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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva identifikaci geni kodujicich proteiny, které se ucastni
oxidace elementarni siry a redukovanych anorganickych sirnych sloucenin u bakterie

Acidithiobacillus ferrooxidans a jejich exprese pii oxidaci pyritu.

V teoretické ¢asti jsou shrnuty soucasné poznatky o bunécné stavbé bakterie At. ferrooxidans
a predpokladané metabolické drahy oxidace Zeleza(Il) a zejména sirnych latek. Dale se tato

¢ast zamétuje na metody molekularni analyzy na irovni transkripce.

V experimentalni ¢asti byla optimalizovana kultivace bakterii A¢. ferrooxidans na pyritu a
nasledna separace planktonickych a adherovanych bunék. Byly purifikovany proteiny
tetrathionanhydrolasa a thiosirandehydrogenasa Ucastnici se metabolismu sirnych latek, u
nichz byly identifikovany jejich geny. Déle byla sledovéna exprese téchto a dalSich

vybranych gent sirného metabolismu v kulturach At. ferrooxidans rostoucich na pyritu.

Abstract

This thesis is focused on the identification of genes encoding proteins that are involved in the
oxidation of elemental sulfur and reduced inorganic sulfur compounds and their expression in

Acidithiobacillus ferrooxidans grown on pyrite.

The theoretical part summarizes the current knowledge about cellular structure of
At. ferrooxidans and proposed pathways of iron oxidation and especially oxidation of sulfur
compounds. Furthermore, this section focuses on methods of molecular analysis used at a

transcription level.

In the experimental part were optimized cultivation of At. ferrooxidans on pyrite and
separation of planktonic and sessile cells. The proteins tetrathionate hydrolase and thiosulfate
dehydrogenase involved in the metabolism of sulfur compounds were purified and their genes
have been identified. The expression profiles of identified genes and some other genes
supposed to be involved in sulfur metabolism in At. ferrooxidans grown on pyrite were

examined.
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1. Uvod

Studium bakterie Acidithiobacillus ferrooxidans a dalSich acidofilnich mikroorganismi ma
nejen aplikaéni potencial v biotézb¢ kovi, pripadné v feseni okyselovani podzemnich vod, ale
tyto bakterie jsou velmi zajimavé i jako piedstavitelé extremofilnich organismu. Ziji ve velmi
kyselém prostiedi a vyuzivaji anorganické latky jako siru nebo sulfidy kovi jako zdroj

energie.

V teoretické Casti se prace majoritné zabyva studiem metabolismu siry a zeleza(Il) u bakterie
At. ferrooxidans a v experimentdlni Casti prace jsou purifikovany enzymy ucCastnici se
metabolickych procest sirnych sloucenin. Studuje se exprese vybranych gentl, u kterych se
ptedpoklada, Ze jsou zapojeny v sirném metabolismu této bakterie. Cilem experimentalni
prace je prinést dalsi aspekty ve stavajicich teoretickych modelech sirného metabolismu

bakterie At. ferrooxidans.
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2. Teoreticka Cast

2.1. Acidithiobacillus ferrooxidans

Bakterie Acidithiobacillus ferrooxidans je chemolitoautotrofni, Gram-negativni, nesporulujici
mikroorganismus, ktery je schopen rtistu pfi extrémnich hodnotach pH < 3. Optimalni teplotni
Skala pro rust této bakterie se pohybuje mezi 10 —37 °C. Na jejim povrchu se vyskytuje
slizovité pouzdro a kratké filamentarni struktury, tzv. pily. Jeji pfirozeny vyskyt je hlavné

v diilnich vodach, jedna se &asto o depozita rudy nebo uhli. '

Tabulka 1. Taxonomické zafazeni bakterie A¢. ferrooxidans *

Rige Bacteria

Kmen Proteobacteria

Trida Acidithiobacillia

Rad Acidithiobacillales

Celed Acidithiobacillaceae

Rod Acidithiobacillus

Druh Acidithiobacillus ferrooxidans

Bakterie At. ferrooxidans ma Sirokou metabolickou kapacitu. Kromé toho, ze ziskava energii
oxidaci Zeleznatych ionti (Fe’") a redukovanych anorganickych sirnych slougenin (RISC),
dokaze také oxidovat molekularni vodik, kyselinu mravenci a dal§i kovové ionty. Vyuziva
neobvykle Sirokou Skalu elektronovych akceptoril, v jejim genomu bylo identifikovano vice

nez 11 riznych cytochromd typu c.

Tento organismus je také vyjimecny svym vyznamnym zastoupenim v oblastech tézebnich
lozisek, v depozitech kovii a vSude tam, kde je jako zdroj energie ptfitomen pyrit (FeS,)
nebo dalsi sulfidy kovl. Ukazalo se, Ze bakterie At. ferrooxidans preferuje jako zdroj energie

pyrit pied chalkopyritem (CuFeS,), sfaleritem (ZnS) a galenitem (PbS). '

Bakterie At. ferrooxidans ziskdva energii potfebnou pro rist z oxidace Zeleznatych ionti
na zelezité a RISC sloucenin az na kyselinu sirovou. Oxidace Zeleznatych iontli a RISC
sloucenin poskytuje elektrony potfebné k redukei kysliku na vodu, a tim i energii pro tvorbu
ATP, ale také k redukci NAD(P)" na NAD(P)H, jenz se ucastni dalsich anabolickych

procesi. *
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2.1.1. Bakterie adherované a planktonické

Bakterie At. ferrooxidans se mohou v pfitomnosti pyritu nachazet ve dvou stavech. V jednom
z téchto stavil jsou bakterie fyzicky adherované pifimo na pyritu, kterych je nizsi procento

nez planktonickych, tzn. nachézejici se volng v roztoku.

Adherované bakterie na pyritu vykazuji vyssi hydrofobicitu nez planktonické bakterie, diky
¢emuz se sniZzuje povrchové napéti mezi bakterii a povrchem pyritu a tim dochézi i1 k efektivni

adhezi bun&k na povrchu mineralu. Na adhezi maji podil van der Waalsovy interakce. °®

Planktonické bakterie jsou na zékladé nedavné transkripéni analyzy spiSe pfizplsobené
. . 2+ + v . S v o r . .
k oxidaci Fe*" na Fe’", kdeZto bakterie adherované jsou genové uzptisobené pro oxidaci

sirnych slou¢enin. >

Byly pozorovany riizné hladiny exprese genli u adherovanych bakterii oproti bakteriim
planktonickym. ZvySend exprese byla pozorovana napiiklad u sulfidchinonreduktasy
a tetrathionanhydrolasy u adherovanych bun€k. U planktonickych bun¢k byla zvySena
exprese u oxidoreduktasy SdrA2, cytochromu CycA1l, Rieskeho proteinu a cytochromu Cyc2.
Porozuméni témto rozdilim by mohlo zlepsit biotéZbu umélym pirevedenim bakterii ze stavu

planktonického do stavu adherovaného a naopak. >

Planktonické a adherované bakterie se také 1iSi v produkci EPS vrstvy, na povrchu
planktonickych bakterii se nachazi ten¢i EPS vrstva nez na povrchu adherovanych bakterii

na pyritu. °

2.1.2. Extracelularni polymerni vrstva

Klicovou funkeci v pfichyceni se bakterie na mineralni povrch ma extraceluldrni polymerni
vrstva (EPS), kterd je sloZena hlavné z polysacharidi (42 %), hexahydrati Fe*™ (54 %),
kyseliny glukuronové (0,5 %) a dalSich slozek (3,5 %). Na vn&j$i membrané plsobi

elektrostaticky nebo jinymi typy interakci pomoci proteinti bohatych na polarni skupiny. ’

Pokud bakterie At. ferrooxidans rostou na pyritu, inkorporuji do své EPS vrstvy kyselinu
mo&ovou a Fe’", na rozdil od bakterii rostoucich na sife. Byly provedeny pokusy, kdy pomoci
kombinaci ultrazvuku a centrifugace byla z bakterii odstranéna EPS vrstva. Takto upravené
bakterie poté téméf nebyly schopny adherovat se na mineralni povrch. Jakmile byly ale
smichany s EPS suspenzi, jejich schopnost pfilnout k minerdlnimu povrchu byla znovu

obnovena. Maximalni adheze bakterii na mineralni povrch nastala, kdyz k bakteriim bez EPS
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vrstvy byla piidana EPS suspenze spolu s Fe'™ ionty, zatimco pokud byly spolu s EPS

suspenzi piidany Fe*™ ionty, byla pozorovana jen slaba adheze bakterii na povrch mineralu. ®

Fe’* ionty zakotvené v EPS ji davaji pozitivni naboj, ktery umoziuje elektrochemickou

interakci s negativné nabitym povrchem mineralu. °

2.1.3. Pily

Kromeé toho, ze se EPS vrstva vyznamné podili na pfichyceni se bakterie na mineralni povrch,
ma také podil na shlukovani bakterii a jejich nasledné soudrznosti. Také tvoii skelet
filamentarnich utvari zvanych pily na povrchu bakterie, které jsou schopné kontrakci
takovym zpiisobem, aby bakterii umoznily pohyb. Pocet téchto Utvarti na povrchu je zavisly
na dobé¢ kultivace. Bakterie At. ferrooxidans obsahuje celou fadu genti, které jsou zapojené

v jejich biosyntéze. '

2.1.4. Metabolismus Zeleza

I kdyz je bakterie At. ferrooxidans modelovym organismem, oxidace Zeleza je zkoumana jiz
nékolik let i u dalSich acidofilnich organismi. V soucasné dobé zname vice moznych variant
modeli respiracnich fetézcl v zavislosti na daném organismu. Nicméné vSeobecné piijimany
model u bakterie At. ferrooxidans je zalozen na prikaznych genetickych a biochemickych

skute¢nostech, které jsou dale potvrzovany.

Ukazalo se, ze elektrony zFe’" miZou byt transportovany v piimém nebo nepfimém
(reverznim) elektronovém toku. VétSina (asi 90 %) elektronii je transportovdna piimym
elektronovym tokem z Fe’™ na kyslik, jez vede k syntéze ATP. Zbytek elektronii je
transportovan nepfimym elektronovym tokem z Fe*" na NAD(P)", jehoZ redukovana forma je

vyuzivana k anabolickym aktivitam jako fixace CO, a Ny. !
Kvili vysokému redoxnimu potencialu Fe*'/Fe’™ (+0,77 V ptipH=2) miZe byt Zelezo
pouzito jako donor elektronu jenom v pfitomnosti elektronového akceptoru s vysSSim

redoxnim potencialem, coz je naptiklad O,/H,O (+1,12 V pii pH = 2). !

Pfi metabolismu zeleza je u této bakterie vysoce exprimovan operon rus, ktery koduje geny
hlavniho pfimého elektronového toku respira¢niho fetézce a jsou to geny cyc2 (membranovy

cytochrom c), cycl (cytochrom css;), coxB (aas; cytochrom c oxidasa II), coxA (aa; cytochrom
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c oxidasa I), coxC (aa; cytochrom ¢ oxidasa IIl) a geny rus a acoP kodujici rusticyanin a
AcoP. Rusticyanin je periplazmaticky modry Cu protein, ktery patii mezi tzv. cupredoxiny a
je dulezitou komponentou respiraéniho fetézce, kde se podili na transportu elektrond.
Rusticyanin je téz vétvici bod ptfimého a nepiimého elektronového toku v respiraénim fetézci.
AcoP je periplazmaticky zeleny Cu protein také z rodiny cupredoxinti s vysokym redoxnim
potencidlem, u néjZ se predpoklada funkce ve stabilizaci a ochrany Cu, centra komplexu aas
cytochrom ¢ oxidasy pied kyselym prostfedim (viz Obr. 1). Dale je exprimovan pet/ operon,
ktery koduje geny podilejici se na reverznim elektronovém toku, a to cycA! (cytochrom cy) a
geny tvorici cytochrom bc; komplex I, coz jsou petAl (ubichinoncytochrom c reduktasa,
tzv. Rieskeho protein), petBI (cytochrom b) a petCI (cytochrom c;). Reverzni elektronovy
tok narazi na bioenergeticky problém standardniho redukcéniho potencidlu, takze elektrony
jsou v reverznim elektronovém toku piendSeny proti redoxnimu gradientu. Tento problém je

feSen proton-motivni silou, kterda se pfirozené vyskytuje na membran¢ (pH vngjsi=2,

pH vnitini = 7). *'%1
Opearonrus Operonpetf
e S e e e et St 4 Lot
cyc? o coxd coxD cycAl petal  pelCy
cycl coxB coxes TUs sdrAT patal

Fe{ll) Fe{lll}

e = J
Wnéjsi membrana {ORF) @W}
v
Periplazmaticky — Rusticyanin) —
prostor @

5]
h 4 A
ig Cytochrom be,comple o
vnitfni membrana SEIHARA PetABC UG - H L
~ —al, i
Cytoplazma o, H,O

f‘r.-
NAD(P) NAD(PH

Obr. 1. Predpokladany model oxidace zeleza. Cytochrom Cyc2 na vnéj$i membrané, piendsi elektrony
z Fe2+ na periplazmaticky rusticyanin, ktery je pieddava v piimé drize membranoveé vazanému
cytochromu Cycl a odsud na cytochrom ¢ oxidasu CoxBACD, kde je kyslik redukovan na vodu. Vsechny
tyto proteiny jsou kodovany rus operonem. Reverzni draha vede pies cytochrom bc; komplex I a
chinonovy pool na NAD(P)+. Cytochrom bc¢; komplex I a cytochrom CycAl jsou kodovany petl
operonem.
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2.1.5. Metabolismus siry

Ve srovnani s metabolismem zeleza, které se vyskytuje jen ve dvou oxidacnich stavech (+II
a +III), sira existuje v oxidacnich stavech od -II do +VI, coz komplikuje identifikaci
meziprodukti a enzymut v oxidaci siry. Nékteré sirné slouceniny jsou oxidovany abioticky,

coz také zt&zuje odliSeni enzymatickych kroki od ryze chemickych. "

Na metabolismu RISC se podili celd $kéala riznych enzymovych komplext a elektronovych
prenasecii lokalizovanych v riznych bunéénych kompartmentech. Oxidaci sulfidu HS-
zajistuje sulfidchinonreduktasa, kterd je kodovand genem sqr. Produktem oxidace
elementarni  siry je  sifiitan, ktery je dale pravdépodobn¢  zpracovavan
siranadenylyltransferasou, kterd je kodovana genem sat. V sirném metabolismu se dale
vyskytuje operon Adr kodujici heterodisulfidreduktasovy komplex, fusA a drsE geny, jejichz
funkce jesté nebyla zcela objasnéna, ale pravdépodobné se ucastni oxidace aktivované siry

pomoci glutathionu (GSSH, GSSG) na sifi¢itan. '

V sirném metabolismu se vice exprimuji geny operont cyd, cyo, dox a petll. Operon cyd
koéduje geny cydA a cydAB pro bd ubichinonoxidasu. Operon cyo kdéduje geny cyoABCD
pro bo3 ubichinonoxidasu. Operon dox obsahujici doxDA gen pravdépodobné koduje
thiosirandehydrogenasu. Operon petll kéduje geny cycA2 (cytochrom c4), hip (HiPIP — FeS
protein s vysokym redoxnim potencidlem) a geny cytochrom bc/ komplexu II jako petA2

(Rieskeho protein), petB2 (cytochrom b), petC2 (cytochrom c/) (viz Obr. 2). 4

Operonpert] (pcran cin Operonayd Operonddavil!
LoD T oo
cyod 2 petd 2 peit’?  eyoll eyl vt ol
salrd2 peiBI hup cvnd cyall epeld Pl
Periplazmaticky —~
prostor QSG 50, S0y "
H.5 g 507 R00 TG
A AN | (P,
Vnitrni i badquinol ik @ ey complex b, quiimo]
membrana ovidase | g UQ i (PetABC,) oridase
~ 0 W
O, H. O o, H. O

Obr. 2. Predpokladany model oxidace siry. Cytochrom bc/ komplex II je vtomto piipadé kodovan
operonem petll a ziskava elektrony z ubichinonu. Ty pak pfendsi na membranové vazany cytochrom
CycA2 nebo na periplazmaticky HiPIP, které je dale pfenaseji na terminalni oxidasu, kde se redukuje
kyslik na vodu. Nerozpustna sira je pfeméiovana na glutathion disulfid (GSSG). Nasleduje kaskada
enzymovych transferas a elektrony jsou piedavany az na terminalni oxidasu.

(TQR - thiosiranchinonreduktasa, SQR — sulfidchinonreduktasa) *
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2.2. Thiosirandehydrogenasa

Thiosirandehydrogenasa TDH (také thiosiranchinonoxidoreduktasa, TQO) je enzym,
pravdépodobné tetramer, sestavajici ze Ctyt identickych podjednotek o molekulové hmotnosti

45 000 Da. Optimalni pH pro aktivitu thiosirandehydrogenasy je 3,0. °

Jeji enzymova aktivita byla detekovdna v bakteriich At. ferrooxidans ATCC 19859,
rostoucich na sife i na Zeleze. U bakterii rostoucich na sife, vSak byla aktivita pfiblizné 20x
vys$$i nez u bakterii rostoucich na Zzeleze, coz indikuje, Ze exprese tohoto enzymu je

regulovéna substratem, na kterém kultura roste. '®

Aktivita thiosirandehydrogenasy byla také nalezena v membrané termoacidofilni
archebakterie Acidianus ambivalens. Elektronovymi ptfenaSeci zde byly ferrikyanid a decyl
ubichinon. Enzymova aktivita thiosirandehydrogenasy byla inhibovana sifiitanem.
Holoenzym byl sloZen ze dvou podjednotek o velikosti 28 kDa a 16 kDa. Ukézalo se, ze vétsi
podjednotka je identickd s proteinem DoxA a mensi s proteinem DoxD, obé& tyto podjednotky

byly diive popsany jako sougast komplexu cytochromu aas. '’

Thiosiran je sirna sloucenina, kterd se v metabolismu RISC miize oxidovat pfes tetrathionan
adalsi sirné slouceniny az na siran, jako finalni produkt téchto oxidaci.
Thiosirandehydrogenasa katalyzuje oxidaci thiosiranu na tetrathionan. Tato reakce probiha

v periplazmatickém prostoru bakterie. '

2.2.1. Gen pro thiosirandehydrogenasu

V mikroorganismech byly nalezeny nejméné ¢tyii metabolické cesty oxidace thiosiranu. Prvni
z nich byl popsén u bakterie Thiobacillus versutus (nyni zndma jako Paracoccus versutus),
kterd vyuziva k oxidaci thiosiranu multi-enzymovy Sox komplex. Geny kodujici Sox komplex
byly nalezeny napft. u bakterii Acidithiobacillus caldus a Acidithiobacillus thiooxidans, ale u
bakterie At. ferrooxidans prokdzany nebyly. Druhd metabolicka cesta byla prokazana u
bakterie Starkeya novella, ktera také ma Sox komplex, 1 kdyZ neuplny a k oxidaci thiosiranu
navic vyuziva dal$i membranové vdzany multienzymovy komplex. Tteti metabolickou cestu
vyuzivaji bakterie At. ferrooxidans, Thermithiobacillus, Halothiobacillus, Acidiphilium
a Tetrathiobacter. Tyto  bakterie oxiduji  thiosiran pfes tetrathionan  pomoci
thiosirandehydrogenasy, nicméné¢ tyto geny nebyly dosud popsany. Prvnim

z identifikovanych genti pro thiosirandehydrogenasu byl sd4 gen popsan u bakterie
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Allochromatium vinosum. Tento gen nebyl nalezen u Zzadné zbakterii zrodu
Acidithiobacillus. Ctvrtd metabolicka cesta byla nalezena u bakterie Acidianus ambivalens,
kde je thiosiran metabolizovan membranove vazanym enzymem
thiosiranchinonoxidoreduktasou (TQO). Geny, které pravdépodobné koduji TQO byly
nalezeny u bakteriii At. ferrooxidans, At. caldus, At. thiooxidans a At. ferrivorans, ale

biochemicka funkce TQO jeité nebyla tiplné objasnéna. '*"

Gen pro TDH byl identifikovan na lokusu AFE 0042 u bakterie At. ferrooxidans ATCC
23270. Je to gen o velikosti 810 bp a kdéduje protein o 270 aminokyselindch a velikosti
25 kDa. Prvnich 37 aminokyselin tvofi signalni peptid. Ukézalo se, Ze exprese genu na lokusu
AFE 0042 je vyrazné zvySend u bakterii rostoucich na sife nebo na thiosiranu

. . . y 18
oproti bakteriim rostoucim na zeleze.

Odpovidajici gen byl pivodné anotovan jako gen kodujici protein s doménou vyskytujicich se

o e e vr s . o v 7 r 1
u proteind, jeZ jsou soudasti twin-arginin translokaéni drahy.

2.3. Tetrathionanhydrolasa

Tetrathionanhydrolasa (TTH) je pravdépodobné dimer sestavajici ze dvou identickych
podjednotek o molekulové hmotnosti piiblizn€ 52 kDa. Optimalni hodnota pH pro aktivitu
enzymu je 3,0 stejné jako u thiosirandehydrogenasy. Podili se na oxidaci redukovanych
sirnych sloucenin rozkladem tetrathionanu zplGsobem, ktery nebyl zatim jednoznacné

stanoven. 20

Tento enzym ma rozdilnou lokalizaci v zdvislosti na bakteridlnim druhu, ve kterém
se vyskytuje. U bakteridlnich druhti A¢. caldus KU ATCC 51756, At. thiooxidans ON 107,
Ap. acidophilum DSM 700 a At. ferrooxidans ATCC 19859 byl lokalizovan v periplazmé,
kdezto u bakteridlnich druhti At. ferrooxidans Funis 2-1 a At. ferrooxidans ATCC 23270 byl
popsan jako membranové vazany enzym. '

Vyslednymi sloudeninami této metabolické cesty jsou S,05, SO, a S°. Moznym
intermediatem je velmi reaktivni  kyselina  disulfan-monosulfanovda  (HS,SOs")

nebo polythionany, které jsou viak velmi reaktivni a ihned se rozpadaji. *°

Neékteré studie naznacuji, Ze aktivita tetrathionanhydrolasy je zodpovédnd za produkei
napadnych extracelularnich sirnych globularnich utvari, které byly pozorovany pfi aerobni

1 mikroaerobni kultivaci bakterie At ferrooxidans na thiosiranu. U téchto kultivaci byla
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zaznamenana extraceluldrni aktivita tetrathionanhydrolasy, kterd by mohla byt vysvétlenim
pro tato extracelularni depozita elementarni siry. Samotny enzym byl v extraceluldrni frakci
také identifikovan i v extracelularni frakci. Nicméné mechanismus produkce téchto sirnych
globularnich utvar u bakterii oxidujicich sirné slouceniny, nebyl dosud jesté objasnén

(viz Obr. 3). 2

r
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Fe** Fe« ~ A

$

$,042 S40g2 T~ HSS;05 > 'S,0% + 5% + SO,

bw CECF L S
ek TSR AR
. p— 3 g 2.
$2052- (AP 5,042 TEMH > HSS,0y > $2057 + @ + 50,
-
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AL ET IRy w-r*,r*rr L L L L L L
l, ,_“ rl'!_ﬁ'l'ﬂ'l_m_ﬁn"'l N L L

Obr. 3. Predpokladany model produkce extracelularnich sirnych globularnich ttvarG u bakterie
At. ferrooxidans. *

2.3.1. Gen pro tetrathionanhydrolasu

Gen pro TTH (tetH) se nachazi na lokusu AFE 0029 u bakterie At ferrooxidans ATCC
23270, o celkové velikosti 449 aminokyselin obsahujici signalni peptid o velikosti
32 aminokyselin. Protein bez signalniho peptidu ma velikost 49 714 Da a je povazovan
zaprotein  vazany navn¢jSi membrané zapojeny do  sirného  metabolismu.
Tetrathionanhydrolasa byla detekovana u bakterii rostoucich na sife, tetrathionanu i na pyritu
jako hlavni zdroje energie. To naznacuje, Ze tetrathionan i1 produkt jeho hydrolyzy, thiosiran,

jsou meziprodukty sirného metabolismu bakterie A¢. ferrooxidans. !

Tetrathionanhydrolasa byla heterologné exprimovana u bakterie E. coli. Nicméné protein se

syntetizoval pouze v inaktivni formé inkluznich t&lisek. *!
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2.4. Pyrit

Pyrit je mineral, ktery patii mezi sulfidy kovi a je nejrozsifenéj$im sulfidickym minerdlem
nasi planety. Ma chemicky vzorec FeS, a jeho Fe i S atomy jsou vazané v krystalické mftizce.
Stejné jako podobné sulfidy MoS, (molybdenit) a WS, (tungstenit) se sklada ze dvou atomu
siry, které tvofi nevazebné orbitaly. Vazby v pyritu mizou byt pferuSeny jen vicestupiiovym
elektronovym pienosem za pomoci silného oxidovadla, jako je napiiklad Fe’* iont.
U nékterych jinych sulfidi kovii miize vazbu mezi S atomem a atomem kovu pterusit i proton
odebranim elektronil z valen¢ni vrstvy. Jsou to naptiklad CuFeS, (chalkopyrit), FeS (troilit),
ZnS (sfalerit), PbS (galenit) a dal$i. Tyto sulfidy kovil jsou relativné rozpustné v kyseliné,

kdezto pyrit je v kyseling nerozpustny. >

2.5. BiolouZeni

BiolouZeni je proces ziskavani vzacnych kovii z rud s nizkym obsahem téchto kovii pomoci
mikroorganismuil. K mikroorganismtim, které jsou schopné prevadét sulfidy kovi do rozpustné
formy, patii jak acidofilni bakterie, tak archebakterie. Kromé kmene Proteobacteria (hlavné
rody Acidithiobacillus, Acidiphilium, Acidiferrobacter, Ferrovum), se k biolouzicim
organismim fadi dale bakteridlni kmeny Nitrospirae (Leptospirillum), Firmicutes
(Alicyclobacillus, Sulfobacillus) a Actinobacteria (Ferrimicrobium, Acidimicrobium,

Ferrithrix).’

Biolouzici bakterie se musi vyporadat s problémem nedostatku anorganického fosfatu (P;),
ktery je pro vSechny zivé organismy nezbytny. Tento nedostatek je zplsoben sraZzenim P;
v prostfedi bohatém na Fe’™ ionty na ve vod& nerozpustny FePO,. Bylo zjisténo, Ze
bakterie At. ferrooxidans a néckteré dalsi biolouzici bakterie dokazi hromadit zasoby

anorganickych polyfosfore¢nanii a vyuzivat je jako alternativni zdroj P;.

Byl popsan piimy a nepifimy mechanismus biolouzeni. Pfimy mechanismus biolouzeni

znamena piimy ptenos elektronu ze sulfidu kovu do buiiky ptisedlé na minerdlnim povrchu.
4 ’ 3 . v ’ v 7 .7 + . roe r .

Neptimy mechanismus biolouZeni zprostiedkovavaji Fe** ionty, které jsou produkovany jak

planktonickymi bakteriemi, tak i témi adherovanymi. *

Oxidace sulfidii kovii byla popsdna dvéma riznymi mechanismy — (a) thiosiranovym
mechanismem, kterym se pravdépodobné oxiduje pyrit, a (b) polysulfidovym mechanismem,

kterym dochdzi k oxidaci v kyselin€¢ rozpustnych sulfida. Tvorba meziprodukti sirnych
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sloucenin v téchto procesech zélezi na slozeni daného sulfidu kovu a také na parametrech
okolniho prostfedi, hlavné na hodnotich pH. Meziprodukty jsou nejprve tvoreny diky
rozkladu sulfidii a nésledné jsou oxidovany metabolickou ¢innosti mikroorganismil, které
oxiduji ionty Fe’" na Fe’". Acidofilni sirné mikroorganismy mohou katalyzovat oxidaci

sirnych meziproduktd aZ na kyselinu sirovou. >

2.5.1. Thiosiranovy mechanismus

Pyrit je pomoci Fe*" iontu oxidovan na prvni rozpustny sirny meziprodukt, kterym je thiosiran
(S,057). Ten je témét ihned oxidovan na tetrathionan chemicky pomoci Fe®™ nebo
enzymaticky za ucasti  thiosirandehydrogenasy. Tetrathionan je pak pomoci
tetrathionanhydrolasy degradovan na siran za vzniku dalSich sirnych sloucenin jako je
elementarni sira a thiosiran. Tyto sirné slouceniny jsou dale biochemicky oxidovany na

kone¢ny produkt, siran (viz Obr. 4).
Thiosiranovy mechanismus se d4 shrnout nasledujicimi sumarnimi rovnicemi 1 — 2:°

FeS, + 6Fe3* + 3H,0 - S,0%2~ + 7Fe?* + 6H™ (1)

S,0%™ + 8Fe3* + 5H,0 - 2502~ + 8Fe?* + 10H* )

2.5.2. Polysulfidovy mechanismus

Ve srovnani s oxidaci pyritu je u sulfidi, které jsou rozpustné v kyselin€, nejprve pierusena
vazba mezi kovem a sulfidem pomoci protoni z kyselého prostiedi, a teprve poté dochdzi
k oxidaci sirnych sloucenin. Pfi nizkém pH se sirnd ¢ast tohoto sulfidu oxiduje hlavné
na elementarni siru (Sg). Ackoliv je elementarni sira chemicky inertni, v pfirodnich

podminkach dochézi kvili aktivité mikroorganismil k jeji oxidaci na kyselinu sirovou.

Polysulfidovy mechanismus (viz Obr. 6) se da shrnout nasledujicimi sumarnimi rovnicemi 3 —

5:3

MS + Fe3t + H* - M?* + 0,5 H,S,, + Fe?* (n = 2) 3)
0,5 H,S,, + Fe3t —» 0,125 Sg + Fe?* + H* 4)
0,125 Sg + 1,50, + H,0 - S0~ + 2H* 5)
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Obr. 4. Schémata biolouZeni. A) thiosiranovy mechanismus, B) polysulfidovy mechanismus.

2.5.3. VyuZiti pti tézbé médi

Bakterie At. ferrooxidans je hojné vyuzivdna pii biotézbé nebo biolouzeni predevsim
pro ziskdvani médi z chalkopyritu. Technologie biolouzeni obecné vyuziva metabolické
¢innosti vhodného konsorcia bakterii pro ziskavani kovl z mineralll jejich pievedenim

na rozpustnou formu. DalSimi kovy, které se takto ziskévaji, jsou napiiklad zlato, stiibro,

kobalt, nikl, zinek a uran. 3

VétSina ze znamych acidofilnich bakterii oxidujicich Zelezo, je inhibovana vysokymi
koncentracemi chloridovych iontl, coz ztézuje biotézbu v poustnich oblastech Chile
nebo Australie, kde je nedostatek sladkovodnich zdroji. Nicméné praveé v severni Chile byly
objeveny halotolerantni, acidofilni bakterie, které jsou schopné aktivné oxidovat Zelezo
az do koncentrace 1 M NaCl. *

Pii ziskdvani médi biotéZbou nedochazi k uvolnovani oxidu sifiCittho a arsenu, jako
pti klasické tézbe, ale musi se zabranit Uniku kyseliny sirové, jez je béhem biotézby
bakteridln¢ produkovéna. Biotézba zajistuje 10 % svétové produkce médi a nékteré haldy

mohou byt znacné rozsahlé. Jedna z nejvétsich hald pouzivajici tuto technologii je zfizena v
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dole Escondida v pousti Atacama v severni Chile. Biolouzici halda je 5 km dlouha, 2 km

Sirokd a 126 m vysoka.

Drcend ruda s obsahem meédi se nashromdzdi do haldy, je pokropena kyselinou sirovou
a provzdusnéna k iniciaci bakterialni oxidace sloucenin Zeleza a siry. Prvnim krokem procesu
je oxidace Fe’" na Fe’” a druhym krokem je oxidace Cu” na vice rozpustnou Cu®" za soucasné
redukce Fe’* zpét na Fe’". Soudasné dochazi k produkei kyseliny sirové biologickou oxidaci
redukovanych sloucenin siry, coz také ptispiva ke zvySovani rozpustnosti médi. Méd’ je
potom z kyselého roztoku ziskavana pomoci fyzikalné-chemickych technologii za pouziti

rozpoustédel nebo elektrolyticky. '
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2.6. Molekularni analyza RNA

Existuje vice molekuldrnich metod pro analyzu transkriptomu — kompletni sady molekul
RNA organismu. Nejvice se pouzivaji metody RT-PCR a Northerniiv pfenos, vyuzivaji se
ale 1 DNA mikroCipy a rizné dalSi modifikace téchto metod. Molekuly RNA jsou citlivé
na degradaci RNasami, proto se musi zabranit kontaminaci vzorku témito stabilnimi

enzymy. >

Reverzné transkripéni PCR (RT-PCR) vyuzivda enzymu reverzni transkriptasy,
ktera katalyzuje syntézu fetézci cDNA komplementarnich k mRNA templatim. Retdzce
cDNA mohou byt syntetizovany za pouziti oligo(dT) primeri, které nasedaji na 3 -poly(A)-
konce vS§ech mRNA nebo specifickych oligonukleotidovych primerii. PCR potom zahrnuje tfi
kroky, vprvnim kroku je DNA obsahujici sekvence, které maji byt amplifikovany,
denaturovéana zahiatim na 92 — 95 °C po dobu asi 30 sekund, ve druhém kroku je DNA
hybridizovana s nadbytkem specifickych primert pii teplot€¢ 50—-60 °C po dobu asi
30 sekund a ve tfetim kroku je pouzita DNA-polymeraza k replikaci tseku DNA mezi
komplementarnimi misty ke specifickym primerim pfi teplot¢ 70 —72 °C po dobu asi
90 sekund. V nasledujicim cyklu dojde k denaturaci produkti z predchoziho cyklu a proces

se opakuje, dokud neni dosaZeno potiebné amplifikace. >

Northerniv pfenos se pouziva ke studiim genové exprese. Je to pienos molekul RNA
separovanych pomoci gelové elektroforezy na membranu. VétSina molekul RNA ma
sekundarni strukturu a musi béhem elektroforézy zlstat denaturovand, aby doslo k separaci
na zédklad¢ velikosti. Denaturace se provadi piidavkem formaldehydu nebo jiného
denatura¢niho c¢inidla do elektroforetického pufru. Po pfenosu na membrinu se RNA
imobilizuje pomoci UV zéfeni nebo vysuSenim a hybridizuje se znac¢enymi RNA nebo DNA

- 2
sondami. 2

Pro analyzu celych genoma se vyuzivaji mikroCipy. Nukleotidové sekvence specifické
pro konkrétni gen se navazou na membranu ve specifickém uspofddani. Tyto matrice
se potom hybridizuji se znacenymi RNA nebo cDNA, jejichz mnozstvi se dale zjistuje
skenovanim, kdy se méfi mnozstvi radioaktivity nebo fluorescence, podle typu znaceni.

Vysledky se analyzuji na zaklad& srovnani se signalem znamych kontrolnich sond. **
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3. Cile prace
1. Purifikace vybranych proteini metabolismu sirnych latek a identifikace jejich genti

2. Optimalizace separace planktonickych a adherovanych bunék At. ferrooxidans rostoucich

na pyritu

3. Analyza exprese vybranych gend sirného metabolismu v kulturdch At. ferrooxidans

rostoucich na pyritu

24



4. Experimentalni ¢ast
4.1. Materidal a metody

4.1.1. Mikroorganismus a kultivaéni podminky

Vsechny experimenty byly provadény s bakterii At. ferrooxidans CCM 4253 pivodem
ze Zlatych Hor v Jesenikach. Tento kmen je na zékladé¢ sekvenace genu pro /6S rRNA
(GenBank: EF465493) témét 100% identicky s kmenem bakterie At ferrooxidans ATCC
23270.

4.1.2. Média

4.1.2.1. Kultivace bakterii rostoucich na Fe**

Bakterialni kultura byla kultivovana v 9K médiu (viz Tabulka 2) **. Kazda slozka byla
sterilizovdna varem. Po vychladnuti na laboratorni teplotu se smichaly slozky Al a A2
za vzniku slozky A. Tato slozka byla pfiddna ke slozce B a za stdlého michéani byly ptidany
2 ml slozky C. Kultivace probihala na rota¢ni tiepacce pti 28 °C a pH bylo udrzovano pod 1,8
pomoci kyseliny sirové. Vyrostla kultura (obvykle po 3 dnech) byla sklizena centrifugaci
(15000 x g, 10 min, 4 °C) a ziskané buniky byly promyty médiem s obsahem zakladnich soli
(viz Tabulka 4). Takto pfipravené buiiky byly pouzity jako inokulum pro nasledné kultivace

na tetrathionanu a pyritu.
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Tabulka 2. SloZeni 9K kultivaéniho média

Slozka Jednotlivé slozky MnoZstvi na 1 1 media
Al dH,0O 600 ml
(NH,4),SOy4 30g
KCl1 0,lg
MgSO, - 7 H,0 05¢
A2 dH,O 100 ml
K,HPO, 0,5¢g
B dH,0 300 ml
FeSO, - 7 H,0 442 ¢
C dH,0O 100 ml
Ca(NO;3), - 4 H,O 0,71 ¢g

4.1.2.2. Kultivace bakterii rostoucich na tetrathionanu

Pro tcely purifikace enzymt tetrathionanhydrolasy a thiosirandehydrogenasy byly bakterialni
zelezité kultury adaptovany na tetrathionan a poté péstovany v bioreaktoru o objemu 10 1
v rustovém médiu se slozenim uvedenym v Tabulce 3. Jako substrat slouzil tetrathionan
draselny ve slozce B, kterd byla pred pfidanim do slozky A sterilizovana membranovou

filtraci pres "™ (0,22 pum). Jednotlivé slozky byly sterilizovany varem.

Tabulka 3. SloZeni tetrathionanového kultiva¢niho média.

Slozka Jednotlivé slozky Mnozstvi na 1 1 média

A dH,0O 980 ml
(NH4),SO4 30g
KCl 0,1g
K,HPO, 05¢g
MgSO,- 7 H,O 0,5¢g
Ca(NO3), 0,01g

B dH,O 20 ml
K>S405 2,0g

Kultivace probihala na elektromagnetické michacce (300 rpm) pti 28 °C za nepfetrzité aerace.
Pocatecni pH bylo okolo 4. Indikdtorem ristu bakterii na tetrathionanu byl pokles pH
k hodnotdm 1 -2 a vznik zakalu. Doba kultivace se pohybovala okolo 14 dnli. Vyrostlé

bakterialni kultury byly asepticky sklizeny centrifugaci pti 15 000 x g po dobu 10 min a 4 °C.
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Bakterialni pelet byl dale promyt v mediu s obsahem zékladnich soli a uskladnén pfti teploté

-70 °C.

4.1.2.3. Kultivace bakterii rostoucich na pyritu

Pro ucely stanoveni exprese vybranych genti sirného metabolismu u bunék rostoucich
na pyritu byly zelezité buiiky kultivovany v médiu s obsahem zakladnich soli (viz Tabulka 4)
a pyritu v koncentraci 10 g/l. Pyrit (separovany ptirodni material o priméru ¢astic 40um) byl
pfed pouzitim sterilizovan pfevarenim ve vodé o pH=1,3 a ponechin za stdlého michéani
24 hodin. Kysela voda z n&j byla poté asepticky odsata a tim i odstrandna zna¢na &ast Fe'™
ajinych kovovych kontaminantli, jez jsou pii nizkém pH rozpustné. Kazda slozka media
s obsahem zékladnich soli byla sterilizovana varem. Po vychladnuti na laboratorni teplotu
se smichaly slozky Al a A2 za vzniku slozky A, ke které byly za stdlého michani pfidany
2 ml slozky B.

Tabulka 4. SloZzeni média s obsahem zakladnich soli.

Slozka Jednotlivé slozky MnozZstvi na 11 média

Al dH,O 900 ml
KCl 0,1g
(NH,4),SOy4 30g
MgSO, - 7 H,O 0,5¢g

A2 dH,O 100 ml
K,HPO, 0,5¢g

B dH,0 100 ml
Ca(NO3), - 4 H,O 0,71¢g

Kultivace probihala v 10 | bioreaktoru na elektromagnetické michacce (400 rpm) pii 28 °C
za nepretrzité aerace. Kultivace trvaly zpravidla 14 dni, béhem kterych byly v pravidelnych
intervalech odebirany vzorky bakterialni populace, u nichz byly sledovany zakladni kinetické
parametry kultury. Bylo testovdno né¢kolik postupli zpracovani pyritovych bakterialnich

kultur, které jsou popsany nize.
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4.1.3. Sbér a zpracovani bakterii rostoucich na pyritu

Pro ucely nasledujicich molekularné-biologickych analyz byly bakteridlni kultury rostouci

na pyritu homogenn¢ odebirany kazdy treti den v objemu 250 — 300 ml.

4.1.3.1. Sbér frakce planktonickych bakterii

Pyrit s frakci adherovanych bakterii byl zmédia odstranén papirovou filtraci. Filtrat,
ve kterém se nachdzely planktonické bakterie, byl centrifugovan pii 15000 x g po dobu
10 min pii 4 °C. Bakteridlni pelet byl dale promyt (10 000 % g, 10 min, pfi 4 °C.) v médiu

s obsahem zakladnich soli a uskladnén pii teploté -70 °C.

4.1.3.2. Sbheér frakce bakterii adherovanych na pyritu
A) Dekantace pomoci oscilaéniho mlynku

Papirovou filtraci zachyceny pyrit byl opatrné promyt médiem s obsahem zékladnich soli, aby
se odstranily pfipadné zbylé planktonické bakterie. Poté byl pyrit smichdn s 8§ ml média
s obsahem zdkladnich soli a protiepdvan na oscilaénim mlynku se sklenénymi
mikrokuli¢kami. Optimalizace této metody byla provadéna s variabilnimi praméry sklenénych
mikrokuli¢ek, za pouziti riznych frekvenci a ¢asu oscilace. Nasledn¢ byla provedena dalsi
papirova filtrace, kde doslo k zachytu pyritu a sklenénych perel. Filtrat byl centrifugovan
(10000 x g po dobu 10 min, pii4 °C) a takto byla ziskdna frakce adherovanych bakterii.
Bakteridlni pelet byl uskladnén pti -70 °C.

B) Dekantace pomoci ultrasonikace

Papirovou filtraci zachyceny pyrit byl opét opatrné promyt médiem s obsahem zakladnich
soli, aby doSlo kodstranéni moznych zbylych planktonickych bakterii. K takto
promytému pyritu a na ném adherovanym bakteriim byly pfidany 3 ml deionizované vody o
pH = 1,5 a homogenni sm¢s byla rozdé€lena do tii zkumavek. Vzorky byly vortexovany 5 s, a
poté vlozeny do ultrasonické lazné (Bransonic Ultrasonic Bath, M Series) pti 4 °C a frekvenci
40 kHz po rtizné ¢asové intervaly. Poté byly vzorky papirové filtrovany, filtraty uschovany a
stejny postup byl opakovan jest€¢ jednou. Ziskané uvolnéné bakterie z obou krokid byly

smichéany a uskladnény piti -70 °C.

28



4.1.4. Priprava bunécného cytosolu

K mechanickému naruSeni bakteridlni stény se silnou vrstvou EPS byl vyuZit cyklus
ultrasonickych vysokofrekven¢nich pulzli v pravidelnych kratkych intervalech pti 4 °C, aby
nedoSlo k nadmé€rnému prehiivani bunék a denaturaci proteind. Biomasa byla
rozsuspendovana v 50 mM Tris/HCI pufru o pH 3. Diky nizkému pH tohoto pufru bylo
zajiSténo srazeni a oddé€leni proteind, jeZ jsou nestabilni v kyselém pH. Tento krok byl
primarnim krokem purifikace cilovych sirnych enzymi. Pro sonikaci byl pouzit pfistroj Sono

plus HD 2200 s hrotem TT3.

Dale byl vzorek umistén do oscilaéniho mlynku s 0,5 g sklenénych mikrokuli¢ek (balotina) o

pruméru 0,17 — 0,18 mm. Frekvence oscilace byla 30 Hz po dobu 20 min.

Po rozruseni bunéénych membran byl vzorek centrifugovéan pii 40 000 x g po dobu 40 min
a teploté 4 °C. Supernatant reprezentujici celkovy bunéény cytosol s proteiny byl uskladnén

pii -20 °C.

4.1.5. Kineticka méreni

4.1.5.1. Stanoveni pH

Ke stanoveni pH byla pouzita elektroda (Radiometer) a pH metr — PHM 93 (Radiometer
Copenhagen)

4.1.5.2. Stanoveni koncentrace Fe’" iontii

Stanoveni koncentrace Fe’™ jontd probihalo na spektrofotometru ULTRASPEC 2000,
Pharmacia Biotech pfi vinové délce 300 nm *°. Jako slepy vzorek slouzZila voda o pH = 0,5
(upraveno pomoci H,SO,), kterd se pouzivala i na samotné fedéni vzorku. Vzorek byl 100x
fedény. Koncentrace Zelezitych iontd bez zahrnuti fedéni vzorku byla vypocitdna na zakladé
linearni kalibrace metody podle vztahu:

30 - A300

Fe3t[mg-171] = 113
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4.1.5.3. Stanoveni poctu bakterii ve vzorku

Stanoveni poctu bakterii bylo provadéno mikroskopicky pomoci optického mikroskopu BX50
(Olympus). Byla pouzita komtrka Cyrus II a vysledek byl ziskdn pomoci vzorce:

pocet bunék

= @ pocet bunék X rfedéni x 2 x 10°
1ml

4.1.6. Stanoveni enzymové aktivity

4.1.6.1. Stanoveni aktivity tetrathionanhydrolasy

Aktivita tetrathionanhydrolasy byla spektrofotometricky stanovovédna jako nartist absorbance
za Cas pii vlnové délce 300 nm. Byla sledovéana tvorba siranu draselného po pfidani enzymu
projevujici se jako bila srazenina. Slepym vzorkem pro toto méfeni byla reakéni smeés
bez pfidaného enzymu. Reakéni smés obsahovala 1 M siranovy pufr o pH = 2,8 (upraveno

HZSO4) al0 mM KZS406.

4.1.6.2. Stanoveni aktivity thiosirandehydrogenasy

Aktivita thiosirandehydrogenasy byla spektrofotometricky stanovovana jako pokles
absorbance za Cas pii vlnové délce 420 nm. Pokles absorbance byl zpisoben Ubytkem
hexakyanozelezitanu draselného po ptidani enzymu projevujici se jako postupné odbarvovani
se zluté reakéni smési. Slepym vzorkem byla reakéni smés bez ptidaného enzymu. Reakéni

smes obsahovala 50 mM acetatovy pufr o pH = 5,0, 1 mM K;3;Fe(CN)s a 5 mM Na,S,0s.

4.1.7. Purifikace proteini

4.1.7.1. Afinitni chromatografie (AC)

K afinitni chromatografii na syst¢tmu Pharmacia LKB FPLC byla pouzita kolona naplnéna
sorbentem Sepharose CL-4B s imobilizovanym cytochromem ¢, kterd byla jiz diive

pfipravena a pouZita pro purifikaci thiosirandehydrogenasy. *°

Nejprve byl systém promyt 50 mM Tris/HCl pufrem o pH=7,0 s ptfidavkem 2 M NaCl.
Vysoka iontova sila zajistila dikladné promyti kolony od ptipadnych piedeslych navazanych

kontaminantl. Poté se kolona promyla Tris/HCIl pufrem pro odstranéni veskeré soli. Vzorek
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bunééného cytosolu, ve kterém byla pfedem  spektrofotometricky  zjisténa
tetrathionanhydrolasova a thiosirandehydrogenasova aktivita, byl aplikovan v objemu 10 ml
(4 ml cytosolu + 6 ml Tris/HCI pufru) a nechal se opakované protékat kolonou pii nizkém
pratoku tak, aby se pozadované proteiny byly schopny zachytit na koloné. Eluce navazanych
proteina byla poté provedena jednorazovym piidavkem 50 mM Tris/HCI pufru s 2 M NaCl,
kdy doSlo k uvolnéni proteind z kolony. U vysledného vzorku byla spektrofotometricky

ovéiena aktivita pozadovanych enzymd.

4.1.7.2. lonexova chromatografie (IEC)

K ionexové chromatografii byla pouzita katexovd kolona Mono S HR 5/5. Systém byl
ekvilibrovan 50 mM citratovym pufrem o pH=3,0 a do systému byl aplikovan vzorek.
Na koloné¢ dochazelo k zachytavani castic s kladnym nébojem, vcetné enzymul
tetrathionanhydrolasa a thiosirandehydrogenasa, které v daném pH maji celkové kladny
naboj. Poté byly proteiny postupné eluovany v linearnim gradientu 0-2 M NaCl v 50 mM
citratovém pufru o pH=3,0. TTH a TDH aktivita byla u frakci ovéfovana

spektrofotometricky.

4.1.8. Ultrafiltrace vzorku

Pro dalsi préci se vzorkem bylo tieba jej odsolit a zahustit. Pro tyto ucely byla pouzita nizko-
objemova ultrafiltracni cela Amicon s membranou ULTRACEL propustnou pouze
pro molekuly o velikosti mens$i nez 3 kDa. Ve vzorku byla poté spektrofotometricky ovéiena

TTH a TDH aktivita.

4.1.9. SDS-PAGE

Pro SDS-PAGE byly vytvoteny 5% koncentra¢ni gel (celkovy objem 5 ml) a 10% separacni

gel (celkovy objem 10 ml) o sloZeni uvedeném v Tabulce 5.
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Tabulka 5. Slozeni koncentracniho a separa¢niho gelu pro SDS-PAGE

5% koncentraéni gel 10% separacni gel
Latka/roztok Objem (ml) Latka/roztok Objem (ml)
30% akrylamid + BIS 0,85 30% akrylamid + BIS 3,35
1 M Tris/HCI, pH = 6,8 0,625 1,5 M Tris/HCl pH = 8,8 2,5
10% persiran amonny 0,05 10% persiran amonny 0,1
10% SDS 0,05 10% SDS 0,100
TEMED 0,005 TEMED 0,005
H,0 3,4 H,0 3,95

Elektroforetickd aparatura (Bio-Rad Mini-Protean®) byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného
napé€ti a byl nastaven konstantni proud 30 mA. Elektroforéza probihala tak dlouho, dokud
zona bromfenolové modii nedoputovala az ke spodnimu okraji gelu. Gel byl poté obarven
pomoci Coomassie Brilliant Blue R250 a skenovan na denzitometru Bio-Rad GS-800™.

Vybrané bandy byly vyfezany skalpelem.

4.1.10. LC-MS/MS analyza

Pro ptipravu vzorku byla pouzita in-gel digesce s trypsinem (2h, 40 °C, ¢ = 5 ng/ul v
hydrogenuhli¢itan amonném pufru).
Analyza prob¢hla na RSLCnano + Impact II (Bruker Daltonics), data z hmotnostni

spektrometrie byla zaznamenana hmotnostnim spektrometrem Qgq-Time-Of-Flight (QqTOF)

s rozliSenim pies 50 000.

MS/MS data byla kalibrovana (podle mérného néboje 1222 m/z) a byla srovnana s databazi
UniProt AF_ ATCC23270 final.

4.1.11. Manipulace s RNA

Celkovda RNA byla izolovdana pomoci komercniho kitu TRI Reagent® (Sigma)
s nédslednou purifikaci na kolonkach Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymogene Research) dle
pokynti vyrobce. Odstranéni zbytkové DNA bylo provedeno v mezikroku purifikace na

kolonkach pouzitim DNasy I (Thermo Scientific) podle pokynt vyrobce.
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Stanoveni koncentrace a cistoty RNA bylo provedeno na pfistroji NanoPhotometer.
Z koncentrace RNA bylo vypocteno takové fedéni, aby vyslednd koncentrace vzorkl byla

u vSech stejnd, a to 0,1 pg/pl. Vzorky byly nafedény formamidem.

4.1.12. Reverzni transkripce a real-time PCR

Relativni exprese genil byla analyzovana reverzné-transkripéni kvantitativni PCR (RT-qPCR)
s pouzitim fluorescen¢niho interkala¢niho barviva SYBR Green v Light Cycler 480 (Roche).
Reverzni transkripce byla provedena pomoci kitu ImProm-II Reverse Transcription System
(Promega). cDNA byla amplifikovana pomoci qPCR s pouzitim specifickych primeri
(Tabulka 6) a GoTaq qPCR Master Mixu (Promega) podle pokynt vyrobce.

Amplifikace probihala v nasledujicich cyklech: 35 cykld DNA denaturace pii 95 °C po dobu
20 min a nasednuti primerti a prodluzovani pfi teplot¢ 60 °C po dobu 40 s. Kazda analyza
probihala vzdy v triplikach. Mira relativni exprese kazdého genu v daném dni kultivace byla
vztazena k vnitfni kontrole, tzv. normalizaCnimu faktoru a poté k nultému dni kultivace.
Normalizaéni faktor byl vypocten ze tii konstitutivné se exprimujicich genti (rrs, map, alaS).
Takto byla zajiSténa kvantifikace genové exprese vztahujici se k vnitini kontrole pomoci

metody AACr. 2"

Jako signifikantni zména byla povazovana takova zména, kterd zptisobila dvojnasobny narust

nebo pokles transkriptu, coz znamena mimo interval -0,3 az +0,3 na logaritmické Skale.
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Tabulka 6. Seznam specifickych primert pouzitych pii RT-gPCR

Gen Lokus Sekvence (5"— 37) Reverzni sekvence (5"— 3")

rrs GTTAGGTCTGTCGTGAAATCCC | CTAATCCTGTTTGCTCCCCAC

Icfrfifegr:r‘:y' alaS | AFE 0934 | ACGGTTTACGAGGAGGATGAT | TCCAGAAGTTGTCCTTTTCGC
map | AFE 0925 | GTTACCACCGATGAACTGGAC | GAATGCCGTGACAGATCACAT

tetH | AFE 0029 | CCGTTCGGGAGTAAGACCTAT | ATCATCGCTTTCCGCATAGAC

RISC | sq¢r4 | AFE_1792 | CGAAGCGTACACGAACTGTAA | GGCAGAACCATCTCCTTGATG
geny sqrB | AFE 0267 | ACCCAAGTGACCATTATCGGC | AAGAAACGGTCCAGGGGAATC
sat | AFE 0539 | ATTCCATCGGTTCATGTGCTG | TCAGACGCATATCCTGTAGCA

sdhC | AFE 2550 | GAGACGGAGTTCGGCATCAA | TTGGCGGCAAGAAGATCCAT

hdrCl | AFE 2551 | TTTACGCATCAGTGCATCGAA | ACACCACATTCATGCCCATTT

orf | AFE 2552 | CGATATCATCCTGGCCTACCA | TTCTACGCCCAGCAATTTACG

hdrd | AFE 2553 | TTCTCCGAGTACCGATGTGTT | GCCTTGACGAACTTGGTTTTG

hdr hdrBI | AFE 2554 | TACTCCACCTGGTATGACTGC | CGACCTTGATCTTGCGATTCA
operon | pgrC2 | AFE 2555 | ATGCAGTCGGCTAAAGATGTG | CGGAATGGCTTTACGCAGTAT
dsrE | AFE_2556 | GCAAAATGAAGGCAAAGGGTG | AAAGATCAACGGTCATCTGGC

tusA | AFE_2557 | AGAAGACAAAGTACTCGACGC | GTTCCAACAGGGGATTCTTGG

pll | AFE 2558 | ATGGATAAATCGCAACCGCTC | GATTCCGCCACGCAAATTAAG

hdrB2 | AFE 2586 | ATGTGGGAACTGGAGAAGGAA | GGTTGTTGGTGGGGATCTTTT

pl4.3 | AFE 0046 | TCAAAGAAGCAACCTGTCAGC | CTGATTATCCACCAGTGCGTC

p21 | AFE 0045 | CTTTGCGGATCAGAAACCCTT | AAATCGTGATAGGTTGGCGTC
dox | doxDA | AFE_ 0044 | CGGATCATCTGGTCGCTTTTT | CGGGTATACAAGCCGACAATC
operon | ;e | AFE 0043 | CGTCGCCAGACAGATCAAAAT | AAGATCGCTTCCGATTTCCAC
tat | AFE 0042 | ACCAAAGGTAAATGGAAGGCG | GCCCTTGGAATGTAAACCCAT

tdt

AFE 0041

TTCACGGTATTGTTTCTGGGG

AGAGATAGTGGGCAACGAGG
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4.2. Vysledky

4.2.1. Optimalizace sbéru adherovanych bakterii pomoci oscilace

Optimalizace sbéru adherované frakce bakterii byla provadéna v zdvislosti

na frekvenci

oscilace, dobé oscilace a  priuméru  pfidanych  sklenénych  mikrokuli¢ek
(viz Tabulka 7). Kulicky byly ptfidavany v mnozstvi 0,1 g na 1 ml vzorku.
Tabulka 7. Sbér adherovanych bakterii pomoci oscilacniho mlynku.
Vzorek 1 | Vzorek2 | Vzorek3 | Vzorek4 | Vzorek5 | Vzorek 6
f (Hz) 5 5 5 10 10 5
t (min) 5 5 5 5 10 10
Primér 0,1-0,11 | 0,25— 0,45 - 0,25 - 0,25 - 0,25 -
mikrokulicek 0,30 0,50 0,30 0,30 0,30
(mm)
Pocet bakterii | 3,6 x 10° | 7,5x 10° |5,5x10° |7,5x10° |7,5x10° |7,5x10°
v 1 ml

Pti ziskdvani adherované frakce bakterii pomoci oscilaéniho mlynku nezéalezelo ptilis
na zvolené frekvenci ani dob¢€ oscilace, jako na priméru pouzitych sklenénych mikrokulic¢ek.
Pro odbéry adherovanych bunék byla zvolena optimalni kombinace oscilace pii frekvenci

10 Hz, po dobu 5 min s mikrokulickami o priméru 0,25 — 0,30 mm.

4.2.2. Optimalizace sbéru adherovanych bakterii pomoci ultrasonikace

Sonikace adherovanych bakterii byla provadéna v ultrasonické lazni pii teploté¢ 4 °C
a frekvenci 40 kHz. Vysledky vicekrokové ultrasonikace s riznymi ¢asovymi intervaly jsou

zobrazeny v Tabulce 8.

Tabulka 8. Odbér adherovanych bakterii pomoci ultrazvukové 1azn€.

Prvni sonikace (min) 1 5 10
Pocet bakterii v 1 ml 0,8 x 10’ 1,2 x 10’ 1,5 % 10’
Druha sonikace (min) 1 5 10
Poc&et bakterii v 1 ml 2,1 x 107 1,6 x 107 1,4 x 107
Celkovy pocet 7 7 7
bakterii v 1 ml 2,910 2.8 x10 2,910
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Ukazalo se, ze pii ultrasonikaci po dobu 10 min se zpyritu uvolnilo nejvice bakterii.
Pti opakovani ultrasonikace u téhoZ pyritu se uvolnilo jesté jednou stejné mnozstvi bakterii.
Celkem se da pii dvojim opakovani 10 min ultrasonikace ziskat 2,9 x 107 bakterii, coz je ale

fadove porad méné nez pii pouziti oscilacniho mlynku.

4.2.3. Pomér planktonickych a adherovanych bakterii béhem kultivace na pyritu

Experiment byl proveden s kulturou At. ferrooxidans rostouci v médiu s obsahem zakladnich
soli a pyritu v objemu 200 ml po dobu 14 dni. Bylo zjisténo, Ze adherovanych bakterii je
v roztoku méné¢ nez 15 % zcelkového poctu bakterii, v dalSich experimentech se tedy

pracovalo s majoritni frakci planktonickych bakterii (viz Tabulka 9).

Tabulka 9. Zastoupeni planktonickych a adherovanych bakterii At. ferrooxidans pti kultivaci na pyritu.

Planktonické bakterie Adherované bakterie
Pocet bakterii v 1 ml 6,1 x 10° 0,98 x 10°
Podil z”celkoveho poctu 86.18 % 13,82 %
bakterii

4.2.4. Purifikace a identifikace tetrathionanhydrolasy

Tetrathionanhydrolasa byla purifikovana pomoci ionexové chromatografie, pak byl vzorek
pomoci ultrafiltrace odsolen a zahu$tén. Nakonec byl vzorek separovan pomoci SDS-PAGE

a analyzovan LC-MS/MS.
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4.2.4.1. Ionexova chromatografie pro tetrathionanhydrolasu

Chromatogram z ionexové chromatografie je zndzornén na Obr. 5. Na koloné se zachytily
proteiny, které byly v dalsi fazi eluovany v linedrnim gradientu 0-2 M NaCl. Frakce s TTH
aktivitou (50-53) se uvolnily az téméf pii 2 M koncentraci NaCl.
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Obr. 5. Celkovy pribéh ionexové chromatografie. Modfe je znazornéna absorbance v UV oblasti, hnédou

je vyznacena vodivost roztoku, svétle zelenou barvou je vyznacena koncentrace NaCl. Cervena cisla
znaci Cisla frakef.
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4.2.4.2. SDS-PAGE pro tetrathionanhydrolasu

SDS-PAGE pro TTH byla provedena s IEC frakcemi 50-53. Tyto frakce byly smichany
dohromady a vysledny vzorek byl zahustén a odsolen pomoci ultrafiltrace. Gel byl obarven

Coomassie Briliant Blue R250 (viz Obr. 6).
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Obr.6. SDS-PAGE spolecné IEC frakce, jez vznikla smichanim frakci 50-53 s tetrathionanhydrolasovou
aktivitou (vpravo). Hmotnostni standard (vlevo), hodnoty molekulové hmotnosti v kDa. Sipky oznacuji
bandy, u nichz byla dale provedena hmotnostni analyza.
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4.2.4.3. LC-MS/MS analyza pro tetrathionanhydrolasu

Byly analyzovany 4 vzorky zgelu SDS-PAGE, ve vSech vzorcich byla identifikovana
tetrathionanhydrolasa (AFE_0029) jako jedind slozka (viz Tabulka 10), ve vzorku 4 kviili

v

MS/MS nalezeny.
Tabulka 10. Proteiny identifikované pomoci LC-MS/MS u frakce s tetrathionanhydrolasovou aktivitou.
SDS- Mol.
Nazev Pocet
Nazev proteinu PAGE Lokus pl | hmotnost
genu AMK
(bandy) (kDa)
Tetrathionanhydrolasa tetH 1,2,3,4 AFE 0029 | 499 9,1 53
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4.2.5. Purifikace a identifikace thiosirandehydrogenasy

Thiosirandehydrogenasa byla purifikovdna pomoci afinitni chromatografie s kolonou

naplnénou sorbentem s imobilizovanym cytochromem ¢, poté pomoci ionexové
chromatografie na koloné Mono S HR 5/5. Nakonec byl vzorek separovan pomoci SDS-

PAGE a pot¢ identifikovan LC-MS/MS.

4.2.5.1. Ionexova chromatografie pro thiosirandehydrogenasu

Celkova frakce proteintl, ktera byla ziskdna AC s imobilizovanym cytochromem c byla déle
precisténa pomoci IEC. Chromatogram z ionexové chromatografie je znazornén na Obr. 7. Na
koloné se zachytily proteiny, které byly v dalsi fazi eluovany v linedrnim gradientu 0-2 M

NaCl. Frakce s TDH aktivitou (22, 23, 24 a 25) se uvolnily aZ téméf pii 2 M koncentraci
NacCl (viz Obr. 8).
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Obr. 7. Celkovy pribéh ionexové chromatografie. Modfe je zndzornéna absorbance v UV oblasti, hnédou

je vyznacena vodivost roztoku, svétle zelenou barvou je vyznacena koncentrace NaCl, tmavé zelenou tlak
v systému. Cervena ¢isla znaci Cisla frakei.
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Obr. 8. Usek chromatogramu z obrazku 10. Eluované frakce s TDH aktivitou (22-25).

4.2.5.2. SDS-PAGE pro thiosirandehydrogenasu

SDS-PAGE byla provedena s ICE frakcemi 22-25. Pfed provedenim SDS-PAGE byly frakce

smichény, zahusStény a odsoleny pomoci ultrafiltrace. Gel byl obarven Coomassie Briliant

Blue R250 (viz Obr. 9).
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Obr. 9. SDS-PAGE spolecné IEC frakee, jez vznikla smichanim frakci 22-25 s TDH aktivitou (vpravo).
Hmotnostni standard (vlevo), hodnoty molekulové hmotnosti v kDa. Sipky oznacuji bandy, u nichz byla
dale provedena hmotnostni analyza.
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4.2.5.3. LC-MS/MS analyza pro thiosirandehydrogenasu

Bylo analyzovano 5 bandii z SDS-PAGE, vzorek 5 byl rozdélen na tii casti, celkem

se analyzovalo 7 vzorkt. (viz Tabulka 11). Celkem bylo nalezeno 6 proteind.

Tabulka 11. Proteiny identifikované pomoci LC-MS/MS analyzy u frakce s thiosirandehydrogenasovou
aktivitou.

Niazev SDS- Pocet Mol.
Nazev proteinu enu PAGE Lokus AMK pl | hmotnost
g (bandy) (kDa)
Tetrathionanhydrolasa tetH 1,2,3,4,5 | AFE 0029 | 499 9,1 53
ABC transporterovy 3 AFE 0602 | 294 | 8.4 32
protein -
Protein s TAT- tat 34 | AFE 0042 | 270 | 7.1 29
signalnim peptidem -
Thioredoxin trx 4 AFE 0657 | 108 4,8 12
30S ribozomdlni rpsC 4 AFE 0333 | 228 | 103 | 26
protein S3
Rusticyanin rus 5 AFE 3146 | 187 8,8 20
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4.2.6. Analyza genové exprese pomoci RT-qPCR

Probihaly dvé paralelni kultivace (A, B) bakterie At. ferrooxidans po dobu 15 dnli na pyritu
v objemech 101. Z obou kultivaci byly pravidelné odebirdny vzorky bunék, ke stanoveni
relativni exprese genil byly pouzity odbéry ve dnech 0, 3, 6, 9, 12 z obou kultivaci. Prubéhy
obou kultivaci jsou zobrazeny na Obr. 10 — 12. Udaje o priibéhu relativni exprese gent jsou

zaznamenany v Tabulce 12 a na Obr. 13.
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Obr. 10. Oxidace Fe** iontii v prab&hu kultivaci A (4) a B () bakterie At. ferrooxidans na pyritu.
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Obr. 11. Pokles pH v prub¢hu kultivaci A (¢) a B (¢) bakterie At. ferrooxidans na pyritu.
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Obr. 12. Nartst poc¢tu bakterii v pribéhu kultivaci A (¢) a B (¢) bakterie A¢. ferrooxidans na pyritu.
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Tabulka 12. Relativni exprese (R) vybranych gent ucastnicich se sirného metabolismu pfi kultivaci
bakterie At. ferrooxidans na pyritu. Jde o primér hodnot obou kultivaci A a B a jejich smérodatné

odchylky (s).
Doba kultivace
3. den 6. den 9. den 12. den
Geny
logR * s logR £s logR £s logR £s
RISC geny | tetH 0,22 £0,07 0,16 + 0,04 0,26 + 0,06 0,31 +£0,05
sqrA 0,08 £ 0,05 0,00 £ 0,06 0,20 + 0,05 0,11 +£0,04
sqrB -0,08 £ 0,06 -0,15+£0,05 0,09 + 0,07 -0,01 +£0,04
sat 0,03 + 0,08 -0,10 £ 0,07 0,15+0,08 0,02 £ 0,06
hdr operon | sdhC 0,16 + 0,06 0,14+ 0,06 0,27 + 0,06 0,21 £ 0,04
hdrCl1 -0,07 +£ 0,06 -0,12 +0,05 0,12 + 0,06 -0,02 + 0,05
orf 0,18 £ 0,06 0,09 £ 0,06 0,22 £ 0,05 0,29 + 0,05
hdrA 0,10 £ 0,05 0,03 £ 0,06 0,22 £ 0,05 0,16 £ 0,04
hdrB1 -0,08 £ 0,07 -0,08 £ 0,06 0,57 £ 0,06 0,52+ 0,04
hdrC2 0,10+ 0,09 0,12+ 0,06 0,24 £ 0,05 0,27 +£ 0,05
drsE 0,13 +£0,07 0,08 £ 0,05 0,26 £+ 0,05 0,26 0,06
tusA 0,01 £0,07 0,05 £ 0,06 0,13 +0,04 0,20 £+ 0,05
pll 0,06 £ 0,07 0,03 + 0,07 0,21 + 0,07 0,21 £0,06
hdrB2 -0,04 + 0,05 -0,12 £ 0,06 0,07 £ 0,04 -0,03 £0,05
dox operon | pl4.3 -0,02 +£ 0,05 -0,19+ 0,05 0,07 £ 0,05 0,03 £ 0,04
p21 0,02 + 0,05 -0,12 +£ 0,05 0,18 £ 0,05 0,14 £ 0,06
doxDA 0,06 £ 0,05 -0,05 £ 0,05 0,25+ 0,05 0,18 +0,04
psh -0,11+0,06 -0,11 £ 0,06 0,01 0,05 0,00 + 0,04
tat -0,06 + 0,06 -0,14 £ 0,06 0,15+0,05 0,10+ 0,04
tdt 0,07 £ 0,06 0,00 + 0,07 0,24 £ 0,06 0,19 +0,06
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Obrazek 13. Grafické znazornéni relativni exprese vybranych genti ucastnicich se sirného metabolismu
pti kultivaci bakterie At. ferrooxidans na pyritu.
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4.3. Diskuse

Byla provedena purifikace enzymu tetrathionanhydrolasy a thiosirandehydrogenasy pomoci
chromatografii a SDS-PAGE. Thiosirandehydrogenasa byla stejnym postupem purifikovana
jiz diive. *° P#i IEC dochazelo k vymyti obou proteintt TDH i TTH z katexu aZ pii téméf 2 M
koncentraci NaCl. Podle toho by se dalo ptredpokladat, Ze protein je na kolon¢ drzen i jinymi
nez Coulombovskymi silami, a protoze byla ve vzorku s piedpokladanou TDH aktivitou
piekvapiveé detekovana i TTH aktivita, je na misté¢ se domnivat, ze tyto dva proteiny spolu
siln¢ interaguyji.

Po provedeni SDS-PAGE a nasledné LC-MS/MS byla ve vzorku s TTH aktivitou prokazana
jako jedina slozka tetrathionanhydrolasa, kterd byla pomoci databaze Uniprot identifikovana
jako membranovy protein kodovany genem tetH na lokusu AFE 0029. Ke stejnému vysledku
dosel diive uz 1 Kanao a kol. (2007), ktery purifikoval tetrathionanhydrolasu u bakterie At.
ferrooxidans ATCC 23270. ¥

U vzorku s TDH aktivitou, u kterého byla paralelné naméfena i TTH aktivita, bylo
po provedeni SDS-PAGE a hmotnostni spektrometrii s naslednym porovnanim s databazi
Uniprot urceno vice protein. Ve vSech bandech byla identifikovana TTH. Dale byl
identifikovan periplazmaticky ABC transportérovy protein, jehoz piedpokladana funkce je
fizeny pohyb iontl kovu do buiiky, z buiiky nebo mezi buiikami a protein s TAT-signalnim
peptidem, jehoz ptredpokladana funkce je transport proteint skrz membranu do buriky, ale byl
uz také zminén dfive jako souédst dox operonu spolu s doxDA genem. ' Gen doxDA vznikl
slou¢enim genli doxA a doxD, které koéduji pojednotky TDH napt. u bakterie Acidianus
ambivalens. '’ Pomérné nedavno byl purifikovan a identifikovan protein tvofici tetrathionan u
bakterie At.  ferrooxidans ATCC 23270. Maximalni enzymova aktivita této
thiosirandehydrogenasy byla zaznamenana pii pH 2,5 a teplot¢ 70 °C. Gen kédujici tento
protein byl na lokusu AFE 0042. Jedna se tedy o jiz zminény protein s TAT-signalnim
peptidem, jehoz gen leZi v dox operonu. '* Vysledky purifikace TDH u lokalniho kmene Az,
ferrooxidans CCM 4253 v této praci tak koreluji s vysledky v literatufe u kmene ATCC
23270.

Protein kdédovany doxDA nebyl analyzou prokazan. Piitomnost TTH ve vSech bandech a
zjisténd TTH aktivita také u frakci s TDH aktivitou by mohla indikovat pfitomnost vétSiho
multienzymového komplexu kdédovaného geny dox operonu a genem tetH. Piitomnost

podobného multienzymového komplexu neni u bakterie At. ferrooxidans vyjimkou, u této
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bakterie byl jiz prokdzan multienzymovy komplex kédovany rus operonem, ktery spojuje
vn&j§i a vnitini membranu a vytvaii tzv. elektronovy drat. '' Tuto hypotézu by bylo tieba jests

ovértit pomoci nedenaturujici separaéni metody, napt. za podminek nativni elektroforezy.

Dalsi identifikované proteiny nemaji piedpokladanou funkci v sirném metabolismu bakterie
At. ferrooxidans. Je mozné, ze interakci s imobilizovanym cytochromem c¢ a vzijemnymi
interakcemi dokazaly projit skrz jednotlivé separacni kroky. Jsou to proteiny thioredoxin,
ktery pomaha udrZovat v buiice spravné redoxni prostiedi, 30S ribozomalni protein S3, ktery

se Ucastni translacnich procest a rusticyanin, ktery pfendsi elektrony v metabolismu zeleza.

Podle vysledkti analyzy genové exprese lze usoudit, ze v prubéhu kultivace bakterie
At. ferrooxidans na pyritu dochédzi k nartistu exprese genil, jez maji vztah k sirnému
metabolismu u majoritni planktonické frakce. Signifikantni nariist exprese genl sirného
metabolismu nicméné pozorujeme az v plné aktivni fazi oxidace pyritu, nejdiive po devatém
dni kultivace. To mlze znamenat, ze k oxidaci sirnych meziproduktt dochézi az v aktivni fazi
a nez k této fazi dojde (tato doba zahrnuje i1 lag fazi), bunka nejspiS prednostné exprimuje

/v rr . v ’ 5 roor . 3+ 2+
geny ucastnici se metabolismu Zeleza a tim pfispiva k recyklaci Fe” z Fe™".

Gen tetH kodujici protein TTH vykazoval od zacatku kultivace vySsi expresi ve srovnani
s ostatnimi geny, i kdyz tésné pod hranici signifikance. Jako jeden z mala proteinti sirného
metabolismu se viibec nevyskytuje u zelezitych kultur. Jeho syntéza u Zelezitych bunék
oxidujicich pyrit probihd tedy de novo. To by mohlo naznafovat potfebu enzymaticky dale
degradovat tetrathionan na rizné sirné slouceniny jako je elementarni sira a sifiitan. Vznik
tetrathionanu oxidaci thiosiranu jako prvniho rozpustného sirného meziproduktu oxidace

pyritu, je souasti teoretického modelu thiosiranového mechanismu. *%-!

Méné se pak exprimovaly geny dox operonu, jehoz soucasti je 1 gen tat, jez kdéduje enzym
s TDH aktivitou. U dox operonu celkové pozorujeme zvysujici se trend exprese, 1 kdyz pod
hranici signifikance. Z genl hdr operonu kodujici komplex, u néhoz se predpoklada, ze se
ucastni oxidace elementarni siry, resp. glutathionem aktivované siry, se nejvice exprimoval
gen hdrB v aktivni fazi kultivace na pyritu. Tento gen koduje jednu z podjednotek

heterodisulfidreduktasy a jiz diive byla prokdzana jeho zvy3ena exprese na site. °

Z vysledka expresnich profili vybranych genti u zelezitych kultur At ferrooxidans béhem
ristu na pyritu je zfejmé, ze 1 u planktonickych frakci dochazi k regulaci genii, jez maji vztah
k sirnému metabolismu. To je v rozporu s literaturou, podle které se u bunck planktonickych

pfi riistu na pyritu vice exprimuji geny oxidace Zeleza a naopak u adherovanych zase geny
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oxidace elementarni siry a RISC. ° Tento nesoulad miiZe byt vysledkem stanoveni exprese
v riznych casech kultivace. V této praci byly sledovany expresni profily genii sirného
metabolismu v pribéhu dvou tydni na rozdil od vySe zminéné end-point analyzy, ktera
srovnavala expresi po Ctyfech dnech kultivace. V citovaném piipadé navic nebyla brana
v ivahu ani mozna lag faze. Exprese gent sirného metabolismu miize byt navic ovlivnéna
redoxnim potencidlem prostiedi. V prostfedi sniz§im redoxnim potencidlem na Uplném
zacatku oxidace pyritu mize byt exprese genll sirného metabolismu potlacena RegBA
regulacnim systémem, ktery je v tomto prostiedi indukovan a pozitivné reguluje pouze geny
oxidace Zeleza. V pozdé&jsi aktivni fazi oxidace pyritu, kdy se redoxni potencidl zvySuje,

RegBA systém je neaktivni a nedereguluje tak expresi gent sirného metabolismu. 2
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5. Zavér

1.

U bakterii At. ferrooxidans rostoucich na tetrathionanu byl identifikovan jediny protein

vykazujici tetrathionanhydrolasovou aktivitu, kédovany genem tetH (AFE_0029).

Bylo identifikovano vice proteini v purifikované frakci s thiosirandehydrogenasovou
aktivitou. Na zaklad¢ bioinformatické analyzy a srovnanim vysledkl s literaturou byl
z identifikovanych proteind vybran protein s TAT-signdlnim peptidem kédovanym genem
tat (AFE_0042), ktery s nejvétsi pravdépodobnosti reprezentuje thiosirandehydrogenasu,
piipadné¢  podjednotku s thiosirandehydrogenasovou aktivitou vramci vétSiho

multienzymového komplexu.

Analyza genové exprese planktonickych bakterii At. ferrooxidans rostoucich na pyritu

prokazala narist exprese gent s predpokladanou ti¢asti v sirném metabolismu.

Geny sirného metabolismu se exprimovaly az v pozd¢jsi aktivni fazi oxidace pyritu, coz
znamena, ze v rané fazi kultivace buiika ziskava energii zejména oxidaci Zeleza, ptipadné

dominantni mechanismus biooxidace pyritu enzymy sirného metabolismu nezahrnuje.

49



6. Seznam zkratek

AC

At.

BIS
EPS
ESI
FPLC
GSSG
HiPIP
IEC
LC
MALDI
MS
MS/MS
PAGE
PCR
RISC
RT
SDS
SQR
TDH
TEMED
TOF
TQO

TTH

afinitni chromatografie
Acidithiobacillus
methylenbisakrylamid

extracelularni polymerni vrstva
ionizace pomoci elektrospreje
sttednétlaka kapalinovéa chromatografie
glutathion disulfid

zelezo-sirny protein s vysokym redoxnim potencidlem
ionexova chromatografie

kapalinova chromatografie

ionizace laserem za piitomnosti matrice
hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie
polyakrylamidova elektroforeza
polymerdzova fetézova reakce
redukované anorganické sirné slouceniny
reverzni transkripce

dodecylsiran sodny
sulfidchinonreduktasa
thiosirandehydrogenasa
tetramethylethylendiamin

praletovy analyzator
thiosiranchinonoxidoreduktasa

tetrathionanhydrolasa
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