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Saccharomyces cerevisiae pomocou elektroporacie. Na urcenie zmien vo vnutri
bunky sme pouzivali fluorescenénti sondu pyranin. Studovanym kmeiiom kvasiniek
bol AD1-3. Na elektropora¢né farbenie sme pouzili dve metoédy — tri milisekundové
impulzy a sto impulzov dizky dvadsat’ mikrosektnd. Prva metéda mala zna¢ne lepsie
vysledky. Taktiez sme kalibrovali vnutrobunkové pH v puferoch a testovali sme
reakciu na glukoézu, ktord urcila, ¢i su bunky stale Zivé. Vysledky nasho experimentu
som porovnavala s predchadzajucimi publikovanymi experimentmi pouZivajicimi
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Abstract: This work is concerning the electroporative adjustment of interceltular pH
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methods for electroporative dyeing — three pulses of one milisecond and hundred
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Kapitola 1

Teoreticka ¢ast’

1.1  Kvasinky

Kvasinky su jedny z najjednoduchsich eukaryotickych organizmov, patria do
rastlinného systému medzi vy$sie huby. Predmetom nésho Stidia bol vybrany kmeri
Saccharomyces cerevisiae AD1-3. Zakladnym tvarom tohoto kmefia je rotainy

elipsoid dlhy 3-5 pum a Siroky 3-4 um.
Struktira bunky kvasiniek

Bunkova stena kvasiniek sa sklada z vécsej Casti z polysacharidov, dalej
z proteinov, lipidov, fosfolipidov a glukosaminu. Z hladiska biofyzikdlneho
vyskumu je bunkova stena nevyhodou, pretoze komplikuje prienik sondy do buniek.
Kvéli pritomnosti fosfatov a karboxylovych skupin mé negativny ndboj. Funkciou
bunkovej steny je chranit’ ju pred vonkajSimi vplyvmi, d’alej udrzuje tvar bunky
a ovplyviiuje interakciu s inymi bunkami.

Dalsim obalom bunky je cytoplazmaticka membrana, ktora je na rozdiel od
bunkovej steny elasticka. Sklada sa z fosfolipidov tvoriacich dvojvrstvu a do nej
integrovanych bielkovin. Je semipermeabilnd a tvori osmotickd bariéru medzi
bunkou a prostredim.

Proténova pumpa je bielkovina ukotvena v cytoplazmatickej membrane,
ktora je schopnd prendsat’ protény skrz tito membranu. Takto je schopné vytvarat
rozdiel v gradiente pH a elektrického nadboja a vybudovat’ elektrochemicky potencial.
Kmen kvasiniek, ktory sme $tudovali, ma deletované PDR pumpy, ktoré podla

predchadzajtcich experimentov netransportuj pyranin von z bunky



Cytosol je gélovitd tekutd Cast prostredia bunky, vktorom st uloZené
bunkové organely aostatné &asti bunky. Prebieha viiom Cast’ metabolickych
procesov. Hodnota pH sa pohybuje medzi 6,2-6,4.

Vakuola je ohrani¢ena membranou, predstavuje zasobarefi vody, bunkovych
rezerv a inych réznych organickych a anorganickych latok. PH vakuoly je 5,5.

Dalimi déleZitymi Gastami bunky st jadro, ktoré obsahuje hlavni Cast
genetickej informacie bunky, mitochondrie, ktoré sliZia predovSetkym na

ziskavanie energie.

Rast a rozmnozovanie

Z experimentalneho hl'adiska je ddleZity fakt, Ze kvasinky sa daji pestovat’ in
vitro a rychlo sa mnozia. Bunkovy cyklus Saccharomyces cerevisiae sa sklada zo
Styroch faz, rast prebieha v siedmich fazach. Z nich je pre nas najdolezitejSia druha -
log-féza, obdobie najvigsicho prirastku bunky. V tejto faze su bunky velmi citlivé
na vonkajsie faktory, pretoZze su metabolicky aktivne. V nadchddzajucich fazach

dochadzaju bunke Ziviny, rast sa spomal’uje a neskdr bunky odumieraju.

1.2 Fluorescencia a fluorescen¢né sondy

Fluorescencia oznauje jav, pri ktorom ur¢itd molekula absorbuje fotony
danej vlnovej dizky a nasledne emituje nizko energetické fotény s dlhdou vlnovou
dizkou. Konkrétne je to Ziarivy prechod z rovnovaznej vibraénej hladiny niektorého
excitovaného singletného stavu S;, do niektorej z vibra¢nych hladin zékladného stavu
So [1]. Vo vicSine pripadov sa jednd o prechod zhladiny S;. Doba Zivota

fluorescencie je obvykle 0,1 — 100 ns.

Fluorescen¢né sondy

Fluorescentné sondy nam dovoluju monitoroval’ nielen stav bunky, ale aj
parametre okolia. Je pritom ddlezité, aby neovplyviiovali pozorovany jav — v naSom
pripade pH, aby dobre absorbovali a jasne a intenzivne fluoreskovali (aby bol signal

rozliSitelny od pozadia). Kazdy typ farbiva ma odpovedajici emitovany



fluorescenény signal, ktory ndm ddva informécie v podobe excitatnych a emisnych
spektier, kvantového vytazku, polarizacie fluorescenéného Ziarenia a doby Zivota
fluorescencie.

Fluorescenéné sondy sa pouzivaji na rozne Gcely — na meranie polarity,
viskozity, membranového potencialu, detekeiu iontov ai. My sme pouZivali pyranin,
sondu citlivii na pH, ktora menf svoje excitaéné a emisné spektrum v zavislosti na pH
prostredia, v ktorom sa nachadza. Pri vhodnom zavedeni sondy do bunky (tj. bez
naruenia membrany ¢ procesov  prebiehajucich v bunke) sonda meni
charakteristicki fluorescenciu bunkovej cytoplazmy v zévislosti na koncentricii

protdnov a teda nasledne nam umozni urcit’ vnttrobunkové pH.

1.3 Metody a material

Pre urlenie koncentracie buniek v suspenzii sa pouziva absorbancia OD
(predtym optickd hustota), ¢o je zaporny logaritmus pomeru intenzity
prechadzajuceho a intenzity dopadajaceho svetla. Cim viacej je buniek v suspenzii,
tym viac je svetlo fou prechadzajuce rozptylené a teda absorbancia je vicsia.
Merania boli uskutoénené na spektrofotometre Specol Novaspec II pri vinovej dizke

578 nm.

Pre kalibraciu sme bunky farbili v puferoch. Je to roztok, ktory udrzuje
konStantnu hodnotu pH. Najsilnej$iu tlmiacu schopnost’ mé pufer tvoreny slabou
kyselinou (alebo slabou zasadou) a jej solou. My sme pouzivali pufery 10mM MES

spH 6,0 a 6,5a 10 mM HEPES s pH 7,0 a 7,5.

Pyranin je typ fluorescenénej sondy citlivej na pH. V roztoku sa pyranin
disociuje (vid’ obr. 1). V prostredi z niz§im pH sa na skupiny SO3 naviazu H' a teda
sa hovori o protonovanej forme. Pri vy§§om pH sa H' navdzuji v mensej miere
a jednd sa o neproténovanu formu. Maximum excitaéného spektra protdénovej formy
je okolo 405 nm, pre neproténoviu formu to je okolo 450 nm. Pri merani excitaéného
pomeru Rey = Lyps/la40 dostaneme informacie o zastiipeni oboch foriem pyraninu vo
vzorke a o pH v okoli. S klesajucou hodnotou pH (v oblasti s pH 6-8) rastie hodnota

excitatného pomeru Rey.



Obrazok 1: Fluorescen¢na sonda pyranin

Bunky sme farbili metédou elektroporiacie. Na to sa pouziva pulzny
elektroporator zostaveny vo FU MFF UK. Elektroporator sa sklad4 z pulzného
vysokonapétového zdroja, Casovacicho zariadenia a pamétového osciloskopu. Po
obdrzani spinacieho impulzu z &asovacicho zariadenia je zdrojom vyslany
vysokonapitovy (VN) impulz so zvolenou ¢asovou Sirkou a amplitidou. Amplitida
pulzu je volitel'nd, rovnako ako aj asova Sirka. Charakteristiky VN impulzu pocas
farbenia st monitorované pomocou osciloskopu. Na farbenie sa pouZzivaju Specialne
kyvety s elektrédami vo vnitornom vzorkovom priestore, vzdialenost’ elektrdd bola
2 mm.

Na zaciatku sa pripravi suspenzia buniek s destilovanou vodou (alebo puferom)
a 10mM pyraninom v pomere 1:1 (objem buniek : objem kvapaliny). Tato suspenzia
sa vloZi do kyvety, na ktori sa potom privedd VN impulzy. Aby doSlo len
k minimalnemu poskodeniu bunky pouziva sa sled kratkych VN pulzov namiesto
jedného dlhsicho pulzu, ktory je obyéajne pouzivany pri farbeni buniek.
Aplikovanim VN impulzu na zivé bunky sa zvySi permeabilita membrany
vytvorenim membranovych porov, ktorymi sa farbivo dostane do bunky. Okrem toho

tieto pory eSte umoznia vyrovnat’ pH medzi vnutrom bunky a jej okolim.

Spektrofluorimeter je zariadenie na urovanie fluorescenénych vlastnosti
zloziek vzorky.
V nafom experimente sme pri zvolenej emisnej vlnovej dizke merali &asovu
zavislost’ excitatného pomeru uréujuceho zastiipenie proténovanej a neprotéonovanej
formy farbiva lokalizovaného v bunke.
Zaroven s meranim excitaéného pomeru sme sledovali aj intenzitu fluorescencie na

emisnej vinovej dlzke 540 nm, aby sme zaistili linearnu odozvu emisie na excitacii.



Pouzitim excitaéného filtrov pri merani sa da potladit’ rozptylené Ziarenie
z excitaéného monochromatoru, pouZitim emisného filtra pomaha odfiltrovat’ emisné
¢lary. My sme pouzili dva excitaéné filtre s Aex) = 405nm a Aexp = 440nm a jeden
emisni filter s Aey = 540nm.

Pri v3etkych meraniach sa pouzivala rovnaka spektralna Sirka Strbin excitacného aj

emisného monochromatoru 3nm a experimentalne kroky sa snimali kazdych 10s.

Na pozorovanie ofarbenych buniek sme pouzili invertovany fluorescenény
mikroskop Olympus IX 70 s objektivom pre vodnu imerziu 60/1.4w.
Vzorky boli excitované svetlom xenonovej vybojky prechadzajucim zvolenym
excitatnym filtrom — my sme pouzivali filtre BP 450, ktory prepusta excitacné
Ziarenie s vinovou dizkou 450-490nm a D405/20X, ktory prepusta excitainé Ziarenie
s vinovou dizkou 390-415nm.
Fluorescenciu ofarbenych buniek pozorujeme po priechode emisnym filtrom —
pouzivali sme filter BA 515, ktory prepusta emisné Ziarenie s vlnovou diZkou od
500nm.
Dichroitické zrkadlo BS 510 prepasta fluorescenciu vzorky aodraza priame aj
rozptylené excitaéné Ziarenie.
Fluorescenciu bolo mozZné pozorovat’ okularom alebo pomocou programu LuciaG na

pocitaci pripojenom k mikroskopu.



Kapitola 2

Experimentalna ¢ast’

2.1 Priprava vzorky a farbenie

Ako uZ bolo povedané v prvej kapitola, v experimente sme pouzivali kmefi
kvasiniek Saccharomyces cerevisiae AD1-3. Bunky sme oc¢kovali v laboratoriu vzdy
v prvy defi poobede o 16:00 sterilnou slu¢kou z pevného YEPG média do 20mL
tekutého YEP média. Ako vyZivu sme pridali ImL 40% glukoézy. VSetko sa robilo
sterilne a bunky sa potom pestovali v trepicom kupeli pri teplote 30°C za prisunu
kyslika. Na druhy defi po 16 hodinach sa na spektrofotometre zmeralo OD inokula,
ktoré bolo medzi 6-7 a bunky sa znovu sterilne preoc¢kovali do nového média tak,
aby vysledné OD = 0,5. Potom po priblizne 3-4 hodinach kultira nardstla na
pozadovanych OD = 2,

Vtedy sme vzniknutd suspenziu dvakrat odstredili na centrifige Heraeus
Megaluge 1.0 pristupnej v laboratériu pri 3000 otakach/min pocas 4 minut.
Premyté a separované bunky sme rovnomerne rozdelili do ependorfiek a v zavislosti
od objemu buniek sme k nim potom pridali destilovani vodu alebo pufery aby
vznikla vhodne hustd suspenzia. Ku vSetkym tymto vzorkdam sme pridali farbivo
pyranin v pomere 1:20.

Nasledne sme bunky metodou elektroporacie opisanej v Casti 1.3 ofarbili.
Vyskusali sme dve metddy. Prvi sériu vzoriek sme vystavili trom mikrosekundovym
VN impulzom (3xlms) apre druht sériu sme pouzili 100 dvadsat-
mikrosekundovych VN impulzov (100x20ps). PouZité napitie bolo 1000
V a rozmery kyvety 2 mm, ¢o nam vytvéra elektrické pole S00V.mm™.

Aby sme odstranili zvysky farbiva z mimobunkového prostredia, ofarbené

bunky sme eSte Sest’krat premyli a odstredili na centrifige - vzorky s destilovanou
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vodou sme premyvali v destilovanej vode avzorky s puferami v respektivnych
puferoch.
Vysledné sedimentované bunky boli po jemnou zriedeni pripravené na

pozorovanie a meranie.

2.2 Vysledky merania

Pozorovanie pod mikroskopom

Pomocou fluorescenéného mikroskopu sme pozorovali stupenn ofarbenia
buniek. Zistili sme, Ze fluorescencia buniek ofarbenych pri nastaveni 100x20us bola
malo intenzivna a ofarbenych buniek bolo zna¢ne menej ako pri druhom nastaveni.
Vybranu Cast’ buniek sme najprv excitovali s pouzitim filtra D405/20X, aby bolo
mozné pozorovat’ len fluoreskujuce bunky, a obraz sme zachytili pomocou programu
LuciaG. Potom sme td istu Cast’ vzorku zachytili aj pri prechadzajucom svetle (bolo
vidno vsetky bunky) a z vyslednych obrazkov bolo teda mozné urcit’ aké mnoZstvo
buniek sa ofarbilo.

Pri prvej metdde 3xIms bolo silne ofarbenych priblizne 60% buniek (vid’
obr.2) apri druhej 100x20ps len okolo 15% (vid® obr.3) pri ovela nizsej

intraceluldrnej koncentracii pyraninu.
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Obrazok 2: Fluorescencia buniek ofarbenych metédou 3x1ms
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Obrazok 3: Fluorescencia buniek ofarbenych metéodou 100x20us
Na obrazkoch sa daju taktieZ rozoznat' bunky, uktorych je ofarbena aj
vakuola. T4 fluoreskuje intenzivnejSie neZ ofarbeny cytosol, o je spdsobené
kyslej$im prostredim vo vakuole.

Meranie na spektrofluorimetre

Pre optimalnu hodnotu fluorescencie sme vzorky rozriedili v destilovanej

vode alebo puferoch tak, aby vysledné OD bolo 0,2.
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Vnutrobunkové pH kvasiniek sme ofarbenim v puferoch a elektroporaciou
nastavili na rézne dané hodnoty pH. Pri samotnom merani na spektorfluorimetre sme
do drziaku na vzorku vlozili najprv kyvetu s bunkami ofarbenymi v destilovane;j
vode a nechali sme zmerat’ niekol’ko experimentalnych bodov excitaéného pomeru.
Potom sme kyvetu vybrali a vlozili postupne d’alSie vzorky s vnatrobunkovym pH
6.0, 6.5, 7.0, 7.5. Pre kazdu vzorku s rdznym pH sme znovu nechali zmerat’ niekol’ko
experimentalnych bodov, aby sme fluorescenént odozvu pyraninu mohli okalibrovat’.

Meranie je zndzornené v grafe 1.
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Graf 1: Meranie Casovej zavislosti excitatného pomeru fluorescencie.

V druhej Casti grafu je znazornena reakcia buniek na pridanie glukézy, ktorou

sa budeme zaoberat’ neskor.

Zavislost' excitaéného pomeru na vnutrobunkovom pH sme potom prelozili

kvadratickou krivkou a ziskali sme vztah

R, =85165-20,84% pH +1,36*(pH)’

Z tohoto vztahu potom mdZeme ziskat’ zavislost’ pH na excitanom pomere :
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Kalibracia vnttrobunkového pH je znazornena v grafe 2.
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Graf 2 — Kalibracia vnutrobunkového pH kvasiniek
Zivotaschopnost’ bunick. Reakcia na glukézu

Meranim na spektrofluorimetri sa da testovat’ reakciu buniek na glukozu a
ur¢it’ tak ich zivotaschopnost. Po pridani glukézy k Zivim bunkam nastava pri
spotrebe energie vel'mi rychla zmene vnutrobunkového pH. Najprv dochadza ku
alkalinizdcii cytosolu a teda k narastu pH. Po dosiahnuti maximalnej hodnoty nastava
pomalé okyselovanie az ku pdvodnej hodnote pH pred pridanim glukézy [1] [5] [6].
Na meranie sme pouzili vzorku z buniek farbenych v destilovanej vode (4mL), ktora
mala pociatoéné pH okolo 6,2. K tejto suspenzii sme pridali 100uL 40% glukoézy.
Z grafov 3 a 4 vidime, Ze bunky reaguji na pridanu glukézu spdsobom popisanym
v literature a su teda Zivé. Maximalna zmena hodnoty pH je asi 0,5. Inou metodou,

ktora sa pouziva na sledovanie pomeru zZivych a mrtvych buniek v suspenzii, je
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pridanie propidium iodidu a pozorovanie ofarbenych buniek pod mikroskopom [2].
Déjde k ofarbeniu len mitvych buniek, ktoré vykazuju €ervent fluorescenciu. Ako
ukazuju vysevové testy, neofarbené bunky su Zivé, ale nemusia vZdy nutne reagovat’

na pridanie glukdzy

Testy na glukézu sa vykonavali aj vinych experimentoch. V praci [1] sa
testovalo potravinarske drozdie a kmen IL. V prvom pripade doslo k narastu pH o
0,4 jednotiek a test mal priblizne rovnaky priebeh ako v naSom pripade. V druhom
pripade prebichal test na neokalibrovanych bunkdch. Odhadnutd hodnota
alkalinizacie bola 0,1 pH jednotky.

V [5] boli bunky farbené pomocou esterickych foriem farbiv a k nim bolo pridané 5
krat menSie mnozstvo glukézy. V tomto pripade doslo k alkalinizacii o 0,5 pH
jednotiek, ¢o je rovnaky vysledok ako v nasom pripade.

V [7] bol vysledkom testu na glukézu u buniek farbenych pomocou elektroporacie

narast hodnoty pH o 0,1 jednotky.
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Graf 3: Reakcia buniek na glukézu. Casova zdvislost” excitaéného pomeru. Glukéza

bola pridana v ¢ase t=100s.
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Graf 4: Reakcia buniek na glukézu. Casové zavislost’ vnutrobunkového pH je uréena
z grafu 3 pomocou spocitanej kalibracnej funkcie. Glukoza bola pridand v Case

t=100s.

2.3 Porovnanie s publikovanymi vysledkami

V sucasnej dobe sa na farbenie buniek a nasledné meranie vnutrobunkového
pH pouzivaju dve metody. Prvou je elektroporacia, opisana v 1.3, ktora bola pouZitd
v rade experimentov ([1][2][3][4]) a ktort sme pouzili aj my. Druha metdda pouziva
na farbenie buniek esterické formy farbiva ([S] [6]), ¢o ale mbZe mat’ za nasledok
vy$Siu akumuléciu farbiva v bunkovych kompartmentoch, pretoze bunky obvykle
obsahuju nizSie koncentracie esteraz v cytosole. Metdda elektroporacie je vyhodna
a preferovana z viacerych dovodov: farbivo z buniek nevyteka, fyziologia buniek nie
je ovplyvnend do velkej miery, po farbeni sa pyranin nachadza v cytoplazme a teda
nam umoziuje merat’ vnttrobunkové pH, tito metédu mozno pouZit’ aj pre iné druhy

kvasiniek a mikroorganizmov a tiez pre vkladanie inych latok do buniek.
Penla v praci [4] na farbenie buniek tieZ pouzival pyranin. Vybranym kmetiom

kvasiniek boli komer¢ne dostupné kmene. Pri elektroporacii aplikoval len jeden VN

impulz pocas 3,1-3,5ms. Napitie bolo nastavené na 1500 V, vzdialenost’ elektréd
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4mm, kapacitancia pulzu 25uF arezistencia 200Q. pH sa zistovalo zo zmien
intenzity fluorescencie na jednej emisnej vinovej dizke. Namerané hodnoty pH v
tomto experiment boli vys$§ie nez v predchddzajucich publikaciach, ¢o bolo
sposobené chybne urobenou kalibraciou. Bol zmerany aj vplyv pridania glukozy na

vnutrobunkovom pH.

V préci [3] sa pri elektroporacii aplikovalo 100 kratkych (10ps) VN impulzov
z napéatim 1500 V, pouzitd kyveta mala elektrody vzdialené 2mm. Farbili sa bunky
zkmena IL 125 — 2B pomocou pyraninu v destilovanej vode av puferoch.
Vysledkom bolo 70-90% ofarbenych buniek, ktoré sa potom sledovali na
spektrofluorimetri a pod mikroskopom. Na kalibraciu pH pouzili dve metédy — pre
kazd vzorku sinym pH sa najprv vytvoril histogram zévisiaci na hodnote
excitaéného pomeru vytvoreny pre individudlne bunky, potom sa $tudoval histogram
vytvoreni pomocou frekvencie pixelov na obrdzku zachytenom v mikroskope.
Vysledné kalibra¢n¢ krivky, vytvorené zmaxim histogramov mali rovnaku

charakteristiku. Na testovanie Zivotaschopnosti buniek sa pouzil propidium iodid.

V Tabul’ke 1 st zhrnuté publikované a nami pouZité parametre elektroporacie,

ktoré umoznili efektivne farbenie kvasiniek.

Casové charakteristiky | Elektrické pole _
Kmen kvasinieck Referencie
VN pulzl [V/mm]
komerény kmen | 1 x 3,1-3,5ms 375 [4]1,[7]
ADI1-3 3x 1ms 500 naSe meranie
IL 100 x 20-50 us 625 [8]
I 125-2B 100 x 10 ps 750 [3]

Z Tabulky 1 je zrejmé, Ze pre dand Casovu Sirku VN pulzov existuje
optimalna velkost’ elektrického pola, pri ktorej dochddza k efektivnemu farbeniu
buniek. Velikost optimélniho elektrického pole s rostouci Casovou Sitkou VN pulzi
klesa. Zvolime-li pro danou ¢asovou §ifkou VN pulzli hdnotu elektrického pole nizsi
nez je velikost optimalni, buiiky se pfestavaji barvit (viz obr.3), naopak pro vyssi

hodnotu pole dochazi k jejich zabijeni (naSe nepublikované vysledky nebo napt. [4] ).
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Kapitola 3

Zhrnutie vysledkov

1. Pomocou elektroporacie boli ofarbené bunky Saccharomyces cerevisiae
fluorescenénou sondou pyranin. Pri aplikdcii VN impulzov s napetim 1000 V pri
vzdialenosti elektrod 2 mm sa ako efektivna ukdzala metdéda vyuzivajuca pulzy

s ¢asovou Sifkou 1 ms.

2. Fluorescenéna odozva pyraninu z buniek bola okalibrovana pomocou
elektropora¢ného farbenia suspenzie kvasinek v puferoch s definovanym pH. Zistila

sa tak zavislost’ medzi excitatnim pomerom fluorescenénej sondy a pH vnutri bunky.

3. Zivotaschopnost ofarbenych buniek bola dokdzand nameranim publikovanej

reakcie kvasiniek na pridanie glukézy.
4. Nase vysledky sme porovnali suz publikovanymi vysledkami. Z tohoto

porovnania sme nasli zavislost’ medzi $irkou a amplitidou VN elektroporaénych

pulzov veducich k optimalnemu farbeniu kvasinek.
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