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Abstrakt

Bacillus subtilis je gram-pozitivni pudni bakterie. Ve svém piirozeném prostiedi je neustale
vystavena zménam chemickych a fyzikalnich podminek, v¢etné zmén osmolality. Burnka
reaguje na zvysSeni osmolality prostfedi pfijmem draselnych iontd a nasledné transportem
a/nebo syntézou kompatibilnich solutd. V ptedchozich letech byl v nasi laboratofi s vyuzitim
nespecifické inzeréni mutageneze (mini Tnl0) izolovan a charakterizovan kmen Bacillus
subtilis L-42. Tento kmen vykazuje snizenou schopnost rustu a Osmolabilitu na médiich
s koncentraci draselnych iontd < 1 mmol/l. Inzerci transpozonu doslo k pteruseni genu yxkO
kodujiciho protein prozatim neznamé funkce. Dal$i vysledky ziskané v nasi laboratofi navic
naznacovaly mozny vliv pieruseni genu yxkO na expresi genu hag kodujiciho protein flagelin
- majoritni protein vlakna bakteridlniho biciku.

Cilem této diplomové prace bylo objasnit, zda prerusSeni genu yxkO ovliviiuje motilitu, a zda
je ovlivnéna exprese genu hag na transkripéni Grovni.

S vyuzitim integraéniho vektoru pMUTIN4 byl pfipraven mutantni kmen se specificky
zavedenou mutaci v genu yxkO v kmeni Bacillus subtilis 1A839, jehoz genotyp zajist'uje
vylouéeni znamé transkripéni regulace genu hag. Nasledn¢ byla sledovana motilita bunék s
vyuzitim svételné a elektronové mikroskopie. Ziskané vysledky dokazuji vliv pteruSeni genu
yxkO na motilitu. Zaroven ukazuji, ze ztrata motility Bacillus subtilis po vystaveni bunék
osmotickému stresu je ztsobena postupnou degradaci bi¢iku a nikoli regulaci jeho pohybu.
Sledovanim zmén transkripce gent hag a yxkO s vyuzitim Northern a Southern blotu se
nepodafilo ziskat prukazné vysledky. Pomoci PCR reakci byla zjistovana alespon
pfitomnost/neptitomnost transkriptl. PrestoZe data dokumentujici zmény transkripce
vybranych gent nejsou Gplna, zda se, ze protein YxkO nereguluje transkripci genu hag. Jeho
vliv na molititu je pravdépodobné zpisoben piimou ¢i neptimou regulaci flagelinu na
posttrasnla¢ni rovni. Navic bylo zji§téno, Ze piferuSeni genu yxkO ma pleiotropni efekt
vedouci nejen ke zménam motility, ale i ke snizené schopnosti osmoadaptce pii nizké
koncentraci draselnych ionti v prosttedi (< 1mmol/l) a k naruSeni buné¢ného cyklu, resp.
ztraté schopnosti sporulovat.

Kli¢ova slova: Bacillus subtilis, osmolalita, motilita, regulace transkripce, gen yxkO, flagelin,
gen hag



Abstract

Bacillus subtilis is gram-positive soil bacteria. In its natural environment it is constantly
exposed to changes of chemical and physical conditons, including changes of osmolality. It
responds to high osmolality by transporting of potassium ions and afterthat transporting
and/or synthetising of compatible solutes. In last years the mutant strain Bacillus subtilis L-42
was isolated with non-specific insertional mutagenesis (mini Tn10) in our laboratory. This
strain displays limited growth and inability to cope with hyperosmotic shock in a defined
medium with potassium concentration of < 1 mmol/l. Insertion of transposon was located in
yxkO gene which encodes a protein of unknown biological function. Some other data also
indicate a possible role of disruption of yxkO gene in regulation of expression of hag gene,
which encodes flagelin — a pivotal protein of bacterial flagellum.

The goal of this thesis was to clarify if the disruption of yxkO gene influences motility and
whether is affected the transcription of hag gene.

With integrative vector pMUTIN4 a mutant strain with specific mutation of yxkO gene was
prepared. Vector was pasted into chromosome of Bacillus subtilis strain 1LA839 — genotype of
this strain allows to extrude the known transcriptional regulation of hag gene. Cell’s motility
was observed by light and electon microscopy. Gained data prove the effect of disruption of
yxkO gene on motility and also shows that the loss of motility after hyperosmotic shock is
caused by loss of flagellum — probably by gradual degradation — and not by inhibition of its
locomotive. We also wanted to observe the effect of mutation on the transcription of yxkO and
hag genes by Norther and Souther blot methods, but no data was gained. At least we detected
the presence/absence of transcripts with PCR method. Despite of the data which should
documented the changes of transcription is not complete it seems that YXkO does not control
the transcription of hag gene. It is possible that it controls the expression of flagelin on
posttranslational level. Additional it was documented that disruption of yxkO gene has the
pleiotropic effect - it causes not only changes of motility, but also inability to cope with high
osmolality in medium with low concentration of potassium ions (< 1 mmol/l) and disruption
of cell cycle, respectively inability to sporulate.

Key words: Bacillus subtilis, osmolality, motility, regulation of transcription, gene yxkO,
flagelin, gene hag
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1. Uvod

ovr .

Bakterie jsou povazovany za nejpiizpisobivéjsi organizmy na Zemi. Obyvaji téméf vSechna
znama prostiedi — pudu, slané i sladké vody ¢i téla jinych organizmi. Ve svém pfirozeném
prostfedi jsou neustale vystaveny fyzikalnim a chemickym zméndm jako jsou zmény teploty,
pH ¢i osmolality. Jejich schopnost pfeziti i v prostiedich ¢asto zcela nevhodnych pro ostatni
formy zivota souvisi s vyvojem rtiznych adaptacnich strategii, které umoziuji rychlou reakci a
adaptaci na ménici se podminky.

Jelikoz bakterie postradaji aktivni transportni systémy pro vodu, je obsah bunééné vody
zavisly na osmolalit¢ okolniho prostiedi. Zmény osmolality prostifedi vedou k toku vody z
buiiky ¢i do buiiky po koncentra¢nim gradientu. Hydrostaticky tlakovy rozdil mezi vnitinim a
vnéj$im osmotickym tlakem je oznacovén jako turgor a udrzeni jeho pozitivni hodnoty je
klicovym faktorem pro bunécny rist bakterii. Z tohoto divodu je pro bakteridlni buiky
nezbytné udrzovat jeho viceméné konstantni hodnotu po cely bunéény cyklus. To je zajisténo
zménami koncentrace latek rozpusténych v cytoplazmé v zavislosti na ménicich se vnéjsich
podminkach.

Studium mechanismii osmoadaptace a jeji regulace u modelové gram-pozitivnich bakterie
Bacillus subtilis jsou ptedmétem vyzkumu nasi laboratofe. Primarni odpovédi této bakterie na
zvySeni osmolality je aktivace transportu draselnych ionti do buiky. Z diivodu jejich toxicity
ve vysokych koncentracich jsou vSak tyto ionty v druhé fazi osmoadaptace nahrazeny
organickymi latkami oznaovanymi jako kompatibilni soluty. Ty jsou bud’ transportovany
Z prosttedi, nebo syntetizovany de novo.

Regula¢ni mechanismy osmoadaptace u Bacillus subtilis nejsou dosud podrobné popsany. Je
vSak prokazano, Ze osmoticky stres indukuje obecnou stresovou odpovéd’. Indukce této
odpovédi zajistuje buiice mnohonéasobnou rezistenci k mnoha dal$im stresim, S nimiz by se
mohla setkat. Dosavadni poznatky naznauji, Ze indukce obecné stresové odpovédi
predstavuje okamzitou odpoveéd’ na hyperosmoticky stres/Sok. (Hoper et al. 2005)

V ramci diplomové prace Vladislavy Holanové byl inzeréni mutagenezi s pomoci
minitranspozonu Tnl0 pfipraven osmosenzitivni mutantni kmen Bacillus subtilis L-42.
Fyziologicka analyza kmene nasledné prokéazala neschopnost riistu na médiich s velmi nizkou
koncentraci draselnych iontd (< 1 mmol/l) a snizenou schopnost osmoadaptace na médiich
s takto nizkou koncentraci draselnych ionti. (Holanova 2000)

Pozdé¢ji bylo prokazano, ze k vlozeni minitranspozonu doslo v oblasti kodujici sekvence genu
yxkO. Tento gen koduje protein prozatim neznamé funkce, jehoz aminokyselinové sloZzeni
vykazuje homologii se sacharidovymi kinazami ribokinazového typu. Osmolabilita tohoto
kmene na médiich s nizkou koncentraci drasliku naznacuje mozné zapojeni tohoto proteinu
v prvni fazi osmoadaptace. Analyza proteinovych profili mutantniho a divokého kmene za
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podminek osmotického stresu navic prokazala rozdily v expresi nékterych proteinli, coz
naznacuje regulacni roli proteinu YxkO. (Ulanova et al. 2007; Licha, nepublikovana data)

Jednim z té€chto proteint byl protein flagelin tvofici vlakno bakterialniho bi¢iku. Tento protein
je kodovan genem hag, jehoz exprese je pii hyperosmotickém stresu vyrazné down-
regulovana. (Steil et al. 2003)

Cile této diplomové prace byly:
1. pfipravit konstrukt umoznujici vytvofeni mutantnich kmend s uml¢enym genem yxkO

2. vytvorit mutantni kmen S prerusenym genem YyxkO Vv genetickém pozadi mutaci
regulatord syntézy bic¢iku (CodY a DegU)

3. zjistit, zda preruSeni genu yxkO ovliviiuje motilitu Bacillus subtilis pti osmotickém
Soku

4. priispét k objasnéni funkce proteinu YxkO v regulaci genu hag

I. zjistit vliv mutace v genu yxkO pii osmotickém Soku na transkripci vlastni
MRNA a transkripci mMRNA genu hag kodujici hlavni protein vlakna biéiku
flagelin

Il.  zjistit pfipadny vliv pleitropnich regulatori DegU a CodY na transkripci geni
yxkO a hag

12



2. Literarni prehled

2.1 Osmoticky tlak a turgor

Cytoplazmaticka membrana je volné propustna pouze pro malé mnozstvi molekul, mezi néz
patii voda a malé nenabité molekuly jako glycerol ¢i mocovina. Membrana tak tvoii velmi
efektivni bariéru mezi vnitinim a vnéjSim prostfedim buiiky, které se odliSuji slozenim a
koncentraci jednotlivych rozpusténych latek. To vede k ustaveni rozdilného chemického
potencialu na jednotlivych stranach membrany. (Record et al. 1998; Wood 1999)

Sriznou koncentraci rozpusténych latek souvisi osmolarita a osmoticky tlak, coz jsou
termodynamické vlastnosti roztokd. Osmoticky tlak vodného roztoku je méfen mezi timto
roztokem a ¢istou vodou, které jsou oddéleny polopropustnou membranou. Hodnota tlaku je
urCena jako sila vyvinuta na jednotku plochy membrany nutna k zabranéni toku vody
membranou po osmotickém gradientu, tedy do koncentrovanéjsiho prostredi. (Record et al.
1998)

Pii dostate¢né vysokém ziedéni roztoku, kdy lze interakce mezi roztoky zanedbat, plati pro
osmoticky tlak vztah : II=R . T . ¢, kde

IT — osmoticky tlak (Pa)

R — plynova konstanta (J/mol . K)

T — absolutni teplota (K)

Cs - molarni koncentrace rozpusténé latky (mol/l).
(Record et al. 1998)

Pro uvedeni velikosti osmotického tlaku jsou vyuZivany pojmy osmolalita a osmolarita.
Osmolalita byva uvadéna v molech rozpusténé latky na kilogram rozpoustédla a jedna se o
experimentalni hodnotu podilu IT / (R . T). Muze byt zméfena, ale nikoli spoc¢itana. Naopak
osmolarita vypoctena byt muize, a to jako soucet koncentraci osmoticky aktivnich latek
Vv roztoku. Byva vyjadfena v molech latky na litr roztoku. (Record et al. 1998; Wood 1999)

Vnitini osmoticky tlak buiiky je vétSi nez osmoticky tlak v okolnim prostiedi a tento rozdil
mezi osmotickymi tlaky vnitinitho a vnéjSiho prostfedi je vyrovnavan turgorem. Pozitivni
turgor je nezbytny pro rist bunky a pro bunku je tedy zivotné dilezité udrzovat jeho hodnotu
vicemén¢ konstantni po cely bun&cny cyklus. Hodnota turgoru u gram-negativnich bakterii je
0,3 - 10 MPa, zatimco u gram-pozitivnich bakterii 20 MPa. To souvisi s rozdilnymi
vlastnostmi bunéénych stén gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii, jez jsou dany jejich
odlisnou stavbou . (Whatmore a Reed 1990; Kempf a Bremer 1998)
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2.2  Osmoticky Sok

Bakterie ziji ve velmi proménlivém prostiedi a musi byt proto schopny vyrovnavat se S
riznymi zménami tohoto prostfedi. K nim samoziejmé patii i zmény osmolality a s tim
souvisejici zmény dostupnosti vody. Zmény osmolality vnéjS$iho prostiedi zptusobuji pohyb
vody po osmotickém gradientu. Pti zvySeni extracelularni osmolality dochazi k toku vody ven
Z buiiky, a tim i k poklesu buné¢ného turgoru. U gram-negativnich bakterii mtze dojit az
k plazmolyzi, neboli oddéleni cytoplazmatické membrany od bunéncné stény, a dalSimu
poklesu bunééného objemu. U gram-pozitivnich bakteri toto mozné neni a kone¢ny objem
cytoplazmy je urcen pevnosti bunécné stény. (Whatmore a Reed 1990)

Naopak pfi sniZzeni extraceluldrni osmolality dochazi ke vtoku vody do buiiky a objem bunky
se zvetsi. Pii piekroCeni maximalni hodnoty vnitiniho tlaku (cca 10 MPa), ktery je bufika
schopna snést, dochazi k prasknuti buiiky a tedy plazmoptyze. (Csonka a Hanson 1991)

2.3 Adaptace na hyperosmoticky Sok

Jak jiz bylo uvedeno, pii zvySeni osmolality prostfedi dochazi k toku vody ven z burky, coz
vede k dehydrataci, a v pfipad¢, ze bunka neni schopna rychlé adapta¢ni odpovédi, i k smrti
bunky. Bakterie vyvinuly dvé zéakladni strategie jak se vyrovnat se zménami osmolality a
Stim souvisejicimi zménami turgoru. Prvni znich je strategie oznafovand jako ,,stl
Vv cytoplazmé®. Ta je zaloZena na tom, ze bunka upravuje koncentrace anorganickych iontd -
predev§im K™ a CI” - v cytoplazmé tak, aby vnitini a vn&jsi koncentrace soli byly vyrovnény.
Tato strategie je béZzna piedev§im u extrémné halofilnich bakterialnich druht. (Galinsky a
Truper 1994)

VétSina bakterii vSak jako reakci na hyperosmoticky Sok vyuziva druhou strategii zaloZzenou
nejprve na piijmu draselnych iotnt, které jsou nasledné nahrazeny kompatibilnimi osmolyty.
Jako kompatibilni osmolyty jsou oznacovany malé, vysoce rozpustné organické molekuly,
které zvySuji rustovou rychlost bakterii v prostedi s vysokou osmolalitou, a zaroven narozdil
od draselnych iontl neinterferuji s centralnim bunéénym metabolismem. (Brown 1976;
Arakawa a Timasheff 1985).

V nasledujici Casti této kapitoly budou strué¢né popsany a shrnuty fiaze osmoadaptace u
zastupce gram-negativnich bakterii Escherichia coli a zastupce gram-pozitivnich bakterii
Bacillus subtilis.
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2.3.1 Prvni faze osmoadaptace — transport draselnych ionti

Bakterie obecné maji velké mnozstvi transportnich systému draselnych ionti, jez mohou byt
transportovany specifickymi systémy ¢i mechanismem symportniho nebo antiportniho
transportu. Transportni systémy pak mohou byt nizko-afinni ¢i vysoko-afinni. Moznost vyuzit
vice systémil s riiznou afinitou a kapacitou pienosu pak bufice umoziiuje reagovat na ptipadné
zmeény prostiedi adekvatnim, maximalné ekonomickych zplisobem.

2.3.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli vyuziva k transportu draselnych iontu tfi typy transportéra — Kup, Trk a Kdp.
Nizko-afinni systém Kup je exprimovan konstitutivné a jeho exprese neni ovlivnéna zvySenim
osmolality prostfedi. Naopak exprese a/¢i aktivita systétmi Trk a Kdp jsou zménami
osmolality prostiedi ovlivnény. (Stupme et al. 1996)

Trk systém je nizko-afinnim transportnim systémem, ktery je aktivni V prostfedich s
koncentraci draselnych iont vyssi neZ ImM. Proteiny tvofici systém jsou kodovany Etyimi
geny — trkA, trkG/trkH a trkE. Funk¢éni systém je tvofen integralnim proteinem TrkH/TrkG a
perifernim proteinem TrkA. Systém TkrH se od syst¢tmu TrkG 1i§i pouze hodnotami
parametri Kp, @ Vimax. Afinitu Trk komplexu k iontim zvySuje protein TrkE. Pro translokaci
draselnych iontl je nutny membranovy potencial i pfitomnost ATP, které pravdépodobné plni
regulacni funkci. (Schlosser et al. 1995; Wood 1999)

Multi-podjednotkovy vysoko-afinni transportni systém Kdp s hodnotou Ky, 2 pM je tvofen
¢tyfmi proteiny: podjednotka KdpA je velmi hydrofobni a zajistuje vazbu a samotnou
translokaci draselnych iontd, podjednotka KdpB piedstavuje katalytickou slozku komplexu a
obsahuje acylfosforyla¢ni misto, podjednotka KdpC zajistuje strukturni a funkéni spojeni
celého komplexu a podjednotka KdpF plni stabilizaéni funkci. (Altendorf a Epstein 1996;
Altendorf et al. 1998; Gassel et al. 1998) Operon kodujici tyto strukturni proteiny je
indukovan pfi zvyseni osmolality. Exprese je fizena dvou-slozkovym systémem KdpD-KdpE,
kde KdpD je senzorova kindza pfedavajici po aktivaci fosfatovou skupinu na transkripéni
regulator KdpE, ktery pusobi jako transkripéni aktivator operonu kdpFABCDE. (Jung et al.
1997) Vice v kapitole 2.4.1.1.1.

2.3.1.2 Bacillus subtilis

Transportni systémy draselnych iontii u Bacillus subtilis jsou mnohem mén¢ prozkoumany a
popsany nez je tomu v piipadé Escherichia coli. Prozatim byly identifikovany transportni
systémy draselnych iontti KtrAB a KtrCD. TaktéZz byla biochemicky prokazéana ptitomnost
ATPazy P-typu a piitomnost tetracyklinového efluxniho protienu TetA(L) schopného
transportovat draselné ionty.
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Transportni systém Ktr typu byl identifikovan nejprve u bakterie Vibrio alginolyticus. Tento
systém je slozen z integralniho proteinu KtrB a periferniho proteinu KtrA. (Nakamura et al.
1998). Obdobny systém byl pozdéji objeven i u Bacillus subtilis, jehoz chromozom obsahuje
geny ktrA a ktrC (homologni ke genu ktrA Vibrio alginolyticus) a geny ktrB a ktrD
(homologni ke genu ktrB Vibrio alginolyticus). (Holtmann et al. 2003) Integralni protein KtrB
(KtrD) zajistuje pfenos draselnych iontli pfes membranu a perifern¢ vdzany cytoplazmaticky
protein KtrA (KtrC) ovlivituje aktivitu transportni podjednotky. Obé slozky systému jsou
nezbytné pro funkci transportéru. Systémy KtrAB a KtrCD se lisi afinitou k draselnym
iontim. Systém KtrAB vykazuje stfedni afinitu s hodnotou K, ImM, zatimco systém KtrCD
je nizko-afinni s hodnotou Ky 10 mM. Kmeny defektni v obou transportnich systémech
vykazuji jen velmi nizkou aktivitu v pfijmu draselnych iontl, coz dokazuje, Ze tyto systémy
plni tlohu hlavnich transportnich systému draselnych iontti u Bacillus subtilis. Geny jsou
prepisovany Kkonstitutivné a nejsou ovlivnény zménami osmolality prostiedi. (Holtman et al.
2003)

Chromozomalni gen tetA(L) koduje efluxni protein poskytujici svému nositeli rezistenci
k tetracyklinu. Protein TetA(L) je multifunkénim tetracyklin-kov/H" antiportérem, ktery je
vSak schopen katalyzovat i pfenos monovalentnich kationti. Monovalentimi kationty mohou
byt sodné ¢&i draselné ionty. Systém je schopen pienosu tetracyklin-kov/K*™ & Na'/K”.
(Guffanti et al. 1995; Cheng et al. 1996; Guffanti et al. 1998; Jin et al. 2002) Protein TetA(L)
tak zajist'uje nejen rezistenci k tetracyklinu, ale pIni i velmi podstatnou roli v Na* rezistenci
pii zvySujicim se pH, v udrzeni homeostaze a v piijmu draselnych iontd. (Cheng et al. 1996;
Krulwich et al. 2001)

Je prokazana indukce exprese TetA(L) v pfitomnosti tetracyklinu. V praci Stasinopoulose a
spoluautord bylo prokazano, ze hlavni podil na indukci zplsobené tetracyklinem ma
translacni a nikoli transkripéni mechanismus regulace. tetA(L)-mRNA obsahuje dvé ribozom-
vazebné sekvence (RBS) a leader sekvenci. RBS1 piedchazi leader sekvenci, zatimco RBS2
je umisténa za leader sekvenci v tésné blizkosti pied kodujici sekvenci tetA(L) (Obr. 1).
(Stasinopoulose et al. 1998)

tetA(L
RBS1 leader sekvence RBS? <( _)_ —»
. =
| B . e e
+15 +29 +87 +112 +124

Obr. 1 Schematické zobrazeni leader oblasti tetA(L)-mRNA

Znazornény jsou ob¢ ribozom-vazebné sekvence (RBS1 a RBS2), mezi nimi leader sekvence
tetA(L)-mRNA a zacatek kodujici sekvence tetA(L) za RBS2.

Pievzato a upraveno z Stasinopoulos et al. 1998

16



Puvodni dva modely regulace, z nichz jeden byl zaloZzen na klasické transla¢ni atenuaci a
druhy predpokladal vytvoieni sekundarni struktury zasahujici do oblasti RBS2 a negativné
regulujici  translaci v neindukovanych bunikach, byly v praci Stasinopoulose a
spolupracovnikll vyvraceny. V této praci byl autory navrzen model tzv. translacni re-iniciace.
Dle tohoto modelu je indukce tetracyklinem zprostiedkovana mechanismem ,,pfeskoku‘

.....

(Stasinopoulose et al. 1998)

Prace Lodatové a spolupracovnikti zam¢fena na objasnéni regulace genu tet neseného na
plasmidu pBC16 vsak piedklada model regulace, ktery piedstavuje ur¢itou variaci modelu
klasické transla¢ni atenuace. Podle tohoto modelu translace leader sekvence vede k vytvoteni
stabilni sekundarni struktury na mRNA, coz vede k expozici ribozom-vazebného mista
kodujici sekvence. Autofi piedpokladaji platnost tohoto regulaéniho modelu i u dalSich tet
genl, vcetné chromozomalniho genu tetA(L), nebot” jejich vysledky zpochybnuji platnost
modelu translaéni reiniciace. (Lodato et al. 2006) Objasnéni piesného mechanismu regulace
exprese genu tetA(L) tak vyzaduje jesté dalsi vyzkum.

2.3.2 Druha faze osmoadaptace —transport/syntéza kompatibilnich soluti

Jak je uvedeno vyse (Kap. 1.3 — uvodni ¢ast) predstavuji kompatibilni osmolyty organické,
vysoce rozpustné latky akumulované bakteriemi pfi hyperosmotickém Soku. Spektrum takto
vyuzivanych latek je relativn€ limitované na nékolik typl sloucenin, k nimz patfi pfedevS§im
cukry (napf. trehaldza), polyalkoholy (napt. glycerol), volné aminokyseliny a jejich derivaty
(napf. prolin) ¢i kvartérni aminy (glycin betain) — viz Obr. 2. (Kempf a Bremer 1998)

Tyto latky mohou byt akumulovany buitkami ve vysokych koncentracich, nebot’ neinterferu;i
S bunéénym metabolismem. Bylo prokéazano, Ze pfispivaji ke stabilizaci makromolekul 1 pfi
plsobeni jinych typl stresit nez je osmoticky stres — napt. prolin a glycin betain stabilizuji
proteiny 1 pii opakovanych cyklech zmrazeni a rozmrazeni bunék, threhaléza zvySuje
toleranci bunék Escherichia coli Kk vysychani apod. Efekt téchto latek pfii stresovych
podminkach je tak spiSe dusledkem jejich obecnych stabiliza¢nich vlastnosti nez specifickou
adaptaci na osmoticky stres. Pojem osmolyt ¢i osmoprotektant tak neni zcela pfesny a proto je
prednostiiovan termin kompatibilni solut/y. (Roepler a Miiller 2001)
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Obr. 2 Struktura vybranych kompatibilnich solutii

Pievzato a upraveno z Kempf a Bremer 1998

2.3.2.1 Escherichia coli

V druhé fazi adaptace na hyperosmoticky stres dochazi k nahrazeni draselnych iontl
kompatibilnimi soluty. U Escherichia coli prochazeji tyto molekuly do periplazmatického
prostoru pasivni difuzi nespecifickymi kandly OmpC a OmpF. Transportnimi systémy Vv
cytoplazmatické membrang jsou pak systémy ProP, ProU a BetT.

ProP je jednoslozkovy H'-symportér zajistujici pijem Sirokého spektra kompatibilnich solutii
vykazujicich strukturni podobnost s prolinem a glycin betainem, a zaroven umoznuje i
transport ektoinu. Transkripce genu proP je fizena ze dvou promotort, pfi¢emZ oba jsou
aktivovany pii hyperosmotickém stresu. Zaroven bylo prokazano, ze dochazi i ke zvySeni
aktivity jiz ptitomného transportéru ProP, coz naznacuje, ze plni vedle transportni funkce i
funkci osmosenzoru (Kempf a Bremer 1998; Racher et al. 1999; Culham et al. 2008).

ProU je transportni systém nalezejici k tzv. ABC rodin¢ transportérl a sestdva z membranove-
vazané ATPazy ProV, integrdlniho membranového proteinu ProW a substrat-vazebného
periplazmatického proteinu ProX. Systém opét vykazuje schopnost ptenosu $irokého spektra
kompatibilnich soluti. Vysokou afinitu ma piedev§im ke glycin betainu a prolin betainu.
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Transkripce genu proU se zvySuje po hyperosmotickém Soku a je udrzovana na vysoké trovni
po dobu trvani osmotického stresu. (Kempf a Bremer 1998)

Transportni systém BetT zajiStuje import cholinu slouziciho jako prekurzor pro syntézu
glycin betainu, neni-li tento solut ptfitomen v prostfedi/médiu. Systém je regulovan riznymi
vlivy prostfedi jako je osmolalita, pfitomnost cholinu ¢i obsah kysliku v médiu. (Kempf a
Bremer 1998)

V piipadé, ze Escherichia coli roste na mineralnim médiu/chudém prostiedi a nema moznost
transportovat kompatibilni soluty, je aktivovana syntéza trehaldzy jako hlavniho endogenniho
kompatibilniho solutu. Akumulace trehalozy zajist'uje buiice dostate¢nou ochranu pii rastu na
médiich s koncentraci NaCl do hodnoty 0,5M. (Strom a Kaasen 1993)

2.3.2.2 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis po vystaveni hyperosmotickému stresu akumuluje celou fadu kompatibilnich
solutli, k nimz patii predevsim prolin vylu¢ovany do prostiedi rostlinami, dale glycin betain,
ektoin, karnitin ¢i prolin betain. Vyuzivano je nékolik transportnich systémiti — OpuA, OpuC,
OpuD a OpuE.

Prolin je v bunkach akumulovan jak pomoci transportu, tak de novo syntézou. K transportu
prolinu je vyuzivan vysoko-afinni transportér OpuE. Jedna se o jednoslozkovy Na* symportér.
Exprese genu opuE je fizena ze dvou promotord. Promotor P1 je rozeznavan hlavnim
vegetativnim sigma faktorem o" a promotor P2 alternativnim sigma faktorem o, ktery tidi
expresi genti obecné stresové odpovédi (viz. Kap 2.4.2.1). Exprese z promotoru P2 je
aktivovana téméf okamzité po osmotickém stresu, zatimco exprese z promotoru P1 je
vyuzivana pii dlouhodobém zvyseni osmolality prostiedi. Ke zvySeni aktivity proteinu OpuE
po osmotickém stresu nedochdzi a reakce na hyperosmoticky stres je tak ddana vyhradné
zvySenim transkripce. (von Blohn et al. 1997; Spiegelhalter a Bremer 1998)

Transportni systétmy OpuA a OpuC nélezeji krodiné ABC transportéri a spolu se
sekundarnim jedno-slozkovy transportnim systémem OpuD se podileji na transportu glycin
betainu. VSechny tyto transportni systémy jsou ovliviilovany osmolalitou prostedi a vykazuji
vysokou afinitu k uvedenému solutu, coz umoznuje jeho efektivni transport i v piipadé, Ze je
Vv prostfedni ve velmi nizké koncentraci. To, ¢im se tyto systémy odliSuji, je predevSim
kapacita ptenosu glycin betainu.

Navic jsou systémy OpuA, OpuC i OpuD schopny transportovat i dal$i kompatibilni soluty, a
to s rliznou afinitou i kapacitou, napt. OpuC zajist'uje i pfenos ektoinu, OpuA, C i D ptendSeji
analogy glycin betainu obsahujici siru, 3-methylsupfopropionat aj. (Kempf a Bremer 1995;
Lin a Hansen 1995; Kappes et al. 1996; Kempf et al. 1997)

Kromé transportu vyuziva Bacillus subtilis i mozZnost syntézy kompatibilnich soluti de novo,
a to predev§im prolinu a glycin betainu. Je-li v prostiedi pfitomen cholin, transportuji jej
buniky do cytoplazmy a nasledné vyuzivaji jako prekurzor k syntéze glycin betainu. Cholin je
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postupné oxidovan na aldehyd glycin betainu a nasledné glycin betain produkty geni gbsAB,
jejichz transkripce je indukovédna pfitomnosti cholinu v médiu, nikoli vSak osmotickym
stresem. Cholin mtze byt do bun¢k transportovan ABC transportnim syst¢émem OpuC, ale
vyuzivan je piedevs§im transportér OpuB vykazujici vysokou substratovou specifitu k cholinu.
(Boch et al. 1994; Kempf a Bremer 1998; Steil et al. 2003)

Schematické zobrazeni transportnich systémi podilejicich se na osmoadaptaci Escherichia
coli a Bacillus subtilis jsou na Obr. 3 a 4.
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Obr. 3 Schematické znazornéni mechanismi osmoadaptace Escherichia coli
Transport draselnych iontl — Trk, Kdp, Kup (dolni ¢ast)

Transport kompatibilnich soluti — OmpC, OmpF, ProP, Pro, BetT (horni ¢ast)
Syntéza trehaldzy (uprostied)

Pievzato a upraveno z Kempf a Bremer 1998
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Obr. 4 Schematické zndzornéni mechanismti osmoadaptace Bacillus subtilis
Transport draselnych ionti — KtrAB, KtrCD (prava ¢ast)

Transport kompatibilnich soluti — OpuE, A, B, C, D (horni ¢ast)

Syntéza kompatibilnich solutd — prolin, glycin betain (uprostied)

Ptevzato a upraveno z http://www.uni-marburg.de/fb17/fachgebiete/mikrobio/molmibi/forschung
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2.3.3 Protein YxkO u Bacillus subtilis

Jak z vySe uvedeného vyplyva (viz. Kap. 2.3.1.2), nebyl u Bacillus subtils prozatim
identifikovan zadny vysoko-afinni transportni systém draselnych iontd, jakym je Kdp ATPaza
u Escherichia coli. Biochemicky byla prokazana ptitomnost ATPazy P-typu, kterda je
indukovatelna draselnymi ionty, a ucastni se odpovédi na osmoticky stres. Zaroven nebyla
prokazana stimulace této ATPazy jinymi monovalentnimi ionty. Nebyl vSak identifikovan
7adny gen ¢&i operon homologni s Kdp ATPazou Escherichia coli. (Sebestian et al. 2001).
Snaha identifikovat gen kodujici tuto ATPazu s vyuzitim nespecifické mutagenze vedla
k izolaci mutantniho kmene ozna¢eného L-42. Tento kmen s inzerci transpozonu v genu yxkO
vykazuje sniZzenou zivotaschopnost a ristovou rychlost na médiu s nizkou koncentraci
draselnych ionti (< 1mmol/l) v nepfitomnosti dalSich osmolytt, coz by mohlo naznacovat
jeho zapojeni v pocatecni fazi osmoadaptace (Ulanova et al. 2007). Pribézné vysledky 2D-
elektroforéz navic naznacuji vliv mutace v genu yxkO na expresi flagelinu pii srovnani
mutantniho a divokého kmene. (Licha, nepublikovana data) Flagelin je majoritnim proteinem
vlakna bakterialniho bi¢iku a zmény jeho exprese mohou ovlivnit celkovou motilitu bunék.

Gen yxkO je umistén v sigY — cydD intergenové oblasti chromozomu Bacillus subtilis (Obr.
5). Jedna se o monocistronni gen kodujici hypoteticky protein neznamé funkce. Prozatim bylo
identifikovano 69 homolognich proteinii u prokaryot, archae i eukaryot, véetn¢ c¢loveéka.
Protein YxkO Bacillus subtilis vykazuje strukturni homologii s ¢leny rodiny sacharidovych
kindz ribokinazového typu. Produktem genu je polypeptidicky fetézec tvoreny 276
aminokyselinami, ktery pfedstavuje monomerni podjednotku homotetramerniho proteinového
komplexu YxkO (Obr. 6). (Zhang et al. 2002)
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Obr. 5 Umisténi genu yxkO a jeho okoli v chromozomu Bacillus subtilis

Prevzato z http://bacillus.genome.jp/
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Obr. 6 Kvartérni struktura tetrameru YxkO

Pievzato ze Zhang et al. 2002

Vsechny prozatim identifikované strukturni homology proteinu YxkO jsou c¢leny jiz
zminované rodiny sacharidovych kinaz ribokinazového typu a funkcei téchto proteint (byla-li
zjisténa) je fosforylace substratii obsahujicich hydroxymethylovou skupinu. Tyto proteiny pro
svou funkci vyZzaduji hofecnaté ionty a ATP (ADP). Pii strukturni analyze proteinu YxkO
bylo identifikovano pravdépodobné ATP-vazebné misto i kov-vazebné misto. Pfestoze nebyl
identifikovan navazany iont Mg je pravd&podobné, Ze pravé tento iont interaguje s ATP,
tak jak je tomu u dalSich kinaz této rodiny. Specificky substrat tohoto proteinu prozatim nebyl
identifikovan. (Zhang et al. 2002).

Objasnéni funkce proteinu YXkO a jeho mozné zapojeni v osmoadaptaci jsou ptredmét studia
nasi laboratofe.
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2.4 Osmoregulace

Aby buiika mohla adekvatné reagovat na meénici se podminky prostiedi, musi mit
systémy/mechanismy umoznujici ji detekovat a vyhodnotit vnéj$i/vnitini signaly a nasledné
spustit  pfisluSnou bunécnou odpovéd. Stejné tak tomu je i1 v pfipad¢ sledovani zmén
osmolality prostfedi. Regulacni mechanismy jsou riizné u riznych mikroorganizmi a v této
kapitole budou stru¢né popsany a srovnany znamé signaly a regulaéni mechanismy
osmoadaptace Escherichia coli a Bacillus subtilis.

2.4.1 Regula¢ni mechanismy osmoadaptace Escherichia coli

2.4.1.1 Transport draselnych ionti

2.4.1.1.1 Vysoko-afinni transportni systém Kdp

Transportni systém Kdp je indukovan pfi osmotickém stresu ¢i poklesu koncentrace
draselnych ionti na hodnoty limitni pro rust bunky. Exprese operonu kdpFABCDE je
regulovana produkty dvou poslednich geni operonu kdpDE. Produkty téchto gent jsou
senzorova histidin-kindza KdpD a pfislusny regulaéni protein KdpE. Pii aktivaci kinazy
dochézi k autofosforylaci jejiho histidového zbytku a naslednému ptedani fosfatové skupiny
na aspartatovy zbytek transkripéniho regulatoru KdpE. Fosforylovany regulacni protein KdpE
nasledn¢ aktivuje transkripci operonu kKdpFABCDE.

C-terminalni doména kinazy KdpD je nositelem kindzové a fosfotransferazové aktivity a tato
¢ast proteinu je vysoce konzervovand. Naopak N-terminalni doména, oznacovana také jako
vstupni doména, nesdili homologii s Zddnou dosud zndmou senzorovou kindzou. Tato vstupni
doména je neobvykle velkd a zahrnuje N-terminalni konec proteinu, dale Ctyfi helixy
prochazejici cytoplazmatickou membranou a nasledujici arginin-bohaty tsek. C- i N- koncové
Casti proteinu jsou umistény v cytoplazmé (Obr. 7). (Walderhaug et al. 1992; Zimmann et al.
1995)
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Obr. 7 Topologie senzorové kinazy KdpD

Pievzato a upraveno z Zimmann et al. 1995

Podnét aktivujici kinazu KdpD zistava doposud nejasny. Laiminis a spoluautoti navrhli
hypotézu, podle které kindza detekuje jako signdl zvySeni osmolality zmény pnuti
cytoplazmatické membrany jako disledek poklesu turgoru. (Laiminis et al. 1981) Dalsi prace
dale poukazovaly na vyznamné zapojeni ¢tvrtého transmembranového segmentu kinazy a N-
termindlniho konce proteinu v detekci signalu. To vedlo k hypotéze, ze KdpD detekuje dva ¢i
dokonce vice signali - intracelularni koncentraci draselnych iontd, pokles turgoru a/¢i celkové
iontové ,,poméry* Vv bunce. Vznikl tak model, podle kterého se draselné ionty vazi na
cytoplazmatické domény KdpD a inhibuji autofosforyla¢ni aktivitu proteinu. Pfi nedostatku
drasliku v prostfedi klesd i1 jeho intracelularni koncentrace a dochdzi ke zruSeni inhibice
kindzy. Pokles koncentrace drasliku ¢i hyperosmoticky stres navic vedou ke ztraté¢ vody a
naslednému zvyseni iontové sily, coz vede k aktivaci autofosforylace KdpD. Zaroven vSak
bylo zjisténo, ze i mutantni kmeny se ztratou citlivosti k draselnym iontim jsou schopny
reagovat na hyperosmoticky stres, coZ potvrzuje predpoklad, Ze kindza prozatim nezjiSt€énym
zpusobem detekuje 1 fyzicko-chemicky stav cytoplazmatické membrany. (Jung et al. 2000;
Rothenbiicher et al. 2006; Zimmann et al., 2007). Rozdilny vliv osmotického stresu a poklesu
koncentrace draselnych iontli na expresi operonu kdp byl sledovan v praci Hamanna a
spoluautort. Bylo tak dok4zéano, Ze pfi osmotickém stresu dochédzi ke snizeni objemu buniky a
zaroven niz§i urovni transkripce operonu kdp ve srovnani s Grovni transkripce tohoto operonu
pii poklesu koncentrace draselnych ionti, kdy zdroven nedochazi ke zméndm objemu bunky.
To naznacuje, ze zmény turgoru nepiedstavuji signal aktivujici kinazu. Autoti predklada;ji
hypotézu, ze kinaza reaguje na zmény vkladani mastnych kyselin, resp. fosfolipidd, do
membrany jako disledek poklesu aktivity pfisluSnych enzymt pii sniZzeni koncentrace
draselnych iontl. (Hamann et al. 2008)

2.4.1.1.2 Transportni systém Trk

Aktivita transportniho systému Trk se zvySuje pii hyperosmotickém Soku a predpoklada se
regulacni role intraceluldrni osmolality. AvSak rozliSit intracelularni osmolalitu a
intracelularni koncentraci draselnych iontd béhem pokusu Ize jen téZko. Okamzita aktivace
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systému pii hyperosmotickém stresu a zavislost akumulace draselnych iontti na velikosti
zmény osmolality vedou Kk piedpokladu, Ze systém je pod kontrolou turgoru, resp. jeho zmén.
(Poolman a Glaasker 1998)

2.4.1.2 Transport kompatibilnich soluti

2.4.1.2.1 Transportni systém ProP

Transport zajisStovany systémem ProP je velmi silné€ posilen pfi ristu za zvySené osmolality.
Dochazi jak k zvySeni frekvence transkripce genu proP, tak i k aktivaci jiz pfitomnych
molekul proteinu. Transkripce genu je fizena ze dvou promotora (Obr. 8). Promotor P1 je
zodpovédny za velmi nizkou bazalni expresi genu béhem ristu za fyziologické osmolality,
nebot’ transkripce je za téchto podminek reprimovana vazbou cAMP-CRP komplexu. K velmi
vyznamnému narustu iniciace transkripce z tohoto promotoru dochazi ptiblizné 5 minut po
hyperosmotickém Soku, kdy dochazi k uvolnéni vazby CRP-DNA. Zvyseni exprese z tohoto
promotoru trva pfiblizné 15 minut. MoZnym mechanismem vlivu zvySené osmolality na
derepresi transkripce genu proP je snizena schopnost interakce mezi cAMP a CRP za zvySené
osmolality. (Mellies et al. 1995; Xu a Johnson 1995; Xu a Johnson 1997; Landis et al. 1999)
Transkripce z promotoru P2 je aktivovana alternativnim sigma faktorem o ° pii piechodu
z exponencialni do stacionarni faze ristu. Zaroven s timto ,stresovym‘ sigma faktorem je
exprese koaktivovana DNA-vazebnym proteinem Fis, ktery interaguje s a-C-termindlni
doménou RNA polymerazy, a CRP proteinem, jehoZz vazba upstream od P2 promotoru
posiluje transkripci genu proP z P2 promotoru. (Obr. 9) Exprese tohoto genu je tak
regulovana jak osmolalitou prostiedi, tak riistovou fazi. (Xu a Johnson 1995; McLeod et al.
2000)

P1{o™) P2(c™)
-BT +1
I—' 35 10 |_" +85
o I B -
CRP (Fis Il) Fis | proP
1215 -81 -41

Obr. 8 Schematické zobrazeni regulacni oblasti genu proP

Dveé Fis-vazebna mista jsou umisténa v oblasti -41 a -81 uptream od za¢atku transkripce z P2
promotoru. CRP- vazebné misto je lokalizovano v oblasti -121 uptream od zacatku transkripce
z P2 promotoru. Exprese z P2 promotoru je plné zavisla na o ° faktoru, zatimco transkripce

z promotoru P1 je fizena vegetativni sigma faktorem o .

Pievzato z McLeod et al. 2000

27



Obr. 9 Model koaktivace transkripce genu proP z P2 promotoru

DNA je znazornéna dvousroubovici, CRP protein se vaze v oblasti -121 upstream od P2
promotoru a interaguje s a-C-terminalni doménou RNA polymerazy. Protein Fis aktivuje
transkripci poté, co se navaze do vazebného mista I v -41 oblasti upstream od P2 promotoru a
interaguje s druhou a-C-terminalni doménou RNA polymerazy.

Pievzato z McLeod et al. 2000

Systém ProP plni zaroven 1 funkci osmosenzoru. Po zvySeni osmolality prostfedi dochazi k
stimulaci transportni funkce systému. Citlivost vii¢ci zménam osmolality zajistuje C-
terminalni doména tohoto proteinu, nebot’ bylo prokézéano, ze jeji zkraceni vede k vyznamné
redukci transportni aktivity. Tato doména tvofi a-helikalni coiled-coil strukturu, kterd
umoziuje dimerizaci proteinit ProP. (Culham et al. 2000) Dale je prokdzano i zapojeni
periplazmatické smycky v detekci zmén osmolality (Culham et al. 2008). Aktivace
transportniho systému se ucastni 1 produkt genu proQ, coz je cytoplazmaticky protein
s vysoce bazickou N-terminalni doménou, ktera interaguje s kyselymi oblastmi proteinu ProP.
(Kunte et al. 1999; Tsatskis et al. 2005; Wood et al. 2005) Predpoklada se, ze pfi zvyseni
osmolality dochazi ke zvySeni koncentrace intracelularnich latek, coz nasledné vede ke
konformac¢ni zméné proteinu ProP. To umoZzni jeho dimerizaci a zvySeni transportni aktivity.
Dimer ProP je pak stabilizovan proteinem ProQ a cely tento komplex pak ptedstavuje
nejstabilnéj§i formu transportniho systému. (Poolman et al. 2004) Pfesny mechanismus,
jakym protein ProP detekuje zmény osmolality, vSak stale neni objasnén.
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2.4.1.2.2 Transportni systém ProU

Transportni systém ProU je tvofen tiemi proteiny kédovanymi geny proV, proW a proX, jez
vytvareji operon proU. Exprese operonu je stimulovdna zvySenim osmolality prostiedi a
podle piivodni hypotézy se na aktivaci transkripce podileji intraceluldrni draselné ionty a
glutaméat akumulujici se v bunice v prvni fazi osmoadaptace. (Ramirez et al. 1989) Dalsi prace
vsak ukazuji, Zze koncentrace téchto molekul neni rozhodujici, a ze pozorovand zavislost
exprese operonu proU miize byt pouze odrazem obecného stimula¢niho efektu draselnych
iontd, a nikoli specifickou odpovédi na osmoticky stres. (Poolman a Glaasker 1998) Co tedy
aktivuje transkripci operonu neni prozatim zcela objasnéno.

Transkripce operonu je fizena ze dvou promotord. Transkripce z promotoru P1 je mirné
zvySena pii osmotickém stresu a je zcela zavisla na ,stresovém® sigma faktoru o S (stejné
jako transkripce z P2 promotoru genu proP). Transkripce z promotoru P2 je fizena
vegetativnim o " faktorem. Dale byl identifikovan DNA motiv, ktery plni funkci negativniho
regula¢niho elementu. Motiv je lokalizovan downstream od promotoru P2. Velikost elementu
je cca 500 bp a zasahuje do kodujici sekvence genu proV (Obr. 10).

PL, BEX
proV
I
+1 +63 +190 +250
Co—
. NRE

Obr. 10 Schematické zobrazeni promotorové oblasti operonu prou

Znazornény jsou oba promotory — P1 a P2, negativni regula¢ni element (NRE) obsahujici vazebné
misto pro protein H-NS (&erna ¢ast elementu) a druhé vazebné misto H-NS upstream od P2
promotoru.

Pfevzato a upraveno z Rajkumari a Gowrishankar 2001

Bylo prokazano, ze delece negativniho regulac¢niho elementu vede k derepresi operonu prou i
pfi nizké osmolalité prostfedi. V ramci sekvence tohoto elementu bylo identifikovano H-NS-
vazebné misto, ke kterému se tento protein vaze s vysokou preferenci a afinitou. Druhé H-NS-
vazebné misto bylo navic identifikovano cca 200bp upstream od promotoru P2. V kmenu
s mutaci v genu hns byla prokazana ¢asteéna dereprese operonu proU. Bylo dokazano, Ze
DNA-vazebny protein H-NS zajist'uje inhibici transkripce operonu proU za podminek nizké
osmolality prostfedi. ZvySeni osmolality vedouci k akumulaci draselnych iontl pak miize vést
k oslabeni DNA-protein interakci a tim nasledné k aktivaci transkripce operonu. (Mellies et
al. 1994; Poolman a Glaasker 1998; Rajkumari a Gowrishankar 2001)
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Zvyseni osmolality prostfedi indukuje nejen transkripci operonu proU, ale také stimuluje
transportni aktivitu ProU systému. Podle autori Haardta a Bremera je za detekci zvysSeni
osmolality zodpovédna podjednotka systému ProW, resp. nezvykle dlouha periplazmaticka
doména ProW tvofici amfifilni o-helix. Tato doména by mohla detekovat zmény
membranového pnuti v disledku osmotického stresu. (Haardt a Bremer 1996) Jind data vSak
naznacuji, Ze by se mohlo jednat spiSe o sledovani zmén intracelularni osmolality v disledku
zvySovani extracelularni osmolality. (Poolman a Glaasker 1998)

2.4.2 Regula¢ni mechanismy osmoadaptace Bacillus subtilis

Detek¢éni a regulacéni mechanismy osmoadaptce jsou u Bacillus subtilis mnohem méné
objasnény a popsany nez je tomu v ptipadé Escherichia coli. Pfi zhorSeni podminek mohou
buniky Bacillus subtilis aktivovat extrémni strategii pieziti, kterou je sporulace. B&hem
sporulace dochézi k formovani extrémné odolnych, dormantnich forem oznafovanych jako
endospory. Bylo vSak prokazano, Zze béhem zvyseni osmolality prostiedi je proces sporulace
narusen ve své druhé fazi a k tvorbé endospor nedochazi. (Ruzal et al. 1998)

Dale bylo prokazéano, Ze zvyseni osmolality vede k indukci o' regulonu. o " je alternativni
sigma faktor patiici do tzv. ECF (extracytoplasmatic function) rodiny sigma faktor. Pfesna
funkce gentl, jejichz expresi tato rodina sigma faktorii fidi, neni zcela objasnéna. Obecné se
vsak jedna o kontrolu pfijmu a sekrece specifickych molekul a iontl a dale se ucastni
odpovédi na rizné stresy veetné stresu osmotického. (Petersohn et al. 2001; Steil et al. 2003)

Béhem hyperosmotického stresu byla také prokazana aktivace dvou-slozkového systému
DegS-DegU, v némz DegS plni funkci cytoplazmatické senzorové kinazy a DegU regula¢niho
proteinu fidiciho expresi pfislusnych genti. DegU patii k velmi vyznamnym centralnim
regulatorim bunky a to jak ve fosforylované, tak nefosforylované formé. Reguluje produkci
degradacnich enzymd, indukci pfirozené kompetence ¢i motilitu. (shrnuto v review Murray et
al. 2009) Jedna se o jediny prozatim identifikovany senzorovy systém indukovany béhem
zvySené osmolality prostiedi, coz naznacuje jeho zapojeni v regulaci osmoadaptace. (Ruzal et
al. 1998; Steil et al. 2003)

Studie osmoregulace u Bacillus subtilis dale uvadeji velmi vyznamnou roli alternativniho
transkripéniho o ® faktoru, coZ je sigma faktor fidici expresi proteinii obecné stresové
odpovédi. Podle pomérné nedavno publikované studie Hopera a spoluautor piedstavuje
indukce obecné stresové odpoveédi okamzitou odpoveéd’ bunky na osmoticky stres. (Hoper et
al. 2006) Z tohoto divodu je také obecné stresové odpovédi vénovana nasledujici kapitola.

2.4.2.1 Obecna stresova odpovéd’

Obecna stresova odpovéd’ predstavuje mechanismus, kterym se buitky mohou vyrovnat se
zménami podminek méné extrémnim zpisobem nez jakym je sporulace, a to pfedevSim za
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takovych podminek, které sporulaci brani. Dochdzi k expresi celé¢ sady gent spadajicich do
tzv. o ® regulonu, kam patii i operon sigB kodujici mj. i o ® transkrip&ni faktor. Regulon je
indukovan pii pfechodu z exponencialni do stacionarni faze rtstu, ale i béhem exponencialni
faze rustu pii pasobeni tepelného, etanolového, osmotického, oxida¢niho ¢i kyselého stresu,
déle po pfidani nékterych antibiotik ¢i pfi hladovéni na glukézu, fosfat, kyslik ¢i modré
svétlo. (Boylan et al. 1993; Benson a Haldenwang 1993; Boylan et al. 1993; Gaidenko et al.
2006)

Do o® regulonu spada vice jak 150 gena, ale funkce produkt vétSiny z nich neni doposud
znama. Mezi proteiny se znamou funkeci, jejichz produkce je béhem obecné stresové odpoveédi
indukovana, patfi proteiny rezistence vici oxidativnimu stresu KatB, KatX, Dps, OhrB a
TrxA, dale proteiny ucastnici se odpovédi na osmoticky stres OpuD a OpuE, proteiny
rezistence na teplotni Sok ClpC a ClpP, ¢i proteiny BmrU a BmrR poskytujici rezistenci vuci
antibiotikam. (Bernhardt et al 1997; Hecker a Volker 2001; Petersohn et al. 2001; Steil et al.
2003; Hecker et al. 2007) Obecné lze fici, ze geny, jejichz transkripce je indukovana jsou
geny, jejichz produkty chrani DNA, proteiny a lipidy proti $kodlivym u€inklim rGznych stresii
a proteiny opravnych mechanismti bunky. Obecna stresova odpoveéd’ tak bunkam umoziuje
vyvinout mnohonasobnou, nespecifickou a preventivni rezistenci. (Hecker et al. 2007)

Béhem obecné stresové odpovédi vSak nedochazi pouze k indukci adaptacnich gent, ale také
k represi n¢kterych genti aktivniho metabolismu. Velkou ¢ast reprimovanych gent tvoii geny,
jejichz produkty se uplatiiuji v chemotaxi a motilité bun¢k - napf. gen hag kodujici protein
flagelin tvofici vlakno bakterialniho biciku. (Steil et al. 2003; Hoper et al. 2006)

2.5 Motilita a exprese genu hag u Bacillus subtilis

Aktivni pohyb bakterii je uskuteciovan pomoci bakterialniho bi¢iku. V piipad¢ enterobakterii
jsou geny nezbytné pro chemotaxi a motilitu seskupeny do tfi tfid, pficemz posledni tieti tfida
genil vyzaduje pro SVOU expresi nejen piisluSny sigma faktor, ale také spravnou a casové
pfesnou expresi gend predchozich dvou tfid a spravné slozeni HBB komplexu (hacek a
bazalni télisko bi¢iku). U Bacillus subtilis jsou hierarchické uspotadani gent a kontrola jejich
exprese podobné. Lisi se tim, ze u Bacillus subtilis neni pfitomen operon odpovidajici gentim
tiidy I enterobakterii. Geniim tfidy Il pak odpovida operon fla/che (Obr. 11). Tento operon
obsahuje vice jak 30 gent kodujicich proteiny nezbytné pro chemotaxi, proteiny HBB
komplexu a Vv neposledni fadd protein SigD, oznatovany jako oP, a fungujici jako
transkrip&ni aktivator gent t¥idy III, resp. gend o P-regulonu. (Helmann 1991)
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Obr. 11 Operon fla/che — okoli a umisténi operonu v chromozomu Bacillus subtilis
Zacatek a konec operonu vyznaceny Sipkami (zacatek — gen flgB, konec — gen ylxL)

Ptevzato a upraveno z http://bacillus.genome.jp/

Na expresi operonu fla/che se podili minimalné tii promotory (Obr. 12). Upstream od operonu
leZzi dva promotory Pp.3 a Pa a uvnitt operonu, pied genem sigD, byl identifikovan treti
promotor Psigp. Bylo prokézano, ze majoritni vliv na transkripci operonu ma o A-zavisly
promotor Pa. Pfesna funkce promotorit Pp.3 @ Psigp neni prozatim objasnéna, nebot’ bylo
prokazano, zZe jejich podil na expresi operonu ¢i samotného genu sigD (v pfipadé¢ promotoru
Psigp) je velmi maly, a Ze i v buiikach s deleci téchto dvou promotorti dochazi k normalni
expresi operonu a neni naruiena motilita bun&k. Navic byla zjisténa ptitomnost proteinu o ° i
v bunkach s deleci vSech tfi promotori, coz naznauje piitomnost jesté dalsiho promotoru.
Piedpoklada se, ze tento promotor je lokalizovan uvniti operonu a tidi transkripci genu sigD
za Gasti trankripéniho faktoru o * (Estacio et al. 1998; West et al. 2000)

fla/che operon

| | HBB geny [ sigD
.

Poa Pa P

Obr. 12 Schématické znazornéni operonu fla/che

Operon fla/che je znazornén jako bily obdélnik, gen sigD v koncové ¢asti operonu je vyznacen

¢erné. Vyznaceny a popsany jsou i piislusné promotory.

Prevzato a upraveno z West et al. 2000
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Transkripcni faktor oP kédovany genem sigD pak zodpovida za expresi GD-regulonu.
Tento regulon zahrnuje operon fliDST kodujici proteiny bi¢iku, geny motA a motB kodujici
proteiny motoru bi¢iku a gen hag kodujici protein flagelin tvotici az 98% vlakna bic¢iku (Obr.
13). Produkty dalsich genti regulonu se podileji na produkci autolyzint. (Mirell a Chamberlin
1989; Mirel et al. 1992; Marquez et al. 1990; Helmann 1991; Chen a Helmann 1994) Pro
plnou expresi regulonu je nutny produkt genu yIXL, coz je posledni gen operonu fla/che.
Kmeny s mutaci tohoto genu vykazuji zhorSenou motilitu a snizenou uroven exprese
flagelinu. Pfedpoklada se proto, Ze produkt tohoto genu funguje jako transkripéni aktivator
spoluptisobici se o P-faktorem. (Werhane et al. 2004)
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Obr. 13 6°-regulon - okoli a umisténi piisluinych genti v chromozomu Bacillus subtilis
A) geny motA a motB
B) operon fli, gen hag

Ptevzato a upraveno z http://bacillus.genome.jp/

2.5.1 Regulace motility

Motilita, stejné jako kterykoli jiny fyziologicky stav buiiky, je pfisné regulovéana tak, aby
vyhody plynouci ze schopnosti pohybu ptevazily nad naklady nutnymi na syntézu piislusnych
proteintl i samotny pohyb. Motilita bun€k pfedstavuje odpoveéd’ na urcité specifické podminky
prostiedi, pfedevS§im na podminky nutri¢ni. Rozviji se ke konci exponencialni faze rlstu, kdy
zivin ubyva, a pro buiku je vyhodné dané prostiedi opustit a premistit se do prostredi
S vyhodnéj$imi podminkami pro preziti.

Regulace motility se odehrava jak na urovni syntézy proteini chemotaxe a biciku, tak na
urovni skladani pohybového aparatu.
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2.5.1.1 Regulace na transkrip¢ni Grovni

Velmi dillezitymi regulatory transkripce geni motility jsou pleiotropni regulatory CodY a
DegU. Regulator CodY brani predcasné expresi piislusnych genti v prostfedi bohatém na
ziviny, kdy neni indukce motility nutna, zatimco regulator DegU zajist'uje inhibici transkripce
Vv prostfedich natolik chudych na Ziviny, Ze by indukce motility byla energeticky nevyhona.
Za takovychto podminek DegU indukuje syntézu degradac¢nich enzymu.

2.5.1.1.1 Nutri¢ni represor genu stacionarni faze CodY

Protein CodY je globalni transkripcni represor genti pozdni exponencidlni a stacionarni faze
rastu, jako jsou geny sporulace, motility ¢i kompetence. Homology tohoto proteinu byly
identifikovany umnoha gram-pozitivnich bakteriich s nizkym obsahem GC para Vv
chromozomu. Jednd se o regulator monitorujici mnozstvi GTP Vv buiikach jako odraz
nutri¢niho stavu bunky. (Ratnayake-Lecamwasam et al. 2001) Aktivni forma represoru CodY
vznika po interakci tohoto represoru s dalsimi kofaktory, které vyrazné zvySuji afinitu vazby
CodY-DNA. Témito kofaktory jsou cytoplazmatické GTP a vétvené aminokyseliny
(pfedevsim isoleucin a valin). (Shiver a Sonnenshein 2004; Hendke et al. 2008) Takto
aktivovany represor se s vysokou afinitou vaze k pfislusSnym vazebnym mistim na DNA a
brani ptedcasné transkripci ptisluSnych genil.

Je dokazano, ze C-terminalni doména proteinu zajistuje vazbu k DNA, zatimco N-terminalni
doména interaguje s kofaktory. Vazba vétvené aminokyseliny vede ke zménam konformace
nejen N-terminalni, ale i C-terminalni domény, coz nasledné vede ke zménam afinity proteinu
k DNA. (Joseph et al. 2005; Levdikov et al. 2006) Piesny mechanismu interakce proteinu
CodY s GTP ani to, jak tato interakce ovliviiuje afinitu vazby CodY k DNA, nejsou prozatim
objasnény. Byly identifikovany tfi GTP-vazebné motivy nalézané piedev§im u malych
GTPaz, ale dosavadni studie zatim neprokdzaly zddnou podstanou zménu konformace
proteinu po interakci s GTP. Dalsi moznosti je interakce GTP s GAF doménou proteinu
CodY. Vysledky prace Levdikova a spoluautori (2009) vsak naznacuji, ze GTP neinteraguje
ani s GAF doménou proteinu CodY. Objasnéni piesného mechanismu interakce GTP
s proteinem CodY tak vyzaduje jesté dalsi vyzkum. (Levdikov et al. 2006; Hendke et al.
2008; Levdikov et al. 2009)

Neni znam ani pfesny molekularni mechanismus inhibice transkripce pfislusnych geni
regulatorem CodY, stejné jako sekvence vazebného mista. Belitsky a Sonnenshein vyuZili pro
zjisténi CodY-vazebné sekvence u Bacillus subtilis pfedpokladanou CodY-vazebnou sekvenci
z Lactococcus lactis. Na zaklade microarray analyzy pak urcili velké mnozstvi gend, jez by
mohly byt regulovany timto regulatorem. Pfimé cile regulatoru CodY ptedstavuje 67 operontl,
ale pouze 25 z nich obsahuje piislusnou predpokladanou vazebnou sekvenci se zaménou
pouze na tiech a méné mistech. (Belitsky a Sonnenshein 2008)

Je dokéazéano, Ze roste-li bunka v prostiedi bohatém na Zziviny a protein CodY tak muze
interagovat se svymi kofaktory pfitomnymi v dostatecné koncentraci, dochazi k negativni
regulaci motility, a to represi operonu fla/che i genu hag. Represor CodY se vaze
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k promotorovym oblastem Pa i Pp.3 operonu fla/che (viz. Kap. 1.5 — tivodni ¢ast) a prekryva
oblast -10 i -35, ¢imZ brani RNA polymeraze Vv ,nasednuti“ k templatu. Taktéz se tento
represor vaze downstream od o P-zavislého promotoru genu hag, &imz reprimuje transkripci
I tohoto genu. (Bergara et al. 2003)

Pii zméné nutricnich podminek zptsobené napt. vycerpanim zivin ke konci exponencialni
faze ristu klesa hladina GTP v bunkach. Vazba CodY k DNA je uvolnéna a mize dojit
k transkripci operonu fla/che i genu hag. Motilita tak piedstavuje jednu z moznych
adapta¢nich odpovédi buriky pfi vyCerpani Zivin, jeZ je kontrolovana regulatorem CodY.

2.5.1.1.2 Pleiotropni regulator DegU

Regulator DegU je soucasti dvou-slozkového systému DegS-DegU, kde DegS predstavuje
cytoplazmatickou senzorovou kinazu, a DegU transkripéni regulator. DegU je jednim
z hlavnich globalnich regulatort Bacillus subtilis a ptedstavuje klicovy regulator procest
pozdni exponencialni faze a stacionarni faze jako je syntéza degradacnich enzymu, vyvoj
biofilmu a kolonii, indukce ptirozené kompetence ¢i motilita. Zvysena exprese operonu degS-
degU byla prokazana i v burikach vystavenych osmotickému stresu (Dahl et al. 1992; Ogura a
Tanaka 1996; Steil et al. 2003; Kobayashi 2007; Verhamme et al. 2007). Regula¢ni aktivita
DegU neni omezena pouze na jeho fosforylovanou formu. Zda se, Ze rizné adaptacni
mechanismy jsou spoustény v zavislosti na vzestupném gradientu koncentrace foforylované
formy DegU od indukce kompetence (vyZzadujici nefosforylovanou formu regulatoru) az po
produkci exoproteaz (vyzadujici fosforylovanou formu regulatoru). Spolu s mirou fosforylace
regulatoru DegU se v regulaci jednotlivych procest uplatiiuje i riizna afinita promotorovych
oblasti jednotlivych gent k regulatoru. (Kobayashi 2007; Murray et al. 2009)

Je prokazano Ze missense mutace genu degS ¢i degU (oznacované degS(Hy) nebo degU(Hy))
zvySuji dobu, po kterou je regulator DegU ve fosforylované formé, a vedou k nadmérné
syntéze degradacnich enzymu a zaroven blokuji motilitu bunék. Mutace degU32(Hy) vede
k vyrazné redukci exprese genu sigD a inhibuje expresi o P-zavislého genu cwiB. (Tokunaga
et al. 1994) Pro porozuméni mechanismu jakym fosforylovana forma DegU plisobi na expresi
gend motility byly Amatim a spolupracovniky izolovany a charakterizovany kmeny se
supresorovou mutaci vii¢i degU32(Hy). VSechny takto ziskané kmeny nesly deleci (4dhsA)
v oblasti mezi genem codY a genem flgB, coz je prvni gen operonu fla/che. Obnoveni motility
u téchto kmeni je mozno vysvétlit tim, ze delece vede k naruSeni terminace transkripce za
genem codY. Nasledujici operon fla/che tak mize byt piepisovan z promotoru predchazejiciho
genu (Obr. 14). Tim je obejita regulace operonu fla/che zprostfedkovana fosforylovanou
formou DegU. Z toho plyne, ze fosforylovana forma DegU se vaze v intergenové oblasti
codY-flgB, piidemz vazba fosforylovaného represoru DegU vede k represi transkripce ze o -
zavislého promotoru Pa, jez ma majortitni funkci na expresi operonu fla/che (viz. Kap. 1.5 —
uvodni ¢ast). (Amati et al. 2004) Tento mechanismus regulace transkripce operonu fla/che
fosforylovanou formou regulatoru DegU je potvrzen i transkriptomovymi studiemi, jez
dokazuji, ze nadprodukce DegU~P vede k down-regulaci operonu fla/che. (Méder et al. 2002)
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Obr. 14 Schematické zobrazeni codY-flgB oblasti

Za genem codY vyznacen terminator, dale zobrazeny promotory Pp_3 a Pa downstream

lokalizovaného operonu fla/che, jehoz soucasti je gen flgB.

Pievzato z Amati et al. 2004

2.5.1.2 Regulace na posttranskripéni urovni

Na posttranskripéni Grovni je exprese motility regulovana proteinem CsrA, ktery inhibuje
translaci hag-mRNA, a umoziuje tak okamzitou regulaci syntézy bic¢iku. Dal§im regulatorem
na této Grovni je protein FIgM, ktery zajist'uje ¢asovou kontrolu exprese genu tiidy III, neboli
geni o P-regulonu.

2.5.1.2.1 RNA-vazebny protein CsrA

Protein CsrA je soucasti Csr (carbon storage regulator) systému a funguje jako
posttranskrip¢ni regulator iniciace translace a/Ci stability mRNA cilového transkriptu. Systém
je popsan piedevs§im u gram-negativnich bakterii. V ptipadé Escherichia coli se tento systém
podili na regulaci mnoha bunéénych procest v¢etné glukoneogeneze, metabolismu glykogenu
¢i tvorby biofilmt a zahrnuje protein CsrA a minimalné jednu sRNA s antagonistickou funkci
vici proteinu CsrA. Vazba proteinu CsrA K piislusnému transkriptu blokuje iniciaci translace
tohoto transkriptu, zatimco interakce mezi SRNA a CsrA blokuje funkci CsrA proteinu a
nasledn¢é umozni iniciaci translace. (Romeo 1998)

U Bacillus subtilis byly identifikovany homology genti csrA a SRNA. Gen csrA je lokalizovan
na konci operonu yvyF-csrA, jehoz produkty jsou zapojeny v syntéze bi¢iku (napi. gen flgM
kodujici anti-sigma faktor k o ° faktoru, geny flgK a flgG kodujici proteiny asociované
s hackem biciku aj.) (Obr. 15). Transkripce tohoto operonu je fizena o ° faktorem. Uvnitf
operonu je lokalizovan druhy, a to o “-zavisly, promotor, ktery se podili na transkripci dvou
poslednich gent tohoto operonu - gent fliw a csrA (Obr. 16). V tésné blizkosti za operonem
je lokalizovéan dalsi o P-zavisly gen, a to gen hag.
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Obr. 16 Schematické zobrazeni okoli genu CSrA a lokalizace promotort

Zobrazen je operon kodujici geny syntézy bi¢iku (yvyF - csrA) a umisténi o°- zavislého
promotoru pied timto operonem. Dale je zobrazen o”- zavisly promotor pied dvéma poslednimi
geny (fliw a csrA) tohoto operonu. Downstream od operonu je v tésné blizkosti lokalizovan dalsi

gen motility, a to moncistronni gen hag transkribovany z vlastniho 6°- zavislého promotoru.

Pfevzato z Yakhnin et al. 2007

Je prokazano, ze leader sekvence mRNA vznikajici pfepisem genu hag, obsahuje dvé CsrA-
vazebna mista, z nichz jedno zasahuje i do oblasti Shine-Delgarno sekvence. Protein CsrA
reguluje syntézu flagelinu inhibici iniciace translace hag-mRNA. (Yakhnin et al. 2007)

2.5.1.2.2 Anti sigma-faktor FlgM
Protein FIgM je vyznamnym regulatorem exprese o -regulonu, nebot’ zajistuje Easovou
kontrolu exprese téchto gent. Jedna se o anti-sigma faktor, ktery interaguje se o D faktorem a
brani pred¢asné expresi genti o-regulonu. Po spravném slozeni HBB komplexu je protein
FlgM sekretovan z bunky ven, coz vede ke snizeni jeho koncentrace, a nasledné k indukci
transkripce genti 6°- regulonu. (Mirel et al. 1994; Caramori et al. 1996)
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2.5.1.3 Regulace skladani biciku

Regulace skladani biciku je dana ptredevsim casovou kontrolou transkripce prislusnych gent
motility (pt. operon fla/che, geny fliSTD, gen hag aj.) a schopnosti samousporadavani se (self-
assembly) téchto proteint.

Nejprve dochazi ke slozeni a zabudovani MS prstence (,,motor bi¢iku) do cytoplazmatické
membrany. Nasledné dojde ke slozeni C-kruhu a sekre¢niho systému, ktery zajist'uje transport
proteint HBB komplexu a vldkna biciku ven z buiiky centrdlnim kanalem. Po tspéSném
slozeni HBB komplexu dojde k sekreci anti-sigma faktoru FIgM, coz nasledné¢ umozni
syntézu flagelinu. Ten je transportovan centralnim kanalem a interakci podjednotek proteinu
flagelinu dochazi postupné ke vzniku vlakna biciku.

Srovnani aminokyselinové sekvence flagelinu a jeho homolognich proteinti z dalSich
bakteridlnich druhti odhalilo vysokou konzervovanost C- a N-koncovych ¢asti proteinu. I pfi
pomérn¢ rozsahlych delecich vramci téchto oblasti je vSak zachovana schopnost
monomernich podjednotek flagelinu spolu interagovat. Je vSak vyzadovana vyssi koncentrace
flagelinu v burce. Je pravdépodobné, ze C- a N-terminalni konce flagelinu zajist'uji interakci
mezi podjednotkami proteinu na zakladé slabych vazebnych interakci a =zajistuji tak
stabilizaci vldkna bic¢iku. Byla prokazana i role proteinu YviF (F1iW), nebot’ mutace v genu
yviF vede k vyrazné redukci motility. Protein YviF interaguje s C-koncovou ¢asti flagelinu a
pusobi jako pozitivni regula¢ni faktor skladani bic¢iku. (Titz et al. 2006) Pfesny mechanismus
pusobeni proteinu YViF na skladani vlakna bic¢iku vSak nebyl jesté objasnén.
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3. Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Bakterialni kmeny

Kmeny ziskané z Bacillus Genetick Stock Center, Ohio University, USA:
Bacillus subtilis 168 (trpC2)

Standardni, divoky kmen.
Bacillus subtilis 1A839 (trpC2 degU32(Hy) AdhsA4)

Kmen 1A839 byl pfipraven Amatim a spolupracovniky (2004) pii izolaci kmene se
supresorovou mutaci va¢i mutaci degU32(Hy). Mutace degU32(Hy) vede k prodlouZeni doby,
po kterou se regulator DegU nachazi ve fosforylované formé, a zpisobuje nadprodukci
degradacnich enzymt a zaroven neschopnost aktivniho pohybu pomoci bic¢iku. Obnoveni
motility u kmene 1A839 je dano deleci v codY-flgB intergenové oblasti chromozomu. To vede
k naruSeni terminace transkripce za genem codY atim Kk ,procteni" a transkripci operonu
fla/che lokalizovaného downstrem od genu codY. Delece navic zasahuje i do ¢asti kodujici
sekvence genu codY, jehoz produkt je vyznamny represor genu stacionarni faze. Delece tak
zpusobuje pred¢asnou expresi téchto genu (viz Kap. 2.5.1.1.2).

Kompetentni buniky:
Escherichia coli DH5a (deoR endAl gyrA96 hsd R17(r, , my’) recAl relAl supE44 thi-1

(lacZYA-arg F)U169 ¢80lacZ M15 F 1) — vyrobce Clontech

Kmen ptipraveny v nasi laboratofi:

Bacillus subtilis MP2

Kmen popsén v kapitole 4.2 (Gvodni ¢ast)

Kmen pfipraveny v rdmci mé diplomové prace:

Bacillus subtilis ES091

Kmen popsan v kapitole 4.1.
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3.1.2 Plasmidy

3.1.2.1 pMUTIN4

Plasmid MUTIN4 (Obr. 17) je integra¢ni vektor vyuzivany pro cilenou inaktivaci genu.
K integraci konstruktd odvozenych od tohoto plasmidu dochazi jednim crossing-overem na
zakladé homologie klonovaného fragmentu genu Bacillus subtilis a timto genem
Vv bakterialnim chromozomu. Po integraci dochazi k oddéleni kédujici sekvence od piirozené
regulaéni oblasti a tato sekvence se dostava pod kontrolou indukovatelného promotoru. Za
pifirozeny promotor je piifazen fizovany gen spoVG-lacZ umoznujici sledovat regulaci
exprese z tohoto ptirozeného promotoru metodou méfeni aktivity -galaktozidasy (Obr. 17).
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Obr. 17 Struktura integra¢niho vektoru pMutin4

spoVG — lacZ — gen lacZ z Escherichia coli fuzovany s vazebnym mistem spoVG z Bacillus
subtilis

Pspac — promotor indukovatelny IPTG

lacl — gen kodujici lac represor s modifikovanym ribozom-vazebnym mistem pro gram-pozitivni
bakterie

erm — gen kodujici rRNA adenin N-6-methyltransferazu; selekce v Bacillus subtilis
(ery 0,3 pg/ml)

bla — gen kodujici B-laktamazu; selekce v Escherichia coli (amp 100 pg / ml)
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Obr. 18 Schematické znazornéni integrace vektoru do chromozomu

Integrace probiha na zakladé homologie mezi klonovanym fragmentem daného genu a timto
genem v chromozomu Bacillus subtilis. K integraci dochazi jednim crossing-overem.
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3.1.3 Primery pro PCR

Nazev Sekvence (5'— 3") Tm (°C)
yxkOSDR1 GGAGGATCCATAACAGGACAATCAGCC* 61,3
yxkOSDF CCCAAGCTTAGGAAAAGAAAGCAGAGGAG* 61,5
mutinR GGTCGAAAGATCAACATTAAATGTGAGCG* 58,7
mutinF GGAATGGATCCTAGCTTCCAAGAAAGAT™* 58,8
ydaGR AGTTCGAGTGAGACCGGTGT 53,8

ydaGF GTGCTTGATGTTCTAGATCACC 53

hagR1 GCAGGAGTAGCTGTGTCAAC 53,8
hagR2 CACCAGAAGCGCTTAAGTTGT 52,4
hagF ATGACGCAGCAGGTCTTGC 53,2
yXKOF2 CGGTACATCAGAAAACGTAATCCC 55,7
yxXkOF3 GTGCCCGTGAACGAATTGCA 53,8
yxkOR2 CCCCAATATCATGCCCGTCAG 56,3

*podtrzend ¢ast primeru = sekvence ndstavce (vyuzito pii klonovani)
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3.1.4 Enzymy a protilatky

Nazev Vyrobce
Anti-digoxigenin-AP ROCHE
BamHI FERMENTAS
DIG-11-dUTP
(Digoxigenin-11-2"-deoxy-uridine-5"- ROCHE
trifosfat)
Hindlll FERMENTAS
Klenowtv fragment FERMENTAS
Lysosym FLUKA
Proteinaza K SIGMA
Pstl FERMENTAS
Reverzni transkriptaza FERMENTAS
Ribonukleaza A SIGMA
RNA inhibitor FERMENTAS
Sacl FERMENTAS
T4 DNA ligaza FERMENTAS
Taq DNA polymeraza FERMENTAS

3.1.5 DNA/RNA standardy

o Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker, 3 (Fermentas)

o GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Fermentas)

o GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas)

o RNA Ladder Low Range (Fermentas)

44




3.1.6 Komer¢ni sady

o GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) — izolace plasmidové DNA

o MasterPure™Gram Positive DNA Purification Kit (Epicentre Biotechnologies) —
izolace chromozomalni DNA

o PureYield™ RNA Midiprep System (Promega) — izolace celkové RNA

o Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Fermentas) — izolace DNA z agarézového gelu

3.1.7 Antibiotika

Nazev Zasobni roztok Vyrobce
ampicilin 100mg/ml SERVA
erytromycin 9 mg/mi FLUKA
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3.1.8 Chemikalie

(NH4)2SO4 LACHEMA
100% etanol PENTA
Acetat sodny LACHEMA
Aceton PENTA
Agar OXOID
Agardza MERCK
BCIP (5-bromo-4chloro-3-indolyl fosfat p-toluidinova stil) | SIGMA
CaCl, LACHEMA
CSPD ROCHE
Diethyl pyrokarbonat SIGMA
Dihydrat citratu trisodného PENTA
dNTP mix (smés deoxyribonukleotidtrifosfatit) FERMENTAS
EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina) LACHEMA
Ethidium bromid SIGMA
FeS0,.7H,0 LACHEMA
Fikol SIGMA
Formamid ROTH
Glukoéza LACHEMA
Glutaraldehyd SIGMA
Glycerol SIGMA
Guanidin thiokyanat SERVA
Izopropanol LACH NER
K2HPO,4.2H,0 LACHEMA
Kasein FLUKA
KCI LACHEMA
KH,PO4 LACHEMA
Krystal violet LACHEMA
Kvasni¢ny autolyzat OXOID

Kyselina fosfowolframova

AGAR SCIENTIFIC
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Kyselina maleinova ROTH
Kyselina octova LACHEMA
Kysely hydrolyzat kaseinu OXOID

LiCl BDH
Loadding buffer DNA (6x) FERMENTAS
Loadding buffer RNA (2x) FERMENTAS
MgCl, BDH
MgS0O,4.7H,0 LACHEMA
MnCl, LACHEMA
NapHPO,4.2H,0 MERCK

NaCl LACH NER
NaH,PQO,4.2H,0 MERCK
NaOH BDH

NBT SIGMA
N-lauroylsarcosin SIGMA
Polylysin SIGMA
Polyvinylpyrrolidon SIGMA
Random hexamer primer FERMENTAS
Sachardza PENTA
Salmon sperm SIGMA

SDS (dodecylsulfat sodny) SIGMA
sephadex 25 PHARMACIA
Tercidrni butanol RIEDEL-DE HAEN
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) FLUKA
Tryptofan LACHEMA
Trypton OXOID
Tween 20 SIGMA
ZnS0Oy LACHEMA

B — merkaptoetanol PROMEGA
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3.1.9 Kultiva¢ni média

3.1.9.1 Komplexni médium

o LB (Luria - Bertani) médium
10 g trypton
5 g kvasni¢ny autolyzat
10 g NaCl
rozpusténo v destilované vodé, pH upraveno na 7,0
doplnéno destilovanou vodou na objem 1 litr

sterilizovano autoklavovanim

3.1.9.2 Mineralni médium

o Kapalné mineralni médium |
20 ml 5x fosfatovy pufr
0,1 ml 0,5 M citronan sodny
0,1 ml 100 mM MnCl,
0,1 ml 10 mM ZnSO,
1% glukoza
0,01% tryptofan
10 mM KCI
doplnit destilovanou vodou do 100 ml

sterilizovano autoklavovanim

o Kapalné mineralni médium |1
0,05% kysely hydrolyzat kaseinu
20 ml 5x fosfatovy pufr
0,1 ml 0,5 M citronan sodny
0,1 ml 100 mM MnCl,
0,1 ml 10 mM ZnSOq,
1% glukoza
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0,01% tryptofan
10 mM KCI
doplnit destilovanou vodou do 100 ml

sterilizovano autoklavovanim

o Pevné mineralni médium
Slozka A
20 ml 5x fosfatovy pufr
0,1 ml 0,5 M citronan sodny
0,1 ml 100 mM MnCl,
0,1 ml 10 mM ZnSOq,
KClI do pozadované koncentrace
NaCl po pozadované koncentrace

doplnit destilovanou vodou do 50 ml

Slozka B

2 g agar

1 g glukoza
0,01 g tryptofan

doplnit destilovanou vodou do 50 ml

Obe slozky autoklavovany oddélené a nasledné smichany a nality do Petriho misek.

3.1.9.3 Médium pro pripravu kompetentnich bunék Bacillus subtilis

o Spc médium (médium A)
10 ml 10x baze média A
9ml 10x,Bacillus salts*

doplnit sterilni destilovanou vodou do 100 ml
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10x baze média A

Slozka A:

1 g kvasni¢ny autolyzat

0,2 g kysely hydrolyzat kaseinu
doplnit destilovanou vodou do 70 ml
Slozka B:

5 g glukéza

doplnit destilovanou vodou do 30 ml

Obé slozky autokldvovany samostatné a poté smichany

10x .,Bacillus salts*
2 g (NH,) 2SO,
15,2 g K;HPO,

6 g KH,PO,

1,14 g dihydrat citratu trisodného
0,2 g MgS0,4.7H,0
doplnit destilovanou vodou na objem 100 ml

sterilizovano autoklavovanim

o Spll médium (médium B)
10 ml Média A
0,1 ml 50 mM CacCl, (sterilni)
0,1 ml 250 mM MgCl, (sterilni)

3.1.10 Roztoky

o TE pufr
10 mM Tris*Cl, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

destilovana voda
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o 50x TAE pufr
Tris
ledova kyselina octova
0,5M EDTA (pH 8,0)

destilovana voda

o 5Sx fosfatovy pufr
10,23 g Na;HPO,
3,97 g NaH,PO,
1,32 g (NH4)2S04
0,1225 g MgSO,
1,25 ml 0,1% FeSO,

doplnit destilovanou vodou do 250 ml

o roztoky pro mini preparaci plasmidové DNA
PEB roztok
0,6 g Tris
1,8 g glukdza
0,74 g Na,EDTA
destilovana voda do 200 ml

pH 8

ALM roztok

0,2 M NaOH
1% (w/v) SDS
destilovana voda

pfipravovan vzdy Cerstvy

3 M acetat sodny

81,6 g acetat sodny
destilovana voda do 200 ml

pH 4,8 (uprava kyselinou octovou)
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o roztoky pro hybridizaci
100x Denharttv roztok
2% (wi/v) fikol

2% (w/v) polyvinylpyrrolidon
destilovana voda

sterilizovan filtraci, uchovavan v -20°C

prehybridizaéni roztok

5x SSC

5x Denhartiiv roztok

0,1% (w/v) N-lauroylsarcosin
0,2% (w/v) SDS

1% (w/v) kasein

destilovana voda

hybridizaéni roztok

5x SSC

0,1% (w/v) N-lauroylsarcosin
0,75 pl salmon sperm (na 15 ml roztoku; vzdy pfidan pted pouZzitim)

destilovana voda

nizkostringentni roztok
2x SSC
0,1% (w/v) SDS

destilovana voda

o roztoky pro chromogenni a chemiluminiscen¢ni detekci

maleinovy pufr

0,1 M kyselina maleinova
0,15 M NaCl
destilovana voda

pH 7,5
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promyvaci roztok

0,3% (w/v) Tween 20

maleinovy pufr

bloka¢ni roztok

1% kasein

maleinovy pufr

piipravovan vzdy cerstvy

roztok protilatky

protilatka Anti-DIG nafedéna bloka¢nim roztokem v poméru 1:5 000 (150mU/ml)

detek¢ni pufr
0,1 M Tris

0,1 M NaCl

destilovana voda

pH 9,5

roztok s NBT/BCIP

zasobni roztoky NBT (18,75 mg/ml v 67% DMSQ) a BCIP (9,4 mg/ml ve 100% DMSO)
nafedény detekénim pufrem v poméru 1:100

roztok s CSPD
1% CSPD

detekéni roztok

o roztoky pro izolaci RNA
DEPC-H,0
0,1% (w/v) diethyl pyrokarbonat (DEPC)
destilovana voda

ptes noc michano v digestofi a nasledné dvakrat autoklavovano
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Nasledujici roztoky ptipraveny z DEPC- H,O a dvakrat autoklavovany.

RNA denaturaéni roztok

4 M guanidin thiokyanat
0,5% (w/v) sarkosyl
25 mM citronan sodny

DEPC- H,O

5 M LiCl

o roztoky pro Northern blotting
denaturacni roztok
50 mM NaOH
1,5 M NaCl
DEPC- H,O

neutralizaéni roztok
0,5 M Tris*ClI

1,5 M NaCl

DEPC- H,O

20x SSC

3 M NaCl

0,3 M citronan sodny
DEPC- H,O

pH 7

o roztoky pro Southern blotting
0,25 M HCI

denaturaéni roztok

1,5 M NaCl

0,5 M NaOH
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destilovana voda

neutraliza¢ni roztok

1,5 M NaCl

0,5 Tris/HCI
destilovana voda

pH 7

20xSSC
3 M NaCl

0,3 M citronan sodny
destilovana voda

pH 7

o roztoky pro pripravu vzorki pro skenovaci elektronovou mikroskopii

PBS (zasobni roztok 0,2 M)

2,26 g NaH,PO,
H,0 do 100 ml

pH6,9-7,1

vypiraci roztok (0,1 M)

45 ml zasobni roztok PBS
5 ml glukdza (roztok z 2,52 g glukézy ve 100 ml vody)

1,1 g sacharéza
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3.1.11 Internetové databaze a programy

e http://www.bgsc.org/

e http://bacillus.genome.jp/

e http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
e http://insilico.ehu.es/tm.php

o LaserGene

3.1.12 Pristroje a laboratorni zarizeni

1000 standard orbital shaker (VWR)
Centrifugy: CL3R
Mikro 20 (Hettich)
Mikro 22R (Hettich)
MiniSpin (Eppendorf)
Dry Bath Incubator
DU Series 500 Spectrophotometer (BECKMAN)
Elektroporator (BIO-RAD)
Foemi Optimax (PROTEC Medizintechnik GmbH & Co, KG)
Fotoaparat OLYMPUS SP-565UZ
Kamera Matrox Meteor 2
Skenovaci elektronovy mikroskop JEOL 6380 LV
Svételny mikroskop LEICA DMR
Termostat Memert
Transiluminator TCP-20-LM
Transmisni elektronovy mikroskop JEOL 1011
Ttepacka PS-3D (P-lab)
UV box ESCO Laminar Flow Cabinet
VWR Collection Thermal Cycler DOPPIO
Vzdusna tiepacka NB-205 (N-Biotek)
Zdroj na elektroforézu EC 250-90
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3.2 Metody

3.2.1 Prace s bakterialni kulturou

3.2.1.1 Kultivace na pevném médiu

Bakterie byly kultivovany na pevnych agarovych ptidach v termostatu pii teploté 37°C.

3.2.1.2 Kultivace v tekutém médiu

Bakterie byly kultivovany v Erlenmeyerovych baiikach. Objem kultury byl vzdy udrzovan
pod hodnotou 1/10 objemu kultivac¢ni baiky. Kultury byly kultivovany pfi teploté 37°C a
tirepany s frekvenci 190 — 200 otacek za minutu.

3.2.1.3 Uchovavani bakterialnich kmenu

Kratkodobé byly bakterialni kmeny uchovavany na pevnych agarovych ptidach pii 4°C.

Dlouhodobé byly kmeny uchovavany v podob¢ glycerolovych konzerv. K bunééné suspenzi
byl pfidan glycerol na kone¢nou koncentraci 20% (v/v) a po patnactiminutové inkubaci na
ledu byly tyto konzervy pfemistény do -70°C

3.2.1.4 Priprava kompetentnich bunék Escherichia coli

o pripravena no¢ni kultura kmene Escherichia coli DH5a

o 0,5 ml no¢ni kultury zaockovano do 50 ml LB média a kultivovano pii 37°C do
hodnoty optické denzity ODggo ~ 0,7 - 0,9

o inkubace na ledu po dobu 10 — 30 min
o bunky sedimentovany centrifugaci pti 4000 rpm/10 min a 4°C

o buiky resuspendovany v 50 ml ledové deionizované vody a sedimentovany
centrifugaci

o bunky resuspendovany v25 ml ledové deionizované vody a sedimentovany
centrifugaci

o bunky resuspendovany v 20 ml 10% glycerolu (vychlazeny na 4°C) a sedimentovany
centrifugaci
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o bunky resuspendovany v 10 ml 10% glycerolu a sedimentovany centrifugaci

o bunky resuspendovany v1 ml 10% glycerolu, rozpipetovany po 200 pl do
mikrozkumavek a uchovavany v -70°C

3.2.1.5 Transformace kompetentnich bunék Escherichia coli elektroporaci

o V elektroporaéni kyveté smichano 100 pl na ledu rozmrazené suspenze kompetentnich
bunék Escherichia coli DH5a a 10 ul DNA (cca 100 ng)

o na elektroporatoru aplikovan puls pfi kapacitanci 25 puF, napéti 2,5 kV a odporu 200 Q
o do kyvety pfidan 1 ml LB média a obsah kyvety pienesen do mikrozkumavky
o kultivovano pii 37°C po dobu 1 hod

o buiky sedimentovany centrifugaci pii 4000 rpm/10 min, resuspendovany v 200ul LB
média a nasledné¢ vysety na pevné agarové pudy S pfislusSnym antibiotikem a
inkubovany pti 37°C ptes noc

3.2.1.6 Piiprava kompetentnich bunék Bacillus subtilis

o pripravena no¢ni kultura pfislusného kmene Bacillus subtilis

o 1,4 ml no¢ni kultury zaofkovano do 10 ml Spc média (Médium A) a kultura
kultivovana po 2 — 3 hod

o ptidano 10 ml SpIl média (Médium B) a kultura kultivovana 90 min

o buiky sedimentovany centrifugaci pii 4000 rpm/10 min a nasledné resuspendovany ve
2 ml supernatantu

o bunky rozpipetovany po 200ul do mikrozkumavek obsahujicich 200ul glycerolu a
uchovavany v -70°C

3.2.1.7 Transformace kompetentnich bunék Bacillus subtilis

o do mikrozkumavky s kompetentnimi butikami Bacillus subtilis pfidano 20 pl plasmidu
o inkubovano pti 37°C po dobu 20 min

o obsah mikrozkumavky pienesen do 2 ml LB média

o inkubovano pii 37°C po dobu 1 hod

o vyseto 100 pl kultury na pevné agarové pudy S pfislusnym antibiotikem a inkubovano
pii 37°C pies noc
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3.2.1.8 Méreni optické denzity bakterialni kultury

Opticka denzita bakterialni kultury byla méfena na spektrofotometru, kdy byla porovnavana
absorbance vzorku bakterialni kultury oproti ¢istému kultivacnimu médiu (blank) pfi vinové
délce 600 nm ¢i 450 nm.
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3.2.2 Prace s bakterialni DNA

3.2.2.1 1zolace chromozomalni DNA

K izolaci chromozomalni DNA byla vyuzita komeréni sada MasterPure’ "Gram Positive
DNA Purification Kit a bylo postupovano dle dodaného protokolu.

3.2.2.2 1zolace plasmidové DNA

3.2.2.2.1. Mini preparace plasmidové DNA

Vhodné pro izolaci plasmidové DNA pro restrikéni analyzu a transformaci.

o pripravena no¢ni kultura inokulaci 1 kolonie do 2 ml LB média s pfislusSnym
antibiotikem

o bunky sedimentovany centrifugaci pii 13 000 rpm/30 s

o odstranén supernatant a bunky resuspendovany v 0,1 ml PEB roztoku

o pridana Ribonukleaza A a 0,2 ml ALM roztoku, promichano ptevracenim zkumavky
o inkubovano na ledu po dobu 5 min

o ptidano 0,15 ml 3 M acetatu sodného, promichdno prevracenim zkumavky

o sedimentovano centrifugaci pti 14 000 rpm/5 min

o odebrano 400 pl supernatantu (obsahuje plasmidovou DNA) do ¢isté mikrozkumavky
a ptidano 800 ul ledového 96% etanolu

o precipitovano pii -20°C po dobu minimélné€ 30 min
o precipitat sedimentovan centrifugaci pii 14 000 rpm/5 min
o supernatant odstranén a pelet promyt 500 ul 95% etanolu

o precipitat opét sedimentovan centrifugaci pti 14 000 rpm/2 min a nasledné odstranén
zbytek etanolu

o piidano 50 pul 5 M LiCl a inkubovano na ledu 5 — 10 min
o precipitat sedimentovan centrifugaci pii 14 000 rpm/5 min

o odebran supernatant (obsahuje plasmidovou DNA) do ¢isté mikrozkumavky s 250 pl
ledového 96% etanolu

o precipitovano pii -20°C po dobu minimalné 1 hod
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o precipitat sedimentovan centrifugaci pii 14 000 rpm/5 min

o pelet promyt 500 ul ledového 95% etanolu

o precipitat sedimentovan centrifugaci pii 14 000 rpm/2 min a nasledné odstranén etanol
o pelet vysusen a poté rozpustén v 50 ul TE pufru (pH 8,2)

o vyizolovany plasmid skladovan v -20°C

3.2.2.2.2 lzolace plasmidové DNA pomoci sady Plasmid Miniprep Kit

K izolaci plasmidové DNA ve vysoké &istoté byla vyuZita komeréni sada GeneJET ™ Plasmid
Miniprep Kit a bylo postupovéno dle dodaného protokolu.

3.2.2.3 Cisténi vzorku DNA pomoci sady DNA Extraction Kit

K ptecisténé vzorku DNA ¢i izolaci DNA z agar6zového gelu byla pouzita komeréni sada
Silica Bead DNA Gel Extraction Kit a bylo postupovano dle dodaného protokolu.

3.2.2.4 Horizontalni agarozova elektroforéza DNA

Horizontalni agarézova elektroforéza byla vyuZzivana k oddéleni jednotlivych fragmentt
DNA, k uréeni velikosti DNA a pro odhad koncentrace DNA ve vzorku. K vizualizaci byl
pouzivan ethidium bromid, ktery byl pfidavan ze zasobniho 1% roztoku do rozpusténé
agardzy v poméru 1/20 000.

Na ptipravu gelti i k naplnéni elektroforetické nadoby byl vyuzivan 1x koncentrovany TAE
pufr a kone¢na koncetrace agarozy v gelech byla 1% (w/v). Vzorky byly nanaSeny v pufru
obsahujicim pigmenty umoziujici sledovat prabeh elektroforézy. Bylo pouzivano
stejnosmérné napéti o velikosti 5 V/em? gelu.
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3.2.2.5 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR byla provadéna v tenkosténné mikrozkumavce s nasledujicim slozenim reakéni smési:

Slozka mnozstvi
Taq pufr (s KCI) 5ul
dNTP mix (10 mM) 1 ul
MgCl, 4 -8l
ptimy primer (0,1 mM) 1 ul
reverzni primer (0,1 mM) 1l
templatova DNA 200—-1 pg
Taq polymeraza 2 jednotky
destilovana voda doplnéna na konecny objem 50 ul

Po umisténi do PCR cycleru byl prubéh reakce nasledujici:

e pocatecni denaturace 94°C 3 min

e denaturace 94°C 1 min R

e nasedani primert Tmparc.”  0,5min ~ 5 cykla ©)
e replikace DNA 72°C Imin/1kbp )

e denaturace 94°C 1 min ™

e nasedéni primerd Tn® 0,5 min [ 30cykli
e replikace DNA 72°C 1 min/1kbp

e konec prodlouzeni 72°C 5 min -

A) teplota tani té sekvence primeru, ktera je komplementarni k templatu DNA u primert s
,hastavcem* vyuzitych pti klonovani

B) teplota tani celych primert (véetné ,,nastavce* - viz tabulka v kapitole 2.1.3)

C) tato ¢ast programu vynechana pokud byly pouzity primery bez ,,nastavce*
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3.2.2.6 Stépeni DNA restrikénimi enzymy

Restrikce DNA probihala v mikrozkumavkach s nasledujicim slozenim reakéni smési:

Slozka mnozstvi
pufr 2,5 ul
DNA 01-1pg
restrikéni endonukleaza 5 jednotek
destilovana voda doplnéna na konec¢ny objem 25 p

Smés byla inkubovéna 2 — 10 hodin pfi 37 °C a po dokonceni restrikce byla restrikéni
endonukledza tepeln¢ inaktivovana dle pokyni vyrobce.

3.2.2.7 Ligace restrik¢nich fragmenti

Ligace fragmenti DNA byla provadéna v mikrozkumavkach s nasledujicim slozenim reakéni

smesi:

slozka mnozstvi
liga¢ni pufr 2 ul
vektorovy plasmid 0,1-0,5 ug

mnozstvi odpovidajici dvojnasobné molarni

i cni DNA

Hzerent koncentraci vektorové DNA
T4 DNA ligaza 2 jednotky
destilovana voda doplnéna na kone¢ny objem 20 pl

Inkubovano pies noc v PCR cycleru s nastavenym programem:

16°C 50 min
20°C 3 min
24°C 5 min
37°C 1 min

Po ukonceni ligace byla ligaza tepeln¢ inaktivovana dle pokyni vyrobce.
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3.2.2.8 Neradioaktivni zna¢eni DNA sond

3.2.2.8.1. Znaceni sond s vyuzitim Klenowova fragmentu

o vzorek DNA (PCR produkt, 300 — 600 ng) nafedén sterilni vodou do objemu 34 pl
o vzorek denaturovan ve vrouci vodni lazni (5 min) a nasledné zchlazen na ledu (5 min)
o piidano 5 ul pufru (Klenow buffer)

4 ul 10mM dNTPs

0,7 ul DIG-UTP

1 ul Klenowova fragmentu

o reak¢ni smés kratce centrifugovana, inkubovana pii 37°C po dobu 1 — 2 hod a poté pii
laboratorni teploté ptes noc

o probihajici reakce zastavena inkubaci pti 65°C po dobu 10 min

o oznacéena sonda piecisténa gelovou filtraci (viz kapitola 2.2.2.9) a skladovana v -20°C

3.2.2.8.2. Znaceni polymerazovou Fetézovou reakci (PCR)

Znaceni pomoci PCR bylo provadén v tenkosténnych mikrozkumavkach v PCR cycleru

S nasledujicim sloZenim reak¢éni smési:

Slozka MnoZstvi
Taq pufr (s KCI) S5ul
dNTP mix (10 mM) 0,5 ul
MgCl, 48l
DIG 3,5ul
pfimy primer (0,1 mM) 1 ul
reverzni primer (0,1 mM) 1 ul
templatova DNA 200 pg—1 pg
Taq polymeraza 2 jednotky
destilovana voda doplnéna na kone¢ny objem 50 ul
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Po umisténi do PCR cycleru byl prubéh reakce nasledujici:

e pocatecni denaturace 94°C 3 min

e denaturace 94°C 1 min

e nasedani primerQ Tm A 0,5 min 30 cykla
e replikace DNA 72°C 1 min/1kbp

e konec prodlouzeni 72°C 5 min

A) teploty tani primerd (viz tabulka v kapitole 3.1.3) snizeny o 2°C pro lep$i nasedani

primerQ v pfitomnosti znacky DIG

3.2.2.9 Cisténi vzorku gelovou filtraci

Gelova filtrace byla vyuzita k pfe€isténi DNA sond po dokonceni znafeni. Do inzulinové
injek¢ni stiikacky (s odstranénou jehlou) byla vlozena skelnd vldkna a pfidano 300 pl
sephadexu 25. Stiikacka byla umisténa do 15 ml zkumavky a centrifugovana pti 1000 rpm/1
min. Poté byla stiikacka vlozena do nové 15 ml zkumavky a byl nanesen vzorek.
Centrifugovano opét pii 1000 rpm/1 min. Pfecistény vzorek (DNA sonda) byl pienesen do
mikrozkumavky a skladovan v -20°C.

3.2.2.10 Vyhodnoceni sond chromogenni detekci

K vyhodnoceni sond byla pouZita metoda ,,dot blot* podle protokolu ,,Evaluation of Probe
Labeling Efticiency* (ROCHE).

o na nylonovou membranu napipetovano 10 pl nafedéné sondy v poméru 1:10, 1:100,
1:1000, 1:10 000 a 1:100 000; fixace pusobenim UV svétla (3 min)

o membrana za mirného kyvani promyta v 15 ml promyvaciho roztoku po dobu 15 min

o membrana inkubovédna za mirného kyvani v 15 ml bloka¢niho roztoku po dobu 30 min

o membrana inkubovana za mirného kyvani v 10 ml roztoku s protilatkou po dobu 30
min

o membrana promyta dvakrat v 15 ml promyvaciho roztoku po dobu 15 min

o membrana inkubovana v 10 ml detekéniho pufru po dobu 3 min

o membrana inkubovana v 10 ml detekéniho pufru s NBT a BCIP ve tmé¢ pfes noc

o reakce ukonéena promytim membrany v TE pufru
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3.2.2.11 Southern blot

o gel oplachnut destilovanou vodou

o gel promyt v 10 objemech 0,25 M HCI po dobu 5 min za mirného kyvani na kyvacce a
poté oplachnut destilovanou vodou

o gel promyt v 10 objemech denatura¢niho roztoku po dobu 20 min za mirného kyvani
na kyvacce a poté oplachnut destilovanou vodou

o gel promyt 2x v 10 objemech neutralizacniho roztoku za mirného kyvani na kyvacce

O

o

(@]

o

o

pienos cDNA na nylonovou membranu kapilarni metodou:

na misku obsahujici 20xSSC polozeno sklo

pies sklo polozen filtra¢ni papir namoceny v 20XSSC tak, aby jeho konce byly
ponofeny v SSC

na tento velky filtracni papir polozeny 3 filtratni papiry navlhéené v SSC a
sefiznuté podle velikost gelu

na filtra¢ni papiry umistény dva Whatman papiry navlhéené v SSC a sefiznuté
podle velikosti gelu

na Whatman papiry polozen gel
na gel poloZena navlhéend a sefiznutd nylonova membrana

na membranu polozen dals§i navlhéeny a setiznuty Whatman papir a nasledné
tf1 suché filtracni papiry

pro podpoieni kapilarni sily umisténa navrch 5 — 10 cm vrstva papirovych
ubrouskt

na tuto vrstvu polozeno sklo a zatiZzeno (cca 0,5 kg)

ponechano pfi laboratorni teploté ptes noc

o DNA fixovana na membrané pusobenim UV svétla v UV peci (3 min)

o membrana vysuSena a skladovana v -20°C

3.2.2.12 Sekvenace DNA

Sekvenacni analyzy byly provadény na servisnim pracovisti PfF UK. Vzorky byly pfipraveny
dle navodu uvedeného na webovych strankach http://web.natur.cuni.cz/~seqlab/.
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3.2.3 Prace s bakterialni RNA

3.2.3.1 Izolace totalni RNA

K izolaci bun&&né RNA byl pouzit modifikovany protokol komeréni sady PureYield™ RNA
Midiprep System.

o bunécny pelet resuspendovyny v 1 ml RNA denaturacniho roztoku a zmrazeny
s tekutém dusiku na tfeci misce znovu zalit tekutym dusikem a rozetfen na prasek

o pfidan B-merkaptoetanol (20 ul)
o tekutina vznikla tfenim piepipetovana do 15 ml zkumavky, ktera byla umisténa na led
o objem doplnén RNA denatura¢nim roztokem do 2 ml

Dale postup dle protokolu, ktery je soucasti komercni sady:

o pridiny 4 ml RNA dilution buffer a vSe promichano pievracenim zkumavky a
zvortexovanim

o pfidan 1 ml RNA clearing agent (nutné pied pouzitim zhomogenizovat), promichano
pfevracenim zkumavky

o inkubovano pii 70°C 5 — 10 min

o zchlazeno na laboratorni teplotu a obsah zkumavky pfemistén na modrou kolonku ve
45 ml zkumavce

o centrifugovano pii 2000 rpm/10 min pii 22 — 25°C

o Kk lyzatu pfidany 4 ml izopropanolu a obsah zkumavky promichan pfevracenim

o obsah zkumavky pfemistén na bilou kolonku v nové 45 ml zklumavce

o centrifugovano pii 2000 rpm/10 mim pfi 22 — 25°C

o kolonka pfemisténa do nové 45 ml zkumavky a promyta 20 ml RNA wash buffer
o centrifugovano piti 2000 rpm/10 min pii 22 —25°C

o promyto 10 ml RNA wash buffer

o centrifugovano pti 2000 rpm/10 min pt 22 — 25°C

o kolonka vysusena (centrifugovano pti 2000 rpm/2 min pii 22 — 25°C)

o kolonka pfemisténa do nové 45 ml zkumavky a pfidan 1 ml RNAse free water + 1 pl
inhibitoru ribonukleaz

o inkubovano pfi laboratorni teploté po dobu 2 min
o centrifugovéano pii 2000 rpm/10 min pfi 22 — 25°C
o obsah zkumavky pfemistén do mikrozkumavky (1,5 ml)

o piidano 0,5 ml 5M LiCl a inkubovano na ledu po dobu 10 min
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o centrifugace pii 2000 rpm/10 min pii 4°C
o odebran supernatant a ptidano 100 pl 75% etanolu

o Vyizolovana RNA skladovana v -70°C

3.2.3.2 Horizontalni agarézova elektroforéza RNA

Horizontalni agar6zova elektroforéza byla vyuzita k déleni molekul RNA po izolaci bunétné
RNA. Kvizualizaci byl vyuzivan ethidium bromid, jehoZ roztokem byl gel dobarvovan po
dokonceni elektroforézy. Na ptipravu gelil i k naplnéni elektroforetické nadoby byl vyuzit 1x
koncentrovany TAE pufr. Kone¢nd koncetrace agaréozy v gelech pouzivanych pro
elektroforézu RNA byla 2% (w/v). Pro ptipravu TAE pufru i gelt byla pouzita DEPC — H,0.

Odebrana ¢ast vyizolované RNA (50 ul) byla centrifugovana pii 10 000 rpm/10 min pii 4°C.
Supernatant byl odstranén a pelet vysusen. Nasledné byl pelet rozpustén v Sul formamidu a
byl pfidan % nasobek Loading Buffer RNA. Vzorky byly poté inkubovany pii 65°C po dobu
10 min a nésledn¢ zchlazeny na ledu. Poté byly vzorky naneseny na gel a bylo aplikovano
stejnosmérné napéti o velikosti 4 V/em? gelu.

3.2.3.3 Northern blot

o po dokonceni elektroforézy byl gel oplachnut za mirného kyvani v DEPC — H,0O
o gel promyt 3 objemy denatura¢niho roztoku za mirného kyvani po dobu 30 min
o gel promyt 3 objemy neutraliza¢niho roztoku po dobu 20 min za mirného kyvani
o gel promyt 3 objemy 20x SSC po dobu 45 min za mirného kyvani

o prenos RNA na nylonovou membranu kapilarni metodou:

o na misku obsahujici 20xSSC polozeno sklo

o pres sklo polozen filtra¢ni papir namoceny v 20xSSC tak, aby jeho konce byly
ponoifeny v SSC

o na tento velky filtra¢ni papir poloZeny 3 filtrani papiry navlhéené v SSC a
sefiznuté podle velikost gelu

o na filtra¢ni papiry umistén Whatman papir navlhéeny v SSC a sefiznuty podle
velikosti gelu

o na Whatman papir poloZen gel
o na gel poloZena navlhéena a setfiznutd nylonova membrana

o na membranu polozen dalsi navlhéeny a sefiznuty Whatman papir a nésledné
jeden navlh¢eny filtracni papir a dalsi 2 suché filtracni papiry
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o pro podpoteni kapilarni sily umisténa navrch 5 — 10 cm vrstva papirovych
ubrouskl

o na tuto vrstvu polozeno sklo a zatizeno (cca 0,5 kg)
o ponechano pfi laboratorni teploté pfes noc
o RNA fixovana na membrané piisobenim UV po dobu 3 min

o membrana skladovana v -20°C

3.2.3.4 Hybridizace

o membrana namocena do 6xSSC a poté umisténa do hybridizaéni trubice

o inkubovana v 15 ml prehybridiza¢niho roztoku 1 — 2 hod p#i hybridiza¢ni teploté

o ke zna¢ené DNA sond¢ piidano 75 pl salmon sperm a denaturovano pti 90°C/5 min
o nasledn¢ sonda nafedéna 15 ml hybridiza¢niho roztoku

o do hybridiza¢ni trubice po sliti prehybridizacniho roztoku priddna sonda
V hybridiza¢nim roztoku

o hybridizovano ptes noc pii hybridiza¢ni teploté
o rano sonda slita a uchovavana v mrazdku

o membrana oplachnuta dvakrat nizkostringentnim roztokem (5 min) a ihned detekovéana
protilatkou

Vypocet hybridiza¢ni teploty:

Tm=16,6 log [cNa'] + 0,41 (% G + C) + 81,5

Thyp = T — 25°C

[cNa'] — molarni koncentrace sodnych iontli v hybridizaénim roztoku
(% G + C) - procento G a C bazi v sekvenci sondy

Thyo - optimalni teplota hybridizace

Teplota hybridizace pfi praci s RNA sniZzena na 55°C, aby nedoslo k jejimu poskozeni.
Z tohoto duvodu byl k hybridiza¢nimu roztoku pfidan formamid, kdy pridani 1%
formamidu umoziuje snizit teplotu o 0,6°C. Piidano bylo takové mnozstvi
formamidu, aby byl vyrovnan rozdil mezi vypoctenou hybridiza¢ni teplotou (Thy,) @
teplotou 55°C, pfi niz hybridizace probihala.
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3.2.3.5 Chemiluminiscenc¢ni detekce

o membrana za mirného kyvéani promyta ve 100 ml promyvaciho roztoku po dobu 15
min

o membrana inkubovana za mirné¢ho kyvani ve 100 ml bloka¢niho roztoku po dobu 30
min

o membrana inkubovana za mirného kyvani v 15 ml roztoku s protilatkou po dobu 30
min

o membrana promyta dvakrat ve 100 ml promyvaciho roztoku po dobu 15 min

o membrana inkubovana v 15 ml detekéniho pufru po dobu 3 min

o membrana prenesena do uzaviratelné kazety s vlozenou polyetylenovou foélii a na
membranu aplikovan 1 ml 1% roztoku CSPD (nutné rovnomérné nanést)

o membrana prekryta dalsi folii a inkubovana pii laboratorni teploté po dobu 5 min
o odstranéna piebyvajici tekutina a znovu pfilozena folie

o inkubovano pti 37°C po dobu 10 min

o kmembrang pfilozen film pro vytvotreni snimkut, exponovan pies noc

o film vyvolan na piistroji Foemi Opttimax

o navazana DNA sonda odstranéna z membrany promytim v roztoku 0,2 M NaOH
s 0,1% SDS pii 37°C po dobu 15 min — opakovano 2x

o membrana promyta v 2XSSC po dobu 5 min

o membrana vysuSena a skladovana v -20°C

3.2.3.6 Pfevod RNA na ¢cDNA

o do mikrozkumavky pfipravena reakéni smés:

slozka mnoZzstvi
RNA 0,1-5pug

random hexametr primer 0,2 ug
nuklease free H,O do 11 pl

o inkubovano pii 70 °C po dobu 5 min

o inkubovéno na ledu a ptidany dalsi reakéni slozky
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slozka mnoZzstvi
pufr 4 ul
dNTPs mix 2 ul
RNase inhibitor 20 jednotek
nuklease free H,O do 19 pul

o inkubovano pii 25°C po dobu 5 min

o ptidano 200 jednotek reverzni transkriptazy

o inkubovano pii 25°C po dobu 10 min

o inkubovano pii 42°C po dobu 1 hod

o reakce ukoncena inkubaci pti 70°C po dobu 10 min

o vzorek precistén gelovou filtraci

3.2.3.7 Amplifikace cDNA

O

cDNA doplnéna deionizovanou vodou do objemu 34 pl
denaturovano ve vrouci vodni lazni po dobu 5 min
zchlazeno na ledu po dobu 5 min
ptidano 5 pul pufru (Klenow buffer)

5 ul dNTPs

5 pl random hexamer primer

5 jednotek Klenowova fragmentu
kratce stoc¢eno a inkubovano pii 37°C po dobu 1 — 2 hod
pfidano 2,5 jednotek Klenowova fragmentu
inkubace pfi laboratorni teploté pies noc
reakce ukoncena inkubaci pti 65°C po dob 10 min

vzorek ptecistén gelovou filtraci a cDNA skladovéna v -20°C
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3.2.4 Svételna a elektronova mikroskopie

3.2.4.1 Piiprava nativnich preparati pro svételnou mikroskopii

o kmeny kultivovany v tekutém mineralnim mediu Il do pozdni exponencialni faze ristu
a nasledné preockovany do Cerstvého mineralniho média Il

o pfi optické denzité ODggo ~0,3 odebran Iml kultury a nasledné k ¢asti kultury piidan
NaCl (kone¢na koncentrace 0,5 M)

o poté odebrany dalsi dva vzorky 20 min a 60 min po osmotickém stresu

oz odebranych vzorku ptipraveny nativni preparaty nakapnutim cca 10 pl suspenze na
podlozni sklo, jez bylo ptekryto krycim sklem

o preparaty pozorovany pod mikroskopem pii 1000-nasobném zvétsni

3.2.4.2 Gramovo barveni

o na podlozni sklo klickou rozetfeno v kapce vody malé mnozstvi bakteridlni kultury
narostlé na pevné agarové pudé

o fixovéano protazenim skla plamenem

o sklo ponofeno do roztoku krystal violet na dobu cca 90 sek

o barvivo nasledné slito a okapano opfenim hrany skla o filtra¢ni papir
o sklo ponofeno do Lugolova roztoku na dobu cca 60 sek

o sklo oplachnuto etanolem a nasledn¢ vodou

o sklo ponofeno do safraninu na dobu cca 80 sek

o sklo oplachnuto vodou a osuSeno

3.2.4.3 Priprava vzorku pro skenovaci elektronovou mikroskopii

o kmeny kultivovany v tekutém mineralnim médiu Il do pozdni exponencialni faze ristu
a nasledné preoCkovany do cerstvého média

o pii optické denzité ODggo ~0,3 0debrany 3 ml kultury a nasledné k ¢asti kultury pfidan
NaCl (konecna koncentrace 0,5 M)

o poté odebrany dalsi dva vzorky 20 min a 60 min po osmotickém stresu

o ihned po odebrani vzorky fixovany pfidanim 2,5% glutaraldehydu v PBS a bunky
nechany sedimentovat Vv lednici pies noc
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o sedimentované builky poté promyty vypiracim roztokem a znovu nechany
sedimentovat — promyti opakovano tiikrat

o bunky poté resuspendovany v cca 1 ml vypiraciho roztoku
o cca 200 pl suspenze nasledné naneseno na polylysinem oSetfena kryci skla

o preparaty poté odvodnény vzestupnou alkoholovou fadou — 30%, 50%, 70%, 80%,
90%, 95% a 100% etanolem (vzdy 15 min)

o 100% ethanol postupné nahrazen terciarnim butanolem - vzorek pfemistovan mezi
roztoky ethanol: butanol v pomérech 1:3, 1:1, 3:1 a nakonec piemistén do 100%
butanolu (vzdy na 20 min)

o Vvzorky umistény na noc do lednice, butanol poté odstranén vakuovou sublimaci

o Vvzorky pokoveny zlatem a pozorovany

3.2.4.4 Priprava vzorku pro transmisni elektronovou mikroskopii —negativni barveni

o kmeny kultivovany v tekutém mineralnim médiu Il do pozdni exponencialni faze ristu
a nasledné ptreockovany do Cerstvého média

o pfi optické denzit¢ ODggog ~0,3 odebrano 100 pl kultury a nasledné k €asti kultury
piidan NaCl (kone¢na koncentrace 0,5 M)

o poté odebrany dalsi dva vzorky 20 min a 60 min po osmotickém stresu

o elektron-mikroskopicka sitka potazena nitrocelulozovou membranou a pokovena
uhlikem polozena na 50 pl kapku bakterialni suspenze

o po neékolika vtefinach adsorbce sitka vyjmuta a zachycena suspenze ponechéana
zaschnout

o nasledné byla sitka polozena 2x na 30 sek na 50 ul kapku 2% PTA (kyselina
fosfowolframova) a ptebytek barviva byl poté opatrné odsat filtranim papirem

o sitka byla usuSena na vzduchu

o preparat pozorovan na transmisni elektronovém mikroskopu pii urychlovacim napéti
80 kV
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4. Vysledky

4.1 Priprava kmene s mutaci v genu yxkO s vyuzitim vektoru pMUTIN4

Cil: Pripravit mutantni kmen S prerusenym genem yxkO transformaci kmene Bacillus subtilis
14839 rekombinantnim integracnim plasmidem pMUTIN4-yxkO ".

4.1.1 Ptiprava rekombinantniho plasmidu a kmene

S vyuzitim navrzenych primeri yxkOSDF a yxkOSDR1 byl metodou PCR (Kap. 3.2.2.5)
amplifikovan usek genu yxkO zahrnujici i Shine-Delgarno sekvenci na templatu
chromozomalni DNA Bacillus subtilis kmene 168. Soucasti téchto primerti byly nastavce
s restrikénimi  misty, které pozd¢ji umoznily vloZeni amplifikovaného useku do

polyklonovaciho mista plasmidu. Schematické znazornéni cilovych mist primert je na Obr.
19.

P‘-ﬁko trasl
vxkOSDF taxt'
% S
(0] r yxkO
SD <
yxkOR1

Obr. 19 Schematické zobrazeni cilovych mist primerti yxkOSDF a yxkOR1

Je vyznacen promotor genu yxkO, dale oranzové naznacena Shine-Delgarno (SD) sekvence a
¢ernou Sipkou pocatek translace proteinu YxkO. Schematicky jsou vyznacena cilova mista
primer yxkOSDF a yxkOR1. Primer yxkOSDF je komplementarni k Giseku DNA zahrnujici
Shine-Delgarno sekvenci genu yxkO.

Nasledné byly fragmenty i plazmid podrobeny $tépeni restrikénimi enzymy BamH| a HindllI
(Kap. 3.2.2.6) a poté spojeny ligaci s vyuzitim T4 ligazy (Kap. 3.2.2.7). Elektroporaci byla
poté ligaéni smés transformovana do kompetentnich bun¢k Escherichia coli DH5a (Kap.
3.2.1.5). Transformované bunky byly selektovany na pevnych LB pidach s ampicilinem (100

pg/ml).
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Z jedenacti nahodné vybranych ampicilin-rezistentnich kloni byla izolovana plasmidova
DNA (viz. Kap. 3.2.2.2). Tato DNA byla spolu s kontrolnim plasmidem MUTIN4 (bez
inzertu) Stépena restrikénimi endonukledzami Pstl a Sacl. Nasledné byla takto $t€pena DNA
rozdélena agardzovou elektroforézou (viz. Kap. 3.2.2.4; Obr. 20). To umoznilo identifikovat
klony, jejichz plasmid pravdépodobné nesl pozadovany inzert. Ze Ctyt takto identifikovanych
klona (vzorky €. 2, 3, 8 a 9) byla znovu izolovana plasmidova DNA a nasledné sekvenovana
S vyuzitim primeru mutinR. Sekven¢ni analyza potvrdila pfitomnost inzertu a spravné
uspoiadani konstruktu v piipadé plasmidu izolovaného z klonu oznaceného ¢. 2. Uspotadani
rekombinantniho plasmidu je na Obr. 21.

Timto rekombinantnim plasmidem oznac¢enym MUTIN-yxkO’ byly nasledné transformovany
kompetentni buniky kmene Bacillus subtilis 1A839 a transformanty byly selektovany na
pevnych LB pudach s erytromycinem (0,3 pg/ml).

___cca5200bp
—— cca4300 bp

T cca3500 bp
— cca 2000 bp

Obr. 20 Agar6zovy gel — plasmidova DNA po $tépeni enzymy Pst1 a Sacl

A) zleva: hmotnostni standard, pMUTIN4 bez inzertu, dale vzorky izolované plasmidové DNA
oznacené Cisly 1, 2, 3,4,6,7, 8

B) zleva: hmotnostni standard, dale vzorek 9, -, vzorky 11, 13, 14
Prazdny plasmid MUTIN4 a vzorky 2, 3, 8 a 9 pravdépodobné nesouci inzert Vyznaceny ¢ervenou

Sipkou.
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Obr. 21 Rekombinantni plasmid MUTIN4 nesouci fragment genu yxkO~

Cervené zobrazen fragment genu yxkO’, ktery byl s vyuzitim restrikénich enzymi HindIII a
BamHI vlozena za indukovatelny promotor. Po transformaci bun¢k Bacillus subtilis doslo na
zaklad¢é homologie tohoto fragmentu a genu yxkO v chromozomu bunék k integraci celého
plasmidu do chromozomu. Gen kddujici erytromycinovou rezistenci neseny na plasmidu pak

zajistil udrzeni plasmidu v bunécné kultute.
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4.1.2 Ovéreni integrace do chromozomu

Po transformaci bun€k Bacillus subtilis kmene 1A839 doslo k integraci rekombinantniho
plasmidu do chromozomu prostiednictvim jednoduchého crossing-overu mezi fragmentem
genu yxkO " na plasmidu a timto genem v chromozomu.

Z nahodné vybranych ¢étyt erytromycin-rezistentnich klonti oznacenych ¢isly 1, 11, 21 a 30
byla izolovana chromozomalni DNA (viz. Kap. 3.2.2.1), ktera nasledné slouzila jako templat
pro PCR reakce ze dvou sad primert:

A) yxkOSDF — mutinR
B) mutin F - yxkOSDR1

V piipad¢€ prvni sady primertt doslo k amplifikaci produktu o piedpokladané délce ve vSech
Ctyfech ptipadech. U druhé sady primert nedoslo v piipadé vzorku klonu ¢. 30 k amplifikaci
produktu piedpokladané délky vibec, a Vv piipadé klonu €. 11 jen ke slabé amplifikaci
produktu (Obr. 22). Piesto byly vSechny PCR produkty piecistény pomoci komeréni sady
Silica Bead DNA Gel Extraction Kit a sekvenovany z primerd mutinR i yxkOSDF.
Sekvenacni analyza nasledné potvrdila spravnou integraci plasmidu do chromozomu
(schematicky znazornéno na Obr. 23.) v ptipadé klonu ozna¢eného Cislem 11. Takto ovéteny
rekombinantni kmen byl pfejmenovan a dale je v této praci oznacovan ES091.
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3000 bp —

1000 bp —

500 bp —

100 bp —

Obr 22. Ovéfeni integrace rekombinantniho plasmidu MUTIN-yxkO" do chromozomu pomoci

agar6zové elektroforézy

A) zleva: hmotnostni standard, PCR produkty s pouZitim primerti yxkOSDF a mutin R
z vybranych c¢tyt klonti oznacenych 1, 11, 21 a 30

B) zleva: PCR produkty s pouzitim primerd mutinF a yxkOSDR1 z vybranych ¢tyt klont
oznacenych 1, 11, 21 a 30

Produkty amplifikované na DNA z kolonie 11 (pozdé&ji ES091) vyznaceny cervenymi Sipkami
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4.1.3 Ovérovani riastovych vlastnosti mutantnich kmenu za riznych kultivaénich
podminek

Poté, co byl pfipraven rekombinantni kmen ES091, byla u tohoto kmene a dalsich tii kment —
168 (wt), MP2 a 1A839 (popsany nize) — srovnana schopnost ristu na pevnych mineralnich
pudach pii dvou raznych koncentracich draselnych iontti bez vystaveni bun¢k osmotickému
stresu a pii ptisobeni osmotického stresu (0,5 M NaCl). Koncentrace draselnych ionti byly
0,05 mM a 10 mM. Koncentrace 0,05 mM je pod limitni 1 mM koncentraci KtrAB
transportniho systému. Srovnani ristu na pevnych mineralnich médiich s 0,05 mM
koncentraci draselnych iontd nam umoznilo sledovat mozny vliv ptferuseni genu yxkO na
schopnost osmoadaptace za podminek, kdy neni KtrAB systém schopen transportovat
draselné ionty do bunky. Koncentrace draselnych iontti o hodnoté 10 mM zajistuje jejich
dostate¢né mnozstvi v prostiedi a mutace v genu yxkO by schopnost ristu neméla nijak
vyrazné ovlivnit ani pii pisobeni osmotického stresu.

Schopnost ristu za vyse uvedenych podminek byla srovnavana u ¢tyt kment Bacillus subtilis:
» kmen 168 - standardni, divoky kmen

» kmen MP2 — kmen pfipraveny V nasi laboratofi a odvozeny od kmene 1A680, coz je
kmen genotypové shodny s kmenem 168 stim rozdilem, ze nese mutaci v genech
lacAl lacR1. Kmen MP2 nese integrovany rekombinantni plasmid pMUTIN-yxkO’
(Obr. 21). Integrace vedla k oddéleni kodujici sekvence genu yxkO od pfirozené
regulacni oblasti, pfiCemz se tato sekvence dostala pod kontrolu indukovatelného
promotoru. Za piirozeny promotor genu YXKO je pfifazen fragment genu yxkO'
fazovany s genem spoVG-lacZ (Obr. 23). Toto uspofadani umoziuje sledovat regulaci
promotoru metodou meéteni aktivity B-galaktozidazy, pfiCemz toto meéfeni neni
zkresleno aktivitou chromozomalné kédovaného enzymu, coz zajistuji pravé mutace
v genech lacAl lacR1. Tato vlastnost kmene MP2 vSak nebyla v experimentech
provedenych v této diplomové praci podstatna a z hlediska této diplomové prace lze
kmen MP2 povazovat za odvozeny od divokého kmene 168.

» kmen 1A839 - kmen se supresorovou mutaci (4ddhsA4) k mutaci degU32(Hy).
Supresorova mutace (delece) umoziuje transkripci operonu fla/che, a tedy i genu sigD
z promotoru genu codY. To umoziuje obejit negativni regulaci Pa promotoru operonu
fla/che zprostfedkovanou fosforylovanou formou regulatoru DegU (viz. Kap. 2.5.1.2).
Delece navic zasahuje az do kodujici sekvence genu codY, jejimz prepisem tak vznika
nefunkéni protein. (Obr. 24) Jak je uvedeno vySe (viz. Kap. 2.5.1.1), zajistuji
regulatory CodY a fosforylovany DegU kontrolu exprese genu hag na transkripéni
urovni, a tato supresorova mutace umoznuje vylouceni této regulace genu hag. Jelikoz
CodY funguje jako represor piedCasné transkripce genll pozdni exponencidlni a
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stacionarni faze rastu, vede tato mutace k navozeni exprese téchto genti, a tim simulaci
stacionarni faze riistu i v prostiedi s dostatkem Zivin.

codY PL)__] P_A ﬂgB

==
N =

<= fligB

dhsA4 <

Obr. 24 Schematické zobrazeni codY-flgB intergenové oblasti

Pozice dalece 4dhsA4 u Bacillus subtilis 1A839 vyzna¢ena ¢ernou Sipkou. Delece zasahuje
promotor Py 3 operonu fla/che a terminac¢ni oblast za genem codY, do jehoz kddujici sekvence
zasahuje.

Pievzato a upraveno z Amati et al. 2004

» kmen ES091 — kmen pfipraveny integraci rekombinantniho plasmidu pMUTIN-yxkO’
do chromozomu bunék Bacillus subtilis 1A839 postupem uvedenym v Kap. 4.1.
Dusledky integrace jsou stejné jako v ptipad¢ vyse uvedeného a popsaného kmene
MP2.

Kmeny MP2 a ES091 se lisi genetickym pozadim kmenti od nichz jsou odvozeny. To
umoznilo porovnavat ristové vlastnosti kmenl a expresi vybranych gent (viz. Kap. 4.2)
Vv zasvisloti na riistové fazi - u kmenti 168 a MP2 v zavislosti na exponencidlni fazi rdstu, u
kment 1A839 a ES091 v zavislosti na stacionarni fazi riistu (simulace tohoto stavu zptisobena
mutaci v genu codY).

U téchto ¢ty kmenl byla otestovana schopnost ristu na pevném mineralnim médu pii

riznych koncentracich draselnych ionti a v pfitomnosti/neptitomnosti osmotického stresu.

Jedna kolonie daného kmene byla inokulovana do 1 ml tekut¢ého LB média a kultura byla
inkubovana pii 37°C po dobu cca 1 - 2hod dokud hodnota optické denzity nedosahla
OD.so ~ 0,2, coZ je hodnota odpovidajici cca 1*10 bundk/ml. Poté bylo na patii¢nou padu
napipetovano 10° bunék. Kultivace pak probihala 48 hodin pii1 37°C, pfi¢emz po 24 hodinach
a po 48 hodinach byly zhotoveny fotografie dokumentujici rist jednotlivych kmenti za
riznych podminek (Obr. 25 a 26).
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Koncentrace KCI a NaCl v mineralnim médiu

Kmen | 0,05 mmxkc1 & 855 %I;gll 10 MM KCl ioo% %101
168
MP2

1A839

ES091

Obr. 25 Srovnani rastu kment 168, MP2, 1A839 a ES091 po 24-hodinové kultivaci

Koncentrace KCI a NaCl v mineralnim médiu
0,05 mM KCl1 10 mM KCl1
Ko R + 0.5 M NaCl H0mhd Rl + 0,5 M NaCl
168
MP2
‘,/
ES091 .

Obr. 26 Srovnani rustu kment 168, MP2, 1A839 a ES091 po 48-hodinové kultivaci




Vysledky vyplyvajici z téchto srovnani l1ze shrnout takto:
> kmen 168

Na fotografiich zhotovenych po 48-hodinové kultivaci je dobie patrné, ze na médiu s nizkou
koncentraci draselnych iontt (0,05 mM) roste kmen pomaleji, nez je tomu v piipadé ristu za
dostatec¢né koncentrace draselnych ionti (10 mM). I piesto je patrné, Ze buiiky tohoto kmene
jsou schopny vyrovnat se s osmotickym stresem i na médiu s nizkou koncentraci draselnych
iontil.

» kmen MP2

V piipadé¢ kultivace na médiu s 10 mM koncentraci KCl, a to i pfi vystaveni osmotickému
stresu, vykazuje kmen MP2 oproti kmenu 168 pouze mirné€ snizenou schopnost ristu.
V ptipadé ristu na médiich s 0,05 mM koncentraci KCl je patrné vyrazné snizeni rustu. Rist
na médiu s touto nizkou koncentraci KCI je jesté vice zpomalen pii pisobeni osmotického
stresu.

» kmen 1A839

Kmen 1A839 vykazuje ve srovnani s kmeny 168 i MP2 podstatné sniZeni schopnosti rustu za
vSech testovanych kultivaénich podminek, pficemz na médiich obsahujicich 0,05 mM
koncentraci KCI je pokles schopnosti rastu jesté vétsi nez na médiu s 10 mM koncentraci
KCI.

» kmen ES091

Vykazuje obdobné ristové vlastnosti jako kmen 1A839, od n¢hozZ je odvozen. Jelikoz kmen
1A839 nema prerusen gen yxKO, jsou tyto rdstové vlastnosti obou kmenii zplsobeny
mutacemi 4dhsA4 a degU32(Hy) a nesouvisi s prerusenim genu yxkO.

Limitovany rist kment 1A839 i ES091 na téchto pevnych mineralnim médiich byl potvrzen i
pti kultivaci kmend v tekutém mineralnim médiu I (viz. Kap. 3.1.9.2). Pfi vSech dalSich
kultivacich v tekutém mineralnim médiu byly proto vSechny &tyfi kmeny kultivovany v
tekutém mineralnim médiu II, jez je obohaceno 0,05% kyselym hydrolyzatem kaseinu, aby
byl zajistén rist kmeni 1A839 a ES091. SloZeni mineralniho média Il (viz. Kap. 3.1.9.2) je
podobné médiu popsanému v praci Kunsta a Rapoporta, na némz byly kultivovany kmeny
izolované a charakterizované Amatim a spolupracovniky, a tedy i kmen 1A839. (Kunst a
Rapoport 1995; Amati et al. 2004)
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4.2  Sledovani zmén exprese vybranych genii metodou hybridizace

Cil: Srovnat expresi vybranych genii — YXkO, hag a ydaG - v kmeni divokém a mutantnich
kmenech za nestresovych a stresovych (osmoticky stres) podminek s vyuzitim hybridizace.

Po tspésném dokonceni piipravy rekombinantniho kmene ES091 bylo nasim cilem sledovat
zmény exprese vybranych geni — yxkO, hag a ydaG - za stresovych (pfidani NaCl
k bakterialni kultufe) a nestresovych podminek.

Cilem sledovani zmén exprese genu yxkO bylo navazat na piedchozi vysledky nasi laboratote
a prispét k objasnéni funkce, kterou by produkt tohoto genu mohl plnit v procesu
osmoadaptace, resp. obecné stresové odpovedi (viz. Kap. 2.3.3).

Navic dil¢i vysledky z nasi laboratofe naznacovaly mozné zapojeni produktu genu yxkO
v regulaci exprese genu hag kodujiciho protein flagelin, coz je majoritni protein vlakna
bakterialniho bi¢iku. Pribézné vysledky proteomickych studii z nasi laborarofe naznacovaly
mj. pfitomnost zkracené izoformy flagelinu u mutatntniho kmene, ale nikoli u kmene
divokého, po vystaveni bun¢k osmotickému stresu. Dale je dokézéano, Ze vystaveni bunck
hyperosmotickému stresu vede k indukci obecné stresové odpovédi a zaroven inhibici exprese
geni chemotaxe a motility, véetné genu hag (Steil et al. 2003; Hoper et al. 2006). Cilem
sledovani zmén transkripce genu hag bylo zjistit, zda pfitomnost kratsi formy flagelinu je
zpusobena regulaci zprostfedkovanou produktem genu yxkO na transkripéni arovni.

Tretim vybranym genem, jehoz exprese byla sledovana, byl gen ydaG. Protein YdaG je
povazovan za protein obecné stresové odpovédi a byl vyuzivan jako pozitivni kontrola.

4.2.1 Piiprava neradioaktivné zna¢enych DNA sond pro hybridizaci

Pro piipravu DNA sond byla vyuzita jako templat chromozomalni DNA Bacillus subtilis 168,
na niz byly s vyuzitim sad primert (viz. Kap. 3.1.3) amplifikovany pfislusné useky gent
yxkO, hag a ydaG.

V ptipadé gent yxkO a hag byly pfipravovany vzdy dvé sondy ze dvou sad primert:
A) hagF —hagR1
B) hagF — hagR2
C) yxkOF2 —yxkOR2
D) yxkOF3 — yxkOR2

Schematické zobrazeni cilovych usekd primert je na Obr. 27.
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Obr. 27 Znazornéni cilovych tsekl primera vyuzitych pii piipravé DNA sond

Sondy ydaG (cca 400 bp) a hagR1 (cca 300 bp) byly pfipraveny amplifikaci ptislusného
useku vymezeného primery metodou PCR (viz. Kap. 3.2.2.5) na templatu chromozomalni
DNA divokého kmene. Produkty reakci byly ptecistény s vyuzitim sady Silica Bead DNA Gel
Extraction Kit a nasledné¢ oznafeny neradioaktivni znackou DIG za vyuziti Klenowova
fragmentu (viz. Kap. 3.2.2.8.1). Sondy byly poté precistény gelovou filtraci (viz. Kap. 3.2.2.9)
a Vhodné fedéni bylo stanoveno pomoci metody ,,dot blot™ — Obr. 28 (viz. Kap. 3.2.2.10) .
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Obr 28. Testovani sond ydaG a hagR1 metodou ,,dot blot*
Redéni: 1.1:10 2.1.100 3.1:1000 4. 1:10 000

Pro ziskéni 1épe znacenych sond byla v dal$im postupu vyuzita metoda znaceni neradioaktivni
znackou ptimo béhem PCR reakce. Do pfislusné PCR reak¢ni smési byla ptidana znacka DIG
a v prubéhu amplifikace genu byl produkt reakce oznacen piimo (viz. Kap. 3.2.2.8.2). Takto
ptipravené sondy hagR2 (cca 640 bp), yxkoF2 (cca 500 bp) a yxkOF3 (cca 300 bp) byly opét
precistény gelovou filtraci (viz. Kap. 3.2.2.9) a vhodné fedéni stanoveno metodou ,,dot blot™ —
Obr. 29 (viz. Kap. 3.2.2.10)

sonda yxkOF3

Obr 29. Testovani sond hagR2, yxkOF2 a yxkOF3 metodou ,,dot blot*
Redéni: 1.1:10 2.1.100 3.1:1000 4.1:10000 5.1:100 000
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4.2.2 Hybridizace metodou Northern blot a detekce

Kmeny 168, MP2, 1A839 a ES091 byly kultivovany v tekutém mineralnim médiu II.
Médium, na némz byly kultivovany rekombinantni kmeny MP2 a ES091, obsahovalo
erytromycin (0,3 pg/ml) zajist'ujici selekéni tlak k udrzeni plasmidu v kultufe.

No¢ni kultury pfislusnych kmena byly pfeockovany do Cerstvého minerdlniho média Il a
kultivovany pti 37°C na vzdusné tiepacce. Pribézné byla méfena opticka denzita kultury. Pti
dosazeni pozdni exponencialni faze rastu byly kultury znovu pieockovany do Cerstvého média
Il. Po dalsi kultivaci a méfeni optické denzity, kdyz jeji hodnota dosahla ODggo ~ 0,3, byla
Cast kultury vystavena osmotickému stresu, ktery byl zpusoben piidanim NaCl do
kultivaéniho média v konec¢né koncentraci 0,5 M. Kultivace probihala dalsich 20 min. Poté
byly stresované i nestresované kultury stoCeny a bunécny pelet resuspendovan v RNA
denatura¢nim roztoku a ihned zmrazen v tekutém dusiku.

Nasledné byla izolovana RNA (viz. Kap. 3.2.3.1) a integrita vyizolované RNA byla ovéfena
agarozovou elektroforézou (viz. Kap. 3.2.3.2; Obr. 30A). Z elektroforézy RNA vsak nelze
odhadnout mnozstvi Vvyizolované RNA. To je dano zpisobem ptipravy vzorku na
elektroforézu, kdy mikrozkumavka obsahujici RNA byla jen kratce zvortexovana a nasledné z
ni byla ¢ast objemu odebrana a dale zpracovana podle postupu uvedené¢ho v Kap. 3.2.3.2.
Ptesto je patrné, ze v ptipad¢ vzorku MP2S doslo k degradaci RNA. Z tohoto divodu byl
kmen MP2 kultivovan znovu a izolace RNA byla zopakovana (Obr. 30B).
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__23SRNA
cca 1350 bp

__16SRNA
cca 950 bp

— 23SRNA
cca 1350 bp

— 16SRNA
cca 950 bp

Obr. 30 Integrita RNA

A) zleva: hmotnostni standard, vzorky v poradi 168N, 168S, MP2N, MP2S, 1A839N, 1A839S,
ES091N, ES091S

B) zleva: hmotnostni standard, vzorek MP2S

N — nestresovana kultura S — stresovana kultura (NaCl)
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Vyizolovana RNA ze vSech vzorku byla poté metodou Northern blot ptenesena na nylonovou
membranu a fixovana plsobenim UV zafeni (viz. Kap. 3.2.3.3). Nasledn¢ byla membrana
hybridizovana s oznac¢enou DNA sondou hagR1. Hybridizace probihala pies noc pii teploté
55°C (viz. Kap. 3.2.3.4). Po dokonceni hybridizace byla navazana sonda detekovana pomoci
protilatky Anti-DIG s konjugovanou alkalickou fosfatazou. K vizualizaci navazané protilatky
byla pouzita metoda chemiluminiscen¢ni detekce s vyuzitim CSPD jako substratu pro
alkalickou fosfatazu (viz. Kap. 3.2.3.5).

Piestoze byla hybridizace opakovana dvakrat, nepodafilo se ziskat Zadné prukazné vysledky.
Moznym divodem byla piili§ nizka koncentrace RNA ve vzorku naneseném na agrozovy gel
a nasledn¢ pfeneseném na membranu. Proto byly vSechny kmeny kultivovany znovu a opét
byla izolovana RNA. Veskera vyizolovand RNA pak byla pouzita pro pfipravu nové
membrany. Hybridizace a detekce probéhla stejnym, vySe uvedenym zplsobem. Ani tentokrat
se v8ak nepodatilo ziskat timto postupem zadné vysledky.

4.2.3 Priprava cDNA a amplifikace transkriptii metodou PCR

Jelikoz hybridizace DNA sondy s RNA fixovanou na membran¢ se opakovan¢ nezdaftila, bylo
rozhodnuto izolovat RNA jesté jednou a nasledné ji pievést na cDNA, sniz bylo dale
pracovano.

Znovu byly nakultivovany vsechny ¢tyfi kmeny a vyizolovana RNA. Ziskana RNA pak byla
pfevedena enzymatickou reakci RNA dependentni DNA polymerazy na cDNA (viz. Kap.
3.2.3.6), jez byla dale amplifikovana s vyuzitim Klenowova fragmentu (viz. Kap. 3.2.3.7) .
Takto ziskana cDNA pak slouzila jako templat pro PCR reakce. S vyuzitim sad primert, které
slouzily pro pfipravu DNA sond, byla zjiStovdna pfitomnost pfisluSného transkriptu
Vv jednotlivych vzorcich. U rekombinantnich kmeni MP2 a ES091 byla navic zjistovana
ptitomnost transkriptu z primerd yxkOSDF a mutinR. Vysledky téchto reakei jsou na Obr. 31
— 36 a jsou shrnuty v Tabulce 1.
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B
1000 bp—|
500 bp —
- cca 300 bp
100 bp—

Obr. 31 Vysledky PCR reakei z primeri hagF-hagR1
A) zleva: hmotnostni standar, vzorky 168N, 168S, MP2N, 1A839N, 1A839S, ES091N
B) zleva: hmotnosti standard, vzorek MP2S

C) zleva: hmotnosti standard, vzork ES091S

N — nestresovana kultuta S- stresovana kultura (NaCl)

Obr. 32 Vysledky PCR reakei z primeri hagF2-hagR1
A) zleva: hmotnostii standard, vzorky 168N, 168S, MP2N, 1A839N, 1A839S, ES091
B) zleva: hmptnostni standard, vzorky MP2S, ES091S

N - nestresovana kultuta S- stresovana kultura (NaCl)
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1000 bp— —— cca 900 bp

500 bp —

100 bp —

Obr. 33 Vysledky PCR reakcei z primertt yxkoSDF-mutinR
Zleva: hmotnostni standard, vzorky MP2N, MP2S, ES091N, ES091S

N — nestresovana kultuta S- stresovana kultura (NaCl)

1000 bp —

500bp — — cca 500 bp

100 bp——

Obr. 34 Vysledky PCR reakei z primert yxkOF2-yxkOR
A) zleva: hmotnostni standard, vzorky 168N, 168S, MP2N, MP2S, 1A839N, 1A839S, ES091
B) zleva: hmotnostni standard, vzorky 168S, MP2S, ES091S

N — nestresovana kultuta S- stresovana kultura
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1000 bp —

500 bp —

—— cca 200 bp
100 bp—
1000 bp —
500bp —
— cca 200 bp
100 bp —

Obr. 35 Vysledky PCR reakcei z primeri yxkOF3-yxkOR — u B) a C) vyznaceny Cervenou Sipkou
A) zleva: hmotnostni standard, vzorky 168N, 168S, MP2N, 1A839N, 1A839S, ES09IN

B) vzorek MP2S; zleva: hmotnostni standard,. (PCR produkt z primert hagF-hagR1), PCR
produkt z primer yxkOF3-yxkOR - vyznaceno €ervenou Sipkou!

C) vzorek ES091; zleva: hmotnostni standard, ( PCR produkt z primerd hagF-hagR1), PCR
produkt z primert yxkOF3-yXkOR - vyznac¢eno ¢ervenou Sipkou!

N — nestresovana kultuta S- stresovana kultura (NaCl)
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1000 bp —

500 bp —

— cca400bp

200 bp —

Obr. 36 Vysledky PCR reakci z primert ydaGF-ydaGR
A) zleva hmotnostni standard, vzorky MP2S, 1A839S, ES091S
B) zleva: hmotnostni standard, vzorek 168S ofiznout

N — nestresovana kultuta S- stresovana kultura

Urorek hagF hagF yxkOF2 | yxkOF3 | ydaGF | yxkOSDF
hagR1 | hagR2 | yxkOR | yxkOR | ydagR | mutinR

168N + + + + N N
168S + - - + + N
MP2N + + + + N +
MP2S + - - - - +
1A839N + + + + N N
1A839S + + + + + N
ES091IN + + + + N +
ES091S + - - + + +

Tabulka 1 Souhrnna tabulka vysledk PCR reakci na templatu cDNA
+ znaci pfitomnost produktu pfedpokladané délky
- znaci nepfitomnost produktu pfedpokladané délky

N - neuréovano
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Ptitomnost produktu PCR reakce z primeri yxkOSDF a mutinR (lokalizace cilovych mist
primeru viz. Kap. 4.1, Obr. 23) u rekombinantnich kmeni MP2 a ES09 naznacuje, Ze
k expresi z pfirozeného promotoru genu yXkO dochazi jak za nestresovych, tak stresovych
podminek.

K produkci transkriptu odpovidajiciho oblasti vymezené primery yxkOF3 a yxkOR
z ptirozeného promotoru genu yxkO by u rekombinantnich kmentt MP2 a ES091 nemélo
dochazet z duvodu integrace plasmidu, jehoz sekvence zahrnuje i dva silné terminatory
transkripce (Obr. 37). Pfitomnost tohoto produktu u mutantnich kment MP2 a ES091
naznacuje, ze by mohlo dochazet k transkripci této oblasti z promotoru lokalizovaného za
genem yxkO a dochazelo by tak k produkci antisense RNA, prozatim neznamé velikosti a
funkce, jejiz sekvence zahrnuje 1 oblast vymezenou primery yxkOF3 a yxkOR.

Stejné tak by u rekombinantnich kmentt MP2 a ES091 nemél byt pfitomen ani produkt PCR
reakce z primerd yxkOF2 a yxkOR (Obr 37). Piesto doslo ke slabé amplifikaci produktu u
téchto kment (vzorky nestresovanych kultur). To Ize vysvétlit pouze tim, Ze u malé casti
bunék doslo béhem kultivace k vystépeni plasmidu z chromozomu. Z divodu perzistence
proteinu poskytujiciho rezistenci k erytromycinu vsak byly tyto buiniky schopny nadale rtst
na médiu s timto antibiotikem i po vystépeni plasmidu z chromozomu.
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Obr. 37 Schematické zobrazeni oblasti genu yxkO u jednotlivych kmenti
A) kmeny 168 a 1A839

B) kmeny MP2 a ES091 s integrovanym plasmidem

Vysledky PCR reakci ze sady primerti ydaGF a ydaGR naznacuji, ze syntéza proteinu obecné
stresové odpovédi YdaG je ovlivnéna prerusenim genu yxkO, nebot’ u mutantniho kmene
MP2 v piipadé stresované kultury Kk jeho syntéze nedochazi. Pfitomnost produktu reakce u
stresovaného vzorku druhého mutatniho kmenu ES091 by mohl naznadovat, ze mutace
zpusobena preruSeni genu yXkO se neprojevi v disledku genetického pozadi kmene, od né¢hoz
je mutantni kmen odvozen, a ze na regulaci produkce YdaG se podileji regulatory gent
stacionarni faze CodY a DegU.

V piipad¢€ sady primert hagF-hagR1 byl PCR produkt pfitomen u vSech vzorkl stresovanych
i nestresovanych kultur. PCR produkt z primerti hagF-hagR2 byl pfitomen u vSech vzorka
nestresovanych kultur, zatimco v pfipadé vzorkd stresovanych kultur byl pfitomen jen u
kmene 1A838, ale u kmeni 168, MP2 a ES091 nikoli (lokalizace cilovych mist primert —
Kap. 4.2.1, Obr. 27). Vysledky téchto PCR reakci naznacuji, ze preruseni genu yxkO nema
vliv na transkripci genu hag pii vystaveni bunék osmotickému stresu. Zda se, ze osmoticky
stres vede spiSe k destabilizaci hag-mRNA, pficemz moznym mechanismem je degradace
MRNA od C-konce (produkt z primerd hagF-hagR1, ktery odpovida N-konci proteinu
flagelinum je ptitomen u vSech vzorku).
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4.2.4 Hybridizace metodou Souhern blot a detekce

Po dokonceni PCR reakci a ovéfeni, ze pomoci této metody lze detekovat piitomnost
jednotlivych transkriptd v jednotlivych vzorcich nestresovanych a stresovanych kultur, byla
cDNA vyuzita pro tvorbu membrany.

Cast cDNA byla odebrana (20 pl; pouze u vzorkd 168S, MP2S a ES091S 30 pl) a rozdélena
horizontalni agar6zovou elektroforézou (Obr. 38) a nasledné pievedena na nylonovou
membranu metodou Southern blot (viz. Kap. 3.2.2.11).

10000bp —

3500 bp —

1000 bp —

500 bp —

100 bp —

Obr. 38 Agar6zovy gel — rozdéleni cDNA pied pfenosem na nylonovou membranu

Zleva: hmotnostni standard, vzorky: 168N, 168S, MP2N,MP2S, 1A839N, 1A839S, ES091N a
ES091S

N — nestresovana kultura S — stresovana kultura (NaCl)

Membrana s navazanou cDNA byla hybridizovana pies noc s DNA sondou pii dané
hybridizaéni teploté (viz. Kap. 3.2.3.4). Navazana sonda byla detekovana chemiluminiscen¢ni
metodou (viz. Kap. 3.2.3.5). | pfesto, ze byla hybridizace provedena se tfemi rtuznymi
sondami — yxkOF3, hagR1 i ydaG — ani jednou se nepodafilo ziskat zadné vysledky.

Z tohoto divodu bylo rozhodnuto vyzkouset pouze chemiluminiscen¢ni detekci sondy (,,dot
blot*) a zjistit, zda je metoda detekce spolehliva. Sonda ydaG byla nafedéna v pomérech 1:10,
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1:100, 1:1000, 1:10 000 a 1:100 000 a vzdy 10 ul z ptislusného fedéni bylo napipetovano na
nylonovou membranu. Po fixaci UV zafenim byla membréna promyta v jednotlivych pufrech
jako pfi chromogenni detekci (viz. Kap.3.2.2.10) pouze s tim rozdilem, Ze v zavérecné fazi
bylo k detekci vyuzito CSPD (viz. Kap. 3.2.3.5.). Po vyvolani filmu bylo jasn¢ prokazano, ze
chemiluminiscenéni metoda detekce je spolehliva, a Ze sonda ydaG je i v nizkych fedénich
stale detekovatelna. Tim jsme vyloucili moznost selhdni detekéni metody.
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4.3  Studium motility a morfologie

Cil: Srovnat zda, a pripadné jak, se lisi motilita a morfologie jednotlivych kmenii S vyuZitim
svetelné a elektronové mikroskopie.

4.3.1 Studium motility s vyuZitim svételného mikroskopu

Pti studiu motility bunék jednotlivych kmend bylo vyuZito pozorovani zivych bunék pod
svételnym mikroskopem. Kmeny byly kultivovany v tekutém mineralnim médiu Il (viz. Kap.
3.1.9.2). Médium, na némz byly kultivovany mutantni kmeny MP2 a ES091, obsahovalo
navic erytromycin (0,3 pl / ml).

No¢ni kultury byly pteockovany do Cerstvého média Il a za pribézného promérovani optické
denzity kultivovadny do pozdni exponencidlni faze. Poté byly opét pifeockovany do Cerstvého
média a nasledné pii optické denzité ODggo ~ 0,3 byl odebran vzorek ¢€.1. Poté byla ¢ast
kultury vystavena osmotickému stresu (NaCl v koneéné koncentraci 0,5 M). Dalsi vzorky ¢. 2
a ¢. 3 byly odebrany po piidani NaCl. Vzorek €. 2 byl odebran 20 min po vystaveni bun¢k
osmotickému stresu (v tomto ¢ase zpracovavana i kultura na izolaci RNA) a vzorek ¢. 3 byl
odebran 60 min po vystaveni bun¢k osmotickému stresu (viz. Kap. 3.2.4.1).

Z odebranych vzorkli byly pfipraveny nativni preparaty, jez byly pozorovany pod
mikroskopem pti 1000-nasobném zvétSeni. S vyuzitim kamery piipojené k mikroskopu byla
zhotovena kratka videa, ktera dokumentuji pohyblivost jednotlivych kmend za nestresovych a
stresovych podminek (viz. CD ptiloha).

Vysledky pozorovani lze struéné shrnout takto:

> kmen 168
pted aplikaci osmotického stresu buniky pohyblivé
20 min po stresu rychlost pohybu lehce snizena v porovnani s nestresovanou kulturou
60 min po stresu buniky nepohylivé

» kmen MP2
pied aplikaci osmotického stresu buniky pohyblivé
20 min po stresu pohyblivé
60 min po stresu pohyblivé

> kmen 1A839
pred aplikaci osmotického stresu burniky pohyblivé

20 min po stresu pohyblivé
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60 min po stresu pohyblivé

» kmen ES091
pied aplikaci osmotického stresu bunky pohyblivé
20 min po stresu pohyblivé

60 min po stresu pohyblivé

V piipadé kmeni 1A839 a ES091 byl tento vysledek ofekavan, nebot’ jak jiz bylo uvedeno
vySe (viz. Kap. 2.5.1.1.2 a 4.1.3), tyto kmeny nesou supresorovou mutaci vedouci ke
konstitutivni expresi operonu fla-che. Srovnani kmend 168 a MP2 v8ak jasné dokazuje, Ze
preruseni genu yxkO ovliviiuje motilitu bakterii, nebot’ buiiky kmene MP2 vykazovaly stejnou
miru pohyblivosti pfed i po osmotickém stresu, zatimco divoky kmen 168 schopnost pohybu
po pusobeni osmotického stresu ztratil.

4.3.2 Studium zmén motility pomoci elektronové mikroskopie

Po zjisténi, ze preruSeni genu yxkO u kmene MP2 vede k zachovani schopnosti motility i po
osmotickém stresu, zatimco divoky kmen 168 schopnost pohybu ztraci, bylo dalsim krokem
pokusit se zjistit, zda dochazi u kmene 168 ke ztrat¢ biciku, nebo zda je bicik pfitomen a
neschopnost pohybu je ddna prozatim nezndmym regula¢nim mechanismem zastavujicim jeho
pohyb. K tomuto G¢elu jsme se rozhodli vyuzit elektronovou mikroskopii.

4.3.2.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Pro studium motility bun¢k pted osmotickym a po osmotickém stresu, resp. pii snaze zjistit
zda bunky kmene 168 ztraci po vystaveni osmotickému stresu bic¢ik ¢i nikoli, byla nejprve
vyuzita skenovaci elektronové mikroskopie.

Standardni postup ptipravy preparatu pro skenovaci elektronovou mikroskopii je nasledujici:
o fixace vzorku 2,5 % glutaraldehydem a nasledné 4% oxidem osmicelym
o odvodnéni preparatu vzestupnou alkoholovou fadou
o postupné nahrazeni 100% etanolu acetonem
o vysuseni metodou kritického bodu
o pokoveni

Tento standardni postup se nam vSak neosvédc¢il a z tohoto diivodu bylo vyzkouseno nékolik
jeho modifikaci:

1) fixace pouze 2,5% glutaraldehydem, pak postup stejny
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2) pocatek piipravy preparatu stejny jako u standardniho postupu (fixace 2,5%
glutaraldehydem i 4% oxidem osmicéelym), li§i se az kone¢na faze piipravy preparatu
- po odvodnéni byl 100% etanol postupné nahrazen tercidrnim butanolem, preparat
byl pak umistén do lednice, kde doslo ke ztuhnuti butanolu, a ten byl nasledné
odstranén vakuovou sublimaci

3) fixace pouze 2,5% glutaraldehydem + nahrada 100% etanolu terciarnim butanolem

Pfi testovani jednotlivych postupt byl vyuzivan pouze kmen 168. Kultivace probihala v
mineralnim médiu Il (viz. Kap. 3.1.9.2). No¢ni kultura byla pfeo¢kovana do ¢erstvého media
Il a kultivovana do pozdni exponencialni faze. Nasledné byla opét preockovana do Cerstvého
media Il a kultivovana do dosazeni hodnoty optické denzity ODgy ~ 0,3, kdy byly odebrany
vzorky. Cast odebrané kultury (cca 10 ul) byla napipetovana na polylysinem ofetfend kryci
skla a preparaty byly zpracovany podle jednotlivych modifikovanych postupti. Po pokoveni
byly preparaty pozorovany a byly zhotoveny fotografie (Obr. 39).
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Obr. 39 Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu — kmen 168, nestresovana kultura
A) preparat ptipraveny standardnim postupem - GA; OsO,; metoda kritického bodu

B) modifikovany postup 1) — fixace pouze v GA; metoda kritického bodu

C) modifikovany postup 2) — GA; OsOy,; sublimace

D) modifikovany postup 3) - GA; sublimace

Z fotografii je patrné, ze biciky byly pfi zpracovani preparatli vSemi testovanymi postupy
poskozeny a ulamany. | presto byl modifikovany postup 3) vybran jako nejvhodnéjsi a byl
dale upraven tak, aby pravdépodobnost ulamani bi¢ikti byla co nejvice minimalizovana. Z
tohoto divodu probihala fixace ve zkumavkach s odebranymi vzorky. Po pridani
glutaraldehydu byly zkumavky umistény na noc do lednice a bunky nechany sedimentovat.
Pfi nanaseni vzorkll na kryci skla nebyly vzorky pipetovany, ale cast usazené bakterialni
suspense byla opatrné pielita ptes kryci sklo. Po cca 1 min byla piebyte¢na tekutina opatrné
odsata filtra¢nim papirem. (viz. Kap. 3.2.4.3).

Preparaty byly pfipraveny pouze z kultury kmene 168, aby bylo zjiSténo, zda je tento postup a
metoda dostacujici pro srovnani pritomnosti/nepfitomnosti bi¢iku. Kultivace probihala
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stejnym zpusobem jako kultivace pro zhotoveni nativnich preparata a je blize popsana v Kap.
3.2.4.3. V pribéhu kultivace byly odebrany tii vzorky — pfed osmotickym stresem, 20 min a
60 min po vystaveni kultury osmotickému stresu. Preparaty byly néasledné vyfotografovany
(Obr. 40).

!
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Obr. 40 Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu — kmen 168
A) nestresovana kultura
B) 20 min po vystaveni kultury osmotickému stresu

C) 60 min po vystaveni kultury osmotickému stresu

Ptestoze pii srovnani jednotlivych vzorkd pted a po osmotickém stresu se zdd, ze buiiky na
preparatu ze vzorku odebraného 60 min po vystaveni osmotickému stresu postradaji biciky,
nejsou tyto fotografie dostate¢né prikazné, nebot’ béhem zpracovani vzorkt dochazi k ptilis
velkému poskozeni bicikd.
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4.3.2.2 Transmisni elektronova mikroskopie

Protoze se nepodafilo najit takovy postup piipravy preparatu pro skenovaci elektronovou
mikroskopii, aby nedochazelo k poskozeni bi¢ikl, nebylo mozné timto zptisobem sledovat,
zda buiiky maji ¢i nemaji bi¢ik v zavislosti na tom, zda byly vystaveny ptisobeni osmotického
stresu ¢i nikoli. Byl proto zvolen jiny postup, vyuzivajici metodu negativniho barveni a
preparaty byly pozorovany trasmisni elektronovou mikroskopii. Metoda spociva v “obarveni”
vzorku elektrondenzni latkou, napt. kyselinou fosfowolframovou. Tato latka obklopi ¢astice
pritomné ve vzorku a vytvori kolem nich temné pozadi, zatimco pozorované castice jsou
svétlé. Metoda je vyuzivana predevsim ve virologii, v mikrobiologii neni jeji vyuziti bézné. Je
vSak vhodna pravé pro vizualizaci bakterialnich bic¢iku.

Bakterialni kultury byly kultivovany v tekutém mineralnim médiu II (viz. Kap. 3.1.9.2), které
v ptipad¢é kultivace rekombinantnich kmeni MP2 a ES091 obsahovalo erytromycin (0,3
ug/ml). Noc¢ni kultury jednotlivych kmena byly pteockovany do cerstvého média Il a
kultivovany do pozdni exponencialni faze. Nasledné byly kultury opét pieockovany do
Cerstvého média Il a kultivovany do dosaZeni hodnoty optické denzity ODggo ~ 0,3, kdy byl
odebran vzorek €. 1 a nasledné byla ¢ast kultury vystavena osmotickému stresu (0,5 M NacCl).
Dalsi dva vzorky (€. 2 a 3) byly odebrany 20 min a 60 min po vystaveni osmotickému stresu.
Na 50 pl kapku vzorku byla polozena elektron-mikroskopicka sitka. Po n¢kolika-vtefinové
adsorpci byla sitka vyjmuta a preparat nechan zaschnout. Nasledné byl preparat obarven
kyselinou fosfowolframovou a poté opét nechan zaschnout (viz. Kap. 3.2.4.4). Ptipravené
preparaty byly pak pozorovonany na transmisnim elektronovém mikroskopu a zhotovené
fotografie jsou na Obr. 41 - 44
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Obr. 41 Snimky z transmisniho elektronového mikroskopu — kmen 168

A) pred vystavenim osmotickému stresu; B) 20 min po vystaveni osmotickému stresu; C) 60 min

po vystaveni osmotickému stresu (fragmenty bi¢iki vyznaceny ¢ervenymi Sipkami)

104



Fa

Obr. 42 Snimky z transmisniho elektronového mikroskopu — kmen MP2

A) nestresovana kultura; B) 20 min po vystaveni osmotickému stresu; C) 60 min po vystaveni

osmotickému stresu
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Obr. 43 Snimky z transmisniho elektronového mikroskopu — kmen 1A839

A) nestresovana kultura; B) 20 min po vystaveni osmotickému stresu; C) 60 min po vystaveni

osmotickému stresu
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Obr. 44 Snimky z transmisniho elektronového mikroskopu — kmen ES091

A) nestresovana kultura; B) 20 min po vystaveni osmotickému stresu; C) 60 min po vystaveni

osmotickému stresu
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4.3.3 Prokazani naruseni schopnosti sporulace s vyuzitim Gramova barveni

Behem kratkodobého uchovavani kment na pevnych agarovych pidach pii 4°C se ukazalo,
ze dochazi k problémum s “oZivenim” rekombinantnich kmeni MP2 a ES091 na Cerstvych
pevnych padach i v tekutém médiu, byly-li uchovavany timto zptisobem déle nez cca 1 mésic.
To naznaCovalo moznost naruseni bunécného cyklu, resp. schopnosti sporulovat. Z tohoto
diuvody byly pfipraveny preparaty obarvené Gramovym barvenim a v prub&hu nékolika dni
sledovéana schopnost sporulace jednotlivych kmend.

Kmeny byly pieockovany na nové pevné LB pudy (v piipadé¢ rekombinantnich kment S
erytromycinem) a kultivovany pii 37°C. Prvni preparat byl zhotoven po 24-hodinové kultivaci
a dalsi preparaty pak v prabéhu nasledujicich dni — 2., 3., 4., 7, a 8. den. Preparaty byly
pripraveny standardnim postupem pouzivanym pii Gramoveé barveni (viz. Kap. 3.2.4.4). Pti
sledovani sporulace touto metodou je vyuzito toho, ze spory nelze obarvit a sporulujici buiky
je tak mozné velmi snadno rozeznat. Preparaty byly pozorovany pod svételnym mikroskopem
pti 1000-nasobném zvétseni a byly zhotoveny fotografie. Ty dokumentuji, Ze mutantni kmeny
MP2 a ES091 ztratily schopnost sporulovat (Obr. 45 - 48). Zaroven je patrné, ze bunky
mutantnich kmeni jsou v porovnani s buiikami kment 168 a 1A839 prodlouzené a mnohem
vice tvorfi tzv. “fetizky” — po bunécném déleni nejsou zcela oddéleny, coz by mohlo indikovat
vliv pteruseni genu yxkO na septaci bunék.
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Obr. 45 Sporulujici kmen 168




Obr. 46 Nesporulujici kmen MP2




3. den

Obr. 47 Sporulujici kmen 1A839




3. den 4. den
4. den

Obr. 48 Nesporulujici kmen ES091




5. Diskuze

Bakterie obyvaji téméf vSechna znama prostfedi a jsou neustale vystaveny chemickym a
fyzikalnim zméndm téchto prostiedi. Ztohoto divodu si vyvinuly fadu regulac¢nich a
adaptacnich mechanismi umoznujicich jim indukovat adekvatni odpovéd’ na rizné
environmentalni stresy. Odpoved’ na osmoticky stres probiha ve dvou fazich. Primarni
odpovédi je rychla indukce transportu draselnych iontd do buniky. Ty jsou v nasledujici, druhé
fazi osmoadaptace nahrazeny kompatibilnimi osmoticky aktivnimi latkami, které na rozdil od
draselnych iontl ani ve vysokych koncentracich neinterfetujicimi s bunéénym metabolismem.

V piedchézejicich letech byl vnasi laboratofi nespecifickou mutagenezi s vyuzitim
minitranspozonu Tn10 piipraven a nasledné charakterizovan mutantni kmen Bacillus subtilis
L-42 odvozeny od nesporulujictho kmene 1S19. Tento kmen vykazoval osmolabilitu pii
kultivaci na mineralnich médiich s nizkou koncentraci draselnych ionti (< 1 mM). K vlozeni
minitranspozonu doslo v oblasti kodujici sekvence monocistronniho genu yxkO. Produktem
genu je hypoteticky protein neznamé funkce s aminokyselinovou homologii k sacharidovym
kindzadm ribokindzového typu. (Holanova 2000; Zhang et al. 2002; Ulanova et al. 2007) Dale
byla prokdzana zmeéna proteinovych profild kmenid L-42 a 1S19 po vystaveni bunck
osmotickému stresu, pfi¢emz jednim z proteint vykazujicich zmény exprese byl flagelin —
majoritni protein vldkna bakteridlniho biciku. (Lichd, nepublikovand data) Zaroven je
prokazano, ze béhem osmotického stresu dochazi k down-regulaci genu hag. (Steil et al.
2003)

Cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv produktu genu yxkO na motilitu bun¢k, resp.
regulaci transkripce genu hag.

V prvni ¢asti této diplomové prace by pripraven rekombinantni kmen se specificky zavedenou
mutaci v genu yxkO s vyuzitim integraéniho vektoru pMUTINA4.

Nejprve bylo nutné ptipravit rekombinantni plasmid nesouci fragment yxkO. PCR reakci byl
na chromozomalni DNA divokého kmene amplifikovan cca 500 bp Gsek vymezeny primery
yxkOSDF a yxkORI1 zahrnujici zac¢atek kodujici sekvence yxkO spolu s priléhajici upstream
oblasti zahrnujici Shine-Delgarno sekvenci. Fragment byl vlozen do vektoru pMUTIN4
s vyuzitim restrikénich endonukledz HindIIl a BamHI a elektroporaci byla liga¢ni smés
transformovana do kompetentnich bunék Escherichia coli. PCR reakce z primert yxkoSDF a
mutinR na templatu plasmidové DNA nasledn¢ potvrdila amplifikaci produktu piedpokladané
délky, coz potvrdila 1 sekven¢ni analyza.

Ptipravenym rekombinantni plasmidem ozna¢enym MUTIN4-yxkO”" (schema konstruktu na
Obr. 21) byly transformovany kompetentni bunky kmene Bacillus subtilis 1A839. Tento
kmen nese supresorovou mutaci - deleci (4dhsA4) — v oblasti geni codY a flgB. Delece
zpusobuje konstitutivni transkripci operonu fla/che a nasledné i genu hag. Je deletovana i 3°-
koncova oblast genu codY, coz vede k produkci nefunkéniho proteinu. Protoze je protein
CodY vyznamnym nutri¢énim represorem gent pozdni exponencialni a stacionarni faze, vede
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tato mutace k pred¢asné expresi téchto gent a simulaci stacionarni faze i za podminek, kdy je
prostiedi dostate¢né bohaté na ziviny.

Plasmid byl na zaklad¢ homologie integrovan do chromozomu jednim crossing-overem.
Integrace vedla k oddé¢leni koédujici sekvence yxkO od ptirozené regulacni oblasti a prifazeni
této sekvence za indukovatelny promotor. Za ptfirozenou regula¢ni oblast genu yxkO je
pfifazen fragment genu yxkO" fizovany se spoVG-lacZ, coz umoziuje sledovat transkripci
zZ piirozené¢ho promotoru méfenim aktivity B-galaktozidazy (schema konstruktu po integraci
do chromozomu na Obr. 23).

Integrace plasmidu do chromozomu byla ovéfena PCR reakcemi ze dvou sad primert
yxkOSDF-mutinR a mutinF-yxkOR1 (Obr. 22) a naslednou sekven¢ni analyzou
amplifikovanych produkti téchto reakci. Ziskany a ovéfeny kmen s takto specificky
zavedenou mutaci v genu yxkO byl oznacen ES091.

Po usp&sném piipraveni mutantniho kmene byly v dal§im kroku ovéfovany rustové vlastnosti
kmene na médiich s riznou koncentraci draselnych iontd a pfi pisobeni osmotického stresu.
Pii sledovani vlivu pferusSeni genu yxkO na rustové vlastnosti bakterialniho kmene i
nasledném sledovani vlivu této mutace na motilitu bylo pracovano nejen s kmeny 1A839 a
ES091, ale také standardnim kmenem 168 (wt) a kmenem MP2, ktery byl ptfipraven mou
kolegyni v laboratofi zavedenim vyse uvedeného konstruktu do divokého kmene.

Jak je uvedeno vySe, vykazoval mutantni kmen L-42 ptipraveny v nasi laboratofi v ptedeslych
letech pii kultivaci na mineralnim médiu osmlabilitu za nizké koncentrace draselnych iontu.
(Holanova 2002; Ulanova et al. 2007). Z tohoto dtvodu byly sledovany rustové vlastnosti
vsech ¢tyt kmeni pii kultivaci na médiich s riznou koncentraci draselnych iontli bez pisobeni
osmotického stresu a za zvySené osmolality, kdy médium obsahovalo 0,5 M NaCl (viz. Kap.
4.1.3).

Tyto kultivace ukazaly, ze mutantni kmen MP2 vykazuje vi¢i kmenu 168 sniZzenou ristovou
rychlost na pevném mineralnim médiu pti nizké (0,05 mM) koncentraci draselnych iontd.
Zaroven ma sniZzenou schopnost osmoadaptace pfi této nizké koncentraci drasliku. Tim bylo
potvrzeno, ze pieruSeni genu YxkO ovliviiuje adaptaci Bacillus subtilis na osmoticky stres za
podminek limitace drasliku. Z kultivaci je dale zfeymé, Ze kmeny 1A839 a od n¢ho odvozeny
ES091 vykazuji ve srovnani s kmeny MP2 a 168 na pevném mineralnim médiu daného
slozeni (viz. Kap. 3.1.9.2) velmi podstatné snizeni schopnosti ristu, které je dusledkem
mutaci degU32(Hy) a AdhsA4. Proto byly kmeny nadale kultivovany na mineralnim médiu |1
obohaceném kyselym hydrolyzatem kaseinu.

V druhé casti této prace byly sledovany zmény transkripce vybranych gent - yxkO, hag a
ydaG (byl vyuzit jako pozitivni kontrola) Vv zavisloti na rastové fazi a vystaveni bunék
osmotickému stresu.

Zmény transkripce téchto gend jsme chtéli sledovat hybridizaci metodou Northern blot, jez
umoziuje kvantifikaci RNA a urceni velikosti transkriptu.
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Kmeny byly kultivovany v tekutém mineralnim médiu II a ¢ast kultury byla vystavena
osmotickému stresu. Nasledné¢ byla ze ziskanych vzorkl nestresovanych a stresovanych kultur
izolovana RNA a pfenesena na membranu. DNA sondy byly pfipraveny z amplifikovanych
usekt gent yxkO, hag a genu ydaG (Obr. 27), jez byly ozna¢eny neradioaktivni znackou DIG.
Detekce nasledné probihala chemiluminiscenéni metodou s vyuzitim protilatky Anti-DIG
s navazanou alkalickou fosfatdzou a CSPD jako substratem tohoto enzymu. I pfesto, ze byla
hybridizace opakovana, nepodafilo se ziskat zadné prikazné vyledky. Stejné tak tomu bylo i
Vv ptipad¢ druhé izolace RNA a vytvofeni druhé membrany.

Protoze se metodou Northern blot stale nedafilo ziskat vysledky, bylo rozhodnuto pokusit se
sledovat zmény transkripce vybranych genit metodou Southern blot. Vyhodou je snadngjsi
manipulace se vzorky, nebot DNA (resp. cDNA) je méné nachylna k degradaci ve srovnani s
RNA. Nevyhodou této metody je, ze neumoziuje kvantifikaci.

Izolace RNA byla zopakovana jesté jednou a ihned poté byla pievedena na cDNA. Ziskana
cDNA byla vyuzita nejen pro hybridizaci, ale také jako templat v PCR reakcich. Ty umoznily
zjistit, zda jsou transkripty genti yxkO, hag a ydaG vymezené piislusnymi sadami primerd v
jednotlivych vzorcich pfitomny ¢i nikoli (shrnuto v Tabulce 1 na str. 93).

Poté, co byla PCR reakcemi potvrzena pfitomnost/nepiitomnost jednotlivych transkripti,
byla cDNA pifevedena na nylonovou membranu. Znovu byla zopakovana hybridizace a
detekce navazané sondy chemiluminiscenéni metodou. Piestoze byla membrana
hybridizovana se tfemi riznymi sondami — ydaG, hagR1 a yxkOF3 - nepodafilo se ani jednou
ziskat zadné prikazné vysledky.

Jelikoz se ani nékolikrat opakovanou hybridizaci (RNA-DNA sonda; cDNA-DNA sonda)
nepodafilo ziskat vysledky umozilujici detekovat zmény transkripce pfislusSnych gent,
rozhodli jsme se detekovat chemiluminiscenéni metodou pouze samotnou sondu fixovanou
k membrang, abychom zjistili, zda ptic¢inou neuspéchu neni selhani detekéni metody. Detekce
probihala obdobné jako pfi vyhodnoceni sond metodou ,,dot blotu®, pouze s tim rozdilem, Ze
v zavérecné fazi byla sonda detekovana s vyuZzitim CSPD. Po vyvolani filmu bylo zfejmé, Ze
metoda je spolehliva a umoznuje detekci sondy I pfi nejniz§im fedéni (1:100 000). Bylo tak
vylouceno, Ze by diivodem netspésnych hybridizanich pokust bylo selhani detekéni metody.

Vysledky ziskané hybridizacemi mély doplnit data z PCR reakci probedenych na templatu
cDNA. Bez vysledkli hybridizacnich pokusit je velmi slozit¢ vysledky PCR reakci
interpretovat. Navic neni mozna kvantifikace ani uréeni délky transkriptu.

I presto lze pouze z vysledkti amplifikaci pfislusnych tseki cCDNA metodou PCR urcité
informace vyvodit. Amplifikace produktt ze sad primertt yxkOSDF a mutinR u kmentit MP2 a
ES091 u nestresovanych i stresovanych vzorkt naznacuje, ze transkripce z promotoru genu
yxkO neni indukovana osmotickym stresem. Zaroven piitomnost produktu vymezeného
primery yxkOF3 a mutinR u vzorkll kultur MP2 a ES091 naznacuje moznou piitomnost
promotoru fidiciho transkripci anti-Sense RNA komplementarni k 3-koncové oblasti genu
yxkO. K produkei transkriptu zahrnujiciho usek vymezeny témito primery (yxkOF3 a mutinR)
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z ptirozené¢ho promotoru genu yxkO totiz nemuze dochazet z duvodu integrace plasmidu do
chromozomu a pfitomnosti silnych termina¢nich struktur pfed inducibilnim promotorem Py
(viz. Obr. 23). Vysledky vyplyvajici ze srovnani piitomnosti/nepfitomnosti produkti
vymezenych primery yxkOF2-yxkOR a yxkOF3-yxkOR1 vzorkli nestresovanych a
stresovanych kultur vSech ¢tyf kment by se daly vysvétlit tim, ze béhem pusobeni
osmotického stresu dochazi k indukci transkripce anti-sense RNA neznamé funkce a velikosti.
Jedna se v8ak pouze o hypotézu zalozenou jen na vysledcich amplifikace ptislusnych useku
na cDNA metodou PCR a jeji prokazani vyzaduje provedeni dalSich experimentt, piedevs§im
zopakovani hybridizacnich pokust.

Protein YdaG je obecny stresovy protein a zmény jeho transkripce byly sledovany proto, ze
byl vyuzit jako pozitivni kontrola. Pfedpokladali jsme, ze transkripce genu ydaG nebude
prerusenim genu yxkO nijak vlivnéna. Vysledky PCR reakci vSak naznacuji, ze pieruSeni
genu yxkO ovliviluje transkripci genu ydaG. V ptipadé kmene MP2 totiz u stresované kultury
nedochazi Kk jeho expresi. U kmene ES091, u n¢hoz mutace v codY vede Kk simulaci
stacionarni faze rustu i za dostatku zivin je produkt PCR reakce piitomen. Zda se tedy, ze
produkce proteinu YdaG je ovliviiovana produktem genu yxkO a ristovou fazi.

Pii navrhovani primerti na analyzu transkripti genu hag jsme vychazely znasich dil¢ich
vysledki nasi laboratote, kdy byly pii 2D analyzach proteomu Bacillus subtilis pii
osmotickém Soku zaznamendny tfi isoformy flagelinu, znichz jeden vykazoval nizsi
molekulovou hmotnost a zavislost Grovné transkripce na osmotickém Soku a pfitomnosti
mutace v yxkO. Tyto vysledky naznacovaly zkraceni proteinu na C-konci. Byly proto
navrzeny dvé sady primerd, jedna na N-koncovou ¢ast transkriptu ( hagF-hagR1) a druha
pokryvajici cely gen (hagF2-hagR). Daéle je prokazano, ze osmoticky stres zptisobuje down-
regulaci gent motility a chemotaxe, véetné genu hag. (Steil et al., 2003) U¢elem sledovani
zmén transkripce genu hag tedy bylo zjistit, zda ptitomnost kratsi formy flagelinu je
zpusobena produkci krat§i formy transkriptu genu hag, a objasnit pfipadny vliv pferuSeni
genu yxkO na tuto transkripci.

V piipad¢ sady primerti hagF-hagR1 byl PCR produkt pfitomen u vSech vzorkd. Produkt
z primert hagF-hagR2 u stresovanych vzorkt byl ptitomen pouze u kmene 1A839, zatimco u
kmenti 168, MP2 a ES091 nikoli. Vysledky PCR reakci naznacuji, Ze pieruseni genu yxkO
nema vliv na transkripci genu hag pti vystaveni bunék osmotickému stresu. Zda se, ze by
osmoticky stres mohl zpisobovat spise destabilizaci hag-mRNA. Moznym mechanismem této
destabilizace je postupna degradace mRNA od konce odpovidajiciho C-konci proteinu.
Rozdily proteinovych profili flagelinu u divokého a mutantniho kmene tak pravdépodobné
souviseji s regulaci exprese flagelinu na postransla¢ni Grovni.

V tieti Casti této diplomové prace byla srovnavana motilita kment v zavislosti na vystaveni
bun¢k osmotickému stresu.

Kmeny byly kultivovany v tekutém mineralnim médiu II a ¢ast kultury byla vystavena
osmotickému stresu. Byly odebrany jednotlivé vzorky pfed a po osmotické stresu a
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piipraveny nativni preparaty, které byly pozorovany ve svételném mikroskopu. Z vysledka
pozorovani zcela jasn¢ vyplyva, Zze zatimco kmen 168 ztraci po osmotické Soku schopnost
aktivniho pohybu, kmen MP2 ma tuto schopnost zachovanu. Mutace v genu yxkO vede k
udrZeni motility i po indukci obecné stresové dpovédi. To potvrzuje, Ze pieruSeni genu yxkO
ovliviiuje motilitu bun¢k. Kmeny 1A839 a ES091 mély schopnost motility taktéz zachovanu,
coz souvisi s mutaci AdhsA4 (Amati et al. 2004).

V dalsi fazi sledovani zmén motility bylo naSim cilem objasnit s vyuzitim skenovaci
elektronové mikroskopie, zda pfi ztraté motility bunék kmene 168 po vystaneni osmotickému
stresu dochazi ke ztraté biciku, ¢i je biCik zachovan a ztradta motility je dana prozatim
neznamym regulaénim mechanismem zastavujicim jeho pohyb. Byla provedena dalsi
kultivace kmenti a odbéry vzorkd, znichz byly pfipraveny preparaty pro skenovaci
elektronovou mikroskopii. I pfes snahu modifikovat postup piipravy preparatu pro tento typ
elektronové mikrokopie se nepodafilo ziskat preparaty, u nichz by nebyly bi¢iky posSkozeny,
resp. Casteéné uldmany. PrestoZze pozorovdni naznaCovala, ze kmen 168 po vystaveni
osmotickému stresu ztraci biciky, nebyly vysledky téchto pozorovani dostatecné prikazné

(Obr. 40).

Z tohoto divodu byla vyzkousena ptiprava preparatu metodou negativnino barveni, ktera je
vyuzivana piedev§im ve virologii, a preparaty jsou pozorovany s vyuzitim transmisniho
elektronového mikroskopu. Tato metoda pfipravy preparatu se osvédcila, nebot’ nedochazelo
k poskozeni bi¢iki. Dalsi vyhodou byla i jeji ¢asova nenaro¢nost v porovnani s postupem

pfipravy preparatu pro skenovaci mikroskopii.

Vysledky pozorovani V transmisnim elektronovém mikroskopu naznacuji, Ze skuteéné
dochazi ke ztraté, resp. degradaci bi¢iki po vystaveni bunc¢k divokého kmene 168
osmotickému stresu. Na fotografiich preparati zhotovenych ze vzorku odebraného 60 minut
po osmotické stresu je patrné, Ze buiiky nemaji ve srovnani z preparaty pfipravenymi ze
vzorkil odebranych pfed osmotickym stresem a 20 minut po ném biciky. Navic je u téchto
preparati patrnd pritomnost tlomkt a fragmenti biciki kolem bunck. Prestoze jsou
fragmenty pfitomny i u vzorkd dalSich kment, které mély schopnost motility zachovanu,
rozhodn¢ nebyly tyto fragmenty pfitomny v takovém mnozstvi (Obr. 41 — 44).

Cilem této diplomové prace bylo zjistit vliv preruseni genu yxkO na motilitu bunék a tento
vliv byl jasné prokazan. B&hem osmotického stresu dochéazi ke ztraté motility u divokého
kmene a nikoli u kmene mutantniho, a jak snimky z transmisniho elektronového mikroskopu
dokumentuji, neni tato ztrata motility zptisobena regulaci pohybu bi¢iku, ale jeho postupnou
degradaci. Ta by mohla byt pravdépodobné zplsobena pieruSenim piisunu monomerniho
proteinu flagelinu z buiikky. Tento proces je velice komplexni a regulovan nékolika
mechanismy. NaSe dosavadni vysledky naznacuji, ze role genu yxkO Vv tomto procesu neni na
transkripcni Grovni, ale v ovlivnéni postranslacni modifikace, ktera protein destabilizuje nebo
zastavuje export proteinu ven z burky.

Navic bylo zjisténo, Ze po kratkodobém skladovani kment na pevnych agarovych ptidach pfi
4°C po dobu delsi neZ cca 1 mésic a ndsledném preockovani kmenl na nové pudy, vykazuji
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mutantni kmeny MP2 a ES091 sniZzenou schopnost rustu a ,,0ziveni“. TO naznacovalo
moznost naruseni buné¢ného cyklu, resp. ztratu schopnosti sporulace. Z tohoto divodu byla

zjistovana schopnost sporulace téchto kmet.

Kmeny byly preo¢kovany na Cerstvé pevné LB piudy a kultivovany pii 37°C po dobu osmi
dnt. Postupné byly pfipravovany preparaty obarvené metodou Gramova barveni. Po
dokonceni kultivace byly preparaty pozorovany a ze zhotovenych fotografii (Obr. 44 — 48)
vyplyva, Ze mutantni kmeny skute¢né ztratily schopnost sporulace. Ze snimku je navic patrné
prodlouzeni bun¢k mutantnich kmend, a to bez ohledu zda byly vystaveny plsobeni
osmotického stresu ¢i nikoli. Na snimcich z transmisniho elektronového mikroskopu jsou
patrnd septa u téchto ,,prodlouzenych* bun¢k. Tato pozorovani naznacuji pravdépodobny vliv
mutace genu yxkO na schopnost buné¢k délit se.
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6. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo objasnit vliv pieruSeni genu yxkO na motilitu a regulaci
genu hag na transkrip¢ni arovni. Béhem této diplomové prace bylo dosazeno nasledujicich
vysledkii:

1. podafilo se pfipravit konstrukt a vytvofit mutantni kmen v genu yxkO

2. bylo potvrzeno, ze pieruSeni genu YxkO ovliviiuje adaptaci Bacillus subtilis na
osmoticky stres za podminek limitace drasliku

3. byl dokumentovan vliv této mutace v genu yxkO na motilitu u Bacillus subtilis pti
osmotickém stresu

I.  videa zhotovena s vyuzitim kamery piipojené ke svételném mikroskopu
dokumentuji ztratu motility po osmotickém Soku u divokého kmene, nikoli v§ak
u kmene mutantniho

[l. vizualizace bun¢k negativnim barvenim a transmisni elektronovou mikroskopii
dokumentuje, Ze ztrata motility u Bacillus subtilis po vystaveni bunck
osmotickému stresu je zpisobena ztratou bic¢iku, pravdépodobné jeho postupnou
degradaci

4. dale bylo zjisténo, ze mutace v genu yxkO ovliviiuje schopnost sporulace a prozatim
nezndmym mechanismem ovlivituje i proces septace bunek piti ristu

5. produkt genu yxkO pravdépodobné neovliviiuje regulaci genu hag na transkripéni
urovni, ale je mozny jeho vliv na urovni posttransla¢ni (stabilizace/destabilizace
proteinu)

6. byly ziskany prvni indicie naznacujici, ze produkt genu yxkO neni regulovan
osmotickym Sokem, a Ze po osmotickém Soku by mohlo dochézet k iniciaci pfepisu
transkriptu z opa¢ného vlakna
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