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ABSTRAKT

V okolnim prostiedi bakterii dochédzi k neustdlym zméndm Zivotnich
podminek. Jednou z moznosti jak se bakterie mohou na tyto zmény adaptovat by
mohlo byt zvySeni mutacni rychlosti. Mutabilita bakterii je za normélnich okolnosti
udrZzovdna na velice nizké hladin¢ pomoci rtznych kontrolnich a opravnych
mechanismi. Jednim z nich je mismatch repair systém, ktery se vyrazn¢ podili na
udrzeni genetické stability organismui. Vyfazenim funkce tohoto systému, dochdzi k
vzniku vétStho poctu mutaci v bunice. V piipadé€, Ze se bakteridlni populace nachédzi
v nepfiznivém prostiedi, miZe byt tato vlastnost vyhodou v adaptaci na nové Zivotni
podminky.

Do jaké miry se tyto mechanismy podili na adaptacnich procesech u Bacillus
subtilis zatim neni prokdzdno. Na adaptivni mutagenezi proto byla zaméfena
piedchozi price z nasi laboratofe, kterd se zabyvala vytvofenim experimentédlniho
systému pro kvantifikaci mutageneze. Na modelovém organismu Bacillus subtilis byla
pomoci této metody meétfena rychlost vzniku mutaci v nestresovaném prostifedi a
v pfitomnosti n¢kolika vybranych stresi. Bylo zjiSténo, Ze limitace Zivinami ve
stacionarni f4zi, hyperosmoticky stres ani zvySend kultivacni teplota mutacni rychlost
nezvysuji. Po sestrojeni modelu pro méfeni zmén exprese proteini mismatch repair
systému, nebyly pii porovndni miry exprese téchto proteinti v nestresovaném a
stresovaném prostiedi pozorovany zadné zmény.

Tato diplomovéd pridce navazuje na predchozi vysledky a rozSifuje Skélu
pouzitych stresti. Pro méfeni mutacni rychlosti pomoci vytvofené kvantifikacni
metody byly zvoleny jednak fyzikdlni (chladovy stres a stres zptisobeny vysokou
teplotou) a chemické stresy (kysely a zdsadity stres, ethanolovy stres a stres
zpusobeny piitomnosti detergentu). ZvySeni mutacni rychlosti nebylo zaznamendno
ani u jednoho z téchto stresti. Ddle byla pomoci jiz vytvoireného bakteridlntho kmene
sledovdna exprese mutSL operonu. U vSech uvedenych stresi nedochdzelo
k vyznamné inaktivaci ani k dtlumu mismatch repair systému. Hladiny jeho proteina
korelovaly s hladinami naméfenymi za optimélnich podminek. Pro podrobnéjsi
piedstavu o reakcich na stresové podminky byl vytvofen model pro sledovani miry

aktivace obecné stresové odpovédi. Po pfidani vSech vySe popsanych strest spolu



s hyperosmotickym byla pozorovana v rizné mife zvySend transkripce genu obecné

stresové odpovédi.

Klic¢ova slova

Bacillus subtilis, mutacni rychlost (mutabilita), mutatorovy kmen, mismatch

repair system, obecnd stresovd odpovéd, stresové podminky



ABSTRACT

In a bacterium’s environment, life conditions are subject to constant changes.
One of the proposed mechanisms of adaptation to these changes is the increase in
mutation rate. Bacterial mutability is generally kept very low by action of various
mechanisms of control and repair, one of the most important ones being the Mismatch
Repair, which is the master regulator of genetic stability of organisms. When its
function is impaired, larger amounts of mutations occur in cells. In adverse conditions,
these might be beneficial for cells” adaptation.

The role of these repair mechanisms in adaptive processes in Bacillus subtilis
has not yet been definitely resolved. The previous work in our lab focused on
establishing an experimental system to measure the extent of mutagenesis in B.
subtilis, and the influence of several stresses on mutation rate was assessed. No
significant increase in mutability was found to be triggered by nutrient limitation in
stationary growth phase, hyperosmotic stress or increased cultivation temperature.
Furthermore, a system to monitor the expression of mismatch repair proteins was
constructed, which has not revealed significant differences between stressed and
nonstressed growth conditions.

This thesis follows the results of previous experiments, expanding the range of
stresses used. Mutation rates were determined upon exposition to stressors of physical
(cold, heat) and chemical (ethanol, low and high pH, detergent) nature. None of these
stresses have led to significantly increased mutation rate. The expression of mutSL
operon was monitored and shown to correlate between stressed and nonstressed
conditions. Finally, the extent of activation of general stress response was determined.

Differing values of stress response activation were observed.

Keywords
Bacillus subtilis, mutation rate (mutability), mutator strain, mismatch repair

system, general stress response, stress conditions
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1. UVOD

Bakterie jsou nejjednodussimi jednobunécnymi organismy na Zemi. Patfi mezi
prokaryotické organismy, které jako prvni osidlily naSi planetu a za dobu své
existence se byly schopné rozsitit do v§ech zndmych prostfedi. Nalézdme je dokonce i
v mistech, kterd jsou pro ostatni organismy naprosto nevhodna k Zivotu. Tato
skutecnost ndm odhaluje jejich nejvyraznéjsi vlastnost a to schopnost se ptizpiisobit
organismy na Zemi.

Bakterie Bacillus subtilis, kterd je predmétem této préace, patii mezi gram
pozitivni, ty¢kovité mikroorganismy Zijici v puad¢. Béhem svého Zivota se musi
vyrovnat se Sirokou Skdlou zmén okolniho prostiedi. Kromé Castého stfidani teplot
béhem dne a noci, nebo dokonce v ménicich se rocnich obdobich, se musi adaptovat i
na ménici se pH pudy a zmény osmotického tlaku. V dnesni dob¢ je preZiti bakterii
ohroZzovéano také uméle vyrobenymi chemickymi latkami, které ¢lovék do prostiedi
vypousti.

Jednou z adaptacnich strategii, vyuZivanou u podrobnégji prozkoumaného
modelového organismu Escherichia coli, je inaktivace opravnych mechanismi a
zvySeni mutacni rychlosti. Dochdzi tak k rychlejSimu vzniku mutaci a tim vySsi
pravdépodobnosti vzniku pfiznivé mutace, kterd povede k minimalizaci negativnich
dasledk zplisobenych vnéjs$imi stresy. ZvySeni mutacni rychlosti je dosaZeno
predev§im inaktivaci mismatch repair (MMR) systému, ktery se podili na opravé
mutaci a udrZzeni genetické stability mikroorganismut. VétSina informaci o adaptivni
mutagenezi byla ziskana pravé na tomto modelovém organismu.

Z jinych studii vyuZzivajicich jako modelovy organismus Bacillus subtilis je
patrné, Ze tato bakterie s nejvétsi pravdépodobnosti voli strategie jiné. Velice vyrazna
vlastnost kterou ovladaji bakterie rodu Bacillus je sporulace, kdy tvorbou metabolicky
neaktivnich extrémné odolnych endospor je buinka schopnd preckat extrémné
nepiiznivé zmény okolniho prostredi.

7. ptedeslé price zamcfené na adaptivni mutagenezi provedené v nasi
laboratoti Mgr. J. Nunvafem vyplyva, Ze pii ristu v hyperosmotickém prostiedi a
v prostiedi s vysokou teplotou nedochdzi u divokého kmene Bacillus subtilis

k zvySeni mutacni rychlosti. Pfi sledovdni aktivity mismatch repair systému
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v hyperosmotickém prostiedi nedochdzi k zZidnym odchylkdm v porovnani se
zménami hladin v nestresované kulture.

V ramci mé diplomové prace jsme navézali na predchozi vysledky Mgr. J.
Nunvafe a zaméfili jsme se na vliv dalSich chemickych a fyzikdlnich
enviromentdlnich stresi na mutani rychlost u Bacillus subtilis spolu s izolaci
potencidlnich mutdtorovych kmend, s inaktivaci MMR systému. Pro podrobné&jsi
piedstavu o zménach regulaci v bakteridlni bunice v rdmci reakce na stres jsme také
sledovali zmény v aktivit¢ mismatch repair systému ve zvolenych stresovych
podminkach a miru exprese genti obecné stresové odpovédi, které jsou prepisovany za
Ucasti alternativniho transkripcniho faktoru a ucastni se ,,prvni linie* obrany pfi reakci

na vznikly stres.

Cile této diplomové prace:

Cil ¢. 1. : Stanoveni zmén mutacnich rychlosti Bacillus subtilis pti rastu v riznych

chemickych a fyzikdlnich stresovych podminkach.

Cil ¢. 2 : 1zolace spontanniho mutatorového kmene Bacillus subtilis 168.

Cil ¢. 3 : Mg¢feni trovné transkripce mutSL operonu pomoci reportérového genu [3-

galaktosidazy pii riznych chemickych a fyzikdlnich stresovych podminkéch.

Cil ¢. 4 : Promotorovou fizi ctc genu a genu pro B-galaktosiddzu vytvofit systém pro

sledovani aktivity ¢° regulonu.

Cil ¢ 5 : Méfeni trovné transkripce alternativniho transkripéniho faktoru c® u

Bacillus subtilis pti riznych chemickych a fyzikdlnich stresovych podminkach.
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2. PREHLED LITERATURY

2.1. Stresem indukovana mutageneze

Bakterie se museji béhem svého Zivota vyrovnat s velkym mnoZstvim zmén
jejich zivotniho prostiedi. Na schopnosti ptizpisobit se zméndm okolnich podminek
zavisi jejich preziti

V prvnich studiich, které se zabyvaly vlivem stresovych podminek na
mutagenezi, vSe nasvédc¢ovalo tomu, Ze existuje propojeni mezi ptisobenim selekéniho
agens v prostfedi a mutagennimi zménami v mnoha genech. Tyto poznatky byly
velkym pifnosem pro studium adaptivni evoluce (FITCH 1982, CAIRNS et al. 1988).
Bylo zjisténo, Ze u modelového organismu Escherichia coli vyvolavaji riizné typy
stresti reakce majici mutagenni diisledek a jejich plsobenim dojde k vyraznému
zvySeni mutacni rychlosti (FOSTER 2004).

Bakterie maji velice dobfe vyvinuté systémy schopné reagovat na nepiiznivé
zmény prostiedi, eliminovat dasledky stresii a stresovym podminkdm se pfizplsobit.
Hlavnim reguldtorem vreakci na zménu okolnich podminek je alternativni
transkripéni sigma faktor aktivujici obecnou stresovou odpovéd (Kap. 2.1.4.1.)
nazyvany jako RpoS u Escherichia coli a ¢ u Bacillus usbtilis (BOYLAN et al.
1993). Na kontrole piesnosti DNA replikace a opravé jejich posSkozeni se podili MMR
systém (Kap. 2.1.1.) aktivovany v pfipad¢ nepfesného zatazeni bazi pfti replikaci
DNA. (SCHOFIELD a HSIEH 2003). Pti poskozeni DNA vzniklém ptisobenim stresti
je aktivovana SOS odpovéd’ (Kap. 2.1.2.) spolu s geny pro TLS polymerazy, které se
Ucastni replikace ptes poSkozend mista na DNA (Kap. 2.1.3.) (FOSTER 2007).

2.1.1. Mismatch repair systém (MMR)

vvvvvv

udrzeni genetické stability organismi a jeho zdkladni komponenty jsou vysoce
konzervované od bakterii az po savce. MMR se podili na opravé chyb po DNA
replikaci, inhibuje rekombinaci mezi odliSnymi DNA sekvencemi a podili se také na

opravich nékterych poSkozeni na DNA (HARFE a JINKS-ROBERTSON 2000).
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Miize se jednat napiiklad o posuvné mutace, tranzice, nebo opravy chyb vzniklych
pusobenim chemickych ldtek (CUPPLES a MILLER 1989, CUPPLES et al. 1990,
WYRZYKOWSKI a VOLKERT 2003).

2.1.1.1 Proteiny MMR u Escherichia coli

Proteiny ucastnici se oprav se nazyvaji ,,Mut® proteiny. U Escherichia coli
zname tfi specializované proteiny MutS, MutL a MutH (Obr. 2.1.).

MutS protein rozpozndvd mutace az do délky 4 nukleotidi, ve formé
homodimeru se vdze na poSkozenou DNA a aktivuje endo- a exonukledzy, které
poSkozeny usek odstrani (PARKER a MARINUS 1992, JUNOP et al. 2001). N-
termindlni konec proteinu MutS je dulezity pro vazbu na DNA a za tvorbu
homodimerti je zodpovédny C-termindlni konec, na kterém je také piitomno vazebné
misto pro ATP (WU a MARINUS 1999). ATP je za normdlnich okolnosti
hydrolyzovano a komplex MutS s DNA se rozpadd. Tento proces je nezbytny pro
spravnou funkci MMR, jelikoZz umoziuje premistovani dimeru podél dvousroubovice
DNA (JUNOP et al. 2001). Mutace v MutS vazebné doméné pro ATP souvisi
s chybami ve funkci MMR a projevem mutdtorového fenotypu (WU a MARINUS
1994). Pokud se MutS protein navdZze na poSkozené misto na DNA, dochazi ke zméné
jeho konformace. ATP neni hydrolyzovdano a homodimer MutS zlstivd pevné
navazan na DNA (NATRAJAN et al. 2003).

Po rozpoznani poskozeného mista na DNA navdzanim MutS je aktivovan dalsi
protein MMR systému a to MutL. Tento protein obsahuje vysoce konzervovanou N-
termindlni doménu, kterd obsahuje vazebné misto pro ATP a C- termindlni doménu
zodpovédnou za tvorbu homodimerti tohoto proteinu (BAN a YANG 1998,
DROTSCHMANN et al. 1998). MutL interaguje s MutS a aktivuje endonukledzovou
aktivitu MutH proteinu (HALL a MATSON 1999).

MutH protein specificky $tépi nemetylovanou sekvenci GATC palindromu
(WELSH et al. 1987). Vytvoii tak misto pro nasednuti specifickych exonukleaz, které
odstrani ¢ast vldkna spolu s detekovanou chybou. U Escherichia coli jsou piitomny
dvé 5°— 37 exonukledzy (exonukledza VII a RecJ] exonukledza) a dvé 3°—5°

exonukedzy (exonukledza I a X) (COOPER et al. 1993) Po odstranéni chybnych
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sekvenci muze byt vldkno opét resyntetizovdno pomoci DNA polymerdzy III a

spojeno DNA ligdzou. (FENG et al. 1996).

. i N
5 v 3
MutS, MutL,
MutH, ATP
g c||'|3 GIHS 5 3 C]H; C|H3 5
L] 3' ] 3I
¥ MuthY, > Y MutH
MutS, MutL,
helicase Il
SSB, ATP
CH3 CH;
3 | | 5 3
=P 3 5
DNA helicase I €2
or Rech
y_ 1" A T s 3 5
5' e Sl 3
DNA pol lll
holoenzyme,
SSB
Crh Clﬂs 5 3 CIH3 C|H3 5
5 > 3 5' > 3

Obr. 2.1: Schéma MMR u Escherichia coli

Modrym krouzkem je oznacen dimer MutS protein a Cervené dimer MutL
proteintl. Zelend znacka znaci exonukledzy a modrd kapka DNA helikdzu. Zelené
Sipky zna¢i signalizaci mezi dvéma DNA misty zapojenymi do reakce. Cervend Sipka
na vldkn¢ DNA naznacuje smér opétovné resyntézy odstranéného vldkna.

Prevzato z (FENG et al. 1996, IYER et al. 2006)
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2.1.1.2. MMR u Bacillus subtilis

MMR u Bacillus subtilis neni tak podrobné prozkoumén jako u Escherichia
coli. Podil MMR na udrZeni integrity bakteridlniho genomu je vSak u Bacillus subtilis
1u Escherichia coli podobny (SMITH et al. 2001).

Analyza bakteridlntho genomu prokézala, Ze MMR systém u Bacillus subtilis
ma pouze 2 geny kodujici MutS a Mutl. proteiny. Tyto geny jsou uspoiddané
v samostatném mutSL operonu, ktery se nachdzi na 150° na genetické mapé€. Jednd se
o puvodni uspotddani mutSL operonu, kdy je zachovana endonukledzova aktivita
MutL proteinu, a MutH protein chybi. Homology MutS a MutL proteint se stejnou
funkci se nahdzeji jak u kvasinek tak i v lidském geonomu (GINETTI et al. 1996).
Studium funkce téchto dvou proteinti prokdzalo tcast na postreplika¢nich opravach,
na zabrdanéni vzniku heteroduplexiti a na opraviach vzniklych heteroduplexa
(MAJEWSKI a COHAN 1998). Stejné jako je tomu u eukaryot, vyuzivd Bacillus
subtilis systém pro rozpozndvéani templdtového vldkna jiny neZ pomoci metylace.
Diky tomu je vyznamnym modelovym organismem, slouZicim pro pochopeni principu
tohoto rozpoznavaciho procesu (SIMMONS et al. 2008). Také bylo zjisténo, ze MMR
systém u Bacillus subtilis nepredstavuje genetickou bariéru v prevenci mezidruhové
rekombinace transformaci. Na udrZeni této bariéry se podili pouze schopnosti zabranit
vzniku heteroduplexii pii mezidruhové rekombinaci (MAJEWSKI a COHAN 1998).

Pro spravnou funkci MMR systému je dulezitd interakce ptfes C-termindlni
konec MutS proteinu s f-svorkou komplexu DNA polymerdzy. Tato interakce je
jednou z hlavnich molekuldrnich interakci, kterd je duleZitd pro sprdvnou funkci
MMR systému a podili se na stabilizaci MutS. Ze studie zamé&fené na tuto interakci
vyplyva, Ze B-svorka pomdha zaméfit MutS protein na chyby vzniklé pfi replikaci.
Vlastni rozpoznéni téchto chyb ma na starost C-termindlni konec tohoto proteinu. Tato
skutecnost je také podpofena experimenty, kdy se pii poruse této interakce projevuje
mutatorovy fenotyp. (SIMMONS et al. 2008).

Vyraznd schopnost postreplikacnich oprav MMR systému byla prokdzana
pomoci delece mutS a mutL genu, kdy byla frekvence mutaci nejméné o 2 rady vyssi,
nez tomu bylo u kmene s funkénim opravnym mechanismem (PEDRAZA-REYES a
YASBIN 2004). Tyto delece také potvrdily vétsi a€ast MMR systému na zabranéni
vzniku chyb tranzici nez transverzi, coz plati i u Escherichia coli.(ROSSOLILLO a

ALBERTINI 2001). U kmend s funkénim MMR systémem byla pii ridstu
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v komplexnim médiu zvysSend exprese geni MMR systému pozorovana az b&hem

pozdni exponencidlni faze ristu (GINETTI et al. 1996).

2.1.1.3. Uloha MMR v rekombina&nich procesech

Homologni rekombinaci nazyvdme proces, kdy dochdzi k vyméné
komplementarnich ¢asti ss-DNA mezi dvémi ds-DNA (dvouvldknovd DNA) a vznika
tak heteroduplexni ds-DNA molekula. Pokud nejsou rekombinacni sekvence
identické, objevi se v heteroduplexu chyby v parovani bazi. Tyto chyby museji byt
opraveny stejnym procesem, ktery se podili i na opravé chyb po DNA replikaci a to
MMR sytémem (HARFE a JINKS-ROBERTSON 2000). V ptipadé¢ prob&hnuti
chybné rekombinace MMR systém rozpoznava a opravuje chybu pifimo v konkrétni
sekvenci (CLAVERYS a LACKS 1986). MMR systém md ale 1 vyrazny anti-
rekombinacni efekt, kdy brani rekombinaci nejen chromozomadlni ale i1 plazmidové
DNA v ptipadé¢ rekombinace nehomolognich sekvenci (WORTH et al. 1994). Anti-
rekombinacni efekt MMR systému ptedstavuje efektivni bariéru pro mezidruhovy
ptenos DNA a je dillezity k udrzeni genetické izolace bakteridlnich druhti (VULIC et
al. 1997).

2.1.14. Inaktivace MMR

Bunky, které nemaji aktivni opravny systém (MMR) se nazyvaji mutatofi.
V bézné laboratorni populaci divokého kmene se vyskytuji s frekvenci 10° a ménd
(FUNCHAIN et al. 2001). Mutatorové kmeny maji o n¢kolik fadt vysS$i mutacni
rychlost nez bunky divokého typu, vzhledem k jejich neschopnosti opravit chyby
zpusobené nepfesnosti replikace. Jejich zvySend mutabilita pfindsi vyrazné
zvyhodnéni v neustidle se ménicim prostredi. Nepredvidatelné zmény, kterym je
potfeba se co nejrychleji prizplisobit vytvaii napiiklad imunitni systém. Z tohoto
divodu se mutatoti uplatiiuji hlavné u patogennich kment. Nepostradatelny vliv maji
tyto kmeny také na adaptivni evoluci (MILLER 1996) i pfesto, Ze bylo prokdzanéno,

Ze na bakteridlni diverzitu ma vétSi vliv horizontdlni transfer neZ mutacni procesy

(OCHMAN et al. 2000). Fungujici MMR ma déle vliv také na sniZeni rekombina¢nich
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udélosti na chromozomalni DNA, proto jsou u MMR™ buiikky mnohem efektivnéjsi
homologni rekombinace (RAYSSIGUIER et al. 1989).

Pii ristu kultury ve stdlych laboratornich podminkach, bez selekéniho tlaku,
se vSak frekvence vyskytu mutdtori vyrazné snizuje. Pretrvavani mutdtorového
fenotypu vede k hromadéni i nepfiznivych mutaci v riznych genech, tim dochazi ke
ztrat€ mnoha potrebnych funkci a sniZuje se tak schopnost preziti mutdtora. K ubyvani
bunék s mutitorovym fenotypem tedy dochdzi ve chvili, kdy populace ziskala
potiebné vlastnosti pro pteziti a dalSi mutace jsou jiZz znevyhodiujici. Populace se

postupné stdvdi MMR" (FUNCHAIN et al. 2000, SNIEGOWSKI 2001).

2.1.2. SOS odpovéd’

Bakterie maji velice vyraznou a efektivni schopnost odhalit a opravit zmény na
DNA vzniklé ptisobenim nepiiznivych podminek. Systém schopny minimalizovat
letdlni zmény zpiisobené disledkem takovéto expozice se nazyva SOS systém nebo
také SOS odpovéd (Obr. 2.2) (KELLEY 2006). Pokud dojde k poskozeni DNA,
vznikne v bunice oblast obsahujici pouze jedno vlakno DNA (ss-DNA). Vznik ss-DNA
muze byt zplusoben bud’ piimo, plsobenim posSkozujiciho agens, nebo nepiimo
zastavenim DNA replikace nebo chybnou opravou DNA. U Escherichia coli je ss-
DNA rozpozndna bakteridlni rekombindzou RecA, kterd se na ni navaZe a vytvori
nukleoproteinovy komplex. Tento komplex interaguje s represorem SOS odpovédi
LexA a aktivuje jeho autoproteolyzu. Destrukce LexA vede k aktivaci geni SOS
odpovédi. Mnohé z téchto genti koduji enzymy podporujici opravu DNA, rekombinaci
a syntézu okolo poskozeni, které zastavilo piavodni DNA replikaci. U Escherichia coli
zname piiblizn¢ 30 gend, které jsou reprimovdny LexA (FERNANDEZ DE
HENESTROSA et al. 2000, WADE et al. 2005). Bacillus subtilis ma podobné
mnozstvi téchto gend, ale jen 8 z nich je homolognich s geny Escherichia coli (AU et

al. 2005).
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Obr. 2.2: Aktivace SOS odpovédi

a) Pasobenim poskozujictho agens na chromozomdlni DNA dochazi
k vytvofeni ss-DNA a indukci SOS odpovédi b) ss-DNA je rozpozndna a po
navazani hlavni bakteridlni RecA rekombindzy dojde k autolyze LexA represoru a
k aktivaci mnoha gent zodpovidajicich za opravu DNA a inhibici bunécného déleni.
¢) Vramci SOS odpovédi je tvoren inhibitor bunééného déleni SulA, ktery brzdi
tvorbu multimer FtsZ kruhu, vytvofeni bunééné pifepdzky a znemoZnuje déleni
bunék. Bunky filamentuji a proces segregace je odddlen. d) Oprava DNA je
dokoncena. V butice se nenachdzi zadnd ss-DNA, signdl pro RecA je nulovy, LexA
neni autolyzovdan a geny pro SOS odpovéd nejsou piepisoviany (SHERYL S.
JUSTICE 2008). Cytoplazmatické protedzy Lon degraduji SulA, dochazi k tvorbé

bunécné prepazky a k déleni bun€k (SHERYL S. JUSTICE 2008).
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2.1.3. Stresem indukované DNA polymerazy

Alternativni DNA polymerdzy (jinak také SOS DNA polymerdazy nebo TLS

polymerazy) jsou piepisovany spolu s geny SOS odpovédi. Ugastni se replikace DNA
v ptipadech, kdy je na DNA pfitomno poSkozeni templatového vldkna piitomnosti 1ézi
nebo piisobenim chemickych latek, kvuli kterému by byla jinak replikace probihajici
za Ucasti hlavnich DNA polymerdz pteruSena.
Pokud se DNA polymerdza dostane k mistu, kde je templatovdi DNA poskozena
replikace se zastavi. V této chvili je polymerdza III nahrazena TLS polymerdzou
(TransLeSion polymerdza), kterd nasedne na templatovy fetézec a zprostiedkuje tzv.
»premosténi* pfes posSkozeni. Vzhledem k nizké procesivit¢ TLS polymerazy je kratce
po premosténi nahrazena opét DNA polymerazou III a replikace miiZze ddle probihat
op¢t v piitomnosti hlavni DNA polymerdzy (Obr. 2.3) (OHMORI et al. 2001). Mezi
hlavni DNA polymerdzy u Escherichia coli patii DNA polymeraza III, coz je hlavni
DNA polymeraza dcastnici se replikace a DNA polymeréza I podilejici se na syntéze
Okazakiho fragmentl. Pfi poskozenich na DNA jsou u Escherichia coli aktivovany tfi
alternativni DNA polymerdazy (OHMORI et al. 2001, FUCHS et al. 2004, NOHMI
2006).

Polymeraza 11, kterd je produktem polB nebo dinA genu patii do rodiny B
DNA polymerdz (SHINAGAWA et al. 1991). Jako DNA polymeraza III se sdruzuje
s B-svorkou a tvofi premosténi pres poSkozeni na DNA. Jeji hlavni role je obnoveni
zastavené replikace v replika¢ni vidlicce. Vzhledem k tomu Ze replikace alternativni
DNA polymerézou Il je velice ptesnd, fadi se v ,hierarchii DNA polymerdz za DNA
polymerézu III (DELMAS a MATIC 2006).

Dalsi dv€ polymerdzy patii do rodiny Y DNA polymerdz a vyznacuji se nizsi
piesnosti v replikaci. Jedna z téchto polymerdz je polymeraza IV, coZ je produkt dinB
genu. Tato polymerdza je ndchylnd k chybdm a jeji funkce je omezena pouze na
ncékterd posSkozeni. Stejn¢ jako polymerdza II se podili na obnoveni zastavené
replikace. Polymeraza V je produkt genu umuCD". Je schopna replikace pfes mnoho
typli poskozeni, ale dopousti se chyb v replikaci jak poSkozené, tak neposkozené DNA

(FOSTER 2007, CURTI et al. 2009).

20



B-svorka P(fkozem’ na DNA
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F - Zastaveni polymerazy IlI

Pfepnuti polymerazy

l Syntéza pres poskozené misto

l Prepnuti polymerazy

~

Obr. 2.3: Piepinani mezi DNA polymerazami béhem syntézy pres poSkozena

mista na DNA

B-svorka (znacena zelen€) se vdZze na jadro DNA polymerdzy III (znacena
modfe) a upeviiuje polymerdzu na DNA béhem bezproblémové DNA replikace.
Druhd rezervni TLS polymeraty (znacena oranzov¢) je také navazdna na tzv ,,Tool

belt* misto B-svorky. Prevzato z (STORZ a HENGGE 2011)

2.14. o faktory

Jedna z prvnich modernich studii zaméfenych na genovou regulaci se zabyvala
dvéma systémy. Lac systémem u Escherichia coli a lytickym a lysogennim systémem

bakteriofdga A. Bylo zjisténo, Ze systémy cilené reaguji na zmény podminek okolniho
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prostiedi prepisem konkrétnich genl, jeZ jsou fizeny specifickymi regulacnimi
proteiny. (JACOB a MONOD 1961). Tyto proteiny se nazyvaji transkripéni faktory
nebo také o faktory. Jsou to DNA vazebné proteiny, které obsahuji DNA vazebné
domény rozpoznavajici specifické nukleotidové sekvence v promotorovych oblastech
konkrétnich genl. Vazba o faktoru na promotorovou oblast vede ke sniZeni nebo
zvySeni transkripce prilehlych genl, coZ md za nasledek fenotypové zmény, které
umoznuji lepsi ptizptisobeni novému prostiedi (BROWNING a BUSBY 2004).
Exprese o fakroi je velice dynamickd pii stresovych podminkdch kdy dochdzi
k transkripci gend potfebnych pro preziti béhem hladovéni. Muze byt ale také
vyvoland naptiklad pfi rychlych zménach teploty, ptekyseleni prostiedi a osmotickém
Soku (WEBER et al. 2006). VSechny o faktory se vdzi piimo na jadro RNA
polymerdzy v misté kontaktu dvou nejvétSich podjednotek. Tato vazba umozZni
nasednuti RNA polymerdzy a iniciaci transkripce.(BURGESS a ANTHONY 2001,
GESZVAIN et al. 2004). Bakteridlni ¢ faktory jsou rozdé€leny podle struktury na dvé
odlisné skupiny. Do prvni skupiny patii vétSina ¢ faktori spolu s primdrnim
transkripénim faktorem o'’ Escherichia coli a s faktory staciondrni fize a obecné
stresové odpovédi o> (RpoS) Escherichia coli a 6® Bacillus subtilis (PAGET a
HELMANN 2003). Men3i skupinu tvoii o faktory piibuzné o Escherichia coli
(WIGNESHWERARAJ et al. 2008).

2.14.1. Obecna stresova odpovéd’ u Bacillus subtilis a alternatvni ¢® faktor

Bacillus subtilis ma nékolik zptisobil jak se vyrovnat s nepfiznivymi Zivotnimi
podminkami. Kromé sporulace je dal$i vyuzivanou strategii obecna stresova odpoveéd’,
ktera je indukovana na pfechodu z exponencidlni do stacionarni faze, nebo pfti stresech
zpusobenych vnéjsim prostfedim jako je napiiklad vysokd a nizka teplota, kyselé pH,
pritomnost antibiotik, ethanolu, osmoticky stres, hladovéni na uhlik, glukézu, fosfat a
pfi nedostatku kysliku (AVILA-PEREZ et al., BENSON a HALDENWANG 1993,
BOYLAN et al. 1993, BRIGULLA et al. 2003, MASCHER et al. 2003, HECKER et
al. 2007).

Obecna stresovd odpoveéd’ nastavd po aktivaci alternativniho ¢ faktoru ktery
zpusobi piepis nové sady genil a tim vznik novych proteinii schopnych vzdorovat

vzniklym nepiiznivym podminkdm. Funkci proteinii obecné stresové odpovédi je
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pouze nespecifickd a preventivni odolnost vi¢i danému stresu. Tyto proteiny se
podileji na ochrané, opravé a degradaci neopravitelnych bunéénych struktur a buika
tak ziskd Cas na obnoveni vSech poSkozenych funkci (PETERSOHN et al. 2001,
HECKER et al. 2007). Ochranné proteiny se zaméiuji zejména na DNA, lipidy a
proteiny. Tvofi ochranu proti oxidativnimu stresu, vysokym teplotdm, pifitomnosti
kyselin a zasad v okolnim prostfedi a také proti osmotickému stresu a pfitomnosti
antibiotik (HECKER a VOLKER 2001). Do této skupiny patii mnoho membranovych
proteintl, coZ znaci zdsadni vliv této odpovédi na udrzeni integrity bunééné membriny
a transportnich mechanismu bunky. Patii sem také inhibitory bunééného déleni branici
rozdéleni bunék ve stresovych podminkach a dal$i proteiny, které se podileji na
detoxikaci buiikky. U ostatnich proteini se predpoklddd vliv na redoxni rovnovahu
buitkky (PETERSOHN er al. 2001). Obecnd stresovd odpoveéd’ je zdsadni Zivotni
strategii, alternativni ke sporulaci, nepostradatelnou pro pteziti bun€k v nepiiznivych
podminkach ve vegetativnim stavu. (HECKER a VOLKER 2001, HECKER et al.
2007). V ptipad€ nerostouci bunky ji proteiny obecné stresové odpoveédi poskytuji
preventivni ochranu proti moZnému budoucimu stresu. Tato obrand bariéra proti
stresim v nerostoucich buiikdch zajiStuje ochranu a opravu bunéénym strukturdm
jako jsou napftiklad proteiny, DNA a bunécnd membrana, u kterych by jinak mohlo
vzniknout bcéhem neaktivni fdze Zivota poSkozeni pisobenim rlUznych
enviromentdlnich stresi. Vzhledem k tomu, Ze po dlouhém hladovéni jiZ nemaji
buniky stejné obrané prostfedky jako pfi rstu v optimdlnich podminkdch a neumi se
s nastalymi stresovymi podminkami vyrovnat jako aktivni rostouci buiikky okamZzitou
indukei specifické odpovédi, je obecnd stresovd odpovéd vhodnym obrannym
mechanismem pro jejich preziti (BOYLAN et al. 1993, HECKER a VOLKER 1998,
HECKER et al. 2007).

U Bacillus subtilis je alternativni transkrip&ni faktor oznatovan jako . Tento
faktor byl objeven jako prvni alternativni o faktor u Bacillus subtilis
(HALDENWANG 1995). Je aktivovéan v piipadé ptechodu do staciondrni faze ristu,
nebo v piitomnosti nékterého z fady stresi. M4 pod kontrolou vice nez 150 genil
lezicich v jednom z nejvétSich regulont. Jeho aktivace je pod kontrolou regulacnich
proteind, z nichZ vétSina je zakédovéna v rsb genech (regulétory sigB).

Gen pro sigB je soucdsti sigB operonu, ktery se skldadd ze dvou promotorti a
osmi genl (Obr. 2.4). Prvnim promotorem je P,. Geny ptepisové z tohoto promotoru

se podili na udrZeni nizké hladiny ¢ pii riistu v exponencidlni fizi a za nestresovych
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podminek (WISE a PRICE 1995). Druhy promotor Pg pfedchdzi strukturnimu genu
sigB pro o, lezicimu v operonu spolu s dal§imi tfemi geny (rsbV, rsbW, rsbX).
Produkty t&chto tif gent reguluji aktivaci ¢ a spu§téni obecné stresové odpovédi
(KALMAN et al. 1990). Alternativni transkrip¢ni faktor a jeho reguldtory jsou u
gram-pozitivnich bakterii siln¢ konzervovany (HECKER et al. 2007).

rsbRA rsbS rsbT rsblU rsbV rsbW sigB rshX rsbQ rsbP

! - Il )
UAL “'E.GBL'.- Ll

globin bez hemové struktury

B sTAS
|| HATPéza
B rr2c
. Sigma

PAS

Obr. 2.4: Schéma sigB operonu Bacillus subtilis.

6™ = promotor specificky pro sigA, 6" = promotor specificky pro sigB. Globin
bez hemové struktury (Strukturdlné podobny globinu. Neobsahuje vSak histidinovy
zbytek nezbytny pro koordinaci vazby Zeleza v této struktuie), STAS (Sulfatové
Transportéry a antagonista Anti-Sigma faktoru), HATPédza (kindzovd doména dvou-
komponentového systému prepinacich proteind), PP2C (Mn**/Mg** zivisla doména
fosfatizy 2C), Sigma (sigma faktor), PAS (Per — ARNT - Sim, signdlni protein
podilejici se na vnimani redox potencidlu, napéti a svételnych signdlll). Pfevzato z

(HECKER et al. 2007).

2.14.2. Regulace alternativniho ¢” faktoru u Bacillus subtilis

Regulace ¢® faktoru je pod kontrolou nékolika hlavnich proteini RsbV, RsbW,
RsbX, RsbU, RsbP, RsbT, RsbS a RsbR (BENSON a HALDENWANG 1992,
VOELKER et al. 1995, HECKER et al. 2007). Zikladnim reguldtorem je RsbW
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kindza (anti-c faktor), kterd tvori komplex se 6" a inhibuje jeho funkeci tak, Ze zabrani
vazbé faktoru na RNA polymerdzu. Tato situace je charakteristickd pro exponencidlni
rust v nestresovaném prostiedi (BENSON a HALDENWANG 1993). Vyvazani RsbW
kindzy z tohoto komplexu ma na starost RsbV protein, ktery se pifi nedostatku ATP
defosforyluje, 6® je uvolnén a je zahdjena transkripce piislu§nych gentl. Tento proces
regulace je také n€kdy nazyvan jako ,,Partner — switching* (ALPER et al. 1994). Tato
stres a staciondtni faze (BOYLAN et al. 1992, BOYLAN et al. 1993). RsbV muze byt
defosforylovan pomoci dvou riznych fosfatdz. V piipadé¢ nedostatku zivin a pii
piechodu do staciondrni faze fosfatdzou RsbP a pfi reakci na stres z vnéjsiho prostiedi
fosfatazou RsbU. Pii aktivaci RsbU fosfatdzou vznikd velky proteinovy komplex jinak
nazyvan také jako ,stresozom® (MARLES-WRIGHT e al. 2008). Naproti tomu
tepelny stres aktivuje 6® nezdvisle na RsbV mechanismu a to bud’ pfimou inaktivaci
RsbW, nebo prostfednicvim jiné signdlni drdahy, kterd nebyla doposud
indentifikovdna. RsbX je negativnim regulitorem RsbU-aktivace c". V piitomnosti
RsbX je aktivace pomoci RsbU inhibovana (BOYLAN et al. 1992, BOYLAN et al.
1993, VOELKER et al. 1995).

2.1.4.3. Aktivace alternativniho ¢® faktoru u Bacillus subtilis

Aktivaci alternativniho transkripéniho c® faktoru maji na starost t¥i signlni
drahy (Obr. 2.5).

Prvni signdlni drdha je aktivovdna v piipad¢ energetického stresu jako je
napiiklad hladovéni na glukézu, fosfat ¢i kyslik. Zde je alternativni transkripcni faktor
aktivovdan bud’ piimo pies RsbW kindzu, nebo prostfednictvim RsbP fosfatdzy. Pii
piimé aktivaci pres RsbW se vreakci na snizujici se hladinu ATP snizuje 1 jeji
enzymatickd aktivita. Tato kindza je poté vyvazdna pomoci nefosforylovaného RsbV
proteinu z vazby se o°. (ALPER er al. 1996). Druhou moZnosti je aktivace
prostiednictvim RsbP fosfatizy. RsbP fosfatiza je enzym, ktery obsahuje kromé C-
koncové katalytické domény PP2C také N-koncovou PAS doménu, kterd je nezbytnd
pro jeji schopnost interagovat s jinymi proteiny a vnimat zmény energetického stavu
buniky (VIJAY et al. 2000). Aktivovana RsbP fosfatdza defosforyluje RsbV~P, ktery
tvoif vazbu s RsbW a o° je uvolnén (ALPER et al. 1994). Vzhledem k tomu, Ze
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mutace v rsbP genu mély za nasledek neschopnost aktivace obecné stresové odpoveédi
aktivity RsbW pomoci ménicich se hladin ATP (HECKER et al. 2007).

Informace o puasobeni enviromentdlnich stresti, jako je napiiklad vysoka
teplota, ethanol nebo kyselé prostiedi jsou piendseny pomoci druhé signdlni drdhy za
ucasti RsbU kindzy, kterd defosforyluje RsbV protein. RsbU je analog RsbP kinédzy a
je aktivovana RsbT proteinem, ktery se navdze na jeji N-koncovou ¢ast. U rostoucich
bunék je RsbU neaktivni a RsbT je soucésti velkého proteinového komplexu zvaného
stresozom. Cely stresozom se sklddd z RsbT proteinu, jeho antagonisty RsbS a RsbS
koantagonistll RsbR (RsbRA, RsbRB, RsbRC, RsbRD, YtvA). Dynamika vazby RsbT
ve stresozomu je fizena reverzni fosforylaci. V pifipadé ristu ve stresovych
podminkach dochazi k aktivaci kindzové aktivity RsbT coZ vede k uplné fosforylaci
RsbR a c¢astecné fosforylaci RsbS. Vazebnd funkce téchto proteind je deaktivovadna a
dochézi k uvolnéni RsbT ze stresozomu a k jeho vazbé na N-koncovou ¢ast RsbU
(KIM et al. 2004).

Obecnd stresovd odpovéd’ aktivovand o je vzdy pouze piechodna. Trva 10 aZ
40 minut a poté se vraci na hodnoty pfed aktivaci (VOELKER et al. 1995). Tento
pokles zajistuje RsbX fosfatdza, kterd plisobi proti kindzové aktivit¢ RsbT a
defosforyluje RsbS a RsbR. Strukturni gen RsbX fosfatazy lezi v sigB operonu a je
prepisovan spolu se strukturnimi geny pro o°. Vzhledem k tomu, Ze RsbX je
exprimovén spolednd se ¢°, je tak zaji§téna autoregulace obecné stresové odpovédi.
RsbT je opétovné navazan do stresozomu a RsbU inaktivovdana (HECKER et al
2007).

Pii ristu za trvale sniZené teploty nedochédzi k poklesu o odpovédi a jeji
aktivace neni zdvisla na RsbV a jejich aktivacnich fosfatizidch RsbU a RsbP jako
tomu bylo v pfedchozich dvou piipadech. Tato skute¢nost naznacuje zcela jinou
aktivatni drdhu pro . Velky vyznam této reakce, kterd zajituje pieZiti Bacillus
subtilis v chladném prostiedi potvrzuje pozorovani ¢° mutantnich bundk, jejichZ rist

je v 15 °C vyrazné narusen (BRIGULLA et al. 2003).
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Obr. 2.5: Schéma aktivace alternativniho transkripéniho faktoru ¢”.

B (c”), P (RsbP), Q (RsbQ), R (RsbR), S (RsbS), T (RsbT), U (RsbU), V
(RsbV), W (RsbV), CoreRP (jadro enzymu RNA-polymerazy).
a) Model tifi signdlnich drah umoZnujicich aktivaci alternativniho transkripéniho
faktoru 6" vlivem metabolického stresu, stresovych zmén v okolnim prostiedi nebo
be&hem riistu pti nizké teploté.
b) Detail zprostiedkované aktivace c° prostfednictvim RsbT a jeho ndsledné uvolnéni
ze stresozomu vlivem enviromentélniho stresu

Prevzato z (HECKER et al. 2007)

2.144. Geny 6" regulonu Bacillus subtilis

Studium genti o° regulonu je zaloZeno na fenotypové studii ¢ mutant.
Kompletni popis vSech gent a jejich funkci z tohoto regulonu je pouze predpokladem
k dplnému pochopeni jeho fyziologické role. Zatim byla popsana biochemickd funkce
pouze u 20 proteint z celého regulonu. Patfi mezi n¢ napiiklad bilkoviny tcastnici se

ochrany bunky proti oxidativnimu stresu a to KatB, KatX, DPS, OhrB a TrxA, dile
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proteiny osmotického stresu OpuD a OpuE, které jsou potiebné pro piijem
kompatibilnich rozpusténych latek, proteiny obrany proti vysoké teploté ClpC a ClpP,
proteiny antibiotikové rezistence BmrUa BmrR, Proteiny chladového Soku a proteiny
zajistujici obranu bunécné membrany GtaB a GtaA, ¢i rGznych casti bunécného
metabolismu (PETERSOHN et al. 2001, HECKER et al. 2007).

Prvni detailni studie byla provedena na YerD proteinu, ktery méa vliv na
osmotickou odolnost bun¢k. Zda se, Ze tento protein ma podil na syntéze glutamatu,
coZ je mezistupen pro syntézu prolinu, ktery je kompatibilnim solutem v osmoticky
namédhanych bunikich (HOPER e¢ al. 2005). DalS§im, podrobnéji prozkoumanym
genem, je mcsB, ktery patfi do clpC operonu a koduje kindzu, kterd se podili na
ochrané€ bunék proti vysoké teploté.(KIRSTEIN ef al. 2005). Objasnéna byla i funkce
genu cftc, ktery kéduje ribozom-vazebny protein. Po vazbé na 5S rRNA by mohl mit
podil na spravné translaci probihajici ve stresovych podminkidch (SCHMALISCH et
al. 2002).

2.2 Adaptace bunék na zmény vnéjsiho prostiedi

Schopnost organizmi reagovat na zmeény okolnich podminek je velice dilezity
fyziologicky proces, ktery urcuje, zda bakterie budou schopny v danych podminkach
prezit a rast. Charakteristickym znakem rostoucich bakterii je tedy schopnost rychle se
ptizptisobit ménicim se Zivotnim podminkdm. Vzhledem k tomu, Ze bakterie jsou
spolu s dal§Simi mikroorganismy nejroz$itenéjSimi organismy na Zemi, maji tuto

schopnost velice dobfe vyvinutou.

2.2.1. Adaptace bunék na zmény teplot

Velké rozdily teplot jsou jednim z nejvétSich problémi, kterym musi takovéto

Ve,

nejen s teplotnimi vykyvy béhem dne a noci ale i béhem stfidajicich se roc¢nich

obdobi.
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2.2.1.1. Adaptace na vysokou teplotu (HSR)

Zakladni princip HSR (Heat Shock Response) je univerzdlni mezi vSemi
organismy. Pfi pfesunu organismu do prostiedi s teplotou vyssi nez jeho normdalni
rustové rozmezi je aktivovdn piislusny transkripcni faktor, ktery zvysi transkripci
skupiny gent, které jsou nazyviny jako ,geny tepelného Soku“, coz vede
k nadprodukci proteinii teplotniho Soku (HSP — Heat Shock Protein) (STRAUS et al.
1987). Po piesunu bunék do prostiedi s vysokou teplotou (kterd jeSté¢ neni letdlni)
dochézi ke vzniku zlomii na DNA, k poskozeni cytoplazmatické membrany, ribozomu
a TRNA. Kazdé z téchto poSkozeni je signdlem spoustéjicim HSR, kterda ma nékolik
fazi. Prvni je indukéni faze, kdy dochazi k rapidnimu zvySeni koncentrace HSP
v bunce. V druhé, adaptacni fazi, se syntéza HSP sniZuje a ve tfeti fazi nastava
ustdleny stav, kdy je koncentrace HSP udrzovdna na hladiné odpovidajici ristu
v urcité teplot¢ (STRAUS et al. 1987, STRAUS et al. 1989, STORZ a HENGGE
2011).

2.2.1.1.1. HSR u Bacillus subtilis

V reakci na vysokou teplotu aktivuje Bacillus subtilis transkripci vice nez 100
riznych gent. Represor HrcA md na starost regulaci 1. tfidy gent teplotniho Soku.
ViaZe se na regulacni sekvence, které se nazyvaji CIRCE (Controlling Inverted Repeat
of Chaperone Expression) a patii mezi né také chaperony DnaK/J a GroEL/S. Tato
regulace je vysoce zakonzervovana i u mnohych dalSich mikroorganizma (ZUBER a
SCHUMANN 1994, SCHULZ a SCHUMANN 1996, HELMANN et al. 2001).

Mnoho z gent teplotniho Soku je soucasti regulonu obecné stresové odpovédi,
ktery je pod kontrolou alternativniho transkripéniho faktoru o°. Tento alternativni
transkrip¢ni faktor je pozitivnim reguldtorem v aktivaci HSR a kontroluje expresi II
tiidy gent teplotniho Soku (HECKER et al. 1996, HELMANN et al. 2001).

Dal$im represorem podilejicim se mimo jiné na kontrole exprese Clp
chaperonu a peptidazy ClpP je CtsR. CtsR je prvnim genem v ctsR operonu, podili se
na regulaci genu teplotniho Soku III tfidy a ma také na starost regulaci transkripce
Z promotoru pro o™ nebo ¢®. Muize byt inaktivovdn, nebo disociovan podle stavajicich

okolnich podminek (KRUGER a HECKER 1998).
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Na aktivaci HSR se také podili dvou komponentovy systém CssRS jehoz
proteiny jsou lokalizovdny na membréané. CssRS operon je autoregulovan a skladd se
ze dvou genl HtrA a HtrB kodujicich HtrA a HtrB protedzy, které hraji klicovou roli
v odezv¢ bunky na teplotni stres (DARMON et al. 2002).

2.2.1.2. Adaptace na chladovy stres (CSR)

Presun bun¢k zjejich normdlniho teplotniho rozmezi do nizZ$i teploty se
nazyva chladovy stres (CSR — Cold Shock Response). SniZeni teploty vyrazné¢ méni
vSechny fyzikélni a chemické parametry Zivé buiky. Ovliviiuje rychlost rozpousténi
latek, enzimovou kinetiku, tekutost, konformaci a flexibilitu membran a interakce
makromolekul jako jsou DNA, RNA a proteiny. Ve snaze vyrovnat se s fyzikalné-
chemickymi ucinky chladového stresu na DNA se na dvouSroubovici tvoii vice
negativnich nadobratek (RODRIGUES a TIEDJE 2008). Pro relaxaci DNA je
nezbytnd piitomnost DNA-vazebnych proteinti jako HN-S a HU (LA TEANA et al.
1991). Velice vyzmnanym ochranym mechanismem, je u prokaryot i kvasinek
nadprodukce trehal6zy, kterd chrdni proteiny a stabilizuje bunéfné membrany
(INOUYE a PHADTARE 2004). V ptipadé Ze se bunka ocitne v novych chladnéjSich
podminkdch je zapotiebi nejen stabilizace stavajicich bunécnych struktur, ale i syntéza
novych proteind vcetné chaperonti, helikdz a enzymt. U Escherichia coli se jedna o
RN4zu R, kterd piispivéd k udrzeni stability ribozomi a podili se na kontrole kvality
rRNA, tRNA. U Bacillus subtillis se na tomto podili proteiny SsrA a SmpB (CHEN a
DEUTSCHER 2005, SHIN a PRICE 2007).

Pti chladovém Soku je pfepisovdna skupina novych Csp proteinli. Pro kazdy
bakteridlni druh je tato skupina zastoupena jinym poctem proteinti. U Escherichia coli
se jednd o devét proteinti CspA az Cspl a u Bacillus subtilis pouze o tfti (GUALERZI
et al. 2003). DuleZitou roli v regulaci hraji i tzv. ,,dead” RNA helikazy tcastnici se
procesu stabilizace a degradace ptepisované mRNA. U Escherichia coli jsou
kodovany geny cdsA a u Bacillus subtilis geny cshA a cshB (HUNGER et al. 2006,
AWANO et al. 2007). Po translaci je dulezité udrzet spravné prostorové usporadani
proteini a je vyzadovdna pfitomnost hlavné¢ DnaK chaperonti (RODRIGUES a
TIEDJE 2008).
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Krom¢ piepisu novych proteini dochdzi pfi CSR ke zvySené tvorbé
nenasycenych a vétvenych mastnych kyselin, které jsou potfebné k udrZeni spravné
tekutosti membrany (RUSSELL 1983). Obecné se na udrzZovani spravné struktury a
funkce biologickych membran podileji desaturdzy mastnych kyselin. Jednd se o
enzymy nehemové struktury s obsahem Zeleza a kysliku, které maji schopnost zavadét
dvojné vazby do alifatickych fetézcl mastnych kyselin a jsou pfitomny u vSech
organismil od bakterii aZ po savce (MEESAPYODSUK et al. 2000). Bacillus sutbtilis
vyuZziva vlastnosti téchto desaturdz, diky kterym je schopen po ochlazeni okolniho
prostfedi bunék zajistit rychlou zménu v tekutosti bunééné membrany. Pii rustu za
optimdlnich podminek, pfi 37 °C je syntetizovdno velké mnozstvi nasycenych
mastnych kyselin a pouze stopové mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin. U
Bacillus usbtilis dochézi v ptipad€ poklesu okolni teploty na 20 °C k zvySené syntéze
nenasycenych mastnych kyselin ¢imz je zajiSténa stabilizace bunééné membrany.
Zmény v syntéze mastnych kyselin md na starost dvou-komponentovy systém, ktery
se nazyva DesKR, ktery se sklddd z membranové vazané kindzy DesK a
transkripéniho reguldatoru DesR. Pomoci tohoto sytému dochazi k transkripci des
genu, ktery kéduje AS desaturdzu mastnych kyselin (AGUILAR et al. 1998, ALTABE
et al. 2003). Byla prokdzana 10 — 15x vyssi syntéza tohoto genu po ptfeneseni z 37 °C
do 20 °C a kmeny mutantni v tomto genu vykazovaly niz§i schopnost preziti za
snizené teploty ve staciondrni fazi (AGUILAR ez al. 1998). Velice dulezita je také
skute€nost, Ze u Bacillus subtilis nedochédzi narozdil od Escherichia coli k inhibici
ristu po preneseni bun€k do prostfedi s nizkou teplotou. Tento rozdil podtrhuje fakt,
Ze u proteini asociujicich sribozomy se u téchto dvou modelovych organismil

nejednd o ortology (STORZ a HENGGE 2011).

2.2.2. Adaptace bunék na osmoticky stres

Osmoticky stres velice ovliviiuje strukturu a fyzikdlné chemické pochody
v bakteridlnich bunkdch. Zmény osmotického tlaku v prostiedi jsou pasivné
vyrovnavany piijimanim, nebo vypuzovanim vody pies kandly zvané aquaporiny,
které mohou regulovat pratok smrsténim nebo rozsifenim svého priméru. V piipadé,
Ze se omolarita prostfedi zvysi, jsou ihned do buiky pies specidlni transportéry

piendSeny draselné kationty a také akumulovdny parové anionty tvorené bunéénym

31



metabolismem. Kompatibilni soluty jsou syntetizovany endogennim metabolismem a
v ptipadé, Ze se nachdzeji ve vnéjSim prostiedi, jsou do bunky transportovany pomoci
specidlnich kandlii (Obr. 2.6). Jedna se zejména o glutamat, trehalézu, glicinbetanin,
ektonin a prolin. Funkci téchto latek je udrzet osmolaritu v bunikdch na vyssi hlading
neZ v okolnim prostiedi a tedy udrzeni spravného turgoru uvniti buniky. Pokud dojde
k ndhlému sniZeni osmolarity vné&jStho prostiedi dochdzi k uvolnovani solutii pies
mechanosenzitivni kandly, coZz zabrani lyze bunky (STORZ a HENGGE 2011).
Proteiny, které zprosttedkovavaji transport téchto litek do buiiky, nebo opaénym
smérem, jsou pod kontrolou systémi pro vyrovnavani osmotického stresu (CSONKA

1989, ROBERTS 2005).
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Obr. 2.6: Bakterialni osmoregula¢ni mechanismy

Prevzato z (STORZ a HENGGE 2011)

Pti zvySeni osmotického tlaku okolniho prostiedi (tzv. hyperosmoticky stres)
dochdzi k snizovani inraceluldrniho obsahu vody a tedy k zakoncentrovani buné¢ného

obsahu a poklesu bunécného turgoru, coz mulze vést k naruSeni replikace a
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proteosyntézy, pripadné k dplnému vyschnuti builky. U gram-negativnich bakterii
muze dojit aZ k plazmolyze, poklesnuti bunééného turgoru na nulu a k smrti buiky.
Gram-pozitivni bakterie jsou diky pevnosti bunéfné stény k zvySeni osmolarity
prostfedi odolnéjsi (OREN 2008). Mikroorganismy, které se prizpisobily zivotu
v hyperosmotickém prosttedi vyuZivaji pro vyrovnani osmotického tlaku uvniti buniky
organické latky nazyvané také jako osmolity a anorganické latky, zejména sodné a
draselné kationty. Bakterie Zzijici v prostiedi o vysoké osmolari¢ se nazyvaji
halotolerantni a halofilni mikroorganismy (ROBERTS 2005). Halofilové vyuzivaji
dvé strategie k vyrovndvani osmotického tlaku mezi jejich cytoplazmou a okolim.
Prvni je zaloZzena na hromadéni KCI v bunce. VyZaduje pfizpisobeni enzymatického
aparatu bunky spolu s mechanismy pro udrZeni spravné konformace a funkce proteinti
v tém¢f nasyceném vnitinim prostfedi bunky. Druhd strategie je zaloZena na
vypuzovani soli z cytoplazmy spolu se syntézou kompatibilnich solutti, které nejsou
v rozporu senzymatickym vybavenim bunky. Tato strategie je vyuZivdna také u
Bacillus subtilis (WHATMORE a REED 1990, OREN 2008)

V ptipadé, Ze je osmoticky tlak prostiedi sniZen, nasava bunika vodu z okolniho
prostfedi a zvétSuje svij objem. Pokud dojde k piekroceni hranice, kterou je buika
jesté schopna snést, dojde k tzv. plazmoptyze, ¢ili k prasknuti bunky (CSONKA a
HANSON 1991).

2.2.2.1. Osmoadaptace u Bacillus subtilis

Zékladni reakci na stresové podminky z okolniho prostfedi je aktivace
alternativniho transkripéniho faktoru o® (Kap. 2.1.4.3.). Tento faktor je také ihned
aktivovan pii pfeneseni bunék do prostiedi s vyssi osmolaritou (PETERSOHN et al.
2001, HOPER er al. 2006). Dalsim alternativnim faktorem podilejicim se na
osmoadaptaci je o" patfici do skupiny alternativnich ECF (ExtraCytoplasmatic
Function) faktort. Tento faktor se mimo jiné podili pravé na regulaci piijmu a sekrece
riznych iont a molekul (PETERSOHN et al. 2001).

Adaptace na osmoticky stres u Bacillus subtilis je zaloZzena na dvou

pochodech.

33



V prvni fazi osmoadaptace dochdzi k transportu draselnych kationti do bunky
pomoci specidlnich pfenasect a transportnich proteint. U Bacillus subtilis je zatim
bliZze popsano pouze nékolik transportnich systémt.

Jednim ze systému podilejicich se na transportu draselnych iontd jsou
nizkoafinitni transportni systémy KtrAB a KtrCD. Tyto systémy se lisi v afinité
k draselnym iontiim a také v uspofddani genl na chromozomu. Podjednotky KtrA a
KtrC jsou vazany na cytoplazmatickou membrénu a podlednotky KtrB a KtrD se
podileji na vlastnim transportu draselnych ionti pies cytoplazmatickou membranu.
Aby transport iontli probihal, musi byt aktivni obé slozky systému (NAKAMURA et
al. 1998, HOLTMANN et al. 2003).

Déle se na vyrovnani osmotického tlaku v bunice podili tetracyklinovy efluxni
protein TetA (L), ktery zajist'uje bunice nejen rezistenci na tetracyklin ale mimo jiné i
schopnost transportu monovalentnich sodnych ¢i draselnych kationti a protont
(CHENG et al. 1996, WANG et al. 2000).

U Escherichia coli se vyskytuje transportni systém pro draselné kationty
reprezentovany proteinem TrkA. Strukturni homolog tohoto nizkoafinitniho
transportéru byl nalezen i u Bacillus subtilis (STURR et al. 1997). U Escherichia coli
byl také identifikovan vysokoafinni systém pro transport draselnych iontti Kdp, ktery
patii do skupiny ATPéaz P-typu. U Bacillus subtilis zatim podobny vysokoafinni
systém nalezen nebyl, ale ATP4zov4 aktivita P typu indukovand draselnymi kationty
byla prokdzdna (SEBESTIAN et al. 2001).

Druhou fazi osmoadaptace rozumime tvorbu kompatibilnich osmolitt. Jedna
se o rozpustné latky, které jsou kompatibilni s enzymovym vybavenim bunky narozdil
od draselnych iontd, a proto jsou za ionty vyménovany. Kompatibilni soluty mohou
byt pifimo syntetizovany buiikou nebo pfijimany z okolniho prostfedi (HOLTMANN a
BREMER 2004).

2.2.3. Reakce Bacillus subtilis na poskozeni cytoplazmatické membrany.

Bunéénd membrana je prvni linii v obrané bun¢k proti riznym druhtim strest
pusobicich z vnéjsiho prostiedi. Je jednou ze zdkladnich, pro zivot nezbytnych,
struktur. Udava buiice tvar, podili se na udrzeni spradvného osmotického tlaku uvniti

bunky a zprostfedkovdva komunikaci mezi vnitfnim a vnéjSim prostiedim. UdrZeni
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intergrity této membrany a jeji spravné funkce jsou pro buiikku Zivotné dulezité
(JORDAN et al. 2008). Na poSkozeni bunécné membrany se krom¢ antibiotik také
podili ethanolovy stres, pH stres, reprezentovany jak vysokym tak nizkym pH, a stres
vyvolany piitomnosti detergenti (THACKRAY a MOIR 2003).

Bacillus subtilis reaguje na poSkozeni cytoplazmatické mambrany aktivaci
ECF alternativnich transkrip¢nich faktorii. U této bakterie zndme sedm ECF faktorti a
tf1 z nich jsou aktivovany pii poskozeni cytoplazmatické membrany a podileji se na
udrZeni jeji integrity. Jednd se o 6", 6~ a 6™ (HORSBURGH et al. 2001, HELMANN
2002).

Transkripéni faktor " je indukovan v alkalickém pH a také pii narueni
integrity buné¢né membrany piitomnosti detergentii (WIEGERT et al. 2001, CAO et
al. 2002). 6" je za optimdlnich podminek védzdn spolu santi-c" faktorem na
cytoplazmatickou membréanu. Pokud je v okolnim prostiedi pfitomen stresor, dochdzi
k proteolyze anti-o" faktoru, 6" je uvolfiovdn z membrany a vazbou na promotory
zahajuje transkripci ptisluSnych genit (SCHOBEL et al. 2004). Regulon pod kontrolou
tohoto transkripéniho faktoru je nejvice prostudovany a obsahuje pfiblizné 60 geni
(CAO et al. 2002).

Na podobném principu funguje i o™, ktery je aktivovan v piitomnosti ethanolu
a pfi nizkém pH. Bylo zji§téno, e mutanti sinaktivaci 6" byly neschopni rist
v prostiedi s pH 4,3. U alkalického stresu a v pfitomnosti detergentu k aktivaci tohoto
faktoru nedochdzi (THACKRAY a MOIR 2003). ¢ regulon mé na starost expresi
piiblizn¢ 30 operont ve kterych se nachazi 57 gent, podilejicich se hlavné na
biosyntéze bunécné stény, bunécném déleni, opraviach poskozené DNA, a detoxikaci
(EIAMPHUNGPORN a HELMANN 2008).

Alternativni transkripéni ECF faktor ¢~ je indukovan v pfitomnosti antibiotik
pusobicich na bunécnou sténu. Aktivuje transkripci gent podilejicich se na autolyze a
modifikaci peptidoglykanu (CAO a HELMANN 2004).

Vysledky studii naznaCuji, Ze u rUznych stresovych regulonti dochdzi
k vyraznému piekryvu a signdlni drdhy zprostiedkovavajici reakce na stres jsou

navzdjem provazany (PIETIAINEN et al. 2005).
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2.2.3.1. Adaptace bunék na ethanolovy stres

Alkohol ma nepiiznivé tcinky na rist bakterie a na celkovou Zivotaschopnost
bunék. Negativni u¢inky ethanolu se projevuji hlavné na plazmatické membran¢, kde
nahrazuje molekuly vody, ¢imZ dochazi k poruSeni integrity membrény, kterd se stava
evoluénimi zménami ve sloZeni cytoplazmatické membrany (INGRAM et al. 1980,
INGRAM 1990). Pti ristu Escherichia coli v prostiedi se zvySenou koncentraci
etanolu dochdzi k podstatnym zméndm ve slozeni lipidii a produkty ethanolového
metabolismu zpiisobuji zmény ve sloZeni mastnych kyselin (INGRAM et al. 1980).

U Bacillus subtilis vyvoldvd pusobeni ethanolu nejen aktivaci proteind
obecného stresu, ale také dochdzi k aktivaci dalSich alternativnich transkripcnich
faktortt ze skupiny ECF, které reaguji obecné na poSkozeni cytoplazmatické

membrany riznymi druhy strest (PETERSOHN et al. 2001, STARON et al. 2009).
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Material

3.1.1. Bakterialni kmeny

Bacillus subtilis

Kmeny ziskané z Bacillus Genetic Stock Center, Ohio University, USA:
Bacillus subtilis SG64 (BGSC No 1A680) (xglAl, xgIR1)

Kmen s muta¢né¢ inaktivovanou endogenni 3-galaktosiddzou

Bacillus subtilis 168 (trpC2)

Standardni divoky kmen (WT )

Kmeny pfipravené v nasi laboratofi

Bacillus subtilis BSMS1

Hypermutatorovy kmen s inaktivaci v MMR systému prevzaty od Mgr. J. Nunvafe,
popis viz. (NUNVAR 2009)
Bacillus subtilis BSPSL6

Rekombinantni kmen s fizi promotoru pro mutSL operon s reportérovym genem pro

B-galaktosiddzu. Pfevzato od Mgr. J. Nunvite, popis viz. (NUNVAR 2009)

Kmeny pfipravené v ramci mé diplomové price. Popsany v ptislusnych kapitoldch
sekce ,,Vysledky*
Bacillus subtilis 1A680/Pctc2

Rekombinantni kmen s promotorem pro ctc gen sflizovany s reportérovym genem pro
B-galaktosidazu
Bacillus subtilis BSM14

Potencidlni mutdtorovy kmen s inaktivaci MMR systému

Bacillus subtilis BSM5

Potencidlni mutdtorovy kmen s inaktivaci MMR systému
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Escherichia coli

Escherichia coli DH50. (deoR endAl gyrA96 hsd R17(r, m") recAl relAl supE44
thi-1 (lac ZYA-arg F)U169 p80lacZ M15 F~ 1. ~) — vyrobce Clontech

3.1.2. Plazmidy

pDG1661
Plazmid ziskany z Bacillus Genetic Stock Center, Ohio University, USA.

(BGSC No. ECE112)

Plazmid pDG1661 se vyuZiva jako integracni vektor ureny pro sledovéni
aktivity promotort gend Bacillus subtilis (GUEROUT-FLEURY et al. 1996).
Sledovany promotor je vloZen do polyklonovaciho mista, které se nachdzi pred genem
lacZ (pochézejici z E.coli) a ribozom vazebnym mistem z genu spoVG Bacillus
subtilis. Takto vznikly konstrukt se integruje do chromozému Bacillus subtlis
dvojitym crossing-overem prostfednictvim fragmentu geni amyE, které jsou soucasti
plazmidu pDG1661, do genu amyE ulozeném v chomozomu Bacillus subtilis. Na
takto pfipraveném kmeni mlZzeme stanovit miru exprese P-galaktosiddzy, kterd je
produktem genu lacZ, a jeji hladina odraZi miru exprese studovaného promotoru (tedy

i daného genu), ktery byl do plazmidu pDG1661 klonovéan.
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Obr. 3.1: plazmid pDG1661

amyE ... ‘amyE — 5" a 3" koncové segmenty z genu amyE z Bacillus subtilis 168

spoVG-lacZ — gen koédujici B-galaktosidazu lacZ pochazejici z Escherichia coli,
sfuzovany s ribozom vazebnym mistem genu spoVG z Bacillus subtilis

cat — gen kddujici enzym cholaramfenikol-acetyltransferdzu, ktery je selektovatelny
v Bacillus subtilis, nebo v Escherichia coli (chloramfenikol 5 pg/ml)

spc — gen kodujici enzym spektinomycin-adenyltransferazu, ktery je selektovatelny
v Bacillus subtilis, nebo v Escherichia coli (spektinomycin 100 pg/ml)

bla — gen koédujici enzym B-laktamdzu, ktery je selektovatelny v Escherichia coli
(ampicilin 50 pg/ml)

Prevzato z (GUEROUT-FLEURY et al. 1996)
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Obr. 3.2: Schéma integrace plazmidu pDG1661 do chromosomu Bacillus subtilis
(ptevzato z http://www.bgsc.org/Catpart4.pdf)

Integrace vektoru dvojitym crossing-overem do cilového mista na
chromozomu, chromozomdlniho genu amyE u Bacillus subtilis. Prevzato z

(GUEROUT-FLEURY et al. 1996)
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3.1.3. Primery pro PCR
restrikéni | Tmy/Tmg
Nazev Sekvence primeru (5°— 3°)
misto (°C)
ctcR TTTAGGATCCCGAGTAAAGTCCGTTCTTTCTT BamHI 60,5/51,1
ctcF CATAGAATTCCCATTTTTCGAGGTTTAAATCCTT EcoRI 58,4/48,1
mutSL_F1 GGGAGATCCTGAAGAATAAAA - 48,5
mutSL_R1 GATATTCATCAAGCTTTTGATTATA - 48
mutSL_F2 CAAGGAACGTGCAAAGC - 47
mutSL_R2 TACATTTCATTCATCGCTTC - 47
mutSL_F3 GCCGGCTGAAACACCA - 48,5
mutSL_R3 TAGGAGGAGCATCAAATTGG - 49,7
mutSL_F4 TGATGAAAAGCCTCCGGA - 48,7
mutSL_R4 ACCGTTTCTTATAATCTGACAC - 492

Tabulka 1: Pouzité primery

Podtrzend ¢ast oznacuje restrikéni misto, sekvence komplementarni k templatu

je oznacena Sedg.

Teplota Tma oznacuje teplotu tidni celého primeru. Teplota Tmg oznacuje

teplotu tdni pouze ¢asti komplementéarni s templatem.

3.14. Chemikalie

Nazev Vyrobce
agar Oxoid
agardza Merck
B merkaptoethanol Serva
ethanol Lachema
ethidium bromid Sigma
glukéza Merck
glycerol Sigma
chloroform Sigma
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KCl Lachema
KI Lachema
kvasni¢ni autolyzat Oxoid
jod Lachema
LiCl BDH
MgCl, BDH
MgS0O4.7H,0O Lachema
Na,CO; Lachema
Na,HPO,.2H,0 Lachema
NaCl Merck
NaH,P0O4.2H,0O Lachema
NaOH BDH
ONPG (ortho-nitrofenyl-p-D-galaktosid) Serva
Skrob Lachema
Triton X100 Serva
PMSF (fenylmethylsulfonyl fluorid) Sigma
dNTP mix (smés deoxyribonukleotidfosfatil) Fermentas
DNA Loading Dye 6x Fermentas
Trypton Oxoid
(NaH4),SO4 Lachema
K>,HPO, Lachema
Citrét sodny Lachema
CaCl,.2H,0O Lachema
MgCl,.2H,0 Lachema
izopropanol Lach-ner
EDTA (ethylendiaminotetraoctova kyselina) Lachema
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane) Fluka

3.1.5. DNA standard

o GeneRuler™DNA Ladder mix, 100-10 000 bp (Fermentas)
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3.1.6. Antibiotika

Nazev Zasobni roztok koncentrace v médiu | Vyrobce
ampicilin 100mg/ml 50 pg/ml Fluka
chloramfenikol | 35 mg/ml (ethanol) 0,5 pg/ml Roth
kyselina 30 mg/ml (300 mM NaOH) | 20 pg/ml Sigma
nalidixova

rifampicin 10 mg/ml 50 pg/ml Fluka
spektinomycin | 50 mg/ml 10 pg/ml Fluka
streptomycin 300 mg/ml 300 pg/ml Galenica

Zasobni roztoky s antibiotikem byly sterilizovdny filtraci a uchovavany pii

teploté - 20°C. V ptipad¢ ptipravy pevnych agarovych pud byla antibiotika pfiddvana

do médii zchlazenych na 50°C.

3.1.7. Enzymy

Nazev Vyrobce
BamHI Fermentas
BstEIL Fermentas
EcoRI Fermentas
lysozym Fluka
proteindza K Sigma
ribonukledza A Sigma
Sacl Fermentas
Taq DNA polymeraza Fermentas
T4 DNA ligaza Fermentas
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3.1.8. Komer¢ni sady

MasterPure™™ Gram Positive DNA Purifikation Kit ( Epicentre Biotechnologies)

Pro izolaci chromozomalni DNA

3.1.9. Kultiva¢ni média

Kultivace bakteridlnich kultur byla provddéna na komplexnich pevnych a
tekutych médiich. Tato média byla pted pouZitim sterilizovana 20 minut v autoklavu.
Sterilizace probihala pfti teploté 120 °C za ptetlaku vodni pary 0,15 MPa. V piipadé
pevnych médii byl pied sterilizaci pfidan agar na 2 % (w/v).

3.1.9.1. Pevna kultivaéni média

Luria-Bertani medium (LB)

1 % (w/v) trypton

0,5 % (w/v) kvasni¢ny autolyzat

0,17 M NaCl

Destilovana voda

Pomoci 1 M NaOH upraveno pH na 7,0.
2 % (w/v) agar

LB s antibiotikem

K LB médiu bylo pfiddno antibiotikum na kone¢nou koncentraci uvedenou v tabulce.

(Kap. 3.1.6)

LB s glukézou (LB,)
1000 ml LB
20 ml 50 % glukézy
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LB se Skrobem
1000 ml LB
10 ml Skrob

3.1.9.2. Tekuta kultiva¢ni media

Luria-Bertrani médium (LLB)

10 g trypton

5 g kvasnic¢ni autolyzat

10 g NaCl

Destilovana voda

Pomoci 1 M NaOH upraveno pH na 7,0

Objem doplnén na 1 litr

LB s glukézou (LBG)
100 ml LB médium
2 ml 50 % (w/v) glukéza

LBG s 1M Na(Cl
25 ml LBG
1,2 g NaCl

LBG s 3 % ethanolem
25 ml LBG
0,75 ml ethanol

LBG s 0,009 % detergentem
25 ml LBG
230 pl 1 % triton

LBG 0,05 M NaH,PO, (pH 5.0)

2,5 g trypton
1,25 g Yeast extrakt
2,5 g NaCl
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1,95 g NaH,PO,4.2H,0
200 ml vody
pH upraveno NaOH nebo HCI

LBG 0,05 M Na,HPO, (pH 8.5)

2,5 g tryptonu

1,25 g Yeast extrakt

2,5 g NaCl

2,23 g Na,HPO4.2H,0

200 ml vody

pH upraveno NaOH nebo HCI.

3.1.9.3. Média pro piipravu kompetentnich bunék Bacillus subtilis:

10 x baze Média A

10 g kvasni¢ny autolyzat
2 g kysely autolyzat kaseinu
Destilovana voda (doplnit na 900 ml)

Po sterilizaci v autoklavu pfidat 50 % gluk6zu na 5 % koncentraci v médiu

10 x ,.Bacillus salts*
20 g (NH4)2SO4

183 g K,HPO,

60 g KH,PO4

10 g dihydrét citrdtu trisodného
2 g MgSO4.7H20

Destilovand voda (doplnit na 1 litr)

Médium A

81 ml sterilni destilovand voda
10 ml 10 x baze média A

9 ml 10 ,,Bacillus salts*
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Médium B

10 ml médium A

0,1 ml 50 mM CaCl,.2H,O
0,1 ml MgCl,.6H,0O

3.1.94. Média pro pripravu kompetentnich bunék Escherichia coli na
Sokovou transformaci

Médium I

LB médium

10 mM MgSO4
0,2 % glukdza

Médium II (pro uchovani buné¢k)
LB médium

36 % glycerin

12 % PEG 800

12 mM MgSOq4

pH upraveno na 7,0

sterilizace filtraci

3.1.10. Roztoky

3.1.10.1. Roztoky pro stanoveni f-galaktosidazové aktivity
Z-pufr

6,3 g NaH,PO,.2H,0

0,74 g KCI

0,5 g MgSO4.7H20

10,7 g NagHPO4.2H20

1000 ml destilovana voda
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V den pouziti bylo ke 250 ml Z-pufru ptiddno 0,875 ml merkaptoethanolu a 2,5 ml
IM MgSOq4

Roztok ONPG
120 mg ONPG

30 ml Z-pufr

Roztok s lysozymem

0,2 ml PMSF (17 mg/ml v izopropanolu)
50 mg lysozym
100 ml Z-pufr

Roztok 10 % tritonu
0,1 ml 100 % triton

0,9 ml sterilni destilovana voda

Roztok Na;CO§
27,5 ¢ NayCO;s

250 ml destilovana voda

3.1.10.2. Roztoky pro horizontalni gelovou elektroforézu

50 x TAE pufr

36,3 g Tris

8,57 ml ledové kyselina octova

Destilovanou vodou doplnéno na objem 135 ml

15ml 0,5 M EDTA

1 x TAE pufr — elektrodovy pufr
20 ml 50 x TAE

1000 ml destilovana voda
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Agarézovy gel

0,35 g agar6za

0,7 ml 50 x TAE pufr

Doplnéno destilovanou vodou na 35 ml
Privedeme k varu

2,5 ul 1 % (w/v) etidium bromid

3.1.10.3. Roztoky pro izolaci plazmidové DNA

Roztok €. 1

0,6 g Tris

1,8 g glukdza

0,74 g Na,EDTA

180 ml destilovand voda

pH upraveno pomoci 1 M HCI na hodnotu 8,0
doplnéno destilovanou vodou na 200 ml
Sterilizace autoklavem

Roztok uchovévan piti 4 °C

Roztok €. 2

0,2 M NaOH

1 % (w/v) SDS

Ptipraveno v destilované vodé

Ptipravuje se Cerstvy v den pouziti

Roztok €. 3

81,6 g acetat sodny

pH upraveno pomoci ledové kyseliny octové na 4,8
Doplnéno destilovanou vodou do 200 ml
Sterilizace autokldvem

Roztok uchovévan pii laboratorni teploté
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3.1.11. Pocditacové programy a internetové databaze

http://bacillus.genome.jp — BSORF — Databdze genomu Bacillus subtilis.

http://www.bgsc.org/Catpart4.pdf - Katalog obsahujici integrani vektory, které se

pouzivaji pro rod Bacillus a metody umoziujici jejich vyuZziti. Umistén na
strankach Bacillus Genetic Stock Center.

http://www.biophp.org/minitools/melting temperature/demo.php - Stranky pro urceni

teplot tani pouzivanych primera.

Chromas — Program pro vyhodnoceni dat ze sekvenacni analyzy.

3.1.12. Pristroje a laboratorni zaiizeni

Kultivacni zafizeni

Vzdusna tfepacka NB-205 (N-BIOTEK)

Vzdusna tiepacka Orbi-Safe (Gallenkamp)
Vodni trepacka C76 (New Brunswick Scientific)

Termostat (Memert)

Centrifugy

Minispin (Eppendorf)
Mikro 22R (Hettich)
Mikro 20 (Hettich)
centra CL3R (IEC)

Ostatni

Spektrofotometr DU Series 530 (Beckman)

Spektrofotometr Helios y (Helios)

PCR cykler MasterCycler (Eppendorf)

Zdroj pro elektroforézu EC 250-90 (E-C Apparatus Corporation)
UV box Laminar Flow Cabinet (ESCO)

Vodni lazen (Julabo)

Termoblok Dry Bath Incubator (Major Science)

Analytické vahy Explorer™ Pro EP214CM (Ohaus)

50



Stolni vahy Scout™ Pro (Ohaus)

3.2. Metody
3.2.1. Prace s bakterialni kulturou
3.2.1.1. Kultivace bakterii v tekutém médiu

Bakterie byly kultivovdny v komplexnich médiich v Erlenmayerovych
bankdch. Z divodu zajisténi potiebné aerace nesmél objem média prevysSovat 1/10
objemu banky. Rostouci kultury byly péstoviny ve vzdusSnych nebo vodnich
ttepackach pfi teplotich 45 °C, 37 °C a 28 °C. Frekvence otacek byla zvolena dle
pouzité tiepacky. 200 RPM v ptipad¢ vzdusné trepacky Orbi-safe a 210 RPM pfii

kultivaci ve vodni tfepacce a vzdusné tiepacce NB-205.

3.2.1.2. Kultivace bakterii na pevném médiu

Bakterie byly kultivovany v Petriho miskdch na agovych pudéach
s komplexnim kultivatnim médiem. V ptipad¢ potieby antibiotikové selekce bylo
k médiu ptiddno antibiotikum (Kap 3.1.6.). Pro tcely diagnostické byl k médiu ptidan
Skrob (Kap. 3.1.9.1.). Kultivace probihaly v termostatu pii teploté 37 °C.

V ptipadé¢ oziveni kultur z bakteridlni konzervy byly bakteridlni spory masivné
rozockovdny sterilni mikrobiologickou kli¢kou. Bakteridlni suspenze byla roztirdna na
agarové pudy sterilni ,hokejkou®. Na nové kultivacni pliidy byly kolonie piendSeny

pomoci sterilniho paratka nebo metodou ,,replica plating®.
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3.2.1.3. Uchovavani bakterialnich kultur

Pro kriatkodobé uchovavani byly bakteridlni kultury, na pevném kultivaénim
médiu v Petriho miskdch udrzovany pii 4 °C a uzavieny proti uniku vlhkosti.
Dlouhodobé byly bakteridlni bunky uchovdvdny ve formé& suspenze smisené

s glycerolem na koncentraci 20 % (v/v) v -70 °C.

3.2.14. Méreni optické denzity bakterialni kultury

Optickd denzita (OD) bakteridlni kultury byla méfena v priab¢hu kultivace
v tekutém kultivaénim mediu pomoci spektrofotometru. Pro sledovani rastu kultury a
tvorbu ristové kiivky byla zvolena vinovd délka 450 nm (ODysp) v piipadé méteni
aktivity B-galaktosiddzy byla vlnova délka 595 nm (ODsos). Pro odstranéni chyby

vlivem barevného pozadi byla od vysledné OD odecitina OD sterilniho LB média.

3.2.1.5. Ristova krivka Bacillus subtilis

o Kolonie Bacillis subtilis byly ze zdsobni LB plidy pieneseny do tekutého
kultivaéniho LBG média. Kultura byla kultivovdna pfes noc, pfiblizné 13
hodin, pti 37 °C.

o Narostla kultura byla pieockovana do 25 ml vytemperovaného LB media tak,
aby se ODysprovnala 0,05.

o Kultivace probihala za dostatec¢né aerace pii 37 °C.

o Ve 20 minutovych intervalech byla méfena OD4so kultury aZz po dosaZeni

stacionarni faze.

3.2.1.6. Stanoveni aktivity p-galaktosidazy

Pracovni postup byl pfejat z protokolu na strankach Bacillus Genetic Stock

Center http://www.bgsc.org/Catpart4.pdf a castecné upraven.
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Kultivace a odbér vzorku

O

PtisluSny kmen Bacillus subtilis byl vyset na agarové LB, plotny a nechan
rust pfes noc, priblizné 18 hodin, pii 37 °C.

Bylo zaockovano 50 ml LBG,. MnoZstvi bakteridlni biomasy bylo pfiblizné
takové, aby se vysledna ODsgs = 0,1

Bakteridlni kultura byla kultivovdna za dostatecné aerace pii 37 °C az do
ODs95=0,3.

1 ml kultury byl prenesen do 50 ml LBGcy.

Po dosazeni ODsgs= 0,1 zacal odbér vzorku

0,2 — 1 ml kultury (podle optické denzity) byly odebirdny ve stanovenych
intervalech do mikrozkumavek.

Bunky byly suspendovany centrifugaci, podobu 10 minut pii 15 000 RPM a
odstranén supernatant.

Sedimentovany bunécny pelet byl ihned Sokové zmrazen v tekutém dusiku a

dale uchovdvan pii teploté -20 °C.

Zpracovani vzorku a stanoveni enzymatické aktivity

o

Bunéény pelet byl diakladné resuspendovan v 1 ml Z-pufru s lysozymem a
uchovavan na ledu.

100 pl této suspenze bylo pifeneseno do 0,7 ml Z-pufru slysozymem a
promichéno.

Inkubace probihala pii 37 °C po dobu 15 minut (po 5 minutich byla suspenze
promichavana).

Bylo pfidano 8 pl 10 % tritonu, dikladné promichdno a inkubovdno 5 minut na
ledu.

Suspenze byla pfenesena do vodni 1dzn¢ a temperovana 5 minut pii 30 °C.
Detekovatelnd reakce byla odstartovdna ptriddnim 0,2 ml Z-pufru s ONPG a
zaznamendn cas.

Inkubace pokracovala na vodni 14zni pfi 30 °C do mirného zeZloutnuti.

Reakce byla zastavena piidinim 0,4 ml 1M Na,COs; a zaznamendn cas
ukonceni reakce.

Absorbance byla méfena na spektrofotometru pifi 420 nm. Pro korekci
barevného pozadi slouzil reagujici roztok bez bunécné suspenze

Bunécéna koncentrace B-galaktosiddzy byla vypocitana podle vztahu:
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T — znaci celkovy ¢as enzymatické reakce od pridani Z-pufru s ONPG po ptidani 1M
Na,COj3 (minuty)

V — znaci objem odebrané kultury (ml)

3.2.1.7. Stanoveni mutaéni rychlosti

o Kmen Bacillis subtilis 168 byl vyset na agarovou LB plotnu a nechan rust ptes
noc, piiblizné 13 hodin, pti 37 °C.

o Vétsina narostlych kolonii byla pfenesena do tekutého LB média a vloZena do
vzdus$né trepacky na 30 minut (V piipad€ piitomnosti stresoru byla kultura
takto kultivovédna 2 hodiny).

o 10 pl této kultury bylo natfedéno v 1 ml LBG média.

o Negkolik pl takto nafedéné kultury bylo pfepipetovano do 25 ml LB média tak,
aby vysledny pocet bun€k byl na zacatku kultivace ptiblizné 10* (v piipadé
kultivace za stresovych podminek byl v LB médiu pfitomen stresor).

o Kultivace probihala tésné pod zacatek stacionarni faze, piiblizné¢ do OD4sp= 1

o Narostla kultura byla zcentrifugovana a supernatant odstranén.

o Veskeré sedimentované buniky byly pfeneseny na agarovou kultivacni ptudu
LBiif.

o Plotny byly kultivovany 48 hodin pii 37 °C.

o Narostlé kolonie byly spoc¢itany a mutacni rychlost vypocitana podle vztahu:

1. M=(k+1)x2"
2. u=2+B

M - celkovy pocet mutantl v kultuie

B — celkovy pocet bun€k v kultuie
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k — hodnota vyjadifend z prvni rovnice (odpovida poctu generaci, po které vznikali
mutanti) vypocet viz (NUNVAR 2009)

1 —mutacni rychlost

3.2.1.8. Izolace mutatorovych kment

o Kmen Bacillis subtilis 168 byl vyset na agarovou LB plotnu a nechén riist pies
noc, piiblizné 13 hodin, pti 37 °C.

o Vétsina narostlych kolonii byla pienesena do tekut¢ého LB média s pfitomnym
stresorem a vloZena do vzdu$né tfepacky na 2 hodiny

o 10 pl této kultury bylo natedéno 10 000 x.

o 50 pl takto natfedéné kultury bylo piepipetovino do 25 ml LB média
s ptisluSnym stresorem.

o Kultivace probihala do dosazeni ODg4so=1 - 1,5.

o Narostld kultura byla zcentrifugovdna a supernatant odstranén.

o Veskeré sedimentované bunky byly pfeneseny na agarovou kultivacni ptidu
LBiit.

o Plotny byly kultivovany 48 hodin pii 37 °C.

o 100 narostlych kolonii bylo pfe¢drkovano na LBg,

o Kultivace do druhého dne pii 37 °C.

o Narostlé kolonie byly pferazitkovany na LBy, a LB

o Kaultivace 48 hodin pii 37 °C.

o V pfipadé nartstu kolonii byl mutdtor ovéfen opétovnym precarkovanim na

LB, a ndslednym prerazitkovanim na LBy, a LBy
3.2.1.9. Vypocet korekéniho faktoru pieziti
o Kmen Bacillis subtilis 168 byl vyset na agarovou LB plotnu a nechdn rust ptes
noc, piiblizné 13 hodin, pti 37 °C.

o N¢kolik narostlych kolonii bylo pieneseno do 25 ml LBG a kultivovano 30

minut za dostatecné aerace.
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o 25 ul této kultury bylo pfeneseno do 25 ml LBG (v piipadé méteni preziti za
stresu je pritomen stresor).

o Po dosaZzeni ODysp = 0,15 — 0,3 bylo odebrdno 10 pl této kultury a pteneseno
do mikrozkumavky s 1 ml LB média (pokud potfeba, s patficnym stresorem) a
dikladné promichéno.

o Z této mikrozkumavky byl odebran 1 pl a prenesen do nové mikrozkumavky
s 1 ml LB média a vSe diikladné promichéno.

o Z mikrozkumavky bylo odebrdno 100 pl suspenze a rozetieno na agarovou LB
plotnu.

o Kultivace pies noc pii 37 °C.

o Narostlé kolonie byly spocitany a vypocitdn korekéni faktor pieziti podle

vztahu:

. B=(kx10°):0D

2.  KF=B=+4.10*
B — pocet bun€k v 1 ml kultury o hypotetické ODysp = 1
K — pocet narostlych kolonii

OD — naméiend opticka denzita kultury

KF — korekeni faktor preziti

3.2.1.10. Piiprava kompetentnich bunék Bacillus subtilis

Pracovni postup byl ptejat z protokolu na strdnkdch Bacillus Genetic Stock

Center http://www.bgsc.org/Catpart4.pdf a castecné upraven.

o Kmen Bacillus subtilis byl vyset na agarové LB plotny a nechdn rist pfes noc,
pfiblizné 18 hodin, pti 37 °C.

o Neékolik kolonii bylo pfeneseno do 10 ml média A a kultivovano za dostate¢né
aerace pifi 37 °C. Pomoci spektrofotometru byla v pribéhu ristu meéfena
optickd denzita pii 650 nm (ODgsp).

o Po dosazeni ODgsp= 0,5 — 0,6 byla kultura kultivovana jesté dalSich 90 minut.
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o Po 90 minutové kultivaci bylo pfeneseno 0,5 ml této kultury do 4,5 ml
vytemperovaného média B.

o Kultivace probihala dalSich 90 minut pfi 37 °C za dostate¢né aerace.

o Vyrostlé bunky byly zakoncentrovany centrifugaci, odstranén supernatant a
sedimentované buniky byly resuspendoviny na objem 200 pl a pieneseny do
mikrozkumavky s 200 pul 40 % glycerolu.

o Dalsi uchovani mozné pii -70 °C.

3.2.1.11. Transformace kompetentnich bunék Bacillus subtilis

o Ke kompetentnim buiikdm v mikrozkumavce (Kap. 3.2.1.10) byl pfiddn 1 pl
transformujici plazmidové DNA.

o Bunky byly inkubovany 30 minut pii 37 °C.

o Po inkubaci byl pfiddn 1 ml LB média.

o Inkubace 30 minut pii 37 °C.

o Obsah mikrozkumavky byl zakoncentrovdn centrifugaci a odebrdno 800 pl
supernatantu. Ve zbylém objemu byly buiiky resuspendovany.

o 100 pl kultury bylo vyseto na agarovou LB plotnu s chloramfenikolem (LB ).

o Kultivace v termostatu do druhého dne pii 37 °C.

3.2.1.12. Priprava kompetentnich bunék Escherichia coli pro Sokovou
transformaci

o Bunky Escherichia coli DHS5a ziskané z jedné kolonie narostlé pfes noc na
pevném LB médiu byly pieneseny do 10 ml LB média.

o Kultivace ptes noc pii 37 °C za dostateCné aerace.

o 500 ul této kultury bylo pteneseno do 50 ml média I.

o Kultivace pti 37 °C, za dostate¢né aerace az do ODgpo= 0,3 — 0,4.

o Kultura byla pfelita do pfedchlazené plastové zkumavky a zchlazena 20 minut
na ledu.

o Centrifugace 1500 RCF, 10 minut, 4 °C.
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o Byl odstranén supernatant a pelet resuspendovan v 500 pl zchlazeného média
L.

o Poté bylo ptfidano 2,5 ml média II

o Suspenze bakterii byla rozpipetovdna po 200 pl aliquoteh do mikrozkumavek a

uchovana k dalSimu pouziti v -70 °C

3.2.1.13. Sokova transformace kompetentnich bunék Eschrichia coli

o Ke kompetentnim bunkdm Escherichia coli DH5a bylo ptiddano 100 ng — 1 pg
DNA.

o Inkubace 20 — 30 minut pii 4 °C.

o Inkubace 1,5 — 2 minuty pfti 42 °C.

o Inkubace 5 — 10 minut pfi 4 °C.

o K takto zchlazenym bunikdm byl pfiddn 1 ml tekutého LB média.

o Inkubace 40 — 60 minut pii 37 °C.

o Centrifugace a ¢astecné odstranéni supernatantu pro zakoncentrovani bunék.

o Bunky byly poté vysety na LB.mpi a kultivivdny pfes noc.

3.2.2. Prace s bakterialni DNA

3.2.2.1. Izolace a precipitace chromozomalni DNA

Izolace a nasledné precipitace chromozomalni DNA byla provadéna u Bacillus
subtilis s vyuZitim komeréni sady MasterPure™ Gram Positive DNA Purification Kit.
Postup préace byl dodrzovan dle ptilozeného protokolu. Vyizolovana DNA slouZila pro
ovéfeni sprdvnosti integrace rekombinantniho plazmidu do bakteridlniho

chromozomu.
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3.2.2.2. Izolace plazmidové DNA

Protokol pro izolaci plazmidové DNA byl piejat z Genetics Analysis of
Pathogenic Bacteria, a laboratory manual, S. R. Maloy. Cold Sprin Harbor Laboratory
Press 1996.

o 1 kolonie bakterii byla pfenesena do 2 ml LB média s pfisluSnym antibiotikem.

o Kultivovéano pti 37 °C, za dostate¢né aerace az do saturace kultury.

o Zakoncentrovani bunék centrifugaci v mikrozkumavce, 13 000 RPM po dobu
30s.

o Supernatant byl odstranén a bunky resuspendovany v 0,1 ml roztoku €. 1
(Kap. 3.1.10.3)

o Bylo pfiddno 0,2 ml roztoku ¢. 2 sribonukledzou A, mirné¢ promichédno
pievracenim zkumavky a 5 minut inkubovéno na ledu.

o Bylo pfiddno 0,15 ml roztoku €. 3 a opét promichdno stejnym zpiisobem.

o Centrifugace pro sedimentaci vzniklé sraZeniny, 14 000 RPM, 5 minut.

o 0,4 ml supernatantu obsahujictho plazmidovou DNA bylo pfeneseno do Cisté
mikrozkumaky.

o K plazmidové DNA bylo pfidano 0,8 ml ledového 96 % etanolu.

o Precipitace 30 minut pii -20 °C.

o Centrifugace 14 000 RPM, 10 minut pii 4 °C.

o Supernatant byl odstranén a sedimentovany pelet proplachnut pfiddnim 0,5 — 1
ml 70 % etanolu, ndslednou centrifugaci a odstranénim etanolu.

o Pelet byl 30 minut suSen na vzduchu a rozpoustén 1 hodinu v 50 pul TE pufru.

o Promichano s 50 pul 5 M LiCl.

o Inkubace 10 minut na ledu.

o Sedimentace precipitatu centrifugaci 14 000 RPM, 5 minut pfi pti 4 °C.

o 100 pl supernatantu bylo odebrdno do ¢isté mikrozkumavky a ptiddano 0,2 ml
ledového 96 % ethanolu.

o Precipitace probihala minimalné 60 minut pii - 20 °C.

o Vznikly precipitat byl sedimentovan centrifugaci 10 minut, 14 000 RPM pfi 4
°C.

o Supernatant byl odstranén a pelet proplachnut piidinim 1 ml 70 % ethanolu,

naslednou centrifugaci a odstranénim ethanolu.
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o Pelet byl susen 30 minut na vzduchu.

o Nasledné rozpoustén 1 hodinu v 0,05 ml TE pufru a uchovavan pii -20 °C.
3.2.2.3. Cisténi DNA chloroformovou precipitaci
Chloroformova precipitace se provadi pro odstranéni pufru po PCR reakci.
Dile také pro odstranéni bunéénych membrén, bilkovin a inaktivaci DN4z, Precipitace

umozni dalsi efektivnéjsi manipulaci s Cistou bakteridlni DNA.

o  Vzorek DNA byl natedén 160 pl deionizované vody a 200 pl chloroformu.

O

Vse bylo protiepdno a centrifugovéano.

(0]

Poté byla odebrdna vrchni vodna faze obsahujici DNA a pienesena do Cisté
mikrozkumavky.
o Byla pfiddna 1/10 objemu 5 M LiCl a dvojndsobek objemu 96 % ethanolu.
o  Vlastni precipitace probihala 20 — 30 minut pfi teploté -20 °C.
o  Centrifugace 10 minut pti 4 °C a 14 000 RPM.
o Supernatant byl diikladné odstranén a pelet proplachnut pfiddnim 1 ml 70 %
ethanolu, ndslednou centrifugaci a odstranénim ethanolu.
o  Vzorek v mikrozkumavce byl vysuSen v exsikatoru a resuspendovén ve 25 pl

deionizované vody.

3.2.24. Polymerazova retézova reakce

PCR byla provadéna v PCR cykleru VWR Collectio Thermal Cycler DOPPIO

v PCR v tenkosténné PCR mikrozkumavce.

SlozZeni reakéni smési

slozka mnozstvi
10 x Taq pufr pro DNA polymerdzu Sul
dNTP mix (10 mM) 1l
MgCl; (25 mM) 4 ul
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piimy primer (0,1 mM) 1,2 ul

reverzni primer (0,1 mM) 1,2 ul

templdtovd DNA 200 ng -1 pg

Taq DNA polymeraza 2 jednotky

deionizovand voda doplnéno na kone¢ny objem 50 pl

Vsechny slozky reakéni smési byly smichdny v tenkosténné mikrozkumavce.
Pro odstranéni vzniklych bublinek byla smés zcentrifugovana.

Po vloZeni mikrozkumavky do PCR cykleru byl prib¢h reakce nésledujici:

o Pocatecni denaturace 94 °C 3 minuty

o Denaturace 94 °C 1 minuta T

o Nasedani primert Tma 0,5 minuty 5 cykli
o Syntéza DNA 72 °C 1 minuta / 1 kbp

o Denaturace 94 °C 1 minuta T

o Nasedani primert Tmg 0,5 minuty 30 cykla
o Syntéza DNA 72 °C I minuta/ 1 kbp |

o konec¢né prodlouzeni 72 °C 5 minut

Teplota Tma oznacuje teplotu tdni pouze ¢asti komplementarni s templatem.

Teplota Tmg oznacuje teplotu tani celého primeru.

Po ukonceni programu byla reakéni smés zchlazena na 4 °C. V piipadé odliSné
teploty tani pfimého a reverzniho primeru byla pouzita nizsi z dvojice teplot (Tab. 1).
Vysledek PCR reakce byl ovéten horizontalni gelovou elektroforézou na agarézovém

gelu.
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3.2.2.5. Restrik¢ni Stépeni DNA

DNA byla S$tépena pomoci restrikénich endonukledz. Restrikéni Stépeni

probihalo v mikrozkumavce.

Slozeni reakéni smési

slozka mnozstvi
pufr pro restrikcni enzym 2l
Substratovda DNA 0,1-1pg
restrik¢éni endonukledza 5 jednotek
deionizovand voda doplnéno na konecny objem 20 pl

Reakce probihala pii teploté 37 °C po dobu 1 — 2 hodiny. Poté byla restrikéni
endonukledza inaktivovdna dle pokynii vyrobce a vysledek restrikéni reakce byl

ovéten horizontdlni gelovou elektroforézou na agar6zovém gelu.

3.2.2.6. Ligace restrikénich fragmentu

Ligace  restrikénich DNA  fragmenti  probihala v tenkosténnych

mikrozkumavkach .

Slozeni reakéni smési

slozka mnozstvi
pufr po T4 DNA ligdzu 2ul
vektorovy plazmid 0,1-0,5pg
inzeréni DNA dvojndsobek  mnozstvi molarni  koncentrace
vektorové DNA
T4 DNA ligdza 2 jednotky
deionizovana voda doplnéno na konec¢ny objem 20 pl

Vsechny slozky reakéni smési byly smichany v tenkosténné mikrozkumavce.

Pro odstranéni vzniklych bublinek byla smés zcentrifugovéna.
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Po vlozeni mikrozkumavky do PCR cykleru byl prub¢h reakce nasledujici:

o 16°C 50 minut
o 20°C 3 minuty
o 24°C 5 minut

o 37°C 1 minuta

Po skonceni reakce byla ligdza inaktivovdna dle pokynd vyrobce. Ligacni

smési byly transformovany kompetentni buniky Escherichia coli DH5a (kap 3.2.1.13).

3.2.2.7. Horizontalni gelova elektroforéza

Horizontdlni gelovd elektroforéza byla pouzivdna k ovéfeni ptitomnosti
chromozomdlni DNA a jejtho mnozZstvi ve vzorku, nebo ke kontrole vysledki po
restrikci DNA a PCR.

Byla provddéna na agaré6zovém gelu o koncentraci agarézy 1 % (w/v).
Agardza byla rozpusténa v 1 x koncentrovaném TAE pufru. K vizualizaci rozdélenych
DNA fragmentl byl pouZit 1 % (w/v) roztok ethidium bromidu, ktery byl ptiddvan do
roztoku rozpusténé agardzy v poméru 1/20 000.

Vzorky DNA byly smichdny s barvicim pufrem DNA Loading Dye 6 x a
naneseny do predem vytvorenych jamek v agar6zovém gelu spolu s identifikaCnim
markerem. Gel byl ponofeny do 1 x koncentrovaného TAE pufru. Pii elektroforéze

bylo vyuZivano stejnosmérného napéti o velikosti 5 V/em® gelu.

3.2.2.8. Sekvenace DNA

DNA byla sekvenovédna v laboratofi sekvenace DNA Prirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy. Vzorky pro sekvenaci byly pfipraveny podle protokolu
zvefejnéného na strankdch laboratofe (http://web.natur.cuni.cz/~seqlab/) a vysledky

této sekvenace byly vyhodnoceny programem Chromas.
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4. VYSLEDKY

4.1. Stanoveni mutaéni rychlosti Bacillus subtilis 168

Cil: Stanoveni zmén mutacnich rychlosti Bacillus subtilis pri rustu v riznych

chemickych a fyzikdlnich stresovych podminkdch.

Spontdnni mutace jsou mutace, které vznikaji bez ptitomnosti exogenniho
poskozujictho agens. Patfi mezi né mutace vyvolané endogennimi latkami, chybami
DNA polymerdzy, delece, duplikace a inzerce. VétSina spontdnnich mutaci
vznikajicich v prabéhu rastu je spojena s chybami replikace DNA. Vzhledem k tomu,
Ze bakterie rostou exponencidlné a vznik mutaci je ndhodny, z4visi metody pro odhad
mutacnich rychlosti na teoretickych modelech. Pro stanoveni mutacni rychlosti se
nejcastéji vyuziva jedna ze dvou metod a to mutacni frekvence, nebo fluktuacni
analyza.

Pro urCeni mutacni frekvence je pouze vydélen pocet mutantnich bunék
poctem vSech bunék nachdzejicich se v kultufe. Tato metoda je sice velice
jednoduchd, ale zvySujici se mutaéni frekvence neni aplikovatelnd na vypocet mutacni
rychlosti, kterd je béhem rtstu bakteridlni populace stdle stejnd. Tato metoda je také
vzhledem k potiebé velkého mnoZstvi bun€k experimentalné naro¢na.

Dal$i metodou pro méfeni mutacni rychlosti je fluktula¢ni analyza. Tato
metoda je zaloZena na piitomnosti ¢i absenci mutanti v kultufe. Zamétuje se na
rozlozeni mutanti v mnoha pralelnich kultivacich vzhledem k celkovému mnoZstvi
bunék v dané kultufe. Na pocatku kultivace se nachazi v kultufe jen malé mnoZstvi
bunék mezi kterymi se nenachdzi ani jeden mutant. Tato nafedénd kultura se nechd
rast. Na konci ristu je stanoven pocet vSech bun€k v kultufe a vSechny buiky
pieneseny na selektivni médium. Mutacni rychlost je stanovena dle rozlozeni mutant
v jednotlivych kultivacich podle Poissonova rozdéleni pravdépodobnosti. Meétfeni
mutacéni rychlosti je zde zaloZeno na predpokladu, Ze bunka bude udrzovat vzniklou
mutaci béhem celého svého ristového cyklu (ROSCHE a FOSTER 2000).

V této praci je pouZzita metoda zalozend na jednoduchém principu spocivajicim
v akumulaci mutantt v bakteridlni kultufe, kterd byla vyvinuta a ovéfena v ptedchozi

diplomové praci Mgr. J. Nunvdre. Tato metoda je zaloZena na teoretickém modelu
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akumulace mutantl v rostouci bakteridlni kultute, za pfedpokladu, Ze se na zacatku
kultivace nenachézi ani jeden mutant. Poté co kultura dosahne takového poctu bunék,
které odpovidd frekvenci vzniku mutaci, dochdzi k objeveni mutantni bunky
v populaci. Dal$i mutantni buniky piibivaji v populaci linedrné. Vznikaji nové¢, nebo

mnoZenim jiZz vzniklych mutant (NUNVAR 2009).

K tomu aby tato metoda byla aplikovatelnd i pro kultivace za stresovych
podminek, je dilezité, aby méla kultivace stejné ristové parametry jako pfi rstu za

optimalnich podminek (Kap. 4.1.2.).

4.1.1. Riistové parametry kultury za optimalnich podminek

Pro urceni idedlni OD pro ukonceni kultivace byla proméfena ristova kiivka
Bacillus subtilis 168. Dulezitym faktorem bylo dosaZeni co nejvétsi koncentrace
bakterii, ale kultura se jeSt¢ nesméla nachédzet ve staciondrni fazi. Bunétné procesy
probihajici v této fazi by mohly interferovat s procesy probihajicimi pouze z divodu
stresovani bakteridlni kultury a namétrené vysledky by byly nerelevantni.

Rastova kiivka byla méfena v LBG médiu pti 37 °C (Kap. 3.2.1.5). Tyto
podminky kultivace byly zvoleny jako optimdlni. Vzorky pro méfeni OD byly
odebirdny pravideln¢ v intervalu po 20 minutich. Odbéry byly zahdjeny ihned po
pieneseni kultury z no¢ni kultivace na pevném LB médiu do tekutého kultiva¢niho
LBG média pro zachyceni doby po kterou se buiikky nachdzeji v lag fazi. Kultivace a
odbér vzorkl byly ukonéeny ve stacionarni fazi ristu bakteridlni kultury. Z obrazku
4.1 vyplivd, Ze optimélni rozmezi OD pro odbér vzorkl je 0,9 — 1,5 kdy se kultura

nachdzi tésné pied prechodem z exponencidlni do staciondrni faze ristu.
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Ruastova kfivka Bs 168 za optimalnich podminek
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Obr. 4.1: Rustova kiivka Bacillus subtilis 168 za optimalnich podminek.

Oznaceno je rozmezi ODys idedlni pro méfeni mutacni rychlosti.

4.1.2. Riistové parametry kultury v pritomnosti stresoru

Stejnym postupem jako u nestresované kultivace byly proméfeny rlstové
kfivky 1 za stresovych podminek. Na obrazku 4.2 je velice dobfe patrné, Ze tvar
rustové kiivky vlivem stresovych podminek pozménén neni. Buiiky se nachdzeji u
konkrétni OD ve stejné fdzi rlstu jak v pfitomnosti stresoru, tak za optimdlnich
podminek. Odbéry tedy mohou byt provadény v rozmezi stejnych OD ve vSech
kultivacich. Vyraznd zména je pozorovana pouze v rustové rychlosti. Doba zdvojeni
bunck je oproti optimdlnim podminkdm vyrazné prodlouzena, ale pro kazdy stres je
pfesto mirné odlisnd. Ristové kiivky byly proméfeny u vSech pouZivanych strest.
V grafu jsou uvedeny pro piehlednost pouze kiivky namétené pii kultivaci v médiu s

pH 8,5 a v pfitomnosti 0,009 % tritonu.
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Ruastova kfivka Bacillus subtilis 168 za optimalnich podminek, pfi pH 8,5
a v pritomnosti detergentu
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= Optimalni podminky ¢ pH 8,5 a triton 0,009%

Obr. 4.2: Porovnani rychlosti ristu za stresovych podminek
Pribéh rastu u vybranych stresovych podminek v porovndni s rlstem
v optimélnich podminkich. Odbéry pro méfeni prubéhu riistové kiivky jsou zahdjeny
v ODyso = 0,05. Kultura se nachézi v lag fazi ristu.
Exponencidlni doba zdvojeni (T):
0 Topi=25 min
o Tpuss=34 min

0 Tuiton =45 min

4.1.3. Stanoveni korekéniho faktoru preziti

OD bakteridlni kultury, méfend v tekutém kultivaénim médiu, urcuje
koncentraci vSech bunc¢k nachézejicich se v této kultute. Tato metoda méfeni poctu
bunék vSak nerozliSuje mezi Zivymi a odumielymi bunikami. Tento fakt by mohl
v nasledujicim méfeni vyrazné zkreslit ziskané vysledky. Pro odstranéni této
interference byla vyuZita jednoduchd metoda pro urfeni mnoZzstvi Zivych bunck
v populaci ve vztahu k namétené OD (Kap. 3.2.1.9.).

Bakteridlni buniky byly kultivovdny za optimdlnich a pfisluSnych stresovych
podminek. Po dosazeni OD vrozmezi 0,15 — 0,3, kdy se jiz kultura nachdzi
v exponencidlni fdzi ristu, byla ¢ast kultury nafedéna v mikrozkumavce

vytemperovanym stresovym médiem a alikvéty pieneseny na LB plotnu. Po ndrGstu
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byly kolonie secteny. Vzhledem k tomu Ze jedna kolonie reprezentuje jednu Zivou
buitku z ptedchozi kultivace, miiZzeme podle naméfené OD kultury a poctu kolonif
vypocitat korekéni faktor Zivych buncék (Tab. 2). Tento korekéni faktor upravuje
puvodni propocty, které byly zahrnuty do vzorce pro vypocet mutacni rychlosti v

préci Mgr. J Nunvéte (NUNVAR 2009)

podminky Kkultivace |OD kultury p(lﬁtt lll);;nsl;igﬁilslgn; llnl }(;krte(:iréni
optimalni 0,310 1,290 x 10’ 3,10
45 °C 0,237 1,013 x 10’ 3,95
28 °C 0,143 2,028 x 10’ 1,97
ethanol 3 % 0,380 1,053 x 10’ 3,80
triton 0,009 % 0,279 1,004 x 10’ 3,99
pH 5,0 0,228 1,404 x 10’ 2,85
pH 8,5 0,205 1,415 x 10’ 2,83

Tab. 2: Korekéni faktor

V tabulce jsou uvedeny hodnoty ziskané pfi vysevu Zivych bunck. Vysevy na
pevné LB médium probihaly vzdy v triplikdtech. V tabulce je uvedena jiz hodnota
sttedni, vychdzejici ze vSech tif stanoveni. Pro piehlednost jsou do tabulky zahrnuty

jen zdkladni hodnoty, potiebné pro vypocet korekéniho faktoru.

4.14. Méi‘eni mutaéni rychlosti v pritomnosti stresori

Pro méfeni mutacni rychlosti (Kap. 3.2.1.7.) bylo zvoleno krom¢ optimalniho
prostiedi 1 nékolik chemickych a fyzikalnich stresovych podminek.

Fyzikdlni stresy byly reprezentovany vysokou (45 °C) a nizkou (28 °C)
teplotou v prub¢hu ristu bakterii. Kultivace probihala v LBG kultivaénim mediu.
Jako stres zptisobeny chemickou zménou kultivaéniho média byl vybran ethanolovy

stres s ethanolem v 3 % koncentraci v kultivaénim médiu, stres v pfitomnosti
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detergentu s pfidavkem tritonu na kone¢nou koncentraci 0,009 % v kultivaénim médiu
a stresy zpisobené zménou pH kultivacniho média na pH 5,0 (kysely stres) a pH 8,5
(zasadity stres). Kultury byly pfi téchto stresech kultivovany pii 37 °C.

Kultivace bakteridlnich bun€k probihaly v téchto stresovych médiich vzdy
v triplikdtech pro kontrolu zjisténych vysledkl. Pro porovnéni byla stejnym zptisobem
provedena 1 kultivace za optimalnich podminek (LBG, 37 °C).

Kolonie vyrostlé na LB,f na konci pokusu vznikly z bun¢k u kterych se
v priibéhu predchozi kultivace vytvofila rezistence na rifampicin (Obr. 4.3). Tyto
kolonie byly spocitdny a po dosazeni do vzorce (Kap. 3.2.1.7.) vypocitdna mutacni
rychlost (Tab. 3). Na vysledné mutacni rychlosti byla provedena korekce faktorem
preZiti (tzv. korekeni faktor) (Kap. 3.2.1.9.). Hodnoty muta¢nich rychlosti v ur¢itych

stresovych podminkéch byly vynasobeny ptisluSnym korekénim faktorem.

Obr. 4.3: Kolonie Bacillus subtilis 168 na LB, (3 dny kultivace)
Tlustra¢ni piiklad nardstu kolonii po vysevu bunék z tekutého kultiva¢niho
média. Kazd4 kolonie reprezentuje jednu buiku, kterd diky mutaci ziskala rezistenci

na selek¢éni antibiotikum rifampicin ptitomné v kultivaéni ptdé.
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dmink (0))) pocet rifampicin mutaéni |mutacéni rychlost
po y korigovana [rezistentnich bunék | rychlost po korekci KF

normaln{ 0,932 10 3,85 x 107 11,94 x 10?
normaln{ 0,926 12 435x 107 13,49 x 10
normalni 0,707 7 4,00 x 10° 12,40 x 10°
normalni 0,765 6 3,12x 107 9,67 x 10”
28°C 1,106 16 4,55 x 107 8,96 x 10?
28°C 1,070 16 4,55 x 10° 8,96 x 107
28°C 1,118 17 434 x 10? 8,55 x 107
45°C 1,330 20 430 x 107 16,99 x 10
45°C 1,310 12 3,10x 10° 12,25 x 10°
45°C 1,500 25 4,70 x 10? 18,57 x 10”?
ethanol 3 % 0,890 7 3,20 x 107 12,16 x 10°
ethanol 3 % 0,911 6 2,90 x 10° 11,02 x 10°
ethanol 3 % 1,380 20 4,00 x 10? 15,20 x 10?
pH 8,5 0,834 7 3,40 x 107 9,62 x 107
pH 8.5 0,888 9 3,70 x 10” 10,47 x 107
pH 8.5 0,878 7 3,20x 107 9,05 x 107
pH 5,0 1,098 16 4,50 x 10” 12,83 x 10”
pH 5,0 0,967 10 3,70 x 107 10,55 x 107
pH 5,0 1,116 12 3,60 x 107 10,26 x 10”
triton 0,009 % | 0,968 5 2,38 x 107 9,50 x 10°°
triton 0,009 % 1,027 12 3,85x 107 15,36 x 10
triton 0,009 % 1,021 15 4,55 x 10” 18,15x 10?

Tab. 3: Vysledky méreni mutacnich rychlosti za optimalnich podminek a

riznych chemickych a fyzikalnich stresovych podminek.
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Mutacni rychlosti Bacillus subtilis 168

14 -
12
8,
6
4,
2
0

opti.podm.  28°C 45°C  3%etOH pH5,0 pH8,5 triton 0,009%

Mutaéni rychlost (x10°°)
>

Obr. 4.4: Porovnani zmén mutac¢nich rychlosti za optimalnich podminek a
v piitomnosti stresoru po korekci korekénim faktorem preziti.

Meéfieni probihala vzdy v triplikdtech. Do grafu je zanesena hodnota stfedni.
Chybové usecky znazornuji rozptyl vSech naméfenych hodnot. Zelené jsou
zvyraznény hodnoty naméfené za optimdlnich podminek, cervené v pritomnosti

stresoru.

Na obrdzku 4.4 je patrné, Ze v porovndni s optimdlnimi podminkami ristu
bakteridlni kultury nedochdzi v rlstu za stresovych podminek k vyraznym (tj. v fddu
desitek a vyS$S§im) zméndm mutacni rychlosti.

4.2 Izolace mutatorovych kmenu Bacillus subtilis 168
Cil: Izolace spontdnniho mutdtorového kmene Bacillus subtilis 168

Pii stanoveni mutacni rychlosti (Kap. 4.1.) jsme ziskali mnoho kmeni

rezistentnich k rifampicinu. Vzhledem k tomu Ze frekvence vzniku mutitorového

fenotypu je velice nizkd, pfibliznd 10° (FUNCHAIN er al. 2001), je velice mald

pravdépodobnost, Ze se mezi mutantnimi kmeny bude vyskytovat mutétor.
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Nejefektivnéj$i mutdtofi jsou kmeny s mutaci v MMR systému, kterd ho
inaktivuje a zvySuje tim mutacni rychlost a tedy schopnost se rychleji pfizpisobit
riznym stresovym podminkdm. Na prikaz mutdtorovych kmenl jsme pouZili
jednoduchy pokus zaloZeny na razantné zvysSené frekvenci vzniku ATB-rezistentnich
bunék v jeho potomstvu (privodni znak generalizované zvySené mutacni rychlosti)
(Kap. 3.2.1.8).

Z misek LByt jsme pfecarkovali na LB, 100 kolonii reprezentujicich kazdy
stres a 100 kolonii ziskanych z kultivace za optimalnich podminek. Po nartistu byly
tyto precarkované kolonie pierazitkoviny na LBy, a LB;,. Pokud se jednalo o
mutdtorovy kmen doSlo k ndristu ATB-rezistentnich kolonii na obou plotndch se
selekénim antibiotikem. Na kaZzdé misce byla pfitomna pozitivni kontrola
reprezentovand mutatorovym kmenem Bacillus subtilis BSMS1 s disrupci v mutSL
operonu (NUNVAR 2009) a negativni kontrola divokého kmene Bacillus subtilis 168.
Tomuto pokusu byly podrobeny kolonie ziskané z kultivaci za stresovych i za
optimdlnich podminek.

Z 800 kolonii reprezentujicich vSechny zkoumané ristové podminky doslo k
nartistu potencidlnich mutatorti na obou plotnich se selekénim antibiotikem pouze u

kmenl ziskanych z kultivace za optimélnich podminek. Ze sady Sesti kultivacnich

misek narostly dva potencidlni mutétofi pouze na jedné z nich (Obr. 4.5).

Obr. 4.5: Narist kmenu rezistentnich na rifampicin. (18 hodin kultivace)

A: PomnoZovaci plotna LBy, se vzorky rifampicin rezistentnich klond, které
byly ¢iseln¢ oznaceny pro dalsi rozliSeni. (18 hodin kultivace)

B: Pevné kultivacni médium obsahujici kyselinu nalidixovou (LB,)
(3 dny kultivace)

C: Pevné kultivacni médium obsahujici streptomycin (LBg)
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(3 dny kultivace)
V horni ¢asti kultivacnich ploten je oznaCena pozitvni (+) a negativni (—) kontrola.

Cisly jsou oznaGeny vzorky potencidlnich mutitorovych kment.

Pfi optimdlnich podminkdch rlstu, se mutantni a mutdtorovy kmen neli$i.
Pritomnost mutdtorového kmene byla podminéna ndrGstem na obou selekénich
plotnéch. Tato podminka byla splnéna pouze u vzorku €. 5 a vzorku €. 14.

Pro kontrolu vysledkii byl vzorek ¢ 5 a ¢ 14 masivné preockovan
z pomnoZovaci plotny LBy, na novou pomnoZovaci plotnu LByj,. Po ndristu byly
kolonie prec¢drkovany do kiiZze na novou plotnu LBy, spolu se stejnou negativni a

pozitivni kontrolou jako v pfedchozich krocich. Z této plotny byly narostlé kolonie

prerazitkovany na selek¢ni plotny s antibiotiky LBy, a LBy, (Obr. 4.6).

v

Obr. 4.6: Do kiize precarkované potencialni mutatorové kmeny

A: PomnoZovaci plotna LB, (18 hodin kultivace).
B: Pevné kultivacni médium obsahujici kyselinu nalidixovou (LB,)
(3 dny kultivace)
C: Pevné kultiva¢ni médium obsahujici streptomycin (LBg)
(3 dny kultivace)
Znaménkem + jsou oznaceny pozitivni kontroly, znaménkem — jsou oznaCeny

negativni kontroly. Cisly jsou ozna¢eny vzorky potencialnich mutatort.

Z obou potencidlnich mutatorti byly vytvotfeny glycerolové konzervy (20 %

glycerol) a uchovany v — 70 °C. Tyto kmeny byly nazvany jako BSM5 a BSM14.
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4.2.1. Ovéreni mutatorového fenotypu

Z potencidlnich mutatorovych kment BSM5 a BSMI14 byla izolovana
chromozomélni DNA (Obr. 4.7) (Kap. 3.2.2.1.) a s pouzitim kombinace primera
mutSL_1F/1R, mutSL_2F/2R, mutSL_3F/3R, mutSL_4F/4R pro amplifikaci mutSL
operonu byla u vybraného kmene BSM14 provedena PCR reakce. Vysledek, po
vizualizaci elektroforézou, byl patrny pouze u kontrolniho divokého typu Bacillus
subtilis. U potencidlnich mutatori byla PCR reakce negativni (Obr. 4.8). Stejného
vysledku bylo dosazeno i pfi pouziti vSech kombinaci primeri (mutSL_F1/R1,
mutSL_F1/R2, mutSL_F1/R3, mutSL_F1/R4, mutSL_F2/R1, mutSL_F2/R2,
mutSL_F2/R3, mutSL_F2/R4, mutSL_F3/R1, mutSL_F3/R2, mutSL_F3/R3,
mutSL_F3/R4, mutSL_F4/R1, mutSL_F4/R2, mutSL_F4/R3, mutSL_F4/R4). Po
zvySeni koncentrace Mg a pufru a snizeni Tm doSlo k amplifikaci nespecifickych
bandt jiné nez predpoklddané velikosti. Vzhledem k nedspéchim v amplifikaci PCR
reakci byla podrobena sekvenaci 16S rRNA, ktera potvrdila bakteridlni druh Bacillus
subtilis. Zde byly pouZzity universdlni primery pAf a pHr, pirevzaté z (EDWARDS et
al. 1989).

10000 bp

3000 bp

1000 bp

500 bp

Obr. 4.7: Kontrola kvality chromozomalni DNA
Zleva: Hmotnostni marker, vzorky potencidlnich mutitora. Cislem 5 je

oznac¢en BSMS5 a ¢isem 14 BSM 14.

74



10 000 bp

3000 bp
1000 bp
BSM14 mutsL_F1R1
BSh 14 mutsL_F2ZR2Z
500 bp BSM14 mutsL_F3R3

BSM14 mutSL_F4R4
BSM14 mutSL_F1R2
WT mutSL_F1R1
WT mutsSL_FIR2
WT mutsL_F3R3
WT mutsL_F4R4

0. WT mutsSL_F1R2

—= T 00 - T On s D R —

Obr. 4.8: Vysledek PCR reakce z primeri 1F/1R, 2F/2R, 3F/3R, 4F/4R.

Z leva: Hmotnostni marker, vzorky

4.3. Stanoveni miry transkripce mutSL operonu

Cil: Mereni tirovne transkripce mutSL operonu pomoci reportérového genu f-

galaktosiddzy pri ruznych chemickych a fyzikdlnich stresovych podminkdch.

Na zdklad¢ piredchozich vysledkli bylo rozhodnuto sledovat blize zmény
probihajici v buiice nachazejici se ve stresovém prostfedi. Vzhledem k tomu, Ze
nedochédzelo ke zméndm mutacnich rychlosti v pfipadé stresovanych kultivaci,
zamg¢fili jsme se na sledovani aktivity MMR systému, ktery zodpovidd za genetickou
stabilitu a brani mutacnim zméndm v bakteridlnim genomu (Kap. 2.1.1.).

Pomoci rekombinantniho kmene Bacillus subtilis BSPSL6, ktery byl vytvotfen
fizi reportérového genu B-galaktosiddzy a promotoru pro mutSL operon (NUNVAR
2009) jsme mohli stanovit miru transkripce tohoto operonu pii rlstu v raznych

stresovych podminkach.
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Kultivace za stresovych podminek byly zvoleny stejné jako pii méieni
mutacnich rychlosti tedy v tekutém LBG médiu s pifisluSnym stresorem. Soucasné
s kazdou kultivaci za stresovych podminek probihala paralelné 1 kultivace za
optimalnich podminek, kterd slouZila jako kontrolni, se stejnymi vychozimi
podminkami. Odbéry vzorka pro méteni -galaktosidazy (Kap. 3.2.1.6) probihaly u
obou paralelnich kultivaci vZdy v triplikdtech. Rozptyl namétrenych hodnot je vynesen
do grafu pomoci chybovych usecek.

Prvni odebrané vzorky z obou ban€k na pocatku kultivace byly vzdy z média
bez pifitomnosti stresoru. IThned po odbéru byl k jedné z bakteridlnich kultur stresor
piidan, nebo byla baiika pfenesena do kultivatoru vytemperovaného na piislusnou
teplotu. Kultivace kontrolni nestresované kultury probihala ddle beze zmény. Pouze u
strestt zpiisobenych zménou pH byly po prvnim odbéru vzorku buiniky zobou
paralelnich kultivaci nejprve zcentrifugovany a po odstranéni starého kultiva¢niho
média preneseny do piislusného nového kultivatniho média, tedy do média se
zménénym pH a do média s optimdlnimi podminkami. Odbéry déle probihaly ze
vSech banck (stresované pH a kontrolni nestresovand) ve stejnych casovych
intervalech.

Po vytvoieni stresovych podminek mizeme vidét na vSech rtistovych kiivkach
vyrazné sniZeni rustové rychlosti bakterii, nebo dokonce u nékterych stresti nastup lag
faze. Pii obnoveni exponencidlniho ristu je doba zdvojeni bunék stile vyss$i oproti
kultufe nestresované. Pti prechodu kultury do staciondrni faze byly odbéry ukonceny
vzhledem k tomu, Ze ve stacionarni fazi dochédzi k deprivaci kultury nedostatkem
Zivin, nahromadénim toxickych zplodin metabolismu, zménami pH kultiva¢niho
média vlivem neplné€ oxidovanych uhlikatych slou¢enim a ke zméndm fyziologickych
vlastnosti bun€k. Tyto podminky jiZ nejsou pfedmétem této prace.

Na grafu zndzorfiujicim hladinu p-galaktosiddzy byla porovndvana vzdy
kultura stresovana s kulturou rostouci za optimalnich podminek nachdzejici se ve
stejné hodnoté ODs¢s. U stresované i nestresované kultury dochdzi dmérné se
stoupajicim poctem bun€k i k zvySujici se expresi P-galaktosiddzy. Po ptechodu
kultury do staciondrni faze se hodnota enzymu méni jen minimalné. Aktivita enzymu
v bunice je uvedena v arbitrarnich jednotkdach (M. U.).

I ptes rozdily rychlosti riistu za optimdlnich a stresovych podminek se buné¢na
koncentrace [-galaktosiddzy mezi obdobnymi hodnotami optické denzity vyrazné

nelisi.
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Kultivace za chladového stresu
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Obr. 4.9: Zmény rustové rychlosti a aktivity enzymu v buiice pri chladovém
stresu.

A) Pribéh ristu bakterii. V grafu jsou hodnoty v semilogaritmickém vyneseni.
Cervenou §ipkou je oznagen prvni odbér po umisténi kultivace do kultivatoru o teploté
28 °C. Prechod do staciondrni faze je jak u nestresované, tak stresované kultivace
oznacen modrou Sipkou.

B) Aktivita enzymu v bunice pii konkrétni koncentraci bakterii v kultivaénim médiu.
Cervenou Sipkou je oznadena prvni hodnota naméfend po preneseni kultury do

stresového prostredi, modré Sipky znaci pfechod do stacionérni faze.
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Kultura byla pienesena do stresového prostfedi (28 °C) ihned po prvnim
odbéru vzorku. Po preneseni kultury do chladnéjSiho prostfedi doSlo k vyraznému
zpomaleni rlstu bakteridlni kultury a je viditelné mirné sniZeni aktivity enzymu
v bunce. Tento mirny pokles je vSak ihned vyrovndn na hladiny shodné

s nestresovanou kontrolni kultivaci.
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Kultivace za stresu zpusobeného pritomnosti detergentu
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Obr. 4.10: Zmény rustové rychlosti a aktivity enzymu v buiice v pritomnosti
detergentu.

A) Priibéh rastu bakterii. V grafu jsou hodnoty v semilogaritmickém vyneseni.
Cerven4 Sipka oznacuje prvni hodnotu naméfenou jiZ po pfidani detergentu k rostouct
kultute. Pirechod do staciondrni faze je jak u nestresované, tak stresované kultivace
oznacen modrou Sipkou.

B) Aktivita enzymu v buiice pfi konkrétni koncentraci bakterii v kultiva¢nim médiu.
Cervenou Sipkou je oznadena prvni hodnota naméfend po pfidani stresoru, modré

Sipky znadi prechod do stacionarni faze.
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Stejné jako u chladového stresu doslo po pfidani tritonu na kone¢nou koncentraci
0,009 % v médiu k zpomalen{ riistové rychlosti.

Aktivita enzymu béhem rlstu kultury je stejnd u obou kultivaci v totoZnych
optickych denzitich. Exprese mutSL operonu se tedy v pfitomnosti detergentu od

optimdlnich podminek nelisi.
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Kultivace za stresu zpusobeného pridanim ethanolu
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Obr. 4.11: Zmény rustové rychlosti a aktivity enzymu v buiice v pritomnosti
ethanolu.

A) Pribéh rastu bakterii. V grafu jsou hodnoty v semilogaritmickém vyneseni.
Cervend §ipka zna¢i prvni hodnotu naméfenou po piidani ethanolu do kultiva¢niho
média na kone¢nou koncentraci 3 %. Prechod do staciondrni faze je oznacen modrymi
Sipkami.

B) Aktivita enzymu v buiice pii konkrétni koncentraci bakterii v kultivaénim médiu.
Cervenou Sipkou je oznatena prvni hodnota naméfend po piidani stresoru, modré

Sipky znaci prechod do staciondrni faze.
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Stejné jako u predchozich dvou stresti doslo po ptidani ethanolu na konec¢nou 3 %
koncentraci v kultivaénim médiu k viditelnému zpomaleni ristové rychlosti. Ve 40
minuté po pridani stresoru je viditelné mirné zvySeni aktivity enzymu, které trva az do

stacionarni faze.
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Kultivace v kyselém prostredi
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Obr. 4.12: Zmény riistové rychlosti a aktivity enzymu v buiice za kyselého stresu

A) Pribéh ristu bakterii. V grafu jsou hodnoty v semilogaritmickém vyneseni.
Cervenou Sipkou je oznaGena prvni hodnota naméfend po pieneseni bunék do
kyselého kultivatniho média s pH 5,0. Prechod do staciondrni faze je oznacen
modrymi Sipkami.

B) Aktivita enzymu v bufice pii konkrétni koncentraci bakterii v kultivaénim médiu.
Cervenou Sipkou je oznaGena prvni hodnota naméfend po pieneseni bunék do

kyselého kultivacniho média, modré Sipky znaci ptechod do staciondrni faze.
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Po preneseni bun€k do kyselého kultivacniho média s pH 5,0 (Cervena Sipka) je
patrny mirny ndstup lag faze. Po pfechodu do exponencidlni fidze je rist mnohem
pomalejsi nez za optimélnich podminek. Kultura v kyselém médiu diive vstupuje do
staciondrni faze.

Zmény hladiny enzymu v bufice se po preneseni do kyselého stresu neméni. Na

kiivce je vSak mnohem vice patrny ¢asny ndstup staciondrni faze u stresované kultury.
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Kultivace v zasaditém prostiedi
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Obr. 4.13: Zmény riistové rychlosti a hladiny enzymu v buiice za zasaditého

stresu

A) Prabéh ristu bakterii. Do grafu jsou zaneseny hodnoty v semilogaritmickém
vyneseni. Cervenou Sipkou je ozna¢ena prvni hodnota naméfena po pieneseni bunék
do zasaditého kultivacniho média s pH 8,5. Pfechod do staciondrni fize je oznacen
modrymi Sipkami.

B) Aktivita enzymu v buiice pfi konkrétni koncentraci bakterii v kultiva¢nim médiu.
Cervenou Sipkou je oznaéena prvni hodnota naméfend po preneseni bunék do

zasaditého kultivacniho média, modré Sipky znaci prechod do staciondrni faze.

85



Po pfeneseni bunék do zdsaditého kultivatniho média dochazi k ndstupu velice
dlouhé lag faze. Po adaptaci bun€k na zdsadité pH rtistova rychlost rapidné stoupd, ale
stale se nerovnd rastové rychlosti v optimdlnich podminkéch.

Hladina enzymu po pfeneseni bun¢k do zdsaditého stresu je totoznd s optimalnimi

podminkami. K dtlumu v expresi mutSL operonu tedy nedochdzi ani pfi tomto stresu.

44. Priprava rekombinantniho kmene Bacillus subtilis 168 pro méreni
aktivitypromotoru ¢” - dependentniho genu.

Cil: : Promotorovou fizi ctc genu a genu pro [(-galaktosiddzu vytvorit systém pro

Lo . B
sledovdni aktivity ¢” regulonu.

K adaptaci bakterii na ménici se ristové podminky pfispivd velkou mérou i
obecnd stresovd odpovéd’ reprezentovand aktivaci o° regulonu (Kap. 2.1.4.1.).
Vzhledem ke komplexni regulaci této obecné stresové odpovédi je stanoveni miry
transkripce genu sigB obtizné. Gen sigB je sam autoregulovdn a je souddsti c°
regulonu, kde dochdzi k prekryvu genit (BOYLAN ef al. 1992, NANNAPANENI et
al. 2012). Pro stanoveni méteni aktivity obecné stresové odpovédi jsme proto vyuZili
gen ctc, ktery patii do o° regulonu. Fizi promotoru cfc genu s promotorem pro p-
galaktosiddzu (LacZ) miZeme ziskat systém vhodny pro sledovani aktivity o°
regulonu, ktery byl pro tyto tcely jiz diive vyuzit (RAY et al. 1985, VOELKER et al.
1995).

4.4.1. Priprava rekombinantniho plazmidu pDG1661

Pred integraci promotorové oblasti cfc genu do rekombinantniho plazmidu byl
pfisluSny 150 bp dlouhy usek chromozomalni DNA Bacillus subtilis amplifikovan
PCR reakci (Kap. 3.2.2.4.) s vyuZitim dvou primert ctcR a ctcF.

Tento amplifikovany fragment byl vyizolovan precipitaci (Kap. 3.2.2.3.) a
Stépen pomoci restrikénich enzymi EcoRI a BamHI, Jejich restrikéni mista byly

soucdsti pouzitych primerti. (Kap. 3.2.2.5.). Tento fragment byl pfes restrikéni mista
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vlozen do plazmidu pDG1661 (Kap. 3.2.2.6.), ktery byl pfed tim linearizovan za
pouZiti stejnych restrikénich enzymd.

Ligacni smési byly transformovany kompetentni bunky Escherichia coli DH5a
(Kap. 3.2.1.13.) ve kterych je tento plazmid replikativni. Po transformaci byly tyto
buniky kultivovdny pies noc na LB.mp agaru. Pomoci selek¢niho antibiotika jsme
docilili narastu pouze téch bung¢k, které obsahovaly funk¢ni konstrukt.

Z vybranych tif bakteridlnich klonti byly vyizolovany plazmidy (Kap. 3.2.2.2.)
a podrobeny restrikénimu Stépeni (Kap. 3.2.2.5.). K tomuto ucelu byl pouZit restrikéni
enzym Sacl. Zaclenéni inzertu bylo nédsledné ovéfeno agarovou elektroforézou (Kap.
3.2.2.7.) spolu s prazdnym plazmiden nastépenym stejnym restrikcnim enzymem.
Ptitomnost inzertu byla potvrzena 1 PCR reakci s primery ctcF a ctcR. Izolované
plazmidy byly podrobeny také sekvenaci, kterd potvrdila pfitomnost inzertu 1 jeho

spravnou pozici na plazmidu (Kap. 3.2.2.8.).

4.4.2. Transformace Bacillus subtilis rekombinantnim plazmidem

Ovéfeny rekombinantni plazmid byl opét vyizolovan z ptisluSného
bakteridlniho klonu Escherichia coli DH5a (Kap. 3.2.2.2.) a linearizovan restrikénim
enzymem BstEIl (Kap. 3.2.2.5.). Linearizovany plazmid byl transformovan do
kompetentnich bun¢€k Bacillus subtilis SG64 (Kap. 3.2.1.11.) a Zddané transformanty
byly selektovany na LBy.

Po ovéteni uspésné rekombinace bylo 10 vybranych kolonii pte¢arkovano na
selek¢ni plotny LBy a LBy, a na diferencidlni médium LByop. Kultivace probihala
op¢t do viditelného nartstu kolonii.

Pti sprdvné integraci plazmidu do amy lokusu v chromozomu je ptenesena
pouze rezistence na chloramfenikol, ¢ast plazmidu nesouci rezistenci na
spektinomycin integrovana neni. Pti precarkovani tedy dojde k nartstu kolonii pouze
na LB¢y a LByqgob. Pii integraci plazmidu také dochazi k poruseni cilového mista na
bakteridlnim chromozomu (genu amyE), ¢imZz dojde ke ztrdté schopnosti bakterie
utilizovat Skrob. Z tohoto divodu, po preliti LByo, lugolovym roztokem a zmodran{
diferencidlni plotny, nedochdzi k vytvoteni bezbarvé zény okolo narostlych kolonii.

Z vybranych bakteridlnich kloni byla vyizolovdna chromozomdlni DNA

(Kap. 3.2.2.1.) a pomoci PCR (Kap. 3.2.2.4.) s primerem ymyE2R, ktery nasedd
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uvnitt amyE genu a primerem ctcR, byla ovéfena integrace rekombinantniho plazmidu
s fizi promotort ctc genu. Po ovéfeni spravné integrace byl vybran jeden mutantni
kmen, ktery byl oznacen jako Bacillus subtilis 1A680/Pctc2.

S vyuZitim tohoto mutantniho kmene mohla byt didle méfena zména regulace
obecné stresové odpoveédi prostiednictvim aktivity [-galaktosiddzy, diky fuzi

promotorl pro ctc gen a gen lacZ.

4.5. Sledovani miry aktivace obecné stresové odpovédi

. P . . L o B :
Cil: Méreni urovné transkripce alternativniho transkripcniho faktoru ¢ u Bacillus

subtilis pri riiznych chemickych a fyzikdlnich stresovych podminkdch.

Pomoci vytvofeného mutantniho kmene Bacillus subtilis 1A680/Pctc2 (Kap.
4.4.) s fazi promotori pro gen ctc a gen lacZ (pro B-galaktosiddzu), miizeme méfit
zmeny udrovné aktivace obecné stresové odpovédi. Mira transkripce genu ctc koreluje
s hladinou méfeného enzymu, -galaktosidazou.

Podminky kultivace za pfitomnosti stresoru byly zvoleny stejné jako v piipadé
méfeni urovné mutSL operonu (Kap. 4.3.). Prvni odbér vzorku pro méfeni zmény
hladiny p-galaktozidizy (Kap. 3.1.1.6.) za stresovych podminek byl proveden
z exponencidlné rostouci nestresované kultury. Thned po tomto odbéru byl piidan
stresor a ndsledovaly dva odbéry po 10 minutich, aby mohl byt podrobnéji
zaznamendn ndastup aktivace obecné stresové odpovédi DalSi vzorky byly dale
odebirdny po 20 minutovych intervalech. Odbéry na stanoveni hladiny enzymu
v bunce probihaly vzdy v triplikdtech (do grafu zaneseno pomoci chybovych tsecek).
Pro porovnani zmén hladin enzymu ve stresovych podminkiach bylo stejné méfeni
provedeno i pii ristu za optimdlnich podminek. Odbéry byly ukonéeny poté, co
bakteridlni kultura zacala pfechdzet z exponencidlni do staciondrni faze ristu. Optickd
denzita kultury byla jak za optimdlnich tak za stresovych podminek métena pii 595

nm.
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Kultivace bakterii za stresovych podminek
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Obr. 4.14: Zmény aktivity enzymu v buiice pri ristu v zasaditém a kyselém
prostiedi

Aktivita enzymu v bunce pifi konkrétni koncentraci bakterii v kultivaénim
médiu. Cervenymi Sipkami je ozna¢ena prvni hodnota naméfend po preneseni bunék
do kultivaéniho média, ve kterém je pfitomen stresor, modré Sipky znaci pfechod
kultury do staciondrni fize. Cernd Sipka ukazuje prvni hodnotu naméfenou po

centrifugaci u nestresované kontroly.

Zvyseni koncentrace enzymu v bufice je po zahdjeni stresovini kultury,
v porovnani s nestresovanou kulturou, patrné pouze u kyselého stresu. Po expozici
stresorem, dosahuje enzym maximdlni aktivity v 10 minuté. K zvySeni enzymové
aktivity u zdsaditého stresu a nestresované kultury dochédzi pravdépodobné vlivem
centrifugece, kterd je nezbytnd pro preneseni bunék z optimalniho prostfedi do
stresového kultivacniho média. Po stresové aktivaci (zptisobené vlivem zmény pH i
centrifugaci) aktivita enzymu klesd k minimalnim hodnotam a k opétovnému zvyseni
dochdzi u pH stresti v pozdni exponencidlni fizi. U nestresované kultivace az po
ndstupu staciondrni faze rastu. Zvyseni aktivity vlivem ndstupu staciondrni fize u pH

strest koreluji s hodnotami kontrolnimi, namétenymi v nestresovaném prostiedi.
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Obr 4.15: Zmény aktivity enzymu v buiice pri chladovém, ethanolovém,

osmotickém a detergentovém stresu.

Aktivita enzymu v bunice pfi konkrétni koncentraci bakterii v kultivaénim médiu.

A) Celkovy graf zahrnujici ndstup staciondrni fidze. Modré Sipky znaéi prechod

kultury do staciondrni faze

B) Detail vyznadeny na grafu A bezprostiedné po aplikaci stresoru. Cervenymi

Sipkami je oznacena prvni hodnota namétfend po pieneseni kultivace do prostredi o

teploté 28 °C, nebo po ptidani stresoru do kultivacniho média.
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K vyraznému zvySeni aktivity po pfidani stresoru do kultivatniho média
dochézi ptfi ethanolovém a osmotickém stresu. Hodnoty naméfené u ethanolového
stresu dvojndsobné prevySuji aktivitu enzymu pii osmotickém stresu. Maxima
dosahuje aktivita enzymu v obou piipadech ve 20 minuté po pfidani stresoru a poté
pozvolna klesa. K opétovnému zvySovani aktitivity enzymu dochézi stejné¢ jako u
ptedchozich pH strest pfed ndstupem staciondrni fize. VSechny naméfené hodnoty u
strest jsou stdle na vyssich hladindch, néz je tomu u kontrolni nestresované kultivace.

U detergentového a chladového stresu neni patrné vyrazné zvySeni aktivity
enzymu po zahdjeni stresovani rostouci kultury. Hodnoty namétené u obou stresi
vzdjemn¢ koreluji. Aktivita enzymu se na zacatku stresované kultivace udrzuje mirné
nad hladinami naméfenymi béhem kultivace v nestresovaném prostredi. U chladového
stresu dochdzi v pribéhu exponencidlni faze k vyraznému zvySovani aktivity enzymu,
ktera se po ptechodu do stacionédrni fize rovna hodnotdm staciondrni faze etanolového
a osmotického stresu. Odbéry vzorka u stresu zpusobeného piitomnosti detergentu

byly kvli ¢asové ndrocné kultivaci ukonéeny jesté pred ndstupem staciondrni fize.
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S. DISKUZE

Bakterie jsou bezkonkuren¢né nejrozsifenéjSimi organismy na Zemi a obyvaji
vSechna zndm4 prostiedi. MiZeme je nalézt v pudé, vodé, jako symbionty uvnitf i na
povrchu mnohobunéénych organismi a obyvaji i tak nehostinnd mista, jako jsou horké
prameny, radioaktivni odpad nebo ledové vody svétovych ocednl. Aby tomu tak
mohlo byt, museli si své prvenstvi ndlezit¢ zaslouZzit a vyvinout fadu ucinnych
adaptivnich mechanismu, které jim umoznily pfizpusobit se tak rozmanitym Zivotnim
podminkam.

Schopnost pfizpiisobit se ménicim Zivotnim podminkdm md na starost
mechanismus nazyvajici se adaptivni mutageneze. Predpoklddd se, Ze zdkladnim
principem je schopnost mikroorganismu cilené¢ ovliviiovat svou muta¢ni schopnost a
diky zvySenému mnoZstvi mutaci zvysit pravdépodobnost vzniku vyhodné mutace,
kterd umozni preziti a dalSi mnoZeni tohoto organismu (FOSTER 2004). Vzhledem
k tomu, Ze mutace jsou za nestresovych podminek nepfiznivym jevem, musi dojit
v bunkdch nejprve k deaktivaci systémt, které vzniku mutaci brani. Jednim
z takovych systémi je mismatch repair systém (MMR), ktery vyhleddvd a opravuje
chyby vzniklé chybnym zafazenim nukleotidl pfi replikaci DNA. Tato strategie je
vyuZivdna a nejvice prozkoumdna u modelového organismu Escherichia coli, jejimz
pfirozenym zivotnim prostfedim je travici trakt teplokrevnych Zivocichii vcetné
Clovéka (FENG et al. 1996, FOSTER 2007). Mnohem menSi pozornost je v tomto
sméru vénovana gram-pozitivni bakterii Bacillus subtilis. Jejim Zivotnim prostfedim je
puda, kde dochazi k ¢astym zménam teplot, pH, vlhkosti a osmotického tlaku, ale také
k vyskytu riznych chemickych léatek, které jsou do prostiedi vypoustény. Se vSemi
zménami okolniho prostredi se musi tato bakterie vyrovnat, aby pieZzila a byla schopna
se dale mnozit.

Bacillus subtilis a Escherichia coli se od sebe lisi nejen svym pfirozenym
zivotnim prostiedim, ale také skladbou bunécné stény a Zivotnimi strategiemi.
Naprtiklad sporulace u Bacillus subtilis je jednou z vyraznych adaptivnich strategii,
kterou Escherichia coli postrada. Vzhledem k t€émto skutecnostem je pravdépodobny i
vyskyt odliSnych mechanismi adaptivni mutageneze u téchto dvou modelovych
organismii. Cilem mé priace je navazani na predchozi vysledky studia adaptivni

mutageneze v na$i laboratofi, které tuto myslenku podporuji.
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Predchozi prace z nasi laboratofe byla zaméfena na studium funkce MMR
systému u Bacillus subtilis 168 pti plisobeni vybranych druhii stresort. Z vysledkl
bylo patrné Ze narozdil od Escherichia coli k cilenému utlumu ani deaktivaci MMR
systému vlivem stresovych podminek nedochdzi a mutacni rychlost ziistava
v porovnani s nestresovanou kulturou nezménéna (NUNVAR 2009).

Prvnim na$im tdkolem bylo zmétfeni mutacni rychlosti u Sir$i Skdly strest
jednoduchou metodou zaloZenou na akumulaci rifampicin — rezistentnich mutantii
v rostouci kultufe v tekutém kultivatnim médiu, kterd byla vyvinuta a jeji presnost
ovéfena v piedchozi prici, na jejiz vysledky navazujeme (NUNVAR 2009). Pro
méfeni zmén mutacnich rychlosti byla Skdla puasobicich stresti rozsifena o dalsi
fyzikdlni a chemické typy stresi. Bakterie byly kultivovdny za sniZené (28 °C) a
zvysené (42 °C) kultivacni teploty, v kyselém (pH 5,0) a zdsaditém (pH 8,5) prostiedi,
v ptitomnosti detergentu (0,009 % triton) a ethanolu (3 %). Kultivace za¢inaly vzdy
zmalého poctu bakterii. Aby byla vylouc¢ena pifitomnost mutanta na pocatku
kultivace, bylo pocatecni mnozstvi bunék v kultufe pfiblizné 10*. Kultivace byla
ukoncena na pielomu exponencidlni a staciondrni faze ristu. Tato riistova faze se zda
byt nejvhodnéjsi vzhledem k dostateénému poctu bunck, ale nepiitomnosti
interferenci zmén probihajicich ve staciondrni fazi rastu vlivem nedostatku Zivin a
nahromadéni toxickych metaboliti. Vhodné rozmezi optické denzity pro ukonceni
kultivace v této rustové fazi bylo stanoveno po zméteni pribchu ristu za optimdlnich
podminek a vyneseni téchto hodnot do grafu jako ODusey 0,9 — 1,5. Toto rozmezi je
aplikovatelné i na stresové kultivace, coZ bylo ovéfeno stanovenim rastovych kiivek u
vSech typu stresovych kultivaci. Pribéh ristu byl u vSech stresi stejny jako za
optimdlnich podminek. LiSila se pouze rstova rychlost. U stresovanych kultivaci byla
doba zdvojeni pfiblizné 1,5 x azZ 2 x del$i (neZ u nestresované kultivace), ale pro
kazdy stres mirn¢ odliSna.

Pro vSechny typy strest byl také zméten korekénfi faktor pieziti, ktery upravuje
pomér mezi Zivymi bufikami v kultufe a naméfenou optickou denzitou. Tento faktor
byl ndsledné zahrnut do vypocti mutacni rychlosti. Hodnoty tohoto faktoru se od sebe
u jednotlivych stresti vyrazné nelisi. Pouze u kultivace za sniZené teploty je hodnota
v porovnani s ostatnimi znatelné¢ nizs$i, coz si vysvétluyjeme tim, Ze pii téchto
stresovych podminkach dochdzi k zmenSeni objemu bunck. I pfes to nedochdzi u
zadného z pouzitych strest k vyrazné odchylce v rychlosti vzniku mutaci v porovnani

s kontrolni nestresovanou kulturou. Tyto vysledky se shoduji s jinymi publikovanymi
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daty a ptfedchozimi vysledky ziskanymi v nasi laboratofi (PEDRAZA-REYES a
YASBIN 2004, SIMMONS et al. 2008, NUNVAR 2009).

Mutantni rifampicin-rezistentni kolonie ziskané stejnym postupem jako
v ptedchozich kultivacich na méfeni mutacni rychlosti byly podrobeny jednoduchému
testu, ktery ndm umoZnil odliSeni pifipadného mutdtora, od ostatnich mutantnich
bunék. Princip testu byl zaméfen na hlavni mutatorovou vlastnost a to zvySenou
mutacni rychlost a schopnost se rychleji pfizplisobit zméné stresovych podminek.
V naSem piipadé ptitomnosti jiného selek¢éniho antibiotika neZ rifampicinu, na které
ostatni rifampicin-rezistentni bunky vytvéreji rezistenci s mnohem niz§i frekvenci. I
piesto, ze frekvence vyskytu mutdtorti je v bézné laboratorni populaci divokého
kmene velice mald, pfiblizné 10”° (FUNCHAIN et al. 2001), identifikovali Jjsme dva
klony s mutitorovym fenotypem =z celkového poctu 800 vySetfovanych kolonii
rezistentnich na rifampicin. Tyto bakteridlni klony byly nazvany BSM5 a BSM14.

Po izolaci chromozomdlni DNA u kmene BSMI14 vykazujictho silnéjsi
mutatorovy fenotyp, byla provedena PCR reakce, kterd méla s pouzitim piislusSnych
primert amplifikovat cely usek mutSL operonu. Sekvenace piisluSnych dsekl by
umoznila zjistit pfipadné mutace v operonu. Tato amplifikace ani po nékolika
pokusech s riznymi kombinacemi primert a ani v podminkach snizujicich specifitu
nevedla k produktiim ptedpoklddané velikosti. Pozadované amplifikace jsme dosdhli
pouze u kontrolntho divokého kmene. Je tedy velice pravdépodobné, Ze u
potencidlnich mutitorovych kmend doslo v oblasti mutSL operonu k rozsdhlé deleci,
kterou neni mozno naSimi primery pokryt. Tuto nasi hypotézu podporuje piitomnost
stejnych nespecifickych produktii u piislusSnych kombinaci primerd v jednotlivych
reakcich u divokého kmene i mutatora BSM14. Pro konecné potvrzeni uplné delece
mutSL operonu by byla potieba rozsahlejsi analyza jeho okoli.

Vzhledem k tomu, Ze oba potencidlni mutatofi byly ziskani pouze z kultivace
za optimélnich podminek, miiZeme usuzovat, Ze stresové podminky ristu nemaji vliv
na vyssi frekvenci vzniku mutdtorového fenotypu.

Z ptedchozich vysledki tedy vyplyvd, Ze vlivem stresovych podminek
k zvySeni mutacni rychlosti a tedy kdtlumu MMR systému u Bacillus subtilis
nedochdzi. Ziskand data nam vSak nevypovidaji nic o dynamice MMR systému béhem
rustu bakteridlni kultury at’ v optimélnich tak ve stresovych podminkich. Z tohoto
divodu byl pouzit jiz zkonstruovany kmen s fizi reportérového genu pro [3-

galaktosiddzu a promotoru pro mutSL operon (NUNVAR 2009). Tento kmen
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umoziiuje sledovat zmény v expresi mutSL operonu pii rastu bakteridlni kultury
prostfednictvim zmén transkripce B-galaktosiddzy. S vyuZitim tohoto reportérového
systétmu byly méfeny zmény transkripce tohoto enzymu ve vSech stresovych
podminkdach jaké byly navozeny v pfipadé méteni mutacnich rychlosti. Byl vynechan
pouze stres zpusobeny vysokou teplotou vzhledem k senzitivit¢ B- galaktosidazy,
ktera je v téchto podminkach neaktivni.

V piipadé¢ kyselého, zdsaditého a detergentového stresu je transkripce enzymu
shodnd s mirou transkripce enzymu v nestresované kultufe coz znaci nulovy vliv
téchto stresti na aktivitu MMR systému. U ethanolového stresu nedochdzi k Zadnému
poklesu transkripce enzymu po piidani stresoru, naopak ve 40 minuté je viditelné
mirné zvySeni transkripce, coZ vypovida o zvySeni ,,protimutacni* ochrany i ptesto, Ze
ethanol negativné ptisobi hlavné na plasmatickou membranu buitky (INGRAM 1990).
Chladovy stres jako jediny vykazuje mirné sniZeni transkripce B-galaktosiddzy. Toto
sniZzeni je vSak pouze minimdlni (cca 10 M. U.) a z vysledki méfeni mutacni rychlosti
vyplyva, Ze nemd Zadny vliv na miru mutageneze.

Pro bliz§i predstavu o adaptaci Bacillus subtilis 168 na vzniklé stresové
podminky jsme se rozhodli sledovat miru exprese genti obecné stresové odpovédi
patiici do 6® regulonu. Sledovat piimo aktivitu promotoru pro gen sigB, ktery kéduje
alternativni transkripéni faktor ¢°, by bylo velice sloZité, vzhledem k tomu, Ze je
soucdsti komplexniho regulonu s prekryvem gend a regulace jeho exprese podléha
slozitym autoregulacim. Z tohoto divodu jsme vyuzili alternativni moZnost sledovani
miry aktivace obecné stresové odpovédi a to zprostiedkované pies gen crc, ktery patii
do sigB regulonu, jeho mira transkripce koreluje s transkripci genu sigB, jez byl pro
tyto ucely diive vyuZit a je pro toto stanoveni standardné pouzivin (RAY et al. 1985,
VOELKER et al. 1995).

Nejprve bylo potieba vytvofit rekombinantni plazmid s fizi promotorové
oblasti genu ctc s reportérovym genem pro B-galaktosiddzu. Takto pfipraveny plazmid
byl pomoci dvojitého crossing-overu transformovan do amy lokusu kmene Bacillus
subtilis SG64. Pomoci takto vytvoifeného systému byly sledovany prostfednictvim
zmén transkripce enzymu [ — galaktosiddzy zmény v aktivaci obecné stresové
odpovedi béhem ristu ve stresovych podminkich, které byly zvoleny stejné, jako
tomu bylo v pfipadé€ stanoveni zmén v aktivaci MMR systému.

K nejvyraznéjsi aktivaci obecné stresové odpovédi dochdzi pii ethanolovém

stresu. Po ptidani stresoru k rostouci bakteridlni kultufe se transkripce enzymu (a tedy
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transkripce alternativniho transkripéniho faktoru o) prudce zvySuje. Ihned po
dosaZeni maximdlni transkripcni aktivity enzymu, ve 20. minuté po pfidani stresoru,
ale transkripce klesd a nadédle je stabilné¢ udrZovdna vyrazn€ nad hodnotami
naméfenymi pii kontrolni nestresované kultivaci. K opétovnému zvySeni transkripce
enzymu dochdzi az vlivem staciondrni faze rustu.

K vyrazné indukci obecné stresové odpovédi také dochdzi u osmotického
stresu. Nejvice je enzym transkribovdn po pfidani stresoru k rostouci kultufe ve 20
minuté a stejné¢ jako u ethanolového stresu poté klesa. K opétovnému zvySovani
transkripce ale dochdzi mnohem diive, jeSt€¢ pfed ndstupem staciondrni faze. Ve
staciondrni fazi je mira transkripce enzymu pii obou stresech stejna.

U chladového a detergentového stresu k zvySeni transkripce enzymu po ptidani
stresoru nedochdzi. Obecnd stresovd odpoveéd’ tedy neni aktivovdna vlivem téchto
stresovych podminek bezprostiedné po aplikaci stresoru. U chladového stresu dochdzi
ke zvySovani transkripce enzymu az pied ndstupem staciondrni faze. Poté mira
transkripce enzymu dosahuje stejnych hladin, jako tomu bylo u pfedchozich dvou
strest (ethanolového a osmotického). Vzhledem k tomu, Ze u chladového stresu, pfi
15 °C, kindukci obecné stresové odpovédi dochdzi (BRIGULLA et al. 2003), je
pravdépodobné, zZe ndmi navozeny stres (28 °C) je pouze mirny a buinika se s nim umi
vyrovnat jinymi specifickymi adaptaénimi mechanismy, napiiklad produkci
desaturazy (AGUILAR et al. 1998).

U pH strestt mirn€ ovliviiuje naméfené hodnoty pii stanoveni centrifugace,
ktera je potfebnd pro preneseni bun¢k do nového kultivaéniho média s ptislusSnym pH.
Tato interference je velice dobfe patrnd na nestresované kontrole, kterd byla
zpracovana stejnym postupem jako pH stresované kultury. Bezprostfedné po
centrifugaci dochdzi ke zvySovani transkripce enzymu. Ta dosahuje maxima v 10
minuté¢ po centrifugaci a poté se op€t vraci na pavodni hladiny odpovidajici
nestresované kultivaci. Aktivaci obecné stresové odpovédi se tedy Bacillus subtilis
brani pouze v ptipad¢ kyselého stresu (pH 5,0). Nejvyssi miry transkripce po stresové
aktivaci dosahuje enzym jiz v 10 minuté¢ a opét jako u vSech piedchozich strest
v zapéti klesd. U zdsaditého stresu je po preneseni bun¢k do kultivaéniho média s pH
8,5 patrné jen mirné zvySeni transkripce enzymu, které je s nejvetsi pravdépodobnosti
zpusobeno piedchozi centrifugaci. U obou pH stresti dochdzi ke zvySovani transkripce

enzymu opét aZ pred nédstupem staciondrni faze. Po pfechodu do stacionarni faze je
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transkripce enzymu pii pH stresech shodnd s mirou transkripce u nestresované
kultury.

Nase vysledky jsou v dobré korelaci s vysledky méfeni aktivace obecné
stresové odpovédi v dalSich pracech, ve kterych byla zjisténa aktivace obecné stresové
odpovédi po riznych stresech. (AVILA-PEREZ et al., BOYLAN et al. 1993,
MASCHER et al. 2003)

ZnaSich vysledkl vyplyvd, Ze Bacillus subtilis nevyuzivd adaptivni
mutagenezi jako prostfedek obrany proti vzniklym stresovym podminkdm. Nepiiznivé
okolni podminky nemaji vliv na zvySeni mutacni rychlosti fizenym ttlumem MMR
systému ani na zvySeny vznik hypermutitorovych kment. Je zjevné, Ze Bacillus
subtilis tedy disponuje jinymi uc¢innéjSimi mechanismy, které jej dokdzi proti zméndm
okolniho prostiedi dostatecné ochranit. Jednou z moZnosti je aktivace obecné stresové
odpovédi, kterd na rozdil od Escherichia coli neovliviiuje funkci MMR systému
(TSUI et al. 1997, SAINT-RUF a MATIC 2006). I v ptipadé aktivace obecné stresové
odpovédi je intenzita piepisu prisluSnych genti u jednotlivych strest velice rozdilna
coz muze jednak zdviset na specifickych schopnostech bunky vyrovndvat se
s jednotlivymi stresy a jednak mirou stresu. Pfikladem je mirny chladovy stres, kdy u
Bacillus subtilis dochazi k rychlé a u¢inné adaptaci a zmirnéni Gcinku stresu aktivaci
desaturazy (AGUILAR et al. 1998).

Dalsi z moznosti, kterd umoZznuje Bacillus subtilis takové privilegium jako je
udrzeni genetické stability i za nepfiznivych rastovych podminek je sporulace, diky
které je schopen ptezit ptipadné Zivot ohrozujici zmény okolniho prostiedi a v piipadé
nastalych pfiznivych podminek opét aktivovat rast s pivodnim genomem (PIGGOT a

HILBERT 2004).
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6. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zjistit miru vlivu stresi na mutabilitu u
Bacillus subtilis v korelaci s mirou obecné stresové odpovédi pii plsobeni téchto

stresu na rostouci bakterialni kulturu.

Béhem této diplomové prace bylo dosaZeno téchto vysledku:

1. Pomoci metody umoznujici kvantifikaci mutageneze byla méfena mutacni
rychlost u Bacillus subtilis v ptitomnosti Sesti riznych strest (stres zpisobeny
pritomnosti detergentu, vysokou a nizkou teplotou, kysely, zdsadity a
ethanolovy stres). Bylo zjiSténo, Ze k zvySeni mutacni rychlosti oproti ristu

v optimélnich podminkdch nedochdzi ani u jednoho z téchto strest.

2. Ztakto vzniklych rifampicin rezistentnich mutantnich kment byly
vyizolovdny dva potencidlni mutidtorové kmeny BSMS5 a BSMI4, které

vznikly pfi kultivaci za optimalnich podminek.

3. Byla méfena mira exprese mutSL operonu zprostiedkované ptes transkripéni
aktivitu promotoru fizovaného s reportérovym genem [-galaktosiddzy. Ani
v jednom piipad€é nedochdzelo k dtlumu transkripce proteinii MMR sytému

vlivem ptidanych Sesti vyse popsanych stresii.

4. Byl sestrojen kmen Bacillus subtilis umoziiujici méteni miry transkripce gena
obecné stresové odpovédi pomoci fuze promotoru pro obecné stresovy protein

Ctc a reportérového genu -galaktisidazy.

5. Byla méfena mira exprese obecné stresové odpovédi pti sledovanych stresech,
kdy nejvysSich hodnot dosahovala pfi ethanolovém, hyperosmotickém a
kyselém stresu. Niz§i indukce byla pozorovédna u zdsaditého stresu a stresu
zpusobeného piitomnosti detergentu. Minimdlni zvySeni bylo naméfeno u

chladového stresu.
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