Abstrakt

V zajmu udrZitelné budoucnosti se stupnuje tlak na zvyseni podilu biotechnologii a biomateriali na
trhu. Mikrobialni biotechnologie maji potencial a schopnost na mnoha Urovnich podstatné prispét
k tomuto celosvétovému usili o dosazZeni udrzitelnosti. Vyvoj a vyuZiti mikrobidlnich technologii je vSak
komplexni proces zahrnujici fadu krokd, véetné objevovani novych technologii a vyvoje pramyslové
realizovatelnych vyrobnich systému. V predloZené praci byly feseny jednotlivé kroky vyvoje mikrobialni

biotechnologie.

V prvni ¢asti studie byla vyuZita fada metodickych pristupl ke studiu vlivu antropogenni aktivity (tj.
desetileti trvajici produkce penicilinu G) na strukturu padnich mikrobidlnich spolecenstev.
Kultivovatelné i nekultivovatelné frakce téchto populaci byly zarovern podrobeny funkénimu
screeningu za Ucelem odhaleni biotechnologického potencidlu mikroorganismi ve smyslu produkce
enzym( podilejicich se na biotrasformaci beta-laktamovych antibiotik: penicilin G acylazy (PGA) a
esterazy alfa-aminokyselin (AEH). Nase vysledky ukazaly, Ze spoleCenstva zasazenych pld ukryvaji
mikrobialni komunitu se zvySenou biodiverzitou a druhovou bohatosti. Na Urovni sloZeni se vSak tyto
komunity vyznamné lisi od kontrolnich vzorkd, co je dikazem zasadniho dopadu primyslové c¢innosti
na tato spolefenstva. Nasledné analyzy biotechnologického potencidlu prokazaly, Ze toto prostredi je
vSak bohatym zdrojem mikroorganism( s aktivitou podobnou enzym(im PGA a AEH, které by mohly

mit potencidl k rozsiteni portfolia téchto priimyslové vyznamnych enzymd.

Druha c¢ast studie se zabyvala dalSimi kroky vyvoje biotechnologie: tzv. upstream development.
Experimentdlni plan byl zacilen na konstrukci kmene Pichia pastoris produkujiciho PGA, se zvlastnim
zaméfenim na stanoveni optimdlni kultivani strategie vedouci k maximdalnim extraceluldrnim
koncentracim PGA, jakoZ i na identifikaci fyziologickych a genetickych limitaci produkéniho systému.
Fedbatch kultivace (tj. kultivace s postupnym pridavanim davek Zivin) s konstruovanym kmenem
ukazaly potencidl extraceluldrni produkce plné aktivni PGA v P. pastoris, souasné vsak byla také
pozorovana vyrazna limitace v sekreci. Nasledné experimenty ukdzaly, Ze tuto limitaci Ize pfipsat
bunéénému stresu zplsobenému intraceluldarni akumulaci produkovaného enzymu vedouci k
podstatné upregulaci UPR drahy, ktera predstavuje bunécnou odpovéd na nesbalené nebo Spatné
sbalené proteiny, které se hromadi v lumenu endoplazmatického retikula. Tato upregulace vedla
k translacnimu arestu, ktery na jedné strané zmirnil bunécny stres, nacez systém mohl dosahnout

maxima sekrece, soucasné vsak také vyznamné snizil celkovou specifickou produktivitu systému.



V souhrnu vysledky této prace znamenaji, Zze i pres veskeré pokusy o optimalizaci kultivace se
konstruovanému kmeni nepodafilo dosahnout poZadovaného biotechnologického potencidlu.

Konstrukci kmene je tedy tfeba zopakovat se zohlednénim poznatk( ziskanych v této praci.

Pro usnadnéni budouciho vyzkumu zaméreného na odhaleni skute¢ného potencidlu systému PGA-P.
pastoris byla provedena dodatec¢na pilotni studie tykajici se racionalizace designu produkéniho kmene.
Tato studie ukdzala, Ze omezeni produkce a sekrece PGA lze prekonat optimalni konstrukci
produkéniho kmene a vhodnou strategii kultivace, a prokazala, Ze produkéni platforma PGA-P. pastoris

ma skutecné velky potencial pro priimyslovou biotechnologii.



