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Stresové proteiny cytoplazmatické membranyBacillus subtilis

Grampozitivni bakterieBacillus subtilis Zije ve svrchnich vrstvachigy, kde secasto
setkdva s vykyvy osmolarity a pH, Znami teploty¢i koncentrace Zivin. Bnem evoluce
byly vyvinuty mechanizmy, které bakteriim pomahag sé&mito negiznivymi vlivy
vyrovnavat. Mezi & pati i tzv. obecna stresova odpol F¥i ni dochazi ke zvySeni
exprese fiblizné 150 gedd, jejichz produkty zvané GSP (obecné stresove irgte
minimalizuji poSkozeni butk. PrestoZze je znama velikost, struktura a regulace mnoh
stresovych proteilh informace o membranovych stresovych proteiri@sto chybi.

V naSi studii jsme se zaitili na membranovy proteorBacillus subtilis 168 trp,.. Buiky
byly béhem svého tstu vystaveny dlouhodobému (20 hjispbeni pH 5,0; resp.
piitomnosti 3% v/v etanolu 30 minut. K rostoucimikéam byl 30 minut fed ukoenim
kultivace pidan L-[°S]-methionin. Po dosaZenitetini exponencialni fazeistu byly
bakterie rychle ZzfiltrovAny a izolovany cytoplazické membrany. Izolované
membranové frakce byly analyzovany dvojréznou elektroforézou. Z jednotlivych
rastovych situaci byly provedeny 4 paralelni gely arognany s membranovym
proteomem bakterii rostoucich za optimalnich poe(fi. v komplexnim médiu o pH 7,0
a teplot 40°C). K p@itacovému zpracovani roZknych membranovych protéinbyl
pouzit program PDQuest, vybrané stresové proteigly ldentifikovany hmotnostni
spektrometrii MALDI-TOF.

Pii pH stresu, resp. pofigani etanolu setstova rychlostB. subtilis snizuje z
hodnoty p = 3,5% na p =2,4H. V cytoplazmatické membrénse vlivem stresovych
faktoni zmenilo mnoZzstvi nejmén25 proteiri. K vyrazré zvySené syntéze ale dosSlo pouze
u 5 proteiri v obou pipadech. Etanolové stresové proteiny byly ideraNeny jako YdaP,
Ctc, YfhM, YjcH and YwaC, zatimco proteiny pH stugako AcoB, YkwC, SodA, YjcH
and YwacC.

Nekteré proteiny z vySe uvedenych jsou povaZzovany opacné stresoveé proteiny
uplatiujici se v signalizaci stresu. Jiné indukovanéginytjsou stresayspecifické a hraji

roli v metabolismu lipid a detoxifikaci bugk.



Stress proteins in the cytoplasmic membrane fractio of Bacillus subtilis

A primary habitat of the Gram-positive bacterilacillus subtilis is the upper layer of the
soil. Within this ecosystemB. subtilis experiences a wide variety of environmental
challenges and nutrient limitations that induceesalvmechanisms to help the cells to
survive. A process known as a general stress respgagiongs among them. Expression of
about 150 genes is enhanced and their productedcgkneral stress proteins (GSP)
minimize the cell damage. Although the size andcstire, as well as the regulation, of
many stress proteins have been fairly well eluedathe information about stress
membrane proteins very limited.

We characterized the membrane proteomBaufllus subtilis 168trp,. exposed to acidic
pH and ethanol. Cells were 1) grown under optimwmddions in complex medium (pH
7.0) at 40°C with aeration; 2) grown in complexdmen at pH 5.0 for 20 hours or 3)
challenged with 3% v/v ethanol for 30 minutes dgraxponential growth. The cultures
were harvested in the mid-exponential phase bydrdiiration. Isolated membrane
fractions were analysed by an optimized two-dimamai gel electrophoresis. Two
alternative methods of protein detection were caeyhasilver staining and radioactive
labeling with L-F°S]-methionine. In each experiment 4 parallel getvenprepared and
about 400 protein spots were quantified using MdbecIimager scanner and PDQuest
software. The stress induced proteins were identiliy MALDI-TOF mass spectrometry.
The growth rate oB. subtilis grown in complex medium (pH 7.0) at 40°C is p = B5
Both stress factors (pH 5.0 and 3% v/v ethanoluced the growth rate to p = 2.4"h
Reproducible differences in expression as a functé ethanol shock or acid stress
showed at least 25 membrane proteins. Neverthetesgg,5 proteins were significantly
increased after ethanol shock or acid stress. Bthstness proteins were identified as
YdaP, Ctc, YfhM, YjcH and YwaC. To acid stress pins belong the following: AcoB,
YkwC, SodA, YjcH and YwaC. Proteins YjcH and Ywane increased after ethanol
shock as well as acid pH treatment.

Some of stress proteins found in both proteomee wiassified as general stress proteins
responsible for stress signalling; the specificesr proteins are involved in lipid
metabolism and in the detoxification capacity a dell.
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CYTOPLAZMATICKA MEMBRANA

Cytoplazmaticka membréana je strukturou nachdzejici se na povrchu bakteridlni
cytoplazmy. Tvoii semipermeabilni osmotickou bariéru, kterd zajistuje stalost vnitiniho
prostiedi bunky. Jako jedind struktura svého druhu v bunice zajiStuje veskeré membranove
vazané funkce. Odd¢€luje bunku od vnéjSiho prostiedi a zaroven zajiStuje komunikaci
snim, dochdzi na ni k tvorbé protonového gradientu, syntéze fosfolipidii a z ¢asti 1
bunécné stény. Na membranu je také vazano asi 30% bakteridlnich ribosomil a nachézi se
zde tfada membranovych bilkovin zajistujicich rizné¢ funkce, napt. pfeménu energie,
transport proteind, syntézu bunééné stény a bunécné déleni (ZWEERS et al. 2008).
Cytoplazmatickd membrana hraje tstfedni roli v odpovédi organizmu na environmentalni
stresy. Fluidita a permeabilita membrany jsou zdsadnimi Zivotnimi parametry pro udrZeni
bunééné homeostdze a efektivniho membranového transportu. Kvuli zamezeni
destabilizace membranové struktury v diisledku environmentalniho stresu méni bakterie
slozeni svych membran (van den BOOM a CRONAN 1989).

Stavba bakteridlni cytoplazmatické membrany se zdsadné neliSi od stavby jinych
biologickych membran. Zéklad tvofi tekuté kontinuum dvojvrstvy fosfolipidl s perifernimi
a integralnimi proteiny. U grampozitivni bakterie Bacillus subtilis tvofi proteiny 60-70 %,
RNA 23 % a lipidy 16 % celkové hmotnosti membrany (BISHOP et al. 1967). Struktura
cytoplazmatické membrany je stabilizovdna pomoci vodikovych vazeb a hydrofobnich
interakci. Na stabilizaci se rovn&Z podili kationty (napt. Mg? a Ca?") v kombinaci s
negativnimi naboji fosfolipidi. Podminkou spravného fungovani je urcity stupen jeji

tekutosti, ktery je ovliviiovan charakterem membranovych lipida (DOWHAN 1997).

REAKCE BAKTERII NA STRES

Ve vSech pfirozenych ekosystémech se méni teplota, pH, osmolarita; objevuji se
metabolické zplodiny a dochéazi k vyCerpani zivin. Tyto podminky bakterie vnima jako
stresové a vyvinuly se u nich U¢inné regulaéni mechanismy, které spoustéji expresi
stresovych proteinti umoznujicich se s témito podminkami vyrovnat. S ohledem na vztah
mezi konkrétnim stresovym faktorem a odpovédi jsou stresové proteiny rozdéleny na
globalni a specifické.

Prostfedkem k udrzeni stalého vnitiniho prostfedi, které je nutné pro existenci

V nepiiznivych podminkach, je inducibilni syntéza adaptivnich proteini. Kompletni



fyziologickd odpovéd’ na nové podminky vyzaduje spolupraci celého souboru operonti
(regulon), které ve své regulacni oblasti (promotor — operator) obsahuji sekvenci
rozpoznavanou spoleCnym regulacnim proteinem (represorem nebo operatorem). Soubor
regulont, které koduji nezavislé drahy a funkéné piibuzné procesy, je oznaCovan jako
globalni regulon. V odpovédi na zménu prostiedi (stimulus) dochazi casto k indukci
vétsiho poctu operontl, které jsou rozpoznavany riiznymi regulaénimi proteiny. Spolecnym
jmenovatelem této indukce je pak dany stimulus a soubor odpovidajicich genl je nazyvan

stimulon.

Pi‘enos signala z vnéjsiho prostiedi do bakterie - fosforylace

Adaptivni systém, ktery vznikl u prokaryot a vyskytuje se i u nizsich eukaryot a
rostlin, obsahuje nejméné dva vzijemné propojené signalni proteiny a je nazyvan
dvojkomponentovy systém. Tento systém je pouzivan pro zvySeni pfizplisobivosti
organizmu k vnéjSim podminkdm diky stimulaci exprese diive netranskribovanych gent.

V typickém pfipad¢ se tento systém sklada z membranového senzoru — kindzy a
regulacniho proteinu, ktery méa obvykle funkci transkripéniho faktoru a ve fosforylovaném
stavu aktivuje nebo inhibuje genovou expresi. Kindza reagujici na podnét se
autofosforyluje na histidinovém zbytku. Fosfatovd skupina je poté prenesena na
aspartatovy zbytek regula¢niho proteinu.

Senzorové kinazy maji vysoce konzervovany C-konec a variabilni N-konec
modulujici autokinazovou aktivitu. Doména s autofosforylovatelnym histidinem (HisKA
doména) a doména vazici ATP (CA doména) se nachazeji na katalytickém C-konci.
Cytoplazmaticka oblast senzoru se obvykle sklada z PAS (nazev je odvozen z inicial
prvnich tii proteinti identifikovanych v této rodiné proteini: PER, ARNT, SIM), GAF (c-
GMP-specifické a stimulované fosfodiesterazy, Anabaena adenylatcyklazy a Escherichia
coli EhlA), a HAMP (histidinkinazy, adenylylcyklazy, methyl-akceptujici proteiny a
ostatni prokaryotické signalni proteiny) domény (GALPERIN et al. 2001, SZURMANT et
al. 2007).

U Bacillus subtilis bylo prozatim objeveno 36 kinaz a 35 regula¢nich proteint.
VétSina kindz obsahuje nejméné jednu transmembranovou doménu, 5 proteinl je
cytoplazmatickych. 13 senzorti obsahuje pobliz svého N-konce extracytoplazmatickou
oblast s vice nez 40 aminokyselinami. V této oblasti se vétSinou nachézi

extracytoplazmaticka PAS-like doména, ktera registruje signaly z prostiedi (CHANG et al.
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2010). Funkce nékolika systémii senzor-regulator jiz byla charakterizovana, jiné maji
funkci zatim neznamou (FABRET et al. 1999).

Aktivitu regulaénich proteini negativné reguluji fosfatazy. Bacillus subtilis ma
rodinu 11 genu, které koduji tyto fosfatazy. RapA, RapB a RapE fosfatazy (regulator
aspartyl phosphate phosphatase) inhibuji iniciaci sporulace defosforylaci proteinu SpoOF a
samy jsou inhibovany specifickymi pentapeptidy kodovanymi geny phrA, phrE a phrC.
Bylo potvrzeno, Ze $est z t&chto phr genti obsahuje sigmaH promotor a ¢ faktor tedy pod
vlivem vyzivovych faktord fidi produkci téchto regulatori fosfataz (McQUADE et al.
2001). Systém Rap-Phr se podili také na mezibunécné signalizaci (BISCHOFS et al.
2009).

Dvojkomponentové systémy mohou byt vzajemné sptfazeny. Piikladem je ResD-
ResE systém, jehoz transkripce z promotoru reSABCDE operonu vyzaduje vazbu PhoP~P
regulacniho proteinu ve fosforylovaném stavu (PhoP-PhoR systém). Tato regulacni sit
vaze dohromady respira¢ni funkce a produkci energie (ResD-ResE) s hladovénim na fosfat
PhoP-PhoR (BIRKEY et al. 1998, KOMMINENI et al. 2010). Dalsim ptikladem je systém
DegS-DesU, ktery je zapojen do regulace produkce exoprotedz ¢i stavu kompetence,
tvorby kolonii a biofilmu (OGURA a TSUKAHARA 2010). Recentni studie dokazuje, ze
aktivita senzorové kindzy DegS muze byt regulovana fosforylaci na jejim serinovém
zbytku pomoci serin/threoninovych kinaz eukaryotického typu (JERS et al. 2011).

CssR-CssS systém kontroluje u grampozitivnich bakterii spravny ,.folding™
extracytoplazmatickych proteini (HY YRYLAINEN et al. 2001). Stimulace CssRS vede k
produkci protedz asociovanych s membranou. Tyto protedzy, HtrA a HtrB, degraduji
Spatné sbalené proteiny Vv prostoru mezi cytoplazmatickou membrénou a bunécnou sténou.
Katalyticka doména obou protedz je lokalizovana na extracytoplazmatické ¢asti membrany

(KROJER et al. 2002).

Slozitéjsi  variantou  dvojkomponentového systému oznafovanou jako
,phosphorelay* je naptiklad systém iniciace sporulace Bacillus subtilis (BURBULYS et al.
1991). Kinaza prenasi fosfoskupinu na regulacni protein, ktery tvoii pouze aspartatova
doména. Z tohoto fosforylovaného proteinu je fosfatovy zbytek fosfotransferazou prenesen
na regulaéni protein nebo transkripcni faktor. Behem této signalizace je fosfatova skupina
prenasena postupné v potadi His-Asp-His-Asp. Prvni tfi slozky mohou byt samostatné
proteiny (sporulace Bacillus subtilis), ale mohou tvofit i multidoménovy protein, jako je
tomu u BvgS kinazy bakterie Bordetella pertussis (HOCH a VARUGHESE 2001).



Obr. 1: Schéma dvoukomponentového systému a ,,phosphorelay*
(ptevzato z MITROPHANOV A GROISMAN 2008)

Senzorova kindza dvoukomponentového systému odpovida na signal z prostiedi aktivaci
autokinazové domény, ktera autofosforyluje konzervovany histidinovy zbytek. Fosforylovana
kinaza interaguje s doménou regulatoru, ktera katalyzuje pienos fosfatu na aspartat regulaéniho
proteinu. Aktivovany regulator vykonava specifickou biochemickou funkci, napt. reguluje
transkripci. ,,Phosphorelay” kromé senzorové kindzy a terminalniho regulacniho proteinu prenasi
signal jesté pres dalsi dva proteiny - regulacni protein obsahujici pouze aspartitovou doménu a

fosfotransferazovy protein.
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U prokaryot se vregulaci fyziologickych procest uplatiuji i dalsi typy
fosforylace. Jednim znich je fosfoenolpyruvat-dependentni fosfotransferdzovy systém
(PTS), ktery se ucastni skupinové translokace pii membranovém pienosu a fosforylaci
sacharidi.  Dalsim  jsou = ATP-dependentni  proteinkindzy  fosforylujici  na
serin/threoninovém nebo tyrozinovém zbytku, které jsou alostericky aktivovany
bunéénymi metabolity. Piikladem je isocitratdehydrogenaza kindza/fosfataza, ktera
fosforyluje citratdehydrogenazu a dle typu zdroje uhliku urcuje dalsi zpracovani isocitratu
v Krebsové nebo glyoxalatovém cyklu (SAIER et al. 1990). Stejny typ fosforylace probiha
i pfi prenosu informaci uvnitf bunky, ptikladem je regulace aktivity alternativni
podjednotky RNA polymerazy — faktoru o® (AKBAR et al. 2001). P¥i regulaci sporulace a
tvorby biofilmu Bacillus subtilis se uplatniuje serin/threonin proteinkinaza PrkC (MADEC
et al. 2002). U né¢kterych bakterii byly popsany i proteinkinazy charakteristické pro
eukaryota (HANKS et al. 1988, BAKAL a DAVIES 2000).

Podrobngjsi klasifikaci prokaryotickych proteinkinaz se zabyva prace z roku 2010
(TYAGI et al. 2010).

Alternativni sigma faktory

Regulace exprese u bakterii Casto probihd na urovni transkripce aktivaci
transkrip¢nich faktori a zménou specifity RNA polymeréazy. Ta je variabilni v zavislosti na
vymeéné své podjednotky — ¢ faktoru. Dle podminek muze byt tato podjednotka uvolnéna z
»core” enzymu a nahrazena o faktorem se specifitou k promotorim gent kodujicich
proteiny nutné pro odpovéd’ na stresové podminky — alternativnim o faktorem. Piestoze se
alternativni sigma faktory mohou podilet také na elongaci, jejich hlavni uloha spociva
v iniciaci transkripce (MOONEY et al. 2005). Intracelularni hladiny téchto alternativnich
o faktorti se v buiice méni indukovanou nebo reprimovanou transkripci a vazbou anti-c
faktortl, jez jsou regulovany cilenou proteolyzou nebo fosforylaci. U E. coli je hladina ¢
ovliviiovana konforma&ni inaktivaci, po zvyseni kultivatni teploty je konformace o"
stabilizovana a gen pro tento alternativni faktor efektivnéji transkribovan (KANEMORI et
al. 1999). Regulony né¢kterych o faktorli se mohou vzajemné prekryvat, exprese genu je
pak kontrolovana dvéma nebo vice o faktory. Napt. geny kodujici transportni systém pro
prolin a glycin-betain, opuE a opuD, obsahuji c°- i o”-dependentni promotory
(SPIEGELHALTER a BREMER 1998).
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Genom B. subtilis koduje nejméné 17 riznych o faktorti. Podrobné se jimi zabyva
prace z roku 1995 (HALDENWANG 1995).

6" (6*, 6™) je kodovéan genem SigA, rpoD. Z funké&niho hlediska je analogem o®
u E. coli, tento tzv. ,,housekeeping® faktor je exprimovan v nestresované buiice. Casteéné
se zapojuje do odpovédi na teplotni stres, syntézy degradativnich enzymi béhem

stacionarni faze a exprese genil pro iniciaci sporulace.

6° (6%") kédovany genem sigB spousti nespecifickou stresovou odpovéd’ a spolu
s dalsimi regulatory i odpovéd na teplotni stres (HELMANN et al. 2001). Jeho indukce
podléha autoregulaci. V nestresované bufice je c© vazan svym anti-c faktorem RsbW,
Vv ptfitomnosti stresu dochazi na serinovém zbytku k defosforylaci RsbV. Ten
v defosforylované formé vyvazuje RsbW z komplexu RsbW-c® a tim ¢® uvoliuje. Tato

regulace existuje ve dvou variantach v zavislosti na tom, kterd PP2C fosfatiza

defosforyluje RsbV~P (HECKER et al. 2007, PRICE 2002).

o Energeticky stres (hladovéni na uhlik, kyslik, fosfor, vstup do stacionarni faze).
Defosforylace RsbV~P je zptsobena RsbP fosfatazou, ktera je svém N-konci
obsahuje senzorickou PAS doménu. Fosfataza sama je aktivovana o/ hydrolazou

RsbQ. Fosforylace a aktivace o® je v tomto piipadé zavisla na hlading ATP v buiice.

. Teplotni, pH, etanolovy a osmoticky stres. Odpovéd’ na tyto stresové faktory je
kontrolovana supermolekularnim komplexem, tzv. stresosomem. V nestresované
bufice je na stresosom, tvofeny neznamym pomérem proteini RsbS a RsbR,
navazana RsbT kindza. Vlivem stresu dojde k fosforylaci proteind stresosomu RsbT
kinazou, nasledn¢ dochazi k uvolnéni kindzy z komplexu. RsbT se poté piimou
protein-proteinovou interakci vaze na RsbU fosfatazu a takto ji aktivuje. RsbU
defosforyluje RsbVV~P. Pro tuto alternativu je klicova mira fosforylace stresosomu,
kterd je kontrolovdna RsbT kindazou a RsbX fosfatazou. RsbX zpétnovazebné
odpovida na hladinu ¢° v bufice. Tato odpovéd’ neni zavisla na hlading ATP v buice.

Schéma aktivace alternativniho faktoru 6° a odpovidajici citace viz obrazek 2.
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(@) B. subtiis module Obr. 2: Signalni draha kontroly aktivity 6t
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l
% al. 2004). Vlivem cerveného svétla a energetického

Stressosome

RsbU

RsbP stresu se aktivuje draha vyuzivajici hydrolazu RsbQ
% a fosfatizu RsbP (AVILA-PEREZ et al. 2010).
: Signalizace ptes pres RsbQ/P byla nalezena pouze u
® \J‘ B. subtilis, zatimco RsbRST draha je konzervovana
_‘Q u grampozitivnich bakterii s nizkym obsahem GC

oB-
dependent \Y D N A'
transcription

PP2C-type phosphatase
®4 PAS/PAC

Samotny o° faktor je kodovan sedmym genem SigB operonu, ktery obsahuje osm
genll. Bazalni exprese vSech gend operonu je fizena ze GA-dependentniho promotoru Pa.
Za stresovych podminek dochézi k n¢kolikandsobnému zvySeni transkripce ¢tyt distalnich

genu z promotoru Pg (Obr. 3).

—
—|: rsbR HrsbSH{rsbTH rsbU trsbwn sigB | rsbx —
B B

Obr. 3: 6° operon (prevzato ze SCHUMANN 2003)
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6 (%) byl nalezen v rostoucich i sporulujicich buiikach a ve stacionarni fazi,

pokud byl naruSen proces sporulace. Funkce, regulace a strukturni geny jsou nezndmé

(HALDENWANG 1995).

o° (6%®) je kodovan genem sigD, flaB. Aktivita a exprese zavisi na sloZeni média.
Regulon o” obsahuje geny pro syntézu biciku, motilitu a chemotaxi. Buiiky Bacillus
subtilis se mohou vyskytovat ve dvou morfologickych typech: jako jednotlivé pohyblivé
buniky, nebo jako dlouhé nepohyblivé fetizky bunék v exponencialni fazi ristu. Diky
aktivité o faktoru se exprimuji geny kodujici proteiny bi¢iku a geny pro autolyziny.
Produkty genti umoznuji pfestavbu bunééné stény, separaci jednotlivych bunék od sebe a
také pohyb (CHEN et al. 2009). Pravdépodobnym regulatorem vyzivové represe hag gent
(6°-dependentni geny pro flagelin) je CodY protein (MIREL et al. 2000). Gen degR, ktery
obsahuje v promotoru misto pro vazbu o, koéduje regulaéni protein protedz, sekrece

exoenzymu a Sekrece extracelularni proteazy (HALDENWANG 1995).

o (6% kodovany genem sigH, spoH je odpovédny za expresi gent
V postexponencialni fazi, syntézu enzyml TCA cyklu, iniciaci sporulace a navozeni stavu
kompetence. Vyskytuje se pii nespecifické stresové odpovédi (GAIDENKO a PRICE
1998) a tucastni se kontroly fosfataz dvojkomponentového systému (McQUADE et al.
2001). Béhem exponencialni faze rustu je exprese sigH potladena diky aktivité AbrB
proteinu. Za piimou stimulaci GH-dependentni transkripce sporulujicich bunék je
odpovédna ClpX ATPaza, kterda zaroven piisobi na vymeénu ,housekeeping® o™

v komplexu RNA polymerdazy (RNAP). ClpX ATPéaza plisobi pfi vzniku uzavieného a

o' je homolog ** E. coli kédovany genem sigL. Jeho funkce spo&iva v expresi

gent degradace aminokyselin a levanazy (DEBARBOUILLE et al. 1991).

Sporulacni alternativni o faktory vyvolavaji specifickou stresovou odpovéd
pfeménou vegetativni buiiky v odolnou sporu. Sporulace je extrémnim ptikladem reakce na
stres. Kaskada specifickych o faktori probihd v definovaném c¢ase 1 posloupnosti.
V prespoie plisobi o' a o, zatimco v buiice matefské ot a o®. Aktivita sporulaéniho

faktoru o je regulovana interakcemi mezi samotnym o'a daldimi proteiny: SpollE,
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SpollAB a SpollAA (IBER et al. 2006). Nedavno byl objeven maly protein Fin s funkci
anti-c" faktoru. Vlivem tohoto proteinu se spousti exprese pozdnich genil v prespofe
(CAMP et al. 2011).

Z popsanych o faktort patii sedm do rodiny extracytoplasmatickych. ECF faktory
jsou kodovany geny sigM, sigV, sigW, sigX, sigY, sigZ a ylaC; kromé sigZ jsou negativné
regulovany anti-c faktory. Ackoliv mutanty s deleci genu pro néktery z ECF faktort
mohou vykazovat snizenou rychlost ristu oproti divokému kmenu, jsou zivotaschopné.
To je dano ziejmée tim, ze regulony jednotlivych ECF faktorti i funkce stresovych proteinti
se vzajemné pickryvaji (MASCHER et al. 2007). Obecné tato skupina fidi nartst hladiny
nebo sekreci molekul a iontd, odpovéd’ na rizné typy stresit @ u nckterych bakterii se

ucastni i v patogenezi.

o" regulon se &astetné prekryva se o’ regulonem. Tyto faktory piisobi vzajemnd
antagonisticky. " je regulovan ristovou fazi, zatimco ¢ podléha autoregulaci (HUANG
et al. 1998). ¢ regulon obsahuje pfiblizné 60 geni. Exprese ze ¢V regulonu probiha pfi
alkalickém stresu, kdy vysoké pH interferuje s transportni kapacitou buiiky a uvoliiuje oV
z jeho inhibice vazbou anti-c faktoru RsiW (WIEGERT et al. 2001). Transkripce z tohoto
regulonu probiha i v piipadé osmotického stresu. Rada t&chto stresovych proteinii obsahuje
aspon jednu transmembranovou doménu (MSH), pét z nich je pfipojeno k membrané jako
lipoproteiny. Jejich funkce spoéiva v hromadéni kompatibilnich osmolyti a kompenzaci
tlaku pisobiciho na membranu a bunécénou sténu. Rovnéz se podili na detoxifikaci bunék,
produkci antimikrobialnich latek a rezistenci k nim (HELMANN 2006). Prokazana byla
indukce pii etanolovém stresu (PETERSOHN et al. 2001).

o™ je dalsim ECF B. subtilis. Gen sigM, yhdM podléhé pozitivni autoregulaci a
negativni regulaci proteinli kédovanych s nim kotranskribovanymi geny yhdL a yhdK.
Tento faktor je diilezity pro rlst a pieziti pii vysoké osmolarité prosttedi (HORSBURGH a
MOIR 1999). Jako jediny ze sedmi ECF faktort podmifniuje rezistenci k oxidativnimu
stresu (CAO etal. 2005). Je aktivovan i dal§imi stresovymi faktory, napf. etanolem,
nizkym pH, vysokou teplotou, nedostatkem fosfatu, bacitracinem, vankomycinem a kladné

nabitymi antimikrobialnimi peptidy (THACKRAY a MOIR 2003).
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Nedavno byl objeven alternativni sigma faktor B. subtilis protein Yvrl. Je
exprimovan, pokud na buriku plsobi antibiotika ovlivilujici syntézu bunécné stény, napt.

vankomycin (Mac LELLAN et al. 2008).

NESPECIFICKA STRESOVA ODPOVED BACILLUS SUBTILIS

Nespecificka stresova odpoveéd’ spoc¢iva v produkci stresovych proteinti bez ohledu
na podnét (stres), ktery aktivaci zpusobil. Za vyvoj nespecifické stresové rezistence jsou
odpovédné globalni stresové proteiny (GSPs). Globalni stresové proteiny jsou produkty
globalnich reguloni, které se objevuji v buiice za stresovych podminek v disledku
aktivace transkripce fady operont. Produkce GSP je indukovana tepelnym Sokem, nizkym
pH, etanolovym a osmotickym Sokem, hladovénim a pfechodem do stacionarni faze.
Globalni stresové proteiny jsou lokalizovany vétSinou v cytoplazmé, nejméné 25 proteinti
obsahuje alespon jednu transmembranovou doménu, Sest je sekretovano a nékteré jsou
vazany na membranu jako lipoproteiny. Velké mnozstvi proteinti asociovanych
s membranou poukazuje na dilezitost udrzeni integrity membrany a transportni kapacity
béhem stresu (PETERSOHN et al. 2001).

Induktorem nespecifické stresové odpovédi je alternativni o faktor, ¢aste¢né i o
faktor (pfepis genti obecné stresové odpovédi yvyD a ytxHIJ) a ECF faktory o" a o*.
Exprese miZze byt vyvolana i ze " -dependentniho promotoru a) po inaktivaci CtsR
represoru (propojeni obecné stresové odpovédi s odpoveédi na vysokou teplotu — regulace
clpP a clpC operonu), b) pti osmotickém stresu (exprese genti OpUE a opuD pro transport
prolinu a glycin-betainu) nebo c) po aktivaci globalniho regulaéniho proteinu Spx, jak je
tomu napiiklad u gent trxA pro thioredoxin a sodA pro superoxiddismutazu (HECKER et
al. 2009).

Vétsina produktii téchto genl je v malé mife Vv buiice pfitomnd i v nepfitomnosti
stresového faktoru, kdy konstitutivni transkripce probiha ze GA-dependentniho promotoru
(napt. produkty genu ctc, gtaB a sigB). Produkce téchto stresovych proteini vzrusta pii
stresu z 1% az na 20% translacni kapacity bunky. V roce 2001 bylo popsano 125
6°-dependentnich gent, piblizng pétina z nich je exprimovéna i v nepfitomnosti > béhem
stresové specifické indukce (PETERSOHN et al. 2001). V soudasnosti je ¢° regulonu
pfisuzovano pfiblizné¢ 200 otevienych ¢tecich ramcti (ORF), tj. 5% genomu. Kazdy z
ostatnich charakterizovanych alternativnich sigma faktorti ptfitom reguluje méné¢ nez 50

ORF (HELMANN 2006). Geny nespecifické stresové odpovédi byly na zakladé jejich
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znamé C¢i predikované funkce rozdéleny do nékolika skupin (PRICE 2002): a) piima
ochrana (protedzy, katalazy, thioredoxin atd.), b) modulace ¢ aktivity (antisigma a anti-
antisigma faktory, fosfatazy), c¢) transport (permedzy, proteiny symportu a antiportu),
d) metabolismus (dehydrogenazy, pyruvatoxidazy, glukosidazy), e) turnover (cystein
proteaza, ribonukleaza R) aj.

Do jedné z vySe zminénych skupin patii i chaperony a protedzy. Vlivem stresu
dochazi v bunikach k poskozeni funk¢ni konformace proteint. Vzrustajici poc¢et molekul
defektnich bilkovin a enzym snizuje aktivitu buiiky a ptsobi na bunku toxicky. V piipadé,

kdy nedojde k opravé téchto molekul nebo jejich degradaci, nastava smrt bunky.
Chaperony

Molekularni chaperony jsou indukovéany tepelnym Sokem u vSech organismd,
od bakterii az po ¢lovéka. Chaperony zamezuji akumulaci neaktivnich a poskozenych
proteinii v cytoplazmé tim, ze opravuji konformacni zmény bilkovin a enzymu, tj.
poskozeni na urovni slabych vazebnych interakci.

Nejznamgjsi chaperony Bacillus subtilis, DnaK a GroEL, patii do skupiny HSP
(heat shock proteins). Konkrétné jsou fazeny do HSP tiidy I, ktera se sklada pouze ze dvou
operontl, groE a dnaK. Exprese genii obou operon je fizena ze o™ promotoru. Operony
podléhaji negativni regulaci HrcA proteinem, ktery se vaze na invertované repetice, tzv.
CIRCE sekvence (controlling inverted repeat of chaperone expression). Aktivita HrcA je
modulovana samotnym GroEL systémem. Diky nému je represor HrcA udrZzovan v aktivni
konformaci, vaze se na CIRCE sekvence a transkripce obou operonti je blokovana. Jakmile
dojde vlivem stresu k nahromadéni neaktivnich proteind v cytoplazmé, GroEL systém je
jimi vyvazan, dojde ke zvyseni obsahu neaktivni formy HrcA proteinil a tim ke zvySeni
transkripce groE a dnaK operonu. DnaK a GroEL chaperony jsou pottebné pro spravnou
funkci bunéénych déj pti normalni teploté. Na indukci téchto chaperont se podili zvyseni
teploty, etanolovy Sok, limitace zivinami, oxida¢ni $ok, vysoké nebo nizké pH, kyselina
nalidixova, UV zafeni, puromycin a fagova infekce (MOGK 1998).

Dalsim chaperonem B. subtilis je produkt genu htpG, jehoz transkripce je pii
tepelném Soku zvySena 10krat. Jako jediny protein je HtpG pftislusSnikem HSP tfidy IV
(SCHUMANN 2003).
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Proteazy

Na rozpoznavani a degradaci poSkozenych nebo nefunkcénich proteinti se podili
enzymy zvané proteazy. U Bacillus subtilis maji hlavni funkci Clp proteazy. Vysoce
konzervované ATP-dependentni ClpP protedzy se skladaji ze dvou podjednotek, ATPazy a
peptidazy. Centralni proteolytické jadro tvoti 14 ClpP (serin)peptidazovych podjednotek.
Proteolytickd aktivita je podminéna asociaci ClpP multimeru s jednim nebo dvéma
hexamernimi prstenci Clp ATPazy. Clp ATPazy asociované s proteolytickym jadrem jsou
zodpovédné za rozpoznavani, rozvolnéni struktury substratu a jeho translokaci dovnitt
proteolytického komplexu (ZOLKIEWSKI 2006). Clp ATPazy jsou rozdéleny do nékolika
rodin, pouze jejich ¢ast je schopna interagovat s CIpP. Za rozpoznavani ATPaz proteinem
ClpP je zodpovédny tripeptid, ktery obsahuji ATPazy ClpC, CIpE a ClpX. ClpB a ClpL
zminény peptid nemaji (KIM et al. 2001). Jedna bakterie B. subtilis v exponencialni fazi
ristu obsahuje piiblizné 1400 ClpX, 250 ClpC a 100 CIpE hexamert a 1200 komplext
ClpP (GERTH et al. 2004).

Produkce ClpP a vétSiny Clp ATPaz je silné zvySena pii teplotnim aj. stresu.
Transkripce clp gent je kontrolovana CtsR represorem, ktery se vaze k sedminukleotidové
repetici lokalizované v 6™ promotoru cilovych gent. Geny clpP a clpC jsou rovn&z pod
kontrolou 6°. Vazba CtsR na DNA je ovliviiovana nékolika proteiny, které jsou kodovany
ctsR operonem. Tyto proteiny, McsA, McsB a CIpC, spolu tvoii ternarni komplex. Za
normdlnich, nestresovych podminek je kindzova aktivita McsB je inhibovana. Pfitomné
denaturované proteiny V buiice zpusobi uvolnéni ClpC z komplexu. Protein McsB se
autofosforyluje a zvysi tak svoji afinitu k CtsR represoru. Vytvaii se novy ternarni
komplex skladajici se z fosforylovaného McsA, McsB a CtsR. Fosforylovany CtsR se
uvolni z cilového promotoru a dochazi k derepresi Cts regulonu. Fosforylovany CtsR
represor je za stresovych podminek degradovan komplexy ClpCP a ClpEP. CtsR protein je
soucasti CtsR regulonu a jeho syntéza je stimulovana pii odpovédi na stres. Rychla
inaktivace nové syntetizovaného CtsR fosforylaci a nasledna degradace je podminkou
udrzeni dereprese CtsR regulonu za podminek stresu (KIRSTEIN et al. 2005, KIRSTEIN a
TURGAY 2005).

17



A Clpc

P = Co-factor? CtsR
gy
%0 Unfolded
Protei W protein
roren P M. ClpC/CIpE
ClpC .« unfolding stress ". .‘
'..‘ KA "MCSB Mesh ‘MCSB ClpP
McsB ' .‘
McsA csh — IC:;sR » -
CtsR CtsR
—_ — —_ — E—— —_——— —— e
Heat shock gene Heat shock gene Heat shock gene Heat shock gene
ekpression ekpression
—————————— - R TR > -

Obr. 4 V piitomnosti stresu je aktivita represoru CtsR inhibovana fosforylaci komplexem
McsA/McsB a naslednou degradaci ClpCP proteazou. PieruSovana Sipka znaci nizkou hladinu

genové exprese, plna Sipka hladinu vysokou; P znaci fosforylaci (pfevzato z FREES et al. 2007).

ClpC Bacillus subtilis odpovida za degradaci nefunkénich proteind i vV nestresované
buiice, CIpE kontroluje kvalitu proteini béhem teplotniho Soku, ClpL a ClpB ziejmée
funguji podobné jako chaperony. Obecné se ClpP proteazy nepodileji jen na eliminaci
proteini s nespravnou konformaci, ale proteolyzou kontroluji také aktivitu klicovych
regulacnich proteinti. Krom¢ modulace aktivity CtsR represoru je ovlivnéna napt. odpoved’
bakterii na alkalicky stres. Prvnim krokem adaptace na alkalicky stres je lyze RsiW
antisigma faktoru proteazami ClpXP a CIpEP. Tim dojde k rozpadu komplexu ¢"—RsiW a
spusténi transkripce genti ¢ regulonu (ZELLMEIER et al. 2006). ClpXP proteolyzou
reguluje intracelularni hladinu globalniho transkripéniho regulatoru Spx a ptfimo tak
ovlivituje stav kompetence a adaptaci K limitaci kyslikem (NAKANO et al. 2003).
Aktivitou Clp proteaz je vyrazné ovlivnéna 1 sporulace (ClpX aktivuje alternativni
sporulaéni faktor 6", LIU a ZUBER 2000) a biosyntéza peptidoglykanu (KOCK et al.
2004). Lze uzaviit, Ze Clp proteiny jsou nutné pro bunétné déleni, motilitu, syntézu
degradativnich enzymu, sporulaci, adaptaci na stresové podminky a genetickou

kompetenci.

Bacillus subtilis koduje dva homology ATP-dependentni Lon proteazy E. coli, lonA a
lonB. LonA zabrafuje transkripci GG-dependentnich genit béhem vegetativniho rastu
(zfejmé degradaci o® faktoru), exprese lonB genu je kontrolovana v prespore faktorem o'

Na rozdil od E. coli delece jednoho, ¢i obou genl zaroven nema na fenotyp B. subtilis
viditelny vliv (SCHMIDT et al. 1994).

Thioredoxin se podili na spravném skladani proteint a na degradaci jejich chybnych

forem pii odpovédi buiiky na stres. U divokého kmene B. subtilis vyrazné stoupa hladina
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trxA mRNA po tepelném (30 X) a etanolovém Soku, oxidativnim ¢i osmotickém Soku
(8-20 x). Transkripce trxA genu je iniciovana ze dvou promotoril, 6" - a 6°-dependentniho
(SCHARF at al. 1998). TrxA protein je donorem elektroni pro membranovou CcdA
reduktazu, a tim ovliviiuje tvorbu endospory a cytochromu ¢ (MOLLER a HEDERSTEDT
2008).

ACIDICKY STRES

Acidicky stres lze dle povahy pulsobiciho agens rozdélit na organicky a
anorganicky. Organicky acidicky stres je vyvolan slabymi organickymi kyselinami a
nizkym pH. Anorganicky acidicky stres je vyvolan pouze snizenim vnéjsiho pH, které
zpusobuji anorganické kyseliny, napt. HC1 (FOSTER 1999).

Jev adaptace na nizké pH byl popsan u fady gramnegativnich a grampozitivnich
mikroorganismi (HALL et al. 1995). Rast B. subtilis v mirné kyselém prostiedi spousti
syntézu proteinti, které chrani buniku pied extrémnimi kyselymi podminkami, dochézi
k tzv. preadaptaci (WILKS et al. 2009). Do odpovédi na organicky a anorganicky acidicky
stres jsou zapojeny odlisné opravné mechanismy, které jsou dale zavislé na ristové fazi a
pouzitém kultiva¢nim médiu (BEARSON et al. 1998, KWON a RICKE 1998).

Pro nékteré proteiny acidického stresu je indukujicim signdlem hodnota
intracelularniho pH (pH;), zatimco jiné odpovidaji na vnéjsi (extracelularni) pH. Indukce
acidické tolerance poskytuje nejen ochranu pied pH stresem, ale i pfed vysokou teplotou,
oxidativnim poskozenim, H,O,, polymyxinem B ¢i vysokou osmolaritou. Tato ochrana je

nazyvana zktizenou rezistenci, tzv. ,,cross protection” (LEYER a JOHNSON 1993).

Adaptace bakterii na organicky acidicky stres

Organickym acidickym stresem je chdpan kombinovany uc¢inek nizkého pH a
slabych (organickych) kyselin na mikroorganizmus. Slabé kyseliny zahrnuji t€kavé mastné
kyseliny (VFA = volatile fatty acids), napf. maselnou, propionovou, octovou, které
vznikaji pfi fermentaci. Tyto slabé kyseliny maji na buiiku velky vliv, protoZze mohou
v nenabité (protonizované) formé prostupovat cytoplazmatickou membranou. Uvniti
buniky dochazi k jejich disociaci, coz vede ke sniZeni intracelularniho pH. Cim nizsi pH je

vné bunky, tim vice kyselin zlistdvd nedisociovanych a tim vice ovliviiuji pH buniky po
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prostupu membranou. Predpoklada se, ze Skodlivy vliv ma nejenom snizovani vnitiniho
pH, ale i akumulace aniontd slabych organickych kyselin v buice.

Mechanizmus rezistence Kk acidifikaci cytoplazmy zptsobené permeabilnimi
slabymi organickymi kyselinami pravdépodobné spoc¢iva mimo jiné v indukci genovych
produktd, jez piispivaji k udrzeni pH homeostaze. Neutrofilni bakterie Bacillus subtilis
udrzuje pH homeostazi katabolizmem kyselin, tj. produkci CO, a alkalickych amint
(SLONCZEWSKI et al. 2009). Pii rustu bakterii a) v pfitomnosti benzoatu v médiu o pH 7
a b) vmédiu o pH 6 dochazi ke sniZeni cytoplazmatického (intracelularniho) pH.
Predpoklada se tedy, ze odpovéd’ bakterii na pfitomnost kyseliny benzoové a na snizeni
extracelularniho pH se alespon castecn¢ prekryva. Skutené, 42% gent indukovanych
pisobenim benzoové kyseliny bylo zaroven aktivovano pH stresem (KITKO et al. 2009).
Mezi tyto spole¢né indukované geny patii geny podilejici se na katabolizmu, transportu
peptidd, rezistenci viéi rdznym endogennim i exogennim latkam (indukce rdznych
transportnich systémi) a adaptaci k oxidativnimu stresu. Mezi specificky indukované geny
vlivem benzoatu lze zahrnout dekarboxylazu fenolové kyseliny, acetylkoenzym A
syntetazu a ureazu (KITKO et al. 2009).

Pfitomnost kyseliny sorbové v médiu neindukuje u bakterie B. subtilis obecnou
stresovou odpoveéd’. Zajimave je, Ze byla zvySena exprese Sesti z 29 genti o' regulonu. Ten
je indukovan pfi vstupu bakterii do stacionarni faze ristu. Zaroven dochazi k aktivaci
CodY proteinu a gent, které jsou kontrolovany represorem AbrB. Piedpoklada se tedy, Ze
bakterie vystavené pusobeni sorbové kyseliny se chovaji podobné jako za podminek
limitace zivin. Je snizena exprese genu, jejichz produkty se ucastni translace a syntézy
proteind, purinl a pyrimidint. Pfi vyCerpani zivin v médiu se obecné u B. subtilis navozuje
stav kompetence a iniciuje sporulace. Ani jeden z téchto d&ju vsak nebyl organickou
kyselinou indukovan. Vlivem sorbatu nedochéazi k vyrazné indukci ATPaz ani komponent
respiracniho fetézce. Byla zvySena transkripce gent pro chaperony GroES a GroEL (heat
shock proteiny prvni tfidy) a uredzu. Bakterie zfejmé produkci ureazy reaguji na
acidifikaci cytosolu. Uredza totiz katalyzuje reakci, pfi niz vznika bazicky amoniak. Dale
byly aktivovany geny metabolizmu alternativnich zdroji uhliku a dusiku
(SigL-dependentni geny), geny TCA cyklu a Fur regulonu. Ke zvySeni exprese Fur
regulonu doch4zi za anaerobnich podminek a pfi nedostatku Zeleza. Kyselina sorbova
ovliviuje i expresi SigW- a SigX-dependentnich gent, které se za podminek stresu podileji
na udrzovani integrity buné¢ného povrchu. Velmi silnd indukce byla zaznamenana u genti

metabolizmu lipidta, konkrétné fab gend a bkd operonu. Vlivem sorbatu se proto nejspise
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vV membrané zvysuje podil vétvenych mastnych kyselin a mastnych kyselin s dlouhym

fetézcem (TER BEEK et al. 2008).

Adaptace bakterii na anorganicky acidicky stres

Mirn& kyselé pH aktivuje u B. subtilis alternativni transkripéni faktor o° (dochazi
tedy k vyvoji nespecifické stresové odpovédi) a ECF faktor o™ (KOVACS et al. 1998,
THACKRAY a MOIR 2003). Nizké pH blokuje sporulaci (COSBY a ZUBER 1997) a
stimuluje SigX regulon, ktery reaguje na extracytoplazmaticky stres a zptisobuje rezistenci
K pozitivné nabitym antimikrobialnim peptidim (CAO a HELMANN 2004).

Riast pfi pH 6,0 stimuluje acetoin produkujici metabolickou drahu, kterd
minimalizuje produkci kyselin fermentaci (geny alsDS). Dochazi ke zvyseni
NAD(P)-dependentnich  dehydrogenaz: alkoholdehydrogenazy (adhA),
alanindehydrogenazy (ald), sukcinat-semialdehyd dehydrogenazy (gabD) a nékolika
formatdehydrogenaz (fdhD, yjgC, yrhE a yrhG). Cinnosti tdchto enzymi vznika NAD(P)H,
ktery predava elektrony do elektronového transportniho fetézce. Vznikajici energie se
vyuziva na pumpovani protonl ven z buriky, touto aktivitou se zvysi intracelularni pH.
Kyselé pH dale zvysuje expresi gent psd (koduje fosfatidylserindekarboxylazu), speA (gen
pro arginindekarboxylazu), cysK (cysteinsyntaza A) a SodA (superoxiddismutaza) (WILKS
et al. 2009). Vlivem nizkého pH dochazi k indukci oxalatdekarboxylazy OxdC, jejiz gen je
pod kontrolou YvrI alternativniho sigma faktoru (Mac LELLAN et al. 2009).

Odpovéd na kyselé pH se castecné prekryva s odpoveédi na oxidativni stres. Oba
typy strest zvysuji expresi katA (gen pro katalazu) a genu pro NADPH dehydrogenazu
namA (WILKS et al. 2009).

Okyseleni vnéjSiho prostfedi zvySuje solubilitu kovi, tim zplsobuje zvyseny
transport do cytoplazmy a akumulaci kovi v cytoplazmé az na toxické hladiny. Vysoka
hladina kovli v buiice miize inhibovat transport a naruSit integritu bunééné membrany.
Bakterie reaguji na toxicitu kovu jejich transportem ven z bun¢k. B. subtilis zvySuje
hladiny dvou transportnich systémt, cadA a czcDO. Czc ptenasi ven z bunky ionty kovi za
soucasného pienosu K do buiiky (tzv. antiport), zatimco CadA funguje jako ATPaza (na

ptenos kovii z buiiky je spotfebovavano ATP) (WILKS et al. 2009).
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ALKOHOLOVY STRES

Alkoholy pfedstavuji pro buniky chemickou formu stresu. Ovliviiuji funkéni a
strukturni vlastnosti biologickych membran, interaguji ptfednostné s hydrofobni c&asti
membrany a méni jeji membranovou fluiditu. Alkoholy s delsim alifatickym fetézcem
Cs - C10 nebo s cyklickou strukturou (napf. benzylalkohol) se pfednostné inkorporuji do
fosfolipidové vrstvy a zvySuji tak fluiditu membrany. Molekuly alkoholl s kratkym
alifatickym fetézcem C; — C4 plisobi na vnitini i vnéj$i oblasti cytoplazmatické membrany
a ovlivilyji slabé chemické interakce.

Primarni alkoholy s fetézci obsahujicimi vice nez 10 uhlikovych atomu teplotu
fazového prechodu (Ti) zvySuji, ackoli alkoholy s krat§im fetézcem ji podle obecného
principu snizuji (SUEZAKY et al. 1985). U alkoholi s fetézci obsahujicimi 10 — 12
uhlikovych atomi muze dochazet k obéma ucinkam, v zavislosti na koncentraci alkoholu.
Podobnou bifazickou odpovéd membrany zpusobuje ucinek alkohold s velmi kratkym

fetézcem, napt. etanol (ROWE 1983).

Obecnym trendem alkoholové tolerance mikroorganismli na Urovni membran je
prodluzovani primérné délky uhlovodikovych fetézci a zvySeni proporce nenasycenych
mastnych kyselin membranovych lipidi. Zda se, ze prvni z uvedenych mechanismii je
vyznamnéj$i. Prodlouzené uhlovodikové fetézce membranovych lipidii zvySuji pocet
-CH,- skupin, které zvyraziuji hydrofobni charakter membranové matrix, snizuji
rozpustnost polarnich molekul a zvySuji u€innost cytoplazmatické membrany jako bariéry.
Dochazi tak ke kompenzaci rusivého ucinku alkoholu na stav uspofadanosti membrany
(INGRAM 1986).

Z klinického hlediska je zajimavé, ze inkubaci Acinetobacter baumannii s etanolem
dochazi ke zvySeni virulence této bakterie; zfejmé diky zvySené metabolické kapacité a

produkci fosfolipazy C (CAMARENA et al. 2010).
Adaptace bakterii na etanol

Pfidani subinhibi¢nich koncentraci etanolu k exponencidlné rostoucim buiikam
redukuje rychlost ristu, ale nesnizuje rustovy vytézek (BOHIN et al. 1976). Rust
Vv pfitomnosti etanolu v koncentraci, ktera nema vliv na vegetativni rust, vSak dramaticky
snizuje schopnost B. subtilis tvofit spory (vice nez 100krat). Schopnost diferenciace je

snizena pusobenim alkoholu na expresi gent SinR a rapA (GOTTIG et al. 2005). RapA
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kontroluje aktivitu ,,phosphorelay* a tim uroven fosforylace SpoOA, SinR blokuje
transkripci genti ¢asné faze sporulace (Spo0A, spollA, spollG a spollE).

Stresova odpovéd’ na etanolovy Sok zahrnuje aktivaci genti nespecifické stresové
odpovédi. 4% etanol zptsobuje u B. subtilis zvySenou defosforylaci RsbV, tim se uvoliuje
o° z komplexu RsbW-c® (VOELKER et al. 1996). Bylo zjisténo, Ze po piidéani etanolu
stoupa aktivita o© promotoru 5x (KIM et al. 2004). Jsou exprimovany o' -dependentni
geny ureAB (koduji ureazu). Rovnéz nékteré o"-dependentni geny jsou indukovany
etanolem, i kdyz v mensi mife (PETERSOHN et al. 2001). Ke genim indukovanym
alkoholem a teplotnim stresem patii i geny HrcA regulonu, jejichz exprese je zietelnéji
pozorovatelnd v sigB mutantach. Etanol zvysuje expresi ECF sigma faktoru o
(THACKRAY a MOIR 2003).

V piitomnosti 2,5% a 5% etanolu se zvysuje rychlost DNA syntézy 1,5 az 2,5krat.
Etanolem je stimulovana aktivita DNA polymerazy pii syntéze DNA in vitro (BASU a
PODDAR 1994).

Pusobenim molekul etanolu na cytoplazmatickou membranu se zvySuje jeji
prostupnost pro ionty, dochazi k akumulaci Na* v cytoplazmé a ke snizeni hladiny K* v
buiice. Vysoka bunééna hladina Na* ma cytotoxicky efekt. Etanolem je indukovana
produkce proteini NatAB, které formuji v membriané¢ ABC transportni systém. Ten
katalyzuje transport Na* ven z buiiky za spotieby energie v podobé& molekul ATP (CHENG
et al. 1997).

Etanol baktericidné piisobi 1 na odolné spory. Etanol a siln¢ acidické prostiedi
uvoliiuje dipikolinovou kyselinu a kortex (SETLOW et al. 2002). Vysoka koncentrace
alkoholu v médiu ovliviiuje slozeni cytoplazmatické membrany. Ruzné alkoholy se ale
svym pusobenim li$i. Pfidani benzyl alkoholu, ktery zvySuje hydrataci membrany, ke
kultufe B. subtilis ma pfi kultivaci za nizkych teplot fluidiza¢ni efekt. Takto simuluje
syntézu nenasycenych mastnych kyselin. Etanol naopak adaptivni syntéze nenasycenych
mastnych kyselin brani (KONOPASEK et al. 2000). Alkoholy (metanol, etanol, propanol a
butanol) snizuji sekreci a aktivitu extracelularnich enzymi, napf. o - amylazy a serin

proteazy (BAYKOUSHEVA 1988).
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MATERIAL A METODY

Mikroorganizmus: kmen Bacillus subtilis 168 trp,..

Kultivace bakterii, etanolovy Sok a pH stres.

Radioaktivni znadeni in vivo *S-L-methioninem.

Izolace membranové frakce.

2D elektroforéza.

Vyhodnoceni dvojrozmérnych geli.

MALDI-TOF.
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DISKUZE

cey

Bakterie B. subtilis 168 trp,. je modelovym organizmem Zijicim ve svrchni vrstvé
pudy, kterd predstavuje prostiedi extrémné narocné, srychle se meénici teplotou,
osmolaritou, pH i koncentraci zivin.

Pti stresu se v bakteridlni bunice indukuje specificka stresova odpovéd’ cilena proti
vyvolavajicim agens, ale soucasné je aktivovana i tzv. obecna stresovd odpovéd’. Pii ni
dochazi ke zvysené expresi asi 120 - 190 genda, jejichz produkty minimalizuji poSkozeni
bunék a pomahaji piezit v nepfiznivych podminkach (HELMANN et al. 2001,
PETERSOHN et al. 2001, PRICE etal. 2001). Exprese téchto gent je kontrolovana u
B.subtilis zejména alternativnim sigma faktorem o°. Odpovéd je spousténa
napft. teplotnim, etanolovym, osmotickym a alkalickym stresem nebo vstupem bunck do
stacionarni fize ristu (VOLKER et al. 1999; MENDEZ et al. 2004). Piestoze struktura
a regulace o® faktoru byla jiz dobfe popsana (PRICE 2002, AVILA-PEREZ et al. 2010),
funkce mnoha genli regulovanych timto faktorem zlstavd neznamé. Vice nez 100 genil
bylo pfifazeno k obecnému stresovému regulonu pouze na zaklad¢ transkripéniho
mapovani. Etanolovy a pH stres u B. subtilis vyvolava i specifickou odpovéd’ - aktivaci
transkripce alternativniho o faktoru (THACKRAY a MOIR 2003). Nizké pH navic
aktivuje SigX regulon.

Pro udrzovani homeostaze hraji zasadni roli membranové proteiny. Citaji obecné
30% vsSech otevienych Ctecich ramct genomu prokaryot i eukaryot (WALLIN a HEIJNE
1998) a jejich Ulohy v zivoté bunky jsou velmi rozmanité. Zahrnuji vitalni procesy jako
napt. pfeménu energie, biosyntézu fosfolipidl, bunééné déleni, tvorbu bunécéné stény,
translokaci proteind a kontrolu bunécného tvaru (ZWEERS et al. 2008). Membranové
proteiny jsou ¢astecné vystaveny okolnimu prosttedi a jsou tak cilem rznych chemickych
agens. Esencidlni membranové proteiny nepostradatelné pro bunécné déleni predstavuji
primarni cil chemoterapie.

Vyzkum v oblasti membranovych proteint je vSak pomérné komplikovany. To je
dano zejména hydrofobicitou membranovych proteind, ktera ztézuje produkci, purifikaci a
krystalizaci proteini (KEYES et al. 2008). V dusledku toho jsou vytézky produkce
membranovych proteinti v bakteriich nizké (ZWEERS et al. 2009). Akumulace proteint
Vv biologickych membranach navic ovliviiuje stabilitu dvojvrstvy, coz muze byt pro
produkujici bunku toxické. Nadprodukované proteiny maji tendenci tvofit agregaty nebo

zaujimat nespravnou konformaci v disledku saturace membrany. Diky své vysoce
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hydrofobni povaze a cCasto extrémnim hodnotdm izoelektrickych bodli membranové
proteiny komplikuji proteomové analyzy.

Metoda dvojrozmémé elektroforézy bilkovin (2D elektroforéza) musela byt pro
déleni membranovych proteinti a naslednou charakterizaci zmén v membranovém
proteomu B. subtilis upravena. Proteiny s vétSim poctem transmembranovych domén ani
proteiny charakterizované pl v alkalické oblasti, mezi néz znacnd ¢ast membranovych
proteinti nalezi (BUTTNER et al. 2001), nelze b&Zznymi 2D proteomovymi technikami
zachytit (BUNAI a YAMANE 2005). Proto byl pouzit vhodny solubiliza¢ni roztok
s vysokou koncentraci mocoviny a thiomocoviny a byla prodlouzena celkova doba
solubilizace. K separaci proteinti V prvnim rozméru, izoelektrické fokusaci, byly pouzity
komeréné dostupné IPG (immobilized pH gradient) stripy s nelinearnim gradientem pH o
rozmezi 3-10. Vizualizace dé€lenych proteind byla provedena barvenim stfibrem nebo
znaGenim proteind in vivo radioaktivnim prekurzorem [*S]-methioninem. Inkorporace
radioaktivniho prekurzoru do bilkovin dovoluje piesné registrovat biosyntézu konkrétnich
protein indukovanych stresovymi podminkami de novo. Metodou lze odlisit rychle se
tvotici nebo rychle obménované malé frakce makromolekuldrnich bunéénych slouc¢enin od
stabilnich makromolekul pfitomnych v buitkach v podstatné vétSim mnozstvi.

Stresovy membranovy proteom byl porovnan s vegetativnim proteomem
B. subtilis. Celkem bylo identifikovano deset stresovych proteind, U nichz byly pozorovany
zfetelné zmény v expresi po etanolovém a pH stresu v porovnani s kontrolou; 5 stresovych
proteinti indukovanych etanolem a 5 proteinti indukovanych nizkym pH. Barveni proteind
sttibrem 1 radioaktivni zna¢eni potvrdilo zvySeni vSech zminénych proteinit mimo SodA.
Ten nebyl detekovan pomoci radioaktivniho prekurzoru, protoze neobsahuje methionin
(GERNER et al. 2002).

Po etanolovém stresu byly oproti kontrole zvySeny proteiny YdaP a YfhM 10x,
Ctc a YwaC 7x, a protein YjcH 3x.

YjcH je proteinem s neznamou funkci tvofeny 240 aminokyselinami. Enzym
s hydrolazovou aktivitou YfhM katalyzuje produkci glykolu z molekuly vody a epoxidu.
Na trovni transkripce je regulovan o° faktorem (ANTELMANN et al. 2000).

YdaP, pyruvat oxiddza, katalyzuje reakci, pti které z pyruvatu a fosfatu vznika
acetylfosfat. Exprese genu ydaP je kontrolovana o® faktorem (PETERSOHN et al. 1999).

Ctc je obecnym stresovym proteinem, rovnéz zndmym jako ribozomalni protein
L25, ktery specificky vaze 5S ribozomalni RNA (KOREPANOV et al. 2004). Gen pro Ctc

protein obsahuje sigmaB-dependentni promotor. Produkce Ctc je u bakteric B. subtilis
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silng indukovéana riznymi stresy (VOLKER et al. 1994), tato bilkovina se wcastni
sporulace (SCHMALISCH et al. 2002).

YwaC je soucasti 6" regulonu (CAO et al. 2002) a hraje ulohu pii stringentni
odpovédi. Katalyzuje reakci, pii které dochazi k syntéze (p)ppGpp, tzv. alarmonu. YwaC
patii mezi tzv. SAS proteiny (small alarmone synthetases). Promotor genu ywaC mize byt
kontrolovan vice ECF sigma faktory, napf. také o (NANAMIYA et al. 2008).

Pti kultivaci bakterii v médiu o pH 5,0 dochazi v membranové frakci ke zvyseni
mnozstvi proteinu AcoB 9x; YkwC, SodA, YjcH 6x a YwaC 2x. Posledn¢ dva zminéné
proteiny byly indukovany i etanolovym Sokem. Jejich funkce jsou popsany v textu vyse.
YkwC je 3-hydroxyizobutyratdehydrogenaza, role tohoto enzymu v odpovédi na stres
zUstava nejasna.

AcoB je beta podjednotka thiamindifosfat—-dependentni E1 komponenty acetoin
dehydrogendzy (AoDH El). Enzym vstupuje do mnoha metabolickych drah, napf.
glykolyzy, glukoneogeneze, biosyntézy valinu, lecinu a izoleucinu a metabolizmu pyruvatu
(GRUNDY et al. 1993, HUANG et al. 1999). Acetoin je hlavnim katabolickym produktem
B. subtilis. Pti degradaci glukozy bakterie produkuji neutralni acetoin, a proto nedochazi k
acidifikaci rastového média béhem exponencialni faze rtstu. Navic mize byt acetoin po
vyCerpani zdrojai uhliku béhem stacionarni faze riistu importovan zpét do bunky a vyuzit
jako alternativni zdroj energie. Geny pro Ela, E1B, E2 a E3 podjednotky acetoin
dehydrogenazy jsou kodovany acoABCL operonem. Jeho exprese je stimulovana
acetoinem a potlacovana glukézou. V regulaci transkripce operonu se uplatiiuje pozitivni
reguladni protein AcoR a alternativni sigma faktor o~ (ALI et al. 2001). Zvyseni produkce
AcoR a AcoA proteini byla prokdzana za podminek organického acidického stresu
(TER BEEK et al. 2008).

SodA, Mn2+-dependentni superoxiddismutaza, je tvofena béhem vegetativniho
rustu a sporulace (INAOKA et al. 1999). Tato oxidoreduktaza ni¢i toxické volné radikaly,
které¢ jsou produkovany buiikkou. Je indukovana teplotnim Sokem, osmotickym a
oxidativnim stresem, pii limitaci gluk6zou a kyslikem (INAOKA et al. 1998, PERIAGO et
al. 2002). Piitomnost tohoto cytoplazmatického proteinu byla zjisténa 1 ve vzorcich
izolovanych extracelularnich proteinti (HIROSE et al. 2000).

Funkce nékterych vySe zminénych stresovych proteint zatim neni zndma, jiné se
podileji na obecné stresové odpovedi nebo jsou soucasti riiznych metabolickych drah, které

pomahaji detoxifikovat bunku. U bakterii dochazi casto K piekryvu jednotlivych

vvvvvv
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stresova odpoveéd, ktera bakterii zajistuje mnohonasobnou a nespecifickou ochranu pied

neustadlymi zménami okolniho prostredi.
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