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Abstrakt

Cilem prace bylo studium zapojeni polyhydroxyalké@tioqPHA) do stresové odpeédi
bakterii. Teoretickacast bakaléské prace se zabyvd moZnosti stanoveni viability
mikroorganisnd s vyuZzitim modernich technikfgdevSim pitokové cytometrie. Dale pak
byla zpracovana reSerSe zg&ena na vybrané stresové faktory a zapojeni PHAt@s®/E
odpowdi. V experimentalntasti prace byla posuzovana stresova odgiov souvislosti se
schopnosti akumulovat PHA. Tomuto experimentu pdsla bakterieCupravidus necator
Schopnost akumulace PHA v p&@&i fazi istové kivky navySuje odolnostiti ethanolu,
vysoké teplat a mrazeni. Naopak nizSi odolnost jevil kmen pragick PHA @i pusobeni
anorganickymi kyselinami a zasadamiavddem nfiize byt odliSna morfologie PHA
produkujicich buék. Dilcim cilem bylo i studium moZnosti barveni Zivych Bkin
akumulujicich PHA pomoci Nilskéerverg. Studium ukazalo, Ze barvivo penetruje do
Zivych burgk pii teplo€ zvySené na 40-45 °C. Tato teplota neni priskpuetalni a intenzita
barveni je dostat@a k odliSeni PHA produkujicich béknpomoci piéitokové cytometrie, coz
muze mit vyuziti pi selekci ptimyslovych produceidtPHA.

Abstract

The aim of this work was to study the involvemehpolyhydroxyalkanoates (PHA) into
stress response of bacteria. The theoretical gatfieothesis deals with the possibility of
establishing the viability of microorganisms usingpdern techniques, in particular flow
cytometry. Furthermore, the research focused orect stress factors and PHA
involvement in stress response was described.elexperimental part of the work the stress
response with regard to the ability to accumulattARvas assessed. Bactefaipravidus
necatorwas used for the experiment. Its ability to acclateuPHA at a later stage of growth
increased resistance to ethanol, high temperataoce feeezing. Conversely, the PHA-
producing strain showed lower resistance to themaf inorganic acids and bases. This
may be caused by different morphology of PHA-pradgaells. One of partial objectives
was also to study the possibilities of stainindiahg cells accumulating PHA using Nile
red. The research proved that the dye penetratedivimg cells at elevated temperature of
40-45°C. This temperature is not lethal to thescatlid the intensity of staining is sufficient
to distinguish PHA-producing cells using flow cytetry; that can be applied in the selection
of industrial PHA producers.
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1 UVOD

Stres je funkni stav Zivého organismu, kdy je tento organismystaven mimgadnym
podminkam. Aby mikroorganismusgZil i pres nepiznivé a prominné podminky musi uéh
rozpoznat izné zmény prostedi a vhodé na r¢ zareagovat. Cilem stresové odpdivje
zachovani homeostaze a zalirinposkozeni nebo smrti organismu. Mikroorganistagto
reaguji sotasreé na celouradu stres a rizné systémy stresovych odgav spolu vzajem#
interaguji a tvé komplex regulénich siti. Tyto regukni systémytidi expresi dalSich
efektoili, které udrzuji stabilitu buiné rovnovahy zauznych podminek. NeéasgjSimi
efektory zprosedkovavajici odpasd® na stres jsou sigma faktory, coz jsou podjednotky
DNA-dependentnich RNA-polymeraz. Unindi iniciaci transkripce a vy promotoru.

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou zasobnim zdrojemikuh a jsou akumulovany ve
vétSiné bakteriich pi nevyrovnanych podminkachistu. Akumulace a nasledna degradace
PHA usnaduje bakteriim schopnostg¥it, zvySuje tolerancii¢i stresu a zlepSuje kondici
pii ménicich se podminkach. Cilem prace bylo posoudit sthopnosti akumulovat PHA
bakterii na odolnostii ethanolu, mrazu, zémé pH a zvySeni teploty nad letalni teplotu.
Viabilita bakterii byla stanovovana moderni teclmikpomoci pitokového cytometru, ktera
umoziuje analyzovat jednotlivé liiley a pomoci fluorescenich sond rozliSit biky podle
raznych vlastnosti.



2  TEORETICKA CAST

2.1 Viabilita

Viabilita je vyraz pouZzivany kvyj&dni schopnosti bwk rast, reprodukovat se a
interagovat se svym bezpriinim okolim. Obecehje chapana jako ,po#én‘ mezi zivymi a
mrtvymi buikami. Oproti tomu termin vitalita oztyaje ,miru* aktivity burék, vykonnost pi
fermentacici schopnost kvasinek vyrovnat sei@padreé regenerovat, pogsobeni stresovych
faktoni. [1]

Definice a detekce bakteridlni Zivotaschopnosti abylhlavnim  problémem
v mikrobiologické cytometrii uz od prvniho dokumend syntéze bilkovin a nukleovych
kyselin v jednotlivych mikroorganismech [2]. Bak#éni viabilita byla donedavna definovana
schopnosti bakteriiast na kultivénich médiich v definovanycltin vitro podminkach.
Odhaduje se vSak, Ze jen necela 2 % vSech baktiehatrulii jsou schopna na pevnych
médiich aktivig rast a tvdit zietelné kolonie. [3]

2.2 Stanoveni viability bakterii

NejcastjSi a zarove i tradiéni technikou stanoveni Zivotaschopnosti je thaidkultivace
mikroorganisni na pevnych médiich. Hodnoceni bakterialni Zivdtapoosti a identifikace
bakterii klasickymi mikrobiologickymi metodami vzdyélo hlavni nevyhodu, zavislost
mnoha cykli buré¢ného @leni na ziskany vysledek. Pro stresované,&ramebo organismy
s velkymi naroky na prostdi, mize byt obtizné nebo nemozné najit spravastore
podminky, které mohou zahrnovat simulaci symbi@iciterakce aitst mize byt velmi
pomaly [4]. Velmi vyznamnym omezenim klasickych otktje ¢asova narénost, ktera
neumo#uje dostatéen¢ rychlou odezvu na ziskany vysledek. [5]

Proto byly vyvinuty alternativni postupy stanovesdbility, mezi rtZ mimo jiné pat
prak fluorescerini analyza. Stanoveni viability btk je zaloZzeno na detekci Zivetn
dulezitych funkci, které jsou sledovany pomoci selekho zna&eni fluorescetnimi sondami
[5]. Fluorescetni sondy jsou nevlastni fluorofory, které se kedslané struktie vazou
nekovalent a ¢asto gitom meni své fluorescemi vlastnosti. Volba fluorescéni sondy je
klicovou sodasti experimentu ve fluorescem spektroskopii, nellopraw jeji vlastnosti
umoziuji ziskat patebné informace. [6]

2.3  Pristroje zalozeneé na néireni fluorescence

Ke sledovani zngnych bugk je tradién¢ vyuZivan fluorescemmi mikroskop, ktery
poskytuje nahled na jednotlivé iiky, pctet analyzovanycltastic za uwtitou dobu je vSak
omezeny a i s vyuzitim analyzatoobrazu mnohdy pracny. Fluorimetry naopak moheiitm
velky patet burgk, ale neumoiuji pohled na vlastnosti konkrétniiky. K velkému rozvoiji
fluorescekiniho znaeni tak vedlo pedevsim roz$éni phatokové cytometrie, kterd ummidje
analyzu jednotlivych bufk rychlosti az 100 00Bastic za sekundu. [5]



PrestoZze wtSina aplikaci prtokové cytometrie se zatiuje na vyzkum lidskych,
Zivocisnych a rostlinnych bk, tak se v poslednim desetiletiifpkové cytometriedSi stale
vétSimu zajmu mikrobiolofy kde je aplikovana zejména ve vyzkumu kvasinek Myuziti
priatokové cytometrie v aplikované mikrobiologii méetelré stoupajici tendenci. V databazi
Web of Sciencéoyla provedena bibliometrickd analyza. Ukazalo e, od roku 1987
mikrobialni phitokova cytometrie vykazuje stabilnist a v roce 2009 se ji zabyvalo 8 %
z celkového pé&tu ¢lanki se tykajicich se pptokové cytometrie. [8]

2.4  Prutokova cytometrie

Pritokovy cytometr je integrovany systém vyuzivajiginpipt mikroskopie a citlivé
detekce s¥telného signalu. Biky jsou unaseny proudem nosné kapaliny don cely, kde
jsou analyzovany. NejjednodusSiufmkove cytometry detekujtastice na zaklad tzv.
Coulterova principu, kdy je pchod ¢astice (btiky) mérnou celou zaznamenan jako &ma
elektrické vodivosti nebo rezistivity. Velikost 2y je unérna objemu prochazeji¢astice,
a je tedy vyuZivand také ke stanoveni jejich velik¢9]

Jinou moznosti je giieni s¥telného signalu, kdy jefpprichoducastice paprskem &tla
analyzovano kvantum fotdn dopadajicich na fotodetektor raaeny jednak ve s¥ru
puvodniho paprsku a dale pod thlem 90°. [9]

2.4.1  Princip pratokové cytometrie

2.4.1.1  Fluidni systém

Jednou ze zé&kladnich mozZnosti vitpkové cytometrii je réit viastnosti jednotlivych
¢astic. Je-li vzorek v roztoku aplikovan dotfmkového cytometru, jsodastice ndhodh
rozckleny v trojroznérném prostoru. Vzorek musi byt prota@asen do proudu jednotlivych
castic, které mohou byt vydevany dete&nim systémem stroje. Tento proces fjeen
fluidnim systémem. Fluidni systém se sklada z éémitro jadra, kterym je viskovan vzorek.
Centralni jadro je ohraféno vrgjSim plasém, kterym nosna kapalina proudi rychleji. Jak se
pohybuje nosna kapalina, tak se vytw@asivni tazny efekt na zuzujici se centralni kamo
To meni rychlost toku centralni kapaliny, jejiZeguini tok se stava parabolicky s rig$i
rychlosti v jeho $edu a nulovou rychlosti uést kapilary. Vysledkem je jeden soubgstic
nazyvany hydrodynamicka fokusace (Obrazek 1). Zém@nich podminek (laminarni
prouckni) se tekutina v centralni korfgonemicha s nosnou kapalinou. [10]



1 proud vzorku

Obrazek 1: Hydrodynamicka fokusdd€]

2.4.1.2 Optika a detekce

Po hydrodynamickém zafokusovani prochazi kaZéistice jednim nebo vice paprsky
swtla. Rozptyl s¥tla nebo fluorescami emise (pokud je&astice oznéena fluorescami
sondou) poskytuje informace o vlastnosistice. Najastji pouzivané sdtelné zdroje jsou
v moderni piitokové cytometrii lasery a diody. [9]

Lasery produkuji sitlo jedné vinové délky (laserovy paprsek) na jedr@bo vice
diskrétnich frekvencich (koherentniéfe). Diody jsou obvykle ménhnékladné nez lasery a
vyuzivaji barevné emise zapéalenych by uzavené trubici. To vSak vytwa nestabilni a
nekoherentni stlo smesi vinovych délek, které musi byt naslédpticky filtrovano. [9]

Swtlo, které je rozptylené ve smu dogedu, obvykle s az 20° odklonem od osy
laserového paprsku, je shirdno objektivem znamyko jgorward scatter channel” fpdni
rozptylovy kanal - FSC). Intenzita FSGilgizné odpovida velikosttastice a mze byt také
pouzita pro rozliSeni bk od abiotickych né&stot. Sw¥tlo méiené piblizné na Uhlu 90° od
excitaini linie se nazyva limi rozptyl. ,Side scatter channel* (SSC) poskytijormace
o granulovém obsahu v ramé&astice. Oba kanaly FSC a SSC jsou jetligepro kazdou
¢astici, a jejich kombinace, mohou byt proto pouZityrozliSeni fiznych tym bunsk
v heterogennim vzorku. [7][10]

Fluorescetini meéteni provadna na #znych vinovych délkach mohou poskytnout
kvantitativni a kvalitativni udaje o fluorochromemmateném receptoru na povrchu kn
nebo intracelularnich molekulach, jako jsou ifldlpd DNA nebo cytokiny. Ritokové
cytometry pouzivaji separované fluoresaen(FL-) kanaly pro detekci emitovanéhoredi.
Patet snimai se néni v zavislosti na fistroji. Jako detektory se pouZzivajiddkiemikové
fotodiody nebo fotonasol® (PMT). Kiemikové fotodiody se obvykle pouzivaji kéimni
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FSC, kdyZ je signal silny. Fotonasoébijsou citliwjSi zaizeni a jsou idealni pro boi rozptyl
a zaznamenani fluorescence. [10]

Specifenost detekce jéizena optickymi filtry, které blokuji dité vinové délky, zatimco
propous¥ji ostatni. Existuji #i hlavni typy filtri. "Long pass" filtry umoiujici
prostednictvim s¥tla nad cut-off vinové délce, "short pass" povolsj&tlo pod cut-off
vinovou délkou a "band pass" propayiSsvétlo v urceném uzkém rozsahu vinovych délek
(nazyvaném "band width"). VSechny tyto filtry blgkswétlo absorpci. Kdyz je filtr umish
v Uhlu 45° k blizicimu se stlu, stdva se dichroickym zrcadlem. Tento typ dilima dv
funkce. Prvni funkci je propustit zadané vinovékgiél v pfimém snéru a druhou je odrazit
blokované s#tlo pod Uhlem 90° (Obrazek 2)fiEnéieni vice signdl sowasr, je dilezity
spravny vylr optickych filtri a jejich pdadi (Obrazek 3). [10]

500 nm long pass
Long pass ) 1long p
ar propousti = 500nm
Short pass 560 nm short pass
propousti = 560 nm
630/15nm band pass povoluje
Band pass viechno v rozmezi 615-645nm

Absarbované
blokované svetlo

Dichroické
zrecadlo

— Prosle svetlo

4

Odraieneé
blokované svétlo

Obrazek 2: Rzné typy optickych filir[10]
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Obrazek 3: Schematické shrnuti typického sgani pritokového cytometru [10]

2.4.1.3  Zpracovani signalu

Kdyz swtlo dosahne fotodetektoru, vygeneruje se maly prauw#olik mikroampét).
Jeho nagti ma amplitudu urrnou k celkovému ptiu fotoni, které detektor ifijme. Toto
napiti je pak zesilenoradou linearnich nebo logaritmickych zesilévaa analogo¥-
digitalnimi konvertory (ADC) pevedeno na elektrické signaly o dostate velikosti (5 az
10 volti), aby mohly byt graficky vyneseny. [9]

Logaritmické zesileni se obvykle pouZziva ve fluoessni studii, protoZe roz8ije slabé
signdly a komprimuje jasné signdly, coz vede k &d, které se snadno zobrazi na
histogramu. Linearni je naopak vhodné tam, kde tedrdva Siroka Skéla sigrialnag. pri
analyze DNA. [10]

2.4.1.4  Elektostatické tridéni (sorting) bunék

Dulezitou aplikaci pitokové cytometrie je odtbvani burk podle podtypu nebo
antigennich determinaitpro dalSi biologické studie. Tento proces byvaymam ,tridéni
bursk* nebo FACSM (,Fluorescence activated cell sorting“) analyZ]|

Poté, co je kazdé&stice sondovana s paprskenitiy je signal FSC a signal fluorescence
porovnavan se zadanymi kritériidéni. Pokudc¢astice odpovida kritériim, je proud tekutiny
nabit na vystupu z trysky fluidniho systémiléastice ziska elektrostaticky naboj sepném
okamziku nazyvaném "break-off point", ktery je mpian jako okamzik, kdy se kéka
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obsahujici nami pozadovanastice, oddli od proudu. V této chvili se proud vzorkiepeni
na aerosol. [7][11]

Aby k okamziku break-off nedochazelo v ndhodnycldalznostech od trysky, a aby se
udrzovala konstantni velikost k&pk, tryska se rozkmita vysokou frekvenci. Kapkyoaehu
nakonec prochazi silnym elektrostatickym polemyréte vychyli doleva nebo doprava na
zakladk jejich naboje. Nenabit&stice vychyleny nejsou (Obrazek 4). [7][10]

Rychlost pfitoku #idéni zavisi na &kolika faktorech wetné velikosti ¢astic a rychlosti
tvorby kapek. Typicka tryska, ktera ma mezi 50uf0 v priméru v zavislosti na rychlosti
prouckni, mize produkovat 30 000-100 000 kégk za sekundu, coz je idealni prtegné
tiidéni. Fi vysSich tryskovych rychlostech jiz riskujeme ucpé&ysky nebo sniZeniistoty
piipravku. [10] V zavislosti na rychlosti géstice separuji &stotou 90-99 %. [11]

| \ /

Laserovy paprsek

Vznik kapicek, pri
kterem se Castice nabiji

(]
- -
Vychylovaci desticky s
kladnym nebo zapornym
ot nabojem
+

Obrazek 4: Elektrostatickéiteni (sorting) buik [10]

2.5  Fluoresceréni mikroskopie

Technika fluorescemi mikroskopie je jednim ze zakladnich nasingdnak v biologii a
biomedicinskych &dach, tak i ve vyzkumu matenialPouzitimiady fluorochroni je mozné
urcit bunky a buréné komponenty s vysokym stufgn specifénosti uprosted
nefluoreskujiciho materialu. Diky tomu je fluorest®@ mikroskop schopen odhalit
piitomnost i jedné molekuly. S pouzitim vice fluom®mich zn&eni je mozné sa@asré
identifikovat rekolik cilovych molekul sotasre. [12]

Tohoto lze vyuzit zejménaiipstudovani pitomnosti proteifl v buré¢nych organelach
nebo pitomnosti specifické sekvence nukleové kyseliny wakdch. RBi obarveni dvou
raznych proteif fluorochromy fizné barvy Ize studovat jejich vzajemnou interakci.
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Interferenci exciténiho sw¥tla pri pozorovani lze odstranit filtrem, ktery do okwlanebo
kamery propusti jen stlo excitované. [12]

Pomoci fluorescemi mikroskopie je mozné vysdt vznik nekterych metabolit
v organismech. ifkladem niize byt vznik granuli poly(3-hydroxybutyratu) (PHB).
Obarvenim PHB fluorochromem Nile Red v prvotnichi¢a tvorby a naslednou analyzou na
fluorescekdnim mikroskopu, je mozZné stanovit mechanismus toRHB. Jendrossek
zkoumal produkci PHB v bakteriichRhodospirillum rubrumRalstonia eutropha a
v rekombinantiEscherichia colis transgennim operongohaCABz R. eutrophazajifujicim
biosyntézu PHB. Timto experimentem dokazal, Ze wa&tégza neiniciuje nahodn ale
v diskrétnich oblastech bakterie. [13]

2.5.1 Zakladni sowasti fluoresceréniho mikroskopu

Fluorescetini mikroskop se neobejde bé&yi zakladnich satasti [12]:

* Zdroj swtla:
Ze swtelného zdroje vychazi &o s miznymi vinovymi délkami od ultrafialové po
infracervenou.

» Excitani filtry:
Filtry propousti pouze to stlo, které potebujeme k fluorescenci vzorku, obvykle s kratSi
vinovou délkou. Ostatni stlo je pohlceno.

* Fluorescetni preparat:
Vzorky musi reagovat na dopadajicicthy fluorescenci. Vzorky samotné ddunohou byt
fluorofory a nebo mohou poskytovat fluorescencpfidani fluorescetni sondy.

» Bariérovy filtr:
Tento filtr pohlcuje vSechno exciiai swtlo, které nebylo pouZito k excitaci a propousti
pouze fluorescemi swtlo. Navic je mozné z fluoresc&miho spektra nechat projit pouze jeho
cast.

2.6  Stresova odpo¥d’

Metabolicka ¢innost mikroorganisiin je velmi zavisla na wjSim prostedi. Aby se
mikroorganismy mohly rozmnoZzovat, musi byt v pfedt dostattné mnoZzstvi surovin pro
syntézu bu&né hmoty, dostatek zdroje vyuzitelné energie a mBofyzikalni, chemické a
biologické podminky. Mikroorganismy jsou ovSem guhp se pizpusobit, aby byly wci
negiznivému prosedi odolrjsi, a to nejen z&mou enzymového vybaveni svych Bknale
mohou do utité miry znenit i chemické slozeni nebo tvar kitkn Krom toho mohou ovlivnit
i své nejblizsi okoli, nagklad znménou pH. VSechny tyto schopnosti mikroorganisjsou
vS8ak omezeny ditou hranici, za kterou dochazi k zastaveni metsimol nebo usmrceni
bunky. [14][15]
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Tabulka 1: Fiklady exogennich stresovych fakidt 4]

Fyzicky stres Teplotni Sok

Osmoticky Sok

VysousSeni/dehydratace

Vysoky hydrostaticky tlak
PrettZovaci/smykovy stres

Radiace

Chemicky stres | Ethanol a jiné metabolické toxiny
Nutri¢ni limitace/hladogni

Oxidativni stres

pH Sok

Stres kovovymi ionty (toxicita a limitace)
Chemické mutageneze

Biologicky stres | Bu#&né starnuti

Genotypoveé zrny (pr. ztrata chromozomu)
Konkurence jinymi organismy

Bakterie, bez ohledu naipdni prostedi, jsou vystaveny neustale sénmicim vykyvim
jejich vrgjSich podminek. V dkledku toho se vyvinuly sofistikované odgdiv modulované
remodelovanim proteinovych komptexa systémy fosforylace zavislych transéuikh
signafi, aby se fizpusobily a gezily fadu poskozeni. V kodeém disledku tyto signalizani
systémy ovlivuji transkrigni faktory bul’ aktivaci alternativniho sigma faktoru podjednotky
RNA polymerazy za koordinace genové expreseiikiapl sigmaE (%) v Escherichia colia
v Bacillus subtilis sigma B (c®) a sigma F (c7), nebo aktivaci DNA vazebnych
dvousloZkovych regulatérodpowdi. [16]

Prvni tidou transkripnich faktofi s roli ve stresové resistenci je podjednotka RNA
polymerazy - sigma faktor, ktery je nezbytny prén&ani transkripce tim, Ze hraje ddiou
roli pfi rozpoznani promotoru [17]. Kazdy zkolika sigma faktok v buice je nutny pro
transkripci utité podmnoZiny geifoperorii v rdmci jejich regulonu. Natklad spektruns®
faktoru vB. subtilisobsahuje 200 otégnyché¢tecich rama (5 % genomu), poskytuji obecnou
odolnost w¢i stresu biiky, zatimco 17 dalSich sigma fakiov této bakterii je regulovano
meére nez 50 otekenymi ¢tecimi ramci. Vzhledem k tomu, sigma faktory mohregulovat
vyznamnou podskupinu ot@nych ¢tecich ramé, maZze modulace jejich aktivity byt
pomsrné sloZitd. Dostupnost shterych alternativnich faktér sigma (nag. o~ a ¢°) pro
vytvaieni produknich komplex s RNA polymerazy je v kokeém disledku tizena
takzvanym ,vaznym partnerem“ zndmym jalamti-sigma faktor, ktery zase fike byt
regulovan, nafklad cilenou proteolyzou nebo fosforylaci. [16]

Alternativni odpo¥di pii vnimani stresu jsou také dvouslozkové regula@raystemy. Ty
jsou fosforyl&né zavislé a skladaji se ze senzorické kinazy kakgmeembrano¥ zandene
a z regulatoru odpeadi. Ve chvili, kdy kinaza fijme stresovy signal,ipdtim nez fevede
fosforylové skupiny na netnny aspartat, autofosforyluje konzervovany histidin tim
aktivuje jeji latentni biologické funkce. Nejstji, nikoli vSak vylwné, jsou regulatory
odpowdi transkrigni aktivatory, které aktivuji promotory umieg ged otewenymictecimi
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ramci regulujici a stimuluji zahdjeni transkripce v interakci sigme vazbou RNA
polymerazy. [16]

V Tabulce 2jsou shrnutysigma faktory bakterieRalstonia metalliduran:CH34 a jejich
funkce. Tento bakterialni kmen dok. tolerovat vysoké koncentrac&kych kowi a jeblizce
piibuzny bakteridlnimu druh@upriavidus necator modelovyorganismis pro metabolismus
polyhydroxyalkanodt Sigma faktor RpoS (nazyvany tas®, ¢°°) je odpowdny za obecné
odpowdi nasSirokou Skalu stresovyctodminek, jako je hlada@wni, vysoka osmolarita, kyse
nebo alkalické pH, vysoké nebo nizké teploty, U¥enaa pitomnost mnoha toxickych late
(veetre ethanolu). [18]

Tabulka 2 Sigma faktory Ralstonia metallidurans CH34 agkjfunkc [18]

Name Contig Cluster Related proteins  Possible function

RpoD 629 ICF RpoD»_Ecoli Main housekezping sigma factor

RpoS 533 ICF _Ecoli Starvation and other cytoplasmic stress conditions

RpeH 660 ICF RpoH_Ecoh Reponse 0 protein denaturation in the cytoplasm, heat shock

Sigid5 M5 (ICF) MNone Sequencing artifact?

FiA 706 MDF Fia_Ecoli Synthesis of the bacterial Aagellum

Sighls 605 (ECF) SigH_Bsub Transition from exponential to stationary phasz of growth?

Sig53s 538 (ECF) SigH_Bsub Transition from exponential to stationary phase of growth?

Sig588 588 ECFRpoE CnrH Another metal resistance?

CarH (pMOL28) ECF:RpoE (NocH) Mickel resistance

RpoE 534 ECFRpoE _Ecoli Reponse to protein denaturation in the periplasm and cell wall

Sigie2 562 ECF:Fecl MNone Cell wall integrity?

SighB1 681 ECF:Fecl MNone Cell wall integrity?

Sig6To 679 ECF:Fecl Mone Cell wall integrity?

Sig630 680 ECF:Fecl Fecl_Ecoli Metal (iron?) homeostasis?

Sige97 697 ECF:Fecl Fecl_Ecoli Uptake of citric iron

Sighll 611 ECF:Fecl Fecl_Ecoli Uptake of citric iron

RpoM 669 RpoMN RpoN_Ecoli Tight control of operons. e.g., nitrogen assimilation. hydrogenase
symhesis, degradation of xenobiotics and aromatic compounds

(ORF) 480 None TrpF No sigma factor

(ORF) 593 None None Mo sigma Faclor

2.7  Prehledspecifickyct stresovych faktoni

2.7.1 Teplotni stres

Charakteristickym znakem bakterialnihdstu je schonost organism prizpusobit se
i velmi variabilnimu progtedi. Ve skuténost bakterie tvéi zhruba polovinu sttové biomas)
a olu s dalsimi mikroorganisr jsou nejvice Siroce distribuované organismy na Z
Teplota je jednim z nejvice pervazivnich probiéonganisni. Padni volné Zijici bakterie s
musi grizpusobit dennim z@gnam teplot v dsledku rozdilu teplot ve dne ¢ noci, gipadré
sez6nnim zrmam.Bakterie, které Ziji virznyct organismech, séasto zZednoho do druhéh
organismu dostavaji fek&roralnim genosem. roto musi byt rovéZ vybaveny tak, ab
piezily teplotni vykyvy vprostedi mimo hostitelsky organismus. P kteié Ziji v ocednech
ma schopnostistu v chladwasadni vyznam, protoZze % oce&n mateploty<5 ° C. [19]

Podle vztahu k teplétse mikroorganismy di na psychrofini, mezofilni a termofilni
U psychrofilnich mikroorganisin se optimalni teplota pohybuje mezi 5 a 18
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U mezofilnich organizrin se tato teplota pohybuje kolem 30°C, termofilnkmorganismy
maji optimalni teplotu 45°C a nebo i vyssi. [15]

Nejlépe jsou prostudované strategie mezofilnichtdydk vyuzivané k vyrovnani se
s nahlymi tepelnymi stresy nebo Soky z chladisgherichia coli Optimalni teplota prodst
E. colije asi 25 az 37 °C. Bty v tomto teplotnim rozmezi nepodléhaji Zadnéminonjen
malému zpoz¢hi v adaptaci na novouistovou rychlost. Neni vyvolana ani tepelna Sokova
odpowd’ (,heat shock response” - HSR), ani odfdsoku z chladu (,cold shock response” -
CSR). Navic bu&né slozeni &stava relativé konstantni. R postupném zvySovani teploty
dochéazi k postupnému snizeni rychlogsitu az do dosazeni letalni teploty (asi 47 az 50 °C
v zavislosti na konkrétnim kmenu a podminkats$tu). Ri snizovani teploty poklesne tempo
rastu aZz do dosazeni minimalni teploty pro poljei rast (asi 8 °C). Posun od rozmezi
teplot optimalnihotstu nad 37 °C vyvolava postupimtenzivrejSi HSR a naopakipsnizeni
teploty na teplotu 15 °C a mé&ie vysledkem klasické CSR [19]. Zatimc#é pIRS hraje
klicovou roli sigma faktor c®, tak CSR spdva v Upra¥ exprese chaperénRNA a
ribosomalnich faktar[20].
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Obrazek 5: Rstova rychlost E. coli jako funkce teploty. Spekdirychlost fistu (k, i),
logaritmicka stupnice, vynesena proti inverzni abso teplot (K). Jednotlivé V body jsou
oznaeny ve stupnich Celsi&:v bohatém médiu, o v glukézovém-minimalnim médiu. [19]

2.7.2 Stres bunééné seény

Bunécnd stna bakterii tvél vnéjSi obal organismu, ktery obklopuje cytoplazmu galji
pied vrgjSim swtem. Nicmés, burt¢cna sEna je mnohem sloZSi, nez jednoducha

17



membrana aiedstavuje jedingy a dynamicky extracelularni prostor. Krémoho, Ze slouzi
jako bariéra, je buftna stna Siroce zapojena do kritickych inych proces, v¢etrg tvorby
energie, dleni burgk, Uprava makromolekularnich kompiextransport Zivin do butk a
exkrece jinych molekul z hiky. Buni¢na stna je také aktivé prestavovana v reakci na
Zivotni prostedi v pfibéhu vyvoje i v ramci patogeneze. Fyzik&ohemické podminky se
v této ,obalce biky“ liSi od cytoplasmy tak, Ze bakterie vyvinulydjaetné reakce na stres,
jejichz cilem je zejména boj proti stresu v tomtogporu. [19]

Odpowdi buiky na stres bustné sény (,Cell envelope stress responses”) jsou defingva
obecrt jako transkrigni odpowdi aktivovany podminkami, které negatévrovliviuji
komponenty sty a naruSuiji jeji funkci. Obecné stresy, jakogjglata, ethanol, oxidai stres
a hlado¥ni mé vliv na celou hiku acasto aktivuji jak cytoplazmatické odpmi na stres,
tak i odpoedi buiky na stres bufgtné stny. Zato konkrét&si stresy, naipklad oSeteni
chemickymi latkami, které inhibuji procesy kiiné stny, aktivuji pouze odpadi buiky na
stres buicné stny, a nikoliv vSak cytoplazmatickeé stresove reakt@]

Historicky se studie odp@di buiky na stres buitné stny v gram-negativnich a gram-
pozitivnich bakteriich roztila do dvou linii. Redstavitelem gram-negativnich bakterii se
stalaE. coli a predstavitelem gram-pozitivnich bBl. subtilis V gram-negativnich bakteriich
jsou za odposd” odpowdné fredevsim tyto komponenty®, Cpx, Rcs, protein phage-shock
(Psp) a Bae. Mnoho praci s#& pjiStovani reakce v gram-pozitivnich bakteriich 2#&fa na
stres vyvolany latkami, které naruSuji syntézu ideglykani. Regulon, ktery byl
identifikovan jako zodpoxdny za odpo¥d’, je dvouslozkovy systém LiaRS a byl indukovany
antibiotikem a bacitracinem. [19]

2.7.3 Osmoticky stres

Bakterialni odpo¥d’ na osmoticky stres okoli j&izna. Mechanismy osmotické stresové
tolerance utuji, zda bakterie ii@Zije nebo zda budéist, protoZze osmoticky stres vyznaimn
ovliviiuje strukturu, fyziku, chemii a metabolickou aktivibakterialnich butk. Ve chuvili,
kdy se roztok, ve kterém hkia roste, stane vice koncentrovanym, nez obsaticebuz&ne
voda difundovat ven, aby vyrovnala tento tlak. Baie je schopna zmirnit tento vodni tok
akumulaci nebo uvoémim elektrolyti a malych organickych latek, z nichZkteré jsou
ozn&eny jako kompatibilni rozpu&té latky. ZvySeni osmotického tlaku inhibuje
bioenergetické funkce a syntézatdiny makromolekuléarnich latek, které aktivuje stjési
osmoregulatorové systémy a indukuje expresi osrgokigorovych gei [19]

Objasréni tolerance k osmotickému strestispiva k naSemu porozumi bakterialnimu
pieziti a Gstu v tiznych girozenych prosedich, jako je fda, ¢istd voda, miska voda,
rostlinni a Zive@isni hostitelé, v potravinach a dalSich pfedich. Osmoticky tlak je
"koligativni" vlastnost, protoZze zavisi na celkdw@ncentraci rozpudhych latek v roztoku.
To je casto popisovano terminem osmolalita, cégdgtavuje osmoticky tlakipurcité teplog
v jednotkach koncentrace. Osmolalitéirpdnich bakterialnich prasdi nabyva hodnot od
téemet 0 mol/kg €isté vody) do alespp 16 mol/kg a je zvySen&iznymi rozpuStnymi
latkami, Wwetns soli a cukil. [19]

V souvislosti s odpasdi na osmoticky stres dochazi k zasadnérenbunséné fyziologie,
zvlase v pripac, kdy se osmolalita zémi nahle. Osmoticky up-shock dehydratujailu
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béhem rEékolika sekund¢imz prechodr brani dychani a jiné funkce zaloZzené na mentbran
Koncentrace ATP v cytoplagmse pgechodi zvysi, gedevSim protoZze klesa objem
cytoplazmy. Odpo¥di na osmoticky down-shock sefephodr ztrati elektrochemicky
gradient, pi vy¢erpani dlezitych metabolii buiky. [19]

2.7.4 Reaktivni formy kysliku a dusiku

| pfes energetické vyhody aerobniho metabolismu j&msté&né redukované reaktivni
formy kysliku vzniklé Bhem aerobniho metabolismu Skodlivé praky Jedno-, dvou-, &it
elektronova redukce molekularniho kysliku ;YOma za nasledek vznik népnivého

superoxidu Q, ), peroxidu vodiku (kD-), a hydroxylovych radikal molekuly (OH-). A&koli

O, a HO; jsou rychle degradovany, poskozuji proteiny a kStry ([Fe-S]) dehydrataz,
které jsou obzvlast citlivé na oxidaci &chto druli. ZvySena hladinaO, a HO, take
vyznammié podporuje poSkozovani DNA. DalSi poSkozeni jeispbeno reakci D,

s Zelezem, nazyvana Fenton reakce’(Fe H,0, — Fe* + -OH), coZ vede k vytwéni
extrémré reaktivniho a kratce trvajiciho -OH. Existuji mgi typy reaktivnich kyslikovych
radikaki — singletovy kyslik 0.), chlornany (HCIO) a organické peroxidy (ROOH),
nagiklad lipidové peroxidy. Nerovnovaha mezi produkeiaktivnich forem kysliku a
detoxikaci meziproduktbyla definovana jako oxidai stres. [19]

Podobné formam reaktivniho kysliku, mohou byt reakt formy dusiku generované
endogennimi metabolickymi procesy nebo jako obrammgchanismus. Naiklad volny
radikal oxidu dusnatého (NO) je meziprodukt dychdcihy denitrifikace. Denitrifikéni
bakterie maji nitritreduktazu, ktera redukuje darsit na NO a NO-reduktazy redukuji NO na
oxid dusny (NO). Ve stevnich bakteriich je dité mnozstvi NO produkované jako vedlejsi
produkt @i redukci dusinani a dusitaf na amoniak za anaerobnich podminek. NO je také
produkovan inducibilni NO-syntazou (také ozmean NOS) v bikkach imunitniho systému
sava@. NO mize inhibovat nebo poskozovat enzymy reakci s Fa§iriyl nebo s hemem. [19]

SoxR ¢len rodiny MerR transkrignich regulatal, byl charakterizovan jako jeden
z prvnich oxidanich regulatar stresové reakce. Gel. coli soxR byl identifikovan ve
screenu pro mutanty rezistentni na redsaktivni slogeninu menadion a bylo zj&to, Ze
maji zvySenou expresi geénindukovanych redoxn aktivnich slodenin, které mohou

produkovatO, (nag. parakvat). VE. colia podmnozia stevnich bakteriSoxRridi expresi
pouzeSoxSranskrigni regulator typlAraC. [19]

2.7.5 Ethanolovy stres

Ethanol je inhibitor istu mikroorganisr pii relativné nizkych koncentracich. Inhibuje
burgcné ctleni, pokles bu&ného objemu a specifickou rychlosistu. Vysoké koncentrace
etanolu snizuji vitalitu bufk a zvySuji busénou smrt. Ethanol také oviiuje burény
metabolismus a makromolekularni biosyntézu timpiiméje produkci protein tepelného
Soku, snizi rychlost akumulace RNA a proteirvysi frekvenci drobnych mutaci, émi
metabolismus, denaturuje intracelularni proteirghyolytické enzymy, a také snizZuje jejich
aktivitu. [21]
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Nejlépe prostudovana odpall na ethanolovy stres je u kvasinkyaccharomyces
cerevisiae Nad kritickou hranici koncentrace ethanolu do€hée specifické transktimi
odpowdi. Ta je zahajena indukci protéitepelného Soku (HSP), které se zdaji byt podobné
indukovanym Bhem tepelnému Soku. Kvasinkovénky zanou syntetizovattadu HSP,
vcetn® Hspl04, Hsp82, HSP70, Hsp26, Hsp30 a Hspl2, aleepa Hspl04 a Hspl2 bylo
prokazano, Ze fyziologicky ovliwuji toleranci kvasinek k ethanolu. HsplOdspbi jako
¢inidlo prestavby p rozpadu denaturovanych bilkovin, zatimco Hspl2membranovy
protein, ktery dokaze chranit liposomalni membra@noslky proti vysuSeni a ethanolu. [21]

Mikroogranismy mohou disponovat rozsahlym spektrestresovych odpadi a
adapténich mechaniziin cilenych na odstimvani nebo zmfovani Skodlivych &inka
etanolu. To zda mikroorganismugepije, zpravidla zavisi na struktua schopnosti efektivni
obrany plazmatické membrany, kterdegstavuje hlavni cilovou strukturuignbeni etanolu.
[14]

2.8 PHA a stresova odpoéd’ bakterii

2.8.1 Polyhydroxyalkanoaty — struktura a vlastnosti

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polyester§irpdniho @ivodu, které byly objeveny jiz
vroce 1926 francouzskym mikrobiologem LemoignenenTizoloval a charakterizoval
poly(3-hydroxybutyrat) (PHB) z bakteriBacillus megateriumOd té doby byla schopnost
produkce a akumulace PHA objevena u ciédy mikroorganisr, a to jak u gram-
pozitivnich tak i gram-negativnich kmien(autotrofnich, heterotrofnich, fototrofnich;
aerobnich i anerobnich), ale takédkterych kmeid archaebakterii. Bakterie syntetizuji PHA
jako zésobni zdroj uhliku, energie a re¢hiksily, a to nejastji pti nadbytku uhlikatého
zdroje a sotasneé limitaci jinym dlezitym prvkem (dusikem, fosforem, Zelezem atdg. P
vycerpani uhlikatého substratu dokaziky PHA rozloZit a vyuzit je jako zdroj uhliku a
energie ke svym metabolickym poclioa [22][23]

PHA jsou polyestery hydroxykyselin. V zavislosti dalcetettzce hydroxykyseliny se
PHA &li do dvou skupin. Polyestery sloZzené z hydroxykgse délce 3-5 atorin uhliku se
ozn&uji jako short-chain-lenght (scl-PHA), zatimco PldBsahujici monomery o délce 6-14
atomi uhliku spadaji do skupiny medium-chain-lenght @REIA) (Obrazek 6). Nejlépe
prostudovanym a vifrodé nejrozsitensjSim typem PHA je PHB. [24]

H
\ / R = CH,-C,H, short-chain-lenght
//O\C/C\ 4~ R=CH,CH, medium-chain-lenght
> | | R = CH, poly(3-hydroxybutyrat)
R H O

n
Obrazek 6: Struktura PHA
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PHA se nachazi v cytoplamnv burkach ve fornd granuli (Obrazek 7). Ret a velikost
granuli zavisi na kultivanich podminkach a liSi se v rdmdiznych bakterialnich kultur.
Granule bakteridBacillus megateriumsou slozeny z 97,7 % polyesteru, 1,87 % prdten
0,46 % lipich a fosfolipidi. Polyestery jsou obsazeny uwrobjemu granuli, jejichz povrch je
tvoren fosfolipidovou vrstvou, do které jsou zabudov@ngteiny plnici §izné funkce. PHA
maji hydrofobni charakter, coz je pro mikrobialniiky vyhodné, protoZze akumulace PHA
nezvysuje intracelularni osmoticky tlak. [22][23]

Strukturni protein
l PHA syntdza

-

Depolymeraza

Regulaéni protein

Fosfolipidy

300-500 nm

Obrazek 7: Schéma struktury PHA granule [24]

Existuji dva modely pro sestaveni PHA granuli imoviMiceralni model je zaloZen na
pozorovani tvorby PHA granuli vairnv cytoplasnd. Druhou moznosti je model ,picich”
granuli, ktery je pak podpen pozorovanim membranového materidlu ve stiaktu
izolovanych granuli a faktem, Ze riovzniklé PHA granule nejsou v cytoplasmozmisény
nahodwr, ale naopak se nachazeji pobliz membrany (Obi&z¢R3][25]

a @ Hydroxyacyl-CoA (ﬁ
@ o0 2
—>

o9 —m—8>
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@
Rozpustnd | Amfipaticka Castice polyesteru
polyester syntaza polyester syntaza
¥ ¥2
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Obrazek 8: Modely tvorby granuli in vivo: a) mickridmodel b) model ,peicich® granuli
[26]
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2.8.2 Zapojeni PHA do stresové odpogdi

e

zasobnich materi@la usnaduje bakteriim s moznosti akumulovat PH#eHti ve stresovych
podminkach. esné mechanismy vSakstavaji stale neobjasmy. [13][27]

U antarktického bakterialniho kmerRseudomonasp. 14-3 byla pozorovana odolnost
vaéi mrazu, a to za podminek kdy kultura akumulovaldBPa za podminek, kdy jej
neakumulovala. Kultura, ktera akumulovala PHB¢lanvyrazré zvySenou odolnost i¥i
mrazu [28]. Oproti tomu vSak ve studii SardesaiaduiBtestovali bakterialni kmeRhizobium
DDSS69 a dosfh k zawram, Ze i stresu zppgsobeném nizkou teplotou dochazi k poklesu
hladiny PHB, ale Ze to nesouvisi se stresovou o#ifipa schopnost produkovat PHB tedy
neni odpowdna za odolnost bakteriédi mrazu. Snizené mnozstvi intracelularniho PHB bylo
zpasobeno inhibici biosyntézy PHB a zvySenim jeho aolzp[29].

Zhao a koleketiv ve svych experimentech porovnalisgbky kmenAeromonas hydrophila
4AK4, produkujiciho kopolyestery skladajici se hy@hoxybutyratu a 3-hydroxyhexanoatu, a
mutantni kmenA. hydrophila CQ4 s naruSenou PhaC-syntdzdl. hydrophila 4AK4
poskytovala lepSi resistenci proti cakidk prirodnich stresovych faktbrvéetré vysokych
teplot, pisobeni mrazu, peroxidu vodiku, UVieai, ethanolu a vysokého osmotického tlaku
v porovnani a kmenem neschopnym produkce PHA. [30]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1  Pouzité bakterie, chemikalie, material a pistroje

3.1.1 Pouzité bakterie

V experimentalntasti prace se pracovalo s bakteri€uipriavidus necatoH16, Bacillus
megateriuma Delftia acidovorans Kmeny byly ziskany ZCeské sbirky mikroorganisim
Masarykovy univerzity v Bra Kmen Cupriavidus necatoPHB 4 byl zakoupen z Leibnitz
Institute DSMZ-German Collection of Microorganisnmda Cell Cultures, Braunschweig,
Némecko.

3.1.2 Chemikalie pro kultivaci

* Nutriet Broth (Himedia)
» Agar Powder (Himedia)
* Peptone (Himedia)

» Beef extrakt (Himedia)

3.1.3 Ostatni chemikalie

* Propidium jodid (eBioscience)
* Nile Red (Sigma Aldrich)
* eFluor® 780 (eBioscience)

VSechny pouzité chemikalie bytystoty p.a. a vyssi.

3.1.4 Pristrojové vybaveni

* Plynovy chromatograf: GC-FID (Hewlett Packard, 8eril 5890)
Kolona - DB-WAX 30 m by 0,25 mm

» Pratokovy cytometr, Apogee A50, Apogee Flow Systems

* Fluorescetni mikroskop, MicroTime 200, PicoQuant GmbH

e Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments

e Temperovanaepaka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.o.

* Analytické vahy, Boeco

 Termostat, LS-35

» Centrifuga, Hettich MIKRO 200

* Centrifuga, Boeco U-32R

» Elisa reader £Lx808, BioTek Instruments, Inc.

e Inkubator, IP60
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3.2  Ozivovani bakterialnich kultur

Bakterie byly dodavany v lyofilizovaném stavu. Batk byly oZivovany dle ilozeného
navodu a kultivovany na pevném meédiu (viz. kapitdld) @i 30 °C. Po kultivaci byly
bakterie uchovavanyip4 °C a pravidels pireatkovavany na nové Petriho misky v intervalu
asi 30 dni.

Inokula pro vSechny kultivace byl&ipravovana v Erlenmayerovych id@éch o objemu
100 ml s obsahem 50 ml média. Inokulum bylo ¢kavavano tikrat bakteriologickou
kli¢ckou z agarové plotny. Po 24 hodinach kultivatie8p °C na temperovanéepace i 170
rpm, bylo inokulum pouzivdno pro za@vani produkniho média. Do produkiho media
bylo inokula zpravidla ffdavano 2,5 % celkového objemu.

3.3 Kultivace bakterii

Pro gipravu inokula praCupriavidus necatoH16, Cupriavidus necatoPHB 4 a Delftia
acidovoransbylo pouzivano kapalné médium, pro uchovani kuyltbylo pouzito pevné
agaroveé médium Nutrient Broth (dale pak NB).

SloZeni Nutrient Broth:

» Beefextract 10 g/l
* Pepton 10 g/l
 NaCl 5 g/l

e Agar 20 g/l

Pro pgipravu inokula proBacillus megateriumbylo pouzivano kapalné médium, pro
uchovani kultury bylo pouzito pevné agarové médiamillus medium.
SloZeni Bacillus medium:

» Beefextract 5 g/l
* Pepton 34gl
s MnSQO 0,1 g/l
e Agar 20 g/l

Jako produ&ni medium pro kultivaci bakteriCupriavidus necatoH16 aCupriavidus
necatorPHB 4 bylo pouZivano nésledujici mineralni médium [27]:

e (NHg)2SO 39

e KH.PO, 1,02 g

e NaHPO, 11,19

e MgSQ, 0,29

* Fruktosa 209

« Roztok stopovych prik 1 ml

» Destilovana voda 1000 ml
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"Roztok stopovych prik

FeCk 9,79
CaCb 7,89
CusSQ 0,156 g
CoClb 0,119¢g
NiCl, 0,118 ¢
CrCl, 0,062 g

0,1 M HCI 1 000 ml

Jako produéni medium pro kultivaci bakterDelftia acidovoransylo pouZivano medium
Nutrient Broth s fidavkem glukosy o koncentraci 10 g/l. Poddbomu bylo i @i kultivaci
bakterie Bacillus megateriumkde se jako prodéki medium pouZzivalo Bacillus medium
s piidavkem 10 g/l glukosy.

Sterilace médii byla provada v tlakovém hrnci se zganym ventilem po dobu 30 minut.
Roztoky fruktosy a glukosy sefigavali az po sterilizaci a sterilizovali se sepafa
v tlakovém hrnci s otéenym ventilem po dobu 30 minut.

3.4  Stanoveni biomasy

Obsah biomasy byl stanovovan spektofotometrickotodw zaloZenou nadieni zakalu.
Méieni bylo provadno @i vinové délce 630 nm. Jako blank byla pouZita itlestna voda.
S vyjimkou n#feni po 24 hodinach byl vzorek ve zkumaviikrét zedn pidanim 2 ml
vody k 1 ml vzorku. Do plastové mikrodesty bylo do ti jamek pipetovano 25l vzorku,
a poté bylo fidano 225ul destilované vody. Ve vysledku byl vzoretediny 30krat. To bylo
provedeno s aima vzorky a do dalSichiitiamek bylo pidano 250ul destilované vody jako
blank.

Dosazenim absorbance do regresfimRy z pedem stanovené kalikwa kiivky byl
vypocten obsah biomasy v g/l. Biomasa byla stanovovakaatSpo 24 hodinach
u bakterialnich kmenCupriavidus necatoH16, Cupriavidus necatoPHB 4.

3.5 Stanoveni obsahu PHA v biomase

Souasré se stanovovanim biomasy byl v biomd@aeapriavidus necatoH16 stanovovan
obsah polyhydroxyalkanaat Pro stanoveni bylo pouzito 10 ml suspenze¢kuBuspenze
byla st@ena (8 000 rpm, 5 min.), supernatant byl slit ari@ea byla resuspendovana v 10 mi
destilované vody. Suspenze byla&bstatena, supernatant byl &pslit a biomasa byla v 1 mi
destilované vody igvedena do mikrozkumavky typu Eppendorf, ve ktgié bpit staiena
(10 000 rpm, 5 min.). Supernatant byl poté slii@asa byla ve mikrozkumavce susSena do
konstantni hmotnostifpl05 °C.

Do vialek bylo navazenoiilizné¢ 10 mg suché biomasy. Déle byl do vialeidgan 1 ml
chloroformu a 0,8 ml 15% kyseliny sirové v methanialky byly zavékovany a tato sis
byla udrZzovana ip teplog 100 °C po dobu 3 hodin. Po esterifikaci byla¢snochlazena a
extrahovana v 0,5 ml NaOH o koncentraci 0,05 mof/dfo extrakci a vyti@ni fazového
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rozhrani byla spodni chloroformova frakce odpipat@do novych vialek a ty byly uzany
a analyzovany pomoci plynové chromatografie FIRifmnovy ionizéni) detektorem.

3.6  Porovnani produkce PHA u miznych druhu
bakterii

V tomto experimentu byli porovnavani razni producenti PHA Cupriavidus necator
H16, Bacillus megateriuma Delftia acidovorans Bakterialni druhy byly porovnavany po
48 hodinovémirstu na produsnim médiu. Porovnavan byl obsah biomasy (viz. kdg@iB.4),
obsah PHA v biomase v (viz. kapitola 3.5) a vzhig@nuli PHA pod fluorescénim
mikroskopem (viz. kapitola 3.8).

3.7 Barveni zivych burék Cupriavidus necator
H16 pomoci Nilskécervené

Obarvit po fixaci mrtvou biiku fluorescetinim barvivem Nile Red, neboli Nilskou
cerveni, neni nijak obtizné, stgridat vhodné mnozstvi o vhodné koncentraci. Prohléak
nastava, jestlize chceme obarvitiky Zivé, protoZze se barvivo musi dostat skrz memigra
a to Ziva biika za kzZnych podminek nedovoli. Nilsk&rve je ¢inidlo barvici lipidy a byva
pouzivano Kk réeni intracelularnich lipidovych granuli a ke stamolv obsahu PHA
v bakteriich fluorimetricky nebo ptokovou cytometrii. Nilsk&ervai je excitovana
vinové délce 488 nm a nasleédemitované sitlo ma vinovou délku 510-580 nm. [33]

3.7.1 Intenzita barveni

Cilem experimentu bylo stanovit, zdarky, které porostou v mediu obsahujicim Nilskou
cervar (0,5 ug/ml), budou mit i ve své cytoplagneji urity obsah dostatey k tomu, aby
bylo mozné pitokovou cytometrii rozliSit btky kmene H16 od PHR, a mit tedy zivé
buiiky obarvené NR. Dale pak bylo cilentity zda se kratkodobou zmou teploty kultivace
zvySi prostupnost Nilské&ervere membranou.

Nejprve byly gipraveny Petriho misky s mineralnim médiem, frukiz(10 g/l) a
obsahem NR. Na takovéto médium byl bakteriologicktitkou z jedné plky naatkovan
kmenCupriavidus necatoH16 a na druhouttku byl nagkovan kmenCupriavidus necator
PHB 4. Misky byly inkubovany $ 30 °C po dobu 48 hodin a poté byly misky pozorgva
pod UV analyzatorem.

Dale byly kron¢ béZnych kultur na produnim médiu pipraveny d¢ Erlenmayerovy
baiky s kapalnym produinim médiem s obsahem NR. Do kazdé byl inokulenmtkma@n
jeden bakterialni kmen. Po 48 hodinataktu byly @ipraveny a pror&eny nasledujici vzorky
(Tabulka 3).
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Tabulka 3: Oznéeni jednotlivych vzork

H16 barveno H16 barveno PHB 4 barveno

p¥i inolulaci véaset=0 p¥i inolulaci

kontrola H16 (30 °C} PHB (30 °C}
4°C 1-1A 1-1B 1-1C
1h 35°C 1-2A 1-2B 1-2C
40 °C 1-3A 1-3B 1-3C
45 °C 1-4A 1-4B 1-4C
4°C 2-1A 2-1B 2-1C
2 h 35 °C 2-2A 2-2B 2-2C
40 °C 2-3A 2-3B 2-3C
45 °C 2-4A 2-4B 2-4C
4°C 3-1A 3-1B 3-1C
3h 35°C 3-2A 3-2B 3-2C
40 °C 3-3A 3-3B 3-3C
45 °C 3-4A 3-4B 3-4C

3.7.2 Stanoveni viabiliy pratokovym cytometrem

ProtoZe hlavnim za#nem bylo barvit Zivé biiky, probihalo souw¥nr¢ se stanovovanim
intenzity barveni stanovovani aktualni viability kbexii. Vzhledem ktomu, Ze nebylo
dostupné zadne fluorescm barvivo, se kterym by bylo mozné barvitiky sowasreé s NR,
bylo nutné vzorky ppravovat zvlas. Frikladem barviva, kterym by bylo mozné barvit
souasrt s NR je nafiklad eFluor® 780, ktery fd¥e byt excitovanyervenym (633 nm)
laserovym paprskem a ma pik emige780 nm, coz Ize detekovat pomoci 780/60 pasmového
filtru [34]. Pro toto viabilni barvivo se vSak negailo optimalizovat postup pro rozliSeni
Zivych burgk od mrtvych, a bylo proto nutné pouzit propidiuadig (Pl), ktery se s NR
kombinovat neda.

Pro vSechnytyii teploty byla po itech hodinach pomoci Pl stanovena viabilita kmene
Cupriavidus necatoH16. Stanoveni viability probihalo stéjjako v kapitole 3.9.

3.7.3 Stanoveni viability plotnovou metodou

Kromé stanoveni viability u buik neobarvenych NR bylo takéilézité stanovit viabilitu
burgk obarvenych. Nilsk&erver by totiz mohla naruSovat biologické pochody wdel
zvlase pak @i kombinaci se zrinmou teploty kultivace. Zidzodu nepouzitelnosti ptokového
cytometru (spektralnitgkryv fluorescence NR a PI) bylo nutné viabilitarsivit plotnovou
metodou. Porovnanim vysletlkplotnové metody a vysledky giokového cytometru
z predchozi kapitoly poté mohlo poslouZzit k posouzéiviMR na Zivotaschopnost bakterie.

Viabilita bakterii, které rostly na prodékim médiu s idanym NR, byla stanovena po
3 hodinach kultivaceip dané teplat. Vzorky byly ndediny desitkovymredénim doiedini
108, Poté bylo sterilni hokejkou od kaZdékeskni 0,1 ml rozeeno na d¥ agarové plotny

130 °C je teplota &né inkubace kultur a teplotni optimum @onecatorH16. Viii témto hodnotam byly
porovnavany ostatni naitena data.
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s NB. Agarové plotny byly 48 hodin kultivovanyip30 °C a nasledn byl na miskach
s paitatelnym mnozstvim kolonii (20-200) stanoven jejmet.

3.8  Pozorovani granuli PHA

Granule PHA je mozné sledovat pod fluoreso@m mikroskopem, jestlize je obarvime
NR. Vzhledem kasové narénosti prace na fluoresc&mm mikroskopu byla nutna jistota, Zze
je PHA obarveno. Proto bylyfipravovany fixované preparaty. Jejich vyhodou bgiamo
jiné i to, Ze se daly dlouhod®lskladovat.

Fixovany preparat bylifpravovan nasledujicim gpobem. Kultura na prodakim médiu
byla v mikrozkumavkach 100kratretkna. Suspenze byla sena (10 000 rpm, 5 min.),
supernatant byl slit a lilky byly resuspendovany v PBS. Suspenze bytd siotena. Buiky
byly resuspendovany ve 20% ethanolu a suspenzartkglaovana na ledu po dobu 10 minut.
Suspenze poté byla ggna a fixované hiky byly resuspendovany v 1 ml PBS. Poté bylo
piidano 5 ul fluorescekni barviva NR o koncentraci 1 mg/ml (NR sg&edi
dimethylsulfoxidem DMSO). Suspenze Buknprevrstvend agardézou, aby vzorek nebyl
v pohybu, byla nasledrpozorovana na fluoresaarim mikroskopu.

3.9  Stanoveni viability

Pro ugeni viability bugk na piatokovém cytometru je tdezité nastavit fistroj tak,
abychom byli schopni v histogramu rozliSit populagvych burgk od mrtvych.
Fotony exitovaného #ani totiz dopadaji na fotonasobi Jejich nastavenimibeme ovlivnit
intenzitu signalu tak, aby bylo mozné rozliSit fifgnburek, které nejsou obarveny
fluorescekini sondou odéch, které obarveny jsou.

Ke stanovovani viability bylo vyuZzivano fluoreséan barvivo propidium jodid. Zivé
buiky s neporusenymi membranami se vyanaschopnosti vylotit barvivo, které naopak
snadno pronika do mrtvyah posSkozenych buik, kde se interkaluje do DNA. Fluores¢en
excitatni maximum ma 535 nm a emisni maximum m& p17 nm.

anved

Obrazek 9: Struktura Pl
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3.9.1 Optimalizace metody

Vzhledem k velmi podobnym vlastnosté&unpriavidus necatoH16 aCupriavidus necator
PHB4 nebylo zapdtbi provadt optimalizace pro oba kmeny. Kultura s Zivyminkami
(inokulum) Cupriavidus necatoH16 byla néedtha v mikrozkumavkach pufrem PB®a
koncentraci 10 burtk na 1 ml. K suspenzi byl figdn 1 pl propidium jodidu (PI)
o koncentraci 2 mg/ml. Poté byla suspenze uchovdamnu po dobu 20 minut a préfena
pii raiznych PMT od 200 do 1000. Stejny postup byl promeske suspenzi mrtvych btkn Ta
byla gripravena pidanim ethanolu na vyslednou koncentraci 10 % &dagm povéenim ve
vodni lazni po dobu 10 minut. Porovnavanim polokipiti stejnych hodnotach PMT bylo
urceno, Ze fi PMT 900 Ize nejlépe rozliSit zivé Bky od mrtvych. Na z&yr byla provedena
zkouSka se suspenzi zivych i mrtvych 8urktera byla pipravena poviEnim na vodni lazni
po dobu 5 minut.

"SloZeni pufru PBS

NacCl 8,09

KCI 0,2g
NaHPO:2 HO  0,144g
KH2PO, 0,249
Destilovana voda 1 000 mi

3.9.2 Viabilita po pisobeni stresovych faktoi

Pro posuzovani vlivu schopnosti akumulovat PHA dalmost vici stresovym faktarm
byly porovnavany dva kmeny baktefipriavidus necatorKmen schopny produkovat PHA
Cupriavidus necatorH16 a mutantni kmerCupriavidus necatorH16/PHB4 neschopny
akumulace PHB.

3.9.2.1  Ethanolovy stres

Test byl provadn po dobu 5 din Vzdy po 24 hodinach kultivace na mineralnim médiu
(20 g/l fruktozy) bylo od kazdého kmene do jedn&moakumavky odebrano 0,95 ml kultury
na produknim médiu. Poté bylofmano 0,05 ml 100% ethanolu. Vysledna koncentrace
ethanolu tedy byla 5 %. Nasledmyl vzorek po 5, 10 a 15 minutach 100kr&edn
desitkovymiedénim fosfatovym pufrem. Pofigani 1ul Pl a 20 minutach vtemnu byly
vzorky analyzovany na ftokovém cytometru a z histogramu bylo é@d®o procento Zivych
burgk.

3.9.2.2 Teplotni Sok

Test byl provadn po dobu 5 din Vzdy po 24 hodinach kultivace na mineralnim médiu
(20 g/l fruktézy) bylo od kazdého kmene dd mikrozkumavek odebrdn 1 ml kultury na
produkinim médiu. Mikrozkumavky byly umigty do vodni lazé o teplot 60 °C. Nasledh
byla od kazdého kmene odebrana jedna mikrozkumawvicalni lazg po 5, 10 a 15 minutach.
Vzorek byl 100krat 'edn desitkovymiedénim fosfatovym pufrem. Potjldni 1ul Pl a
20 minutach v temnu byly vzorky analyzovany natpkovém cytometru a z histogramu bylo
ode&teno procento zZivych bgk.
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3.9.2.3  Stresovy faktor — znéna pH

Test byl provadn po dobu 3 din Vzdy po 24 hodinach kultivace na mineralnim médiu
(20 g/l fruktézy) bylo od kazdého kmene do rnikrozkumavek odebrano 0,9 ml kultury na
produkinim médiu. Do prvni zkumavky bylofidano 0,1 ml 1M NaOH (vysledna
koncentrace 0,1 mol/dinpH = 13), do druhé 0,1 ml 0,1M NaOH (vysledn& koncerra
0,01 mol/dni, pH= 12) a doiteti 0,1 ml 0,1M HCI (pH: 2). Nasledn byly vzorky po 15, 30
a 60 minutdch 100kratedkny desitkovymiedinim fosfatovym pufrem. Porjdani 1ul Pl a
20 minutach v temnu byly vzorky analyzovany natpkovém cytometru a z histogramu bylo
odeiteno procento Zivych bgk.

3.9.2.4  Stresovy faktor — zmrazeni

Test byl provadn po dobu 3 din Vzdy po 24 hodinach kultivace na mineralnim médiu
(20 g/l fruktdézy) byl od kazdého kmene did mikrozkumavek odebran 1 ml kultury na
produkinim médiu. Mikrozkumavky byly umigty do mraziciho boxu s teplotou -30 °C. Po
60 minutach byly vzorky rozpuSty za laboratorni teploty. Pa@igani 1ul Pl a 20 minutach
v temnu byly vzorky analyzovany natpokovém cytometru a z histogramu bylo Sie®o
procento Zivych butk.
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4  VYSLEDKY A DISKUZE

4.1  Porovnani produkce PHA u miznych druhi

bakterii

Na paéatku experimentu bylo nutné vybrat vhodného prodtecd®HA, abychom mohli
zkoumat vliv produkce PHA na stresovou odfvmnikroorganismu. Porovnavany bylii t
kmeny bakteriiCupriavidus necatoH16, Bacillus megateriuna Delftia acidovorans

4.1.1 Obsah biomasy
Tabulka 4: Obsah biomasy tzanych producetitPHA

Producent X [0/ | X2[9/] | X3[g/] | X[g/] | Smodch vyker
Cupriavidus necatoH16 7,77 8,02 7,92 7,91 0,13
Delftia acidovorans 1,11 1,20 1,08 1,13 0,06
Bacillus megaterium 1,07 1,07 1,11 1,08 0,03

clg/l]

Cupriavidus necator H16

Delftia acidovorans

Bacillus megaterium

Graf 1: Obsah biomasy uiznych produceritPHA

I

Nejvétsi obsah biomasy ¢hpo 48 hodinach kme@upriavidus necatoH16. Ostatni dva
kmeny ngly priblizn¢ 7krat mensi obsah biomasy.
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4.1.2
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Obrazek 10Histogram @i meéreri neobarvenych (A, C, E)abarvenych (B, D, I fixovanych
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preparat: t7i produceng PHA- Cupriavidus necator H16 (A, Bpelftia acidovoran (C, D)
a Bacillus megateriur(E, F). Jako barvivo je pouzito Nile Rethko reference je pouzi
intenzitaobarveného Cupriavidus necator PHB

Intenzita fluorescenceize byt dana obsahem PH, biomase nebo postupem fixovar
barveni. Nejvétsi intenzita fluorescence byla zaznamena kmene Cupriavidus necatc
H16. Naopak nejmensi intenz fluorescence vykazoval km&elftia acidovoran.

4.1.3

Pozorovani pod fluorescetinim mikroskopem

Obarvené fixované preparaty byly pozorovany podriscetinim mikroskopen Snimky
bakterii jsou zachyceny r@brazcich 11, 12 a .

32



s

Obrazek 11: Cupriavidus necator H16 — fluorescefmadevo) a transmise (napravo)

¥ - /t7 A\ Wi A

] ,

Obrazek 13: Bacillus megaterium — fluorescencegval a transmise (napravo)

VSechny i bakterie ngly ty¢inkovity tvar. Svoji velikosti se jednotlivé Bky vyrazré
liSily. S produkci PHA se hiky protahuji do relativé velkych délek. Nej#tsi velikost ndl
Bacillus megateriungasi 30um). Cupriavidus necatodosahoval délky asi 2om a nejmensi
byla Delftia acidovoranss délkou asi 1Qum. Intenzita fluorescence odpovidala vyskedk
nantienym na pitokovem cytometru. NejsifipSi fluorescenci vykazovalCupriavidus
necatora nejnizSDelftia acidovorans

Na zaklad porovnani producetitPHA bylo rozhodnuto, Ze dalSi experimenty budou
provadny s kmenemCupriavidus necatorH16. Tento kmen vykazoval nejrychlejdist
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biomasy, vysoky intracelularni obsah PHA v biomaseyprodukované PHA bylo snadno
obarvitelné fluoresceimi sondou Nile RedCupriavidus necatoH16 je navic povaZzovan za
modelovy mikroorganismus ve vztahu k metabolismuAP& zarové je uvazovan pro
pramyslovou biotechnologickou produkci PHA.

4.2  Stanoveni biomasy v pibéhu kultivace

V pribéhu jednoho tydne byl vzdy po 24 hodindch stanovowéisah biomasy. Ze
zavislosti koncentrace biomasy rase byla sestrojenaistova kivka pro oba kmeny
Cupriavidus necator

Tabulka 5: Stanoveni biomasy u Cupriavidus neceitt®

t[h] | X1[9/l | X2[0/M | X3[g/l] | X[g/] | Smodch vyker
24 | 336 | 321| 265| 3,07 0,31
48 | 7,79 | 7.63| 7,26 756 0,22
72 | 832 | 877| 839 849 0,20
9% | 969 | 9,82| 987 9,79 0,07
120 | 10,37| 11,07 11,01 10,81 0,32

Tabulka 6: Stanoveni biomasy u Cupriavidus necBtdB 4
t[h] | X1[g/l | X2[0/M | X3[g/l] | X[g/] | Smodch vyker

24 1,75 1,15 1,45 1,45 0,25
48 2,06 2,08 1,79 1,98 0,13
72 2,65 2,49 2,44 2,53 0,09
96 2,62 3,46 3,18 3,08 0,35
120 2,90 3,26 3,24 3,13 0,17
12 -
4
10 - -
8 - . ¥
= 6
4 -
]
oo
0 : . . ; . .
0 24 48 72 9% 120 144
t [h]

¢ H16 mPHB-4

Graf 2: Ristova Kivka kmeut Cupriavidus necator
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4.3  Stanoveni PHA v biomase

V prab¢hu kultivace byl také stanoven intracelularni obB&bA. Buiky C. necatorH16
pii rastu na mineralnim meédiu velice rychle akumulovaiiB? jiz po 24 h kultivace dosahla
intracelularni koncentrace 46,7 % suché hmotykkuRMaximalni mnozstvi PHA obsahovaly
buiky po 96 h kultivace (79 %), poté praysdobré kultura vyerpala uhlikaty substrat
v médiu a z&ala utilizovat PHA, protoZze obsah PHA vitkidch klesl na hodnotu 73%.

Tabulka 7: Stanoveni obsahu PHA v biomase

t[h] | Obsah PHB [%] | Smodch
24 46,65 2,22
48 56,99 3,39
72 63,94 2,39
96 78,63 0,28
120 72,98 0,24

Zavislost obsahu PHB na case
80

75

70
65 {
60

55 {

50

45 I

40

Obsah PHB [%]

0 24 48 72 96 120 144
t[h]

Graf 3: Zavislost obsahu PHB rase

4.4  Barveni zivych bunék Cupriavidus necator
H16 pomoci Nilskécervené

4.4.1 Intenzita barveni

Cilem tohoto experimentu bylo otestovat potenciaimdZznost barveni Zivych bék
pomoci NR. Konvetni barveni PHA produkujicich bgik je zaloZeno na fixaci bétného
preparatu ethanolemigd aplikaci barviva. Tento postup zajisti dostabe permeabilitu
burgcné membrany pro barvivo, barveni je tedy velicezgemi a ireversibilni. Na druhou
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stranu tento postup inaktivuje prakticky vSechnyikjuve vzorku. Pokud by se paila
vyvinout postup pro barveni PHA produkujicich Bkirbez nutnosti fixace, naShy tento
postup ve spojeni ssortovanin bungk celou Skalu aplikaci naép pii selekci vysoce
selektivnich mutarit nebo @i isolaci ,novych® PHA produkujicich kménze smésnych
bakterialnich konsorcii, ffpadreé pii aplikaci viabilitni sondy kompatibilni NR také pi
studiu zapojeni PHA do stresové odezvy bak

Obrazek 14Cupriavidus necator PH 4 (nahae) a Cupriavidus necator H16 (dole)
mineralnim médiu fuktézou a pridavkem Nile Bd pod UV analyzatorem. Na levé n¢
je navic do médias/idano EDTA. Na pravé strarEDTA pridano nebylc

Viabilitni barveni Nilskouwerveni bylo jiz dive popsano pro kultivaci PHA produkujici
kmerii pii kultivaci na pevnér mediu [34]. C. necatorH16 pfi rastu na pevném méd
spiidavkem Nile Red pod UV #anim poskytuje fluorescenci, zatimco mutantni ki
C. necatorPHB 4, ktery neprodukuje PHA, fluorescenci neposkytPro usnadéni prostupt
Nile Red do bu&k, bylo na jedné Petriho misek v médiu ImMDTA. Na této misce je pe
fluorescence intenzisi.

Nicmére pii submerzni kultivaci tento Zigob barveni neni mozny, fky pravépodobré
exkluduji barvivo a intenzita Irveni neni dostaljici k tomu, aby doslo odliSeni PHA
akumulujicich a neakumulujicich bikns vyuZzitim piitokové cytometrie@brazel 15).

Zda se tedy, Ze pokud jsouitby kultivované submerznza optiméalnich podminek (30 °
barvivo bul’ neni schopno petrovat bugcnou sénu, nebo jsou hiky schopny barvivc
aktivné exkludovat. Jednou moznosti tedy bylo navysSit/snizit teplotu inkubacez by
mohlo mit negativni vliv, jak na propustnost beme stny, tak gipadré na exkluzn
mechanismus. Teplota nicni byla udrzovana vozmezi, ve kterém jsme nmkavali jeji
okamzity letalni dopad na bakterialnitiy (4, 35, 40 a 45 °C). Vysledky jsou zobraz
v Tabulce 8.
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Obrazek 15KmenC. necator H16 kultivovany subme#zma mineralnimmédiu
s fruktézou a s fidavkem Nile Red.

Tabulka 8 Vliv teploty na pronikani Nile Red do iy

Cupriavidus necator H16 H16 barveno Cupriavidus necator PHB 4
barveno p¥i inolulaci viaset=0 barvena p¥i inolulaci
o v 4415 Cots AND 3 Sigets . R Ly e—
p
o
<
o
4
©)
o
q
|9
— | 0
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O
o
o
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Intenzita fluorescence zalezi na prostupu Nile Hedburgk. Tento prostup podstatn
zavisi na tepl@ acase inkubace bakteriitiBniZzeni teploty na 4 °C intenzita barveni vzistl
jen nepatry, a poté se v fibéhu ¢asu prakticky nezemila. O malo vySsi intenzitu &y
buiky obarvené az ipd samotnou inkubaci nez iy, které byly inkubovany na médiu
s pridavkem Nile Red.

Pri zvySeni teploty doslo Kistu intenzity fluorescence, ktery bylimo anerny navysSeni
teploty. Ri méieni po jedné hodinse intenzita zgnila pouze minimal& Piky nendly moc
symetricky tvar a byly posmné Siroké. Po dvou hodinach jiz byla &na intenzity vyrazsi
a piky byly vice symetrické. Intenzita signalu semeteni vzorkuC. necatorPHB 4 mirng
zvySila. Ri teplotach 40 a 45 °C bylretelny rozdil intenzit mezi @éma kmeny. Poréti
hodirg jiz doslo jen k ustaleni intenzity fluorescenc€ unecatorH16 a k dalSimu nastu
intenzity uC. necatolPHB 4.

Optimalni podminky pro obarveni PHA vivo v bakteriiC. necatorjsou tedy na zéklad
daného experimentu inkubacé g0-45 °C po dobu 2-3 hodin. Intenzita fluoreseengak
zdaleka nedosahuje takové intenzity, jakol@arveni fixovaného preparatu, nicndérda se
dostaténa k odliSeni PHA produkujicich béka gripadre také k separaci biék s vysokym
intracelularnim obsahem PHA.

4.4.2 Stanoveni viability priaitokovym cytometrem
Tabulka 9: Viabilita butk po #ech hodinach kultivacepriznych teplotach

t [°C] | Pocet Zivych burgk [%]
4 95,05
35 98,67
40 96,18
45 91,26

Z Tabulky 9 je patrné, Ze i malé #ny teploty maji vliv na viabilitu bakterie. Pokles
Zivotaschopnosti vSak neni natolik vyrazny, abychmmohli tvrdit, obarvené lily zistali
Zive.

4.4.3 Stanoveni viability plotnovou metodou
Tabulka 10: Viabilita buek po #ech hodinach kultivacepriiznych teplotach

t[°C] 1 Mlszka 3 Primér| Smodch vyksr |KTJ /ml
Kontrola (30 °C)| 19 2727 | 24 4,62 2,43- 10
4 3347 31| 37 8,72 3,70- £0

35 84| 69 66| 72 10,69 7,17- 3¢

40 95| 78 70 81 12,77 8,10- 2

45 102/90(117| 103 13,53 1,03-16

"KTJ — kolonie tveici jednotka

Patty KTJ, ve vzorcich $ raznych teplotach, byly vyssi nez v kontrolnim vzarkaze
tedy gedpokladat, Ze pouzité teploty négnnegativni @dinek na fist bakterii.
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45 Pozorovani granuli PHA pomoci
fluorescertniho a konfokalniho mikroskopu

Studium geneze vzniku PHA granuli vyZaduje vyuftkratilych mikroskopickych
technik. Proto byly v ramci této bak&&e prace otestovanygkieré mikroskopickeé techniky
s vyhledem na moznou potencialni aplikagihto metod, p podrobné studii morfologie a
lokalizace PHA granuli v rdmci jedné konkrétniiky

Prvni technikou byla fluoresc&mi mikroskopie, fixované hiky byly barveny Nilskou
cerveni, jak bylo popsano v kapitole 3.8. Excitacebfhala pi vinové délce 365 nm a
fluorescence byla snimana pomoci long-pass fil8@0( nm). Bylo mozZné pozorovat
jednotlivé buiky, a v rekterych gipadech bylo mozné dokonce pozorovat jednotlivégea
uvnitt  burgk, jako jasné sutlé body. Nicméd samotna fluorescéni mikroskopie
neposkytuje dostataeé rozliSeni aiblizeni pro podrob¥jsi studium morfologie a lokalizace
PHA granuli v biice.

Obrazek 16: Bigky C. necator H16 pozorované pod fluoresiem mikroskopem

PodrobwjSi studium intracelularnich PHB granuli je moZnooygést pomoci skenu
vrezimu FLIM (Fluorescence Life-Time Imaging). Hece probihala stejn jako
v piedchozim fipad pii vinové délce 365 nm a fluorescence byla detekay@moci long-
pass filtru (390 nm). Obréazek 1¥eplstavuje hruby sken kombinujici jak informaci teieit
fluorescence tak o dobach Zivota fluorescence.
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Obrazek 17: Briky C. necator H16 pozorované, skirezimu FLIM, hybridni obraze
kombinujici jednak intenzitu fluorescence tak dbivota fluorescent

Na Obrazku 18e mozné pozorov detail pro oblast ozganou vObrazku 1. V tomto
piipadt byla detekovana jen intenzita fluorescence. Jendgbzorovat jednoltivé granule
jejich lokalizaci vcytoplazng.

L : @
[sjup]siueag

Obrazek 18Buiky C. necétbr; ez pro (brazek 17 zn&zor@ni dle intenzity fluorescen

Morfologii granuli a jejich lokalizaci je mozné pozoabwaké veifrozmerném prostoru
pokud se provdede skenovani jednékyw riznych bodech pongyné roviny z, jak je patrn
z Obrazku 19 Pokraila fluorescetini mikroskopie tedy je velice silnym nastroj, ktery
muze vyrazg& napomoci fi studiu PHA granuli ve smyslu jejich lokalizacepniologie,
piipadre taky geneze jejich vznik
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scale 4 pm  s—

Obrazek 19: Briika C. necator H1G:ezy ' rovine z po 0.23um, intenzita fluorescenc
vztazena n&ez v bod 4.60m.

4.6  Stanovovani viability priatokovou cytometrii

Praitokova cytometrie byla ramci této bakai&ké prace vyuZzita ke stanoveni viabi
burgk C. necatorvystavenych itznym exogennim strésn a kposouzer zapojeni PHA do
stresove odpaydi této bakteri. K tomuto @&elu bylo optimalizovao barveni bugk pomoci
propidium jodidu a nasledna analyza natgkovém cytometru takak je popano v kapitole
3.9.

futo v

4.82
M

SALS
- 482

T T T L} T T III T T T T L} T T T L}
1 Cells Bventa=283504 MeanX=445 Meanyv'=564 Evt/I=33683 ROMG of evta=37 1%

Obrazek 200zna’ena populace nkanalech (SALS — Small angle ligitattering LALS —
large angle light scattering)
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Gated by 1 Cells
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Obrazek 22Histogram @i merreni mrtvych buek pfi PMT 900- 0sa x znazaiuje intenzitL

signalu nacerveném kandla osa y peet danych signél Referencedarkovar®) zobrazuje
pik z predchoziho @reni Zivych buek.
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Suto W | Gated by 1 Cells AND 3 Singlets

i CN H16 live Pl.fcs

CN PHB live Pl.fcs

Count  A:2000

BE0-35
482

4 live:CY=64.5 Everts=152982 Peak=523 Mean=4 Evtiil=5136 ROI% of evts=808%
Obrazek 23Histogram @i mereni sndsi Zzivych a mrtvych bék. Obsah Zivych buk je
80,8 %.

4.6.1 Ethanolovy stres

Prvnim testovanym stresovym faktorem byl ethanedind se o malou molekulu, ktera
schopna samovaoinpenetrovabakterialni stnu, navic se jedna o metabolicky prodiddy
anaerobnich mikroorganign je tedy vysoce pra¥godobné, Ze prirozeném prosgedi mize
ethanol pisobit jako pirozeny strsovy faktor. Ethanol byl aplikovankoncentraci % a po
15 minutach d aplikace byla posouzena viabilita kkrC. necatorH16 aC. necatorPHB 4
submerza kultivovanych 24, 48, 72, 96 a 120 hodi mineralnim médiu fruktézou jako
jedinym uhlikatym substrate

Tabulka 11 Procenta zivych bufk pc piisobeni 5% ethanolu 15 minukzavislosti na dodod
inokulace

pocet Zivych burék [%]
t [h] H16 PHB™4
24 12,33 0,77
48 33,33 34,89
72 44,93 61,81
96 95,04 66,8
120 82,71 71,96
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Graf 4: Procenta Zivych byh po pisobeni 5% ethanolu 15 minut v zavislosti nacdwdb
inokulace u jednotlivych kmebakterie Cupriavidus necator

Z Grafu 4 je patrna z&aa prongnlivost odolnosti uc¢i 5% ethanolu. Rozjti viability
v rdmci vSech r&eni je velmi Siroké. Odolnost obou knieje po 24 hodinach mala a mdrn
vyvinutim burgk a nedplnym butnym obsahem. Déle se odolnost vlghu tydne zvySuje
az do dosazeni hodnoty 70-80 % Zzivych ¢kunPo 48 hodinach je odolnost obou krien
stejna, a po 72 hodindch odolnoSt necator PHB4 je dokonce &Si nez u kmene
produkujiciho PHA. Naopak po 96 a 120 hodinachkjien C. necatorH16 je vyrazg
odolngjsi.

U kmeneC. necatorPHB4 kiivka odolnosti opisujetstovou Kivku (Graf 2), zatimco
u kmeneC. necatorH16 se kivka podoba kvce obsahu PHB n&ase (Graf 3). Na zaklad
toho Ize pedpokladat, Ze produkce PHA vyragzovliviiuje odolnost uci ethanolu. Porrné
nizka odolnost kmen€. necatorH16 po 48 a 72 hodinach Ize vyt tak, Ze metabolické
drahy mikroorganismu jsou nastaveny na produkci PN@sleds v hodinach 96 a 120, kdy
postupr v meédiu dochazi k limitaci uhlikem a kmen prakyigifestane produkovat PHA,
stane se odod#jsim. ZvySena odolnost ie byt disledkem moznosti metabolizovat PHA a
ziskanou energii vyuzit k pokryti energetickych lnéli stresové odezvy.

4.6.2 Teplotni Sok

DalSim testovanym stresovym faktorem byla vysokglota. ZvySenim teploty nad
optimalni teplotu dochézi k vyraznému snizeni nystilistu az do dosazeni letalni teploty,
kdy rychlost fistu dosdhne téfh nulové hodnoty a hiky zanou umirat. Teplotni Sok
vytvoii diry v membraa a inaktivuje citlivé enzymy a ribozomy [36]. V exfimentu byl
teplotni Sok proveden uméstim 1 ml kultury v mikrozkumavce do vodni l&wayhiaté na
60 °C a po 10 minutach byla posouzena viabilitacku®. necatorH16 aC. necatorPHB 4
submerza kultivovanych 48, 72, 96 a 120 hodin v mineralnm&diu s fruktézou jako
jedinym uhlikatym substratem.
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Tabulka 12: Procenta zZivych békapo pisobeni teploty 60 °C 10 minut v zavislosti naddob
od inokulace

pocet Zivych burék [%]
t [h] H16 PHB™4
48 5,66 27,71
72 22,10 27,00
96 32,48 30,03
120 42,81 38,25
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Graf 5: Procenta Zivych buék po pisobeni teploty 60 °C 10 minut v zavislosticaae u
jednotlivych kmed bakterie Cupriavidus necator

Graf 5 ukazuje, zZe fsobeni 60 °C po dobu 10 minut ma na oba kmeny smytici
Ucinek. Zatimco u kmen€. necatorPHB 4 se v piibé¢hu ¢asu odolnost &i stresu nerni
nebo jen mir# roste, tak u kmen€. necatorH16 se odolnost v daném obdobi rostlagem
linearre. Fri méieni po 48 a 72 hodinach byl kmeén necatorPHB4 odolrgjSi. V ¢ase 96 a
120 hodin je vySsSi odolnost kmel® necatorH16. Rozdil v odolnosti je vS8ak minimalni
oproti odolnosti u¢i ethanolu ve stejnyctasech.

4.6.3 Stresovy faktor — zn&€na pH

DalSim testovanym stresovym faktorem bylaé¢mm pH. VEjSi pH ovliviiuje jednak st
mikroorganisni, ale také regutai procesy metabolismu, coz vede ke¢ménponmeru jeho
hlavnich produkt. Vodikovy kation ani hydroxylovy anion nemohou k3aln¢ difundovat
cytoplazmatickou membranou a dostavaji se dokypu z burék pouze prosednictvim
vratného aktivniho transportu. Proto tyto iontyieiiji predevsim aktivitu extracelularnich
enzymi a funkce cytoplazmatické membrany, tfegevSim mechanizmy transportu latek.
Vnitroburg¢né pH se rni v souvislosti se zémou pH progiedi jen malo. [15]

HCI nebo NaOH bylo aplikovano v koncentraci 0,0bm®,1 mol-dma po 60 minutach
od aplikace byla posouzena viabilita BkrC. necatorH16 aC. necatorPHB4 submerzé
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kultivovanych 24, 48 a 72 hodin v mineralnim médifruktézou jako jedinym uhlikatym
substratem.

Tabulka 13: Procenta Zivych bélnpo pisobeni daného stresového faktoru v zavislosti na
doky od inokulace

pocet Zivych burgk [%]
t[h] | 0,01 M HCI 60 minut | 0,01 M NaOH 60 minut| 0,1 M NaOH 60 minut
H16 PHB 4 H16 PHB 4 H16 PHB4
24 72,82 67,54 78,07 67,87 N&ENo
48 86,67 78,29 86,01 73,29 14,03 8,07
72 80,34 85,9 81,09 88,84 4,68 8,51

0,01 M HCl po dobu 60 minut

pocet Zivych bunék [%]

60 .
24 48

72
doba od inkulace [h]

—o—H16 —®—PHB-4

Graf 6: Procenta Zivych buyhk po pisobeni 0,01 M HCI po dobu 60 minut v zavislostilak®
od inokulace u jednotlivych kmébakterie Cupriavidus necator

0,01 M NaOH po dobu 60 minut
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Graf 7: Procenta Zivych buéhk po pisobeni 0,01 M NaOH po dobu 60 minut v zavislosti na

dok¢ od inokulace u jednotlivych kmebakterie Cupriavidus necator
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0,1 M NaOH po dobu 60 minut
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Graf 8: Procenta Zivych buéhk po pisobeni 0,01 M NaOH po dobu 60 minut v zavislosti na
dok¢ od inokulace u jednotlivych kmebakterie Cupriavidus necator

Pribéh kiivek v Grafech 6, 7 a 8 je z hlediska posouzeniuvchopnosti akumulovat
PHA na odolnost prakticky identickyfiRméreni po 24 a 48 hodinachéirkmen C. necator
H16 vyrazri vysSi odolnost ne€. necatorPHB4. Situace se vSak zmila v 72 hodig, kdy
odolnostC. necatorH16 klesla, zatimco odolnost mutantniho kmenesstastla. Tento jev
muze byt zgisobeny tim, Zeipprodukci PHA se biika protahuje, tedy 2tSuje swj povrch.
To miZe negativi ovlivnit buni¢nou sténu, ktera poté ip exogennim stresu vodikovymi
kationty nebo hydroxylovymi anionty, e byt zranitel§Si, neZz u kmene neprodukujici
PHA.

4.6.4 Stresovy faktor — zmrazeni

Poslednim testovanym stresovym faktorem bylo znwazio Zmrazeni, zejména pomalé,
zpasobuje tvorbu ledovych krystaikv buikach. Krystaly vody jednak 2t8uji svij objem,

a jednak maji ostré hrany tgobujici trhani bustnych struktur. Kromé toho, ale dochazi
i k vymrzani vody z cytoplasmy, kterétgmbuje velmi rychlé zahugti burééného roztoku.
Ten nésledimiaze mit tak vysokou koncentraci, Ze bude pro sanugiibtoxicky.

Suspenze buk byla umistna do mraziciho boxu s teplotou -30 °C a po 60 taoiua
nasledném rozmrznuti byla posouzena viabilitackud. necatorH16 aC. necatorPHB 4
submerza kultivovanych 24, 48 a 72 hodin v mineralnim médifruktozou jako jedinym
uhlikatym substratem.

Tabulka 14: Procenta Zivych b&knpo zmrazeni na -30 °C po dobu 60 minut v zavistas
dolky od inokulace

t[h] pocet Zivych [%]
H16 PHB 4
24 39,94 92,82
48 62,05 79,68
72 89,59 80,69
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Graf 9: Procenta Zivych buyhk po pisobeni stresoveho faktoru v zavislosti nacdwdb
inokulace u jednotlivych kmémakterie Cupriavidus necator

Z Grafu 9 je ¥ejmé, Ze v prvnich 48 hodinach jé¢vzmrznuti odolgjSi kmenC. necator
PHB4. Odolnost tohoto kmene vSakiasem mirt klesa, zato odolnost kmer@& necator
H16 vyrazi roste s ndrstem obsahu PHB a v 72. hodlise kmen jevil odokjSi. Davodem
opét mize byt nastaveni metabolickych drah na produkci P&AZ pi sniZzeni koncentrace
uhliku v mediu dojde ke zvySeni odolnosti kmenemdZné, Ze vliv na zvySeni odolnosticv
mrazu ma také redukce volného cytoplasmatickéhstpno v disledku jeho zapkni PHA
granulemi.
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ZAV ER
Vramci této bakal&ské prace byly testovany vybrané bakterie, jejicdthopnost
akumulace PHA je popséna v liter@u- Bacillus megateriumDelftia acidovoransa
Cupriavidus necatorVSechny tyto bakterie byly schopny produkovat Pi#Aforme
intracelularnich granuli, které je moznié Iparveni fluorescami sondou Nilsk&ervei
pozorovat pomoci fluoresc&mho mikroskopu fipadré pomoci piétokové cytometrie.
Podle obou ukazatelse jako nejlepSi producent jevi km€npriavidus necatoH16.
Jelikoz je tento kmen povazovan za modelovy mikgaarsmus ve vztahu
k metabolismu PHA a navic je moZzné kotmé&rzakoupit mutantni kmen neschopny
produkce PHA, byl pro pttby této bakakské prace, jejiz hlavnim cilem je studium
zapojeni polyhydroxyalkancétdo stresové odp@di mikroorganisni, zvolen pra¥
kmenCupriavidus necator
Cupriavidus necatoH16 @i kultivaci na mineralnim médiu s fruktozou jakolikatym
substratem intenzivnakumuloval PHB az do 96. hodiny kultivace, kdy aibPHA
v bunkach dosahl maxima — 79 % obsahu suché biomasyedvéspravdpodobré
doSlo k v¢erpani uhlikatého substratu a bakterialni kulta@mla metabolizovat PHA,
protoze obsah PHA v lilach poklesl.
DalSim parcidlnim ukolem této bak&dké prace bylo studium mozZnosti barveni Zivych
PHA akumulujicich buk pomoci Nilskécerveré. Konvertni barveni totiz vyuziva
fixace preparatu pomoci ethanolu, cozZ inaktivujivdu vétSinu burk vzorku. Rimé&
aplikace barviva do kultivéiho média je &inna @ kultivaci na pevném meédiu,
nicméreé pri submerzni kultivaci je pomoci fgokové cytometrie prakticky nemozné
odliSit PHA akumulujici biiky od PHA neprodukujicich. Penetrace barviva do
viablilnich burgk je nicmég mozna pi zvySené tepldt — 40-45 °C. Tato teplota neni
vaci bunkam letalni, pravépodobr vSakéast&né narusi strukturu budné membrany,
piipadré inhibuje exkréni mechanismy, takZe je mozné odlisit PHA akumailjinky
S vyuzitim pfitokové cytometrie. Tato skutieost mize mitiadu aplikaci pedevsim fi
selekci potencialnich pmyslovych produceiits vyuZzitim FACS.
Konfokalni mikroskopie buik barvenych pomoci Nilsk&ervert a fixovanych
v agarézovém gelu je velice silnym nastrojem umogizim analyzu lokalizace PHA
granuli v ramci bugk pripadré morfologie granuli nebo také geneze jejich vzniku.
V ramci této bakal&ké prace byla vyuzita jiokova cytometrie k porovnani stresove
odezvy bakteriecCupriavidus necatoH16 a mutantniho kmen€upriavidus necator
H16/PHB4 neschopného akumulace PHA. Za timigelém bylo optimalizovano
barveni pomoci propidium jodidu. Bohuzel propidiyodid neni diky spektralnimu
piekryvu kompatibilni s Nilskou¢erveni a proto nemohlo byt s@srEé pouZito
i viabilitni barveni PHA produkujich bgk vyvinuté v rdmci této bakaigké prace.
Zda se, ze schopnost akumulace PHA navySuje odordisethanolu, vysoké tepléta
mrazeni pedevSim v pozgsSi fazi ristové Kivky, kdy intracelularni obsah PHA
v bunkach dosahuje svého maxima. Je p&pediobné, Ze kultura v této fazi snadno
vyuziva PHA jako energeticky zdroj pro pokryti egetickych naklad spojenych se
stresovym metabolismem.
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» Je velice pravgpodobné, Ze do stresové odpdvse sile promita i znéna morfologie
burgk doprovazejicich akumulaci PHA — obé&gplati, Ze biiky se protahuji, vista
tak jejich povrch, nicmén intracelularni cytoplazmaticky prostor se wyyje PHA
granulemi, takze objem volné cytoplazmy je spiS@$hele mozné, Ze prawarnst
povrchu bugk je zodpo¥dny za niZSi viabilitu PHA akumulujicich be&kpii expozici
kyselému nebo zasaditétmu presii. Naopak redukce obsahu volného
cytoplazmatického prostoru ma prapddobr pozitivni vliv prfi vzniku ledovych
krystal v pribéhu mrazeni.

» Stresova odezva mikroorganignje komplexni proces a proto jsou fmita dalSi
experimenty zagiené nejen na propojeni metabolismu PHA a stieadeaptanich
metabolickych procés ale je také patba vzit v potaz vliv schopnosti akumulace PHA
na morfologii bugk a fyzikalré-chemické vlastnosti cytoplazmy. Metodologie vy\ténu
v rdmci této bakak&ké prace rize byt vyuZzita vdchto dalSich studiich.
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