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Kapitola 1

Teoreticky vod

1.1 Uvod do biologie kvasinek

Kvasinky jsou eukaryotické organismy, které netvori jednotnou taxonomic-
kou skupinu, vétsinou se fadi mezi vyssi houby. Déli se na askomycety a
basidiomycety, a to podle zpiisobu rozmnozovani.

Vyskytuji se ve vodé, v pidé, na listech rostlin a na kazicich se plodech.
Jejich rozsifeni zavisi mimo jiné na zdrojich uhliku a dusiku, na pritom-
nosti antibiotik, kyselin, atd. Pro svoje preziti vSsak nutné pottebuji vodni
prostiedi, zdroj kysliku a zivin. VSechny kvasinky jsou aerobni, pricemz vét-
Sina je fakultativné anareobnich, ty vsak vyzaduji alespon stopové mnozstvi
kysliku.

Teplotni rozsah, v némz kvasinky pirevazneé ziji a mnozi se, se pohybuje od
0°C po 48°C, tyto kvasinky se oznacuji jako mezofilni. Existuji i psychrofilni
kvasinky (-2°C az 20°C) a také, vétsinou patogenni, termofini kvasinky (>
20°C). Maximélni teplota, kterou kvasinky jsou schopny prezit, je 57°C az
59°C.

Vyznam kvasinek spoc¢iva v primyslové vyrobé lihu, vina, piva a drozdi.
Historie doklad& prvni zminky o vyrobé napoju jiz z let 6000-4000 pf.n.l.
Diikazy o aktivni Gcasti kvasinek na kvasném procesu podal v letech 1866
az 1876 L. Pasteur. Déle jsou vyuzivany i v krmivafském primyslu jako tzv.
krmné kvasnice pro krmné smési. Dosud stale nejsou vyuzivany k potravi-
narskym uceliim jako zdroj biologicky cennych latek, i kdyz maji vysoky
podil stravitelnych bilkovin, sacharidi a komplexu vitaminu B, uzivaného k
terapeutickym uceltim.

Kvasinka je velmi oblibenym modelovym organismem. Snadno se roz-



mnozuje, je mozno s ni manipulovat riznymi mikrobiologickymi metodami.
Dale umoznuje pripravu vselijakych mutantnich kment a tudiz zkoumani
roli riznych biomolekul v butice. V neposledni fadé jsou nékteré zivotni po-
chody v kvasince analogické pochodtim v savéi burice. Nejcastéji zkoumana
kvasinka Saccharomyces cerevisiae byla prvnim eukaryotickym organismem,
u kterého byla znama celd sekvence nukleotidi v genomové DNA. Jeji priro-
zeny jaderny plazmid, tzv. 2u-plazmid, se stal zédkladem pro pripravu kva-
sinkovych vektori pouzivanych v genovém inzenyrstvi.

Jméno S. cerevisiae pochazi od némeckého nazvu Zuckerpilz neboli cu-
kernd houba, které ji dal Theodor Schwann roku 1837. Prvni ¢isté kultury
byly izolovany z piva resp. vina roku 1883 - 1890 pany E. CH. Hansenem
resp. Miiller-Thurgauem][1].

Kvasinky jsou podstatné vétsi nez bakterialni bunky, dosahuji velikosti
asi 3 az 15um. Tvar bunék je dan rodovou prislusnosti, ale lze ho ovlivnit
i kultivacnimi podminkami. Za zakladni tvar je povazovan rotacni elipsoid,
ktery se mtize ménit protazenim. Kvasinka je vétsinou jednobunécné, né-
kdy vsak dokaze tvorit i pseudomycelia. Pseudomycelium tvori napi. rod
Candida. Nékteré rody napt. rod Saccharomycopsis vytvareji dokonce pravé
mycelium, které se od pseudomyecelia lisi morfologicky. Rozmanité tvary bu-
nék 1ze pozorovat také pti pohlavnim rozmnozovani kvasinek. U askomycet
jde zejména o rizné tvary haploidnich spor, které vznikaji pii sporulaci di-
ploidnich bunék, nebo o rizné tvary celych viecek. Vice o rozmanitosti tvari
kvasikovych struktur([1].

1.2 Rozmnozovani kvasinek a rust kvasinko-
vych kultur

P¥i rozmnozovani bunék v tekutém zivném prostiedi (napf. pii vyrobé piva)
se objevi zakal. Po case se kvasinky zac¢nou shlukovat a usazovat na dné na-
doby. Tam tvori praskovy sediment a tekutina se cefi. Nékteré rody, které po-
febuji vice kysliku vytvareji za vyuziti sacharidi slizky povlak tzv. mazdru,
jiné produkuji kiis (jemnou blanku, kterd vzlind). Na pevném zivném mé-
diu tvori kvasinky kolonie. Pokud kolonie pochéazi z jedné buiky, pak se
nazyva uniceluldrni nebo monosporicka, pokud ze skupiny, pak se jedna o
obri kolonii.

Kvasinky se vét§inou rozmnozuji pucenim, ale existuji vyjimky jako pre-
hradecné déleni. Mimo to jsou schopné se rozmnozovat i pohlavné. Pii pu-



¢eni se na matefské bunce vytvori pupen, ktery se zvétsuje, posléze dojde k
rozdé€leni vsech organel a ¢ast jich odchazi do dcefiné bunky, ziZené misto
mezi matefskou a dcefinou bunikou se postupné uzavira cytoplazmatickou
membranou a bunécnou sténou. Po oddéleni dcefiné buniky se na povrchu
mateiské bunky vytvori jizva. Podle mista, kde pupen vznika pak délime pu-
¢eni na monopolarni, bipolarni a multipolarni. K pohlavnimu rozmnozovani
muze dojit za urcitych podminek u askomycet a basidiomycet, u deutero-
mycet se vSak nepozoruje. Dochéazi pri ném ke splynuti dvou haploidnich
bunék za vzniku diploidni bunky, ktera se pak mtize mnozit pucenim nebo
sporulovat.

Pro charakterizaci prirtistku bunék se zavadi ristova krivka. Tato kiivka
znazornuje casovou zavislost optické hustoty, ktera je tmérna poctu bunék v
suspenzi (obr.1.1). Rist kultury se rozdéluje do Sesti fazi, které jsou uvedeny
v tab.1.1.

Tabulka 1.1: Rustové faze kvasinkovych kultur

faze popis

L lag faze skutecného klidu, bunky se pfizptisobuji novému
prostiedi a ziskavaji energii pro rozmnozovani

IT. exponencialni  faze nejvétsiho zrychleni ristu a mnozeni, kdy je
mrtvych bunék malo, dcefiné bunky nestaci dortistat
do velikosti matefské bunky a jsou mensi, fermenta-
tivni metabolismus

ITI. diauxicka faze pfechod mezi exponencialni a postdiauxickou fazi, vy-
cerpani glukdzy

IV. post-diauxickd po vycerpani glukézy z média a po adaptaci na nové
podminky je rtist bunék obnoven, bunky rostou na ji-
nych zdrojich uhliku jako etanol nebo glycerol, oxida-
tivni metabolismus

V. stacionarni pocet bunék se jiz neméni, doristani bunék do pu-
vodni velikosti
VI. odumirani bunky rychle odumiraji z nedostatku zivin a nahro-

madéni metaboliti, zanik kultury

Kvasinky pucici béhem exponencialni faze v médiu obsahujicim glukézu
maji k dispozici energii z jeji fermentace. Po spotiebovani glukézy z mé-
dia se prechodné zastavi rtist bunék, zpomali se syntéza proteini a bunky
prechéazeji na aerobni metabolismus. Tato faze se nazyva diauxicka. V post-
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Obrazek 1.1: Rustova krivka kvasinkové kultury: 1. lag faze, Il.exponencialni
taze, I11. diauxicka faze, IV. postdiauxicka faze, V. stacionarni faze

diauxické fazi je pak rist bunék zpomaleny, oproti exponencialni fazi, syn-
téza proteinti se jen CasteCné obnovuje a spotiebovava se nadale etanol nebo
glycerol vznikly v predchozich fazich vyvoje kultury. Po vycCerpani i téchto
zdroju uhliku nastava stacionarni faze, kde pocet bunék stagnuje. V boha-
tych médiich jako YPG (yeast extract, peptone, glucose) dosahuji buriky S.
cerevisiae stacionarni faze jiz za 4 az 7 dni.

1.3 Plazmaticka membrana, prenos latek pres
membranu, mnohacetna lékova rezistence

Kvasinkova buiika je od vnéjsiho prostiedi oddélena cytoplazmatickou mem-
branou, bunécnou sténou, pripadné pouzdrem. V cytosolu je pritomna cela
fada kompartment, ohranicenych membranami, ty vSak maji podobnou
strukturu jako plazmatickd membrana. Chemické slozeni, struktura a funkce
bunécnych komponent jsou zpravidla obdobné jako u jinych eukaryotickych
bunék.

Bunécéna sténa mé nékolik funkei. Urcuje tvar buiiky a chrani ji pfed me-
chanickym a osmotickym poskozenim, je nepostradatelna pti déleni bunék.
Je tvofena prevazné siti polysacharidti vyplnénou proteiny, lipidy a fosfoli-
pidy. Nese zaporny naboj, ktery je dusledkem fosfatti navazanych na poly-



sacharidy. Podrobné byla studovana struktura bunécné stény u S. cerevisiae
[1].

Dalsi z obali je plazmatickd membrana. Oddéluje buiiku od vnéjsiho
prostiedi. Jeji funkci je zajistovani transportu zivin a produkt metabolismu,
vytvafeni a udrzovani elektrochemickych gradientii. Jedna se o dvojvrstvu
sloZzenou z lipidt o tlousfce 5nm smérovanych k sobé svymi hydrofobnimi
konci, jejichz polarni hlavicky tvori povrch dvojvrstvy.

Membrana obsahuje proteiny, které jsou dtilezité pro prenos latek, pro-
toze sama lipidova dvojvrstva neni propustnd pro vétsi nenabité molekuly
a pro vétsinu polarnich a iontovych latek. Nabité ionty prochézeji pomoci
transportnich proteinti, jedna se predeviim o K, Na*t, Ca?*, Cl~. Také latky
jako pyruvat, aminokyseliny, sacharidy aj. jsou prenaSeny pomoci transport-
nich proteinii. Nékteré proteiny slouzi jako receptory signalnich drah nebo
jako enzymy.

Rozlisujeme dva hlavni typy transportnich proteinti na zdkladé jejich
funk¢éniho mechanismu pfenosu latek: pfenasece a iontové kanaly, a dva typy
transportnich procesi: nespecifickd permeace a zprostiedkovany transport.

Nespecifickd permeace je podobna difizi. Timto zptsobem prochézi mem-
branou malé nepolarni molekuly jako O, No, Hy, CO5 nebo benzen. Malé
polarni molekuly (voda, mocovina, etanol) prochdzeji membranou diky ne-
pravidelnostem v usporadani lipidi, kde docasné vznikaji volna mista pri
chaotickém pohybu dlouhych fetézct.

Na opac¢ném konci stoji zprostiedkovany transport. Jde o ¢innost speci-
fickych proteinti nazyvanych transportéry, translokazy, permeazy nebo spe-
cifické kanaly. Jsou vysoce specifické a v pripadé potfeby mohou byt inhi-
bovéany. Zprostfedkovany transport se dale déli na aktivni a pasivni.

Pasivni transport neboli usnadnéné diftze je piipad, kdy je latka prena-
Sena z oblasti vyssi koncentrace do oblasti nizsi koncentrace tak, aby vyrov-
nala sviij koncentrac¢ni gradient. Timto zptisobem je pfenasena napt. hexéza
nebo pentéza do kvasinkovych bunék, glukéza do bunék erytrocytd nebo
glukoéza pres plazmatickou membranu savcich bunék obsahujicich transloka-
zovy systém pro D-glukézu [2].

Aktivni transport je pripad, kdy je latka prenasena proti koncentrac-
nimu spadu. Jde o endergonicky proces. Zprostfedkovany transport se muze
délit dale na uniport, symport a antiport (podle stechiometrie transport-
niho procesu), nebo na elektroneutralni, ¢ elektrogenni (podle elektrického
charakteru).

Primarni aktivni transport je sprazen nejcastéji s hydrolyzou ATP nebo
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jingm zdrojem energie. Takto jsou pfendSeny ionty KT, Na®t, Ca?*, Cl~.
Tim je vytvaren primarni elektrochemicky gradient na bunééné membraneé.
Prikladem miize byt Na®™/KT-ATPasa v zivo¢isnych bunikdch, pumpa pre-
nasejici pfi hydrolyze ATP tii ionty Na™ ven z buiiky a soucasné dva ionty
K™ do buiiky. Na rozdil od Zivoc¢isnych bunék nemaji rostlinné buiiky, houby
a kvasinky sodnodraselné pumpy, ty jsou nahrazeny H"-ATPasou. Dilezity
elektrochemicky gradient tak zajistuji odéerpavanim protoni HT z bunék,
to ma za nasledek i rozdilné pH v okoli butiky. Do bunék jsou také aktivné
transportovany dusikaté latky, glukéza nebo maltéza a mnohé jiné.
Sekundarni aktivni transport vyuziva energizovany stav plazmatické mem-

brany. Je umoznén spfazenym transportem dalsi latky, ktery probih4 na tukor
energie poskytované piimo katabolickym procesem [2]. Jsou jim pfenaseny
oligosacharidy, aminokyseliny, purinové a pyrimidinové baze.

Mnohacetna lékova rezistence, oznac¢ovana MDR (multidrug resistance),
predstavuje vazny problém v boji proti rakoviné a proti chorobam vyvola-
nym bakteriemi nebo houbami. Je zalozena na produkovani membranovych
transportért, které aktivnim prenosem odstranuji léky ven z bunky. Nej-
typu ABC (ATP binding cassette), jako je napf. lidsky P-glycoprotein. U
S. cerevisiae jsou za MDR zodpovédné dvé regulacni sité gent, sit PDR
(pleiotropic drug resistance) and YAP (yeast AP-1 like factor), pfi¢emz jsou
obé sité navzajem propojené a ovliviiuji se. Sit PDR je tvofena napf. geny
PDR1, PDR3, PDR5 a SNQ2, a sit YAP napt. geny YAPI1, YAP2. Urcujici
pro MDR jsou u S. cerevisiae transkrip¢ni regulacni geny PDRI1, PDRS3,
které kontroluji expresi ABC transportérii, ale také MFS (major facilitators
superfamily) transportéri.

Nejlépe prostudovanymi transportéry typu ABC jsou proteiny Pdrbp a
Snqg2p. Exprese jejich geni je kontrolovana traskripénimi aktivatory sité
PDR: Pdrlp a Pdr3p. Substratova specifita transportnich proteini Pdr5p a
Snq2p je rozsahla a znacné se prekryva. Gen PDRS5 byl prvnim identifikova-
nym genem transkripéniho aktivatoru Pdrlp. Protein Pdr5p je lokalizovan
piimo v plazmatické membrané. Pumpa Snq2p ma podobnou organizaci do-
mén jako protein Pdr5p a je s nim homologni ve 40% sekvence aminokyselin.

Mezi dalsi transportéry regulovanymi geny PDR1 a PDR3 jsou Hxt9p a
Hxt11p, tedy dva hexosové transportéry. Jejich inaktivace vede k MDR [3].
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1.4 Membranovy potencial a zptusob jeho mé-
reni

Membranovy potencial na povrchu bunky jako disledek chemickych a nabo-
jovych gradientd je pro zivot bunky velmi dilezity. Umoziuje totiz pienos
latek a energie pfes membranu. Nyni se zaméfime na to jak ho popsat.
Mé&jme rtzné slozky soustavy napf. ionty H*, Na' atd. oznacené indexy 1.
Zkoumejme elektrochemicky potencial i-té slozky definovany jako:

i = 0+ RT In(a;) + 2z, F1p (1.1)

kde 119 je standardni chemicky potencial dané slozky, a; jeji aktivita, z; podet
naboju, T teplota, R plynova konstanta, F' Faradayova konstanta a v elek-
tricky potencidl dané faze. Druhy ¢len v rovnici je osmotické slozka a tfeti
¢len je elektrické slozka potencialu. Clen konstantni se obvykle vynechava z
divodu stejného zékladniho prostfedi na obou stranach. Rozdil elektroche-
mickych potenciald je roven rozdilu Gibbsovy energie ¢astice pri prechodu
pres membranu. Pokud se v rovnovaze na membrané ustavi chemicky gra-
dient nékterych slozek musi ho vykompenzovat membranovy potencial A,
tedy rozdil potencidlu uvnitt a vné. Membranovy potencial je tedy disled-
kem chemickych gradientt rtiznych slozek.

Jednou z hlavnich slozek, vytvérejici elektrochemicky gradient, jsou K
ionty, jejich koncentrace je uvniti bunky vysokd a tak se snazi pfejit do
vnéjsiho prostiedi. Pii toku do vnéjsiho prostiedi vsak nejsou doprovazeny
zaporné nabitymi molekulami. Vznikd tak potenciél, ktery brzdi tok K, a
proto se tok po case zastavi. Nastava rovnovazny stav, kdy jsou chemicka a
elektricka slozka sily vyrovnany. Tento stav se obvykle popisuje Nernstovou
rovnici: BT ot
= In K

z KF CZ[?

VK (1.2)

kde ¢k je rovnovazny potencial, ktery se ustali pii koncentraci KT ¢3** vné a
¢ uvniti. Dalsi slozky, které se podileji na vytvoreni rovnovazného potenci-
alu, jsou Na™, Cl~. Jejich propustnost je vSak daleko mensi, a proto je jejich
prispévek mensi. V klidovém stavu je uvnitt bunky vice zdpornych iontt.
Vznikly rozdil elektrickjch napéti na obou strandch membrany je klidovy
potencial Ay, ktery je souCtem rovnovaznych potencidli vSech slozek (KT,
Na™, H*, Cl7). Snizeni velikosti membranového potencidlu znamena depola-
rizaci a zvysSeni velikosti membranového potencialu naopak hyperpolarizaci
membrany.
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Potenciél a jeho zmény se obtizné méii primo pomoci mikroelektrod nebo
radioaktivné znacenych lipofilnich kationt, a to z diivodu malych rozmeért
bunék nebo pomalého ustanovovani rovnovazné distribuce. Mnohem vice
se pouzivaji potenciometrické sondy, které neovliviiuji pochody v burce a
rychle sleduji membranovy potencial.

1.5 Potenciometrické sondy, sonda diS-C;(3)

Fluorescen¢ni potenciometrické sondy se déli na tzv. pomalé (redistribu¢ni)
a rychlé (elektrochemické). Pomalé fluorescenéni indikatory sleduji zmény
membranového potencialu v fadech sekund az minut, kdezto rychlé indika-
tory maji odezvu rychlejsi. Pomalé indikatory se po Case rozdéli mezi vnitini
a vnéjsi prostiedi tak aby vznikla rovnovaha elektrochemickych potenciali.
Ve vnitinim prostiedi pak tvori dimery nebo vyssi agregaty nebo se vazi
na biomolekuly. Pfechod do téchto stavli méa za nasledek zmény v emisnim
spektru vazané sondy oproti emisnimu spektru volné sondy (zmény se tykaji
jak intenzity, tak polohy maxima). Celkovy signdl je pak linearni kombinaci
emisnich spekter obou slozek. Zde vSak nastava rada problému, které jsou
podrobné rozebrany v [4]. Je velmi dilezité nastavit vhodné podminky ex-
perimentu tak, aby vysledky nebyly zkresleny.

Pomala fluorescencéni barviva se rozdé€luji na karbocyaniny, oxonoly a
rhodaminy [4]. Sonda diS-Cj3(3) (3,3’-dipropylthiakarboxycyanin) patfi mezi
karbocyaninové. Jeji odpovéd na depolarizaci nebo hyperpolarizaci kvasin-
kovych bunék od prispévku zavislého na potencialu je reflektovano zménami
v poloze vlnové délky maxima. Mimo to mohou posouvat polohou maxima i
prispévky, které nezavisi na potencialu, reflektujici napr. kolaps membrano-
vého potencialu zptisobeny permeabilizaci membrany, zménu vazebné kapa-
city sondy na vnitini biomolekuly nebo branéni ustanoveni rovnovahy sondy
pfes mélo propustnou sténu [5]. Hlavni prvky, které ptispivaji k tvorbé mem-
branového potencialu a tedy k odpovédi sondy diS-Cj3(3), jsou u S. cerevisiae
H*, KT, zatimco pfispévky Na™, Cl~ jsou zanedbatelné [6]. Rychlost s jakou
se sonda dostane do rovnovazného stavu zalezi na tloustce bunééné stény. Pri
vhodnych koncentracich bunék a barviva a za normalnich podminek prinési
posun maxima vlnové délky vérohodnou informaci o rychlych pochodech,
tykajicich se zmény membranového potencidlu [7].

Bylo zjisténo, ze sonda diS-Cj3(3) je substratem pump Pdr5p a Snqg2p,
které zajistuji mnohacetnou lékovou rezistenci [8]. Umoziuje tak studovat
rychlost a miru odstranovani latek pomoci téchto pump.
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Obrazek 1.2: HT-ATPasa plazmatické membrany s jednotlivymi doménami

1.6 H'™-ATPasa

V [1] je popsand struktura Ht-ATPasy. Je to integralni protein, ktery ma
10 transmembranovych domén a do cytoplazmy zanofeny hydrofilni tisek s
katalytickou funkci, viz obr. 1.2.

Zakladni funkci Ht-ATPasy v plazmatické membrané (existuje i vakuolni
a mitochondridlni HT-ATPasa) u hub a rostlin je vytvéareni elektrochemic-
kého protonového gradientu. Tento protonovy gradient pohani tok zivin do
buiiky sekundérnim transportem. Velmi dulezity je tedy pro houby a rost-
liny pfesny regulacni mechanismus, ktery moduluje jeji aktivitu. H-ATPasa
je kédovana dvéma geny PMAI1 a PMA2. U kvasinek S. cerevisiae je gen
PMA1 pro bunku esencilni, gen PMAZ2 je pritomen pouze v zanedbatel-
ném mnozstvi vici esencidlnimu PMA 1. Béhem ristu se méni jejich exprese
v zavislosti na rustové fazi kultury, coz souvisi s prechodem na jiny typ me-
tabolismu. Totiz pii respiracnim metabolismu vykazuje buiika vétsi expresi
gent nez pii fermentativnim metabolismu. Navic byla pii prechodu kultury
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do diauxické faze pozorovana nadmeérnéd experese genu PMA2, coZ nazna-
¢uje, ze izoforma HT-ATPasy kédovana timto genem hraje dilezitou roli,
pokud je v okolnim prostiedi malo zdroji uhliku [9)].

H*-ATPasa muze byt aktivovdna dvéma hlavnimi faktory: glukézou a
pritomnosti kyseliny. Mimo to mtize byt aktivovana rtiznymi stresy jako pfti-
tomnosti etanolu, teplotnim Sokem atd. Regulace probih& bud kontrolovanim
exprese gent PMA1 a PMA2, nebo post-transla¢ni regulaci HT-ATPasy [10].

1.7 Transport glukdzy a aktivace H™-ATPasy

Transport glukdzy se u kvasinek S. cerevisiae déje usnadnénou difazi. Glukéza
interaguje s vétsinou transportnich systémii, ale ne vS§emi muize byt prena-
Sena. Kinetickymi studiemi byly identifikovany dva typy pfenosu glukdzy:
nizkoafinitni a vysokoafinitni. Jedna se o souhru ¢innosti vice pfenaseci, je-
jichz exprese je regulovana v zavlislosti na koncentraci glukézy v prostiedi.
Analyza genomu kvasinky S. cerevisiae ukazala na pritomnost asi 20 geni
(vétsinou oznadenych jako HXT) pro ptrenasece glukdzy. Zadny z gentt ké-
dujicich pfenasece neni esencialni. Dva z téchto gentit SNF3 a RGT2 kéduji
transportéry, které slouzi jako sensory hladiny glukdzy a generuji intracelu-
larni glukézovy signél. Protein Snf3p je patrné senzorem pro nizké koncent-
race, protein Rgt2p pro vysoké koncentrace glukézy. Exprese téchto genti je
nutna pro expresi nékolika dalsich HXT gent.

Bezprostiedné po vstupu do bunky je glukéza fosforylovana. Fosforylaci
uskutecnuje jedna ze ti1 kinas: hexokinasa PI (Hxk1), hexokinasa PII (Hxk2)
a glukokinasa. Tésna soucinnost transportu a fosforylace je zajisténa exis-
tenci proteinového komplexu obsahujiciho prenasec¢ fosforylujici hexokinasu.
Rychlé fosforylace umozinuje rychlé odstranéni glukézy z tohoto komplexu,
jeji prechod do cytoplazmy a komplex je tak pfipraven pro pfenos dalsi mo-
lekuly glukdzy. Fosforylace tak neni nutnd pro vlastni pienos, ale zajistuje
vysokoafinitni kinetiku transportu [1].

V roce 1983 bylo zjisténo, ze kvasinkové buiky aktivné transportuji
ionty H* v piitomnosti glukdzy, z ¢ehoz bylo usouzeno, ze glukdza aktivuje
H*ATPasu. Bylo dokazano, Ze aktivni enzym m4 zasaditéjsi pH optimum,
vyssi afinitu k ATP a vySsi citlivost k vanadatu nez neaktivni enzym [11].
Ht-ATPasa mutze byt aktivovana nejen D-glukdzou, ale i maltézou, treha-
l6zou, D-galaktézou po ristu na vhodnych indukujicich cukrech, pricemz
nezalezi na tom, jestli byly predtim kultury inkubovany aerobné nebo anae-
robné. Glykolyticka ¢ast cukerného stépeni tak poskytuje energii pro zvét-
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Seni afinity HT-ATPasy. Ht-ATPasa je v piimém kontaktu se sekundérnim
transportnim systémem, ktery je dilezity pro zajistovani transportu Zivin
[12]. Na pochodech spjatych s aktivaci HT-ATPasy se Gi¢astni protein Snf3p.
Transport cukri je nezbytny pro aktivaci Ht-ATPasy, zahrnuje jak ucast
G proteinu Gpa2p, tak zapojeni proteinové kinasy C do regulace aktivity
H*-ATPasy [13].

V [10] byl navrzen model H"-ATPasy, existuje aktivni a neaktivni stav,
pricemz se tyto stavy lisi tim, ze u aktivniho stavu neinteraguje C-konec s
aktivnimi misty enzymu a tak nezabratiuje ptistupu ATP a iontu HY. V [14]
se také zjistilo, ze aktivace Ht-ATPasy je u S. cerevisiae zatfizena disociaci
komplexu tubulinu s HT-ATPasou.
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Kapitola 2

Material a metody

2.1 Chemikalie a material

nazev MW vyrobce

kvasinkovy extrakt Serva

pepton Oxoid

agar RNDr. Jan Kulich s.r.o.
D-glukosa bezvoda 180,16 PENTA
hydrogenfosfore¢nan disodny dodeka- 358,14 Lach-Ner

hydrat

kyselina citrénova bezvoda 192,13 PENTA

etanol Lach-Ner

diS-Cs3(3) 520,5  Fluka

GLUKOSA LIQUID 1000 Biolatest PLIVA-Lachema Diagnostika

2.2 Roztoky a kultivaéni média

Kultivacéni médium YP

kvasinkovy extrakt 10 g
pepton 10 g
destilovana voda 1000 ml
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YPG agar

kvasinkovy extrakt 10 g
glukéza 20g
pepton 10 g
agar 10 g
destilovana voda 1000 ml

40% glukéza
glukéza 40 g
destilované voda 60 ml

10 mM citrat-fosfatovy (C-P) pufr
Po rozpusténi 3,6 g Na,HPO,4.12H,0 v 1 1 destilované vody se
po kapkach pridava koncentrovany roztok kyseliny citronové
az do nastaveni pozadovaného pH pufru.

2.3 Kvasinkové kmeny

Byl pouzivan kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae AD1-3, ktery po-
chazi ze sbirky UCL (Université catholique de Louvain, Faculté des sciences
agronomiques, Louvain-la-Neuve, Belgie):

AD1-3 MAT «, PDRI1-3, ura3, his3, yor1A::hisG,
snq2A::hisG, pdr5A::hisG

2.4 Priprava kvasinkovych kultur

Ze zamrazené kultury kvasinek uchovavanych v glycerolu bylo pieneseno
sterilni klickou malé mnozstvi kultury na misku. Kvasinky byly inkubovany
2 dny pri teploté 30°C.

Inokulum: Do banky s kultivaénim médiem a 2% glukézou bylo zaod-
kovano sterilni klickou malé mnozstvi kvasinkové kultury z Petriho misky.
Poté se nechalo inokulum kultivovat 24 h pti 30°C za stalého tfepani.

Z inokula bylo posléze zaockovano (1 - 10 pl) do 10 ml éerstvého YPG
média a kultivovano za stalého tfepani do pozadované rustové faze. Rustova
faze byla stanovena pomoci O.D. pfi vlnové délce A = 578nm.
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Kultura v pozadované ristové fazi byla 2x promyta destilovanou vodou
(30000t./min, 1 min). Poté byly buiiky resuspendovany v 10 mM citrat-
fosfatovém pufru a O.D. suspenze bylo upraveno na konec¢né O.D. = 0,1. Po
rozdéleni vysledné suspenze do méfticich kyvet po 3 ml byly bunky pripraveny
pro fluorescen¢ni méreni a stanoveni obsahu glukdzy.

2.5 Meéreni rustovych krivek

Po zaockovani 50 ml cerstvého YPG média inokulem byly odecitany hodnoty
O.D. narostlé kultury. (Ve vhodnych ¢asovych intervalech po pozadovanou
dobu.) Hodnoty O.D. byly méfeny pii vinové délce A = 578 nm. U hustych
suspenzi byl vzorek fedén desetkrat. Vysledna zavislost O.D. na case se
oznacuje jako ristova ktivka.

2.6 Stanoveni obsahu glukdzy

Buiiky byly pfipraveny podle kapitoly 2.4. Do bunééné suspenze (3 ml) byla
pfiddna pozadovand koncentrace glukézy (100 mM, 30 mM, 10 mM). V
definovanych c¢asovych intervalech se z kyvet odebiralo 100 ul roztoku, ktery
byl néasledné centrifugovan. 10 pl supernatantu bylo inkubovano 20 min s
1 ml ¢inidla pro stanoveni obsahu glukézy v médiu (Glukosa Liquid 1000).
Absorpéni spektrum tohoto roztoku bylo zméfeno na spektrometru Varian
a také hodnota absorpce pfi A=500 nm na spektromertru Novaspec II.

2.7 Meéreni barvicich krivek

Buniky byly pripraveny podle kapitoly 2.4. Do kyvet bylo pfidano 6 ul sondy
diS-C;3(3), po dvaceti minutéch byla pfidana glukéza v jednotlivych koncen-
tracich (100 mM, 30 mM, 10 mM, 3 mM, 1 mM). Od piidéni sondy bylo
méfeno emisni spektrum po urcitych ¢asovych intervalech a zaznamenavano
jeho maximum. Posléze byla vynesena barvici kiivka (tj. zavislost vlnové
délky maxima emisniho spektra na ¢ase) pro jednotlivé koncentrace.

V nékterych experimentech nebyly métfeny barvici kiivky bezprostiedné
po piipravé bunék, ale bunky byly vystaveny stesovym podminkam, kon-
krétné hladovéni. Bunky byly prechovavany v citrat-fosfatovém pufru pri
vhodné teploté za stalého michani. Po urc¢ité dobé hladovéni byly opét mé-
feny barvici kiivky.
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Kapitola 3

Vysledky meéreni

3.1 Charakterizace bezpumpového kmene Sac-
charomyces cerevisiae AD1-3 pomoci jeho
rustového profilu

K zakladnim charakteristikam kvasinkovych kmeni pti studiu riznych stre-
sovych faktort na jejich zivotni funkce patii pribéh ristu kvasinkové kultury
v kapalném médiu (rtistova kiivka). Pribéh rustové kiivky, tj. zavislosti po-
¢tu bunék (O.D.) na ¢ase od zaoc¢kovani kultury (viz kap. 2.8), zavisi na celé
radé faktorid jako je napiiklad teplota kultivace, pfistup kultury ke kysliku,
slozeni ristového média s ohledem jak na koncentrace zivin (bohaté vs. mi-
nimalni médium), tak na fermentovatelnosti zdroje uhliku (fermentovatelny
vs. nefermentovatelny).

Pro sledovani zakonitosti, kterymi se idi zmény velikosti membranového
potencidlu v dusledku aktivace HT-ATPasy glukézou u bunék S. cer. AD1-3
v riznych stadiich ristu kultury kultivovanych v bohatém médiu s glukézou
(jako zdrojem uhliku) bylo proto nezbytné podrobné proméfit odpovidajici
rastovou kiivku.

Meéfeni rastové kiivky bylo provedeno podle kapitoly 2.6. Hodnoty O.D.
byly méfeny po dobu 40h a jsou vyneseny v grafu na obr.3.1. Na grafu jsou
vidét prvni ¢tyfi faze ristu, tedy lag faze, exponencialni faze, diauxicka faze
a postdiauxicka faze. Oblast diauxického posuvu se nachazi mezi ¢trnactou
a Sestnactou hodinou, pfi¢emz buniky maji hodnotu O.D. 5,90.
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Obrazek 3.1: Rustova kiivka kvasinek S. cer. AD1-3 v médiu YPG. L. lag
faze, Il.exponencialni faze, I11. pozdni exponencialni faze, IV. diauxické faze,
V. postdiauxicka faze.

3.2 Vliv aktivace H"-ATPasy gluk6zou na ve-
likost mebranového potencialu bunék S.
cer. AD1-3 v ruzné fazi rustu studovany
pomoci méreni barvicich krivek

Barveni bunék AD1-3 (barvici kiivky) je dano pouze velikosti jejich membréa-
nového potencialu [6], ktery je u kvasinek tvofen a udrzovan zejména ¢innosti
H*-ATPasy [10]. Cim vy je aktivita H*-ATPasy, tim vy$si bude membré-
novy potencial. Z nartistu barveni bunék, ke kterym byla pridana glukéza
(vzhledem ke kontrole) lze usuzovat na zvySenou ¢innost HT-ATPasy, tj.
na jeji aktivaci. Se vzristajici koncentraci glukézy miize dojit ke zvySeni
jeji aktivity a mél by byt pozorovan nartst barveni. Pro posouzeni hodnoty
zvySené aktivity HT-ATPasy lze pouzit rozdil hodnoty rovnovazné barvici
kiivky u bunék bez ptidané glukézy (kontrola) a bunék s pfidanou glukézou.
Tento rozdil je naddle oznacovan terminem mira aktivace HT—ATPasy
glukozou.
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Obrazek 3.2: Vliv pfidani glukézy na barveni exponencialnich bunék
S.cer. AD1 — 3. (A) Ranna exponencialni faze O.D. 0.81,(B) stfed expo-
nencialni faze O.D 3.20. Sipky naznacuji ¢as pridani glukdzy: cerna(0 mM),
Cervend (100 mM), zelend (30 mM), zluta (10 mM), Seda (3 mM), modré (1
mM)
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Byly zméfeny barvici k¥ivky pro bunky v riznych fazich ristu. Jednot-
livé rustové faze a jim prislusejici O.D. byly vybrany tak, aby pokryvaly
vSechny aspekty zéavislosti membranového potencidlu na stari kultury (stari
bylo vyjadifené bud pomoci O.D. nebo pomoci ¢asu). Konkrétné se jednalo
o 19 méteni na burikich ze tii fazi ristu, tedy exponencialni (O.D. 0 - 5.5),
diauxické (O.D. 5.55 - 5.65) a postdiauxické (O.D. 5.65 - 8.00) faze.

Jak je patrno z néasledujicich obrazki, charakter barvicich krivek, tedy
jejich prubéh a také hodnota miry aktivace, je zavisly na ristové fazi bunék.
Z kazdé rustové faze (exponencidlni, diauxické, postdiauxické) bylo vybrano
nékolik barvicich kiivek, které reprezentuji charakteristické priklady. Na obr.
3.2 az 3.6 jsou tak zastoupeny faze ristu od ranné exponencialni do postdiau-
xické faze. V grafech jsou ktivky barevné odliseny, tak aby jasné ilustrovaly
vliv pridani glukézy o rtizné konecné koncentraci. Bylo pouzito nasledujici
jednotné znaceni: kontrola - 0 mM glukéza (¢ernd); koncentrace pridané
glukézy: 100 mM (Cervend), 30 mM (zelend), 10 mM (zlutd), 3 mM (Sed4),
1 mM (modrd). Pro lepsi rozliSeni vlivu pfidané glukézy na barveni bunék
byly do grafii vloZeny detaily horni ¢asti barvici kfivky s vyssim rozlisenim.

Na obrazku 3.2 vidime barvici kiivky bunék v exponencialni ristové fazi.
Buiiky z ranné exponencialni faze (obr. 3.2A) vykazuji vysoky membranovy
potencial (¢ernd barvici kiivka) a dochazi u nich k pomérné malé aktivaci.
Navic koncentracni zavislost zde neni tak zfejma jako u bun€k v ostatnich
fazich, tj. nartist membranového potencialu v dusledku aktivace Ht-ATPasy
je prakticky identicky pro vsechny koncentrace glukézy, viz vytrez grafu. Ve
stfedu exponencialni fazi (obr. 3.2B) je vSak jiz patrna zavislost miry akti-
vace HT-ATPasy na koncentraci pridané glukézy. V porovnani s butikami z
ranné exponencialni faze je hodnota membranového potencialu téchto bu-
nék nizsi, zatimco mira aktivace se zvétsila. Tento fakt naznacuje, ze béhem
exponencialni faze ristu dochazi u bunék ke zméndm v aktivité Ht-ATPasy
a tim k jeji moznosti ”byt aktivovana’.

Na obr. 3.3 jsou znazornény barvici kfivky bunék pred nastupem pozdni
exponencialni faze, kde se mira aktivace zvysuje. Hodnota membranového
potencidlu kontroly je naopak nizkd. To znamend, ze aktivita HT-ATPasy
u bunék v této exponencialni fazi je podstatné nizsi nez u bunék mladsich
[8] a jeji stimulace glukézou vede k dramatickému nartistu membranového
potencialu. Pfi porovnani obr.3.3A a obr.3.3B je dokonce patrny rozdil v
mife aktivace HT-ATPasy rtiznou koncentraci glukézy. U bunék narostlych
na 0.D.4.64 je vliv koncentrace glukdzy vyrazny, u bunék narostlych na O.D.
4.56 je tento rozdil minimalni. Jinymi slovy, zatimco u bunék mladsich po-
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Obrazek 3.3: Vliv pfidani glukézy na barveni exponencialnich bunék
S.cer. AD1 — 3. (a) Exponencialni faze O.D. 4,56, (B) exponencialni faze
0.D 4,64. Sipky naznacuji ¢as piidani glukézy: cerna(0 mM), cervena (100
mM), zelend (30 mM), zluta (10 mM), Sedd (3 mM), modra (1 mM)
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Obrazek 3.4: Vliv pfidani glukézy na barveni exponencialnich bunék
S.cer. AD1 — 3. (A) Konec pozdni exponenciélni faze O.D. 5,33, (B) Ko-
nec pozdni exponencidlni faze O.D 5,66. Sipky naznacuji ¢as pridani glukézy:
¢erna(0 mM), ¢ervend (100 mM), zelena (30 mM), zlutd (10 mM), Seda (3
mM), modra (1 mM)
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Obrazek 3.5: Vliv pridani glukozy na barveni
diauxickych/postdiauxickych bunék S.cer. AD1 — 3. (A) Na-
stup diauxické faze O.D. 5,86, (B) nastup postdiauxické fize O.D 6,45.
Sipky naznacuji ¢as pridani glukézy: cernd(0 mM), ervend (100 mM),
zelend (30 mM), zluta (10 mM), éedé26(3 mM), modra (1 mM)



stacuje 1 nizkd koncentrace glukdzy k témér maximalni aktivaci Ht-ATPasy,
u bunék starsich (nastup pozdni exponencialni faze) je k dosazeni maximalni
aktivace HT-ATPasy zapotiebi vyssi koncentrace glukdzy.

U bunék narostlych na O.D. 5,5 (konec pozdni exponenciélni faze, ob-
last pfechodu do diauxické faze) zac¢ind hodnota membranového potencidlu
bunék opét pozvolna rist (obr. 3.4). V této fazi buiiky zacinaji reagovat
na vycerpani glukézy a zacinaji regulovat sviij rezim na prechod do oxida-
tivniho metabolismu, pfi kterém jsou vyuzivany jiné zdroje energie uhliku
nez glukoza. Pridani glukoézy, stejné jako u bunék exponencidlnich, vede ke
koncentracné zavislé aktivaci H-ATPasy.

V diauxické a postdiauxické fazi pokracuje trend nastoleny na konci
pozdni exponencidlni faze, tj zac¢ind klesat mira aktivace HT-ATPasy. Ak-
tivace postupné klesa a hodnota potencialu se priblizuje stale vice k hod-
noté kontroly. Barvici kiivky diauxickych/postdiauxickych bunék se podo-
baji barvicim kfivkam v ranné a stfedni exponencialni fazi, tj. zac¢ina klesat
mira aktivace Ht-ATPasy. V grafu na obr.3.6. je barvici kiivka pro O.D.
7.74, na které uz jen stéz pozorujeme vliv glukézy na aktivaci HT-ATPasy.
Znamena to, ze mira aktivace glukézou kleséa s pribyvajicim starim kultury.

Aby bylo mozné pomoci jednoduchého grafu dokumentovat vsechna zjis-
téni popsana vyse, vytvorili jsme graf, ktery vystihuje miru aktivace H™-
ATPasy glukézou v zavislosti na ristové fazi bunék, obr. 3.7. Jednotlivé
body v grafu predstavuji hodnoty, které byly ziskany z pfislusnych barvi-
cich ktivek nasledujicim zptisobem. Byly vybrany hodnoty A,... mezi 25. a
80. minutou, a pro kazdou koncentraci byly tyto prislusné body proloZzeny
linedrni zavislosti. Do této linedrni zévislosti byl dosazen c¢as 50 minut a
vypocteno prislusné A,,,.. Jinak feceno vyhlazenim barvicich kfivek jsme
zjistili nejpravdépodobnéjsi hodnotu A, v ¢ase 50 minut. Barevné zna-
¢eni jednotlivych koncentraci glukézy odpovida barvam pouzitym ve vSech
predchozich obrazcich.

Z tohoto grafu vyplyva, ze nejvétsi mira aktivace HT-ATPasy, tj. nejvétsi
rozdil membranového potencidlu bunék mezi ”bazalnim” a ”aktivovanym”
stavem, se nachdzi v pozdni exponencialni ristové fazi (srovnej O.D. na obr.
3.7 s ristovou kiivkou na obr. 3.1), které se vyznacuji nizkym membranovym
potencidlem. Z obrazku dale vyplyva, ze schopnost glukdzy aktivovat HT-
ATPasu klesa se stafim bunék (tj. postupné klesd 2% se vzrtistajicim O.D.
Tento trend je v obr. 3.7A naznacen ¢arkované). U starych bunék mizi tplné.
Tato zjisténi vyvolavaji celou fadu otéazek, napt. jaky je mechanismus pu-
sobeni glukdzy prfi aktivaci HT-ATPasy. Zodpovézeni takovych otdzek vsak
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Obrazek 3.6: Vliv pridani glukozy na barveni postdiauxickych bunék
S.cer. AD1 — 3. Postdiauxicka faze O.D. 7,74. Sipky naznacuji ¢as pridani
glukézy: ¢erna(0 mM), éervena (100 mM), zelend (30 mM), zluta (10 mM),
Sedd (3 mM), modra (1 mM)

jiz ptekracuje ramec bakalaiské prace.
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Obréazek 3.7: Aktivace H"—ATPasy glukézou v zavislosti na stari
bunék. (A) Zavislost na O.D. narostlé kultury, (B) zavislost na dobé rustu
kultur. Koncentrace pfidané glukézy: ¢erna(0 mM), cervend (100 mM), ze-
lend (30 mM), zluta (10 mM), Sedd (3 mM), modra (1 mM)
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3.3 Dopad dlouhodobého pusobeni glukézy
na aktivitu H"-ATPasy (membranovy po-
tencial)

V kapitole 3.2 jsme sledovali vliv pfidani glukézy na aktivitu Ht-ATPasy
po dobu 60 minut, coz je bézné pouzivana doba pro sledovani fluorescenc¢ni
odpovédi bunék na stres vyvolany pridanim testovanych latek. Vzhledem
k tomu, ze glukdza je pro builky nejlépe vyuzitelnym zdrojem uhliku a je
bunikami utilizovana i za nertstovych podminek, pokusili jsme se zjistit jaky
vliv mé na zvySenou aktivitu HT-ATPasy dlouhodobéa pfitomnost glukézy
ve vzorku. Experiment jsme provedli s buntkami AD1-3 ve dvou fazich jejich
rustu (O.D. 2,16 - stiedni exp. faze, O.D. 4,49 - pozdni exponencidlni faze)
pro t¥i koncentrace glukézy (10, 30 a 100 mM), obr. 3.8. Doba monitorovéani
barvicich krivek byla prodlouzena z obvyklych 60 min. na cca 3 hodiny.

Jak je patrno z obr. 3.8 A, u bunék ze stfedu exponencialni faze se zvySena
aktivita Ht-ATPasy v dusledku jeji aktivace glukézou udrzuje na konstantni
urovni po celou dobu méfeni. Rovnéz membranovy potencial kontroly zi-
stava na vysoké konstantni hladiné. U bunék z pozdni exponencialni faze je
dlouhodoby charakter barveni odlisny, obr. 3.8B, a to jak pro kontrolu, tak
pro buniky ke kterym byla pridana glukdza.

U kontrolnich bunék je po dobu cca 80 minut membranovy potencial
udrzovan na nizké trovni, poté A, zac¢ind postupné vzristat. Divodem
tohoto nartstu by mohl byt jak (1) postupny nérist poc¢tu mrtvych (inten-
zivné se barvicich [5]) bunék v suspenzi dany nedostatkem Zzivin, tak (2)
zvySeni membranového potencialu v disledku néjakych metabolickych regu-
la¢nich procesii pti dlouhodobém stresu hladovénim. Vzhledem k tomu, Ze
u mladyjch exponencialnich bunék, vystavenych stejnym podminkdm hlado-
véni, neni nardst A\, pozorovan, zda se byt pravdépodobnéjsi vysvétleni
souvisejici se zvySenim memranového potencialu. (Pozn. chybi dikaz v po-
dobé ptidani CD tzv. koktejlu) [15].

Barveni bunék z této faze rustu, ke kterym byla pfidana glukéza, ma
rovnéz velmi zajimavy pribéh, ktery je navic identicky pro vSechny pouzité
koncentrace glukdzy (tj. koncetracné nezavisly). Po velmi rychlé aktivaci H-
ATPasy glukézou, je po dobu cca 80 minut membranovy potencial udrzovan
na vysoké trovni (vysokd mira aktivace), potom zacind postupné klesat, ve
190 minuté dosdhne stejné trovné jako kontrola.

Splynuti barvicich krivek kontroly a bunék vystavenych ucinku glukézy
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Obrazek 3.8: Dlouhodobé barveni bunék S.cer. AD1 — 3 po piidani
glukdzy. (A) Exponencialni faze O.D. 2,16, (B) pozdni exponencialni faze

0.D 4,49. Sipky naznacuji ¢as pridani glukézy: ¢erna(0 mM), cervena (100
mM), zelend (30 mM), zluta (10 mM)
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Obrazek 3.9: Casova zavislost ibytku glukézy v bunééné suspenzi.
(A) exponencialni faze O.D. 2,16, (B) pozdni exponencialni faze O.D 4,49.
Pocate¢ni koncentrace glukézy v suspenzi s buiikami: ¢ervena (100 mM),
zelend (30 mM), zlutd (10 mM)
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pritom neni dano vycerpanim glukézy ze vzorku, jak bylo zjisténo pii soucas-
ném meéreni koncentrace glukézy ve vzorku pomoci ¢inidla Glukosa Liquid
1000 (kap. 2.6), obr. 3.9. Jak vyplyva z obrazku, je u bunék v obou fazich
exponencialniho ristu prubéeh ubytku glukézy ze vzorku velmi podobny. U
nejvyssi koncentrace je pokles nejvyznaméjsi (pokles zhruba na polovinu
pocatecni koncentrace, ale porad podstatné vyssi nez u obou nizsich kon-
centraci). Tato skutecnost spolu s identickym profilem barveni pro vSechny
t¥1 koncentrace na obr. 3.8B naznacuje , Ze aktivace HT-ATPasy glukézou
je velmi komplexni proces zahrnujici zfejmé celou fadu regulacnich krokii.
Fluorescen¢ni metoda barvicich krivek se zda byt velice slibnym experimen-
talnim néstrojem pii jejich studiu.
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Kapitola 4
Zavér

Byla prostudovana literatura o kvasinkach, predevsim o rtstu kvasinkovych
kultur, o specifité jejich plazmatické membrany a o pfenosu latek pres mem-
branu.

Velka pozornost byla vénovana reSersi o ¢innosti H"-ATPasy v plazma-
tické membrané, zvlasté pak jejimu podilu na vystavbé membranového po-
tencidlu. Z citovanych prament bylo zjisténo, ze aktivace HT-ATPasy tésné
souvisi s transportem glukézy do vnitfiho prostiedi bunky. Pridanim glukdzy
pak mtizeme ovlivnit membranovy potencidl pomoci aktivace Ht-ATPasy.

Pro méfeni membranového potencidlu byla pouzita metoda barvicich k¥i-
vek, kterd vyuziva potenciometrickou fluorescenéni sondu diS-Cs(3). O €in-
nosti této sondy byla nejdifive prostudovana prislusna literatura, kde bylo
zjisténo, Ze tato sonda je vhodna pro meéfeni membranového potencialu u
kvasinek S. cer.., kde ma hlavni podil na vystavbé membranového potenci-
alu pravé protonovy gradient (jinymi slovy je tato medoda citlivda k méfeni
zmén membranového potencidlu zptsobenych zménou aktivity Ht-ATPasy).

Byl charakterizovan bezpumpovy kmen Saccharomyces cerevisiae AD1-3
pomoci méfeni jeho ristového profilu. Ristova kfivka byla méfena po dobu
40h a jsou v ni zachyceny prvni ¢tyti faze ristu, tedy lag faze, exponencidlni
faze, diauxicka faze a postdiauxicka faze.

Byl prozkoumaén vliv aktivace Ht-ATPasy glukézou na velikost mebréno-
vého potencidlu bunék S. cer. AD1-3 v ruzné fazi ristu studovany pomoci
barvicich ktivek. Byly tedy zméfeny barvici kiivky pro bunky v rtznych
fazich ristu. Jejich charakter, tedy jejich pribéh a také hodnota miry akti-
vace, je zavisly na ristové fazi bunék. Bylo zjisténo, ze nejvétsi mira aktivace
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H*-ATPasy, tj. nejvétsi rozdil membréanového potencidlu bunék mezi ”ba-
zalnim” a ”aktivovanym” stavem, se nachazi v pozdni exponencialni ristové
tazi. U starych bunék tento rozdil Gplné mizi.

Jako posledni byl sledovan dopad dlouhodobého piisobeni glukdzy na
aktivitu HT-ATPasy, pro buiiky ze stfedu exponencidlni faze a pozdni ex-
ponencialni faze. Pro tento ucel byla doba monitorovani barvicich krivek
prodlouzena z obvyklych 60 min na cca 3 hodiny. U bunék ze stfedu ex-
ponencidlni faze se zvySend aktivita HT-ATPasy v disledku jeji aktivace
glukézou udrzuje na konstantni drovni po celou dobu méfeni. Barvici kiivka
bunék z pozdni eponencialni faze ma velmi zajimavy pribéh, ktery je navic
koncentracné nezavisly. Po velmi rychlé aktivaci HT-ATPasy glukézou je po
dobu cca 80 minut udrzovan na vysoké urovni, potom zacina klesat a ve 190
minuté zacina klesat az dosahne stejné irovné jako kontrola. PTi souc¢asném
méfeni ubytku glukdzy vsak bylo zjisténo, ze tento ipadek neni zapticinény
jeji vycerpanim.
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