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CÍLE PRÁCE 

Teoretická část: 

Vypracování literární rešerše na téma metodiky lyžování buněk sinic a postupů extrakce 

proteinů a j iných biomolekul 

Praktická část: 

Použít několik vybraných postupů k extrakci proteinů ze sinice Synechococcus za účelem 

porovnání 

Stanovit koncentraci proteinů v extraktech a zhodnotit proteinové složení vzorků pomocí 

gelové elektroforézy 



1 ÚVOD 

Sinice jsou prakticky všudypří tomné autotrofní organismy, které se řadí mezi gram-

negativní prokaryota. Jsou schopné fotosyntézy, díky které přispěly k vytvoření aerobní 

atmosféry na Zemi. Sinice nabízí velké množství potenciálně užitečného intracelulárního 

obsahu. Hlavní dominantouje jejich vysoký obsah proteinů. Morfologicky j sou jednotlivé 

druhy značně rozdílné. Jejich spojujícím prvkem je silná a odolná buněčná stěna (BS), 

skládající se z několika vrstev. 

Právě odolná B S je hlavní překážkou při zisku požadovaného buněčného obsahu. Jako 

možná řešení se nabízí rozmanitá množství lyzačních a extrakčních metod, z nichž každá 

přináší své výhody i nevýhody. Mez i rozhodující faktory při výběru vhodné metody patří 

charakter požadované látky, její stabilita, množství dostupného buněčného materiálu, 

vybavení laboratoře a v neposlední řadě také časová a finanční náročnost. 
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1 Sinice - Cyanobacteria 

Sinice patří mezi gram-negativní prokaryotní organismy, jež jsou schopné produkovat 

kyslík fotosyntézou, která se řadí mezi rostlinný typ (Kalina & Váňa, 2005). Díky své 

přizpůsobivosti na okolní prostředí j sou prakticky všudypří tomné a jsou schopné obývat 

všechny biotopy (Gaysina et al., 2019), včetně pouští a polárních oblastí (Kalina & Váňa, 

2005). M e z i hlavní přednosti sinic, díky kterým se tolik rozšířili, patří nadstandardní 

tolerance nízké hladiny kyslíku a volných sulfidů, schopnost anaerobní fotosyntézy 

a silná tolerance ultrafialového záření (Gaysina et al., 2019) i extrémních hodnot p H 

(Kalina & Váňa, 2005). Sinice taktéž sehrály zásadní roli v historii života naší planety. 

Díky nim došlo před zhruba 2 miliardami let k přeměně anaerobní atmosféry na aerobní 

a k obecnému rozvoji života na Zemi (Berman-Frank et al., 2003; Kal ina & Váňa, 2005). 

Ač jsou současné sinice velmi podobné svým fosilním předchůdcům, mají odlišné 

genetické informace (Castenholz, 1992). 

Udržitelnost a obnovitelné zdroje jsou populární témata a s nimi souvisí snaha využít 

mikroorganismy k udržitelné produkci chemických látek. M e z i vhodné organismy patří 

mimo j iné také sinice (Desai & Atsumi, 2013), které jsou schopné produkovat velké 

množství užitečných látek (Abed et al., 2009; Ducat et al., 2011). Velký zájem budí taktéž 

jejich vysoký obsah proteinů v sušině (10-47 %) (Field et al., 2017). Např. Arthrospira 

maxima obsahuje dokonce až 60-70 % proteinů (Belay et al., 1993; Teuling et al., 2017) 

a spolu s dalšími druhy patří mezi populární potravinové doplňky (Abed et al., 2009). 

2.1.1 Morfologie 

Sinice vykazuj í značnou morfologickou rozmanitost mezi j ednotlivými druhy. Mohou být 

jednobuněčné nebo vláknité, žít osamoceně nebo v koloniích. U vláknitých sinic může 

být pravé i falešné větvení. Velikost jednobuněčných vegetativních buněk je v širokém 

rozmezí od 0,4 um až do 40 um, zatímco vláknité sinice Oscillatoria mohou mít i 100 

um v průměru (Whitton & Potts, 2002). Sinice mohou být monoploidní i polyploidní 

(Griese et al., 2011). Díky obrovské přizpůsobivosti j sou schopné proměňovat své znaky 

na základě okolního prostředí (Kalina & Váňa, 2005). 
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Glykokalyx 

Vněj ší membrána 

Vrstva peptidoglykanu 

Plazmatická membrána 

Membrána thylakoidu 

Obr. 1: Model buněčné stěny sinice. Převzato a upraveno podle (Gantt, 1994). 

2.1.1.1 Buněčná stěna 

Sinice mají komplexní B S skládající se z několika vrstev (Hoiczyk & Hansel, 2000). Její 

schéma je zobrazeno na obrázku (Obr. 1). N a povrchu buňky je vnější plášť složený 

z exopolysacharidů a jednoho druhu často glykosylovaných proteinů, která se označuje 

jako S-vrstva (Hoiczyk & Hansel, 2000). Lze se setkat s více názvy jako je glykokalyx, 

pochva nebo sliz (Adams & Duggan, 1999; Kal ina & Váňa, 2005). Následuje vnější 

membrána obsahující různé transportní kanálky (Hoiczyk & Hansel, 2000). Kanálky mají 

v průměru 5-13 nm a patří mezi ně například porinové kanály, které difúzí zajišťují 

výměnu iontů nebo malých molekul s okolním prostředím (Adams & Duggan, 1999; 

Kal ina & Váňa, 2005). Mez i vnějším a vnitřním periplazmatickým prostorem se nachází 

vrstva peptidoglykanu (Hoiczyk & Hansel, 2000). Poslední vrstvou je semipermeabilní 

cytoplazmatická membrána ( C M ) (Gantt, 1994). 

Peptidoglykan (murein) je specifická esenciální struktura B S pro sinice a bakterie 

umístěná na vnější straně C M (Rogers et al., 1980; Vollmer et al., 2008a). Její úlohou je 

mechanická ochrana buňky a díky své tuhosti udává také její tvar (Gantt, 1994). Narušení 

syntézy peptidoglykanu nebo jeho degradace např. lysozymem ( Enzymová lýza) vede ke 

ztrátě struktury a buněčné lýze (Vollmer et al., 2008a). Samotný peptidoglykan se skládá 

z vláken glykanu zesíťovaných krátkými peptidy (Rogers et al., 1980). Glykanová vlákna 

jsou složena z iV-acetylglukosaminu a jV-acetylmuramové kyseliny, navzájem spojené P-

1,4 glykosidovou vazbou (Vollmer et al., 2008a). 

3 



A B 

Obr. 2: Srovnání buněčných obalů sinice P. uncinatum (A) a bakterie E. Coli (B). 
1 - vnější vrstva (S-vrstva a exopolysacharidy), 2 - vnější membrána, 3 - peptidoglykanová 
vrstva, 4 - plazmatická membrána. Převzato a upravenou podle (Hoiczyk & Hansel, 2000). 

Vrstva peptidoglykanu je u jednobuněčných sinic jako např. Synechococcus silná okolo 

10-15 nm (Golecki, 1977; Samuel et al., 2001). Mez i sinicemi lze najít druhy, které mají 

vrstvu silnější. Vláknité sinice mají 15-35 nm peptidoglykanu (Hoiczyk & Baumeister, 

1995), což by odpovídalo spíše gram-pozitivnímu zařazení (Jürgens et al., 1983). Mnoho 

gram-pozitivních bakterií má peptidoglykanovou vrstvu o síle 20-40 nm (Hoiczyk & 

Hansel, 2000). Sinice Oscilatoria princeps se vyznačuje extra mohutnou vrstvou, která je 

300-700 nm silná (Hoiczyk & Baumeister, 1995). B S sinic se i přesto považuje za gram-

negativní, zejména díky přítomnosti vnější membrány. Sinice mají vyvinutou unikátní 

organizaci B S , která neodpovídá typickému gram-pozitivnímu nebo gram-negativnímu 

uspořádání. I hustota zesíťování mezi jednotlivými vlákny peptidoglykanu je výrazně 

vyšší, než lze najít u většiny gram-negativních bakterií. (Jürgens et al., 1983). Srovnání 

stavby B S sinice Phormidium uncinatum a bakterie Escherichia coli je na obrázku (Obr. 

2). 

2.1.1.2 Stavba protoplastu 

V buňce sinice lze rozlišit dva typy cytoplazmy: na povrchu výrazněji zbarvenou 

chromoplasmu s thylakoidy a ve středové oblasti buňky světlejší centroplasmu, kde se 

nachází kruhová molekula D N A , ribozomy, granule obsahující zásobní látky, plynové 

vezikuly a další plazmatické struktury (Kalina & Váňa, 2005). Molekula D N A j e často 

obsažena ve více kopiích, přičemž počet molekul je velmi variabilní. Monoploidie je 

u sinic vzácná (Griese et al., 2011). Cytoplazma sinic obsahuje také plazmidy, krátké 

cyklické molekuly D N A , které buňce poskytují dodatečné vlastnosti díky své genetické 

informaci (Kalina & Váňa, 2005). Stavba buňky sinice je zobrazena na obrázku (Obr. 3). 
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Ve srovnání s eukaryotickou buňkou postrádají sinice většinu organel včetně buněčného 

jádra, plastidů, mitochondrií i Golgiho tělíska (Kalina & Váňa, 2005). 

2.1.1.3 Buněčné inkluze 

Sinice obsahují čtyři typy buněčných inkluzí, které jsou obecně přítomné: karboxysomy 

a trojici granulí (polyfosfátové, cyanofycinové a glykogenové) sloužící jako zásobní látky 

(Stánier & Cohen-Bazire, 1977; Kal ina & Váňa, 2005). Karboxysomy (polyedrická 

tělíska) v sobě koncentrují CO2, neboť obsahují důležitý enzym ribulosa-1,5-

bisfosfátkarboxylasu (Rubisco E C 4.1.1.39), který umožňuje fixaci C v rámci Calvinova 

cyklu (Kalina & Váňa, 2005; Andersson & Backlund, 2008). 

Hlavními limitujícími prvky pro sinice jsou N a P (Yunes, 2019). N si ukládají 

v podobě cyanofycinu, který se skládá z dlouhých řetězců argininu a asparaginu (Stanier 

& Cohen-Bazire, 1988). P je v době nadbytku ukládán do polyfosfátových granulí 

tvořených ortofosforečnany (Kalina & Váňa, 2005). Obzvláště velké polyfosfátové 

granule má Gloeobacter violaceus (Stanier & Cohen-Bazire, 1988). Poslední zásobní 

látkou sinic je glykogen, který slouží jako hlavní organická zásobní látka (Stanier & 

Cohen-Bazire, 1977). 

CG 

Obr. 3: Schéma tenkého řezu sinice. C - karboxysom, C G - cyanofycinová granula, T - thylakoid, 
P - polyfosátová granula, N - nukleoplasmická oblast, G - glykogenová granula, FB -
fykobilizom, PV - plynová vezikula. Převzato a upraveno podle (Adams & Duggan, 1999). 
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2.1.2 Fotosyntéza sinic 

Velká část protoplastu sinic je vyhrazena pro fotosyntézu. Hlavní složkou 

fotosyntetického aparátu je řada zploštělých váčků neboli thylakoidů (Stánier & Cohen-

Bazire, 1977), které se nacházejí u všech sinic s výjimkou Gloeobacter violaceus, která 

je postrádá. Uvnitř thylakoidů se nachází proteinové komplexy fotosystému I a II a také 

fotosyntetické pigmenty. U sinic lze najít zastoupení všech známých druhů chlorofylů. 

Chlorofyl a se vyskytuje v thylakoidech a bývá hlavním fotosyntetickým pigmentem 

u většiny sinic (Kalina & Váňa, 2005). Výjimkou je sinice Acaryochloris marina, která 

má jako hlavní pigment chlorofyl d (Miyashita et al., 1996). Chlorofyl b se vyskytuje 

urodů Prochloron, Prochlorococcus a Prochlorotrix (Palenik & Haselkorn, 1992) 

a chlorofyl c se nachází u Prochlorococcus marinus (Helfrich et al., 1999). U sinice 

Halomicronema hongdechloris byla poprvé objevena přítomnost chlorofylu f, jehož 

absorpční maximum je 720 nm (Chen et al., 2010). Tato varianta byla posléze prokázána 

u více druhů jako Leptolyngbya CCM4 (Ohkubo & Miyashita, 2017; Gómez-Lojero et 

al., 2018). 

N a stromální straně thylakoidů se nachází fykobilizomy, které zajištují sběr světla pro 

fotosyntézu (Bryant, 1991). Fykobilizomy mají polokulovitý tvar a skládají se z jádra 

a periferních tyčinek. Komplex fykobilizomu tvoří převážně fykobiliproteiny. Jedná se 

o barevnou skupinu proteinů nesoucí struktury tetrapyrrolu s otevřeným řetězcem (Sidler, 

1994). N a obrázku (Obr. 4) je znázorněna struktura fykobilizomu včetně výskytu tří 

fotosyntetických pigmentů, červeného fykoerytrinu, a modrých fykocyaninu 

a allofykocyaninu. Díky rozdílným absorpčním maximům jednotlivých fotosyntetických 

pigmentů mohou sinice k fotosyntéze využívat světlo různé vlnové délky (Kalina & Váňa, 

2005). Jednotlivá absorpční maxima fotosyntetických pigmentů sinic jsou uvedena 

v tabulce (Tab. 1). 

Tab. 1: Absorpční maxima fykobiliproteinů. Vytvořeno podle (Sidler, 1994). 

Fykobiliprotein Absorpční maximum [nm] 
Fykoerytrin 565--575 
Fykocyanin 610--620 
Allofykocyanin 650--655 
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— Fykobilozom 

— • M e m b r á n a thylakoidu 

I—• Fykoerytrin 

Ir Fykocyanin 

Allofykocyanin 

Obr. 4: Struktura fykobilizomu a rozložení fotosyntetických 
pigmentů. Převzato a upraveno podle (MacColl, 1998). 

Sinice mají užitečnou schopnost chromatické adaptace. Jedná se o reakci na změnu 

složení světelného spektra. Pro maximální zisk světelné energie se mění poměr 

fykoerytrinu a fykocyaninu na fykobilizomech. Allofykocyaninové jádro se nemění 

(Stánier & Cohen-Bazire, 1977; Kal ina & Váňa, 2005). Jak však poznamenali Tandeau 

a Houmard (1993), ne všechny sinice touto schopností disponují. 

2.1.2.1 Anaerobní fotosyntéza 

Některé sinice patří mezi fakultativně anaerobní organismy a mohou provádět 

fotosyntézu i za anaerobních podmínek. Patří mezi ně např. sinice Oscilatoria limnetica 

o b j e v e n á u d n a v solnémjezeře So la rLakenaS ina j skémpoloos t rově (Cohene ta l . , 1975). 

Během anaerobní fotosyntézy je jako donor elektronu používán sulfan (Stáni er & Cohen-

Bazire, 1977) a reakce má vzorec: 

Když se sinice dostane do povrchové vody s dostupným kyslíkem, přejde na aerobní 

formu fotosyntézy a donorem elektronu se opět stává voda (Kalina & Váňa, 2005). 

2.1.3 Fixace dusíku 

Preferovaným zdrojem N je u sinic amoniak (Muro-Pastor et al., 2005), který je však 

v přírodním prostředí v nízkých koncentracích (Rees et al., 2006), a tak sinice nejčastěji 

využívají dusičnany a dusitany (Su et al., 2005). 

Sinice mohou získávat N i redukcí plynného N2. Dosahují toho za pomoci enzymu 

nitrogenasy (EC 1.18.6.1). Nitrogenasa vyžaduje anaerobní prostředí, neboť j i kyslík 
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nevratně inhibuje (Flores & Herrero, 1994). Sinice řádu Nostocales na to reagují 

přítomností speciálních buněk, heterocyst, které zajišťují pro fixaci N anaerobní prostředí. 

Vytvoří se v reakci na nízký obsah N v okolním prostředí. Celý proces trvá méně než 

24 h (Kalina & Váňa, 2005). 

Sinice, které heterocysty nemají, jsou schopny fixovat N2 v anaerobních podmínkách 

(Flores & Herrero, 1994). Existují i druhy bez heterocyst schopné fixovat N2 za 

přítomnosti kyslíku, např. sinice Gloeothece sp. P C C 6909, kterou objevili Wyatt a Silvey 

(1969). 

2.1.4 Cyanotoxiny 

Doposud bylo objeveno více jak 2000 sinicemi produkovaných metabolických látek 

(Jones et al., 2021). Mez i tyto látky patří skupina cyanotoxinů, biologicky aktivních 

molekul, které se nepodílí na růstu nebo rozmnožování sinic a patří tak mezi sekundární 

metabolity (Carmichael, 1992). Pro člověka jsou chronicky toxické a vedou k různým 

onemocněním jako akutní gastroenteritida, kožní vyrážka, podráždění dýchacích cest, 

očí, uší nebo vředy v ústech (Zhang et al., 2022). Rozdělují se na dvě skupiny podle 

toxicity. První skupina působí smrtelné otravy a druhá má selektivní účinky na j iné 

konkurenční buňky, ale smrtelné účinky nemá (Kalina & Váňa, 2005). Mez i 

nej rozšířenější toxiny patří skupina mikrocystinů obsahující přes 80 variant. Nejvíce 

toxický z nich je mikrocystin-leucin-arginin ( M C - L R ) (K im et al., 2009; Islam et al., 

2019), jehož chemická struktura je na obrázku (Obr. 5). 

C 0 2 H C H 3 O 

NH 

X 
HN NH 

Obr. 5: Mikrocystin-LR, Převzato z (Gademann & Portmann, 2008). 
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2.1.5 Ekologie sinic 

2.1.5.1 Vodní květ 

V případě přemnožení sinic na vodních plochách vzniká tzv. vodní květ (Kalina & Váňa, 

2005). Květ s sebou přináší kontaminaci vody toxickými látkami a změny ve složení 

živin, které ohrožují vodní faunu a flóru (Zhang et al., 2022). N a vytváření květu se podílí 

např. sinice rodu Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon nebo Trichodesmium (Kalina 

& Váňa, 2005; Sacilotto Detoni et al., 2016). K výskytu vodního květu dochází 

povětšinou v letním období, kdy je dostatek teplého slunečního záření. Dalšími 

podmínkami pro vznik jsou ideální hodnota p H a poměr živin ve vodě, zejména N a P 

(Yunes, 2019). Vodní květ se obtížně odstraňuje (Kalina & Váňa, 2005) a přítomnost 

cyanotoxinů může způsobovat vážné zdravotní komplikace nejen pro člověka, ale i pro 

zvířata (Yunes, 2019). Navíc z důvodu globálního oteplování počet květů každoročně 

stoupá (Zhang et al., 2022). 

2.1.5.2 Výskyt sinic 

Díky své veliké rozmanitosti a přizpůsobivosti jsou sinice schopné obývat téměř všechny 

myslitelné oblasti (Gaysina et al., 2019) od tvrdých podmínek Arktidy a Antarktidy 

(Mataloni & Komárek, 2004), až po rozpálené písečné pouště (Biidel et al., 2009). Mnoho 

sinice j se schopno přežívat v extrémních podmínkách. Sinice Leptolyngya zvládá růst 

v alkalických vodách při hodnotách p H dosahujících 13,5. Vláknitá sinice Microcoleus 

chtonoplates snáší slanou vodu Mrtvého moře díky své toleranci salinity přes 200 %o 

(Kalina & Váňa, 2005). 

Velmi rozšířené j sou ve vodách moří a oceánů, kde tvoří významnou složku potravního 

řetězce v podobě planktónu a jsou významnými producenty biologicky aktivních 

sloučenin (Andreeva et al., 2020). Mez i dominantní druhy v oceánech patří rody 

Prochlorococcus a Synechococcus (Flombaum et al., 2013). 

2.1.5.3 Symbiotické sinice 

Mnoho sinic žije v symbióze s řadou hostitelů, kteří jsou z řad rostlin, hub, protistů 

i živočichů (Rai et al., 2000). V symbiotických interakcích plní sinice roli chloroplastů 

a poskytují hostitelům zdroj uhlíku. Mohou taktéž poskytovat dusík díky své schopnosti 

jeho fixace (Gaysina et al., 2019). U rostlin trvá symbióza po dobu jedné generace 

s výjimkou diatomů a vodní kapradiny Azolla, která má ve svých pletivech sinice řádu 

9 



Nostocales. Zde je symbiotický vztah předáván z generace na generaci (Plazinski et al., 

1990; Gebhardt & Nierzwicki-Bauer, 1991; Rai et al., 2000). Dalším příkladem 

symbiotického soužití je lišejník, jehož složkami jsou houba a sinice, nebo houba, sinice 

a zelená řasa. Lišejníky většinou tvoří rody Nostoc, Calothrix, Scytonema a Fischerella 

(Kalina & Váňa, 2005). 

2.1.6 Sinice v biotechnologiích 

Sinice se uplatňuji v široké škále průmyslových aplikací (Singh et al., 2016). Potravinové 

doplňky ze sinic jsou velmi populární pro svůj vysoký obsah vitaminů, minerálních látek, 

esenciálních aminokyselin a proteinů (Watanabe et al., 1999). Jejich častým zdrojem jsou 

sinice rodu Spirulina, Anabaena nebo Nostoc (Abed et al., 2009; Anantharajappa et al., 

2020; Fais et al., 2022). V současné době se zkoumá také využití sekundárních metabolitů 

sinic s antibiotickými, protizánětlivými i protinádorovými účinky (Mayer et al., 2009; 

Qamar et al., 2021). Jednou z látek vykazujících vynikající protinádorový účinek je 

kryptofycin pocházející ze sinice Nostoc sp. var. A T C C 53789 a G S V 224 (Kang et al., 

2018; Borbély et al., 2019). 

Sinice Synechococcus a Synechocystis mohou produkovat laktát a sukcinát, jenž se 

užívá při výrobě bioplastů (Durall et al., 2021). Dále mohou sloužit pro produkci biopaliv 

jako 2-methyl-l-butanol, isobutanol či 2,3-butandiol (Nozzi et al., 2013). 

2.1.7 Systém sinic 

Systém sinic prošel za poslední roky výraznými změnami. Původně byl rozdělen na řády 

dle morfologické podobnosti, nynější systém je založen na genomové podobnosti 

analýzou 16S r R N A (Strunecký et al., 2023). 

Strunecký et al. (2023) jsou autoři zatím poslední taxonomické klasifikace sinic. 

Jedinou třídu sinic Cyanophyceae rozdělili do 20 řádů: Gloeobacterales, Aegeococcales, 

Thermostichales, Pseudanabaenales, Gloeomargaritales, Acaryochloridales, 

Prochlorotrichales, Synechococcales, Nodosilineales, Leptolyngbyales, Oculatellales, 

Geitlerinematales, Desertifilales, Oscillatoriales, Coleofasciculales, Spirulinales, 

Chroococcales, Gomontiellales, Chroococcidiopsidales a Nostocales. 

Jak sami autoři uvádí, ne všechny druhy mají dokončenou genomovou analýzu, takže 

je pravděpodobné, že se systém bude nadále vyvíjet. 
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2.1.8 Synechococcus 
Rod Synechococcus patří mezi nej rozšířenější druhy sinic na Zemi (Whitton & Potts, 

2002). Spolu s Prochlorococcus je dominantním rodem v oceánech (Ma & Jiao, 2004) 

a stejně tak je velmi rozšířen ve sladkovodních vodách (Gaysina et al., 2019). 

Synechococcus má krátce oválné nebo tyčinkovité buňky o velikosti 0,4-6 um 

(Komárek et al., 1999). Buňky Synechococcus aeruginosus jsou zobrazeny na obrázku 

(Obr. 6). Slizová vrstva není přítomna (Kalina & Váňa, 2005). Kvůli nízké morfologické 

variabilitě byl dlouho považován za souvislý rod (Komárek et al., 1999) a jeho druhové 

určení není snadné. Proto se často užívá pouze rodového označení (Kalina & Váňa, 2005). 

Podrobnější rozřazení umožnila až genomová analýza 16S r R N A (Dvořák et al., 2014; 

Strunecký et al., 2023). 

Rod je oblíbený v laboratořích pro svou krátkou dobu zdvojení (Kalina & Váňa, 2005). 

Obr. 6: Buňky Synechococcus aeruginosus. Převzato z 
(Gaysina et al., 2019). 
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Metody buněčné lýzy 

Mechanické Nemechanické 

HPH, HSH 
French press 

Mletí/třepání s kuličkami 
Fyzikální Chemické Biologické 

Teplo 
Kavitace 

Osinotický šok 
Dekomprese 

Alkalýza 
Detergenty Enzymy 

Obr. 7: Rozdělení metod pro buněčnou lýzu. Vytvořeno podle (Middelberg, 1995; Shehadul Islám 
etal.,2017). 

2.2 Buněčná lýza 

Buněčná lýza je prvním a klíčovým procesem pro získání buněčného obsahu (Timira et 

al., 2022). Účinnost konkrétní metody narušení buněk určuje dostupnost všech 

intracelulárních proteinů či j iných molekul, pro extrakci (Shen, 2019). 

N a základě mechanismu lýzy lze metody rozdělit na mechanické a nemechanické 

(Shehadul Islám et al., 2017). Rozdělení metod lýzy je na obrázku (Obr. 7). V této práci 

budou zmíněny nejběžnější metody pro buněčnou lýzu a následně bude popsáno jejich 

uplatnění pro extrakci jednotlivých molekul, jako jsou proteiny, lipidy, pigmenty a další. 

2.2.1 Vysokotlaká homogenizace 

Vysokotlaká homogenizace (HPH) je jedna z nejvíce rozšířených metod pro lýzu buněk. 

Pro svou snadnou škálovatelnost je využívána hlavně v průmyslovém měřítku. Přístroj 

provádějící H P H se nazývá vysokotlaký homogenizátor (Levy et al., 2021). N a obrázku 

(Obr. 8) je zobrazeno schéma Mantonova-Gaulinova homogenizátoru vyrobeného firmou 

APV-Group (Daventry, U K ) . Skládá se z pístového čerpadla a sestavy homogenizačního 

ventilu (Gomes et al., 2020). 

Lýzy je dosaženo protlačováním suspenze buněk úzkým otvorem ventilu pod 

vysokým tlakem (Tanaka, 2015; Shehadul Islám et al., 2017). V závislosti na 

lyžovaných buňkách se běžně používá tlak v rozmezí 20-120 M P a (Gomes et al., 

2020). Se specializovanými přístroji lze dosáhnou i tlaku 300-400 M P a . Jedná se pak 
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Sedlo ventilu 

Neporušené 
buňky Narušené buňky 

Obr. 8: Schematická reprezentace Mantonova-Gaulinova homogenizátoru. Upraveno podle 
(Gomesetal., 2020). 

o ultra vysokotlakou homogenizaci (UHPH) (Dumay et al., 2013). Během průchodu 

ventilem jsou buňky narušovány nárazy do pevných povrchů (Bernaerts et al., 2019), 

kombinací intenzivních smykových sil a turbulentního proudu (Balduyck et al., 2018; 

Wang & Lan, 2018). Lýzu podporuje také prudký pokles tlaku na druhé straně ventilu 

a rozpad kavitačních bublin (Coccaro et al., 2018). 

Homogenizace je ovlivněna použitým tlakem a počtem průchodů biomasy skrze něj 

(Soto-Sierra et al., 2018). Zvýšením tlaku lze požadovaný počet průchodů snížit 

(Bernaerts et al., 2019). Míru narušení buněk lze regulovat nejen tlakem, ale i velikostí 

mezery ventilu. Užší mezera má za následek silnější proudění a způsobuje intenzivnější 

narušení buněk (Tanaka, 2015). Uvolňování žádoucích molekul není závislé na 

koncentraci biomasy a může být současně narušována větší koncentrace buněk (Shehadul 

Islam etal., 2017). 

Nevýhodou metody je generování tepla a zahřívání vzorku, které může způsobit 

degradaci termolabilních látek (Tanaka, 2015; Bernaerts et al., 2019). N a každých 

l O M P a použitého tlaku, lze očekávat teplotní nárůst cca 2 °C (Becker et al., 1983). 

Z toho pramení nutnost použití externího chladicího systému (Bernaerts et al., 2019; 

Wang et al., 2020). Mez i další nevýhody patří neselektivita, omezení proti rozbití buněk 

s tvrdší stěnou a tvorba nežádoucích buněčných zbytků (Corréa et al., 2021). 
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2.2.2 French press 

French press patří mezi první vyvinuté metody pro buněčnou lýzu (D'Hondt et al., 2017). 

Funguje na stejném principu jako FIPH (de Carvalho et al., 2017). Jedná se o malou 

aparaturu složenou z nerezového válce s úzkým otvorem uprostřed, pístem a ventilem. 

Objem bývá menší než 100 ml (Tanaka, 2015) a slouží spíše pro otestování podmínek pro 

větší aparaturu (de Carvalho et al., 2017). 

2.2.3 Vysokorychlostní homogenizace 

Vysokorychlostní homogenizace (HSH) je jednoduchá, ale agresivní a velmi účinná 

metoda pro buněčnou lýzu (Gúnerken et al., 2015). Vysokorychlostní homogenizátor se 

skládá z rotoru a statoru o různých provedeních. Vysoké otáčky (10000-20000 R P M 

(Corréa et al., 2021)) způsobí lokální pokles tlaku a vzniká hydrodynamická kavitace, 

která způsobuje narušení buněk (Shirgaonkar & Lothe, 1998; Kumar & Bandit, 1999). 

Spolu s kavitací se na buněčné lýze podílí smykové síly (Gúnerken et al., 2015). 

Výhodou metody je rychlé dosažení buněčné lýzy. I přes svou energetickou náročnost 

je vhodná pro průmyslové měřítko. H S H způsobuje denaturaci proteinů (Corréa et al., 

2021) a její využití je zejména pro extrakci lipidů (Wang & Wang, 2012; Balasubramanian 

et al., 2013) či antioxidantů (Guedes et al., 2013). 

2.2.4 Mletí kuličkami 

Mletí kuličkami je jedna z nejjednodušších metod pro lýzu buněk (Middelberg, 1995; 

Tanaka, 2015). Je oblíbená v laboratorním i průmyslovém měřítku díky vysoké účinnosti 

až 98 % (Soto-Sierra et al., 2018) a možnosti použití na široké spektrum buněk (Shehadul 

Islam et al., 2017). Kromě toho nezpůsobuje kontaminaci vzorku ve srovnání 

s chemickým ošetřením a zachovává většinu funkčních vlastností biomolekul (Corréa et 

al., 2021). 

Základem kuličkového mlýnu je plášťová mlecí komora s rotující hřídelí procházející 

jejím středem. Mlecí komora může být vertikální nebo horizontální a může být vybavena 

míchadly různé konstrukce (Middelberg, 1995). Srovnání obou provedení mlecí komory 

je na obrázku (Obr. 9). Z obou verzí je běžnější horizontální provedení (de Carvalho et 

al., 2017). Existují také verze, kde jsou buňky lyžovány třepáním suspenze s kuličkami 

(Goldberg, 2008). Nedosahují však efektivnosti mlýnů, ve kterých jsou kuličky míchány 

(D'Hondt etal., 2017). 
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Obr. 9: Schematická reprezentace dvou typů mlecí komory a) Vertikální mlecí komora 
b) Horizontální mlecí komora. Upraveno podle (Gomes et al., 2020). 

Buňky jsou rozbíjeny silami způsobenými pohybem kuliček v mlecí komoře 

(Giinerken et al., 2015) nebo drceny mezi kolidujícími kuličkami (Rahman et al., 2022). 

Spolu s buněčnou suspenzí jsou kuličky míchány vysokou rychlostí (Shehadul Islam et 

al., 2017), což dále podporuje narušení buněk (Corréa et al., 2021). Správná velikost 

kuliček je kritická pro účinnost narušení buněk. Velké kuličky nejsou účinné, kvůli 

malému povrchu, kde dochází ke srážkám. Naopak příliš malé kuličky postrádají 

setrvačnost, a tak nemají dostatečnou sílu pro rozbití buněk (Tanaka, 2015). Optimální 

velikost je 0,1 mm pro bakterie a okolo 0,5 mm pro mikrořasy a různé živočišné buňky 

(Lee et al., 2012). Pro lýzu sinic jsou podobně účinné obě varianty i velikosti mezi nimi 

(Ivleva & Golden, 2007; K i m et al., 2009). Nejvyšší účinnosti lze dosáhnout, když se 

kuličkami naplní objem komory na 85 % (Doucha & Lívanský, 2008). Účinnost lýzy 

taktéž ovlivňuje i materiál použitých kuliček. Nejběžnější jsou kuličky ze zirkonu 

a kuličky ze skla (Lee et al., 2012). Dalšími používanými materiály pro kuličky jsou 

keramika a ocel (Shehadul Islam et al., 2017). 

Nevýhodou metody je produkce tepla způsobeného třením (Wang et al., 2020). 

Vybavení mlecí komory chladicím systémem může předejít denaturaci proteinů a j iných 

molekul citlivých na teplo (Postma et al., 2015). Po ukončení mletí je nutné oddělit 

kuličky od buněčné suspenze sedimentací pro opětovné použití (Balasundaram et al., 

2012; Wang et al., 2020). Kuličky s větší hustotou se od suspenze oddělují snadněji (Lee 

etal., 2012). 
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2.2.5 Ultrazvuk 
Další z mechanických metod lýzy je ultrazvuk. Způsobuje rozpad všech buněčných 

membrán (Azencott et al., 2007). Metoda je velmi oblíbená na laboratorní úrovni (de 

Carvalho et al., 2017). Buňky jsou vystaveny smykovým silám v kapalině, které jsou 

způsobené ultrazvukovými vlnami o vysokých frekvencích (Wang et al., 2020). 

Během ošetření ultrazvukem jsou buňky narušovány vícero způsoby. Jedním z nich 

je akustická kavitace (Giinerken et al., 2015). Kavitace je proces, při kterém dochází 

k vícenásobné tvorbě mikrobublin na nukleačních místech v kapalině. Bubliny postupně 

narůstají až do dosažení kritické velikosti, kdy dojde k jejich implozi. Při kolapsu bublin 

se uvolní obrovské množství energie, která v podobě rázové vlny projde buněčnou 

suspenzí a způsobí narušení buněk (Saranya et al., 2014). Vytváří se také mikrooblasti 

s extrémně vysokou teplotou a tlakem až 100 M P a (Giinerken et al., 2015). Během 

kavitace dochází taktéž k termolýze vody v okolí bublin a k tvorbě vysoce reaktivních 

volných radikálů (H' , H O ' , H O O ' ) způsobujících narušení B S (Riesz et al., 1985). 

Hlavními parametry ovlivňujícími účinnost sonikace jsou použitá frekvence, síla (W), 

koncentrace buněčné suspenze, teplota a délka expozice (Wu et al., 2015; Tanaka, 2015; 

Bhilare et al., 2019). Nevýhodou ultrazvuku je lokální zahřívání i celková produkce tepla 

ve vzorku (Gúnerken et al., 2015). Sheng et al. (2012) prováděli extrakci lipidů ze sinice 

Synechocystis P C C 6803 a zjistili, že kontrolování teploty během sonikace může zlepšit 

kvalitu extrahovaných produktů, ale znatelně sníží účinnost buněčné lýzy. 

2.2.6 Pulzní elektrické pole 

Pulzní elektrické pole (PEF) je metoda založená na vystavení biomasy krátkým impulzům 

(ps až ms) vysokého napětí (10-50 k V c m " 1 ) (Mahnič-Kalamiza et al., 2014). N a rozdíl 

od ostatních mechanických metod nezpůsobuje kompletní rozpad buňky, ale pouze 

permeabilizuje C M (Azencott et al., 2007). Je tak umožněno selektivní získání molekul, 

které mohou projít skrze C M (Postma et al., 2016). 

Účinnost P E F je silně závislá na operačních podmínkách. Velký v l iv má druh 

rozpouštědla, dávkování, teplota a konduktivita média (Lee et al., 2017). V závislosti na 

zvolených parametrech může být elektropermeabilizace vratná či nevratná (Buchmann et 

al., 2019) v případě aplikování příliš silného elektrického pole (Gúnerken et al., 2015). 

Vratná se používá na vsunutí molekul do buňky (Buchmann et al., 2019; Scherer et al., 

2019). Metoda sama o sobě není vhodná pro úplnou extrakci proteinů (Soto-Sierra et al., 

2018). 
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2.2.7 Mikrovlnné ozařování 

Mikrovlnné záření odpovídá vlnové délce 300 M H z až 30 000 M H z (D'Hondt et al., 

2017) . Pro lýzu buněk se používá hlavně frekvence 2450 M H z , která je známá pro svou 

vhodnost ohřívat materiály obsahující vodu (Giinerken et al., 2015). Teplo v buněčné 

suspenzi je způsobeno vibracemi a rotacemi dipolárních molekul a iontů 

v elektromagnetickém poli (Biller et al., 2013). K buněčné lýze dochází díky obrovskému 

tlaku způsobenému rychlým zahříváním a následné evaporaci vody uvnitř buněk (Ma et 

al., 2014). Metoda je využitelná pro extrakci lipidů (Balasubramanian et al., 2011; Zheng 

et al., 2011; Piasecka et al., 2014) a cyanotoxinů (Metcalf & Codd, 2000). 

2.2.8 Zmrazování a rozmrazování 

Jednoduchá metoda, jej ímž principem je série zmrazovacích a rozmrazovacích cyklů 

(D'Hondt et al., 2017). Zmrazení probíhá pomalu při teplotách -15 až -80 °C (Dixon & 

Wilken, 2018). Když j sou buňky zmrazený, voda v nich vytvoří krystalky, které maj í větší 

objem než původní buněčný obsah. Díky snížené elasticitě zmrzlé buňky vytvoří tlak ledu 

v B S póry (Tanaka, 2015). Buňky jsou po několika hodinách v mrazu opět rozmraženy. 

Postupným opakováním cyklů narůstá množství pórů v B S a intracelulární obsah může 

přejít do extrakčního pufru (Tavanandi et al., 2018). Z důvodu časové náročnosti 

a energetické nákladnosti je metoda aplikována spíše na laboratorní úrovni. Uplatnitelná 

je hlavně pro získání termolabilních molekul jako jsou např. enzymy (Dixon & Wilken, 

2018) . 

2.2.9 Lyofilizace 

Lyofilizace neboli sušení mrazem je metoda, během které jsou buňky nejprve pomalu 

zmrazený a následně vystaveny nízkému tlaku cca 1 kPa při -40 °C. Pomalé zmražení 

umožní tvorbu větších ledových krystalků, které vytvoří póry v buněčné stěně (D'Hondt 

et al., 2017). Následné vystavení nízkému tlaku zapříčiní sublimaci krystalků a buňky 

jsou pomalu dehydratovány (Lee et al., 2012). V lyofilizátoru se buňky ponechávají 24 h 

(Morist et al., 2001) nebo i několik dní (Unterlander et al., 2017). Metoda je užitečná pro 

práci s proteiny i enzymy, které nesnesou teplo (Lee et al., 2012). Nabízí se i možnost 

využít lyofilizaci jako předúpravu pro j iné metody jako ultrasonikace nebo třepání 

s kuličkami a získat lepší výtěžnost proteinů (Unterlander et al., 2017). Metoda je však 

energeticky i časově náročná (Lee et al., 2012). 
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2.2.10 Tepelné narušení 

M e z i metody využívající teplo patří termolýza, autoklávování a exploze páry (Corréa et 

al., 2021). U termolýzy a autoklávování je buněčná lýza způsobena denaturací 

membránových proteinů dodaným teplem (Shehadul Islam et al., 2017). Metody se netěší 

vysoké účinnosti, navíc jsou energeticky náročné a jejich použitelnost je omezena pro 

extrakci tepelně odolných molekul (Corréa et al., 2021). 

Během exploze páry jsou buňky vystaveny vysoké teplotě a tlaku po dobu 5-60 min. 

(Lorente et al., 2015; D'Hondt et al., 2017). Buňky jsou lyžovány prudkým poklesem 

tlaku při jeho uvolnění (Nurra et al., 2014). Exploze páry při 150 °C přinesla ve studii 

Lorenteho et al. (2015) nej lepší výsledky při extrakci lipidů ve srovnání s ultrazvukem, 

mikrovlnným ozařováním a autoklávováním. 

2.2.11 Chemická lýza 

Buňky lze lyžovat i celou řadou chemických metod. Patří mezi ně kyseliny, chelatační 

činidla, detergenty, chaotropní činidla, rozpouštědla, zásady nebo chlornany, které svou 

interakcí s buněčnou membránou způsobují její oslabení (Middelberg, 1995). Uvedené 

látky působí různými mechanismy (Gúnerken et al., 2015) a mohou být selektivnější než 

mechanické metody, díky specifickým interakcím se složkami B S (D'Hondt et al., 2017). 

2.2.11.1 Kyseliny a zásady 

Alkalýza je jednoduchá lyzační metoda spočívající v saponifikaci lipidů B S nejčastěji 

za pomoci N a O H nebo K O H . Bázi lze rozpustit ve vodě nebo alkoholu. Většinou jde o 

methanol, ethanol nebo isopropanol. Metodaje agresivní vůči proteinům, kvůli vysokému 

p H (de Carvalho et al., 2017). Běžně používaný p H rozsah je 10-12,5 (Harrison, 1991), 

ale při použití koncentrované báze může být i vyšší než 13 (de Carvalho et al., 2017). 

Většina proteinů není schopna za těchto podmínek zachovat své funkční vlastnosti 

(Harrison, 1991; Gúnerken et al., 2015). V laboratořích je alkalýza často využívána při 

extrakci plazmidové D N A (Middelberg, 1995; Chamsart & Karnjanasorn, 2007). 

Kyseliny se většinou využívají jako předúprava pro další metody. Nejčastěji je 

využívána H2SO4. Proceduru lze provádět za ambientní teploty, ale většinou se směs 

zahřívá (D'Hondt et al., 2017). Vyšší reakční teploty vedou k vyššímu stupni narušení 

buněk (Halim et al., 2012; Gúnerken et al., 2015). Ošetření kyselinami může vést 

k degradaci extrahovaných molekul (Gúnerken et al., 2015). 
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2.2.11.2 Detergenty 

K detergentní lýze lze využít celou řadu detergentů, které se svou povahou dělí na 

iontové, neiontové a zwiterionové (Brown & Audet, 2008). Detergenty způsobují 

solubilizaci fosfolipidové dvouvrstvy buněčné membrány (Helenius & Simons, 1975). 

M e z i nej používanější detergenty patří dodecylsíran sodný (SDS), silný iontový detergent, 

schopný zajistit buněčnou lýzu v řádu sekund. Nevýhodou je j ím způsobená denaturace 

proteinů (Brown & Audet, 2008). Pro práci s nimi mohou být vhodnější mírnější 

neiontové detergenty jako Triton X-100 nebo Tween-20, které sice lyžují buňky pomaleji, 

ale mají mnohem nižší tendence je denaturovat (Brown & Audet, 2008; Gomes et al., 

2020). 

Kvůli komplexnosti buněčné stěny sinic je lýza samotnými detergenty málo účinná 

(K im et al., 2009). Vnější S-vrstva buněčné stěny je proti nim odolná (Nixdorff et al., 

1978). Jejich využití je převážně asistence při buněčné lýze v kombinaci s dalšími 

metodami (Middelberg, 1995; Mehta et al., 2015). 

2.2.12 Enzymová lýza 

Alternativou pro mechanické a chemické metody je použití enzymů, které spadají pod 

biologické metody lýzy. Jejich hlavní předností je vysoká specifita (Shehadul Islam et al., 

2017). Enzymy mohou buňku lyžovat zcela nebo jen z části (Wang et al., 2020). 

M e z i nejvíce užívanými enzymy pro buněčnou lýzu sinic je lysozym (EC 3.2.1.17) 

(Mehta et al., 2015) patřící do skupiny peptidoglykanových hydrolas. Úlohou lysozymu 

je štěpení P-l ,4-glykosidové vazby v peptidoglykanu (Vollmer et al., 2008b), který je 

významnou složkou B S sinic, jak bylo uvedeno v kapitole (Buněčná stěna). 

Nej používanej ší variantou lysozymu j e forma pocházej í cí z vaj ečného bílku kuřat (hen 

egg white lysozyme, H E W L ) . Další významnou variantou, která je zobrazena na obrázku 

(Obr. 10), je lysozym T4 z bakteriofága. Optimální p H pro lysozym je 6-7 a optimální 

teplota 35 °C (Andrews & Asenjo, 1987). 

Lysozymy jsou velmi účinné vůči gram-pozitivním bakteriím, méně však vůči gram-

negativním, u kterých je, stejně jako u sinic, přístup k peptidoglykanové vrstvě blokován 

vnější membránou a S-vrstvou (Geciova et al., 2002; Salazar & Asenjo, 2007). Řešením 

je doplnění lyzační směsi o další látky jako chelatační činidla či detergenty (Salazar & 

Asenjo, 2007). 
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Obr. 10: Struktura lysozymu T4 se znázorněným N a C koncem. Převzato 
a upravenou podle (Baase et a l , 2010). 

2.2.13 Předchozí studie 

Výše popsané chemické a enzymové metody kvůli komplexnosti B S sinic působí nejlépe 

v kombinaci, jak ukazuje komplexní chemická směs pro lýzu sinic podle Mehty et al. 

(2015). Jejich optimální chemická směs způsobila kompletní lýzu téměř všech buněk 

v suspenzi a vedla si lépe než lýza za použití skleněných kuliček. Její účinnost byla 

ověřena u 3 druhů sinic. Navržená směs pro lýzu se skládá z lysozymu T4 v koncentraci 

10 p g m H p r o degradaci peptidoglykanové vrstvy, detergentů C7BzO 0,2% (w/v) a SB3-

14 2% (w/v) pro permeabilizaci C M , sperminu v koncentraci 400 umoH" 1 pro vnější 

membránu a 200 mmoH" 1 D T T (dithiotreitol), který působí na vnější S-vrstvu. 

Další studii vedli K i m et al. (2009), kteří extrahovali Mikrocyst in-LR ze sinice 

Microcystis aeruginosa a srovnávali i účinnost jednotlivých použitých lyzačních metod. 

Účinnost lýzy byla stanovena pozorováním buněk pod hemocymetrem. Velmi dobrých 

výsledků >90 % dosáhla lyofilizace v methanolu i v destilované vodě. Nej lepší účinnost, 

a to dokonce 99%, prokázala homogenizace skleněnými kuličkami o průměru 0,5 mm. 

Použití ultrazvuku zvládlo rozbít 73 % buněk. Posledními použitými metodami bylo 

opakované zmrazování a rozmrazování a 1 % (v/v) Triton X-100. A n i j edna z těchto metod 

však nepřinesla uspokojivé výsledky. 
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2.3 Extrakce proteinů 

Pro úspěšnou extrakci je zapotřebí zvolit vhodný organický zdroj proteinů a vhodné 

extrakční podmínky (Pingoud et al., 2002). Užitím vyššího p H lze uvolnit více proteinu, 

ale zachovává si méně funkčních vlastností. Naopak solubilizace při p H <7 může přinést 

menší výtěžek s vyšší funkčností (Ursu et al., 2014). Okyselení supernatantu přidáním 

HC1 nebo kys. trichloroctové umožní vysrážení proteinů (Barbarino & Lourenco, 2005; 

Safi et al., 2014). Extrakce proteinů je obvykle následována centrifugací, kde se 

odstředivou silou odstraní pevné buněčné zbytky a zůstane fáze obsahující extrahované 

bílkoviny (supernatant) (Soto-Sierra et al., 2018). Zlepšení extrakce před centrifugací lze 

dosáhnout inkubací lyžovaných buněk při p H 12 pro maximální rozpustnost proteinů 

(Safietal . , 2014). 

Po extrakci je třeba dalšího zpracování pro dosažení požadované čistoty a koncentrace 

(Soto-Sierra et al., 2018). 

Ve srovnávací studii Fieldové et al. (2017) byla pro proteinovou extrakci ze sinic 

nejúčinnější jejich lehká modifikace metody I V od Barbarinové a Lourenca (2005). 

Extrakční proces spočíval v inkubaci zmrzlých vzorků v dvakrát destilované vodě při 

4 °C po dobu 24 h a následné homogenizaci ručním elektrickým homogenizérem. Vzorek 

byl centrifugován 20 min. při 15 000 g s následnou resuspendací 100 mmoH" 1 N a O H 

s 0,5% P-merkaptoethanolem (v/v) na rotační míchačce (Field et al., 2017). 

2.3.1 Stabilizace proteinů 

Během lýzy se naruší vnitřní prostředí buňky a může docházet k nekontrolované 

enzymové aktivitě. Hlavní problém mohou představovat uvolněné proteasy, enzymy 

štěpící proteinové řetězce (Deutscher, 1990). Nežádoucí degradaci proteinů během 

extrakce lze omezit udržováním vzorků při nízké teplotě nebo užití pufrů o p H vyšší 

než 9. Některé proteasy jsou odolné vůči denaturaci a zamezení jejich aktivity lze docílit 

přídavkem inhibitorů proteas (Shen, 2019). Buňky obsahují proteasy několika tříd, a proto 

je vhodné přidat inhibitory ve směsi, v níž každá složka cílí na jinou třídu (Pingoud et al., 

2002). Používané inhibitory proteas spolu s jejich cílovým určením a běžně používanou 

koncentrací j sou uvedeny v tabulce (Tab. 2). 

Metabolickou aktivitou může také dojít ke snížení p H v médiu (např. glykolýzou). 

Změně p H lze předejít použitím pufrů, které udržují stabilní koncentraci solí a pH. Často 

užívané pufry jsou např. na bázi tris(hydroxymethyl)aminomethanu (Tris) (Pingoud et al., 

2002; Anj oset al., 2022). 
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Tab. 2: Běžně používané inhibitory proteas (Deutscher, 1990; Pingoud et al., 2002) 

Inhibitor proteasy Cílové proteasy Používané koncentrace 
EDTA a EGTA 
Benzamidin 
Aprotinin 
Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) 
Pepstatin 
Anipain 
Leupeptin  

metaloproteasy 
Serinové 
Serinové 
Serinové 
Aspartátové 
Cysteinové 
Cysteinové 

5 mmol-1"1  

1 mmol-1"1  

1 mg-ml"1  

1 mmol-1"1  

0,1 mg-ml"1  

1 mg-ml"1  

1 mg-ml"1 

2.4 Extrakce lipidů 

Sinice mohou mimo vysoký proteinový obsah nabídnout také vysoký obsah lipidů 

(Passos et al., 2023). Velké popularitě se těší rod Synechocystis ve spojení s produkcí 

biopaliv, která lze vyrábět z mastných kyselin a intracelulárních lipidů těchto sinice 

(Sheng et al., 2011; Farrokh et al., 2019). 

Pro extrakci lipidů jsou stále standardem extrakční postupy založené na metodách 

Bligha a Dyera (1959) a Folche et al. (1957). Obě jsou založeny na extrakci do 

chloroformu a methanolu. V současné době je snaha o jejich modifikaci nebo nalezení 

alternativních méně toxických rozpouštědel se stejnou účinností (Saini et al., 2021). M e z i 

úspěšné modifikace těchto dvou metod patří extrakce do «-hexanu a isopropanolu (3:2 

v/v) (Hara & Radin, 1978), nebo isopropanol, cyklohexan a voda (8:10:11 v/v/v) 

(Smedes, 1999). 

Pro dehydratované vzorky je stále velmi rozšířená Soxhletova extrakce (Saini et al., 

2021). Další cestou mohou být více ekologická rozpouštědla jako jsou např. superkritický 

oxid uhličitý (Solana et al., 2014), D-limonen nebo p-cymen (Kumar et al., 2017). Ve 

srovnání s běžnými rozpouštědly však jejich použití nejsou cenově výhodná (Saini et al., 

2021). 

Studie Shenga et al. (2011) ukazuje, že pro lipidovou extrakci ze sinice Synechocystis 

P C C 6803 mohou být, mimo dvě výše zmíněné metody založené na chloroformu, účinné 

taktéž extrakce do methanolu, methanolu v kombinaci s methyl-terc-butyletherem 

a přímá trans-esterifikace bez předextrakce. 

M i m o extrakci do organických rozpouštědel jsou uplatnitelné taktéž isotonická 

extrakce, ultrazvukem asistovaná extrakce, extrakce za pomoci mikrovln nebo P E F 

asistovaná extrakce (Ranjith Kumar et al., 2015; Rahman et al., 2022). 

22 



3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Materiál a vybavení 

3.1.1 Biologický materiál 

Sinice Synechococcus Sp. UPOC S3 a Synechococcus Sp. UPOC S4 ze Sbírky 

fytopatogenních mikroorganismů U P O C byly získány od doc. Petra Hašlera z Katedry 

botaniky Univerzity Palackého ve formě zmrazených buněk neznámého množství ve 

čtyřech 50 ml centrifugačních zkumavkách. 

3.1.2 Chemikálie 

2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, U S A ) 

Akrylamid ( A A , Bio-Rad, U S A ) 

B C A činidlo A (Sigma-Aldrich, U S A ) 

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva, Německo) 

Dihydrát citronanu sodného (Fluka, Švýcarsko) 

Dihydrogenfosforečnan draselný (Sigma-Aldrich, U S A ) 

DNasa I (Sigma-Aldrich, U S A ) 

Dodecylsíran sodný (Serva, Německo) 

Ethanol p.a. (Lach-Ner, Česká republika) 

Fenylmethylsulfonyl fluorid (Sigma-Aldrich, U S A ) 

Glycerol (Lach-Ner, Česká republika) 

Glycin (Lach-Ner, Česká republika) 

Hydrogenfosforečnan draselný (Lach-Ner, Česká republika) 

Hovězí sérový albumin ( B S A ; Sigma-Aldrich, U S A ) 

Chlorid draselný (Sigma-Aldrich, U S A ) 

Chlorid horečnatý (Fluka, Švýcarsko) 

Chlorid sodný (Lach-Ner, Česká republika) 

Kyselina ethylendiamintetraoctová, dvoj sodná sůl (EDTA; Sigma-Aldrich, U S A ) 

Kyselina octová (Merck, Německo) 

Kyselina orthofosforečná 85% (Lach-Ner, Česká republika) 

Laemmliho vzorkový pufr (Sigma-Aldrich, U S A ) 

Lysozym ze slepičího vaječného bílku (Sigma-Aldrich, U S A ) 

Methanol (Lach-Ner, Česká republika) 
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Monohydrát kyseliny citrónové (Lach-Ner, Česká republika) 

iV-butanol (Merck, Německo) 

AyV-methylenbisakrylamid (BIS; Bio-Rad, U S A ) 

A^,iV,iV',iV'-tetramethylethylendiamin ( T E M E D ; Bio-Rad, U S A ) 

Octan sodný, bezvodý (Fluka, Švýcarsko) 

Pentahydrát síranu meďnatého (Lach-Ner, Česká republika) 

Persíran amonný (APS; Bio-Rad, U S A ) 

Precision Plus Protein™ Standards (Bio-Rad, U S A ) 

Sacharosa (Fluka, Švýcarsko) 

Síran amonný (Lach-Ner, Česká republika) 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris; Sigma-Aldrich, U S A ) 

Triton X-100 (Bio-Rad, U S A ) 

3.1.3 Materiál a přístrojové vybavení 

Analytické váhy X A 110/2X (Radwag, Polsko) 

Automatické pipety (Eppendorf, Německo) 

Homogenizátor FastPrep-24™ (MP Biomedicals, U S A ) 

Inkubátor Dry Bath (Major Science, U S A ) 

Inkubátor Thermomixer comfort (Eppendorf, Německo) 

Magnetická míchačka Big-Squid ( I K A W E R K E , Německo) 

Magnetická míchačka M 2 - D P R O (Chromservis, Česká republika) 

MinicentrifugaFC5306 (Ohaus, U S A ) 

Minicentrifuga Mikrospin 12 (Biosan, Lotyšsko) 

Mikrocentrifuga Microstar 17R ( V W R , U S A ) 

Přesné váhy Pioneer Analytical (Ohaus, U S A ) 

Skener PowerLook 1120 U S G (Umax, U S A ) 

Spektrofotometr Lightwave II (Biochrom, Velká Británie) 

Stolní p H metr pH50 (XS Instruments, Itálie) 

Ultrazvuková lázeň K - 5 L M (Kraintek, Česká republika) 

Vortex C H S (Chromservis, Česká republika) 

Vývěva ( K N F Laboport, Německo) 

Zařízení pro elektroforézu M i n i Protean (Bio-Rad, U S A ) 

Zdroj pro elektroforézu PowerPac Universal (Bio-Rad, U S A ) 
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Běžné laboratorní vybavení: kádinky, odměrné válce, střička, Petriho misky, odsávací 

baňka, nůžky, mikrozkumavky, špičky, spektrofotometrické kyvety (Brand, Německo) 

3.1.4 Použitý software 

Microsoft Office 365, LabScan 5.0, Adobe Lightroom Classic v l3 .2 , GelAnalyzer 23.1.1 

3.2 Metody 

V rámci práce bylo použito několik extrakčních postupů. Pro analýzu koncentrace 

proteinů v extraktech bylo použito spektrofotometrické metody s kyselinou 

bicinchoninovou ( B C A ) . Extrakty byly taktéž analyzovány pomocí elektroforézy 

v polyakrylamidovém gelu v prostředí dodecylsíranu sodného (SDS-PAGE) . 

Vyhodnocení výsledků bylo provedeno v programu GelAnalyzer a Microsoft Excel. 

3.2.1 Zpracování sinic 

Všechny vzorky sinic (S3 i S4 varianty) byly zpracovány následujícím způsobem: 

Zamražený vzorek sinice Synechococcus byl rozmražen, suspendován v 5 ml 

deionizované vody a alikvotné rozdělen do mikrozkumavek po 0,6 ml (35,8 ± 7,8 mg 

buněk). Buněčná suspenze byla centrifugována 3 min. při 10000 g. Supernatant byl 

odebrán a získané pelety byly extrahovány v 0,5 ml níže uvedených pufrů pomocí 

několika extrakčních variant. 

3.2.2 Extrakce ultrazvukem s detergenty a lysozymem 

Pro extrakci byl nejprve připraven lyzační pufr na bázi Tris, upravený pomocí HC1 na 

hodnotu p H 8,0. Použité chemikálie a jejich koncentrace a jsou uvedeny v tabulce (Tab. 

3). Před použitím pufru byly přidány DNasa I (deoxyribonukleasa I - E C 3.1.21.1) 

v množství 2 U l m l " 1 , P M S F (výsledná koncentrace 1 mmol l " 1 , připraven ředěním 

zásobního roztoku v ethanolu 100x) a detergenty SDS, nebo Triton X-100. Polovina 

vzorků byla doplněna o lysozym v koncentraci 1 mg ml" 1 . 

Buňky sinice S3 byly extrahovány ve variantách lyzačního pufru (Tab. 4) vložením na 

5 min. do ultrazvuku. Po ošetření ultrazvukem byly vzorky vloženy do inkubátoru 

nastaveného na 37 °C, kde byly ponechány 2 h, nebo 18 h. Po ukončení inkubace byly 

vzorky pro odstranění buněčných zbytků centrifugovány 3 min. při 10000 g a bylo 

odebráno 100 pl extraktu pro analýzu S D S - P A G E . 
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Tab. 3: Chemikálie pro přípravu 1000 ml lyzačního pufru 

Chemikálie Koncentrace 
Tris 50 nimol-ľ 1 

NaCl lSOmmol-ľ 1 

MgCh 5 mmol-1"1 

EDTA 1 mmol-1"1 

ß-merkaptoethanol 2 mmol-1"1 

Glycerol l%(v/v) 
Deionizovaná voda Doplnění do 1000 ml celkového objemu 

Tab. 4: Varianty proteinové extrakce s detergenty 

Detergent (v/v) Lysozym (1 mgml" 1) Délka inkubace 
1% (w/v) SDS Ano 2 h 
1% (w/v) SDS Ne 2 h 
1% (w/v) SDS Ano 18 h 
1% (w/v) SDS Ne 18 h 
0,5% (v/v) Triton X-100 Ano 2 h 
0,5% (v/v) Triton X-100 Ne 2 h 
0,5% (v/v) Triton X-100 Ano 18 h 
0,5% (v/v) Triton X-100 Ne 18 h 

3.2.3 Extrakce ultrazvukem za nativních podmínek 

Pro tuto extrakční variantu byly použity 2 druhy pufrů: Draselný fosfátový pufr ( K P B ) 

o koncentraci 0,1 mol ľ 1 , p H 7,0, a 50 mmol-1"1 pufr na bázi Tris s 30% (w/v) sacharosou 

a dalšími složkami (TS pufr). Složení TS pufru je uvedeno v tabulce (Tab. 5). TS pufr byl 

na požadovanou hodnotu p H 8,0 upraven pomocí HC1. Před použitím byl pufr doplněn 

o P M S F (výsledná koncentrace 1 mmol-1"1). Zásobní roztok P M S F byl připraven 

v ethanolu a ředěn 100 x stejně jako v případě první extrakční varianty. K P B byl připraven 

ze zásobního roztoku 0,2 mol ľ 1 naředěním deionizovanou vodou v objemovém poměru 

1:1 s kontrolou výsledného p H (7,0). Zásobní roztok 0,2 mol ľ 1 K P B (pH 7,0) byl 

připraven ze směsi hydrogenfosforečanu draselného a dihydrogenfosforečnanu 

draselného. 

Celkem čtyři vzorky sinice S3 byly extrahovány v příslušných pufrech. První dva 

vzorky byly umístěny do ultrazvuku na 5 min., po kterých následovalo 5 min. chlazení 

v ledu. Zbylé dva vzorky absolvovaly tento cyklus 3x. Všechny čtyři varianty jsou 

popsány v tabulce (Tab. 6). Po skončení cyklů bylo od všech vzorků odebráno 100 pl pro 

S D S - P A G E analýzu a vzorky byly umístěny na 2 h do inkubátoru nastaveného na 37 °C. 

Po ukončení inkubace byly vzorky centrifugovány 3 min. při 10000 g a opět bylo od 

všech vzorků odebráno 100 pl pro S D S - P A G E . 
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Tab. 5: Chemikálie pro přípravu 200 ml lyzačního TS pufru (pH 8,0) 

Chemikálie Množství 
Sacharosa 30% (w/v) 
Tris 50mmol ľ 1 

K C l lOOmmol ľ 1 

EDTA 5 mmolT 1 

PMSF 1 mmolT 1 

Deionizovaná voda Doplnění do 200 ml celkového objemu 

Tab. 6: Varianty extrakce v ultrazvuku 

Použitý pufr Doba v ultrazvuku 
0,1 mol H K P B 1x5 min. 
0,1 mol ľ 1 KPB 3x5 min. 
50 mmol-ľ 1 Tris-HCl pufr s 30% sacharosou 1x5 min. 
50 mmol T 1 Tris-HCl pufr s 30% sacharosou 3x5 min. 

3.2.4 Extrakce v homogenizátoru FastPrep-24™ 

Extrakce byla provedena u dvou vzorku S3 pomoci kuličkového homogenizátoru 

FastPrep-24™. První vzorek byl extrahován v 0,1 mol l " 1 K P B (pH 7,0) a druhý v TS 

pufru (pH 8,0). Oba pufry pocházejí z předchozí extrakční varianty. Vzorky byly vloženy 

do homogenizátoru a třepány 1 min. se zirkonovou kuličkou o průměru 2 mm. Po 

ukončení extrakce byly vzorky centrifugovány 3 min. při 10000 g. Ze získaných extraktů 

bylo následně odebráno 100 ul pro S D S - P A G E analýzu. 

3.2.5 Extrakce v pufru s SDS bez ultrazvuku 

Vzorek sinice S3 byl v 0,1 mol ľ 1 K P B (pH 7,0) doplněném o 1% (w/v) SDS umístěn na 

2 h do inkubátoru nastaveného na 37 °C. Spolu s ním byl ke dvouhodinové inkubaci 

umístěn taktéž vzorek S3 v čistém 0,1 mol ľ 1 K P B (pH 7,0). Tento vzorek sloužil jako 

negativní kontrola lýzy buněk. Po ukončení inkubace byly oba vzorky centrifugovány 3 

min. při 10000 g. Z extraktů pak bylo odebráno 100 ul pro S D S - P A G E analýzu. 

3.2.6 Extrakce ultrazvukem v pufrech při různém pH 

Pro otestování v l ivu p H na proteinovou extrakci byly vzorky sinice Synechoccocus S4, 

podrobeny extrakci ultrazvukem v pufrech o p H 3-9. Použit byl pufr citrátový (pH 3,0), 

acetátový (pH 4,0 a 5,0), K P B (pH 6,0 a 7,0) a Tr is -HCl (pH 8,0 a 9,0). Všechny byly 

připraveny o objemu 50 ml a koncentraci 100 mmoH" 1 . Použité látky pro přípravu 

jednotlivých pufů jsou uvedeny v tabulce (Tab. 7). K P B byl připraven stejným způsobem, 

jako v předchozích extrakčních variantách, naředěním zásobního roztoku deionizovanou 
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Tab. 7: Chemikálie pro přípravu pufrů o různém pH 

Pufr Množství 
100 mmol ľ 1 citrátový pufr (pH 3,0) 90.6 mmol ľ 1  

9,4 mmol T 1 c 
77,3 mmol ľ 1 

22.7 mmol T 1  

67,3 mmol T 1  

32,7 mmol T 1 

1 monohydrát kyseliny citrónové 
citrát sodný 
1 kyselina octová 
1 octan sodný 
1 kyselina octová 
1 octan sodný 

100 mmol ľ 1 acetátový pufr (pH 4,0) 

100 mmol ľ 1 acetátový pufr (pH 5,0) 

100 mmol-ľ 1 Tris-HCl (pH 8,0; 9,0) 100 mmol ľ 'Tr is 

vodou. Všechny pufry byly následně upraveny na požadované p H pomocí HC1 nebo 

N a O H . Extrakce byla provedena se vzorky v jednotlivých pufrech vložením do 

ultrazvuku na dobu 5 min., po které následovalo ohlazení v ledu a centrifugace při 

10000 g. Ze získaných extraktů bylo odebráno 100 pl pro S D S - P A G E analýzu. 

3.2.7 Extrakce ultrazvukem v různých koncentracích pufru 

Pro tuto extrakci byly použity buňky sinice S4. Nejprve byl připraven Tr i s -HCl pufr o p H 

8,0 v koncentracích 50, 100, 150 a 200 m m o l l " 1 . Pufry byly upraveny na p H 8,0 pomocí 

HC1. Vzorky byly vloženy na 5 min. do ultrazvukové lázně, následně ochlazeny v ledu 

a centrifugovány při 10000 g po dobu 3 min. a z extraktů bylo odebráno 100 pl pro SDS-

P A G E analýzu. 

S D S - P A G E byla provedena na 1 mm deskových gelech v diskontinuálním uspořádání 

podle Laemmliho (Laemmli, 1970). Všechny gely byly provedeny dvakrát. V tabulce 

(Tab. 8) jsou uvedena použitá množství jednotlivých složek pro zaostřovací a separační 

gel. Nejprve byl připraven separační gel. Před přídavkem SDS, T E M E D a A P S byly 

složky v odsávací baňce odvzdušněny pomocí vývěvy. Po přidání zbylých složek 

a zahájení polymerace byla směs nalita mezi skla, převrstvena vodou nasyceným 

butanolem a ponechána k polymeraci. Po ukončení polymerace separačního gelu byl 

stejný proces opakován se zaostřovacím gelem s tím rozdílem, že místo převrstvení 

butanolem byly do gelu zasunuty hřebínky pro 10 jamek. Po zatuhnutí gelu byly hřebínky 

vytaženy a skla přemístěna do elektroforetické nádobky s elektrodovým pufrem (0,025 

mol-K 1 Tris; 0,192 mol-1"1 glycin; 0,1% SDS). 

Vzorky pro S D S - P A G E byly připraveny následujícím způsobem: 100 pl získaných 

extraktů bylo smícháno 1:1 s Leammliho vzorkovým pufrem pro S D S - P A G E . Vzorky 

byly povařeny 7 min. při 100 °C, ochlazeny v ledové lázni a zcentrifugovány. 

3.2.8 SDS-PAGE 
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Tab. 8: Materiál pro přípravu zaostřovacího a separačního gelu (rozpis na 2 gely) 

Chemikálie Zaostřovací gel (4%) Separační gel (12%) 
AA/BIS (30,8% T/2,7 % C) 
1,5 mol H T r i s - H C l pH 8,8 
0,5 mol-k 1 Tris-HCl pH 6,8 1,25 ml 

2,95 ml 
0,1 ml 
0,06 ml 
0,01 ml 

0,65 ml 4,0 ml 
2,5 ml 

Deionizovaná voda 
SDS(10%,w/v) 
APS(10%,w/v) 
T E M E D 

3,2 ml 
0,1 ml 
0,05 ml 
0,01 ml 

Tab. 9: Chemikálie pro přípravu 1000 ml barvícího roztoku (Candiano et al., 2004) 

Chemikálie Koncentrace 
Kyselina fosforečná 
Síran amonný 
Coomassie blue G-250 
Methanol 
Deionizovaná voda 

10% (v/v) 
10%(w/v) 
1,2% (w/v) 
20% (v/v) 
Doplnění do 1000 ml 

N a gel bylo nanášeno 30 ul vzorku. Použité standardy byly Precision Plus Protein™ 

Standards a byly nanášeny v množství 7 ul. Elektroforéza probíhala při stabilním napětí 

120 V po dobu cca 1,5 h. Ukončena byla ve chvíli, kdy zóna bromfenolové modři 

doputovala ke spodnímu okraji gelu. 

Po ukončení elektroforézy byl gel umístěn v Petriho misce na třepačku do barvícího 

roztoku, kde byl přes noc ponechán k barvení. Barvící roztok byl připraven podle postupu 

Candiana et al. (2004) a jeho složení je uvedeno v tabulce (Tab. 9). Následující den byl 

gel odbarvován několik hodin v deionizované vodě a později naskenován ve skeneru 

PowerLook 1120 a vyhodnocen pomocí programu GelAnalyzer 23.1.1. 

Pro analýzu proteinové koncentrace v extraktech bylo použito B C A metody (Smith et al., 

1985), kvůli přítomnosti detergentů v první extrakční variantě. Standard z B S A byl 

připraven rozpuštěním 9,94 mg B S A v 994 ul deionizované vody a následným naředěním 

10x na výslednou koncentraci 1 m g - m ľ 1 . Z takto naředěného roztoku byla připravena 

kalibrační řada standardů v množství 5-50 ug B S A . Objemy ředěného roztoku B S A 

uvedené v tabulce (Tab. 10) byly pipetovány do 2 ml mikrozkumavek spolu s 2 ml B C A 

činidla. Objemové rozdíly mezi jednotlivými standardy byly nízké, a proto byly 

zanedbány. 

3.2.9 BCA metoda 
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Tab. 10: Příprava kalibračních standardů roztoku BSA 

Objem zásobního roztoku Množství BSA [ug] Objem B C A činidla 
BSA [ull ÍMll 

5 5 2000 
10 10 2000 
15 15 2000 
20 20 2000 
30 30 2000 
40 40 2000 
50 50 2000 

Ze získaných extraktů byly odebrány dávky v množství 7,5-15 ul a pipetovány vždy 

do 2 ml pracovního roztoku B C A připraveného čerstvě smísením činidla A a B (4% roztok 

síranu meďnatého, w/v) v objemovém poměru 1:50. Vzorky byly ponechány 30 min. 

inkubovat při laboratorní teplotě. Po uplynutí inkubační doby byla u vzorků změřena 

absorbance při vlnové délce 562 nm. Jako blanku bylo použito čistého roztoku 2 ml B C A 

činidla. Měření probíhalo na spektrofotometru Lightwave II. Všechna měření, včetně 

standardů, byla provedena v triplikátech. 

3.2.10 GelAnalyzer 

Získané obrázky ze skeneru ve formátu .TIFF byly upraveny v programu Adobe 

Lightroom Classic, kde byly zvýšeny hodnoty kontrastu pro snadnější analýzu a soubory 

byly exportovány ve formátu J P G , ve kterém byly analyzovány v programu GelAnalyzer. 

V samotné programu byly nejprve manuálně vyznačeny dráhy tak, aby byla co nejlépe 

vystihnuta jejich šířka a zakřivení. Následně byly u drah standardů vyznačeny jednotlivé 

proteinové pásy. A stejně tak byly vyznačeny proteinové pásy u drah se vzorky. Pozadí 

gelů odečítáno nebylo. Získané hodnoty intenzit byly vyhodnoceny v programu 

Microsoft Excel. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSE 

4.1 Koncentrace proteinů 

Z triplikátů B S A standardů měřených při vlnové délce 562 nm byla zprůměrováním 

naměřených absorbancí sestavena kalibrační přímka (Obr. 11). Z hodnot absorbancí 

jednotlivých extraktů, které byly získány z průměrných hodnot triplikátů, bylo získáno 

množství proteinů v extraktech vypočítané z rovnice kalibrační přímky y = 0,0062x + 

0,005. Ze znalosti množství proteinů v extraktech byla určena jejich koncentrace. 

U vzorků, kde byl přidán lysozym, bylo z hodnot koncentrací jeho množství odečteno. 
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Obr. 11: Kalibrační přímka pro určení koncentrace proteinů ve vzorcích 
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4.2 Extrakce ultrazvukem s detergenty a lysozymem 

Extrakce v ultrazvuku byly provedeny za asistence detergentů a u poloviny vzorků 

i s přítomností lysozymu. 

Vzorky jednoznačně ukazují, že účinek SDS je výrazně silnější než účinek Tritonu X -

100 (Obr. 12). Nárůst proteinové koncentrace je v přítomnosti SDS značný. Nevýhodou 

jeho použití je denaturace proteinů a z toho vyplývající nemožnost použití v případě, kdy 

je třeba získat protein ve svém funkčním stavu. 

Triton X-100 v tomto srovnání nepřinesl očekávané výsledky. Navíc při pohledu na 

následující sadu extrakcí (4.3) lze vidět téměř stejný zisk proteinů, jako ultrazvukem 

samotným. Je možné, že lepší výsledek by přinesla silnější koncentrace detergentu. 

V rámci této práce byla použita koncentrace 0,5 % (v/v). Ve dříve citované studii K i m a 

et al. (2009) vykazoval Triton X-100 pouze 37,3% účinnost buněčné lýzy a jeho použitá 

koncentrace byla přitom dvojnásobná. 

Extrakce po dobu 18 h přinesla zvýšení koncentrace proteinů pouze u vzorku s SDS 

bez lysozymu. Je to ale téměř zanedbatelný 2% nárůst, navíc pro velkou chybovou 

odchylku lze považovat výsledky za prakticky identické, stejně jako u vzorků 

s lysozymem. Pro velký rozptyl hodnot tak bude za nejlepší dosažený výsledek 

považována varianta extrahovaná 2 h v přítomnosti SDS a lysozymu. U obou vzorků 

s Tritonem X-100 došlo po delší extrakci naopak ke snížení koncentrace proteinů. Ztráta 

koncentrace byla 14,9 % a v případě vzorku s lysozymem dokonce 19,7 %. Tuto ztrátu 

nejspíše zapříčinila proteasová aktivita. Přestože byl pufr doplněn o inhibitory proteas 

P M S F a E D T A , existují i proteasy dalších tříd, které zřejmě inhibovány nebyly. Proteasy 

u vzorků s přítomností SDS, byly nejspíše díky jeho silné aktivitě denaturovaný, a tak ke 

ztrátě proteinů nedošlo. Cennou informací by proto mohlo být změření proteolytické 

aktivity v extraktech. Delší doba extrakce ve výsledku postrádá smysl, neboť přinese 

především degradaci produktu, která je velmi dobře viditelná i na gelové separaci těchto 

vzorků (Obr. 13B). 

Úlohou lysozymu je narušení peptidoglykanové vrstvy (Vollmer et al., 2008b). Jeho 

přítomnost v lyzačním pufru měla pozitivní v l iv na získané koncentrace, více znatelné 

u vzorků se slabším Tritonem-X 100, ale i tak se nejednalo o nijak výrazný nárůst. U sinic 
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18 h 

SDS SDSL Trit TritL 

Obr. 12: Koncentrace proteinů ve vzorcích extrahovaných v ultrazvuku s detergenty 
a lysozomem. (SDS) vzorek s SDS, (SDS L) vzorek s SDS alysozymem, (Trit) vzorek s Tritonem 
X-100, (Trit L) vzorek s Tritonem X-100 a lysozymem. 

rodu Synechococcus se pohybuje síla peptidoglykanové vrstvy okolo 15 nm (Samuel et 

al., 2001). U mnoha dalších druhů sinic bývá tato vrstva znatelně mohutnější (Hoiczyk & 

Baumeister, 1995). D á se tedy očekávat, že při použití sinice se silnější vrstvou by byl 

přínos lysozymu významnější. 

Pro úplnost výsledků by bylo vhodné použít lysozym ve více koncentracích a také 

otestovat enzym pouze s ultrazvukem bez použití detergentů. 

Separace vzorků elektroforézou (Obr. 13A) odhalila větší počet extrahovaných 

proteinů s menší molekulovou hmotností u variant s SDS. Dominantní jsou proteinové 

pásy odpovídající molekulovým hmotnostem -18 kDa a 16 kDa. Naopak u vzorků 

s Tritonem X-100 tyto skupiny proteinů zcela chybí. To je poněkud překvapivé, neboť 

právě tyto pásy se vyskytují u všech ostatních vzorků. Nabízí se vysvětlení opravdu 

silného naštěpení peptidových řetězců, které pak skončily na samém konci gelu ( IV, V.) 

ještě pod zónou barviva. Další výraznou skupinou jsou proteiny v rozsahu 40-60 kDa, 

přítomné ve všech 4 variantách. 

Varianta po 24 h (Obr. 13B) ukazuje značnou degradaci napříč všemi vzorky 

i proteinovými molekulovými hmotnostmi. Zůstalo jen opravdu malé množství 

analyzovatelných pásů. To opět potvrzuje přechozí negativní závěr ohledně přínosu takto 

dlouhé extrakce. 

Ve sloupcích III. a V. j e možné na gelu A i B vidět okolo 10 kDa výrazné tmavé oblasti, 

které náleží lysozymu, jehož M w je -14-15 kDa (Proctor et al., 1988). 
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Obr. 13: SDS-PAGE vzorků lyžovaných ultrazvukem v přítomnosti detergentů a lysozymu 
A - varianta po dvouhodinové inkubaci; B - varianta po 18 h; Zleva: (I.) standardy M w , (II.) SDS, 
(III.) SDS s lysozymem, (IV.) Triton X-100, (V.) Triton X-100 s lysozymem (VI.) standardy M w 
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4.3 Extrakce ultrazvukem za nativních podmínek 

V této sadě extrakcí bylo cílem ověřit, zda opakované vložení do ultrazvuku přinese díky 

vyššímu podílu lyžovaných buněk vyšší proteinové zisky. Bohužel jsem zapomněl 

odebrat vzorky pro změření proteinové koncentrace před umístěním do inkubátoru. Tyto 

vzorky jsou zaznamenány pouze na gelu (II.-V.) (Obr. 15). Při srovnání vzorky bez 

inkubace vykazují lehce vyšší intenzity proteinových pásů se znatelným nárůstem 

proteinů o M w 20 a 15 kDa. Během dvouhodinové inkubace nejspíše došlo aktivitou 

proteas k částečné degradaci proteinů. 

B C A metodou byly změřeny až koncentrace po dvouhodinové inkubaci při 37 °C. 

Jejich hodnoty vyšly v obou případech 3x opakovaného cyklu ultrazvuk led nižší, než 

pouze po 5 min. (Obr. 14). Obě varianty TS pufru přinesly v průměru o 17,7% vyšší 

výtěžky než při použití K P B . Hlavním důvodem je nejspíše vysoká koncentrace 

sacharosy a její osmotická aktivita, která by měla podporovat lýzu buněk. Mez i další 

důvody zcela j istě patří vyšší p H TS pufru, jak se ukázalo u extrakcí v různém p H (4.6). 

3,00 
2,55 

KPB 1 KPB 3 TS 1 TS 3 

Obr. 14: Koncentrace proteinů ve vzorcích extrahovaných v ultrazvuku po 2 h v inkubátoru při 
37 °C. (KPB 1) Extrakce v K P B , cyklus ultrazvuk led 1*. (KPB 3) Extrakce v K P B , cyklus 
ultrazvuk led 3 x. (TS 1) Extrakce v TS pufru cyklus ultrazvuk led 1 x. (TS 3) Extrakce v TS pufru 
cyklus ultrazvuk led 3 x. 
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Výsledky by mohly naznačovat, že delší čas v ultrazvuku nepřinesl lýzu dalších buněk 

a s tím i vyšší koncentrace proteinů v extraktech. Pokud by však byly lyžovány všechny 

buňky j iž během prvních 5 min., odporovalo by to předchozí extrakční variantě, při které 

se podařilo získat výrazně vyšší výtěžky. Ve dříve zmíněné studii K i m a et al. (2009) 

vykazovalo použití ultrazvuku pouze 73,3% účinnost v rozbití buněk. Jejich vzorek byl 

navíc vystaven ultrazvuku 30 min. Greensteinová et al. (2021) pro lýzu použili místo 

ultrazvukové lázně ultrazvukový homogenizátor. V jejich případě byla většina buněk 

lyžována j iž po 2 min. Delší doba v ultrazvuku přinesla jen minimální navýšení a i po 10 

min. zůstávaly v suspenzi neporušené buňky. 

Je tedy možné, že ani 5 ani 15 min. není při použití ultrazvukové lázně pro maximální 

rozbití buněk dostačující. Avšak jak ukazují i obě zmíněné studie, ani delší čas 

v ultrazvuku nepřinese lýzu všech buněk. 
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Obr. 15: SDS-PAGE vzorků lyžovaných ultrazvukem Zleva: (I.) standardy M w , (II.) KPB 1, (III.) 
K P B 3, (IV.) TS 1, (V.) TS 3, (VI.) K P B 1 - 2 h, (VII.) K P B 3 - 2 h, (VIII.) TS 1 - 2 h, 
(IX.) TS 3 - 2 h. 
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4.4 Extrakce v homogenizátoru FastPrep-24™ 
Extrakce kuličkovým homogenizátorem FastPrep-24™ přinesla u obou použitých pufrů 

srovnatelný výsledek. V extraktu K P B bylo 1,53 ± 0,17 m g m l " 1 proteinů (Obr. 16), což 

je podle naměřených koncentrací lehce více jak v TS pufru, kde vyšel proteinový obsah 

1,43 ± 0,1 mgml" 1 . Teoreticky by měl větší proteinové koncentrace přinést TS pufr, neboť 

má díky vysoké koncentraci sacharosy značnou osmotickou aktivitu, která by měla 

podpořit lýzu buněk. To potvrzuje i pohled na gel (Obr. 17), kde je vidět, že TS pufr 

přinesl vyšší proteinové zisky. Výraznější pásy jsou hlavně v oblasti okolo 50 a 30 kDa. 

Nižší koncentrace naměřená B C A metodou může být způsobena přítomností E D T A 

v pufru, která chelatací meďnatých iontů interferuje s výsledky. Pro nízkou koncentraci 

by ale v l iv měl být minimální. Vzhledem k výsledkům gelové elektroforézy a velké 

chybové odchylce u extraktu K P B lze považovat vyšší naměřenou koncentraci spíše za 

chybu. 

Celkově je však výtěžek z homogenizátoru spíše zklamáním. Ač je použití kuliček pro 

lýzu sinic standard (Mehta et al., 2015), přinesla tato metoda horší výsledky než 

ultrazvuk, který je dostupný ve většině laboratoří. Díky kavitaci, způsobené vysokou 

frekvencí ultrazvukových vln, vzniká velké množství mikrobublinek, jež při rozpadu 

uvolní velké množství energie, která zřejmě způsobí větší narušení buněk než nárazy 

kuliček. Lze očekávat, že použití většího množství menších kuliček by přineslo lepší 

výsledky. Navíc kuličkové třepačky jsou obecně méně účinné než kuličkové mlýny 

(D'Hondt et al., 2017). 

KPB TS 

Obr. 16: Koncentrace proteinů ve vzorcích z kuličkového homogenizátoru. (KPB) 
Vzorek extrahovaný v K P B . (TS) Vzorek extrahovaný v TS pufru. 
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Tyto výsledky jsou v rozporu s (Kim et al., 2009), kde naopak použití kuliček 

přineslo nej lepší výsledky. V jej ich případě však byly použily kuličky skleněné 

a vzorky byly v homogenizátoru trojnásobnou dobu. Mehta et al. (2015) použili taktéž 

skleněné kuličky k lýze tří druhů sinic, z nichž u každého byly výsledky rozdílné 

v rozsahu účinností 25-55 %. Odpovědí nejspíš bude velká závislost u účinnosti 

metody na použitém typu homogenizátoru, podmínkách a druhu lyžované sinice. 
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4.5 Extrakce v pufru s SDS bez ultrazvuku 

Tyto dvě extrakční varianty měly původně sloužit pro ověření přínosu SDS samotného 

a jako negativní kontrola lýzy buněk, které byly uchovány v mrazáku při -28 °C více jak 

rok. B y l y však provedeny na zbylých alikvotech extrakční sady (4.3) a extrahovány byly 

až o týden později, přičemž mezitím byly opět zamrazeny. Buňky tak byly nechtěně 

vystaveny druhému cyklu zmrazení a rozmrazení. Opakování těchto cyklů lze využít 

k buněčné lýze. Metoda nedosahuje vysoké účinnosti (Kim et al., 2009) a pro lýzu většího 

počtu buněk je zapotřebí vyšší počet opakování (Tanaka, 2015). 

Při pohledu na výsledky (Obr. 18) přinesl SDS 1,74 ± 0,05 m g r a l ' 1 proteinů. B y l o to 

však s podporou mrazu, jak ukazuje vzorek ponechaný pouze v K P B . Samotný SDS, tedy 

přinesl ~1 mg-ml" 1. Není to špatný výsledek, ale rozhodně nelze říct, že by SDS byl 

dostačující sám o sobě. Vnější S-vrstva sinic detergentům odolává (Nixdorff et al., 1978). 

Působení mrazu zřejmě umožnilo její narušení a lepší výsledky dosažené s SDS. Využití 

detergentů může mít větší přínos v kombinaci s j inou lyzační metodou (de Carvalho et 

al., 2017), jak ostatně potvrzuje i extrakce s detergenty za použití ultrazvuku (4.2). 

Elektroforetická separace těchto dvou vzorků byla provedena na gelu společně se 

vzorky extrahovanými v pufrech o různém p H (Obr. 21, IX. ; X . ) . 

2,10 

SDS KPB 

Obr. 18: Koncentrace proteinů ve vzorcích extrahovaných bez použití ultrazvuku. 
(SDS) Extrakce s SDS bez použití ultrazvuku (KPB) Extrakce v KPB bez použití ultrazvuku. 
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pH 3 pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH 9 

Obr. 19: Vzorky po pridaní pufrů o různém pH 

4.6 Extrakce ultrazvukem v pufrech při různém pH 

V rámci této extrakční varianty byl otestován v l iv p H pufru na proteinovou extrakci. 

Rozdíl byl patrný hned po přidání pufrů k buňkám, ještě před samotnou lýzou 

v ultrazvuku (Obr. 19). V kyselých pufrech o p H 3 a 4 došlo okamžitě ke shluku buněk 

a bylo obtížné se vzorkem nadále pracovat. U pufrů o p H 5-7 byla vidět přítomnost 

uvolněného modrého barviva, nejspíše směs fykocyaninu a allofykocyaninu. U bazických 

pufrů začala převažovat zelená barva, způsobená zřejmě uvolněným chlorofylem. 

Obsah proteinů ve vzorcích postupně narůstá s rostoucím p H (Obr. 20). První 3 vzorky 

extrahované v kyselém p H přinesly nej nižší naměřené koncentrace v rámci celé práce. 

Při využívání kyselých extrakcí se vzorky zahřívají na vysoké teploty (Slocombe et al., 

2013). Možná právě absence přidaného tepla neumožnila lepší výsledky. 

1,50 

1,28 

pH3,0 pH4,0 pH5,0 pH6,0 pH 7,0 pH 8,0 pH 9,0 

Obr. 20: Koncentrace proteinů ve vzorcích extrahovaných v pufrech při různém pH. 
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Znatelné skoky v koncentraci jsou z p H 5,0 na 6,0 a z p H 7,0 na 8,0. Je tak snadno 

vidět, že bazické p H je vhodnější pro proteinovou extrakci zaměřenou na maximální 

výtěžek. Bohužel nebylo otestováno p H >9,0, ale lze usoudit, že koncentrace by do 

určitého bodu dál narůstala, a to výměnou za vyšší denaturaci vzorku. V případě, že je 

snaha zachovat vzorek maximálně funkční, může být rozumnej ší volbou neutrální p H 7,0. 

Při srovnání výsledků s ostatními extrakcemi vyšly u těchto vzorků nižší koncentrace, 

než by se dalo očekávat, a to hlavně pro p H 7,0; 8,0 a 9,0. Vzorek extrahovaný při p H 8,0 

odpovídá 100 mmol-l" 1 variantě z následující extrakce, a přesto vyšla koncentrace 

proteinů poloviční. Nedostatečnou inkubaci vzorku s roztokem B C A činidla lze vyloučit, 

protože 30 min. inkubace bylo pečlivě hlídáno. Mohlo však dojít k lidské chybě na j iném 

místě. I přes poloviční koncentrace získané u této extrakce zůstává nej důležitější 

jednoznačný trend rostoucí proteinové koncentrace společně s rostoucí hodnotou pH. 

Pohled na elektroforetickou separaci proteinů (Obr. 21) odhaluje, že vyšší p H je 

vhodnější pro zisk proteinů o vyšší M w , ale naopak způsobuje ztrátu proteinů menších. 

Patrné je to hlavně u p H 9 v oblasti pod 20 kDa. Volba vhodného pufru by proto měla být 

ovlivněna i posouzením charakteru požadovaného proteinu. 
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Obr. 21: SDS-PAGE vzorků extrahovaných při různém pH. Zleva: (I.) standardy M w (II.) pH 
3,0; (III.) pH 4,0; (IV.) pH 5,0; (V.) pH 6,0; (VI.) pH 7,0; (VII.) pH 8,0 (VIII.) pH 9,0; 
(IX.) Extrakce s SDS bez použití ultrazvuku; (X.) Extrakce v KPB bez použití ultrazvuku. 
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Zajímavé může být, že u vzorku extrahovaného v p H 5,0 se vyskytly dva pásy proteinů 

o M w přibližně 18 kDa. Tyto pásy jsou na obrázku (Obr. 21) označeny černým obdélníkem. 

Jejich přítomnost na obou kopiích gelu vylučuje náhodu či chybu. Ze všech provedených 

elektroforetických separací je toto jediný vzorek, kde se proteiny nejeví jako jeden 

souvislý pás. Nabízí se tedy možnost v budoucnu tyto proteiny separovat a blíže 

prozkoumat. 

4.7 Extrakce ultrazvukem v různých koncentracích pufru 

Podle výsledků předchozí extrakce bylo p H 8,0 zvoleno jako nejlepší kompromis mezi 

získanými proteiny a zachováním funkčnosti vzorku. Ze čtyř použitých koncentrací Tris-

HC1 pufru přinesla nejnižší extrahované koncentrace nej slabší varianta (Obr. 22). Zbylé 

tři varianty jsou svými výtěžky srovnatelné i vzhledem k výsledkům S D S - P A G E (Obr. 

23), kde vyšla nejlépe koncentrace 100 mmol-1"1.1 zde vyšel vzorek extrahovaný v pufru 

o koncentraci 50 m m o l l " 1 nejhůře. 

V l i v koncentrace pufru nemá příliš velké dopady, pokud je jeho pufrační kapacita 

a iontová síla dostatečná. Naopak pokud dostatečná není, bývá často příčinou nízkých 

výtěžků, degradace nebo denaturace produktů (Pingoud et al., 2002). Podle výsledků 

spadá koncentrace 50 m m o l l " 1 už mezi nedostatečné a lepší volbou je užití 

koncentrovanějšího pufru. 

3,00 
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Obr. 22: Koncentrace proteinů ve vzorcích extrahovaných při různé koncentraci Tris-HCl pufru. 
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4.8 GelAnalyzer 
Pro rozdíly v barvení, skenování i úpravách kontrastu jednotlivých gelů, nelze jejich 

výsledky jednoduše srovnávat, tak jako naměřené koncentrace proteinů. Místo toho byla 

pro každou dráhu gelu, reprezentující separaci proteinů z jedné extrakční varianty, 

vytvořena hodnota „redukované intenzity". Hodnota redukované intenzity byla získána 

vydělením intenzity proteinových pásů na dráze hodnotou, která náleží součtu intenzit 

standardů z daného gelu. Jelikož bylo na všechny gely naneseno stejné množství 

standardů, měla by získaná hodnota umožnit přesnější srovnání jednotlivých výsledků 

elektroforetických separací. Získané hodnoty redukovaných intenzit byly vyneseny do 

grafů (Obr. 24, Obr. 25, Obr. 26, Obr. 27, Obr. 28, Obr. 29). 

Redukované intenzity vykazují v rámci jednoho gelu silnou korelaci s koncentracemi 

naměřenými B C A metodou (Obr. 12, Obr. 14, Obr. 20, Obr. 22) s rozdílem extrakce 

v kuličkovém homogenizátoru, kde vychází redukovaná intenzita o polovinu větší 

v případě TS pufru, ač naměřené koncentrace vyšly ve prospěch K P B (Obr. 16). Výsledek 

z gelu tak podporuje dřívější předpoklad, že TS pufir by měl pro vysokou koncentraci 
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sacharosy a taktéž pro vyšší hodnotu p H přinést lepší výsledky než K P B . Další 

hodnoty, které si zcela neodpovídají, pocházejí z extrakce v přítomnosti detergentů. 

Přidané množství lysozymu v tomto případě nebylo možné odečíst, a tak mají tyto 

redukované intenzity vyšší hodnotu, než by měla být. Výsledky s Tritonem X-100 jsou 

také výrazně nižší než naměřené koncentrace, ale vysvětlením bude nejspíše 

přítomnost černého pásu pod zónou bromfenolové modři, která byla diskutována už 

v kapitole 4.2. (Obr. 13 A , B ; dráhy I V ; V ) . 

Graf se vzorky extrahovanými v ultrazvuku (Obr. 25) potvrzuje negativní přínos 

delších extrakcí. Všechny 4 varianty bez inkubace přinesly dle intenzity proteinových 

pásů lepší výsledky, než jejich protějšky inkubované 2 h. 

N a obrázku (Obr. 28) je redukovaná intenzita drah, které náleží 

vzorkům extrahovaným bez použití ultrazvuku. SDS varianta vyšla 2,51 a je nejvyšší 

získanou hodnotou redukované intenzity. Znamenalo by to, že podle elektroforetické 

separace dosáhlo SDS samotné na výrazně lepší výsledky než ostatní metody, což 

samozřejmě není pravda. Narážíme zde na limitace srovnání redukovaných intenzit. 

Vzorky extrahované v SDS a K P B bez použití ultrazvuku byly separovány na gelu 

společně se vzorky extrahovanými v pufrech o různém p H (Obr. 21). U nich byla 

naměřena nej nižší koncentrace, i intenzita proteinových pásů na gelu byla nej nižší. Proto 

bylo tomuto naskenovanému gelu přidáno nejvíce kontrastu, což zřejmě způsobilo ztrátu 

informace v intenzitách standardů. 

Redukované intenzity gelu, na kterém byly separovány vzorky extrahované v pufrech 

při různém p H (Obr. 28), ukazují mnohem bližší hodnoty k ostatním extrakcím než 

naměřené koncentrace, které vyšly poloviční. Stejně tak extrakce kuličkovým 

homogenizátorem (Obr. 26) podle tohoto srovnání přinesla srovnatelné výsledky 

s ultrazvukem. Při znalosti příliš vysoké hodnoty vzorku s SDS bez ultrazvuku však těmto 

výsledkům nelze moc věřit a jejich charakter je spíše orientační. Je možné, že rostoucí 

intenzita proteinových pásů neroste lineárně společně se stoupající koncentrací proteinů. 

Srovnání intenzit napříč gely odpovídá výsledkům B C A metody pouze u extrakční 

varianty s detergenty. Ač byly vzorky extrahované po dobu 2 h a 18 h separovány na 

samostatných gelech, oba byly připraveny, barveny i naskenovány společně, a proto si 

jejich hodnoty odpovídají. 
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• 2h 

18 h 

SDS SDSL Trit TritL 

Obr. 24: Redukované intenzity u vzorků extrahovaných v ultrazvuku s detergenty a lysozomem. 
(SDS) vzorek s SDS, (SDS L) vzorek s SDS a lysozymem, (Trit) vzorek s Tritonem X-100, 
(Trit L) vzorek s Tritonem X-100 a lysozymem. 

2,10 

• Bez inkubace 

Inkubace 2 h 

KPB1 KPB3 TS 1 TS3 

Obr. 25: Redukované intenzity u vzorků extrahovaných v ultrazvuku. (KPB 1) Extrakce v K P B , 
cyklus ultrazvuk led 1 x. (KPB 3) Extrakce v KPB, cyklus ultrazvuk led 3 x. (TS 1) Extrakce v TS 
pufru, cyklus ultrazvuk led 1 x. (TS 3) Extrakce v TS pufru, cyklus ultrazvuk led 3*. 
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Obr. 26: Redukované intenzity u vzorků z kuličkového homogenizátoru. (KPB) Vzorek 
extrahovaný v K P B . (TS) Vzorek extrahovaný v TS pufru. 
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Obr. 27: Redukované intenzity u vzorků extrahovaných bez použití ultrazvuku. (SDS) Extrakce 
s SDS bez použití ultrazvuku. (KPB) Extrakce v K P B bez použití ultrazvuku. 
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Obr. 28: Redukované intenzity u vzorků extrahovaných v pufrech při různém pH. 
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Obr. 29: Redukované intenzity u vzorků extrahovaných při různé koncentraci Tris-HCl 
pufru. 
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[KDa] I. II. III. 

Obr. 30: Separace proteinů pro analýzu proteinového složení. Zleva: (I.) standardy M w , (II.) 
vzorek v K P B , (III.) vzorek v TS pufru. Zvýraznění: (1) skupina 4 proteinových pásů o M w 100-
120 kDa, (2) skupina 5 proteinových pásů o M w 50-55 kDa, (3) 2 proteinové pásy 40-45 kDa. 
(4) Pás -20 kDa, (5) 15-17 kDa (6) -10 kDa 

4.9 Proteinové složení extraktů 

Separace gelovou elektroforézou umožnila posoudit proteinové složení jednotlivých 

extraktů. Získané gely (Obr. 13A/B, Obr. 15, Obr. 17, Obr. 21,Obr. 23) už byly dříve 

zmiňovány v souvislostech s koncentrací proteinů měřenou B C A metodou. Pro 

reprezentativní analýzu proteinového složení byl zvolen gel, kde byly separovány vzorky 

z kuličkového homogenizátoru (Obr. 30), protože na něm bylo nejvíce detekovatelných 

proteinových pásů. Napříč vzorky byla nalezena vysoká přítomnost proteinů 

o odhadovaných M w -100, 50-55, 18-20, -15 a 10 kDa. 

M e z i pásy -50 kDa by mělo patřit 8 velkých podjednotek enzymu Rubisco jejichž 

M w se pohybuje v rozsahu 50-55 kDa (Andersson & Backlund, 2008). Teulingová et 
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al. (2017) ve své studii potvrdili imunoblotováním přítomnost proteinu. Autoři dále 

usuzují, že mezi pásy -15 kDa budou patřit malé podjednotky Rubisca. Těch je taktéž 

8 a pohybují se v rozsahu 12-18 kDa (Andersson & Backlund, 2008). Extrahované 

vzorky vykazují vysoký podíl nízkomolekulární proteinové frakce. Stejný výsledek 

ukazuje proteinové složení v případě Teulingové et al. (2017) i analýza proteinového 

složení hmotnostní spektrometrií Šebely et al. (2018), při níž bylo u sinice S4 nalezeno 

167 proteinů o M w pod 20 kDa. 

Sinice jsou fotosyntetizující organismy, a tak bude velké množství proteinů patřit 

k součástem fotosystému I a II, fykobyliproteinům a dalším esenciálním buněčným 

makromolekulám jako jsou ribozomy, transportní proteiny, enzymy a mnoho dalších 

(Šebela etal., 2018). 

4.10 Teoretický výtěžek 

Obdržené vzorky byly bohužel v neznámém množství. Přibližné množství bylo získáno 

zvážením centrifugačních zkumavek se zamrazenými vzorky a od jejich průměrné 

hmotnosti bylo odečtena průměrná hmotnost 7 prázdných zkumavek. Získané teoretické 

množství je 0,286 ± 0,062 g v každé ze 4 zkumavek. Po alikvotním rozdělení obsahu pro 

8 vzorků hmotnost vychází 35,8 ± 7,8 mg. Tato množství sinic by se tedy měla nacházet 

v každém jednotlivém vzorku. Nej vyšší získaná koncentrace proteinů v extraktu byla 

4,22 mg ml" 1 , což odpovídá 2,11 ± 0 , 1 3 mg extrahovaných proteinů. 

Obsah proteinů se u jednotl ivých druhů sinic velmi liší. Ve srovnávací studii Passose 

et al. (2023) se pohyboval proteinový obsah u všech druhů sinic v rozmezí 2,5-66,7 % 

s průměrnou hodnotou 36,9 %. V sinici rodu Synechococcus naměřili Nagle et al. (2010) 

proteinový obsah 45,9 %. Při hrubém odhadu usuzujícím 35-50% podíl proteinů 

na hmotnosti sinic Synechococcus S3 a S4, odpovídá množství extrahovaných proteinů 

výtěžnosti 9,1-22,9 %. Ač se jedná opravdu o teoretické odhady, výsledek by mohl 

odpovídat. Fieldová et al. (2017) zaznamenali při srovnávání extrakčních metod nej vyšší 

dosažený výtěžek 17,51 %. Nezbývá než poznamenat, že hlavním cílem této práce bylo 

především srovnání jednotl ivých extrakčních postupů a metod, ne dosažení nej vyššího 

proteinového výtěžku. 
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4.11 Nedostatky 
Ač byla snaha o dodržení stejných postupů a podmínek u všech extrakčních variant, je 

třeba zmínit několik nedostatků práce. Výsledky v rámci jedné extrakční sady jsou 

srovnatelné, ale srovnávání extraktů mezi různými sadami přináší jistá úskalí. Prvním 

z nich jsou samotné použité vzorky sinic, které byly bohužel obdrženy ve zmrazeném 

stavu, navíc v neznámém množství. Nelze tedy s jistotou říci, zda všechny čtyři obdržené 

zkumavky obsahovaly stejné množství, ač se dá předpokládat, že ano, protože byly 

zmrazený alikvoty. Zváženy totiž byly jen 2 zkumavky obsahující S4 variantu a byl mezi 

nimi znatelný váhový rozdíl, který však byl způsoben spíše velkou variabilitou 

v hmotnosti jednotlivých zkumavek. První 2 extrakce byly prováděny s variantou S3 

a extrakce v různém p H a koncentracích byly vyzkoušeny s S4. S velkou 

pravděpodobností budou tyto sinice morfologicky a proteinovým složením velmi 

podobné. Se vzorky sinic souvisí také skutečnost, že většina prošla jedním cyklem 

zmrazení a rozmrazení a část buněk tak byla lyžována ještě před zahájením extrakcí. Pro 

srovnávací účely této práce by zcela jistě bylo vhodnější pracovat s čerstvými buňkami. 

Naštěstí jediný cyklus je málo účinný a naruší jen malé množství buněk (Tanaka, 2015). 

Dopad na výsledky by tedy neměl být velký. Nežádoucí tvorbě ledových krystalků 

v buňkách lze při delším skladování v mrazu předejít přidáním dimethylsulfoxidu nebo 

exopolysacharidů ( A l i et al., 2021). 

Další potenciální překážkou je různé složení použitých pufrů, přesněji jejich doplnění 

o soli, chelatační činidla, inhibitory proteas a další složky, které mohou mít dopady na 

proteinový zisk a nebyly přítomny u všech variant. Konkrétní pufry použité bez 

přídavných látek byly K P B , Tr is-HCl v různých koncentracích a pufry použité pro 

srovnání v l ivu pH. Naopak některé pufry obsahovaly P-merkaptoethanol a E D T A , které 

interferují s B C A metodou (He, 2011). Koncentrace těchto látek byla díky velkému 

naředění B C A roztokem nízká a v l iv na přesnost měření by tedy měl být minimální. 

DNasa I byla přidána pouze u extrakce s detergenty a měla by rozštěpením odstranit 

nežádoucí D N A . Její přítomnost ani absence u dalších extrakčních pufrů však nejspíš 

neměla velký vliv, protože ultrazvuk samotný D N A degraduje (Elsner & Lindblad, 1989). 
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5 ZÁVĚR 

Tato práce pojednává o metodách lýzy buněk sinic a extrakce jejich intracelulárního 

obsahu se zaměřením především na proteiny. 

V rámci teoretické části byly představeny sinice jako rozmanité organismy nabízející 

mnoho potenciálně využitelných produktů, jejichž zisk je omezen odolnou B S sinic. Dále 

byly rozebrány běžně používané metody pro lýzu buněk společně se svými klady 

a zápory. Poslední část je věnována metodice extrakcí proteinů a dalších molekul. 

V praktické části bylo provedeno několik sad extrakcí proteinů ze sinice 

Synechococcus Sp. UPOC S3 a S4 s cílem jejich srovnání. By lo zjištěno, že ultrazvuk 

může být účinnou a snadno dostupnou metodou pro lyžování buněk sinic, ač má prostor 

pro zlepšení, kterého lze docílit doplněním lyzačních pufrů detergenty či lysozymem. 

Dále byla vyzkoušena extrakce kuličkovým homogenizátorem, který přinesl horší 

výsledky než ultrazvuk. Nakonec byla omylem vyzkoušena do jisté míry i metoda 

zmrazování a rozmrazování, kterou však pro nízký počet cyklů nelze více zhodnotit. 

Přínos déle trvajících extrakcí se ukázal spíše záporný a je doporučeno se j i m vyhnout, 

nebo doplnit extrakční pufr o směs inhibující všechny třídy proteas, případně proteasovou 

aktivitu změřit a ujistit se, že je minimální. 

B C A metodou byly analyzovány proteinové koncentrace v extraktech, přičemž 

nej vyšší hodnoty 4,22 ugml-1 dosáhl vzorek extrahovaný ultrazvukem v přítomnosti 

SDS a lysozymu. Dále bylo zjištěno, že extrakce v kyselém p H není pro proteiny vhodná 

a jako nejlepší kompromis mezi proteinovým ziskem a zachováním funkčnosti produktu 

bylo zvoleno p H 8,0. Ač v l iv různých koncentrací pufru nepřinesl přílišné rozdíly, použití 

vyšších koncentrací se ukázalo jako spolehlivější volba. 

Nakonec bylo za pomoci S D S - P A G E zhodnoceno proteinové složení jednotlivých 

extraktů a byla srovnána redukovaná intenzita proteinových pásů, která ve většina případů 

podpořila výsledky B C A metody. Extrakty obsahovaly velké zastoupení proteinů do 20 

kDa a napříč vzorky byla nalezena i vysoká přítomnost proteinů o odhadovaných M w 

100-120 a 50-55 kDa. Předpokládá se, že identita velké části z nich bude patřit částem 

fotosyntetického aparátu sinic. 

V rámci dalšího výzkumu je široký prostor pro bližší otestování přínosu jednotl ivých 

složek jako např. lysozymu. Dále se nabízí otestování většího množství lyzačních metod, 

neboť v rámci této práce bylo pracováno převážně s ultrazvukem a taktéž ověření 

dosažených výsledků u více druhů sinic. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

A A - akryklamid 

A P S - persíran amonný 

B C A - bicinchoninová metoda 

BIS - Ay^-methylenbisakrylamid 

B S - buněčná stěna 

B S A - hovězí sérový albumin 

C M - cytoplazmatická membrána 

H E W L - lysozym ze slepičího vaječného bílku (hen egg white lysozyme) 

H P H - vysokotlaká homogenizace 

H S H - vysokorychlostní homogenizace 

K P B - K-fosfátový pufr 

M C - L R - mikrocystin-leucin-arginin 

P E F - pulzní elektrické pole 

P M S F - fenylmethylsulfonyl fluorid 

T E M E D - AgV,A^Af'4etramethylethylendiamin 

Tri s - Tri s(hydroxymethyl)aminomethan 

TS pufr - Tr i s -HCl pufr se 30% (w/v) sacharosou 

U H P H - ultra vysokotlaká homogenizace 
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