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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva studiem exprese gena bakterie Cupriavidus necator H16, ktera je
znama jako modelovy organismus metabolismu polyhydroxyalkanoatt. V prvni ¢asti této prace
byla provedena optimalizace metodiky RT-qPCR, jez byla posléze pouzita pro studium genové
exprese. Dale byly porovnavany rizné komeréni kity pro izolaci genomické DNA, izolaci
RNA, a pro reverzni transkripci a vznik komplementarni DNA. Z dostupnych kit byl vybran
ten, se kterym bylo dosazeno nejrelevantnéjsSich vysledkd a zaroven byla snadna a bezpecna
prace. Pii izolaci bylo dosazeno rozdilnych vytézkl pro jednotlivé kity, pouzity kit ma tak velmi
vyznamny vliv na kvalitu ziskané nukleové kyseliny a tim i na uspéSnost celého méteni.
Izolovana genomickd DNA byla pouzita pro ucely optimalizace a kalibrace. Izolovana RNA
a komplementarni DNA byly pouzity ve druhé Casti prace, ve které byla studovana bakterie
kultivovana na rtiznych uhlikatych substratech. Poté bylo pomoci optimalizované RT-qPCR
metodiky provedeno studium exprese vybranych genid zapojenych do Dbiosyntézy
polyhydroxyalkanoatii. Vyznamnéjsi zmény v genové expresi byly obecné zaznamenany tehdy,
kdyz byla jako uhlikaty substrat pouzita frukt6za oproti tomu, kdyz byl pouzit y-butyrolakton.
Nejveétsi nartist exprese genll byl pfi kultivaci na fruktéze zaznamenan pro gen, kterym je
koédovana 4-hydroxyfenylacetat-3-hydroxyldaza. Pii kultivaci na vy-butyrolaktonu byly
vyznamnéj$i zmeény Vv expresi pozorovany pouze pro gen kédujici 4-hydroxybutyrat
dehydrogendzu. Vybér substratu ma tedy zasadni vliv na genovou expresi.

KLIiCOVA SLOVA
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ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis was study on gene expression in bacterium Cupriavidus necator
H16 that is known as a model bacterium for the metabolism of polyhydroxyalkanoates. In the
first part of this thesis, the optimalization of RT-qPCR method was performed. The optimized
method was implemented on the study on gene expression. Furthermore, there were tested
several commercial isolation kits for the genomic DNA isolation, the RNA isolation
and the reverse transcription of the RNA and synthesis of the complementary DNA. These kits
were compared in order to choose the one that would have provided the most relevant results
and also the kit handling would have been simple and safe. There were different results
accomplished for all kits. This means the kit used for the isolation had unneglectable impact
on the quality of the isolated nucleic acid and therefore also on the success of the whole
measurement. Isolated genomic DNA was used for optimalization and calibration. Isolated
RNA and complementary DNA were used in the second part of the thesis. In this part, the
studied bacterium was cultivated under various conditions and carbon sources.
Subsequently, the optimized RT-qPCR method was performed and used for study on gene
expression of chosen genes involved in the biosynthesis of polyhydroxyalkanoates. There were
more significant differences in gene expression observed for fructose as a carbon source,
compared to y-butyrolacton as a carbon source. The greatest increase of the gene expression for
fructose as a carbon source was measured for gene encoding 4-hydroxyphenylacetate-3-
hydroxylase. There were more considerable differences in gene expression observed for y-
butyrolacton as a carbon source only for gene encoding 4-hydroxybutyrate dehydrogenase.
Therefore, the choice of the carbon source impacts fundamentally the gene expression.

KEY WORDS
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CENTNEROVA, Radmila. Studium exprese genii u bakterie Cupriavidus necator a dalsich
vybranych producentit polyhydroxyalkanoatii [online]. Brno, 2022 [cit. 2022-05-08]. Dostupné
z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/138824. Bakalaiskd prace. Vysoké uceni
technické v Brn&, Fakulta chemickd, Ustav fyzikalni a spotiebni chemie. Vedouci prace Iva
Pernicova.

Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem bakalarskou praci vypracovala samostatné a v§echny pouzité literarni zdroje
jsem spravné a uplné citovala. Bakalarska prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné a miize byt vyuzita ke komer¢nim ucelim jen se souhlasem vedouciho
bakalarské prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

Podékovani

Na tomto misté bych rada pod€kovala Ing. Ivé Pernicové, Ph.D., za odborné vedeni, vesSkerou
pomoc, cenné rady, vstiicnost a spoustu trpélivosti a ¢asu, ktery mi vénovala. Dékuji také
konzultantce Ing. Ivané¢ Novackové za rady pii psani prace. Dale bych rada chtéla podckovat
prof. Ing. Stanislavu Obrucovi, Ph.D., za vstficnost a individualni pfistup a celé skupiné vSech
studentil v laboratofi za piipadnou pomoc v laboratofi a trpélivost. Veliké podékovani patii
mym pratelim, blizkym a zejména rodin€ za nekonecnou podporu béhem celé doby mého
studia.



OBSAH

1 UVOd aeeniiiiieinicinennnennecsnecsanssssesssecsssecssnssssssssesssssssssssssssssasssssssssssssssssassssessassssassssassssessanss
2 TeOretiCKA CAST cuuueinueicniiseiitiinniisticstissancsstessessstsssssesssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssassnns
2.1 PolyhydroxXyalKanOaty .............cccouieriiiieiiieeiiie e ree e e
2.1.1 Obecnd charakteriStika ..........coocuiiiiiiiiiii e
2.1.2  VYZNnam PHA ..ottt
2.2 Metabolismus PHA ........ooiiiiiiiiee et
2.2.1 PHA SYNEAZY ..ottt sttt et e e
2.2.2  Dalsi enzymy vztahujici se k metabolismu PHA a jejich kédujici geny..............
223 SynteZa PHA ..o
2.2.4  Biodegradace PHA ........cooiii ittt e 10
2.3 Bakterie produkujici PHA .......ccciiiiiieee et e 10
2.3.1 Druhy bakterii produkujici PHA .......cccoiiioieee e 10
2.3.2  Bakterie Cupriavidus NECALOY ...........ccoeeecueeeeueeeiieeecireeeeieeeiieeeiteeeseseeesseeennaeas 11
2.4 Genova exprese @ JeJ1 METENI......ccuieiierieeiieciieeieeree ettt eeeaee e eeee s 13
3 EXPerimentalni CASt ....ccccuvierienveinsninsseinsninssesssansssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 14
3.1  PouZité chemikalie @ PriStrOje......cceeriieriieriieiieiie ettt 14
3.1.1  Chemikalie pouzité pro Kultivace..........ccccceeriiiniiniiieiieeieeie e 14
3.1.2  Chemikalie pouzité pro molekularné biologickd métent .........c..ccoceevuerveneennnene 14
3.1.3  POUZIEE PIIMETY ..uvveeeiiiieeiieeeieeeeieeeetee et e e ite e e saeeetaeeenaaeesasaeessseeessseeessseeensseaens 15
3,14 POUZILE KLY ..oouiiiieieieieieeie ettt ettt ettt ettt e be et e s e nse e e 16
R e T o 1515 (o) [PPSR 16
3.2 Kultivace bakterie Cupriavidus necator H16..............ccocoevvveeeiieecieeecieeeie e, 16
3.2.1  Priprava tekutého kultivacniho média............ccoevieriiiiniiniiiiiiiiicece e 16
3.2.2  Prtiprava produkéniho mineralniho média pro analyzu genové exprese ............ 17
3.2.3  Stanoveni optické hustoty produkénich médii ..........cccoeeviiriieniiiniiniiiie, 18
3.24  Gravimetrické stanoveni biomasy z produkéniho média..........cccoceeriiininennnnne. 18
3.3  Stanoveni PHA pomoci plynové chromatografie..........cccccveeeviieniieeniieeeiieeeiee e, 18

3.4  Izolace bakteridlnich nukleovych kyselin pro molekularné biologicka stanoveni.... 18

3.4.1
34.2
3.4.3
3.44

PHPIava [ySOZYMU.....ccoouiiiiiiieciiece e e e 18
TZ0LACE DINA ..o e e e e e e e e e 19
TZOLACE RINA ... nnnen 19

Reverzni transkripce izolované RNA..........cccooiiiiiiiiiiiieeceee e 20



345  Agar6zova gelova eleKtroforéza..........ooviieiiiieiiieeiiieceeece e 21

3.5 Optimalizace metody PCR a RT-qPCR.........cccviiiiiiiieeeeceeeeeee e 22
3.5.1 PHIPIava PrimeTli.......ccccieeeiiieciieeecee ettt e e re e et e e e e e ereeesaeeessseeennns 22
3.5.2  Optimalizace annealingu pro klasickou PCR...........c.ccccoiiiiiiiniiiiniieee e 22
3.5.3  Optimalizace annealingu pro RT-qPCR.........c.coooiiiiiiiiiiiiieieee e 24
3.54  Analyza RT-qPCR dat pro studium genoveé eXprese........ccevvereeenveenveenieennnenne 24

4 VYSIedKY a dIiSKUSE ccuuuerireniiirieicssnnicssnricssnnicsssncssssnessssncssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssses 26

4.1  Porovnani komerénich kitli na izolace nukleovych kyselin bakterii ......................... 26
4.1.1  Porovnani komer¢nich kit pro izolace bakterialni DNA ............ccoceeviriininnnens 26
4.1.2  Porovnani komer¢nich kitii pro izolace bakteridlni RNA ...........cccooeevveevnenenneen. 27
4.1.3  Porovnani komer¢nich kitii pro reverzni transkripci izolované RNA................. 29

4.2 Detekce vybraného useku phaC genu kodujiciho PHA syntazu 1. tfidy u bakterie

Cupriavidus necator HIO .........cccooouiieoiiieieecee ettt e e eaeeen 30

4.2.1 Optimalizace annealingové teploty pomoci gradientové PCR........................... 30

4.3  Optimalizace metody RT-qPCR pro studium exprese gent..........cceeveeeeeereeenveennens 31
4.4  Studium genové exprese bakterie Cupriavidus necator H16 za riznych kultiva¢nich

POAMINEK ...ttt ettt stt e et e e et eebeesaaeenbeesnneenseans 32

4.4.1 Stanoveni optické MUSTOLY ......ccuvieiiiiiieiieie et 32

4.4.2  Stanoveni obsahu a mnozstvi PHA pomoci GC-FID..........cccccevviiiiiiininniien. 34

4.43  Izolace RNA pro studium eXprese SeNU......coeveeeveereeeeieeniieeieeniieeieeieesveeenans 37

444  Zisk komplementarni DNA (cDNA) pomoci reverzni transkripce pro analyzu

EXPIESE ZEMNU .eeuvvreeerreeereeerereeesereeessaeeessseesssreeesseessseeessssessssesesseessseesssseesssseesnses 39

4.4.5  Analyza genové exprese pomoci RT-qPCR.........ccoooiiiiiiiieiiiieeeee e, 40

ST 77} ) TR 48

6  Seznam PouUZItYCh ZAT0jil ...ccvverrurerreissarcsserssancssenssanesssnssssossesssssssssssssssssasssasssssssssssssasssaass 49

7  Seznam pouZitych zkratek a SymbDOIU ....ccuceveivvuiesvniisnicssninsnncssnnssnnsssesssanessssssssssssssnnes 55



1 Uvobp

V soucasné dob¢ stale roste zdjem o ptirodu a jeji ochranu a zkratka o to, jak udélat nasi planetu
lepSim mistem pro ziti. Jednou z nejvice sklofiovanych ¢innosti prospéSnych pro ochranu
ptirody je nahrazovani syntetickych s ptfirodou nekompatibilnich plast latkami, které budou
k ptirod¢ vyrazné Setrnéjsi. Mezi tyto latky se fadi i bioplasty, biokompatibilni polymery. Jejich
vyroba je biotechnologicka a vychazi z obnovitelnych zdrojti, a zaroven vzniklé biopolymery
ale nepostradaji vyhodné vlastnosti tradi¢nich syntetickych plastt.

Ptikladem biopolymert mohou byt i polyhydroxyalkanoaty (PHA), jeZ svymi mechanickymi
vlastnostmi piipominaji napi. polypropylen ¢i polyethylen, ale na rozdil od nich jsou
biodegradabilni a biokompatibilni a diky tomu se nemusi feSit problematickd otazka
s plastovym odpadem. Pravé diky témto vlastnostem a také rozli¢né struktute maji PHA velice
Sirokou oblast vyuziti. Jako jedno z hlavnich vyuziti se nabizi nejriznéjsi obalové materialy,
ale vyuziti nachazi i ve farmacii a mediciné. Diky své biokompatibilité nejsou toxické a jejich
hydrofobni charakter zarucuje to, Ze u téchto latek dochazi velmi pomalu k biodegradaci. Dalsi
vyznamnou vlastnosti PHA je, Ze nevykazuji karcinogenni ucinky, a diky tomu nachézi Siroké
pouziti v kostnim, kardiovaskuldrnim a nervovém tkanovém inzenyrstvi. V téchto
medicinskych oblastech jsou poté vyuzity jako materidly pro nejriiznéjsi scaffoldy, srde¢ni
chlopné nebo implantaty s dlouhodobym uvoliiovanim 1é¢iv, ptipadné také jako nosice 1éCiv.

PHA funguji jako zasobni zdroj uhliku fady organismi, nejCastéji vSak bakterii, které pak
produkuji tyto polyestery v riznych mnozstvich. Nicméné ani stresové podminky nevedou
ke zvySeni produkce PHA, pokud bakterie nespliuji jeden zdsadni pfedpoklad k tomu, aby
se dalo o n¢jaké produkci PHA uvazovat. Bakterie musi v sobé nést geny, které koduji enzymy,
jez umoznuji prubé¢h biosyntézy PHA. Proto je dilezit¢ pomoci vhodné metody analyzovat
genovou expresi praveé téchto gentl, bez kterych by produkce PHA nebyla mozna. Z téchto
davodi se tato prace vénuje studiu genové exprese klicovych gent vybraného producenta PHA,
kterym je bakterie Cupriavidus necator H16.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

2.1.1 Obecna charakteristika

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) patii mezi velmi rozSifené skupiny polyesterti. Jsou
syntetizovany mnoha druhy bakterii, kterym slouzi jako intracelularni zdroj uhliku a energie.
Mezi jedinecné vlastnosti téchto sloucenin patii biodegradabilita a biokompatibilita [1, 2].
Typem slouc€eniny, jez tvoii PHA, jsou rizné typy estert 3-hydroxy organickych kyselin [3].
Ty, které vyprodukuji bakterie, vynikaji kompletni stereospecifitou, coz znamend, Zze maji
na vSech chirélnich atomech uhliku v hlavnim fetézci R(-) konfiguraci. Prave diky této unikatni
vlastnosti je zajiSténa jejich biokompatibilita a biodegradabilita [4].

Struktura polyhydroxyalkanoatu je zobrazena na obrazku 1. Pismenem 7 je oznacovan stupen
polymerace a pismenem R postranni fetézec polyhydroxyalkanoatu.

HO —C —(CH,),—C—O—H

Obrazek 1: Obecna struktura polyhydroxyalkanoatu [5]

V bakteriich se PHA nachazi ve form¢ granuli [1], které se vyskytuji v cytoplazmé [6]. Diky
akumulaci ve form¢ granuli jsou bezpecné odd€leny od dalSich ¢asti bunky a je tak zabranéno
zménam osmotického tlaku v bunce [7].

Strukturu a molarni hmotnost PHA ovliviiuje typ bakterie, jez je vyprodukovala, a také
podminky, ve kterych je bakterie podrobena ristu. Molekulova hmotnost PHA je uvadéna mezi
2:10° a 3-10° Da [4]. Podle délky fetézce nebo také podle poctu atomi uhliku v fetézci, se PHA
rozdéluji do n€kolika skupin. Prvni skupinou jsou PHA s kratkym fetézcem (scl-PHA), které
maji tfi az pét atomud uhliku v fetézci, dale PHA se stfedné¢ dlouhym fetézcem (mcl-PHA)
se Sesti az Ctrnacti atomy uhliku, a PHA s dlouhym fetézcem (Icl-PHA) majici vice nez Ctrnact
atomt uhliku [1, 4, 8]. Dale se rozdéluji podle monomerii, zkterych jsou sloZeny,
na homopolymery (obsahuji pouze jeden monomer), heteropolymery (ndhodné se stiidaji
nejméné¢ dva razné monomery) a blokové kopolymery (tvofeny dvéma odliSnymi
homopolymery, jez jsou kovalentné propojeny) [1]. Retézce monomert tvofici PHA mohou byt
linearni, rozvétvené, nasycené, nenasycené nebo aromatické. TaktéZz se na nich vyskytuji
funk¢ni skupiny, které umoziuji chemické modifikace téchto slouc¢enin. Mezi tyto skupiny
se fadi napt. skupina methylesterova, karboxylova, hydroxylova, epoxylova, fenoxylova nebo
vSechny halogeny [1, 4].



2.1.2 Vyznam PHA

Diky ptitomnosti granuli PHA v cytoplazmé je bakterie vice rezistentni vi¢i nepiiznivym
teplotdm, zménam pH nebo osmotického tlaku. Také slouZzi jako rezervoar uhliku a energie pro
bunku [1].

Vétsina PHA produkujicich bakterii za¢ne PHA produkovat tehdy, kdy jsou vystaveny stresu,
ktery se projevuje nedostatkem nezbytnych zivin [4, 9-12]. Stres je vyvolan vaznym
nedostatkem esencialnich zivin, mezi kter¢ se fadi dusik, fosfor ¢i kyslik, a velkym ptebytkem
zdroje uhliku [2, 4]. Ke zvySené akumulaci dochazi i v ptipad¢ nedostatku dusiku, ale soucasné
uhlik musi byt v nadbytku, aby dochdzelo k akumulaci PHA [4]. N&které bakterie zahajuji
produkci PHA jako reakci na neptiznivé podminky prosttedi, napiiklad zvySenou salinitu [6].

Diky svym biodegradabilnim a biokompatibilnim vlastnostem maji PHA vyuziti jako nahrada
béznych plasti na ropné bazi a mohly by tak piispét k feSeni potizi spojenych s plastovym
zneCiSténim a enviromentdlnimi problémy. Kromé biodegradability a biokompatibility
vykazuji v zévislosti na monomernim slozeni i elastomerni a termoplastické vlastnosti [1, 7],
diky ¢emuz by mohly byt vyuzity ve farmacii nebo jako obaly v potravinaistvi. Zatim je ale
jejich produkce v porovnani s béznymi plasty nizké a zejména draha [1, 6].

2.2 Metabolismus PHA

K produkci PHA dochdzi v aerobnich i anaerobnich podminkach [4]. Jednotlivé molekuly
mastnych kyselin jsou v PHA vzajemné propojeny esterovou vazbou, kterd se vyskytuje mezi
hydroxylovou skupinou jedné molekuly a karboxylovou skupinou druhé molekuly [7].

2.2.1 PHA syntazy

Prubéh biosyntézy PHA by nebyl viibec mozny bez piitomnosti enzymti PHA syntaz (PhaC),
které¢ umozni polykondenzaci monomeri hydroxyalkanoati do vysledného polymeru, a které
katalyzuji polymerizaci hydroxyacyl-koenzymu A na PHA a volny koenzym-A [8].

PHA syntdzy mohou byt tvofeny jednou, ale i vice podjednotkami [13—15]. Podle substratové
specifity a slozeni jednotlivych podjednotek tvoficich enzym se PHA syntdzy rozd¢€luji do Ctyt
tiid — PHA syntazy I. tfidy, II. tridy, IIL. tfidy a IV. tfidy [8, 14-17].

PHA syntazy I. tfidy jsou tvofeny pouze jednou podjednotkou, jejiz molekulova hmotnost se
pohybuje mezi 60-73 kDa. Vys$si katalytickou aktivitu vykazuje tato tfida PHA syntdz
v dimerni formé. PHA syntaza 1. tfidy je kodovana genem phaC a vysledkem biosyntézy je
biopolymer scl-PHA, nejc¢astéji poly-3-hydroxyburat P(3HB). PHA syntaza této tiidy je znama
napt. u bakterie Cupriavidus necator [8, 14-16, 18]. Podrobn¢ strukturu PHA syntazy 1. tiidy
zobrazuje obrazek 2.



dimeriza¢ni subdoména

o/p hydrolazovy prehyb

T

EC oblast

Obrazek 2: Monomerni struktura PHA syntazy I. tridy bakterie Cupriavidus necator H16; PS oblast = vycnivajici
strukturni oblast, EC oblast = rozsirend C-terminacni oblast; upraveno z [19]
PHA syntazy II. tfidy jsou rovnéz tvofeny pouze jednou podjednotkou o molekulové hmotnosti
60-65 kDa. Za jejich pifitomnosti probihd syntéza mcl-PHA. Témito tfidami PHA syntaz
vynikaji predev§im bakterie rodu Pseudomonas [8, 14, 15]. Jelikoz PHA syntazy II. tfidy
katalyzuji syntézu mcl-PHA, jsou jejich cilovym monomerem hydroxyalkanoaty o Sesti a vice
atomech uhliku [16, 17, 20].

PHA syntazy III. jsou tvofeny dvéma podjednotkami. Skladaji se z podjednotky PhaC (velikost
této podjednotky je 40—53 kDa) a PhaE (20—40 kDa). Kviili podjednotce PhaE jsou syntazy III.
tfidy rozdélovany na bakteridlni a archealni typ. PHA syntazy III. tfidy maji napi. halofilni
bakterie Allochromatium vinosum [21, 22].

PHA syntazy IV. tfidy jsou tvofeny taktéz dvéma podjednotkami. Jednd se konkrétné
o podjednotky PhaC a PhaR kédované geny phaC a phaR. U této tiidy syntaz je pritomnost
PhaR signifikantni pro tplnou expresi PhaC. PHA syntazy IV. tfidy byly pozorovany u bakterii
skupiny a hlavnimi zastupci jsou bakterie Bacillus megaterium a Bacillus cereus. PhaC je
piiblizné dvakrat (molarni hmotnost se pohybuje okolo 40 kDa) vétsi nez podjednotka PhaR
(kolem 20 kDa). Bacillus cereus mé rozsahlejsi substratovou specifitu a ob& skupiny maji
rovnéz odliSnou organizaci a kompozici lokusu genti, které jsou zodpovédné za biosyntézu
PHA [14].

PHA syntazy IIl. a IV. tfidy katalyzuji, stejn¢ jako PHA syntazy I. tfidy, produkci scl-
PHA [8, 14, 15]. PHA syntazy IV. tiidy zaroven vynikaji tim, Ze krom¢ polymerizace PHA
jsou schopny katalyzovat i alkoholytické st€peni PHA fetézcl. Toto $tépeni nastava tehdy, kdy
je pritomna pouze molekula alkoholu, ale chybi monomer hydroxyacyl-koenzymu A [14]. Jako
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substraty pro produkci scl-PHA u L., IIL. a I'V. tfidy slouzi prekurzory o Sesti a mén¢ uhlikovych
atomech, jako je napft. propionat, butyrat, valerat a hexanoat [16].

2.2.2 Dalsi enzymy vztahujici se k metabolismu PHA a jejich kédujici geny

Krom¢ PHA syntdz je k metabolismu PHA zapotiebi zapojeni celé fady dalSich enzymii,
a kazdy enzym katalyzujici dil¢i kroky metabolismu PHA je kdédovan specifickym genem.
Geny se oznacuji zkratkou pha, a ty, jez se podili na syntéze, se znaci v abecednim potadi (napf.
phaA, phaB, pha(C), a ty, které se podili na degradaci, se znaci pismeny od konce abecedy (napf.
phaZ) [14, 16, 23].

Ptehled enzymi a k nim pfisluSejicich genii je zobrazen v tabulce 1.

Tabulka 1: Prehled enzymii a genii podilejicich se na metabolismu PHA [1, 14-17, 21-23]

Niazev genu Kdédovany enzym Funkce enzymu

kondenzace acetyl-CoA,

phaA B-ketothiolaza soucasn¢ vznik acetoacetyl-
CoA
) redukce acetoacetyl-CoA na
phaB acetoacetyl-CoA reduktaza
(R)-3-hydroxybutyryl-CoA
1 .
phaC PHA syntaza polymerizace

hydroxyalkanoatii na PHA

(R)-3-hydroxyacyl-ACP-CoA transformace 3-hydroxyacyl-

phaG .
transferaza ACP na 3-hydroxyacyl-CoA
, transformace enoyl-CoA na
phaJ enoyl-CoA hydrataza
(R)-3-hydroxyacyl-CoA
haM aktivator a urychlovac aktivator, urychlovac
a
P katalytické aktivity katalytické aktivity
phaP phasiny proteiny sestavujici granule
phaZ PHA depolymeraza depolymeriza¢ni enzym

Z vyse uvedenych gent je gen phaB zavisly na NADPH a hraje dualezitou roli
v dodavani monomeru (R)-3HB-CoA pro samotnou polymerizaci PHA. Phasiny, kédovany
genem phaP, jsou proteiny neenzymatické, vyskytuji se na povrchu PHA granuli v buiice a jeho

vvvvvv
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podjednotky PHA syntazy, zaroven muze plnit i funkci regula¢niho proteinu. Dalsi z genta
oznacovany jako phaQ kéduje transkripéni regulator ovliviiujici expresi phasint [14, 16, 23].

2.2.3 Syntéza PHA

Syntéza PHA je reakce sestavajici z né€kolika kroki a je pro ni k dispozici nekolik
biosyntetickych drah. Do dnes$ni doby bylo zaznamenano osm drah, nicméné dobie popsany
jsou pouze tii z nich. Tyto ti1 drahy zavisi na zdroji uhliku pouzitém pii biosyntéze [15, 24, 25].

Biosyntetickd drdha rovnéz ovlivituje strukturu vysledného polymeru, nicméné soucasti
jakékoli z téchto drah musi byt strukturni reakce tvoiena polymerizaci, kterou katalyzuje vyse
zminény enzym PHA syntaza [15, 24, 25].

PHA mohou byt produkovany ze substratli, jez jsou vyslednému PHA strukturné¢ podobné,
anebo naopak ze substratii odliSnych. Ptikladem strukturné¢ podobného substratu mohou byt
mastné kyseliny, strukturné odliSnym substratem je napft. glukéza [1, 15].

Dale je mozné ptipravit i kopolymery PHA, a to za pouziti jistych substrata, které umoznuji
vznik kopolymert, nebo za pouziti smési substratl. Vznik kopolymera lze také podpofit
pouzitim prekurzorii [14]. Klicovou molekulou pro syntézu PHA je acetyl-CoA [1].

Pribéh biosyntetické drahy PHA je znazornén na obrazku 3 a obrazku 4.

zdroj uhliku

aktivovany
zdroj uhliku

/

katabolismus anabolismus

N

(R)-3-hydroxyacyl-CoA

PHA
svntiza

Akumulace PHA

Obrazek 3: Obecné schéma biosyntézy PHA, upraveno z [13]
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Obrazek 4: Obecné reakcni schéma biosyntézy PHA [26]

Nejbéznéjsi biosyntetickou drdhou je draha syntézy P(3HB), ktery je rovnéz nejbéznéjSim
anejvice studovanym PHA. Jeho syntéza je tiikrokova reakce a kazdy krok je katalyzovéan
riznym enzymem [1, 27, 28]. Tyto enzymy, nutné pro biosyntézu P(3HB), jsou -ketothiolaza,
acetoacetyl-CoA reduktaza a PHA syntaza [1, 2, 24]. Geny phaA, phaB a phaC, jez koduji tyto
enzymy, jsou usporadany v operonu phbCAB. V této draze vznikaji scl-PHA. Syntéza je
zahajena reverzibilni kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA a reakce je umoZznéna diky katalyze
enzymem [-ketothioldzou (PhaA). Vysledkem této reakce je acetoacetyl-CoA. Ten je
redukovéan acetoacetyl-CoA reduktazou (PhaB) zévislou na NADPH na (R)-3-hydroxybutyryl-
CoA. Z tohoto meziproduktu jsou poté vytvafeny monomery 3-hydroxybutyratu (3HB)
a za ptitomnosti PHA syntazy (PhaC) vznika P(3HB). Pro syntézu PHA je signifikantni vysoka
koncentrace acetyl-CoA, jelikoz acetyl-CoA vytvofeny metabolizaci substratu uhliku je rovnéz
metabolizovan v TCA cyklu (Krebstv cyklus) [1, 27, 28]. Tento zpiisob syntézy P(3HB) je
typicky pro bakterii Cupriavidus necator, ktery je oznacovan za modelového producenta PHA
a znama schopnostmi syntetizovat scl-PHA [27, 28].

Schéma biosyntézy P(3HB) je zobrazeno na obrazku 5.

, 0 @) 0O O @ ‘/iilji\ ©, -
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CoASH NADPH+H* NAD' CoASH

Obrazek 5: Reakcni schéma biosyntézy P(3HB), 1-f-ketothioldza, 2 — acetoacetyl-CoA reduktaza, 3 — PHA syntdza, enzymy
vyzZadované pro dany krok biosyntézy [7]

Monomery mcl-PHA jsou polymerizovany ve druhé biosyntetické drdze, vniz jsou
metabolizovany mastné kyseliny. Soucasti této drahy je f-oxidace mastnych kyselin, které jsou
pretransformovany na thioestery acyl-CoA. Tyto meziprodukty jsou poté oxidovany na trans-
enoyl-CoA a (S)-3-hydroxyacyl-CoA na 3-ketoacyl-CoA. Ten je poté v pfitomnosti f-
ketothiolazy rozstépen na acetyl-CoA a acyl-CoA, ktery ma o dva uhlikové atomy kratsi fetézec
nez puvodni acyl, a tyto dva uhlikové atomy jsou pravé v soucasné vzniklém acetyl-CoA.
Trans-enoyl-CoA o cileném poctu atomt uhliku a v (S)-konfiguraci, coz je nepolymerizovana
forma, je pfeveden na (R)-3-hydroxyacyl-CoA, a probiha v pfitomnosti enzymu enoyl-CoA-
hydratdza (Phal). (R)-3-hydroxyacyl-CoA je idealnim prekurzorem pro dalsi krok, coz je
polymerace mcl-PHA za katalyzy PHA syntdzou. (R)-3-hydroxyacyl-CoA lze ziskat také
za pomoci nespecifického enzymu 3-ketoacyl-ACP-reduktazy, kterd je soucasti syntézy
mastnych kyselin de novo. Druhd biosyntetickd draha je znama napt. pro bakterie rodu
Pseudomonas [1,17, 27].



(R)-3-hydroxyacyl-ACP ziskany z biosyntézy mastnych kyselin de novo je vyuzivan ve tieti
biosyntetick¢ draze PHA. Ten je pfevadén na (R)-3-hydroxyacyl-CoA pomoci enzymu
ozna¢ovaném jako (R)-3-hydroxyacyl-ACP-CoA transferdza. Poté dochazi k polymerizovani
ptislusnych monomerti pomoci PHA syntazy na PHA. Do této biosyntetické drahy je zapojena
1 B-oxidace mastnych kyselin, jelikoz je z ni ziskan substrat acyl-ACP, ktery je substratem
pro enzym 3-ketoacyl-ACP reduktdzu, a tento enzym je taktéZ soucasti tieti biosyntetické
drahy. V této draze je umoznéno vyuziti levnych a strukturné nepiibuznych zdroji uhliku.
Vysledny syntetizovany biopolymer pak zavisi na pouzitém zdroji uhliku [17, 27].

V okamziku, kdy jsou PHA syntetizovany uvnitf bunék v cytoplazmé, agreguji do tvaru
granuli. Agregace je zpusobena hydrofobnimi interakcemi. Povrch agregovanych granuli je
tvofen mj. navdzanymi enzymy, které maji podil na syntéze, regulaci a degradaci
naakumulovanych PHA [8].

Drahy zapojené do biosyntézy PHA jsou zobrazeny na obrazku 6.
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2.2.4 Biodegradace PHA

Existuji dva typy biodegradace PHA, intracelularni a extracelularni. Intracelularni degradace
predstavuje aktivni degradaci endogennich zdsob PHA, které jsou naakumulované v bakterii.
Na tomto typu degradace se podili intracelularni PHA depolymerazy (i-PHA depolymerazy).
Extracelularni degradace pak predstavuje vyuziti exogenniho polymeru, jez vylucuje
extracelularni PHA depolymeraza (e-PHA depolymeraza) [29].

Intracelularni PHA jsou nazyvany jako nativni granule PHA, jsou v amorfnim stavu a mobilni.
Granule maji na povrchu vrstvicku z proteinti citlivou na naméhani, at’ uz chemické nebo
fyzikalni. Extracelularni PHA se z naakumulovanych bun¢k uvoliiuje az po smrti bun¢k nebo
po jejich lyze. Molekuly extracelularnich PHA maji ¢astecné krystalickou formu — stupen
krystalinity je 50-60 % [29].

Pomoci elektronové mikroskopie bylo zjisténo, ze biodegradace probiha na povrchu granuli
diky enzymatické hydrolyze. Kromé toho ma ale na biodegradaci vliv celé fada dalSich faktort,
jako je napf. struktura a kompozice monomeru, ze kterych vznikl polymer, molekulova
hmotnost, nebo stupen krystalizace. Odbourani PHA probih4 kompletné ve vodném prostredi
za aerobnich podminek, pfi ¢emZ vznikaji oligomery hydroxykyselin. Ty jsou po skonceni
biodegradace metabolizovany dal§imi mikroorganismy [13].

Obecné P(3HB) je velmi pevny biopolymer nerozpustny ve vodé [13, 15] o vysoké molekulové
hmotnosti, a kvili tomu neni schopen se dostat pfes bunécnou sténu. Z tohoto divodu
mikroorganismy vylucuji extracelularni P(3HB) depolymerdzy, a ty hydrolyzuji pevny P(3HB)
na monomery nebo oligomery, které uz jsou rozpustné ve vodé. Enzymaticka degradace
P(3HB) materialt pomoci P(3HB) depolymerazy je heterogenni reakce, kterou tvoti dva kroky,
adsorpce a hydrolyza. Adsorpce enzymu na povrchu P(3HB) materialu je prvni krok a je
umoznéna diky vazebné stran¢ enzymu. Na pritbehu tohoto reakéniho kroku se podili i struktura
polymeru v pevném stavu, jelikoz ta pravé ovliviiuje adsorpci P(3HB) depolymerazy. Pti
nizkych koncentracich P(3HB) depolymerazy je vétSina Kkatalyticky aktivnich stran
adsorbovanych enzymii schopna hydrolyzovat fetézce P(3HB) na povrchu. Naopak pfi
vysokych koncentracich enzymu nema vétSina katalyticky aktivnich stran ptistup k P(3HB)
fetézci na povrchu, a to v disledku ptfeplnéni stran, které vazou substrat na povrchu P(3HB).
Enzymatickd hydrolyza polymernich fetézct aktivni stranou enzymu je druhym krokem
biodegradace. V tomto kroku vznikd pievazné 3HB dimer a v malém mnozstvi 1 3HB
monomer, které jsou rozpustné¢ ve vode. Nicméné P(3HB) depolymeraza vzdy hydrolyzuje
pouze esterovou vazbu mezi nasledujicimi (R)-3HB jednotkami a nckolik studii dokonce
odhalilo stereoselektivitu P(3HB) depolymerazy, kterd hydrolyzuje poly-(3-hydroxybutyrat)
[13].

2.3 Bakterie produkujici PHA

2.3.1 Druhy bakterii produkujici PHA
Produkce PHA jsou schopny bakterie grampozitivni i gramnegativni [4, 16]. Mezi dobie
prozkoumané druhy bakterii produkujici PHA patii mezofilni bakterie, mezi které se fadi napf.
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Burkholderia sacchari. Produkce PHA byla pozorovana i u bakterii termofilnich, naptiklad
Chelatococcus thermostellatus, Schlegelella thermodepolymerans ¢i Aneurinibacillus sp. H1.
Dalsi skupinou bakterii schopnych produkce PHA jsou halofilni bakterie, jeZ jsou velmi
dobrymi producenty. Pro tuto skupinu PHA produkujicich bakterii je tvorba PHA jednou
ze strategii adaptace na podminky a prostfedi o vysoké salinité. Piikladem halofilni bakterie je
Halomonas halophila. Dalsi skupinou bakterii schopnych produkce PHA jsou bakterie
extremofilni [6].

Dalsimi bakteriemi, které jsou schopny produkce PHA, jsou Bacillus megaterium, u které byla
poprvé pozorovana produkce PHA, specificky poly(3-hydroxybutyratu) P(3HB). Z rodu
Bacillus produkuji PHA 1 Bacillus subtilis nebo Bacillus cereus. Z rodu Pseudomonas jsou to
pak bakterie Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas mendocina,
Pseudomonas putida. Dale PHA produkuji napt. bakterie Azotobacter vinelandii, Streptomyces
lividans, Rhodospirillum rubrum, Cupriavidus necator (diive oznacovana jako Ralstonia
eutropha) nebo Escherischia coli, které ale produkuje PHA pouze jako geneticky modifikovany
organismus (GMO) [7, 15].

K zahajeni syntézy PHA je vyzadovan nadbytek zdroje uhliku. Zdroje uhliku jsou velmi
rozmanité, materiadlem pro tyto ucely mohou byt napt. rizné sacharidy, od monosacharidl az
po polysacharidy (napf. lignocelul6za), mastné kyseliny nebo aminokyseliny [1, 4, 6, 7].
Materidlem pouzitym na produkci PHA mohou byt 1 riizné druhy odpadu, napt. odpadni otruby,
mlato, vinné matoliny, u n€kterych bakterii také kavova sedlina ¢i dfevéné piliny [30-33].

2.3.2 Bakterie Cupriavidus necator

Cupriavidus necator patii mezi gramnegativni bakterie. Zaroven byva fazena i mezi bakterie
chemolitoautotrofni [17]. Jeji velikou prednosti je, Ze zvladd akumulovat velké mnozstvi PHA.
Vétsina bakterii, které PHA akumuluji, dovedou akumulovat pouze ptiblizné takové mnozstvi
PHA, které by odpovidalo 30-50 % suché hmotnosti bun¢k, nicméné bakterie Cupriavidus
necator dokéze akumulovat tolik PHA, které odpovida az 90 % suché hmotnosti [14].

Bakterie disponuje PHA syntdzou I. tfidy, PHA syntdza je tedy tvofena pouze jedinym
proteinem PhaC ve formé aktivniho dimerniho enzymu [16]. Radi se mezi bakterie, které jsou
schopny akumulovat scl-PHA [15], zejména pak poly-(3-hydroxybutyrat) P(3HB) [16].
Cupriavidus necator je zaroven velmi vyhodnou bakterii co se ty¢e kultiva¢nich podminek.
Dobte totiz roste uz pii kultivaci pii teploté 30 °C, na rozlicnych zdrojich uhliku, napf.
na mastnych kyselindich nebo aminokyselindch. Jako zdroj uhliku nemtze byt ale pouzita
glukoza, jelikoz ji tato bakterie neumi vyuzit jako uhlikovy substrat [24].

Bakterie méa také vysoky potencial produkovat velkd mnozstvi kopolymert. Pfi prvnich
pokusech o produkci kopolymeri pomoci této bakterie byl k P(3HB) piidan jesté 3-
hydroxyvalerat (3HV). Vyslednym produktem biosyntézy byl poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat) P(3HB-co-3HV). Procentualni zastoupeni 3HV ve vzniklém kopolymeru
se pohybuje mezi 0 az 45 hm. % [24].

Granule P(3HB) vyprodukované bakterii Cupriavidus necator H16 zobrazuje obrazek 7.
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Obrazek 7: Granule P(3HB) v bakterii Cupriavidus necator H16 [34]

Metabolismus PHA modelové bakterie Cupriavidus necator H16

Cupriavidus necator H16 ma nékolik signifikantnich enzymi, o kterych je zndmo, Ze jsou
zapojeny do produkce P(3HB), které¢ se souhrnn¢ oznacuji jako GAP (proteiny asociované
s granulemi PHA). Patii sem celkem dvé 3HB-oligomerni hydrolazy (PhaY1 a PhaY2) a sedm
P(3HB) depolymeraz (PhaZ1 az PhaZ7). PhaZ2 az PhaZ5 jsou homology PhaZ1 a podobaji
se PhaZl v sekvenci aminokyselin a v reziduich aktivnich zbytk. PhaZ6 a PhaZ7 pak
reprezentuji odlisny typ P(3HB) depolymeraz s velmi vysokou aktivitou. Déle sem patii jesté
sedm phasinti, regulacni proteiny oznacované také jako regulatory transkripce a dalsi proteiny,
jejichz funkce jesté nebyla objasnéna. Kromé vyse zminénych se sem fadi jesté dva proteiny,
které¢ se vazou piimo na P(3HB) a nukleoid bakterie [35-39]. StéZejnimi enzymy pro
metabolismus P(3HB) jsou u bakterie Cupriavidus necator H16 PHA syntaza PhaC (PhaCl)
a P(3HB) depolymeraza PhaZ (PhaZal), jez degraduje polymer P(3HB) [37].

Pro syntézu P(3HB) jsou geny kodujici ptislusné enzymy uspotadany do operonu phbCAB. Gen
phbA koduje B-ketothiolazu, v jejimz aktivnim misté je molekula cysteinu. Diky této molekule
dojde k deprotonaci acetyl-CoA a ten kondenzuje s druhou vazanou molekulou acetyl-CoA
a vznika acetoacetyl-CoA. Diky dvéma typim ketothioldzy liSici se substratovou specifitou
muze syntézou vznikat homopolymer P(3HB), homopolymer P(3HV) anebo kopolymer
sestaveny z monomerd 3HB a 3HV. Prvni ketothiolaza je piimo soucasti operonu, je kodovana
genem phbA a produktem kondenzace je acetoacetyl-CoA, ktery je pozdéji metabolizovan na
monomery 3HB. Druha ketothioldza je kodovana genem bkzB, ten ale neni v operonu phbCAB,
ale v genovém clusteru bakterie. Tato ketothiolaza katalyzuje kondenzaci acetyl-CoA
s propionyl-CoA, ktery byl ziskdn z metabolismu adekvatniho substratu za vzniku 3-
ketovaleryl-CoA. Stejn¢ jako acetoacetyl-CoA je i tento produkt redukovan a polymerizovan
a vysledny polymer obsahuje monomery 3HV. Dalsi enzym, acetoacetyl-CoA reduktéaza, je
kédovan genem phbB, a katalyzuje pfeménu acetoacetyl-CoA na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA,
aktivitu podmiiiuji reduk¢ni ekvivalenty NADPH. Posledni nezbytny enzym PHA syntaza je
kodovan genem phbC. Je naprosto nepostradatelny, jelikoz katalyzuje polymeraci monomert
(R)-3-hydroxybutyryl-CoA na samotny P(3HB) diky vytvaieni esterovych vazeb. PHA syntaza
bakterie Cupriavidus necator H16 potiebuje pro svou spravnou funkci protein PhaM, ktery plni
roli aktivatoru, jelikoz zvysi katalytickou aktivitu syntdzy. Rostouci fetézec polymeru
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se k syntaze vaze kovalentné a postupné timto zptisobem vznikaji granule, jez jsou nerozpustné
ve vode [16, 17, 24].

Operon, a snim jednotlivé enzymy, bakterie Cupriavidus necator H16 je zobrazen
na obrazku 8.
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Obrazek 8: Operon phbCAB a geny kodujici jednotlivé enzymy pro biosyntézu P(3HB), upraveno z [17]

2.4 Genova exprese a jeji méreni

Genova exprese je proces, pii kterém dochazi ke konverzi genetické informace z DNA do RNA
a odtud posléze do proteinu. Piepis ¢asti molekuly DNA do RNA je oznacovan jako transkripce,
nasledny pieklad potadi nukleotidi v RNA do potadi aminokyselin v proteinu je nazyvan jako
translace. Genetickou informaci pak neni mozné zpétné prepsat z proteinu do DNA, nicméné
lze ptepsat informaci z RNA do DNA. Tento d¢j se oznacuje jako reverzni transkripce. Toto
vSechno vychdzi z centralniho dogmatu molekularni biologie, jeZ pojednavd o pienosu
informaci mezi nukleovymi kyselinami a proteiny. Hlavni kontrola genové exprese probiha
na urovni transkripce [40, 41].

Zakladni strukturni jednotkou genetické informace jsou geny. Geny kddujici funkéni slozky
bunék se rozdéluji na dvé skupiny. Prvnim typem jsou geny strukturni, jez nesou informaci
o primarni struktuie proteinu. Druhou skupinou jsou geny pro funkéni RNA, u kterych produkty
transkripce nepodléhaji translaénimu procesu. Geneticky kod je vzdy c¢ten po tfech
nukleotidech [40, 41].

Pro spésné studium exprese genti u PHA produkujicich bakterii jsou vybirany geny zapojené
do metabolismu PHA a déle geny oznacované jako housekeeping, které vykazuji stale stejnou
expresi, nehledé na konkrétni podminky. Diky své konstantni expresi se housekeeping geny
pouzivaji pro porovnani a stanoveni variability exprese dané¢ho studované¢ho genu. Poté je diky
tomuto stanoveni mozné nastavit idealni podminky pro nejvyssi produkci PHA [42]. Geny, jez
koduji enzymy nezbytné pro biosyntézu PHA, zejména zcela nepostradatelné PHA syntazy, je
mozné stanovit pomoci riznych molekularnich technik. Identifikace PHA genii je umoZznéna
napf. metodou Southern blotting nebo pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR), a to
amplifikaci za pouziti vhodnych specifickych primerid. Kvantifikace exprese genii podilejicich
se na biosyntéze PHA se provadi za pouziti kvantitativni polymerdzové fetézové reakce
s reverzni transkripci (RT-qPCR) [43, 44].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a pristroje

3.1.1

Chemikalie pouZité pro kultivace

y-butyrolakton (Sigma-Aldrich, Némecko)

D-fruktéza, p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)
dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, Ceska republika)
glycerol, bezvody (Lach-Ner, Ceské republika)
hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)
chlorid chromnaty (Lach-Ner, Ceska republika)

chlorid kobaltnaty hexahydrat (Lach-Ner, Ceska republika)
chlorid nikelnaty hexahydrat (Lach-Ner, Ceska republika)
chlorid vapenaty dihydrat, p.a. (Lachema, Ceska republika)
chlorid Zelezity (Lach-Ner, Ceska republika)

kyselina chlorovodikova 35%, p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)
Nutrient broth (HiMedia, Indie)

siran amonny, p.a. (LachNer, Ceska republika)

siran hofe¢naty heptahydrat, p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)
siran méd’naty pentahydrat (Lachema, Ceska republika)

Chemikalie pouzité pro molekularné biologicka méreni

B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

agardza (Sigma-Aldrich, Némecko)

dekontaminacéni roztok RNaseZap (Sigma-Aldrich, Némecko)

DNA ladder 1 kb Plus o velikosti fragmentti 10 000, 8 000, 6 000, 5 000, 4 000, 3 000,
2 000, 1 500, 1 000, 750, 500, 250, 100 bp (Nippon Genetics Europe, Némecko)

DNA ladder 100 bp o velikosti fragmentti 3 000, 1 500, 1 000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100 bp (Nippon Genetics Europe, Némecko)

ethanol 99,8% (Lach-ner, CR)

ethylendiamintetraacetat sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

kyselina borita (Lachema, Ceska republika)

kyselina chlorovodikova 35%, p.a. (Lach-Ner, Ceské republika)

kyselina benzoova (LachNer, Ceska republika)

kyselina sirova (LachNer, Ceska republika)

methanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

chloroform (LachNer, Ceské republika)

isopropanol (LachNer, Ceska republika)

hydroxid sodny p.a. (LachNer, Ceska republika)

lysozym (Serva, Némecko)

Master mix One7ag Hot Start (2x koncentrovany) se standardnim pufrem (New
England BioLabs, Velké Britanie) o slozeni:

- 20 mM Tris-HC1
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- 22mM KCl
- 22 mM NH4CI
- 1,8 mM MgCl,
- 0,2 mM dNTPs
- 5% glycerol
- 0,06% IGEPAL CA-630
- 0,05% Tween 20
- 25 jednotek/ml OneTag Hot Start DNA polymeraza
e Master Mix qPCR (2x koncentrovany) SYTO-9 (Top-Bio, Ceska republika) o sloZeni:
- 150mM Tris-HCI
- pH&,8(25°C)
- 40mM (NH4)2SO4
- 5mM MgCl;
- 400uM dATP
- 400uM dCTP
- 400puM dGTP
- 400uM dTTP,
- Taq DNA polymeréaza (50 U/ml)
- monoklonalni protilatka anti-7aq
- SYTO-9
- stabilizatory a aditiva.
e Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, Némecko)
e NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Némecko)
e PCR vkladaci pufr Yellow load (Top-Bio, Ceska republika)
e sterilni voda Aqua pro injectione (B. Braun Medical, Némecko)
e tris(hydroxymethyl)aminomethan (Lach-Ner, Ceska republika)

3.1.3 Pouzité primery

e viechny pouzité primery (uvedené v tabulce 2) byly od firmy Generi Biotech, Ceské

republika
Tabulka 2: Seznam pouzitych primerii a jejich sekvence
Kdédovany produkt Primery Sekvence primeru Predgo{l:g]dana

16S TRNA ql6S-F CGGAATTACTGGGCGTAAAG 51
ql6S-R ACGCATTTCACTGCTACACG

4-hydroxybutyrat 4HBD-F TGCAGGTTGCGGTATTCGAT 55
dehydrogenaza 4HBD-R TTCGATGGTGGCATAGGTGG

4-hydroxyfenylacetat- 4HPAHL-F | CGCAAGTCGTATGAAGCCAA 53
3-hydroxylaza 4HPAHL-R | AAACGCAGCTTCACCATCAG

4-hydroxyfenylacetat- 4HD3DL-F | TCAAGACCGGTAACCAGCAC 55
3-hydroxylaza 4HD3DL-R | CGGCTGGAAGGTCATCTTGT
PHA syntaza pro CN q-phaC-F GCCGTGCATCAACAAGTACT

H16 na RT-qPCR, 55
velikost 214 bp g-phaC-R CACGTTGATCTTGTCCTGGC
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3.1.4

3.15

Pouzité kity

izola¢ni kity na izolaci DNA

- Monarch® Genomic DNA Purification Kit (New England BioLabs, Velké Britanie)

- NucleoSpin® DNA (Macherey-Nagel GmbH & Co.KG, Némecko)

1zola¢ni kity na izolaci RNA

- NucleoSpin® RNA Plus (Macherey-Nagel GmbH & Co.KG, Némecko)

- NucleoSpin® RNA/NucleoSin® RNA Midi (Macherey-Nagel GmbH & Co.KG,
Némecko)

- Monarch® Total RNA Miniprep Kit (New England BioLabs, Velka Britanie)

kity na reverzni transkripci (vznik komplementarni DNA)

- gb Basic Reverse Transcription Kit (Generi Biotech, Ceska republika)

- LunaScript™ RT SuperMix Kit (New England BioLabs, Velka Britanie)

- First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (Roche, Svycarsko)

Pristroje

blokovy termostat Stuart SBH 200D (Bibby Scientific, Velka Britanie)
centrifuga AG 1-14 (Sartorius, Némecko)

centrifuga Quickspin (Cleaver Scientific Ltd, Velka Britanie)
inkubator IP60 a IP100-U (LTE Scientific, Velka Britanie)

laboratorni vaha EW 620-3NM (Kern, Némecko)

laboratorni vaha Scout Pro (Ohaus, Svycarsko)

laminarni box Fatran FL (Slovensko)

nanofotometr Pearl (Implen, Spojené staty americke)

napéjeci zdroj ENDUROTM 300V (Labnet, Spojené staty americké)
real-time PCR cykler Rotor-GeneTM 6000 (QIAGEN, Némecko)

systém pro snimani gelt c200 (Azure Biosystems, Spojené staty americké)
thermal cycler MyCyclerTM (BIO-RAD, Spojené staty americké)

transiluminator TVR 3121 (Spectroline, Spojené staty americké)

vortex, BenchMixer Vortex Mixer (Benchmark Scientific, Spojené staty americke)

plynovy chromatograf s FID (Thermo Scientific, Trace 1300), kolona DB-WAX 30 m
by 0,25 mm

bézné laboratorni sklo a vybaveni

3.2 Kaultivace bakterie Cupriavidus necator H16

3.21

Piiprava tekutého kultivaéniho média

Inokulum na kultivaci bakterie Cupriavidus necator H16 bylo pfipraveno jako komplexni
tekuté Nutrient Broth (NB) médium o koncentraci 25 g/l. Bylo pfipraveno v objemu 50 ml
ve 100 ml Erlenmeyerovych bankéch a poté vysterilovano. Po sterilaci byla média zao¢kovana
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750 pl bakteridlni kultury Cupriavidus necator H16, kterd byla uchovavéna ve formé
kryozkumavek v 10 % glycerolu pti —80 °C. Po zaockovani probihala kultivace po dobu 24h,
pfti teploté 30 °C a otackach 180 rpm.

3.2.2 Priprava produkéniho mineralniho média pro analyzu genové exprese

Pro analyzu genové exprese vybranych gent zapojenych do biosyntézy PHA bakterie
Cupriavidus necator H16 byla ptipravena produkéni mineralni média.

Objem mineralniho média byl 100 ml a médium bylo pfipraveno ve 250 ml Erlenmeyerovych
bankéach navazenim jednotlivych slozek média. Slozky jsou uvedeny v nésledujici tabulce 3
a po navazeni byly vSechny rozpustény ve 100 ml destilované vody.

Tabulka 3: Slozeni minerdlniho média

Slozka c g/
Na,HPOs - 12 H,O 11,1
KH,PO4 1,05
(NH4)2SO4 3,0
MgSO4 - 7 H,O 0,2

Takto pfipravend média byla nasledné sterilovana. Po sterilaci byla média ptipravena jednotliveé
s rozdilnym zdrojem uhliku. Jako zdroj uhliku byl zvolen roztok fruktézy o findlni koncentraci
20 g/l v produkénim médiu a roztok y-butyrolaktonu o koncentraci 8 g/l v produkénim médiu.
Kromé¢ zdroje uhliku byl po sterilaci k médiim pifidan vysterilovany roztok stopovych prvki
(MES) o koncentraci 1 ml/l v produkénim médiu.

Slozeni roztoku stopovych prvki (MES) uvadi nasledujici tabulka 4.

Tabulka 4: SloZeni roztoku stopovych prvkii (MES)

Slozka c g/
FeCls - 6 H,O 9.7
CaCl, - 2 H,O 7,8
CuSO4 - 5 H20O 0,156
CoCl, - 6 H20 0,119
NiCl; - 6 H,O 0,118
ZnS0O4 - 7 H,O 0,1

0,1 M HCI 1000 ml

Pfipravena minerdlni média byla zaoCkovana bakteridlni kulturou, kterd byla predtim
kultivovana po dobu 24h na komplexnim tekutém kultiva¢nim NB médiu, 100 ml mineralniho
média bylo zaockovano 10 ml bakteridlni kultury. V takto pfipraveném produkénim médiu
probihala kultivace bakterie Cupriavidus necator H16 pfi teploté 30 °C a pti otackach 180 rpm.
Vzorky byly odebirany po 4h a po piekroceni 24h od zacatku kultivace byly odebirany po 12h.
Posledni vzorek byl odebran po 72h od zah4jeni kultivace.
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3.2.3 Stanoveni optické hustoty produkénich médii

Optickd hustota (OD) byla stanovena u jednotlivych produkénich médii pomoci
spektrofotometru NanoPhotometer™ Implen v 1 ml kyveté pfi vinové délce 630 nm. Opticka
hustota byla pro kazdé médium méiena ttikrat, jako blank byla pouzita destilovana voda.

3.2.4 Gravimetrické stanoveni biomasy z produkéniho média

Na stanoveni hmotnosti biomasy byly nesteriln¢ odebrany vzorky z jednotlivych produkénich
médii. Bylo odebrano celkem 10 ml bakteridlni kultury v duplikatu, vzorky byly nésledné
odstfedény na centrifuze po dobu 5 minut pii 6 000 otackach za minutu (rpm). Po odstfedéni
byl vzorkiim slit supernatant, k odstitedénému peletu pfidano 5 ml destilované vody a vzorky
byly resuspendovany na vortexu. Po resuspendaci byly opét odstiedény na centrifuze po dobu
5 minut pi1 6 000 rpm. Po skonceni centrifugace byl slit supernatant a ziskané vzorky biomasy
suSeny do konstantni hmotnosti a posléze zvazeny.

3.3 Stanoveni PHA pomoci plynové chromatografie

Stanoveni mnozstvi a koncentrace PHA ve vzorcich biomasy, odebranych z produkcnich médii,
bylo provedeno pomoci plynové chromatografie s FID detekci (GC-FID).

Do krimpovacich vialek bylo navdzeno 8—11 mg vysuSené biomasy z produkéniho média.
Ke kazdému vzorku navazené biomasy byl poté piidan 1 ml chloroformu a poté 0,8 ml roztoku
transesterifikaéni smési. Transesterifikacni smés byla tvofena 15 % kyselinou sirovou
v methanolu s internim standardem, jimz byla kyselina benzoova o koncentraci 5 mg/ml. Takto
pfipravend smés byla v uzavienych vialkdch esterifikovana po dobu 3h v termostatu
temperovaném na teplotu 94 °C. Ucelem této esterifikace bylo pievedeni netékavych
vysokomolekularnich PHA na t€kavé methylestery 3-hydroxyalkanovych kyselin, jez je mozné
bez problémti analyzovat pomoci plynové chromatografie.

Po esterifikaci nésledovala piiprava vzorkli methylester na GC. Ke kazdému vzorku bylo
piidano 0,5 ml 50 mM NaOH, aby bylo docileno neutralizace vzorkii. Smés byla protiepana
a bylo vyc¢kano do odd¢leni organické a vodné faze. Z oddélené organické faze bylo odebrano
50 pl vzorku do distych Sroubovacich vialek pfedem naplnénych 900 pl isopropanolu.
Nasledovala analyza takto ptipravenych vzorkt pomoci GC-FID.

3.4 Izolace bakteridlnich nukleovych Kkyselin pro molekulirné biologicka
stanoveni

3.4.1 Priprava lysozymu

Pro izolaci bakterialni DNA pomoci izola¢niho kitu Monarch® Genomic DNA Purification Kit
(New England BioLabs, Velka Britanie) byl pfipraven roztok lysozymu o koncentraci
25 mg/ml. Takto pfipraveny roztok byl po pouZziti uchovéavan pii —20 °C.

Pro izolaci bakteridlni RNA pomoci kit NucleoSpin® RNA Plus (Macherey-Nagel GmbH &
Co.KG, Némecko) a NucleoSpin® RNA/NucleoSpin® RNA Midi (Macherey-Nagel GmbH &
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Co.KG, Némecko) byl pfipraven roztok lysozymu o koncentraci 1 mg/ml. Takto ptfipraveny
roztok lysozymu byl po pouziti uchovéavan také pti —20 °C.

3.4.2 Izolace DNA

Na izolaci DNA byly pouzity dva izolacni kity, kit NucleoSpin® DNA (Macherey-Nagel
GmbH & Co.KG, Némecko; déale jako Macherey-Nagel) a kit Monarch® Genomic DNA
Purification Kit (New England BioLabs, Velka Britanie; dale jako Monarch).

Pti izolaci DNA z kitu Macherey-Nagel bylo tfeba pouzit takové mnozstvi bakteridlni kultury,
aby hmotnost peletu byla piiblizn¢ 40 mg. Poté byla dle navodu kitu provedena resuspendace
peletu ve 100 pul resuspendacniho pufru. Z takto ptipraveného vzorku byla provedena izolace
DNA. K resuspendovanému vzorku byly postupné pfidany dalsi pufry a proteindza K, opét
na zakladé ptilozeného protokolu daného kitu. Rozbiti bun¢k bylo provedeno v Eppendorfové
zkumavce s resuspendacnimi kulickami a pomoci vortexu. Po téchto krocich byla izolovana
DNA promyta promyvacim pufrem az do vysuseni kolony, na niZ se izolovana DNA nachdzela.
Eluce DNA byla provedena za pouziti 100 pl elu¢niho pufru.

Pti izolaci DNA kitem Monarch bylo rovnéz tfeba pouzit takové mnozstvi bakterialni kultury,
aby hmotnost peletu byla ptiblizn€ 40 mg. K peletu byl ptidan SmM Tris-HCI (coz je zména
oproti navodu, kde byl uveden 10 mM Tris-HCI) a pelet byl resuspendovan na vortexu.
K resuspendovanému vzorku byl pfidan roztok lysozymu o koncentraci 25 mg/ml a lyzacni pufr
dle ptiloZzeného protokolu k danému kitu. Takto ptfipraveny vzorek byl inkubovan pfi teploté
37 °C po dobu 5 minut. Po inkubaci byla pfidana proteindza K a probéhla dalsi inkubace pfi
teploté 56 °C po dobu 30 minut. Nasledn¢ byla jesté ptidana k lyzatu RNaza A, a po vortexu
provedena posledni inkubace pti 56 °C po dobu 5 minut. Po inkubacich byl k lyzatu ptidan
vazaci pufr, membrdna byla vyciSténa na centrifuze a vzorek byl nékolikrat promyt
promyvacim pufrem. Na eluci bylo pouzito 50 pul elu¢niho pufru.

Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Koncentrace a Cistota izolované bakterialni DNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci
spektrofotometru NanoPhotometer™ Implen (lid 10). Jako blank byl pouzit eluéni pufr pouzity
v poslednim kroku izolace DNA. Vysledna koncentrace DNA byla uvedena v jednotkach ng/ul.
Cistota byla stanovena pomérem absorbanci vinovych délek 260 nm ku 280 nm, hodnota tohoto
poméru Azeo/Azgo se pro Cistou DNA pohybuje kolem 1,8.

3.4.3 Izolace RNA

Na izolaci RNA byly pouzity celkem tii kity, kit NucleoSpin® RNA Plus (Macherey-Nagel
GmbH & Co.KG, Némecko; déle jako Macherey-Nagel Plus), NucleoSpin® RNA/NucleoSin®
RNA Midi (Macherey-Nagel GmbH & Co.KG, Némecko; dale jako Macherey-Nagel)
a Monarch® Total RNA Miniprep Kit (New England BioLabs, Velk4 Britanie; dale jako
Monarch).

U vsech kitli byla provedena enzymaticka lyze, u kitu Monarch byla pouzita i lyze mechanicka.
Na izolaci za pouziti kitu Macherey-Nagel pii enzymatické lyzi bylo odpipetovano 200 pl
bakterialni kultury, ktera byla odstfedéna na centrifuze a po sliti supernatantu byl k peletu
pridan roztok lysozymu o koncentraci 1 mg/ml. Takto pfipraveny roztok byl po promichani
na vortexu inkubovan ve vodni lazni na 37 °C po dobu 10 minut. Po inkubaci byl k tomuto
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roztoku pfidan B-merkaptoethanol a dle ndvodu daného kitu byly postupné pfidany vézaci pufry
a nasledné byla RNA né¢kolikrat promyta promyvacimi pufry. Poté byla izolovand RNA
eluovana ve 100 pul RNase-free vody.

Izolace pomoci kitu Macherey-Nagel Plus pii enzymatické lyzi byla velmi podobna izolaci
kitem Macherey-Nagel. Na pelet bylo pouzito 200 pl bakterialni kultury a po resuspendaci
v Tris/EDTA pufru (déale jako TE pufr) byl pfidan roztok lysozymu o koncentraci 1 mg/ml.
Po promichani na vortexu byl roztok inkubovan ve vodni lazni na 37 °C po dobu 10 minut.
Po sérii vazacich pufrti a nékolikandsobném promyti byla RNA eluovdna v 60 pl RNase-free
vody.

Na izolaci kitem Monarch pii mechanické lyzi bylo rovnéz pouzito 200 pl pfipravené
bakterialni kultury. Na mechanickou lyzi byly pfidany reagenty uvedené pro tento krok
dle navodu kitu a po jejich pfidani byly bunky resuspendovany na vortexu. Podle navodu kitu
byla opét RNA izolovana za ptidani vazacich pufrii a nékolikrat piecisténa promyvacimi pufry.
Na zavér byla izolovand RNA eluovana ve 100 pul RNase-free vody. Pfi enzymatické lyzi oproti
navodu probihala inkubace jinym zplsobem. Byla vyzkousSena resuspendace pomoci RNA
lyza¢niho pufru v kitu, ale i pomoci TE sterilniho pufru. Po resuspendaci byl k ziskanému
peletu pfidan lysozym o koncentraci 1 mg/ml a pfipraveny roztok inkubovan na 37 °C po dobu
10 minut. Dalsi kroky probihaly stejn¢ jako u lyze mechanické a na zavér probéhla eluce opét
za pouziti 100 ul RNase-free vody.

Ovéieni integrity RNA a stanoveni jeji koncentrace a Cistoty

Koncentrace a Cistota RNA bakterie Cupriavidus necator H16 byla stanovena
spektrofotometricky pomoci spektrofotometru NanoPhotometer™ Implen (lid 10). Jako blank
byla pouzita RNA-free voda. Vysledna koncentrace RNA byla méfena v jednotkach pg/ml.
Cistota byla poté stanovena pomérem absorbanci Axso/A2so pii vinovych délkach 260 nm ku
280 nm. Cista RNA vykazuje hodnotu poméru absorbanci Aaeo/Aaso kolem 2,0 a byla sledovana
taktéZ pomoci agardzové gelové elektroforézy, na kterou byl pouzit 1,5 % agardzovy gel.
Integrita RNA byla ovéfena pomoci poméru absorbanci Az60/A230 pii vinovych délkach 260 nm
ku 230 nm. Tato hodnota by u RNA neméla klesnout pod hodnotu 0,5.

3.4.4 Reverzni transkripce izolované RNA

Na reverzni transkripci RNA pro vznik cDNA byly pouzity celkem tfi kity, LunaScript™ RT
SuperMix Kit (New England BioLabs, Velka Britanie, dale jako Luna Script); First Strand
cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (Roche, Svycarsko; dale jako Roche) a gb Basic
Reverse Transcription Kit (Generi Biotech, Ceska republika; dale jako Generi Biotech).

Pro ptevod z kitu Luna Script byly pfipraveny pokazdé¢ tfi vzorky, konkrétné vzorek s RNA
areverzni transkriptazou, vzorek s RNA bez reverzni transkriptazy, smés byla znacena jako
NO-RT, a vzorek s reverzni transkriptazou bez RNA. Druhd a tieti smés byly pouzity jako
negativni kontroly pro prvni vzorek. Celkovy objem, ktery byl pouzit na pfevod za pouziti
tohoto kitu, byl 20 ul a téchto 20 pl mohlo obsahovat max. 1 pg izolované RNA. K takto
pripravenym vzorkim RNA byly pfiddny vSechny ostatni komponenty jako reverzni
transkriptaza (RT) nebo smeés NO-RT a do celkovych 20 pl byly pak vzorky adekvatné
doplnény nuclease-free vodou. Po piidani vSech komponent byly vzorky vlozeny
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do termocykleru a nasledn¢ probéhla reverzni transkripce. Podminky pro tuto reakci byly
2 minuty 25 °C na primer-annealing, 10 minut 55 °C syntéza cDNA a 1 minuta 95 °C tepelna
inaktivace.

Pro ptfevod za pouziti kitu Roche byly dle navodu pouzity jen vzorky izolovanych RNA,
pozitivni ani negativni kontrola nebyla vyzadovana. Mnozstvi RNA ve vzorku pro pfevod
se m¢lo pohybovat v rozmezi od 1 ng do 4 pg. Ke vzorkim o nizké koncentraci nukleové
kyseliny m¢l byt pfidan stabilizdtor RNA. Ke vSem vzorkiim byly poté jesté ptfidany dalsi
komponenty z kitu. Po pfidani vSech slozek byly vzorky kratce stoceny a nasledné byly vzorky
zahtivany na 65 °C po dobu 10 minut v termocykleru. Poté byly vzorky ihned uchovavany
na ledu a byly k nim pfidany zbyvajici komponenty z kitu na vysledny objem 20 pl. Nasledné
byly vzorky podrobeny reverzni transkripci po dobu 30 minut pfi teploté 55 °C a poté jeste
5 minut pii teploté 85 °C.

Pro ptfevod kitem Generi Biotech byly pouzity podle ndvodu jen vzorky izolovanych RNA,
nebyla nutna z4dna negativni ani pozitivni kontrola a cela ptiprava sestavala pouze z n€kolika
krokti. Celkovy objem smési pro nédsledné RT-PCR byl, stejné jako u ptedchozich, 20 pl,
a mnozstvi RNA v téchto 20 pl se mé¢lo pohybovat v rozmezi 100—-1000 ng RNA. Po doplnéni
dal§ich komponent a vody byly pfipravené smési podrobeny reverzni transkripci
v termocykleru pii teploté 42 °C po dobu 60 minut.

Stanoveni koncentrace a Cistoty ziskané cDNA

Koncentrace a Cistota vzniklé c¢DNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci
spektrofotometru NanoPhotometer™ Implen (lid 10). Jako blank byla pouZita nuclease free
voda. Vysledna koncentrace cDNA byla méfena v jednotkach pg/ml. Cistota byla poté
stanovena pomérem absorbanci Axso/Aaso pii vinovych délkach 260 nm ku 280 nm. Cista cDNA
vykazuje hodnotu poméru absorbanci A2eso/A280 mezi 1,7—1,8.

3.4.5 Agarozova gelova elektroforéza

Pro ptipravu agar6zového gelu a pro elektroforeticky pufr byl pfipraven 10krat koncentrovany
Tris-borat-EDTA pufr (dale jako TBE pufr) navdZenim a rozpusténim nize uvedenych slozek
v demineralizované Mili-Q vodé.

SloZeni a zastoupeni jednotlivych slozek v 10krat koncentrovaném pufru uvadi tabulka 5.

Tabulka 5: SlozZeni 10krat koncentrovaného TBE pufiu

Slozka c[g/]
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 108
H;BO; 55
EDTA 9,3
demineralizovana Mili-Q voda 1000 ml

Ztedénim 10krat koncentrovaného TBE pufru demineralizovanou Mili-Q vodou v nésledujicim
pomeéru 1 : 9 byl pfipraven 1krat koncentrovany TBE puft.

Pro elektroforézu byl ptipraven 1,5 % agar6zovy gel v lkrat koncentrovaném TBE pufru.
K tomu bylo po rozpusténi agardzy piidano barvivo Midori Green slouzici k vizualizaci
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jednotlivych fragmentdl DNA. Nadbytecné mnozstvi pfipraveného gelu bylo odfiznuto
auchovano v 1krat koncentrovaném TBE pufru v lednici pro dalsi pouziti.

Do jamek piipraveného gelu bylo nanaseno 10 pl smési, kterd byla piipravena smichanim 10 pl
DNA a 3 pl nanaseciho pufru Yellow load. Pro analyzu RNA bylo nanaseno vzdy do nového
gelu 7 pl smési pripravené smichdnim 7 pul RNA a 3 pl nanaSeciho pufru Yellow load.
Pro srovnani velikosti fragmentt bylo do jedné jamky naneseno 5 pl standardu o definovanych
velikostech fragmenti DNA.

Agardézovy gel byl nasledné vlozen do elektroforetické vany a dostate¢né zalit lkrat
koncentrovanym TBE pufrem. Pfipojenim ke zdroji napéti byla spusténa elektroforéza, ktera
probihala pti napéti 90 V po dobu 30 minut. Po skonceni elektroforézy byl gel pozorovan
na UV transiluminatoru.

3.5 Optimalizace metody PCR a RT-qPCR

3.5.1 Priprava primeri

Pro optimalizaci metod PCR pro studium genové exprese byly pouZzity primery 16S, 4HBD,
4HPAHL, 4HD3DL, q16S a g-phaC. Krom¢ g-phaC primert byly pouzity jiz pfipravené
zasobni roztoky primert, které ve své diplomové praci pouzila ElisSka Kubackova [45]. Primery
g-phaC byly po dodéani v lyofilizovaném stavu jednotlivé nafedény sterilni vodou dle navodu
vyrobce.

Z vyse uvedenych zasobnich roztokli jednotlivych primerit byly dalSim fedénim pfipraveny
roztoky primerti pro PCR smési. Primery pouzité pro klasickou PCR (16S, 4HBD, g-phaC) byly
fedény 20krat. Primery, jez byly pouzity pro RT-qPCR (q16S, 4HBD, 4HPAHL, 4HD3DL, g-
phaC), byly fedény Skrat, 10krat a 20krat.

Zasobni roztoky jednotlivych primert byly uchovany pii —20 °C.

3.5.2 Optimalizace annealingu pro klasickou PCR

Slozeni reakéni smési a teplotni program klasické PCR bylo provedeno na zékladé diplomové
prace Elisky Kubackové [45]. Reakce klasické PCR probihala v celkovém objemu 25 pl
pfi annealingové teploté 55 °C. SloZeni reakéni smési uvadi nasledujici tabulka 6.

Tabulka 6: SloZeni reakcni smési pro klasickou PCR

Slozka Vpl]
Master mix (One7aq Hot Start DNA Polymerase) 12,5
Primer-F (piedni) 1
Primer-R (zadni) 1
DNA bakterie Cupriavidus necator H16 2
PCR voda 8,5

Teplotni program klasické PCR je podrobné&ji popsan nize v tabulce 7.
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Tabulka 7: Teplotni program pro klasickou PCR

Krok Proces t [°C] t[s]
1 Denaturace 94 30
2 Annealing 55 30
3 Extenze 72 30

Vyse uvedené slozeni a teplotni program sjiz optimalizovanou teplotou annealingu
z diplomové prace Elisky Kubackové [45] byly pouzity pro vSechny primery kromé primerii
phaC, pro néZ musela byt annealingova teplota optimalizovana. Optimalizace annealingové
teploty pro tyto primery byla provedena za pouziti gradientové PCR, pro kterou byly zvoleny
teploty v rozmezi 48—-60 °C. PCR smési byly pfipraveny jednotlivé pro vybrané teploty
zvoleného teplotniho gradientu.

Slozeni PCR smési pro gradientovou PCR detailn€ popisuje nasledujici tabulka 8.

Tabulka 8: Slozeni PCR smési pro gradientovou PCR

Slozka V]
Master mix (OneZaq Hot Start DNA Polymerase) 12,5
phaC-F primer (pfedni) 1
phaC-R primer (zadni) 1
DNA bakterie Cupriavidus necator H16 1
PCR voda 9,5

Po ptipravé PCR smési byly vzorky vloZzeny do termocycleru, kazdy vzorek byl umistén do jiné
jamky na jamkové desticce s konkrétni teplotou annealingu. Negativni kontrola (NK) byla
umisténa do jamky s annealingovou teplotou 53 °C. Tato teplota byla o¢ekdvana jako jedna
ze vhodnych annealingovych teplot. Uspé&snost gradientové PCR byla posléze ovéfena pomoci
gelové elektroforézy na 1,5 % agar6zovém gelu.

Podrobné¢ kroky teplotniho programu gradientové PCR znazornuje nasledujici tabulka 9.

Tabulka 9: Teplotni program gradientové PCR

Krok Proces t [°C] t[s] Pocet cyklii
1 Denaturace DNA 94 30 1
Denaturace DNA 94 30
Annealing 48-60 30
2 30
Syntéza useku
68 90
DNA
Syntéza tseku
68 300 1
3 DNA
Uchovani vzorkt 4 60 1

Po vybéru vhodné annealingové teploty pro phaC primery byla tato vybrana teplota, resp.
rozsah teplot, aplikovan na RT-qPCR a byla vybirana nejvhodné;jsi délka annealingu.
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3.5.3 Optimalizace annealingu pro RT-qPCR

Annealing pro RT-qPCR byl pro primery ql6S, 4HBD, 4HPAHL a 4HD3DL postupné
optimalizovéan pfi riznych podminkéch v teplotnim rozsahu 50-60 °C a annealingovou dobou
30-60 sekund. Pro kalibraci byly pouzity primery ql6S, jejichz teplotni program se oproti
ostatnim lisil v annealingové teploté i dobé, jelikoz program probihal pfi teploté 60 °C po dobu
60 sekund. Rovnéz pro phaC primery se vysledny teplotni program odliSoval od ostatnich
primerd. Byly pouzity teploty, jez byly vybrany jako nejvhodnéjsi na zakladé gradientové PCR
a doba annealingu pro phaC primery byla postupné zkousSena pro Casové rozmezi 15-45
sekund.

Teplotni program pro RT-qPCR je popsan v niZze uvedené tabulce 10.

Tabulka 10: Teplotni program RT-qPCR

Krok Proces t [°C] t [s]
1 Denaturace 94 30
2 Annealing 50-60 15-60
3 Extenze 72 30

Optimalizace byla zkouSena i1 pro riznd mnozstvi jednotlivych primeri, pfedniho i zadniho,
od 0,5 pl do 2,5 pl s krokem 0,5 pl. Podobnym zptisobem bylo zkouseno i mnozstvi templatu
DNA bakterie Cupriavidus necator H16. Postupné byly vyzkouSeny rizné objemy templatu
od 1 ul, 2 pl az po 5 ul. Pti kazdém meéteni byla taktéz provedena pozitivni kontrola (PK)
s genomickou bakteridlni DNA, a negativni kontrola (NK), pro kterou byla misto bakterialni
DNA pouzita PCR voda.

Zastoupeni jednotlivych slozek uvadi nasledujici tabulka 11.

Tabulka 11: SloZeni reakcni smési pro RT-gPCR

Slozka V]
gPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5
Primer-F (pfedni) 1
Primer-R (zadni) 1
Templat DNA bakterie Cupriavidus necator H16 1
PCR voda 9,5

3.5.4 Analyza RT-qPCR dat pro studium genové exprese

Prabéh amplifikace Gisekli vybranych geni byl zaznamenan pomoci softwaru pfistroje real-time
PCR cykler Rotor-GeneTM 6000. Byly zaznamenany hodnoty C; (cycle treshold) a intenzita
fluorescence. Pro kazdy vybrany gen byla sestrojena kalibra¢ni pfimka, na niz byla pouzita
izolovana genomickd DNA. Z rovnice kalibra¢ni pfimky byla vypoc¢tena koncentrace gent.

Dale byla ziskand data pro ucely studia exprese genli vyhodnocena pomoci relativni
kvantifikace. Z metod pouZzivanych pro relativni kvantifikaci byla pouzita Livakova metoda.
Relativni kvantifikace funguje v tomto ptipad¢ na principu vztazeni vysledkli genové exprese
konkrétniho genu k referencnimu genu. V této praci byl jako referenéni gen pro svou neménnou
genovou expresi zvolen housekeeping gen. Pro vypocet relativni kvantifikace pomoci Livakovy
metody byly pouzity nasledujici rovnice.
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ACt (analyzovany gen) = Ct(analyzovany gen) — Ct(refereném’ analyzovaného genu)
ACl:(kalibra’ﬂ:or) = Ct(kalibrétor) - Ct(refereném’ ke kalibratoru)
AACt = ACt(analyzovan}'/ gen) ACt(kalibréltor)

2788 = yysledek relativni kvantifikace

(1
2
3)

(4)

25



4 VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem experimentalni ¢asti této bakalarské prace bylo sledovani exprese geni zapojenych
do biosyntézy PHA u bakterie Cupriavidus necator H16. Pro tyto ucely byly pouzity metody
PCR a RT-qPCR. Bakterie Cupriavidus necator H16 je vyuzivana jako modelova
pro metabolismus PHA.

Obecné¢ meéteni genové exprese slouzi k lepSimu pochopeni daného metabolismu, v ptipadé
PHA produkujicich bakterii metabolismu a produkce PHA. Cilem je najit co nejlepsi podminky,
pii kterych by bylo dosahovéno vysokych vytézkti PHA, zvysit celkové produkci PHA
a zvednout tak konkurenceschopnost PHA.

4.1 Porovnani komerc¢nich Kkitii na izolace nukleovych kyselin bakterii

Jednim z prvnich krokt této prace byla izolace nukleovych kyselin DNA a zejména pak RNA.
DNA byla ziskana izolaci z bakterialni kultury kultivované v tekutém kultivacnim médiu a poté
byla pouzivana pro optimalizaci PCR metod, kalibrace a také jako pozitivni kontrola pii PCR
méfenich. RNA byla izolovdna ze vzork bakteridlni kultury odebranych pii kultivaci
za raznych podminek. Nasledné byla ziskand RNA ptevadéna pomoci reverzni transkripce
na komplementarni DNA a pouzita na studium genové exprese.

Prace s RNA vyzaduje oproti praci s DNA vyssi naroky na ¢istotu a sterilitu prostfedi z divodu
pomérné snadné kontaminace a zejména degradace RNA v pfitomnosti RNaz. Proces
degradace probiha od konci RNA pomoci exonukleaz, které §tépi od 5" nebo 3" konce RNA,
anebo uvnitt vldkna pomoci endonukledz. Kazda RNA, kterd neni chrdnéna proti ti¢inkiim
RNéz, je okamzité degradovana [46].

Izolace obou nukleovych kyselin byla provedena za pouziti specifickych izolacnich kith. Kiti
bylo k dispozici vice, nicméné kazdy znich se lisil v postupu a nékdy i1 v pouzitych
chemikaliich. Cilem bylo proto vybrat ze vSech kitl ten, ktery by byl nejvhodnéjsi, a protoze
byly kity ur€eny pro univerzitni tcely, tak nejvhodnéjsi pro studentské ucely. Prace s kitem by
pro tyto ucely méla byt snadnd, rychla a dobte pochopitelna. Zaroven by méla byt bezpecna,
a co nejvice by se pfi ni mélo eliminovat pouziti nebezpecnych latek (toxickych, Ziravych
¢i jakkoli jinak zdravi Skodlivych). Nadto vSechno byl kit vybiran i podle vyslednych vytézkt
izolované nukleové kyseliny.

4.1.1 Porovnani komerc¢nich kit pro izolace bakterialni DNA

Izolace DNA pro molekuldrni metody byla provedena za pouziti izola¢nich kitd od firem
Monarch® Genomic DNA Purification Kit (New England BioLabs, Velka Britanie; dale jako
Monarch) a NucleoSpin® DNA (Macherey-Nagel GmbH & Co0.KG, Némecko; dale jako
Macherey-Nagel). Lyze byla provedena mechanicky nebo enzymaticky.

Po izolaci byla stanovena koncentrace a Cistota izolované DNA spektrofotometricky pomoci
nanospektrofotometru. Pro izolace DNA bylo pipetovano 1,5 ml pfipravené bakterialni kultury.
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Hodnota zmétenych koncentraci DNA se pohybovala v rozmezi fadl desitek az stovek ng/ul
pro DNA, coz je pro pouziti metody PCR dle pozadavkii pouzitého Master mixu 7ag DNA
polymerazy (<1 000 ng/ul) PCR smési dostacujici koncentrace. Nicméné hodnoty namétenych
koncentraci DNA se vzajemné mezi jednotlivymi kity liSily. Zatimco koncentrace DNA
izolovana z kitu Monarch ¢inila 229 ng/ul, z kitu Macherey-Nagel byla nejvyssi koncentrace
56 ng/ul. Ziskanou koncentraci vyznamné také ovlivnil typ lyze, jelikoz pfi izolaci za pouziti
kitu Monarch probihala lyze enzymaticky za pouZiti roztoku o pomérné vysoké koncentraci
lysozymu (25 mg/ml) a poté byla inkubovéna s timto roztokem pfii teplot¢ 56 °C po dobu
30 minut, u kitu Macherey-Nagel probihala lyze pouze v fadu minut za pouZiti resuspendacnich
nicmén¢ byla snadna, a i navod piilozeny k tomuto kitu byl mnohem srozumitelné;si nez navod
ke kitu Macherey-Nagel. Jako vhodnéjsi byl tedy zvolen kit od firmy Monarch.

Cistota izolovanych DNA stanovena pomérem absorbanci Aaeo/Azso byla naméfena v rozmezi
hodnot 1,60-2,15. VétSina vzorkli izolované DNA dosahovala hodnoty poméru absorbanci
kolem 1,8, coz je hodnota odpovidajici ¢isté DNA. Nizsi hodnoty nez 1,8 mohly byt zpisobeny
kontaminaci rozli¢nymi proteiny, naopak hodnoty vyssi nez 1,8 a zejména pak nad 2,0 mohly
byt zplisobeny kontaminaci RNA [47].

Uspé&snost izolace bakterialni DNA byla ovéfena elektroforeticky na 1,5 % agarézovém gelu
a obé¢ izolované DNA jsou zobrazeny na obrazku 9. Ziskana izolovana DNA byla déle pouzita
k charakterizaci bakterialnich izolatlh pomoci molekularnich metod.

Obrazek 9: Izolovana bakterialni DNA;
1 — DNA izolovana za pouziti kitu Macherey-Nagel, 2 — DNA izolovanad za pouziti kitu Monarch, 3 — standard

4.1.2 Porovnani komer¢nich kit pro izolace bakterialni RNA

Pro izolaci RNA byly pouzity kity od firem NucleoSpin® RNA Plus (Macherey-Nagel GmbH
& Co.KG, Némecko; déle jako Macherey-Nagel Plus), NucleoSpin® RNA/NucleoSin® RNA
Midi (Macherey-Nagel GmbH & Co0.KG, Némecko; dale jako Macherey-Nagel) a Monarch®
Total RNA Miniprep Kit (New England BioLabs, Velka Britanie, dale jako Monarch).

Pro oba kity od firmy Macherey-Nagel byla pouZita enzymaticka lyze a od firmy Monarch byl
sice pouzit jeden kit, ale byla pro né¢j mozna lyze mechanicka i enzymaticka. V této bakalarskeé
praci byla enzymaticka lyze provedena dle navodu (v tabulce oznacena jako enzymaticka I)
a poté jesté upravena a pouzita s TE pufrem (v tabulce uvedena jako enzymaticka II), ktery byl
pouzit pro vSechny ostatni roztoky lysozymu. Je proto mozné porovnat pro tento kit ve vysledku
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dvé enzymatické lyze. TE pufr byl pouzit jako lyzaéni puft i pro dalsi kity. I proto byl v ptipadé
tohoto kitu pouzit také (byt’ to nebylo pfimo uvedeno v navodu), aby bylo mozné porovnat
vysledky lyze pomoci tohoto pufru mezi vSemi kity.

Pro izolace RNA bylo pipetovano 200 pl pfipravené bakteridlni kultury, s vyjimkou
enzymatické lyze u kitu Monarch, kdy bylo pipetovano 400 pl bakterialni kultury.

Velmi dilezitymi kroky izolace RNA je pouziti purifika¢nich a véazacich kolonek. Prvni
kolonka pouzita béhem samotného procesu slouzi k odstranéni gDNA, ktera by mohla zpusobit
kontaminaci RNA. Dalsi kolonka slouzi k vazéani jiz vzniklé RNA a k jeji purifikaci pomoci
sady promyvacich pufrti a zbaveni piipadnych dalSich kontaminantd, napt. proteint.

Po izolaci byla stanovena podobné jako u DNA koncentrace a Cistota izolované RNA
spektrofotometricky. Vysledné koncentrace izolovanych RNA byly méfeny v jednotkach
pg/ml. Podobné jako u DNA bylo i u téchto izola¢nich kiti dosazeno rozdilnych vysledki.

Nameéifené vysledné koncentrace bakteridlni RNA izolované z jednotlivych kit uvadi
nasledujici tabulka 12.

Tabulka 12: Vysledky izolace bakterialni RNA za pouziti riiznych komercnich izolacnich kiti

kit Macherey-Nagel Machei;‘lelffs-Nagel Monarch Monarch Monarch
typ lyze enzymaticka enzymaticka mechanickd | enzymaticka [ | enzymaticka 11
¢ [pg/ml] 32,5 30,5 6,413 16,0 6,814
Az60/Azs0 1,841 2,171 1,600 1,739 1,700
Az60/A230 1,141 1,246 0,327 0,597 0,531

U obou izolacnich kitdh Macherey-Nagel bylo dosazeno vyznamné lepSich vysledkli nez
u jakéhokoli pouziti kitu Monarch. Pozoruhodnym jevem u kitu Monarch jsou velmi podobné
vysledky pro mechanickou lyzi a enzymatickou lyzi za pouziti jiného lyza¢niho pufru, nez toho
uvedeném v navodu a poskytnutém v ramci kitu. Z toho je zfejmé, Ze pokud je rozhodnuto
pouzit tento kit pro konkrétni méfeni a pouzit enzymatickou lyzi, je nezbytné drzet se v piipadé
lyze striktné navodu a postupovat jednotlivé krok po kroku, jak je uvedeno na kitu. Nicméné
1 tak je vysledny vytézek stidle pomérné nizky, navic i Cistota a integrita RNA dosahly opravdu
velice nizkych hodnot, proto nebyly izola¢ni kity na RNA od firmy Monarch v praci dale
pouZzivany.

Vyrazné lepSich vysledkli bylo dosazeno za pouziti izolacnich kitii Macherey-Nagel
a Macherey-Nagel Plus. Oba vyZzaduji pouziti enzymatické lyze, kterd pravdépodobné byla
jednim z divodi vyssich vyslednych koncentraci oproti ostatnim kitim. Ackoli z kitu
Macherey-Nagel byla koncentrace ziskané RNA nejvyssi, praci pomérné znepiijemiiuje pouziti
B-merkaptoethanolu v jednom z pocatecnich krokt. O této latce je zndmo, Ze je toxicka, zdravi
Skodliva a velmi neptijemného zapachu [48], coz snizuje komfort pii manipulaci se vzorky
pii izolaci a izolaci samotnou, a pro studentské pouziti by bylo mnohem vhodnéjsi pouziti kitu,
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zadné takovéto nebezpecné latky, prace je tim vyznamné jednodussi, rychlejsi, zadny z kroki
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neni komplikovany a vytézek je srovnatelny s vytézkem z kitu Macherey-Nagel. Z téchto
davodi byl kit Macherey-Nagel Plus, vybran jako nejvhodnéjsi kit pro dalsi méfeni.

Pfi méfeni Cistoty RNA spektrofotometricky se hodnoty pomeéru absorbanci Azeso/Azso
pohybovaly v rozmezi 1,60 — 2,20, vétSina vzorki se pohybovala okolo hodnoty 1,70, nicméné
pro Cistou RNA by se tato hodnota poméru méla pohybovat okolo hodnoty 2,0 [47]. K této
hodnot¢ se nejvice blizila ¢istota RNA z kitu Macherey-Nagel Plus, coZ potvrzuje, ze se jedna
o kit, jez vede k vysokym vyt&zkiim a &istoté izolované RNA. Cistota RNA byla takté ovéiena
elektroforézou na 1,5 % agarézovém gelu.

4.1.3 Porovnani komerénich kit pro reverzni transkripci izolované RNA
Izolovana RNA byla podrobena reverzni transkripci za vzniku komplementarni DNA (cDNA),
ktera byla nasledn¢ pouzita pro studium exprese geni pomoci metody RT-qPCR.

I pro tento ukon byly k dispozici riizné kity a stejné jako v ptipadé DNA a RNA byl hledan kit,
u kterého by bylo dosazeno vysokych vytézki, prace nebyla slozita a byla vhodna
pro univerzitni ucely a rovnéz nebylo nutné pouziti zdravi skodlivych latek. Kit byl vybiran
1 podle podminek, resp. tepelného programu, pro samotné RT-PCR, aby byly co nejjednodussi.

Existuji dva typy RT-qPCR, jednokrokova a dvoukrokova. V ptipadé jednokrokovych kit je
kombinovéana reverzni transkripce a PCR reakce vramci jednoho kroku (v ramci jedné
zkumavky a pufru). Pro tuto reakce je mozné pouzit pouze jeden enzym s reverzni
transkriptazovou a polymerazovou aktivitou, anebo zvlast’ dva enzymy reverzni transkriptazu
a DNA polymerazu. Zaroven jednokrokova reakce funguje pouze na principu pouziti sekvence
specifickych primeri, kdezto dva kroky dvoukrokové RT-qPCR probihaji ve dvou oddélenych
zkumavkach, v raznych podminkach, tj. s odliSnymi optimalizovanymi pufry. Vyhodami
jednokrokové reakce muze byt napft. jeji rychlost a vysoka reprodukovatelnost, zaroven diky
mensimu poctu krokd hrozi mensi riziko kontaminace reak¢éni smési. Naopak dvoukrokova
reakce je vice flexibilni, co se tyCe pouziti a optimalizované reak¢ni pufry a podminky mohou
byt pouzity pro jednotlivé reakce [49].

Celkem byly pro reverzni transkripci pouzity tfi kity, gb Basic Reverse Transcription Kit
(Generi Biotech, Ceska republika; déle jako Generi Biotech), LunaScript™ RT SuperMix Kit
(New England BioLabs, Velké Britanie; dale jako Luna Script) a First Strand cDNA Synthesis
Kit for RT-PCR (AMV) (Roche, Svycarsko, dale jako Roche). Co se tyée typu reverzni
transkripce a poctu krokt, vSechny tii tyto kity funguji na principu dvoukrokové reakce.

Mnozstvi pouzité RNA se odvijelo od jeji koncentrace, v pfipadé potfeby byla natfedéna
na pozadovanou koncentraci. Po reverzni transkripci byla zmétfena koncentrace cDNA
na nanospektrofotometru. Koncentrace se pohybovala vrozmezi stovek az tisici pg/ml
na zaklad¢ pouzitého kitu.

Vysledky reverzni transkripce bakterialni prevedené na cDNA pomoci testovanych kit uvadi
tabulka 13.
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Tabulka 13: Vysledky reverzni transkripce bakterialni RNA za pouziti riiznych komercnich kit

kit na reverzni transkripci RNA
kit na izolaci RNA | typlyze | Monarch/Luna Script Roche Generi Biotech
¢ [ng/mi] ¢ [ng/ml] ¢ [ng/ml]
Macherey-Nagel |enzymaticka 117 1918 802
Monarch mechanicka 166 1518 436

Pfi reverzni transkripci byly pozorovany jednoznacné nejvetsi rozdily mezi jednotlivymi
pouzitymi kity. Vstupni RNA neméla na vyslednou koncentraci cDNA veliky vliv, jelikoz bylo
RNA do reakéni smési pridano vzdy pouze mnoZzstvi v rozmezi uvedeném v navodu a tak, aby
byla vzdy vstupni koncentrace RNA z jakéhokoli kitu stejna, nebo velice podobna. Vyslednou
koncentraci tedy ovlivnil pouze kit a tepelny program RT-PCR, z tohoto diivodu ani nebylo
zkouseno pievadét RNA z plné vSech izola¢nich RNA kit na komplementarni cDNA.

wewvr

slozkami byla naro¢na (n¢které musely byt napt. uchovavany celou dobu na ledu), ale vysledna
koncentrace cDNA byla bezkonkurenéné nejvyssi ze vSech kitii.

Nejjednodussi a nejkratsi, zahrnujici vyslovené par krokti a par reakénich slozek, byla prace
s kitem Generi Biotech, vytézky nebyly Spatné, nicméné oproti kitu Roche nizké a také jakozto
u jediného kitu byly pozorovany vyrazné rozdily mezi RNA ziskanou z raznych izolac¢nich
RNA kitii. Z tohoto diivodu se nedé na kit zcela spoléhat, ze budou vytézky reprodukovatelné
dostacujici. Ale pro svou jednoduchost a naprostou bezpecnost by bylo mozné tento kit také
pouzivat pro dalsi méfeni.

Prace s kitem Luna Script od firmy Monarch nebyla sice ani tak naro¢na jako s kitem Roche
navic navod nebyl vzdy intuitivni. Tento kit tak nema oproti ostatnim Zadnou piednost a nelze
jej tak doporucit pro dalsi pouziti.

4

bezpecna, jednotlivé kroky jsou dobte vysvétleny a zejména vede k vysokym vytézktim, které
jsou velmi podobné pro vstupni RNA z riznych kitt.

4.2 Detekce vybraného tseku phaC genu kodujiciho PHA syntazu L. tiidy

u bakterie Cupriavidus necator H16
PHA syntaza je klicovym enzymem pro vznik polyhydroxyalkanoati a je kodovana phaC
genem. U bakterie Cupriavidus necator H16 je PhaC syntdza znama jiz dlouho, popsédna
arovnéz cela osekvenovana. Pro detekci pomoci PCR a stanoveni pomoci RT-qPCR bylo
potieba vybrat kratsi usek tohoto genu, z toho divodu byly navrzeny nové primery, pro které
bylo nezbytné najit vhodnou annealingovou teplotu.

4.2.1 Optimalizace annealingové teploty pomoci gradientové PCR

Pro zvolené vhodné annealingové teploty byla pouzita gradientovd PCR, kterd probéhla
pro celkem osm rGznych teplot, konkrétné¢ 49,1 °C; 51,4 °C; 52,5 °C; 53,5 °C; 54,5 °C;
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55,5°C; 56,6 °C; 57,7°C a 58,9 °C. Elektroforetick¢é ovéieni vysledku PCR ukazalo,
ze nejvhodnéj$imi teplotami annealingu byly teploty 53,5 °C; 54,5 °C; a 55,5 °C.

Gel ukazujici vysledek gradientové PCR je zobrazen na obrazku 10. Optimalni annealingovou
teplotou pro detekci PHA syntazy byla zvolena teplota 53 °C.

Obrazek 10: Vysledek gradientové PCR pro optimalizaci annealingové teploty
1-49,1°C;2-51,4°C;3-535°C; 4-54,5°C;5-555°C; 6-56,6°C;7-57,7°C; 8-589 °C; 9— standard pro DNA;
10 — negativni kontrola pri 53,5 °C

4.3 Optimalizace metody RT-qPCR pro studium exprese gent

Pro analyzu genové exprese zvolenych gent pfi riznych podminkach kultivace pro produkci
PHA bylo vyuzito metody RT-qPCR. Byly studovany geny, jez koduji vybrané proteiny, které
se zapojuji do metabolismu PHA.

Jako templat pro kvantifikaci tsekit DNA vybranych gent byla pfi optimalizaci pouzita
zejména genomicka DNA ziskana izolaci pomoci diive popsanych kitt, a dale komplementarni
DNA ziskand reverzni transkripci vybranych molekul izolované RNA pomoci, rovnéz dfive,
popsanych kitt.

Jako housekeeping gen byl vybran gen kddujici 16S rRNA a pro tento gen byly pouzity primery
16S. Dale byly pouzity primery 4HBD (pro gen kodujici 4-hydroxybutyrat dehydrogenazu),
4HPAHL (pro gen koédujici 4-hydroxyfenylacetat-3-hydroxylazu), 4HD3DL (pro gen kodujici
4-hydroxyfenylacetat-3-hydroxyldzu) a q-phaC (pro gen kodujici PHA syntazu u Cupriavidus
necator H16).

Pfi optimalizaci byla testovana koncentrace vSech vysSe vyjmenovanych primerd v rozsahu
koncentraci, jez byly pfilozeny v manuilu qPCR 2x SYTO-9 Master Mix. Rozsah téchto
koncentraci pro ptedni i zadni primer byl 0,1—-1 pM. Primery byly fedény Skrat, 10krat a 20krat,
coz odpovida koncentracim dle ndvodu qPCR 2x SYTO-9 Master Mix shrnutych v tabulce 14.

Krom¢ koncentrace primera byla testovana i doba annealingu a také teplota, zejména pokud
na gradientové PCR méla teplota $ir$i rozsah.
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Vysledné podminky pro vSechny pouzité primery jsou shrnuty v nasledujici tabulce 14.

Tabulka 14: Optimalizované podminky pro pouzité primery

primer Fedéni [krat] ¢ [uM] ta [°C] ta [s]
ql6s 10 0,4 60 60
4HBD 5 0,8 53 30
4HPAHL 5 0,8 53 30
g-phaC 10 0,4 53 15

Pti pouziti 4HD3DL primert bylo opakovan¢ dosahovano velmi nizké intenzity fluorescence,
proto tyto primery nebyly déale pouzivany. Misto nich byla vybrana sada primeri 4HPAHL,
jelikoz maji ob¢ sady stejny cilovy kodujici gen. U vSech pouzitych primert byl jako idedlni
objem zvolen 1 pl kazdého z pouzitych primert (fedénych na stejnou koncentraci), jelikoz také
nebyly pozorovany zasadni rozdily mezi pfidanymi objemy jednotlivych primerd. Primery
ziedéné 20krat odpovidaji dle qPCR 2x SYTO-9 koncentraci 0,2 uM a opakované bylo
pfi jejich pouziti dosahovano velmi nizké intenzity fluorescence, proto byly z dal§ich métfeni
zcela vytazeny.

Jako nejvhodnéjsi objem templatu bakteridlni genomické i komplementarni DNA byl vybran
1 ul. Nebyly totiz pozorovany zasadni rozdily v intenzité fluorescence pro vyssi objemy ptridané
templatové DNA, pfestoze se zvySenim objemu DNA se zvysila i jeji koncentrace ve vysledné
PCR smési.

4.4 Studium genové exprese bakterie Cupriavidus necator H16 za riznych
kultivaénich podminek

Pro studium genové exprese byla bakterialni kultura kultivovdna na dvou odlisSnych zdrojich
uhliku, a to na frukt6ze a y-butyrolaktonu. Na téchto zdrojich uhliku dochazi k rtizné produkci
PHA zpohledu absolutniho mnozstvi vzniklého PHA a zastoupeni monomert. Kromé
mineralniho média s riiznymi zdroji uhliku byla genovéa exprese métfena také na vzorcich
kultury odebirané z komplexniho média. Genova exprese byla méfena v rtiznych Casovych
intervalech rastové kiivky bakterialni kultury. Vzorky byly odebrany v ¢asech Oh, 4h, 8h, 12h,
16h, 20h, 24h, 36h, 48h, 60h a 72h od zahajeni kultivace. Byla stanovena opticka hustota (OD)
pfi 630 nm a gravimetricky stanovena biomasa. Ze vzorkli biomasy bylo nasledné zjiSténo
zastoupeni a slozeni ziskaného PHA pomoci plynové chromatografie. Déle byla z odebranych
vzorkll izolovana RNA, pouzita nasledné na reverzni transkripci, a ziskana cDNA byla pouzita
na samotné studium exprese genit pomoci RT-qPCR.

4.4.1 Stanoveni optické hustoty
Optickéd hustota (OD) byla stanovena spektrofotometricky pti vlnové délce 630 nm ihned
po odbéru kazdého vzorku.

Piehled namétfenych hodnot OD pro komplexni médium jsou shrnuty na obrazku 11.
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Obrazek 11: Opticka hustota (OD) p7i 630 nm pro bakterialni kulturu ziskanou z komplexniho média

Opticka hustota vzorkii odebranych z bakterialni kultury kultivované na komplexnim médiu
vykazuje v prvnich hodinach kultivace velmi nizké hodnoty, nicméné od odbéru v ¢ase 16h
dochazi jiz k pozvolnému nariistu a od odbéru v ¢ase 20h je jiz mozné pozorovat velmi vysoké
hodnoty OD. Kiivka optické hustoty tak v podstaté¢ kopiruje klasickou ristovou kiivku
mikroorganismu, kdy se v prvnich hodinéch kultivace jednd o lag fazi a po naristu OD piiblizné
v Case mezi 16h a 20h od zahdjeni kultivace prechazi kiivka do exponencialni faze. Okolo 24h
od zacatku kultivace byla kultura pouzita na zaoCkovani produkéniho minerdlniho média.
Z grafu je patrné, Ze v té€ dobé¢ se kultura nachézela na rozhrani exponencialni a stacionarni faze.
Po 24h se kiivka postupné dostava do stacionarni faze. Faze odumirani pozorovana v tomto
piipadé nebyla, jelikoz byl experiment ukoncen diive.

Nasledujici obrazek 12 popisuje vysledky optické hustoty pro produkéni média obsahujici
fruktozu anebo y-butyrolakton.
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Obrazek 12: Opticka hustota (OD) pri 630 nm pro bakterialni kulturu ziskanou z produkcniho média obsahujictho fruktozu
nebo y-butyrolakton

V piipadé kultivace na produkénim minerdlnim médiu obsahujicim y-butyrolakton nebyla
pozorovana vyrazné€jsi zména naméienych hodnot OD béhem kultivace, nebyl zaznamenan
klasicky prubéh ristové kiivky, chybi zejména vyrazny prechod do exponencialni faze. Po 60h
od zahajeni kultivace byla zaznamenéna jiz faze odumirani. Tento pribéh ristové kiivky mohl
rust kultury. V ptipad¢ kultivace na fruktdoze opét nemd rastova kiivka klasicky pribeh.
V tomto piipadé¢ se ale kiivka ani nedostala z exponencialni faze do faze stacionarni.

4.4.2 Stanoveni obsahu a mnozstvi PHA pomoci GC-FID

U vzorkl odebranych z produkénich médii byla nejprve gravimetricky stanovena hmotnost
ziskané vysuSené biomasy a nasledné pomoci GC-FID stanoven obsah poly-3-hydroxybutyratu
P(3HB) u vzorkii ziskanych z fruktézy a poly(3-hydroxybutyratu-co-4-hydroxybutyratu)
P(3HB-co-4HB) u vzorkl biomasy po kultivaci na y-butyrolaktonu.

Vytézky biomasy a P(3HB) z kultivace na fruktoze shrnuje obrazek 13.
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Obrazek 13: Vytezky biomasy a P(3HB) z kultivace na fruktoze

Bakterie Cupriavidus necator H16 je schopna vyuzit fruktéozu velmi dobie jako zdroj uhliku
pro rist a produkci PHA a konkrétné P(3HB) [50]. Lze proto pozorovat postupny nartst
koncentrace tohoto biopolymeru v ¢ase. Nicméne¢, ackoli se fruktéza v produkénim minerdlnim
médiu vyskytovala v pomérné vysoké koncentraci (20 g/l), vysledné mnozZstvi monomeru 3-
hydroxybutyratu 3HB, jez tvoifi polymer P(3HB), tvofilo pouze piiblizné¢ 30-50 % suché
hmotnosti biomasy. To je u této bakterie pomérn¢ malo, jelikoz je bézn¢ schopna vytvaret
takové mnozstvi P(3HB) odpovidajici az 90 % jeji suché hmotnosti [14]. Tyto nizsi vytézky
PHA mohou taktéz korelovat s nizsi expresi vybranych gent.

Vytézky biomasy a P(3HB-co-4HB) a zastoupeni jednotlivych monomerii v kopolymeru
P(3HB-co-4HB) u vzorkil ziskanych zkultivace na y-butyrolaktonu shrnuji obrazek 14
a tabulka 15.
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Obrazek 14: Vytézky biomasy a P(3HB-co-4HB) z kultivace na y-butyrolaktonu

Tabulka 15: Zastoupeni jednotlivych monomerii v P(3HB-co-4HB) ziskaného z kultivace na y-butyrolaktonu

vzorek t [h] c (PHA) [g/] w (4HB) [mol.%]
GO 0 0,033 0,0
G4 4 0,022 0,0
G8 8 0,032 3,5
GI2 12 0,060 8,7
Gl6 16 0,073 9,7
G20 20 0,057 14,5
G24 24 0,061 16,6
G36 36 0,057 16,9
G48 48 0,037 21,3
G60 60 0,121 19,4
G72 72 0,372 6,8

Na rozdil od fruktéozy neumi studovana bakterie Cupriavidus necator H16 vyuzit y-
butyrolakton pro produkci PHA tak efektivné jako fruktozu, coz vedlo k niz§im vytézkim
celkové biomasy a rovnéz ziskaného PHA. Nadto se y-butyrolakton nachazel v produkénim
mineralnim médiu pouze v koncentraci 8 g/l, tedy koncentraci 2,5krat nizsi, nez tomu bylo
v ptipad¢ fruktodzy, coz melo taktéz pravdépodobné vliv na vysledné vytézky PHA. Nicméné
tento uhlikovy substrat je bakterie schopna vyuzit pro produkci kopolymeri, v tomto ptipadé
byl konkrétné ziskan P(3HB-co-4HB). Ziskani tohoto PHA nese obecné fadu vyhod, jelikoz
ma jiné mechanické a fyzikalni vlastnosti nez Cisty P(3HB). Jeho zastoupeni v celkové
hmotnosti biomasy ale bylo velmi malé oproti tomu, jakou ¢ast biomasy ptedstavoval P(3HB)
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pfi kultivaci na fruktéze. V ziskaném kopolymeru bylo také malé mnozstvi monomeru,
v prvnich hodinach kultivace (¢as Oh a 4h) byl dokonce zaznamenan polymer tvofeny pouze
monomery 3HB.

4.4.3 Izolace RNA pro studium exprese genti

RNA bakterie Cupriavidus necator H16 byla ziskéna izolaci za pouziti kit Macherey-Nagel
Plus. Izolace byla provedena z bakteridlni kultury kultivované na produkénim mineralnim
médiu obsahujicim fruktézu nebo y-butyrolakton jako zdroj uhliku. Cistota RNA byla ovéfena
spektrofotometricky a také elektroforeticky na 1,5 % agar6zovém gelu.

Vysledné koncentrace, cistota a integrita jednotlivych ziskanych RNA jsou shrnuty
v nasledujicich tabulkach. Tabulka 16 popisuje vzorky RNA z komplexniho média, tabulka 17
vzorky RNA ziskané z kultivaci na frukt6ze a na y-butyrolaktonu.

Tabulka 16: Koncentrace a cistota RNA ziskanych z tekutého kultivacniho NB média

vzorek t [h] ¢ [pg/ml] Az60/A2g0 Az60/ Az30
NB4 4 11,6 2,900 0,651
NBS8 8 13,2 2,063 0,673
NB16 16 3660 1,635 1,251
NB20 20 4315 1,645 1,710
NB24 24 3363 1,956 1,897
NB32 32 2767 2,107 1,859

Pro kultivaci na komplexnim médiu nebyla RNA izolovana na pocatku kultivace (¢as Oh),
jelikoz se jednalo o zacatek kultivace a bakterialni kultura zde byla v minimalni koncentraci.
Také v prvnich odbérech kultivace (4h a 8h) byla koncentrace bun€k velmi nizka, coz mélo
nasledné vliv i na koncentraci a kvalitu izolované RNA, protoze pouzity kit vyzaduje piiblizné
30 mg mokré biomasy. Obecné vSechny RNA z komplexniho média nevykazuji pfili§ stabilni
hodnotu poméru absorbanci A2¢0/Axso predstavujici ¢istotu RNA. Hodnota tohoto poméru by
se méla pohybovat okolo hodnoty 2,0, k té se vzorky opakovan¢ piiblizuji az po ptiblizné¢ 20h
od zahajeni kultivace.
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Tabulka 17: Koncentrace a cistota RNA ziskanych z kultivace na fruktoze (oznacené F) a na y-butyrolaktonu (oznacené G)

vzorek [1’1] [ugfml] Azso/Azso | Aze/Aso | vzorek [1’1] [ugfml] Azso/Azso | Azso/Azso
Fo 28 | 1987 | 1,110 GO 175 | 2,116 | 0,561
F4 172 | 2,005 | 1,227 G4 473 | 2,016 | 1,231
F8$ 449 | 1973 | 1,761 G8 635 | 2,157 | 1,196
F12 | 12 | 392 | 2073 | 1,699 | 612 | 12 | 462 | 1951 | 0656
FI6 | 16 | 234 | 2000 | 0954 | G16 | 16 | 590 | 2,177 | 0,741
F20 | 20 | 390 | 20064 | 1914 | G20 | 20 | 754 | 2074 | 0938
F24 | 24 | 331 | 2,157 | 2327 | G624 | 24 | s85 | 21 1,427
F36 | 36 | 518 | 2077 | 2038 | 636 | 36 | 525 | 2,000 | 1,717
F48 | 48 | 343 | 20055 | 2095 | G48 | 48 | 619 | 2013 | 1,122
F60 | 60 | 167 | 1,862 | 1311 | G6o | 60 | 567 | 2,153 | 1,446
F72 | 12| 231 | 2025 | 1407 | 672 | 72 | 1512 | 2042 | 2,074

Izolace RNA z produkénich médii jiz byla zdafilejsi. Také izolace RNA v pocatecni fazi
kultivace byla vyhovujici, protoze byla narostld jiz zptfedchoziho kroku (inokulum).
Koncentrace ziskané RNA jsou vysoké, pohybuji se v fadech stovek pg/ml. Vyjma vzorkt
RNA izolovanych z kultivace na y-butyrolaktonu v ¢asech Oh, 12h, 16h a 20h a vzorku RNA
ziskaného z kultivace na fruktdze v ¢ase 16h byly naméteny u RNA z produkénich médii vyssi
hodnoty poméru absorbanci Azeo/A230. Nicméné vSechny RNA ziskané z produkcénich médii
vykazuji pomér absorbanci Azeo/Azgo okolo hodnoty 2,0, coz vylucuje kontaminaci RNA

zejména genomickou DNA. Vyssi koncentrace RNA byly obecné naméfeny u RNA ziskanych
z produkcnich médii na y-butyrolaktonu. To je zpisobeno vétSim mnozstvim vzniklého P(3HB)
v produkénich médiich s obsahem frukt6zy, kdy obsazeny polymer mize zt€Zovat izolaci RNA

ze vzorku.

Vsechny ziskané izolované RNA je taktéz mozné vidét na gelu na obrazku 15.
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Obrazek 15: Izolovana RNA ziskand z komplexniho média a z produkcnich médii obsahujicich fruktozu a y-butyrolakton;
u znaceni vzorkit NB znaci vzorky z komplexniho média, F znaci vzorky z produkce na fruktoze a G znaci vzorky z produkce
na y-butyrolaktonu, ¢islo za prislusnym pismenem pak zndzornuje cas odbéru v hodindch
1—NB4,2—NBS, 3—NB16, 4—NB20, 5— NB24, 6 — NB32;

7 — standard pro RNA;
8-G0,9—-G4,10-G8, 11 -GI12, 12— Gl6, 13— G20, 14— G24, 15— G36, 16 -G48, 17— G060, 18 — G72;

19 — standard pro RNA;
20-F0,21 —F4,22—-F8,23-F12,24—-F16,25—-F20, 26 — F24, 27 — F36, 28 — F48, 29— F60, 30— F72

4.4.4 Zisk komplementarni DNA (cDNA) pomoci reverzni transkripce pro analyzu
exprese genu

Vzorky izolované RNA byly za pouziti kitu Roche pfevedeny pomoci reverzni transkripce

na cDNA.

Jelikoz byla RNA ve vétSinu piipadi velmi koncentrovand, bylo ji nutné pro ucely reverzni
transkripce fedit. Jednotlivé vzorky byly fedény 10krat — 100krat. Pied zahajenim reverzni
transkripce byla jeSté¢ ovéfena UspéSnost izolace RNA a jeji Cistoty na agardzové gelové
elektroforéze.

Uspé&snost reverzni transkripce, vysledné koncentrace cDNA a jejich &istotu je mozné vidét nize
v tabulkach a grafu. Tabulka 18 shrnuje vzorky cDNA z komplexniho média, tabulka 19 pak
vzorky cDNA ziskané kultivaci na fruktéze a na y-butyrolaktonu. U témét vSech vzorkt ziskané
cDNA byla naméfena podobna koncentrace v fadech tisicli, coz potvrdilo dobrou
opakovatelnost experimentu pii pouziti kitu Roche na reverzni transkripci RNA.
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Tabulka 18: Koncentrace a cistota cDNA ziskanych z komplexniho tekutého kultivacniho NB média

vzorek t [h] C [ug/ ml] A0/ A2g0 Az60/A230
NB4 4 409 1,437 1,060
NBS 8 374 1,661 1,856
NBI16 16 450 1,438 1,259
NB20 20 939 1,652 1,666
NB24 24 1683 1,689 2,013
NB32 32 1688 1,710 1,985

Niz$i koncentrace cDNA byla zaznamenana u vzorkt odebranych z komplexniho média po 4h,
8h a 16h od zahgjeni kultivace, nicméné u téchto vzorkl byly také naméfeny pomérné nizké
hodnoty poméru Azeo/Azso, ktery predstavuje Cistotu nukleovych kyselin a mél by se v piipadé
cDNA pohybovat okolo hodnot 1,7-1,8. Ani pfi elektroforetickém ovéteni nebylo mozné
u vzorkii odebranych v case 4h a 8h pozorovat zddnou RNA jiz pfed zahajenim reverzni
transkripce. Nicméné 1 piesto byla reverzni transkripce provedena i u téchto vzorki. Nizka
koncentrace ziskané cDNA v téchto vzorcich proto nebyla pravdépodobné zptlisobena kitem,
ale kvalitou vstupni RNA.

Tabulka 19: Koncentrace a cistota cDNA ziskanych z kultivace na fruktoze (oznacené F) a na y-butyrolaktonu (oznacené G)

vzorek [ltI] [ugfml] Az60/Azso | Aze0/Az30 | VZOTrek [ltI] [pgfml] Aa60/Azso | Az60/A230
Fo 0 2003 1,727 1,996 GO 0 1841 1,694 1,875
F4 4 1553 1,769 1,789 G4 4 1738 1,687 1,908
F8 8 1829 1,711 1,977 G8 8 1987 1,737 1,837

FI2 12 1592 1,705 1,865 GI2 12 1813 1,687 1,843
Fl16 16 1674 1,683 1,860 G16 16 1688 1,698 1,818
F20 20 1800 1,648 1,895 G20 20 1756 1,690 1,855
F24 24 1862 1,731 1,870 G24 24 1912 1,701 1,783
F36 36 1645 1,71 1,919 G36 36 1937 1,694 1,833
F48 48 1807 1,731 1,946 G48 48 1996 1,672 1,842
F60 60 1930 1,717 1,904 G60 60 | 2021 1,764 1,759
F72 72 1845 1,659 1,794 G72 72 | 2366 1,679 1,876

4.4.5 Analyza genové exprese pomoci RT-qPCR

Analyza genové exprese pomoci RT-qPCR u bakterie Cupriavidus necator H16 byla provedena
u vzork bakteridlni kultury ziskané z kultivace na produkénim médiu obsahujicim fruktozu, y-
butyrolakton a z kultivace na komplexnim médiu. Pfi kvantitativni PCR byly béhem kazdého
cyklu wvznikajici syntetizované amplikony genli zaznamenany diky fluorescenénimu
interkala¢nimu barvivu SYTO9, obsaZzenému v qPCR 2x SYTO-9 Master Mix. Toto barvivo
se vaze do struktury syntetizované DNA a diky tomu je mozné zaznamenat fluorescen¢ni signal
a tim pak uspésnost amplifikace. Zvysujici se odezva v podob¢ fluorescencniho signalu je
piimo imérnd mnozstvi vzniklych amplikontt DNA v analyzovaném vzorku [51].
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Témet vSechny kiivky tani analyzovanych genti zahrnovaly jenom specifickou amplifikaci,
mély jednotny vrchol piku kiivky tani, ¢imz vypovidaji o jednotné velikosti daného amplikonu.
Ptiklad kiivek tani kalibra¢ni kiivky housekeeping genu kodujici produkt 16S rRNA
zaznamenané pomoci software piistroje real-time PCR cykler Rotor-GeneTM 6000 znazoriiuje
obrazek 16.

60 & 70 75 80 85 20 % 100
oC
Obrazek 16: Krivky tani housekeeping genu kodujiciho produkt 16S rRNA, zaznamendno pomoci pristroje real-time PCR

cykler Rotor-GeneTM 6000

K amplifikaci vybranych tsekit DNA byly pouzity celkem Cc¢tvery primery popsané
v ptedchozich kapitolach. Pro kazdy pouzity gen byla taktéz provedena kalibrace, k niz byla
pouzita izolovana genomickd DNA, izolovana za pouziti kitu Monarch. Pomoci kalibrace byla
ziskéna rovnice kalibracni pfimky, diky niz byla vypocitana koncentrace konkrétnich genii.
Ptiklad kalibra¢ni ptimky a jeji rovnice je zobrazen na obrazku 17, konkrétné pro housekeeping
gen kodujici produkt 16S. Genova exprese byla nasledn¢ také vypocitdna a relativné
kvantifikovana pomoci Livakovy metody, ktera vyuziva pro vypocet hodnotu C;, a porovnana
pro jednotlivé geny a mezi uhlikovymi substraty.
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Obrazek 17: Kalibracni primka pro housekeeping gen 16S

Nasledujici obrazek 18 zobrazuje kalibracni kiivky pro stejny gen, zaznamenané pomoci
software k pouzitému real-time PCR cykler Rotor-GeneTM 6000 piistroji.
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Obrazek 18: Zaznam jednotlivych amplifikacnich krivek standardii genomické DNA pro kalibraci pomoci RT-gPCR; krivka
vykreslena pristrojem real-time PCR cykler Rotor-GeneTM 6000

Ziskané amplifikacni kfivky jednotlivych genli vykazovaly pro vzorky ziskané z rGznych
uhlikovych substrati riznou troven amplifikace. Hodnoty C; (cycle treshold) neboli hodnota
odpovidajici cyklu, ve kterém se intenzita fluorescence dostane nad prahovou hodnotu [51],
byly pro housekeeping gen zaznamendny v rozmezi 11-13. Pro ostatni geny se hodnoty C;
pohybovaly pro jednotlivé vzorky cDNA v rozmezi 18-26. Toto rozmezi je pomérné Siroké a
vypovida o velkém vlivu pocatecni koncentrace cDNA na uspéSnost amplifikace, zejména u
housekeeping genu, kdy by méla byt troven amplifikace stale stejna, nehledé na kultivacni
nebo jakékoli jiné podminky. Rzna vstupni koncentrace cDNA tak snizuje opakovatelnost a
relevantnost experimentu. To by mohlo byt vylepSeno natedénim vSech analyzovanych vzorkt
cDNA na naprosto pfesn¢ stejnou koncentraci anebo piidanim takového objemu do reakéni
PCR smési, aby koncentrace cDNA v této smési byla pro vSechny vzorky stejna. Nicméné bylo
postupovano podle navodu ke kitu Roche, jehoz navod doporucuje pfidavat vzdy 1 ul cDNA
ziskané reverzni transkripci RNA. Navic i pfes pomérné vysoké vstupni koncentrace cDNA
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(s vyjimkou nékolika vzorkt ziskanych z komplexniho média) bylo kromé housekeeping genu
dosazeno ve vétSing pripadt pomérmné vysoké hodnoty Ci. To vypovida o nizké koncentraci
cDNA na pocatku reakce. Znamend to, Ze ani koncentrace templatu cDNA v fadech tisict
nebyla dostacujici. Dal$imi kroky pro zvySeni uspé$nosti experimentu by tak mohlo byt zvySeni
koncentrace cDNA v PCR smési.

Nasledujici grafy zobrazuji koncentraci jednotlivych gent na riznych uhlikovych substratech,
¢imz je taktéz demonstrovana uspésnost amplifikace.

Na obrazku 19 je zndzornéna koncentrace amplikonii jednotlivych genli pro vzorky ziskané
z kultivace na komplexnim médiu.

m16S ®m4HBD mq-phaC = 4HPAHL
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Obrazek 19: Koncentrace jednotlivych genii behem kultivace na komplexnim médiu

V ptipadé¢ amplifikace cDNA ziskané ze vzorkd zkomplexniho média méla pocatecni
koncentrace templatu ¢cDNA nejvyznamnéj$i vliv na expresi housekeeping genu, jelikoz
v prvnich hodindch kultivace bylo dosaZzeno nizkych koncentraci ¢cDNA, coz vedlo
k signifikantné rozdilnym vysledkiim amplifikace. Nicméné i pies to byla koncentrace tohoto
genu v Case 8h pomérné vysoka oproti dalSim ¢astim kultivace. Také pro ostatni analyzované
geny byla v tomto ¢ase pozorovana jejich vyssi koncentrace v porovnani s ostatnimi Casy.
V téchto Casech byl i zaznamendn zésadni pokles exprese vSech genti oproti housekeeping genu.
Nejvyraznéjsi rozdily byly sledovany v ¢ase 24h, kdy poklesla exprese ostatnich genti oproti
housekeeping genu dokonce stonasobné vice.

Pro vzorky z tohoto média neni mozné sledovat a porovnat souvislost exprese genti s produkci
PHA, jelikoz bakterie Cupriavidus necator H16 sice produkuje PHA i na komplexnim médiu,
ale mnohem mén¢ nez na produkénim minerdlnim médiu, na kterém byla bakterie kultivovana
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dale. Z téchto diivodid nebyla gravimetricky stanovena biomasa ani stanoven obsah PHA
pomoci GC-FID.

Na obrazku 20 je zaznamenana koncentrace amplikonii housekeeping genu pro cDNA ziskané
z bakterialni kultury kultivované na fruktoze a na y-butyrolaktonu.

Hy-butyrolakton M fruktéza

250 T

200 +

150 +

¢ [ng/pl]

100 +

50 +

0 4 8 12 16 20 24 36 48 60 72
¢ [h]

Obrazek 20: Koncentrace housekeeping genu kédujictho produkt 16S pri kultivaci na fruktoze a y-butyrolaktonu

Taktéz v ptipad¢ kultivace na produkénich médiich byly zaznamenény rozdilné amplifikace pro
jednotlivé substraty, a dokonce mezi Casy kultivace, ptfestoze se jednalo o housekeeping gen.
Ptestoze se vstupni koncentrace cDNA pohybovaly vzdy pro vSechny vzorky v fadech tisict
na velmi podobnych hodnotich a pro ziskanou cDNA byla stanovena uspokojiva hodnota
Cistoty pomoci poméru absorbanci A260/A2s0, vysledné koncentrace genu byly pro oba substraty
rozdilné. Nicméné i pies veliké rozdily mezi jednotlivymi vzorky byla oproti ostatnim gentim
koncentrace housekeeping genu velmi vysokd. To bylo pravdépodobné zplsobeno tim,
7e exprese tohoto genu nezavisi na ¢ase nebo mnozstvi ¢i druhu uhlikatého substratu jako
exprese jinych gent. Naopak pro tyto ostatni geny lze pozorovat korelaci jejich nizké
koncentrace s nizkymi vytézky PHA.

jako housekeeping gen pouzit jesté jiny housekeeping gen. Jako tento housekeeping gen by
bylo mozné pouzit gen kodujici B podjednotku enzymu DNA gyrazy (Gyr-B) anebo gen
kédujici o podjednotku RNA polymerazy (RpoD). Tyto geny byly pouzity v diplomové praci
Elisky Kubackové [45], nicméné v této praci pouzity nebyly pravé na zdkladé vysledk
zminéné diplomové prace. Pii jejich pouziti bylo totiz taktéz dosazeno nizké urovné
amplifikace a byla by tak nutné dalsi optimalizace.
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Na obrazku 21 je zaznamenana koncentrace genu kddujiciho produkt 4HBD pro cDNA ziskané
z bakteriadlni kultury kultivované na fruktéze a na y-butyrolaktonu.
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Obrazek 21: Koncentrace genu kédujiciho produkt 4HBD pri kultivaci na fruktoze a y-butyrolaktonu

Ptestoze u tohoto genu méla byt zaznamendna vysoka koncentrace a Groven exprese zejména
pro vzorky z kultivace na y-butyrolaktonu, nebyly pozorovany vyznamné¢ vysoké koncentrace
tohoto genu a ani rozdily oproti vzorkiim z kultivace na fruktdze. Nicmén¢ pro tento gen byla
zaznamenana hodnota C; u negativni kontroly velmi blizko hodnotdm C; analyzovanych vzork.
Ptesto ale lze pozorovat mirné zvyseni koncentrace genu v ptipadé cDNA ziskané z fruktozy
1 y-butyrolaktonu v ¢ase 8h a rovnéz vyrazny nartist mezi ¢asy 48h a 60h, zejména v piipadée y-
butyrolaktonu. Housekeeping gen byl ve vSech ptipadech pfepisovan vyrazné vice nez tento
gen koédujici 4HBD, ale i tak je mozné pozorovat zajimavé rozdily v expresi v zavislosti
na uhlikovém substratu, stejn¢ jako v piipad¢ koncentrace. Nejvyznamnéjsi jsou tyto rozdily
opét v ¢ase 60h. Housekeeping gen je pii kultivaci na fruktdze oproti genu kddujicimu produkt
4HBD prtepisovan az témér trikrat vice, nez je prepisovan oproti tomu samému genu na -
butyrolaktonu.

V tomto pfipad¢ lze pozorovat souvislost rovnéz s vytézky kopolymeru P(3HB-co-4HB)
z kultivace na y-butyrolaktonu. V ¢ase 60h bylo pozorovano zvyseni koncentrace tohoto
kopolymeru ve vzorku a od ¢asu 48h také zvyseni zastoupeni monomeru 4HB v ziskaném
kopolymeru. V ptipadé kultivace na fruktdze se od ¢asu 48h mirn¢ zvysila koncentrace genu
a k takovémuto zvySeni dochdzi i v pfipadé€ vytézku ziskaného P(3HB) z této kultivace.

Na obrazku 22 je mozné vidét koncentrace genu kodujiciho PHA syntazu (PhaC) bakterie
Cupriavidus necator H16 pro cDNA ziskané z bakterialni kultury kultivované na fruktoze
a na y-butyrolaktonu.
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Obrazek 22: Koncentrace genu kédujiciho PHA syntdzu (PhaC) pri kultivaci na fruktoze a y-butyrolaktonu

Ackoli koncentrace genu koédujiciho PHA syntdzu (PhaC) nedosahovala velmi vysokych
hodnot, podobné jako u ostatnich gendl vyjma housekeeping genu, byly zaznamenany zajimavé
rozdily mezi kultivacemi na fruktéze a na y-butyrolaktonu. K mirnym zménam v koncentraci
genu pro jednotlivé substraty dochéazi v ¢asech 8h, 12h a 16h, kdy koncentrace genu pro vzorky
na fruktéze mirné roste v Case 8h a 16h, kdezto pro y-butyrolaktonu naopak roste v ¢ase 12h.
Nicméné se nejedna o vysoké koncentrace ani v jednom piipad¢, koncentrace se stale pohybuje
okolo hodnoty 0,5 ng/pl, a proto toto nejsou tak vyznamné zmeny.

Vyrazngjsi rozdily v koncentraci byly zaznamenany v pozdé¢jSich hodinach kultivace, kdy
koncentrace genu u vzorkll z kultivace na y-butyrolaktonu se v Case témeét vibec neméni,
kdezto u vzorkli zkultivace na fruktéze je mozné sledovat nartst koncentrace genu,
nejvyznamnéj$i mezi ¢asy 48h a 60h. V tomto piipadé lze pozorovat jistou korelaci i s OD,
které se u y-butyrolaktonu v Case téméf neméni, kdezto u fruktézy se postupné zvysuje
az do posledniho odbéru v ¢ase 72h. Signifikantni rozdily byly zaznamenany i pti expresi gentl,
kdy byl housekeeping gen na fruktéze v ¢ase 60h a 72h oproti genu kddujicimu PHA syntazu
PhaC pfrepisovan pfiblizn€ patnactkrat méné, nez byl v téch stejnych Casech oproti genu
kodujicimu PHA syntazu PhaC na y-butyrolaktonu.

Na obrazku 23 je zaznamenana koncentrace genu kédujiciho produkt 4HPAHL pro cDNA
ziskané z bakterialni kultury kultivované na fruktoze a na y-butyrolaktonu.
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Obrazek 23: Koncentrace genu kédujiciho produkt 4HPAHL pri kultivaci na fruktoze a y-butyrolaktonu

V piipadé¢ genu kodujiciho produkt 4HPAHL byly, podobné jako u ostatnich gent,
zaznamenany rozdily v koncentraci genu mezi uhlikatymi substraty zejména v pozd¢jSich
hodindch kultivace. Sice doslo k mirnému nérGstu koncentrace genu v ¢ase 8h a 12h
pii kultivaci na fruktoze, ale v dalSich hodinich koncentrace opét poklesla a poté se drzela
na velmi podobnych hodnotach az do ¢asu 36h, k nejvyraznéjSimu nartistu koncentrace genu
na tomto zdroji uhliku dochazi mezi Casy 48h a 60h. Oproti tomu na 7y-butyrolaktonu
se koncentrace genu drzi po celou dobu kultivace na velmi nizkych hodnotach. Tyto rozdily je
mozné pozorovat i pii expresi gend, kdy housekeeping gen je od ¢asu 36h piepisovan oproti
genu koédujicimu produkt 4HPAHL na fruktéze méné nez dvacetkrat vice a postupné se rozdil
zmensuje, kdezto pro y-butyrolakton byly zaznamenany pro stejné geny rozdily v fadu stovek.
V casech 60h a 72h je housekeeping gen na y-butyrolaktonu oproti genu kodujicimu produkt
4HPAHL piepisovan az Sedesatkrat vice nez housekeeping gen na fruktéze oproti genu
kédujicimu produkt 4HPAHL.

Z vyse popsanych vysledki je patrné, ze genova exprese je do znacné miry ovlivnéna typem
a mnozstvim uhlikatého substratu, ktery je pfidan do produkéniho média (vyjma housekeeping
genu). Exprese se taktéz méni v zavislosti na produkovaném biopolymeru, napi. gen kodujici
4HBD pfi kultivaci bakterie na y-butyrolaktonu. Ve vzniklém kopolymeru je totiz zastoupen
imonomer 4HB a exprese se zvySuje s procentudlnim zastoupenim tohoto monomeru
v biopolymeru. Naopak vysoké koncentrace genu kodujiciho PHA syntazu (PhaC) pti kultivaci
na fruktéze koreluji s vys$§imi vytézky PHA oproti kultivaci na y-butyrolaktonu. Nicméné
vysledné koncentrace vSech téchto genti jsou pomérné nizké. V dalSich méfenich by tomuto
mohlo byt ptedejito napt. optimalizaci podminek RT-qPCR nebo mnozstvim uhlikatého
substratu v produkénim médiu.
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5 ZAVER

Bakalafska prace se zabyvala studiem genové exprese bakterie Cupriavidus necator H16. Prvni
¢ast prace predstavovala optimalizace RT-qPCR metodiky pro ucely studia exprese genil této
bakterie. Vybrané geny koduji enzymy zapojené do metabolismu PHA. Optimalizace
zahrnovala taktéz porovnani a nasledny vybér nejvhodnéjsiho komercniho kitu na izolaci
genomické DNA, izolaci RNA a reverzni transkripci RNA. Druha ¢éast prace se zabyvala
samotnou implementaci optimalizované RT-qPCR metody na bakterialni kultury kultivované
za raznych podminek.

Pro studium exprese genu byly nejprve optimalizovany podminky kvantitativni PCR pro
vybrané geny. U vSech pouzitych primert byla optimalizovana doba a teplota annealingu, aby
bylo dosaZeno co nejvyssi intenzity fluorescence. Pti porovnani komer¢nich kitt bylo zjisténo,
ze pouzity kit ovliviiuje kvalitu 1 kvantitu ziskanych nukleovych kyselin, které jsou nezbytné
pro studium exprese genl. Z izolacnich kitll pro izolaci genomické DNA byl nejlepsi kit
Monarch, jelikoz ziskana genomicka DNA méla vysokou koncentraci i ¢istotu. Mezi izola¢nimi
kity pro izolaci RNA byl jako nejlepsi zvolen kit Macherey-Nagel Plus, protoze izolovana RNA
dosahovala vysokych hodnot koncentrace, Cistoty i integrity. Dal§im dilezitym krokem byl
pievod RNA do ¢cDNA pomoci reverzni transkripce. Pro tento krok byly porovnavany celkem
t1 kity, z nichZ nejvyssich vytézki a kvality ziskané cDNA bylo dosaZeno pro kit Roche.

Ve druhé¢ Casti prace byly poznatky z optimalizacni ¢asti vyuzity na studium exprese vybranych
gent za ¢elem porovnani produkce PHA na dvou riznych uhlikatych substratech, kterymi byla
fruktoza a y-butyrolakton. Kromé genové exprese byla také sledovana opticka hustota bun¢k,
koncentrace biomasy a mnozstvi PHA. Byl zjistén vyznamny vliv uhlikatého substratu
na expresi konkrétniho genu. Exprese genu kodujiciho PHA syntdzu byla mnohonasobné vétsi
pii kultivaci na fruktdze nez na y-butyrolaktonu, stejné¢ tomu bylo 1 v pfipadé genu koédujiciho
produkt 4HPAHL. Naopak u genu kodujiciho produkt 4HBD byla zaznamenéna vyssi exprese
pti kultivaci na y-butyrolaktonu neZz pfi kultivaci na fruktoze.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

PHA

3HB

4HB

3HV

P(3HB)
P(3HB-co-4HB)
P(3HB-co-3HV)
scl-PHA
mcl-PHA
Icl-PHA

4HBD-F
4HBD-R
4HD3DL-F
4HD3DL-R
4HPAHL-F
4HPAHL-R
Gyr-B
RpoD

bp

cDNA
DNA

GAP
GC-FID

NO-RT
PCR
phaC-F
phaC-R
RNA

RT
RT-PCR
RT-qPCR
ql6S-F
ql6S-R
TBE pufr
TE pufr

polyhydroxyalkanoat

3-hydroxybutyrat

4-hydroxybutyrat

3-hydroxyvalerat

poly(3-hydroxybutyrat)

poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)

polyhydroxyalkanoaty s kratkym fetézcem (short-chain-length)
polyhydroxyalkanoaty se stfedni délkou fetézce (medium-chain-length)
polyhydroxyalkanoaty s dlouhym fetézcem (long-chain-length)

ptedni (forward) primer pro 4-hydroxybutyrat dehydrogendzu
zadni (reverse) primer pro 4-hydroxybutyrat dehydrogenazu
ptedni (forward) primer pro 4-hydroxyfenylacetat-3-hydroxylazu
zadni (reverse) primer pro 4-hydroxyfenylacetat-3-hydroxylazu
ptedni (forward) primer pro 4-hydroxyfenylacetat-3-hydroxylazu
zadni (reverse) primer pro 4-hydroxyfenylacetat-3-hydroxylazu
B podjednotka DNA gyrazy

o podjednotka RNA polymerazy

par bazi (base pair)

komplementarni deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleova kyselina

proteiny asociované s granulemi (granule-associated protein)
plynova chromatografie s plamenovou detekci (gas chromatography
with flame ionization detection)

roztok bez reverzni transkriptazy

polymeréazova fetézova reakce

ptedni (forward) primer pro PHA syntdzu

zadni (reverse) primer pro PHA syntazu

ribonukleova kyselina

reverzni transkriptaza

reverzni transkripce - polymerazové fetézové reakce

reverzni transkripce - kvantitativni polymerazové fetézové reakce
ptedni (forward) primer pro 16S rRNA

zadni (reverse) primer pro 16S rRNA

Tris-borat-EDTA pufr

Tris/EDTA pufr
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