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Ceprav je mehanizem zaznavanja celi¢ne gostote (kvoruma) pri Bacillus subtilis dobro
poznan, vpliv fizikalno-kemijskih dejavnikov na zaznavanje kvoruma $e ni v celoti pojasnjen.
Preiskovali smo vpliv temperature (24, 37 in 51 °C) na koncentracijo signalnega peptida
ComX ter na transkripcijo njegovega gena comX in gena comQ, ki kodira izoprenil
transferazo odgovorno za nastanek zrelega ComX. Slednjega zazna receptor in histidin kinaza
ComP, ki preko fosforilacije transkripcijskega regulatorja ComA inducira ekspresijo operona
srfA. Ta kodira encime odgovorne za sintezo lipopeptidnega antibiotika surfaktina. Rezultati
HPLC analize so pokazali, da koncentracija ComX v rastnem gojiS¢u narasca s temperaturo
gojenja. V nasprotju s tem pa smo s kvantitativnim PCR ugotovili, da so bile relativne
koli¢ine kopij mRNA genov comX, comQ in srfA najniZje pri najvisji temperaturi. In sicer je

Al bilo comX in comQ mRNA stiri krat ve¢ pri 24 °C kot pri 51 °C. Izrazanje vseh treh
preucevanih genov v odvisnosti od temperature ni sovpadalo s hitrostjo rasti, s kon¢no
gostoto celic v preucevanih kulturah in s koli¢ino ComX v izrabljenem gojiscu. Zato lahko
zaklju¢imo, da negativni vpliv T na izrazanje SrfA ni povezan s signalnim peptidom ComX,
temvec pri tem verjetno igra kljuéno vlogo druga regulatorna pot, ki je glede na podatke iz
literature, najverjetneje povezana s povisano koncentracijo Spx pri vi§ji temperaturi. Slednji
je represor SrfA. Pove¢ane koncentracije ComX v gojis¢u pri visji temperaturi ne moremo
razloziti na osnovi podatkov pridobljenih v okviru te diplomske naloge. ComX je okoli deset
aminokislinskih ostankov dolg peptid, ki ima na triptofan vezano izoprenoidno verigo, kar
mu daje amfifilni znacaj. MozZno je, da se pri visji temperaturi povisa difuzija ComX iz
membrane v gojisce in/ali zniza particijski koeficient med gojis¢em in membrano, kar bi
lahko razlozilo povisano koncentracijo te molekule v gojiscu pri vi§jih temperaturah.
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The mechanism of quorum sensing (QS) in Bacillus subtilis is well understood, however the
influence of the physico-chemical factors on QS remains to be elucidated. We studied the
influence of temperature (24, 37 and 51 °C) on concentration of the major signaling peptide
of B. subtilis, ComX, and transcription of its gene comX and the comQ gene, which encodes
isoprenyl transferase, ComQ, responsible for the processing and isoprenylation of mature
ComX at the triptophane residue. ComX is then released into the extracellular medium and
by binding to the ComP receptor histid kinase induces the expression of many genes,
including the surfactin operon (SrfA). HPLC results suggested that the concentration of
ComX in the growth medium increases with temperature of cultivation. This was consistent
with the activation potential of spent media, obtained by growing B. subtilis BD2833 at
different temperatures. Spent medium prepared at 51 °C induced SrfA-lacZ tester strain

AB stronger than the one prepared at 24 °C. In contrast, based on quantitative PCR analyses of
mRNA concentrations, transcription of comX, comQ and srfA was negatively regulated by
temperature at 51 °C. The ratio of comX mRNA copies at 24 and 51 °C was 4 + 2, which is in
contrast to concentrations of ComX in growth media. Therefore, expression of all three
studied genes did not coincide with the growth rate and the final cell densities, which were
higher at 51 than at 24 °C. Results suggest that ComX is not sufficient to overcome the high
temperature induced inhibition of SrfA expression, which may be, according to the literature,
due to increased levels of Spx protein at higher temperature. While our data can not explain
the higher concentration of ComX in the growth medium, it is possible, due to the
amphiphilic nature of the ComX isoprenylated peptide, that higher temperature could have
increased the diffusion of ComX from the membrane to the medium and/or reduce the
partition coefficient between the membrane and the medium.
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Priloga E: Kromatogram izrabljenih gojis¢ producentskega seva B. subtilis BD2833
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izrabljenega gojiSca iz posamezne temperature so bile zdruzene in ponovno nanesene
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Priloga H: Kromatogram izrabljenih gojis¢ producentskega seva B. subtilis BD2833
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Priloga X: B-galaktozidazna aktivnost seva B. subtilis BD2876 (-ComX - inaktiviran
comQ, s srfA-lacZ fuzijo) gojenega pri treh razliénih temperaturah skupaj z
izrabljenim gojiséem seva B. subtilis BD2833 (+ComX, s srfA-lacZ fuzijo)
pridobljenim pri 37 °C.
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SLOVARCEK

Signalna molekula, ki je del mehanizma zaznavanja celi¢ne
gostote in je sposobna avtoindukcije.

Povrsinsko  aktivne in amfipaticne molekule, ki jih
mikroorganizmi sintetizirajo za razli¢ne namene.

Faza v kateri bakterijske celice rastejo in se delijo.

Izguba nukleotidov.

Komunikacijska skupina v kateri so zdruzeni bakterijski sevi, ki
lahko komunicirajo med sabo.

Vzorec v katerem je iz kolone kromatografa izlocena tar¢na snov.
Sposobnost bakterijskih celic prevzemati tujo DNA.

Prisotnost dveh ali vec razli¢nih alelov enega gena v populaciji,
pri ¢emer mora biti posamezen alel prisoten v ve¢ kot 1%
populacije, drugac¢e govorimo o mutaciji.

nedelujoc

Vrinek nukleotidov.

Faza prilagajanja bakterij na nove okoljske dejavnike.

Optimalna temperatura rasti za te mikroorganizme je med 20 in
40 °C.

Zaznavanje celi¢ne gostote.

SkrajSanje peptidov s proteoliticno cepitvijo.

Kvantitativna verizna reakcija s polimerazo v realnem casu.
Reporterski ali poroCevalski gen je gen, ki ga je lahko detektirati
in ga zato spojimo z regulatornim nukleotidnim zaporedjem
gena, ki nas zanima ter na ta nacin ugotovimo, ¢e se je nas tar¢ni
gen izrazil.

Faza v kateri se Stevilo bakterijskih celic ne spreminja vec.

Surfaktin je biosurfaktant, ki ga izdelujejo sevi B. subtilis.
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1 UVOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Mnoge bakterije uravnavajo medsebojno komunikacijo z mehanizmom zaznavanja celicne
gostote. Celice izlo¢ajo v okolje signalne molekule, ki se pri mejni koncentraciji veZejo na
receptorske proteine in sprozijo spremembe Vv izrazanju tar¢nih genov in posledi¢no
spremembe v fiziologiji populacije (Nealson in sod., 1970; Magnuson, 1994; Miller in
Bassler, 2001). Bakterija Bacillus subtilis uravnava preko zaznavanja celicne gostote
fizioloske procese kot so kompetenca, sporulacija, produkcija antibiotikov in sinteza
zunajceliénih encimov ter izgradnja biofilma (Solomon in sod., 1996; Comella in
Grossman, 2005). PoviSana celicna gostota vodi tudi do izrazanja surfaktinov,
lipopeptidnih antibiotikov (Nakano in sod., 1991). Pomembna signalna molekula pri
bakteriji B. subtilis je zunajceli¢ni peptid ComX, ki ga bakterija zazna z dvokomponentnim
sistemom, sestavljenim iz senzorske kinaze ComP in odzivnega regulatorja ComA
(Magnuson, 1994). Vpliv fizikalno-kemijskih dejavnikov na zaznavanje celicne gostote
(QS) ni dobro poznan. Tako tudi vpliv temperature na intenzivnost sinteze ComX in

izrazanje genov comX in comQ pri B. subtilis $e ni v celoti pojasnjen.

1.2 NAMEN RAZISKOVALNEGA DELA

Namen tega diplomskega dela je preuciti vpliv temperature (51 °C, 37 °C, 24 °C) na
izrazanje genov cOmX in comQ, odgovornih za nastanek aktivnega ComX, ter na izrazanje
operona SIfA, ki se odziva na ComX odvisen sistem za zaznavanje celicne gostote pri

bakteriji B. subtilis.
1.3 DELOVNE HIPOTEZE
Glede na preliminarne raziskave (Vogri¢, diplomsko delo v pripravi) pri¢akujemo, da bo

izrazanje operona SrfA ter izraZanje genov comX in comQ pri bakteriji B. subtilis pozitivno

korelirano s temperaturo gojenja.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 BAKTERIJA Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je po Gramu pozitivna bakterija, ki jo najdemo v tleh, vodi, zraku in na
razpadajocih rastlinah. Obicajno raste v obliki enoceli¢ne palcke, v redkih primerih tudi v
verigah. PovrSino vegetativne celice pokriva kapsula. Je mezofil in fakultativen anaerob.
Razgrajuje pektin in polisaharide v rastlinskih tkivih (Todar, 2011). Sicer lahko
kontaminira hrano, vendar redko povzroci zastrupitev, saj ni patogen za ¢loveka. Bakterije
B. subtilis z mehanizmom zaznavanja celi¢ne gostote komunicirajo med sabo, kar

omogoca pojave kot je rojenje celic in tvorbo biofilmov (Graumann, 2007).

Slika 1: Bakterija Bacillus subtilis, SEM (Gschmeissner, 2012: 1).

Ob vstopu v stacionarno fazo rasti, ko bakteriji B. subtilis za¢ne primanjkovati hranil in
zazna povisanje v gostoti celi€ne populacije, se lahko odzove na razlicne nacine. Celice
postanejo gibljive in za¢nejo izdelovati antibiotike. B. subtilis lahko postane kompetenten
in s prevzemanjem DNA iz okolja pridobi nov genetski material. V skrajnem primeru se
lahko tudi diferencira v metabolno neaktivno endosporo, ki je zelo odporna na razli¢ne

kemicne in fizikalne dejavnike (Graumann, 2007).

B. subtilis je modelni organizem za raziskave po Gramu pozitivnih bakterij (Volker in
Hecker, 2005). Pri analizi celotnega genoma so med drugim identificirali pet genov za
signalno peptidazo in ve¢ genov, ki kodirajo komponente sekrecijskega aparata, zaradi
Cesar je B. subtilis uporaben v industriji za produkcijo vec¢jih koli¢in encimov (Kunst in

sod., 1997). Primer takSnega industrijsko pomembnega encima je subtilizin, ki ga dodajajo
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v detergente (Ferrari in sod., 1988; Bryan, 2000; Swartzburg, 2009). Mnogo genov v
genomu B. subtilis je vkljucenih v sintezo sekundarnih metabolitov, med katere spadajo
tudi antibiotiki (Kunst in sod., 1997). Iz bakterij B. subtilis so pridobili 66 antibiotikov,
vklju¢no z bacitracinom, ki zdravi bakterijske infekcije koze in preprecuje infekcije pri
manjSih urezninah in opeklinah (Swartzburg, 2009; Awais in sod., 2010). Podatki, ki so jih
pridobili z analizami tako genoma kot tudi proteoma in transkriptoma te bakterije, so zelo
uporabni za Studij mikrobne fiziologije kot je na primer odziv bakterij na razli¢ne stresne

dejavnike (Eymann in sod., 2002, 2004).

2.2 ZAZNAVANIJE CELICNE GOSTOTE PRI BAKTERIJAH

Zaznavanje celicne gostote omogoca bakterijam medsebojno sporazumevanje, ki lahko
poteka tudi med razlicnimi bakterijskimi vrstami. Pri tem izdelujejo in izloCajo kemicne
signalne molekule imenovane avtoinduktorji, katerih koncentracija se spreminja glede na
spremembe v gostoti celicne populacije. Bakterije glede na celicno gostoto regulirajo

izrazanje genov in s tem razli¢ne fizioloske procese (Miller in Bassler, 2001).

Avtoinduktorji pri po Gramu negativnih bakterijah so najpogosteje acilirani homoserin
laktoni, hidrofobne molekule z nizko molekulsko tezo, ki so jih prvi¢ odkrili v
bioluminiscentni bakteriji Photobacterium fischeri (Nealson in sod., 1970; Nealson in
Hastings, 1979; Whitehead in sod., 2001). Bioluminiscenca je inducirana tudi pri bakteriji
Vibrio harveyi, kar regulirata dva razli¢na avtoinduktorja imenovana Al-1 in AI-2. AI-2 so
nasli v veliko tako po Gramu negativnih kot tudi po Gramu pozitivnih bakterijah (Schauder
in sod., 2001). Rezultati raziskav nakazujejo na to, da bakterije AI-2 uporabljajo za
medvrstno komunikacijo. Homolog gena luxS, od katerega je odvisna sinteza Al-2, so
identificirali tudi v bakteriji Bacillus subtilis. Pokazali so, da B. subtilis sintetizira aktiven
AI-2, ki je prepoznan v signalni poti bakterije V. harveyi. Ugotovili so tudi, da aktivnost
encima LuxS pri B. subtilis igra pomembno vlogo pri tvorbi biofilma in rojenju. Odkrili so,
da obstaja od AI-2 odvisna negativna inhibitorna povratna zanka, ki uravnava transkripcijo
gena luxS. Produkcijo AI-2 negativno regulirata tudi transkripcijska faktorja SinR in
Spo0A, glavna regulatorna proteina vecceli¢nega socialnega obnasanja bakterije B. subtilis

(Federle in Bassler, 2003; Lombardia in sod., 2006).



4
Vrhar M. Vpliv temperature na izrazanje gena comX bakterije Bacillus subtilis.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tudija mikrobiologije, 2012

Pri po Gramu pozitivnih bakterijah so signalne molekule obicajno procesirani oligopeptidi,
ki jih zaznavajo z dvokomponentnim signalnim sistemom (Kleerebezem in sod., 1997). Te
posttranslacijsko modificirane signalne molekule glede na njihove strukturne posebnosti
uvrséamo v tri skupine (Williams in sod., 2007). Prva skupina so lantibiotiki (de Vos in
sod., 1995), tipi¢na predstavnika katerih sta nizin bakterije Lactococcus lactis (Kuipers in
sod., 1995) in subtilin bakterije B. subtilis (Banerjee in Hansen, 1988). Zaradi nara$¢ajoce
odpornosti ¢loveskih patogenov na konvencionalne antibiotike, postajajo lantibiotiki s
svojim antimikrobnim delovanjem na celicne membrane vedno bolj zanimivi za
znanstvenike kot modeli za nove naCine zdravljenja bakterijskih infekcij (Parisot in sod.,
2008). Stafilokoki izdelujejo tiolaktone, ki predstavljajo drugo skupino (Mayville in sod.,
1999; McDowell in sod., 2001). Tretja skupina so peptidi z izopreniliranim triptofanskim
ostankom, katerih edini znani predstavnik je ComX in njegove razli¢ice pri B. subtilis in

drugih vrstah iz rodu Bacillus (Magnuson, 1994).

peptide-pheromones

A4
V//’— export and
: processing

(modification)
TP << QX ’

response-

i requlator peptide-pheromone
l precursors
q/‘—F[;nmImmﬂb%—'\r/r
P cell-density-
2 ANANNNW . —> dependent
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Slika 2: Mehanizem zaznavanja celicne gostote pri po Gramu pozitivnih bakterijah (Kleerebezem in sod.,
1997: 896).
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2.3 MEHANIZEM ZAZNAVANJA CELICNE GOSTOTE PRI BAKTERIJI B. subtilis

Zaznavanje celine gostote pri bakteriji Bacillus subtilis je pomembno za razvoj
kompetence, sporulacije in produkcije razgradnih encimov in antibiotikov (Comella in
Grossman, 2005). Odgovor na poviSano celicno gostoto pri B. subtilis je uravnavan z
dvema signalnima molekulama. To sta zunajcelicna peptida ComX in CSF (Magnuson,

1994; Solomon in sod., 1995; Mandi¢-Mulec in sod., 2003).

Extracellular
Signaling peptide _Extracellular
® Signaling Peptide
phc (Phe (ComX)
PF ® ® o s =
PhrH . [_] =
PhrK I_J
= Ollgopeptude ;_ OUTSIDE
permease
— Receptor Kinase E Q;:

ComP
Phr peptide @® ( ) INSIDE

J— " DNA uptake

RapC [ ) Antibiotic producti

RapF Rap ComA B3 ntibiotic production

RapH Secreted enzymes

RapK Regulator Transcriptional \._Mem brane proteins
Activator

Slika 3: Regulacija transkripcijskega aktivatorja ComA s celicnim signaliziranjem z dvema signalnima
molekulama (Phr, ComX) pri B. subtilis (Griffith, 2009: 1).

CSF je kompetencni in sporulacijski dejavnik (Solomon in sod., 1996). Aktiven
pentapeptid CSF nastane iz C-terminalnega konca prekurzorskega proteina PhrC (Lanigan-
Gerdes in sod., 2008). CSF se kopi¢i v zunajcelicnem prostoru in prehaja nazaj v
bakterijsko celico skozi oligopeptidno permeazo SpoOK (Solomon in sod., 1996). Znotraj
celice se veze na dva razli¢na znotrajceli¢na receptorja, ki vplivata na aktivnost odzivnega
regulatorja ComA. Nizke koncentracije CSF stimulirajo aktivnost ComA in s tem razvoj
kompetence z inhibiranjem aktivnosti aspartilfosfat fosfataze RapC, negativnega
regulatorja ekspresije SrfA, ki inhibira kopi¢enje fosforilirane oblike ComA. Pri visjih
koncentracijah CSF inhibira s ComA uravnavano izrazanje genov in stimulira sporulacijo z
inhibiranjem aktivnosti fosfataze RapB (Solomon in sod., 1996; Lazazzera, 2000;

Stephenson in sod., 2003; Auchtung in sod., 2006). CSF pozitivno regulira lastno
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ekspresijo, kar pripisujejo njegovi sposobnosti inhibiranja aktivnosti RapC (Lazazzera in

sod., 1999).

Signalni peptidi ComX so kopi¢ijo v zunajcelicnem prostoru. Ko njihova koncentracija
dovolj naraste, jih zazna membransko vezana senzorska histidinska kinaza ComP, kar
sprozi niz fosforilacijskih dogodkov. ComP se avtofosforilira na ohranjenem histidinskem
ostanku. Fosfatna skupina je nato prenesena na odzivni regulator ComA, ki je fosforiliran
na ohranjenem aspartatnem ostanku. ComA se aktivira in vpliva na transkripcijo tar¢nih
genov. Tako torej obe signalni molekuli vplivata na fosforilacijo ComA (Weinrauch in
sod., 1990; Magnuson, 1994; Solomon in sod., 1995; Piazza in sod., 1999; Miller in
Bassler, 2001), razlikujeta pa se v tem, da ComX ni avtoregulator tako kot CSF (Lazazzera
in sod., 1999; Schneider in sod., 2002).

Za nastanek aktivne signalne molekule ComX sta odgovorna gena comX in comQ. Najprej
se iz gena comX sintetizira 55 aminokislin velik propeptid, ki Se ni aktiven (Magnuson,
1994). ComQ procesira in posttranslacijsko modificira ComX z izoprenilacijo ohranjenega
triptofanskega ostanka, okvara izoprenoidne vezavne domene ComQ pa prekine sintezo
aktivnega ComX (Schneider in sod., 2002). IzraZzanje gena comQ je najvi§je v zgodnji
rastni fazi in se zniZza v stacionarni rastni fazi. Delecija comQ prepreci razvoj kompetence
in zniza izrazanje operona SIfA (Weinrauch in sod., 1991). Na prehodu v stacionarno fazo
rasti je koncentracija signalnega peptida ComX dovolj velika, da ga zazna ComP
(Kleerebezem in sod., 1997; Piazza in sod., 1999; Ogura in sod., 2003). Ugotovili so, da je
za povecano produkcijo ComX, ki je v aktivni obliki velik 10 aminokislin, dovolj Ze
povisano izrazanje gena comX (Schneider in sod., 2002). Obstajajo razlicne signalne
molekule ComX, na podlagi katerih bakterije uvr§s¢amo v razlicne komunikacijske skupine
ali ferotipe. Vse razli¢ice te signalne molekule so izoprenilirane s posttranslacijsko
modifikacijo ohranjenega triptofanskega ostanka, razlikujejo se le v masi teh izoprenskih
skupin (Ansaldi in sod., 2002; Mandi¢-Mulec in sod., 2003; Ansaldi in Dubnau, 2004;
Okada in sod., 2005). Sevi, ki pripadajo razli¢nim ferotipom, ne morejo komunicirati med
sabo (Tran in sod., 2000; Tortosa in sod., 2001; Ansaldi in sod., 2002; Stefanic in Mandi¢-
Mulec, 2009).
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comQXPA locus, Bacillus subtilis
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Slika 4: comQXPA lokus pri B. subtilis (Kleerebezem in sod., 1997: 896).

Geni comQ, comX, comP in COMA si v tem vrstnem redu sledijo na kromosomu. Odkrili so
genski polimorfizem, ki zajema gena comQ in comX ter dve tretjini gena COmMP, ohranjen je
le preostali del gena comP in gen comA. Ta del gena comP, v katerem so odkrili
polimorfizem (Tortosa in sod., 2001; Ansaldi in Dubnau, 2004), kodira membransko
vezavno domeno senzorskega proteina ComP (Weinrauch in sod; 1990, Piazza in sod.,
1999). S to signalno potjo je neposredno uravnavano izrazanje vec kot 20 genov. Posredno
je uravnavano izrazanje Se ve¢ kot 150 dodatnih genov, vklju¢no s tistimi vpletenimi v
razvoj kompetence. Ugotovili so, da ComA vpliva na najmanj 89 genov v 35 operonih, pri
¢emer so upostevani le geni, ki niso odvisni od vpliva cOmA na ComK. Vecina teh genov
kodira membranske ali izlo¢ene proteine in proteine vpletene v produkcijo membranskih
ali zunajceli¢nih produktov (Comella in Grossman, 2005). ComA med drugim aktivira
transkripcijo genov degQ in rapC ter genov SrfA operona. Gen degQ kodira pozitivni
regulator genov za razgradne encime (Amory in sod., 1987; Msadek in sod., 1991). Na
aktivnost ComA poleg ComX in CSF vplivajo Se vsaj tri od gostote celicne populacije
odvisne signalne poti. Signalni peptidi PhrF, PhrG, PhrH in PhrK se izlo¢ijo v zunajceli¢ni
prostor in nato skozi oligopeptidno permeazo potujejo nazaj v celico, kjer inhibirajo
aktivnost Rap proteinov (RapF, RapG, RapH, RapK). Rap proteini inhibirajo aktivnost
ComA (Bongiorni in sod., 2005; Auchtung in sod., 2006; Griffith in Grossman, 2008;
Lanigan-Gerdes in sod., 2008).

2.4 GENETSKA KOMPETENCA PRI B. subtilis

Genetska kompetenca pri B. subtilis se razvije na prehodu v stacionarno fazo rasti. Najvec

10 % celic bakterijske kulture se diferencira in postane kompetentnih. Kompetentne celice
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so metabolno manj aktivne in izdelujejo proteine s katerimi prevzemajo tujo DNA
neodvisno od njenega nukleotidnega zaporedja (Albano in sod., 1987; Dubnau, 1991;
Grossman, 1995). Glavni regulator kompetence je transkripcijski faktor ComK. Med
eksponentno fazo rasti je aktivnost ComK inhibirana zaradi interakcije ComK z MecA in
MecB (ClpC) (Msadek in sod., 1994; Hahn in sod., 1996; Turgay in sod., 1998; Hamoen in
sod., 2003). Pri vi§ji gostoti celicne populacije je aktiven ComA, ki aktivira transkripcijo
operona SIfA in s tem tudi gena comS, ki kodira majhen regulatorni protein ComS. ComS
osvobodi ComK iz kompleksa z MecA in MecB in aktiven ComK potem vpliva na

izrazanje poznih kompeten¢nih operonov (D’Souza in sod., 1994; Turgay in sod., 1997).

2.5 ODZIV BAKTERIJE B. subtilis NA POVISANO IN ZNIZANO TEMPERATURO

Nenadno poviSanje temperature na 48-50 °C inducira gene, ki kodirajo proteine
vro¢inskega Soka. Pri B. subtilis je teh genov ve¢ kot 200. Proteini vro¢inskega Soka
pomagajo bakterijam pri spopadanju s stresom, ki ga povzro¢i poviSana temperatura.
Vecina proteinov vrocinskega Soka spada bodisi med molekularne Saperone ali od ATP
odvisne proteaze. Pri vroCinskem Soku se naenkrat pojavi veliko nepravilno zvitih in
denaturiranih proteinov, iz katerih bi lahko nastali agregati. Saperoni reorganizirajo in
ponovno pravilno zvijejo polipeptidne verige. Za tiste, ki ne morejo ve¢ zavzeti pravilne
konformacije, poskrbijo proteaze, ki jih razgradijo (Arnosti in sod., 1986; Gottesman in
sod., 1997; Schumann, 2003). Izpostavitev bakterije B. subtilis W168, ki je rasla pri 37 °C,
na 50 °C, prehodno zavre sintezo vecine celi¢nih proteinov, njihova sinteza pa se povrne
po 30 minutah. Temperatura 50 °C zmanjSa tudi sintezo flagelina ter sintezo sigma
dejavnikov, 6*® in 6™, in Ze po treh minutah povisa vsebnost proteinov vro¢inskega $oka v
celici (Arnosti in sod., 1986). Pri B. subtilis so geni, pomembni za odziv na povisano
temperaturo, razdeljeni v 6 razredov. V razredu I. najdemo le dva operona, ki sta pod
uravnavo ¢ in sicer dnaK in groE, ki kodirata $aperona. Oba operona sta uravnavana tudi
preko CIRCE elementa (Li in Wong, 1992; Zuber in Schumann, 1994; Homuth in sod.,
1997; Mogk in sod., 1997; Schumann, 2003). V razredu II. je 127 genov. Njihovo izrazanje
uravnava ", ki uravnava odziv na razli¢ne stresne dejavnike vkljuéno z vroginskim Sokom.
Geni razreda II uravnavajo tudi druge stresne dejavnike kot so: izsuSitev, oksidativni stres,

nizek pH in pomanjkanje kisika, glukoze ali fosfata (Boylan in sod., 1993; Hecker in sod.,



9
Vrhar M. Vpliv temperature na izrazanje gena comX bakterije Bacillus subtilis.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tudija mikrobiologije, 2012

1996; Schumann, 2003). V razredu III. so operoni clpC, clpE in clpP. Njihov represor je
CtsR. Protein ClpC, ki je bil identificiran tudi kot MecB, tvori kompleks z MecA in
ComK, s ¢imer je prepreCen razvoj kompetence. ClpP je nasprotno pozitivni regulator
ekspresije comK, pomembno vlogo pa ima tudi pri drugih prilagoditvah na stacionarno
fazo rasti kot so gibljivost, sporulacija in sinteza razgradnih encimov (Kriiger in sod.,
1997; Msadek in sod., 1994, 1998; Turgay in sod., 1997; Derre in sod., 1999; Schumann,
2003). V razred IV. so doslej uvrstili le en gen in sicer htpG (Schulz in sod., 1997;
Versteeg in sod., 2003; Schumann, 2003). V razredu V. sta gena htrA in htrB, ki kodirata v
membrano zasidrano proteazo. Ta dva gena sta pod uravnavo CssRS, dvokomponentnega
signalnega sistema, ki zazna napacno zvite proteine zunaj celice (Hyyryldinen in sod.,
2001; Darmon in sod., 2002; Schumann, 2003). Razred VI je drugi najvecji razred, ki Steje
ze priblizno 90 genov (Helmann in sod., 2001; Schumann, 2003). V raziskavah je bilo
ugotovljeno tudi, da glicin betain, ki ga B. subtilis uporablja za prilagoditev na visok
osmotski tlak, prav tako §¢iti bakterijo pri vro¢inskem Soku. Pri sevu B. subtilis JH642, ki
mu je bil v gojis¢e dodan glicin betain, se je skrajSala lag faza rasti pri temperaturi gojenja
52 °C. To je najvisja temperatura pri kateri lahko ta sev Se raste, z ali brez dodatka glicin

betaina (Holtmann in Bremer, 2004; Loshon in sod., 2006).

Bakterije B. subtilis naseljujejo povrSinske sloje tal, v katerih so fizikalno kemicne
spremembe pogoste. Bakterije so izpostavljene tudi zelo nizkim temperaturam, ki znizajo
fluidnost membrane, znizajo encimsko aktivnost, povzrocijo prepocasno in neucinkovito
zvijanje proteinov ter nastanek sekundarnih struktur v RNA, kar vpliva na iniciacijo
transkripcije. Pri nizkih temperaturah se prav tako zmanjSa sinteza vecine proteinov in
inducira sinteza skupine proteinov, ki vplivajo na celi¢ne funkcije kot je sploSni
metabolizem, transkripcija, translacija in rekombinacija (Graumann in sod., 1996; Aguilar
in sod., 1998; Graumann in Marahiel, 1999). Pri B. subtilis so pri nizki temperaturi
sintetizirani proteini CspB, CspC in CspD. Ti proteini delujejo kot RNA Saperoni, saj se
vezejo na enoverizne nukleinske kisline in tako zmanj$ajo pojavljanje sekundarnih struktur
v mRNA. Hkrati povecajo u¢inkovitost sinteze proteinov (Budde in sod., 2006; Graumann
in sod., 1996, 1997). B. subtilis pri temperaturi gojenja 37 °C ve¢inoma sintetizira nasi¢ene
mascobne Kkisline. Pri prenosu kulture na 20 °C je inducirana sinteza nenasicenih

mascobnih kislin. Povisa se transkripcija gena des, ki kodira fosfolipidno desaturazo s
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katero B. subtilis vstavlja dvojne vezi v obstojeCe maScobne kisline. Povefan delez
nenasic¢enih mas€obnih kislin v membranskih fosfolipidih poveca fluidnost membrane
(Aguilar in sod., 1998, 1999). Dvokomponentni sistem, sestavljen iz senzorske kinaze
DesK in odzivnega regulatorja DesR, inducira transkripcijo gena des pri nizki temperaturi
(Aguilar in sod., 2001). Rigidnost citoplazemske membrane bakterije B. subtilis pri nizki
temperaturi je lahko preprecena tudi z od izolevcina odvisno sintezo razvejanih mascobnih
kislin (Klein in sod.,1999). B. subtilis uporablja glicin betain tudi kot zas¢ito pri nizkih
temperaturah. Glicin betain v veliki meri spodbuja rast pri 15 °C in omogoc¢a podvojevanje

bakterij tudi pri temperaturi 13 °C, ki inhibira njihovo rast (Hoffmann in Bremer, 2011).

2.6 OPERON srfA IN NJEGOV PRODUKT SURFAKTIN

Mikrobni biosurfaktanti so povrSinsko aktivne in amfipaticne molekule, ki jih
mikroorganizmi sintetizirajo za razlicne namene. Biosurfaktanti obdajo hidrofobne
substrate, da jih celice lahko prevzamejo. Bakterijam tudi olaj$ajo rojenje, saj pomagajo pri
premagovanju povrsSinske napetosti (Desai in Banat; 1997; Starov in sod., 2000; Julkowska
in sod., 2005; Swift in sod., 2008). Mikrobne biosurfaktante lahko delimo glede na
molekulsko tezo. Biosurfaktanti z nizko molekulsko tezo so vecinoma glikolipidi in
lipopeptidi kot je na primer surfaktin. Njihova vloga je predvsem zmanjSevanje povrsinske
napetosti, medtem ko so biosurfaktanti z visoko molekulsko tezo, kot so na primer
lipopolisaharidi in lipoproteini, bolj ucinkoviti pri stabilizacijah emulzij olja v vodi

(Rosenberg in Ron, 1999).

Surfaktin je biosurfaktant, ki ga izdeluje B. subtilis. Za njegovo sintezo sta odgovorna dva
genska lokusa in sicer sfp in srfA. Operon SrfA kodira tri podenote surfaktin sintetaze
(Nakano in sod., 1988, 1992; Cosmina in sod., 1993), sfp pa kodira Sfp protein oziroma
natancneje fosfopanteteinil transferazo, ki aktivira sedem PCP domen surfaktin sintetaze
(Lambalot in sod., 1996; Reuter in sod., 1999). Ekspresija SrfA se povisa v odvisnosti od
dveh zunajceli¢nih signalnih peptidov (ComX, CSF). Ob zvisanju celi¢ne gostote, ko njuna
koncentracija dovolj naraste, se aktivirata dve signalni poti, ki obe vodita do fosforilacije
transkripcijskega aktivatorja ComA. Fosforiliran ComA se veze na promotorsko regijo

srfA in tako aktivira njegovo ekspresijo (Roggiani in Dubnau, 1993; Magnuson, 1994;
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Solomon in sod., 1996). Pomembno vlogo pri od ComA odvisni transkripciji SrfA imata
Spx protein in od ATP odvisna proteaza ClpXP. Interakcija Spx proteina z a podenoto
RNA polimeraze ima negativen vpliv na od ComA odvisno transkripcijo SrfA, zato je
prisotna ClpXP proteaza, ki s proteolizo Spx protein odstrani (Nakano in sod., 2000, 2002,
2003). Ugotovili so, da gen spx med drugim inducira vro¢inski Sok (Helmann in sod.,
2001). Analize so pokazale visoke nivoje Spx proteina po inkubaciji na 50 °C, od ComA
odvisna transkripcija SrfA pa se z naras¢ajo¢imi koli¢inami tega proteina znizuje (Nakano
in sod., 2003). Operon SrfA je pomemben tudi za razvoj kompetence in ucinkovitost
sporulacije. Znotraj tega operona se nahaja gen comS, katerega produkt omogoca
ekspresijo gena comK, ki vpliva na ekspresijo poznih kompetenénih genov (Nakano in

sod., 1991; Hahn in Dubnau, 1991; D"Souza in sod., 1994; Turgay in sod., 1998).

2.7 VPLIV TEMPERATURE IN DRUGIH DEJAVNIKOV NA OPERON srfA, GENSKI
LOKUS comQXPA IN SIGNAL ComX

V raziskavah so preizkusali vpliv razli¢nih dejavnikov na izrazanje srfA. Tako so na primer
opazili, da stres z vodikovim peroksidom inaktivira pozitivni regulator izrazanja SrfA PerR,
kar se kaze v znizanem izrazanju SrfA. Vloga PerR pri izrazanju SrfA ni odvisna od drugih
regulatorjev izrazanja SrfA kot je na primer comQXP. PerR se veze direktno na
promotorsko regijo SrfA (Hayashi in sod., 2005). Preverjali so tudi vpliv superoksida pri
mutanti B. subtilis, ki ne more sintetizirati superoksid dismutaze. Zaradi superoksidnega
aniona induciranega z dodatkom parakvata se zniza transkripcija COmMQXP lokusa, kar
posledi¢no vpliva na znizanje izrazanja SrfA (Ohsawa in sod., 2006). Ugotovili so, da na
izrazanje SrfA operona pri B. subtilis vpliva tudi pH. V sporulacijskem gojis¢u bogatem z
glukozo in glutaminom, proti koncu eksponentne faze rasti pH bakterijske kulture pade na
5 ali niZje, kar zniza izrazanje SrfA. S poviSevanjem pH do skoraj nevtralnega, se izrazanje
srfA in s tem produkcija surfaktina zelo povecata. Pri nizkih in visokih pH se SrfA
optimalno izraza, e sta aktivna tako ComA kot tudi ComP protein, vendar slednji ne
inducira izrazanja SrfA v odvisnosti od pH. Za indukcijo izrazanja SrfA kot odgovor na
spremembe v pH bakterijske kulture je pomembna SpoOK, odsotnost CSF pa na to vlogo
oligopeptidne permeaze nima vpliva (Cosby in sod., 1998). V naslednji raziskavi so

izbrana seva B. subtilis, ki sta izdelovala najvec¢ surfaktina, gojili pri razliénih temperaturah
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v rangu od 25 °C do 60 °C. Ugotovili so, da ima temperatura gojenja bakterijskih kultur
velik vpliv na produkcijo surfaktina. Koncentracija tega biosurfaktanta naras¢a do
temperature gojenja 30 °C, kjer je najvi§ja. Z viSanjem temperature gojenja nad 30 °C se
koncentracija surfaktina spet za¢ne znizevati. Pri sevu, ki ga predstavlja spodnja krivulja
na grafu (Slika 5), pri temperaturi gojenja 25 °C nastane nekoliko ve¢ surfaktina kot pri
temperaturi gojenja 37 °C. Pri drugem sevu je obratno in nastane pri 37 °C nekoliko vec

surfaktina kot pri 25 °C (Abushady in sod., 2005).
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Slika 5: Vpliv temperature gojenja na produkcijo surfaktina iz dveh izbranih sevov B. subtilis, ki sta
izdelovala najve¢ surfaktina (Abushady in sod., 2005: 342).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Reagenti

Preglednica 1: Reagenti uporabljeni pri diplomskem delu.

Reagent Proizvajalec
2-merkaptoetanol Sigma-Aldrich, ZDA
2-propanol Merck, ZDA
ACN Sigma-Aldrich, ZDA
agaroza Sigma-Aldrich, ZDA
ampicilin Sigma-Aldrich, ZDA
C¢HsNa3;O5 x 2H,0 Merck, ZDA
CaCl, Sigma-Aldrich, ZDA

DNA marker GeneRuler' " 100 bp Plus DNA Ladder Mix

Fermentas, Kanada

EDTA

Sigma-Aldrich, ZDA

etanol Sigma-Aldrich, ZDA
etidijev bromid Sigma-Aldrich, ZDA
fenilalanin Sigma-Aldrich, ZDA
fenol Kemika, Hrvaska
glacialna ocetna kislina Merck, ZDA
glukoza Kemika, Hrvaska
glutaminska kislina Sigma-Aldrich, ZDA
H,0 brez vsebnosti RNaz Sigma-Aldrich, ZDA
HC1 Merck, ZDA

histidin Sigma-Aldrich, ZDA
IPTG Sigma-Aldrich, ZDA
izoamilni alkohol Merck, ZDA
K,HPO, Kemika, Hrvaska
kanamicin Sigma-Aldrich, ZDA
kazein hidrolizat BD, ZDA

KCl Sigma-Aldrich, ZDA
KH,PO, Merck, ZDA
kloroform Kemika, Hrvaska
kvasni ekstrakt Biolife, Italija

LB agar Sigma-Aldrich, ZDA
LB broth Sigma-Aldrich, ZDA
levcin Merck, ZDA
metionin Sigma-Aldrich, ZDA
MgCl, Sigma-Aldrich, ZDA
MgSO, x 7TH,0 Merck, ZDA

MnCl, Sigma-Aldrich, ZDA
NaCl Merck, ZDA
Na,HPO, x 2H,O Merck, ZDA

se nadaljuje...
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... nadaljevanje

Preglednica 1: Reagenti uporabljeni pri diplomskem delu.

Reagent Proizvajalec
NaH,PO, x 2H,O Kemika, Hrvaska
nana$alni pufer 6 X Loading Dye Fermentas, Kanada
NH,C1 Merck, ZDA
(NH4)2SO4 Merck, ZDA

ONPG Sigma-Aldrich, ZDA
SDS Sigma-Aldrich, ZDA
serin Sigma-Aldrich, ZDA
TBAB BD, ZDA

tetraciklin Sigma-Aldrich, ZDA
TFA Sigma-Aldrich, ZDA
toluen Sigma-Aldrich, ZDA
Tris base Merck, ZDA

3.1.2 Encimi

Preglednica 2: Encimi uporabljeni pri diplomskem delu.

Encim Proizvajalec

DNA polimeraza Fermentas, Kanada
DNaza I QIAGEN, Nemc¢ija
lizocim Sigma-Aldrich, ZDA

proteinaza K

Sigma-Aldrich, ZDA

reverzna transkriptaza

Promega, ZDA

RNaza A

QIAGEN, Nem¢ija

3.1.3 Material za enkratno uporabo

Preglednica 3: Material za enkratno uporabo uporabljen pri diplomskem delu.

Material za enkratno uporabo

Proizvajalec

centrifugirke Isolab, Nemcija

falkonke Isolab, Nemcija

filtri (velikost por - 0,2 um) Sigma-Aldrich, ZDA
mikrocentrifugirke Sigma-Aldrich, ZDA
mikrotiterske plosce Brand, Nemcija

petrijevke Golias Labortehnika, Slovenija
pipetni nastavki Sarstedt, Nemcija

rokavice Kimberly-Clark, ZDA

siringe

BD, ZDA
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3.1.4 Aparature

Preglednica 4: Aparature uporabljene pri diplomskem delu.

Aparature

Proizvajalec

aparat za qPCR v realnem Casu (ABI 7900)

Applied Biosystems, ZDA

aparat za PCR (Biometra T Professional)

Novo Analitica, Slovenija

avtoklav (A-21)

Kambi¢, Slovenija

centrifuga (Centrifuge 5424; Centric 150; Sigma 3K30)

Eppendorf, Nemdcija; Tehtnica, Slovenija; DIB
Labcare, Velika Britanija

¢rpalka (10 mL HPLC Pump K-501)

Knauer, Nemcija

detektor 1 (Smartline RI Detector 2300)

Knauer, Nemcija

detektor 2 (Spectro-Photometer K-2501)

Knauer, Nemcija

digestorij (W90)

Waldner, Nem¢ija

eksikator

Nalgene, ZDA

elektroforezna naprava (Standard Power Pack P25; Bio-
Rad Mini-Sub Cell GT Systems)

Biometra, Nem¢ija; Novo Analitica, Slovenija

fotometer (MA 9510) Iskra, Slovenija
injektor Knauer, Nemdija
IR termometer (42529) Extech Instrument, ZDA

kromatografska kolona (5 pm Nucleodur C18 Gravity)

Macherey-Nagel, Nem¢ija

laminarij (PCR Cabinet; Laminar Flow Cabinet)

ESCO, ZDA

magnetni mesalnik (Rotamix 550 MMH)

Tehtnica, Slovenija

mesalna komora (Dynamic Mixing Chamber)

Knauer, Nemcija

NanoDrop (1000) spektrofotometer

Thermo Scientific, ZDA

pH meter (inoLab)

WTW, Nemcija

stresalna kopel (SW 22)

Julabo, Nemcdija

stresalnik (Vibromix 40; V. EV 403; V. EVT 403)

Tehtnica, Slovenija

stresalnik za mikrocentrifugirke (Vortex-Genie 2)

Scientific Industries, ZDA

stresalnik za mikrotiterske plosée (Vibromix 31)

Tehtnica, Slovenija

tehtnica (Mettler PM4600 DeltaRange Balance)

Lab Extreme, ZDA

termoblok (Stuart Block Heater SBH130DC)

Bibby Scientific, ZDA

UV/VIS  spektrofotometer  (Multiscan
Microplate Reader)

Spectrum

Thermo Scientific, ZDA

vorteksno mesalo (MS 3 digital)

IKA, Nemcija

3.1.5 Kompleti

Preglednica 5: Kompleti uporabljeni pri diplomskem delu.

Komplet

Proizvajalec

ImProm-1I"™ Reverse Transcription System

Promega, ZDA

Power SYBR Green PCR Master Mix

Applied Biosystems, ZDA

RNAprotect Bacteria Reagent

QIAGEN, Nemc¢ija

RNase-Free DNase Set

QIAGEN, Nemc¢ija

RNeasy Mini Kit

QIAGEN, Nemc¢ija

TagMan Reverse Transcription Reagents

Applied Biosystems, ZDA
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3.1.6 Oligonukleotidni zacetniki

Preglednica 6: Oligonukleotidni zacetniki uporabljeni pri kvantitativnem PCR v realnem casu.

Nukleotidno zaporedje (5'—3")

F128comQ* | GTG CTG CAT TTA ACG ACT CCG AGC

R128comQ | AAC AAG GCT TGG CGC GGG AAT

F98comX TCA CCC CAT TGA CGG GTT ATT GGA

R98comX GCCTGC CTT ATA GGT TTT GAT GTG C

F68rpoB CGC CGT TTA CGT TCT GTA GGC

R68rpoB CGC TCC ATA CGG CTT AAA CCG

F142lacZ GGA TCT GCC ATT GTC AGA CAT G

R142lacZ CTG TTG ACT GTA GCG GCT GAT G

*F-forward ali smerni oligonukleotidni zacetnik; R-reverse ali protismerni oligonukleotidni zacetnik; 128-
dolzina produkta pomnozevanja, comQ-gen, za njegovo pomnozevanje sta bila skonstruirana

oligonukleotidna zacetnika.

3.1.7 Sevi

Preglednica 7: Sevi uporabljeni pri diplomskem delu.

Bacillus subtilis BD2833 (iz B. subtilis 168) | his leu met srfA-lacZ (tet)

Bacillus subtilis BD2876 (iz B. subtilis 168) | his leu met srfA-lacZ (tet) comQ::Km

Escherichia coli ED367 (iz B. subtilis 168) F ompT gal dem lon hsdSp(rg” mp’) A(DE3 [lacl lacUV5-T7
gene 1 indl sam7 nin5]) pET22 (b)

3.1.8 Priprava gojis¢ in raztopin

50 % glukoza

V 250 mL ¢asi smo zatehtali 50 g glukoze in nato na tehtnici dodali dH,O do 100 g.

Glukozo smo na magnetnem mesalu Se dodatno segrevali, da se je prej raztopila.

2 % kazein hidrolizat

V 100 mL dH,0 smo dodali 2 g kazein hidrolizata.
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10 % kvasni ekstrakt

V 100 mL dH,O smo dodali 10 g kvasnega ekstrakta.

Histidin

V 100 mL dH,O smo dodali 1 g histidina.

Levcin

V 100 mL dH,0O smo dodali 1 g levcina.

Metionin

V 100 mL dH,0O smo dodali 1 g metionina.

MgCl, (1M)

V 100 mL dH,0 smo dodali 9,51 g MgCl,.

1 X SS raztopina

V 1000 mL dH,O smo v tem vrstnem redu dodali in pocakali, da se posamezen reagent
raztopi:

-6 g KH,PO4

-14 g K,HPO4

-2 g (NH4)2SO04

-1 g C¢HsNa3O7 x 2H,0

-0,2 g MgS04 x 7TH,0
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CM tekoce gojisce

V 400 mL 1 x SS raztopine smo sterilno dodali:
-4 mL 50 % glukoze

-4 mL 2 % kazein hidrolizata

-4 mL 10 % kvasnega ekstrakta

-2 mL histidina

-2 mL levcina

-2 mL metionina

-1 mL MgCl, (1M)

Uporabili smo sterilne zalozne raztopine, ki smo jih pred uporabo avtoklavirali. Kvasni

ekstrakt, kazein hidrolizat in aminokisline smo avtoklavirali pri 110 °C.

TBAB gojis¢e s Tc

V 200 mL dH,O smo dodali 6 g TBAB. Po avtoklaviranju smo gojis¢e nekoliko ohladili v
vodni kopeli in nato dodali 50 pL 0,1 M MnCl, in 0,2 mL Tc (zalozna raztopina
antibiotika s koncentracijo 20 mg/mL). Gojise smo v laminariju razlili v petrijevke,

pustili, da se ploS¢e posusijo in jih nato hranili na 4 °C v temi.

TBAB gojis¢e s Tc in Km

V 200 mL dH,0 smo dodali 6 g TBAB. Po avtoklaviranju smo gojiS¢e nekoliko ohladili v
vodni kopeli in nato dodali 50 puL 0,1 M MnCl,, 0,2 mL Tc (zaloZna raztopina antibiotika s
koncentracijo 20 mg/mL) in 0,1 mL Km (zaloZna raztopina antibiotika s koncentracijo 10
mg/mL). Gojis¢e smo v laminariju razlili v petrijevke, pustili, da se plos¢e posusijo in jih

nato hranili na 4 °C v temi.



19
Vrhar M. Vpliv temperature na izrazanje gena comX bakterije Bacillus subtilis.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tudija mikrobiologije, 2012

MnCl, (0.1M)

V 100 mL dH,0 smo dodali 1,62 g MnCl,.

LB tekoce gojis¢e z Amp

V 250 mL steklenico smo nalili 100 mL dH»O in dodali 2 g LB broth (20g/1L dH,O) ter
dali avtoklavirat (121 °C, 15 minut). Ko se je gojisc¢e nekoliko ohladilo v vodni kopeli,
smo dodali 200 uL. Amp (zalozna raztopina je 50 mg/mL, v gojis¢u mora biti koncentracija

100 pg/mL). Gojisc¢e smo hranili na 4 °C v temi.

LB plosée z Amp

V 250 mL steklenico smo nalili 150 mL dH,O in dodali 5,25 g LB agar (35g/1L dH,0) ter
dali avtoklavirat in sicer za 6 minut dlje kot obi¢ajno (121 °C, 21 minut). Ko se je gojisce
nekoliko ohladilo v vodni kopeli, smo dodali 300 puL. Amp (zalozna raztopina je 50
mg/mL, v gojis¢u mora biti koncentracija 100 pg/mL). Gojis¢e smo v laminariju razlili v

male petrijevke, pustili, da se plosc¢e posusijo in jih nato hranili na 4 °C v temi.

M9 soli

V 80 mL dH,O smo dodali in z meSanjem na magnetnem mesalu raztopili:
-6,4 g Na,HPO4 x 7H,0

-1,5 g KH,POy,

-0,25 g NaCl

-0,5 g NH4Cl

Dolili smo dH,0O do 100 mL in sterilizirali z avtoklaviranjem.
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M9 minimalno gojisée

V 70 mL sterilne dH,O smo dodali:

-20 mL M9 soli

-200 uL 1M MgSO4

-800 pL 50 % glukoze

-10 uL 1M CaCl,

-1 mL meSanice Leu, Phe, Ser (40 ug/mL - kon¢na koncentracija v gojiscu)
-1 mL Glutaminske kisline (0,4 mg/mL - kon¢na koncentracija v gojiscu)
-400 pL His (40 pg/mL - kon¢na koncentracija v gojiscu)

-400 pL Met (40 pg/mL - kon¢na koncentracija v gojiscu)

-200 uL Amp (zalozna raztopina s koncentracijo 50 mg/mL)

Dolili smo $e sterilno dH,O do 100 mL.

TE pufer

V 50 mL dH,O smo dodali 0,0186 g 1 mM EDTA in 0,1817 g 30 mM Tris base. S HCI

smo pH uravnali na 8,0 in pufer dali avtoklavirat.

50 x TAE pufer

V vr¢ smo zatehtali 242 g Tris base in dolili dH,O do 800 mL ter meSali na magnetnem
mesalu dokler se Tris base ni raztopila. Nato smo v digestoriju dodali 57,1 mL glacialne

ocetne kisline. Na koncu smo Se dodali 18,6 g EDTA in dolili dH,O do 1000 mL.

IPTG (100 mM)

V sterilno 15 mL falkonko smo zatehtali 0,1192 g IPTG in dolili dH,O do 5 mL. 100 mM
IPTG smo sterilno prefiltrirali v novo sterilno 15 mL falkonko in razdelili v

mikrocentrifugirke.
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Z-pufer

V vr¢ smo zatehtali:
-10,679 g Na,HPO,4 x 2H,O
-6,240 g NaH,PO4 x 2H,0
-0,745 g KCl

-0,246 g MgS0,4 x TH,O

Nato smo dolili dH,O do 1000 mL in pufer sterilno prefiltrirali v sterilne steklenice.

Acetonitril (ACN) z 0.1 % TFA

V ¢isto 500 mL steklenico smo v steklenem valju odmerili 396 mL ACN. V ¢isto ¢aSo smo
napipetirali 3,74 mL dH,O in dodali 260 uL TFA. Koli¢ino dodanega TFA smo preverili
na tehtnici. Znasala je 0,4056 g, zaradi ¢esar smo dodali Se 5,6 mL dH,O, da smo potem v
steklenici, ko smo vanjo zlili vsebino ¢ase, imeli 0,1 % TFA. Koncentracija ACN je zaradi

dodane dH»O bila 98 %.

0.1 % TFA

V ¢isto 500 mL steklenico smo odmerili 395 mL dH,O in nato e v Cisto ¢aSo napipetirali
4,74 mL dH,0. K dH,O v casi smo dodali 260 uL. TFA in na tehtnici preverili, Ce je
koli¢ina dodanega TFA znasala 0,4 g (Mrra=114,02 g/mol). Ce je teza presegala 0,4 g,
smo dodali ustrezno koli¢ino dH,O, da smo potem v steklenici, ko smo vanjo zlili vsebino

¢asSe, dobili 0,1 % TFA.

10 % TFA

V ¢isto 200 mL steklenico smo odmerili 93,5 mL dH,0 in dodali 6,5 mL TFA.

1 % Amonijev hidroksid (NH,OH)

K 71,5 mL dH,0 smo dodali 28,5 mL NH4OH (Mnp.on=35,04 g/mol).
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3.2 METODE

3.2.1 Gojenje seva B. subtilis BD2833 (producent ComX) pri treh temperaturah

V laminariju smo sterilno pripravili 800 mL CM tekocega gojisc¢a. V sterilno 100 mL
erlenmajerico z rilckom smo s sterilnim valjem odmerili 25 mL CM tekocega gojisca in iz
plosce nacepili producentski sev B. subtilis BD2833 (Sev je bil pripravljen s transformacijo
seva, ki vsebuje Tn917 lacZ OKI120 insercijo v SrfA (Tortosa in sod., 2001).) za
prekonoc¢no kulturo, ki smo jo v topli sobi pri 37 °C in pri 200 obratih na minuto stresali
¢ez no€. Naslednji dan (po 13 urah in 30 minutah stresanja) smo s fotometrom izmerili
ODg¢sp prekonocne kulture. V sterilnem valju smo ponovno odmerili po 25 mL CM
tekoCega gojis¢a v 10 (19 pri tretji ponovitvi) sterilnih 100 mL erlenmajeric z rilckom in v
9 nacepili 2 % (500 pL) inokulum prekono¢ne kulture seva BD2833. Tri erlenmajerice z
nacepljenim gojis¢em in eno z nenacepljenim gojiSem za negativno kontrolo smo stresali
pri 200 obratih na minuto pri (37 = 1) °C, (51,3 = 1) °C in pri sobni temperaturi (24 + 1)
°C. S fotometrom smo spremljali rast bakterij in sproti risali rastno krivuljo. Za izolacijo
RNA smo eno uro po prehodu v stacionarno fazo rasti odvzeli po 1 mL vzorca iz devetih
kultur in negativne kontrole (pri tretji ponovitvi smo najprej zdruZzili po dve kulturi gojeni
na enaki temperaturi, da bi zmanjSali razlike med bioloskimi ponovitvami in nato odvzeli 1
mL) v kivete ter izmerili ODgso. Nato smo posamezno kulturo redcili tako, da je ODgso

znasal 0,5 a.e..

3.2.2 Stabilizacija RNA z reagentom RNAprotect Bacteria Reagent

V 10 oznacdenih sterilnih 2 mL mikrocentrifugirk smo odpipetirali po 1 mL reagenta
RNAprotect Bacteria Reagent in dodali po 500 puL kultur (ODgso = 0,5 a.e.) seva BD2833
gojenega pri treh razlicnih temperaturah. 5 sekund smo mesali na vorteksnem mesalu in
nato inkubirali na sobni temperaturi 5 minut. Po inkubaciji smo centrifugirali pri 5000 x g

10 minut, odlili supernatant in pelete shranili preko no¢i pri -20 °C (QIAGEN, 2005).
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3.2.3 Izolacija celokupne RNA iz bakterij s kompletom RNeasy Mini Kit

Pelete smo odtalili na sobni temperaturi (15-25 °C). V 10 oznacenih sterilnih 2 mL
mikrocentrifugirkah smo pripravili po 10 pL QIAGEN proteinaze K (s SIGMA H,O
pripravljeno koncentracijo 20 mg/mL) in 200 pL pufra TE z lizocimom (k 2,4 mL pufra
TE smo dodali 36 mg lizocima za koncentracijo 15 mg/mL). Te meSanice smo dodali k
peletom in jih s pipetiranjem gor in dol previdno resuspendirali. Nato smo na vorteksnem
mesSalu 10 sekund mesali in inkubirali na sobni temperaturi (15-25 °C) na stresalniku za
mikrocentrifugirke 15 minut (pri prvi ponovitvi). Pri drugi ponovitvi smo ¢as inkubacije
podaljiali na 1 uro, pri tretji ponovitvi pa na 3 ure, da bi povedali donos RNA. Cas
inkubacije lahko namre¢ podaljSamo brez kakrSnih koli $kodljivih ucinkov, ker je RNA
stabilizirana. Po inkubaciji smo dodali 700 pL pufra RLT (k 8,5 mL pufra RLT smo dodali
85 uL B-merkaptoetanola, ker ga mora biti 10 pL na 1 mL pufra RLT) in intenzivno mesali
na vorteksnem mesSalu. Ker so bili e vidni trdni delcki, smo centrifugirali 2 minuti na
dodali 500 puL 96 % etanola ter zmesali s pipetiranjem. 700 pL lizata smo nanesli na
RNeasy Mini kolono vstavljeno v 2 mL zbirno mikrocentrifugirko ter centrifugirali 15
sekund pri 8000 x g. Kar je steklo skozi kolono smo zavrgli in ponovno na kolono nanesli
preostalih 700 pL lizata, centrifugirali in zavrgli, kar je steklo v mikrocentrifugirko

(QIAGEN, 2001, 2005).

3.2.4 Razgradnja DNA s kompletom RNase-Free DNase Set

Odpipetirali smo 350 pL pufra RW1 na RNeasy Mini kolono in centrifugirali 15 sekund
pri 8000 x g ter zavrgli kar je steklo skozi kolono v mikrocentrifugirko. 10 uL DNaza I
zalozne raztopine (pripravljene tako, da smo v plinotesno steklenicko z DNazo I v prahu
dodali 550 uL SIGMA vode) smo dodali k 70 pL pufra RDD in na kratko pomesSali na
vorteksnem mesSalu ter na kratko centrifugirali, da smo zbrali tekocino, ki se je nabrala na
steni mikrocentrifugirke. Nato smo DNaza I inkubacijsko mesanico (80 puL) odpipetirali na
RNeasy Mini kolono in pustili na sobni temperaturi (20-30 °C) 15 minut. Ponovno smo na
kolono odpipetirali 350 pL pufra RW1, poc€akali 5 minut in potem centrifugirali 15 sekund
pri 8000 x g. Kar je steklo skozi kolono smo zavrgli (QIAGEN, 2005).
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3.2.5 Nadaljevanje izolacije celokupne RNA iz bakterij s kompletom RNeasy Mini Kit

RNeasy Mini kolono smo prenesli v novo 2 mL zbirno mikrocentrifugirko. Dvakrat smo na
kolono nanesli 500 pL pufra RPE (pred uporabo smo k pufru RPE dodali 4 volumne 96 %
etanola) in prvi¢ centrifugirali 15 sekund in drugi¢ 2 minute pri 8000 x g ter zavrgli kar je
steklo skozi kolono. Po centrifugiranju smo kolono previdno odstranili iz
mikrocentrifugirke, saj smo morali paziti, da ni priSlo do stika kolone s teko€ino v
mikrocentrifugirki in s tem do neZelenega prenosa etanola na kolono. Kolono smo prenesli
v novo 1,5 mL zbirno mikrocentrifugirko in direktno na membrano kolone nanesli 50 uL.
RNase-free water (vode brez vsebnosti RNaz). Nato smo centrifugirali 1 minuto pri 8000 x

g in s tem eluirali RNA (QIAGEN, 2001, 2005).

3.2.6 Merjenje koncentracije in red¢enje celokupne RNA

Koncentracijo celokupne RNA smo dolo¢ili spektrofotometri¢no (NanoDrop). Najprej smo
v mikrocentrifugirke odpipetirali trikrat po 2 pL posamezne izolirane celokupne RNA.
Pred vsakim odvzemom 2 upL. vzorca smo na kratko pomesali na vorteksnem mesalu.
Koncentracijo posamezne izolirane celokupne RNA smo potem izmerili na NanoDropu v
treh 1,5 pL kapljicah. Za umerjanje smo uporabili SIGMA vodo. Merilno povrsino
NanoDropa smo pred uporabo in med nanaSanjem vzorcev Cistili z dH,O. Vse vzorce z
izolirano RNA smo nato redCili z ustrezno koli¢ino SIGMA vode, da je bila potem
koncentracija celokupne RNA v vseh vzorcih enaka. Koncentracijo smo preverili

spektrofotometri¢éno (NanoDrop).

3.2.7 Reverzna transkripcija RNA v cDNA

Pripravili smo reakcijske meSanice za reverzno transkripcijo (Preglednica 8), tako da smo
najprej v sterilne oznacene 0,5 mL mikrocentrifugirke v stojalu na ledu odpipetirali vse
neencimske komponente. Nato smo na kratko pomesali na vorteksnem mesalu, dodali Se
inhibitor RNaz, reverzno transkriptazo in tarcno RNA ter Se enkrat na kratko pomesali na

vorteksnem mesSalu (Applied Biosystems, 2006).
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Preglednica 8: Sestava 40 pL reakcijske mesanice za reverzno transkripcijo RNA v cDNA.

Komponenta Volumen [uL] Konéna koncentracija
10 X RT pufer 4,0 1X

MgCl, (25 mM) 8,8 5,5 mM

Mesanica ANTP-jev (2,5 mM) 8,0 500 uM

Nakljuéni oligonukleotidni zacetniki (50 pM) 2 2,5 uM

Inhibitor RNaz (20 U/L) 0,8 0,4 U/L

Reverzna transkriptaza (50 U/uL) 1 1,25 U/uL

Skupayj 24,6

Taréna RNA 15,4

Po 10 pL posamezne reakcijske meSanice smo odpipetirali v 3 sterilne oznac¢ene 0,1 mL
mikrocentrifugirke v stojalu s hlajenjem. Na kratko smo Se centrifugirali, da smo zbrali
teko¢ino na stenah mikrocentrifugirk. Nato smo vse mikrocentrifugirke prenesli v

termoblok in zagnali predhodno napisan program za reverzno transkripcijo (Preglednica 9).

Preglednica 9: Program za termoblok za reverzno transkripcijo.

Inkubacija Reverzna transkripcija Inaktivacija .
reverzne transkriptaze
Trajanje 10 min 30 min 5 min
Temperatura 25 °C 48 °C 95 °C

cDNA smo do nadaljne uporabe shranili na -70 °C.

3.2.8 Nacrtovanje oligonukleotidnih zacetnikov

Za nacrtovanje oligonukleotidnih zacetnikov smo uporabili internetno orodje (Primer-
BLAST (NCBI, 2012). Najprej smo v program vnesli parametre, ki ustrezajo lastnostim, ki
jih morajo imeti oligonukleotidni zacetniki primerni za kvantitativni PCR v realnem ¢asu
(qPCR). Ustrezna dolzina produktov pomnoZevanja je med 80 in 150 bp, ustrezna dolzina
oligonukleotidnih zacetnikov med 18 in 30 bp (optimalna je 20 bp), vsebnost GC parov
oligonukleotidnih zacetnikov in produktov pomnoZevanja med 30 in 80 % (optimalna med
40 in 60 %). Primerna temperatura taljenja (T,) je med 55 in 60 °C, razlika v T, med

smernim in protismernim oligonukleotidnim zacetnikom ne sme biti visja od 4 °C.
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3.2.9 Preizkus ustreznosti in uc¢inkovitosti oligonukleotidnih zac¢etnikov za gene comX,

comQ, rpoB in lacZ s PCR-jem in agarozno gelsko elektroforezo

Za gena comX in comQ smo oblikovali in preizkusili tri pare oligonukleotidnih zacetnikov,
za gen rpoB en par in za gen lacZ dva para. Za vsak gen smo potem izbrali najbolj
ucinkovit par oligonukleotidnih zacetnikov (smerni in protismerni ogligonukleotidni
zacetnik). Pripravili smo zalozne raztopine oligonukleotidnih zacetnikov (100 uM
koncentracije), pri eksperimentalnem delu pa smo uporabili 10 pM koncentracije
oligonukleotidnih zacetnikov. PCR reakcije smo izvajali v volumnu 25 pL po protokolu

podanem v preglednicah (Preglednica 10, Preglednica 11, Preglednica 12).

Preglednica 10: Koli¢ine posameznih reagentov za eno 25 pL. PCR reakcijo.

Reagent 'Volumen [pL]
SIGMA H,0 15.3

5 X pufer 5

MgCl, (25 mM) 2

Mesanica INTP-jev (10 mM) 0.5

Smerni oligonukleotidni zacetnik (10 pM) 0.5
Protismerni oligonukleotidni zacetnik (10 pM) 0.5

DNA polimeraza (5 U/uL) 0.2

DNA naravnega izolata seva 168 B. subtilis (10 ng/uL) ali1

SIGMA voda za negativno kontrolo

Preglednica 11: Program za termoblok za izvedbo PCR reakcije.

35 krat
A —_
~ N
Denaturacija | Naleganje PodaljSevanje
Trajanje 2min [30s 30s 30s 5 min
Temperatura |95°C |95°C Temperaturni gradient | 72 °C 72 °C

Preglednica 12: Temperaturni gradient temperatur naleganja oligonukleotidnih zacetnikov uporabljen za
PCR reakcijo.

PoloZaj mikrocentrifugirke

v PCR aparatu

Temperatura naleganja
oligonukleotidnih zacetnikov [°C]

54,8 | 55,9 | 56,9 | 58,1 | 59,1 | 60,2 | 61,1
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Uspesnost PCR reakcij smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo (3 % agaroza). V
elektroforezno banjico smo nalili 1 X TAE pufer (4 °C) in gel¢ek prenesli v banjico. Na
parafilmu smo zmesSali po 1 pL nanasalnega pufra (Loading Dye 6 X) z 10 uL PCR
produkta oziroma 5 pL DNA markerja (GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder Mix) in
vse vzorce nanesli na gelcek. Elektri¢no napetost smo nastavili na 75 V (elektricni tok-49
mA) in elektroforezo pustili teci, dokler nismo presodili, da sta se barvili iz nanaSalnega
pufra, ki oznacujeta DNA velikosti 300 bp in 4000 bp, dovolj locili. Nato smo gelcek 10
minut barvali v posodici z razred¢enim etidijevim bromidom (dodane je 50 uL/1L (TAE
pufra) zalozne raztopine EtBr s koncentracijo 10 mg/mL) in ga Se za 10 minut prenesli v
dH,0O. Na koncu smo gel¢ek vizualizirali pod UV lu¢jo in se, glede na velikost PCR
produkta in intenziteto fluorescence, odlo€ili pri vsakem genu za najustreznej$i in

najucinkovitejsi par zacetnih oligonukleotidov.

3.2.10 Izolacija kromosomske DNA iz seva B. subtilis BD2833

Izolirali smo kromosomsko DNA iz seva B. subtilis BD2833, da bi jo uporabili kot
pozitivno kontrolo pri qPCR. Najprej smo odpipetirali 5 mL LB tekocega gojis¢a v sterilno
oznaceno epruveto in nacepili sev B. subtilis BD2833 za prekono¢no kulturo, ki smo jo v
topli sobi pri 28 °C in pri 200 obratih na minuto stresali ¢ez no¢. Prekono¢no kulturo smo
100 krat razred¢ili s svezim LB teko¢im gojis¢em (50 pL prekonoc¢ne kulture smo red¢ili z
4950 pL svezega LB tekocega gojis€a) in dodali Se 100 pL 50 % glukoze do koncne
koncentracije 1 % (glukoza namre¢ prepreci sporulacijo bakterij). Bakterije smo pri 200
obratih na minuto in pri 37 °C stresali do pozne eksponentne faze rasti. Nato smo 1,5 mL
kulture prenesli v mikrocentrifugirko in centrifugirali 5 minut pri 16000 x g. Odstranili
smo supernatant in ponovno centrifugirali 1,5 mL kulture iz pozne eksponentne faze rasti
(skupni volumen iz katerega smo izolirali DNA je tako znasal 3 mL). Po centrifugiranju
smo supernatant previdno odstranili s pipeto in celice resuspendirali v 300 uL. TES pufra
(1/10 volumna iz katerega smo izolirali DNA). V naslednjem koraku smo dodali 6 pL
lizocima s koncentracijo 50 mg/mL do konéne koncentracije 1 mg/mL in 2 pL
ribonukleaze (RNase A) s koncentracijo 10 mg/mL do kon¢ne koncentracije 60 ug/mL ter
inkubirali 30 minut pri 37 °C. Nato smo dodali 33 puL 10 % raztopine SDS do koncne

koncentracije 1 % in 2 pL proteinaze K s koncentracijo 20 mg/mL do kon¢ne koncentracije
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120 pg/mL ter pri 50 °C inkubirali preko noci. Naslednji dan smo v digestoriju dodali 200
pL fenola, rahlo stresli suspenzijo in centrifugirali 10 minut pri 16000 x g. Zgornjo fazo, ki
vsebuje pufer TES in kromosomsko DNA, smo z odrezanim pipetnim nastavkom prenesli
v novo mikrocentrifugirko in ji dodali 200 pL meSanice kloroforma in izoamilnega
alkohola v razmerju 24:1. Nato smo centrifugirali 10 minut pri 16000 x g. Ponovno smo
zgornjo fazo prenesli v novo mikrocentrifugirko in ji dodali 2,5 volumna hladnega 96 %
etanola (shranjen pri -20 °C). Z obracanjem mikrocentrifugirke smo pospesili obarjanje
DNA, na kratko centrifugirali pri 16000 x g, odstranili supernatant in dodali 500 pL
hladnega 70 % etanola ter na ledu 15 minut inkubirali. Dvakrat smo Se na kratko
centrifugirali pri 16000 x g, da smo odstranili ves supernatant. Po suSenju ob ognju smo

DNA raztopili v 100 uL. dH»O in jo shranili v hladilniku pri 4 °C.

3.2.11 Kvantitativni PCR v realnem ¢asu (qPCR)

Najprej smo vsebino treh mikrocentrifugirk, v katerih je bila cDNA, ki smo jo v treh
ponovitvah sintetizirali iz posamezne izolirane RNA, zdruzili v eno mikrocentrifugirko. Iz
c¢DNA in pozitivne kontrole smo pripravili 10-kratno, 50-kratno, 100-kratno in 500-kratno
redc¢itev. Redcili smo na nacin kot je prikazan v Preglednici 13. Ker nas je zanimalo
izrazanje 4 razlicnih genov (comQ, comX, rpoB in SrfA, ki je v fuziji z lacZ), smo vse
red¢itve pripravili v 4 ponovitvah. V laminariju v katerega ne vnaSamo DNA smo najprej
pripravili 4 razli¢ne reakcijske meSanice za qPCR. Sestava posamezne reakcijske meSanice
za eno reakcijo je prikazana v Preglednici 14. Za reakcijske meSanice smo potrebovali
Power SYBR Green PCR Master Mix in 4 razlicne pare (smernih (forward) in
protismernih (reverse)) oligonukleotidnih zacetnikov za 4 razlicne gene (comQ, comX,
rpoB in lacZ). V luknjice mikrotiterske plosce (s 384 luknjicami) smo odpipetirali po 11,6
uL posamezne reakcijske meSanice. V drugem laminariju smo potem dodali 8,4 uL cDNA
oziroma pozitivne kontrole (kromosomska DNA iz BD2833) oziroma negativne kontrole
(dH,O) (Applied Biosystems, 2006). Na plos¢o smo Se pritrdili prozorno folijo in
centrifugirali 2 minuti pri 1000 x g. Plos¢o smo po centrifugiranju zavili v aluminijasto
folijo in jo odnesli do aparata za kvantitativni PCR v realnem casu (Nacionalni inStitut za
biologijo). Na racunalniku namenjenemu upravljanju z aparatom za kvantitativni PCR v

realnem casu smo zagnali program SDS 2.3. Protokol, ki smo ga uporabili za
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pomnozevanje DNA s kvantitativnim PCR v realnem ¢asu je prikazan v Prilogi L. Dodana
je disociacijska stopnja (Stage 4). S to dodatno analizo smo Zeleli na koncu preveriti, ¢e je
nastal enak tip produktov pomnozevanja pri posameznem preuevanem genu. Enak tip

produkta namre¢ razpade pri enaki temperaturi.

Preglednica 13: Red¢enje cDNA s SIGMA H,O0.

30 uL
Ix cDNA
comQ comX rpoB lacz
2 uL 2 uL 2 uL 2 uL
I1x cDNA 1x cDNA 1x cDNA I1x cDNA
+ + + +
18 uL H,O 18 uL H,O 18 uL H,O 18 uL H,O
8 uL 8 uL 8 uL 8 uL
10x cDNA 10x cDNA 10x cDNA 10x cDNA
+ + + +
32 uL H,O 32 uL H,O 32 uL H,O 32 uL H,O
20 uL 20 uL 20 pL 20 uL
50x cDNA 50x cDNA 50x cDNA 50x cDNA
+ + + +
20 pL H,O 20 uL H,O 20 uL H,O 20 pL H,O
8 uL 8 uL 8 uL 8 uL
100x cDNA | 100x cDNA | 100x cDNA | 100x cDNA
+ + + +

Preglednica 14: Sestava reakcijskih mesanic za qPCR.

comQ comX rpoB lacZ
10 uL 10 pL 10 uL 10 pL
Master Mix Master Mix Master Mix Master Mix
+ + + +
0,8 uL 0,8 uL 0,8 uL 0,8 uL
F128 F98 F68 F142
+ + + +
0,8 uL 0,8 uL 0,8 uL 0,8 uL
R128 R98 R68 R142
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3.2.12 Analiza rezultatov kvantitativnega PCR v realnem ¢asu (qQPCR)

Rezultate qPCR smo analizirali s pomoc¢jo matemati¢nega modela:

Rn = Bekg +RO- (1+ ER)™™ (1)
kjer je Rn koncentracija pomnozene cDNA (izrazena kot emisija fluorescence
reporterskega barvila SYBR Green [RFU] normalizirana na emisijo fluorescence
pasivnega referencnega barvila ROX [RFU]), Bckg je fluorescenca ozadja, RO je zacetna
koncentracija mRNA (izrazena kot emisija fluorescence reporterskega barvila SYBR
Green [RFU] normalizirana na emisijo fluorescence pasivnega referen¢nega barvila ROX
[RFU]), ER je ucinkovitost podvajanja in n $tevilo ciklov podvojevanja cDNA. qPCR
eksperimentalne podatke smo uredili z uporabo programa Microsoft Excel, kjer smo
uporabili lastno avtomatizirano preglednico (makro). Ker so bile iz vsake cDNA narejene
Stiri red¢itve, smo morali podatke qPCR (v clipped obliki prenesene iz programa SDS 2.3,
predstavljajo emisijo fluorescence reporterskega barvila SYBR Green [RFU]
normalizirano na emisijo fluorescence pasivnega referenCnega barvila ROX [RFU])
normalizirati na red¢itev. Nato smo pri teh normaliziranih podatkih izbrisali tiste, ki so bili
izven eksponentnega obmocja krivulj pomnoZevanja cDNA in torej niso ustrezali modelu.
Podatke za izbris smo dolocili tako, da smo od neobdelanih rezultatov, ki Se niso bili
normalizirani, najprej odsteli ozadje, nato narisali logaritemski graf in dolo¢ili mejno
vrednost do katere je PCR reakcija tekla zagotovo eksponentno (=0,2) in nad katero
rezultatov nismo upostevali. Te obdelane podatke smo nato prenesli v program OriginPro
8, kjer smo jih prilegali modelu iz enacbe 1. V programu smo si pripravili tabele s podatki.
Na x-osi so bile zaporedne Stevilke meritev fluorescence iz qPCR. Na y-osi pa so bile
pripadajoce vrednosti in sicer so bili v eni tabeli rezultati QPCR (posameznega gena) 3
bioloskih ponovitev iz enake temperature, vsaka v Stirih red¢itvah. Izbrali smo zadnjih
devet vrednosti podvojevalnih krivulj cDNA enakih redc¢itev treh bioloskih ponovitev, ki
jih je program prilegal in na ta naCin izraCunal zacCetne koncentracije mRNA za vsak
vzorec. Postopek smo ponovili pri naslednji trojki redCitev. Nastavitve, ki jih je program
potreboval za ta izracun so prikazane v Prilogah N, O, P, Q, R, S, T. Izbrali smo nelinearno
poravnavo krivulj. Izbrane podatke smo poravnali na nain imenovan Global Fit. Pri

parametrih smo Se nastavili u¢inkovitost podvajanja (ER) kot skupno. Mejne vrednosti pa
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smo dolocili za ozadje (B) 500, za zacCetno koncentracijo (R0O) 0,01 in za ER 1,05. Na
koncu smo izbrali ukaz Fit in program je poravnal izbrane krivulje. O uspesnosti
poravnave smo se prepricali v porocilu, ki ga je program izpisal (Prilogi U in V). Izraunal
je tudi statistiGne vrednosti, na primer Chi’ in R?, ki podajata kvaliteto prileganja. V vseh
primerih smo dobili R?> 0.997 in Chi’ < 1. Za kon¢ni rezultat smo potrebovali povpreéne
vrednosti, ki smo jih izraunali v programu Microsoft Excel. Najprej smo izracunali
povprecno zacetno koncentracijo mRNA Stirih redCitev iz iste bioloSke ponovitve.
Dobljeno povprecno zacetno koncentracijo mRNA (brez enote) iz vsake bioloske
ponovitve smo normalizirali na koncentracijo celokupne RNA (ng/uL) vsake bioloSke
ponovitve. Nato smo iz treh povpre¢nih zacetnih koncentracij mRNA (tri bioloske
ponovitve) normaliziranih na koncentracije celokupnih RNA izrac¢unali kon¢no povprec¢no
zacetno koncentracijo mRNA za vsako temperaturo pri posamezni ponovitvi gojenja in pri
posameznem preucevanem genu in zraven Se standardni odklon in relativno napako. 1z teh
kon¢nih povprecnih zaletnih koncentracij mRNA (normaliziranih na koncentracije

celokupnih RNA) smo potem izracunali razmerja med temperaturami.

3.2.13 Pridobitev izrabljenega gojis¢a iz seva E. coli ED367

V sterilno 100 mL erlenmajerico z rilckom smo s sterilnim valjem odmerili 25 mL LB
tekoCega gojisca z dodanim ampicilinom in iz plos¢e nacepili sev Escherichia coli ED367
(Sev je bil pripravljen tako, da so comQ in comX gene klonirali pod uravnavo T7
promotorja v vektor pET22 (b) in transformirali v sev E. coli BL21 (DE3), ki kodira T7
polimerazo pod uravnavo IPTG inducibilnega promotorja (Ansaldi in sod., 2002).) za
prekono¢no kulturo, ki smo jo pri 37 °C in pri 200 obratih na minuto stresali ¢ez noc.
Naslednji dan smo v dve sterilni 100 mL erlenmajerici z rilckom s sterilnim valjem
odmerili po 50 mL M9 minimalnega gojis¢a z dodanim ampcilinom. V obe smo nacepili 2
% (1 mL) inokulum prekono¢ne kuluture in dali stresat pri 37 °C in pri 200 obratih na
minuto. S fotometrom smo spremljali rast bakterij in ko je ODgso dosegel 0,7 a.e., smo v
eno erlenmajerico dodali 250 uLL 100 mM IPTG, ki inducira nastajanje signalnega peptida
ComX. Drugo kulturo smo uporabili kot negativno kontrolo. Po S§tirith urah indukcije
(stresanje pri 37 °C in pri 200 obratih na minuto) smo obe kulturi prelili v Stiri sterilne

centrifigurke, v centrifugi nasproti razporedili tisti s podobno teZo in centrifugirali 5 minut
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pri 8000 x g. Supernatant (izrabljena gojisca) smo sterilno prefiltrirali v sterilne oznacene

falkonke. Izrabljena gojis¢a smo shranili v zamrzovalni skrinji pri -20 °C.

3.2.14 Pridobitev izrabljenih gojis¢ iz sevov B. subtilis BD2833 in BD2876

V laminariju smo sterilno pripravili 800 mL CM tekocega gojisca. S sterilnim valjem smo
odmerili po 25 mL CM tekocega gojisc¢a v dve sterilni 100 mL erlenmajerici z rilckom. V
eno erlenmajerico smo nacepili producentski sev B. subtilis BD2833, v drugo pa testerski
sev B. subtilis BD2876 (enak kot BD2833, vendar z inaktiviranim comQ genom, kar mu
onemogoca izdelavo aktivnega ComX (Tortosa in sod., 2001).). Po 13 urah in 30 minutah
stresanja pri 200 obratih na minuto pri 37 °C smo prekono¢nima kulturama s fotometrom
izmerili ODgso. Nato smo s sterilnim valjem odmerili po 55 mL CM tekocega gojisca v 12
sterilnih oznacenih 250 mL erlenmajeric z rilckom. V 6 erlenmajeric smo nacepili 2 % (1,1
mL) inokulum prekono¢ne kulture producenta, v drugih 6 erlenmajeric pa 2 % (1,1 mL)
inokulum prekono¢ne kulture testerja. Dve kulturi s producentom in dve s testerjem smo
dali stresat pri 200 obratih na minuto pri (37 + 1) °C, (51,3 £ 1) °C in pri sobni temperaturi
(24 £ 1) °C. S fotometrom smo spremljali rast bakterij in sproti risali rastno krivuljo. Eno
uro po prehodu v stacionarno fazo rasti smo kulture prelili v 24 sterilnih centrifugirk,
centrifugirali 5 minut pri 8000 x g in supernatant (izrabljena gojis¢a) sterilno prefiltrirali v
24 sterilnih oznacenih falkonk. Izrabljena gojis¢a smo shranili v zamrzovalni skrinji pri -20

°C.

3.2.15 Visokolocljivostna tekocinska kromatografija (HPLC)

TekocCinsko kromatografijo (HPLC) in gradientni nacin eluiranja z dvema mobilnima
fazama (0,1 % TFA in acetonitril z 0,1 % TFA) smo uporabili za locevanje signalnega
peptida ComX od ostalih sestavin izrabljenega gojis€a. Vzorec (pH 2), smo nanesli na
kromatografsko kolono segreto na 30 °C (NUCLEODUR C,g Gravity). Vzorec smo
pripravili tako, da smo k 5,12 mL izrabljenega gojisca seva B. subtilis BD2833 ali BD2876
dodali 0,88 mL 10 % TFA oziroma da smo k 9,5 mL izrabljenega gojis¢a seva E. coli
ED367 dodali 1 mL 10 % TFA. Pred nanosom vzorca smo zanko veliko 5 mL in kolono

sprali z 0,1 % TFA, iz zanke izpihali teko¢ino in nanesli 5 mL vzorca ter zagnali 100.80
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minutni program (Priloga W). Od 47 do 58 minute (pri doloc¢itvi obmocja, v katerem se je
eluiral ComX, smo upostevali tudi, da vzorec rabi 9 minut, da v celoti prepotuje kolono in
pride do detektorja (214 nm)) smo zbrali frakcije (1 mL), jih nevtralizirali s 50 uL. NH4OH
in nato 90 minut pustili v eksikatorju, da je izhlapel ACN.

3.2.16 p-galaktozidazni test v mikrotiterskih plos¢ah

S sterilnim valjem smo odmerili 25 mL CM tekocega gojis¢a v sterilno 100 mL
erlenmajerico z rilckom in nacepili s testerskim sevom B. subtilis BD2876 ter inkubirali
preko noci pri 37 °C in 200 obratih na minuto. Naslednji dan smo precepili v 25 mL CM
tekocega gojis€a 500 pL prekonocne kulture in stresali v topli sobi pri 37 °C in pri 200
obratih na minuto 6 ur. Iz te kulture smo pripravili 4% inokulum (k 11 mL CM tekocega
gojisca v sterilni kadicki smo dodali 440 uL testerske kulture). Po 100 uL 4% inokuluma
smo z multikanalno pipeto odpipetirali v mikrotitersko plos¢o in dodali po 100 puL vzorca
(npr. frakcije). Mikrotitersko ploS¢o smo pokrili s pokrovom (vmes smo dali Stiri
distan¢nike), zalepili s trakom in jo stehtali. Platformo stresalnika za mikrotiterske plosce
smo oblekli v 40 L vreco (za avtoklaviranje), ki smo jo s S¢ipalkami pritrdili ob robe
stresalnika. Na sredino platforme stresalnika smo v obliki kriza polozili omocene trakove
brisace, plos¢o pritrdili na stresalnik in dodatno pritrdili z gumijastimi trakovi. V vreco
smo zajeli ¢im ve¢ zraka in jo zgoraj zavezali. Mikrotitersko plos¢o smo pri 28 °C in pri
1000 obratih na minuto stresali 16 ur. Naslednji dan smo si najprej pripravili raztopino
ONPG v Z-pufru (k 10,5 mL Z-pufra smo dodali 42 mg ONPG) z meSanjem na
magnetnem mesSalu v ¢asi pokriti z alufolijo in ga nato do uporabe shranili v hladilniku.
Mikrotitersko plos€¢o smo po 16 urah stresanja ponovno stehtali (preverili smo koli¢ino
izhlapele tekocine) in z UV/VIS fotometrom izmerili ODgso. Nato smo pri 4 °C in pri 1200
x g centrifugirali 20 minut in z multikanalno pipeto odstranili supernatant (180 pL). V
naslednjem koraku smo v vse luknjice mikrotiterske plosce dodali 180 pL Z-pufra z
dodanim B-ME (k 20 mL Z-pufra smo dodali 140 pL. B-ME), resuspendirali in nato dodali
Se po 10 pL toluena ter ponovno resuspendirali. Mikrotitersko plos¢o smo pokrili in
inkubirali na ledu 30 minut. Medtem smo si pripravili posodo s toplo vodo in UV/VIS

spektrofotometer nastavili na 33,5 °C. Po 30 minutah na ledu smo mikrotitersko plosco



34
Vrhar M. Vpliv temperature na izrazanje gena comX bakterije Bacillus subtilis.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tudija mikrobiologije, 2012

prenesli v posodo s toplo vodo in z IR termometrom preverjali temperaturo. Ko je
temperatura na pokrovu mikrotiterske plosce dosegla 29 °C, smo jo prenesli na papirnato
brisaco, previdno obrisali dno in z multikanalno pipeto hitro v vse luknjice dodali 50 puL
raztopine ONPG v Z-pufru. Nato smo mikrotitersko plos¢o hitro pokrili s Cistimi
objektnimi stekelci in ob strani z dvema papirnatima trakovoma ter novim cistim
pokrovom, vstavili v UV/VIS spektrofotometer in zagnali predhodno sestavljen protokol

merjenja kinetike -galaktozidazne aktivnosti.

3.2.17 B-galaktozidazni test v mikrocentrifugirkah

Producentski sev B. subtilis BD2833 smo gojili pri treh razlicnih temperaturah kot je
opisano na strani 20. Eno uro po prehodu v stacionarno fazo rasti smo odvzeli po 1 mL
bakterijske kulture v mikrocentrifugirke, jih centrifugirali 5 minut pri 10000 obratih na
minuto, previdno odstranili supernatant in jih zamrznili pri -20 °C. Naslednji dan smo
bakterijske kulture brez gojis€a v mikrocentrifugirkah odtalili in red¢ili z Z-pufrom tako,
da je ODg¢s znasal 0,5 a.e.. Pelet smo resuspendirali in zmes$ali na vorteksnem meSalu. Po
100 pL vzorca smo prenesli na mikrotitersko plosco in v digestoriju vzorcem dodali po
100 pL Z-pufra z dodanim B-ME (14 pL B-ME na 1 mL Z-pufra), resuspendirali, dodali po
10 uL toluena, resuspendirali, plo$¢o pokrili in jo inkubirali na ledu 30 minut. Naslednji

koraki so enaki kot pri metodi B-galaktozidazni test v mikrotiterskih plos¢ah.



35
Vrhar M. Vpliv temperature na izrazanje gena comX bakterije Bacillus subtilis.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tudija mikrobiologije, 2012

4 REZULTATI

4.1 VPLIV TEMPERATURE NA RAST SEVA B. subtilis BD2833

Kot je prikazano na Sliki 6, so izbrane temperature izrazito vplivale na rast seva B. subtilis
BD2833 in povpre€en generacijski ¢as je bil pri 51 °C (48 + 11) minut, pri 37 °C (42 + 5)
minut in pri 24 °C (89 + 11) minut. Torej je bila hitrost rasti najvisja pri 37 °C, nekoliko
nizja pri 51 °C ter najnizja pri 24 °C. Dolzina lag faze rasti je bila pri 51 °C (160 + 20)
minut, pri 37 °C (100 = 10) minut in pri 24 °C (200 + 50) minut.
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Slika 6: Rastne krivulje producentskega seva B. subtilis BD2833 (+ComX) gojenega pri treh razli¢nih
temperaturah. Vsaka od treh rastnih krivulj prikazuje povprecje 9 rastnih krivulj bakterijskih kultur, ki smo
jih gojili v treh neodvisnih poskusih.
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4.2 VPLIV TEMPERATURE NA IZRAZANIJE srfA

Preverili smo vpliv izbranih temperatur na izrazanje SrfA in sicer z dvema metodama, s
kvantitativnim PCR v realnem c¢asu in z merjenjem [-galaktozidazne aktivnosti
producentskega seva B. subtilis BD2833, ki nosi fuzijo srfA-lacZ. Pri sevu gojenem pri 51
°C ni bilo mogoce zaznati signifikantne -galaktozidazne aktivnosti, medtem ko smo pri
37 °C in 24 °C zaznali aktivnost, ki se pri obeh temperaturah ni signifikantno razlikovala
(Slika 7). Tudi koncentracija mRNA gena lacZ (fuzija s srfA) je bila pri 51 °C najnizja. Pri
37 °C in 24 °C pa nekoliko visja, vendar med obema temperaturama prav tako ni bilo

signifikantne razlike na nivoju mRNA (Slika 8).
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Slika 7: B-galaktozidazna aktivnost bakterijskih kultur producentskega seva B. subtilis BD2833 (+ComX, s
srfA-lacZ fuzijo) gojenih pri treh razli¢nih temperaturah. Prikazane so povpre¢ne vrednosti in standardni
odkloni treh bioloskih ponovitev.
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Slika 8: Zacetne koncentracije mRNA (izraZene kot emisija fluorescence reporterskega barvila SYBR Green
[RFU] normalizirana na emisijo fluorescence pasivnega referen¢nega barvila ROX [RFU]) gena lacZ (fuzija
s srfA) normalizirane na koncentracije celokupne RNA. Bakterijske kulture producentskega seva B. subtilis
BD2833 (+ComX) so bile gojene pri treh razlicnih temperaturah. Prikazane so povprecne vrednosti in
standardni odkloni devetih bioloskih ponovitev iz treh neodvisnih poskusov.
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4.3 VREDNOTENIJE KOLICINE FEROMONA ComX V IZRABLJENIH GOJISCIH Z
METODO HPLC

4.3.1. Optimizacija metode HPLC

V okviru te diplomske naloge smo vpeljali metodo detekcije peptida ComX s HPLC v
ob indukeciji z IPTG izdeluje visoke koncentracije ComX (v nasih poskusih do 40 krat visje
kot sev B. subtilis BD2833 (30-40 nM v CM goji$¢u z bakterijsko kulturo pri ODgpo=0,4
(Magnuson, 1994))), s c¢emer smo si olajsali dolocanje koncentracijskega obmocja
acetonitrila (ACN) v mobilni fazi pri kateri se eluira ComX. Koncentracije ComX v eluatih
izrabljenih gojis¢ smo dolocali tudi posredno z uporabo testerskega seva B. subtilis
BD2876, ki je oznaten s SrfA-lacZ, ne izdeluje pa lastnega ComX feromona.
Kromatograma izrabljenega gojis¢a seva E. coli ED367 sta oznafena z dvema értama,
modra predstavlja izrabljeno gojisce seva, ki je bil induciran z IPTG in roza izrabljeno
gojis¢e neinduciranega seva (negativna kontrola) (Slika 9). Rumene kare prikazujejo -
galaktozidazno aktivnost, ki smo jo izmerili v frakcijah induciranega seva z uporabo
testerskega seva. PoviSano B-galaktozidazno aktivnost sta pokazali dve frakciji med 48 in
50 minuto in ena frakcija med 51 in 52 minuto. V obmocju prvih dveh frakcij s povisano
-galaktozidazno aktivnostjo sta tudi na kromatogramu vidna dva kromatografska vrhova,
ki sta izrazito vi§ja od tistih v enakem obmocju pri negativni kontroli. Na naslednji sliki
(Slika 10) sta podana kromatograma sevov B. subtilis BD2833 (producent ComX) in
BD2876 (tester z inaktiviranim comQ genom - negativna kontrola). Rumene kare
prikazujejo f-galaktozidazno aktivnost producentskega seva B. subtilis BD2833 in rezultati
kazejo, da povisana B-galaktozidazna aktivnost testerja sovpada s frakcijami med 51 in 54
minuto. V tem obmocju so tudi vidni trije kromatografski vrhovi, ki so vi§ji od tistih pri

negativni kontroli.
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Slika 9: Kromatogram izrabljenih gojis¢ seva E. coli ED367 (induciranega z IPTG (+ComX) in
neinduciranega (-ComX) za negativno kontrolo) pridobljenih pri 37 °C in B-galaktozidazna aktivnost seva B.
subtilis BD2876 (-ComX - inaktiviran comQ, s srfA-lacZ fuzijo), ki smo mu dodali frakcije E. coli ED367.
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Slika 10: Kromatogram izrabljenih gojis¢ producentskega seva B. subtilis BD2833 (+ComX) in testerskega
seva B. subtilis BD2876 (-ComX - inaktiviran comQ) za negativno kontrolo. Bakterijske kulture smo gojili
pri 37 °C. Rumene kare ponazarjajo [B-galaktozidazno aktivnost seva B. subtilis BD2876 (-ComX -
inaktiviran comQ, s srfA-lacZ fuzijo), ki smo ga izpostavili frakcijam HPLC izrabljenega gojisca
producentskega seva B. subtilis BD2833 (+ComX, s srfA-lacZ fuzijo).
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4.3.2. Vpliv temperature na vsebnost feromona ComX v izrabljenih gojis¢ih bakterije
B. subtilis

Kromatogrami izrabljenih gojis¢ producentskega seva B. subtilis BD2833 (Slika 11), so
pokazali, da je povrSina kromatografskih vrhov, v katerih je predvidoma prisoten signalni
pridobljenih pri 24 °C. Frakcije v obmoc¢ju treh minut (49 do 52 minuta), v katerih je
predvidoma prisoten ComX, smo zdruzili s frakcijami iz enakega obmocja drugih dveh
ponovitev istega izrabljenega gojis¢a in jih ponovno nanesli na kromatografsko kolono.

Dobili smo podoben rezultat kot prej z nekoliko jasneje vidnimi razlikami med

.....

e====BD2833 51 °C
(1. ponovitev)
e====BD2833 51 °C
(2. ponovitev)
@—=BD2833 51 °C
(3. ponovitev)
== BD2833 37 °C
(1. ponovitev)
== BD2833 37 °C
(2. ponovitev)
== BD2833 37 °C
(3. ponovitev)
——BD2833 24 °C
(1. ponovitev)
——BD2833 24 °C
(2. ponovitev)
——BD2833 24 °C
(3. ponovitev)

Signal [mAE]

49 50 51 52 54

Cas [min]

Slika 11: Kromatogram izrabljenih gojis¢ producentskega seva B. subtilis BD2833 (+ComX) pridobljenih pri
treh razliénih temperaturah. Izrabljeno gojis¢e pridobljeno pri posamezni temperaturi je bilo v treh
ponovitvah naneseno na kolono in rezultati posamezne ponovitve so lo¢eno prikazani na grafu. Z oblackom
je oznaceno obmocje za katerega predvidevamo, da ponazarja feromon ComX.
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Slika 12: Kromatogram izrabljenih goji$¢ producentskega seva B. subtilis BD2833 (+ComX) pridobljenih pri
treh razli¢nih temperaturah. Frakcije HPLC treh ponovitev izrabljenega gojisca iz posamezne temperature so
bile zdruzene in ponovno naneSene na kolono.
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4.4 VPLIV TEMPERATURE NA IZRAZANJE GENOV comX IN comQ

Rezultati qPCR so pokazali, da je koncentracija mRNA comX in comQ normalizirana na
koncentracijo celokupne RNA najvisja pri 24 °C, nizja pri 37 °C in najnizja pri 51 °C, kar
je vidno iz razmerij prikazanih v Preglednici 15. To pomeni, da je transkripcija comX in

comQ pri visjih temperaturah inhibirana.

Preglednica 15: Razmerja zacetnih koncentracij mRNA genov comX in comQ producentskega seva B.
subtilis BD2833 (+ComX), normaliziranih na koncentracije celokupnih RNA pri treh razliénih temperaturah
gojenja. Razmerja so izraCunana iz povpreénih zaéetnih koncentracij mRNA treh bioloskih ponovitev pri
posamezni temperaturi gojenja in pri posamezni ponovitvi gojenja.

Razmerja zacetnih koncentracij mRNA* (Bacillus subtilis BD2833)
comX comQ
1. ponovitev|2. ponovitev|3. ponovitev | 1. ponovitev|2. ponovitev|3. ponovitev
51 °C/37 °C 0.5 0.9 0.6 0.8 0.2 0.5
24 °C/37 °C 2.7 1.8 1.9 2.3 3.1 1.3
24 °C/51 °C 5.4 2.0 2.9 3.1 13.9 2.5

*izrazene kot emisija fluorescence reporterskega barvila SYBR Green [RFU] normalizirana na emisijo

fluorescence pasivnega referencnega barvila ROX [RFU]
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Temperaturna odvisnost zaznavanja celi¢ne gostote pri B. subtilis je slabo poznana. Vpliv
temperature smo preucevali preko merjenja izraZzanja genov seva B. subtilis BD2833
vpletenih v odziv na povisano celicno gostoto (SrfA, comX, comQ) in dolo¢anja
koncentracije glavne signalne molekule (ComX) v rastnem gojis¢u s HPLC. Izbrali smo tri

temperature gojenja: 51 °C, 37 °C in 24 °C.

Generacijski ¢asi med 51 °C in 37 °C so primerljivi, vendar je ve€ina bakterijskih kultur
pri 51 °C rasla nekoliko pocasneje, prav tako so bile lag faze rasti pri 51 °C dosledno
daljse od tistih pri 37 °C. Pri visoki temperaturi se bakterije verjetno zaradi odziva na
vro€inski Sok (Arnosti in sod., 1986; Msadek in sod., 1998) pocasneje prilagodijo na dane
razmere. Temperatura 51 °C je tudi Ze blizu 53 °C, ki je kriticna temperatura, nad katero
sev B. subtilis BD2833 ne raste ve¢ (Vogri¢, diplomsko delo v pripravi), kar je skladno z
nakazano pocasnejso rastjo. Optimalna temperatura gojenja za sev B. subtilis BD2833 sicer
ni bila natan¢no ugotovljena, vendar je vi§ja od 37 °C. Slednje nakazuje vi§ja hitrost rasti
pri 45 °C kot pri 37 °C (Vogri¢, diplomsko delo v pripravi). NajdaljSe generacijske ¢ase in
dolzine lag faz smo izmerili pri 24 °C, kjer je bila tudi kon¢na bakterijska gostota nekoliko
nizja kot pri ostalih dveh gojitvenih temperaturah. 1z navedenih rastnih parametrov lahko
sklepamo, da so med izbranimi rastnimi pogoji najbolj stresni pogoji pri temperaturi 24 °C,
sledi 51 °C in nato 37 °C. Ohno in sodelavci (1995) predvidevajo, da je koncentracija
surfaktina povezana z rastjo bakterij B. subtilis oziroma kon¢nim §tevilom zivih celic pri
posamezni temperaturi. Ce bi to drzalo v splosnem, bi pri¢akovali, da bo izraZanje
surfaktina skladno z rastnimi parametri tudi v nasem primeru najnizje pri 24 °C. Vendar
nasi rezultati pridobljeni tako z merjenjem izrazanja SrfA s qPCR in preko srfA-lacZ
(merjenje B-galaktozidazne aktivnosti) nakazujejo, da je izrazanje SrfA najvisje ravno pri
24 °C in drasti¢no znizano pri 51 °C. Ti rezultati so skladni z ze obstojeCimi rezultati, ki
tudi kazejo, da je ob poviSanih temperaturah (okrog 50 °C) produkcija surfaktina
zmanjSana (Ohno in sod., 1995; Abushady in sod., 2005). ZniZano izraZanje surfaktina pri

visoki temperaturi ni povezano s hitrostjo rasti, ki je Se vedno ucinkovita pri 51 °C. Eden
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od moznih vzrokov bi lahko bil v prenizki koncentraciji peptida ComX, ki preko ComP-
ComA dvokomponentnega regulatornega sistema aktivira SrfA (Magnuson, 1994). Vendar
naSe HPLC meritve ComX v izrabljenem gojis¢u kazejo, da je koncentracija ComX pri 51
°C najvi§ja. Tudi potencial izrabljenega gojis¢a pridobljenega pri 51 °C, da inducira
znizanega izrazanja SIfA pri 51 °C ne moremo razloziti s spreminjanjem zunajceli¢ne
koncentracije ComX. To kaZejo tudi rezultati poskusa, kjer smo ob konstantni
koncentraciji ComX opazovali izrazanje SrfA in opazili, da pri 51 °C izrazanja SrfA skoraj
ni bilo (Priloga X). Torej je vpliv temperature na izrazanje SrfA odvisen od drugih
regulatornih dejavnikov. Morda temperatura vpliva na SrfA transkripcijski aktivator ComA,
neodvisno od ComX ali pa deluje preko sistema, ki je neodvisen od medcelicnega
signaliziranja. Na primer, od ComA odvisna transkripcija SrfA pri B. subtilis se zniza ob
povecanih koli¢inah Spx proteina, ki s svojim vplivom na RNA polimerazo prepreci
proteinu ComA, da bi aktiviral transkripcijo SrfA operona (Nakano in sod., 2003). Helmann
in sodelavci (2001) so ugotovili, da se gen spx inducira ob vroc¢inskem Soku. Tudi Nakano
in sodelavci (2003) so po inkubaciji na 50 °C izmerili visoke nivoje Spx proteina, kar

lahko razloZi zniZano izrazanje SrfA pri 51 °C v nas$ih poskusih.

.....

kar velja ob predpostavki, da je aktivnost gojis¢a odvisna v prvi meri samo od
koncentracije ComX in da predstavljajo povrSine kromatografskih vrhov predvsem ComX.
Pri bakterijah Erwinia carotovora in Pectobacterium atrosepticum so opazili, da so visje
koncentracije signalov AHL sorazmerne s hitrejSo rastjo pri optimalnejsi temperaturi
gojenja (Hasegawa, 2005; Latour in sod., 2007). Ce bi to drzalo tudi za B. subtilis, bi
morale biti koncentracije ComX najvisje pri temperaturi, pri kateri se bakterija najhitreje
podvojuje. V nasih poskusih je sev B. subtilis BD2833 pri 37 °C rasel nekoliko hitreje ali
vsaj primerljivo kot pri 51 °C, koncentracije ComX pa so bile pri 51 °C znatno vi§je kot pri
37 °C. Skladne s hitrostjo rasti so bile le koncentracije ComX pri 24 °C. Pri tej temperaturi
je bila hitrost rasti najnizja in prav tako tudi koncentracije ComX, vendar pa so nizke
koncentracije verjetno deloma posledica nizje koncne celicne gostote. Schneider in
sodelavci (2002) so namre¢ ugotovili, da ComX bakterije B. subtilis ni avtoinduktor in

torej ne inducira poveCanja lastne produkcije, ampak koli¢ina tega signalnega peptida
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naraS¢a sorazmerno s celi¢no gostoto. Hkrati so avtorji tudi ugotovili, da se s podvojitvijo
gena comX podvoji tudi produkcija ComX in zato bi pricakovali, da bo izraZanje genov
skladno s koncentracijami ComX. Toda rezultati qPCR kazZejo da se je izrazanje genov
comX in comQ z zviSanjem temperature gojenja znizalo, kar je sicer bolj podobno
rezultatom izrazanja SrfA operona. Alternativno lahko razlozimo viSanje zunajceli¢nih
koncentracij s temperaturo z izloanjem signalnega peptida v zunajceli¢ni prostor. Ni
znano na kakSen nac¢in se ComX izlo¢i v zunajceli¢ni prostor, do zdaj znani mehanizmi
prehoda membrane signalnih peptidov po Gramu pozitivnih bakterij in nekaterih kvasovk
pa sicer potekajo preko ABC prenaSalcev (Miller in Bassler, 2001; Chen in sod., 1997).
Poleg precenja membrane mora ComX tudi preko celicne stene ter zunajceli¢nega
polimernega matriksa (EPS). Struktura celi¢ne stene se lahko spremeni v odvisnosti od
temperature (Mendelson in Favre, 1987; Prayitno in Archibald, 1997) in s tem tudi difuzija
skozi njo. Prav tako je struktura EPS, ki obdaja celice, lahko pogojena s temperaturo
(Czaczyk in Myszka, 2007). Sicer v sploSnem velja, da je difuzija vi§ja pri vi§ji
temperaturi, kar bi lahko razlozilo viSanje zunajcelicne koncentracije ComX z viSanjem
temperature. Pomemben parameter pri razporejanju amfifilnih molekul med vodno fazo in
membrano je porazdelitveni koeficient, ki nam pove kakSna je teznja amfifilne molekule,
da ostaja v eni izmed obeh faz. Silvius in I'Heureux (1994) sta ugotovila, da imajo
izoprenilirani peptidi visoko afiniteto za lipidne dvosloje. Pomembno vlogo pri zasidranju
peptidov s hidrofobnimi interakcijami v membrano ima izoprenilacija. To so ugotovili tudi
Xie in sodelavci (2000), ki so preucevali analoge feromona a-faktorja kvasovke
Saccharomyces cerevisiae. Analog feromona, ki ima z izoprenilacijo dodano farensilno
skupino in je tudi po velikost podoben feromonu ComX ima visok porazdelitveni
koeficient (Kp ~ 10°), zato bi lahko podobne lastnosti pri¢akovali tudi pri ComX. Iz tega
sledi, da je lahko membrana rezervoar za ComX in s tem predstavlja znaten del vsega
sintetiziranega ComX. Ce zmanjSamo porazdelitveni koeficient, lahko s tem znatno
zviSamo koli¢ino ComX v mediju. Porazdelitveni koeficient bi se na primer lahko
spremenil neposredno zaradi temperature (Forciniti in sod., 1991; Sarubbo in sod., 2004 )
ali pa zaradi drugacne fosfolipidne sestave membrane, ki se spreminja z gojitveno
temperaturo (Aguilar in sod., 1998; Hoyrup in sod., 2001), kar bi skupaj s povisano
difuzijo ob vis§ji temperaturi lahko razloZilo povisano koli¢ino zunajcelicnega ComX, kljub

nizjemu izrazanju genov comx/comQ.
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5.2 SKLEPI

» Generacijski ¢as seva B. subtilis BD2833 je najkrajsi pri 37 °C, nekoliko dalj$i pri
51 °C in najdaljsi pri 24 °C.

» Temperatura gojenja seva B. subtilis BD2833 vpliva na izraZanje operona SrfA in
sicer je koncentracija mRNA gena lacZ (fuzija s SrfA) signifikantno nizja pri 51 °C
kot pri 37 °C in 24 °C.

» Ob predpostavki, da aktivne HPLC frakcije vsebujejo izkljuéno ComX, sklepamo,

da temperatura gojenja seva B. subtilis BD2833 vpliva na koncentracijo signalnega

.....

» Temperatura gojenja seva B. subtilis BD2833 vpliva na izrazanje genov comX in
comQ@ in sicer se z viSanjem temperature gojenja koncentracija mRNA obeh genov
zniza.

» Glede na zgoraj navedene sklepe, lahko postavljeno hipotezo, ki pravi, da bo
izrazanje operona SrfA ter izrazanje genov comX in comQ pri bakteriji B. subtilis
pozitivno korelirano s temperaturo gojenja, zavrnemo.

» Kot mozno razlago znizanega izrazanja operona SrfA pri 51 °C neodvisno od ComX
navajamo povecane koli¢ine Spx proteina.

» Kot mozno razlago razlik, med vplivom temperature na izrazanje genov comX in
navajamo hitrejSo difuzijo ComX v zunajceli¢ni prostor pri vi§ji temperaturi in

spremembo porazdelitvenega koeficienta ComX med membrano in gojis¢em.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

Po Gramu pozitivne palicaste bakterije Bacillus subtilis lahko z mehanizmom zaznavanja
celicne gostote komunicirajo med sabo (Miller in Bassler, 2001). V skladu z gostoto
celi¢ne populacije sprozijo razvoj kompetence ali sporulacije ter produkcijo razgradnih
encimov in antibiotikov (Graumann, 2007). Odgovor na povisano celi¢no gostoto pri B.
subtilis je uravnavan z dvema signalnima molekulama (ComX, CSF). Glavna signalna
molekula je zunajceli¢ni peptid ComX, ki ga zazna membransko vezana histidinska kinaza
ComP, ki se avtofosforilira. ComP-P fosforila odzivni regulator ComA, ki potem aktivira
transkripcijo mnogih genov, med drugim tudi izrazanje operona SrfA (Magnuson, 1994).
Ta operon kodira proteine za sintezo surfaktina in za aktivacijo kompetence (Nakano in
sod., 1988, 1991). ComX se sintetizira kot 55 aminokislin dolg propeptid, ki ga procesira
in modificira z izoprenilacijo ohranjenega triptofanskega ostanka protein ComQ
(Magnuson, 1994). Bakterije B. subtilis naseljujejo povrSinske sloje tal, v katerih so
fizikalno kemicne spremembe zelo pogoste in kjer so bakterije izpostavljene
temperaturnim nihanjem (Graumann in Marahiel, 1999). Pri vro¢inskem Soku se pojavi
veliko nepravilno zvitih in denaturiranih proteinov, ki jih proteini vrocinskega Soka
razgradijo ali z reorganizicijo polipeptidnih verig vrnejo v funkcionalno stanje (Arnosti in
sod., 1986). Nizke temperature znizajo fluidnost membrane, upoc€asnijo zvijanje proteinov
in stabilizirajo sekundarne strukture RNA, kar negativno vpliva na iniciacijo translacije

(Graumann in Marahiel, 1999).

Vpliv temperature na intenzivnost sinteze ComX oziroma njegovo koncentracijo v
vpliv temperature na izrazanje SrfA, ki je odvisno od ComX sistema za zaznavanje celi¢ne
gostote. Kot modelni organizem smo uporabili sev B. subtilis BD2833, ki smo ga gojili v
CM gojiscu pri treh razlicnih temperaturah ((51 = 1) °C, (37 = 1) °C, (24 = 1) °C). Sledili
smo transkripciji izbranih tarénih genov in koncentraciji signalne molekule ComX v
izrabljenem rastnem gojis¢u. Ugotovili smo, da je sev B. subtilis BD2833 najhitreje rasel
pri 37 °C, nekoliko pocasneje pri 51 °C in najpocasneje pri 24 °C. Ekspresija SrfA gena je
bila pri 24 °C ucinkovita in se je pri 51 °C signifikantno znizala. Ta sprememba ni

korelirala s koncentracijami ComX v izrabljenem gojis€u in bi lahko bila, glede na
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objavljene podatke v literaturi posledica povecanih koli¢in Spx proteina (Helmann in sod.,
2001; Nakano in sod., 2003). HPLC analize so namre¢ pokazale, da je bila koncentracija
ComX najvisja v rastnem gojiscu pridobljenem iz celic gojenih pri 51 °C. V nasprotju s
tem podatkom smo ugotovili, da je bila koncentracija mRNA comX in comQ najvisja pri
24 °C. Mozno je, da so poviSane koncentracije ComX v zunajceli¢nem prostoru pri visji
temperaturi posledica hitrejSe difuzije ComX in spremembe porazdelitvenega koeficienta
ComX med membrano in gojis¢em. ComX ima zaradi izoprenoidne modifikacije verjetno

amfifilno naravo (Forciniti in sod., 1991; Hoyrup in sod., 2001; Sarubbo in sod., 2004 ).
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PRILOGE

Priloga A: Zaletne koncentracije mRNA genov comX in comQ producentskega seva B. subtilis BD2833
(+ComX), normalizirane na koncentracije celokupnih RNA. Posamezna vrednost v tabeli prikazuje
povprecno zacetno koncentracijo mRNA treh bioloskih ponovitev pri posamezni temperaturi gojenja in pri
posamezni ponovitvi gojenja.

Zacetne koncentracije mRNA* (Bacillus subtilis BD2833) [uL*10"*/ng]:

comX comQ
Temperatura gojenja 1. ponovitev|2. ponovitev|3. ponovitev|1. ponovitev|2. ponovitev|3. ponovitev
24 °C 37.9 26.5 42.2 36.4 37.5 24.8
37 °C 13.9 14.9 22.6 15.8 12.1 19.8
51 °C 7.1 13.2 14.6 11.9 2.7 9.9

*izrazene kot emisija fluorescence reporterskega barvila SYBR Green [RFU] normalizirana na emisijo

fluorescence pasivnega referencnega barvila ROX [RFU]

Priloga B: Generacijski Casi bakterijskih kultur producentskega seva B. subtilis BD2833 (+ComX) trikrat
gojenih v treh bioloskih ponovitvah.

Generacijski ¢asi (Bacillus subtilis BD2833) [min]:

Temperatura 1. ponovitev 2. ponovitev 3. ponovitev
gojenja

24 °C 71,78 78,47 134,83 191,06 61,84 75,26 95,99 103,78 | 84,55
37°C 44,30 48,93 44,82 37,34 36,08 38,32 41,87 42,12 46,52
51 °C 52,42 52,72 70,40 37,29 37,85 37,26 45,05 50,08 48,80

Priloga C: PovrSina kromatografskih vrhov zdruzenih frakcij HPLC treh ponovitev izrabljenih gojis¢
producentskega seva B. subtilis BD2833 (+ComX) pridobljenih pri treh razli¢nih temperaturah gojenja in v
treh neodvisnih poskusih.

Povrsina kromatografskih vrhov (Bacillus subtilis BD2833) [mAE x min]:

Trikrat pridobljena izrabljena gojis¢a (IG)
Temperatura gojenja
bakterijskih kultur 1. 2. 3.
24 °C 5.0 5.8 4.2
37 °C 5.6 6.0 4.5
51 °C 7.7 8.7 6.7
Temperatura gojenja
bakterijskih kultur Povprecna povrsina treh IG [Standardni odklon povp. povr. treh IG
24 °C 5.0 0.8
37 °C 5.4 0.8
51 °C 7.7 1.0
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Priloga D: Kromatogram izrabljenih gojis¢ producentskega seva B. subtilis BD2833 (+ComX) in testerskega
seva B. subtilis BD276 (-ComX - inaktiviran comQ) za negativno kontrolo. Bakterijske kulture smo gojili pri
37 °C. Rumene kare ponazarjajo B-galaktozidazno aktivnost testerskega seva B. subtilis BD2876 (-ComX -
inaktiviran comQ, s srfA-lacZ fuzijo), ki smo ga izpostavili frakcijam HPLC izrabljenega gojisca
producentskega seva B. subtilis BD2833 (+ComX, s srfA-lacZ fuzijo) (2. ponovitev).
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Priloga E: Kromatogram izrabljenih gojis¢ producentskega seva B. subtilis BD2833 (+ComX) pridobljenih
pri treh razlicnih temperaturah. Izrabljeno gojis€e iz posamezne temperature je bilo v treh ponovitvah
naneSeno na kolono in rezultati posamezne ponovitve so lo¢eno prikazani na grafu. Z oblackom je oznaceno
obmocje za katerega predvidevamo, da ponazarja feromon ComX (2. gojene bakterijske kulture).
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Priloga F: Kromatogram izrabljenih gojis¢ producentskega seva B. subtilis BD2833 (+ComX) pridobljenih
pri treh razlicnih temperaturah. Izrabljeno gojise iz posamezne temperature je bilo v treh ponovitvah
naneSeno na kolono in rezultati posamezne ponovitve so lo¢eno prikazani na grafu. Z oblackom je oznaceno
obmocje za katerega predvidevamo, da ponazarja feromon ComX (3. gojene bakterijske kulture).



Signal [mAE]

49

e===BD2833 51 °C
—BD2833 37 °C
——BD2833 24 °C

50 51 52

Cas [min]

Priloga G: Kromatogram izrabljenih gojis¢ producentskega seva B. subtilis BD2833 (+ComX) pridobljenih
pri treh razli¢nih temperaturah. Frakcije HPLC treh ponovitev izrabljenega gojisca iz posamezne temperature
so bile zdruZene in ponovno nane$ene na kolono (2. gojene bakterijske kulture).
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Priloga H: Kromatogram izrabljenih goji§¢ producentskega seva B. subtilis BD2833 (+ComX) pridobljenih
pri treh razliénih temperaturah. Frakcije HPLC treh ponovitev izrabljenega gojisca iz posamezne temperature
so bile zdruZene in ponovno nane$ene na kolono (3. gojene bakterijske kulture).
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Priloga I: Nastavitve pri novem dokumentu v programu SDS 2.3.
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Priloga J: Oznake analiziranih genov s pripadajo¢imi nastavitvami v programu SDS 2.3.
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Priloga K: Izbor luknjic mikrotiterske plo$ce za analizo izrazanja posameznega gena v programu SDS 2.3.

Setup  Instrument |
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L
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Priloga L: Program za kvantitativni PCR v realnem ¢asu v programu SDS 2.3.
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Priloga M: Konc¢ni ukazi pred zagonom programa za kvantitativni PCR v realnem ¢asu v programu SDS 2.3.
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Priloga N: Prikaz zavihkov in ukazov s katerimi odpremo okno za nastavitve poravnav krivulj v programu
Origin Pro 8.
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Priloga O: Izbor funkcije poimenovane qPCR v programu Origin Pro 8.
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Priloga P: Nastavitve pri zavihku Data Selection v programu Origin Pro 8.
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Priloga Q: Enacba izbrane funkcije v programu Origin Pro 8.
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Priloga R: Oznaditev skupne vrednosti za ucinkovitost podvajanja pri zavihku Parameters v programu
Origin Pro 8.
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Priloga S: Dolocitev mejnih vrednosti pri ozadju, zacetni koncentraciji in ucinkovitosti podvajanja v
programu Origin Pro 8.
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Priloga T: Poravnane krivulje nastale z izborom ukaza Fit v programu Origin Pro 8.
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y Dep [Book1)Sheet1!50  [1%:29%] Mo Weighting
71| % Indep [Book1]Sheet1lA  [17:407]
Mot y Dep [Book1)Sheet1!74  [1:29*] Mo Weighting
35 = Parameters
235 Value Standard Error
105 B 203864 0.00732
26 | R0 201883E-6 3.82309E-7
ER 0.89903 0.01669
B 1.84743 0.00724
50 RO 1.9197E-6 3.6361E-7
ER 0.89903 0.01669
B 2.37586 0.00809
74| RO 290705E-6 5.49974E-7
ER 0.89903 0.01669
Fit convesged - iolerance itesion salisfied
Shared parameters: ER
Some inpust data paints are missing
= Sialislics

26

50

Type View

Work...  Mormal
Work...  Mermal
Work...  Maxi..

26 50 74 Global

Mumber of Points 27
Degrees of Freedom 20
Reduced Chi-Sqr 2.45809E-4
Residual Sum.of Souares 0.00174 0.00188 0.0012 0.00492
L T v [ 4[4 Sheet? }FithL1 AFitNLCurves1 fFitNLZ 4 FitNLCurves2 {FitNL3 £FitNLCurves3 LFitNL4 {FitNLCurves4 £

VRt R~ MR R R ®- @~ -

y=B+RO*(1+ER) (x-1)

Priloga U: Porocilo poravnave krivulj v programu Origin Pro 8-1. del.
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B File Edit View Plot Column Worksheet Analysis

|
Fr Default A » 3+ B T
§@
x|
(21 qPCR_18.5.2011 _zadnjih 9
i424 comQ
0 comX
L3 lacZ
L2 rpoB
Mame  Type View S.. Mo
Blp24 work. MNormal 2. 235
#ra7 work.. Mormal 2. 235
BHlrst work. Maxi. 2. 105

1 [ .

3

u

Statistics Image Tools Format Window Help

rEisHE wa% & BE & ABFPe EE
Exir-Ac &~ —  -[o 1 -0 [EEa g
|
= Stalistics
26 50 74 Global
Number of Points 27
Deagrees of Freedom 20
Reduced Chi-Sqr 2 45809E-4
Residual Sum of Squares 0.00174 0.00188 0.0013 0.00492
Adj. R-Square 0.99933
Fit Status | Succeeded(100) Succeeded(100) Succeeded(100) Succeeded(100)
Fit Status G
100 Fit converged
= Summary
B RO ER
Value Error Value Error Walue Error
26| 2.03864  0.00732 2.01883E-6 3.82309E-7 0.89903  0.01689
50 1.84742  0.00724 19197E-6 3.6361E-7 0.89903  0.01669
74 237586 0.00809 290705E-6 549974E-7 089903 001669
= ANOVA
DF SumofSquares Mean Square F Value Prob=F
Regression 7 173.48071 2478206 100821.93182 0
Global Residual 20 0.00482 2.45809E-4
Uncorrected Total 27 173.48563
Corrected Total 24 T2174
5 Fiffed Curves Plot
i
.__..--r/
50
:
P
. e

« [+ [\ sheett AFitNL1 £FitNLCurves1 AFItNL2 fFitNLCurves2 FitNL3 A FitNLCurves3 £FitNL4 4 FitNLCurves4 /

Priloga V: Poro¢ilo poravnave krivulj v programu Origin Pro 8-2. del.

Priloga W: 100.80 minutni program za identifikacijo in kvantifikacijo ComX s HPLC.

Cas [min] Pretok [mL/min] ACN + 0,1 % TFA [% 0,1 % TFA
mobilne faze] [% mobilne faze]

0.00 1 0 100

20.00 1 0 100

20.02 1 20 80

30.00 1 40 60

30.02 1 40 60

38.00 1 44 56

38.02 1 44 56

58.00 1 48 52

58.02 1 48 52

70.80 1 80 20

80.80 1 80 20

90.80 1 0 100
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p-galaktozidazna aktivnost
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-50 -
Temperatura gojenja seva B. subtilis BD2876 [°C]

Priloga X: B-galaktozidazna aktivnost seva B. subtilis BD2876 (-ComX — inaktiviran comQ, s srfA-lacZ
fuzijo) gojenega pri treh razli¢nih temperaturah skupaj z izrabljenim gojis¢em seva B. subtilis BD2833
(+ComX, s srfA-lacZ fuzijo) pridobljenim pri 37 °C.



