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EFFECT OF ENVIRONMENTAL STRESSES ON MUTABILITY OF
BACILLUS SUBTILIS - ROLE OF MISMATCH-REPAIR SYSTEM

Abstract
The everchanging nature of bacterial environmeguires adaptation to emerging novel
conditions. One proposed way of adaptation invoimeseased generation of genetic
variability in response to harmful conditions —reepomenon called adaptive
mutagenesis. However, the details of mechanismasi@btive mutagenesis, and even its
very existence, are far from clear.
Our goal was to subject the Gram-positive modetdyaon Bacillus subtilisto variety of
environmental stresses, examine the rate of muésggenccuring and compare it to
unstressed conditions. Next we wondered if therg avale for mismatch-repair system
(MMR), the major pathway for mutation avoidancettiese processes.
To accomplish this, we constructed systems to rootfie expression of MMR
components both on transcription and translatigallaVe also developed a
mathematical model for precise mutation rate datation in order to quantify the
intensity of mutagenic processes.
The monitoring of MMR proteins translation failededto high background endogenous
fluorescence present B subtiliscells. However, we found out, using transcription
reporter system, that the expression of MMR isimitienced by imposition of harsh
hyperosmotic shock upon cells. The expression offivas also barely influenced by
nutrient limitation in stationary phase of grow@onversely, we did not detect any
significant increase of mutation rate on these sewral other conditions.
We conclude thaB. subtilisdoes not experience obvious stress-directed adaptiv
mutagesis. Our findings also add support to thenaif substantial differences between
dynamics of MMR on stress conditionBn subtilisandEscherichia coliThese might be
attributed to strikingly different lifestyles of tioprokaryotic models,a. existence of
sporulation irB. subtilis

Keywords
Bacillus subtilis mismatch-repair system, mutation rate, statiopase, adaptive

mutagenesis, stress response
Klicové slova
Bacillus subtilis mismatch-repair systém, muita rychlost, stacionarni faze, adaptivni

mutageneze, stresova odpdv
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1.Uvob

VSechny Zivé organismy jsou neustéle konfrontov&ngnicimi se podminkami jejich
Zivotniho prostedi — & uz biotickymi nebo abiotickymi. Mnoho #ahto podminek
pusobi na bakterialni kiky negiznivé (nag. zpomaluji nebo inhibujiist) — jedna se
tedy o stresové faktoryi€stoze vSechny organismy disporfaflou mechanisin jak se
vadi stresim adaptovat, jen mutai procesy a z nich vzesSla geneticka variabilitdnowo
zajistit dlouhodobéifizpisobeni a perzistenci drith

Mutabilita (mira rychlosti mutageneze) je u drtixdSiny bakterialnich organisim
udrZzovana na velmi nizké drovni, s cilem zachotétagici optimalni fenotyp, ktery je
vysledkem dlouhodabptisobicich selakich tlaki. Podle kontroverzni hypotézy
adaptivni mutageneze dochézi vlivem strgeiznivych Zivotnich podminek) ke
zvySené tvorb mutaci, z nichz ¢které pomahajiigkonat isobeni &chto stres.

Velka wtSina poznatk o procesech souvisejicich s adaptivni mutagereedka
gramnegativni bakteriéscherichia coli Pro studium adaptivni mutagenezBacillus
subtilisbyl dosud pouZivan pouze jeden experimentalni sy§ROBLETOet al.2007).
Nasim cilem bylo vyvinout takové usiolani, které by umdbvalo vSeobecnou
kvantifikaci mutageneze, a prozkoumat vliv envir@mtélnich stras(fyzikalnich a
nutricnich) na tuto vetinu. Dale jsme clti zjistit, zda vlivem stre® dochazi k omezeni
funkce mismatch-repair systému, ktery je hlavnincima@ismem opravy mutaci a jehoz
deaktivaci dochazi ke z&r@@mu zvySeni mutageneze.

Ucelem préace byloifispst k potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy adaptivniagaheze

v SirSim slova smyslu B. subtilis tj. zjistit, zda vystaveni stresovym podminkammaa

buiky mutagenni efekt.



2.PREHLED LITERATURY

2.1.ADAPTIVNI MUTAGENEZE

Adaptivni mutageneze je hypoteticky proces ved&advysené tvorbmutaci,
podmiiujicich genetickou adaptaci nasobici podminkyCasto se Ize setkat se
synonymnimi nazvy tohoto fenoménu — hagtresem indukovana mutageneze nebo
mutageneze ve stacionarni fazi.

Tento oddil literarnihoighledu je zagten na popsané mechanismy adaptivni

mutageneze a experimentalni metody jeji determinace

2.1.1. Historické souvislosti

V poloviné dvacatého stoleti (LURIA a DELBRUCK 1943) bylo istikovanymi
experimenty prokazano, Ze mutace v rostoucich baktech buikach vznikaji nahodn
bez gitomnosti selekniho tlaku. Tento poznatek byl v souladu s prind@rwinovy
evolwni teorie o selektivni fixaci mutaci vlivem jejigimzitivniho vlivu na fitness
hostitele.

O ¢tyricet let pozdji se objevila studie zdsadélmpochyhiujici princip nahodného vzniku
mutaci (CAIRNSet al. 1988). Bylo nazn&no, Ze tvorba vyhodnych mutacibe byt
stimulovana fisobenim selakiho agens.iPprovedenych r¥enich a v obdobnych
experimentech, nasledujicich pegdbyla pozorovana rychlost vzniku mutaci podstatn
vySSi nez standardni bakterialni miuniarychlost, ktera je strikthudrzovana na velmi
nizké drovni i za extrémnich Zivotnich podminek [BBIOWSKI 2001). K mutacim
navic dochazelo jen za&ifpmnosti seleéniho agens (FOSTER 2004). Publikace
vzbudila velky rozruch, getrg¢ znaného zajmu ze strany kreacioiiisY bezprosedrs
nasledujicich letech zagal intenzivni vyzkum na objasni pozorovanych jey; jimz se
dostalo oznéeni adaptivni mutageneze.
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2.1.2. FC40 — model pro studium adaptivni mutageneZscherichia coli

Z historickych divodi byl pro WtSinu experimerit tykajicich se adaptivni mutageneze
pouzivan kmerescherichia coliFC40.

Genetickeé pozadt. coliFC40 je nasledujici: kmen nese deleci chromozoimdlgénu
pro utilizaci laktézy kac2). VlastnilacZ alela je umisina na nizkokopiovém epizomu,
odvozeném od F plazmidu. Sdsti této alely je i fGzovana sekvenael, nesouci +1
posuvovou mutaci, ktera brani spravné (ve smitglciho rdmce) transkripci sekvence
lacZ lokalizované downstream. Exprese géamy nepodléha obvyklé regulaci, je
konstitutivni. Sodasti epizomu je rowiz gendinB, kodujici DNA polymerazu s vysokou
frekvenci replikanich chyb Kap. 2.1.3.1). Gen kddujici inhibitor transferovych funkci
epizomu finO, je inaktivovan vlozenim inzémi sekvence. Genetické uspdanik. coli

FC40 je schematicky znaz@mo naObr. 1.

finO™

dinB*

+1 frameshift\
_=

Qh romosomD

OBRAZEK 1: Schéma genetického usg@dani E. coli FC40.
Podle (ROTHet al.2006).

Adaptivni mutageneze, tj. rychlost reverzi k Léanotypu, se zjidije vysetim suspenze
E. coliFC40 na mineralni plotny s lakt6zou jako jedinymageim uhliku a sledovanim
pocti narostlych kolonii.

Ukazalo se, Ze vysoka mira adaptivni mutageneamtotexperimentalnim pojeti je
disledkem pra¥ zmintného genetického usfimani. Posuvova mutace se nachdatv

¢asti fuzniho genu. Jakakoliv -1 posuvova mutacel& délcdacl tak vede k reverzi,
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neba’ aminokyselinové sloZzeni Lagasti fuzniho proteinu nema vliv na enzymatickou
aktivitu vysledného Lacl-LacZ proteinu (ROTé al.2006). Tato situace je tedy zima
odlisna od mutageneze vedouci k nukleotidovym guleétn a z nich odvozenym
aminokyselinovym zagmam, které jsou jednim z nejvyznagsich evolgnich
mutainich proces. Sama povaha posuvové mutade. «woli FC40 umo#uje expresi
nezanedbatelného mnozspvfjalaktosidazy, odpovidajici asi 1 % exprese nevamého
genu, patré mechanismem ribozomalniho posuteciho ramce (ANDERSSO#L al.
1998). S tim souvisi fakt, Ze&tem selekce na minimalnich plotnach s laktézouogetp
Zivych burgk neneni po dobu az deseti dni — hladavtedy nema letalni efekt (ROTet
al. 2006).

Hlavnim faktorem, fimo i negimo zodpo¥dnym za vysokou miru adaptivni
mutageneze, je pozice selektované alely na plazrRidkud se tatdz alela nachazi

v chromozomu, shiZuje se intenzita mutageneze p#das Obr. 2A). Za tento pozini
efekt je zcela zodp@dna konjugativni relaxaza Tral, kterd zavadi ug@jgaruseni

v misg oriT plazmidu Qbr. 2B). Déle se ukazalo, Ze pro adaptivni mutagenezi je
nezbytna gitomnost funkniho rekombin&niho aparatu (RecA, RuvABC) a mechanism
zpracovavani dvegtzcovych zloni v DNA (RecBCD). Je tak vysoce prajgbdobné,
Ze Stpeni progtednictvim Tral spousti kaskadu rekomigimzh udalosti, které

v disledku vedou k amplifikadac alely (FOSTER 2004). Amplifikace zvySuje
pravdEpodobnost, Zedktera z namnozenych alel pkdé reverzi posuvové mutace.
Kone:ng, na plazmidu kmene FC40 jsotitpmny dw kopie téZze inze€ni sekvence.
Delece jedné z nich trojnasabsniZuje vy&Zek revertarit, coz poukazuje na moznou
roli rekombinace mezeémito kopiemi (ROTHet al.2006).

Z vysSe uvedenych skuteosti vyplyva, Ze &Sina pozorované mutageneze jslddkem
specifického experimentalniho usadani. Aplikovatelnost vysledldosazenych s
modelemE. coli FC40 na genydZného dinku (nag. metabolické) v chromozomalni
lokaci je tak bohuZzel z&aé omezena.

-12 -



A 200 5 B
) 160 -
S 150 Tral*
© o
c2 ; S . 120-
C C >0
6 — C
:Cc) 6100 'g g
+ .E? 12 o < 80 =
O © ~NS)
S @ P
- SRR
37 s0f 20
3 3 > 40
g ! T~
g
tral
0 , : : 0 0 — + +—
0 1 2 3 4 5 6 2 3 4 5
doba inkubace (dny) doba inkubace (dny)

OBRAZEK 2: Faktory ovliviiujici adaptivni mutagenezik. coli FC40.

A) PozicelacZalely.
PInéétverce (osa vlevo): alela na epizomu, prazdna kida (osay vpravo): alela v chromozomu.
Podle (ROSCHE a FOSTER 1999).

B) Stépeni epizomu wriT.
Podle (PONDERet al. 2005).

2.1.3. Molekularni mechanismy adaptivnhi mutageneze

2.1.3.1. MUTAGENNI DNA POLYMERAZY

Mutagenni (angl. error-prone) polymerazy rodinys®y Siroce rozgnym typem DNA
polymeréaz. Jejich vysoka mutagenicita jégpbena absenci korek aktivity

(angl. proofreading)ipreplikaci templatové DNA (NOHMI 2006). Tyto enzyrsou
molekularnimi specialisty - disponuji schopnostilit®vat templét obsahuijici 1éze
(angl. lesions) — chemicky poskozené nukleotidy{naT-dimery),cimz se odliSuji od
hlavni vegetativni DNA polymerazy lll. Tento jejietribut je dan pravabsenci
koreleni aktivity, nebd vegetativni polymeraza lll s inaktivovanou kafekaktivitou je
rovnéz schopna replikovat templat obsahujici l€éze (STBSL2002). Aktivni centra

mutagennich polymeraz maji navic vg#i konformaci nez u polymerazy lll, coz
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umoziuje lepSi akomodaci poSkozenych nukleb@dtedy i snad¥Si replikaci fes 1éze
(JAROSZet al.2007).

DalSimi charakteristickymi vlastnostmi mutagennpolymeraz rodiny Y jsou nizka
procesivita replikace (NOHMI 2006) a transkmp indukce progednictvim bugcné
SOS odpovdi (TIPPIN et al.2004). SOS odpad’ (Kap. 2.1.4.2) je zpravidla vyvolana
poskozenim DNA. Indukce mutagennich polymeréaz tekigtavuje &inny adaptivni
mechanismus, jakipkonat tento stav ohroZujici Zivétdulezité burgcné funkce.

U E. coli se vyskytuji d¥ polymerazy z Y rodiny: PollV (syn. DinB) a PolV

(syn. UmuD2C). PolV se sklada z katalytické podjednotky (UmaCvou procesivitu
zajiStujicich podjednotek (UmuD"). Aktivni UmuD”nika autoproteolytickym gpenim
UmuD proteinu za spoldasti RecA-ssDNA nukleoproteinového filamentu. Tiegakce
probih& stejnym mechanismem jakép&ni LexA represoru SOS odpal a cl represoru
lytického cyklu faga., coz je podpieno signifikantni homologii v aminokyselinovém
sloZzeni aktivniho mista proteolyzy (LU&D al.2001). PolV je tak regulovana v rdmci
SOS odpovdi dvakrat: na transkrimi a posttranstani arovni.

Siroké taxonomické roz&ni polymeraz rodiny Y $di o jejich pozitivnim vyznamu
pro dlouhodobou fitness hostitele. Studie na sbawi@ti E. coli ukazala, Zze
fylogenetick& historie génkddujicich mutagenni polymerazy odpovidéa histasiitrolni
skupiny metabolickych génRovreéZ procento nesynonymnich aminokyselinovych
zanen se neliSilo od kontrolni skupiny gierOboji s\wd¢i o prezervaci funkcethto
polymeraz, coz népmo poukazuje na jejich vyhodnost z hlediska dlaldiz
konkurenceschopnosti jejich hostitele (BJED&M\al.2003).

Selekni vyhoda mutagennich polymeraEucolibyla dale prokazana v kompatich
experimentech. Seléki vyhoda kmene proficientniho z hlediska mutagemni
polymeréaz pravépodobrg tkvi v jimi produkovanych vyhodnych mutacich. Muitiai
kmeny s deaktivovanymi polymerazami nevykazuji en@ zdatnost ve stacionarni fazi,
pokud jsou samostatrkultivovany vcisté kultde (YEISERet al.2002). Ri jednorazové
kultivaci spolén¢ s divokym kmenem se pimaje patym dnem stacionarni fazérsa
proporce jednoduchych polymerazovych muiasttizovat, az po desatém dni kultivace
témei vymizi (Obr. 3). KompetEni vytesneni je zng&né urychleno u dvojitého mutanta

s ok¥ma polymerazami inaktivovanymi (YEISER al.2002).
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OBRAZEK 3: Efekt mutagennich polymeraz na kompetini zdatnost hostitele i

dlouhodobém hladéwi.
Pouzité symboly: prazdné kéko — PollV, prazdny trojuhelnik — PolYprazdnystverec —
Polll" (polymeraza rodiny B s podobnymi vlastnostmi jakatagenni polymerazy).
Hvézdicka ozné&uje hodnoty mensi nez 100 cfu/ml.
Podle (YEISERet al.2002).

U dalSi SOS-inducibilni mutagenni polymerazy (nigiedo rodiny C), pvodem

z Mycobacterium tuberculosidyl také prokazan vyznamnyipos pro fithess hostitelské
bakterie. V tomto fipact je piitomnost polymerazy nezbytna pro efektivnilgh
infekce mySiho modelu a jeji patogenicitu, stgako pro vznik rezistencei
terapeutickym antibiotikm (BOSHOFFet al.2003).

Na rozdil od ¥tSiny ger, jejichZ proteinové produkty se &stni proces zpracovani
informace kddované v DNA, se geny mutagennich pehanrodiny Yc¢asto vyskytuji
na mobilnich genetickych elementech plazmidovépa.tiAiomologyumuCDoperonu
s biochemicky potvrzenou funkci (SOS-inducibilnitagenicita) byly nalezeny nama
katabolickém plazmid®seudomonas putidd ARK et al. 2005), konjugativnim
transpozontProvidenciarettgeri (MEAD et al.2007) a plazmidu podiiiijicim
antibiotikovou rezistendt. coli (GOLDSMITH et al.2000). Vzhledem k tomu, ze
plazmidy jsou dynamické replikony z hlediska hdmstitelského spektra nebocpo
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kopii na butku, miZe tato asociace potencovat setékv/yhodu (viz vySe) danou
piitomnosti homologu mutagenni PolV wige.

Geny kédujici mutagenni polymerazy jsou réobligatni sodasti tzv. SOS genové
kazety. Tento operon sestavajici ze dvow# geni je vzdy regulovan LexA
represorem, jehoz vazebné misto obsahuje ve swioppoove oblasti, a je tak indukovan
poskozenim DNA. Dva z génjejichZ gitomnost v kazétje nejvice konzervovana,
kéduji mutagenni polymerazy rodiny Y a Glqr. 4). Tato ,kazeta adaptivni
mutageneze” se vyskytuje ri@pcelym spektrem fylogenetickych skupin bakteri&igé
(ERILL et al.2006), coz je ofi dokladem o vyznamné roli mutagennich polymeraz

v bakterialni evoluci.

—=mm—|  JexA 1A Y IC
Qx>{su>{po>|po>

OBRAZEK 4: Schéma typické proteobakterialni SOS-inducibilni geové kazety.
Paradi geri zleva:lexA— represor SOS odpédi, sulA— inhibitor bugéného dleni, polY — mutagenni
polymeréza rodiny YpolC — mutagenni polymeréza rodiny C. Sipka zn#uajer autoregulaci promotoru
SOS kazety progtdnictvim kédovaného LexA represoru.

Podle (ABELLAet al.2004, ERILLet al.2006).

2.1.3.2. SRUKTURNI VLASTNOSTI DNA

2.1.3.2.1Sekundarni struktury DNA

Diky komplementarit bazi v sekvenci DNA e dochazet nejen k parovani

komplementarnich antiparalelnitétzci, jak je tomu BZné u dvajettzcoveé Sroubovice,
ale také k intramolekularnimu parovéani v ramci @umrettzce. Produktem takového
parovani jsou tzv. kruciformni struktury (angl. ciform structures, stem-loop
structures).

Kruciformni struktury jsou podmémy piéitomnosti palindromickych motivw sekvenci
DNA (blizkych inverznich repetic). Pokud nejsouipdiomické sekvence zcela
navzajem komplementarni, davaji vzniknout krucifoim strukturam, které obsahuji
nesparované dvojice nukleaiidBaze postradajici komplementarni protipdl jsou

nachylné k chemickym modifikacim. Nidklad rychlost deaminace cytosinu je stokrat
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vysSi v jedneettzcové DNA neZ pokud je soeasti dvojSroubovice. Deaminace cytosinu
na uracil vede k &T tranzicim, coz jsou n&stjSi prirozere se vyskytujici mutace

u E. coli (WRIGHT 2000). Lze tedyiedpokladat, Ze kruciformni struktury jsou misty
zvySené mutageneze (angl. hot spots) désté pitomnosti nekomplementéarnich
nukleotid.

Kromé expozice nesparovanych baativmutagennim modifikacim je znamy dalSi
mechanismus mutageneze u kruciformnich struktino 2eakem je konverzeipodns
imperfektni (ne zcela komplementarni) palindromisk&vence v perfektni palindrom.
D¢je se tak mechanismem replikace DNA na templatugiementarngasti palindromu
(Obr. 5).

— A ——-1 G —
— T —] c —
A
> \\ > |4
DNA
polymeraza
#

| o H o

L~
— A — 77\ —
— T — </ —

g

OBRAZEK 5: Schéma templatent¥izené mutageneze v kruciformnich strukturach.

Komplementarni (palindromické) Useky jsou vygemy jako Sedé obdélniky. Vznikla mutace (zdeQ

je zakrouzkovana.
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Tato templateniizena mutageneze v kruciformnich strukturach bykalikrat
experimentals prokdzana (VISWANATHANet al.2000, BURKALA et al.2007).
Sekundarni struktury, predikované pomiocsilico sekvernino modelovani, se ukazaly
byt preferetnimi misty mutageneze (WRIGH3t al.2003, BURKALA et al.2007).
Kruciformni struktury jsou mé&ntermodynamicky stabilni nez standardni
dvojSroubovicova forma DNA. Pro jejich vznik je natnegativni superhelicita

- podvinuti dvofettzce DNA. Ve zvySeneé g se objevuji na plazmidech, prégne
vysoka negativni superhelicita charakteristicka (&WRT 2000).In vivo se kruciformni
struktury vyskytuji preferamé v transkribovanych oblastech v blizkosti kompl&dA
polymerazy, coz je podmino negativni superhelicitou, ktera je generovaaaskrigni
aktivitou enzymu (RAHMOUNI a WELLS 1992D(r. 6).

OBRAZEK 6: Vliv transkripce na superhelicitu a vznik kruciform nich struktur.
Smer transkripce je vyzrgn Sipkou. Matematické symboly znaingjf Grovei lokalni superhelicity
(pozitivni vs. negativni). Dale je uvedena sekvekreeiformni struktury. RNAP — RNA polymeréaza.
Podle (WRIGHT 2004).
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Intenzivni transkripce tak e prostednictvim superhelicitou-indukovanych
kruciformnich struktur zvySovat rychlost mutagenex# je jednim z moznych
vyswtleni pozorované transkripci-indukované mutagef@#RIGHT et al. 1999).
Zvyseni mutageneze kruciformnich struktur bylo tak2orovano . colis defektni
topoizomerazou | (BURKALZAet al.2007), coz déle $dci o roli superhelicity

v mutagennich procesech.

Popsany mechanismusegstavuje jednu z moznosti cileni mutaci na konkgeny,
v tomto gipad geny podléhajici intenzivni transkripcii Redostatku Zivin na gatku
stacionarni fazeistu dochézi (. colik prudkému ndrstu negativni superhelicity

v souvislosti s derepresi mnoha metabolickychesetrych getn (WRIGHT 2000). Je
tak mozné, Ze vedlejSim produktem této stresowviskrgni aktivity je mutageneze

vyvolana superhelicitou-podniinymi kruciformnimi strukturami.

2.1.3.2.2Repetitivni sekvence

Nekteré typy repetitivnich sekvenci podléhaji ve 2n& mife mut&nim procesém.
Useky kontingence (angl. contingency loci) jsouréve tandemavuspdgadanymi
repeticemi sekvaemich jednotek délky jednoho aty pam bazi. Vyskytuji se téa
vyhradré u patogennich bakterii s malym genomem, z ni¢it&ina je schopnaipozené
transformace (MOXONMt al.2006).

Diky své repetitivni povaze jsou Useky kontingemg&né nachylné k mutacim
zpisobenym sklouznutim templatu DNA polymeraziyrpplikaci (viz dale). Intenzivh
v nich probihaji reverzibilni procesy expanze aikeg, tedy fibyvani a ubyvani
repetitivnich jednotek.

Useky kontingence se z velkasti vyskytuji v regulénich oblastech faktarpatogeneze
a antigenni specifity (VAN DER WOUDE a BAUMLER 2004 jejich dynamika je
zodpowvdna za pislusnou fenotypovou variabilitu. Z evéhiho hlediska jsou tedy
mutaini procesy postihujici seky kontingence typem liaksané adaptivni
mutageneze, prapiujici svému nositeli zjevnou selek vyhodu v pekonani

hostitelskych obrannych mechanism
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DalSim typem repetitivnich sekvenci s vysokym rtwitan potencialem jsourpmé DNA
repetice. Mutace postihujicfimé repetice vznikaji mechanismem sklouznuti tetapla
DNA polymerazy (angl. slipped-strand mispairingy sgeplication misalignment). Timto

zpasobem vznikaji delece a duplikac@bt. 7).

/\.
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OBRAZEK 7: Schéma vzniku deleci a duplikaci mechanismem sklooati templatu.

Primé repetice jsou vyzianycerrg. Replikani intermediat je znazoén ve druhéntadku. Mutace
(delece — vlevo, duplikace — vpravo) je segregovsham dalsi replikace a b&imého éleni (dole).
Podle (BZYMEK a LOVETT 2001).

Frekvence mutaich udalosti mezifimymi repeticemi exponencialiklesa s jejich
rostouci vzdalenosti (CHEDIBL al. 1994) s rostouci délkou repetice naopak frekvence
mutaci exponenciainstoupa (PIERCIEet al. 1991). Sekvetni divergence mezi
jednotlivymi kopiemi gimych repetic snizuji frekvenci mutaci &kolik fadi (LOVETT
2004).

Bylo zjiSténo, Ze LE. colije patet kratkych pimych repetic (délka minimatrd pafh

bazi, maximalni vzdalenost 1 kilobaze) v geneglthe produkty se &astni stresove
odpowdi, statisticky vyznamaizvySen (ROCHAet al.2002). Ritomnost kratkych
piimych repetic tedy i#ze mit adaptivni charakter — zvySovat verzatiltresove

odpowdi.

Posledni z hlavnich mechanigmadaptivni mutageneze, inaktivace opravnych systém
DNA, je pojednan v samostatném oddkap. 2.2.3).
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2.1.4. Riciny adaptivni mutageneze

2.1.4.1. NUTRICNi A ENVIRONMENTALNI STRES

Limitace Zivinami je pro bakterialni kilku v jejim girozeném prosgedi velmicasta,

stejre jako intenzivni kompetice o dostupné potravni grg laboratornich podminkéach
jsou procesy zisobené nedostatkem Zivin (hladoim) studovany fedevsim

v souvislosti se stacionarni faastu jednorazové kultivace. Stacionarni faze

v komplexnim médiu trva E. colidva az i dny, na&ez nasleduje faze odumirani,

Vv jejimz piibéhu dochazi k poklesu ptu Zivych burk o 99 %. Od této chvile se
prekvapiv pocet burgk prestava dale snizovat — nastava ,dlouhodoba statibfaze".

V tomto stavu (za nezénénych kultiva&nich podminek) rize byt dana kultura
udrZzovana pdadu let, aniz by koncentrace Zivych Blarklesla pod hodnotu milion na
mililitr kultury (FINKEL 2006).

Procesy probihajici v dlouhodobé stacionarni kaljsou vysoce dynamické. Panuje zde
priblizna rovnovaha mezi odumiranim klra ristem jinych, které utilizuji Ziviny
uvolnéné rozpadem mrtvych bek (ZINSER a KOLTER 2004). V gb¢hu dlouhodobé
stacionarni faze dochazi k opakované proliferamikhesoucich mutace umagici
efektivni vyuzivani dostupnych Zivin. Vliverschto vyhodnych mutaci jednotlivé klony
kompetEne¢ zcela vyEsni zbytek populacedpr. 8).

10

log(cfu/ml)
i

" \y'- N A

0

gas
OBRAZEK 8: Proliferace mutanta béhem dlouhodobé stacionarni faze.
Barevné kivky odpovidaji jednotlivym mutantnim kiéam. Cerrs je znazoraina koncentrace veskerych
Zivych burgk v kulture.
Podle (FINKEL 2006).
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Pro selekni vyhodu &chto kloni se pouziva ndzev GASP (angl. growth advantage in
stationary phase) (ZAMBRANG@t al. 1993). GASP je wkledkemgisté mutanich

procesi — je mozneé jej genetickymi technikanfepést do WT butk. Ukazalo se, ze
GASP je zfisoben mj. mutaceminpoS Tento gen kdduje alternativni sigma faktor
komplexu RNA polymerazy, ktery sehravackhou roli v bakteridlnich stresovych
odpowdich. Inaktivace RpoS vede k rapidnimu sniZeniilglylivem chladového a
oxidatniho stresu, hyperosmolarity a hyperacidity (FERER@S3).

K fixaci defektnich aletpoSobecr dochazi za podminek limitace ZivinampoS
mutanti se akumuluji v tekuté kuteip@inaje patym dnem stacionarni faze (FARRELL
a FINKEL 2003), dsledkeméehoz vznika GASP. Podobdochazi k pravidelné selekci
téchto alel pi kontinualni kultivaci v chemostatu limitovanémrapgm uhliku nebo
zdrojem dusiku (NOTLEY-MCROBIRt al.2002) v Sirokém rozmezi experimentalnich
podminek (KINGet al.2006).

InaktivacerpoSumoziuje buikam &inngjsi utilizaci Zivin. Mutace v tomto genu jsou
zodpowdné za vyznamné rozéni spektratrstovych substratvyuzitelnych hostitelem
(KING et al.2004). Napiklad testovanim schopnostistu na sukcinatu jako jediném
zdroji uhliku a energie je mozné vyselektovat ¥pturpoS mutanty, nebt divoky kmen
neni schopen sukcinat utilizovat (CHENal.2004). InaktivacepoSrovréz umoiuje
efektivrgjSi vyuzivani zdraj (KING et al.2004).

U izolati E. colibyl zjistn vysoky polymorfismus v gempoS Disledkem toho je
Siroké spektrum fenotypod nulového po pfRpoS, coz sedei o intenzivni selekci
(FERENCI 2003). Subjektem selekce jsou v tonifpaut dwe funkce: odolnost &i
stresim (pozitivre regulovana RpoS) a konkurenceschopnost v boyioy(negativig
regulovana RpoS) (KIN@t al.2004).

RpoS hraje zasadni roli v regulaci Bamych proces, z nichz gkteré mohou mit
mutagenni &inky. Prostednictvim RpoS dochazi k indukci mutagenni PollV

(Kap. 2.1.3.1), jejimz pisobenim vznika velkastSina mutaci u kmeng. coli FC40
(Kap. 2.1.2) (LAYTON a FOSTER 2003, LOMBARDt al.2004). Na druhou stranu,
inaktivace RpoS ma za nasledek represi mechdrasdoraiujicich tvorl reaktivnich
forem kysliku Qbr. 9), jimiz zpisobené oxid&ni poSkozeni DNA rize také vést

ke zvySené mutagenezi. Environmentalni stresy asiaték Zivin tak mohou odliSnymi

cestami spoudt procesy adaptivni mutageneze.
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OBRAZEK 9: Role RpoS v ochra® buiiky pied oxidatnim poSkozenim.
Buriky z jednodenni kolonie byly barveny latkou, ktefskava schopnost fluorescence
ptisobenim reaktivnich forem kysliku.

Podle (SAINT-RUF a MATIC 2006).

2.1.4.2. AKTORY VYVOLAVAJiCi SOSODPOVED

2.1.4.2.1. PoSkozeni DNA
Mnoho faktoti, zpisobujicich poSkozeni DNA, funguje jako induktor SS@dpo¥di,

jejimz cilem je toto poSkozeni zmirnit. VedlejSinogiuktem opravy poSkozené DNA je
zvySena mutageneze, uskiievana prosednictvniméinnosti mutagennich polymeraz
(Kap. 2.1.3.1), jak je tomu nap u klasickych pozorovani mutageneze faga

v UV-indukovanych bitkachE. coli (WEIGLE 1953).

Oxidani stres zpsobuje oxidaci guaninu na 8-oxoguanin, coz je sihagen, jehoz
prostednictvim vznikaji s vysokou frekvenci transvef#iéa oxidaniho stresu se
zvySuje ve stacionarni fazistu (SCHURIG-BRICCICet al.2009) a vlivem defekit

v RpoS ¢astych v pirozenych izolatechap. 2.1.4.1). Krom¢ pfimého mutagenniho
Ucinku vyvolava oxidani poskozeni DNA také SOS oddv(GOERLICHet al. 1989),
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ktera tyto @inky potencuje. Mutageneze takibe byt modulovana prasidnictvim

regulace miry rezistencédi oxidacnimu stresu.

2.1.4.2.2. Antibiotika

PasobeninB-laktamovych antibiotik dochazi k aktivaci SOS odm (MILLER, C. et

al. 2004, MAIQUESet al.2006). Mechanismus této indukce zahrnuje aktivaci
dvoukomponentového systému DpiAB pod#miou inhibici funkce penicilin-vazebného

proteinu 3 (PBP3). Efektorovy protein DpiA inhibujeciaci replikace DNA vazbou
sekvence replikmiho p@&éatku,¢imz dochazi k indukci SOS odpai. Biologickou
funkci této aktivani drahy je SOS-zavisla indukce inhibitoru Bémeho @leni SulA, coz
zmimuje baktericidni efekf-laktamovych antibiotik inhibujicich PBP3, kteraspbi jen
na ctlici se buiky (MILLER, C. et al.2004). Subletalni koncentradaktamovych
antibiotik tak prostednictvim SOS odp@di pasobi zvySeni mutageneze (BLAZQUEZ
et al.2006) a mohou timifspivat ke vzniku rezistence napii kombinované
antibiotikové terapii.

Zcela jinym mechanismem dochazi k indukci SOS odgiopiisobenim
fluorochinolonovych antibiotik. Za indukci jsou zdedpowdné dvojetzcoveé zlomy

v DNA — intermediat reakce katalyzované DNA gyrazdéasledkem inhibice gyrazy
pusobenim fluorochinolandochazi k perzistenci a rekombinaopraw téchto zlom,

coz vyvolava SOS odpeéw’ (CIRZ a ROMESBERG 2007). Tento proces ma za nakled
podstatné zvySeni frekvence mutaci padnicich rezistenci k fluorochinoldm (CIRZ

a ROMESBERG 2006) a vykazuje tak charakteristilpidgé pro adaptivni mutagenezi.
Role komponent SOS odp&di v mutagenezi zZisobené fluorochinolony bylaino
prokazana (CIR2t al.2005).
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2.1.5. Adaptivni mutageneze Bacillus subtilis

2.1.5.1 POPIS EXPERIMENTALNIHO SYSTEMU

Ke studiu procesadaptivni mutageneze byl dosud vyuzivan jedinyearpentalni
systém. Podolinjako u kmenee. coliFC40 je zde rena frekvence reverzi mutadi p
dlouhodobém hlad@wi na mineralnich plotnach. V tomtéijpac se jedna o auxotrofni
mutace v genech biosyntézy aminokyselin. PouZikamgnB. subtilisYB955 neseit
chromozomala lokalizované auxotrofni mutace: @aonsenseh{sC952— ambermetB—
ochre) a jednu missendeC427- Gly—Arg) zaménu (SUNG a YASBIN 2002).

V tomto experimentalnim systému probiha mutagemazeodminek restriktivnich pro

rust a replikaci DNA, coZ je Zisobeno neschopnosti syntetizovat esencialni Zivinu.

2.1.5.2 FAKTORY OVLIV NUJICIi MUTAGENEZI B. sSuBTILIS YB955

Byl studovan vliviady geri na mutagenezi B. subtilisYB955.

Vytézek revertarit neni, na rozdil o&. coliFC40, ovlivreén inaktivaci rekombinaich
funkci (RecA) ani stresového sigma faktoru RNA podyazy 6°) (SUNG a YASBIN
2002). Kompletni inaktivace systému opravy posSkozeiisobeného 8-oxoguaninem
zvySuje vytzek reverzi nonsense mutaci o d&dy, coz nazriaje, Ze tento DNA-
opravny mechanismus jéliiem hladowni na seleénich plotnach z velk&asti funkeni
(VIDALES et al.2009).

V genomuB. subtilisjsou gitomné geny kodujici homology mutagennich polymeraz
PollV a PolV Kap. 2.1.3.1), z nichZ pouze u homologu PollV byl prokdzan goai
vliv na mutagenezi kmene YB955innosti této polymerazy vznik&iplizné polovina
selektovanych mutaci za podminek hlato(SUNGet al.2003), coZ je v souladu

S pozorovanou zvySenou mutagenezi, ktera nastauangiém zvyseni jeji exprese
(DUIGOU et al.2004).

Daéle byl prokazan pozitivni vlivakolika transkrignich regulatar na mutagenezi

B. subtilisYB955. InaktivacecomKsnizuje frekvenci reverzi nonsense mutasC952a
metB zatimco inaktivactomAdochazi ke specifickému, trojnasobnému snizeni
frekvenci reverzhisC952(SUNG a YASBIN 2002). DalSi protein, Mfd, podildjse
krome transkripce i na katabolickeé represi, je zodfamy za vznik poloviny z celkového
mnoZstvi reverzi aldlisC952ametBa vSech reverzeuC427(ROSSet al.2006).

U Mfd-deficientniho kmene navic nebyla reverze emse mutaceetBv Zzadném
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z testovanychifypadi produktem zptné mutace, nybrz suprese piesghictvim
modifikované tRNA (ROS®t al.2006). Zd4 se, Ze pozitivni vliv Mfd na mutagerjezi
realizovan stimulaci transkripce depodléhajicich selekci (ROBLETE al.2007).

Vliv mismatch-repair systému na mutagerigzsubtilisYB955 je pojednan samostatn
(Kap. 2.2.3.1.2).
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2.2.MISMATCH -REPAIR SYSTEM (MMR)

2.2.1. Molekularni mechanismy MMR

2.2.1.1 SPECIFITA ANTIMUTA CNiHO UCINKU

Mismatch-repair systéem (dale jen MMR) je jednimepdilezitéjSich mechanisf

zajiseni genetické stability organisn{HARFE a JINKS-ROBERTSON 2000). Jeho
pusobenim dochazi k prevenci Siroké Skaly rawiteh udalosti.

MMR snizuje frekvenci vzniku obou tygranzici, a to nejméno dvarady (CUPPLES a
MILLER 1989). Déle je schopen zabranit mutacimisgbenym chemickou modifikaci
bazi, kam paf nag. 8-oxoguanin, endoge#ise vyskytujici ve vysoké g
(WYRZYKOWSKI a VOLKERT 2003). V tomto fipact mize funkini MMR zcela
zastoupitinnost specifickych enzyinzabraujicich mutagenezi Zigobené
8-oxoguaninem — MutT, MutM a MutY (VIDALES®t al.2009).

MMR také vyznama snizujecetnost inzerci a deleci u repetitivnich DNA sekvépou
Useky kontingenceKap. 2.1.3.2.2). S vysokou &innosti zabrauje posuvovym mutacim
u mononukleotidovych tandemovych repetb¢. 10) (CUPPLESet al. 1990). Oprava
heteroduple& DNA nesoucich jeden a#i hesparované nukleotidy (intermediaty tohoto
typu mutageneze) byla prokazédnavivo (PARKER a MARINUS 1992).

Za rozpoznani potencialnich mutaci je zodly prvni protein kaskady MMR, MutS.
MutS se v biice vyskytuje ve fortmhomodimei, prstencovit obklopujicich
dvojiettzcovou molekulu DNA. Kro DNA vazebnych vlastnosi maji tyto dimery
schopnost §pit ATP, picemz aktivni misto této enzymaticke aktivity je hgbi, na

jeho konformaci se podileji aminokyseliny z obodjednotek dimeru (OBMOLOV Aet
al. 2000). ATPazova aktivita je zodpfina za dynamickou povahu interakce mezi MutS
a DNA, cyklus hydrolyzy ATP umaditije dimeru pemig’ovat se podél dvojSroubovice
DNA (JUNOPet al.2001).

K vlastnimu rozpoznani mutagenniho mista, tj. &psp@rovanych nebo nesparovanych
(extrahelikalnich) nukleotid dochazi fi ohnuti DNA pod Uhlem 60°. Tehdy nastava
zmeéna konformace MutS vlivem interakce (angl stackiagymatickeého kruhu
konzervovaného fenylalaninu a mutagenni baze (NATAMet al.2003). Nasledkem
toho ztraci MutS ATPazovou aktivitu, coZ umage jeho perzistenci na mutagennim
mist a specifickou aktivaci dalSiho proteinu kaskady RINMutL.
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OBRAZEK 10:Vliv MMR na mutagenezi mononukleotidovych tandemovyh repetic.
Pouzité symboly: kolka —E. coliK-12 (WT), trojuhelniky -E. coliK-12 (MMR)),

¢tverce —E. coliO157:H7 (MMR).

Podle (LEVY a CEBULA 2001).

2.2.1.2 PRENOS SIGNALU A KOREKCE MUTACI

Nasledkem rozpoznani mutagenniho mista pedetctvim MutS dochazi k aktivaci
proteinu MutL. MutL pati spolu s DNA gyrazou a histidinovymi kindzami delké
skupiny struktura pribuznych GHKL ATPaz, ma tedy schopnosp&tATP (BAN a
YANG 1998). Rapidni hydrolyza ATP je podnifra vazbou DNA (ROBERTSOH al.
2006). Strukturu MutL tvid dvé samostatné N- a C-terminélni domény, spojené
neuspdadanym linkerem, jehoz délka a sekvence jsou hgpabilni mezi iznymi
organismy (GUARNEet al.2004). Steja jako MutS se MutL vyskytujan vivove
form¢ homodimeit. Za dimerizaci je zodp@dna C-terminalni doména (GUARNHE al.
2004).
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MutL je patrré asociovan s komplexem holoenzymu DNA polymerakyByla
prokdzana ATP-zavisla interakce ad podjednotkami tohoto komplexu (LI, Bt al.
2008). Dale byla zjigha interakce MutL $-svorkou polymerazového komplexu,
nezbytna pro spravnou funkci MMR vivo (LOPEZ DE SARCet al.2006).

V evolwené pavodnim usptadani MMR, souéldle situace u fylogeneticky bazalnich
organisnii, je sodésti C-terminalnéasti MutL vysoce konzervovana doména

s endonukledzovou aktivitou (KADYRO# al.2006, FUKUIet al.2008, DUPPATLA
et al. 2009). Endonukleolyticka funkce MutL zavisi ndt@mnosti dvojmocnych katioft
kovii (KOSINSKI et al.2008) a interakci B-svorkou (KADYROV et al.2006). Akoliv
role endonukleazové aktivity MutL nebyla zatim jedna&né objasrina, Ize se dvodns
domnivat, Ze pravona je zodpa¥dna za kriticky krok drdhy MMR — incizi viAkna DNA
nesouciho mutaci, nasledovanou excizni opravou.

MMR u E. coli predstavuje odvozené uspdani tohoto opravného mechanismu.
Endonukleazova doména MuH. colije dezintegrovana mutaimi procesy

(KADYROQV et al.2006). Endonukleolytickou funkcigbira samostatny protein, MutH,
jehoz nukleazova aktivita je cilena na nemetylovesekvenci GATC v hemimetylované
dvojiettzcové DNA (WELSHet al. 1987). Homology MutH se vyskytuji pouze v jedné
monofyletické ¥tvi gamaproteobakterii, a to vzdy spoie s Dam a SeqA proteiny,
jejichz funkce je také spjata s GATC palindror®b¢. 11).

—

Shewanella oneidensis
Vibrio cholerae

r’ —— Haemophilus influenzae

. ' Pasteurella multocida
Dam L, | Photorhabdus lun
Squ 1olorna us iaminescens
MutH SMC Yersinia pestis

HN-S R
Salmonelia typhimurium
StoA MUKFEB (’ | yp
b E

PriB scherichia coli

OBRAZEK 11:Fylogeneticky strom vybranych gamaproteobakterii.

Je vyznéena evoldni udalost vedouci k zisku MutH, Dam a SeqA (zar&mno).
Podle (LOBNER-OLESENMt al.2005).
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MutH vykazuje strukturni a sekvém homologii s typickymi endonukleazami
restrikkné-modifika¢nich systém (BAN a YANG 1998), Dam metylaza je naopak
piibuzna modifikanim enzynim téchto systém (BUJNICKI 2001). Dam-zavisla
metylace slouzi v ramci MMR H. colijako signal odliSujici templatové vliakno
dvojSroubovice DNA od vlakna nésyntetizovanéhodbr. 12). Je tedy prawipodobne,
Ze Dam a MutH, esencialnich komponenty MMRE.coli, se vyvinuly z dvojice

proteini jednoho restriéné-modifikaéniho systému.
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4 |
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l rozeznani mutace

CH,

l aktivace endonukleazy
@ i’ CH,
i ) | .
" GATC
¥ incize

NEBO

CH,
" 1 | ]
5 P —— G\ T m—— 3
3 - (Gj_ 5

l excize vlakna
nesouciho mutaci
CH,

l resyntéza vlakna

7

e tad

n

h
0

L

CH,
2 |
Bt G GATC w— ]

3 c CTAQG ———— 3

('60103

MulS Mutl. MutH UvrD SSB Exonuclease

OBRAZEK 12:Schéma mechanismu MMR uUEscherichia coli

SSB — vazebny protein jediettzcové DNA. BlizSi vys#tleni v textu.
Podle (JOSEPIHt al.2006).

-30 -



Schopnost MutH endonukleolytickyepit DNA je za normalnich okolnosti latentni.

K jeji aktivaci dochazi pouze prastinictvim kontaktu s C-terminalni doménou MutL
(HALL a MATSON 1999). MutL-zavisla stimulace enddeézove aktivity MutH je
zavisla na hydrolyze ATP (LI, G. M. 2008) a p&tmahrnuje pohyb komplexu
MutS-MutL podél DNA (PLUCIENNIK a MODRICH 2007).

Po té, co MutH zavede do npsyntetizovaného vldkna utajenéepseni v GATC mist
dojde k oddleni obou vlaken dvouSroubovié¢mnosti helikdzy UvrD Qbr. 12). Za
dopraveni UvrD k misgtincize je zodpo&dna jeho vazba s MutL. MutL rova vyrazr
stimuluje helikdzovou aktivitu UvrD procesem zayislna hydrolyze ATP (MATSON a
ROBERTSON 2006).

Vznikly jednaetézcovy Usek DNA obsahujici mutaci je naslédespecificky
degradovan bunymi exonukleazami@br. 12) (BURDETT et al.2001). Mezera

v dvojietézci DNA je pak zaplénacinnosti replikativni DNA polymerazy a ligazy.

2.2.1.3MECHANISMY MMR U BACILLUS SUBTILIS

Na rozdil od velmi doie prostudovaného MME. coli byla vénovana tomuto
mechanismu B. subtilisjen mala pozornost.

U B. subtilisje piitomno evoldné pavodni usptddani MMR— je zachovana
endonukleazova doména MutL (KADYRQat al.2006) a zarovechybi homolog

MutH. Geny kddujici oba znamé komponenty MMR jsepa@dany vmutSLoperonu
(GINETTI et al.1996), coz je typické pro grampozitivni baktekegny Firmicutes

(LIN et al.2007). Rozsah antimutaiho efektu MMR je podobny jakok. coli (SMITH
et al.2001).

Byla prokazanaitezitost interakce mezi C-terminalni oblasti Mut®svorkou
komplexu DNA polymerazy pro spravnou funkci MMR NBWONS et al.2008).
Inaktivace genu, kédujiciho jednu ze dvou altexmath -svorek u pibuzného druhu
Bacillus anthraciszpisobuje silny mutétorovy fenotyp, jehoZz mirtaspektrum se nelisi
od spektra MMR-deficientniho kmene, coz potvrzideani vyznam této interakce pro
funkci MMR u roduBacillus (YANG a MILLER 2008). To je v souladu se pozoroiran
Ze proteinovy komplex MMR v polovépiipadi kolokalizuje s holoenzymem
replikativni DNA polymerazy (SMITHet al.2001). Fyzické propojeni MMR a replikace
DNA tak patrré usnaduje rozpoznavani a korekci repligdch chyb.
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2.2.2. Antirekombinaéni efekt MMR

Krom¢ opravy mutaci hraje MMR zasadni roli v preven&omabinace mezi
homeolognimi sekvencemi (tj. liSicimi séadu jednotek procent).

Proces inhibice rekombinace je zavisly figgmnosti obou esencialnich proteiMMR,
MutS a MutL. Pro inhibici rekombinace je nezbytxéstence sekveaimi heterologie
mezi rekombinovanymi molekulami — rekombinace zé®lmolognich sekvenci neni
prostednictvim MMR inhibovana (WORTIdt al. 1994). Mechanismus inhibice patrn
zahrnuje detekci chylrsparovanych bézi ve vznikajicim heteroduplexu pmriviutS,
stejre jako v @gipadt opravy replikaci vzniklych mutackKép. 2.2.1.1). Bylo prokazano,
Ze vSechny mutace v MutS a MutL, které negdatiowliviu;ji typické antimutani funkce
MMR, se stejg vyrazre projevuji i na jeho antirekombitiaim (Einku (JUNOPet al.
2003).

Jelikoz k rekombinaci mezi homeolognimi sekvencdathazi u bakteriiip
parasexualnich procesech, MMR svymi antirekomiyimai vlastnostmi velmi vyznann
prispiva k sexualni izolaci draiHMATIC et al. 1996, MAJEWSKI 2001). Najklad
mutaini nebo chemicky indukovana inaktivace MMRE ucolizvySuje Uspsnost
mezirodoveého kzZeni o fi az ¢étyti rady (DENAMUR et al. 2000, MATICet al.2003)

a prakticky tak umatuje velmi &innou rekombinaci mezi evainé vzdalerjSimi
bakterialnimi druhy®@br. 13). MMR naopak neovliiuje frekvenci konjugace v ramci
stejného druhu.

DalSim rekombinéim procesem, ugi¥z dochézi k inhibici progednictvim MMR, je
genova konverze duplikovanych sekvenci DNA. Rozshitice je obdobny jako u
konjugace (ABDULKARIM a HUGHES 1996). Genové duplde pedstavuji vyznamny
motor evoluce, nelioposkytuji bezpény geneticky substrat pro intenzivni selek
procesy (ANDERSSON a HUGHES 2009). MMR se tak peastictvim stabilizace
duplikovanych usekDNA miZe z dlouhodobého hlediska podilet na evoluci génov
rozmanitosti.

Na RecA-katalyzované homeologni rekombinaci, prodgelsibovaném progednictvim
MMR, rovréz zavisi girozend transformad8. subtilis— schopnost aktivhprijimat cizi
DNA z prostedi a integrovat ji do svého genomu. Jedina stzaligyvajici se efektem
MMR na &innost mezidruhové transformace neprokazala Zadggtivni vliv
(MAJEWSKI a COHAN 1998). Nicméf vzhledem k tomu, Ze ¥¢hto pokusech byly
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pouzity saturujici koncentrace transformujici DNiZe se jednat o experimentalni
artefakt, ktery neodrazi situaci u transformacéfirajici v girodnim prostedi, kde
byvaji koncentrace exogenni DNA podstatiZSi. Navic je zndmo, Ze MMR tiifpzere
transformovatelnych grampozitivnich bakterii jedimaxsaturovatelny vysSimi
koncentracemi cizorodé DNA (HUMBERSt al. 1995). Pro ¥rohodnou determinaci

vlivu MMR na transformacB. subtilisje poteba dalSi vyzkum.

1E1 3
3 E.coli K12 HfrxE. coli K12 F @

S. typhimurium LT2 Hfr x E. coli K12 F~ O

1E-1 T ¢ 4 T ®

1E-3 5

1E-4

1E-5 3

—O-
O
(@]

1E-6 3

1E-7 — : : : :
2 S & © & ®©
& & & & & &

OBRAZEK 13: Efekt MMR na U ¢innost konjugace.
Genotyp recipienta je vyztian na ose. Konjugani frekvence (péet transkonjugaiitpocet donorovych

Hfr bakterii) je vyznaena na osg. mutU=uvrD.
Podle (DENAMUREet al.2000).
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2.2.3. Role MMR v procesech adaptivni mutageneze

2.2.3.1 NEGATIVNi REGULACE MMR

Jednim z pedpokladanych mechanisirjakymi Ize gechodr® dosahnout zvysené

mutageneze, je dasna inaktivace MMR.

2.2.3.1.1 Escherichia coli

Pt rastuE. coliv mineralnim médiu dochazi po vstupu do stacidrfaze k poklesu

burgcné koncentrace MutS. Tento pokles s&tzwje s postupujici dobou trvani
stacionarni faze,igemz po dvou dnech kultivace dosahuje hladina&tngho MutS
jedné desetiny hladiny exponencialni (FENGl. 1996). V mensi nii¢ klesa i hladina
endonukleazy MutH. Bylo ukazano, Ze u enterohenickaébo kmene je pokles
koncentrace MutS mnohem vyr&gi nez u standardniho laboratorniho kmene (LEtB.
al. 2003).

Za negativni regulaci mnozstvi bigného MutS a MutH je zodpegny hlavni regulator
stresovych odpasdi, sigma faktor RNA polymerazy RpoS, spolu s RNvameronem
Hfq (TSUl et al. 1997). RpoS je z hlediska futrkich vlastnosti vysoce variabilni v ramci
prirozenych izolai E. coli (Kap. 2.1.4.1). Pozorovany rozdil mezi mirou poklesu
hladiny MutS u komenzalniho a patogenniho kmenenriate reflektovatiiznou silu
RpoS-zavislé negativni regulace.

Teoretickym dsledkem pozorované negativni, RpoS-zavislé reglNad& béhem
stacionarni faze je omezeni jeho funkci (opravaagid prevence rekombinace). Elén
zvySeni exprese RpoS ma za nasledek zvySenouwmiuyahlost (YANGet al.2004),
coZ je patriy disledkem této negativni regulace. Vzhledem k torelk indukci RpoS
dochézi vlivem mnoha stiigsmohou tyto stresy prasidnictvim negativni regulace
MMR zpasobovat zvySenou mutagenezi.

Déle bylo zjiS&no, Ze spektrum posuvovych mutaci, davajicich vemilerzilacZ alely
kmenekE. coliFC40 i hladowni na minimalnim médiu@ap. 2.1.2), se nelisi od
spektra mutaci exponencidlrostouciho kmene s deaktivovanym MMR. Tato napadna
podobnost znd, Ze adaptivni mutageneke coliFC40 je alesppz¢asti zgisobena

nefuniénosti MMR, podmitnou RpoS. Pro omezenou funkci MMRedwi i pozorované
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snizeni schopnosti beikve stacionarni fazi opravovat gla introdukovanou DNA
obsahujici substratové mutace MMR (SAINT-RUF a MBT2006).

2.2.3.1.2Bacillus subtilis

Jedina studie zkoumajici vliv MMR na procesy adaptmutageneze B. subtilisbyla

provedena s vyuZzitim systému reverzi auxotrofnickensi kmene YB955

(Kap. 2.1.5.1). Porovnani rozsahu mutageneze u kmene defekinihidR, divokého
kmene a kmene s ute zvySenou expresi MMR (vykazujiciho maximalnikéfetu
MMR) ukazalo, Ze $ hladowni na sele&nich plotnach je MMR fundni asi z 80 %
(PEDRAZA-REYES a YASBIN 2004). Btenim exprese komponent MMRi gultivaci
v tekutém mineralnim médiu bylo zg$io, Ze ani pdtyrech hodinach stacionarni faze
nedochazi k poklesu bé&tné koncentrace pouzitého reportéru pod Utoees
exponencialni faze (GINETHt al. 1996). Je izjmé, Ze dynamika MMRdnem

stacionarni faze a patrmjeho &inky se podstathliSi od situace (. coli.

2.2.3.2MUTACNI INAKTIVACE MMR

Mutace v genech kodujicich komponenty MMR, ktewktivuji schopnost jimi
kédovanych proteiinplnit antimut&ni funkce, maji za nasledek zvyseni mutabilitycjeji
hostitelského kmene. Takovy kmen, deficientni v MMR nazyva mutator a vykazuje
konstitutivni mutatorovy fenotygddow zvySena mutai rychlost).

Podle teoretickych kalkulaci bydta byt frekvence mutatérv populaci velmi nizka,
piblizng 10° (FUNCHAIN et al.2001). Nicmén, nagiklad u izolati patogennich druh
bakterii je v mnohaifjpadech udavan vyskyt mutatorovych kKionfadu procent. Vysoka
prevalence mutatérbyla prokazana najklad uSalmonella enteric ECLERCet al.
1996), uropatogentid. coli (DENAMUR et al.2002),Neisseria meningitidis
(RICHARDSONet al. 2002),Staphylococcus aureBRUNIERet al.2003),
Pseudomonas aerugino§ALIVER et al. 2000) aHaemophilus influenza@VATSON et
al. 2004). V gipact dlouhodobych evoltné-simulatnich experimerit, které vyuzivaly
periodickych efekt hrdla lahve (angl. bottleneck), doSl@turtiny experimentalnich
populaci rovnou k fixaci mutatorového fenotypu (ESIOWSKIet al. 1997). Podob#
byl pii kontinualni kultivaci v glukézou limitovaném chestatu pozorovan rapidni
vzestup frekvence mutétorového klonu (NOTLEY-MCROBBERENCI 2000).

Je Zejmé, Ze za zvySenym vyskytem mutétetoji réjaky typ evoléni vyhody. Ukazalo

se, Ze mutatorové jsou zvyhatn praw diky své zvySené mutabdit z ni odvozené
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schopnosti se snadno adaptoviéitkBmpettnich experimentech mezi mutatory a
MMR-proficientnimi kmeny v prvnich fazich kompetigetelrt vyhravaji mutatorove —
v pripact infekce m@ovych cest uropatogenBi coli (LABAT et al.2005) a kolonizace
zazivaciho traktu bezmikrobni mysi rézre. coli (GIRAUD et al.2001). Zmigny
piipad selekce mutatora v chemostatu byl édwlisledkem sekundarni mutace,
zvysuijici efektivitu utilizace limitujici gluk6zyNOTLEY-MCROBB a FERENCI 2000).
Selekni vyhoda mutétdrtak tkvi ve vyhodnych mutacich, které produkujglativng
vysokou frekvenci, diky inaktivaci MMR. (DENAMURMATIC 2006). To bylo
ukazano i v experimentalnich simulacich.delekci na reverzi mutace dochazi

k selektivnimu obohaceni obohaceni mutataezi revertanty (MAGet al. 1997,

pouze mutatorove klony (MILLER, J. l8t al. 1999). Podobnydinek ma i selekce na
dvojnasobny horizontalnifenos DNA konjugaci (FUNCHAINt al.2001), proces sitn
inhibovany funknim MMR (Kap. 2.2.2).

Defekty v MMR tak pedstavuji velmi vyznamny zdroj mutaci pro dostagaychlou a

Gcinnou adaptivni evoluci.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1.MATERIAL

3.1.1. Bakterialni kmeny

* Kmeny ziskané z Bacillus Genetic Stock Center, Qmoversity, USA:

Bacillus subtilis168 (trpC2) — standardni, divoky kmen

aKé uvadn jako WT - wild type)
Bacillus subtilisIA680 (trpC2 xglAl xgIR)L— derivat kmen®. subtilis168 s mutaci

v genu kédujicjfrgalaktosidazu
(ERRINGTON a VOGT 1990)
Escherichia colECE157- zdroj plazmidu pSG1186
Escherichia colECE112- zdroj plazmidu pDG1661

* Kompetentni biiky
Escherichia colDH50 (deoR endAl gyrA96 hsd Ra.7, m¢’) recAl relAl supE44
thi-1 (lac ZYA-arg FU169¢80lacZ M15F 1 ) — vyrobce Clontech

* Rekombinantni kmenB. subtilis(BSMS1, BSML4 a BSPSL6) fipravené v ramci
diplomové préace, jsou popsany tigjusnych oddilech sekce ,Vysledky*.

3.1.2. Plazmidy
« pSG1186

Plazmid pSG1186 je integhai vektor, uéeny pro konstrukci fuzi studovanych protein
s modrym fluorescemim proteinem (CFP) B. subtilis(FEUCHT a LEWIS 2001).
Genucfp predchazi polyklonovaci misto, kam Ize vlozit 3'- komyeri (Obr. 14). Fi
zachovantteciho ramce s ohledentkp dochazi k expresi fuzniho proteindigemz je
CFP gipojen na C- konec studovaného proteinu. K intedeanstrukti odvozenych od
pSG1186 do chromozonit subtilisdochazi jednoduchym crossing-overem mezi
klonovanym fragmentem geri subtilisa timto genem v jehaipozené chromozomalni

pozici. Exprese takto vzniklych faznich protieimodléh& stejné regulaci jako exprese
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samotnych proteinve WT kmeni, nebintegraci neni zasazena promotorova oblast ani

ribozom-vazebné misto.

Ncol

Kpnl
Apal
Xhol
Sall

T i o i s A O O 5 ClaE
\SEQR HindIll
EcoRV
EcoRl
pSG1186 Ncol

4600 bp

Spel
Xbal
Notl

| Eagl
BstX1
Sacll
Sstl

OBRAZEK 14: Struktura integra ¢niho plazmidu pSG1186.

Legenda

cfp gen kodujici modry fluorescéni protein

cat gen kédujici chloramfenikol-acetyltransferazu, kigleatelny vE. coli
a B. subtilis(chloramfenikol 5ug/ml)

bla gen kadujicjs-laktamazu, selektovatelnyB. coli (ampicilin 200ug/ml)

ori, f1 ori pacatky replikace \E. coli

SEQR pozice a orientace stejnojmenného primétap 3.1.3)
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« pDG1661
Plazmid pDG1661 je integtai vektor, umo#ujici sestrojit systém pro sledovani aktivity

promotof B. subtilis(GUEROUT-FLEURYet al.1996).Prislusny promotor je
klonovan do polyklonovaciho mista, ktet@gchazi genlacZ (pivodem zE. coli) a
ribozom-vazebnému mistu z gespoVG B. subtilisVznikly konstrukt je integrovan do
chromozomuB. subtilisdvéma crossing-overy mezi fragmenty geamyE(sowast
pDG1661) a chromozomalniamyE(Obr. 15). Expreses-galaktosidazy, jez je
produktem genilacZ, pak odrazi miru exprese genu, jehoz promotodbyDG1661

klonovan.

* Rekombinantni plazmidfpJNMS1, pJNML10 a pJNPSL10)ipravené v ramci
diplomové préace, jsou popsany tigjusnych oddilech sekce ,Vysledky*.
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OBRAZEK 15: Struktura integra éniho plazmidu pDG1661.

Legenda

amyE’..."amyE5" a 3" segmentgmyEz B. subtilis

spoVG-lacZ

spc

cat

bla

lacZ (E. coli) fuzovany s ribozom-vazebnym mistepoVG(B. subtilig
gen kodujici spektinomycin-agdéransferazu, selektovatelnyBe coli
B. subtilis(spektinomycin 10@g/ml)

gen kodujici chloramfenikol-acetyltransferazu, kedeatelny vE. coli

a B. subtilis(chloramfenikol Sug/ml)

gen kodujicjs-laktaméazu, selektovatelnyB. coli (ampicilin 200pg/ml)
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3.1.3. Primery

Pouzité primery a jejich vlastnosti jsou shrnutyab. 1. Misto nasedani primeru SEQR

je vyzna&eno nalbr. 14. Mista nasedani ostatnich prifgsou znazoréna naObr. 16.

Nazev Sekvence (553" Restlrikéni Tm/Tm(kompl.)®
misto

pSLF | CATAGAATTCATGATATAAACGTATGGTAC EcoRl 54,8/43,6 °C
0SLR | TTTAGGATCCTGTTTAATCOCTCACTATGT | BamHi 57,5/45,6 °C
MSF | CTAGGTACCAGCTTGCAAAACAGATGA Kpnl 58,2/46,8 °C
MSR | TCCGCTCGAGATGTAATTTCTTTTGCAG Xhol 58,5/39 °C
MLF | CTAGGTACCOGGTTGATGOGGAGGAAA Kpnl 62,8/53,2 °C
MLR | TCCGCTCGAGCATCACGCGI TTGAACAT Xhol 62,9/45,8 °C
SEQR CATCACTACACCATGGTGGCGAATTC - 59,5/50,3 °C

TABULKA 1. PouZité primery.
A) v sekvenci primeru je vyziano restrikni misto (téng, podtrzeno)
a sekvence komplementarni k templatu (Sedadipz

B) teploty tani: cely primer/pouzgst komplementarni k templatu
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3.1.4. Chemikalie

Nazev Vyrobce
acetat sodny Lachema
agar Roth
agardza Sigma
bromfenolova mot Sigma
B-merkaptoethanol Roth
CaCbh2H,0 BDH
citrat sodny (dihydrat) Lachema
DMSO (dimethyl sulfoxid) Merck
dNTP mix (snds deoxyribonukleotidtrifosfé) Fermentas
EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina) Lachema
ethanol Lachema
ethidium bromid Sigma
fenol (ekvilibrovany pro pouZziti v molekularni bagjii) Roth
FeSQ.7HO Lachema
glukoza Penta
glycerol Sigma
HEPES (kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinetbsiicita) Sigma
chloroform Lach-Ner
inhibitory protedz SIGMAAST Sigma
jéd Lachema
izopropanol Lachema
KoHPO, Lachema
KCI Lachema
KH,PO, Lachema
kvasntny autolyzat Oxoid
kyselina octova (ledova) Lachema
kysely hydrolyzat kaseinu Oxoid
LiCl BDH
methanol Penta
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MgCl,.6H,O BDH
MgSOy. 7H,0O Lachema
MnCl,.2H,0O Lachema
NaCOs Lachema
NaHPOy.2H,0 Lachema
NacCl Penta
NaH,PO,.2H,0O Lachema
Nal Lachema
NaOH BDH
(NH4).SO, Lachema
ONPG (orto-nitrofenyl{3-D-galaktosid) Serva
sachar6za Lachema
SDS (dodecylsulfat sodny) Sigma
Skrob (rozpustny) Lachema
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) Sigma
Triton X-100 Serva
tryptofan Lachema
trypton Oxoid
X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyg-D-galaktosid) Fermentas
xylen cyanol Merck
ZnSQ..7H,O Lachema
3.1.5. Antibiotika
Nazev Zasobni roztok Vyrobce
ampicilin 100 mg/mi Serva
chloramfenikol 35 mg/ml (ethanol) Roth
kyselina nalidixova 30 mg/ml (300 mM NaOH) Sigma
rifampicin 10 mg/ml (methanol) Fluka
spektinomycin 50 mg/ml Serva
streptomycin 300 mg/ml Galenica
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Vodné roztoky byly sterilizovany filtraci. VSechmagsobni roztoky antibiotik byly
uchovavany v -20 °C.iPpripraw pevnych agarovychig byla antibiotika fidana do
sterilnich médii po jejich zchlazeni na 50 °C.

3.1.6. Enzymy
Nazev Vyrobce
BamHlI Fermentas
EcoRl Fermentas
EcoRV Fermentas
Kpnl Fermentas
lysozym Fluka
proteinaza K Sigma
ribonukleaza A Sigma
Taq DNA polymeraza Fermentas
T4 DNA ligaza Fermentas
Xbal Fermentas
Xhol Fermentas

Enzymy od firmy Fermentas byly dodany sgokes paticnym pufrem.

3.1.7. Standardy molekulovych hmotnosti DNA

* Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker, 3 (Fermentas)
* GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas)

3.1.8. Komegni sady
* GenelJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) — izolace plazmidové DNA

» MasterPure Gram Positive DNA Purification Kit (Epicentre) — izolace
chromozomalni DNAB. subtilis
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* PureYield Plasmid Midiprep System(Promega) — izolace velkého mnoZstvi
plazmidové DNA

» Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Fermentas) — izolace DNA z agar6zového
gelu, gecisteni DNA od zbytki reakce

Pt pouzivani komemich sad bylo postupovano podle navaddanych vyrobcem.

3.1.9. Kultivaéni média

Ke kultivaci bakterialnich kultur byla pouzivanavpa a tekuta média. Média byla
sterilizovana v autoklavurpl20 °C a petlaku vodni pary 0,15 MPa po dobu 20 minut.
Do pevnych jd byl pred sterilizaci idavan agar na kogieou koncentraci 2 % (w/v).

3.1.9.1 MINERALNI MEDIUM

Na piipravu mineralniho média bylo pouZzito:

200 ml zasobniho fosfatového pufru

2 ml 0,5 M sterilniho roztoku citratu sodného

1 ml roztoku MnCj} + ZnSQ

40 ml 50 % (w/v) sterilniho roztoku glukézy

10 ml 1 % (wi/v) sterilniho roztoku tryptofanu
Doplreno sterilni destilovanou vodou na objem 1 litr.

Zasobni fosfatovy pufr

10,15 g NaHPOy,.2H,0

4,35 g kHPO,

1,32 g (NH)2SO

0,625 ml 0,1 % (w/v) FeSLYH,O

0,12 g MgSQ.7H,O

Doplreéno destilovanou vodou na objem 250 ml. Sterilizag®klavovanim.

MnCl; + ZnSQ
320 mg MnC}.2H,0
57 mg ZnSQ.7H,O

20 ml destilované vody

Sterilizace filtraci.
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3.1.9.2 KOMPLEXNi MEDIA

LB (Luria — Bertani ) médium

10 g tryptonu

5 g kvasntného autolyzatu

10 g NaCl

rozpuséno v destilované vag pH upraveno na 7,0 pomoci 1 M NaOH

Doplréno na objem 1 litr.

LBG médium
100 ml LB média
2 ml 50 % (w/v) glukézy

Pripraveno smichanim vychozich sterilnich rozitok

Média pro pripravu kompetentnich bunék
Médium A
10 ml 10 x baze média A

9 ml 10 x Bacillussalts*

81 ml sterilni destilované vody

10 x baze média A

1 g kvasniného autolyzatu
0,2 g kyselého hydrolyzatu kaseinu

70 ml destilované vody

5 g glukdzy
30 ml destilované vody

Ok slozky autoklavovany samostata nasledé smichany.

10 x ,Bacillus salts”
2 g (NH)2SO

15,2 g KHPO,

6 g KHPOy
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1,14 g dihydrétu citratu trisodného
0,2 g MgSQ.7H,O
Doplréno destilovanou vodou na objem 100 ml. Sterilizag®klavovanim.

Médium B

10 ml Média A

0,1 ml 50 mM CaGCl(sterilni)
0,1 ml 250 mM MgCl (sterilni)

3.1.10. Roztoky

3.1.10.1PUFR Z (PRO STANOVENI B-GALAKTOSIDAZY )

1,07 g NaHPO,.2H,O

0,63 g NaHP(O,.2H,0

0,074 g KCI

0,05 g MgSQ.7H,O

100 ml destilované vody

V den pouZiti byla fidana 1 tableta inhibitérproteaz a 0,35 nfi-merkaptoethanolu.

3.1.10.2R0OZTOKY PRO IZOLACI CHROMOZOMALNi  DNA B. SUBTILIS
Lyticky pufr

25 g sacharozy

0,6 g Tris

0,03 g EDTA

0,1 g lysozymu

100 ml vody

pH upraveno na hodnotu 8,0. Sterilizace filtraci.

TE pufr
10 mM Tris, pH 8,0

1 mM EDTA, pH 8,0

Sterilizace filtraci.
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3.1.10.3R0OZTOKY PRO IZOLACI PLAZMIDOVE DNA
Roztok I.

0,3 g Tris

0,9 g glukodzy

0,3 g EDTA

100 ml destilované vody, pH upraveno na 8,0 poriddi HCI.

Sterilizace autoklavovanim, uchovavario4°C.

Roztok Il

1 dil 10 % (w/v) SDS
7 dila destilované vody
2 dily 1 M NaOH

piipravovan vzdyerstvy smichanim vySe uvedenydiispd

Roztok Il

24,6 g acetatu sodného

rozpuséno v destilované vag pH upraveno ledovou kyselinou octovou na hoddgsu
Doplréno na celkovy objem 100 ml.

3.1.10.4R0ZTOKY PRO HORIZONTALNi AGAROZOVOU ELEKTROFOREZU
50 x TAE pufr

36,3 g Tris

8,57 ml ledoveé kyseliny octové

doplnino destilovanou vodou na objem 135 ml

smichano s 15 ml 0,5 M EDTA

NanasSeci pufr

0,25 % (w/v) bromfenolova mad
0,25 % (w/v) xylen cyanol

30 % (w/v) glycerol

uchovavano p pii 4 °C
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3.1.10.5S0NIKA CNi PUFR
2,4 g HEPES
rozpuséno v destilované vag pH upraveno pomoci 1 M NaOH na hodnotu 7,5.

Doplreéno na celkovy objem 1 litr.

3.1.11. Pgitacové programy

pDRAW32 (http://www.acaclone.com/ vyhledavani restrinich mist, predikce

restrikinich elektroforetogram

Chromas (http://www.technelysium.com.au/chromas.htmiyhodnocovani

vysledki sekverni analyzy

Melting Temperature Calculator

(http://www.biophp.org/minitools/melting_temperatlidemo.php— ueni teplot

tani primet

3.1.12. Kistroje a laboratorni zafizeni

Kultiva¢éni zd&izeni

vzduSnaitepaka Orbi-Safe (Gallenkamp)
vzduSnaitepaka NB-205 (N-BIOTEK)

vodni tepaka C76 (New Brunswick Scientific)
vodni tepaka Elpan 357

termostat Memmert

Centrifugy

Centra CL3R (IEC)
Mikro 22R (Hettich)
Mikro 20 (Hettich)
MiniSpin (Eppendorf)

Ostatni

spektrofluorimetr Fluoromax-3 (Horiba Jobin Yvon)

PCR cycler MasterCycler (Eppendorf)
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ultrasonikétor Soniprep 150 (SANYO) — 23 kHzamper hrotu préby 3 mm
elektroporéator Gene Pulser (BIO-RAD)

spektrofotometr DU530 (Beckman)

fotoaparat SP-565UZ (Olympus)

pHmetr Orion 2 Star (Thermo)
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3.2.METODIKA

3.2.1. Prace s bakterialni kulturou

3.2.1.1 KULTIVACE V TEKUTEM MEDIU

Bakterie byly kultivovany v Erlenmeyerovychits@ch. Za delem dobré aerace byl

objem kultur vzdy udrzovan pod hodnotou 1/10 objdmitivacni baiky. Kultury byly

péstovany pi 37 °C atepany s frekvenci 210 @&k za minutu (dale uvédo jako

standardni podminky). Byla pouzivana vodni a vzdu&paci z#zeni.

3.2.1.2 UCHOVAVANI BAKTERIALNICH KMEN U

Pro dlouhodobé uchovavani byl k bakterialnimikam (burcna suspenze nebo masa)

piidan glycerol na koncentraci 20 % (v/v). Po patimiictutové inkubaci na ledu byly

tyto glycerolové konzervy umisty do -70 °C.

Kratkodol& byly bakterialni kultury skladovany na agarovydttpach i 4 °C.

3.2.2. Fiprava kompetentnich burgk Escherichia coli

1.

LB médium, zadkovanéE. coliDH5a, bylo kultivovano za standardnich podminek

pres noc.

2. Noc¢ni kulturou bylo zagkovano 50 ml vytemperovaného LB média nas@B3 0,1.

Kultivovano za standardnich podminek do doby, nBZ.¢kultury dosahla hodnoty
0,7-0,9.
Kultura centrifugovana 10 minuti@B200 xg a 4 °C. DalSi kroky row¥ probihaly za

dasledného chlazeni.

5. Pelet dikladre resuspendovan v 50 ml ledové deionizované vodyugiim vortexu.

6. Centrifugovano 10 minutip3200 xg a 4 °C.

Pelet dikladre resuspendovan ve 25 ml ledové deionizované vaubugitim

vortexu.

8. Centrifugovano 10 minutip3200 xg a 4 °C.

9. Pelet dikladre resuspendovan v 50 ml ledového 10 % glycetrettiného

deionizovanou vodou s pouZzitim vortexu.

10. Centrifugovano 10 minutip3200 xg a 4 °C.
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11.Pelet dikladré resuspendovan ve 20 ml ledového 10 % glycemdeného
deionizovanou vodou s pouZzitim vortexu.

12. Centrifugovano 10 minutip3200 xg a 4 °C.

13. Pelet dikladré resuspendovan v 5 ml ledového 10 % glyceretiiného
deionizovanou vodou s pouzitim vortexu.

14.Suspenze byla rozttna do mikrozkumavek po 2Qda uchovavana v -70 °C.

3.2.3. Elektroporace kompetentnich buék Escherichia coli

1. Ve sterilni elektropormi kyvet (vzdalenost elektrod 2 mm) bylo smichano DO
na ledu rozmrazené suspenze kompetentnicékidtincolia 10ul roztoku DNA.

2. Na elektroporatoru byl aplikovan pul# gapacitanci 29uF, nagti 2,5 kV a odporu
200Q.

3. lhned po pulzu byl fidan 1 ml LB média.”

4. Inkubovano 1 hodinu za standardnich podminek.

5. Vyseto na pislusné selekni plotny.

3.2.4. Riprava a transformace p‘irozené kompetentnich burgk

Bacillus subtilis
Tento postup umaditije ziskani bugk B. subtilisvysoce kompetentnich prdimzenou
transformaci. Protokol bylipvzat z katalogu Bacillus Genetic Stock Center
(http://www.bgsc.org/Catalogs/Catpart4.pdf

1. 10 ml Média A bylo zagkovano kmenem recipienta na @ppriblizné 0,05.

2. Kultivovano za standardnich podminek, dokuds§Rultury nedosahlofjblizné
hodnoty 0,6. Empiricky bylo zji&ho, Ze za této optické denzity dochazirkghodu
do stacionarni fazéistu. Exponencialniust probihd s dobou zdvojeni 30 minut.

3. Ponechano kultivovat po dobu dalSich 90 minut.

4. Jednim mililitrem této kultury bylo z&kovano 9 ml vytemperovaného Média B a
ponechano kultivovat dalSich 90 minut.

5. 0,5 ml této kultury bylo feneseno do 15 ml Erlenmeyerovyikg a gidan 1ug
transformujici DNA.

6. Kultivovano 30 minut.
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7. Pridano 0,5 ml vytemperovaného LB média a kultivovdatsich 30 minut.

8. Vyseto na selalni plotny néedné a v desetinasobném a stonasobn@ukai.

3.2.5. Stanoveni aktivityp-galaktosidazy
Protokol byl (s upravami)ipvzat z katalogu Bacillus Genetic Stock Center

(http://www.bgsc.org/Catalogs/Catpart4.pdf

Kultivace a odbér vzork @

1. 1-0,2 mlkultury (podle optické denzity) bylo doténo do mikrozkumavky a
centrifugovano 10 minutip4 °C a 22000 x. Paraleld byla métena ORgs kultury.

2. Supernatant bylikladné odstragn Pasteurovou pipetou a pelet zamrazen v tekutém

dusiku a dale uchovavai p20 °C.

Priprava vzorki a stanoveni enzymatickeé aktivity

1. Burkeny pelet byl dkladre resuspendovan v 0,5 ml Pufru Z.

2. 50ul této suspenze bylaipgano k 0,75 ml Pufru Z s lysozymem (0,5 mg/ml) a
promichéano.

Inkubovano 30 minutip37 °C v termobloku. Q¥as promichavano.

Pridano 8ul 10 % (v/v) Tritonu X-100, vortexovano a ponech&minut na ledu.
Nechano vytemperovat 5 minut v 30 °C vodni lazni.

Pridano 0,2 ml Pufru Z s ONPG (4 mg/ml) a inkubovéledehkého zeZloutnuti.
Reakce byla zastaveng&ganim 0,4 ml 1 M roztoku N&Os.

Zmeiena absorbance vzdrlii 420 nm. Jako slepy vzorek slouZzila reakce bez

© N o g &> W

piidané bakterialni suspenze.
9. Burnééna koncentracp-galaktosidazy (v arbitrarnich jednotkach) byla aipana

podle vztahu:

10000<A ,,,
TxVxOD,y
kdeT ....... celkovytas enzymatické reakce (otlgani ONPG po fidani NaCOy)
vV minutach
V... objem odebrané kultury v mililitrech
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3.2.6. Prace s bakterialni DNA

3.2.6.1. FOLACE CHROMOZOMALNi DNA BACILLUS SUBTILIS

Tento protokol pro izolaci chromozomalni DNA z graoaitivnich bakterii byl fevzat

z manualu ,Molecular biological methods Bacillus' (HARWOOD a CUTTING

1990). Navic byl fidan krok vedouci k odstrani proteini — precisténi fenolem a

chloroformem.

1. 2 ml n@ni kulturyB. subtilisbyly naakovany do 40 ml vytemperovaného LB média.

2. Kultivovano 3 hodiny za standardnich podminek.

3. Bunky sklizeny centrifugaci (10 minut, 320Qyx4 °C).

4. Pelet oplachnut 10 ml TE pufru, fiky staleny a resuspendovany v 1 ml lytického
pufru. Suspenzeirpnesena do mikrozkumavky a inkubovana 30 miaudp°C.

5. Suspenze ochlazena v ledové laztid&no 400ul roztoku proteinazy K (20 mg/ml).

6. Suspenze mirnpromichana aidno 250ul 10 % (w/v) SDS.

7. Inkubovano 20 minut v ledové lazni a 2 hodiry5b °C.

8. Protepano 1/3 objemu neutralniho fenolu a 1/3 objentoreformu.

9. Centrifugovano 10 — 20 minutii8200 xg a 4 °C.

10.Horni (vodna) faze odebrana a peptana stejnym objemem chloroformu.

11. Centrifugovano 10 minutip3200 xg a 4 °C.

12.Do odebrané vodné fazéigano 10ul RNazy A (10 mg/ml).

13.Inkubovano 1 hodinuip37 °C.

14.DNA vysradZzena déma objemy izopropanolu a 1/10 objemu 10 M LiCl. [&zeno na
4 °C.

15.Gelozni DNA odebrana sterilni skkgrou tyinkou do sterilni mikrozkumavky.

16.DNA oplachnuta ethanolem a vysuSena ve vakuovemarsu.

17.DNA rozpuSéna v TE pufru a uchovavanié g °C.

3.2.6.2. FOLACE PLAZMIDOVE DNA

Minipreparace plazmidové DNA

1. Bunky nesouci plazmid byly z&kovany do 10 ml LB média s gatnym
antibiotikem.

2. Kultivovano gees noc za standardnich podminek.

3. Bunky sklizeny centrifugaci (10 minut, 320@x4 °C), zbytky média @giv e
odstrarny.
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Pelet dikladre resuspendovan v 0,1 ml Roztoku ligdpvkem &Sul
RNazy A (10 mg/ml).
Pridano 0,2 ml Roztoku Il a a jerapromichano fevracenim zkumavky. Ponechano

5 minut na ledu.

6. Pridano 0,15 ml Roztoku lll,ikladné promichano fevracenim zkumavky.
7. Centrifugovano 10 minutip22000 xg.

8.

9. Pridano 0,8 ml ledového ethanolu a uréist na 30 minut do -20 °C.

Opatrré odebrano 0,4 ml supernatantuiragunuto do nové mikrozkumavky.

10. Centrifugovano 10 minutip4 °C a 22000 x.

11. Supernatantikladné odstragn, DNA pelet vysuSen ve vakuovém exsikatoru.

12.Pelet rozpugn ve sterilni vod a uchovavan v -20 °C.

Takto gipravena plazmidova DNA byla dalégpisténa precipitaci LiClKap. 3.2.6.3).

Maxipreparace plazmidové DNA

1.

Bunky nesouci plazmid byly zékovany do 50 ml LB média s gatnym

antibiotikem.

2. Kultivovano gres noc za standardnich podminek.

Bunky sklizeny centrifugaci (10 minut, 320Qyx4 °C), zbytky média pdivé
odstrarny.

Pelet dikladre resuspendovan ve 4 ml Roztoku lkgdpvkem 5Qul

RNazy A (10 mg/ml). Suspenzégvedena do sterilni kyvety pro vysokorychlostni
centrifugu.

Pridan 1 ml Roztoku I s lysozymem (25 mg/ml). Inkuéno 10 minut p
laboratorni telpat

Pridano 10 ml Roztoku Il. Inkubovano 10 minut na ledu

7. Pridano 7,5 ml Roztoku lll, @kladné promichano fevracenim kyvety. Inkubovano

8.
9.

10 minut na ledu.
Centrifugovano 10 minutip20 000x g a 4 °C.

Supernatantignesen do nové centrifugd kyvety.

10. Pridano 0,6 objemu izopropanolu, promichatevpacenim kyvety. Inkubovano

1 hodinu pi -20 °C.

11. Centrifugovano 10 minutipl5 000x g a 4 °C.
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12.Pelet oplachnut 2 ml 70 % (v/v) ethanolu a krateeticfugovan. Po odstrani
ethanolu byl pelet vysuSen ve vakuovém exsikatoru.

13.Pelet rozpugn ve sterilni vod a uchovavan v -20 °C.

Takto gipravena plazmidova DNA byla dalégpisténa precipitaci LiClKap. 3.2.6.3).

Kromé téchto postuf) byly k izolacim DNA pouzivany komémi sady Kap. 3.1.8).

3.2.6.3. RECIPITACE DNA CHLORIDEM LITHNYM A ETHANOLEM

Tento postup slouzi kigtisténi DNA od ostatnich slozek roztoku, zejménaiiostli.
1. Roztok DNA byl n#edn destilovanou vodou na objem 100

Pridano 10ul 5 M LiCl a 200ul ledového ethanolu.

Promichano a umisto na 1 hodinu do -20 °C.

Centrifugovano 10 minutip4 °C a 22000 x.

a kb 0N

Pelet oplachnut 3001 70 % (v/v) ethanolu a kratce centrifugovan. Petoateni
ethanolu byl pelet vysuSen ve vakuovém exsikatoru.

6. Pelet rozpugn ve sterilni vod a uchovavan v -20 °C.

3.2.6.4. BESTRIKCE DNA

Restrikce DNA probihala v mikrozkumavkach s nagiiedlm slozenim reaii snesi:

slozka mnozstvi
pufr 2,5ul
DNA 0,1 - 1ng
restrilkini endonukleaza 5 jednotek
destilovana voda dopina na konény objem 25ul

Reakéni snes byla inkubovéana 2 — 10 hodin g7 °C.
Po skoweni restrikce byla restrtki endonukleaza tepelnleaktivovana dle pokyn
vyrobce.

Nakonec byla §pena DNA precipitovana pomoci LidKgp. 3.2.6.3).
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3.2.6.5. LGACE RESTRIK CNIiCH FRAGMENT U DNA

Ligace DNA fragmenit probihala v mikrozkumavkach s nasledujicim slabergakni

Smesi:
slozka mnozZstvi
ligacni pufr 2ul
vektorovy plazmid 0,1 - 0,9

inzeni DNA

mnoZstvi odpovidajici dvojnasobné

molarni koncentraci vektorové DNA

T4 DNA ligaza

2 jednotky

destilovana voda

dopina na konény objem 2Qul

Inkubace probihalaips noc v PCR cycleru s nastavenim:

16 °C

.......... 50 minut
.......... 3 minuty
.......... 5 minut

.......... 1 minuta

Po skoweni ligace byla ligaza tepe&laleaktivovana dle pokyinvyrobce.

3.2.6.6. BLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

PCR probihala v tenkasiné PCR mikrozkumavce s nasledujicim slozeniméréak

Smesi:
slozka mnozstvi

Taq pufr (s (NH)2SQy) Sul

dNTP mix (10 mM) ul

MgCl, (25 mM) 6ul

piimy primer (0,1 mM) 2

reverzni primer (0,1 mM) gl
templatova DNA 20Qug — 1pg
Taqg DNA polymeraza 2 jednotky

destilovana voda

dopina na konény objem 5Qul
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Po umisini do PCR cycleru prabla reakce podle programu:

1. paateni denaturace 94 °C 3 minuty

2. denaturace 94 °C 1 minuta

3. nasedani primér Tmparc? 0,5 minuty 5 x
4. replikace DNA 72 °C 1 minuta/1 kbp

5. denaturace 94 °C 1 minuta

6. nasedani primér Tm®) 0,5 minuty 25 x
7. replikace DNA 72 °C 1 minuta/1 kbp

8. kon&né prodlouzeni 72 °C 5 minut

A) teplota tantasti primett komplementarnich k templatu

B) teplota tani celych primér viz Tab. 1.

Pokud se se parcialni nebo celkové teploty tamigti v ramci dvojice

Lprimy - reverzni® liSily (nap. MSF x MSR), byla vzdy pouZita nizsi z dvojiceltdp

3.2.6.7. FORIZONTALNI AGAROZOVA ELEKTROFOREZA

Horizontalni agar6zova elektroforéza byla pouzivamaukeni velikosti molekul DNA,
topologickych forem plazmid pro odhad koncentrace molekul DNA ve vzorku a

k odcEleni jednotlivych fragmeritDNA. K vizualizaci DNA byl pouzivan ethidium
bromid, gidavany ze zasobniho 1 % roztoku do roztoku roZpéSagarozy v poimu
1/20 000.

Pro vSechny aplikace byly pouzivany gely s kone@ntagarozy 1 % (w/v). Naipravu
gelu a k napléni elektroforetické nadoby byl pouzivan 1 x koncewiny TAE pufr.
Vzorky byly nanaSeny ve vzorkovém pufru s obsah@menti, umozujicim sledovani

priabshu elektroforézy. Bylo pouZivano stejnasmé napti o velikosti 5 V/cni gelu.

3.2.6.8. &KVENACE DNA
Sekverni analyzy byly provaghy na servisnim pracovistilP UK.
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3.2.7. Stanoveni fluorescence CFP-fuznich protdin

Kultivace a odbér vzork d

1.

500 ml mineralniho média bylo z8amvano néni kulturouB. subtilis(péstovanou

v mineralnim médiu) na Ofgy = 0,05.

Kultivovano za standardnich podminek. Mlmpthu kultivace byly odebirany vzorky
(za sogasného réreni optické denzity) tak, aby celkova biom8saubtilispriblizné
odpovidala 50 ml kultury o Ofgy = 0,2.

3. Odebrané vzorky kultury zchlazeny 10 minut p@mm do vodni lazhs ledem.

4. Centrifugovano 10 minutitp3200 xg a 4 °C.

5. Pelet resuspendovan ve 20 ml ledového sénik@ pufru. Centrifugovano 10 minut

pii 3200 xga 4 °C.
Supernatant odebran, ponechétiblizn¢ 2 ml, vnichZ byl resuspendovan pelet.

Suspenze uchovavana v -20 °C.

Zpracovani vzorki a stanoveni fluorescence bunych lyzati

1.

1,8 ml burgéné suspenzerpneseno do 50 ml Falcon zkumavkjid&no 0,2 ml 10 x
koncentrovaného roztoku inhibitoproteaz.

Sonikovano (amplituda 1jom) ve dvou pulzech po 45 vieach za stalého chlazeni
ve vodni lazni s ledem.

1,6 ml lyzatu odebrano do mikrozkumavky a centiwiw@no 10 minutf 4 °C a
22000 xg. 1,4 ml supernatantu bylo odebrano a kratkeédathovavano { -20 °C.
1,4 ml supernatantu@neseno do kyvety pro spektrofluorimetfidéno 0,4 ml
destilované vody plus eventudlf,15 ml 6 M roztoku Nal.

M¢é&ieno synchronni spektrum bigmého lyzatu. Rozdil mezi vinovou délkou
excitatniho a emitovaného &tla byl nastaven na hodnotu 43 nm, coz je rozd#dime
absorkgnim a emisnim maximem CFP (PATTERS®NaI.2001). Aby nedochéazelo
ke zkresleni spekter &l nerovnongrnému vykonu xenonove lampyi paznych

vinovych délkach, byla pouzita korekce na refénérsignal lampy.
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4. V/YSLEDKY

4.1.ZNACENi PROTEINU MUTS A MUTL BACILLUS SUBTILIS POMOCI CFP
Cil: Pripravit kmeny exprimujici proteiny MMR zfesmé C-termindlé pripojenym CFP.

Negativni regulace MMR je jednim 2guipokladanych mechanisnjejichz
prostednictvim dochazi ke zvySené mutagenezi za strebgqyydminekKap. 2.2.3.1).
Vzhledem ke skutaosti, Ze dynamice protairMMR u B. subtilisza nepiznivych
podminek byla ¥énovana jen mala pozornost, bylo rozhodnuto vit\gystém
umoziujici sledovat jejich expresi. K tomutdalu bylo vybrano zngeni pomoci
modrého fluoresc&miho proteinu — CFP. Integhai plazmid pSG1186 dovoluje
pripravit kmenyB. subtilisnesouci chromozomalni fize zvolenychigemgenentfp
(Kap. 3.1.2). U takovych kmeth dochazi k tvorb fuznich proteid. Kvantifikace
ozna&enych proteif je pak mozna na zakladanéieni fluorescence CFP.

U B. subtilisjsou znamy pouze dva komponenty drahy MMR — MubkBudl.. Rozhodli

jsme se protofjpravit fGze obou proteins CFP.

4.1.1. Fiprava rekombinantnich plazmidi a kmeni

S plazmidem pSG1186 bylo pracovano v souladu sipgrdopordéenymi jeho

konstruktéry (FEUCHT a LEWIS 2001). Primery pro difilaci fragmenti geni mutSa

mutL byly navrzeny tak, aby

1. pii ligaci fragment se Spenym plazmidem nedoSlo k posufteciho ramce mezi
vloZzenym fragmentem genu MM&plazmidovym genertip

2. souwasti fragmentu byl 3" - konec genu MMR

3. fragmenty neobsahovaly STOP kodonig&fVR

4. byly vkladané fragmenty orientovany stg&jako cfp.

Jen za dodrZzenéthto podminek rize dochazet k expresi fuznich proteiSowésti

primert byly ndstavce s restdkimi misty, umo#ujici snadné vloZzeni vzniklych

fragment do polyklonovaciho mista pSG1186.

S pouzitim navrzenych primefObr. 16) byly fragmenty gethn MMR amplifikovany

pomoci PCRKap. 3.2.6.6) na templatu chromozomalni DN\ subtilis168.

Nasledovala restrikce endonukledzami Kpnl a Xkalp(. 3.2.6.4). Stejnému

restriknimu $&peni byl podroben plazmid pSG1186s&iny plazmid a fragment byly
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spojeny enzymatickou ligadkép. 3.2.6.5) a liga&ni snmeés transformovana do
kompetentnich butk Escherichia colDH5a elektroporaciKap. 3.2.3).
Transformované hiky byly podrobeny selekci na LB plotnach s ampitn

(2100 pug/ml).

Z deseti ampicilin-rezistentnich klbrod kazdé transformace byly izolovany plazmidy
(Kap. 3.2.6.2). 1zolované plazmidy spolu s kontrolnim plazmidp8G1186 byly
linearizovany restrikci Kpnl.#nésledném elektroforetickém rageni a vizualizaci
linearizovanych plazmid(Kap. 3.2.6.7) byly identifikovany potencialni plazmidy
nesouci inzert jako prouzky migrujici pomaleji @&G1186. Dva vybrané plazmidy
byly sekvenovany s pouzitim primeru SEQBb¢. 14). Sekvekini analyza potvrdila
piitomnost inzertu a spravné usadani konstrukt Owiené plazmidy byly
pojmenovany pJNMS1 (nese fragment gemuiS) a pJNML10 (nese fragment genu
mutS.

Dalsim krokem byla transformace divokého kmBneubtilis168 gipravenymi
konstrukty Kap. 3.2.4). Selekci na rezistenci k chloramfenikoluy@'ml) byly ziskany
klony, u nichz byla vysoka pravpodobnost, Ze se jedna o transformanty. Ke
spontannimu vzniku rezistence k chloramfenikoB. subtilisnedochazi (OSAW /At al.
1973).

4.1.2. O¥reni integrace do chromozomu

K integraci konstrukt odvozenych od pSG1186 do chromozdsubtilisdochazi
prostednictvim jednoduchého crossing-overu, v naséipag mezi fragmentem genu
MMR (mutS— pJNMS1mutL— pJNML10) a timto genem v jeho chromozomalni tbka
Uspaadani dotyné chromozomalni oblasti po integraci plazinje znazorano na

Obr 17.

Pro potvrzeni integrace byla z vybranych potenééltransformaritizolovana
chromozomalni DNA. Tato DNA pak slouzila jako teidpgbro PCR reakci,ipniz byl
pouzity primery MSF a SEQR. Ve vSechgadech doslo k masivni amplifikaci produktu
o predpokladané délc®fr. 18). ProtoZze primer SEQR je specificky pro sekvenci
plazmidu pSG1186, byla timto postupem jednéméi@otvrzena spravnd integrace
pripravenych konstruktdo chromozomu a fuze geMMR s cfp (Obr. 17).

Oweiené klony byly pojmenovany BSMS1 (MutS-CFP) a BSMMutL-CFP).
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21226

21226
5148
5148 4268
4268 3530
3530
2027
2027 1584
1584 1375
1375

OBRAZEK 18: Ovéreni integrace pJNMS1 a pJNML10 do chromozomu pomoci

agarozoveé elektroforézy.

A) zleva: hmotnostni standard, PCR produkt s pouftimeni MSF a SEQR a chromozomalni DNA
z kmeri: BSML4, BSML7, BSML8

B) zleva: hmotnostni standard, PCR produkt s pouptimenit MSF a SEQR a chromozomalni DNA
z kmeri: BSMS1, BSMS3, BSMS7
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4.2 .STANOVENI EXPRESE PROTEIN U MMR

Cil: Zmerit buneénou koncentraci fuznich protémMR s vyuZzitim fluorescence CFP.

Poté, co byly fipraveny kmeny exprimujici proteiny MMR fazovan€BP, bylo
prikro¢eno k fluorimetrickému stanoveni Uravexpresedchto proteir

Pro kultivaci bylo pouzito mineralni médiu, nedaoome tryptofanu neobsahuje
fluoreskujici molekuly. ¥tSina protei MutL se, na rozdil od MutS, nachazi vdIn

v cytoplazng buiky (SMITH et al.2001), a snadno se tak [yzi uvolniuji. Proto byl
jako pokusny kmen zvolen BSMLA4.

Kultivace a piprava vzork probihaly tak, jak je popsanddap. 3.2.7.Pouziti
synchronni spektroskopie zZimg akcentuje fluorescenci studovaného fluoroforu tpro
dalSim fluorescemm¢ aktivnim latkam, neltbpouzivé optimalni interval mezi vinovou
délkou absorbce a emise.

Pti pilotnich meétenich byla oblast fluorescence CFP&wsstirena fluorescenci
endogenniho fluoroforu (maximum absorbce: 467 mmgyEpodobré flavinové povahy.
Tato nezadouci fluorescence byla&sp minimalizovana fidanim 0,5 M iodidovych
iontd, v jejichZ gitomnosti dochazi ke koliznimu zhaseni flav{iRADOVAN FISER,
osobni sdleni). U proteifi odvozenych od GFP, tedy i CFP, ke zhaSeni iodidem
nedochazi, nelovlastni fluorofor je chram p-barelovou strukturou proteinu (JUN$B
al. 2005).

Rovrez bylo nutné absolutni hodnoty fluorescence viathodnym zgisobem
normalizovat, nehbbsonikace neni pihkvantitativni proces, navic se jednotlivé odebrané
vzorky liSily koncentraci butk. Pro normalizaci bylo zvoleno lokalni fluoreséen
maximum (absorbce 385 nm).

Vysledna spektra jsou ukazdna®@iar. 19. | po omezeni fluorescence flavimistava

v oblasti odpovidajici absorbci CFP (434 nm) spipéadi autofluorescence kinych
molekul, jak je patrné z porovnani WT a kmene BSM&gektra obou kmérjsou si
podobna do té miry, Ze neni patrné zvyseni fluerse zisobené fitomnosti CFP u
BSMLA4.

Fluorescenci proteinMMR znatenych CFP neni tedy mozné&iih vzhledem

k vysokému pozaditpozenych fluorofoi B. subtilis.
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OBRAZEK 19: Synchronni spektra buréénych lyzath WT a BSML4.
Rozdil mezi vinovou délkou excitace a emise jeanast na konstantni hodnotu 43 nm.
K maximalni excitaci CFP dochazii @34 nm.

Optick& denzita vzork(v legend) byla netena i 450 nm.
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4.3.KONSTRUKCE SYSTEMU PRO MERENI AKTIVITY PROMOTORU MUTSL

OPERONU BACILLUS SUBTILIS

Cil: Pripravit fuzi promotoru mutSL operonu s reportérowyemenp-galaktosidazy.

K tomuto kroku bylo fistoupeno po neugpné snaze o sledovani expreseigdiviR

s vyuzitim fazi <fp (Kap. 4.2).

Fuze promotoru s bezpromotorovym gerfegalaktosidazy umaije sledovat miru
transkripce geinregulovanych timto promotorem¢igina mechanistnregulace genoveée
exprese fisobi pra¥ na transkripni urovni. Pro vytvéeni fuzniho konstruktu byl pouzit
integrativni plazmid pDG166XKép. 3.1.2).

S pouzitim primetr pSLF a pSLRQbr. 16) byla oblast promotormutSLoperonu
amplifikovdna pomoci PCR reakdegp. 3.2.6.6) na templatu chromozomalni DN&
subtilis168. Nasledovala restrikce endonukleazami EcoRdrai®l (Kap. 3.2.6.4),
jejichz restrikni mista byla zahrnuta do sekvence priinear forne nastavé. Stejnému
$tpeni byl podroben plazmid pDG1661&3ny plazmid a fragment byly spojeny
enzymatickou ligaciKap. 3.2.6.5) a ligatni snes transformovana do kompetentnich
burgk Escherichia colDH5a elektroporaciKap. 3.2.3). Transformované hiky byly
podrobeny selekci na LB plotnach s ampicilinem (kg0nl).

Z deseti ampicilin-rezistentnich kldryly izolovany plazmidyKap. 3.2.6.2).
Izolované plazmidy spolu s kontrolnim plazmidem dB61 byly podrobeny restrikci
EcoRV. Ri nasledném elektroforetickém rageni a vizualizaci $penych plazmid
(Kap. 3.2.6.7) byly identifikovany potencialni plazmidy nesouazert jako prouzky
migrujici pomaleji odpovidajici prouzky pDG1661dde vybrany plazmid byl
sekvenovan s pouzitim primeru pSLF. Sekvdgranalyza potvrdilaiitomnost inzertu a
spravné uspadani tohoto konstruktu. Plazmid byl pojmenovanpSN1O.

DalSim krokem byla transformaée subtilispripravenym konstruktenKap. 3.2.4).
Jako recipientni kmen byl pouBt subtilis1A680, ktery ma mutaé inaktivovanou
endogennp-galaktosidazu. Plazmid pJNPSL10 by#g transformaci linearizovan
restrikci Xbal za &elem snizeni pravgodobnosti integrace do chromozomu jednim
crossing-overem. Selekci na rezistenci k chlorarkédm (5 pg/ml) byly ziskany
potencialni transformanty. Tyto klony byly testoyara ztratu rezistence ke
spektinomycinu (potvrzeni integrace dvojitym cragsoverem) a ztratu produkce
extracelularni amylazy, doklady spré&vprokthnuvsi rekombinace mezi pJNPSL10 a
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chromozomem recipienta. Produkce amylazy byla@y&na na LB plotnach se skrobem,
Skrob byl vizualizovan jédem.

Jeden z takto @venych kmen byl pouzivan v dalSich pokusech.

4.4.SLEDOVANI AKTIVITY PROMOTORU  MUTSL OPERONU BACILLUS

SUBTILIS

Cil: Zjistit vliv riznych streg na miru transkripce mutSL operonu.

Po vytvaeni rekombinantniho kmenu, ktery nese promototSLoperonu fuzovany

k reportérovému genfitgalaktosidazyiap. 4.3), bylo gristoupeno k réieni transkripce
gemi MMR stanovening-galaktosidazove aktivity.

K G¢elam kultivace bylo zvoleno LBG médium. Toto médiunsabuje komplexni
soubor fistovych pozadavk(vitamini, aminokyselin), fvodem z kvasgného
autolyzatu, a glukozu, idealni zdroj uhliku a emeqyo fistové procesy. Tekuté kultury
byly péstovany za standardnich podminklg. 3.2.1.1).

Byly sledovany zrény v expresmutSLoperonu zfisobené deprivaci nedostatkem Zivin
po prechodu do stacionarni faziestu a dale vlivem silného hyperosmotického stresu
(1 M NaCl).

Pt jednorazoveé kultivaci, stoupa hladifiggalaktosidazy v hice v pfibéhu
exponencialnihotstu a vrcholu dosahuje kratce p@eghodu do stacionarni faze

(Obr. 20B). V prab¢hu stacionarni faze hladina reportéru rjmvsak stabilkaklesa. B
optické denzit (595 nm) okolo hodnoty 4 dochazi k jejimu prudk§ednorazovému
poklesu, ktery je zisoben intracelularni proteolyz@ugalaktosidazy (Gbytek jeretelrg
VétSi nez hypoteticky pokles éapobeny pouhym wed’ovanim proteinu bufgnym
deéleénim @i jeho nulové expresi). Od tohoto okamzikistAva koncentrace
B-galaktosidazy naifblizné stejné arovni az do dosazeni plateztove Kivky

(Obr. 20A). Po celou dobu kultivace neklesa koncentracertépopod Urovie rans
exponencialni faze.

V paralelr¢ probihajicim experimentu byla exponenatalostouci kulturd. subtilis
vystavena hyperosmotickému Sokidanim sterilniho krystalického NaCl (1 M
koncentrace). Nasledujicich 80 minut kultura lag@vRoté doSlo k obnoveni
exponencialnihobstu, giblizné dvakrat pomalejSimu nez za bezstresové kultivace

(Obr. 20A). Exprese-galaktosidazy v kultite rostouci v hyperosmotickém a normalnim
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LBG médiu byla porovnana v ramci vzdrk obdobnou optickou denzitou (a tedy
rastovou fazi). Ukazalo se, Zefigs znany efekt naiist kultury, Zistal po pidavku 1 M
NaCl piibéh exprese reportéru velmi podobny jako u nestrasdkaltury Obr. 20B).
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OBRAZEK 20: Aktivita promotoru mutSL operonu béhem jednorazové kultivace

ai hyperosmotickém stresu

A) Ristova Kivka — semilogaritmické vyneseni
Optické denzita kultur byla &ena pi 595 nm. Vstup do stacionarni faze je vysraSipkami barewh
odpovidajicimi pisluSnym kultivénim podminkam.

B) Bunééna hlading3-galaktosidazy v pihéhu jednordzové kultivace

Vzorky byly odebirany a analyzovany v triplikatechzptyl hodnot je znazo&n chybovymi
usetkami. Koncentrace3-galaktosidazy je uvedena v relativnich (arbitrénpjednotkach.
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Na zéklad téchto vysledk bylo rozhodnuto testovat efekt dalSich sirea expresi

MMR B. subtilis Misto kultivace v tekutém médiu byla exprese alzovana na
agarovych LBG plotnach gigavkem chromogenniho substratu. Na kazdou plogtau b
sterilng rozeteno 80ul roztoku X-gal (20 mg/ml v DMSO, sterilizovanytfiaci). X-gal
pronika do buik a je Sépenp-galaktosidazou na indigéwzbarveny pigment. Tento
postup umoiuje semikvantitativni stanoveni exprgisgalaktosidazy podle intenzity
modrého zabarveni.

Jako stresové faktory byla zvoleny nizka kuliiviateplota a pH média. Pro experiment
s efektem nizké teploty byly plotny kultivovanki @8 °C. Acidického stresu byly
dosazeno pouzitim LBG média 8gavkem KHPO, (na 0,1 M koncentraci) jako
pufrovaciho agens a s pH upravenym na hodnotPithy byly inkubovany po dobu 24
hodin v termostatu.

Z Obr. 21 je patrné, Zeip kultivaci za testovanych stresovych podminekrigvai

exprese MMR z velkéasti podobna kontrolnimu, nestresovému experimentu.

kontrola 1 M NacCl
(bez stresort)

28 °C pH 5,0
OBRAZEK 21: Vizualizace aktivity promotoru mutSL operonu p¥i rastu na

plotnach za kontrolnich stresovych podminek
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4.5.METODA M ERENI MUTA CNi RYCHLOSTI U BACILLUS SUBTILIS

Cil: Zvolit vhodny experimentalni systém prdami mutani rychlosti.

Aby bylo mozné charakterizovat procesy adaptivniageneze, je nutné miru
mutageneze (neboli mutabilitu) kvantifikovat. K torslouzi vektina zvana mutmi
rychlost.

Mutaéni rychlost je definovana jako frekvence mutaaijrkz dochazi u konkrétni
pozice nukleotidu v DNA i jeho replikaci. Pro zjednoduSeni se kalkulacich
piedpoklada, Ze mutai rychlost je stejna pro vSechny nukleotidy v ganpcoZz nemusi
odpovidat realit, neba’ existuji tzv. ,hot spots”, mista se zvySenou militaioi
(ROGOZIN a PAVLOV 2003).

Ohledre metod uéovani mut&nich rychlosti nepanuj@ezi wdci konsenzus, nicmén
drtiva wWtSina experimeiitna prokaryotnich organismech vyuzivé jedné ze dawetod:
mutani frekvence nebo flukt@ai analyza. Muténi frekvence se vygdta pouhym
vydélenim patu burék nesoucich danou mutaci celkovymifeon burk v kultuie.
BohuZel nemze byt tato metoda pouzita pro odhad skuéemuténi rychlosti, nebt
mutani frekvence se v ibéhu ristu kultury z¥tSuje, zatimco viastni mutai rychlost
zistava konstantni (ROSCHE a FOSTER 2008)fliktuacni analyze se zji$ije,

v jakém procentu z&kolika desitek paralelnich kultur nevznilkdiem kultivace zadny
mutant. S vyuZzitim znalosti o celkovémépoburek v jednotlivych paralelnich kulturach
se pak vypdita pravépodobnost vzniku mutaci, tj, myta rychlost, z Poissonova
rozckleni prava@podobnosti (FOSTER 2006). Nevyhodou pouziti flukhianalyzy je
jeji experimentalni natmost (analyza desitek kultur) a nutnost prekalib@msazenych
pocta burek.

Metaanalyza publikovanych hodnot ménigch rychlosti ukazala ztvay rozptyl
nantienych datTab. 2). NaSim cilem bylo tedy vyvinout@snou, rychlou a spolehlivou
metodu stanoveni mutaich rychlosti (B. subtilis ktera by byla pouzitelna i pro

kultivace za stresovych podminek.
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Selekni Hodnota
Kultiva €ni | koncentrace| mutaéni Metoda
médium | rifampicinu | rychlosti méreni Zdroj
Penassay CASTELLANOS-
broth 10 pg/ml 1,2x10° | mutani frekvence| JUAREZet al.2006
MAUGHAN a
neuvedeno 5Qg/ml 8,9x10° | fluktuaini analyza| NICHOLSON 2004
LE CHATELIER et
LB 10 pug/ml 2x10° | mutani frekvence al. 2004
mineralni ROSSOLILLO a
médium 10 ug/mi 9,1x10® | mutani frekvence| ALBERTINI 2001
LB 10 pg/ml 1x10® | mutani frekvence| DUIGOU et al.2004
Penassay
broth 5 ug/mi 1,7x10° | mutaini frekvence| VIDALES et al.2009
Penassay SUNG a YASBIN
broth 5 pg/ml 2,5x10° | fluktuagni analyza 2002
LB 20pug/ml | 3,1x10° | mutani frekvence| SASAKI et al.2000
Penassay PEDRAZA-REYES a
broth 5 ug/ml 2x10° | mutani frekvence YASBIN 2004
Penassay
broth neuvedeno| 8x10® | mutani frekvence| GINETTI et al. 1996

TABULKA 2: Piehled publikovanych mutainich rychlosti u Bacillus subtilis

VSechna data se tykaji mutaci podujicich rezistenci k rifampicinu. PouZzity km8n subtilisvykazoval

vzdy divoky fenotyp z hlediska mutability.

Matematicky model

Pri tvorb¢ matematického modelu jsme vychazeli z teoretickgtibechu akumulace
mutanfi béhem fistu bakterialni kultury@br. 22). Na p&atku kultivace neobsahuje
kultura sledované mutace, populace je geneticktg. Poté, co velikost populace
dosahne fevracené hodnoty mutiai rychlosti (tj. frekvence vzniku mutaci),czeu se
tyto mutace objevovat v kulte. Od této chvile vznikaji v kazdé nové generadiamii
s frekvenci rovnou mutai rychlosti. Jedna se o kumulativni proces — ogdkivakce
mutanfi v populaci s fibyvajicimi generacemi line&tmroste, nebbse hromadi nav

vznikli mutanti spolu s mutanty vzniklymi wgdchazejicich generacich.
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|

|
vyt
il/' ETD‘/_"“‘CTD/' (TD/' (T)/' (TD/'

Generace Celkovy pocet bunék Celkovy poéet mutantt Frakce mutantt
0. 3 0 0
1. 6 1 1/6
2. 12 4 2/6
3. 24 12 3/6
4. 48 32 4/6

OBRAZEK 22: Model akumulace mutanti v rostouci bakterialni kulture.

A) Grafické schéma modeliMutanti (buiky nesouci sledovanou mutaci) jsou znaZorwyplnénym

koletkem. Mutanti no¥ vznikli v rdmci jedné generace, spolu s veskemjinh) potomstvem, jsou
spolené oramovani.

B) Parametry kultury ¢hem akumulace mutaht

Mutaéni rychlost je nastavena na hodnotu 1/6.

Zakonitosti akumulace mutan{Obr. 22) je pak moZno vyjaat pomoci matematickych

vztahi
M = (k +1)x 2" (1)
U=2“+B @)
kde M., celkovy et mutant v kultuie
B, celkovy et burgk v kulture
Ko hodnota vy§ada z prvni rovnice (odpovidagio generaci,
po ktemnikali mutanti)
) muiai rychlost
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Zname-li tedy pdet mutant v kulture o daném piu burek, mizeme dosazenim do
vztahi (1) a (2) ziskat hodnotu mutd rychlosti. Hodnotk nelze uéit presrg, neba
rovnice (1) nenfesitelna standardnimi matematickymi postupy. Bfoghad byla
pouzivana numericka aproximace s pomoci tabulkyBM&l, s iteraci hodnoty o

jednu desetinu v intervalu 0-100.

Testovani modelu

Pro determinaci mutaich rychlosti \B. subtilis jsme v souladu se zavedenymi
zvyklostmi zvolili mutace podmiujici rezistenci k rifampicinuTab. 2). Tyto mutace se
nachazeji v gentpoB, ktery kdduje katalytickou podjednotku RNA polyraey. Jejich
spektrum je znmé omezené, nelvese jedna o esencialni gen gdliou roli v procesu
transkripce. U vegetati¥rostoucich bugk B. subtilisdochazi ke vzniku rifampicinové
rezistence (5@g/ml) pouze prosednictvimctyi nukleotidovych substituci, vedoucich
k zanenam 469Q-K, 469Q-R, 482H-Y a 482H-R (NICHOLSON a MAUGHAN
2002). ProtoZe kazda badze v DNAize podléhatiem iiznym jednoduchym substitucim
(jedné tranzici a ddma transverzim), jsou mutace podujici rifampicinovou rezistenci
z tohoto hlediska vhodné jakcetitko obecné rychlosti mutageneze (¥aedpokladu, Ze
mutaini rychlost je v ramci vSech nukleotidovych pozé&rsnna — viz dive).

Pro platnost uvedenych vztapopisujicich akumulaci mutant kultute je nutné, aby se
selektované mutace vyznameovliviiovaly ristove vlastnosti hiky. Pro zjiSéni
parametit rastu byly izolovany kolonie rifampicin-rezistentnibbirek: 2 nezavislé
kultivace WT kmene (v LBG médiu za standardnichrpimeek) byly vysety na seléRri
plotny s 50ug/ml rifampicinu a inkubovany 24 hodiri87 °C Obr. 23).
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OBRAZEK 23: Reprezentativni selekni LB plotna s rifampicinem (24 h inkubace).

U tii rezistentnich kloinz kazdé kultivace (vybrany kolonigéznych velikosti) pak byla
métena fstova Kivka pri kultivaci v tekutém LBG médiu (bez rifampicinud z
standardnich podminek, abychom zjistili, jak skjéifch nistova rychlost odustové
rychlosti rodtovského kmene.

Obr. 24 ukazuje, Zetrstove parametry rifampicin-rezistentnich kigeou do zn&né
miry shodné s parametry WT kmene. Je tedy mozadéwi¢ akumulaciéchto mutani

v kulture za @elem n&feni mut&ni rychlosti, aniz by doslo k vyznamnému zkresleni

vysledki zpisobenému jejichiistovymi vlastnostmi.

-75 -



2,2

=
N

0,2
a -0,8
o
S —e—WT (T = 16 min)
- 1.8 —e—RIifR_1 (T = 18 min)
—e—RIfR_2 (T = 18 min)
—e—RIifR_3 (T = 19 min)
28 —e—RIfR_4 (T = 19 min)
—e—RIfR_5 (T = 21 min)
—e—RIifR_6 (T = 20 min)
-3,8
'4,8 T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
€as (min)

OBRAZEK 24: Vliv mutaci podmiiujicich rezistenci k rifampicinu na rist

B. subtilis
Méteni optickych denzit kultuB. subtilis168 (WT) a jeho Sesti rifampicin-rezistentnich déti
(RIfR_1-RifR_6) probihalo saasrE, pro gehlednost jsoutistové Kivky oddkleny casovymi intervaly.

Exponencialni doba zdvojeni (T) je u kazdého klanedena v legerd

Platnost uvedeného modelu byla nasteoweiena pro realna experimentalni data. Jako
pokusny kmen byl zvolen BSMS1. U tohoto kmene jegrnitamutSLoperonu peruSena
integraci plazmidu pJNMS1 do 3'- oblastitS(Obr. 17). Nedochazi tak k transkripci
mutL, BSMS1 proto vykazuje MMRenotyp spojeny gadow zvySenou mutani

rychlosti .

Pri kultivacich jsme vychazeli z exponenci&hostouci kultury BSMS1 v LBG médiu.
Toto kultura byla vhodhinaredtna (za pouZziti fevodniho vztahu ziskaného sériovym
fedsnim a vysevem: 1 ml kultury o QR=0,25 obsahuje 1xI®unsk) a inokulum

Citajici piblizné 100-1 000 bugk bylo preneseno do 25 ml LBG média. Kultivace

probihala za standardnich podminek do dosazenherpa@lni faze (O, = 0,3-0,9).
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V tomto bod byly odebranyii alikvéty po 200ul a vysety na rifampicinové plotny

(50 ug/ml), zarové byla zneétena o ORsp kultury. Po 24 hodinové inkubaci byly
spaiteny Rif® kolonie a zptné dopasitan paet viech Rft bursk v 25 ml kultue.

Celkovy pa@et vSech bugk kultury byl zjiS€n z jeji optické denzity a objemu podle vySe
uvedenéhoievodniho vztahu.

Podle uvedeného schématu bylo provedetm@zavislych experimeint Tti z peti
ziskanych hodnot mutaich rychlosti byly navzajem shodné a odchylka ydtyldvou

hodnot spadala do mezi typickych pro takovyto tyjpegimentu Tab. 3).

. Celkovy potet Celkovy potet )
Cislo R Mutaéni
_ Rif™ mutanta bunék
experimentu rychlost
v kultu re v kultu re
1 2340 4,6x1H 5x10’
2 3250 6,5 x1® 5x10’
3 2050 3,7 x1® 6,6x10’
4 1275 4,1 x1H 4,7x10°
5 1400 3,3x1® 5x10’

TABULKA 3. Mutacéni rychlost u hypermutatorového kmene BSMS1.

Mutageneze na plotnach

Déle nas zajimalo, jakym #pobem je mozné determinovat mitarychlost i
povrchovémitstuB. subtilisna agarovych plotnach. Vyzkouseli jsme k tondala
pouzit razitkovaci metodu.

Na LBG plotny byla nanesena suspengislpSného kmene ve fosmvou az iti
rovnokEznychcarek. Plotny byly inkubovany 24 hoditi 87 °C a poté s pomoci
bakteriologického razitka a sterilniho samatergzitkovany na seléki LB plotny

S miznymi antibiotiky.

Pri tomto postupu se velmietelrg projevujeradow zvySena mutmi rychlost u
hypermutatorového kmene BSMS1 v porovnani s divokgmenem, a to u mutaci
podmiiujicich rezistenci ke vSem testovanym antibiitik(Obr. 25). Tato metoda, ky
neni zcela kvantitativni, tedy dovoluje porovnatihoty muté&nich rychlosti zaiznych

podminek.
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rifampicin
(50 pg/ml)
24 h

kys. nalidixova
(20 pg/ml)
48 h

streptomycin
(3 mg/ml)
72 h

OBRAZEK 25: Vznik mutaci podmiiujicich rezistenci k antibiotikim
if povrchovém ristu na agarovych plotnach.

Je uveden pouzity kmen, antibiotikum + seélgkkoncentrace a doba inkubace sé&té&h ploten
(pti 37 °C).
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4.6.VLIV STRESU NA MUTA CNi RYCHLOST BACILLUS SUBTILIS
Cil: zjistit, zda se mutni rychlost néni pizssobenimdznych stres.

Hypotéza adaptivni mutagenezedgpoklada zvySenou mutabilitu organispod viivem
stresovych podminek. Pokusili jsme se tuto hyposéulovat v laboratornich
podminkéach vystavenim bakterialnich kulttmym stre8m za sotasného r&eni
mutanich rychlosti.

Postup msreni mut&nich rychlosti byl stejny jako u evaluace modeluraklace mutarit
(Kap. 4.5). Jelikoz ale tyto pokusy probihaly s WT kmeneehgZ pedpokladana
mutaini rychlost jerddow niZSi neZz u mutatorového BSMS1, bylo zdebt vysit na
selekni plotny vSechny hiky pritomné v kultie. Proto byly biiky z celého objemu
kultury po dosazeni zadané optické denzity sklizesmtrifugaci (10 minut, 3200¢

25 °C) a poté vysety.

Zmeiené hodnoty mutaich rychlosti byly porovnany s hodnotou niuti@h rychlosti
exponencialé rostouciho divokého kmene a exponencgidabstoucino kmene BSMS1,
jehoZz MMR je deaktivovanyKap. 4.5). Je patrné, Ze zvySeni kulttvd teploty 0 5 °C
ani hyperosmoticky stres (1 M NaCl) néspbily vyznamné zvySeni muta rychlosti
Vv porovnani se standardnimu podminka@bi(. 26).

Stejnym postupem byla muta rychlost nétena i u kultury v pokréilé stacionarni fazi
rustu (ODys0 = 5,0-5,5). V tomto Ppact nemohla byt mutai rychlost s jistotou
stanovenaigsrE, neba je mozné, ze se, podabjako mnoho dalSich bédnych
parametii, méni po grechodu do stacionarni faze. Nicigpokud by doslo

k vyznamnémui@dovému) zvySeni realné mémd rychlosti po vstupu do stacionarni
faze, na vyp&tené hodnatby se to projevilo. Zadné zvy3eni viak pozorovéetnylo,
dokonce ani kdyz byly vSechnif stresové faktory (hyperosmolarita, zvySena teplot

stacionarni faze) kombinovany.
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OBRAZEK 26: Vliv stresii na mutaéni rychlost B. subtilis

VSechny stresové experimenty probihaly s divokynekemB. subtilis168. Uvedeny jsou pmerné

hodnoty zeiti nezavislych experiméin Osay je vynesena logaritmicky.

Za elem rychlého screeningu vlivu dalSich strégmizké pH, nizka kultiveni teplota)
byla mut&ni rychlost sledovana s pouzitim razitkovaci metgdp. 4.5). Ani v t&chto

ptipadech nebyla prokazana zvySena mutabilita zacstyeh podminekdbr. 27).
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pH 5,0 28 C

OBRAZEK 27: Vliv stresii na mutagenezi i povrchovém ristu na agarovych

plotnach.
LBG plotny byly po 24 hodinové inkubaciigobici stresovy faktor je uveden pagsfuSnym obrazkem)
pierazitkovany na seléhi plotny s rifampicinem (5Qg/ml) a inkubovany 24 hodin.
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5. DISKUZE

Fenomén adaptivni mutagenezedpoklada, Zze mikroorganismy jsou schopny aktivn
modulovat svou mutabilitu s cilem generovat vyhoongace, které jim zajistirpziti za
negiznivych podminek jejich zivotniho prastli. Bylo navrzeno a dézné miry
prokazano &kolik mechanism zvySené mutageneze za stresovych podminek

(Kap. 2.1.3). Jednim z takovych mechaniéne stresem indukovana deaktivace MMR a
nasledné zvySeni mutai rychlosti diky absenci opravy chybné inkorporaakleotich

pii replikaci DNA (Kap. 2.2.3).

Cilem naSeho projektu bylo ro#§idosavadni Uroveznalosti o procesech adaptivni
mutageneze u grampozitivnihno modelového organBauillus subtilis kterym byla
vénovana podstatrmensi pozornost nez u nejvyznaiish modelové bakterie
Escherichia coliVzhledem ke specifickymizptisobenim danym odliSnym habitatem a
Zivotni strategii (¥etre unikatnich jeu stacionarni faze jakaipozena kompetence a
tvorba endospor) je moznéakavat, Ze se procesy a rozsah adaptivni mutagénene:
liSit. RovnsZ vlastnosti MMR se mezi ¢lma modelovymi organismy vyznamhsi,
piicemz uB. subtilisje piitomno evoldné pavodni uspsadani(Kap. 2.2.1.3.) Dosud

byla adaptivni mutagenezeBu subtilisstudovana s vyuzitim jediného experimentalniho
systému specifického restriktivnimi podminkami diodobého hladasni na mineralnim
médiu Kap. 2.1.5.1). NaSim cilem bylo nahlédnout na problematiku &istap
mutageneze ze vSeobecnéeho uhlu, s pouzitim Sksy giefinovanych stresarza

podminek permisivnich prast.

Prvnic¢ast prace se tykala dynamiky exprese komponent MEIRresovych podminek.

K tomu &elu bylo vybrano C-terminalni zdeni proteid MutS a MutL modrym
fluoresceknim proteinem (CFP). Pro konstrukci fuznich praiedgl vyuzit kome&né
dostupny integrativni vektor pSG1188Hkr. 14). Fi pouZiti tohoto postupu je mozno
rychle stanovit bu&né koncentrace proteinFluoresceéni zna&eni dale umaiuje

detekci proteii MMR in vivo pomoci fluoresceiné-mikroskopickych technik. Exprese
proteini neni fuzi s CFP ovliwna, stanoveni koncentrace CFP tak poskytuje retevan
Udaje.

Metodami genového inZzenyrstvi byly zkonstruovanyekyB. subtilisexprimujici oba
proteiny MMR ozn&ené CFPQbr. 17) a spravnost integrace plazmidového konstruktu
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byla owiena pomoci PCR reakc®lfr. 18). V lyzatech kmei pak byla néfena
synchronni spektra, optimalizovana pro maximabmbescenci CFR<@p. 3.2.7). Prvni
meéteni ukédzala na velmi intenzivni dlouhovinnou flusenci flavird, ktera znang
zkreslovala spektrum v oblasti fluorescence CFBtdHylo Fistoupeno k selektivnimu
zhéseni flavinové fluorescence pomoci iodidovyctiioMaximalniho zhaseni bylo
dosazenoip 0,5 M koncentraci iodidu.

Ani po pridavku iodidu jsme v buignych lyzatech nezaznamenali signal odpovidajici
fluorescenci CFP, zatimco fluorescence pozadigelav zavilosti na fazi kultivace
odebranych vzork Experiment byl proto zopakovan s divokym kmenehy, bylo
mozno jednoznaé odlisit fluorescenci CFP od b&mého pozadi. Porovnani obou
meéteni ukézalo, Ze u kmene exprimujiciho MutL-CFP fiedlochézi k detekovatelnému
zvySeni fluorescence v oblasti odpovidajici exciteP Obr. 19). Tento postup tedy

neni mozné pouzit pro kvantifikaci prot&iMMR v buice.

Po nezdaru fluorescéniho stanoveni bylofstoupeno k alternativni metédnereni
exprese MMR. Byl zkonstruovan kmen umajici monitoring transkripcenutSL
operonu. ¥tSina znamych regulaci genoveé exprese probihanalrigni trovni, proto
muzeme ¢ekavat, Ze tento systém,thiyereflektuje transtai a posttranstani regulace,
poskytne relevantni informace aipthu exprese komponent MMR. Préely sledovani
transkripce jsme vyuzili integrativni plazmid pD@I6(Obr. 15), jehoZ prosednictvim
byl fGzovan promotomutSLoperonu s reportérovym gengngalaktosidazy. Jako
rodicovsky kmen byl pouZiB. subtilis1A680, ktery jsme zvolili kili absenci endogenni
B-galaktosidazové aktivity.

Cilem prvniho experimentu bylo zjistit, jak s€mhexprese reportéru, pokud jsouiky
vystaveny stresu z nedostatku Zivin feghodu do stacionarni faziestu v tekutém
komplexnim médiu. Ukazalo se, Ze poté, co ustaper@ncialniiist, dochazi

k jednorazové silné indukci transkripce opero@bi. 20B). Toto pozorovani je

v souladu s vysledky obdobného pokusu s pouzitimerainiho média, kdy doslo

k podobr silné indukci na felomu exponencialni a stacionarni faze (GINE&Tal.
1996). V dalSim prbehu stacionarni faze jsme pozorovali jen mirny pekiediny
reportéru. Vyjimkou byla jednorazova rapidni prdfea p-galaktosidazyKap. 4.4),
kterd ovSem nevypovida éipadné proteolyze MutS nebo MutlieBto dosahovala na

konci stacionarni faze, kdy doslo k zastavéstu kultury, hladina reportéru vyssich
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hodnot nez v rané exponencialni fazi, coz j& amalogicky vysledek jakorpkultivaci

v mineralnim médiu (GINETTét al. 1996).

Pri limitaci zivinami ve stacionarni fazi tedy nelpdzorovan takovy pokles exprese,
ktery by jednoznén¢ ukazoval na negativni regulaci MMR a nazmaal tak omezenou
funkénost tohoto antimutaiho mechanismu. Je zajimave toto Zjgporovnat s vlivem
MMR na mutageneziipdlouhodobém hladawi na mineralnich plotnach. Z&hto
podminek si MMR z velkéasti svou funknost zachovav&ap. 2.2.3.1.2).

Ziskali jsme tedy podjpna data vyvracejici programovanou, nirtim stresem
indukovanou negativni regulaci MMRRBI subtilis Je pozoruhodné, Ze k silné stimulaci
expresanutSLoperonu dochazi préwii vstupu bugk do stacionarni fazdistu, ato u
obou typ kultivagnich médii, fundamentairse liSicich svym slozenim. Z tohaideme
usoudit, Ze za zvySeni exprese je zodday dosud neidentifikovansasny signal o
nedostatku Zivin. Je otazkou, jaky jakyze mit takova indukce smysl. Nabizi se
vyswtleni, Zze zvySena exprese zabeézpe dostaténou zasobu proteinMMR pro
nadchazejici négfznivé obdobi, jak nazdaje i Obr. 20B. Pak by ovSem platil opak
hypotézy programované adaptivni mutageneze — dkiravence mutagenezsé p
nutricnim stresu. VSechna tato z§i8t jsou v ostrém kontrastu se situadt.wcoli, kde
dochazi k vyrazné, RpoS- a Hfg-zavislé negativgilleci MMR (FENGet al. 1996,
TSUl et al. 1997, LI, B.et al.2003), jejimZ dsledkem je potkeni jeho funkci (HARRIS
et al. 1999, SAINT-RUF a MATIC 2006) — viKap. 2.2.3.1.1

Dale jsme s vyuzitim stejného reportérového systsledovali, jak se projevi vystaveni
kultury silnému hyperosmotickému stresu (1 M Nat@)expresi MMR. Poiani NaCl
doSlo k zastavenfistu na 80 minut@br. 20A). Bé¢hem této doby koncentrace reportéru
mirné klesala. Po obnovenistu doslo i k obnoysyntézyp-galaktosidazy. Kinetika
exprese se ténneliSila od nestresované paralelni kultudp(. 20B), prestoZe fistova
rychlost byla vyraz&nizsi Qbr. 20A). Z uvedenych vysledkjasre vyplyva, ze
hyperosmoticky stres nema na expresi MMR negatikwmj na rozdil od #istové
rychlosti, kterou sniZujeifblizné o polovinu.

Jako dalSi environmentalni stresy, jejichz vlivexgresi reportéru byl sledovan, jsme
zvolili nizkou kultivaini teplotu a kyselé pH.iBobenim obou stréopst doslo

k vyznamnému snizenistové rychlosti. Naifklad pouzité pH 5 vyvolava silnou
stresovou odpad’, neba’ se znan¢ odliSuje od neutralnich pH hodnot, které jsou pro
rust optimalni (VOELKERet al. 1995, KOVACSet al. 1998). Podobhjako
hyperosmotického stresu, Urdgivexprese MMR byla vifpact obou stres obdobna jako
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u nestresované kontrol@pr. 21). Zadny z vysledk tedy neprokazal stresem

indukovanou negativni regulaci této opravné drahy.

DalSim ukolem diplomové prace bylasiani muté&nich rychlostB. subtilispri
stresovych podminkach s cilem kvantifikovat profidigrocesy mutageneze. Za timto
Gcelem byl vytvden matematicky model, vychézejici z kinetiky akuaeel mutarit pri
rustu bakterialni kultury v tekutém médiOlgr. 22). Jako sledované mutace jsme

v souladu s &sSinou podobé& zaneienych experimeitzvolili substituce podniujici
rezistenci k inhibitoru transkripce rifampicinucikéni fistovych parameir
reprezentativniho vzorku rifampicin-rezistentnicbtemti ukazalo, Ze se svymi
vlastnostmi od divokého typu lisi jen nep&t(@br. 24) a sphuji tak kritéria pro vyuZziti
v uvedeném modelu.

Nasledr byl model testovan v praxi. Nejprve bylo posuzayamakolik je tento zjsob
méieni mut&nich rychlosti odolny &i fluktuacim zgisobenym stochastickymi procesy.
P&tindsobné opakovani stejného pokusu ukéazalo minimdtptyl ve zji&nych
hodnotachTab. 3), coz platilo roviz pro veSkera nasledujicicbeni. DalSim
podpirnym argumentem pro validitu modelu byly vlastndhoty nangfenych

mutainich rychlosti Qbr. 26), které se velmi daie shodovaly s publikovanymi daty o
mutanich rychlostech u divokého kmenrieap. 2) a mutani defektnich v MMR, jejichZ
mutaini rychlost je zvySena o dvady (SASAKIet al.2000, SMITHet al.2001,
PEDRAZA-REYES a YASBIN 2004, SIMMONSt al.2008).

Byly mé&teny hodnoty mutai rychlosti za podminek hyperosmotického stregysené
kultiva¢ni teploty na 42 °C, stacionarni faZstu a kombinace vSech tivedenych
faktoni. U Zadného z uvedenychipadi nebylo pozorovano vyznamné zvySeni ninia
rychlosti v porovnani s hodnotou n&fnou i kultivaci za bezstresovych podminek
v exponenciélni fazi@br. 26).

Dale byla semikvantitativhstanovena muiai rychlost pi povrchovém #istu na
agarovych plotnach s vyuzitim razitkovaci metodyomto gipact byl sledovan vliv
nizkeé kultiv&ni teploty a kyselého pH zivnégby, a to u divokého i hypermutatorového
kmene. Porovnanim s nestresovanym kontrolnim pokusabyly ani zde zjighy
vyznamne rozdily v mutai rychlosti Obr. 27). Uk&zalo se rowE, Ze mutani rychlost
hypermutatorového kmene se gehto stresovych podminek némi (zistava vysoka),
coZ zndi, Ze se Bhem stresu nesnizugetnost vzniku replikénich chyb, které jsou
substratem MMR. Z toho je mozné usoudit, Ze MMR féchto @ipadech pla funkéni.
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Tento za¥r je zcela v souladu s pozorovanou absenci negatigalace expresautSL

operonu (viz dve).

Mame-li shrnout poznatky ziskan&iem naseho vyzkumu, pak vSechna experimentalni
data ukazuji, Ze B. subtilisnedochazi k programovanému zvySovani mutabilityevh
vystaveni strasm, jak bylo ukdzanoifimym meienim mutani rychlosti. Rovaz
nedochazi k negativni regulaci exprese MMR ani leoeni jeho efektivity. Testovali
jsme Sirokou Skalu kultivaich podminek (teplotni rozmezi 28-42 °C, zvysSena
osmolarita a acidita, limitace Zivinami ve stacioridazi), Ize se tedyiyodre domnivat,
Ze se jedna o obegplatny jev. Toto zji&ni je v zasadnim rozporu s hypotézou stresem
indukované adaptivni mutageneze (TENAILL@Nal.2004, FOSTER 2007).
Existence stresem indukované adaptivni mutagen@deo(iv 1akava tato pedstava je)
ovSem nebyla jednoztiaé prokadzana a je stale velmi diskutovana (RGekHl. 2006,
WRANDE et al.2008). Pesto uvedemesholik divoda, prac nemusi mit absence
adaptivni mutageneze pBo subtilisnegativni dsledky z hlediska dlouhodobého
prezivani.

Zivotnim prostedim této bakterie jefla, biotop pitomny na Zemi stovky miliailet.

Za tu dobu s8. subtilispraviEpodobré dostaténe geneticky adaptoval na spektrum
fyzikalnich stresovych faktér s nimiz se lze vimnim prostedi setkat. To je

v konstrastu se situaci u komenzalnich a patogkroakterii (¢etre E. coli), kteréceli
silnému, neustale seémicimu seleknimu tlaku ze strany imunitniho systému jejich
hostitefi. Inherent& nizkad mutabilita tak fize primarg odrazet rozdilné pisby
adaptace dané specifitou stregitomnych v Zivotnim proggdi gisluSného druhu .

Jina je situace u limitace Zivinami (hladow). Zde je mozné se adaptovat na jejich
nedostatek zvySenim efektivity vyuzivani limitujibdroje potravy nebo utilizaci
alternativnich zdraj pritomnych v prosedi. Nicmég, uB. subtilisdochazi p

nedostatku Zivin ke spusti procesu sporulace. Vzniklé endospory nemaji gadn
metabolické naroky, jsou vysoce dloukik& a za fiznivych nutrénich podminek se
meéni ve vegetativérostouci biiku. Fitomnost stadia endospory v Zivotnim cyklu tedy
podstaté zmimuje selekni tlak za podminek nedostatku Zivin, nélblovoluje bakterii
snadno pezit letalni efekt dlouhodobého hlada¥, bez nutnosti mutaiho

prizpisobeni. Domnivame se, Ze timtaigpbem je mozné vysitlit absenci zvysené

mutageneze ve stacionarni farstu.
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6. SOUHRN

Cilem mé diplomové prace bylo zkoumani mutagenazsresovych podminek u
B. subtilisa ugeni, jaky vyznam véchto procesech m& mismatch-repair systém (MMR).

Bylo dosazeno nasledujicich vyslédk

1. Byly piipraveny kmenyB. subtilisexprimujici proteiny MMR (MutS a MutL)
oznaené pomoci modrého fluoreseaiho proteinu (CFP).

2. U téchto kmeri byla métena fluorescence CFP. Vzhledem k vysokému pozadi
endogennich buwdnych fluorofoi nebylo mozné timto Zigobem wfit miru exprese
MMR jako funkci koncentrace CFP.

3. Byl sestrojen kmeB. subtilisumoZiujici monitorovani aktivity promotormutSL
operonu prosednictvim reportér3-galaktosidazy.

4. Byla zjiS€na konstitutivni expresmutSLoperonu pi limitaci Zivinami v celém
pribéhu stacionarni faze v komplexnim médigkaliv doslo ke zpomaleni exprese
ve stacionérni fazi, hladina reportéru neklesla paye casné exponencialni faze.
Déle se ukazalo, Zetbem kultivace fi silném hyperosmotickém stresu se kinetika
expresanutSLoperonu po adaptaci na hyperosmolaritu &&na porovnani
s nestresovanym kontrolnim experimentem. Rdvrebyl prokazan negativni vliv
snizené kultivani teploty a kyselého pH na expresi tohoto operonu.

5. Byla otestovana metodacheni mut&nich rychlosti na zakl@&dmodelu akumulace
mutaci @i rastu bakterii v tekuté kulte. Metoda poskytovala konzistentni vysledky,
které byly v dobré shads dive publikovanymi hodnotami.

6. Byl zkouman vliv limitace Zivinami ve stacionariizi, hyperosmotického stresu,
snizené a zvysené kultia teploty a kyselého pH na mata rychlostB. subtilis
Nebylo pozorovano zvySeni hodnot mintizh rychlosti zagchto stresovych

podminek.
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