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Bacillus sp.

O

Aerobni, tyckovitého tvaru,
endospory tvofici, G+bakterie s
nizkym pomérem G+C part

50 popsanych druha

1872 Ferdinand Cohn — Baci/lus
subtilis 174 (ATCC6051)

B. subtils, B. anthracis, B. megaterium
B. pumilus, B. thuringiensis, B.
amyloliquefaciens, B. atrophaeus, B.
clansiz, B. sphaericus, B. fusiformis, B.
Dpyenus, B. circulans, B. badins , B.
macerans, B. polymyxa ,




Bacillus subtilis

Historie

Luis Pasteur — 1. antibakterialni vakcina

teplem 1naktivovany

Robert Koch — anthrax — postulovani zavislosti infekéniho agens a

specifické nemoct

do poloviny 20. stoleti — zajem o jeho funkci
infekéni choroby (lidské, zvifeci, hmyzi, rostlinné)

producent antibiotik a proteas,
dalsi uzitecné produkty
alkaline protease (subtilisin),
a-amylase.

vznik spor

jako experimentalni model
mechanismus genové regulace
studium metabolismu
diferenciace

Native proteins
o.g. x-amylase

XD
/ ]

Peptide antibiotics

L4
% e.g. gramicidin
2

Gramicidin synthetase
i\ T

.
Heterologous proteins Vitamins and metabolites 3‘:
o.q. interferon 'S e.q. riboflavin



Bacillus subtilis

Historie

1947 — PR.Burkholder, N.H.Giles
expozice kmene B.s. Marburg — paprsky X

isolace velkého mnozstvi auxotrofnich mutant

zaklad pro studium syntézy a metabolismu
aminokyselin

mechanistické studie rekombinace
1958 — J. Spizizen
B.s.168 kmen s tryptofanovou auxotrofii
prvni pokusy demonstrujici transformaci

1966-1977- Spizizen, Schaetfer, Hoch
isolace a mapovani nesporulujicich mutant

elektron mikroskopické snimky v rznych stadiich
sporulace



Bacillus subtilis

2. nejstudovanéjsi bakterialni model
snadna geneticka manipulovatelnost
schopnost sporulace
pozdéji modelovy G™ organismus
druha polovina 70. let — zacatek DNA rekombinantnich
technik
1978 — 1979 — objeveni alternativnich sigma faktort
SpoA — prvni respons regulator
80. 1éta — prace na studiu sporulace, kompetence

90. léta — objasnéni molekularni podstaty genové regulace v
odpovédi na enviromentalni stresy



Bacillus subtilis

rozvoj sekvenacnich technologii
1989 - B.s. 168 — jeden z prvnich sekvenacnich projektt
v zaveru 34 laboratofi

1997 — uvefejnéna sekvence celého genomu
Kunst et al.: Nature 790, 249-256

obsahuje 4 106 genu
1 500 — definovna funkce
1 000 — dedukovana funkce
1/4 gent proteiny k ziskavani energie a biosyntéze
86 tRNA, 30rRNA, 3 stabilni RNA
16 sigma faktort
200 regulacnich proteina
profag Spp
10 faghm podobné elementy (defektni profagy)
zadné IS nebo transposony
pouze transposon like proteiny v defektnich profazich



Bacillus subtilis

stanoveni protein kodujicich sekvenci — 1500 operona
dobra konservovanost RBS
start kodony: ATG, TTG, GTG
potencionalni operony: Rho nezavislé terminace
rRNA kodujici geny — 10 operont — vétsina v blizkosti zacatku replikace
tRINA genti — 88- predigovany bioinformatickymi nastroji
12 operonti

7 z nich v blizkosti nebo uvnitt rfRNA klastri
8 osamocenych

Subtilist database: http://genolist.pasteur.fr/Subtilist/
FEBS Lett: 430: 28-36, 1998

Codone usage and lateral gene transfer in B. subtilis. Curr. Opin.
Microbiol. 2: 524-528, 1999.



Bacillus subtilis

Transformace -

pfirozena kornpetence —

pfi saturovaném mnozstvi linearni homologni DNA (1 pug/ml bunek) —
5% bunck v populact

plazmidy — intaktni10-2 — 103, po ligaci 10~

elektroporace — frekvencel0* transformantd na pg DNA
mutanty defektni v pfirozené kompetenci
efektivnost dosazena pouze u intaktnich replikont

transformace protoplastl — frekvence 107 transformantd na pg

DNA
linearni monomerni molekuly
indukovana kompetence (Ca, heat schock)
malo ucinna
plazmidy s chromosomalnimi markery ani v 7e¢BC - kmenech



Bacillus subtilis

Transdukce
bylo popsano nckolik transdukujicich faga
PBS1, AR9 — nejcastéjt pouzivany
vyhody
jsou velci — 250 bp — rychlé mapovani
nevyhody
infekce prostrednictvim flagel — testovat kmen na motilitu

rekombinacni mechanizmus neni dostatecné popsan
neni rezistentn{ k restriket

SPP1
lépe popsan, mensi
DNA ve formé konkatamernich plazmida
vytvofeny rekombinantni vektory s fagovou DNA



Bacillus subtilis

Konjugace
laboratorni kmen nema plazmidy

divoké kmeny
konjugativni 1 mobilisovatelné plasmidy, konjugativni transposony,
$itf se v G+ bakteriich -
Tn925(tet) — Enterococcus feacalis
pfenos do B.subtilis
mobilisuje pfenos chDNA -
neprobiha jako # E. coli
nizka frekvence pfenosu

probiha pouze na pevném mediu — agar

vyuziti pro pfenos transpozont mezi jednotlivymi kmeny



Bacillus subtilis

Restrikéné modifikacni systémy (R/M)
nckolik systémt — vyvinuty na ochranu proti bakteriofagové
infekci
tyto systémy ovliviiuji 1 dalsi inter i intraspecificky transport
DNA
vysoce specifické DNA vazajici proteiny
zajimavé evolucn¢ — dva systémy dohromady

review o vSech systémech: Wilson, Nucleic.Acid.Res. 19, 2539,
1991.

v Bacillus subtilis 168 — pouze jeden systém — Bs#MI
v chromosomu v 47 koordinate
klasicky R/M systém — methylace C — 5mC
podili se na pfistupnosti kmene k rastu bakteriofagt



Bacillus subtilis

v ostatnich WT kmenech R/M systémy fagového ptivodu

temperované tagy B.subtilis. a amyloliquefaciens -
SPR, 3T, SPP1, pu, H2 — monospecifické a multispecifické
Mtasy bez pfibuznych Enas

mistné specifické Mtasy nesouvisejici s R/M systémem (Dam
a Dcm)
nebyly u B. subtilis identifikovany

byl prokazan vztah mezi Mtasami C5 a stavem kompetence
Ganesan ez al. 1979, J.Bact. 139, 270.
vliv na transport DNA do bunky -

puvod substratu
naroky na rec asistenct

pocet molekul DNA



Table 1. R’M systems of B. subtiits, B. amviohquefaciens, and some other Bacillus strains

Organism Genomic Phages treference[s])

q TsesTion DNA target® Prototype
an fs_vstem ( ? v (reference[s])) R/M system
Mresstence) TEIerencs Restricted Nonrestricted
B. subnilis .
BsuMI hsdy, = 47 (80) Py | TCGAPu (10. 31, Xhol-Asull #105c¢ (85) 429, SPP1 (85), ¢2 (46)
nonB (80) 47) SP18 (114), PZE (28)
SP10, #NR2 (80) 15, PZA plate only on
Spo~ cells (28); SP10,
oNR2 plate on nonA
nonB (hsdy,, R~ M™) 168
strains (80)
BsuRI hsdyg, 59 (43) GG | CC (13, 33, 34, Haelll SPP1, ¢#105c, $29, SP82, SP50, H1 (12);
50) SP02 (104); SP8 PBS1, SP01 (104); SPR,
(33); Z(71) &3T, pllg, pll,, SPB, H2
(71, 109)
BsuF1 hsdy, 59 (43) C | CGG (48, 108) Mspl #105c¢ (85), SPPI
(48)
BsuCl hsd, 59 (43) ND ND &105¢ (85)
BsuEl hsdyg, 337 (43) CacG BstUI @¢105c (85), SPPI
(47)
BsuBl hsdyg, 345 (43) CTGCA | G (88. 116) Pstl $105c (85) SPP1 (116)
B. amyvioliquefaciens
BamHI ND G | GATCC (16, 79); BamHI #105c¢ (85) @1 (63)
modified base 1s
N4mC (16)
BamNI ND G , GATCC (87) BamHI ¢105c (85, 86), ¢l @29, SPP1 (85)
(63), ®NR2 (63)
BamNx ND G | GACC (41) Avall #105c (85, 86), ol &1rH (64)
(63), dNR2 (63) &NR2rH (63)
B aneunnolyticus
Banl ND G | GPyPuCC (95) Banl

B sphaericus
BspRI ND GG, CC (53) Haelll



transformace linearni DNA
béhem transportu — ssDNA — necitlivd k R/M modifikacim

rec dependentni

vznik segmentu hemimethylované DNA v ramci chromosomu
muze byt vice rezistentni vici Enasam
rychleji se pfeméni na plné¢ methylovanou Mtasmi

po transformaci jednoho markeru plati

vztah mezi koncentraci transformované DNA a poctem ziskanych
transformantd je linearnf

transformace plazmida

vyzaduje multimerni molekulu
pfi formovani plazmidu se tvofi dimer
je citlivy k restriktazam



Bacillus subtilis

transformace plazmidu

Cornost et al. 1981 -

pfi inserci fragmenti chDNA B. subtilis do plazmida
umoznuje transformact monomerniho plazmidu

pii rec aktivnich kmenech synapse homolognich c¢asti s
chromozomem —
vznik hemimethylované dsDNA po syntéze DNA v mistech synapse
rezistentn{ k restrikci
nehomologni ¢asti — pfi existenci restrikéntho mista nechranéné

pokud se pouzije Rec- kmen
efektivnost transformace se radikalné snizi

restrikéni mista nejsou chranéna hemimethylovanou formou —
chova se jako plazmid bez homologie



Bacillus subtilis

transfekce — kompetentnich bunck

sice transport ssSDNA -

uvnitt bunck hybridizace s komplementarnim vlaknem -dsDNA

citlivé k restrikci

moznost transfekce nemodifikované DNA
jeji hybridizace s preinfikovanou butikou (marker rescue)

hemimethylovana DNA je k restrikci rezistentni

transdukce — citliva k restrikci — dsDNA
transformace protoplasti — dsDNA



schéma rekombinacnich udalosti

fagova infekce, transdukece,
transtormace protoplastt

transtormace s homologni sekvenci
transfekce

transfekce za podminek marker rescue
transtormace plazmidd bez homologie
transformace s homologii k plazmidu

transformace plazmidu s homologii v
chromosomu




Plazmidy

laboratorni kmeny nemaji vlastn{ plazmidy

pouzivaji se plazmidy Stafylokoku a Streptokokt

dva druhy plazmida
malé s RSR replikaci -
velké s © replikaci (pl.S20 isolovan z Bacillus (1995)
RSR plasmid — 4 tidy — pE194, pC194, pT181, pSN2
vlastni Rep protein -
reguluje pocet kopii
iniciuje a terminuje replikact
terminace obcas neprobcéhne — vznik multimernich ssDNA plazmidovych vlaken
HMW (high-molecular-weight)
cizoroda DNA zvysuje vznik HMW struktur — nestabilita
nepomaha RecBCD mutace jako u E. co/i

nevhodnost jako klonovaci vektory
Ts mutace — doprava transpozont



Bakteriotagy B.s. - temperované

pouzivaji/li se ke genetickym manipulacim a analyzam
klonovaci experimenty — fagové vektory — @105, SP[3
infektivnost, stabilni lysogeny s profagem v jedné kopit
komplementace
exprese genovych fuzi na riznych genetickych pozadi
nadprodukce heterolognich a rekombinantnich proteint
klonovani genti

pfima selekce pomoci markeru nebo komplementaci
moznost screeningu zadoucich rekombinant

generalizovana transdukce — PBS1 — pseudotemperovany
velky tag — 5-10% genomu



Bakteriotagy B.s. - temperované

®105 - podobny A
velikosti, mortologii, organizaci genti
kap. 57 — Bacillus subtilis and relatives , ASM Press, 1993
pouzivané vektory delecni mutanty @105DI:1t

klonovaci vektory —
kapacita 5-6 kbp,
3 klonovaci{ mista (BamHI, Sall, Xbal)
rekombinantni molekuly — amplifikovany transtekci protoplastt
knthovna — infekei citlivych bakterii a sklizeni generace fagt

screening — infekce patficného kmene knithovnou a vyseti na
selekéni nebo diferenéni medium

mala ¢ast vytvofi lysogeny — naklonovani zadouciho



Bakteriotagy B.s. - temperované

uspesné prt klonovani sporulacnich gent
nevyhody — nizka klonovaci kapacita vektort
byly isolovany delsi delece
infekce v pfitomnosti pomocného faga
neumoznuje piimé klonovani
transformace protaga

unikatni pro B. subtilis

transformace linearni DNA
restrikéni fragmenty jsou ligovany s fragmenty fagové DNA
vysledna linearni DNA transformovana do kmene nesouci
profaga

inserce do profaga homologni rekombinaci



Bakteriotagy B.s. - temperované

zvyseni efektivity —
ligace do plazmidu obsahujici definovanou fagovou sekvenci

nutna znalost sekvence a funkce ORFs faga

moznost umisténi selektovatelného markeru
SP -
vetsi — 120 kbp
meéne popsan
profag pfitomen v pivodnim kmeni Marburg

isolovan kmen s 27 kbp neesencialnimi delecemi
veétsi kapacita pro heterologni DNA

pouziti pro specializovanou transdukeci



Bakteriotagy B.s. - temperované

Expresni vektory — produkce proteint

D105 a defektni PBSX (podobny SPf)

modifikace profaga —
mutace umoznujici teplotni aktivaci protaga

identifikace restrik¢niho mista v silné indukované restrikcni
jednotce

mutace zabranujici lyst hostitelskych bunéck

systém odvozeny od PBSX
integrace plazmidu s inzertem a fagovou sekvenci do
proftaga — Campbell like rekombinace

inzerci plazmidu se blokuje lyze bunck



Schéma systemu

Selectable \
marker _

V\ Gene to be
: expressed

Strong
thermoinducible X
promoter

xhi-]479 h--------.-.--------. ------ LELE LN LY YY) 3

PB}S)X Genes for cell lysis
prophage
Selection for
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plasmid by
homologous
recombination

Protein

production Downstreai
,V transcription blocked
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Integrated plasmid




Integracni plazmidy

plazmidy neschopné se replikovat v B. s#btilis a obsahujici
homologni sekvenci z B. subtilis

genetické manipulace

mutagenni studie

biologicka vlastnost B. s#btilis - vysoka rekombinacni
schopnost pfi prenosu DNA u kompetentnich bunck

heterologni DNA

pokud je ohranicena homologni sekvenci je inzertovana do mista
homologie

,»naligovanou® studovanou sekvenci
sekvenci ,,nepotfebného* genu - amy



Integracni plazmidy

v soucasné dobé mnoho typd — mnoho zptsobu vyuziti
klonovani
knock out genti
komplementace
fize s reportérovym genem
exprese pod regulaci vlastniho promotoru
studium regulace transkripce

exprese proteinu

Seznam dostupnych pres BGSC
http://www.bgsc.org/Catpart4d.pdf



Integracni plazmidy

obecné schema integrace Campbellova typu

Plasmid




Integracni plazmidy

Klonovani, knock — out genti
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Integracni plazmidy

obecné schéma vytvofeni fuze s reportérovym genem

Single
o Crossover
Target .._._f—_._..
Locus arfi
Integration

orfA"  reporter abr bla on ‘orfd



Integracni plazmidy

GFP — exprese celého proteinu pod regulaci
vlastntho promotoru, fuze proteinu v operonu
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Integracni plazmidy

obecné schéma inserce do nepotiebného genu (a7zy lokusu)

Flasmid

Double

x X Crossover

Tamget
Locus ===

Integration

target S oA abr target -3'



Integracni plazmidy

fuze s galaktozidazou — studie promotoru,

expresni vektor s inzerci do JacA
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znaceni proteint — snadna detekce pomoci protilatky
proti znacce (tag), snadna isolace (His)
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sporulace

Efekt zmén v signalnich drahach na formovani biofilmt. Monitorovani
pomoci time-lapse fluorescence microscopy

Pouzité kmeny B.subtilis cotC-gtp (PeotC-cotC-gfp), I1A-gtp (PspolLA-gfp [wt]),
ITA/spoOE (PspollA-gfp [spoOE]), ILA/rapA (PspollA-gfp [rapA]), and
ITA /sinR(PspolLA-gfp [sinR])




Sporulace Bacillus subtilis

isolace Spo” mutant — zasadni —
mnoho
identifikace — nesporulujici kolonie
sporulujici — tmavé hnédé
nesporulujici — bez pigmentu
fenotyp — elektronovy mikroskop

rozdéleny podle stadii sporulace

geneticka analyza jednotlivach
mutant

nomenklatura
spo — fimska cislice — pismeno
0-VII — Sest stadii sporulace
jednotlivé ORFs klustera




Spo0 - Regulace iniciace sporulace —

mnoho ma pleitropni fenotyp

ovlivnéni téz produkce antibiotik, degradativnich enzym, vyvoj transformace

KinABCDE - signalni kinazy —

reaguji na razné environmentalni signaly
spoOF — fosforylovan kinazami —

prvni clanek kaskady
spo0B — fostransferazovy enzym
spo0A — vlastn{ transkripcni faktor

pozitivni 1 negativni — zalez{ na hladiné spoOA-P

spolC p

spollfE spolVE

cofd :

'Lx

Entry into Polar Engulfrent Cortex EE;'.‘ral
sporulation septation farmation maturaticn
Stage O Slage Il Stage 1 Stage IV Stages V=Vl

=

"@ D)
i

i

L

Release Dormant
spore

Stacge Y11



spo0A-P - vlastnosti

nizké koncentrace — pozitivni regulace

syntéza antibiotik, degradtivnich enzymu, vyvoj kompetence a
biofilmu

vysoka koncentrace — aktivace nckolika sporulacnich operont
apollA, spollF, spoll6

aktivaci — nezvratny vstup do sporulace

Signals (7)
7 , o Antibiotics, biofilm formation,
IJ, 99 = competence, and degradative enzymes
ATP -~ Kin -SpolF _~Spo0B ~SpolA i
\”a .ff ABCDE\‘H -';f '\\"- ."f ‘\\h'. i
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ABCDE-P spollG



Spo0A-P — regulace koncentrace

KinA, KinB — sensory intenzivniho hladoveni
vysoka koncentrace Spo0OA-P
sporulace

KinC, KinD, KinE — stimuly neznamé
nizka koncentrace SpoOA-P

syntéza antibiotik, degradtivnich enzymu, vyvoj kompetence a
biofilmu

zabijen{ nékterych bunék — kanibalismus
fostatazy — stimuly fyziologické 1 environmentalni
defosforylace téz SpoOF-P
pusobi jako negativni regulatory sporulace
malo probadané



fostatazy
Spo0E — fostataza SpoOA

null mutant — hypersporulacni
nadprodukce — inhibice sporulace
typické chovani negativni regulace

SpoOL — fosfataza SpoOF

supresorovou mutaci
podobné genetické vlastnosti jako SpoOE

RapA, RapB — fostataza SpoOF
fostatazy reagujici na kompetencni faktor
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Kompartmentalizovana regulace sporulacnich genti

diferenciace do spory — béhem deleni bunck
matefska bunlka a prespora — geneticky identické
X
exprese specifickyhc proteint pro vytvofeni spor v cytoplasme
matefské bunky
nutna kompartmentizace
regulace sporulacnich genti — 5 sigma faktora
sigma E.FGH,K
matefska bunka — E.K
prespora — FG

nacasovani transkripce a kompartmentizace



piistupy studia regulace

fuze s repotérovymi geny — lacZ, gus, GFP
nacasovani transkripce genti

korelace zacatku transkripce od zacatku sporulace

korelace s morfologickymi zménami

zavislost exprese jednoho genu na druhém

pfima nebo nepfima regulace
pt.: exprese spollA:lacZ je zavisla na vSech genech spo0 ale ani na jednom z ,,pozdéjsich
lokusu

O C¢

TABLE 14.3

Timing and dependenco patterns of gene expression

Geneor .~ . Timeof = : Express:on in mutants of gene oroperon

operon . <. expression T o ~ . GRS
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zavislost na jednotlivych sigma faktorech
identifikace podle databazi sekvence
predikce promotorovych motivi
in vitro transkripcni pokusy

microarrays

bunécna lokalizace
fuze s lacZ— matefska bunka je citlivéjsi k lysosmu

imunoelektronovou mikroskopii vizualizace beta
galaktozidazové aktivity

fuze s GFP — po septact vizualizace v jednom kompartmentu



GFP -tuze

(al

()
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Spolil)-GFP

YaiG-GFP

PioSpolil-GFP

SecDF-GFP



- Nesoumeérna septace

- DivIVA - zeleny
0 FtsZ - zluty

- RacA - Cerveny

0 S0j - oranzovy
0 SpolllIE - hnédy




o regulace a kompartmentizace mm(a—»wa) A—
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Protease
E
Pspoiic Pro-¢

Spo0A é spollGA spollGB

B

model regulace aktivace o a oF R
v matefské bunce ot jg ]%

o proteolyticka aktivace z pre- | g
kurzoru Proc®™

spollGA — aktivacni proteaza
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Predivisional spc:rangurr'ﬂ
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| AB phosphorylates IIM |
1AA
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HAM-P

o' inaktivace v komplexu se SpolIAB

anti-sigma faktor
aktivace - komplex SpoAA a SpolIAB

nevaze se na o-
modulace vazby — fosforylaci SpolIAA
vazba k SpolIAB nefosforylovany
ve sporangiu — SpolIAA-P
po vytvoreni septa — defosforylace
SpolIAB -

sporangie — kinazova aktivita
prespora — fosfatazova aktivita

SpollE- druha fosfataza v prespofe

Mother cell Forespore
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