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Doktorandka se v predlozené praci ,,Cytoplasmic membrane of Bacillus subtilis:
Regulation of the physical parameters* vénuje problému adaptace cytoplazmatické membrany
na ménici se teplotu prostiedi. Posuzuje, jaky vliv ma na tuto adaptaci metabolicky stav
bunky. Autorka v préci sleduje tfi hlavni cile: 1. Sleduje vliv slozeni kultivacniho média na
adaptaci cytoplazmatické membrany na teplotu. 2. Porovnava, jaky ma rast v pfitomnosti a
V nepiitomnosti kysliku vliv na adaptaci membrany na chlad. 3. Popisuje konstrukci nového
kmenu B. subtilis, ktery nese gen pro protein DesK pozménény tak, Ze v exprimovaném
proteinu je obsazen vazebny motiv pro navazani fluorescenéni sondy FIAsH, coz by mélo
umoznit sledovat tvorbu dimerti proteinu piimo v cytoplazmatické membrané. Gram-pozitivni
baktérie B. subtilis je vhodnym mikroorganizmem pro tento typ studii, protoZze je jako
baktérie vyskytujici se v pidé vystavena jak stfidani teplot, tak stfidavému nedostatku
kysliku. V tom se kromé& jin¢ho li§i od jiného oblibeného modelového organismu, Gram-
negativni baktérie E. coli, ktera se v zasad¢ vyskytuje v teplotn¢ stalych podminkach uvnitt
hostitelského organismu. Prace je ¢lenéna standardnim zpiisobem. V Piehledu literatury jsou
popsany membranové lipidy a pifislusné mastné kyseliny jako zdkladni stavebni slozky
biologické membrany. Doktorandka se vénuje jejich syntéze v mikroorganizmech a uvadi B.
subtilis desaturazu jako piiklad mechanizmu vnaseni nenasycenych vazeb do uhlikovych
fetézct fosfolipidii pfi adaptaci na nizsi teploty rastu. Tento mechanizmus, ktery zaroven
odlisuje B. subtilis od E. coli, ale neni hlavnim mechanizmem regulace fluidity membrany u
B. subtilis, tim je nastavovani poméru mezi riznymi typy vétvenych a nevétvenych mastnych
kyselin pfi jejich syntéze. Doktorandka dale popisuje odpoveéd’ bakterii na Sok zplisobeny
chladem a vsouvislosti stim jejich adaptaci na nizké teploty. Podrobné se vénuje
metabolickym drahdm, které se méni v diisledku neptitomnosti kysliku pfi rstu, uvadi rovnéz
zékladni systémy regulace metabolizmu v neptfitomnosti kysliku.

V dalsi ¢asti prace vénované materialim a metodam doktorandka popisuje pouzité
kmeny B. subtilis, slozeni kultivaénich médii a jednotlivé zptsoby kultivace. V zasadé
odliSuje kultivaci v pfitomnosti a v nepfitomnosti kysliku, v pfitomnosti kysliku pouziva
komplexni médium s gluk6zou jako zdrojem uhliku a minimalni médium, kde zdrojem uhliku
je bud’ glukéza, nebo glycerol. V neptfitomnosti kysliku je pfidavan dusi¢nan draselny jako
pfijemce elektrond, takZe pii kultivaci dochdzi k pfeméné energie anaerobni respiraci.
V uvodnich castech postradam vysvétleni, co znamena pro B. subtilis, ze jako zdroj uhliku je
pouzita bud’ gluk6za, nebo glycerol, mohlo by to mit n¢jaké metabolické nasledky na trovni
respirace? M¢lo by né&jaky vyznamny vliv, kdyby v komplexnim médiu byl pfitomen misto
glukézy glycerol? Dale v této casti doktorandka piehledné popisuje pouzité molekularné
biologické, biochemické a biofyzikalni metody.

Cast vénovana vysledkim a jejich diskuzi je Vv zasadé zaloZena na vysledcich
publikovanych ve dvou ¢lancich, kde je doktorandka prvnim autorem a které jsou pfiloZzeny
na konci disertacni prace. Tématem prvni Casti a prvniho €lanku je vliv, jaky ma sloZeni



kultivacniho média na fluiditu cytoplazmatické membrany, a jak je nasledné¢ ovlivnéna
adaptace membrany na chlad. Autorka v praci pouziva dvé kultivaéni teploty, 20 °C jako
priklad suboptimalni teploty a 40 °C jako piiklad optimalni teploty pro rist. Jak byly tyto
teploty urCeny a vybrany? Co znamena slovo optiméalni u baktérie, kterd se v pfirod¢
vyskytuje v sirokém rozmezi teplot? Vystavenim chladu se rozumi ptenos ze 40 °C do 20 °C,
doktorandka porovnala vliv tohoto pfenosu na rist a ristovou rychlost u bakterii péstovanych
v CM a MM s gluk6zou nebo glycerolem. Je zajimavé, Ze u B. subtilis v komplexnim médiu
dochazi ke zpomaleni az pieruseni rustu, baktérie se musi adaptovat na zménu teploty a rist
obnovi asi po 1 hodin¢. Tento jev byl pozorovan u kmene 168, ale ne u kmene AKP3, ktery
byl pouzit ve druhém ¢lanku. Jak si to vysvétlujete? Jaké kultivaéni médium je vlastné blizsi
podminkam, v kterych se B. subtilis vyskytuje v pfirodé? Neznamena relativni dostatek zivin
v CM, ze bunky nejsou nucené striktné¢ regulovat nékteré parametry, tfeba membranovou
fluiditu, nutnost adaptace na vice omezujici podminky by pak mohla znamenat obnoveni této
regulace? Bakterie kmene 168 maji ve své membrané pfi riistu na MM s glycerolem piti 20 °C
zvyseny podil nevétvenych mastnych kyselin a zaroven nedochazi ke zvySeni podilu
nenasycenych mastnych kyselin, dochézi tedy za téchto podminek k inhibici desaturazy nebo
v prubéhu adaptace na chlad dojde k zablokovani jeji transkripce? Z méteni s DPH je patrno,
7e staciondrni anizotropie fluorescence neni v pfipad¢ lipidi ani membran podstatné
ovlivnéna typem kultivacniho média pfi kultivaci a méfeni ve 40 °C, ve 20 °C se odliSuje CM.
Doktorandka uvadi, ze odlisné sloZeni lipidové membrany se muze pii dané teploté projevit
podobnymi fyzikalnimi parametry. Jelikoz stacionarni anizotropie je ve své podstaté integralni
parametr, bylo by zajimavé zjistit, jak se membrany za téchto podminek lisi z hlediska
parametri limitni anizotropie a dohasindni anizotropie. Tématem druhé ¢asti a druhého ¢lanku
je, co pro adaptaci membrany na chlad u B. subtilis znamena kultivace v pfitomnosti a
nepiitomnosti kysliku. V této ¢asti se vystavenim chladu rozumi pienos z 37 °C do 25 °C.
Existuji n¢jaké limitni podminky pro interval tohoto skoku, o kolik musi byt sniZena teplota,
aby doslo k indukci syntézy desaturazy? Jak si vysvétlujete tak vyrazny vliv kyseliny olejoveé
na aktivitu des promotoru u kmeni péstovanych bez piitomnosti kysliku, i ve srovnani
s kmenem AKP4 péstovanym v piitomnosti kysliku?

Disertacni prace se zabyva zajimavym problémem na pomezi biofyziky a
mikrobiologie, s potencialnim vyuZzitim v potravinarské praxi. Studuje jaky vliv ma
metabolizmus bunék, konkrétni nastaveni jednotlivych biosyntetickych drah na fyzikalni
parametry dulezité pro bunéény riist a na adaptaci na ménici se fyzikalni podminky prostiedi.
Je napsana srozumitelnou anglictinou, je peclivé zpracovana, graficky Upravna a obsahuje
minimalni pocet tiskovych chyb. To, Ze pfedloZend disertacni prace je zaloZena na ¢lancich uz
publikovanych v recenzovanych Casopisech, samo o sobé doklada jeji kvalitu a doporucuji ji
uznat jako splilujici poZzadavky na disertacni prace kladené.
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