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ABSTRAKT

Tato diplomova praca sa zaobera moznostami analyzy stresovej odolnosti bakterialnych
buniek Cupriavidus necator H16 a PHB™ pomocou spektroskopickych metod a otestovanim
vhodnosti akridinovej oranzi ako viabilitného farbiva. Na zaklade literarnej reSerSe boli
navrhnuté vhodné analytické metddy, konkrétne prietokovy cytometer a fluorescencny
mikroskop.

Prva cast' experimentalnej prace bola zamerana na fluorescencny mikroskop, ktorym bol
potvrdeny zakladny charakter akridinovej oranzi. Na sledovanie viability boli vybrané tri
stresové faktory, 50% a 70% etanol akyslé pH (pH = 1). Baktérie po expozicii etanolom
fluoreskovali zelenou farbou a vedl'a buniek sa nachadzali cervené Skvrny, o naznacuje ich
stratu integrity. V kyslom prostredi baktérie fluoreskovali cCervene, pretoze doslo
k ¢iastocnému poruSeniu DNA. Vysledky boli overené kombinaciou propidium jodidu so
SYTOO9 a pri tejto metode sa osvedcila vhodnost' akridinovej oranzi. Obrazové zaznamy boli
spracované pomocou obrazovej analyzy.

V druhej casti bola akridinova oranz pouzita pri sledovani fluorescencie pomocou
prietokového cytometra. Vysledkom merania bola fluorescencia vyjadrend vo forme
histogramov pre jednotlivé kanaly, kde fluorescencia bola charakterizovand medianom
a priemernou intenzitou. Porovnanim pouzitych metéd sa akridinova oranz javi ako
vhodnejSie fluorescnecné farbivo pre mikroskop ako pre prietokovy cytometer, v ktorom bolo
zlozitejSie ziskat’ informécie o zivotaschopnosti buniek. V poslednej Casti experimentalne
prace boli skimané zaujimavé fotofyzikalne vlastnosti akridinovej oranzi.

KLUCOVE SLOVA

Cupriavidus necator, prietokovy cytometer, fluorescencny mikroskop, akridinova oranz,
propidium jodid, SYTO9, stres



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the possibilities of stress resistance analysis of the Cupriavidus
necator H16 and PHB™ bacterial cells by spectroscopic methods and by testing the suitability
of acridine orange as a viable dye. Based on research in literature, suitable analytical methods
have been proposed, namely flow cytometer and fluorescence microscope.

The first part of the experimental work was focused on the fluorescence microscope, which
confirmed the basic character of acridine orange. Three stress factors, 50% and 70% ethanol,
and acidic pH (pH = 1) were selected for viability monitoring. The bacteria fluoresced with
green color after exposure to ethanol and red spots were found next to the cells, indicating
their loss of integrity. In an acidic environment, the bacteria fluoresced red because of a
partial DNA breakdown. The results were verified by the combination of propidium iodide
with SYTO9 and the acridine orange suitability proved to be useful in this method. Image
records were processed using image analysis.

In the second part, acridine orange was used to monitor fluorescence using a flow cytometer.
The result of the measurement was fluorescence expressed as histograms for individual
channels, where fluorescence was characterized by median and mean intensity. By comparing
the methods used, the acridine orange appears to be a more suitable fluorescent dye for the
microscope than for a flow cytometer in which it was more difficult to obtain cell viability
information. In the last part of the experimental work interesting photophysical properties of
acridine orange were investigated.

KEY WORDS

Cupriavidus necator, flow cytometry, fluorescence microscope, acridine orange, propidium
1odide, SYTOO, stress
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1 UVOD

V poslednych 20 rokov dosSlo k pozoruhodného narastu v pouzivani fluorescencie
v biologickych vedach. V sucasnosti je dominantnou metodikou, lebo detekcia je vysoko
citiva anie su potrebné drahé tazko manipulovatelné radioaktivne indikatory.
V biologickych vedach sa pouziva hlavne pre identifikaciu a delenie buniek v prietokovom
cytometri alebo pri zobrazovani bunkovych zloziek a §tidiu zmien v morfoldgii buniek
pomocou fluorescencného mikroskopu.

Baktérie patria medzi najviac zastipené organizmy na svete. Su to vysoko premenlivé
mikroorganizmy, ktoré vd’aka svojej prisposobivosti obsadili kazdy biotop na Zemi. Jedna
z najzakladnejsich otazok, ktor mikrobioldgovia riesia je otazka, ¢i bakterialna bunka je ziva
alebo mrftva. Zivot je vieobecne charakterizovany pritomnostou §truktiry, premenlivou
genetickou informaciou, metabolizmom a schopnostou rozmnozovania a rastu. Zastupenie
zivotaschopnych ¢ize viabilnych buniek v populacii je jednou zkl'uCovych informacii
vyuzivanych k hodnoteniu fyziologického stavu kultary. Tradi¢nou technikou na stanovenie
zivotaschopnosti je kultivacia na pevnych médiach, avSak tato metodika ma svoje obmedzenia
aje Casovo naroCna. Preto boli vyvinuté alternativne postupy, medzi ktoré patri aj
fluorescen¢na analyza. Stanovenie viability buniek je zalozené na detekcii zivotne dolezitych
funkecii, ktoré s sledované pomocou selektivneho znacenie fluorescenénymi sondami.

Cielom tejto diplomovej prace je posudit’ vhodnost epifluorescenéného mikroskopu pri
Studiu stresove] odozvy bakterialnych buniek. Ako modelovy organizmus pre tento ucel bola
vybrana baktéria Cupriavidus necator H16 a jej mutantny kmeii Cupriavidus necator PHB™,
Stresova odpoved bola sledovand pri dvoch vybranych stresovych faktorov, ato etanol
a kyslé pH. Tieto stresy boli vybrané z dovodu odlisnosti posobenia, kym etanol rozrusuje
membrany, zatial ¢o kyslé pH ma denaturatné ucinky na DNA. Na stanovenie
zivotaschopnosti buniek boli vybrané dve metddy, konkrétne epifluorescencny mikroskop
a prietokovy cytometer. Mikroskop patri medzi jednoduchsie metddy, ktory udava vizualnu
informéciu o Strukture a stave buniek. Prietokovy cytometer analyzuje vzorku taktiez na
urovni jednej bunky, avSak za niekolko sekund je schopny detegovat tisice buniek. Ako
fluorofor na meranie bola vybrana kombinéacia propidium jodidu so SYTO9, ktory je sucastou
komer¢ného kitu. Dal§im ciefom bolo sledovat pouzitelnost akridinovej oranzi ako
vhodného fluorescencného farbiva pre stanovenie zivotaschopnosti buniek. Tato sonda bola
vybrana z dovodu zaujimavého charakteru farbenia a nasledne porovnana k beznému kitu.



2 TEORETICKA CAST
2.1. Baktérie a stres

Baktérie su jednobunkové prokaryotické organizmy, ktoré z pohl'adu fyziologie tvoria jednu
z najpestrejSich skupin mikroorganizmov. Prokaryotickd bunka je charakteristickd svojou
Struktirnou jednoduchostou arozmerom. Z hladiska morfologie st pomerne jednotné
amedzi jednotlivymi rodmi nepozorujeme vel'ké rozdiely. Tvar buniek je najCastejSie
tyCinkovity, gul'ovity a niekedy Spiralovity [1]. Priemerna velkost’ je priblizne v rozsahu od
0,5 um do 5 um u kokov (gulovitych baktérii), tyCinky maji obvykle hrubku v rozmedzi 0,3—
2um adizku 1-7 um [2]. Pri¢om velkost baktérii vramci druhov je ovplyvnena
podmienkami prostredia, v ktorom rastu, starobou kulttry a fyziologickym stavom [3].

Narozdiel od bunky eukaryotickej, bunka prokaryoticka sa vyznacCuje svojou
jednoduchostou. Rozoznavame v prokaryotickej bunke zékladné Struktary ako bunkova stena,
cytoplazmaticka membrana, cytoplazma, ribozoémy, ajadrova hmota (nukleoid). Okrem
tychto zékladnych Struktar mozu mat’ baktérie tiez doplnkové utvary, ako napriklad puzdro,
biciky, spory alebo zasobné inktzie vid’. obr. 1 [3].

Hlavnym znakom prokaryotickej bunky je tzv. nepravé jadro, ktoré nie je ohranicené
membranou od cytoplazmy. Toto jadro sa nachadza v strede cytoplazmy a tvori asi 10 %
objemu bunky. Oznacuje sa aj ako nukleoid a je tvorené z jednej molekuly dvojzavitnicovitej
DNA, ktorej tvar byva Casto kruznicovy [4]. Mnoho baktérii okrem jadrove; DNA obsahuju
v cytoplazme DNA vo forme malych kruhovych uzavretych molekul tzv. plazmidov.
Plazmidy nesu doplnkovi geneticku informaciu a koduju funkcie (rezistenciu voci
antibiotikom ai.), ktoré sice nie si zivotne nepostradatelné, ale umoziuji baktérii prezit
v roznych podmienkach [1].

Vyznamnou zlozkou prokaryotickej bunky je cytoplazma bakteridlne; bunky, ktora
je tvorend z vodného viskozneho roztoku, respektivne gélu, ktory obsahuje anorganické
i organické rozpustné latky. V cytoplazme sa nachadzaju vSetky uz spomenuté bunkové
komponenty a zasobné latky. Vyznamnou zlozkou cytoplazmy prokaryot je vysoky obsah
RNA [5]. Ribozém je bunkovy komponent, ktory ma tvar elipsovitych teliesok s priemerom
20 um a je tvoreny RNA a bielkovinami. Ich vysoky pocet v bunke umoziuje rychlu syntézu
bunecnej hmoty [3].

Medzi d’alsie Casti prokaryotickej bunky patri cytoplazmatickd membrana, ktora obklopuje
cytoplazmu aje chranend bunkovou stenou. Tato membrana je jemna, tenka a zlozena
z fosfolipidov a proteinov, ktoré tvoria az 50-70 % jej susiny. Membrana je semipermeabilna
atvori osmoticka bariéru nepriepustni pre niektoré latky s malou hmotnostou, zatial ¢o
bunkova stena baktérii je pevnd, elasticka a chrani pred nepriaznivymi vplyvmi. Zakladna
zlozku bunkovej steny tvori heteropolymér peptidoglykan, tvoreny molekulami N-
acetylglukozaminu a N-acetylmuramovej kyseliny. Funkciou peptidoglykanu je tvorba
opornej kostry bunkovej steny a zaroveii podmieriuje rigiditu steny. Na peptidoglykanovu
kostru sa mozu viazat' rozne latky, ktoré st rozdielne pri gramnegativnych a grampozitivnych
baktériach [6]. U grampozitivnych baktérii peptidoglykanova zlozka obsahuje viac vrstiev
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ana vonkajSej strane su naviazané molekuly kyseliny teichoové. Gramnegativne baktérie
maju dal§iu vonkaj§iu membranu, ktord ma vysoka priepustnost. Tato vonkajSia vrstva
obsahuje lipopolysacharidy, ktoré Casto urcuju antigénne vlastnosti bakterialneho povrchu [7].

Cytoplazmaticka
Bunkova stena membrana

Ribozomy

Puzdro

|

LN

Fimbrie Chromozom Inkhazie Bicik

Obr. 1: Struktiira bakteridlnej bunky [6]
2.1.1. Stresova odpoved’ baktérii

Zivot mikroorganizmov a ich vyvoj je priamo zavisly na vonkaj§om prostredi. Aby sa mohli
rozmnozovat arast potrebuju dostatoéné mnozstvo surovin pre syntézu bunkovej hmoty
a zdroje vyuzitelnej energie. Zaroven musia byt splnené vhodné fyzikalne, chemické
a biologické podmienky. Baktérie s schopné prispdsobit’ sa vonkaj§im podmienkam nie len
zmenou enzymového vybavenia svojich buniek, ale do urcitej miery st schopné zmenit’ tvar
a zlozenie buniek, aby boli odolnejSie voci nepriaznivym podmienkam. Napriklad casta
morfologicka zmena je tvorba endosporov, ktoré im pomahaju pri preziti hladovania alebo sa
stavaju rezistentné vodi teplote a ziareniu. Dal§i obranny mechanizmus sa prejavuje napr. pri
druhoch, ktoré su pohyblivé a mozu sa pohybovat smerom k zdroju zivin alebo naopak od
zdroja jedovatych latok. Tiez velmi zalezi o aku skupinu baktérii sa jedna vzhladom ku
tolerancii voci teplotam (termofily, hypertermofily atd’.), pH (neutrofily, acidofyily,
alkalofily), osmotickému tlaku (halofily) a iné. Avsak vsSetky schopnosti baktérii, ktoré im
pomahaju pri prekonani nepriaznivych situacii maju urcity limit. Po prekroceni tohto limitu
dochédza k inhibicii az k zastaveniu rastu alebo aj k usmrteniu buniek [1; 8].

Ako uz bolo spomenuté na zaciatku, stresova odpoved u baktérii ma mimoriadny vyznam,
pretoze biotop, v ktorom baktérie ziji sa neustale meni ai samotny organizmus moze byt
stresovym faktorom. Baktérie vyvinuli rychlu reakciu na molekularnej urovni, ktora opravuje
poskodenia vyvolané stresom a nasledne ochrainuje bunky v pripade vystavenia rovnakému
alebo rozdielnemu stresu [9]. Odozva na vyvolany stres dosahuje az do génovej expresie
urcitych génov, ktorych produkty su potrebné na boj proti inhibi€nému pdsobeniu stresu [10].
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Tabulka 1: Priklady exogénnych stresovych faktorov [8]

Fyzikalny stres Chemicky stres Biologicky stres
Teplotny Sok Etanol a dal Ste metabolicke Bunkové starnutie
toxiny
Osmoticky Sok Hladovanie Genotypové zmeny
Dehydratacia, vysusenie Oxidacny stres Konkurepma Hnymt
organizmami
Vysoky hydrostaticky pH 3ok i
tlak
Smykovy stres Kovové iony -
Radiacia Chemicka mutagenéza -

Jedna skupina transkripcnych faktorov, ktord hra velku ulohu v stresovej rezistencii je
podjednotka RNA polymerazy sigma faktor. Asociacia rozneho sigma faktoru pritomného
v bakterialnej bunke s katalytickym jadrom RNA polymerdzy je nevyhnutna pre iniciaciu
transkripcie, kde pomaha pri rozpoznavani promoétorove] oblasti. Kazdy z niekol'kych sigma
faktorov v bunke je potrebny na transkripciu Specifickej podskupiny génov, konkrétne
operénov v ramci ich regulénu [10; 11]. Sigma faktory si rozdelené do dvoch Struktirne
nestvisiacich skupin: skupina ¢™* ac’’. Podjednotky obsahujuce skupinu o' sa &asto
oznatuju ako o, lebo ich hlavna funkcia je regulacia metabolizmu dusika. Oproti tomu
skupina ¢' je va&sia a roznorodejsia a je rozdelena do Styroch skupin na zaklade primarnych
sekvencii a §truktar. Do skupiny I patria primarne sigma faktory (napr. Bacillus subtilis ™),
ktoré si oznaCované aj ako , housekeeping” sigma faktory. Tato skupina riadi transkripciu
génov dolezitych pre rast a metabolizmus baktérii. Sigma faktory vo zvyS$nych skupinach su
oznacované ako alternativne sigma faktory, pretoze Casto reguluju Specifické fyziologické
procesy, napr. sporulaciu [11]. Pricom aktivny komplex RNA polymerazy so sigma faktorom
je kontrolovany védzobnym partnerom znamym ako anti-sigma faktor, ktory moéze byt

regulovany napriklad cielenou proteolyzou alebo fosforylaciou [10].

Dal§im obrannym mechanizmom na stres je fosforylacia. Je to dvojzlozkovy regulaény
systém, ktory sa sklada zo senzorickej kinazy, ktora je kanonicky membranovo zabudovana
a z regulatoru odpovede. Po prijati stresového signalu fosfokindza autofosforyluje histidin
pred prenesenim fosforylovej skupiny na nemenny aspartat, a tym aktivuje svoju latentni
biologicku aktivitu. Regulatory odpovede su najCastejSie aktivatory transkripcie, ktoré
aktivuju promotory tym, ze reguluju a stimuluju zaciatok transkripcie interakciou so sigma-
viazanou RNA polymerazou. Okrem obrannych mechanizmov, ktoré sposobia na
molekularno-biologickom turovni existuje eSte cela rada neSpecifickych mechanizmov, ako
napriklad produkcia kompatibilnych solutov (tzv. chemické chaperony) [10].

2.1.2. Charakterizacia vybranych stresovych faktorov

Tato diplomova praca sa zaobera Studiom vybranych stresov, konkrétne pdsobenim etanolu
a kyslého pH, pretoze patria medzi najbeznejSie pouzivané stresové faktory a maju odliSny
mechanizmus pdsobenia na bunkovu smrt’.
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Antibakteridlne ucinky etanolu

Alkoholy patria medzi najpouzivanejSie dezinfekéné prostriedky a antiseptikd. Su
baktericidné a fungicidné, avSak nie su schopné zniCit spory. Medzi najpouzivanejsie
alkoholické germicidy patri etanol a izopropylalkohol [6].

Etanol je inhibitorom rastu pri relativne nizkych koncentraciach, zatial co vysoké
koncentracie znizuju vitalitu buniek a sposobuju bunkovu smrt. Etanol d’alej ovplyviiuje
bunkovy metabolizmus znizovanim mnozstva akumulacie RNA a proteinov, denaturovanim
intracelularnych biomolekul a znizovanim ich aktivity [12].

Kedze etanol je mala molekula schopna vol'ne prechadzat cez bakterialne membrany,
moze byt povazovany ako chemicky analdég vody, ktory obsahuje hydroxylové skupiny a je
schopny vytvarat’ vodikové véazby. Pri tvorbe tychto vézieb dochadza ku konkurencii medzi
etanolom a vodou, avSak etanol je menej polarny ako voda, a kvoli tomu Gcinnejsie interaguje
a prevySuje molekuly vody v hydrofébnom jadre membrany. Nahradenie molekul vody
objemnejSimi molekulami etanolu moze zmenit' skladanie a interakcie makromolekul ako
v cytoplazme, tak aj v membrane. Tento efekt znizuje pevnost’ hydrofdébnych interakcii
a oslabuje membranovu bariéru, ¢im zvySuje polaritu, permeabilitu membrany a teplotni
labilitu. Okrem toho moze viest k zmenam 1 v samotnej Struktare proteinov [13].

Vplyy pH

Rast mikroorganizmov aich biochemicka aktivita je silne ovplyvnena tiez koncentraciou
vodikovych 16nov v prostredi. Ako uz bolo vysSie spomenuté, kazdy druh je schopny rast
v ur¢itom rozsahu pH, tzv. jeho pH optime. Podl'a pH optima delime mikroorganizmy do 3
skupin. Acidofily maju svoje pH optimum medzi O a5,5, neutrofily pH medzi 5,5 a8,
alkalofily pH medzi 8 a 12,5. Pri€om viac§ina baktérii rastie v neutralnom a slabo alkalickom
prostredi. Zmeny vonkajSieho pH tiez m6ze zmenit ionizaciu molekul zivin a tym znizit ich
dostupnost’ pre organizmus [6; 1].

Mikroorganizmy v prirode vacSinou rastu v Sirokom rozsahu pH, Casto d’aleko od svojho
optima. AvSak kazdy organizmus ma svoje limity tolerancie. Ked je vonkajSie pH nizke,
koncentrécia vodikovych kationov je omnoho vacsia ako vo vnutri bunky a vodikové kationy
budi mat’ tendenciu pohybovat sa do cytoplazmy a znizovat tak cytoplazmatické pH.
Cytoplazma je schopna do urcitej koncentracie H" sa chovat ako pufrovaci systém, avSak
drastické zmeny pH nie je schopna kompenzovat. Extrémne pH potom ovplyviuje strukturu
biomolekul a poskodzuje cytoplazmaticki membranu. Napriklad vodikové vazby v DNA sa
rozkladaji pri bazickom pH alebo zmena koncentraéného gradientu H' narti$a produkciu
energie, ATP. NajcitlivejSou zlozkou bunky na pH st proteiny, ktoré si zasadné pre zivot
organizmov. Preto 1 mierne zmeny pH modifikuju ionizaciu funkénych skupin aminokyselin
a dochadza knaruSeniu vodikovej vézby, Co spOsobuje zmeny v skladani proteinu,
denaturaciu a stratu aktivity. Vac§ina mikrobov umiera, ak vnatorné pH klesne vyrazne pod
5,0 az 5,5 [6; 14].
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2.2. Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) st biopolyméry, ktoré boli objavené francuzskym vedcom
Lemoigne vroku 1925. Od objavenia su v strede pozornosti vdaka svojich dobrym
vlastnostiam ako je biodegrabilita a biokompabilita, ¢im ponukaju velky aplikacny potencial
pri nahrade ropnych zdrojov. PHA st syntetizované mikroorganizmami ako hydrofobne
intracelularne granule, a to len za urcitych podmienok, konkrétne pri nadbytku uhlika a pri
limitnej koncentracii esencialnych rastovych zivin, ako je dusik alebo fosfor. Tieto
intracelularne granule tvoria podstatnu Cast' bunky (az 90 %), kde jadro PHA je obklopené
proteinovym obalom, ktory tak tvori fazové rozhranie medzi hydrofonym PHA a hydrofilnou
cytoplazmou. Bakterialna produkcia PHA primarne ako ulozisko zasobného materialu ma tiez
podl'a novych poznatkov ochrannu ulohu pred réznymi stresmi (UV, teplo, ai.) vid’. kapitola
2.2.2[15; 16].

2.2.1. Struktira a vlastnosti

PHA patri do triedy linearnych polyesterov skladajucich sa z hydroxykyselinovych
monomérov spojenych esterovou vizbou. V zavislosti na pocte atdbmov uhlika v monoméroch
su PHA klasifikované do troch skupin na PHA s kratkym (scl — short chain lenght), strednym
(mcl — medium chain lenght) a dlhym (Icl — long chain lenght) refazcom. Scl-PHA obsahuju
menej ako 5 atomov uhlika v monomére, mcl-PHA maju 5 az 14 atdbmov uhlika
v monomérne] jednotke a tretia skupina Icl-PHA sa sklada z viac ako 14 atomov uhlika
v monomére. Posledna skupina je menej Castd a kvoli tomu je doteraz pomerne malo
Studovana.

BocCny retfazec moze byt nasyteny alebo nenasyteny, modze obsahovat rozvetvené,
aromatické, halogénované alebo aj epoxidované monoméry. Vel'mi Casto sa pouzivaju rdzne
chemické modifikacie bocnych retazcov PHA, ktorych vyznam je predovsetkym k tomu, aby
sa pridala pozadovana funkcéna skupina do prirodnych PHA, ktoré do znacnej miery
ovplyviiuji materialové vlastnosti polymérov.

Okrem Struktary bo¢ného retazca mozeme materidlové vlastnosti ovplyvnit aj tvorbou
kopolymérov. V zavislosti na baktérii a pouzitom substrate su baktérie schopné produkovat
kopolyméry, konkrétne scl-kopolyméry, ako napr. poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat) a mcl-kopolyméry, ako napr. poly(3-hydroxyhexanoat-co-3-
hydroxyoktanoat). Okrem toho niektoré baktérie produkuju aj scl-mcl-kopolyméry a pri
vhodnych podmienkach su baktérie schopné syntetizovat’ dokonca i blokové kopolyméry [16;
17].

Vlastnosti jednotlivych druhov PHA su vel'mi odlisné, ked'ze su zavislé na jednotlivych
typov inkorporovanych monomérov, ktoré su zase priamo zavislé na druhu bakterialneho
producenta a fermentaénych podmienkach. Materidlové vlastnosti PHA su porovnatelné
s petrochemickymi polymérmi, ako je polypropylén a polystyrén (vid'. tabulka 2).

13



Obr. 2: Struktitra polyhydroxyalkanodtu,kde n=1-4, x=100 az 300 000, R- reprezentuje alkylovy
bocny retazec [16]

PHA je nerozpustny vo vode, ma dobri odolnost vo¢i hydrolytickému napadnutiu a je
odolny voci UV ziareniu. Okrem toho ako uz bolo spomenuté je biokompatibilny a biologicky
odburatelny, a chova sa ako piezoelektrické materidly. PHA je rozpustny v chloroforme
a inych chlérovanych rozpustadlach [17].

Tabulka 2: Porovnanie viastnosti scl-PHA, mcl-PHA, poly(3-hydroxybutyrdt-co-3-hydroxyvaleratu),
poly(3-hydroxybutyrdt-co-3-hydroxyoktanoatu) s polypropylénom [16]

Hog;i%(;}lﬁmér Honl?c(i?sgglér ;Iiﬁsz)?—/gll]g{ [Ifo(ig??—llljll]g{ Polypropylén
co-3-HV) co-3-HD)
TGPIOESC“]’Penia 179 80 137-170 130 176
T;fé‘;;i;f‘;fg]m 4 40 62210 8 10
Youn[g((});al]nodul 3.5 i 0.7-2.9 ] 17
prTefl‘lﬁL IE;) : 40 300 30-38 630 38
ol R A I

Scl-PHA su vysoko krystalické s vysokou teplotou topenia a nizkymi teplotami sklené¢ho
prechodu. Vysoka krystalinita (55-80%) ich robi tuhymi a krehkymi materialmi. Teplota
topenia je v rozsahu od 173 do 180 °C, zatial' Co teplota skleného prechodu lezi medzi 5
a9 °C. Kopolyméry s kratkym retazcom, ako je poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat),
su zname ako lepSie materialy v porovnani scl-homopolymérmi, pretoze ich teplota topenia je
ovel'a nizSia a st menej krystalické, l'ahSie sa formujua a st tvrdsie..

Zatial' co mcl-PHA podsobia ako elastoméry vo vel'mi uzkom teplotnom rozsahu kvdli ich
nizkej teplote topenia. Ich teplota topenia je v rozsahu 39 az 61 °C a je silne zavisla od
tepelnej historie materialu. Teplota skleného prechodu mcl-PHA je zvyCajne nizsia ako
teplota miestnosti a su priblizne z 25% krystalické. Vdaka tymto vlastnostiam su mcl-PHA
flexibilnejsie a pruznejsie materialy ako scl-PHA [16; 18].
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2.2.2. Zapojenie PHA do stresovej odpovedi

Ako uz bolo spomenuté v kapitole 2.1.1 baktérie vd’aka svojim schopnostiam sa vedia do
urcitej miery prisposobit’ na zmeny prostredia. Prikladom je akumulacia PHA, ktord pomaha
baktérii prezit v prostredi skolisavou dostupnostou zivin. Okrem svojej primarnej
skladovacej funkcie ma PHA aj dalSie fyziologické ulohy ako napriklad udrziavanie
anoxickej fotosyntézy [19].

Akumulacia PHA tak moéze zvySit schopnost prezitia tychto baktérii v extrémnych
prostrediach. Napriklad baktérie izolované z polarnych oblastiach, konkrétne z Antartického
prostredia Pseudomonas extremaustralis je schopny syntetizovat PHA. Podla vysledkov
studie [20] je PHB nevyhnutny pre rast baktérii pri nizkej teplote a poméha tolerovat
oxidacny stres odvodeny z hladu. Obruca a kol. sledovali rozdiele medzi PHA produkujuci
kmeriom a PHA-negavitnym kmeniom pri roznych stresovych podmienkach. Ochranny u¢inok
PHB bol sledovany pri mrazeni a rozmrazovani, ktoré predstavuje kombinaciu niekol'kych
stresovych faktorov. Vysledky preukazali, ze PHA hra ddlezitu Glohu pri prezivani baktérii
a tiez ma aj kryprotektivne uginky [21]. Dalej bol potvrdeny jeho protektivny u&inok proti UV
ziareniu. Granule maju schopnost’ rozptylovat UV ziarenie, chranit bakteridlnu DNA pred
ziarenim a zabrafiuju generovaniu reaktivnych foriem kyslika [22]. Zhao a kolektiv
porovnavali PHA produkujuci kmen proti PHA-negavitnemu kmeiu pri roznych stresovych
podmienkach, ako nizka a vysoka teplota, UV ziarenie, etanolovy, osmoticky a oxidativny
stres. Vysledky merania v kazdom pripade potvrdili, ze kmen produkujuci PHA bol odolnejsi
voci stresom, ktorym bol vystaveny pocCas experimentu [23].

Ochranny mechanizmus intracelularnych PHA granul je spdsobeny ich amorficitou. Ked’
su bakterialne bunky vystavené stresom dochéadza k indukcii agregacie granul a k naslednej
krystalizacii polyméru [24].

2.2.3. Vyuzitie

Ako uz bolo spominané, PHA su povazované za moznu biodegradabilnu alternativu
petrochemickych polymérov. Na druhej strane, Siroka Skala ich vychodiskovych vlastnosti
(termoplasticita, atoxicita, biokompatabilita) so sebou nesie aj niektoré nevyhody, ako napr.
vysoka cena aniektoré horSie mechanické vlastnosti (odolnost’). Dneska eSte neexistuje
ziadna aplikdcia vo vysokom objeme. PHA maju velki buducnost v biomedicine,
pol'nohospodarstve a ako priemyselné suroviny, ktoré su bliz§ie popisané v nasledujucom
odstavci [18].

Najznamejsia a najmenej narocna z hl'adiska materidlovych poziadavok je aplikacia PHA
vo forme baliacého materialu. V tejto oblasti mdze sluzit’ ako alternativne a mozné rieSenie na
znizenie mnozstva odpadu. Konkrétne poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) je
schvaleny ako material, ktory moze prist’ do styku s potravinami, vd’aka tomu sa pouziva pri
baleni potravin a krmiv. PHA sa mdze pouzit na vyrobu dennych komoditnych poloziek, ako
su holiace strojceky, plienky, hygienické vyrobky, salky, riad, igelitové tasky, fTase alebo
v polnohospodarstve moze slizif na vyrobu muldovacej folie. Dalsie vyuzitie je
v papierenskom priemysle vo forme latexovych povlakov. Vd'aka tomu potahovany papier by
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bol pevnejsi, leskly a hlavne by bol biologicky odburatelny na rozdiel od papier, ktory je
potiahnuty beznymi foliami [25].

PHA je dnes najviac vyuzivany v oblasti mediciny. Vdaka svojim skvelym vlastnostiam
je vhodnym kandidatom pre biomedicinske aplikacie. Jedna z moznosti je implantatovy
material na baze PHA, ktory nespOsobuje imunitni reakciu v hostitel'skych organizmoch,
podporujuci adhéziu a proliferaciu buniek/tkaniv, a je povazovany za biologicky bezpecny.
PHA modze byt pouzitelny pri fixacii zlomenin alebo ako material pre opravu a regeneraciu
poskodenych tkani. Dal§ou potencialnou oblastou je kontrolované uvolfiovanie lieciva,
hlavne vdaka Tahko modifikovatelnej Struktare, kontrolovanej difuzii a krystalinite
zvysujlicej retenciu lieGiva v polymérnej matrici. Dalie moznosti vyuZitia su: obvizy,
chirurgické Spendliky, skrutky, stehy alebo sofistikované chirurgické predmety (krvné cievy
a zilné chlopne, chrbtové fuzne klietky a kiby) [26; 27].

2.3. Modelovy mikroorganizmus — Cupriavidus necator

Ako modelové mikroorganizmy pre meranie v tejto diplomovej prace boli vybrané dva
bakteridlne kmene Cupriavidus necator z dovodu dlhodobého Stiidia na pracovisku Fakulty
chemické VUT v Brne, ktory sluzi ako modelovy organizmus produkujici
polyhydroxyalkanoaty a zarovenl k stidiu stresove] odolnosti. Konkrétne boli vybrané
bakteridlne kmene Cupriavidus necator H16 ajeho mutantny kmen Cupriavidus necator
PHB™ ktory neakumuluje PHA.

2.3.1. Taxonomia

Cupriavidus necator pocas rokov preSiel mnohymi zmenami pomenovania. V 20. storoci
tento kmen patril do skupiny Hydrogenomonas, do tzv. skupiny , vodikovych baktérii“. Do
tejto skupiny patrili mikroorganizmy, ktoré su aerébne chemolitotrofy a su schopné vyuzivat
oxidaciu molekularneho vodika ako zdroj energie. Dalej su gramnegativne baktérie s bi¢ikom
a s charakteristickou Zzltou pigmentaciou. NeskorSie prace ukazali, ze predpoklad o tom, ze
patri do tejto skupiny je nepravdivy. Po d’alSich analyzach a charakterizaciach bunkove;j
morfologie a metabolizmu sa ukazalo, ze Hydrogenomonas eutropha méa degenerované
peritrichalne biciky. Preto bol tento bakteridlny kmefi zaradeny do rodu Alcaligenes
a premenovany na Alcaligenes eutrophus [28]. V roku 1995 na zaklade skimania fenotypu,
zlozenia lipidov a mastnych kyselin, fylogenetickej analyzy nukleotidovej sekvencie 16S
rRNA sa zistilo, ze patri do rodu Ralstoina a bolo navrhnuté meno Ralstonia eutropha [29].
Po d’alsom studiu sa zistilo, ze rod Ralstoina obsahuje fenotypovo a genotypovo dve odlisné
skupiny. Novy rod Wautersia bol vytvoreny z jednej skupiny, ktora ma charakteristické znaky
ako peritrichalne biciky, neschopnost produkovat kyseliny z glukozy a citlivost’ na kolistin.
Ralstonia eutropha bol reklasifikovany do tohto nového rodu abol premenovany na
Wautersia eutropha [30]. V tom istom roku Wautersia eutropha bola porovnana uz
s dlhodobo znamou baktériou Cupriavidus necator. Po aplikécie elektroforetickej analyzy
a DNA-DNA hybridizacie sa zistilo, Ze sa jedné o rovnaky organizmus. Vzhl'adom k tomu, ze
pomenovanie Cupriavidus necator je najstarSie podla Medzinarodného kodexu nomenklatury
baktérii bol tento nazov prideleny k tomu mikroorganizmu [31].

16



2.3.2. Vlastnosti a metabolizmus

Cupriavidus necator H16 je nepatogénny gramnegativny mikroorganizmus patriaci do B-
podtriedy Proteobacterii. Tento bakteridlny kmen sa vyskytuje v podnych a sladkovodnych
biotopov a je prispdsobeny aj k podmienkam anoxie. Jedna sa o litoautotrofnt baktériu, ktora
ma schopnost alternativne vyuzivat molekulovy H, a CO, ako zdroj energie auhlika
v nepritomnosti organickych zltigenin. DalSou charakteristickou vlastnostou je, e tento kmeti
je schopny akumulovat PHB vo forme granul. Granule su bunkové inkluzie zlozené
z hydrofdbneho jadra a proteinového obalu a tvoria az 90% bunky vid'. obr. 3. Okrem toho, ze
Cupriavidus necator H16 zohrava kl'aicova ulohu pri skimani chemolitoautotrofie, sluzi ako
modelovy organizmus polyhydroxyalkanoatového metabolizmu uz viac ako 50 rokov [33].
Dal§im znamym reprezentantom je jeho mutantny kmeii Cupriavidus necator PHB™. Tento
kmen podobne ako 1 dalSie PHB-negativne mutanty, bol pripraveny v laboratornych
podmienkach. Okrem neschopnosti produkovat polyhydroxybutyrat (PHB) ma rovnaké
vlastnosti ako Cupriavidus necator H16 aje Casto vyuzivany pre identifikaciu génov PHB
syntazy z inych baktérii [34].

Obr. 3: Morfologia baktérii Cupriavidus necator H16 z transmisného elektronového mikroskopu [32]

Jednou z vlastnosti Cupriavidus necator H16 je jeho schopnost prepinat medzi
heterotrofnym rastom a autotrofnou fixaciou CO,. Podobne ako vsSetky proteobakterialne
litoautotrofy, aj tento kmen pouziva Calvin-Benson-Basshamovu drahu na fixaciu CO,. Ako
zdroj energie sluzi molekularny vodik, ktory je oxidovany NiFe hydrogenazmi. Rychlost
rastu je najviac ovplyviiovana pomerom plynnych substratov, konkrétne H,, O, a CO, [33;
35].

Pre heterotrofny rast je schopny vyuzivat Siroka skalu organickych zlucenin. Typické
substraty su medziprodukty citratového cyklu, cukorné kyseliny, mastné kyseliny alebo
aminokyseliny. Schopnost metabolizovat cukry ukmena Cupriavidus necator H16 je
obmedzena na fruktozu a N-acetylglukozamin, kedy fruktéza je metabolizovana
prostrednictvom Entner-Doudorffove; drahy. Dévodom je, ze kliCové enzymy Embden-
Meyerhoff-Parnas  a pentézofosfatovej  drahy, konkrétne  fosfofruktokinaza a 6-
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fosfoglukonatdehydrogendza, su enzymaticky neaktivne [35; 36]. Heterotrofny
a litoautotrofny metabolizmus je znazorneny na obr. 4.

Medzi d’alSie vlastnosti Cupriavidus necator H16 patri schopnost’ prejst na anaerdbne
dychanie v nepritomnosti environmentalneho kyslika. Denitrifikacia je alternativny proces
respiracie v prostredi bez kyslika, pri ktorom sa ako terminéalne akceptory elektronu pouzivaju
oxidované zluceniny dusika. Proces vyuziva 4-oxidoreduktazy, ktoré katalyzuju redukciu
dusi¢nanov, dusitanov, oxidu dusnatého a oxidu dusného [36].

Bunecny
ADP “ae“al
- .
> \ >
4&113’:
PHA material PHA Metabolity
Metabolity
Litotrofny metabolizmus Heterotrofny metabolizmus

Obr. 4 Schematické zndzornenie ilustrujiice klucové aspekty litotrofného a heterotrofného

metabolizmu u Cupriavidus necator H16 [35]

Ako uz bolo vyssie spomenuté kment H16 je schopny syntetizovat' a akumulovat’ velké
mnozstvo PHB v cytoplazme. PHB je syntetizovany v trojstupiiovej reakcii, pricom syntéza
vychadza z acetyl-CoA pri kultivacii na sacharidovom substrate alebo na pyruvate. Prvym
krokom je kondenzacia dvoch molekul acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA pomocou
enzymu [-ketoacylthiolazy. Nasledne je produkt stereoSpecificky redukovany acetoacetyl-
CoA reduktdzou na R-3-hydroxybutyryl-CoA. Nakoniec sa PHB syntetizuje polymerizaciou
R-3-hydroxybutyryl-CoA [37; 38]. V sucasnosti sa diskutuje o niekol’kych modeloch tvorby
granul PHB. Takzvany Mickelov model predpoklada, ze molekuly PHB syntdzy zacinaju
produkovat’ hydrofébnu molekulu PHB, ked je koncentracia R-3-hydroxybutyryl-CoA
dostato¢na. Vzhladom na hydrofobnost a nizku rozpustnost PHB vo vodnom prostredi,
vznikajuce polymérne retazce agreguju a vytvaraju struktury podobné micelam v cytoplazme
s Ciastocne hydrofilnymi molekulami proteinov, ktoré sa nachadzaji na povrchu polymérov.
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Buddingovy model predpoklada, ze PHB syntaza je pripojena k cytoplazmatickej membrane,
a ze rastuci PHB retazec je uvolneny do dvojvrtsvy ich membrany. Treti model (Scaffold
Model) predpoklada, ze PHB syntaza vznikajucich PHB granulatov sa stava pripojena
k doteraz neznamej molekule v bunke [39]. Ani jedna z hypotéz nie je do dneska potvrdena,
ale bola objasnend §truktura PHB a povrchova vrstva je tvorend len proteinmi a neobsahuje
doteraz zvazované fosfolipidy [40].

/><g PHB polymér

O PHB depolymeraza (PhaZal)
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Obr. 5: Struktiira PHB granuli v R. eutropha H16. Povrchovd vrstva obsahuje len proteiny spojené

A X

s PHB granulami (PGAP), ktoré sit symbolizované farebnymi gulockami [40].
2.4. Fluorescencia

Luminiscencia je fyzikalny jav, pri ktorom dochédza k emisii svetla. Existuju rozne druhy
luminiscencie, ktoré su rozdelené podla sposobu excitacie. Fluorescencia je konkrétnym
pripadom luminiscencie, kde spdsob excitacie je absorpcia jedného alebo viacerych
fotonov [41].

Pocas fluorescencie dochadza k absorpcii energie molekulou (fluoroférom). Tato energia
je ziskana zfotonov elektromagnetického Ziarenia o vhodnej vlnovej dizke aje vyuzita
k excitacii elektronov do vySSieho energetického stavu. Molekuly sa za normélnych
podmienok nachadzaju v zakladnom energetickom a vibracnom stave. Elektrony su
lokalizované na zékladnej singletovej hladine Sy [42]. Po excitacii prejde elektron zo
zékladného stavu do energeticky vyssieho S; alebo S,, pricom absorbovana energia musi
zodpovedat’ energetickému rozdielu tychto dvoch stavov. PoCas excitacie elektrony vacS§inou
obsadia vysSie vibra¢né hladiny. Pred emisiou u fluorescencie dochadza k vibracnej relaxacii
a vnutornej konverzii. Tento jav ma za nasledok to, ze k fluorescenénému prechodu dochadza
z najniz8e] vibracnej hladiny excitovaného stavu S;, aj ked’ po absorpcii doslo k excitacie do
vysSich vibracnych a energetickych hladin. Je to spdsobené malym energetickym rozdielom
medzi hladinou S; aS,, vdaka ktorému medzi nimi prednostne prebiehaju velmi rychle
neziarivé procesy [41; 43].
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Obr. 6: ZjednoduSeny Jablonski diagram zobrazujici excitaciu a emisiu fluoroforu. Sy je zakladnd

singletova hladina, S; a S, su excitované singletové hladiny, T} je tripletovad exitovana hladina [42].

Pocas vyhasinania excitovaného stavu dochéadza k strate Casti energie, pretoze energia
vyziareného fotonu je vzdy niz§ia ako energia excitacného fotonu. Energeticky rozdiel medzi
excitatnym a emisnym spektrom sa nazyva ako Stokesov posun. Okrem toho pre vacsinu
fluoroforov je absorpcné spektrum zrkadlovym obrazom emisného spektra. Tento jav definuje
pravidlo zrkadlovej symetrie, ktoré hovori, ze absorpcia a emisia z prislusnych vibracnych
hladin maji rovnaka pravdepodobnost, kedZze rozdiely medzi vibraénymi hladinami
u zékladného a excitovaného stavu su podobné [41].

Emisia fotonov je tak rychla ako ich absorpcia, a to priblizne 107 s. Aviak excitované
molekuly ostavaju v stave S; urcity cas, niekolko desiatok pikosekund pred emitovanim
fotonu alebo pred podstipenim inych procesov deexcitacie. Doba zivota fluorescencie je
10 s [42].

2.4.1. Fluorofoéry a ich vyuzitie pri charakterizacii bakterialnych buniek

Flurofory su malé molekuly, u ktorych po oZiarenia svetlom o uréitej vinovej dizke dochadza
k excitacii elektronov a nasledne k navratu do zakladného stavu, priCom prebytocna energia je
vyziarena vo forme svetla. Tato vlastnost’ je dana ich chemickou Struktirou, ktora obsahuje
konjugované dvojité vazby alebo aromatické kruhy, ktoré funguju ako ,,anténa® pre ziarenie.
Fluorescencné vlastnosti molekul su zavislé na Strukture danej latky a na okolitom prostredi.
Kazdy fluorofor ma svoje vlastné Specifické fluorescencné vlastnosti.
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Fluoroféry rozdelujeme na vnutorné a vonkajsie. Vnutorné sondy spdsobuju prirodzent
fluorescenciu, tzv. autofluorescenciu. ktora vykazuju napriklad aminokyseliny a kofaktory.
Vonkajsie fluorofory su umelo zavedené do Studovaného systému, a po pridani sa viazu na
cielovu Struktiru kovalentne (fluorescenéné znacky) alebo nekovalentne (fluorescencné
sondy). Ciel'ové Struktary su hlavne makromolekuly, ako napriklad proteiny, membrany alebo
DNA [44].

Dnes na sledovanie fyziologického stavu alebo na skimanie urcitych Casti buniek sa hojne
vyuziva fluorescencnd analyza. Existuje vel'ké mnozstvo fluorescencnych farbiv, ktoré su
schopné selektivne farbit urcité Casti bakterialnej Struktary [45]. Z hladiska principu detekcie
fluorescen¢né sondy mozeme rozdelit' na dve vel'ké skupiny na sondy vyuzivané pre Stidium
fyziologického stavu bunky a na taxonomické sondy vid'. obr. 7 [46].

Membranovy potencidal

Indikatorom bunkovej viability modze byt transmembranovy potencial udrziavany na
cytoplazmatickej membrane Cinnost’ou ionovych pump. Vnutorny priestor bunky je negativne
nabity vzhl'adom k okoliu, v ktorom sa bunka nachadza. Na meranie tohto potencialu sa
pouzivaju tzv. "distribucné sondy". Su to lipofilné farbiva, ktoré moézu volne prechadzat
cytoplazmatickou membranou do buniek a hromadit’ sa v nich v zavislosti na ich naboji. Pri
vhodnych podmienkach je metabolicka aktivita bunky priamo imerna mnozstvu preniknutého
fluoroforu. Tradi¢ne ako kationova sonda je vyuzivany rhodanim 123, ale dnes uz mu
konkuruju cyaninova farbiva. Z anionovych sond je najznamejsi bis-oxonol.

Enzymova aktivita

Jednou z moznosti ako sledovat’ enzymovu aktivitu v bunke je pomocou sledovania jej
respiracie, kde sa zameriavame na dehydrogenazovu aktivitu. Schopnost’ respiracie
u aerobnych mikroorganizmov mébzeme merat pomocou indikatorov oxidativneho
metabolizmu, napriklad tetrazoliovymi sol'ami. Vo vnutri bunky su nefarebné tetrazoliové soli
redukované za ucasti dehydrogendz pritomnych v elektronovom transportnom systéme
zmenené¢ na cCervene fluoreskujici formazan. Pretoze prenos elektronov priamo suvisi
s metabolizmom bunky, schopnost buniek redukovat tetrazoliové zluCeniny sa moze
povazovat’ za indikator bakterialnej aktivity.

Dal§ou moznostou je sledovanie intracelularnej enzymovej aktivity pomocou lipofilnych
nefluorescencnych sond schopnych prechadzat volnou diftziou do buniek. V bunke sa
prostrednictvom enzymov premenené na fluorescencné latky nestce naboje, vdaka comu su
v bunke zadrziavané a koncentrované. Vedla enzymovej aktivity ide teda zaroven
o stanovenie membranovej integrity, pretoze ak je cytoplazmatickdi membrana bunky
narusena, fluorochromy st opit’ vyplavované von do extracelularneho priestoru. NajbeznejSie
su substraty intracelularnych esteraz, ktoré si vo vsetkych zijucich organizmoch prirodzene
pritomné. Jedna znajznamejSich fluorescenénych sond zalozend na tomto principe je
fluorescein diacetat.
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Obr. 7: Bunkové cielové miesta pre taxonomické a fyziologické fluorescencné farbiva [46]
Integrita cytoplazmatickej membrdany

Strata integrity membrany predstavuje vyznamné poSkodenie buniek v désledku straty
viacerych funkcii spojenych s plazmatickou membranou. Udrziavanie membranovej integrity
sa bezne meria v eukaryotickych a prokaryotickych bunkach ako indikator bunkového
poskodenia alebo bunkovej smrti. Hodnotenie membranovej integrity baktérii je
komplikované kvoli ich komplexnej membranovej Struktare.

Detekcia membranovej integrity je zalozené na aplikacii latok, ktoré za beznych
podmienok neprechadzaji neporusenymi bunkovymi membranami, pripadne st ihned
vyluCované spit do extracelularneho prostredia. Naopak, ak je cytoplazmaticka membrana
narusena natol'ko, ze mézu do bunky prejst, dojde k vizbe na zlozky bunkovej hmoty a na
zosilnenie alebo posunu spektra fluorescencie. Takmer vyhradne sa vyuzivaju latky, ktoré sa
v bunke viazu na nukleové kyseliny, pretoze tie sa vyskytuju vo vsetkych bunkach
v dostatoCnom mnozstve a umoziuju tak univerzalne pouzitie u vac§iny mikroorganizmov.
Do tejto skupiny patri najrozsirenejsia fluorescencna sonda propidium jodid (PI) [45; 46].

2.4.2. Charakterizacia vybranych fluorescen¢nych sond
Propidium jodid

Patri medzi najviac vyuzivané fluorescencné sondy pre urCenie viability buniek. Jedna sa
o membranovo nepriepustné farbivo, ktoré je vSeobecne vylucené zo zivotaschopnych buniek.
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Mftve bunky maju porusenu cytoplazmaticki membranu, a PI prenika cez membranu a viaze
sa na nukleové kyseliny vd’aka svojej vysokej vdzobnej afinite. PI sa viaze medzi bazami
DNA, na kazdyc 4-5 par baz s malymi alebo ziadnymi sekvencnymi preferenciami. Jeho
velkou vyhodou je, Ze interaguje aj s DNA is RNA, vdaka Comu sa stava univerzalnym
interkalaénym ¢inidlom. DalSou pozitivnou vlastnostou je, ze hned ako sa PI viaze na DNA
alebo RNA, jeho fluorescencia sa zvysuje 20—-30-nasobne a takato zmena signalu sa da vel'mi
I'ahko detegovat’ fluorescencnym detektorom.

PI je excitovany pri 488 nm a s relativne velkym Stokesovym posunom vyzaruje pri
maximalnej vinovej dizke 617 nm. Vzhl'adom k tymto spektralnym charakteristikam sa PI
moze pouzivat v kombinacii s inymi fluorochromami excitovanymi pri 488 nm, ako napriklad
fluorescein izotiokyanat a fykoerytrin [47; 48].
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Obr. 8: Chemicka Stukrtitra propidium jodidu [47]
SYTO9

Rodina SYTO farieb ma mnoho vlastnosti, ktoré ich robia uzito€nymi na oznacenie zivych
buniek, vratane dobrej membranove] priepustnosti, nizkej cytotoxicity a zvySenej
fluorescencie v pritomnosti DNA [49].

SYTO 9 je vynikajuca zelena fluorescencna kontrastnd sonda zamerana tak na jadernu
hmotu, ¢ize nukleoid, tak aj na chromozomy. Ked'Ze tato sonda je schopna prenikat cez
prokaryoticka i eukaryoticki bunkovi membranu. SYTO 9 ma vysoku afinitu k DNA
a vykazuje zvySenu fluorescenciu po naviazani ato v excitathom maximu pri 483 nm
a fluorescencnym emisnym maximom pri 503 nm. SYTO 9 je obzvlast uzito€na ako
nuklearna kontrastna latka pre bakteridlne testy, pretoze farbi tak zivé, ako aj mrtve,
grampozitivne aj gramnegativne baktérie [50].

SYTO9 spolo¢ne s propidium jodidom sa pouziva v LIVE/DEAD BacLight Bacterial
Viability kitu. Pri pouziti tychto farbiv mozno s velkou presnostou rozlisit bunky mftve od
zivych a to prave vdaka membranove] integrite buniek. SYTO9 farbi vSetky bunky
a propidium jodid iba tie s poSkodenou bunkovou membranou. Baktérie s intaktnymi
bunkovymi membranami su zafarbené fluorescencne zelenymi farbami a st povazované za
zivotaschopné; a baktérie s poSkodenymi membranami farbia ¢ervenou farbou a st oznacené
ako nezivé [51].
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Akridinova oranz

Akridinova oranz je N, N, N’, N’-tetramethylakridin-3,6.diamin (AO), ktory patri do velkej
skupiny organickych zlucenin, tzv. akridinov. Jedna sa o interkalacné cinidlo, ktoré farbi
nukleové kyseliny. AO vel'mi l'ahko prechadza cez bunkovi membranu pri neutralnom pH,
avSak pri kyslom pH sa sustreduje v lyzozomoch a stane sa membranovo neprechodnym.
Jeho fluorescencné vlastnosti su tiez zavislé na pH. Svoju popularitu ziskala vd’aka tomu, ze
farbi odlisne zivé a mrtve bunky. Po interakcii s dvojvlaknovou nukleovou kyselinou
fluoreskuje na zeleno, zatial Co pri vdzbe na jednovlaknové nukleové kyseliny vykazuje
Servenu fluorescenciu [52; 53].
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Obr. 9: Chemicka Struktura akridinovej oranzi [52]

Roztoky AO vykazuji jav metachromasie, ktory spociva v rozdielnych spektralnych
vlastnostiach farbiva v jeho monomérnych, dimérnych a polymérnych formach. Po interakcii
AO s nukleovou kyselinou vznikaju dva typy komplexov. Prvy typ komplexov vzniké pri
interakcii AO s dvojvlaknovou DNA alebo s dvojvlaknovymi oblastami RNA. Pocet molekul
AO kpocCtu nukleotidovych molekal je v pomere 1:4. Tento typ komplexu je
charakterizovany absorpénym maximom pri  502-504 nm azelenou fluorescenciou
s maximom pri 530 nm. V tomto komplexe molekuly AO su v takej vzdialenosti, Ze nie su
schopné vytvarat diméry. Druhy typ komplexov sa znacne 1i§i od prvého. Jeho absorpcné
maximum je pri 475 nm aje charakterizované ¢ervenou fluorescenciu pri 640 nm. V tomto
komplexe sa AO viaze na jednovlaknové RNA a na denaturovanii DNA. AO interaguje skoro
s kazdou nukleotidovou molekulou, vd’aka ¢omu st jeho molekuly dostato¢ne blizko k tomu,
aby vytvorili diméry alebo polyméry. Na zaklade tychto dvoch javov, sa AO Casto vyuziva na
odliSenie zivych a mrtvych buniek [54; 55].

2.4.3. Prietokova cytometria

Prietokova cytometria je analytickd metdda, ktord sucasne meria a analyzuje viaceré fyzikalne
vlastnosti jednotlivych Castic, najCastejsie buniek. NajvacSou vyhodou tejto metody je analyza
niekol’ko tisic buniek za sekundu na trovni jednej bunky (single-cell analysis).

Zakladny princip merania je zalozeny na bunkach, ktoré su strhavane pradom kvapaliny
a prechadzaju cez fokusovany zdroj svetla v kapilare. Fotodetektory zachytavaju signaly
rozptylu svetla a/alebo fluorescencie. Tieto signaly z jednotlivych buniek su spracovavané
a umoznuju vyhodnotit' vel'kost, zrnitost’ alebo diferenciaciu bunkovych typov, pritomnost
membranovych receptorov a obsah DNA. Analyza je vyhodnotena graficky, ako histogramy
alebo bodové grafy, ktoré mozu sluzit na identifikaciu a kvantifikaciu bunkovych
populécii [56; 57].

24



Zakladné komponenty prietokového cytometra su znazornené na obr. 10, kde je
vyobrazeny fluidny systém, zdroj svetla, opticky systém, elektronicka siet’ a pocita¢. Fluidny
systém lezi v srdci prietokového cytometra. Uelom tohto systému je dopravit’ Eastice (bunky)
po jednom do stredy laserového luca. Tento proces je dosiahnuty hydrodynamickou
fokusaciou. Bunky su privedené do centralneho jadra, ktoré je ohrani¢ené vonkaj§im plastom,
v ktorom preteka nosna kvapalina. Kvapalina v plasti mé vacsiu rychlost’ ako vzorky, vd’aka
ktorému strhava jednotlivé bunky z centralneho jadra a meni tok na parabolicky. Najvyssia
rychlost’ je v strede toku, o je v tomto pripade v zzenej Usti kapilary, vdaka ktorému sa
suspenzia buniek rozhybe a vytvori retazec jednotlivych buniek [58; 59]. Bunky prechadzaja
svetelnym lu¢om a bud’ ho rozptyl'uja v roznych uhloch alebo ddjde k excitécii a k naslednej
emisii fluorescencie. Svetlo je zachytané pomocou detektorov. Cytometer ma dva rdzne
detektory na rozptyl svetla. Detektor predného svetelného rozptylu (forward scatter channel
FCS) meria intenzitu signalu v smere uhlov 160-180°. Namerana intenzita poskytuje
informéaciu o velkosti Castic. Detektor bocného svetelného rozptylu (side scatter channel
SSC) meria lomené alebo odrazené svetlo vuhle 90° a udava informacie o bunkovej
granulovitosti a vnutornej komplexnosti. Pre detekciu emitovanej fluorescencie si pouzivané
fluorescencné kanaly. Vnimanie signalu je riadené optickymi filtrami, ktoré preptstaju svetlo
ourditej vinovej dizke, iné su blokované. Jednotlivé svetelné signaly st prevedené na
elektrické impulzy a st zosilnené s fotonasobi€om. Elektricky signal je potom spracovany
pocitaCom a je vyhodnoteny v grafickej a Ciselnej forme [59].
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Obr. 10: Zjednoduiena schéma prietokového cytometra s jednym zdrojom svetla. Modré §ipky znacia
nefluorescencné a farebné Sipky fluorescencné detektory. FITC — zelené, PE — Zlté a PerCP cervené
svetlo [58].
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2.4.4. Fluorescen¢na mikroskopia

Fluorescencna mikroskopia je d’alSim silnym nastrojom mikro- a nanostrukturnych systémov,
¢i uz st to zivé bunky abiologické tkaniva, alebo koloidy, polyméry avlakna. Jeho
najatraktivnejSou vlastnost’'ou je schopnost’ simultanneho zobrazenia a kvantitativnej analyzy.

Fluorescencny mikroskop je Specialnym typom optického mikroskopu. V beznom
optickom mikroskope je vzorka osvetlend zdrojom svetla a zachytené je to isté svetlo po
interakcii s vzorkou (rozptyl, odraz, absorpcia). Zatial' ¢o u fluorescenéného mikroskopu je
detegované svetlo emitované zo samotnej vzorky [42; 60].

U klasického fluorescenc¢ného (epifluorescencny) mikroskopu je exitacné svetlo odrazené
smerom k vzorke pomocou dichroického zrkadla. Toto Specidlne zrkadlo je umiestnené v uhle
45 ° smerom k prichadzajiicemu svetlu a odraza len fotony zvolenej vinovej dizky. Potom
dochadza k excitacii fluoroforu a k naslednej detekcii emitovaného signalu. Emitované svetlo
dopada na dichroické zrkadlo, ktoré ho prepusti d’alej na bariérovy filter. U tohto typu
excitacné ziarenie prechadza cez rovnaky objektiv, ktorym je snimana aj fluorescencia vzorky
vid. obr. 11. Slovo epi pochadza z gréctiny a znamena rovnaké [61; 62].
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Obr. 11: Schéma svetelnej drahy v epifluorescencnom mikroskope. Modra Sipka znazornuje excitacné

svetlo a zelena Sipka emisné svetlo [62].

Nevyhodou tejto metody je, ze nedokaze rozlisit dva objekty, ktoré si od seba vzdialené
menej ako 200 nm. Okrem toho cela vzorka je osvetlend v rovnakom case a signal
nepochadza len z ohniskovej roviny, ale i z celého okolia. Kvoli tomu obraz nie je tak Cisty
a vysledky mozu byt skreslené. Dalim problematickym parametrom je hibka pola. Jednak
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polas merania nie si zname informacie o hibke a nedaju sa preto vyvodit Ziadne zavery
0 objeme z obrazu. Ked’ vzorky st hrubsie ako hibka ostrosti, obrazy st rozmazané, lebo ich
fluorescencia je mimo ohniskovej roviny. Existuji mozné korekcie, ale vSeobecne sa
uprednostiiuju iné techniky ako napr. konfokalny mikroskop [42; 62].

Konfokalny mikroskop je Specialna forma Standardnej fluorescencnej mikroskopie, ktory
pouziva §pecialne optické komponenty na vytvorenie obrazu s vysokym rozlisenim. Zakladny
princip je podobny s epifluorescencnym mikroskopom. Excitované a emitované svetlo
dopadne na dichroické zrkadlo, kde emitované svetlo je odrazené. Pomocou emisného filtra sa
vyberie pozadovany rozsah vlnovych dizok, ktory moéze dopadnuf na detektor. Lu& potom
dopadne na fokusacnu SoSovku, kde sa lame do svojho ohniska. To je umiestnené v Strbine
(pinhole), kde bod pre prechod luca je velmi maly. Na detektor dopadnu len fotony
z ohniskovej roviny vid’ obr. 12. Fluorescencia, ktora pochadza z inej ohniskovej roviny alebo
sa vytvara mimo konfokalneho objemu, cez clonu prechadza len jej vel'mi mala Cast’ alebo je
uplne odfiltrovana. To je hlavnd vyhoda tohto typu mikroskopu, pomocou ktorého su
detegované len fotony, ktoré pochadzaji zohniskovej roviny ato vedie k vysoko
kontrastnému obrazu s dobrym pomerom signalu k Sumu [63; 64].

V désledku pouzivania clony vjednom okamziku je vzdy pozorovand len prisne
obmedzena oblast’ vzorky. Dalia vlastnost, ktora odlisuje konfokalny mikrokop od inych je
skenovanie, ktoré sa uskutoCriuje pomocou vibra¢nych zrkadiel alebo rotujiceho disku
obsahujuceho viac $trbin v Spirdlovom usporiadani. Snimky sa ziskavaju pixel po pixeli.
Jednym z charakteristickych znakov je, ze moze vytvorit' optické rezy definovanej hrubky.
Preto pohybom vzorky smerom nahor a nadol sa ziska trojrozmerny (3D) obraz [42].
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Obr. 12: Schéma konfokalneho fluorescencného mikroskopu. a) Exitdacia, kde excitované svetlo nie je
prepusteny cez dichroické zrkadlo na detektor. b) Emisa, kde fluorescencia generované v ohnisku cez

pinhole dopadne na detektor. Liice mimo ohnisku si odfiltrované [42].
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Tato diplomovéa praca bola primarne zamerana na zhodnotenie moznosti vyuzitia akridinovej
oranzi ako vhodného fluorescencného farbiva pre LIVE/DEAD analyzu prokaryotickych
buniek. AO bola syntetizovana v roku 1889, ale prvé aplikacie v biologii boli publikované az
v roku 1940, kde prisli nato, ze zivé a odumreté bunky rastliny vykazovali odlisna farbu
fluorescencie. Bol to vel'ky objav, a vedci sa snazili pochopit’ a popisat’ chovanie AO [55]. Jej
chovanie je popisané v kapitole 2.4.2.

U eukaryotickych buniek farbenie s AO je viac Specifické, lebo AO interkaluje s DNA
v jadrach, ¢o dava zelenu fluorescenciu, zatial ¢o RNA v cytoplazme fluoreskuje hnedo,
ervenohnedo, oranzovo alebo jasne Cerveno, v zavislosti na jej mnozstve. Zivotaschopné
bunky vykazuja vzdy zelenu, zatial' o mftve oranzovu fluorescenciu [65].

Poskodenie buniek a smrt’ st zakladnym aspektom ochorenia, avSak techniky vizualizacie
tychto procesov v tkanive su obmedzené. Plemel a kol. v roku 2017 pouzivali na vizualizaciu
bunkovej smrti AO. Na merania boli vyuzivané ludské oligodendrocitové bunky
a fibroblasty. Cytoplazma zivych buniek vykazovala Cervent farbu a zretelne zelené jadro
obsahujuce &ervené body. Cerveny signal znadil pritomnost RNA. Oligodendrocyty
a fibroblasty boli vystavené toxinom, ktoré podporuji bunkovi smrt’ roznymi mechanizmami
ako H,O,, inhibitor proteinkindzy staurosporin, inhibitor pan-kaspazy a faktor nadorovej
nekrozy. Vsetky mechanizmy bunkovej smrti vyvolali stratu RNA, a tym znizenie Cervenej
fluorescencie. Apoptické bunky uplne stratili Cerveny signal v cytoplazme, ale jadro
obsahovalo bud’ ¢ervent alebo fragmentovant zelenu farbu. Na rozdiel od toho nekrotické
bunky nevykazovali ziadny Cerveny signal, lebo doSlo k tuplnej strate molekul RNA a svietilo
u nich len okruhle, jasné a zelené jadro (vid’. Obr. 13) [66].

Kontrola Staurosporin TNF z-VAD FMK

Obr. 13:Reprezentativne obrdzky stresovanych a nestresovanych eukaryotickych buniek farebnych
AO. Zdravé bunky mali velké, dobre ohranicené granulované jadrd. Apoptoza (b,f) bola
charakterizovand zmrStenim jadra a bunkovou fragmentdciou. Pocas nekrozy (d,h) alebo nekrotozy

(c,g) bunky postracali bunkovit RNA a mali hladké, scvrknuté a jasné jadro [66].
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Taktiez Niknazar a spol. vroku 2019 sledovali podobne apoptézu indukovanou H,O;
vlasovych buniek. Studovali ochranny u&inok apelinu-13, & zvySuje Zivotaschopnost
stresovanych buniek. Bunky boli oznacené AO a analyzované fluorescencnym mikroskopom.
Kontrolné a oSetrené bunky s apelin-13 vykazovali zelenu fluorescenciu, narozdiel od
apoptickych buniek indukované H,O; s a bez ochrannej latky, ktoré mali granulované jadro
v zlto-zelenej farby. Pocet apoptickych buniek vyznamne poklesol v skupine lieCenej
apelinom-13 v porovnani s stresovanymi vzorkami [67].

Schopnost’ AO rozlisit zivé a mrtve bunky bolo starostlivo skimané mnohymi vedcami.
Takzvany Struggerov efekt, kde mrtve bunky fluoreskuji Cervene a zivé zeleno, bol
potvrdeny v mnohych pripadoch. Napriklad pri teplotnom stresu u Escherichia coli (1991)
[68], sledovani dezinfekcnych vlastnosti chloru (1983) [69] alebo k hodnoteniu bakterialnej
citlivosti na poOsobenie antibiotika gentamicinu (1997) [70]. Postupne sa vSak zacali
objavovat vyskumné prace, ktoré popisovali rozpor s uz spominanym Struggerovom efektom
(1956, 2004) [71; 72]. Autori Studie (1991) [73] uvadzaju, ze v pripade bakteridlnych buniek
v dosledku nedefinovanej povahy jadra a velkého mnozstva RNA oranzova fluorescencia
znaci zivé bunky a zelena odumreté bunky. Je to z predpokladu, ze zivé prokaryotické bunky
maju velky obsah RNA, ¢o potlaci fluorescenciu DNA v jadre. U mrtvych buniek sa
metabolizmus zastavi a znizi obsah RNA, ¢o ma za nasledok zvySenie zelenej fluorescencie.
Podl'a vysledkov sfarbenia AO mdze indikovat fyziologicku aktivitu buniek co vSak vyvolava
mnozstvo otazok jeho univerzalnej extrapolacia. Da sa povedat, ze vSetky aspekty chovania
AO u prokaryotickych buniek doteraz nie st dostato¢ne pochopené. Vysledky z merania
fluorescencie AO su vel'mi kontroverzné, kedy niektori autori potvrdzuju Struggerov efekt,
ini prave naopak.

Rapposch a kol. v roku 2000 sledovali vplyv teploty na fyziologicky stav baktérii. Cast
baktérii bola nechana po dobu 24 hodin pri 0 °C, ktoré boli brané ako inaktivne bunky. Po
analyze na fluorescenénom mikroskope zivé bunky s vysSSou metabolickou aktivitou
vykazovali oranzovu fluorescenciu a nezivé zeleni. KedZze znizenie teploty ma vysoky
inhibi¢ny vplyv na bakterialny metabolizmus, v dosledku toho sa zvysila zelena fluorescencia
AO. Po inkubécii pri laboratornej teplote ich fyziologicky stav sa zmenil — zacali rést, ich
metabolickd aktivita bola vysSia a znovu sa zvysila aj intracelularna Cervena farba [74].

Na stanovanie zivotaschopnosti buniek AO sa uz z uvedenych dovodov Casto pouziva
s kombinaciou druhého fluorescenéného farbiva, ktoré dopliuje jej nedostatky.
Krishnamoorthy aspol. vroku 2018 sledovali antimikrobidlne ucinky nanoemulzie na
rezistentné bakterialne kmene. Zivotaschopnost buniek bola analyzovana kombinaciou dvoch
fluorescenénych farbiv, a to AO a etidium bromidu (EB). Zivé a intaktné bunky fluoreskovali
zelene, AO vol'ne prechddzalo cez bunkovu stenu, zatial' ¢o bunky namahané s nanoemulziou
boli Eervené. Cervena fluorescencia naznadovala, ze doslo k poruseni bunkovej membrany,
vd'aka comu EB bol schopny cez ne prechadzat. Po penetracii EB sa viaze na DNA
a vykazuje Cervenu fluorescenciu [75]. Okrem EB sa vel'mi Casto pouziva AO v kombinacii
s propidium jodidom. PI podobne znaci poskodenie membrany a bunky vykazuji cervenu
fluorescenciu. AO fluoreskuje vo vzorkach zelene vid'. obr. 14 [76; 77; 78].
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Obr. 14: Bacillus cereus po oSetreni odliSnou koncentrdciou ionovej kvapaliny farbené s AO

a propidium jodidom [78]

Kvoli kontroverznym vysledkom sa AO dnes pouziva skor na stanovanie a pocitanie
mikroorganizmov ana ich detekciu v klinickych vzorkach. Autori €lanku [79] Pak a Koo
vroku 2013 pouzivali AO na sledovanie kinetiky rastu, kde zelend fluorescencia AO
odpovedala optickej hustote baktérii v roztoku. Dalsia jej aplikacia je pouZitie na vizualizaciu
biofilmov, kde kolonie buniek vykazuju oranzovu fluorescenciu [80; 81]. Ukazalo sa, ze AO
je uCinnym farbivom na detekciu mikroorganizmov z krvi, vd'aka ¢omu mohlo sluzit ako
nahrada Gramovo farbeni. Po interakcii mikroorganizmov s AO dochadza k cervenej
fluorescencii, zatial' co ¢ervené krvinky sa nezfarbia alebo svietia zelene. Jeho hlavna vyhoda
je, ze jasne pomarancoveé mikroorganizmy su 'ahko rozpoznatel'né proti Ciernemu az slabému
zelenému pozadiu [82; 83]

Podl'a spracovanej literarnej reSerSe je viditené, ze farbenie eukaryotickych buniek s AO
déava vysledky, ktoré su dobre reprodukovatelné a konzistentné na rozdiel od prokaryotickych
buniek. Kvoli tejto kontroverznosti sme chceli vyskusat' ako sa spominané farbivo sprava
u producentov PHB, konkrétne u Cupriavidus necator H16 a PHB™.
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1. Pouzité mikroorganizmy, chemikéalie a pristroje
4.1.1. Pouzité mikroorganizmy

Pre experimentalnu Cast’ bol pouzity bakteridlny kmen Cupriavidus necator H16 ziskané
z Ceskej zbierky mikroorganizmov Masarykovej univerzity v Brne akmed Cupriavidus
necator PHB™ bol kupeny Leibnitz Institute DSMZ-German Collection of Microorganism
and Cell Cultures, Braunschweig, Nemecko.

4.1.2. Pouzité chemikalie
Kultivacia baktérii

Nutrient Broth, (Himedia)

Siran amonny, (Lach-Ner, CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, (Lach-Ner, CR)
Dihydrat hydrogenfosforeénan disodny, (Lach-Ner, CR
Heptahydrat siranu hofe¢natého, (Lach-Ner, CR)
Fruktoza, p.a., (Lach-Ner, CR)

Destilovana voda

Stresové faktory

Chlorid draselny, (Sigma Aldrich Inc.)
Kyselina chlorovodikova 35%, (Lach-Ner, CR)
Potravinarsky etanol

Fluorescencné sondy a rozpust’adla

Akridinova oranz, (Sigma Aldrich Inc.)
Propidium jodid, (eBioscience)

SYTO 9, (Thermo Fisher Scientific)

Kyselina citronova bezvoda (Lach-Ner, CR)
Hydrogenfosforeénan disodny (Lach-Ner, CR)
EDTA (Sigma Aldrich Inc.)

Triton X-100 (Sigma Aldrich Inc.)

4.1.3. Pouzité pristroje

Analytické vahy, Boeco

Centrifuga, Hettich zentrifugen EBA 200

Laminarny box Aura mini, Bio Air Instruments

Temperovana trepacka Heidolph1000, Labicom s.r.o

Rotator MultiBio RS-24 Biosan

Termostat, LS-35

Fluorescen¢ny mikroskop, MicroTime 200, PicoQuant GmbH

Epifluorescencny mikroskop, Nikon Eclipse E200, s CCD kamerou PixelLink PL-A662
Prietokovy cytometer, Apogee AS50, ApogeeFlow System
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4.2. Kultivacia baktérii
4.2.1. Zivné média

Na skladovanie bakterialnych kultar (s agarom) ana pripravu inokula bolo pouzivané
Nutrient Broth médium.

Zlozenie média Nutrient Broth:

Beef extraxt 10g1"
Pepton 10 g.l'1
NaCl 5gl"

Agar 20 g1

Zlozenie mineralneho produkcéného média:

(NH4)2$O4 1 g
KH,PO4 1,02 g
Na,HPO, 11,1 g
MgSO, 02¢g
Fruktoza 20¢g
Roztok stopovych prvkov 1 ml
Destilovana voda 1000 ml
Roztok stopovych prvkov:

FeCl; 97¢g
CaCl, 78 g
CuSOq4 0,156 g
CoCl, 0,119 ¢
Fruktoza 20¢g
NiCl, 0,118 g
CrCl, 0,062 g
0,1 M HC1 1000 ml

Vsetky média boli sterilizované v tlakovom hrnci so zatvorenym ventilom po dobu 40 mint,
zatial’' ¢o fruktoza bola sterilizovana za rovnakych podmienok pri otvorenom ventile.

4.2.2. Skladovanie bakterialnych kultir a priprava inokula

Lyofilizované bunky boli
s NutrienBroth médiom. Misky so zaockovanou kultarou boli kultivované pri 30 °C priblizne
24 hodin. Po narastu koloénii boli misky uchované v chladni¢ke pri 4 °C. preockovanie

najprv ozivené a potom naockované na Petriho misky

bakterialnych kultur bolo opakované pravidelne kazdych 30 dni.

Inokulum pre kultivaciu bolo pripravené v Erlenmayerovych barikach o objemu 100 ml
$ 50 ml Nutrient Broth médiom. Inokulum bol pripraveny pre kazdy kmeni v dvoch
paralelnych sérii. V sterilnom lamindmom boxu bolo do média zaockované trikrat malé
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mnozstvo kultury z Petriho misky pomocou bakterialnej klu¢ky. Potom bolo inokulum
uchované 24 hodin na temperovanej trepacke pri frekvencii 170 rpm a teplote 30°C. Po 24
hodin bola c¢ast inokula preockovana do minerdlneho produkéného média, presnejSie
v mnozstve 5 %objemu média.

4.3. Meranie stresovej odpovedi

Na sledovanie chovani mikroorganizmov pocas stresu boli vybrané dva stresové faktory.
Etanol, ktory rozrusuje bune¢ni membranu a kyslé pH ako denatura¢né ¢inidlo biomolekul.

4.3.1. Expozicia bakterialnych buniek etanolom

Boli pripravené zasobné roztoky etanolu z 97% roztoku postupny riedenim s destilovanou
vodou na koncentraciu 50% a 70%. 5 ml kultdry bola odobrana z produkéného média
a centrifugovand 5 minat pri otackach 5000 rpm. 5 ml etanolu o urcitej koncentracie bol
napipetovany k supernatantu. Kultira s etanolom bola kultivovana 20 minut na rotanom
trepacke pri 10 rpm v laboratérnej teplote. Pripravena zmes po uplynuti Casu bola odstredena
pri otackach 5000 rpm po dobu 5 minat. Sediment bol rozsuspendovany v 5 ml fosfatovym
pufrom o pH 7.4.

Vzorky boli farbené fluorescencnou sondou aich odozva na stres bola stanovend na
prietokom cytometry a na fluorescencnom mikroskopu.

4.3.2. Expozicia bakterialnych buniek v kyslom pH

Bol pripraveny zasobny roztok o pHI1. K priprave 200 ml roztoku bol pouzity 50 ml 0,2 M
KCl a 134 ml1 0,2 M HCI. Zvysny objem bol doplneny destilovanou vodou.

Vzorky boli pripravené podobnym sposobom ako je popisané v kapitole 4.3.1. Bunecna
suspenzia po odstredeni bola rozsuspendovana v 5 ml roztoku o pH1. Zmes bola kultivovana
podobne 20 minut a premyta dvakrat fosfatovym pufrom o pH 7.4.

Pripravené osetrené vzorky boli oznacené fluorescennou sondou anésledne bola
stanovend ich odozva na stres pomocou prietokového cytometra a fluorescencného
mikroskopu.

4.4. Priprava fluorescen¢nych sond
4.4.1. Pouzitie propidium jodidu a SYTO9

Bol pripraveny zasobny vodny roztok propidium jodidu o koncentracie 1 mg.ml™' rozpustenim
PI v deionizovanej vode. Roztok bol skladovany pri 4 °C v tme po dobu 14 dni. V pripade
pripravy vzorky pre prietokovy cytometer do 983,5 ul fosfatového pufru opH 7.4 bol
napipetovany 5 pl PI zo zadsobného roztoku, 1,5 ul 5 mM SYTQOO9 a 10 pl oSetrenej kultiry (na
celkovy objem zmesi 1000 ul). Po pridani fluoroforu sa vzorka nechala 15 minut inkubovat’
v tme pri laboratornej teplote. Pre fluorescenény mikroskop bol postup podobny, len boli
pouzité vyssie koncentracie, 10 pl PTa 60 pl oSetrenej kultury.
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Pre merania v prietokovom cytometry bola excitaéna vinova dizka laseru 488 nm a signal
bola detegovana v Cervenom (680 + 35nm) azelenom (535 + 35nm) kandlu. Pri
fluorescenénom mikroskopu excitaéna vinova dizka bola v rozmedzi 450-490 nm.

4.4.2. Farbenie bune¢nych kultur akridinovou oranzi
Pre fluorescencny mikroskop

Bol pripraveny zasobny roztok akridinovej oranzi rozpustenim10 mg AO v 50 ml destilovane;j
vode. Nasledne roztok bol mieSany s fosfatovym pufrom o pH = 6 v pomeru 1:2. K priprave
fosfatového pufru o pH = 6 bol pouzity 12,2 ml 1 M K,HPO, a 86,8 ml 1 M KH,PO,. Roztok
bol uchovavany pri 4 °C v tme po dobu maximéalne jeden mesiac.

K stresovanym vzorkam bol pridany pripraveny zmes AO v pomeru 1:1. Vzorky boli
inkubované 5 minut v tme pri laboratornej teplote. Pri merani bola pouzita excitatna vlnova
dizka v rozmedzi 450490 nm.

Pre prietokovy cytometer

Zasobny roztok akridinovej oranzi bol pripraveny rozpustenim AQO v destilovanej vode tak,
aby vysledna koncentracia bola 1 mg/ml. Potom bol pripraveny roztok A pridanim 0,1 ml
Triton X-100, 8 ml 1 M roztoku HCI, 0,877 g NaCl adoplneny destilovanou vodou na
100 ml. Druhym krokom bol pripraveni roztoku B. Jeho zadkladom bol 100 ml puft, ktory bol
pripraveny miesanim 37 ml 0,1 M kyseliny citrénovej a 63 ml 0,2 M Na,HPO,4. Do pufru bol
pridany 0,877 g NaCl a bol miesany aZ do jeho uplného rozptstania. Dalej bol este pridany
34 mg EDTA a 0,6 ml AO zo zasobného roztoku (1 mg/ml). Jednotlivé roztoky boli uchované
pri 4 °C v tme po dobu niekol’ko mesiacov.

Do skumavky typu Eppendorf bola napipetovana 0,2 ml osSetrenej kultiry. Potom bol
napipetovany pomaly 0,4 ml ochladeny roztok A a zmes bola uchovana v tme 15 sekund. Po
uplynuti Casu bol pomaly pridany 1,2 ml ochladeného roztoku B. Pripraveny roztok bol
namerany v priebehu 2-10 minut. Pre merania bola excita¢na vlnova dizka laseru 488 nm
a signal bola detegovana v ¢ervenom (680 + 35 nm) a zelenom (535 + 35 nm) kanalu.

4.5. Postup analyzy na prietokovom cytometry

Na zaciatku merania bola nastavena pracovna plocha podla typu merania. Bol nastaveny
scattergram SALS/SALS a SALS/LALS, ktory je vhodny na vyber populéacie. Boli nastavené
meracie kandly a histogramy vytvorené z vysky pikov fluorescencie zaznamenanych
detektorom.

Potom bol nastaveny prietok vzorku na 16,7 pl.s™ a nasatie na 100 pl. Pre vietky vzorky
bola nastavend hodnota PMT, kde bolo ddlezité¢ aby jednotlivé hodnoty boli rovnaké pre
porovnavajice vzorky. Na excitaciu bol pouZivany laser o vinovej dizke 488 nm. Zelena
fluorescencia zivych buniek z AO a SYTOO bol detegovany na zelenom kanalu o vlnovej
dizke 535 + 35nm. Cervena fluorescencia mitvych buniek z AO aPI bola sniman4 na
cervenom (680 + 35 nm) a Ciastocne a oranzovom (590 nm) kanaly.
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Vysledné informéacie boli ziskané pomocou manualneho vyberu oblasti zaujmu (region of
interest ROI), kde sa z cytogramu vybrala populacia alebo ¢ast’ populacie na d’al§iu analyzu.
V tejto diplomove] prace boli pouzivané hodnoty, ako priemer a median intenzity
fluorescencie a pocet zaznamenanych buniek.

4.6. Postup analyzy na epifluorescenénom mikroskopu

Vzorky na fluorescencny mikroskop boli pripravené postupom popisané v kapitole 4.4.1
a4.4.2. Obsah zafarbenych skumaviek bol premieSany a odobrany 10 pl mikropipetou na
podlozné sklicko. Vzorka bola pokryta krycim sklickom a odstranena prebytocna kvapalina.
Potom bola vlozena na stolik epifluorescenéného mikroskopu Eclipse E200. Na zaznam
obrazov bol pouzity program Lucia Net. Mikroskopovano bolo pod rozliSenim 40x a 100x.
Ziskané zaznamy boli ulozené vo formate .jp2 a d’alej boli upravované a analyzované
pomocou programu Imagel.
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5 VYSLEDKY A DISKUZIA

Tato diplomova praca nadvizuje na dlhodoby vyskum, ktory sa v ramci Fakulty chemicke;j
VUT zameriava na ulohu PHA v stresovej odolnosti baktérii. Cielom prace bolo posudit
vyuzitelnost epifluorescencného mikroskopu pri stadiu stresove] odozvy bakterialnych
producentov PHA na urovni jednotlivych buniek. Ako modelovy organizmus pre tento ucel
boli vybrané baktérie Cupriavidus necator H16 aako PHB-negativna kontrolnd kmeti
Cupriavidus necator PHB™. K analyze stresovej odpovedi boli vybrané 2 bezné faktory, a to
etanol o dvoch réznych koncentraciach a kyslé pH, a to predovSetkym z toho dévodu, ze
expozicia tymito faktoromi spdsobuje fundamentalne odli§né efekty. Zatial ¢o v pripade
etanolu je primarne naruSend integrita bunkovej steny, kyslé prostredie funguje ako
neSpecifické denaturacné cCinidlo, ktoré spOsobuje stratu nativnej Struktiry a biologicke;j
aktivity biopolymernych bunkovych komponentov. Na stanovenie stresove] odozvy buniek
boli vyuzivané dve dobré zname metody — fluorescencny mikroskop a prietokovy cytometer.
Kym fluorescencna mikroskopia je zaloZzend na priamej vizualizacii jednotlivych buniek po
inkorporacii vhodného fluorescencného farbiva, prietokova cytometria meria fluorescencnu
odozvu taktiez na urovni jednotlivej bunky, ale umoziuje tato odozvu zhromazdit
a analyzovat’ pre Statisticky vyznamny subor buniek. Ako fluorescen¢na bunkova sonda pre
analyzu stresove] odozvy na bunkach boli pouzité jednak rutinne pouzivané farbiva s dobre
popisanou fotofyzikou a Specifickym mechanizmom bunkového ucinku (propidium jodid,
SYTQOY), ale d’alej tiez akridinova oranz, pre ktora boli pri §tudiu literatiry najdené velmi
nejednoznacné interpretacie spektralneho spravania pri farbeni prokaryotickych buniek.

5.1. Stanovanie stresovej odozvy buniek pomocou fluorescenéného mikroskopu
5.1.1. Farbenie s akridinovou oranz
Kontrolné (nestresované) bakteridlne kultury

AOQ je dlhodobo zname farbivo s potencialnou pouzitelnostou na stanovenie stresovej odozvy
buniek. Je schopna penetrovat’ do bunky a v zavislosti na ich stave, ofarbit’ ich zelene ¢i
Cervene. Na stanovanie stresovej odozvy boli v prvom kroku nasnimané Zzivé bunky
C. necator H16 a PHB™. Obi dve kultury vykazovali intenzivnu zelent fluorescenciu. Bunky
boli nasnimané pri rozliSeni 100x aboli rozoznaelné podla morfologickych znakov
a velkosti. Bunky C. necator H16 st va&sie v porovnani s PHB™. Z morfologického hladiska
je pekne viditelna ich granulovitost, ktora tvori vac¢siu ¢ast bunky. Granule neobsahuju
nukleové kyseliny a kvoli tomu nevykazovali ziadnu fluorescenciu, kedze AO je schopny
$pecificky sa viazat len na nukleové kyseliny. C. necator PHB™ je mutantny kmeii bez
granul. V tomto pripade celé telo bunky rovnomerne fluoreskovalo zelenou farbou. Niektoré
miesta su mierne sfarbené do oranzova, ¢o naznacuje oblasti so zvySenym obsahom RNA.
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Obr. 15: Zivé bunky C. necator H16 (viavo) a PHB™ (vpravo) farbené s AO pri rozliSeni 100x
Expozicia etanolu

Kultary vystavené expozicii etanolu boli pripravené podla postupu v kapitole 4.3.1. Etanol je
silnym dezinfekénym c¢inidlom, ktory rozruSuje bunkovi membranu. Na obr. 16 je
znazorneny vplyv 50% a 70% etanolu na C. necator H16. Obrazok znazoriiuje zmieSanu
vzorku, ktora bola ziskana zmieSanim kultiry exponované etanolom a kontrolnej kultury
(nestresovanej) v objemovom pomere 1:1. Na obrazku je zreymé, ze vSetky bunky
fluoreskovali zelene a nedalo sa rozlisit' zivé bunky od buniek exponovanych etanolom. Je to
z dovodu, ze etanol nesposobuje denaturaciu DNA a bunkové jadro bolo intaktné, vd’aka
ktorému vizba medzi DNA a AO bola rovnakad ako u buniek z kontrolnej kultiry (zivych
buniek). V urcitych Castiach obrazku su viditelné cervené Skvrny, ktoré sa vacSinou
nachadzaju v priamej blizkosti buniek. P6sobenim etanolu dochadza k rozruseniu membrany
a k vyliatiu vnutornych bunkovych organov. Predpokladame, ze Cervené Skvrny su tvorené
lyzovanym obsahom bunky, hlavne molekulami RNA a plazmidmi. Vysledky ukazuju, ze
bunky osSetrené s vysSou koncentraciou etanolu sa nelisili od 50% etanolu. Tieto koncentracie
uz su prili§ vysoké a prekroCuju limit buniek, ktoré by boli schopné eSte prezit. Vyvolany
ucinok etanolu bol rovnaky pri obidvoch koncentracii.
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Obr. 16: Zivé a stresované bunky (zmes kultir v pomeru 1:1) C. necator H16 farbené s AO pri
rozliSeni 40x. a) 50% etanol b) 70% etanol

Vybrané zaznamy z expozicie etanolu u C. necator PHB-* st uvedené na obr. 17. Podobne
ako u H16 vzorky obsahovali pol na pol zivé 1 stresované bunky. Baktérie aj v tomto pripade
vykazovali zelent fluorescenciu s pripadnymi Cervenymi Skvrnami vedl'a nich. Etanol mal
podobny uc¢inok aj na tento kmeti a podl'a oCakavania etanol sposobil poruSenie integrity
membrany.

Ako bolo popisané v kapitole 2.2.2, v experimente publikovanom autormi Zhao a kol. pri
expozicii 10% etanolu PHB granule vykazovali protektivny uc¢inok. AvSak ani jeden kmeti
neprezil 15% a 20% koncentraciu etanolu [23]. Podl'a tychto poznatkov m6zeme konstatovat),
ze nase pouzivané koncentracie boli prili§ vysoké nato, aby to baktérie prezili. Takéto vysokeé
koncentracie etanolu st nad ich limitné prisposobenie a dochadza k aplnej deStrukcii
membrany. Etanolovy stres v nasom pripade vyvolal rovnaky efekt u oboch sledovanych
kmerioch, ziadny protektivny efekt nebol potvrdeny v bunkédch bakteridlneho kmena
C. necator H16 pritomnostou PHB granul.

20.um

Obr. 17 Zivé a stresované bunky (zmes kultir v pomeru 1:1) C. necator PHB™ farbené s AO pri
rozliseni 40x. a) 50% etanol b) 70% etanol
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Toxicita etanolu sa pripisuje jeho prednostnej interakcii k lipidovym dvojvrstvam
v mikrobialnych membranach v hydrofébnom prostredi, ¢o vedie k poruchdm membranove;
Struktary. Ked'ze plazmatickd membrana chrani bunku pred vonkaj§im prostredim, jej
integrita sa povazuje za dolezity indikator zivotaschopnosti buniek pri skiimani t¢inku stresu.
V mieSanej kultire obsahujuci zivé 1 stresované bunky po farbeni s AO sa dalo identifikovat
a sledovat’ vplyv etanolu na bunky. Cervené $kvrny naznafuju stratu integrity membrany,
avSak nepotvrdzuju uplne usmrtenie buniek, z hl'adiska fluorescencie pozorovanych buniek
neboli pozorované ziadne spektralne zmeny, na zaklade ktorych by bolo mozné posudit’ mieru
usmrtenia vplyvom expozicie etanolu.

Expozicia kyslom pH

Postup pripravy vzoriek je popisany v kapitole 4.3.2. Na analyzu bola pouzivand zmes
baktérii obsahujuca poloviéné mnozstvo zivych a mrtvych buniek. C. necator patri do skupiny
neutrofilov, ¢o znamena, ze ich pH optimum je okolo pH 7. Mierne vykyvy pH st schopné
mikroorganizmy prezit a adaptovat’ sa. V tejto praci boli baktérie vlozené do extréme kyslého
pH, konkrétne do roztokov o pH = 1. Takéto prostredie a zmeny pH uz nie su schopné prezit
ziadne bakterialne kmene okrem extrémofilov.

Na obr. 18 je vybrany obrazovy zaznam zmesi kultury C. necator H16 po pH Soku so
zmieSanymi zivymi (nestresovanymi) bunkami. Niektoré baktérie vykazuju zelenu a niektoré
cervenu/oranzova fluorescenciu. Zelene fluoreskujiice baktérie si brané ako zivé. Ich
intenzita a morfolégia odpoveda bunkdm bez akéhokol'vek namahania (obr. 15). Bunky
s Cervenou fluorescenciou stratili svoju Zzivotaschopnost. Kyslé pH vyvolava zmenu
koncentraéného gradientu H™ vo vnuatri bunky. Tato zmena ma denaturané ucinky na
biomolekuly pritomné v bunke. Cervena farba buniek je dani naviazanim AO na
denaturované plazmidy a na ¢iasto¢ne rozplynuté useky bakteridlnej DNA. Telo buniek nie je
rovnomerne farebné, €o prave zavisi na mnozstve naviazanych AO molekual. Oblasti viac do
cervene obsahuju vela po seba naviazanych molekul AO, ktoré su takto schopné vytvorit
oligoméry alebo polyméry.
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Obr. 18: Zivé a oetrené bunky C. necator H16 pri pH 1 farbené s AO pri rozliSeni 40 %

Na obr. 19 je znazorneny vplyv kyslého prostredia (pH = 1) na kmeii C. necator PHB™.
Charakter fluorescencie je velmi podobny bunkdm HI16. Intenzivne zelené bunky su zivé
a bunky farbené do oranzova su mrtve. Ani u tohto kmenia fluorescencia jednotlivych buniek
nie je rovnomerna. Na obr. 20 je zobrazené nevyvazené rozlozenie farby AO. Zlté bodky
v tele buniek mézu naznacovat' cCiastoCne denaturované useky bakteridlnej DNA, lebo
trojrozmerna Struktura nukleoidu je velmi stabilnd a nepodlieha 'ahko rozpleteniu. Na tieto
miesta sa viaze mensie mnozstvo AO, ktora je schopna vytvorit len diméry a ich emisia je
posunuta k niz§im vinovym dizkam.

Rovnako ako v pripade expozicie etanolu, tiez pri expozicii kyslému prostrediu obidva
testované kmene reagovali podobnym spdsobom. Pri takomto nizkom pH je predpokladané
okamzita bunkova smrt’. Tato tedriu potvrdzuju aj obrazky, kde velka Cast’ buniek vykazuje
cervenu fluorescenciu. Pritomnost PHB granul mohla mat’ mierny protektivny ucinok, avSak
vizualne sa to nedd odhadnut. Aby bolo mozné posudit’ ochrannu vlastnost PHA, bolo by
potrebné spocitat bunky a porovnat’ pocet zivych a mrtvych medzi vybranymi kmenami.

AO sa pri tomto strese ukazal ako vhodny indikator na stanovenie LIVE/DEAD analyzy.
Zivé a mitve bunky sa dali rozligit vel'mi jednoducho uz na prvy pohlad. Ked’ze pH do urditej
miery posobi na nukleové kyseliny pritomné v bunke, tak vysledky z mikroskopu modzeme
povazovat’ ako relevantny znak viability.
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Obr. 20: Zivé a oSetrené bunky C. necator PHB-4 pri pH = 1 farbené s AO pri rozliseni 100x
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5.1.2. Farbenie s pripidium jodidom a SYTO9

Kombinacia tychto dvoch fluorescencnych sond je sucastou bezne pouzivaného komeréného
kitu BacLight™. Tento kit je dneska najbeznej§ou sondou na stanovenie viability buniek.
SYTOY penetruje do buniek bez ohl'adu na ich fyziologicky stav ¢i zivotaschopnost. PI
prechadza len do buniek s porusenou bunkovou membranou. Zivé bunky vykazuju zelena
fluorescenciu, mrtve bunky su Cervené lebo PI v nich zhasa fluoresenciu sposobenu SYTOO.

Expozicia etanolom

Pomocou kombinacie fluorescenénych sond PI a SYTO9 bola overena vhodnost AO ako
viabilitné farbivo. Na obr. 21 su zobrazené bunky C. necator H16 po oSetreni s 50% a 70%
etanolom. Kombinacia tychto sond vel'mi pekne odliSuje zivé a mrtve bunky. Vizualne je to
vel'mi prehl'adné a jednoduché na pochopenie.

20 um 20 um

Obr. 21: Zivé a oetrené bunky C. necator H16 farbené s kombindciou PI a SYTO9 pri rozliseni 100x.
a) 50% etanol, b) 70% etanol

Bolo vybranych 10 nahodnych obrazovych zdznamov z merania, pri ktorych boli pocitané
zelene a Cervene svietiace bunky (priloha 1, priloha 2). Vysledky pocitania st zhrnuté
v tabul'ke 3. V pripade 50% etanolu 52% buniek vykazovalo zelenu fluorescenciu a 48%
cervenu. Pri vysSej koncentracii vyslo, ze 52% buniek je mrtvych a 48% je zivych. Ked'ze
vzorky obsahovali pol na pol nativne a oSetrené bunky da sa odvodit’, ze etanol pri pouzitych
koncentraciach sposobil 100% umrtie buniek. Pri vys$Sej koncentracii pocet odumretych
buniek je vyssi, ale tento rozdiel je vel'mi maly skoro az zanedbatel'ny.

Tabulka 3: Porovnanie poctov zivych a mrtvych buniek u C. necator H16

Cislo obrazku
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Percento
zelene | 5 | 4 | 4 | 3 | 4 | 6| 4| 3] 3] 3 52 %
BOH0r  edl 2 [ 4 | 3 | 4 | 4 | 4 | 432 4 48 %
zelene | 3 | 3 | 4 ] 3 | 3| 21513 ] 2] 4 48 %
BOHTO el 3 | 3 | 2 | 4 | 3 | 4| 215 | 4| 4 52 %
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Na obr. 22 je znazorneny bakterialny kmen C. necator PHB™ po farbeni kombinovanymi
fluorescenénymi sondami. Cervené bunky charakterizuja baktérie s rozruSenou membranou,

pricom zelené st intaktné bunky. Zdanlivo etanolovy stres mal rovnaky vplyv ako u H16.

Obr. 22: Zivé a oSetrené bunky C. necator PHB™ farbené s kombindciou PI a SYTO9 pri rozlisent
100x%. a) 50% etanol, b) 70% etanol

Aj vtomto pripade bolo vybrané 10 nahodnych obrazkov, kde boli pocitané zelené
a Cervene fluoreskujuce baktérie (priloha 3, priloha 4). U 50% etanolu pomer zivych
a mrtvych buniek bol skoro pol na pol. To naznacuje, ze pri tejto koncentracii doslo k Uplne;j
strate zivotaschopnosti oSetrenych baktérii. V pripade 70% etanolu percento nezivych buniek
prevysuje nad zivymi. Vzorky by mali obsahovat v rovnakom pomere zivé 1 nezivé baktérie,
avSak skoro 70% buniek vykazoval Cervenu fluorescenciu.

Tabulka 4: Porovnanie poctu zivych a métvych buniek u C. necator PHB™

Cislo obrazku
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Percento

zelené | 4 3 4 5 3 3 3 3 3 3 49 %
EtOHS0

cervené | 4 4 3 4 4 4 3 3 2 4 51 %

zelené 1 1 2 3 4 5 4 3 5 2 32 %
EtOH70

Cervené | 4 9 9 7 5 6 6 3 10 6 68 %

Ked porovnavame tieto dve sledované bakteridlne kmene tak z percentualneho hl'adiska je
zrejmé, ze stresova odozva buniek u H16 bola troSku viacsia pri obidvoch koncentraciach
etanolu. To moze naznaCovat, ze granule pomahaju odolavat proti etanolovému stresu. Avsak
tato koncentracia uz je tak vysoka aj pre tieto kmene, ze ich stresova odolnost’ je minimalna.
Podobne ako u farbeni s AO mdzeme skonStatovat, ze ich odolnost’ sa neprejavovala a bunky
exponované uc¢inkom etanolu boli mftve.

Expozicia v kyslom pH

Taktiez vplyv kyslého pH bol overeny aj pomocou komercnej sondy. Na obr. 23 je vzorovy
priklad C. necator H16 po pH strese. Mftve bunky nie su zafarbene uplne do Cervena ako
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v pripade etanolového stresu. Je to sposobené s tym, ze PI je schopny prechadzat len cez
porusent membranu. U kmenia H16 pri tomto namahani doslo len k Ciastocnému poskodeniu
membrany alen malé mnozstvo PI bolo schopné penetrovat’ sa do bunky, ktoré nebolo
dostacujuce na vytesnenie zelenej fluorescencie SYTO9. Nevyhodou PI je, ze je vhodné
farbivo na indikéciu straty integrity, ale iné zmeny tiez vedice k jej smrti v bunke nevie
identifikovat’. Pri porovnani vysledkov z farbenia s AO tak mo6zeme povedat, ze Ciastocne
cervené bunky su mftve.

20 pm

Obr. 23: Zmesova kultura Zivych buniek C. necator H16 a bueniek exponovanych kyslému pH, farbeny
Pl a SYTO9Y, rozlisenie 100 %

V pripade kmetia C. necator PHB™ &ervena fluorescencia bola intenzivnejsia
a neobsahovala naznaky zelenej fluorescencie. To moze byt spdsobené s tym, ze kmeiit H16
vd'aka svojim granulam bol odolnejsi voci stresu, kym mutant bez grantl bol nachylnejsi aj na
rozruSenie membrany. Zaujimavost je, ze PI sa v bunke hromadi len v urcitych miestach. Pri
mengich bunkach je to za&iatok a koniec, a v pripade dlhich buniek bodovo pozdiz tela.
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Obr. 24: Zmesovd kultira Zivych buniek C. necator PHB™ a bueniek exponovanych kyslému pH,
farbeny PI a SYTOY, rozlisenie 100 x

Vplyv pH = 1 bol porovnany u obidvoch kmetfioch pomocou pocitania Cervenych
a zelenych buniek podobne ako v predchadzajucej kapitole. Obrazové zaznamy, ktoré boli
vybrané na pocitanie su v prilohach (priloha 5, priloha 6). U C. necator H16 oranzové
a Cervené bunky so zelenou fluorescenciou boli zapocCitané ako mrtve bunky. Percento
zivotaschopnych buniek v pripade H16 bolo 52% a u PHB™ 56%. Takéto prostredie je d’aleko
od pH optima tychto organizmov. Tento vysledok by mohol znamenat’, ze Cast buniek prezila
prostredie s pH = 1, vSak moze to byt sposobené aj nehomogenitou vzorky (lokalnym
zdruzovanim buniek z jednotlivych komponentov zmiesanej kultury). Tato odchylka mohla
byt sposobena tym, ze v baktériach kde nedoSlo k poruseniu membrany sa PI nemohol
penetrovat’.

Tabulka 5: Porovnanie Zivych a mrtvych buniek u pH Soku

Cislo obrazku
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Percento
H16 zelené | 3 1 4 4 5 3 4 4 3 2 52 %
Cervené| 3 4 4 4 2 2 3 2 2 4 48 %
PHB zelené | 3 6 9 8 4 4 4 4 5 5 56 %
Cervené| 7 3 4 3 3 5 3 3 5 5 44 9%

V poslednom rade je porovnana ucinnost bezne pouzivanej zmesi fluorescen¢nych sond
s AO. V pripade zmesi SYTOO a PI obrazky z mikroskopu boli viac nazorné a jednoduchsie
na pochopenie na prvy pohlad. Zivé amitve bunky boli pekne od sebe odlisitelné
a porovnavatelné. Vdaka tejto vlastnosti bolo mozné obrazky z epifluorescencného
mikroskopu pouzit’ na d’alSiu jednoduchu analyzu. Nevyhodou zmesi je vlastnost’ PI, ktory sa
penetruje len do buniek s porusenou membranou. Prakticka vyhoda AO je to, Ze staci jedna
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sonda na stanovenie stresovej odozvy buniek. Ako bolo popisané v kapitole 3 jej vyuzitie ako
viabilitna sonda je velmi diskutované. Jej ucinnost bola vyskasana na dva stresové faktory,
ktoré sposobuju bunkovt smrt’ odliSnym mechanizmom. Obrazky neboli tak kvalitné a Cisté
ako v pripade komeréného kitu, ale dalo sa rozlisit' zivé bunky od stresovanych. Navyse je
zrejme, ze spektralne prechody u AO su zna¢ne zavislé na Studovanom bakteridlnom kmeni
ana konkrétnom mechanizme jeho stresovej odozvy, ¢o by mohlo byt wvyuzité pri
podrobnejSom §tadiu stresove] odpovede daného kmefia na rozne stresové faktory, kde uz
jednoducha a Specifickd odozva beznych LIVE/DEAD viabilitnych sond ziadne podrobnejsie
informécie ponuknut' nemdze. Preto si myslim, ze AO pre jednoduché organizmy, ako su
bakteridlne kmene testované v tejto prace, modze byt vhodné fluorescencné farbivo na
podrobnejsie §tadium ich zivotaschopnosti a stresovej odozvy.

5.2. Stanovenie stresovej odozvy buniek pomocou prietokového cytometra

V tejto Casti bola testovana vyuzitelnost AO ako viabilitna sonda na prietokovej cytometrii,
ktora je vel'mi populdrna a Castd metdda na stanovenie zivotaschopnosti buniek.

5.2.1. Farbenie s akridinovou oranz

Stresové namahanie vzoriek bolo podobné ako u epifluorescenénom mikroskope, ale postup
farbenia bol odlisny vid'. kapitola 4.4.2. Iny postup pripravy roztoku fluorescencnej sondy
a farbenie buniek bol potrebny kvoli tomu, lebo intenzita fluorescencie bola prili§ vysoka
a tazko interpretovatel'na.

Najprv ako zaklad bol namerany charakter populacii a intenzita fluorescencie
v jednotlivych kanaloch pre kontrolnu kultiru (zivé) a pre kultiru exponovanou stresom
(stresované bunky). Zo SALS/SALS cytogramu pre C. necator H16 vyplyva, ze vSetky
vzorky obsahovali len jednu populaciu buniek. Rozlozenie cytogramov je velmi podobné,
z ktorého vyplyva, Ze stresy nespdsobili vyraznu zmenu vo velkosti. Cytogramy pre
C. necator PHB™ (priloha 7) st vel'mi podobné a jediny rozdiel je, Ze populacia je posunuta
dol'ava, kedze tieto bunky st mensie v porovnani s H16.
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Obr. 25: SALS/SALS cytogram C. necator H16. a) Nenamdhané bunky (kontrolna kultira) b) 50%
etanol ¢) 70% etanol d) pH 1

Pre oblasti zauymu (ROI) definované na jednotlivych cytogramoch modrou hranicou (vid’.
obr. 25) bola nasledne urcena distribucia intenzit fluorescencie jednotlivych buniek vratane
zakladnych Statistickych parametrov (priemernd intenzita, medidn intenzity). Na obr. 26
aobr.27 je zobrazena zavislost priemernej intenzity fluorescencie jednej bunky
v jednotlivych kanaloch pre stresované a kontrolné bunky C. necator H16 a PHB™. Intenzita
atrend pikov je podobny u obidvoch kmenioch. V zelenom kanali najvacSiu intenzitu
vykazovali zivé bunky, podla ocakévania intenzita zelenej fluorescencie pre bunky
exponované stresovom prostredi klesala. AvSak neocCakéavane zivé bunky fluoreskovali aj
cervene a priemerna intenzita Cervenej fluorescencie v pripade H16 bola vyssia oproti zelenej
fluorescencie. Tato Cervena fluorescencia v mikroskope nebole viditelnda a modze byt
sposobend molekulami RNA farbenymi AO. U etanolového stresu sa nedalo rozlisit vplyv
koncentracie etanolu, pretoze ich charakter spravania bol rovnaky aj u H16 iu PHB™.
Intenzita v Cervenom a zelenom kanali bola rovnaka, v oboch pripadoch bol zaznamenany
zretelny pokles priemernej intenzity oproti kontrolnej (nestresovanému) vzorky. Mala
intenzita Cervenej fluorescencie moze byt sposobena s tym, ze doslo k vyliatiu obsahu bunky
a etanol nesposobuje denaturacia DNA. To odpoveda vysledkom =z epifluorescenéného
mikroskopu, kde bunky fluoreskovali len zelene (5.1.1.). U kyslého pH namahané bunky
svietili Cervene, Co sa objavilo aj u prietokového cytometra zvySenim signalu intenzity
Cervenej fluorescencie. Okrem priemernej hodnoty bol urCeny aj median intenzity
fluorescencie na jednotlivych kanaloch a jeho grafické znazornenie je v prilohe (priloha 8,
priloha 9).
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Obr. 26: Zavislost priemernej intenzity fluorescencie na jednotlivé kanaly pre C. necator HI6,

farbenie s AO
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Obr. 27: Zavislost priemernej intenzity fluorescencie na jednotlivé kandly pre C. necator PHB™,
farbenie s AO

V d’alSom kroku bola AO testovana ako sonda pre LIVE/DEAD analyzu u prietokového
cytometra — bola testovana jej schopnost v zmesi rozlisit bunky zivé od buniek
exponovanych silnému stresujicemu prostrediu. Vzorky opat obsahovali pol na pol
stresované a zivé bunky. Po mieSani SALS/SALS cytogram bol porovnany k cytogramu
zivych buniek. V kazdom cytograme bola len jedna populacia rovnomerne rozlozena.
Stresované azivé bunky sa neliSili velkostou. Na ukazku bol vybrany cytogram pre
C. necator H16, ktory je na obr. 28. Cytogram pre PHB™ je v prilohe 10.
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Obr. 28: SALS/SALS cytogram C. necator H16 a) zivé bunky b) 50% etanol + Zivé c¢) 70% etanol +
zZive d) pH = 1 + Zivé

Zivé bunky boli znovu premerané pre tuto sadu. Ich fluorescencia v pripade H16 sa znizila
auPHB™ sa skoro dvojnasobne zvysila. Toto zvySenie intenzity mohlo byt spdsobené
starobou farbiva oproti predchadzajucemu experimentu. OdlisSnost’ je viditelna aj v hustote
populécii, kedy v druhom pripade vzorka obsahovala viac buniek. Ked porovname len
namahané bunky so zmesou pozorujeme tak viditelna odlisSnost’ v trendoch. Zelena intenzita
v pripade H16 bol vysSia alebo rovnaka ako u zivych buniek. U etanolového stresu ta
intenzita je dana zelene fluoreskujicimi stresovanymi bunkami. U pH = 1 priemerna intenzita
bola vyssia, ¢o naznacuje ze Cast’ namahanych buniek vykazovala totozné vlastnosti ako zivé.
U C. necator PHB™ trend v zelenom kanali je vel'mi podobny. Intenzita zmesi je vy3ia oproti
kultare len stresovanych buniek, Co je sposobené fluorescenciou zivych buniek. V ¢ervenom
kanali intenzita Cervenej fluorescencie je takmer rovnaka v kazdom pripade. U zivych
a etanolovej zmesi ta podobnost je viditeIna aj na epifluorescencnom mikroskope. Ako uz
bolo spominané etanol pdsobi len na membranu a baktérie fluoreskuji zelene. Ked'ze ta
intenzita je velmi podobna intenzite zivych buniek, jedna sa zrejme o fluorescenciu molekul
RNA a plazmidu vo vnutri alebo mimo bunku. U expozicie kyslému pH vysledky z cytometra
nie su v sulade s mikroskopom. V mikroskope baktérie fluoreskovali silne oranzovo-Cervene.
Je mozné, ze Cerveny kanal cytometru bol schopny detegovat’ len urcitu Cast' tejto
fluorescencie, a v tomto pripade by bol vhodnejsi na analyzu signal z oranzového kanalu. Aj
v tomto pripade bol urCeny taktiez median intenzity fluorescencie a jeho vysledky su
v prilohe 11 a prilohe 12.
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Obr. 29: Zavislost priemernej intenzity fluorescencie na jednotlivé kanaly pre C. necator HI6,
farbenie s AO
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Obr. 30: Zavislost priemernej intenzity fluorescencie na jednotlivé kandly pre C. necator PHB™,
farbenie s AO

U C. necator H16 Cervena fluorescencia zmesi 50% etanolu so zivymi bunkami bola
vys§Sia v porovnani s nenamahanymi bunkami. Za toto prevySenie su zodpovedné vyliate
molekuly RNA a denaturované plazmidy. V Cervenom kanali u d’alSich dvoch stresovych
faktorov, konkrétne 70% etanolu apH = 1 sa objavili dva navzajom prekryvajuce piky
(obr. 31). Tieto piky naznacuju, ze v populdcii si dve skupiny buniek s odliSnou intenzitou
cervenej fluorescencie. Pri zmesi 70% etanolu priemerna intenzity dvoch pikov je v pomere
1:3, pricom 55% buniek tvori pik s nizSou intenzitou a 45% pik s vy$Sou intenzitou. Tento
pomer je podobny k pomeru intenzit buniek zo zakladnej cytometrovej analyzy kontrolnych
a Cisto stresovanych buniek. Pomer priemernej intenzity len etanolom stresovanych buniek
k zivym je priblizne 1:2,5. Z toho vyplyva, ze prvy pik tvoria kompletne stresované bunky
a druhy nenaméhané. V pripade zmesi kontrolnych buniek a buniek exponovanych pH = 1
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pomer priemernych intenzit je 1:3 a v zakladnom merani je skoro 1:1 (intenzita zivych
k intenzite stresovanych). Nizku priemernu intenzitu vykazuje iba 28 % buniek zo vzorky,
ktoré su brané ako naméahané bunky. Suhrnny graf zavislosti intenzity fluorescencie na kanaly
s rozdelenim na jednotlivé populécie je v prilohe 13 a prilohe 14.

| E30_35[Peak]

a)

Count  &:1000

0

Gated by 3

I
S5:CV=41.3 Events=23984 Mean=

1 1

249004 Median=229683 ROI% of evts=42.0%

| E80_35 [Peak]

b)

Count  A:500

]

Gabed by 3

I
_SiCV=456 Events=19042 Mean=

1 1 1

249276 Median=229883 ROI% of evts=70.9%

662

Obr. 31: Zavislost poctu buniek na intenzitu fluorescencie pre C. necator H16 a) 70% etanol + Zivé

bunky b) pH = 1 + Zivé bunky

Tabulka 6: Priemerné intenzity fluorescencie pri dvoch typov stresu u C. necator HI16

Stredna intenzita

Typ stresu fluorescencie [] Percento buniek [%]
45 573 54,48
EtOH
(OH 70 249 253 45,52
Hel 48 845 28,06
i 251 896 71,94
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5.2.2. Farbenie so SYTO9 a PI

Vysledky z merania s AO boli overené komercne pouzivanym viabilitnym kitom obsahujucim
SYTO9 aPIl Vzorky boli pripravené podla postupu v kapitole 4.4.1 a obsahovali opat
rovnomerne rozdelené mnozstvo zivych a stresovanych buniek. Na prvy pohl'ad sa obidva
kmene C. necator chovali rovnakym spdsobom pri stresovom naméhani (obr. 32 a obr. 33).
Hlavny rozdiel je v intenzite, ktora v pripade H16 dosahuje aZ pitstotisic a u kmeiia PHB™
maximalna hodnota je okolo tristotisic. Zivé bunky vykazovali najvi¢siu intenzitu zelenej
fluorescencie. V Cervenom kanali je intenzita minimalna, pritomnost signalu moze byt
spOsobena tym, ze vroztoku uz mohli byt starSie bunky kde penetroval PL Intenzita
stresovanych buniek v zelenom kanali je niz§ia oproti zivymi, ¢o je v sulade s mens§im poctom
7ivych buniek vo vzorkach. Cervena fluorescencia pri 50% etanolu a pH = 1 pre obidva
kmene bola totozna, ¢o znamena, ze do buniek penetrovalo priblizne rovnaké mnozstvo PL
Pri expozicii 70% etanolu bola intenzita mensSia, ktord naznacuje, ze tento stres bol menej
ucinny acez membranu prechadzalo menSie mnozstvo farbiva PI. Median intenzity
fluorescencie pre farbenie SYTOY a PI je v prilohe 15 a prilohe 16. Z vysledkov analyzy je
zrejmé, ze komercne viabilitny kit je mozné dobre rozlisit’ zivé a mrtve bunky predovsetkym
pri sledovani fluorescencie na ¢ervenom kanalu.

Cielom tohto merania bolo potvrdit vhodnost AO ako sondu pre LIVE/DEAD analyzu.
Vysledky z obidvoch merania st porovnatel'né. Vyhodou komeréného farbiva je to, ze postup
ajeho chovanie je Standardizované, aj Clovek, ktory sa uplne nevyzna v problematike je
schopny vel'mi rychlo pochopit’ jeho princip a pracovat s nim. AO ma potencial vo vyuziti,
avSak na analyzu je naro¢nejsi. Jej princip farbenia je zlozitejsi a je potrebné pred analyzou
charakterizovat jednotlivé vzorky z hladiska fyziologie. Na druhej strane rovnako ako
v pripade pouzitia AO v epifluorescencnom mikroskopu aj v pripade cytometrie moze
zlozitejSia spektralna odozva AO na rozne podnety (tvorba monomérov, dimérov alebo
polymérnych agregatov) poskytnit podrobnejsie informacie o konkrétnom mechanizme
stresovej reakcie buniek oproti S§pecifickych viabilitnym sondam, ako je PI. Cytometria
pritom predstavuje velmi cenny doplnok fluorescen¢nej mikroskopie pri takejto analyze.
Kym mikroskopia umoziiuje interpretaciu stresove] odozvy na zéaklade sledovania
spektralnych zmien u viacerych jednotiek, maximalne desiatok buniek (s vyhodou ich priamej
vizualizacie), cytometria umoziiuje rozsirit' tito analyzu na vzorky obsahujuce Statisticky
podstatne vyznamnejSi subor testovanych buniek, avSak samozrejme bez moznosti ich
priameho zobrazenia. Obe metddy sa tak vzajomne velmi dobre dopliiaju a ich kombinacia
predstavuje vel'mi cenny analyticky nastroj pri Studiu stresovej odozvy baktérii.
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Obr. 32: Zavislost priemernej intenzity fluorescencie na jednotlivé kandly pre C. necator H16,
farbenie s PI + SYTO9

600000

1
()1
S
S
S
S
S

1

400000

300000

200000

Intenzita fluorescencie [

100000 -

0 -

zelené cervené
mPHB-4/ZIVE ®PHB-4/EtOH50+Z = PHB-4/EtOH70+Z = PHB-4/pH1+Z

Obr. 33: Zavislost priemernej intenzity fluorescencie na jednotlivé kandly pre C. necator PHB™,
farbenie s PI + SYTO9

5.3. Obrazova analyza

K uprave a analyze obrazovych zaznamov z epifluorescencného mikroskopu bol vyuzity
vol'ne dostupny open-source software ImageJ (veria 1.51, National Institutes of Health, USA).
Vsetky zaznamy pre zvySenie pomeru signal/Sum zbavené pozadia, a to podl'a konkrétneho
typu obrazu bud’ pomocou farebného prahovania (pomocou prikazu Image — Adjust — Color
treshold) alebo pomocou prikazu Substract background (Process — Substract Background).
Dalej bol podla potreby upraveny kontrast (Image — Adjust — Brightness/Contrast), a to na
vSetkych farebnych kanaloch (RGB), aby nedoslo k ziadnemu zasahu do relativneho
zastupenia jednotlivych farebnych zloziek (ktorych posudenie bolo zakladom naslednych
analyz).
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Pre zékladné otestovanie moznosti, ktoré mozu techniky obrazovej analyzy poskytnut pre
hlbSiu interpretaciu ziskanych obrazovych zaznamov, boli ako modelové testované
mikroskopické zdznamy zvolené fotografie zmesi bakteridlnych kultar vystavenych nizkemu
pH s odpovedajucou kontrolnou kulturou (nevystavené kyslému prostrediu), a to pre oba
testované bakterialne kmene ( C. necator H16 resp. PHB™) a v oboch pribliZeniach, v ktorych
boli zdznamy urobené (40x resp. 100x). Na obr. 34 su uvedené vybrané zaznamy ziskané pri
priblizeni 40x, ktoré boli podrobené naslednej obrazovej analyze.

-« ™

20 pum g 20 pm

Obr. 34: Obrazové zaznamy, zhotovené pri priblizeni 40X, ktoré boli podrobené obrazovej analyze
v programe Imagel. Jednd sa o fotografie kultir C. necator H16 (a) a PHB™ (b), vystavenych pH = 1,

a to vzdy v zmesi s kontrolou (pH nenamahané) kultirou. Kultury boli zafarbené AO.

Obrazova analyza by mala sluzit predovsetkym k objektivnemu potvrdeniu poznatkov,
ktoré boli diskutované na zéaklade subjektivneho hodnotenia zaznamov v predchadzajucich
kapitolach (vid'. kapitola 5.1.1). Na obr. 34 je zrejme, Ze v pripade obstarania obrazového
zaznamu vzorky pri priblizeni 40x obrazok reprezentuje Statistickl vzorku bakterialnych
buniek, ktoré sa voci sebe na prvy pohl'ad lisia svojou farebnostou. Obrazova analyza moze
sluzit k tomu, aby tieto rozdiely vo farebnosti boli posudené objektivne. Navrhnuta
a testovana metoda analyzy sa zameriavala prave na toto objektivne posudenie rozdielov vo
farebnosti jednotlivych buniek na zazname. Za tymto uUcelom bol zaznam vzdy najprv
rozdeleny na jednotlivé farebné komponenty - Cervenu (R), zelenu (G) a modri (B), a to
pomocou prikazu Image — Type — RGB Stack. Rozdelenie na farebné komponenty je pre
zaznamy oboch testovanych kultur uvedené na obr. 35 a obr. 36.
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Obr. 35: Extrakcia jednotlivych farebnych komponentov RGB z testovaného obrazového zaznamu

vyhotoveného pri priblizeni 40% pre kultur C. necator HI6.

Na obrazkoch je zrejmé, ze jednotlivé zobrazené bunky sa lisia intenzitou na kanaloch R
a G, zatial ¢o kanal B je prakticky bez akejkol'vek informacie (Co je znamkou kvalitne
odstraneného §umu na pozadi). Sipky znazoriiuju bunky, ktoré sa vyznatuju velkym
rozdielom intenzit na kanaloch R a G.

Pre este lepSie rozliSenie rozdielov zdznamu na Cervenom a zelenom kanali poskytuje
program ImageJ cely rad d’al§ich moznosti. Jednou z nich je vzdjomné odpocitanie oboch
komponentnych zaznamov. Za tymto ucelom je mozné vyuzit nastroj Image calculator
(Process — Image calculator). Vysledny obraz, vzniknuty po vzajomné odpocitani oboch
komponentnych obrazov, je pre kultiru C. necator H16 uvedeny na obr. 37 a pre C. necator
PHB™ na obr. 38. Farebné Sipky upozoriiuju na rovnaké bunky, ako v pripade
predchadzajucich obrazkov Je zrejmé, ze na vysledku vzajomného odpoctu jednotlivych
komponentnych obrazov su rozdiely vo farebnosti jednotlivych buniek lepsie viditeIné ako na
komponentnych obrazoch pred odpocitanim.
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Obr. 36: Extrakcia jednotlivych farebnych komponentov RGB z testovaného obrazového zaznamu

vyhotoveného pri priblizeni 40x pre kultir C. necator PHB™
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Obr. 37: Pévodny obrazovy zaznam pre kulturu C. necator H16 (vlavo) a vysledok vzdjomného

odpoctu zelenej komponenty od Cervenej komponenty tohto zaznamu (vpravo hore), resp. odpoctu

Cervenej komponenty od zelenej komponenty (vpravo dole).

Dalou funkciou, ktora umoziiuje objektivne a kvantitativne rozlisit' rozdiely vo farebnosti
jednotlivych buniek na ziskanych obrazovych zaznamoch, predstavuje analyza velkosti Castic
na farebnych komponentoch R a G. Na tento tcel je potrebny najprv vytvorit binarny obraz
jednotlivych komponentov. To umoziuje prikaz 7reshold (Image — Adjust — Treshold),
ktory ponuka prahovanie obrazu s vyuzitim rdznych prahovacich algoritmov. V naSom
pripade bol na zaklade vizualneho hodnotenia jednotlivych algoritmov zvoleny algoritmus
MaxEntropy, ktory viedol k najlepSiemu zachovaniu hranic buniek v porovnani s pdvodnym
zaznamom. Vysledky prahovania jednotlivych komponentov uvadza pre C. necator H16
obr.39 apre C. necator PHB™ obr. 40. Farebné Sipky opit zvyraziiuji rovnaké bunky
s rozdielnou farebnost'ou ako u predchadzajtcich spracovani zaznamu.

57



Obr. 38: Pévodny obrazovy zaznam pre kultiiru C. necator PHB™ (viavo) a vysledok vzdjomného

odpoctu zelenej komponenty od Cervenej komponenty tohto zaznamu (vpravo hore), resp. odpoctu

Cervenej komponenty od zelenej komponenty (vpravo dole).
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Obr. 39: Porovnanie pévodného obrazového zaznamu pre kulturu C. necator H16 (viavo) a vysledku

prahovania cervenej komponenty tohto zdaznamu (vpravo hore) resp. vysledku prahovania zelenej

komponenty (vpravo dole).
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Obr. 40: Porovnanie povodného obrazového zdznamu pre kultiru C. necator PHB™ (viavo) a vysledku
prahovania cervenej komponenty tohto zdaznamu (vpravo hore) resp. vysledku prahovania zelenej

komponenty (vpravo dole).

Binarne obrazy, vzniknuté prahovanim jednotlivych komponentov, je mozné nésledne
podrobit’ analyze velkosti Castic pomocou nastroja Particle analysis (Analyze — Analyze
particles). Vysledkom tejto analyzy je detekcia jednotlivych Castic v obraze a stthrn réznych
informacii, reprezentujuce ich velkost (Statistické informacie o distribucii ploch a obvodov
Castic).

Jednym z dolezitych vysledkov pre objektivne postidenie farebnosti jednotlivych buniek je
celkova plocha detegovanych Castic na zelenom a Cervenom kanali. Pri pohl'ade na tieto
plochy je na prvy pohlad zrejma odlisSnost medzi oboma testovanymi kulturami. Zatial' ¢o
v pripade testovanej kultury C. necator H16 je celkova plocha detegovanych cCastic na
Gervenom kanali 0 75% vys§ia oproti kanalu zelenému, u kultary C. necator PHB™ je tento
rozdiel iba 2%.

Podrobnejsie informacie o vel'kosti jednotlivych detegovanych Castic (je potrebné mat’ na
pamiti, ze jednotlivé detegované Castice nezodpovedaju jednotlivym bunkam, pretoze jednak
dochéadza k ich Ciasto¢nému prekrytiu, a d’alej je sledovana rozdielna farebnost’ jednotlivych
Casti jednej bunky (vid’ obr. 39 aobr. 40) poskytuju histogramy distribticie ploch Castic,
uvedeny pre obe testované kultury na obr. 41 a obr. 42.
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Obr. 41: Distribucia ploch castic, detegovanych po prahovani na cervenej (R) a zelenej (G)

komponente obrazového zaznamu vyhotoveného pre kulturu C. necator HI6.

600 - 200

500 - 150
=
rer)
[74] 400 _
.S 100
]
T
g_ 50

OG
200
0 . ! . :
0051 1522533544555566577588589 95
100
O | | I T | I T T T T T T T T T T T 1

0 5 101520253035404550556065 707580859095
plocha castic [um?]

Obr. 42: Distribucia ploch castic, detegovanych po prahovani na cervenej (R) a zelenej (G)

komponente obrazového zaznamu vyhotoveného pre kulturu C. necator H16
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Na oboch histogramoch je zrejme, ze zastipenie Castic detegovanych na zelenom kanali je
vSeobecne posunuté smerom k men§im plocham (tj. men§im casticiam) oproti Casticiam,
detegovanych na Cervenom kanali.

U z4znamov urobenych pri priblizeni 100x je aj pri vizualnom hodnoteni dobre viditeIné
rozliSenie farebnosti bakteridlnych buniek, a to az na urovni jednotlivych ¢asti bunky (su
zjavné lokalne rozdiely vo farebnosti jednotlivych bunkovych casti). Preto bola pre tieto
zéaznamy navrhnuta a otestovand metdda objektivneho posudenia farebnosti na subcelularnej
urovni. Za tymto ucelom bol vyuzity néstroj Line, ktorym je na zazname definovany linearny
vyrez, ktorého farebny profil bol nasledne ureny pomocou rozdelenia obrazku do
jednotlivych farebnych komponentov (prikazom Analyze — Plot profile).

Obr. 43: Obrazové zaznamy, zhotovené pri priblizeni 100%, ktoré boli podrobené obrazovej analyzy

v programe Imagel. Jednd sa o fotografie kultiir C. necator H16 (viavo) a C. necator PHB™ (vpravo),
vystavenych pH = 1, a to vzdy v zmesi s kontrolnou (pH nenamahané) kultiurou. Kultury boli zafarbené
AO (hore) resp. kombindciou PI a SYTO9 (dole).

Na obr. 44 mozeme vidiet, ze pri farbeni pomocou AO farba baktérii je nejednotné, su
tam oblasti Gervenej, zelenej a Zltej farby. Zlta farba je zmes ervenej a zelenej fluorescencie.
V pripade baktérii pod Cislom 1 a2 je viditeIna silna korelacia medzi Cervenou a zelenou
farbou. Na zaciatku a konci tela bunky prevlada zelena fluorescencie, priCom v strede su
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zakoncentrované Cervené oblasti. Tieto Cervené oblasti moézu byt spdsobené ciastoCne
denaturovanym DNA a plazmidmi. Baktérie vykazujuci takyto profil boli brané ako mrtve.
Profil 3 je charakterizovany markantnym zelenym pikom, ktory dosahuje maximalnu
intenzitu kanalu. Zelena fluorescencie je najvyraznejsia v strede bunky. Cervena fluorescencia
oproti zelenej je velmi nizka, na obrazovom zaznamee vizudlne je neviditelna. Tuato
fluorescenciu vykazuju molekuly RNA v bunke. Baktérie je brand ako kontrolna, Cize ziva
bunka. Modra fluorescencie neprejavuje ani u jednej bunky.
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Obr. 44: Vybrané linedrne vyrezy obrazového zdznamu, nadobudnutého pri priblizeni 100 % pre
kulturu C. necator H16 vystavenej pH = 1 v zmesi s kontrolnou (pH nenamahané) kultiurou. Kultiry
boli zafarbené AO. Pre kazdy z linedrnych vyrezov je uvedeny zodpovedajici profil na jednotlivych

farebnych kandloch.

V pripade bakterialneho kmefa C. necator PHB™ pri farbeni s AO sa jednotlivé profily
vel'mi lisili. Baktéria oznaCena Cislom 1 vizualne ma zltu az oranzovu farbu. Tato farba je
dana mieSanim Cervenej a zelenej fluorescencie. Na konci bakteriadlneho tela prevlada Cervena
farba, kym stred bunky vykazuje obi dve farby s maximalnou intenzitou. Baktéria 2
fluoreskuje skoro v celom obsahu zelene s rovnakou intenzitou. Tato baktéria podobne ako
u H16 bola brané ako ziva. Treti profil charakterizuje baktériu, ktord ma intenzivnu ¢ervenu
fluorescencie a jej velkost je ovel'a mensia v porovnani k ostatnym. Zlozka B aj pri tych to
profiloch bola skoro nulova, jedine zvySenie je pri profilu 1, kde aj na povodnom obrazku je
viditel'ny Sum v pozadi baktérie.
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Obr. 45: Vybrané linedrne vyrezy obrazového zdaznamu, nadobudnutého pri priblizeni 100 % pre
kultiiru C. necator PHB™ vystavenej pH = 1 v zmesi s kontrolnou (pH nenamdhané) kultiirou. Kultiiry
boli zafarbené AO. Pre kazdy z linedrnych vyrezov je uvedeny zodpovedajici profil na jednotlivych
farebnych kandloch.

Na obr. 46 aobr. 47 je uvedené analogické spracovanie obrazovych zaznamov pre
testované kultary farbené zmesou farbiv PI a SYTO9. Tato komeréna kombinacia
fluorescencnych sond sa pouziva na rozliSenie zivych a mftvych buniek, kde mrtve bunky by
mali svietit' len Cervene, lebo PI zhasa fluorescenciu SYTO9. Baktéria s ¢islom 1 ma len
charakteristicky zeleny profil s miestnymi maximalnymi intenzitami. Cervena a modra zlozka
je nulova, Co nam naznacuje, ze baktérie su zivé a nedoslo k porusenie membrany, teda PI
nebol schopny penetrovat bunky. Miestne maxima su podobne umiesteni PHB granul
v bunke. V pripade baktérii s ¢islom 2 zelena fluorescencie je mélo intenzivna. To moze byt
sposobeny s tym, ze baktéria sa nachadzala v inej hladine, mimo ohniskovej hladiny. Profil 3
naznacuje charakteristicky profil PI. pH Sok nespdsobuje rozruSenie membrany a do bunky
bolo schopné prechadzat len urcité mnozstvo PI. PI by mal v mftvych bunkach tplne potlacit
fluorescenciu SYTOY, ktora avsak v tomto pripade je stale pritomna ale menej intenzivna.
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Obr. 46: Vybrané linedrne vyrezy obrazového zdaznamu, nadobudnutého pri priblizeni 100x pre
kulturu C. necator H16 vystavenej pH = 1 v zmesi s kontrolnou (pH nenamahané) kultirou. Kultury
boli zafarbené kombinaciou PI a SYTOY. Pre kazdy z linearnych vyrezov je uvedeny zodpovedajici

profil na jednotlivych farebnych kanaloch.

U C. necator PHB™ &ervena fluorescencia je pritomna vo forme $kvin v niektorych
Gastiach bunky. V pripade dlhsich baktérii Servené $kvrny sa nachadzali pozdiz tela, ¢o je
viditelné aj na profile 1. Medzi fTakmi su tmavsie oblasti, kde v kanali je viditeIny znacny
pokles intenzity. V pripade kratSej baktérii (Cislo 3) Cervena Skvrna sa nachadzala v strede
tela. Okolo 3 um cervena fluorescencia dosahuje svoju maximalnu intenzitu. Baktéria
s Cislom 3 vizualne ma len zelenu farbu, ale jeho fluorescenény profil naznacuje aj pritomnost’
cervenej fluorescencie. Zelena fluorescencia to niekol'ko krat prevysuje, avsak jej intenzita je
vyrazne niz§ia v porovnani s kmefiom C. necator H16.
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Obr. 47: Vybrané linedrne vyrezy obrazového zdaznamu, nadobudnutého pri priblizeni 100x pre
kultiiru C. necator PHB™ vystavenej pH = 1 v zmesi s kontrolnou (pH nenamdhané) kultiirou. Kultiiry
boli zafarbené kombinaciou PI a SYTOY. Pre kazdy z linearnych vyrezov je uvedeny zodpovedajici

profil na jednotlivych farebnych kanaloch.
5.4. Zaujimavé atributy pozorované u fluorescencie akidinovej oranzi

V priebehu merania na epifluorescenénom mikroskope vzorky stresované pri pH 1 farbené
s AO pri excitacii s vinovou dizkou v rozmedzi 450-490 nm emitovali Servené svetlo, ako
bolo popisané v kapitole 5.1.1. Po dlh§om svieteni na vzorky nedoslo k vybiel'ovaniu ¢ervene;
fluorescencie ako bolo ocakavané, ale fluoreskujuce baktérie sa postupne zazelenali
arozziarili. Tento dej sa vyskytoval u obidvoch kmenioch s rozdielnou dynamikou.
U C.necator H16 baktérie zmenili svoju fluorescencie priblizne po 5 sekundach a u PHB™
cervena fluorescencia bola stala priblizne do 15-20 sektind, nez doslo k posunu fluorescencie
do zelenej oblasti.

U C.necator H16 farebnd zmena bola velmi vyrazna, rychla a intenzivna. Po svieteni
intenzita zelenej fluorescencie sa zvysovalo a ani po 30-40 sekundach nedoslo k vybieleniu.
Baktérie na zaciatku emitovali Cervenu fluorescenciu v Castiach okolo granul. Granule
nevykazovali ziadnu fluorescenciu. V priebehu zmeny fluorescencie baktérie sa rozziarili
acelé telo baktérie fluoreskovalo zelene auz sa nedalo rozoznat granule (obr. 48).
U mutantného kmera tato zmena nebola tak vyrazna. Na zaciatku cela baktéria fluoreskovala
cervene a postupne sa posuvala do zelena, avSak intenzita tej zelenej fluorescencia sa
nezvysila (obr. 49). Odfarbovanie baktérii bolo nasnimané aj pri rozliSeni 40%, kde jeho doba
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trvania sa zvysila pri H16 priblizne na 20 sekind au PHB™ na 60 sekund azelena
fluorescencia uz nebola vyrazna (priloha 17, priloha 18).

Tento dej sa vyznacuje podobnymi spektralnymi atributami ako napr. fotodisociacia, kde
dochadza k Stiepeniu chemickych zlucenin na menSie molekuly/atomy/radikaly v dosledku
absorpcie svetla. AO sa v nezivych bunkach, kde je Ciastocne denaturovana DNA viaze vo
vacSom mnozstve avytvori diméry alebo polyméry. Tieto polyméry emituji Cervenu
fluorescenciu. Ked dojde k excitacii tieto molekuly najprv vykazuju tuto cervenu
fluorescenciu. Ked na jeden bod svietime dlhsiu dobu, tak fluorofor neustale absorbuje fotony
zo svetla. Uvedené pozorovanie naznacuje, ze absorbované fotony interaguju s molekulami
AO aovplyvnia ich chemicku a fyzikalnu védzbu. Zda sa, ze intenzivna excitacia sposobuje
Stiepeni agregatu AO v bunke na formu monomérov, ktoré uz maju odlisSny emisny spektrum,
konkrétne fluoreskuju zelene.

Obr. 48: Porovnanie fluorescencie C. necator H16 pri pH 1 v réznych casoch 0, 3, 5 a 8 sekind.
(farbenie AO, rozliSenie 100x)
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Obr. 49: Porovnanie fluorescencie C. necator PHB-4 pri pH 1 v réznych casoch 0, 5, 8 a 10 sekund
(farbenie s AO, rozlisenie 100x)

Pre overenie poznatkov z epifluorescenéného mikroskopu vzorky boli premerané na
konfokalnom mikroskopu. Na konfokalnom mikroskopu bola pouzita metéda TimeTrace.
Pomocou tejto metody sa sleduje zavislost intenzity fluorescencie na Case. Vd'aka tejto
metode sa daju pozorovat vykyvy intenzity fluorescencie. Zmeny v intenzite boli sledované
u troch vzoriek: zmes zivych buniek a namahanych pri pHI1 bol sledovany u C.necator H16
a PHB™ a len Zivé bunky u H16.

Zavislost intenzity fluorescencie na ¢ase u C. necator H16 je znazornené na obr. 50.
V pripade zivych buniek sa intenzita zelenej fluorescencie na zaciatku mierne zvysila, ¢o by
znamenalo, ze sa baktérie rozziarili. Toto mierne rozjasnenie bolo viditelné aj u
epifluorescenéného mikroskopu, avsak na nasnimanych obrazkach nebol pozorovany vyrazny
rozdiel. Zaujimavé je, ze po uplynuti 300 sekund cervena fluorescencie, ktora do tej doby
bola minimalna oproti zelenej sa zacala rapidne zvySovat. Po dosiahnuti urcitej intenzity sa
stala konStantnou. V epifluorescenénom mikroskopu ¢ervena fluorescencia sa neprejavila.
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Obr. 50: Zavislost intenzity fluorescencie na case zivych buniek u C. necator H16

V pripade zmesi kontrolnych buniek s namahanymi bunkami pri pH = 1 na zaciatku
merania prevySovala intenzita Cervenej fluorescencie, ktora postupne Casom klesala az na
konS$tantnu uroven. Zelena fluorescencia sa priblizne po mintte zacala zvySovat. Klesanie
Cervene] azvySenie zelene] fluorescencie potvrdzuje fenomén, ktory bol sledovany
u epifluorescenénom mikroskopu. Doba trvania ja odlisSna, ktora moéze byt zapriCinena
vyuzitim odlisného laseru s r6znou intenzitou excitacie.
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Obr. 51: Zavislost intenzity fluorescencie na case u C. necator H16 zmes Zivych a namahnych buniek
upH=1

U mutantného kmena na zaciatku intenzita Cervenej fluorescencie bola vel'mi vysoka, viac
ako 6 krat vacsia ako u kmenia H16 v obidvoch pripadoch. Této intenzita extrémne rychlo
klesala a po 25 sekundach uz jeho intenzita bola podobna zelenej fluorescencie a d’alej sa
nezmenila. U epifluorescenéného mikroskopu aj v tomto pripade bola viditeI'na zmena farby,
ktora sa u tohto typu merania neprejavila.

69



3500000
3000000
2500000
2000000
1500000

Intenzita [Cnts]

1000000

500000 -

-\
Y

0 } } }
0 100 200 300 400
Cas [s]

—7zeleny cerveny

Obr. 52: Zavislost intenzity fluorescencie na case u C. necator PHB™ zmes Zivych a namdahnych
buniek u pH = 1



6 ZAVER

Predlozena diplomova praca nadvizuje na dlhodoby vyskum na Fakulty chemickej, ktory
zameriava na ulohu PHA v stresovej odolnosti baktérii. Cielom prace bolo otestovat
vyuzitelnost kombindcii dvoch fluorescencnych technik, ato fluorescenény mikroskop
a prietokovy cytometer, a zaznamenavat informécie, ktoré mozu poskytnut ,jednoduché
sondy* (komercny kit) a sonda s tro§ku zlozitejSim spektralnym chovanim (AQO). Tato sonda
by mohla poskytnit’ viac podrobnosti o mechanizme a vplyve stresu na dany organizmus.
Ako modelovy organizmus bola vybrana baktéria C. necator H16 a jej mutantny kmeti PHB™.
Na analyzu stresovej odpovedi boli vybrané dva bezné stresové faktory, a to etanol a kyslé pH
z toho dovodu, ze expozicia tymito faktormi ma odlisny efekt na bunky.

AO ma velku historiu, avSak jej schopnost' rozliSovat' zivé a mftve bunky je Casto
diskutovana. Kvoli tomu, ako prva metdda bola zvolena fluorescenéna mikroskopia. Na
zéklade reSerSnej Casti sa predpokladalo, ze zivé bunky vykazuju zeleni a mrtve Cervenu
fluorescenciu pri farbeni pomocou AO. Tento predpoklad bol potvrdeny. Zivé bunky
u obidvoch kmernioch fluoreskovali zelene. Pri expozicii etanolu, ako modelovy stresujuci
faktor, ktory primarne ovplyviiuje integritu bunkovej steny, baktérie tiez fluoreskovali zelene
a v blizkosti niektorych buniek s nachadzali cervené skvrny. Zelena farba je sposobena tym,
Ze etanol spdsobi rozruSenie membrany, avSak bakterialna DNA pri tomto strese je intaktna.
Strata integrity je brana ako bunkova smrt’, avSak zelena fluorescencia neposkytuje o tom
informaciu. Cervené $kvrny vedla buniek sa prejavili len pri tomto strese, preto
predpokladame, Ze je to spdsobené vyliatim obsahu buniek. Cervena fluorescencia je
sposobend interakciou AO s molekulami RNA a denaturovanymi plazmidmi. Rozdiel medzi
50% a70% etanolom nebol, ked cervené Skvrny berieme ako znak straty integrity, tak
mozeme povedat, ze vSetky bunky boli mftve pri tychto koncentraciach. Druhy stresovy
faktor bolo kyslé pH. C. necator patri do skupiny neutrofilov, ¢ize jeho pH optimum je okolo
pH = 7. Ocakavalo sa, ze extrémne kyslé pH (pH = 1) spdsobi okamziti bunkovu smrt.
Bunky fluoreskovali Cervene a sonda bola nerovhomerne rozlozena v tele buniek. Vodikové
kationy maju denaturacny ucinok v bunke, ale nukleoid mé stabilnu Struktaru a aj pri tomto
pH dochadza len k cCiastonému rozpleteniu niektorych usekov. Na miesta kde je viac
zastipend denaturovand forma sa viaze vacSie mnozstvo AO atieto miesta fluoreskuju
intenzivnou Cervenou farbou. Miesta menSieho poskodenia mali zltd az oranzovu
fluorescenciu. Existuje teoria podla ktorého PHB granule pritomné v C. necator H16 maju
protektivne ulinky. Jeho ucinky pri tomto merani sa neprejavili, kedze tieto stresy uz
presahuju ich limity prezitia.

Vysledky z epifluorescencného mikroskopu boli porovnané s bezne pouzivanym kitom,
ktory obsahuje kombinaciu dvoch fluorescenénych sond SYTO9 a PI. V kazdom pripade uz
na prvy pohlad sa dalo rozlisit' zivé bunky od mrftvych. U etanolového stresu mrtve baktérie
vykazovali intenzivnu Cervenu fluorescencie, avSak u pH = 1 baktérie neboli rovnomerne
cervené. U C. necator H16 naméahané baktérie fluoreskovali Cervene, ale vzdy bola pritomna
aj zelena fluorescencia SYTO9. Bunky neobsahovali také mnozstvo PI, ktoré by bolo schopné
zhagat' fluorescenciu SYTO9. U C. necator PHB™ fluorescencia bola &ervena, ale nebola
rovnomerna, svietili len urcité body v tele bunky. Nerovnomerné farbenie v pripade pH =1 je
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sposobeny s tym, ze kyslé pH nemd za UcCinok rozruSenie membrany a PI nie je schopny
penetrovat do buniek. Je schopny prejst len na miesta kde doSlo napr. k denaturacii
membranovych proteinoch. Uinnost stresovych faktorov bola analyzovana pomocou
manualneho pocitania zivych a mftvych buniek na 10 ndhodne vybranych obrazkoch.
Vysledky potvrdili, ze namahanie neprezili bunky ani u jedného kmena.

Na zaklade tychto experimentov je mozné konstatovat, ze AO by mohla byt ako vhodna
vol'ba sondy pre Stidium stresove] odozvy na fluorescenénom mikroskopu. Vysledky boli
v sulade s komer¢ne pouzivanym kitom, kde si clovek moze byt isty s jeho spravnostou. AO
by mohla sluzit ako doplnkové farbivo pri stresovej odozve daného kmema, ktord sice
nedokaze tak pekne a jednoducho rozlisit’ zivé a mftve bunky, ale mohol by poskytnut’ d’alSie
podrobnejsie informacie, ktoré bezné LIVE/DEAD viabilitné sondy neposkytuju.

Druha metoda, ktora je bezne pouzivand na stanovenie viability buniek je prietokova
cytometria. Pri tomto merani boli pouzivané poznatky z mikroskopu. Pre fluorescenc¢nu sondu
AO boli najprv namerané intenzity fluorescencie v jednotlivych kanaloch pri vzorkéach, ktoré
obsahovali len zivé alen naméhané bunky. V pripade zmesi zivych a stresovanych buniek
histogramy popisujice distribuciu intenzit fluorescencie jednotlivych buniek boli podobné
u obidvoch kmenov. Intenzita fluorescencie bola vyssia v zelenom kanali ako v ¢ervenom.
U C. necator H16 intenzita v zelenom kanali pri zmesi sa zvySovala, ¢o u etanolového stresu
mohlo byt spojené s tym, ze bunky po namahani aj v mikroskope vykazovali zelent farbu.
U zivych buniek Cerveny signal v kanali je spdsobeny molekulami RNA v bunke. U 50%
etanolu sa tato intenzita zvysila, Cervene fluoreskovali molekuly RNA a denaturované
plazmidy mimo bunky. U expozicii 70% etanolu a pH = 1 histogram sa rozdelil na dve
vzajomne prekryvajuce piky. Po porovnani intenzit s intenzitami len namahanych a len zivych
buniek bolo odvodené, ze nizSou intenzitou fluoreskovali mrtve bunky a vyssia intenzita patri
nestresovanym (neexponovanym) bunkam. V pripade 70% etanolu pomer poctu buniek
v jednotlivych pikoch bol v stlade s miesanou kultirou (cca. v pomeru 1:1), avsak u pH Soku
prvy pik obsahoval len 28% buniek. U PHB™ signal v Gervenom kanali je rovnaky u Zivych
a u zmesi. U zivych buniek a u buniek exponovanych v etanole je ¢ervena fluorescencia dana
molekulami RNA a plazmidmi v bunke alebo mimo bunku. V pripade pH = 1 tato mala
intenzita na ¢ervenom kanali nie je v sulade s vysledkami z epifluorescen¢ného mikroskopu.

V pripade farbeni s PI a SYTO9 zavislost intenzity fluorescencie na jednotlivé kanali
u jednotlivych kmerioch bola uplne totozna. Jediny rozdiel bol v intenzite, kde u HI16
maximalna hodnota sa pohybovala okolo pitstotisic au PHB™ okolo tristotisic. Intenzita
v zelenom kanali postupne klesala, Co odpoveda tomu, ze zmesi obsahovali mens§ie mnozstvo
zivych buniek. Cervena fluorescencie u etanolového stresu bola vyraznejsia ako u pH= 1. To
moze byt sposobené tym, ze tento typ stresu nespdsobuje stratu integrity a do buniek
penetrovalo mens$ie mnozstvo PL

Pre prietokovy cytometer AO je menej vhodna sonda na stanovanie stresovej odozvy.
Vysledky boli tazsie interpretovatelné a nedalo sa na 100% rozhodnut ¢i dany signal patri
k mitvym alebo zivym bunkdm. Pre tito metdodu bol vhodnejsi komercny kit, aj za
predpokladu, ze PI je vhodny len pre znacenie buniek s porusenou membranou.
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Pocas merania s AO sa objavil fenomén, ktory este doteraz nebol popisany v literature.
Vzorky po namahani s pH = 1 fluoreskovali Cervene len urcitd dobu a postupne sa zacali
zelenat’ a rozziarili sa. Tento jav je prave opakom, Co by sa dalo ofakavat od fluorescencnej
sondy. Po dlhSom svieteni nedoSlo k vybieleniu, ale k rozsvieteni (zvySeniu intenzity
fluorescencie). Predpokladame, ze agregaty AO podliehaju fotodisociacii. Dochadza
k rozstiepeniu vézieb medzi molekulami AO v agregate a jej emisné spektrum sa posunie
z Cervene] oblasti do zelenej. Pomocou konfokalneho mikroskopu a metody TimeRace bola
sledovana intenzita fluorescencie v Case. V pripade baktérii H16 bol jav potvrdeny aj s touto
metodou, pricom pri PHB™ doslo k extrémne rychlemu zniZeniu ervenej intenzity, ktora
potom ostala konstantna spolu so zelenou fluorescenciou.

Jednym cielom experimentalnej cCasti tejto diplomove] prace bolo porovnanie
a zhodnotenie vyuziteI'nych metod. Obidve metody patria medzi klasické metody sluziace na
sledovanie viability buniek. Prietokova cytometria je sofistikovanejSia, drahSia metdda
a taz§ia na obsluhu. Jeho hlavna vyhoda je, ze analyzuje kazdi bunku po jednom a z jedne;j
vzorky sa da ziskat obrovské mnozstvo dat. Meranie je relativne rychle a automatizované.
Pomocou tejto metody sa daju ziskat informacie o populécii, vel'kosti a granulovitosti buniek,
a d’al§ie informacie v zavislosti na pouzitej fluorescencnej sonde. Epifluorescencny
mikroskop je jednoduchsia, lacnejsia metdda, ktora je vel'mi 'ahkd na obsluhu. Vyhodou je,
ze priamo zobrazuje bunky (Co sa da spojit’ s obrazovou analyzou a ziskat vela dalSich
informéacii o sledovanych bunkach). Na druhej strane mikroskop umoziuje sledovat len
desiatku buniek, priCom cytometria umoziuje rozsirit tito analyzu na vzorku obsahujucu
Statisticky podstatne vyznamnejsi subor testovanych buniek. Obe metody sa tak vzajomne
velmi dobre dopliiaju a ich kombinacie predstavuje velmi cenny analyticky nastroj pri §tadiu
stresovej odozvy baktérii
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

AO
ATP

B

DNA
EB

FCS

G
Icl-PHA
mcl-PHA
PHA
PHB

PI

R

RNA
ROI

So

Si

S>
scl-PHA
SSC

T

akridinova oranz

adenozintrifosfat

modra

deoxyribonukleova kyselina

etidium bromid

predny svetelny rozptyl

zelena

polyhydroxyalkanoat s dlhym retazcom
polyhydroxyalkanoat so strednym retazcom
polyhydroxyalkanoat

polyhydroxybutyrat

propidium jodid

cervena

ribonukleova kyselina

region zaujmu

zakladna singletova energetické hladina
prva vyssia energeticka singletovy hladina
druha vyssia energeticka singletovy hladina
polyhydroxyalkanoat s kratkym retazcom
bocny svetelny rozptyl

prva vyssia energeticka tripletova hladina
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9 PRILOHA

Priloha 1: Zivé a oSetrené bunky C. neator H16, 50% etanolovy stres, farbeny PI a SYTO9, rozlisenie
100%
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20 pm

Priloha 2: Zivé a osetrené bunky C. neator H16, 70% etanolovy stres, farbeny PI a SYTO9, rozlisenie
100%
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Priloha 3: Zivé a osetrené bunky C. neator PHB™, 50% etanolovy stres, farbeny PI a SYTO9,

rozlisSenie 100 %
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20 pm

20 um

Priloha 4: Zivé a osetrené bunky C. neator PHB-4, 70% etanolovy stres, farbeny PI a SYTO9,

rozlisSenie 100 %
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Priloha 5: Zivé a osetrené bunky C. neator H16. pH 1, farbeny PI a SYTO9, rozlisenie 100
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20 um
20 um

20 pm

20 pm

20 um

20 ym
20 um

Priloha 6: Zivé a osetrené bunky C. neator PHB™, pH 1, farbeny PI a SYTO9, rozlisenie 100 x
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Priloha 7: SALS/SALS cytogram pre C. necator PHB™ a) Nenamdhané bunky b) 50% etanol
¢) 70% etanol d) pH 1
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Priloha 8: Zavislost medidnu intenzity na jednotlivé fluorescencné kandly pre C. necator HI6,
farbenie s AO
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Priloha 9: Zavislost medidnu intenzity na jednotlivé fluorescencné kandly pre C. necator PHB,

farbenie s AO
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Priloha 10: SALS/SALS cytogram pre C. necator PHB-4 a) Zivé bunky b) 50% etanol + zivé ¢) 70%

etanol + zivé d) pH 1 + Zivé
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Priloha 11: Zavislost medianu intenzity na jednotlivé fluorescencné kandly pre C. necator HI6,
farbenie s AO
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Priloha 12: Zavislost medidnu intenzity na jednotlivé fluorescencné kandly pre C. necator PHB™,
farbenie s AO
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Priloha 13: Zavislost priemernej intenzity na jednotlivé fluorescencné kanaly pre C. necator HI6, kde

Cervenél je pik s menSou intenzitou a Cervené? je pik s vicSou intenzitou v Cervenom kanalu, farbenie
sAO
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Priloha 14: Zavislostmedianuj intenzity na jednotlivé fluorescencné kandly pre C. necator H16, kde

Cervenél je pik s menSou intenzitou a Cervené? je pik s vicSou intenzitou v Cervenom kanalu, farbenie
sAO
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Priloha 15: Zavislost medianu intenzity na jednotlivé fluorescencné kandly pre C. necator H16,
farbenie s PI a SYTO9
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Priloha 16: Zavislost medicnu intenzity na jednotlivé fluorescencné kandly pre C. necator PHB™,
farbenie s PI a SYTO9
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Priloha 17: Porovnanie fluorescencie C. necator H16 pri pH 1 v réznych casoch. (farbenie AO,

rozliSenie 40x)

Priloha 18: Porovnanie fluorescencie C. necator PHB™ pri pH 1 v réznych casoch. (farbenie AO,

rozliSenie 40x)

97



