Abstrakt

Bacillus subtilis, modelova Gram-pozitivni bakterie, uplatiiuje pii adaptaci své membrany k
nizkym teplotdm dva odliné mechanismy: 1) P¥i dlouhodobé adaptaci k niz$im teplotam dochdzi
ke zvySeni pomeéru anteiso/iso-vétvenych mastnych kyselin v membranovych lipidech. 2) Po
nahlém poklesu teploty je indukovana syntéza desaturdzy (Des), proteinu, ktery v aerobnich
podminkach desaturuje fetézce mastnych kyselin vlipidech cytoplazmatické membréany.
Transkripce genu des, kddujiciho desaturdzu mastnych kyselin, je indukovdna zvySenim
uspofddanosti membrany. Pro indukci transkripce genu des je nezbytnd ucast
dvoukomponentového systému DesK-DesR.

V této praci jsem sledovala, jak kultiva¢ni podminky ovliviiuji mechanismus adaptace
membrany B. subtilis k nizkym teplotam. Pouzity byly metody fluorescen¢ni spektroskopie,
analyza mastnych kyselin, diferencidlni skenovaci kalorimetrie a metody molekuldrni biologie.

V prvni Casti prace jsem se zabyvala vlivem slozeni kultiva¢niho media na chemické slozeni a
biofyzikalni parametry cytoplazmatické membrany B. subtilis béhem rtstu v optimalni (40 °C) a
suboptimalni (20 °C) teploté. Srovndvala jsem komplexni medium s glukézou bohaté na Zziviny
a dvé média minerdlni obsahujici bud’ glukézu nebo glycerol jako zdroj uhliku. Ziskand data jasné
ukazuji zasadni vliv slozeni kultiva¢niho media na chladovou adaptaci membrény. Zaznamenané
rozdily ve slozeni mastnych kyselin byly velmi pravdépodobné indukovany rfiznou hladinou
prekurzorti pro syntézu mastnych kyselin s vétvenym fetézcem, které jsou dtisledkem zapojeni
rozdilnych metabolickych drah p#i ristu bunék v riznych mediich. P#i ristu blizko teplotniho
optima (40 °C) byla nejvy$$i membrianova fluidita a nejvyssi teplota fazového pfechodu (T)
zjisténa u bunék rostoucich na nejchuds$im substratu, tj. minerdlnim mediu s glycerolem. Oproti
tomu pti v nizké teploté (20 °C) vykazovaly nejvyssi membranovou fluiditu bunky kultivované na
komplexnim médiu. Rozsah adaptace, vyjadieny jako rozdil hodnot T: namétenych pro optimadlni
a suboptimadlni teplotu, byl nejvétsi v pfipadé komplexniho media. Slozeni kultiva¢niho media ale
nemeélo vliv na indukci desaturdzy po chladovém sSoku.

V druhé casti prace jsem se zaméfila na chladovou adaptaci membrany B. subtilis
v anaerobnich podminkdich, které by podle pfedpokladii mély inhibovat aktivitu desaturazy.
Zjistila jsem, ze pii rtstu bakterie bez pristupu kysliku dochdzi po pfenosu z 37 °C do 25 °C
k indukci syntézy desaturazy, ktera ale pozdéji neni mechanismem zpétné vazby zastavena tak, jak
je tomu v aerobnich podminkdch. Tato regulace byla vSak obnovena kratce po doddni kysliku
k ptivodné anaerobni kultute. Jak pfi kultivaci aerobni, tak pti kultivaci anaerobni byla indukce
transkripce genu des podstatné snizena ptidanim fluidizujici kyseliny olejové. Tento jev byl
zavisly na pfitomnosti intaktnftho dvou komponentového systému DesK-DesR. Analyza mastnych
kyselin potvrdila, Ze v anaerobnich podminkdch nedoslo k syntéze novych nenasycenych
mastnych kyselin, pfestoze technikou immunoblotu byla detekovana vysoka hladina proteinu Des
v bunikdch anaerobni kultury. Adaptace membrany B subtilis k nizké teploté je tedy
v anaerobnich podminkdch realizovana vyhradné zvySenim poméru anteiso/iso-vétvenych
mastnych kyselin v membranovych lipidech a nikoli pfechodnym zvySenim hladiny
nenasycenych mastnych kyselin typickym pro aerobni podminky. Rozsah snizeni membranové
fluidity, métené jako pokles anizotropie fluorescence 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatrienu, byl pro
aerobni a anaerobni podminky srovnatelny.
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