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Abstrakt
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CILE PRACE

Teoreticka cast:

- Vypracovani literarni reSerSe na téma metodiky lyzovani bunék sinic a postupti extrakce
proteint a jinych biomolekul

Prakticka cast:

- Pouzit ne€kolik vybranych postupti k extrakci proteint ze sinice Synechococcus za iCelem
porovnani

- Stanovit koncentraci proteint v extraktech a zhodnotit proteinové slozeni vzorkli pomoci

gelové elektroforézy



1 UVOD

Sinice jsou prakticky vSudypfitomné autotrofni organismy, které se fadi mezi gram-
negativni prokaryota. Jsou schopné fotosyntézy, diky které piispély k vytvoreni aerobni
atmosféry na Zemi. Sinice nabizi velké mnozstvi potencialné uzite¢ného intracelularniho
obsahu. Hlavni dominantou je jejich vysoky obsah proteinti. Morfologicky jsou jednotlivé
druhy znac¢né rozdilné. Jejich spojujicim prvkem je silnd a odolna bunécna sténa (BS),
skladajici se z n€kolika vrstev.

Praveé odolna BS je hlavni prekazkou pfi zisku pozadovaného bunééného obsahu. Jako
mozna feSeni se nabizi rozmanita mnozstvi lyzacnich a extrakénich metod, z nichz kazda
ptinasi své vyhody 1 nevyhody. Mezi rozhodujici faktory pii vybéru vhodné metody patii
charakter pozadované latky, jeji stabilita, mnozstvi dostupného bunééného materialu,

vybaveni laboratore a v neposledni fad¢ také casova a finan¢ni naro¢nost.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Sinice — Cyanobacteria

Sinice patfi mezi gram-negativni prokaryotni organismy, jez jsou schopné produkovat
kyslik fotosyntézou, ktera se fadi mezi rostlinny typ (Kalina & Vana, 2005). Diky své
pfizpasobivosti na okolni prostiedi jsou prakticky v§udypfitomné a jsou schopné obyvat
vSechny biotopy (Gaysina et al., 2019), v€etné pousti a polarnich oblasti (Kalina & Vana,
2005). Mezi hlavni prednosti sinic, diky kterym se tolik rozsifili, patfi nadstandardni
tolerance nizké hladiny kysliku a volnych sulfidli, schopnost anaerobni fotosyntézy
a silné tolerance ultrafialového zafeni (Gaysina et al., 2019) 1 extrémnich hodnot pH
(Kalina & Vana, 2005). Sinice taktéz sehraly zasadni roli v historii zivota nasi planety.
Diky nim doslo pfed zhruba 2 miliardami let k pfeméné anaerobni atmosféry na aerobni
a k obecnému rozvoji zivota na Zemi (Berman-Frank et al., 2003; Kalina & Vara, 2005).
AC jsou soucasné sinice velmi podobné svym fosilnim predchidcim, maji odlisné
genetické informace (Castenholz, 1992).

Udrzitelnost a obnovitelné zdroje jsou popularni témata a s nimi souvisi snaha vyuzit
mikroorganismy k udrzitelné produkci chemickych latek. Mezi vhodné organismy patii
mimo jiné také sinice (Desai & Atsumi, 2013), které jsou schopné produkovat velké
mnozstvi uzitecnych latek (Abed et al., 2009; Ducat et al., 2011). Velky zajem budi taktéz
jejich vysoky obsah proteint v susiné (10—47 %) (Field et al., 2017). Napi. Arthrospira
maxima obsahuje dokonce az 60-70 % proteind (Belay et al., 1993; Teuling et al., 2017)
a spolu s dalsimi druhy patfi mezi popularni potravinové dopliiky (Abed et al., 2009).

2.1.1 Morfologie

Sinice vykazuji zna¢nou morfologickou rozmanitost mezi jednotlivymi druhy. Mohou byt
jednobunécné nebo vlaknité, zit osamocené nebo v koloniich. U vlaknitych sinic muze
byt pravé i falesné vétveni. Velikost jednobunéénych vegetativnich bunék je v Sirokém
rozmezi od 0,4 um az do 40 um, zatimco vlaknité sinice Oscillatoria mohou mit 1 100
um v pruméru (Whitton & Potts, 2002). Sinice mohou byt monoploidni i polyploidni
(Griese et al., 2011). Diky obrovské pfizptisobivosti jsou schopné proméfiovat své znaky

na zakladé okolniho prostfedi (Kalina & Vana, 2005).
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Obr. 1: Model bunééné stény sinice. Prevzato a upraveno podle (Gantt, 1994).

2.1.1.1 Buné¢na sténa

Sinice maji komplexni BS skladajici se z nékolika vrstev (Hoiczyk & Hansel, 2000). Jeji
schéma je zobrazeno na obrazku (Obr. 1). Na povrchu butiky je vné&jsi plast slozeny
z exopolysacharidu a jednoho druhu Casto glykosylovanych proteint, ktera se oznacuje
jako S-vrstva (Hoiczyk & Hansel, 2000). Lze se setkat s vice nazvy jako je glykokalyx,
pochva nebo sliz (Adams & Duggan, 1999; Kalina & Vana, 2005). Nasleduje vnéjsi
membrana obsahujici rizné transportni kanalky (Hoiczyk & Hansel, 2000). Kanalky maji
v priméru 5-13 nm a patii mezi né napfiklad porinové kanaly, které difuzi zajistuji
vymeénu iontll nebo malych molekul s okolnim prostfedim (Adams & Duggan, 1999;
Kalina & Varia, 2005). Mezi vn€j§im a vnitinim periplazmatickym prostorem se nachazi
vrstva peptidoglykanu (Hoiczyk & Hansel, 2000). Posledni vrstvou je semipermeabilni
cytoplazmaticka membrana (CM) (Gantt, 1994).

Peptidoglykan (murein) je specificka esencidlni struktura BS pro sinice a bakterie
umisténa na vngjsi stran€ CM (Rogers et al., 1980; Vollmer et al., 2008a). Jeji ulohou je
mechanicka ochrana buriky a diky své tuhosti udava také jeji tvar (Gantt, 1994). Naruseni
syntézy peptidoglykanu nebo jeho degradace napt. lysozymem ( Enzymova lyza) vede ke
ztraté struktury a bunécné lyze (Vollmer et al., 2008a). Samotny peptidoglykan se sklada
z vlaken glykanu zesitovanych kratkymi peptidy (Rogers et al., 1980). Glykanova vlakna
jsou slozena z N-acetylglukosaminu a N-acetylmuramové kyseliny, navzajem spojené [3-

1,4 glykosidovou vazbou (Vollmer et al., 2008a).



Obr. 2: Srovnani bunécénych obalu sinice P wuncinatum (A) a bakterie E. Coli (B).
1 — vn¢jsi vrstva (S-vrstva a exopolysacharidy), 2 — vn¢j$i membrana, 3 — peptidoglykanova
vrstva, 4 — plazmaticka membrana. Pievzato a upravenou podle (Hoiczyk & Hansel, 2000).

Vrstva peptidoglykanu je u jednobunéénych sinic jako napt. Synechococcus silna okolo
10-15 nm (Golecki, 1977; Samuel et al., 2001). Mezi sinicemi lze najit druhy, které maji
vrstvu silngjsi. Vlaknité sinice maji 15-35 nm peptidoglykanu (Hoiczyk & Baumeister,
1995), coz by odpovidalo spiSe gram-pozitivnimu zafazeni (Jiirgens et al., 1983). Mnoho
gram-pozitivnich bakterii ma peptidoglykanovou vrstvu o sile 2040 nm (Hoiczyk &
Hansel, 2000). Sinice Oscilatoria princeps se vyznacuje extra mohutnou vrstvou, ktera je
300-700 nm silna (Hoiczyk & Baumeister, 1995). BS sinic se i pfesto povazuje za gram-
negativni, zejména diky pfitomnosti vnéj§i membrany. Sinice maji vyvinutou unikatni
organizaci BS, ktera neodpovida typickému gram-pozitivnimu nebo gram-negativnimu
uspofadani. I hustota zesitovani mezi jednotlivymi vlakny peptidoglykanu je vyrazné
vyS$si, nez lze najit u vétSiny gram-negativnich bakterii. (Jirgens et al., 1983). Srovnani
stavby BS sinice Phormidium uncinatum a bakterie Escherichia coli je na obrazku (Obr.

2).

2.1.1.2 Stavba protoplastu

V burice sinice lze rozliSit dva typy cytoplazmy: na povrchu vyraznéji zbarvenou
chromoplasmu s thylakoidy a ve stfedové oblasti buiiky svétlejsi centroplasmu, kde se
nachazi kruhova molekula DNA, ribozomy, granule obsahujici zasobni latky, plynové
vezikuly a dalsi plazmatické struktury (Kalina & Vana, 2005). Molekula DNA je ¢asto
obsazena ve vice kopiich, pfiCemz pocet molekul je velmi variabilni. Monoploidie je
u sinic vzacna (Griese et al., 2011). Cytoplazma sinic obsahuje také plazmidy, kratké
cyklické molekuly DNA, které buiice poskytuji dodate¢né vlastnosti diky své genetické

informaci (Kalina & Vana, 2005). Stavba buriky sinice je zobrazena na obrazku (Obr. 3).



Ve srovnani s eukaryotickou butikou postradaji sinice vétSinu organel véetné bunécného

jadra, plastidii, mitochondrii i Golgiho téliska (Kalina & Vana, 2005).

2.1.1.3 Bunécné inkluze
Sinice obsahuji Ctyfi typy bunécnych inkluzi, které jsou obecné pritomné: karboxysomy
a trojici granuli (polyfosfatové, cyanofycinové a glykogenové) slouzici jako zasobni latky
(Stanier & Cohen-Bazire, 1977; Kalina & Vana, 2005). Karboxysomy (polyedricka
téliska) v sobé koncentruji CO2z, nebot obsahuji dilezity enzym ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasu (Rubisco EC 4.1.1.39), ktery umoziuje fixaci C v ramci Calvinova
cyklu (Kalina & Vara, 2005; Andersson & Backlund, 2008).

Hlavnimi limitujicimi prvky pro sinice jsou N a P (Yunes, 2019). N si ukladaji
v podobé cyanofycinu, ktery se sklada z dlouhych fetézct argininu a asparaginu (Stanier
& Cohen-Bazire, 1988). P je v dob& nadbytku ukladan do polyfosfatovych granuli
tvorenych ortofosforeCnany (Kalina & Vana, 2005). Obzvlasteé velké polyfosfatové
granule ma Gloeobacter violaceus (Stanier & Cohen-Bazire, 1988). Posledni zasobni
latkou sinic je glykogen, ktery slouzi jako hlavni organickd zasobni latka (Stanier &

Cohen-Bazire, 1977).

Obr. 3: Schéma tenkého fezu sinice. C — karboxysom, CG — cyanofycinova granula, T — thylakoid,
P — polyfosatova granula, N — nukleoplasmicka oblast, G — glykogenova granula, FB —
fykobilizom, PV — plynova vezikula. Pfevzato a upraveno podle (Adams & Duggan, 1999).



2.1.2 Fotosyntéza sinic

Velka cast protoplastu sinic je vyhrazena pro fotosyntézu. Hlavni slozkou
fotosyntetického aparatu je fada zplostélych vacka neboli thylakoidu (Stanier & Cohen-
Bazire, 1977), které se nachazeji u vSech sinic s vyjimkou Gloeobacter violaceus, ktera
je postrada. Uvniti thylakoida se nachazi proteinové komplexy fotosystému I a II a také
fotosyntetické pigmenty. U sinic lze najit zastoupeni vSech znamych druhti chlorofyli.
Chlorofyl a se vyskytuje v thylakoidech a byva hlavnim fotosyntetickym pigmentem
u vétsiny sinic (Kalina & Vana, 2005). Vyjimkou je sinice Acaryochloris marina, ktera
ma jako hlavni pigment chlorofyl d (Miyashita et al., 1996). Chlorofyl b se vyskytuje
urodt Prochloron, Prochlorococcus a Prochlorotrix (Palenik & Haselkorn, 1992)
a chlorofyl ¢ se nachazi u Prochlorococcus marinus (Helfrich et al., 1999). U sinice
Halomicronema hongdechloris byla poprvé objevena pfitomnost chlorofylu 7, jehoz
absorpéni maximum je 720 nm (Chen et al., 2010). Tato varianta byla posléze prokazana
u vice druht jako Leptolyngbya CCM 4 (Ohkubo & Miyashita, 2017; Gomez-Lojero et
al., 2018).

Na stromalni strané thylakoidl se nachazi fykobilizomy, které zajistuji sbér svétla pro
fotosyntézu (Bryant, 1991). Fykobilizomy maji polokulovity tvar a skladaji se z jadra
a perifernich ty¢inek. Komplex fykobilizomu tvoti pfevazné fykobiliproteiny. Jedna se
o barevnou skupinu proteint nesouci struktury tetrapyrrolu s otevienym fetézcem (Sidler,
1994). Na obrazku (Obr. 4) je znazornéna struktura fykobilizomu vcetné vyskytu tii
fotosyntetickych  pigment, Cerveného fykoerytrinu, amodrych fykocyaninu
a allofykocyaninu. Diky rozdilnym absorpcnim maximim jednotlivych fotosyntetickych
pigmenti mohou sinice k fotosyntéze vyuzivat svétlo rizné vinové délky (Kalina & Vana,
2005). Jednotliva absorp¢ni maxima fotosyntetickych pigmentd sinic jsou uvedena

v tabulce (Tab. 1).

Tab. 1: Absorpéni maxima fykobiliproteini. Vytvofeno podle (Sidler, 1994).

Fykobiliprotein  Absorpcni maximum [nm]|

Fykoerytrin 565-575
Fykocyanin 610-620
Allofykocyanin 650-655




Fykobilozom

—> Membrana thylakoidu

r—> Fykoerytrin

Fykocyanin
Allofykocyanin

Obr. 4: Struktura fykobilizomu a rozlozeni fotosyntetickych
pigmentt. Pfevzato a upraveno podle (MacColl, 1998).

Sinice maji uzite¢nou schopnost chromatické adaptace. Jedna se o reakci na zménu
slozeni svételného spektra. Pro maximalni zisk svételné energie se méni pomér
fykoerytrinu a fykocyaninu na fykobilizomech. Allofykocyaninové jadro se neméni
(Stanier & Cohen-Bazire, 1977; Kalina & Vana, 2005). Jak vSak poznamenali Tandeau

a Houmard (1993), ne v§echny sinice touto schopnosti disponuji.

2.1.2.1 Anaerobni fotosyntéza

Nekteré sinice patii mezi fakultativné anaerobni organismy a mohou provadét
fotosyntézu 1 za anaerobnich podminek. Patfi mezi né€ napft. sinice Oscilatoria limnetica
objevena u dna v solném jezefe Solar Lake na Sinajském poloostrove (Cohen et al., 1975).
Béhem anaerobni fotosyntézy je jako donor elektronu pouzivan sulfan (Stanier & Cohen-

Bazire, 1977) a reakce ma vzorec:

Kdyz se sinice dostane do povrchové vody s dostupnym kyslikem, pfejde na aerobni

formu fotosyntézy a donorem elektronu se opét stava voda (Kalina & Vana, 2005).

2.1.3 Fixace dusiku
Preferovanym zdrojem N je u sinic amoniak (Muro-Pastor et al., 2005), ktery je vSak
v ptirodnim prostiedi v nizkych koncentracich (Rees et al., 2000), a tak sinice nejCastéji
vyuzivaji dusi¢nany a dusitany (Su et al., 2005).

Sinice mohou ziskavat N i redukci plynného N>. Dosahuji toho za pomoci enzymu

nitrogenasy (EC 1.18.6.1). Nitrogenasa vyzaduje anaerobni prostiedi, nebot” ji kyslik
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nevratné inhibuje (Flores & Herrero, 1994). Sinice fadu Nostocales na to reaguji
ptitomnosti specialnich bunék, heterocyst, které zajist'uji pro fixaci N anaerobni prostredi.
Vytvoii se v reakci na nizky obsah N v okolnim prostiedi. Cely proces trva méné nez
24 h (Kalina & Varia, 2005).

Sinice, které heterocysty nemaji, jsou schopny fixovat N> v anaerobnich podminkéach
(Flores & Herrero, 1994). Existuji 1 druhy bez heterocyst schopné fixovat Ny za
ptitomnosti kysliku, napt. sinice Gloeothece sp. PCC 6909, kterou objevili Wyatt a Silvey
(1969).

2.1.4 Cyanotoxiny

Doposud bylo objeveno vice jak 2000 sinicemi produkovanych metabolickych latek
(Jones et al., 2021). Mezi tyto latky patfi skupina cyanotoxint, biologicky aktivnich
molekul, které se nepodili na riistu nebo rozmnozovani sinic a patii tak mezi sekundarni
metabolity (Carmichael, 1992). Pro ¢lovéka jsou chronicky toxické a vedou k riaznym
onemocnénim jako akutni gastroenteritida, kozni vyrazka, podrazdéni dychacich cest,
o¢i, usi nebo viedy v ustech (Zhang et al., 2022). Rozd¢€luji se na dvé skupiny podle
toxicity. Prvni skupina pasobi smrtelné otravy a druha ma selektivni ucinky na jiné
konkuren¢ni bunky, ale smrtelné ucinky nema (Kalina & Vana, 2005). Mezi
nejrozsifenéjsi toxiny patii skupina mikrocystinii obsahujici pfes 80 variant. Nejvice
toxicky z nich je mikrocystin-leucin-arginin (MC-LR) (Kim et al., 2009; Islam et al.,
2019), jehoz chemicka struktura je na obrazku (Obr. 5).
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Obr. 5: Mikrocystin-LR, Prevzato z (Gademann & Portmann, 2008).



2.1.5 Ekologie sinic

2.1.5.1 Vodni kvét

V piipadé€ pfemnozeni sinic na vodnich plochéach vznika tzv. vodni kvét (Kalina & Vana,
2005). Kvét s sebou piinasi kontaminaci vody toxickymi latkami a zmény ve slozeni
zivin, které ohrozuji vodni faunu a fléru (Zhang et al., 2022). Na vytvareni kvétu se podili
napf. sinice rodu Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon nebo Trichodesmium (Kalina
& Varna, 2005; Sacilotto Detoni et al., 2016). K vyskytu vodniho kvétu dochazi
povétsinou v letnim obdobi, kdy je dostatek teplého slunecniho zafeni. DalSimi
podminkami pro vznik jsou idealni hodnota pH a pomér zivin ve vod¢€, zejména N a P
(Yunes, 2019). Vodni kvét se obtizné odstrariuje (Kalina & Vana, 2005) a pfitomnost
cyanotoxini muze zpusobovat vazné zdravotni komplikace nejen pro ¢lovéka, ale i pro
zvitata (Yunes, 2019). Navic z divodu globalniho oteplovani pocet kvéti kazdorocné

stoupa (Zhang et al., 2022).

2.1.5.2 Vyskyt sinic
Diky své veliké rozmanitosti a pfizptsobivosti jsou sinice schopné obyvat témér vSechny
myslitelné oblasti (Gaysina et al., 2019) od tvrdych podminek Arktidy a Antarktidy
(Mataloni & Komarek, 2004), az po rozpalené pisecné pouste (Buidel et al., 2009). Mnoho
sinicc jse schopno prezivat v extrémnich podminkach. Sinice Leptolyngya zvlada rist
v alkalickych vodach pii hodnotach pH dosahujicich 13,5. Vlaknita sinice Microcoleus
chtonoplates snasi slanou vodu Mrtvého mote diky své toleranci salinity pres 200 %o
(Kalina & Varia, 2005).

Velmi rozsifené jsou ve vodach mofi a oceant, kde tvori vyznamnou slozku potravniho
fetézce v podobé planktonu a jsou vyznamnymi producenty biologicky aktivnich
slouenin (Andreeva et al., 2020). Mezi dominantni druhy v oceanech patii rody

Prochlorococcus a Synechococcus (Flombaum et al., 2013).

2.1.5.3 Symbiotické sinice

Mnoho sinic zije v symbioze s tadou hostiteld, ktefi jsou z fad rostlin, hub, protisti
i zivoCichu (Rai et al., 2000). V symbiotickych interakcich plni sinice roli chloroplastt
a poskytuji hostitelim zdroj uhliku. Mohou taktéz poskytovat dusik diky své schopnosti
jeho fixace (Gaysina et al., 2019). U rostlin trva symbioza po dobu jedné generace

s vyjimkou diatomt a vodni kapradiny Azolla, ktera ma ve svych pletivech sinice fadu
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Nostocales. Zde je symbioticky vztah pfedavan z generace na generaci (Plazinski et al.,
1990; Gebhardt & Nierzwicki-Bauer, 1991; Rai et al., 2000). Dalsim ptikladem
symbiotického souziti je liSejnik, jehoz slozkami jsou houba a sinice, nebo houba, sinice
a zelena fasa. LiSejniky vétSinou tvoti rody Nostoc, Calothrix, Scytonema a Fischerella

(Kalina & Varia, 2005).

2.1.6 Sinice v biotechnologiich
Sinice se uplatiuji v Siroké Skale pramyslovych aplikaci (Singh et al., 2016). Potravinové
doplnky ze sinic jsou velmi popularni pro sviij vysoky obsah vitaminti, mineralnich latek,
esencialnich aminokyselin a proteinti (Watanabe et al., 1999). Jejich ¢astym zdrojem jsou
sinice rodu Spirulina, Anabaena nebo Nostoc (Abed et al., 2009; Anantharajappa et al.,
2020; Fais et al., 2022). V soucasné dobé¢ se zkouma také vyuziti sekundarnich metabolitt
Qamar et al., 2021). Jednou z latek vykazujicich vynikajici protinddorovy ucinek je
kryptofycin pochazejici ze sinice Nostoc sp. var. ATCC 53789 a GSV 224 (Kang et al.,
2018; Borbély et al., 2019).

Sinice Synechococcus a Synechocystis mohou produkovat laktat a sukcinat, jenz se
uziva pii vyrobé bioplast (Durall et al., 2021). Dale mohou slouzit pro produkci biopaliv

jako 2-methyl-1-butanol, isobutanol ¢i 2,3-butandiol (Nozzi et al., 2013).

2.1.7 Systém sinic

Systém sinic proSel za posledni roky vyraznymi zménami. Pivodné byl rozd€len na rady
dle morfologické podobnosti, nynéjsi systém je zalozen na genomové podobnosti
analyzou 16S rRNA (Strunecky et al., 2023).

Strunecky et al. (2023) jsou autofi zatim posledni taxonomické klasifikace sinic.
Jedinou tiidu sinic Cyanophyceae rozdélili do 20 rfada: Gloeobacterales, Aegeococcales,
Thermostichales, Pseudanabaenales, Gloeomargaritales, Acaryochloridales,
Prochlorotrichales, Synechococcales, Nodosilineales, Leptolyngbyales, Oculatellales,
Geitlerinematales, Desertifilales, Oscillatoriales, Coleofasciculales, Spirulinales,
Chroococcales, Gomontiellales, Chroococcidiopsidales a Nostocales.

Jak sami autofi uvadi, ne vSechny druhy maji dokoncenou genomovou analyzu, takze

je pravdépodobné, ze se systém bude nadale vyvijet.
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2.1.8 Synechococcus
Rod Synechococcus patii mezi nejroz§ifenéj§i druhy sinic na Zemi (Whitton & Potts,
2002). Spolu s Prochlorococcus je dominantnim rodem v oceanech (Ma & Jiao, 2004)
a stejné tak je velmi rozsifen ve sladkovodnich vodach (Gaysina et al., 2019).
Synechococcus ma kratce ovalné nebo tyCinkovité buiky o velikosti 0,4-6 um
(Komarek et al., 1999). Buniky Synechococcus aeruginosus jsou zobrazeny na obrazku
(Obr. 6). Slizova vrstva neni pfitomna (Kalina & Vana, 2005). Kvuli nizké morfologické
variabilité byl dlouho povazovan za souvisly rod (Komarek et al., 1999) a jeho druhové
uréeni neni snadné. Proto se Casto uziva pouze rodového oznaceni (Kalina & Vara, 2005).
Podrobnéjsi rozfazeni umoznila az genomova analyza 16S rRNA (Dvorak et al., 2014;
Strunecky et al., 2023).
Rod je oblibeny v laboratofich pro svou kratkou dobu zdvojeni (Kalina & Vara, 2005).

Obr. 6: Bunky Synechococcus aeruginosus. Pfevzato z
(Gaysina et al., 2019).

11



Metody bunécéné lyzy

Mechanické Nemechanické
([ wpH,HSH ) | |

French press Fyzikalni Chemické Biologické
Mleti/trepani s kulickami
\ J

Teplo ;
Kavitace Alkeillyza Enzymy
Osmoticky Sok Detergenty

Dekomprese

Obr. 7: Rozd¢leni metod pro bunéénou lyzu. Vytvoreno podle (Middelberg, 1995; Shehadul Islam
etal., 2017).

2.2 Bunécna lyza

Bunécna lyza je prvnim a kli€ovym procesem pro ziskani bunéného obsahu (Timira et

al., 2022). Utinnost konkrétni metody naruSeni bunék uréuje dostupnost vsech

intracelularnich proteint ¢i jinych molekul, pro extrakei (Shen, 2019).

Na zakladé mechanismu lyzy lze metody rozdélit na mechanické a nemechanické
(Shehadul Islam et al., 2017). Rozdéleni metod lyzy je na obrazku (Obr. 7). V této praci
budou zminény nejb&éznéjsi metody pro bunécnou lyzu a nasledné bude popsano jejich

uplatnéni pro extrakci jednotlivych molekul, jako jsou proteiny, lipidy, pigmenty a dalsi.

2.2.1 Vysokotlaka homogenizace
Vysokotlaka homogenizace (HPH) je jedna z nejvice rozsifenych metod pro lyzu bunék.
Pro svou snadnou Skalovatelnost je vyuzivana hlavné v primyslovém méfitku. Pfistroj
provadéjici HPH se nazyva vysokotlaky homogenizator (Levy et al., 2021). Na obrazku
(Obr. 8) je zobrazeno schéma Mantonova-Gaulinova homogenizatoru vyrobeného firmou
APV-Group (Daventry, UK). Sklada se z pistového Cerpadla a sestavy homogenizacniho
ventilu (Gomes et al., 2020).

Lyzy je dosazeno protlaCovanim suspenze bunék uzkym otvorem ventilu pod
vysokym tlakem (Tanaka, 2015; Shehadul Islam et al., 2017). V zavislosti na
lyzovanych burikach se bézné pouziva tlak v rozmezi 20-120 MPa (Gomes et al.,

2020). Se specializovanymi pfistroji 1ze dosahnou i tlaku 300-400 MPa. Jedna se pak
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Obr. 8: Schematicka reprezentace Mantonova-Gaulinova homogenizatoru. Upraveno podle
(Gomes et al., 2020).

o ultra vysokotlakou homogenizaci (UHPH) (Dumay et al., 2013). Béhem pruchodu
ventilem jsou buriky naru§ovany narazy do pevnych povrcht (Bernaerts et al., 2019),
kombinaci intenzivnich smykovych sil a turbulentniho proudu (Balduyck et al., 2018;
Wang & Lan, 2018). Lyzu podporuje také prudky pokles tlaku na druhé strané ventilu
a rozpad kavitacnich bublin (Coccaro et al., 2018).

Homogenizace je ovlivnéna pouzitym tlakem a poCtem prichodi biomasy skrze n¢j
(Soto-Sierra et al., 2018). ZvySenim tlaku lze pozadovany pocet prichodl snizit
(Bernaerts et al., 2019). Miru narusSeni buné¢k lze regulovat nejen tlakem, ale 1 velikosti
mezery ventilu. UZz§i mezera ma za nasledek silngjsi proudéni a zplisobuje intenzivnéjsi
naruseni bunék (Tanaka, 2015). Uvolfiovani zadoucich molekul neni zavislé na
koncentraci biomasy a muze byt soucasné naruSovana vétsi koncentrace bunek (Shehadul
Islam et al., 2017).

Nevyhodou metody je generovani tepla a zahfivani vzorku, které muze zpusobit
degradaci termolabilnich latek (Tanaka, 2015; Bernaerts et al., 2019). Na kazdych
10 MPa pouzitého tlaku, 1ze oCekavat teplotni narast cca 2 °C (Becker et al., 1983).
Z toho prameni nutnost pouziti externiho chladiciho systému (Bernaerts et al., 2019;
Wang et al., 2020). Mezi dalsi nevyhody patfi neselektivita, omezeni proti rozbiti bunék

s tvrdsi sténou a tvorba nezadoucich bunécnych zbytka (Corréa et al., 2021).
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2.2.2 French press

French press patii mezi prvni vyvinuté metody pro bunéénou lyzu (D’Hondt et al., 2017).
Funguje na stejném principu jako HPH (de Carvalho et al., 2017). Jedna se o malou
aparaturu slozenou z nerezového valce s izkym otvorem uprostied, pistem a ventilem.
Objem byva mens$i nez 100 ml (Tanaka, 2015) a slouzi spiSe pro otestovani podminek pro

vétsi aparaturu (de Carvalho et al., 2017).

2.2.3 Vysokorychlostni homogenizace
Vysokorychlostni homogenizace (HSH) je jednoducha, ale agresivni a velmi ucinna
metoda pro bunécnou lyzu (Giinerken et al., 2015). Vysokorychlostni homogenizator se
sklada z rotoru a statoru o rtiznych provedenich. Vysoké otacky (10000-20000 RPM
(Corréa et al., 2021)) zptsobi lokalni pokles tlaku a vznika hydrodynamicka kavitace,
ktera zpusobuje naruSeni bunék (Shirgaonkar & Lothe, 1998; Kumar & Bandit, 1999).
Spolu s kavitaci se na bunécné lyze podili smykové sily (Giinerken et al., 2015).
Vyhodou metody je rychlé dosazeni bunécné lyzy. I pies svou energetickou narocnost
je vhodna pro primyslové meéfitko. HSH zptusobuje denaturaci proteini (Corréa et al.,
2021) ajeji vyuziti je zejména pro extrakci lipidd (Wang & Wang, 2012; Balasubramanian
et al., 2013) ¢i antioxidantt (Guedes et al., 2013).

2.2.4 Mieti kulickami
Mleti kulickami je jedna z nejjednodusSich metod pro lyzu bunék (Middelberg, 1995;

Tanaka, 2015). Je oblibena v laboratornim i prumyslovém méfitku diky vysoké ucinnosti
az 98 % (Soto-Sierra et al., 2018) a moznosti pouziti na Siroké spektrum bunek (Shehadul
Islam et al, 2017). Kromé toho nezpusobuje kontaminaci vzorku ve srovnani
s chemickym oSetfenim a zachovava vétSinu funk¢nich vlastnosti biomolekul (Corréa et
al., 2021).

Zakladem kulickového mlynu je plastova mleci komora s rotujici hiideli prochézejici
jejim sttedem. Mleci komora muze byt vertikalni nebo horizontalni a mize byt vybavena
michadly rizné konstrukce (Middelberg, 1995). Srovnani obou provedeni mleci komory
je na obrazku (Obr. 9). Z obou verzi je béznéjsi horizontalni provedeni (de Carvalho et
al., 2017). Existuji také verze, kde jsou bunky lyzovany tfepanim suspenze s kulickami
(Goldberg, 2008). Nedosahuji vSak efektivnosti mlynt, ve kterych jsou kulicky michany
(D’Hondt et al., 2017).
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Obr. 9: Schematicka reprezentace dvou typu mleci komory a) Vertikalni mleci komora
b) Horizontalni mleci komora. Upraveno podle (Gomes et al., 2020).

Burniky jsou rozbijeny silami zpusobenymi pohybem kuli¢ek v mleci komote
(Gtuinerken et al., 2015) nebo drceny mezi kolidujicimi kulickami (Rahman et al., 2022).
Spolu s bunécnou suspenzi jsou kulicky michany vysokou rychlosti (Shehadul Islam et
al., 2017), coz dale podporuje naruSeni bunék (Corréa et al., 2021). Spravna velikost
kulicek je kriticka pro Gcinnost naruseni bunék. Velké kulicky nejsou uc¢inné, kvuli
malému povrchu, kde dochazi ke srazkam. Naopak pfiliS malé kulicky postradaji
setrvacnost, a tak nemaji dostate¢nou silu pro rozbiti bune¢k (Tanaka, 2015). Optimalni
velikost je 0,1 mm pro bakterie a okolo 0,5 mm pro mikrotasy a rizné zivocisné bunky
(Lee et al., 2012). Pro lyzu sinic jsou podobné ti¢inné ob¢ varianty i velikosti mezi nimi
(Ivleva & Golden, 2007; Kim et al., 2009). Nejvyssi ucinnosti 1ze dosadhnout, kdyz se
kuli¢kami naplni objem komory na 85 % (Doucha & Livansky, 2008). Uginnost lyzy
taktéz ovliviiuje i1 materidl pouzitych kuli¢ek. Nejbé€znéjsi jsou kulicky ze zirkonu
a kulicky ze skla (Lee et al., 2012). Dalsimi pouzivanymi materialy pro kuli¢ky jsou
keramika a ocel (Shehadul Islam et al., 2017).

Nevyhodou metody je produkce tepla zpusobeného tfenim (Wang et al., 2020).
Vybaveni mleci komory chladicim systémem miize predejit denaturaci proteinu a jinych
molekul citlivych na teplo (Postma et al., 2015). Po ukonceni mleti je nutné oddélit
kulicky od bunécné suspenze sedimentaci pro op&tovné pouziti (Balasundaram et al.,
2012; Wang et al., 2020). Kulicky s vétsi hustotou se od suspenze oddéluji snadnéji (Lee
etal., 2012).
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2.2.5 Ultrazvuk

Dalsi z mechanickych metod lyzy je ultrazvuk. Zpusobuje rozpad vSech bunéénych
membran (Azencott et al., 2007). Metoda je velmi oblibena na laboratorni trovni (de
Carvalho et al., 2017). Buiiky jsou vystaveny smykovym silam v kapalin€, které jsou
zpusobené ultrazvukovymi vinami o vysokych frekvencich (Wang et al., 2020).

Béhem osetfeni ultrazvukem jsou buiiky narusovany vicero zpusoby. Jednim z nich
je akusticka kavitace (Giinerken et al., 2015). Kavitace je proces, pii kterém dochézi
k vicenasobné tvorbé mikrobublin na nukleacnich mistech v kapalin€. Bubliny postupné
narustaji az do dosazeni kritické velikosti, kdy dojde k jejich implozi. Pfi kolapsu bublin
se uvolni obrovské mnozstvi energie, ktera v podobé razové viny projde bunécnou
suspenzi a zpusobi naruseni bunék (Saranya et al., 2014). Vytvaii se také mikrooblasti
s extrémné vysokou teplotou a tlakem az 100 MPa (Giinerken et al., 2015). Béhem
kavitace dochazi taktéz k termolyze vody v okoli bublin a k tvorbé vysoce reaktivnich
volnych radikala (H", HO*, HOO") zptsobujicich naruseni BS (Riesz et al., 1985).

Hlavnimi parametry ovliviiyjicimi Gi¢innost sonikace jsou pouzita frekvence, sila (W),
koncentrace bunécné suspenze, teplota a délka expozice (Wu et al., 2015; Tanaka, 2015;
Bhilare et al., 2019). Nevyhodou ultrazvuku je lokalni zahtivani i celkova produkce tepla
ve vzorku (Gunerken et al., 2015). Sheng et al. (2012) provadéli extrakeci lipida ze sinice
Synechocystis PCC 6803 a zjistili, ze kontrolovani teploty béhem sonikace muze zlepsit

kvalitu extrahovanych produkti, ale znatelné snizi ucinnost bunécné lyzy.

2.2.6 Pulzni elektrické pole

Pulzni elektrické pole (PEF) je metoda zalozena na vystaveni biomasy kratkym impulzim
(us az ms) vysokého napéti (10-50 kV-cm™) (Mahni¢-Kalamiza et al., 2014). Na rozdil
od ostatnich mechanickych metod nezptisobuje kompletni rozpad burky, ale pouze
permeabilizuje CM (Azencott et al., 2007). Je tak umoznéno selektivni ziskani molekul,
které mohou projit skrze CM (Postma et al., 2016).

Utinnost PEF je silné zavisla na operatnich podminkach. Velky vliv ma druh
rozpoustédla, davkovani, teplota a konduktivita média (Lee et al., 2017). V zavislosti na
zvolenych parametrech mize byt elektropermeabilizace vratna ¢i nevratna (Buchmann et
al., 2019) v pripadé aplikovani piili§ silného elektrického pole (Giinerken et al., 2015).
Vratna se pouziva na vsunuti molekul do buiikky (Buchmann et al., 2019; Scherer et al.,
2019). Metoda sama o sob€ neni vhodna pro uplnou extrakci proteinti (Soto-Sierra et al.,

2018).
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2.2.7 Mikrovinné ozarovani

Mikrovinné zareni odpovida vinové délce 300 MHz az 30 000 MHz (D’Hondt et al,,
2017). Pro lyzu bunék se pouziva hlavné frekvence 2450 MHz, kterd je znama pro svou
vhodnost ohfivat materialy obsahujici vodu (Guinerken et al., 2015). Teplo v bunécné
suspenzi je zpusobeno vibracemi a rotacemi dipolarnich molekul a ionth
v elektromagnetickém poli (Biller et al., 2013). K bunééné lyze dochézi diky obrovskému
tlaku zptisobenému rychlym zahfivanim a nasledné evaporaci vody uvnitf bunék (Ma et
al., 2014). Metoda je vyuzitelna pro extrakci lipida (Balasubramanian et al., 2011; Zheng
et al., 2011; Piasecka et al., 2014) a cyanotoxint (Metcalf & Codd, 2000).

2.2.8 Zmrazovani a rozmrazovani

Jednoducha metoda, jejimz principem je série zmrazovacich a rozmrazovacich cyklu
(D’Hondt et al., 2017). Zmrazeni probiha pomalu pfi teplotach -15 az -80 °C (Dixon &
Wilken, 2018). KdyZz jsou buiiky zmrazeny, voda v nich vytvoii krystalky, které maji vétsi
objem nez puivodni bunécny obsah. Diky snizené elasticit€ zmrzl¢ buriky vytvori tlak ledu
v BS pory (Tanaka, 2015). Buriky jsou po n€kolika hodinach v mrazu opét rozmrazeny.
Postupnym opakovanim cyklad narista mnozstvi péra v BS a intracelularni obsah mize
prejit do extrak¢niho pufru (Tavanandi et al., 2018). Z divodu casové narocnosti
a energetické nakladnosti je metoda aplikovana spiSe na laboratorni urovni. Uplatnitelna
je hlavné pro ziskani termolabilnich molekul jako jsou napi. enzymy (Dixon & Wilken,

2018).

2.2.9 Lyofilizace

Lyofilizace neboli suseni mrazem je metoda, béhem které jsou buiky nejprve pomalu
zmrazeny a nasledné vystaveny nizkému tlaku cca 1 kPa pii -40 °C. Pomalé zmrazeni
umozni tvorbu vétsich ledovych krystalka, které vytvoii pory v bunécné stén¢ (D’Hondt
et al., 2017). Nasledné vystaveni nizkému tlaku zapficini sublimaci krystalkd a buriky
jsou pomalu dehydratovany (Lee et al., 2012). V lyofilizatoru se buiiky ponechavaji 24 h
(Morist et al., 2001) nebo 1 nékolik dni (Unterlander et al., 2017). Metoda je uzitecna pro
préci s proteiny i enzymy, které nesnesou teplo (Lee et al., 2012). Nabizi se i moznost
vyuzit lyofilizaci jako pfedupravu pro jiné metody jako ultrasonikace nebo tiepani
s kulickami a ziskat lepsi vytéznost proteint (Unterlander et al., 2017). Metoda je vSak

energeticky 1 Casoveé narocna (Lee et al., 2012).
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2.2.10 Tepelné naruseni
Mezi metody vyuzivajici teplo patii termolyza, autoklavovani a exploze pary (Corréa et

al., 2021). U termolyzy a autoklavovani je bunéCna lyza zpusobena denaturaci

membranovych proteini dodanym teplem (Shehadul Islam et al., 2017). Metody se netési
vysoké ucinnosti, navic jsou energeticky narocné a jejich pouzitelnost je omezena pro
extrakci tepelné odolnych molekul (Corréa et al., 2021).

Béhem exploze pary jsou buiiky vystaveny vysoké teploté a tlaku po dobu 5—60 min.
(Lorente et al., 2015; D’Hondt et al., 2017). Buiiky jsou lyzovany prudkym poklesem
tlaku pfi jeho uvolnéni (Nurra et al., 2014). Exploze pary pii 150 °C pfinesla ve studii

Lorenteho et al. (2015) nejlepsi vysledky pii extrakei lipidi ve srovnani s ultrazvukem,

mikrovinnym ozatfovanim a autoklavovanim.

2.2.11 Chemicka lyza

Bunky lze lyzovat i celou fadou chemickych metod. Patii mezi né€ kyseliny, chelatacni
¢inidla, detergenty, chaotropni ¢inidla, rozpoustédla, zasady nebo chlornany, které svou
interakci s bunéénou membranou zpusobuji jeji oslabeni (Middelberg, 1995). Uvedené
latky ptisobi riznymi mechanismy (Giinerken et al., 2015) a mohou byt selektivnéjsi nez

mechanické metody, diky specifickym interakcim se slozkami BS (D’Hondt et al., 2017).

2.2.11.1 Kyseliny a zasady
Alkalyza je jednoducha lyza¢ni metoda spocivajici v saponifikaci lipidi BS nejcastéji
za pomoci NaOH nebo KOH. Bazi Ize rozpustit ve vodé nebo alkoholu. VétSinou jde o
methanol, ethanol nebo isopropanol. Metoda je agresivni vuci proteinim, kvili vysokému
pH (de Carvalho et al., 2017). B&zné€ pouzivany pH rozsah je 10-12,5 (Harrison, 1991),
ale pfi pouziti koncentrované baze muaze byt i vyssi nez 13 (de Carvalho et al., 2017).
VétSina proteini neni schopna za téchto podminek zachovat své funkcni vlastnosti
(Harrison, 1991; Gunerken et al., 2015). V laboratofich je alkalyza Casto vyuzivana pfi
extrakci plazmidové DNA (Middelberg, 1995; Chamsart & Karnjanasorn, 2007).
Kyseliny se vétSinou vyuzivaji jako preduprava pro dalsi metody. NejCastéji je
vyuzivana H>SOs. Proceduru lze provadét za ambientni teploty, ale vétSinou se smés
zahtiva (D’Hondt et al., 2017). Vyssi reakéni teploty vedou k vysSS§imu stupni naruseni
buneék (Halim et al., 2012; Giinerken et al., 2015). Osetfeni kyselinami muze vést

k degradaci extrahovanych molekul (Giinerken et al., 2015).
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2.2.11.2 Detergenty

K detergentni lyze lze vyuzit celou fadu detergent, které se svou povahou déli na
iontové, neiontové a zwiterionové (Brown & Audet, 2008). Detergenty zpusobuji
solubilizaci fosfolipidové dvouvrstvy buné&né membrany (Helenius & Simons, 1975).
Mezi nejpouzivané]si detergenty patii dodecylsiran sodny (SDS), silny iontovy detergent,
schopny zajistit bunécnou lyzu v fadu sekund. Nevyhodou je jim zptisobena denaturace
proteini (Brown & Audet, 2008). Pro praci s nimi mohou byt vhodn&jsi mirnéjsi
neiontové detergenty jako Triton X-100 nebo Tween-20, které sice lyzuji butiky pomaleji,
ale maji mnohem nizs§i tendence je denaturovat (Brown & Audet, 2008; Gomes et al.,
2020).

Kvili komplexnosti bunécné stény sinic je lyza samotnymi detergenty malo Gcinna
(Kim et al., 2009). Vngj§i S-vrstva bunécné stény je proti nim odolna (Nixdorff et al.,
1978). Jejich vyuziti je prevazné asistence pii bunécné lyze v kombinaci s dal§imi

metodami (Middelberg, 1995; Mehta et al., 2015).

2.2.12 Enzymova lyza

Alternativou pro mechanické a chemické metody je pouziti enzyma, které spadaji pod
biologické metody lyzy. Jejich hlavni prednosti je vysoka specifita (Shehadul Islam et al .,
2017). Enzymy mohou butiku lyzovat zcela nebo jen z ¢asti (Wang et al., 2020).

Mezi nejvice uzivanymi enzymy pro bunécnou lyzu sinic je lysozym (EC 3.2.1.17)
(Mehta et al., 2015) patfici do skupiny peptidoglykanovych hydrolas. Ulohou lysozymu
je Stépeni B-1,4-glykosidové vazby v peptidoglykanu (Vollmer et al., 2008b), ktery je
vyznamnou slozkou BS sinic, jak bylo uvedeno v kapitole (Bunécna sténa).

Nejpouzivangjsi variantou lysozymu je forma pochazejici z vajeéného bilku kurat (hen
egg white lysozyme, HEWL). Dalsi vyznamnou variantou, ktera je zobrazena na obrazku
(Obr. 10), je lysozym T4 z bakteriofaga. Optimalni pH pro lysozym je 67 a optimalni
teplota 35 °C (Andrews & Asenjo, 1987).

Lysozymy jsou velmi G¢inné vici gram-pozitivnim bakteriim, méné vSak vici gram-
negativnim, u kterych je, stejné jako u sinic, pfistup k peptidoglykanové vrstvé blokovan
vné&j§i membranou a S-vrstvou (Geciova et al., 2002; Salazar & Asenjo, 2007). Reenim
je doplnéni lyzacni smeési o dalsi latky jako chelatacni ¢inidla ¢i detergenty (Salazar &

Asenjo, 2007).
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Obr. 10: Struktura lysozymu T4 se znazoménym N a C koncem. Prevzato
a upravenou podle (Baase et al., 2010).

2.2.13 Predchozi studie

Vyse popsané chemické a enzymové metody kvili komplexnosti BS sinic piisobi nejlépe
v kombinaci, jak ukazuje komplexni chemicka smés pro lyzu sinic podle Mehty et al.
(2015). Jejich optimalni chemicka smés zpisobila kompletni lyzu téméf vsech bunék
v suspenzi a vedla si 1épe nez lyza za pouziti sklenénych kulicek. Jeji uc¢innost byla
ovéfena u 3 druh sinic. Navrzena smes pro lyzu se sklada z lysozymu T4 v koncentraci
10 pg-ml'pro degradaci peptidoglykanové vrstvy, detergentd C7Bz0 0,2% (w/v) a SB3-
14 2% (w/v) pro permeabilizaci CM, sperminu v koncentraci 400 umol1”' pro vn&jsi
membranu a 200 mmol1"! DTT (dithiotreitol), ktery ptisobi na vnéjsi S-vrstvu.

Dalsi studii vedli Kim et al. (2009), ktefi extrahovali Mikrocystin-LR ze sinice
Microcystis aeruginosa a srovnavali 1 ucinnost jednotlivych pouzitych lyzacnich metod.
Utinnost lyzy byla stanovena pozorovanim bun&k pod hemocymetrem. Velmi dobrych
vysledki >90 % dosahla lyofilizace v methanolu i v destilované vodé. Nejlepsi ucinnost,
a to dokonce 99%, prokazala homogenizace sklenénymi kulickami o priméru 0,5 mm.
Pouziti ultrazvuku zvladlo rozbit 73 % bunék. Poslednimi pouzitymi metodami bylo
opakované zmrazovani a rozmrazovani a 1% (v/v) Triton X-100. Ani jedna z té€chto metod

vSak nepftinesla uspokojivé vysledky.
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2.3 Extrakce proteinu

Pro uspésnou extrakci je zapotiebi zvolit vhodny organicky zdroj proteinii a vhodné
extrakéni podminky (Pingoud et al., 2002). Uzitim vy§siho pH lze uvolnit vice proteinu,
ale zachovava si mén¢ funkcnich vlastnosti. Naopak solubilizace pfi pH <7 muze pfinést
mens$i vytézek s vyssi funkénosti (Ursu et al., 2014). Okyseleni supernatantu pridanim
HCI nebo kys. trichloroctové umozni vysrazeni proteint (Barbarino & Lourengo, 2005,
Safi et al.,, 2014). Extrakce proteini je obvykle nasledovana centrifugaci, kde se
odstiedivou silou odstrani pevné bunécné zbytky a zustane faze obsahujici extrahované
bilkoviny (supernatant) (Soto-Sierra et al., 2018). ZlepSeni extrakce pred centrifugaci 1ze
dosahnout inkubaci lyzovanych bunek pii pH 12 pro maximalni rozpustnost proteina
(Safi et al., 2014).

Po extrakei je tieba dalsiho zpracovani pro dosazeni pozadované Cistoty a koncentrace
(Soto-Sierra et al., 2018).

Ve srovnavaci studii Fieldové et al. (2017) byla pro proteinovou extrakci ze sinic
nejucinngjsi jejich lehka modifikace metody IV od Barbarinové a Lourenga (2005).
Extrakéni proces spocival v inkubaci zmrzlych vzorkt v dvakrat destilované vodé pii
4 °C po dobu 24 h a nasledné homogenizaci ru¢nim elektrickym homogenizérem. Vzorek
byl centrifugovan 20 min. pfi 15 000 g s naslednou resuspendaci 100 mmol1"! NaOH

s 0,5% B-merkaptoethanolem (v/v) na rotacni michacce (Field et al., 2017).

2.3.1 Stabilizace proteinu
Béhem lyzy se narusi vnitini prostfedi bunky a mize dochazet k nekontrolované
enzymové aktivité. Hlavni problém mohou pfedstavovat uvolnéné proteasy, enzymy
Stépici proteinové fetézce (Deutscher, 1990). Nezadouci degradaci proteini béhem
extrakce lze omezit udrzovanim vzorki pfi nizké teploté nebo uziti pufri o pH vyssi
nez 9. Nekteré proteasy jsou odolné viici denaturaci a zamezeni jejich aktivity 1ze docilit
ptidavkem inhibitort proteas (Shen, 2019). Buiiky obsahuji proteasy nékolika tfid, a proto
je vhodné pridat inhibitory ve smési, v niz kazda slozka cili na jinou tfidu (Pingoud et al .,
2002). Pouzivané inhibitory proteas spolu s jejich cilovym ur€enim a bézné pouzivanou
koncentraci jsou uvedeny v tabulce (Tab. 2).

Metabolickou aktivitou muze také dojit ke snizeni pH v médiu (napi. glykolyzou).
Zméné pH lze predejit pouzitim pufit, které udrzuji stabilni koncentraci soli a pH. Casto
uzivané pufry jsou napt. na bazi tris(hydroxymethyl)aminomethanu (Tris) (Pingoud et al ,

2002; Anjos et al., 2022).
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Tab. 2: Bézn¢ pouzivané inhibitory proteas (Deutscher, 1990; Pingoud et al., 2002)

Inhibitor proteasy Cilové proteasy Pouzivané koncentrace
EDTA a EGTA metaloproteasy 5 mmol-1!

Benzamidin Serinové 1 mmol-I"

Aprotinin Serinové 1 mg'ml™!
Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) Serinoveé 1 mmol-1!

Pepstatin Aspartatové 0,1 mg-ml™!

Anipain Cysteinové 1 mg'ml™!

Leupeptin Cysteinové 1 mg'ml

2.4 Extrakce lipida

Sinice mohou mimo vysoky proteinovy obsah nabidnout také vysoky obsah lipida
(Passos et al., 2023). Velké popularité se t&si rod Synechocystis ve spojeni s produkci
biopaliv, ktera lze vyrabét z mastnych kyselin a intracelularnich lipida téchto sinice
(Sheng et al., 2011; Farrokh et al., 2019).

Pro extrakci lipida jsou stale standardem extrakCni postupy zalozené na metodach
Bligha a Dyera (1959) a Folche et al. (1957). Obé jsou zalozeny na extrakci do
chloroformu a methanolu. V soucasné dobé je snaha o jejich modifikaci nebo nalezeni
alternativnich méné toxickych rozpoustédel se stejnou ui€innosti (Saini et al., 2021). Mezi
uspésné modifikace t€chto dvou metod patii extrakce do n-hexanu a isopropanolu (3:2
v/v) (Hara & Radin, 1978), nebo isopropanol, cyklohexan a voda (8:10:11 v/v/v)
(Smedes, 1999).

Pro dehydratované vzorky je stale velmi rozsifena Soxhletova extrakce (Saini et al.,
2021). Dalsi cestou mohou byt vice ekologicka rozpoustédla jako jsou napt. superkriticky
oxid uhlicity (Solana et al., 2014), D-limonen nebo p-cymen (Kumar et al., 2017). Ve
srovnani s béznymi rozpoustédly vSak jejich pouziti nejsou cenove vyhodna (Saini et al.,
2021).

Studie Shenga et al. (2011) ukazuje, ze pro lipidovou extrakci ze sinice Synechocystis
PCC 6803 mohou byt, mimo dvé vySe zminéné metody zalozené na chloroformu, u€inné
taktéz extrakce do methanolu, methanolu v kombinaci s methyl-ferc-butyletherem
a pfima trans-esterifikace bez predextrakce.

Mimo extrakci do organickych rozpoustédel jsou uplatnitelné taktéz isotonicka
extrakce, ultrazvukem asistovana extrakce, extrakce za pomoci mikrovin nebo PEF

asistovana extrakce (Ranjith Kumar et al., 2015; Rahman et al., 2022).

22



3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a vybaveni

3.1.1 Biologicky material

Sinice Symnechococcus Sp. UPOC S3 a Synechococcus Sp. UPOC S4 ze Sbirky
fytopatogennich mikroorganismtt UPOC byly ziskany od doc. Petra Haslera z Katedry
botaniky Univerzity Palackého ve formé zmrazenych bun¢k neznamého mnozstvi ve

¢tytech 50 ml centrifugacnich zkumavkach.

3.1.2 Chemikalie

2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

Akrylamid (AA, Bio-Rad, USA)

BCA ¢inidlo A (Sigma-Aldrich, USA)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva, Némecko)
Dihydrat citronanu sodného (Fluka, Svycarsko)
Dihydrogenfosforecnan draselny (Sigma-Aldrich, USA)
DNasa I (Sigma-Aldrich, USA)

Dodecylsiran sodny (Serva, Némecko)

Ethanol p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)
Fenylmethylsulfonyl fluorid (Sigma-Aldrich, USA)
Glycerol (Lach-Ner, Ceska republika)

Glycin (Lach-Ner, Ceska republika)

Hydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, Ceska republika)
Hovézi sérovy albumin (BSA; Sigma-Aldrich, USA)
Chlorid draselny (Sigma-Aldrich, USA)

Chlorid hofe¢naty (Fluka, Svycarsko)

Chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina ethylendiamintetraoctova, dvojsodna sal (EDTA; Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina octova (Merck, Némecko)

Kyselina orthofosfore¢na 85% (Lach-Ner, Ceské republika)
Laemmliho vzorkovy pufr (Sigma-Aldrich, USA)

Lysozym ze slepiciho vajecného bilku (Sigma-Aldrich, USA)
Methanol (Lach-Ner, Ceska republika)
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Monohydrat kyseliny citronové (Lach-Ner, Ceska republika)
N-butanol (Merck, Némecko)

N,N'-methylenbisakrylamid (BIS; Bio-Rad, USA)

N,N,N' N'-tetramethylethylendiamin (TEMED,; Bio-Rad, USA)
Octan sodny, bezvody (Fluka, Svycarsko)

Pentahydrat siranu méd’natého (Lach-Ner, Ceska republika)
Persiran amonny (APS; Bio-Rad, USA)

Precision Plus Protein™ Standards (Bio-Rad, USA)

Sacharosa (Fluka, Svycarsko)

Siran amonny (Lach-Ner, Ceska republika)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris; Sigma-Aldrich, USA)
Triton X-100 (Bio-Rad, USA)

3.1.3 Material a pristrojové vybaveni

Analytické vahy XA 110/2X (Radwag, Polsko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Homogenizator FastPrep-24™ (MP Biomedicals, USA)
Inkubator Dry Bath (Major Science, USA)

Inkubator Thermomixer comfort (Eppendorf, Némecko)
Magneticka michacka Big-Squid (IKA WERKE, Némecko)
Magneticka michatka M2-D PRO (Chromservis, Ceska republika)
Minicentrifuga FC5306 (Ohaus, USA)

Minicentrifuga Mikrospin 12 (Biosan, LotySsko)
Mikrocentrifuga Microstar 17R (VWR, USA)

Presné vahy Pioneer Analytical (Ohaus, USA)

Skener PowerLook 1120 USG (Umax, USA)
Spektrofotometr Lightwave II (Biochrom, Velké Britanie)
Stolni pH metr pH50 (XS Instruments, Italie)

Ultrazvukova lazefi K-5LM (Kraintek, Ceské republika)
Vortex CHS (Chromservis, Ceska republika)

Vyvéva (KNF Laboport, Némecko)

Zartizeni pro elektroforézu Mini Protean (Bio-Rad, USA)
Zdroj pro elektroforézu PowerPac Universal (Bio-Rad, USA)
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Bézné laboratorni vybaveni: kadinky, odmérné valce, stficka, Petriho misky, odsavaci

barnka, nizky, mikrozkumavky, Spicky, spektrofotometrické kyvety (Brand, Némecko)

3.1.4 Pouzity software
Microsoft Office 365, LabScan 5.0, Adobe Lightroom Classic v13.2, Gel Analyzer 23.1.1

3.2 Metody

V ramci prace bylo pouzito nékolik extrakénich postupd. Pro analyzu koncentrace
proteini v extraktech bylo pouzito spektrofotometrické metody s kyselinou
bicinchoninovou (BCA). Extrakty byly taktéz analyzovany pomoci elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu v prostifedi dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE).
Vyhodnoceni vysledkt bylo provedeno v programu GelAnalyzer a Microsoft Excel.

3.2.1 Zpracovani sinic

Vsechny vzorky sinic (83 i S4 varianty) byly zpracovany nasledujicim zpusobem:
Zamrazeny vzorek sinice Synechococcus byl rozmrazen, suspendovan v 5 ml
deionizované vody a alikvotné rozdélen do mikrozkumavek po 0,6 ml (35,8 = 7,8 mg
bunék). Bunétna suspenze byla centrifugovana 3 min. pfi 10000 g. Supernatant byl
odebran a ziskané pelety byly extrahovany v 0,5 ml nize uvedenych pufrd pomoci

nékolika extrak¢nich variant.

3.2.2 Extrakce ultrazvukem s detergenty a lysozymem

Pro extrakci byl nejprve pfipraven lyzacni pufr na bazi Tris, upraveny pomoci HCI na
hodnotu pH 8,0. Pouzité chemikalie a jejich koncentrace a jsou uvedeny v tabulce (Tab.
3). Pfed pouzitim pufru byly pfidany DNasa I (deoxyribonukleasal — EC 3.1.21.1)
vmnozstvi 2 Ul'ml”', PMSF (vysledna koncentrace 1 mmol-1", pfipraven fedénim
zasobniho roztoku v ethanolu 100x) a detergenty SDS, nebo Triton X-100. Polovina
vzorki byla doplnéna o lysozym v koncentraci 1 mg-ml.

Buriky sinice S3 byly extrahovany ve variantach lyza¢niho pufru (Tab. 4) vlozenim na
5 min. do ultrazvuku. Po oSetfeni ultrazvukem byly vzorky vlozeny do inkubéatoru
nastaveného na 37 °C, kde byly ponechany 2 h, nebo 18 h. Po ukonceni inkubace byly
vzorky pro odstranéni bunécnych zbytki centrifugovany 3 min. pfi 10000 g a bylo
odebrano 100 pl extraktu pro analyzu SDS-PAGE.
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Tab. 3: Chemikalie pro pfipravu 1000 ml lyza¢niho pufru

Chemikalie Koncentrace

Tris 50 mmol-1!

NaCl 150 mmol-1*!

MgCl, 5 mmol-1"!

EDTA 1 mmol-1*!

B-merkaptoethanol 2 mmol-1!

Glycerol 1% (v/v)

Deionizovana voda Doplnéni do 1000 ml celkového objemu

Tab. 4: Varianty proteinov¢ extrakce s detergenty

Detergent (v/v) Lysozym (1 mg-ml™) Délka inkubace
1% (w/v) SDS Ano 2h

1% (w/v) SDS Ne 2h

1% (w/v) SDS Ano 18 h

1% (w/v) SDS Ne 18 h

0,5% (v/v) Triton X-100 Ano 2h

0,5% (v/v) Triton X-100 Ne 2h

0,5% (v/v) Triton X-100 Ano 18 h

0,5% (v/v) Triton X-100 Ne 18 h

3.2.3 Extrakce ultrazvukem za nativnich podminek

Pro tuto extrak¢ni variantu byly pouzity 2 druhy pufra: Draselny fosfatovy pufr (KPB)
o koncentraci 0,1 mol-1"!, pH 7,0, a 50 mmol-1"! pufr na bazi Tris s 30% (w/v) sacharosou
a dalSimi slozkami (TS pufr). Slozeni TS pufru je uvedeno v tabulce (Tab. 5). TS pufr byl
na pozadovanou hodnotu pH 8,0 upraven pomoci HCI. Pfed pouzitim byl pufr doplnén
o PMSF (vysledna koncentrace 1 mmol-1"). Zasobni roztok PMSF byl pfipraven
v ethanolu a fedén 100x stejné jako v pfipadé prvni extrakcni varianty. KPB byl pfipraven
ze zasobniho roztoku 0,2 mol-1"! nafedénim deionizovanou vodou v objemovém poméru
1:1 s kontrolou vysledného pH (7,0). Zasobni roztok 0,2 mol-1" KPB (pH 7,0) byl
pfipraven ze smeési hydrogenfosforecanu draselného a dihydrogenfosfore¢nanu
draselného.

Celkem cCtyfi vzorky sinice S3 byly extrahovany v pfislusnych pufrech. Prvni dva
vzorky byly umistény do ultrazvuku na 5 min., po kterych nasledovalo 5 min. chlazeni
v ledu. Zbylé dva vzorky absolvovaly tento cyklus 3x. VSechny ¢tyfi varianty jsou
popsany v tabulce (Tab. 6). Po skonceni cykla bylo od vSech vzorkti odebrano 100 pl pro
SDS-PAGE analyzu a vzorky byly umistény na 2 h do inkubatoru nastaveného na 37 °C.
Po ukonceni inkubace byly vzorky centrifugovany 3 min. pfi 10000 g a opét bylo od
vSech vzorkt odebrano 100 pl pro SDS-PAGE.
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Tab. 5: Chemikalie pro pfipravu 200 ml lyza¢niho TS pufru (pH 8,0)

Chemikalie MnoZstvi

Sacharosa 30% (w/v)

Tris 50 mmol-1"!

KCl1 100 mmol-1!

EDTA 5 mmol-1!

PMSF 1 mmol 1"

Deionizovana voda Doplnéni do 200 ml celkového objemu

Tab. 6: Varianty extrakce v ultrazvuku

Pouzity pufr Doba v ultrazvuku
0,1 mol-1"' KPB 1x 5 min.
0,1 mol-1"' KPB 3% 5 min.

50 mmol-1"! Tris-HCI pufr s 30% sacharosou 1x 5 min.
50 mmol-1"! Tris-HCI pufr s 30% sacharosou  3x 5 min.

3.2.4 Extrakce v homogenizatoru FastPrep-24™

Extrakce byla provedena u dvou vzorki S§3 pomoci kulickového homogenizatoru
FastPrep-24™. Prvni vzorek byl extrahovan v 0,1 mol-1"! KPB (pH 7,0) a druhy v TS
pufru (pH 8,0). Oba pufry pochazeji z predchozi extrak¢ni varianty. Vzorky byly vlozeny
do homogenizatoru a tfepany 1 min. se zirkonovou kulickou o priméru 2 mm. Po
ukonceni extrakce byly vzorky centrifugovany 3 min. pfi 10000 g. Ze ziskanych extraktt

bylo nasledné odebrano 100 pl pro SDS-PAGE analyzu.

3.2.5 Extrakce v pufru s SDS bez ultrazvuku

Vzorek sinice $3 byl v 0,1 mol-I"' KPB (pH 7,0) doplnéném o 1% (w/v) SDS umistén na
2 h do inkubatoru nastaveného na 37 °C. Spolu s nim byl ke dvouhodinové inkubaci
umistén taktéZ vzorek S3 v &istém 0,1 mol-1"! KPB (pH 7,0). Tento vzorek slouZil jako
negativni kontrola lyzy bun€k. Po ukonceni inkubace byly oba vzorky centrifugovany 3

min. pii 10000 g. Z extraktt pak bylo odebrano 100 ul pro SDS-PAGE analyzu.

3.2.6 Extrakce ultrazvukem v pufrech pri rizném pH

Pro otestovani vlivu pH na proteinovou extrakci byly vzorky sinice Synechoccocus S4,
podrobeny extrakci ultrazvukem v pufrech o pH 3-9. Pouzit byl puft citratovy (pH 3,0),
acetatovy (pH 4,0 a 5,0), KPB (pH 6,0 a 7,0) a Tris-HCI (pH 8,0 a 9,0). VSechny byly
pfipraveny o objemu 50 ml a koncentraci 100 mmol-1". PouZité latky pro piipravu
jednotlivych pufti jsou uvedeny v tabulce (Tab. 7). KPB byl pfipraven stejnym zptusobem,

jako v predchozich extrak¢nich variantach, nafedénim zasobniho roztoku deionizovanou
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Tab. 7: Chemikalie pro pfipravu pufri o rizném pH

Pufr MnozZstvi

100 mmol-1"! citratovy pufr (pH 3.0) 90,6 mmol-1"' monohydrat kyseliny citronové
9,4 mmol-1" citrat sodny

100 mmol-1"! acetatovy pufr (pH 4,0) 77,3 mmol-1"! kyselina octova
22.7 mmol-1"! octan sodny

100 mmol-1"! acetatovy pufr (pH 5,0) 67,3 mmol-1"! kyselina octova
32,7 mmol-1"! octan sodny

100 mmol-1"! Tris-HCI (pH 8.0; 9.0) 100 mmol-1"! Tris

vodou. VsSechny pufry byly nasledné upraveny na pozadované pH pomoci HCI nebo
NaOH. Extrakce byla provedena se vzorky v jednotlivych pufrech vlozenim do
ultrazvuku na dobu 5 min., po které nasledovalo ohlazeni v ledu a centrifugace pii

10000 g. Ze ziskanych extrakti bylo odebrano 100 pl pro SDS-PAGE analyzu.

3.2.7 Extrakce ultrazvukem v ruznych koncentracich pufru

Pro tuto extrakci byly pouzity buriky sinice S4. Nejprve byl ptipraven Tris-HCI pufr o pH
8,0 v koncentracich 50, 100, 150 a 200 mmol-1"'. Pufry byly upraveny na pH 8,0 pomoci
HCI. Vzorky byly vlozeny na 5 min. do ultrazvukové lazn€, nasledn€ ochlazeny v ledu
a centrifugovany pii 10000 g po dobu 3 min. a z extraktt bylo odebrano 100 pl pro SDS-
PAGE analyzu.

3.2.8 SDS-PAGE

SDS-PAGE byla provedena na 1 mm deskovych gelech v diskontinualnim usporadani
podle Laemmliho (Laemmli, 1970). VSechny gely byly provedeny dvakrat. V tabulce
(Tab. 8) jsou uvedena pouzita mnozstvi jednotlivych slozek pro zaostfovaci a separacni
gel. Nejprve byl pripraven separacni gel. Pied pfidavkem SDS, TEMED a APS byly
slozky v odsavaci baiice odvzdu$nény pomoci vyvévy. Po piidani zbylych slozek
a zahajeni polymerace byla smés nalita mezi skla, prevrstvena vodou nasycenym
butanolem a ponechana k polymeraci. Po ukonceni polymerace separa¢niho gelu byl
stejny proces opakovan se zaostiovacim gelem stim rozdilem, Ze misto prevrstveni
butanolem byly do gelu zasunuty hiebinky pro 10 jamek. Po zatuhnuti gelu byly hiebinky
vytazeny a skla premisténa do elektroforetické nadobky s elektrodovym pufrem (0,025
mol-1"! Tris; 0,192 mol-1"! glycin; 0,1% SDS).

Vzorky pro SDS-PAGE byly pfipraveny nasledujicim zptisobem: 100 pl ziskanych
extraktd bylo smichano 1:1 s Leammliho vzorkovym pufrem pro SDS-PAGE. Vzorky

byly povareny 7 min. pii 100 °C, ochlazeny v ledové lazni a zcentrifugovany.
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Tab. 8: Material pro pfipravu zaostfovaciho a separa¢niho gelu (rozpis na 2 gely)

Chemikalie Zaostiovaci gel (4%) Separacni gel (12%)
AA/BIS (30,8% T/2,7 % C) 0,65 ml 4,0 ml

1.5 mol-1"! Tris-HCI pH 8.8 - 2,5ml

0.5 mol-1"! Tris-HCI pH 6.8 1,25 ml -

Deionizovana voda 2,95 ml 3,2ml

SDS (10%, w/v) 0,1 ml 0,1 ml

APS (10%, w/v) 0,06 ml 0,05 ml

TEMED 0,01 ml 0,01 ml

Tab. 9: Chemikalie pro pfipravu 1000 ml barviciho roztoku (Candiano et al., 2004)

Chemikalie Koncentrace
Kyselina fosfore¢na 10% (v/v)

Siran amonny 10% (w/v)
Coomassie blue G-250 1,2% (w/v)
Methanol 20% (v/v)
Deionizovana voda Doplnéni do 1000 ml

Na gel bylo nanaSeno 30 pl vzorku. Pouzité standardy byly Precision Plus Protein™
Standards a byly nanaseny v mnozstvi 7 pl. Elektroforéza probihala pfi stabilnim napéti
120 V po dobu cca 1,5 h. Ukoncena byla ve chvili, kdy zona bromfenolové modii
doputovala ke spodnimu okraji gelu.

Po ukonceni elektroforézy byl gel umistén v Petriho misce na tfepacku do barviciho
roztoku, kde byl pres noc ponechan k barveni. Barvici roztok byl pfipraven podle postupu
Candiana et al. (2004) a jeho slozeni je uvedeno v tabulce (Tab. 9). Nasledujici den byl
gel odbarvovan nékolik hodin v deionizované vodé a pozdéji naskenovan ve skeneru

PowerLook 1120 a vyhodnocen pomoci programu GelAnalyzer 23.1.1.

3.2.9 BCA metoda

Pro analyzu proteinové koncentrace v extraktech bylo pouzito BCA metody (Smith et al .,
1985), kvili pritomnosti detergentd v prvni extrakéni varianté. Standard z BSA byl
pfipraven rozpusténim 9,94 mg BSA v 994 ul deionizované vody a naslednym naredénim
10x na vyslednou koncentraci 1 mg-ml™. Z takto nafedéného roztoku byla piipravena
kalibra¢ni fada standardd v mnozstvi 5-50 ug BSA. Objemy fedéného roztoku BSA
uvedené v tabulce (Tab. 10) byly pipetovany do 2 ml mikrozkumavek spolu s 2 ml BCA
¢inidla. Objemové rozdily mezi jednotlivymi standardy byly nizké, a proto byly

zanedbany.
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Tab. 10: Priprava kalibra¢nich standardi roztoku BSA

Objem zasobniho roztoku Mnozstvi BSA [pg] Objem BCA ¢inidla
BSA [W] (]
5 5 2000
10 10 2000
15 15 2000
20 20 2000
30 30 2000
40 40 2000
50 50 2000

Ze ziskanych extraktd byly odebrany davky v mnozstvi 7,5-15 pl a pipetovany vzdy
do 2 ml pracovniho roztoku BCA pfipraveného Cerstvé smisenim ¢inidla A a B (4% roztok
siranu mé&d’natého, w/v) v objemovém poméru 1:50. Vzorky byly ponechany 30 min.
inkubovat pfi laboratorni teploté. Po uplynuti inkubacni doby byla u vzorkd zméfena
absorbance pii vinové délce 562 nm. Jako blanku bylo pouzito Cistého roztoku 2 ml BCA
¢inidla. Méfeni probihalo na spektrofotometru Lightwave II. VSechna méfeni, véetné

standardi, byla provedena v triplikatech.

3.2.10 GelAnalyzer

Ziskané obrazky ze skeneru ve formatu .TIFF byly upraveny v programu Adobe
Lightroom Classic, kde byly zvySeny hodnoty kontrastu pro snadnéjsi analyzu a soubory
byly exportovany ve formatu .JPG, ve kterém byly analyzovany v programu Gel Analyzer.
V samotné programu byly nejprve manualn€ vyznaceny drahy tak, aby byla co nejlépe
vystihnuta jejich Sitka a zakiiveni. Nasledn€ byly u drah standarda vyznaceny jednotlivé
proteinové pasy. A stejné tak byly vyznaceny proteinové pasy u drah se vzorky. Pozadi
gelli odecitano nebylo. Ziskané hodnoty intenzit byly vyhodnoceny v programu

Microsoft Excel.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Koncentrace proteini

Z triplikatd BSA standardi meétenych pii vinové délce 562 nm byla zprimérovanim
naméfenych absorbanci sestavena kalibra¢ni pfimka (Obr. 11). Z hodnot absorbanci
jednotlivych extrakt, které byly ziskany z pramérnych hodnot triplikat, bylo ziskano
mnozstvi proteint v extraktech vypocitané z rovnice kalibracni pfimky y = 0,0062x +
0,005. Ze znalosti mnozstvi proteini v extraktech byla urCena jejich koncentrace.

U vzorkd, kde byl pfidan lysozym, bylo z hodnot koncentraci jeho mnozstvi odecteno.
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Obr. 11: Kalibracni pfimka pro urceni koncentrace proteint ve vzorcich
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4.2 Extrakce ultrazvukem s detergenty a lysozymem
Extrakce v ultrazvuku byly provedeny za asistence detergenti a u poloviny vzorkl
1 s pfitomnosti lysozymu.

Vzorky jednoznacné ukazuji, ze ucinek SDS je vyrazné siln€jsi nez ucinek Tritonu X-
100 (Obr. 12). Narust proteinové koncentrace je v pritomnosti SDS zna¢ny. Nevyhodou
jeho pouZiti je denaturace proteint a z toho vyplyvajici nemoznost pouziti v piipadé, kdy
je tfeba ziskat protein ve svém funkCnim stavu.

Triton X-100 v tomto srovnani nepfinesl o¢ekavané vysledky. Navic pii pohledu na
nasledujici sadu extrakci (4.3) lze vidét témér stejny zisk proteint, jako ultrazvukem
samotnym. Je mozné, ze lepsi vysledek by pfinesla silné§i koncentrace detergentu.
V ramci této prace byla pouzita koncentrace 0,5 % (v/v). Ve dfive citované studii Kima
et al. (2009) vykazoval Triton X-100 pouze 37,3% ucinnost bunécné lyzy a jeho pouzita
koncentrace byla pfitom dvojnasobna.

Extrakce po dobu 18 h pfinesla zvySeni koncentrace proteint pouze u vzorku s SDS
bez lysozymu. Je to ale témér zanedbatelny 2% narast, navic pro velkou chybovou
odchylku 1lze povazovat vysledky za prakticky identické, stejné jako u vzorkd
s lysozymem. Pro velky rozptyl hodnot tak bude za nejlepsi dosazeny vysledek
povazovana varianta extrahovana 2 h v pfitomnosti SDS a lysozymu. U obou vzorku
s Tritonem X-100 doslo po delsi extrakci naopak ke snizeni koncentrace proteint. Ztrata
koncentrace byla 14,9 % a v pifipadé vzorku s lysozymem dokonce 19,7 %. Tuto ztratu
nejspise zapricinila proteasova aktivita. Pfestoze byl pufr doplnén o inhibitory proteas
PMSF a EDTA, existuji 1 proteasy dalSich tfid, které zfeymé inhibovany nebyly. Proteasy
u vzorkl s pritomnosti SDS, byly nejspiSe diky jeho silné aktivité denaturovany, a tak ke
ztraté proteind nedos§lo. Cennou informaci by proto mohlo byt zméfeni proteolytické
aktivity v extraktech. DelSi doba extrakce ve vysledku postrada smysl, nebot’ pfinese
predevsim degradaci produktu, které je velmi dobfe viditelna i na gelové separaci téchto
vzorka (Obr. 13B).

Ulohou lysozymu je naruseni peptidoglykanové vrstvy (Vollmer et al., 2008b). Jeho
pfitomnost v lyza¢nim pufru meéla pozitivni vliv na ziskané koncentrace, vice znatelné

u vzorkd se slabsim Tritonem-X 100, ale i tak se nejednalo o nijak vyrazny nartst. U sinic
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Obr. 12: Koncentrace proteini ve vzorcich extrahovanych v ultrazvuku s detergenty
a lysozomem. (SDS) vzorek s SDS, (SDS L) vzorek s SDS a lysozymem, (Trit) vzorek s Tritonem
X-100, (Trit L) vzorek s Tritonem X-100 a lysozymem.

rodu Synechococcus se pohybuje sila peptidoglykanové vrstvy okolo 15 nm (Samuel et
al., 2001). U mnoha dalSich druht sinic byva tato vrstva znatelné mohutné&;jsi (Hoiczyk &
Baumeister, 1995). D4 se tedy ocekavat, ze pii pouziti sinice se siln€jsi vrstvou by byl
pfinos lysozymu vyznamnéjsi.

Pro uplnost vysledkd by bylo vhodné pouzit lysozym ve vice koncentracich a také
otestovat enzym pouze s ultrazvukem bez pouZiti detergentd.

Separace vzorku elektroforézou (Obr. 13A) odhalila vétsi pocet extrahovanych
proteinti s mensi molekulovou hmotnosti u variant s SDS. Dominantni jsou proteinové
pasy odpovidajici molekulovym hmotnostem ~18 kDa a 16 kDa. Naopak u vzorku
s Tritonem X-100 tyto skupiny proteina zcela chybi. To je poné€kud prekvapivé, nebot
praveé tyto pasy se vyskytuji u vSech ostatnich vzorkd. Nabizi se vysvétleni opravdu
silného nastépeni peptidovych fetézcu, které pak skoncily na samém konci gelu (IV., V.)
jesté pod zénou barviva. Dal§i vyraznou skupinou jsou proteiny v rozsahu 40—60 kDa,
pfitomné ve vSech 4 variantach.

Varianta po 24 h (Obr. 13B) ukazuje zna¢nou degradaci napii¢ vSemi vzorky
i proteinovymi molekulovymi hmotnostmi. Zustalo jen opravdu malé mnozstvi
analyzovatelnych past. To opét potvrzuje prechozi negativni zavér ohledné piinosu takto
dlouhé extrakce.

Ve sloupcich III. a V. je mozné na gelu A 1 B vidét okolo 10 kDa vyrazné tmavé oblasti,
které nalezi lysozymu, jehoz My je ~14—15 kDa (Proctor et al., 1988).
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Obr. 13: SDS-PAGE vzorku lyzovanych ultrazvukem v pfitomnosti detergenti a lysozymu
A —varianta po dvouhodinové inkubaci; B — varianta po 18 h; Zleva: (1) standardy M,,, (IL.) SDS,
(IIL.) SDS s lysozymem, (IV.) Triton X-100, (V.) Triton X-100 s lysozymem (VI.) standardy M,,
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4.3 Extrakce ultrazvukem za nativnich podminek

V této sadé extrakci bylo cilem ovéfit, zda opakované vlozeni do ultrazvuku pfinese diky
vy$simu podilu lyzovanych bunék vyssi proteinové zisky. Bohuzel jsem zapomnél
odebrat vzorky pro zméfeni proteinové koncentrace pred umisténim do inkubatoru. Tyto
vzorky jsou zaznamenany pouze na gelu (IL-V.) (Obr. 15). Pii srovnani vzorky bez
inkubace vykazuji lehce vy$Si intenzity proteinovych pasti se znatelnym nartstem
proteinii 0 My, 20 a 15 kDa. Béhem dvouhodinové inkubace nejspiSe doslo aktivitou
proteas k ¢asteCné degradaci proteint.

BCA metodou byly zméteny az koncentrace po dvouhodinové inkubaci pii 37 °C.
Jejich hodnoty vysly v obou ptipadech 3x opakovaného cyklu ultrazvuk led nizsi, nez
pouze po 5 min. (Obr. 14). Obé varianty TS pufru pfinesly v praméru o 17,7% vyssi
vytézky nez pii pouziti KPB. Hlavnim divodem je nejspiSe vysoka koncentrace
sacharosy a jeji osmoticka aktivita, ktera by méla podporovat lyzu bunék. Mezi dalsi

divody zcela jisté patii vyssi pH TS pufru, jak se ukazalo u extrakci v rizném pH (4.6).
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Obr. 14: Koncentrace proteinu ve vzorcich extrahovanych v ultrazvuku po 2 h v inkubatoru pfi
37 °C. (KPB 1) Extrakce v KPB, cyklus ultrazvuk led 1x. (KPB 3) Extrakce v KPB, cyklus
ultrazvuk led 3x. (TS 1) Extrakce v TS pufru cyklus ultrazvuk led 1x. (TS 3) Extrakce v TS pufru
cyklus ultrazvuk led 3x.
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Vysledky by mohly naznaCovat, ze delsi Cas v ultrazvuku nepfinesl lyzu dalsich bun¢k
a s tim 1 vy$si koncentrace proteinu v extraktech. Pokud by vsak byly lyzovany vsechny
bunky jiz béhem prvnich 5 min., odporovalo by to predchozi extrak¢ni varianté, pii které
se podatilo ziskat vyrazné vyS$si vytézky. Ve drive zminéné studii Kima et al. (2009)
vykazovalo pouziti ultrazvuku pouze 73,3% ucinnost v rozbiti bunék. Jejich vzorek byl
navic vystaven ultrazvuku 30 min. Greensteinova et al. (2021) pro lyzu pouzili misto
ultrazvukové 1azné ultrazvukovy homogenizator. V jejich pfipadé byla vétSina bunék
lyzovéna jiz po 2 min. Del§i doba v ultrazvuku pfinesla jen minimalni navySeni ai po 10
min. zustavaly v suspenzi neporusené buriky.

Je tedy mozné, ze ani 5 ani 15 min. neni pfi pouziti ultrazvukové 1azné pro maximalni
rozbiti bunék dostacujici. AvSak jak ukazuji 1 obé zminéné studie, ani del§i cas

v ultrazvuku nepftinese lyzu vSech bunék.
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Obr. 15: SDS-PAGE vzorku lyzovanych ultrazvukem Zleva: (1) standardy My, (I.) KPB 1, (IIL.)
KPB 3, AV) TS 1, (V) TS 3, (VI) KPB 1 — 2 h, (VI.) KPB 3 -2 h, (VIIL) TS 1 — 2 h,
(IX)TS3-2h.
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4.4 Extrakce v homogenizitoru FastPrep-24™

Extrakce kulickovym homogenizatorem FastPrep-24™ pfinesla u obou pouzitych pufra
srovnatelny vysledek. V extraktu KPB bylo 1,53 + 0,17 mg-ml™ proteinii (Obr. 16), coz
je podle naméfenych koncentraci lehce vice jak v TS pufru, kde vySel proteinovy obsah
1,43 +0,1 mg-ml™. Teoreticky by mél vétsi proteinové koncentrace piinést TS pufr, nebot
ma diky vysoké koncentraci sacharosy zna¢nou osmotickou aktivitu, ktera by méla
podporfit lyzu bunek. To potvrzuje i pohled na gel (Obr. 17), kde je vidét, ze TS pufr
ptinesl vyssi proteinové zisky. Vyrazngjsi pasy jsou hlavné v oblasti okolo 50 a 30 kDa.
Nizsi koncentrace naméfena BCA metodou muize byt zpusobena ptitomnosti EDTA
v pufru, ktera chelataci méd’'natych iontd interferuje s vysledky. Pro nizkou koncentraci
by ale vliv mél byt minimalni. Vzhledem k vysledkim gelové elektroforézy a velké
chybové odchylce u extraktu KPB lze povazovat vyssi naméfenou koncentraci spise za
chybu.

Celkové je vSak vytézek z homogenizatoru spise zklamanim. A¢ je pouziti kulicek pro
lyzu sinic standard (Mehta et al., 2015), pfinesla tato metoda horsi vysledky nez
ultrazvuk, ktery je dostupny ve vétSin€ laboratori. Diky kavitaci, zptisobené vysokou
frekvenci ultrazvukovych vin, vznika velké mnozstvi mikrobublinek, jez pii rozpadu
uvolni velké mnozstvi energie, ktera ziejme zpusobi vétsi naruSeni bunek nez narazy
kulicek. Lze oCekavat, ze pouziti vét§iho mnozstvi menSich kulicek by pfineslo lepsi
vysledky. Navic kulickové tfepacky jsou obecné méné ucinné nez kulickové mlyny

(D’Hondt et al., 2017).
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Obr. 16: Koncentrace proteint ve vzorcich z kuli¢kového homogenizatoru. (KPB)
Vzorek extrahovany v KPB. (TS) Vzorek extrahovany v TS pufru.
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Tyto vysledky jsou v rozporu s (Kim et al., 2009), kde naopak pouziti kulicek
prineslo nejlepsi vysledky. V jejich pripadé vsSak byly pouzity kulicky sklenéné
a vzorky byly v homogenizatoru trojnasobnou dobu. Mehta et al. (2015) pouzili taktéz
sklenéné kulicky k lyze tfi druhll sinic, z nichz u kazdého byly vysledky rozdilné
v rozsahu ucinnosti 25-55 %. Odpovédi nejspiS bude velkd zavislost u Ucinnosti

metody na pouzitém typu homogenizatoru, podminkach a druhu lyzované sinice.

Obr. 17: SDS-PAGE vzorki lyzovanych kulickovym homogenizatorem.
Zleva: (1) Standardy Mw; (II.) Vzorek v KPB; (III.) Vzorek v TS pufru.
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4.5 Extrakce v pufru s SDS bez ultrazvuku

Tyto dvé extrak¢ni varianty mély pavodné slouzit pro ovéfeni pfinosu SDS samotného
a jako negativni kontrola lyzy bunék, které byly uchovany v mrazaku pii -28 °C vice jak
rok. Byly vSak provedeny na zbylych alikvotech extrakéni sady (4.3) a extrahovany byly
az o tyden pozdé&ji, pficemz mezitim byly opét zamrazeny. Buiky tak byly nechténé
vystaveny druhému cyklu zmrazeni a rozmrazeni. Opakovani téchto cykli lze vyuzit
k bunécné lyze. Metoda nedosahuje vysoké uicinnosti (Kim et al., 2009) a pro lyzu vét§iho
poctu bunék je zapotiebi vyssi poCet opakovani (Tanaka, 2015).

Pii pohledu na vysledky (Obr. 18) piinesl SDS 1,74 + 0,05 mg-ml™! proteind. Bylo to
vSak s podporou mrazu, jak ukazuje vzorek ponechany pouze v KPB. Samotny SDS, tedy
ptinesl ~1 mg-ml™. Neni to $patny vysledek, ale rozhodné nelze fict, ze by SDS byl
dostacujici sam o sobé. Vnéjsi S-vrstva sinic detergentim odolava (Nixdorffet al., 1978).
Pusobeni mrazu zfejmé€ umoznilo jeji naruseni a lepsi vysledky dosazené s SDS. Vyuziti
detergentll mize mit vétsi pfinos v kombinaci s jinou lyza¢ni metodou (de Carvalho et
al., 2017), jak ostatné potvrzuje i extrakce s detergenty za pouziti ultrazvuku (4.2).

Elektroforeticka separace téchto dvou vzorkt byla provedena na gelu spolecné se

vzorky extrahovanymi v pufrech o rizném pH (Obr. 21, IX; X)).
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Obr. 18: Koncentrace proteini ve vzorcich extrahovanych bez pouziti ultrazvuku.
(SDS) Extrakce s SDS bez pouziti ultrazvuku (KPB) Extrakce v KPB bez pouziti ultrazvuku.
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Obr. 19: Vzorky po pfidani pufru o rizném pH

4.6 Extrakce ultrazvukem v pufrech pri rizném pH
V ramci této extrakéni varianty byl otestovan vliv pH pufru na proteinovou extrakci.
Rozdil byl patrny hned po pfidani pufrd k buikam, jesté pfed samotnou lyzou
v ultrazvuku (Obr. 19). V kyselych pufrech o pH 3 a 4 doslo okamzité ke shluku bun¢k
a bylo obtizné se vzorkem nadale pracovat. U pufrd o pH 5-7 byla vidét pfitomnost
uvolnéného modrého barviva, nejspise smes fykocyaninu a allofykocyaninu. U bazickych
pufrt zacala prevazovat zelena barva, zptisobena ziejme uvolnénym chlorofylem.

Obsah proteint ve vzorcich postupné nartista s rostoucim pH (Obr. 20). Prvni 3 vzorky
extrahované v kyselém pH pfinesly nejnizsi namétfené koncentrace v ramci celé prace.
Pt vyuzivani kyselych extrakci se vzorky zahtivaji na vysoké teploty (Slocombe et al.,

2013). Mozna prave absence piidaného tepla neumoznila lepsi vysledky.
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Obr. 20: Koncentrace proteinii ve vzorcich extrahovanych v pufrech pfi rizném pH.
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Znatelné skoky v koncentraci jsou z pH 5,0 na 6,0 a z pH 7,0 na 8,0. Je tak snadno
vidét, ze bazické pH je vhodnéjsi pro proteinovou extrakci zaméfenou na maximalni
vytézek. Bohuzel nebylo otestovano pH >9.0, ale lze usoudit, ze koncentrace by do
urcitého bodu dal nartstala, a to vyménou za vyssi denaturaci vzorku. V pfipad€, Ze je
snaha zachovat vzorek maximalné funkcni, mize byt rozumnéjsi volbou neutralni pH 7,0.

Pti srovnani vysledka s ostatnimi extrakcemi vySly u téchto vzorkt nizsi koncentrace,
nez by se dalo ocekavat, a to hlavné pro pH 7,0; 8,0 a 9,0. Vzorek extrahovany pii pH 8,0
odpovida 100 mmol-1" varianté z nasledujici extrakce, a presto vysla koncentrace
proteinti polovi¢ni. Nedostatecnou inkubaci vzorku s roztokem BCA Cinidla lze vyloucit,
protoze 30 min. inkubace bylo peclivé hlidano. Mohlo v§ak dojit k lidské chybé na jiném
misté. I pres polovi¢ni koncentrace ziskané u této extrakce zustava nejdulezitéjsi
jednoznacny trend rostouci proteinové koncentrace spole¢né s rostouci hodnotou pH.

Pohled na elektroforetickou separaci proteini (Obr. 21) odhaluje, ze vyssi pH je
vhodnéjsi pro zisk proteinti o vyssi My, ale naopak zpusobuje ztratu proteini mensich.
Patrné je to hlavné u pH 9 v oblasti pod 20 kDa. Volba vhodného pufru by proto méla byt

ovlivnéna i posouzenim charakteru pozadovaného proteinu.
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[—
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Obr. 21: SDS-PAGE vzorku extrahovanych pii raizném pH. Zleva: (I1.) standardy M,, (II.) pH
3,0; (II1.) pH 4.0; (IV.) pH 5,0; (V.) pH 6,0; (VL) pH 7.0; (VIL.) pH 8,0 (VIIL.) pH 9.0;
(IX.) Extrakce s SDS bez pouziti ultrazvuku; (X.) Extrakce v KPB bez pouziti ultrazvuku.
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Zajimavé muze byt, ze u vzorku extrahovaného v pH 5,0 se vyskytly dva pasy proteint
0 My, ptiblizné 18 kDa. Tyto pasy jsou na obrazku (Obr. 21) oznaceny Cernym obdélnikem.
Jejich pritomnost na obou kopiich gelu vylucuje nahodu ¢i chybu. Ze vSech provedenych
elektroforetickych separaci je toto jediny vzorek, kde se proteiny nejevi jako jeden
souvisly pas. Nabizi se tedy moznost v budoucnu tyto proteiny separovat a blize

prozkoumat.

4.7 Extrakce ultrazvukem v riuznych koncentracich pufru

Podle vysledki predchozi extrakce bylo pH 8,0 zvoleno jako nejlepsi kompromis mezi
ziskanymi proteiny a zachovanim funk¢nosti vzorku. Ze Ctyt pouzitych koncentraci Tris-
HCI pufru pfinesla nejnizsi extrahované koncentrace nejslabsi varianta (Obr. 22). Zbylé
tfl varianty jsou svymi vytézky srovnatelné i vzhledem k vysledkim SDS-PAGE (Obr.
23), kde vysla nejlépe koncentrace 100 mmol 1. I zde vy3el vzorek extrahovany v pufru
o koncentraci 50 mmol-1"! nejhiife.

Vliv koncentrace pufru nema pfili§ velké dopady, pokud je jeho pufracni kapacita
aiontova sila dostatecnd. Naopak pokud dostate¢na neni, byva Casto pri¢inou nizkych
vytézki, degradace nebo denaturace produkti (Pingoud et al., 2002). Podle vysledkt
spada koncentrace 50 mmol- 1! uz mezi nedostate¢né a lep§i volbou je uziti

koncentrovanéjsiho pufru.
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Obr. 22: Koncentrace proteint ve vzorcich extrahovanych pfi ruzné koncentraci Tris-HCI pufru.
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Obr. 23: SDS-PAGE vzorkii extrahovanych pfi rizné koncentraci Tris-HCI pufru.
Zleva: (1.) standardy My, (IL.) 50 mmol-1", (III.) 100 mmol-1", (IV.) 150 mmol-17,
(V.) 200 mmol 1"

4.8 GelAnalyzer

Pro rozdily v barveni, skenovani i Upravach kontrastu jednotlivych gelt, nelze jejich
vysledky jednoduse srovnavat, tak jako namérené koncentrace proteini. Misto toho byla
pro kazdou drahu gelu, reprezentujici separaci proteint zjedné extrakCni varianty,
vytvorena hodnota ,,redukované intenzity“. Hodnota redukované intenzity byla ziskana
vydélenim intenzity proteinovych past na draze hodnotou, ktera nalezi souctu intenzit
standardi z daného gelu. Jelikoz bylo na vSechny gely naneseno stejné mnozstvi
standardd, méla by ziskana hodnota umoznit ptresnéjsi srovnani jednotlivych vysledkt
elektroforetickych separaci. Ziskané hodnoty redukovanych intenzit byly vyneseny do
grafii (Obr. 24, Obr. 25, Obr. 26, Obr. 27, Obr. 28, Obr. 29).

Redukované intenzity vykazuji v ramci jednoho gelu silnou korelaci s koncentracemi
namefenymi BCA metodou (Obr. 12, Obr. 14, Obr. 20, Obr. 22) s rozdilem extrakce
v kulickovém homogenizatoru, kde vychazi redukovanad intenzita o polovinu vétsi
v ptipadé TS pufru, a¢ naméfené koncentrace vySly ve prospéch KPB (Obr. 16). Vysledek
z gelu tak podporuje diivejsi predpoklad, ze TS pufr by mél pro vysokou koncentraci

43



sacharosy a taktéz pro vyss§i hodnotu pH pfiinést lepsi vysledky nez KPB. Dalsi
hodnoty, které si zcela neodpovidaji, pochazeji z extrakce v pfitomnosti detergentt.
Pridané mnozstvi lysozymu v tomto pripadé nebylo mozné odecist, a tak maji tyto
redukované intenzity vyssi hodnotu, nez by méla byt. Vysledky s Tritonem X-100 jsou
také vyrazné niz§i nez nameéfené koncentrace, ale vysvétlenim bude nejspiSe
pfitomnost cerného pasu pod zoénou bromfenolové modfi, kterd byla diskutovana uz
v kapitole 4.2. (Obr. 13A, B; drahy I'V; V).

Graf se vzorky extrahovanymi v ultrazvuku (Obr. 25) potvrzuje negativni prinos
delSich extrakci. VSechny 4 varianty bez inkubace pfinesly dle intenzity proteinovych
pasu lepsi vysledky, nez jejich protéjsky inkubované 2 h.

Na obrazku (Obr. 28) je redukovand intenzita drah, které nalezi
vzorkim extrahovanym bez pouziti ultrazvuku. SDS varianta vysla 2,51 a je nejvyssi
ziskanou hodnotou redukované intenzity. Znamenalo by to, ze podle elektroforetické
separace dosahlo SDS samotné na vyrazné lepsi vysledky nez ostatni metody, coz
samoziejmé& neni pravda. Narazime zde na limitace srovnani redukovanych intenzit.
Vzorky extrahované v SDS a KPB bez pouziti ultrazvuku byly separovany na gelu
spolecné se vzorky extrahovanymi v pufrech o rizném pH (Obr. 21). U nich byla
nameétena nejnizsi koncentrace, 1 intenzita proteinovych past na gelu byla nejnizsi. Proto
bylo tomuto naskenovanému gelu piidano nejvice kontrastu, coz zfejmé zpusobilo ztratu
informace v intenzitach standarda.

Redukované intenzity gelu, na kterém byly separovany vzorky extrahované v pufrech
pii rizném pH (Obr. 28), ukazuji mnohem bliz§i hodnoty k ostatnim extrakcim nez
naméfené koncentrace, které vySly polovicni. Stejné tak extrakce kulickovym
homogenizatorem (Obr. 26) podle tohoto srovnani pfinesla srovnatelné vysledky
s ultrazvukem. Pfi znalosti pfilis vysoké hodnoty vzorku s SDS bez ultrazvuku vSak témto
vysledkiim nelze moc véfit a jejich charakter je spiSe orientacni. Je mozné, ze rostouci
intenzita proteinovych pasu neroste linearn€ spole¢né se stoupajici koncentraci proteind.

Srovnani intenzit napti¢ gely odpovida vysledkim BCA metody pouze u extrakéni
varianty s detergenty. A¢ byly vzorky extrahované po dobu 2 h a 18 h separovany na
samostatnych gelech, oba byly pfipraveny, barveny i naskenovany spolecné, a proto si

jejich hodnoty odpovidaji.
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Obr. 24: Redukované intenzity u vzorku extrahovanych v ultrazvuku s detergenty a lysozomem.
(SDS) vzorek s SDS, (SDS L) vzorek s SDS a lysozymem, (Trit) vzorek s Tritonem X-100,
(Trit L) vzorek s Tritonem X-100 a lysozymem.
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Obr. 25: Redukované intenzity u vzorka extrahovanych v ultrazvuku. (KPB 1) Extrakce v KPB,
cyklus ultrazvuk led 1x. (KPB 3) Extrakce v KPB, cyklus ultrazvuk led 3x. (TS 1) Extrakce v TS
pufru, cyklus ultrazvuk led 1x. (TS 3) Extrakce v TS pufru, cyklus ultrazvuk led 3x.
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Obr. 26: Redukované intenzity u vzorka z kulickového homogenizatoru. (KPB) Vzorek
extrahovany v KPB. (TS) Vzorek extrahovany v TS pufru.
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Obr. 27: Redukované intenzity u vzorku extrahovanych bez pouziti ultrazvuku. (SDS) Extrakce
s SDS bez pouziti ultrazvuku. (KPB) Extrakce v KPB bez pouziti ultrazvuku.
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Obr. 28: Redukované intenzity u vzorku extrahovanych v pufrech pfi raizném pH.
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Obr. 29: Redukovan¢ intenzity u vzorki extrahovanych pfi riizné koncentraci Tris-HCl1
pufru.
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Obr. 30: Separace proteinu pro analyzu proteinového slozeni. Zleva: (I.) standardy M,, (II.)
vzorek v KPB, (II1.) vzorek v TS pufru. Zvyraznéni: (1) skupina 4 proteinovych pasti o My, 100
120 kDa, (2) skupina 5 proteinovych pasta o M, 50-55 kDa, (3) 2 proteinov¢ pasy 40-45 kDa,
(4) Pas ~20 kDa, (5) 15-17 kDa (6) ~10 kDa

4.9 Proteinové sloZeni extraktu
Separace gelovou elektroforézou umoznila posoudit proteinové slozeni jednotlivych
extraktd. Ziskané gely (Obr. 13A/B, Obr. 15, Obr. 17, Obr. 21,0br. 23) uz byly dfive
zminovany v souvislostech s koncentraci proteini méfenou BCA metodou. Pro
reprezentativni analyzu proteinového slozeni byl zvolen gel, kde byly separovany vzorky
z kulickového homogenizatoru (Obr. 30), protoze na ném bylo nejvice detekovatelnych
proteinovych pasi. Napfic vzorky byla nalezena wvysoka pfitomnost proteint
o odhadovanych My ~100, 50-55, 18-20, ~15 a 10 kDa.

Mezi pasy ~50 kDa by mélo patfit 8 velkych podjednotek enzymu Rubisco jejichz
My, se pohybuje v rozsahu 50-55 kDa (Andersson & Backlund, 2008). Teulingova et
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al. (2017) ve své studii potvrdili imunoblotovanim pfitomnost proteinu. Autofi dale
usuzuji, ze mezi pasy ~15 kDa budou patiit malé podjednotky Rubisca. Téch je taktéz
8 apohybuji se vrozsahu 12—-18 kDa (Andersson & Backlund, 2008). Extrahované
vzorky vykazuji vysoky podil nizkomolekularni proteinové frakce. Stejny vysledek
ukazuje proteinové slozeni v pripadé Teulingové et al. (2017) i analyza proteinového
slozeni hmotnostni spektrometrii Sebely et al. (2018), pii niZ bylo u sinice S4 nalezeno
167 proteinti 0 My pod 20 kDa.

Sinice jsou fotosyntetizujici organismy, a tak bude velké mnozstvi proteind patiit
k soucastem fotosystému I a II, fykobyliproteinim a dal§im esencialnim bunéfnym
makromolekulam jako jsou ribozomy, transportni proteiny, enzymy a mnoho dalSich

(Sebela et al., 2018).

4.10 Teoreticky vytézek

Obdrzené vzorky byly bohuzel v nezndamém mnozstvi. Pfiblizné mnozstvi bylo ziskano
zvazenim centrifugaCnich zkumavek se zamrazenymi vzorky a od jejich primérné
hmotnosti bylo odecCtena primérna hmotnost 7 prazdnych zkumavek. Ziskané teoretické
mnozstvi je 0,286 + 0,062 g v kazdé ze 4 zkumavek. Po alikvotnim rozdéleni obsahu pro
8 vzorkli hmotnost vychazi 35,8 + 7,8 mg. Tato mnozstvi sinic by se tedy méla nachazet
v kazdém jednotlivém vzorku. Nejvyssi ziskana koncentrace proteind v extraktu byla
4,22 mg-ml™, coz odpovida 2,11 + 0,13 mg extrahovanych proteind.

Obsah proteind se u jednotlivych druht sinic velmi lisi. Ve srovnavaci studii Passose
et al. (2023) se pohyboval proteinovy obsah u vSech druht sinic v rozmezi 2,5-66,7 %
s primérnou hodnotou 36,9 %. V sinici rodu Synechococcus namérili Nagle et al. (2010)
proteinovy obsah 459 %. Pfi hrubém odhadu usuzujicim 35-50% podil proteint
na hmotnosti sinic Synechococcus S3 a S4, odpovida mnozstvi extrahovanych proteint
vytéznosti 9,1-22.9 %. AC se jedna opravdu o teoretické odhady, vysledek by mohl
odpovidat. Fieldova et al. (2017) zaznamenali pfi srovnavani extrakcnich metod nejvyssi
dosazeny vytézek 17,51 %. Nezbyva nez poznamenat, ze hlavnim cilem této prace bylo
predevsim srovnani jednotlivych extrak¢énich postupti a metod, ne dosazeni nejvyssiho

proteinového vytézku.
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4.11 Nedostatky

Ac byla snaha o dodrzeni stejnych postupti a podminek u vSech extrakCnich variant, je
tteba zminit né€kolik nedostatkti prace. Vysledky v ramci jedné extrak¢ni sady jsou
srovnatelné, ale srovnavani extraktll mezi ruznymi sadami pfinasi jista uskali. Prvnim
z nich jsou samotné pouzité vzorky sinic, které byly bohuzel obdrzeny ve zmrazeném
stavu, navic v neznamém mnozstvi. Nelze tedy s jistotou fici, zda vSechny Ctyfi obdrzené
zkumavky obsahovaly stejné mnozstvi, a¢ se da predpokladat, ze ano, protoze byly
zmrazeny alikvoty. Zvazeny totiz byly jen 2 zkumavky obsahujici $4 variantu a byl mezi
nimi znatelny vahovy rozdil, ktery vSak byl zpisoben spiSe velkou variabilitou
v hmotnosti jednotlivych zkumavek. Prvni 2 extrakce byly provadény s variantou S3
a extrakce vrazném pH akoncentracich byly vyzkouseny sS4. S velkou
pravdépodobnosti budou tyto sinice morfologicky a proteinovym slozenim velmi
podobné. Se vzorky sinic souvisi také skutecnost, ze vétSina prosla jednim cyklem
zmrazeni a rozmrazeni a ¢ast bunék tak byla lyzovana jesté pfed zahajenim extrakci. Pro
srovnavaci ucely této prace by zcela jisté bylo vhodnéj§i pracovat s ¢erstvymi burikami.
Nastésti jediny cyklus je malo Uc¢inny a narusi jen malé mnozstvi bunék (Tanaka, 2015).
Dopad na vysledky by tedy nemél byt velky. Nezadouci tvorbé ledovych krystalkt
v burikach lze pfi delSim skladovani v mrazu predejit pfidanim dimethylsulfoxidu nebo
exopolysacharidt (Ali et al., 2021).

Dalsi potencialni prekazkou je rizné slozeni pouzitych pufrd, presnéji jejich doplnéni
o soli, chelatacni c¢inidla, inhibitory proteas a dalsi slozky, které mohou mit dopady na
proteinovy zisk a nebyly pfitomny u vSech variant. Konkrétni pufry pouzité bez
ptidavnych latek byly KPB, Tris-HCI v riznych koncentracich a pufry pouzité pro
srovnani vlivu pH. Naopak nékteré pufry obsahovaly B-merkaptoethanol a EDTA, které
interferuji s BCA metodou (He, 2011). Koncentrace téchto latek byla diky velkému
nafedéni BCA roztokem nizkd a vliv na pfesnost méteni by tedy mél byt minimalni.
DNasa I byla pridana pouze u extrakce s detergenty a meéla by roz$tépenim odstranit
nezadouci DNA. Jeji pfitomnost ani absence u dalSich extrak¢nich pufrii vsak nejspis

nemela velky vliv, protoze ultrazvuk samotny DNA degraduje (Elsner & Lindblad, 1989).
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5 ZAVER
Tato prace pojednava o metodach lyzy bunék sinic a extrakce jejich intracelularniho
obsahu se zaméfenim piedevsim na proteiny.

V ramci teoretické Casti byly predstaveny sinice jako rozmanité organismy nabizejici
mnoho potencialné vyuzitelnych produktd, jejichz zisk je omezen odolnou BS sinic. Dale
byly rozebrany bézné pouzivané metody pro lyzu bunék spolecné se svymi klady
a zapory. Posledni Cast je vénovana metodice extrakci proteint a dalSich molekul.

V praktické casti bylo provedeno nékolik sad extrakci proteini ze sinice
Synechococcus Sp. UPOC 83 a §4 s cilem jejich srovnani. Bylo zji§téno, ze ultrazvuk
muze byt u¢innou a snadno dostupnou metodou pro lyzovani bunék sinic, a¢ ma prostor
pro zlepSeni, kterého 1ze docilit doplnénim lyzac¢nich pufra detergenty ¢i lysozymem.
Dale byla vyzkouSena extrakce kulickovym homogenizatorem, ktery pfinesl horsi
vysledky nez ultrazvuk. Nakonec byla omylem vyzkouSena do jisté miry i metoda
zmrazovani a rozmrazovani, kterou vSak pro nizky pocet cyklt nelze vice zhodnotit.

Ptinos déle trvajicich extrakci se ukazal spiSe zaporny a je doporuceno se jim vyhnout,
nebo doplnit extrakéni pufr o smés inhibujici v§echny tfidy proteas, ptipadné proteasovou
aktivitu zméfit a ujistit se, ze je minimalni.

BCA metodou byly analyzovany proteinové koncentrace v extraktech, pfiCemz
nejvyssi hodnoty 4,22 pug-ml-1 dosahl vzorek extrahovany ultrazvukem v pfitomnosti
SDS a lysozymu. Dale bylo zjisténo, ze extrakce v kyselém pH neni pro proteiny vhodna
a jako nejlepsi kompromis mezi proteinovym ziskem a zachovanim funk¢nosti produktu
bylo zvoleno pH 8,0. A¢ vliv riiznych koncentraci pufru nepfinesl ptilisné rozdily, pouziti
vys$sich koncentraci se ukéazalo jako spolehlivéjsi volba.

Nakonec bylo za pomoci SDS-PAGE zhodnoceno proteinové slozeni jednotlivych
extraktl a byla srovnana redukovana intenzita proteinovych pasu, ktera ve vétsina ptipada
podpofila vysledky BCA metody. Extrakty obsahovaly velké zastoupeni proteint do 20
kDa a napfi¢ vzorky byla nalezena i vysoka pfitomnost proteinii o odhadovanych My,
100-120 a 50-55 kDa. Predpoklada se, ze identita velké ¢asti z nich bude patfit castem
fotosyntetického aparatu sinic.

V ramci dalsiho vyzkumu je Siroky prostor pro blizsi otestovani piinosu jednotlivych
slozek jako napft. lysozymu. Dale se nabizi otestovani vét§iho mnozstvi lyzacnich metod,
nebot’ vramci této prace bylo pracovano pievazné sultrazvukem a taktéz ovéfeni

dosazenych vysledkt u vice druhd sinic.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA - akryklamid

APS — persiran amonny

BCA - bicinchoninova metoda

BIS — N,N'-methylenbisakrylamid

BS — bunécna sténa

BSA — hovézi sérovy albumin

CM - cytoplazmaticka membrana

HEWL - lysozym ze slepi¢iho vaje¢ného bilku (hen egg white lysozyme)
HPH - vysokotlaka homogenizace

HSH - vysokorychlostni homogenizace

KPB - K-fosfatovy pufr

MC-LR — mikrocystin-leucin-arginin

PEF — pulzni elektrické pole

PMSF - fenylmethylsulfonyl fluorid

TEMED — N,N,N’ N'-tetramethylethylendiamin
Tris — Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TS pufr — Tris-HCI pufr se 30% (w/v) sacharosou
UHPH - ultra vysokotlaka homogenizace

62



