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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva moznostmi analyzy viability a obsahu polyhydroxyalkanoatt
(PHA) bakterialnich bun€k, a to pomoci priatokové cytometrie a fluorescencni mikroskopie.

V casti vénujici se cytometrické analyze bakterialnich bunek byla otestovana fada viabilnich
fluorescen¢nich sond, ale prakticky se osvédCily pouze dva systémy — propidium iodid a
komeréni BacLight™ kit, ktery vykazoval o néco vyssi presnost stanoveni viabilitné
bakterialni kultury. Déle byla vyuzita akridinovd oranz k analyze fyziologického stavu
mikrobialni kultury a dv€ hydrofobni sondy, Nilskad cerven a BODIPY 493/503, k analyze
obsahu PHA v bakterialnich buiikach. Pfedev§im sonda BODIPY 493/505 se zda byt velmi
zajimava, protoze nevyzaduje permeabilizaci bunéCnych obali a diky svym spektralnim
vlastnostem je pln€¢ kompatibilni s propidium iodidem. Tato skutecnost otevird moznost
simultanni analyzy viability bakteridlnich kultur a obsahu PHA.

V casti vyhodnocovani mikroskopickych vysledki bylo prezentovano nékolik fluorofora.
Bylo zjisténo, Ze koncentrace fluorofori vyuzivana pro cytometrické analyzy je pro
mikroskopii pfili§ vysokd. SYTO9 svitici pievazné v zeleném kanile méla urcity
fluorescencni signal 1 v Cerveném kanale. Vzorky obarvené BODIPY 493/503 vykazovaly
vysoké intenzity fluorescence pii koncentraci barviva 10 ul-ml™". Zaroveii byly jak u obou

kment naméfeny zaporné amplitudy intenzity fluorescence, vyraznéjsi byla u C. necator HI6.
U tohoto kmene byl prekvapivy objev vysoké koncentrace barviva predevSim na povrchu
granuli PHB, kde byla zaroven témér nulova anisotropie barviva (volna otac¢ivost sondy).

Kliova slova: Cupriavidus necator, viabilita, fluorescence, polyhydroxyalkanodty,
prutokova cytometrie, fluorescencni mikroskopie

ABSTRACT

This thesis focuses on fluorescent analysis of viability and PHA content in bacterial cultures,
the main methods of investigation were flow cytometry and fluorescent microscopy.

In order to determine viability of C. necator HI16, several viability probes were tested,
nevertheless, only BacLight™ kit and propidium iodide can be used to estimate portion of
viable and live bacterial cell in samples. Further, Acridine orange was used to monitor
physiological state of bacterial culture and two hydrophobic probes, Nile Red and BODIPY
493/503, were used to investigate PHA content in bacterial cells. Application of BODIPY
493/503 seems to be promising since this probe does not require permeabilization of bacteria
cells and it can be used along with propidium iodide.

Furthermore, several fluorophores were tested in the microscopic part. In was found that
concentrations used in cytometric analyses were too high for microscopic use. Emission from
the SYTOO fluorophore is seen mainly in the green channel but because of the high
concentration some emission was visible in the red channel. Cells stained with BODIPY
493/503 had very high fluorescence intensities when the stain concentration was 10 pl-ml ™.

At the same time, negative amplitudes of fluorescence were measured in both strains of C.
necator, but in case of C. necator HI16 that amplitude was much more pronounced. In this
strain surprising high concentration of BODIPY stain was observed on the surface of PHB
granules. Anisotropy of the fluorophore was nearing 0 which is very surprising.

Key words: Cupriavidus necator, viability, fluorescence, polyhydroxyalkanoates, flow
cytometry, fluorescence microscopy
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1 UVOD

Metody analyzy zalozené na fluorescenci jsou stale vyuzivany pro svou rozmanitou Skalu
moznosti aplikaci. Fluorescencni analyzy jako jsou pritokova cytometrie a fluorescencni
mikroskopie jsou Siroce rozsifeny v mnoha odvétvich vyzkumu a pramyslovych aplikaci.
Toto rozsifeni je také umoznéno zvySenim kvality pfistroji, jejich detekce a
reprodukovatelnosti vysledkd. Diky modernizaci techniky a zvySeni citlivosti se oteviely
nové moznosti ve vyuziti charakteristik bunék, v soucasné dobé je mozné sledovat
fundamentalni bunécné charakteristiky jako jsou bunéfna integrita, enzymaticka aktivita,
obsah RNA a DNA apod. Pfi pouziti vhodnych fluorescen¢nich sond lze i z velmi malého
objemu vzorku ziskat spoustu cennych informaci o stavu bunécné kultury. Pfi praci s
mikroorganismy je ale tfeba dbat na samotnou kulturu bunék a jeji biologické charakteristiky,
protoze léta vyzkumu ukézala, ze jednu sondu nelze univerzalné€ pouzit pfi zachovani stejného
postupu pro ruzné zastupce tiidy prokaryot. Kazdy organismus ma sva specifika, a nékteré
sondy jsou vhodné&jsi na analyzu urcité bunécné charakteristiky nez jiné.

Cilem této prace je optimalizovat postupy pii barveni fluorescencnimi sondami kmen
Cupriavidus necator H16 a jeho mutant Cupriavidus necator PHB-4 neschopny akumulace
polyhydroxyalkanoati. Bylo vyuzito nékolika viabilitnich, lipofilnich a nukleové kyseliny
znacicich sond vybranych na zéklad¢ literarni reSerSe. U té€chto sond byla snaha dosdhnout jak
optimalni koncentrace fluoroforu ve vzorku, tak i vhodnych podminek inkubace. Vysledky
nejprve ziskané na prutokovém cytometru byly srovnavany s vysledky z fluorescencniho
mikroskopu, kde byla vizualné zkoumana a potvrzovana mista navazani fluorofort.

V pripadé lipofilnich sond byl zkouman obsah polyhydroxyalkanoati produkovanych ve
formé granuli burikou, intenzita fluorescence byla porovnavana s obsahem PHA ziskanych
pomoci plynové chromatografie. Dulezitost téchto latek v poslednich letech zna¢né vzrostla
predev§im diky jejich moznému vyuziti jako biodegradabilni alternativy k syntetickym
plastim. Pii biotechnologické produkci PHA je fluorescencni analyzu s pritokovou
cytometrii jako analytickou koncovkou mozno vyuzit jako rychlou procesni metodu pro
monitoring biotechnologického procesu. Velmi zajimavd je také biologickd role
polyhydroxyalkanoatt a to predevs§im v ramci stresové odpovedi bakterii, a také v této oblasti
vyzkumu je fluorescencni analyza velice zajimavych a Casto klicovym nastrojem pro detailni
charakterizaci bakterialnich bunék.



2 TEORETIKA CAST

2.1 Fluorescence

Ukagzy pii kterych dochazi k emisi svétla se hromadng nazyvaji luminiscence, pii¢emz dva
ukazy z této kolekce jsou skryty pod pojmem fotoluminiscence. V obou piipadech dochazi k
absorpci energie fluoroforem (ustfedni molekula), tato energie je ziskana z fotonu a vyuzita k
excitaci molekuly ze zdkladniho stavu So, kde je energeticky stav nejmensi, do vysSiho
energetického stavu S1 (na Obr. 1 je tento piechod znazornén zelenou Sipkou). Ve vySSich
energetickych stavech se nachazi n€kolik vibracnich hladin a emise se praveé uskuteciiuje pfi
prechodu z nekteré z vysSich vibracnich hladin. Po vnitinim nezafivém piechodu na nejnizsi
vibra¢ni hladinu prvniho excitovaného stavu (Obr. 1, zluta Sipka) muze nastat vice pripadu
emise. Nejvyhodnéjsi je pfimy prechod z Si na So hladinu, tento jev se nazyva fluorescence
(Obr. 1, Eervena §ipka). Cas prechodu je v fadech nanosekund a je rychlej§i nez jakékoli jiné
uvolnéni energie, napf. teplem. Z tohoto divodu je fluorescence preferovanou formou
uvolfiovani energie v pfipadé molekuly s vysokou kvantovou uc¢innosti. [1][2]

First Excited Singlet State

S1 —F First Excited Triplet State

7.exc Aemi, Aemi

e Excitation

mm— Emission (Fluorescence)

S mm— Emission (Phosphorescence)
0

Ground State

Obr. 1: ZjednoduSeny Jablonskiho diagram zobrazujici princip excitace a emise fluoroforu. Molekula
absorbuje energii (Aexc) a dostdvd se ze zdkladniho Sy do prvniho excitovaného stavu S (zelena Sipka,
doba prechodu cca 107° s). Poté dochdzi k vibracni relaxaci na nejnizsi vibracni hladinu prvntho
excitovaného stavu (Zlutd cara, doba prechodu priblizné 107°-107° s). Po tomto prechodu molekula
miize de-excitact vyzarit foton (Aemir, Cervend Sipka, doba prechodu v rozmezi 107107 s), nebo miize
nastat mdlo pravdépodobna situace intersystémového prechodu na nejnizsi energetickou hladinu
tripletového stavu T (oranzova vinovka, doba prechodu priblizné 107°-10° s). Casové posunutd

emise ze stavu T; do stavu S; je zndma pod pojmem fosforescence (Aemir). [2]

Pfi vyneseni zavislosti absorbce fluoroforu na pouzité excitani vinové délce dostavame
spektrum, které je tvofeno celou fadou malych pika, nekteré z nich vyrazn€jsi, nékteré méné.
Velikost a pozice téchto pikt odpovida pravdépodobnosti s jakou se excitovany elektron
nachazi na urcité z vibranich hladin prvniho excitovaného stavu, a zaroven vzdalenosti
energetickych stavi v molekule. Tato vzdalenost souvisi s konformaci fluoroforu — aktudlnim
rozlozenim atomu a elektrond. Kdyz se vezme do tvahu ten fakt, ze molekula miize nabyvat
raznych konformaci, potom se jednotlivé piky zacnou slévat dohromady a ziska se tak emisni
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a excitaCni spektrum, kazdému fluoroforu typické a jedine¢né, na Obr. 2 Ize vidét priklad
takového spektra. V pfipadé emise nastava stejna situace. Elektron-vibracni stav molekuly
prechézi z excitovaného stavu do stavu zdkladniho a vibraéniho jakéhokoli z dostupnych.
Rozdily mezi jednotlivymi piky jsou opét zpisobeny konformacnimi zmé€nami v molekule a
také tim faktem, ze se nikdy nesleduje jedna molekula, ale velké pocty molekul
fluoroforu. [1]

Rozdil excitacniho (v grafu vzdy nalevo) a emisniho spektra (vzdy vpravo) se nazyva
Stokestiv posun a tento posun vyjadiuje prave ztratu energie pii navratu zpét na zakladni
hladinu a potazmo rozdilim ve vinovych délkach absorbovaného/emitovaného fotonu.

rp
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)
£

©wn
=

Relative Intensity ()

(5]
.
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200 400 500 g00 700 200 200
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Obr. 2: Emisni a excitacni spektrum propidium iodidu.[3]

Druhou moznosti je uvolnéni energie tzv. fosforescenci. Jedna se o malo pravdépodobny
intersystémovy prechod, kdy dochazi ke spinové konverzi ze systému S; do Ti (oranzova
Sipka na Obr. 1). Tento pfechod je kvantové mechanicky zakazan. Fialova Sipka poté ukazuje
opozdény prechod elektronu z hladiny T na zdkladn{ hladinu So.

Kwvili ztraté vibracni energii molekuly nachazejici se na hladiné S; nese emitovany foton
mensi energii nez pavodni, a vinova délka je proto vétsi. Vztah mezi energii a vinovou délkou
je popsan rovnici:

hc

AE =—, 1.
) [1.]

kde h je Planckova konstanta 6,6261-107*Js, ¢ je rychlost svétla ve vakuu 3-10°ms a 4 je

vlnova délka. Z této rovnice vyplyva, ze barva emitovaného svétla bude posunuta smeérem k
cervené barve, jedna se o tzv. red-shift, protoze ¢im mensi energie fotonu, tim vétsi jsou
hodnoty vlnovych délek. [1][2]
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Obr. 3: Ve vrchni casti je zobrazeno elektromagnetické spektrum s vyznacenou casti pro viditelné
svetlo. Cislovani je mysleno v jednotkdch metrii. V dolni casti je zobrazeno spektrum viditelného
elektromagnetického zdreni. Svétlo majici vinovou délku v levé casti, tedy modré svétlo, ma veétsi
energii nez svétlo v pravé casti spektra. [1]

2.1.4 Fluorescencni sondy

Fluorescen¢ni sondy, fluorofory, jsou latky jejichz molekuly jsou schopné absorbovat
foton elektromagnetického zareni, pficemz tento foton excituje elektron-vibra¢ni stav
molekuly barviva. Tato excitace probihd tak, jak bylo diskutovano u Obr. 1. Existuje nékolik
parametra fluoroford, které jsou pro kazdou latku specifické, a mél by se na né brat zietel.
Mezi tyto parametry patii absorpéni maximum, emisni maximum, molarni extink¢ni
koeficient (g, vyjadiuje schopnost molekuly absorbovat svétlo, ma velky vliv na fluorescencni
vlastnosti molekuly), kvantovy vytézek (@, v podstaté podil emitovanych a absorbovanych
fotont, vysoky kvantovy vytézek je zadouci) a délka zivota (t, jak praimémé dlouho je
molekula v excitovaném stavu nez vyzati foton a vrati se na stav zakladni). [1][4]
Fluorescen¢ni znaCeni patii mezi nejcitlivéj§i a nejinformativnéj§i metody analyzy bunék.
Velkou vyhodou je Siroka skala fluoroforti o riznych parametrech, které byly zminény vyse.
Zaroveni je mozno barviva prizpisobovat napt. zavadénim funkénich skupin, vyménou
rozpoustédel apod. Sondy se mohou k analyzovanym latkam véazat kovalentné nebo
nekovalentné, v nékterych aplikacich se muze vyuzivat i protilatek. Nejcastéji znacenymi
biomolekulami jsou aminokyseliny, peptidy, proteiny a DNA. [4]
Vyhoda analyz vyuzivajicich fluorescenci je ta, ze bunky mikroorganismi je mozno studovat
v realném Case neinvazivni metodou, tudiz organely nemusi byt vyjmuty vné buriky, kde
takovéto vyjmuti mize mit velky vliv na studium interakce organela—fluorofor. [4]
Vybrané fluorofory jsou blize diskutovany v kapitolach: 2.1.8.1 pro stanoveni viability, 2.2.7
pro analyzu polyhydroxyalkanoati a v 2.1.9 jsou popsany sondy genové exprese.

2.1.5 Prutokova cytometrie

Jedna se analyticky nastroj umoziujici rychlou analyzu nékolika tisice bunék za sekundu a
to na urovni jedné bunky (single-cell-level). Instrumentace je optimalizovdna pro analyzu
jednotlivych bunék. Bunécna suspenze je nasata do prutokové cely, kam je dopravena pomoci
nosné kapaliny. Buriky jsou v nasatém roztoku nahodné rozmistény, pro analyzu je ovSem
potfeba tyto buiiky za sebe jednotlivé sefadit, aby mohly byt analyzovany jednotlivé v rychlé
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sérii. Tento proces je fizen fluidnim systémem. Do centrdlntho jadra (central core) je
pfivadéna suspenze bunék, jadro je ohraniCeno vnéjSim plastém, kterym protéka nosna
kapalina. Kapalina strhava jednotlivé buriky z jadra diky jeji vysoké rychlosti, ktera méni tok
v centralnim jadfe na parabolicky. Takovy typ toku méa nejvyssi rychlost uprostied, tedy na
usti jadra, a takto vyvinuta tazna sila je schopna uvadét suspenzi s butikami do pohybu.
Tomuto efektu se fika hydrodynamicka fokusace a znazornéni je na Obr. 4. [5]

Sheath fluid

Single flow

Obr. 4: Znazornéni fluidniho systému priitokového cytometru. [6]

Bunky vychazejici z fluidni ¢asti cytometru ozatfuje vhodny zdroj svétla (nejcastéji se jedna o
nékolik raznych lasert). Zdroj svétla musi byt fokusovany a mit konstantni vinovou délku,
proto jsou obvykle voleny lasery. Svétlo dopadajici na buriky je poté rozptylovano, a tento
rozptyl je sniman ve dvou smérech dvéma detektory. Detektor umistén ve sméru 160—-180°
snima ptimy rozptyl (FS — forward scatter), kandl, ktery snimd tento typ rozptylu se nazyva
jako pfedni rozptylovy kanal (FSC — forward scatter channel). Dal§i detektor je umistén v
thlu 90° a je tedy nazyvan detektor bo¢niho rozptylu (SS — side scatter), kandl snimajici
svétlo z tohoto rozptylu se nazyva bocni rozptylovy kanal (SSC — side scatter channel).
Schéma optické Casti cytometru je zobrazeno na Obr. 6. [5]

Predtim, nez jsou data kolektovana prochazi rozptylené svétlo sérii filtri a fotonasobicu.
Ptimy rozptyl se vztahuje k relativni velikosti bunék, zatimco bo¢ni rozptyl dava informaci o
vnitini stavbé a povrchu bunek. Dalsi informace jsou ziskany snimanim emise ruznych
fluoroforti pridanych ke vzorku po excitaci laserem s vhodnou vinovou délkou. Filtry jsou
zobrazeny na Obr. 5. [5]

Pro detekci emitované fluorescence jsou pouzivany separované fluorescencni kanaly.
Detektory jsou nejcastéji kfemikové fotodiody nebo fotonasobice (PMT). Detekce je fizena
optickymi filtry, které propousti svétlo urcitych vinovych délek, jiné jsou blokovany. Existuji
Ctyfi druhy filtrd. Band—pass (BP) filtr, ktery propousti svétla pouze v urCitém rozmezi
vlnovych délek. Long—pass (LP) propousti svétlo o vyssi nez specifikované vinové délce.
Short—pass (SP) je opakem, tedy propousti niz§i nez uvedené vinové délky. Dichronické
zrcadlo propousti svétlo urcité vinové délky, blokované odrazi pod thlem 90°. [7]
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Obr. 5: Ukazka ctyr typii filtru priitokového cytometru. [7]
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Kdyz foton emitovaného svétla dorazi na detektor, vygeneruje se proud radoveé nekolik
mikroampéru silny. Proud je amérny poctu fotond, které jsou detekovany. Vzhledem k jeho
malé hodnot€ je potieba jej n€kolikrat zvysit, toho se dosahne sérii zesilovacu linearnich a
logaritmickych, a analogové zesilovacich konvertora (ACD). Zesileny elektricky signal ma
hodnotu pfiblizn€ 10 volta. [5]

Nekteré cytometry maji schopnost tfidéni bunék na zakladé néjakého parametru (barva
fluorescence, velikost apod.), pfistroje konvencné pouzivané pouze analyzuji a poté odvadi
bunky do odpadni nadoby. [8][9]

Prekazkou v analyze pomoci pratokového cytometru je rozmanitost mikroorganismut. Pouziti
kazdého fluoroforu musi byt optimalizovdn pro kazdy urCity druh mikroorganismu. Nekteré
fluorofory nejdou v nékterych ptipadech vibec pouzit, u nékterych musi byt optimalizovana
jak jejich koncentrace ve vzorku, tak i podminky inkubace, a to vSe s ohledem na konkrétni
testovanou mikrobidlni kulturu. [8]

Obr. 6: Princip optické casti standardniho pritokového cytometru. Zobrazeny jsou detektory pro
primy (FS) a bocni (SS) rozptyl. Svétlo snimané z bunék obarvemych vhodnym fluoroforem je
amplifikovdno fotonasobici. Zelend, oranZova a Cervend fluorescence je snimana kanaly po prechodu
prislusnymi pasovymi filtry. [5]
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Velkou vyhodou je pfipadné vyuziti multiparametrové analyzy, kde je snimano nékolik emisi
fluorescen¢nich barviv najednou. Jedna se velmi rozvijenou oblast, analyza se stava velmi
praktickou a jeji spolehlivost je vétsi nez spolehlivost nékolikanasobného analyzovani vzorku
pfi pouziti riznych fluorofort jednotlive. [10]

2.1.6 Fluorescenc¢ni mikroskopie

Mikroskopie jako takova je tradicné vyuzivana k pfimému pocitani mikrobialnich bunek
ve vzorku, opticky mikroskop je Siroce vyuzivan pravé za timto uCelem. Sofistikované;si
mikroskopy jako jsou ty fluorescenéni vyuzivaji stejné optické principy jako klasické optické
mikroskopy, velmi rozdilna je ov§em pfiprava vzorku a vyhodnocovani dat. Nejvétsi rozdil co
se tyCe pristrojového zafizeni je vyuziti filtrd k vizualizaci zkoumaného vzorku obarveného
urcitou sondou. Pravé moznost vyuziti fluorofori k analyze je hlavni vyhoda této formy
mikroskopie. Moznost barveni bun¢k zvySila Gc¢innost vyuziti mikroskopie jak k pocitani
bunék, ale hlavné oteviela dvefe k moznosti ziskani mnoha jinych informaci jako je viabilita,
obsah lipofilnich latek apod. Existuyje mnoho riznych usporadani mikroskopi a
mikroskopickych postupi ¢i samotnych pfistroji od epifluorescencni az ke konfokalni
fluorescencni mikroskopii.
Podstata ziskani obrazu spociva v nasviceni vzorku svétlem o urcité vinové délce, excitaci
fluoroforu a kone¢ném snimani emitovaného svétla. Velkou vyhodou fluorescencni
mikroskopie je rychlost ziskani vysledkl oproti napt. zkouskam viability kultivaci na pevnych
médiich (viz. kapitola 2.1.8.1). OvSem obsluha pfistroje a pfiprava vzorkd jak pfi barveni
fluoroforem, tak 1 findlni pfipravé vzorku na pozorovani vyzaduje urcité zkuSenosti a
obezietnost. U mikroskopie nelze také sledovat velké pocty bunék najednou, je zde limitace
na pozorovani n¢kolika mélo bunék, ¢asto pouze jednu. Samotné nastaveni pfistroje, vymeéna
filtr( a ziskavani idealniho rozliSeni je prace ¢asoveé naro¢na. [11][12]
Schéma usporadani klasické (epifluorescencni) mikroskopie je na Obr. 7.

/>0
r'y

vzorek

= —

objektiv

excitaéni filtr

E zdroj

N

dichronické—
zrcadlo <4— svétla
F—":;_:J“
l emisni filtr
detektor

Obr. 7: Usporaddani klasického fluorescencniho mikroskopu.[13]

Zomé pole, tedy vzorek, je snimano v jednom case. Signal je sniman stejnou Cockou
(objektivem) jakou prochazi paprsky osvétleni. Zdroj svétla muze byt libovolny zdroj
studené¢ho svétla, nejCastéji je vyuzivana rtutova vybojka, svétlo je monochromatické. Sedy
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Ctverec symbolizuje tzv. kostku skladajici se ze dvou cut-off filtrd (excitacniho a emisniho)
a dichronického zrcadla. Prvni filtr je short-pass, coz znamena, ze jim projde svétlo pouze o
urcité vinové délce a menSi. Pies dichronické zrcadlo se dostavaji pouze vyssi vinové délky,
krat§i se odrazi a paprskovy svazek je fokusovan na vzorek. Svétlo putujici od vzorku do
detektoru ma vyssi vinovou délku (red-shift efekt), proto zrcadlem prochdzi. Druhy (long-
pass) filtr propousti vinové délky vyssich hodnot a svétlo je fokusovano do detektoru. [15]
Velkou nevyhodou tohoto druhu mikroskopie je ten fakt, ze signal ptichazejici do detektoru
neni pouze z ohniskové roviny, ale pfichdzi i z prostoru mimo ni, signal je tedy mirné
rozmazany. [15]

Dal§i moznosti je vyuziti konfokéalniho rastrovaciho mikroskopu, ktery tesi problém
fluorescence prichézejici z jinych nez je fokusacni rovina. Jako zdroj excitace se bere jeden
zarici bod, cely vzorek neni v jednom okamziku osvétlen.

Detector

Pinhole ——c 722

Excitation light 7

daml -

N

f \ " {

Light from below 0 ’
focal plane

Obr. 8: Zdkladni schéma konfokdlniho rastrovaciho mikroskopu. [16]

Emitované fotony z osvétleného bodu jdou ve stejném uspotadani jako bylo popsdno u
epifluorescencéniho usporadani zpét skrze dichronické zrcadlo na fokusacni ¢ocku, poté jsou
laméany do svého ohniska, které je v bodovém otvoru ve clon€. Z tohoto uspotadani plyne, ze
emise z jinych nez zafokusovanych rovin je odfiznuta pravé timto otvorem, tzv. pinhole.
Signdl, ktery projde, vstupuje do fotonasobiCe, kde je zesilen a poté pifeveden do pocitace.
Aby mohl byt vzorek skenovan cely, v usporadani navic figuruji rastrovaci zrcatka vlozena
mezi zdrojovou ¢ocku a dichronické zrcatko. Ty pohybuji se smérem svazku, takto prejizdi po
celém vzorku. Vysledkem je matice bodu, kde svétlost kazdého bodu odpovida jeho dané
intenzit€ detekované fotonasobicem. [17]

Jako zdroj excitace jsou pouzivany sady pevnolatkovych laserd. Pro pouzitou vinovou délku
laseru a pouzitou sondu je obvykle vhodné vyménit dichronické zrcatko tak, aby byla vhodné
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zvolena vinova délka pro odraz svétla. Nevyhodou tohoto typu mikroskopie je Casova
narocnost [17].

2.1.7 Vyuziti fluorescence pri analyze bakterialnich bunék

Fluorescence je Siroce vyuzivana pii charakterizaci bun€k, at’ uz se jedna o fyziologicky
stav, ¢1 vyuziti fluoroforu pro barveni ur€itych ¢asti burky. Existuje nepieberné mnozstvi
fluorescen¢nich barviv pro rizné typy analyz. Pii vybéru fluroforu je nutno dbat nejen na
divod a cil barveni, je nutno brat ohled i na charakteristiky samotné sondy a jejich
komptabilitu s pfistroji, na kterych bude provadéno méteni.

Sondy vyuzivajici fyziologicky stav Taxonomickeé sondy
*

Aktivita pump % or @
(CFA, Rh123, EB)

Fluorescenéné znacené
oligonukleotidy

Membranovy potencial
Kationicka barviva
(Rh123, carbocyanines)

Anionicka barviva [ %
(oxonols)
*

Fluorescenéné

Enzymova aktivita .
znacené protilatky

Dehydrogenazy (CTC)
Egterézy (CFDA, ChemChrome V6)

Vnéjéi membrana

plNeporusena Vnitini membrana
© Fluorogenni subsrat membrana <
X Fluorescenéni sonda Membranova integrita
7k Fluorescence se zvysuje pi1 fixaci DNA nebo lipofilni sondy

(PI, Sytox green, CSE)

Obr. 9: Prehled nejcastéji vyuzivanych charakteristik buniky a typii fluoroforii pro jejich analyzu. [18]

Vnitini prostor buiiky je negativné nabit vzhledem k okoli, ve kterém se burika nachazi.
Vzhledem k ndboji fluorescenéni barvy jsou jeji molekuly bud akumulovany v
polarizovanych (barvy kationové povahy) nebo nepolarizovanych (barvy aniontové povahy)
bunkach. Za vhodnych podminek je metabolicka aktivita builkky pfimo umérna k mnozstvi
proniklého fluoroforu. Mezi sondy membranového potencidlu patii napt. Rhodamin 123 hojné
vyuzivan v pratokové cytometrii nebo CTC ( 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride)
flurofor vyuzivany spiSe v mikroskopii [18]. VySe uvedené sondy jsou Casto vyuzivany jako
viabilitni sondy, protoze naruSeni membranového potencidlu je povazovano za marker
bunééné smrti.

Esterazova aktivita je méfena pomoci lipofilnich, nenabitych a nefluoreskujicich substrata.
Takto fluroescenéné neaktivni substrat je uvnitf zivych bunék S$tépen nespecifickymi
esterazami na fluorescencni produkt, ktery zistava uvnitf bunék diky neporusenym
membranam. Nejcastéji jsou vyuzivany fluoresceinové derivaty nebo fluorescein
samotny [18]. V piipadé¢ Gram-negativnich bakterii je ovSem potfeba permeabilizace vnéjsi
membrany, kterd je pro tyto sondy neproniknutelnd. Problémem téchto barev je aktivni
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transfer ven z bunék pomoci pump [19]. Existuje mnoho nahrad a derivati pfizpusobenych
pro barveni riznych druha bakterii jako je napt. ChemChrome B [20].

Neékteré fluorofory maji moznost proniknuti do bunék skrze membranové pumpy, v zivych
buikach jsou ovSem opét odvadény zpét do okoli. To je pfipad Rhodaminu 123 [21],
karboxyfluoresceinu a ethidium bromidu [22]. Vyuziti membranovych pump jako ukazatele
bunééného stavu je ovSem nevhodné z divodu rozdilnych a nejistych vysledkt, protoze kazda
bunika muze mit aktivitu rozdilnou, a existuje mnoho parametri v okoli bunky, které mohou
interferovat s aktivitou konkrétni membranové pumpy [18].

Membranova integrita je Casto sklofiovany parametr ukazujici na zivotaschopnost buiiky.
Existuje Siroce rozSifeny nazor, ze mrtvé buiiky maji membranu poskozenou, ovSem jak je
diskutovano v sekci 2.1.8 a 2.1.8.1, poskozeni membrany nemize byt brano jako jednoznacny
parametr vypovidajici o viabilit¢ buriky. Velmi dilezita je stavba bunécné stény, protoze
Gram-negativni a Gram-pozitivni bakterie se zna¢né 1isi jeji stavbou. Obal Gram-negativnich
bakterii se sklada ze tii Casti: vnéjSi membrana, peptidoglykanova vrstva a wvnitini
(plasmatickd) membrdna. U Gram-pozitivnich bakteriich chybi vné&jsi Cast membrany.
Nekteré bakterie maji navic vysoce hydratovany polysacharidovy povlak obalujici buiiku. Ve
své podstaté vyuziva analyza membranové integrity nepropustnosti téchto obald pro
fluorofory, které kdyz proniknou dovnitt buiky, tak intenzivné fluoreskuji a davaji tak signal,
ze bunka ma poskozenou membranu. NejCastéji jsou pouzivany barviva vazajici se na
nukleové kyseliny vzhledem k vysokym koncentracim téchto kyselin v burice. Mezi takovéto
fluorofory patfi napf. propidium iodid ¢i jeho kombinace se SYTO9 v soupraveé
BacLight™. [18]

Detekce poskozené DNA je vyuzivana pii charakterizaci bunék, které podlehly apoptoze a to
hlavné u eukaryotickych bunek. V prokaryotickych buiikach to neni tak jednoznacné, protoze
casto dochazi k uchovani neposkozené DNA 1 del§i dobu po bunécné smrti, nebo naopak
zmény v DNA v dusledku nutri¢niho stradani mohou byt povazovany za poSkozenou DNA z
divodu thynu [23]. Velmi Casto se pouziva sonda DAPI, ktera se §iroce vyuziva v analyze
pitné vody [18].

Obsah celularni tRNA muze byt pomoci fluorescence kvantifikovan in situ hybridizaci
(FISH) pomoci fluorescencné znacenych oligonukleotidii. Obsah tohoto typu RNA v buiice je
velmi zavisly na fyziologickém stavu bunky, a ve které casti vyvojového cyklu se
nachdzi [18]. Samotna rRNA je vysoce stabilni, takze zmé&nu obsahu v buiice nelze vyuzit pfi
zkoumani stresovych podminek a jejich vlivu na buriku. Pomoci akridinové oranzi Ize ovSem
stanovit jak relativni obsah rRNA, tak i v kombinaci s fluorescenci zdvisejici na obsahu DNA
v burice zjistit stav buiky a v jaké Casti zivotniho cyklu se nachazi.

2.1.8 Viabilita

Viabilnimi se obecné rozumi buriky zivé, tedy ty se schopnosti rust, délit se, metabolizovat
a interagovat se svym okolim. Definice a detekce tohoto vcelku abstraktniho pojmu je
problémem pro mikrobiology dlouhou dobu. Ptekazkou, a nejvétSim otaznikem, je separace
viabilnich bun€k od neviabilnich. Rast bakterie je dynamicky proces a jakakoli bunécna
kultura v sob& obsahuje buriky zivé a mrtvé. Jako mrtvé buriky jsou definovany ty, jejichz
bunécné funkce jsou zastaveny, ovSem zde se da fict, ze 1 takové buriky mohou byt aktivni ve
smyslu produkce sekundarnich metabolitti, a tyto sekundarni metabolity mohou dopomahat k
rastu ostatnim burikam. V tomto pfipad€ se ov§em nelze bavit o aktivnim metabolismu jako
spise pomalému rozpousténi a difuze bunécného materialu do okoli, diky kterému bunky
nejsou povazovany za mrtve. [18][25]

16



Obecné se mikroorganismy daji volné rozde¢lit do tii skupin: zivé, dormantni ("spici"), mrtvé.
Dormantni buiiky jsou takové, jejichz metabolismus je zcela utlumen, ve svété kategorizovani
maji blize kategorii "mrtvé bunky" nez ty aktivni a zivé. Tento stav utlumeni je reverzibilni,
ovSem mikroorganismus potfebuje urcité¢ idealni podminky a adaptacni Cas, aby se mohl
dostat do stavu, ve kterém je schopen plného metabolismu, rastu a déleni. [26][27]

2.1.8.1 Stanoveni viability bakterii

Suspenze bunék v médiu obsahuje jak zZivé, tak i mrtvé buriky, proto je dulezité, aby
existovaly spolehlivé metody na rozliSeni téchto dvou bunécnych stava [25]. Jako ukazatel
viability se brala schopnost vytvafeni kolonii na pevném médiu obsahujicim dostateCnou
vyzivu. Zde je ale problém ten, ze tento postup nefikd nic o néjaké absolutnéj§i hodnoté
viabilty ve vzorku, resp. nefikd nic o Zzivotaschopnosti jednotlivych buné¢k, spiSe pouze
poukazuje na to, Ze ve vzorku existuji buriky schopné rustu a déleni [24].
S touto metodou souvisi pojem buriky kultivovatelné, tedy takové, které jsou schopné rastu a
rozrastaji se v kolonie. Zde je dulezité si uvédomit, ze ne vSechny viabilni buriky jsou
kultivovatelné, ale vSechny buriky kultivovatelné jsou viabilni. Prvni pfipad muZe nastat
tehdy, nema-li burika idealni podminky pro sviij rist a mnozeni, tedy pod uréitym stimulem
povétsinou negativniho vlivu. Zde se muze jednat o nedostatek Zivin, teplotu, osmoticky stres,
nedostateCny/pfilisny pfisun kysliku apod [31]. Jako mezindrodni pojem se ujalo oznaceni
"Cells Viable But Non Culturable - VBNC" a vétSina mikroorganismi ma definovatelné
podminky pro tento stav. Takovéto buriky jsou potencionalné preveditelné do stavu plné
kultivovatelnosti, ale opét zalezi na podminkéch, které jsou vétSinou specifické a uspeésnost se
pohybuje spiSe v hodnotach prvni Ctvrtiny procentualni stovky. [25][28][29]
Proti tomuto tvrzeni stoji ndzor, ze viabilni buriky bez schopnosti mnozeni je, vzhledem k
definicim viability a hlavné Casti hovorici o viabilité jako schopnosti rastu, koncept bez
smyslu [30].
VBNC mikroorganismy se mohou tadit do skupiny dormant, stejné jako buriky poskozené, ale
prozatim ne mrtvé. Zde je prezentovan dal§i problém pii analyze viability bunék a to je
rozeznani buné€k poskozenych a zivych, ale nekultivovatelnych. Stav poskozeni muze vyustit
v bunéénou smrt v momente, kdy burika neni schopna pifi kumulovaném ¢i jednorazovém
poskozeni opétovné zacit rust. V urcitych idealnich podminkach muze ale burika poskozeni
napravit a opét zacit rust a délit se. Dormance ve smyslu buné¢ného utlumu, ale ne poskozeni,
je povétsinou zpusobena urcitou formou stfadani, ale resuscitace, jak jiz bylo zminéno vyse,
muze nastat pii zméné okolnich podminek smérem k idealnimu rozmezi. [27]
Zde tedy dochazi k rozporu o vypovidaci hodnoté metody sazeni na agarové plotny jako
metody zjistujici viabilitu mikroorganismi. Proto byla potfeba vyvinuti novych metod
zjistyjicich tento parametr bez potieby zahrnovani viditelného rastu. Jako idealni se jevily
pravé fluorescencni analyzy aktivity metabolickych pochodd ¢i integrity bunky. Viabilita
bun¢k muze byt zjistovana pravé z hlediska bunééné integrity, metabolickych pochodu ¢i
schopnosti replikovat se. [28]
Integrita bunécné stény muze byt zjiStovana pomoci sond, které maji urcitou schopnost
penetrace do buiiky pfes sténu za uritych podminek [32]. Bunécna sténa zivych bunck je
povazovana za neproniknutelnou pro vétSinu sond, na druhé strané sténa mrtvych bunék je
brana jako poskozena a tudiz propustna. I toto tvrzeni neplati vzdy, existuji ptipady, kdy byla
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zachovana membranova integrita, ackoli buiiky byly mrtvé [33]. Byly zaznamenany 1 pfipady,
kdy byly burky viabilni, ale diky velmi rychlému ristu doslo k poskozeni membrany, to
hlavné v pfipadé, ze se buiky nachazely ve velmi vyzivném prostiedi [34].

Metabolické pochody jsou naproti tomu Casto méfeny sondami interagujicimi s ATP [35].
Schopnost replikace je nej¢astéji ur¢ovana tradicnim vysevem na pevné médium.

Nasledujici text se bude vénovat vybranym fluorescen¢nim sondam pouzivanym ke stanoveni
viability mikroorganismd.

2.1.8.2 Ethidium bromid

Jedna se o DNA viabilitni sondu, jejiz molekuly se zafazuji mezi baze (pfiblizny pocet je
jedna molekula EB na 4 bdze) v dvousroubovici, a to jak eukaryotickych, tak i
prokaryotickych bunék. Nejvétsi vyuziti nachazi v gelovych elektroforetickych analyzach.
Ethidium bromid je relativné specificky, barveni probiha s velkou rychlosti a neni potfeba
fixovani vzorku. Velkd nevyhoda je mutagenita ethidium bromidu, proto barveni vzorkd a
jejich nasledna likvidace musi probihat s nejvétsi opatrnosti. [36]

Obr. 10: Vzorec ethidium bromidu. [37]

2.1.8.3 Near-IR Sonda

Tento fluorofor je soucasti LIVE/DEAD™ Fixable Near-IR Dead Cell Stain Kit.
Principem je vytvofeni kovalentni vazby mezi sondou a volnymi aminovymi skupinami
proteint uvniti buiiky po pruchodu poskozenou membranou. Zaroven dochazi k vytvoreni
vazby barva-amin na povrchu bunééné stény, ale takto ziskana fluorescence je
nekolikanasobn€ nizsi nez v prvnim uvedeném pripadé. Vzhledem k vysokym hodnotdm
excitatnich a emisnich vlnovych délek (750/776) je tento fluorofor povazovan za vhodnou
soucast multiparametrickych analyz. Nevyhoda barev reagujicich s aminy, které jsou ve formeé
roztoku, je jejich Casova nestabilita, proto se doporucuje rychlé spotfebovani a to v ramci
hodin. [38]
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Obr. 11: Nazorné ukdzany princip fungovani Near-IR fluroforu. Vievo je pripad Zivych bunék, kde se
fluorofor nachdzi pouze na povrchu. Napravo je mriva bunka, jejich poSkozenou membrdnou barva
proSla a zreagovala s aminy uvnit?. [38]

2.1.8.4 Propidium iodid

Jedna se o jednu z nejvice pouzivanych viabilitnich sond. Zivé buiiky se od téch mrtvych
1i$i schopnosti vylu€ovat, popt. uplné zabranit molekulam v proniknuti skrze buné€nou sténu,
coz u mrtvych bunék s poskozenou membranou neni mozné. Velkou vyhodou této sondy je
jeji Siroké vyuziti at’ uz v eukariotickych ¢i prokraryotickych burtikach, dale je to jednoduchost
pouziti, emitované svétlo je jasné a vysledky presné. [3][39]

Obr. 12: Chemicky vzorec propidium idodidu. [3]

Nevyhodou této barvy je podezieni na karcinogennost a tudiz zachazeni vyzaduje opatrnost,
obzvlasté pii manipulaci s praSkovym PI. Sonda se po prachodu do buriky vaze na DNA a to
mezi baze, pifiCemz zarazovani je ndhodné. Pfiblizny odhad je jedna molekula propidia kazdé
4-5 baze. V multiparametrovych analyzach je PI Casto pouzivano jako ukazatel mrtvych
bunék. Metodické a pfistrojové vyuziti je Siroké, hodi se jak pro cytometrické stanovovani,
tak 1 pro fluorescen¢ni mikroskopii. [39]

2.1.8.5SYT0O9

Dalsi z fady DNA sond, SYTO9 pronika do bunék zivych 1 mrtvych, Gram-pozitivnich
i Gram-negativnich. Tento fluorofor se vyznacuje vysokym extink¢nim koeficientem
(>50,000 cm™ M), pfi nenavazani na DNA & RNA jsou hodnoty kvantovych vytézki mensi
nez 0,01, pfi navazani jsou ovSem tyto hodnoty vyssi nez 0,4. Vzhledem k rozpousténi v
DMSO je potieba opatrnosti pii zachazeni. Fluorofory fady SYTO emituji svétla riznych
vlnovych délek, zde popisovana sonda emituje svétlo zelené o vinové délce 498 nm. [40]
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Spolecné s propidium iodidem je SYTOO soucasti LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability
kitu. Pfi pouziti téchto barviv lze s velkou presnosti rozlisit butiky mrtvé od zivych a to prave
diky membranové integrit€¢ bunek. SYTO9 barvi vSechny buriky, propidium iodid pouze ty s
poskozenou sténou. V piipadé mrtvych bunék, kdy jsou pritomné oba fluorofory, PI vykazuje
vy$§i afinitu k DNA nez SYTO9 a zaroven signal v zeleném kandlu je
nékolikanasobné€ snizen. [41][42]

V nékterych ptipadech byla pozorovana zhorSena permeace bunécné stény Gram-negativnich
bakterii, coz mélo za nasledek zkreslené udaje o poctu mrtvych bunek ve vzorku. Zarover je
nebezpeci poskozeni membrany pii stresu, déleni, syntéze apod., pfiCemz se tyto situace
odehravaly v okamziku inkubace fluoroforu [42][43]. Aktivni exkluze barviva z cytoplazmy
pfed jeho navazanim na DNA v zivych burikaich muze byt dal§im divodem
nepiesného méfeni [44].

2.1.8.6 Fluorescein diacetdt

Prvni vyuziti této sondy se datuje az do roku 1963 a od té doby je fluorescein stale
vyuzivanou sondou indikujici zivé buriky [45]. FDA je substritem pro cytoplasmatické
esterazy, kde enzymaticka aktivita prevadi fluoresceinovou molekulu na zelené fluoreskujici
formu a to formou hydrolyzy. Aktivita téchto esteraz ukazuje na zivotaschopnost bunék.

O

o

LI g omo
HC—C—0 o O—C—CHy

Fluorescein Diacetate Fluorescein

Obr. 13: Hydrolyza FDA na fluoreskujici formu fluorescein [47]

+ 2(CH;COOH)

Bylo poukdzano na dva problémy pfi pouzivani FDA jakozto wviabilitni sondy.
Nefluorescencni forma mize byt hydrolyzovana i pii absenci zivych bunék, a muze dochazet
k vyraznému zhaSeni fluorescence. Obé tyto situace mohou prinést znaéné zkreslené vysledky
neodpovidajici skute¢nosti. Nektera média a pufry (Tris—HCI nebo sodno—fosfatovy) byly
oznaceny jako hydrolyzujici. Je tfeba vzdy kontrolovat pH pracovniho pufru pouzivaného pro
analyzu, protoze fluorescein jako takovy existuje v nékolika rtuznych formach zavislych
na pH. [46][47]

2.1.8.7 Rhodamin 123

Schopnost zachovani elektrochemického gradientu pres plasmatickou membranu je dalSim
znakem dle kterého se daji rozpoznat zivé buiiky od mrtvych. Je zachovan pH a iontovy
gradient a existuje energii vyrab&jici metabolismus mitochondrii. Rhodamin 123 je lipofilni
sonda kationového charakteru, ktera se vaze na mitochondrialni membrany. Pfi funk¢nosti a
zachovani gradientu této membrany se nefluorescencni forma Rhodaminu pfeméfiuje na
aktivni, zelené fluoreskujici formu. Vyhoda této sondy je vysokd citlivost a schopnost
reagovat i na malé zmény v membranovém potencialu, plus reak¢ni €as je velmi maly. [48]

20



Obr. 14: Vzorec fluorescencni formy Rhodaminu 123. [48]

Tento fluorofor nema cytotoxické ucinky. Zaroven nebylo reportovano vyrazné samo-zhaseni
pii pouziti v pratokové cytometrii, ale problém byl pii pouziti ke stanoveni viability Gram-
negativnich bakterii, jejichz membrana vyrazné ztézovala pruchod sondy. Tento problém byl
ve vét§i mife vyfeSen pfidanim EDTA ke vzorku bunééné suspenze. Zivé metabolizujici
bakterie jsou schopny akumulovat kationické 1atky lipofilni povahy. [49][50]

2.1.9 Analyza genové exprese

Akridinova oranz a pyronin Y jsou nejcastéji pouzivané fluorofory barvici RNA, pfi¢emz
prvni zminovany barvi i DNA. AO nasla uplatnéni v Sirokém zabéru technik a metod prave
diky své unikatni vlastnosti barveni obou nukleovych kyselin. Obsah DNA je v jedné burice
relativné staly, ale pravé diky zménam v obsahu RNA lze zjistit o burice né€kolik dulezitych
informaci. Pfiblizné¢ 80% bunécné RNA je rRNA, vétSina zbyvajicich procent je tRNA
a velmi malé procento patii dal§im druhim RNA jako napf. mRNA. Z toho lze fici, ze pii
zjistovani obsahu RNA dostavame primarn€ informaci o pfitomnosti uréitého poctu ribosomu
v burtice, coz je v podstaté translacni potencial buriky.
Délici se buriky dvojnasobi obsah vSech svych organel, tedy i ribosomu. Jak tedy burka
prochazi svym zivotnim cyklem, celkovy obsah RNA se vyrazné meéni a napt. diky
znasobenému obsahu RNA lze rozpoznat fazi bunééného déleni [51]. Buiky nachézejici
se ve fazich Go a Gig maji v priméru 5—10krat méné ribosomia nez aktivné metabolizujici
a délici se burky [52].

e
HaC- 2 CH

CHa CHa

Obr. 15: Vzorec akridinové oranzi [53]

V cytometrickém stanoveni bunééného cyklu za pouziti akridinové oranzi se vyuziva riznych
absorp¢nich a emisnich spekter pti vazbé na dvou versus jedno-fetézové nukleové kyseliny.
Tento jev se nazyvd metachromazie. Molekula oranze vmezefena do dvousroubovice DNA
ma absorp¢ni maximum 500-506 nm, emisni maximum se nachdzi mezi hodnotami 520-
524 nm. [54]

V pfipadé jednoretézcové nukleové kyseliny se AO dostane mezi dvé sousedni baze,
neutralizuje ndboj polymeru diky své kationové povaze a zarovent dochazi ke kondenzaci
a aglomeraci polymeru. Nakonec tedy dostdvime molekuly AO proklddané bazemi, které
nemohou interagovat s kyslikem ¢i vodnim prostfedim (vychazi to z povahy premény
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na pevné skupenstvi pii precipitaci). Absorpcni spektrum je posunuto smérem k niz§im
hodnotdm vInovych délek (blue-shift), kde maximum je mezi 426 a 458 nm. Emisni spektrum
se pohybuje v rozmezi 630 a 644 nm. [54]

Nezanedbatelné procento fetézci tRNA a rRNA ma dvousroubovicové usporadani, je tedy
potfeba denaturovat tyto fetézce pii zachovani nativni formy DNA. Takovou denaturaci
je mozné iniciovat umisténim bunek do roztoku EDTA. Velkou roli zde hraje
termodynamicky vyhodnéjsi interakce AO s jednofetézcovou DNA, a to pfi zvySeni
koncentrace barvy vzhledem k fosfitovym skupindm. Vyhodnégjsi je slabsi, ale pocetnéjsi
vazba AO najednofetézcovy polymer oproti siln€jsi, ale méné casté (1:4) vazbé na
dvouretézcovy polymer RNA. Velkou roli v této denaturaci hraje i iontova sila roztoku, ktera
je relativné vysoka vzhledem ke koncentracim soli v barvicim roztoku (0.15M NaCl).
Dochazi ke kompetitivnim interakcim fetézce s AO™ a Na* a celkova koncentrace volnych
molekul oranzi v roztoku je tedy rozhodujici pfi denaturaci. [55]

Z uvedenych divodu je tedy barveni akridinovou oranzi zavislé na podminkach pfipravy
roztokli a barveni, pro idedlni koncentrace fluoroforu a pomocnych litek jsou velmi uzka
rozmezi.

2.2 Polyhydroxyalkanoaty
Pfitomnost PHA granuli v nékterych mikroorganismech je znama uz delsi dobu. Prvni

védec, ktery si vSimnul téchto struktur byl Beijerinck v roce 1888, a to jako vysoce svétlo
refraktujicich inkluzi [57]. OvSem slozeni téchto granuli bylo zji§téno az o Ctyfi dekady
pozdéji v roce 1927 védcem Lemoigne. Jeho prace s bakterii Bacillus megaterium dokazala
schopnost bakterie degradovat PHB na polyhydroxybutyrdtové monomery a to v anaerobnich
podminkach. Od 50. let 20. stoleti bylo objeveno mnoho dalSich mikroorganismu, které jsou
schopny syntézy riznych druht polyhydroxyalkanoatl, velka pozornost je v nynéjsich ¢asech
vénovana zejména PHB polymerim a mikroorganismim schopnym jej syntetizovat. [58]
Pozornost védecké komunity, a potazmo zastupci riznych odvétvi primyslu, ziskaly PHA
polymery predevS§im diky jejich vyjimecnych vlastnostem jakozto biodegradovatelnych
nahrad nyni vyuzivanych plastd (napf. obalové materialy). Velkou nevyhodou jsou vysoké
naklady pfi produkci a to hlavné cena substratu pro rust mikroorganismi a vysokou cenovou
polozkou jsou i tzv. downstream procesy pii ziskavani Cistého PHA z bunék. Z tohoto divodu
je velmi atraktivni strategie kultivace produkcénich mikroorganismii na zbytkovych a
odpadnich substratech jako jsou napfiklad rizné odpadni oleje. [57]

2.2.4 PHA - struktura a vlastnosti

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou produkovany riznymi kmeny mikroorganismt (Gram-
pozitivnich 1 Gram-negativnich) jako intraceluldrni zdsoba uhliku a energie, a to v
podminkach kde je pfitomen piebytek zdroje uhliku [60]. Obecné se da ovSem fici, ze
produkce polyhydroxyalkanoatti je vyvolana jako odezva na stresové podminky. Polymer je
akumulovan po "pfepnuti" metabolickych drah [57].
PHA jsou strukturné polyhydroxykyseliny jejichz monomery jsou R-hydroxyalkanoické
kyseliny. Existuji dvé hlavni skupiny do kterych se PHA déli, déleni zalezi na délce fetézct
monomeru. Polyestery slozené z hydroxykyselin o délce 3—5 atomu uhliku se oznacuji jako
short-chain-lenght (SCL-PHA), PHA obsahujici monomery o délce 6—14 atomu uhliku se
fadi do skupiny medium-chain-lenght (MCL-PHA) (Obr. 16). Skupina SCL-PHA je
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reprezentovana produkci C. necator, druha skupina je produkovana predevsim
mikroorganismy skupiny Pseudomonas. Neékteré polyestery jsou slozeny z monomerd a
raznych délkach fetézce, potom se jedna o SCL-MLC PHA kopolymery. [61]

Enzymatickou katalyzou in vitro byla dosazena i produkce long-chain-lenght LCL-PHA
s 15 a vice uhliky, ov§em tento polymer nebyl nalezen volné v piirodé. [62]

T i
—O-CH-(CHy)zC —

100-3000
polymer

n=1 R = hydrogen poly(3-hydroxypropionate) P(3IHP)
R = methyl poly(3-hydroxybutyrate) P(3HB)
R = ethyl poly(3-hydroxyvalerate) P(3HV)
R = propyl poly(3-hydroxycaproate) P(3HC)
R = butyl poly(3-hydroxyheptanoate) P(3HH)
R = penyl poly(3-hydroxyoctanoate) P(3HO)
R = hexyl poly(3-hydroxynonanoate) P(3HN)
R = heptyl poly(3-hydroxydecanoate) P(3HD)
R = octyl poly(3-hydroxyundecanoate) P(3HUD)
R = nonyl poly(3-hydroxydodecanoate) P(3HDD)

nw=2 R « hydrogen poly(4-hydroxybutyrate) P(4HB)

n=3 R = hydrogen poly(S-hydroxyvalerate) P(SHV)

Obr. 16: Struktura PHA a prehled bocnich retézcii R. [63]

PHA se nachazi v cytoplasmé v buikach ve formé granuli (Obr. 17). PocCet a velikost granuli
zavisi na kultivacnich podminkach, v jednotlivych mikrobialnich kulturach produkujicich
PHA se taktéz lisi. PHA jadro je obaleno fosfolipidovou vrstvou, do které jsou zabudovény
faziny (strukturni proteiny), PHA syntizy, PHA depolymerazy a razné jiné proteiny [64].
PHA syntdzy jsou pevné€ vazany na fetézce polymeru na rozdil od PHA depolymeraz [65].
Retézec polymeru ma hydrofobni charakter, coz je pro mikrobialni buiiky vyhodné, protoze
akumulace PHA nezvySuje intracelularni osmoticky tlak. [64][65]

Co se tyce fyzikalnich vlastnosti, extracelularni P(3HB) je vysoce krystalicky polymer,
teplota tani je okolo 180 °C a skelny pfechod nastava dosahne-li teplota 4 °C. Nékterymi
termickymi a mechanickymi vlastnostmi velmi pfipomind polypropylen, jedna se o relativné
tuhy a kiehky polymer. Mechanické vlastnosti se daji ovSem zménit inkorporovanim jednotek
poly(3-hydroxyvaleratu). [66]

Obr. 17: Nalevo je obrazek z transmisni elektronového mikroskopu ukazujici bunky C. necator HI16 s
viditelnymi granulemi PHA. Nalevo je vyobrazeno schéma struktury PHA granule. [64]
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2.2.5 Metabolismus polyhydroxyalkanoatu bakterie Cupriavidus necator

Metabolismus PHA je znacné komplikovany enzymaticky sled reakci, které jsou zavislé na
mnoha faktorech jako je napf. slozeni substratu, piitomnost kli¢ovych enzymt apod. Tyto
drdhy jsou zobrazeny na Obr. 18. [57]
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Obr. 18: Schéma zobrazujici metabolické drdhy syntézy riiznych SCL-PHA bakterie C. necator. [57]
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Centrdlni molekulou biosyntézy homopolymeru poly(3-hydroxybutyrdtu) je acetyl-CoA
ziskany metabolizaci organickych uhlikatych sloucenin na pyruvat a jeho naslednou
dehydrogenaci. V nestresovém prostredi dochazi k oxidaci acetyl-CoA v Krebsové cyklu na
CO: a ziskani redukovanych enzymi NADH, NADPH a FADH2, které jsou nasledné
reoxidovany v dychacim fetézci za vzniku ATP. Kdyz ale dojde k limitaci obsahu urcitych
latek v zivném substratu, NADH a NADPH se za¢ne akumulovat a kli¢ovy enzym Krebsova
cyklu — citrdt syntdza je inhibovana. Vytvareny acetyl-CoA je pak mozné pouzit pro
syntézu P(3HB). [67]

Existuji tfi klicové enzymy PHB metabolismu. Prvnim z nich, 3—ketothioladza reverzibilné
kondenzuje dvé molekuly acetyl-CoA na acetoacetyl-CoA. Poté nasleduje redukce na
R-(-)-3-hydroxybutyryl-CoA a to za pritomnosti (R)-specifické NADPH dependentni
acetoacetyl-CoA reduktdzy. Hlavnim enzymem celé drahy je PHB syntdza katalyzujici
polymerizaci a vytvofeni P(3HB) fetézce. [70][56][57]

2.2.6 Bakterie C. necator H16 jako modelovy organismus
Cupriavidus necator, v literatute je velmi pouzivany i starS§i nazev Ralstonia eutropha, je

jednim z nejznaméjSich mikroorganismii produkujicich polyhydroxyalkanoaty. Mezi starsi
nazvy patii 1 Wautersia eutorpha a Alcaligenes eutrophus. Tato bakterie reprezentuje
modelovy  systtm  pro  metabolismus  syntézy a  intracelularni  degradace
polyhydroxyalkanoati. [69]

2.2.6.1 Vyskyt, metabolismus a vlastnosti
Obecné teceno, bakterie se mize nachazet ve sladké vode i v pudé. C. necator je Gram-

negativni fakultativné chemolitotrofni organismus, v nepfitomnosti organickych substrata
schopen vyuzivat Hy a CO; jako jedinych zdroju energie. To je mozné diky pfitomnosti dvou
raznych energii uchovavajicich hydrogenaz. Jedna se o NiFe metaloproteiny katalyzujici
oxidaci H>. V nepfitomnosti O bakterie zaCne vyuzivat procesu anaerobniho dychéni; cesta
kompletni denitrifikace, kde dusi¢nany (pt. NO* a NO?¥) slouzi jako akceptory
elektronu [70].

CO2 je ze vzduchu fixovan v Calvin-BensonBasshamovu cyklu. Uhlik pochédzejici z
organickych substrati je fixovan jako poly[R-(—)-3-hydroxybutyrat] a to ve formé granuli
tvoricich az 90% objemu buriky. Tato fixace je dukazem adaptace na fluktuujici hladiny Oz v
okoli, protoze granule se formuji vzdy, kdyz je pfitomen ptebytek uhliku, ale faktory jako
pravé Oz nebo fosfaty ¢i dusik jsou rust-limitujici. V této bakterii v§ak neni pfitomen enzym
fruktéza-1,6-bisfosfdtaldolaza, a proto jsou fruktéza, glukdza a jiné cukerné latky zpracovany
Entner-Doudoroffovou drahou. [70]

Bylo vytvoreno nékolik mutantnich kment neprodukujicich P(3HB). Nejdulezitéjsi z nich je
C. necator PHB-4, ktery je nejCastéji pouzivan jako hostitel pro expresi PHA syntdz z jinych
bakterii. [70]

25



Organické
substraty

Metabolity

Metabolity

Litotrofni metabolismus Heterotrofni metabolismus

Obr. 19: Schéma zobrazujici litotrofni a heterotrofni metabolismy. Zluty kruh predstavuje procesy
centrdlniho metabolismu, Calvin-BensonBasshamiv cyklus je zndzornén Zluto-zelenym kruhem. PHA
granule jsou vyobrazeny jako Sedy kruh. [70]

2.2.7 Analyza PHA pomoci fluorescenénich sond

Metoda prvni volby pfi analyze PHA je plynova chromatografie a hmotnostni
spektrometrie. Tyto metody nejsou ovSem vhodné na on-line monitorovani a pfiprava vzorkt
vyzaduje presnost a byva zdlouhava. Pritokova cytometrie zacala byt pouzivana pii analyze
nejprve bez pouziti jakékoli sondy, bylo spoléhano na dostate¢né zmény granulovitosti bunék,
kterou je mozné detekovat v bocnim rozptylovém kanalu. Velka vyhoda této metody byla
témer nulova piiprava vzorkl a rychlé ziskani méfenych dat [72].
Velmi rozsifenou metodou je obarveni PHA lipofilnim fluoroforem nasledovaného méfenim
na prutokovém cytometru nebo vizualizaci fluorescencni spektroskopii. Mezi takové lipofilni
sondy patii napt. Sudan Black B [73], Nilska modf A, a Nilska Cervenl [74], které jsou
vyuzivany zejména pii rozliSeni PHB-pozitivnich a PHB-negativnich kment. Pfi pouziti
takovychto sond je nevyhnutelna smrt bun€k, pfi rozpousténi fluoroforti je totiz pouzito
organickych rozpoustédel jako je ethanol (Sudan Black), aceton nebo DMSO (Nilska Cerveri),
ktera zaroven vyrazné napomahaji k penetraci barviva do buriky. Profesor Steinbuchel a jeho
tym [74] pfinesli metodu kultivace C. necator v pfitomnosti rozpoustédla a barviva
(jmenovit¢ DMSO a Nilské Cerveni) pii velmi nizkych koncentracich (DMSO: 0,002% v/v,
Nilska Cerveri: 0,5-5,0 pg/ml). Jejich zavér byl, ze ani rozpoustédlo ¢i fluorofor v takovychto
koncentracich neovliviyji rust bakterie, a ze barvivo se do buriky dostava v koncentracich
dostate¢nych pro fluorescen¢ni analyzu napt. mikroskopickou.
Nevyhoda barveni Nilskou Cerveni je jeji nespecificnost. Ackoli ve velkych koncentracich
difunduje do PHA granuli a vaze se na tento polymer, Nilska Cerven barvi i dal§i hydrofobni
bunécné kompartmenty jako jsou lipidy nachazejici se v burikach. Stejna situace je nejen u
kment produkujicich polyhydroxyalkanoaty, ale i produkujici jiné hydrofobni latky jako jsou
napft. olejnaté kapky apod. [75]
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Obr. 20: Vzorec Nilské cerveni [76]

Jako nahrada Nilské Cervené jsou v poslednich nékolika letech vyuzivany fluorofory z fady
BODIPY, jejich vlastnosti byly nékolikrat ukazany jako superiorni a to jak diky lepsi
fotostabilité, sensitivité a reprodukovatelnosti vysledku, tak i z hlediska lepsi permeability
bunécnou sténou pii pouziti mensich mnozstvi organickych rozpoustédel [77][78][79][80].
BODIPY fluorofory jsou chemicky 4,4 -difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceny, jsou
nepolarni a lze je pouzit pfi analyze Sirokého spektra nepolarnich lipofilnich latek a
neutralnich lipidd. Diky niz§i molekulové hmotnosti (262 Da) nez ma Nilska Cerven (318 Da)
je BODIPY schopno rychleji difundovat pfes membrany [81].

Obr. 21: Vzorec BODIPY 493/503 [82]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité bakterie, chemikalie a pristroje

3.1.4 Pouzité bakterie

Bylo pracovdno s bakterii Cupriavidus necator HI6 ziskanou z Ceské sbirky
mikroorganismi Masarykovy univerzity v Brné. Dale byl pouzit kmen Cupriavidus
necator PHB- 4 zakoupeny v Leibnitz Institute DSMZ-German Collection of Microorganism
and Cell Cultures, Braunschweig, Némecko.

3.1.5 Chemikalie pro kultivaci mikroorganismu
Agar Powder (Himedia)
Beef extrakt (Himedia)
NutrientBroth (Himedia)
Peptone (Himedia)

3.1.6 Fluorescencni sondy
Akridinova oranz (Sigma Aldrich)
BacLight™ kit (Thermo Fisher Scientific)
BODIPY 439/503 (Thermo Fisher Scientific)
Ethidium bromid (eBioscience)
Fluorescein diacetat (Sigma Aldrich)
Nilska Cerven (Sigma Aldrich)
LIVE/DEAD™ Fixable Near-IR Dead Cell Stain Kit (Thermo Fisher Scientific)
Propidium jodid (eBioscience)

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a.

3.1.7 Rozpoustédla pro fluorescenc¢ni sondy

Aceton
Dimethylsulfoxid

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a.

3.1.8 Pristroje

Analytické vihy, Boeco

Centrifuga, Boeco U-32R

Centrifuga, Hettich MIKRO 200

Fluorescen¢ni mikroskop, MicroTime 200, PicoQuant GmbH

Laminarni box Aura mini, Bio Air Instruments

Nanofotometr, IMPLEN pH metr, SensoDirect

Plynovy chromatograf: GC-FID (Thermo, TRACE 1300)
Kolona — DB-WAX 30 m by 0,25 mm
Thermo Software Xcalibur

Prutokovy cytometr, Apogee A50, ApogeeFlow Systems

Temperovana tfepacka, Heidolph1000, Labicom s.r.o
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Termostat, LS-35
Vortex, Heidolph Reax Top

3.2 Kultivace bakterii

3.2.4 Agarové plotny

Bakterie byly kultivovdany 168 h na Petriho miskdch obsahujici pevné médium Nutrient
Broth, kultivace probihala v termostatu pii teploté 30 °C. Po uplynuti této doby byly bakterie
uchovavany pii teploté 4 °C. Kazdych 30 dni byly kultury pfeockovany na nové misky pfi
zachovéni stejného postupu kultivace.

3.2.5 Priprava inokula
Inokulum pro vSechny kultivace bylo pfipravovano do Erlenmayerovych banék, jejichz

objem byl 100 ml, pficemz obsah inokula byl 50 ml. Vysterilizované inokulum bylo tfikrat
zaockovano bakteriologickou klickou z agarové plotny. Kultivace probihala po dobu 24 hod
na temperované tiepacce, kde frekvence tfepani byla 160 rpm a teplota 30 °. Po uplynuti této
doby bylo zao¢kovano mineralni a produkéni médium, bylo pfidavano 5 % inokula vzhledem
k celkovému objemu média.

3.2.6 Zivna média
Pro uchovani kultury bylo pouzito agarové médium Nutrient broth.
Slozeni Nutrient Broth:

Beef extract 10g-1!
Pepton 10g-1!
NaCl S5¢g1!
Agar 20g-1!

Pro pfipravu inokula¢niho média bylo pouzito:
Nutrient Broth 25g-1!
Destilovana voda 1 000 ml

Pro pfipravu mineralniho média pro kultivaci bakterii C. necator H16 a C. necator PHB- 4

bylo pouzito:

KH2PO4 310 mg
K>HPO4 310 mg
NH4Cl 760 mg
MgSO4-7 H20 71,2 mg
Yeast extract 330 mg
Roztok stopovych prvka * 1 ml
Destilovana voda 1 000 ml

* Roztok stopovych prvki

FeCl3 9,7¢
CaClh 78 ¢
CuSOq4 0,156 g
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CoCl 0,119 ¢

NiCl, 0,118 ¢
CrCl, 0,062 g
0,1 M HCI 1 000 ml

Sterilace vSech médii probihala v tlakovém hrnci se zavienym ventilem po dobu 60 minut.
Roztoky fruktézy a stopovych prvka byly pfidavany az po sterilaci a vychladnuti médii na
laboratorni teplotu. Tyto roztoky byly sterilovany separatné, pied kazdym pouzitim byly
navic umistény do kultiva¢niho boxu, kde dochazelo k jejich ozateni UV svétlem.

3.3 Stanoveni biomasy
Rast C. necator byl sledovan metodou gravimetrického stanoveni obsahu suSiny. Z média

bylo odebrano 10 ml do centrifugacnich kyvet. Centrifugace probihala 5 minut pii 8000 rpm.
Sedimentované buriky byly promyty destilovanou vodou a centrifugovany, poté byla biomasa
suSena pii teplot¢ 80° C do konstantni hmotnosti. SuSina byla zvazena na
analytickych vahéch.

3.4 Rustova krivka

3.44 Inokulum

Rastova kiivka byla stanovovana u obou kment, tedy C. necator H16 a C. necator PHB-4.
Kultivace ve vysterilizovaném inokulu probihala po dobu 24 hodin pii 30° C, 160 rpm. Toto
inokulum bylo pouzito k zaockovani produk¢niho média.

3.4.5 Produkéni médium

Sledovani ristu probihalo po dobu ctyf dnd, na kazdy den byla pfipravena vzdy jedna
Erlenmayerova baika pro kazdy kmen.
Bylo piipraveno 300 ml minerdlntho média do 500 ml Ernlenmayerovy bariky, nasledovala
sterilizace pfi 121° C po dobu 60 minut. Médium bylo pfipraveno pfidanim 5 obj. % inokula,
15 ml fruktosového roztoku a 0,1 ml stopovych prvkd.

3.4.6 Turbidimetrické stanoveni hodnoty zakalu

Meéfeni bylo provadéno pii vinové délce 630 nm, jako blank byla pouzita destilovana voda.
Odbéry byly provadény v intervalu 4 hodin, kazdy den byl odbér provadeén tiikrat. Byl
odebran 1 ml média, ktery byl poté zméfen v kiemenné kyveté. Hodnota zakalu by se méla
pohybovat v rozmezi 0,2-1,0; v opacném piipadé byl vzorek vhodné nafedén
destilovanou vodou.

3.4.7 Stanoveni obsahu PHB

Zaroven s turbidimetrickym stanovovanim byl stanovovan i obsah PHB v susSiné. Vzdy
bylo odebrano 10 ml média, nasledovalo stanoveni hmotnosti suSiny. Centrifugace probihala
po dobu 10 minut pfi 8 000 rpm. Usazend biomasa byla rozsuspendovana v 10 ml vody a opét
byla sto¢ena, supernatant odlit a nasledovalo vysuSeni do konstantni hmotnosti pti 80° C.
Do 2 ml vialek bylo navazeno pfiblizné 10 mg susiny, nasledovalo pfidani 1 ml chloroformu a
0,8 ml 15% kyseliny sirové v methanolu. Po zavi¢kovani nasledovala esterifikace, kdy byly
vialky udrzovany pfi teploté¢ 100 °C po dobu 3 hodin. Po esterifikaci byla smes ochlazena na
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laboratorni teplotu, pfevedena do 4 ml vialek a pro extrakci byl pfidan 0,5 ml NaOH o
koncentraci 0,05 mol-1"!. Po vytvoteni fizového rozhrani byla spodni chloroformova frakce
odebrana a prevedena do vialek o obsahu 2 ml. Nasledovalo stanoveni obsahu PHB pomoci
plynové chromatografie plamenovym ioniza¢nim detektorem.

3.5 Stanoveni viability pomoci prutokového cytometru

Ve vSech piipadech piipravy vzorku byla pfipravena suspenze, ve které se nachdzelo
pfiblizn& 10° bunék. Buiiky se nachazely v roztoku PBS, pii piipravé suspenze byly dvakrat
promyty timto pufrem. Jako pracovni objem vzorku byl zvolen 1 ml suspenze v
mikrovialkdch typu Eppendorf.
Pro srovnani kvality analyzy jednotlivych fluoroforti mezi sebou byla kazda sonda meéfena
procentualni metodou. Tzn. byly pfipraveny dva typy bunécnych suspenzi - jedna ziva, prave
odebrana z média, druha mrtva, kterd byla povarena ve vrouci dobé po dobu 30 minut.
Nasledné byly tyto suspenze smichany do mikrovialek v nasledujicich pomérech:

Vzorek ¢. 1 2 3 4 5 6
Zivé buitky [ml] | 0 0,2 04 0,6 0,2 1,0
Mrtvé buiiky [ml] | 1,0 0,8 0,6 0.4 0,8 0

Cytometr byl nastaven na nastfik vzorku 19 pl-min ~' a objem zkoumaného vzorku na 150 pl.
Diky tomu, ze kazdy fluorofor ma svou specifickou excita¢ni a emisni vlnovou délku, bylo
nutné nastavit excitacni lasery a snimaci kandly individualné, dle potieb kazdého barviva.
Vzhledem k mnohym toxickym, mutagennim apod. vlastnostem ruznych fluorofori byly
provedeny potfebné ochranné kroky a bylo dbano na zvySenou bezpecCnost pfi barveni a
nasledném meéfeni.

3.54 Pouziti ethidium bromidu

Pro barveni byl pfipraven zasobni roztok ethidium bromidu o koncentraci 1 mg.ml™!, jako
rozpoustédlo byla pouzita destilovana voda. Pro stanoveni optimalni koncentrace ethidium
bromidu ve vzorku byly pfipraveny vzorky, do kterych bylo pfidano 0,1; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 ul
ze zasobniho roztoku. Z této fady byla vybrana optimalni koncentrace, se kterou se pracovalo
pii dalich experimentech. Cas inkubace byl 5 min.
Ethidium bromid mé podobné excitacni a emisni spektrum jako propidium iodid, proto byl na
excitaci pouzit laser o vinové délce 488 nm, emise byla sniméana v cerveném, 690 + 35 nm,
kandle.

3.5.1 Pouziti propidium iodidu
Byl piipraven zasobni roztok o koncentraci 1 mg-ml~" barviva, jako rozpoustédlo byla
pouzita destilovand voda. Koncentrace propidium iodidu ve vzorku byla 5 mg-ml™". Po

obarveni vzorku ndsledovala inkubace za laboratorni teploty v temnu po dobu 15 minut.
Na excitaci barviva byl pouzit laser o vinové délce 488 nm, fluorescence byla sniméana v
cerveném kanalu, tedy 690 + 35 nm.

3.5.2 Pouziti Near-IR sondy
Byla pouzita LIVE/DEAD™ Fixable Near-IR Dead Cell Stain sada obsahujici barvivo
emitujici v blizce infraCervené oblasti a DMSO jako rozpoustédlo v individualnich vialkach.
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Po pfivedeni na laboratorni teplotu bylo do wvialky obsahujici barvivo napipetovdno
50 ul rozpoustédla.

Po dvojitém promyti suspenze bunek pomoci PBS pufru byla suspenze bunék vhodné
nafedéna tak, aby v 1 ml bylo obsazeno piiblizné 10° bun&k. Poté byl ptidan 1 pl barviva a
vzorek byl fadné promichan. samotnéd inkubace probihala 30 minut, 1 hod a 2 hod. Bylo
pouzito nékolik postupt pro optimalizaci barviciho postupu - byly pouzity rizné teploty, pfi
kterych probihala inkubace, nékteré vzorky byly po inkubaci opétovné promyty PBS pufrem,
tyto postupy jsou shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1: Prehled podminek barveni jednotlivych vzorkii.

Cislo | Doba inkubace | Teplota inkubace | Promyto po inkubaci
vzorku PBS pufrem
1 A
Ulozeno k ledu =
2 Ne
A
3 30minut | 25°C =
4 Ne
5 A
37°C =
6 Ne
7 A
Ulozeno k ledu -
8 Ne
A
) 1 hod 25°C =
10 Ne
11 37 9C Ano
12 Ne
1 A
3 Ulozeno k ledu =
14 Ne
15 A
2 hod 25 °C =
16 Ne
17 37 9C Ano
18 Ne

Na excitaci barviva byly pouzit lasery o vinové délce 488 nm a 633 nm, fluorescence byla
snimana ve vzdaleném cerveném kanalu, tedy 740 + 35 nm.

3.5.3 Pouziti BacLight™ Kitu

Pouzit byl komer¢né dostupny DEAD/LIVE Bac Light™ kit od firmy Invitrogen, ktery
obsahuje dva fluorofory a to propidium iodid a SYTO9. Barveni vzorku bylo provadéno dle
ptilozeného navodu. Z kazdého fluoroforu bylo odebrano 1,5 pl, poté nasledovala inkubace v
temnu za laboratorni teploty po dobu 15 minut.
Oba fluorofory jsou excitovany pii vinové délce 488 nm, SYTO9 bylo sniméano v zeleném,
535 + 35 nm, kanalu, propidium v ¢erveném, 690 + 35 nm, kandlu.

3.5.4 Pouziti fluorescein diacetatu

Zasobni roztok obsahoval 1 mg-ml! praskového FDA, jako rozpoustédlo byl pouzit
aceton. K bunécné suspenzi bylo pfidano 2 pl ze zdsobniho roztoku, inkubace probihala ve
tme pii teploté 37 °C po dobu 30 minut, 1 hod a 2 hod.
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Analyza probihala za excitace laserem o vlnové délce 488 nm, pro snimdni fluorescence byl
pouzit zeleny kanal - 535 + 35 nm.

3.5.5 Pouziti Rhodaminu 123

Byl ptipraven zasobni roztok Rhodaminu 123 o koncentraci 1 mg-ml™! v destilované vodé.
Do vzorkl bylo ptidano 5 pl z tohoto roztoku, inkubace probihala v temnu pfi teploté 37 °C
po dobu 5 min.
Stejné jako mnohé jiné viabilitni sondy, 1 Rhodamin je excitovan pfi 488 nm, pro snimani
emisni fluorescence byl pouzit zeleny 535 + 35 nm kanal.

3.6 Analyza PHA priatokovym cytometrem

Byly pfipraveny suspenze buné€k jako v pfipadé stanoveni viability - v 1 ml se nachédzelo
pfiblizné 10° bunék. Butiky byly dvakrat promyty PBS pufrem. Jako pracovni objem vzorku
byl zvolen 1 ml suspenze v mikrovialkdch typu Eppendorf.
Pro oba fluorofory byla vytvorena kalibra¢ni kiivka, kde byla do zavislosti dana stfedni
hodnota fluorescence a obsah PHB ziskany plynovou chromatografii.

3.6.4 Barveni Nilskou ¢erveni

Nejprve byla provedena optimalizace koncentrace barviva ve vzorku, pracovdno bylo se
vzorkem obsahujicim ptiblizné 10° bunék C. necator H16, C. necator PHB -4 byl pouzit jako
kontrola, protoze jeho fluorescence by mela byt minimalni oproti prvnimu kmenu diky
nepifitomnosti PHB granuli. Po pfipravé suspenze nasledovalo stofeni na centrifuze
(8 000 rpm, 2 min), fixace 1 ml 20% ethanolem pii 4 °C po dobu 10 minut, a nakonec byla
suspenze dvakrat promyta 1 ml PBS pufru.
Ze zasobniho roztoku Nilské &erveng, kde koncentrace NC byla 1 mg- ml™, jako rozpoustédlo
bylo pouzito DMSO, bylo pifidano do 1 ml vzorku bunék 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2,5 a 5 pl.
Inkubace probihala pfi laboratorni teploté ve tme po dobu 15 minut.
Nilska Cerven je excitovana laserem o vlnové délce 488 nm, emise byla snimana v kanale
590 + 35 nm.

3.6.5 Barveni BODIPY 439/503

V piipadé barveni timto lipofilnim fluoroforem byla pfipravena suspenze obsahujici
10° bunék v 1 ml, a to jak pro kmen C. necator HI6, tak i pro kmen C. necator PHB-4. Jedna
polovina vzorku byla fixovana 35% ethanolem. Poté nasledovalo dvojité promyti 1 ml PBS
pufrem.
Zasobni roztok byl pfipraven o koncentraci 10 mg-ml™! fluoroforu, ktery je poté uchovavin
ve zmrzlém stavu, z ného byl piipraven 1 ml o koncentraci 1 mg-ml, se kterym se nadale
pracuje.
Pro optimalizaci koncentrace barviva pro cytometrické analyzy bylo ke vzorkim pfidano
1;2,5; 5; 10 a 20 pl roztoku fluoroforu. Pro excitaci byl pouzit laser o vinové délce 488 nm,
emise byla snimdna v zeleném kandle - 535 + 35 nm.

3.7 Analyza genové exprese

Byla pfipravena suspenze bunék v PBS pufru o koncentraci pfiblizné 10° bunék v 1 ml.
byly provedeny dva postupy barveni, jeden fixujici buriky, druhy nikoliv. Buiky byly
fixovdny 70% ledovym ethanolem, poté dvakrat promyty PBS pufrem.
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Nejprve byla provedena zkouska barvitelnosti bunék, ktera zaroven slouzila jako voditko pfi
volbé koncentrace pouzité pro dalsi barveni. K 1 ml pfipravené bunécné suspenze byl o
pfidano 0,5; 1; 2,5; 5 a 10 ul ze zasobniho roztoku akridinové oranzi o koncentraci 1 mg.ml.
Na prutokovém cytometru byl pouzit laser o vinové délce 488 nm, emise sondy vmezetena do
DNA byla snimdna v 535 + 35 nm kandle, RNA emise v 690 nm kandle.

Byly zapisovany stfedni hodnoty fluorescence v. DNA a RNA emisnich kandlech a
koncentrace, pfi jejimz pouziti byl podil téchto stfedni hodnot nevyss§i byla zvolena jako
pracovni pro dalsi experimenty.

V obou postupech bylo odebrano 0,2 ml suspenze bunék a ve zkumavkach k nim bylo pfidano
0,4 ml roztoku A, po 15 sekundéch bylo ptfiddno 1,2 ml roztoku B (viz. Tabulka 2). Poté byly
buriky ponechany ve tmé se inkubovat. Méfeni probihalo 2—-10 minut po pfidani obou
roztokd.

Tabulka 2: SloZeni roztokii potrebnych pri barveni akridinovou oranzi.

Roztok A Roztok B
Triton X-100, 0,1% (v/v) 0,1 ml | Akridinova oranz, 10 ul/ml 1 ml
HCl, 1M 8 ml | EDTA-Na 34 mg
NaCl 0,877 g | Roztok kyseliny citronové, 37 ml
0,1M
dH-O 91,9 ml | Roztok Na,HPOq4 63 ml

3.8 Pozorovani bunék pod fluorescenénim mikroskopem

Kazdy fluorofor pouzity pro cytometrické stanoveni byl pouzit pro barveni bunék a jejich
nasledné sledovani pod fluorescenénim mikroskopem. Jednotlivé koncentrace barviv ve
vzorcich byly stanoveny pfedchozimi meéfenimi na prutokovém cytometru, v tabulce 3 jsou
uvedeny jednotlivé Casy a teploty inkubace a koncentrace barviv.

Tabulka 3: Prehled charakteristik barveni jednotlivych vzorkil.

Vzorek Fluorofor | Koncentrace | Cas inkubace Teplota
Cislo [pl.ml ] [min] inkubace
1 | Propidium 5 15 | Laboratorni

iodid teplota
BacLight™ 1,5 (PI) 15 | Laboratorni
kit 1,5 (SYTQO9) teplota
Akridinova 10 2 | Laboratorni
oranz teplota
BODIPY 0,01 10 | Laboratorni
493/503 teplota

Ptiprava bunécnych suspenzi byla standardni jako pfi cytometrickych métenich, koncentrace
bunék byla upravena vhodnym fedénim na hodnotu piiblizng 10° v 1 ml.

Samotné obarvené vzorky byly na mikroskopickém sklicku fixovany 2% roztokem agaru
tésné pred vlozenim pod mikroskop. Vzorky byly pozorovany na konfokdlnim mikroskopu,
byl pouzit vodni imerzni objektiv. Na excitaci byl pouzit 467 nm laser.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Cytometrické stanoveni viability

4.1.4 Stanoveni viability bakterialni kultury C. necator pomoci BacLight™ Kitu

Komeréni kit BacLight™ je urgen ke stanoveni viability bakterialnich kultur a obsahuje
dvé fluorescencni sondy: SYTO9 a propidium iodid. SYTO9 je schopno penetrovat buriky
bakterii bez ohledu na jejich fyziologicky stav a viabilitu, propidium iodid pak prochdzi pouze
do mrtvych bungk s poskozenou bun&énou membranou. Zivé buiiky tedy vykazuji zelenou
fluorescenci, mrtvé fluorescenci Cervenou, protoze propidium iodid zhasi fluorescenci
SYTOO v mrtvych burikach.

Al of | I E

Obr. 22: Cytogramy pro sadu BAcLight™. Jednd se o vzorky procentudlni rady Zivych bunék. Cervend
oblast oznacuje oblast, ve které se nachdzeji mrtvé buniky, zelené ohranicena oblast ukazuje oblast
Zivych bunék. Na ose x je intenzita cervené fluorescence, na ose y intenzita zelené fluorescence.

(A): 100 % mrtvé, 0 % zZivé, (B): 80 % mrtvé, 20 % zivé, (C): 60 % mrivé, 40 % zivé, (D): 40 % mrtvé,
60 % zive, (E): 50 % mrtvé, 80 % zivé, (F): 0 % mrtvé, 100 % Zivé.

Jak je ukazano na cytogramech vyse (Obr. 22), rozliSeni zivych a mrtvych bakterialnich
bunék je jasné. Diky intenzitam fluorescenci na osach (na ose x je intenzita fluorescence
z Cerveného kanalu, na ose y intenzita zelené fluorescence) lze rozpoznat rozdilné
fluoreskujici buiiky. Dal$i velkou vyhodou pii vyhodnocovani je jasné oddéleni bakterialnich
bunék od castic abiotickych, coz je velmi vyhodné pfi analyzach napt. pid ¢i pitnych vod.

Vyrobce této soupravy v dodaném manudlu barveni tvrdi, ze vzhledem k pouziti dvou
fluoroforti a pro ziskani presnéjsSich vysledka je nutné jisté piepocCitani poctu zivych bunék.
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Obr. 23: Graf porovndvajici procenta vypocitanych a namérenych bunék pro sadu BacLight™.

Jak lze vidét z tohoto grafu, po prepocitani poctu zivych bunék podle vyrobcem dodaného
navodu, vypocitané vysledky se opravdu mirné€ lisi od téch ziskanych z prutokového
cytometru bez prepoc¢tu. Tento rozdil mize prekracovat hranici 10 %, nicméné principialné
poskytuje kit spolehlivy ndstroj pro posouzeni viability testované bakteridlni kultury. Faktor
R? je pro regresni ptimku vypocitaného procenta bungk vyssi (R?>=0,9818), ovsem rozdil 0,01
v téchto faktorech je minimalni. Nasledujici tabulka pfiblizuje tyto vysledky.

Tabulka 4: Pro prehled v procentech jsou vysledky prezentovany i v tabulkové formé. Lze si
povsimnout vyraznych rozdilii v hodnotdch procent zmérenych a vypocitanych, obzviasté v druhé
tretiné vysledkil.

Znamé % |Zmérené % | Vypocitané
zivych b.  |Zivych b. % zivych b.
0 0,7 0,8
20 19,9 24.0
40 38,2 44,8
60 42,6 52,9
80 74,1 86,8
100 95,9 98,7

4.1.5 Porovnani BacLight™ Kitu a propidium iodidu

V ramci dalsiho experimentu bylo porovnano stanoveni viability bakterialni kultury
pomoci BacLight™ kitu se zakladnim postupem vyuZivajicim pouze propidium iodid. Obé
metody byly porovnany na stejnych vzorcich obsahujicich rizné poméry mrtvych a zivych
bunék.
Tyto dva fluorofory byly porovnavany v jejich schopnosti zobrazeni urcitého procenta
mrtvych bunék ve vzorku. Vzorky byly pfipraveny stejnym zpisobem jako je popsan v
kapitolach 3.5.1 a 3.5.3.
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Obr. 24: Graf zobrazujici porovndni znamého a naméreného procenta mrtvych bunék, data pro

propidium iodid byly ziskany jak z cytogramii, tak i z histogramil.

Jak lze vidét z grafu vySe (Obr. 24) BacLight™ vykazuje lepsi korelaci mezi znamym
procentem mrtvych bakterii a procentem naméfenym. Zaroven vykazuji data lepsi linearitu -
regresni koeficient je velmi blizké idealni hodnoté 1, jedn4 se o hodnotu R?=0,9939.

Pti pouziti propidium iodidu nebylo dosahnuto takové linearity, nejprve Ize sledovat vzrist v
hodnotach, ktery je v hodnoté 60 % mrtvych bakterii vystiiddim mirnym propadem. Ackoli je
koeficient R? v rozmezi 0,95 az 0,97, spolehlivost je stdle vysoka.
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Obr 25 Hlstogramy a cytogramy pro Bacnght

——
™

ot L S D St

A e T

sadu (horm cast) a propidium lodzd (dolm cast).

Vievo je zeleny kandl vyuzity pro sbér fluorescence SYTOY, poté cerveny kandl vyuzity pro sbér
fluorescence propidium iodidu. Vzorek obsahoval 40 % Zivych bunék a 60 % mrtvych bunék.
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Pfi porovnani téchto barviv vzhledem k jejich vypovidajici hodnoté o procentu mrtvych
bakterii ve vzorku Ize fici, ze BacLight™ je fluorofor majici pravdivéjsi vypovédni hodnotu o
skutecnych hodnotach mrtvych bunék. Toto je pravdépodobné zpusobeno pouzitim dvou
fluoroforti v sadé - SYTOO barvi zivé buiky a PI buriky mrtvé. Diky tomu, Ze oba piipady
viability jsou pokryty obarvenim jednim (zivé buriky), popt. obéma fluorofory (mrtvé buriky),
statisticky je chyba rozeznani a méfeni mensi.

Vyhodou vyuziti propidium iodidu je jak jednodussi odd€leni mrtvych a zivych bunék z
histogramu popf. cytogramu, a také jeho cena. Pro analyzy Cistych bunécnych suspenzi je
proto PI dostacuyjici viabilni sondou.

4.1.6 Ethidium bromid

Dalsi testovanou viabilni fluorescenéni sondou byl ethidium bromid, ktery, podobné jako
propidium iodid, interkaluje DNA mrtvych bunék s poSkozenymi bunéénymi obaly.

Na zakladé literarni reserSe byly vybrany koncentrace ethidium bromidu v méfeném vzorku,
tyto hodnoty byly 0,5; 1; 2,5; 5 a 10 pg- ml . Z téchto riznych koncentraci byl cil vybrat
idedlni, se kterou se ddle bude pracovat pii stanovovani mrtvych bunék bakteridlni kultury
C. necator.

1200 -
1000 - 23
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400 -
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O T T T T T 1
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Koncentrace ve vzorku [pg/ml]

Obr. 26: Grafické zndzornéni zavislosti stredni hodnoty fluorescence na koncentraci barviva ve
vzorku.

Jak Ize vidét z vySe zobrazeného grafu, nebyla nalezena zadna zavislost, ktera by popisovala
n¢jaky trend vyvoje intenzity fluorescence pii zvysSovani koncentrace fluoroforu. Ackoli
intenzita fluorescence roste pfi globaln€j§im pohledu, z experimentu nelze vyvodit néakou
zavéreénou idealni koncentraci. Pro dalsi pokus byla zvolena koncentrace 5 pg-ml .
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Obr. 27: Grafické zndzornéni experimentu s ethidium bromidem. Modré body vyjadruji obsah mrtvych
bunék ve vzorku v procentech v jednotlivych vzorcich, cervené se vztahuji k intenzité fluorescence
téchto vzorkii.
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Obr. 28:Ukdzkovy cytogram a histogram pro bunky barvené ethidium bromidem. V horni cdsti je
vzorek, ve kterém se nachdzi 0 % mrtvych bunék a 100 % Zivych. Ve stredni casti je vzorek se 100 %
mrtvych bunék a 0 % Zivych. V dolni casti je vzorek obsahujici 50 % Zivych a 50 % mrtvych bunék.
Cytogramy ani histogramy téchto vzorkii neukazuji jednoznacné rozdil mezi Zivymi a mrtvymi
burnkami.
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Pfi experimentu bylo zjisténo, ze ethidium bromid je sonda zna¢n€ nevhodna pro pouziti pro
bakteridlni kultury C. necator. Jak lze vidét v grafu na Obr. 27, ziskané hodnoty procent
mrtvych bunék ve vzorku vibec nekoreluji se skuteCnym obsahem viabilnich bunék ve
vzorku. S nejvétsi pravdépodobnosti nefungoval aktivni transport barviva ven z bun¢k skrze
pory v bunécné stén€, a proto vysokou fluorescenci vykazovali 1 zivé buiky, a byly tedy
faleSné pozitivné oznafeny jako mrtvé. Dal§i moznosti je az piili§ vysoka koncentrace
barviva, ktera naprosto narusila schopnost této exkluze. Jedna se pouze o spekulace, pro
ziskani zavéru opreného o urcita data by bylo vhodné zopakovat tento experiment s vétSim
poctem koncentraci fluoroforu, a porovnat jej s pribuznymi kmeny bakterii.

Co se tyce stfedni hodnoty fluorescence, zde také nebyl nalezen néjaky trend. Prvni a posledni
vzorek (obsahujici 0 a 100 % mrtvych buné€k) navic vykazoval minimalni fluorescenci, coz u
posledniho vzorku (100 % mrtvych bakterii) neni v souladu s teorii, kterd pravi, ze ¢im vice
mrtvych bunék ve vzorku je, tim vétsi je intenzita fluorescence. Prostfedni Ctyfi vzorky
korespondovaly svou intenzitou s poctem mrtvych bunék.

V této fazi lze fict, ze ethidium bromid neni vhodnou sondou pro cytometrické stanovovani.

4.1.7 Fluorescein diacetat

Dalsi testovanou viabilni sondou byl fluorescein diacetit. Na rozdil od ptedchozich
viabilnich sond tento fluorofor neposuzuje viabilitu vzorku na zakladé integrity bunécnych
obald, ale jedna se o fluorescencni sondu metabolické aktivity. Fluorescein diacetat je ve
viabilnich burikach $té€pen nespecifickymi esterazami za vzniku fluoresceinu. V tomto ptipadé
jsou to tedy zivé buiky, které teoreticky vykazuji vyssi intenzitu zelené fluorescence.
Nejprve byl proveden experiment, diky kterému byla zvazena vhodnost sondy FDA v piipade
stanovovani viability bakterie C. necator. Pro oba kmeny bakterie (PHA produkujici divoky
typ 1 PHA neakumulyjici mutant) byly pfipraveny suspenze mrtvych a zivych bunék dle
navodu popsaného v experimentalni casti (3.5.4), a byla také otestovana koncentracni fada
barviva. Vzorky byly proméfeny v riznych ¢asech inkubace s fluorescen¢ni sondou a hodnoty
fluorescence byly vyneseny do tabulky (Tabulka 5).
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Obr. 29: Ukdzka hislogram‘z"iv a cylogfamﬁ pro bakteridlni bunky C. necator H16 barvené FDA.
(A) 100 % mrtvych bunék, (B) 40 % mrtvych bunék, (C) 60 % mrtvych bunék, (D)100 % mrtvych
bunék. Jak Ize videét z téchto snimkii, neni plné rozlisit mrtvé a zivé bunky.
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Tabulka 5: Tabulka s hodnotami procent a strednich hodnot fluorescence pro vzorky s riznou
koncentraci FDA. Byly namichdny dvé rady vzorkii - jedna Fada Zivych bunék, druhda mrtvych bunék.
K nim bylo poté pridavano urcité mnozstvi fluoroforu. Pomoci cytometru byl v urcitych casech zméren
pocet fluoreskujicich bunék a stiedni hodnota této fluorescence.

"SHF - StFednt hodnota fluorescence ziskand z histogramu pro dany vzorek

% - procento bunék vykazujicich fluorescenci, ziskané z histogramu pro dany vzorek

Cupriavidus necator H16
Koncen- Thned 1 hod 2 hod

;}'Sf: Zivé buiiky [Mrtvé buiiky [Zivé buiiky [Mrtvé buiiky |[Zivé buiiky [Mrtvé buiiky
[ng/ml] |% |SHF* % |SHF* |% |SHF* |% |SHF* |% |SHF* % |SHF"

0,5/ 924 36| 89,7 8 91| 114| 88,9 14| 100 20| 88,3 16
1 95 213 91,1 12| 75,7 65 91,1 23| 90,9] 688 91,8 31
2| 91 86/ 90,8 9| 88,7 29/ 90,6 13| 86,6 33| 91,1 14
5| 91,2 165 919 21| 91,6 774, 89,1 27| 99,3| 1428 90,6 36

10{ 89,5 112| 89,7 37| 81,5 118 90,2 57| 89,6 165| 88,6 66
blank 13

Cupriavidus necator PHB-4
Koncen- Thned 1 hod 2 hod

;}'Sf: Zivé buiiky [Mrtvé buiiky [Zivé buiiky [Mrtvé buiiky [Zivé buiiky [Mrtvé buiiky
[ng/ml] |% |SHF* % |SHF* |% |SHF* |% |SHF* |% |SHF* % |SHF*

0,5/ 78,3 65 88 7| 63,6 76| 88,7 23| 84,6 305 92,3 30
1 904 89| 89,8 13] 87| 296] 90,2 20| 80,3 42| 86,8 27
2| 89,8 99 91,5 15| 86,5 315 90,3 300 95| 980 89,8 45
5/ 91,3 185 90,1 31| 79,6 200 91,6 80 89,5 1036] 90,8 93

10{ 75,6 115 79,7 49| 72,5 432 77,8/ 191| 80,4 609 80,2 208
blank 13
PMT h?dnota 400 PMT hodnota 450 PMT hodnota 550

Jak lze z tabulky vidét diky barevnému odliSeni riznych hodnot PMT, hlavni problém této
sondy byl pravé v nemoznosti méfeni pfi konstantni hodnoté PMT a tudiz jednotlivé vzorky v
raznych Casech nemohly byt porovnavany mezi sebou. Pii vysSich koncentracich a delSich
Casech inkubace bylo potfeba hodnoty PMT zmenSit az o hodnotu 150. Dale je vhodné si
povsimnout samotnych hodnot stfednich hodnot fluorescence, které jsou v fadech stovek,
maximalni hodnoty dosahujici pfes 1 000. Rozdil mezi mrtvymi a zivymi buiikami je znatelny
pfi delsi inkubaci (1 hod, 2 hod), intenzita fluorescence je u zivych bun€k nékolikanasobné
vyssi. Tento vysledek je v souladu s teorii, ze FDA pronikd do bunék a pouze u téch s
aktivnimi hydrolytickymi enzymy je nefluorescencni forma sondy prevedena na fluoreskujici
molekulu fluoresceinu.

Nebyl vysledovan zadny trend nardstu intenzity fluorescence, ktery by se dal aplikovat na
Sirsi skalu vzorkd, a ktery by zaroven umoznil vybrani idealni koncentrace barviva FDA ve
finalni suspenzi bunek.

Pro tadnou optimalizaci by byl pravdépodobné zapotiebi priutokovy cytometr s citlivejsi
optikou.
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4.1.8 Rhodamin 123

DalSi testovanou viabilni sondou byl Rhodamin 123, ktery detekuje transmembranovy
potencial zivych bunék. Pro optimalizaci barveni touto sondou byla pfipravena procentuelni
fada pomért zivych a mrtvych bunék tak jako v predchozich ptipadech (viz kapitola 3.5).

Tabulka 6: Vysledky méveni viability sondou Rhodamin 123. Namérené procento Zivych bunék bylo
brdno ze stejného histogramu jako stredni hodnota fluorescence.

Stredni

Znamé % hodnota Namérené %

zivych bunék |fluorescence | zivych bunék
0 32 80,3
20 45 60,7
40 22 75,6
60 41 82,4
80 38 89,9
100 44 91,2

blank 18

®

!

Obr. 30: Ukdzka histogramii a cytogramii probunky C. necator H16 sondou Rhodamin 123.
(A): 0 % Zivych bunék, (B): 40 % Zivych bunék, (C): 80 % Zivych bunék, (D): 100 % zivych bunék.

Dle literatury by se méla zvySovat intenzita fluorescence se zvySujicim se procentem zivych
bunék. To vychazi ze schopnosti sondy pfemény na fluorescencni formu v burikach, které
maji funkéni membranovy gradient. V piipadé tohoto méfeni se tak ovSem nedélo, navic
nametené procento zivych bunék nekorespondovalo s realnymi hodnotami ve vzorku. Na viné
mohlo byt stafi sondy nebo také nizka permeabilita bakterialnich bunék pro Rhodamin 123.
Do budoucna by bylo vhodné vyzkouset 1 dalsi sondy z fady Rhodamin.

4.1.9 Near-IR sonda

Dalsi testovanou viabilni sondou byla Near-IR sonda. Jedna se také o sondu membranové
integrity, ovSem na rozdil od propidium iodidu a dalSich interkalacnich fluoroforti se tato
sonda neinkorporuje do DNA, ale vaze se kovalentni vazbou na intracelularni proteiny. Diky
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tomu se jednd o takzvanou fixovatelnou sondu — po stanoveni bunécné viability je mozné s
bunkami dale pracovat, napt. permeabilizovat jejich bunééné obaly pro dalsi barveni s tim, ze
informace o viabilité ztustane diky pevné vazbé sondy na proteiny bunky zachovana. V naSem
ptipadé by pouziti této fluorescencni viabilitni sondy bylo zajimavé, protoze by v ramci jedné
analyzy bylo mozné provést paralelni stanoveni intracelularniho obsahu PHA pomoci Nilské
cervené (kterd vyzaduje permeabilizaci bun€k) a zaroven posoudit viabilitu jednotlivych
bunék, ptipadné dat oba parametry do vzdjemnych souvislosti. Pouziti sondy Near-IR, kterd
se excituje laserem o vlnové délce 633 nm a jejiz fluorescence je detekovana v FL4 kanale
zarovetl eliminuje riziko spektralniho ptekryvu obou sond.

Nile red (phospholipid) LIVE/DEAD Fixable Near-IR Dead Cell Stain

100

75

Relative Intensity (%)
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Obr. 31: Diky dostatecné rozdilnym emisnim spektriim se Nilska cerven (vlevo) a Near-IR sonda
(vpravo) pri analyzach na priitokovém cytometru neovliviuji.

Dle navodu by se mély mrtvé a zivé populace snadno rozeznat z histogramu pfi cytometrické
analyze. Pik v levé Casti by mél reprezentovat buriky zivé a pik v pravé casti buinky mrtvé.
Ovsem jak je ukazano na Obr. 32, naSe vzorky nevykazovaly rozdéleni pika dle populaci. I
pfi zméné nastaveni pfistroje byl stdle zobrazovan pouze jeden pik, jehoz hodnoty byly
zaznamenany do ndsledujici tabulky. Do tabulky byly zaznamenany hodnoty stfedni hodnoty
fluorescence a pocet fluoreskujicich bunek pro vzorky, ve kterych bylo 50 % zivych a 50 %
mrtvych bunék.
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Obr. 32: Porovndni histogramii, vievo histogram dodany firmou ThermoFisher v navodu na pouZiti
barvy, vlevo histogram z naseho mérveni. Viechny dalsi histogramy vypadaly témér identicky.
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Tabulka 7:Vysledky méreni z Near-IR sondou zaneseny do tabulky. Jsou zaneseny pouze hodnoty pro
Jjeden pik vzhledem k neexistenci druhého piku. Vysledky jsou uvedeny pro vzorky, ve kterych bylo
50 % zivych a 50 % mrtvych bunék. Procento namévenych bunék zde zapsanych je ziskané z

histogramu o jednom piku.

Cislo Doba Teplota Promyto po | Stiredni Procento
vzorku | inkubace inkubace inkubaci hodnota naméienych
PBS pufrem fluorescence bunék
1 . Ano 32 78,6
5 UloZeno k ledu Ne 47 79.3
3 30minut | 25°C Ao 28 852
4 Ne 53 88,5
5 Ano 40 66,4
37 °C
6 Ne 45 91,2
7 . Ano 95 86,3
g UloZeno k ledu Ne 108 74.9
9 . Ano 98 93,8
w| et |PC Ne 105 98,6
11 R Ano 89 87,4
12 37°C Ne 104 64,3
13 . Ano 250 94,1
14 UloZeno k ledu Ne 87 89.9
15 2 hod 55 oC Ano 286 88,8
16 Ne 316 92,3
17 Ano 257 96,5
37 °C
18 Ne 322 87,8

Jak lze vidét z tabulky, v Case se fluorescence mirné zvySovala, coz byl ocekavany jev.
Fluorofor me¢l del§i dobu na interakci s burikami a vazbu na intraceluldrni proteiny. Velice
nizké hodnoty fluroescence pravdépodobné znaci, ze fluorofor nebyl schopen se dostat do
bunky. Tento pfedpoklad je podporovan absenci druhého piku odpovidajiciho mrtvym nebo
zivym burikam. Vzorky nepromyté po inkubaci mély nepatrné vyss§i hodnoty. Pfi promyvani
bunék PBS pufrem byla pravdépodobné ¢ast fluroforu vazaného na aminové skupiny bunécné
stény odplavena pry¢, takze 1 o fixovatelnosti této fluorescencni sondy mohou panovat
pochyby.

Near-IR sonda byla testovana predevSim pro eukaryotické buiky, jejichz morfologie je
odlisna od prokaryot. Lisi se také ve stavbé membran oddélyjicich vnitini prostor buriky od
okoli, vétSina eukaryoticky bunék postrada praveé tézce proniknutelnou strukturu bunécéné
stény. Kvuili tomuto faktu je mozné, ze barvivo nemuze proniknout pfes bunécnou sténu
bakterie C. necator, a proto je na zakladé naSich experimenti mozné jej povazovat za
nevhodnou viabilni sondu pro dal§i méfeni viability bakterialnich bunék.

4.2  Barveni Nilskou ¢erveni

Dalsim cilem této prace bylo prostudovat moznosti cytometrické analyzy intracelularnich
PHA granuli v bakterialnich burikach. Samotna sonda vykazuje velmi nizkou permeabilitu,
buriky je tedy pfed samotnou analyzou nutné permeabilizovat pomoci ledového roztoku
ethanolu o koncentraci 20 obj. %.
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4.2.4 Optimalizace koncentrace barviva

Nejprve byla stanovena optimdlni koncentrace barviva Nilské Cervené ve vzorku jiz
permeabilizovanych bunék. Vzorky PHA akumulujiciho kmene C. necator H16 i negativni
kontroly — PHA neakumulujiciho mutantu C. necator PHB-4, byly pfipraveny z kultur starych
96 hodin, coz je doba kultivace, pfi které obsah PHA v akumulujicim kmeni dosahuje
vysokych hodnot. Na zaklad¢ studia literatury byly zvoleny koncentrace fluoroforu v rozmezi
hodnot 0,1 az 5 pg-ml .

Tabulka 8:Prehled strednich hodnot fluorescence sepsané z histogramii pro 590 nm a hodnotu LALS
(large angle light scattering, uddava velikost buniky, rozptylené svétlo je zachyceno detektorem
umisténém v pFimém sméru).

C. necator PHB-4 C. necator H16
Koncen. Nilské | yptenzita fluor. Intenzita fluor.
cerveni Vv oranzovém VvV oranzovém
[pg-ml '] kanilu Hodnota LALS |kanilu Hodnota LALS
0,1 22 57 734 376
0,25 31 59 1387 375
0,5 31 59 2121 367
1 28 57 2946 361
2,5 34 59 3039 355
5 30 62 2643 346

V tabulce lze pozorovat vyrazny rozdil v hodnotich intenzity fluorescence jednotlivych
kmeni. U kmene C. necator PHB-4 fluoreskuje barvivo vazané predevs§im na lipidové
struktury jako uUtvary v bunéné membrané a nékteré lipidy uvnitf bunky. Pfi vysSich
koncentracich barviva nedoslo k vyraznym zménam v intenzité. Koncentrace sondy tedy u
tohoto kmene nehraje roli.

U bakterie C. necator HI6 je intenzita n€kolikanasobné vyssi, I1ze tedy usoudit, ze Nilska
Cerveri jasné barviva PHB granule. Pti zvySuyjici se koncentraci sondy ve vzorku se intenzita
zvySovala, graficky priibéh je znazornén na nasledujicim grafu.

Hodnota LALS (larg angle light scattering) uddva slozitost vnitini struktury bakteridlnich
bunék, svétlo je zachycovano detektorem umisténém v bocnim sméru Lze si pov§imnout
nékolikanasobné vyssich hodnot tohoto parametru u C. necator HI16, coz je zpusobeno praveé
naakumulovanym PHA v granulich. U neakumulujictho mutantu C. necator PHB-4 tyto
granule chybi.
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Obr. 33: Grafické zndzornéni zavislosti intenzity fluorescence na koncentraci Nilské cerveni ve vzorku
kultury C. necator HI6.

Z prab&hu tohoto grafu Ize usoudit, ze az do koncentrace 1 pg- ml™! je intenzita téméf linedrné
zavisla na mnozstvi pfidaného barviva, od této hodnoty ale dochazi k samozhaSeni
fluorescence fluoroforu, u koncentrace 5 ug-ml' je ubytek intenzity zietelny. Proto byla

koncentrace 1 pg-ml™" vybrana jako idedlni a bylo s ni ddle pracovéno.

4.2.5 Korelace intenzity fluorescence a obsahu PHB
Pro tento pokus byly vyuzity vzorky odebrané pifi stanovovani rastu a rastové kiivky pro
kmen C. necator H16. Obsah PHB byl zméfen pomoci plynové chromatografie.

Tabulka 9: Prehled namérenych intenzit fluorescence pri 590 nm a hodnoty pro primy a bocni rozptyly

(LALS a SALS respektive).
Vzorek Str. hodnota Hodnota | Hodnota | Obsah
fluor. pri 590 nm | LALS SALS PHB [ %]

Inokulum 270 82 294 20,8
4h 99 65 183 16,2
8h 158 64 184 14,1
12h 443 64 184 29,7
24h 1554 103 379 52,3
34h 1558 168 694 55,9
48h 2532 321 1346 66,0
56h 2816 346 1462 69,1
72h 2742 416 1738 68,5
80h 3098 439 1826 72,1

V této tabulce si lze vSimnout zvySujicich se hodnot LALS i SALS se zvySujicim se Casem
kultivace. Jedna se o prumémé hodnoty ve vzorku. Jak buriky v kultufe rostou, zvySuje se
nejen jejich pocet, ale zejména jejich velikost. V dusledku akumulace PHA také narusta
granulovitost bun€k, coz se projevi zvySenymi hodnotami SALS - bocniho rozptylu svétla,
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ktery vypovida o vnitini slozitosti bunék. Jinymi slovy, ¢im vyS$si tato hodnota je, tim vice
fazovych prechodii v builce existuje.
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Obr. 34: Zavislost hodnot pro bocni a primy rozptyl v riiznych casech kultivace

Ve vySe zobrazeném grafu si lze povSimnout, Ze ob€ hodnoty rozptyla zacinaji stoupat ve
stejném Case okolo 24. hodiny a jejich prubéh je témér identicky. Tato skuteCnost podporuje
tvrzeni, ze granule PHB jsou divodem nejvysSiho prirastku velikosti stejné tak jako
granulovitosti bunék. Hodnoty vcelku presné kopiruji tradi¢ni prubéh rastové kiivky (je
zajimavy prubéh mezi 10 az 50 hodinou, ktera by se dala povazovat za log fazi rastu
bakterie). Lze proto predpokladat, ze pfi delsi kultivaci a odebirani az do 100 hodin, by
intenzita signalu pfili§ vyrazné nestoupala, jeji prubéh by byl spise stacionarni.
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Obr. 35: Zdvislost intenzity fluorescence na obsahu PHB v bunkdch.
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Pfi vyneseni zavislosti intenzity oranzové fluorescence na obsahu PHB v burice do grafu byly
nalezeny dvé oblasti, které bylo mozné prolozit linedrnimi piimkami, které vyjadiovaly jeji
prubéh. Pravdépodobnym divodem je vétsi plocha a potazmo objem granuli, do kterého
barvivo pronikd, a tato zdvislost mezi plochou/objemem a obsahem barviva, tedy intenzitou
fluorescence, se v urcité fazi kultivace méni a zavislost se stava strméjsi.

Tento poznatek je zvlastni a dalsi zkoumani tohoto jevu by bylo zcela jisté velmi zajimavé.
Navic je zfejmé, ze je prutokova cytometrie velice zajimavou technikou umoziiujici pozorovat
heterogenitu bakterialnich bun€k a distribuci vybranych bunécnych parametri v analyzované
bunécné populaci. Nicméné kvantifikace vybraného parametru neni silnou strankou této
metody. Jednim z divodd muze byt fada interferujicich fyziologickych parametra, které
mohou vést k odchylkam od obecné akceptovanych analytickych vztaha (jako je tieba jedna
linearni kalibracni zavislost mezi signadlem a koncentraci). I pfesto, ze je cytometricka metoda
velice rychla, nemiZeme ji doporucit jako procesni metodu pro biotechnologikou
produkci PHA.

4.3 Barveni sondou BODIPY 493/503

Dalsi testovanou fluorescencni hydrofobni sondou, kterou je mozné pouzit k analyze
intracelularnich PHA granuli je BODIPY 493/503. Tato sonda pifi vazbé na PHA granule
vykazuje intenzivni zelenou fluorescenci. Na zaklad€ literatury byly otestovany Ctyfi
koncentrace sondy ve vzorku. Jak 1ze vidét v grafu (Obr. 37), chovani této sondy s naristajici
koncentraci bylo velmi podobné chovani Nilské Cerveni. Jako idealni pro dals§i experimenty
byla vybrdna koncentrace 10 pg-ml™', pii jejimz pouziti byla dosazena vyrazna stiedni
hodnota fluorescence. Pti vyssi koncentraci jsou patrné sklony k samozhaseni.
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Obrdzek 36: Ukdzka histogramii a cytogramii pro bakteridlni kultury C. necator obarvené
BODIPY 493/503. (A) C. necator PHB-4, (B) C. necator HI16 bez fixovdani ethanolem, (C) buriky
C. necator HI16 fixované ethanolem.
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Obr. 37: Zdvislost intenzity fluorescence na koncentraci sondy BODIPY 493/503 ve vzorku.

Graf je vytvoren z dat z nésledujici tabulky. Jak lze v této tabulce vidét, hodnoty intenzity
fluorescence se prili$ nelisi u vzorkd fixovanych ethanolem a téch nefixovanych. Z toho bylo
usouzeno, ze v piipadé C. necator neni potieba pred analyzou PHA pomoci BODIPY 493/503
fixace ethanolem. Navic, vzhledem k tomu, ze BODIPY 493/503 m4 jen nepatrny spektralni
prekryv s propidium iodidem je teoreticky mozné vyuzit dudlni barveni propidium iodidem a
BODIPY 493/503 k cytometrické analyze vlivu akumulace PHA na stresovou odolnost
bakterie C. necator. Nalézt kombinaci fluorescencnich sond pro dualni barveni PHA a
viability bunek byl jeden z cill této diplomové prace.

Tabulka 10:Prehled riiznych stiednich hodnot fluorescence, ukdzdno pro oba kmeny C. necator.
"SHF': Stiedni hodnota fluorescence
% bunék: procento bunék vykazujicich nejvyssi hodnoty intenzity fluorescence

C. necator PHB-4 C. necator H16
Pouziti ethanolu Bez ethanolu Pouziti ethanolu | Bez ethanolu
Koncent. % %

[ng-ml '] |SHF* |bundk |SHF* |% bunék |SHEF® |% bundk|SHF*  |bunék

25 131] 939 127 944] 1027 78,9 997| 89,4
5 199 802 180 87,3 1656] 943| 1587| 886
10 227|797 217 81,5| 2106 856| 2045| 934
20 282|776 207 88,5| 2335 81,7 2244 912

BODIPY 493/503 stale ztstava predmétem zajmu a bude podrobeno dal§im experimentim pfi
budoucim studiu.

4.4  Vyuziti akridinové oranze jako sondy genové exprese

4.4.4 Optimalizace koncentrace sondy
Akridinovou oranz je mozné vyuzit k paralelni analyze bunééného obsahu DNA a RNA,

protoze vazba na obé nukleové kyseliny vyrazné méni emisni vlastnosti sondy.
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Na zakladé literarni reSersSe bylo vybrano nékolik koncentraci akridinové oranze ve vzorku. K
bunkam C. necator H16 fixovanym ethanolem (nejCast€jsi postup) byly pfidany rizné objemy
sondy a poté byla méfena fluorescence ve dvou kanalech. Sonda navazana na RNA §roubovici
ma emisni maximum 633-640 nm a pro DNA-védzany fluorofor je toto maximum 520-
524 nm. Protoze bylo snahou najit takovou koncentraci barviva, kterd by davala nejlepsi
rozliSeni mezi obsahem RNA a DNA ve vzorku, tudiz nejvétsi rozdil intenzit fluorescence,
byly poté ziskané hodnoty intenzit postaveny proti sob&. Koncentrace, pii které byl tento
rozdil nejvyssi byla poté zvolena jako pracovni.
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Obr. 38: Intenzity RNA a DNA-vazané sondy polozZené proti sobé v jednom grafi.

Jak lze vidét z vySe zobrazeného grafu, nejvyssi rozdil intenzit byl pfi nejvyssi koncentraci,
tedy 10 ug-ml'!. Intenzita RNA vézaného fluoroforu je zde pfiblizné 10krat vyssi nez hodnota
pro molekuly vdzané na DNA.

4.4.5 Vyuziti akridinové oranzi pri charakterizaci rustu bakterii

Cilem tohoto experimentu bylo zjisténi, zda jdou pomoci akridinové oranze zachytit
rozdily v jednotlivych Castech rustové kfivky obou kmenl C. necator. Vzhledem k dvojimu
postupu (ethanolem fixované a nefixované bunky) byly vytvoreny ctyfi fady vzorkl. V
teoretické Casti byl popsan ménici se obsah RNA v buiice v zavislosti na casti zivotniho
cyklu, ve kterém se burika nachazi.
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Obr. 39: Pomeér intenzit fluorescenct pro RNA a DNA vdazanou sondu pro viechny odbéry béhem ristu.

V teorii, ¢im vyS§i je obsah RNA v burice, tim vyssi je podil RNA:DNA obsahu, a tim
pravdépodobnéji se bunka déli, pfipadné je z jiného divodu vyrazné akcentovana exprese
proteinti. Pokles pfi prechodu z prvniho do druhého bodu v grafu lze vysvétlit tim, ze bod v
nulté hodin€ je vzorek odebran ihned po piidavku inokula do média. Médium inokula je
nastaveno tak, aby bakterie mély co nejvysS$i pifidé€l zivin, nastartoval se metabolismus a
buriky se rychle délily. Po 4 h kultivace v produkénim médiu se pravdépodobné v disledku
aklimatizace na nové podminky metabolismus bakteridlnich bunék c¢aste¢né zpomalil
(tzv. lag-faze) a tedy poklesl pomér RNA:DNA.

Mezi 4. a 24. hodinou dochazi k mirnému rastu podilu, obsah RNA se tedy zvySuje. Tato
faze, jak je patrné z grafu turbidimetrického monitoringu ristu (Error! Reference source not
found.), je patrné exponencidlni faze. V této fazi dochazi k rychlému déleni bunék, coz je
pravé provazeno zvysenym obsahem RNA. Ve 28. hodiné (u fixované C. necator HI6 je to
32. hodina) je znatelna nejvyssi hodnota podilu, coz by se dalo povazovat praveé za kulminaci
exponencidlni faze.

Po 32. hodin€ dochazi k poklesu podilu, coz znacdi, ze obsah RNA se zna¢né snizuje. Burky
se tedy dostaly do stacionarni faze (tento fakt je potvrzen opév v nasledujicim grafu, kde
stacionarni faze nastava taktéz po 32. hodin€), na konci lze vysledovat (obzvlasteé u
fixovanych 1 nefixovanych vzorka C. necator PHB-4) pocatek faze odumirani. Buiky zcela
umiraji, obsah RNA se tedy znacn€ snizuje, az by eventueln¢ dosahl minimalnich hodnot. V
nasledujicim grafu 1ze ubytek bunék sledovat v 72. hoding.
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Obr. 40: Rustova krivka pro oba kmeny C. necator HI6 a C. necator PHB-4 stanovena
turbidimetricky.

4.5 Mikroskopicka analyza
Vzorky byly pfipraveny dle standardniho postupu barveni, ktery byl pouzivan i pro
cytometrickou analyzu (viz. kapitola 3.8).

4.5.4 Viabilni fluorofor SYTO9

V tomto ptfipadé byla zkoumana kultura C. necator H16. Vzhledem k tomu, ze SYTO9
barvi jak zivé, tak 1 mrtvé bunky, byl pfedpoklad nulového rozdilu mezi vzorky zivych a
mrtvych bunék.
SYTOQOY lze v naSich podminkdch snimat jak v zeleném, tak i v ¢erveném kanalu. Emisni
maximum SYTO9Y je 498 nm pro DNA vazanou sondu a 501 nm pro RNA vazanou. Na viné
muze byt az piili§ vysoka koncentrace barviva (pfidavany objem 1,5 ul byl doporucen
predevsim pro cytometrickd stanoveni). Emisni spektrum pro SYTO9 zasahuje az k hodnotam
650 nm. Tento fluorofor tak muze ovliviiovat vysledky, které jsou ziskany pfi pouzivani
BacLight™ sady, kde se pouziva i propidium iodid. Proto se zd4 jako dileZité nastavit
koncentraci SYTO9 ve vzorku tak, aby nedochazelo k ptelévani signalu i do cerveného
kandlu, kde je snimdna emise propidia.
V literatufe bylo poukazovano na nachylnost tohoto fluoroforu na fotovybélovani, ov§em zde
nebyl zadny takovyto fenomén zaznamenan.
Byly zméfeny doby zivota fluorescence ve vSech kanalech. Pro zivé buiiky se jednalo o
hodnoty 1,1584+0,004 ns v zeleném kanalu a 5,45+0,08 ns v Cerveném kanalu. Pro mrtvé
butiky to jsou hodnoty 1,03+0,01 ns a 7,76=0,16 ns. Casy v zelenych kanalech jsou si vcelku
blizké, ovSem pro Cerveny kanal se lisi o pfiblizné€ 2 ns. V literatufe byl nalezen €as 4 ns a to
pro zeleny kandl.
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Déle bylo zjisténo, ze SYTO9 je ptfitomno ve vysoké koncentraci kolem granuli PHB. Na
snimcich 1ze vidét nékolik mist v kazdé bakterii, které maji vysokou intenzitu fluorescence a
jsou podobné svym tvarem pravé granulim PHB, a to jak u zivych, tak i mrtvych bakterii.
Tomuto fenoménu by jisté bylo zajimavé se vénovat v ramci dalsi prace.
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Obr. 41: Zivé buitky C. necator H16 obarveny fluoroforem SYTO9. Napravo lze vidét vysledny obraz
ziskany ze zeleného kandlu, napravo z cerveného kancdilu.
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Obr. 42: Mrtvé bunky C. necator H16. Vichni obrazek je porizen v zeleném kanalu, dolni dva jsou oba
z erveného kandlu, rozdil je v prahovdni casii.
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4.5.5 Propidium iodid

Propidium iodid je fluorofor vazici se jak na DNA, tak i RNA fetézce. Vaze se na DNA
bunék mrtvych (¢i znacné poskozenych). Muze prochazet pres vnéjsi bunéénou membranu
gram-negativnich bakterii, ale pokud neni poskozena plazmatickd membrana burky, fluorofor
je aktivné transportovan z buiiky ven. Proto je pfedpoklad vysoké intenzity fluorescence ve
vzorcich mrtvych bungk, a témét zadné v burikach zivych.
Jak je vidét na Obr. 43, rozdily v intenzité mezi mrtvymi (vlevo) a zivymi (vpravo) buiikami
jsou velké. Na snimku mrtvych bunék si lze povSimnout oblasti uvnitt bunek s vysokou
intenzitou fluorescence, jedna se o oblast jadra, kde se PI navazal na DNA, popf. mizeme
pocitat s fluorescenci RNA navazané sondy. Na okrajich jsou vidét jasné hranice mezi okolim
bunky nemajici zadnou intenzitu a fluoreskujici oblasti. Lze pfedpokladat, ze se jedna o
membrany, na kterych se zachytilo barvivo, pravdépodobné z divodu piilisSné koncentrace
sondy ve vzorku (bylo pfidavano 1 pl, tedy stejné jako na cytometrickou analyzu). Tento
predpoklad je podporovan vysledky zobrazenych na Obr. 44. V ¢asti A a C jsou zobrazeny v
nejvetsi pravdépodobnosti membrany, do kterych je sonda vmezefena. Jak bylo popsano v
teoretické Casti, intenzita fluorescence PI pfi navazani na DNA (¢i RNA) je az 40nasobné
vy$8i nez intenzita volného fluoroforu. Kromé membran jsou pravdépodobné zobrazeny i
ribosomy s RNA vazanou sondou a Cast oblasti s DNA vazanym fluoroforem, tedy vSechny
primarné fluoreskujici oblasti. Na obrazcich B a D jsou pravdépodobné zobrazeny oblasti
DNA véazaného propidia, pficemz B jakozto snimek ukazujici nejvétsi intenzitu dopadajicich
fotonli zobrazuje pravé oblast s nejvice koncentrovanou sondou, tedy oblast kde se nachazi
DNA. Pravé snimek B ma nejvyssi hodnotu ¢asu zivota fluorescence a to 10,9 ns.
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Obr. 43: Bunky C. necator H16 obarvené propidium iodidem. Na levém obrazku jsou mrtvé buriky, na
pravém buriky Zivé.
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Obr. 44: Mrtvé bunky C. necator H16. Oblasti bunky lisici se primérnymi dobami Zivota fluorescence
a velikosti proudu dopadajicich fotonii.(A) t© je 0,82 ns, 1(1)=122,9+7,2 kCnts. (B) t je 10,9 ns,
1(2)=294+4 kCnts. (C) T je 0,065 ns, 1(3)=1809+15 kCnts. (D) tje 0,311 ns, I(4)=519+11 kCnts. (E) je
kombinaci A a C. (F) je kombinaci A, B a C.

Cas Zzivota fluorescence u mrtvych bundk byl ur€en na 1,304+£0,05 ns, u Zivych
0,1302+0,0085 ns. V literatufe byly nalezeny vysledky zivota fluorescence s hodnotami
vys§§imu nez 15 ns. K tomuto vysledku se nejvice blizi pravé hodnoty snimku B (10,9 ns).
Nizsi hodnota na obrazku mrtvych bunék muze byt zpisobena zahrnutim vSech raznych
fluorescenci, které v buiice existovaly po osviceni.

Hodnota pro DNA/RNA nevazany fluorofor je obecné mensi nez 2 ns. Fluorescence z
volného barviva mohla byt zahrnuta do vyslednych vypocti pro obrazky A a C, proto jsou
tyto doby tak nizké.

Na Obr. 43 jsou zobrazeny zivé buiiky, ke kterym byl pfidan propidium iodid. Vzhledem k
existenci jisté nizké fluorescence lze fici, ze neékteré bunky byly poskozené, popt. zbytkové
barvivo bylo v okamziku pofizovani snimku pfitomno v mezimembranovém prostoru a
nebylo transportovano v buriky ven. Lze vidét pomérné vysoky Sum pozadi, miZze se jednat o
volné barvivo v roztoku. Cas Zivota fluorescence je piiblizné 10krat niz§i nez u bunék
mrtvych.
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4.5.6 Akridinova oranz

Akridinova oranz je fluorofor barvici DNA a RNA a emise rizn€ vazanych sond je
rozdilnd. V zeleném kandlu 1ze pozorovat fluorescenci DNA vazané sondy, v cerveném RNA
vazané. Bylo zajimavé lokalizovat oblasti s nejvys§imi ¢asy zivota fluorescence.
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Obr. 45: Buniky C. necator H16. Vievo snimek ze zeleného kandlu, vpravo z cerveného kandlu.
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Obr. 46: Bunky C. necator PHB-4 obarvené akridinovou oranzi. Vlevo snimek ze zeleného kandlu,
vpravo z kandlu cerveného.

V ptipadé bun¢k kmene C. necator HI16 byl cas zivota fluorescence v zeleném kanale
nameéien 1,47 ns, v Cerveneém 2,64 ns. U C. necator PHB-4 to byly hodnoty 1,88 ns v zeleném
kandle a 3,04 ns v Cerveném. Literatura hovofi, ze prumérny ¢as Zivota fluorescence pro DNA
vazanou sondu je 5 ns a pro RNA vazanou je az 20 ns pii laboratorni teploté. V naSich
vysledcich 1ze pozorovat vyssi hodnoty Cast v Cervenych kanalech, ovSem stale jsou nase
vysledky nékolikandsobné mensi nez ty uvadéné v literature.

Pfi zobrazovani kultury C. necator H16 byl ucinén podobny objev jako v pripadé SYTO9;
barvivo se ve vysoké koncentraci vyskytovalo okolo granuli PHB. Na Obr. 45 si 1ze v§imnout
této skuteCnosti hlavné v zeleném kanale. V pfipadé kultury C. necator PHB-4 byla barva
pfitomna v celém objemu bakterie. Celkové byla intenzita fluroescence vyssi v zeleném
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kanalu, coz je zajimavé, protoze v pripadeé cytometrického méfeni byly intenzivnéjsi hodnoty
fluorescence RNA vazané sondy (tedy v Cerveném kanale).

A C
3 um

B

3 um

9.0 00

Obr. 47: Oblasti bunky lisici se prumérnymi dobami Zivota fluorescence a velikosti proudu
dopadajicich fotonii, data jsou ziskdny ze zeleného kandlu.(A) T je 3,3120,16 ns, I(1)=946+122 kCnts.
(B) T je 0,07940,001 ns, 1(2)=914+4 kCnts. (C) 7 je 1,662+0,033 ns, 1(3)=355391 kCnts. (D) T je
0,565010,0091 ns, 1(4)=1297+32 kCnts.
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Obr. 48: Oblasti bunky lisici se priumérnymi dobami Zivota fluorescence a velikosti proudu
dopadajicich  fotonii, data jsou ziskany z kandlu Cerveného.(A) t je 5,07+0,28 ns,
I(1)=121,5+4,7 kCnts. (B) t je 1,22840,037 ns, 1(2)=21,2+1,7 kCnts. (C)tje 0,133+0,025 ns,
1(3)=21,2+1,7 kCnts.

Na Obr. 47 (zeleny kandl) a Obr. 48 (Cerveny kanal) jsou zobrazeny blize oblasti s raznymi
dobami zivota v buiikach C. necator HI6. Je zajimavé, ze existuje n€kolik dob zivota
fluorescence, ovSem zadna z téchto oblasti se nevybocuje, vSechny se viceméné prolinaji,
prostorové se opét mizeme bavit spiSe o okoli granuli PHB. Na snimcich ze zeleného kanalu
(DNA vazana sonda) Ize pozorovat vyssi pocet foton dopadajicich na detektor.

4.5.7 BODIPY 493/503

Byly zkoumany obé¢€ kultury C. necator H16 a C. necator PHB-4 pti pouziti koncentrace
0,038 uM barviva ve vzorku. Jednd se o lipofilni fluorofor a cilem bylo zobrazeni granuli
PHB s minimalnim Sumem pozadi vznikajicim navdzanim se fluoroforu na jiné lipidové
struktury. Doposud pouzivana Nilska Cervenl nema ideadlni vlastnosti pro pozorovani pod
fluorescenénim mikroskopem, proto byl fluorofor BODIPY 493/503 zkouman jako eventudlni
ndhrada.
Na Obr. 49 jsou vyobrazeny obarvené buiiky C. necator HI16. Co je velmi zajimavé, barvivo
vypada, Ze se koncentruje pfevazné€ na povrchu granuli a existuje urcita neochota pruniku do
granuli. BODIPY 493/503 je velmi mald molekula (My=262.1085), kterd nema nejmensi
problémy piechodu prfed membranu nefixovanych bunék. Tohoto ukazu by bylo vhodné dale
vyuzit a zkoumat.
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Obr. 49: Kmen C. necator H16 obarven BODIPY 493/503. Obrazky se lisi v prahovani priimérné doby
Zivota fluorescence.

Bylo vyuzito FLIM (Fluorescene Lifetime Imaging Microscopy) k dal§im analyzam BODIPY
fluoroforu. Na Obr. 50 lze vidét TCSPC histogram zobrazujici prubéh intenzity fluorescence
v Case. Leva cast byla vyloucena, na fitovani nelze pouzit rekonvoluci kvuli nezvyklému
prubéhu na zacatku histogramu. V tomto regionu pied modrou carou si lze vSimnout
dvojitého nartstu s jistym lokalnim minimem. S nejvétsi pravdépodobnosti se jedna o
excimery, které fluorofor BODIPY 493/503 tvoti pfi vysokych koncentracich ve vzorku. Do
dalsich vypocta byl pouzit tail-fit, ktery neni tak presny jako fiting celého prubéhu, ale v
tomto piipadé to byla jedina cesta.
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Obr. 50: Pribéh intenzity fluorescence v case, kultura C. necator HI6.

59



Lifetime Histogram
200 - tzu_Av_Int
I 1[1]
180 - 1[2]
160 = 1[3]
140
120
100
80
60
40

20

Ocour. [10 3 Events]

-20
-40
-60

-100
-120
-140

0 4 8 12 16 20 24
Lifetime [ns]

Obr. 51: Histogram riiznych primérnych dob Zivota fluorescence. Je diilezité si povSimnout zdporné
amplitudy, zde zelené vyobrazend.

Jak 1ze vidét z Obr. 51, existuji tfi rizné dil¢i pramérné doby zivota fluorescence. Ty jsou
zobrazeny na Obr. 52. Na snimku A si 1ze vSimnout lokalizace fluoroforu na okraji granuli
PHB. Zaroven je tento Cas zivota nejdelsi (3,5310+0,0055 ns). Na snimku B je vyobrazena
cast, kde je amplituda barviva zdpornd (I(2)=-3410+45 kCnts). Je zajimavé, ze tyto dveé
oblasti se neprekryvaji, jak je ukazano na snimku D. Snimek C je zajimavy lokalizaci
fluorescence, vypada to, ze Cast barviva pronikla do granuli, ov§em toto procento neni tak
vysoké, jak bylo predpokldddno. Na snimku E 1ze vidét vSechny oblasti. Zapornou amplitudu
maji granuli na svém nejzevné€jSim perimetru a poté nasleduje oblast s nejdelsi primérmou
dobou zivota.

A

3um

Obr. 52: Lokalizace riznych pritmérnych dob Zivota fluorescence. (A) t=3,5310+£0,0055 ns,
1(1)=37310,4+8,9 kCnts, (B) t=0,7020+=0,0079 ns, 1(2)=-3410+45 kCnts, (C) ©=0,7810+0,0076 ns,
1(3)=4276+53 kCnts. (D) je prinik A a B. (E) je prinik A, B a C.
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Vzhledem k formujicim se excimerim a velmi vysoké intenzit¢ fluorescence
(az 37310,4+8,9 kCnts na povrchu granuli) je urcit€¢ vhodné studovat rizné mensi koncentrace
barviva ve vzorku.

Byla zkoumdna i anisotropie barviva. Na Obr. 53 jsou vyobrazeny snimky bakterii a
histogramy k nim pasujici. Co je velmi zajimavé a zarazejici je anisotropie okolo nuly. To
znamena, ze molekula je ve svém prostfedi volné€ otaciva, coz je mozné ve fluidnich
roztocich. Granule PHA jsou dostatecné amorfni, aby dochéazelo k urcité rotaci molekuly, ale
uplné volna rotace je nepravdépodobna. Tento poznatek by byl zcela jisté zajimavé téma k
dalSimu studiu.
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Obr. 53: Anisotropie fluoroforu barviciho C. necator H16. Prvni dva histogramy se lisi prahovanim,
vizualné davaly téméy stejné vysledky. Dolni histogram je pocitan pri vybrani pouze stFedu granuli.
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Obr. 54: C. necator PHB-4 obarvend BODIPY 493/503.

Po obarveni druhého kmene, C. necator PHB-4, bylo barvivo pravdépodobné lokalizovano
predevsim na povrchu bunék a v riznych lipidovych téliscich uvnitf cytoplasmy.

Pii zobrazeni TCSPC histogramu nepozorujeme zadné deviace od pruabéhu vhodného pro
fitovani, bylo tedy pouzito rekonvoluce.
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Obr. 55:Priibéh intenzity fluorescence v case.
Jak lze vidét z histogramu na Obr. 56, 1 v pfipad€ barveni této kultury je pfitomna zaporna

amplituda, ovSem v minimalnim zastoupeni. Existuji tfi rizné doby Zivota, jejich lokalizace je
zobrazena na Obr. 57.
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Obr. 56: Histogram prumeﬁ:nych dob zZivota pro kulturu C. necator PHB-4.
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Obr. 57:Zobrazeni lokalizaci riiznych prumérnych dob Zivota fluorescence. (A) t=5,418+0,014 ns,
1(1)=7917+28 kCnts, (B) ©=1,52130,057 ns, 1(2)=1093+20 kCnts,(C) t=0,246+0,014 ns,
1(3)=-42+12 kCnts,
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Existuji tii rizné doby zivota fluorescence, které jsou lokalizované v celém objemu bakterie.
Doba zivota se zapornou amplitudou, jejiz lokalizace je vyobrazena na snimku C, mé nejnizsi
dobu zivota fluroescence (t=0,246+0,014 ns). Zapornd amplituda fluorescence ma hodnotu
priblizn€ 20krat nizsi nez oblast A s nejvyssi dobou zivota fluorescence.

Priméma anistotropie byla naméfena na hodnotu 0,12, coz je vyssi hodnota nez pro C.
necator H16, ale stale blizko nule a volné otacivosti.
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Obr. 58:Anisotropie fluoroforu barviciho C. necator PHB-4.

Tento fluorofor je velmi zajimavy z mnoha divodu. At uz se jedna o umisténi z velké Casti na
povrchu granuli PHB nebo o téméf nulové hodnoty anisotropie, BODIPY 493/503 je jisté
zajimava sonda pro budouci studium. Bylo by vhodné vyuzit jeho vlastnosti barvit povrch
granuli PHB a napt. kombinovat jej s jinymi lipofilnimi fluorofory. Ov§em pro vSechny dalsi
studie je nutno upravit koncentraci fluoroforu ve vzorku na niZzsi.
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5 ZAVER

V ramci této diplomové prace byla otestovana vhodnost fady wviabilitnich
fluorescencnich sond pro cytometrické stanoveni viability bakterialni kultury
Cupriavidus necator. V Ttadé pripadi (ethidium bromid, fluorescein diacetat,
Rhodamine 123) nebylo dosazeno rozliseni mrtvych a zivych bunek.

Pfi optimalizaci koncentrace ethidium bromidu ve vzorku nebyl nalezen zadny trend
popisujici vyvoj intenzity fluorescence pii zvySovani koncentrace fluoroforu.

Dalsi experimenty s koncentraci 5 pg-ml~' EB ve vzorku ukazaly, ze sonda neni

vhodnd pro stanovovani poctu mrtvych bunék ve vzorku. Naméfené hodnoty se
neshodovaly s realnymi, a intenzita fluorescence taktéz nemeéla zadny vyvojovy trend.
Sonda je povazovana za nevhodnou pro barveni bunek C. necator.

Pfi barveni fluoroforem fluorescein diacetatem tkvél hlavni problém experimentu v
nemoznosti ziskani stfednich hodnot fluorescence pii konstantnim PMT u zivych
bunek. Mrtvé bunky vykazovaly mirny rust intenzity v zavislosti na Case, a to pfi
konstantni hodnoté PMT 550. Pro zivé buriky musela byt tato hodnota ménéna na 500
a 450. V case a pii zvySujici se koncentraci barviva intenzita znacné rostla, ov§em
nebyl nalezen zadny trend ¢i piepocet pro tento narust.

Pfi pouziti sondy Rhodamin 123 nekorespondovalo naméfené procento zivych bunék
se znamym procentem zivych bunck. Intenzita fluorescence byla minimdlni. Tento
fluorofor je povazovan za nevhodny pfi uréovani viability C. necator.

Pfi testovani Near-IR sondy histogramy ukazovaly pouze jeden pik, ackoli by mely
existovat jasné rozeznatelné dva piky. Stfedni hodnota fluorescence sice v Case rostla,
ovSem hodnoty nevykazovaly zadnou zavislost. S nejvétsi pravdépodobnosti doslo k
zadrzovani barviva v okolnim prostoru, protoze barvivo nemohlo proniknout do
bunky. Tato sonda je tedy povazovana za nevhodnou pro dal§i meéfeni viability
bakterialnich bunék.

Naopak dobrého rozliSeni pro mrtvé a zivé buiky bylo dosazeno pii pouziti
BacLight™ sady fluorofori. Je doporugeno fidit se prepoétem naméfeného poctu
zivych a celkovych bunék pro ziskani redlné hodnoty obsahu zivych bunek ve vzorku.
Jisté rozdily mezi naméfenymi a pifepoCitanymi procenty bun€k existuji, nicméné
rozdily jsou minimalni.

V pfipadé porovnani BacLight™ sady a propidium iodidu jakozto viabilnich sond
bylo ucinéno zavéru, ze pii pouziti sady dostavame namérené hodnoty zivych bunék,
které se blizi t€ém realnym vice nez v ptipadé pouziti samotného propidium iodidu. Pro
ziskani presngjsich hodnot je doporudeno vyuZivat sadu BacLigh™, velkou
nevyhodou této sady je ovSem jeji cena, proto je nutno zvazit i financni aspekty
analyzy.

Dile byla optimalizovdna koncentrace Nilské Cerveni pii pouziti pro barveni granuli
PHB. Optimélni koncentrace je 1 pg-ml~'. Pii vyssich koncentracich dochazi ke

samozhaseni.

Byla vytvorena graficka zavislost stfedni hodnoty intenzity fluorescence na obsahu
P(3HB) v burikach. V grafu se vyskytly dvé linearni zavislosti. To vede k zavéru, ze
prutokova cytometrie neni vhodnou metodou pro absolutni stanoveni obsahu P(3HB)
v burikach a nelze ji tak pouzit k monitoringu biotechnologického procesuprodukce
PHA.
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Jako alternativni sonda pro zna¢eni PHA granuli bylo otestovano BODIPY493/503, u
kterého byla stanovena optimalni koncentrace o hodnoté 10 pg-ml ™.

Byly vyuzity dvé fady vzorkd, buiky fixované ethanolem a buriky nefixované. V
intenzité fluorescence vzorkti obou fad byl minimalni rozdil. Tato skutenost spole¢né
s minimalnim spektralnim pfekryvem pro BODIPY 493/503 a propidium iodid pfinasi
moznost dudlniho barveni a cytometrické analyzy vlivu akumulace PHA na stresovou
odolnost bakterie C. necator.

Byla hledana idealni koncentrace fluoroforu akridinova oranz pro ziskani nejlepsiho
podilu emitované fluorescence pro RNA a DNA véazanou sondu. Tato koncentrace je
10 pg-ml ™.

Dalsi casti bylo vyuziti nukleovych kyselin a fluoroforu na né€ se vazajici akridinové
oranzi, k charakterizaci bunécného cyklu. Jak se ukazalo, podil intenzit fluorescenci
RNA-vazané sondy/DNA-vazané sondy koresponduje s rustovou kiivkou ziskanou
turbidimetrickym monitoringem bunécné kultury. Lze jasné rozpoznat exponencidlni
fazi od stacionarni s nejvysSim pikem intenzit podilu pravé pii kulminaci
exponencidlni faze a zacatku stacionarni faze. Lze také vypozorovat zaclatek
odumirani kultury. Tento experiment byl provadén s obéma kmeny C. necator HI16 a
C. necator PHB-4, a bylo dosazeno témér shodnych vysledku.

V ¢asti vénované mikroskopické analyze bakterialnich bunék bylo otestovdno nékolik
fluoroford. Nejprve to byla sonda SYTO9. Byla zaznamendna fluroescence nejen v
zeleném, ale 1 v Cerveném kanale. To je pravdépodobné zapfiCinéno vysokou
koncentraci barviva. Pro dalsi mikroskopické analyzy je doporuceno tuto koncentraci
snizit.

SYTO9 barvilo jak mrtvé, tak 1 zivé buriky tak, jak bylo popsano v literature. Stfedni
Cas zivota fluorescence v zeleném kanalu byl stanoven pro zivé buinky na hodnotu
1,158+0,004 ns, pro buiikky mrtvé je to hodnota 1,034+0,01 ns, coz jsou hodnoty mensi,
nez udava literatura (4 ns).

Buriky obarvené propidium iodidem vykazovaly nékolik riznych oblastni s riznymi
Casy zivota a intenzitou fluorescence. Tyto oblasti byly identifikovany jako nukleus s
DNA vézanou sondou, bunééné membrany, a ribosomy s RNA vdzanym propidiem.
Pro zamezeni interference fluorescence membranové a RNA-vdzané sondy je vhodné
snizit koncentraci barviva.

U akridinové oranzi byly naméteny az Ctyfikrat niz§i hodnoty Casy zivota fluorescence
nez jsou uvedeny v literatufe. Zaroven byl fluorofor pfevazné pozorovan v oblasti
kolem granuli u C. necator H16 a v objemu celé bakterie v ptipadé C. necator PHB-4.
Pti studovani akridinové oranzi na fluorescenénim mikroskopu byla intenzita
fluorescence zaznamendna pievazné v zeleném kandle, tedy z DNA vadzaného barviva.
Pfi meéfeni pratokovou cytometrii tomu bylo naopak, intenzivnéj§i fluorescenci
emitovala na RNA véizand oranz.

Pii barveni C. necator HI6 sondou BODIPY493/503 bylo dosazeno zajimavych
vysledkd. Sonda barviva predevsim a velmi vyrazn€ povrch granuli PHB. Anisotropie
byla okolo nuly, coz znacilo volnou otac¢ivost fluoroforu, coz je nepravdépodobny stav
vzhledem k lokaci navazani sondy — v obalech PHB granuli je urcita moznost sondy se
otacet, ale ne zcela volné.
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Koncentrace BODIPY 493/503 10 pl-ml™" byla pro mikroskopické analyzy piilis
vysoka, je tfeba ji nékolikanasobné snizit. Pfi této koncentrace se tvorily excimery,
které znacné€ komplikovaly fiting pti FLIM analyzach.

Pti barveni C. necator PHB-4 byl fluorofor BODIPY 493/503 rozprostifen po celém
obsahu bakterie. Anisotropie byla 0,12, coz je vys§i nez u predchoziho kmene, ale
stdle blizké nule.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ATP
AO
DMSO
EB
FDA
FLIM
MO
PBS
PHA
PHB
PI
SHF

Adenintrifosfat

Akridinova oranz
Dimethylsulfoxid

Ethidium bromid
Fluorescein diacetat
Fluorescence Lifetime Imagining
Mikroorganismus

Fosfatovy pufr
Polyhydroxyalkanoat
Polyhydroxybutyrat
Propidium iodid

Stiedni hodnota fluorescence
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