazovy piechod (Obr. 62). Po pfidavku alkoholu dochazelo k linearnimu
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nartstu hodnot moléarni tepelné kapacity Cp jiz od po¢atku méfeni (Obr. 63). Smérnice
tohoto linearniho nariistu se zvySovala se zvySujici se koncentraci alkoholu. Nartist
hodnot Cp byl zptisoben pravdépodobné tim, Ze alkoholy absorbovaly také &ast tepla,
kterym byl vzorek zahfivan. Dal§im artefaktem meéfeni byl strmy pokles hodnot Cp
v teplot¢ méfeni mensi nez 5°C, kdy se jiz uplatiioval vliv konce méficiho intervalu.
Alkoholy nejenom posunovaly fazovy prechod do nizSich teplot, ale také fazovy
prechod rozSifovaly. Kvili vy$e popsanému artefaktu méfeni nebylo mozné ziskat

ktivku, ktera by zachycovala cely fazovy pfechod.
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Obr. 63 Vliv pfidavku riznych koncentraci alkoholl na priib&h termogrami ziskanych
mé&fenim DSC. ET — ethanol, PR — propanol, BT — butanol, BA — benzylalkohol,
OT-oktanol, Cp — molarni tepelna kapacita.
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4.7.3. Vyhodnoceni termogrami pomoci programu Fityk

Vyhodnocovani jednotlivych termogrami probihalo v programu Fityk, aby byl
odstranén efekt pfitomnosti alkoholu v referenéni cele a nedoslo k chybné interpretaci
ziskanych vysledkt. Program Fityk je software slouzici k analyze dat a prokladani
kfivek. Tento program je volné¢ dostupny na internetové  adrese

http://www.unipress.waw.pl/fityk. V této praci byla pouzita verze 0.8.3.

Vyhodnoceni termogrami probihalo nasledujicim zplisobem:
1) Byla nactena data nalezici k danému termogramu.

2) Bylo odecteno pozadi, které prisluselo teplu absorbovanému alkoholem. Bylo
aproximovano, Ze toto pozadi je linearné rostouci v celém sledovaném teplotnim
rozsahu. Interval 35°C az 25°C byl vybran pro vypocet smémice piimky, ktera

tvofila pozadi. Pfimka byla odeétena od termogramu.

3) Byla vymezena oblast fazového piechodu: £ 5°C od teploty fazového pfechodu
lipidi bez ptidavku alkoholu.

4) Oblasti fazového prechodu byla prolozena Gaussova kiivka podle vztahu:
y = v*exp(-In(2)*((x-s)/vy)*2), kde vje vyska, sje vrchol a vy je vyska
v poloviné §itky Gaussovy kiivky.

5) Teplota fazového ptechodu T, byla stanovena jako vrchol Gaussovy kiivky.

6) Byla provedena 1.derivace oblasti fazového prechodu.

7) Krivka ziskana v bod¢ 6 byla opét aproximovana Gaussovou k#ivkou. Vrchol

této Gaussovy krivky urcoval teplotu v inflexnim bod¢ termogramu T,,.

8) Ziskané hodnoty Ty, a Ty, byly exportovany z programu Fityk.

Parametry popisujici termogramy po ode¢teni pozadi jsou shrnuty v nasledujici
tabulce (Tab. 6). Teplota fazového prechodu je oznafena T,, a poloha inflexniho
bodu Ty,. Rozdil mezi teplotou fadzového prechodu samotnych lipidi a teplotou fazového
prechodu lipidt s piidavkem alkoholu je popsan jako ATy, a rozdil v jejich inflexnich
bodech jako AT,. Rozdil mezi Ty a T, je parametr, ktery popisuje Sitku fazového

prechodu.
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Tab. 6 Parametry popisujici termogramy ziskané méfenim DSC.

alkohol koncentrace (mM) T.(°C) AT _(°C) T,(°C) AT, (°C) | T,-T_(°C)
0 11,35 - 15,55 4,20
171 10,62 0,73 15,24 0,31 4,61
ethanol 428 9,52 1,83 15,40 0,15 587
684 961 1,75 14,95 0,60 534
68 11,06 0,30 15,12 0,43 4,06
136 11,27 0,08 14,41 1,13 3,15
propanol 204 10,61 0.75 14,48 107 3.87
340 10,22 1,14 14,34 1.21 4,12
680 10,58 0,77 13,73 1,81 3,15
100 10,74 0,61 14,74 0,81 4,00
butanol 175 10,25 1,10 13,75 1,80 3,50
250 10,21 1,14 13,59 1,96 3,38
500 9.33 %03 11,43 4,12 2,11
2 11,13 0,23 15,02 0,53 3,89
benzylalkohol 5 10,20 1,15 14,56 0,99 4,36
10 8,50 2,86 13,57 1,98 5,08
0,5 10,32 1,04 14,19 1,36 3,87
oktanol 1 9,78 1,57 12,88 2,67 3,10
215 7,56 3,79 11,16 4,39 3,60

Teplota fazového piechodu T,,
Teplota fazového prechodu T,, se po pulsobeni alkoholu v Sirokém

koncentraénim rozmezi pfili§ neménila (Tab.6). Nejvétsi pokles teploty fazového
ptechodu AT,, zpisobil oktanol v nejvy$§i pouzité koncentraci 2,5mM, kdy AT
¢inilo 3,8°C. Podobné uginny byl benzylalkohol v koncentraci 10mM, ktery snizil Tp,
lipidd o 2,9°C. Naopak nejméné efektivni v posunu T byl propanol, kdy nejvyssi
koncentrace vyvolala posun Tm pouze o 0,8°C. Ethanol a butanol v nejvysSich
koncentracich posunuly Tm pouze asi o 1°C. Koncentrace alkoholii, které ucinné
snizovaly aktivitu B-galaktosiddzy po chladovém 3oku, zplisobovaly posun T, pouze
v rozmezi 1°C. Posun fazového piechodu do niz$ich hodnot pravdépodobné nebude to,

co buiika vnima jako fluidiza¢ni u¢inek alkohold.

Poloha inflexniho bodu T,,

Poloha inflexniho bodu spole¢né s teplotou fazového prechodu vypovida o Sifce

fazového prechodu. Pokud alkoholy prili§ neposouvaji teplotu fazového prechodu do
niz§ich hodnot, mohly by ptesto ovliviiovat jeho $itku.

Ve vsech ptipadech doslo k posunu inflexniho bodu do niz$ich teplot (Tab. 6).
Tento posun neodpovidal posunu teploty fazového pfechodu, i kdyZz i zde se zvySoval
s rostouci koncentraci alkoholu. Parametr T,-T,, popisuje $ifku fazového piechodu.
Z tabulky (Tab.6) vyplyva, Ze v pfipadé ethanolu a benzylalkoholu do$lo k rozifeni
Sitky fazového prechodu, zatimco u propanolu, butanolu a oktanolu bylo pozorovano

spide zuzeni fazového prechodu.
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5 Diskuze

Tato prace studovala senzor membranové fluidity DesK u Bacillus subtilis.
Protein DesK je soucédsti dvoukomponentového systému DesK/DesR, ktery reguluje
expresi desaturazy mastnych kyselin Des na transkripéni Grovni v zavislosti na vné&jsi
teploté. Histidinkindza DesK ma kinazovou aktivitu, ktera vede k fosforylaci regulatoru
(transkripéniho aktivatoru) DesR a expresi genu des, a fosfatazovou aktivitu, kterd
spociva v defosforylaci regulatoru DesR a vypnuti transkripce genu des. Pfepinani mezi
kinazovou a fosfatazovou aktivitou je regulovano vnéjsi teplotou, kterd ovliviiuje
fluiditu membrany.

Cilem této diplomové prace bylo pfispét k objasnéni mechanizmu, jakym senzor
DesK vnima membranovou fluiditu. Pojem membranova fluidita je vSak v soucasnosti
pouzivan obecné pro popis celkové charakteristiky membrany. Membranovou fluiditu
jako takovou nelze zméfit, neni jasn¢ definovana. Je ale mozné pomoci mnoha
biofyzikalnich metod méfit zmény riznych fyzikdlnich parametri membrany, které
souvisi s usporadanosti membrany a které se méni v zavislosti na podminkach, a takto
ziskané vysledky interpretovat jako zmény fluidity. V této praci byly pro méfeni
»fluidity* membrany vyuzity tyto biofyzikalni techniky - anizotropie fluorescence DPH,
generalizovana polarizace Laurdanu a diferencidlni skenovaci kalorimetrie, které
zachycuji rizné fyzikalni parametry, které vypovidaji o fluidit€¢ membrany.

Pro ovlivnéni membranové fluidity byly pouZzity membranové aktivni latky,
které plisobi v riznych ¢astech membrany a li§i se také v tom, jaky fyzikalni parametr
membrany ovliviiuji. Zmény fluidity membrany vyvolané ptidavkem membranové
aktivni latky, na které reagoval senzor DesK zménou signalizace, byly studovany
in vivo pomoci sledovani zmény aktivity promotoru genu des a in vitro prostiednictvim
monitorovani zmény uréitého fyzikalniho parametru. Porovnanim vlivu membranové
aktivnich latek na aktivitu promotoru genu des s jejich i€¢inkem na membranu bylo pak
mozné zjistit, jaké zmeény fyzikalnich parametri membrany a jak velké jejich zmény

senzor membranové fluidity DesK vnima a reaguje na né zménou signalizace.
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Aktivita promotoru genu des po chladovém $oku

Jednim z cilt, které si kladla tato prace, bylo zjistit jakd je mez citlivosti
proteinu DesK, tedy jak velky musi byt pokles vnéjsi teploty, aby ho protein DesK
zaznamenal a reagoval na n€j zménou signalizace.

Zména signalniho stavu proteinu DesK byla sledovdna na urovni aktivity
promotoru genu des. Za timto uéelem byl pouzit kmen Bacillus subtilis M19, ktery mél
promotor genu des fizovany s reportérovym genem JacZ. Bunky Bacillus subtilis M19
byly vystaveny rtizné velkym poklesim kultivaéni teploty a po kazdém chladovém Soku
byla stanovovana aktivita 3-galaktosidazy. Vysledky téchto experimentil jsou shrnuty
v grafu na Obr. 42. Pokles optimalni kultiva¢ni teploty pouze o 5°C (chladovy 3ok
40-35°C) je jiz schopen indukovat transkripci z promotoru genu des. Senzor
membranové fluidity DesK tedy vnima sniZeni fluidity membrany, které je vyvolano
poklesem vnéjsi teploty jen o 5°C.

Z grafu na Obrd42 je vidét, Ze po pfenosu bakteridlni kultury z optimalni
kultivaéni teploty Ty 40°C do niz§i Ty 35°C, 30°C a 25°C se zvySuje aktivita
B-galaktosidazy v zavislosti na rozsahu chladového $oku (v zavislosti na rozdilu mezi
optimalni a niz§i teplotou kultivace). To je v souladu s dfive publikovanou praci, kde po
ptenosu kultury Bacillus subtilis JH642 z optimalni Ty 37°C do niz8i Ty 30°C a 25°C
bylo také pozorovano zvySovani aktivity [B-galaktosidazy v zévislosti na velikosti
teplotni zmény (CYBULSKI et al. 2002).

Mé vysledky (Obr. 42) dale ukazuji, Ze pfi sniZeni teploty o vice nez 15°C
(chladové Soky 40-20°C a 40-15°C) je aktivita P-galaktosiddzy niz$i neZ u mensich
chladovych $oki. To odpovida publikovanym poznatkim. THUY LE a SCHUMANN
(2007) také zaznamenali, Ze aktivita P-galaktosidazy po chladovém Soku 40-20°C
ptedstavuje pouze 60% hodnoty aktivity B-galaktosidazy po chladovém Soku 40-25°C a
po pienosu kultury Bacillus subtilis z Ty 40°C do 15°C je aktivita -galaktosidazy i po
12 hodinach po $oku velmi nizka. Pokles kultivaéni teploty o 20°C a 25°C vede
k pfechodnému zastaveni riistu bakterialni kultury, po obnoveni riistu je genera¢ni doba
vyrazné prodlouzena (Obr. 38). Po takto velkych teplotnich skocich je fyziologie
bakterialni buiiky siln€¢ naru$ena a burika nemusi mit dostatec¢nou kapacitu pro aktivaci
promotoru genu des a syntézu f-galaktosidazy, proto byla pozorovana jeji nizi aktivita.
Dal$im moznym vysvétlenim niz§i aktivity B-galaktosidazy po vét§im chladovém Soku
je role dlouhodobé adaptace Bacillus subtilis , ktera spo¢iva ve zvySeni poméru anteizo-

vétvenych mastnych kyselin, které také snizuji uspofddanost membrany. Je zndmo, ze
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oba mechanizmy vedouci ke zvySeni fluidity membrany po chladovém $oku, desaturace
mastnych kyselin a zvy$eni zastoupeni anteizo- vétvenych mastnych kyselin, se mohou
vzajemné zastupovat (AGUILAR et al. 1998; WEBER et al. 2001a). U Bacillus subtilis
168, na jehoz zéklad¢ byl zkonstruovan kmen M79 (BERANOVA et al. 2008) pouzity
v této praci, by se mohly uplatfiovat oba tyto mechanizmy a vzajemné se dopliiovat.
Vyplyva to z analyzy mastnych kyselin provedené u Bacillus subtilis 168 po chladovém
Soku 37-15°C, kdy bylo zaznamenano zvy$ené zastoupeni nejen nenasycenych, ale také
anteizo-vétvenych mastnych kyselin oproti situaci v optimalni kultiva¢ni teploté
(KLEIN et al. 1999; BERANOVA et al. 2008). Spole¢né ptisobeni obou mechanizmi
potvrzuji experimenty, pfi kterych bylo sledovano mnozstvi des mRNA v burikach
Bacillus subtilis JH642 po chladovém $oku 37-20°C. Maximalni koncentrace des
mRNA byla zaznamenana 30minut po pfenosu kultury do niz§i teploty a pak mnozstvi
des mRNA klesalo (AGUILAR et al. 1999). Nejvice des mRNA se tedy nachazi
v burice bezprostiedné po preneseni z optimalni teploty kultivace do Ty 20°C, kdy
bakteridlni kultura neroste (kapitola 4.1.2, Obr.38) a biosyntetické drahy jsou
inhibovany. Kratkodoba adaptace Bacillus subtilis na snizeni membranové fluidity
spolivajici v desaturaci mastnych kyselin, které jsou soucasti membranovych
fosfolipid, umozZiiuje bakteridlni buiice upravit membranovou fluiditu rychle a
nezavisle na de novo syntéze mastnych kyselin i béhem riistového lagu. Po obnoveni
ristu dochazi k postupnému vymizeni des mRNA (AGUILAR et al. 1999). Je to
pravdépodobné zplisobeno tim, Ze v rostouci kultufe jsou syntetizovany vétvené mastné
kyseliny, jejichz produkce je zévisla na funkéni biosyntetické draze vedouci k mastnym
kyselinam. Kratkodoba adaptace je nahrazena dlouhodobou adaptaci a desaturazy jiz
neni potfeba.

Kromé zji§téni, jaky nejmensi pokles teploty je vniman senzorem membranové
membranové fluidity nebo zda registruje uréitou fluiditu membrany za danych
teplotnich podminek. Porovnala jsem tedy situace, kdy byla rostouci bakterialni kultura
prenesena do Ty 15°C zoptimélni teploty kultivace Ty 40°C a znizké Ty 20°C.
Po chladovém Soku 40-15°C byl pozorovan né&kolikahodinovy lag a aktivita
B-galaktosidazy byla velmi nizka i 24 hodin po chladovém 3oku (Obr. 38 a 39). Po
prenosu kultury z Tx 20°C do Tk 15°C bakterialni kultura ihned pokracovala v ristu
s dobou zdvojeni typickou pro Ty 15°C, aktivita B-galaktosidazy byla v okamziku
chladového $oku pomémé vysoka (172 MU) a poté dale stoupala k hodnoté 290 MU
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(Obr. 38 a Obr.39). Srovname-li pfenos rostouci kultury do Tk 15°C z vysoké (40°C) a
nizké (20°C) teploty kultivace, je zfejmé, Ze pokud jsou buriky preadaptovany kultivaci
v niz8i teploté, s naslednym pfenosem do niz$i kultivacni teploty se 1épe vyrovnavaji.
Buriky pfizpisobené na rist v nizké Ty 20°C zaznamenaji pokles teploty o 5°C a reaguji
na néj zvySenim transkripce z promotoru genu des. Z toho vyplyvé, Ze to, co vnima
senzor membranové fluidity DesK, neni ur¢itd fluidita membrany typickd pro
sledovanou teplotu, ale spiSe zména fluidity vyvolana poklesem vnéjsi teploty, coz je
v souladu se zji§ténim, Ze regulace desaturace mastnych kyselin u Bacillus subtilis
zavisi na rozdilu teplot a ne na absolutni teploté kultivace (GRAU a DE MENDOZA
1993).

Aktivita promotoru genu des ve stalé teploté kultivace

Aktivita B-galaktosidazy byla sledovana také v pribéhu kultivace v rtiznych
stalych teplotach, aby bylo mozné odpovédét na otdzku, zda pfi pfenosu z optimalni do
nizké teploty kultivace nedochazi pouze k dorovnani aktivit promotoru genu des, které
jsou charakteristické pro jednotlivé teploty kultivace. Vysledky jsou zachyceny v grafu
na Obr.45, z kterého je vidét, Ze pro bakteridlni buriku existuji dvé skupiny teplot: nizké
teploty (Tx 15°C, 20°C a 25°C), ve kterych je srovnateln€ vysoké aktivita promotoru
genu des, a vysoké teploty (Tx 30°C, 35°C a 40°C), vekterych je aktivita
B-galaktosidazy nizka. Pokud je bakterialni buiika vystavena piisobeni riizné velkym
zménam kultiva¢ni teploty dokaZe odpovidat stupiiovité — napf. teplotni skok o 5°C nize
vyvold mensi aktivitu promotoru genu des nez nahly pokles teploty o 10°C. Naproti
tomu ve stalé kultivaéni teploté bakteridlni burika rozliSuje pouze dva stavy membrany
— rigidni a fluidni (kapitola 4.2.2), na které odpovidd zapnutim nebo vypnutim
transkripce z promotoru genu des. Tyto vysledky rovnéZ naznacuji, Ze senzor
membranové fluidity DeskK je vice citlivy ke zméndm membréanové fluidity, které jsou
vyvolany nédhlym poklesem teploty, nez k ur¢ité hodnoté fluidity typické pro danou

stalou teplotu.

Reportérovy gen lacZ a kinetika odbouravini jeho produktu p-galaktosidazy
Aktivita promotoru genu des (Pdes) byla sledovana pomoci reportérového genu
lacZ, ktery byl fuzovan s promotorem. O transkripci probihajici z Pdes tak vypovidala
vy$8i aktivita B-galaktosidazy v burice. Po pienosu rostouci bakteridlni kultury
z optimalni teploty kultivace 40°C do nizsi Ty 35°C, 30°C, 25°C a 20°C byl pozorovan
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podobny prubéh aktivity PB-galaktosidazy v ¢ase (Obr.39): aktivita stoupala a po
dosaZeni svého maxima zacala postupné klesat. Po chladovém $oku 40-25°C dosahne
aktivita f-galaktosiddzy svého maxima 2 hodiny po pfenosu do nizdi teploty, pak
postupné klesé a ve treti hodiné se pokles zastavi. Stejny pribéh aktivity po chladovém
Soku 40-25°C byl jiz u Bacillus subtilis pozorovan (THUY LE a SCHUMANN 2007).
Aktivita B-galaktosidazy po ptenosu z Ty 40°C do Tk 20°C zacala nariistat aZz hodinu po
Soku a svého maxima doséhla v ¢ase 4 hodiny po $oku, coz bylo zaznamenano i v praci
AGUILAR a spolupracovniki (1998).

Reportérovy gen lacZ je bé&zné pouzivan pfi studiu zmén transkripce. Zména
aktivity promotoru genu des byla sledovana pomoci aktivity B-galaktosiddzy v mnoha
pracich (AGUILAR et al. 1998; AGUILAR et al. 1999; AGUILAR et al. 2001;
CYBULSKI et al. 2002; THUY LE a SCHUMANN 2007). Pribéh aktivity
B-galaktosidazy v ¢ase po definovaném chladovém S$oku v ramci jednotlivych praci
ptili§ nelidi, lze ho tedy reprodukovat, coz potvrzuji i mé vysledky. Otazkou vSak
zistava, nakolik pritomnost [-galaktosidazy v buiice vypovidda o pfitomnosti
desaturazy Des. Po chladovém $oku hladina des mRNA dosahne maximalni hodnoty
30 minut po Soku a po 60 minutich dochazi k vyraznému snizeni koncentrace
des mRNA v buiice (AGUILAR et al. 1999), ale maximum B-galaktosidazové aktivity
se nachazi aZz vcase 4 hodiny po Soku. Obdobné je tomu i pii kultivaci
Bacillus subtilis JH642 na minimalnim médiu bez izoleucinu ve 37°C, kdy nejvice
des mRNA bylo detekovano ve druhé hodiné kultivace, ale maximum
B-galaktosiddzové aktivity lezelo aZ v Sesté hodiné kultivace (CYBULSKI et al. 2002).
Je zfejmé, Ze aktivita promotoru, kterd je sledovana jako aktivita B-galaktosidazy, mize
byt zdanlivé posunuta v ase. PfestoZze bylo prokézano, ze des mRNA nema dlouhou
5'UTR oblast typickou pro chladové indukované proteiny, je mozné, Ze translace
des mRNA a lacZ mRNA neprobihaji se stejnou efektivitou. Stabilita obou enzymt,
B-galaktosidazy a desaturazy, se také mtize velmi lisit. Enzym B-galaktosidaza je jako
reportérovy gen velmi odolny k degradaci a miZe tak v bufice ziejmé pretrvat
nesrovnatelné¢ déle nez desaturdza. Pozvolny pokles aktivity B-galaktosidazy po
chladovém $oku miZe tedy byt dano jejim spiSe postupnym vyfed’ovanim nez jeji
degradaci.

Zména signalizace proteinem DesK by mohla byt I1épe sledovéana
prostfednictvim pfimého stanoveni obsahu desaturazy v buiice, napf. pomoci flze

s GFP ¢i metodou Western blott. Tento pfistup by mohl napovédét néco o kinetice
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desaturace a metabolickém obratu desaturdzy. Pfimé sledovani enzymu Des by mohlo
pomoci objasnit i prib&h aktivity B-galaktosidazy v ¢ase za stalé teploty kultivace.

I pies vySe zminéné nevyhody umoznilo sledovani aktivity promotoru Pdes
pomoci aktivity B-galaktosidazy prvni vhled do regulace desaturace mastnych kyselin

v zavislosti na kultiva¢ni teploté a také na pfidavku membranové aktivni latky.

Membranové aktivni latky s fluidiza¢nim uc¢inkem: alkoholova Fada

V této praci byly testovany alkoholy jako latky, které maji fluidiza¢ni u¢inek na
membranu. Byly vybrany alkoholy s riizné dlouhym uhlikatym fetézcem, u kterych byl
ptedpoklad, Ze budou na membranu plisobit odli§nym zptisobem — ethanol, propanol,
butanol, benzylalkohol a oktanol. VSechny vybrané alkoholy byly schopné snizit
stupriovité aktivitu B-galaktosidazy po pfenosu rostouci kultury z optimalni Ty 40°C do
nizké Ty 20°C v zavislosti na koncentraci (Obr.49-53C,D). VSechny pouzité
koncentrace propanolu, benzylalkoholu a oktanolu mély velmi maly ¢&i zadny vliv na
dobu zdvojeni po chladovém $oku 40-20°C (Obr.50, 52, 53A). Lze tedy predpokladat,
Ze ucinek téchto alkoholi na aktivitu promotoru Pdes je dan jejich plsobenim na
membranovou fluiditu a tim na signalizaci proteinem DesK a neuplatiiuje se
nespecifické ovlivnéni transkripce nebo proteosyntézy.

Utinné koncentrace ethanolu 428mM a 856mM (2,5% a 5%), které snizovaly
aktivitu B-galaktosidazy po chladovém Soku 40-20°C, vyrazné prodluZovaly dobu
zdvojeni po chladovém $oku. Pozorované sniZeni aktivity promotoru Pdes tak miiZe byt
s nizkym parti¢nim koeficientem musi byt ptidan do kultivaéniho média v pomémé
vysoké koncentraci, aby se alespori €¢ast molekul ethanolu zabudovala do membrany a
ovlivnila tak jeji fluiditu. Ethanol se proto mlZe vyskytovat ve vétsi koncentraci
v cytoplazmé bakteridlni buiiky, kde mize plsobit na aktivitu enzymi vcetné
desaturazy. Inhibiéni vliv ethanolu na membranové enzymy byl prokazan
napf. v pfipadé€ adenosintrifosfatizy (INGRAM 1976). Inhibi¢ni plisobeni ethanolu bylo
potvrzeno také v pfipad€é bakterii sanaerobni drahou syntézy mastnych kyselin
Escherichia coli a Pseudomonas putida, u kterych bylo po pfidavku fluidizujiciho
ethanolu pozorovano zvySené zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin, coz bylo
zplisobeno inhibici nékterého z enzymi biosyntézy mastnych kyselin (MAGNUSON et
al. 1993; KEWELOH a HEIPIEPER 1996; KABELITZ et al. 2003). Dfivéjsi vysledky

ziskané v na3i laboratofi také naznacuji nespecifickou inhibici desaturazy Des
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Bacillus subtilis. Bylo porovnavano sloZeni mastnych kyselin po chladovém Soku
40-20°C s ptidavkem a bez pfidavku ethanolu: v pfitomnosti ethanolu se po chladovém
$oku sniZi mnoZstvi nenasycenych mastnych kyselin a zvy$i se zastoupeni anteizo-
vétvenych mastnych kyselin oproti situaci chladového Soku bez ethanolu
(KONOPASEK et al. 2000). Tyto vysledky také opét potvrzuji schopnost
Bacillus subtilis zapojovat oba mechanizmy adaptace na nizkou fluiditu membrany —
je-li blokovana desaturaza, uplatni se ve zvy$ené mifte role anteizo- vétvenych kyselin.
Koncentrace butanolu 100mM a 125mM neovliviiuji po chladovém Soku 40-20°C piili§
vyrazné dobu zdvojeni (Obr. 51A), ale sniZuji aktivitu B-galaktosidazy. Méreni fluidity
membrany pomoci anizotropie fluorescence DPH ukazalo snizeni uspoifadanosti
v pfitomnosti butanolu (Obr.51B). Po chladovém $oku by tedy 100mM butanol mohl
vyvolat pokles aktivity promotoru Pdes prostfednictvim jeho plisobeni na fluiditu
membrany a ne nespecifickou inhibici - zvySeni fluidity membrany po pisobeni
butanolu bylo prokazano (SHIRLEY et al. 1987). Pfi kultivaci v Ty 40°C v8ak ptidavek
100mM butanolu zpiisobi prodlouzeni doby zdvojeni o 50% (Tab. 5), coZz naznacuje
zna¢né poskozeni fyziologie bakteridlni buiiky po pfidavku butanolu, proto nelze
inhibi¢ni pisobeni butanolu na transkripci a translaci vyloucit ani po chladovém Soku.
Moznym vysvétlenim odli§ného ovlivnéni doby zdvojeni v optimalni teploté kultivace
Ty 40°C a po pienosu kultury z optimaélni Ty 40°C do nizké Ty 20°C je kompenzace
toxickych u€inkd butanolu jeho plsobenim na membranu v nizké teploté. Podobny
efekt vlivu alkoholu byl pozorovan u Oenococcus oeni. Bylo zji§téno, Ze bakterie 1épe
prezivaji kombinaci ethanolového a chladového Soku nez jen samotny ethanolovy stres
(CHU-KY et al. 2005). Autofi této prace piedpokladaji, Ze po chladovém 3oku, kdy je
membrana rigidni, dokéze pfidavek ethanolu zvysit fluiditu membrany a tim bakterialni
burice pomoci 1épe piekonat ndhlé snizeni vnéjsi teploty. Fluidiza¢ni Gc€inky ethanolu
jsou natolik vyznamné pro buriku po chladovém $oku, Ze je jimi kompenzovan toxicky
vliv ethanolu na jiné procesy v burice. Podobné by mohl ptisobit také benzylalkohol,
ktery po chladovém Soku 40-20°C zkracuje ristovy lag bakteridlni kultury Bacillus
subtilis (KONOPASEK et al. 2000). Domnivam se, Ze by se podobny mechanizmus
vlivu alkoholu na dobu zdvojeni v optimélni teploté kultivace a po chladovém Soku
mohl uplatiiovat i v pfipad€ plisobeni butanolu na riistovou rychlost Bacillus subtilis.
Utinek alkohold na fluiditu membrany byl sledovan méfenim anizotropie

fluorescence DPH izolovanych bakteridlnich membran. Vyznamny pokles hodnot
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anizotropie fluorescence DPH byl zaznamenan pouze po pridavku butanolu a
benzylalkoholu.

Anizotropie DPH izolovanych bakteridlnich membran byla po pfidani ethanolu
ovlivnéna jen malo, posun teplotni zavislosti pro nejvys§i koncentraci, kterd byla
pouzita k ovlivnéni aktivity p-galaktosidazy ¢inil pouze 2°C. Fluidiza¢ni ucinky
ethanolu v3ak byly jiz n€kolikrat potvrzeny (ALMEIDA et al. 1986; KIM et al. 1993;
SIKKEMA et al. 1995), méfeni anizotropie fluorescence DPH tedy neni metoda vhodna
k zachyceni u€inku ethanolu na membranovou fluiditu. Je to zfejmé zplsobeno odlisnou
lokalizaci sondy DPH a molekul ethanolu v fosfolipidové dvojvrstvé. Sonda DPH se
zabudovava do hydrofobniho vnittku membrany a zde také registruje zmény pohybu
molekul. Ethanol, ktery se do membridny vaZe neochotné, zlstava pri povrchu
membrany (BARRY a GAWRISCH 1994; KONOPASEK et al. 2000). Interpretace
vysledki ziskanych testovanim u¢inkti ethanolu na urovni aktivity promotoru Pdes a na
urovni membranové fluidity izolovanych bakteridlnich membrdn méfenou pomoci
anizotropie DPH neni trividlni. Neni totiZ jasné, zda sniZeni aktivity p-galaktosidazy je
zptsobeno pouze nespecifickym inhibiénim u€inkem ethanolu na bunééné enzymy nebo
zda ethanol fluidizuje bakteridlni membranu dostate¢né na to, aby senzor DesK
zaznamenal sniZeni uspofadanosti membrany a odpovédél vypnutim transkripce z Pdes.
Nelze pak jednoznaéné vysvétlit, pro¢ po pfidavku ethanolu k izolovanym bakterialnim
membrandm nedo3lo k vyraznému sniZzeni hodnot anizotropie DPH (zvySeni fluidity
membrany): ethanol nefluidizuje bakteridlni membrany a snizeni aktivity
B-galaktosidazy po chladovém $oku s ethanolem je zptisobeno nespecifickou inhibici
bunéénych enzymi nebo ethanol bakteridlni membrany fluidizuje, ale sonda DPH
nezachyti snizeni uspofadanosti vlivem ethanolu, nebot' se nachédzi v jiné oblasti
membréany neZ ethanol. Pravdépodobné se ale oba uc¢inky ethanolu kombinuji, ethanol
miZe mirné fluidizovat membranu a zaroverti nespecificky negativné ovliviiovat enzymy
v bakterialni burice, coZ se projevuje na Grovni sniZzené ristové rychlosti.

Propanol nevyvolal piili§ velky pokles hodnot anizotropie DPH ani
ve Ctyfnasobné koncentraci, ktera téméF Gpln€ zastavila transkripci z promotoru Pdes,
posun teplotni zavislost anizotropie DPH po pfidavku 272mM propanolu ¢inil pouze
3°C (Obr. 50B). Koncentrace propanolu 68mM sniZila transkripci z Pdes na minimum a
zaroveni neprodluzovala dobu zdvojeni. Ztoho vyplyva, Ze propanol fluidizuje
membranu takovym zplisobem, ktery vnima senzor membranové fluidity DesK, a

snizeni aktivity B-galaktosidazy neni dano toxickym u¢inkem propanolu na bunééné
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enzymy. Propanol tedy skute¢né fluidizuje membranu Bacillus subtilis, ale méfeni
anizotropie fluorescence DPH tuto zménu nezaznamena. Propanol se totiz do membrany
zabudovava do blizkosti polarnich hlavi¢ek fosfolipidi (KIM et al. 1993) a do hlub$ich
vrstev, kde se nachazi sonda DPH nepronikne.

Butanol vyvolal posun teplotni zavislosti anizotropie DPH izolovanych
bakteridlnich membran o 5°C, respektive o 7°C i v koncentracich, které neovliviiovaly
dobu zdvojeni po chladovém $oku 40-20°C (100mM a 125mM). Tyto koncentrace byly
u¢inné ve sniZeni transkripce z Pdes po chladovém 3oku, i kdyz opét nelze urcit, zda se
na snizeni aktivity B-galaktosidazy nepodilel nespecificky inhibi¢ni G¢inek butanolu.
Koncentrace butanolu 100mM a 125mM totiZz vyznamné prodluzovaly dobu zdvojeni
v optimalni teploté kultivace Tx 40°C. Je proto nutné uvazovat i nespecificky ucinek
butanolu na buné¢né enzymy a tedy i na sniZeni aktivity f-galaktosidazy po chladovém
Soku. Je vidét, ze butanol ovliviiuje fluiditu izolovanych bakteridlnich membran
takovym zpusobem, ktery je moZno zachytit méfenim anizotropie fluorescence DPH.
Butanol tedy musi ptisobit v blizkosti hydrofobniho jadra membrany, tedy v blizkosti
sondy DPH, coz je v souladu s pozorovanimi, Ze butanol se zabudovava do centra
membrany (ZAVOICO et al. 1985; WAN et al. 2002).

Pfidavek benzylalkoholu zptsobil ze vSech alkoholi nejvétsi pokles hodnot
anizotropie fluorescence DPH. Koncentrace benzylalkoholu 2mM, 5SmM a 10mM
vyvolaly posun teplotni zavislosti anizotropie DPH o 12°C, 20°C a vice nez 20°C. Tyto
koncentrace zaroveii nemély vliv na dobu zdvojeni a sniZzovaly aktivitu promotoru Pdes
po chladovém 3oku 40-20°C. Benzylalkohol je cyklickd planadrni molekula, ktera se
zabudovéava do hydrofobniho jadra membrany (SIKKEMA et al. 1995; HO a STUBBS
1997; KONOPASEK et al. 2000; DENICH et al. 2003). Pusobi tedy vté casti
membrany, ve které sonda DPH registruje zmény fluidity. Benzylalkohol jako jediny
alkohol zptisoboval takové zmény fluidity membrany, které registroval senzor DesK, a
zaroveni tyto zmény fluidity zplsobily takovy pokles hodnot anizotropie DPH
izolovanych bakteridlnich membréan, ktery by odpovidal zméné teploty, ktera mize
v bakterialni burice vypnout transkripci z promotoru Pdes.

Oktanol v nejvy33i pouzité koncentraci (1mM) zpiisobil posun teplotni zavislosti
anizotropie DPH pouze o 4°C (Obr. 53). Koncentrace 1mM neovliviiovala dobu
zdvojeni po chladovém $oku 40-20°C a zcela vypnula transkripci z Pdes. Oktanol tedy
ovliviiuje aktivitu promotoru prostfednictvim svého pisobeni na membranovou fluiditu

(neprodluzuje dobu zdvojeni a snizi aktivitu f-galaktosidazy), coZz potvrzuje i prace
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BARHOUMIHO a spolupracovnikii (1995). Presto jeho vliv neni odpovidajicim
zptisobem zachycen pomoci DPH. Oktanol se ziejmé prostfednictvim své OH skupiny
kotvi k polamimu povrchu membrany, jak popsal ve své praci Wan (WAN et al. 2002).
Stejné interakce OH skupiny s polarnimi hlavickami fosfolipidt byla v pract ROWEHO
a spolupracovnikd (1987) predpokladana i u ostatnich alkohold. Alkoholy by pak
pisobily v rizné hloubce membrany v zavislosti na délce uhlikatého fetézce alkoholu
(ROWE et al. 1987; HO a STUBBS 1997). Moje vysledky s anizotropii DPH v3ak tento
obecny zplisob zabudovani alkoholi do membrany nepotvrdily — i vliv butanolu na
fluiditu membrany byl zachycen sondou DPH a nejvétsi efekt vykazoval benzylalkohol
s mendim poc¢tem uhlikovych atomt nez oktanol. Struktura BA s aromatickym jadrem
ziejmé umoziuje nejefektivnéjsi fluidizaci v hloubce membrany.

Bakterialni burika prostfednictvim senzoru DesK vnima zmény fluidity vyvolané
ptidavkem v8ech alkohold, které byly studovany v této praci, i kdyz v pfipadé ethanolu
a butanolu nelze vyloucit nespecificky vliv na transkripci a translaci. Méfeni anizotropie
fluorescence DPH v3ak o zménach fluidity zplisobené piridavkem alkoholu neni
univerzalnim méfitkem G¢innosti jednotlivych alkoholi. Pokles hodnot anizotropie
DPH izolovanych bakteridlnich membran odpovidajici ucinku na indukci
B-galaktosidazy byl pozorovéan pouze po plisobeni butanolu a benzylalkoholu.

Parti¢ni koeficient (logP) rozhoduje o tom, jak ochotné se bude alkohol vazat do
membrany a v jaké hloubce membrany se bude nachazet. Parti¢ni koeficient alkoholt
roste s délkou uhlikatého fetézce. Alkoholy s del§im uhlikatym fetézcem se snadnéji
vézi do membrany, proto je zapotiebi jejich niz$i koncentrace nez u kratSich alkoholt
k dosaZeni stejného ¢inku na membranu. Moje vysledky skute¢né potvrdily, Ze G¢inna
koncentrace alkoholu, tedy takova, kterd snizi aktivitu promotoru Pdes po chladovém
Soku, klesa s rostouci délkou alkoholu. Vyjimkou je butanol, ktery u¢inné snizoval
aktivitu B-galaktosidazy po chladovém $oku ve vyssich koncentracich nez propanol.

Parti¢ni koeficient méfeny jako podil koncentraci alkoholu mezi oktanolovou a
vodnou fazi se ukézal jako nevyhovujici pro predikci lokalizace alkoholu v membrané.
Alkoholy s vét§im partiénim koeficientem (Tab. 5) by se mély zabudovavat spiSe do
hlubsich vrstev membrany (REDDY et al. 1995), kde by jejich pfitomnost méla
zaznamenat sonda DPH, tento pfedpoklad se ale neprokézal. Zabudovéavani alkoholi do
membrany nemusi totiZz zéviset pouze na vlastnostech daného alkoholu (jeho parti¢nim

koeficientu). Roli v interakci membrany a alkoholu hraji i dalsi faktory, napf. slozeni
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membrany, teplota, pH, rychlost metabolizmu,které také mohou ovlivnit distribuci
alkoholu v membrané (SIKKEMA et al. 1995).

Bakteridlni membrana je velmi heterogenni prostiedi, ve kterém jednotlivé
komponenty nejsou rozmistény rovnomémé, ale vtzv. mikrodoménach ¢i raftech
(DENICH et al. 2003). Membranové aktivni latky se mohou preferencéné véazat do
mikrodomén s ur€itymi fyzikalnimi vlastnostmi nebo slozenim (DONATO et al. 2000;
LEEKUMIJORN a SUM 2006). U benzylalkoholu byla pozorovana jeho preferencni
vazba do mikrodomén v ,hyperfluidnim*“ stavu (SHIGAPOVA et al. 2005). Zmény
fyzikalniho stavu membrany v urcité mikrodoméné mohou mit mnohdy vyznamnéjsi
vliv nez zména fyzikdlniho stavu membrany jako celku, protoZe membranové proteiny
(tedy i ty signalni) se mohou koncentrovat pravé v doménach, které jsou nejvice
ovlivnéné pisobenim membranovée aktivni latky (DONATO et al. 2000).

DPH nevykazuje preferenci k tekuté nebo tuhé fazi v membrané (BAUMGART
et al. 2007), proto fluorescen¢ni méfeni anizotropie DPH poskytuji informace pouze o
primémém chovani celé membrany (ANTUNES-MADEIRA a MADEIRA 1989;
DONATO et al. 1997). Nezachyti tedy naru$eni uspotfadanosti, které se odehrava jen
v ur€ité mikrodoméné, coz se také mize podilet tom, Ze anizotropie fluorescence DPH
nezaznamena zvySeni fluidity po pfidavku alkoholu, i kdyz tento alkohol sniZuje

aktivitu promotoru Pdes po chladovém Soku.

Generalizovana polarizace Laurdanu

Generalizovana polarizace (GP) Laurdanu je fluorescencéni metoda, kterd
umoziiuje méfit podil tekuté a tuhé faze v membrané. Sonda Laurdan, ktera se
zabudovava spiSe do blizkosti polarniho povrchu membrany, je citlivd k polarité
prostiedi a monitoruje pronikdni vody do membrany (DE VEQUI-SUPLICY et al.
2006).

Meéfeni GP Laurdanu by mélo zachytit ovlivnéni fluidity membrany témi
alkoholy, které ptisobi v polarni oblasti membrany. Nejvét$i efekt na posun teplotni
zavislosti GP mél opravdu ethanol, ktery interaguje s membranou v oblasti polarnich
hlavi¢ek fosfolipidii. Ethanol zvy$oval fluiditu izolovanych bakteridlnich membran
méfenou pomoci GP Laurdanu v celém sledovaném teplotnim rozsahu. Pozorovany vliv
ethanolu na pronikani molekul vody do fosfolipidové dvojvrstvy odpovida jiz
publikovanym vysledkim (HO a STUBBS 1997). Je zajimavé, Ze oktanol, jehoz

fluidizaéni G€inek na bakteridlni membranu nezachytilo méfeni anizotropie
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fluorescence DPH, zpisoboval sniZzeni hodnot GP Laurdanu, i kdyZ pouze mal¢ a jen
v teplotnim rozsahu 28°C az 15°C. To by znamenalo, Ze oktanol, nejdelsi alkohol
pouzity v této préaci s nejvy$§im partiénim koeficientem, ovliviiuje fluiditu membrany
Bacillus subtilis v oblasti polarnich hlaviéek fosfolipidii. Posuny teplotnich zavislosti
GP Laurdanu vyvolané alkoholy (ethanolem a oktanolem) v3ak byly velmi malé.
Generalizovana polarizace Laurdanu tedy neni vhodnym ukazatelem zmén
membranovych parametrti.

Odpovéd’ na otazku, kam se skuteéné zabudovavaji jednotlivé alkoholy, by
pfinesla méreni s fluorescenénimi sondami citlivymi k polarité¢ okoli, které¢ by byly

lokalizovany v ur¢ité hloubce membrany.

Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Teplota fazového prechodu je dalsi fyzikalni parametr membrany, ktery by mohl
laboratofi ukazuji, Ze teplota fazového prechodu izolovanych bakteridlnich lipidd
izolovanych z kultury rostouci v optimalni Ty 40°C a nizké Ty 20°C se 1i8i o 10,6°C
(BERANOVA et al. 2008). Posun teploty fazového pfechodu po pfidavku alkoholi byl
jiz prokazan (ALMEIDA et al. 1986; KONOPASEK et al. 2000). Alkoholy by tedy
mohly sniZovat teplotu fazového pfechodu bakteridlnich lipidi po chladovém S$oku,
podstatné snizovat podil pevné faze v membranach, a tak pomoci burice lépe se
vyrovnat s rigidizaci membrany. V mé praci se mi v8ak nepodafilo zjistit vyraznéjsi
posun teploty fazového prechodu lipidii (koncentrace alkoholt, které sniZzovaly aktivitu
promotoru Pdes po chladovém $oku, zptisobily posun T,, pouze o 1°C), proto posun
fazového prechodu do niz3ich hodnot pravdépodobné neni parametrem, ktery burika
vnima jako fluidiza¢ni U€inek alkohol. Dale bylo sledovano, jak alkoholy ovlivni
parametry Ty, a Tp,, které popisuji $itku fazového piechodu. Alkoholy v§ak vyznamné
neptisobily ani na tento parametr. Sifka fazového pfechodu izolovanych bakterialnich
lipidid je pomémé velkd — fazovy prechod probihd v rozmezi asi 10°C, coz je v souladu
s pozorovanou §ifkou fazového prechodu pro smésny vzorek lipidi (DENICH et al.
2003). Je to dano tim, Ze vétsi heterogenita vzorku vede k nekooperativnimu fazovému
prechodu. Retézce mastnych kyselin neprochazeji fizovym piechodem ve stejné teploté
a navic jednotlivé lipidy spolu mohou interagovat. Vysledkem je $irsi fazovy ptechod,
tedy $ir8i teplotni rozmezi, kdy vedle sebe koexistuji faze gelu a faze tekutého krystalu
(MCELHANEY 1982; DENICH et al. 2003). Alkoholy tedy nejsou schopny proces
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fazového prechodu bakteridlnich lipidd né&jak vyrazné ovlivnit: neposouvaji teplotu
fazového prechodu, ani nezvétduji jeho Sifku. V tak komplexnim vzorku, jakym jsou
bakterialni lipidy, alkoholy tedy nepfedstavuji dostate€ny impulz k ovlivnéni fazového
prechodu. Senzor DesK vnima fluidiza¢ni pisobeni alkohold na drovni zmény jiného

fyzikalniho parametru nez je fazovy pfechod.

Membranové aktivni latky s rigidiza¢nim tG¢inkem

V této praci byly jako latky srigidizaénim uéinkem na membranu testovany
dimethylsulfoxid, cholesteryl-hemisukcinat, kyselina palmitova a hlinité ionty, jejichZ
ucinky na zvySeni uspofddanosti membrany byly jiz dfive popsany v literatuie
(VERSTRAETEN a OTEIZA 2000; YANG et al. 2000; PANADERO et al. 2006).

Cholesteryl-hemisukcinat (CHS) v nejvy$8i pouzité koncentraci 100uM
prodluzoval dobu zdvojeni pii kultivaci v optimalni Ty 40°C asi o 25%, ale zvyseni
aktivity promotoru Pdes v této teploté nevyvolal. Anizotropie fluorescence nemohla byt
naméfena ztechnickych divodi, CHS se totiz velmi 3patné rozpousti ve vodném
prostiedi (kapitola 4.5.2). Kyselina palmitové ve v8ech pouzitych koncentracich neméla
vliv na dobu zdvojeni pfi kultivaci v optimalni Ty 40°C a také nezvySovala aktivitu
promotoru Pdes. Rigidizace membrany kyselinou palmitovou nemohla byt rovnéz
pomoci méfeni anizotropie fluorescence DPH zji§t€éna. Pfidavek hlinitych iontt
vyznamné€ neovliviioval dobu zdvojeni v Tx 35°C, hodnoty anizotropie fluorescence
zvySoval jen mirné (nejvétsi posun teplotni zavislosti ¢inil 2°C) a aktivita promotoru
Pdes také nebyla vyssi.

Zajimavé byly u¢inky dimethylsulfoxidu (DMSO). DMSO v koncentracich
846mM a 1410mM velmi prodluzoval dobu zdvojeni v Ty 40°C, zéroveri vak tyto
koncentrace nezvysily aktivitu B-galaktosidazy v této teploté. Pfi méfeni anizotropie
fluorescence DPH izolovanych bakterialnich membran byl pozorovan ne rigidiza¢ni, ale
fluidiza¢ni €inek DMSO (pokles hodnot anizotropie DPH). Po mirném chladovém
Soku 40-35°C byla zaznamenana zvy$ena aktivita B-galaktosidazy. Pfestoze je DMSO
pouzivan jiz dlouhou dobu jako b&zné jako rigidizaéni ¢inidlo (INGRAM 1976;
HAYASHI a MAEDA 2006), jeho u¢inky na fluiditu membrany se zjevné mohou lisit
v zavislosti na sloZeni sledované membrany. Pfirodni membrany (napf. bakterialni) jsou
velmi heterogenni struktury, které mohou interagovat s membranové aktivni latkou
jinak nez umélé membrany. Membranové aktivni latka se mize preferenéné

zabudovavat do urcité mikrodomény (viz vySe) a pisobit na uspofadanost membrany
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jinak nez v ptipad€ umélych membran, které se vétSinou pouzivaji pro testovani G¢inku
latek na membrany (MARGUET et al. 2006). To potvrzuje i vysledek uvedeny v této
praci  (Obr.  56) —  syntetické lipidy, lipozomy  slozené  pouze
z dimyristoylfosfatidylcholinu (DMPC), mély v pfitomnosti DMSO teplotu fazového
prechodu posunutu do vy$si teploty, naproti tomu DMSO vykazoval podobny
fluidiza¢ni U¢inek na lipozomy ze sojového fosfatidylcholinu, které nemaji presné
definované sloZeni, a na izolované bakteridlni membrany. Na tyto komplexné;si
membrany pisobil DMSO zvySeni fluidity, kterd byla méfena pomoci anizotropie
fluorescence DPH.

Membranové aktivni latku s dostate¢nym rigidizaénim u¢inkem se tedy v této
praci nepodarilo nalézt. VSechny testované latky nezptsobily dostateéné zvySeni
uspofadanosti membrany (s vyjimkou rigidiza¢niho efektu DMSO po mimém
chladovém 3oku), které by vnimal senzor membranové fluidity DesK a reagoval na
tento pokles fluidity membrany zménou signalizace.

Je také mozné, Ze bakteridlni burice jako signal pro expresi chladové
indukovanych genti nestaci pouze zména fluidity membrany. Bylo zji§téno, Ze pfidavek
inhibitoru gyrazy novobiocinu zabrani indukci exprese genu des po chladovém Soku
(GRAU et al. 1994; WEBER a MARAHIEL 2002). Gyrazou zprostiedkované zmény
topologie DNA po chladovém $oku jsou dilezité pro adaptivni odpovéd’ bakterie
Bacillus subtilis na chladovy $ok. Je mozné, ze bakterialni burika porovnava fyzikalni
stav membrany s topologii DNA a jen v pfipadé, Ze jsou zmény struktury obou

komponent dostate¢né, spusti transkripci chladové indukovanych gent.
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6 Souhrn

Zména signalizace senzoru membranové fluidity DesK Bacillus subtilis byla

studovana prostfednictvim ovlivnéni fluidity bakteridlni membrany teplotou a

pfidavkem membranoveé aktivni latky.

1. Aktivita promotoru genu des po teplotnich skocich

Po chladovém $oku dochazi k nartistu aktivity B-galaktosidazy. Nejvyssi narist
aktivity pB-galaktosidazy nastava po pfenosu kultury z Tk 40°C do Tk 25°C. Pokles
kultivacni teploty alespoii o 5°C je schopen vyvolat takovou zménu fluidity membrany,

na kterou senzor DesK reaguje zménou signalizace.

2. Aktivita promotoru genu des v zavislosti na teploté kultivace pfi stalé teploté
kultivace

Aktivita B-galaktosidazy je v Tk 30°C, 35°C a 40°C srovnatelné nizkd a v
Tk15°C, 20°C a 25°C srovnatelné vysokd. Senzor DesK ve stalé kultivacni teploté
rozliSuje pouze dva stavy membrany — rigidni a fluidni membranu. V Tk 30°C senzor
DesK vnima membranu jako dostatené tekutou a v Tk 25°C senzor DesK pocituje

snizenou fluiditu a reaguje na ni zvySenou transkripci z Pdes.

3. Membrinové aktivni latky s fluidiza¢nim duc¢inkem: alkoholova Fada

Vsechny testované alkoholy (ethanol, propanol, butanol, benzylalkohol, oktanol)
snizovaly aktivitu B-galaktosidazy po chladovém Soku 40-20°C. Vyznamny pokles
hodnot anizotropie fluorescence DPH izolovanych bakteridlnich membran byl naproti
tomu pozorovan pouze po pfidavku butanolu a benzylalkoholu. Sonda DPH registruje
zménu fluidity membrany vyvolanou jen témi alkoholy, které se zabudovavaji do stejné

oblasti membrany jako sonda DPH.

4. Membrinové aktivni latky s rigidiza¢nim G¢inkem

Zadnd ztestovanych membranové aktivnich latek s predpokladanym
rigidiza¢nim U¢inkem (dimethylsulfoxid, cholesteryl-hemisukcinat, kyselina palmitova,
hlinité ionty) nezvy$ily za izotermalnich podminek aktivitu B-galaktosidazy. Piidavek

hlinitych iontl k izolovanym bakteridlnim membranam zptsobil jen mirnou rigidizaci
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membrany. Rigidiza¢ni u¢inky dimethylsulfoxidu byly potvrzeny na lipozomech
z DMPC, u izolovanych bakteridlnich membréan bylo ale po pfidavku dimethylsulfoxidu
pozorovano zvySeni fluidity membran. Je tedy ziejmé, Ze membranové aktivni latky
ovliviiuji jednodu$si membrany ze syntetickych lipidii a pfirozené membrany jinym

zptisobem.

5. Generalizovani polarizace Laurdanu, alternativni metoda sledovani stavu
membrany

Meérieni generalizované polarizace membranové fluorescen¢ni sondy Laurdanu
nezachyti fazovy prechod izolovanych bakteridlnich lipidti, proto neni mozné metodu
méfeni generalizované polarizace Laurdanu vyuzit jako fluorescen¢ni alternativu
k diferencialni skenovaci kalorimetrii. Pokud byl Laurdan pouzit jako alternativa
k méfeni anizotropie fluorescence DPH, pak pokles teplotni zavislosti generalizované
polarizace Laurdanu izolovanych bakteridlnich membran zplsobily ze vSech
testovanych alkohold pouze ethanol a oktanol. Generalizovana polarizace laurdanu se

neukazala jako vhodné méfitko zmén membranovych parametra.

6. Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Koncentrace alkoholt, které ucinn€ sniZzovaly aktivitu B-galaktosidazy po
chladovém $oku, zptisobovaly posun Tm pouze v rozmezi 1°C a vyrazné neovliviiovaly
§ifku fazového pfechodu. Posun fazového ptechodu do niz$ich hodnot pravdépodobné
tedy neni parametrem, ktery buitka vnima jako fluidizaéni ucinek alkoholi na

membranu.
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