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Abstrakt: Diplomova prdce se zabyvd mérenim vnitrobunécné koncentrace iontii
V bakteriich Escherichia coli a kvasinkach Saccharomyces cerevisiae pomoci
geneticky kodovanych fluorescencnich sond obsahujicich zeleny fluorescencni
protein (GFP). V uvodu prace shrnuji znamé poznatky o tomto proteinu a jeho
spektralnich charakteristikach. Pro experimentalni cast prdace byl vybrdan senzor
reagujici na zmeny pH ve svém okoli zménou poméru intenzity fluorescence dvou
pasu v excitacnim spektru — pomeérovy pHluorin. Tato sonda byla otestovana jak
V bakteridalnich, tak v kvasinkovych bunkdich. Byla sledovina  schopnost
mikrobidlnich bunék udrzovat si stalou hodnotu cytosolického pH pri odlisnych
vnéjsich podminkdch, jako je riizné pH suspenze, pridani glukozy ¢i KCI do suspenze.
V praci je dale resen probléem odstranéni prispevku autofluorescence bunék ze
signalu GFP p¥i kalibraci a ndsledném méreni vnitrobunécného pH. Uspésné byla
pouzita metoda synchronné skenované fluorescence pro potlaceni nechténych
prispévki. Pri pouziti této metody navic dochdzi k vylepSeni poméru signalu k sumu
a tim k zpresnéni odecitanych hodnot cytosolického pH.
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Abstract: The Master Thesis focuses on monitoring of intracellular ion
concentrations in bacteria Escherichia coli and yeast Saccharomyces cerevisiae
using genetically encoded fluorescent probes with green fluorescent protein (GFP).
Aquired knowledge about this protein and its spectral characteristics is summarized
in the introduction. For experimental study a pH-sensitive sensor which displays a
ratio change of two excitation fluorescence peaks — pHluorin — was chosen. This
probe was tested in bacteria and yeast cells. The experiments concentrated on the
ability of the cell to maintain a constant cytosolic pH under various conditions like
different pH values of the suspension, addition of glucose or KCI to the suspension.
Another topic discussed in the thesis is the elimination of the cell autofluorescence
from the GFP signal. For this purpose the synchronous fluorescence scan technique
was succesfully used. I have found out that by using this method the measurements of
cytosolic pH values are even more accurate thanks to the improved signal to noise
ratio.
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1. UVOD

V diplomové praci se zabyvam studiem metod sledovani vnitrobunééné
koncentrace ionti v mikrobialnich bunikach. Specialné jsem se zaméfila na pifimé
pozorovani zmén intracelularniho pH, nebot’ udrzovani homeostaze hraje klicovou
roli ve schopnosti bunky prezit.

Jako modelovy organismus byla vybrana za prokaryotni organismy
gram-negativni bakterie Escherichia coli, za eukaryota pak kvasinka Saccharomyces
cerevisiae. Méfeni cytosolické koncentrace iontii v bakteriich E. coli I1ze vyuzit pro
studium funkce transmembranovych kandld, pord a pump. V ndmi pouZzitém
mutantnim kmeni transport do buniky probihd pouze za pomoci transmembranového
proteinu MntH (Manganese Proton-dependent Transporter). Jde o protein z rodiny
membranovych protein Nramp, které transportuji dvojmocné kovy (Me?") za
pomoci symportu s protony. Zastupci této rodiny se vyskytuji u celé fady organismu
aktivni transportéry a jejich klicova fyziologickd role je udrzovani homeostaze
dvojmocnych kovovych iontl v organismu.

Pomoci méfeni zmén vnirobunééné koncentrace ionti H' Ize také studovat
vliv depolarizace buiiky na vnitrobunééné pH. Membranovy potencial je hnaci silou
pro transport iontil, reguluje membranové proteiny a jako diisledek také reguluje pH
uvnitf burniky. Na tento vyzkum byly pouzity kvasinky S. cerevisiae.

Jednim zcild této diplomové prace je vytvofit piehled jiz existujicich
fluorescen¢nich sond pouzitelnych pro méfeni intracelularni koncentrace iontd a
zhodnotit jejich pouzitelnost v mikrobialnich bunikach. Zamétila jsem se zejména na
neinvazivni fluorescen¢ni sondy, nebot ty umoznuji meétfeni za fyziologickych
podminek.

Jednémi z takovych sond jsou senzory obsahujici zeleny fluorescen¢ni protein
(GFP). Plazmid pro expresi tohoto proteinu se snadno zakomponovava do genomu
pouzitych modelovych organismt. Bunka sama poté sondu exprimuje. V ramci
diplomové prace byla vypracovdna literarni reSerSe tykajici se fotofyzikalnich
charakteristik fluorescence tohoto slibného fluorescencniho proteinu.

Poslednim z témat feSenych v ramci teoretické cCasti prace je problém

odstranéni autofluorescence kvasinkovych bunck ze signdlu ziskaného pfi
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fluorescen¢nim meéfeni. Existuje nékolik metod separace fluorescencniho signalu
sondy GFP od autofluorescence kvasinek. Vytvorila jsem jejich ptehled a zhodnotila
pouzitelnost jednotlivych metod pro konkrétni sondu pouzivanou pro méfeni
vnitrobunééného pH.

Experimentalni ¢ast prace nejprve navazuje na piedchozi vyzkumy na
Fyzikalnim ustavu UK sledovanim transportu protont pies protein MntH bakterii
E. coli pomoci méteni zmén vnitrobunééného pH. Dale byly provedeny experimenty
sledujici pufra¢ni kapacitu cytosolu E. coli v zavislosti na rizném vné&jsim pH.

Na kvasinkach S. cerevisiae byla experimentalné testovana moznost pouziti
synchronn¢ skenované fluorescence pro odstinéni vlivu autofluorescence bunck a
dal$ich parazitnich signalt. V navaznosti byly za pouziti synchonni fluorescence
provedy experimenty sledujici schopnost kvasinkovych bunék udrzet si stalé
vnitrobunééné pH pii riznych hodnotach okolniho pH. Dale jsem pozorovala vliv
zvyseni koncentrace K iontl a vliv pfidané vyzivy ve formé glukozy na cytosolické

pH a pufracni schopnost kvasinkovych bunék.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Vnitrobunééna koncentrace ionti, vnitrobunécéné pH

Vnitini prostfedi buiiky je nehomogenni roztok obsahujici velké mnozstvi
iontl a molekul, které maji vliv na spravné fungovani biochemickych pochodi.
Tento roztok u prokaryotickych organismt obsahuje RNA molekuly, ribozomy a
kolisavy pocet rozpustnych enzymi. U eukaryot jde o vysoce organizovany gel,
Vv némz plavou organely.

pH roztoku je definovéano jako:

pH = —log(ay+) 1)

ay+... aktivita H" iontii ve vodé

pH nabyva hodnot 0 — 14, Skala je pomysiné rozdélena na dvé ¢asti: kyselé pH
(pH =0 —7) a zasadité (pH = 7 — 14); hodnotu pH = 7 oznacujeme za neutralni.

Vnitrobunééné pH (pHjy) je tedy veliCina, kterd by méla ptimo ukazovat na
mnozstvi volnych protont v cytosolu. Pokud vSak vypolteme objem cytosolu
v primérné veliké kvasinkové buiice, tak pti pH = 7, vychézi pocet volnych protonii
Vv cytosolu buiiky ne vice nez ~3000. Avsak v kvasinkové bunice jsou fadové miliony
proteinovych molekul, které mohou byt ovlivnény pH;,. Koncentrace anorganickych
fosfatovych molekul je také o 5 tadi vysSs$i nez vypoétena koncentrace volnych
protond. Vnitrobunééné pH v biologickych systémech je tedy lépe definovat jako
kombinovanou relativni protonaci vSech slabych kyselin a zdsad v cytosolu, nebot
vSechny protony, které mohou disociovat od néjaké skupiny se ihned podileji na
protonaci jiné molekuly [1].

Udrzovani pH homeostaze je silné spjato se zajisténim dobrych zivotnich
podminek pro buiniku, nebot pH ovliviluje mnoho biochemickych procesi.
V neutralnim pH jsou témét vSechny rozpustné intermediaty biosyntézy ionizovany,
protoZze jsou fosforylovany ¢i karboxylovany. Vyjimkou jsou produkty fermentace
nebo vymeéSovani jako je napiiklad CO, [2]. Toto zabranuje metabolitim, aby
opustily buniku pies nepolarni vnitiek vné€j$i membrany. Celularni procesy ovlivnéné
zménami pH zahrnuji nejen transport molekul pies membrany, ale také ovliviuji

rovnovihu NAD*/NADH a tim redoxni stav buiiky [3]. Redoxni stav je dale
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propojen se spravnou funkci enzymti a proteinid. Jedina protonace bazické skupiny
enzymu Vv aktivnim misté mize zménit interakce se sousednimi rezidui a tim i afinitu
Kk substratu [2]. Ovlivnéna jsou také nabita rezidua peptidovych fetézcii a tim baleni
proteinll. Vnitrobunééné pH ma déale nezanedbatelny vliv na konformacni stabilitu
proteint (extrémni pH muze vést az k jejich denaturaci) a interakce proteint s jinymi
proteiny, lipidy a metabolity.

V organismech maji diileZitou roli také dalsi ionty. Zivotn& dilezity je p¥ijem
manganu a zeleza, které jsou pottebné jako redoxni kofaktory bunck a pfispivaji
K bunéénym procestim jako je napiiklad syntéza DNA, transport elektroni a kysliku
¢i ochrana pied oxidativnim stresem [4]. Draselné ionty maji roli v regulaci velikosti
bunky, udrzovani pH homeostaze, procesu syntézy proteinu a aktivace enzymu [5].
Jiné ionty, napiiklad Na®, jsou naopak pro buitku toxické, takze je nutné udrzovat

jejich vnitrobuné¢nou koncentraci relativné nizkou [5].
2.1.1. Pufraéni kapacita cytosolu

Cytosol je tvofen slabé kyselymi a slabé zasaditymi molekulami v bunce, jde
tedy 0 komplexni pufr. Pufra¢ni kapacita roztoku je definovana jako [6]:

B=1o 2
Tato veli¢ina udava mnozstvi silné baze ¢i kyseliny A, které je nutné piidat do
roztoku, aby se pH zménilo o jedna. Koncentrace [A] je ve vzorci (2) udavana
v mol/l.

Pufra¢ni kapacita je zavisla na pH a je nejvyssi v okoli rovnovazné konstanty
pKa molekuly tvorici pufr. V bufice k pufrac¢ni kapacité pfispiva mnoho rtznych
molekul s n¢kolika pK, [1], [2], [6]. Za prvé jsou to proteiny — amino a karboxylové
konce proteinovych fetézcl a nabité skupiny nékterych peptidovych rezidui. Dalsi
prispeévky pochazeji od metabolitii jako je NHj3 a fosfat se tifemi rovnovaznymi
konstantami odpovidajicimi rovnovaze mezi stavy jednou, dvakrit a tfikrat
deprotonovanymi. Hodnoty rovnovaznych konstant téchto molekul jsou zaneseny

v Tabulce I.



Tabulka 1 — Rovnovainé konstanty latek prispivajicich k pufraéni kapacité

buriky [2]

molekula pK, molekula pPK,
-COOH konec proteinti 3,1 Lys 10,0
-NH; konec proteinti 8,0 Tyr 10,0
Asp, Glu 4.4 Arg 12,0

His 6,5 PO,H, 2,1

Cys 8,5 POH” 7.2

NH; 9,2 PO,* 12,7

Urceni pufracni kapacity cytosolu v bakteridlnich ¢i kvasinkovych buikach
lze dosdhnout rychlym okyselenim suspenze s buiikami ptidanim slabé kyseliny nebo
baze na definovanou koncentraci [Alwt. Tyto latky jsou schopny projit pies
membranu v nenabitém stavu a pak disociovat v cytoplazmé. Pokud pouzivame pufr,
ve kterém plati pHi, > pHex, pak je vhodné pouzit kyselinu, protoze ta disociuje
s vétsi pravdépodobnosti uvnitt buiiky ve vyS$Sim pH nez vné bunky. Mnozstvi
disociované kyseliny a tedy 1 mnozstvi uvolnénych protont uvnitf buniky spocteme

podle vztahu odvozeného v [7]:

_ KalAltor [HH et
[A]ln N [H+]in (Ka +[H+]ext) (3)

Ka oo disociacni konstanta pfidavané kyseliny
[Altt.... celkova koncentrace piidané kyseliny
[H']ex... mnozstvi protont vné buiiky

[H'Tin.... mnozstvi protont uvnitt buiky

[H']ext @ [H']in uréime ze zndmé hodnoty pH pufru a naméfené hodnoty pHi.
Pokud se uvniti bunék disociuje vSechna prosla kyselina, [A]i, pak odpovida
koncentraci uvolnénych protont v cytosolu. Pro bunééné suspenze 1ze pak vztah (2)

upravit, aby vyjadioval pufra¢ni kapacitu cytosolu bungk:

,8 — [A]in (4)

ApH

Nékolik skupin se jiz zabyvalo urovanim pufracni kapacity bakteridlnich 1
kvasinkovych bun¢k. Tato schopnost zavisi nejenom na pH vnéjSiho pufru, ale také
na jeho typu. Maresova a kol. [8] urcili tuto hodnotu u kvasinek v S. cerevisiae
inkubovanych v citrat-fosfatovém pufru f = 50 = 15 mM na jednotku pH. U bakterii
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byla tato studie provedena vramci praci [7], [9]. Hodnoty pufra¢ni kapacity
naméfené v CP pufrech byly zméfeny =40+10mM a B=45+15mM na
jednotku pH, pii pouziti MES pufru je vSak pufrac¢ni schopnost bunék signifikantné
vys$si: f =105 + 25 mM na jednotku pH.

2.1.2. Biologické membrany a membranovy transport

Vsechny metabolické pochody probihaji uvniti bun€k. Jejich vnitini prostor
tedy musi byt striktné oddélen od okoli. Toto ohraniCeni zajiStuji biologické
membrany. Biologickd membrana v buiice plni hned nékolik vyznamnych funkci:
chrani bunku pfed vnéjSimi vlivy, udrzuje vnitini homestazu, obsahuje receptory pro
vnéj§i podnéty a tak umoznuje komunikaci s okolim, propousti potiebné latky
dovnitf a odpadni latky ven.

Hlavnim stavebnim kamenem membran je dvojna vrstva lipidi. Ty jsou
otoéeny nepolarnimi konci dovnitf a povrch membrany je tvofen polarnimi
hlavickami. Diky tomuto uspofadani je plasmatickda membrana semipermeabilni. Je
volné propustna pouze pro malé molekuly plynt jako jsou COj, Nz ¢i O, a malé
nenabité polarni molekuly jako je napiiklad voda ¢i ethanol. VEt§i nenabité polarni
molekuly (glukoza), ionty a nabité molekuly (aminokyseliny, ATP) mohou skrz
membrany prochazet pouze za pomoci specifickych transportnich proteind, které
substrat aktivné transportuji.

Podle energetické bilance lze transport dé€lit na pasivni, pii kterém je
vyuZzivana energie uschovana v rozdilu elektrochemického potencidlu na opaénych
stranach bariéry, a aktivni, kterému je nutno dodat energii zvenci.

Pasivni transportéry miiZzeme rozdélit za prvé na kanaly a pory a za druhé na
sekundarné aktivni transportéry. Kandly a péry umoznuji difuzi ve smeéru
elektrochemického gradientu transportovanych latek, tento transport byva oznacovan
také jako usnadnéna diftize. Nedochazi u nich k Zadnym nebo jen velmi malym
konforma¢nim zménam v pribc¢hu transportniho déje. Setkdvame se u nich pouze
S uniportem, vzdy je tedy transportovan pouze jeden substrat.

Sekundarné aktivni transportéry oproti tomu transportuji vzdy vice substrati
najednou. Jde bud’ o symportéry, kdy jdou dva rizné substraty spolu z jedné strany

membrany na druhou, anebo antiportéry, kdy se substraty na opacnych stranach
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membrany vzajemné vymeénuji. Sekundarné aktivni transport vyzaduje pomérné
velké konformacéni zmény transportéru, z toho diivodu je tento proces pomalejsi nez
usnadnénd difuze. Energie pro transport je brana z gradientu elektrochemického
potencidlu alespon jedné =z transportovanych latek. Tento gradient si buiky u
nekterych latek udrzuji primarné aktivnim transportem nebo metabolickymi procesy.

Energie pro primarné aktivni transport je ziskdvana z hydrolyzy ATP,
dekarboxylace, methylace, redoxnich reakci (pfi bunééném dychani) ¢i absorpce
svétla (ve fotosyntéze). Mezi primarné aktivni transportéry patii zejména ATPazy,

které spojuji transport iontt s hydrolyzou ATP.

2.1.3. Membranovy potencial, regulace vnitrobunééné koncentrace

iontu

Cytosolické pH se v bakteriich 1 kvasinkdch udrzuje na pfiblizné neutralni
hodnoté. U kvasinek byla experimentalné stanovena hodnota pHij, = 7,2 + 0,2 [3].
Tato hodnota je optimalni pro Zivot buiky a také rust kultury. VéEtSina organel ma
také svou specifickou hodnotu pH, kterd je asociovana s procesy probihajicimi
Vv téchto organelach. Koncentracni rozdily iontl tvofi gradienty, které jsou zdrojem
energie pro pohon mnoha bunéénych procesti. H* gradienty jsou zakomponovany
V transportu zivin pomoci symportu ¢i antiportu. U bakterii se tyto prenaSece
vyskytuji na vnéj$i membrané, u kvasinek 1 na membranach organel. VSechny
iontové grandienty pfes membranu dohromady tvoii membranovy potencial AY,
ktery tvoii nejvétsi pohonnou silu pro pfenos iontl a Zivin.

V kvasinkach je AY tvofen hlavné H', K a Na' elektrochemickym
gradientem [2]. Protonovy gradient je potiebny pro vznik AW, tento vznikly potencial
na oplatku ovliviiuje aktivitu pump piispivajicich k H" gradientu. Pfes A¥ jsou
propojeny také gradienty rtiznych iontd, nebot’ zména v gradientu jednoho typu iontil
ovliviiuje cely AY a tim i transport ostatnich iontd. Timto zpisobem k regulaci pHi,
prispivaji také transportéry jednomocnych i dvojmocnych kovovych iontl a naopak
zmény pHin ovliviiuji koncentra¢ni rovnovéahu téchto ionti.

V membrané kvasinek jsou dva hlavni typy protonovych ATPaz (P-typ a
V-typ), které vytvaieji AY [2]. Vyskytuje se zde 16 ATPaz P-typu, z nichz dvé

transportuji protony. Tyto transmembranové proteiny velkou mérou piispivaji k
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udrzovani celkové homeostaze vSech typu ionti. Nejveétsi prispévek k regulaci pHi,
v kvasinkach pochazi od H'-ATPazy Pmalp (resp. Pma2p u S. cerevisiae). Dalsimi
regulatory jsou ATPazy V-typu, neboli vakuolarni ATPazy. Ty jsou zodpovédné za
okyseleni n€kolika typt organel — vakuol, endosomil, Golgiho aparatu a dalSich. Na
rozdil od P-ATPaz je nenalezneme ve vnéj$i membrang, ale v membranach organel.
Reguluji pHj, tim, Ze pumpuji protony ven z cytosolu do lumen organel. Nejen, ze
tento proces ovlivituje pHj,, ale také acidifikuje organelu a ptispiva k navySovani
elektrochemického gradientu pottebného pro membranovy potencial na organele.

Krom¢ ATPaz maji dalezitou roli v udrZzovani homeostaze kvasinek také
kationt/H" exchangery [2] pienasejici monovalentni kationty pfes membrany.
Hlavnim zdrojem energie téchto sekundarné aktivnich transportéri je protonovy
gradient nabudovany ATPazami. Nejcastéji jsou témito proteiny pifendSeny ionty
drasliku a sodiku. Jak jiz bylo fe¢eno Vtvodu kapitoly 2.1, K* ionty maji roli
v regulaci mnoha biochemickych procesti v buiice [5]. Na™ je na druhou stranu pro
bunku toxicky, takze je nutné udrzovat jeho vnitrobunéénou koncentraci relativné
nizkou.

DalSim faktorem ovliviiujicim pH homeostazi cytosolu je nizka extracelularni
koncentrace glukozy [10] a dalSich Zivin, jako je galaktoza nebo glycerol ¢i ethanol.
Hladov¢jici kvasinkové bunky maji pHj, pouhych 6,0. Po pfidani gluk6zy do roztoku
vsak zacne jeho hodnota rovnomérné rist a do 30 minut se ustali kolem 7,3 [3].

V nami pouzivanych mutantech bakterie E. coli jako zastupci eukaryotnich
organismi je situace jednodus$i. Transport iontl probihd pouze pomoci
transmembranového proteinu MntH. Jde o transportni protein zrodiny Nramp
(Natural Resistance-Associated Macrophage Protein) nachazejici se v gamma
proteobakteriich [4]. Nramp homology tvofi rodinu transportérti umoznujicich prunik
divalentnich iontl do bun€k za pomoci energie uschované v elektrochemickém
gradientu iontl. Jedna se tedy o sekundarné aktivni transportéry. Hlavni biochemicka
role Nramp proteint je udrzovani homeostdze dvojmocnych kovti. Celé rodina sdili
stejnou transmembrdnovou topologii. N-konec se nachdzi v cytoplazmé, dale
nasleduje 11 nebo 12 transmembranovych segmentii, C-konec je pak exponovan do
periplazmy spolecné se smyckami mezi doménami 1/2, 3/4, 5/6, 7/8 a 9/10. Celkova
transmembranova struktura proteinu z rodiny Nramp a transport dvojmocnych kovii

zavisly na H* jsou funkén& propojeny. MntH transportuje Mn?*, Cd**, Co*", Fe®",
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Zn*. Tyto ionty se skrz membranu dostavaji konkrétné symportem s protony. Zadny
Z Nramp proteinl zatim nebyl zkrystalizovan, tedy 3D struktura téchto proteinil je
neznama. Z homologniho modelovani (homologie s SLC6) vsak vznikl navrh
trojdimenzionalni struktury [11]. Podle tohoto navrhu kazda polovina proteinu MntH
formuje dva trojhelikalni shluky. Toto uspofadani bylo pozorovano i u jinych
transmembranovych transportnich proteiniti. Pravdépodobné jde o ,,rocker-switch*
mechanismus pohybu o-Sroubovic béhem transportu substratu. V rozhranni mezi
dvéma ,,polovinami“ proteinu se b&hem tohoto pohybu periplazmatické konce
Sroubovic oddali zatimco cytoplazmatické konce se piiblizuji a naopak. Tim se

sttidavé zpiistupni vazebna mista na obou stranach membrany.

2.2. Fluorescenc¢ni sondy a jejich pouzitelnost pro méreni

vnitrobunéc¢né koncentrace iontua

Fluorescen¢ni sonda je latka reagujici na zménu vnéjSiho parametru zménou
ve svém excitaénim ¢i emisnim spektru nebo kvantovém vytézku, resp. stiedni dobé
zivota. Fluorescenéni znacky se Siroce pouzivaji pfi studiu biologickych membran:
pfi pozorovani membranového potencialu, urCovani koncentrace elektricky nabité
sondy V zavislosti na zménach potencialu na membrané, pii studiu interakci latek
s membranou, viskozity, fluidity, doménové struktury a teplotnich fazovych
piechodit membrany nebo membranového transportu [12], [13], [14]. Fluorescen¢ni
sondy mohou slouzit jako indikatory koncentrace ¢i distribuce iontd uvnité bunék
nebo jednotlivych organel [15]. Pomoci fluorescenéni mikroskopie je mozné také
zobrazovani tkani, bun¢k i organel. Tyto znacky tak nachazeji Siroké uplatnéni ve
fyziologickych studiich, mapovéani biochemickych drah riznych metaboliti nebo
imunologickych testech [15], [16].

Urceni intracelularniho pH pomoci fluorescencnich sond je mozné pouze
tehdy, pokud je sonda lokalizovana v cytoplazmé a ne v organelach s nizkym pH,
jako jsou naptiklad vakuoly [17]. Pfi vyvoji nového senzoru jsou tedy velice dulezité
studie ukazujici distribuci sondy v burice.

Fluorescen¢ni senzory lze rozdélit do dvou kategorii: Syntetické, které jsou

pfipraveny v laboratofi a poté vpraveny do cilovych bun¢k, a geneticky kodované,
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které jsou vhodnou mutaci genomu pokusnych organismi exprimovany piimo uvniti

bunék.

2.2.1. Syntetické fluorescencni sondy

Velikym problémem synteticky pfipravenych fluorescen¢nich sond je nutnost
pomérné¢ naro¢né manipulace s buiikami pii transportu latky do buné¢k, coz
znesnadnuje experiment, jehoz vysledek do zna¢né miry zavisi na pouzité metodé
obarveni kolonii. Nejhtfe se tento tikol spliiuje u gram-negativnich bakterii. Vné&jsi
membrana je pro veétsi molekuly nepropustna. Dalsi bariérou je peptidoglykan
V periplazmatickém prostoru. Nékterd barviva mohou byt i zaporn¢€ nabitd, a tedy pii
priniku membranou musi jit proti membranovému potencialu.

Odezva fluorescencniho senzoru by nemeéla byt zévisld na mnozstvi
fluoroforu v bunkach. JelikoZ mnozstvi sondy piitomné v burnce se tézko kontroluje,
bylo potieba nalézt jiny zpisob korekce signdlu na koncentracni rozdily vzorki.
Nejvhodnéjsi jsou sondy, u nichz Ize pozorovat spektralni charakteristiku nezavislou
na koncentraci fluoroforu, napiiklad pomér intenzit fluorescence pii dvou riznych
emisnich ¢i excitacnich vlnovych délkach.

Pro tucely méfeni vnitrobunééného pH bylo vytvofeno mnozstvi sond
odvozenych od fluoresceinu. Jde o karboxylovou kyselinu obsahujici nékolik
aromatickych jader s velice intenzivni fluorescenci. Krom¢é klasického méieni
intenzity signalu Ize za pomoci derivati fluoresceinu uréit pH také méfenim doby
zivota fluorescence, ktera je pH-dependentni [18].

S myslenkou signalu nezavislého na koncentraci sondy v bunkach byla
vytvofena sonda s fluorochromem seminaphthorhodafluor (SNARF) [17]. V emisnim
spektru této sondy se nachazi dva pasy na odlisSnych vinovych délkach se
vzajemn¢ inverzni zavislosti na pH. U sondy tohoto typu tedy lze urc¢it pH z poméru
intenzity fluorescence zmétfené na dvou vinovych délkach, a to nezavisle na aktudlni
koncentraci fluorochromu.

Dal§im senzorem umoziujicim pomérové méteni je polyamino-karboxylova
kyselina Fura-2. V diplomové praci L. Beranové [19] byly provedeny pokusy o
obarveni bakterii E.coli pomoci této sondy. Jako slibné se zdédlo pouziti

elektroporac¢nich metod. Po optimalizaci tohoto postupu byl vidét jasny vliv pfidani
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dvojmocnych kovovych iontli na excitacni spektrum sondy. Zména tohoto spektra
vSak byla pozorovana 1 u negativni kontroly. Béhem elektroporace tedy
pravdépodobné dochdzi k naruseni membrany a ionty pak prochdzeji i jinudy nez
pfes transportni protein MntH studovany v této praci. Barvivo se také mohlo dostat
pouze do periplazmatického prostoru. Dal§i moznosti obarveni bunék je pouziti
derivatu sondy volné prochazejiciho pfes membranu, v tomto piipadé se pouziva
acetoxymethylester sondy (Fura-2AM). Bohuzel ani tento pfistup nebyl Gspésny.
Buniky nebylo mozné obarvit ani po odstranéni povrchovych struktur bakterii.
Neaktivni derivat sondy Fura-2AM sice do sféroplasti prochazi, avSak
pravdépodobné dale nedochazi k plnému rozlozeni acetoxymethylesteru. Po
odstranéni povrchovych struktur buiiky jiz také nejde o fyziologicky model.

Ptechozi odstavec ilustruje hlavni nevyhodu synteticky pfipravenych sond.
Z tohoto divodu se ve své praci zabyvadm spiSe sondami geneticky koédovanymi,

u kterych odpada problém transportu na spravné misto v bunkach.
2.2.2. Geneticky kodované fluorescencni sondy

Vyse popsané problémy muizeme vyiesit pouzitim geneticky koédovanych
fluorescennich sond. Tyto biosenzory jsou exprimovany piimo v cytosolu burky.
DNA kodujici gen pro tvorbu senzoru je do bunék pienesena pomoci vhodného
vektoru, kterym mize byt plasmid, virdlni DNA, ¢i  bakteriofag.
Navazanim cizi DNA na vektor vznikne rekombinantni DNA, ktera je pak do
cilovych bunék prenesena napiiklad v liposomech, elektroporaci nebo pomoci
teplotniho Soku. Pomoci rekombinantni DNA Ize klonovat delsi fragmenty, ale Ize ji
pouzit i pro bodové mutace.

Velikou skupinou geneticky kodovanych sond jsou senzory odvozené od
zeleného fluorescen¢niho proteinu (GFP). Podrobnéjsi popis tohoto proteinu a jeho

derivati je uveden v nasledujici kapitole.

2.3. Green Fluorescent Protein (GFP)

Zeleny fluorescenéni protein (GFP) byl objeven v medize Aequorea victoria

cey

zijici ve studenych vodach Tichého oceanu. Tato mediza obsahuje bioluminiscencni
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protein aequorin emitujici modré svétlo. Timto zafenim je excitovan zeleny
fluorescencni protein, ktery pak emituje v zelené casti viditelného spektra. Pokud je
GFP extrahovan a ozafen slune¢nim svétlem, absorbuje v ultrafialové oblasti a

vyzaruje dlouhovinngjsi zelené svétlo [20], [21], [22], [23].

2.3.1. Struktura GFP

Ptresnému urceni struktury GFP se vénovalo mnoho krystalografickych studii.
Jako prvni divoky typ GFP popsal Shimomura roku 1979 [20]. Krystalovou strukturu
pak publikoval Yang et. al roku 1996 [24].

Obr.2.1 — Struktura zeleného fluorescen¢niho proteinu, prevzato z [25].

Divoky typ GFP je stabilni, proteolyze odolny jednovlaknovy fetézec
sestaveny z 238 rezidui s molekulovou vahou 27 kDa [23]. Proteinovy fetézec je
tvofen jedenacti antiparalelnimi B-listy, které se skladaji do cylindrického barelu
s jednou a-Sroubovici vedouci vnittkem. Na vrchni ¢asti valce jsou 3 kratké
Sroubovice a zespodu barelu jeden velice kratky helikalni segment tvoii jakousi
poklicku. Barel je téméi perfektni valec o délce 42 A a priméru 24 A [26]. Struktura
kostry GFP je zobrazena na Obr.2.1.

Chromofor je tvofen post-translacni autokatalyckou cyklizaci tfech

aminokyselinovych rezidui peptidového fetézce, a to Gly67, Tyr66 a Ser65 (nebo
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v n¢kterych mutantech Thr65) [23], [24], [26], [27], [28] (viz Obr.2.2). Chromofor je
umistény uprostied barelu a jeho rovina svira s osou symetrie barelu 60°. Je zcela
odstinén od okolniho rozpoustédla. Toto je pravdépodobné diivod velmi malého
Stokesova posuvu emise vici excitaci, velkého kvantového vytézku fluorescence,
neschopnosti O; ani jinych latek zhaset excitovany stav a relativné velka rezistence
chromoforu vaci titraci na vné&jsi pH [26], [28]. Denaturace tohoto proteinu se
objevuje az pii teploté¢ 76°C [23]. Vysoky kvantovy vytézek fluorescence je
umoznén pravé diky ochrané peptidovym fetézcem. Pokud by chromofor nebyl takto

izolovan, molekuly vody by mu po absorpci fotonu energii okamzité odebraly.

Obr.2.2 — Struktura chromoforu GFP, pievzato z [27]

2.3.2. Spektralni charakteristiky fluorescence GFP

Divoky typ GFP ma jedno maximum v emisnim fluorescen¢nim spektru na
vinové délce 508 nm a dvé excitacni maxima na 395 nm a 475 nm [25], [29], nékteré
prameny [30], [31] uvadéji 398 nm a 478 nm (Obr.2.3). Relativni amplitudy téchto
dvou maxim jsou citlivé na okoli a historii iluminace. Existuji dvé rizné formy
chromoforu odpovidajici témto dvéma absorpénim maximium, a to neutralni
fenolova, znacena v literatufe [31] jako forma A, a anionicka fenolatova, oznacovana
jako forma B. Lisi se od sebe pouze piitomnosti ¢i absenci protonu v OH skupiné
navazané na aromatickém kruhu Tyr66 nachazejicim se v chromoforu GFP. Mezi
formami A, B je jest¢ piechodna forma |1, ktera stejné¢ jako B obsahuje

deprotonovany chromofor.
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Obr.2.3 — Excita¢ni a emisni fluorescenéni spektrum divokého typu GFP pfi teploté

295 K. Prevzato z [31].

V GFP dochazi k fotokonverzi zahrnujici protonovy transfer pomoci sité
vodikovych mistki popsané v kapitole 2.3.3 od excitované hladiny neutralni formy
A* Ktaktéz excitované formé& I*. Tento transfer protonu je zodpovédny za
fluorescenci GFP. Bylo zjisténo, ze k emisi fluorescence dochazi ze stavu I* [31], a
to s maximem na vinové délce 508 nm. Creemers a kol. [31] navrhli energetické
schéma téchto tii fotokonverzibilnich forem u divokého typu GFP (Obr.2.4).
Anionicka forma (B) ma pfi teploté 295 K zakladni hladinu o trochu niZe nez forma
neutralni (A). Zakladni hladina formy I musi leZet o nékolik set cm™ vyse, jeliko
forma I je velice malo populovana a za nizkych teplot neni populovana vibec.
Energetické bariéry pro prechody mezi formami jsou rizné. Nejnizsi je pro nezativy
prechod A*wsI*, Pfi excitaci chromoforu svétlem o vinové délce 397 nm se objevuje
po 120 fs velmi slabé spektrum na vinovych délkach 440 — 460 nm piislusejici pfimé
emisi A*—A. Populace A* pak v fadu pikosekund klesa ve prospéch formy I* [23],
[32]. Poté nasleduje mnohem intenzivngj$i zativy prechod I*—I1. Naopak nejvetsi
bariéra musi byt piekondna pii piechodu B*wI*, jeji vySe je nejméné 2000 cm*
(resp. cca 0,02 eV, pticemz pti teploté 300 K je kgT = 0,026 eV). Z tohoto divodu je
nezariva konverze B*wI[* prakticky zanedbatelnd a excitace do B* neindukuje
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zadnou emisi z I*. Po vyexcitovani chromoforu do stavu B* tedy dochazi k zpétné
emisi B*—B. JelikozZ si jsou stavy B* a I* podobné, rozdily mezi emisnimi pasy
pochazejicimi od konverze B*—B a I*¥*—I jsou velmi malé. Zatimco tedy
v excitaénim fluorescenénim spektru pozorujeme dvé maxima (A—A*, B—B*),
Vv emisnim spektru se vyskytuje pouze jeden (A*wI* a nésledné vyzéatfeni [*—I

splyvajici s pfechodem B*—B).
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Obr.2.4 — Energetické schéma forem A, I, B divokého typu GFP. Zobrazeny jsou
elektronové a vibragni prechody (v cm™). Carkované diagonalni Sipky ukazuji
fotoindukované nezafivé piechody. Jedina fotokonverze mezi excitovanymi stavy je

A*w1*. Prevzato z [31].

Dalsi dulezitou spektralni charakteristikou GFP je polarizace jeho
fluorescence po excitaci linearné polarizovanym svélem [33]. GFP je relativné velika
molekula (27 kDa) s fluoroforem rigidn¢ uzavienym v barelu. Z toho divodu
Vv rozpoustédle rotuje jen velmi pomalu ve srovnani s dobou zivota jeho fluorescence.
Swaminathan a kol. [34] ur¢ili dobu Zivota fluorescence GFP jako 2,9 ns ve vodé a
2,6 ns vbunétné cytoplazmé, coz je o Fad rychlejsi, nez je piislusny rotacné

korela¢ni ¢as — 20 a 36 ns. Stupeni polarizace GFP byl zméten jako:

P = Lkotma = Irovnob &ms — y 39 [35].

Iotma + Irovnob &ma
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2.3.3. Protonovy transfer v GFP

Charakter excitatniho spektra je tedy vysvétlovan existenci dvou moznych
protona¢nich forem chromoforu GFP uzavieného v barelu proteinového fetézce,
mezi kterymi dochazi ke konverzi zahrnujici pfenos protonu (A*w1*). V nasledujici

kapitole shrnuji dosud zndmé poznatky o tomto transferu.

020 | T203! ha f/\ W27
‘ 2 L h 1 cB2

O (8202)

Tl “-_ah
X OG1A- "

Obr.2.5 — Sit’ vodikovych mistkl v okoli fluoroforu v divokém typu GFP. Obrazek
ukazuje pozice tézkych atomu ziskanych z RTG analyzy [25] a modelované pozice

vodikovych atomu tak, aby byla sit’ vodikovych mustkd optimalni. Pievzato z [36].

Jedna strana molekuly chromoforu je oteviena k veliké kavité uzaviené od
okolniho solventu. Tato dutina obsahuje 4 molekuly vody, které tvoti vodikové
mustky s bocnimi rezidui peptidového fetézce [36] (Obr.2.5). Rovnovaha mezi
protonovanou a deprotonovanou formou je ustanovena pomoci této sité¢ vodikovych
mustk (Obr.2.5), kterd dovoluje pienos protonu mezi chromoforem a sousednimi
boc¢nimi fetézci proteinu [25]. Jde zejména o rezidua Ser65, GIn69, Arg 96, Thr203,
Ser205 a GIn222 [23], [32], [36]. Nejvétsi uroven konektivity ma molekula vody
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oznatovana W22, tvoii vodikové mustky s péti okolnimi rezidui peptidového
fetézce.

Avsak k pfenosu protonu nedochazi ihned po excitaci chromoforu, tento
transfer se objevuje az na Skale 5 — 20 ps. Je tomu tak proto, ze geometrie sité
vodikovych vazeb v neexcitovaném stavu neni pro pfenos protonu optimalizovana.
Jeviim predchazejicim protonovému pienosu se vénuje prace provedend Fangem a

kol. [32].

Glu 222

L4
A -
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J .
Ser 205
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Obr.2.6 — Kyvavy moéd rezidua Tyr66 v chromoforu GFP, diky kterému dojde
k ptiblizeni protonu na fenolovém kruhu Tyr66 k vodé W22. Tii pozice fenolového
kruhu (Sedda (I) vO a 140 fs, 0°; oranzova (II) v 70 fs, +10°; svétle modra (III)
v 210 fs, -10°) ilustruji pohyb v ¢ase. Uhel +10° (struktura IT) pfedstavuje optimalni
geometrii pro vodikovy muistek mezi fenolovym H™ a W22. Ptevzato z [32].

Po fotoexcitaci je impulzivné indukovan nizkofrekvencéni kyvavy mod
(Obr.2.6), ktery zptsobi vyhoupnuti fenolového kruhu ven z originalné¢ planarni
struktury. Tato konformaéni zmeéna posouva proton na fenolovém kruhu blize
k molekule vody W22 a tim se zesiluje jiz existujici vodikova vazba. Doba zivota
tohoto modu je pouze nékolik ps, tedy nevydrzi az do dokonceni pfenosu protonu.
Evoluce sit¢ vodikovych mistkti v prvnich pikosekundach po excitaci vSak

usnadiiuje posun Vv elektronové hustoté a rovnovaznych pozicich jader. Zména
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rozlozeni elektronové hustoty je spojena s excitaci znejvySsiho obsazeného
molekulového orbitalu (highest occupied molecular orbital - HOMO) do nejnizsiho
nezaplnéného (lowest unoccupied molecular orbital - LUMO) [30], [32], [36]. Tento
proces zahrnuje omezenou migraci elektronu z fenolového na imidazolinovy kruh
S pfemosténim vazeb mezi témito dvéma kruhy (Obr.2.7). Pfesunem elektronu se
snizuje pK, rezidua Tyr66 a proton na fenolovém kruhu se stava kyselejSim. Diky
tomuto efektu se zesiluje vodikova vazba mezi Tyr66 a W22 a tim se vytvari

vhodnéjsi podminky pro kyzeny pienos protonu.

Obr.2.7 — Zmény rozlozeni elektronové hustoty po excitaci ozafenim. Je zde vidét
pfemosténi vazby mezi fenolovym a imidazolinovym kruhem, které umoziiuje

piesun elektronu od prvniho jmenovaného k druhému. Ptevzato z [32].

Po téchto tvodnich malych konformaénich zménach chromoforu dochazi
Kk pfenosu protonu pomoci zesilené sit¢ vodikovych mustkt. Scharnagl a kol. ve své
praci [36] navrhl model prabéhu translokace protonu v GFP. K jeho pienosu by
mohlo dochazet vramci série termdlné aktivovanych pteskokt, kdy proton
lokalizované¢ skace mezi sousednimi misty sité vodikovych mustkti mezi Tyr66 jako
donorem a GIn222 jako finalnim akceptorem. Tuto hypotézu podporuje také fakt, ze
elektronové excitovany Tyr66 je silnym protonovym injektorem a GIn222 naopak
velice ochotné proton akceptuje (u posledniho skoku je AG << 0).

Podle znamych rentgenovych struktur rznych variant GFP je zminéna sit’

vodikovych mustkd pfitomna v protonacnim stavu A, v anionickém stavu B je
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porusena [23]. Proto nedochazi ke konverzi mezi témito dvéma stavy. Jak jiz bylo
feCeno v predchozi kapitole, ze stavu A* vSak dochazi k pfenosu protonu
Vv excitovaném stavu do anionické formy I*, kterd je velice podobna formé B*. U této
formy je vSak potfebna sit’ vodikovych miistki neporusena. Po vyzéieni [*—I se stav
| vyvine pomoci zpétného transferu protonu [23] zpét do stavu A, jehoz zakladni

energie je o 7,6 kJ/mol nize.

2.3.4. Faktory ovliviiujici spektralni charakteristiky GFP

Fluorescencni charakteristiky GFP miize ovlivnit nékolik faktorti. Jednim
z nich je pH. Fluorescence divokého typu GFP je stabilni v rozmezi pH 6 — 10 [37].
V kyselejsim prostiedi kvantovy vytéZzek fluorescence chromoforu klesd. Tato
zavislost je odlisna pro rizné mutanty odvozené od GFP. VétSina z nich neni vaci pH
tak stabilni jako divoky typ a intenzita jejich fluorescence klesa pti pH niz§im nez 7.

Na tvar excitacniho i1 emisniho spektra ma samoziejmé vliv také teplota.
Spektra se s klesajici teplotou stavaji celkové uz§imi a strukturngj$imi [31]. Pfi
ochlazeni GFP az na teplotu 1,6 K se kratkovinny pas v excitatnim spektru presouva
0 zhruba 10 nm Kk vyssim a dlouhovinny o par jednotek nm smérem k niz§im
vlnovym délkam. Za pokojové teploty a neutralniho pH ma vySsi intenzitu pas na
~397 nm, pii velkém sniZeni teploty se vétsi Cast fluorescence piesouva na
kratkovInnéjsi excitacni pas piislusejici deprotonované formé chromoforu. Tento jev
potvrzuje, ze tato forma ma o trochu nizsi energii zakladni hladiny (viz kapitola
2.3.2).

Ozatovani divokého typu GFP muze v Case zpusobit dvé odlisné spektralni
zmény — fotoizomerizaci, kdy signifikantné klesa excitacni pas na 395 nm a zaroven
roste pas na excitatni vlnové délce 475 nm, nebo fotovybéleni zpiisobujici
rovnocenny pokles intenzity obou pasu [21]. Fotoizomerizace dominuje pfi excitaci
v UV oblasti svételného spektra, zejména pii osvétleni v rozmezi vinovych délek
280 — 395 nm. K tomuto jevu vSak dochazi az do excitace na 490 nm [37]. Dochazi
k UV-indukované zmén¢ v konformaci proteinu, ktera zvyhodnuje deprotonovanou
formu chromoforu. Po dokonceni procesu fotoizomerizace nebo po osvétleni na
475 nm se u GFP objevuje velice pomalé fotovybélovani. Citlivost GFP na tento jev

je méné nez polovic¢ni oproti jinym fluoroforim (jako je napiiklad fluorescein).
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Dtivodem relativné vysoké odolnosti GFP vici vybélovani je jeho vhodné umisténi

uvnitt proteinové kapsle.

2.4. GFP jako geneticky kodovana intracelularni sonda
Me** a H*

GFP je Siroce vyuzivan ve védeckém vyzkumu jako vnitrobunéény senzor.
Je idedlni pro zobrazovani bunék a organel ¢i pozorovani metabolickych drah daného
substratu zna¢eného GFP. V mém piipad¢ jej pouzivam jako fluorescenéni sondu
vnitrobunééné koncentrace iontd. Dnes jiz existuje mnoho uméle pfipravenych
mutantli, které emituji na riznych vlnovych délkach ve viditelné oblasti. Vyhoda
senzorl zalozenych na GFP je jejich neinvazivnost. Pro méfeni s GFP jsou bunky
geneticky modifikovany tak, aby dochazelo k expresi proteinu pfimo v bunééném
cytosolu.

Pro pouziti GFP jako fluorescen¢niho senzoru indikujicitho zmény
v koncentraci iontl v cytosolu bun€k se pouzivaji dva zdkladni typy geneticky
kodovanych sond. Prvni typ je zaloZzen na nezadfivém Forsterové rezonancnim
pienosu energie (FRET) mezi dvéma mutanty GFP s riznou vinovou délkou emise.
Pienos energie mechanismem FRET silné zavisi na vzdalenosti donoru a akceptoru,
jeho kvantovy vytézek klesa se Sestou mocninou této vzdalenosti. Této skutecnosti
vyuziva prvni typ sond na bazi GFP. Tyto senzory se typicky skladaji ze dvou variant
GFP o riznych emisnich vlnovych délkach a spojky s vazebnym mistem pro
testovany ligand, naptiklad dvojmocny kovovy iont. Pfitomnost iontu zméni
konformaci systému, ¢imZ se zméni vzdalenost mezi fluorofory a tim se efektivné
zvysi kvantovy vytézek rezonancniho pienosu energie. Tato skutecnost se projevi
posunem emise ve spektru. Jednémi z takovych sond jsou cameleony. Jako donor
energie je pouzit modry nebo cyan mutant GFP, jako akceptor pak zelend nebo Zluta
verze tohoto proteinu. Mezi obéma fluorescenénimi komponentami se nachazi
calmodulin (CaM = calcium modulated protein) na némz je vazebné misto pro ca®
[38], [39]. Jednim z problémi cameleont je jejich relativné vysoka pH senzitivita,
Casto také davaji falesny signal diky reakci s volnym CaM v okoli sondy. Spojkou
mezi dvéma mutanty GFP muze byt také troponin C [40]. Tato molekula je soucasti

troponinového komplexu (komplex tii regulujicich proteinti dilezity pro kontrakci
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kosternich a srdecnich svalil) a obsahuje Ctyii domény se strukturou
helix-smy¢ka-helix. Smyc¢ka obsahuje 12 aminokyselinovych rezidui, které vazou
dvojmocné kovové ionty, zejména Ca?* a Mg?*. Samoziejmé existuji je§té mnohé
dalsi GFP senzory na bazi FRET reagujici na dalii ionty. Pro pozorovéani Zn®* byla
vyvinuta sonda eZincCh-1 s tetrahedralnim (Cys),; vazebnym mistem pro iont [41].
Bodovymi mutacemi této sondy dale vznikla sonda Cd-FRET-2 reagujici na ionty
Cd* [41].

Druhy typ sond obsahuje pouze jeden fluorescencni protein, ktery se vSak
muze vyskytovat ve dvou formdch liSicich se protona¢nim stavem. Zména tohoto
stavu se opét projevi v pozorovaném fluorescenénim spektru. Tyto sondy mohou
piimo reagovat na ionty H" ve svém okoli, anebo mohou obsahovat navic molekulu
vézici ligand (napf. Ca®"). Jeho navazéani pak nepiimo moduluje protonacni stav
GFP. Vyhodou single-fluorofornich senzorti je mnohem rychlejsi kinetika oproti
sondam zaloZzenym na mechanismu FRET. Tim je pak umoZznéno naptiklad
pozorovani distribuce ligandu in vivo. Naopak nevyhodou pro sledovani koncentrace
dvojmocnych ionti je pH-senzitivita sond obsahujicich pouze jeden mutant GFP
[40], nebot’ divoky typ GFP je na pH ve svém okoli trochu citlivy. Vhodnymi
mutacemi Ize tuto pH-citlivost chromoforu GFP potlacit, anebo naopak navysit.
Jeden z diivodd pouzivani sond s dvéma mutanty fluoroforu je skuteCnost, ze u
téchto sond lze pH senzitivitu snadnéji potlac¢it. Navyseni tohoto jevu se naopak da
vyuzit pfi méfeni intraceluldrniho pH. Za timto uc¢elem byl vyvinut senzor pHluorin

predstaveny v nésledujici kapitole.

2.4.1. pHluorin

GFP spliuje vétsinu podminek kladenych na ideélni fluorescen¢ni senzor pH.
Ten by mél mit velkou pH-citlivost a specifitu, rychlou odezvu na zmény pH a dobré
optické vlastnosti. Fluorescence divokého typu GFP se méni v okoli jeho pK, o
zhruba 50% na jednotku pH, je vysoce selektivni na zmény pH diky odstinéni
chromoforu od okoli, je odolnd vi¢i zhaSeni a mé rychlou odezvu na zmény
koncentrace protoni v okoli. Excita¢ni 1 emisni spektra GFP mutantli se navic

nachazeji ve viditelné Casti spektra a jejich autofluorescence je minimalni [42].
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pHIuorin je pH-citlivy mutant divokého typu zeleného fluorescen¢niho
proteinu [43]. Prokazalo se, ze pH posouva rovnovahu mezi protonovanou formou A
a anionickou formou B GFP v zékladnim, tedy neexcitovaném stavu. Nerelaxovana
anionickd forma I je metastabilni a velice rychle pfechazi na formu A, tedy k této
rovnovaze neptispiva [23]. Pfechody mezi témito formami byly blize popsany
v kapitole 2.3.2. Ve vysokych pH je vice populovana fenolatova forma chromoforu,
kterd je excitovana na vinové délce 395 nm, Vv nizkych pH je preferovana forma
fenolova s maximem excitace na 475 nm [42].

Rizné varianty GFP, vcetné divokého typu, vykazuji pH-senzitivni
fluorescenci a absorbanci. Excitaéni fluorescen¢ni spektra divokého typu GFP se
vsak v rozmezi pH 5,5 — 10 pfili§ neméni [43]. Tuto zavislost mize zna¢né ovlivnit
mutageneze. Nékteré bodové mutace umoziuji volngjsi pfechazeni mezi obéma
protonac¢nimi formami chromoforu a tim zptisobi vétsi spektralni zmény odpovidajici
ruznému pH v okoli sondy.

Miesenbock a kol. vytvofil ve své praci [43] dva mutanty divokého typu GFP,
které Ize pouzit jako senzor urcujici pH v okoli proteinu. Jejich excita¢ni spektra jsou
zobrazena na Obr.2.8 a Obr.2.9. Eclipticky pHluorin celkové ztraci intenzitu
fluorescence pii klesajicim pH. Pti pH < 6,0 dokonce zcela zmizi excita¢ni pas na
vinové délce 475 nm. Tyto zmény jsou vratné, pivodni podoba excitaéniho spektra
se obnovi do 20 ms po vloZeni proteinu do neutralniho pH. Tento mutant obsahuje
bodové mutace S147D, N149Q, T161l, S202F, Q204T a A206T. Pomérovy pHIluorin
obsahuje mutace S202H, E132D, S147E, N149L, N164l, K166Q, U167V, R168H a
L220F. Protein vykazuje vratnou zménu v poméru intenzit past v excitaénim spektru
na vlnovych délkach 410 nm a 470 nm vrozmezi pH 5,5 — 7,5. Za snizeni
excitacniho pasu anionické formy chromoforu s rostoucim pH pravdépodobné mize
mutace S202H [23]. Protonovatelné reziduum His202 se po této mutaci vyskytuje v
tésné blizkosti chromoforu GFP. V disledku tak dochazi k relativné velké modifikaci
protonac¢nich drah, coz ovliviiuje optickou odezvu proteinu. Pomérovy pHluorin je
nyni Siroce pouzivan. Lze jim sledovat dynamicky vyvoj pH v riznych
intracelularnich odd¢lenich jako je cytoplazma [8], mitochondrie [44], peroxizomy
[45], klatrinové vezikuly [46], endozomy a Golgiho aparat [47], nebo naptiklad
presynaptické sekre¢ni vacky [43].
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Obr.2.8 — Excitac¢ni spektra ecliptického pHIluorinu pii riznych pH v okoli této
sondy. Prevzato z [43].
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Obr.2.9 — Excitacni spektra pomérového pHIuorinu v zavislosti na pH v jeho

bezprosttednim okoli. Pfevzato z [43].
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2.5. Autofluorescence kvasinkovych bunék a metody jejiho

odfiltrovani od signalu GFP

Fluorescencni signdl GFP miize byt kontaminovan vlastni fluorescenci
mikrobidlnich bunék nebo pouzittho pufru. Oblast zijmu excitatniho
fluorescen¢niho spektra GFP je v rozmezi 350 —510 nm. V této oblasti se také
nachazi excita¢ni spektrum autofluorescence kvasinkovych bun¢k. To Ize rozdélit na
dvé Casti: excitace na 365 nm s Sirokym emisnim pasem o maximu na 450 — 470 nm
a dvé excita¢ni maxima na vlnovych délkach 385 a 440 nm (Obr.2.10) s emisi na
520 nm [33], [48]. Prvni prispévek lze piisoudit koenzymu NADH, jehoz excita¢ni
fluorescen¢ni spektrum méa maximum na vinové délce ~360 nm. Druha cast spektra
se pozicemi pasi v excitatnim i emisnim spektru shoduje se spektry flavin
mononukleotidu (FMN) [48].

Parazitniho signalu zpufru se d4& snadno zbavit prostym odectenim
fluorescence naméfené na Cistém pufru bez bunék. Pro odecet signalu buné¢k se ¢asto
pouziva stejny postup — odecitani autofluorescence nametfené na buiikach kmene bez
plazmidu pro expresi GFP [3], [49]. AvSak ta nemusi byt zcela stejna jako u
geneticky modifikovaného kmene. Na Obr.2.10 jsou zobrazena autofluorescencni
excitacni spektra dvou kmenti Saccharomyces cerevisiae: divokého kmene DBY 747
a respiratorné-deficientniho kmene GDVO. Kvasinky kmene GDVO nejsou schopny
vyuzit pro svij rast zadny substrat, ktery nelze fermentovat, nebot’ postradaji
mnozstvi respira¢nich enzymt a cytochromy (a + ag) a b ve svych mitochondriich,
tedy nejsou schopny dychani [50]. Ze spekter zobrazenych na Obr.2.10 je ziejmé, Ze
autofluorescenéni spektra divokého a geneticky modifikovaného kmene se mohou
signifikantné liSit. Proto je vhodné zaméfit se na hleddni vhodnéjSiho zplsobu
odfiltrovani nezadoucich piispévki od excitatniho signdlu sondy nez je odecet

autofluorescence referenéniho kmene.
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Obr.2.10 — Nekorigovana fluorescencni excita¢ni spektra dvou kment kvasinkovych
bunck Saccharomyces cerevisiae. PIné cary reprezentuji autofluorescenci bunéénych
suspenzi, ¢erchované odpovidaji fluorescenci samotného pufru. Pas nad 510 nm je

zpusoben rozptylem excitacniho zateni. Pfevzato z [48].

2.5.1. Filtry

Jednou z moznosti odstranéni prispévku autofluorescence k celkovému
emisnimu spektru fluorescence bunék obsahujicich GFP je pouziti optickych filtra
[33]. Tohoto pfistupu se vyuziva ve spektroskopickych technikach, které visualizuji
nebo kvantifikuji mnozstvi GFP exprimovaného v bunkach a organismech. Pti
spravném pouziti je specificky excitovan chromofor GFP, ktery poté emituje
fluorescenci s vétsim vytézkem nez autofluorescencni molekuly. Tento pfistup je
vSak uspéSny pouze V piipadech, kdy je pomér signdlu GFP ku autofluorescenci

vysoky a hlavnim cilem je zlepSeni kontrastu fluorescence GFP pii fluorescen¢ni
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mikroskopii. Pro tucely pomérovych meéfeni je vSak tato metoda zvyraznéni

fluorescence GFP nedostate¢na.

2.5.2. Metody vyuzivajici dvou vinovych délek

Pro rozliSeni mezi autofluorescenci a spektrem sondy je mozné vyuzit
rozlisného charakteru emisnich a excitacnich spekter autoflurescence a sondy.
Autofluorescencni spektra byvaji Casto Sirokd s malo vyznaénymi rysy jdouci pies
n¢kolik set nm. Naopak spektra GFP jsou relativné uzké a dobte definovana.

Existuji dva hlavni pfistupy metod oznaovanych v anglické literatufe jako
Dual-Wavelength differential fluorescence correction methods:

1. excitace na dvou odlisnych vinovych délkach s odecitanim fluorescence

na jedné emisni

2. pouziti jedné excitacni vinové délky a métfeni na dvou emisnich
Prvni pfistup byl poprvé tuspésné otestovan Steinkampem a Stewartem roku 1986
[51]. Autofi pouzili argon-ion laserovou ¢aru (488 nm) k excitaci GFP spole¢né
s autofluorescenci. Poté stejny vzorek excitovali kryptonovou ¢arou (413 nm). Tim
doSlo kcilené excitaci samotné autofluorescence, jejiz spektrum pak Ize bez
problémtli odecist. Netrividlnim pfedpokladem metody je neménnost excita¢niho
spektra autofluorescence mezi dvéma laserovymi Carami pouzitymi pro excitaci. Oba
lasery excituji stejny chromofor, tim dochazi k vykompenzovani i dalSich jevi
ovlivityjicich fluorescenci, jako jsou naptiklad telepné ¢i pH fluktuace. Inverzni
metoda pouZzivana pro ziskdni ¢istého emisniho spektra sondy je méné narocna na
laboratorni vybaveni. Pro jeji ispéSné pouziti musi emisni spektrum vykazovat velice
nizkou intenzitu na druhé zvolené emisni vinové délce. Na obou zvolenych vinovych
délkach musi byt zajisténa stejna citlivost detektoru [33]. Obé tyto metody spadaji do

pomérné Siroké kategorie metod znamych jako Spectral Unmixing.

2.5.3. Synchronné skenovana fluorescence

Konvenéni fluorescen¢ni spektra ziskavame bud’ skenovanim emisni vinové
délky (Aem) s excitaci vzorku na konstantni vinové délce (Aex), Nebo naopak

proskenovanim excita¢niho spektra se sbérem dat na fixni emisni vinové délce. Tieti
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moznost spo¢iva v simultannim (synchronnim) posunu excitace a emise. Synchronni

fluorescenci (SF) je mozno pouzit ve tfech zakladnich modech [52], [53]: ™

1.

Synchronni fluorescence s konstantnim rozdilem vinovych délek.

Zaznamenavame fluorescenéni spektrum chromoforu zatimco simultanné
(synchronn¢) skenujeme excitacni a emisni vinové délky stejnou
rychlosti a tim drzime konstatni vzdalenost (offset, AA) mezi vinovou
délkou emise a excitace. Tento modd je nejjednodussi a nejcastéji

pouzivany.

. Synchronni fluorescence s konstantnim rozdilem energii.

V tomto piipad¢ je sken bran tak, aby se udrzoval konstantni frekvencni
rozdil pfi souCasném posunu excitacniho a emisniho monochromatoru.
Tato technika neni pfili§ pouzivana, Komeréni spektrofluorimetry ji

neumozinuji.

. Synchronni spektrofluorimetrie s variaci uhlu.

V tomto modu se skenuje excitacni a emisni monochromator simultanné,
ale riznou rychlosti, vzdalenost vinovych délek tedy neni konstantni.

Tato technika je pouZivana pouze ztidka (napf. v pracech [54] a [55]).

Synchronni sniméni fluorescence bylo prvné navrhnuto Lloydem roku 1971

[54]. Nasledné¢ Vo-Dinh v roce 1978 [55] formuloval zakladni teorii synchronné

skenované fluorescence v mdédu konstantni vzdalenosti vlnovych délek a navrhl

prvni experimentalni procedury. Intenzitu synchronni luminiscence lze vyjadfit jako

[55]:

ISyTL (A‘E.X 4 Aem) = KCdEex (Aex )Eem (Aem) (5)

... konstanta zahrnujici technické parametry fluorimetru

... koncentrace fluoroforu ve vzorku

... tloustka vzorku

excitacni spektrum

. emisni spektrum

Nejpouzivangjsi SF technika vyuziva konstantni vzdalenost mezi excitacni a

emisni vinovou délkou: Aex — Aem = 44. Pfedchozi rovnice pak miize byt také napsana

jako:
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Isyn = KcdEey (Aem — AD)Eem (Aem) (6)
Excita¢ni vinova délka zde vystupuje pouze jako parametr ve funkci popisujici
emisni spektrum. Stejné tak 1ze tento vztah napsat pouze za pomoci Aex & Aext44:

Isyn = KcdEex (Aex ) Eem (Aex + A7) ()
Z poslednich dvou vyrazii je zfejmé, ze synchrosken zavisi rovnocennym zptisobem
na emisni i excitacni vinové délce.

Jednou z hlavnich vyhod SF spekter oproti klasickym excitacnim ¢i emisnim
spektrim je zGzeni spektralnich past a navySeni jejich intenzity [52], [53], [55], [56],
[57]. Tento jev je dusledkem faktu, Zze synchronné skenované spektrum lze
interpretovat jako emisni spektrum nasobené excitaénim spektrem, jenz bylo
posunuto K vys$sim vinovym délkam o AL (viz. rovnice (7)). Pti spravném nastaveni
vzdalenosti vlnovych délek excitace a emise je intenzita SF pasu
V nenormalizovanych spektrech typicky 5 — 10 krat vyS$i nez v excitatnim C¢i
emisnim spektru [57].

Piivodni uplatnéni této metody bylo v multikomponentni analyze smési ¢i
tkani. V tomto oboru je krom jiz zminénych charakteristik SF diileZit4 také rychlost
ziskani potfebné informace ze vzorku. Pro multikomponentni kvantitativni analyzu
komplexniho vzorku se standardné méfi 2D excitacné-emisni matice spekter [52],
[56]. Toto méfeni je velice zdlouhavé. Pti spravné nastaveném offsetu vinovych
délek lze ziskat stejnou informaci z jediného SF skenu, anebo je mozné excitovat
selektivné kazdou komponentu zvIast’ a pozorovat ji samostatné.

SF spektroskopie se tedy da pouzit pro odliSeni jednotlivych piispévku
k celkové fluorescenci. V excitacnich a emisnich spektrech byvaji pasy pochazejici
od jednotlivych fluoroforti Casto piekryté pies sebe, tomu se lze v SF spektrech
vyhnout. V experimentu zpravidla volime interval A\ tak, aby odpovidal vzdalenosti
maxim excitace a emise stejného fluoroforu. Tim efektivné zvySime selektivitu
techniky [57]. Synchronni signal nema zadné ostré maximum, pokud obé spektra —

emisni i excitacni — jsou bez vyznacnych rysu [55].

-28-



1 ! ‘ ]
U
A
u+5 = E 1
C
D
0 1 |
550 600 E50

nm

Obr.2.11 — Emisni a SF spektra diS-C3(3) sondy v suspenzi kvasinkovych bunék
normalizovand v maximu pasu. A — konven¢ni emisni spektrum, B — piispévek
pozadi k emisnimu spektru, C — SF spektrum, D — prispévek pozadi k SF spektru.
Prevzato z [57].

Posledni jmenované vlastnosti se da dobfe vyuzit pro odstranéni
autofluorescen¢niho pozadi kvasinkovych bun€k od signalu GFP. V praci [57] autofi
pouzili techniku synchronné skenované fluorescence pro odfiltrovani rusivych slozek
pozadi od signalu sondy diS-C3(3) pouzivané pro méfeni membranového potencialu
v kvasinkovych bunikach. Na Obr.2.11 jsou zobrazena emisni a SF spektra této
sondy Vv suspenzi kvasinkovych bun¢k normalizovand v maximu pasu na
jednotkovou intenzitu. Na vyznaéenych piispévcich pozadi k jednotlivym typtim

spekter je vidét jednoznacny piinos SF techniky k potla¢eni nezadoucich signald.

2.5.4. Polarizace fluorescence GFP

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.3.2., GFP produkuje zna¢né polarizovanou
fluorescenci po excitaci linearné polarizovanym svétlem. Této spektralni

charakteristiky lze také vyuzit pro ucely rozliSeni mezi GFP a autofluorescenci.
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Zméfime intenzitu signalu ve sméru rovnobézném s linearné polarizovanym
svétlem a ve sméru kolmém. Vysledny signal ziskany jako rozdil mezi témito dvéma
ptispévky bude velky pro GFP a mnohem mensi pro malé fluorescen¢ni molekuly,
jako jsou flaviny a NAD(P)H [33]. Tato metoda je vhodna pro kvantifikaci GFP
exprimovaného v buiikach [35], ne v8ak pro ziskani ¢istého excita¢niho ¢i emisniho
spektra. Metoda vyuziva odli$né vlastnosti svétla, nez je vinova délka, diky tomu lze

odlisit GFP od pozadi vyskytujiciho se na naprosto totozné vinové délce.

2.5.5. Zhaseni autofluorescence

Jako velice uZitecna vlastnost GFP se ukazuje jeho odolnost vii¢i zhaSeni.
Diky dobrému odstinéni chromoforu od okolniho solventu je ubytek intenzity
vysoké koncentrace zhaSedla vsak prichdzime krom ubytku autofluorescen¢niho
signalu také o fluorescenci GFP.

Hlavni nevyhodou metody je obtizny vybér zhdsedla. Vybrané zhasedlo musi
prochazet pres bunééné membrany. Casto byvaji pouzivany malé molekuly, které
prochézeji prostou diftizi. ZhaSedlo by také samozieymé mélo byt co nejméné
cytotoxické a pro efektivni pouziti musi mit absorpéni spektrum znaéné prevysujici
emisi autofluorescence. Uspésné byla pouzita jako zhasedlo toluidinova modi
s maximem absorbance na 626 nm a velmi malou absorbanci v oblasti 400 — 500 nm
[33]. Diky takovému rozlozeni absorpéniho spektra toluidinova modi nebude zhaset
GFP ani pi1 vysoké koncentraci. Jako dalSi lze pouzit také methylenovou modf
s absorp¢nim pasem na 668 a 609 nm nebo trypanovou modi s absorpci na vinové
délce 607 nm. Emise téchto molekul je ve vzdalené Cervené oblasti a jako takova

muZe byt snadno zablokovana vhodnym filtrem.

2.5.6. Fotochemické metody

GFP je relativn¢ odolny vici vybélovani pti dlouhodobém ozatovani, pokud
nepouzivame svétlo o vinové délce v UV oblasti (viz kapitola 2.3.4). Této vlastnosti

mizeme vyuzit podobnym zpiisobem jako odolnosti vic¢i zhaSeni. Bohuzel kromé
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vybéleni autofluorescencnich komponent tato metoda miize znicit také slozky média
kritické pro pieziti bunék nebo vytvofit derivaty pro bunku skodlivé [33].

Pro odfiltrovani nezadoucich ptispévki k fluorescenénimu spektru GFP jsou
uzitené také vSechny metody, které posouvaji excitaci ¢i emisi GFP na jinou
vlnovou délku. Jednou z moznosti je vyuzit fotokonverze chromoforu pii del§im
osvétlovani UV zéafenim. Dochazi k velkému snizeni excita¢niho pasu na 395 nm a
korespondujicimu narGstu druhého pasu diky fotoindukovanému izomerismu
molekuly [21]. Fotokonverzni proces se obraci jen velmi pomalu v periodé n¢kolika
dntl, pokud je vzorek ponechan ve tm¢. Osviceni divokého typu GFP UV zéatfenim
tedy posune hlavni excita¢ni pas z 395 na 475 nm. Pouziti excitace na 475 nm poté
redukuje autofluorescenci pochazejici od NAD(P)H. Béhem osvitu pomoci UV vSak
dochazi k fotovybélovani, tedy k celkovému snizeni intenzity fluorescence.

Rizné typy GFP mohou po osviceni modrym svétlem za anaerobnich
podminek projit fotokonverzi smérem k Cervené Casti spektra. Takto upravené sondy
pak absorbuji zelené svétlo na 525 nm a emituji na 600 nm. Cervené emitujici formy
GFP jsou stabilni alesponi 24 h, ale jejich chemicka podstata neni zcela znama [33].
Po vystaveni zablesku modrého svétla se Cervena emise objevuje relativné pomalu.
To naznaCuje, ze fotoaktivace je pravdépodobné dvoufazovy proces. Osviceni
stimuluje rychly prechod na excitovany intermediat, ktery nasledné pomalu piechézi
na excitovany cerven¢ emitujici stav. Touto konverzi se zméni jak excitacni, tak
emisni charakteristika GFP.

Pro ziskani alternativni emisni ¢i excitacni vlnové délky lze také pouZit
mechanismu Forsterova rezonan¢niho pienosu energie (FRET). Tato technika
vyzaduje pfidani dalsiho GFP mutantu — FRET partnera. Dva vybrané GFP jsou
spojeny malym spojovacem < 20 rezidui. Jako tento spojovac byva Casto pouzivan
calmodulin [38], [39], dalsi moznosti je naptiklad troponin C [40] (viz kapitola 2.4).
Mohou se také vytvofit dva separatni GFP se specialnimi proteinovymi Stitky, které
spolu silné interaguji. Obéma metodami se dva rtizné mutanty GFP dostanou do

tésné blizkosti a tim se efektivné navysi kvantovy vytézek pienosu energie.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité kmeny bunék

Pti experimentech sledujicich vnitrobunééné pH a pufracni kapacitu cytosolu
v bakteriich byla pouzivana bakterie Escherichia coli s hyperexprimovanym
proteinem MntH. Takto upraveny kmen byl v nékolika pracech pouzivan pro
studium funk¢énich charakteristik tohoto transportéru. Transformace kmene DH11S
na kmen oznaCovany jako EcoliA je popsana v praci [58]. Z bakterialnich bunék
matefského kmene byl vyjmut gen nesouci informaci o MntH a misto n¢j byl vlozen
gen pro rezistenci na kanamycin. Poté byl do bun€k vpraven gen kodujici piivodni
ptirozeny protein MntH. U takto upravenych bun€k je mozné kontrolovat expresi
proteinu MntH piidanim L-arabinézy do suspenze. Novy kmen navic obsahuje
plazmid pGBM6-pHL nesouci gen pro expresi pHluorinu a zaroven rezistenci na
spectinomycin.

Me¢fteni vnitrobunééného pH v kvasinkovych buiikdch byla provedena na
dvou kmenech Saccharomyces cerevisiae — BY4742+pHL a BY4742[YEp352] (s
genotypem MATa his3 leu2 lys2 ura3). Prvni jmenovany se li§i od svého matefského
kmene BY4742 pouze transformaci pomoci plazmidu pVT100U nesoucim gen pro
fluorescencni protein pHluorin. Druhy mutantni kmen byl pouzivan jako negativni
kontrola. Je vném obsazen prazdny plazmid YEp352. Mutace Ura3 umoziujici
bunkam samostatnou syntézu uracilu [59], [60] je pouzivana pro selekci

transformovanych bunék v ristovém médiu bez uracilu.

3.2. Kultivace bunék

Pouzivané kmeny mikrobialnich bunék jsou dlouhodobé zakonzervovany pii
teploté -70°C. Odtud jsou rozmnoZeny a kratkodobéji zakonzervovany vV mrazicim

boxu pfi teploté -20°C.
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3.2.1. Kultivace bakterialnich bunék

Z konzervy uchovavané v -20°C je malé mnozstvi bun¢k sterilné pfeneseno
na Petriho misku s kultivatnim médiem Luria-Bertani (LB). Jeho sloZeni je popsano
v Tabulce Il. Jednotlivé slozky média jsou rozmichany v destilované vodé a
zautoklavovany. K médiu jsou pred nalitim na misku navic pfidany tfi druhy
antibiotik — kanamycin, ampicilin a spectinomycin Vv koncentracich uvedenych
v Tabulce Ill. Vici témto antibiotikim jsou zkoumané kmeny E. coli rezistentni,
zabranuji vSak ristu nezaddoucich organismili na misce. Zao¢kovana miska se necha
pies noc kultivovat pii teploté 37°C. Poté jsou narostlé misky uchovavany v lednici
pti teplot¢ 4°C po dobu maximélné¢ jednoho mésice. VSechny utkony spojené

S kultivaci buné€k jsou provadeny sterilnég.

Tabulka 11 — LB kultiva¢ni médium pro péstovani bakterii E. coli

latka koncentrace [% objemu] mnozstvi [g/1]
Bacto-trypton 1 10
Bacto-yeast extract 0,5 5
NaCl 0,5 5
(Bacto-agar) 15 15
Tabulka I11 — Koncentrace antibiotik pfidavanych ke kultivaénimu médiu
antibiotikum koncentrace [pg/ml]
kanamycin 30
ampicilin 100
spectinomycin 100

Z misky s narostlymi koloniemi bakterii je poté ockovaci klickou sterilné
odebrana jedna kolonie do 2 ml tekut¢ého LB média s pfidanymi antibiotiky. Toto
médium ma slozeni popsané v Tabulce 1, pouze neobsahuje Bacto-agar. Pfipravena
suspenze se necha tiepat (250 RPM) ptes noc pii teploté 37°C. Dalsi den se fedi do
100x vétsiho objemu — 10 ml suspenze v 50 ml, nebo 20 ml suspenze ve 100 ml
Erlenmayerové bance. V této nadobé se nechaji bunky dale tfepat po dobu dvou
hodin pii 37°C. Po dvou hodinach kultivace se K suspenzi ptidava L-arabindza

v koncentraci  0,06% objemu. Tato latka spusti expresi transportéru MntH
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Vv bakteridlnich bunkéach. Roztok sbunkami se necha za stejnych podminek
kultivovat jesté jednu hodinu.

Po dokonceni kultivace jsou buiiky stoceny v centrifuze po dobu 2 minut pii
5000 RPM. Po odstiedéni je odstranéno médium, ve kterém buniky rostly a nahradi se
pufrem pouzivanym pii fluorescen¢nich métenich. Buiiky se pak centrifuguji za
stejnych podminek. Po prvnim promyti pufrem nasleduje jesté druhé.

Po dvojnasobném promyti pufrem jsou bunky resuspendovany v 1 ml pufru a
nasledné je tato suspenze fedéna do méficich kyvet na vyslednou optickou hustotu
vzorku OD = 0,2 pii vinové délce 600 nm. Na méfeni optické hustoty byl pouzivan
ptistroj NovaSpec Il.

3.2.2. Kultivace kvasinkovych bunék

Pro kultivaci kvasinkovych bunék bylo pouzivaino YNB minimalni médium.

Jeho slozZeni je popsané v Tabulce 1V.

Tabulka IV — YNB minimalni médium pro péstovani kvasinek S. cerevisiae

latka koncentrace [% objemu] mnozstvi [g/l]
YNB 0,17 1,7
ammonium sulfat 0,5 5
glukoza 2 20
(agar) 2 20

Slozky média byly rozmichany v destilované vod€ a poté zautoklavovany.
Poté je do n¢j sterilné pridana smes aminokyselin Yeast Synthetic Drop-out Medium
Supplement Without Uracil od firmy SIGMA v koncentraci 1,92 mg/ml. Tato
aminokyselinovd smés neobsahuje uracil, tedy je selektivni pro ndmi pouzivané
kmeny kvasinek s mutaci Ura3.

Pro ptipravu Zivného média na Petriho miskéach se k YNB médiu ptfidava agar
Vv koncentraci uvedené v Tabulce IV. Misky jsou zao¢kovany pomoci sterilni klicky
ze zmrazené konzervy (-20°C) a nechany po 2 dny kultivovat v picce pii 30°C.
Misky s narostlymi buitkami jsou ulozeny v lednici pii teploté 4°C.

Inokulum — suspenze narostlych bunék v tekutém YNB médiu s pridanou

smési aminokyselin — se pfipravuje bud’ odebranim kvasinek sterilni klickou z misky
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s narostlymi koloniemi, nebo rovnou z konzervy uchovavané v -20°C. Pfipravuje se
10 ml inokula do 50 ml nebo 20 ml do 100 ml Erlenmayerovy banky. Inokulum se
nechd trepat (150 RPM) 1 — 1,5 dne pti 30°C. Takto pfipravend suspenze je dale
pteockovana do nového YNB média se smési SIGMA (opét do Erlenmayerovy
banky) na OD = 0,2 pti vinové délce 578 nm. Bunky dale kultivujeme v tfepacce za
stejnych podminek (150 RPM, 30°C) jesté 6 hodin. Po této dob& jsou pouzivané
kmeny S. cerevisiae v prvni poloviné exponencialni faze ristu [60].

V této rastové fazi byly buinky centrifugovdny po dobu 4 minut pfi
3000 RPM. Stejné jako u bakteridlnich bunék byly poté dvakrat promyty v pufru ¢i
destilované vod¢ a nésledné resuspendovany v 1 ml pufru (resp. destilované vody).
Tato suspenze byla nakonec nafedéna do kyvet na OD = 0,2 nebo 0,4 pii pouzité

vlnové délce 578 nm.

3.3. Pouzité pufry

Pro promyvani bun¢k a fluorescencni méfeni byly pouzivany citrat-fosfatove
(CP) pufry sloZzené z 25 mM kyseliny citronové, 50 mM KH,PO4a 50 mM K;HPO,.
Pro ziskani pufru o pH 6 — 8 smichame KH,PO, a K;HPO,. Pufry o pH 4,7 — 5,5 jsou
smési kyseliny citronové a KoHPO4. Druhym typem pufru pouZivanym ve
fluorescenénich experimentech byl 100 mM MES s pridavkem 30 mM KCI.

Pro zpropustnéni membran kvasinek byly pouzivany kalibra¢ni pufry popsané
v [8], [59], [49]. Jejich slozeni je zaneseno v Tabulce V. Vsechny slozky byly
rozpu$tény v definovaném mnoZzstvi v destilované vodé. Na pozadované pH byly

tyto pufry titrovany pomoci HCI a NaOH.

Tabulka V — Kalibrac¢ni pufry pouzité u kvasinek S. cerevisiae

latka koncentrace [mM] mnoZzstvi [g/l]
MES 50 10,66
HEPES 50 11,9
ammonium acetat 200 15,4
KCI 50 3,73
NaCl 50 2,92
2-deoxy-D-glukéza 10 1,64
azid sodny 10 0,65
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3.4. Fluorescenéni méreni

Vsechny fluorescen¢ni experimenty byly provedeny na komeréné dostupném
spektrofluorimetru Fluoromax-2 od firmy Jobin-Yvon (viz Obr.3.1). Jako zdroj
excitace je pouzivana xenonova lampa. Excita¢ni svazek jde ptes excitaéni miizkovy
monochromator na vzorek, odtud je pod pravym uhlem sbiran fluorescencni signal.
Emisni vlnova délka je vybrana emisnim miizkovym monochromatorem.
Spektrofluorimetr umoziuje sbér excita¢nich a emisnich fluorescenénich spekter,
méfeni vyvoje poméru intenzit dvou past v excitatnim ¢i emisnim spektru v Case a
také méteni synchronné skenované fluorescence.

Ve vSech experimentech sledujicich vnitrobuné&né pH Vv E.coli a
S. cerevisiae byl jako sonda pouzit pomérovy pHluorin. VSechny vzorky byly

méteny v polymethylmethakrylatovych kyvetach o objemu 3 ml.

|
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Obr.3.1 — Schéma spektrofluorimetru Fluoromax-2. Zdrojem excitace je xenonova

lampa. Ptevzato z [9].

3.4.1. Excitac¢ni fluorescenéni spektra

Na bakteriich E. coli obshaujicich pHIuorin byla meéfena excitacni
fluorescen¢ni spektra s emisni vlnovou délkou 520 nm Vvrozmezi excitacnich
vlnovych délek 370 — 490 nm. Sitky excita¢ni i emisni §térbiny monochromatort

byly nastaveny na 3 nebo 5 nm. Integra¢ni doba jednoho kroku byla 0,1 — 1 s, krok
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1- 3 nm. Excitacni spektra byla pouzita pro kalibraci odezvy pHluorinu po
zpropustnéni membrany bun¢k za pomoci protonoforu CCCP (carbonyl cyanide m-
chlorophenyl hydrazone).

Excitaéni fluorescencni spektra byla prométena také na kmenech kvasinek
S. cerevisiae BY4742 a BY4742+pHL. Byly pouzity emisni vinové délky 490, 500,
510, 530 a 540 nm. Rozmezi excitacnich vinovych délek pro tato méieni byla 370 —
480 nm, 300 — 485 nm, 300 — 495 nm, 370 — 520 nm a 300 (370) — 515 nm. Stérbiny
excitaéniho a emisniho monochromatoru byly otevieny na 5/5, 2/5 nebo 2/10 nm.
Integraéni doba jednotlivych krokt byla 0,1, 0,5 nebo 1 s, pouzity krok 1 nebo 2 nm.

Me¢éteni excitacnich spekter probihalo vrezimu S/R, kde Sje signal
fluorescence a R signal referen¢ni diody. V tomto rezimu jsou potlaceny pasy

charakteristické pro emisni spektrum xenonu.
3.4.2. Emisni fluorescen¢ni spektra

Série emisnich spekter byla naméfena na kvasinkovém kmeni BY4742+pHL.
Pouzité excitaéni vlnové délky jsou 380, 450 a 460 nm. Emise byla sbirdna
v rozmezi 390 — 600 (680) nm, 470 — 600 nm a 470 — 680 nm. Siiky excita¢ni a
emisni $térbiny byly nastaveny na 5/5 a 10/2 nm. Také u téchto spekter byl pouzit

krok 1 nm s integrac¢ni dobou 0,2, 0,5 nebo 1 s.
3.4.3. Casové rozliSené méreni poméru intenzit pasi

Na vzorcich s bakteriemi E. coli byl méfen ¢asovy vyvoj poméru excitacnich
pasti pHluorinu na vlnovych délkach 410 a 470 nm. Excitacni 1 emisni Stérbina byly
pro tato méfeni nastaveny na 3 nm, integracni ¢as 1 s. Toto méfeni bylo pouZito pro
urCeni cytosolického pH v bakteridlnich builkkdch a déle pfi urCovani pufracni

kapacity cytosolu bakterii.
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3.4.4. Synchronné skenovana fluorescen¢ni (SF) spektra

Metodika synchronné skenované fluorescence byla pouzita na obou
pouzivanych kmenech S. cerevisiae. Tato metoda byla zkoumana pro moznost
separace nezadouci autofluorescence bunék od signalu pHluorinu.

Bylo proméfeno velké mnozstvi SF spekter nez bylo nalezeno optimalni
nastaveni vzdalenosti excitatni a emisni vinové délky. Konecna spektra byla snimédna
pii offsetu AA=30 nebo 110 nm. Tyto hodnoty piesné¢ odpovidaji vzdalenosti
prvniho a druhého maxima excita¢niho spektra od maxima emise. Pfi nastaveni AL
na 30nm je tedy mozné pozorovat dlouhovingjsi pas z excitacniho spektra
pHluorinu, pti 110 nm se objevuje kratkovIngjsi pas. Pomér téchto dvou pasi byl
zkalibrovan na odezvu pHluorinu a dale bylo z tohoto poméru odecitano cytosolické
pH. Pouzity krok posunu vilnovych délek pii SF experimentech byl 1 nm, integracni
doba byla pouzivana 0,2, 0,3 nebo 0,5 s, excitacni i emisni Stérbina monochromatoru

byly otevieny na 5 nm.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Vysledky experimenti provedenych na bakteriich
E. Coli

4.1.1. Kalibrace odezvy pHluorionu

V experimentech sledujicich vnitrobunééné pH jsem pouzivala pH-citlivy
mutant GFP pHIuorin. Pro kalibraci jeho odezvy v mikrobidlnich bunikach byla
vhodnym protonoforem zpropustnéna vnéjsi membrana a tim vyrovnano pH uvnitf a
vné bunék. Potom je jiz znamé pH v bezprostiedni blizkosti senzoru a jeho odezvu je
mozné zkalibrovat.

Pro tucely kalibrace pHIuorinu v bakterialnich bunikach byla namichana série
CP pufrt v rozmezi pH 4,5 — 8. Byla namé&fena excitacni spektra bakteridlnich bun&k
Vv téchto pufrech s pfidanim protonoforu CCCP (carbonyl cyanide m-chlorophenyl
hydrazone) ve vysledné koncentraci 10uM. Tento ionofor byl vybran na zakladé
praci [9], [19]. Ziskana excitani spektra jsou zanesena v grafu na Obr.4.1. Tato
spektra byla normovana na bod rozhranni obou pozorovanych pasti — 430 nm. Ze
spekter byly odecitany intenzity excitac¢nich past na vinovych délkach 410 a 470 nm.
Pomér I10/l470 pak uréuje pH v okoli sondy.

Druhym typem experimentu pouZzitym pro kalibraci sondy bylo pfimé méteni
poméru intenzit Ig10/ls70 V Case. Piimé méfeni pomért je o mnoho rychlejsi nez
méfteni celych excitanich spekter. U bakterii miZeme tento typ méfeni pouzit diky
tomu, Ze nemusime z excitacnich spekter odecitat zddné autofluorescen¢ni pozadi,
s jakym se setkavame u eukaryotnich bunék.

Oba typy experimentu pro ziskani poméru I410/l470 V excitaénim spektru byly
navzajem porovnany. V grafu na Obr.4.2 jsou zaneseny hodnoty pomérii odectené
jak z excitacnich spekter, tak z pfimého méfeni poméru v buiikach se zpropustnénou
membranou pomoci CCCP. Pomér intenzit ls0/l470 ziskany ztéchto dvou typi
experimentu je vici sobé nepatrné systematicky posunuty. Jelikoz dalsi experimenty
byly vyhradn¢ nabirany méfenim vyvoje poméru intenzit v ¢ase, pouzivam kalibra¢ni

kiivku ziskanou z téchto dat (na Obr.4.2 zeleng).
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Obr.4.1 — Excita¢ni fluorescenéni spektra pHluorinu v bakteriich E. coli s pfidanym
protonoforem CCCP v koncentraci 10uM normovana na Aex = 430 nm. Buriky byly

suspendovany v CP pufrech o rtizném pH.

2,0
© hodnoty z pomérového méfeni A
1,8 4 A hodnoty z excita¢nich spekter
sigmoidalni regrese °
i : idaini
1,6 ——— sigmoidalni regrese A é
1,4
o 1,2/
<
S
= 1,0
0,8 1
0,6 1
0,4 1
0,2 T T T T
5 6 7 8 9
pH

Obr.4.2 — Srovnani kalibra¢ni kiivky pHIluorinu v E. coli ziskané ze dvou typu
experimentti. Modfe jsou oznaceny hodnoty poméru I410/l470 odectené z excita¢nich
spekter, zelen¢ z ptimého méteni poméru. Body byly prolozeny regresi podle vztahu
(8).
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Nameéfena data byla fitovana sigmoidalni zavislosti podle ptedpisu [9], [60]:

_ Ipax (pH)'H
T Kol HpH)H ®

kde R je pomér intenzit excitacnich past l410/l470, ostatni proménné jsou fitované
konstanty. Hodnoty konstant ziskanych z fitu pomoci vztahu (8) jsou zaneseny v
Tabulce VI. Regrese dat ziskanych z obou typti provedenych experimentii jsou

graficky znazornény na Obr.4.2.

Tabulka VI - Konstanty sigmoidalniho fitu kalibra¢ni k¥ivky (ziskané z

pomérového méreni)

konstanta nafitovana hodnota
I max 1,48
Ny 12,85
Kos 7,53
C 0,44

Vzorec (8) pak byl pro ucel urcovani vnitrobunééného pH piepsan do tvaru:

ny R—C
H =K, _
p 05 \Inax +C—R

Jelikoz kalibra¢ni kiivka je sigmoidalni, tak se chyba uréeni pHj, li§i pro rtizna

9)

rozmezi pH. V okoli neutralniho pH je kiivka nejstrméjsi, tedy chyba urceni pHi, je
zde nejmensi. Pro pHi, mensi neZ 5,5 je naopak zavislost jiz tak malo strmd, Ze pHi,
nelze spolehlivé odecist. Relativni chyba plynouci z nahodnych fluktuaci intenzity
signdlu je 2%. Tabulka VII shrnuje chyby urcené z maximalni odchylky hodnot

pouzitych pro kalibraci od fitu a chyby zanesené ndhodnym Sumem.

Tabulka VII — Chyba uréeni pHi, z kalibraé¢ni kFivky

rozmezi pHi, chyba ur¢eni pHi,
<55 nelze spolehlivé urcit pHi,
55-6,5 +0,5
6,5-7,5 +0,2
75-85 +0,5
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4.1.2. Pufracni kapacita cytosolu

Byla provedena série experimenti uréujici pufra¢ni kapacitu (B) cytosolu
bakterii E. coli pfi rizném pH okolni suspenze. Méfena veli¢ina se oznauje ve
védecké literatuie za pufracni kapacitu bunééného cytosolu, avsak jde spiSe o jakési
meéftitko homeostatické regulace pHj,. Méfeni byla provadéna pfi teploté 31°C, nebot’
tato teplota je blizsi optimalnim zivotnim podminkam bunék.

Pufra¢ni kapacita byla méfena metodou popsanou Vv kapitole 2.1.1. Jako
acidifikacni cinidlo byla do suspenze ptriddvana kyselina propanovd V zasobni
koncentraci 13,4 mM. Disociatni konstanta této kyseliny je Ka=1,3.10°. Ke
vzorkim bylo pfidavdno rtizné mnozstvi této kyseliny a z pozorované skokové
zmény pHi, byla podle vztahtu (3) a (4) v kapitole 2.1.1 spoétena pufraéni kapacita
cytosolu bakterii. Detail experimentu je zobrazen na Obr.4.3.

1,2

pridana
kyselina propanova

o
5
< 081
== A[H*]in

0,6 T __W

0,4 T T T T

60 80 100 120 140
t [s]
Obr.4.3 — Pokles poméru intenzit excitacnich fluorescencnich pasi Ig10/la70

pHluorinu po pfidani kyseliny. Z rozdilu pHi, 1ze spocist pufracni kapacitu cytosolu

bunék. Pas v ¢ase ~90 s je zpusoben otevienim krytu spektrofluorimetru.
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Obr.4.4 — Hodnoty cytosolického pH bakterii E. coli suspendovanych v CP pufrech o
razném pH a MES pufru o pH 5,5.
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Obr.4.5 — Pufraéni kapacita cytosolu bakterii E. coli suspendovanych v CP pufrech o
rizném pH a MES pufru o pH 5,5.
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Byla piipravena série vzorkti v CP pufrech o pH v rozmezi 4,7 — 7,5 a MES
pufru o pH 5,5 pii teplot¢ 31°C. V grafu na Obr.4.4 jsou zaneseny hodnoty
cytosolického pH namétfené v bakteridlnich buiikkdch ptfed pfidanim kyseliny
propanové. K témto vzorkiim byla poté pfidana kyselina propanova a byly ziskany
hodnoty B. Vysledky jsou zaneseny v grafu na Obr.4.5.

Na Obr.4.4 je u vzorka v CP pufrech pfi okolnim pH < 6 pozorovan vétsi
rozptyl hodnot pHij, nez u vysSich hodnot pH suspenze. V celém rozsahu
studovanych pH si vSak bunky udrzuji relativné stilou hodnotu pHj,. Primérna
hodnota cytosolického pH bakteridlnich bun¢k v CP pufrech byla namétena 7,5 —
7,6. Stejné méfeni probchlo i v MES pufru o pH 5,5. Zde byl pozorovan velky
rozptyl namétenych hodnot v rozmezi 6,2 —7,6. Podle [9] je hodnota pHi, bun¢k
E. coli vtomto pufru nestala a obecné s Casem klesa. Ziskané hodnoty pHj, tedy
varyruji podle toho, jak dlouho byl vzorek pfed méfenim piipraven. I pies tuto
skutecnost se vsak ve shod¢ s [9] prokazalo, Ze pufra¢ni kapacita f v bakteriich
suspendovanych v MES pufru se v ¢ase neméni. V tomto pufru (pH 5,5) byla
zméfena hodnota B =123+50 mM/l. V CP pufrech byla pozorovana pufracni
kapacita niz§i na celé studované skale pH. Na pufracni schopnost buiiky tedy ma
signifikantni vliv slozeni okolniho pufru. Tento jev byl jiz dfive popsan v [9]. V
buiikach suspendovanych v MES pufru je pravdépodobné piitomen vétsi tok H' nez

v CP pufrech, tomu odpovida i pozorovana nestala hodnota cytosolického pH bunék

cvwr

MV

MozZna reakce bunky na tento stres je posileni pufracnich mechanismi.

Nameéfené hodnoty P bakterialnich bun¢k v CP pufrech se dale lisi podle pH
okolni suspenze. V kyselejsim prostfedi byla pozorovana schopnost pufrace obecné
niz8i, primérnd naméfend hodnota pro oblast vnéjsiho pH 4,7 — 6,2 je p =25 mMI/I.
Schopnost drzet si stalé cytosolické pH je vysSi pii podminkach blizicich se
optimalnimu cytosolickému pH bunék, tedy pii pH 7, kde byla namétena hodnota
B=51 mM/l smaximalni odchylkou 72 mM/l. Priméma pufracni kapacita
v rozmezi pH 6,5 — 7,5 je B = 46 mM/I.

Ziskané vysledky naméiené v MES i CP pufrech se shoduji s vysledky v
pracech [7], [9], kde byly publikovany hodnoty pufracni kapacity bakterii kmene
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EcoliA p =105 + 25 mM/I v MES pufru o pH 5,5 a 40 — 50 mM/I v CP pufrech o pH
4,7-55. Tyto hodnoty se i pro CP pufry vramci chyby shoduji se mnou

naméefenymi.

4.2. Vysledky experimenti provedenych na kvasinkach

S. cerevisiae

4.2.1. Odstranéni autofluorescence bunék a dalSich prispévkii pozadi

ze spekter pHIluorinu

Ve vsech experimentech provadénych na kvasinkach S. cerevisiae byla stejné
jako v piipad¢ bakterii E. coli pouzita GFP sonda citliva na pH — pHluorin. Byla
zméfena piima excita¢ni fluorescenéni spektra bunék s timto senzorem a naplnilo se

ocekavani relativné silné autofluorescence vyskytujici se pod pasy ptislusejici sondé.
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Obr.4.6 — Excitacni fluorescencni spektra ziskana z a) kvasinek kmene

BY4742+pHL a b) kontrolniho kmene BY4742[YEp352] v kalibra¢nich pufrech.
Modfe jsou zobrazena spektra vzorkd pro pH 5,51, zelen¢ pro pH 7,49.

-45 -



Na Obr.4.6 jsou zobrazena excitaéni fluorescen¢ni spektra dvou vzorki
s vyrovnanym pH uvniti a vné buné¢k pomoci kalibracnich pufri, jejichz slozeni je
popsano v kapitole 3.3. Ke kazdému vzorku kmene BY4742+pHL s pHIluorinem
bylo naméteno také kontrolni spektrum na bunkach kmene BY4742[YEp352], které
sondu neobsahuji, Vv odpovidajicim pufru. Spektra kontrolnich vzorkii jsou také
zanesena v grafu na Obr.4.6. Naméfena intenzita fluorescence byla znormovana a od
spekter bylo odec¢teno pozadi pochdzejici od pouzitého pufru. Tato spektra ukazuji na
mozny piispévek autofluorescence k celkovému signalu ziskanému z bunck
obsahujici pHIuorin. Ten je nejvétsi na vinovych délkach kratSich nez 440 nm, kde
nezanedbatelné pfispiva k intenzit¢ fluorescence odectené z kratkovinnéjSiho pasu
chromoforu GFP a prakticky nezavisi na pH okolni suspenze. Je ovS§em nutné fici, ze
tento prispévek k autofluorescenci byl naméfen na jiném mutantnim kmeni nez
pouzivame pii detekci pHin, tedy pro konkrétni kmen BY4742+pHL muize byt vice,
anebo méné odlisny (viz srovnani autofluorescence dvou kment S. cerevisiae
v uvodu kapitoly 2.5). Samotnou autofluorescenci bun€k obsahujicich GFP sondu
totiz nelze snadno zméfit. Z tvaru spekter zobrazenych na Obr.4.6 je ziejmé, ze
chybna korekce autofluorescenéniho pozadi mulze vyrazné zkreslit pozorované
pomgery intenzit, a tim v dlisledku méfeni pHip.

Pro odstranéni nezadoucich piispévki pozadi k signalu pHluorinu jsem dale
testovala moznost vyuziti synchronné¢ skenované fluorescence S konstantni
vzdalenosti vlnovych délek. Tato technika je blize piedstavena v kapitole 2.5.3.
Jedna spolecna optimalni vzdalenost vlnovych délek excitace a emise pii SF
experimentu pro zduraznéni obou excitaénich past GFP nebyla nalezena. Pti offsetu
AL =30 nm je dobfe pozorovatelny dlouhovingjsi excitac¢ni pas, pti AL =110 nm pak
pas vyskytujici se v excitacnim spektru na kratSich vilnovych délkach. Pro obé AA
byla zmétena SF spektra stejnych vzorkd, na jakych byla métfena 1 spektra excitacni
diskutovana vyse. Ziskana SF spektra od vzorku s pHIuorinem v kalibra¢nim pufru o
pH 5,51 a jeho negativni kontroly jsou zobrazena na Obr.4.7. Jako $kala na ose X je
pouzita vinova délka vybrand excitacnim monochromatorem. Pro ziskana spektra
zobou nastaveni AL bylo provedeno stejné normovani intenzity fluorescence.
Celkova intenzita obou spekter byla normovana na jednotkovou intenzitu v maximu

spektra pii offsetu AA =30 nm.
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Obr.4.7 — SF spektra naméfena pii offsetu a) AA = 30 nm, b) AL =110 nm na vzorku
kmene BY4742+pHL (modie) a kontrolniho kmene BY4742[YEp352] (zeleng).
Spektra pii obou AA byla normovana na jednotkovou intenzitu v maximu spektra
vzorku s pHIuorinem pti AA = 30 nm. Buiiky byly suspendovany v kalibra¢nim pufru
o0 pH 5,51.
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Pas o nejvetsi intenzité vyskytujici se na vinové délce ~289 nm ve spektru s
AL =30 nm, respektive na ~281 nm ve spektru s AL = 110 nm, piislusi fluorescenci
peptidové kostry GFP, nebot' aromatické aminokyseliny Trp, Tyr a Phe maji
maximum svého absorpéniho spektra v oblasti 255 — 280 nm. Jejich emise je pak
posunuta 0 25 — 75 nm do ¢ervena [61]. Pii této vzdalenosti vinovych délek by tedy
byl signal jejich fluorescence zduraznén nejlépe. Jejich excitacni i emisni pasy jsou
vSak relativné Siroké, takze jsou v SF spektrech dobie viditelné pii velkém rozsahu
pouzitych vzdalenosti AL zahrnujicim i 30 a 110 nm. Nastaveni AA =30 nm vSak
splituje podminku pro zdlraznéni téchto past 1épe, coz je ziejmé i na celkové vyssi
intenzité signalu proteini nez pro A\ =110nm (viz Obr.4.7, pozor na odli§né
Skalovani ypsilonové osy).

Rameno vyskytujici se v okoli excita¢ni vinové délky ~350 nm Ize snadno
interpretovat jako signal od NAD(P)H. Maximum excitace volného NAD(P)H je na
~360 nm, maximum jeho emise na ~460 nm [33]. Fluorescen¢ni signal této molekuly
by tedy mél byt nejlépe pozorovatelny v SF spektru pii offsetu AXL =100 nm na
excitaénich vlnovych délkach kolem ~360 nm, kde jej vidime i v experimentu
skenujicim excitacni a emisni spektrum se vzdalenosti vinovych délek AA =110 nm.

Celularni  autofluorescenci bychom mohli pozorovat pii nastaveni
AL =80 nebo 140 nm [33]. Od téchto hodnot A\ jsou vSak experimenty zamé&fujici se
na signal GFP natolik vzdaleny, Ze je spektrum dalSich autofluorescen¢nich
komponent buné€k potlaceno.

VSechny dosud diskutované ptispévky se vyskytuji jak ve spektrech
ziskanych z kmene BY4742+pHL, tak z BY4742[YEp352]. Na Obr.4.7 jsou jasné
vidét ostré pasy chromoforu GFP — pii AA =30 nm na vlnové délce ~476 nm a pfii
AL =110 nm na ~393 nm. Pro odecteni intenzity fluorescence v téchto pasech lze
bud’ odecitat spektrum negativni kontroly, jako bylo potfebné u pifimych excitacnich
spekter, nebo lze pouze provést korekci odectenim piimky. Srovnani téchto dvou
technik zpracovani spekter je provedeno v kapitole 4.2.2. Pfi odecitani spektra
kontrolniho vzorku u SF spekter mame oproti pfimym excitaénim spektrim dalsi
nezanedbatelnou vyhodu — vime, kde je zacatek a konec fluorescencnich past GFP.
Mizeme tedy posoudit, zda maji odecitand spektra autofluorescence spravnou
intenzitu. V ptipad¢ neshody je lze vynasobit vhodnym korekénim faktorem tak, aby

mimo spektrum GFP byla po odecteni pozadi nula.
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4.2.2. Kalibrace odezvy pHluorinu

Pro kalibraci odezvy bylo nutné vyrovnat pH suspenze s cytosolickym pH
v bunikach. V souladu s tvrzenim publikovanym v praci [8] bylo pozorovano
ovlivnéni spekter pHluorinu po ptfidani ionoforu CCCP, ktery jsem pouzivala pro
stejny Gcel u bakterialnich vzorkt. Dalsi moznosti bylo pouziti jiného protonoforu —
azidu sodného. Ten funguje v kvasinkovych bunkéach jako inhibitor F-ATPazy, nebot’
stabilizuje inaktivni komplex mezi ADP a F-ATPazou [62], [63]. Buiiky jsem také
zkousela permeabilizovat kalibra¢nimi pufry popsanymi v kapitole 3.3. Tyto pufry
také obsahuji azid sodny, a to v koncentraci 10 mM. Pii pfidavani samotného
protonoforu jsem pouzivala stejnou koncentraci jako ve zminénych kalibra¢nich
pufrech. Poslednim pouzitym zpisobem vyrovnani pH v okoli chromoforu sondy
s pH pufru bylo snimani spekter na lyzatu bunék s pHluorinem.

Zmény pozorované pro riznd pH suspenze v excitacnich i SF spektrech
méfenych na vzorcich v CP pufrech spiidavkem 10 mM azidu sodného byly
signifikantné mensi nez zmény ve vzorcich suspendovanych v kalibra¢nich pufrech.
Z toho usuzuji, Ze samotny azid sodny nezptisobi plné vyrovnani cytosolického pH
s okolni suspenzi. Proto jsem jej dale pro tcely kalibraci nepouzivala.

Na Obr.4.8 jsou vynesena SF spektra namétfend na sérii vzorkd obsahujicich
pHIuorin v kalibra¢nich pufrech o rozmezi pH 5 — 8. Spektra byla opét normovana
stejnou hodnotou, aby se nezménil celkovy pomér intenzity fluorescence odecitany
zobou past sondy. Pro znazornéni pomérné intenzity signalu ziskané z obou
experimentl jsou spektra zobrazena ve stejné skale na ypsilonové ose. Ve vytezech
jsou zvétSeny oblasti vyskytu past pHluorinu a pod nimi pfimky, které byly
odecitany od hrubych spekter. Timto jednoduchym zpracovanim jsem ziskala spektra
samotnych past fluoroforu sondy, jejichz zédkladny dobie sedi na nulové intenzit¢.

Ovétila jsem, Ze timto zpracovanim dostaneme téméi totozné hodnoty
pomérl intenzit past jako pii odecitani pozadi v podobé& spektra kontrolniho vzorku.
Rozdil odectené hodnoty poméru ze spekter zpracovanych témito dvéma zpusoby je
o fad niZ8i neZz chyba odectu pHi, z kalibra¢ni kiivky. Spektra po odecteni ptimky
pro oba offsety AA jsou zobrazena na Obr.4.9. Je zde jednoznaéné patrné vzajemné

prelévani intenzity signalu mezi obéma pasy pii zménach pH v okoli sondy.
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Obr.4.8 — SF spektra kvasinek kmene BY4742+pHL suspendovanych v kalibra¢nich
pufrech 0 pH vrozmezi 5 — 8 pfii offsetu a) AL=30nm, b) AL=110nm. Ve

vytezech je detail past pHluorinu s pfimkami odec¢itanymi od spekter pii zpracovani.
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Obr.49 — SF spektra pHluorinu ziskand z kvasinek kmene BY4742+pHL
suspendovanych v kalibra¢nich pufrech o pH vrozmezi 5 — 8 pii offsetu

a) AL =30 nm, b) AL = 110 nm po odectu ptimky z hrubych dat.
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Obr.4.10 — Kalibra¢ni kiivka pHluorinu v kvasinkach S. cerevisiae. Znazornén je
také sigmoidalni fit spocteny podle vzorce (8) z hodnot naméfenych v kalibra¢nich

pufrech.

Pro odecet poméru intenzit byly vybrany vlnové délky 395 nm pfi
AL =110 nm a 490 nm pii AA =30 nm. Na Obr.4.10 jsou hodnoty tohoto poméru
ziskané z kalibracnich experimentti pfi zpropustnéni membrany kvasinek pomoci
kalibra¢nich pufri anebo pii pouziti bunécného lyzatu. Jak je vidét z Obr.4.10,
vzorky s lyzatem bunék maji relativné velky rozptyl, ziskané hodnoty pomérti nejsou
monotoénné rostouci, ale jsou rozhazené. Série vzorki znazornéna modie je dokonce
mirné systematicky posunutd smérem Kk vy$§im hodnotam poméru. Pokud se
zamétime pouze na vzorky se zpropustnénou membranou pomoci kalibracnich pufri,
naméfené hodnoty monoténné rostou a rozdil naméfenych hodnot z obou
experimenti je minimalni. Navic jde narozdil od lyzati o vzorky se zachovalymi
buitkami, a tak by fluorescence GFP méla lépe odpovidat fyziologickym
podminkam. Z toho divodu jsem sestrojila kalibra¢ni kiivku jen s pomoci hodnot
ziskanych ze vzorkli suspendovanych V kalibra¢nich pufrech. Data byla fitovana

stejnou sigmoidalni zavislosti jako byla pouzivana pfi kalibraci odezvy pHluorinu u

bakterii E. coli (vztah (8), kapitola 4.1.1), pro fit byly pouzity hodnoty naméiené ze
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vzorka v kalibracnich pufrech. Zavislost je zobrazena na Obr.4.11. Hodnoty

nafitovanych konstant jsou shrnuty v Tabulce VIII.
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Kalibra¢ni kiivka pHluorinu v kvasinkach S. cerevisiae ziskana ze vzorki

suspendovanych v kalibra¢nich pufrech. Naméfené hodnoty byly proloZeny

sigmoidalni zavislosti podle vzorce (8).

Tabulka V111 — Konstanty sigmoidalniho fitu kalibra¢ni kiivky

konstanta nafitovana hodnota
Imax 6,38
Ny 6,41
Kos 7,38
C 0,07

Dobrou vlastnosti ziskané kalibracni kiivky je jeji rovhomérna strmost na

celém studovaném rozsahu pH. Celkova chyba odectu pHi, tak neni pfilis ovlivnéna

meénici se strmosti zavislosti, jako tomu je u kalibrac¢ni kiivky ziskané z pfimych

excita¢nich spekter. Na Obr.4.12 je srovnani moznych kalibra¢nich kiivek:

1.

Z odecteni pomeru I410/l470 Z excitaénich fluorescencnich spekter kvasinek
s pHluorinem po odectu spektra kontrolnich vzorkt
Z odecteni poméru Izgs(AA = 110 nm)/lse0(AA =30 nm) ze SF spekter

kvasinek s pHluorinem po odecteni pfimky od past fluoroforu sondy
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Kalibracni kiivka ziskana ze SF spekter je o mnoho strmé&jsi nez kiivka ukazujici
pomér intenzit pasti v excitacnich spektrech. Jeji strmost je navic téméf neménna na
celé skale méteného pH. Urceni pHi, je tedy spolehlivé i pro hodnoty pH <5,5.
V této oblasti jsou zmény pomeéru intenzit pasti pozorované v excitatnim spektru
bunék s pHluorinem jiz tak malé, ze se neda zcela spolehlivé pHj, odecist. Na tento
problém jsem narazila jiz u urCovani pHj, Vv bakteridlnich bunkach (viz kapitola
4.1.1). V SF spektrech byl navic pozorovan o poznani lep$i pomér signalu k Sumu pfi
stejném nastaveni Sitky $térbin monochromator (ob&é 5 nm) a stejné nacitaci dobé
jednotlivych kroka (0,1S). V excitaénich spektrech byl vétsi Sum pozorovan
v kratkovinném pésu, kde je pomér primérné intenzity signdlu k Sumu 49,
v dlouhovInngjsim pasu je tento pomér lepsi — kolem hodnoty 82. Pti odectu stejné
charakteristiky ze SF spekter ziskame prumérnou hodnot poméru signal-Sum u
kratkovlnného péasu 73, u dlouhovinného pasu pak 136. Chyba zanesend ndhodnymi
fluktuacemi signalu je tedy u odecitani poméru intenzit pasi GFP ze SF spekter
snizena. Relativni chyba urceni poméru intenzit je 3,3% pii urCovani poméru

z excitacnich a 2,1% ze SF spekter.

41 —— SF spektra, lygs(AL = 30 nm)/l,g(AL = 110 nm)
excitaéni spektra, l,,/1,7,

Pomeér intenzit past pHluorinu

0 T T T T T T T
50 55 6,0 6,5 7,0 75 8,0

pH

Obr.4.12 — Srovnani moznych kalibra¢nich kfivek ziskanych z pfimych excitaénich

spekter (modie) a SF spekter (zeleng).
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Celkova chyba uréeni pHi, Z poméru Izgs(AA = 110 nm)/l490(AA =30 nm) je
dana hlavné rozptylem naméienych hodnot. Chyba uréeni poméru vzniklad Sumem je

fadove nizsi. Chyby ziskané jako soucet obou piispévku jsou shrnuty v Tabulce IX.

Tabulka IX — Chyba uréeni pHj, z kalibraé¢ni kiivky

rozmezi pHj, chyba uréeni pHj,
50-55 +0,2
50-75 +0,1
75-85 +0,2

4.2.3. Vliv rizného pH suspenze na schopnost udrzovani stalého

cytosolického pH

V dalsi sérii experimenti jsem sledovala schopnost kvasinkovych bunék
udrZzovat si svou pH homeostazi v zavislosti na pH okolni suspenze. Protony jsou
nabité Castice, tedy nemohou volné difundovat skrz membranu a tim zménit pHj, ale
ovlivituji membranovy potencial a tim ¢innost ATPaz. Timto zpisobem mohou
hodnotu vnitrobunééného pH ovlivnit.

V grafu na Obr.4.13 jsou zaneseny hodnoty cytosolického pH naméfeného ve
tiech riznych experimentech v buiikdch suspendovanych v CP pufrech o pH
vrozmezi 5 — 8,3. Ackoliv byly vSechny buiky, jejichz hodnoty pHi, jsou
znazornény na Obr.4.13, péstovany za naprosto stejnych podminek, vidime zde
systematické posunuti mezi jednotlivymi sériemi meétfeni. Tento jev pfisuzuji
biologické povaze vzorkd. U bunék méfenych v sérii 1T a III (na Obr.4.13 zelené a
zluté) byla pozorovana velice dobra schopnost udrzeni stalého cytosolického pH na
celé studované skale pH okolni suspenze. Je zde patrny pouze celkovy mirny nartst
hodnot pHi,, ktery je silngjsi pro okolni pH > 7,5. U vzorkl v prvni sérii méfeni (na
Obr.4.13 modie) je celkova rostouci zavislost vnitrobunécného pH na rostouci
koncentraci H* iontdl v okoli vétsi. Nicméné vSechny studované kvasinky si udrzuji
relativné stabilni hodnotu cytosolického pH pfi okolnim pH 5 — 7, jejiz stfedni

hodnota je rovna 7,0.
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Obr.4.13 — Znazornéni schopnosti bun¢k udrzet si stalé cytosolické pH pii riznych
hodnotach pH okolniho pufru. Zobrazeny jsou hodnoty ziskané pfi tfech sériich

experimentl V CP pufrech. Experimenty byly provedeny za totoZnych podminek.

Vysledky ziskané z experimentd jsou ve velice dobré shodé s pracemi [3],
[17] a [64]. Podle studie Orije a kol. [3] jsou tyto bunky schopny udrzovat si stalé
cytosolické pH bez ohledu na okolni pH dokonce v rozmezi 3 — 7,5. V tomto rozmezi
si buniky udrzuji pHi, kolem hodnoty 7,2. Pokud vsak okolni pH vzroste na hodnotu
8, byl pozorovan systematicky narGst pHj, na novou stabilni hodnotu 7,5. Mé
pozorovani potvrzuje, ze kvasinky S. cerevisiae maji velmi dobrou odolnost vici
zménam pH okoli pfi vnéj§im pH 5 — 7 a pfi dalS§im zvySovani pH jejich cytosolické
pH roste.

Valli a kol. [17] pozorovali, Ze u bun¢k narostlych v poloviné exponencialni
faze hodnoty cytosolického pH mirn¢ a témét linearné rostou se zvysujicim se pH
okolni suspenze. V praci [17] byla zmétena distribuce pHi, V populaci kvasinkovych
bun¢k. Neékteré populace jsou rozdeélené na dv€é subpopulace s odliSnym
cytosolickycm pH. U exponencialné narostlych bunék se vyskytuje pii vnéjSim
pH < 5 subpopulace s hodnotou pHi, 5,5, pokud okolni pH klesa jesté dale do kyselé
oblasti, tak tato subpopulace sili. Pfi okolnim pH >5 je pfitomna pouze jedna

populace s pHi, rostoucim od 6,5 pii vn&sim pH 5 k7,2 pti pH okoli 7.
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V experimentech provedenych v diplomové praci byl v souladu stimto tvrzenim
pozorovan stejny mirné rostouci trend, jak je vidét na zavislosti v grafu na Obr.4.13.

Mozné vysvétleni nartstu hodnoty pHi, v bunkach poskytuje prace [64].
Zvysena koncentrace H' iontli vné buriky ovlifiuje membranovy potencial. Pfi
vnéjSim pH 5 -6 je depolarizace rovna 11 mV, pii dal§im okyselovani okolni
suspenze je$té dale narusta [64]. V kyselych pH je tedy membrana kvasinek pro

protony propustnéjsi, pozorované cytosolické pH by tedy mélo byt nizsi.

4.2.4. Vliv glukdézy na cytosolické pH

V experimentech sledujicich efekt glukozy na cytosolické pH bylo nejprve
zméteno pHi, ve vzorcich v Cistych CP pufrech, poté byla do kyvet se vzorky ptiddna
glukoza v konecné koncentraci 2%. Po zhruba ptl hodiné byly vzorky pfeméieny
znovu. Tento experiment byl proveden za ucelem porovnani schopnosti bunék

udrzovat pH homeostazi pii hladovéni a po pfidani vyzivy v podobé glukdzy.

7,8
7,6 1 P
{ ] P .
[e]
®
7.4 ®
=
Q
.(D )
f(‘_) 79 @® bunky Y_’sqspePZ| s 2% glc
° v hladovgjici buriky
8
3
7,0 1
¥ v
6.8 - - v v ¥
v
6,6 T T T T T T T
50 55 6,0 6,5 7,0 7:5 8,0

pH suspenze

Obr.4.14 — Zavislost vnitrobunééného pH kvasinek S. cerevisiae na ptidavku glukozy

do suspenze.

Ziskané vysledky jsou zaneseny na Obr.4.14. Prvnim znakem, kterého si lze

vSimnout je markantni zména v absolutni hodnoté pHiy, které si buniky udrzuji, pokud
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maji dostatek glukdézy pro svou vyzivu. Namétfené hodnoty pHi, Vv hladovéjicich
bunikach se pohybuji v rozmezi 6,6 — 6,8 s primérnou hodnotou 6,7. U hladov¢jicich
bun¢k je patrny mirny rostouci trend s rostoucim pH suspenze. Po piiddni 2%
glukozy do suspenze vzrostla primérna hodnota pHj, na 7,5 s rozptylem hodnot mezi
7,4 —7,6. Narozdil od hladovéjicich bun¢k je vSak rozptyl naméfenych hodnot kolem
pramérného pH;, rovhomérmny na celé skale okolniho pH. Tento vysledek ukazuje na
moznou vys§i odolnost bun¢k vi¢i zméndm pH okolniho prostiedi po ptidani
glukozy. Rostouci trend pHin SpH suspenze u hladovéjicich bunck v tomto
konkrétnim experimentu je vSak tak maly, Ze to diky velké chyb¢ urceni pHi, nelze
fici s jistotou.

Velky narist cytosolického pH byl popsan jiz diive [3], [10]. Orij a kol. ve
své praci [3] monitorovali narGst hodnot pHi, v buiikach S. cerevisiae v ¢ase po
ptidani glukézy do suspenze. Podle jejich méteni béhem hladovéni (vice nez 1 h)
klesla hodnota cytosolického pH v bunkach az na 5,7. Tento jev jsem nepozorovala,
nebot’ buniky hladovély pouze nekolik desitek minut. Béhem prvnich 20 s po pfidani
glukézy dochéazi k rychlému okyseleni az na hodnotu 5,3, poté cytosolick¢ pH
linearné nartista a béhem 100 s dosahne hodnoty 6,5.

Martinez-Munoz a Kane [10] kromé& celkového nartstu pHi, po pfidani
glukozy do suspenze pozorovali také vétsi odolnost bun€k vici zménam vnéjsiho
pH. Ve vzorcich s ptidavkem glukozy se pHj, bun¢k pohybovalo od 6,7 pii vnéj$Sim
pH 5 k hodnot¢ 7,1 pii vngjsim pH 7,5.

4.2.5. Vliv KClI na cytosolické pH

Nejen navyseni vné&j$i koncentrace H iontii zpGisobuje depolarizaci bun&éné
membrany kvasinek a tim ovliviiuje hodnotu cytosolického pH. Podobny efekt maji 1
dalsi ionty — naptiklad K.

V posledni sérii experimentil jsem sledovala schopnost kvasinkovych bunék
udrzet si stalé vnitini pH pfi rizné koncentraci KCI1 v suspenzi. Byla provedena
meéfeni pro tyto koncentrace KCl: 1, 10, 20, 50, 100 a 150 mM. Iontov4 sila suspenze
byla pfi nizkych koncentracich KCl dorovnana cholin chloridem. Tedy ve vzorcich
byla riiznd pouze koncentrace ionti K', aviak koncentrace CI zfistala stejnd.

Naméfené hodnoty pHi, ziskané ze SF experimentt jsou zobrazeny na Obr.4.15.
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I pres celkové klesajici tendenci cytosolického pH byla pozorovana
prekvapivé velka odolnost bun¢k vici nartstajici koncentraci KCl1 v suspenzi. Az do
koncentrace KCI 100 mM byly studované buiky schopny si udrzet pHi, na
hodnotach 7,2 — 7,3. Teprve pii nartustu na 150 mM nastal signifikantni pokles
hodnoty pHi, na 6,9.

7,4

7,3 1 ®

7,2 1

7,1 1

cytosolické pH

7,0

6,9

6,8 T T T T
0,1 1 10 100

koncentrace KCI v suspenzi [mM] (logaritmicka Skala)
Obr.4.15 — Zavislost vnitrobunécného pH v buiikach S. cerevisiae na koncentraci

KCI v okolni suspenzi.

Podle [64] zacina depolarizace bunééné membrany u vnéjsi koncentrace KCI
10 mM. Pii koncentraci 50 mM je jiz 30 mV a pii koncentraci 100 mM roste
potencial na membrané az ke zminované hodnoté 53 mV. Pti nizsich koncentracich
nez 10mM je vtok K* pravdépodobné elektricky vykompenzovan zvySenym
vytokem protonii pres H'-ATP4azu na vné&j§i membrané buiiky. Pii koncentracich
vysSich vSak jiz tato pumpa nemtize vtok kladnych iontli vykompenzovat a dochazi
k depolarizaci bunky.

Pokles cytosolického pH po ptidani KCI do suspenze byl pozorovan také
v pracech [59] a [65]. Acidifikace pozorovana nad koncentraci KCl 50 mM
koresponduje také s depolarizaci kvasinek s pfidanou glukozou, ktera byla
pozorovana v experimentech provedenych J. PlaSkem, M. Hoeferem a kol.

(soukromé sdé¢leni — publikace v ptiprave).
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5. ZAVER

Diplomova prace se zabyva méfenim vnitrobunéné koncentrace iontl
v mikroorganismech pomoci fluorescenénich sond. Jako prvni krok prace jsem
provedla piehled jiz existujicich fluorescenénich sond pouzitelnych v mikrobialnich
bunikach. Zamétila jsem se zejména na geneticky kddované sondy obsahujici zeleny
fluorescen¢ni protein (GFP).

Pro lepsi porozuméni spektrdlnim zméndm pozorovanym V experimentalni
Casti prace u vybrané sondy jsem dale prostudovala literaturu zabyvajici se
strukturou fluoroforu GFP, jeho spektralnimi charakteristikami a jevy ovliviiujicimi
tyto charakteristiky. V excitaénim spektru GFP se vyskytuji dva pasy odpovidajici
neutralni a deprotonované form¢ fluoroforu, mezi kterymi mtize molekula fluoroforu
prechazet. Ustanoveni rovnovahy neutralni a anionické formy je i u divokého typu
GFP zavislé na okolnim pH, avSak tyto zmény nejsou dobie kvantifikovatelné.
Bodovymi mutacemi divokého typu byl nalezen mutant, oznacovany jako pomérovy
pHluorin, reagujici na zmény pH ve svém okoli poklesem intenzity fluorescence
jednoho excitacniho pasu a souCasnym narGstem intenzity pasu druhého. Tento
senzor byl vybran pro experimentalni ¢ast prace.

Experimenty byly provadény na bakteriich Escherichia coli a kvasinkach
Saccharomyeces cerevisiae. Pouzivané mutantni kmeny obou druhi organismi
obsahuji plazmid s genetickou informaci pro expresi pHluorinu.

V excitacnich spektrech bakterii E. coli nebyl pozorovan zadny problém
s pozadim, které by zasahovalo do oblasti fluorescence pHluorinu. Kalibra¢ni kiivku
odezvy sondy bylo mozné ziskat pifimo z hrubych excita¢nich spekter. Pomoci
odeCtu poméru intenzity dvou fluorescencénich past pHluorinu lze odecitat
vnitrobunééné pH (pHin) V bakteriich v rozmezi 5,5 — 9 S maximalni chybou =+ 0,4.
Pti niz8ich hodnotach pH v okoli sondy nez 5,5 jiz téméf zmizi kratkovlnny pas
VvV excitatnim spektru a pozorovand zmeéna pomeéru intenzity je tak mald, Ze nelze
s jistotou pHi, odecist.

V bakteriich byla pomoci pHluorinu dale pozorovana schopnost bunék drzet
si stalé vnitrobunécné pH pii rizném pH a rozlisSném chemickém slozeni okoli —
v MES a CP pufrech pii teploté¢ 31°C. Za stejnych podminek byla méfena také

pufra¢ni kapacita () bun€k. Bunky si v CP pufrech udrzuji relativné stalou hodnotu

- 60 -



pHi, = 7,5 —7,6. V MES pufru vsak hodnota cytosolického pH stala neni, B vSak ano.
Bylo navic zjisténo, ze v MES pufru je B bun¢k o mnoho vétsi (pramérné 123 mM/I
pti pH 5,5) nez v CP pufrech (pramérné 18 mM/l pti pH 5,5). V tomto pufru je
silou MES pufru. Této skute¢nosti odpovida nestala hodnota pHj, a dasledkem je
zesileni pufratnich mechanismti bunék. Schopnost pufrace bunck byla dale
jsem pozorovala u bunék v kyselém prostiedi (pH 4,7 —6,2), kde B ¢ini pramérné
25 mM/l. V okoli neutralniho pH (pH 6,5—7,5) je priméra naméfena hodnota
46 mM/1. Nejvétsi schopnost pufrace byla pozorovana pravé pro neutrdlni hodnotu
pH, pii téchto podminkach byla zméfena pramérna hodnota 51 mM/I.

Pii préci s kvasinkovymi bunikami byl pfedpoklddan problém s odstranénim
autofluorescence ze ziskaného signalu. Literatura nabizi mnozstvi moznosti, jak tyto
nechténé piispévky odstranit. Jednou z moznosti je zvyraznéni pozadovanych rysu
Z fluorescencnich spekter pomoci synchronné skenované fluorescenéni spektroskopie
(SF spektroskopie) s konstantni vzdalenosti vinovych délek excitace a emise (AM).
V diplomové praci jsem otestovala moZznost vyuZiti této techniky pro ziskani ¢istého
signalu fluoroforu GFP. V pfimych excitacnich spektrech se autofluorescence
vyskytuje ptimo pod kratkovinnym pasem pHluorinu. K jeho intenzité tedy prispiva
tento parazitni signal vice nez k druhému excitatnimu péasu a tim nepfiznivé
ovliviluje odec¢itany pomér intenzit fluorescence. V SF spektrech nabiranych pii
offsetu AL = 30 nm je zvyraznén dlouhovinny pas a pii AL = 110 nm kratkovlnny pas
fluoroforu pHIluorinu. Ve spektrech je piispévek flurorescence proteini a NAD(P)H
dobie oddéleny od signalu GFP. Signal pochézejici z celularni autofluorescence je
zcela potlacen. Ovérila jsem, ze pii odectu spektra kontrolniho vzorku obsahujiciho
ptibuzny kmen S. cerevisiae bez pHluorinu ziskam stejné hodnoty poméru past jako
pii odecCtu piimky od past sondy. Zpracovani synchronnich spekter je tedy
jednoduché a nevyzaduje aditivni proméfovani kontrolnich vzorki pro odecet
pozadi.

Provedla jsem srovnédni kalibra¢ni kiivky provedené z ptimych excitacnich
spekter po odectu signalu referencniho vzorku a kalibra¢ni kiivky ziskané ze SF
spekter pii offsetech AL =30 a 110nm. U klasick¢é metody kalibrace jsem

pozorovala stejny problém jako u kalibrace provedené na bakteriich E. coli — odecet
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PHi, pomoci kalibra¢ni kiivky je pi1 pH <5 diky malé strmosti nespolehlivy. Oproti
tomu spektralni zmény past pozorované v SF spektrech umoznuji urc¢it pHj, na celé
studované Skéale pH. V SF spektrech je navic snizen pozorovany pomér signalu
K Sumu. Tim je urCeni pHj, oproti pfimym excita¢nim spektrim jesté zvyseno. Chyba
kalibra¢ni kiivky je urCena hlavné rozptylem naméfenych hodnot, v rozmezi pH
50-5,5a7,5- 8,0 byla tato chyba ur¢ena + 0,2, pti pH 5,5 — 7,5 pak pouze + 0,1.

S vyuzitim SF metodiky jsem dale pozorovala schopnost kvasinkovych bun¢k
udrzet si stalé vnitrobunééné pH pii ménicim se pH okolni suspenze. Buiiky jsou
velmi odolné v rozmezi okolniho pH 5 — 7. Udrzuji si relativné stabilni hodnotu pHj,
kolem 7,0. Vysoka schopnost pufrace kvasinek S. cerevisiae byla jiz diive
pozorovana dokonce v rozmezi pH 3 —7,5 [3]. U vSech pozorovanych vzorkd je
patrny mirny narast pHj, pii rostoucim pH suspenze, rostouci trend je silnéjsi pfi
pH > 7,5. Vliv zvysené koncentrace H* iontl v okoli je tedy patrny, ale relativné
maly.

Odolnost bun¢k vac¢i vykyvim okolniho pH se navysi po piidani vyzivy
v podobé 2% glukdzy, nebot’ narist pHi, S navySujici se hodnotou vné&j$iho pH
pozorovany v hladovéjicich buiikdch po pfidani glukézy zmizi. Hodnota pHi, je
navic celkové posunuta oproti hladovéjicim buikam vySe. V experimentu jsem
pozorovala systematicky posun pHj, ptl hodiny po ptidani 2% gluk6zy do suspenze
Z priméru 6,7 na 7,5.

Posledni série experimentll se zabyvala méfenim zmén pHi, Kvasinek pfi
depolarizaci bunék po ptidani KCI do suspenze v koncentracich 1 — 150 mM. Bunky
maji velmi dobrou odolnost aZz do koncentrace 100 mM. Za téchto podminek si
bunky udrzuji hodnotu pHj, V rozmezi 7,2 — 7,3. Pfi piekroceni hrani¢ni koncentrace
100 mM byl pozorovan pokles na hodnotu pHi,=6,9. Pozorovany pokles pHi,
koresponduje s dosud nepublikovanymi vysledky méfeni depolarizace bunck
naméfenou J. Plaskem, M. Hoeferem a kol.

Hlavni pfinos diplomové prace vidim v rozvoji metodiky synchronné
skenované fluorescence. Disledkem jejiho pouziti je nejen potlaceni nezadoucich
ptispevkil od fluorescencniho signalu, ale také zlepSeni citlivosti pouzivané sondy na
celé studované Skale pH. Tato metoda byla konfrontovéana s klasickym pfistupem a
pouzita na pozorovani cytosolického pH kvasinek. Ziskané vysledky jsou ve velmi

dobré shod¢ s jiz publikovanymi hodnotami.
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Seznam pouzitych zkratek

B
AL

AY

AG

Xex, 7\rem
CCCP
CP pufr

FRET
GFP
HOMO
Ka

keT

LB médium
LUMO
Me?*

MES

MntH

Nramp

oD
pHin
pKa
RPM
SF
SIGMA

W22

pufra¢ni kapacita

offset, vzdalenost excitacni a emisni vlnové délky pti synchronné
skenované fluorescenci s konstantni vzdalenosti vinovych délek
membranovy potencial

zména Gibbsovy volné energie béhem reakce

excitacni, resp. emisni vinova délka

carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone; protonofor
citrat-fosfatovy pufr (smés 25 mM kyseliny citrénové a 50 mM
KzHPO4 nebo 50 mM KH2P04a 50 mM K2HP04)

Forsteriiv rezonan¢ni pfenos energie

zeleny fluorescencni protein

nejvyssi obsazeny molekulovy orbital

disocia¢ni konstanta

kg — Boltzmannova konstanta, T — termodynamicka teplota; Skalovaci
faktor pro hodnoty energie na molekularni tirovni

médium Luria-Bertani

nejnizsi neobsazeny molekulovy orbital

dvojmocné kovové ionty

pufr 100 MM MES, 30 mM KCI, pH 5,5

Manganese Proton-dependent Transporter, transmembranovy protein
z rodiny Nramp

Natural Resistance-Associated Macrophage Protein, rodina
membranovych proteini

opticka hustota

vnitrobunééné (cytosolické) pH

-log(Ka), zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty
pocet otacek za minutu

synchronné skenovana fluorescence

Yeast Synthetic Drop-out Medium Supplement Without Uracil; smés
aminokyselin

molekula vody s nejvétsim stupném konektivity v siti vodikovych
mustk v GFP

YNB médium rastové médium obsahujici YNB (0,17%), ammonium sulfat (0,5%),

glukozu (2%) a ptipadné agar (2%)
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