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ABSTRAKT

Predlozena disertacni prace se zabyva charakterizaci bakterialnich bun¢k schopnych akumulace
polyhydroxyalkanoatii (PHA). Disertacni prace je vypracovana formou komentované diskuse
publikovanych praci. Prace rozviji aktudlni téma studia protektivnich funkci PHA a nové
objasnuje nekteré protektivni mechanismy vii¢i vybranym stresortim. V rdmci prace byly
studovany protektivni u¢inky PHA granuli pred UV zéafenim a osmotickym stresem, konkrétné
hypotonickym prostfedim. V piipadé¢ expozice bunck UV zifenim jsou builky chranény
ptedevsim diky rozptylu UV zéfeni na granulich, které se vyskytuji v tésné blizkosti nukleoidu.
U osmotického stresu hraje klicovou roli amorfni stav PHA granuli, ktery stabilizuje bunécéné
membrany pii hypertonickém namahani bunék, nacez jsou bakteridlni bunky lépe schopné
odoléavat ptfechodu do hypotonického prostiedi a udrzet si svoji bunécénou integritu. Obecné je
mozné konstatovat, ze amorfni stav PHA granuli je kli¢ovy pro zajisténi spravné biologické
funkce PHA, at’ uz jako zdsobniho nebo protektivniho polymeru. Proto jsme se v dalsi ¢asti této
prace vénovali objasnéni podstaty stabilizaéniho mechanismu, ktery chrani nativni PHA
granule pred krystalizaci a udrzuji tak intracelularni polymer v termodynamicky nevyhodném
fazovém stavu. Na zaklad¢ experimentalnich poznatki, kde jsme aplikovali vybrané stresy,
jsme navrhli novy model stabilizace amorfniho stavu PHA granuli in vivo. Jedna se o kombinaci
dvou mechanismi, kdy je z divodu malého objemu granuli snizena rychlost krystalizace a
zarovein voda pfitomnd v granulich plni roli nizkomolekularniho plastifikatoru. Diky
metabolickému aparatu bunék jsou PHA neustale syntetizovany a zaroven degradovany, coz
vede k navyseni intracelularni koncentrace monomert, které rovnéz figuruji v protektivnim
efektu PHA. V tomto kontextu jsme se tudiz zaméfili na popis mechanismu kryoprotektivnich
ucinklt  3-hydroxybutyrdru, monomeru nejrozsifen¢jStho  zastupce PHA, poly(3-
hydroxybutyratu). Byl sestrojen rovnovazny a nerovnovazny fazovy diagram systému 3HB-
voda, diky kterému je mozné konstatovat, ze 3HB ptedstavuje velice efektivni kryoprotektant,
coZ ma fundamentalni vyznam pro pochopeni protektivnich vlastnosti PHA, ale tato skutec¢nost
muze byt také aplikaéné vyuzita napiiklad pii uchové biologickych vzorkii anebo
V potravinatském primyslu.

Klicova slova:

Polyhydroxyalkanoaty; Cupriavidus necator H16; stresova odpovéd’ bakterii; UV zafeni;
osmoticky stres; amorfni stav; kryoprotektivni Gc¢inek; fazovy diagram.
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1 UVOD

Jiz v 19. stoleti, jeden ze zakladatelii bakteriologie Louis Pasteur, francouzsky chemik a
vSeobecné znamy jako otec mikrobiologie pronesl: ,,A stejné¢ jsou to mikrobi, kdo bude mit
posledni slovo!*“. A neni divu. Bakterie jakozto mikroorganismy nam svoji vSudypiitomnosti
na planeté Zemi dokazuji silnou schopnost adaptace, jelikoz uspésné piezivaji v oblastech od
polarniho az k tropickému pasu, kde musi ¢elit riiznorodym neptiznivym podminkam, v naSich
zemépisnych Sitkach naptiklad i zménam rocnich obdobi. Jsou-li mikroorganismy déle
exponovany uritému typu stresu nebo kombinaci vice strest, dochazi u nich k rozvoji
vlastniho protektivniho aparatu.

Jedny ze zékladnich stresovych faktorti jsou nahlé zmény teplot, které maji dalekosahlé
nasledky projevujici se ve struktufe a biologické aktivité mikroorganismi, kdy extrémni teploty
vzdalené od optimalnich hodnot maji negativni az letalni ucinek. Vysoka teplota v prvni fadé
povede k rozvolnéni cytoplazmatické membrany ¢i denaturaci proteinil, nizka teplota vyvola
mimo jiné i osmoticky stres sohledem na zménu skupenstvi jak intracelularni, tak
extracelularni vody. NaruSeni osmotické rovnovahy souvisi s druhem mikroorganismu, ktery
muze disponovat libovolnou toleranci ke koncentraci rozpusténych latek. DalSim castym
stresem je zména pH, kterda vyrazné ovliviiuje mimo jiné i samotny metabolismus bunék
prostiednictvim protonizace a deprotonizace ovliviiujici uspotfadani proteini, a tudiz i jejich
aktivitu. Méni se také membranovy transport v dusledku odchyleni pH od optimalni hodnoty.
Mezi dal$i univerzalni stres, kterému se mikroorganismy ve volné ptirod¢ jen tézko vyhnou, je
expozice UV zafeni, které vyvolavdA mutagenni zmény v DNA. Samotné pieziti
mikroorganismu pfi expozici rozliénym stresiim zavisi ¢asto na schopnosti rychlé odpovédi at’
uz regulac¢nim ¢i protektivnim mechanismem.

Jak uz bylo vySe uvedeno, mnohé mikroorganismy si prostfednictvim adaptace vytvofily
rozlicné protektanty a protektivni mechanismy, diky kterym jsou schopny pfezit i obtizné
podminky, at’ uz nahlé ¢i trvalé. Mezi hojné vyuzivané protektivni latky, které jsou si nékteré
mikroorganismy schopny nasyntetizovat patii takzvané nizkomolekularni kompatibilni latky.
Tyto latky pasobi jednak jako osmoprotektanty a zaroven maji pozitivni vliv na
zivotaschopnost bunék 1 pfi nizkych ¢i vysokych teplotach, pfi¢emz za i¢elem ochrany proteint
ptfed denaturaci jsou Casto vyuzZivany proteiny teplotniho Soku. Také produkce pigmentl hraje
zasadni roli s ohledem na miru expozice UV zéfeni.
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polyhydroxyalkanoaty (PHA), jejichZ obsah v bunééné biomase mize odpovidat az 90 %
hmotnosti suché biomasy. Avsak bylo zjisténo, ze akumulace PHA v bakteridlnich buiikach
Z pohledu zédkladnich fyziologickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti mikrobidlnich bunék
ma velky vliv 1 na Zivotaschopnost samotnych bunck, a to pfedev§im diky zapojeni PHA
do stresové odpovédi bakterii. Cilem této prace je charakterizace jednotlivych protektivnich
mechanismu nativnich PHA vii¢i riiznym strestim aplikovanych na bakterialni buniky obsahujici
PHA inkluze. Déle je v této praci zkoumana podstata amorfniho charakteru intracelularnich
granuli a optimalizovana izolace PHA za ucelem jejich dalsiho studia a také aplikaci predev§im
v oblasti potravinaiskych obald.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalakanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou mikrobidlni polyestery hydroxykyselin, které jsou
syntetizované a akumulované celou fadou mikroorganismti z domén bakterie a archea, v nichz
jsou tyto polymery piirodniho ptivodu akumulovany ve formé intracelularnich granuli. Svymi
vlastnostmi jako jsou biodegrabilita a kompabilita, se PHA tadi mezi vyznamné alternativy ke
klasickym plastim vyrobenych zropy svelkym aplikaénim potencidlem, navic je lze
biotechnologicky produkovat z obnovitelnych zdroji (Philip a kol., 2007; K. Sudesh a kol.,
2000).

2.1.1  Mechanické a chemické vlastnosti PHA

Z hlediska vlastnosti PHA, patii tyto ve vod€ nerozpustné polymery mezi termoplasty a
elastomery sohledem na délku monomernich jednotek, kdy skupina scl-PHA vykazuje
vysokou krystalinitu a svymi dal§imi vlastnostmi podobnymi konvenénim termoplastim.
Naopak skupina mcl-PHA vykazuje specifické vlastnosti elastomert jako pruznost a nizké
krystalinita. AvSak mechanické a chemické vlastnosti PHA se t€Z méni v zavislosti na daném
slozeni homopolymeru ¢i kopolymeru, konkrétné na zastoupeni jednotlivych monomernich
jednotek (Chen a kol., 2015; Muhammadi a kol., 2015). Je znamo vice nez 150 druhi
monomernich jednotek, které mohou byt ve struktuie riizné kombinovany a ovliviuji tak
vlastnosti polymeru jako celku (Sudesh a kol., 2000). Monomerni jednotky ve vSech PHA, které
byly doposud charakterizované, se vyskytuji v R konfiguraci dusledkem vysoké stereospecifity
PHA syntdzy. Tyto polymery jsou dale specifické svym vysokym stupném polymerizace
(pfiblizné 100-3 000), co se ty¢e molekulové hmotnosti PHA, pohybuje se v rozmezi 200-3
000 kDa v zavislosti na typu monomerni jednotky, mikroorganismu a podminkéach kultivace
(Chen a kol., 2015; Muhammadi a kol., 2015). Fyzikalni vlastnosti jsou pfimo zavislé na
konkrétnim slozeni dan¢ho polymeru, kdy nejlépe prostudovanym PHA je bezesporu prvni
objeveny homopolymer P3HB ze skupiny scl-PHA. Jedna se o vysoce krystalicky polymer
(55-80 %) v duasledku R konfigurace vSech chiralnich atoma uhliku ve své struktufe. P3HB je
nékterymi svymi vlastnostmi velmi podobny polypropylenu, at’ uz Youngovym modulem o
hodnoté¢ 3,5 GPa ¢i pevnosti v tahu 40 MPa. Na druhou stranu prodlouzeni neboli elongace ¢ini
u P3HB pouze 5 % kdezto u polypropylenu dosahuje elongace az 400 %, v disledku ¢ehoz je
P3HB tuhé¢ a kiehké. Teplota skelného pfechodu P3HB nastava pii 4 °C, pfi¢emz teplota tani
je velice blizka teploté tepelného rozkladu, konkrétné hodnoty teploty tani polymeru P3HB
odpovidaji 173 az 180 °C a teplota rozkladu 200 °C (Hazer a Steinbiichel, 2007). Jak jiz bylo
zminéno vyse, ke zméné vlastnosti polymeru, predev§im teplot tani a rozkladu lze docilit
pomoci inkorporace vice druhtt monomernich jednotek, Ize tak ziskat kopolymery s lepsimi ¢i
vyhodnéjSimi vlastnostmi. Zatimco samotny P3HB ma teplotu tani okolo 180 °C, v kopolymeru
s 4-hydroxybutyratem (4HB) se teplota snizi az na 91,8 °C ¢i s 3-hydroxyvaleratem (3HV) na
cca 116 °C, kdy mira zmén vlastnosti kopolymert je zavisla na molarnich pomérech monomeri
(Savenkova a kol., 2000; Wen a kol., 2012).



2.2 Metabolismus a regulace PHA

Struktura PHA je pfimo zavisla na druhu substratu urcujiciho drahu biosyntézy PHA, ktera
bude tvoftit specifické monomerni jednotky pro tuto drdhu, a tak i samotnou strukturu PHA.
Substraty vhodné jako zdroje uhliku mohou byt rozdéleny na strukturné podobné (mastné
kyseliny, alkoholy) a substraty, které nijak svoji strukturou nesouviseji se strukturou PHA
(glukoza), pricemz nedilnou soucasti metabolickych drah PHA jsou regulaéni mechanismy
(Chen a kol., 2015; Kessler a Witholt, 2001).

2.2.1  PHA cyklus

V ramci PHA metabolismu, biosytnéza a degradace PHA jsou navzajem uzce propojeny, které
probihaji soucasné. I za piiznivych podminek, jako je naptiklad nadbytek zdroje uhliku, jsou
PHA depolymerazy aktivni a dochazi k soucasné syntéze a degradaci polymeru, i kdyz syntéze
je vyrazné vyznamnéj$i. Z tohoto diivodu se PHA metabolismus ¢asto nahrazuje pojmem PHA
cyklus (viz obr. 1) pro zduraznéni svého cyklického charakteru (Kadouri a kol., 2005).
Dusledkem tohoto metabolismu je vysoky intracelularni pool PHA monomernich jednotek
v PHA akumulujicich bunkéach. Jelikoz jsou monomery PHA, piedevsim pak 3HB, povazovany
za chemické chaperony chranici proteiny a dalsi biomolekuly viici fadé stresovych faktort, je
vysoky intracelularni pool monomert fyziologicky velice dulezity faktor (Obruca a kol. 2016a).

Sacharidy, mastné kyseliny, aj.
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Obr.1 Metabolismus a cyklus PHA (Obruca a kol., 2020).

2.2.1.1 Biosyntéza PHA

Biosyntéza PHA patii k dobfe prozkoumanym metabolickym draham, je rozd€lena do tfi
hlavnich drah v zavislosti na povaze uhlikatého zdroje. Pro syntézu scl-PHA je specificka prvni
draha odpovidajici produkci PHB u modelového mikroorganismu Cupriavidus necator H16,
zatimco druhou metabolickou drahu vedouci k syntéze mcl-PHA zastupuje modelové
mikroorganismy rod Pseudomonas. Posledni metabolickd draha vede také k syntéze mcl-—
PHA, kdy meziprodukty biosyntézy mastnych kyselin se stanou prekurzory pro biosyntézu
mcl-PHA (Sudesh a kol., 2000). Tyto metabolické drahy mohou byt dale rozdéleny do dalSich



minimalné¢ 12 drah rlznych typti PHA. VS8echny tyto drahy jsou propojeny bud’ s nativnimi,
nebo artificialnimi metabolickymi drahami, které spoleéné vytvaii riznorodé PHA (Chen a
kol., 2015).

2.3 Fyziologie a biofyzikalni vlastnosti PHA granuli

Intracelularni granule ptedstavuji velky podil bakterialnich bunék (az 90 % hmotnosti suché
biomasy, maximalné cca 40 objemovych % buiiky), vyrazn¢ tak ovliviwuji jejich fyzikalné
chemické vlastnosti (Mravec et al., 2016). Intracelularni PHA jsou akumulovany riznymi
mikroorganismy ve form¢ amorfnich granuli sférického tvaru tvofené hydrofobnim PHA
polymernim jadrem obklopenym vné&jsi proteinovou vrstvou (tzv. strukturni PHA proteiny) u
bakterialniho kmene Cupriavidus necator H16. Takto strukturované supramolekularni
komplexy neboli karbonosomy dosahuji velikosti 0,2 az 0,5 um v praméru (Bresan a kol.,
2016).

Doposud bylo identifikovano na devatenact proteintt na povrchu PHB granuli u bakterialniho
kmene C. necator H16: PHB syntaza (PhaC), sedm PHB depolymeraz (PhaZ1-PhaZ5, PhaZdl
a PhaZd2), dvé oligomerni hydrolazy PHB (PhaZb a PhaZc), sedm phasinti (PhaP1-PhaP7) a
dva DNA a PHB vazné proteiny (PhaR a PhaM), pfi¢emz phasiny pokryvaji vétSinu povrchu
PHB granuli (Jendrossek a Pfeiffer, 2014). Jedna se o proteiny amfifilniho charakteru s malou
molekulovou hmotnosti (14-28 kDa) obsahujici strukturni motiv leucinového zipu v sekvenci
aminokyselin podporujici domnélou oligomerizaci jako mechanismus formace téchto
polypeptidti (Maestro a Sanz, 2017; Pétter a kol., 2005). Obecné phasiny hraji kli¢ovou roli
nejen ve stabilizaci PHA granuli, ale také v samotné regulaci syntézy, distribuci béhem
bunécného déleni a degradaci PHA granuli, disledkem ¢ehoz je riznd velikost a pocet PHA
granuli (Mezzina a Pettinari, 2016). Konkrétné u Cupriavidus necator H16 je povrch PHB
granuli tvofen 27 az 54 % PhaP1, ¢imz dosahuje az 5 % celkové proteinové slozky v buiice
(Wieczorek a kol., 1995). Jestlize byla produkce PhaP1 omezena pomoci delece gend PhaP
genu, dochazelo k vytvoreni jedné velké PHB granule v ramci buriky na rozdil rekombinantnich
kmeni, kde byla naopak zvySena produkce PhaP1, coz vedlo k produkci velkého poctu malych
PHB granuli. (Pétter a kol., 2002; Wieczorek a kol., 1995). Zatimco protein PhaM se vaze na
granuli PHB pies syntazu PhaC a zaroven je vazan s bakterialni DNA. Diky ¢emuz PhaM
zajistuje rozdeleni PHB granuli z matefské buiikky do dvou dcefinych bunc¢k béhem deleni.
Nicméné bylo potvrzeno, ze PhaM (32 kDa) je schopen piepnout neaktivni formu PhaC na
aktivni, jejiz podil byl podstatné vyssi nez bez pritomnosti aktivatoru PhaM. Odhaduje se, ze
jedna molekula PhaM je dostate¢na pro aktivaci pfiblizné 11 molekul PhaC (Cho a kol., 2012;
Jendrossek, 2009; Jendrossek a Pfeiffer, 2014). Stejné jako u PhaP1 byla objevena zavislost
poctu a velikosti granuli PHB na mnozstvi PhaM, kdy s deleci genu phaM klesa pocet granuli
PHB az na jednu velkou oproti nadmérné expresi PhaM, kdy se naopak vyrazné zvysi pocet
malych granuli PHB (Wahl a kol., 2012).

2.3.1  Amorfni charakter nativnich PHA granuli

Jak bylo feceno v predchazejicich kapitolach, P3HB je ukladano ve formé intracelularnich
granuli v amorfnim stavu. Jakmile jsou P3HB granule izolovany, dochazi k alespon ¢aste¢né
ztraté¢ amorfniho charakteru a granule pfechdzi do krystalického stavu s velmi odliSnymi
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vlastnostmi. Amorfni P3HB granule jsou casto na zakladé vlastnosti pfirovnavany
k podchlazené vodé, ktera si zachovava strukturu kapaliny pii prudkém snizeni rychlosti difize
a narustu viskozity. Pfedevs§im diky mechanickym vlastnostem se amorfni P3HB granule lisi
od ostatnich komponent, které se vyskytuji v bakterialnich buiikach (Bonthrone a kol., 1992).
Vliv amorficity P3HB je v sou¢asné dobé velmi zkoumanym tématem, mnohé studie prokazaly
spojitost mezi vyjime¢nym charakterem P3HB in vivo a protektivnimi mechanismy vaci
riznym stresovym faktortim jako je osmoticky Sok, nizka teplota, aj. K pfekvapujicim zjisténim
patii bezesporu udrzeni amorfniho charakteru intracelularnich PHB granuli i za velmi nizkych
teplot (—140 °C), ktery byl prokazan diky snimktm z cryo-SEM (Sedlacek a kol., 2019b).

Mechanismus uchovani amorfniho charakteru P3HB granuli in vivo namisto termodynamicky
vyhodné;jsi krystalické formy neni zcela objasnén, ackoli je znamo nekolik teorii, které se snazi
vysvétlit nativni charakter intracelularnich P3HB granuli. Jedna z nich je zaloZena na ucasti
tzv. plastifikatorti (nizkomolekularnich ¢i makromolekularnich latek), ale nebyl prokazan
zadny ptimy vliv jednotlivych sloucenin. Mezi navrhovanymi slou¢eninami byla i voda, nebot’
je soucasti nativnich granul, a to az z 10 hmotnostnich % (Lauzier, Marchessault, a kol., 1992;
Lauzier, Revol, a kol., 1992; Mas a kol., 1985). Piedpoklada se, Zze voda stabilizuje -
konformaci syntetizovanych fetézctit PHA uvniti granuli prostfednictvim vodikovych vazeb, a
tudiz znemozni jejich krystalizaci. Tato teorie vSak nebyla prozatim experimentaln¢ dokazana.
Druh4 teorie o amorficité P3HB granuli vychézi z kinetického mechanismu, ktery zohlediuje
pokles rychlosti krystalizace z diivodu nizsi frekvence spontannich nukleaci v tak malém
objemu (Bonthrone a kol., 1992; de Koning a Lemstra, 1992). Pozd¢ji byl tento argument
experimentalné vyvracen vytvoienim krystalického PHA za pouziti amorfni granule o velikosti
submikronu (Horowitz a Sanders, 1994). Mezi dalsi stabiliza¢ni mechanismy, které mohou hrat
dilezitou roli v amorficit¢ PHA granuli, je povaZovana samotnd proteinova povrchova vrstva
granuli, ktera chrani granule pted ptipadnou koalescenci (Potter a kol., 2002). V nyné&jsi dobé
se ¢im dal vice pfiklani ke kombinaci téchto tii modeli, které alesponi ¢astecné vysvétluji
mechanismus amorfniho charakteru PHB (Obruca a kol., 2017).

2.3.2  Protektivni vlastnosti PHA p¥i stresové odpovédi bakterii

VétSina mikroorganismil si vyvinula celou fadou protektivnich mechanismil, aby dokézaly celit
riznorodym podminkam prostfedi, v némz se vyskytuji (dostupnost Zivin, zmény teplot, pH,
oxidace ¢i rizné koncentrace soli aj.). Schopnost bakterii pfeZit v n€kterych piipadech az
extrémni podminky zavisi pfedev§im na rychlosti odezvy regula¢nich mechanismil a
pfizptisobeni metabolickych drah mikroorganismd (zmény v genové expresi, lokace) (Ron,
2013). Jednim z piikladi vyznamnych obrannych nastroju je i mimo jinych produkce a
akumulace PHA ve form¢& intracelularnich granuli, které neslouzi pouze jako zdroj energie a
uhliku, ale hraji vyznamnou protektivni roli u mnohych mikroorganismi vii¢i riznym strestim,
jak je shrnuto v tab. 4 (Obruca a kol., 2020). Nicmén¢ role nativnich PHA granuli je mnohem
komplexnéjsi, neZ by se mohlo zdat, nebot’ byl prokazan i protektivni efekt monomernich a
oligomernich jednotek PHA v bakteriich, jsou pfitom Casto pfirovnavany k tzv. kompatibilnim
latkam, chranici bakterie pfi nizkych teplotach, osmotickém Soku, oxidacnim stresu atd. (da
Costa a kol., 1998; Obruca a kol., 2016a; Obruca a kol., 2016b).



3 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci této kapitoly jsou shrnuty, komentovany a diskutovany experimentalni vysledky
shromazdéné v pribéhu doktorského studia, a to formou komentované kompilace ¢lank,
publikovanych nebo V soucasnosti podstupujicich recenzni fizeni Vv zahrani¢nich odbornych
Casopisech. Detailni popis pouzitych metodik a experimentalnich postupti je soucasti
jednotlivych komentovanych publikaci.

Diserta¢ni prace je zaméfena na metabolickou a biofyzikalni charakterizaci bakterialnich bunék
schopnych akumulace PHA, a to pfedev$im v kontextu snahy o objasnéni mechanismi
V soucasnosti Siroce diskutovanych protektivnich U¢inktt P3HB granuli vici stresovym
podminkam. Proto jsme se zaméfili na podrobné studium protektivnich G¢inktt P3HB granuli
vici vybranym environmentalné relevantnim stresum (podkapitola 3.1). Zda se, ze amorfni
charakter P3HB granuli muze ptedstavovat kli¢ovy faktor pfispivajicim k jejich protektivni
funkci. Proto jsme se v této praci vénovali také tomuto fenoménu, konkrétné jsme se zaméfili
na jednotlivé stabilizacni mechanismy ptispivajici ke stabilizaci termodynamicky nevyhodné
amorfni formy P3HB v bakteridlnich buiikach a na experimentalni posouzeni efektivity jejich
uc¢inku za stresovych podminek (podkapitola 3.2). V ramci posouzeni metabolickych dusledku
piitomnosti P3HB v buiikach jsme se zaméfili na podstatu protektivnich a¢inkd monomernich
jednotek 3HB, které jsou v bakteriich schopnych akumulace P3HB ve vysoké mife katabolicky
produkovany. Pravé popis a objasnéni bioprotektivnich efektti 3HB piedstavuje nejen originalni
a velice zajimavy ptispévek k pochopeni komplexni biologické role PHA v bunkach, ale také
otevira celou fadu potencialnich aplikaci predev§im v oblasti kryobiologie ¢i v potravinarském
prumyslu (viz podkapitola 3.3). Aktualizovana piedstava o klicovych mechanismech
protektivnich u¢inki intracelularnich granuli P3HB a 3HB, vytvofena na zakladé originalnich
poznatku ziskanych v ramci této doktorské prace, je shrnuta a okomentovana v podkapitole 3.4.
A konecné, protoze kazda odpoveéd’ generuje dalsi otazky, kapitola 3.5 pfedstavuje dals§i mozné
sméfovani vyzkumu navazujiciho na tuto doktorskou praci.

3.1 Protektivni vliv PHA viidi stresiim

Na zékladé piedeslého vyzkumu realizovaného na pracovisti doktorandky bylo zjisténo, Ze
intracelularni PHA neslouzi bakteriim pouze jako zasobni zdroj energie a uhliku, ale také se
fadi svymi jedine¢nymi vlastnostmi mezi vyznamné protektanty pred Skodlivymi vlivy jako je
zamrazovani, vysoka teplota aj. (viz podkapitola 2.3.2). Proto byla v ramci experimentalni ¢asti
prace nejprve vénovana pozornost studiu odolnosti mikrobidlnich bunék schopnych produkce
a akumulace PHA vi¢i dal§im experimentalné relevantnim stresim (UV zafeni, osmoticky
stres).

3.1.1  Pozitivni vliv PHA granuli viic¢i UV zareni

V ramci feSeni disertacni prace jsme se nejprve zaméfili na jeden z nejbéznéjsich piirozené se
vyskytujicich strest, a to na expozici UV zafeni, které zpasobuje fatalni zmény v molekularni
struktute DNA, RNA, proteini a dalSich bunécnych komponent (Gabani a Singh, 2012).
Nejskodlivejsi slozka UV zafeni UV-C (100-295 nm) je efektivné absorbovana ozénovou
vrstvou na rozdil od zafeni ve spektralni oblasti UV-B (295-320 nm), které prochazi

atmosférou a dopadd na zemsky povrch. Hlavni negativni ucinky této slozky UV zéfeni
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spocivaji ve fotochemickych zménéch iniciovanych absorpci tohoto zafeni molekulami DNA.
Nejcastéjsi poskozeni DNA UV zafenim spociva predevsim v tvorbé pyrimidinovych dimera
cyklobutanu a pyrimidinovych dimeri kovalentné vazanych se dvéma sousedicimi pyrimidiny.
Dalsi mozné poskozeni U bazi je nasyceni dvojné vazby pyrimidind, ¢imz vznika hydrat
cytosinu a thyminglykol (Goosen a Moolenaar, 2008). V disledku expozice UV zafeni Si
mnohé mikroorganismy vyvinuly rtzné funkéni fotoprotektivni mechanismy, ktery
minimalizuji jeho vliv a nasledky.

Obecné jsou mikroorganismy schopné prezivat v extrémnim prostfedi nazyvany extremofilové,
Vv kontextu UV zéfeni jsou konkrétné oznacovany jako UV rezistentni mikroorganismy (UVR
mikroorganismy). Tuto skupinu Ize dale délit dle zvolené strategie obrany vuci UV zateni na
UVR mikroorganismy vyuzivajici produkci riznych metabolitd (pigmenty, mykosporinu
podobné aminokyseliny, melanin aj.) (Gabani a Singh, 2012; Koller a kol., 2014) ¢i vyuzivajici
reparacnich drah jiz pozménéné DNA za pomoci naptiklad tzv. fotolyaz. Tyto enzymy jsou
schopny $tépit kovalentni vazby mezi pyrimidinovymi dimery v ramci procesu fotoreaktivace,
ktery je aktivovan zafenim o vinové délce 300-500 nm jakozto zdrojem energie. V dusledku
této reparacni drahy tak vznikaji ptivodni pyrimidinové monomery (Takahashi a Ohnishi,
2009). Dalsi enzymaticka draha nazyvana excisni reparace bazi (BER) je inicializovana DNA
glykosylazami, které rozpoznaji a hydrolyzuji glykosylovou vazbu mezi poskozenou bazi a
deoxyribdézou. Mikroorganismy také cCasto vyuzivaji pifi opravach DNA enzymy
UV-endonukleazy, které rozpoznaji a ihned vystiihnout piislusné fotoprodukty. Nicméné mezi
nejcasteji vyuzivanou reparacni drahu DNA patii draha nukleotidové excisni reparace (NER),
diky které dochazi k iplnému odstranéni poskozenych oligonukleotid (Ataian a Krebs, 2006;
Goosen a Moolenaar, 2008).

Vlivem UV zafeni si fada mikroorganismti vyvinula alternativni strategie efektivni ochrany.
Jednu z takovychto strategii predstavuje také produkce a akumulace intracelularnich PHA
granuli. Pozitivni vliv PHA granuli v mikrobialnich buiikach vii¢i UV-B zéteni byl jiz potvrzen
v nékolika studiich. Napftiklad byl porovnavan protektivni efekt PHA u PHA produkujiciho
kmene Azospirillum brasilence oproti jeho mutantu s absenci PHA syntazy (Kadouri a kol.,
2003a). Stejny pozitivni vliv PHA granuli byl pozorovan pti porovnani mutantniho kmene
Azospirillum brasilence neschopného degradace PHA s divokym kmenem (Kadouri a kol.,
2003b). Podobného vysledku bylo dosazeno i pii pouziti jiného mikroorganismu, konkrétné
Aeromonas hydrophila a jeho mutantniho kmene bez PHA syntazy (Zhao a kol., 2007). Piestoze
byl takto opakované experimentalné potvrzen pozitivni vliv PHA granuli pti ochrané bun¢k
pted UV-B zafenim, nebylo zatim uvedeno zadné vysvétleni, ani navrzen mechanismus toho,
jak jsou tyto buiiky chranény. Objasnéni UV-fotoprotektivity PHA granuli by pfitom mohlo
mit v budoucnu velky vyznam, a to i vzhledem k ubyvajici ozénové vrstvé coby primarni
environmentalni bariéfe proti UV zafeni. Piedpokladd se, Ze na konci 21. stoleti dojde
k markantnimu navyseni intenzity UV-B zafeni, a to az o 5-15 % v mirnych zemépisnych
Sitkach a az 0 20 % v polarnich oblastech. Vyznam UV zafeni jako stresoru (stresového faktoru)
pro prokaryotické bunky tedy jest€ naroste (Zepp a kol., 2011). Proto jsme se rozhodli blize
experimentalné prozkoumat mechanismus UV protekce mikroorganismi PHA granulemi, a to
s vyuzitim ne zcela rutinnich spektroskopickych pfistupi.
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Nejprve jsme se zaméfili na potvrzeni pozitivniho vlivu P3HB granuli vici UV zéfeni u
modelového bakterialniho kmene Cupriavidus necator H16 (s obsahem 74 hm. % P3HB na
suchou biomasu) oproti jeho mutantnimu kmenu Cupriavidus necator PHB™ bez schopnosti
produkce a akumulace P3HB. Ob¢ kultury byly pro tento ti¢el upraveny na stejnou koncentraci
bundk (108 CFU/mL) a vystaveny expozici UV zafeni (UV-A lampa s piesahem do UV-B
oblasti, emisni pas 400—300 nm, maximum emise 350 nm, sekundarni emisni pas pfi 313 nm),
kdy viabilita obou bakterialnich kment byla hodnocena po rizné délce expozice UV zaieni.
Vysledky této experimentalni studie byly publikovany v casopise Applied Microbiology and
Biotechnology Vv ¢lanku. uvedeném Vv nasi praci Slaninova a kol. 2019, Vysledky studie
jednoznaéné potvrzuji podstatn¢ vyssi odolnost kultury obsahujici PHB vici UV zafeni,
pti¢emz pokles viability u referen¢niho vzorku, vystaveného stejné manipulaci pouze s absenci
UV expozice, byla nizsi nez 5 %. Z tohoto divodu neni pochyb 0 tom, ze letalni efekty
pozorované v tomto experimentu jsou spravné prisuzovany vlivu expozice UV zéfeni.

Abychom pochopili, jak intracelularni P3HB granule interaguji se sv€telnym zaienim, byly
buné¢né suspenze obou kment podrobeny komplexni spektroskopické charakterizaci, a to jak
v ultrafialové, tak také ve viditelné oblasti zafeni. Nejprve byla provedena standardni
turbidimetrickd analyza V transmisnim modu na standardnim dvoupaprskovém UV-Vis
spektrofotometru. Na zakladé zméfenych transmitancnich spekter byly pro analyzované
bunécéné suspenze (ob¢ testované bunécné kultury v riznych stupnich ztedéni) vypocitany
optické hustoty pro konkrétni vybrané vinové délky (630 nm, 254 nm). Vyjma oblasti blizké
vinové délce 200 nm vykazovala bunééna suspenze P3HB akumulujiciho kmene o mnoho vyssi
optickou hustotu ve srovnani s neakumulujicim kmenem. Je téeba zdiraznit, ze takto naméfena
spektra a hodnoty optickych hustot kultur nerozlisuji absorpci a rozptyl zafeni. Jinymi slovy,
naméfena optickd hustota reprezentuje souhrnny ptispévek zatreni blokovaného v priichodu
vzorkem jak v dusledku jeho absorpce jednotlivymi komponentami vzorku, tak rovnéz
rozptylem zéateni bunikami, resp. jejich vnitini strukturou. A pravé pochopeni, zda se jedna
ptevazné o rozptyl ¢i absorpci svétla je klicové K pochopeni fotoprotektivniho mechanismu
P3HB granuli. Absorpce svétla iniciuje rizné fyzikalni ¢i fotochemické procesy, které mohou
mit ¢asto skodlivé az fatalni G¢inky na vitalitu bunék, zejména jedna-li se 0 zateni v UV oblasti.
Naproti tomu rozptyl svétla je charakterizovan ptevazné ochrannym ucinkem, tzv. rozptylové
stinéni snizuje lokalni intenzitu dopadajiciho zafeni, a chrani tak fotolabilni komponenty buriky
(Paunescu a kol., 2014). Jelikoz klasicka turbidimetricka analyza neposkytovala relevantni
vysvétleni ucinku zéafeni na bunky obsahujici P3HB, byla tato technika doplnéna méfenim
diftizni transmitance buné¢nych suspenzi pomoci integra¢ni koule. Tato technika je specialné
navrzena pro analyzu absorpce zateni zakalenymi vzorky. Touto metodou bylo tedy mozné
minimalizovat signal odpovidajici rozptylu svétla, coz bylo potvrzeno snizenim vypoctenych
hodnot absorbance ve viditelné oblasti ve srovnani s hodnotami optické hustoty stanovené
turbidimetricky o vice nez tii fady. Z tohoto diivodu lze prisoudit hodnotu optické hustoty
naméfené pomoci klasické turbidimetrie téméf vyhradné vlivu rozptylu svétla. Jinymi slovy

1 SLANINOVA, E.; SEDLACEK, P.; MRAVEC, F.; MULLEROVA, L.; SAMEK, O.; KOLLER, M.; HESKO,
0.; KUCERA, D.; MAROVA, 1.; OBRUCA, S. Light scattering on PHA granules protects bacterial cells against
the harmful effects of UV radiation. Applied Microbiology and Biotechnology, 2018, ro¢. 102, ¢. 4, s. 1923-1931.
ISSN: 1432-0614. 33
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vy$$i hodnoty optickych hustot u suspenzi bakterialniho kmene Cupriavidus necator H16 jsou
evidentné zpiisobeny rozptylem svétla na vnitinim uporadani bunék, konkrétné¢ na granulich
P3HB ptfitomnych v cytoplazmatickém prostoru.

Za ucelem spolehlivéjsi interpretace vysledku jsme navrhli originalni Kvantitativni piistup
zalozeny na porovnani zavislosti optické hustoty (turbidimetrie) a absorbance (diftizné-
transmisni spektrometrie) na hustot¢ bunécnych suspenzi (viz obr. 2). Zaméfili jsme se
predev§im na naméfena data u dvou konkrétnich vinovych délek; vinovou délku 254 nm jsme
zvolili proto, ze odpovida maximu absorpce molekulami DNA, zatimco vinova délka 630 nm
se rutinné vyuziva pti charakterizaci bunééné hustoty. Jak Ize vyc¢ist z grafu (obr. 15a), zavislost
optické hustoty na bunéc¢né hustoté suspenzi vykazuje prakticky linearni prubéh u obou kment.
Déle Ize na zakladé¢ velmi dobré linearni zavislosti usoudit, Ze rozptyl svétla u bunék
obsahujicich P3HB je kumulativniho razu na rozdil od naméfenych hodnot pii vinové délce
254 nm (viz obr. 2b), kde spojnice trendu neprotina pocatek soutadnic. Vysledky nam tak
potvrzuji pfedpoklad, Ze buiiky obsahujici intraceluldrni granule P3HB rozptyluji dopadajici
svétlo (viz. obr. 2d). Na zaklad¢ porovnani smérnice spojnice trendu jsme byli schopni odvodit
30% relativni pokles absorpéniho koeficientu jedné bunky obsahujici P3HB oproti P3HB
negativnim bunkam pii vinové délce 254 nm. To potvrzuje protektivni efekt rozptylu svétla na
vnitini struktute bunék, ktery se projevuje snizenim efektivity absorpce UV zatfeni. Na obr. 2¢c
je patrna ,,zbytkova“ absorbance ve viditelné oblasti svétla, kterou je mozné piisoudit
rozptylenému zafeni nezachycenému detektorem integracni koule (napf. zpétné rozptylené
zatfeni). Tato zavislost nepiimo charakterizuje miru nejistoty rozliSeni rozptylové a absorp¢ni
komponenty optické hustoty pro jednotlivé bunééné suspenze pii pouziti uvedené kombinace
turbidimetrické a difizné-transmitanc¢ni analyzy.
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Obr. 2: Souhrn vysledkit namérenych optickych hustot a absorbanci bunécénych suspenzi C. necator H16
produkujici PHB (x) a C. necator PHB™ (+). a, b Zavislost optické hustoty pii 630 a 254 nm na hustoté
bunék. ¢, d Zavislost absorbance na 630 a 254 nm na hustoté bunék.

Nase dalsi experimenty se zamétily na metodicky nezavislé ovéfeni predpokladu, ze rozdil
V hodnotach optické hustoty a absorbance suspenzi bakteridlnich bunék skute¢né odpovida
intenzité rozptylen¢ho svétla. Jako vhodnou metodu jsme pro tento ucel vybrali nefelometrii,
ktera se zaméfuje na piimé meéfeni intenzity rozptyleného zafeni. Jelikoz jsme neméli
k dispozici nefelometr (zafizeni konstruované jednoucelové pro méfeni rozptyleného zareni
pod fixnim nebo proménlivym thlem), vyuzili jsme pro tento ucel standardni fluorimetr, jehoz
konstrukce umoziiuje méfeni intenzity zafeni emitovaného nebo rozptyleného vzorkem pod
uhlem 90°. Abychom potlacili vliv kolisani intenzity emise zdroje svétla fluorimetrem
(xenonova vybojka), byly intenzity rozptylené¢ho svétla bunéénych suspenzi C. necator H16 a
C. necator PHB™ normalizovany na jednotku CFU a vyneseny ve vzijemném poméru
v zavislosti na vinové délce zafeni. Takto upravena spektra ziskana prostfednictvim zakladnich
nefelometrickych testd potvrdila, Zze intenzita rozptyleného zafeni u bunék obsahujici P3HB
granule je vyrazné vy$§i v UV oblasti ve srovnani s mutantnim kmenem C. necator PHB™. Lze
tedy konstatovat, Ze nefelometrie ndm potvrdila nase zavéry z predchozich spektroskopickych
metod.

Jak uz bylo popsano na zac¢atku této podkapitoly, UV zafeni neindukuje pouze strukturni zmény
DNA a dalsich bunéénych komponent, ale indukuje také oxidativni stres za vzniku reaktivnich
forem kysliku (ROS) v mikrobidlnich buinikach. Ztoho divodu jsme zkoumali, jestli
fotoprotektivni u¢inek P3HB granuli, ktery spocivd v rozptylu UV svétla, ovliviiuje
intracelularni koncentraci ROS. Ke stanoveni mnozZstvi intraceluldrnich ROS pied, resp. po UV
expozici jsme vyuzili prutokovou cytometrii v kombinaci s fluorescenéni sondou CM-
H2CFDA, u které je zelena fluorescence piimo aktivovana reakci s ROS (Dong a kol., 2015).
Timto zptisobem jsme analyzovali oba bakterialni kmeny pted a po UV expozici jak obarvené,
tak 1 neobarvené. Z namétenych fluorescenénich intenzit byl patrny pouze mirny nartst signalu
u bakterialnich bun¢k obsahujici P3HB po expozici UV (ptiblizné 10 %). Oproti tomu u kultury
neobsahujici granule P3HB, ktera byla vystavena UV zafeni, vzrostla intenzita zelené
fluorescence az 3,6krat. Tim jsme potvrdili, ze rozptyl P3HB granuli chrani bakterialni bunky
pied samotnou tvorbou ROS a naslednymi fotochemickymi reakcemi.

Pti diskusi efektu P3HB na produkci ROS v buiice je tfeba podotknout, Ze pozitivni vliv vici
ucinkim ROS byl v pfedchozi studii na pracovisti doktorandky potvrzen i u monomernich
jednotek 3HB, které se vyskytuji az v 16,5krat vyssi koncentraci v mikrobialnich bunkach
schopnych akumulace PHA neZ u mutanta téhoz bakterialniho kmene bez schopnosti produkce
a akumulace PHA (Obruca a kol, 2016a). Vysvétleni takto vysoké koncentrace intracelularniho
3HB spociva v cyklické povaze PHA metabolismu, kdy jsou fetézce PHA na jednu stranu
syntetizovany a zaroven degradovany pravé na monomerni jednotky napi. 3HB (viz kapitola
2.2.1). Omezeni produkce 3HB, tedy jinymi slovy omezeni ¢i delece intracelularnich
depolymeraz, jak tomu bylo u mutantniho kmene Azospirillum brasilence, prokazalo vyssi
citlivost vii¢i UV zafeni nezli jeho divoky kmen (Kadouri a kol., 2003b).
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Vysledky nasi experimentalni studie potvrdily pfedpoklad, Ze fotoprotektivni role P3HB
granuli je uzce spjata s ochranou molekul DNA pied expozici vysoké intenzit¢ zafeni ve
spektralni oblasti UV-B. Z tohoto pohledu je klicovym faktorem vzajemna lokalizace P3HB
granuli a DNA vV intracelularnim prostoru. Na rozdil od monomernich 3HB, které se volné
vyskytuji v cytoplazmatickém prostoru, intracelularni granule P3HB jsou v bakterialnich
bunkach vazany k DNA skrze protein PhaM podobny phasintim, ktery je schopen se navazat
jak na DNA, tak na PHA syntazu. Diky této vazebné schopnosti je PhaM zapojen hned
v nékolika procesech, mimo jinych i v distribuci P3HB granuli do dcetinych bunék béhem
bunééného déleni u bakterialniho kmene C. necator H16 (Jendrossek a Pfeiffer, 2014).

3.1.2  Osmoprotektivni efekt PHA granuli

Dalsi z podrobnéji studovanych stresovych faktori — osmoticka dysbalance — byl zvolen
predevsim na zaklad¢é predeslé studie realizované na pracovisti autorky predlozené prace
(Obruca a kol., 2017). Tato studie se zabyvala osmoprotektivnim G¢inkem P3HB granuli v
hypertonickém prostiedi. Dalsi motivaci byl fakt, ze se opét jednd o velice Casty stres
V pfirozeném prostfedi mikroorganismi, jelikoZ mikrobidlni buiiky se v ptirodé museji potykat
s opakovanymi osmotickymi vykyvy. Pii hypertonickych podminkach zptisobenych vysokou
extracelularni koncentraci rozpusténych latek (pfedev§im soli) dochazi k rychlé dehydrataci
cytoplazmy. Dusledkem intenzivniho toku vody smérem ven z buniky dochazi ke smrsténi
cytoplazmatické membrany a zmenseni celkového objemu bunék, coz miize vést az k oddéleni
vngjSich bunéénych oball od cytoplazmatické membrany, tzv. plazmolyze. Ponévadz
plazmatickd membrana neni schopna se smrstit o vice nez 2—-5 %, intenzivni plazmolyza ¢asto
zpusobi narusSeni strukturniho uspotfadani ¢i dokonce uUplnou ztratu integrity membrany
(Schwarz a Koch, 1995). Rychlost i mira dehydratace byva piimo umérna osmotickému
gradientu napfi¢ plazmatickou membranou, piechod vody je ovSem rovnéz limitovan vlastni
permeabilitou membrany (souvisi se sloZzenim a morfologii membrany), ktera je rovnéz
ovlivnéna teplotou prostfedi. Opacny piipad nastava, jestlize se mikroorganismy ocitnou
v hypotonickém prostiedi, kde dochazi naopak k pfitoku vody do burniky. Pii vyrazn&jsim
poruseni integrity cytoplazmatické membrany za téchto podminek hrozi prasknuti, tzv.
hypotonicka lyze (Brown a Audet, 2008). Molekuly vody se mohou do buriky a ven dostavat
dvéma zptsoby. Prvnim z nich je vyuziti specifickych membranovych kanalkt, tvofenych
transmembranovymi proteiny, tzv. aquaporiny. Druhou moznosti je diftize pfes lipidickou
dvojvrstvu (Mazur, 2004), ktera je z kinetického hlediska vyrazné brzdéna energetickymi
bariérami spojenymi se vstupem vody do siln¢€ nepolarniho intramembranového prostiedi.

Mnohé mikroorganismy si vyvinuly v zavislosti na jejich optimalni koncentraci rozpusténych
latek v prostiedi celou fadu dimyslnych protektivnich mechanismt vii¢i osmotickym Sokim.
Jednim ze stézejnich ochrannych mechanismut je bezesporu zapojeni mechano-senzitivnich
kanalti a osmotickych ptenaSeci, diky kterym jsou bunky schopné rozpoznat ¢i detekovat
osmotické zmény ve vnéjSim prostiedi. DalSi obrannou strategii bakterii je syntéza osmolytt,
Casto také nazyvanych jako kompatibilni soluty. Tyto malé organické molekuly (trehaloza,
ektoiny a jiné) jsou velmi prospé&sné pii hypertonickém stresu, kdy vyrovnavaji extracelularni
osmoticky tlak (Roberts, 2005). Naopak u hypotonického stresu buiky ,,pumpuji* vodu a
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kompatibilni latky pomoci mechano-senzitivnich kanalti do vnéjsiho prostiedi tak, aby predesly
hypotonické lyzi bunky (Kouwen a kol., 2009).

V této praci jsme Se rozhodli experimentalné ovéfit, zda je mozné osmoprotektivni u¢inek PHA
granuli rozsifit také na podminky, pifi nichz jsou bakterie vystaveny nahlému hypotonickému
Soku. Pro experimentalni studii, ktera je v podobé publikace v ¢asopise New Biotechnology
prezentovana v publikaci Obruca a kol. 20192 , jsme vybrali jak halofilni P3HB produkujici
kmen Halomonas halophila, tak také mezofilni bakterialni kmen C. necator H16. Divodem
pro zafazeni halofilni kultury do nasi studie byla skute¢nost, ze mnohé halofilni i extrémné
halofilni bakterie a archea akumuluji nemalé mnozstvi PHA, coz opét podporuje hypotézu, ze
PHA granule neslouzi pouze jako zasobni material, ale i jako osmoprotektant. Jak bylo popsano
vyse, u bakterialniho kmene C. necator H16, ktery nepatii mezi halofilni mikroorganismy, je
znamo, ze pii hyperosmotickém soku P3HB granule poskytuji ochrannou funkci (Obruca a kol.,
2017), a zaroven byl pozorovan pozitivni vliv mirného osmotického tlaku (10 g/L NaCl) na
biosyntézu P3HB (Obruca a kol., 2010). Jako referen¢ni bakterialni kmen bez piitomnosti
P3HB granuli byl opét vyuzit mutantni kmen C. necator PHB™* a taktéz C. necator H16
kultivovany s nadbytkem dusiku, ¢imz byl obsah P3HB v burikach minimalizovan.

Nejprve jsme se zamé&fili na viabilitu bunék vystavenych hypertonickym podminkam (200g/L
NaCl) a nasledné vyméné prostiedi za deionizovanou vodu. Nejvyssi robustnost mikrobialnich
bungk vici takto intenzivnimu osmotickému namahani jsme pozorovali u bakterialniho kmene
C. necator H16 s nevyssim obsahem P3HB (74 % P3HB na suchou biomasu). Z vysledku je
dale patrné, Ze i maly obsah P3HB v bunkach C. necator H16 (1,6 % PHB na suchou biomasu
pfi kultivaci na komplexnim médiu) pozitivné ovliviiuje schopnost bakterialni kultury udrzet si
pfi osmotickém namahani integritu bunék. Rozpad bunék byl zietelny mj. v tibytku celkového
poctu naméfenych stresovanych bunék oproti bunénym suspenzim, které nebyly vystaveny
zadnym osmotickym Sokim. Naopak vyrazna hypotonicka lyze bun€k 1 nejvyssi pokles
bunécné viability byl pozorovan u mikrobialni kultury neschopné syntézy a akumulace P3HB.

Pro bliz§i prozkoumani bunécné integrity jsme vyuzili izotermalni termogravimetrickou
analyzu (iTGA), diky které jsme byli schopni monitorovat zmény v mnozstvi intracelularni
vody u jednotlivych vzorkl bakterialnich kmenti. Metoda je zalozena na odliSeni extracelularni
a intracelularni vody ve vzorku prostfednictvim rozdilné rychlosti suSeni. Zatimco v prvni fazi
suseni je ze vzorku uvoliovana témér vyhradné extracelularni voda, a to prakticky konstantni
rychlosti, v druhé fazi suSeni jsou buiiky zbavovany intracelularni vody, pti¢emz rychlost jejiho
ubytku postupné klesa. Hranice mezi obéma fazemi, kterd se urcuje jako prisecik zavislosti
rychlosti suseni v jednotlivych fazich, a ktera reprezentuje piiblizny obsah intracelularni vody

ve vzorku, je oznaCovana jako tzv. kriticky obsah vody. Schéma metody je ilustrovano na obr.
3.

ZSEDLACEK, P.; SLANINOVA, E.; KOLLER, M.; NEBESAROVA, J.; MAROVA, |.; KRZYZANEK, V.;
OBRUCA, S. PHA granules help bacterial cells to preserve cell integrity when exposed to sudden osmotic
imbalances. New Biotechnology, 2019, ¢. 49, s. 129-136. ISSN: 18764347
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Obr. 3: Princip stanoveni mnozstvi intraceluldrni vody pomoci izotermdalni termogravimetrie. (nalevo)
Casovad zavislost zbytkové relativni hmotnosti vzorku pri suSeni pri 70°C. (napravo) Termogram
upraveny do podoby zavislosti rychlosti ubytku hmotnosti na zbytkové vodeé ve vzorku. (1) Prvni faze
suSenti, kdy je uvoliiovdna ze vzorku extraceluldrni voda. (1) Druhd faze suseni, Kdy buniky prichdzeji o
intraceluldrni vodu. Sipka oznacuje hranici mezi obéma fazemi, tzv. kriticky obsah vody.

Tato metoda ndm mimo jiné potvrdila, ze bunky neakumulujici P3HB (¢i akumulujici P3HB
jen v malé mife) obsahuji skoro dvojnasobné mnozstvi intracelularni vody v cytoplazmé
vztazeno na suchou hmotnost bunék. Pfi hyperosmotickém Soku vykazovaly vzorky pokles
relativniho mnozstvi intracelularni vody (znamka osmotického vysouseni bun¢k). U vsech
vzorkli bez ohledu na obsah P3HB byl u bun¢k vystavenych hyperosmotickému a nasledné
hypoosmotickému prostiedi pozorovan posun kritického bodu k vy$§im hodnotam. Jinymi
slovy, buriky obsahovaly po fluktuaci osmotickych prostiedi vice intracelularni vody nezli pied
expozici osmotickym stresim, coz muze byt zapifi¢inéno strukturnimi zménami
v cytoplazmatické membrané po jiz prodélaném hyperosmotickém Soku. Nicméné, v ptipadé
bunék s nizkych nebo zddnym obsahem P3HB bylo po prodélaném hypoosmotickém Soku
obtizné — ptipadné zcela nemozné — urcit kriticky obsah vody. To naznacuje ztratu integrity
bunécné stény a s tim spojené mazani rozdili v rychlostech suseni intra- resp. extracelularni
vody. Negativni dopady hypotonického Soku na bakterialni bunky s nizkym obsahem P3HB ¢i
bez piitomnosti intracelularnich P3HB granuli byly navic zdvislé na intenzité predeslého
hypertonického stresu, kde bylo testovano hned nékolik koncentraci (50, 100 a 200 g/L NaCl).

Abychom si byli naprosto jisti, co se V pritbéhu osmotického namahéni s bakterialnimi buiitkami
skutecné dégje, doplnili jsme diskutovanou studii také o morfologickou analyzu bunék
Vv jednotlivych stadiich jejich stresové expozice. Tato analyza, realizovdna prostfednictvim
transmisni elektronové mikroskopie (TEM), potvrdila naSe piedeSlé zavéry vyvozené
z vysledki dosazenych pritokovou cytometrii a izotermalni TGA. Pfitomnost P3HB granuli
ma jednoznacné pozitivni vliv na zachovani integrity bunek pti osmotickém namahani. Vyrazné
rozdily byly pozorovany u kmene C. necator H16 s vysokym obsahem P3HB (viz obr. 4) a jeho
mutantniho kmene C. necator PHB bez schopnosti akumulace P3HB (viz obr. 5).
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Obr. 4: TEM snimky bunécnych suspenzi C. necator H16 produkujici P3HB, (A—C) po kultivaci
V minerdlnim médiu, (D—F) po hyperosmotickém stresu (200 g/L NaCl), (G—I) po hypoosmotickém
stresu, (1) mirnd plazmolyza, (2) koalescence granuli.

Na TEM snimcich uvedenych na obr. 4 d—f jsou vyobrazeny burky C. necator H16 akumulujici
P3HB po hyperosmotickém Soku. U téchto bun€k je pozorovatelnd mirnd plazmolyza a
koagulace P3HB granuli, ktera je nejspiSe zapfiCinéna dehydrataci v prub¢hu stresu a
poskozenim povrchové proteinové vrstvy, ktera agregaci granuli za fyziologickych podminek
zabranuje. Tento shluk granuli v jednu velkou granuli byl pozorovan jiz diive ve studii Obruca
a kol. (2017). Zatimco v bunkach s vysokym obsahem P3HB se projevila symetricka
plazmolyza, u bun€k bez P3HB (viz obr. 5) se plazmolyticka deformace bunék projevila
nékolika zptisoby. Nejéastéjsi variantou plazmolytické deformace cytoplazmatické membrany
u gram-negativnich bakterialnich bunék je jeji odpojeni od bunécné stény a vnéj$i membrany.
V dusledku zmenseni intracelularniho objemu hypertonicky naméhanych bunék dochazi
k mechanické deformaci cytoplazmatické membrany, coz vede k jejimu poskozeni a vzniku
nékterych deformaci jako jsou endo/exocytotické vacky ¢i tvorba tubularnich nebo Scheieho
struktur (blize Koch, 1995). Pokud byly timto zpiisobem buriky poskozeny pii hypertonickém
stresu, dochézelo v ptipadé bunék neobsahujicich P3HB po nasledné expozici hypotonickému
prostiedi k masivni lyzi bunék a uvolnéni cytoplazmy do extracelularniho prosttedi. Oproti
tomu, u bun¢k s vysokym obsahem P3HB byl negativni efekt komplexniho osmotického
namahani minimalni a bunky byly schopny uchovat svou integritu a celistvost.
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Obr. 5: TEM snimky bunécnych suspenzi C. necator PHB™ bez produkce P3HB, (A—C) po kultivaci
V minerdlnim médiu, (D—F) po hyperosmotickém stresu (200 g/L NaCl), (G—I) po hypoosmotickém
stresu (deionizovana voda), (1) plazmolyza, (3) vyliti cytoplazmatického obsahu.

Jak uz bylo feceno na zacatku této podkapitoly, rozhodli jsme se prozkoumat vliv P3HB granuli
také u halofilnich kment, konkrétné u Halomonas halophila, které jsme kultivovali jak
v mineralnim (tato kultura obsahovala 82 hm.% PHB na suchou biomasu), tak v komplexnim
médiu (4 hm.% PHB na suchou biomasu). Hlavni motivaci pro zafazeni halofilni bakterie bylo
eliminovat vliv hypertonického namahani buné€k a posoudit ochranny vliv P3HB granuli pouze
Z pohledu hypotonického stresu. | v ptipad¢ halofilniho bakterialniho kmene byl potvrzen
pozitivni vliv P3HB granuli na bunky vystavené hypotonickému Soku (deionizovana voda)
ptimo po Kultivaci v mineralnim médiu obsahujici vysokou koncentraci soli (66 g/L).
Namétena viabilita bun€k prokazala stejny protektivni u¢inek P3HB granuli jako u mezofilniho
kmene C. necator H16, i kdyz metoda ke stanoveni viability bunék (pritokova cytometrie) zde
musela byt nahrazena pocitanim kolonii na miskach, jelikoZ vysoky obsah soli v referencnim
vzorku vedl ke zhaseni fluorescence viabilitni sondy.

Vystupy z iITGA a TEM potvrdily zavazné poskozeni integrity bun¢k H. halophila kultivované
v komplexnim médiu oproti halofilnim bunkam s vysokym obsahem P3HB. Vzhledem
k halofilnimu charakteru H. halophila se da ptedpokladat odlisny ochranny mechanismus
P3HB granuli nez u bakterialniho kmene C. necator H16. H. halophila patii mezi mirné halofily
schopné akumulace zna¢ného mnozstvi osmolytt, které vyuzivaji k vyrovnavani osmotického
gradientu. Vyskytnou-li se tyto halofilni bunky v hypotonickém prostiedi, stanou se vSak
nashromazdéné osmolyty spiSe nevyhodou. P3HB granule zaujimaji vyznamnou Cast
intracelularniho prostoru bun€k, coz snizuje mnozstvi osmolytl nezbytné pro kompenzaci
osmotického tlaku. A pravé pfitomnost P3HB granuli mize byt vyznamnym faktorem
navysujicim robustnost PHA akumulujicich bunék viici hypotonickému Soku.
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Prokazany protektivni vliv PHB granuli v bakteridlnich buiikdch vii¢i osmotickym zméndm
ptredstavuje vyznamny poznatek také v kontextu potencialniho vyuziti v biotechnologickém
prumyslu. A to jak pii bioremedia¢nich procesech (Obruca a kol., 2018), kde jsou vyuzity i
dalsi protektivni uc¢inky PHB granuli (odolnost vic¢i vykyvim pH, tézkym kovim, organickym
latkam aj.), tak i v ramci pramyslové produkce PHA. V této oblasti by halofilni kmeny mohly
najit Siroké uplatnéni, jelikoz kultivacni podminky by snizovaly jak pravdépodobnost
kontaminace (Koller, 2015), tak i naklady na proces samotny za pfedpokladu vyuziti levné
moiské vody pro piipravu kultiva¢niho média (Takahashi a kol., 2017).

3.2 Amorfni charakter PHA granuli in vivo

Jak jiz bylo prokazano, PHA granule nejsou pouze zdrojem uhliku a energie, ale disponuji celou
fadou biologickych a biofyzikalnich specifik, diky kterym zvySuji robustnost a rezistenci bunék
vici pasobeni riznych strestt (UV zafeni, osmoticky stres, nizka teplota a jiné, viz kapitola
2.3.4). Na rozdil od izolovaného P3HB, ktery je charakteristicky svou vysokou krystalinitou,
intracelularni neboli nativni granule P3HB se vyskytuji v buiikdch v amorfni formé
(Jendrossek, 2007 a dalsi viz kapitola 2.3.3). Tento termodynamicky nevyhodny stav nativnich
granuli ma vsak své opodstatnéni nejen z hlediska jejich protektivniho ucinku, ale i z hlediska
metabolismu. UdrZzovani narustajiciho fetézce polymeru v amorfni podob¢ je pravdépodobné
nezbytné nutné jiz v okamziku jeho syntézy, kdy je fetézec spolu s ptipojovanym monomerem
(ve formé 3-hydroxyacyl-CoA) vazan v aktivnim misté PHA syntazy PhaC. Jakmile amorfni
polymer dosahne dostate¢né délky, navaze se na N-konec PhaC, a tim urychli polymeriza¢ni
proces, jelikoz se stale nachazi v blizkosti aktivniho mista a je tak dostupnéjsi pro reakci (Kim
a kol., 2017). Rovnéz aktivita P3HB intracelularnich depolymeraz je pfimo podminéna
amorfnim stavem polymeru v nativnich granulich, jelikoz vlivem svoji struktury a substratové
specifity nejsou schopné hydrolyzovat krystalické (tzv. ,,denaturované“) P3HB granule
(Uchino a kol., 2008). Krystalizace intracelularnich granuli tak znemoznuje vyuziti PHA jako
zdroje uhliku a energie v dob¢ hladovéni a snizuje efektivitu protektivnich mechanisma vici
stresovym podminkam vazanych na plastickou povahu amorfniho polymeru. V neposledni fadé
je krystalizaci P3HB blokovano také jeho zapojeni do PHA cyklu, a tudiz i produkce
monomernich jednotek 3HB jako tzv. potencidlnich chemickych chaperonti, které¢ chrani
enzymy a dal$i biomolekuly pfed vysokou teplotou a oxidativnim stresem (Obruca a kol.,
2016a).

Ackoli amorfni stav P3HB granuli a jeho vliv na bunky béhem stresovych podminek je
V soucasnosti  §iroce diskutovanym tématem, doposud nebyl jednoznaéné objasnén
mechanismus stabilizace P3HB v amorfni podob¢ in vivo. Jak bylo uvedeno v teoretické ¢asti
této prace, je znamo nékolik teorii, které se snazi vysvétlit podstatu plastifikace P3HB
V nativnich intracelularnich granulich. Prvni teorie se zakladd na ptitomnosti specifickych
plastifikatort v prostredi nativni granuli. Tyto plastifikacni ti¢inky byly pfisuzovany naptiklad
molekulam vody ¢i nékterym nizkomolekularnim latkam (Ceccorulli a kol., 1992; Choi a Park,
2004). Alternativni teorie vychazi Cisté z chemicko-kinetického mechanismu, ktery vysvétluje
extrémné nizkou rychlost krystalizace in vivo pouze na zakladé malého objemu P3HB granuli
(Bonthrone a kol., 1992; de Koning a Lemstra, 1992), pticemz dilezita role pfi zamezeni
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agregace granuli a s tim spojenym nartistem jejich objemu se pfisuzuje proteinové povrchové
vrstvé granuli (Bresan a kol., 2016) (vice v podkapitole 2.3.1). Nicmén¢ ani jedna z téchto teorii
(viz obr. 6) neni povazovana za definitivni a uspokojivé vysvétlujici v§echna dosud popsana
experimentalni pozorovani.

l. Vliv plastifikatoru Il. Kineticky mechanismus

krystalizaéni rychlost=> 0 krystalizaéni rychlost >> krystalizaénirychlost  >>  krystalizacni rychlost=> 0

Obr. 6: Stabilizacni hypotézy amorficity PHB granuli. (1.) Hypotéza zaloZend na pritomnosti
plastifikatoru v PHA granuli. (11.) Stabilizace PHA granule na zdkladé malého objemu PHA granule
S nizkou krystalizacni rychlosti.

Dalsi experimentdlni studie realizovana v ramci ptedlozené disertacni prace byla proto
navrzena S cilem posoudit stabilizaéni mechanismy udrzujici intracelularni P3HB v amorfni
formé, a to s ohledem na tematické zaméteni prace opét v kontextu expozice bunék riznym
stresovym faktorim. Metodologicky studie vychazela z publikovanych praci tymu Porteraa Yu
(2011a), kteti uspésné otestovali techniku infracervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci (FTIR) za G¢elem rozliseni krystalické a amorfni formy P3HB ve vzorcich celych
bunék a korelovali kvantitativni vystupy této techniky s vysledky ze standardné vyuzivané DSC
metody. Stejni autofi nasledné vyuzili tuto spektroskopickou techniku pii pozorovani kinetiky
krystalizace P3HB v bunkach C. necator H16, které nejdiive osetfili velmi nizkym pH (0,2 M
kyselina sirova), aby zastavili pfipadnou biologickou aktivitu. V prabéhu méfeni vzorku byla
zaznamenavana spektra dokladajici riznou miru krystalizace P3HB Vv ¢ase Vv pribéhu volného
vysouseni vzorku (Porter a Yu, 2011b). V ramci experimentti byla také zpozorovana jista
souvislost mezi rychlosti krystalizace P3HB granuli v buiikach a dalSim oSetfenim bunék
(vysoka teplota, Gprava pH). Jelikoz pozorovani rychlosti krystalizace nativnich P3HB granuli
pomoci FTIR bylo realizovano u bunék, které byly nejprve vystaveny nizkému pH, ztistavalo
otazkou, zdali pribéh krystalizace nebyl pouhym disledkem fyziologickych a morfologickych
zmén bun¢k pravé v dusledku jejich reakce na tento stres. Autory studie také nebyl navrzen
zadny konkrétni destabilizacni mechanismus, kterym by vysvétlovali prechod amorfnich
granuli do Krystalického stavu v pribéhu prezentovanych experimentd. Z tohoto diivodu jsme
se rozhodli systematicky prozkoumat tuto problematiku se zvlastni pozornosti vénovanou vlivu
stresové expozice na miru a rychlost nasledné krystalizace P3HB in vivo. Vysledky této studie
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byly publikovany v Casopise Applied Microbiology and Biotechnology, pficemz ptislusna
publikace je ptilozena k této diserta¢ni praci v podobé publikace Sedlacek a kol 20193,

V ramci této studie bylo experimentalné prokazano, ze u bakterialnich bun¢k C. necator H16
nenastala v priabéhu suseni ani po ném Krystalizace P3HB granuli, pokud buiiky nebyly nejprve
vystaveny stresovym podminkam. Bylo také dokazano, ze ne vSechny testované stresy (vysoka
teplota, osmoticky tlak, rozmrazovaci a zmrazovaci cykly a nizké pH) musi nutné vést K iniciaci
krystalizace amorfnich granuli (viz obr 7). Krystalizaci iniciovala expozice bunék vysoké
teploté (50, 80°C), nizkému pH (pH = 1 nebo 2) a hyperosmotickému prostiedi (200 g/L NaCl).
Oproti tomu cyklické mrazeni a rozmrazovani bunék, stejné jako expozice mirné kyselému
prostiedi (pH = 3 a 4) nevedly k pozorovatelné krystalizaci P3HB granuli in vivo. Abychom
vice porozuméli tomu, zda a jak spolu souvisi morfologické zmény bunék zplsobené
jednotlivymi testovanymi stresy a mira krystalizace granuli P3HB danym stresem iniciovana,
vzorky bunék exponovanych jednotlivym stresim byly opét zobrazeny technikou TEM (viz
obr. 8). Kombinaci morfologické mikroskopické analyzy s FTIR analyzou krystalizace P3HB
bylo zjiSténo, Ze krystalizace nastavd pouze u bunck, u kterych doslo v disledku aplikace
stresovych podminek ke koagulaci P3HB granuli. Mira obou projevi (koagulace granuli a
krystalizace polymeru) je piitom zavisla na intenzité aplikovaného stresti (napf. konkrétni
teplota, hodnota pH).

Uvedena zjisténi podporuji argumentaci chemicko-kinetického modelu krystalizace, ktery je
zalozen na nizké pravdépodobnosti spontanni nukleace a z toho plynouci extrémné malé
rychlosti krystalizace polymeru v submikronovém objemu granule (Bonthrone a kol., 1992).
Jak uz bylo zminéno vyse, koagulace P3HB granuli je nejspise zpisobena denaturaci proteinti
povrchové vrstvy P3HB granuli, ktera byla také zfetelné pozorovatelna ve FTIR spektrech
vzorkl, které vykazovaly jak koagulaci granuli, tak rovnéz krystalizaci P3HB. Ackoliv tato
spektra pochopitelné nezaznamenavaji denaturaci pouze proteini navazanych na P3HB
granule, ale vSech proteinti vyskytujicich se v bunikach, da se ptesto predpokladat, ze denaturace
proteinti a koagulace nativnich P3HB granuli spolu tzce souvisi. Povrch P3HB granuli C.
necator H16 pokryva z 27-54 % phasin P1 (24 kDa), ktery svoji ¢etnosti dosahuje az 5 %
celkové proteinové slozky v bunice (Wieczorek a kol., 1995). Proto by i ¢aste¢na denaturace
povrchovych proteini znamenala ztratu jejich schopnosti plnit tlohu surfaktantti oddélujicich
od sebe hydrofobni jadra P3HB granuli a hydrofilni prostfedi bunééné cytoplazmy. Tato
domnénka byla rovnéz experimentalné podlozena, kdy jsme vychazeli ze zmrazovacich
rozmrazovacich cykld, pfi kterych se pomoci FTIR (prostfednictvim dekonvoluce amidového
pasu) denaturace bunéénych proteinti neprokazala a zaroven nebyla pomoci TEM pozorovana
koagulace P3HB granuli.

Dalsi dilezity poznatek ziskany pomoci FTIR spocival ve zjisténi, Ze krystalizace P3HB granuli
nastava vzdy az nasledné po dehydrataci vzorku. Na obrazku 7 si navic Ize povSimnout, Ze S

3 SEDLACEK, P.; SLANINOVA, E.; ENEV, V.; KOLLER, M.; NEBESAROVA, J.; MAROVA, |
HRUBANOVA, K.; KRZYZANEK, V.; SAMEK, O.; OBRUCA S. What keeps polyhydroxyalkanoates in
bacterial cells amorphous? A derivation from stress exposure expements. Applied Microbiology and
Biotechnology, 2019, r.4, ¢.103, s. 1905-1917. ISSN: 14320614
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vyjimkou osmotického stres (obr. 8e) se vSude vyskytuje ¢asova prodleva mezi dehydrataci a
pocatkem krystalizace. Tento jev poukazuje na fakt, ze koagulace nativnich P3HB granuli jako
takova nestac¢i k iniciaci krystalizace (morfologické TEM analyze byly podrobeny plné
hydratované vzorky), ale musi byt vzdy spojena s dehydrataci bunék. Toto zjisténi naopak
podporuje hypotézu plastifikaéniho ucinku intragranularni vody (Lauzier a kol., 1992a,b).
Vyskyt vody v PHA granulich byl jiz diive experimentalné ovéfen, piicemz bylo zjisténo, Ze
nativni PHA granule obsahuji az 10 hm. % vody (Mas a kol., 1985). Jak uz bylo nastinéno
Vv teoretické Casti prace (podkapitola 2.3.3), voda hypoteticky stabilizuje B-konformaci
syntetizovanych ftetézcd PHA uvniti granuli prostfednictvim vodikovych vazeb, a tudiz
znemozni jejich krystalizaci. Tato teorie vSak nebyla prozatim experimentalné¢ dokéazana,
jelikoz se jesté nepodafilo vytvofit artificialni amorfni P3HB granuli stabilizovanou pouze
pomoci vody. Vysledky nasi experimentalni studie ov§em naznacuji, ze pravé voda dopliuje
svymi plastifikaénimi ucinky kinetické efekty malého objemu nativnich granuli, a pfispiva tak
ke stabilizaci amorfni stavu intracelularniho P3HB.
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Obr. 7: Casovy vyvoj absorbanci pri frekvencich souvisejicich s dehydrataci vzorku (3 300 cm™) a
krystalizaci P3HB (1734 cm™ 719 cm™, 1278 cm™, 1227 cm™, respektive 1180 cm™). Vsechny
sledované absorbance byly Skdalovany pomoci absorbance retencniho piku pii 1382 cm™. Srovndni
vysledkii kultury C. necator H16: (a) kontrola, (b) pri 50 °C, (c) 80 °C, (d) —30 °C, (e) 200 g/L NaCl a
hodnota pH=1 (f). (1.) dehydratacni faze vzorku, (I11.) dehydratované buiiky s amorfnimi P3HB, (l11.)
krystalizacni faze. Prerusované krivky prislusi vedlejsi 0se podradnic.
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Jak 1ze vidét na obr. 7, ¢asova prodleva (I1.) mezi dehydrataci a krystalizaci amorfnich P3HB
granuli odpovida s nejvetsi pravdépodobnosti dobé, ktera je nutnd k dehydrataci intracelularni
vody z nativnich P3HB granuli. Mohlo by se zdat, ze tato prodleva nutna k dehydrataci
nativnich granuli by méla byt patrna u vSech stresem indukovanych krystalizaci. U vzorku
exponovaného hypertonickému prostedi vSak tato ¢asova prodleva chybi (viz obr. 7¢). Tato
odli$nost je dusledkem velmi rychlé ztraty intracelularni vody, kterou mizeme pozorovat jak
na prudce klesajici absorbanci pii frekvenci souvisejici s dehydrataci vzorku, tak také na
pofizenych TEM snimcich, kde je mozné pozorovat poskozeni integrity nativnich P3HB
granuli, nasledkem ¢ehoz se obsah granule rozléva do cytoplazmy. Takto poskozené amorfni
granule P3HB tak vyznamné urychluji samotnou dehydrataci granuli (viz obr. 8e).

Obr. 8: TEM snimky C. necator H16: (a) kontrola, (b) p#i 50 °C, (c) 80 °C, (d) —30 °C, (e) 200 g/L NaCl
a hodnota pH=1 (f). (1.) koagulace P3HB granuli, (2.) plazmolyza, (3.) zhrouceni integrity granuli.
Meritko = 1um.

Mezi dalsi zajimavé vysledky zajisté patii i umisténi agregovanych P3HB granuli, a to
predevsim v centralnich ¢astech bun¢k., kde se obvykle iniciuje a probihd bunécné déleni
(Dvorak a kol., 2015). Je pravdépodobné, Ze agregace P3HB granuli ma neblahy vliv na
reprodukci bakteridlnich bunék. Tento ptedpoklad byl vramci prezentované studie
experimentalné potvrzen provedenim kultivacnich viabilitnich experimenti, které prokazaly,
7e schopnost reprodukce byla nejvice ovlivnéna pravé u téch vzorku, které byly vystaveny
stresim vyvolavajicim agregaci P3HB granuli (tj. vysoka teplota, nizké pH).

Na zaklad¢ naSich experimentl je tedy mozné konstatovat, ze ob&é pivodni hypotézy ve
skuteCnosti vysvétluji pouze cast skutecného mechanismu plastifikace. Predstava o tomto
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mechanismu, aktualizovana na zakladé prezentované experimentalni studie, uvazuje amorfni
stav P3HB granuli v bunkach stabilizovany jak kineticky v disledku malé velikosti P3HB
granuli, tak i prostfednictvim plastifikatoru, kde tuto roli s nejvétsi pravdépodobnosti plni
intracelularni voda. Na§ revidovany mechanismus stabilizace P3HB granuli je obsahem
obrazku 9.
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Obr. 9: Destabilizace prirozeného plastifikacniho mechanismu a krystalizace P3HB granuli in vivo.
(Obruca a kol., 2020)

3.3 Objasnéni protektivnich vlastnosti monomerni jednotky PHB

Vyznamna role monomernich jednotek 3HB v mikrobidlnich buiikdch byla predmétem jiz
nckolika studii, v nichz byly prokazany jejich piekvapivé protektivni vlastnosti. Pfitomnost
monomert v buiikach je zajistén vlivem P3HB cyklu, kdy jsou granule P3HB soucasné
syntetizovany a degradovany (Kadouri a kol., 2005). V poslednim desetileti bylo zjisténo, ze
monomery 3HB vykazuji vlastnosti jak kompatibilnich latek chranicich bakterie pfed vysokym
osmotickym tlakem prostfedi (Soto a kol., 2012), tak chemickych chaperonti chranicich
enzymy (lysozym, lipaza) pted vysokou teplotou a oxida¢nim stresem (Obruca a kol., 2016b).
Rovnéz bylo potvrzeno, Ze 3HB slouzi i1 jako potencialni kryoprotektant pro enzymy (lipaza),
kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) a bakterialni bunky (Cupriavidus necator H16) (Obruca,
a kol., 2016a). Nepiimym diikazem vyznamu metabolismu P3HB pro adaptaci prokaryot vici
chladu a mrazeni je také skutecnost, ze mnoho producentd P3HB bylo identifikovano ve
vzorcich exponovanych velmi nizkym teplotam jako je naptiklad arkticka voda nebo permafrost
(Ciesielski a kol., 2012; Goh a Tan, 2012).

Jak uz bylo zminéno vyse, stabilizacni efekt 3HB v P3HB akumulujicich bakterialnich bunkach
se uplatituje pti riznych stresovych podminkach. Je tedy zfejmé, ze protektivni mechanismus
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3HB a P3HB je velice komplexni a zahrnuje fadu mechanismil a zaroven je tfeba mit na mysli,
ze protektivni funkci plni v buiikdch cela tada dalSich metabolitii a molekul. Pro lepsi
pochopeni protektivniho u¢inku 3HB jsme se zaméfili na interakce této molekuly s vodou.
Pochopeni tohoto fundamentalniho vztahu ndm miize pomoci objasnit vliv 3HB na vlastnosti a
chovani intracelularni vody. V bakteridlnich buiitkach jsou proteiny a dalsi bunécné
komponenty stabilizovany a chranény prostifednictvim tzv. kompatibilnich latek, které ovliviiuji
hydrataci jednotlivych bunéénych komponent (da Costa a kol., 1998; Jain a Roy, 2009).
Zminéna stabilizace je rovnéz zndmd pod nazvem preferencni stabilizacni efekt, ktery je
zalozen na poklesu aktivity vody v roztoku v disledku preferen¢niho navazani pravé ke
kompatibilnim latkam ¢i na povrch proteinu, ¢imz dochazi k exkluzi molekul kompatibilnich
latek z hydratacni vrstvy proteint (da Costa a kol., 1998). Na zaklad¢ preferenci vody se tak
Casto setkavame v buiikach s rozlisenim na ,nizkohustotni“ a ,,vysokohustotni* (Wiggins,
1990). A pravé hodnota aktivity vody nam udava, v jaké formé se voda v daném systému
nachazi. Mohlo by se zdat, Ze termodynamicky stav vody Vv burice je stéZejni u dehydratace
bunék piedevsim v kontextu s osmotickym stresem, avSak dehydratace butiky ¢asto nastava i
v prubéhu pomalého zmrazovani, kdy v extracelularnim prostiedi vznikaji krystalky ledu a
odstranovanim kapalné vody tak dochézi ke zvySovani koncentrace rozpusténych latek, coz
vede ke zvySeni gradientu chemickych potencialti vody v intracelularnim a extracelularnim
prostfedi. U vysSich rychlosti zamrazovani se Vv zavislosti na aktivité vody v buiice tvofi
krystalky ledu pfimo v intracelularnim prostiedi, kde poté fatalné ovliviuji fyziologicky stav
buriky. Je tedy ziejmé, ze dostate¢né mnozstvi intracelularni vody je stézejni pro déje zajist'ujici
viabilitu bunky (elektronovy transfer systému, metabolicka aktivita enzymd aj.) (Mittler, 2002).

Abychom porozuméli tak komplexni problematice, jakou je stabiliza¢ni efekt monomernich
jednotek 3HB, rozhodli jsme se v této praci podrobné prozkoumat termodynamiku a fazové
chovani binarniho systému 3-hydroxybutyratu sodného (Na3HB) s vodou. Jinymi slovy jsme
se zamé&fili na podstatu interakci monomernich jednotek 3HB a vody a ur€eni hydratacni a
kryoprotektivni ucinnosti 3HB. Kromé vysvétleni prirozenych stabiliza¢nich efekti
monomerni jednotky v P3HB produkujicich buiikach tato studie cili navic také na posouzeni
potencialu vyuziti 3HB jako alternativniho (kryo)protektantu v riiznych aplikacich. Manuskript
¢lanku (v soucasnosti podléha recenznimu fizeni v ¢asopise Biomolecules), ktery shrnuje tuto
experimentélni praci je uveden v nasi praci Slaninova a kol. 20214 Uvedené vysledky byly
ziskany v ramci pétimésicni zahrani¢ni stdze pod vedenim pana prof. Kocherbitova na univerité
v Malmé ve Svédsku.

Nejprve jsme se Vvramci experimenti zaméfili na posouzeni hygroskopi¢nosti systému
3HB/voda stanovenim sorp¢ni izotermy pro sorpci vodnich par na 3HB. Pro tento ucel jsme
vyuzili hned nékolik metod, dynamickou sorpéni analyzu par (DVS), hygrometr LabMaster-aw
(Novasina) a sorp¢ni kalorimetrii. VSechny tyto tfi metody jsou zalozeny na odliSném principu,
kdy DVS patii ke gravimetrické metod€ métici rovnovaznou hmotnost vzorku pii kontrolované
relativni vlhkosti, zatimco vlhkomér LabMaster-aw, Casto vyuzivany v potravinaiskych

4SLANINOVA, E.; OBRUCA, S.; KOCHERBITOV, V.; SEDLACEK, P. On the bioprotective effects of sodium
3-hydroxybutyrate: thermodynamic study of binary Na3HB-water systems. V recenznim fizeni v Casopise
Biomolecules, 2021
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oborech, méfi aktivitu vody u vzorki s konkrétnim mnozstvim vody. Posledni zvolena
technika, sorp¢ni kalorimetrie, je kombinaci pfedchozich dvou metod (méfi aktivitu vodnich
par ijeji mnozstvi nasorbované vzorkem), a navic ndm udéava pti méfeni diferencidlni adsorpéni
entalpii. Na zaklad¢ experimentl pfi teploté 25 °C jsme ziskali sorp¢ni izotermy pro vodni paru,
a prave tvar izoterem nam odhalil jednak sorp¢ni afinitu vody na 3HB, jednak ptitomnost
nékolika fazovych ptechodu (viz obr. 10).
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Obr. 10: (nalevo) Sorpcni izotermy vodni pary u Na3HB pri 25 °C ziskané pomoci DVS, LabMaster-aw
Novasina, a sorpcni kalorimetrii. (napravo) Entalpie hydratace Na3HB namérend sorpcnim
kalorimetrem pri 25 °C.

Ze sorp¢ni izotermy uvedené na obr. 26 je patrné, ze krystalicky bezvody Na3HB neabsorbuje
zadnou vodu, dokud relativni vlhkost (RH) nepiekro¢i kritickou hodnotu cca 48,55 hm. %. Toto
chovani je typické pro krystalické latky a 1isi se od chovani amorfnich kryoprotektantd. Takto
napt. u amorfni trehaldzy (béZzné€ vyuZivana kryoprotektivni latka) nasorbované mnoZstvi vody
roste prakticky linearné se zvysujici se RH (Roe a Labuza, 2005), zatimco u krystalické
a,0-trehalozy (protihrudkujici aditivum) ¢ini hodnota kritické RH hranice skoro dvojnasobek
oproti 3HB (95 % RH) (Lammert a kol., 1998). Dal§i zména tvaru sorp¢ni izotermy nastava,
jakmile je Na3HB z 22,5 hm. % hydratovan. To odpovida pfechodu 3HB z bezvodé krystalické
formy do formy krystalického dihydratu. Konkrétni stechiometrie hydratu (dvé molekuly vody
na jednu molekulu Na3HB) byla ur¢ena pravé z hrani¢ni hmotnostni koncentrace v sorpéni
izoterm&. Dalsi fazova zména nastava pii 45,2 hm. % vody ve smési s Na3HB, kdy je jiz
veskery krystalicky dihydrat rozpustén do podoby nasyceného vodného roztoku. Pro vyssi RH
jejiz 3HB pouze ve formé vodného roztoku. Z poméru rovnovazné aktivity a molarniho zlomku
vody V roztoku je mozné pro touto oblast urcit aktivitni koeficient vody, resp. jeho zavislost na
slozeni roztoku. Hodnota aktivitniho koeficientu je v celém rozsahu koncentraci vyrazné mensi
nez 1 (v rozsahu od 0,7 do 0,9), coz potvrzuje, ze Na3HB se ve vodném roztoku chova jako
siln¢ hydrofilni latka.

Kromé¢ studia systému Na3HB-voda pii laboratorni teploté jsme se dale zaméfili na
kryoprotektivni efekt Na3HB. V tomto pfipad¢ jsme vyuzili kalorimetrickou analyzu binarnich
smési Na3HB/voda o rizném slozeni, ktera nam umoznila konstruovat binarni rovnovazny a
nerovnovazny fazovy diagram systému a porozumét tak chovani rizné hydratovaného Na3HB
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v Sirokém rozpéti teplot. Pti diskusi kryoprotektivnich vlastnosti 3HB je u rovnovazného
fazového diagramu pro nas nejvice podstatna teplota, pti které¢ dochazi k tani ledu, jinymi slovy,
jaky efekt ma Na3HB na snizeni rovnovazné teploty mrznuti vody. Kryoprotektivni u¢inky za
rovnovaznych podminek se projevuji snizenim teploty tuhnuti vody, které lze vycist z kiivky
tani ledu, kdy strmost kiivky (pokles teplot tani ledu) nam udava kryoprotektivni efektivitu
dané latky (viz obr. 11 nalevo). Také pozice eutektického bodu, ktery odpovida nejnizsi teplote,
pii které¢ voda ve dvouslozkovém systému mrzne, nam vypovida o uc¢innosti kryoprotektantu
z hlediska nejnizsi mozné koncentrace, ktera s klesajicim zastoupenim Kkryoprotektantu
Vv systému roste. Zato kryoprotektivni G¢inky za nerovnovaznych podminek se projevuji jak
mnozstvim nemrznouci vody v systému, tak mirou amorfni faze. Kryoprotektivni uc¢inek latky
je opét silngjsi, pokud zlom, kde jiz nedochazi k tuhnuti vody, se nachazi v co nejnizsi

koncentraci daného kryoprotektantu (viz obr. 11 napravo).
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Obr. 11: Schematické fazové diagramy zobrazujici kryoprotektivni ucinky, (nalevo) rovnovdzny fizovy
diagram kompatibilnich latek s kryoprotektivnim efektem vyjadienym posunem bodu mrznuti vody a
pozici eutektického bodu (cervena kifivka), (napravo) zjednoduseny nerovnovdzny fazovy diagram
kryoprotektivni latky, kryoprotektivni ucinky jsou reprezentovany posunem bodu mrznuti vody a
mnozstvim nemrznouci vody. Te = eutekticky bod, Ty = teplota skelného prechodu.

Z naméfenych vysledki je patrné, Ze pravé kiivka diagramu oddélujici pevnou fazi a kapalnou
fazi vody ma strmé klesajici trend oproti zndmym kryoprotektantim a eutekticky bod se nachéazi
pti 40,5 % Na3HB a -28,1 °C (viz obr. 12).
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Obr. 12: Rovnovdzny fazovy diagram systému Na3HB-voda, DSC (x); Sorpcni kalorimetrie (@), DVS (
).

To také znamend, ze u vysSich koncentraci Na3HB uz v uvedeném dvojslozkovém systému
nedochdzi k tvorbé ledu. Zaroveii tento bod prestavuje maximalni posun teploty mrznuti vody
zpusobeny piitomnosti Na3HB. Pii porovnani s fazovymi diagramy bézné vyuzivanych
kryoprotektantt, jakym je naptiklad trehaloza (Chen a kol., 2000), sacharoza (Mathlouthi a
Reiser, 1995) ¢i glycerol (Nakagawa a Oyama, 2019) je posun bodu bod mrznuti vody u
syst¢tmu Na3HB-voda minimaln¢ porovnatelny ¢i ve vétSiné piipadli dokonce vétsi, coz je
mozné povazovat za jednu z pficin popsané vysoké kryoprotektivni G€innosti Na3HB. Pro lepsi
predstavu, konkrétni hodnoty eutektického bodu u trehaldzy jsou v rozsahu od 2,5 do 18,8 °C
(Miller a kol., 1997) a sachar6zy —8,5 az 13,95 °C (Young a Jones, 1949). I kdyz je bod tuhnuti
vody v pfitomnosti glycerolu snizen az na —45 °C, tak koncentrace glycerolu nutna k tomuto
sniZeni ¢ini 65 %. Pouzijeme-li stejné mnoZzstvi glycerolu jako u eutektického bodu Na3HB,
tzn. okolo 40%, teplota bodu tuhnuti vody se zvysi az na —15,4 °C (Lane, 1925). Z tohoto
porovnani vyplyva, ze Na3HB ovliviiuje aktivitu vody pfinejmensim stejn¢ efektivné jako
znamé kompatibilni latky s kryoprotektivnim uc¢inkem. Dal$i zavér, ktery byl potvrzen jak
V sorp¢ni analyze, tak na zakladé skenovaci kalorimetrie, je tvorba dihydrati Na3HB.

Jak uz bylo zminéno vyse, nejen mnozstvi, ale i termodynamicky stav intracelularni vody je
stézejni pro zachovani funkci bunky pfi jejim ochlazovani pod bod mrazu. Mobilita
intracelularni vody je pfimo zavisla na jejim stavu, pfi prudkém podchlazeni se mobilita
molekul vody rapidné snizi, a proto je bunka méné nachylna k dehydrataci mrazem. Snizena
mobilita molekul pii prudkém ochlazeni také znemoznuje systému zaujmout sVOji
termodynamicky nejvyhodnéjsi podobu, a systém tak setrvava v kineticky stabilizovaném
nerovnovazném stavu. Typickym piipadem takového stavu je stav skelny. Z toho diivodu jsme
svoji pozornost upfieli také na skelné prechody dvouslozkového systému Na3HB-voda, jejichz
kalorimetricka analyza nam umoznila zkonstruovat fazovy diagram systému v nerovnovazném
stavu (viz. obr.13).
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Obr. 13: Nerovnovdzny fazovy diagram systému Na3HB-voda stanoveny technikou DSC.

Z namétenych vysledk je ziejmé, Ze skelné prechody v celém rozsahu koncentraci Na3HB lze
rozdé€lit do tii oblasti v zavislosti na tepelnych kapacitach vzorku, které se zvysuji s obsahem
amorfni faze. Je zajimavé, Ze dve oblasti, v nichZ se nachéazi vzdy dvé faze, konkrétn¢ amorfni
stav spole¢n¢ s ledem a amorfni stav s krystalickym Na3HB (tudiz na opacénych stranach
fazového diagramu), se 1isi ve stechiometrickém poméru vody a Na3HB. Pii niz$i koncentrace
Na3HB (hrani¢ni koncentrace 50 hm. %) pfipada 7 molekul vody na jednu molekulu Na3HB,
zatimco u vyssi (> 68 hm. %) se pocet molekul vody sniZi na 3, coz opétovné dokazuje vysokou
miru hydroficility Na3HB v porovnani napiiklad s amorfni trehal6zou, ktera je schopna
pojmout 2 molekuly vody na jednu molekulu (Green a Angell, 1989). Naproti tomu, stfedni
cast fazového diagramu je charakterizovand vcelku konstantni tepelnou kapacitou, kterd
poukazuje na fakt, Ze veskery obsah vzorkidl se nachazi v amorfnim stavu. Toto tvrzeni je
podpofeno 1 absenci jakykoliv namétfenych endotermnich pikd odpovidajici tani ledu v
termogramu. V porovnani s trehaldézou (cca 25 °C, 50 hm. %) je teplota skelnych piechodi ve
stfedni ¢asti diagramu vyrazné nizsi (Olgenblum a kol., 2020). Nicméné v ptipad¢ trehalozy to
neni zadné velké ptekvapeni, protoZe jeji vliv na skelny piechod vody je vskutku mimotadny.
Porovname-li ale 3HB s dal§imi kompatibilnimi latkami jako je sachardza nebo fruktdza, jsou
teploty skelnych piechodti vody srovnatelné (Goff a Sahagian, 1996). Na rozdil od
rovnovazného fazového diagramu, ve fazovém diagramu zkonstruovaném na zakladé
nerovnovaznych méfeni neni mozné piimo urcit konkrétni sloZeni smési Na3HB-voda, pfi
kterém kapalna voda prestava mrznout. Proto jsme vyuzili stanovené hodnoty entalpii tani ledu
(vypoctené jako plochy odpovidajicich endotermnich piki tani ledu) a vynesli je v zavislosti na
obsahu vody ve vzorku. Extrapolaci linearni regrese této zavislosti na nulovou entalpii bylo
poté stanoveno mnozstvi tzv. nemrznouci vody, ktera odpovida piiblizné 1,35 g vody na g
Na3HB (0,57 g vody na g vzorku). Toto mnozstvi nemrznouci vody je bezkonkuren¢ni v ramci
ostatnich popsanych biokompatibilnich latek, konkrétné pii porovnani s fruktézou (0,21 g
vody/g), sachardzou (0,26 g vody/g) a trehaloézou (0,31 g vody /g) (Xu a kol., 2017).
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Nase vysledky ukazuji, Ze protektivni efekt 3HB v biologickych systémech je mozné ptisuzovat
jeho unikatnimu fazovému chovani ve vztahu k vod¢. Biologické konsekvence tohoto zjisténi
jsou neoddiskutovatelné, 3HB se nevyskytuje pouze v mikroorganismech, jedna se o Siroce
rozsifenou biomolekulu, kterou mizeme najit 1 v lidském téle, kde je syntetizovana v jatrech, a
tudiz cirkuluje té€lem v ramci krevniho obéhu. Koncentrace 3HB v krvi u dospélych pohybuje
od 5 az 335 umol/L, v pfipad¢ ketdzy mohou koncentrace dosahovat az hodnot 1 mmol/L, za
ucelem poskytovani potiebné energie bunkam pii nedostatku glukozy. Zato vyskyt 3HB u
prokaryotickych organismu pfimo souvisi se schopnosti bunék akumulovat P3HB, kdy je tento
polymer v bunikach zaroven syntetizovan a degradovan pravé na monomerni jednotky 3HB.
Z tohoto diivodu je u PHA produkujicich mikroorganismu intracelularni koncentrace 3HB az
16,5krat vyssi (100 mmol/L) nez u mikrobialnich bun¢k neschopnych syntézy a akumulace
P3HB. Nizkomolekularni 3HB se tedy nepodobéd kompatibilnim latkdm pouze vlastnostmi, ale
také koncentraci v buiikach.

34 Piinos disertacni prace k sou¢asnému stavu problematiky

Cilem piedlozené disertacni prace je rozsifit souc¢asny stav poznani v oblasti biologické role
PHA granuli v prokaryotickych buiikach. Pfedev§im jsme se zaméfili na protektivni roli PHA
vici environmentalné vyznamnym stresortim a také na pochopeni protektivnich mechanismu
PHA, které nebyly doposud popsany. Obecné je mozné konstatovat, ze protektivni funkce PHA
se na poc¢atku 21. stoleti stala Siroce diskutovanym tématem, viz. naptiklad review Kadouri a
kol. 2003. Prace v téchto letech nastinily vyznam PHA v kontextu stresové odolnosti bakterii,
nicmén¢ protektivni mechanismus PHA granuli obvykle nebyl detailné studovan. V poslednich
letech vyznam PHA v kontextu stresové robustnosti prokaryotickych bunék zistava stale
aktualnim, jak doklada fada publikaci, které se protektivni funci PHA také vénuji. Za v§echny
je mozné jmenovat napiiklad piehledovy ¢lanek Miiller-Santos a kol., 2020, ktery byl nedavno
publikovan prestiznim casopise FEMS Microbiology Reviews. Tento ¢lanek v fadé aspektu
navazuje a dale rozviji vysledky a mySlenky publikované vyzkumnym tymem Skolitele autorky.

V piedloZzené disertaéni praci jsme se konkrétné zaméfili na studium protektivnich G¢inkt
P3HB pied UV zéafenim a osmotickym stresem, VvV piipadé druhého stresového faktoru
pfedevSim z hlediska expozice bakterii hypotonickému protfedim. Abychom porozuméli
jednotlivym protektivnim mechanismim vici danym stresim, zaméfili jsme se jednak na
biofyzikalni projevy piitomnosti P3HB granuli in vivo, ale také na metabolické dusledky
spojené s produkci monomerni jednotky 3HB v ramci metabolické drahy zvané PHA cyklus.
Konkrétni protektivni mechanismus P3HB granuli pochopitelné zavisel na konkrétnim
stresovém faktoru.

Na zéaklad¢ naSich vysledki je mozné konstatovat, ze v piipadé expozice bunék UV zafeni jsou
bunky chranény pfedevsim diky rozptylu UV zafeni na P3HB granulich, které sniZzuje absorpci
zateni fotolabilnimi bunéénymi komponentami lokalizovanymi V jejich tésné blizkosti,
konkrétné predevsim molekulami DNA. Rozptyl zafeni také snizuje intracelularni koncetraci
ROS specii, coz prispiva k fotoprotektivnimu efektu potlacenim sekundarniho oxidativniho
stresu. Studie vénovana protektivnimu uc¢inku P3HB granuli byla publikovana v Casopise
Applied Microbiology and Biotechnology a poster vénujici se této tématice byl ocenén
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odbornou komisi vitézstvim V soutézi pofaddané v rdmci posterové sekce na zahranicni
konferenci 10" European Symposium on Biopolymers, ktera se konala vroce 2019
v némeckém Straubingu.

Nase prace také prokdzala, ze pfi expozici osmotickému stresu se na ochrané bunky podili
amorfni charakter P3HB granuli, ktery stabilizuje bunééné membrany hypertonicky
namahanych bun¢k. Pfi nasledném hypotonickém Soku jsou pak PHA granule obsahujici buiiky
diky vyrazné mensi miie poSkozeni cytoplazmatické membrany vyznamné méné nachylné vici
hypotonické lyzi a jsou si schopny lépe udrzet svou bunéénou integritu. Zaroven schopnost
akumulace PHA snizuje nachylnost halofilnich bun¢k vii¢i hypotonické lyzi, coz muze byt
jednim z divodu, pro¢ je schopnost akumulace PHA mezi halofolnimi prokaryoty Siroce
rozsifena. Vysledky této studie byly publikovany v ¢asopise New Biotechnology.

Amorfni stav nativnich granuli hraje dualezitou roli nejen Vv ramci jejich protektivnich ucinkd,
ale i z hlediska metabolické role P3HB v bakterialnich butikach, protoze buiky jsou schopné
utilizovat P3HB granule pouze v jejich nativnim amorfnim stavu. Z tohoto diivodu jsme se
zabyvali také stabilizaénimi mechanismy, které brani P3HB granulim v Krystalizaci a udrzuji
tak intracelularni polymer v termodynamicky nevyhodném, ale biologicky nepostradatelném
amorfnim stavu. Za timto Gcelem jsme aplikovali nékolik vybranych stresti (vysoka teplota,
vysoka salinita, nizké pH aj.) a studovali kinetiku krystalizace P3HB in vivo v prib¢hu
dehydratace bunc¢k. Na zéklad¢é vysledkl téchto experimentt jsme zjistili, ze P3HB granule
prechazi do krystalické formy pouze, jestlize dojde k agregaci nativnich granuli, které jsou
nasledné dehydratovany. To nas vedlo k navrhu nového modelu stabilizace amorfni formy
P3HB in vivo, ktery je zalozen na kombinaci dvou simultannich stabiliza¢nich mechanismu,
kdy k plastifikaénimu G¢inku pfispiva jednak maly objem granuli a stim spojena nizka
frekvence nukleace, ale vedle toho také ptitomnost vody v granulich, ktera pfispiva k amorfni
formé granuli v roli nizkomolekularniho plastifikatoru. Vysledky této studie byly publikovany
v ¢asopise Applied Microbiology and Biotechnology. Poznatky o stresem indukované
krystalitaci P3HB in vivo maji také jednoznaény piesah do oblasti biotechnologické produkce
tohoto polymeru. Ukazuje se, Zze vystaveni bun€k subletalnim davkam stresu, piestoze se
nemusi okamzité fataln€ projevit na mnozstvi Zivotaschopnych bunék, miiZze indukovat zménu
biofyzikalniho stavu granuli, coz ve svém dusledku vede nejen k poklesu produkce z divodu
omezeni déleni bungk, ale krystalizace polymeru v bunikach muze také negativné ovlivnit jeho
rozpustnost a tim i G¢innost nasledného izola¢niho procesu.

V dalsi préci jsme se zaméfili na studium termodynamickych parametrii a fazového chovani
monomeru P3HB ve vodnych smésich. Diky unikatnimu charakteru metabolismu P3HB
obsahuji bunky schopné syntézy a degradace P3HB granuli vyznamnou intracelularni
koncentraci 3HB a i tato molekula ptispiva k protektivnimu efektu P3HB granuli, protoze 3HB
se projevuje jako efektivni chemicky chaperon a kryoprotektant. Abychom 1épe porozumnéli
protektivnim uc¢inkim 3HB vénovala autorka diseraténi prace vramcCi staze u prof.
Kocherbitova na univerit¢ v Malmo studiu interakci 3HB z vodou a vytvofeni rovnovazného a
nerovnovazného fazového diagramu systému Na3HB-voda. Ziskana data potvrzuji, ze 3HB
predstavuje velice ucinny kryoprotektant, ktery svou ucinnosti mize konkurovat napiiklad
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trehaldze nebo glycerolu. Kromé fundamentalniho vyznamu v kontextu biologické role P3HB
granuli u prokaryot mohou mit tyto vysledky aplikacni potencidl naptiklad v oblasti uchovy
biologickych vzorkd nebo potravin. Manuskript vénujici se této tematice je obsahem a
V soucasné dob¢ podléha recenznimu fizeni.

Kli¢ové originalni poznatky, které piedlozena disertacni prace piinasi v kontextu protektivnich
mechanismi a efekti P3HB v bakterialnich buiikach jsou shrnuty na obrazku 14.

Ochrana senzitivnich biomolekul Navyseni robustnosti bunék vici ztraté
vuci UV zéreni rozptylem zareni bunécné integrity pfi osmotickém namdhani

na PHA granulich (viz kapitola 3.1.1). (viz. kapitola 3.1.27

Popis biofyzikalnich vlastnosti monomeru P3HB
v kontextu jeho bioprotektivnich vlastnosti
(viz. kapitola 3.3)

Popis stabiliza¢niho mechanismu
amorfnich PHA granuli in vivo
(viz. kapitola 3.2).

Obr. 14: Souhrn protektivnich mechanismiit P3HB granuli a jeho monomerni jednotky 3HB.

Vysledky vySe uvedenych praci byly popsany nejen v piivodnich védeckych ¢lancich
uvedenych vyse, ale také v piehledovém clanku, ktery byl publikovan na zakladé pozvani od
Séf-editora cCasopisu profesora Steinbuchela v Casopise Applied Microbiology and
Biotechnology®. V tomto ptehledovém ¢lanku jsme shrnuli sou¢asny stav poznani a predevesim
jsme se zaméfili na popis unikatnich biofyzikalnich a biochemickych vlastnosti PHA granuli,
které vychazeji z jejich nativni amorfni povahy. Zaroven jsme se v prehledovém ¢lanku déle
vénovali mechanismim stabilizujicich amorfni stav granuli a ptredstavili jsme nas originalni
koncept, ktery synergicky propojuje obé stavajici navrZené teorie tzn. Stabilizaci pomoci
plastifkatoru a vliv malého objemu granuli na kinetiku krystalizace granuli.

Piedlozena disertacni prace téz piispéla v ramci rozvoje celé fady instrumentalnich technik a
metodik, které nepatii mezi standartné vyuzivané metody v oblasti mikrobiologie, ale ukazaly
se jako velmi uzite¢né pii objasnéni jak protektivnich uc¢inktt P3HB, tak stabiliza¢niho
mechanismu amorfnich P3HB granuli. Jedna se naptiklad o kombinaci turbidimetrie s difizné
transmitanéni spektroskopii, diky které jsme byli schopni rozlisit mezi absorpci a rozptylem
svétla u bunéénych suspenzi. Tato technika, kterou jsme za uvedenym ucelem doporucili
v publikaci z roku 2018 nasla v posledni dobé své uplatnéné tieba v praci Tribelli a kol. 2020,

S OBRUCA, S.; SEDLACEK, P.; SLANINOVA, E.; FRITZ, I.; DAFFERT, CH.; MEIXNER, K.; SEDRLOVA,
Z.; KOLLER, M. Novel unexpected functions of PHA granules. Applied Microbiology and Biotechnology, 2020,
r.11, €. 104, s.4795-4810, ISSN: 14320614
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ktera se také vénovala studiu UV protektivni funkce P3HB u antarktické bakterie Pseudomonas
extremaustralis. Dalsi zajimavou nestandardni technikou pouzitou v této praci je izotermalni
termogravimetrie, ktera byla velmi prospés$na pii stanoveni mnozstvi intracelularni vody a také
pii analyze integrity bun¢k. Jako dalsi spektroskopickou metodu, ptitahujici v posledni dobé
rostouci pozornost v oblasti charakterizace PHA produkujicich bakterii, je mozné vyzdvihnout
infratervenou spektroskopii, diky které jsme byli v nasi praci schopni urcit miru krystalinity
P3HB in vivo méfenou v realném Case. Na zaklad¢ pravé této metody jsme byli schopni
porozumét podstaté stabilizaéniho mechanismu amorfnich P3HB granuli.
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3) SEZNAM ZKRATEK

3HB
3HV
4HB
BER
CoA
DNA
dPHA
DSC
DVS
FTIR
i-nPHA
iTGA
kryoSEM
Icl-PHA
mcl-PHA
NER
nPHA
P3HB
PHA
RH
RNA
ROS
scl-PHA
TEM

Tg

Tm

uv
UVR

3-hydroxybutyrat

3-hydroxyvalerat

4-hydroxybutyrat

excisni reparace bazi

koenzym A

deoxyribonukleova kyselina
denaturované¢ PHA

diferencialni skenovaci kalorimetrie
dynamicka sorp¢ni analyza par
infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
intracelularni nativni PHA

izotermalni termogravimetricka analyza
kryo skenovaci elektronova mikroskopie
long-chain-lenght

medium-chain-lenght

nukleotidova excisni reparace

nativni PHA

poly(3-hydroxybutyrat)
polyhydroxyalkanoaty

relativni vlhkost

ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku
short-chain-lenght

transmisni elektronova mikroskopie
teplota skelného ptechodu

teplota tani

ultrafialové zafeni

UV rezistence
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Téma diplomové prdce: VyuZiti fyzikalné-chemickych analyz pri
studiu stresovych odpoveédi mikroorganisma

2014-2016

Fakulta chemicka, Vysoké ucéeni technické v Brné

Bakaldrsky program: Chemie pro medicinské aplikace

Téma bakaldrské prdce: Studium struktury a viastnosti vody v
blizkosti hydrofilnich povrchd

2011-2014

VEDECKA PRAXE A ZAHRANICNI STAZE
Centrum materialového vyzkumu

Vyzkumny pracovnik, 2015 - sou¢asnost
Zapojeni PHA do stresové odpovédi mikrobidlnich bunék

University of Stuttgart, Némecko
Staz, Brezen - Srpen 2019

- molekularni biologie

Malmé University, Svédsko

Staz Unor - Cerven 2017
- pokrocilé metody termické analyzy (DSC, DVS, sorpéni
kalorimetrie)

NTNU University, Norsko

Erasmus+, Srpen 2014 - Cerven 2015
- mikrobiofyzikalni analyzy

OCENENiI
cena dékana za vynikajici studijni vysledky
2018

ocenény poster

konferenci 10th European Symposium on Biopolymers
2019, Straubing, Némecko
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