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1. Uvod

1.1 Charakteristika ¢eledi Deinococcaceae

Celed Deinococcaceae je charakteristicka svou vyjimeénou schopnosti prezit vysoké
davky ionizujiciho zafeni, DNA poskozujicich latek ¢i vysychani (Battista 1997). Jelikoz
bakterie nalezici do této skupiny dokazi vydrzet davky zareni az 1000x vys$i néz vétSina
obratlovctl, jsou povazovany za jedny znejvice odolnych organisml nejen viéi zateni
(Munteanu et al., 2015). Pavodné byly bakterie z této Celedi fazeny do rodu Micrococcus
(Anderson et al., 1956), nicméné pozdé&jsi taxonomické zkoumani a analyza 16S a 5S rRNA
sekvenci odhalila, ze tento pfredpoklad nebyl spravny. Studii nebyla potvrzena zadna
piibuznost mezi deinokoky a Microccaceae. Naopak bylo prokazano, ze ¢lenové rodu
Deinococcus vykazuji piibuznost srody Deinobacter a Thermus (Hensel et al., 1986;
Weisburg et al., 1989; Van den Eynde et al., 1990).

Celed” Deinococcaceae zahrnuje kryofilni, mezofilni i termofilni heterotrofni bakterie
(Battista 1997). Druhy tohoto rodubyly izolovany ze Siroké skaly prostiedi
(Murray et al., 1992; Brooks et al., 1981), napt. ze zvifecich exkrementt, odpadnich vod
(Ito et al.,1983) ¢i zpracované¢ho masa (Anderson et al., 1956). Skutecnost, Ze nékteré druhy
byly ziskany i z prachu nebo vzduchu a textilii (Christensen et al., 1981) ukazuje na schopnost
téchto bakterii pfezit i v suchém prostfedi. Faktem vSak zlstava, Ze vétSina druhli byla
izolovana zpudy a substratt bohatych na organické latky (Murray etal., 1992;
Brooks et al., 1981).

1.2 Deinococcus radiodurans

1.2.1 Obecna charakteristika bakterie Deinococcus radiodurans

Bakterie D. radiodurans byla poprvé izolovana vroce 1956 A. W. Andersonem
z konzervovaného masa pii  studiu  sterilizacnich  schopnosti gama  zafeni
(Anderson et al., 1956). Jedna se o druh, jenz obyva i nehostinna prostfedi a dokaze prezit
nepfiznivé podminky, které jsou pro mnohé druhy Casto letdlni. Pfirozené prostiedi této

extremofilni bakterie doposud nebylo pfesné definovano.



Jde o nepatogenni, obligatné aerobni, nefotosyntetickou, kulovitou bakterii, o priméru
1,5-3,5 um, ktera typicky vytvaii tetrakoky (Battista 1997). Na zakladé¢ Gramovy barvici
reakce je D.radiodurans klasifikovan jako grampozitivni bakterie, nicméné diky
charakteristickému slozeni lipidi a pfitomnosti slozit¢tho bunécného obalu se podoba spise
bakteriim gramnegativnim (Lancy, 1978). Vytvaii hladké, konvexni kolonie, které se
vyznacuji rGzovou, oranzovou az cervenou barvou (Battista 1997) a to ptedev§im diky
schopnosti syntetizovat karotenoidy (Tian et al., 2010). Kolonie D. radiodurans se v piipadé
laboratorni kultivace péstuji nejcastéji v médiu TGY (kvasnicovy extrakt, glukoza, trypton)
pii pH~7,00. Optimalni teplota pro péstovani kolonii je 30°C az 37°C, rust ustava pti teplotach
pod 4°C a nad 45°C (Battista, 1997).

Genom D. radiodurans je slozen ze dvou chromozomd, jednoho plazmidu a jednoho
megaplazmidu, které koduji celkem asi 3195 genti (Makarova et al., 2001). Makarova et al.
(2001) pti komplexni genomové analyze odhalili pfitomnost asi 1000 genti s neznamou funkci

a rovnéZ pritomnost mnoha typickych bakteridlnich genii kodujicich replikaci a opravu DNA.

Zajimavé je, ze v genomu D. radiodurans je kodovan mensi pocet genti pro opravy
DNA nez u nékterych dalSich druhii prokaryotnich organismi, vice citlivych na zéfeni, jako
je napt. Escherichia coli. Kromé toho obsahuje D. radiodurans i geny diive pozorované pouze
u eukaryotnich organismi piipadné archea. Tyto geny ziskal pravdépodobné horizontalnim
pfenosem gent (Makarovaetal., 2001), jenz hral zifejmé¢ dulezitou roli v evoluci

bakterii a archea (Nelson et al., 1999).

1.2.2 Mechanismy ochrany D. radiodurans

Jak jiz bylo zminéno, D. radiodurans je dobie znam pro svou extrémni odolnost viuci
vysokym davkam ionizujiciho zafeni, UV zafeni, vysychdni a mnohym faktoriim indukujicim
oxidaéni posSkozeni DNA a dal$ich bunéénych makromolekul. D. radiodurans je schopen
odolat vysokému poskozeni DNA diky efektivnim mechanismim oprav a ochrany proteinii

(Slade et al., 2011).

Tyto antioxida¢ni mechanismy jsou vybaveny jak béznymi enzymy, zachytavajicimi
reaktivni formy kysliku (napt. kataldzou a superoxiddismutdzou), tak mnohymi
neenzymatickymi antioxidanty (napf. karotenoidy). Dilezitou roli ve vySe zminénych
antioxida¢nich systémech hraji komplexy dvoumocného manganu (Qi et al., 2020). Tyto

systtmy maji klicovy vyznam v oblasti mediciny, jelikoz oxidativni stres zptsobeny



reaktivnimi formami kysliku je spojovén se starnutim a vznikem rakoviny. Proto by studium
strategii, které vyuziva D. radiodurans v boji proti oxidativnimu stresu, mohlo vést k objeveni

novych moznosti pro 1é¢bu rakoviny (Slade et al., 2011).

Reaktivni kyslikové formy, zkracené ROS, jsou chemické slouceniny obsahujici kyslik
a volné radikdly. Tyto volné radikdly jsou molekuly Sjednim nebo vice volnymi
elektronovymi pary a jsou velice reaktivni, coZ znamena, Ze se snadno spojuji s jinymi
molekulami v téle a mohou poskodit jejich strukturu nebo funkci (Sies, 2015;
Valko et al., 2006). Za reaktivni formy kysliku jsou povazovany hydroxylové radikaly (-OH),
superoxidovy anion (O2’) a peroxid vodiku (H202) (Halliwell, 1992).

ROS jsou v téle bézné produkovany jako vedlejsi produkt pii procesech dychani, ale
jejich produkce mize byt zvySena riznymi faktory, jednim z nich je naptiklad stres. Pokud
jsou ROS ptitomny v organismu v nadmérném mnozstvi, mohou zpusobovat poskozeni bun¢k
a tkdni a jak jiz bylo zminéno jsou také spojovadny se vznikem rakoviny
(Halliwell, 1992; Kregel et al., 2007). Nicméné¢ ROS jsou také dulezité pro normalni
fungovani téla a jsou zapojeny do procest, jako je imunitni odpovéd’, bunécna signalizace
aregulace genové exprese. Spravna rovnovaha ROS je proto dilezitd pro udrzeni zdravi

a dobte fungujiciho organismu (Finkel et al., 2000).

K ochran¢ pfed reaktivnimi formami kysliku (ROS) vyuziva D. radiodurans nékolik
mechanismt, z nichz nékteré jsou pro tuto bakterii unikatni. Prvnim z nich je produkce
antioxidantl, kterymi mohou byt naptiklad thioredoxin, glutaredoxin, superoxiddismutaza ¢i
kataldza. Tyto enzymy neutralizuji ROS, které¢ se vyskytuji v bufice a snizuji tak poSkozeni

bunéénych struktur (Daly, 2009; Slade et al., 2011).

Dal8im mechanismem obrany je G¢inny mechanismus oprav poSkozené DNA, ktery ji
umoziuje rychle opravit a obnovit poskozené DNA fetézce. Tento zplisob obrany je dulezity
pro pieziti vysokych davek ionizujiciho zafeni, které mohou zplsobit rozsdhlé poskozeni

DNA (Blasius et al., 2008).

Ttetim mechanismem je regulace genové exprese, ktera umozituje bunéénému jadru
rychle reagovat na stresové podnéty a pfizplisobit se novym podminkam. Naptiklad po
vystaveni ionizujicimu zafeni se nékteré geny upravi tak, aby se zvysila produkce antioxidantt
nebo aby se stimulovaly dalsi ochranné mechanismy

(Daly, 2009; Slade et al., 2011; Hua et al., 2015).



Poslednim mechanismem je ochrana bunéénych struktur. Bakterie D. radiodurans ma
pevnou bunéfnou sténu, kterd pomahd chranit bunku pied jejim poskozenim a pted
oxidativnim stresem. Navic je schopna vytvaret vnitini struktury, tzv. polyfosfatova granula,
které¢ obsahuji antioxidanty a chrani buiikku pied oxidativnim stresem. VysSe uvedené
mechanismy spole¢né¢ umoznuji D. radiodurans piezit vysoké davky ionizujiciho zafeni
a oxidativniho stresu a vysvétluji extrémni odolnost vic¢i témto stresovym podminkam

(Blasius et al., 2008).

1.2.3 S-layers

D. radiodurans ma k ochran¢ jesté povrchovou vrstvu, ktera je znama jako S-vrstva
(Farci et al., 2016). S-vrstva je charakterizovana jako dvourozmérny agregat proteinl
(Sleytr, 1978), ktery se nachazi na vnéj§i strané¢ bunécéné stény (Messner etal., 1992;
Bahl etal., 1997). Tato bunééna struktura je rozSifena mezi eubakteriemi a archea
(Sara et al., 2000), avsak jeji funkce se zda byt proménliva a spojena s riznymi ekologickymi
faktory (Fagan et al., 2014). V piipadé bakterie D. radiodurans obsahuje S-vrstva specificky
vzor proteint (Farci et al., 2014) a karotenoid deinoxanthin, jenz bakteriim dodava jejich
charakteristické r0ZovooranZové zbarveni a napomahd jim k pfeZiti v extrémnich
podminkach, jako je vysychani a ultrafialové zafeni (Lemee et al., 1997). S-vrstva se sklada
z n€kolika proteinti usporadanych do dvou ¢asti. Prvni ¢asti je oblast porti, hlavnimi slozkami
zde jsou protein DR 0774 (PilQ), pilin uspofadany do dodekamert tvoticich pilacni systém
typu IV a protein DR_2508, také znamy jako Hexagonally Packed Intermediate (HPI). Druha
¢ast se nachazi mezi pory a sklada se z proteinu DR 2577, ktery je mimo jiné znamy jako

SIpA a tvoti hlavni slozku S-vrstvy (Farci et al., 2015).

Podle studie Farci et al. (2016) jsou mutanti D. radiodurans, ktefi postradaji protein S-
vrstvy DR 2577 mnohem citlivéj§i na UV zéfeni a vysychani. Vyzkum také prokazal, Ze tento
protein vaZe karotenoid deinoxanthin, silny antioxidant. Spektroskopickou charakterizaci
komplexu deinoxanthin-DR_2577 bylo odhaleno, Ze tento komplex ma ochrannou funkci,
a tudiz by S-vrstva mohla slouZit jako prvni linie obrany proti ultrafialovému zafeni zejména

ve vysuSenych bunkéch, které nemaji tolik G€inny vnitini ochranny systém.



1.3 Karotenoidy

Karotenoidy jsou skupinou pfirodnich, hydrofobnich pigmenti, vyskytujici se v fadé
rostlin, bakterii, fas, hub a dalSich organismill. Zatimco rostliny a mikroorganismy jsou
schopny karotenoidy endogenné syntetizovat v reakci na rozlicné environmentalni stresy,
zivoc¢ichové je obvykle musi ptijimat v potravé (Kirti et al., 2014). V ptipad¢ fotosyntetickych
organismil se karotenoidy uplatiiuji jako pomocné pigmenty ve svétlosbérnych komplexech,
kde zvySuji absorpci svételné energie. Vedle toho maji karotenoidy také obranou funkci proti
nékterym meziproduktiim fotosyntézy nebo se u bakterii podileji na posileni membrany c¢i
pasobi proti reaktivnim formam kysliku (ROS) (Tian et al., 2010). Jedna se o v tucich
rozpustné molekuly, které jsou z chemického hlediska chapany jako polyizoprenoidy slozené
z izoprenovych jednotek C5 (Kirti et al., 2014). Karotenoidy jsou linearni molekuly obsahujici
v fetézci systém konjugovanych dvojnych vazeb s delokalizovanymi n-elektrony. Bud’ jsou
jejich molekuly cisté alifatické, nebo mohou na svych koncich obsahovat péticlenné ci
Sesti¢lenné cykly, jez mohou byt nahrazeny funkéni skupinou. Vlastnosti karotenoida
ovliviyjici jejich rozpustnost a vstiebatelnost jsou do jisté miry dany tvarem molekul, jenz
zavisi na izomerni formé (Britton et al., 1995). Jak jiz bylo feceno, karotenoidy obsahuji
systém konjugovanych dvojnych vazeb, diky ¢emuz se mohou vytvaret riizné stereoizomerni
formy (cis/trans formy) (Hencken et al., 1992). Na rozdil od tuzsich linearnich trans forem
nemaji cis-izomery takovou tendenci krystalizovat a agregovat, a tudiz mohou byt snadnéji

absorbovany, transportovany a solubilizovany (Britton et al., 1995).

Karotenoidy mohou byt dle chemického slozeni rozdéleny do dvou hlavnich skupin,
karoteny a xantofyly. Karoteny jsou chépany jako nepolarni uhlovodikové karotenoidy,

skladajici se z atomi uhliku a vodiku (Kirti et al., 2014). Jednim z nejznaméjSich karotent: je

napiiklad p-karoten (Obr. 1), provitamin vitaminu A (Mortensen et al., 1997).

Obr. 1: Strukturni vzorec -karotenu.



V piipad¢€ xantofyll se jedna o kyslikaté derivaty uhlovodiki, obsahujici alespoii jednu
kyslikatou funkéni skupinu, kterou mtize byt naptiklad hydroxylova skupina, keto skupina ¢i
karboxylova skupina (Kirti et al., 2014), jejiz pfitomnost dava xantofylim polarné;si
charakter, nez maji karoteny. Dle pfitomnosti kyslikaté skupiny v molekule mohou byt
xantofyly rozd€leny do dvou skupin, hydroxykarotenoidy obsahujici hydroxylovou skupinu
a oxokarotenoidy obsahujici keto skupinu. (Mortensen et al., 1997).

1.4 Deinoxanthin

Deinoxanthin (Obr. 2), sumarnim vzorcem CsoHs403 a systematickym nazvem (5R)-5-
hydroxy-3-[(1E,3E,5E,7E,9E,11E,13E,15E,17E,19E,21E)- 24-hydroxy-3,7,12,16,20,24-
hexamethylpentacosa-1,3,5,7,9,11,13,15,17,19,21-undecaenyl]-2,4,4-trimethylcyclohex-2-
en-1-one podle IUPAC! (PubChem, 2019), je karotenoid s monocyklickou strukturou, ktery
obsahuje jednu keto skupinu a dvé hydroxylové funkéni skupiny. Polyenovy fetézec
deinoxanthinu je organizovan do 2-hydroxy-4-oxo- konce a vyznamné ovliviiuje jeho
biologické vlastnosti. Deinoxanthin patii diky svym strukturnim vlastnostem do reaktivni

skupiny xantofyll, coZ jsou, jak jiZ bylo zminéno, karotenoidy obsahujici kyslik. To je diivod,

pro¢ jsou xantofyly polarnéjsi a reaktivnéjsi nez bézné karotenoidy (Tian et al., 2007).

Obr. 2: Strukturni vzorec deinoxanthinu.

Tian et al. (2007) ve své praci publikovali vysledky chemiluminiscen¢ni analyzy, které
ukazali, ze deinoxanthin ma mnohem silngjsi schopnost vychytavat H2O: a singletovy kyslik
nez ostatni testované karotenoidy. Témi byly dva xantofyly (zeaxanthin a lutein) a dva
karoteny (B-karoten a lykopen). Kromé toho bylo zjisténo, ze deinoxanthin mé ochranny
ucinek na DNA. Tyto vysledky naznacuji, Ze vyssi antioxidacni u¢inek deinoxanthinu pfispiva

k resistenci mikroorganismu D. radiodurans. Rozsifené konjugované dvojné vazby
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a ptitomnost hydroxylové skupiny v poloze C-1" v chemické struktufe deinoxanthinu mohou

byt odpoveédné za jeho vyjimecnou antioxidacni aktivitu.

Krom¢ samotného deinoxanthinu byly mezi vice nez deseti cervenymi pigmenty, jez
se nachazeji v extraktech D. radiodurans identifikovany i jeho méné bézné varianty jako jsou

dihydro- a deoxyderivaty (Tian et al., 2008).

Kim et al. (2021) ve své praci ukazali, ze deinoxanthin vykazuje toxicitu pro sinice
tvorici vodni kvéty, zejména pro Microcystis aeruginosa, a muze tak byt vyuzit jako ucinny
prostfedek na jejich likvidaci. Autofi dale popisuji proces vyroby deinoxanthinu z kultury
Deinococcus metallilatus za pouziti sojové moucky. Celkové tato studie ukazuje potencial

deinoxanthinu jako pfirodniho prostfedku na likvidaci sinicovych kvéti v tekoucich vodach.

Ptestoze pozitivni vliv karotenoidll na ptezivani neptiznivych podminek bunkami D.
radiodurans je dobie zdokumentovan, regulace syntézy karotenoidi vnéj§imi podminkami je
znama podstatné méné. Nicmén¢, Davis et al. (1999) piekvapivé ukazali, ze D. radiodurans
obsahuje fotoreceptor Cerveného svétla, ktery hraje roli v regulaci syntézy deinoxanthinu. A to
presto, ze D. radiodurans neni fototrofni organismus a neni tedy patrné, jakou roli hraje

receptor neionizujiciho, viditelného zafeni v syntéze ochrannych pigmentd.

1.5 Bakteriofytochromy

Fytochromy jsou rostlinné receptory, které maji schopnost vnimat ¢ervené a daleké
Cervené svétlo (Smith, 2000). Puvodné se piedpokladalo, Ze tyto receptory jsou piitomny
pouze ve fotosyntetickych organismech (Hughes, et al., 1999). Nicméné poté byly nalezeny
proteiny podobné fytochromim 1 u nefotosyntetizujicich bakterii D. radiodurans
(Davis et al., 1999), tyto proteiny tvoii skupiny zvané bakteriofytochromy (BphPs). Na rozdil
od fytochromtl, kde je chromoforem fytochromobilin, se bakteriofytochromy spojuji
s biliverdinem, coz je latka, vznikajici pii rozkladu hemu a jejiz navazani umoziiuje proteinlim

reagovat na svétlo (Bhoo et al., 2001).

Bakteriofytochromy jsou fotosenzitivni proteiny nachéazejici se u bakterii a jsou
schopny zaznamenat svételné podnéty v oblasti infra¢erveného spektra. Tyto proteiny funguji
jako fotoreceptory, které pii absorpci svétla meéni svou strukturu a nasledné ovliviiuji
enzymatickou aktivitu. Bakteriofytochromy maji také funkci jako kindzy histidinu, coz

znamena, ze maji schopnost fosforylovat histidinové zbytky (Bhoo et al., 2001).



Vyzkum Girauda et al. (2008) ukazal, ze bakteriofytochromy se vyskytuji predevsim
u tzv. anoxygennich fotosyntetickych bakterii, které se od rostlin a jinych fotosyntetickych
organismu odliSuji tim, Ze primarnim zdrojem energie pro n¢ neni fotosyntéza. Tyto bakterie
vyuzivaji riznych mechanismii pro ziskavani energie z prostiedi, jako je naptiklad oxidace
siry nebo Zeleza. Bakteriofytochromy také mohou ovliviiovat syntézu fotosyntetickych
komplexii v bakteriich. Celkov¢ Ize fici, Ze bakteriofytochromy jsou diilezitymi bakteridlnimi
fotoreceptory, jelikoz dokazi ovlivnit enzymatickou aktivitu a syntézu fotosyntetickych
komplexti, coZz mé& vliv na metabolismus bakterii a jejich schopnost pteziti v piirode

(van der Horst et al., 2007)

Jak jiz bylo né€kolikrat zminéno, D. radiodurans je extremofilni bakterie, ktera
dokaze ptezit extrémni podminky, v€etné vysokého zateni, vysokych teplot a sucha. Vyzkum
Jianga et al. (1999) ukazuje, ze bakteriofytochromy nachazejici se v genomu D. radiodurans
vyznamn¢ ovliviiuji preziti této bakterie v extrémnich podminkéch. Pfitomnost fytochromu

Vv nefototrofnim organismu byla ve své dob& vnimana jako ptekvapiva (Davis et al., 1999).

Smysl regulace syntézy karotenoidi, které jsou soucasti ochrany proti stresu pomoci
fytochromu, neni rovnéz patrny, jelikoz fytochromy slouzi jako receptory Cerveného svétla,
které neni ionizujici. Na druhou stranu, absorpéni spektrum chromoforu fytochromu mé pasy
i v blizké UV oblasti, je tedy mozné, ze fytochrom muze slouzit i k detekci jinych, kratkych,
vlnovych délek, podobné, jak to bylo navrzeno pro nékteré rostlinné fytochromy
(Chun et al., 2001). Je také mozné, ze funkci fytochromu je vice: nedavna prace Junga et al.
(2021) ukazala, ze ptitomnost fytochromu zvySuje pieziti D. radiodurans pfi vystaveni
chemickym a fyzikdlnim vlivim poskozujicim DNA, jako je UV-C zafeni, y-zéafeni
a mitomycin, ale tento efekt prekvapivé nebyl zavisly na schopnosti bunc¢k syntetizovat

karotenoidy.

Bhoo et al. (2001) ve své praci uvadi, ze bakteriofytochrom z bakterie D. radiodurans
reaguje na svételné podnéty a dokaze ovliviiovat expresi genll v zavislosti na intenzité svétla.
To naznacuje, Ze bakteriofytochrom hraje dalezitou roli pii regulaci genové exprese u téchto

baktertii.

2. Cile prace

Teoretické Cast:




e Provést literarni reSerSi znamych poznatkli na téma Deinococcus radiodurans, jeho
objeveni, zplisob Zivota a mechanismy ochrany se zaméfenim na nékteré struktury, jez

se v téchto mechanismech uplatiuji.

Experimentalni ¢ast:

e Zjistit, jakym zptisobem a zda viibeC ovliviiuje uprava svételnych podminek produkci
karotenoidti u Deinococcus radiodurans.

e Stanovit karotenoidni sloZeni v bunikach D. radiodurans.

e Zjistit prumérné mnozstvi karotenoidl v jedné bunce D. radiodurans v zavislosti na

svételnych podminkach.

3. Materialy a metody

3.1 Pouzité chemikalie a pfistroje
Extrakce pigmentt:

e 100% methanol pro HPLC
e 100% aceton pro HPLC

Piiprava media pro kultivaci D. radiodurans:

e kvasnicovy extrakt (Sigma Aldrich)
e pepton (Sigma Aldrich)

o glukoza

e agar

e destilovana voda

¢ 50 mM Na-fosfatovy pufr; pH 7,8

Kapalinova chromatografie byla provedena za pouziti systému Waters 600

s detektorem PDA 2996 detector (Waters, USA)
Kolona: reverzni-faze, Zorbax SB-C18 column (4.6 9 150 mm, 5 Im, silica-based, non-
endcapped; Agilent, USA)

Gradient: linearni gradient, solvent A (80:20 methanol:0.5 M octan amonny (ag., pH 7.2 v/v)),
solvent B (90:10 acetonitril:voda), solvent C (100 % ethylacetat) (Jeffrey et al. 2005).

Rozbijeni bunék pro extrakci pigmenti bylo provedeno za pomoci sonikatoru

BioLogics, Inc., Model 3000MP Ultrasonic Homogenizer.



Extrahovanym pigmentiim byla poté zmétena absorp¢ni spektra v rozsahu 350 nm —

750 nm za pomoci spektrofotometru Shimadzu UV-2600.

Pritokova cytometrie byla provedena na piistroji Apogee A50 za pouziti vinové délky

488 nm.

3.2 Metody

3.2.1 Piiprava média a o¢kovani novych kultur

Kultura D. radiodurans byla pofizena z Ceské sbirky mikroorganismii na
Prirodovédecké fakult¢ Masarykovy univerzity v Brn€. Pro kultivaci D. radiodurans bylo
piipraveno médium 8 dle CCM?. V 11 destilované vody bylo rozpusténo 5 g kvasnicového
extraktu, 5 g peptonu, 10 g glukézy a 20 g agaru, poté bylo pH média upraveno na 7,2 za
pomoci Na-fosfatového pufru. Médium bylo v lahvich sterilizovano v autoklavu a poté za
pouziti flow boxu nalito do uzaviratelnych Petriho misek. Misky byly utésnény parafilmem
a ulozeny v lednici. V ptipad¢ kapalného média byl postup stejny, s tim, Ze pti piipravé média
byl vynechan agar a po sterilizaci v autoklavu bylo médium ponechéano v lahvich a uchovano

v lednici.

Ockovani novych kultur probihalo za pouziti flow boxu. Bakteriologicka o¢kovaci
smyc¢ka, byla v plameni vyzihana a po jejim vychladnuti byl seskrabnut povrch jiz existujici
kolonie. Poté byl material smyckou opatrné nanesen na agar v nové Petriho misce, miska byla
uzaviena, utésnéna parafilmem, nalezit€é popsana a ulozena do inkubatoru s teplotou
nastavenou na cca 30°C. Smycka byla opét vyzihana v plameni a cely postup byl opakovan

do naockovani pozadovaného mnozstvi misek (Frébotova, 2017).

V osvétlovacich pokusech byly misky s bakteriemi vystaveny monochromatickému
svétlu 0 ozafenosti 50 pmol fotont m™ s (zméfeno pomoci pfistroje Hansatech Quantitherm).
Kontrolou pro kazdy pokus byla stejné pfipravend miska zabalena do alobalu, umisténé co
nejblize osvétlené misce. Jako zdroj svétla byly pouzity LED s maximem vyzafovani 520 nm
(zelend) a 660 nm (Cervena). Spektra zdroju porovnana s absorpénim spektrem fytochromu

jsou v Obr. 3.

2 Czech Collection of Microorganisms, https://ccm.sci.muni.cz/
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Obr. 3: Spektra svételnych zdroju pouzitych v této praci (zelena, Cervena) a spektrum

fotoreceptoru fytochromu z D. radiodurans (Gerna).

3.2.2 Extrakce a analyza pigmentt
Po sedmi dnech kultivace byly kultury z obou misek seskrabnuty do 2 ml Eppendorf

zkumavek, z kazdé misky byly ziskany minimaln¢ dva vzorky. Nasledn¢ byly vzorky zvazeny
a byla provedena extrakce pigmentd, a to za teploty 0°C na ledové tfisti za piistupu pouze
zeleného svétla. Postupné byl kazdy ze vzorkt resuspendovan v 1500 ul methanolu, kratce
zvortexovan za maximalnich otacek a nasledné byly buiky rozbity za pomoci sonikatoru.
Sonifikace probihala 2 minuty s cyklem 15/5 s (sonifikace/pauza) a za vykonu 20%. Poté byl
vzorek stoCen za pouziti stolni centrifugy (60 spii 13 400 ot./min) a supernatant byl
prepipetovan do Cisté Eppendorf zkumavky. Zbyly pelet byl opét resuspendovan v 1500 pl
methanolu a cely proces byl zopakovan. Nasledné bylo k peletu pfidano 1500 pl acetonu
a vyse uvedeny postup byl proveden jesté jednou. Nakonec byly vsechny ziskané supernatanty
spojeny a takto ziskanému extraktu byla zmétena absorpéni spektra. Extrakce byla provedena

celkem 3x pro tii rizné bakterialni kolonie.

Ve druhé ¢asti prace byl cely proces zopakovan stejnym zplisobem. Nicméné zelené
svétlo bylo vyménéno za Cervené 0 stejné intenzité a z kazdé misky byly ziskany pouze dva

vzorky.

Pro urCeni piesného poctu bun¢k ve vzorcich byla vyuzita metoda pratokové

cytometrie. Tato analyticka metoda umoznuje méteni a analyzu fyzikalnich a chemickych
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vlastnosti bun¢k a jinych biologickych ¢astic. Princip spocivéa v priichodu bunék laserovym
paprskem, pii kterém dochazi k rozptylu a lomu svétla, jenz byva oznacovan jako ptimy
rozptyl (FSC) a bo¢ni rozptyl (SSC). Pfimy rozptyl je piimo umérny velikosti buiiky a bo¢ni
rozptyl charakterizuje vnitini struktury buiiky. Tyto jevy jsou nasledné detekovany a méfeny
optickym a elektronickym systémem pfistroje. Krom¢ toho ma prutokovy cytometr také
schopnost detekovat fluorescenci ¢astic, které jim prochazeji. Na analyzované Castice jSou
navazana fluorescenéni barviva, absorbujici svétlo 0 ur€ité vinové délce, jez je emitovano
laserem. Nasledné je vyzafeno zafeni s odlinou vinovou délkou (Sinkorova, et al., 2008;
Pekarc¢ikova et al., 2014).

K feSeni otadzky, zda barva svétla ovliviiuje slozeni pigmentl, tj. zastoupeni riznych
derivati deinoxanthinu v D. radiodurans byla pouzita Vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC). Jedna se o metodu pouzivanou k rozdéleni slozek smési za ticelem
stanoveni jejich pritomnosti a koncentrace v daném vzorku. Od bézné sloupcové
chromatografie se HPLC lisi v pfitomnosti vysokotlakého ¢erpadla, jezZ umoziiuje mobilni fazi
prochazet kolonou v niz se nachdzi stacionarni faze vazana na castice velké nékolik

mikrometru (Kfizek et al., 2015).

4. Vysledky

4.1. Bioinformatika

Od doby popisu bakterialniho fytochromu v D. radiodurans se ukazalo, ze v bakteriich
existuje velké mnozstvi receptord pro svétlo riiznych vinovych délek, z nichz alespon nékteré
hraji roli v ochrané ptfed nepiiznivymi podminkami (van der Horst et al., 2007). Ale jejich
pfitomnost u rodu Deinococcus a specialné u druhu D. radiodurans nebyla piehledné
zpracovana. Vzhledem k tomu, ze pfitomnost dalSich receptort svétla v D. radiodurans ma
velky vliv na interpretaci vysledkii experimentii popsanych v této praci, byla provedena
systematicka analyza rodu Deinococcus na pritomnost hlavnich tfid prokaryotnich

fotoreceptorti podle citovaného piehledu podle van der Horsta et al. (2007):

a) PYP obsahujici kyselinu 4-hydroxyskoticovou; b) proteiny s doménou LOV (light-oxygen-
voltage) s navazanym flavinmononukleotidem; c) bilkoviny s doménou BLUF (blue-light
sensing using flavin) obsahujici flavinadenindinukleotid); d) bakteriofytochrom obsahujici

biliverdin; e) rodopsin obsahujici chromofor reinal.
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Na zakladé citované prace byly pouzity sekvence nasledujicich proteinti dostupnych
v databazi PDB: a- 2PHY, b -1G28, ¢ - 1YRX, d - 209C, e - 1UAZ pro prohledani genovych

sekvenci  bakterii  rodu  Deinococcus  pomoci  online  nastroje  BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) se zakladnim nastavenim na vyhledavani podle

sekvence aminokyselin (protein-protein, blastp).

Bylo zjisténo, Zze u druht zrodu Deinococcus se vyskytuji pouze tii z péti
analyzovanych receptori, konkrétné fytochrom, rodopsin a LOV-obsahujici proteiny. Pocty
druhti, u nichZ se jednotlivé struktury vyskytuji a pocty druhd obsahujici vice nez jednu

z uvedenych sekvenci zobrazuje Obr. 4.

fytochrom
(30 druh)

11 druhl‘.’] 2 druhy

LOV 7 rodopsin
(27 druhc)) "™ (16 druhd)

Obr. 4: Typy fotoreceptorovych bilkovin v bakteriich z rodu Deinococcus.

Vyhledavani podle fotoreceptorti nalezlo 73 druht rodu Deinococcus. Fytochrom je
nejbéznéjsim receptorem rodu. Pomérné bézné se také vyskytuje situace, kdy druh obsahuje
vice nez jeden typ fotoreceptoru. Ze skupiny bakterii rodu Deinococcus, které obsahuji
bakteriofytochrom, obsahuji nékteré druhy 1 jiné€ z vySe uvedenych sekvenci. Protein LOV byl
nalezen u druhti jako je: D. desrti; D. ruber; D. arcticus; D. hopiensis; D. malanensis; D. humi;
D. peraridilitoris; D. aestuarii; D. xianganensis a D. saudiensis. U dvou druhu, D.
aquiradiocola a D. koreensis je fytochrom doprovazen rodopsinem. Dulezitym zjisténim je,
ze D. radiodurans obsahuje pouze sekvenci bakteriofytochromu, stejné tak jako bakterie D.

metallilatus, jenz byl studovan v praci Kima et al. (2021).
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4.2 Analyza pigmenti

Na Obr. 5 jsou zndzornéna absorpéni spektra extraktu buné¢k D. radiodurans
z experimentu s ozafenim zelenym svétlem. Data odpovidaji dvéma vzorkim odebranym

Z osvétlené misky a dvéma vzorkiim odebranym z paralelné péstované zatemnéné misky.

0,14 -

0,08 4

0,06 4

absorbance

0,04 4

0,02 A

0 ———

350 400 450 500 550 600 650 700 750

vinova délka [nm]

Obr. 5: Absorp¢ni spektra extrahovanych pigmentt z D. radiodurans. Zelena ¢ara — osvétlena

kultura, ¢erna ¢ara — kontrolni kultura (ve tmé).

Z tvaru absorpénich spekter, zobrazenych na Obr. 5, je patrné, ze vSechny extrakty
vzorku ziskané¢ho z D. radiodurans obsahuji deinoxanthin popf. smés substituovanych
deinoxanthinti s absorpénim maximem pii 480 nm, coz je typickd vinova délka pii které
karotenoidy, vcetn¢ deinoxanthinu, absorbuji (Kim, et al., 2021). Na Obr. 6 pak jsou tataz
spektra jako v Obr. 5, ale po normalizaci na gram bakterialni kultury, tj. po vydéleni navazkou.
Je vidét, ze tomto piipadé obsahovala ozafena kultura relativné vice karotenoidu. Predev§im
se zda byt ziejmé, ze pouzitd metoda extrakce pigmentl je dobie reprodukovatelna a rozdil

v obsahu pigmentu mezi kulturami je vétsi nez rozptyl jednotlivych stanoveni pigmentu.

Ve spektrech z neosvétlené kultury je dale vidét vyrazny pik u 405 nm. Jedna se
s nejveétsi pravdépodobnosti o molekulu typu hemu, jehoz pfitomnost v D. radiodurans byla

popsana jiz diive (Pokorna 2021 a viz nize).

14



4,5 1

absorbance
= N w
[ [9,] N (9] w [9,] S
1 1 1 1 1 1 1

o
(]
1

O T T T T T T T ]
350 400 450 500 550 600 650 700 750

vinova délka [nm]

Obr. 6: Absorpéni spektra po vydé€leni piislusnymi navazkami bungk.

Stejna spektra jako v Obr. 6 byla ziskana z celkem 3 vzorkl péstovanych na zeleném
a 3 na Cerveném svétle, s prisluSnymi zatemnénymi kontrolami. Pro urceni koncentrace
karotenoidu byla pouzita absorbance u480 nm (Ass) a extinkéni koeficient ()
120 000 dm®mol*cm™. Prace jako napt. Tian et al. (2018) pouzivaji pro kvantifikaci
deinoxanthinu ex. koeficient ~109000 odpovidajici karotenoidu fukoxanthinu. Nicméné
vzhledem ktomu, Ze deinoxanthin je polohou maxima spektroskopicky blizs$i delSimu
karotenoidu astaxanthinu, byl zde pouzit extinkéni koeficient, ktery je blize tomuto

karotenoidu.

Nejprve byla vypoctena koncentrace karotenoidd (mol/l) podle rovnice 1:
Cc = 4 1
T exl @

kde A je absorbance; € je molarni absorp¢ni koeficient a | je tloustka optické vrstvy (1,00 cm).
Vynasobenim takto ziskané molarni koncentrace objemem extraktu (0,0045 1) 1ze obdrzet
latkové mnozstvi v molech (rn = ¢ x V) a po jeho vynasobeni molarni hmotnosti hmotnost

karotenoidu v extraktu (2).
m=cXV XM (2

Vzhledem k tomu, Zze jsem pracovala se smési substituovanych karotenoidt, pouzila

jsem pro ni ptibliznou molarni hmotnost 600 g/mol. Vysledky stanoveni karotenoidi z celkem
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Sesti nezavislych rustovych pokust (tfi na ¢erveném a tii na zeleném svétle) jsou shrnuty

v Tab. 1.

Tab. 1: Koncentrace celkového karotenoidu v kulturach bakterie D. radiodurans vztazené na
gram Cerstvé hmotnosti bakteridlni biomasy. Pro kazdy experiment je uvedena hodnota
kontroly (zatemnéna miska, tma); svétlo/tma je pomé&r koncentrace osvétleni ku kontrole pro

jednotlivé experimenty.

nmol/g (bunék) ug / g (bunék)
tma | svétlo tma svétlo Svétlo/tma

Cervené 154 177 92 106 1,15
svétlo 59 67 36 40 1,12
64 89 38 53 1,39

Zelené 77 110 46 66 1,42
svétlo 63 139 38 83 2,19
81 88 49 53 1,09

Shrnutim vysledki uvedenych v Tab. 1 ziskdme pro kulturu péstovanou ve tmé
koncentraci (pramér + smérodatna odchylka) 50+20 ug(deinoxanthin)/g(bungk), a pro ¢ervené
a zelené svétlo 67+29 respektive 67+12 ug(deinoxanthin)/g(bungk). Tedy vidime, Ze osvétleni
vede ke zvyseni produkce karotenoidii bunikami D. radiodurans ale Zze po zprimérovani
hodnot se da vliv svétla riznych vinovych délek pokladat za stejny. Rozptyl dat z riznych

experimentu je ovSem znaény.

Pro ucely dalsi analyzy byl stanoven pocet bakterialnich bunék na gram kultury pomoci
prutokové cytometrie. Kultura z misek byla odebrana do zvazenych Eppendorf zkumavek,
doplnéna rastovym médiem na 300 pl a opatrné zhomogenizovana pomoci malého ruéniho
homogenizatoru. Pro samotnou analyzu byla takto pfipravena kultura 100x nafedéna
a analyzovana pomoci prittokového cytometru (v laboratofi Michala Koblizka na MBU

Ttebon). Zpracované vzorky jsou v Tab. 2.

Tab. 2: Pocty bun€k v navazkach jednotlivych vzorkd.

Navazka Stfl noven?'f Pocet bunek Pocet bunék
Vzorek (mg) pocet bunék | ve vzorku 1l @zl
v1pl (300 ul)
A — Cervena 38,8 6617 1,99 - 10® 5,1-10°
B — Cervena 72,5 11 905 3,57-10° 4,9 - 10°
C - tma 18,9 5263 1,58 - 10® 8,4 - 10°
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Je vidét, ze kultura péstovana ve tmé méla v tomto piipad¢ vétsi mnozstvi bunék na
gram neZ kultura na svétle. Bohuzel se ndm z ¢asovych divodi nepodafilo provést tento
experiment vice nez jednou, proto neni ziejmé, jestli je tento rozdil vyznamny nebo se jedna

0 odchylku v ramci variability vzorka. Déle budu tedy pracovat s témito hodnotami.

Lze predpokladat, ze po sedmi dnech kultivace bude kultura D. radiodurans ve stavu
blizkém stacionarni fazi, z cehoz podle literatury plyne, ze bude tvotfena predevsim tetradami
(Floc’h et al., 2019). Tedy pocet bunék bude pramérné Ctyfikrat vétsi nez pocet zjistény
pomoci cytometrie. Primérna koncentrace pigmentu na gram bun¢k v zatemnéné kultufe byla
8,3 - 10® mol/g, tzn. pouzitim tdaje z Tab. 2, 8,4 - 10° tetrdd na gram ziskdme hodnotu
2,5+ 108 mol nebo 1,5 - 10% molekul karotenoidu na jednu bakterialni bufiku. Pro ¢ervené
svétlo (primérma koncentrace pigmentu na gram bunék = 11,1 - 108 mol/g) jsou odpovidajici
Udaje pfiblizné 5,5 - 1078 mol a 3,3 - 10° molekul na buiiku, tzn. osvétlené butiky by mély
obsahovat zhruba dvakrat vice karotenoidu.

4.3 Pigmentove sloZeni bunck

4.3.1 Karotenoidy

V piedchozi ¢asti se ukazuje, ze osvétleni vede ke zvySeni koncentrace karotenoidu
v buiikdch a Ze tento efekt pravdépodobné nezélezi na vinové délce dopadajiciho zareni.
V dalsi praci byla feSena otazka, zda barva svétla ovlivituje slozeni pigmentt, tj. zastoupeni
riznych derivatd deinoxanthinu. V Obr. 7  jsou ukazany reprezentativni HPLC
chromatogramy z kultur D. radiodurans péstovanych na svétle riznych vinovych délek

(vyznaeno barevng) a také chromatogramy kontrolnich zatemnénych vzorkd.
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Obr. 7: HPLC chromatogramy detegované u 480 nm z pigmentovych extrakti z bun¢k D.
radiodurans. Barva osvétleni je oznacena barvou ¢ary, tj. zelena, Cervenad; Cerna = zatemnéné

kontroly. Data byla normalizovana na nejvétsi pik (~16 min).

Data by mohla naznacovat, ze na svétle se zvySuje pestrost pigmentového sloZeni, to
se ukazuje jako relativni zvétSeni menSich pikidi v chromatogramu, cozZ je nejlépe vidét na
prostfednim zaznamu v Obr. 7, ale k rozhodnuti této otazky by bylo potieba nasbirat vyrazné
vetsi mnozstvi dat. V tuto chvili se nicméné da tato ¢ast uzaviit s tim, Ze neni dostate¢ny diivod
pro tvrzeni, Zze vInova délka ma podstatny vliv na slozeni karotenoidovych pigmentta v D.

radiodurans.

4.3.2 Dalsi pigmenty

Jak bylo zminéno vyse, absorpéni spektrum bunéénych extraktli Casto obsahuje ve
viditelné oblasti kromé karotenoidl jesté¢ napadny pas kolem 405 nm. V chromatogramech

z HPLC se tato slozka vyskytuje v ¢asech kolem 2 minuty, tj. v Cele eluce, jedna se tedy
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0 pomérn¢ Siln¢ polarni molekulu. Na Obr. 8 je pokus ziskat spektrum této molekuly
odectenim absorp¢nich spekter z HPLC zméfenych v ¢ase 2 minuty pro extrakt z kultury ve
tm¢ a na zeleném svétle (levy panel). V pravém panelu obrazku je rozdilové spektrum
srovnané se spektrem porfyrinu (dale PP,

https://omlc.org/spectra/PhotochemCAD/html/149.html).
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Obr 8: Levy panel — absorp¢ni spektra z HPLC, frakce s elu¢nim ¢asem 2 minuty z kontrolni
kultury (ve tm¢, modra) a bunck rostoucich na zeleném svétle. Pravy panel — rozdil spekter
z levého panelu (Cernd) a spektrum porfyrinu z reference. Rozdilové spektrum je posunuto

nahoru pro lepsi ptehlednost.

Na pravém panelu Obr. 8 vidime, Ze rozdilové spektrum obsahuje n¢kolik absorpénich
maxim Vv oblasti 500-650 nm, podobné jako PP a polohy absorp¢nich maxim rozdilového
spektra jsou podobné pasim PP, je tedy pravdépodobné, Ze se jedna o stejnou molekulu.
Z grafu na Obr. 6 je vidét, ze pas u 405 nm neni pfitomen ve vSech vzorcich, bylo tedy
provedeno srovnani vSech osvétlenych vzorku, ve kterych byl analyzovan obsah pigmentd.
Vzhledem k tomu, ze absorpéni pas PP u 405 nm se piekryva se spektrem karotenoidu, byl

pro odhad mnozstvi pouzit rozdil absorbance u 405 nm a 420 nm.
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Obr. 9: Absorbance PP u 405 nm vztazena na navazku bun¢k D. radiodurans. Prazdné body

— kontrolni vzorky (tma), plné body — osvétlené vzorky (Cervena, zelend).

Tento rozdil byl nasledné¢ normalizovan na navazku bunék. Vysledna data jsou
v Obr. 9. Je ziejmé, Ze osvétleni neni jediny faktor, ktery ovlivituje mnozstvi PP, nebot’ ve
dvou ze Sesti experimentll ani kultura rostouci ve tmé nejevila akumulaci PP. Na druhou
stranu, PP byl pfitomen ve zbyvajicich ctyfech kontrolnich kulturach a obou vzorcich
pestovanych na Cerveném svétle. Naproti tomu PP se nehromadil v Zadném ze vzorkl ze

zeleného svétla.
5. Diskuse

Pozorovani uvedena v této praci potvrdila, ze syntéza karotenoidu v D. radiodurans je
ovlivnéna svétlem. Podle analyzy sekvenci D. radiodurans je jedinym receptorem svétla
u tohoto druhu fytochrom. OvSem navzdory ocekdvani, zelené svétlo, které témeét neni
absorbovano fytochromem, (Obr. 3) mélo dokonce vetsi efekt nez Cervené svétlo (viz Tab. 1).
Zvyseni koncentrace karotenoidu vlivem svétla v rozsahu 1.2-1.5x% je srovnatelné s diivéjSimi
pracemi (Davis et al., 1999). Fytochrom se zd4 byt nejvice rozsifenym fotoreceptorem v rodu
Deinococcus, ale v jinych druzich se vyskytuji i jiné typy receptort. Bylo by tedy zajimavé

zjistit, jestli se u nich lisi odpovéd’ na svétlo.
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Obsah karotenoidu v bunkach D. radiodurans vysel kolem 50-70 pg na gram Cerstvé
vahy bun¢k. Pokud bych uvazovala pfepocet na susSinu misto pouzité Cerstvé vahy, hodnota
bude jisté vétsi, ale stale je fadové mnohem mensi, nez co pro totozny druh uvadi neddvna
prace Jeonga et al. (2020), ktefi uvadeji hodnoty v fadu desitek az stovek miligramti na gram
suSiny. Dlivod neni ziejmy, nicméné je tieba uvést, ze starsi prace napt. Liu et al. (2013) uvadi

kolem 70 pg karotenoidu na gram susiny v mnohem lep$im souladu s mymi vysledky.

Neroziesenou otdzkou zlstava vliv svétla na distribuci karotenoidu v buikach.
Pivodnim zamérem prace bylo provést téz analyzu pigmentu v riznych frakcich bun¢k, napft.
bunéénych sténach a izolovaném povrchovém SBDC proteinu, protoze piedchozi prace
ukézaly, Ze tento protein vaZze rizné derivaty deinoxanthinu (Adamec et al., 2020) a neni
vylouceno, Ze je schopen vazat pigment v riizném poméru k proteinu. Bohuzel doslo k poruse
kultiva¢niho zafizeni a nebylo tedy mozné napéstovat dostate¢né mnozstvi bunék pro izolace.
Nicméné, ziskana data umoznuji alesponn odhad zastoupeni karotenoidu v SDBC proteinu,
kterd mohou slouzit jako podklad pro dal$i praci. Bylo zjisténo, Ze jedna buiika bakterie
obsahuje fadové ~10° molekul karotenoidu. Podle prace Floc’h et al. (2019) je objem buiiky
D. radiodurans ve stacionarni fazi 1,6 um®. P¥iblizime-li buiiku jako kouli, ma tedy polomér
zhruba 700 nm a povrch 6-10° nm?. SDBC protein ma strukturu trimeru ve tvaru trojithelniku
o strané ~15 nm, tj. plochu ~100 nm? a vaze tii karotenoidy (Farci et al., 2022). Pak se na
povrch buiiky vejde 6:10%/ 100 = 60000 trimerti SBDC proteinu, tj. 180000 karotenoidii a to
je piiblizné 18 % celkového obsahu karotenoidu v buce, coZ je horni odhad, protoZe buika
Vv tetradé nemd pravdépodobné cely povrch pokryty. Ostatni karotenoidy pak budou

pravdépodobné v plazmatické membrané, protoze karotenoidy jsou nepolarni molekuly.

Kromé karotenoidii, byl dal§im pozorovanym chromoforem porfyrin s absorpcnim
maximem kolem 405 nm. Tato molekula byla pomémé velmi polarni, coz plyne z toho, zZe
absorp¢ni pas 405 nm se objevoval ve frakcich v HPLC eluovanych na samém pocatku
analyzy. To je vsouladu s pozorovanim v praci Pokorna (2019). Z absorp¢niho spektra
ziskaného odectenim absorpce téchto frakci z HPLC, ziskanych ze vzorku na svétle a ve tm¢,
bylo ziskano ptiblizné spektrum této molekuly. Velmi dobte se shoduje napiiklad se spektrem
protoporfyrinu IX (PPIX), ktery je obvyklym prekurzorem hemu. Nicméné, podle Dailey et
al. (2017) syntéza hemu v D. radiodurans neprobiha drahou kde je meziproduktem PPIX,
nybrz koproporfyrin III (KPIII), ktery ma nicméné velmi podobné absorpéni spektrum
(Fyrestam, 2018). Pozorovanou molekulou je tedy nejpravdépodobnéji KPIII. To je také
podpofeno vysledky HPLC analyzy. Podle chromatogramu v praci Tichého et al. (2016) je
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KPIII (na rozdil od PPIX) polarn€jsi nez chlorofylidy (chlorofyly bez lipidu). Vzhledem
k tomu, ze vime, v metodé pouzité v této praci je eluéni ¢as bezlipidovych chlorofyli typu ¢
5-10 minut (Staleva-Musto et al., 2019) musi byt pozorovana latka s eluénim ¢asem kolem 2

minut polarné;jsi nez Chl c. Jedna se tedy o KPIII.

KPIII se nikdy nehromadil v bunikach vystavenych zelenému svétlu (Obr.5), divod pro
toto pozorovani neni ziejmy. Neni ovSem vylouceno, ze na zeleném svétle dochazi k jeho
fotooxidaci, jako se to dé&je v piipadé PPIX (Cox a Whitten, 1982). Pokud ano, zjevné to
neovliviiuje syntézu biliverdinu, ktery se vyrabi z hemu (Lamparter, 2004) a slouzi jako
chromofor fytochromu, protoZe syntéza karotenoidi na zeleném svétle nebyla negativné

ovlivnéna.

6. Zavér
V priabehu experimentalni ¢asti této prace se za pomoci osvétlovacich pokust podafilo

potvrdit, ze svétlo o riznych vinovych délkach stimuluje produkci karotenoidi v burnikach

bakterie Deinococcus radiodurans.

Dale byl za pomoci dat z pritokové cytometrie zjiSt€n obsah karotenoidl na jednu
bakterialni buriku, ktery &inil 3,3 - 10° molekul pro buiiky vystavené ¢ervenému svétlu a 1,5 -
10° molekul pro buiiky péstované ve tmé. Lze tedy fici, ze buiiky péstované na svétle

obsahovaly piiblizné dvakrat vice karotenoidii nez buiiky zatemnéné.
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