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Abstrakt

Polyhydroxyalkanoaty jsou mikrobialni zasobni polymery piedstavujici ekologickou
alternativu k petrochemickym plastim. Vysoka produk¢ni cena vSak brani jejich SirSimu
uplatnéni na trhu. Vyuziti odpadnich latek jako substratu a/nebo produkce pomoci
extremofilnich organismid mohou ovSem vyrobni néklady snizit. Rod termofilnich bakterii
Aneurinibacillus je jednim z potencidlnich pfedmétti zajmu v této oblasti zejména diky
schopnosti produkce Siroké palety netradi¢nich kopolymert. Zajimava je i nezavislost syntézy
PHA na limitaci zivinami, jejiz studium se stalo jednim z hlavnich cili této prace predevsim
se zam¢&fenim na expresi gend zapojenych do syntézy PHA. Konkrétné byl studovan kmen
Aneurinibacillus sp. AFn2 na riznych typech produk¢nich médii. Pfitomnost vybranych gent
byla ovéfena pomoci klasické PCR. Nasledné byly provedeny kultivacni experimenty
na mineralnim a komplexnim médiu simulujici prostiedi s riznou dostupnosti Zivin. V priub&hu
mefeni ristové kiivky na obou médiich byla ze vzorkli odebiranych v riiznych casech
gravimetricky stanovovana koncentrace biomasy a soucasné s pomoci plynové chromatografie
i obsah PHA. Na zavér byla analyzovana exprese studovanych genti pomoci RT-gPCR, ktera
odhalila vyrazné odlisnosti transkripce jednotlivych genti v zavislosti na typu média a na Case
kultivace. Vysledky potvrdily, ze schopnost produkce PHA u Aneurinibacillus sp. AFn2 neni
zavisla na limitaci Zivinami, ov§em mira zaplnéni bun¢k produkovanym polymerem s typem
média souvisi. Pfi¢inou je pravdépodobné rozdilny pribéh exprese gentli zapojenych do syntézy
PHA. Na komplexnim médiu bylo pozorovano vyssi procentualni zaplnéni bunék polymerem
P(3HB) asoucasné rostouci trend exprese vSech genti. Naopak na mineralnim médiu
transkripce jednotlivych genli po pocatecni silné exprimaci pouze klesala a také zaplnéni bunék
bylo nizsi. Ziskané poznatky pfispivaji k pochopeni nejen exprese vybranych gend ale také
celkové syntézy PHA. Soucasné oteviraji cestu k optimalizaci produkce s cilem sniZit vyrobni
cenu a rozsifit tak jejich uplatnéni.
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Abstract

Polyhydroxyalkanoates are microbial storage polymers that represent a green alternative
to petrochemical plastics. However, their high production cost limits wider industrial
utilization. Use of waste materials as a substrate and/or utilization of extremophilic organisms
IS an option to reduce production costs. The strain of thermophilic bacteria Aneurinibacillus
appears to be a promising producer because of its ability to synthesize wide range
of non-traditional copolymers. In addition, PHA synthesis is independent of nutrient limitation,
which was the subject of this study. Experiments were focused on the expression of genes
involved in PHA synthesis in the bacterium Aneurinibacillus sp. AFn2 on different types
of production media. The presence of selected genes was verified using classical PCR. After
that the cultivation experiments were performed on mineral and complex media to simulate
environments with different nutrient availability. Biomass concentration was determined
gravimetrically from the samples collected in time during the growth curve measurement. PHA
content was measured simultaneously using gas chromatography. Finally, the expression
of the studied genes was analysed by RTQPCR. Significant differences were observed
in the transcription of individual genes depending on the media type and time. The results
confirmed the ability of Aneurinibacillus sp. AFn2 to produce PHA independently on nutrient
limitation, however, the production rate and cell filling depended on the media type. This fact
may be related to the different course of expressed genes involved in PHA synthesis. A higher
percentual yield of P(3HB) in cells were observed in complex media along with an increasing
trend in the overall gene expression. On the other hand, in mineral medium, the transcription
of individual genes only decreased after initial strong expression, and the cell filling of P(3HB)
was also lower. The findings lead to understanding not only the expression of selected genes
but also the overall synthesis of PHA. At the same time, it offers the way to optimize production
with the aim of reducing cost and expanding their market applications.
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1 UVOD

Ekologie a dopad lidské ¢innosti na pfirodu se v poslednich letech stava ¢im dal Cast&jSim
tématem. Jednou zmnoha TfeSenych otdzek je také problematika souvisejici
se syntetickymi plasty a jimi zpusobené znecisténi. Tyto materialy se staly jiz béZnou soucasti
vSech lidskych zivotii zejména diky jejich vSestrannému pouziti a nizkym vyrobnim nakladim.
Vysoké poptavce odpovida i mnozstvi plastd, které je rocné vyprodukovano. VétSina
plastovych vyrobkiu bohuzZel neslouzi k opakovanému pouziti. I pies to, Ze je uréita Cast
vyhozenych plasti recyklovana nebo spalena, konéi vétSina ve volné piirode, kde se jen stézi
rozklada. Hromadici se plasty maji dopad na cely ekosystém, coz vyvolava znepokojeni a snahu
tento problém fesit.

Zvyseni podilu recyklovanych plastd vede pouze k docasnému, nikoli dlouhodobé
udrzitelnému zlepSeni. Jednou z moznych variant feSeni, zejména v ptipad¢ jednorazovych
plastti, je nahrazeni jejich syntetickych podob jinou alternativou. V tvahu ptipadaji rizné druhy
piirodnich materiald, mezi néz patii i polyhydroxyalkanoaty (PHA). Ty jsou svymi vlastnostmi
plastim velice podobné, avsak v pfirodé pomérné snadno rozlozitelné. PHA jsou produkovany
i rozkladany mikroorganismy, a tak tvofi pfirozenou soucéast ekosystému. Zna¢nou nevyhodou
PHA je jejich vysoka cena zpiisobena predev§sim drahym uhlikatym substratem pro rist
mikroorganismli, udrzovanim sterilniho procesu a purifikace vysledného produktu.
Tyto faktory brani jejich $ir$i expanzi na trh. Za tGc¢elem snizovani vyrobnich nakladi jsou
zkoumany napiiklad varianty vyuzivani odpadnich substratii jako zdroje Zivin, nebo produkce
pomoci extremofilnich organismi.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou organické slouceniny, které fadime do skupiny polyestert
hydroxyalkanovych kyselin [1]. Poprvé byly pozorovany v roce 1926 francouzskym védcem
Lemoignem, ktery u bakterie Bacillus megaterium zkoumal produkci homopolymeru
poly(3-hydroxybutyratu), P(3HB) [2]. Od té doby bylo objeveno mnoho dalSich
prokaryotickych organismi produkujicich rozmanit¢ typy PHA. Vesmés se jedna
0 grampozitivni nebo gramnegativni bakterie a také riizné druhy archei [3]. Obecné vykazuji
izolované PHA podobné vlastnosti jako petrochemické plasty. Vyznamnym rozdilem je ovSem
jejich biodegradabilita a biokompatibilita v ptirodé. Predev$im diky témto znakim poutaji
pozornost v oblasti udrzitelného rozvoje [4].

Degradabilita PHA polymert je podminéna jejich biologickym vyznamem. Jak znazoriuje
obrazek 1, mikroorganismy tvoii intracelularné¢ nerozpustné PHA granule o velikosti 200
az 500 nm v pruméru, které jsou za neptiznivych podminek vyuzivany jako zdroj energie
a uhliku [5]. Karbonosomy, coz je také jiné oznaceni pro tyto granule, maji hydrofobni jadro
tvofené amorfnimi molekulami PHA. Naopak na povrchu se vyskytuji rizné asociované
proteiny naptiklad phasiny. Jedna se o amfipatické proteiny, které zabezpecuji existenci granuli
ve vodném prostiedi cytoplazmy [6]. Vedle phasint dale na povrchu inkluzi nalezneme enzymy
spojené s jejich anabolismem, katabolismem a regula¢ni proteiny téchto drah. Kromé primarni
zasobni funkce vystupuji karbonosomy i v dalSich biologickych pochodech. Jednim z nich
je napiiklad zvySovani odolnosti viiéi stresovym podminkam (extrémni teplota, osmoticky tlak,
UV zafeni nebo oxidativni stres). Za téchto okolnosti funguje 3-hydroxybutyrat (3HB)
jako ochranny chaperon ¢ili latka, ktera brani denaturaci bunéénych proteini [2].

Obrazek 1: Halomonas TDO08 obsahujici PHA granule; snimek z transmisniho elektronového
mikroskopu [7]



2.1.1 Chemicka struktura

Obecnou chemickou strukturu polyhydroxyalkanoatti popisuje obrazek 2. Typicky se jedna
0 3-hydroxyalkanové kyseliny, které tvoifi monomerni jednotku. Pfi formovani polymeru
vznika esterova vazba mezi hydroxylovou skupinou na tfetim uhliku jednoho fetézce
a karboxylovou skupinou druhého [4]. Dodnes je znamo pies 150 ruznych druhtit monomerd.
Nejcastéji S linearnim fetézcem, coz ovSem neni podminkou. Mohou se vyskytovat
I rozvétvené, aromatické, ¢i libovolné substituované postranni fetézce [8]. V zavislosti
na struktufe molekuly se méni jeji mechanické a technologické vlastnosti. I pfes velkou
rozmanitost monomeru je vzdy hydroxylova skupina v konfiguraci R, coz je dano substratovou
specifitou enzymu katalyzujiciho naslednou syntézu polymert [9].

| I
O—CH—(CH,)— C

Obrazek 2: Obecna chemicka struktura polyhydroxyalkanoati (PHA), upraveno z [10]

Podle typu monomert lze rozdélit PHA na homopolymery a heteropolymery.
Homopolymery obsahuji pouze jeden druh monomeri na rozdil od heteropolymerd, Vv nichz
se vyskytuji alespon dvé odlisné nahodné poskladané jednotky. Specialni podskupinu
heteropolymerti tvoii blokové kopolymery, ve kterych se pravidelné opakuje vice monomernich
jednotek [11].

Podle poctu uhlikii v fetézci rozliSujme tfi zakladni skupiny polyhydroxyalkanoatt.
PHA s kratkym fetézcem (short chain lenght PHA, scl-PHA) tvofené 3-5 uhliky, PHA
se sttedné dlouhym fetézcem (medium chain lenght PHA, mcl-PHA) obsahujici 6-14 uhliku,
a ne ptili§ obvyklé PHA s dlouhym fetézcem (long chain lenght PHA, Icl-PHA) sestavajici
z vice nez 14 uhlik v fetézci. Do prvni skupiny scl-PHA fadime 3-hydroxybutyrat (3HB)
nebo 3-hydroxyvalerat (3HV), zatimco zastupcem mcl-PHA je napiiklad 3-hydroxyhexanoat
(3HHXx) [12].

2.1.2 Fyzikalni vlastnosti

Fyzikalni vlastnosti jsou vyrazné zavislé na délce postranniho fetézce a chemické struktuie
polymeru. Obecné jsou scl-PHA spise pevné a kiehké. Je pro né charakteristicky vyssi stupen
krystalinity (60—80 %). Teplota tani tmérné stoupa s poctem uhliki v postrannim fetézci [13],
se kterym se zvySuje i elasticita polymeru [14]. Naopak PHA se stftedné dlouhym fetézcem jsou
spiSe amorfni, maji nizsi stupen krystalinity (24 %) i nizs$i bod tani [15]. Vyraznou zménu
vlastnosti pozorujeme pfi tvorbé kopolymert. Ptikladem spojeni dvou riiznych monomernich
jednotek s kratkym fetézcem je poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxyvalerat), ktery ma oproti
P(3HB) zna¢n¢ niz$i teplotu tani a vySsi elasticitu, zejména pii vétsim zastoupeni 4HV [16].
Kombinaci scl-PHA a mcl-PHA je naptiklad poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat),

vvvvvv

fyzikalnich vlastnosti vybranych polymer u PHA s petrochemickymi plasty udava tabulka 1.
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Tabulka 1: Fyzikalni vlastnosti vybranych polymert, upraveno z [17]

Niizev polymeru Bod tani Pevnost v tahu Délvlfovvé prvodl’ouieni
[°C] [Pa] pri pretrZeni [%]
P(3HB) 177 43 5
P(3HB-c0-10mol% 3HV) 152 21 400
P(3HB-c0-64mol% 4HV) 50 17 591
P(3HB-co-10mol% HHXx) 151 21 400
P(3HB-co-17mol% HHXx) 120 20 850
Polypropylen 186 38 400
Polyethylen 262 36 8300

2.1.3 Biosyntéza PHA

Dodnes je znamo ptes 500 druhti mikroorganismi se schopnosti produkce PHA [17].
RozliSujeme dvé skupiny producentl v zavislosti na vnéjSich podminkéch, pfi kterych syntéza
nastava. Prvni skupina vyzaduje nadbytek uhlikatého substratu a limitaci né¢které z Zivin, jako
je naptiklad dusik, fosfor, sira nebo kyslik. PHA se pak tvofi jako sekundarni metabolit
ve stacionarni fazi ristu. Naproti tomu druhd skupina dokaze produkovat PHA jiz béhem
rastové faze bez jakékoli limitace [9, 13].

Biosyntéza PHA je sled n¢kolika enzymaticky katalyzovanych reakci probihajicich
v cytosolu. Vyznamnou roli pfi ni hraje druh vyuzivaného uhlikatého substratu, ktery
podmifuje charakter vysledného polymeru [18]. I pies to, Ze bylo u prokaryot pozorovano vice
riznych zptsobu biosyntézy PHA [13], Ize definovat tfi hlavni metabolické drahy spojené
s tvorbou polyhydroxyalkanoatt, které znazoriuje obrazek 3.

Nejcastéjsi a nejlépe prostudovana je piimé syntéza scl-PHA, konkrétné P(3HB). Vychozim
substratem je acetyl-CoA, ktery se vbuiice vyskytuje jako produkt glykolyzy, zpracovani
mastnych kyselin nebo uhlikatych zbytkli aminokyselin [19]. V prvnim kroku nastava
kondenzace dvou molekul acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA. Tato reakce je katalyzovana
3-ketothiolazou (PhaA). V nasledujicim kroku je acetoacetyl-CoA redukovan NADPH
dependentni acetoacetyl-CoA reduktazou (PhaB) a tvoii se 3-hydroxybutyryl-CoA.
V poslednim kroku podléha 3-hydroxybutyryl-CoA polymerizaéni reakci katalyzované PHA
syntazou (PhaC) za souc¢asného uvolnéni koenzymu A [17, 20].

Dal3i moznosti biosyntézy jsou propojené s katabolismem a anabolismem mastnych kyselin.
Prvnim z nich je syntéza vychazejici z B-oxidace ¢ili katabolismu mastnych kyselin. Vychozim
substratem pro PHA syntazu (PhaC) je (R)-3-hydroxyacyl-CoA, ktery lze ziskat ze tii
meziprodukti B-oxidace. Konkrétné je to trans-2-enoyl-CoA, (S)-3-hydroxyacyl-CoA
a 3-ketoacyl-CoA. V ptipad¢ premény trans-2-enoyl-CoA dochazi ke katalytické hydrataci
zapomoci (R)-specifické enoyl-CoA hydratazy (Phal). Pomoci izomerace 1ze pfeménit také
konfiguraci (S)-3-hydroxyacyl-CoA. Na konverzi 3-ketoacyl-CoA se podili 3-ketoacyl-CoA
reduktaza (FabG). Vyslednymi produkty polymerace jsou mcl-PHA [9, 13].
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Posledni biosyntetickd draha souvisi se syntézou mastnych kyselin. Nékolikandsobnou
kondenzaci acetyl-ACP a malonyl-ACP  dochazi kelongaci fetézce a vzniku
(R)-3-hydroxyacyl-ACP o riuzné délce. V této reakci se nejvyznamnéji uplathuje enzym
malonyl-CoA-ACP transacylaza (FabD). V nasledujicim kroku je (R)-3-hydroxyacyl-ACP
pfeménén na (R)-3-hydroxyacyl-CoA za tcasti 3-hydroxyacyl-CoA-ACP transferazy (PhaG).
Nakonec je pomoci PHA syntazy syntetizovan mcl-PHA [13, 18].

Malonyl-ACP Acetyl-CoA

Acyl-ACP Acyl-CoA
Enoyl-ACP

Acyl-ACP

Syntéza 3-ketoacyl-CoA trans-2-enoyl-CoA

mastnych kyselin B-oxidace

(R)-3-hydroxyacyl-ACP

Ket. 1-ACP
etoacy (S)-3-hydroxyacyl-CoA
Ketoacyl-CoA i .
Pfiméa syntéza
(R)-3-hydroxyacyl-CoA
\

(R)-3-hydroxyacyl-CoA Acetyl-CoA -
PhaC
Koenzym A
Koenzym A Acetoacetyl-CoA mcl-PHA
mcl-PHA PhaB

&

(R)-3-hydroxybutyryl-CoA
PhaC

Koenzym A

e

P(3HB)

Obrazek 3: Schéma zakladnich metabolickych drah biosyntézy PHA, upraveno z [13]
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Kromé jiz zminénych enzymu se pifi syntéze uplatiiuje také velkd fada dalSich proteint.
Vyznamné jsou naptiklad Phal nebo PhaF, které ovliviiuji rychlost produkce a morfologii
karbonosomu v bunice [21]. Neméné podstatnou roli maji regulacni proteiny PhaQ fungujici
jako represory. Naopak PhaM ucinkuji jako aktivatory a urychlovace syntézy. Prehled enzymi
a proteint spojenych s biosyntézou PHA piedstavuje tabulka 2 [22].

Tabulka 2: Pehled enzymi a jinych proteint souvisejicich se syntézou PHA spolecné s jejich geny
a funkci [18, 19]

Gen Protein Funkce

phaA 3-ketothiolaza Kondenzace acetyl-CoA

phaB acetoacetyl-CoA reduktaza Redukce acetoacetyl-CoA

phaC PHA syntaza Polymerizace monomernich jednotek
phaF PhaF Povrchové asociovany regulacni protein
phaG | 3-hydroxyacyl-CoA-ACP transferaza Transfer koenzymu A na misto ACP

phal Phal Povrchové asociovany regulaéni protein
phal enoyl-CoA hydratiza Hydratace enoly-CoA

phaP phasiny Strukturni protein stabilizujici granule PHA
phaM urychlovaée syntézy Urychleni katalytické aktivity PHA syntazy
fabG FabG protein Redukce 3-ketoacyl-CoA na 3-hydroxyacyl-CoA
fabD malonyl-ACP transacylaza Ptenos acylového zbytku z koenzymu A na ACP

Geny pro metabolismus PHA se v bakteridlnim chromozomu vyskytuji obvykle
v operonech. Nejprostudovangjsi je phaCAB operon nalezeny napiiklad u druhu
Cupriavidus necator H16. Tento klastr koduje tii hlavni geny ptimé syntézy scl-PHA (phaA,
phaB a phaC) a gen pro strukturni proteiny phasiny (phaP). V zavislosti na bakterialnim druhu
se geny v operonech mohou lisit [23].

2.1.3.1 PHA syntaza

Klicovym enzymem pro biosyntézu PHA je jiz dfive zminovana PHA syntaza. Jedna se o piisné
stereospecificky enzym, ktery dokaze polymerizovat pouze monomery v konfiguraci R. Podle
substratové specifity a podjednotkového slozeni rozliSujeme ctyfi zakladni tfidy PHA syntaz.

Ttida 1 je tvofena pouze jednou jednotkou PhaC o molekulové hmotnosti 60—70 kDa.
Substratem pro tuto syntazu jsou thioestery s délkou fetézce 3-5 uhliki. Katalyzuje tedy vznik
scl-PHA. Typickym zastupcem je druh Cupriavidus necator H16 [20].

Pouze jednou podjednotkou je tvofena také PHA syntdza tiidy II. Jedna se o PhaCl
nebo PhaC2 jednotky o molekulové hmotnosti piiblizné 60 kDa. Substratem jsou meziprodukty
B-oxidace nebo syntézy mastnych kyselin, proto vznikaji polymery se stfedné¢ dlouhym
fetézcem. Typickymi piedstaviteli této tfidy jsou zastupci rodu Pseudomonas [21].

Na rozdil od pfedchozich dvou tfid je ttida III a tfida IV heterogenni. V obou pfipadech nese
katalyticky aktivni misto PhaC jednotka, které pro plnou funkénost ovSem vyzaduje pifitomnost
dalsi podjednotky. V piipadé t¥idy III se jedna o PhaE s molekulovou hmotnosti 20-40 kDa.
Charakteristickymi kmeny jsou Allochromatium nebo Haloarchaea, které zpracovavaji
monomery s délkou fetézce 3-5 uhliku za vzniku scl-PHA [1].
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V posledni tfidé IV je PhaC doplnéna PhaR jednotkou, jejiz molekulova hmotnost
je pfiblizné o polovinu mensi nez PhaC. Podle substratové specifity rozliSujeme dvé
podskupiny. Prvni objev tfidy IV byl u¢inén u druhu Bacillus megaterium, proto prvni
podskupinu oznacujeme jako tfidu IVm. Druhd podskupina byla pozorovana u druhu
Bacillus cereus a nese tedy nazev tiida IVc. Obé skupiny katalyzuji primarné vznik scl-PHA
z 3HB nebo 3HV. Minoritné mohou byt substratem i jiné monomery jako 3HHx nebo 4HB,
které vedou K tvorbé kopolymert. Oproti ostatnim tfiddm PHA syntaz vykazuje tiida IV
zvlastni schopnost vyuzivat alkoholy jako substrat pro polymeriza¢ni reakci [22].

Kromé vySe zminénych tiid existuji PHA syntazy, které vykazuji pouze podobnost
s n¢kterou ze skupin, ale nelze je jednoznaéné zaradit. Navzdory rozmanitym strukturdm
a podjednotkovému slozeni syntdz zastava napii¢ vSemi tfidami zachované aktivni centrum
tvofené cysteinem, kyselinou asparagovou a histidinem. Potadi téchto aminokyselin v fetézci
se muze lisit, ale vysledny mechanismus katalyzy zlstava zachovan [20].

PHA syntazy se v katalyticky funkéni podobé vyskytuji jako dimery a nesou tedy dvé aktivni
mista. V zavislosti na mechanismu katalyzy mohou mezi sebou tyto centra spolupracovat, jako
je tomu v piipadé ping-pingového modelu, nebo dochazi k elongaci pouze v jednom aktivnim
centru v ptipadé¢ modelu sekvenéniho [20, 23].

2.1.4 Biodegradace PHA

Biodegradace je zptisob rozkladu materidlu za pomoci mikroorganismi, piredevsim bakterii
a hub. Na katabolismus PHA je vazana cela fada organismt, napiiklad rody Actinomyces,
Aspergillus, Bacillus nebo Clostridium. Zptsob degradace a vyuzivani jejich produktt
se u jednotlivych druhi lisi [24].

Mikroorganismy, které maji schopnost syntetizovat PHA, disponuji soucasné i enzymy
pro jejich intracelularni rozklad. Tato metabolicka draha je vyuzivana Vv ptipadé nedostatku
Tyto enzymy s uzkou substratovou specifitou zabezpecuji uvoliiovani monomernich jednotek
z polymeru. Vyuzivaji tedy pouze typ PHA, ktery buiika umi syntetizovat. Produkty degradace
mohou byt zpracovany v B-oxidaci, pokud se jednalo o mcl-PHA, nebo pieménény zpét
na acetyl-CoA v ptipadé P(3HB) [25].

Vedle vnitrobunééného zpracovani PHA mohou mikroorganismy tvofit PHA depolymerazy
i extracelularné.  Tato  schopnost je  vyznamna pro  biodegradaci  produktt
z polyhydroxyalkanoati v ptirod€. Substratova specifita extracelularnich PHA depolymeraz
neni tak uzka jako intracelularnich, proto vyuzivaji Sirokou zakladnu PHA polymera [25].
Navic produkce extracelularnich PHA depolymeraz neni podminéna schopnosti biosyntézy
samotnych polyhydroxyalkanoati. Mimobunééné PHA tvofi v mnoha pfipadech
pro mikroorganismy potencialni zdroj Zivin. Aby mohli byt vyuzity, je nutné rozlozit polymer
na monomery rozpustné ve vod¢, které prochazeji pres membranu do buiiky. Pii hydrolyze
polymeri se nejprve PHA depolymerazy adsorbuji na povrch krystalu a nasledné nespecificky
Stépi kovalentni vazby za vzniku rizné dlouhych oligomert. Lipazy v dal§im kroku hydrolyzuji
oligomery az na monomery, které je buiika schopna vyuzivat [24].

K degradaci PHA dochazi ve vSech typech prostiedi, napiiklad ptida, moiskd voda,
aktivovany kal nebo kompost, a to za aerobnich i anaerobnich podminek [26] V piipadé
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aerobniho zpracovavani se uvoliiuje oxid uhli¢ity a voda, naopak v anaerobnich podminkach
je hlavnim produktem methan, poptipad¢ oxid uhli¢ity a voda [24].

Na rychlost degradace ma velky vliv charakteristika okolniho prostfedi jako je teplota,
vlhkost, salinita, pH, mnozstvi kysliku a mikrobialni populace. Nemén¢ podstatnou roli hraje
samotna struktura PHA, jeji molekulova hmotnost, délka postranniho fetézce, krystalinita
a charakter povrchu. Obecné se homopolymery rozkladaji hiife z dvodu vysoké krystalinity.
Plati vsak, ze rychlost jejich degradace roste s prodluzujicim se postrannim fetézcem. Naopak
kopolymery nemaji tak vysokou krystalinitu a jejich povrch je poréznéjsi, coz vede k rychlejsi
degradaci [26, 27].

2.2 Extremofilni mikroorganismy

Mikroorganismy maji vysokou schopnost adaptace na fyzikalni, chemické a biologické faktory.
Vyskytuji se tedy piirozené na raznych mistech Zemé. Rada organismii Zije v b&znych
podminkach (podminky optimalni pro rist vétSiny organismui). Nalézame ovSem i druhy
schopné prezivat v nestandartnich prostfedich. Takové mikroorganismy nazyvané extremofilni.
Osidluji naptiklad sopecné oblasti, hydrotermalni priduchy, solna jezera, ledové oceany
moiské hlubiny a dalsi [28]. Nejen ze jsou extremofily schopni tyto podminky piezivat,
dokonce je pro svij optimdlni rist vyzaduji. Zastupce téchto mikroorganismi nalézdme
ve vSech doménach. Pfedevsim se vsak jedna o archea a bakterie, coz je dano plasticitou jejich
genomu. Vysoka flexibilita pti praci s jednotlivymi geny vede K lepsi schopnosti pfijimat
mutace [29].

Kryo- Psychro-
i - Termofilni Hypertermofilni
/m M Tepl()ta [OC]
" 4 80 120
Acidofilni Alkalofilni
0 5| 9 12

Halofilni Extrémné halofilni

m Salinita [%]

ol 7,5 15 33

Hyperpiezofilni

ﬁ——\ Tlak [bar]

0 400 1100

Obrazek 4: Zakladni rozdéleni extremofilnich organismi s jejich optimalnimi podminkami ristu,
upraveno z [28]
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Rozd¢leni extremofili podle optimalnich podminek ristu popisuje obrazek 4. Kromé téchto
zakladnich kategorii zname mnoho dalSich mensich skupin, jako jsou xerofilni organismy
vyzadujici pouze nizké procento vody V prostfedi. Oligotrofni druhy rostouci pfi limitaci
nékteré ze zakladnich zivin. Metalofilni mikroorganismy prosperujici v pfitomnosti tézkych
kovti (Cd, Zn, Cu, Co, Pb) nebo radiorezistnetni druhy vyskytujici se v prostiedi s radiaci.
Nékteré mikroorganismy jsou adaptovany na vice faktorii soucasné, poté je oznacujeme jako
polyextremofilni. Nejcastéji se jedna o acidotermofilni nebo alkalohalofilni [30].

2.2.1 Termofilni mikroorganismy

Teplota je jednim ze zékladnich fyziologickych faktord ristu. Obecné jsou mikroorganismy
schopné 1épe snaset nizké teploty, pii kterych nastava nejprve zpomaleni reprodukce a nasledné
i rastu. Postupnym sniZzovanim teploty je mozné dosahnout letilnich ucinkd. Oproti tomu
vysoké teploty pusobi destruktivné podstatné diive, jelikoz dochazi k denaturaci proteind a tim
I k zastaveni metabolismu [31]. Termofilni organismy si v8ak vyvinuli mechanismy,
jak se na vysoké teploty adaptovat. Osidluji tak napiiklad sope¢né oblasti, geotermalni jezera,
hlubokomoiské hydrotermalni priduchy, komposty nebo gejziry, coz piedstavuje Siroké
teplotni spektrum od 45 °C do 120 °C [32].

Druhy, které jsou schopné prosperovat jak pii béznych podminkéch, tak pti vyssich teplotach
(do 50 °C) oznacujeme jako termotolerantni. Oproti tomu termofilni organismy nejen snasi,
ale dokonce vyzadujici vyssi teplotni optimum pro své pieziti [33]. Bézné délime termofilni
organismy do tii zakladnich skupin podle teplotniho optima rstu: mirné termofilni organismy
Zijici pii teplotach v rozmezi 45-65 °C, extrémni termofily prosperujici v teplotach az 80 °C
a hypertermofily, jejichZ optima piesahuji 80 °C [34].

Mezi termofilnimi organismy se vyskytuji zastupci ze vSech domén. Nejméné typické jsou
vysoké optimalni teploty riistu pro eukaryota. Jedna se predev§im o vybrané druhy hub, které
spadaji do kategorie mirnych termofilli a nejsou schopny snaset teploty vyssi nez 60 °C. Bézné
se nachazeji v kompostu, kde napomahaji mineralizaci organického uhliku. Mnohem pocetné&;jsi
skupinu termofilnich organisml tvofi bakterie. Jejich zdstupce nalézdme napfi¢ vSemi
teplotnimi optimy. Dva bakterialni druhy (Aquifex aeolicus a Thermotoga maritima) se tadi
archea [30, 35, 36].

Pro preziti téchto extrémnich podminek vyuzivaji vSechny termofilni mikroorganismy
podobné mechanismy. Jednou z moZnosti je produkce specifickych latek, které slouzi jako
ochrana biomolekul pfed agregaci a denaturaci. Obecnym ptikladem mohou byt proteiny
teplotniho Soku (HSP =z anglického heat shock proteins). Tyto latky pomahaji nejen
termofilnim, ale také mezofilnim organismiim vyrovnavat se s vyssi teplotou tim, ze opravuji
denaturované ¢asti proteint [32].

Dal$i nutnosti je zména ve struktufe fosfolipidové membrany, ktera oddéluje wvnitini
prostiedi buniky od okoli. Se vzrlstajici teplotou se membrana stava fluidnéjsi a propustné;jsi.
Aby byla zachovana homeostaza je nutné strukturu membrany zménit. Strategii termofilnich
bakterii je vyuzivani vétsiho podilu nasycenych, dlouhych a rozvétvenych mastnych kyselin
pro tvorbu fosfolipidt. Oproti tomu u hypertermofilnich archei se ve fosfolipidech vyskytu;ji
navic etherové vazby [36].
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Také muselo dojit k adaptaci samotné molekuly DNA. Obecné lze fici, Ze prokaryotni
genom je kompaktnéj$i nez eukaryotni, ktery obsahuje vét§i mnozstvi intergenové DNA.
Tato skutec¢nost piindsi vyhodu v podobé¢ kratsi doby déleni. Termofilni organismy maji navic
jesté mensi velikost genomu nez psychrofilni nebo mezofilni organismy. Ke stabilité nukleové
kyseliny pfispiva i jeji nadmolekuldrni struktura. Toto nadSroubovicové vinuti znacné zvysSuje
pocet vazeb, ¢imz zvySuje odolnost viici teplotni denaturaci [37]. Zména genetické informace
s sebou nese i zménu ve struktufe proteinti. Termostabilni proteiny jsou mensi a jednodussi,
coz vychazi z celkového zmenSeni genetické informace. Na jejich teplotni stabilizaci se z velké
¢asti podili vznik disulfidickych mustka a jinych nekovalentnich interakei [36].

2.2.2 Vyuziti extremofili

Unikétni vlastnosti extremofili z nich €ini oblast zdjmu v mnoha védeckych odvétvich. Jednim
z prikladdl je astrobiologie, kde jsou zejména polyextremofilni zastupci vyuzivani jako
modelové organismy. Zkoumdanim schopnosti pfeziti v simulovanych podminkéach rtznych
vesmirnych atmosfér jsme schopni studovat potencial Zivota mimo Zemi [38].

Dalsi vyuziti nalézaji extremofilni organismy naptiiklad v oblasti mediciny. Produkci
sirokého spektra netypickych latek by mohli pomoci naptiklad s feSenim problému rezistence
bakterii na aktualné pouzivana antibiotika [39]. Kromé antibiotickych latek lze aplikovat
I extremofilni enzymy, tzv. extremoenzymy pro diagnostické ucely (zejména PCR metody).

V neposledni tadé se extremofilni organismy stavaji soucasti fady biotechnologickych
procest. Klasické chemické vyroby s sebou nesou mnoho nevyhod jako jsou vysoké emise CO;
a jinych polutantii, produkce z neobnovitelnych zdroji a dalsi. Tyto stézejni problémy lze
do jisté miry vyfeSit nahrazenim chemickych procest biotechnologiemi, pii kterych jsou
vyuzivany pro produkci zivé organismy [40]. I pfes to, Ze jsou biotechnologie ekologictéjsi,
se stale potykaji s fadou nedostatkd. Jednim z hlavnich problémi je nachylnost procest
ke kontaminaci. S nutnosti udrZzovani sterilniho procesu se poji vysoké naklady na energie
a spotfeba vody. Vyrobni naklady také rostou vlivem nutnosti chlazeni fermenta¢niho procesu
(pfi fermentaci se uvolituje metabolické teplo). Do ceny se rovnéz propisuje druh zvoleného
uhlikatého substratu. Proto je v dnesni dob¢ kladen diraz na tzv. biotechnologie piisti generace
(NGIB z anglického Next Generation Industrial Biotechnology), které se snazi eliminovat
problémy klasickych biotechnologii a tim pln¢ konkurovat chemickému primyslu. Pouzitim
extremofilli 1ze vyfesit otazku sterilace, jelikoz nestandartni podminky ristu eliminuji nartst
mezofilni mikrofléry. Pomoci termofilnich producentli lze vyfesSit i problém s chlazenim
reakce. Uvolnované metabolické teplo lze naopak vyuzivat pro udrzovani potfebné optimalni
teploty, ¢imz se snizuji naklady na chlazeni reaktoru. Nejen z ekonomického, ale také
z etického hlediska je vyvijena snaha nahrazovat drahy substrat (glukoza, fruktoza) za jiné
alternativy. Casto vyuzivané zdroje uhliku do zna¢né miry konkuruji lidskému potravnimu
fetézci, proto je usilovano o vyuZzivani jinych zdrojd, jimiZ mohou byt naptiklad odpadni
produkty potravinarského primyslu nebo zeméde¢lstvi [41, 42].

Extremofily, respektive extremoenzymy jsou dnes jiz soucasti mnoha bézné zavedenych
technologii. Jednim ze znamych ptikladi Siroce vyuzivaného termostabilniho enzymu je DNA
polymeraza izolovana z bakterialniho druhu Thermus aquaticus. Zisk tohoto enzymu zptisobil
rozvoj molekularni biologie, konkrétn¢ dnes jiz béZzné vyuzivané polymerazové fetézové
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reakce. Dalsimi oblastmi aplikaci extremofilli jsou potravinaisky, textilni nebo papirensky
prumysl [43]. Velmi aktualni je také téma biopaliv. Nejéastéji se jedna o butanol a biodiesel.
Produkce téchto latek vyzaduje v urcitych krocich pomémé drsné podminky (teplota a pH).
Vhodnymi kandidaty jsou zde proto polyextremofily. Mimo jiné jsou extremofily ¢astymi
producenty bioplasti. Nékteré dalsi ptiklady vyuziti extremofila v uvadi tabulka 3 [30]

Tabulka 3: Piiklady vyuziti extremofilnich organismu, upraveno z [30]

Organismus Latka Piiklad aplikace
Betain Stabiliza¢ni ¢inidlo
Halofilni Bakteriorhodopsin Organicka elektronika
Ektoin Kosmetika
Proteazy Potravinafstvi
Termofilni ; ;
Amylazy Hydrolyza Skrobu
Dehydrogenazy Biosenzory
Psychrofilni Proteazy, lipazy Detergenty
B-laktosidaza Potravinafstvi
Antibiotika Medicina
Alkalofilni . s
Pektinazy Béleni buniciny

2.2.3 Termofilni producenti PHA

I pti produkci polyhydroxyalkanoatt je snaha snizovat vyrobni naklady a nahrazovat stavajici
mezofilni producenty extremofily. Divodem jsou jiz vySe zminované technologické vyhody.
Slibnou alternativou k mezofilnim druhtim pfi produkci PHA jsou termofilni organismy.
Produkce probihé vétSinou pii teplotach v rozmezi 50-60 °C, coz vyrazné& snizuje riziko vzniku
kontaminace [1].

Pfikladem termofilnich gramnegativnich bakterii je druh Caldimonas thermodepolymerans,
ktery je schopen produkce P(3HB) a P(3HV), ¢ili scl-PHA. Nejvyssi produkce polymert byla
pozorovana pii pouziti Xylozy jako uhlikatého substratu. Preference xylozy pied ostatnimi
cukry je u PHA producentli netypicka. Této vlastnosti by bylo mozné biotechnologicky
vyuZivat pii zpracovani substratii rostlinného plivodu. Vedle produkce PHA byla pozorovana
I exkrece extracelularnich PHA depolymeraz [44]. Dalsim ptikladem je kmen Pseudomonas,
ktery je typickym producentem mcl-PHA. Navic je Casto schopen vyuzivat odpadni latky jako
uhlikaty substrat. U druhu Pseudomonas citronellolis byla pozorovana produkce kopolymeru
sestavajiciho z 3-hydroxyhexanodtu a 3-hydroxyoktanoatu s vyuzitim kyseliny octové
jako substratu. Kultivace byla provadéna v poloprovoznim rezimu (cca 600 1) [45]. Druh
Pseudomonas aeruginosa MCC 5300 dosahuje vysokych  vytézkt  kopolymeru
3-hydroxydekanoatu a 3-hydroxydodekanoatu pii rdstu na olejové kyseliné [46]. Dal§im
gramnegativnim producentem PHA je rod Chelatoccocus [1].

Jistou piekdzku ve vyuzivani PHA materidli ziskanych z gramnegativnich bakterii pfinési
pfitomnost kontaminanti vV polymerech. Pfitomné lipopolysacharidy ve vnéjSi membrané
bunééné stény piechazeji pii izolaci do vytézka PHA. JelikoZ se jedna o endotoxiny, mohou
zpusobovat silnou imunologickou odezvu. Vyuziti takto ziskanych polymert je tedy
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komplikované naptiklad v mediciné nebo potravinaistvi. Z tohoto divodu je nutné hledat
producenty PHA i mezi grampozitivnimi bakteriemi [47].

Stavba bunécné stény grampozitinich bakterii je odliSna. A protoze se v ni nevyskytuji
lipopolysacharidy, nepfedstavuje kontaminace témito latkami zadné riziko. Jednim z béznych
grampozitivnich producentu je rod Bacillus. U jeho termofilnich zastupci byla pozorovana
produkce P(3HB-co-3HV) pii 45 °C, ve vyjimeénych piipadech i mcl-PHA. Za posledni
desetileti se ztohoto rodu vyclenilo nékolik dalSich ¢ist¢ termofilnich kment naptiklad
Geobacillus, Anoxybacillus, Aneurinibacillus nebo Thermobacillus [1].

Potencidln¢ vyznamnym producentem PHA se jevi rod Aneurinibacillus. Jedna
se 0 peritrichni bakterii ty¢inkovitého tvaru s velikosti 0,7-1 pm x 3-6 pm. Charakteristickym
znakem je tvorba elipsovitych endospor, které zobrazuje také obrazek 5. Vyskytuje
se ve striktné aerobnim prostfedi (pouze jeden druh je mikroaerofilni), pfi optimdlni teploté
20-60 °C a pH 5,5 — 9 [48]. Zastupci tohoto rodu vykazuji vysokou flexibilitu pfi biosyntéze
PHA. U druhu Aneurinibacillus thermoaerophilus XH2 byla pozorovana nejen tvorba P(3HB),
ale také P(3HV) nebo 3-hydroxyoktanoat. Naopak syntéza netypickych kopolymert byla
zjisténa u druhu oznaceného jako Aneurinibacillus thermoaerophilus H1, ktery byl schopen
z 1,4-butandiolu tvofit kopolymery s vysokym obsahem 4HB. Dal§im rysem tohoto rodu
je schopnost vyuzivat laktony jako prekurzory pro tvorbu unikatnich kopolymert. Nevyhodou
v biotechnologickych aplikacich je tvorba spor v pokrocilém stadiu kultivace. Vhodnym
feSenim by mohl byt zdsah do genetické informace. Prvni moznosti je vytvofit geneticky
modifikovanou variantu bez schopnosti tvorby spor. Dalsi zplisob je vyuzit jiné
biotechnologicky vhodné&jsi producenty modifikované o geny z rodu Aneurinibacillus. Zejména
geny pro PHA syntazu pfedstavuji moznost, jak rozsifit portfolio kopolymert jinak vhodnych
kandidatt pro produkci PHA [49].

Obrazek 5: Snimek bakterialniho druhu Aneurinibacillus thermoaerophilus H1 z elektronového
mikroskopu
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2.3 Genova exprese

Veskeré informace potiebné pro vyvoj, fungovani a chovani organisml jsou obsazeny
v genetické informaci bunék. Nejcastéji se jedna o molekuly dvousroubovice DNA, vyjimku
tvoii n€které druhy virt. Informace jsou kédovany sekvenci nukleotidii v jednotlivych genech
nachazejicich se na chromozomech, jejichz struktura se 1i$i v zavislosti na doménach. Genova
exprese je zpusob vyjadieni genetické informace do funkcéni podoby. Pii jejim studiu se fidime
centralnim dogmatem molekularni biologie, ktery popisuje zakladni procesy pfti toku genetické
informace, tedy replikaci, transkripci a translaci [50].

2.3.1 Housekeeping geny

Me¢teni genové exprese je vyuzivano pii kvantifikaci pfepisu urcitého genu v rliznych
podminkach. Stanovovani Ize provadét vici internim standardum, kterymi byvaji takzvané
housekeeping geny. Jejich exprese v bunce je stabilni nezavisle na okoli, jelikoz koduji proteiny
zabezpecujici zékladni zivotni funkce. Jednim z téchto gent je naptiklad gap, gen kodujici
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu, klicovy enzym glykolyzy [51]. Vedle zisku energie
je nezbytné udrzovat neposkozenou molekulu DNA. Na tomto procesu maji vyznamny podil
proteiny RecA (recA). Jejich ptitomnost v buiice zabezpecuje okamzitou odpovéd’ na posSkozeni
DNA. V ptipadé vyskytu zlomu DNA se navazuji na jednovlaknovou ¢ast a spousti proces
homologni rekombinace [52, 53].

Dalsim piikladem jsou geny zabezpecujici samotnou genovou expresi. Gen 16S rRNA
je prepisovan do funkéni molekuly rRNA, ktera tvofi jadro malé ribozomalni podjednotky 30S.
Spolecné s velkou ribozomalni podjednotkou 50S vytvaieji kompletni ribozom 708,
kde nasledné dochazi k proteosyntéze [54]. Jedna se o gen s délkou ptiblizn¢ 1500 pard bazi
rozdéleny do deviti hypervariabilnich a deviti vysoce konzervovanych oblasti. Tento gen
je typicky pfitomny v genomu vSech prokaryotnich organismt. Konzervované ¢asti 1ze vyuzit
pfi potvrzeni prokaryotniho plvodu organismu. Naopak pro konkrétni fylogenetické
a taxonomické zafazeni lze studovat ¢asti hypervariabilni [55,56]. | geny s informacemi
0 ribozomalnich proteinech podléhaji v bunce stabilni expresi, coz je opét dano potiebou
neustalé proteosyntézy pro preziti organismu. Jednim z pfikladi je gen L32 kodujici
stejnojmenny protein, ktery je soucasti velké ribozomalni podjednotky 50S [51, 54]. Vedle genti
vyznamnych pro translaci lze vyuzivat i sekvence nesouci genetické informace o fungovani
transkripce. Piikladem miize byt rpoD, gen pro o’ faktor. Tato sigma podjednotka
je kofaktorem RNA polymerazy. Sigma faktor iniciuje transkripci tim, Ze se vaze na promotor
a po spojeni s polymerazou vytvaii holoenzym [57].

Pii studovani housekeeping genii u termofilnich organismt (rod Thermus) byla
pozorovana také stabilni exprese DNA gyrazy (gyrA, gyrB), ktera katalyzuje tvorbu
nadmolekularni struktury DNA pfi replikaci. Naopak jinak béZné€ pouZzivany housekeeping gen
rpoC (B podjednotku RNA polymerazy) podléhal pti své expresi vlivu okolnich podminek [58].
U rodu Bacillus byl potvrzen stabilni piepis DNA gyrazy (QyrA, gyrB) [59], fosfofruktokinazy
(pfk) nebo podjednotky DNA polymerazy (polA) [58].

20



2.3.2 Metody méieni genové exprese

Pro potvrzeni pfitomnosti ur¢it¢ho genu v bufice je mozné vyuzit rizné molekularni techniky.
Jednou z nejstarSich metod je Southern blot. Jeho princip spociva ve §tépeni molekul DNA
pomoci restrik¢nich enzymd na mensi fragmenty, které jsou nasledné separovany pomoci
gelové elektroforézy a pieneseny na nitrocelul6zovou membranu. Na membrané jsou hledané
useky DNA zvyraznény pomoci radioaktivnich vizualizacnich sond [60]. Dalsi dnes jiz
dominantné pouzivanou metodou je polymerazova fetézova reakce (PCR). Cilové useky DNA
jsou oznaceny pomoci primeri (kratké specifické oligonukleotidy). Nasledné jsou v n¢kolika
cyklech replikovany, az dojde k vytvoreni milionti kopii. Po obarveni a separaci pomoci gelové
elektroforézy je mozné urcit pfitomnost urcitého genu.

V piipadé méieni koncentrace DNA lze vyuzit metodu kvantitativni PCR (qPCR). Pii této
metodg 1ze sledovat aktualni mnozstvi kopii DNA po kazdém cyklu. Béhem amplifikace DNA
je méfena intenzita fluorescence, které je ptimo umérna koncentraci produktd v reakéni smési.
Vznik fluorescence je zprostiedkovan pifidavkem fluorescencénich €inidel ke vzorku. Pomoci
PCR technik lze analyzovat pouze molekuly DNA. Pfi studiu RNA molekul napiiklad
v souvislosti s méfenim genové exprese (nejéastéji mRNA nebo miRNA) je mozné vyuzit
reverzni transkripci a ziskat tak jednovlaknovou templatovou DNA (cDNA). Toto uspotfadani
je oznacovano jako reverzni transkripce s naslednym PCR (RT-gPCR) [61].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje

Pfi experimentalni ¢asti prace byly pouzity ptistroje uvedené v nésledujicim seznamu a bézné
laboratorni sklo.

e Analytické vahy, Ohaus Pioneer PA224C

e Centrifuga 5417R eppendorf

e Centrifuga EBA 200, Hettich

e Centrifuga SIGMA 1-14, Sartorius

e CroBEE Real-time PCR systém, Geneproof

e Hlubokomrazici box, Artico

e Laminarni box, Euroclone BioAir Auro mini

e Magneticka michacka, Biosan MMS-3000

¢ Nanofotometr, Implen P300

e Termocycler My CyclerTM, BIO-RAD

e pH metr pH 50+ DHS, XS Instruments

e Plynovy chromatograf s FID, Thermo Scientific, Trace 1300 (kolona Stabilwax
(Restek) 30 m x 0,32 mm x 0,5 mikrometrt)

e Temperovana tiepacka, IKA KS4000i control

e Temperovana tiepacka, LABWIT ZWYR-D2401

e Termoblok Block heater SBH130D, Stuart

e Termostat, LTE IP100U

e Termostat, LTE IP60

e Termocycler My CyclerTM, BIO-RAD

e Spektrofotometr Nanodrop 2000, Thermo Scientific

e Visualization system c200, Azure Biosystem

e Vahy, Kern EW 620-3NM

e Vodni lazen, WLS

e Vortex BENCHMIXER, Benchmark Scientific Inc.

e Zdroj pro ELFO, PowerPac Basic BIO-RAD

3.2 Pouzité chemikalie

3.2.1 Chemikalie pouzité pro kultivaci

e CaCl, - 2H,0 (Lachema, CZE)
e CoCl, - 6H,0 (Lach-Ner, CZE)
e CuCl, - 2H,0 (Lach-Ner, CZE)
e D-glukosa (Lach-Ner, CZE)

e EDTA (Lach-Ner, CZE)

e FeCl; (Lach-Ner, CZE)

1l
e Fe NH, citrat (Fluka, CZE)
e H3;BO; (Lachema, CZE)
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Kvasni¢ny extrakt (Himedia, IND)
MgSQO, - 7H,0 (Lach-ner, CZE)
MnCl, - 6H,0 (Lach-Ner, CZE)
Na,HPO, - 12H,0 (Lach-ner, CZE)

NH,4CI (Lach-Ner, CZE)

Nutrient Broth (Himedia, IND)

ZnCl, (Lach-Ner, CZE)

Tabulka 4: Slozeni pouzivanych médii; NB — Nutrient broth; MM — mineralni médium

Oznaceni Slozka Mnozstvi [g/l]
hovézi extrakt 10
NB NaCl 5
pepton 10 Stopové prvky SloZeni [g/1]
NaHPQO4 - 12H,0 9 EDTA 50
KH;PO4 15 FeCl; 8,3
NH4CI 1 ZnCl, 0,84
MgSO4 - 7TH.O 0,2 CuCl; - 2H,0 0,13
CaCl; - 2H,0 0,02 CoCl; - 6H,0 0,1
MM ; TES I
NH,Fe'" citrat 0,0012 MnCl, - 6H,O | 0,016
kvasni¢ny extrakt 0,5 H3;BO3 0,1
po sterilaci
glukoza 10
TES I 1 ml/l

3.2.2 Chemikalie pro molekularni techniky

Brom-chlor-propan (Thermo Scientific, USA)

DNA ladder 1 kb Plus (Nippon Genetics Europe, DEU)
DNA ladder 100 bp (Nippon Genetics Europe,DEU)
Master mix OneTaq Hot Start (2x koncentrovany) (New England BioLabs, GBR)
Master Mix SYTO-9 qPCR 2x (Top-Bio, CZE)

Master Mix LightCycler 480 SYBR Green (Roche, DEU)
MgCl, 25 mM (Thermo Scientific, USA)

Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe, DEU)
PCR agarosa (Top-Bio s.r.o., CZE)

PCR H:0O (Braun, DEU)

PCR nanaseci pufr Yellow load (Top-Bio, CZE)
Proteinaza K (New England BioLabs, GBR)

RNase-free ethanol (Lach-Ner, CZE)
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Lach-ner, CZE)

TRIzol (Molecular research center, USA)
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3.2.2.1 Pouzité kity

e Kit NucleoSpin RNA Plus (Macherey-Nagal, DEU)

e Kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagal, DEU)

e PathogenFree RNA Isolation Kit (GeneProof, CZE)

e Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, DEU)

3.2.2.2 Primery

wev

Tabulka 5: Seznam pouzitych primert, jejich sekvence, velikost amplikonu a annealingova teplota

. i i Velikost Annealingova
Gen Primer Sekvence (5" —> 37) .
amplikonu (bp) | teplota (°C)

Phal_F GGAGTTGACCGGCGATGTAA

phalJ = 195 55
Phal_R TCACCAATTTTGACAGGCGC
PhaP_F TGTGGGATGGCTGGATGAAC

phaP = 237 55
PhaP_R GCGCCCATTCTTCAAACGTT
PadR_F CCGATTAGTAGTGCGCCCAA

padR = 144 55
PadR_R CGTCCGATACACGTTTCCCT
PhaR_F CCCGTTCGATCTTTTTGCGA

phaR = 202 55
PhaR_R TTCCCGGGAAGGCATGTTAG
FabG_F ATGACAACGGCTGCTCTCTC

fabG = 208 55
FabG R TGTCGATAAATCCGGGGCAG
PhaC_F | ACACTGGGTATCATTCCACCGG

phaC 299 65/55*
PhaC R GCGGCAATGTTTAGCACGTTTG
RpoD_F CCGCAACCGTTAAGTGAAGA

rpoD 180 55
RpoD_R GAGACCGATAGTGCCGATGG
RecA_F CCCAACTTGCGCGCATATAC

recA 180 65/55*
RecA R TATTGCGCTCGGTATCGGTG-
16S F AAGAGTTTGATCCTGGCTCAG

16S rRNA = 1500 55

16S R GGTTACCTTGTTACGACT T

*teplota pouzivana v hlavni ¢asti experimentu

3.2.3 Ostatni chemikalie

e Glycerol (Lachema, CZE)

e Hydroxid sodny (VWR, GBR)

e Chloroform (Lach-ner, CZE)

e Isopropyalkohol (Lach-Ner)

e Kyselina benzoova (Sigma-Aldrich, DEU)
e Kyselina sirova (VWR, GBR)

e Methanol (Supelco, DEU)
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3.3 Pouzité mikroorganismy

V celé praci bylo pracovano s bakterialnim kmenem Aneurinibacillus sp. AFn2. Tento kmen
byl izolovan z aktivovaného kalu z ¢istirny odpadnich vod Bystfice pod Hostynem v ramci
diserta¢ni prace Ing. Ivy Buchtikové, Ph.D [62]. Déle byla, jako pozitivni kontrola pro PCR
pouzivana DNA izolovana z bakterie Cupriavidus necator H16 DSM 428.

3.4 Priprava inokula a uchovavani kultury

Potfebné mnozstvi NB média bylo rozpusténo v destilované vodé. Do Erlenmeyerovy banky
0 objemu 100 ml bylo odméteno 50 ml média, které bylo nasledné sterilovano. Sterilni médium
bylo temperovano na 50 °C a zaockovano 750 ul kultury z kryozkumavky (1 ml kultury v 10%
glycerolu). Inokula byla vzdy pfipravovana v duplikatu. Nasledna kultivace probihala
VvV temperované tiepacce (50 °C, 160 rpm) po dobu 24 hodin.

Pro dlouhodobé skladovani kultury byly pfipraveny kryozkumavky smichanim 1 ml inokula
po 24 h a 0,5 ml 30% glycerolu. Takto ptipravené vzorky byly uchovavany v hluboko mrazicim
boxu pfi teploté -80 °C az do dal§iho pouziti.

3.5 lzolace DNA

Pro izolaci DNA bylo pouzito inokulum v NB médiu po 24 hodinach Kkultivace a izola¢ni kit
NukleoSpin Tissue. Bylo postupovano podle pfilozeného navodu s tpravou nékterych kroku.
Nejprve bylo odebrano 600 pl kultury do 1,5 ml mikrozkumavky. Po oddé€leni biomasy
centrifugaci (180 s, 4000 rpm) byl odpipetovan supernatant. Nasledné¢ byla kultura
homogenizovana vortexovanim se 100 pl BE pufru a ptenesena do piiloZzené zkumavky
NucleoSpin Bead Tube Type B (zkumavka se sklenénymi kulickami). Ke smési bylo dale
piidano 40 ul roztoku MG a 10 ul proteinazy K o koncentraci 20 mg/ml. Za Géelem uvolnéni
bunééného obsahu bylo provedeno mechanické naruseni bunék pomoci stiidavého trepani
smési V horizontalni poloze a vortexovani po dobu 10 minut. Pro oddéleni pevnych zbytka bylo
k lyzatu piidano 600 ul MG roztoku a cela smés byla centrifugovana 30 s pii 11 000 X g.
V nasledujicim kroku bylo odebrano 600 pl supernatantu, ze kterého byla centrifugaci
(30 s pfi 11 000 x g) vazana DNA na kolonku NucleoSpin Microbial DNA Column. V dalsi
fazi byla provedena purifikace DNA promyvanim, nejprve pomoci 500 ul BW pufru a poté 500
ul B5 pufru. Mezi kazdym promyvacim krokem byl vzorek centrifugovan (30 s, 11 000 x g)
a umistén do Cisté zkumavky. Na zavér byla membrana obsahujici navazanou DNA suSena
centrifugaci (30 s, 11 000 X g), aby doslo k odstranéni zbytk promyvacich pufra. Finalni fazi
byla eluce DNA, kterd byla provedena ptidanim 50 pl BE pufru. Vzorek byl inkubovéan
1 minutu pii pokojové teploté a nasledné centrifugovan 30 s pii 11 000 x g. Elucni krok byl
zopakovan (od bodu ptidani 50 ul BE pufru). Vysledné mnozstvi pouzitého elu¢niho ¢inidla
¢inilo tedy 100 pl. Nakonec byl supernatant pienesen do sterilni mikrozkumavky a uchovavan
Vv teploté -30 °C pro nasledné pouziti.
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3.6 Polymerazova retézova reakce

Za ucelem amplifikace vybranych gent byla pouzita polymerazova fetézova reakce (PCR).
Slozeni PCR smési uvadi tabulka 6. Potfebné objemy byly smichany v mikrozkumavce
0 objemu 100 pl. Testovany byly vSechny primery uvedené v kapitole 3.2.2.1. Pro praci byl
pouzit master mix OneTaq Hot Start a voda v PCR kvalité. Soucasné se vzorky zkoumané DNA
byla pro kazdy primer provedena také negativni kontrola (NK), ktera neobsahovala DNA,
aby byla odhalena ptipadna kontaminace. U genu 16S rRNA, ktery potvrzuje prokaryotni pivod
DNA, byla provedena i kontrola pozitivni (PK) s pomoci znamé DNA z bakterialniho druhu
Cupriavidus Necator H16. Vse bylo pfipravovano steriln¢ v laminarnim boxu. V zavislosti
na doporu¢ené annealingové teploté jednotlivych primert byl nastaven teplotni profil PCR
reakce (tabulka 7 a tabulka 8). Vzorky byly vyhodnocovany pomoci -elektroforézy
na agarosovém gelu.

Tabulka 6: SloZzeni PCR smési

Tabulka 7: Teplotni profil PCR reakce pro geny phaJd, phaP, padR, phaR, fabG, rpoD a 16S rRNA

Slozka Objem [ul]
Master mix 12,5
Primer 2x1
DNA 1
H-0O 9,5

Podminky
Krok
Pocet cykli Teplota [°C] | Trvani [s]

PocateCni denaturace 1 94 30
Denaturace 94 30
Hybridizace primert 30 55 30
Elongace 68 90
Elongace 1 68 300
Ochlazeni 30 60

Tabulka 8: Teplotni profil PCR reakce pro geny phaC a recA

Podminky
Krok
Pocet cykli Teplota [°C] | Trvani [s]

Pocatecni denaturace 1 94 30
Denaturace 94 30
Hybridizace primert 30 65 30
Elongace 68 90
Elongace 1 68 300
Ochlazeni 30 60
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Kromeé klasické PCR byla provedena také gradientovd PCR za tc¢elem ovéfeni annealingové
teploty primeru pro gen rpoD. Celkem bylo do 100 ul mikrozkumavek pfipraveno osm
shodnych vzorkt se slozenim, které uvadi tabulka 6 a jedna negativni kontrola (NK).
Polymerazova fetézova reakce byla provedena podle nastaveni, které popisuje tabulka 9.
Gradient teploty c¢inil 2,125 °C. Negativni kontrola byla provedena v oblasti nejblize
odpovidajici teoretické teploté annealingu, tedy 54,25 °C.

Tabulka 9: Teplotni profil gradientové PCR reakce pro gen rpoD s teplotnim gradientem 2,125 °C
Vv kroku hybridizace primert

Krok Podminky
Pocet cyklu Teplota [°C] Trvani [s]

Pocatecni denaturace 1 94 30
Denaturace 94 30
Hybridizace primert 30 50-67 30
Elongace 68 90
Elongace 68 300
Ochlazeni ! 30 60

3.7 Elektroforéza na agarosovém gelu

Detekce vzorki po klasické PCR byla provadéna pomoci elektroforézy na agarosovém gelu.
Gel byl piipravovan pomoci TBE pufru (tris(hydroxymethyl)aminomethan 108 g/l; kyselina
borita 55 g/l; EDTA 9,3 g/l), ktery byl desetkrat zfedén. V Erlenmeyerové baiice bylo smichano
150 ml TBE pufru s 1,8 g agarosy (1,2% agarosovy gel). S pomoci mikrovinné trouby byl
roztok pétkrat povaren, dokud nedoSlo k Gplnému rozpusténi agarosy. Po ochlazeni roztoku
K nému bylo ptidano 7 pl barviva Midori Green Advance. Smés byla pielita do pfipravené
formy a ponechana tplné ztuhnout. Do jamek bylo nasledné pipetovano 10 ul PCR produktu
smichaného s nanasecim pufrem. Pro porovnani byl do jedné jamky pouzit velikostni standard
(4 ul). Gel byl umistén do nadoby pro elektroforézu a pielit desetkrat ziedénym TBE pufrem,
aby bylo zajisténo vodivé spojeni. Separace probihala pii napéti 90 V, po dobu 30 minut.
Nakonec byly vzorky vizualizovany pomoci UV detektoru.

3.8 Optimalizace kvantitativni polymerazové retézové reakce

Smési pro qPRC byly piipravovany pomoci master mixa SYTO-9 qPCR 2x (dale jako SYTO)
a LightCycler 480 SYBR Green (dale jako Roche). Poméry reagentti byly voleny na zakladé
informaci ptilozenych v kazdém z testovanych master mixt. Konkrétné byly optimalizované
koncentrace DNA, primert a hofe¢natych iontt ve vyslednych roztocich.

Doporucena koncentrace DNA ve finalni smési se liSila v zavislosti na pouzitém master
mixu. V piipadé¢ master mixu SYTO byl rozsah pozadovaného mnozstvi pomérné Siroky,
a to 0,5-500 ng DNA. Oproti tomu u master mixu Roche bylo pozadované rozmezi 5-30 ng
DNA. Vyznamnou roli pii amplifikaci hraje také koncentrace primert. Vysledna koncentrace
jednoho z paru primert Vreakéni smési byla doporucena Vrozmezi 0,1 uM az 1 uM
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v kone¢ném objemu 25 pl v piipadé master mixu SYTO a od 0,1 uM do 0,3 uM ve finalnim
objemu 20 ul u mastre mixu Roche. Pro plnou funkci DNA polymerazy je vyzadovana také
ptitomnost hofecnatych iontt, které pisobi jako kofaktor. Pii pouziti master mixu SYTO byly
ionty obsazeny ptimo v master mixu (2,5 mM MgCl, v kone¢ném reakénim objemu 25 ul)
a nebylo nutné je do smési zvlast’ pridavat. Naopak v master mixu Roche byly testovany rizné
koncentrace ptidavanych Mg?* iontli. Jejich vysledné koncentrace ve smési se pohybovaly
V rozmezi 1-3,25 mM.

VSechny slozky potiebné pro dany master mix byly smichavany v mikrozkumavkach
0 objemu 100 pl. U kazdého z pouzitych primera byla pfipravovana i NK neobsahujici DNA
templat. Takto pfipravené vzorky byly podrobeny qPCR S néslednou analyzou kiivek tani,
jejichz teplotni profil uvadi tabulka 10. Signal byl automaticky detekovan v pribéhu analyzy
diky méteni stoupajici intenzity fluorescence.

Tabulka 10: Teplotni profil gPCR s naslednou analyzou ktivek tani (HRM)

Podminky
Krok
Pocet cykli Teplota [°C] Trvani [s]
Pocatecni denaturace 1 95 180
Denaturace 95 10
Hybridizace primert 40 55 15
Elongace 72 10
95 15
HRM 1 40 60
95 15
Ochlazeni 1 40 20
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3.9 lzolace RNA

Izolace RNA byla provadéna s komerénimi Kity od spole¢nosti Geneproof a Macherey. Kromé
ptilozenych postupti byly také testovany urcité modifikace, zejména v Casti lyze bunck
a odstranovani kontaminantt. Celkem bylo provedeno 6 kombinaci postuptl, které schematicky
znazoriiuje obrazek 6. VSechny vzorky byly testovany vzdy v duplikatech.

= W + LBP puft,

+ 600 pl RAVI,
! TE puft s lysozymem

N ] 70 °C, 5 min :

A 4
’-‘l- promyvaci pufry
+ 1 ml TRizol,
_,/\ g 100l PBS
At 1
— I UIPZ ¥ ! LT
\\‘ m - - = 'w::::;. -
w \‘ X I L
L &)
\\% 7" eparace g
+40 pl RE pufr +40 Wl H,0 \ %, [ } "
¢ \ \/
\‘ 'A: ;‘

f_centrifugace ] + 150 pl BS roztok
. Y — + promyvaci pufry

P ) /,-" N | LLLLL
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Obrazek 6: Schéma riznych zptsobu izolace RNA
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3.9.1 Kit Geneproof

V prvnim piipad¢ izolace pomoci kitu Geneproof bylo postupovano piesné podle ptilozeného
navodu. Do mikrozkumavky bylo odebrano 150 ul kultury, ke které bylo pfidano 600 ul pufru
RAV1 obsahujiciho Carrier RNA. Takto upraveny vzorek byl inkubovan v termobloku
pfi teploté¢ 70 °C po dobu 5 minut. Nasledné bylo k lyzatu pfidano 600 ul 99,8% ethanolu.
Po zvortexovani bylo 700 pl ziskané smési preneseno na kolonku umisténé ve 2 ml
centrifugacni zkumavce. Pro navazani RNA na kolonku byl vzorek centrifugovan 1 minutu
pii zrychleni 8 000 X g. Po umisténi kolonky do nové zkumavky byl nanesen i zbytek vzorku,
ktery byl opét centrifugovan za stejnych podminek. V néslednych krocich byla membrana
promyvana. V prvnim kroku byly odstranény kontaminanty a inhibitory PCR reakce pomoci
500 ul RAW pufru. Pti dal§im promyvani bylo piidano nejprve 600 ul a poté 200 ul pufru
RAV3. Mezi kazdym promyvacim krokem byl vzorek umistén do nové zkumavky
a centrifugovan 1 minutu pii 8 000 X g. Pfed eluci byla membrana suSena v centrifuze 1 minutu
pfi 11 000 x g, aby doSlo k odstranéni veskerych rezidui promyvacich pufri. Na zavér byla
RNA eluovana. V piipadé¢ jednoho vzorku pomoci RNase-free vody predehiaté na 70 °C. Druhy
vzorek z duplikatu byl eluovan ptilozenym RE pufrem opét pii teploté 70 °C. Na kolonku bylo
ptiddno nejprve 20 pl eluéniho Cinidla. Po centrifugaci (11 000 X g, 1 min) byl elu¢ni krok
zopakovan opét pridanim 20 ul ¢inidla, celkovy objem tedy ¢inil 40 pl. Takto izolované vzorky
byly okamzité zamrazeny v hlubokomrazicim boxu na teplotu -80 °C, kde byly uschovany
pro dalsi pouziti.

3.9.2 Kit Geneproof s TRIzolem

Dalsim zptisobem byla modifikace pocateni faze vysSe zminéného postupu (lyze bunck
auvolnéni RNA). Vtomto piipadé¢ bylo odebrano takové mnozstvi kultury, které
po centrifugaci (4 000 x g, 3 min) a odpipetovani supernatantu odpovidalo 30-50 mg mokré
biomasy. K nému byl pfidan 1 ml TRIzolu. Vzorek byl ponechan inkubovat po dobu 5 minut
pii laboratorni teploté. Nasledné¢ bylo piidano 100 pl 1-brom-3-chlor-propanu (BCP).
Po 3 minutach inkubace pfi laboratorni teploté byl vzorek centrifugovan 15 minut na maximalni
otacky a teploté¢ 4 °C. Béhem tohoto kroku doslo k oddélené fazi, jak ukazuje obrazek 7.
Z vodné faze bylo odpipetovano 350 pl do pfedem piipravené mikrozkumavky obsahujici
350 ul ethanolu. Cely objem vzorku byl pfenesen na kolonku pfilozenou v kitu Geneproof.
Kroky promyvani, eluce a uchovani byly provedeny podle navodu piiloZzeného v tomtéz kitu.

Vodna faze obsahujici RNA

Interfaze obsahujici proteiny a DNA

Organické faze obsahujici proteiny,
lipidy a DNA

Obrazek 7: Rozdéleni a obsah jednotlivych fazi po centrifugaci pii izolaci RNA pomoci TRIzolu,
upraveno z [62]
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3.9.3 Kit Macherey

V piipadé izolace pomoci kitu Macherey bylo nejprve do mikrozkumavky odebrano 150 pl
kultury. Pro oddé¢leni biomasy byl vzorek centrifugovan pii 6 000 x g po dobu 5 minut.
Po odpipetovani supernatantu byla biomasa rozsuspendovana v 350 ul LBP pufru. Nasledné
byla provedena enzymaticka lyze vzorku pomoci ptidani 100 ul TE pufru s lysozymem
o0 vysledné koncentraci 1 mg/ml. Takto pfipraveny vzorek byl inkubovan ve vodni lazni
pti teploté 37 °C po dobu 10 minut a poté byl ptenesen na kolonku Nucleospin gDNA Removal
Column. Pomoci centrifugace (11 000 x g, 30 s) byla odstranéna gDNA. Dale bylo pracovéano
pouze s filtratem, ke kterému bylo ptidano 150 ul BS roztoku. Cely objem byl pfenesen
na kolonku Nucleospin RNA Plus Column a centrifugovan 15 s pfi 11 000 X g, ¢cimz doslo
k navazani RNA. V dalsich krocich byl vzorek promyvan pomoci 200 ul pufru WB1, 600 pl
pufru WB2 a 250 pl pufru WB2. Mezi kazdym krokem byl vzorek centrifugovan (11 000 x g,
15 s) a umistén do nové centrifugaéni zkumavky. Pfed eluci byla membrana suSena centrifugaci
2 minuty pti 11 000 x g. Na zavér byla provedena eluce aplikaci 40 ul (2 x 20 ul) RNase-free
vody piedehiaté na 70 °C a centrifugaci pii 11 000 x g po dobu 1 minuty. Izolovana RNA byla
okamzité zamrazena na -80 °C v hlubohomrazicim boxu. Zde byla také dale uchovavana
pro dalsi pouziti.

3.9.4 Kit Macherey v raznych kombinacich s TRIzolem

Pro vyse uvedeny postup izolace s kitem Macherey byly dale zkoumany tii rizné modifikace
lisici se zejména ve zpisobu lyze bunck a odstranéni kontaminac¢nich latek. Pti téchto metodach
byly vyuzity nasledujici kombinace ptivodniho postupu a TRIzolu.

V prvnim piipadé byl pro rozloZeni bunék a uvolnéni RNA aplikovan pouze TRIzol.
Byl tedy vyuzit obdobny postup jako V piipad¢ izolace s kitem Geneproof v kombinaci
s TRIzolem. Postup byl shodny az do faze smichani vodné faze s ethanolem. Tento roztok byl
ovSem pienesen na kolonku Nucleospin RNA Plus Column z kitu Macherey. Zpisob
promyvani odpovidal postupu pfilozeném v kitu Macherey. Eluce byla provedena aplikaci
dvakrat 20 ul RNase free vody pii pokojové teploté, celkovy objem po eluci ¢inil 40 ul. Mezi
kazdym elu¢nim krokem byl vzorek centrifugovan (11 000 x g, 1 min).

Dale bylo v postupu s TRIzolem testovano zaménéni ethanolu vyuzivaného pti sraZeni RNA
za BS pulfr, ktery byl v originalnim postupu vyuzivan pro vazani RNA na kolonku. Az do kroku
staCeni vzorku pro rozdéleni fazi bylo tedy postupovano obdobnym zptisobem jako
v pedeslych ptipadech pii praci s TRIzolem. Z vodné faze bylo odebrano 350 pul vzorku,
ke kterému bylo ptidano 100 pl BS roztoku. Nasledné kroky navazani na kolonku, promyvani
a eluce byly dokonceny podle postupu v Kitu Macherey.

V poslednim piipadé byly na kulturu aplikovany obé metody lyze bunék. V prvni fazi byla
podle postupu v Kitu Macherey enzymaticky naruSena bunécna membrana pomoci TE pufru
s lysozymem o vysledné koncentraci 1 mg/ml. Po inkubaci byl na takto upraveny vzorek
aplikovan TRIzol. Stejnym zplisobem jako v piedeslych ptipadech byly po centrifugaci vzorku
ziskany dv¢ faze. Nakonec bylo 350 ul faze obsahujici RNA smichano se stejnym mnoZstvim
70% ethanolu a preneseno na kolonku Nucleospin RNA Plus Column. Zpisob promyvani
a eluce se nelisil od postupti zminovanych v predeslych odstavcich.
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3.10 Reverzni transkripce mRNA na ¢cDNA

Smés pro reverzni transkripci MRNA do cDNA (RT smés) byla piipravena smichanim
takového mnozstvi RNA, aby jeji se jeji vysledna koncentrace v roztoku pohybovala v rozmezi
1-100 ng/pl. Objem byl doplnén 2 ul ndhodnych hexamernich primerti a vodou v PCR kvalité
do celkového objemu 13 pl. Roztok byl homogenizovan vortexovanim, nasledné stocen
a umistén do termocycleru na 10 minut pii teploté 65 °C za Gcelem denaturace sekundarnich
struktur RNA. Nasledn¢ byl vzorek ochlazen a doplnén o zbyvajici reagenty potiebné
pro reverzni transkripci, jejichz presné slozeni uvadi tabulka 11. Vysledny objem RT smési
¢inil 20 pl. Veskera prace s jednotlivymi reagenty i s celou RT smési byla provadéna na ledu.
Samotna reakce probihala Vv termocycleru nejprve pii teploté 25 °C po dobu 10 minut
a okamzité poté 30 minut pii teploté 55 °C (doporucené nastaveni pro cilové mRNA o velikosti
mensi nez 4 kb). Na zavér byla inaktivovana reverzni transkriptaza zahtatim vzorki na 85 °C
po dobu 5 minut. Timto postupem bylo dosazeno zisku cDNA v dostatecné kvalité pro PCR,
ktera byla skladovana pfi teploté -25 °C az do dal$iho pouziti.

Tabulka 11: Pfesné mnozstvi jednotlivych reagentii pouzitych pro reverzni transkripci

Slozka Mnozstvi [pl]
Puft pro reverzni transkripci 4
Inhibitor RNaz 0,5
Deoxynukleotidy 2
Reverzni transkriptaza 0,5

3.11 Rustova krivka

Meéfeni ristové kiivky bylo provadéno na dvou typech produkénich médii, a to na NB médiu
s 4 g/l glukdzy a mineradlnim médiu s 10 g/l glukozy. Nejprve bylo pfipraveno inokulum podle
postupu uvedeného v kapitole 3.4. Nasledna produkce probihala v Erlenmeyerovych bankach
o objemu 250 ml, do nichz bylo pfipraveno 100 ml média. Po sterilaci byla do média ptidana
glukoza, poptipadé roztok stopovych prvkl (u mineralniho média). Pied inokulaci byla média
temperovana na 50 °C a nasledné byla zao¢kovana inokulaénim pomérem 10 obj. %. Kultivace
probihala na temperované tfepacce pii teploté 50 °C a 160 rpm po dobu 72 hodin. V intervalech
po 6 hodinach bylo méfeno pH a opticka hustota, dale byly provadény odbéry pro gravimetrické
stanoveni biomasy, kvalitativni i kvantitativni stanoveni PHA a pro izolaci RNA.

3.11.1 Gravimetrické stanoveni mnoZstvi biomasy

Pro gravimetrické stanoveni biomasy bylo vzdy odebirdno dvakrat 10 ml kultury
do centrifuga¢nich zkumavek. Po centrifugaci pti 6 000 rpm po dobu 5 minut byl odlit
supernatant. Stejny postup centrifugace byl proveden i pii promyti biomasy destilovanou
vodou. Nakonec byla biomasa suSena do konstantni hmotnosti a vaZena na analytickych
vahach.
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3.11.2 Odbéry vzorkii pro izolaci RNA

V prib¢hu méfeni rustové kiivky byly odebirany také vzorky pro izolaci RNA. V zavislosti
na dobé odbéru bylo odebirano nejprve 600 pl, v pozdé¢jsich fazich kultivace byl objem
postupné snizovan az na 200 pl. V kazdé hodiné byly z obou médii provedeny celkem &tyfi
odbéry do 1,5 ml centrifugacnich zkumavek. VSechny vzorky byly centrifugovany pii 4 °C
na maximalni otacky po dobu 15 minut. Po centrifugaci byl steriln¢ odpipetovan supernatant.
Biomasa byla uchovéna pfi -80 °C az do samotné izolace RNA.

3.11.3 Spektrofotometrické stanoveni optické hustoty

Spektrofotometricky byla méfena optickd hustota pti vinové délce 630 nm. Méfeni bylo
provadéno v kyvetach 0 objemu 1 ml. Jako slepy vzorek byla pouzita destilovana voda.

3.11.4 Stanoveni mnoZstvi PHA pomoci plynové chromatografie

Ze suché biomasy bylo po jejim zvazeni odebrano 5-11 mg do krimplovacich vialek
pro stanoveni PHA. Nasledné byl do vialek pfidan 1 ml chloroformu a 0,8 ml esterifika¢ni
smési s vnitinim standardem (15% kyselina sirova v methanolu, 5 mg/ml kyselina benzoova).
Vse bylo hermeticky uzavieno a esterifikovano pii 94 °C po dobu tfi hodin. Po skonceni
esterifikace byl cely obsah smicham s$0,5 ml 0,05M hydroxidu sodného, aby doslo
K neutralizaci kyseliny a oddéleni fazi. Do c¢isté Sroubovaci vialky bylo piidano 900 pl
isopropylakoholu, do kterého bylo pfidano 50 ul odebrané chloroformové faze (spodni). Takto
pripravené vzorky obsahujici methylestery byly vyhodnoceny pomoci plynové chromatografie
s plamenov¢ ionizaénim detektorem (GC-FID). K analyze byla pouzita kolona Stabilwax
(Restek, délka 30 m, 1.D. 0,32 mm, $itka filmu 0,5 pm) a jako nosny plyn dusik s konstantnim
pratokem 2 ml/min. Stejnym zpisobem byla pro kazdé méfeni piipravena i kalibra¢ni fada
z ¢istych polymert.

3.11.5 Kvantitativni polymerazova retézova reakce

Ve vsech sledovanych fazich ristové kiivky byla stanovovana exprese gent phaC, phaR, phaJ,
fabG, phaR, phaP, padR a recA. Pro jejich méteni bylo nejprve nutné ovéfit vhodnou
koncentraci cDNA Vv reakéni smési. Zisk této komplementarni DNA (cDNA) z mRNA byl
popsan jiz v kapitole o reverzni transkripci. Nasledné bylo nutné sestrojit kalibracni ptimky
pro jednotlivé geny.

3.11.6 Porovnani koncentrace cDNA pro méieni genové exprese

Pfi uréovani vhodné koncentrace cDNA v reakéni smési bylo porovnavano mnozstvi ziskané
z optimalizacni Casti prace a doporucené mnozstvi z kitu pro reverzni transkripci. V prvnim
ptipadé¢ byly smési piipravované s cDNA ziedénou na koncentraci piiblizné 100 ng/ul. Druhou
variantou bylo pouziti 1 pl nefedéné cDNA ziskané pifimo zreverzni transkripce MRNA
s koncentraci cca 2500 ng/ul. V obou piipadech byly smési pfipravovany v duplikatech
z12,5ul MM SYTO, 2 ul obou z dvojice primera (vysledna koncentrace 0,4 uM) a voda
do vysledného objemu 25 ul. Pro porovnani byly nahodné vybrany primery PhaC a PadR.
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Reakce probihala podle teplotniho nastaveni popsaného v kapitole 0 optimalizaci smési
na qPCR (tabulka 10).

3.11.6.1 Kalibra¢ni kiivky

Pro kazdy gen byla sestrojena kalibracni zavislost s vyuzitim ptislusného primeru. Celkem bylo
piipraveno celkem pét koncentraci DNA. Jednotlivé vzorky byly pfipravovany v duplikatech
s vyuzitim nejprve nefedéné DNA o vysledné koncentraci 100 ng/ul v reakéni smési.
Toto mnozstvi bylo snizovano desitkovym fedénim az do desettisickrat zfedéného vzorku.
V kazdé smési byl dale pouzit master mix SYTO (12,5 ul), primery o vysledné
koncentraci 0,4 uM avoda na doplnéni do objemu 25 pl. Teplotni profil reakce uvadi
tabulka 10.

3.11.6.2 Méreni genové exprese

Me¢éfeni genové exprese pomoci qPCR bylo provedeno analyzou c¢DNA ziskanych
z jednotlivych fazi ristové kiivky (zptsob zisku cDNA uvadi predeslé kapitoly o izolaci RNA
a jeji reverzni transkripci). Vzorky pro qPCR byl ptipravovany v duplikatech pro kazdy odbér.
Do reakéni smési bylo pfidavano 12,5 MM SYTO, 1 ul cDNA ziskané pfimo z reverzni
transkripce, jeji koncentrace €inila pfiblizné 2 500 ng/ul. U kazdého vzorku byly testovany
vSechny primery (PhaC, PhalJ, PhaP, PhaR, PadR, FabG a RecA). Vzdy byly pfidavany 2 pl
kazdého z dvojice primerd. Jejich koncentrace ve finalni smési ¢inila 0,4 uM. Vysledny roztok
byl doplnén vodou v PCR kvalit¢ do celkového objemu 25 pl. Analyza probihala podle
nastaveni, které uvadi tabulka 10.
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4 Vysledky a diskuse

Myslenka udrzitelnosti a ekologie vede védce k vyvoji novych technologii a materiald. Jednou
z oblasti vyzkumu jsou také polyhydroxyalkanoaty, 1atky mikrobialniho ptivodu s potencialem
nahradit petrochemické plasty. V poslednich letech se ukazuje, Ze se zastupci rodu
Aneurinibacillus jevi jako vhodni kandidati pro jejich produkci. Unikatnost tohoto rodu spociva
piedevsim Vv Siroké paleté riznych netypickych kopolymerd, které jsou schopni syntetizovat.
Vétsina experimentd se zaméiuje piedevsim na produkci a vlastnosti ziskanych kopolymera
[49, 47, 64]. Avsak pro lepsi pochopeni jejich syntézy je potieba zkoumat i geneticky zaklad
tohoto organismu, jehoz pochopeni by otevielo moznosti napiiklad genovému inzenyrstvi.
Za timto ucelem byla provadéna experimentalni ¢ast prace, ve které byly zkoumany jednotlivé
geny spojené s metabolismem PHA a jejich exprese.

4.1 Optimalizace
411 Testovani primera pro PCR

VSechny diive popsané primery (kapitola 3.2.2.2) pouzivané v praci byly navrZeny
na bakterialni rod Aneurinibacillus. Pied jejich dal§im pouzitim bylo ovS§em nutné nejprve
ovéfit specifitu jejich hybridizace s DNA izolovanou z druhu Aneurinibacillus sp. AFn2.

Uspé&snost izolace a kvalita DNA pro ugely PCR byla ovéiena porovnanim typicky
prokaryotniho genu 16S rRNA (16S) s pozitivni kontrolou (PK), jiz byla DNA izolovana
zdruhu Cupriavidus necator H16, znamého bakterialniho producenta PHA. Jak ukazuje
obrazek 8, pozice obou bandu je shodna, coz potvrzuje pozitivni vysledek izolace DNA.
Oproti ostatnim pozorovanym amplikoniim se oba bandy nachazeji zna¢né blize poc¢ate¢ni linii.
To vypovida o velikosti tohoto genu — ptiblizné 1500 bp.

U ostatnich gent byly predpokladany kratsi vysledné produkty (cca 150-300 bp), proto
je jejich poloha na gelu dale od po¢ate¢nich jamek. Specificka hybridizace, a tedy vznik pouze
jednoho PCR produktu byl tspésné potvrzen u vSech pard primerd kromé RpoD,
coz demonstruje obrazek 8 a obrazek 9. V pozitivnich ptipadech byl u kazdého z genti patrny
pouze jeden band. V ptipadé RpoD byly detekovany bandy dva, proto byla pro tento primer
dale zkoumana optimalni teplota annealingu, ktera bude diskutovana v nésledujici kapitole.

Pha] NK PhaP NK PadR NK PhaR NK Z FabG NK RpoD NK 16S NK PK

p

.

o

Obrazek 8: Vysledek gelové elektroforézy s PCR produkty genti phaJ, phaP, padR, phaR, fabG,
rpoD a 16S rRNA, NK — negativni kontrola (napravo pro kazdy primer), Z — zebti¢ek, PK — pozitivni
kontrola
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PhaC NK RecA Z NK

Obrazek 9: Vysledek gelové elektroforézy s PCR produkty genti phaC a recA, NK — negativni
kontrola (napravo pro kazdy primer), Z — zebfi¢ek

4.1.2 Teplotni nastaveni annealingu

Kromé samotné sekvence primeru, kterd musi byt vhodna pro studovany gen, ovliviiuje jeho
hybridizaci také teplota. Obrazek 8 zobrazuje kromé specificky amplifikovanych produkti také
neuspésny vysledek amplifikace genu rpoD, pii némz byly na gelu vizualizovany dva bandy.
Jelikoz negativni kontrola pro tento vzorek (NK vpravo od RpoD) neobsahuje zadny band,
je mozné vylouéit jeho kontaminaci jinou molekulou DNA. Pravdépodobné tak v dusledku
nedostate¢né specifity primert doslo béhem annealingové faze polymerazové fetézové reakce
k jejich hybridizaci na riznych mistech DNA. Po elongaci nového fetézce byly tedy ziskany
rizn¢ dlouhé tseky, které po separaci gelovou elektroforézou vytvorili dva bandy.
Jeden s ocekavanou velikosti ptiblizn¢ 180 bp a druhy s velikosti cca 1 600 bp. Z toho divodu
byla pro primer RpoD provedena gradientova PCR. Jejim cilem bylo stanovit optimalni teplotu,
pii které dochazi ke specifickému navazani primeru, nebo Vv opa¢ném piipadé potvrdit
nespecifitu primeru. Rozsah teplot byl zvolen 50-67 °C s gradientem 2,125 °C.
Timto teplotnim profilem byla provéfena blizka oblast teoreticky stanovené annealingové
teploty. Soucasné byla pii teploté 58,5 °C provedena negativni kontrola, ktera neobsahovala
DNA. Jak ukazuje obrazek 10, pti zadné teploté nebylo dosazeno pozitivniho vysledku
Vv podobe¢ jednoho bandu.

Obrazek 10: Vysledek gelové elektroforézy s produkty gradientové PCR pro primer RpoD; zvoleny
rozsah teplot 50-67 °C s gradientem 2,125 °C; oznaceni jamek 1-8 odpovida jednotlivym teplotam
(sestupné — jamka 1 s produkty pii 67 °C, jamka 8 s produkty pti 50 °C)
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V souvislosti s experimentalni ¢asti prace byl pravé rpoD zvaZzovan jako potencialni
housekeeping gen. Pokud by se jednalo o gen se stabilni expresi, bylo by ho mozné vyuzit
pti kvantifikaci exprese ostatnich genl. Nespecifické navazani primerd ovSem brani jeho
aplikaci v dalsich fazich experimentu, proto byl na zakladné ziskanych vysledkd vytazen.
Vznik vice PCR produktii ovSem neznamena, Ze v burice gen neni piitomen a nedochazi k jeho
expresi. Nese totiz informaci o sigma faktoru RNA polymerazy, ktery je nezbytny pro proces
transkripce.

V ramci zefektivnéni prace byla u primerti S vyssi annealingovou teplotou (PhaC a RecA,;
65 °C) testovana také niz$i annealingova teplota 55 °C, ktera byla vyuZzivana u ostatnich
primert. Ze ziskanych vysledkl, které zobrazuje obrazek 11, je ziejmé, ze i pii této teploté
doslo k piesné hybridizaci primerti a zisku specifickych produkti. Diky této skute¢nosti
je mozné analyzovat vSechny dfive zminéné geny béhem jedné PCR.

PhaC PhaC NK Z RecA RecA NK

Obrazek 11: Vysledek gelové elektroforézy s PCR produkty genti phaC a recA pii annealingové
teploté 55 °C, NK — negativni kontrola (napravo pro kazdy primer), Z — zebticek

Tabulka 12 shrnuje pro ptehlednost ziskané vysledky ovéfovani specifity jednotlivych
primert a jejich finalni annealingovou teplotu vychazejici z dat ziskanych pomoci klasické
PCR.

Tabulka 12: Shrnuti vysledki klasické PCR

Gen Primer Potvrzeni | Vysledna annealingova
specifity teplota [°C]

phad Phal ano 55
phaP PhaP ano 55
padR PadR ano 55
phaR PhaR ano 55
fabG FabG ano 55
phaC PhaC ano 55
rpoD RpoD ne -
recA RecA ano 55

16S rRNA 16S ano 55
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4.1.3 Slozeni smési pro qPCR

V pocateéni fazi prace byly testovany a porovnavany master mixy na piipravu qPCR smési
od dvou spolec¢nosti, a to SYTO a Roche. Pro dosazeni pozitivnich vysledkt bylo nutné ovéfit
potiebné mnozstvi jednotlivych reagentt.

Jednou ze zakladnich slozek smési je templatovda DNA. Ta musi dosahovat pozadované
kvality z hlediska Cistoty, koncentrace a nepfitomnosti inhibitorti, coz bylo ovéfeno jiz pomoci
klasické PCR. Vyznamnou roli pfi amplifikaci hraje také koncentrace jednotlivych primert.
Optimalni mnozstvi primeru je nejnizsi mozné, které stale poskytuje pozitivni vysledky
s ohledem na intenzitu signalu a rychlost reakce. Pfili§ nizka koncentrace vede k brzkému
vyCerpani primerd, jenz znemoziuje amplifikaci v§ech molekul DNA Vv pozdé¢jsich fazich
reakce. Naopak prili§ vysoka koncentrace muze zpusobovat nespecifické hybridizace nebo
dimerizaci primert, coz opét snizuje efektivitu QPCR. Syntéza novych kopii DNA je mozna
pouze za pritomnosti DNA polymerazy, ktera je svou funkci zavisla na hote¢natych iontech
pusobicich jako kofaktor [64].

Kromé dalSich esencialnich slozek musi smés obsahovat fluorescen¢ni barvivo umoziujici
meéfeni signalu. Pfi pouziti master mixu Roche bylo vyuzivano barvivo SYBR 1 Green
a Vv pripad¢é master mixu SYTO se jednalo o SYTO-9. Ob¢ fluorescenéni barviva fadime mezi
interkala¢ni ¢inidla se zvySenou emisi pii navazani na dsDNA. Spektra obou barviv jsou
si velmi blizka, proto je mozna jejich detekce pomoci shodnych optickych filtrit béhem jedné
analyzy [66].

Na zakladé téchto poznatkli a doporucenych rozmezi koncentraci pro jednotlivé reagenty
(uvedeno v kapitole o optimalizaci smési na qPCR) byly provedeny testy riznych kombinaci
koncentraci DNA, hofe¢natych iont (pouze pro master mix Roche) a primera (v optimalizaéni
fazi bylo pracovano pouze s vybranymi primery). Podle ziskavanych vysledku byly dale
vybirany a  testovany nejvhodnéjsi  kombinace pro kazdy zmaster mixd.
Po vyhodnoceni kone¢nych dat bylo ze vSech testovanych moznosti dosazeno obecné lepsich
vysledkt se vzorky ptipravovanymi pomoci master mixu SYTO. A to zejména z pohledu
intenzity maximalniho signalu a cyklu, ve kterém byl signal detekovan. Oproti tomu master
mix Roche dosahoval ve svém maximu pouze prumérné intenzity master mixu SYTO.
Fluorescenéni barvivo vyuzivané v master mixu Roche (SYBR Green 1) mize
za neoptimalizovanych podminek vykazovat v analyze inhibi¢ni G¢inky [68], coz mohlo
negativné ovliviiovat intenzitu signalu. Inhibi¢ni vlastnosti barviva SYBR Green I 1ze do jisté
miry omezit ptidavkem vysSi koncentrace hofec¢natych ionti [66]. To bylo v priabéhu
experimentll také potvrzeno ziskem silngjSich signdli pfi pouziti hotfecnatych iontl
Vv koncentracich 2,5-3,5 mM. Priklad amplifika¢nich kfivek s nejlepSimi vysledky pro oba
master mixy znazornuje obrazek 12.
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Obrazek 12: Ukazka nejlepSich vysledki intenzit signalu s pouZzitim master mixu SYTO (modra)
a Roche (Cervena)

Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno konkrétné pii pouziti master mixu SYTO s DNA
o0 koncentraci 100 ng/ul a primerem PhaC o koneéné koncentraci 0,4 uM kazdého z paru.
Nasledné bylo toto mnozstvi aplikovano i pti qPCR s ostatnimi primery, aby byla ovétena jejich
funk¢nost pii zvolené koncentraci reagentil. I pfes to, ze nebylo slozeni reakéni smési dale
optimalizovano pro jednotlivé primery, byla na zéklad¢ ziskanych dat potvrzena dostatecna
kvalita signalu u kazdého ze vzork, jak ukazuje obrazek 13. Bez dalSich Gprav bylo tedy mozné
pouzit tuto kombinaci i v souvislosti s méfeni genové exprese.
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Obrazek 13: Amplifikacni kiivky pro jednotlivé primery pfi pouziti MM SYTO s nejvhodné;jsi

kombinaci koncentraci slozek smési

Kontaminace vzorki byla vylouena na zakladé¢ vyhodnoceni negativnich kontrol,
ve kterych nedochéazelo k zadné amplifikaci. Soucasné byla provedena i analyza kiivek tani
(HRM analyza), za ucelem odhaleni vzniku nespecifickych produktd jako jsou naptiklad
dimery primer. Tato metoda je zaloZena na vyhodnocovani teploty tani (Tt) ¢ili teploty,
pfi které se pfeméni polovina dsDNA na ssDNA. Vlivem zmény struktury klesd intenzita
fluorescence, ktera je zaznamenavana praveé v zavislosti na teploté. Po derivaci vznika v oblasti
Tt pik, jehoz poloha na ose x odpovida konkrétnimu produktu. Pro ¢isté vzorky by mélo byt
dosaZeno vzniku pouze jednoho piku na kiivce tani produktu a nulového signalu v ptipadé
negativni kontroly [68], coz je znazornéno na piikladu primeru PhaC, ktery zobrazuje
obrazek 14. Pti analyze odliSnych produktt se vlivem riznych sekvenci poloha piki lisi. Velky
vyznam ma HRM analyza pfi vyhodnocovani negativnich kontrol. Diky vysoké citlivosti 1ze
odhalit i drobnou kontaminaci, ktera nedosahuje dostatecného signalu, aby byla zaznamenana
v méftitku amplifikacnich kiivek hlavnich produkti.
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Obrazek 14: Priklad vysledku HRM analyzy pro primer PhaC, tmavsi kiivka s pikem odpovida
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4.2 Porovnani metod izolace RNA pomoci komeré¢nich kit

Pro métfeni genové exprese je nutné z bun€k izolovat mRNA. V této préci bylo testovano
celkem Sest riznych postupti izolace RNA pracujici pfedevsim s izola¢nimi kity Macherey,
Geneproof a chemickym roztokem pro izolaci nukleovych kyselin TRIzolem.

Jednotlivé metody izolace se liSily zejména ve zpisobu lyze bun€k a separaci uvolnéné RNA
z roztoku. Ve vSech pfipadech byla findlni purifikace RNA provadéna promyvanim vhodnymi
pufry na kolonce. Tim doslo k odstranéni vSech kontaminanti negativné ovlivijicich dalsi
vyuziti izolatu. Béhem purifikace musela byt odstranéna také veskerd rezidua DNA, ktera
by pii PCR mohla poskytovat fale$né pozitivni vysledky. V posledni fazi bylo testovano
mnozstvi elu¢niho ¢inidla, které bylo snizeno z doporucenych 60 pl na 40 pl za i¢elem zvysSeni
koncentrace RNA v izolatu. Navic byla také porovnavana RNase free voda a RE pufr pro eluci
v kitu Geneproof. Ob¢ metody dosahovaly shodnych vysledkt a pro dalsi pouziti byla jako
elu¢ni ¢inidlo zvolena voda.

U vsech vzorkl byla spektrofotometricky méfena koncentrace a Cistota. Ziskané vysledky
uvadi tabulka 13. S vyuzitim spektrofotometrie se do ziskané koncentrace propisuji vSechny
sloZky absorbujici pti stejné vlnové délce. Pro méfeni nukleovych kyselin je vyuZivana vlnova
délka 260 nm, ve které absorbuji purinové a pyrimidinové kruhy bazi. Do vysledné koncentrace
tedy vstupuje ptispévek RNA, DNA a volnych nukleotida. Pfi hodnoceni piesnosti vysledkd je
nutné zohlednit také cistotu vzorkli ur€ovanou z poméru absorbanci pii riznych vinovych
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délkach a také elektroforeticky [68]. Jednoznaéné nejlepSich vysledkt z pohledu celkové
koncentrace dosahovala izolace pomoci kitu Geneproof bez jakékoli modifikace, u které byla
pfi pfipravé vzorka vyuzivana Carrier RNA. Tato latka slouzi jako nosi¢ pro precipitovanou
RNA a napomaha jejimu vazani na kolonku. V takto pfipravenych vzorcich byla koncentrace
RNA mnohonésobn¢ vyssi nez u jakékoli jiné metody.

Pti spektrofotometrickém vyhodnocovani ¢istoty vzorkd byl porovnavan pomér
A260/A280, ktery udava piedevsim miru kontaminace proteiny. Je vSak ovlivnén i pfitomnosti
fenolu, inhibitort nukleaz a degradaci vzorku. Cista RNA by méla dosahovat hodnot tohoto
pomeéru piiblizné dva (Vv piipadé vyssiho zastoupeni uracilu mirné vyssi) [68]. U vSech vzorkt
izolovanych pomoci TRlzolu byl ziskany pomér znacné niz§i (pfiblizn¢ 1,3-1,45),
coz vypovida o ptitomnosti kontaminant siln¢ absorbujicich pii 280 nm.

Pomér A260/A230 udava predevsim miru kontaminace nizkomolekularnimi latkami, jako
jsou organické soli nebo uhlovodiky. V idedlnim piipad¢ ¢ist¢ RNA by mél vysledek nabyvat
vys8ich hodnot néz dva. Metody, ve kterych byl pouzivan TRIzol, dosahovaly opét nizsich
vysledki. To vypovida o mozné pritomnosti kontaminanti jako naptiklad guanidin
isothiokyanat nebo fenol obsazenych v TRIzolu. Dalsi vliv by mohla mit také rezidua ethanolu
ze srazeni RNA [69].

Tabulka 13: Koncentrace a Cistota RNA pro uvedené zpusoby izolace

Kit Macherey Geneproof
. i L enzymaticka a .
Zpisob lyze |enzymatickd | TRIzol TRIzol tepelna TRIzol
TRIzol

Srazeni RNA | BS roztok ethanol BS roztok ethanol ethanol ethanol
¢ RNA [ng/ul] 32,9 8,5 24.8 30,4 267,9 11,3

A260/A280 1,89 1,38 1,33 1,40 3,41 1,44

A260/A230 2,34 0,62 0,66 0,67 2,69 0,56

Pro vylouceni kontaminace izolatt genomickou DNA byla provedena byla také PCR s RNA
namisto DNA, konkrétn¢ s vyuzitim primera PhaC, ktery slouzi k detekci PHA syntazy ctvrté
tiidy typické pro rod Aneurinibacillus. Jelikoz je tato metoda zalozena pouze na amplifikaci
usektt DNA, nemélo by k reakci vibec dochazet, coz bylo také ispé$né potvrzeno pomoci
vizualizace gelovou elektroforézou.

Po pfevedeni izolované mMRNA do cDNA pomoci reverzni transkripce byla se ziskanymi
vzorky opét provedena klasickh PCR za ucCelem ovéfeni spravného prabéhu piepisu.
Jak zobrazuje obrazek 15, nejlepsich vysledki bylo dosazeno s kitem Geneproof (GP1 a GP2).
V ostatnich ptipadech nebyly vysledky replikovatelné.
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Obrazek 15: Ovéreni pfitomnosti cDNA pomoci PRC a nésledné gelové elektroforézy, cDNA byla
ziskana reverzni transkripci mRNA izolované riznymi zpusoby: GP1- Geneproof eluovany vodou,
GP2 — Geneproof eluovany RE pufrem, GT — Geneproof a TRIzolu, M1- kitem Macherey
v kombinaci s TRIzolem a lysozymem, M2 — kit Macherey v kombinaci s TRIzolem a BS roztokem

Navzdory urceni kitu Geneproof pro izolaci virové RNA byl vybran pro zbytek
experimentalni prace, a to na zdkladé vysoké koncentrace izolatu, nepiitomnosti gDNA a dobré
reprodukovatelnosti pfi reverzni transkripci. Navic prace s timto kitem byla velmi intuitivni
a jednoducha v porovnani s kitem Macherey.

4.3 Ruastova krivka

Jak jiz bylo dtive zminéno rod Aneurinibacillus je jednim z producentd PHA. Jeho vyznam
spoc¢iva predev§im v moznosti zpracovani rtiznych prekurzort a jejich pfeménu v netypické
kopolymery. Dalsi zkoumanou zvlastnosti tohoto organismu je jeho schopnost produkce PHA
Vv prostiedi limitace Zivinami i bez ni. Pravé na tuto skute¢nost byla zaméfena pozornost béhem
experimentalni ¢asti prace, v ramci které byla pozorovana ristova kiivka na dvou typech
kultivacnich médii. Prvnim bylo minerdlni médium, jenz svym sloZzenim reprezentovalo
prostiedi s limitaci dusikem. Jako zdroj uhliku a soucasné prekurzor pro tvorbu PHA byla
ptidana glukoza s vyslednou Koncentraci 10 g/l. Takto nastavené podminky vyvolavaji stres,
¢imz je vSeobecné podporovana produkce PHA v mnoha organismech [69]. Druhym
zkoumanym piikladem bylo prostfedi s komplexnim zdrojem Zivin pfipravené z NB média
obohaceného glukézou o vysledné koncentraci 4 g/l. V tomto ptipadé by nemélo dochazet
k vyvolavani stresu a vliv snadno dostupnych zivin by mél vést k vysokému narustu kultury.

4.3.1 Stanovovani optické hustoty

Béhem kultivacnich experimentii byl po dobu 72 hodin sledovan riist biomasy na vyse
popsanych médiich. Orienta¢nim stanovenim nartistu bun¢k bylo spektrofotometrické méteni
optické hustoty (OD) pii 630 nm v intervalech $esti hodin.

Vysledky méteni OD na obou médiich zobrazuje obrazek 16. Ze ziskanych dat Ize odhadovat
pribéh narustu biomasy, nikoli v8ak pfesny pocet bunék nebo jejich koncentraci. Naméiené
hodnoty by mély v idealnim piipadé korelovat s ristovou kiivkou a kopirovat jeji S tvar.
V pocate¢ni fazi kultivace nebyla zaznamendna vyznamna lag faze, ve které by dochézelo
k adaptaci bunék na nové prostiedi. Lze tedy piedpokladat, ze tato faze byla diky nastavenym
podminkam redukovana. Od poc¢atku méteni byl tedy v obou médiich pozorovan nardst kultury.
V pripadé¢ NB média dochazelo k ristu kultury ptiblizn¢ do 24. hodiny kultivace. Nasledovala

43



faze stacionarni, a to az do ukonceni experimentu. V ptipad¢ minerdlniho média byla ristova
faze pozorovana az do 54. hodiny, nasledné¢ hodnota optické hustoty klesla, coz by mohlo
signalizovat ptechod do stacionarni faze ristu. K potvrzeni tohoto ptedpokladu by bylo potieba
prodlouzit dobu kultivace, aby bylo ziskano vice dat udavajici tento trend. Ani v jednom
piipadé nebylo pozorovano vyznamné snizeni optické hustoty signalizujici odumirani bun¢k.

16 +
14 |

12 +

S
t

—<komplexni

OD630nm [-]

—¥-mineralni

0 10 20 30 40 50 60 70 80
¢as [hod]

Obrazek 16: Vyvoj optické hustoty na komplexnim a mineralnim médiu

4.3.2 Stanoveni biomasy a PHA

Pfesna koncentrace bun¢k b&éhem kultivace byla urcovana gravimetricky. Soucasné bylo
pomoci GC-FID stanovovano i mnozstvi PHA produkovanych v prubéhu ristu. Konkrétné
se jednalo o P(3HB). Vytézek biomasy a P(3HB) na komplexnim médiu (NB médiu) vystihuje
obrazek 17. Naopak vytézky na mineralnim médiu shrnuje obrazek 18. Z pohledu koncentrace
biomasy je pozorovan podobny rostouci trend na obou médiich az do tficaté hodiny kultivace.
Zajimavym faktem je piekvapivy nartist biomasy na mineralnim médiu, ve kterém se stoupajici
trend drzel az do padesaté ctvrté hodiny. Naopak v médiu komplexnim pteSla kultura
do stacionarni faze jiz po tficaté hodin€. Vyznamny vliv na tento vysledek mohla mit poc¢atecni
koncentrace glukdzy v obou médiich, kdy vyssi koncentrace glukézy podpofila rist.

Pii pohledu na produkci PHA je ziejmé, Ze na komplexnim médiu dochazelo k vyssi
produkci PHA v poméru ke koncentraci biomasy. V podminkach s limitaci zivin (mineralni
médium) tvotil P(3HB) pfiblizné 2540 % hmotnosti suché biomasy. Naopak na komplexnim
médiu bylo dosazeno produkce 30-70 %. V budoucnosti by bylo vhodné porovnat kultivaci
bakterie Aneurinibaillus sp. AFn2 také na komplexnim médiu s obohacenim glukézou
0 vysledné koncentraci 10 g/l. Takovymi podminkami by mohlo byt dosazeno vysSiho nartstu
kultury pfi zachovani obdobného procentualniho zaplnéni buitkky PHA granulemi.

I ptes rozdilné zastoupeni PHA byla jejich produkce potvrzena v obou médiich. Z ¢ehoz lze
usoudit, ze bakterie Aneurinibaillus sp. AFn2 nevyZzaduje pro produkci PHA limitaci zivinami.
Naopak dokaze produkovat PHA i v prostiedi s dostatecnym mnozstvim Zivin, a to za zisku
vysSich procentualnich vytézki.
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Obrazek 17: Vytézek biomasy a P(3HB) na NB médiu s koncentraci glukézy 4 g/l
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Obrazek 18: Vytézek biomasy a P(3HB) na mineralnim médiu s koncentraci glukézy 10 g/l,
vysledek ze 60 hodiny nebyl zahrnut

4.3.3 1Izolace RNA a jeji prepis do cDNA

Pro studium genové exprese bylo nutné z bakteridlnich bun¢k izolovat RNA. V zavislosti
na vysledcich optimalizacni ¢asti prace byl pro izolaci zvolen kit Geneproof. Koncentrace
a Cistota byly métena spektrofotometricky. Ziskané vysledky uvadi tabulka 14. Koncentrace
jednotlivych izolatu z komplexniho média se pohybovala v priméru kolem 330 ng/ul. Vsechny
vzorky dosahovaly poméru A260/A280 vyssi nez 3, coz vylucuje jejich kontaminaci proteiny.
Hodnoty poméru A260/A230 indikujici zneciSténi organickymi latkami byly v né&kterych
ptipadech pozdéjsi faze kultivace nizsi neZ 2. Tato skutecnost nasvédcuje mozné kontaminaci
nizkomolekularnimi organickymi latkami. V uvahu ptipadaji naptiklad peptidy obsazené
v médiu nebo samotny 3(HB), ktery se zvysujici se koncentraci v ¢ase mohl znesnadiiovat
purifikaci RNA.

Vysledky koncentrace a Cistoty RNA ziskané izolaci z bun¢k rostoucich na minerdlnim
médiu zobrazuje tabulka 14. Koncentrace RNA je vtomto piipadé mirné vys§i nez
na komplexnim, protoze koncentrace bun¢k na minerdlnim médiu byla vyssi. I v ptipadé
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minerdlniho média dosahoval pomér A260/A280 hodnoty vysSich nez 3, coz vylucuje
kontaminaci proteiny. Oproti NB médiu dosahovala RNA izolovana z bunék rostoucich
na mineralnim médiu lepsSich vysledki z pohledu poméru A260/A230. U vétSiny vzorkl bylo
dosazeno hodnoty vyssi nez 2, coz vypovida o dostatecné Cistoté izolatt [69].

Tabulka 14: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty RNA izolované z jednotlivych
médii v prib&hu méteni rastové kiivky

Komplexni médium Mineralni médium

Hodina Vzorek| SRNA | A260 A260 |\ | CRNA | A260 A260
[ng/ul] /A280 /A230 [ng/ul] /A280 /A230

6 a 531,0 3,03 2,65 1 456,5 3,18 1,50
b 639,9 3,06 3,02 2 461,7 3,11 2,36

12 c 410,3 2,97 2,90 3 393,9 3,08 1,67
d 385,3 3,02 2,95 4 390,2 3,10 2,04

18 e 428,0 3,15 1,59 5 605,0 3,20 3,25
f 324,3 3,04 0,95 6 524.,5 3,12 2,80

24 g 240,0 3,22 0,94 7 368,8 3,23 2,77
h 239,3 3,12 0,50 8 346,8 3,26 2,84

30 i 2934 3,39 0,94 9 381,3 3,25 3,14
j 415,6 3,36 1,31 10 510,0 3,18 3,00

k 211,6 3,44 0,56 11 440,3 3,28 2,07

3 | 366,3 3,53 0,63 12 439,0 3,25 2,29
12 m 367,6 3,49 2,88 13 500,4 3,39 2,92
n 197,7 3,50 0,66 14 436,2 3,30 2,83

48 0 309,9 3,33 3,40 15 1479 3,36 2,51
p 253,7 3,43 1,66 16 342,4 3,28 1,98

£4 q 415,8 3,35 1,63 17 402,7 3,16 2,33
r 253,0 3,42 1,27 18 348,5 3,12 1,76

S 263,6 3,37 1,69 19 451,9 3,23 3,36

%0 t 288,2 3,34 1,43 20 518,2 3,28 3,37
u 262,3 3,34 2,86 21 332,7 3,32 2,71

06 v 333,5 3,12 1,38 22 375,5 3,32 2,61
29 X 255,4 3,34 3,45 23 460,9 3,33 2,85
y 367,4 3,55 1,55 24 406,1 3,41 3,11
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Po potvrzeni kvality a koncentrace izolovanych RNA byly vSechny vzorky pfepsany

do cDNA pomoci reverzni transkripce. Kazda smés pro piepis byla pfipravena tak,
aby obsahovala vyslednou koncentraci RNA pfiblizné 100 ng/pl, coz bylo optimalni

doporucené¢ mnozstvi pro reakci. Timto krokem byly také srovndny rozdily v koncentracich
vzniklé odbérem rtiznych mnozstvi biomasy pro izolaci RNA. Vysledky reverzni transkripce
vzorkd RNA shrnuje tabulka 15.

Tabulka 15: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty cDNA piepsané z vzorkt

RNA
Komplexni médium Mineralni médium

Hodina Vzorek c cDNA A260 A260 vzorek c cDNA A260 A260
[ng/ul] /A280 /A230 [ng/ul] /A280 /A230

a 2927,6 1,78 2,14 1 2 239,6 1,85 2,21

° b 23783 1,79 2,27 2 2156,1 1,69 1,95
12 c 2529,6 1,74 2,01 3 25415 1,84 2,20
d 2 346,3 1,79 2,24 4 2324,3 1,84 2,29

18 e 2594,2 1,53 1,63 5 2636,3 1,78 1,80
f 2 265,6 1,80 2,18 6 2 896,8 1,84 2,27

24 g 2299,1 1,78 2,12 7 2401,5 1,84 2,21
h 2388,1 1,73 1,66 8 24554 1,77 1,84

30 i 27515 1,71 1,71 9 2 463,3 1,78 1,79
j 22948 1,78 2,24 10 2482,0 1,78 1,82

36 k 2362,1 1,74 1,92 11 2458,0 1,81 1,99
I 2 306,1 1,72 1,85 12 24415 1,83 2,25

m 2430,9 1,77 2,18 13 2 349,8 1,83 2,27

42 n 24755 1,78 2,07 14 23831 1,81 2,24
48 0 2457,2 1,78 2,23 15 2327,3 1,81 2,24
p 24784 1,66 1,80 16 23339 1,80 2,16

54 q 2439,8 1,72 2,04 17 24553 1,78 2,17
r 24217 1,76 2,09 18 2 550,2 1,79 2,17

S 2401,1 1,77 2,17 19 2475,5 1,81 2,23

%0 t 24794 1,78 2,11 20 2517,8 1,80 2,14
u 2362,1 1,77 2,25 21 2 605,2 1,80 2,22

%0 \Y 2 363,7 1,78 2,18 22 2 500,7 1,80 2,22
29 X 2 316,0 1,79 2,27 23 2424,1 1,80 2,22
y 23849 1,78 2,14 24 2430,5 1,81 2,23

Koncentrace cDNA byla spektrofotometricky stanovena v rozmezi 2 300-2 900 ng/ul.
Oba poméry absorbanci urcujici Cistotu se u vétSiny vzorki pohybovaly kolem hodnot

vypovidajicich o nepfitomnostni kontaminantd, coz je u DNA 1,8 pro pomér A260/A280

a vyssi nez 2 pro pomér A260/A230 [69].
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4.3.4 Porovnani vhodné koncentrace cDNA pro qPCR

Pted samotnym méienim genové exprese bylo opét porovnavano idedlni mnozstvi DNA pouzité
do smési. Prvni moznosti bylo vyuziti vysledki stanovenych Vv optimalizacni casti prace
(100 ng/ul DNA). Druha varianta vychazela z doporuceni v kitu pro reverzni transkripci, jenz
uvadél pouziti 1 pl pfepsané cDNA. Ob¢ varianty byly testovany s pouzitim primerd PhaC
a PhaJ. Soucasné byly pouzity DNA z riznych hodin kultivace (6 h a 30 h). Ziskané vysledky
amplifikacnich kiivek uvadi obrazek 19.
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Obrazek 19: Vysledky méfeni qPCR s pouzitim riiznych koncentraci DNA

Jak vyplyva ze ziskanych dat, v obou ptipadech byl ziskan vySSi signal u smési
piipravovanych podle doporuceni v kitu pro reverzni transkripci S koncentraci ptiblizné
2500 ng/ul. Jelikoz jednotlivé kiivky reprezentuji vzorky v rGznych hodinach, nebyla
ocekavana shodna intenzita signdlu 1 pfes pouziti stejné koncentrace DNA.

Lepsi vysledky s pouzitim vys$s$i koncentrace DNA byly pravdépodobné zpisobeny
odlisnostmi v DNA. Po celou dobu optimalizace bylo pracovano s dvoufetézcovou gDNA,
oproti tomu cDNA ziskana reverzni transkripci byla pouze jednofetézcova. Dal§im vyraznym
rozdilem je také rtizna velikost molekul, kdy cDNA obsahuje maximalné 300 bp, coz odpovida
nejdelsimu transkriptomu genu phaC. Naopak bakterialni genom obsahuje nékolik milionti part
bazi. Jeho struktura je mnohem komplikovanéjsi, naptiklad z pohledu tvorby sekundéarnich
a vyssich struktur. Tyto jevy mohou znesnadiovat amplifikaci vybranych gent [72], proto je
pfi analyze gDNA vhodné volit niz8i koncentrace.
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4.3.5 Meéreni genové exprese

Porozuméni genové expresi je jednim z klicovych faktora pro objasnéni biologickych procesti,
které je mozné nasledné technologicky vyuzivat. V této praci bylo pro studium vybrano né€kolik
genll souvisejicich se syntézou PHA. Jelikoz byla u zkoumaného organismu
Aneurinibacillus sp. AFn2 piedpokladana PHA syntaza IV. tfidy, byla pozornost zaméfena
na geny kodujici jeji podjednotky, a to phaC a phaR. Dale byly vybrany geny phal a fabG
kodujici enzymy, které preménuji ruzné meziprodukty [-oxidace na findlni monomer
podléhajici polymeraci. Kromé jiz zminénych genti byl vybran také phaP, nesouci informaci
0 phasinech ¢ili proteinech zabezpecujicich existenci PHA granuli v buiice. Pro vyhodnocovani
experimentu bylo nutné ovéfit také stabilitu exprese vybraného housekeeping genu, jimz byl
gen recA.

4.3.5.1 Ovéreni housekeeping genu

Exprese gentl v organismech je vétSinou ovlivnéna okolnimi podminkami, ¢imz se zabrafuje
neefektivni a energeticky naro¢né tvorbé proteind, které v danou chvili neni potieba tvofit.
Nékteré proteiny maji pro fungovani organismu ovsem zasadni vliv a nemohou byt nahrazeny,
proto je jejich syntéza a soucasné i exprese stabilni nezavisle na okoli. Takovym gentim fikame
housekeeping geny a pro kvantitativni PCR maji z hlediska vyhodnoceni vysledkl velky
vyznam. Pravé jejich konstantni exprese se vyuziva pii relativni kvantifikaci jinych
sledovanych gent. Na principu vyuzivani housekeeping genu je zalozena napiiklad Livakova
metoda relativni kvantifikace [73].

V této praci byly testovany dva potencialni housekeeping geny. Prvnim z nich byl rpoD
kédujici sigma podjednotku DNA polymerazy. Tento gen byl ovSem vyloucen na zaklade
nespecifické amplifikace (diskutovano v kapitole o klasické PCR). Druhym studovanym genem
byl recA nesouci informace o proteinech podilejicich se na repara¢nim mechanismu DNA.

Pro studium tohoto genu byla provedena RT-gPCR se vzorky odebiranymi béhem méfeni
rustové kiivky. Ziskané vysledky zobrazuje obrazek 20. Z naméfenych dat vyplyva, Ze recA
nevykazuje konstantni expresi a neni mozné ho tedy pouzivat jako housekeeping gen. Dokonce
jeho se lisi pribéh exprese na jednotlivych médiich, coz potvrzuje predpoklad ovliviiovani
tvorby tohoto proteinu okolnim prostiedim.
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Obrazek 20: Pribéh exprese genu recA v ¢ase na komplexnim a mineralnim médiu
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I ptes to, ze rpoD a recA jsou bézné vyuzivané housekeeping geny, nebyl v této praci
potvrzen ani jeden z nich. Mezi dal$i ¢asto vyuzivané housekeeping geny zejména u rodu
Bacillus patii napfiklad geny kodujici podjednotky DNA gyrazy (gyrA a gyrB) [74]. Moznosti
jsou také geny pro ssb proteiny stabilizujici jednovlaknovy konec DNA béhem replikace.
Stabilita exprese se v jednotlivych druzich muze lisit, proto by bylo vhodné otestovat néktery
z dalsich housekeeping gent u studovaného Aneurinibacillus sp. AFn2.

4.3.5.2 Exprese vybranych genii

Jak vyplyva zptedchozi kapitoly, gen recA nebylo mozné pouzit jako referencni gen
pro relativni kvantifikaci studovanych gent. Z toho divodu byly sestaveny kalibra¢ni kiivky
pro jednotlivé geny, podle kterych byla provedena absolutni kvantifikace. Pti jejich sestavovani
byla vynesena zavislost Ct hodnot na logaritmu znamé koncentrace DNA. Ct hodnota (cycle
of treshold) reflektuje cyklus, pfi kterém stoupne intenzita signalu nad préh pozadi. Soucasné
plati, ze vyss§i Ct hodnoty odpovidaji nizsi koncentraci DNA. Tyto hodnoty byly ziskany
automaticky béhem méteni. Podle ziskanych regresnich rovnic byla vypocitadvana koncentrace
kazdého genu v prubéhu méteni ristové kiivky.

Pfi porovnani obou grafti (obrazek 21), je ziejmé, ze pribéh genové exprese na jednotlivych
médiich se vyrazné li§i. V pfipadé¢ minerdlniho média byl na pocatku kultivace pozorovan
rychly néartst koncentrace transkriptomu. Nejsiln¢jsi exprese byla u vSech genti zaznamenana
ve dvanacté hodin¢ kultivace. Néasledné nastal pokles, a to az do 42 hodiny, od které se trend
jednotlivych transkriptomt mirné odliSuje, avSak stale ziistdvd pomérné nizky v porovnani
S maximalni expresi.

Naopak trend exprese na komplexnim médiu se vyrazné lisi (obrazek 21 B). V pribéhu
mefeni zde byla u vSech genli zaznamenéna stoupajici koncentrace v €ase. Do tficaté Sesté
hodiny se od sebe pribeh jednotlivych kiivek pfili§ neli§i. Rozdil byl zaznamenan v druhé
poloving rustové faze, kdy doslo k oddéleni dvou trendd. Exprese genti phaC, phaR a phaP
zistala od 36 h piiblizné konstantni. Naopak u gent phaJ, fabG a padR byl pozorovan
ptekvapivy prudky narist.

V obou piipadech byla pozorovana nejnizsi exprese geni phaC a phaR kodujici podjednotky
PHA syntdzy. Na mineralnim médiu byla ov§em po celou dobu pozorovana mirné vyssi exprese
genu phaR nez phaC. V komplexnim médiu se vSak tento trend neopakoval. Dochazelo zde
k proménovani intenzity exprese téchto dvou gend.

V souvislosti s produkci PHA na mineralnim médiu lze pfedpokladat, Ze nizsi zaplnénost
bun¢k PHA granulemi souvisela prave také s pribéhem exprese jednotlivych genti. Na pocatku
kultivace byly vytvofeny proteiny vystupujici v anabolismu PHA, které nasledn¢ katalyzovaly
jejich syntézu. Oproti tomu na komplexnim médiu koreluje produkce P(3HB) s trendem genové
exprese. Vyrazny narst mezi 42 h a 54 h mohl souviset s vysokou expresi genti phaJ a fabG.

Pro lepsi pochopeni a interpretaci ziskanych vysledkd by bylo vhodné méftit také dalsi
parametry souvisejici s produkci PHA. Naptiklad genovou expresi dalSich gend zapojenych
do syntézy jako phaA, phaB nebo fabD. Exprese jednotlivych gend také nevypovida o jejich
funkcnosti v burice, proto by bylo z tohoto hlediska mozné zapojit méteni enzymatické aktivity
danych enzymi. Zajimavy pohled by mohlo pfinést také studium PhaZ depolymerazy,
jeji exprese a aktivity. Samotna produkce neni vSak ovlivnéna pouze pfitomnymi enzymy.
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Vyznamnou roli hraje také vliv substratu a prostedi. S hlubsim pochopenim by mohlo tedy
pomoci napiiklad 1 méfeni zmén koncentrace substratu v jednotlivych médiich
nebo koncentrace kysliku.
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Obrazek 21: Graf A) zobrazujici prub&h genové exprese na mineralnim médiu, graf B) pribéh genové exprese
stejnych genti na komplexnim médiu
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S5 Zavér

Cilem této bakalatské prace bylo studium exprese vybranych genti souvisejicich s biosyntézou
PHA u termofilni bakterie Aneurinibacillus sp. AFn2. Tento producent je vyznamny
v souvislosti se schopnosti tvorby netradi¢nich kopolymert PHA. Na tomto zakladé byl zvolen
jako studovany organismus.

V prvni Casti prace byly testovany a optimalizovany jednotlivé postupy pro analyzu gent.
Jednim z nich byla PCR, pomoci které byla uréena specifita pouzivanych primerd a jejich
annealingova teplota. Na zékladé¢ vysledkt byl z divodu nespecifity primeru vytazen gen rpoD,
ktery mohl potencialné slouzit jako referencni gen pii méfeni genové exprese. Kromé vyfazeni
genu rpoD byla podle ziskanych dat upravena annealingova teplota primert PhaC a RecA,
atoz 65 °Cnab5 °C.

Dalsi ¢asti optimalizace bylo vybrani nejvhodnéjSiho zpiisobu izolace RNA. Za timto
ucelem byly vyuzity komeréné dostupné kity. Z Sesti testovanych zpiisobil byl na zakladé
vysoké koncentrace, reprodukovatelnosti a Cistoty vzorkli vybran kit Geneproof. Primérné
vysledky izolace RNA pomoci tohoto kitu dosahovaly hodnot koncentrace 330 ng/ul.

Po testovani funk¢nosti primeri a izolaci RNA bylo pro métfeni genové exprese stézejnim
krokem urcit vhodné sloZeni smési pro kvantitativni PCR. Méteni bylo provadéno pomoci dvou
master mixd, ve kterych byla upravovdna koncentrace DNA, primerli a hotecnatych iontd,
coz jsou jedny z klicovych faktorti ovliviiujici efektivitu reakce. Jako nejvhodnéjsi byla uréena
smés piipravena z master mixu SYTO s DNA o vysledné koncentraci 100 ng/pl a primery
s koncentraci 0,4 uM. Toto slozeni bylo pozdéji porovndvano i s doporu¢enym mnozstvim
DNA podle kitu pro reverzni transkripci (ptiblizn€ 2500 ng/ul), které pro ¢ DNA dosahovalo
lepsich vysledki. Bylo tedy zvoleno i pro ¢ast méfeni genové exprese.

V druhé casti prace byla méfena ristova kiivka na dvou typech médii, jez reprezentovaly
podminky s limitaci zivin (mineralni médium) a s komplexnim zdrojem Zzivin (bez limitace).
V obou médiich vystupovala jako substrat glukéza ovSem v rozdilnych koncentracich. I pies
niz§i narGst biomasy na komplexnim médiu v ném byla zaznamenana vyS$$§i procentudlni
produkce P(3HB) a to aZz 70 % hmotnosti suché biomasy. Oproti tomu na mineralnim médiu
byl pozorovan vyssi narast bunék s jejich zaplnénim P(3HB) granulemi maximalné ze 40 %.

Pro vzorky z ristovych kiivek byla sou¢asné méfena i genova exprese pomoci RT-qPCR.
Kromé genti spojenych se syntézou PHA byl studovan také gen recA s potencidlnim vyuzitim
jako housekeeping gen. Konstantni exprese ovSem nebyla potvrzena ani v jednom médiu.
Pro vyhodnoceni zbylych genti byla pouzita kalibra¢ni kiivka, ze které byla podle Ct hodnot
stanovena koncentrace transkriptomi v prub&éhu kultivace. Prubéh exprese genu
na jednotlivych médiich se vyrazné lisil. Na mineralnim médiu byl z poc¢atku pozorovan prudky
nartst koncentrace vSech transkriptomu. Po zbytek kultivace se v8ak jejich obsah snizoval, coz
pravdépodobné vedlo k niz§imu zaplnéni bunék PHA. Naopak na komplexnim médiu byl
rostouci trend exprese genli pozorovan po celou dobu kultivace. Také procentualni zastoupeni
PHA v bunkéch bylo vyssi.

Zavérem lze tedy fici, ze tato bakalarska prace pfinesla poznatky nejen z pohledu
optimalizace metod, a to zejména izolace RNA a RT-qPCR, ale také ze samotné¢ho méieni
exprese vybranych gent v zavislosti na typu kultiva¢niho média. Ziskané vysledky by mohly
prispét k presnéjsimu pochopenim syntézy PHA ve spojitosti se zapojovanim riznych gend.
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7 Seznam pouzZivanych zkratek

4HV 4-hydroxyvalerat

bp pary bazi (base pairs)

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina

Cr prahovy cyklus (cycle of trashold)

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

GC-FID plynové chromatografie s plamenov¢ ionizaénim detektorem
gDNA genomicka deoxyribonukleova kyselina

RNA ribonukleova kyselina

HRM analyza kiivek tani (high resolution melting)
Icl-PHA polyhydroxyalkanoaty s dlouhym fetézcem
mcl-PHA polyhydroxyalkanoaty se stftedné dlouhym fetézcem
MM mineralni médium

NB nutrient broth

oD opticka hustota

P(3HB) poly-3-hydroxybutyrat

PHA polyhydroxyalkanoaty

gPCR kvantitativni polymerdzova fetézova reakce
RT-gPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci
scl-PHA polyhydroxyalkanoaty s kratkym fetézcem

TBE pufr tris-borat-EDTA pufr
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8 Prilohy

Nize jsou na obrazcich 22 az 28 uvedeny kalibra¢ni kiivky pro jednotlivé geny studované
béhem meéfeni genové exprese. Dale tabulky s naméfenymi Ct hodnotami pro studované

vzorky. Vzorky oznafené Cislicemi 1-24 oznacuji odbéry z minerdlniho média a pismeny
a-y vzorky z komplexniho média.
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Obrazek 22: Kalibra¢ni kiivka pro gen recA

Tabulka 16: Ct hodnoty namétené na obou médiich pro gen recA

Hodina | Vzorek | Ct |Vzorek| Ct |Hodina|Vzorek| Ct |Vzorek| Cr
1 20,48 a 22,16 13 23,38 m 20,26
6 1 20,59 a 21,41 42 13 22,91 m 19,82
2 20,29 b 21,64 14 21,93 n 20,24
2 20,21 b 21,77 14 21,79 n 20,18
3 19,46 C 21,36 15 24,14 0 19,43
12 3 19,38 c 21,09 48 15 24,49 0 19,26
4 19,81 d 21,26 16 22,22 p 21,73
4 19,56 d 21,28 16 22,62 p 22,35
5 20,61 e 21,80 17 22,05 q 20,63
18 5 20,66 e 21,88 54 17 21,86 q 20,66
6 20,29 f 19,73 18 21,21 r 19,65
6 20,31 f 20,46 18 21,45 r 19,47
7 20,88 g 20,28 19 20,60 S 20,25
24 7 20,82 g 20,24 50 19 20,59 S 19,96
8 20,38 h 19,95 20 21,60 t 20,66
8 20,61 h 20,02 20 21,52 t 23,07
9 21,59 i 20,51 21 21,70 u 20,05
30 9 21,78 i 20,81 66 21 21,26 u 20,07
10 22,00 j 20,49 22 20,62 v 19,43
10 21,88 j 20,43 22 20,54 v 19,33
11 21,68 k 19,96 23 21,63 X 19,41
36 11 21,65 k 19,92 7 23 21,90 X 19,40
12 21,21 | 20,59 24 21,74 y 19,59
12 22,05 I 20,89 24 21,95 y 19,69
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Obrazek 23: Kalibra¢ni kiivka pro gen phaC

Tabulka 17: Cr hodnoty naméfené na obou médiich pro gen phaC

Hodina | Vzorek | C+ | Vzorek | Cy | Hodina | Vzorek | Ct | Vzorek | Cy
1 20,48 a 20,12 13 22,61 m 19,81
1 20,50 a 20,15 13 22,77 m 19,36
° 2 20,10 b 20,69 42 14 21,18 n 19,93
2 20,40 b 20,89 14 21,36 n 19,81
3 18,99 c 20,29 15 23,18 0 18,90
12 3 19,06 c 20,15 48 15 20,40 0 18,54
4 19,15 d 20,27 16 23,23 p 20,30
4 19,45 d 19,96 16 20,71 p 19,84
5 20,65 e 21,49 17 20,69 q 20,88
18 5 20,52 e 21,27 £4 17 21,70 q 18,99
6 19,99 f 19,83 18 19,38 r 19,19
6 20,01 f 19,76 18 21,90 r 18,60
7 20,24 g 19,36 19 20,63 s 19,31
24 7 20,51 g 19,84 60 19 22,82 S 19,32
8 20,26 h 19,32 20 21,74 t 20,50
8 20,29 h 19,45 20 22,58 t 20,54
9 21,92 i 20,88 21 22,59 u 19,87
9 21,59 i 20,46 21 21,71 u 19,47
30 10 21,41 j 20,46 06 22 21,46 v 19,64
10 20,55 i 20,22 22 20,91 v 19,54
11 21,51 k 19,34 23 21,94 X 18,87
11 21,28 k 19,42 23 22,28 X 19,32
36 12 21,07 | 20,21 72 24 21,24 y 19,28
12 21,58 | 20,43 24 21,53 y 19,39
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Obrazek 24: Kalibraéni kiivka pro gen phad

L5

Tabulka 18: Cr hodnoty naméfené na obou médiich pro gen phal

Hodina | Vzorek Cr Vzorek Cr Hodina | Vzorek Cr Vzorek Cr
1 21,47 a 21,90 13 23,30 m 20,19
6 1 21,17 a 21,37 1 13 22,65 m 20,09
2 20,81 b 20,70 14 21,92 n 20,11
2 20,52 b 21,36 14 22,64 n 20,16
3 19,10 c 20,35 15 22,34 0 19,22
19 3 19,05 c 20,93 18 15 20,37 0 19,02
4 19,11 d 20,71 16 20,68 p 19,02
4 19,28 d 21,29 16 23,90 p 21,76
5 21,27 e 22,54 17 20,39 q 19,31
18 5 20,92 e 22,33 " 17 21,89 q 20,00
6 20,40 f 20,35 18 20,86 r 18,98
6 20,44 f 19,99 18 21,19 r 19,42
7 20,96 g 20,29 19 20,73 S 19,04
24 7 20,70 g 20,34 60 19 20,33 S 19,33
8 20,59 h 19,78 20 21,22 t 17,87
8 21,64 h 20,15 20 21,28 t 19,22
9 22,41 i 21,32 21 21,98 u 20,09
30 9 21,58 i 20,80 66 21 21,78 u 19,60
10 22,10 i 20,70 22 21,41 \ 19,93
10 21,16 i 20,44 22 21,38 v 20,13
11 21,61 K 19,60 23 22,23 X 20,10
36 11 21,62 K 19,48 79 23 22,17 X 20,04
12 21,11 I 20,52 24 22,25 y 19,79
12 21,33 I 20,62 24 21,80 y 19,86
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Obrazek 25: Kalibraéni ktivka pro gen fabG

Tabulka 19: Cthodnoty naméfené na obou médiich pro gen fabG

Hodina | Vzorek Cr Vzorek Cr Hodina | Vzorek Cr Vzorek Cr
1 20,78 a 21,83 13 24,13 m 20,12
6 1 20,73 a 21,84 1 13 23,87 m 19,78
2 20,59 b 21,02 14 24,54 n 19,86
2 20,46 b 21,08 14 22,61 n 20,03
3 19,57 c 20,79 15 24,46 0 18,39
19 3 19,10 c 20,38 18 15 25,06 0 18,72
4 19,85 d 20,67 16 22,46 p 18,42
4 19,85 d 20,63 16 23,97 p 19,15
5 21,38 e 22,72 17 22,34 q 19,20
18 S 21,01 e 21,22 £4 17 22,45 q 18,67
6 20,38 f 19,84 18 21,37 r 19,15
6 20,41 f 19,53 18 21,76 r 18,91
7 21,22 g 19,68 19 20,67 S 18,06
24 7 20,82 g 19,96 60 19 20,60 S 18,95
8 20,53 h 19,69 20 21,48 t 17,96
8 20,66 h 20,08 20 21,59 t 19,36
9 22,08 i 20,53 21 21,86 u 18,10
30 9 23,56 i 21,07 66 21 21,80 u 19,21
10 22,17 i 20,44 22 20,86 v 19,09
10 22,10 i 20,63 22 20,89 v 19,69
11 21,71 K 19,20 23 22,12 X 19,75
36 11 21,93 K 19,49 29 23 21,96 X 19,87
12 21,46 I 20,62 24 22,17 y 19,81
12 21,66 I 21,02 24 22,31 y 21,48
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Obrazek 26: Kalibra¢ni kiivka pro gen phaR

Tabulka 20: Cr hodnoty naméfené na obou médiich pro gen phaR

Hodina | Vzorek Cr Vzorek Cr Hodina | Vzorek Cr Vzorek Cr
1 21,11 a 21,49 13 22,97 m 19,90
6 1 20,82 a 21,71 4 13 23,04 m 19,48
2 20,03 b 21,90 14 21,07 n 19,93
2 20,23 b 21,83 14 21,72 n 19,59
3 18,86 C 21,07 15 22,02 0 19,12
1 3 19,65 C 21,09 48 15 23,11 0 19,08
4 19,14 d 21,14 16 19,35 p 21,22
4 19,49 d 21,15 16 21,58 p 21,85
5 21,53 e 22,04 17 20,43 q 20,84
18 5 20,63 e 22,11 £4 17 20,03 q 20,77
6 20,02 f 20,42 18 20,98 r 19,50
6 20,15 f 19,78 18 20,69 r 19,42
7 20,37 g 20,41 19 20,48 S 19,37
Y 7 20,62 g 20,27 60 19 20,32 S 19,19
8 20,23 h 19,84 20 21,04 t 19,09
8 20,56 h 20,11 20 20,97 t 19,83
9 22,43 i 20,93 21 21,43 u 19,73
30 9 21,70 I 21,07 66 21 21,42 u 19,54
10 21,32 j 20,48 22 20,87 v 19,19
10 21,62 j 20,39 22 20,90 v 19,56
11 21,69 k 19,65 23 21,98 X 19,76
36 11 21,38 k 19,43 - 23 21,64 X 19,61
12 21,76 | 20,27 24 21,70 y 19,65
12 21,30 | 20,48 24 21,61 y 19,81
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Obrazek 27: Kalibraéni kiivka pro gen phaP

Tabulka 21: Cr hodnoty naméfené na obou médiich pro gen phaP

Hodina | Vzorek | Ct |Vzorek| Ct | Hodina | Vzorek| Ct |Vzorek| Ct
1 20,94 a [2211 13 | 23,70 m |2042
5 1 20,77 a_ |04 ,, 13 | 23,63 m 120,32
2 20,46 b 2212 14 | 21,74 n 120,48
2 20,30 b 21,69 14 | 2154 n 120,20
3 19,13 cC 120,95 15 | 22,40 0 [19,54
19 3 19,05 ¢ |2128 o 15 | 2394 0 [1956
4 19,77 d 21,28 16 21,23 p 21,65
4 19,61 d |[2152 16 | 22,73 p |2291
5 21,29 e ]2331 17 | 23,33 q [20,21
18 5 20,88 e |26l ., 17 | 23,09 q [21,88
6 20,51 f 20,64 18 22,78 r 20,07
6 20,33 f 20,58 18 | 21,95 r 19,79
7 20,79 g 120,63 19 | 20,65 S 20,25
24 7 20,87 g |2041] 19 | 20,50 S 19,37
8 20,55 h 20,04 20 | 21,13 t 20,76
8 20,90 h 20,38 20 | 21,37 t 23,48
9 23,33 i 21,84 21 | 21,77 u 120,01
30 9 22,12 i 2135| e 21 21,70 u 20,01
10 | 21,72 ] 20,89 22 | 21,49 vV 120,03
10 | 2154 J 20,78 22 | 21,33 v 20,07
11 | 21,63 kK 119,93 23 | 22,12 X 19,97
36 11 21,50 kK 119,77 22 23 21,88 X 19,91
12 | 20,95 I 20,71 24 | 21,84 y 19,77
12| 21,16 I 20,95 24 | 2365 y 19,80
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Obrazek 28: Kalibraéni kiivka pro gen padR

Tabulka 22: Cr hodnoty naméfené na obou médiich pro gen padR

Hodina | Vzorek | Cr | Vzorek | Ct | Hodina | Vzorek | Ct | Vzorek Cr
1 20,83 a 22,10 13 23,30 m 19,50
5 1 20,56 a 21,78 ” 13 | 23,00 m 19,47
2 20,49 b 21,97 14 | 21,62 n 19,64
2 20,17 b 21,68 14 | 21,64 n 19,61
3 19,46 c 20,41 15 | 2282 0 18,89
19 3 19,19 c 21,28 18 15 123,16 0 18,66
4 19,32 d 20,86 16 | 21,36 p 18,92
4 19,35 d 21,69 16 | 2298 p 20,31
5 21,33 e 22,63 17 121,30 q 19,69
18 5 20,84 e 22,04 " 17 | 22,48 q 19,92
6 20,10 f 19,87 18 21,23 r 18,86
6 19,98 f 19,91 18 | 21,27 r 18,81
7 20,79 g 19,98 19 120,09 S 18,68
24 7 20,43 g 19,75 60 19 ]20.21 S 18,59
8 20,24 h 19,63 20 | 21,00 t 18,79
8 20,33 h 20,86 20 | 2113 t 17,42
9 21,48 i 20,93 21 | 2164 u 18,92
30 9 21,67 i 20,55 66 21 | 21,47 u 19,13
10 | 20,90 ] 20,25 22 20,55 Y 19,14
10 | 21,17 J 20,37 22 | 20,47 \ 19,24
11 | 21,56 K 19,32 23 | 21,50 X 19,40
36 11 | 21,29 K 19,09 29 23 | 21,51 X 19,27
12 | 21,08 I 20,07 24 | 21,60 y 19,25
12 | 21,13 I 20,10 24 | 21,83 y 19,25
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