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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaobera vplyvom oxida¢ného stresu na bakteridlny kmen
Cupriavidus necator v dvoch podobach: Cupriavidus necator H16 tvoriaci PHB granule
a Cupriavidus necator PHB-4 ako mutant, ktory nedokaze granule syntetizovat. Praca
porovnava vplyvy vyvolavajice oxidaény stres, ktory sa prejavuje vyskytom ROS v bunke.
Bunky boli d’alej analyzované na prietokovom cytometre a fluorescen¢nom mikroskope.
V analyze bolo potrebné pracovat’ s fluorescen¢nymi sondami rézneho typu.

Na vytvorenie oxida¢ného stresu boli pouzité viaceré koncentracie peroxidu vodika, d’alej
bola vyskusana Fentonova reakcia s pouzitim siranu zeleznato—amonného a nakoniec
hexahydrat chloridu kobaltnatého. Na zistenie viability bakteridlnych buniek sa pouzivala
fluorescen¢na sonda propidium jodid, ako lipofilné farbivo bolo testované BODIPY. Na zaver
to boli fluorescen¢né sondy na detekciu ROS v bunke H2DCFDA a CM—H2DCFDA, tieto
sondy museli byt optimalizované pre danu techniku. Zaverom prace je potvrdenie hypotézy, ze
schopnost’ produkcie PHA granul zvySuje odolnost’ C. necator proti oxidaénému stresu.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the impact of oxidative pressure on the bacterial strain
Cupriavidus necator in its two forms: Cupriavidus necator H16 producing PHB granules
and Cupriavidus necator PHB-4 as a mutant that is not capable of producing granules. The
thesis compares different influences causing oxidative stress that is demonstrated by the
occurrence of ROS in the cell. Furthermore, the cells were analysed with a flow cytometer and
a fluorescence microscope. During the analysis it was necessary to use different types of
fluorescence probes.

The oxidative stress was created by means of hydrogen peroxide at various concentrations.
Further tests focused on Fenton’s reaction including ammonium iron sulfate and cobalt chloride
hexahydrate. Propidium iodide as a fluorescence probe was used to determine the viability of
the bacterial cells, and BODIPY was tested as a lipophilic dye. Finally, the ROS in the cell was
detected by H2DCFDA and CM-H2DCFDA, fluorescence probes that had to be optimised for
the respective technique. The result of this bachelor thesis is the confirmation of the hypothesis
that PHA granules production increase the resistance of Cupriavidus necator against oxidative
stress.

Kracéové slova:

reaktivne formy kyslika, oxidac¢ny stres, Cupriavidus necator, polyhydroxyalkanoaty,
prietokova cytometria,

Key words:

reactive oxygen species, oxidative stress, Cupriavidus necator, polyhydroxyalkanoates, flow
cytometry
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1 vUvop

Bakalarska praca sa zaoberd vplyvom oxida¢ného stresu na bakterialnu kultiru, konkrétne
ide o kmen C. necator H16, ktory je schopny produkovat granule PHA a mutantny kmen
C. necator PHB-4, ktorému bol odobraty enzym a granule PHA tvorit’ nedokaze. Tento druh
baktérie je velmi doélezity pre vyskum polyhydroxyalkanodtov, pretoze az 90% suchej
bakterialnej hmotnosti mézu tvorit’ granule PHA.

Vyskum PHA sa v poslednych rokoch stava stile dodlezitejSim aje na to az niekolko
ekologickych dovodov. S plastami sa denne stretava kazdy jeden z nas ajedna sa o velka
skupinu polymérov, najcastejSiu zo skupiny polyesterov. Pouzivaji sa ako obalové materidly,
na vyrobu flia§ alebo ako jednorazové pomocky. Takéto vyrobky maju spolo¢nu surovinu, ropu,
ato je hlavnym problémom ich celosvetového pouzivania. Ropa sa d4 ako zdroj vycCerpat’
a polyméry, ktoré su z neho vyrobené vytvaraji vel'ky ekologicky problém tym, ze sa volne
Vv prirode nerozlozia.

PHA by mohli byt v budtcnosti nahradou polymérov vyrobenych z ropy. Problémom je
vysoka cena produkcie a niektoré mechanické vlastnosti. Preto je dblezité pracovat na ich
vyskume, aj ked’ to nie je priamo produkcia PHA, rovnako délezitym faktorom je dokonale
poznat’ ich fyzikalne a chemické vlastnosti a snazit’ sa ich zlepSovat’.

Oxidac¢ny stres je faktor, ktory nepdsobi len na mikroorganizmy ale na vSetky Zivé bunky,
sposob akym sa bunky brania je ¢asto podobny a ide 0 enzymatickt ¢innost’ a metabolizmus.
V pripade bakterialneho kmena C. necator H16 (aj u ostatnych MO produkujucich PHA)
existuje hypotéza, Ze granule PHA maji pre bunku aj protektivnu tlohu a pri vyskyte ROS
v bunke vedia zvysit’ jej odolnost’.

Ciel'om tejto bakalarskej prace bolo potvrdit’ hypotézu 0 protektivnych u¢inkoch PHA voci
oxida¢nému stresu posobiacemu na bunky, ¢o sa aj podarilo. Zaroven bolo nutné optimalizovat’
techniky farbenia bakteridlnej kultary fluorescencnymi sondami, kedy pri najvhodnejSej
koncentracii sondy bola strednd hodnota fluorescencie najvysSia a pri d’alSom zvySovani
koncentracie dochadzalo k samozhésaniu.

Pre analyzu vlastnosti buniek boli pouzité sondy na zistenie zivotaschopnosti, lipofilna
sonda, ktora indikovala vyskyt PHA v bunke tym, Ze sa zabudovala do membran obsahujucich
fosfolipidy. TaktieZ sa vyuzili sondy na priamu detekciu ROS v bunke. Takto sa dalo pouzitim
jednej metddy, prietokovej cytometrie, analyzovat' viac informacii o bunkach a mohol
vzniknut' komplexnejsi profil toho, ako bunky reaguju na pritomnost’ ROS.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Oxidaény stres

Tento pojem oznacuje v stcasnej dobe vyrazne skiimant oblast’, oznaCuje totizto proces,
ktory neposobi len na mikroorganizmy, ale spdsobuje aj zna¢nu Cast’ civilizacnych ochoreni.
Tato kapitola sa zaobera tym, ¢o to vlastne oxidacny stres je. Je prirodzené, ze bunky v ramci
metabolickych procesov produkuju ur¢ité mnozstvo volnych radikalov, presnejsSie nazyvanych
reaktivne formy kyslika alebo dusika, ktoré maju nepriaznivy vplyv na bunky. V zdravych
a zivotaschopnych bunkéch sa nachadza dostatocné mnozstvo antioxidantov, ktoré by volné
radikaly premienali na neskodné metabolity. Dochadza vsak k situaciam, kedy sa v bunke za¢ne
hromadit’ az nadmerné mnozstvo reaktivnych foriem kyslika (ROS — reactive oxygen species)
a bunka sa poskodi. Dochadza k poruseniam cytoplazmatickej membrany, poruseniu lipidov,
proteinov alebo bazi v DNA, to spdsobuje mutacie. Okrem toho, ze oxida¢ny stres moze byt
vyvolany produktami metabolickych drah v organizme, d4a sa vyvolat aj exogénne a to
napriklad UV Zziarenim alebo RTG ziarenim, ozénom, réznymi liekmi, v pripade
mikroorganizmov byva oxidaény stres vyvolany zamerne ato Vv laboratériu, pridanim
chemickych latok, ktoré ho spustia. [1] [2]

2.1.1 Reaktivne formy kyslika (ROS)

Ide 0 voI'né radikaly, ale aj o latky, ktoré maju silné oxidacné vlastnosti a pritom radikalmi
nie su. Ako vol'ny radikal sa oznacuje atdbm, molekula alebo 16n, ktory ma vo svojej valencnej
vrstve aspoil jeden nesparovany elektron a tym sa stava ovela reaktivnej$im ako ich stabilna
forma. [1]

Medzi volné kyslikové radikaly patria napriklad superoxid (O2"), hydroxylovy radikal
(HO"), hydroperoxyl(HO>"), peroxyl (ROQO") alebo alkoxyl (RO"). Latky, ktoré nie st voI'nymi
radikalmi, ale patria Kk reaktivnym druhom kyslika st peroxid vodika, kyselina chlorna, 0zon,
alebo aj singletovy kyslik. Endogénna tvorba ROS prebicha ako autooxidacia v podobe
Fentonovej reakcie, ako respiracné vzplanutie spdsobené¢ enzymom NADPH oxidazou.
V eukaryotickych bunkach su zdrojom ROS taktiez mitochondrie. [1] [3]

K zakladnym reakciam ROS patri adicia radikalu na ini molekulu, odStiepenie atdému vodika
z C-H vizby, oxidacia alebo redukcia neradikalovych latok a v neposlednom rade reakcie
medzi 2 radikalmi. [1] [3]

2.1.2 Fentonova reakcia

Je to reakcia, v ktorej sa vytvara nebezpe¢ny hydroxylovy radikal pomocou peroxidu vodika
s i6nom prechodného kovu. Kovom mdze byt’ zeleznaty alebo med'naty i6n, tie sa v stopovych
mnozstvach nachadzaji aj v bunkach, ale reakcia s peroxidom vodika m6ze mat’ pre bunku
fatalne nasledky. Priebeh Fentonovej reakcie je wumozneny Kkatalyzou enzymu
superoxidasmutaza, ktory zaistuje odburanie najcastejSie sa vyskytujiceho sa volného
radikéalu, superoxidu, ktory sa spontanne premiefia na peroxid vodika. Peroxid vodika
V mensSich mnozstvach nema vel'mi negativny dopad na bunku, no jeho nebezpecenstvo tkvie
V povahe premienat’ sa na iné ovel'a reaktivnejsie formy kyslika. [4]



Cu* +H,0, - Cu®* + -OH + OH~ 1)
Fe* + H,0, — Fe3* + -OH + OH™ @)

Zastipenie Zeleza v organizme byva vysSie ako zastipenie medi, no s peroxidom vodika
reaguje rychlejSie prave med’. V reakcii vznikd nebezpecny hydroxylovy anidn, priCom sa
prechodny kov oxiduje na Fe®*, Cu?*, reakcie su zobrazené v rovnici 1 a 2. Ked’Ze pol¢as
rozpadu volného radikdlu je radovo niekolko nanosekind tak dokaze migrovat’ len na
vzdialenost’ v mikrometroch, teda reaguje takmer s ¢imkol'vek. Dokaze rozstiepit’ napriklad
viazbu C—H, N-H alebo O-H, dokaze adovat’ OH skupinu na nenasytené vizby ako je napriklad
C=C, alebo na aromaticky kruh. [4]

Organizmus sa voc¢i takymto reakciam brani dvomi ochrannymi mechanizmami, ¢ize snaha
odstranit’ jeden alebo druhy substrat Fentonovej reakcie (Fe**/Cu*, H,02). Na odstranenie
peroxidu vodika st pouzité enzymy a na odstrdnenie i6nu kovu to moze byt oxidéaciou Zeleza
na trojmocny ¢i viazbou prvku v pevnom chelate. [4] [5] [6]

2.1.3 Ochrana baktérii vo¢i ROS

Ochrana bunky pred vplyvom reaktivnych foriem kyslika prebieha dvomi cestami, prva je
enzymaticka a druhd neenzymaticka. Medzi enzymatické tzv vysokomolekulové antioxidanty
patria superoxid dismutaza, katalaza a glutationovy systém. NajznamejSou z nich je superoxid
dismutaza a td moze byt cytoplazmatické alebo extracelularna podl’a miesta posobenia, avSak
vyskytuje sa len v aerobnych organizmoch . Jej ulohou je premienat’ radikalovy superoxid na
menej reaktivny peroxid vodika, ten sa da odburat d’alSimi enzymami, ako napriklad
a— tokoferol. Katalaza patri k vysoko reaktivnym enzymom a reaguje s peroxidom vodika za
vzniku vody a molekularneho kyslika. Glutation peroxidaza katalyzuje znizenie mnozstva
hydroperoxidov, pouzitim GHS antioxidantu tvoreného tromi aminokyselinami, ¢im chrani
bunky pred oxida¢nym poskodenim. [7] [4]

Druh4 moznost’ ochrany buniek pred ROS st nizkomolekulové antioxidanty, medzi ktoré
patri uz spominany glutation, vitaminy C,E, karotenoidy, koenzym Q1o, flavonoidy a iné latky
vyskytujuce sa v prirode. Flavin je antioxidant obsahujuci enzym thioredoxyreduktaza,
pomocou ktorej je schopny redukovat’ ROS. Na podobnom principe pracuje aj B-karotén, ktory
ucinne vychytava Oz. [1]

2.2 Polyhydroxyalkanoaty (PHA)

Vicsina v§eobecne znamych plastov ma jednu spolo¢nti ekologicku nevyhodu a to je ich
tazka odburatel'nost’ v prirode. Tym sa tvori obrovské mnoZstvo odpadu, ktory je narocné
a drah¢ uskladiovat’. Z tohto dovodu sa za¢inaju hl'adat’ iné materialy, ktoré by mohli klasické
syntetické polyméry nahradit’. Jednou z moznosti ako nahradit’ polyméry z ropy je pouzit’ 'ahko
odburatel'né biopolyméry, ktoré st produkované zivymi organizmami a prave k takymto
materialom patria polyhydroxyalkanoaty. [8]

PHA sa nachadzaju a vytvaraju ako zasobny zdroj uhlika v bakteridlnych bunkéach. Ako prvy
bol vroku 1926 izolovany polyhydroxyalkanoat — polyhydroxybutyrat z baktérie Bacillus
megaterium. Postupom ¢asu bolo preukazané, Ze ticto latky su produkované velkou Skalou

9



mikroorganizmov. NajzaujimavejSie na nich je to, ze sa svojimi vlastnostami vel’'mi podobaju
polypropylénu, ¢ize materialu, ktory sa pouziva na vyrobu klasickych plastovych veci, no na
rozdiel od neho st schopné v prirode sa uplne rozlozit’ za niekol'’ko mesiacov, pricom rozlozenie
polypropylénu moéze trvat’ niekolko desiatok alebo az stoviek rokov. Doteraz je velkou
nevyhodou polyhydroxyalkanoatov vysokd cena ich izolacie, acelkovo praca
s mikroorganizmami je finan¢ne a ¢asovo naro¢na. To je aj dovod, preco sa zatial’ nerozsirili
do bezného pouzivania a povedomia l'udi. [8] [9]
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Obrazok 1:Baktérie akumulujuce polyhydroxyalkanoaty vo forme granul vo vnutri buniek, zaberajiice
az 90 % suchého obsahu baktérie Cupriavidus Necator[8]

2.2.1 Produkcia polyhydroxyalkanoatov

Mikroorganizmy v sebe dokazu zhromazd’ovat’ zasoby uhlika vo forme PHA, a to az do 90%
ich suchej hmotnosti. Schopnost’ produkovat PHA ma velké mnozstvo gramnegativnych
I grampozitivnych baktérii ato v roznych formach. V sucasnej dobe je znamych viac ako
300 réznych mikroorganizmov, schopnych syntetizovat’ a akumulovat PHA. Na zozname sa
nachadzaji napriklad divoké typy baktérii ako su: Cupriavidus necator, viac druhov
Azotobacter a Pseudomonas, ale su to aj zname druhy ako je napriklad Escherichia coli. [10]

Tieto baktérie syntetizuji PHA pomyléry alebo kopolyméry a ukladaji ich vo forme granul
v cytoplazme, to je mozné vidiet' na Obrazok 1. Napriek tomu, Zze schopnost’ tvorit’ polyméry
ma vela organizmov, tak ako priemyselné a laboratérne producenty sa pouzivaju len niektoré
z nich, je to z dévodu, Ze nie vSetky dokazu syntetizovat’ také mnozstvo PHA aby to bolo pre
vyrobu zaujimavé. Dalsim dolezitym aspektom je produkéna cena, ti ovplyviiuje napriklad to
aké podmienky na zivot maju organizmy, teplota potrebna na kultivaciu, pH, naroky na dusik,
kyslik, fosfor, ziviny a iné. Kultivacia takych organizmov vécsinou prebicha na cukroch alebo
olejovych surovindch, ako lacnejSia alternativa sa zacinaju vyuzivat' odpadné latky ako st
fritovacie oleje, kavova usadenina, melasa a mnoho inych latok. [11]
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2.2.2 Syntéza polyhydroxyalkanoatov

Polyhydroxyalkanoaty delime na takzvané homopolyméry, ktoré sa skladaju len z jedného
druhu monomérov, alebo heteropolyméry, tie obsahuji viacero monomérov. VicsSina baktérii
produkuje homopolyméry ako PHB — polyhydroxybutyrat. Dalsia moznost’ delenia je podla
dizky retazca monoméru a to na scl (short chain lenght) kratke retazce a mcl (medium chain
lenght) strednd di’ka retazca. Medzi scl-PHA patria 2 najznamejsi zastupcovia ato uz
spominany poly(-3-hydroxybutyrat) a poly(-3-hydroxyvalerat). Tieto retazce maju 3 az 5
atomov uhlika pre jeden monomér a maja odlisné vlastnosti oproti mcl, ktoré maja 4 az 16
atomov uhlika na jedno monomérnu jednotku. [11]
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Obrdzok 2: Niekolko zdkladnych polyhydroxyalkanodtov rozdelenych podla dizky retazca
monomeéru [11]

Jednym z rozdielov v ich vlastnostiach je teplota skleného prechodu, pre scl-PHA je to
0— 5°C no kopolymerizaciou moze byt’ drasticky zniZzend, mcl-PHA maji oproti nim niZsiu
teplotu skleného prechodu. Rozdielom je aj to, Ze mcl-PHA st pruznejsie, scl-PHA su viac
krehké, menej pevné, a maji niz$iu mechanickli odolnost’, to moze spdsobovat’ obmedzenie
v ich priemyselnej vyrobe. Uprava neziaducich vlastnosti tychto latok sa da docielit’ zmenou
substratu, fyziologickych podmienok, genetickou modifikdciou alebo aj modifikéciou
metabolickej drahy. Kopolymeracia s 3-hydroxyvaleratom dokaze u PHA zvysit' prietaznost
a znizit teplotu topenia zo 180°C az na 140°C, takto upravené PHA sa svojimi vlastnostami
priblizuju polyméru kyseliny mliecnej. Najznamejsie PHA s zobrazené na Obrazok 2. [11]

Samotna syntézu PHA ovplyviiuje vel’ké mnozstvo enzymovych pochodov Obrazok 3. Za
normalnych okolnosti, teda ak je v bunke dusik v dostatoénom mnozstve tak pomer NAD(P)H
ku NAD(P) klesa a acetyl-CoA ide do citratového cyklu. Tym sa uvolni CoA pre d’alSie
vyuzitie v bunke, avSak akumulacia CoA inhibuje aktivitu enzymu B-ketothiolazy, ktory je
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potrebny ako prvy krok biosyntézy PHA. Na druhej strane produkcia PHA sa v bunke zvySuje
vtedy ak sa zvySuje aj pomer NAD(P)H ku NAD(P), to inhibuje enzymy citrat syntazu
a isocitrat dehydrogendzu a dochddza k zablokovaniu citratového cyklu. V dosledku toho sa
zaCne hromadit’ acetyl- COA a zniZzuje sa mnozstvo CoA, vdaka tomu sa aktivuje enzym
B— ketothiolaza a zacina prva faza biosyntézy PHA. Tato faza vedie k vytvoreniu acetoacetyl-
CoA, ten sa pomocou acetoacetylreduktazy transformuje na 3-OH-butyryl-CoA v druhej faze.
Proces syntézy sa ukon¢i vyrobou polyhydorxybutyraitu ato polymerizaciou
3- OH- butyratovych monomérov, pomocou PHB syntazy. Enzymy biosyntetickej drahy PHB
st kédované génmi phaA, phaB, phaC a st organizované do CAB operénu. [10]

Glukdza TCA cyklus

» e

Acetyl Co A

| Fiza

PhbC | [PhbA| | PhbB Aceto acetyl Co A

B + H* N
NADPH zivisld | NADF H+ H" Mrazam
acetoacetyl reduktaza NADPH

3-OH-Butyryl - Co A

» | PHB syntaza | l Fazalll

Poly 3- OH-Butyrat (PHB)

Obrdzok 3: Schéma biosyntézy polyhydroxyalkanodtov [10]

2.2.3 Cupriavidus necator ako baktéria produkujica polyhydroxyalkanoaty

Mikroorganizmus Cupriavidus necator je v sucasnej dobe skimany hlavne kvoli produkcii
poly-3-hydorxybytyratu. Tento organizmus patri k fakultativne chemolitotrofnym gram-
negativnym baktéridm znamy tiez pod nazvom Ralstonia Eutropha, Autersia Etropha alebo
Lacaligenes eutrophus. Dokaze vykonavat' aerdbne aj anaerobne dychanie. C. necator je
schopny vyuzit' jednoduché i zlozité zdroje uhlika a to najma vo forme sacharidov, olejov,
mastnych kyselin alebo aj z oxidu uhli¢itého. Rovnako je schopna vyuzit' ako zdroj uhlika
priemyselny odpad, vd’aka Comu sa daji zniZit’ ndklady na produkciu PHB a zaroveii odpadové
latky zuzitkovat’. V ramci tejto prace si vyznamné dva kmene ato C. necator H16, ¢o je
povodny kmen mikroorganizmu produkujuci polyhydroxyalkanoaty a potom je to
C. necator PHB-4, jedna sa o mutantny kmen, ktorému bol ndhodnou genetickou modifikéaciou
poskodeny enzym potrebny pre tvorbu polyhydroxyalkanoatov a pouziva sa ako kontrolna
vzorka pri analyze produkcie PHA. [12] [13]
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2.2.4 Ochranné ucinky polyhydroxyalkanoatov na baktérie

Baktérie ako také, maji schopnost’ prisposobit’ sa podmienkam, v ktorych sa vyskytuju,
patria sem: zmena teploty, dostupnost’ Zivin alebo zmena pH. Na baktérie moze pdsobit’ aj iny
faktor atym je vyskyt ROS v bunkach. Moznosti ktorymi sa bunka brani, boli popisané
v kapitole 2.3.1, no da sa predpokladat, Ze tito funkciu dokazu zastat’ aj PHA[14]. PHA
pre bunku predstavuju zasobu uhlika a energie, ktort mézu kedykol'vek vyuzit'. Pocet granul
v bunke sa pohybuje okolo 10-15 a dosahuju priemer priblizne 200400 nm, tieto hodnoty st
vSak len orientacné pretoze zéalezi na fyziologickom stave konkrétneho mikroorganizmu.
Povrch granul mé hydrofébny charakter a sklada sa okrem in¢ho z réznych proteinov, pricom
kazdy z nich ma $pecificky ucinok. Mnozstvo proteinov, vyskytujicich sa na povrchu granul,
ma zatial neobjasnentt funkciu arovnako mechanizmy prebiehajuce pri premene latok
a odburavani oxida¢ného stresu su velmi narocné aich presné fungovanie zatial nebolo
preskumané. [14]

Je vSak zname, ze bunky sa do ur¢itej miery dokazu branit’ pred UV Ziarenim a pred inymi
formami oxida¢ného stresu, prave vdaka obsahu PHA. Vyskumy dokazali, ze kmen
C. necator H16 je voci takymto vplyvom odolnejsi ako PHA netvoriaci mutant. [14]

Podobné vysledky sa ukazali aj u iného bakterialneho kmena a to Pseudomonas sp. teplota,
pri ktorej prebieha jeho kultivacia je 28 °C, tento organizmus bol po dobu kultivacie vystaveny
teplote 10 °C. Rovnako bol pouzity povodny organizmus produkujuci PHA granule a jeho
mutant phaC. Vysledky ukazali, ze doba zdvojenia povodného a mutantného kmena bola pri
28 °C vel'mi podobna, no pri vystaveni 10 °C alebo oxida¢nému stresu v podobe peroxidu
vodika bol povodny kmen produkujiuci PHA odolne;jsi. [14] [15]

2.3 Fluorescencia

Fluorescencia bola prvy krat pozorovana uz v roku 1565 a zmienka o nej sa nachadzala
Vv sprave Spanielskeho fyzika a botanika N. Monardesa. Avsak vedci sa skuto¢ne zacali touto
témou zaoberat’ az v 19. storo¢i. Prvym objavenym fluoroférom bol chinin v roku 1845, o tento
objav sa zapricCinil anglicky astroném a matematik Sir John Fredrich William Herschel, ten ako
prvy popisal fluorescencnu vlastnost’ chininu, ked’ preukazal, ze na slneCnom svetle emituje
modré svetlo vinovej dizky priblizne 450 nm. [18]

Tento prvy znamy fluorofér sa zapri€inil o stimuldciu vyvoja prvych spektrofluorometrov
0 ktoré bol zaujem vroku 1950 pocas druhej svetove] vojny ato z dovodu lepsieho
preskiimania liekov na malariu obsahujucich prave chinin. Tieto prvotné testy viedli k vyrobe
prvého praktického spektrofluorometru.

Fluorescencia je jav, ktory patri pod fotoluminiscenciu, ¢iZe prechod do vybudeného stavu
je sposobeny svetelnym ziarenim 0 vhodnej excitacnej energii. Pre uskutocnenie fluorescencie
je potrebné, aby sa elektron nachadzal v singletovom stave a teda aby mal opa¢ny spin ako jeho
parovy elektron v zadkladnom stave. Prechod excitovaného elektronu spét’ na zdkladna hladinu
nie je spinovo zakazany a prebehne vel'mi rychlo, radovo je to v ¢ase 1070 a7z 10® s. [18]
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2.3.1 Jablonského-Perrinov diagram

Diagram zobrazuje rozne procesy, ktoré sa mozu udiat’” v molekule: absorpcia fotonu,
vnutorna konverzia, prechod medzi systémami, fluorescencia, fosforescencia a iné. Singletové

elektronové stavy st v tomto diagrame oznacené ako (So, Si, Sz, ...) atripletové stavy (T,
To, ...).

Sz L
i ; 2
 Vnutorna
I konverzia ) , ,
= Medzisystémové
| 1 ,,l~
S )

. -
Ty kriZenie
Absorpcia —Tr'
Fluorescencia h V, &

Fosforescencia |

¥l

Obrazok 4 Jablonského — Perrinov diagram [17]

Prvy krok zndzorneny na diagrame je absorpcia fotonu fluoroforom, ktory bol emitovany
uritym zdrojom svetla, tento fotobn ma energiu rovnu hva. Elektron sa tak dostane do
excitovaného stavu a prechadza do vysSieho energetického stavu Si, na ktorom sa nachadza
niekol’ko vibraénych hladin, elektron zotrva v excitovanom stave od desatin az po desiatky
nanosekund. [16]

Vnutorna konverzia je elektronovy prechod medzi elektronovymi stavmi s rovnakou
spinovou multiplicitou. Jednd sa o vnutorny neziarivy prechod na najniz$iu vibra¢na hladinu
prislusného excitovaného stavu (Obrazok 4. prerusovana Sipka). Od tohto prechodu moéze nastat’
viac typov emisie. Energeticky najvyhodnejsi je priamy prechod z S; na hladinu So, ktory
obecne zobrazuje fluorescenciu (Obrazok 4. zelena §ipka). Dal§im moznym prechodom do
zakladného stavu je medzisystémové kriZenie, kedy prebieha neZiariva deexcitacia zo stavu S1
do tripletového stavu T1. Tento prechod je vo svojej podstate kvantovo zakazany avsak spin-
orbitdlna interakcia je vtomto pripade natol’ko vyrazni, Ze sa tento proces stdva
pravdepodobnym. Nasledne mozu nastat’ 2 rézne posuny elektronu. Prvym je, ze dojde
k spatnému medzisystémovému krizeniu zo stavu T1 do stavu Sy, po tomto prechode nastava
oneskorena fluorescencia, td4 ma rovnaké emisné spektrum ako fluorescencia len prebehne
s casovym oneskorenim. Intenzita tohto deja je zavisla od teploty prostredia a Vv niektorych
zdrojoch sa nazyva aj tepelne aktivovana fluorescencia. Druhou moznost'ou je prechod zo stavu
T1 do stavu So (Obrazok 4. ¢ervena Sipka) kedy je emitované Ziarenie vo forme fosforescencie.
Fosforescencia moze byt’ aktivne pozorovana najma pri nizkych teplotach a v pevnych latkach.
Spektrum fosforescencie je oproti fluorescencii posunuté k vac¢sim vlnovym dizkam (Obrazok
5), je to spdsobené tym, ze energia stavu Si je vZzdy vacsia ako energia stavu T1. [19]
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ABSORPCIA FLUORESCENCIA FOSFORESCENCIA
Obrazok 5: Luminiscencné spektra [13]

2.3.2 Stokesov posun

VInova dizka excitaéného Ziarenia je prakticky vzdy kratsia ako vinové dizka emitovaného
ziarenia (Obrazok 6). Tomuto javu sa hovori Stokesov posun a prvy krat bol pozorovany G.G.
Stokesom v roku 1852. Objavu predchadzal jednoduchy experiment s chininom na slne¢nom
svetle, ktoré prechaddzalo cez modry pohar, ¢o spdsobovalo ultrafialové ziarenie. Cez tento filter
prechadzalo Ziarenie s vinovou dizkou mensou ako 400 nm. Chinin Ziarenie absorboval a to
vyvolalo fluorescenciu vyskytujicu sa pri vinovej dizke 450 nm. [16]

Z experimentu sa da posudit’, ze energetické straty medzi excitdciou a emisiou st beznym
dejom prevadzajucim fluorescenciu. Pri€in posunu je viac no hlavnou je rychly presun
Prebyto¢na vibracna energia sa takto mdze premenit’ na teplo a teda dochadza k d’al§im stratam
excita¢nej energie. [16]

Stokesov posun

< —>

Absorpcia Emisia

1 " 1 1 " 1 "
500 550 600 650 700
Vinova dizka [nm]

450

Obrdzok 6: Stokesov posun
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2.4  Fluorescentna mikroskopia

Z informacii o fluorescencii, ktoré su uvedené vyssie sa da zistit’ ako prebieha samotny dej
emisie urCitého ziarenia. No na lepsie pozorovanie bolo potrebné vymysliet’ sprostredkovatel’a,
ktory by umoznil pozorovat’ veI'mi malé objekty 'udskym okom a tym sa stal fluorescencny
mikroskop. Na beznua laboratornu pracu sa pouziva vacSie mnozstvo réznych mikroskopov.
Vsetky pracuju na inom principe, no vzdy ide o priblizenie a preskimanie drobnych preparatov.
Fluorescencia Vvtomto smere umoznuje Specifické oznacenie molekal v tkanivach,

zviditelnenie niektorych bunkovych struktur, najdenie urCitych sekvencii nukleotidov v DNA
¢i RNA. [21] [27]

Pokusy o vytvorenie fluorescenéného mikroskopu siahajii na pociatok 20 storo¢ia. Prvy
fluorescenény mikroskop vychadzal z konstrukcie mikroskopu pre UV Ziarenie no vyuzitie
tohto objavu nebolo eSte nickolko desatrodi docenené. Dalsie pokusy vyvinuli techniku
sekundarnej fluorescencie v roku 1930. O 50 rokov neskor Daniel Axelrod vytvoril metodu
excitacie vzorkou pomocou evanescentnych vin pri totalnom odraze a podarilo sa mu ziskat’

lepsie rozliSenie malych detailov. Sucasna konstrukcia fluorescenénych mikroskopov pochddza
z roku 1932 od E. Singera. [21]

2.4.1 Fluorescenény mikroskop

St zname dva rdézne typy fluorescenénych mikroskopov. Prvym znich je trans—
fluorescen¢ny, tento mikroskop osvetluje vzorky z druhej strany ako je objektiv. Svetlo
prechadza excitaénym filtrom a na preparat dopada zospodu.

Druhym, CastejSie pouzivanym, typom je epi—fluorescencny mikroskop, ktory osvetluje
vzorku cez objektiv. V tomto mikroskope musi byt zabudované dichroické zrkadlo, ktoré
odraza excitacné svetlo do objektivu a prepusta emisné svetlo do okularu. [18] Mikroskop sa
sklada z niekolkych zakladnych Casti ako je osvetlenie, dichroické zrkadlo, objektiv, filtre,
detektor (Obrazok 7).

detektor
emisny ﬁ"er
——

dichroické zrkadlo

E——
=
=
=

zdroj Ziarenia

excitacny filter

objektiv

Vzorka

Obrdzok T: Schéma priechodu Ziarenia epifluorescencnym mikroskopom [ 21]
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Osvetlenie musi byt monochromatickym svetelnym zdrojom, ktoré emituje dostatocne
intenzivne ziarenie v ultrafialovej a viditel'nej oblasti. Najcastejsie sa pouzivaja lasery. [20]

Sustava filtrov je zoradena do Specidlnej filtrovej kocky, v ktorej excitacny filter prepusta
iba svetlo, ktoré je potrebné k excitacii. Nachadza sa medzi zdrojom svetla a vzorkou. Dalsi
filter je dichroické zrkadlo, to sluzi k oddeleniu excitovaného a emitovaného svetla. Ak sa
umiestni do optickej drahy v uhle 45°, kratsie vlnové dizky odraza a dlhsie nim prechadzaju.
Jeho hlavnou prednost'ou je velka efektivita oddelenia excitaéného a fluorescencného svetla.
Utinnost’ odrazu excitaéného svetla je viac ako 90 % a u¢innost’ prechodu fluorescenéného
svetla je rovnako vicsia ako 90 %. Celkova G¢innost’ oddelenia je teda viac ako 80 %. Posledny
filter v tejto sustave je bariérovy (emisny), ten prepusta iba fluorescencné (emitované) svetlo,
¢im poskytuje cierne pozadie k fluorescencnému obrazu. Nachddza sa medzi vzorkou
a okularom. Naviac umoziuje z fluorescenéného spektra nechat’ prejst’ iba jeho ¢ast’. Vhodna
kombindcia dichroického zrkadla, exita¢ného a emisného filtra pre pouzity druh fluorochromu
je zékladom uspeSného pozorovania fluorescencnym mikroskopom alebo mikroskopom
s epifluorescenénym nastavcom. [20].

Poslednou dolezitou castou fluorescenéného mikroskopu je detektor pripojeny na software
pre obrazovu analyzu. Umoznuje spracovavat’ obrazovy vystup kvantitativnym i kvalitativnym
sposobom. [21]

2.5 Prietokova cytometria

Prietokovéa cytometria je analytickd metoda, ktora umoziuje kvalitativne a kvantitativne
sledovanie vlastnosti jednotlivych buniek. Moderné pristroje umoZznuju analyzovat’ sibezne az
okolo 15 parametrov na jednej konkrétnej bunke a preto sa pouziva aj oznafenie viacrozmerna
prietokova cytometria. [24]

Analyzacny postup tejto metddy zafina vyberom vhodného fluoroforu, tento proces je
naroény a zavisly na vel’a parametroch, napr. podl'a toho ¢i ide o viabilitu buniek alebo obsah
urcitej latky v bunke, taktieZ je potrebné zohl'adnit’ moZznu toxicitu a objem pouzitého farbiva.
Vzorka na analyzu sa najskér spraciva enzymatickou degradaciou, centrifugaciou alebo
filtraciou, aby sa vyizolovali pozadované bunky, suspenzia je potom zafarbena uz spominanym
vhodne vybranym fluorescenénym farbivom. AZ vtedy je mozné pouZit' ju na cytometriu.
Vzorka sa najskor nasaje do fluidného systému, kde okolo suspenzie preteka nosny roztok,
ktory so sebou strhava bunky a zaist'uje prietok buniek v 1 rade za sebou. Tento jav sa nazyva
hydrodynamicka fokusacia a je zobrazena na Obrazok 8. Pri vy$Som rozdiele tlakov nosnej
kvapaliny a vzorku preteka siroky prid vzorky, ak je rozdiel tlakov nastaveny na vhodny, teda
niz$i, rozdiel tak pretekd uzky tok vzorky, ¢o znamend vzdy jednu bunku v ploSnom priereze.

17



®
unkova suspenzi
®
®
®
. nosny roztok
detektor

laser / .
/ \

— (@)
! '

. )

““““

Obrazok 8: Fluidny systém prietokovej cytometrie [ 25]

Ako zdroj svetla sa v prietokovej cytometrii pouziva laser. V sti¢asnej dobe su to najcastejSie
2 lasery, jeden je modry s vinovou diZkou 488 nm a druhy &erveny s vinovou dizkou 635 nm.
Lu¢ svetla sa zameria na prietokovi komdrku a snima jednotlivé bunky oznacené fluoroforom.
Bunka cast’ svetla pohlti, Cast’ rozptyli do vSetkych smerov a Cast’ je vyziarend vo forme
fluorescencie. [24]

Dal$ou &ast'ou prietokového cytometra je optika, je to systém filtrov a zrkadiel, ktoré maju
za Ulohu zber vyziareného svetla. Na Obrazok 9 je mozné vidiet, Ze svetlo je zachytdvané v
dvoch smeroch. Senzor predného rozptylu, alebo tiez forward scatter channel (FSC), zachytava
signal v pribliznom uhle 160° od vychadzajiceho laserového luca. FSC teda poskytuje
informécie korelujuce s velkost'ou bunky a viabilitou, dokaze rozlisit’ Zivé bunky od mftvych.
Svetelny rozptyl, ktory je zachytdvany v 90° uhle sa nazyva bo¢ny rozptyl. Side scatter channel
(SSC), kandl sa skladéa zo série dichroickych zrkadiel, ktoré poskytuju informécie o ¢lenitosti
a rozmanitosti vnutorného priestoru bunky. Dichroické zrkadld st charakteristické tym, Ze
prepustaju iba Ziarenie o uréitej vinovej dizke. Zrkadlda mozu byt long pass (LP) to znamena,
e prepusta vietky vlnové dizky vyssie ako $pecifikovana vinova dizka, short pass (SP), ktoré
prepustaju vietky vinové dizky kratsie ako $pecifikovand vinova dizka alebo existuji band pass
(BP) filtre, tie prepustia len $pecifikované rozmedzie vinovych dizok. Filter byva umiestneny
v uhle 45°, cast’ dopadajuceho svetla je odrazend v uhle 90° od prichadzajaceho luca, Cast
svetla je prepustena d’alej, kde sa nachadza d’alSie zrkadlo. Pri postaveni viacerych filtrov za
sebou dochadza k rozdeleniu svetelného luca do jednotlivych farebnych fluorescencnych
kanalov. [26]

Ako detektor sa pouziva fotonasobi¢, ten ma za Ulohu znésobit’ a transformovat’ lace
viditelného svetla na elektricky impulz pozostavajuci z velkého mnozstva elektronov. Pri
dopade fotonov na fotokatédu sa uvolni velmi malé mnozstvo elektronov, tie interaguju
s elektrodami, ktoré maji povrch upraveny tak, ze dokdzu néasobit’ impulz. Tym sa uvoliuje
stale viac elektronov, dopadajii na anddu fotondsobica a vytvori sa tak meratelny elektricky
impulz, ktory sa spracovava. [30]
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Obrdazok 9: Prietokova cytometria [23]

2.6 Fluorescen¢né sondy

Latky, ktoré vykazuju fluorescenciu st nazyvane fluorofory alebo tiez fluorescencné farbiva.
Medzi takéto latky patria hlavne aromatické zluceniny, ako su polyaromatické derivaty
uhlovodikov alebo heterocyklov. Fluoreskujuce molekuly st pouZivané na vyskum fyzikalno—
chemickych, biochemickych, a biologickych systémov a delia sa na 3 skupiny. Vnutorné
fluorofory (prirodzené), vonkajSie kovalentne naviazané fluorofory (fluorescencné znacky)
a vonkajsie asocia¢né fluorofory (fluorescenéné sondy). [19]

Len malé mnoZstvo latok prirodzene fluoreskuje ako napriklad niektoré aminokyseliny
Vv proteinoch (napr. tryptofan). Vo viacésine, latky ktoré st skimané samé nefluoreskuju a je
potrebné pridat’ k nim fluorescenénu sondu alebo znacku. Vyrobe fluorescenénych znaciek
predchadza zlozitd syntéza a preto sa vo vyskume najcastejSie pouzivaju fluorescencné sondy.
Ich zakladna schopnost’ je, ze sa rozmiestnia v skimanej molekule do mikro—prostredia na
zaklade fyzikdlno—chemickych vlastnosti. Vyber vhodnej fluorescen¢nej sondy je velmi
dolezita cast’ fluorescencnej mikroskopie. Podl'a skumanej latky sa vyberd hydrofilny,
hydrofobny alebo amfifilny charakter. Rovnako zalezi aj na citlivosti sondy na jej tvare,
velkosti a fotostabilite. [16] [18]

Fluorescencné sondy sa d’alej delia na polarne, viskdzne, membranové, na sondy pre
membranovy potencial, sondy pre nukleové kyseliny a sondy na prenos energie. [18]

2.6.1 Propidium jodid

Patri k fluorescenénym znackdm, pouziva sa na stanovenie vibility buniek. Je to latka
nepriepustnd pre intaktni cytoplazmatickit membranu. Farbivo sa viaze na nukleovu kyselinu
a prejavi sa éervenou farbou. Zivé bunky sa od mftvych lidia napriklad schopnostou vylu¢ovat’,
pripadne uplne zabranit’ molekuldm prenikniit’ cez cytoplazmaticki membranu, naopak mftve

19



bunky s poSkodenou membranou tomu nedokazu zabranit' a preto sa PI nazyva sondou
membranovej integrity. Tato sonda ma uplatnenie ako v prokaryotickych tak v eukaryotickych
bunkach, ma jednoduché pouzitie a emitované svetlo je jasné. Vo vodnom roztoku ma sonda
excita¢né maximum 493 nm a emisné maximum 636 nm. [27] [29]

Manipulacia stymto farbivom by mala byt velmi opatrnad ato z dévodu moznej
karcinogénnosti. Sonda sa v bunke viaze na DNA konkrétne medzi bazami, vyber miesta
a zaradenie je nahodny. Propidium jodid(Obrazok 10) ma dobré vyuzitie ako na mechanické
pocitanie buniek, tak na fluorescen¢nti mikroskopiu alebo pri cytometrickej analyze. [27]

NH
I/CH3

N WN_CH3
' CH,

Obrazok 10: Propidium jodid [32]

2.6.2 BODIPY 493/503

Celym nazvom je to 4,4-Difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene, Obrazok 11, je to pomerne
nova skupina fluorescencnych sond. Molekula tohto farbiva obsahuje atdomy boru a ma vel'mi
dobr¢ vlastnosti. Jednou z nich je schopnost’ modifikovat’ ich molekularnu kostru, ¢o poskytuje
moznosti menit’ optické vlastnosti tohto farbiva. BODIPY ma vel'mi maly Stokesov posun
ateda vysoky fluorescenény kvantovy vytazok, tepelnu stabilitu a fotostabilitu v sonych
a pevnych stavoch. Excita¢né / emisné maximum tejto sondy je 493/503 nm. Patri k lipofilnym
sondam ¢o znamend, ze mé schopnost’ vnorit’ sa do lipidovych dvojvrstiev cytoplazmatickej
membrany a tiez d’al§ich hydrofébnych organel, napr. do PHA granul. [19] [31]

Obrézok 11: farbivo BODIPY[19]

20



2.6.3 H2DCFDA

Jedna sa 0 redukovant formu fluoresceinu, ktora sluzi ako indikator ROS v bunke, sonda
v prvom kroku difunduje do bunky. Pri vyskyte ROS sa odstiepia acetalové skupiny pomocou
intracelularnych esteraz a sonda sa oxiduje z nefluorescenénej HoDCFDA na vysoko
fluorescenény 2,7-dichlér—fluorescecin (DCF). Sonda sa pred pouzitim musi rozpustit
v DMSO alebo v ethanole, nasledne je citliva na teplo a svetlo, preto sa skladuje v tme pri 5 °C.
Excitaéné spektrum lezi vo vinovej dizke 492—495 nm a emisné spektrum lezi vo vinovej dizke
517-527 nm. [33]

Pre bunkovu analyzu sa pouziva iderivat vysSie spominanej sondy ato konkrétne
chlérmethyl derivat H.DCFDA (CM-HDCFDA). Ten vykazuje lepSiu retenciu v zivych
bunkach, kde okrem acetalovych skupin reaguje aj thiol reaktivna chlormethyl skupina
s intraceluldarnym glutationom. Nasleduje oxidécia na vytvorenie vysledného produktu, ktory
je zachyteny vo vnutri bunky a poskytuje silnt fluorescenciu. [34]

Obrazok 12: nalavo struktura fluorescencnej sondy H:DCFDA, napravo Struktira fluorescencnej
sondy CMH>DCFDA [33] [34]
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pouzité baktérie, fluorescencné sondy a ostatné pomocky

3.1.1 Pouzité baktérie

Pre tato bakalarsku pracu sa pouzivali baktérie druhu Cupriavidus necator H16, ktoré boli
ziskané z Ceskej zbierky mikroorganizmov Masarykovej univerzity v Brne. Ako kontrolny
organizmus sa pozival kmen Cupriavidus necator PHB-4, ktory bol zaktpeny v Liebnitz
Institute DSMZ-German Collection of Microorganism and Cell Cultures, Braunschweig,
Nemecko.

3.1.2 Fluorescen¢né sondy
BODIPY 493/503 (Thermo Fisher Scientific)

Propidium jodid (eBioscience)
H2DCFDA (Thermo Fisher Scientific)
CM-H2DCFDA (Thermo Fisher Scientific)

3.1.3 PouZivané pristroje
Analytické vahy, Boeco
Bezné laboratorne pomdcky a sklo
Fluorescen¢ny mikroskop, Micro Time 200, PicoQuant GmbH
Laminarny box Aura mini, Bio Air Instruments
Odstredivka, Sigma 1-14
Plynovy chromatograf GC-FID, Hewlett Packard, Series I1 5890
Koléna: DB-WAX 30 m by 0,25 mm
Prietokovy cytometer, Apogee A50, ApogeeFlow Systems
Temperovana trepacka, Heidolph unimax 1010
Termostat, LS-35
Vahy, Kern EW
Vortex, Benchmark

3.2 Kultivacia baktérii

3.2.1 ZlozZenie pouzitych medii

Pre vyrobu pevného agarového média, na ktorom boli uchovavané bakterialne kultury
a zaroven na pripravu inokula bolo pouzivané submerzné médium Nutrient Broth (NB)

ZloZenie Nutrient Broth:

Beef extract 10g- It

Pepton 10g- 17

NaCl 5g-1It

Agar 20g- It
Zlozenie inokula¢ného média:

Nutrient Broth 25¢g- It

Destilovana voda 1 000 ml
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Mineralne médium pre kultivaciu C. necator H16 a PHB-4 sa skladalo z:

KH2PO4 1,02 ¢
(NH4)2SO4 30
Na;HOP4 1119
MgSOQOs - 7H20 0,2¢g
destilovana voda 1000 ml

Roztok stopovych prvkov 1mil

ZloZenie roztoku stopovych prvkov:

FeCls 9,79
CaCl» 789
CuSOg4 0,156 g
CoCl; 0,119¢
NiCl> 0,118 g
CrCl 0,062 g
0,1 M HCI 1000 ml
Zlozenie fosfatového pufru (PBS):
NaCl 8¢
KCI 0,29
Na2HPO4 1,429
KH2PO4 0,24 ¢
destilovana voda 1000 ml

3.2.2 Agarova platia

Agarova platiia sa skladala z agaru, submerzného média NB a destilovanej vody. Pripraveny
roztok bol sterilizovany v tlakovom hrnci po dobu 60 minat. Nasledne bolo médiu
vV Laminarnom boxe rovnomerne rozliate na Petriho misky, po jeho ochladeni a stuhnuti nan
bola zaockovana bakterialna kultara. Néasledne boli Petriho misky umiestnené do termostatu na
30 °C po dobu 24 hodin. Bakterialna kultara sa uchovavala na Petriho miskach pri teplote 4 °C
a bola preockovana kazdych 30 dni.

3.2.3 Inokulum

Inokulum pre bakterialnu kultivaciu bolo pripravované do 100 ml Erlenmeyerovych baniek,
tie obsahovali 50 ml sterilného roztoku NB v destilovanej vode. Oc¢kovanie prebichalo
v sterilnom prostredi laminarneho boxu a bakterialna kultura bola niekol'kokrat prenesena
bakteriologickou kl'u¢kou z Petriho misky do inokula¢ného média. Takto pripravené inokulum
sa 24 hodin inkubovalo na temperovane;j trepacke pri teplote 30 °C a frekvencii 180 rpm.

3.2.4 Minerialne médium

Mineralne médium bolo pripravené podla receptu (bez roztoku stopovych prvkov)
a sterilizovalo sa 60 minut v tlakovom hrnci. Nasledne bolo v sterilnom prostredi pridané
0,1 ml roztoku stopovych prvkov, 5 ml roztoku fruktdzy v destilovanej vode s koncentraciou
40 g/100 ml. Na zaver sa do mineralneho média pridalo 10 ml inokula. Tento roztok bol po
dobu 78 hodin kultivovany na temperovanej trepacke pri teplote 30 °C a frekvencii 180 rpm.
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3.2.5 Navodenie oxida¢ného stresu

Pre navodenie oxida¢ného stresu boli pouzité 3 druhy latok. Peroxid vodika v jeho 30%
roztoku, ten bol priddvany do 100 ml bakteridlnej kultary, podl'a poZzadovanej koncentracie
(10 mM roztok, 100 mM roztok, 1 M roztok), nasledne bola kultira na 15 minut ponechana na
temperovanej trepacke pri teplote 30 °C a frekvencii 180 rpm.

Fentonova reakcia bola pripravena pomocou 2 mM roztoku peroxidu vodika (30% roztok)
ten bol pridany k 100 ml bakteridlnej kultary a ponechany 1 hodinu na temperovanej trepacke
pri 30 °C apri frekvencii 180 rpm. Nasledne bol pridany hexahydrat siranu Zzeleznato-
amoénneho na koncentraciu 0,1 mM.

Posledny experiment bol pripraveny pomocou hexahydratu chloridu kobaltnatého. Latka
bola pridana do 100 ml bakterialnej kultiry na koncentraciu 0,5 mM a5 mM. Roztok bol
ponechany na 10 mintt na temperovanej trepacke pri 30 °C a pri frekcencii 180 rpm.

Takto pripravené 100 ml Erlenmayerove banky, obsahujuce bakterialnu kultaru s pridavkom
reaktantu, boli d’alej pripravené na analyzu popisanu v nasledujucej kapitole.

3.2.6 Priprava vzoriek na analyzu

Vzorky na prietokovy cytometer aj fluorescencny mikroskop boli pripravované rovnakou
metoédou. Bol odobraty 1 ml kultiry, koncentracia bola upravena na 10° buniek, ktory bol
odstred’ovany po dobu 90 sekiund pri 7 000 rpm. Usadend kultira bola dva krat premyta
roztokom PBS a nasledne rovnako doplnena roztokom PBS na 1 ml. Obsah vzorku sa menil
podl'a druhu latky, ktora sposobovala oxidacny stres.

3.3 Analyza prietokovym cytometrom

Analyzovana vzorka v mikroskiimavke typu Ependorf bola vlozena do prietokového
cytometra, kde bola podla nastavenych parametrov nasata fluidnym systémom do pristroja.
Prietok bol pre vSetky merania nastaveny na 16,7 pl-min™! a objem analyzovanej vzorky bol
100 pl.

3.3.1 Farbenie vzoriek fluorescenénymi sondami

Kazda fluorescen¢na sonda vyzadovala vlastné podmienky kultivacie, ako je koncentracia,
inkubacna doba apracovna teplota. KedZe fluorescenéné sondy patria k toxickym a
mutagénnym latkam, bolo potrebné dodrziavat bezpe€nostné opatrenia ako je nosenie
ochrannych rukavic a ochranného plasta. Vsetky fluorescencné sondy st na svetle apri
laboratdrnej teplote nestabilné preto boli skladované v tme pri 4 °C. Pre tri zo Styroch pouzitych
fluorescenénych sond uz bola optimalizacia vykonand a potrebnd koncentracia sa jednoducho
pridala do vzorky. U farbiva H2DCFDA bolo potrebné vykonat optimalizaciu pouzitim
roznych koncentracii.

Fluorescenéna sonda CM ~H2DCFDA bola zriedend na koncentraciu 50pmol-ml™, pouzitim
dimethylsulfoxidom (DMSO). Nasledne bola pridana k analyzovanej vzorke do
mikroskumavky typu Ependorf podl'a Tabulka 1: Pouzité fluorescenéné sondy.
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Tabulka 1: Pouzité fluorescencné sondy

Nazov sondy Koncentr_acm Inkubac_n 4 doba Teplota inkubacie

[ul - mlI] [min]
Propidium jodid 7 15 Laboratérna teplota
BODIPY 2,5 10 Laboratorna teplota
H2DCFDA 10 10 Laboratorna teplota
CM- H2DCFDA 5 10 Laboratdrna teplota

Sonda H2DCFDA (dichlorofluoresceindiacetat) je rovnako ako CM — H2DCFDA sondou
na detekciu ROS v bunke, to znamena, ze sa pésobenim ROS dokaze premenit’ na DCF, ktory
je silne fluorescenény. Na jej optimalizaciu bol pouzity zdkladny roztok, roztok 100 krat
zriedeny a 1000 krit zriedeny. Zriedené roztoky boli pouZité v koncentracii 5 pl-ml?
a 10 pl-ml™,

3.4 Zistenie obsahu PHB v bakterialnych bunkach pomocou plynovej
chromatografie

Do plastovej skimavky bola odobrata bakteridlna kultara, t4 bola v odstredivke 2 krat
premyta destilovanou vodou a vzniknutd biomasa sa nechala vysusit’ pri 70 °C niekol’ko dni.
Zo suchej biomasy sa navazilo presne 8-10 mg, nasledne bol pridany 1 ml chloroformu a
0,8 ml roztoku 15% kyseliny sirovej v methanole s vnitornym Standardom, Kkyselinou
benzoovou. Takto pripravené vialky boli umiestnené do termostatu na 100 °C po dobu 3 hodin.
Pocas tejto doby prebehla hydrolyza PHA a esterifikacia za vzniku methylesterov.

Po hydrolyze boli neéistoty rozpustené vo vode a extrahované 0,5 ml 0,05 mol-I*! roztokom
NaOH. Po extrakcii bola odobrata chloroformova frakcia do novej vialky s chloroformom na
celkovy objem 1 ml a bola ihned” uzavreta. Meranie sa skladalo z kalibra¢nej krivky, ktora
pozostavala zo Standardnej vzorky kopolyméru P(3HB-c0-3HV) a samotnej analyzy.

Nosny plyn prechadzal stacionarnou fazou v kolone, vzorka bola pomocou injektoru
vnesena do vyhrievacieho bloku, kde dochadzalo k odpareniu, nasledne bol preneseny nosnym
plynom na kolénu. Zlozky vzorky boli separované na zéklade ich mobilite k stacionarnej faze.
Na konci kolony su latky analyzované detektorom, ktory stanovi kvalitativne a kvantitativne
zastipenie latok vo vzorke, vysledy st zobrazené na chromatograme,

3.5 Analyza fluorescenénym mikroskopom

Vzorky boli pripravené podla kapitoly 3.2.6 , k 1 ml vzorku bola pridana fluorescenéna
sonda podl'a typu merania, koncentracie boli totozné s tymi, ktoré sa pouZzivali na prietokovy
cytometer. Zafarbena bunkova suspenzia bola aplikovana na mikroskopické sklicko v objeme
priblizne 10 W1, nasledne bola fixovana 2% roztokom agardzy s teplotou pod 40 °C. Vsetky
vzorky boli pozorované na konfokadlnom mikroskope s pouzitim vodného imerzného objektivu.
Laser pouzity na exciticiu mal vinova dizku 467 nm.

25



4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Reakcia na oxidaény stres sposobeny peroxidom vodika

4.1.1 Stanovenie viability pomocou fluorescen¢nej sondy propidium jodid

Bunky kultary Cupriavidus necator boli v ramci prvého experimentu exponované peroxidu
vodika a nasledne boli podrobené analyze na prietokovom cytometre. Pre stanovenie viability
bola pouzitd fluorescenéna sonda propidium jodid, t& ma schopnost prenikat’ cez
cytoplazmatickc membranu mftvych buniek, ktoré naviac stracaju schopnost’ cudziu latku
vypudit. Na analyzu boli pouzit¢é bunky baktérie Cupriavidus necator H16
a Cupriavidus necator PHB-4.

Tabulka 2: Zobrazenie vysledkov celej analyzy, farbenie sondou propidium jodid, pomocou ktorej sa da
urcit percentudlne zastupenie zivych a mrtvych buniek. Na analyzu boli pouzité 3 vzorky pre kazdy kmer.
Prvd bola slepa vzorka, druhd s 10 mM koncentrdciou peroxidu vodika a tretia so 100 mM
koncentraciou peroxidu vodika

*SHF — Stredna hodnota fluorescencie ziskana z histogramu pre danu vzorku

% zastupenie zivych a mrtvych buniek ukazuje bunky, ktoré boli vybraté z cytogramu pre dannu vzorku,
V tomto vybere sa nachadza skupina najpodobnejsich buniek, kedze bunky boli pritomné aj mimo tento
okruh tak percentudlne zastipenie z celej vzorky nikdy nebude 100%.

Propidium jodid
Cupriavidus Koncent_récia 5 . Cerveny kanal
necator peroxidu Pocet buniek
vodika SHF* % Zivych | SHF* % mitvych

H16 slepa vz. 63 589 5 862 89,0 75911 34
H16 10 mM 134 462 5298 87,9 51814 1,2
H16 100 mM 59 869 5792 87,0 63 747 2,6
PHB-4 slepé vz. 59 529 5491 84,8 59 817 2,1
PHB-4 10 mM 70 867 6 690 83,5 49 073 14
PHB-4 100 MM 148 315 6 792 86,0 73715 3,8

4,0 3,8

3,5

3,0

3,4
2,6
2,5
2,1

2,0

1,5 1,2 14
1,

0,
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o

% mrtvych buniek

(6]

Graf 1: Na osi y je zobrazené % mitvych baktérii, farbenych viabilnou sondou PI. Na oSi X je typ
vzorku, pre oba kmene baktérie boli pouzité dve rézne koncentrdcie peroxidu vodika a jedna
kontrolna vzorka bez peroxidu
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V tabul’ke 2 je mozné pozorovat’, ze stredna hodnota fluorescencie (SHF) Zivych buniek je
ovela nizsia ako u mftvych, to je sposobené prave vlastnost'ami viabilnej sondy, ktora prenika
do mftvych buniek. Z Graf 1 je viditel'né, ze pridavok 100 mM peroxidu vodika mal vacsi vplyv
na kmen C. necator PHB-4, ked'ze vzrastlo percento mftvych buniek avsak rozdiel nie je
natol’ko zavazny. Takéto pozorovanie buniek je zat'azené odchylkami sposobenymi napriklad
rozliénym mnozstvom buniek vo vzorkéach.
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Obrdzok 13: Histogram zobrazujuci signadl z cerveného kandla u baktérii farbenych PI. Horna rada
zobrazuje rod C. necator H16 a dolna rada rod C. necator PHB-4. (4), (D) kontrolné vzorky, (B), (E)
pridavok 10mM peroxidu vodika, (C), (F) pridavok 100mM peroxidu vodika. Vysoky pik nalavo
zachytava zivé bunky.

4.1.2 Stanovenie pomocou fluorescen¢nej sondy BODIPY 493/503

Farbenie lipofilnou fluorescen¢nou sondou BODIPY sa pouziva k analyze intracelularnych
granil PHA. Sonda sa viaze na hydrofilné PHA granule, t0 znamend, ze baktérie
C. necator H16 obsahujuce PHA budu vykazovat’ ovela vyssiu stredni hodnotu fluorescencie
ako C. necator PHB-4, ktory granule PHA neobsahuje.

Analyza vzoriek pomocou lipofilného farbiva BODIPY bola vykonana na rovnakom type
vzoriek ako analyza PI. Pre baktérie C. necator H16 bolo pozorované, ze strednd hodnota
fluorescencie bola najvyssia u vzorky Cistych buniek a s pribtidajucou koncentraciou peroxidu
vodika sa znizovala. To mohlo byt spésobené postupnym zniZovanim intracelularnych PHA
V bunkach pdsobenim peroxidu vodika.
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Obrazok 14: Prvé dva rady obrazkov zachytavaju bunky C. necator H16, k tym je prilozeny aj histogram
zo zeleného kandla, vzorky (A),(B) ukazuju vyssi pik nalavo ale i druhy, menej zretelny pik napravo. To
naznacuje vyskyt subpopuldcie. Posledny rad vzoriek (D,E,F) predstavuje kmen C. necator PHB-4,
U ktorého sa subpopuldcia nevyskytovala a preto histogramy nie su prilozené.

Obrazok 14 zobrazuje okrem posobenia peroxidu vodika na bakteridlnu kultiru i zdznamy
z cytogramov. Na osi X a y sa nachadza veli¢ina SALS ( small angle light scatter) , ktora je
zachytavana zo senzoru predného rozptylu a hovori o velkosti buniek. V dosledku toho je
bakteridlny kmen C. necator H16 vyssie vpravo pretoze vd’aka obsahu PHA st jeho bunky
vicsie. V prietokovej cytometrii sa pracuje aj s druhou veli¢inou, ktorou je LALS (large angle
light scatter), ta je zachytdvand zo senzoru bo¢ného rozptylu a poskytuje informacie o vnutorne;j

Clenitosti bunky.
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Graf 2: Zobrazenie vlastnosti lipofilného zeleného farbiva BODIPY,

1355

1818

la PHB-410 MM PHB-4 100 mM

prvé tri vzorky zobrazuju pokles

strednej intenzity fluorescencie u baktérii C. necator HI6, ktoré obsahujii granule PHA. Dalsie tri

vzorky zobrazuju nizku SHF pre baktérie C. necator PHB-4.
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Na Graf 2sa daja pozorovat 2 rozne veci. Prvou je fakt, ze bakteridlna kultara, ktord
neobsahuje PHA ma niekol’konasobne nizsiu strednu hodnotu fluorescencie. To je spdsobené
lipofilnou sondou BODIPY, t4 sa viaze na hydrofobne Casti bunky, ktorych ma C. necator H16
vyrazne viac v podobe povrchu kazdej PHA granule a preto poskytuje vysoka hodnotu SHF,
tak C. necator PHB-4 ma lipofilnu ¢ast’ zastupenu najviac na cytoplazmatickej membrane
bunky a okrem nej sa v bunke nachadza len malo ogranel, na ktoré by sa farbivo mohlo
naviazat'.

Druhé vec pozorovana na Graf 2 je vyrazny pokles SHF po pridani peroxidu vodika. Dej,
ktory sa odohral zatial’ nie je jednoznaéne popisany. Cast’ graniil PHA mohla byt’ spotrebovana
bunkou na odburanie ROS, no pri porovnani s plynovou chromatografiou (kapitola 4.1.4) je
viditeI'né, ze bunka nie je schopnd spotrebovat’ az tak vyraznu c¢ast PHA grantl. Je mozné, Ze
peroxid vodika mohol sposobit’ prechod granil z amorfného do krystalického stavu ato
nasledne ovplyvnilo dostupnost PHA grantl pre fluorescenénti sondu avsak tato teoria si
zasluzi d’alSie experimentalne skimanie, ktoré je nad ramec tejto bakalarskej prace.

Tabulka 3: Hodnoty odpovedajiice ku Graf 2

. . zeleny kandl

Vzorka Pocet bunick Stredna hodnota fluorescencie % buniek
H16 kontrola 114 470 278 082 93,2
H16 10 mM 236 939 79 573 90,4
H16 100 mM 74 198 23 070 93,6
PHB-4 kontrola 75 139 1 664 94,0
PHB-4 10 mM 80 417 1 355 92,1
PHB-4 100 mM 75 359 1818 93,4

4.1.3 Analyza poésobenia peroxidu vodika fluorescenénou mikroskopiou

Vzorky merané na prietokovom cytometre boli podrobené i analyze na fluorescenénom
mikroskope, obrazok zobrazuje Standardnt podobu buniek C. necator H16 nalavo v ktorej st
viditeI'né PHB granule. Na pravej strane je podoba C. necator PHB-4, ktora granule neobsahuje.
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Obrazok 15: Na lavej strane sa nachadza snimka baktérie C. necator H16 vystavenda
posobeniu 100mM roztoku peroxidu vodika, V ktorej su viditelné PHB granule. Napravo
baktéria C. necator PHB-4 v rovnakych podmienkach.
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4.1.4 Stanovenie obsahu PHB v bakterialnych bunkach

Obsah PHB bol stanoveny V susine. Z produkéného média bolo odobraté 10 ml, biomasa
bola premyta, centrifugovana a nasledne vysu$ena do konstantnej hmotnosti. Dalej bolo &o
najpresnejSie navazenych 10 mg biomasy, esterifikovanych a nasledne prebehla extrakcia, kde
sa na stanovenie plynovou chromatografiou pouzila chloroformova frakcia.

Na stanovenie plynovou chromatografiou boli pouzit¢ 3 vzorky, C. necator H16 Ccista
kultira, buneéna suspenzia obsahujica 10 mM roztok peroxidu vodika a 100mM roztok
peroxidu vodika. Najvacsi vyskyt PHB sa predpokladal u baktérii ktoré neboli vystavené
oxidaénému stresu a to sa potvrdilo aj meranim. Dalgie 2 vzorky uZ obsahovali o niekol’ko
percent mensi obsah PHB, da sa predpokladat’, Ze baktérie spotrebovali ¢ast PHB ako zdroj
energie pri odburavani ROS no rovnako je mozné, Ze tento rozdiel nie je Statisticky vyznamny
a jednd sa len o odchylku.
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Graf 3: Percentudlne zastupenie PHB V bakterialnych bunkach C. necator H16.

4.1.5 Analyza stresovej odpovedi buniek v ¢ase

Bunky boli vystavené pdsobeniu peroxidu vodika v koncentracii 100 mM a boli podrobené
analyze na prietokovom cytometre v ¢asovych intervaloch od 30 min az do 24 hodin. Ako
fluorescen¢na sonda bola pouzita latka propidium jodid. Graf 4. nizSie zobrazuje zavislost’
poctu zivych buniek na ¢ase. Na prvy pohlad je mozné pozorovat, Ze percentualne zastipenie
zivych buniek je vyssie u baktérii C. necator H16. Dalej je vidno podobny priebeh krivky pre
oba rody baktérii, napr. po 90 minutach vyrazne kleslo mnozstvo zivych baktérii, o moze
znadit’ &as dokedy boli baktérie vystavené oxidaénému stresu a teda obsahovali ROS. Dalsi
priebeh krivky naznacuje, ze bunkovy metabolizmus sa obnovil az na povodné hodnoty, pretoze
percento zivych buniek zaCalo vyznamne stapat. Taktiez po niekolkych hodinach sa
Vo vzorkach uz nenachadzal peroxid vodika, bunky sa zacali delit’ a nové bunky neboli pod
vplyvom oxida¢ného stresu.
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Graf 4: Zobrazenie zavislosti percentudlneho zastupenia zZivych buniek v case pri pésobeni 100 mM
roztoku peroxidu vodika

4.1.6 Posobenie vysokej koncentracie peroxidu vodika na bakterialne bunky

Standardné koncentracie peroxidu vodika v tejto bakalarskej praci boli 10 mM roztok
a 100 mM roztok. Tato kapitola rozobera vzorky s 1 M roztokom peroxidu vodika.
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Graf 5: Percentudine zastipenie zZivych buniek oboch kmeiiov, zafarbené propidium jodidom

Graf 5a 6 zobrazuju percentualne zastipenie zivych a mftvych buniek, ktoré boli vystavené
posobeniu peroxidu vodika. Je mozné pozorovat’, ze vysSia koncentracia peroxidu vodika
sposobila vyrazny pokles viability buniek. Pri 100 mM roztoku bolo viac mftvych buniek
u zafarbeného roztoku ato z dévodu, ze PI prenikd cez membrany mitvych buniek.
Nezafarbeny 1M roztok mal rovnaké vlastnosti ako nizsia koncentracia peroxidu vodika
a pridavkom viabilnej fluorescencnej sondy bol viditeI'ny narast mrtvych baktérii na ktoré sa
naviazalo farbivo, zvysila sa tak stredna hodnota fluorescencie. U vzoriek je viditelné, ze
C. necator H16 mé vzdy vyssie zastipenie zivych buniek a teda je aj ovel'a odolnejsi vo¢i ROS.
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Graf 6: Percentudlne zastupenie mrtvych buniek oboch kmernov, zafarbené propidium jodidom pri
poucziti 100 mM roztoku peroxidu vodika a 1 M roztoku peroxidu vodika

Tabulka 4: Hodnoty namerané prietokovym cytometrom pre 100 mM a IM roztok peroxidu vodika,
pouzitim viabilnej fluorescencnej sondy, propidium jodid. Tabulka obsahuje zafarbené vzorky, uddva
ercentudlne zastupenie Zivych buniek a strednu hodnotu intenzity fluorescencie (SHF).

C. necator H16 C. necator PHB-4
Koncentracia Pritomnost’ % buniek SHE % buniek SHE
peroxidu vodika sondy
100 mM Pl 86,5 7766 80,2 7280
1M Pl 85,4 7918 78,3 7427

4.2 Optimalizacia fluorescen¢nej sondy HZDCFDA

Pre nasledujuce meranie s pouzité fluorescencné sondy a H2ZDCFDA (d’alej oznaované
ako B1) a CM-H2DCFDA ( d’alej oznacované ako B2), druha sonda uz bola na cytometricku
analyzu optimalizovana. Tieto fluorescencné sondy su chemicky redukované formy
fluoresceinu, ktoré slizia na detekciu ROS v bunkach.

Tabulka 5: Hodnoty namerané prietokovym cytometrom pre rozne koncentrdacie fluorescencnej sondy

H2DCFDA pri optimalizacii

Cupriavidus Riedenie Pridany | stredna hodnota | koncentracia| pocet

necator objem [ul] | fluorescencie [ng /ml] buniek/ml
H16 — 0 30604 0 3161 000
PHB-4 — 0 31788 0 4 267 000
H16 koncentrovana 5 91322 0,025 4 607 000
H16 100 krat 5 28290 0,00025 4 261 000
H16 100 krat 10 28340 0,0005 5071 000
H16 1000 krat 5 27857 0,000025 | 1522000
H16 1000 krat 10 32802 0,00005 5436 000
PHB-4 koncentrovana 5 118417 0,025 1830 000
PHB-4 100 krat 5 31439 0,00025 1 456 000
PHB-4 100 krat 10 31126 0,0005 1 567 000
PHB-4 1000 krat 5 32576 0,000025 | 1516000
PHB-4 1000 krat 10 35286 0,00005 1 550 000
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Graf 7:Zavislost strednej hodnoty fluorescencie na koncentrdcii farbiva vo vzorku pri optimalizacii
fluorescencnej sondy H2DCFDA.

Na optimalizaciu bola pouzita bakterialna suspenzia, ktora bola vrstvena 100mM roztok
peroxidu vodika. V grafe je mozné vidiet, Ze s rastucou koncentraciou farbiva rastie aj SHF
vzorku, pri koncentracii 10ul/ml 1000 krat zriedeného farbiva sa nachadza maximalna hodnota
fluorescencie, d’alSim priddvanim farbiva dochadza k tzv. samozhasaniu, ¢o je zhaSanie
fluorescenc¢nej sondy sebou sama pri nadbytocnej koncentracii fluorescencnej sondy.

4.2.1 Analyza vplyvu oxida¢ného stresu na bakteriilne bunky pomocou fluorescencnej
sondy CM-H2DCFDA a H2DCFDA

Tato kapitola sa venuje popisu posobenia fluorescenénej sondy H2DCFDA
a CM- H2DCFDA na bakterialne bunky a detekcii ROS v bunkach poésobenim rdznych
koncentrécii peroxidu vodika.
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Graf 8: Zavislost strednej hodnoty fluorescencie na type vzorky. Sii to vzorky bez pridavku peroxidu
vodika a s dvomi koncentraciami peroxidu vodika. Vsetky typy vzoriek boli merané nezafarbené
a zafarbené sondami H2DCFDA (B1) a CM-H2DCFDA (B2).
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i
Obrdzok 16: Obrdzok zachytdva histogramy rovnakych vzoriek, ale s pouzitim 2 réznych farbiv.
Vrchny obrazok vidy Bl a spodny obrazok B2. (A) C. necator H16, (B)C. necator H16 10mM
peroxid vodika, (C) C. necator H16 100mM peroxid vodika, (D -F) zachytava C. necator PHB-
4 v rovnakej postupnosti ako (A-C).

Graf 8 sa da rozdelit’ do niekol’kych sektorov. Prvé tri vzorky zobrazuju bakterialnu kultiru
bez pridania peroxidu vodika, je viditeIné ze hodnoty SHF su si u buniek C. necator H16
a C. necator PHB-4 vel'mi podobné. Stvrta a siedma vzorka ukazujii velmi podobné vlastnosti
pretoze sa jedna o nezafarbené vzorky.

VyraznejSie rozdiely sa nachadzaju pri vzorkach, ktoré boli vystavené peroxidu vodika
a nasledne zafarbené fluorescen¢nou sondou. Narast SHF v tomto pripade ukazuje na zvySeny
vyskyt ROS v bunkach. Vo vsetkych pripadoch ukazuji bunky C. necator PHB-4 vicsi vyskyt
ROS, to je pravdepodobne spdsobené absenciou PHA granul.

4.3 Fentonova reakcia

Fentonova reakcia bola prevedend pomocou hexahydratu siranu Zeleznato-amonneho
(100 mM roztok) a peroxidu vodika (2 mM roztok). Pouzité koncentracie boli Cerpané
z odbornej literatury, no bakteridlna kultira je voc¢i samotnému peroxidu vodika natolko
odolna, ze malé koncentracie pouzité pri experimente nedosahovali pozadovany efekt. [35] [36]
[37]

Z toho je mozné usudit, Ze tento typ reakcie musi mat optimalizované koncentracie
zeleznatého 16nu a peroxidu vodika alebo celkovo nie je vhodny pre bakteridlnu kulttru
Cupriavidus necator. Fentonova reakcia sa pouziva napriklad pri degradacii farmak
v ekosystéme.
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Tabulka 6: Analyza Fentonovej reakcie pri pouziti 2 mM roztoku peroxidu vodika a siranu Zeleznato-
amonneho. Pouzité fluorescencné sondy H2DCFDA (B1) a CM—-H2DCFDA (B2).

Pocet Pocet
Vzorka PHB-4 SHF buniek/ml | Vzorka H16 SHF buniek/ml
slepa vzorka 21858 | 7343000 | slepavzorka 22217 10923000
slepa vzorka B1 22485 | 11939000 | slepdvzorka Bl 22061 9418000
slepa vzorka B2 29632 | 14568000 | slepd vzorka B2 22533 2816000
2mM 22403 | 16367000 | 2 mM 20193 12506000
2 mM B1 21227 | 14085000 | 2 mM B1 20725 10629000
2 mM B2 22217 | 13955000 | 2 mM B2 23619 2674000
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Graf 9: Zavislost SHF na réznych typoch vzoriek pri prevedeni Fentonovej reakcie
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a pri analyze samostatnej vzorky bez pridania latok vyvolavajucich oxidacny stres

4.3.1 Analyza Fentonovej reakcie fluorescenénou mikroskopiou

Analyza buniek pod fluorescenénym mikroskopom poskytuje informacie o tvaroch bunky,
0 velkosti a 0 dobre Zivota fluorescencie. Pod mikroskopom je mozné pozorovat’ jednotlivé

bunky no je vel'mi naro¢né rozlisit’ vplyv oxidacného stresu. Vyraznym znakom, ktory mozno
pozorovat' je, ze doba zivota fluorescencie je ukmena C. necator PHB-4 nizsia ako
U pévodného granule tvoriaceho kmena.
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Obrazok 17: Analyza C. necator H16 (A) Slepd vzorka, horny obrazok
nezfarbend, dolny obrazok je zafarbeny fluorescencnou sondou CM-
H2DCFDA, (B) vzorky vystavené Fentonovej reakcii, horny obrdzok bez
farby, dolny obrazok zafarbeny.
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Obrazok 18: Analyza C. necator PHB-4 (A) Slepa vzorka, horny obrazok
neofarbend, dolny obrazok je zafarbeny fluorescencnou sondou CM-
H2DCFDA, (B) vzorky vystavené Fentonovej reakcii, horny obrazok bez
farby, doiny obrdzok zafarbeny.
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4.4 Oxidacny stres vyvolany hexahydratom chloridu kobaltnatého

Tato kapitola sa zaoberda posobenim hexahydratu chloridu kobaltnatého na bakterialnu
kultaru. Sledované vzorky sa liSili koncentréciou tejto latky, pozorovanym javom bol pocet
buniek vo vzorke a strednd hodnota intenzity fluorescencie, ktord bola po pridavku
fluorescenc¢nej sondy ovplyviiovana vyskytom ROS.

Vybrana nizSia koncentracia hexahydratu CoClz bola zvolend podl'a odborného ¢lanku.
Nasledne 10 nasobné koncentracia bola zvolend po predchadzajicej skusenosti s Fentonovou
reakciou, kedy boli bunky natol’ko odolné, ze vplyv oxidacného stresu bol minimalny. Po
zmerani bola najvyssia strednd hodnota fluorescencie namerand pri koncentracii 0,5 mM.
Dovodom mohlo byt rozlozenie, oslabenie funkcie alebo porucha priepustnosti pre
fluorescenéné sondy. [38]

Tabulka 7: Vysledky analyzy z prietokového cytometra za pouzitia latky haxahydratu CoCly; ako

povodca oxidacného stresu. Vzorky boli farbené fluorescencnymi sondami H2DCFDA (B1) a CM-
H2DCFDA (B2).

H16 PHB-4
Vzorka CoIC()(I)zn-zilllztga[crlrzl‘M] pocet/ml SHF pocet/ml SHF
Slepa vzorka 0 4 589 000 21710 5093000 | 42164
Slepa vzorka B1 0 4 891 000 31 608 5999 000 | 52035
Slepa vzorka B2 0 3910 000 31 652 2185000 | 37676
Bez sondy 0,5 3592 000 27 646 2267000 | 38073
Bl 0,5 5234 000 32 345 2738000 | 70110
B2 0,5 57 903 000 23 213 3075000 | 92245
Bez sondy 5 5023 000 26 964 3432000 | 36139
Bl 5 4 587 000 31098 1936 000 | 48200
B2 5 1248 000 27 851 5554 000 | 45427

Lepsie vysledky ukazovala fluorescencnd sonda CM—-H2DCFDA, to potvrdilo teoretické
vedomosti o tejto sonde. Pri zvySenej koncentréacii hexahydratu CoClz bola stredna hodnota
fluorescencie znovu nizsie. Preto bolo potvrdené, Ze nizsia koncentracia latky vykazovala lepSie
podmienky pre meranie ROS v bunke. Bunky, ktoré obsahovali ROS ale neboli zafarbené
fluorescen¢nou sondou ukazovali rovnaké hodnoty SHF ako nestresované bunky, pretoze prave
fluorescenc¢na sonda sa po reakcii v bunke naviaze na ROS dokéze ich detekovat'.
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Graf 10: Zavislost SHF na druhu vzorku.

4.4.1 Mikroskopicka analyza buniek po posobeni hexahydratu chloridu kobaltnatého
Vysledky z fluorescenéného mikroskopu by mohli ukazovat’ na poruchu priepustnosti alebo
ucinnosti fluorescencnej sondy nakol’ko meranie na prietokovom cytometre ukazalo, ze vacsi
vyskyt ROS je vbunkach obsahujicich 0,5 mM roztok CoCl-6H,O. Oproti tomu na
fluorescenénom mikroskope mali kratSiu dobu Zivota fluorescencie baktérie, na ktoré sa
posobilo 10 nasobnym mnozstvom latky. Konkrétne je to priemerna dizka doby Zivota pre
nizsiu koncentraciu tau= 4,09 ns a pre vyssiu koncentraciu tau= 3,95 ns. Dalo by sa teda
domnievat, ze baktérie obsahujice 5 mM roztok CoCIl-6H20 boli poskodené viac, ale
fluorescen¢né sonda nebola pre tato latku vhodne zvolena. Z toho dévodu nie je zrejmé ktora

A4

koncentracia sposobovala vyssi vyskyt ROS v bunke.

Obrazok 19:Vysledky z fluorescencného mikroskopu zachytavajiice posobenie chloridovych ionov. (A)
C. necator H16 vystanoveny 0,5mM roztoku CoClo,-6H,0 horny obrdzok je vzorka nezafarbena a dolny
obrazok vzorka zafarbend fluorescencnou sondou H2DCFDA. (B) C. necator HI6 vystanoveny SmM
roztoku CoCl,-6H-0, (C) C. necator PHB-4 vystanoveny 0,5mM roztoku CoCl,-6H,0, (D) ) C. necator
PHB-4 vystanoveny SmM roztoku CoClz-6H,0
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5 ZAVER

Pre zistenie zivotaschopnosti buniek bola pouzitd fluorescenénd sonda PI, ktord ma
schopnost’ prechadzat’ cez porusent cytoplazmatickic membranu mftvych buniek a nedokaze
prejst’ cez membranu zivych. Vd’aka tomu bolo urcené percentudlne zastiipenie mftvych buniek
po posobeni peroxidu vodika v r6znych koncentracidch. Najvyssie percento mftvych buniek sa
ukazalo v 100 mM roztoku peroxidu vodika v bakterialnej kultire C. necator PHB-4. Kmen
tvoriaci granule PHA vykazoval vysSiu odolnost. AvSak rozdiely viability u oboch kultar
neboli nijako zésadné a celkovo sa zdd, ze je bakteridlna kultira voci pésobeniu peroxidu
vodika do vel'kej miery rezistentna.

Pouzitie hydrofobnej fluorescen¢nej sondy BODIPY detekovalo najvécsie zastupenie PHA
granul v bunke, na ktoru sa nepdsobilo Ziadnym oxidacnym stresom. Po pridavku peroxidu
vodika sa SHF vyrazne znizila. Mala ¢ast’ granil mohla byt spotrebovana pri ochrane voci
ROS. Pokles bol ale natol’ko vyrazny, Ze v bunke museli prebiehat’ eSte iné, nedostatocne
popisané deje — ponuka sa napriklad Ciastocna krystalizacia PHA granul, ktord mohla tiez
spdsobit’ pokles fluorescencie. Pozorovany efekt by mohol byt nametom pre d’al$iu laboratornu
¢innost’. Kmen neschopny tvorit’ granule mal len vel'mi mali hodnotu SHF prave z dovodu, Ze
farbivo sa viazalo vo velkej miere len na ich cytoplazmatickii membranu.

Analyza plynovou chromatografiou potvrdila, ze bunka moéze obsahovat vysoké
percentudlne zastupenie PHA na suchii hmotnost’ bunky. Bolo to konkrétne 71,7 % pri Cistej
bakterialne kulture. Po pridavku peroxidu vodika sa obsah PHA v bunke znizil o priemerne 5%.
Tieto granule boli bunkami spotrebované ako zdroj energie a uhlika pri odbtravani ROS.

Pdsobenie peroxidu vodika bolo analyzované aj v asovanom merani, ktoré ukazalo prvotny
pokles Zivotaschopnosti buniek no po 24 hodinach sa dalo pozorovat, Ze Zivotaschopnost
bakterialnej kultary sa obnovila na pévodné hodnoty

Pri zisteni nakol'ko odolné st bunky vo¢i oxidaénému stresu bol pouzity 1 M roztok
peroxidu vodika, ktory len potvrdil vysSiu odolnost’ bakteridlneho kmena C. necator H16.
Hodnoty SHF boli bez pouzitia fluorescencnej sondy podobné u vSetkych vzoriek. PI detekoval
pritomnost’ mftvych buniek.

Pre detekciu ROS v bunke boli pouzité fluorescencné sondy H2DCFDA a CM-H2DCFDA.
Sonda H2DCFDA bola pre meranie optimalizovand a bolo uréené idedlne mnoZzstvo pre
farbenie bakterialnej kultary. Pouzilo sa 10 gl 1000 krat zriedeného farbiva. Vyssie
koncentracie farbiva uz spdsobovali samozhésanie fluorescencie.

Ako lepsie farbivo na detekciu ROS sa ukdzalo CM—H2DCFDA, ktoré¢ ukazovalo vysSie
hodnoty SHF ako H2DCFDA. A pri posobeni 100 mM peroxidu vodika bol vyssi vyskyt ROS
V bakteridlnom kmeni C. necator PHB-4.

Fentonova reakcia bola testovana ako G¢inny prostriedok pre vytvorenie ROS v bunke, ale
nakol’ko boli pouzité nizke koncentracie peroxidu vodika a kationu kovu tak bol vysledny efekt
minimalny a bunky boli schopné pripadné ROS odburat’.

Pridanie hexahydratu chloridu kobaltnatého ukéazalo vyskyt ROS v 0,5 mM roztoku.
Pridavok 10 nasobného mnozstva tejto latky prekvapivo neukazoval takmer ziadny vyskyt
ROS, dovodom mohlo byt samozhésanie fluorescencnej sondy.
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DMSO
DNA
LALS
MES
NB
PBS
PHA
PHB
Pl
ROS
SALS
SHF

Dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina
Large angle light scatter
Roztok stopovych prvkov
Nutrient Broth

Fosfatovy pufor
Polyhydroxyalkano4t
Polygydroxybutyrat
Propidium jodid

Reaktivne formy kyslika
Small angle light scatter
Stredna hodnota fluorescencie
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