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ANOTACE

Tato prace se zabyva metodami izolace buné¢nych organel. Pozornost je vénovana
pfedevsim metodam, které jsou invazivni, tedy je nutné narusit bunéénou membranu. Déle se
tato prace také vénuje neinvazivni analyze pomoci mikroskopickych metod. Izolace a analyza

bunécnych kompartmenti je dalezita pro spravné pochopeni mnoha bunécnych funkci.

KLICOVA SLOVA

Organely, buné¢né kompartmenty, mitochondrie, izolace organel, analyza



TITLE

Methods of cellular compartments analysis

ANNOTATION

This thesis deals with methods of isolation of intracellular organelles. Attention is paid
mainly to methods which are invasive, so it is necessary to disrupt cell wall. This thesis also
deals with non-invasive microscopic analysis. Isolation and analysis of cell compartments is

important for correct understanding of many cellular functions.
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0 Uvod

Eukaryotické bunky, at’ rostlinného nebo Zivocisného pivodu, obsahuji organely.
Pozornost bude vénovana piedevsim témto bunikdm, nebot’ buiniky prokaryotické bunécné
organely prakticky témét neobsahuji. Jako bunécné kompartmenty oznacujeme predevsim
takové (tvary, které jsou ohrani¢eny vlastni biomembranou. Buiky jsou

kompartmentovany na mnoho organel, zajistujicich v buiice specifickou ulohu.

Analyza bunéénych kompartmentii predstavuje jeden z hlavnich piliit moderni
bioanalytické chemie. Izolace bunécnych organel pro analyzu se pouziva ptedevSim
Vv bioanalytické chemii a je zdkladem mnoha biomedicinskych testd. Nejprve je nutné
buniku néjakym zpuisobem ,,rozbit”, aby bylo mozno ziskat jednotlivé organely k jejich
dalsi nasledné analyze. Buné¢na suspenze piipravena mechanickou homogenizaci obsahuje
velké mnozstvi riiznych bunéénych kompartmentt, které jsou posléze oddéleny napiiklad
centrifugaci. Dal§i mozZnosti, jak ziskat informace o bunécnych kompartmentech je analyza
neinvazivni, coZ znamena, Ze bunéénd membrana je neporusena a pouze nahlizime dovnitt
buiky. Mezi tyto metody muzeme zatadit naptiklad elektronovou mikroskopii, STED

mikroskopii, fluorescenéni znac¢eni nebo riizné barvici techniky.
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1 Destruktivni (invazivni) analyza

1.1 Metody izolace organel z buiky

Abychom ziskali bunééné organely, musime bunku né¢jakym zptisobem lyzovat, coz
znamena penetrovat (porusit) cytoplazmatickou membranu. Metody pouzivané k izolaci
organel zjejich bunétného prostiedi zahrnuji mechanickou homogenizaci, dusikovou
kavitaci (nitrogen cavitation), chemické naruSeni a elektrické naruSeni. Stejné principy
izolace se vSak vztahuji prakticky na vSechny bunky a tkdn¢ a modifikace téchto zptisobti
bunécné frakcionace mohou byt pouzity k odd¢€leni a ¢isténi libovolnych slozek. Organely,
které se velmi ¢asto ke studiu pouzivaji jsou lidské mitochondrie, nebot’ jejich studium je

dilezité pro spravné pochopeni apoptdzy a nemoci, které s ni souvisi. [1]

V posledni dobé také dochazi k rozvoji metod, které zajistuji lepSi kontrolu a
reprodukovatelnost izolace organel. Jsou to napfiklad metody specifické pro uréity druh

organel a metody kompatibilni s pozorovanim jednotlivych organel po jejich izolaci. [1]

1.2 NaruSeni bunééné (cytoplazmatické) membrany

1.2.1 Homogenizace

Uvolnéni jednotlivych kompartmentd zbuilky je prvni a zaroveil jeden
nepouzivaji Zadné enzymy ani chemické latky. PouZivd se pouze ur¢it€é mnoZstvi
mechanické energie. K naruseni buné¢né membrany se vyuziva principd, pfi kterych jsou
bunky vystaveny proudu kapaliny nebo rozdilnym tlaklim uvnitf a vné buiky, ptipadné se
vyuziva specidlnich tfepacich nadob, kde na tkdné nebo jednotlivé bunky plsobi malé
kulicky a v neposledni fad¢ lze také vyuzit stiidavé zmrazovani a rozmrazovani bunék.

Jako dalsi zpisob 1yze membrany muzou byt riizné kombinace téchto metod. [2]

Nejprve se buriky suspenduji v roztoku o vhodném pH, které by mélo byt stejné
jako pH cytosolu, coz je piiblizné 7,4 a s ur€itym obsahem soli. Obvykle je k t€émto ucelim
vyuzivana izotonickd sacharoza (0,25 M) nebo kombinace soli, které maji podobné slozeni

jako obsah bunky. K mechanickému lyzovani bunky se mohou pouzivat specialni
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homogenizatory, které mohou byt naptiklad rota¢ni, vysokotlaké. K ruptufe plazmatické
membrany lze pouzit specialni tlakovy tkanovy homogenizator, kdy jsou bunky tlaceny
skrz Gzky prostor mezi pistem a sténou nadoby. Obecné se suspenze udrzuje pii teplote

okolo 0 °C, aby nedoslo k poskozeni enzymu a dal$ich slozek. [3]

Mezi nejznaméj$i homogenizatory patii Dounceho nebo Potter-Elvejhemtv

homogenizator a také se velmi ¢asto vyuziva ultrazvukovych sonikatort. [2]

Avsak vyuziti manualni homogenizace pifinasi fadu nevyhod, jako jsou naptiklad
vysoké naroky na obsluhu, je také obtizné zjistit, kdy uz je tkan dostate¢né rozruSena.
Casteénym fesenim mohou byt komeréné vyrabéné pristroje, které jsou méné naroéné na
obsluhu, jako je naptiklad PCT drti¢, ktery slouzi k mechanickému rozruseni tkéni, aniZ by
doslo k poskozeni jednotlivych organel. Dale se vyuziva pfistroj zvany Barocycler, ktery
pomoci kontrolovanych tlakovych impulsi lyzuje buiky, dokud nedojde k uvolnéni
organel nebo homogenizator zvany French press, ktery protlacuje tekutou suspenzi skrze
maly otvor pod velkym tlakem. Tyto pfistroje se nejcastéji vyuzivaji k izolaci zivocisnych

mitochondrii. [16]

Kvalita homogenizace poté byva sledovdna naptiklad fadzovym kontrastnim
mikroskopem, kdy se miizeme presvédcit, ze doslo k rozruseni buiiky nikoliv k poskozeni

jader a vzniku agregati. [4]

1.2.2 Dusikova kavitace

RozruSeni bun¢k pomoci dusikové kavitace nebo-li dekomprese je dalsi z moZnosti,
jak pomérné rychle a u¢inné¢ dosahnout bunééné homogenizace, a ziskat tak jednotlivé
bunétné kompartmenty. Metoda je zaloZzend na piisobeni vysokého mnozstvi dusiku na
buiiky v tlakové nadobé bez piitomnosti kysliku. Tento dusik je rozpustén v buitkach za
vysokého tlaku (cca 5500 kPa). Tlak se poté rychle uvolni a bublinky dusiku, které unikaji
zpusobi prasknuti bunécné membrany a dojde kuvolnéni obsahu bunky. Fyzicky a
chemicky stres na enzymy a bunécné organely zplsobeny dusikovou kavitaci je
v porovnani s klasickymi mechanickymi homogeniza¢nimi metodami minimalni. Metoda
je vhodna pfi praci se sav€imi nebo nékterymi rostlinnymi buiikami, neni pfili§ vhodna pro
kvasinky, buiikky hub a spory, jelikoz maji silnou bunécnou sténu a je zapotiebi obvykle

jesté pouziti enzymu. [29]
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1.3. 1zolace bunéénych kompartmentii

1.3.1 Subcelularni frakcionace

Jednou z moznosti, jak z homogenatu ziskat jednotlivé bunétné organely je
subcelularni frakcionace. Buné¢na frakcionace (subcelularni frakcionace) je proces déleni
obsahu buriky na jednotlivé ¢asti. Jednotlivé organely mohou byt rozdéleny z hlediska
jejich fyziologické funkce podle tvaru, hustoty a ndboje.

Proces subcelularni frakcionace se sklada ze dvou zakladnich krokid. Prvnim
krokem je homogenizace, ktera byla popsana v ptredeslé kapitole. Homogenizace tedy
znamena Setrné rozbiti bunééné membrany se zachovanim jednotlivych neporusenych
bunéénych kompartmenti. Podminky pro homogenizaci musi byt optimalizovany pro
kazdou bunéc¢nou linii. DalS$im krokem je obvykle diferencialni centrifugace, pomoci které

dojde k rozdéleni populaci jednotlivych organel. [4]

1.3.1.1 Diferencialni centrifugace

Nejbéznéjsi zpusob, jak organely od sebe oddélit je metoda zvana diferencialni
centrifugace. AvSak tato metoda neposkytuje dostate¢né Cisté organely, nybrz slouzi
k pfedbéznému roztiidéni. A k pteCisténi téchto organel je nasledné pouzita gradientova

centrifugace. [3]

Princip oddéleni jednotlivych organel je zaloZen na rozdilné hustoté a hmotnosti
jednotlivych organel, kdy se postupné zvySuje normalni tihové zrychleni, a pravé podle

A4

S nejniZzsi hustotou.

Jesté pied samotnou centrifugaci je bunéfna peleta promyta a promichana
s ledovym hypootonickym pufrem, poté jsou buiikky mechanicky zlyzovany a jsou pfidany
stabiliza¢ni pufry, aby nedochdzelo k poSkozeni samotnych organel. Bunécny lyzat se
poprvé zcentrifuguje (obvykle pii 1300g, na 5 min. pii 4 °C) a dojde k odd¢€leni prvni
frakce. Tato prvni peleta obsahuje piedev§im bunécna jadra, piipadné cytoskelet a illomky
bunék. Druhd centrifugace je uz provadéna pii vyssich otackéach (pii 17 000g na 15 mi. pfi
4 °C). Druh4 peteta obsahuje mitochondrie, lysozomy a peroxyzomy. Po dalsi centrifugaci

(pfi 80 000g, 1 hod. pfi 4 °C) vznikd peleta obsahujici cytoplazmatické membrany a

13



fragmenty endoplasmatického retikula. Pti poslednim stoceni (150 000g, 3 hod. pti 4 °C)
ziskdme peletu obsahujici ribozomy. [19]
SUPERNATANT 1

SUPERNATANT 2 SUPERNATANT 2

“+| LOW-SPEED MEDIUM-SPEED "| |HIGH-SPEED 7| |VERY HIGH-SPEED
CENTRIFUGATION CENTRIFUGATION CENTRIFUGATION “:| [CENTRIFUGATION
AR PELLET 1 PELLET 2 PELLET 3 PELLET 4

Obr. 1: Diferenciélni centrifugace. Vlevo na obrazku je peleta s bunéénym homogenatem, ktery je nejprve
zcentrifugovan pii niz8ich otackach. Prvni peleta po zcentrifugovani obsahuje celé buiky, jadra, ptipadné
cytoskelet. Prvni supernatant obsahuje na spod peletu ¢ 2, kterd obsahuje mitochondrie, lysozomy a
peroxizomy. Peleta ¢ 3 po zcentrifugovani supernatantu pii vysokych otackach obsahuje mikrozomy a dalsi
malé vacky, posledni peleta zcentrifugovana pii velmi vysokych ota¢kach obsahuje ribozomy. Dostupné z:
Zdroj [1]

1.3.2 Gradientova centrifugace

Pfi této metode se jednotlivé Castice déli podle hustotniho gradientu roztoku, ktery
je v kyveté. K ptipravé hustotnich gradientl se vyuziva naptiklad sachardza, coz je jedna
z levnéjSich alternativ. Jako dalS$i médium k ptipravé gradientu je hojné uZivan Perkol,
ktery mize byt pouzit jako kontinudlni nebo diskontinudlni gradient. Nachéazi vyuziti pfi
déleni buné€k, subcelularnich ¢astic piipadné 1 vir za fyziologickych podminek. Je
dodavan jako sterilni koloidni suspenze obsahujici ¢astice oxidu kiemic¢itého o priméru
15-30 nm potazené polyvinylpyrolidinem. [27] V dalsich ptipadech je k ptipravé gradientu
pouzivana latka zvana Fikol, kterd se nejCastéji pouziva jako stupiiovity gradient. Jedna se
o neutralni hydrofilni polysacharid, ktery se velmi dobie rozpousti ve vodnych roztocich.
Funguje na podobném principu jako Perkol a bézné se vyuziva k izolaci mitochondrii a

synaptozomii z mozku. [18]

Gradientova centrifugace se nejcastéji vyuziva k purifikaci neboli preciSténi
bunéénych kompartmenti od nejriznéjSich piimési a ostatnich organel a v kombinaci
s diferencialni centrifugaci lze ziskat organely témért bez nezadoucich primési. [28] Metoda
je také hojné vyuzivana k izolaci jednotlivych bunéénych linii nebo v hematologii k izolaci

ruznych populaci krevnich bunék. [30]
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1.3.3 Imunoizolace organel

Zatimco klasické purifikacni metody jsou omezeny na rychlost sedimentace
jednotlivych elementli, imunoizolacni metody vyuzivaji vysokou specifitu protilatek
k izolaci organel, které dané antigeny obsahuji. Tyto metody obvykle kombinuji
frakcionaci pomoci gradientové centrifugace simunoizolaci. K pozorovani fixovanych
preparatu lze pouzit klasicky fluorescencni mikroskop piipadné lze pouzit i konfokalni

mikroskop. Déle Ize takto izolované organely vyuzit naptiklad k proteomické analyze. [5]

1.3.3.1 Imunofluorescen¢ni znaceni

Podminkou pro imunoizolaci je najit odpovidajici antigen, ktery obsahuje organela,
kterou chceme detegovat. Déale je také nutné mit vysoce afinitni protilatku, ktera bude
rozpoznana danym antigenem. Znaceni antigenem mize byt pfimé nebo neptimé, kdy u
primého je fluorescencni znacka pfimo navazana na antigen a u nepiimého se nejprve
pouzije primarni protilatka a nésledné protilatka sekundarni. Nepiimé oznaceni je mnohem

citlivejsi, a proto je vyuzivano Castéji.
1.4 Metody pro analyzu jednotlivych bunéénych kompartmenti

1.4.1 Pritokova cytometrie

Prutokova cytometrie_se pouziva jako analyticky nastroj pro tfidéni bunék nebo
jejich menSich casti. Pratokovy cytometr mize identifikovat rizné buiikky pomoci méfeni
svétla, které tyto builky rozptyli, pfipadné pomoci fluorescence, kterou emituji, kdyz
proudi laserovym paprskem. Umoznuje také oznaCeni a studovani jednotlivych

intracelularnich komponent. [5]

Kromé pouZivani ke tfidéni jednotlivych krevnich bun€k nebo analyzu bunééného
cyklu pomoci méfeni obsahu DNA se prutokova cytometrie pouziva také k identifikaci

chorob, které souviseji s urcitou genovou sekvenci. [3]

1.4.1.1 Vyuziti pritokové cytometrie v identifikaci jednotlivych organel

Pritokovy cytometr je pfistroj, ktery umoziuje identifikovat rizné znaky v bunice.

Jeho vyuziti je pomérné Siroké, 1ze ho vyuzivat v hematologii pro tfidéni, jednotlivych
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krevnich bunék, dale také v imunologii, kde je mozné sledovat buiiky napadené virem HIV
a podobné. Pro identifikaci bunéénych kompartment se pouzivaji specifické protilatky
proti povrchovym znakim, které jsou pravé typické pro jednotlivé organely. Témito
metodami je také mozné zkoumat jednotlivé procesy, které se v buiice odehravaji, jako je

naptiklad mitdza, apoptdza nebo intracelularni transport. [5]

V porovnéni s mikroskopii ma pratokova cytometrie vyhody v daleko rychlejsi
detekci a kvantifikaci membranovych struktur organel, také je méné naro¢na na obsluhu a
Vv neposledni fad¢ lze pomoci této metody detekovat tisice organel v jediném vzorku.
K detekci organel v prutokovém cytometru je zapotiebi jednotlivé organely oznacit nejprve
specifickou primarni protilatkou (u mitochondrii se napiiklad pouziva krali¢i protilatka
anti-Mfn2), poté se pouzije protilatka sekundarni, ktera je fluorescencné konjugovana a
nasledné¢ mohou byt organely analyzovany pomoci pritokového cytometru a vysledky

vyhodnoceny s pouzitim vhodného softvéru. [36]

1.4.1.2 FACS - fluorescence activated cell sorter

Tato metoda vyuziva pritokovy cytometr k detekci a tfidéni organel se specifickou
fluorescenci a charakteristickym rozptylem. U této techniky je zapotiebi specialnich
fluorescencnich sond specifickych pro dané organely, vcetné chemickych Ccidel,
fluorescen¢né znacenych protilatek a fluorescencnich proteinti. Je také omezena pouze pro
pouziti bunécnych kultur a modelt zvifat, ve kterych byly exprimovany fluorescenc¢ni

bilkoviny. [1]

1.4.2 Elektroimigracni analyza

Tyto metody na rozdil od béznych centrifuga¢nich metod nezavisi na hustoté ¢i
velikosti separovanych organel nybrz vyuzivaji rozdily elektroforetické mobility
jednotlivych komponent, tedy odlisné pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli.
Elektroimigra¢ni analyza zahrnuje elektroforézu svolnym tokem (FFE), frakcionaci

prutokového pole (FFF), dielektroforézu a kapilarni elektroforetické techniky [1] [2]
1.4.2.1 FFE (Free Flow Electrophoresis) — elektroforéza s volnym tokem

Elektroforéza s volnym tokem, nékdy také nazyvana jako elektroforéza bez nosice,

je technika zalozend na elektroforetické separaci analytu, ktery protékd rovinnym
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prutokovym kanédlem. Kolmo ke kanalu je elektrické pole, které umozni vychyleni analytt
boc¢né. Jednotlivé analyty se oddéluji na zaklad¢ jejich hustoty piipadné izoelektrického

bodu. [13]

V piipad¢ izolace organel tato metoda slouzi jako purifikacni, tedy k ziskani Cistych
organel. Organely se vtomto pfipadé vychyluji nejCastéji v zavislosti na jejich
povrchovém naboji. Promyté a Perkolu piipadné sachardzy zbavené organely z predchozi
gradientové centrifugace jsou vstiiknuty do separac¢ni nadoby, kterd byva ze shora obvykle

prithledna diky akrylatovému sklu a umoznuje tak vizualné pozorovat separacni proces.

[34]

Separacni médium unasi nabity vzorek (mohou to byt naptiklad mitochondrie) a
jakmile vstoupi do zény elektrického pole je odklonén smérem k anod¢ a shromazd’uje se
na konci separacni komory. Pozadované organely jsou tedy oddéleny od ostatnich

kontaminant na zakladé odli$nosti v naboji. [35]

Pomoci FFE Ize také posoudit kvalitu izolovanych organel. V ptipadé poskozenych
nebo osmotickému stresu vystavenych organel dochazi k analytickym zménam, které jsou
poznat z vyslednych grafti. Napfiklad u poskozenych mitochondrii jejich profily v grafu
vykazuji §iroké piky s nizkym pomérem signalu k Sumu. [35]

1.4.2.2 FFF (Field-flow fracionation)

FFF nebo-li frakcionace pritokového pole je dalsi technika vhodna pro separaci
organel. Je to metoda podobna technikam zaloZzenym na centrifuga¢ni bazi, ale stim
rozdilem, Ze neni zapotiebi centrifugacnich médii, jako naptiklad Perkolu. Podobné& jako u
FFE laminarni priutok eluuje analyty do oteviené trubice. Pritokovy proud vychyluje
analyty kolmo ke sténé¢ obdobné jako u FFE. Poté co se jednotlivé analyty dostanou do
rovnovahy mezi silou difuze a pritokem jsou eluovany na odliSnych mistech oteviené
trubice. Prvni studie byla provedena na ¢tyfech riznych frakcich mitochondrii z potkanich
jater. Jednotlivé eluované frakce obsahovaly mitochondrie s odlisnymi morfologickymi
vlastnostmi, jako je velikost a tvar, coz bylo nasledn¢ potvrzeno fluorescencni mikroskopii.

[45]

17



1.4.2.3 Kapilarni elektroforetické techniky

Pii téchto metodach se d€leni provadi v uzkych kiemicitanovych kapilardch za
pouziti silnych elektrickych poli. Tyto separace jsou pomémné rychlé, maji vysokou
separani ucinnost a spotiebovavaji malé objemy vzorkd a pufri. Pro kapilarni
elektroforetickou analyzu fluorescencné oznacenych organel se diky vysoké citlivosti
vyuziva laserem indukovana fluorescence. Tedy kombinaci kapilarni elektroforézy a
laserem indukované fluorescence je mozné urcit jak fluorescenci tak i povrchovou hustotu

naboje jednotlivych organel. [47]

Pro spolehlivé stanoveni elektroforetické mobility jednotlivych organel je zapotiebi
minimalni interakce mezi organelami a sténou kapilar. K témto ucelim se pouzivaji
specialni kovalentni natéry, které obsahuji hydrofobni polymery jako je napftiklad

poly(acroylaminopropanol), nebo se kapilary potahuji polyvinylalkoholem. [48]

1.4.2.4 Stanoveni izoelektrického bodu mitochondrii izoelektrickou fokusaci

Pti méfeni izoelektrického bodu pomoci kapilarni elektroforézy a detekce pomoci
laserem indukované fluorescence u mitochondrii 1ze vyuzit izoelektrické fokusace, ktera
odd¢luje analyty na zdkladé rozdilu v jejich izoelektrickém bod¢. Mitochondrie oznacené
pomoci nonyl.akridinové oranZe a pl (izoelektricky bod) nizkomolekularnimi markery jsou
pot¢ zméfeny na pH gradient a mobilizovany. Izoelektricky bod individudlnich
mitochondrii je poté stanoven pii pouziti markert izoelektrického bodu jako standardi.

Tato metoda miize byt pouZita i pro jiné typy organel. [49]

1.4.2.5 Dielektroforéza (DEP)

Dielektroforéza  pouziva  nehomogenni  elektrické  pole  k vytvofeni
dielektroforetické sily, kterd zavisi na polarizovatelnosti analytu. Pouziva se naptiklad
k separaci buné€k nebo odde€leni mitochondrii od jader, nebo separaci mitochondrii od
ostatnich organel. Nevyhodou této metodu je, Ze neumoziuje dobie rozdé€lit organely
podobné velikosti, jako jsou napiiklad mitochondrie a peroxizomy a v piipadé uspésné
izolace takto podobnych organel tato metoda poskytuje pouze mikrogramy cistych organel.

[1][46]
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1.4.3 Mikrofluidni technologie

Tyto technologie se uplatiuji piedevsim v bunéc¢né biologii a klinické diagnostice.
Ve srovnani s kapilarnimi systémy je zde vysSi rychlost separace a vétsi propustnost.
Téchto technologii miize byt vyuzito napfiklad pfi elektroforetické separaci izolovanych
mitochondrii z potkanich kostnich myoblasti ve sklenéném mikrofluidnim ¢ipu. Dale bylo
zjisténo, ze mitochondrie z hovézich jater oznacené pomoci nonyl-akridinové oranze, které
byly odd¢€lovany v kanélu potazeném PVF a individualné detekovany pomoci LIF systému
mikrofluidniho ¢ipu, se separuji az pét krat rychleji v porovnani s klasickou CE analyzou.
[50]

1.4.3.1 u-FFE

Dalsi technikou spadajici pod mikrofluidni technologie je pu-FFE, které na rozdil od
klasické FFE umoziiuje analyzu a piipravu organelovych frakci z malych objemt vzorkda.
Kostal a kol. poprvé demonstrovali separaci fluorescenéné znacenych mitochondrii
z myoblastii kosterniho svalstva potkana pomoci mikroc¢ipové FFE vybavené online
detekci. Ve srovnani CE-LIF a p-FFE je technika pu-FFE mnohonasobné rychlejsi a Cas
separace se zkracuje ptriblizn€ z 20 minut na 30 sekund. Tuto metodu Ize také pouzit pii

analyze jinych kyselych organel nebo cytoskeletarnich mitochondrialnich agregatt. [51]

1.4.4 Ovéreni pribéhu izolace

1.4.4.1 Western Blot

Western blot je technika, ktera slouzi vbunééné a molekularni biologii
k identifikaci specifickych proteinti z komplexni smési proteini z extrahovanych bunék.
Sklada se obvykle ze tii kroki. Prvni je rozdéleni proteinii podle molekulové hmotnosti,
nasleduje pfenos na pevny nosi¢ a jako posledni krok je oznacdeni cilového proteinu

pomoci vhodné primarni a sekundarni protilatky pro vizualizaci. [42]

1.4.4.2 Identifikace mitochondrii a dalSich organel pomoci Western blotu

Technika Western blot se pouziva nejcastéji pro ovéfeni pritomnosti organel ve
vzorku pomoci identifikace specifickych membranovych proteint. V ptipadé mitochondrii

1ze napiiklad pro srovnani provést analyzu hrubé mitochondridlni frakce a purifikovanych
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mitochondrii po gradientové centrifugaci. Vzorky se separuji pomoci SDS-PAGE
elektroforézy a nasledné jsou tyto vzorky pteblotovany na PVDF membranu (Ize pouzit i
membranu nitrocelulézovou), kde jsou imunodetekovany pomoci specifickych antiser,
které¢ sméiuji proti danému markeru. V pifipadé hrubé mitochondridlni frakce jsou ve
vzorku pfitomny i jiné organely, jako naptiklad peroxizomy, ER nebo v piipadé¢
bakterialnich bunék i vakuoly, zatimco u purifikovanych mitochondrii pomoci sacharézové

gradientove centrifugace se jiné organely obvykle nevyskytuji. [22] [42]

1.4.4.3 Markery pouzivané pri Western blotu

Pro kazdou jednu organelu existuje specificky marker, pomoci né&jz se lze
presvédcit o pritomnost dané organely ve vzorku, pfipadné pro kontrolu ¢istoty vzorku.
Tyto markery nemusi byt pouzity jen pro Western blot, ale lze je vyuzit i pfi klasické
imunodetekci. Takovymi markery mohou byt v piipadé kvasinkovych mitochondrii
Sacharomyces cerevisiae napiiklad porin (protein vnéj§i membrany mitochondrii) nebo
SSC1, coz je mitochondrialni protein teplotniho Soku (heat shock protein). [22] U sav¢ich
mitochondrii se pouZziva cytochrom C, ktery se G€astni fetézce pfenosu elektronl a nachéazi
se v mezi membranovém prostoru a jako dalsi se vyuziva VDAC (Voltage-dependent
anion chanel), coz je marker jinak také zvany mitochondrialni porin, ktery se nachazi ve

vn&js$i membrané a je zodpoveédny za jeji propustnost. [15]

Typickym markerem pro endoplazmatické retikulum je kalretikulin, kalnexin a

InsP3R (inositol trifosfatovy receptor) [15]
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2 Rozdily v izolaci ZivociSnych a rostlinnych, houbovitych,
pripadné bakterialnich organel

2.1 Buné¢éna sténa

Rostlinné a bakteridlni bunky se od zivoéisnych lisi pfitomnosti bunécné stény,
kterdA ma piedev§im ochranou a zpeviiovaci funkci u rostlin, hub a fas. U bakterii tato
bunécénd sténa slouzi k ochrané bakterie pred imunitnim systémem hostitele. Pfi izolaci
téchto organel je proto potieba tuto sténu dezintegrovat. K tomuto ucelu slouzi metody
zalozené na fyzikalni piipadné¢ chemické bazi a dale se také Casto vyuziva lytickych

enzymd, které¢ §t€pi bunécné stény.

2.1.1 Dezintegrace buné¢né stény pomoci chemickych latek

Chemicka dezintegrace je zalozend na principu pusobeni ur¢ité chemické latky
nebo slouceniny, ktera zplsobi permeabilizaci bun&cné stény. Takovéto latky jsou
napiiklad Triton X-100 nebo Tween 80 coz jsou neiontové detergenty. Dals$i metoda jak
rozrusit bunéénou sténu je vystavit buniky osmotickému Soku, tedy suspendovat je
V hypertonickém prostiedi (napt. 50mmol Tris-HCI pufr, pH 7,5, ktery obsahuje 10
mmol/L EDTA a 30% sachardzy), smés je poté tfepana a nasledné zcentrifugovana.
V dalsim kroku je bunéfnd smés opét zcentrifugovana a ziskand peleta bunck se
dezintegruje rozpusténim v roztoku 10 mmol/L chloridu manganatém. Vysledna suspenze

muze byt dale analyzovana. [21]

2.1.2 Fyzikalni (mechanickd) dezintegrace

Tyto metody jsou podobné jako u predchozi kapitoly o bunééné homogenizaci, ale
s tim rozdilem, Ze u rostlinnych bunék je zapotiebi jesté rozrusit bunéénou sténu. K tomu
je potieba daleko vétsi mechanickéd energie, nebo pouziti specidlnich pfistroji uréenych

k izolaci rostlinnych kompartmentd.

Jednim zpisobem, jak bunécnou sténu rozrusit je Sonikace. Je to metoda, ktera je
zalozend na pusobeni ultrazvukovych vin s vysokou frekvenci (okolo 16 kHz), které
zpuisobi dezintegraci bunécné stény. Misto klasickych homogenizator se daji pouzit
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vysokorychlostni michaci homogenizatory. [26] Jako dalsi se pouzivaji napiiklad
zjednodusené feceno mlynky se sklenymi kuli¢kami (bead mills), které rozrusuji bunécnou
sténu na principu rychlého tfepani suspenze a pritomnost malych kulicek, které o sebe
narazeji, zaptiéini to, ze vznika vysoka tieci sila, ktera zptsobi rupturu stény bunky. [22]

[23]

2.1.3 Dezintegrace pomoci enzymii

K rozstépeni bunécné stény se pouzivaji takzvané lytické enzymy, mezi neZ patii
naptiklad endolyziny nazyvané nékdy také jako mureinové hydrolazy. Tyto enzymy tedy
patii mezi hydrolytické a jsou produkovany bakteriofagy, které¢ je produkuji za ucelem

Stépit hostitelskou bunku. [24]

Bunééna sténa tas slouzi primarné k ochrané pted vnéjsimi vlivy prostiedi a sklada
se predevSim z polysacharidové a glykoproteinové matrice. Mezi enzymy, které dokazi
jejich bunéénou sténu natravit patéi napiiklad chitinazy nebo lysozymy, na tyto dva
enzymy jsou fasy nejvice senzitivni. Mezi dal§i enzymy schopné casteCné natravit

bunéénou sténu se fadi pektinazy, sulfatazy nebo B-glukuronidazy. [25]
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3 Priklady izolace nékterych organel

3.1 Mitochondrie

vvvvvv

funkci je vyroba energie ve formé ATP. Dale také mitochondrie hraji kliCovou roli pfi
apoptdze neboli programované bunééné smrti. Tento jev nastava, pokud dojde k uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrii do buriky. Mitochondrie se také podileji na produkci a
detoxifikaci reaktivnich forem kysliku reguluji koncentraci cytoplazmatického a
mitochondridlniho vapniku. Stale také pfibyva dikazu o roli mitochondrii v nékterych
patofyziologickych procesech jako naptiklad neuorodegenerace, kardiovaskularni

onemocnéni, obezita, diabetes nebo neplodnost. [4] [40]

3.1.1 Izolace mitochondrii

Mitochondrie lze izolovat napiiklad z tkdni nebo pfimo z tkanovych bunék. Po
usp&sné izolaci je mozné sledovat aktivity jednotlivych komplexti mitochondridlniho
respiracniho systému, produkci ATP a kyslikovych radikali nebo napiiklad sledovani

aktivity vybranych mitochondridlnich enzymi.

Ptfed samotnou izolaci je nutné buiikky homogenizovat, v tomto ptipad¢ lze vyuZzit
specialniho mlynku s malymi sklenénymi kulickami a suspenzi bun€k né&kolikrat

zhomogenizovat s pouzitim sterilni vody a poté umistit do ledu. [39]

K izolaci samotnych mitochondrii se pouziva nejéastéji metoda diferencialni
centrifugace nebo gradientova centrifugace, ktera umoziuje ziskani dostatecné Cisté
mitochondrialni frakce k nasledné analyze. Pro ovéteni pfitomnosti mitochondrii ve vzorku
se pouzivaji rizné metody, jako je naptiklad pritokova cytometrie, kdy se pouzivaji
fluorescencni barviva, piipadné se vyuziva imunoizolace naptiklad pomoci Western blotu,
ktera je vysoce specificka. [14] Jako mitochondridlni markery pro imunodetekci se

nejcastéji pouziva cytochrom C nebo VDAC. [15]
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3.1.2 Purifikace mitochondrii pomoci gradientové centrifugace v sachar6zovém
gradientu

Purifikace neboli takzvané piecisténi od nezadoucich piimési je dulezity krok
k nasledné analyze jednotlivych mitochondrii. U téchto organel se nej¢astéji pouziva praveé
metoda gradientové centrifugace. K nejlevnéjS$im a nejvyuzivanéj$im alternativam se fadi
gradientova centrifugace s vyuzitim sachardzy. V piipad¢, Ze se tato metoda neda pouzit

existuji jesté varianty, pii kterych je sachar6za nahrazena Fikolem nebo Perkolem. [18]

Na povrch sacharézové vrstvy se opatrné nanese mitochondridlni suspenze
V ur€itém mnozstvi, naptiklad u mysi suspenze jsou to maximalné 2 ml bunécné tkanové
kultury na jeden stupen gradientu. Poté se suspenze zcentrifuguje pti 60 000 g na 20 minut
a mitochondrie jsou opatrné¢ odebrany pomoci pipety. Nasledné je sachardza opatrné
ziedéna tak, aby nedoslo k osmotické ruptufe mitochondrii. Po pfidani pufru se suspenze
jesté jednou zcentrifuguje pii 7 000-17 000 g po dobu 15 minut, nakonec jsou
mitochondrie promyty homogeniza¢nim pufrem a resuspendovany v pufru pro naslednou

analyzu. [18]

3.1.3 Analyza mitochondrii pomoci pritokové cytometrie

Moznosti analyzy mitochondrii jsou velice dilezité pfi studiu bunéné smrti, na
které se pravé mitochondrie uzce podileji. Pomoci prutokové cytometrie 1ze urcit najednou
mnoho mitochondridlnich parametru, které jsou klicové pii indukci bunééné smrti
zpusobené mitochondriemi. Dale lze urcit naptiklad ¢istotu mitochondridlniho preparatu,
také se uziva ke zjiSténi morfologickych zmén indukovanych véapnikem. Pii pouziti
kombinace specifickych fluorescen¢nich markeri a pratokové cytometrie je mozné
sledovat tyto parametry na uarovni jednotlivych organel. Vyhody této metody jsou
predev$im v moznosti analyzy velmi malych vzorkd (5 000-10 000 mitochondrii) a take
mohou byt zpracovavany vzorky, které jsou kontaminovany jinymi buné¢nymi slozkami,

kdy se pouziji specifické markery pro mitochondrie. [38]

K méfeni membranového potencialu u mitochondrii v Zivych bunikach se uz né€kolik
desetileti pouziva fluorescencni barvivo zvané Rhodamin 123, které je specificky
koncentrovano Vv mitochondrialni membrané a je tak uZite¢nou sondou pro sledovani

aktivity mitochondrii. [41]
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K selektivnimu barveni mitochondrii se pouziva 10-nonyl akridinova oranz (NAO),
kterd se vaze na kardiolipin ve vnitini mitochondridlni membrané. K méfeni
membranového potencialu lze pouzit tetramethylrhodamin-methylester (TMRM) nebo
1,1,3,3,3,3-hexamethylindodicarbocyanin iodid (DilC1(5)), coz jsou sondy, které nijak
neinterferuji s mitochondrialnim metabolismem a vykazuji nizkou nespecifickou vazbu.
[38] Dalsi moznosti jak mitochondrie analyzovat pomoci prutokového cytometru je
imunodetekce pomoci specifickych protilatek. Nejprve se pro imunologické oznaceni
pouzije primarni protilatka, v tomto ptipad¢ naptiklad protilatka cilend na Mitofuzin 2, coz
je protein, ktery se podili na fizi vnéjSi membrany mitochondrii. Poté se navaze
fluorescenén¢ konjugovana sekundarni protilatka a vzorek mulze byt zpracovan
pritokovym cytometrem a analyzovdn pomoci softvéru. Nejprve se analyzuji vSechna
shromazdéna data a parametry v bodovém diagramu a nasledné se urcuji z jednotlivych

grafii poCet pozitivnich barviv, ktera jsou specificka pravé pro mitochondrie. [36]

3.2 lzolace mitochondria-asociated membranes

Mnoho bunéénych procesit vyzaduje spravnou kooperaci mezi mitochondriemi a
endoplazmatickym retikulem. Mezi témito organelami existuje v buiice urcitd spoluprace
na zakladé jejich vzajemného kontaktu membran nazyvaného mitochondria-asociated
membranes (MAMS). Tento kontakt zajist'uje napiiklad syntézu a intracelularni transport
fosfolipidi, signalizaci Ca?* a také je tento kontakt sté€Zejni pro stanoveni mitochondridlni

struktury. [15]

Ukazalo se, ze protein p66Shc, ktery hraje roli pii oxidativnim stresu a apoptoze se
ve vyznamné ¢asti vyskytuje v MAM frakcich a jeho hladina zavisi na staii zvifete. Proces
izolace je obvykle rozdélen do dvou krokd. Prvnim je tkanova izolace surové
mitochondrialni frakce, kterd obsahuje MAM pomoci centrifugacnich metod a dal§im
krokem je purifikace surové mitochondrialni frakce pomoci gradientové centrifugace na
Cist¢ mitochondrie a MAM frakci. Kvalita MAM frakci miize byt sledovana pomoci
Western blotové analyzy, kde je také mozné sledovat intracelularni distribuci proteinu
p66Shc. Pouzitim riznych markerd pro ziskané frakce 1ze kontrolovat ¢istotu MAM frakce

a pritomnost kontaminace z jinych oddild. [15]
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3.3 Izolace Golgiho komplexu a endoplazmatického retikula

Prvnim krokem K uspé$né izolaci je jako v pfedchozich piipadech ruptura
cytoplazmatické membrany. DalSim krokem jsou centrifugacni techniky, v tomto ptipadé
1ze pouzit naptiklad diferencidlni centrifugaci, hustotni gradientovou ultracentrifugaci nebo
gradientovou ultracentrifugaci s kontinudlnim proudem a snéslednym vypoctem
hustotniho gradientu jednotlivych organelovych frakei. Dal$im krokem je zméfeni
proteinové koncentrace pomoci barviv pro stanoveni bilkovin. Jednotlivé organelové
frakce mohou byt poté dale identifikovany a analyzovany pomoci SDS-page elektroforézy
a nasledného Western blotu, pfipadné¢ mohou byt porovnany jejich proteinové profily
s pouzitim digitalizovaného zobrazovani 2D gelové elektroforézy a v neposledni fade lze

pouzit hmotnostni spekrtrometrii pro ur¢eni sloZeni jednotlivych organel. [55]
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4 Neinvazivni analyza

4.1 Mikroskopické metody

Neinvazivni analyza spo¢iva piedevS§im v tom, Ze se nahlizi pfimo do Zivé bunky
tedy in vitro. Tato analyza je dulezita, pokud je zapotiebi zkoumat zivé buiiky a napiiklad
déje, které se odehravaji v cytoplazmé. Pro tyto ucely se nejcastéji vyuzivaji rtzné

mikroskopické techniky.

4.1.1 Konfokalni mikroskopie

Nejcastéji  pouzivanym konfokdlnim mikroskopem je laserovy skenovaci
konfokalni mikroskop (LSCM), ktery byl poprvé koncipovan a patentovan v roce 1957
Marvinem Minskym. Dals§i typ konfokalniho mikroskopu je konfokalni mikroskop
s takzvanym rotujicim laserem (SDCM). Tento typ mikroskopie Ize také vyuzit pfi analyze
bunéénych kompartment. Jeho vyhodou je piedevS§im moznost pozorovat specifické
bunécné komponenty V Zivém vzorku a redlném ¢ase pomoci specifického molekulového

znaceni. [37]

K vizualizaci organel se vyuzivda predev§im lokalizace urcitych proteinli
specifickych pro danou konkrétni organelu. Tedy tato technika slouzi k zobrazovani
fluorescenéné oznacenych struktur. K lokalizaci intracelularnich struktur se pouziva
znaeni fluorescenénimi proteiny pifipadné se intracelularni proteiny mohou znadit
imunofluorescenci. Tyto techniky poté poskytuji fadu vzorcd, které jsou nésledné
rozpoznavany konfokalni mikroskopii a tyto vzorce jsou stézejni pro spravné pochopeni

intracelularnich déju. [33]

Zobrazovani preparatu funguje na principu laseru, ktery osvétluje preparat pies
bodovou clonu. Tim samym objektivem poté projde odrazené svétlo nebo emitované
fluorescenéni zateni v ptipadé fluorescencni konfokalni mikroskopie. V kone¢ném kroku

paprsky vstoupi do fotonasobice a poté jsou detekovany. [20]

Organely v buiice nejsou nikdy distribuovany nahodné, nybrz jsou organizovany do

specifickych regionli a maji dilezit¢ bunééné funkce. Naptiklad Golgiho aparat je
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lokalizovan v blizkosti jadra a tvorby mikrotubuld. Endoplazmatické retikulum zaujima
Vv buiice daleko vétsi prostor K vizualizaci intracelularnich struktur se pouzivaji specifické
protilatky. Pro Golgiho aparat je to TGN38, ktery se vyuziva jako monoklonalni protilatka,
ktera se vyskytuje jako integralni membranovy protein v Golgiho komplexu. Pro pozdni
endozomy a lysozomy se vyuziva lysozomdlni glykoprotein LGP120 a dale naptiklad
kalnexin a protein disulfidickd izomeraza PDI pro znaeni endoplazmatického retikula.
[33]

4.1.2 SuperrozliSovaci fluorescen¢ni mikroskopie

Klasickd fluorescencni mikroskopie je omezend pomérné¢ malym prostorovym
rozliSenim, které je zptusobeno difrakci svétla. Tento difrakéni limit je pfiblizné 200-300
nm v bocnim sméru a ve sméru axiadlnim je to asi 500-700 nm, avSak tento limit je u
vétSiny subcelularnich struktur srovnatelny pfipadné vétsi, tudiz objekty za hranici
difrakéniho limitu nemohou byt podrobné zkoumany. Z téchto diivodd byly vynalezeny
techniky, které tuto difrakéni bariéru prekonavaji. Mezi mikroskopické techniky s velmi
vysokym rozlisenim patii napiiklad STED mikroskopie, 4Pi mikroskopie, mikroskopie se
strukturovanym osvétlenim (SIM), skenovaci optickd mikroskopie blizkého pole (NSOM)
a dalsi. [20]

4.1.2.1 STED mikroskopie — vy€erpani stimulovanou emisi

STED mikroskopie je jednou z technik patfici do skupiny vysoce rozlisovacich
mikroskopickych metod, ktera poskytuje snimky s velice vysokym rozlisenim oproti
ostatnim mikroskopickym technikam, jakou je naptiklad konfokalni mikroskopie. Tuto
mikroskopickou techniku vynalezli Stefan W. Hell a Jan Wichmann v roce 1994. Prvni
experimentalni pokus byl proveden v roce 1999 a vroce 2014 Stefan W. Hell za tuto

metodu ziskal Nobelovu cenu za chemii. [9] [10]

STED mikroskopie se odliSuje od klasické flourescencni tim, Ze jeji rozliSeni neni
striktné omezeno vlnovou délkou, a tudiz preparity je mozné pozorovat pii
nckolikandsobné veétsim rozliSeni. Tento typ mikroskopie pracuje na principu skenovani
pozorovaného materialu laserem, ktery material skenuje jednotlivé bod po bodu. Pfekondni
difrakéniho limitu je dosazeno ptfedevSim diky specidlnimu deple¢nimu laseru, ktery

obklopuje excitacni laserovy paprsek kolem dokola a tvarem pfipomina takzvany americky
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donut a timto zpusobem je potlatena nezadouci emise fluorescence okolo paprsku. [32]

[31]

Obr. 2: Zobrazeni endoplazmatického retikula (ER) pomoci konfokalni mikroskopie (vlevo) a STED
mikroskopie (vpravo). Porovnani rozliseni ER v zivé sav¢i bufice oznaceného pomoci fluorescenéniho

proteinu Citrinu cileného na ER. Dostupné z: Zdroj [2]

Fluorescen¢ni proteiny jsou schopny vizualizovat vSechny organely nebo proteiny v
zivé bunice. Ukazalo se, Ze tato metoda pracuje pii 50 nm laterdlnim rozliSeni u sav¢ich

bunék, které prezentuji citrin-tubulin. [11]

4.2 Dalsi mikroskopické techniky

Mezi dal$i mikroskopické techniky, které umoziuji nahliZzet do buiiky lze zaradit
elektronovou mikroskopii. U této metody je ale tfeba buiiky fixovat a analyza vzorku
probiha ve vakuu, tudiz bunééné kompartmenty uz nelze pozorovat v zivych buiikach. Jako
dalsi lze vyuzit mikroskopii atomarnich sil, kterd umoZnuje trojrozmérné zobrazeni

povrchtl, avsak organely musi byt izolovany z bunék.

4.2.1 Elektronova mikroskopie

V elektronovém mikroskopu, ktery je obdobny, jako svételny mikroskop jsou
fotony nahrazeny proudem elektroni a misto sklenénych cocek se vyuziva Cocek
elektromagnetickych. Elektronovy mikroskop se pouziva v bunééné biologii piedevsim
diky tomu, Ze dokaze zobrazit i ty nejmensi detaily a miizeme tak nahlédnout ptimo do
buiikky a pozorovat jednotlivé bunécné organely, coz obycejny svételny mikroskop

neumoznuje. Existuji dva druhy elektronovych mikroskopt. Prvnim z nich je transmisni
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elektronovy mikroskop, ktery dokdze zobrazit bunééné struktury jako je naptiklad
cytoskelet nebo rizné endomembranové systémy. [57] A druhym je rastrovaci elektronovy

mikroskop.

4.2.1.1 Rastrovaci elektronovy mikroskop (SEM)

Tato mikroskopie je hojné¢ vyuzivana v biomedicinskych oborech pro analyzu
trojrozmérné povrchové struktury bunék a tkani diky své dlouhé ohniskové vzdalenosti.
K pozorovani trojrozmérnych (3D) struktur membranovych bunéénych organel pomoci
(SEM) je mozné pouzit metodu macerace osmia s pouzitim oxidu osmicelého pro fixaci
membrany a odstranéni cytozolickych rozpustnych proteinti. Pomoci této metody Ize piimo
pozorovat organely, jako jsou naptiklad mitochondrie ER nebo Golgiho aparat. AvSak tato
metoda znacn¢ narusuje antigenicitu molekul ve vzorku, proto se v soucasné dobé pouziva

metoda kryofezti s metodou macerace pro korelacni imunocytochemickou analyzu.

4.2.1.1.1 Korelace mezi imunofluorescenci a SEM

Vzorek tkané je nejprve zmrazen a poté je z n&j v kryokomote ukrojena pomoci
specidlniho sklenéného noZe velice tenka vrstva okolo 1 um. tato vrstva je poté oznacena
specifickymi primarnimi protilatkami riznych druhti a nésledné se pouziji sekundarni
protilatky konjugované s fluorescen¢nimi barvivy. Po provedeni tenkého fezu pro
imunofluorescenéni mikroskopii je zbytek tkané se zrcadlovou plochou, kterd odpovida
imunologicky zbarvené €asti rozmrazen a podroben maceracni procedufe pomoci osmia.
Imunologicky oznaCena ¢ast tkané je pozorovana pomoci laserového konfokalniho
mikroskopu a zbytek tkané se zrcadlovou plochou je pozorovano pomoci SEM a tyto dva

obrazy, které zobrazuji stejny prostor, mohou byt nasledné porovnany.

4.2.2 Mikroskopie atomarnich sil (AFM)
Tato mikroskopie pouziva hrot o velikosti nanometru jako sondu pro analyzu
povrchi a vytvaii 3D obrazy se sub-molekularnim rozliSenim. AFM byla Uspésné

aplikovéna na studium vlastnosti DNA, bilkovin, bakterii, viri a v neposledni tad¢ také

organel. Lze také urCovat prostorové zmény izolovanych organel. [52]
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Pomoci AFM lze naptiklad uréit morfologické a nanomechanické zmény u
izolovanych mitochondrii z krysiho srdce po infarktu myokardu, coZ pfineslo nové
poznatky o morfologickych zménach, které se vyskytuji na vnéjsi mitochondrialni

membrané béhem apoptdzy. [53]
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5 Izolace a analyza kvasinkovych bunék

Nejcastéji pouzivanym bunéénym modelem jsou bunky kvasinek Saccharomices
cerevisiae, nebot’ metody pouzivané k izolaci a charakterizaci buné¢nych organel jsou
velmi podobné metodam, které se vyuzivaji pfi izolaci ze zivocisSnych bunék ptipadné
vyssich eukaryot. Dalsi vyhody analyzy kvasinkovych kompartmentli jsou ptredev§im ve
snadném ziskani pomérné velkého mnozstvi buné¢ného materialu. Analyza téchto organel
je stézejni pro spravné pochopeni specifickych funkci, jako je naptiklad metabolickych

funkci nebo proteinového transportu. [7] [17]

5.1 NaruSeni bunééné stény mechanicky

K poruseni stény buiiky se mohou vyuzivat napiiklad specidlni sklenéné kulicky,
které na sebe vzajemné nardzeji a diky této mechanické energii dojde k rozbiti bunky. Tato
metoda je rychld a pomérné jednoduchd. Hodi se napiiklad pro izolaci plazmatické
membrany nebo cytozolu. Avsak této metody se nevyuziva pii izolaci ostatnich organel,
nebot’ velice ¢asto dochazi k poSkozeni proteinti a membranovych interakci. [17] Ostatni

metody byly popsany v piedchozi kapitole o dezintegraci bunééné stény.

5.2 Stépeni bunéénych stén enzymy

Vytéznost jednotlivych organel u kvasinkovych bunék je obvykle niz§i, nebot’ maji
také navic bunécnou sténu, ktera je oproti jednoduché plazmatické membrané zivocisnych
bun¢k daleko silngjsi a jeji naruSeni je proto vice komplikované. V téchto piipadech se
opét pouzivaji enzymatické, chemické nebo fyzikalni metody, které byly popséany
v predchozich kapitolach. K izolaci nijak neposkozenych organel 1ze pouzit enzymy, které
S$tépi bunéénou sténu. Takovéto enzymy jsou naptiklad zymolyaza nebo lytikdza. Tyto

enzymy $tépi sacharidové struktury uvniti bunécné stény.

Kvasinkové bunky jsou nejprve enzymaticky pfeménény na protoplasty, ty jsou
pomérné kiehké a také citlivé na zménu osmotického tlaku, tudiz mohou byt zlyzovéany
napiiklad za izoosmotickych nebo hyperosmotickych podminek, pfipadné kombinaci
obojiho. [22]
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5.3 Analyza kvasinkovych kompartmenti in vitro

Prvnim krokem ke zkoumdani kvasinkovych kompartmentt je sprdvnd a GspéSna
kultivace. V tomto piipadé se pouzivaji relativné jednoduché a variabilni techniky. Pokud
je zapotiebi izolovat organely, které se ucastni metabolickych premeén, jako jsou napiiklad
mitochondrie nebo peroxizomy, staci zménit nutriéni podminky média. V tomto ptipadé je
mozné zvysit mnozstvi laktatu pfipadné oleatu. Tyto dvé substance maji rozhodujici vliv

na uspésnou izolaci téchto organel. [17]

5.3.1 Izolace a purifikace mitochondrii

Pro biochemické ucely je dilezité spravné urCeni a lokalizace proteinti ptipadné
celé sady proteinti z izolovanych mitochondrii. Proto je velice dilezité ziskat velmi Cisté
frakce dané organely bez kontaminace jinymi bunénymi kompartmenty, které poté

zkresluji vysledné data.

Kvasinky pro izolaci mitochondrii jsou obvykle péstovany na glycerolu nebo na
YPD médiu, které obsahuje 1% kvasinkového extraktu, 2% peptonu a 2% glukozy
ptipadné na YPG médiu (1% kvasinkového extraktu, 1% peptonu 2% galaktdzy). Jsou
uchovany v trepaci komote pfi 30 °C po 48 hodin. Obvykle nasleduji nékolikastupiiové
centrifugace, kdy se ziska surovd mitochondrialni frakce. K purifikaci mitochondrii od
nezadoucich komponent se obvykle uzivd metoda gradientové centrifugace s pouzitim
sacharOzy jako gradientu (4ml 32%, 1,5 ml 23%, 1,5 ml 15% sachar6zy). [43] VytéZznost
¢istych mitochondrii je o néco vétsi, nez pii pouziti jiného gradientového média, jakym je
napiiklad médium zvané Nycodenz. Vysoce Cisté mitochondridlni preparaty mohou byt

uchovavéany v ledu bez toho, aniz by doslo ke ztraté jejich funkéni integrity. [22]

5.3.2 Vakuoly

Vakuoly kvasinek jsou funkéné podobné savéim lysozomim a rostlinnym
vakuolam a zaujimaji az jednu Ctvrtinu celého prostoru. V obou piipadech hraji
vyznamnou roli v bunénych procesech, jakymi jsou napiiklad proteinova degradace,
detoxifikace, osmoregulace nebo apoptéza. Dale plni dilezitou funkci v piipadé
osmotického a iontového stresu a svou roli maji i pii bunécné smrti. Téméf vSechny tyto

funkce zavisi na kyselém pH uvniti vakuoly. [12]
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5.4.1 l1zolace

Pro izolaci intaktnich vakuol, se buriky obvykle nechavaji kultivovat na YPD mediu
(1% kvasinkového extraktu, 1% peptonu a 2% glukdzy). Poté jsou bunky sebrany a
promyty destilovanou vodou a nasledné resuspendovany v promyvacim pufru a
inkubovany v tiepaci komote pii 30 °C po dobu 30 minut. V nasledujicim kroku jsou
bunky inkubovany v takzvaném travicim pufru, do kterého je nasledn¢ piidana zymolyaza,
Kterd zpuisobi lyzi bunééné stény za vzniku protoplastu. Tento proces je mozné sledovat
pomoci fazového kontrastniho mikroskopu. Protoplasty se dale zcentrifuguji a smés je
resuspendovana ve 12% Fikolu a poté umisténo do Porter Elvejhemova homogenizatoru
kde dojde kruptufe bunééné membrany se zachovanim vakuolarni integrity. Tato
vakuolarni frakce je déle purifikovana od ostatnich kompartmentl pomoci gradientové
centrifugace za pouziti Fikolu jako gradientu. Takto ziskané intaktni vakuoly mohou byt

nasledné analyzovany naptiklad pomoci pritokové cytometrie. [44]

5.4.2 Charakterizace vakuol pomoci fluorescen¢ni mikroskopie

Izolovana vakuoldrni suspenze mize byt charakterizovana pomoci fazové
mikroskopie a fluorescen¢ni mikroskopie pied a po obarveni specifickym fluorescencnim
barvivem. V protoplastech 1ze velké vakuoly pozorovat fazovym mikroskopem a
vakuolarni membranu pomoci fluorescenéni mikroskopie po obarveni 10 UM strukturalnim
markerem MDY-64. Tento marker lze pouzit jak k analyze izolovanych vakuol, tak i

k vizualizaci vakuol v neporusenych bunkach.

K zjisténi vakuolarniho membranového potencialu lze vyuzit DIBAC4, coz je
fluorescen¢ni sonda, kterd je indikatorem membranového potencidlu a akumuluje se na
pozitivné nabitych membranach. Purifikované vakuoly s touto sondou vykazuji vysokou

fluorescenci, coz znaci, ze byla zachovana jejich membranova integrita a funkce. [44]

34



Obr. 2 Mikroskopicka analyza protoplastii (vlevo) a vakuol izolovanych z kvasinkovych bunék. Vlevo
na obrazku se nachazeji protoplasty pozorované pomoci fazového kontrastu a fluorescenéni mikroskopie.
Uprostied jsou znazornény vakuoly obarvené pomoci MDY -64 a vpravo vakuoly obarvené pomoci DiBAC4

pozorované pomoci konfokalni mikroskopie. Dostupné z: Zdroj [3]

5.4.3 Strukturalni a funkéni charakterizace izolovanych vakuol pomoci
priitokové cytometrie

Dobfe izolované vakuoly jsou cennym nastrojem pro porozumeéni vakuolarni
morfologie a funkce, pfipadné k analyze vakuolarni membrany a proteomu. K ucelim

analyzy kvasinkovych organel 1ze vyuzit pritokové cytometrie.

K dal§i charakterizaci a kvantitativni analyze populace izolovanych vakuol,
vakuolarnich membranovych vezikuli a smési celych bun€k je mozné vyuzit
biparametrickych histogramii (forward scatter FS versus side scatter SS), které dokazi urcit
rozdily ve slozitosti a velikosti mezi témito populacemi. Samotné buiky jsou v takovych
histogramech daleko vétsi nez vakuoly nebo vakuolarni vezikuly. Malé vakuoly jsou
suspenze znaCena pomoci MDY-64 piipadné¢ pomoci nespecifického membranového

fluorescen¢niho barviva FM1-43 je vhodna pro strukturalni a funkéni analyzu. [44]

Pritokovd cytometrie také umoZiiuje monitorovani kontaminace vakuolarni

suspenze.
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6 Zavér

V této préci byly popsany metody izolace organel z buriky, zptsoby, jak buiku
zlyzovat, aniz by byly poruseny jednotlivé bunécné kompartmenty a néslednd analyza
izolovanych organel pomoci pritokové cytometrie, imunoanalyzy a dale elektroimigraéni
analyza. Byly také vysvétleny rozdily mezi dezintegraci sav¢i membrany a bunééné stény
u rostlin, hub a bakterii. Nasledn¢ jsou v praci popsany piiklady izolace vybranych

kompartmenti a to mitochondrii, endoplazmatického retikula a vakuol.

Dalsi kapitola se vénuje neinvazivni analyze organel in vivo pomoci optickych
metod. Nejvétsi pozornost je vénovana konfokalni fluorescenéni mikroskopii, také je
zminéno vyuziti elektronové mikroskopie, ktera ale neumoziiuje analyzu in vivo a

V neposledni fad¢ jsou popsany vyhody superrozliSovaci mikroskopie oproti konfokalni.

Posledni kapitola popisuje analyzu kvasinkovych kompartmentli. Pozornost je
vénovana predevs§im kvasinkdm druhu Saccharomices cerevisiae, které jsou nejcastéji

pouzivanym modelem ke studiu.
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9 Seznam pouzitych zkratek

CE — kapilarni elektroforéza

DIiBAC4 - Bis-(1,3-Dibutylbarbituric Acid)Trimethine Oxonol
ER — endoplazmatické retikulum

FFE — free flow electrophoresis

FM1-43 - N-(3-Triethylammoniumpropyl)-4-(4-(Dibutylamino) Styryl) Pyridinium
Dibromid

LIF — laserem indukovana fluorescence

MDY -64 — marker kvasinkové vakuolarni membrany (zelené fluorescenéni barvivo)
PDI — protein disulfidické& izomeraza

pl — izoelektricky bod

PVDF — polvinylidenfluorid

SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrilamidovém gelu v pfitomnosti dodecilsiranu

sodného

SEM - skenovaci elektronova mikroskopie

SSC1 — heat shock protein, ,,Stress-Seventy subfamily C*

STED — stimulated emission depletion, vycerpani stimulovanou emisi
TEM — transmisni elektronova mikroskopie

VDAC - voltage-dependent anion channels, na napéti zavislé aniontové kanalky
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