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This report is focused on microfluorometric measurements of the intracellular pH of
yeast cells Saccharomyces cerevisiae. We used IL125-2B and commercially available
bakers yeast (PD) strains as test subjects. Measurements were done with pH-
sensitive fluorescence probe pyranin introduced to the cells by pulse
electroporation. Electroporation parameters for the both cell strains were optimized.
Then we performed the microscopic calibration of pyranin by the electroporative
adjustment of pH in living cells. Calibration was done on both energized and
starved cells. For the PD cells we performed intracellular pH measurements. The
intracellular pH of the cell grown on the liquid YEPG medium was found to be
around 6.8 and the value was homogenous across the cytosol. The pH value was
found to be the same both for the adult and for the budding cells. Energized cells
transported pyranin to vacuoles. Vacuolar pH was different in different cells and
ranged from pH 5.0 to pH 6.1. Influence of photobleaching on the measured pH
values was studied as well.
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Abstrakt:

Tato prace se zabyva mikroskopickym méfenim vnitrobunééného pH kvasinek
Saccharomyces cerevisige pomoci fluorescencnich sond. Jako pfedmét studia byly
zvoleny kmeny IL 125 - 2B a komercné dostupné pekatské drozdi (PD). Méteni bylo
provadéno pomoci pH citlivé fluorescenéni sondy pyraninu, obarveni bunék bylo
provedeno pomoci pulzni elektroporace. Byly optimalizovany podminky
elektroporace pro oba pouzivané kmeny a byl zkouman vliv efektu vybélovani na
vysledky méfeni. Byla otestovana metoda mikroskopické kalibrace sondy pfimo
uvnitf bunék pomoci nastaveni vnitintho pH pomoci elektroporace na burikdch
energizovanych i vyhladovélych. Pro kmen PD bylo provedeno nékolik sérii méfeni
vnitrobunééného pH. Zjistili jsme, Ze pH cytozolu bunék napé&stovanych v tekutém
YEPG mediu je 6,8 a je velmi homogenni. Tato hodnota je shodna pro buriky
dospélé i pucici. V burikdch energizovanych byl pyranin transportovan do vakuol.
Zméfené pH vakuol bunék kmene PD se liSilo u jednotlivych bunék a jeho hodnota
se pohybovala v rozmezi 5,0-6,1 pH jednotky.
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Uvod
1.1. Kvasinky jako modelovy systém

Kvasinky jsou Casto vyuZivany jako modelovy systém pfi biofyzikél;lich
vyzkumech. Jsou to nejjednodussi eukaryotni organismy, tzn. nejjednodussi
organismy, které maji jednotlivé kompartmenty buriky oddéleny
membranou. Jde také o viibec prvni organismus, u kterého byla rozlusténa
cela sekvence DNA, konkrétné pro Saccharomyces cerevisiae v roce 1996 [10].
Kuvtili jejich analogii se sav€imi burikami byva pfedmétem studia nejcastéji
metabolismus, signdlni drahy, transportni mechanismy, membranovy
potencial, fluidita membrany, vnitrobunécné pH, apod.

Kvasinky jsou jednobunééné organismy, velmi snadné je jejich péstovani
v tekutych rastovych médiich. Jedna se o dostatetné rychle se mnozici
organismus - generacni doba (doba zdvojeni, zdvojndsobeni poctu bunék) je
pfiblizné 2 hodiny. Kvasinkové buriky existuji v haploidnim i diploidnim
stavu, coZ usnadriuje moZnost mutageneze.

Kvasinky jsou organismy znaéné rozmanité — v soucasnosti je znamo 457

druhti zafazenych do 78 rodq, 15 druhii ze 4 rodt je patogennich [9].
1.1.1.Struktura kvasinkové buiiky

NejcastéjSim tvarem, ktery kvasinkova burika zaujimg, je rotaéni elipsoid.
Tvar buriky je druhové charakteristicky a zavisi mimo jiného také na fazi riis-
tu butiky. Pro Saccharomyces cerevisiae je typicky tvar rotacniho elipsoidu, dél-
ka buriky je 3-15um, Sifka 3-4um, primérny objem 175um?. Pfi nepfiznivych
podminkach pro Zivot buriky se zvySuje pomér povrch/objem buniky, kdy

diky relativné vétsimu povrchu pak burika snaze pfijima Ziviny [9].



Zakladni &asti_kvasinkové buiiky

Zakladni ¢asti kvasinkové butiky jsou vyobrazeny na obrazku 1.1. Patfi mezi
né predevdim jadro, vakuola, bunééna sténa, mitochondrie a dalsi organely

popsané nize.

Obr. 1.1: Zakladni Cdsti kvasinkové buitky — N-jddro, M-mitochondrie, ER-
endoplasmatické retikulum, Va-vakuola.

Bunécéna sténa

Bunécna sténa (BS) urcuje tvar buriky a chrani ji pfed vnéjsimi vlivy. Je
propustnd i pro velké molekuly (napf. DNA), difusni rychlost molekuly
bunécnou sténou je ovlivnéna velikosti molekuly.

Zaklad bunéiné stény tvofi polysacharidy, az 80 % suché vahy, ato
pfedevsim glukany a manany. Glukan se vyskytuje ve dvou formach vétveni
(I—6)glukan a (1—3)glukan), tyto dvé slozky jsou zasitovany a tvofi

zakladni kostru bunécné stény. Nerovnomérné je v burice rozlozen chinin a



to v mistech jizev po bunécném déleni, viz. nize. Dale BS obsahuje proteiny,
lipidy, fosfolipidy a dalsi latky.

Bunécna sténa je zdporné nabita coz umoziiuje fixaci bunék na kladné nabité
povrchy. Je téZ znacné elasticka a vydrzi snizeni objemu butiky az o 50 %.
Tloustka bunécné stény je 150-400 nm a je znacné zavisla na kultivacnich
podminkach. Jednim ze zakladnich faktord, které ovlivnuji tloustku BS je
koncentrace glukdzy v kultivaénim médiu - viz obrazek 1.2. Pfi pozorovani
pod elektronovym mikroskopem se ukdzalo, Ze pfi 0,2 % roztoku glukézy je
sténa tendi nez pfi 2 %, vyssi koncentrace glukézy nez 2 % vsak jiz nevedou
k rastu tloustky BS [4].

Vlastnosti BS maji za nasledek mozné shlukovani (aglutinaci, flokulaci)
bunék. Ziejmé se jedna o interakci lektinového typu. V laboratornich pod-
minkach je tento jev nezddouci (dochazi k oddéleni bunék od Zivného média
a k chybam pfi méfeni OD), vyuziva se vSak pii vyrobé piva (Cefeni, kvasin-

kové buriky se po ukonceni kvasného procesu ulozi na dno nadoby) [9].

Obrazek 1.2: Kvasinky s riznou tloustkou bunécné stény. Vlevo jsou kvasinky
péstované v standardnim YEP médiu s 2 % roztokem glukdzy, vpravo je pouZito totéz
médium, obsah glukozy je snizen na 0,2 % roztoku. Snimky jsou poFizeny
elektronovym mikroskopem.



Cytoplazmatickd membrana

Cytoplazmatickd membrana je elastickdi membrana obklopujici buriku.
Propustna je pouze pro malé nenabité molekuly, pro vétsi ¢i nabité latky je
nutné vyuziti specifickych pfenaSeci. Membrana zabrafiuje vniknuti
cizorodych latek do burttky a je tak hlavni piekazkou pfi zavadéni

fluorescen¢nich sond.

Jadro

Jadro je kulaty az lalocnaty utvar, oddéleny od zbytku buriky dvojitou
membranou. Vldkno chromozomu, uloZené uvnitf jadra, je oproti savéi DNA
madlo spiralizovano. Na jadru se diferencuje polarni télisko, které ma vztah
k tvorbé pupene. Pfi mnoZeni dochazi u kvasinek k uzaviené mitéze, tzn.

nerozpousti se jaderny obal.

Mitochondrie
Pivodné nejspi§ nebyly soudasti burky, vznikly symbiézou s jinym
organismem a kvasinkové buriky jsou dodnes schopny pfeZivat i bez nich.

Jejich hlavni funkci je uvolfiovadni energie uloZzené v ATP (dychani) [18].

Vakuola

Vakuola je pfedevsim zasobarnou Zivin v burice. V pocatetnim stadiu Zivota
jich miiZe burika obsahovat vice, pozdéji se viak slou¢i v jednu vakuolu o
rozméru 0,3-3 pum. Vakuola je esencidlni strukturou buriky, mutanty bez ni

S$patné pfeZivaiji. Jeji pH je niZsi neZ pH cytozolu, pfiblizné 5,5 [2].

Cytozol
Cytozol je vodny roztok vypliujici vnitfek buriky, obsahuje mnozstvi

rozpusténych latek (proteiny, glykogen, makromolekuly) a také mikrozomy.



To jsou téliska, ktera obsahuji oxidacni enzymy. Hodnota pH cytozolu se

podle pfedchozich méfeni (napf. [12], [15]) pohybuje v rozmezi 6,2-7,0.

Pouzdro
Kvasinkové pouzdro omezuje hydrataci buriky a jeji schopnost pfijimat
Ziviny. Pouzdro maji jen nékteré druhy kvasinek a vétSsinou ma vztah

k patogenité druhu [9].

1.1.2. RozmnoZovani a rast kvasinek

Kvasinky se mnozi vétSinou pucenim, nékteré druhy také prehradecnym
délenim. Musime rozliSovat mezi mnoZenim jednotlivych bunék a vyvojem

celé kultury kvasinek.

Bunéény cyklus kvasinek

U Saccharomyces cerevisiae dochazi k déleni pucenim, na mateiské burice se
nejprve vytvoii pupen, z kterého potom vznikne dcefina burika. V misté dé-
leni zistane na matefské i dcefiné burice jizva obsahujici chitin. Detekci chi-
tinu maZeme zjistit, kolikrat jiz burika pucela. Pramérny pocet puceni buriky
je 24, maximalni 43 [9]. RozliSujeme 4 faze déleni buriky - viz. obrazek 1.3.

G1 faze — ptipravny proces, burika doriista do potfebné velikosti a pfipravuje
se na replikaci DNA.

S faze - burika zacina pucet, replikuje se DNA a duplikuje se polarni télisko,
které pak migruje do protilehlé polohy na jadfe. Tvofi se délici vieténko a
burika se pfipravuje na tvorbu pupene.

G2 féze — pfiprava buriky na jaderné déleni, pfemisténi jddra do oblasti mezi

matefskou burikou a pupenem.



M faze — déleni jadra (zlstava zachovdna jadernd membrana — uzaviend

mitdza), vlastni oddéleni buriky.

® START
Separace bunék @

Oddéleni jader

.
CO
o

Pocatek tvorby

'\@b«/

Migrace jadra

Obrdzek 1.3: Fdze déleni buriky

Rist bunécné kultury

Rist bunééné kultury je ovlivnén mnoha vnéjS§imi podminkami, pfedevsim
pak teplotou, obsahem Zivin v médiu a pfistupem kysliku.

Pfi zaockovani bunék do kultivaéntho média se vném vyskytuji buriky
v riiznych fazich bunééného cyklu, které se déle déli a lze sledovat rast celé
kultury. Posuzovani ristu miZeme provadét napf. pomoci pocitani poctu
bunék, hmotnosti biomasy, poklesu koncentrace nékteré latky v kultivacnim
médiu & nepfimo. Casto se uZiva nepfimého uréovani pomoci méfeni
rozptylu svétla, kdy méfime OD (z anglického optical density, opticka

hustota) suspenze bunék. VyneSenim zavislosti OD suspenze na case
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dostavame tzv. rastovou kfivku - viz. obrizek 1.4. RozliSujeme tyto

zakladni faze riistu bunééné kultury:

Stacionarni faze — téZ nazyvana lag faze. Toto je pocatecni faze, kdy se pocet
bunék neméni, kultura se pfizplisobuje novému ristovému médiu. Délka
stacionarni faze zavisi na okolnich podminkiach, na mife asimila¢ni
adaptibility kultury, v pfipadé optimalnich podminek je minimalni.

Exponencialni faze - ¢i tzv. log faze, buriky se zadinaji prudce mnozit, nartist
jejich poctu je exponencidlni. Buriky nestihaji dortistat a jsou mensi.

Diauxicka faze — dochazi Ziviny (glukéza), zpodiatku maZeme pozorovat fazi
zpomaleni ristu, pocet bunék se ustali a stagnuje.. Dochézi ke zvétSovani
rozméra bunék, buriky se pfizpasobuji na jiny zdroj uhliku, napft. ethanol.

Tato faze je téZ nazyvana diauxicky shift.

stacionarnf faze

18 \ faze odumirani
N
4 4 ]
! ] post-diauxicka faze - - e =
12 4 "
1 [ |
10 - [ ]
]
1 diauxicky shift
8 * -
6 -'..
Tlag-faze n
. a®
44 -f
" g
24 /| w+—log-faze
] [ ]
0 +-". I L ] L T L] T T T L4 T T ,’hl’Tl_l-l-rl-"!
0 10 20 30 40 50 60 100 200 300 400 500 600
t (hod)

Obrdzek 1.4: P¥iklad riistové kiivky kmene kvasinek (divoky kmen BY4742).
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Post-diauxicka faze — nastdava po vycerpani prvotniho zdroje uhliku, buriky
zacnou rust na jiném zdroji uhliku, ¢asto na ethanolu, ktery produkovaly
v exponencialni fazi.

Staciondrni féze - dochazi vSechny zdroje uhliku, zpofatku muZeme
pozorovat fazi zpomaleni riistu, pocet bunék se ustali a stagnuje, zvétSovani
rozméri bunék.

Féze odumirani, negativniho pfirtstku — rychlé odumirdni bunék, pribéh je
podobny akceleraci v exponencialni fazi, probiha vsak v opatném sméru.
Prabéh rtistové kiivky miizeme ovlivnit postupnym pfidavanim Zivin, napf.
metodou kontinualni kultivace, kdy Ziviny pfidavame neustdle a buriky jsou

tak dlouhou dobu v exponencialni fazi.

1.1.3. Publikované vysledky méfeni vnitrobunééného pH

Pro méfeni vnitrobunééného pH kvasinek rodu Saccharomyces cerevisiae se
vyuzivd mnozstvi fyzikalnich metod. VyuZiti fluorescencnich metod byva
velmi Casté s vyuzitim Sirokého spektra fluorescencnich sond. NiZe uvadim

nékteré drive publikované vysledky.

Prvni pouZiti fluorescencnich sond pro meéfeni vnitrobunééného pH
publikoval v roce 1982 Slavik [15]. Porovnal rizné fluorescencni sondy a
proméfil zavislost vnitrobunécného pH na pH okolniho prostredi.

Valli [17] pouzil kvasinkovy kmen CEN.PK 113-5D a metodu pratokové
cytometrie s vyuzitim fluorescentni sondy Carboxy SNARF-4F. Tato metoda
spociva v tom, Ze buriky po jedné protékaji skenovacim zafizenim, kde je
barvivo excitovdno a je zaznamendvan excitatni pomér od jednotlivych
bunék. Tento pomér je citlivy na pH. K obarveni bunék bylo pouzito barvivo

v esterované formé, kdy samo volné pronika pfes membranu a je uvnitr
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buriky hydrolyzovano esterdazami. Hydrolyzované barvivo jiz z buriky
nemuze uniknout. Prace se zaméfila na rozdily pH bunék v raznych fazich
rastu kultury. Nebyly prokazany vyrazné zmény intraceluldarniho pH
v zavislosti na ristové fazi. Intracelularni pH bunék bylo 6,5 v exponencialni
fazi a 6,4 ve fazi stacionarni.

Casto byvaji providéna srovnani intracelulirniho pH jednotlivych kmenti
kvasinek. Haworth [6] srovnaval vnitini pH Saccharomyces cerevisize a
Saccharomyces pombe, jako sonda byl pouZivan Carboxy SNARF-1. Pfi
externim pH=7,0 naméfil intraceluldrni pH S. pombe 7.0 a S. cerevisiae 6,6.
Stejna vyzkumna skupina charakterizovala tok protonti pfes membrénu [5].
Jako sonda byl vyuzivan Carboxy SNARF-1 a byly monitorovany zmény jeho
intenzity pfi zméné vnitrobunééného pH. Byly pouzivany kmeny
Saccharomyces cerevisiae. U kmene BJ4932 bylo naméreno prirozené pH 6,8, u
kmene DAULI1 pH 6,5. Byla téz zkoumana zména vnitrobunééného pH po
pridani glukézy do suspenze. U obou testovanych kmenti vnitrobunécné pH
vzrostlo, u BJ4932 na hodnotu 7,3 a u kmene DAUL1 na hodnotu 7,1.

A. Pena [12] se zabyval méfenim vnitrobunééného pH pomoci fluorescencni
sondy pyraninu. Barveni bunék provadél pomoci elektroporace, pouzival
jeden puls o délce 3,1-3,5 ms. Vysledné zméfené pH se pohybovalo kolem
hodnoty 6,2.

Stejnou metodu jako v této diplomové praci vyuzila ve své diplomové praci
Mgr. Hana Drapalova [3]. Méfeni provadéla v suspenzi na fluorescenénim
spektrometru a naméfené vnitini pH kmene PD se pohybovalo v rozmezi
6,3 — 6,4 pH jednotky. Stejné jako v [5] byla proméfena zavislost vnitrobu-

nécného pH po pridani glukézy, byl zaznamendn narast pH na hodnotu 6,8.

vvvvv

méfenim se zabyva napf. V. Carmelo v [2]. Ten naméfil hodnotu pH vakuol

13



pro buriky v destilované vodé okolo 6 pH jednotek. V této praci ukdzal téz
vliv okolniho prostfedi na vakuolarni pH. Pfi inkubaci v kyselém prostfedi

kleslo vakuolarni pH aZ na 4,4.

1.2. Fluorescence

Luminiscence je pfebytek zafeni nad tepelnym vyzafovanim télesa, pokud
toto vyzafovani ma konecnou dobu trvani, kterd vyrazné pfevySuje dobu
svételnych kmitd [14]. Doba Zivota fluorescence je 0,1-100 ns. Rozliujeme
dva zakladni typy luminiscence - fluorescenci (pfechod z vysSich singletnich
hladin do hladiny zikladni) a fosforescenci (pfechod z tripletniho stavu

molekuly do stavu singletniho, delsi doba trvédni — aZ jednotky sekund).

|: | N S & Vibraéni stavy
Rl

i - Rota€ni stavy
i &
d e w7 ——=——Elektronové stavy

| = T

rs _—

)

ENERGIE

So

Obr. 1.5: Jablonského diagram — singletni stavy jsou oznaceny S, tripletni T. ABS
znaci absorpci svétla, FL fluorescenci, PH fosforescenci, IsC je mezisystémovd
konverze, zkratkou 1.C. je oznacena vnitini konverze.

Chceme-li pozorovat fluorescenci, vyexcitujeme molekulu ze zakladniho

stavu So do nékterého z vysSich singletnich stavii. Z téch mtize molekula

prejit zpét do zakladniho stavu bud pfechody nezafivymi nebo zafivymi.
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Graficky je mozné tyto zmény elektronové vibracnich stavii molekul vyjadfit
pomoci tzv. Jablonského diagramu - viz obr. 1.5. Jsou v ném znazornény
singletni (vlevo) i tripletni (vpravo) stavy molekuly a mozné pfechody mezi

nimi.

Nezafivé prechody

Rozeznavame tfi typy nezafivych pfechodid mezi jednotlivymi elektronové
vibracnimi stavy molekuly.

Vnitini konverze - pfechod mezi dvéma stavy o stejné multiplicité (mezi
dvéma singletnimi stavy). Pfi fluorescenci dochazi k pfechodu molekuly
vnitfni konverzi z vyssich singletnich stavii do stavu Si, ze kterého pak
molekula pfejde zafivym pfechodem do stavu zakladniho (fluorescence).
Mezisystémovd konverze - pfechod mezi dvéma stavy o rozdilné
multiplicité (mezi stavem singletnim a tripletnim). U nékterych fluoroforti
muze dojit k prechodu molekuly ze singletniho stavu S: do tripletniho stavu
Tt a k naslednému vyzafeni fotonu (fosforescence).

Vibracni relaxace — dochazi k pfenosu nadbytku vibrac¢ni energie na okolni

molekuly, méni se pouze vibra¢ni stav molekuly, ne stav elektronovy.

Zarivé prechody

Fluorescence - zafivy prechod z prvniho excitovaného stavu Si (pouze
vyjimené dochazi k zafivym pfechodim z vySSich singletnich stavi) do
zakladniho stavu Se. Obvykla doba od excitace molekuly do vyzareni fotonu
je 0,1-100 ns.

Fosforescence - zafivy pfechod znékterého vyssiho tripletniho stavu
molekuly (nej€astéji stavu Ti) do stavu zakladniho. Pro fosforescenci je
charakteristicka del$i doba dohasinani (10+-10? s), ktera je zptisobena tim, Ze

pfechod z tripletniho do singletniho stavu je spinové zakazany.
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Molekulu mutZeme excitovat napf. svételnym zafenim, chemicky di
mechanicky. Pfi excitaci svétlem dochazi k tzv. Stokesové posuvu — vinova
délka A vyzareného zafeni je vzdy vyssi neZ A zdfeni excitacniho. To je v sou-
ladu se zdkonem zachovani energie, jelikoZ dochazi k ztraté Casti energie

zafeni béhem vnitini konverze molekuly (nezafivych pfechodit) [14].

1.2.1. Fluorescenéni sondy

U nékterych fluoreskujicich latek miiZeme pozorovat zavislost fluorescencni
odezvy na vlastnostech okolniho prostfedi. Interakcemi s mikrookolim
fluoroforu dochazi k posuviim energetickych hladin molekuly, a tim
ke zméné fluorescencni odezvy. Pokud mizeme tyto zmény vztahnout ke
konkrétnim zménam mikrookoli je mozné ze zmény fluorescencniho signalu
urdit vlastnosti mikrookoli fluoreskujici latky. Zmény fluorescen¢ni odezvy
mohou byt vyrazné napf. pfi zméné polarity prostfedi, proto jsou
fluoreskujici latky ¢asto pouzivany jako sondy pro méfeni polarity prostiedi.
Mozné je ale i vyuziti fluorescen¢énich sond pro méreni potencidlu na
bunéénych membranach, pH, viskozity, koncentrace latek v prosttedi, apod.
Vyhodou vyuZiti fluorescencnich sond je bezkontaktnost a neinvazivnost
metody. Fluorescen¢ni sondy jsou ¢asto malé molekuly, které okolni systém
vyraznéj$im zptisobem neovliviiyji. Vyhodou je také snadné zpracovani
ziskané informace - pokud vime, jaké zméné systému odpovida zména
fluorescen¢niho signalu (tzn., Ze zndme kalibra¢ni kfivku), je jizZ vyhodnoceni

fluorescen¢nich zmén velmi snadné a okamzité.
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Fluorescen¢ni sondy pro méfeni pH
pH je definovino jako zaporné vzaty dekadicky logaritmus aktivity

vodikovych ionti.

pH = - log an-

Pii fyziologickych procesech v butice vznikaji ionizaci chemickych skupin
protony H*. Bunika miize gradient H* na bunééné membrané a na
membrandch organel vyuZit jako zdroj energie pro své Zivotni procesy.

Rada fluoreskujicich litek reaguje na zmény pH okolntho prostfedi. NiZe
uvadim nékteré nejcastéji pouzivané sondy pro méfeni vnitrobunééného pH.
Diilezitou vlastnosti téchto sond je nejen moZnost barveni bunék bez
naruSeni jejich Zivotnich procesti, ale také vhodny rozsah citlivosti sondy a
jeji nizka toxicita.

Fluorescein

Fluorescein je jednou z nejznaméjsich sond pro méfeni vnitrobunééného pH.
Dnes se viak vyuZivd jen zfidka. Castéjsi je vyuZiti jeho derivati.
Nevyhodou fluoresceinu je jeho znacny vytok zbunék, coz komplikuje
kvantitativni méfeni.

Carboxyfluorescein

Derivat fluoresceinu, ktery ma velmi podobné spektrdlni vlastnosti jako
fluorescein, jeho unik z bunék je vSak niZsi. Je vyrabén i v esterované formé,
ktera snadno prochazi membranou. Uvnitf buriky je hydrolyzovan
esterdzami a zistava uvéznén v burice (podrobnéji viz. kapitola 1.2.3.
Metody barveni bunék)

BCECF

Zmény fluorescenéniho spektra BCECF v zavislosti na pH neumoZiiuji
vysoké rozliSeni, coz miZe byt pfi méfeni fyziologickych pH problém. Jedna

se viak o pomérovou sondu, tzn. Ze vysledek méfeni nezavisi na koncentraci

17



sondy v daném misté vzorku, nezavisi ani na vytoku sondy zburiky a na
vybélovani sondy. Barveni bunék probiha jejich inkubaci v roztoku
sesterovanym BCECF. Uvnitf buniky opét probiha hydrolyzace
vnitrobunéénymi esterazami.

SNARF, SNAFL

Tyto sondy jsou vhodné pro excita¢ni i emisni pomérova méfeni. Diky tomu
je mozné je pouzit napfiklad i v konfokalni skenovaci mikroskopii. Jsou
citlivé v celém rozsahu fyziologického pH. Pii delsi inkubaci esterované
formy SNARF-1 se hydrolyzovana podoba sondy soustfedi v mitochondriich
a je tedy mozné méfit mitochondridlni pH [8].

Carboxy SNAFL-1

Carboxy SNAFL-1 je mozné vyuZit pro excitacni i emisni pomérova méfeni,
oproti SNAFL-1 ma vSak daleko vyssi kvantovy vytéZek a k méfeni tedy
postacuje nizsi koncentrace sondy.

Pyranin

Pyranin mZeme v literatufe najit téZ pod nazvem HPTS ¢i H348. Chemicky
se jedna o 8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonovou kyselinu, jejiz struktura je
ukdzana na obrazku 1.6 a absorpcni spektrum na obrazku 1.7. Pyranin je
vhodny pfedevsim pro excitacni pomérova méfeni, ktera vyuzivaji excitace
napf. na 405 a 450 nm. Vyhodou jeho pouZiti je vysoka rozpustnost ve vodé a
nizka cena.

Pyranin samovolné neprochazi membranou, protoZe nese tfi zaporné naboje.
To znesnadriuje barveni bunék, ke kterému je nutné vyuziti invazivnich
metod (elektroporace ¢ mikroinjekce). Po aplikaci vSak sonda zburiky
neunikd. Pyranin md i mnoho dalSich vyuZiti — pouZivd se napiiklad

k detekci flizi membran ¢ méfeni pH rtiznych organel.
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Obrizek 1.6: Strukturni vzorec pyraninu (8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonovi
kyselina)

1.2.2. Méfeni fluorescencni odezvy

Fluorescenci miZeme méfit bud stacionarni (vzorek excitujeme kontinualné)

nebo ¢asové rozliSenou (pulzni excitace a sledovani dohasindni fluorescence).

Stacionarni méfeni fluorescence

Fluorofory excitujeme kontinudlné a sledujeme stfedni hodnotu intenzity
fluorescence od vsech excitovanych molekul.

méfeni intenzity - byva nejjednodus$im zpiusobem méfeni, muze vSak byt
zkresleno mnoha vlivy - rozptylem svétla na vzorku a aparatufe,
fluktuacemi lampy, kterou vzorek excitujeme, koncentraci fluoreskujici latky
v jednotlivych &astech vzorku, rozdilnou optickou drahou excitaéniho zafeni
ve vzorku a dals$imi faktory.

pomérova méfeni — méfeni intenzity fluorescenéniho signidlu na dvou
vlnovych délkach a vypocteni jejich poméru. Vyhodné je, Ze pfi tomto
zptisobu méfeni nezavisi vysledny pomér intenzit na koncentraci sondy
vjednotlivych castech vzorku. Méfeni tedy neni limitovano tim, Ze

rovnomérné rozlozeni sondy vburice nejsme schopni zajistit, je téz
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eliminovan jak efekt uniku sondy zburky, tak efekt vybélovani sondy.
Pomérovy zptisob méfeni je €asto vyuZivan u fluorescencnich sond -
spektralni posuvy emise nebo absorpce pfi zméné okolniho prostfedi jsou
snadno zaznamenatelné pomoci béZnych spektrometri.

MiiZeme méfit spektrum emisni — excitujeme jednou vinovou délkou a
zaznamenavame emisi zafeni v urcitém intervalu A (pfi pomérovém méfeni
staci zaznamenat emisi na dvou rtiznych vinovych délkach a vypocist pomér
naméfenych hodnot). Druhym zptisobem je méfeni excitaéni - méfime emisi
na fixni vinové délce Aem a ménime vinovou délku A excita¢niho zafeni. Tato

méfeni odraZeji spektralni zavislost extinkéniho koeficientu.

Makroskopicka pomérova excitacni méfeni

Na obrazku 1.7 vidime absorp¢ni spektra pyraninu pfi riizném pH okolniho
prostfedi. Pfi zméné okolniho prostfedi dochazi k vyraznym zménam
v absorpénim spektru pyraninu — maximum na 470 nm se s rostoucim pH
sniZuje a zaroven nartista maximum na 405 nm. Emisni spektrum pyraninu

je na okolnim pH nezavislé, neméni se ani jeho poloha, ani tvar.

0.01 M NaOH

Absorpce

0.01 M HCI

T T

I
350 40 450 500
Vlnova délka (nm)

Obrdzek 1.7 Absorpcni spektra pyraninu p¥i riiznych pH prostiedi
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Excitaéni pomérova méfeni provadime tak, Ze excitujeme na dvou riiznych
vinovych délkach (napi. 405 a 450 nm), zaznamename intenzitu fluorescence
na pevné zvolené vinové délce (540 nm) a spolitime pomér naméfenych
intenzit. Diky rozdilné absorpci pfi riiznych pH prostfedi bude fluorescenéni
signal, a tedy i pomér zavisly na pH prostfedi, ve kterém se sonda vyskytuje.

Nebude vSak zaviset na jeji koncentraci.

Mikroskopicka pomérova excitacni méfeni

Mikroskopicka méfeni provadime analogicky jako méfeni makroskopicka
(excitujeme na dvou vinovych délkach, snimame na jedné vinové délce).
Zaznamenavame dvourozmérnou mapu intenzit .pfi obou excita¢nich
vinovych délkach a tyto mapy bod po bodu vydélime. Ziskame tak 2D mapu
pomérti, ktera ukazuje na rozloZeni pH, a je nezavisla na koncentraci sondy.
Pfi snimkovani je nutné, aby se oba snimky od sebe prostorové nelisily, tzn.
aby nedochazelo k pohybu bunék, ktery by pomér intenzit zkreslil (ve dvou
sousednich bodech mtzZe byt jednak jiné pH, ale pfedevsim jina koncentrace
sondy). Drobné posunuti obrazk vici sobé se projevi jako stiny na okrajich
bunék ve vypoéteném pomérovém snimku, takovy snimek tak neni mozné
pouzit jako celek - pomér na okrajich bunék nevypovida o pH v daném

bodé.

1.2.3. Metody barveni bunék

Pres velké mnozstvi fluorescen¢nich sond vhodnych pro méfeni rozlicnych
vlastnosti je jich pouze malé mnoZstvi vhodné pro méfeni na Zzivych
burikiach. Divodem je cytoplazmaticki membrana chranici buriku a
zabranyjici priiniku sondy do buiiky - propousti pouze malé nepolarni

molekuly. V literatufe je popsano nékolik technik, které vstup sondy do
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buriky umoziuji. Nejvyhodnéjsi jsou metody, které sondu v burice ,,uvézni”

a je znemoznén jeji unik zpét do okolniho média.

Metoda priiniku v esterované formé

Mnoho sond je moZné upravit na acetyl- ¢ acetoxymethylestery. Ty jsou
lipofilni a snadno tak pronikaji pfes membranu. Uvnitf butiky pak bunééné
esterazy rozstépi esterové vazby a negativné nabita sonda ziistane uvéznéna
uvnitf buriky. Tato metoda je nejméné invazivni. Nevyhodou je, Ze pokud
nedojde k v¢asnému hydrolyzovéni esterované sondy esterazami v cytozolu,
dostane se sonda do organel, coZ mtze byt neZiddouci. DalSi nevyhodou je,
Ze ne viechny sondy je mozné esterifikovat. Metoda je vhodna napfiklad pro

aplikaci hojné vyuzivaného fluoresceinu ¢i jeho derivati [16].

Metoda mikroinjekce
Sonda je do buriky aplikovana pomoci mikropipety. Tato metoda je vhodna i

pro velmi velké molekuly sondy. Aplikace je ale mozna pouze do velkych
bunék a dochazi kjejich znatnému naruSeni. Tato metoda byla vyuZita

naptiklad pro aplikaci konjugatt fluorescein-dextran [19].

Metoda elektroporace

Metoda elektroporace V};uiivé kritké vysokonapétové pulsy, které narusi
membranu a vytvofi v ni péry. Témi se do buriky dostanou i velké ¢i nabité
molekuly.

Klasicky se pfi metodé elektroporace vyuziva jeden puls, ktery staci na
naruSeni membrany k priniku sondy do buriky. Tato metoda byla pouZzita i
pro vnik pyraninu do bunék Saccharomyces cerevisiae, délka pulsu se
pohybovala vrozmezi 3,1-3,5 ms (viz. napfiklad [12]). Vtéto podobé

znamena elektroporace pro buriku velkou zatéz.
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Ke sniZeni narusSeni buriky byla vyvinuta metoda zvana pulzni elektroporace
(pulse train electroporation). Pfi té neni pouZivan jeden dlouhy puls, ale série
slabsich a kratSich pulst, jejichZ délka je fadové ps. Po aplikaci série pulst se
buriky chladi, dojde tak k rychlej$§imu zaceleni pdri. Pfi vhodné volbé napéti
a poctu pulsti se neméni Zivotaschopnost butiky. Vyhodou je také to, Ze
koncentrace sondy v burice je po elektroporaci konstantni, latka z bunky

nevytéka. Metoda je vhodna napf. pro aplikaci pyraninu [3] [12].

1.3. Cile prace

Cilem této diplomové prace je:

1. Optimalizovat metodu barveni bunék pomoci pulzni elektroporace pro

kvasinky Saccharomyces cerevisiae.

2. Zkoumat vliv efektu vybélovani sondy na vysledky méfeni

vnitrobunécného pH pomoci pyraninu.

3. Vypracovat metodu kalibrace fluorescen¢ni sondy in vivo pro kvasinky
Saccharomyces cerevisiae. Porovnat kalibraci bunék energizovanych a bunék

vyhladovélych.

4. Zméfit vnitrobunééné pH cytozolu a vakuoly vybraného kvasinkového

kmene.
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Experimentalni metody a material

2.1. Pouzity materiail

2.1.1. Chemikadlie a fluorescené¢ni sondy

Pouzita glukéza a bactopepton byly od firmy Sigma; kvasni¢ny extrakt
pochézel od firmy Serva Feinbiochemica; agar byl doddn firmou Fluka,
kyselina citrénovda a hydrogenfosforenan sodny pochdzely od firmy

Lachema. Pyranin byl vyroben firmou Molecular Probes a byl dodan

v praskové formé.
2.1.2. Pouzité kmeny kvasinek
K experimentu jsme pouzili kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae, kmeny

IL 125-2B (laboratorni kmen bez mutaci) a PD (komeréné dostupné pekaiské
drozdi vyrabéné firmou UNIFERN GmbHé&Co., SRN).

2.2, Priprava bunék
2.2.1. Sterilizace a skladovani ziasobnich kultur a roztoka

Kultivaéni média, agar a 40% roztok glukozy byly sterilizovany v autoklavu

pfi teploté 121°C po dobu 20 minut.
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Z pyraninu, dodaného v praskové formé, byl pfipraven zdsobni roztok o
koncentraci 100 mM v destilované vodé.

Vsechny zasobni roztoky a agarové misky byly uchovavdny v lednici pfi
teploté 6°C. Stejné byly skladovany kvasinkové kultury na agarovych

miskach.

2.2.2. Péstovani bunék

Pocet bunék v médiu jsme urcovali pomoci méfeni absorbance, v dal$im
textu budeme pouZzivat oznaceni OD (z anglického Optical Density, opticka
hustota). OD jsme méfili pomoci absorpéniho spektrofotometru Spekol
Novaspec II — viz. obrazek 2.1. OD 2,0 odpovida koncentraci 5.10° bunék/ml

suspenze.

Zalio] sw#ln

Yicade

Obrizek 2.1 Schéma absorpéniho spektrofotometru Spekol Novaspec II, pouZivaného
pro urcovdni koncentrace bunék v médiu pomoci méreni OD.

25



Pro experimenty jsme pouzivali buriky v exponencialni fazi.

Zasobni kultura kmene IL byla uchovavana na agarové plotné v lednici pfi
teploté 4-6°C a nova agarova miska byla pfipravena jednou mésicné
preockovanim bunék. Pro méfeni bylo odebrano inokulum z agarové plotny
a zaockovano klickou do sterilntho kultivacniho YEPG média (1 % yeast
extraktu, 1 % bactopepton, 0,8 % glukdza v destilované vodé). Zaockované
inokulum jsme aerobné kultivovali v tfepaci lazni pfi teploté 30°C po dobu
cca 12 hodin. Buriky narostly pfiblizné na OD 3,0 a byly pfeockovany do
nového YEPG média na OD 0,5 a dale kultivovany za stejnych podminek po
dobu pfiiblizné 4 hodin. Pro elektroporaci jsme pouzivali buriky po
preockovani narostlé z OD 0,5 na OD 2,0.

Kmen PD jsme pro experimenty zvolili proto, Ze jeho rust je rychle;j$i nez rtst
kmenti laboratornich. Pouzivali jsme stejna YEP média jako pro kmen IL
Buriky PD jsme zaockovavali do kultivaéniho média pfimo v den méfeni na
OD priblizné 0,5 a nechali aerobné rist pfi teploté 30°C po dobu 3,5 aZ 4
hodin na OD 2,0.

DodrZovani vyse uvedenych OD je dtileZité pro elektroporaci, ktera zavisi na
velikosti bunék a na konkrétnim stadiu ristu, ve kterém se kultura kvasinek
nachazi.

Narostlé buriky jsme centrifugovali pfi 3000 otackach/min. po dobu 4 minut
v centrifuze Heraeus MegaFuge 1.0. Sedimentované buriky byly promyty
destilovanou vodou, opét stofeny a resuspendovany v destilované vodé. Pro
barveni jsme pouZivali suspenzi, ve které byla koncentrace bunék a

destilované vody 1:1.

26



2.3. Barveni bunék

2.3.1. Zafizeni na elektroporaci

Pro elektroporaci jsme pouZili pulzni elektroporator sestaveny na FU MFF
UK. Elektropordtor se sklada zpulzniho vysokonapétového zdroje,
dasovaciho zafizeni a pamétového osciloskopu slouziciho pro monitorovani
pulsii. Casovaci zatizeni ¥di vysilani VN impulsii o zvolené &asové ifce a
amplitudé. Casovou $itku mbZeme volit vrozmezi 10 ns aZ 999 ps,
amplituda VN pulsu je volitelna v intervalu cca 500-2000 V. Dale je mozné
volit frekvenci aplikace pulst. Charakteristiky pulsu jsou monitorovany
pomoci osciloskopu. K barveni byla pouZita specialni kyveta se vzdalenosti
elektrod 2 mm. VN zdroj automaticky omezuje aplikované napéti podle
vodivosti vzorku tak, aby proud prochazejici vzorkem nebyl piilis velky. Pro
praci u horni hranice rozsahu VN pulsii je tfeba redukovat vodivost vzorku
(napf. sniZenim koncentrace iontu v elektroporované suspenzi ¢i sniZenim

elektroporovaného objemu).
2.3.2. Standardni barveni bunék

Do pfipravené suspenze bunék (objem bunék:objem destilované vody 1:1)
jsme pfidali pyranin tak, aby jeho koncentrace byla 10 mM. Na suspenzi jsme
aplikovali pfesné definované vysokonapétové pulsy, jejich pfesné parametry
jsou uvedeny niZe. Elektroporované buriky jsme poté Sestkrat promyli
destilovanou vodou, ¢imZ jsme odstranili barvivo vné bunék. Pokud jsme
méfeni neprovadéli ihned po elektroporaci uchovavali jsme obarvené buriky

v lednici pfi teploté 4-6°C.
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2.3.3. Barveni bunék pro kalibraci

Pro nastaveni daného pH potfebného pro kalibraci v burikdch jsme do
suspenze bunék a destilované vody pfidali 10 mM C-P pufr o pfesné
definovaném pH a vyslednou smés jsme elektroporovali. Jelikoz péry
vytvofenymi napétim do buriky pronika nejen barvivo, ale i pufr a protony,
nastavi se v burice pH shodné s vnéjSim prostiedim potfebné pro kalibraci.

Obarvené buriky jsme Sestkrat promyli pufrem o stejném pH. Pro kalibraci

jsme obvykle pouzivali sérii 4 pufra s pH v rozsahu 6,0-7,5.

2.4. Méfeni na fluorescencnim mikroskopu -

K pozorovani jsme pouZzivali invertovany fluorescenéni mikroskop Olympus
IX 70 s objektivem pro vodni imerzi. Jako excita¢ni zdroj slouzila xenonova
vybojka, jejiz svétlo jsme upravili pomoci excitacnich filtrti. Fluorescen¢ni
signal jsme po priichodu emisnim filtrem bud pozorovali okularem nebo
zaznamenavali pomoci digitdlniho fotoaparatu Olympus Camedia 5.0
Mpixel (barevné snimky pro optimalizaci elektroporace a kontrolu obarveni
bunék). Pfesné zaznamendni intenzit pro vypocet excitatniho poméru bylo
provedeno pomoci CCD kamery.

Vzorky pro mikroskopicka méfeni jsme pfipravili nanesenim 1,5 ul suspenze

bunék na podlozni sklicko, které jsme poté piikryli sklickem krycim.
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2.4.1. Pouzité filtry

Propustnosti filtriit a dichroického zrcadla pouZivanych pf¥i mikroskopickém
méfeni jsou na obrazku 2.2.

Pouzivali jsme nasleduijici filtry:

Excitaéni filtr BP 450 — propousti excitacni zafeni o vinové délce 450-470 nm.
Excitacni filtr D405/20X - propousti excitacni zafeni o vin. délce 390-415 nm.
Dichroické zrcadlo BS 510 — propousti fluorescenci jdouci od vzorku a
excitacni zafeni odrazi zpét.

Emisni filtr BA 515 — propousti emisi zafeni od 500 nm.

100 ~
o4 00 pete
g
J:
g ¥
(2} o
a 1 /
< ;h !
a 404 ! !
i - - -BS 510
[ " ......... BP 450
204/ i ) ——BAS515
i ! ----- D405/20X
y \ : {
J0 S S —— . . v
400 450 500 550 600

VInova délka (nm)

Obrdzek 2.2: Spektrdlni charakteristiky jednotlivych optickych komponent
fluorescencniho mikroskopu. BS 510 oznacuje dichroické zrcadlo, BA 515 emisni
filtr, BP 450 a D405/20X excitacni filtry.
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2.5. Kontrola Zivotaschopnosti bunék po elektroporaci

2.5.1 Kontrola pomoci mikroskopu

Zivotaschopnost bunék po elektroporaci miiZeme kontrolovat pfi
mikroskopickych pozorovdnich pomoci propidium iodidu (PI). Je-li
membrdna buriky permanentné narusena, tj. jsou v ni pory, které jiz burika
neni schopna zacelit, bufika jiz neni schopna Zivota. Vzniklymi péry
difunduje PI dovnitf buriky. Intenzita fluorescence PI navazaného na
nukleové kyseliny je 20-30krat vyssi nez intenzita fluorescence PI ve vodném
roztoku. Okoli bunék tedy diky nizké intenzité fluorescence vidime jako
cerné. V bunkach s naruSenou membranou se PI navaze na jadernou DNA a
RNA v cytoplazmé a poSkozené buriky silné cervené fluoreskuiji.

Tato kontrola je vhodna pro okamzité zjisténi Zivotaschopnosti bunék. To je
dilezité pfedeviim pokud chceme pozorovat fyziologické procesy
v burikdch ¢i méfit ptirozené pH Zivych bunék.

Pfi mikroskopickych méfenich stac¢i do pfipravovaného vzorku k1,5ul

suspenze pfidat 0,5u1 10 mM PL

2.5.2 Vysevovy test

Pfi kontrole pomoci propidium jodidu mtze dojit k tomu, Ze nékteré bunky
nemaji naru$enou membranu a nejsou tudiz obarveny. Jsou v3ak naruseny
natolik, Ze umiraji a nejsou schopny se délit. Dlouhodobou Zivotaschopnost
bunék miZeme zjistit pomoci vysevového testu.

Suspenzi elektroporovanych bunék nafedime tak, abychom byli schopni
pomoci pipety nabrat cca 150 bunék. Ty pfeneseme na agarovou plotnu a

rozetfeme na celou jeji plochu. Takto pfipravené misky kultivujeme po dobu
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48 hodin pfi teploté 30°C. Z kazdé Zivotaschopné bumnky béhem kultivace
vyroste kolonie o priméru 1-2 mm. Porovnanim poc¢tu kolonii bunék
elektroporovanych s kontrolnim vysevem bunék bez elektroporace zjistime,
kolik procent bunék pieziva. Kontrolni vysev je nutné délat z bunék stejné
fedénych jako buriky elektroporované, aby byl zarucen stejny podet
vysévanych bunék.

Kontrolu pomoci vysevového testu je vhodné provést po optimalizaci
nastaveni elektroporace. Slouzi jako kontrola toho, Ze buriky nejsou
dlouhodobé naruseny, jsou schopny dile se mnoZit a vSechny fyziologické

procesy v nich probihaji stejné jako v burikich neelektroporovanych.
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Vysledky a diskuse

3.1. Optimalizace elektroporace pro kmen IL

Zvoleny zpusob barveni bunék pomoci elektroporace je metoda invazivni,
pro buniku energeticky ndrocna (musi dojit k zacelovani pdra). P
nevhodném nastaveni parametri pulsi dochazi kjejimu nadmérnému
naruseni, které je jiz nevratné a pro kvasinkovou buriku fatdlni. Pokud
chceme pozorovat buriky v dobrém fyziologickém stavu, ktery odpovida
stavu bun€k neelektroporovanych, je nutné elektroporovat bunky co
nejSetrnéji. Na druhou stranu pfi malém naruseni bunééné stény nepostacuiji
vzniklé péry kpriniku dostatecného mnoZstvi barviva do buriky,
fluorescencni signal je pak velmi nizky a vysledek méfeni je znacné zkreslen
Sumem.

Jako vychozi nastaveni elektroporace, které jsme dale optimalizovali, jsme
pouzili nastaveni pouzivané v praci H. Drapalové [3], ktera pouzivala stejny
kvasinkovy kmen. Podminky kultivace byly téZ shodné s nasimi. Do sus-
penze bunék byl pfidan pyranin na vyslednou koncentraci 10mM, vysledna
smés byla elektroporovana v 2 mm kyveté. Bylo pouzito napéti 1200 V, délka
pulsu 50 pus a bylo aplikovano 50 pulsti pii frekvenci 2 Hz. Za téchto
podminek bylo obarveni bunék dobré, amrtnost vSak dosahovala 30 %.

Pfi optimalizaci elektroporace byly elektroporovany buriky napéstované
vtentyz den pifi riznych nastavenich parametrii elektroporace. Pro
mikroskopicka méfeni byl k butikdm pfiddn propidium jodid pro rozliSeni
mrtvych bunék. PI miiZe pronikat do mrtvych bunék a barvit chromatin. Do
zivych bunék PI nepronikd. Z kaZzdého vzorku bylo pomoci digitalniho

fotoaparatu pofizeno nékolik dvojic mikroskopickych snimkua. Priklad
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takovych snimki vidite na obrazku 3.1. Vybér snimanych mist byl nahodny.
Vidy byl pofizen jeden fluorescenéni snimek, na kterém bylo moZno vidét
zelené svitici buriky obarvené pyraninem a buriky mrtvé, obarvené PI, svitici
¢ervené (obr. 3.1.A). Druhy snimek (3.1 B) je snimkem ve viditelném svétle a
slouzil pro zjiSténi celkového poctu bunék v zorném poli.

Snimky byly ruéné vyhodnocovany — vzdy byl spocitin pocet viech bunék
v zorném poli, bunék obarvenych pyraninem a bunék mrtvych. Jejich zastou-
peni bylo vyjadfeno procentudlné (viz. obrdzky 3.2-3.4). Soucet frakce bunék
obarvenych a mrtvych mtZze byt v nékterych pfipadech vyssi nez 100 %. Je
totiz mozné, Ze burika obarvena pyraninem je mrtva a tudiz obarvena i PI.
V tomto pfipadé je zapocitana v obou frakcich.

Byly optimalizovény tfi parametry elektroporace — amplituda aplikovaného
napéti (viz. 3.1.1.), délka pulsu (viz. 3.1.2.) a pocet pulst (viz. 3.1.3.).
Mnozstvi elektroporovanych bunék je dano konstrukci elektroporatoru. Pfi
vy3sim mnoZstvi elektroporované suspenze je jeji vodivost pfili§ vysoka a na
elektrodach neni mozné udrzet potfebné napéti nutné pro obarveni.
Pouzivali jsme 10 mM koncentraci pyraninu. Z divodu sniZeni vodivosti
suspenze jsme pfi optimalizaci vyuzili i 5 mM koncentraci barviva. Bylo
zjiSténo, Ze nizsi koncentrace barviva nema vliv na frakci obarvenych bunék,
vysledné obarveni jednotlivych bunék je vSak méné intenzivni.

Bylo zjiSténo, Ze zména frekvence barvicich pulst v rozsahu 1-2 Hz nema
vliv ani na obarveni bunék, ani na jejich pfeZivani. Pfi optimalizaci jsme tedy

pouzivali frekvenci 2 Hz.
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Obrizek 3.1: Pfiklad snimkii p#i optimalizaci elektroporace pro busiky IL. A -
fluorescenéni snimek pro urleni frakce obarvenych bunék (zelené) a bunék mrtvych
(éervené), B - snimek ve viditelném svétle pro urceni celkového pocltu bunck
v zorném poli.

i
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3.1.1. Optimalizace amplitudy napéti

Amplitudu napéti na elektroporatoru je mozné meénit zhruba v rozsahu
500-2000 V. Pfi pouziti 2 mm kyvety toto napéti odpovida intenzité
elektrického pole vrozsahu 250-1000 V/mm. Horni mez rozsahu
dosazitelného napéti zavisi na vodivosti elektroporované suspenze. My jsme
ménili jsme napéti v rozsahu 700-1500 V. Vyssich hodnot nebylo pfi 10 mM
koncentraci pyraninu moZné dosahnout. Na obrazku 3.2 lze vidét, Ze pfi
nizkych napétich 700 V a 1000 V je stuperi obarvenych bunék velmi nizky. Pfi
1250 V dojde k vyraznému nartistu frakce obarvenych bunék aZ na 90-95 %.
Pti dalSim zvySovani napéti jiz pocCet obarvenych bunék neroste, zvySuje se
v3ak pocet bunék elektroporaci poSkozenych.

Na zakladé naméfenych vysledki jsme za optimalni hodnotu amplitudy
napéti volili 1200-1250 V, tzn., Ze intenzita elektrického pole v kyveté byla
600-625 V/mm.
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Obrizek 3.2: Optimalizace amplitudy napéti pri elektroporaci pro busiky IL,
vzdilenost elektrod 2 mm, délka pulsu 20 ps, 50 pulsi, frekvence 2 Hz, koncentrace
pyraninu 5 mM.
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3.1.2. Optimalizace délky pulsu

Pfi optimalizaci elektroporace jsme se rozhodli ménit délku VN pulsu
v rozmezi 10-50 ps. Na obrazku 3.3 vidime, Ze p¥i délce pulsu 10 ps je obar-
veno 50 % bunék. Pfi pouZiti 20 us pulst stupen obarveni vzrista na 70 %
pri nezménéné umrtnosti bunék. Se vzristajici délkou pulsu se stuperi
obarveni bunék jiz vyrazné neméni. Pro pomérova méfeni je takovéto
obarveni dostate¢né. Puls dlouhy 50 ps pravdépodobné narusi buriky

ireverzibilné, coz je vidét z velkého narastu imrtnosti bunék — az 70 %.

100 - B Obarvenych

Mrtvych
81,7
80.9 78,0

68,8

Frakce bunék (%)

10 20 30 40 50
Délka pulsu (ps)

Obrizek 3.3: Optimalizace délky pulsu pti elektroporaci pro kmen IL, napéti 1250 V,
vzddlenost elektrod 2 mm, 50 pulsti, frekvence 2 Hz, koncentrace pyraninu 10 mM.
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3.1.3. Optimalizace poctu pulsi

Pro zjisténi zavislosti stupné obarveni bunék na poctu VN puls jsme ménili
pocty pulsii v rozmezi 1-1000. Z obrazku 3.4 je vidét, Ze pfi aplikaci 1 aZ 10
pulsti k obarveni bunék nedochazi, jelikoZ membrana neni zfejmé vyrazné
narusena. Pfi pouZziti 20 pulsii nastava prudky nartst obarveni aZ na vice jak
90 % a tento stuperi obarveni je konstantni i u vysSich pocti pulsti. Ani pfi
aplikaci 1000 pulsti nedochazi k vyraznému zvySeni umrtnosti bunék. Pulsy
o délce 20 ps pfi amplitudé napéti 1250 V tedy narusuji membranu buriky
pouze natolik, Ze burika je schopna vzniklé péry bez problémt zacelit. P¥i
pouziti vy3Siho poctu pulsti ale roste intenzita fluorescence, protoze do
bunék natece vice barviva. Pro dalsi experimenty jsme tedy volili optimalni
variantu (vzhledem k ¢asové narocnosti aplikace vysokych pocti pulsit) a
buriky jsme elektroporovali pomoci 100 pulsii, aplikovanych s frekvenci

2Hz.

100 93,8
@ Obarvenych '
B Mrivych

-] -]
o o
i L

Frakce bunék (%)
-3
o

20

1 5 10 20 50 100 200 1000
Potet pulsa

Obrizek 3.4: Optimalizace poltu pulsii p¥i elektroporaci pro kmen IL, napéti 1250 V,
vzdilenost elektrod 2 mm, délka pulsu 20 ps, frekvence 2 Hz, koncentrace pyraninu
5 mM.
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3.1.4. Pouzivané elektroporacni parametry

Nastaveni elektropora¢nich parametri udava tabulka 3.1. Barveni bylo vzdy
provadéno v 2 mm kyveté, objem barvenych bunék byl 20 pl. V tabulce 3.1
jsou uvedeny i parametry pouZivané pii barveni bunék PD. Rozdilnost
parametri je dana jednak rtiznou odolnosti bunék a také jejich rozdilnou
velikosti. U kmene PD jsme neprovadéli kompletni optimalizaci,
predpokladali jsme, Ze chovani bunék bude podobné jako u kmene IL, pouze
optimalni hodnoty parametrii mohou byt odliSné v zavislosti na odolnosti
bunék. Elektroporovali jsme tedy burikky PD pii  nékolika
nejpravdépodobnéjsich nastavenich parametrti a vybrali jsme nejvhodnéjsi

Z nich.

kmen | amplituda napéti | délka pulsu | pocet pulsti | frekvence
IL 1200 V 20 ps 100 2Hz
PD 1000 V 20 ps 100 2Hz
Tabulka 3.1: Parametry pouZivané p¥i elektroporaci

3.1.5. Kontrola pfeZivani bunék

Pro kmen IL jsme se bliZe zabyvali pfezivanim elektroporovanych bunék. Jiz
pfi pfipravé bunék jsou v médiu nékteré buriky mrtvé, v exponencialni fazi
rustu to v naSem pfipadé bylo 0,5-1 % (kontrola pomoci PI). Po elektroporaci
a promyti pocet mrtvych bunék narostl. Pfi optimalnim nastaveni vSak tento
narust nebyl dramaticky — pouze na 2-5 % (kontrola pomoci PI).

Pro zjisténi celkového fyziologického stavu a schopnosti kvasinek dale se
mnozit byl proveden vysevovy test. Tti agarové misky byly pokryty
suspenzi elektroporovanych bunék a tfi suspenzi bunék neelektro-

porovanych, misky byly kultivovany pfi teploté 30°C. Po 48 hodinach
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kultivace byly spocteny pocty narostlych kolonii z bunék elektroporovanych

a neelektroporovanych. Fotografie misek je uvedena na obrazku 3.5.

[Elektroporované "
Obrdzek 3.5: Vysevovy test — kontrola pfeZivini bunék IL, obrizek A - vysev
neelektroporovanych  kvasinkovych  bunék, obrizek B - vysev bunék
elektroporovanych (délka pulsu 20 us, 100 pulsii, napéti 1200 V, vzddlenost elektrod
2 mm, frekvence 2 Hz, koncentrace pyraninu 10 mM).
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Obrizek 3.6: Kontrola umrtnosti bunék pomoci vysevového testu. Sloupec 1
zndzorriuje pocet vSech bunék v médiu, sloupec 2 frakci Zivych bunék bez aplikace
elektroporace. Sloupce 3 a 4 jsou frakce Zivych bunék po aplikaci elektroporace.
Sloupec 3 je kontrola pod mikroskopem pomoci PI, sloupec 4 vyjadiuje frakci bunék
schopnych se dile mnoZit.

Dle vysevového testu elektroporace zptisobila, Ze 7 % elektroporovanych
bunék jiZ nebylo schopno se mnozit. To znamena, Ze 5 % bunék, které nejsou
pii kontrole pomoci PI povaZovany za mrtvé, je elektroporaci naruseno
natolik, Ze umiraji. Bylo také patrné, Ze kolonie elektroporovanych bunék
jsou mensi — elektroporace je pro buriky stresovym faktorem a prodluzuje
jejich lag-fazi (dobu pfizptisobovani se novym podminkam, po kterou nejsou
schopny se délit).

Graficky je preZivani bunék znazornéno na obrdzku 3.6. Je ziejmé, Ze
optimalizované nastaveni elektroporace je k burikim Setrné, nezpusobuje

vyrazné naruSeni kultury a fyziologického stavu bunék.
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3.2. Vliv vybélovani na excitacni pomér

Pfi dlouhodobém osvétleni jednoho mista vzorku pozorujeme jev nazyvany
vybélovani sondy (anglicky photobleaching). Molekula fluorescen¢ni sondy,
osvétlenad intenzivnim svételnym zdrojem, je plisobenim svételné energie
narusena a prestava fluoreskovat. Ovéfovali jsme, do jaké miry ma tento jev
efekt na vypocteny pomér intenzit fluorescence.

Pro zjisténi efektu vybélovani na vysledny pomér intenzit jsme osvétlovali
vybrané misto vzorku a pofidili jsme v asovém odstupu nékolik dvojic
snimki pro vypocet poméru. Na obrazku 3.7 vidime, Ze méfime-li rychle, ;.
doba osvétleni mezi pofizenim jednotlivych snimka neni delSi nez 15 vtefin,
je vliv vybélovani maly a vysledny pomér se prakticky neméni. Budeme-li
viak vzorek osvétlovat dlouhodobé, tj. déle nez 30 vtefin na jednom misté,
dojde ke znaénému vybéleni a vyraznému ovlivnéni vypocteného poméru
(viz. obrazek 3.8).

Z provedenych méfeni vyplyva, ze dlouhodobé osvétlovani vzorku miize
znehodnotit vysledky méfeni. Je proto nutné pracovat rychle a snimky
pofizovat bez prodlevy ihned po osvétleni vzorku, aby nedoSlo kjeho
vybéleni. Mezi pofizenim jednotlivych snimki je vhodné zdroj svétla
zaclonit, aby davka osvétleni byla co nejmensi.

Pii provddéni pozorovani bylo zjiSténo, Ze pfi osvétleni zdfenim o vinové
délce 405 nm je vybélovani daleko rychlejsi. Hledani vhodnych objekta pro
snimkovani jsme tedy provadéli pfi excitaci 470 nm, kdy byl efekt
vybélovani mnohem slabsi.

Vliv vybélovani byl nejvyraznéjsi pfi kalibracnim méfeni pfi kalibraci na
vysoka pH. Kalibraéni hodnoty pro pH 7,5 mohou byt pfes veskeré usili
Cdstecné zkresleny vybélenim molekul sondy. Nejméné dochazelo

k vybélovani pfi pH 6.0. Mechanismus tohoto efektu nam zatim neni znamy.
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Obrazek 3.7: Viiv vybélovdni sondy na excitacni pomér. Intenzity uvedené u kiivek
odpovidaji snimku po¥izenému p¥i osvétleni zdarenim o vin. délce 470 nm. Doba
osvétleni bunék mezi porizenim jednotlivych snimkii p¥i excitaci 470 a 405 nm je

priblizné 15 vtefin.
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Obrazek 3.8: Viiv vybélovani sondy na excitacni pomér. Intenzity uvedené u kiivek
odpovidaji snimku poFizenému p¥i osvétleni zdfenim o vin. délce 470 nm. Doba
osvétleni bunék mezi porizenim jednotlivych snimki p¥i excitaci 470 nm a 405 nm je
priblizné 45 vtefin.
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3.3. Mikroskopicka kalibrace pH bunék kmene IL

Chceme-li méfit pH kvasinkovych bunék, musime nejprve sestrojit kalibra¢ni
kfivku pyraninu, abychom mohli zmény excitatniho poméru pievést na
zmény pH. Kalibraci vSak neni mozné provadét in vitro, protoze sonda je
ovliviiovana nejen protony, ale v jisté mife i dalSimi ionty a proteiny, které
vnitrobunécné prosttedi obsahuje.

Byla proto vyvinuta metoda kalibrace pyraninu v kvasinkovych burikach
spocivajici v nastaveni vnitrobunééného pH na znamou hodnotu pomoci
elektroporacé. Jak je popsdno v kapitole 2.3.3., barvili jsme buriky pro
kalibraci sondy v pufru o zndamém pH. Béhem elektroporace tedy doslo
nejen k obarveni bunék pyraninem, ale pory vzniklfmi v bunécné membrané
pronikly do buriky také protony a doslo tak k nastaveni vnitfniho pH. Buriky
s nastavenym pH jsme i nadale uchovavali v pufru se shodnym pH, aby
nedochazelo ke spontdnni zméné pH vlivem protonového gradientu na

membrané.

pH75 PpHTO0 pHES
1000- 165 pHEO
/r\ v \
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Obrazek 3.9: Kalibrace pyraninu pro buriky IL — histogramy ukazuji rozdéleni pH po
kalibraci pFi jednotlivych pH. Histogramy jsou konstruuvany z nékolika desitek
bunék pFi kazdém pH.
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Buriky s nastavenym pH jsme mikroskopicky proméfili a pomoci programu
Image] bod po bodu vypocetli excita¢ni pomér, ktery odpovida pH v burice.
Do obrazku 3.9 jsme vynesli histogramy rozdéleni poméru pro jednotlivé
kalibraéni pufry. Je patrné, Ze pfi kalibraci na pH 7.5 je rozdéleni pomérné
homogenni, pfi niz§ich pH jiZ maji kfivky nékolik vedlej§ich maxim. Tato
vedlej$i maxima zpuisobuji buriky, u kterych nebylo pH spravné nastaveno
nebo které mély jesté dostatek energie, aby nastavené vnitini pH zménily.
Tuto teorii potvrzuje obrdzek 3.10, ve kterém vidime srovndni dvou
histogramt - carou je vynesen histogram pixel po pixelu zkonstruovany
z nékolika snimki s mnoha buiikami, sloupce pak ukazuji rozdéleni stfedni
hodnoty poméru pro celé buiiky. Z vyhodnoceni ,burika po burice” je vidét,
ze nedoslo ke kalibraci vSech bunék. Buriky, ve kterych byl naméfen pomér
(maximum histogramu) 2,8, byly nakalibrovany na pH 6,0, dalsi frakce
bunék ma vSak excitatni pomeér okolo 1,8, coz odpovidéd vysS§imu pH -~
buriky nebyly nakalibrovany a udrZely si pfirozené pH. Tteti frakce bunék
mad pomér vyssi nez 4, to odpovida nizkému pH okoli sondy - byla obarvena
vakuola, u které nebylo elektroporativné nastaveno vnitintho pH na
pozadovanou hodnotu.

Porovnanim obou histogramii zjistime, Ze jejich maxima i tvar se shoduji. Pri
kalibraci tedy neni nutné sloZité vyhodnotit jednotlivé butiky a rozhodnout o
jejich zafazeni do kalibrace. Mnohem jednodussi metoda vyhodnoceni celého
snimku pixel po pixelu ddva stejnou kalibratni kfivku, jak jsme detailnéji

ukazali v ¢lanku [7].



16
14
12 -

10 4

Pocet bunék

0 2
Pomér Lis/Ta7o

Obrazek 3.10: Histogram excitacnich pomérii odrdzejicich pH v jednotlivych

burikach pro kalibraci pFi pH 6,0 (sloupce). Pro porovnani je vynesen histogram

konstruovany pixel po pixelu (plna éara).

Kalibrac¢ni kfivku pro pyranin ziskame tak, Ze vyneseme maxima histogramu

zobrazku 3.9 oproti nastavenému pH. Tyto hodnoty je mozné dobie

empiricky fitovat pomoci kvadratického polynomu. Kalibracni kfivka pro

pyranin v burikach IL je ukdzdna na obrazku 3.11, invertujeme-li rovnici fitu,

ziskdme empirické vyjadfeni zavislosti pH na naméfeném excitatnim

poméru R:

pH =8986 —1,839. R-0.120 (1)
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Obrazek 3.11 : Kalibracni kiivka pyraninu pro méfeni pH v burikach kmene IL,
proloZenad kfivka je polynom druhého stupné.

3.4. Mikroskopicka kalibrace pH bunék kmene PD

Obecné kalibraci pyraninu nelze prenaSet mezi riznymi kvasinkovymi
kmeny, jelikoZ sloZeni cytozolu bunék nemusi byt identické, a tudiz i
kalibraéni kfivka pro rozdilné kmeny mutze byt rozdilna. Kalibraci pyraninu
v burikdich kmene PD jsme provedli pfi dvou riznych podminkach.
Porovnavali jsme kalibraci bunék energizovanych a bunék vyhladovélych.

Metodika provedeni kalibrace byla stejna jako pfi kalibraci pH v burikach IL.
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3.4.1. Kalibrace energizovanych bunék

Energizovanymi burfikami nazyvame buriky kalibrované vden jejich
piipravy. Buriky jsou elektroporovany, kalibrovany a méfeny ihned poté, co
narostly na potfebné OD. Pfedpoklidame, Ze by takto pfipravené buriky
jesté mohly mit metabolickou energii pro aktivni zménu svého vnitiniho pH.
To bylo potvrzeno pozorovanim bunék pod mikroskopem. Bylo
pozorovano, Ze buriky ve zvySené mife transportovaly pyranin do vakuol a

vezikul (neni ukazano).

1200

pH6S5 PH70 ph74
1000 - pH 6.0

800 -
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Obrazek 3.12: Kalibrace pyraninu pro buriky PD — histogramy ukazuji rozdéleni
excitacnich poméri po kalibraci pFi jednotlivych pH.

Histogramy poctu pixelt vidime na obrazku 3.12. Kalibra¢ni kfivku vzniklou
vyneSenim poloh maxim histogramt proti kalibraénim hodnotam pH pak
ukazuje obrazek 3.13. Body byly opét proloZzeny polynomem druhého

stupné.
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Invertovanim rovnice fitu ziskavdame kalibracni rovnici pro energizované

buriky kmene PD:
pH=7,598-3,133. \[R-0,220 V)]

Pomér R 1405/1470

0.0 T T T
55 6.0 6.5 70 75

pH
Obrazek 3.13: Kalibracni k¥ivka pro buriky PD pFi kalibraci v den pFipravy bunék.

3.4.2. Kalibrace vyhladovélych bunék

Chceme-li dosahnout toho, aby buriky jiz nemély energii pro redistribuci
barviva a pro zménu svého vnitfniho pH, je nutné je nechat vyhladovét. To
jsme provedli tak, Ze narostlé buriky byly nechdny 12-14 hodin v destilované
vodé v tfepaci lazni pfi teploté 30°C. Buriky tak mély optimdlni teplotu a
privod kysliku a byly tedy nuceny dychat. Probihaly v nich vSechny Zivotni

procesy. Burikdm vSak nebyl dodan vnéjsi zdroj energie (Ziviny) a musely ji
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tedy cerpat ze svych vnitinich zdroji. Predpokladame, Ze tak doslo ke
sniZeni vnitini energie bufiky na minimum.

Takto pfipravené buriky jsme elektroporovali a okalibrovali.

Histogramy pro jednotlivd kalibracni pH vidime na obrazku 3.14. U
nejvysstho pH 7.3 je vidét vysoka nehomogennost naméfeného poméru. Ta
neni dana neokalibrovanymi subpopulacemi bunék ve vzorku, ale vysSim
vybélovanim pfii tomto pH, kterému jsme ani pfi velmi rychlém méfeni
nebyli schopni zabranit. Jako spravnou hodnotu poméru pro toto pH
budeme déle uvazovat hodnotu prvniho maxima, ktera, jak bylo ukazano, je

nejméné ovlivnéna efektem vybélovani.

1000 PH6.0  oHes PpH7.0 pH 7.3
=
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X 500
.
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[
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0 5 10 15 20

Pomér Lao/laos

Obrizek 3.14: Kalibrace pyraninu pro PD buiiky. Narostlé buriky byly ponechdny 14
hodin v destilované vodé bez vyZivnych litek, poté byly elektroporoviny,
nakalibrovdny a okamZité méveny. Histogramy ukazuji rozdéleni excitacniho poméru
v burikdch pro jednotlivé kalibraéni hodnoty pH.
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Maxima histogram jsme vynesli do grafu oproti kalibra¢nim hodnotam pH
a prolozili jsme jimi polynom druhého stupné. V obrazku 3.15 vidime
srovnani kalibrace provedené na energizovanych a vyhladovélych busikiach
PD. Pri pH v rozmezi 6,5 — 7,5 pH jednotky nejsou mezi hodnotami obou
kalibraci vyrazné rozdily. P¥i vnitfnim pH 6,0 je patrny jasny rozdil kalibraci.
Hodnota poméru lws/lin pro buriky vyhladovélé je vyssi nez pro buriky
energizované. To je nejspiS zplisobeno tim, Ze buriky energizované stacily
mezi nastavenim pH a méfenim zménit hodnotu svého vnitintho pH.
PouZijeme-li kalibraci ziskanou na vyhladovélych buiikdch mtZeme
odhadnout, Ze energizované buniky zmeénily své vnitini pH z nastavené

hodnoty 6,0 pfibliZzné na 6,25.

1.0

® Energizované buriky
0 Vyhladovélé buriky

0.8 1

Pomeér I,./I,,,

0,0 T T - T
55 6,0 6,5 7,0 75

Obrazek 3.15: Porovnani kalibrace energizovanych bunék PD a kalibrace provedené
na vyhladovélych burikach PD.
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V dalSich kapitolach jsme pro pfevedeni excitatniho poméru na pH pouzili
kalibraci provedenou na vyhladovélych burikach, ktera podle naseho nazoru

vice odpovida skutecnosti. Kalibra¢ni rovnice pro tuto kalibraci ma tvar:

pH =7,454 -2,290 . /R -0,096 ?3)

Extrapolace do oblasti nizS§ich pH je pouze orientatni a jeji chybu
odhadujeme na 0,2 pH jednotky. Pro pfesnéjsi urceni pH v této oblasti by

bylo nutné ptidat do kalibracnich méfeni dalsi body v oblasti nizsich pH.

JelikoZ pfi kalibraci pyraninu v burikach IL byli pouZity jiné filtry neZ pfi

kalibraci v burikach PD, nelze tyto kalibrace pfimo srovnavat.
3.5. Méfeni vnitrobunééného pH bunék kmene PD

Pfi elektroporativnim barveni bunék pyraninem dochazi pfedevSim
k obarveni cytozolu.

Pfi barveni vyhladovélych bunék sonda zistdava v cytozolu a nepronika do
organel. Pfi pozorovani pod mikroskopem miiZzeme v mistech, kde se
nachdzi vakuola, pozorovat tmavsi misto.

Pfi barveni energizovanych bunék jiz neni rozloZeni barviva tak homogenni.
Burika se snazi pro ni cizorodou litku eliminovat a transportuje ji do vakuoly
a dalsich organel. Po urcité dobé tak dochdzi k vyraznému obarveni vakuol.
U nékterych bunék je mozné pozorovat, Ze je obarvena pouze vakuola a
vcytozolu barvivo neni. Vysokou koncentraci barviva je téZ moZné
pozorovat v malych vezikuldch, které burika pozdéji vyloudi.

Pokud jsme energizované obarvené buriky ponechali pfes noc v destilované

vodé, doslo k pferozdéleni barviva pfedevsim do vakuol. Pokud byly buriky
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resuspendovany v riustovém médiu sobsahem glukézy a kultivovany
v tfepaci lazni pfi teploté 30°C, zacaly se délit. Po cca dvanacti hodinach bylo
pozorovano, Ze barvivo se rovhomérné pferozdélilo do dcefinych bunék,
v suspenzi bylo mozné pozorovat i buriky velmi intenzivni, které se nejspis
nebyly schopny délit. Koncentrace barviva v dcefinych burikach jiZ nebyla
dostacujici pro pomérova méfeni a z neznamého diivodu dochazelo k daleko

rychlej§imu vybélovani sondy.

3.5.1. pH cytozolu

Hodnota pH cytozolu byla méfena na energizovanych i na vyhladovélych
burikach kmene PD. Hodnoty pH se pfi obou méfenich se shodovaly. Byly
proméfeny jak buriky ,dospélé” (obrdazek 3.16), tak buriky pucici (obrazek
3.17). Hodnoty pH cytozolu se dle vysledki méfeni v ramci bunééného cyklu
neméni.

Rozlozeni pH v cytozolu bunék je homogenni jak v ramci jedné buriky, tak
v ramci celé kultury bunék. Vysledna naméfena hodnota pH cytozolu je 6,8
(chybu urceni této hodnoty miizeme odhadnout zhruba na 0,1 pH jednotky).
Tato hodnota se shoduje s publikovanymi vysledky, kdy pH cytozolu bylo
v rozmezi 6,3-7,0 v zavislosti na konkrétnim kmenu kvasinek a ristové fazi
kultury bunék. Pfi porovnani s praci H. Drapalové [3] vidime, Ze pfi pouziti
stejné metody a stejného kmene kvasinek jsme naméfili mirné vyssi hodnotu
(Dréapalova uvadi hodnotu pH cytozolu 6,3-6,4). To je zpiisobeno tim, Ze pfi
makroskopickém méfeni je vysledek stfedni hodnotou vSech obarvenych
bunék a do tohoto vysledku mohou zasiahnout i buriky s obarvenou
vakuolou, ktera ma nizsi pH. Pfi mikroskopickém méfeni vliv obarvenych

vakuol eliminujeme a naméfena hodnota pH tak miiZe byt o néco vyssi.
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Obrdzek 3.16: Urceni pH v cytozolu bunék PD.

Obrizek 3.17: Uréeni pH cytozolu délicich se bunék pH. Barevnd kontura
nesignalizuje rozdilné pH v blizkosti membriny. Je to artefakt vznikly mirnym
posuvem butiky mezi jednotlivymi snimky. Do vjpoctu sttedni hodnoty pH nebyly
tyto oblasti zapocitiny.
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3.5.2. pH vakuoly

Hodnota pH vakuol v burikdch kmene PD byla méfena predevSim na
burikdch energizovanych, protoZze u bunék vyhladovélych bylo procento
bunék s obarvenou vakuolou malé.

Abychom si byli jisti, Ze méfime pH ve vakuole, pofidili jsme kombinovany
fluorescencni snimek bunék. Ten vznikl tak, Ze jsme buriky jednak excitovali
a méfili fluorescencni signdl a soucasné jsme buriky osvétlili i viditelnym
svétlem. Vznikl tak kombinovany snimek, kde miizeme pozorovat, které
oblasti buriky fluoreskuji v kontextu neobarvenych c¢asti buriky. Piiklad

takového snimku je uveden na obrazku 3.19B.

." 6.4

5.6

o PHIS, 5

Obrazek 3.18: Uréeni pH ve vakuole bunék kmene PD.

Podafilo se ndm méfit pH ve vakuolach jednak bunék dospélych (obrazek
3.18), tak i bunék pucicich (obrazek 3.19). pH ve vakuole jednotlivych bunék
bylo homogenni, ,stiny” na okrajich vakuoly na obrazcich 3.18 a 3.19C
nevypovidaji o rozdilném pH, ale o drobném posunu snimkii, ze kterych

pocitame excitaéni pomér. Jako hodnotu pH vakuoly tedy musime brat
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?Sme" ek | pH.. 4.3

Obrizek 3.19: Méreni pH ve vakuole kmene PD — puéici butika. Snimek A je pofizen
ve viditelném svétle, snimek B je kombinovany fluorescenéni snimek, na kterém
miiZeme pozorovat, kterd oblast fluoreskuje v kontextu ostatnich Casti buriky. Na
snimku C vidime vypocteny pomér intenzit prevedeny podle kalibrace z kapitoly
3.4.2. napH.
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pouze hodnotu uprostifed vakuoly. Hodnota pH vakuol v rdmci celé kultury
nebyla homogenni, pohybovala se v rozmezi 5,0-6,1. Rozdilné pH vakuoly
jednotlivych bunék je pravdépodobné zptisobeno rozdilnym fyziologickym
stavem méfenych bunék.

Na obrazku 3.20 je pro porovnani vyneseno pH cytozolu a vakuol bunék
kmene PD, do histogramu bylo zapocteno cca 20 pomeérovych snimkt
cytozolu a vakuol. Je patrné, Ze rozlozeni pH cytozolu je homogenni.
Distribuce pH ve vakuolach je velmi Sirokd, pH je homogenni v ramci jedné
vakuoly, muZe se v3ak vyrazné lisit buriku od buriky. Z daného poctu
snimkd neni moZné urdit, zda rozloZzeni pH ve vakuoliach vramci celé
kultury bunék PD bude odpovidat znazornéné distribuci, pro toto by bylo
nutné provést dalsi méfeni vétSiho poctu vakuol bunék.

Pfiklad snimku, ktery zachycuje jednak obarveny cytozol bunék a zaroven

obarvené vakuoly, je uveden na obrazku 3.21.
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Obradzek 3.20: Porovndni pH ve vakuoldch a v cytozolu bunék kmene PD.
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Zaveér

Hlavni vysledky této prace lze shrnout do nasledujicich bodu:

1. Byla provedena optimalizace pulzni elektroporace jako metody barveni
bunék pro dva kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Pro kmeny PD i IL
bylo dosaZeno vysokého stupné obarveni, umrtnost bunék béhem

elektroporace byla sniZena pod 10 %.

2. Byl zhodnocen vliv efektu vybélovani sondy na vysledky méfeni
vnitrobunééného pH pomoci pyraninu. Pfi kratkych dobach osvétleni vzorku

je vliv vybélovani pyraninu zanedbatelny.
3. Byla vypracovana metoda mikroskopické kalibrace pH na Zivych burikach.

4. Byla provedena in vivo kalibrace fluorescen¢ni odpovédi sondy v burikach
kmene PD a IL. Byla porovndna kalibrace na buiikach energizovanych a

vyhladovélych.

5. Mikroskopicky bylo zméfeno pH cytozolu bunék kmene PD. Naméfena

hodnota je 6,8 a je homogenni ve vSech burikach bunécné kultury.

6. Mikroskopicky bylo zméfeno pH vakuol bunék kmene PD. Naméfend
hodnota se pohybuje v rozsahu 5,0-6,1 pH jednotky.
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