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ABSTRAKT

Cilem bakalatské prace byla charakterizace bakterialnich bunék Rhodospirillum rubrum, které
produkuji polyhydroxyalkanotaty (PHA) a Rhodospirillum rubrum AphaC bez schopnosti
produkce intracelularnich granuli PHA pomoci mikroskopie atomarnich sil. Dale byly touto
metodou také charakterizovany izolované polyhydroxyalkanoatovych granuli v jejich nativnim
stavu. Pti ptipravé vzorkt, konkrétné pro fixaci bakteridlnich bunék i izolovanych PHA granuli
byl vyuzit Poly-L-lysin, ktery byl aplikovan na oplazmovana podlozni sklicka pti koncentraci
0,01 mg/ml. Testovanym hrotem byl hrot MLCT — A. Prvni ziskanou charakteristikou byly
topografické snimky bun¢k Rhodospirillum rubrum a Rhodospirillum rubrum AphaC
aizolovanych PHA granuli. Bakteridlni builkky a PHA granule byly dale charakterizovany
pomoci Youngova modulu. Pro jeho ziskani byla navrhnuta metoda, pfi které byly nejprve
snimany celé bunky, respektive PHA granule, a nasledné bylo v pfipad¢ bunék provedeno
meétfeni zaméfené na jednotlivd mista na buinice. Naméfend data byla nejprve vyhodnocena
v softwaru JPK Data Processing pomoci Hertzova modelu aproximace dat. Toto vyhodnoceni
se ukazalo jako nespolehlivé, proto byla navrhnuta druha metoda, pfi které se k vyhodnoceni
pouzily smérnice piimek ziskanych se strmych ¢asti kiivky ,,extend®. Jako spolehlivéjsi méteni
bylo zvoleno méfeni celych bunék, protoze u n¢j vychazely mensi odchylky a byly ziskany
informace o celém povrchu bunky ¢i granule. Smérnice Rhodospirillum rubrum dosahovala
hodnoty (—4,5+1,5) nN/um a pro Rhodospirillum rubrum AphaC (—14,1+4,4) nN/um. Z toho
byl potvrzen piedpoklad, Zze buniky Rhodospirillum rubrum obsahujici PHA granule vykazuji
rozdilnou tuhost oproti butikam Rhodospirillum rubrum AphaC bez ptitomnosti PHA granuli.
Smérnice pro izolované PHA granule byla stanovena (—9,0+1,0) nN/pum. Pfi jejim porovnani
se smérnicemi bakterialnich bun¢k vyplyva, ze PHA granule vykazuji tuhost, ktera se nachéazi
V rozmezi mezi tuhosti Rhodospirillum rubrum a Rhodospirillum rubrum AphaC.

KLICOVA SLOVA

Mikroskopie atomarnich sil, Rhodospirillum rubrum, PHA granule, Poly-L-lysin, Youngiv
modul



ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis was to characterize Rhodospirillum rubrum bacterial cells that
produce polyhydroxyalkanotate (PHA) and Rhodospirillum rubrum AphaC without the ability
to produce intracellular PHA granules using atomic force microscopy. Furthermore, isolated
polyhydroxyalkanoate granules in their native state were also characterized by this method.
Poly-L-lysine was used in the preparation of the samples, specifically for fixation of bacterial
cells and isolated PHA granules, and was applied to slides that had been exposed to plasma
at a concentration of 0.01 mg/ml. The tip tested was the MLCT - A tip. The first characteristics
obtained were topographic images of Rhodospirillum rubrum and Rhodospirillum rubrum
AphaC cells and isolated PHA granules. The bacterial cells and PHA granules were further
characterized using Young's modulus. To obtain it, a method was designed in which whole cells
and PHA granules were first imaged, respectively, and then, in the case of cells, measurements
were made targeting individual locations on the cell. The measured data were first evaluated
in JPK Data Processing software using the Hertzian data approximation model. This evaluation
proved to be unreliable, so a second method was devised using the directive lines obtained with
the steep parts of the "extend" curve to evaluate. Whole-cell measurement was chosen as a more
reliable measurement because it yielded smaller deviations and provided information about
the entire  surface of the cell or granule. The Rhodospirillum rubrum directive
was (—4.5+1.5) nN/um and for Rhodospirillum rubrum AphaC was (—14.1+4.4) nN/um. This
confirmed the hypothesis that Rhodospirillum rubrum cells containing PHA granules exhibit
different stiffness compared to Rhodospirillum rubrum AphaC cells without the presence
of PHA granules. The directive for isolated PHA granules was determined to be
(—9.0£1.0) nN/um. When compared with the directives of bacterial cells, it shows that the PHA
granules exhibit a stiffness that lies between that of Rhodospirillum rubrum and Rhodospirillum
rubrum AphaC.

KEYWORDS

Atomic force microscopy, Rhodospirillum rubrum, PHA granules, Poly-L-lysine, Young's
module



BLANKA, Ondiej. Vyuziti mikroskopie atomdrnich sil pii morfologické a fyzikdlné-chemické
analyze mikrobialnich bunék a bunécnych komponent [online]. Brno, 2023 [cit. 2023-05-22].
Dostupné z: https://www.vut.cz/studenti/zav-prace/detail/148952. Bakalarska prace. Vysoké
udeni technické v Brné, Fakulta chemicka, Ustav fyzikalni a spotfebni chemie. Vedouci prace
Eva Slaninova.

PROHLASENI

Prohlasuji, ze jsem bakalafskou praci vypracoval samostatné a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a Gpln¢ ocitoval. Bakalaiska prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné€ a mize byt vyuzita ke komerénim uceliim jen se souhlasem vedouciho
bakalétské prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI

Ré&d bych podckoval Ing. Evé Slaninové, Ph.D. za trpélivost a vécné rady, které mi velmi
pomohly pfi psani této bakalatské prace. Dale bych chtél pod€kovat doc. Ing. Petru Sedlackovi,
Ph.D. za odborné rady pii vyhodnocovani vysledkl,, Bc. Markété Khyrové za nauceni prace
s mikroskopem atomdrnich sil a kolegim v laboratofi, ktefi mi vzdy ochotné¢ pomohli.
V neposledni fadé mé diky patii rodiné a ptatelim, ktefi mé skrz celé mé studium podporovali.


https://www.vut.cz/studenti/zav-prace/detail/148952

OBSAH

Lo UVOD e bbbt bbbt 8
2. TEORETICKA CAST ....cccooooiiiiiiiiiiniiiieeneesseiis e 9
2.1 Modeloveé MiKrOOTZaNISINY .......voiuviriiiiiiiieitieie et 9
2.1.1 Producenti polyhydroxyalkanoatl ...........cccuveiiiiiiiiiiiiiii i 9
2.1.2 Struktura a vlastnosti polyhydroxyalkanoati ............c.ccceevviviiiininiiniciiiennn 9
2.1.3 Metabolismus polyhydroxyalkanoatl............cccceeiriiiiiieiiiiiiiiee e 10

2.2 Intracelularni granule polyhydroxyalkanoatQ............ccoceveiiiiiiiiiiiciccn 11
2.2.1 Vlastnosti intracelularnich PHA granuli..........ccccovviiiiiiiiie e, 11
2.2.2 Modely formace polyhydroxyalkanoatovych granuli.............cccocoviiiininnnnn, 12
2.2.3 Vlastnosti extrahovanych polyhydroxyalkanoatovych granuli..................... 13
2.2.4 Biologické tlohy polyhydroxyalkanodtil............coceviiiviiieniiiiciiencceeen 15
2.2.5 Metody izolace intraceluldrnich granuli ............cccooiiiiiiiiiii e, 16

2.3 Mikroskopie atomarnich Sil.........ccocveiiiiiiiiiiii e 17
2.3.1 Obecna charakteriStiKa.........ccooiiiiiiiiiiiiiici 17
2.3.2 Rezimy méteni mikroskopie atomarnich sil.........cccoooiiiiiiiiiiiiiic 17
2.3.3 Vyuziti mikroskopie atomarnich sil pfi zkoumani biologickych vzorki ....... 19
2.3.4 FiXACe VZOTKU...ccuiiiiiiiiiiic e 20

3. EXPERIMENTALNI CAST .......ccooiiiiiiiriiiniiiiinriiseseiisseiiesssssssssesssssssssssesenns 21
3.1 Pouzité chemikalie, priStroje @ OrganiSmY .........cccccverveirereenenireseeseeee e 21
311 ChemiKAlI ..ovviiiiiiiiciice s 21
312 PTISIIOJC ettt 21
3.1.3 PouZité miKroorganiSmy ........ccceecviiiiiiiiiiiieiisie e 22
3.1.4 Pouzité izolované granule polyhydroxyalkanodtli............ccccevvriiiininiiennnnn, 22

3.2 KURIVACE......ocuiiiii s 22
3.2.1 Rhodospirillum rubrum a Rhodospirillum rubrum AphaC............c.cccvenee. 22

3.3 Charakterizace bunénych Kultur ...........cccoceiiiiiiiiiii e, 24
3.3.1 Meéieni Optick€ RUSTOLY .....ooivveiiiiiiieiic e 24
3.3.2 Plynova chromatografie...........ccooviiiiiiiiiiiiiiiieee e 24

3.4 Meéteni vzorkll pOmMOCT AFM ..ot 24
3.4.1 Ptiprava podloznich SKHCEK........ccoovvriiiiiiiiiiiii 24
3.4.2 Ptiprava bakteridlnich VZOrKu..........cccooooviiieiiiiiiieice e 25
3.4.3 Pfiprava vzorkl s izolovanymi granulemi polyhydroxyalkanoatil................. 25



© N o O

R AN F 1 42 v o ) N Sl 25

3.5 Vyhodnocovani Youngova modulu z vystupl me&feni .........ccccovveerviiininnicniiiennn, 26
3.5.1 Vyhodnoceni Youngova modulu softwarem JPK Data Processing................ 26
3.5.2 Vyhodnoceni pomoci smérnic kiivek ,,extend a ,,retract™ ...........ccocoeernrnne. 26

VYSLEDKY A DISKUZE ..........cooooivimiieiieieersseeseseeseseesiesissssssssessss s sesasnessannns 27

4.1 Charakteristika ziskanych Kultur ...........ccccooiiiiiiiiii 27
4.1.1 Spektrofotometrické stanoveni blomasy........cccvveriiiiiiiiniiie e 27
4.1.2 Gravimetrické stanoveni biomasy a stanoveni PHB ............ccccccooiiiiiinnn, 27

4.2 Snimani bakterialnich kultur v kapalném prostiedi pomoci mikroskopu atomarnich sil

28
4.2.1 PHPIava VZOTKU......cooiveiiiiiiiieiice et 28
4.2.2 Optimalizace nastaveni METENT..........cvererriieiiieii e 29
4.2.3 ZISKANE SNTMKY ....ovviiiiiiiicieeee e 29
4.3 Sniméani izolovanych polyhydroxyalkanoatovych granuli pomoci mikroskopu
ALOMATTIICH ST1...iiiiiiiiii ittt b e bbb et e e nae e b e e nree s 32
4.3.1 PHIPIava VZOTKU.....ooiiuiiiiiiiiiiiesiiie sttt nae e e e s 32
4.3.2 NaStAVENT METFCN ...vviiuiiiiiiieiie ittt sttt b e sbe e b e e beesnne e e 32
4.3.3 ZISKaNE€ SNIMKY ....cccviiiiiiiiiie e 33
4.4 Vyhodnoceni Youngova MmodulU..........ccccuriiiiiiiiiiiieiiseee e 36
4.4.1 NaStaVen] METENT ......coiueiiiiiiiieiieeiee sttt e e ne e 36
4.4.2 Vyhodnoceni Youngova modulu pomoci softwaru JPK Data Processing ..... 36
4.4.3 Vyhodnoceni smérnic kiivek ,,extend a ,,retract™..........c.ccooiiiiiiiinieninnne 39
ZAVER .....oooitiitiiieiee st 42
POUZITA LITERATURA .....coooovrmirimiiiniiessisssssssesssss st sssessssssssssssos 44
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .......coooviiiiiiiirinseississesssssssssssssssssessssns 49
PRILOHLY ....coovvvoiitiitiietiees st 50
8.1 Vyhodnocené Youngovy moduly pomoci software JPK Data Processing................ 50
8.1.1 Rhodospirillum rubrum AphaC ...........ccooieii e 50
8.2 Vyhodnoceni kiivek ,,eXtend a ,,retract™.......ccooveiieiiieniie i 52
8.2.1 Vybér bodu z kiivek ,,extend* a ,,retract* pro proloZeni pfimkou.................. 52



1. UVOD

Polyhydroxyalkanoaty znamé pod zkratkou PHA jsou mikrobialni polyestery, které
se akumuluji uvnitf mikroorganismt ve form¢ intraceularnich granuli. Chemicky se jedna
0 polyestery hydroxykarboxylovych kyselin. Bakteriim, které jsou schopny produkovat PHA,
slouzi hlavé jako zasobarna energie, ale bylo také zjisténo, ze dokazi zvysit odolnost bakterii
vaci nepiiznivym podminkam (napf. vysoka teplota, pH, Uv aj.). Pokud PHA extrahujeme
Z bun¢k mikroorganismil, dosahuji podobnych vlastnosti jako bézné plasty. Jejich hlavni
vyhodou oproti béznym plastiim je jejich biodegradabilita a biokompatibilita. Momentalné
je ovSem jejich produkce finan¢né naro¢na, a proto je nutné dalsi zkoumani PHA-produkujicich
mikroorganismi s cilem zefektivnéni produkce PHA [1].

Jednou z metod, pomoci které by bylo mozné PHA-produkujici mikroorganismy zkoumat,
je mikroskopie atomarnich sil znama pod zkratkou AFM z anglického atomic force microscopy.
Tato metoda je zaloZena na pusobeni elektromagnetickych sil, které vychazi z atomii vzorku,
na velmi ostry hrot, coz se projevi jeho vychylenim a tim ziskdme informaci o struktute vzorku.
AFM se hojné vyuziva k trojrozmérnému zobrazovani povrchli a pomoci ni mizeme ziskat
i riizné vlastnosti vzorku, mezi které patii napiiklad Youngv modul ¢i adheze. Vyhodou AFM
je moznost méteni na vzduchu i v kapalném prostiedi, ve kterém si bunky mikroorganismii
a PHA granule zachovavaji svlij nativni stav. V kapalném prostiedi je nutné vzorek fixovat
na substrat, aby nedochazelo k jeho pohybu pii méfeni [2, 3].

V teoretické €asti prace jsou rozebrany vlastnosti a metabolismus PHA. Déle je zde popsana
formace PHA granuli uvnitf bunky a rozdil ve struktuie PHA granuli uvnitf a mimo bunku.
V této Casti prace jsou také zminény priklady PHA-produkujicich mikroorganismt a metody
extrakce PHA granuli z bun¢k mikroorganismu. Posledni ¢ést teoretické ¢asti prace se zabyva
jednotlivymi reZimy AFM, jeho pouzitim k méfeni biologickych vzorkl a jsou zde popsany
metody fixace vzorka v kapalném prostiedi.

Experimentalni ¢ast prace byla zaméfena na ziskani snimkt bunék Rhodospirillum rubrum,
které jsou schopny akumulovat PHA, aRhodospirillum rubrum AphaC, kter¢é PHA
neprodukuji, Vv jejich nativnim stavu pomoci AFM. Dale byla optimalizovana metoda fixace
u ptipravy vzorkd a nésledného méieni izolovanych PHA granuli pomoci AFM v kapalném
prostiedi. Posledni experimentalni ¢ast prace byla zaméfena na ziskdni Youngova modulu
pro bunky Rhodospirillum rubrum a Rhodospirillum rubrum AphaC a pro izolované PHA
granule.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Modelové mikroorganismy

2.1.1 Producenti polyhydroxyalkanoati
Rhodospirillum rubrum

Bakterialni kmen Rhodospirillum rubrum se fadi mezi grampozitivni bakterie a velikost bunek
dosahuje rozméru v rozsahu 800 az 1000 nm. Rhodospirillum rubrum patii mezi fakultativni
anaeroby, z ¢ehoz plyne, ze jako finalni akceptor elektronti vyuziva kyslik, avsak pii jeho
nedostatku dokaze tento mikroorganismus vyuzit alternativnich akceptorti elektronil, mezi které
patii naptiklad dimethylsulfoxid. Barva bakterie se méni v zavislost na bunééném cyklu. Pokud
se bakterie ve fazi rustu nachazi v prostfedi s dostatkem kysliku, je bezbarva. AvsSak
za anaerobnich podminek zapo¢ne Rhodospirillum rubrum cyklus fotosyntézy, coz se projevi
fialovym zbarvenim, jez je zpusobeno produkci pigmentl, mezi které patii napiiklad
karotenoidy. Rhodospirillum rubrum dokaze za anaerobnich podminek syntetizovat PHA,
a to predevsim jejich nejjednodussi formu, coz jsou polyhydroxybutyraty (PHB) [4, 5].

Cupriavidus necator H16

Tato gramnegativni bakterie se vyskytuje v ptidnich a sladkovodnich biotopech a dokaze
prezivat i za nedostatku kysliku. Bakterie dokaze vyuzivat jako zdroj energie organické latky
I molekularni vodik, a to bud soucasn¢ ¢i alternativné. Cupriavidus necator ziskava
molekularni vodik diky metabolické aktivité mikrobt, ktefi dokazi vazat molekularni dusik.
Schopnosti vyuzivat vodik jako zdroj energie disponuje Cupriavidus necator H16 diky
pfitomnosti enzymut hydrogendz, které katalyzuji oxidaci molekuly Hz, coz slouzi organismu
jako zdroj energie a redukénich ¢inidel. Cupriavidus necator H16 je dale schopna vyuzit jako
finalni akceptory elektronti pii nedostatku kysliku i dusikaté latky, mezi které patii dusitany
a dusi¢nany [6].

Cupriavidus necator patii mezi nejvétsi producenty PHA. Dosahuje taktéz vysokych vytézka
SCIPHA, které mohou ¢init az 90 % celkové hmotnosti vysusené buriky, coz taktéz zpisobuje
vysoky vynos biomasy. Schopnost Cupriavidus necator akumulovat PHB ve formé
intracelularnich granuli je ovlivnéna pouze dostatecnym zdrojem uhliku, nedostatek kysliku
a dalsi faktory se projevuji jako faktory limitujici riist organismu. Za samotnou syntézu PHB
zodpovida nékolik druhii enzymi. PHB syntaza (PhaC1l) nejprve katalyzuje polymerizaci 3-
hydroxybutyryl-CoA. Nasleduje enzym p-ketothiolaza (PhaA) katalyzuje kondenzaci dvou
molekul acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA. Ttetim enzymem je NADPH-dependentni
acetoacetyl-CoA reduktaza (PhaB), ktera katalyzuje redukci acetoacetyl-CoA na 3-
hydroxybutyryl-CoA [6, 7].

2.1.2 Struktura a vlastnosti polyhydroxyalkanoati

Polyhydroxyalkanodty (PHA) jsou syntetizovany fadou mikroorganismd. Jedna
se 0 mikrobialni polyestery, které se v buitkach akumuluji ve form¢ intracelularnich granuli.
Chemicky se jedna o alifatické fetézce tvofené monomery (R)-3-hydroxy mastnych kyselin,
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kde R znac¢i uhlovodikovy zbytek. Vyslednou strukturu lze pozorovat na Obrazku 1. PHA
fetézce se taktéZ chovaji jako opticky aktivni latky [1].

]
O—CH C

CH
L (CH2)7 JX

Obrazek 1: Obecna struktura PHA [1]

K polymerizaci dochazi diky vytvoreni esterové vazby mezi karboxylovou skupinou jednoho
monomeru a hydroxylovou skupinou druhého monomeru. Kvtili stereospecifit¢ enzymd, které
produkuji PHA, se vSechny doposud zndmé PHA vyskytuji v R-konfiguraci na uhliku
s navazanou hydroxylovou skupinou, avsak u nékterych PHA se chiralita nevyskytuje.
Pfitomnost chirdlniho centra ve struktufe PHA znemoziuje jejich snadnou chemickou
syntézu [1, 8].

Z hlediska délky postranniho fetézce v monomeru lze PHA klasifikovat do tfi skupin. PHA
s fetézcem tvofenym 3 az 5 uhliky patii mezi PHA s kratkym fetézcem (SCIPHA) a jsou
produkovany naptiklad bakterii Ralstonia eutropha. Mezi PHA se stiedné dlouhym fetézcem
(mcIPHA) se fadi PHA s 6 az 14 uhliky. Poslednim skupinou jsou PHA s dlouhym fetézcem
(IcIPHA), u nichz je fetézec tvofen 15 a vice uhliky. Zatimco SCIPHA vykazuji vyssi teplotu
tani a podobné znaky jako b&zné plasty, mcIPHA maji nizsi teplotu tani a svymi vlastnostmi
spiSe pfipominaji gumy ¢i elastomery. PHA se vyznacuji vysokou variabilitou své struktury,
jelikoz enzymy syntetizujici PHA se vyznacuji nizkou substratovou specifitou, a proto mohou
byt PHA tvofeny az 150 riznymi hydroxyalkanovymi kyselinami. O homopolymer se jedna,
pokud je obsah jednoho typu monomeru vétsi nez 99 %. P3HB se vyznacuji svoji teplotni
stabilitou a mechanickymi vlastnostmi. U mcIPHA se ve v§ech piipadech jedna o kopolymery,
jelikoz vzdy obsahuji 1 jiny monomer. Vyhoda kopolymerli je moznost modifikace jejich
vlastnosti riznymi kombinacemi monomert. Kopolymery byvaji nejcastéji kombinovany s jiz
zminénym P3HB, ktery je nejcastéji vyuzivanym polyhydroxyalkanoatem. Piikladem miiZe byt
zakomponovani 3-hydroxyvaleratu do struktury 3-hydroxybutyratu za vzniku kopolymeru
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat), jez vykazuje niz$i teplotu tani a nizsi
krystalickou strukturu oproti poly(3-hydroxybutyratu) (P3HB). Postranni fetézce PHA mohou
obsahovat rtizné funk¢ni skupiny, mezi které patfi dvojna a trojné vazba mezi atomy uhliku,
atomy halogenu nebo aromatickd jadra. Funkéni skupiny lze zainkorporovat do postranniho
vlastnosti PHA se fadi jejich biokompatibilita a biodegradabilita, diky kterym maji pfedpoklad
k moznému budoucimu vyuziti ve form¢ bioplasti nebo v tkanovém inzenyrstvi
[9, 10, 11, 12, 13].

2.1.3 Metabolismus polyhydroxyalkanoatii

Syntéza PHA probihd v cytosolu mikroorganismii pomoci enzymatickych reakci. Jedna
se 0 n¢kolika krokovou reakci, pii které nejcastéji vznikaji SCIPHA, z nichz nejvice vznika
PHB, a dale mohou vznikat v mensim mnozstvi mcIPHA. Prvnim krokem reakce je kondenzace
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dvou molekul acetyl-CoA katalyzovana enzymem f-ketoacyl-CoA thiolazou (PhbA) za vzniku
acetoacetyl-CoA. Vznikly acetoacetyl-COA je V nasledujicim kroku redukovan ucinkem
enzymu acetoacetyl-CoA reduktazy (PhbB), jejiz u¢innost se odviji od ptitomnosti NADPH,
zavzniku (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. Vznikly (R)-3-hydroxybutyryl-CoA je nasledné
polymerizovan uc¢inkem enzymu P(3HB) polymerazou (PhbC) za vzniku PHB [1, 14].

ACP+CO» Phal
(R)-3-hydroxybutyryl-CoA Syntéza \ a

Enoyl-ACP [ Mastiyeh ) 3y oc00cviACP

l(;yselil'l 3-ketoacyl-
€ novo ACP reduktaza

s Thioesteraza ________ ,
! Zdroj uhliku L
| 1
Elsys. octova cukry Mastné kyseliny
-\ /
|
1
Acetoacetyl-CoA 5L — Acetyl-CoA
i
1
i Acyl-CoA
1
i Malonyl-CoA Kys. akrylova
NADPH !
\ i B-oxidace
PrbB ' 3-ketoacyl-CoA mastnych | Enoyl-CoA
: / : ' kyselin
NADP* : Malonyl-ACP !
'
Acyl-ACP !
A \ | (S)-3-hydroxyacyl-CoA
Triclosan ! K
I
!
1

PhbC (R)-3-Hydroxyacyl-ACP  (R)-3-hydroxyacyl-CoA ————
PhaG Skl
PHB MCL-PHA

Obrazek 2: Schéma syntézy PHB [1]

Na Obrazku 2 lze pozorovat schéma syntézy PHB. Acetyl-CoA potiebny k syntéze PHB
ziskava buika z cukr, kyseliny octové nebo ze syntézy mastnych kyselin. Mikroorganismy
mohou ovSem také syntetizovat i MCIPHA. Jako substrat k jejich syntéze slouzi (R)-3-
hydroxyacyl-CoA, ktery buika ziskava oxidaci enoyl-CoA, ktery vznikl f-oxidaci mastnych
kyselin, katalyzovanou enzymem enoyl-CoA hydratazou (PhaJ) za vzniku (R)-3-hydroxyacyl-
CoA o ruzné délce uhlikatého fetézce. Druhym zpuisobem zisku (R)-3-hydroxyacyl-CoA
je pteménou (R)-3-hydroxyacyl-ACP vzniklého biosyntézou mastnych Kkyselin pomoci
transacylazy PhaG, ktera katalyzuje pienos (R)-3-hydroxyacylu z thioesteru (ACP) na CoA
opét za vzniku (R)-3-hydroxyacyl-CoA. Vznikly (R)-3-hydroxyacyl-CoA je nasledné
polymerizovan enzymem PhaC za vzniku mcIPHA [1].

2.2 Intracelularni granule polyhydroxyalkanoati
2.2.1 Vlastnosti intracelularnich PHA granuli

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.1.1, PHA se v organismech, které jsou schopny je produkovat,
akumuluji ve formée intracelularnich granuli. Ve vyzkumu z roku 2016 bylo zjisténo, ze granule
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PHA neobsahuji in vivo na svém povrchu fosfolipidy. Povrchové vrstva PHA granuli je dle
studie tvofena vrstvou proteint. Povrch PHA, ktery je hydrofobni, byva ¢astecné v kontaktu
s cytoplazmou, a jelikoz se PHA granule Casto akumuluji pfi pdlech buiiky muze dojit
i ke kontaktu s cytoplazmatickou membranou. Pravé diky akumulaci PHA granuli pobliz
cytoplazmatické membrany mtize dojit k navazani fosfolipidii na jeji povrch, coz vysvétluje

vvvvvv

~><_, PHB polymer

PHB depolymeraza

PHB syntaza

PhaM
PhacR

PGAPs neznamé funkce

PhaP1

dalsi PhaPs

00020 @® O

Obrazek 3: Model granule PHB in vivo [15]

2.2.2 Modely formace polyhydroxyalkanoatovych granuli

Vznik PHA granuli je popsan pomoci n¢kolika modelti, mezi které patii ,,pucici® model,
»scaffold” model a ,,micelovy* model.

»Pucici® model vychazi z predpokladu, ze se PHA granule zacinaji formovat v blizkosti vnitini
strany membrany nebo pfimo na ni. Jakmile zapo¢ne riist PHA granule, dojde k obklopeni PHA
membranou. Po dosazeni urcité velikosti granule dojde k odtrZeni i s kusem membrany. Tento
model ovSem piedpoklada, Ze se v povrchové vrstvé PHA granuli vyskytuji fosfolipidy,
coz bylo nékterymi studiemi vyvraceno [15, 16].

»caffold model tvrdi, Ze v buiice jsou obsaZeny molekuly, které slouzi pfi formaci PHA
granuli jako ,leSeni“. Na toto ,,leSeni®, jehoz chemickd struktura nebyla doposud zjiSténa,
se navaze PHA syntaza a zapocne syntézu PHA, které se budou akumulovat na povrchu
»leseni“. Jelikoz dle ,,scaffold* modelu neni k formaci PHA granuli potfeba cytoplazmaticka
membrana, je umisténi PHA granuli v bufice zavislé pouze na povaze a umisténi ,,leSeni*
Vv bunce pted zapoc¢nutim formace [17].

Poslednim znamym modelem formace PHA granuli je ,,micelovy* model, dle které¢ho jsou PHA
granule formovany pfimo v cytoplazmé, a to diky agregaci vzniklych PHA fetézct, které maji
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nasvém povrchu kovalentné¢ vazané PHA syntazy. Daéle tento model predpoklada,
ze se v cytoplazmatické membrané vyskytuji nahodné rozmisténé PHA  syntazy,
ato i pfed zapo¢nutim formace granule. Z tohoto divodu neni nutnd pfitomnost zadného
molekularniho ,,leSeni“. Dle vysledku studii tohoto modelu vyplyva, ze se v rané fazi syntézy
PHA vyskytuji dlouhé tetézce PHA navdzané k PHA syntdzdm. Takto spojené molekuly
nasledné agreguji a vytvareji granulovitou strukturu, které dosahuji rozméri 100 az 250 nm.
U vzniklych granuli se hydrofobni fetézce PHA vyskytuji uvniti granule, zatimco hydrofilni
PHA syntaza se objevuje na povrchu granule a vytvaii tak jeji obal [18, 19].

2.2.3 Vlastnosti extrahovanych polyhydroxyalkanoatovych granuli

Molekuly PHA si v intracelularnim prostoru zachovavaji amorfni charakter a nachazi
se Vv buiice ve form¢ ve vod¢ nerozpustnych granuli, avSak pii jejich extrakci mimo buiiku
se jejich struktura preméni na krystalickou s 55 az 80% krystalinitou. Samotna krystalizace
PHA probiha pomoci nékolika krokového procesu, béhem kterého se teplota PHA musi
pohybovat mezi jejich teplotou skelného prechodu a teplotou tani. Molekulova struktura PHA
a podminky, které byly pouzity béhem krystalizace, ovliviiuji morfologii vzniklého krystalu,
diky této skute¢nosti je mozné ziskat za rozdilnych podminek odlisné krystalové struktury PHA
[20, 21].

Krystaly PHA mohou mit rizny tvar. Prvni krystalickou formou PHA je monokrystal.
Této struktury nabyvaji krystaly PHB. K ziskani monokrystalu byl rozpustén PHB v roztoku
chloroformu s methanolem v objemovém poméru 1:7, aby koncentrace PHB dosahla
0,25 mg/ml. Pfi teploté 60 °C doSlo ke zformovani monokrystalu, jehoZ struktura byla tvofena
kvadry, které pfipominaji latky, diky ¢emuz se tato struktura nazyva jako latkovita. Siika
vzniklého monokrystalu ¢inila 0,3 um a jeho délka byla 5-10 pm. Monokrystal PHA byl taktéz
ziskan z poly-3-hydroxyvaleratu (P3HV), ktery byl pfipraven pomalym ochlazovanim jeho
0,025 hm% roztoku ve smési chloroformu a methanolu. Morfologie krystalii byla nasledné
zkoumana pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM), ktera prokazala strukturu monokrystalu
o pfiblizném tvaru ¢tverce 2—4 pm, jehoZz tloustka ¢inila 5-6 nm. Objemovy pomér roztoku
chloroformu s methanolem ovliviioval morfologii vzniklého krystalu, a to konkrétné velikost
a pravidelnost struktury. Pti pouziti roztoku chloroformu s methanolem v objemovém poméru
1:49 dochézelo ke sniZzeni morfologické pravidelnosti a vyskytu spiralnich dislokaci. PouZiti
roztoku chloroformu s methanolem v objemovém poméru 1:99 zpusobilo vznik mensich
krystall bez dislokaci. Strukturu monokrystalu PHV lze pozorovat na Obrazku 4 [21, 22, 23].
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Obrazek 4: Ziskané snimky monokrystalu PHV pomoci AFM; A) pravotociva dislokace B)
levotociva dislokace [21]

Druhym druhem krystalové morfologie PHA jsou sférolity, které zaroven patii mezi nejcastéjsi
krystalickou formu polymera. Sférolity vznikaji pti prudkém ochlazeni koncentrované taveniny
PHA nebo vysrazenim z koncentrovaného roztoku. Vysledna struktura sférolitu je tvorena
fadou vrstev. Ve struktufe sférolitu se nachazi molekulovy fetézec, jenz je kolmy k radidlnimu
sméru. Rychlost tvorby sférolitu se pti konstantni teploté neméni. Pii pouziti techniky roztaveni
PHA a jejich naslednému ochlazeni nedochazi k vytvareni velkého mnozstvi krystalizacnich
jader. Kvuli této skute¢nosti probiha krystalizace pomoci této metody pomalu. Ve studii z roku
2021 bylo zjisténo, ze sférolity mohou byt tvofeny homopolymery poly(3-hydroxy-2-
methylbutyratu) P(3H2MB) i jeho kopolymery, z nichz kopolymer P(80 mol% 3H2MB-co-
3HB) krystalizuje rychleji neZ homopolymer PHB. Zména krystaliza¢ni teploty ovliviiuje
vyslednou morfologii krystalu, jelikoz pfi jejim zvySeni dochazi k preméné paskovitych
sféroliti na nepaskovité, coz je zptisobeno torzi mezi lamelami a periodickym rastem krystalku,
diky které se zvySujici teplotou nariistd vzdalenost mezi paskovanymi sférolity. Tuto pfeménu
1ze pozorovat na Obrazku 5 [21, 24].

Obrazek 5: Krystaly PHB vzniklé krystalizaci za konstantni teploty a) 100 °C b) 120 °C [21]

(13

Dal$i moznou strukturou krystali tvofenych PHA je ,shish-kebab* struktura, ve kterém
je molekulovy fetézec PHA orientovan ve sméru toku a po jeho nasledném narovnani
je vytvorena ,,shish-kebab* struktura. Retézce polymeru krystalizuji kolmo na nukleaéni jadro,
coz je mozné diky nizké nukleacni bariéte, a vytvaieji tak ,,shish-kebab* strukturu. Tvorba
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,»shish-kebab® krystali mize byt ovlivnéna né€kolika faktory, mezi které patfi intenzita toku
a molekulova hmotnost, pfi jejichz navyseni dochazi k podpofte tvorby ,,shish-kebab* krystali.
,»Shish-kebab“ krystaly je mozné ptipravit rozpusténim PHB v chloroformu, kde koncentrace
PHB ¢ini 0,5 w/v%. Dal§im krokem je vytvofeni tenkého filmu PHB, ¢ehoZ je dosazeno
zahtatim smési na 60 °C, ¢imz se Upln€ odpafi chloroform. ,,Shish-kebab* struktura tvorena
zPHB se nasledn¢ formuje po dobu 8-16 hodin. Vyslednou strukturu je mozné vidét
na Obrazku 6 [21, 25].

Obrazek 6: TEM snimek shish-kebab struktury PHB [21]

2.2.4 Biologické ulohy polyhydroxyalkanoati

PHA granule slouzi buiice primarné jako zasobdrna piebyte¢né¢ho uhliku, avSak nejedna
se 0 jejich jedinou funkci. U bun¢k produkujici PHA granule byla pozorovana vyssi odolnost
vici stresovym faktoram [26].

Ve vyzkumu profesora Obruci bylo zjisténo, Ze bunky bakterie Cupriavidus necator obsahujici
PHA disponuji mechanismem, ktery je brani pied nizkymi teplotami. Buiiky, které obsahovaly
nizkych teplotdich mély molekuly PHB stale své flexibilni vlastnosti. Diky této skutecnosti
by granule PHA mohly zabranovat tvorb¢ intracelularni ledovych krystald, které by poskodily
buiky a zplsobily jejich smrt. Tato hypotéza byla dile podpofena zjiSténim, Ze bunky
obsahujici PHA dokazi mnohem lépe transportovat vodu pfes membranu nez buiiky bez PHA,
coz snizuje tvorbu vnitrobunéénych ledovych krystala [27].

Mezi dalsi stresovy faktor, pred kterym jsou PHA schopny buiiku ochranit, patii osmoticky Sok.
Pfi vystaveni bunék hypertonickym podminkdm doslo u bunék, které neobsahovaly PHA,
k plazmolyze, jez zpusobila poskozeni membrany, pies kterou nasledné dochazelo k uniku
cytoplazmy. Oproti tomu buiiky obsahujici PHA byly schopny zabranit Gniku cytoplazmy tim,
ze PHB granule ucpaly otvory v membrané, ¢imz ji dokazaly ¢astecné opravit. PHB granule
toho byly schopny diky tomu, ze vykazovaly vlastnosti podobné kapalin€. Buiiky obsahujici
PHA byly po vystaveni hypertonickym podminkdm méné¢ dehydratované a nedochazelo u nich
k vyraznym zménam pH uvnitf buniky na rozdil od bun¢k bez PHA, diky ¢emuz byly PHA
obsahujici buniky schopny hypertonickym podminkam odolat [28].
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2.2.5 Metody izolace intracelularnich granuli

24

Extrakce PHA zbunék je finanéné¢ nejnaro¢néjsi cast jejich pramyslové vyroby,
coz momentalné brani velkovyrobé z nich produkovanych materiali. Bylo patentovano n¢kolik
ruznych metod extrakce PHA z bunck, avSak vSechny tyto metody maji podobné kroky.
Nejprve je nutné zakoncentrovat buriky, ¢ehoz lze dosahnout pomoci centrifugace, filtrace
s kfizovym tokem nebo flokulace. Pro izolaci PHA ze zakoncentrovanych bun¢k existuji dveé
metody, mezi které patii extrakce na vodni bazi a extrakce na bazi rozpoustédla [1].

Pti pouziti extrakce na bazi rozpoustédla je nejprve zakoncentrovand biomasa vysusena
a samotna extrakce je nasledné provedena pomoci organickych rozpoustédel, jako je naptiklad
chloroform, které¢ rozpusti bunku na jednotlivé bunécné komponenty, jez jsou filtraci
odstranény a PHA jsou z roztoku vysrazeny pomoci studené¢ho ethanolu ¢i methanolu. Délka
fetézce PHA ovliviiuje jejich rozpustnost v riznych rozpoustédlech. Zatimco pro rozpousténi
SCIPHA jsou nejvhodnéjsi rozpoustédla obsahujici atomy chloru, mezi které patii napiiklad
chloroform, mcIPHA lze rozpustit ve vétsi fadé rozpoustédel, do kterych patii naptiklad aceton
[1, 29].

Mezi dal$i moznosti ziskani PHA z bunck se tadi chemicka digesce. Jako rozpoustédlo
Ize pouzit napiiklad NaClO nebo NaOH, z ¢ehoz by NaOH mohlo byt ekologi¢téjsi variantou
oproti organickym rozpoustédlim. Pouzitim téchto rozpoustédel je mozné dosahnout vysokych
vytézkl s vysokou distotou, ¢ehoz bylo vyuZzito ve vyzkumu z roku 2022. Pii pouziti 0,3 M
NaOH ¢inil vysledny vytézek PHA z Cisté biomasy 88 % ajeho Cistota dosdhla 57 %.
Oproti pouziti NaOH byly pomoci digesce lyofilizované biomasy 9% roztokem NaClO ziskany
PHA s Cistotou piiblizn€ 99 % a vytéZzkem okolo 90 %. Nevyhodou pouziti NaClO je moZnost
tvorby toxickych halogenovych sloucenin, které by mohly predstavovat problém pfi jejich
vyuziti [30].

Alternativou k extrakci pomoci rozpoustédla je enzymaticka digesce. Mezi pouzivané enzymy
se fadi proteolytické enzymy, které jsou schopny velmi dobie rozpoustét proteiny, av§ak mize
dojit k castecné degradaci PHA. Bunécna suspenze obsahujici PHA je nejprve zahtata, nasledné
jsou pfidany enzymy, které zpiisobi hydrolyzu. Po hydrolyze je vzorek oSetfen povrchoveé
aktivni latkou a k jeho odbarveni se pouziva peroxid vodiku. K zahajeni hydrolyzy lze vyuzit
napiiklad enzymy bromelain a pankreatin. Pfi pouZiti bromelainu béhem izolace PHB z bunck
Cupriavidus necator H16 lze ziskat vzorky s 88,8% obsahem PHB o ¢istoté 59,1 %. Pii vyuziti
pankreatinu, ktery i cenové vyhodnéjsi, byl po izolaci obsah PHB 90,3 % a vykazoval
62,2 % cistotu [31, 32].

PHA je dale moZné izolovat mechanickou disrupci, kterd je rozd€lena do dvou odvétvi.
Pti vyuziti kulového mlynu dochazi k vyuziti pevného stfihu. Zaklad kulového mlynu tvofi
valcova mleci komora, uvnitf které se nachazi soustiedny valec s nastavitelnou rychlosti toceni.
Smés bunck je do pfistroje pfivadéna zespoda a nasledné prochdzi vzhiiru prstencovitou
mezerou mezi statorem a rotorem, kde dochazi k rozruseni bunék. Druh4 metoda mechanické
izolace vyuziva kapalinového stfihu a Ize ji provadét pomoci vysokotlakého homogenizatoru.
Vysokotlakd homogenizace funguje na principu objemového Cerpadla, které pod vysokym
tlakem protlacuje bunky skrze dvé paralelni $térbiny, coz zplsobuje vznik dvou paralelnich
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proudt tekutiny, které narazely na vertikalni desku, proudily proti sob¢€, coz zptlisobilo jejich
rekombinaci a nasledn¢ byly vytlaceny z piistroje ven. Optimalni teplota pro naruseni bunék
se u této metody pohybovala okolo 25 °C. Nevyhodou vysokotlakého homogenizatoru je jeho
nizka ucinnost pfi nizkych koncentracich a jeho ¢asté ucpavani [31].

2.3 Mikroskopie atomarnich sil
2.3.1 Obecna charakteristika

Mikroskopie atomarnich sil (atomic force microscopy — AFM) patii mezi mikroskopické
techniky slouzici k trojrozmérnému zobrazovani povrchii. Metoda je zaloZena na pilisobeni
elektromagnetickych sil atomarniho ptivodu vzorku na hrot pfipevnéném na nosniku, ktery
se taktéz nazyva ,,cantilever* ¢i raménko s hrotem. Béhem méfeni se velmi ostry hrot pohybuje
nad vzorek a bud’ se jej primo dotyka, nebo se nad nim pohybuje v urcité vysce. Hrot je pomoci
atomarnich sil na povrchu vzorku pfitahovan nebo odpuzovan, coz se projevi vychylenim
nosniku, coz je nasledné zaznamenano na detektoru a je ziskdvan obraz povrchu vzorku bod
po bodu. Na hrot mohou pusobit rizné sily, mezi které patii van der Waalsovy sily, jez jsou
schopné interagovat s hrotem i na vétsi vzdalenost, a repulzivni sily plynouci z Pauliho principu
vylucnosti, které plisobi pouze pti dotyku hrotu se vzorkem. Mezi dal§i komponenty AFM patii
laser, ktery vyzatuje laserovy paprsek na nosnik, ze které¢ho je odrazen na fotodiodu, ktera
slouZzi jako detektor a je rozdélena na 4 kvadranty. Schéma AFM lze pozorovat na Obrazku 7

[2, 3].

Detektor
Regulace zpétné vazby

Fotodioda
4_segmentova

Laser

Raménko s hrotem

Povrch vzork
PZT skener
(Piezoelektricka
trubice)

Obrazek 7: Schéma AFM

2.3.2 Rezimy méreni mikroskopie atomarnich sil
Kontaktni reZim

Dotykovy rezim je zalozen na velmi blizkém kontaktu hrotu se vzorkem. Pfi této vzdalenosti
plisobi na hrot sily odpudivé, které dosahuji hodnot okolo 10" N. Bé&hem tohoto rezimu miize
dojit k poskozeni vzorku hrotem, pokud nosnik vykazuje vyssi tuhost nez tuhost atomt vzorku
drzicich pohromadé. Na interakci mezi hrotem a vzorkem se podili jen malé mnoZstvi atomi
hrotu, avSak zbytek hrotu je ovlivilovan nezadoucimi dalekodosahovymi silami. Méteni

je mozné provadét ve dvou rezimech [2, 33].
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Prvnim rezimem je rezim s konstantni vySkou. Tento rezim vyuziva nastavené konstantni
vysky, zatimco dochazi ke zménam sil, které jsou zptisobeny povrchem vzorku, coz zptisobuje
vychyleni nosniku. K uréeni vzdalenosti od povrchu se pouziva sila, kterd zpisobila vychyleni
hrotu. Tento typ méteni je vhodny pro skenovani vzorkii s malymi vyskovymi rozdily, jelikoz
neni vyzadovana zpétna vazba. AvSak u vzorktl, u kterych se objevuji vétsi vysSkové rozdily
muze dojit ke srdzce hrotu s povrchem vzorku, coz mtize poskodit povrch vzorku nebo znicit
samotny hrot. Diky rychlosti skenti 1ze tuto metodu vyuzit ke skenovani biologickych vzorkd,
u kterych dochazi k rychlym zménam struktur [33].

Druhym rezimem je rezim s konstantni silou. Béhem této metody je udrzovano konstantni
ohnuti nosniku a ke skenovacimu pohybu se ptiddva posun vzorkem ve sméru osy z.
Tento rezim je pouzivan Castéji, jelikoz nedochazi k zavislosti prohnuti nosniku na kapilarnich
silach. Nevyhodou tohoto rezimu je neustaly kontakt hrotu se vzorkem, kvili kterému vznikaji
tieci sily, které mohou poskodit povrch vzorku. Tento rezim je oproti rezimu s konstantni

wewvr

Bezkontaktni reZim

Kvili obavam z mozného poruSeni vzorku pfimym stykem hrotu se vzorkem, byl vyvinut
bezdotykovy rezim. Hrot se pii této metodé pohybuje ve vzdalenosti 1-10 nm nad povrchem
vzorku, coz zpusobuje, Ze na néj pusobi pouze van der Waalsovy sily, které se pohybuji fadové
v 1012 N. Pro bezdotykovy rezim je nutné zvolit nosnik, jenz vykazuje dostate¢nou pruznost,
ale je zaroven tuhy, aby se nezachytaval na povrchu vzorku. Pii bezdotykovém rezimu dochazi
k rozkmitani nosniku v oblasti jeho prvni rezonanc¢ni frekvence. Pro méfeni je nutné vhodné
zvolit amplitudu kmitdni, aby bylo zabrdnéno kontaktu hrotu se vzorkem. Vyhodou
bezkontaktniho rezimu je téméf nulova tvorba trecich sil, v disledku ¢ehoz nedochézi
k naruseni povrhu vzorku. Avsak kvuli tomu, ze se hrot pfimo nedotyka vzorku, nelze ziskat
snimky se stejné vysokym rozliSenim jako v ptipadé pouziti kontaktniho rezimu [2, 33]

Semikontaktni reZim

Poklepovy reZzim vznikl jako kombinace dotykového a bezdotykového rezimu a jeho cilem
je snizeni vlivu hrotu na vzorek a jeho optimalizace rozliseni. Béhem tohoto rezimu hrot
osciluje nad povrchem vzorku a pohybuje se skrz silovy gradient nad jeho povrchem, diky
cemuz mize dojit ke kontaktu hrotu s povrchem vzorku. Pfi vhodném nastaveni pfistroje
je kontakt se vzorkem jen velmi kratky a snizuje se tedy riziko poskozeni vzorku. V disledku
interakce hrotu s povrchem vzorku dojde ke snizeni amplitudy oscilace hrotu a fazovému
posunu, pomoci ¢ehoz ziskame informaci o povrchové topografii vzorku. Pfi vyuZiti
semikontaktniho reZimu je vhodné pouzit m&k¢i hroty, aby se sniZilo riziko poSkozeni vzorku.
Rezim je taktéz optimalizovan tak, aby pii pohybu hrotu do strany nebyl hrot v kontaktu
se vzorkem, coZ zabraituje moznému poSkozeni vzorku. Rezim byva vyuzivan hlavné kvili
vysokému rozliSeni snimku, nizkému riziku naruseni vzorku a moznosti pouziti na vzduchu
I ve vodném prostiedi [2, 33, 34].
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Kvantitativni zobrazovaci reZim (Quantitative Imaging QI™)

Kvantitativni zobrazovaci rezim patfi mezi moderni reZimy méfeni. Béhem méfeni jednoho
pixelu dochazi ke kontaktu hrotu se vzorkem pouze jedenkrat, coz snizuje riziko poskozeni
vzorku. Béhem méfeni se hrot pfiblizuje k povrchu vzorku, dokud nedosahne ur€ité sily
a nasledné se hrot oddali. Software reZimu dokéZe z namétenych dat vypocitat adhezi, Younglv
modul a dalsi parametry vzorku. Diky svym vlastnostem lze tento rezim vyuzit ke skenovani
mikroorganismi na vzduchu i ve vodném prostiedi [35].

2.3.3 Vyuziti mikroskopie atomarnich sil pfi zkoumani biologickych vzorki

AFM je hojn€ vyuzivana pfi studiu morfologie mikroorganismii diky tomu, Ze poskytuje
povrchovou topografii vzorku. Buniky mikroorganismu Ize pomoci AFM pozorovat vysusené,
ale taktéz ve vodném prostfedi nebo pufru, kde 1ze ziskat snimky bunék v jejich pfirozeném
stavu [36].

Pfi méfeni bunék pomoci AFM na vzduchu je nejprve nutné vzorky vysusit, ¢ehoz
Ize dosahnout pomoci vzduchu ¢i dusiku. VysuSené vzorky mikroorganismi dosahuji vysoké
tvrdosti, diky které nedochdzi pii skenovani pomoci AFM k vyznamnym topografickym
zmé&nam na povrchu vzorku [36].

Ve studii zroku 2016 bylo vyuzito AFM k pozorovani defekti na povrchu bunék
Klebsiella pneumoniae, které byly zpisobeny antimikrobialnim peptidem caerinem. Bunky
byly skenovany dotykovym rezimem. I kdyZ kontaktni rezim mohl zpusobit vétsi poskozeni

vzorku, u pozorovanych vzorku variabilita jejich poskozeni naznacovala, Ze naruseni bunééné
stény bylo zpisobeno antimikrobialnim peptidem a vliv hrotu AFM nebyl tak signifikantni.
Ziskané snimky lze vidét na Obrazku 8 [37].

Obrazek 8: Buiiky Klebsiella pneumoniae ponotené do 6 uM caerinu po dobu: a) a b)
67 minut; c) a d) 85 minut; e) a f) 120 minut; g) a h) 173 minut [37]

Hlavni vyhodou pouziti AFM pii zkoumani bun€k ve vodném prostiedi ¢i pufru, je moznost

pozorovani zivych bun€k v redlném case. Diky této skuteCnosti lze zkoumat mikrobialni

wvewvr
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na vzduchu, jelikoz ve vodném prostiedi dochazi k pohybu bun¢k, a proto je nutné vzorek
zafixovat [36].

2.3.4 Fixace vzorku

Pro ziskani kvalitnich snimki bunék pomoci AFM je nutné zvolit vhodnou formu fixace. Hlavni
nevyhodou biologickych vzorkt je jejich tuhost a pruznost, kviili které je obtizné skenovat
vzorky ve vodném prostiedi [3].

Mezi povrchy, které jsou vhodné pro naneseni vzorkd, se fadi sklo, kiemenné sklo, slida a zlato,
protoze se na jejich povrch dokazi vzorky uchytit pomoci fyzikalni adsorpce nebo chemické
fixace. Pii imobilizaci biologickych preparati se nejcastéji pouziva slida, jeji povrch
je na atomarni trovni plochy, coz umoziuje snadnou adsorpci vzorku. Fixaci pomoci slidy 1ze
ziskat snimky biomolekul s vysokym rozliSenim, avSak tato metoda neni vhodna pro velké
vzorky, mezi které patii bakterie, protoZe kontaktni plocha je prili§ mala, coz by vedlo k jejich
snadnému odtrZzeni pifi kontaktu s hrotem. Pevné fixace na specificky substrat Ize dosdhnout
vysusenim bunék, avSak pii této metod¢é dochazi ke ztraté vody uvniti organismu, coz vede ke
snizeni zivotaschopnosti bun¢k. Vzorky lze taktéz zafixovat pomoci kovalentnich vazeb mezi
vzorkem a nosi¢em nebo pouZiti sitovacich c¢inidel, jako je napiiklad glutaraldehyd.
Pti kovalentni fixaci je vzorek pevné navazan na nosi¢ a nedochazi tak k odtrzeni vzorku
od povrchu pfi kontaktu s hrotem a vysledny snimek dosahuje vysokého rozliseni, avSak pii
tvorbé kovalentnich vazeb mezi nosi¢em a mikrobidlni buikou dochazi k denaturaci
¢i kontaminaci mikrobialni bunéc¢nych stén, coz snizuje zivotaschopnost bunky [3].

Mezi dalsi metody fixace bunék patii imobilizace pomoci polykationtd, jako je naptiklad poly-
L-lysin (PLL). Jeho kladné néaboje na koncich fetézcl interaguji se zapornymi naboji
na povrchu mikrobidlni buniky. Ve studii z roku 2010 byla skli¢ka obalena tenkou vrstvou PLL,
na niz byla nasledn¢ nanesena kapka bakteridlni suspenze a po 30 minutach inkubace byla
suspenze opatrné smyta pomoci pufru PBS anésledné vném bylo sklicko ulozeno
az do skenovani pomoci AFM, které probihalo v destilované vodé. U PLL dochazelo pfi méteni
pomoci AFM k obcasnému odtrzeni bun€k od povrchu, ale i1 pfesto byla imobilizace pomérné
uspésna a nedochazelo pii ni k naruseni bakterialni struktury [38].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni ¢asti byla optimalizace postupu méfeni buné€k a izolovanych PHA granuli
pomoci mikroskopie atoméarnich sil v kapalném prostiedi. Hlavnim  cilem  prace  bylo
provedeni sady méfeni na bunkach Rhodospirillum rubrum produkujicich PHA,
Rhodospirillum rubrum AphaC neprodukujicich PHA a naizolovanych PHA granulich.
Posledni ¢ast této experimentalni prace se vénovala optimalizaci vyhodnocovani Youngova
modulu pruznosti z namétenych dat a diskuze rozdilti mezi jednotlivymi zkoumanymi vzorky.

3.1 Pouzité chemikalie, pristroje a organismy
3.1.1 Chemikalie

Agar (Himedia)

Biotin (Sigma Aldrich Inc.)

CaCly-2H20 (Lach-ner)

CH3Cl (Penta)

Isopropylalkohol (Penta)

KCI (Lach-ner)

KH2PO4 (Lach-ner)

Kyselina benzoova (Lach-ner)

MgSO4-7H20 (Lach-ner)

MOPS (VWR Life Science)

NaCl (Lach-Ner)

Na2HPO4-2H20 (Lach-ner)

NaOH (Lachema)

Poly-L-lysine hydrobromide (P6282, Sigma Aldrich Inc.)
SYN salts

Yeast extract powder (Himedia)

3.1.2 Pristroje

Analytické vahy, Boeco

Bruker/JPK NanoWizard 4 AFM

Laboratorni sklo a bézné vybaveni laboratote
Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments

Magneticka michacka MMS-3000, Biosan
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Mikrocentrifuga Sigma 1-14, Sartorius

NanoPhotometr P3, IMPLEN

pH metr, XS Instruments

Plynovy chromatograf Trace 1300 s FID DB-WAX 30 m/0,25 mm, Thermo Scientific
Ptistroj pro plazmochemické opracovani RPS50+, CEPLANT, ROPLASS s. 1. o.
Stolni centrifuga EBA 200

Tlakovy hrnec, Tefal

Ttepacka Unimax 1010, Heidolph

Vortex, Benchmixer V2

3.1.3 Pouzité mikroorganismy

V praci byly pouzity dva bakterialni kmeny Rhodospirillum rubrum DSM 467, z nichZ jeden
dokézal akumulovat PHA a jeho mutantni kmen, kterému chybé¢l gen pro syntdzu PhaC
potiebnou k akumulovani PHA (Rhodospirillum rubrum AphaC). Oba kmeny byly z némecké
sbirky.

3.1.4 Pouzité izolované granule polyhydroxyalkanoati

Izolované granule byly poskytnuty pani doktorkou Slaninovou, ktera je izolovala v radmci staze
V Némecku. Tyto nativni granule byly vyprodukovany bakteridlnim kmenem
Cupriavidus necator H16 DSM 3726 a izolovany dle postupu R. Handrick a kol. (2001) [39].
Izolované granule byly skladovany v uzaviratelné zkumavce v mrazaku pii teploté —20 °C.

3.2 Kultivace
3.2.1 Rhodospirillum rubrum a Rhodospirillum rubrum AphaC

Oba kmeny byly skladovany v kryozkumavkach v 10% glycerolu v mrazéku pii teploté —80 °C.
Z kryozkumavek byly nasledné bakterie zaockovany ve sterilnim boxu na Petriho misky,
ve kterych bylo pevné medium LB broth s agarem o sloZeni:

Agar 15¢
NaCl 59
Trypton 10 g
Yeast extract 59
Destilovana voda 11

Poté byly Petriho misky S mikroorganismy pifeneseny do termostatu, kde byly kultivovany
po dobu 5 dni za tmy pii teploté¢ 30 °C. Po 5 dnech byly takto ptipravené kultury bud’ ihned
vyuzity pro zao¢kovani inokula, nebo uchovany v lednici za teploty 4 °C.

V dal$im kroku byly kultury pieockovany z pevného média do tekutého inokula. Kultury
I inokulum bylo nejprve nutné temperovat na 30 °C. Bakterie byly nasledné ve sterilnim boxu
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pieockovany do sterilnich 500 ml Erlenmeyerovych ban¢k, které obsahovaly 100 ml inokula
LB broth o sloZeni:

NaCl 59
Trypton 10 g
Yeast extract 59
Destilovana voda 11

Erlenmeyerovy banky byly nasledné pfeneseny na temperovanou tfepacku, kde byly buiky
kultivovany za tmy po dobu 48 hodin pii teploté 30 °C a 160 rpm. Po 48 hodinach byla zméfena
optickd hustota (OD) bakteridlni suspenze pii vinové délce 660 nm. Ziskana bakterialni
suspenze byla piepipetovana do dvou sterilnich 500 ml Erlenmeyerovych ban¢k obsahujicich
100 ml produkéniho SYN média, aby vysledné OD v produkénim médiu €inilo ptiblizné 0,1.
Jeden litr produkéniho SYN média byl slozen z:

Acetat (1 M) 10 mi
Biotin (20 mg/l) 0,1 ml
K2HPO4/KH2PO4 (191 mM) 0,5 ml
SYN Salts 200 ml
Destilovana voda 789,4 ml

Pricemz SYN Salts bylo tvofeno:

CaCl2-2H.0 0,66 g

MgSO4-7H20 1,259

MOPS 10,59

NH4CI 59

NiCl2 (20 mM) 5mi

Chelated FeMo 50 mi

Destilovana voda 945 ml

Roztok NaOH Po kapkach dopH =7,1

Erlemeyerovy banky byly opét umistény na temperovanou tfepacku a byly ponechany 48 hodin
ve tmé pii teplot¢ 30 °C a 160 rpm. Po uplynuti 48 hodin bylo zméfeno OD pii 660 nm
a kultivace byla ukoncena.

Média byla sterilovana v tlakovém hrnci vodni parou pfi uzavieném ventilu po dobu 30 minut.
Utinnost sterilace byla kontrolovana pomoci lepicich pasek pro indikaci sterilizace.
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3.3 Charakterizace bunéénych kultur
3.3.1 Méreni optické hustoty

Opticka hustota (OD) byla métfena pomoci spektrofotometru pii vinové délce 660 nm. Jako
blank slouzil 1 ml destilované vody. V ptipad¢€, Ze absorbance piesahla hodnotu 1, byl vzorek
nafedén, aby se vysledna absorbance pohybovala v rozmezi 0,2-0,9. Vynasobenim absorbance
fedénim bylo nasledn¢ ziskdno OD.

3.3.2 Plynova chromatografie

Po ukonceni kultivace bylo odebrano 2x po 10 ml bakterialni suspenze do centrifugacnich
zkumavek. Vzorky byly odstfedény pii 6000 rpm po dobu 5 minut za laboratorni teploty.
Po centrifugaci byl supernatant slit a pelet byl promyt 10 ml pufru PBS o slozeni:

KCI 0,29
KH2PO4 0,24 ¢
NaCl 80
Na2HPO4-2H.0 1,44 ¢
Destilovana voda 11

Smés byla nasledné¢ zhomogenizovdna pomoci vortexu a znovu odstfedéna. Po sliti
supernatantu byly zkumavky s pelety biomas umistény do susarny pfti teploté 70 °C.

Po ftadném wvysuSeni, bylo navazeno 9-11 mg vysuSené biomasy zkazdého vzorku
do krimpovacich vialek. Do vialek byl pfidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml vnitiniho standardu,
ktery se skladal z 15% kyselina sirové v methanolu a kyseliny benzoové o koncentraci 5 mg/ml.
Vialky byly nésledné uzavieny a umistény k esterifikaci do topného bloku nastaveného
na 94 °C po dobu 3 hodin.

Po esterifikaci byly jednotlivé vzorky pftelity do 4 ml vialek, kde k nim bylo napipetovano
0,5ml 50 mM NaOH. Smés byla dikladné protiepana, ¢imz doslo k rozdéleni na spodni
organickou a horni vodnou fazi. Z organické faze bylo odebrano po 50 ul do 1 ml vialky
a nasledné bylo ptidano 900 pl izopropylalkoholu. Vzorky byly néasledné charakterizovany
pomoci plynové chromatografie.

3.4 Méieni vzorki pomoci AFM
3.4.1 Priprava podloZnich skli¢ek

Pti pfipravé vzorkli na méfeni mikroskopem atomarnich sil byla podlozni sklicka vyjmuta
z ethanolu a vysusena pomoci specialni buni¢iny, ktera nezanechava vlakna. Nasledné byla
sklicka oplazmovéna pfistrojem pro plazmochemické opracovani RPS50+ pfi vstupnim napéti
10,5 V. Kazdé¢ sklicko bylo umisténo do drzéku, ktery je soucasti ptistroje. Hlava pfistroje byla
umisténa nad sklicko do vysky 1,8 cm. Nasledné byla zapnuta plazma a drzakem bylo pomoci
tlacitek piejizdéno zprava doleva a obracené. Celkovy pocet projeti drzaku se sklickem
pod hlavou plazmy byl 42. Po dokonceni procesu byla tato sklicka ulozena do Petriho misek,
kde byl na jejich povrch ihned nanesen 1 ml 0,01 mg/ml roztoku Poly-L-lysinu (PLL). Sklicka
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s nanesenym roztokem PLL byla poté vysousena pti 50 °C v suSarné. Béhem susSeni bylo nutné
kontrolovat, zda je PLL rovnomérné rozprostien po celém povrchu sklicka. V opacném piipadé
byl PLL pomoci pipety rozetfen a sklicka byly v Petriho miskdch navraceny do suSarny.
Jakmile byl PLL zcela vysuSen, byly Petriho misky se sklicky vyjmuty ze susarny a po jejich
ochlazeni na laboratorni teplotu bylo mozné na n¢ nanést ptipravené vzorky bakteridlnich
suspenzi ¢i izolovanych PHB granuli.

3.4.2 Priprava bakteridlnich vzorki

Do 1ml eppendorfovych mikrozkumavek bylo napipetovano po 0,1 ml nakultivovanych
bakterialnich suspenzi a 0,9 ml pufru PBS. Tyto vzorky byly nasledn¢ odstiedény pii 6000 rpm
po dobu 5 minut. Nasledné byl slit supernatant a byl opét pfidan 1 ml pufru PBS. Jednotlivé
roztok byly zvortexovany a nasledné opét zcentrifugovany pii 6000 rpm po dobu 5 minut.
Kazdy supernatant byl opét slit a byl ptidan 1 ml pufru PBS a po zvortexovani byl dany vzorek
pomoci pipety nanesen na cely povrch piipraveného podlozniho sklicka umisténého v Petriho
misce, kde byl ponechan 30 minut. Skli¢ko bylo nasledn¢ oplachnuto 10 ml pufru PBS
a nasledné¢ zalito 20 ml pufru PBS.

3.4.3 Priprava vzorki s izolovanymi granulemi polyhydroxyalkanoati

Zkumavka s izolovanymi granulemi byla vyjmuta z mrazédku a byla umisténa na drceny led,
aby doslo k pozvolnému roztati roztoku izolovanych granuli. Ze suspenze izolovanych PHB
granuli bylo napipetovano 0,5 pl izolovanych granuli, které byly zfedény pufrem PBS,
aby vysledné OD pii 660 nm vzorku Cinilo pfiblizn¢ 0,1. Nasledn¢ byl napipetovan 1 ml
ziedéného vzorku granuli na pfipravené podlozni sklicko a bylo postupovano stejné jako
Vv piipadé¢ bakterialnich vzorku (viz 3.4.2).

3.4.4 Nastaveni AFM

Pro v§echna méteni byl zvolen hrot MLCT — A a rezim QI™, jelikoZ je z dostupnych rezimi
nejvhodnéjsi pro skenovani biologickych vzorkli ve vodném prostiedi, coz bylo projednavano
v kapitole 2.3.2. M¢feni probihala pii teploté¢ 25 °C, nastavené stiedni adhezi a vySce
vzorku 1 pm.

Hrot MCLT byl umistén do hlavy AFM, kterd byla nédsledné pfenesena na pracovni plochu.
Pod hlavu AFM byla umisténa Petriho miska s pfipravenym vzorkem ponofenym v pufru PBS
a pomoci polohovacich Sroubl byla vybrana oblast méteni. Nasledné byl spustén program
JPK SPM Desktop, v némz byl zvolen rezim QI™., Dale bylo nutné zaméfit paprsek laseru
na hrot, coz bylo provadéno na vzduchu pomoci Sroubt. Samotné misténi laseru a hrotu bylo
mozné pozorovat diky kamefe. Po detekci signdlu na hrotu byla upravena poloha zrcatka, aby
odpovidala vzduSnému prostiedi, coZ se projevilo nartstem signalu. Dal§imi ipravami polohy
zrcatka a laseru byl ziskdn co nejvétsi mozny signal. Dale byla Srouby nastavena poloha
detektoru, aby se signal nachazel uprostied sttedového ¢tverce na obrazovce.

Poté byl hrot spustén pod hladinu kapaliny, kvtli ¢emuz bylo nutné upravit pouze polohu
zrcatka a detektoru, jelikoz laser byl jiz z pfedchoziho kroku na hrot zaméien. Hrot byl
pod hladinou ponechan 30 minut, v pfipad¢ nutnosti byla upravena poloha detektoru. Poté byla
provedena kalibrace hrotu s teplotou nastavenou na 25 °C a prostfedim na vodu. Aby pfistroj
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dokazal piiblizit hrot ke vzorku, bylo nutné nastavit hodnotu Setpoint (sila hrotu na vzorek)
na minimaln¢ 0,4 nN. Jakmile bylo ptibliZzeni hrotu ke vzorku uspésné byl v zavislosti na druhu
meéfeni nastaven Setpoint, pixel time (doba skenovani jednoho pixelu), rozliSeni snimku
a velikost snimku.

Snimky bakterialnich bunék a izolovanych granuli

Pro skenovani bakteridlnich bun€k a izolovanych PHB granuli bylo nutné nastavit rizné
parametry, jako napiiklad Setpoint v rozmezi 0,18-0,20 nN a pixel time na 10 az 20 ms.
Rozliseni snimku bylo kvili Gispoie ¢asu nastaveno na 256x256 a oblast skenu byla jako ¢tverec
o stran¢ 20 um. Jakmile byla nalezena vhodna burika (resp. granule), bylo rozliSeni v ptipadé
bunck zvétseno na 512x512 (u granuli bylo ponechano 256x256) a oblast skenu byla zaméiena
na zkoumanou buniku (resp. granuli).

Méieni Youngova modulu pruZnosti bakteridalnich bunék a izolovanych granuli

Setpoint byl pro v§echna méfeni nastaven na 0,2 nN, pixel time na 16 ms a rozliSeni na 128x128.
Po nalezeni vhodné granule byla oblast méfeni zaméfena na ni a byla provedena 3 méfeni.
V piipadé bunék byla nejprve 3x skenovana celd burika a nasledné byly vybrany 3 oblasti,
na nichz byly provedeny vzdy 3 méfeni o velikosti 0,1x0,1 um.

3.5 Vyhodnocovani Youngova modulu z vystupi méieni
3.5.1 Vyhodnoceni Youngova modulu softwarem JPK Data Processing

Naméfena data byla oteviena v programu JPK Data Processing. Segment byl nastaven
na ,.extend, Model Type na ,Hertz/Sneddon“, Tip Shape na ,,Triangular Pyramid, Angle
na 19,17° a Poisson Ratio na 0,3. Cela kiivka ,,extend* byla nasledné automaticky prolozena
a software zni vyhodnotil hodnotu Youngova modulu. V ptipadech, kdy software nebyl
schopen celou kiivku prolozit, byla manudlné zvolena pouze oblast strmého klesani kiivky
,,extend.

3.5.2 Vyhodnoceni pomoci smérnic kFivek ,,extend* a ,,retract®

Pii této metodé byla naméfend data exportovana do programu MS Excel. Nasledné byly
vybrany oblasti strmého klesani kiivek ,extend a ,retract, které byly aproximovany
na ptimku pomoci funkce LINREGRESE. Ziskané smérnice pro kiivky ,,extend* a ,retract*
byly zprimérovany zvlast pro méfeni celych bunck (resp. granuli) a zvlast pro méfeni
po castech.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Charakteristika ziskanych kultur
4.1.1 Spektrofotometrické stanoveni biomasy

Bakteridlni kultury byly charakterizovany pomoci optické hustoty (OD), jejiz postup byl
popsan v kapitole 3.3.1, v riznych ¢astech kultivace, ktera je popsana v kapitole 3.2.1. Nejprve
bylo OD 2x zméieno po 48 hodinach kultivace v inokulu (ODinokulum 48h) a byl uréen pramér
a smérodatna odchylka. Z této hodnoty bylo vypocteno mnozstvi kultury, které je nutné
napipetovat do 100 ml produkéniho média SYN, aby OD v SYN médiu (ODsynoh) ¢inilo
piiblizné 0,1. Po 48 hodinach kultivace v produkénim médiu bylo zméteno OD (ODsyn 48h) 3X,
naméiené hodnoty byly zprimérovany a byla ur¢ena smérodatna odchylka. Ziskané optické
hustoty kultur, které 1ze pozorovat v Tabulce 1, byly pouze orienta¢ni a byly vyuzivany hlavné
pii ptipraveé vzork.

Tabulka 1: Namérené hodnoty optické hustoty pri 660 nm pro jednotlivé kultury

Bakterialni kmen | R. rubrum | R. rubrum AphaC R. rubrum R. rubrum AphaC
ODinokulum 48 h 1 1,37 0,34 0,72 0,41
ODinokulum 48 h 2 1,33 0,35 0,76 0,43

Pramér 1,35 0,34 0,74 0,42
Odchylka 0,02 0,01 0,03 0,01
ODsvynoh 0,13 0,15 0,10 0,11

ODsyn48h1 0,81 1,05 0,95 1,04
ODsvyn4gh2 0,81 1,08 1,00 1,07
ODsyn4sh3 0,83 1,18 0,94 1,07

Primér 0,82 1,10 0,96 1,06

Odchylka 0,01 0,07 0,03 0,02

Ziskané hodnoty OD po 48 h kultivace v inokulu se liSily mezi jednotlivymi bakteridlnimi
kmeny, ale i mezi stejnymi kmeny pfi jednotlivych kultivacich. Tento rozdil mohl byt zptisoben
pfenesenim rizného mnozstvi bakterialni kultury z Petriho misky do inokula. Po naslednych
48 hodinach v produkénim SYN médiu doslo ve vsech piipadech k naristu OD na hodnotu
0,8 az 1,1. Podle této hodnoty bylo nasledné zvoleno fedéni kultury pro piipravu vzorki
na méfeni pomoci AFM. VSechny pouZité kultury byly fedény 10x pomoci pufru PBS.

4.1.2 Gravimetrické stanoveni biomasy a stanoveni PHB

Bakterialni biomasa byla charakterizovana 1 pomoci gravimetrie, kdy byl vypocteno mnozstvi
biomasy v g/l pro jednotlivé bakterialni kultury. U bakterialnich kultur byl dale stanoven
pomoci plynové chromatografie obsah PHB v celkové biomase, aby mohl byt diskutovan vliv
obsahu intracelularnich PHB granuli na morfologii bakterialnich bunék. Postup stanoveni byl
popsan v kapitole 3.3.2 a ziskané hodnoty byly zapsany do Tabulky 2.
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Tabulka 2: Ziskané hodnoty mnozstvi biomasy a obsahu PHB v celkové biomase pro jednotlivé
bakterialni kmeny

Bakterialni kmen Biomasa (g/l) |PHB (mg/l)] PHB (%)
R. rubrum (1) 0,29 2,3 0,79
R. rubrum AphaC (1) 0,55 0 0
R. rubrum (2) 0,49 0,9 0,19
R. rubrum AphaC (2) 0,58 0 0

U kultur, jez byly uréené k charakterizaci morfologie pomoci AFM (oznacené 1), byl obsah
PHB pro Rhodospirillum rubrum stanoven na 0,79 % a u Rhodospirillum rubrum AphaC nebyl
obsah PHB detekovan. Mezi bunkami jednotlivych bakteridlnich kment tedy bylo mozné
pozorovat rozdily v jejich morfologii a vySce v zavislosti na tom, zda obsahuji intracelularni
PHB granule ¢i nikoliv.

Kultury slouzici k optimalizaci metody méfeni bunék pomoci AFM pro vyhodnocovani
Y oungova modulu byly oznaéeny ¢islem 2. Obsah PHB v kultuie Rhodospirillum rubrum ¢inil
0,19 % a u kultury Rhodospirillum rubrum AphaC nebyl obsah PHB detekovan. Bylo tedy opét
mozné sledovat rozdily v morfologii bunék v zavislosti na pfitomnosti PHB uvnitt buiiky a také
rozdily v Youngoveé modulu, ktery byl z namétenych dat vyhodnocen.

4.2 Snimani bakterialnich kultur v kapalném prostiedi pomoci mikroskopu
atomarnich sil

Cilem této ¢asti prace bylo ziskani topografickych snimkd bunék bakterialnich kultur v jejich
nativnim stavu. Aby byl zachovan jejich nativni stav, byly bunky bakteridlnich kultur snimany
ponoiené v pufru PBS. Jako hrot pro méteni byl zvolen MLCT — A.

4.2.1 Priprava vzorki

Podlozni skli¢ka bylo nutné pfed pouzitim dikladné umyt saponatem, oplachnout destilovanou
vodou a nasledné ethanolem. Toto Cisténi bylo provadéno, aby byly odstranény jakékoliv
necistoty, které by se pii kontaktu s hrotem mohly na néj zachytit a tim znehodnotit celé¢ méteni.
Necistoty na skli¢kach by dale mohly zptlisobit nevratné poskozeni hrotu. Pfipravena sklicka
byla nasledné¢ uchovavana ponofena v ethanolu v 500 ml kadince. Pii dal$i manipulaci
se sklicky byly pouzivany rukavice, aby se zabranilo jejich zneciSténi.

Oplazmovani sklicek, které je popsané v kapitole 3.4.1, bylo provadéno, aby doslo k uchyceni
PLL k podloznimu skli¢cku. PLL byl zvolen jako imobiliza¢ni ¢inidlo na zakladé literarni
reSerSe (kapitola 2.3.4). Béhem vysouSeni roztoku PLL, které je popsané v kapitole 3.4.1,
byl roztok Spickou pipety roztiran po celém povrchu sklicka, aby byla plocha k uchyceni
bakteridlnich bun¢k co nejvetsi.

Béhem ptipravy vzorku bakteridlnich kultur, ktera je popsana v kapitole 3.4.2, byly bakterialni
suspenze fedény pufrem PBS, aby se snizil pocet bunék ve vzorku a nedochazelo k jejich
prekryvani, a aby také byly odstranény piipadné necistoty obsazené¢ v médiu. Vzhledem

NS4

28



Ponechani naneseného vzorku na podloznim sklicku v Petriho misce po dobu 30 minut
(kapitola 3.4.2) bylo provadéno, aby doslo k pevnému uchyceni co nejvétsiho mnozstvi bunék
k PLL. Nasledné oplachnuti 10 ml pufru PBS bylo vykonavano s cilem odstranéni ptipadnych
necistot a neuchycenych bunék, které by ve vzorku voln¢ plavaly a mohly by znehodnotit
provadéné snimky. Vzorky byly nakonec zality 20 ml pufru PBS, ktery byl zvolen z divodu
zachovani nativniho stavu bakteridlnich bunék.

4.2.2 Optimalizace nastaveni méieni

Pro skenovani bakteridlnich bunék v kapalném prostfedi byl Setpoint nastavovan v rozmezi
0,18-0,20 nN, protoze pii téchto hodnotach nedochazelo k poskozeni bakterialnich bunék. Hrot
se ovSem pii takto nastaveném Setpointu nedokazal pomoci automatického priblizeni pfiblizit
ke vzorku. Z tohoto divodu bylo nejprve nutné Setpoint zvysit na hodnoty okolo 0,4 nN,
pii kterych se hrot dokazal ke vzorku automaticky ptiblizit. Nasledné byl Setpoint pienastaven
na 0,18-0,20 nN a bylo zahajeno mé&feni. Pixel time byl pro méteni volen v rozmezi 10-20 ms.
Pixel time odpovidal dob¢, kterou pfistroj stravil méfenim jednoho pixelu vzorku. Pfi nastaveni
vyss§i hodnoty byly ziskavany kvalitnéjs$i snimky, ale prodlouzila se i doba méfeni. Z tohoto
divodu byl pixel time pti hledani bunék ke skenovani nastavovan na nizsi hodnoty (10 ms)
a pii findlnim méteni bunck na hodnoty vyssi (1620 ms). Velikost prvniho skenu byla vzdy
zvolena 10x10 um, aby doslo k pfizpisobeni hrotu na prostredi v blizkosti vzorku. Nasledné
byly provadény vétsi skeny (20x20 um az 30x30 pm) s cilem nalezeni neposkozené a vhodné
orientované bunky, kterd by byla mozna pouzit k findlnimu skenovéani. Je nutné zminit,
7e pti zmén¢ oblasti metfeni byl hrot od vzorku oddélen, aby nedochazelo k poSkozeni vzorku.
Po nalezeni vhodné buiiky byla oblast méfeni zaméfena na tuto buitku. Oblast méfeni byla
volena véEtSi nez samotnd buiika, protoze dochazelo k drobnému pohybu bunék, pfi zméné
oblasti méfeni. Cilem bylo, aby se méfend burika nachazela ptiblizné uprostred snimku.

4.2.3 Ziskané snimky

Nejprve byly ziskany snimky Rhodospirillum rubrum, u kterych ¢inil po kalibraci parametr
Sensitivity 29,7 nm/V a parametr Spring constant 0,051 N/m. Zbyl¢é parametry byly nastaveny
dle kapitol 3.4.4a4.2.2.
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Obrazek 9: Rhodospirillum rubrum: Setpoint = 0,2 nN, pixel time = 10 ms, 256x256 (vlevo);
Setpoint = 0,18 nN, pixel time = 20 ms, 512x512 (vpravo)
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Obrazek 10: Rhodospirillum rubrum: Setpoint = 0,24 nN, pixel time = 10 ms, 256x256
(vlevo); Setpoint = 0,2 nN, pixel time = 15 ms, 512x512 (vpravo)

Snimky Rhodospirillum rubrum AphaC byly ziskany po kalibraci hrotu pii parametrech:
Sensitivity = 23,75 nm/V a Spring constant = 0,054 N/m. Ostatni parametry méfeni byly
nastaveny opét dle kapitol 3.4.4 a 4.2.2.
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Obrazek 11: Rhodospirillum rubrum AphaC: Setpoint = 0,20 nN, pixel time = 10 ms, 256x256
(vlevo); Setpoint = 0,2 nN, pixel time = 10 ms, 512x512 (vpravo)
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Obrazek 12: Rhodospirillum rubrum AphaC: Setpoint = 0,20 nN, pixel time = 10 ms, 256x256
(vlevo); Setpoint = 0,2 nN, pixel time = 15 ms, 512x512 (vpravo)

Na Obrazku 9 a 10 1ze pozorovat bunky kultury Rhodospirillum rubrum, jejiz OD se rovnalo
0,82+0,01, mnozstvi biomasy dosahovalo 0,29 g/l a obsah PHB ¢inil 0,79 %. Bunka
na Obrazku 9 dosahovala délky pfiblizné 3 um, Sitky pfiblizné 0,9 pm a vysky 0,619 um.
Oproti tomu délka buiiky na Obrazku 10 byla pfiblizné 2 pm, Sitka 1 um a vyska 0,522 pm.
Bylo tedy mozné pozorovat rozdily ve velikosti a tvaru bun¢k i mezi bunikami ze stejné kultury.
Na okrajich obou bunck Ize zvlasté pii rozliSeni 512x512 pozorovat neostré zaobleni bungk.
Tento jev mohl zpusobit hrot, ktery mohl poskodit okraj buriky, nebo nebyl schopen dokonale
snimat okraj burky.

Snimky bunék Rhodospirillum rubrum AphaC lze pozorovat na Obrazku 11 a 12. OD kultury,
ze které buiiky pochazely, ¢inila 1,10+0,07, mnozstvi biomasy dosahovalo 0,55 g/l a obsah
PHB nebyl detekovan. Délka buiky na Obrazku 11 €ini pfiblizné 3 pm, jeji Sifka pfiblizné 1 pm
a vySka 0,625 pm. Bunka na Obrazku 12 dosahovala délky 4 um, Sitky 1 pum a vysky
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0,647 um. U bun¢k je opét mozné vidét neostré okraje, které se objevily
i u Rhodospirillum rubrum.

Mezi buikami jednotlivych kmenti byly pozorovany drobné rozdily. Bunky
Rhodospirillum rubrum AphaC dosahovaly vétSich rozmért oproti Rhodospirillum rubrum.
To ovSem mohlo byt zpiisobeno kultivaci, jelikoZ u mutantniho kmene bylo mnozstvi biomasy
téméer 2x vyssi nez u kmene druhého. Buitkky mutantniho kmene mohly tedy byt po kultivaci
vice narostlé. Obsah PHB se zasadné neprojevil na vysce bun¢k Rhodospirillum rubrum, které
byly i pies opacny piedpoklad nizsi nez buiikky mutantniho kmene, které PHB neobsahovaly.

4.3 Snimani izolovanych polyhydroxyalkanoatovych granuli pomoci
mikroskopu atomarnich sil

Izolované granule PHA byly méfeny ponofeni v pufru PBS, aby byl zachovan jejich nativni
stav. Pro vSechna méfeni byl pouzit hrot MLCT — A.

4.3.1 Priprava vzorki

U vzorkl izolovanych PHA granuli bylo stejné dilezité, aby se na podloZnich sklickach
nevyskytovaly zadné necistoty, proto byly umyty stejné jako v ptipad¢ bakteridlnich vzorka
(kapitola 4.2.1). Jelikoz byla koncentrace izolovanych granuli v zasobnim roztoku vysoka, bylo
nutné tento roztok zfedit pufrem PBS. K charakterizaci vzorku neslouzil nésobek fedéni,
ale opticka hustota vzorku pii 660 nm, jelikoz bylo odpipetovano vzdy velmi malé mnozstvi
(0,5 pl) izolovanych granuli, které nebylo vzdy kvili vysoké hustoté celé vytlaené ze $picky
pipety. Z tohoto ditvodu byla jako vhodné&jsi charakteristika zvolena opticka hustota.

Jelikoz se velikost izolovanych granuli pohybovala v rozmezi 0,2-0,5 um, byla pfipravena
I negativni kontrola, aby nedoslo k zaméné PHA granule s necistotou na podloznim skli¢ku.
Postup ptipravy byl stejny jako v kapitole 3.4.2, akorat misto nafedéného vzorku byl
na podlozni sklicko nanesen 1 ml pufru PBS.

4.3.2 Nastaveni méreni

Pro v§echna méfeni byla hodnota Setpoint nastavena na 0,2 nN, pixel time na 16 ms a rozliSeni
na 256x256. Aby se hrot ke vzorku pfiblizil, bylo nutné nastavit Setpoint na hodnotu okolo
0,4 nN stejn¢ jako v piipad€ bakteridlnich bunck (kapitola 4.2.2). Pti hledani granuli byla
velikost skenu volena 10x10 um a pii nalezeni vhodnych granuli byla oblast méfeni zaméfena
tak, aby se granule nachdzely pfiblizn€ uprostfed snimku. Pfed zapo¢nutim méteni byla vzdy
provedena kalibrace hrotu ve vodném prostiedi. Parametry Sensitivity a Spring constant ziskané
kalibraci lze pozorovat v Tabulce 3.

Tabulka 3: Parametry hrotu pri méreni jednotlivych vzorkii

Vzorek Sensitivity (nm/V) Spring constant (N/m)
OD =0,228 29,30 0,045
OD=0,173 43,35 0,045
OD =0,147 53,95 0,045
Negativni kontrola 53,95 0,045
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4.3.3 Ziskané snimky

Pred zacatkem méfeni piipravenych vzorkii byla nejprve zméfena negativni kontrola, které
slouzila k ovéteni, zda jsou pozorované castice granule PHB nebo necistoty ¢i nerovnosti
na podloznim sklicku.

0 nm

[um]

Obrazek 13: Negativni kontrola: Setpoint = 0,20 nN, pixel time = 16 ms, 256x256

Po ziskani snimku negativni kontroly bylo zapocnuto méfeni. Nejprve byly provedeny vétsi
skeny, pomoci kterych byly nalezeny vhodné granule, které byly dale méfeny.

141 nm

0 nm

[um]

Obrazek 14: Snimek vzorku PHB granuli s OD = 0,228: Setpoint = 0,20 nN,
pixel time = 16 ms, 256x256

Na Obrazku 14 1ze pozorovat snimek izolovanych granuli s OD = 0,228 o velikosti 10x10 pm.
Na snimku je mozZné vidét utvary, které svym tvarem pifipominaji buiiky mikroorganismu. Jedna

33



se tedy pravdépodobné o zbytky bun¢k Cupriavidus necator H16, které nebyly pti pieéisténi
odstranény. Oblast méfeni byla nasledné zamétena granule o velikosti 0,2—0,5 pm.
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Obrazek 15: Pfiblizeny snimek PHB granuli s OD = 0,228: Setpoint = 0,20 nN,
pixel time = 16 ms, 256x256
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Obrazek 16: Priblizena PHB granule s OD = 0,173: Setpoint = 0,20 nN, pixel time = 16 ms,
256x256
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Obrazek 17: Piiblizena PHB granule s OD = 0,147: Setpoint = 0,20 nN, pixel time = 16 ms,
256x256

Na Obrazku 15 1ze pozorovat 3 PHB granule, které dosahuji priméru okolo 0,4 um a vysky
67 nm. Snimek ovSem neni pfili§ kvalitni, protoZe se na ném 1 necistoty, které znehodnocuji
snimek. Déle pravdépodobné doslo k poskozeni granuli pisobenim hrotu, coz se projevilo
nezaoblenymi okraji granuli.

Dalsi granuli lze pozorovat na Obrazku 16. Tato granule dosahuje priméru 0,5 pm
a vysky 76,3 nm. Na snimku je granule rozostfena, coz bylo zpiisobeno nizkym rozliSenim
a vysokym piiblizenim granule. Snimek s rozliSenim 512x512 nebyl naméfen, protozZe
jiz v poloviné skenovani se na snimku objevovaly deformace, které mohly byt zpusobeny
pohybem granule. Vzhledem k ¢asové naro¢nosti méfeni snimkt 512x512 (1 hodina
a 15 minut) a pohybu granuli pfi tomto méfeni byly izolované granule méteny pouze v rozliSeni
256x256.

Na Obrazku 17 lze pozorovat granuli o praméru 0,5 um a vysce 86,2 nm. Granule vykazovala
kulaty tvar bez vétSich deformaci na okraji. Na snimku Ize také pozorovat i mensi granuli, ktera
byla pravdépodobné poskozena plsobenim hrotu. Zamétfeni pouze na neposSkozenou granuli
nebylo Uspesné, protoze pii zmeéné oblasti méfeni doslo vzdy k ndhodnému posunu granule
mimo zvolenou oblast méfeni a pii zvétSeni oblasti metfeni se na snimku objevovaly i poskozené
granule ¢i necistoty.

V ¢lanku od Bourbonnais et al. byly PHB granule snimény pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM) [40]. Pii porovnani snimkti ze SEM se ziskanymi snimky z AFM je mozné
vidét, Ze snimky ze SEM dosahuji vyssiho rozliSeni. AvSak vyhodou AFM oproti SEM
je snadné;jsi priprava vzorkd a moznost skenovani granuli ve vodném prostiedi, a tedy v jejich
nativnim stavu.
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4.4 Vyhodnoceni Youngova modulu
4.4.1 Nastaveni méreni

Pro v8echna méfeni byl Setpoint nastaven na 0,2 nN, pixel time na 16 ms a rozliSeni na 128x128
pixell. RozliSeni bylo zvoleno nizsi nez v piipad¢ ziskavani snimki z divodu ¢asové uspory,
kdy jeden sken pfi rozliSeni 128x128 trval pfiblizné 5 minut. Bylo tedy mozné ziskat vice dat
pro nasledné vyhodnoceni Youngova modulu. Nejprve byly méfeny celé bunky. Oblast méfeni
byla zvolena, aby se na snimku nachdzela méfend bunka. Celd bunka byla zméfena 3x.
Nasledné¢ byly na buiice vybrany 3 oblasti, na kterych byly provedeny vzdy 3 skeny o rozsahu
100x100 nm. Méfeni na riznych oblastech buiiky mélo za cil pozorovat rozdilné vlastnosti
Vv riznych ¢astech buiiky. U izolovanych granuli byla pouze zméiena cela granule 3x.
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Obrazek 18: Vybér oblasti pro méfeni Youngova modulu u buriky Rhodospirillum rubrum

4.4.2 Vyhodnoceni Youngova modulu pomoci softwaru JPK Data Processing

Nameéfend data byla pfevedena do formatu ,,g-series” a byla oteviena v programu JPK Data
Processing. Pfed vyhodnocenim bylo nutné upravit parametry dle kapitoly 3.5.1. Parametr
Poisson Ratio, ktery je definovan jako pomér deformace vytvoiené v pficném sméru
k deformaci vytvofené ve sméru aplikace tlakového napéti, byl nastaven na 0,3 [41]. Hodnota
0,3 byla zvolena jako sttedni hodnota mezi doporuc¢enou hodnotou pro biologické vzorky, ktera
¢ini 0,5, a hodnotou pro material hrotu, ktera ¢ini 0,23 [42]. Youngiv modul byl nasledné
vyhodnocen pomoci Hertzova modelu aproximace dat [42]. ProloZeni dat ovSem nebylo
ve vSech ptipadech uspésné, proto byla taktéz pro vSechna méteni upravena oblast, ze které byl
Younglv modul vyhodnocovan, pouze na oblast strmého klesani kiivky ,,extend*.
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Obrazek 20: Prolozeni kiivky ,,extend* softwarem (upraveno)
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Tabulka 4: Ziskané Youngovy moduly pro Rhodospirillum rubrum pri méreni celé buriky

Rhodospirillum rubrum cela burika
Bunka a méfeni Eneupraveno (KPa2) | Eupraveno (kKPa)
Burika 1.1 0,69 85,23
Burika 1.2 1,28 112,4
Buiika 1.3 2,31 189,3
Burika 2.1 1,88 106,9
Burika 2.2 0,98 165,5
Burika 2.3 1,54 402,3
Burika 3.1 15,03 28,79
Burika 3.2 2,98 80,38
Buiika 3.3 2,76 42,41

Tabulka 5: Ziskané Youngovy moduly pro prvni buitku Rhodospirillum rubrum pri méreni po cdstech

Rhodospirillum rubrum burka 1
Oblast M¢teni | Eneupraveno (KPa) | Eupraveno (KPa)
Spodni Cast 1 2,67 29,33
Spodni ¢ast 2 nelze proloZit 185,3
Spodni ¢ast 3 3,16 58,28
Spodni Cast 4 2,88 38,69
Horni ¢ast 5 1,86 33,51
Horni ¢ast 6 1,51 46,81
Prostfedni ¢ast 7 0,94 464,3
Prostfedni ¢ast 8 1,06 139
Prostiedni ¢ast 9 1,86 4725
Horni ¢ast 10 3,00 58,22

Tabulka 6: Ziskané Youngovy moduly pro druhou buiiku Rhodospirillum rubrum pri méreni po castech

Rhodospirillum rubrum buika 2

Oblast Meéfeni | Eneupraveno (KPa) | Eupraveno (KPa)
Spodni st 1 0,65 199,6
Spodni st 2 2,00 51,33
Spodni ¢ast 3 0,96 157

Prostredni ¢ast 4 1,74 31,46
Prostiedni ¢ast 5 1,16 300,9
Prostiedni ¢ast 6 1,99 158,1
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Tabulka 7: Ziskané Youngovy moduly pro tieti buniku Rhodospirillum rubrum pri méreni po castech

Rhodospirillum rubrum bunka 3
Oblast M¢teni | Eneupraveno (KPa) | Eupraveno (KPa)
Spodni ¢ast 1 1,47 24,87
Spodni ¢ast 2 0,291 26,82
Spodni cast 3 nelze prolozit 23,4
Prostiedni ¢ast 4 2,97 44,7
Prostifedni ¢ast 5 2,29 2282
Prostiedni ¢ast 6 1,65 284,8
Horni ¢ast 7 443 21,9
Horni ¢ast 8 13,06 38,76
Horni ¢ast 9 10,05 30,25
Tabulka 8: Ziskané Youngovy moduly pro izolovanou PHB granuli
Izolovand PHB granule
M¢éteni Eneupraveno (kPa) Eupraveno (kPa)
1 0,71 5176
2 39,15 3200
3 3,22 3540

Ziskané Youngovy moduly pti mé&feni Rhodospirillum rubrum jako celé buriky i po ¢astech
(Tabulky 4, 5, 6 a 7) dosahovaly hodnot, které se v neupravené formé pohybovaly v ramci
ptiblizné jednoho ftadu. Totéz platilo i pro upravena data. AvSak u Rhodospirillum
rubrum AphaC (Tabulky 10, 11, 12 a 13 nachazejici se v kapitole 8.1.1) se u neupravenych dat
lisily vypoctené Youngovy moduly 1 v rdmci stejného méteni 1 o n¢kolik fadi. Upraveni dat
nepfineslo vyraznou zménu a Youngovy moduly vychézely spiSe ndhodné. U izolovanych
granuli (Tabulka 8) byla kazda z vypoc¢tenych hodnot Youngova modulu z neupravenych dat
V jiném tadu. Po Upraveé vychazely Youngovy moduly v ramci jednoho tadu.

Vzhledem Kk znaénym rozdili ve vyslednych Youngovych modulech, a to zvlasté
U Rhodospirillum rubrum AphaC a izolovanych PHB granuli, nelze tuto metodu
vyhodnocovani povazovat za spolehlivou. Z toho divodu byla docentem Sedlackem navrzena
metoda smérnic kiivek ,,extend a ,retract”, ve které se pro vyhodnoceni pouZila surova data

naméiena pomoci AFM.

4.43 Vyhodnoceni smérnic krivek ,,extend“ a ,,retract®

Pfi této metod¢ byly namétena data exportovana do programu MS Excel, kde byla vynesena
do grafu. Bylo vybrano nékolik bodl ze strmé klesajici oblasti kiivky ,.extend” a kiivky
,Hretract®. Priklad vybéru bodl je mozny vidét na Obrazku 24 v kapitole 8.2.1. Vybrané body
byly nasledné prolozeny ptimkou ajeji smérnice byla vypoétena pomoci funkce

LINREGRESE. Pftiklad proloZeni je mozné vidét na Obrazku 21.
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Obrazek 21: Prolozeni kiivek ,,extend a ,retract” pfimkami

Postup byl opakovan u vSech naméfenych dat. Smérnice byly nasledné zprimérovany
a rozdéleny podle toho, zda bylo méteni provadéno po ¢astech nebo jako méfeni celé bunky.
Korelace bylo dosazeno pouze u kiivky ,extend”, proto nebyla kiivka ,retract™
pro vyhodnoceni pouzita.
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Obrézek 22: Primérné smérnice pti mefeni celych bunék (v absolutni hodnoté)
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Obrazek 23: Primérné smérnice pti meéfeni bunék po ¢astech (v absolutni hodnot¢)

Tabulka 9: Vysledné smérnice kiivky

R. rubrum R. rubrum AphaC PHB granule

Celd buiika | Po ¢astech | Cela buiika | Po ¢astech | Cela granule
Primér (nN/um) —4,8 —4,9 -14,1 —8,6 -9,0
Odchylka (nN/um) 1,5 2,1 4,4 3,3 1,0

Ze ziskanych hodnot smérnice pro jednotlivé bakteridlni kmeny pii méfeni celych bunék,
Ize vy¢ist, ze bunky Rhodospirillum rubrum vykazuji rozdilnou tuhost oproti jejimu
mutantnimu kmeni, a to i pfes pomérn¢ nizky obsah PHB (0,19 %). U smérnic, které byly
vytvotfeny u méteni po ¢astech, dosahuji odchylky vyssich hodnot, a proto neni metoda méfeni
po castech piili§ spolehliva. Hodnota smérnice pro PHB granule se pohybuje mezi hodnotami
jednotlivych bakterialnich kmen.

Optimalizace metody pro stanoveni Youngova modulu bakteridlnich bunék byla uspésna.
Navrzeny postup Ize vyuzit pro dalsi bakteridlni kmeny, které jsou schopny akumulovat vétsi
mnozstvi PHA granuli, jako je naptiklad Curpiavidus necator. Dale by bylo mozné metodu
vyuzit ke zkoumani zmén Youngova modulu bakterialnich bungk, které obsahuji ¢i neobsahuji
PHA granule, pfi jejich vystaveni stresovym podminkam, jako je naptiklad teplota ¢i pH.
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5. ZAVER

Zkoumani bunék mikroorganismii pomoci mikroskopickych metod je dulezité pro lepsi
porozumeni jejich struktuie a funkcim. V prvni ¢asti prace byly ziskavany topografické snimky
bakterialnich kment Rhodospirillum rubrum, ktery produkuje PHA a jejiho mutantniho kmene
Rhodospirillum rubrum AphaC, ktery neni schopen PHA akumulovat, pomoci AFM V jejich
nativnim stavu. Snimani bylo provadéno v pufru PBS, aby byl zachovan nativni stav
jednotlivych bunék. Jako imobiliza¢ni €inidlo byl pouzit Poly-L-lysin, ktery dokézal bunky
dostatecn¢ fixovat. Byly ziskany snimky jednotlivych bakteridlnich bunék s rozliSenim
512x512, avsak na okrajich bun¢k bylo mozné pozorovat poskozeni, ktera mohla byt zptisobena
hrotem. Z tohoto dtivodu by bylo vhodné metodu vice optimalizovat, naptiklad vyuzitim jinych
hrota.

Dalsi ¢asti prace byla optimalizace metody méfeni izolovanych nativnich PHB granuli pomoci
AFM. Pro fixaci granuli byl vyuzit stejny postup jako v ptipadé bunék. Nicméné v porovnani
s celymi buitkami, bylo U ziskanych snimkt PHB granuli kvili jejich malé velikosti obtizné
rozeznat, zda se jednd o granuli nebo necistotu. Aby se zabranilo pfipadné zaméné PHB granule
za necistotu, bylo nutné zméfit i pozadi vzorku, coz bylo provedeno pomoci negativni kontroly,
kdy bylo zméteno podlozni sklicko s Poly-L-lysinem bez vzorku. Snimky granuli byly ziskany
pouze Vv rozliSeni 256x256, protoze pii méfeni ve vétsim rozliseni dochazelo k malému pohybu
granuli, coz se ovSem projevilo deformaci tvaru granule na vysledném snimku. Ne&které
zobrazené granule byly stejn¢ jako v ptipad¢ bakteridlnich bunék poskozené na svych okrajich,
coz bylo pravdépodobné zpiisobeno plisobenim hrotu na vzorek. I ptes nedokonalosti ziskanych
snimk byla Gspé$né navrzena metoda, kterou Ize métit PHA granule v nativnim stavu pomoci
AFM. Metoda by mohla byt dale zdokonalena vyzkousenim dalSich hrotl a ipravami nastaveni
ptistroje pro ziskani snimku s vy$$im rozliSenim.

Posledni ¢ast prace byla zaméfena na méfeni Youngova modulu pruznosti Rhodospirillum
rubrum, Rhodospirillum rubrum AphaC a izolovanych PHB granuli. Pfi této metod¢ byly buiiky
meéfeny nejprve celé a nasledné byly vybrany 3 jejich ¢asti, na kterych byly nasledné provedeny
méfeni. Pfi¢emz PHB granule byly méfeny celé. Youngiv modul byl nejprve vyhodnocovan
pomoci softwaru JPK Data Processing pomoci Hertzova modelu aproximace dat. Tato metoda
se ovSem ukézala jako nespolehliva, protoZe hodnoty Youngova modulu se 1 v rdmci stejnych
méteni liSily o nékolik fadi. Z tohoto diivodu byla navrzena metoda, pii které se vyuZily
smérnice strmé Casti kiivek ,.extend“ a ,,retract”. Ziskané smérnice byly zvlast zprimérovany
pro méteni celych bun€k a zvlast pro meéfeni zaméefenych na specifickd mista bunék.
Pro vyhodnoceni byly zvoleny smérnice vytvofené z kiivky ,,extend*, protoze u nich dochézelo
k vyssi korelaci. Jako vhodnéjsi méfeni se ukazalo méfeni celych bunék, protoze pii méfeni po
¢astech dochazelo k vzniku vy$$i odchylky bunék u kmene Rhodospirillum rubrum AphaC.
Smérnice Rhodospirillum rubrum dosahovala hodnoty (—4,5+1,5) nN/um a pro Rhodospirillum
rubrum AphaC (—14,1+4,4) nN/um. Mezi témito hodnotami je znatelny rozdil, proto
Ize usoudit, ze bunky Rhodospirillum rubrum budou vykazovat vyssi tuhost nez bunky
Rhodospirillum rubrum AphaC. Byl tedy potvrzen ptedpoklad, Ze buiiky obsahujici
intracelularni granule PHB jsou tuzsi nez buiiky, které je neobsahuji. Metoda vyhodnocovani
pomoci smérnic by mohla byt dale vyuzita pro studium bakteridlnich kmenti, které jsou schopny
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akumulovat vétsi mnozstvi PHA granuli, mezi které patii napfiklad Cupriavidus necator H16.
Hodnota smérnice pro PHB granule ¢inila (—9,0+1,0) nN/um, ¢ehoz plyne, ze tuhost PHB
granuli je vyssi nez tuhost bunék Rhodospirillum rubrum AphaC, které zadné PHB granule
neobsahuji. Navrzenou metodu by bylo mozné dale vyuzit pii zkoumani PHA granuli o rizném

slozeni.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

oD
PHA
PHB
sclPHA
mclPHA
IcIPHA
AFM
PLL

E

SEM
Ql

LB

Opticka hustota (Optical density)
Polyhydroxyalkanoaty
Polyhydroxybutyrat
short-chain-length PHA
medium-chain-length PHA
long-chain-length PHA
Mikroskopie atomarnich sil
Poly-L-lysin

Younglv modul

Skenovaci elektronova mikroskopie
Kvantitativni zobrazovéani (Quantitative imaging)

Luria-Bertani
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8. PRILOHY
8.1 Vyhodnocené Youngovy moduly pomoci software JPK Data Processing

8.1.1 Rhodospirillum rubrum AphaC
Tabulka 10: Ziskané Youngovy moduly pro Rhodospirillum rubrum AphaC pri méreni celé buiiky

Rhodospirillum rubrum AphaC cela bunka
Burika a méfeni Eneupraveno (KP2) | Eupraveno (KPa)
Buika 1.1 1,18 11620
Burika 1.2 17500 41650
Buika 1.3 1400 2536
Buiika 2.1 0,17 891,6
Bunka 2.2 nelze prolozit 213100
Burka 2.3 nelze prolozit 4813
Burika 3.1 nelze prolozit 35050
Burika 3.2 nelze prolozit 19580
Buiika 3.3 1,24 1633

Rhodospirillum rubrum AphaC burika 1
Oblast M¢teni | Eneupraveno (KPa) | Eupraveno (KPa)
Spodni ¢ast 1 nelze prolozit 10940
Spodni ¢ast 2 17500 41210
Spodni ¢ast 3 1,29 4517
Prostiedni ¢ast 4 234,1 444.8
Prostiedni ¢ast 5 0,90 258,6
Prostiedni ¢ast 6 321 600
Horni ¢ast 7 1,11 3986
Horni ¢ast 8 134,7 320,8
Horni ¢ast 9 3,67 102,5

Tabulka 11: Ziskané Youngovy moduly pro prvni burniku Rhodospirillum rubrum AphaC pri méreni
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Rhodospirillum rubrum AphaC bunka 2

Oblast M¢teni | Eneupraveno (KPa) | Eupraveno (KPa)
Spodni ¢ast 1 2,22 4110
Spodni ¢ast 2 0,91 1424
Spodni ¢ast 3 2,59 6182

Prostifedni ¢ast 4 43,66 1627
Prostifedni ¢ast 5 2,2 32850
Prostiedni ¢ast 6 1,13 1090
Horni ¢ast 7 19,05 990,4
Horni ¢ast 8 1,70 11910
Horni ¢ast 9 91,06 10600

Rhodospirillum rubrum AphaC bunka 3

Oblast M¢teni | Eneupraveno (KPa) | Eupraveno (KPa)
Spodni ¢ast 1 4,98 3066
Spodni ¢ast 2 1,10 23930
Spodni cast 3 13,70 7274

Prostfedni ¢ast 4 17,91 3715
Prostfedni ¢ast 5 1,05 1804
Prostfedni ¢ast 6 0,88 561,7
Horni ¢ast 7 25,48 334,8
Horni ¢ast 8 0,86 1201
Horni ¢ast 9 3,56 6794

Tabulka 12: Ziskané Youngovy moduly pro druhou busiku Rhodospirillum rubrum AphaC pii méreni

Tabulka 13: Ziskané Youngovy moduly pro treti buitku Rhodospirillum rubrum AphaC pri méreni
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8.2 Vyhodnoceni kiivek ,,extend“ a ,,retract*

8.2.1 Vybér bodu z kiivek ,,extend* a ,,retract pro proloZeni primkou

a0 | @
40 %O 00000000
42 | &

44 b

46 %O Extend

Q:) Retract
a8 | ey,

50 |

Vartical Deflaction [nN]

.5)2 1 1 1 1
7.870 7,875 7,880 7,885 7,890
Height (measured & smoothed) [um]

Obrazek 24: Vybeér bodi kiivek ,.extend™ a ,,retract* pro prolozeni piimkou



