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Kapitola 1

Teoretický úvod

1.1 Úvod do biologie kvasinek

Kvasinky jsou eukaryotické organismy, které netvoří jednotnou taxonomic-
kou skupinu, většinou se řadí mezi vyšší houby. Dělí se na askomycety a
basidiomycety, a to podle způsobu rozmnožování.
Vyskytují se ve vodě, v půdě, na listech rostlin a na kazících se plodech.

Jejich rozšíření závisí mimo jiné na zdrojích uhlíku a dusíku, na přítom-
nosti antibiotik, kyselin, atd. Pro svoje přežití však nutně potřebují vodní
prostředí, zdroj kyslíku a živin. Všechny kvasinky jsou aerobní, přičemž vět-
šina je fakultativně anareobních, ty však vyžadují alespoň stopové množství
kyslíku.
Teplotní rozsah, v němž kvasinky převážně žijí a množí se, se pohybuje od

0◦C po 48◦C, tyto kvasinky se označují jako mezofilní. Existují i psychrofilní
kvasinky (-2◦C až 20◦C) a také, většinou patogenní, termofiní kvasinky (>
20◦C). Maximální teplota, kterou kvasinky jsou schopny přežít, je 57◦C až
59◦C.
Význam kvasinek spočívá v průmyslové výrobě lihu, vína, piva a droždí.

Historie dokládá první zmínky o výrobě nápojů již z let 6000-4000 př.n.l.
Důkazy o aktivní účasti kvasinek na kvasném procesu podal v letech 1866
až 1876 L. Pasteur. Dále jsou využívány i v krmivářském průmyslu jako tzv.
krmné kvasnice pro krmné směsi. Dosud stále nejsou využívany k potravi-
nářským účelům jako zdroj biologicky cenných látek, i když mají vysoký
podíl stravitelných bílkovin, sacharidů a komplexu vitamínu B, užívaného k
terapeutickým účelům.
Kvasinka je velmi oblíbeným modelovým organismem. Snadno se roz-
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množuje, je možno s ní manipulovat různými mikrobiologickými metodami.
Dále umožňuje přípravu všelijakých mutantních kmenů a tudíž zkoumání
rolí různých biomolekul v buňce. V neposlední řadě jsou některé životní po-
chody v kvasince analogické pochodům v savčí buňce. Nejčastěji zkoumaná
kvasinka Saccharomyces cerevisiae byla prvním eukaryotickým organismem,
u kterého byla známa celá sekvence nukleotidů v genomové DNA. Její přiro-
zený jaderný plazmid, tzv. 2µ-plazmid, se stal základem pro přípravu kva-
sinkových vektorů používaných v genovém inženýrství.
Jméno S. cerevisiae pochází od německého názvu Zuckerpilz neboli cu-

kerná houba, které jí dal Theodor Schwann roku 1837. První čisté kultury
byly izolovány z piva resp. vína roku 1883 - 1890 pány E. CH. Hansenem
resp. Müller-Thurgauem[1].
Kvasinky jsou podstatně větší než bakteriální buňky, dosahují velikosti

asi 3 až 15µm. Tvar buněk je dán rodovou příslušností, ale lze ho ovlivnit
i kultivačními podmínkami. Za základní tvar je považován rotační elipsoid,
který se může měnit protažením. Kvasinka je většinou jednobuněčná, ně-
kdy však dokáže tvořit i pseudomycelia. Pseudomycelium tvoří např. rod
Candida. Některé rody např. rod Saccharomycopsis vytvářejí dokonce pravé
mycelium, které se od pseudomycelia liší morfologicky. Rozmanité tvary bu-
něk lze pozorovat také při pohlavním rozmnožování kvasinek. U askomycet
jde zejména o různé tvary haploidních spor, které vznikají při sporulaci di-
ploidních buněk, nebo o různé tvary celých vřecek. Více o rozmanitosti tvarů
kvasikových struktur[1].

1.2 Rozmnožování kvasinek a růst kvasinko-
vých kultur

Při rozmnožování buněk v tekutém živném prostředí (např. při výrobě piva)
se objeví zákal. Po čase se kvasinky začnou shlukovat a usazovat na dně ná-
doby. Tam tvoří práškový sediment a tekutina se čeří. Některé rody, které po-
řebují více kyslíku vytvářejí za využití sacharidů slizký povlak tzv. mázdru,
jiné produkují křís (jemnou blanku, která vzlíná). Na pevném živném mé-
diu tvoří kvasinky kolonie. Pokud kolonie pochází z jedné buňky, pak se
nazývá unicelulární nebo monosporická, pokud ze skupiny, pak se jedná o
obří kolonii.
Kvasinky se většinou rozmnožují pučením, ale existují výjimky jako pře-

hrádečné dělení. Mimo to jsou schopné se rozmnožovat i pohlavně. Při pu-
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čení se na mateřské buňce vytvoří pupen, který se zvětšuje, posléze dojde k
rozdělení všech organel a část jich odchází do dceřiné buňky, zúžené místo
mezi mateřskou a dceřinou buňkou se postupně uzavírá cytoplazmatickou
membránou a buněčnou stěnou. Po oddělení dceřiné buňky se na povrchu
mateřské buňky vytvoří jizva. Podle místa, kde pupen vzniká pak dělíme pu-
čení na monopolární, bipolární a multipolární. K pohlavnímu rozmnožování
může dojít za určitých podmínek u askomycet a basidiomycet, u deutero-
mycet se však nepozoruje. Dochází při něm ke splynutí dvou haploidních
buněk za vzniku diploidní buňky, která se pak může množit pučením nebo
sporulovat.
Pro charakterizaci přírůstku buněk se zavádí růstová křivka. Tato křivka

znázorňuje časovou závislost optické hustoty, která je úměrná počtu buněk v
suspenzi (obr.1.1). Růst kultury se rozděluje do šesti fází, které jsou uvedeny
v tab.1.1.

Tabulka 1.1: Růstové fáze kvasinkových kultur
fáze popis
I. lag fáze skutečného klidu, buňky se přizpůsobují novému

prostředí a získávají energii pro rozmnožování
II. exponenciální fáze největšího zrychlení růstu a množení, kdy je

mrtvých buněk málo, dceřiné buňky nestačí dorůstat
do velikosti mateřské buňky a jsou menší, fermenta-
tivní metabolismus

III. diauxická fáze přechod mezi exponenciální a postdiauxickou fázi, vy-
čerpání glukózy

IV. post-diauxická po vyčerpání glukózy z média a po adaptaci na nové
podmínky je růst buněk obnoven, buňky rostou na ji-
ných zdrojích uhlíku jako etanol nebo glycerol, oxida-
tivní metabolismus

V. stacionární počet buněk se již nemění, dorůstání buněk do pů-
vodní velikosti

VI. odumírání buňky rychle odumírají z nedostatku živin a nahro-
madění metabolitů, zánik kultury

Kvasinky pučící během exponenciální fáze v médiu obsahujícím glukózu
mají k dispozici energii z její fermentace. Po spotřebování glukózy z mé-
dia se přechodně zastaví růst buněk, zpomalí se syntéza proteinů a buňky
přecházejí na aerobní metabolismus. Tato fáze se nazývá diauxická. V post-
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Obrázek 1.1: Růstová křivka kvasinkové kultury: I. lag fáze, II.exponenciální
fáze, III. diauxická fáze, IV. postdiauxická fáze, V. stacionární fáze

diauxické fázi je pak růst buněk zpomalený, oproti exponenciální fázi, syn-
téza proteinů se jen částečně obnovuje a spotřebovává se nadále etanol nebo
glycerol vzniklý v předchozích fázích vývoje kultury. Po vyčerpání i těchto
zdrojů uhlíku nastává stacionární fáze, kde počet buněk stagnuje. V boha-
tých médiích jako YPG (yeast extract, peptone, glucose) dosahují buňky S.
cerevisiae stacionární fáze již za 4 až 7 dní.

1.3 Plazmatická membrána, přenos látek přes
membránu, mnohačetná léková rezistence

Kvasinková buňka je od vnějšího prostředí oddělena cytoplazmatickou mem-
bránou, buněčnou stěnou, případně pouzdrem. V cytosolu je přítomna celá
řada kompartmentů, ohraničených membránami, ty však mají podobnou
strukturu jako plazmatická membrána. Chemické složení, struktura a funkce
buněčných komponent jsou zpravidla obdobné jako u jiných eukaryotických
buněk.
Buněčná stěna má několik funkcí. Určuje tvar buňky a chrání ji před me-

chanickým a osmotickým poškozením, je nepostradatelná při dělení buněk.
Je tvořena převážně sítí polysacharidů vyplněnou proteiny, lipidy a fosfoli-
pidy. Nese záporný náboj, který je důsledkem fosfátů navázaných na poly-
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sacharidy. Podrobně byla studována struktura buněčné stěny u S. cerevisiae
[1].
Další z obalů je plazmatická membrána. Odděluje buňku od vnějšího

prostředí. Její funkcí je zajišťování transportu živin a produktů metabolismu,
vytváření a udržování elektrochemických gradientů. Jedná se o dvojvrstvu
složenou z lipidů o tloušťce 5nm směrovaných k sobě svými hydrofobními
konci, jejichž polární hlavičky tvoří povrch dvojvrstvy.
Membrána obsahuje proteiny, které jsou důležité pro přenos látek, pro-

tože sama lipidová dvojvrstva není propustná pro větší nenabité molekuly
a pro většinu polárních a iontových látek. Nabité ionty procházejí pomocí
transportních proteinů, jedná se především o K+, Na+, Ca2+, Cl−. Také látky
jako pyruvát, aminokyseliny, sacharidy aj. jsou přenášeny pomocí transport-
ních proteinů. Některé proteiny slouží jako receptory signálních drah nebo
jako enzymy.
Rozlišujeme dva hlavní typy transportních proteinů na základě jejich

funkčního mechanismu přenosu látek: přenašeče a iontové kanály, a dva typy
transportních procesů: nespecifická permeace a zprostředkovaný transport.
Nespecifická permeace je podobná difúzi. Tímto způsobem prochází mem-

bránou malé nepolární molekuly jako O2, N2, H2, CO2 nebo benzen. Malé
polární molekuly (voda, močovina, etanol) procházejí membránou díky ne-
pravidelnostem v uspořádání lipidů, kde dočasně vznikají volná místa při
chaotickém pohybu dlouhých řetězců.
Na opačném konci stojí zprostředkovaný transport. Jde o činnost speci-

fických proteinů nazývaných transportéry, translokázy, permeázy nebo spe-
cifické kanály. Jsou vysoce specifické a v případě potřeby mohou být inhi-
bovány. Zprostředkovaný transport se dále dělí na aktivní a pasivní.
Pasivní transport neboli usnadněná difúze je případ, kdy je látka přená-

šena z oblasti vyšší koncentrace do oblasti nižší koncentrace tak, aby vyrov-
nala svůj koncentrační gradient. Tímto způsobem je přenášena např. hexóza
nebo pentóza do kvasinkových buněk, glukóza do buněk erytrocytů nebo
glukóza přes plazmatickou membránu savčích buněk obsahujících transloká-
zový systém pro D-glukózu [2].
Aktivní transport je případ, kdy je látka přenášena proti koncentrač-

nímu spádu. Jde o endergonický proces. Zprostředkovaný transport se může
dělit dále na uniport, symport a antiport (podle stechiometrie transport-
ního procesu), nebo na elektroneutrální, či elektrogenní (podle elektrického
charakteru).
Primární aktivní transport je spřažen nejčastěji s hydrolýzou ATP nebo

10



jiným zdrojem energie. Takto jsou přenášeny ionty K+, Na+, Ca2+, Cl−.
Tím je vytvářen primární elektrochemický gradient na buněčné membráně.
Příkladem může být Na+/K+-ATPasa v živočišných buňkách, pumpa pře-
nášející při hydrolýze ATP tři ionty Na+ ven z buňky a současně dva ionty
K+ do buňky. Na rozdíl od živočišných buněk nemají rostlinné buňky, houby
a kvasinky sodnodraselné pumpy, ty jsou nahrazeny H+-ATPasou. Důležitý
elektrochemický gradient tak zajišťují odčerpáváním protonů H+ z buněk,
to má za následek i rozdílné pH v okolí buňky. Do buněk jsou také aktivně
transportovány dusíkaté látky, glukóza nebo maltóza a mnohé jiné.
Sekundární aktivní transport využívá energizovaný stav plazmatické mem-

brány. Je umožněn spřaženým transportem další látky, který probíhá na úkor
energie poskytované přímo katabolickým procesem [2]. Jsou jím přenášeny
oligosacharidy, aminokyseliny, purinové a pyrimidinové báze.

Mnohačetná léková rezistence, označovaná MDR (multidrug resistance),
představuje vážný problém v boji proti rakovině a proti chorobám vyvola-
ným bakteriemi nebo houbami. Je založena na produkování membránových
transportérů, které aktivním přenosem odstraňují léky ven z buňky. Nej-
lépe prostudovanými a také nejdůležitějšími transportéry jsou transportéry
typu ABC (ATP binding cassette), jako je např. lidský P-glycoprotein. U
S. cerevisiae jsou za MDR zodpovědné dvě regulační sítě genů, síť PDR
(pleiotropic drug resistance) and YAP (yeast AP-1 like factor), přičemž jsou
obě sítě navzájem propojené a ovlivňují se. Síť PDR je tvořena např. geny
PDR1, PDR3, PDR5 a SNQ2, a síť YAP např. geny YAP1, YAP2. Určující
pro MDR jsou u S. cerevisiae transkripční regulační geny PDR1, PDR3,
které kontrolují expresi ABC transportérů, ale také MFS (major facilitators
superfamily) transportérů.
Nejlépe prostudovanými transportéry typu ABC jsou proteiny Pdr5p a

Snq2p. Exprese jejich genů je kontrolována traskripčními aktivátory sítě
PDR: Pdr1p a Pdr3p. Substrátová specifita transportních proteinů Pdr5p a
Snq2p je rozsáhlá a značně se překrývá. Gen PDR5 byl prvním identifikova-
ným genem transkripčního aktivátoru Pdr1p. Protein Pdr5p je lokalizován
přímo v plazmatické membráně. Pumpa Snq2p má podobnou organizaci do-
mén jako protein Pdr5p a je s ním homologní ve 40% sekvence aminokyselin.
Mezi další transportéry regulovanými geny PDR1 a PDR3 jsou Hxt9p a

Hxt11p, tedy dva hexosové transportéry. Jejich inaktivace vede k MDR [3].
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1.4 Membránový potenciál a způsob jeho mě-
ření

Membránový potenciál na povrchu buňky jako důsledek chemických a nábo-
jových gradientů je pro život buňky velmi důležitý. Umožňuje totiž přenos
látek a energie přes membránu. Nyní se zaměříme na to jak ho popsat.
Mějme různé složky soustavy např. ionty H+, Na+ atd. označené indexy i.
Zkoumejme elektrochemický potenciál i -té složky definovaný jako:

µi = µ0i +RT ln(ai) + ziFψ (1.1)

kde µ0
i
je standardní chemický potenciál dané složky, ai její aktivita, zi počet

nábojů, T teplota, R plynová konstanta, F Faradayova konstanta a ψ elek-
trický potenciál dané fáze. Druhý člen v rovnici je osmotická složka a třetí
člen je elektrická složka potenciálu. Člen konstantní se obvykle vynechává z
důvodu stejného základního prostředí na obou stranách. Rozdíl elektroche-
mických potenciálů je roven rozdílu Gibbsovy energie částice při přechodu
přes membránu. Pokud se v rovnováze na membráně ustaví chemický gra-
dient některých složek musí ho vykompenzovat membránový potenciál ∆ψ,
tedy rozdíl potenciálu uvnitř a vně. Membránový potenciál je tedy důsled-
kem chemických gradientů různých složek.
Jednou z hlavních složek, vytvářející elektrochemický gradient, jsou K+

ionty, jejich koncentrace je uvnitř buňky vysoká a tak se snaží přejít do
vnějšího prostředí. Při toku do vnějšího prostředí však nejsou doprovázeny
záporně nabitými molekulami. Vzniká tak potenciál, který brzdí tok K+, a
proto se tok po čase zastaví. Nastává rovnovážný stav, kdy jsou chemická a
elektrická složka síly vyrovnány. Tento stav se obvykle popisuje Nernstovou
rovnicí:

ψK =
RT

zKF
ln
cout

K

cin
K

(1.2)

kde ψK je rovnovážný potenciál, který se ustálí při koncentraci K+ cout

K
vně a

cin
K
uvnitř. Další složky, které se podílejí na vytvoření rovnovážného potenci-

álu, jsou Na+, Cl−. Jejich propustnost je však daleko menší, a proto je jejich
příspěvek menší. V klidovém stavu je uvnitř buňky více záporných iontů.
Vzniklý rozdíl elektrických napětí na obou stranách membrány je klidový
potenciál ∆ψ, který je součtem rovnovážných potenciálů všech složek (K+,
Na+, H+, Cl−). Snížení velikosti membránového potenciálu znamená depola-
rizaci a zvýšení velikosti membránového potenciálu naopak hyperpolarizaci
membrány.
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Potenciál a jeho změny se obtížně měří přímo pomocí mikroelektrod nebo
radioaktivně značených lipofilních kationtů, a to z důvodu malých rozměrů
buněk nebo pomalého ustanovování rovnovážné distribuce. Mnohem více
se používají potenciometrické sondy, které neovlivňují pochody v buňce a
rychle sledují membránový potenciál.

1.5 Potenciometrické sondy, sonda diS-C3(3)

Fluorescenční potenciometrické sondy se dělí na tzv. pomalé (redistribuční)
a rychlé (elektrochemické). Pomalé fluorescenční indikátory sledují změny
membránového potenciálu v řádech sekund až minut, kdežto rychlé indiká-
tory mají odezvu rychlejší. Pomalé indikátory se po čase rozdělí mezi vnitřní
a vnější prostředí tak aby vznikla rovnováha elektrochemických potenciálů.
Ve vnitřním prostředí pak tvoří dimery nebo vyšší agregáty nebo se váží
na biomolekuly. Přechod do těchto stavů má za následek změny v emisním
spektru vázané sondy oproti emisnímu spektru volné sondy (změny se týkají
jak intenzity, tak polohy maxima). Celkový signál je pak lineární kombinací
emisních spekter obou složek. Zde však nastává řada problémů, které jsou
podrobně rozebrány v [4]. Je velmi důležité nastavit vhodné podmínky ex-
perimentu tak, aby výsledky nebyly zkresleny.
Pomalá fluorescenční barviva se rozdělují na karbocyaniny, oxonoly a

rhodaminy [4]. Sonda diS-C3(3) (3,3’-dipropylthiakarboxycyanin) patří mezi
karbocyaninové. Její odpověď na depolarizaci nebo hyperpolarizaci kvasin-
kových buněk od příspěvku závislého na potenciálu je reflektováno změnami
v poloze vlnové délky maxima. Mimo to mohou posouvat polohou maxima i
příspěvky, které nezávisí na potenciálu, reflektující např. kolaps membráno-
vého potenciálu způsobený permeabilizací membrány, změnu vazebné kapa-
city sondy na vnitřní biomolekuly nebo bránění ustanovení rovnováhy sondy
přes málo propustnou stěnu [5]. Hlavní prvky, které přispívají k tvorbě mem-
bránového potenciálu a tedy k odpovědi sondy diS-C3(3), jsou u S. cerevisiae
H+, K+, zatímco příspěvky Na+, Cl− jsou zanedbatelné [6]. Rychlost s jakou
se sonda dostane do rovnovážného stavu záleží na tloušťce buněčné stěny. Při
vhodných koncentracích buněk a barviva a za normálních podmínek přináší
posun maxima vlnové délky věrohodnou informaci o rychlých pochodech,
týkajících se změny membránového potenciálu [7].
Bylo zjištěno, že sonda diS-C3(3) je substrátem pump Pdr5p a Snq2p,

které zajišťují mnohačetnou lékovou rezistenci [8]. Umožňuje tak studovat
rychlost a míru odstraňování látek pomocí těchto pump.
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Obrázek 1.2: H+-ATPasa plazmatické membrány s jednotlivými doménami

1.6 H+-ATPasa

V [1] je popsaná struktura H+-ATPasy. Je to integrální protein, který má
10 transmembránových domén a do cytoplazmy zanořený hydrofilní úsek s
katalytickou funkcí, viz obr. 1.2.
Základní funkcí H+-ATPasy v plazmatické membráně (existuje i vakuolní

a mitochondriální H+-ATPasa) u hub a rostlin je vytváření elektrochemic-
kého protonového gradientu. Tento protonový gradient pohání tok živin do
buňky sekundárním transportem. Velmi důležitý je tedy pro houby a rost-
liny přesný regulační mechanismus, který moduluje její aktivitu. H+-ATPasa
je kódovaná dvěma geny PMA1 a PMA2. U kvasinek S. cerevisiae je gen
PMA1 pro buňku esenciální, gen PMA2 je přítomen pouze v zanedbatel-
ném množství vůči esenciálnímu PMA1. Během růstu se mění jejich exprese
v závislosti na růstové fázi kultury, což souvisí s přechodem na jiný typ me-
tabolismu. Totiž při respiračním metabolismu vykazuje buňka větší expresi
genů než při fermentativním metabolismu. Navíc byla při přechodu kultury
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do diauxické fáze pozorována nadměrná experese genu PMA2, což nazna-
čuje, že izoforma H+-ATPasy kódovaná tímto genem hraje důležitou roli,
pokud je v okolním prostředí málo zdrojů uhlíku [9].
H+-ATPasa může být aktivována dvěma hlavními faktory: glukózou a

přítomností kyseliny. Mimo to může být aktivována různými stresy jako pří-
tomností etanolu, teplotním šokem atd. Regulace probíhá buď kontrolováním
exprese genů PMA1 a PMA2, nebo post-translační regulací H+-ATPasy [10].

1.7 Transport glukózy a aktivace H+-ATPasy

Transport glukózy se u kvasinek S. cerevisiae děje usnadněnou difúzí. Glukóza
interaguje s většinou transportních systémů, ale ne všemi může být přená-
šena. Kinetickými studiemi byly identifikovány dva typy přenosu glukózy:
nízkoafinitní a vysokoafinitní. Jedná se o souhru činností více přenašečů, je-
jichž exprese je regulována v závlislosti na koncentraci glukózy v prostředí.
Analýza genomu kvasinky S. cerevisiae ukázala na přítomnost asi 20 genů
(většinou označených jako HXT ) pro přenašeče glukózy. Žádný z genů kó-
dujících přenašeče není esenciální. Dva z těchto genů SNF3 a RGT2 kódují
transportéry, které slouží jako sensory hladiny glukózy a generují intracelu-
lární glukózový signál. Protein Snf3p je patrně senzorem pro nízké koncent-
race, protein Rgt2p pro vysoké koncentrace glukózy. Exprese těchto genů je
nutná pro expresi několika dalších HXT genů.
Bezprostředně po vstupu do buňky je glukóza fosforylována. Fosforylaci

uskutečňuje jedna ze tří kinas: hexokinasa PI (Hxk1), hexokinasa PII (Hxk2)
a glukokinasa. Těsná součinnost transportu a fosforylace je zajištěna exis-
tencí proteinového komplexu obsahujícího přenašeč fosforylující hexokinasu.
Rychlá fosforylace umožňuje rychlé odstranění glukózy z tohoto komplexu,
její přechod do cytoplazmy a komplex je tak připraven pro přenos další mo-
lekuly glukózy. Fosforylace tak není nutná pro vlastní přenos, ale zajišťuje
vysokoafinitní kinetiku transportu [1].
V roce 1983 bylo zjištěno, že kvasinkové buňky aktivně transportují

ionty H+ v přítomnosti glukózy, z čehož bylo usouzeno, že glukóza aktivuje
H+ATPasu. Bylo dokázáno, že aktivní enzym má zásaditější pH optimum,
vyšší afinitu k ATP a vyšší citlivost k vanadátu než neaktivní enzym [11].
H+-ATPasa může být aktivována nejen D-glukózou, ale i maltózou, treha-
lózou, D-galaktózou po růstu na vhodných indukujících cukrech, přičemž
nezáleží na tom, jestli byly předtím kultury inkubovány aerobně nebo anae-
robně. Glykolytická část cukerného štěpení tak poskytuje energii pro zvět-
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šení afinity H+-ATPasy. H+-ATPasa je v přímém kontaktu se sekundárním
transportním systémem, který je důležitý pro zajišťování transportu živin
[12]. Na pochodech spjatých s aktivací H+-ATPasy se účastní protein Snf3p.
Transport cukrů je nezbytný pro aktivaci H+-ATPasy, zahrnuje jak účast
G proteinu Gpa2p, tak zapojení proteinové kinasy C do regulace aktivity
H+-ATPasy [13].
V [10] byl navržen model H+-ATPasy, existuje aktivní a neaktivní stav,

přičemž se tyto stavy liší tím, že u aktivního stavu neinteraguje C-konec s
aktivními místy enzymu a tak nezabraňuje přístupu ATP a iontu H+. V [14]
se také zjistilo, že aktivace H+-ATPasy je u S. cerevisiae zařízena disociací
komplexu tubulinu s H+-ATPasou.
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Kapitola 2

Materiál a metody

2.1 Chemikálie a materiál

název MW výrobce
kvasinkový extrakt Serva
pepton Oxoid
agar RNDr. Jan Kulich s.r.o.
D-glukosa bezvodá 180,16 PENTA
hydrogenfosforečnan disodný dodeka-
hydrát

358,14 Lach-Ner

kyselina citrónová bezvodá 192,13 PENTA
etanol Lach-Ner
diS-C3(3) 520,5 Fluka
GLUKOSA LIQUID 1000 Biolatest PLIVA-Lachema Diagnostika

2.2 Roztoky a kultivační média

Kultivační médium YP
kvasinkový extrakt 10 g
pepton 10 g
destilovaná voda 1000 ml
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YPG agar
kvasinkový extrakt 10 g
glukóza 20 g
pepton 10 g
agar 10 g
destilovaná voda 1000 ml

40% glukóza
glukóza 40 g
destilovaná voda 60 ml

10 mM citrát-fosfátový (C-P) pufr
Po rozpuštění 3,6 g Na2HPO4.12H2O v 1 l destilované vody se
po kapkách přidává koncentrovaný roztok kyseliny citrónové
až do nastavení požadovaného pH pufru.

2.3 Kvasinkové kmeny

Byl používán kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae AD1-3, který po-
chází ze sbírky UCL (Université catholique de Louvain, Faculté des sciences
agronomiques, Louvain-la-Neuve, Belgie):

AD1-3 MAT α, PDR1-3, ura3, his3, yor1∆::hisG,
snq2∆::hisG, pdr5∆::hisG

2.4 Příprava kvasinkových kultur

Ze zamražené kultury kvasinek uchovávaných v glycerolu bylo přeneseno
sterilní kličkou malé množství kultury na misku. Kvasinky byly inkubovány
2 dny při teplotě 30◦C.
Inokulum: Do baňky s kultivačním médiem a 2% glukózou bylo zaoč-

kováno sterilní kličkou malé množství kvasinkové kultury z Petriho misky.
Poté se nechalo inokulum kultivovat 24 h při 30◦C za stálého třepání.
Z inokula bylo posléze zaočkováno (1 - 10 µl) do 10 ml čerstvého YPG

média a kultivováno za stálého třepání do požadované růstové fáze. Růstová
fáze byla stanovena pomocí O.D. při vlnové délce λ = 578nm.
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Kultura v požadované růstové fázi byla 2x promyta destilovanou vodou
(3000ot./min, 1 min). Poté byly buňky resuspendovány v 10 mM citrát-
fosfátovém pufru a O.D. suspenze bylo upraveno na konečné O.D. = 0,1. Po
rozdělení výsledné suspenze do měřicích kyvet po 3 ml byly buňky připraveny
pro fluorescenční měření a stanovení obsahu glukózy.

2.5 Měření růstových křivek

Po zaočkování 50 ml čerstvého YPG média inokulem byly odečítány hodnoty
O.D. narostlé kultury. (Ve vhodných časových intervalech po požadovanou
dobu.) Hodnoty O.D. byly měřeny při vlnové délce λ = 578 nm. U hustých
suspenzí byl vzorek ředěn desetkrát. Výsledná závislost O.D. na čase se
označuje jako růstová křivka.

2.6 Stanovení obsahu glukózy

Buňky byly připraveny podle kapitoly 2.4. Do buněčné suspenze (3 ml) byla
přidána požadovaná koncentrace glukózy (100 mM, 30 mM, 10 mM). V
definovaných časových intervalech se z kyvet odebíralo 100 µl roztoku, který
byl následně centrifugován. 10 µl supernatantu bylo inkubováno 20 min s
1 ml činidla pro stanovení obsahu glukózy v médiu (Glukosa Liquid 1000).
Absorpční spektrum tohoto roztoku bylo změřeno na spektrometru Varian
a také hodnota absorpce při λ=500 nm na spektromertru Novaspec II.

2.7 Měření barvicích křivek

Buňky byly připraveny podle kapitoly 2.4. Do kyvet bylo přidáno 6 µl sondy
diS-C3(3), po dvaceti minutách byla přidána glukóza v jednotlivých koncen-
tracích (100 mM, 30 mM, 10 mM, 3 mM, 1 mM). Od přidání sondy bylo
měřeno emisní spektrum po určitých časových intervalech a zaznamenáváno
jeho maximum. Posléze byla vynesena barvicí křivka (tj. závislost vlnové
délky maxima emisního spektra na čase) pro jednotlivé koncentrace.
V některých experimentech nebyly měřeny barvicí křivky bezprostředně

po přípravě buněk, ale buňky byly vystaveny stesovým podmínkám, kon-
krétně hladovění. Buňky byly přechovávány v citrát-fosfátovém pufru při
vhodné teplotě za stálého míchání. Po určité době hladovění byly opět mě-
řeny barvicí křivky.
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Kapitola 3

Výsledky měření

3.1 Charakterizace bezpumpového kmene Sac-
charomyces cerevisiae AD1-3 pomocí jeho
růstového profilu

K základním charakteristikám kvasinkových kmenů při studiu různých stre-
sových faktorů na jejich životní funkce patří průběh růstu kvasinkové kultury
v kapalném médiu (růstová křivka). Průběh růstové křivky, tj. závislosti po-
čtu buněk (O.D.) na čase od zaočkování kultury (viz kap. 2.8), závisí na celé
řadě faktorů jako je například teplota kultivace, přístup kultury ke kyslíku,
složení růstového média s ohledem jak na koncentrace živin (bohaté vs. mi-
nimální médium), tak na fermentovatelnosti zdroje uhlíku (fermentovatelný
vs. nefermentovatelný).
Pro sledování zákonitostí, kterými se řídí změny velikosti membránového

potenciálu v důsledku aktivace H+-ATPasy glukózou u buněk S. cer. AD1-3
v různých stádiích růstu kultury kultivovaných v bohatém médiu s glukózou
(jako zdrojem uhlíku) bylo proto nezbytné podrobně proměřit odpovídající
růstovou křivku.
Měření růstové křivky bylo provedeno podle kapitoly 2.6. Hodnoty O.D.

byly měřeny po dobu 40h a jsou vyneseny v grafu na obr.3.1. Na grafu jsou
vidět první čtyři fáze růstu, tedy lag fáze, exponenciální fáze, diauxická fáze
a postdiauxická fáze. Oblast diauxického posuvu se nachází mezi čtrnáctou
a šestnáctou hodinou, přičemž buňky mají hodnotu O.D. 5,90.
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Obrázek 3.1: Růstová křivka kvasinek S. cer. AD1-3 v médiu YPG. I. lag
fáze, II.exponenciální fáze, III. pozdní exponenciální fáze, IV. diauxická fáze,
V. postdiauxická fáze.

3.2 Vliv aktivace H+-ATPasy glukózou na ve-
likost mebránového potenciálu buněk S.
cer. AD1-3 v různé fázi růstu studovaný
pomocí měření barvících křivek

Barvení buněk AD1-3 (barvící křivky) je dáno pouze velikostí jejich membrá-
nového potenciálu [6], který je u kvasinek tvořen a udržován zejména činností
H+-ATPasy [10]. Čím vyšší je aktivita H+-ATPasy, tím vyšší bude membrá-
nový potenciál. Z nárůstu barvení buněk, ke kterým byla přidána glukóza
(vzhledem ke kontrole) lze usuzovat na zvýšenou činnost H+-ATPasy, tj.
na její aktivaci. Se vzrůstající koncentrací glukózy může dojít ke zvýšení
její aktivity a měl by být pozorován nárůst barvení. Pro posouzení hodnoty
zvýšené aktivity H+-ATPasy lze použít rozdíl hodnoty rovnovážné barvící
křivky u buněk bez přidané glukózy (kontrola) a buněk s přidanou glukózou.
Tento rozdíl je nadále označován termínem míra aktivace H+−ATPasy
glukózou.
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Obrázek 3.2: Vliv přidání glukózy na barvení exponenciálních buněk
S.cer. AD1− 3. (A) Ranná exponenciální fáze O.D. 0.81,(B) střed expo-
nenciální fáze O.D 3.20. Šipky naznačují čas přidání glukózy: černá(0 mM),
červená (100 mM), zelená (30 mM), žlutá (10 mM), šedá (3 mM), modrá (1
mM)
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Byly změřeny barvící křivky pro buňky v různých fázích růstu. Jednot-
livé růstové fáze a jim příslušející O.D. byly vybrány tak, aby pokrývaly
všechny aspekty závislosti membránového potenciálu na stáří kultury (stáří
bylo vyjádřené buď pomocí O.D. nebo pomocí času). Konkrétně se jednalo
o 19 měření na buňkách ze tří fází růstu, tedy exponenciální (O.D. 0 - 5.5),
diauxické (O.D. 5.55 - 5.65) a postdiauxické (O.D. 5.65 - 8.00) fáze.
Jak je patrno z následujících obrázků, charakter barvících křivek, tedy

jejich průběh a také hodnota míry aktivace, je závislý na růstové fázi buněk.
Z každé růstové fáze (exponenciální, diauxické, postdiauxické) bylo vybráno
několik barvících křivek, které reprezentují charakteristické příklady. Na obr.
3.2 až 3.6 jsou tak zastoupeny fáze růstu od ranné exponenciální do postdiau-
xické fáze. V grafech jsou křivky barevně odlišeny, tak aby jasně ilustrovaly
vliv přidání glukózy o různé konečné koncentraci. Bylo použito následující
jednotné značení: kontrola - 0 mM glukóza (černá); koncentrace přidané
glukózy: 100 mM (červená), 30 mM (zelená), 10 mM (žlutá), 3 mM (šedá),
1 mM (modrá). Pro lepší rozlišení vlivu přidané glukózy na barvení buněk
byly do grafů vloženy detaily horní části barvící křivky s vyšším rozlišením.
Na obrázku 3.2 vidíme barvící křivky buněk v exponenciální růstové fázi.

Buňky z ranné exponenciální fáze (obr. 3.2A) vykazují vysoký membránový
potenciál (černá barvící křivka) a dochází u nich k poměrně malé aktivaci.
Navíc koncentrační závislost zde není tak zřejmá jako u buněk v ostatních
fázích, tj. nárůst membránového potenciálu v důsledku aktivace H+-ATPasy
je prakticky identický pro všechny koncentrace glukózy, viz výřez grafu. Ve
středu exponenciální fázi (obr. 3.2B) je však již patrna závislost míry akti-
vace H+-ATPasy na koncentraci přidané glukózy. V porovnání s buňkami z
ranné exponenciální fáze je hodnota membránového potenciálu těchto bu-
něk nižší, zatímco míra aktivace se zvětšila. Tento fakt naznačuje, že během
exponenciální fáze růstu dochází u buněk ke změnám v aktivitě H+-ATPasy
a tím k její možnosti ”být aktivována”.
Na obr. 3.3 jsou znázorněny barvící křivky buněk před nástupem pozdní

exponenciální fáze, kde se míra aktivace zvyšuje. Hodnota membránového
potenciálu kontroly je naopak nízká. To znamená, že aktivita H+-ATPasy
u buněk v této exponenciální fázi je podstatně nižší než u buněk mladších
[8] a její stimulace glukózou vede k dramatickému nárůstu membránového
potenciálu. Při porovnání obr.3.3A a obr.3.3B je dokonce patrný rozdíl v
míře aktivace H+-ATPasy různou koncentrací glukózy. U buněk narostlých
na O.D.4.64 je vliv koncentrace glukózy výrazný, u buněk narostlých na O.D.
4.56 je tento rozdíl minimální. Jinými slovy, zatímco u buněk mladších po-
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Obrázek 3.3: Vliv přidání glukózy na barvení exponenciálních buněk
S.cer. AD1− 3. (a) Exponenciální fáze O.D. 4,56, (B) exponenciální fáze
O.D 4,64. Šipky naznačují čas přidání glukózy: černá(0 mM), červená (100
mM), zelená (30 mM), žlutá (10 mM), šedá (3 mM), modrá (1 mM)
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Obrázek 3.4: Vliv přidání glukózy na barvení exponenciálních buněk
S.cer. AD1− 3. (A) Konec pozdní exponenciální fáze O.D. 5,33, (B) Ko-
nec pozdní exponenciální fáze O.D 5,66. Šipky naznačují čas přidání glukózy:
černá(0 mM), červená (100 mM), zelená (30 mM), žlutá (10 mM), šedá (3
mM), modrá (1 mM)
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Obrázek 3.5: Vliv přidání glukózy na barvení
diauxických/postdiauxických buněk S.cer. AD1− 3. (A) Ná-
stup diauxické fáze O.D. 5,86, (B) nástup postdiauxické fáze O.D 6,45.
Šipky naznačují čas přidání glukózy: černá(0 mM), červená (100 mM),
zelená (30 mM), žlutá (10 mM), šedá (3 mM), modrá (1 mM)
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stačuje i nízká koncentrace glukózy k téměř maximální aktivaci H+-ATPasy,
u buněk starších (nástup pozdní exponenciální fáze) je k dosažení maximální
aktivace H+-ATPasy zapotřebí vyšší koncentrace glukózy.
U buněk narostlých na O.D. 5,5 (konec pozdní exponenciální fáze, ob-

last přechodu do diauxické fáze) začíná hodnota membránového potenciálu
buněk opět pozvolna růst (obr. 3.4). V této fázi buňky začínají reagovat
na vyčerpání glukózy a začínají regulovat svůj režim na přechod do oxida-
tivního metabolismu, při kterém jsou využívány jiné zdroje energie uhlíku
než glukóza. Přidání glukózy, stejně jako u buněk exponenciálních, vede ke
koncentračně závislé aktivaci H+-ATPasy.
V diauxické a postdiauxické fázi pokračuje trend nastolený na konci

pozdní exponenciální fáze, tj začíná klesat míra aktivace H+-ATPasy. Ak-
tivace postupně klesá a hodnota potenciálu se přibližuje stále více k hod-
notě kontroly. Barvící křivky diauxických/postdiauxických buněk se podo-
bají barvícím křivkám v ranné a střední exponenciální fázi, tj. začíná klesat
míra aktivace H+-ATPasy. V grafu na obr.3.6. je barvící křivka pro O.D.
7.74, na které už jen stěží pozorujeme vliv glukózy na aktivaci H+-ATPasy.
Znamená to, že míra aktivace glukózou klesá s příbývajícím stářím kultury.
Aby bylo možné pomocí jednoduchého grafu dokumentovat všechna zjiš-

tění popsaná výše, vytvořili jsme graf, který vystihuje míru aktivace H+-
ATPasy glukózou v závislosti na růstové fázi buněk, obr. 3.7. Jednotlivé
body v grafu představují hodnoty, které byly získány z příslušných barvi-
cích křivek následujícím způsobem. Byly vybrány hodnoty λmax mezi 25. a
80. minutou, a pro každou koncentraci byly tyto příslušné body proloženy
lineární závislostí. Do této lineární závislosti byl dosazen čas 50 minut a
vypočteno příslušné λmax. Jinak řečeno vyhlazením barvících křivek jsme
zjistili nejpravděpodobnější hodnotu λmax v čase 50 minut. Barevné zna-
čení jednotlivých koncentrací glukózy odpovídá barvám použitým ve všech
předchozích obrázcích.
Z tohoto grafu vyplývá, že největší míra aktivace H+-ATPasy, tj. největší

rozdíl membránového potenciálu buněk mezi ”bazálním” a ”aktivovaným”
stavem, se nachází v pozdní exponenciální růstové fázi (srovnej O.D. na obr.
3.7 s růstovou křivkou na obr. 3.1), které se vyznačují nízkým membránovým
potenciálem. Z obrázku dále vyplývá, že schopnost glukózy aktivovat H+-
ATPasu klesá se stářím buněk (tj. postupně klesá λakt

max
se vzrůstajícím O.D.

Tento trend je v obr. 3.7A naznačen čárkovaně). U starých buněk mizí úplně.
Tato zjištění vyvolávají celou řadu otázek, např. jaký je mechanismus pů-
sobení glukózy při aktivaci H+-ATPasy. Zodpovězení takových otázek však
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Obrázek 3.6: Vliv přidání glukózy na barvení postdiauxických buněk
S.cer.AD1− 3. Postdiauxická fáze O.D. 7,74. Šipky naznačují čas přidání
glukózy: černá(0 mM), červená (100 mM), zelená (30 mM), žlutá (10 mM),
šedá (3 mM), modrá (1 mM)

již překračuje rámec bakalářské práce.
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Obrázek 3.7: Aktivace H+−ATPasy glukózou v závislosti na stáří
buněk. (A) Závislost na O.D. narostlé kultury, (B) závislost na době růstu
kultur. Koncentrace přidané glukózy: černá(0 mM), červená (100 mM), ze-
lená (30 mM), žlutá (10 mM), šedá (3 mM), modrá (1 mM)
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3.3 Dopad dlouhodobého působení glukózy
na aktivitu H+-ATPasy (membránový po-
tenciál)

V kapitole 3.2 jsme sledovali vliv přidání glukózy na aktivitu H+-ATPasy
po dobu 60 minut, což je běžně používaná doba pro sledování fluorescenční
odpovědi buněk na stres vyvolaný přidáním testovaných látek. Vzhledem
k tomu, že glukóza je pro buňky nejlépe využitelným zdrojem uhlíku a je
buňkami utilizována i za nerůstových podmínek, pokusili jsme se zjistit jaký
vliv má na zvýšenou aktivitu H+-ATPasy dlouhodobá přítomnost glukózy
ve vzorku. Experiment jsme provedli s buňkami AD1-3 ve dvou fázích jejich
růstu (O.D. 2,16 - střední exp. fáze, O.D. 4,49 - pozdní exponenciální fáze)
pro tři koncentrace glukózy (10, 30 a 100 mM), obr. 3.8. Doba monitorování
barvících křivek byla prodloužena z obvyklých 60 min. na cca 3 hodiny.
Jak je patrno z obr. 3.8A, u buněk ze středu exponenciální fáze se zvýšená

aktivita H+-ATPasy v důsledku její aktivace glukózou udržuje na konstantní
úrovni po celou dobu měření. Rovněž membránový potenciál kontroly zů-
stává na vysoké konstantní hladině. U buněk z pozdní exponenciální fáze je
dlouhodobý charakter barvení odlišný, obr. 3.8B, a to jak pro kontrolu, tak
pro buňky ke kterým byla přidána glukóza.
U kontrolních buněk je po dobu cca 80 minut membránový potenciál

udržován na nízké úrovni, poté λmax začíná postupně vzrůstat. Důvodem
tohoto nárůstu by mohl být jak (1) postupný nárůst počtu mrtvých (inten-
zivně se barvících [5]) buněk v suspenzi daný nedostatkem živin, tak (2)
zvýšení membránového potenciálu v důsledku nějakých metabolických regu-
lačních procesů při dlouhodobém stresu hladověním. Vzhledem k tomu, že
u mladých exponenciálních buněk, vystavených stejným podmínkám hlado-
vění, není nárůst λmax pozorován, zdá se být pravděpodobnější vysvětlení
související se zvýšením memránového potenciálu. (Pozn. chybí důkaz v po-
době přidání CD tzv. koktejlu) [15].
Barvení buněk z této fáze růstu, ke kterým byla přidána glukóza, má

rovněž velmi zajímavý průběh, který je navíc identický pro všechny použité
koncentrace glukózy (tj. koncetračně nezávislý). Po velmi rychlé aktivaci H+-
ATPasy glukózou, je po dobu cca 80 minut membránový potenciál udržován
na vysoké úrovni (vysoká míra aktivace), potom začíná postupně klesat, ve
190 minutě dosáhne stejné úrovně jako kontrola.
Splynutí barvících křivek kontroly a buněk vystavených účinku glukózy
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Obrázek 3.8: Dlouhodobé barvení buněk S.cer. AD1− 3 po přidání
glukózy. (A) Exponenciální fáze O.D. 2,16, (B) pozdní exponenciální fáze
O.D 4,49. Šipky naznačují čas přidání glukózy: černá(0 mM), červená (100
mM), zelená (30 mM), žlutá (10 mM)
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Obrázek 3.9: Časová závislost úbytku glukózy v buněčné suspenzi.
(A) exponenciální fáze O.D. 2,16, (B) pozdní exponenciální fáze O.D 4,49.
Počáteční koncentrace glukózy v suspenzi s buňkami: červená (100 mM),
zelená (30 mM), žlutá (10 mM)
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přitom není dáno vyčerpáním glukózy ze vzorku, jak bylo zjištěno při součas-
ném měření koncentrace glukózy ve vzorku pomocí činidla Glukosa Liquid
1000 (kap. 2.6), obr. 3.9. Jak vyplývá z obrázku, je u buněk v obou fázích
exponenciálního růstu průběh úbytku glukózy ze vzorku velmi podobný. U
nejvyšší koncentrace je pokles nejvýznamější (pokles zhruba na polovinu
počáteční koncentrace, ale pořád podstatně vyšší než u obou nižších kon-
centrací). Tato skutečnost spolu s identickým profilem barvení pro všechny
tři koncentrace na obr. 3.8B naznačuje , že aktivace H+-ATPasy glukózou
je velmi komplexní proces zahrnující zřejmě celou řadu regulačních kroků.
Fluorescenční metoda barvících křivek se zdá být velice slibným experimen-
tálním nástrojem při jejich studiu.
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Kapitola 4

Závěr

Byla prostudována literatura o kvasinkách, především o růstu kvasinkových
kultur, o specifitě jejich plazmatické membrány a o přenosu látek přes mem-
bránu.
Velká pozornost byla věnována rešerši o činnosti H+-ATPasy v plazma-

tické membráně, zvláště pak jejímu podílu na výstavbě membránového po-
tenciálu. Z citovaných pramenů bylo zjištěno, že aktivace H+-ATPasy těsně
souvisí s transportem glukózy do vnitřího prostředí buňky. Přidáním glukózy
pak můžeme ovlivnit membránový potenciál pomocí aktivace H+-ATPasy.
Pro měření membránového potenciálu byla použita metoda barvících kři-

vek, která využívá potenciometrickou fluorescenční sondu diS-C3(3). O čin-
nosti této sondy byla nejdříve prostudována příslušná literatura, kde bylo
zjištěno, že tato sonda je vhodná pro měření membránového potenciálu u
kvasinek S. cer.., kde má hlavní podíl na výstavbě membránového potenci-
álu právě protonový gradient (jinými slovy je tato medoda citlivá k měření
změn membránového potenciálu způsobených změnou aktivity H+-ATPasy).

Byl charakterizován bezpumpový kmen Saccharomyces cerevisiae AD1-3
pomocí měření jeho růstového profilu. Růstová křivka byla měřena po dobu
40h a jsou v ní zachyceny první čtyři fáze růstu, tedy lag fáze, exponenciální
fáze, diauxická fáze a postdiauxická fáze.
Byl prozkoumán vliv aktivace H+-ATPasy glukózou na velikost mebráno-

vého potenciálu buněk S. cer. AD1-3 v různé fázi růstu studovaný pomocí
barvících křivek. Byly tedy změřeny barvící křivky pro buňky v různých
fázích růstu. Jejich charakter, tedy jejich průběh a také hodnota míry akti-
vace, je závislý na růstové fázi buněk. Bylo zjištěno, že největší míra aktivace
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H+-ATPasy, tj. největší rozdíl membránového potenciálu buněk mezi ”ba-
zálním” a ”aktivovaným” stavem, se nachází v pozdní exponenciální růstové
fázi. U starých buněk tento rozdíl úplně mizí.
Jako poslední byl sledován dopad dlouhodobého působení glukózy na

aktivitu H+-ATPasy, pro buňky ze středu exponenciální fáze a pozdní ex-
ponenciální fáze. Pro tento účel byla doba monitorování barvících křivek
prodloužena z obvyklých 60 min na cca 3 hodiny. U buněk ze středu ex-
ponenciální fáze se zvýšená aktivita H+-ATPasy v důsledku její aktivace
glukózou udržuje na konstantní úrovni po celou dobu měření. Barvící křivka
buněk z pozdní eponenciální fáze má velmi zajímavý průběh, který je navíc
koncentračně nezávislý. Po velmi rychlé aktivaci H+-ATPasy glukózou je po
dobu cca 80 minut udržován na vysoké úrovni, potom začíná klesat a ve 190
minutě začíná klesat až dosáhne stejné úrovně jako kontrola. Při současném
měření úbytku glukózy však bylo zjištěno, že tento úpadek není zapříčíněný
její vyčerpáním.
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