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1. Uvod

Vétsina aplikaci prutokové cytometrie se zaméiuje na
vyzkum lidskych, ZivocéiSnych a rostlinnych bunék.
V poslednim desetileti se pratokova cytometrie tési stale
vétsimu zajmu mikrobiologi, kde je aplikovana zejména
ve vyzkumu kvasinek coby stdle vyznamnégjSiho modelu
vyssich eukaryot. V biotechnologickych procesech, které
jsou zalozeny na kvasinkach jako biologickém Cciniteli,
vznika potieba proces optimalizovat z nékolika hledisek,
mezi které patii stav populace kvasinek. Pritokova cyto-
metrie se nabizi jako analyticky nastroj zjistovani stavu
kvasinek, nebot’ je schopna ve spojeni s vhodnym fluo-
rescenénim barvenim ve velice kratkém casovém useku
velice ptesné vyhodnotit zmény v populaci kvasinek.

2. Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie patii mezi metody luminiscenc-
ni analyzy. Je to fluorescencéné opticka metoda, pii niz je
vzorek unasen proudem nosné kapaliny. Kazdy pritokovy
cytometr sestava z nékolika zakladnich soucasti, a to exci-
taniho zdroje, méfici optické cely, ,,forward scatter” de-
tektoru, ,,side scatter” detektoru, systému zrcadel, optic-
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kych filtri a nékolika fluorescenénich detektorl setaze-
nych podle vzristajici vinové délky emitované fluorescen-
ce (obr. 1). Né&které cytometry jsou vybaveny tzv. tfidici
(sortery), coz jsou ptidavna zafizeni, fungujici na n¢kolika
odliSnych principech, schopna tiidit prochézejici ¢astice na
zakladé zvolenych charakteristik.

Excita¢nim zdrojem byvé bud’ laser dané vlnové dél-
ky (nejCastéji argonovy s vinovou délkou 488 nm) nebo
rtutova vybojka. Vysokotlaké rtutové vybojky emituji
svétlo riznych vinovych délek a rizné energie. U pritoko-
vych cytometrl se k excitaci pouziva hlavné carové spekt-
rum rtutovych vybojek od 365 po 546 nm. Vystupni vy-
kon vysokotlakych rtutovych vybojek je 50 W, 100 W
nebo 200 W. Tyto typy se od sebe lisi velikosti a jasem'.
2.1. Analyza ¢astic

V meéfici cele ze specialniho optického plastu dojde
ke stfetu svétla z excitacniho zdroje a buitkami prochazeji-
cimi jednotlivé kapilarou. Svétlo se pak rozptyli, odrazi
nebo pii urcité vinové délce vyvola fluorescenci, jenz se
§ifi viemi sméry od svého zdroje. Uhel rozptylu svétla ve
sméru toku paprsku deteguje tzv. ,,forward scatter detek-
tor®, jehoZ odezva je ur€ujicim parametrem velikosti bu-
nek. Svétlo rozptylené pod thlem 90° vzhledem ke sméru
toku excitacniho paprsku je detegovano tzv. ,side scatter
detektorem®, jehoZz signal odpovida granularité¢ bunék.
Svétlo excita¢niho zdroje je v souladu se zndmou pouckou
vzdy nizsi vinové délky nez je vinova délka vyvolané fluo-
rescence, kterd je detegovana nékolika fluorescencnimi
detektory (obr. 2)' .

2.2. Pouziti prutokové cytometrie
v biotechnologickych vyrobach

Metodou pritokové cytometrie 1ze ziskat informace
o rozlozeni velikosti, granularity bun¢k v populaci, o intra-
celuldrnich komponentech kvasinek (bilkoviny, nukleové
kyseliny, steroly), dale lze sledovat zmény v rychlosti
rustu, ur€it pocet mrtvych a zivych bun¢k v populaci, hod-
notit mutace, sledovat bunéény cyklus, méfit velikost,
pocet bunék, intraceluldrni pH ¢i dokonce buiky tfidit
podle zadanych charakteristik. Vzhledem ktomu se
v pritokové cytometrii mluvi o multidimensionalni analy-
ze. Vyhodou metody je, Ze lze ziskat informace o velkém
souboru bunék v relativng kratkém Gase'*’.

2.2.1. Hodnocené parametry

Vysledky jsou zobrazovany ve formé histogrami
a obtisku (dot plot diagramy). Histogram obsahuje distri-
buci hodnot sledovaného parametru a skladd se
z volitelného poctu kanalt. Dot plot diagram ptedstavuje
rozlozeni odpovidajicich bodii dvou zvolenych parametrQ
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Obr. 1. Zakladni schéma uspoiadani typického pritokového cytometru
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Obr. 2. Detail analyzy bunék v mérici cele pritokového cytometru

v dvourozmérném prostoru'®. ,.side scatter®)
Bézné dostupné priitokové cytometry jsou schopny —  relativni distribuce fluorescence riznych vlnovych
zachytit 6 az 12 parametri proméfované Castice. Jde délek FL; ...... FL,
zejména o tyto parametry:
— relativni distribuce velikosti ¢astic ve formé histogra- Velikost, granularita a koncentrace bunék
mu — méfena dopfednym rozptylem svetla (FSC — Zatimco velikost bun€k je pomémé znamy a dobie
forward scatter") predstavitelny parametr, granularita odpovida jak rozptylu
— relativni distribuce granularity castic ve formé histo- laseroveho paprsku zplisobeném povrchovymi vlastnostmi
gramu — méfena boénym rozptylem svétla (SSC —  buiiky, tak rozptylu paprsku zptisobenym odrazem od vnit-
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robunéénych struktur. VétSina cytometrdi je vybavena
funkeci ,,true volume counting®, které je schopna urc¢it kon-
centraci bun¢k pfimo v daném roztoku. Napt. pii zkouma-
ni morfologie a fyziologického stavu pivovarskych kvasi-
nek bylo zjisténo, ze buiiky s nizkou aktivitou a burnky
mrtvé jsou v odpovidajici fazi vyvoje podstatné mensi nez
buiiky vitalni™®. Pivovarské kvasnice podléhaji zm&nam
velikosti béhem procesu kvaseni, které jsou typické pro
kazdy kmen’. Variabilita velikosti béhem kvaeni u kvasi-
nek svrchniho kvaseni se pohybuje od 2,5 pm do 17,5 pum,
u kvasinek spodniho kvaseni od 2,5 pm do 22,0 pm. Na
pocatku kvaSeni je pozorovan pokles plochy aktivniho
povrchu bunék, ktery souvisi s velkym poctem pucicich
kvasinek v tomto obdobi”'’. Pro optimalni priibéh kultiva-
ce je dilezita také velikost nové vzniklych dcefinnych
bun€k. Matefské builky s velkymi dcefinnymi buiitkami,
vznikajici v exponencialni fazi ristu populace, jsou zadou-
ci, nebot’ velké bunky jsou schopné zahajovat bunécny
cyklus téméf okamzité a to nasledné zkracuje dobu kulti-
vace' "%,

Jednim z velmi ¢asto hodnocenych parametrt je pres-
na koncentrace bun¢k v objemové jednotce média. Tento
parametr se pomoci priatokové cytometrie zjistuje velmi
dobte. Zakladni podminkou vSak je, ze nejde o vlaknité
mikroorganismy a nebo takové, které tvoti shluky, jelikoZz
ty pristroj vyhodnocuje jako jednu Castici. VétSina prito-
kovych cytometrii je dnes opatfena automatickym pocita-
cim zafizenim astic™"?.

Ttidéni (sorting) bunek

Pomoci pritokového cytometru lze tiidit jednotlivé
bunky na principu fyzikalni separace. Buiky lze délit
podle jedné nebo vice charakteristik. Pfi tfidéni dochazi
k pfeméné tekutého proudu kapaliny unasejici vzorek na
aerosol, jehoZ kapénky obsahuji jednotlivé buiiky. Po oza-
feni kapének laserem dochazi k lomu na kapénkach a tidici
systém rozhodne o druhu ¢éstice a provede néslednou se-
paraci bun¢k. TridiCe Castic se vyuziva pii separaci apop-
tickych bunék, ve vyzkumu rakovinnych bunék, pfi pfipra-
v¢ synchronizovanych bunéénych linii a v posledni dobé
na subcelularni Urovni pro tfidéni intraceluldrnich kom-
partment? a chromosoma .

2.2.2. Aplikace fluorescencnich barviv pri sledovani stavu
kvasinek

Fluorescencni barviva ¢ili fluorofory jsou chemicka
agens organické povahy, jejichz molekuly jsou excitova-
telné a pii pfechodu do plvodniho stavu emituji fluo-
rescencni svétlo. Fluorescencni barviva se déli do dvou
obecnych tfid:
vlastni — jsou soucasti biologického materialu vlastni-
ho vzorku,
nevlastni — jsou pfidany ke vzorkim, které nemaji
vhodné fluorescencni vlastnosti.
V prutokové cytometrii se témét vyhradné vyuzivaji
barviva nevlastni, kterd 1ze podle povahy vazby na biolo-
gickou matrici rozdélit na fluorescencni sondy a fluo-

185

Referat

rescencni znacky. Pokud se molekula barviva vaze na bio-
logickou matrici kovalentné, nazyva se fluorescencni znac-
ka, pokud se vaze nekovalentné, jde o fluorescencni sondu.

Pti vyzkumu kvasinek se vyuzivaji jak fluorescenéni
znacky, tak fluorescencni sondy. Stav kvasinek je obvykle
posuzovéan z hlediska jejich viability a vitality. Viabilita
oznacuje procento bunék v populaci, které jsou zivé
a schopné dalsiho rozmnozovéni, vitalita odrazi fyziolo-
gicky stav kvasinek.

Pocet zivotaschopnych bunék v populaci

Zivotaschopnost (viabilita) je kli¢ovym analytickym
parametrem bunécné populace ve vSech oblastech biotech-
nologického primyslu, lze jmenovat kvasné vyroby
(pivovarstvi,  lihovarstvi),  potravinaisky  primysl
(drozd’arenstvi, mlékarenstvi), zpracovani odpadii (vyroba
krmné biomasy), specialni biotechnologie (vyroba 1éCiv,
ureni jsou kultivaéni techniky, které jsou vSak v praxi
témet nepouzitelné, protoze Casovy usek mezi odebranim
vzorku a zjisténym adajem je prili§  velky.
Z fluorescencnich barviv pouzivanych k urceni viability
bunék pritokovou cytometrii 1ze jmenovat: propidium-
jodid (3,8-diamino-5-[3-(diethylmethylamonio)propyl]-6-
-fenylfenanthridin-5-ium-dijodid fluorescein-diacetat), FDA
(fluorescein-diacetat), BCECF (5(6)-karboxy-2’,7’-bis(3-
-karboxypropyl)fluorescein), Hoechst 34580 (NV,N-di-
methyl-4-[5-(4-methylpiperazin-1-yl)-2,5’-bibenzimidazol-
-2’-yl]anilin) a dal$i desitky komer¢né bézné dostupnych
barviv'>'®.

Pii kontrole viability kvasinek se vétSinou vyuZziva
kombinace dvou barviv napf. propidium jodidu, ktery pro-
nikd bunécnou sténou mrtvych ¢i poskozenych kvasinek
a kovalentné se vaze na DNA a fluorescein diacetatu, ktery
pronika do vSech bunék, ale pouze zivymi s vyssi esteraso-
vou aktivitou je aktivovan na fluorescen¢ni fluorescein.
Mrtvé bunky pak emituji fluorescenci v Cervené oblasti
spektra, zatimco zivé v zelené oblasti (obr. 3). Dnesni pri-
tokové cytometry jsou navic vybaveny funkci, kterd umoz-

Obr. 3. Rozliseni mrtvych a Zivych bunék na zakladé fluo-
rescenéniho barveni; zvétSeni 10 x 40
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fiuje odlisit buiiky Zivé, mrtvé a subletalng poskozens' "’

Sledovani bunééného cyklu

Bunécny cyklus je stale Castéji sledovanym paramet-
rem nejen v cytologii zZivoc¢iSnych a rostlinnych bungk, ale
také pri zkoumani proliferace kvasinek a nekterych plisni.
Metody priitokové cytometrie pro stanoveni jednotlivych
fazi bunécného cyklu vychazi zpoznatku, ze DNA
v bunikach lze (po enzymatickém odstranéni RNA) barvit
kvantitativné fluorescenénimi barvivy. Intenzita fluores-
cence poté odpovida obsahu DNA v buiice. Pro stanoveni
koncentrace DNA se nejCastéji pouzivaji fluorescenéni
znacky jako propidium-jodid (3,8-diamino-5-[3-(diethyl-
methylamonio)propyl]-6-fenylfenanthridin-5-ium-dijodid
fluorescein-diacetat), akridinova oranz (N,N,N’,N’-tetra-
methylakridin-3,6-diamin-hydrochlorid), DAPI (2-(4-karb-
amimidoylfenyl)indol-6-karboximidamid-dihydrochlorid),
Hoechst 33342 (2’-(4-ethoxyfenyl)-N,N-dimethyl-5-(4-
-methylpiperazin-1-yl)-2,5’-bibenzimidazol) atd. (tab. I)
(cit.2*).

Za ptedpokladu, ze mezi intenzitou emitované fluo-
rescence a obsahem DNA v burikach plati pfima iméra, se
butiky s dvojndsobnou intenzitou emitované fluorescence
vyhodnocuji jako bunky v G, a M-fazi bunééného cyklu
(obr. 4). Bylo napt. zjisténo, Zze pii nasazovani pivovar-
skych kvasnic k hlavnimu kvaSeni je vyhodné zakvaSovat
kulturou, ve které je podil bun¢k v G, a M-fazi maximalni.
Po nasazeni takovych kvasnic do provzdusnéné mladiny se
bunky rychle rozmnozi a prejdou do produkéni faze (G-
faze), kdy ma populace nizkou aktivitu mnoZeni, ale vyso-
kou metabolickou aktivitu projevujici se rychlym ubytkem
extraktu, tvorbou ethanolu, coZ se projevi rychlejsi dobou
kvaseni'" %,

Enzymové aktivity, intracelularni pH
Urceni enzymovych aktivit pomoci fluorescencnich
sond je spiSe orientacni a urcuje, ktera buika ma vyssi tu
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Obr. 4. Automatické vyhodnoceni poméru bunék v jednot-
livych fazich bunécného cyklu na pritokovém cytometru
Partec PAS III; FL3 — relativni intenzita fluorescence zachycena
detektorem FL3
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kterou enzymovou aktivitu v porovnani s jinou buiikou.
Velmi dobfe je popsano urceni esterasové aktivity bunck
s pouzitim fluorescenénich sond v neaktivni (acetoxy-
methyl estery a nebo diacetaty) formé, kterd snadno proni-
ka do buiiky. Vnitrobunécné esterasy Sté€pi molekulu barvi-
va na aktivni fluoreskujici barvivo a molekulovy zbytek
(aceton), vlastni neaktivni molekula barviva je tedy sub-
stratem v enzymové reakci. Vzniklad fluorescence je podle
nékterych praci pfimo imérna dané enzymové aktivité.
Z barviv Ize jmenovat FDA fluorescein diacetait a CFDA
5,6-dikarboxyfluorescein-diacetat™*>°.

Urceni vnitrobunééného pH je zaloZeno na vlastnosti
nékterych barviv ménit intenzitu fluorescence v zavislosti
na pH. Na zaklad¢ kalibrace in vivo nebo in vitro 1ze témi-
to sondami pomérné piesné urcit intracelularni pH bungk.
U kvasinek je napf. intracelularni pH ukazatelem jejich
vitality?”. Jednou z kli¢ovych praci v oblasti je prace Slavi-
ka®®.

Z bézn¢ pouzivanych barviv lze jmenovat fluo-
rescein-diacetaty, BCECF, SNARF 1 atd.”

Koncentrace fyziologicky vyznamnych latek

Z fyziologicky vyznamnych latek kvasinek lze pomo-
ci prutokové cytometrie sledovat koncentraci glykogenu
(acriflavine)*’, trehalosy (FITC-concavaline A, proteinti
(FITC fluoresceinisothiokianat), neutralnich lipida (nilska
Zerven) a steroltl (nystatin)**.

Sledovani apoptozy

Apoptoza je vysoce regulovana forma programované
bunééné smrti. Apopticky proces umoziuje rychlé odstra-
néni nepotfebnych, poskozenych, nebo infikovanych bu-
nek. Jadro apoptickych bunck je mensi nez u normalnich
bunék, coz je mozno zachytit pomoci fady barviv (napf.
fady Hoechst). Dal§i moznosti, jak sledovat apoptdzu, je
pozorovani zvySené permeability membran s pouzitim
barviva YO-PROI. Fluorescencné lze dale apoptdzu testo-
vat napf. s pouzitim konjugatl annexinu V, a to méfenim
aktivity specifickych proteas. U pivovarskych kvasinek se
nepotvrdil vyznamngéjsi vyznam podil apoptickych bun¢k

v populaci, coz je pfipisovano stabilité polyploidnich kme-
033,34
nu’>

3. Zavér

Pratokova cytometrie je mikrobiology stale obliben¢;j-
81 a Castéji vyuZivand metoda, jejimz jedinym limitujicim
faktorem pro praktické pouziti v biotechnologickych vyro-
bach je jeji cena. Ve spojeni s vhodnym fluorescencnim
barvenim je schopna velice dobfe popsat okamzity stav
populace stejné jako presné zachytit jakékoli jeji zmeény.
Kvasinka Saccharomyces cerevisiae se zda byt vhodnym
modelovym organismem vysSich eukaryot a je vhodnym
objektem pro metody pritokové cytometrie.
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J. Novak, G. Basafova, J. Fiala, and P. Dostalek
(Department of Fermentation Chemistry and Bioengineer-
ing, Institute of Chemical Technology, Prague): Applica-
tion of Flow Cytometry of Yeast in Research and Prac-
tice

Flow cytometry as a rapid technique can be used for
monitoring the yeast (Saccharomyces cerevisiae) growth
in biotechnological processes. The technique permits
analysis of single cells in suspension and thus to obtain
cell size distribution, granularity, intracellular contents of
DNA, proteins, and sterols, viability, cell cycle, intracellu-
lar pH and enzyme activities. Flow cytometry can also be
used for cell sorting. Despite the advantages of flow cy-
tometry, implementation of the technique in biotechnologi-
cal laboratories is still limited.



