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Abstrakt: Membranovy potencial je jednou z nejdalezZitéjSich charakteristik Zivé
bunky. Jednou z mozZnosti monitorovani jeho zmén je pouZiti karbocyaninovych
fluorescencnich sond. V rdmci této prace byly metodou synchronné skenované
fluorescence prozkoumany vlastnosti nékolika sond. Z nich byly vybrany tfi vhodné
latky pro dalsi experimenty jako doplnék ksonddm diSC3(3) a diSCs(5), které
predstavuji standardni sondy pouZivané v oddéleni biofyziky FUUK. Konkrétné se
jedna o sondy diOCs(3), dilCy(3) a dilC,(5). Byla porovnana rychlost jejich akumulace
v bunkdch S. cerevisiae, na zakladé které jsme zjistovali, zda jsou substraty MDR
pump. Ddle se tato prace zabyva otazkou ekvivalence vysledk( obdrzenych pomoci
raznych fluorofori a jejich vzajemného ovliviiovani. Pro tyto ucely byla zvolena
dvojice sond diSCs(3) a diSCs(5), pomoci nichZz byl zkoumdn vliv acidifikace na
membranovy potencial kvasinek S. cerevisiae. Bylo zjisténo, Ze informace o

depolarizaci ziskané pomoci odlisSnych sond, se dobfe shoduiji.
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Abstract: The membrane potential is one of the most important parameters of the
living cell. It can be measured using carbocyanine fluorescent probes. In this thesis
we examined parameters of several dyes of this family. For further experiments
three of them were chosen — diOC;(3), dilCy(3) a dilCy(5) as a supplement to diSCs(3)
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Institut of Physics. We compared the rates of their accumulation in S. cerevisiae
cells to determine if they were MDR pumps’ substrates. The other goal of this work
was to decide whether the results obtained using different probes are equivalent
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cerevisiae. We showed that the information on depolarization obtained using both
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Uvod

Jednou ze zakladnich podminek vzniku a existence Zivota, jak jej zndme dnes
na planeté Zemi, je existence biologickych membran. Nejenze oddéluji vnitini
prostfedi buniky od vnéjSiho a zprostfedkovavaji komunikaci buriky s okolnim
svétem i transport Zivin a Skodlivych latek, ale diky jejich existenci mize vznikat
membranovy potencial, ktery pohani naprostou vétsinu bunécnych pochodd, at uz
pfimo, nebo zprostiredkované. Diky rozdilné koncentraci iontll vné a uvnitf
membran jsou Zivé buriky schopné syntetizovat ATP, zbavovat se Skodlivych latek a
metabolitl nebo prijimat z okoli Ziviny. Pomoci gradientu draslikovych a sodikovych
iontd vznikaji nervové vzruchy v burikdch nervového systému. Nefunguje-li dobre
plasmatickd membrana, burika neni schopna dlouhodobé prezivat a vytvaret
membranovy potencial, z toho dlvodu je jeho hodnota jednim z nejdllezitéjsich

parametr( bunék.

Existuje mnoho zplsobl, jak méfit membranovy potencidl a jeho zmény,
tato prace jej zkouma pomoci karbocyaninovych fluorescenénich sond a snaii se
rozsifit pouziti metody synchronné skenované fluorescence a rozkladu spekter,

ktera je vyvinuta pro barvivo diSCs(3), na jina karbocyaninova barviva.

Jako modelovy organismus pouzivdme rlzné kmeny Saccharomyces
cerevisiae, pivovarskych kvasinek z fiSe Fungi. Jsou to nejjednodussi eukaryotické
bunky, jejich organely jsou v3ak velice podobné organeldm bunék vyssich organisma
vCetné savcich. V roce 1996 se Saccharomyces cerevisiae stala prvnim eukaryotnim
organismem, jehoZz genom byl kompletné osekvenovan. Jejich kultivace neni
narocnd casové ani financné a jejich pouZivani neodporuje etickym zasadam.
Nékteré z kvasinek jsou navic patogenni, coz je dalsi dlvod kjejich blizSimu
zkoumani, nebot kvasinkové infekce maji vyznamny dopad na kvalitu nejen lidského
Zivota. VySe uvedené vlastnosti kvasinek z nich délaji idealni modelové organismy a
ziskané poznatky jsou vice ¢i méné pouzitelné v dalSich fazich vyzkumu lékafského,

farmaceutického, potravinarského i kosmetického.



Zaroven vsak s kvasinkami musime pracovat citlivé, jako s Zivymi organismy,
nebot jak fekl Douglas Adams, anglicky spisovatel: ,If you try and take a cat apart to

see how it works, the first thing you have on your hands is a non-working cat.”

1. Teoreticka cast

1. 1 Kvasinkova bunka

Kvasinky patfi mezi eukaryota. VétSinou existuji jako jednobunécné
organismy, za jistych podminek se vSak mohou vyskytovat i ve formé mycelii Ci
pseudomycelii, a tak existovat i jako mnohobunécény objekt. Pseudomycelia vytvafi
naptiklad kvasinky rodu Candida ¢i Trichosporon, pravd mycelia mizeme pozorovat
u kvasinek rodu Saccharomycopsis. Tyto Utvary kvasinky vytvari zejména kvuli

lepSimu vyuZiti zdrojl Zivin a existuje vztah mezi patogenitou a schopnosti vytvaret

mycelia.

Obrézek 1.1: Kvasinky rodu S. cerevisiae, u prostfedni buriky miZzeme pozorovat nékolik jizev [1]
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1. 1. 1 Bunécna sténa

Na rozdil od bunék savcich maji kvasinky bunécnou sténu. Je to struktura o
tloustce 150-400 nm. Hlavni rozdil mezi bunéénou sténou kvasinkovych a
rostlinnych bunék spociva v jejich chemickém sloZeni a v existenci jizev, které
vznikaji pouze pfi déleni kvasinek. Struktura a chemické slozeni bunécné stény jsou
nejlépe znamy u S. cerevisiae, na které jsou také provadény vSechny experimenty

této prace. Vsechny nésledujici udaje se proto budou tykat prave této kvasinky.

Bunécna sténa mulzZe tvofit az 30 % suché vahy burky a jejimi hlavnimi
slozkami jsou polysacharidy a proteiny. Pfiblizné 60 % hmotnosti bunécné stény
tvori polymery glukdzy — glukany, asi 40 % glykosylované proteiny — mananproteiny,
zbyvajicich nékolik procent tvofi chitin. Zastoupeni jednotlivych slozek zavisi na

kultivacnich podminkach i na rlstové fazi.

Glukany jsou slozkou, ktera je zodpovédna za udrZeni tvaru bunky,
v bunécné sténé jsou zpravidla zastoupeny dvéma typy — fibrilarnim B-1,3-glukanem
a amorfnim B-1,6-glukanem. Mananproteiny se vyskytuji ve stfedni vrstvé bunécné
stény a pravdépodobné se podileji na jeji struktufe. Jsou Casto vétvené a uréuji
antigenni vlastnosti kvasinek. Chitin je v bunécné sténé zastoupen nerovnomeérng,
nachazi se zejména v oblasti jizev. ProtozZe jizev v prabéhu Zivota bunky pribyva,
zvySuje se i zastoupeni chitinu v bunécné sténé. Za specifickych podminek muze
v bunééné sténé vytvaret sitovitou strukturu a jeho podil mGze vyrazné vzrist. Toto
nastava napfiklad pfi prechodu bunky z kvasinkové formy na mycelarni. VSechny
komponenty bunécné stény jsou navzajem spojeny kovalentnimi vazbami. Jizvy maji
kruhovity tvar a jsou dobre barvitelné fluorescenénimi barvivy. Pravdépodobné
béhem Zivota bunky neméni tvar ani velikost. Pokud kvasinka puci pokazdé z jiného

mista, Ize podle poctu jizev urcit poCet déleni a odhadnout jeji stari. [5]

1. 1. 2 Cytoplasmaticka membrana

Jako vSechny bunky jsou i kvasinky od vnéjsiho prostfedi oddéleny
cytoplasmatickou membranou. Ta je tvofena lipidovou dvouvrstvou, ktera se za

fyziologickych podminek nachdazi zvétsi casti vtekutém stavu pripominajicim
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kapalné krystaly. V lipidni matrici se nachazi fada integralnich i perifernich proteind,
které zprostredkovavaji pfenos Zivin, metabolit( a iontl pres membranu, katalyzuji
fadu reakci a funguji jako receptory, jez predavaji burice signdly o stavu vnéjsiho

okoli. Hlavnimi lipidovymi slozkami membran jsou fosfolipidy, sfingolipidy a steroly.

1. 1.3 Jadro

Jadro je obaleno dvojitou membranou, ve které se nachazi ribozomy a
jaderné pory, a u nékterych kvasinek je tak vyrazné, Ze je lze pozorovat ve fazovém
mikroskopu. Obsahuje DNA a bilkoviny sni asociované, genetickd informace S.

cerevisiae se nachazi na sestnacti chromozomech.

1. 1. 4 Mitochondrie

Pocet a tvar mitochondrii v kvasinkové burice je podminén jejim starim,
fyziologickym stavem a radou dalSich faktord, jako jsou vnéjsi podminky ¢i genetické
predispozice. U plné respirujicich bunék mohou zaujimat i vice nez 10% celkového
objemu bunky, se zvysujici se koncentraci glukdzy v okoli klesa potfeba respirace a
s ni i pocet mitochondrii. Na rozdil od ZivocisSnych bunék mohou kvasinky existovat i
s nefunkénimi mitochondriemi, tj. mitochondriemi, jimZz zcela chybi DNA. Béhem

Zivota bunky mohou fuzovat ¢i tvofit mitochondrialni sité. [5]

1. 1. 5 Vakuola

Stejné jako pocet, tvar a velikost mitochondrii jsou i charakteristiky vakuol
ovlivnény fadou faktor(. Kvasinky ve staciondrni fazi maji zpravidla jednu velkou
vakuolu, mnozici se bunky disponuji vétsim poctem mensich vakuol. Vnitini objem

vakuoly je ohrani¢en membranou, kterou oznacujeme jako tonoplast.

Jeji funkce nespociva pouze ve skladovani Zivin, podili se i na fadé zasadnich
procesu v burice. Pomdaha udrZzovat homeostazi vnitrobunééného pH a predstavuje

obdobu lysozom Zivocisnych bunék. [5]



1. 1. 6 Peroxisomy

Peroxisomy jsou organely obklopené membranou. Obsahuji enzymy
potiebné pro radu reakci, zejména pak oxidaci rGznych substratd jako jsou mastné

kyseliny ¢i v nékterych pfipadech metanol.

1. 1. 7 Cytoskelet

Mnozstvi zdkladnich cytoskeletalnich slozek, tubulinu a aktinu, je v bunkach
S. cerevisiae vyrazné mensi nez zivocisSnych bunkach, i pfesto se vSak pro studium

charakteristik cytoskeletu S. cerevisiae vyuziva hojné.

Cytoskeletdlni sit kvasinek obsahuje mikrotubuly, aktinova policka, filamenta
a lamina vjadie. Cast mikrotubulll a aktinu je asociovdna s proteiny. Tyto
komponenty hraji svou nezastupitelnou roli v bunécném déleni, pohybech organel a
zménach tvaru bunky. Zasadnim zplUsobem také usnadnuje transport latek burnkou.

(5]

1. 1. 8 Proteinové pumpy

Proteinové pumpy se rozdéluji do dvou hlavnich kategorii v zavislosti na
zpUsobu, kterym ziskavaji energii ke své Cinnosti. Prvnim typem jsou primarné
aktivni transportéry, které ziskavaji energii hydrolyzou ATP. Ty se fadi do skupiny

ABC protein( — obsahuji ATP vazebnou kazetu (ATP Binding Cassette).

Druhym typem jsou sekundarné aktivni transportéry, které vyuZivaji
elektrochemického gradientu. Odstranuji molekuly cizorodych latek a metabolity
z cytosolu, zatimco do bunék prfenaseji potfebné Ziviny Ci kationty. U bakteridlnich
bunék se vyskytuji prevainé proteinové pumpy druhého typu, u bunék eukaryotnich
naopak ABC proteiny. Tyto pumpy mohou byt umistény i na membrané vakuoly,
kam v pfipadé potfeby mohou transportovat potencialné nebezpecné latky, které
jsou v ni potom zneskodnény. Samozrejmé potencialné nebezpelna jsou pro buriky i
léCiva a existence podobnych obrannych mechanismd mulze znacéné komplikovat
[écbu fady onemocnéni. Kvasinky disponuji fadou tzv. MDR pump (multidrug

resistence pumps). Substratova specifita téchto proteinl je velmi rozsahlad a
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prekryva se, Casto jsou kromé |ékl jejich substraty i rlizné fluorofory, na coZ je

nutné brat pri experimentech zietel.

NejdalezZitéjsSimi a nejlépe prostudovanymi transportéry typu ABC u S.
cerevisiae jsou proteiny Pdr5p a Sng2p. [14] Jsou navzajem homologni ve 40%
aminokyselin a jejich ¢innost lze studovat za pouZiti mutantd, u nichZz byly geny

téchto pump deletovany. [8]

Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae AD1-3, ktery byl pouZivan
v pribéhu vSech méreni této prace, ma deletované geny pro syntézu trech
nejdulezitéjsich pump Pdr5p, Sng2p a Yorlp, dovoluje tedy zkoumat rozloZeni

fluorescenc¢ni sondy bez zkresleni, které by bylo zplsobeno jejim odstrafiovanim.

1. 1. 9 Kvasinkova kultura v kapalném médiu

Rast kvasinkové kultury v kapalném médiu se projevuje zdkalem a pfi
statické kultivaci bunky sedimentuji na dné nadoby. Kvasinky s vétsi potrebou
kysliku se rozmnoZuji na povrchu média a tvofi slizky povlak, tzv. mazdru.
V laboratornich podminkach se kvasinky zpravidla kultivuji za stalé teploty

v tfepacich laznich, ¢imz se predchazi vzniku mazdry nebo sedimentaci.

Rast kvasinkovych kultur je charakterizovan rlstovymi kfivkami, cozZ je graf
zavislosti poctu bunék na case. Existence kultury je rozdélena do nékolika fazi a
bunky kultury v rdznych fazich rlstu maji rozdilné charakteristiky, coz je nutné pfi
experimentech zohlednit. Bunécna kultura nachazejici se v exponencialni fazi je
zpravidla citlivéjsi vici rdznym podnétlim z okoli, a proto muize byt jeji pouZiti pfi

mnoha experimentech vyhodné.
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Rustova kfivka kmene Saccharomyces Cerevisiae AD1-3

10
I Il m | | v
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0 10 20 30 40 50
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Graf 1.1: Rustova kfivka S. cerevisiae AD1-3. Jedna se o mutantni kmen, ktery byl pouZivan
v experimentech. Je vidét, Ze rlst kultury Ize podle rychlosti prirdstku bunék rozdélit na nékolik
usekl: | — lag faze, Il — exponencialni faze, Ill — pozdni exponencialni faze, IV — diauxicka faze, V —

postdiauxicka faze.

Po pridani bunék do kapalného média s definovanym mnozstvim glukozy se
kultura nachdzi nékolik hodin v lag fazi. BEhem této doby se kvasinky pfizplsobuji
novému prostiedi, shromazduji Ziviny a pfipravuji se na déleni. Pocet bunék kultury
se nezvysuje, zvétSuje se pouze objem jednotlivych bunék. Poté se bunky kultury
zacnou rychle mnoZit a jejich pocet se kazdé dvé hodiny pfiblizné zdvojnasobi.

v

Kultura se nachazi v exponencialni fazi. Dcefiné buriky jsou mensi, nebot nestihaji
dorUstat do plné velikosti. V této fazi jsou bunky nejcitlivéjsi vici riznym podnétiim
z okoli. Doba trvani exponencidlni faze zavisi na mnozstvi glukdzy v médiu. S jeji
snizujici se koncentraci se déleni bunék zpomaluje, kultura se kratkou dobu nachazi
v pozdni exponencialni fazi, po uplném vycerpani glukdozy se déleni bunék zcela
zastavi. Tomuto Useku fikdme diauxicka faze. Beéhem nékolika hodin se kvasinky

prizplsobi svlj metabolismus kvyuzivani méné vyhodného zdroje ubhliku,

zpracovavaji zejména glycerol a etanol. Po této adaptaci kultura zacne opét pomalu
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rast a tato faze se nazyvd postdiauxickd. Po jisté dobé jsou vsak vycerpany i
sekundarni zdroje uhliku a rdst kultury se opét zastavi — nastava stacionarni faze.
Kvasinky se pfipravuji na stres, prodélavaji mnohé zmény, vyrazné se snizuje syntéza
proteinl a jejich bunécna sténa tloustne. Pokud burnkam neumoinime pfistup
k novému vyuzZitelnému zdroji uhliku, jejich pocet se vlivem stresu hladovénim

zacne sniZzovat a nastane faze odumirani. [5]

1. 1. 10 Bunécny cyklus a rozmnozovani kvasinek

Bunéénym cyklem nazyvame casovy Usek od vzniku buriky po jeji déleni, tedy
Usek mezi dvéma ¢asové nejblizsimi délenimi. Cas trvani jednoho cyklu nazyvdme
generacni doba. Cely cyklus délime do nékolika interfazi a jednotlivé faze jsou
ukonceny kontrolnimi uzly, jejichz Ukolem je ovéreni, zda je bunka zcela pfipravena
postoupit do dalsi faze cyklu. Jakmile je zjisténo poSkozeni burnky, pomoci signalnich
mechanismd dojde bud' k pozastaveni cyklu, dokud neni poskozeni opraveno, nebo
k fizené destrukci buriky, tzv. apoptdze. K apoptdze bunék dochazi zejména u
vys$sich organism, pro které je dokonald souhra vSech bunék zasadnim elementem

pro preziti celého spolecenstvi.

Bunécny cyklus zacind G1 fazi (G = growth). Bunka roste, tvori proteiny,
pfipravuje zasoby nukleotidli a enzym0 pro replikaci DNA. Na konci této faze se
nachazi prvni kontrolni uzel. Postup do Sfaze je podminén fadou podminek a
nejsou-li splnény, bunécny cyklus se zastavi. Burika vSak vtomto okamziku muze
zahdjit alternativni program, haploidni buriky v blizkosti sexualniho partnera mohou
konjugovat, diploidni bunky mohou zahdjit sporulaci, a pokud se bunka nachazi
v prostiedi chudém na Ziviny, maze vstoupit do staciondrni faze. Jestlize vSak vnit¥ni
i vnéjsSi podminky umoznuji déleni, burika vstoupi do S faze (S = synthesis). V této
fazi se replikuje DNA. Po uspésné replikaci nastava G2 faze, kdy se zdvojuji
jednotlivé organely a tvoti se struktury potfebné pro déleni. Poté nastava samotné
déleni buriky, M faze (M = mitosis). Vysledkem jsou dvé funkéni buriky o stejném
poctu chromozomu. S. cerevisiae se déli nerovhomérné, to znamena, Ze velikost

materské a dcefiné buriky je rozdilna. [5]
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Obrazek 1.2: Schematické zndzornéni bunééného cyklu eukaryotickych bunék. [2]

1. 2 Fluorescence

V pfipadé, Ze vlastni zareni télesa vyrazné prevazuje nad jeho tepelnym
zarenim, nastava jev zvany luminiscence. Podstatou tohoto jevu je ndvrat
excitovanych elektronli na jejich zakladni hladiny a stim spojené vyzéareni

prebytecné energie ve formé fotonu.

Luminiscenci muUzZeme rozdélit na elektroluminiscenci, fotoluminiscenci,
radioluminiscenci, chemiluminiscenci ¢i dalsi druhy luminiscence podle zdroje
excitacni energie. Fluorescence patfi mezi fotoluminiscencni zarfeni a je vyvolana
bud’ ucinkem jiného dopadajiciho zareni, nebo proudem dopadajicich ¢astic. Pokud
vlivem dopadajiciho zareni dojde k pfechodu molekuly z excitovaného stavu do
stavu zakladniho, mluvime o stimulované emisi. Elektronové prechody je mozné

popsat zjednodusenym schématem — Jablonského diagramem (1.3).
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Obrazek 1.3: Jablonského diagram znazornujici fotoluminiscenc¢ni déje [3]

Excitujici zareni je absorbovédno velice rychle, stfedni doba absorpce je
pfiblizné 10 s. Pokud je latce dodano vic energie, ne# potiebuje pro prechod do
stavu S1 (prvni singletni stav), b&éhem 1072 s relaxuje do nejnizsiho vibragniho stavu
S1. Z tohoto stavu muze fluorofor prejit do jednoho z vibracnich stava hladiny SO
(zakladni singletni stav), vyzafi pfitom foton, jehoz vinova délka je dana rozdilem
jednotlivych energetickych hladin. Vyzareni energie timto zplsobem oznacujeme
jako fluorescenci. Stfedni doba fluorescence je radoveé 107 s. Nékdy muize molekula
preskodit ze stavu S1 do stavu T1 (prvni tripletni stav). Pfechod ze stavu T1 do stavu

SO je zakdzany vybérovymi pravidly, nazyva se fosforescence a doba Zivota v tomto

stavu je tedy velmi dlouhd, zpravidla deléi nez 107 s.

Excitované stavy jsou charakterizovany stfedni dobou Zivota, kterou Ize urcit

podle vztahu:
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) (1)

kde k, predstavuje rychlostni konstantu zafrivého prechodu S1 - SO a k, rychlostni
konstantu vSech nezafivych prechodl. Pro popis fluorescence dale zavadime jeji

kvantovy vytézek, ktery je definovan nasledujicim vztahem [9]:

L —=KkrT. (2)

Rozdil energetickych stavli SO a S1 mUzZe byt ovlivnén rlznymi faktory — pH okoli,
chemickym okolim fluoroforu ¢i jinymi vlivy. Tato fluorescencni citlivost latek na

razné podminky z nékterych molekul ¢ini idealni fluorofory.
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Obrazek 1.4: Absorpcni a emisni spektrum fluoroforu a Stokesav posun.

Pro velké mnozstvi fluoroforl plati, Ze emisni a absorp¢ni spektra jsou
zrcadlové symetrickd, jak je znazornéno na obrazku 1.4. Je to zpUsobeno tim, Ze
absorpce i emise zekvivalentnich vibracnich hladin maji stejnou relativni

pravdépodobnost. Rozdil mezi maximy obou spekter nazyvame Stokeslv posun.
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1. 3 Membranovy potencial a intracelularni pH

1. 3. 1 Fyzikalné-chemicky popis

Veskeré Zzivé bunky jsou od vnéjsiho prostiedi oddéleny plasmatickou
membranou. Kromé bariérové funkce je jejimi dalSimi vyznamnymi Ukoly udrzovani
koncentraéniho gradientu malych iontd, zejména K*, Na*, CI', Ca** a H*. V dusledku
rozdilné koncentrace vnikd na obou stranach plasmatické membrany oblisné
elektrické potencidly, jejichi rozdil nazyvdme membranovy potencidl. Jeho
existence je zcela zdsadni pro udrZeni osmotické rovnovahy a slouzi také jako zdroj
energie ktransportu Zzivin do bunky. V chloroplastech a mitochondriich jeho

existence umozZiuje syntézu ATP, ktery je energetickym platidlem buriky.

Vznik koncentracniho gradientu iontd a tim i membranového potencialu je
umoznén elektrogennimi iontovymi pumpami. Vyslednou hodnotu membranového
potencialu vsak neurcuji tyto pumpy, nybrz selektivni iontové kanaly. Jsou to pravé
tyto kanaly a jejich permeabilita, které nastavuji hodnotu klidového potencialu
pomoci ustdlenych hodnot iontovych proudd. ZjednoduSenou situaci, kdy

uvaZzujeme pouze jeden typ iontQ, lze popsat Nernstovou rovnici:

W :ﬂln[c"]
& [c]

) (3A)

kde R je molarni plynova konstanta, T termodynamicka teplota, z ndboj jednoho
iontu, F Faradayova konstanta a [c;,] zastupuje koncentraci iontl vné a uvnitf
membrany (in, out). Tato rovnice vSak popisuje membranu, ktera je propustnd
pouze pro jeden typ iontu, coZ je pro nékteré pripady nedostacujici. Membranovy

potencial realné membrany je Iépe popsan rovnici:

_RT, Py [NaT+P.[K]+R, [C]+ R, .[H]
F o By INa'T+P [KT+P, [CIT+P,.[H/]

(4)

kde [X,,] jsou koncentrace rlznych iontl vné a uvnitf membrany a P, zastupuje

relativni permeabilitu membréany pro dany iont. Tato rovnice ovsem zahrnuje pouze

pfispévek pasivnich iontovych proudu. V redlnych pfipadech musime pocitat s tim,
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ze membrdnovy potencidl se muze liSit o prispévek spojeny s Cinnosti iontovych

pump.

1. 3. 2 Metody méreni membranového potencialu

Membranovy potencial je jednou z nejdalezZitéjsich charakteristik Zivych
bunék. Lze jej méfit klasickym zplsobem, a to pomoci mikroelektrody zapichnuté do
bunky. Tato metoda ma vsak sva mnoha uskali. Jednim z nich je riziko zkratovani
bunécéné membrany z divodu nedokonalého kontaktu elektrody a povrchu burky,
dale jsou podobna méreni ¢asové narocnd a lze takto zméfit jen malé mnoistvi
bunék. Navic je tato metoda nepouzitelnd pro studium bunécénych organel,
napfiklad mitochondrii, kvali velkému priméru elektrody. Otdzkou z(istdva, zda
stres zplUsobeny znehybnénim a samotnym mérenim nezkresli vysledky

experimentu.

Mnohem vhodnéjsi je tedy pouZit nékterou z nepfimych metod meéreni
membrdnového potencidlu zaloZenych na redistribuci malych lipofilnich kationtd,
které snadno pronikaji plasmatickou membranou a akumuluji se v bunce tak
dlouho, dokud neni dosazeno elektrochemické rovnovahy. Rovnovaziny stav
koncentraci téchto kationtl vné a uvnitf bunky lze popsat Nernstovou rovnici (3A),

kterou je mozné prepsat do tvaru:

1" =@ RT | (3B)

Jedna se o pomér rovnovazné koncentrace vné a uvnitf buriky. Zména téchto
koncentraci by vsak nebylo pozorovatelna a jejich zméfeni by nebylo mozné, kdyby
se po interakci sondy se strukturami uvniti bunky neposunula vinova délka
emitovaného zareni. Emisni maximum sond, s kterymi vramci této prace bylo
experimentovano, se po navazani na proteiny posunulo v fadu desitek nanometr(
smérem k Cervenému konci spektra. Tento fakt spolu svyraznym zvySenim

kvantového vytézku, ke kterému uvnitf bunék dochdzi, nam dovoluje provést
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rozklad spekter do jednotlivych slozek a pomoci jejich poméru uréit membranovy

potencial.

1. 3. 3 Intracelularni pH

Témér vSechny procesy vzZivych bunikdch jsou zavislé na pH a
mikroorganismy, jako napfriklad kvasinky, reaguji jeho zménami na extracelularni
podminky. Jeho fyzikdlné-chemické vlastnosti umoziuji prenasenym signdlim
velkou rychlost a je mozné jim regulovat vice procest najednou. [15] Hodnota pH je
definovana jako zaporny dekadicky logaritmus poctu protont ve vodé. Studujeme-li
vSak komplexni systém, kterym burika je, tato definice je nedostacujici. NemuUzZeme
totiz cytosol prohlasit za blizky vodé, do hry zde vstupuje rada faktorl, které
znemozniuji jednoduché urcCeni pH. Intraceluldrni proteiny disponuji velkym
mnoZstvim postrannich skupin, které mohou byt protonovany ¢i deprotonovany, je
nutné téz pocitat srdznymi metabolity. Napfiklad koncentrace anorganického
fosfatu P; se v kvasinkovych bunkach pohybuje kolem 50 mM. [16] Také koncentrace
iontl HCOs; v burikdch neni zanedbatelnd. Tyto latky hraji v Zivych burkdach
nezbytnou Uulohu pufru. Nahly pokles intraceluldarniho pH zpUsobi protonaci
hydrogenuhli¢itanovych iontd, které se potom rozkladaji na vodu a oxid uhlicity.
Pokud je pH v burice neutrdlni, je vétSina molekul v bunce ve formé iontl, aby

nedochazelo k jejich Uniku pres plasmatickou membranu.

1. 3. 4 Méfeni intracelularniho pH

Abychom tedy mohli urcit intracelularni pH, je nutné uvazit vySe zminéné
problémy a znat relativni protonaci vSech slabych kyselin a zasad uvnitf bunky. Déle
je nutné zjistit pK, vSech postrannich skupin protein(. Zde nardzime na dalsi
problém, ktery nam muzZe uréeni pH zkomplikovat, a tim je terciarni struktura
proteinl. Hodnoty pK, jednotlivych skupin se liSi v zavislosti na tom, zda je dand

aminokyselina na povrchu proteinu, ¢i uvnitf.

Nékteré z oblibenych metod k ur€eni relativni protonace vyuZivaji nuklearni
magnetickou resonanci, rovnovainé rozlozeni radioaktivné znacenych slabych

kyselin ¢i fluorescencni sondy citlivé na pH, jako je napfiklad C.SNARF-1 nebo
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fluorescein. [17] Nevyhodou nékterych ztéchto metod je nezbytnost rozsahlé
manipulace s burikami, kterd ma nezanedbatelny vliv na intracelularni pH. [18] Dale
pak nékteré metody nemohou uréit pH vramci buriky. Uvazime-li, jak zasadni
vyznam pro Zivou bunku ma rozdil pH mitochondrii a cytosolu, tento nedostatek

muzZe byt pomérné neopomenutelny.

Byla vyvinuta metoda méreni intracelularniho pH pomoci fluorescenéniho
proteinu pHluorinu. Pomoci jednoduché mutace je mozné pfipravit bunky
exprimujici tento protein. Avsak ani tato metoda neni dokonald — méreni je mozné
provadét pouze v omezeném rozpéti pH a navic sama produkce pHlouorinu muze

vést ke zménam vnitrobunécéného pH. [19]

1. 3. 5 Vyznam pH pro buriku

Jak jiz bylo zminéno vyse, intraceluldrni pH ovliviiuje celou fadu procest. Na
tomto misté nékteré z nich alespon kratce uvedu. Hodnota pH ovliviiuje skladani
proteint, stejné jako aktivitu jiz sloZenych bilkovin. Vétsina proteind je aktivni pouze
v Uzkém rozmezi pH. Zmény pH mohou jejich aktivitu inhibovat, extrémni vykyvy
mohou proteiny dokonce denaturovat. Pomoci pH muZe tedy bunka regulovat

signdlni kaskady ci syntézu proteind. [15]

Zmény pH ovliviiuji také interakce mezi polarnimi hlavickami fosfolipidl, a
tim i formovani lipidovych struktur a jejich interakce. Transport protein
z endoplasmatického retikula zavisi pfimo na gradientu pH. V neposledni fadé je
tfeba zminit nezanedbatelny podil vodikovych iontd na celkovou velikost

membranového potencialu.

1. 3. 6 Udrzovani intracelularniho pH

Kvasinkové burnky se snaZi udrZovat neutralni pH rdznymi zpUsoby.
NejdileZit&jdi z nich je €erpani protoni H-ATPazami. H'-ATPaza je jeden z nejvice
exprimovanych transmembrdnovych proteind. Jeho produkce zavisi na mnozstvi
dostupnych zdrojd uhliku. Kromé& H'-ATPazy v plasmatické membrané se na
homeostaze podili také vakuoldrni H'-ATPaza (V-ATPaza). Ta jednak pomaha

cerpanim proton( udrZovat vnitrobunécné pH, ale také na vakuolarni membrané
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buduje napéti, které slouzi k pohanéni dalSich procesui. Kvasinky, jejichz geny pro
syntézu V-ATPazy byly deletovany, byly sice Zivotaschopné, avsak pouze v prostredi
o pH 3 — 7. Divoky kmen S. cerevisiae je schopny rast vrozsahu pH 2,5 — 8,5.
Mutantni kmen také vykazoval odlisny fenotyp vjinych znacich, byl napfiklad
citlivéjsi na koncentraci vapenatych iontl. Minoritni podil na udrzovani homeostaze

ma také Na'/H"-antiporter. [15]
1. 4 Lipofilni redistribucni sondy

1. 4. 1 Zakladni popis

Standardni interpretace vztahu membranového potencialu a mnozstvi
akumulované latky je zaloZzena na predpokladu, Ze jeji rovnovazné koncentrace vné
a uvnitf bunky podléhaji Nernstové rovnici (3B). V béinych experimentech
zaloZzenych na prostém monitorovani intensity fluorescence sondy vSak samotna
Nernstova rovnice nem(ize dostatecné kvantifikovat fluorescencni odezvu sondy na
zmény membranového potencidlu, navic takové experimenty potom vyZzaduji
téZzkopddnou kalibraci. Jeden z oblibenych postupl napfiklad spoléha na kalibracni
krivky ziskané z bunécnych suspenzi kultivovanych v pfitomnosti valinomycinu za

rozdilné koncentrace iontl K.

Jak tedy dostatecné presné popsat systém bunky, aby bylo mozné vyuzZit
fluorescencnich sond pro urceni velikosti membranového potencidlu? Jednim
z klicovych predpokladl je dostatecné nizkd koncentrace sondy, aby bylo moziné
predpokladat, Ze koncentrace jejich molekul vazanych na proteiny v cytosolu je
pfimo umérnd koncentraci sondy volné. Dale je nezbytné, aby mérena bunécna
suspenze byla fidka, potom je celkovy bunék zanedbatelny oproti celému objemu
suspenze, a tudiz je zanedbatelny i fluorescenci volné sondy v cytosolu vzhledem
k fluorescenci volné sondy v médiu. Experimenty provedené s fluorescencni sondou
diSCs3(3) ukazaly, Ze intensita jeji fluorescence se v pfitomnosti intracelularnich
objektl nékolikanasobné zvysuje a jeji emisni maximum se posouva k ¢ervenému

konci spektra.
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Dale predpokladame, Ze vSechna vazebna mista v cytosolu jsou identicka
s asociacni konstantou K, a jejich mnozstvi n[P], odpovida koncentraci protein( ve
vzorku [P]o. Vztah mezi rovnovaznou celkovou koncentraci sondy uvnitf buriky ¢, a

vazanou Cpoung MUZe byt v tomto zjednoduseném modelu popsan vztahem:

. - Cbound . (SA)
Cin(n[ P]O - Cbound)
Jestlize mnoistvi pridaného fluoroforu je dostatecné malé, aby platilo, Ze

n[PJ]o>> Cpound, j€ MOZné vztah (5A) zjednodusit na tvar:

Soond = {P] K, . (8)

n
Nezbytnym poZadavkem umozZiujicim prevedeni namérenych spekter na
zmény membranového potencidlu je tedy pfima Umeérnost mezi Cpoung @ Cin. Potom
mulzZe byt pomér mezi nernstovskou a nenernstovskou akumulaci popsan
koeficientem ki, ktery zastupuje priimérnou vazebnou kapacitu zkoumanych bunék.
Pouzitim tohoto koeficientu obdrzime nasledujici vztah pro koncentraci vazané

sondy Cpound:

Cbound = kbcln : (6)
Vztah (3B) mUZeme potom upravit do tvaru:

_Fav
Cbound = kbcoute Rt ’ (7)

coZ nam umoziuje vztahnout namérend spektra k membranovému potencialu

bunék.

Po odecteni fluorescence pozadi od namérenych dat obdrzime spektrum,
které se sklada ze Ctyr slozek: (i) fluorescence volné sondy v médiu, (ii) fluorescence
sondy navazané na povrch bunék, (iii) fluorescence sondy navazané na intracelularni
proteiny a (iv) fluorescence volné sondy vcytosolu. Ve spravné navrienych
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experimentech mizZzeme zanedbat fluorescenci volné sondy v cytosolu, pokud je
objem bunék vzhledem k celkovému objemu vzorku maly, a svazanou sondou
potom pracujeme podle vztahu (7). MnoZstvi sondy navdzané na povrch buriky je
také zanedbatelné vzhledem k celkovému mnozstvi fluoroforu navdzaného na
intracelularni proteiny, tento fakt byl demonstrovan pomoci fluorescencni
mikroskopie, kdy zkoumané bunky nevykazovaly Zadny zretelny okraj. Disledkem
téchto priblizeni mizeme vztahnout intensitu zbyvajicich dvou slozek (i) a (iii) pfimo

ke koncentracim fluoroforu vné a uvnitf bunky. [4]

Namérené spektrum je potom linedrni kombinaci dvou nezavislych slozek, a
to fluorescence sondy vné a uvnitf bunky, pomér téchto referencnich spekter je
zjiSténa metodou pokus-omyl, a to pomoci optimalizace, ktera je zaloZena na
odecitani spektra volné sondy od spekter sondy v rliznych roztocich proteinu nebo
bunéénych suspenzi rlzné koncentrace. Po ziskani modelovych spekter jej Ize do

téchto komponent rozlozZit podle vztahu:
F(A) = AR (1) + BFg (4), (8)

kde Fr je spektrum volné a Fz spektrum vazané sondy, A a B oznacuji koeficienty
zastoupeni jednotlivych slozek v celkovém spektru. Pfed samotnym rozkladem do
jednotlivych sloZek je vSak nezbytné od zméfeného spektra odecist autofluorescenci
vzorku zmérenou pred prfidanim fluoroforu, kterd musi byt méfena zvlast pro kazdy

vzorek.

1. 4. 2 Vliv bunécné stény a plasmatické membrany

Jistou nepresnost do experimentld mulZe vnést akumulace kladné nabité
sondy v zaporné nabitych bunécnych sténdch. Tento pfispévek, a¢ maly, nemusi byt
vzdy zanedbatelny a nékdy je tfeba provést prislusné korekce. Vlivem potencidlu
bunécné stény, Donnanova potencidlu, se z membranového potencidlu stava
efektivni membranovy potencidl, na némZz ma pravdépodobné nezanedbatelny

podil negativni naboj plasmatické membrany a bunécné stény. Tento fakt je i pres
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svou dUlleZitost casto opomijen, muize se vSak projevit, pokud jsou pfi
experimentech pouZivany razné pufry. Potencial bunécné membrany je extrémné
citlivy na iontovou silu média, v kterém jsou bunky uchovavany, nicméné pokud
udrZzujeme iontovou silu konstantni po celou dobu experimentu, prispévek

k celkovému membranovému potencidlu se neméni. [4]

1. 4. 3 Akumulace sondy v mitochondriich

Po vstupu do bunky se sonda mlzZe dale redistribuovat i do mitochondrii.
Ackoliv je jejich objem vzhledem k celkovému objemu maly, jejich prispévek
k celkové fluorescenci vazané sondy je nezanedbatelny z ddvodu jejich vysokého
membranového potencialu. To je dalsim didvodem, proc je nutné pfi experimentech
dbat na dostatecné nizkou koncentraci sondy — je tfeba zabranit jejimu zhaseni
v dlsledku tvofeni agregdtl uvnitf mitochondrii a dale je nutné, aby v nich
nedochazelo k nenernstovké akumulaci. Nicméné za predpokladu, Ze béhem
experimentu se neméni pocet mitochondrii ani jejich membranovy potencial, neni
tfeba aplikovat zadné slozité korekce. Tento jev Ize také zasadné omezit pouzivanim

fermentuijicich bunék, jejichz mitochondrie jsou vyrazné méné aktivni. [4]

1. 4. 4 Vliv MDR pump

Ke kazdé sondé citlivé na membranovy potencidl je tfeba pristupovat jako
k moZnému substratu MDR pump. Tento fakt je tfeba mit na paméti zejména tehdy,
pracujeme-li s bunkami, jejichz geny pro syntézu MDR pump nebyly deletovany,
nebo funkce samotnych pump nebyla inhibovana jinak. Bohuzel jejich Cinnost neni

jesté zcela prozkoumadna. [4]

1. 5 Synchronné skenovana fluorescence

Metoda synchronné skenované fluorescence spocivda v udrzovani
konstantniho rozdilu mezi excitacni a emisni vinovou délkou. Byla vyvinuta za
ucelem zvySeni selektivity luminiscenéni spektroskopie. Ma fadu vyhod vcetné

zUZeni spektralnich past nebo snizeni doby akvizice.

| kdyz tradi¢ni metody fluorescencni spektroskopie maji vysokou citlivost,
v pfipadé experimentd na komplexnéjSich vzorcich nardZeji na problém
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neuspokojivé interpretace namérenych dat. Biofyzikalni méfeni, stejné jako analyza
neznamych latek, kterd mohou byt potencidlnimi xenobiotiky, vSak na
spektroskopicka méreni z velké Casti spoléhaji. Poprvé byla tato metoda aplikovana

na ropné oleje a polycyklické aromatické uhlovodiky [6].

1. 5. 1 Zakladni princip metody

V konvencni fluorescencni spektroskopii ziskdvame emisni spektra, jestlize
monitorujeme emisni vinovou délku Aen, zatimco excitacni vinova délka Ay zlistava
konstantni. Obdobnym zpUsobem je moZné ziskat excitacni spektra, vtomto
pfipadé naopak ménime excitaéni vinovou délku Ae a sledujeme intensitu
konstantni emisni vinové délky Aem. Synchronné skenovana fluorescence oba tyto
zpUusoby elegantnim zplsobem kombinuje a méni soucasné emisni i excitacni
vinovou délku, pricemz rozdil mezi Aem @ Aexc ZUstava konstantni. Na prvni pohled by
se mohlo zdat, Ze neustalé zmény excitaéni energie jsou vic nez nezddouci, nicméné

tomu tak neni.

Uvazujme fluoreskujici vzorek excitovany zarenim dané vinové délky A‘ a
Em(A), které je jeho emisnim spektrem. Zaznamenany fluorescenc¢ni signdl na dané
vinové délce A o intensité /), kterd zavisi na Ey(A), je také pfimo Umérny

spektralnimu vyzarovani Ry, které je emitovano pri excitaci vinovou délkou A"
| (1) =kR,E,, (1), (9)

kde k je vhodna konstanta. Uvazime-li platnost znamého Lambert-Beerova zakona

pro dostatecné ridké vzorky, miZzeme R;-vyjadfit ve tvaru:
R, =KY_ (A")I,(A)&(A)[c]d, (10)

kde Y, je kvantovy vytéiek fluorescence, Iy intensita excitacniho zareni, € molarni
extinkéni koeficient, [c] koncentrace vzorku, d tloustka vzorku a k‘ experimentalné
ziskana konstanta. Mérené excitacni spektrum Ex(A‘) je pfimo umérné veli¢indm

zavislym pouze na vinové délce A"

E, () =K"Y_(1)1,(1)e(1), (11)
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kde k“ je konstanta. Zkombinovanim vztahd (9), (10) a (11) ziskdme vztah pro

intensitu synchronni fluorescence /s jako funkci A a A"
| (A", A) = K[CldE, (1)E,, (1), (124)

pricem? K=k.k’k‘*. DileZitou podminkou je konstantni rozdil A a A“. Tento vztah Ize

vyjadrit vymluvnéjsim zplsobem jako:
(A", A) =K[c]dE, (A —AA)E,, (A). (12B)

Pokud je navic rozdil A\ (offset) roven Stokesovu posunu, vysledkem méreni
je jediny uzky pas, ktery je mnohem intensivnéjsi nez samotné excitacni ¢i emisni
spektrum (obrazek 1.5). Ze vztahu (12B) je totiz zfejmé, Ze synchronné skenovana
fluorescence je jejich soucinem. [7] Excitacni zareni zde hraje roli multiplikativniho
parametru emisniho zareni. Vhodnou volbou parametru AA je mozné zvysit

selektivitu a potlacit nezadouci artefakty véetné autofluorescence vzorku.

Sonda dilC,(5)

100 A

80 -

60 -

40 A

Intensita [rel. j.]

20 ~

O T T T T T T
500 550 600 650 700 750

Vinova délka [nm]

Obrazek 1.5: Porovnani normovanych spekter sondy dilC,(5). Na grafu vidime excitacni spektrum
(modré), emisni spektrum (Cervené) a synchronni (zelené). Offset pfi méreni synchronniho spektra

byl nastaven na hodnotu 15 nm, coz je velikost Stokesova posunu.
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Metoda synchronné skenované fluorescence selhdva pouze v pfipadé, je-li
ve zkoumané oblasti slaby signal Ex(A‘) a zaroven i Ep(A°). Avsak i v pripadé velice
komplexnich vzork( je mozné zménou rozdilu A a A’ z celého spektra vybirat pouze

urcité useky, pricemz signal z ostatnich oblasti je potlacen. [6]

2. Material a metody

2. 1 Chemikalie a material

2. 1. 1 Fluorescencni sondy

Vramci této prace jsme pracovali snasledujicimi fluorofory: diSCs(3),
diSC;5(5), dilCy(3), dilCy(5), diOC3(3) a JC-1.

O w P w ol
S|

CHs CHs

B S Si@ .
|

@/WN

CHj CHa
C o) 0
@*,}—CH:CH—CH:( ]@

g o

CH,CH5CH; | CH.CH.CH;3

Obrazek 2.1: Strukturni vzorce fluorescencnich sond: A) DiSC;(3) [12], B) DiSCs(5) [12], DiOC5(3) [13]
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Obrazek 2.1: Strukturni vzorce fluorescencnich sond: D) DilC4(3), E) DilC,(5), F) JC-1 [12].

Barviva Dil, DiO, DiS, DiD a DiR, jak je mGzZeme pro jednoduchost nazyvat,
jsou malé lipofilni kationty, které patfi do skupiny tzv. redistribucnich
fluorescencnich sond membranového potencialu. Fluorescence téchto na prostredi
citlivych barviv se vyrazné zvysuje, kdyz se inkorporuji do membran nebo se navazi
na proteiny uvnitf burky, pfiCemz ve vodnim prostfedi fluoreskuji relativné slabé.
Jejich extinkéni koeficienty jsou vysoké a fluorescence zavisi na polarité prostredi,
v okoli proteind se vinova délka jejich emisniho maxima zpravidla posouva
k ¢ervenému konci spektra. Jakmile jsou pfidany k bunécné suspenzi, difunduji
dovnitf bunék a po jisté dobé se ustanovi rovnovaha podle Nernstovy rovnice (1B)
v zavislosti na velikosti membranového potenciadlu a Cinnosti proteinovych pump,
pokud jsou v plasmatické membrané bunék pritomny. [11] Fluorofory, které byly

v ramci této prace studovany, jsou popsany v tabulce 2.1 nize.
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Tabulka 2.1: Prehled pouzitych fluorofor(

Oznaceni | Systematicky nazev M[g.mol™] Dodavatel
diSCs(3) | 3,3'-dipropylthiacarbocyanine iodide 520 Sigma-Aldrich
diSCs(5) | 3,3'-dipropylthiadicarbocyanine iodide 547 Sigma-Aldrich
1,1',3,3,3',3'- Molecular Probes
dilCy(3 P 484 !
E4(3) hexamethylindocarbocyanine iodide INC
diIC,(5) .1,1.-d|ethyl-3,3,3 ,3'-indodicarbocyanine c3g Molecular Probes,
iodide INC
diOGC;(3) | 3,3'-dipropyloxacarbocyanine iodide 488 MOIecu:;rCPmbes’
5,5',6,6'-Tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethyl- Molecular Probes,
JC-1 L L 652
imidacarbocyanine iodide INC
2. 1. 2 Média

V pribéhu experimentl byla pouZita rada kultivacnich médii, ktera byla
pripravena zplsobem popsanym v tabulce 2.2.

Tabulka 2.2: Pouzitd média a pufry

YPD agar 1%

kvasni¢ny extrakt 10g
Pepton 10g
agar 10g
glukdza 10g
destilovand voda 1000 ml

YP kultivacni médium

kvasni¢ny extrakt 10g
pepton 10g
destilovand voda 1000 ml

25mM MES-TEA pufr — pH 6,2*

MES 2,44 g
TEA 2,5 ml
destilovana voda 500 ml
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*V pfipadé potieby nizsiho pH byl takto pfipraveny pufr titrovan HCI, v opacném
pfipadé jsme jej titrovali TEA, dokud nebylo dosazeno dané hodnoty pH.

2. 1. 3 Rozpoustédla a dalsi pouzité latky

Tabulka 2.3: Dalsi pouzité latky

Nazev Dodavatel
Kvasnicny extrakt Serva
Pepton Oxoid
Agar RNDr. Jan Kulich s.r.o.
D-glukdza bezvoda PENTA
MES hydrat Sigma-Aldrich
TEA (triethanolamin) Sigma-Aldrich
Etanol pro UV spektroskopii Lach-Ner
Destilovana voda

Bovine Albumin

FK506

*nebo také tacrolimus, fujimycin; 10 mM roztok v etanolu pro UV spektroskopii

2. 1. 4 Kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae a jejich genetické charakteristiky

Tabulka 2.4: Prehled pouzitych kmen( S. cerevisiae

Kmen Genotyp Dusledek
MATa, PDR1-3, ura3, his1,
yorlD::hisG, sngSD::hisG

AD12 nadprodukce pumpy Pdr5p

MATa, PDR1-3, ura3, hisl, deletované pumpy Pdr5p,
yorlD::hisG, snqSD::hisG, pdr5D::hisG | Sng2p a Yorlp
nadprodukce pump Pdr5p,
Sng2p a Yorlp

AD1-3

US50-18C MATa, PDR1-3, ura3, hisl

2. 2 Priprava kvasinkovych kultur a experimentalni postupy

2. 2. 1 Priprava zasobnich kvasinkovych kultur

Bunécné kultury jsou uchovavany pfi teploté -80°C v médiu obsahujicim 60 g
glycerolu, 10 g glukdzy, 2 g peptonu a 1 g kvasni¢ného extraktu na 100 ml média.
Poté jsou sterilni klickou preneseny na misku s1% YPD agarem a 48 hodin
kultivovany v inkubatoru pfi teploté 30°C. Takto pripravené misky s kvasinkovymi

kulturami jsou uchovavany pfi teploté 4°C maximalné po dobu tficeti dna.
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2. 2. 2 Priprava vzorkd pro méfeni

Do 10 ml YPD média s 2% glukézou bylo pomoci sterilni klicky preneseno
malé mnozstvi zasobni kvasinkové kultury. Buriky byly kultivovany v trepaci lazni pfi

teploté 30°C po dobu 24 hodin.

V zavislosti na hustoté bunék v takto vzniklém inokulu bylo jeho malé
mnoistvi preockovano do Cerstvého YPD média a bunky byly kultivovany v tfepaci
lazni pfi teploté 30°C, dokud kultura nedosahla pozadované faze. Pro experimenty

této prace jsme pouzivali buriky v exponencialni fazi rlstu.

Po zméreni optické hustoty byly buriky dvakrat centrifugovany na centrifuze
Megafuge 1.0 Heraeus Instruments a resuspendovany v MES-TEA pufru o pH 6,2.
Poté bylo malé mnozstvi bunécné suspenze pridano do 3 ml MES-TEA pufru ¢i vody
v kyveté tak, aby vysledna opticka hustota byla 0,1. Tato veli¢ina byla méfena
pomoci spektrometru Novaspec 2 pfi vinové délce 578 nm. V pripadé nékterych
experimentl byl pouZit pfistroj Novaspec 3, a tehdy bylo nutné zjisténou optickou

hustotu délit koeficientem 2,55.

2. 2. 3 Méfeni fluorescence

Vsechna fluorescencni méreni byla provadéna pomoci spektrofluorimetru
Fluoromax 3. Zdrojem excitacniho zareni byla xenonova lampa emitujici zareni

vhodné pro méreni v rozsahu pfiblizné 200 — 800 nm.

Zateni prochazi nejprve excitacnim monochromatorem, ktery z néj vybird
vhodnou excita¢ni vinovou délku. Nasledné zareni dopada na kyvetu se vzorkem.
Fluorescence je zaznamendvdna ve sméru kolmém na smér Sifeni excitacniho
zareni. Poté, co fluorescencni zareni projde emisnim monochromatorem, je jeho
intensita zméfena pomoci fotondsobice. Monochromatory jsou ovladany

pocitatem, coZz umoziuje automatické skenovani vinovych délek.
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Obrazek 2.1 : Schéma spektrofluorimetru [9]

Pfed kazdym mérenim byla provedena kalibrace pfistroje podle spektra
xenonové vybojky, kterd ma na vinové délce 467 nm emisni maximum. Byl méren

také Rayleighlv rozptyl vody, jehoZz maximum se nachazi na vinové délce 550 nm.

3. Vysledky a diskuse

3. 1 Spektra fluorescencnich sond

Petra Matunova vramci své bakalarské prace zkoumala charakteristiky

sondy diSC3(5). [10] Naméfila emisni a excitacni spektra tohoto fluoroforu a zjistila
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modelova spektra, pomoci kterych je mozné rozlozit experimentalni data podle
vztahu (8), jak je popsano v kapitole 1. 4. 1. Tyto vysledky jsme v rdmci diplomové

prace ovérili.

Poté jsem zmérila emisni a excitacni spektra nékolika dalSich sond, aby bylo
mozné z nich vybrat nejvhodnéjsi fluorofory pro dalsi experimenty. Jelikoz pfi
interakci karbocyaninovych barviv s albuminem se pozoruji podobné spektralni
zmény jako po interakci s cytosolem po vstupu téchto barviv do bunék, pfi tipovani
vhodnych barviv jsme provadéli pouze méreni spekter vybranych barviv ve vodnych
pufrech a v roztocich albuminu. PFi praci s albuminem je pfi vhodnych koncentracich
roztokd zaruceny vysoky a dobre definovany pomér mezi vazanou a volnou sondou.
Naproti tomu v pfipadé bunécnych suspenzi tento pomér zavisi i na fyziologickém
stavu bunék, cozZ je pfi prostém testovani spektralnich vlastnosti barviv zbytecna

technicka komplikace.

Prvni zkoumanou sondou byla sonda DilC4(3). 4 uM fluorofor ve vodé a v 2%
roztoku albuminu byl excitovdn zafenim o vinové délce 490 nm. Bylo zméfeno, Ze
emisni maximum sondy DilC4(3) ve vodé se nachazi na hodnoté 553 nm, v albuminu

se tato hodnota posouva na 564 nm.

Poté bylo méreno excitacni spektrum, pricemz sledovana byla emise zareni
vinové délky 600 nm. Excitacni maximum volné sondy se nachazi na hodnoté 538

nm, vazané na 551 nm.
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Excitatni a emisni spektra sondy DilC, (3) Synchronni spektra sondy DilC,(3)
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Graf 3.1: Emisni, excitacni a synchronni spektra fluorescen¢ni sondy DilCy(3). Emisni a excitacni

spektra 4 uM roztoku sondy DilC,(3) byla mérena ve vodé ( a , graf 3.1A), poté

v roztoku 2% albuminu ( a , graf 3.1A). Nasledné byla zméfena synchronni spektra ve

a , graf 3.1B).

vodé i v roztoku albuminu (

Stokeslv posun tedy ¢ini 15 nm, tato hodnota byla také nastavena jako
offset, konstantni rozdil mezi vinovou délkou emise a excitace, pro méreni
synchronnich spekter. Z grafu 3.1B je patrny dostatecny rozdil mezi spektry volného
a vazaného fluoroforu. Sonda ma také dostate¢ny kvantovy vytézek ve vodé i
v roztoku 2% albuminu, coz ji ¢ini vhodnym kandidatem pro dalSi experimenty. |
kratSi doba akvizice nam dovoluje ziskat dobre interpretovatelna data a rozdil mezi
emisnim maximem volné a vdzané sondy je srovnatelny srozdilem emisnich

maxim jiz pouzivaného fluoroforu DiSCs(3).

Dalsi zkoumanou sondou byla JC-1. V grafu 3.2A je moZné sledovat druhy
excitaCni pas o nizsi energii, je dlsledkem tvoreni agregatl sondy v polarnim
prostredi. Této vlastnosti sondy JC-1 se wvyuZiva pfi méreni membranového
potencidlu mitochondrii, kdy je zjistovan pomér intensit obou past, my se vsak

timto zpUsobem zabyvat nebudeme.
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Excitatni a emisni spektra sondy JC-1 Spektra sondy JC-1
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Graf 3.2: Emisni, excitacni a synchronni spektra fluorescencni sondy JC-1. Emisni a excitacni spektra

4 uM roztoku sondy JC-1 byla mérena v etanolu ( a , graf 3.2A), v 2% roztoku
albuminu ( a , graf 3.2A) a ve vodé ( a , graf 3.2B). Nasledné byla
zmérena synchronni spektra v etanolu, v 2% roztoku albuminu ( a , graf 3.2C) a ve
vodeé ( , graf 3.2D).

Pro méreni synchronnich spekter byl poté zvolen offset 15 nm. V grafu 3.2C

jsou vykreslena spektra sondy v etanolu a v roztoku albuminu, v grafu 3.2D ve vodé.
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Pomér signalu a Sumu synchronnich spekter zméfenych ve vodném prostredi pfi
dostatecné kratké dobé akvizice by vSak byl nevyhodny. Spektra sondy v etanolu by
byla dobre zpracovatelnd, nicméné etanol ve vysSich koncentracich je pro buriky

toxicky, a proto s touto sondou nebudeme dale pracovat.

Excitatni a emisni spektra sondy DiOC,(3) Synchronni spekira sondy DiOC,(3)
100 1 —— EXwda | 1007 Voda
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Graf 3.3: Emisni, excitacni a synchronni spektra fluorescencni sondy DiOC;(3). Emisni a excitacni

spektra 4 uM roztoku sondy DiOC;(3) byla mérena ve vodé ( a , graf 3.3A), poté

v roztoku 2% albuminu ( a , graf 3.3A). Nasledné byla zméfena synchronni spektra ve

, graf 3.3B).

vodeé i v roztoku albuminu (

Vzorek byl excitovan zarenim o vinové délce 430 nm. Zjistili jsme emisni

maxima sondy DiOCs5(3) ve vodé a v albuminu — 496 a 505 nm.

Poté jsme méfili excitatni spektra, pficemz sledovana byla emise zareni
vinové délky 535 nm. Excitacni maximum volné sondy se nachazi na hodnoté 480

nm, po interakci s proteinem se posouva na 492 nm.

Synchronni spektra byla mérena s offsetem 15 nm. Z grafu 3.3B je patrny
dostatecny rozdil mezi spektry volné a vazané sondy, tento fakt spolu

s dostatecnym kvantovym vytézkem z DiOCs(3) Cini vhodny fluorofor k dalSim
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experimentlm. Rozdil mezi emisnim maximem volné a vazané sondy je témér stejny

jako rozdil emisnich maxim DiSCs(3).

Excitacni a emisni spekira sondy DilC,(5) Synchronni spektra sondy DilC,(5)
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Graf 3.4: Emisni, excitacni a synchronni spektra fluorescencni sondy DilC,(5). Emisni a excitacni

spektra 4 uM roztoku sondy DilC,(5) byla mérena ve vodé ( a , graf 3.4A), poté

v roztoku 2% albuminu ( a , graf 3.4A). Nasledné byla zmérena synchronni spektra ve

, graf 3.4B).

vodeé i v roztoku albuminu (

Vzorek jsme excitovali zafenim o vinové délce 550 nm. Zjistili jsme emisni

maxima sondy DilC,(5) ve vodé a v albuminu — 655 a 668 nm.

Nasledné jsme zméfili excitacni spektra, pficemz sledovana byla emise zareni
vinové délky 705 nm. Excitacni maximum volné sondy se nachazi na hodnoté 636

nm, po interakci s albuminem se posunulo na hodnotu 655 nm.

Synchronni spektra jsme meéfili s offsetem 20 nm. Z grafu 3.4B je patrny
dostatecny rozdil mezi spektry volné a vazané sondy. Kvantovy vytézek ve vodném
prostredi je také dostatecny, sonda DilC,(5) je tedy vhodnym fluoroforem k dalSim

experimentim.

37



3. 2 Méreni s Zivymi bunkami

Pro stanoveni zakladnich charakteristik jednotlivych fluorofor(, bylo nutné
zmeérit kinetiku jejich akumulace v Zivych bunkach, abychom urcili, zda jsou
substraty stejnych pump jako fluorescencni sonda diSCs(3). V pripadé sond diSCs(3)
a diSC3(5), u nichZ byla modelovd spektra kdispozici, jsme délali rozklady na
relativni intensity volné a vazané slozky, konkrétné representované pomérem B/A.
U ostatnich sond jsme dospéli k zdvéru, Ze k porovnani toho, jak efektivné jsou
odstranovany pumpami z bunék, staci prosté sledovani polohy emisniho maxima,
které je jednoznacnou a dobfe méfitelnou funkci poméru B/A. Tyto experimenty
probihaly na burnikdch kmene S. cerevisiae US, AD12 a AD1-3, jejichz genotyp je

popsan v tabulce 2.4.

Porovnani kinetiky diSC,(3) a diSC,(5)
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AD1-3 diSC,(5)
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M —e— AD12 diSC,(3)
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Graf 3.5: Porovnani rychlosti akumulace sondy diSC3(3) a diSC;(5). Experiment probihal na burikach
S. cerevisige AD1-3 (OD kultury 6,44; —®— pro diSC;(3) a —®— pro diSC5(5)) a S. cerevisiae 12
(OD kultury 2,25; —@— pro diSC3(3) a —O— pro diSC5(5)) v MES-TEA pufru o pH 6,18.
Bezprostredné po pfidani bunék do kyvety byla zméfrena autofluorescence vzorku. 2,5 min poté bylo
k 3 ml vzorku ptiddno 6 pl 2.10° M sondy. Vzorky pro méreni byly pripraveny tak, aby jejich vyslednd
OD byla 0,1.
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Z grafu 3.5 je vidét, Ze ¢asovy profil akumulace obou sond ve zkoumanych
bunkach je prakticky shodny. Kmen S. cerevisiae AD12, jenZ se vyznaluje
nadprodukci pump Pdr5p, akumuluje obé sondy shodné, stejnym zplsobem se
akumuluji obé sondy také v bunkach S. cerevisiage AD1-3, ktery ma deletované
pumpy Pdr5p, Sng2p a Yorlp. Tyto vysledky podkladaji tvrzeni, Ze sondy diSC3(3) a

diSCs(5) jsou substratem pumpy Pdr5p ve stejné mire.
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Graf 3.6: Porovnani akumulace jednotlivych sond v bunkach S. cerevisiae AD12. Kvzork(im
bunécné suspenze s 2,85 ml MES-TEA pufru o pH 6,2 a 150 ul 40% roztoku glukdzy o celkové OD 0,1
bylo 4,5 min po ptidani bunék vpraveno 6 pl 2.10° M sondy. Experiment byl provadén se sondami
DilC,(5) (—®—), DIOCs5(3) (---©), DiSC5(3) (T~ ) a DilCy(3) ("—¥ —). Posun maxima jsou
absolutni hodnoty vztazené k maximalnimu posunu emisniho maxima prislusné sondy ve vodé a v

albuminu. Vzorky pochazely z kultury o OD 1,25.

Graf 3.6 demonstruje, Ze sondy DilC,(5), DiOC3(3) a DilCy(3) jsou substratem
pumpy Pdr5p ve znatelné vy3$si mife, nez sondy DiSC3(3). Zatimco v pfipadé sondy
DiSCs5(3) doslo v rovnovaze k posunu maxima smérem k cervenému konci spektra o
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25 - 30 % maximalniho posunu, v pfipadé ostatnich sond tato hodnota nedosahuje
ani 5 %. Maximalni posun je v pripadé vysledkud v grafech 3.6, 3.7 a 3.8 rozdil vinové

délky emisniho maxima vzorku ve vodeé a v 2% roztoku albuminu.
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Graf 3.7: Porovnani akumulace jednotlivych sond v bunkach S. cerevisiae AD1-3. K vzorkiim
bunécné suspenze s2,85 ml MES-TEA pufru o pH 6,2, 150 pl 40% roztoku glukézy a 3 pl 10 mM
inhibitoru pump FK506 o celkové OD 0,1 bylo 4,5 min po pfidani bunék vpraveno 6 pl 2.10° M
sondy. Experiment byl provadén se sondami DilC,(5) (—®—), DiOC5(3) (---©--), DiSC5(3) (¥ ") a
DilC4(3) (*"—¥ —). Posun maxima jsou absolutni hodnoty vztaZzené k maximalnimu posunu emisniho

maxima pfislusné sondy ve vodé a v albuminu.

Z grafu 3.7 vidime, Ze v pfipadé, Ze byly MDR pumpy inhibovany, doslo
v pfipadé vsech sond vyjma DiOC3(3) k posunu maxima v rovnovaze o cca 60 %
maximalniho posunu. Rozdil v posunu maxima pfi experimentu se sondou DiOCs(3)
neni mozné vysvétlit nedostateénym mnoistvim podaného inhibitoru pump, ke
kterému mohlo dojit z nedbalosti kvali jeho malému mnoiZstvi nebo z ddvodu

dalsiho déleni kvasinek v zasobni suspenzi bunék, nebot, jak je vidét z grafu 3.9D,
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ktery nalezi ke stejnému experimentu, sonda se akumuluje stejné v burikdch AD1-3 i

v AD12 s inhibovanymi pumpami.

20 AD1-3
60 - NI e
5
° 50 1 ’//v (((((
©
40 -
£ /
% /
e 30 1 *
I
® 204 ! i
g2 gt o diOC,(3)
. e diSC,(3)
—v— diC,(3)
0 - ' ' '
0 5 10 15 20

Cas [min]

Graf 3.8: Porovnani akumulace jednotlivych sond v bunkach S. cerevisiae AD1-3. Kvzorkiim
bunécné suspenze s 2,85 ml MES-TEA pufru o pH 6,2 a 150 ul 40% roztoku glukdzy o celkové OD 0,1
bylo 4,5 min po ptidani bunék vpraveno 6 ul 2.10° M sondy. Experiment byl provadén se sondami
DilCy(5) (—®—), DIOC3(3) (-©-), DiSC3(3) (T~ ) a DilCy(3) ("—¥ —). Posun maxima jsou
absolutni hodnoty vztazené k maximalnimu posunu emisniho maxima prislusné sondy ve vodé a v

albuminu. Vzorky pochdzely z kultury o OD 1,25.

Z grafu 3.8 vidime, Ze relativni posun maxima fluorescence v rovnovaziném
stavu €ini 50 — 60 % maximalniho posunu. K tomuto experimentu byly pouzity buriky

kmene S. cerevisiae AD1-3, jimz byly deletovany pumpy Pdr5p, Sng2p a Yorlp.
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Graf 3.9: Porovnani kinetiky akumulace jednotlivych fluoroford v burikach S. cerevisiae AD1-3
(@), S. cerevisiae AD12 (—®—)a S. cerevisiae AD12 s inhibovanymi pumpami (—-¥—). K vzorkim
bunécné suspenze s 2,85 ml MES-TEA pufru o pH 6,2 a 150 ul 40% roztoku glukdzy o celkové OD 0,1
bylo 4,5 min po ptidani bunék vpraveno 6 pl 2.10° M sondy. Poloha maxima je udavana v

absolutnich hodnotach.

Graf 3.9 shrnuje experiment provedeny se ¢tyrmi fluorofory. Je vidét, Ze
kinetika akumulace sond DiSC3(3) a DiOCs(3) ma v pfipadé S. cerevisiae AD1-3 a
AD12 s inhibovanymi pumpami shodny pribéh, v pripadé sond DilCy(3) a DilCy(5)
dochazi k drobnym odlisSnostem. Sondy dilCy(5), dilC;(3) a diOC3(3) jsou ziejmé
daleko lepsimi substraty MDR pump nez diSCs(3) a diSCs(5).

3. 3 Aplikace ziskanych poznatkd

Drive ziskanych poznatkd o sondé diSCs(5) jsme se rozhodli vyuZit ke studiu
vlivu acidifikace na membranovy potencidl kvasinek. K tomuto experimentu jsme
opét vyuzili metodu synchronné skenované fluorescence a zmérena modelova

spektra. [10]
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Graf 3.10: Porovnani velikosti zmén
el membranového potencidlu zmérenych
pomoci sond diSC;(3) a diSC;(5).
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. roztoku glukdzy a v ptipadé 3.10B 3 pl
FK506 o celkové OD 0,1 bylo 4,5 min po

pfidani bunék vpraveno 6 pl 2.10° M
AD12 + FK5086

sondy, pokazdé byla pouze jedna sonda
100 -
v jednom vzorku.

A) S. cerevisiae AD12, OD kultury 1,23;
diSC5(5)—®—, diSC;(3) @,

B) S. cerevisiae AD12 sinhibovanymi

3 4 5 6 7 pumpami, OD kultury 1,23; diSCs(5)

@, diSCy(3) —@—,

AD1-3

C) S. cerevisiae AD1-3, OD kultury 3,16;

100 4 diSC5(5) —O0—, diSCs(3) — ¥~

AY [mV]

50

Z grafu 3.10 je vidét, Ze zmény membranového potencidlu zméfené pomoci
obou sond si odpovidaji. Dale jsme pomoci obou sond zkoumali zmény
membrdnového potencidlu v pfipadé, Ze byly ke vzorkim pridany obé sondy

zaroven.
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Graf 3.11: Porovnani velikosti zmén

membranového potencidlu zmérenych

pomoci sond diSC;(3) a diSC;(5).

Ke vzorkim bunécné suspenze s2,85 ml
MES-TEA pufru o pH 6,2, 150 pl 40%
roztoku glukézy a vpfipadé 3.10B 3 ul
FK506 o celkové OD 0,1 bylo 4,5 min po
pFidani bun&k vpraveno 6 pl 2.10”° M sondy,
pokazdé byly pridany obé sondy do

kazdého vzorku.

A) S. cerevisiae AD12, OD kultury 1,46;
diSC5(5) —®—, diSC5(3) "~ V¥ —,

B) S.
pumpami, OD kultury 3,97; diSC5(5) —¥—,
diSCs(3) e,

cerevisiae AD12 s inhibovanymi

C) S. cerevisiae AD1-3, OD kultury 3,16;
diSC;(5) —O—, diSC5(3) —@—.

Z grafu 3.11 vidime, Ze i kdyZz do vzorku pridame oba fluorofory zaroven,

obdrzime ekvivalentni vysledky.
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Graf 3.12: Srovnani velikosti zmén membranového potencialu zméfenych pomoci sond diSC3(3) a
diSC5(5) pfidanych ke vzorku S. cerevisiae AD12 najednou (OD kultury 1,46) a zvlast (OD kultury
1,23). Sondy pridané soucasné - diSC;(5): —®—, diSC3(3): @ a sondy pridané zvlast do dvou
identickych bunéénych suspenzi - diSC5(5) : —O—, diSC5(3): —@—. Vzorky byly pfipraveny tak, aby
jejich vysledna OD s 2,85 ul pufru a 150 pl 40% glukdzy byla 0,1.
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Graf 3.13: Srovnani velikosti zmén membranového potencialu zméfenych pomoci sond diSC3(3) a
diSC;(5) pridanych ke vzorku S. cerevisiae AD12 s inhibovanymi pumpami najednou (OD kultury
3,97) a zvlast (OD kultury 1,23). Sondy pfidané souéasné - diSC5(5): —O—, diSC5(3): =@ a sondy
pridané zvlast - diSC,(5) : - @, diSC5(3): —®—. Vzorky byly pFipraveny tak, aby jejich vysledna OD
s 2,85 pl pufru a 150 pl 40% glukdzy byla 0,1.
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Graf 3.14: Srovnani velikosti zmén membranového potencialu zmérenych pomoci sond diSC3(3) a
diSC;(5) pfidanych ke vzorku S. cerevisiae AD1-3 najednou a zvlast (OD kultury 3,16). Sondy pfidané
soucasné - diSC5(5): —O—, diSC5(3): ——¥~ a sondy pfidané zvlast - diSC5(5) : @, diSCs(3):
- @, Vzorky byly pfipraveny tak, aby jejich vysledna OD s 2,85 pl pufru a 150 pl 40% glukdzy byla
0,1.

Zgrafu 3.12, 3.13 a 3.14 je patrné, Ze velikost zmény membranového
potencialu ziskand pomoci jedné sondy je nezavisla na pritomnosti druhé sondy.
Uvazime-li navic, Ze s vyjimkou 3.14 méreni probihala na rlznych vzorcich, mizeme

tuto metodu urcovani zmén membranového potencialu povaZzovat za spolehlivou.
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4 Zaveér
Nejprve byla prostudovana literatura tykajici se membranového potencialu

bunék a postuplm jeho méreni. Zvlastni pozornost byla vénovana metodé

synchronné skenované fluorescence.

Pro experimenty byly vybrany nékteré z dostupnych karbocyaninovych sond,
konkrétné DiSCs(5), DiOCs(3), DilCy(5), DilC.(3) a JC-1. Byla zmérena jejich emisni,
excitacni a synchronni spektra ve vodé a v 2% roztoku albuminu, aby bylo mozné
odhadnout jejich charakteristiky v prostredi Zivych bunék. Z téchto ctyr latek byly
pro dalsi experimenty vybrany tti - DiOCs(3), DilC,(5) a DilC4(3), sonda JC-1 se pro
experimenty sZivymi burnikami ukdzala byt nevhodnd, nebot kvali své vysoké

hydrofobicité nema dostatecny kvantovy vytézek ve vodném prostredi.

Vysledky jsou rozhodné zajimavé. Bylo ukazano, Ze nékteré sondy
karbocyaninové fady jsou ziejmé lepSimi substraty MDR pump neZ sondy diSC3(3) a
diSCs(5). Podobny casovy profil akumulace vSech zkoumanych sond nds opravnuje
se domnivat, Ze dalSimi experimenty bude mozné dokazat jejich pouzitelnost pfi
méreni membranového potencidlu kvasinek a jeho zmén. Domnivame se, Ze po
ziskani modelovych spekter bude mozné pouzit stejnou metodiku jako pro sondu

diSCs(3).

Dale jsme méfili vliv acidifikace na membranovy potencial kvasinek. Ukazali
jsme, Ze méreni zmén membranového potencidlu pomoci dvou rGznych sond
diSC3(3) a diSCs(5) dava velice podobné vysledky. To naznacuje, Ze metoda, kterd
byla vyvinuta v biofyzikalnim oddéleni, je dostatecné objektivni a nezdvisla na
pouziti konkrétni sondy diSCs(3). Navic jsme zjistili, Ze obdrzime velice podobné
vysledky, i kdyZz jsou ve vzorku pfitomny obé sondy zaroven, coZz nabizi Siroké
moznosti dalSiho vyuziti. Ovéreni metodiky pro dalsi sondu kromé diSC3(3) nam
dava nadéji, ze podobnymi experimenty s dalSimi sondami karbocyaninové fady
docilime podobnych vysledk(i. Bylo by jisté zajimavé a hodnotné v téchto

experimentech pokracovat.
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