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Praha 2012
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Abstrakt:

Membránový potenciál představuj́ıćı napět́ı na membráně je d̊uležitý parame-
tr pro studium buněčných proces̊u. Pomoćı karbocyaninových sond diS-C3(3) a
diS-C3(5), označovaných společným názvem 3,3´-dipropylthiadicarbocyanine io-
dide, lze monitorovat změny membránového potenciálu buněk, které jsou př́ılǐs
malé pro zavedeńı mikroelektrod. Tyto změny lze sledovat v jednotkách mV.
Spektrálńı analýza buněčných suspenźı kvasinek S. cerevisiae s fluorescenčńımi
sondami umožňuje stanovit koncentrace extracelulárńıho a intracelulárńıho flu-
orescenčńıho barviva, z jejichž znalosti lze určit hodnoty změn membránového
potenciálu, které je možné vyvolat vněǰśımi podněty. Součást́ı práce je porovnáńı
akumulace obou fluorescenčńıch sond a také experimenty zaćılené na sledováńı
vlivu vybraných látek a jejich měńıćıch se koncentraćı na volnou a vázanou složku
barviva.
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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 Bc. 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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3.1 Základńı charakteristiky a rozděleńı . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
3.2 Struktura kvasinky . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
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1. Úvod

V práci je prezentována metoda synchronně skenované fluorescen-
ce (SFS) spoč́ıvaj́ıćı v registraci intenzity fluorescence za současného
sńımáńı fluorescenčńıch excitačńıch i emisńıch spekter s konstantńım
rozd́ılem mezi nimi. Rozkladem spekter źıskaných ze spektrofluori-
metrických měřeńı lze zjistit poměr barviva, které se navázalo do
buněk a toho, které z̊ustalo volné mimo buňky, viz [8]. Nernstova
rovnice potom spojuje tyto koncentrace barviva s membránovým
potenciálem.

Na membráně existuje vždy v rovnovážném stavu klidový mem-
bránový potenciál. To je d̊usledkem nepropustnosti membrány pro
nabité částice, které pro přechod do buňky potřebuj́ı specifické kanály
či přenašeče. Na membráně tak existuje napět́ı v řádu několika
deśıtek mV. Toto napět́ı je pro buňky velice d̊uležité, protože udržuje
jej́ı osmotickou rovnováhu a zásadńı látky jako např. proteiny ne-
bo fosfáty uvnitř buňky. Přidáńım vhodné látky je možné změnit
vněǰśı koncentraci iont̊u a porušit tak rovnováhu, přičemž systém
reaguje redistribućı iont̊u přes membránu. Pokud vzorek obsahuje
fluorescenčńı sondu, je možné sledovat tyto změny pomoćı spek-
trofluorimetru.

V prvńı části byly monitorovány právě tyto přechody mezi rov-
nováhami a odpov́ıdaj́ıćı změny membránového potenciálu v buněč-
ných suspenźıch s fluorescenčńımi sondami. Následně byl již v rov-
novážném stavu sledován vliv r̊uzných látek na membránový poten-
ciál buněk.

Jako buňky sloužily kvasinky S. cerevisiae a jej́ı mutantńı kmeny,
které jsou vzhledem ke svým př́ıhodným vlastnostem často použ́ıvané
nejen k výzkumným účel̊um, ale i např. v potravinářstv́ı. Relativně
snadno se kultivuj́ı a i přes to, že jsou to eukaryotńı organismy, jejich
struktura se do jisté mı́ry podobá buňkám rostlin a živočich̊u. Nav́ıc
se kvasinky S. cerevisiae vyznačuj́ı existenćı speciálńıch buněčných
pump, které je dělaj́ı rezistentńı v̊uči nejr̊uzněǰśım látkám.
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2. Fluorescence

2.1 Definice fluorescence

Elektrony v molekulách a v kondenzovaných látkách mohou být
r̊uznými zp̊usoby excitovány do vzbuzených (excitovaných) stav̊u.
Excitované stavy však nejsou termodynamicky rovnovážné a elek-
trony proto po určité době přejdou do stabilńıho základńıho stavu o
nejnižš́ı energii. Při těchto přechodech může doj́ıt k emisi foton̊u,
kterou nazýváme luminiscence. V př́ıpadě, že k excitaci došlo v
d̊usledku absorpce foton̊u, mluv́ıme o fotoluminiscenci. V daľśım
výkladě se již omeźıme jen na fotoluminiscenci organických mole-
kul.

Luminiscence se děĺı na fluorescenci a fosforescenci, viz [1]. Fluo-
rescence označuje emitované zářeńı, které doprováźı spontánńı ener-
getický přechod elektronu z excitovaného singletńıho elektronového
stavu Sn do základńıho singletńıho stavu S0. Přechod z excitovaného
do základńıho stavu spojený s emiśı fotonu však lze také vyvolat do-
padaj́ıćım světelným zářeńım. Potom mluv́ıme o stimulované emisi.
Doba dohaśınáńı fluorescence je velice krátká, přibližně 10−8 s.

Fluorescence je pozorována jen během buzeńı a po jeho skončeńı
už prakticky ne.

Oproti tomu fosforescence je přechod z excitovaného tripletńıho
stavu Tn do základńıho singletńıho stavu S0. Doba dohaśınáńı je
deľśı, než u fluorescence, spadá do rozmeźı 10−6 − 1 s.

Zářivé přechody molekul do nižš́ıch energetických stav̊u (tj. pře-
chody spojené s emiśı foton̊u) však nejsou jediné zp̊usoby de-excitace.
Excitované stavy molekul mohou zanikat i procesy nezářivými, k
nimž patř́ı:

• vnitřńı konverze, neboli př́ımý návrat do základńıho stavu bez
emise fluorescence

• mezisystémová konverze

• vibračńı relaxace

• konformačńı změny

• mezimolekulárńı přenos excitačńı energie
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• vytvořeńı excimeru, exciplexu

• fotochemická transformace.

Některé z těchto proces̊u (konkrétně tvorba excimer̊u a Foers-
ter̊uv přenos excitačńı energie) mohou vést k vyzářeńı fluorescence,
která překryje p̊uvodńı fluorescenci excitované molekuly.

Fluorescence je využ́ıvána při zkoumáńı struktur a dynamiky
hmoty na molekulárńı a supramolekulárńı úrovni. Prostřednictv́ım
fluorescenčńıch molekul, která maj́ı význam fluorescenčńıch sond,
lze mimo jiné měřit i membránový potenciál, citlivý parametr buněčné
vitality. Membránový potenciál je výraz pro elektrický potenciál
přes membránu, resp. napět́ı na membráně. Vzniká v d̊usledku ne-
rovnoměrně rozdělené koncentrace iont̊u uvnitř a vně membrány.
Fluorescenčńı charakteristiky sond závisej́ı na membránovém po-
tenciálu.

2.2 Elektronové přechody

Definujme nejdř́ıve pojem elektronového přechodu. Je to jev, při
kterém je elektron po absorpci fotonu povýšen z orbitalu ve kterém
se nacháźı v základńım stavu molekuly do vyšš́ıho neobsazeného or-
bitalu. Jsou možné přechody jen mezi singletńımi a nebo jen mezi
tripletńımi stavy. Rozlǐseńı na singletńı a tripletńı stavy je provede-
no z hlediska jejich multiplicity. Fosforescence, která by měla být z
tohoto d̊uvodu zakázaná, je vysvětlena spin-orbitálńı interakćı.

Elektronové přechody jsou velmi rychlé ve srovnáńı s charakte-
ristickými časy vyskytuj́ıćımi se u molekulárńıch vibraćı. Lze proto
předpokládat dle Frank-Condonova principu, že pozice jader se v
molekule během přechodu neměńı a z̊ustává tak zachována p̊uvodńı
vzdálenost mezi jádry atomů .

Perrin-Jablonského diagram na obr.2.1 ukazuje schéma možných
přechod̊u. Vertikálńı šipky odpov́ıdaj́ı přechod̊um z nejnižš́ıho vib-
račńıho energetického stavu S0, ve kterém je nejčastěji molekula
za pokojové teploty, do vyšš́ıho stavu Si, i = 1, 2, ... Symbol IC oz-
načuje vnitřńı konverzi a ISC označuje mezisystémovou konverzi.
Fluorescence doprováźı nejčastěji přechod ze stavu S1 do stavu S0

a proto jej́ı charakteristiky nezáviśı na excitačńı vlnové délce.
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Obrázek 2.1: Perrin-Jablonského diagram, převzato z [1]

Pro popis elektronových přechod̊u se zavád́ı (v analogii s po-
ločasem rozpadu u radioaktivńıho rozpadu) středńı doba života ex-
citovaných stav̊u. Určuje jak dlouho je možné pozorovat daný jev.
Pro dobu života τ excitovaného stavu S1 plat́ı:

τ =
1

kr + kic + kisc
(2.1)

kde kr znač́ı rychlostńı konstantu pro přechod S1 → S0 s emiśı flou-
rescence, kic znač́ı rychlostńı konstantu vnitřńı konverze S1 → S0 a
kisc znač́ı rychlostńı konstantu mezisystémové konverze.

Rychlostńı konstanta kr je konstanta úměrnosti mezi intenzitou
flourescence a okamžitou koncentraćı molekul, které jsou po vybu-
zeńı stále excitovány.

Vedle doby života se zavád́ı fluorescenčńı kvantový výtěžek ΦF .
Je definován následovně:

ΦF =
kr

kr + kic + kisc
= krτ (2.2)

Veličiny vystupuj́ıćı ve vzorci se vztahuj́ı k přechodu S1 → S0.
Fluorescenčńı kvantový výtěžek udává jak velká část excitovaných

molekul se vraćı zpět do základńıho stavu s emiśı fluorescence. Lze
také ř́ıci, že je to poměr počtu emitovaných foton̊u ku počtu absor-
bovaných foton̊u.
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K elektronovým přechod̊um je ještě užitečné poznamenat, že
u konjugovaných systémů (často tvoř́ıćıch základ fluorescenčńıch
sond), kde π elektrony jsou v rámci molekuly delokalizovány, plat́ı,
že č́ım v́ıce π elektron̊u systém obsahuje, t́ım je nižš́ı energie π → π∗

přechod̊u a t́ım je větš́ı vlnová délka absorpčńıho pásu. Zde π∗

znač́ı antivazebný π orbital a π → π∗ poté přechod π elektronu mezi
danými orbitaly.

2.3 Absorpce a emise

Mı́ra absorpce světla při dané vlnové délce λ je charakterizována ve-
ličinami absorbance A a transmitance T. Jsou definovány následovně:

A(λ) = − log T (λ) (2.3)

T (λ) =
Iλ

Iλ0
(2.4)

kde Iλ0 a Iλ znač́ı vstupuj́ıćı a vystupuj́ıćı intenzitu světla.
V běžných experimentech s fluorescenćı organických molekul v

roztoćıch splňuje absorbance Beer–Lambert̊uv zákon:

A(λ) = log
Iλ0
Iλ

= ε(λ)lc (2.5)

kde ε(λ) je molárńı dekadický absorpčńı koeficient, l je tloušt’ka ab-
sorbuj́ıćıho prostřed́ı a c znač́ı koncentraci absorbuj́ıćı látky.

Závislost molárńıho absorpčńıho koeficientu na vlnové délce světla
se nazývá absorpčńı spektrum.

2.3.1 Emisńı a excitačńı spektra

Emisńı spektrum udává, jak záviśı intenzita fluorescence na vlnové
délce emise při konstantńı vlnové délce excitačńıho zářeńı.

Excitačńı spektrum udává jak záviśı intenzita fluorescence na vl-
nové délce excitace při konstantńı vlnové délce emitovaného zářeńı.

Tato spektra je obvyklé prezentovat v relativńıch jednotkách,
např. normované na jednotkovou intenzitu v maximu nebo na jed-
notkový integrál. Méně častěji se z d̊uvod̊u obt́ıžné měřitelnosti
udává vyjádřeńı pomoćı kvantových výtěžk̊u.
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Definujme dále pojem ustáleného stavu. Je to stav, během kterého
pod konstantńım ozařováńım z̊ustává koncentrace molekul v excito-
vaném stavu stejná. Je s ńım výhodné pracovat při zaváděńı veličin
udávaj́ıćıch spektrálńı charakteristiky.

Plat́ı, že intenzita fluorescence na absorbovaný foton je v ustáleném
stavu rovna fluorescenčńımu kvantovému výtěžku.

Pro fluorescenčńı kvantový výtěžek ΦF lze psát dle [1]:

ΦF =
∞∫
0

Fλ(λF )dλF (2.6)

kde Fλ znač́ı intenzitu fluorescence v ustáleném stavu na absorbo-
vaný foton a λF je vlnová délka emitovaných foton̊u. Fλ vyjadřuje
emisńı nebo fluorescenčńı spektrum, protože odráž́ı rozdělené pravdě-
podobnosti přechod̊u z nejnižš́ıho vibračńıho stavu S1 do vibračńıho
stavu S0. Každá sloučenina má jiné emisńı spektrum.

Pro intenzitu fluorescence IF v ustáleném stavu plat́ı:

IF (λE, λF ) = kFλ(λF )IA(λE) (2.7)

kde k je faktor úměrnosti závislý na podmı́nkách měřeńı, IA ab-
sorbovaná intenzita daná rozd́ılem intenzit vstupuj́ıćıho a vystu-
puj́ıćıho světla, λE znač́ı vlnovou délku excitačńıho světla.

Při vyšš́ıch koncentraćıch fluorescenčńı složky hraje roli efekt
vnitřńıho filtru, kdy je intenzita zářeńı v odlehleǰśıch mı́stech vzor-
ku zmenšena o část, která je absorbována v excitačńı nebo emisńı
dráze. Intenzity, které dostáváme z experimentu jsou nav́ıc úměrné
spektrálńım š́ı̌rkám štěrbin.

Následně je uvedena d̊uležitá charakteristiku ukazuj́ıćı podobnost
fluorescenčńıho a absorpčńıho spektra. Fluorescenčńı spektrum je
posunuto oproti absorpčńımu spektru do vyšš́ıch vlnových délek,
resp. nižš́ıch energíı. Děje se tak v d̊usledku energetických ztrát
zp̊usobených vibračńı relaxaćı v excitovaném stavu. Rozd́ıl mezi
maximem prvńıho absorpčńıho pásu a maximem fluorescenčńıho
spektra se nazývá Stokes̊uv posuv. Vyjadřuje se zpravidla pomoćı
rozd́ıl̊u vlnočt̊u, které odpov́ıdaj́ı rozd́ıl̊um vlnových délek:

∆v̄ = v̄a − v̄f (2.8)

Stokes̊uv posuv je znázorněn na obr.2.2. Na tomto obrázku je schem-
ticky znázorněno, že absorpčńı a emisńı spektra organických molekul
bývaj́ı často zrcadlově symetrická.
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Obrázek 2.2: Stokes̊uv posuv, převzato z [1]

2.4 Spektrofluorimetrie

Emisńı a excitačńı spektra jsou zaznamenávána pomoćı spektroflu-
orimetru, viz schéma na obr. č.2.3. Zdrojem excitačńıho světla je
v našem př́ıpadě xenonová lampa, která emituje zářeńı v rozmeźı
od přibližně 220 nm až do infračervené oblasti. Zářeńı procháźı
nejdř́ıve přes excitačńı monochromátor, který vyb́ırá excitačńı vl-
novou délku. Následně dopadá na vzorek, nejčastěji kyvetu s rozto-
kem. Fluorescence je poté zaznamenávána ve směru kolmém na směr
š́ı̌reńı excitačńıho paprsku. Po pr̊uchodu emisńım monochromátorem
je jej́ı intenzita měřena fotonásobičem. Monochromátory jsou ovládá-
ny poč́ıtačem, d́ıky čemuž je zajǐstěno automatické skenováńı vl-
nových délek. Pro př́ıpad měřeńı polarizované fluorescence lze mezi
vzorek a monochromátory ještě umı́stit polarizátory.

Před měřeńım se nastavuje bud’to vhodná vlnová délka exci-
tačńıho zářeńı pomoćı excitačńıho monochromátoru nebo vlnová
délka na emisńım monochromátoru podle toho, zda chceme měřit
emisńı či excitačńı spektrum. Dále je možné nastavit š́ı̌rky štěrbin
monochromátor̊u, které maj́ı vliv na spektrálńı rozlǐseńı a na citli-
vost měřeńı. Č́ım jsou štěrbiny užš́ı, t́ım je spektrálńı rozlǐseńı lepš́ı,
ale o to menš́ı je intenzita zářeńı.

Před začátkem měřeńı je nutné zkontrolovat správnost nastaveńı
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Obrázek 2.3: Spektrofluorimetr, převzato z [1]
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vlnových délek monochromátor̊u. Excitačńı monochromátor lze ka-
librovat s využit́ım znalosti spektra xenonové lampy, které má pro
vlnovou délku λ = 467 nm výrazný ṕık. Podobně lze kalibrovat
i emisńı monochromátor, který má jasný ṕık pro vlnovou délku
λ = 397 nm.

Pro źıskáńı uspokojivých a dále použitelných výsledk̊u je třeba
provést korekci naměřených spekter, které jsou zkresleny výše vy-
jmenovanými zp̊usoby.

Nepřesnost excitačńıch spekter je dána změnami intenzity exci-
tačńıho světla plynoućıch ze závislosti intenzity výbojky na vlnové
délce a na efektivitě excitačńıho monochromátoru. Data měřená
kvantovým č́ıtačem umožňuj́ı korigovat vliv obou těchto efekt̊u.
Poměr fluorescenčńıho signálu měřeného fotonásobičem ku signálu z
kvantového č́ıtače nebo fotodiody jako funkce excitačńı vlnové délky
v principu zajǐst’uje správné excitačńı spektrum, viz [1].

Emisńı spektra jsou ovlivněna fotonásobičem a závislost́ı emisńıho
monochromátoru na vlnových délkách. Potřebné korekce jsou dodává-
ny výrobcem.

Pro źıskáńı co nejlepš́ıch fluorescenčńıch spekter je třeba použ́ıvat
málo koncentrované roztoky, aby se co nejméně projevil efekt vnitřńıho
filtru. V opačném př́ıpadě je nutné měřená spektra na tento efekt
korigovat.

Jako shrnut́ı lze uvést, že fluorimetrie je velmi citlivá metoda.
Měřeńı je ale zkomplikováno několika př́ıčinami:

• závislost vlnových délek na: intenzitě výbojky, efektivity mo-
nochromátor̊u nebo na citlivosti detekce

• polarizace světla

• ovlivněńı signálu odraženým a rozptýleným světlem.
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3. Kvasinky

3.1 Základńı charakteristiky a rozděleńı

Kvasinky jsou eukaryotńı mikroorganismy rostlinného typu, viz např.
[2]. Patř́ı mezi vyšš́ı houby a zpravidla bývaj́ı jednobuněčné. V pro-
cesu zvaném kvašeńı spotřebovávaj́ı uhĺık. Žij́ı ve vodném prostřed́ı
s dostatkem kysĺıku a živin. Utvářej́ı kolonie, které sedimentuj́ı na
povrchu pevného média.

Rozměr kvasinek se pohybuje v rozmeźı 3 − 15µm. Rozmnožuj́ı
se pučeńım, což spoč́ıvá ve vytvořeńı pupenu na mateřské buňce,
rozděleńı buněčných organel včetně jádra a jejich následném přestě-
hováńı do pupenu. Poté vzniká plasmatická membrána a buněčná
stěna a docháźı k odděleńı dceřiné buňky.

Je výhodné se zabývat právě kvasinkami, protože jsou relativně
jednoduché a lze z jejich vlastnost́ı vyvodit mnoho užitečného pro
člověka. Podstatné množstv́ı informaćı o kvasinkách bylo objeveno
s využit́ım kvasinky S. cerevisiae. Tato kvasinka je významný mo-
delový organismus z několika d̊uvod̊u: rychle se množ́ı, je možné s ńı
zacházet mikrobiologickými metodami, a daj́ı se z ńı připravit r̊uzné
mutantńı kmeny. Ty lze kř́ıžit a analyzovat po genetické stránce.
Ukázala se např. analogie se savč́ı buňkou. Kvasinka S. cerevisiae
byla použita i pro naše účely.

3.2 Struktura kvasinky

Buňka kvasinky je typická eukaryotńı buňka, jej́ıž vnitřńı obsah je
rozdělen do r̊uzných část́ı a od vněǰśıho prostřed́ı oddělen povr-
chovými konstrukcemi. Jej́ı struktura, schematicky znárorněná na
obr.3.1 , zahrnuje:

• buněčnou stěnu, neboli pevnou strukturu na povrchu kvasinky
složenou z polysacharid̊u a z protein̊u, která plńı ochrannou a
podp̊urnou funkci, jsou na ńı patrné jizvy po pučeńı a hraje
roli při shlukováńı buněk

• pouzdro, což je śıt’ polysacharidových mikrofibril vycházej́ıćıch
z buněčné stěny, nevyskytuje se u všech druh̊u kvasinek a je-
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Obrázek 3.1: Struktura kvasinky, převzato z [3]

ho funkce zat́ım neńı zcela jasná, ale pravděpodobně souviśı s
přežit́ım kvasinky v nepř́ıznivých podmı́nkách

• plasmatickou membránu, která ohraničuje buňku a skládá se z
lipidové dvojvrstvy obsahuj́ıćı ukotvené proteiny

• jádro, které má ř́ıd́ıćı úlohu, nacháźı se ve středu buňky a ob-
sahuje jadérko v němž jsou prekursory ribosomálńı RNA

• mitochondrie, kde vzniká energie ve formě ATP využitelná
v celé buňce; jejich vlastnosti v buňce kvasinky závisej́ı na
r̊uzných genetických faktorech nebo např. na r̊ustové fázi

• vakuolu, představuj́ıćı zásobárnu látek; u kvasinky jak počet,
tak velikost vakuol záviśı na r̊uzných faktorech

• peroxisomy, což je typ organel, které obsahuj́ı nejr̊uzněǰśı en-
zymy

• cytoskelet, představuj́ıćı proteinová vlákna; má podp̊urnou funk-
ci, transportuje látky a hraje roli při buněčném děleńı.

Vzhledem k malým rozměr̊um kvasinek je většinou nutné použ́ıvat
k měřeńı jejich membránového potenciálu nepř́ımé metody, např.
fluorescenčńı sondy. Použit́ı mikroelektrod by mohlo vést ke zničeńı
nebo poškozeńı kvasinek.
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V prováděných experimentech byly použity kvasinky S. cerevi-
siae a to konkrétně kmen US a mutantńı kmeny AD 1-3, AD12 a
AD13. Mutantńı kmeny S. cerevisiae se lǐśı t́ım, jaké Multi Drug
Resistance (MDR) proteiny byly vymazány z jejich genu. MDR pro-
teiny jsou typ membránových protein̊u, které odstraňuj́ı cizorodé
látky z buněk, a ty se tak stávaj́ı odolné v̊uči řadě r̊uzných látek.
Kvasinky US jsou jako jediné z použitých kmen̊u v tomto ohledu ne-
změněné. Kmen AD1-3 neobsahuje pumpy Pdr5p, Snq2p a Yor1pz,
kmeny AD12 obsahuj́ı Pdr5p a AD13 maj́ı Snq2p, viz [7].
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4. Materiály a metody

4.1 Materiály

Jako fluorescenčńı sondy byla použita dvě karbocyaninová barviva
diS-C3(3) a diS-C3(5), často označované pod stejným chemickým
názvem: 3,3´-dipropylthiadicarbocyanine iodide, dle [4]. diS-C3(3),
neboli 3-propyl-2-[3-[3-propyl-2(3H)benzothiazolylidene]-1-prope-
nyl]benzothiazolium iodide, má sumárńı vzorec C23H25IN2S2, mole-
kulovou hmotnost 520,49, CAS no. 53336-12-2, Sigma-Aldrich kata-
log no. 318434. diS-C3(5), neboli 3-propyl-2-[5-[3-propyl-2(3H)benzo-
thiazolylidene]-1-propenyl]benzothiazolium iodide, má sumárńı vzo-
rec C25H27IN2S2, molekulovou hmotnost 546,53 CAS no. 53213-94-
8 a Sigma-Aldrich katalog no. 43608. Strukturńı vzorce sond jsou
znázorněny na obr.7.1 a 7.2. V liposomech se váž́ı nekovalentně do
nepolárńıch část́ı membrány, zat́ımco v celých buňkách dominuje
jejich vazba na proteiny v cytosolu. Obě uvedená barviva patř́ı do
kategorie sond s pomalou odezvou, viz [6]. Jejich transmembránová
distribuce je doprovázena fluorescenčńımi změnami.

Dá se také ř́ıci, že to jsou ionty, které vstupováńım do buněk
reaguj́ı na aktuálńı membránový potenciál, přičemž rovnováhy je
dosaženo během několika minut. Ukládáńı barviva uvnitř buněk a
následuj́ıćı vazba na proteiny vyvolává změnu spektrofluorescenčńıch
parametr̊u. Je však nutné pracovat jen s malými koncentracemi bar-
viva, aby se zamezilo nejednoznačným výsledk̊um plynoućıch z vy-
tvářeńı agregát̊u barviva uvnitř buněk. Dále je vhodné vedle in-
tenzity brát v úvahu i tvar a daľśı charakteristiky fluorescenčńıho
spektra.

Fluorescenčńı sondy zakoupené od společnosti Fluka byly přidává-
ny do vzork̊u ve formě 20 µM roztoku s ethyl alkoholem pro UV
spektroskopii. V př́ıloze je pro zaj́ımavost uvedena molekulárně-
dynamická simulace pronikáńı sond buněčnou membránou.

Dále byly použity následuj́ıćı chemikálie: kyselina citronová a
D-glukóza - Penta (Česká republika), kvasinkový extrakt a chlorid
draselný - Fluka, cholin chlorid - Sigma, pepton - Sigma, citrát-
fosfátový (CP) pufr (hydrogenfosforečan sodný Na2HPO4 - Lachema
a destilovaná voda), CCCP (karbonyl kyanid 3-chlorfenylhydrazon)
- Serva, butanol - Sigma, DM-11 (dimethylaminoethyl ester s 11
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Obrázek 4.1: Strukturńı vzorec diS-C3(3), převzato z [4]

Obrázek 4.2: Strukturńı vzorec diS-C3(5), upraveno na základě [4]

uhĺıkovým alifatickým řetězcem) - syntetizovaný Dr. S. Wittechem,
Univerzita Wroclav, albumin - Sigma , HCl - Lachema. Vyjmeno-
vané chemikálie mimo pepton (Cell Culture Tested), CCCP, DM-11
a butanol byly p.a. (pro analysis) kvality, k výzkumným účel̊um.

4.2 Kultivace kvasinek a př́ıprava vzork̊u pro

měřeńı

Kvasinky S. cerevisiae včetně mutantńıch kmen̊u byly připravovány
v YEPG mediu (1% extraktu kvasinek, 1% peptonu, 2% glukózy)
při teplotě 30◦ po dobu 24 h. Do 20 ml aktuálně připraveného YE-
PG média bylo přidáno 150 µM inokula a hlavńı kultura rostla do
20 hodin. Následně byly buňky sklizeny a dvakrát centrifugovány.
Po prvńı centrifugaci byly promyty destilovanou vodou a po druhé
rozředěny v CP pufru (pH = 6,2).

Vzorky pro měřeńı fluorescence byly připraveny suspendováńım
promytých buněk v konkrétńım médiu (CP pufr se 2% v.v. glukózy,
plus př́ıpadné reagencie, jejichž vliv na membránový potenciál byl
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studován) v 1× 1cm fluorimetrické UV kyvetě (Kartell, Itálie), ob-
sahuj́ıćı CP pufr s 2% glukózy, v takovém množstv́ı, aby hodnota
optické hustoty (OD) měřená při vlnové délce λ = 578 nm byla
v rozmeźı 0, 2 − 0, 3. Suspenze ve fluorimetrické kyvetě byla nej-
prve ručně protřepána a poté bylo měřeno SFS spektrum autoflu-
orescence, které bylo při zpracováńı výsledk̊u odeč́ıtáno od spek-
tra buněčné suspense se sondou. Po 4 minutách inkubace buněk
s glukózou bylo přidáno 40 nM fluorescenčńı sondy a vzorek byl
během 18 min čekáńı na ustaveńı rovnovážné koncentrace barviva
v buňkách několikrát ručně protřepán. Následně bylo změřeno SFS
spektrum (viz ńıže) a př́ıpadně pro vyvoláńı depolarizace přidáno
150 µl 2M KCl a po daľśıch 18 min bylo spektrum měřeno znovu.
V experimentech, jejichž ćılem bylo monitorovat časovou závislost
ukládáńı barviva v buňkách byla SFS spektra opakovaně měřena po
1− 2 min.

V př́ıpadě studia závislosti membránového potenciálu na pH média
bylo pH buněčných suspenźı měřeno pomoćı pH-metru inoLab pH
720 s SenTix 81 elektrodou, WTW, Německo.

4.2.1 Metoda synchronně skenované fluorescence

Pro měřeńı spekter byla použita metoda synchronně skenované flu-
orescence, SFS. Ta spoč́ıvá v registrováńı intenzity fluorescence za
současného skenováńı emisńıch i excitačńıch fluorescenčńıch vlnových
délek, přičemž jejich rozd́ıl (offset, 4λ) z̊ustává konstantńı, viz
[4]. Pokud je offset nastaven na rozd́ıl mezi vlnovými délkami od-
pov́ıdaj́ıćı maximům emisńıho i excitačńıho spektra, je ṕık výsledného
spektra užš́ı a má větš́ı intenzitu než samotné emisńı nebo excitačńı
spektrum barviva, viz [5].

Ze źıskaných spekter metodou SES je možné kvantitativně sta-
novit změny membránového potenciálu buněk v jednotkách mV. K
tomuto účelu je zapotřeb́ı nejprve vyhodnotit změny poměru kon-
centraćı sondy akumulované uvnitř buněk a nacházej́ıćı se v médiu.
Využ́ıvá se přitom odlǐsných spektrálńıch vlastnost́ı volného (na-
cházej́ıćıho se v pufru mimo buňky; př́ıspěvek volné sondy uvnitř
buněk lze zanedbat pro jejich malý relativńı objem) a vázaného
(uvnitř buněk na proteiny v cytosolu) fluorescenčńıho barviva. Roz-
kládáńım spekter, naměřených v buněčných suspenźıch, na lineárńı
kombinaci normovaných modelových spekter fluorescence volné a
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vázané sondy pak źıskáme poměry odpov́ıdaj́ıćı relativńım inten-
zitám př́ıspěvk̊u fluorescence volné a vázané sondy.

Rozklad spekter znamená fitovat experimentálně źıskaná SFS
spektra F (λ) do rovnice

F (λ) = AFF (λ) +BFB(λ) (4.1)

kde FF (λ), resp. FB(λ) jsou spektra normalizovaná na výšku ṕıku
volného resp. vázaného barviva a A a B jsou koeficienty jejich za-
stoupeńı ve spektru F (λ).

Naměřená spektra byla touto metodou zpracovávána programem
SigmaPlot 11 (Systat Software Inc., USA). Lineárńı rozklad spek-
ter byl založen na fitováńı metodou nejmenš́ıch čtverc̊u. Modelové
spektrum FB(λ) bylo źıskáno z SES měřeńı v roztoku s 2% albu-
minu. Poté byla v rámci empirických aproximaćı odečtena FF (λ)
komponenta z celkového spektra. Tato procedura byla prováděna
několikrát a nakonec pro daľśı použit́ı ve fitovaćıch procedurách by-
ly brány zpr̊uměrované hodnoty.

Pro sondu diS-C3(3) byla již modelová spektra k dispozici, viz
[5], ale pro sondu diS-C3(5) je bylo nutné źıskat výše popsaným
zp̊usobem, viz 5.4.

Jelikož pro dostatečně ńızké koncentrace fluorescenčńı sondy plat́ı,
že koncentrace vázané sondy je př́ımo úměrná intracelulárńı kon-
centraci volné sondy, lze tyto poměry dát do souvislosti s mem-
bránovým potenciálem pomoćı Nernstovy rovnice:

∆ψ =
RT

F
ln

[c]ext
[c]int

(4.2)

kde ∆ψ je membránový potenciál, R je plynová konstanta, T je
termodynamická teplota buňky, F je Faradayova konstanta, [c]ext a
[c]int jsou koncentrace volné sondy vně a uvnitř buněk ,viz [4].

Výhodou SFS je, možnost monitorovat změny koncentrace vázané-
ho barviva, jejichž znalost je nezbytná pro výpočet membránového
potenciálu, přičemž neńı nutné buňky separovat z média nebo provádět
extrakčńı analýzu. Dále jsou potlačeny nechtěné spektrálńı složky
dané odraženým světlem nebo autofluorescenćı buněk.

Pomoćı této metody je také možné źıskat kvantitativńı informa-
ce např. o depolarizaci membrány, což je jev, během něhož docháźı
k náhlé změně polarizace. Je ho možné zachytit pomoćı měřeńı
časových závislost́ı, kde je vidět ustanoveńı nové rovnováhy po redis-
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tribuci barviva plynoućı z vněǰśıho podnětu, např. ze změny vněǰśı
koncentrace iont̊u.

4.2.2 Spektrofluorimetr

K měřeńı spekter byl použit spektrofluorimetr Fluoromax-3 od fir-
my Jobin-Yvon Horiba, USA. Rozsah detektoru byl 200 − 980 nm
s přesnost́ı 0, 5 nm. Integračńı čas bylo možné nastavit od 0,001 do
160 s a délku kroku od 0,0625 do 100 nm. Bylo měřeno s 13 nm off-
setem mezi λex a λem a se štěrbinami š́ı̌rky 2,3 nm. Délka kroku byla
nastavena na 5 nm, jen pro měřeńı referenčńıch spekter vázaného
barviva došlo k zjemněńı na 1 nm.

Měřený spektrálńı rozsah se pohyboval v rozmeźı 520 − 590 nm
v př́ıpadě sondy diS-C3(3) a v rozmeźı 600 − 720 nm u sondy diS-
C3(5). Výsledkem měřeńı bylo 15, resp.25 spektrálńıch bod̊u, které
byly 7× naměřeny s integračńım časem 0,5 s a poté zpr̊uměrovány,
aby se vylepšil poměr signálu k šumu. Zvolený postup má opro-
ti běžněǰśımu zvýšeńı integračńı doby výhodu v tom, že výsledná
spektra jsou méně ovlivněna fluktuacemi signálu spojenými se vzni-
kem a pohybem submilimetrových bublin v buněčné suspenzi.
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5. Výsledky

5.1 Excitačńı, emisńı a synchronńı fluorescenčńı

spektra

V prvńı sadě experiment̊u byla jako ilustrace spektrálńıch vlastnost́ı
použitých sond měřena excitačńı, emisńı a synchronńı fluorescenčńı
spektra vzorku obsahuj́ıćıho 1,2 µl sondy diS-C3(3) a CP pufr. Po
zkalibrováńı spektrofluorimetru, což předcházelo každému souboru
měřeńı, byla nejdř́ıve pro každý typ spektra měřena pozad́ı v CP
pufru, následně byla přidána sonda a postupně měřena všechny tři
spektra. Synchronńı spektrum bylo měřeno s 13 nm offsetem od-
pov́ıdaj́ıćımu Stokesovu posunu excitačńıho a emisńıho spektra diS-
C3(3).

Výsledky jsou uvedeny v grafu 5.1, kde jsou uvedena excitačńı,
emisńı a synchronńı spektra normovaná na jednotkovou intenzitu
v maximu opravená o pozad́ı. Z graf̊u je patrná zrcadlová syme-
trie excitačńıch a emisńıch spekter a lze si také všimnout, že ṕık
odpov́ıdaj́ıćı synchronńımu spektru je užš́ı ve srovnáńı se zbylými
dvěma závislostmi.

V grafu 5.2 jsou znázorněny synchronńı spektra fluorescence vzor-
ku obsahuj́ıćıho 3 ml destilované vody, 30 µl buněk (OD = 0,3) a
9 µl barviva diS-C3(3). S postupnou akumulaćı barviva pozoruje-
me posun spektra do červené oblasti k vyšš́ım vlnovým délkám v
d̊usledku vazby sondy na buněčné komponenty.

Po seznámeńı se sondou diS-C3(3) byla zahájeny experimenty i se
sondou diS-C3(5). Jako prvńı byla měřena synchronńı spektra kva-
sinek S. cerevisiae (kmen US, doba r̊ustu 1 den) pro hodnoty OD
0,2, 0,25 a 0,3. Výsledky jsou uvedeny v grafu 5.3. Se vzr̊ustaj́ıćım
OD pozorujme posun spekter do oblasti vyšš́ıch vlnových délek a
zároveň pokles intenzity fluorescence. Ten neńı zp̊usoben nižš́ım
kvantovým výtěžkem, nebot’ roli hraje strmě klesaj́ıćı spektrálńı
závislost citlivosti fotonásobiče pro vlnové délky větš́ı než přibližně
650 nm, na kterou nebyla z d̊uvod̊u náročnosti udělána korekce.

Následně byla měřena modelová fluorescenčńı synchronńı spektra
diS-C3(5) s kvasinkami S. cerevisiae kmene US v roztoku s albumi-
nem a též v pufru bez buněk. Pomoćı těchto spekter byly źıskány
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Obrázek 5.1: Excitačńı, emisńı a synchronńı spektra diS-C3(3) v pufru normovaná

na jednotkovou intenzitu v maximu. Černá čára: excitačńı spektrum, červená čára:

emisńı spektrum, modrá čára: synchronńı spektrum.

Obrázek 5.2: Synchronńı spektra buněčné suspenze (OD = 0,3) s 9 µl diS-C3(3).

Červená čára: ihned po přidáńı sondy, modrá čára: po ustanoveńı rovnováhy.
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Obrázek 5.3: Synchronńı spektra diS-C3(5) roztoku s kvasinkami S. cerevisiae

kmene US pro tři r̊uzné hodnoty OD. Červená čára: OD = 0,2, modrá čára: OD

= 0,25, zelená čára: OD = 0,3.

referenčńı hodnoty pro rozklady spekter sondy diS-C3(5). Procedu-
ra prob́ıhala stejně jako pro sondu diS-C3(3), viz [5]. Synchronńı
spektra sondy diS-C3(5) byla měřena s 13 nm offsetem, jako u son-
dy diS-C3(3), ačkoliv bychom správně měli brát hodnotu 15 nm.
Dovoĺı nám to však měřit spektra obou sond zároveň. Spektra jsou
uvedena v grafu 5.4.

5.2 Sledováńı akumulace sond diS-C3(3) a diS-

C3(5) v buněčném médiu

Měřeńı časových závislost́ı vzorku přináš́ı možnost sledovat ukládáńı
barviva do buněk vedoućı k ustálenému rovnovážnému stavu. Pokud
rovnováhu poruš́ıme, např. změnou vněǰśı koncentrace iont̊u, dojde
k depolarizaci membrány a k následnému přechodu k rovnováze
nové.

Byly provedeny řady experiment̊u prováděných za účelem sle-
dováńı akumulace fluorescenčńıch sond diS-C3(3) a diS-C3(5) a je-
jich odezvy na depolarizaci vyvolanou 150 mM KCl při r̊uzných
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Obrázek 5.4: Synchronńı spektra vzorku diS-C3(5) využité k źıskáńı referenčńıch

hodnot pro rozklady spekter diS-C3(5). B́ılé kroužky: spektrum měřené v

buněčném roztoku s albuminem, šedé kroužky: spektrum v pufru.

zp̊usobech přidáváńı obou sond k buněčným suspenźım a to kon-
krétně: 1) odděleně ve dvou r̊uzných experimentech, 2) s oběma
sondami současně, 3) s jednou sondou přidanou na začátku a dru-
hou se zpožděńım 10 min a naopak. Tyto kombinace byly opakovány
pro buňky S. cerevisiae kmen̊u 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). Změny
potenciálu, které nastaly po přidáńı 150 mM KCl shrnuje tabulka
5.1. Proškrtnutá poĺıčka odpov́ıdaj́ı př́ıpad̊um kdy hodnoty nebylo
možné źıskat z provedeného měřeńı (např. nedošlo k ustanoveńı rov-
nováhy) a vzhledem k omezenému času, který byl k dispozici pro
bakalářskou práci, se nestihlo experiment opakovat.

Měřeńı prob́ıhala postupem popsaným v kapitole 4.2. Na spek-
trofluorimetru byly sńımány vlnové délky v rozsahu 520 - 590 nm
pro sondu diS-C3(3) a v rozsahu 600 - 720 nm pro diS-C3(5).

22



Obrázek 5.5: Časová závislost akumulace sond diS-C3(3) a diS-C3(5) v kvasinkách

S. cerevisiae (kmen US) ve dvou oddělených experimentech: červené kroužky -

diS-C3(3), modré kroužky - diS-C3(5), šipka vlevo znač́ı přidáńı 150 mmol/l KCl

do buněčné suspenze s diS-C3(3) a šipka vpravo znač́ı přidáńı 150 mmol/l KCl

do buněčné suspenze s diS-C3(5).

Tabulka 5.1: Hodnoty změn membránového potenciálu po přidáńı 150 mM KCl

do buněčné suspenze.
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Obrázek 5.6: Časová závislost akumulace sondy diS-C3(5) v kvasinkách S. cere-

visiae (kmen US), ve vzorku byla současně diS-C3(3), která zde vzhledem k ne-

ustanoveńı rovnováhy neńı uvedena: modré kroužky - vypoč́ıtané hodnoty, šipka

znač́ı přidáńı KCl do buněčné suspenze (150 mmol/l).
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Obrázek 5.7: Časová závislost akumulace sond diS-C3(3) a diS-C3(5) v kvasinkách

S. cerevisiae (kmen US), postupně barveno sondou diS-C3(5) k ńıž byla po 10 min

přidána sonda diS-C3(3): červené kroužky - diS-C3(3), modré kroužky - diS-C3(5),

šipka znač́ı přidáńı KCl do buněčné suspenze (150 mmol/l).
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Obrázek 5.8: Časová závislost akumulace sond diS-C3(3) a diS-C3(5) v kvasinkách

S. cerevisiae (kmen US), postupně barveno sondou diS-C3(3) k ńıž byla po 10 min

přidána sonda diS-C3(5): červené kroužky - diS-C3(3), modré kroužky - diS-C3(5),

šipka znač́ı přidáńı KCl do buněčné suspenze (150 mmol/l).

Obrázek 5.9: Časová závislost akumulace sondy diS-C3(5) v kvasinkách S. ce-

revisiae (kmen AD1-3): modré kroužky - diS-C3(5), šipka znač́ı přidáńı KCl do

buněčné suspenze (150 mmol/l).
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Obrázek 5.10: Časová závislost akumulace sondy diS-C3(5) v kvasinkách S. cere-

visiae (kmen AD1-3): modré kroužky - vypoč́ıtané hodnoty), šipka znač́ı přidáńı

KCl do buněčné suspenze (150 mmol/l).

Obrázek 5.11: Časová závislost akumulace sond diS-C3(3) a diS-C3(5) v kva-

sinkách S. cerevisiae (kmen AD1-3), obě sondy přidány současně: červené kroužky

- diS-C3(3), modré kroužky - diS-C3(5), šipka znač́ı přidáńı KCl do buněčné

suspenze (150 mmol/l).
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Obrázek 5.12: Časová závislost akumulace sond diS-C3(3) a diS-C3(5) v kva-

sinkách S. cerevisiae (kmen AD13) ve dvou oddělených experimentech: červené

kroužky - diS-C3(3), modré kroužky - diS-C3(5), šipka znač́ı přidáńı KCl do

buněčné suspenze (150 mmol/l).
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Obrázek 5.13: Časová závislost akumulace sond diS-C3(3) a diS-C3(5) v kva-

sinkách S. cerevisiae (kmen AD13), obě sondy přidány současně : červené kroužky

- diS-C3(3), modré kroužky - diS-C3(5), šipka znač́ı přidáńı KCl do buněčné

suspenze (150 mmol/l).
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Obrázek 5.14: Časová závislost akumulace sond diS-C3(3) a diS-C3(5) v kva-

sinkách S. cerevisiae (kmen AD13), postupně barveno sondou diS-C3(5) k ńıž

byla po 10 min přidána sonda diS-C3(3): červené kroužky - diS-C3(3), modré

kroužky - diS-C3(5), šipka znač́ı přidáńı KCl do buněčné suspenze (150 mmol/l).
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Obrázek 5.15: Časová závislost akumulace sond diS-C3(3) a diS-C3(5) v kva-

sinkách S. cerevisiae (kmen AD13), postupně barveno sondou diS-C3(3) k ńıž

byla po 10 min přidána sonda diS-C3(5): červené kroužky - diS-C3(3), modré

kroužky - diS-C3(5), šipka znač́ı přidáńı KCl do buněčné suspenze (150 mmol/l).
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5.3 Př́ıklady použit́ı fluorescenčńı sondy ahoj

diS-C3(3) při kvantitativńım měřeńı změn

membránového potenciálu

V této kapitole jsou uvedeny výsledky sledováńı depolarizace buněčné
suspenze vyvolané postupně látkami HCl, DM-11, CCCP, butano-
lem a dále odezvy na př́ıpadné přidáńı KCl v pr̊uběhu měřeńı. Účel
experiment̊u byl zároveň osvojit si techniku měřeńı změn mem-
bránového potenciálu. Uvedené látky byly vybrány z d̊uvodu jejich
použit́ı v experimentech prob́ıhaj́ıćıch v době řešeńı této bakalářské
práce na odděleńı biofyziky, FÚ UK v rámci širš́ıch experimentálńıch
souvislost́ı. Experimenty byly prováděny pouze se sondou diS-C3(3),
protože na rozd́ıl od sondy diS-C3(5) již byla vyzkoušena v řadě
měřeńı uskutečněných v rámci FÚ UK a existuje tedy představa,
jak se chová v nejr̊uzněǰśıch roztoćıch. Kvasinky S. cerevisiae by-
ly připravovány standardńım zp̊usobem popsaným v kapitole 4.2.
Na spektrofluorimetru byl nastaven režim, který měřil 7× 15 bod̊u,
přičemž výsledné spektrum bylo pr̊uměrem těchto sedmi sńımáńı.

5.3.1 Depolarizace buněk S. cerevisiae při acidifikaci média

Fluorescenčńı spektra závisej́ı na hodnotě pH vzorku, jak je vidět
z grafu 5.16, kde je znázorněna závislost změn membránového po-
tenciálu na hodnotě pH vzorku. Je zjevné, že se vzr̊ustaj́ıćı kyse-
lost́ı vzorku klesá koncentrace barviva v buňkách. Bylo připraveno
5 vzork̊u, každý obsahuj́ıćı 3 ml CP pufru, 150 µl glukózy a postupně
0, 25, 40, 55 a 70 µl 0,5 M HCl. Měřeńı prob́ıhalo s kvasinkami S.
cerevisiae (OD = 0,3).

5.3.2 DM-11

DM-11 patř́ı do skupiny lyzozomotropńıch látek. V buněčné suspen-
zi zp̊usobuje inhibici H+-ATPázy, což je buněčná pumpa, která
transportuje vod́ıkové kationty H+ ven z buňky, v d̊usledku čehož
docháźı k poklesu membránového potenciálu buněk.

Měřeńı bylo uskutečněno i pro vzorek bez buněk, kde se ukázalo,
že samotná fluorescence sondy neńı ovlivněna (výsledky neuvedeny).
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Obrázek 5.16: Depolarizace buněk S. cerevisiae jako d̊usledek acidifikace

buněčného média. Černé kroužky odpov́ıdaj́ı vypoč́ıtaným hodnotám.

Grafy 5.17 a 5.18, ukazuj́ı závislost depolarizace vzorku na r̊uzných
koncentraćı DM-11. Bylo měřeno s kvasinkami S. cerevisiae kmene
AD1-3 a US. Jako referenčńı stav, od kterého byly odeč́ıtány změny
membránového potenciálu byl brán stav s nulovou koncentraćı DM-
11. Hodnoty depolarizace byly vynášeny jako kladná č́ısla.

5.3.3 CCCP

CCCP je protonofor, který zkratováńım protonového elektroche-
mického gradientu přes buněčnou membránu zp̊usobuje depolariza-
ci. Pokud přidáme do buněčné suspenze s CCCP i KCl, dostaneme
efekt depolarizace ještě výrazněǰśı.

Byla měřena závislost depolarizace na r̊uzných koncentraćı CCCP,
která je znázorněna v grafech 5.19, 5.20, 5.21 a 5.22. Měřeńı byla
uskutečněna pro r̊uzné kmeny kvasinek S. cerevisiae. Do vzork̊u
připravených zp̊usobem uvedeným v kapitole 4.2. byla po změřeńı
spektra autofluorescence přidána sonda diS-C3(3), po 18 minutách
bylo měřeno spektrum a ihned potom bylo do vzork̊u přidáno 150
mM KCl. Po daľśıch 18 min bylo spektrum změřeno znovu. Jako
referenčńı stav byl podobně jako u DM-11 brán stav s nulovou kon-
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Obrázek 5.17: Závislost změn membránového potenciálu buněčné suspenze kvasi-

nek S. cerevisiae (kmen AD1-3) na r̊uzných koncentraćıch DM-11. Černé kroužky:

doba r̊ustu kvasinek t = 20h, OD = 0,25; červené kroužky: t = 22h, OD = 0,21,

modré kroužky: t = 23h, OD = 0,22; zelené kroužky: pr̊uměrné hodnoty.

Obrázek 5.18: Závislost změn membránového potenciálu buněčné suspenze kvasi-

nek S. cerevisiae (kmen US) na r̊uzných koncentraćıch DM-11. Červené kroužky:

doba r̊ustu kvasinek t = 28,5h, OD = 0,21; modré kroužky: t = 7h, OD = 0,13.
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Tabulka 5.2: Závislost depolarizace na r̊uzných koncentraćı CCCP a KCl v

buněčné suspenzi S. cerevisiae (kmen US, OD = 0,2, doba r̊ustu t = 30 h),

vzorky obsahuj́ı 0 nebo 150 mM KCl.

centraćı CCCP.
Tabulka 5.2 udává hodnoty změn membránového potenciálu vzor-

ku s kvasinkami S. cerevisiae (kmen US, OD = 0,2, doba r̊ustu t =
30 h) a s 0 nebo 150 mM KCl. Tabulka odpov́ıdá experimentu, ve
kterém po změřeńı pozad́ı a po 18 min od přidáńı sondy diS-C3(3)
bylo změřeno synchronńı spektrum, poté bylo přidáno bud’ 3 nebo
10 µM CCCP a za daľśıch 18 min bylo změřeno spektrum s CCCP.

5.3.4 Butanol

Butanol je alkohol o sumárńım vzorci C4H9OH, který v pufru s
fluorescenčńı sondou snižuje intenzitu jej́ı volné složky a zvyšuje
složku odpov́ıdaj́ıćı sondě vázané v buňkách. Přidáńım butanolu do
buněčné suspenze proto dostáváme falešnou hyperpolarizaci, neboli
falešné zvýšeńı membránového potenciálu, které je nutné korigovat
vhodnou úpravou výsledk̊u snižuj́ıćı pod́ıl vázané ku volné složky
sondy. Tuto korekci se nám však nepodařilo nalézt z d̊uvod̊u velkých
fluktuaćı intenzity fluorescence v čase.

V experimentech jsme chtěli přidáńım 150 mM KCl vyvolat efekt
depolarizace nebo pomoćı 150 mM cholinu zvýšit iontovou śılu a
t́ım vyvolat depolarizaci. Ze źıskaných výsledk̊u lze alespoň ř́ıci, že
samotný cholin depolarizaci nezp̊usob́ı (data neuvedena).
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Obrázek 5.19: Závislost změn membránového potenciálu buněčné suspenze kvasi-

nek S. cerevisiae na r̊uzných koncentraćıch CCCP. B́ılé kroužky: US, doba r̊ustu

t = 25h, OD = 0,25; černé kroužky: US po přidáńı 150 mM KCl.

Obrázek 5.20: Závislost změn membránového potenciálu buněčné suspenze kva-

sinek S. cerevisiae na r̊uzných koncentraćıch CCCP. B́ılé kroužky: AD1-3, doba

r̊ustu t = 31h, OD = 0,23; černé kroužky: AD1-3 po přidáńı 150 mM KCl.
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Obrázek 5.21: Závislost změn membránového potenciálu buněčné suspenze kva-

sinek S. cerevisiae na r̊uzných koncentraćıch CCCP. B́ılé kroužky: AD12, doba

r̊ustu t = 30h, OD = 0,23; černé kroužky AB 12 po přidáńı 150 mM KCl

Obrázek 5.22: 3) Závislost změn membránového potenciálu buněčné suspenze

kvasinek S. cerevisiae na r̊uzných koncentraćıch CCCP. B́ılé kroužky: AD13, doba

r̊ustu t = 31h, OD = 0,25; černé AD13 po přidáńı 150 mM KCl.
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6. Diskuze

V pr̊uběhu všech měřeńı bylo d̊uležité použ́ıvat stejné pufry o stejné
hodnotě pH, protože i malá změna iontové śıly by mohla ovlivnit
fluorescenčńı intenzity, potenciál na povrchu buněk je velmi citlivý
na změny iontové śıly buněčného média.

6.1 Sledováńı akumulace sond diS-C3(3) a aa

diS-C3(5) v buněčném médiu

Z experiment̊u zaćılených na sledováńı akumulace sond diS-C3(3) a
diS-C3(5) v buněčném médiu je patrné, že rovnováha mezi vnitřńım
a vněǰśım prostřed́ım se ustanov́ı přibližně po 18 minutách od ovliv-
něńı buněčného roztoku vněǰśım podnětem, v našem př́ıpadě přidá-
ńım 150 mM KCl. Tento relativně dlouhý časový interval je d̊usledkem
odstraňováńı sondy z buněk pomoćı MDR pump a vliv má i př́ıtom-
nost buněčné stěny u kvasinek S. cerevisiae, kterou muśı částice
překonávat. Oproti akumulaci je depolarizace relativně rychlý pro-
ces, jak ukazuj́ı grafy uvedené v kapitole 5.2.

Po přidáńı fluorescenčńı sondy je z některých graf̊u patrný re-
lativně ostrý přechod do rovnovážného stavu bez posupného na-
vyšováńı intracelulárńı složky barviva. To je nejsṕı̌se zp̊usobeno
špatným odhadem časové prodlevy (0,6 min) mezi přidáńım son-
dy a zahájeńım měřeńı, které samo o sobě trvalo přibližně 1 min.
Smyslem těchto experiment̊u však nebylo sledovat, zda se r̊uzné dru-
hy kvasinek S. cerevisiae barv́ı r̊uzně rychle, ale monitorovat změny
před a po přidáńı KCl, čemuž uvedený nedostatek nebránil.

Z graf̊u odpov́ıdaj́ıćım buňkám US je vidět dobrá shoda pro obě
sondy a to i při r̊uzných zp̊usobech aplikace. Grafy odpov́ıdaj́ıćı
kvasinkám AD1-3 a AD13 dávaj́ı podobné hodnoty depolarizace
jako kvasinky US a i u nich se hodnoty u obou sond dobře sho-
duj́ı, jak je nejlépe vidět z tabulky 5.1. Př́ıpadné odlǐsnosti mohou
být zapř́ıčiněné t́ım, že barvivo vstupuj́ıćı do buněk je vzápět́ı odst-
raňováno MDR pumpami, které se lǐśı od kmene použitých kvasinek.
U mutantńıch kmen̊u, které maj́ı vymazané některé pumpy by tedy
měla být koncentrace sondy uvnitř buněk nižš́ı, než u nezměněných
kmen̊u. Na aktivitu pump maj́ı vliv r̊uzné r̊ustové fáze kvasinek,
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r̊uzné kmeny narostou za stejný čas na r̊uzné hodnoty optické hus-
toty OD.

Vyhodnoceńım změn membránového potenciálu, např. z graf̊u
5.12 a 5.13 dostáváme rozd́ıl mezi oběma sondami přibližně 3 mV.
Tento výsledek je v souladu faktem, že hodnoty koeficient̊u neby-
ly brány v ustáleném stavu, čemuž odpov́ıdá chyba přibližně 15%,
znamenaj́ıćı 4 mV. Celkově je ale vidět, že obě sondy dávaj́ı velmi
podobné hodnoty a pokud se lǐśı, pak je rozd́ıl ve většině př́ıpad̊u
zp̊usoben právě popsaným nedostatkem.

V grafech 5.8 a 5.15 je vidět ostrý skok depolarizace sondy diS-
C3(3) ihned po přidáńı diS-C3(5). To souviśı s Förseterovým přenosem
excitačńı energie vznikaj́ıćım v d̊usledku dipól-dipólové interakce
fluorochromů, pokud jsou v těsné bĺızkosti, např. navázané na stejný
protein. Docháźı k potlačeńı vázané složky diS-C3(3) v d̊usledku
navázáńı sondy diS-C3(5).

Z graf̊u 5.7, 5.13, 5.14 a 5.15 se zdá, že sonda diS-C3(3) dosahuje
dř́ıve rovnováhy než sonda diS-C3(5). Tomu nasvědčuj́ı i tři grafy,
kde je znázorněna jen diS-C3(5). Zachycená akumulace je relativně
pomalá, přičemž tak pozvolný pr̊uběh pro diS-C3(3) naměřen nebyl.
Znamenalo by to, že sonda diS-C3(3) je z buněk méně odstraňována
buněčnými pumpami. Nav́ıc u sondy diS-C3(5) vycháźı téměř ve
všech př́ıpadech vyšš́ı poměr B/A vázané ku volné složce barviva.

Uskutečněné experimenty naplňuj́ı naše očekáváńı ohledně po-
dobných výsledk̊u od obou sond. Pro potvrzeńı pozorované shody
je však nutné opakováńım experiment̊u źıskat větš́ı statistický sou-
bor.

6.2 Př́ıklady použit́ı fluorescenčńı sondy diS-C3(3)

při kvantitativńım měřeńı změn membráno-

vého potenciálu

Z d̊uvodu zajǐstěńı ustáleného stavu byla spektra měřena vždy po 18
min od přidáńı fluorescenčńı sondy nebo od vyvoláńı depolarizace.

Výsledky měřeńı depolarizace vyvolané změnami pH odpov́ıdaj́ı
výsledk̊um z měřeńı s kvasinkami Rhodotodula glutinis, viz [4], hod-
nota depolarizace je ale o polovinu menš́ı.
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Výsledky měřeńı s DM-11 v grafu 5.17 nejlépe ukazuj́ı, že pro
nenulové koncentrace DM-11 hodnota depolarizace velmi rychle vy-
stoupá na hodnotu kolem 17 mV a poté z̊ustává téměř konstantńı i
pro vyšš́ı koncentrace DM-11. V grafu 5.18 neńı uvedena závislost,
jej́ıž hodnoty depolarizace vyšly přibližně dvakrát větš́ı než u zbylých
dvou vyobrazených měřeńı, což jsou př́ılǐs vysoké hodnoty vzhle-
dem k tomu, že podmı́nky experiment̊u se výrazně nelǐsily. Ten-
to výsledek, jenž nebyl v́ıckrát pozorován, považujeme za chybu v
realizaci konkrétńıho experimentu, jej́ıž př́ıčinu se nám nepodařilo
odhalit.

Experimenty s CCCP daly obdobné výsledky. Při hodnotách kon-
centrace CCCP kolem 3 µM zač́ıná být hodnota depolarizace kon-
stantńı a to i po přidáńı KCl, který však absolutńı hodnotu depola-
rizace zvyšuje přibližně o 10 mV. V grafu 5.19 je naznačeno, že pro
vyšš́ı hodnoty koncentrace CCCP se k sobě hodnoty změn mem-
bránového potenciálu kvasinek s a bez KCl zač́ınaj́ı přibližovat. Z
tabulky 5.2 je vidět, že depolarizace zp̊usobená KCl dominuje de-
polarizaci vyvolané CCCP.
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7. Závěr

Práce nejdř́ıve v teoretickém úvodu seznamuje se základńımi po-
znatky o fluorescenci na úrovni atomů a elektronových přechod̊u,
s vlastnostmi absorpčńıch a emisńıch spekter, s fluorimetríı a na
konec s biologíı kvasinek.

V praktické části byla věnována velká pozornost srovnáńı aku-
mulace použitých fluorescenčńıch sondu diS-C3(3) a diS-C3(5). Z
několika séríı měřeńı s kvasinkami S. cerevisiae a jejich mutantńımi
kmeny bylo zjǐstěno, že i fluorescenčńı sonda diS-C3(5) dává po-
dobné výsledky jako již známá sonda diS-C3(3), které jsou použitelné
a prakticky ekvivalentńı pro měřeńı depolarizace buněk.

Dále byl sledován vliv látek DM-11, CCCP a butanolu na mem-
bránový potenciál buněk a reakce na následné přidáńı KCl. Ačkoliv
pro efekt butanolu nebyla nalezena korekce, buněčné suspenze s diS-
C3(3) a DM-11 nebo CCCP dávaly uspokojivé výsledky, kdy hod-
noty depolarizace byly již od ńızkých koncentraćı látek přibližně
konstantńı. Efekt depolarizace zp̊usobený KCl byl výrazněǰśı, než
při použit́ı DM-11 nebo CCCP.

Použitá metoda synchronně skenované fluorescence se osvědčila
jako účinný nástroj fluorescenčńı spektroskopie. Źıskaná spektra ve-
dou na kvantitativńı určeńı změn membránového potenciálu, ačkoliv
př́ımé hodnoty membránového potenciálu źıskat nelze. Výsledky
se obecně ukázaly jako dobře reprodukovatelné a resistentńı v̊uči
změnám výchoźıch podmı́nek v prezentovaném rozsahu. Nelze však
srovnávat změny membránového potenciálu mezi r̊uznými druhy
kvasinek nebo mezi kvasinkami pěstovanými pod r̊uznými podmı́n-
kami.
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Př́ılohy

1. Molekulárně-dynamická simulace

Jako zaj́ımavost uvád́ıme vybrané sńımky z molekulárně-dynamic-
ké simulace pronikáńı fluorescenčńıch sond diS-C3(3) a diS-C3(5)
buněčnou membránou, viz 7.1 a 7.2. Simulace pro obě sondy vyšly
velmi podobně. V oblastech pobĺıž rozhrańı voda – membrána pre-
feruj́ı sondy orientaci rovnoběžnou s povrchem membrány. Uvnitř
membrány se sondy reorientuj́ı kolmo k povrchu membrány, do které
vstupuj́ı nejprve jejich nenabité hydrofobńı části. Hydrofilněǰśı části
sond (odlǐseny prostřednictv́ım duśıkového atomu zobrazeného ja-
ko kulička) nesoućı náboj +1 setrvává déle v kontaktu s rozhrańım
voda – membrána. Při daľśım pohybu sond směrem nahoru je v
d̊usledku toho následuj́ı molekuly vody vzájemně interaguj́ıćı prost-
řednictv́ım vod́ıkových vazeb. Po pr̊uchodu sond membránou se u
rozhrańı s vodou sondy opět reorientuj́ı rovnoběžně s povrchem
membrány. Uvnitř vodńı obálky jsou orientace sond zcela náhodné.

Lokalizace sondy v membráně však hraje roli hlavně u liposomů,
na rozd́ıl od celých buněk.

Použitý software: ChemBioOffice a VMD (př́ıprava simulovaného
systému), NAMD a ACEMD (molekulárně-dynamické simulace).
Pro fluorescenčńı sondy byly nezbytné silové konstanty vygenerovány
prostřednictv́ım modulu Antechamber/AMBER a silového pole GA-
FF. Pro zbytek simulovaného systému bylo použito silového pole
CHARMM.
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Obrázek 7.1: Molekulárně-dynamická simulace pronikáńı sondy diS-C3(3)

buněčnou membránou (modelovým fragmentem fosfolipidové dvojvrstvy POPC).
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Obrázek 7.2: Molekulárně-dynamická simulace pronikáńı sondy diS-C3(5)

buněčnou membránou (modelovým fragmentem fosfolipidové dvojvrstvy POPC).
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