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1 UVvOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN NAMEN DIPLOMSKE NALOGE

Bakterije uporabljajo za medceli¢no signaliziranje majhne molekule, s katerimi lahko
zaznavajo celicno gostoto populacije ali kvorum (dovoljsnje Stevilo celic, ki povzroci
spremembe izrazanja dolocenih genov). FizioloSki odgovor na visoko celi¢no gostoto pri
Bacillus subtilis vkljucuje stimulacijo sporulacije in razvoj genetske kompetence -
sposobnost prevzema eksogene DNA (Lazazzera in Grossman, 1998). Genetska
kompetenca pri B. subtilis je pod kontrolo sistema za zaznavanje, ki ga kodira operon
comQXPA. Signalna molekula ComX je izvenceli¢ni peptid, ki se izloca v okolje po
modifikaciji s ComQ. Dvokomponentni sistem ComP-ComA zazna ComX feromon in
sprozi izraZzanje operona srfA, kar vodi v sintezo surfaktina in razvoj kompetence (Bacon
Schneider in sod., 2002). Vpliv spreminjanja dejavnikov okolja na delovanje
komunikacijskega sistema bakterij je v sploSnem slabo raziskan, vpliv temperature na

signaliziranje s ComX pa Se ni poznan.

V diplomski nalogi smo razvili metodo za sledenje signalne molekule ComX pri Bacillus
smo predpostavili, da izrabljeno gojis¢e in ComX neodvisno vplivata na meritve z novo
razvito metodo. Seve B. subtilis smo gojili pri razliénih temperaturah (24 °C, 37 °C in 51,5
°C) in primerjali vpliv temperature na sintezo feromona ComX v goji$¢u preko izrazanja
gena srfA. Uporabili smo rekombinantni testerski sev s srfA-lacZ fuzijo, ki ne izraza
lastnega feromona ComX, se pa nanj odziva in producentski sev, ki ComX producira
(Ansaldi in sod., 2002; Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009). lzvedli smo naslednje sklope
eksperimentov: 1. gojenje testerskih in producentskih sevov bakterije B. subtillis pri 24
°C, 37 °C in 51,5 °C) in priprava njihovih izrabljenih gojis¢, 2. izdelava pripomockov za
zagotavljanje enakomernih rastnih pogojev (vlaznost, temperatura, itd.) v mikrotitrskih
ploscah ter pripomockov za odpravo tezav pri merjenju B-galaktozidazne aktivnosti, 3.

gojenje testerskih sevov B. subtillis v mikrotitrskih plos¢ah v tekoCem CM gojiscu z
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dodatkom razli¢nih koncentracij producentskega oz. testerskega izrabljenega gojis¢a pri 28

°C, 4. merjenje B-galaktozidazne aktivnosti s pomocjo spektrofotometra.

Cilji naloge:

- Razviti metodo za zanesljivo dolocanje odziva komunikacijskega sistema bakterije
Bacillus subtilis preko merjenja B-galaktozidazne aktivnosti,

- ugotoviti kakSen je vpliv razli¢nih temperatur na izrazanje oz. sintezo feromona ComX

pri omenjeni bakteriji.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

- Optimizirana metoda detekcije feromona ComX bo omogocala merjenje koli¢ine
sintetiziranega feromona z eksperimentalno napako, manjso od 10 %,

- koli¢ina sintetiziranega feromona ComX je v pozitivni korelaciji s temperaturo — pri visji
temperaturi se sintetizira ve¢ feromona,

- odnos med hitrostjo rasti in sintezo feromona ComX ni premosorazmeren.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 QUORUM SENSING PRI BAKTERIJAH Bacillus subtilis

Quorum sensing oziroma zaznavanje celiCne gostote je v bakterijskem svetu precej
razsSirjen pojav, ki nadzoruje Stevilne fizioloSke procese. Bacillus subtilis preko zaznavanja
celicne gostote uravnava produkcijo protimikrobnih spojin ter vpliva na procese
kompetence in sporulacije, z namenom povecanja moznosti prezivetja v neugodnih
razmerah (Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009). Razvoj kompetence stimulirata dva peptidna
feromona, ComX in kompetenc¢ni sporulacijski dejavnik CSF. Kopicita se med
eksponentno fazo rasti in poleg kompetence nadzorujeta tudi izrazanje genov, udelezenih

pri nekaterih drugih procesih (Lazazzera in Grossman, 1998).

2.1.1 ComX feromon

ComX feromon je pri B. subtilis glavni izvenceli¢ni signalni peptid, ki stimulira odgovor
na visoko celi¢no gostoto in razvoj genetske kompetence (Lazazzera in Grossman, 1998).
Poleg Bacillus subtilis ta post-translacijsko modificiran oligopeptid proizvajajo tudi ostali
sorodni bacili. Poznamo ve¢ razli¢ic feromona ComX. Pri naravnih izolatih bakterij rodu
Bacillus se kaze izrazit polimorfizem v aminokislinskem zaporedju ComX, je pa pri vseh
prisoten triptofanski del. Triptofanski ostanek vsebuje hidrofobno modifikacijo (Bacon
Schneider in sod., 2002), modificiran je z izoprenoidom (geranilno ali pa farnezilno
skupino). Ta modifikacija je klju¢na za feromonsko aktivnost, to je nastanek zrelega
feromona ComX (Ansaldi in sod., 2002; Okada in sod., 2008).

ComXgyeg, S katerim smo izvajali preizkuse (producira ga laboratorijski sev B. subtilis
ferotipa 168) je peptid, sestavljen iz desetih aminokislin (ADPITRQWGD) (Bacon
Schneider in sod., 2002) in je postranslacijsko modificiran s farnezilno skupino (Okada in
sod., 2008). Za produkcjo omenjenega feromona sta potrebna 2 gena in sicer comQ in
comX. Gen comX kodira prekurzor ComX, ki je sestavljen iz 55 aminokislin. Produkcija
aktivnega ComX feromona zahteva procesiranje omenjenega prekurzorja v 10 aminokislin,

modifikacijo triptofanskega konca in eksport iz celice. Pri modifikaciji ComX feromona je



Vogri¢ V. Vpliv temperature na medceli¢no signaliziranje s ComX pri bakteriji Bacillus subtilis. 4
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega Studija mikrobiologije, 2013

udelezen ComQ. Izvencelicna koncentracija ComX feromona igra glavno vlogo pri

¢asovnem usklajevanju odziva na kvorum (Bacon Schneider in sod., 2002).

2.1.2 CSF - kompeten¢ni in sporulacijski dejavnik

Tudi CSF je izvenceli¢ni peptid, ki ga bakterija izlo¢i, nato pa se ta zopet prenese v celi¢no
notranjost, kjer vpliva na gensko izrazanje. Gre za nemodificiran peptid, sestavljen iz petih
aminokislin, ki se izvenceli¢no akumulira, ko pride do visoke celi¢ne gostote. Kljub svoji
majhnosti je CSF multifunkcionalen in ima vsaj tri razli¢cne aktivnosti. Pri nizkih
koncentracijah (0,2-5 nM) stimulira izraZzanje genov, aktiviranih s ComA~P, vkljuéno s
kompeten¢nim genom comsS, pri visjih koncentracijah (>20 nM) pa CSF inhibira izrazanje
gena coms ter stimulira sporulacijo (Lazazzera in Grossman, 1998). CSF lahko inducira

proteine toplotnega Soka (Hsp), ki celico zas¢itijo pred poskodbami (Fujiya in sod., 2007).

2.1.3 Komunikacijski sistem ComQXPA

Za odgovor na ComX feromon sta potrebna membransko vezan protein histidin kinaza
ComP in transkripcijski dejavnik ComA. ComP ima domnevno osem v membrano vezanih
heliksov in je neposredni receptor za ComX feromon. Hidrofobna modifikacija na
feromonu je potrebna za funkcijo in morda lahko pomaga povisati lokalno koncentracijo
ComX pri membrani, Kkjer slednji lahko aktivira ComP. Aktivirana oblika ComP se
avtofosforilira in odda fosfat transkripcijskemu faktorju ComA. Fosforilirana oblika ComA
aktivira izrazanje stevilnih genov, vklju¢no z genom coms, Ki je edini gen znotraj operona
srf potreben za razvoj kompetence. ComS namre¢ aktivira transkripcijski dejavnik ComK,
Ki stimulira izraZzanje proteinov, potrebnih za transformacijo (Lazazzera in Grossman,
1998).
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Slika 1: Zaznavanje celiéne gostote in regulacija genetske kompetence z izvenceli¢nimi peptidi, s ComX
feromonom in sporulacijskim dejavnikom CSF pri Bacillus subtilis. VV oklepajih zgoraj je prikazano
aminokislinsko zaporedje obeh peptidov. ComX feromon kodira gen comX, CSF pa gen phrC (Lazazzera in
Grossman, 1998).
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Slika 2: Razporeditev genov, ki kodirajo sistem za zaznavanje celi¢ne gostote pri Bacillus subtilis (Lazazzera
in Grossman, 1998).

2.1.4 Operon srfA

Operon srfA kodira multifunkcijske encime, ki pri Bacillus subtilis katalizirajo biosintezo
lipopeptida surfaktina (Nakano in Zuber, 1993). Surfaktin, ki ga proizvaja Bacillus subtilis,
spada v druzino lipopeptidov in je eden izmed najuéinkovitejSih biosurfaktantov (Abdel-
Mawgoud in sod., 2008). Surfaktin ima razlicne bioloske aktivnosti, in sicer
protimikrobno, protivirusno, protiglivicno in protitumorsko aktivnost, poleg tega deluje

tudi kot antikoagulant in ima hemoliti¢no in fibrinoliticno aktivnost (Ali in sod., 2010).
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Operon srfA je potreben tudi za razvoj kompetence in za u¢inkovito sporulacijo, deluje kot
posrednik v regulatorni kaskadi, ki uravava izrazanje poznih kompeten¢nih genov.
Aktiviran je preko zgodnjih kompetenc¢nih genov comP, comA, comQ in spoOK, njegova
ekspresija je wuravnavana na transkripcijskem nivoju preko dvokomponentnega
regulatornega para ComP in ComA, pri tem fosforiliran ComA deluje kot njegov
transkripcijski regulator (Nakano in Zuber, 1993). Klju¢ni regulacijski dejavnik, potreben
za aktivacijo dodatnih kompeten¢nih genov, je gen comS, ki se nahaja v operonu srfA
(Solomon in sod., 1995). Njegovo izraZzanje je potrebno za aktivacijo transkripcijskega

dejavnika ComK, kar vodi v razvoj kompetence (Solomon in sod., 1995).

2.2 VPLIVI OKOLJSKIH DEJAVNIKOV

2.2.1 Vpliv temperature na izrazanje genov pri bakteriji Bacillus subtilis

Primarni habitat Gram pozitivne bakterije Bacillus subtilis so predvsem tla ter rizosfera
(Wipat in Harwood, 1999; Earl in sod., 2008). V tem ekosistemu se B. subtilis spopada s
spreminjanjem razlicnih okoljskih dejavnikov. Spremembe v temperaturi predstavljajo
kljuéni dejavnik, ki vpliva na rast celic in verjetno tudi na prezivetje teh bakterij v tleh. V
laboratorijskih razmerah lahko B. subtilis vzdrzuje rast v temperaturnem obmocju od
priblizno 11 °C (Nichols in sod., 1995) do 52 °C (Holtmann in Bremer, 2004).
Prilagoditveni odzivi celic se sprozijo, ko se temperatura naglo zvisa ali zniza v tem
temperaturnem intervalu ali kadar celice gojimo dlje ¢asa blizu zgornje ali spodnje meje
omenjenega temperaturnega intervala. Spremembe v izraZzanju genov, ki se pojavijo po
hitrem zviSanju temperature, so znane pod skupnim imenom kot odziv toplotnega Soka
(Budde in sod., 2006). Ta odgovor pripelje do indukcije podskupine genov, imenovanih
geni toplotnega Soka (»heat shock« geni), ki kodirajo proteine toplotnega Soka (»heat

shock« proteine 0z. »Hsp«) (Schumann, 2003).

Ze Arnosti in sod. (1986) so ugotovili, da prenos celic B. subtilis iz 37 na 50 °C zaustavi

sintezo vecine celicnih proteinov in da vodi do indukcije vsaj 26 razli¢nih proteinov po
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priblizno 3 minutah po izpostavitvi. Temperaturni Sok pri B. subtilis povzro¢i ocitno
poveCanje sinteze majhnega Stevila proteinov toplotnega Soka, indukcija sinteze teh
proteinov pozitivno korelira z dvigom temperature. Sinteza vecine proteinov toplotnega
Soka se ustali po 20-40 min po Soku. Temperaturni stres in nekatere druge oblike
okoljskega stresa inducirajo sintezo znacilnega seta proteinov pri skoraj vseh organizmih
(Arnosti in sod., 1986). Tudi Hellman in sod. (2001) porocajo, da v odgovoru na toplotni
stres Bacillus subtilis aktivira transkripcijo ve¢ kot 100 razli¢nih genov. Ugotavljajo, da
prenos B. subtilis iz 37 na 48 °C sproZi zelo obsezen transkripcijski odgovor, ki je
koordiniran s strani Stevilnih razli¢nih transkripcijskih dejavnikov. Ve¢ kot 5 %
transkripcijsko aktivnih genov je induciranih vsaj trikrat bolj kot sicer in ve¢ kot 10 %

genoma kaze izmerljivo indukcijo v odgovoru na toplotni Sok (Hellman in sod., 2001).

Proteini toplotnega Soka omogocajo celici, da obvladuje stres zaradi visoke temperature.
Vecina teh proteinov spada v enega izmed dveh razredov in sicer molekulske Saperone ali
od ATP odvisne proteaze. Najvecji problem za celico pri nenadnem toplotnem Soku je
takojSen pojav denaturiranih in napac¢no zvitih proteinov, ki so nagnjeni k agregaciji. To
preprecijo Saperoni, ki spoznajo nepravilne strukture proteinov, se vezejo na polipeptidne
verige in poskrbijo za to, da se polipeptidi pravilno zvijejo in sestavijo v celici. Zraven pa
sodelujejo Se proteaze, ki razgradijo tiste denaturirane proteine, ki se ne morejo ponovno

zviti v njihovo prvotno 3-dimenzionalno strukturo (Schumann, 2003).

Indukcija stresnih proteinov je pomembna komponenta prilagoditvene mreze pri Bacillus
subtilis. Razli¢ni tipi stresov kot so npr. temperaturni Sok, osmotski stres, etanol,
pomanjkanje Kisika ali hranil, inducira enak set proteinov, imenovanih splosni stresni
proteini. Njihova naloga je splosna, nespecificna zaScita celice pred neugodnimi
razmerami. Poleg nespecificnih splosnih stresnih proteinov zunanji stresni dejavniki
inducirajo tudi set specificnih stresnih proteinov, ki lahko zagotovijo zasCito pred

specifi¢nim stresnim dejavnikom (Hecker in sod., 1996).

Pri Bacillus subtilis lahko definiramo ve¢ razli¢nih skupin genov, ki se inducirajo pri
visoki temperaturi, lo¢imo jih po regulatornih znacilnostih (Hecker in sod., 1996). Veliko

teh genov je del splodnega stresnega regulona, ki je pod kontrolo sigma dejavnika, o,
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drugi so pod kontrolo regulatorjev toplotnega Soka HrcA in CtsR (Hellman in sod., 2001).
Geni, kot so lon, clpC, clpP in ftsH, ki kodirajo toplotno inducibilne proteaze/Saperone,
spadajo v posebno skupino genov sploSnega stresa. Odzivajo se lahko na razli¢ne stresne
dejavnike, vkljugno s temperaturnim stresom, neodvisno od o° ali CIRCE elementov (gre
za obrnjene ponovitve, ang. controlling inverted repeat of chaperone expression). Indukcija
teh genov zaradi stresa se pojavi na promotorjih, ki jih domnevno prepozna ¢” in verjetno
vkljucuje dodatne regulatorne elemente (Hecker in sod., 1996).

Hellman in sod. (2001) so spremljali celoten transkripcijski odziv na toplotni Sok in
ugotovili moéno indukcijo od 6® odvisnih genov z zna¢ilno hitro indukcijo, emur je
sledila vrnitev na prvotno raven. Aktivacija c° regulona je najvecja komponenta odgovora
na toplotni Sok pri B. subtilis. Izmerili so indukcijo 70 poznanih ali predhodno predlaganih
¢lanov o® regulona in identificirali dodatnih 72 kandidatov kot &lanov o® regulona.

Tudi regulona HrcA in CtsR sta inducirana, vendar s pocasnejSo kinetiko. Identificirali so
Stevilne gene, ki niso bili ¢lani do tedaj znanega regulona toplotnega Soka. Opazno so
zaznali zelo moc¢no indukcijo biosinteze arginina in transportnih operonov. Analiza
transkripcijskega profila B. subtilis po toplotnem Soku je razkrila poznane regulone
toplotnega $oka, vklju¢no z velikim od ¢® odvisnim splonim stresnim regulonom, skupaj s
Stevilnimi operoni, za katere ni bilo pri¢akovano, da so temperaturno inducibilni. Med temi
so prevladujoci operoni, ki so vklju¢eni v biosintezo in transport arginina (Hellman in sod.,
2001). Holtman in sod. (2004) so ugotovili, da lahko pri izpostavljenosti B. subtilis
temperaturam blizu njegove zgornje temperaturne meje v povisanih koncentracijah
zaznamo proteine toplotnega Soka kot so GroEL, GroES, DnaK in GrpE (Holtmann in
sod., 2004).

2.2.1.1 Stimulon toplotnega Soka pri bakterijah B. subtilis

Geni toplotnega Soka pri evbakterijah so organizirani v Stevilne razrede oz. regulone. Vsak
razred je reguliran s pomocjo doloCenega transkripcijskega regulatorja, ki je lahko
alternativni sigma dejavnik, transkripcijski aktivator ali pa transkripcijski represor. Vsi

reguloni posamezne vrste skupaj sestavljajo stimulon toplotnega Soka (Schumann, 2003).
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Stimulon toplotnega Soka pri Bacillus subtilis je v primerjavi z do sedaj znanimi stimuloni
drugih bakterijskih vrst najbolj zapleten (Schumann, 2003). Kodira ve¢ kot 200 genov
toplotnega Soka, ki so regulirani preko vsaj 6 razli¢nih mehanizmov, torej spadajo k vsaj 6
razredom oz. regulonom. Dva razreda sta nadzorovana preko 2 transkripcijskih
represorjev, en razred preko alternativnega sigma faktorja, Cetrti razred preko Se vedno
neznanega transkripcijskega aktivatorja, peti pa preko 2-komponentnega sistema za prenos
signala. Obstaja Se priblizno 80 dodatnih genov toplotnega Soka, ki sestavljajo Sesti razred
(Schumann, 2003).

B. subtilis ima prefinjeno mrezo regulonov toplotnega stresa in Ceprav vsi reguloni
reagirajo na toplotni stres, se lahko nekateri od njih odzivajo tudi na druge stresne
dejavnike, npr. na stradanje ogljika, fosfata in kislinski stres (geni razreda Il) ali sekrecijski
stres (geni razreda V) (Schumann, 2003). Razlog za takSno kompleksnost regulonov pri B.
subtilis je najbrz ta, da je B. subtilis tipicna talna bakterija in je tako izpostavljena
temperaturnim nihanjem in drugim stresom za razliko od E. coli, ki jo najdemo v ¢revesju

%2in iz oF regulona,

(stimulon toplotnega Soka pri E. coli je sestavljen le iz 2 regulonov, iz o
pri Gemer je vecina genov toplotnega $oka ¢lanov 6 regulona (Schumann, 2003).

Vsi geni toplotnega Soka pri B. subtilis so izrazeni na nizki stopnji pri 37 °C in prehodno
inducirani pod pogoji toplotnega Soka (hiter dvig temperature na 48 — 50 °C). Indukcija
genov toplotnega Soka se najprej pojavi na nivoju transkripcije. Omenjeni geni
predstavljajo ve¢ kot 7 % transkripcijsko aktivnih genov in so v odgovoru na toplotni Sok
inducirani vsaj 3-krat. Odgovor na toplotni Sok postane zaznaven ze v prvi minuti po

izpostavitvi toplotnemu stresu (Schumann, 2003).

Preglednica 1: Stimulon toplotnega Soka pri bakterijah B. subtilis: pregled regulonov, regulatorjev ter
glavnih genov toplotnega Soka (Schumann, 2003).

Funkcija glavnih genov

Razred Ime regulona  Regulator
toplotnega Soka
| HrcA HrcA represor Molekularni Saperoni
I o° Sigma faktor Splo$ni stresni proteini
1| CtsR CtsR represor ATP-odvisne proteaze*
v HtpG ? Molekularni Saperoni
\% CssRS CssS kinaza, CssR odzivni regulator Membransko zasidrane proteaze
VI ? ? Razli¢ne funkcije

*ATP, adenozin trifosfat
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Celi¢ni termometri in termosenzorji

Raziskave indukcijskih mehanizmov genov toplotnega Soka so razkrile 2 zelo razli¢na
regulatorna principa z razli¢nimi izidi, direktno in indirektno zaznavanje toplote. Direktni
senzorji toplote so RNA ali proteinske molekule, ki spremenijo konformacijo v odvisnosti
od temperature, medtem ko so do sedaj znani indirektni senzorji toplote molekulski
Saperoni, ki so vkljuceni v uravnavanje aktivnosti transkripcijskih regulatorjev in se vezejo
z nenaravno zvitimi proteini. Cetudi se izrazanje genov toplotnega $oka, ki so pod
nadzorom direktnih senzorjev nadaljuje na visoki stopnji dokler so celice izpostavljene
visoki temperaturi (ti geni se ne izkljucijo), so tisti, ki so regulirani s strani indirektnih
senzorjev, inducirani prehodno, kar pomeni, da mora regulatorni mehanizem zagotoviti
vrnitev v prvotno stanje, tudi ¢e so celice izpostavljene visoki temperaturi dlje ¢asa. Za
lo¢itev teh 2 mehanizmov se predlaga poimenovanje direktnih senzorjev kot termosenzorji
in indirektnih senzorjev, ki vkljucujejo Stevilne komponente kot celi¢ni termometri. Z
nekaj izjemami so geni toplotnega Soka inducirani zacasno in so pod kontrolo celi¢nih

termometrov (Schumann, 2003).

Povezava med kompetenco in proteini toplotnega Soka

Med proteini toplotnega Soka in razvojem kompetence, ki je uravnavana s ComQXPA
sistemom, obstaja doloCena povezava. Turgay in sod. (1997) so ugotovili, da protein
toplotnega Soka ClIpC pri bakterijan B. subtilis nadzoruje aktivnost kompeten¢nega
transkripcijskega faktorja ComK. ClpC naj bi ob prisotnosti ATP tvoril kompleks z MecA
in ComK, zaradi Cesar naj bi se ComK ne mogel vezati na specificno DNA tarco. Po
dodatku ComS pa naj bi ta kompleks disociral in tako sprostil ComK (Turgay in sod.,
1997). Kasneje so ugotovili, da dodatek ClpP h kompleksu sprozi degradacijo ComK,

sinteza ComS pa $¢iti ComK pred razgradnjo (Hamoen in sod, 2003).
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Slika 3: Pregled razli¢nih regulacijskih poti, vkljuéenih v regulacijo kompetence pri bakterijah B.subtilis
(glavne poti so oznacene s temnejSimi ¢rtami). V regulacijo sta vpeta tudi proteina toplotnega Soka ClpC in
ClpP, ki tvorita kompleks s ComK (Hamoen in sod., 2003).

2.2.2 Vpliv temperature na medceli¢no signaliziranje

Pri bakterijah B. subtilis je regulatorna pot kompetence prepletena z regulatorno potjo
odgovora na toplotni Sok, prav tako pa tudi z regulatornimi potmi ostalih odgovorov na
stres, kot so SOS odgovor, gibanje, sporulacija ter izloCanje encimov za razgradnjo.
Interakcija med temi potmi poteka na Stevilnih mestih. Le manjSe Stevilo regulatornih

genov je specificnih za posamezen odgovor na stres (Dubnau in Turgay, 2000).

Dokazano je, da lahko sestava hranil in okolje v katerem se bakterije nahajajo (npr. pH,
temperatura) vplivajo na medceli¢no signaliziranje (Medina-Martinez in sod., 2006) pri

nekaterih po Gramu negativnih bakterijah. Vpliv temperature na medceli¢no signaliziranje
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pri bakterijah sicer ni dobro preucen, predvsem je v zvezi s tem malo znanega pri Gram
pozitivnih bakterijah, kamor sodi tudi Bacillus subtilis. Podatkov o vplivu temperature na

izrazanje feromona ComX pri B. subtilis v znanstveni literaturi ni zaslediti.

V raziskavi, ki so jo opravili Ohno in sod. (1995), so preucevali vpliv temperature na
proizvodnjo surfaktina pri bakterijah B. subtilis, s ¢emer bi morda lahko potegnili dolo¢ene
vzporednice s ComQXPA sistemom za zaznavanje kvoruma pri omenjeni bakteriji, saj ima
ComX preko ComA-P pozitiven vpliv na izrazanje surfaktina. Vpliv temperature so
preucevali pri sevu B. subtilis RB14 med fermentacijo stranskega produkta sojinega tofuja,
Ki je bil uporabljen kot trden substrat. Temperatura gojenja sevov je variirala od 23 do 48
°C, pri tem se je izkazalo, da je bila optimalna temperatura za produkcijo surfaktina 37 °C.
Ugotovili so, da se je produkcija surfaktina povecevala do temperature 37 °C, nad to

temperaturo pa se je produkcija znizala (Ohno in sod., 1995).

Vec raziskav v zvezi s temperaturno odvisnostjo sistema za zaznavanje celicne gostote je
bilo opravljenih pri po Gramu negativnih bakterijah. Pri slednjih so preiskovali predvsem
temperaturni vpliv na produkcijo signalnih molekul, imenovanih N-acil-L-homoserin

laktoni (AHL), ki jih Gram negativne bakterije uporabljajo pri medceli¢ni komunikaciji.

Medina-Martinez in sod. (2006) so pri bakteriji Aeromonas hydrophila preverjali vpliv
temperature na kinetiko produkcije N-butanoil-L-homoserin laktonov (C4-HSL), glavnih
AHL pri tej bakteriji. Bakterije A. hydrophila so gojili pri temperaturah 12, 22, 30 in 37
°C. Studija je potrdila produkcijo C4-AHL pri 22 in 30 °C, izmerili so jo po 20-24 urah
inkubacije. Pri teh dveh temperaturah je bilo opazno progresivno povecanje C4-HSL v
Casu. Pri temperaturi 12 °C so produkcijo C4-HSL zaznali Sele po 70 urah inkubacije,
slednja je bila nizja kot pri 22 oz. 30 °C. Proizvodnja C4-HSL je bila najvecja pri 22 °C,
nekoliko manjSa pri 30 °C in najnizja pri 12 °C. Kljub nizji koncentraciji C4-HSL pri 12
°C ta temperatura ni bila inhibitorna za produkcijo omenjenih signalnih molekul. Pri
temperaturi 37 °C avtorji niso zasledili produkcije C4-HSL, ceprav je bila gostota
populacije dovolj visoka za zaznavo le-teh (Medina-Martinez in sod., 2006).
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Latour in sod. (2007) so pri preucevanju termoregulacije zaznavanja kvoruma s homoserin
laktoni (HSL) pri psihrotrofni bakteriji mehke gnilobe Pectobacterium atrosepticum
ugotovili, da rastna temperatura signifikantno vpliva na produkcijo HSL. Produkcija je bila
optimalna pri 24 °C, signifikanten nivo HSL so izmerili tudi pri 12 °C in celo pri 8 °C. Pri
visjih temperaturah, to je pri 28 °C, pa se je pojavil negativen efekt. Ugotovili so, da pri
odzivu na temperaturo sodeluje expl, ki kodira HSL sintetazo, na temperaturo obcutljivi
sigma dejavniki in male sRNA, ki bi naj delovali kot termosenzor. Termoregulacija
zaznavanja kvoruma pri tej bakteriji se razlikuje od termoregulacije glavnih virulen¢nih

dejavnikov (Latour in sod., 2007).

McGowan in sod. (2005) poroc¢ajo o prekinitvi produkcije antibiotika karbapenema in
zmanjSanju koncentracije signalnih molekul 3-ox0-C6-HSL v supernatantu kulture
bakterije Erwinia carotovora ssp. carotovora (Ecc) pri temperaturi 37 °C. Ugotavljajo, da
bi vpliv rastne temperature na produkcijo karbapenema pri Ecc lahko bil posredovan preko

sistema za medceli¢no komunikacijo (Barnard in sod., 2007).

Tait in sod. (2010) so preucevali temperaturno odvisnost produkcije in inhibicije signala za
medceli¢no komuniciranje pri bakterijah iz rodu Vibrio. Zanimivo je, da se je vpliv
temperature na produkcijo signalnih molekul AHL med izolati precej razlikoval. Pri
bakterijah V. harveyi je pri visjih temperaturah prislo do razgradnje molekul AHL. Pri
nekaterih sevih je produkcija AHL ostala nespremenjena pri temperaturah 18 °C, 25 °C in
30 °C, pri drugih sevih pa se je produkcija teh molekul zmanjSala z zviSanjem temperature
(Tait in sod., 2010).

Raziskave o vplivu temperature na zaznavanje kvoruma z AHL molekulami so bile
opravljene tudi pri bakteriji Yersinia pseudotuberculosis. Zaradi temperature, ki je kot
kljuéni okoljski dejavnik odgovorna za regulacijo izraZzanja virulen¢nih dejavnikov pri
rodu Yersinia, so Yates in sod. (2002) preucevali produkcijo AHL v stacionarni fazi kultur,
ki so rastle 24 ur pri 22 °C, 28 °C in 37 °C. Ugotovili so, da je raven AHL moc¢no odvisna
od rastne temperature. Koli¢ina omenjenih molekul je bila najvisja pri 22 °C, znatno se je
znizala pri 28 °C in bila skoraj nezaznavna pri rasti na 37 °C. Prvotno so ti rezultati

nakazovali na to, da bi lahko bila ekspresija oz. funkcija odgovarjajo¢e AHL sintetaze ali
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razpoloZljivost substrata temperaturno odvisna, iz Cesar bi lahko =zakljucili, da je
zaznavanje kvoruma temperaturno odvisno. Vendar je bila znizana raven AHL
najverjetneje posledica povecane stopnje od pH odvisne hidrolize signalnih molekul. AHL
obro¢ je namre¢ zelo obcutljiv na od pH odvisno laktonolizo, ki se pojavi zaradi alkalnega
pH (ta lahko nastane kot posledica metabolizma bakterij) in se poveCuje z viSanjem

temperature (Yates in sod., 2002).

V preizkusu, ki so ga opravili Yates in sod. (2002), je dvig temperature od 22 do 37 °C
povecal stopnjo odpiranja oz. inaktivacije obro¢ev AHL tako pri bakterijah Pseudomonas
aeruginosa kot pri Yersinia pseudotuberculosis. Rezultati iz te raziskave kazejo da pri
bakterijah, ki uporabljajo od AHL odvisno zaznavanje kvoruma, lokalni pH in temperatura

klju¢no vplivata na koncentracijo AHL (Yates in sod., 2002).

2.2.3 Vpliv drugih dejavnikov na medceli¢no signaliziranje

2.2.3.1 Vpliv osmotskega Soka

Vpliv osmotskega Soka na zaznavanje celicne gostote je bolje preucen pri Gram negativnih
bakterijah. Hitra logaritemska rast, najustreznejSi vir ogljika, nizek pH in visoka
osmolarnost imajo za posledico povecano produkcijo signalnih molekul pri E. coli in S.
typhimurium. Nasprotno pa stacionarna faza rasti, pomanjkanje najprimernejSega vira
ogljika, nevtralen pH in nizka osmolarnost sproZijo zmanjSanje koncentracije signala
avtoinduktorjev Al-2 (Surette in sod., 1999).

2.2.3.2 VplivpH

Ohsawa in sod. (2006) so preverili vpliv pH kulture na produkcijo surfaktina pri B. subtilis,
Ki je rastel ob prebitku glukoze in glutamina. Dodatek glukoze in glutamina v presezku
rastnemu mediju inhibira izrazanje mnogih poznih genov, vklju¢no s srf. Pokazali so, da

dvig pH kulture sprosti represijo glukoze-glutamina na surfaktinsko produkcijo. lzrazanje
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srf operona (ki kodira surfaktin sintetazo in kompetencni regulatorni protein ComsS) pri
Bacillus subtilis je bilo zmanjSano v sporulacijskem gojis¢u z dodatkom glukoze in
glutamina, pri katerem je pH kulture na koncu rasti znaSal 5 ali manj. ZmanjSana je bila
tudi produkcija podenot surfaktin sintetaze in produkcija samega surfaktina. Izrazanje srfA-
lacZ, ki se proti koncu eksponentne faze navadno poveca, je ostalo skoraj na enakem
nivoju kot na sredi logaritemske faze. Dvig pH do skorajsSnje nevtralnosti po dodatku pH
stabilizatorja je imel za posledico dramati¢no povecanje izrazanja srfA-lacZ in produkcije
surfaktina. Ugotovili so, da je za od pH odvisno indukcijo izraZzanja srf potreben SpoOK
(kodira permeazo, ki igra vlogo pri od celi¢ne gostote odvisni kompetenci in sporulaciji).
CSF faktor, ki v odvisnosti od SpoOK regulira izrazanje srf, pri tem ni potreben
(odstranitev CSF z delecijo phrC gena ne oslabi indukcije izraZzanja srf zaradi dviga pH,
Ceprav nivo ne doseze tistega kot pri divjem tipu). Maksimalno izraZanje srf tako pri
nizkem kot pri nevtralnem pH zahteva ComP-ComA signalni sistem in domnevno ComX
feromon. Rezultati nakazujejo, da je izrazanje srf ob odgovoru na spreminjanje pH odvisno

od SpoOK in $e neidentificiranega izvenceli¢nega faktorja (Cosby in sod., 1998).

2.2.3.3 Vpliv oksidativnega stresa

V raziskavi, ki so jo opravili Hayashi in sod. (2005), so ugotovili, da je ekspresija operona
srfA pri Bacillus subtilis zmanjSana pri obdelavi bakterijske kulture s H,O,. Slednji
inaktivira PerR in s tem inhibira izrazanje srfA gena. Vloga PerR pri ekspresiji srfA je
neodvisna od drugih poznanih regulatorjev ekspresije srfA, kot so sistemi ComQXP,
RapC-CSF in ClpXP-Spx (Hayashi in sod., 2005).

Oksidativni stres pa vpliva tudi na izrazanje comQXP pri Bacillus subtilis. Mutanta v sodA
(gen sodA kodira superoksid dismutazo), ne izraza srfA in ne preide v stanje kompetence.
Transkripcija comQXP operona se zniZa tudi ob dodatku parakvata, ki povzro¢i nastanek
superoksidov. RapC-CSF in ClpXP-Spx sistema naj ne bi bila vkljucena pri ucinku sodA
na izrazanje gena srfA (Ohsawa in sod., 2006). Inhibicija produkcije surfaktina med
oksidativnim stresom bi naj bila posledica inhibicije od ComX odvisnega sistema za

zaznavanje celi¢ne gostote (Ohsawa in sod., 2006).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.2.1 Bakterijski sevi

V preizkusih smo uporabljali laboratorijske seve Bacillus subtilis 168 in sicer seva PS1004
in PS1010, ki nosita genski zapis za comQXPA lokus ferotipa RS-D-2 ter seva BD2833 in
BD2876, ki nosita zapis za ferotip 168 (Preglednica 2). Seva PS1004 in BD2833 sta
producentska seva, ki proizvajata feromon ComX in se nanj odzivata preko genske fuzije
srfA-lacZ. Seva PS1010 in BD2876 sta testerska seva, Ki nista sposobna sinteze aktivnega
feromona ComX zaradi delecije gena comQ, se pa na ta feromon odzivata, ravno tako z
indukcijo srfA-lacZ. Poleg nastetih znacilnosti so vsi uporabljeni sevi med sabo izogeni in

so auksotrofi za histidin, leucin in metionin.

Preglednica 2: Producentski in testerski sevi B. subtilis, uporabljeni v preizkusih.

Sev Genotip Ferotip

PS1004 his leu met srfA-lacZ (tet) amyE::xyIR Pxyl-comK (cat) (comQ comX comP RS-D-2
zamenjani z geni seva B.subtilis RS-D-2) srfA-yfp (spec)

PS1010 his leu met srfA-lacZ (tet) amyE::xyIR Pxyl-comK (cat) (comQ::pED375 comX | RS-D-2
comP zamenjani z geni seva B.subtilis RS-D-2) srfA-MCherry (Kn)

BD2833 his leu met srfA-lacZ (tet) 168

BD2876 his leu met srfA-lacZ (tet) comQ::Km 168

3.2.2 Pufri in raztopine

Z-pufer:
KoHPO, (0,1 M) 174 g
KH,PO, (0,1 M) 136 ¢

KCI (10 mM) 075g
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MgSO4 (1 mM) 0,259
dH,0 1000 ml
pH=7

Raztopina Z-pufra in B-merkaptoetanola:
-merkaptoetanol (0,1 M) 0,7 ml
Z-pufer 100 ml

Raztopina ONPG:
Z-pufer
ONPG (o-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid) 4 mg/ml

Raztopina glukoze (50 %):

V ¢aSo smo zatehtali 50 g glukoze ter nato na tehtnici dodali dH,O do 100 g. Glukozo smo

ob meSanju segrevali.

Raztopina kazein hidrolizata (2 %):

kazein hidrolizat 29
dH,0 100 ml

Raztopina kvasneqga ekstrakta (10 %):

kvasni ekstrakt 10g
dH,0 100 ml

Raztopina histidina (10 mg/ml):
histidin 1g
dH,0 100 ml

Raztopina levcina (10 mg/ml):

levcin 1g
dH,0 100 ml
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Raztopina metionina (10 mg/ml):

metionin 19
dH,0 100 ml

Raztopina MgCl, (1M):
MgCl, 9,52 ¢
dH;0 100 ml

1 x SS raztopina:

KH,PO, 69
K;HPO, 14 ¢
(NH4)2S04 29
Na-citrat x 2H,0O 19
MgSO, x 7H,0 02g
dH,0 1000 ml

3.2.3 Gaojisca

Gojis¢e TBAB:
TBAB (Tryptose Blood Agar Base) 12 g
dH20 do 400 ml

V 400 ml gojis¢a TBAB smo po avtoklaviranju in hlajenju v vodni kopeli dodali 100 pl 0,1

M MnCI; ter nato vsakemu gojis¢u za posamezen sev dodali ustrezne antibiotike.

Dodatki antibiotikov v TBAB gojisce:
e gojisce za sev PS1004: 400 ul tetraciklina (20 mg/l), 200 pl kloramfenikola (5
mg/l), 800 ul spektinomicina (100 mg/l),
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e gojis¢e za sev PS1010: 400 ul tetraciklina (20 mg/l), 200 pl kloramfenikola (5
mg/l), 200 pl kanamicina (5mg/l),

e g0jiSée za sev BD2833: 400 ul tetraciklina (20 mg/l),

e g0jiSée za sev BD2876: 400 ul tetraciklina (20 mg/l), 200 ul kanamicina (10 mg/l).

TBAB gojisca smo prelili v petrijevke in jih do uporabe hranili pri temperaturi 4 °C.

cev v

glukoza (50 %) 4 ml
kazein hidrolizat (2 %) 4 ml
kvasni ekstrakt (10 %) 4 ml
histidin (10 mg/ml) 2 mi
levcin (10 mg/ml) 2mi
metionin (10 mg/ml) 2ml
MgCI2 (1M) 1mil
1 x SS raztopina do 400 ml

Kompeten¢no gojis¢e smo pripravili v laminariju z dodajanjem posameznih sterilnih

zaloznih raztopin, katerih priprava je opisana v poglavju »Pufri in raztopine«.

3.2 METODE

3.2.1 Optimizirana metoda testiranja izrabljenih gojis¢ bakterije B. subtilis, gojene

pri razli¢nih temperaturah

Osnovni postopek preizkusa je zajemal pridobitev izrabljenih gojis¢ izbranih
producentskih (producirajo ComX) in testerskih (ne producirajo ComX zaradi delecije

gena comQ) sevov Bacillus subtilis pri treh razlicnih temperaturah, pripravo mesanic

.........
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coev v

kulturah testerja merili izraZzanje srfA operona, ki se odziva na ComX. lIzraZzanje srfA smo
merili preko sledenja B-galaktozidazne aktivnosti v prisotnosti substrata ONPG. Meritve
spremembe barve smo izvajali s spektrofotometrom. S to metodo smo posredno merili
pri razli¢nih temperaturah.

Razvoj tega postopka je zahteval ve¢ optimizacij, ki jih bomo opisali spodaj; zaradi
preglednosti je najprej opisan kon¢ni, optimiziran postopek, nato pa sledi opis posameznih

optimizacij.

3.2.1.1 Izbirain vzdrzevanje bakterijskih sevov

Seve B. subtilis BD2833 (producent) in B. subtilis BD2876 (tester) smo vzgojili na agarju
TBAB z ustreznimi antibiotiki pri 28 °C in jih v €asu ekperimentov precepljali tedensko na
sveze gojisc¢e. Kulture, zrasle na agarju TBAB, so nam sluzile kot inokulum za tekoce

preizkuse.

3.2.1.2 Pridobivanje izrabljenih gojis¢

Producentski in testerski sev smo precepili z agarja TBAB v sterilno kompetenéno gojisce
(25 ml) v 100 ml erlenmajerice. Kulture smo inkubirali na stresalniku 16 ur pri temperaturi
37 °C in 200 obr./min. ter prekono¢no kulturo red¢ili na 2 % v erlenmajerice (250 ml) s 50
ml svezega kompetencnega gojis¢a. Za vsak preizkus smo izvedli 6 ponovitev za
producentski in 6 ponovitev za testerski sev, pri ¢emer smo bakterijske kulture inkubirali
na treh razliénih temperaturah, t.j. na 24 °C, na 37 °C ter na 51,5 °C (z izbrano temperaturo
51,5 °C smo Zeleli dose¢i dovolj visoko temperaturo, ki pa bi Se vedno dopuscala rast B.
subtilis, vendar z nekoliko nizjo hitrostjo rasti kot pri 37 °C), pri 200 obr./min. Rast smo
spremljali z merjenjem absorbance pri ODgso. Eno uro po prehodu bakterij v stacionarno
fazo rasti smo kulture centrifugirali 10 min pri 10000 rcf (centrifuga Sigma 3K30, Sigma
laboratory centrifuges) pri sobni temperaturi ter supernatant prefiltrirali preko 0,22 pm
filtra. Tako smo pridobili sterilno izrabljeno gojisce testerja oz. producenta. Pridobljena

izrabljena gojis¢a smo do uporabe shranili v zamrzovalniku na -20 °C.
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3.2.1.3 Rast testerskega seva v mikrotitrskih ploscah

3.2.1.3.1 Priprava testerskega seva za inokulacijo mikrotitrskih plos¢

Testerski sev, namenjen za inokulacijo mikrotitrskih plos¢, smo gojili v erlenmajericah v
tekoCem kompetencnem gojiscu (25 ml). Uporabljali smo inkubacijo s stresanjem pri 200
obratih/ minuto in 37 °C. Inkubirali smo 4 - 4,5 ur oz. do dosezene opti¢ne gostote sevov
(1,5 +0,1) a.e. To kulturo smo nato uporabili za inokulum pri preizkusih, kot je opisano
spodaj.

3.2.1.3.2 Priprava mikrotitrskih plos¢, inokulacija in rastni pogoji

V vsakem preizkusu smo uporabili Stiri polipropilenske mikrotitrske plosce. Tri
mikrotitrske plos¢e smo uporabili za gojenje testerja v meSanici sveZega kompetencnega
gojis€a in izrabljenih gojis¢ (producentskih oziroma testerskih); testirali smo gojisca,
pridobljena pri razli¢nih temperaturah (24 °C, 37 °C in 51,5 °C) in pri tem eno plos¢o
uporabili za testiranje gojisca, pridobljenega pri eni temperaturi. Sveze gojisc¢e (SG) in
izrabljeno gojisce (IG) smo na plosce nanesli v razmerju 1:1 in sicer 100 pl svezega gojisca
ter 100 pl izrabljenega gojisca. IG je bilo sestavljeno iz producentskega (PIG) in iz
testerskega izrabljenega gojiséa (T1G), ki smo jih med seboj zmesali v razli¢nih razmerjih.
Od leve proti desni strani mikrotitrske plosce je koncentracija producentskega izrabljenega
gojis¢a (PIG) naraScala, koncentracija testerskega izrabljenega gojis¢a (TIG) pa padala,
tako, da smo ez plosco ustvarili gradient (delez PIG v celotnem izrabljenem gojiscu je
znasal od 0 na levi, do 1 na desni strani plos¢e). V vsako jamico smo k posamezni
mesanici gojis¢ dodali e 2 % inokulum testerskega seva B. subtilis BD2876 (Preglednica
3). Cetrta plod¢a nam je sluzila za kontrolo. V prvih dveh stolpcih smo imeli nenacepljeno
meSanico SG in TIG, v naslednjih dveh stolpcih pa nenacepljeno meSanico SG in PIG, kar
nam je sluzilo za kontrolo kontaminacije testerskih oziroma producentskih izrabljenih
20jis¢ (k1 oz. k2). Naslednje tri stolpce smo zaradi zmanjSanja moznosti kontaminacije

izrabljenih gojis¢ pustili prazne. V osmem stolpcu smo imeli kontrolo rasti testerja v
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samem svezem gojis¢u (k3). V zadnje Stiri stolpce pa smo v jamice dodali TIG oziroma
PIG iz predhodno narejenega, preverjenega preizkusa, ki je dal pozitivne rezultate na p-
galaktozidazno aktivnost, sveze gojisée ter 2 % inokulum testerja. Ti zadnji stolpci so nam
sluzili kot standard za preverjanje izvedenega [P-galaktozidaznega testa (k4 in k5,

Preglednica 4) v teko¢em preizkusu.

Preglednica 3: Prikaz sestavin v posameznih jamicah v eni vrstici mikrotitrske plos¢e za plosée 1, 2, 3 pri
optimizirani metodi testiranja rabljenih gojis¢. Nadaljnje vrstice mikrotitrske ploSce so enake prvi prikazani
vrstici.

Stolpec 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Komponente

SG* (ul) +

100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
tester (2 %)

TIG * (ul) 100 | 100 | 90 | 90 | 75 | 75 | 50 | 50 | 25 | 25 | © 0
PIG * (ul) 0 0 | 10 | 10 | 25 | 25 | 50 | 50 | 75 | 75 | 100 | 100
delez PIG v IG 0 0,1 0,25 05 0,75 1

*SG - sveze gojisce, IG — izrabljeno gojisce, PIG - izrabljeno gojisce producenta, TIG - izrabljeno gojisce
testerja

Preglednica 4: Prikaz sestavin v posameznih jamicah v eni vrstici mikrotitrske plosée za kontrolno plos¢o
pri optimizirani metodi testiranja rabljenih gojis¢. Nadaljnje vrstice mikrotitrske plos¢e so enake prvi
prikazani vrstici.

Stolpec 1 | 2 3 | 4 5 [ 6 | 7 8 9 [ 10 | 11 ] 12
Komponente k1l k2 prazno k3 k4 k5
SG* (ul) +

tester (2%) 0 0 0 0 / / / 200 | 100 | 100 | 100 | 100
TIG * (ul) 200 200 0 0 / / / 0 100 | 100 0 0
PIG * (ul) 0 0 200 | 200 / / / 0 0 0 100 | 100

*SG - svezZe gojisce, PIG - izrabljeno gojisce producenta, TIG - izrabljeno gojisce testerja

Po nanosu vseh komponent na mikrotitrske plos¢e smo za prehajanje kisika v plosée
vstavili plasticne nosilce, jih pokrili s pokrovi ter pokrove na plosc¢e pritrdili s Kkrep
lepilnim trakom (aerotape, 25 x 50). Vse mikrotitrske plosée smo stehtali ter jih nato
inkubirali v topli sobi pri 28 °C. Za zagotavljanje vlazne atmosfere in enakomernih razmer
za rast bakterij v jamicah vseh S$tirih mikrotitrskih plo$¢ smo plos¢e poloZili v skupno
vre¢o (volumna cca. 30 I) z dodanimi zvitki mokrih papirnatih brisack. Te so zagotavljale z

vodo nasi¢eno atmosfero in s tem preprecile izhlapevanje vode iz mikrotitrskih plos¢.
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Dodatno smo za ohranjanje vlazne atmosfere v celotni topli sobi na tla polozili Se posodo z
vodo. Mikrotitrske plos¢e smo na stresalnik fiksirali z gumijastimi podlozkami. Za
zagotavljanje zadostne koli¢ine kisika med gojenjem bakterij smo vreco napolnili z zrakom
in jo tesno zaprli. Tako pripravljene mikrotitrske plos¢e smo inkubirali preko no¢i (16 ur,
stresalnik Tehtnica, Vibromix 31, 1000 obr/min). Naslednji dan smo izvedli f-

galaktozidazni test.

3.2.1.4 Testiranje izrabljenih gojis¢ — izvedba B-galaktozidaznega testa

3.2.1.4.1 Vrednotenje rasti bakterij v mikrotitrskih plosc¢ah in priprava celic za testiranje

-galaktozidazne aktivnosti

Po prekonoc¢ni rasti testerskega seva v mikrotitrskih plos¢ah smo plosce stehtali in S tem
preverili koli¢ino izhlapelega gojis¢a oziroma vode. S pomocjo opti¢nega Citalca
(spektrofotometra, Thermo electron corporation, Multiscan spectrum) smo nato izmerili
ODgsp in tako preverili rast testerskega seva v mikrotitrskih plos¢ah. Po merjenju
absorbance smo mikrotitrske plosce centrifugirali 10 minut pri 3000 obr./min, na
temperaturi 4 °C in nato iz vsake jamice odstranili po 180 ul supernatanta. Med
odstranjevanjem supernatanta iz posamezne mikrotitrske plos¢e smo ostale plosée postavili

na led zaradi zmanjS$anja moznosti termi¢nega gibanja celic nazaj v supernatant.

3.2.1.4.2 Test B-galaktozidazne aktivnosti

Centrifugiranim celicam smo po odstranitvi supernatanta dodali reagente za vrednotenje
aktivnosti p-galaktozidaze. V vsako jamico posamezne mikrotitrske plosc¢e smo dodali po
180 pl raztopine Z-pufra z dodanim f-merkaptoetanolom (0,7 %), vsebino smo
resuspendirali in zmeSali z vorteksom. Nato smo dodali toluen in sicer po 10 pl v vsako
jamico mikrotitrske plosce, resuspendirali, zmesali z vorteksom ter mikrotitrske plosce

inkubirali pol ure na ledu. Po inkubaciji smo v posamezno jamico mikrotitrske plosce



Vogri¢ V. Vpliv temperature na medceli¢no signaliziranje s ComX pri bakteriji Bacillus subtilis. 24
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2013

dodali 50 pl raztopine ONPG (o-nitrofenil--D-galaktopiranozid, 4mg/ml Z-pufra), ki je
substrat za encim B-galaktozidazo. Pred tem smo posamezno mikrotitrsko plo§¢o in ONPG
raztopino predhodno segreli na 30 °C. S segrevanjem smo dosegli primerno temperaturo za
delovanje encima [B-galaktozidaze ter ustvarili poenotene temperaturne pogoje za vsak
posamezen preizkus. V raztopini Z-pufra je ONPG brezbarven, po reakciji razgradnje
omenjenega substrata z B-galaktozidazo pa lahko zaznamo rumeno obarvanost, saj se
ONPG razgradi na galaktozo in rumeno obarvan o-nitrofenol. Hitrost razgradnje ONPG
zaradi te obarvanosti lahko spremljamo z merjenjem absorbance pri 420 nm, izmerjena
optiCna gostota je sorazmerna koli¢ini prisotne B-galaktozidaze oz. posredno koli¢ini
feromona ComX v izrabljenem gojis¢u. Mikrotitrske plos¢e smo za merjenje v
spektrofotometru prekrili s polistirenskimi plasti¢nimi pokrovi za mikrotitrske plosée, Ki so
preprecevali izhlapevanje f-merkaptoetanola (zdravju Skodljiva, strupena spojina z izredno
moc¢nim vonjem) v zrak. Med mikrotitrsko ploS€o in plasticni pokrov smo namestili
objektna stekelca, ta so prepreevala razziranje pokrova zaradi toluena, prisotnega v
reakcijski mesSanici (motnost zaradi uni¢enja pokrovov bi nam sicer onemogocila meritve
opticne gostote). Ob straneh ploS¢ smo za fiksacijo objektnih stekelc vstavili izdelane
podlozke ter plos¢e postavili v predhodno segret spektrofotometer. Temperaturo v
spektrofotometru smo nastavili na 33,5 °C. S tem smo zagotovili, da je temperatura
mikrotitrske plosce ostala na priblizno 30 °C. Hitrost razgradnje ONPG smo spremljali
preko zaporednih meritev OD vzorcev pri 420 nm (spektrofotometer Thermo electron
corporation, Multiscan spectrum). Protokol merjenja, ki smo ga uporabili za naSe meritve
je obsegal 3-minutno inkubacijo plosce nad grelnim blokom spektrofotometra ter nato 8
zaporednih meritev opti¢ne gostote z 1-minutno inkubacijo nad grelnim blokom
spektrofotometra med posameznimi meritvami. S takim postopkom smo dosegli primerno
temperaturo za delovanje encima B-galaktozidaze in enakomerno porazdelitev toplote Cez

vso mikrotitrsko plos¢o med celotnim postopkom merjenja.

Aktivnost -galaktozidaze smo iz dobljenih rezultatov izracunali po naslednji formuli

(podana v Millerjevih enotah):
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K (A420) x (Vreak. me$. —VH 20) x (Vmerjenje —VH 20)
(A650 — AB50 kontr.)x (Vdodan —VH20)x 0,3

p—gal. aktivnost = x 1000

*A650 - absorbanca vzorca (celi¢ne suspenzije) pri 650 nm, izmerjena pred reakcijo z -
galaktozidazo

*A650 kontr. - absorbanca kontrolnega vzorca (gojisca brez dodanih celic) pri 650 nm,
izmerjena pred reakcijo z B-galaktozidazo

*V merjenje - volumen vzorca ob merjenju A650 (volumen celi¢ne suspenzije med rastjo
v mikrotitrskih plos¢ah)

*K(A420) - koeficient oz. naklon premice, pridobljen iz toCk zaporednih meritev
absorbanc vzorca pri 420 nm med potekom reakcije z B-galaktozidazo

*V dodan - volumen celi¢ne suspenzije, uporabljene v reakciji f-galaktozidaznega testa
*V reak.mes. - volumen reakcijske meSanice (usedlina celic z dodanimi reagenti)

*V H20 - volumen izhlapele vode med gojenjem v mikrotitrskih ploScah

*faktor 0,3/(Vmerjenje-Vi20) sSmo uporabili za korekcijo absorbance zaradi manjSega

volumna (200 pl)

Za prikaz p-galaktozidaznih aktivnosti pri razli¢nih temperaturah in razlicnih
koncentracijah rabljenih gojis¢ smo od posameznih vrednosti aktivnosti odsteli aktivnost v
samem testerskem gojis¢u in tako izlocili vpliv signalnega peptida CSF na izraZanje
operona srfA-lacZ. Za kon¢ni prikaz, t.j. primerjavo med razlicnimi preizkusi, pri dolo¢eni
koncentraciji rabljenih gojis¢, pa smo posamezne dobljene vrednosti B-galaktozidaznih

aktivnosti delili s faktorjema, ki smo ju poimenovali FIR in standard.

Faktor FIR smo dobili tako, da smo izrac¢unali plos¢ino pod rastnno krivuljo producentskih
sevov (grafi rasti ob pridobivanju rabljenih gojis¢) pri posamezni temperaturi ter nato to
vrednost delili s 100. S tem smo upostevali koliko ¢asa so imele bakterije na voljo za
proizvodnjo feromona ComX in koliko ga je v podanem ¢asovnem obdobju producirala
ena bakterija (feromon / §t. bakterij x Cas).

Standard pa je bil pozitivna kontrola, zanj smo v vseh treh preizkusih uporabili ista

izrabljena gojis¢a, ki so bila predhodno testirana in je njihova B-galaktozidazna aktivnost
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dala preverjene rezultate. Standard smo izracunali tako, da smo od B-galaktozidazne
aktivnosti v kontrolnemu producentskemu rabljenemu gojisc¢u odsteli p-galaktozidazno
aktivnost v kontrolnemu testerskemu rabljenemu gojis¢u. Tako smo encimsko aktivnost
med razlicnimi poskusi normalizirali na preverjen standard. S tem smo zmanjsali vpliv

variabilnosti obc¢utljivosti testerja med posameznimi preizkusi.

3.2.2 Uvajanje in testiranje optimizacij

.....

bakterijskih kultur, gojenih pri razli¢nih temperaturah (prejSnje poglavje), je zahtevala vec
korakov. Ti so za posamezne optimizacije opisani kot loc¢eni preizkusi, v katerih smo
primerjali dolo¢eno spremenljivko (postopek A, postopek B). BoljSa od dveh variant
(imenovana Optimizirana metoda) je nato predstavljala del kon¢nega postopka, opisanega
v poglavju »Optimizirana metoda testiranja rabljenih gojis¢ bakterije B. subtilis, gojene pri

razli¢nih temperaturah«.

3.2.2.1 Optimizacija gojenja testerskega seva v mikrotitrskih plos¢ah

V sklopu optimizacije rasti testerskega seva v mikrotitrskih plos¢ah smo izvedli dva
preizkusa. V prvem preizkusu (postopek A) smo uporabili seve B. subtilis PS1004
(producent) in B. subtilis PS1010 (tester), pri drugem preizkusu (postopek B) pa seve B.
subtilis BD2833 (producent) in B. subtilis BD2876 (tester).

Za vsak preizkus smo uporabili 3 mikrotitrske plos¢e z identicno meSanico gojis¢. Sestava
komponent v posamezni jamici plosce je prikazana v Preglednici 3. Za inokulacijo plos¢
smo uporabili testerski sev, ki smo ga pred inokulacijo gojili 8 ur v tekofem
kompeten¢nem gojis¢u pri temperaturi 37 °C, z neprekinjenim stresanjem pri 200
obratin/minuto. Mikrotitrske plos¢e smo inkubirali 16 ur (prekonoc¢na inkubacija) s
stresanjem pri temperaturi 37 °C ali pri 28 °C. V prvem preizkusu smo inkubacijo plos¢
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izvedli po postopku A — neoptimizirana metoda, v drugem preizkusu pa po postopku B -

optimizirana metoda.

Postopek A- neoptimizirana metoda:

- Za boljse prehajanje kisika v gojisc¢e med inkubacijo plo§s¢ smo med mikrotitrsko plosco
in pokrov postavili male okrogle gumijaste podlozke.

- Za zagotavljanje vlazne atmosfere med gojenjem testerja smo vsako od plos¢ posebej
inkubirali v navadni prozorni plasti¢ni vre¢i (za hranjene zivil) s priloZzenimi mokrimi
brisackami.

- Plos¢e smo inkubirali pri 37 °C

Postopek B — optimizirana metoda:

Postopek je bil enak optimizirani metodi, opisani v poglavju »Optimizirana metoda
testiranja rabljenih gojiS¢ bakterije B. subtilis, gojene pri razlicnih temperaturah«, kratek
povzetek:

- Za boljsi dostop zraka smo izdelali plastine nosilce, s katerimi smo privzdvignili
pokrove plos¢ (za stabilnost pokrovov smo le-te na plosce prilepili).

- Da bi preprecili premikanje ploS¢ pri stresanju, Smo med mikrotitrske ploS¢e in robove
stresalnika vstavili gumijaste podloZke.

- Vse mikrotitrske ploS¢e smo skupaj inkubirali v eni sami, vecji vreci (sicer namenjeni
avtoklaviranju). Za ohranjanje vlazne atmosfere v notranjosti vrece smo prilozili mokre
papirnate brisacke, za vzdrzevanje primerne vlaznosti v celotni topli sobi smo na tla
postavili Se posodo z vodo.

- Temperaturo inkubacije smo znizali na 28 °C.

V obeh preizkusih smo plosce pred in po inkubaciji stehtali za izracun izhlapele tekoc¢ine in

izmerili ODgso za primerjavo rasti.
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3.2.2.2 Optimizacija izbire seva

Izvedli smo preizkus, v katerem smo med seboj primerjali B-galaktozidazne aktivnosti
sevov B. subtilis in sicer testerskega seva PS1010 in testerskega seva BD2876. Izvedli smo
razli¢ico postopka, opisanega v poglavju »Optimizirana metoda testiranja rabljenih gojisc¢
bakterije B. subtilis, gojene pri razlicnih temperaturah«. Izrabljena gojis¢a smo pridobili iz

bakterijske kulture, gojene 8 ur pri 37 °C.

Postopek A — neoptimizirana metoda:

- Uporabili smo producentsko in testersko izrabljeno gojis¢e sevov PS (producentski sev
PS1004, testerski sev PS1010) in tester PS1010.

Postopek B — optimizirana metoda:

- Uporabili smo producentsko in testersko izrabljeno gojisce sevov BD (producentski sev
BD2833, testerski sev BD2876) ter tester BD2876.

Za postopek A smo uporabili 3, za postopek B pa 4 mikrotitrske plosée, z meSanico gojisc,
prikazano v Preglednici 5. Tester, namenjen za inokulacijo mikrotitrskih plos¢, smo gojili

8 ur, odvzeli smo ga v stacionarni fazi rasti.

Preglednica 5: Prikaz sestavin v posameznih jamicah v eni vrstici mikrotitrske plo$¢e pri optimizaciji seva,
nadaljnje vrstice plosce so bile enake prvi vrstici.

Stolpec 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Komponente

SG* (ub) 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
TIG * (ul) 0 0 0 0 100 | 100 | 100 | 100 0 0 0 0
PIG * (ul) 100 | 100 | 100 | 100 0 0 0 0 100 | 100 | 100 | 100
tester (2%) Da Da Ne (kontrola)

*SG - sveZe gojisée, TIG - izrabljeno gojisce testerja, PIG - izrabljeno gojis¢e producenta

Mikrotitrske plos¢e smo inkubirali 16 ur pri 28 °C, po inkubaciji smo izvedli meritve -
galaktozidaznih aktivnosti (postopek inkubacije opisan v poglavju »Optimizirana metoda
testiranja rabljenih gojiS¢ bakterije B. subtilis, gojene pri razli¢nih temperaturah«, pri

merjenju pa smo uporabljali Se neoptimizirano metodo merjenja v spektrofotometru,
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opisano Vv nadaljevanju, v poglavju »Optimizacija temperature med merjenjem [-

galaktozidazne aktivnosti s spektrofotometrom — Postopek A«).

3.2.2.3 Optimizacija dolzine gojenja testerja za inokulacijo mikrotitrskih plos¢

Pri tem eksperimentu smo Zeleli primerjati B-galaktozidazno aktivnost testerja B. subtilis
BD2876 v odvisnosti od rastne faze pred inokulacijo mikrotitrskih plos¢. Ravnali smo se
po postopku, opisanem Vv poglavju »Optimizirana metoda testiranja rabljenih gojis¢
bakterije B. subtilis, gojene pri razli¢nih temperaturah« ter najprej pridobili izrabljena
gojisca (pri 37 °C). Uporabili smo 4 mikrotitrske plosce, od tega smo dve inokulirali po

postopku A, drugi dve pa po postopku B.

Postopek A — neoptimizirana metoda

- Mikrotiterski plos¢i smo inokulirali s testerskim sevom BD2876, ki je bil v stacionarni
fazi rasti (tester smo gojili 8 ur).

Postopek B — optimizirana metoda

- Za inokulacijo mikrotiterskih plo$¢ smo uporabili testerski sev BD2876, ki je bil v

eksponentni fazi rasti (tester smo gojili priblizno 4 ure).

V vseh §tirih plos¢ah smo imeli identi¢no sestavo gojis¢, v obeh postopkih smo uporabili
ista izrabljena gojisca testerja BD2876 (TIG) in producenta BD2833 (PIG). MeSanica
20jis¢ v jamicah mikrotitrskih plos¢ je bila enaka kot pri poglavju Optimizacija seva in je
prikazana v Preglednici 5. Po 16-urni inkubaciji mikrotitrskih plos¢ na 28 °C pri 1000
obr./min smo izvedli B-galaktozidazni test (postopek enak kot pri »Optimizaciji sevac).

3.2.2.4 Optimizacija temperature med merjenjem p-galaktozidazne aktivnosti s

spektrofotometrom

V preizkusu smo Zeleli izboljSati temperaturne pogoje pri merjenju beta-galaktozidazne

aktivnosti s spektrofotometrom z namenom pridobiti ¢imbolj optimalne rezultate po



Vogri¢ V. Vpliv temperature na medceli¢no signaliziranje s ComX pri bakteriji Bacillus subtilis. 30
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2013

merjenju. Sledili smo postopku, opisanem v poglavju »Optimizirana metoda testiranja
rabljenih gojis¢ bakterije B. subtilis, gojene pri razli¢nih temperaturah«, s to razliko, da
smo pridobili le izrabljeno gojis¢e producenta (BD2833) in sicer pri temperaturi 37 °C.

Uporabili smo 2 mikrotitrski plos¢i z identi¢no sestavo gojis¢ (Preglednica 6).

Preglednica 6: Prikaz sestavin v posameznih jamicah v eni vrstici mikrotitrske plos¢e pri optimizaciji
temperature med merjenjem B-galaktozidazne aktivnosti s spektrofotometrom. Nadaljnje vrstice mikrotitrske
plosce so enake prvi prikazani vrstici.

Stolpec 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Komponente

SG* (ul) + (2%)
wster BDog7e . | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

PIG * (ul) 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

*SG - sveze gojisce, PIG - izrabljeno gojisce producenta

Po inkubaciji mikrotitrskih plos¢, smo izvedli B-galaktozidazni test. Pri tem smo pri eni od

plos¢ beta-galaktozidazno aktivnost merili po postopku A, pri drugi pa po postopku B.

Postopek A — neoptimizirana metoda:

- Plosc¢e smo po inkubaciji na ledu pustili za kratek ¢as pri sobni temperaturi ter jih nato
brez predhodnega segrevanja odnesli na merjenje v spektrofotometer, ONPG raztopina je
bila pred dodatkom na plos¢e hranjena pri sobni temperaturi.

- Temperaturo v spektrofotometru smo nastavili na 37 °C.

- Program merjenja v spektrofotometru je obsegal zafetno enominutno inkubacijo s
stresanjem ter nato trideset zaporednih meritev opti¢ne gostote vzorcev pri 420 nm vsakih
30 sekund (plosca se je pri tem zaradi pogostih meritev vecino ¢asa v spektrofotometru

zadrzevala desno od grelca).

Postopek B — optimizirana metoda:

- Mikrotitrske plosce in ONPG raztopino smo pred merjenjem v spektrofotometru segreli
na 30 °C.

- Temperaturo v spektrofotometru smo nastavili na 33,5 °C (kar je zagotavljalo

temperaturo 30 °C na mikrotitrski plos¢i).
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- Sestavili smo nov protokol merjenja v spektrofotometru, pri katerem so se mikrotitrske
plosce po prenosu v spektrofotometer najprej 3-minute inkubirale nad grelcem, nato pa je
sledilo 8 zaporednih meritev opti¢ne gostote z 1-minutno inkubacijo nad grelcem med

posameznimi meritvami.

Po prihodu plos¢ iz spektrofotometra smo plos¢am z infrardeéim brezkontaknim
termometrom (Extech instruments, 42529) izmerili temperaturo ter zabelezili beta-

galaktozidazne aktivnosti, izmerjene pri obeh ploséah.
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4 REZULTATI

4.1 UVAJANJE IN TESTIRANJE OPTIMIZACI]

4.1.1 Optimizacija gojenja testerskega seva v mikrotitrskih plos¢ah

V okviru tega preizkusa smo primerjali rast dveh sevov, ki smo jih gojili pri razli¢nih
pogojih 0z. po razliénih postopkih. Postopek A (neoptimizirana metoda) je zajemal
inkubacijo mikrotitrskih plos¢ v tankih prozornih vreckah s prilozenimi vlaznimi
brisackami pri 37 °C, ob uporabi malih gumijastih podlozk za prehod zraka. V postopku B
(optimizirana metoda) smo to metodo gojenja poskusali izboljSati z inkubacijo pri 28 °C, z
uporabo trpeznejSe vrece in dodatnimi pripomocki za zraénost ter zaséito pri stresanju in
ohranjanju vlage.

Ugotovili smo, da so bili po inkubaciji pri neoptimizirani metodi volumni v jamicah
posamezne mikrotitrske plos¢e Ze na pogled precej razli¢ni (nekatere jamice so bile skoraj
prazne), gojisce je prehajalo med jamicami, podloZke za dovod zraka so se med inkubacijo
premikale, netrpezne plasti¢éne vrecke so se naluknjale ter brisacke izsusile. Nasprotno pa
smo pri optimizirani metodi uspeli prepreciti pretirano izhlapevanje, volumni gojisca v
jamicah pa so bili prakti¢no ¢ez vso plosco enaki. Povprecna izguba vode na mikrotitrsko
plosco je bila pri neoptimizirani metodi (14 £ 9) %, pri optimizirani metodi pa se je
povprecna izguba tekocine na plosco znizala na (4 £ 1) %.

Slika 4 prikazuje izmerjeno opticno gostoto testerskih sevov Bacillus subtilis po
prekonocni inkubaciji mikrotitrskih ploS¢. Modra barva oznacuje opti¢no gostoto seva B.
subtilis PS1010, gojenega po neoptimizirani metodi, zelena barva pa opti¢no gostoto seva
B. subtilis BD2876, ki smo ga gojili po optimizirani metodi. Pri tem vsaka posamezna
tocka predstavlja povprecje absorbanc v jamicah enega stolpca na posamezni mikrotitrski
plosci, vsaka posamezna krivulja pa eno od ploS¢ (tocke so med seboj povezane le zaradi
preglednosti). Na grafu lahko opazimo precej$Snje nihanje v opti¢nih gostotah sevov pri
gojenju po neoptimiziranem postopku. Odstopanje med absorbancami posameznih jamic
stolpca je bilo relativno veliko, kar nakazujejo veliki intervali napak. Poleg tega lahko

vidimo, da so v eni od plo$¢ absorbance bile obcutno nizje kot pri drugih dveh, razpon
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absorbanc je bil med 0,2 in 0,7 a.e. Na zeleno obarvanih grafih, ki prikazujejo vrednosti
ODgso med preizkusom po optimizirani metodi, pa so se vrednosti gibale med 0,3 in 0,4

a.e. (na 200 pl volumna v jamici) in bile torej dosti bolj homogene.
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Slika 4: Rast testerskega seva Bacillus subtilis pred optimizacijo rastnih pogojev (gojenje pri 37 °C) in po
optimizaciji (gojenje pri 28 °C, dodatni ukrepi proti izgubi goji§¢a iz jamic mikrotitrske plosce). Vsaka
zaporedna Stevilka predstavlja 8 eksperimentalnih ponovitev, vklju¢enih v eno prikazano variablo rasti
(OD650). Vse zaporedne Stevilke prikazujejo locene ponovitve teh variabel. Vsaka krivulja predstavlja
lo¢eno mikrotitrsko plo$¢o. Krivulja pred optimizacijo prikazuje rast sevov PS, krivulja po optimizaciji pa
rast sevov BD (v tem ¢asu smo namre¢ izvedli tudi menjavo sevov).

4.1.2 Optimizacija izbire seva

Primerjali smo p-galaktozidazne aktivnosti dveh izogenih testerskih sevov Bacillus
subtilis, PS1010 in BD2876, ki sta se razlikovala v comP receptorju (razlien ferotip). Sev
PS1010 je imel tudi dodatno vklju¢eno fuzijo fluorescencnega gena SrfA-MCherry.
Ugotovili smo, da so se pri testerju BD2876, gojenem v producentskem izrabljenem
gojiscu (PIG), v povpre¢ju pojavile nekoliko visje aktivnosti -galaktozidaze kot pri sevu
PS1010 (Slika 5), vendar razlike niso bile signifikantne (p-vrednost je 0,07 (o =0,05)).
Zanimivo je, da je sev BD2876 slab3e rastel (ODgso do 0,3 a.u.) kot sev PS1010 (ODgs do



Vogri¢ V. Vpliv temperature na medceli¢no signaliziranje s ComX pri bakteriji Bacillus subtilis. 34
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2013

0,9 a.u.), kar bi lahko vplivalo na kon¢ni izracun, vendar sta se oba seva podobno odzivala
na prisotnost ComX in je pri obeh prislo do indukcije B-galaktozidaze v P1G, medtem ko je

bila aktivnost precej nizjav TIG.
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Slika 5: Vrednosti B-galaktozidaznih aktivnosti v producentskem (PIG) in testerskem (TIG) izrabljenem
gojis¢u pri PS in BD sevih Bacillus subtilis. Posamezen stolpec PS sevov predstavlja povpreéje 96 tehni¢nih
ponovitev v jamicah, posamezen stolpec BD sevov pa 128 tehni¢nih ponovitev v jamicah mikrotitrskih plos¢.
(Testerski sev smo gojili pri 28 °C, izrabljena goji§¢a smo pridobili pri 37 °C.)

4.1.3 Optimizacija dolZine gojenja testerja za inokulacijo mikrotitrskih plos¢

Ugotovili smo, da rastna faza testerskega seva, ki smo ga nacepili v PIG, ni signifikantno
vplivala na aktivnost B-galaktozidaze (p-vrednost znasa 0,15 (o =0,05)). Po 8 urah gojenja
je B-galaktozidazna aktivnost znaSala (60 + 20) ME, po 4 urah gojenja pa je bila nekoliko
vi§ja in sicer (95 £ 10) ME. Podoben odziv testerja smo izmerili tudi v TIG, Kjer je bila
aktivnost pB-galaktozidaze (3 + 0,5) ME, ¢e smo tester kot inokulum gojili 8 ur in (4 £ 1)

ME, ¢e smo ga gojili le 4 ure (Slika 6).
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Slika 6: Primerjava izrazanja srfA-lacZ (aktivnost PB-galaktozidaze) sevov B. subtilis BD2876 v
producentskem (PIG) in testerskem (TIG) izrabljenem gojis¢u v preizkusih, kjer smo za inokulum uporabili
testerski sev v stacionarni fazi rasti (8h) ali v eksponentni fazi rasti (4h). Vsak od stolpcev prikazuje
povpreje 64 ponovitev v jamicah mikrotitrskih plos¢. (Testerski sev smo gojili pri 28 °C, izrabljena gojisca
smo pridobili pri 37 °C.)

4.1.4 Optimizacija temperature med merjenjem p-galaktozidazne aktivnosti s

spektrofotometrom

Pri merjenju temperature mikrotitrskih plos¢ z infrarde¢im termometrom takoj po meritvah
v spektrofotometru se je pri neoptimizirani metodi temperatura plos¢ gibala od 34 °C na
levi in le do 30 °C na desni strani plos¢e. Ugotovili smo, da je to bila posledica pogostih
zaporednih meritev v spektrofotometru, zaradi ¢esar se je v plos¢a v spektrofotometru
vecéino ¢asa zadrzevala desno od grelca (tu je potekalo merjenje). Pri optimizirani metodi,
kjer smo reagent ONPG pred nanosom na mikrotitrsko plos¢o segreli, plos¢o s
tolueniziranimi celicami pred dodatkom ONPG inkubirali pri 30 °C ter spremenili protokol
merjenja v spektrofotometru (inkubacija plos¢ nad grelcem, manjSe Stevilo meritev), nam
je uspelo prepreciti nastanek gradienta temperature vzdolz mikrotitrske plosée. Z
uvedenimi spremembami smo dosegli ¢ez celotno plos¢o temperaturo 30 +/-1 °C. Poleg

tega so se pokazale razlike v B-galaktozidazni aktivnosti med obema metodama, saj je bila
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[-galaktozidazna aktivnost pri aplikaciji neoptimizirane metode za 50 % nizja in je upadala
iz leve proti desni, pri optimizirani metodi pa je bila izmerjena aktivnost bolj homogena
(Sliki 7 in 8). Razlike v aktivnosti so bile signifikantno razli¢ne (p=1,78x10"", 0=0,05). Pri
optimizirani metodi so se sicer pojavile vecje napake kot pri merjenju po neoptimizirani
metodi. Razlika med napakami pri obeh metodah je manj ocitna, ¢e se primerjajo relativne
napake (Slika 8).
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Slika 7: Prikaz B-galaktozidaznih aktivnosti seva B. subtilis BD2876, ki so bile izmerjene po dveh razliénih
postopkih ob merjenju s spektrofotometrom: postopku A (neoptimizirana metoda) in postopku B
(optimizirana metoda). Podane so povpreéne vrednosti aktivnosti v posameznih stolpcih mikrotitrske plosce
(vsaka od tock predstavlja 8 tehni¢nih ponovitev v jamicah). Testerski sev smo gojili pri 28 °C.
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Slika 8: Prikaz B-galaktozidaznih aktivnosti seva B. subtilis BD2876, normiranih na najvi$jo vrednost pri
neoptimizirani in pri optimizirani metodi merjenja s spektrofotometrom. Prikazane so povpre¢ne vrednosti v
posameznih stolpcih obeh mikrotitrskih plos¢.

4.2 VPLIV TEMPERATURE NA POTENCIAL IZRABLJENEGA GOJISCA SEVOV
B. subtilis ZA INDUKCIJO AKTIVNOSTI srfA-lacZ OPERONA

4.2.1 Vpliv temperature na rast producentskih in testerskih sevov B. subtilis (rastne

krivulje ob pridobivanju izrabljenih gojisc)

Izrabljena producentska in testerska gojis¢a Bacillus subtilis (BD2833 in BD2876) smo
gojili pri treh razlicnih temperaturah (24 °C, 37 °C in 51,5 °C). Prikazane so rastne
krivulje, ki predstavljajo eno izmed treh bioloSkih ponovitev, narejenih v duplikatih (Slike
9, 10, 11). Hitrost rasti je bila najvisja pri gojenju sevov pri 37 °C (generacijski ¢as tgen
testerja cca. 35 £ 2 min in producenta 42 + 1 min) (Slika 9), nekoliko nizja pri gojenju na
51,5 °C (tgen testerja cca. 43 £ 1 min in producenta 48 = 1 min) (Slika 10), najnizja pa pri
temperaturi 24 °C (tgn testerja cca. 101 = 3 min in producenta 124 + 1 min) (Slika 11).
Testerski sevi BD2876 so v povprecju rastli hitreje od producentskih sevov BD2833,
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hitreje so vstopili v stacionarno fazo rasti. Pri 37 °C je imel tester nekoliko krajSo lag fazo
in tako dosegel stacionarno fazo rasti nekoliko prej kot producent. Zanimiva razlika med
rastjo testerja in producenta je izrazitejSa pri 51,5 °C, Kjer tester vstopi v stacionarno fazo
hitreje kot producent in tudi doseze veliko nizjo maksimalno opti¢no gostoto. Slabsa rast
testerskega seva pri 51,5 °C (Slika 10), se je pojavila pri dveh od treh ponovitev poskusa,
za kar ne najdemo razlage. Pri 24 °C sta tako tester kot producent rasla pocasneje in zopet

je tester dosegel stacionarno fazo hitreje kot producent (Slika 11).
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Slika 9: Rastne krivulje sevov Bacillus subtilis v erlenmajericah pri 37 °C, prikazani sta rastni krivulji za
producentski sev BD2833 in testerski sev BD2876.
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Slika 10: Rastne krivulje sevov Bacillus subtilis v erlenmajericah pri 51,5 °C, prikazani sta rastni krivulji za
producentski sev BD2833 in testerski sev BD2876.
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Slika 11: Rastne krivulje sevov Bacillus subtilis v erlenmajericah pri 24 °C, prikazani sta rastni krivulji za
producentski sev BD2833 in testerski sev BD2876.
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4.2.2 Vpliv izrabljenih gojis¢, pridobljenih pri razli¢nih temperaturah gojenja, na

izraZzanje srfA-lacZ

Na Sliki 12 je prikazana aktivnost B-galaktozidaze testerskega seva, ki smo ga gojili v PIG,
pridobljenem pri 37 °C. Viden je gradient obarvanosti in sicer se z leve proti desni strani
plosce obarvanost povecuje zaradi vecanja deleza PIG in s tem signalnega peptida ComX.

V jamicah brez dodanega PIG se je obarvanost le rahlo povecala.

Slika 12: Primer obarvanosti mikrotitrske plo$¢e po izvedbi B-galaktozidaznega testa. Plos¢a je nacepljena s
testerskim sevom Bacillus subtilis BD2876 v mesanici sveZzega CM gojis¢a ter izrabljenih gojis¢ testerja ter
producenta (vzdolZ plos¢e v razliénih koncentracijah), pridobljenih pri 37 °C. S Stevilkami je naveden delez
PIG v izrabljenem gojis¢u v primerjavi s celotnim izrabljenim gojisc¢em (1G).

Kontrolna plosc¢a je prikazana na Sliki 13. Povsem brezbarvne so bile jamice v prvih Stirih
stolpcih, Kkjer je bilo prisotno le izrabljeno gojisce testerskega seva (K1) oziroma
producenta (K2), ki ga nismo nacepili s testerskim sevom. Reakcija razgradnje ONPG tu
ni potekla. Rahlo spremenjena barva se je pojavila v jamicah s testerskim sevom,
nacepljenim v svezem gojis¢éu (K3) ter v jamicah s testerskim sevom, nacepljenim v TIG
(K4). Intenzivno rumeno obarvanost zaradi razgradnje ONPG substrata smo zaznali v
jamicah zadnjih dveh stolpcev (K5), ki so vsebovale testerski sev BD2876 ter izrabljeno

gojisce producenta (PI1G).
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Slika 13: Obarvanost kontrolne mikrotitrske plo$¢e po izvedbi B-galaktozidaznega testa. Vsebina v jamicah
po stolpcih: K1 — izrabljeno gojisce testerskega seva, K2 — izrabljeno gojis¢e producenta, K3 — testerski sev
Bacillus subtilis BD2876 v svezem gojiséu, K4 — testerski sev BD2876 v izrabljenem gojis¢u testerskega
seva, K5 — testerski sev BD2876 v izrabljenem gojis¢u producenta.

Pri izracunu vrednosti B-galaktozidaznih aktivnosti smo od B-galaktozidaznih aktivnosti
testerja, gojenega pri posameznih koncentracijah PIG odsteli B-galaktozidazne aktivnosti
testerja, ki je rasel v testerskem izrabljenem gojis¢u (TIG). Najvisjo hitrost pretvorbe
ONPG substrata smo opazili pri plos¢éah s producentskim izrabljenim gojis¢em (PIG),
pridobljenim po gojenju bakterij pri 51,5 °C priblizno 7 ur. Vrednosti pB-galaktozidazne
aktivnosti so tu najvisje pri vseh koncentracijah PIG, najvi$jo vrednost pa dosezejo pri >75
% PIG (237 + 7 Millerjevih enot). Nekoliko manj3e vrednosti B-galaktozidazne aktivnosti
so se pojavile pri PIG, pridobljenim pri 37 °C, najniZje pa so bile te vrednosti pri PIG,
dobljenim pri 24 °C. V obeh primerih se pojavi najvisja -galaktozidazna aktivnost pri 100
% PIG in sicer 201 + 5 ME pri gojis¢u pridobljenemu pri 37 °C ter 74 = 7 ME pri gojiscu
pridobljenemu pri 24 °C. B-galaktozidazna aktivnost opazno naras¢a s povecevanjem
koncentracije PIG (Slika 14).
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Slika 14: pB-galaktozidazne aktivnosti testerskega seva B. subtilis BD2876, gojenega pri razli¢nih
koncentracijah producentskega izrabljenega gojiséa (PIG), pridobljenega pri razli¢nih temperaturah.
Testerski sev smo gojili pri 28 °C. Za vsako vrednost aktivnosti smo izvedli 16 tehni¢nih ponovitev v
jamicah mikrotitrskih plos¢, prikazana tocka predstavlja skupno povpreje. Na sliki je podana standardna
napaka.

Napake pri merjenju B-galaktozidaznih aktivnosti pri razli¢nih temperaturah in razli¢nih
koncetracijah izrabljenih gojis¢ so se v sploSnem gibale v rangu pod 10 %. Povprecna
relativna napaka aktivnosti B-galaktozidaze je v treh neodvisnih preizkusih pri razli¢nih
koncentracijah izrabljenih gojis¢ (Slika 14) znaSala (7 £ 2) % pri optimizirani metodi,

medtem Ko je pri neoptimizirani metodi znaSala (20 £ 8) %.

Primerjali smo B-galaktozidazne aktivnosti treh neodvisnih preizkusov, pri katerih smo
uporabili 25 % PIG. Za to koncentracijo smo se odlo¢ili zato, ker se tu [3-galaktozidazne
aktivnosti med razli¢nimi temperaturami vidno razlikujejo, kar kaZe na obcutljivost
testerskega seva za to koncentracijo PIG. Pri visjih koncentracijah PIG je receptor verjetno
ze nasi¢en s ComX. Pri izra¢unu smo upostevali faktor rasti celic producentskega seva ob

pridobitvi PIG (vrednost FIR), kar nam poda Stevilo bakterij, ki je feromon proizvajalo na
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casovno enoto. Poleg tega pa smo uposStevali tudi standard, ki je v preizkusih predstavljal

pozitivno kontrolo.

Pri primerjavi rezultatov treh neodvisnih preizkusov (Slika 15) ugotavljamo, da so se
vrednosti B-galaktozidaznih aktivnosti / (FIR x standard) pri 25 % PIG med posameznimi
preizkusi sicer razlikovale, vendar je bil trend enak. NajviSje vrednosti B-galaktozidazne
aktivnosti / FIR x standard smo izmerili, ¢e je bilo PIG pripravljeno pri rasti producenta pri
51,5 °C, vrednosti so bile nizje pri PIG (37 °C), najnizje pa pri PIG (24 °C). Razlike med
aktivnostmi B-galaktozidaze v PIG z razli¢nih temperatur so bile signifikantno razli¢ne in
sicer: p=0,026 za primerjavo B-gal. aktivnosti med PIG (51,5 °C) in PIG (37 °C), p=0,017
za primerjavo [3-gal. aktivnosti med PIG (37 °C) in PIG (24 °C) ter p=0,07 za primerjavo
B-gal. aktivnosti med PIG (51,5 °C) in PIG (24 °C).
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Slika 15: Primerjava B-galaktozidaznih aktivnosti / (FIR x standard) testerskega seva B. subtilis med

Testerski sev smo gojili pri 28 °C. Prikazani so rezultati pri 25 % PIG. Vsak stolpec predstavlja povprecje 16
tehni¢nih ponovitev v jamicah mikrotitrske plos¢e, na grafu so podane standardne napake.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Uvajanje in testiranje optimizacij

5.1.1.1 Optimizacija gojenja testerskega seva v mikrotitrskih plo§¢ah

Z zagotavljanjem ustrezno vlazne atmosfere, znizanjem temperature gojenja testerskega
seva v mikrotitrskih plos¢ah preko no¢i s 37 °C na 28 °C in z izdelavo dodatnih
pripomoc¢kov nam je uspelo znatno zmanjSati prekomerno izgubo tekocCine iz jamic
mikrotitrskih plos¢. Z gojenjem v skupni vre¢i sSmo tudi izenadili razmere za vse Vv
preizkusu uporabljene plosce, na kar kaze enakomerno izhlapevanje med posameznimi
plos¢ami. Po optimizaciji se je zmanjSala variabilnost opticne gostote kultur, ki se je pri
neoptimizirani metodi pojavila zaradi neenakomernih volumnov v jamicah. Pri gojenju v
mikrotitrskih plos¢ah je potrebna previdnost pri vzdrZzevanju volumnov v posameznih
jamicah, saj se z izhlapevanjem spremeni razmerje hranil, zaradi ¢esar lahko pride do
spremembe v rasti bakterij, to pa lahko pomembno vpliva na konéne izratune -
galaktozidazne aktivnosti. Z uvedbo optimizirane metode smo torej dosegli primerne in
enakomerne razmere za rast za vse jamice vseh uporabljenih mikrotitrskih plos¢ in s temi
spremembami omogocili nadaljnje eksperimentalno delo z manjSo ekpserimetnalno

napako.

5.1.1.2 Optimizacija izbire seva

Rezultati primerjave beta-galaktozidazne aktivnosti med testerskima sevoma B. subtilis
PS1010 in BD2876 so pokazali, da se je nekoliko visja aktivnost pojavila ob uporabi sevov
BD (pri rasti v producentskem izrabljenem gojis¢u - PIG). Razlike sicer niso bile

signifikantne (p=0,07 pri stopnji znacilnosti 0,05). Morda so producentske bakterije B.
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subtilis BD2833 proizvedle nekoliko ve¢ feromona ComX kot producentske bakterije B.
subtilis PS1004 oz. je bil testerski sev BD morda malce bolj obc¢utljiv na ComX, ¢eprav
tega ne moremo trditi, saj nismo izmerili ComX z direktno metodo. Pri BD sevih se je
poleg visje B-galaktozidazne aktivnosti v PIG pojavila tudi nizja aktivnost v testerskem
izrabljenem gojisc¢u (TIG), kar je bilo za vrednotenje vpliva temeprature na produkcijo
feromona ComX ugodno. Za sledenje koli¢ine ComX z biosenzorjem je namre¢ zaZeljeno,
da je razlika med vzorcem in kontrolo ¢im veéja, saj to omogoca lazje sledenje vpliva
okoljskih dejavnikov (npr. temperature). Iz tega razloga smo se kljub nesignifikantnim

razlikam odloc¢ili za uporabo sevov BD za nadaljnje preizkuse.

5.1.1.3 Optimizacija dolzine gojenja testerja za inokululacijo mikrotitrskih plos¢

Preizkus, pri katerem smo spremljali razlike v B-galaktozidaznih aktivnostih v odvisnosti
od rastne faze testerja BD2876, je pokazal nekoliko visje B-galaktozidazne aktivnosti v
primeru, ko je tester za inokulum bil inokuliran na mikrotitrske plos¢e v eksponentni fazi
rasti (v naSem primeru po 4 urah gojenja). Vendar pa razlike niso signifikantne (p = 0,15
pri stopnji znacilnosto 0,05). Pri testerskem sevu, inokuliranem v eksponentni fazi rasti, se
je pojavila vecja razlika med B-galaktozidaznimima aktivnostma v PIG (producentskem
izrabljenem gojis¢u) in TIG (testerskem izrabljenem gojis¢u) kot pri testerskem sevu v
stacionarni fazi, kar je bilo zaZeleno. Kljub nesignifikantni razlikam smo se pri nadaljnjih
preiskusih odlocili v prid krajSemu gojenju testerskega seva, kar nam je tudi ¢asovno

olajsalo eksperimentalno delo.

5.1.1.4 Optimizacija temperature med merjenjem [-galaktozidazne aktivnosti s
spektrofotometrom

Z uvedbo segrevanja plos¢ in ONPG raztopine na 30 °C pred merjenjem v

spektrofotometru smo poskrbeli za laZje vzdrZzevanje konstantne temperature na plo$¢i med
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samim merjenjem. Pri neoptimizirani metodi je bila namre¢ zacetna temperatura, pri kateri
je reakcija zacela teéi, veliko niZja od konéne temperature v spektrofotometru in encim f-
galaktozidaza ni mogel optimalno delovati skozi celoten potek merjenja. Z optimizacijo
protokola merjenja v spektrofotometru smo dosegli, da se je plosca v celoti med merjenjem
zadrZevala pretezno nad grelcem in tako odpravili pregrevanje na levi strani plosce oz.
temperaturni gradient, ki se je pojavljal vzdolZ nje pri neoptimizirani metodi. Poleg tega so
rezultati pri optimizirani metodi pokazali signifikantno visje B-galaktozidazne aktivnosti
(p<0,00001 pri stopnji znacilosti 0,05) iz Cesar lahko zaklju¢imo, da je bila povprec¢na
temperatura v gojis¢u v jamicah mikrotitrske plosce po optimizaciji blizje optimalni

temperaturi za delovanje encima -galaktozidaze.

5.1.2 Vpliv temperature na potencial izrabljenega gojis¢a sevov B. subtilis za

indukcijo aktivnosti srfA-lacZ operona

5.1.2.1 Vpliv temperature na rast producentskih in testerskih sevov B. subtilis (rastne

krivulje ob pridobivanju izrabljenih gojis¢)

Primerjava rastnih krivulj producentskih in testerskih sevov Bacillus subtilis (BD2833 in
BD2876), ki smo jih gojili pri razlicnih temperaturah, je pokazala najvisjo hitrost rasti pri

37 °C, nekoliko nizjo pri 51,5 °C ter najnizjo pri 24 °C, kar je bilo tudi pri¢akovati.

5.1.2.2 Vpliv izrabljenih gojiS¢, pridobljenih pri razlicnih temperaturah gojenja, na

izraZanje srfA-lacZ

Izrazanje srfA-lacZ pri testerskem sevu B. subtilis BD2876 se z nara$Canjem deleza
producentskega izrabljenega gojis¢a (PIG) ter z viSanjem temperature pri pridobivanju
izrabljenih gojis¢ povecuje. Ker se z viSanjem deleza PIG povecuje koncentracija
signalnega peptida ComX (ComX najdemo le v PIG), bi lahko, ob predpostavki, da je
aktivnost testerskega seva odvisna predvsem od koncentracije ComX, visje rezultate p-gal.

aktivnosti pripisali vecji koli¢ini tega feromona. Rahla obarvanost ob prisotnosti
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testerskega seva, nacepljenega v svezem ali testerskem izrabljenem gojiS¢u, se pojavi
zaradi prisotnosti peptida CSF, ki tudi inducira izrazanje srfA operona (Solomon in sod.,
1996) in se sintetizira tudi v testerskih sevih. Naras¢anje B-galaktozidaznih aktivnosti z
vecanjem deleza PIG je vidno pri vseh treh temperaturah (24, 37 in 51,5 °C). Najvisje
vrednosti -galaktozidazne aktivnosti se pojavijo pri 100 % PIG, odstopanje najdemo le pri
temperaturi 51,5 °C, kjer sklepamo, da se je biosenzor zasicil. Kaze, da ima temperatura
precejSen vpliv na koli¢ino B-galaktozidaze in s tem morda na sintezo ComX (vpliv
faktorja CSF na B-galaktozidazno aktivnost smo v grafiénih prikazih ze odsteli).

Odstopanja pri prikazu B-galaktozidaznih aktivnosti pri razli¢nih koncentracijah izrabljenih
gojis¢ niso velika, eksperimentalna napaka se v povprecju giblje okoli 7 %. Pred
uvedenimi optimizacijami je bila napaka priblizno 20 %. IzboljSava optimizirane metode
se kaze tudi v priblizno 4-krat visjih vrednostih B-galaktozidaznih aktivnosti, ki smo jih
dosegli z uvedbo optimizacij in z red¢enjem PIG (sistem se je pri visjih koncentracijah PIG
pri 51,5 °C Ze zasicil). Rezultati torej potrjujejo naso hipotezo, da bo optimizirana metoda
detekcije feromona ComX s pomocjo biosenzorja (testerskega seva) omogocala posredno
merjenje koli¢ine sintetiziranega feromona preko aktivnosti [-galaktozidaze z

eksperimentalno napako, manjso od 10 %.

Najvisje B-galaktozidazne aktivnosti se v nasi raziskavi pojavljajo pri gojenju testerskega
sledi aktivnost v IG (37 °C), najnizjo aktivnost testerskega seva pa zaznamo v IG,
pridobljenem iz kulture, gojene pri 24 °C. Primerjava vrednosti [-galaktozidaznih
aktivnosti med neodvisnimi bioloskimi preizkusi pri 25 % delezu PIG (linearno obmocje
testa) sicer pokaze dolo¢ena odstopanja v vrednostih med posameznimi preizkusi. Kljub
odstopanjem pa se vseeno pri vsakem neodvisnem preizkusu posebej ohranja omenjeno
razmerje med razli¢nimi temperaturami in ekspresijo srfA; rezultati so statisti¢no znacilni.

Ob nasi prvotni predpostavki da signalni peptid ComX neodvisno vpliva na rezultate -
galaktozidaznih aktivnosti testerskega seva, smo glede na rezultate sklepali, da se
produkcija ComX povecCuje z naraSCanjem temperature, pri kateri gojimo bakterije za
pridobitev izrabljenega gojisc¢a. Vrhar (2012) je v diplomskem delu tudi pokazala, da se

.....

cev v
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ali pri 24 °C, kar se sklada z naso hipotezo. Vendar pa istoCasno navaja, da se pri visji
temperaturi pojavi niZja ekspresija genov comX in comQ, prav tako pa se pri 51 °C precej
zniza tudi ekspresija srfA-lacZ. Gena comX in comQ sta bistvena pri sintezi signalne
molekule ComX (Bacon Schneider in sod., 2002) in njuno zmanjSano izrazanje pri visjih
temperaturah nakazuje na potencialno zmanjSano sintezo ComX. Tudi nekatere druge
raziskave, v katerih so preiskovali temperaturno odvisnost izrazanja signalnih molekul
AHL pri po Gramu negativnih bakterijah, kazejo v prid zmanjSanju produkcije signalnih
molekul pri visjih temperaturah (Medina-Martinez in sod., 2006; Barnard in sod., 2007,
Tait in sod., 2010). Podoben ucinek naj bi temperatura imela tudi na izrazanje SrfA; Ohno
in sod. (1995) so pri preucevanju vpliva temperature na produkcijo surfaktina pri B.
subtilis ugotovili, da se je pri gojenju sevov pri temperaturah 23, 37 in 48 °C pojavi
optimalna produkcija pri 37 °C, nad to temperaturo pa se le-ta zniza. Naras¢anje [-
galaktozidaznih aktivnosti testerja z naraS¢anjem temperature ob pridobitvi izrabljenih
20jis¢ v nasih preizkusih bi lahko razlozili s prej omenjenim pojavom visjih koncentracij
ComX v izrabljenem gojis¢u pri visokih temperaturah. Morda je to posledica vecje difuzije
molekul ComX v izvenceli¢ni prostor zaradi visjih temperatur (Vrhar, 2012). Vendar pa je
zanimivo to, da se izraZanje srfA testerskega seva B. subtilis ob rasti pri razli¢nih
temperaturah spremeni tudi ob konstantni koncentraciji ComX. Ugotovili so, da je bila v
tem primeru ekspresija srfA pri 51 °C minimalna, nekoliko viSja pri 37 °C in najvisja pri 24
°C (Vrhar 2012). To se razlikuje od naSih rezultatov, kjer je bila ekspresija srfA najvecja
pri 51,5 °C in se je s temperaturo nizala, vendar smo mi testirali vpliv izrabljenih gojisc,
pridobljenih pri razli¢nih temperaturah, medtem, ko je bila temperatura gojenja testerskega
seva konstantna (28 °C). Kot kaze pa vseeno na izrazanje gena srfA in s tem na pojav f3-
galaktozidaznih aktivnosti ne vpliva le feromon ComX, kot smo najprej domnevali, ampak
gre tu za vpliv drugih dejavnikov, ki vplivajo na dinamiko izrazanja srfA v odvisnosti od
temperature. Morda ta faktor vpliva na katero od komponent komunikacijskega sistema
comQXPA ali pa vpliva po neki drugi poti na izrazanje gena srfA. Nasi rezultati bi lahko
torej bili delno odraz koli¢ine signalnega peptida ComX v posameznem izrabljenem
gojis¢u, delno pa morda tudi odraz vpliva neznanega regulatorja izrazanja srfA, katerega
aktivnost/koncentracija se visa z visanjem temperature. Glede na podatke Vrhar (2012) ne

moremo potrditi nase hipoteze, da je koli¢ina sintetiziranega ComX v pozitivni korelaciji s
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temperaturo, se pa s temperaturo vsekakor povecuje potencial izrabljenega gojis¢a za

indukcijo srfA-lacZ.

Poleg tega hitrost rasti ne vpliva bistveno na zmoznost izrabljenega gojisc¢a, da sprozi
izrazanje srfA-lacZ, saj je bila hitrost rasti producenta najvisja pri 37 °C in ne pri 51,5 °C,
Kjer je bila glede na naSe podatke ekspresija gena srfA najveéja. Na podlagi dobljenih
rezultatov lahko zaklju¢imo, da odnos med hitrostjo rasti in sintezo omenjenega feromona

ni premosorazmeren, kar potrjuje naSe prvotne domneve.

5.2 SKLEPI

e Metoda za posredno dolocanje koli¢ine feromona ComX preko merjenja f-
galaktozidazne aktivnosti sevov B. subtilis po uvedenih optimizacijah omogoca

merjenje z eksperimentalno napako, manjso od 10 %.

e Potencial izrabljenega gojisca, da sprozi ekspresijo srfA-lacZ, se veca z
nara$Canjem temperature ob pridobitvi izrabljenega gojisca; ekspresija srfA je

najvisja pri 51,5 °C in najnizja pri 24 °C.

e Povecan potencial izrabljenega gojis¢a za indukcijo gena srfA-lacZ pri vi§jih
temperaturah ne moremo pripisati le koncentraciji ComX, glede na podatke, ki jih

je objavila v diplomskem delu Vrhar (2012).

e Hitrost rasti sevov B. subtilis ne korelira premosorazmerno s potencialom

izrabljenega gojisca, da inducira izrazanje gena srfA-lacZ.
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6 POVZETEK

Vpliv dejavnikov okolja na zaznavanje kvoruma pri bakterijah je v splosSnem slabo poznan.
Namen diplomskega dela je bil optimizirati metodo za testiranje vpliva okoljskih
dejavnikov (temperature) na medceli¢no komunikacijo, natanéneje na produkcijo feromona

ComX pri bakteriji Bacillus subtilis.

Operon comQXPA pri B. subtilis kodira mehanizem za zaznavanje celicne gostote in
nadzoruje razvoj genetske kompetence in drugih prilagoditev stacionarne stopnje rasti.
ComQ je protein, ki modificira peptidno signalno molekulo ComX, ki se nato izloci iz
celice. Feromon ComX zazna dvokomponentni sistem ComP-ComA, kar vodi v izrazanje
gena srfA ter s tem v razvoj kompetence in produkcijo surfaktina (Bacon Schneider in sod.,
2002).

V preizkusih smo uporabili dva seva B. subtilis in sicer producentski sev BD2833, ki
proizvaja feromon ComX ter testerski sev BD2876, ki omenjenega feromona ne sintetizira,
se pa nanj lahko odzove (Stefani¢ in Mandi¢-Mulec, 2009). Oba seva sta v genomu
vsebovala fuzijo genov srfA-lacZ. Producentske in testerske seve B. subtilis smo gojili pri
razli¢nih temperaturah (51,5 °C, 37 °C in 24 °C) ter pri teh temperaturah pridobili njihova
izrabljena gojisca. Izrabljena gojisca testerskega 0z. producentskega seva smo testirali na
vsebnost ComX s pomocjo biosenzorja (testerskega seva) ter tako preverjali vpliv
temperature na sintezo omenjenega feromona posredno preko izrazanja gena srfA-lacZ

testerskega seva.

V okviru optimizacije metode smo optimizirali rast testerskega seva v mikrotitrskih
plos¢ah, pri ¢emer smo plos¢e opremili z nosil¢ki za boljSe prehajanje kisika, podlozkami
za fiksacijo pokrovov ter jih inkubirali v vre€i, v primerno vlazni atmosferi. S tem Smo
uspeli zmanjsati izhlapevanje in ustvariti razmere za enakomerno rast testerja ¢ez celotno
mikrotitrsko plosc¢o. Sledila je optimizacija seva in sicer smo seve PS Bacillus subtilis
zamenjali s sevi BD iste vrste. Z zamenjavo sevov smo pri BD sevih zaznali malce visje -

galaktozidazne aktivnosti v primerjavi s sevi PS Bacillus subtilis. Preverili smo vpliv
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rastne faze testerskega seva za inokulacijo mikrotitrskih plos¢, na katerih smo merili B-
galaktozidazno aktivnost. Optimizacija je vklju¢ila tudi segrevanje plos¢ in ONPG
raztopine na 30 °C ter prilagoditev temperature in programa merjenja v spektrofotometru
pred zacetkom preizkusa. To je prispevalo k bolj temepraturno izena¢enim razmeram
vzdolz celotne mikrotitrske plosce ter konstantni temperaturi za delovanje encima [-
galaktozidaze od zaCetka do konca poteka reakcije. Rezultati so pokazali signifikantno
viSje PB-galaktozidazne aktivnosti pri izboljSani metodi. Eksperimentalna napaka pri
merjenju B-galaktozidaznih aktivnosti pri razli¢cnih delezih producentskega izrabljenega
gojisca je bila po uvedenih omenjenih optimizacijah manjsa od 10 %, pred optimizacijami
pa je ta napaka bila 20 %. Poleg tega je bila vrednost f-galaktozidaznih aktivnosti pred

uvedbo optimizacij tudi do 4-krat manjsa.

.....

pridobljenih pri razli¢cnih temperaturah, so pokazale, da je bilo izrazanje srfA-lacZ najvisje
v izrabljenem gojis¢u, ki smo ga pridobili pri 51,5 °C, nekoliko nizja pri 37 °C in najnizja
pri 24 °C. Ti rezultati nakazujejo, da je sposobnost izrabljenega gojis¢a, da inducira
izrazanje srfA, v pozitivni korelaciji s temperaturo. Morda bi s temperaturo lahko narasc¢ala
tudi kolicina ComX feromona, vendar tega na osnovi nasih preizkusov ne moremo trditi.
Hitrost rasti je bila najvisja pri 37 °C in ne pri 51,5 °C, kar kaze, da vpliv temperature ni v

direktni korelaciji s hitrostjo rasti in torej ne gre za premosorazmeren odnos.
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Priloga A: Rast testerskega seva PS1010 (Bacillus subtilis) v mikrotitrskih ploscah,

stresanih na stresalniku za erlenmajerice in stresalniku za mikrotitrske plosce.

V jamicah ene mikrotitrske plosce je bilo 50 % svezega gojisc¢a (SG), 50 % izrabljenega
gojisca producenta (PIG) ter 2 % inokulum testerja, v jamicah druge plosce pa smo PIG
nadomestili z izrabljenim gojis¢éem testerja (T1G). Plos¢e smo gojili na 37 °C. Zaradi
menjave stresalnika med samim preizkusom smo mikrotitrske plos¢e najprej inkubirali pri
250 obr./min, v drugem delu preizkusa pa na novem stresalniku za mikrotitrske plosce pri
1000 obr./min. Med gojenjem smo v zaporednih ¢asovnih intervalih prekinjali rast testerja

ter merili ODgsop. Modre tocke oznacujejo rast v PIG, rdece oz. roznate tocke pa rast v TIG.
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Priloga B: B-galaktozidazna aktivnost testerskega seva PS1010 (Bacillus subtilis) v
mikrotitrskih plosc¢ah, stresanih na stresalniku za erlenmajerice in stresalniku za
mikrotitrske plosce (dolo¢anje najprimernejSega Casovnega intervala za prekinitev rasti

testerskega seva).

Pridobili smo pB-galaktozidazne aktivnosti testerskega seva PS1010 v mikrotitrskih plos¢ah
in sicer z namenom ugotoviti v kateri fazi gojenja se pojavljajo najprimernejSe aktivnosti
za izvajanje meritev. Modre tocke oznacujejo rast v PIG, rdece oz. roZznate tocke pa rast v
TIG. Izbrani ¢as gojenja je moral omogocati prakticno izvedbo preizkusa, ¢im visje p—gal.
aktivnosti ter zadostno razliko med B-gal. aktivnostma v PIG in TIG. Zaradi nadaljnjega
dela z novim stresalnikom smo preferen¢no upostevali to¢ke, dobljene z le-tem. Najvecja
razlika v B-galaktozidaznih aktivnostin med gojenjem testerja v PIG in TIG na novem
stresalniku se je pokazala pri 12 in 19 urah rasti. Ker smo predpostavljali, da se ravno tako
visoke vrednosti B-galaktozidaznih aktivnosti pojavijo tudi med omenjenima ¢asovnima
intervaloma in zaradi lazje prakticne izvedbe, smo se odlocili, da je rast testerja v

mikrotitrskih ploS¢ah najbolj smiselno prekiniti po 16 urah gojenja.
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Priloga C: Rastne krivulje testerja BD2876 v mikrotitrskih ploscah pri rasti v meSanici
svezega gojis€a s 50 % producentskim izrabljenim gojis¢em (PIG), v meSanici svezega

gojisca s 50 % testerskim izrabljenim gojis¢em (TIG) in v 100 % svezem gojiscu (SG).

Najboljsa rast testerja BD2876 se je pojavila v 100 % svezem gojis¢u, nekoliko slabso rast
s 50 % TIG. Po 16 urah gojenja v mikrotitrskih plos¢ah (tu smo v preizkusih prekinili rast
In izvajali nadaljnje meritve) so bile ze krepko v stacionarni fazi rasti. Toc¢ka ODgsg pri 23
urah gojenja testerskega seva v meSanici 50 % SG s 50 % PIG, ki izstopa, je posledica

kontaminacije.



Vogri¢ V. Vpliv temperature na medceli¢no signaliziranje s ComX pri bakteriji Bacillus subtilis.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2013

300

250

200

150

100

Beta-galaktozidazna aktivhost [ME]

50

Priloga D: Prikaz B-galaktozidaznih aktivnosti po stolpcih mikrotitrske plosce pred in po
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Zaporedne Stevilke stolpcev mikrotitrske plosce

uvedbi optimizirane metode pri merjenju s spektrofotometrom.

Za naslednji prikaz smo zdruZili po dva zaporedna stolpca mikrotitrske plosce ter prikazali
njuno povpreéje B-galaktozidazne aktivnosti (to smo izvedli za lazjo primerjavo, saj je bila
pri meritvah v mikrotitrskih plos¢ah vsebina dveh zaporednih stolpcev vedno enaka - 2
ponovitvi). Vijoli¢ni stolpci prikazujejo rezultate pred optimizacijo, modri stolpci pa
rezultate po optimizaciji. Pri optimizirani metodi ni vidnega padca p-galaktozidaznih

aktivnosti z leve proti desni strani ploscée, kot to lahko opazimo pri merjenju po predhodni

metodi.
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