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Nézev prace: Srovnani fluorescenénich sond diS-Cs(3) a diS-Cs(5) z hlediska jejich
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Abstrakt:

Membranovy potencial predstavujici napéti na membrané je dulezity parame-
tr pro studium bunéénych procesu. Pomoci karbocyaninovych sond diS-C3(3) a
diS-Cs3(5), oznacovanych spole¢nym nazvem 3,3 -dipropylthiadicarbocyanine io-
dide, 1ze monitorovat zmény membranového potencidlu bunék, které jsou prilis
malé pro zavedeni mikroelektrod. Tyto zmény lze sledovat v jednotkdch mV.
Spektralni analyza bunéénych suspenzi kvasinek S. cerevisiae s fluorescenénimi
sondami umoznuje stanovit koncentrace extracelularniho a intracelularniho flu-
orescencniho barviva, z jejichz znalosti 1ze ur¢it hodnoty zmén membranového
potencialu, které je mozné vyvolat vnéjsimi podnéty. Soucasti prace je porovnani
akumulace obou fluorescenc¢nich sond a také experimenty zacilené na sledovani
vlivu vybranych latek a jejich ménicich se koncentraci na volnou a vazanou slozku
barviva.
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Title: The comparison of the performace of carbocyanine dyes diS-C3(3) a diS-
C3(5) in fluorescent probing of yeast cell membrane potential

Author: Petra Matunova

Department: Fyzikalni ustav UK

Supervisor: prof. RNDr. Jaromir Plasek CSc., Fyzikalni tistav UK
Abstract:

Membrane potential represents a voltage across a membrane and it is an impor-
tant parameter that helps to describe processes in cells. Carbocyanine fluorescent
probes diS-C3(3) and diS-C3(5), for which a common short chemical name 3,3"-
dipropylthiadicarbocyanine iodide is used, are suitable for monitoring membrane
potential changes of cells in which microelectrodes can not be used because of
a small size of the cells. These changes can be measured on the scale of mV. A
spectral analysis of cell suspensions containing a fluorescent probe makes it possi-
ble to determine the ratio of extracellular and intracellular concentrations of the
probe. Using it we can calculate the value of membrane potential changes which
can be induced by an outer stimulus. This Be. thesis presents a comparison of the
rate of accumulation of the above mentioned fluorescent probes in yeast cells, as
well as experiments aimed for studying an influence of different substances and
their various concentrations on free and bound component of the dye.
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1. Uvod

V préci je prezentovana metoda synchronné skenované fluorescen-
ce (SFS) spocivajici v registraci intenzity fluorescence za sou¢asného
snimani fluorescenc¢nich excitac¢nich i emisnich spekter s konstantnim
rozdilem mezi nimi. Rozkladem spekter ziskanych ze spektrofluori-
metrickych méreni lze zjistit pomér barviva, které se navazalo do
bunék a toho, které zustalo volné mimo bunky, viz [8]. Nernstova
rovnice potom spojuje tyto koncentrace barviva s membranovym
potencialem.

Na membrané existuje vzdy v rovnovazném stavu klidovy mem-
branovy potencial. To je disledkem nepropustnosti membrany pro
nabité castice, které pro prechod do burnky potiebuji specifické kanaly
¢i prenasece. Na membrané tak existuje napéti v fadu nékolika
desitek mV. Toto napéti je pro bunky velice dulezité, protoze udrzuje
jeji osmotickou rovnovahu a zasadni latky jako napt. proteiny ne-
bo fosfaty uvniti bunky. Pfidanim vhodné latky je mozné zmeénit
vnéjsi koncentraci iontu a porusit tak rovnovahu, pricemz systém
reaguje redistribuci iontu pres membranu. Pokud vzorek obsahuje
fluorescencni sondu, je mozné sledovat tyto zmény pomoci spek-
trofluorimetru.

V prvni ¢asti byly monitorovany praveé tyto prechody mezi rov-
novahami a odpovidajici zmény membranového potencialu v bunéc-
nych suspenzich s fluorescenénimi sondami. Nasledné byl jiz v rov-
novazném stavu sledovan vliv ruznych latek na membranovy poten-
cial buneék.

Jako bunky slouzily kvasinky §. cerevisiae a jeji mutantni kmeny,
které jsou vzhledem ke svym prihodnym vlastnostem casto pouzivané
nejen k vyzkumnym ucelum, ale i napt. v potravinarstvi. Relativné
snadno se kultivuji a i pfes to, ze jsou to eukaryotni organismy, jejich
struktura se do jisté miry podoba bunkam rostlin a zivocichu. Navic
se kvasinky 5. cerevisiae vyznacuji existenci specidlnich bunéénych
pump, které je délaji rezistentni vuci nejruznéjsim latkam.



2. Fluorescence

2.1 Definice fluorescence

Elektrony v molekulach a v kondenzovanych latkach mohou byt
ruznymi zpusoby excitovany do vzbuzenych (excitovanych) stavi.
Excitované stavy vSak nejsou termodynamicky rovnovazné a elek-
trony proto po urcité dobé piejdou do stabilniho zédkladniho stavu o
nejnizsi energii. Pti téchto prechodech muze dojit k emisi fotont,
kterou nazyvame luminiscence. V pripadé, ze k excitaci doslo v
dusledku absorpce fotonu, mluvime o fotoluminiscenci. V dalsim
vykladé se jiz omezime jen na fotoluminiscenci organickych mole-
kul.

Luminiscence se déli na fluorescenci a fosforescenci, viz [1]. Fluo-
rescence oznacuje emitované zareni, které doprovazi spontanni ener-
geticky prechod elektronu z excitovaného singletniho elektronového
stavu .5, do zakladniho singletniho stavu Sy. Pfechod z excitovaného
do zakladniho stavu spojeny s emisi fotonu vsak lze také vyvolat do-
padajicim svételnym zairenim. Potom mluvime o stimulované emisi.
Doba dohasinani fluorescence je velice kratka, piiblizné 107° s.

Fluorescence je pozorovana jen béhem buzeni a po jeho skonceni
uz prakticky ne.

Oproti tomu fosforescence je prechod z excitovaného tripletniho
stavu T}, do zakladniho singletniho stavu Sy. Doba dohasinani je
delsi, nez u fluorescence, spadd do rozmezi 107 — 1 s.

Zarivé prechody molekul do nizsich energetickych stava (tj. pre-
chody spojené s emisi fotont) vsak nejsou jediné zpusoby de-excitace.
Excitované stavy molekul mohou zanikat i procesy nezarivymi, k
nimz patii:

e vnitini konverze, neboli pifimy navrat do zakladniho stavu bez
emise fluorescence

mezisystémova konverze

vibrac¢ni relaxace

konformacni zmény

mezimolekularni pienos excita¢ni energie



e vytvoreni excimeru, exciplexu
e fotochemicka transformace.

Neékteré z téchto procesu (konkrétné tvorba excimeru a Foers-
tertiv prenos excitaéni energie) mohou vést k vyzéareni fluorescence,
ktera prekryje puvodni fluorescenci excitované molekuly.

Fluorescence je vyuzivana pii zkoumani struktur a dynamiky
hmoty na molekuldrni a supramolekularni irovni. Prostfednictvim
fluorescen¢nich molekul, ktera maji vyznam fluorescenénich sond,
lze mimo jiné mérit i membranovy potencidl, citlivy parametr bunécéné
vitality. Membranovy potencial je vyraz pro elektricky potencial
pres membranu, resp. napéti na membrané. Vznika v dusledku ne-
rovnomérné rozdélené koncentrace iontu uvnitf a vné membrany.
Fluorescenc¢ni charakteristiky sond zaviseji na membranovém po-
tencialu.

2.2 Elektronové prechody

Definujme nejdiive pojem elektronového ptrechodu. Je to jev, pfi
kterém je elektron po absorpci fotonu povysen z orbitalu ve kterém
se nachazi v zakladnim stavu molekuly do vyssiho neobsazeného or-
bitalu. Jsou mozné prechody jen mezi singletnimi a nebo jen mezi
tripletnimi stavy. RozliSeni na singletni a tripletni stavy je provede-
no z hlediska jejich multiplicity. Fosforescence, ktera by méla byt z
tohoto duvodu zakazana, je vysvétlena spin-orbitalni interakci.

Elektronové prechody jsou velmi rychlé ve srovnani s charakte-
ristickymi ¢asy vyskytujicimi se u molekularnich vibraci. Lze proto
predpokladat dle Frank-Condonova principu, ze pozice jader se v
molekule béhem piechodu neméni a zustava tak zachovana puvodni
vzdalenost mezi jadry atomu .

Perrin-Jablonského diagram na obr[2.1] ukazuje schéma moznych
racniho energetického stavu Sy, ve kterém je nejcastéji molekula
za pokojové teploty, do vyssiho stavu S;, i = 1,2, ... Symbol IC oz-
nacuje vnitini konverzi a ISC oznacuje mezisystémovou konverzi.
Fluorescence doprovazi nejcastéji prechod ze stavu S; do stavu S
a proto jeji charakteristiky nezavisi na excitacni vlnové délce.
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Obrazek 2.1: Perrin-Jablonského diagram, prevzato z [1]

Pro popis elektronovych ptrechodu se zavadi (v analogii s po-
lo¢asem rozpadu u radioaktivniho rozpadu) stfedni doba zivota ex-
citovanych stavi. Urcuje jak dlouho je mozné pozorovat dany jev.
Pro dobu zivota 7 excitovaného stavu S plati:

1
kr + kic + kisc
kde k, znaci rychlostni konstantu pro prechod S7 — Sy s emisi flou-
rescence, k;. znaci rychlostni konstantu vnitini konverze S; — Sy a
k;s. znaci rychlostni konstantu mezisystémové konverze.
Rychlostni konstanta k, je konstanta imérnosti mezi intenzitou
flourescence a okamzitou koncentraci molekul, které jsou po vybu-

T (2.1)

zeni stale excitovany.
Vedle doby zivota se zavadi fluorescencni kvantovy vytézek ®p .

Je definovan nésledovneé:

— kf/,« —

ket ket kise

(I)F ]{ETT (22)
Veli¢iny vystupujici ve vzorci se vztahuji k prechodu S; — Sj.

Fluorescenc¢ni kvantovy vytézek udava jak velka ¢ast excitovanych
molekul se vraci zpét do zakladniho stavu s emisi fluorescence. Lze
také tici, ze je to pomér poc¢tu emitovanych fotonu ku poctu absor-
bovanych foton.



K elektronovym prechodim je jesté uzite¢né poznamenat, ze
u konjugovanych systému (¢asto tvoricich zaklad fluorescenénich
sond), kde 7 elektrony jsou v ramci molekuly delokalizovany, plati,
ze ¢im vice 7 elektronu systém obsahuje, tim je nizsi energie m — 7*
prechodu a tim je vétsi vlnova délka absorpéniho pasu. Zde 7*
znaci antivazebny 7 orbital a m — 7* poté prechod 7 elektronu mezi
danymi orbitaly.

2.3 Absorpce a emise

Mira absorpce svétla pti dané vinové délce A je charakterizovana ve-
licinami absorbance A a transmitance T. Jsou definovany nasledovneé:

AN = —log T(\) (2.3)
])\
T =2 (2.4)

kde I} a I* znaéf vstupujici a vystupujici intenzitu svétla.
V béznych experimentech s fluorescenci organickych molekul v
roztocich spliuje absorbance Beer-Lambertuv zakon:
)

A(N) = log ™= e(A)le (2.5)
kde €(\) je moldrni dekadicky absorpéni koeficient, [ je tloustka ab-
sorbujiciho prostiedi a ¢ znaci koncentraci absorbujici latky.

Zavislost molarniho absorpcéniho koeficientu na vinové délce svétla
se nazyva absorpcni spektrum.

2.3.1 Emisni a excitacni spektra

Emisni spektrum udava, jak zavisi intenzita fluorescence na vinové
délce emise pfi konstantni vinové délce excitacniho zareni.

Excitacéni spektrum udava jak zavisi intenzita fluorescence na vl-
nové délce excitace pri konstantni vinové délce emitovaného zatreni.

Tato spektra je obvyklé prezentovat v relativnich jednotkach,
napi. normované na jednotkovou intenzitu v maximu nebo na jed-
notkovy integral. Méné castéji se z duvodu obtizné meéritelnosti
udava vyjadieni pomoci kvantovych vytézku.



Definujme dale pojem ustaleného stavu. Je to stav, béhem kterého
pod konstantnim ozarfovanim zustava koncentrace molekul v excito-
vaném stavu stejnda. Je s nim vyhodné pracovat pii zavadéni veli¢in
udavajicich spektralni charakteristiky:.

Plati, Ze intenzita fluorescence na absorbovany foton je v ustaleném
stavu rovna fluorescenénimu kvantovému vytézku.

Pro fluorescencni kvantovy vytézek ®p lze pséat dle [1]:

@ = [ Fi(r)dar (2.6)

kde F\ znaci intenzitu fluorescence v ustaleném stavu na absorbo-
vany foton a A\p je vlnova délka emitovanych fotonu. F\ vyjadiuje
emisni nebo fluorescenéni spektrum, protoze odrazi rozdélené pravde-
stavu Sy. Kazda slou¢enina ma jiné emisni spektrum.

Pro intenzitu fluorescence Ip v ustaleném stavu plati:

Ir(\p, Ar) = kE\Or) La(A\g) (2.7)

kde k je faktor imérnosti zavisly na podminkach métreni, 74 ab-
sorbovana intenzita dana rozdilem intenzit vstupujiciho a vystu-
pujiciho svétla, Ag znaci vinovou délku excita¢niho svétla.

Pti vyssich koncentracich fluorescencni slozky hraje roli efekt
vnitiniho filtru, kdy je intenzita zareni v odlehlejsich mistech vzor-
ku zmensena o ¢ast, ktera je absorbovana v excitacni nebo emisni
draze. Intenzity, které dostavame z experimentu jsou navic imeérné
spektralnim sitkam stérbin.

Néasledné je uvedena dulezitd charakteristiku ukazujici podobnost
fluorescencéniho a absorpcniho spektra. Fluorescenéni spektrum je
posunuto oproti absorpcénimu spektru do vyssich vinovych délek,
resp. nizsich energii. Déje se tak v dusledku energetickych ztrat
zpusobenych vibracni relaxaci v excitovaném stavu. Rozdil mezi
maximem prvniho absorpéniho pasu a maximem fluorescen¢niho
spektra se nazyva Stokesuv posuv. Vyjadruje se zpravidla pomoci
rozdilu vlno¢tu, které odpovidaji rozdilum vlnovych délek:

AV = v, — U} (2.8)

Stokesuv posuv je znazornén na obr 2.2l Na tomto obrazku je schem-
ticky znazornéno, ze absorpcéni a emisni spektra organickych molekul
byvaji casto zrcadlové symetricka.

7
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Obrazek 2.2: Stokesuv posuv, pievzato z [1]

2.4 Spektrofluorimetrie

Emisni a excitac¢ni spektra jsou zaznamenavana pomoci spektroflu-
orimetru, viz schéma na obr. ¢2.3] Zdrojem excitacniho svétla je
v naSem pripadé xenonova lampa, kterd emituje zareni v rozmezi
od piiblizné 220 nm az do infracervené oblasti. Zareni prochézi
nejdiive pres excitacni monochromator, ktery vybira excitacni vl-
novou délku. Nasledné dopada na vzorek, nejcastéji kyvetu s rozto-
kem. Fluorescence je poté zaznamenavana ve sméru kolmém na smeér
Siteni excitacniho paprsku. Po priuchodu emisnim monochromatorem
je jeji intenzita métrena fotonasobicem. Monochroméatory jsou ovlada-
ny pocitacem, diky ¢emuz je zajisténo automatické skenovani vl-
novych délek. Pro pripad méfeni polarizované fluorescence lze mezi
vzorek a monochromatory jesté umistit polarizatory.

Pfed méfenim se nastavuje budto vhodni vlnovd délka exci-
tacniho zareni pomoci excitacniho monochromatoru nebo vlnova
délka na emisnim monochromatoru podle toho, zda chceme mérit
emisni ¢i excitacni spektrum. Dale je mozné nastavit sitky Stérbin
monochromatoru, které maji vliv na spektralni rozliseni a na citli-
vost méfeni. Cim jsou §térbiny uzsi, tim je spektraln{ rozligenf lepst,
ale o to mensi je intenzita zareni.

Pted zacatkem méreni je nutné zkontrolovat spravnost nastaveni
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Obrazek 2.3: Spektrofluorimetr, pievzato z [1]



vlnovych délek monochromatoriu. Excita¢ni monochromaétor lze ka-
librovat s vyuzitim znalosti spektra xenonové lampy, které ma pro
vlnovou délku A = 467 nm vyrazny pik. Podobné Ize kalibrovat
i emisni monochromator, ktery ma jasny pik pro vlnovou délku
A = 397 nm.

Pro ziskani uspokojivych a déle pouzitelnych vysledku je tieba
provést korekci nameérenych spekter, které jsou zkresleny vyse vy-
jmenovanymi zpusoby.

Nepresnost excitacnich spekter je dana zménami intenzity exci-
tacniho svétla plynoucich ze zavislosti intenzity vybojky na vinové
délce a na efektivité excitacniho monochromatoru. Data mérend
kvantovym citacem umoznuji korigovat vliv obou téchto efektu.
Pomér fluorescencniho signalu méreného fotonasobicem ku signalu z
kvantového c¢itace nebo fotodiody jako funkce excitacni vinové délky
v principu zajistuje spravné excitacni spektrum, viz [1].

Emisni spektra jsou ovlivnéna fotonasobicem a zavislosti emisniho
monochromatoru na vinovych délkach. Potfebné korekce jsou dodava-
ny vyrobcem.

Pro ziskani co nejlepsich fluorescencnich spekter je treba pouzivat
malo koncentrované roztoky, aby se co nejméné projevil efekt vnitiniho
filtru. V opac¢ném ptipadé je nutné mérena spektra na tento efekt
korigovat.

Jako shrnuti lze uvést, ze fluorimetrie je velmi citlivd metoda.
Meéreni je ale zkomplikovano nékolika ptricinami:

e zavislost vinovych délek na: intenzité vybojky, efektivity mo-
nochromatoru nebo na citlivosti detekce

e polarizace svétla

e ovlivnéni signalu odrazenym a rozptylenym svétlem.

10



3. Kvasinky

3.1 Zakladni charakteristiky a rozdéleni

Kvasinky jsou eukaryotni mikroorganismy rostlinného typu, viz napr.
[2]. Patii mezi vyssi houby a zpravidla byvaji jednobunééné. V pro-
cesu zvaném kvageni spotfebovévaji uhlik. Ziji ve vodném prosttedi
s dostatkem kysliku a zivin. Utvareji kolonie, které sedimentuji na
povrchu pevného média.

Rozmér kvasinek se pohybuje v rozmezi 3 — 15um. Rozmnozuji
se pucenim, coz spociva ve vytvoreni pupenu na materské bunce,
rozdéleni bunécnych organel véetné jadra a jejich nasledném presté-
hovani do pupenu. Poté vznika plasmatickd membrana a bunécna
sténa a dochézi k oddéleni dcetriné bunky:.

Je vyhodné se zabyvat pravé kvasinkami, protoze jsou relativné
jednoduché a lze z jejich vlastnosti vyvodit mnoho uzitecného pro
clovéka. Podstatné mnozstvi informaci o kvasinkach bylo objeveno
s vyuzitim kvasinky S. cerevisiae. Tato kvasinka je vyznamny mo-
delovy organismus z nékolika duvodu: rychle se mnozi, je mozné s ni
zachézet mikrobiologickymi metodami, a daji se z ni pripravit ruzné
mutantni kmeny. Ty lze kiizit a analyzovat po genetické strance.
Ukézala se napt. analogie se savéi bunkou. Kvasinka S. cerevisiae
byla pouzita i pro nase tucely.

3.2 Struktura kvasinky

Bunka kvasinky je typickd eukaryotni bunka, jejiz vnitini obsah je
rozdélen do ruznych ¢asti a od vnéjsiho prostredi oddélen povr-
chovymi konstrukcemi. Jeji struktura, schematicky znarornénd na
obr /3.1, zahrnuje:

e bunécnou sténu, neboli pevnou strukturu na povrchu kvasinky
slozenou z polysacharidu a z proteinu, ktera plni ochrannou a
podpurnou funkci, jsou na ni patrné jizvy po puceni a hraje
roli pii shlukovani bunék

e pouzdro, coz je sit polysacharidovych mikrofibril vychézejicich
z bunééné stény, nevyskytuje se u vSech druhu kvasinek a je-
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Obrazek 3.1: Struktura kvasinky, prevzato z [3]

ho funkce zatim neni zcela jasna, ale pravdépodobné souvisi s
prezitim kvasinky v neptiznivych podminkach

e plasmatickou membranu, kteréa ohranicuje bunku a sklada se z
lipidové dvojvrstvy obsahujici ukotvené proteiny

e jadro, které ma tidici ulohu, nachézi se ve stiedu bunky a ob-
sahuje jadérko v némz jsou prekursory ribosomalni RNA

e mitochondrie, kde vznika energie ve formé ATP vyuzitelna
v celé burnce; jejich vlastnosti v bunce kvasinky zaviseji na
ruznych genetickych faktorech nebo napt. na rustové fazi

e vakuolu, predstavujici zasobarnu latek; u kvasinky jak pocet,
tak velikost vakuol zavisi na ruznych faktorech

e peroxisomy, coz je typ organel, které obsahuji nejruznéjsi en-
zymy

e cytoskelet, predstavujici proteinova vlakna; ma podpurnou funk-
ci, transportuje latky a hraje roli pii bunééném déleni.

Vzhledem k malym rozmérum kvasinek je vétSinou nutné pouzivat
k meéfeni jejich membranového potencidlu nepiimé metody, napi.
fluorescencni sondy. Pouziti mikroelektrod by mohlo vést ke zni¢eni
nebo poskozeni kvasinek.
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V provadénych experimentech byly pouzity kvasinky S. cerevi-
siae a to konkrétné kmen US a mutantni kmeny AD 1-3, AD12 a
AD13. Mutantni kmeny S. cerevisiae se lisi tim, jaké Multi Drug
Resistance (MDR) proteiny byly vymazany z jejich genu. MDR pro-
teiny jsou typ membranovych proteinu, které odstranuji cizorodé
latky z bunék, a ty se tak stavaji odolné vuci tadé ruznych latek.
Kvasinky US jsou jako jediné z pouzitych kmenu v tomto ohledu ne-
zménéné. Kmen AD1-3 neobsahuje pumpy Pdrb5p, Sng2p a Yorlpz,
kmeny AD12 obsahuji Pdr5p a AD13 maji Snq2p, viz [7].
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4. Materialy a metody

4.1 Materialy

Jako fluorescen¢ni sondy byla pouzita dvé karbocyaninova barviva
diS-C3(3) a diS-C3(5), ¢asto oznacované pod stejnym chemickym
nazvem: 3,3 -dipropylthiadicarbocyanine iodide, dle [4]. diS-Cj3(3),
neboli 3-propyl-2-[3-[3-propyl-2(3H)benzothiazolylidene]-1-prope-
nyl]benzothiazolium iodide, ma sumérni vzorec Coz3HosIN3Ss, mole-
kulovou hmotnost 520,49, CAS no. 53336-12-2, Sigma-Aldrich kata-
log no. 318434. diS-Cj3(5), neboli 3-propyl-2-[5-[3-propyl-2(3H)benzo-
thiazolylidene]-1-propenyl]benzothiazolium iodide, ma suméarni vzo-
rec CosHo7IN5So, molekulovou hmotnost 546,53 CAS no. 53213-94-
8 a Sigma-Aldrich katalog no. 43608. Strukturni vzorce sond jsou
znazornény na obr[7.1]a[7.2] V liposomech se vazi nekovalentné do
nepolarnich ¢asti membrany, zatimco v celych bunkach dominuje
jejich vazba na proteiny v cytosolu. Obé uvedena barviva patii do
kategorie sond s pomalou odezvou, viz [6]. Jejich transmembranova
distribuce je doprovazena fluorescenénimi zménami.

D& se také tici, ze to jsou ionty, které vstupovanim do bunék
reaguji na aktudlni membranovy potencial, pficemz rovnovahy je
dosazeno béhem nékolika minut. Ukladani barviva uvniti bunék a
nasledujici vazba na proteiny vyvolava zménu spektrofluorescencnich
parametru. Je vSak nutné pracovat jen s malymi koncentracemi bar-
viva, aby se zamezilo nejednozna¢nym vysledkum plynoucich z vy-
tvareni agregatu barviva uvniti bunék. Dale je vhodné vedle in-
tenzity brat v tvahu i tvar a dalsi charakteristiky fluorescencniho
spektra.

Fluorescenc¢ni sondy zakoupené od spolecnosti Fluka byly pridava-
ny do vzorku ve formé 20 uM roztoku s ethyl alkoholem pro UV
spektroskopii. V priloze je pro zajimavost uvedena molekularné-
dynamicka simulace pronikani sond bunéénou membranou.

Dale byly pouzity nasledujici chemikalie: kyselina citronova a
D-glukéza - Penta (Ceské republika), kvasinkovy extrakt a chlorid
draselny - Fluka, cholin chlorid - Sigma, pepton - Sigma, citrat-
fosfatovy (CP) pufr (hydrogenfosforecan sodny NasHPO, - Lachema
a destilovand voda), CCCP (karbonyl kyanid 3-chlorfenylhydrazon)
- Serva, butanol - Sigma, DM-11 (dimethylaminoethyl ester s 11
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Obrazek 4.1: Strukturni vzorec diS-Cs(3), prevzato z [4]

HG

G0

Obrazek 4.2: Strukturni vzorec diS-C3(5), upraveno na zaklade [4]

uhlikovym alifatickym fetézcem) - syntetizovany Dr. S. Wittechem,
Univerzita Wroclav, albumin - Sigma , HCI - Lachema. Vyjmeno-
vané chemikalie mimo pepton (Cell Culture Tested), CCCP, DM-11
a butanol byly p.a. (pro analysis) kvality, k vyzkumnym ucelum.

4.2 Kultivace kvasinek a priprava vzorku pro
meéreni

Kvasinky S. cerevisiae véetné mutantnich kmenu byly pfipravovany
v YEPG mediu (1% extraktu kvasinek, 1% peptonu, 2% glukdzy)
pri teploté 30° po dobu 24 h. Do 20 ml aktualné piipraveného YE-
PG média bylo ptidano 150 M inokula a hlavni kultura rostla do
20 hodin. Nasledné byly bunky sklizeny a dvakrat centrifugovany.
Po prvni centrifugaci byly promyty destilovanou vodou a po druhé
roziedény v CP pufru (pH = 6,2).

Vzorky pro méteni fluorescence byly ptripraveny suspendovanim
promytych bunék v konkrétnim médiu (CP pufr se 2% v.v. glukdzy,
plus pripadné reagencie, jejichz vliv na membranovy potencial byl
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studovan) v 1 x lem fluorimetrické UV kyveté (Kartell, Itélie), ob-
sahujici CP pufr s 2% glukézy, v takovém mnozstvi, aby hodnota
optické hustoty (OD) méfend pii vlnové délce A\ = 578 nm byla
v rozmezi 0,2 — 0,3. Suspenze ve fluorimetrické kyveté byla nej-
prve rucné protirepana a poté bylo méreno SFS spektrum autoflu-
orescence, které bylo pfi zpracovani vysledku odecitano od spek-
tra bunécéné suspense se sondou. Po 4 minutach inkubace bunék
s glukozou bylo pridano 40 nM fluorescenéni sondy a vzorek byl
béhem 18 min ¢ekani na ustaveni rovnovazné koncentrace barviva
v bunikach nékolikrat rucné protiepan. Nasledné bylo zméteno SFS
spektrum (viz nize) a pripadné pro vyvolani depolarizace priddno
150 pl 2M KCI a po dalsich 18 min bylo spektrum méteno znovu.
V experimentech, jejichz cilem bylo monitorovat casovou zavislost
ukladani barviva v bunkach byla SFS spektra opakované métena po
1 — 2 min.
V pripadé studia zavislosti membranového potencialu na pH média

bylo pH bunéénych suspenzi méreno pomoci pH-metru inoLab pH
720 s SenTix 81 elektrodou, WTW, Némecko.

4.2.1 Metoda synchronné skenované fluorescence

Pro méreni spekter byla pouzita metoda synchronné skenované flu-
orescence, SF'S. Ta spoc¢iva v registrovani intenzity fluorescence za
soucasného skenovani emisnich i excita¢nich fluorescenc¢nich vinovych
délek, pricemz jejich rozdil (offset, AN) zustavd konstantni, viz
[4]. Pokud je offset nastaven na rozdil mezi vlnovymi délkami od-
povidajici maximum emisniho i excita¢niho spektra, je pik vysledného
spektra uzsi a ma vétsi intenzitu nez samotné emisni nebo excitacni
spektrum barviva, viz [5].

Ze ziskanych spekter metodou SES je mozné kvantitativné sta-
novit zmény membranového potencidlu bunék v jednotkdch mV. K
tomuto ucelu je zapotiebi nejprve vyhodnotit zmény pomeéru kon-
centraci sondy akumulované uvnitt bunék a nachazejici se v médiu.
Vyuziva se pritom odlisnych spektrélnich vlastnosti volného (na-
chazejiciho se v pufru mimo bunky; piispévek volné sondy uvnitt
bunék lze zanedbat pro jejich maly relativni objem) a vazaného
(uvnitf bunék na proteiny v cytosolu) fluorescencéniho barviva. Roz-
kladanim spekter, namérenych v bunéénych suspenzich, na linearni
kombinaci normovanych modelovych spekter fluorescence volné a
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vazané sondy pak ziskdme pomeéry odpovidajici relativnim inten-
zitam piispévku fluorescence volné a vazané sondy.

Rozklad spekter znamend fitovat experimentalné ziskand SFE'S
spektra F'(A) do rovnice

F(\) = AFp()\) + BFp()\) (4.1)

kde Fr(\), resp. F(\) jsou spektra normalizovand na vysku piku
volného resp. vazaného barviva a A a B jsou koeficienty jejich za-
stoupeni ve spektru F'(\).

Nameérena spektra byla touto metodou zpracovavana programem
SigmaPlot 11 (Systat Software Inc., USA). Linedrni rozklad spek-
ter byl zalozen na fitovani metodou nejmensich ¢tvercu. Modelové
spektrum Fp(A) bylo ziskdno z SES méteni v roztoku s 2% albu-
minu. Poté byla v rdmci empirickych aproximaci odectena Fr(\)
komponenta z celkového spektra. Tato procedura byla provadéna
nékolikrat a nakonec pro dalsi pouziti ve fitovacich procedurach by-
ly brany zprumeérované hodnoty.

Pro sondu diS-C3(3) byla jiz modelova spektra k dispozici, viz
[5], ale pro sondu diS-Cs(5) je bylo nutné ziskat vyse popsanym
zpusobem, viz [5.4]

Jelikoz pro dostatecné nizké koncentrace fluorescenéni sondy plati,
ze koncentrace vazané sondy je pfimo umeérna intracelularni kon-
centraci volné sondy, lze tyto poméry dat do souvislosti s mem-
branovym potencidlem pomoci Nernstovy rovnice:

RT e

Ay = BT e

F [C]int

kde At je membranovy potencidl, R je plynova konstanta, T je
termodynamicka teplota bunky, F' je Faradayova konstanta, [cc.: a

(4.2)

[c]int jsou koncentrace volné sondy vné a uvniti bunék ,viz [4].
Vyhodou SFS je, moznost monitorovat zmény koncentrace vazané-
ho barviva, jejichz znalost je nezbytna pro vypocet membranového
potencidlu, pricemz neni nutné bunky separovat z média nebo provadét
extrakéni analyzu. Déale jsou potlaceny nechténé spektralni slozky
dané odrazenym svétlem nebo autofluorescenci bunék.
Pomoci této metody je také mozné ziskat kvantitativni informa-
ce napf. o depolarizaci membrany, coz je jev, béhem néhoz dochazi
k nahlé zméné polarizace. Je ho mozné zachytit pomoci méreni
casovych zavislosti, kde je vidét ustanoveni nové rovnovahy po redis-
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tribuci barviva plynouci z vnéjsiho podnétu, napt. ze zmény vnéjsi
koncentrace iontu.

4.2.2 Spektrofluorimetr

K meéfteni spekter byl pouzit spektrofluorimetr Fluoromax-3 od fir-
my Jobin-Yvon Horiba, USA. Rozsah detektoru byl 200 — 980 nm
s presnosti 0,5 nm. Integracni ¢as bylo mozné nastavit od 0,001 do
160 s a délku kroku od 0,0625 do 100 nm. Bylo méfeno s 13 nm off-
setem mezi Ao, a Ay, a se Stérbinami sitky 2,3 nm. Délka kroku byla
nastavena na 5 nm, jen pro meéreni referencnich spekter vazaného
barviva doslo k zjemnéni na 1 nm.

Meéreny spektralni rozsah se pohyboval v rozmezi 520 — 590 nm
v piipadé sondy diS-Cs3(3) a v rozmezi 600 — 720 nm u sondy diS-
C3(5). Vysledkem méfeni bylo 15, resp.25 spektralnich bodu, které
byly 7x naméfeny s integra¢nim casem 0,5 s a poté zprumeérovany,
aby se vylepsil pomér signalu k Sumu. Zvoleny postup ma opro-
spektra jsou méné ovlivnéna fluktuacemi signalu spojenymi se vzni-
kem a pohybem submilimetrovych bublin v bunééné suspenzi.
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5. Vysledky

5.1 Excitac¢ni, emisni a synchronni fluorescenc¢ni
spektra

V prvni sadé experimentu byla jako ilustrace spektralnich vlastnosti
pouzitych sond méfena excita¢ni, emisni a synchronni fluorescenéni
spektra vzorku obsahujiciho 1,2 ul sondy diS-Cs3(3) a CP pufr. Po
zkalibrovani spektrofluorimetru, coz predchazelo kazdému souboru
meéreni, byla nejdiive pro kazdy typ spektra meérena pozadi v CP
pufru, nasledné byla pridana sonda a postupné meérena vSechny tii
spektra. Synchronni spektrum bylo méfeno s 13 nm offsetem od-
povidajicimu Stokesovu posunu excita¢niho a emisniho spektra diS-
Cs3(3).

Vysledky jsou uvedeny v grafu [5.1], kde jsou uvedena excitacni,
emisni a synchronni spektra normovana na jednotkovou intenzitu
v maximu opravend o pozadi. Z grafu je patrna zrcadlova syme-
trie excitacnich a emisnich spekter a lze si také vSimnout, ze pik
odpovidajici synchronnimu spektru je uzsi ve srovnani se zbylymi
dvéma zavislostmi.

V grafu[5.2)jsou znazornény synchronni spektra fluorescence vzor-
ku obsahujiciho 3 ml destilované vody, 30 ul bunék (OD = 0,3) a
9 ul barviva diS-C3(3). S postupnou akumulaci barviva pozoruje-
me posun spektra do ¢ervené oblasti k vyssim vinovym délkam v
dusledku vazby sondy na bunééné komponenty.

Po sezndameni se sondou diS-Cs3(3) byla zahdjeny experimenty i se
sondou diS-C3(5). Jako prvni byla méfena synchronni spektra kva-
sinek S. cerevisiae (kmen US, doba rustu 1 den) pro hodnoty OD
0,2, 0,25 a 0,3. Vysledky jsou uvedeny v grafu [5.3] Se vzrustajicim
OD pozorujme posun spekter do oblasti vyssich vlnovych délek a
zaroven pokles intenzity fluorescence. Ten neni zpusoben nizsim
kvantovym vytézkem, nebot roli hraje strmé klesajici spektralni
zavislost citlivosti fotondsobice pro vinové délky vétsi nez priblizné
650 nm, na kterou nebyla z duvodu narocnosti udéldna korekce.

Néasledné byla méfena modelova fluorescenéni synchronni spektra
diS-C3(5) s kvasinkami S. cerevisiae kmene US v roztoku s albumi-
nem a téz v pufru bez bunék. Pomoci téchto spekter byly ziskany
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Obrazek 5.1: Excitacni, emisni a synchronni spektra diS-Cs(3) v pufru normovana
na jednotkovou intenzitu v maximu. Cernd ¢ara: excitacni spektrum, ¢ervena ¢ara:

emisni spektrum, modra cara: synchronni spektrum.
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Obrézek 5.2: Synchronni spektra bunécné suspenze (OD = 0,3) s 9 pl diS-C3(3).

Cervena c¢ara: ihned po pridani sondy, modra ¢ara: po ustanoveni rovnovahy.
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Obrazek 5.3: Synchronni spektra diS-Cs3(5) roztoku s kvasinkami S. cerevisiae
kmene US pro t¥i rizné hodnoty OD. Cervend ¢ara: OD = 0,2, modré ¢ara: OD

= 0,25, zelena cara: OD = 0,3.

referencni hodnoty pro rozklady spekter sondy diS-C3(5). Procedu-
ra probihala stejné jako pro sondu diS-Cjs(3), viz [5]. Synchronni
spektra sondy diS-C3(5) byla méfena s 13 nm offsetem, jako u son-
dy diS-C3(3), ackoliv bychom spravné méli brat hodnotu 15 nm.
Dovoli nam to vsak mérit spektra obou sond zaroven. Spektra jsou
uvedena v grafu [5.4]

5.2 Sledovani akumulace sond diS-C;3(3) a diS-
C3(5) v bunééném médiu

Meéreni ¢asovych zavislosti vzorku prinasi moznost sledovat ukladani
barviva do bunék vedouci k ustalenému rovnovaznému stavu. Pokud
rovnovahu porusime, napi. zménou vnéjsi koncentrace iontu, dojde
k depolarizaci membrany a k naslednému prechodu k rovnovaze
nove.

Byly provedeny tady experimentu provadénych za tcelem sle-
dovani akumulace fluorescenénich sond diS-Cs(3) a diS-Cs3(5) a je-
jich odezvy na depolarizaci vyvolanou 150 mM KCI1 pii ruznych
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Obrazek 5.4: Synchronni spektra vzorku diS-Cs(5) vyuzité k ziskani referencnich
hodnot pro rozklady spekter diS-Cs3(5). Bilé krouzky: spektrum métrené v

bunééném roztoku s albuminem, Sedé krouzky: spektrum v pufru.

zpusobech pridavani obou sond k bunéénym suspenzim a to kon-
krétné: 1) oddélené ve dvou ruznych experimentech, 2) s obéma
sondami soucasné, 3) s jednou sondou piidanou na zac¢atku a dru-
hou se zpozdénim 10 min a naopak. Tyto kombinace byly opakovany
pro bunky S. cerevisiae kmenu US (grafy [5.5] [5.6], 5.7, [5.8), AD1-3
(grafy 5.9, [5.10} 5.11)) a AD13 (grafy |5.12} 5.13} [5.14] [5.15]). Zmény
potencidlu, které nastaly po pridani 150 mM KCI shrnuje tabulka
b.1] Proskrtnuté policka odpovidaji pfipadim kdy hodnoty nebylo
mozné ziskat z provedeného méreni (napt. nedoslo k ustanoveni rov-
novahy) a vzhledem k omezenému casu, ktery byl k dispozici pro
bakalarskou praci, se nestihlo experiment opakovat.

Meéreni probihala postupem popsanym v kapitole 4.2. Na spek-
trofluorimetru byly sniméany vinové délky v rozsahu 520 - 590 nm
pro sondu diS-C3(3) a v rozsahu 600 - 720 nm pro diS-Cj3(5).
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Obrézek 5.5: Casova zavislost akumulace sond diS-Cs(3) a diS-C3(5) v kvasinkach
S. cerevisiae (kmen US) ve dvou oddélenych experimentech: ¢ervené krouzky -
diS-Cs5(3), modré krouzky - diS-C3(5), sipka vlevo znaci pridani 150 mmol/1 KCI
do bunécné suspenze s diS-C3(3) a Sipka vpravo znaci pridani 150 mmol/1 KCI

do bunécné suspenze s diS-Cs(5).

di5-Cs({5) a po 10 min diS-Cs;{(3) apo 10
SEQIOVENS soutasne diS-Cs{3) min diS-Ca 5
GiS-Ca(2) | 6iSCulE) | disCy?) | dis-Cus) | dis-Ca(3) | diS-Ca(E) | dis-Ca(3) |diS-CalE)
us 25 9.7 - 10,4 11,3 10,1 12 98
AD1-3 - 8.0; 140 8.4 8.4 - - = -
AD13 - > 121 8.5 54 8.5 10,9 11.8

Tabulka 5.1: Hodnoty zmén membranového potencidlu po ptidani 150 mM KCI

do bunécné suspenze.
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Obrazek 5.6: Casova zavislost akumulace sondy diS-Cs(5) v kvasinkéach S. cere-
visiae (kmen US), ve vzorku byla soucasné diS-Cj3(3), ktera zde vzhledem k ne-
ustanoveni rovnovahy neni uvedena: modré krouzky - vypocéitané hodnoty, Sipka

znad¢i pridani KCl do bunééné suspenze (150 mmol/1).
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Obrazek 5.7: Casov zavislost akumulace sond diS-Cs(3) a diS-Cs(5) v kvasinkéch
S. cerevisiae (kmen US), postupné barveno sondou diS-C3(5) k niz byla po 10 min
piiddna sonda diS-Cj;(3): ¢ervené krouzky - diS-C3(3), modré krouzky - diS-Cs(5),

Sipka zna¢i pridani KCI do bunééné suspenze (150 mmol/1).
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Obrazek 5.8: Casov zavislost akumulace sond diS-Cs(3) a diS-Cs(5) v kvasinkéch
S. cerevisiae (kmen US), postupné barveno sondou diS-C3(3) k niz byla po 10 min
piiddna sonda diS-C3(5): ¢ervené krouzky - diS-C3(3), modré krouzky - diS-Cs(5),

sipka zna¢i pridani KCl do bunééné suspenze (150 mmol/1).
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Obrazek 5.9: Casova zévislost akumulace sondy diS-Cs(5) v kvasinkdch S. ce-
revisiae (kmen AD1-3): modré krouzky - diS-Cj;(5), Sipka znaci pridani KCI do

bunééné suspenze (150 mmol/1).
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Obrazek 5.10: Casova zévislost akumulace sondy diS-Cs(5) v kvasinkéch S. cere-
visiae (kmen AD1-3): modré krouzky - vypoéitané hodnoty), sipka znaci pridani

KCI do bunééné suspenze (150 mmol/1).
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Obrazek 5.11: Casova zavislost akumulace sond diS-Cs3(3) a diS-Cs(5) v kva-
sinkdch S. cerevisiae (kmen AD1-3), obé sondy piidany soucasné: ¢ervené krouzky
- diS-C5(3), modré krouzky - diS-Cs(5), sipka znaci piidani KCl do bunééné
suspenze (150 mmol/1).
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Obrazek 5.12: Casova zavislost akumulace sond diS-Cs(3) a diS-Cs(5) v kva-
sinkdch S. cerevisiae (kmen AD13) ve dvou oddélenych experimentech: ¢ervené
krouzky - diS-C3(3), modré krouzky - diS-Cs3(5), Sipka zna¢i pridéni KCI do

bunééné suspenze (150 mmol/1).
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Obrazek 5.13: Casova zavislost akumulace sond diS-Cs(3) a diS-Cs(5) v kva-
sinkdch S. cerevisiae (kmen AD13), obé sondy ptidany soucasné : ¢ervené krouzky
- diS-C3(3), modré krouzky - diS-Cs(5), sipka znaéi priddni KCl do bunééné

suspenze (150 mmol/1).
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Obrazek 5.14: Casova zavislost akumulace sond diS-Cs3(3) a diS-Cs(5) v kva-
sinkdch S. cerevisiae (kmen AD13), postupné barveno sondou diS-C3(5) k niz
byla po 10 min pfiddna sonda diS-Cs(3): ¢ervené krouzky - diS-C;(3), modré
krouzky - diS-C3(5), sipka znaci pfidani KCI do bunécné suspenze (150 mmol/1).
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Obrazek 5.15: Casova zavislost akumulace sond diS-Cs(3) a diS-Cs(5) v kva-
sinkdch S. cerevisiae (kmen AD13), postupné barveno sondou diS-C3(3) k niz
byla po 10 min pfiddna sonda diS-Cj3(5): ¢ervené krouzky - diS-C;(3), modré
krouzky - diS-C3(5), sipka znaci pfidani KCI do bunécné suspenze (150 mmol/1).
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5.3 Priklady pouziti fluorescencni sondy
diS-C;(3) pri kvantitativnim meéieni zmén
membranového potencialu

V této kapitole jsou uvedeny vysledky sledovani depolarizace bunééné
suspenze vyvolané postupné latkami HCl, DM-11, CCCP, butano-
lem a dale odezvy na pripadné pridani KCI v prubéhu méreni. Ucel
experimentu byl zaroven osvojit si techniku méfeni zmén mem-
branového potencialu. Uvedené latky byly vybrany z duvodu jejich
pouziti v experimentech probihajicich v dobé feSeni této bakalarské
prace na oddéleni biofyziky;, FU UK v rdmci sirgich experimentalnich
souvislosti. Experimenty byly provadény pouze se sondou diS-Cs(3),
protoze na rozdil od sondy diS-Cs(5) jiz byla vyzkousena v tadé
méreni uskuteé¢nénych v ramci FU UK a existuje tedy predstava,
jak se chova v nejruznéjsich roztocich. Kvasinky S. cerevisiae by-
ly pripravovany standardnim zpusobem popsanym v kapitole 4.2.
Na spektrofluorimetru byl nastaven rezim, ktery métil 7x 15 bodu,
pricemz vysledné spektrum bylo prumérem téchto sedmi sniméani.

5.3.1 Depolarizace bunék S. cerevisiae pri acidifikaci média

Fluorescenc¢ni spektra zaviseji na hodnoté pH vzorku, jak je vidét
z grafu [5.16], kde je zndzornéna zavislost zmén membranového po-
tencidlu na hodnoté pH vzorku. Je zjevné, Ze se vzrustajici kyse-
losti vzorku klesa koncentrace barviva v bunkéach. Bylo pripraveno
5 vzorku, kazdy obsahujici 3 ml CP pufru, 150 ul glukézy a postupneé
0, 25, 40, 55 a 70 pl 0,5 M HCI. Méteni probihalo s kvasinkami S.
cerevisiae (OD = 0,3).

5.3.2 DM-11

DM-11 patii do skupiny lyzozomotropnich latek. V bunécné suspen-
zi zpusobuje inhibici HT-ATP4zy, coz je bunéénd pumpa, kterd
transportuje vodikové kationty H™ ven z bunky, v dusledku ¢ehoz
dochazi k poklesu membranového potencidlu bunék.

Meéreni bylo uskuteénéno i pro vzorek bez bunék, kde se ukazalo,
ze samotna fluorescence sondy neni ovlivnéna (vysledky neuvedeny).
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Obrazek 5.16: Depolarizace bunék S. cerevisiae jako dusledek acidifikace

bunééného média. Cerné krouzky odpovidaji vypoéitanym hodnotdm.

Grafy a [5.18] ukazuji zavislost depolarizace vzorku na ruznych
koncentraci DM-11. Bylo méteno s kvasinkami S. cerevisiae kmene
AD1-3 a US. Jako referencni stav, od kterého byly odec¢itany zmény
membranového potencialu byl bran stav s nulovou koncentraci DM-
11. Hodnoty depolarizace byly vynaseny jako kladna cisla.

5.3.3 CCCP

CCCP je protonofor, ktery zkratovanim protonového elektroche-
mického gradientu pres bunéénou membranu zpusobuje depolariza-
ci. Pokud pridame do bunééné suspenze s CCCP i KCI, dostaneme
efekt depolarizace jesté vyraznéjsi.

Byla métena zavislost depolarizace na ruznych koncentraci CCCP,
ktera je znazornéna v grafech [5.19] [5.20] |5.21] a [5.22. Méteni byla
uskutecnéna pro ruzné kmeny kvasinek S. cerevisiae. Do vzorku

pripravenych zpusobem uvedenym v kapitole 4.2. byla po zméteni
spektra autofluorescence pridana sonda diS-Cs(3), po 18 minutédch
bylo méreno spektrum a ihned potom bylo do vzorku pridano 150
mM KCI. Po dalsich 18 min bylo spektrum zmétreno znovu. Jako
referenc¢ni stav byl podobné jako u DM-11 bran stav s nulovou kon-
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Obréazek 5.17: Zavislost zmén membranového potencidlu bunééné suspenze kvasi-
nek S. cerevisiae (kmen AD1-3) na riznych koncentracich DM-11. Cerné krouzky:
doba rustu kvasinek t = 20h, OD = 0,25; ¢ervené krouzky: t = 22h, OD = 0,21,
modré krouzky: t = 23h, OD = 0,22; zelené krouzky: prumérné hodnoty.
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Obrazek 5.18: Zavislost zmén membranového potencidlu bunééné suspenze kvasi-
nek S. cerevisiae (kmen US) na riznych koncentracich DM-11. Cervené krouzky:

doba rustu kvasinek t = 28,5h, OD = 0,21; modré krouzky: t = 7h, OD = 0,13.
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depolarizace KCl [mV] |depolarizace CCCP [mV]
3 pM 10 pi
US + 150 mM KCI - 17.9 26
US + 0 KCI 50,9 545 7.2

Tabulka 5.2: Zavislost depolarizace na ruznych koncentraci CCCP a KCI v
bunééné suspenzi S. cerevisiae (kmen US, OD = 0,2, doba rustu t = 30 h),

vzorky obsahuji 0 nebo 150 mM KCI.

centraci CCCP.

Tabulka[5.2ludédva hodnoty zmén membranového potencialu vzor-
ku s kvasinkami S. cerevisiae (kmen US, OD = 0,2, doba rustu t =
30 h) a s 0 nebo 150 mM KCI. Tabulka odpovidé experimentu, ve
kterém po zméreni pozadi a po 18 min od piiddani sondy diS-Cjs(3)
bylo zméfeno synchronni spektrum, poté bylo pfiddno bud 3 nebo
10 uM CCCP a za dalsich 18 min bylo zméfeno spektrum s CCCP.

5.3.4 Butanol

Butanol je alkohol o sumarnim vzorci C4HgOH, ktery v pufru s
fluorescencéni sondou snizuje intenzitu jeji volné slozky a zvysSuje
slozku odpovidajici sondé vazané v bunkach. Pridanim butanolu do
bunécné suspenze proto dostavame falesnou hyperpolarizaci, neboli
falesné zvyseni membranového potencidlu, které je nutné korigovat
vhodnou tpravou vysledku snizujici podil vazané ku volné slozky
sondy. Tuto korekci se nam vsak nepodarilo nalézt z duvodu velkych
fluktuaci intenzity fluorescence v case.

V experimentech jsme chtéli pridanim 150 mM KCI1 vyvolat efekt
depolarizace nebo pomoci 150 mM cholinu zvysit iontovou silu a
tim vyvolat depolarizaci. Ze ziskanych vysledku lze alespon tici, ze
samotny cholin depolarizaci nezpusobi (data neuvedena).
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Obrazek 5.19: Zavislost zmén membranového potencidlu bunééné suspenze kvasi-
nek S. cerevisiae na ruznych koncentracich CCCP. Bilé krouzky: US, doba rustu

t = 25h, OD = 0,25; ¢erné krouzky: US po ptidani 150 mM KCI.
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Obrazek 5.20: Zavislost zmén membranového potencialu bunééné suspenze kva-
sinek S. cerevisiae na ruznych koncentracich CCCP. Bilé krouzky: AD1-3, doba
rustu t = 31h, OD = 0,23; ¢erné krouzky: AD1-3 po pridani 150 mM KCI.
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Obrazek 5.21: Zavislost zmén membranového potencialu bunééné suspenze kva-
sinek S. cerevisiae na ruznych koncentracich CCCP. Bilé krouzky: AD12, doba
rustu t = 30h, OD = 0,23; ¢erné krouzky AB 12 po ptidani 150 mM KCI
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Obrézek 5.22: 3) Zavislost zmén membranového potencidlu bunécné suspenze
kvasinek S. cerevisiae na ruznych koncentracich CCCP. Bilé krouzky: AD13, doba
rustu t = 31h, OD = 0,25; ¢erné AD13 po pridani 150 mM KCI.
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6. Diskuze

V priubéhu vSech méfeni bylo dulezité pouzivat stejné pufry o stejné
hodnoté pH, protoze i mald zména iontové sily by mohla ovlivnit
fluorescencni intenzity, potencial na povrchu bunék je velmi citlivy
na zmeény iontové sily bunééného média.

6.1 Sledovani akumulace sond diS-C;(3) a
diS-C;3(5) v bunééném médiu

Z experimentt zacilenych na sledovani akumulace sond diS-Cs(3) a
diS-Cs3(5) v bunééném médiu je patrné, ze rovnovaha mezi vnitinim
a vneéjsim prostredim se ustanovi piiblizné po 18 minutach od ovliv-
néni bunécného roztoku vnéjsim podnétem, v nasem pripadé prida-
nim 150 mM KCI. Tento relativné dlouhy casovy interval je dusledkem
odstranovani sondy z bunék pomoci MDR pump a vliv ma i pritom-
nost bunécné stény u kvasinek S. cerevisiae, kterou musi ¢astice
prekonavat. Oproti akumulaci je depolarizace relativné rychly pro-
ces, jak ukazuji grafy uvedené v kapitole 5.2.

Po pridani fluorescen¢éni sondy je z nékterych grafu patrny re-
lativné ostry prechod do rovnovazného stavu bez posupného na-
vySovani intracelularni slozky barviva. To je nejspiSe zpusobeno
spatnym odhadem ¢asové prodlevy (0,6 min) mezi pfidanim son-
dy a zahdjenim méreni, které samo o sobé trvalo priblizné 1 min.
Smyslem téchto experimentu vSak nebylo sledovat, zda se rizné dru-
hy kvasinek S. cerevisiae barvi ruzneé rychle, ale monitorovat zmény
pred a po pridani KCIl, ¢emuz uvedeny nedostatek nebranil.

Z grafi odpovidajicim bunkam US je vidét dobra shoda pro obé
sondy a to i pii ruznych zpusobech aplikace. Grafy odpovidajici
kvasinkam AD1-3 a AD13 davaji podobné hodnoty depolarizace
jako kvasinky US a i u nich se hodnoty u obou sond dobfe sho-
duji, jak je nejlépe vidét z tabulky [5.1] Piipadné odlisnosti mohou
byt zapricinéné tim, ze barvivo vstupujici do bunék je vzapéti odst-
ranovano MDR pumpami, které se 1isi od kmene pouzitych kvasinek.
U mutantnich kmenu, které maji vymazané nékteré pumpy by tedy
méla byt koncentrace sondy uvnitt bunék nizsi, nez u nezménénych
kmenu. Na aktivitu pump maji vliv ruzné rustové faze kvasinek,
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ruzné kmeny narostou za stejny cas na ruzné hodnoty optické hus-
toty OD.

Vyhodnocenim zmén membranového potencidlu, napt. z grafu
a dostavame rozdil mezi obéma sondami pfiblizné 3 mV.
Tento vysledek je v souladu faktem, ze hodnoty koeficientu neby-
ly brany v ustdleném stavu, ¢emuz odpovida chyba priblizné 15%,
znamenajici 4 mV. Celkové je ale vidét, ze obé sondy davaji velmi
podobné hodnoty a pokud se lisi, pak je rozdil ve vétsiné pripadu
zpusoben pravé popsanym nedostatkem.

V grafech a je videét ostry skok depolarizace sondy diS-
C3(3) ihned po pridéni diS-C3(5). To souvisi s Firseterovym prenosem
excitaéni energie vznikajicim v dusledku dipdl-dipdlové interakce
fluorochromi, pokud jsou v tésné blizkosti, napt. navazané na stejny
protein. Dochazi k potlaceni vazané slozky diS-Cs(3) v dusledku
navazani sondy diS-Cs(5).

Z grafu (5.7, |5.13] [5.14] a [5.15] se zd4, ze sonda diS-Cs(3) dosahuje
difve rovnovahy nez sonda diS-Cs(5). Tomu nasvédcuji i tii grafy,
kde je znazornéna jen diS-Cs(5). Zachycend akumulace je relativné
pomald, pficemz tak pozvolny prubéh pro diS-Cs(3) naméfen nebyl.
Znamenalo by to, ze sonda diS-Cs3(3) je z bunék méné odstranovana
bunéénymi pumpami. Navic u sondy diS-C3(5) vychézi témér ve
viech piipadech vyssi pomér B/A vézané ku volné slozce barviva.

Uskutecnéné experimenty napliuji nase ocekavani ohledné po-

dobnych vysledku od obou sond. Pro potvrzeni pozorované shody
je vSak nutné opakovanim experimentu ziskat vétsi statisticky sou-
bor.

6.2 Priklady pouziti fluorescenéni sondy diS-C;(3)
pri kvantitativnim meéreni zmén membrano-
vého potencialu

Z duvodu zajisténi ustaleného stavu byla spektra métena vzdy po 18
min od pridani fluorescencni sondy nebo od vyvolani depolarizace.

Vysledky méreni depolarizace vyvolané zménami pH odpovidaji
vysledkiim z méfeni s kvasinkami Rhodotodula glutinis, viz [4], hod-
nota depolarizace je ale o polovinu mensi.
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Vysledky meéreni s DM-11 v grafu [5.17] nejlépe ukazuji, ze pro
nenulové koncentrace DM-11 hodnota depolarizace velmi rychle vy-
stoupd na hodnotu kolem 17 mV a poté zustava témeér konstantni i
pro vyssi koncentrace DM-11. V grafu [5.1§ neni uvedena zavislost,
jejiz hodnoty depolarizace vysly priblizné dvakrat vétsi nez u zbylych
dvou vyobrazenych méteni, coz jsou priliS vysoké hodnoty vzhle-
dem k tomu, ze podminky experimentu se vyrazné nelisily. Ten-
to vysledek, jenz nebyl vickrat pozorovan, povazujeme za chybu v
realizaci konkrétniho experimentu, jejiz pri¢inu se nam nepodarilo
odhalit.

Experimenty s CCCP daly obdobné vysledky. Pti hodnotéach kon-
centrace CCCP kolem 3 uM zac¢ina byt hodnota depolarizace kon-
stantni a to i po pridani KCI, ktery vSak absolutni hodnotu depola-
rizace zvysuje priblizné o 10 mV. V grafu je naznaceno, ze pro
vyssi hodnoty koncentrace CCCP se k sobé hodnoty zmén mem-
branového potencidlu kvasinek s a bez KCI zacinaji priblizovat. Z
tabulky je vidét, ze depolarizace zpusobend KCl dominuje de-
polarizaci vyvolané CCCP.
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7. Zaver

Prace nejdrive v teoretickém uvodu seznamuje se zékladnimi po-
znatky o fluorescenci na urovni atomu a elektronovych prechodu,
s vlastnostmi absorpénich a emisnich spekter, s fluorimetrii a na
konec s biologii kvasinek.

V praktické ¢asti byla vénovana velka pozornost srovnani aku-
mulace pouzitych fluorescenénich sondu diS-Cs(3) a diS-Cs(5). Z
nékolika sérif méreni s kvasinkami S. cerevisiae a jejich mutantnimi
kmeny bylo zjisténo, ze i fluorescenéni sonda diS-Cs(5) dava po-
dobné vysledky jako jiz zndmé sonda diS-Cs(3), které jsou pouzitelné
a prakticky ekvivalentni pro méfeni depolarizace bunék.

Déle byl sledovan vliv latek DM-11, CCCP a butanolu na mem-
branovy potencidl bunék a reakce na nasledné pridani KCI. Ackoliv
pro efekt butanolu nebyla nalezena korekce, bunécné suspenze s diS-
C3(3) a DM-11 nebo CCCP davaly uspokojivé vysledky, kdy hod-
noty depolarizace byly jiz od nizkych koncentraci latek priblizné
konstantni. Efekt depolarizace zpusobeny KCI byl vyraznéjsi, nez
pri pouziti DM-11 nebo CCCP.

Pouzita metoda synchronné skenované fluorescence se osvédcila
jako ucinny nastroj fluorescencni spektroskopie. Ziskana spektra ve-
dou na kvantitativni uréeni zmén membranového potencialu, ackoliv
primé hodnoty membranového potencidlu ziskat nelze. Vysledky
se obecné ukdazaly jako dobte reprodukovatelné a resistentni vuci
zménam vychozich podminek v prezentovaném rozsahu. Nelze vsak
srovnavat zmény membranového potencidlu mezi ruznymi druhy
kvasinek nebo mezi kvasinkami péstovanymi pod ruznymi podmin-
kami.
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Prilohy
1. Molekularné-dynamicka simulace

Jako zajimavost uvadime vybrané snimky z molekuldrné-dynamic-
ké simulace pronikani fluorescenénich sond diS-Cs(3) a diS-Cs(5)
bunéénou membranou, viz a [7.2l Simulace pro obé sondy vysly
velmi podobné. V oblastech pobliz rozhrani voda — membrana pre-
feruji sondy orientaci rovnobéznou s povrchem membrany. Uvniti
membrany se sondy reorientuji kolmo k povrchu membrany, do které
vstupuji nejprve jejich nenabité hydrofobni ¢asti. Hydrofilnéjsi casti
sond (odliseny prostiednictvim dusikového atomu zobrazeného ja-
ko kulicka) nesouci naboj +1 setrvavéa déle v kontaktu s rozhranim
voda — membrana. Pii dalsim pohybu sond smérem nahoru je v
dusledku toho nasleduji molekuly vody vzajemné interagujici prost-
rednictvim vodikovych vazeb. Po priuchodu sond membranou se u
rozhrani s vodou sondy opét reorientuji rovnobézné s povrchem
membrany. Uvniti vodni obalky jsou orientace sond zcela nahodné.

Lokalizace sondy v membrané vsak hraje roli hlavné u liposomu,
na rozdil od celych bunék.

Pouzity software: ChemBioOffice a VMD (ptiprava simulovaného
systému), NAMD a ACEMD (molekuldrné-dynamické simulace).
Pro fluorescenc¢ni sondy byly nezbytné silové konstanty vygenerovany
prostiednictvim modulu Antechamber/AMBER a silového pole GA-
FF. Pro zbytek simulovaného systému bylo pouzito silového pole
CHARMM.
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Obrazek 7.1: Molekuldrné-dynamicka simulace pronikdni sondy diS-Cs(3)

bunécnou membrénou (modelovym fragmentem fosfolipidové dvojvrstvy POPC).
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Obrazek 7.2: Molekuldrné-dynamicka simulace pronikédni sondy diS-Cs(5)

bunécnou membrénou (modelovym fragmentem fosfolipidové dvojvrstvy POPC).
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