Nora Toth Hervay

BIOMEMBRANY

Metody a postupy umoziujuce Studium zmien vlastnosti

cytoplazmatickej membrany kvasiniek

00000000000000.0000000000000000Q000000000000000‘000000000

([ ‘ MM (1l \ G i

il (LR U M ‘ { UL ELE D B ‘ \\ \\ gm‘ W ‘ LUV RVRUALY

W\ VAN Y,q‘ INARNL \M‘M MAVA ‘1\ ‘»\uu

N J ) u m ‘ M/ W ‘J NAAMA _J‘wx‘»‘i MARAAA 11 ;u ny HJ AAAAAAA
H‘ ‘ | ‘ | } ; “i\“‘:‘ ‘: ‘ ‘1 ‘i: l “‘, M U “ | ‘ \‘\ H H 1;1 ‘ ‘\ “‘

IRINAVA W\ ‘M
‘I‘;‘I‘ J‘ /]

UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE



Prirodovedecka fakulta

Univerzity Komenského v Bratislave

Nora Toth Hervay

BIOMEMBRANY

Metody a postupy umoznujuce Studium vlastnosti

cytoplazmatickej membrany kvasiniek

2021
UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE



© RNDr. Nora Téth Hervay, PhD., 2021
Katedra mikrobioldgie a virologie, Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského

v Bratislave

Za jazykovil a odbornu stranku tejto publikacie zodpoveda autorka.

Vyslo ako elektronické publikdcia.

Vydala Univerzita Komenského v Bratislave
978-80-223-5110-2



OBSAH

PredNOVOL ... 6
T 33100 11103111 0) 1 1 TPV SPPR PR 7
2. Chemické zloZenie biomembIran..............cccocoiiiiiiiiiiiii e 10
2.1, Lipidy DIOMEMDBIAN. .....cc.eiiviiiieiietieie ettt sttt 10
MaASENE KYSEIIY....eiuviiiiiieiiiieie s 11

011 (0] [ 1 Lo | SSS 13

STINGOIIPIAY . ..o 17

SEEIOIY .. 17

2.2. Proteiny bIOmMEMDBIAN. .......ccouiiiiiiiiiiie st 24

3. Funkcie BIomMemMDBIaN............ccoiiiiiiii e 25
Transport cez bIoMEMDbBIANY.........cccviiiiiiieiiieiee e 25

4. Fyzikalne vlastnosti biomembran...............c.ccoooiiii e 31
Membranova fluidita...........cooiiiiiiiiie e 31

Membranovy PoteNCIAl.........cccvivviiiiiiiiiiie i 33

Vyuzitie fluorescencie pre meranie vybranych membranovych

V1ASTNOSIT KVASINIEK . .. et 34

5. Vybrané experimenty umoziiujice meranie zmien vlastnosti
cytoplazmatickej membrany Kvasini€K.............ccooeiviiiiiiniiie e 39
5.1. Meranie efluxu rhodaminu 6G z buniek kvasiniek..............cccooiriiniiiiicnieninnnn 39

5.2. Analyza zlozZenia sterolov v bunkach kvasiniek vyuzitim vysokoucinnej

kvapalinovej chromatografie............cccoceiii e 41
5.3. Fluidita cytoplazmatickej membrany...........ccoceveiineneiiieniiscee e 44
5.4. Membranovy pOtenCIAl.........coooiiiiiiiieiiiiie e 47
5.5. Osmoticka stabilita protoplastov.........ccccuecviiiieiiiiiiiici s 49
5.6. Agarova zried’'ovacia metdda — kvapKovy test.......ccvviiiiiiiiiiiiiiiciccees 52

5.7. Kvalitativne stanovenie zastipenia fosfolipidov v kvasinkach —

Tenkovrstvova Chromatografia............coovvieiiieie i 54



6. Zasady bezpecnej

prace v 1aboratoriu..................coccoiiiii

7. Zoznam PouzZityCh SKIratieK.....cccoevererssercssarecssanressanesssansssnnniiiiiiiiiiiiniiiesiiie e ssinessnieees

8. Pouzita literatura




PREDHOVOR

Bunky predstavuji zékladnu jednotku organizacie Zivota vo forme, v akej ho pozname na
nasej Zemi. Existencia buniek je viazana na membrany zlozené z lipidov a bielkovin, ktoré
vymedzuji bunky ako individualne entity arozhoduji do velkej miery o interakciach
jednotlivych buniek s okolitym prostredim. Biologické membrany (biomembrany) st vd’aka
svojmu zlozeniu a Specifickej zakladnej Struktire (lipidova dvojvrstva) nepriepustné pre
vacsinu latok a predstavuju bariéru, ktord oddel'uje vnutro buniek od okolitého prostredia. Na
druhej strane, pritomnost bielkovin v membranach umoznuje prijimat Specifické latky (ziviny)
z prostredia a zaroven vylucovat’ z buniek nepotrebné splodiny metabolizmu a $kodlivé latky.
Takato selektivna vymena latok, ktora zabezpeCuju transportné systémy je jednou zo
zakladnych funkcii biologickych membran a odvijaji sa od nej mnohé zivotné funkcie

organizmov.

Autorka



1. BIOMEMBRANY

Biologické membrany, nazyvané tiez biomembrany, si esencialne pre existenciu zivého
systému. V evolucii vznikli vel'mi skoro, za u¢elom zabezpecit’ oddelenie Zivého systému od
okolitého prostredia.

Bunky prokaryotov st od okolit¢ho prostredia oddelené cytoplazmatickou membranou,
d’alsie, membranou oddelené organely vsak ich bunky neobsahuju. Geneticka informacia vo
forme DNA je lokalizovana v centre buniek prokaryotov, ribozomy, mnozstvo enzymov
a d’alSich metabolitov sa nachddza vo vnitornom prostredi cytozolu. Niektoré metabolické
reakcie, vratane proteosyntézy a anaerdbnej glykolyzy st lokalizované v cytozole, iné, ako
napr. replikacia DNA a produkcia energie (ATP), st viazané na cytoplazmatickii membranu.

V rozmermi vicSich eukaryotickych bunkach by bolo mnozstvo chemickych procesov
limitované difaziou malych molekl na kratku vzdialenost’ od povrchu bunky, pokial’ by bunka
nebola rozdelend na menSie jednotky, tzv. organely. Kazda organela je ohrani¢end jednou, alebo
viacerymi biomembranami, pricom rdzne organely disponuji rozlicnym =zastupenim a
lokalizaciou proteinov — niektor¢ st lokalizované (integrované) v membrane organely, iné v ich
vnatornom prostredi, alebo v lumene organely. Zastupenie proteinov umoziuje jednotlivym
organeldm zastavat’ charakteristické funkcie v eukaryotickej bunke.

Ulohou biomembran, ako bolo uvedené vyssie, je vzajomné oddelenie vnutorného a
vonkajSiecho prostredia. V sucasnosti vSeobecne akceptovana predstava biomembrany je
zalozena na modeli tzv. ,tekutej mozaiky*, ktory postulovali v roku 1972 Singer a Nicolson.
Hoci bol odvtedy tento model doplneny o d’alSie nové poznatky, povodna predstava je stale
platna. Podl'a nej tvori biomembranu lipidova dvojvrstva, v ktorej st proteiny lokalizované bud’
na jej povrchu (periférne proteiny), alebo st viazané v jej hydrofébnom centre, alebo na

hydrofilnom povrchu (integralne proteiny; Obr.1).



Fosfolipidova
dvojvrstva

Integrainy protein Periférny protein

Obr. 1 Schéma $truktury biomembrany

Biomembrany su jednotné. Napriek velkej stavebnej a funkénej variabilite v zakladoch
stavby a funkcie biomembran lezia jednotné principy. Prvé membrany mohli byt vytvorené
solami mastnych kyselin, az neskor sa mohli objavit’ fosfolipidy. Prestup latok cez membranu
sa uskuto¢noval jednoduchou diftiziou a zavisel od rozdel'ovacich koeficientov prenasanych
molekul. Nerovnomernu distribuciu latok a vznik koncentra¢nych gradientov podmieniovala
rychlost’ metabolickych reakcii a membranovy potencial. Rychlost’ a selektivita prestupu
polarnych latok sa postupne zvysili vyvojom nizkomolekulovych membranovych ionoforov,
prenasacov bielkovinnej povahy a inkorporovanim nelipidovych latok do membrany, ktoré
umoznili tvorbu poérov. Vytvaranie a udrZzovanie vel’kych koncentra¢nych gradientov sa stalo
moznym vd’aka vzniku membranovych ATPaz, premienajucich chemickt energiu ATP na
osmoticku a elektricku energiu protonov a i6nov alkalickych kovov a vyvojom symportu latok
s takto generovanymi protonmi alebo idonmi. Predpoklada sa, ze takéto generovanie osmotickej
a elektrickej energie bolo pdvodne vypracované pre efektivny transport latok do bunky
a z bunky. Dnes je vsak jeho rozhodujtca tloha v tom, ze predstavuje hlavny mechanizmus
ziskavania energie nutnej pre bunkové syntézy a funkcie. Biomembrany su teda zakladnymi
transformatormi energie V Zivej bunke.

Ako uz bolo spomenuté, prokaryoty nemaju okrem cytoplazmatickej membrany d’alsie
membranové Struktury. Cytoplazmatickd membrana prokaryotov ma rovnaku Struktiru a
funkciu ako u eukaryotickych buniek, ale u prokaryotov sa vyznamnou mierou podiel’a aj na
metabolickych funkciach bunky, lebo obsahuje enzymy dychacieho retazca, enzymy

zacCastiujuce sa syntézy lipidov, pripadne je Vvnej lokalizovany aparat na realizaciu



fotosyntézy. Cytoplazmaticka membrana bakteridlnej bunky obsahuje steroly iba vynimoc¢ne
(rod Mycoplasma).

Zakladnou charakteristikou biomembrany je dynamické, mozaikovité usporiadanie
lipidov a proteinov, ktoré zabezpeCuje optimalnu fluiditu biomembrany. Lipidické zloZenie
biomembrany neovplyviiuje len jej tvar a funkciu, ale zohrava dolezita tlohu aj v ukotveni
proteinov v biomembrane, ma vplyv na aktivitu membranovych proteinov a prenos signalov z
vonkajSieho prostredia do cytoplazmy bunky.

Vdaka schopnosti molekul lipidov formovat membranové domény s unikdtnym
lipidovym a proteinovym zlozenim a ich interakciami s d’al§imi lipidmi a Specifickymi
proteinmi je bunka schopna regulovat a oddelovat’ niektoré biologické procesy. V
biomembrane eukaryotickej bunky sa nachadza viacero $truktur, z ktorych kazdu charakterizuje
jedine¢né zastiipenie jednotlivych druhov lipidov v zavislosti od funkcie prislusnej organely.
Dal$ou vlastnostou biomembran je ich asymetria. Vigsinu lipidov je mozné najst’ vo vonkajsej
aj vnutornej vrstve biomembrany, vyskyt niektorych je vSak Specificky pre vonkajsiu alebo
vnatorni  vrstvu biomembrany. Rozmiestnenie a usporiadanie lipidov stvisi s ich funkciou
v bunke.

Izola¢na funkcia cytoplazmatickej membrany je rozhodujuca pre zachovanie bunkove;j
homeostazy, ako aj pre interakcie buniek s vonkajSim prostredim. Aktivita enzymov,
transportnych proteinov a receptorov lokalizovanych v lipidovej dvojvrstve cytoplazmatickej
membrany je nevyhnutna pre dolezité vitdlne funkcie bunky, ako je syntéza bunkovej steny,
rast, rozmnozovanie a adaptacia na zmeny prostredia. Akakol'vek zmena lipidového zlozZenia
cytoplazmatickej] membrany moze mat’ vplyv na distribuciu, regulaciu, aktivitu a signalnu
funkciu membranovych proteinov, ¢o ma nepriaznivé dosledky na celkovy ,.fitnes* bunky
zivych organizmov. Cytoplazmatickd membrana je teda selektivne permeabilnou bariérou,
ktora kontroluje vstup a vystup latok z bunky resp. do bunky. Zakladné vlastnosti
cytoplazmatickej membrany mozno zhrnut’ nasledovne: ochrana vnutorného prostredia bunky,
kontrola osmotickej stability, biosyntéza komponentov bunkovej steny, miesto ukotvenia
cytoskeletu, miesto lokalizacie proteinov zcastiiujucich sa signalnej transdukcie, Gcast v
procesoch endocytozy a exocytodzy, v rozpoznavani buniek a v bunkovej adhézii.

Zéakladna biologicka lipidovd membrana sa tvori spontanne. Specificky charakter davaji
kazdej membrane jej bielkovinové komponenty. Hlavnymi zlozkami membran su proteiny a
lipidy. Sacharidy mozu tvorit’ az 10% hmotnosti niektorych biomembran, ale vzdy st viazané

vo forme glykolipidov alebo glykoproteinov.



2. CHEMICKE ZLOZENIE BIOMEMBRAN

2.1. Lipidy biomembran

Lipidy st jednymi zo zakladnych stavebnych jednotiek bunky, su definované ako
organické zluceniny rozpustné v nepolarnych organickych rozpustadlach, ale nerozpustné vo
vode. Su to pomerne malé biomolekuly, ktoré sa navzajom liSia chemickymi vlastnostami.
Niektoré z lipidov mozu byt vysoko hydrofobne, iné su amfipatické. Na zaklade $truktary a
funkcie sa lipidy rozdelujd do Osmich skupin: mastné kyseliny, glycerolipidy,
glycerofosfolipidy, steroly a ich derivaty, sfingolipidy, prenoly, glykolipidy a polyketidy.
Okrem toho, ze lipidy tvoria hlavnu sucast biomembran, mézu byt tiez uskladnené v
Specifickych organelach eukaryotickej bunky, kde zastavaju rézne funkcie, slizia napr. ako
zdroje energie, Strukturne elementy, signadlne molekuly, alebo sprostredkivaji fuziu membran
a apoptozu.

V bunkéch kvasiniek sa uskutoénuje de novo syntéza lipidov, prijem lipidov z externého
prostredia, ako aj turnover (remodelacia) lipidovych molekul. Zakladnymi organelami
eukaryotickych buniek v ktorych sa uskutociuje syntéza lipidov st endoplazmatické retikulum,
Golgiho aparat a mitochondrie. Z tychto organel su nasledne lipidy aich prekurzory
transportované viacerymi mechanizmami na miesto ich findlnej lokalizacie. Velka cast
transportu lipidov je zabezpecena pomocou vezikularného transportu, pri ktorom transportné
vezikuly splyvaju s membranami cielovych organel. V cytoplazmatickej membrane
nedochadza k de novo syntéze lipidov. VSetky lipidy nachadzajuce sa v cytoplazmatickej
membrane su bud’ produktom degradécie alebo turnoveru lipidovych molekul syntetizovanych
v inych castiach bunky. V bunkach existuju vyrazné rozdiely v lipidovom zlozeni membran
jednotlivych organel , ako aj rozdiely medzi vonkajSou a vniitornou vrstvou biomembrany, ¢i
oblastami jednotlivych biomembran. Optimalne fungovanie biomembran zavisi od spravneho
lipidového zlozenia, ktoré je zabezpecené selektivnym transportom jednotlivych lipidov na
miesto ich urcenia.

Nadbytok lipidov v bunke je pre bunku skodlivy a moze viest’ k tzv. lipotoxicite. Aby

nedoslo k tomuto neziadicemu stavu, lipidy sa v bunkach uskladiuji vo forme tzv. lipidovych
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kvapdcok. Takto uskladnené lipidy mozu byt podl'a potreby vyuzité bud’ pre produkciu energie,
alebo na syntézu komplexnych lipidov. Zrelé lipidové kvapdcky maja vel'kost’ cca 300-400 nm,
st obklopené monovrstvou fosfolipidov (zastipené st najméd fosfatidylcholin,
fosfatidylinozitol, fosfatidyletanolamin), ktora obsahuje nepatrné mnozstvo proteinov.
Pritomné proteiny nemaju transmembranové domény, mnohé z nich mézu byt lokalizované
tak v lipidovych kvapockach, ako aj v endoplazmatickom retikule. Ak je syntéza
triacylglycerolov (neutralnych tukov) a sterylesterov (zasobna forma sterolov) v bunke
inhibovana, nedochadza k tvorbe lipidovych kvapocok a proteiny lipidovych kvapocok ostavaju

v endoplazmatickom retikule.

Mastné kyseliny

Zakladné elementy komplexnych lipidov si mastné kyseliny, ktoré su Strukturnou
sucast'ou fosfolipidov, sfingolipidov, ale aj triacylglycerolov a sterylesterov lokalizovanych v
lipidovych kvapockach, slaziacich ako rezervodr energie. Mastné kyseliny sa mozu uplatitovat’
ako transkripéné regulatory, signalne molekuly a moZu byt’ tiez zahrnuté v posttranslacnej
modifikacii proteinov. Volné mastné kyseliny maji uhlohydratovy retazec roznej dizky a
roézneho stupiia nasytenia, ¢im vzniké Siroké spektrum mastnych kyselin vyuZiteIné v syntéze
roznych druhov lipidov. Bunky kvasiniek syntetizuju mastné kyseliny bud’ de novo, alebo sa
mastné kyseliny uvolfiuji hydrolyzou komplexnych lipidov, prip. delipidaciou proteinov
(Obr. 2). De novo syntéza mastnych kyselin sa uskutocniuje v cytozole a v mitochondriach
kvasiniek. K elongacii mastnych kyselin dochadza v endoplazmatickom retikule.
V endoplazmatickom retikule dochédza tiez k desaturéacii a hydroxylacii mastnych kyselin.
Okrem de novo syntézy mastnych kyselin si bunky kvasiniek schopné prijimat’ mastné kyseliny
z prostredia, bud’ jednoduchou diftiziou alebo za ucasti transportérov. Zastipenie mastnych
kyselin variruje v zavislosti od rastovych podmienok buniek, je rozne aj v jednotlivych
biomembranach v ramci bunky. Zakladnymi mastnymi kyselinami v bunkach kvasiniek
Saccharomyces. cerevisiae s z nasytenych mastnych kyselin kyselina palmitova (C16 : 0) a
kyselina stearova (C18 : 0), z nenasytenych mastnych kyselin kyselina palmitolejova (C16: 1)

a kyselina olejova (C18 : 1), ktoré obsahuju jednu dvojita vizbu v molekule.
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Degradacia lipidov De novo syntéza Externy prijem

Vol'né mastné
kyseliny

Uskladnenie Degradacia Komplexné lipidy

Obr. 2 Schéma toku mastnych kyselin v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae

Syntéza mastnych kyselin vychadza z acetyl-CoA. Reakcia je katalyzovana
multifunkénym enzymovym komplexom — syntaza mastnych kyselin, tzv. FAS (fatty acid
synthase) komplex. Za katalyzy acetyl-COA-ACP-transacylazy je fragment acetyl-COA
prenasany na tzv. ACP (acyl carrier protein) protein komplexu FAS za vzniku reaktivnejsieho
substratu acetyl-ACP. Druhy krok je katalyzovany enzymom malonyl CoA-ACP-transacylaza
pricom dochadza k prenosu malonylu z malonyl-CoA na ACP. Vzniknuty malonyl-ACP je
pomocou konjugacnych enzymov pripojeny na komplex FAS, ktory obsahuje acetyl
pochadzajuci z acetyl-CoA. Kondenzaciou acetylu amalonylu vznika acetoacetyl-ACP.
Povodny acetyl-CoA obsahujiici 2 uhliky sa uvedenou reakciou predizil o dva uhliky.
Naslednymi reakciami je acetoacetyl-CoA ako stcast komplexu FAS spracovavany dale;.

Hlavnou funkciou komplexu FAS je predlZzovanie ret'azca acetyl-CoA o dva uhliky (Obr. 3).
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Obr. 3 Biosyntéza mastnych kyselin

Fosfolipidy

Fosfolipidy, nazyvané aj glycerofosfolipidy sa povazuju za zakladné Struktarne
elementy biomembran. Fosfolipidy su amfipatické molekuly s hydrofébnou aj hydrofilnou
Cast'ou, ktorych Struktirnym zakladom je 1,2-diacylglycerol 3-fosfat. Kostru diacylglycerolu
tvori glycerol, ktory je esterifikovany dvomi mastnymi kyselinami (hydrofobna ¢ast’ molekuly)
a fosfatovou skupinou (hydrofilna cast’; Obr. 4). Na zvySok anorganického fosfatu sa viaze
serin, cholin, prip. iny aminoalkohol.

Formovanie biomembran je dosledkom amfipatického charakteru fosfolipidovych
molekul, pre ktoré je energeticky nevyhodné vytvérat’ volné rozhranie S vodnym prostredim.
Na zéklade uvedeného sa fosfolipidy organizuju do uzavretych dvojvrstiev s hydrofébnou
nepolarnou castou molekul orientovanou do vnutra dvojvrstvy a s hydrofilnou castou
orientovanou do vodného prostredia. Vo vodnom prostredi vytvaraja fosfolipidy spontanne tri
rozne typy Struktar — lipozém, micelu alebo fosfolipidovi dvojvrstvu. To, do akej Struktiry sa
fosfolipidy zoskupia ovplyviiuje pocet jednoduchych a dvojitych vizieb v retazcoch mastnych
kyselin, ich dizka a teplota prostredia. Pri kazdej z uvedenych Struktir je orientacia molekiil

fosfolipidov taka, aby sa zabranilo kontaktu hydrofobnej ¢asti molekuly s vodnym prostredim.
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Obr. 4 Struktara molekuly fosfolipidu

Volne sa nachadzajuce fosfolipidy zriedka vytvaraji micely, pretoZe retazce ich
mastnych kyselin st pridlhé na to, aby sa zmestili do vnutra takejto Struktiry. Molekuly
fosfolipidov, ktoré obsahuji mastné kyseliny s dlhym ret'azcom maja tendenciu pri agregacii
vytvarat’ pevnejsiu, gélu podobnu Struktiru. Ak su mastné kyseliny nenasytené a maju kratsi
acylovy retazec, vzniknuté Struktiry s vol'nejsie. Je to sposobené tym, Ze v dosledku kratSich
retazcov si van der Waalsove sily medzi molekulami fosfolipidov slabsie, vd’aka comu st
schopné l'ahSie interagovat s ostatnymi lipidmi a proteinmi biomembrany. Velkost ,,hlaviciek*
(hydrofilnych oblasti) a dizka retazcov mastnych kyselin (hydrofébnych &asti) fosfolipidov
podmienuje aj zakrivenie biomembrany. Molekula fosfolipidu s dlh§im retazcom a velkou
,»hlavickou* ma cylindricky tvar, ¢o sposobuje zakrivenie biomembrany. Fosfolipidy s malymi
,hlavickami® a kratSimi acylovymi retazcami vytvaraji membrany, ktoré st takmer rovné.
Vdaka tejto vlastnosti mdze na zéklade Specifického fosfolipidového profilu dochadzat’ k
formovaniu zakriveni, ako napriklad pri puciacej kvasinkovej bunke, alebo pri vzniku vezikul.
Na zakriveni biomembrany sa podiel'aju aj niektoré interakcie s proteinmi.

Rozmanitost’ fosfolipidov je zabezpefena kombinaciou réznych mastnych kyselin s
glycerolom. Konkrétny typ glycerofosfolipidu je dany charakterom molekuly, ktora esterifikuje

fosfatovl skupinu: cholin, etanolamin, serin, glycerol alebo inozitol. Podla charakteru d’alsej
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molekuly, asociovanej s fosfatom, sa klasifikuju rézne druhy fosfolipidov, ktoré sa lisia aj
fyzikalnymi vlastnostami. Fosfolipidovy profil v biomembranach jednotlivych bunkovych
organel moze byt rozdielny. V biomembranach eukaryotickych buniek je najviac zastipenym
fosfolipidom  fosfatidylcholin.  Druhym, najhojnejSie  zastGpenym  fosfolipidom
vV biomembranach kvasiniek je fosfatidyletanolamin, ktory je esencidlny pre rast buniek.
Fosfatidylinozitol spolu so svojimi fosforylovanymi derivatmi tvori tzv. rodinu fosfoinozitidov.
Fosfoinozitidy zohravaju okrem Struktirnej aj vyznamnu regula¢nt tlohu, najmé v procesoch
membranového transportu, pri ktorom slizia ako regulatory. Fosfatidylserin je fosfolipid
lokalizovany vo vnutornych vrstvach cytoplazmatickej membrany eukaryotov, vratane
kvasiniek, zohrava vyznamna ulohu v Struktire biomembrany a v bunkovej signalizacii.
Fosfolipidy nesuce zaporny naboj, tzv. anionické fosfolipidy - fosfatidylglycerol a kardiolipin,
su vyznamné pre bunkové funkcie u vSetkych eukaryotov, ako aj niektorych prokaryotov.
V cicav¢ich bunkach je fosfatidylglycerol minoritnym fosfolipidom. V intracelularnych
biomembranach tvori menej ako 1% vSetkych fosfolipidov. Je lokalizovany prevazne v
mitochondridch a mikrozomalnych membranach. Kardiolipin predstavuje cca 0,2 - 15%
vSetkych fosfolipidov kvasiniek. Vacsina kardiolipinu je lokalizovana vo vnitornej membrane
mitochondrii, vo vonkaj$ej mitochondridlnej membrane bolo detegované iba stopové mnozstvo
kardiolipinu. Popri funkcii kardiolipinu a fosfatidylglycerolu v zabezpecovani homeostazy
bunkovych biomembran, zohravaji tieto dva fosfolipidy ulohu mediatorov v molekularnej
signalizacii mnohych bunkovych procesov.

V eukaryotickych bunkdch je hlavnym miestom biosyntézy fosfolipidov
endoplazmatické retikulum, s vynimkou Kkardiolipinu, ktory sa syntetizuje v mitochondriach.
Spolo¢nym prekurzorom pri de novo syntéze fosfolipidov je kyselina fosfatidova. Kyselina
fosfatidova je sucastou dvoch hlavnych biosyntetickych drah (Obr. 5). V ramci prvej drahy
dochadza k odstiepeniu fosfatu za vzniku diacylglycerolu a stava sa sucast'ou drahy pre tvorbu
zasobnych lipidov. V ramci druhej drahy sa kyselina fosfatidova podiel'a na biosyntéze
fofolipidov, pri¢om je v prvom kroku aktivovana na cytidindifosfodiacylglycerol (CDP-DAG).
Tato reakcia je katalyzovana bud CDP-DAG syntdzou, ktord je lokalizovand v
endoplazmatickom retikule alebo mitochondridlnou CDP-DAG syntazou. CDP-DAG je
prekurzorovou molekulou pre syntézu vsetkych hlavnych druhov fosfolipidov, moéze
vstupovat' do reakcie SO serinom, inozitolom alebo s glycerol-3-fosfitom. CDP-DAG sa
vyuziva pri biosyntéze fosfatidylinozitolu, fosfatidylserinu a fosfatidylglycerolu. Inozitol sa
ziskava bud’ z gluk6zo-6-fosfatu alebo je importovany z externé¢ho prostredia pomocou inozitol

permeazy. Na vznik molekuly fosfatidylserinu vyuziva fosfatidylserin syntdza, CDP-DAG a
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serin. Fosfatidylserin méze byt v d’alSej reakcii dekarboxylovany na fosfatidyletanolamin. V
ramci aminoglycerofosfolipidovej drahy vzniké z fosfolipidov ako posledny fosfatidylcholin.
Je syntetizovany z fosfatidyletanolaminu tromi postupnymi metylaénymi reakciami. Dal3ou
drahou pre biosyntézu fosfatidyletanolaminu a fosfatidylcholinu je tzv. Kennedyho draha. Ta
vyuziva pre syntézu fosfatidyletanolaminu a fosfatidylcholinu ako substrat exogénny
etanolamin a cholin. Oba substraty st do bunky transportované prostrednictvom prislusného
etanolaminového/cholinového transportéra, a nasledne su v cytoplazme fosforylované
Specifickymi kinazami. Fosforylovany etanolamin a cholin su aktivované reakciou s CTP na
cytidindifosfoetanolamin a cytidindifosfocholin. V poslednej reakcii tejto drahy vznika z
diacylglycerolu a cytidindifosfoetanolaminu fosfatidyletanolamin a z diacylglycerolu a
cytidindifosfocholinu fosfatidylcholin. Diacylglycerol vyuzivany v Kennedyho drdhe pochadza
z degradécie kyseliny fosfatidovej. Tato reakcia je reverzibilna a kyselina fosfatidova moze

spétne vznikat’ z dvoch molekul diacylglycerolu.

Kyselina
fosfatidova

— T

CDP-DAG DAG

N

fosfatidylglycerol fosfatidylinozitol fosfatidylserin

) }

kardiolipin fosfatidyletanolamin - ext. etanolamin

1 Kennedyho draha

fosfatidylcholin ext. cholin

Obr. 5 Schéma biosyntézy fosfolipidov. CDP-DAG - cytidindifosfodiacylglycerol, DAG —
diacylglycerol
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Sfingolipidy

Sfingolipidy su dalSie, esencidlne komponenty eukaryotickej cytoplazmatickej
membrany, ktoré sa v menSich mnozstvach vyskytuji aj v membranach inych organel.
Sfingolipidy, spolu so sterolmi, zabezpecuji a udrzuju rigiditu membrany. Popri svojej
Struktarnej ulohe sa sfingolipidy, spolu so svojimi prekurzormi, zGcastiiujii regulécie
niektorych metabolickych aktivit eukaryotickej bunky. Zakladnym Struktirnym elementom
sfingolipidov je ceramid, pozostavajuci z dlhého retazca sfingoidu, na ktory je amidovou
vézbou viazana mastna kyselina. Polarnu hlavicku molekuly sfingolipidu tvori inozitol. V
kvasinkach st zname dva druhy sfingolipidov: fytosfingozin (PHS) s diZkou ret'azca 16 az 20
uhlikov a dihydrosfingozin (DHS) s ret'azcom pozostavajucim s 18-20 uhlikov. Viac ako 90%
sfingolipidov kvasiniek je lokalizovanych v cytoplazmatickej membrane, pricom sfingolipidy
tvoria priblizne 30% vsetkych lipidov. Prvé kroky v metabolickej drahe biosyntézy
sfingolipidov (po vznik ceramidu), st vysoko konzervované u kvasiniek, rastlin aj zivocichov.
Biosyntéza sfingolipidov zahfia 11 reakcii a uskuto¢nuje sa v endoplazmatickom retikule a v
Golgiho aparate, odtial’ st sfingolipidy prostrednictvom sekreénych vezikul transportované
d’alej v rdmci bunky. Zatial’ ¢o v cicav€ich bunkach, kroky nasledujuce po tvorbe ceramidu
vedu k produkcii mnozstva rozdielnych komplexnych sfingolipidov, v kvasinkach druhu
Saccharomyces cerevisiae boli identifikované iba tri: inozitolfosfoceramid (IPC),
manozylinozitolfosfoceramid (MIPC) a mané6za diinozitol difosfoceramid [M(IP)2C].
Vysledky viacerych experimentalnych §tadii naznacuji tizke prepojenie medzi biosyntézou
sfingolipidov a fenoménom mnohonasobnej rezistencie (MDR) buniek kvasiniek voci

cytotoxicky pdsobiacim a zlic¢eninam.

Steroly

Steroly st cyklické zluceniny alkoholu, ktoré st v prirode hojne rozsirené. Steroly su
charakteristické lipidy pre eukaryotické bunky, u prokaryotov sa nenachadzaju. K ich vzniku
pravdepodobne doslo po zvySeni koncentracie kyslika v atmosfére. Steroly mohli prispiet
k rozvoju rise eukaryotov Vv aerobnych podmienkach tym, Ze im poskytli jeden z prvych
obrannych mechanizmov pred toxickymi formami kyslika.

Steroly su sucastou cytoplazmatickej membrany eukaryotickych buniek, zastavaju

dolezitth ulohu v regulacii jej fluidity a permeability, podiel'aji sa aj na regulacii aktivity
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niektorych proteinov lokalizovanych v membrane. Steroly patria medzi amfipatické molekuly,
ktoré st schopné tvorby dvojvrstvovych Struktir, avSak neobsahuju fosfatova hlavicku, preto
ich nemdzme zaradit’ medzi fosfolipidy. Spolo¢nym znakom vSetkych sterolov je nasytena
vézba medzi uhlikmi v pozicii C-5, 6 a hydroxylova skupina v pozicii C-3. Prave hydroxylova
skupina urcCuje amfipaticky charakter sterolov a zabezpeCuje ich spravnu orientaciu
v membrane. Okrem tychto spolo¢nych znakov sa medzi jednotlivymi sterolmi nachadza
mnozstvo Strukturnych rozdielov, ktoré su zavislé od toho ¢i sa jedna o rastlinné, Zivocisne

alebo fungalne steroly.

CH

HO

Obr. 6 Chemicka Struktuara sterolov.
A: Zivocisny sterol - cholesterol, B: fungalny sterol - ergosterol, C: rastlinny sterol —
stigmasterol

Eukaryotické bunky zivoc¢isneho povodu syntetizuju cholesterol (Obr. 6A), ktory je
dolezitym a nevyhnutnym komponentom ich buniek. Cholesterol nie je zahrnuty len vo

formovani bunkovych membran, ale je tiezZ nevyhnutnym prekurzorom pre syntézu zl¢ovych
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kyselin, vitaminu D a steroidnych hormoénov. K rastlinnym sterolom patri stigmasterol
(Obr. 6C), sitosterol a kampesterol. V rastlinnych bunkach st steroly nevyhnutné nielen pre rast
avyvoj organizmu, su tiez dolezité pre adapticiu buniek na stres. Hlavnym sterolom
v membranach vlaknitych hib a kvasiniek je ergosterol (ergosta-5,7,22-trien-3p-ol; Obr. 6B).
V Cistej forme je bielou kystalickou latkou, ktora je dobre rozpustna v tukoch a nerozpustna
vo vode. Ergosterol bol prvykrat izolovany zo sklerdcii parazitickej huby Claviceps purpurea,
parazitiicej na zite. Jeho izolacia sa podarila v roku 1889 parizskemu lekarnikovi Charlesovi
Tanretovi, ktory ho pomenoval podl'a choroby ergotizmus, ktort namel’ na zite u l'udi
sposoboval. O niekol’ko rokov neskor, vroku 1895 Gérard popisal vyskyt ergosterolu
v bunkach kvasiniek. Ergosterol je tiez provitaminom pre vitamin D2, ktory je znamy pod
nazvom ergokalciferol. Po expozicii UV ziarenim, sa ergosterol fotochemickou reakciou
transformuje na ergokalciferol cez prekurzor nazyvany viosterol. Takto pripraveny vitamin D
je jedinym dostupnym zdrojom vitaminu D pre T'udi, ktorych strava neobsahuje ziadne zlozky
zivocisneho povodu.

Ergosterol zastiva v bunkach kvasiniek rdzne funkcie, vratane zabezpeCovania
optimalnej fluidity cytoplazmatickej membrany a spravnej funkcie integralnych
membranovych proteinov. Okrem plazmatickej membrany je pritomnost ergosterolu
esencidlna aj pre membrany mitochondrii, pricom Sa koncentruje vo vnutornej membrane
organely. Spolu so sfingolipidmi sa ergosterol zacastiiuje formovania mikrodomén
V plazmatickej membrane, nazyvanych lipidové rafty, v ktorych s lokalizované mnohé,
biologicky dolezité proteiny, ako su efluxné pumpy, sodik a draslik transportujiice proteiny,
receptory a transportéry réznych zivin. V lipidovych raftoch sa uskutoc¢iiuju dolezité reakcie
pre funkciu bunky, vratane odpovede buniek na stres. Lipidové rafty zohravaju tiez ulohu
v adaptacii buniek na podmienky vonkajsieho prostredia. Nadbytok ergosterolu v bunkach sa
uchovéva vo forme sterylesterov v lipidovych kvapdckach v cytozole buniek, ktoré sluzia ako
zasobaren sterolov pre udrzanie potrebnej homeostdzy sterolov v bunkdch. Zistilo sa, Ze
schopnost’ kvasiniek tolerovat’ stres tizko stivisi s mnozstvom ergosterolu v ich bunkach. Bunky
kvasiniek, ktoré su rezistentné voci chladu maju vyssi obsah ergosterolu ako bezné kvasinky.
Zvysena koncentracia alkoholu v kultivacnom médiu vedie rovnako k zvySenej produkcii
ergosterolu a jeho mnozstva v cytoplazmatickej membrane, ¢im sa kvasinky S. cerevisiae snazia
eliminovat’ poSkodenie cytoplazmatickej membrany a zachovat’ jej normalnu permeabilitu.
Kvasinky S. cerevisiae s narusenou biosyntetickou drahou ergosterolu su citlivejsie na laktony

a oxidacny stres.
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Biosyntéza ergosterolu je komplexny proces, ktory zahffla mnozstvo enzymov,
vyzaduje zna¢né mnozstvo energie a pritomnost’ kyslika. V bunkach kvasiniek vyzaduje
biosyntéza jednej molekuly ergosterolu najmenej 24 molekil ATP a 16 molekal NADPH.
Biosyntéza ergosterolu sa uskutoc¢iiuje v membrane endoplazmatického retikula zlozitou
kaskadou vySe 20-tich reakcii, ktoré su katalyzované 25 roznymi enzymami (Obr. 7). Podla
medziproduktov biosyntetickej drahy ergosterolu, mézeme jeho biosyntézu rozdelit’ na 3 fazy
— biosyntéza mevalonatu, biosyntéza farnezylpyrofosfatu (FPP) a biosyntéza ergosterolu. Prva
faza pozostdva z troch krokov, a je konzervovana u vsetkych eukaryotov. Biosyntéza
ergosterolu zacina kondenzaciou dvoch molekul acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA. Druha
faza biosyntézy ergosterolu zahfiia syntézu farnezylpyrofosfatu z mevalonatu. Tretia faza
biosyntézy ergosterolu zahfia 15 krokov od FPP po ergosterol. V porovnani s prvymi dvomi
fazami je tretia fdza komplexnejSia a vyzaduje Gcast’ viacerych enzymov. Vytvoreny ergosterol
je nasledne transportovany z miesta syntézy do cytoplazmatickej membrany. Transport sterolov
medzi organelami eukaryotickej bunky je na energii (ATP) zavisly proces uskutociiujuci sa
vezikularnym, alebo nevezikuldrnym sposobom. Vzhl'adom na nerozpustnost’ sterolov
vo vodnom roztoku teda aj Vv cytozole, je ich transport pravdepodobne viazany na kontaktné
miesta membran organel, alebo na lipid viazuce/transferujuce proteiny.

Obsah ergosterolu je v bunkach kvasiniek prisne regulovany. Reguldcia mnoZstva
ergosterolu je sprostredkovana na transkripénej, translacnej a posttranslacnej Urovni.
Predpoklada sa, Ze enzymy biosyntetickej drahy ergosterolu pri regulacii mnozstva ergosterolu
v bunkéch vzajomne spolupracuju.

Proces biosyntézy sterolov vyzaduje pritomnost’ kyslika. V podmienkach hypoxie
bunky kvasiniek S. cerevisiae ergosterol nesyntetizuju, ich Zivotaschopnost’ je zavisla na prijme
sterolov z vonkajSieho prostredia. K biosyntéze ergosterolu nedochadza ani v pripade, ked
kvasinky S. cerevisiae rasti v médiu s nedostatkom zeleza. V tychto podmienkach dochadza k
akumulacii prekurzorov biosyntézy ergosterolu - skvalénu a lanosterolu.

S ohl'adom na to, ze bunky kvasiniek nie st schopné degradovat’ steroly, je homeostdza
sterolov, ako aj elimindcia toxického vplyvu nadmerného mmnoZstva sterolov v bunke,
zabezpeCovand premenou sterolov na sterylestery, ktoré sa uskladituju v lipidovych

kvapockach, prip. sa z buniek vylucuju.
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ERGI skvalén epoxidaza
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ERG7 lanosterol syntaza
v
Lanosterol
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Obr. 7 Biosyntéza ergosterolu u kvasiniek Saccharomyces cerevisiae
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CicavCie bunky ergosterol neobsahuju, syntetizuju Struktirne pribuzni molekulu
cholesterol. Tato skutocnost’ je dovodom, ze samotny ergosterol a draha jeho biosyntézy
v roznych krokoch sa stavaji vyznamnym cielom pre pdsobenie existujiicich a novych
antifungalnych latok (Obr. 8), ktoré by sa dali pouzit' v terapii fungalnych infekcii u T'udi,
zvierat aj rastlin. V sucasnosti sa Vv klinike najcastejsie pouzivaju antimykotikd zo skupiny
azolov a polyénov. Azolové antimykotika posobia prostrednictvom kompetitivnej inhibicie
enzymu C14 lanosterol demetylazy, kddovanej génom ERG11. V pripade inhibicie Ergl1p sa
v bunkach kvasiniek aktivuje alternativna biosyntetickd draha. V désledku toho dochadza
v bunkach k akumulécii lanosterolu a fungistatickych na uhliku C14 metylovanych toxickych
prekurzorov (14-a- metylergosta 8-24 (28) dienol) a poklesu mnozstva ergosterolu. Polyény
(nystatin a amfotericin B) selektivne interagujui s ergosterolom v membranach kvasiniek, v
ktorych vytvaraji pory a tym bunky usmrcuju. Allylaminy funguju podobne ako azoly, inhibujt
enzym skvalénepoxidazu, ktora je kodovana génom ERGI1, ¢im dochadza k hromadeniu
medziproduktu - skvalénu na ukor ergosterolu a nasledne k poruseniu integrity membran
buniek kvasiniek. Enzymy Cl4-sterol reduktdza, koédovana génom ERG24, a C8-sterol
izomeraza, kédovana génom ERG2, st cielovymi miestami pre morfoliny (napr. amorolfin).
Posobenim morfolinov dochadza v bunkach kvasiniek k nahromadeniu ignosterolu (ergosta-
8,14-dienol) na tkor ergosterolu. Vzhl'adom na vyznamné postavenie ergosterolu ako ciel'ovej
Struktiry mnohych lie¢iv, je pochopenie funkcie génov podielajucich sa na metabolizme
ergosterolu dolezité pre efektivny boj Sneustdle narastajucou rezistenciou patogénnych

kvasiniek voci cytotoxickym zluceninam.
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Obr. 8 Ciel'ové miesta antifungalnych latok v biosyntetickej drahe ergosterolu

Mnohé patogénne kvasinky st rezistentné voci aplikovanym terapeutikdm, pricom za
jeden z hlavnych mechanizmov rezistencie voci antifungalnym latkam sa povaZuje nadexpresia
membranovych transportérov patriacich do rodiny ABC a MFS transportérov, ktoré
zabezpeCuju znizenie intracelularnej hladiny lie¢iva v bunke. U klinickych izolatov
patogénnych kvasiniek sa Casto pozoruje zvySend expresia génov, Specifikujicich uvedené
transportné proteiny, resp. proteiny, Z uvedenych skupin transportérov maji zvySent efluxni
aktivitu. Rezistencia buniek vo¢i azolom moze byt tiez désledkom zmien v biosyntetickej drahe
ergosterolu, ako je nadexpresia, prip. bodové mutacie v génoch ERG11, ERG2, ERG3 a ERGS,
ktoré vedu k inkorporacii Strukturne modifikovanych sterolov do membran kvasiniek.
V bunkach kvasiniek Candida albicans rezistentnych voci flukonazolu bola pozorovana aj
zvySena expresia génov CDR1 a CDR2, kodujicich ABC membranové transportéry, a taktiez
sa pozorovali znizené hladiny ergosterolu v bunkach a znizena fluidita membrany. Napriek
uvedenému bola popisana rezistencia buniek kvasiniek voci polyénom bez akejkol'vek zmeny
Vv biosyntetickej drahe ergosterolu. To by mohlo naznacovat’, Ze zmeny V biosyntéze lipidov st

len jednym z mechanizmov pozorovanej rezistencie buniek kvasiniek voci polyénom.
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2.2. Proteiny biomembran

Jedine¢na funkcia kazdej biomembrany je determinovand prevazne zastupenim
integralnych a s membranou asociovanych proteinov. Percentudlne zastipenie proteinov sa lisi
v zavislosti od funkcie danej biologickej membrany. Membranové proteiny, na rozdiel od
lipidov, maja svoje Specifické miesto v membrane, kde vykonavaju svoje funkcie. Odhaduje
sa, ze 20-30% gendému eukaryotov tvoria gény kodujuce membranové proteiny, ktoré
zabezpecuju transdukciu informacie cez dvojvrstvu lipidov, ¢im umoziuju komunikaciu buniek
s vonkaj§im prostredim. Transmembranové domény proteinov st vnorené do membrany
a interaguju s pritomnymi lipidmi dvojvrstvy. Lipidy st schopné regulovat’ funkciu proteinov
lokalizovanych v membrane bud’ priamou moduléciou ich funkcie, alebo nepriamo, zmenou
fyzikalnych vlastnosti membranovej dvojvrstvy. Niektoré membranové proteiny vykazuju
Specificitu k ur¢itym druhom lipidov, ktoré su rozhodujuce pre determinovanie vlastnosti
prislusného proteinu. Proteinové molekuly vykazuji odlisné kinetické vlastnosti Vv pripade,
ked’ st obklopené fosfolipidmi v usporiadanom alebo v neusporiadanom stave.

Do skupiny integralnych bielkovin patria také, ktoré nemézeme oddelit’ od lipidovej
dvojvrstvy napriklad posobenim vyssSej teploty alebo silnych detergentov. Vyznacuju sa tym,
Zze Casto prestupuji naprie¢ lipidovou dvojvrstvou. Oblasti integralnych Dbielkovin
prechddzajuce cez membranu maji na svojom povrchu hydrofébne bocné retazce
aminokyselin, ktoré interaguju s retazcami mastnych kyselin fosfolipidov membrany. ZniZenie
vnutromolekulovej energie uhlohydratového retazca aminokyselin v nepolarnej Casti
membrany zabezpeCuje sekundarna Struktura proteinu. NajcastejSie je to a-helix. Integralne
bielkoviny membrany mozu tiez asociovat’ uplatiiovanim elektrostatickych sil, na zaklade
ktorych su schopné vytvarat v membrane zlozitejSie kvartérne StruktGry. Druhym typom
proteinov biomembran su tzv. periférne bielkoviny viazané na membranu nekovalentnou
vézbou. Periférne proteiny sa viazu tak k hydrofilnym castiam lipidov ako aj k integralnym
bielkovinam membrany. Periférne bielkoviny sa nachadzaji prevazne na extracelularnej strane
biologickej membrany, st vo vode rozpustné a izoluju sa prostrednictvom roztokov s vysokou

16novou silou, alebo pri extrémnych hodnotach pH.
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3. FUNKCIE BIOMEMBRAN

Transport cez biomembrany

Cytoplazmaticka membréana oddel'uje vnatro bunky od vonkajSieho prostredia, ale
neizoluje bunku uplne. Pre zachovanie existencie bunky musi byt zabezpeceny tesny kontakt
medzi bunkou a vonkaj$im prostredim. Latky, dolezité pre Zivotné procesy do bunky vstupuju,
a odpadové produkty metabolizmu bunka vylu¢uje. Transport vel’kych hydrofilnych molekual
(napr. glukozy) alebo ionov (Na*, K*), ktorych diftizia naprie¢ membranou je vyrazne
obmedzena, zabezpecuji membranové transportné proteiny dvoch zakladnych typov: prenasace
a kanaly. Transportéry cytoplazmatickej membrany zabezpeCuju vylicenie intracelularnych
zloziek do média, kym ostatné transportéry, lokalizované vo vnutrobunkovych membrénach,
katalyzuju eflux latok z/do organel: mitochondrii, vakuol, peroxizoémov. V pripade transportu
prostrednictvom prenasaca sa Specifikd molekula naviaze na prenasa¢ na jednej strane
membrany a sériou jeho konformac¢nych zmien sa prenesie cez dvojvrstvu na druht stranu
membrany. Kandal naopak vytvara v membrane mikroskopicky vodou vyplneny por, ktory
V otvorenom stave umoziuje ur¢itému druhu molekul, napr. iénov urcitej velkosti a naboja
prechod naprie¢ membranou. Transport prostrednictvom kanalov je vyrazne rychlej$i nez
transport zabezpeCovany prenaSa¢mi. Nizka transportna rychlost’” prenaSaov je dan za
Specifickost’ ich transportného mechanizmu.

Z hl'adiska nutnosti energie pre transport rozliSujeme pasivny a aktivny transport.
Kanaly mozu realizovat’ vyluéne pasivny transport, zatial’ ¢o prendsace su v principe schopné
aktivneho 1 pasivneho transportu. Pri pasivnom transporte je hnacou silou gradient koncentracie
transportovanej molekuly naprie¢ membranou. K pasivnemu transportu zarad’'ujeme diftziu,
osmézu a ulahCenu difuziu. Pasivny transport latok sa moze uskutocnovat’ priamo cez
membranu, alebo prostrednictvom rdznych iénovych kanalov. Pozname kanaly ovladané
napétim, ligandom, mechanicky alebo nahodne otvarané. Na prenos vody zvycCajne sluzia
kanaly nazyvané aquaporiny. Na tento typ transportu nie je potrebnad energia. Latky sa
samovol'ne pohybuju podl'a svojho koncentracného, osmotického alebo elektrického gradientu.
Difuzia sa uskuto¢nuje vzdy po koncentratnom spade difundovanej latky, ¢ize smer pohybu je

ur¢ovany snahou vyrovnat’ koncentraciu latky v oboch kompartmentoch. Semipermeabilna

25



membrana priepustnd len pre rozpustadlo oddeluje roztoky s réznymi koncentraciami.
Rozpustadlo prestupuje z prostredia s nizSou koncentrdciou do prostredia s vySSou
koncentraciou rozpustenych latok. Tento jav pokracuje, az kym sa koncentracie rozpustenych
latok nevyrovnaju. Osmoticky tlak je definovany ako tlak potrebny na zastavenie osmodzy. Pri
ulahéenej difuzii sa na transport latky vyuzivaju bielkovinové prenasace zakotvené v
membrane. Od jednoduchej difizie sa odliSuje hlavne v tom, ze pri neustalom zvySovani
koncentracie difundovanej latky sa kapacita prendSacov modze nasytit’ a rychlost” ulahcenej
difazie prestava byt pri vysokych koncentracidch priamo umernd koncentracii difundovane;j
latky. Prikladom ul'ahcenej difuzie je transport jednej molekuly prostrednictvom tzv.
uniportéra. Uniportér (pasivny prenasac) vykazuje dva zadkladné konformacné stavy —
V jednom s vdzobné miesta pristupné latke z extracelularneho prostredia, v druhom je

pristupny z intracelularneho prostredia (Obr. 9).
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Obr. 9 Pasivny transport (ul'ah¢ena difuzia sprostredkovana uniportérom)

Prestup molekul a idnov cez membranu proti ich koncentra¢nému alebo elektrickému
gradientu za spotreby energie nazyvame aktivny transport. Uskutociiuje sa bud
prostrednictvom transportnych proteinov s ATP-azovou aktivitou alebo transportérov, ktoré
vyuzivaju elektrochemicky gradient protonov na membrane. V prvom pripade dany prenasac

alebo i6novy kanal dokaze vyuzit' energiu z hydrolyzy adenozintrifosfatu (ATP), ktory sa
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transformuje na adenozin-difosfat (ADP). Ak je transportny protein v priamom kontakte so
zdrojom energie, hovorime o primarnom aktivnom transporte. Odhliadnuc od transportnej
funkcie proteinu, ide v podstate 0 enzym katalyzujtci hydrolyzu ATP na ADP, v odbornej
literature sihrne oznaCovany skratkou ATPaza. ATPazy sa na zaklade lokalizacie, funkcie,
Struktury, reakénej schémy a typu ionov, ktoré transportuju, rozdel'uju na nasledujuce zakladné
skupiny: P-ATPazy, F-ATPazy, V-ATPazy a superrodinu ABC transportérov.

P-ATPazy, tvoriace fosforylovany makroenergeticky intermedat, su pritomné
v cytoplazmatickej membrane, ale aj v membranach endoplazmatického retikula a Golgiho
komplexu eukaryotickych buniek, ako aj v baktériach. F-ATPazy syntetizujuce ATP, st
pritomné hlavne v mitochondridch a v cytoplazmatickej] membrane baktérii. St primarnym
producentom ATP za pouzitia protonového gradientu, ktory vznika v procese oxidacnej
fosforylacie pri transporte elektronov na findlny akceptor. V-ATPazy lokalizované
vo vakuolach eukaryotickych buniek, katalyzuju hydrolyzu ATP za G¢elom transportu molekul
a znizenia pH v organelach eukaryotickych buniek. ABC transportéry maju funkciu podobnu
F- ATPazam.

V pripade sekundarneho aktivneho transportu, hybnou silou pre transport molekuly
proti koncentratnému gradientu je pasivny transport ionov H* v smere elektrochemického
gradientu, t.J. sekundarny aktivny transport vyzaduje existenciu iného aktivneho transportu. Ak
sa transport Specifickej molekuly (napr. sacharidov) aj H+ ionov uskutoéfiuje v tom istom
smere — z vonkajsicho prostredia do vnutra bunky/organely, prenasac, ktory takyto transport
uskutoénuje, nazyvame symportér. AK sa prenos jednotlivych transportovanych molekul
uskutociiuje v navzajom opacnych smeroch, ide o antiport. Antiportéry sa podiel’ajii najméa na
exporte tych molekul, ktorych pokojova koncentracia vo vnutrobunkovom prostredi alebo
vnutornom prostredi bunkovych organel nesmie prekroc€it’ ur¢itu hornu hranicu. Antiportéry st
Casto spolu so symportérmi apumpami pod kontrolou komplexnych regula¢nych
mechanizmov, ktoré udrzuji  koncentraciu dolezitych molekal v bunke v optimalnom
rozmedzi.

Transport latok cez membranu nemusi byt sprostredkovany len proteinovymi
molekulami. Mdéze tiez dochadzat’ k vytvoreniu hydrofilného péru z fosfolipidov, ktorého
pritomnost’ zabezpec¢i priepustnost membrany pre vodu a v mensej miere aj pre idny a iné
hydrofilné molekuly. V pripade zlyhania kontroly prenosu latok cez bunkové membrany ¢asto
dochadza k smrti bunky.

Transportné proteiny kvasiniek je mozné rozdelit do dvoch zakladnych typov —

primarne a sekundarne. Primdrne transportéry oznaCované ako ABC transportné proteiny
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ziskavaji energiu potrebnll pre transport latok von z bunky hydrolyzou ATP. Sekundérne
transportéry (MFS transportné proteiny) vyuzivaji na transport latok cez membranu
koncentracny gradient protonov vodika alebo katiénov sodika.

Rodina ABC transportérov je najvicsia a pravdepodobne aj najdolezitejSia z rodin
membranovych transportérov. Skratka ABC pochadza z anglického oznacenia ATP binding
cassette (ATP viazuca kazeta), ktorej pritomnost v proteine je znakom urcujicim jeho
prislusnost’ k tejto rodine. ABC motiv je silne konzervovany a nachadza sa U zéastupcov
vSetkych foriem zivota od baktérii az po ¢loveka. ATP vdzbové miesta ABC transportérov pre
optimélnu ¢innost’ vyzaduju pritomnost Mg?* iénov. Pre ATPazy je charakteristickou ¢rtou
moznost modulovat’ svoju aktivitu prostrednictvom roznych inhibitorov. ABC transportéry sa
klasifikuju podl'a Strukturnych a funkénych parametrov do 7 skupin: ABCA, ABCB, ABCC,
ABCD, ABCE, ABCF, ABCG.

Evoluéne konzervované transportné proteiny z rodiny ABC zabezpecuji transport
vel'kého mnozstva Struktirne odliSnych hydrofobnych substratov cez biologické membrany.
Membranové transportné proteiny typu ABC sa u kvasiniek nachadzaji v r6znych bunkovych
membranach, kde sa zlcastiiujii na kontrole rezistencie buniek voci cytotoxickym latkam
a oxidativnemu stresu, v procese bunkovej detoxifikacie, rovnako sa podiel’aju aj na kontrole
mitochondridlnych a peroxizomalnych funkcii, udrziavani homeostazy organizmu a pri sekrécii
feromoénov. S ohl'adom na vyznam roéznych druhov lipidov v bunkovej fyziologii Zivych
organizmov je v bunkdch nevyhnutna ich spravna distribicia. Niektoré ABC transportné
proteiny zabezpecuji homeostdzu membranovych lipidov a zérovei aj regulaciu permeability
membrany svojou Uc€ast'ou na distribucii fosfolipidov v membrane. Efluxné pumpy sa mozu
tiez podiel’at’ na odstrafiovani poSkodenych oxidovanych foriem lipidov z membrany.

ABC proteiny s schopné translokécie r6znych zlicenin, obsahujicich i6ny tazkych
kovov, steroidy, mykotoxiny, antibiotikd, protinddorové lieciva, ale ajcelé proteiny.
V sekvencii genému S. cerevisiae bolo identifikovanych 32 génov kodujiicich membranové
transportné proteiny typu ABC, ktoré st klasifikované do 6 skupin: ABCB, ABCC, ABCD,
ABCE, ABCF, ABCG. V struktire ABC proteinov rozoznavame nukleotid-viazucu doménu
(NBD), ktora viaze a hydrolyzuje ATP, ¢im ziskava energiu na eflux transportovanej molekuly
cez membranu a hydrofobnu doménu, ktora sa sklada z transmembranovych segmentov/domén
(TMS/TMD), determinujtcich substratovu $pecificitu  ABC proteinov. Transmembranové
domény tvori spravidla 6 transmembranovych helixov.

Topologia ABC transportérov. Rozozndvame tzv. Uplné transportéry, ktoré su

najéastejsie tvorené sekvenciou: N-koniec -TMD1 - NBD1 - TMD2 - NBD2 -C-koniec (Obr.
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10). Vyskytuju sa aj Gplné transportéry s obratenou topoldgiou: N-koniec - NBD1 - TMD1 -
NBD2 - TMD2 - C-koniec. Funkénu jednotku v membrane tvori jedna molekula takéhoto
transportéra. Dalej rozoznavame poloviéné transportéry so sekvenciou: N-koniec - NBD - TMD
- C-koniec. Pre vytvorenie funk¢nej jednotky v membrane polovi¢né transportéry dimerizuju.

Pri vzajomnej asociacii mézu vytvarat’ homodiméry aj heterodiméry.

Transmembranova
doména (TMD) Transmembranovy
¢ - ~\ N segment (TMS) ~

AW e \ ya
7

viazica doména (NBD)

Obr. 10 Topolégia uplnych ABC transportérov v cytoplazmatickej membréane. Cislami 1-12
st oznacen¢ transmembranové segmenty; NDBI1, 2 - nukleotid-viazuce domény proteinu na
vnutornej strane cytoplazmatickej membrany

Nukleotid-viazuce domény obsahuju pat’ konzervovanych aminokyselinovych motivov,
z ktorych motivy oznaené Walker A a Walker B st pritomné u vsSetkych ATP-viazucich
proteinov. NBD su lokalizované intracelularne na wvnutornej strane cytoplazmatickej
membrany. PolySpecificitu, najtypickejSiu vlastnost’ efluxnej pumpy v sucasnosti najlepsie
vysvetl'uje model, podl'a ktorého TMD transportéra vytvoria VO vnuatri membrany kanal, ktorym
substrat prechddza membranou bunky. Vnutri kandlu sa uplatiiuji van der Waalsove alebo
elektrostatické interakcie medzi translokovanym substraitom a aminokyselinovymi zvyskami
transportného proteinu. Vazba ATP vyvola konforma¢nti zmenu transportného proteinu, ¢im sa
zabezpeci translokacia substratu. Hydrolyza ATP vracia konformaciu proteinu do pévodného
stavu.

ABC transportéry z rodiny ABCG, ktora je znama aj ako rodina PDR (pleiotropic drug

resistance), si zodpovedné za rezistenciu buniek kvasiniek S. cerevisiae vo¢i xenobiotikam.

29



MFS transportér
ABC transpotér (major facilitator superfamily)

(ATP binding cassette)

’ . A elektrochemicky H* A
trans‘membranova Vonkajiia gradient »—;v]
doména ) strana bunky

DI ISP IIIINY, NIIDIIDD DD (RN
\ ‘ oH |
SRR \ {1511
- & 5 ” DN
J Vnuatro - :
{ bunky N _
nukleotid viazuca | H*
doména (NBD) ~~_/ P /3
ADP "3 I ;,(\ADP
ATP ATP

Obr. 11 Schéma mechanizmu fungovania ABC a MFS transportérov. Proténovy gradient sa
vytvéra translokaciou protonov (H") pomocou ATPazy v membrane

MFES (major facilitator superfamily) transportné proteiny boli povodne definované ako
superrodina permeaz, ktoré pozostavaju z niekolkych transmembranovych a a-helikalnych
segmentov spojenych cytoplazmatickou sluckou. Proteiny patriace do rodiny MFS tvoria velku
skupinu homologickych membranovych transportérov, vyskytujacich sa u prokaryotickych aj
eukaryotickych organizmov. Funguji ako sekundarne aktivne transportéry, vyuZivajlce
symport, uniport a antiport na vyluovanie Struktirne aj funkéne odlisnych latok (Obr. 11).
MES transportéry maji v porovnani s ABC transportérmi uzsiu substratovu Specificitu. MFS

protein obsahuje spravidla 12 alebo 14 transmembranovych hydroféobnych oblasti.
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4. FYZIKALNE VLASTNOSTI BIOMEMBRAN

Membranova fluidita

Biologicka membrana je vysoko dynamicka Struktara. Vodné prostredie vnutri bunky a
mimo nej znemoziyje lipidom opustit’ dvojvrstvu, ale uvedenym molekuldm ni¢ nebrani v tom,
aby sa pohybovali v samotnej membrane a vymienali si navzajom svoje miesta v priestore
dvojvrstvy. Membrana sa preto chova ako dvojrozmerna tekutina. Jednotlivé typy pohybu maju
rozdielnu pocetnost’ vyskytu. Membranova fluidita teda predstavuje schopnost’ membrany
spravat’ sa ako dvojrozmerné tekutina, ¢o znamena, ze v rdmci dvojvrstvy sa mézu lipidy
pohybovat’ a vymienat’ si svoje miesta. Pohyby, ktoré vykonavajt fosfolipidy v membrane sa
nasledovné:

e lateralna difiizia — vymena miesta S0 susediacimi molekulami (Casté)
o preklapanie (flip-flop) z jednej monovrstvy membrany na druhti (vel'mi zriedkavé),

e rotécia okolo pozdiZnej osi molekuly (rychle).

Asymetria proteinov je absolttna - neexistuje teda preklapanie proteinov z jednej strany
membrany na druht. Orientacia proteinov V membriane je podmienend ich biologickou
funkciou. Pre cytoplazmaticki membranu kvasiniek je typicka pomala difazia lipidov
a proteinov.

Stupen tekutosti bunkovej membrany (I'ahkost’ s akou sa pritomné molekuly lipidov
pohybuju v rovine dvojvrstvy) je dolezity pre funkciu samotnej membrany a musi byt
udrzovany v ur¢itych medziach. Pri zniZeni teploty sposobi pokles tepelnej energie zniZenie
rychlosti pohybu lipidov, v dosledku ¢oho sa dvojvrstva stava menej tekutou. Miera tekutosti
pri danej teplote zavisi na druhu fosfolipidov, z ktorych sa dvojvrstva sklada a na povahe
uhlohydratovych retazcov mastnych kyselin (najmi na ich dizke a stupni nenasytenosti). Cim
tesnejSie a pravidelnejSie sa moze retazec mastnej kyseliny v membrane usporiadat’, tym
viskoznejSia a menej tekutd dvojvrstva bude.

Tekutost” membrany je pre bunku ddlezita z viacerych dovodov:

e Umoziluje membranovym proteinom rychle difundovat v rovine membrany

a navzajom interagovat, ¢o ma vyznam pri bunkovej signalizacii.
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e Poskytuje jednoduchy sposob distriblicie membranovych lipidov a proteinov z miest,
kde boli po svojej syntéze zaclenené do membrany, do inych miest v bunke.

e Umoziluje membranam vzajomnu fuziu, ktora vedie k zmieSaniu molekul réznych
membran a zaist'uje rovnomerné rozdelenie zloziek membrany medzi dcérske bunky pri

bunkovom deleni.

Fluiditu, resp. usporiadanost’ lipidovej dvojvrstvy membrany ovplyviiuji mnohé
faktory. Z fyzikalnych faktorov je najvyznamnejsia teplota prostredia, v ktorom sa membrana
nachadza. Zavisi aj od mechanickych zmien membrany pri zmrst'ovani a zvicSovani sa bunky,
¢o sa prejavuje zmenami vo vzdialenosti medzi molekulami dvojvrstvy a savisi teda aj s ich
Specifickym objemom. S narastajicim Specifickym objemom molekul lipidov usporiadanost’
membrany klesa. Objem molekul stuvisi aj s hydrostatickym tlakom, ktory posobi na membranu.
Ked’ze molekuly proteinov s relativne nestlacitelné, efekt tlaku sa prejavuje hlavne na
lipidovej zlozke dvojvrstiev membrany. S narastajucim tlakom fluidita membrany klesa po
ur€iti hraniénu hodnotu, od ktorej pri d’alSej zmene tlaku uz nedochadza k jej zmenam. Hoci
maly, ale pozorovateny narast v usporiadansoti lipidovej dvojvrstvy sposobuje aj vznik
membranového potencidlu naprie¢ lipidovou dvojvrstvou. Tento efekt je pravdepodobne
spojeny so vznikom elektrickej energetickej bariéry posobiacej proti pohybu molekul.
Podobnym sposobom fluiditu membrany ovplyviiuje aj pH prostredia, s narastom ktorého
vznikaji na membrane povrchové naboje, ¢o vedie k poklesu usporiadanosti lipidovej
dvojvrstvy. Uvedeny efekt sa vysvetluje vychylovanim acylovych retazcov fosfolipidov
posobenim povrchového naboja.

Z chemickych modulatorov fluidity membrany zastavaji vyznamné miesto steroly,
ktoré za fyziologickych podmienok vystupuju ako membranne ,stuzovace“. Ich efekt je
sprostredkovany jednak v celkovom naraste mikrofluidity, ako aj v naraste parametra
usporiadanosti lipidovej dvojvrstvy. Tvar molekul sterolov umoznuje ich vkladanie medzi
acylové retazce polarnych lipidov tak, ze zvySuju usporiadanost’ v tekutej faze (kondenzujici
efekt) a v tuhej faze ju zas znizuju (skvapaliujuci efekt). Daldim vyznamnym modulatorom
fluidity membrany je charakter acylovych retazcov lipidov membrany, konkrétne stupen ich
nasytenosti a v mensej miere aj celkova dizka acylového retazca. Pritomnost dvojitej
(nenasytenej) viazby v molekule mastnej kyseliny zvysuje $pecificky objem molekuly lipidu, ¢o
vedie k zmene (zniZeniu) usporiadanosti v danom elemente. Mikroorganizmy maju schopnost’
menit’ acylové zlozenie lipidov svojich membran v snahe kompenzovat’ ,,stuzujici® ucinok

nizkych teplot prostredia a takto udrziavat’ viac-menej konStantny stupenn fluidity membrany
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(homoviskozna adaptacia). Za tymto ucelom disponuju enzymami nazyvanymi saturazy a
dehydrazy, aktivitou ktorych st schopné zvysit’ pocet dvojitych (nenasytenych) vizieb medzi
uhlikmi v molekule mastnej kyseliny, resp. skratit’ dizku acylovych retazcov. Homoviskéznu
adaptaciu vyuzivaju kvasinky aj pri obrane pred ucinkami cytotoxickych latok. Ako priklad
mozno uviest zvySenu koncentraciu etanolu v prostredi, ktora vedie k zvysenej fluidite
a permeabilite membran mikroorganizmov. Bunky kvasiniek znizuju fluiditu svojich membran
zvySovanim nasytenosti acylovych retazcov mastnych kyselin v membranovych lipidoch.
Fosfatidyletanolamin taktiez ovplyviiuje fluiditu membrén. Jeho polarna aminoskupina
ma schopnost’ vytvarat’ vodikové vizby s okolitymi fosfatovymi skupinami, ¢o prispieva
k zvySovaniu usporiadanosti membrany. Fosfatidylcholin a ostatné glycerofosfolipidy na
druhej strane sposobuju skor znizovanie usporiadanosti membrany Proteiny sa v membranach
spravaji podobne ako steroly - znizuji usporiadanost’ lipidov v tuhej faze a naopak, v tekutej
faze ju zasa zvySuju. Lipidy v blizkosti proteinov s ciastoéne imobilizované a ich

usporiadanost’ sa s narastajucou vzdialenostou od proteinov znizuje.

Membranovy potencial

Dal3ou vlastnost'ou spojenou s cytoplazmatickou membranou, ktorej stav je nevyhnutny
pre prezitie bunky, je membranovy potencial. Cytoplazmaticka membrana vystupuje ako
bariéra, ktora udrzuje medzi extra- a intracelulirnym prostredim koncentraény gradient
mnohych malych iénov, hlavne K*, Na*, CI, Ca** a H*. V dosledku nerovnakej koncentracie
idnov vznikaji na oboch stranach membrany rozdiely v elektrickom naboji, ktory sa oznacuje
ako membranovy potencial. Udrzanie koncentra¢ného gradientu ionov naprie¢ membranou je
kl'icové pre zachovanie osmotickej rovnovahy bunky. KedZe centrdlna cast lipidove;j
dvojvrstvy membrany je hydrofébna a neprepusta polarne latky, cytoplazmatickd membréana
za svoju permeabilitu pre 16ny vd’a¢i pritomnym proteinom - selektivnym iénovym kanalom.
Hoci su za vznik koncentracného gradientu idnov (a Vv konecnom dosledku teda aj
membranového potencialu) zodpovedné i6nové pumpy, prave idnové kanaly zodpovedaju za
nastavenie konecnej hodnoty pokojového potencialu prostrednictvom ustalenej hodnoty
i6novych pradov, ktoré smeruju k zruseniu ionovych gradientov a dosiahnutiu termodynamicky
rovnovazneho stavu. Zatial’ ¢o v Zivo¢isnych bunkéach je hlavnou iénovou pumpou Na*/K*-
ATPaza, vbunkach kvasiniek je hlavnou iénovou pumpou H'-ATPaza. U kvasiniek

S. cerevisiae sa hodnota membranového potencialu pohybuje okolo - 71 mV, tato hodnota je
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porovnatel'na s hodnotou membranového potencialu l'udskych buniek (okolo - 90 mV).
U patogénnych kvasiniek druhu Candida albicans je hodnota membranového potencialu okolo
- 120mV, ktora je porovnatel'na s hodnotou membranového potencialu patogénnych baktérii
(- 130 — - 150 mV). Bunky kvasiniek C.albicans st schopné aktivne menit’ membranovy
potencial, ako odpoved na zmenené rastové podmienky, taktiez sa tdto hodnota meni v zavisloti
od rastovej fazy buniek. V pripade, ze je aktudlna hodnota membranového potencialu
pozitivnejSia ako je pokojovy potencial, hovorime o depolarizacii membrany. Naopak, ak je
membranovy potencial negativnejsi ako pokojovy potencial, membrana je hyperpolarizovana.
Pojmom repolarizacia ozna¢ujeme navrat membranového potencialu na pokojova hodnotu po

predchadzajtcej depolarizacii alebo hyperpolarizécii.

VyuZzitie fluorescencie pre meranie vybranych membranovych vlastnosti kvasiniek

Luminiscencia je jav, pri ktorom dochédza k emisii foténov z molekil v excitovanom
stave. Excitovany stav je stav kedy sa elektron / elektrony molekuly excitaciou prenesu zo
zakladného energetického stavu molekuly do vyssSieho energetického stavu. Ak je excitacia
molekuly sposobena fotonmi, hovorime o fotoluminiscencii. Elektronové prechody v molekule
moze sprevadzat’ emisia ziarenia (tzv. ziarivé prechody) alebo nie (tzv. neziarivé prechody).
Pri Ziarivych prechodoch dochddza ku vyziareniu foténu a néslednému navratu elektronu
do zékladného energetického stavu. Pri neziarivych prechodoch dochadza ku premene energie
excitované¢ho stavu na tepelnt energiu, ktord je vyziarend do okolia a naslednému névratu
elektronu do zadkladného energetického stavu.

e Neziarivé prechody:

— Vibracna relaxacia — prechod v ramci vibra¢nych hladin jednej elektronovej hladiny

— Vnutorna konverzia — prechod medzi elektronovymi hladinami pri zachovavanej energii
aj multiplicite

— Medzisystémova konverzia — medzisystémovy prechod, kde sa zachovava energia, ale
dochadza k zmene multiplicity

e Ziarivé prechody, vyuzivané v spektroskopii st znazornené na obrazku 12. Patria medzi
ne:

— Absorpcia (A) dochadza k zvySeniu energie a zachovaniu multiplicity

— Fluorescencia (F) dochadza k zniZeniu energie pri zachovani multiplicity

— Fosforescencie (P) dochadza k znizeniu energic a zmene multiplicity.
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Obr. 12 Schéma Jablonského diagramu

Jablonského diagram popisuje ré6zne molekularne procesy, ku ktorym dochadza po absorpcii
foténov. Absorpciou fotonu je molekula excitovana do singletovych stavov S1 alebo S2. Pri
excitacii do vySSej vibracnej hladiny stavu S2 sa elektrony procesom vibracnej relaxacie
prechodu molekuly do stavu S1. Vnutornd konverzia je zvycajne ukoncena pred zaciatkom
emisie (doba trvania 10-12 s). Ddsledkom emisie do vy$$ich vibraénych zakladnych stavov je
zrkadlovy obraz emisného a absorpcného spektra (SO na S1). Tato podobnost’ sa vyskytuje,
pretoZe excitadcia nemeni jadrovll geometriu a rozstup Urovni vibracnych stavov excitované¢ho
stavu je podobny rozstupu urovni zdkladného stavu. Molekuly v stave S1 mozu podstapit’
medzisystémovu konverziu do tripletového stavu T1, pri ktorom dojde ku zmene spinu. Emisia
fotonu z T1, oznacovana ako fosforescencia je charakterizovana v porovnani s fluorescenciou
nizSou energiou (dlhsie vinové dizky). Prechod z T1 do singletového zakladného stavu je
zakdzany a vysledkom je, ze rychlostné konStanty pre emisiu z tripletového stavu st o niekol’ko
radov mensie ako hodnoty pre fluorescenciu. Standardnd doba Zivota fluorescencie je v
milisekundach az sekundach.

Opticka spektroskopia sa sustred’uje na Stadium elektronovych prechodov medzi
energetickymi hladinami elektrénov, priCom sa energia fotonu zhoduje s energetickym
rozdielom urcitych dvoch stacionarnych stavov v molekule. Spektroskopia sa zaobera vsetkymi

vlastnost’ami svetelnej viny ako su: frekvencia, vinova dlzka, faza, amplitada, intenzita, energia
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a polarizacia. Ked’ svetlo interaguje s latkou, jeden z uvedenych parametrov svetla sa meni.
Oby¢ajne je to vinova dizka absorbovaného Ziarenia, ktoré je charakteristickd pre absorbujiicu
vzorku alebo chromofér. Chromofor predstavuje skupinu atémov, viazanu Specifickymi
vazbami, ktoré su schopné absorbovat’ fotony z UV a VIS oblasti elektromagnetického Ziarenia.
Takto sme schopni rozlisit’ jednotlivé latky, pretoze kazdd ma unikatne spektrum. Svetlo moze
interagovat’ s latkou tromi spdsobmi: mdze byt absorbované, dochadza k jeho transmisii
(prechadza) alebo sa odrazi (reflektované). Na to, aby bola latka schopna fluorescencie musi
obsahovat' tzv. fluorofory, t.j. skupiny schopné absorbovat svetlo uréitej vinovej dizky
anasledne emitovat’ svetlo inej vinovej dizky. Fluoroféry sa delia na dve hlavné skupiny:
exogénne a endogénne. Endogénne fluoroféry sa vyskytuji v bunkédch prirodzene (napr.
aromatické aminokyseliny, NADH, flaviny, derivaty pyridoxylu, chlorofyl), na rozdiel od
exogénnych fluoroforov. Exogénne fluorofory sa pridavaju ku vzorkam v pripade ak vzorka
nefluoreskuje, alebo je potrebné upravit’ jej fluorescencné vlastnosti. Podl'a sposobu vizby ku
skimanému substratu rozoznavame fluorescencné sondy a znacky. Fluorescen¢né znacky sa
viaZu na substrat kovalentnymi vdzbami, na druhej strane fluorescenéné sondy sa viazu ku
substratu nekovalentnymi vizbami. Jednou z hlavnych oblasti vyuzitia fluorescencnych sond
je stadium lipidovych Struktir a membran. Lokalizacia sondy v skimanom substrate zavisi od
jej chemickych vlastnosti, hlavne vo vztahu ku vode (hydrofilné, amfifilné, hydrofobne) a ich
schopnosti zabudovavat’ sa do biomembran.

Fluorescen¢na sonda 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrién (DPH) je pre svoje vlastnosti jednou z
najcastejSie pouzivanych fluorescencnych membranovych sond. Je to hydrofébna molekula,
k biologickej vzorke sa viaze nekovalentnymi vidzbami. Hodi sa na Stadium fyzikalnych
vlastnosti hydrofobnej casti fosfolipidovych membran ztoho dovodu, Ze méa hydrofébny
charakter — vykazuje vysoku afinitu k hydrofobnym ¢astiam, v membrane sa zabudovava do
oblasti uhl'ohydratovych zvyskov. Vlastnosti, ako su jej l'ahka zabudovateI'nost’ do membrany,
ktora je sprevadzana silnym zvySenim fluorescencie sondy, a jej zanedbatel'na fluorescencia vo
vode, viedli k rozsiahlemu pouZitiu DPH sondy pre merania membranovej fluidity. Dolezity je
tiez fakt, 7e absorbuje vtej oblasti vinovych dizok, v ktorej neabsorbuji iné zlozky
biomembran, neviaze sa na proteiny aje chemicky stabilna. V biologickych membranach
zastipenie a charakter  fosfolipidov obmedzuje pohyb sondy, krora kmita zaroven
s membranovymi fosfolipidmi, ¢o je zakladom vyuzitia sondy na meranie fluidity (tekutosti)
biomembran. Pre DPH sa voli excita¢na vinova diZka v oblasti 360 nm (kde dosahuje maximum
absorpcie), emisné maximum je najcastejSie registrované v oblasti 430 nm. UlozZenie

fosfolipidov v biologickych membranach obmedzuje pohyb sondy. Sonda kmita zaroven
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s membranovymi fosfolipidmi. Ak je obmedzena rotacia sondy je fluorescen¢na anizotropia
DPH relativne vysokd. Ak sonda méze vol'ne rotovat’ (v pripade vol'nejSej Struktury) dochadza
Kk znizeniu prip. strate fluorescenénej anizotropie.

Na zlepSenie lokalizacie sondy DPH v membrane a na d’alSie aplikacie sa vytvorilo
niekol’ko jej d’alsich derivatov, ako su sondy TMA-DPH a TMAP-DPH. TMA-DPH (4-
trimetyl-amino-1,6-difenyl-1,3,5-hexatrién) sa  syntetizovala s umyslom  snimat
usporiadanejsie povrchové hydrofilné oblasti dvojvrstvy (glycerolova kostra a horné segmenty
dvojvrstvy). Jej vlastnosti si vel'mi podobné sonde DPH. Rovnako ako DPH sa aj TMA-DPH
I'ahko zabudovava do membran, ¢o je sprevadzané silnym zvysenim fluorescencie. TMA-DPH
sa pouziva na monitorovanie fluidity v blizkosti povrchu bunkovej membrany. Polarna Cast’
tejto sondy je ukotvend na rozhrani lipid-voda, zatial ¢o uhlohydratova cast’ vstupuje do
lipidovej ¢asti. Substiticia molekuly zodpoveda nielen za zvySenu rozpustnost’ sondy TMA.-
DPH vo vode v porovnani s DPH, ale aj za omnoho rychlejsie zabudovavanie do membrany v
porovnani so sondou DPH.

Sonda DiS-Cs(3) patri do skupiny karbocyaninov, ktoré st podskupinou Cyaninovych
farbiv. Karbocyaniny patria medzi prvé pouzivané potenciometrické fluorescencné sondy.
Tieto katidnové farbiva sa akumuluju na hyperpolarizovanych membranach a st translokované
do lipidovej dvojvrstvy. Hydrofébnejsie sondy s dlh§im alkylovym retazcom prechadzaja cez
bunkové  membrany  rychlejSie.  3-propyl-2-(3-(3-propyl-2(3H)benzotiazolylidén)-1-
propenyl)benzotiazolium jodid, (DiS-C3(3)) je pomald potenciometricka kationova
fluorescen¢na sonda. Naboj je rozptyleny po celej molekule, o umoziiuje rychly prestup do
bunky a dosiahnutie elektrochemickej rovnovahy, ktord zavisi od typu a vlastnosti bunky.
Pomalé sondy poskytuju informacie o rozdiele elektrochemického potencidlu medzi
intracelularnou a extracelularnou vodnou fazou a ich rozdelenie zavisi od rozdielu napétia
medzi extracelularnym médiom a cytosolom. Pri zmene potencialu sa meni koncentracia sondy
v bunke. Pri kationovych farbivach sa hyperpolarizacia bunkovej membrany prejavi
akumulaciou farbiva v bunkéch, zatial’ ¢o znizena akumulacia odraza depolarizaciu. Sonda sa
v cytosole buniek viaze na proteiny, ale moze sa viazat’ aj na lipidy a nukleové kyseliny, v
lipozémoch sa nekovalentne viaZe na nepolarne Casti membrany. V doésledku nekovalentného
naviazania sondy na nepoldrne Casti membrany stipa kvantovy vytazok fluorescencie a
dochadza k Cervenému posunu emisného spektra. Vol'na sonda ma emisné maximum pri
vlnovej dizke 569 nm. Hodnoty posunu polohy maxima emisného spektra su pre kazdy druh
buniek iné. Tento maximalny posun zdvisi od hrabky bunkovej steny, od fazy rastu bunky,

velkosti bunky a relativnej koncentracie buniek a farbiva. Depolarizacia membrany je
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sprevadzana znizenou akumuléciou sondy a spdsobuje posun vinovych diZok emisného
maxima (Amax) K niz§im hodnotam, zatial' ¢o hyperpolarizacia sposobuje vychytavanie sondy
bunkou a vyrazny posun vinovych dizok emisného maxima (Amax) k vy$§im hodnotam. Sonda
DiS-C3(3) neposkytuje exaktni hodnotu membranového potencialu, ale len udaj, ¢i ku zmene
membranového potencidlu dochddza. Zmena potencialu alebo ovplyvnenie transportérov,

ktorych je sonda jednym zo substratov, sa prejavi zmenou polohy emisného maxima v spektre.
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5. VYBRANE EXPERIMENTY UMOZNUJUCE MERANIE ZMIEN
VLASTNOSTI CYTOPLAZMATICKEJ MEMBRANY KVASINIEK

5.1. Meranie efluxu rhodaminu 6G z buniek kvasiniek

Zmeny v zlozeni plazmatickej membrany moézu negativne ovplyvnit’ lokalizéciu a
funkciu membranovych transportnych proteinov zahrnutych vo fenoméne mnohonasobnej
rezistencie (MDR) buniek kvasiniek voci cytotoxickym latkam. ABC transportné proteiny
zabezpecuju v bunke rozne fyziologické funkcie: zucastiuju sa transportu lipidov, peptidov a
cholesterolu, apoptozy, si zahrnuté v biogenéze peroxizomov, v odpovedi buniek na stres, v
homeostaze lipidov plazmatickej membrany a v reguldcii translacie. Efluxné pumpy buniek
kvasiniek st zodpovedné aj za eflux cytotoxickych latok z buniek, a takto prispievaju k vzniku
fenoménu mnohonasobnej rezistencie. Gén kddujaci ABC transportnd pumpu PdrSp
identifikovali u viacerych druhov kvasiniek. Jednym zo substratov pre Pdr5p pumpu je aj
fluorescenéna farbicka rhodamin 6G, ktora sa ¢asto pouziva na uréenie transportnej aktivity
membranovych efluxnych piimp u kvasiniek. Metody, ktoré slizia na uréenie/meranie efluxne;j
aktivity pump zahfiiaji sledovanie mnoZzstva vyluceného substratu, alebo meranie kolko
daného substratu sa akumuluje v bunke. Mnozstvo akumulovaného substratu inverzne koreluje
S hodnotami expresie mRNA sledovanych ABC transportnych pimp U viacerych druhov
kvasiniek.

Inkubacia buniek kvasiniek v pritomnosti 2-deoxy-glukozy (nemetabolizovatelny
analog glukdzy) a rhodaminu 6G vedie ku znizeniu mnozstva ATP v bunke, ktora je potrebna
pre aktivitu efluxnej pumpy. S pridanim glukézy, ako zdroja energie, a sledovanim

fluorescencného signalu moézeme sledovat’ aktivitu efluxnej pumpy.

Postup:
1. Pripravi sa no¢na kultura testovanych kmenov kvasiniek v 10 ml YPD média.
2. Znocnej kultiry sa zaockuje 100 ml YPD média a bunky sa kultivuju za aeracie pri 28
°C do exponencialnej fazy rastu (1x107 b/ml).

3. Vyrastena kulttra sa scentrifuguje 5 min, 3000 g pri izbovej teplote.
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4. Sediment sa 2x premyje 50 ml sterilnej deionizovanej vody.

5. Supernatant sa odstrani a sediment sa premyje 50 ml 50 mmol/l roztoku HEPES.

6. Po centrifugacii za rovnakych podmienok sa sediment rozsuspenduje v 50 ml 50 mmol/I
roztoku HEPES, ktory obsahuje 2 mmol/l 2-deoxyglukozu a 10 umol/l rhodamin 6G.

7. Pripravené bunky sa inkubujt pri 150 rpm 2 hod za aeracie pri 28 °C a nasledne sa
sedimentuju centrifugaciou 5 min, 3000 g pri izbovej teplote.

8. Ziskany sediment sa premyje 50 ml sterilnej deionizovanej vody a nasledne s 50 ml 50
mmol/l roztoku HEPES.

9. Supernatant sa odstrani a sediment sa rozsuspenduje v 10 ml 50 mmol/l roztoku HEPES
na vysledni koncentraciu 1x10% b/ml.

10. Pripravena suspenzia buniek sa rozdeli na dve Casti (cca 5 ml).

11. K prvej vzorke sa prida 2 mmol/l glukéza ako induktor efluxu rhodaminu 6G, druha
vzorka sluzila ako negativna kontrola.

12. Thned po pridani glukozy sa v pravidelnych casovych intervaloch (0, 5, 10, 15, 20, 25,
30 min) odobera 400 pl suspenzie, ktora sa ihned’ scentrifuguje 1 min, 10 000 g, 4 °C.

13. 100 pl supernatantu sa pipetuje do jamky mikrotitracnej platnicky.

14. Mnozstvo vyla¢eného rhodaminu 6G sa stanovi v supernatante spektrofluorometricky
pri excitatnej vlnovej dizke 515 nm a emisnej vinovej dizke 555 nm
(spektrofluorometer Varioscan Flash, ThermoFisher Scientific, USA). Koncentracia
rhodaminu 6G v meranej vzorke sa od¢ita z kalibra¢nej krivky.

Roztoky:

Kultivacné médium YPD: 20 g/l glukdza, 20 g/l pepton, 10 g/l kvasni¢ny autolyzat
Zasobny roztok glukozy 200 mmol/l1 (36 g/100ml).
50 mmol/l HEPES pH 7,0 upravené s roztokom 1N NaOH.

Zasobny roztok 10 mmol/l rhodaminu 6G.
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5.2. Analyza zloZenia sterolov v bunkach kvasiniek vyuzitim vysokouéinnej

kvapalinovej chromatografie

Vysokoucinnd kvapalinovd chromatografia (HPLC) je technika Siroko pouzivana
k oddel'ovaniu, identifikacii, Cisteniu a kvantifikacii jednotlivych zloziek zo zmesi. Proces
HPLC je automatizovany, vysledky z HPLC su l'ahko CitateI'né s vysokym rozliSenim a analyzy
je mozné podla potreby opakovat. Medzi hlavné vyhody HPLC analyzy patri moZnost
kvalitativnej, ako aj kvantitativnej analyzy. Kvalitativna analyza slazi k identifikacii
jednotlivych zloziek analyzovanej zmesi, zatial’ Co kvantitativna analyza nam dava moznost’
stanovit’ mnozstvo danej latky v analyzovanej zmesi.

Steroly patria medzi esencidlne lipidy eukaryotickych buniek zabezpecujuce ro6zne
funkcie v bunke. Urcenie sterolového zlozenia buniek kvasiniek je dolezité pri §tadiu roznych
mutantych kmenov za ucelom odhalit alohu (funkciu) jednotlivych typov sterolov
Vv kvasinkach. Ergosterol a draha jeho biosyntézy je teréom pre mnohé antifungalne latky.
Vzhl'adom na vyznamné postavenie ergosterolu ako cielovej Struktiry mnohych lie¢iv je
pochopenie funkcie jednotlivych génov podiel’ajucich sa na metabolizme ergosterolu dolezité

pre efektivny boj s rezistenciou buniek patogénnych kvasiniek.

Izolacia celkovych bunkovych sterolov kvasiniek

Postup:

1. Bunky analyzovanych kmenov kvasiniek sa zao¢kuji do 100 ml YPD média a kultivuju
za aerécie pri 28 °C do exponencialnej fizy rastu (1x10” b/ml).

2. Mnozstvo kultiry zodpovedajuce koncentracii 1x10° buniek sa dvakrat premyje
sterilnou destilovanou vodou.

3. Bunky sa sedimentuju pri 3000 g, 5 min pri izbovej teplote.

4. Ziskany sediment sa rozsuspenduje v 1 ml sterilnej destilovanej vody.

5. Suspenzia sa po pridani 3 g sklenenych guli¢iek homogenizuje 6-krat po 1 min, pricom
medzi jednotlivymi krokmi sa vzorky na 1 min chladia v l'ade.

6. K rozbitym bunkam sa pridaji 3ml Cerstvo pripraveného roztoku 60 % KOH v 50 %

metanole, zmes sa dokladne premiesa a suspenzia sa inkubuje 2 hod pri 70 °C.
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10.
11.

Po ochladeni vzoriek sa k suspenzii pridaju 3 ml hexanu a zmes sa dokladne premiesa
(vortexuje).

Po centrifugacii 5 min, 2000 g sa horna hexanova vrstva prenesie do Cistej sklenenej
skimavky s koénickym dnom a teflonovou zatkou.

K spodnej vodnej faze sa pridaju 2 ml hexanu, zmes sa vortexuje a scentrifuguje 5 min,
2000 g.

Vrchna faza sa nasledne prida ku vzorke z predchédzajucej extrakcie.

Zmes sa nasledne odpari v dusikovej atmosfére, k zvysku sa prida 300 ul acetonu. Takto
pripravend zmes V HPLC nadobke s teflonovou zatkou sa pouzije na analyzu

nezmydelniteI'nych lipidov metodou HPLC.

Izolacia cytoplazmatickej membrany kvasiniek

Postup:

1.

o a > 0w

10.

11.

12.

Bunky analyzovanych kmenov kvasiniek sa zaockuji do 100 ml YPD média a kultivuju
za aeracie pri 28 °C 16 hodin.

Bunky sa sedimentuja pri 3000 g, 5 min pri izbovej teplote.

Vyrastena kultura sa dvakrat premyje sterilnou destilovanou vodou.

Na izolaciu cytoplazmatickej membrany sa pouzije 15 g vlhkej hmoty buniek.

Bunky sa rozsuspenduju v 0 vode tak, aby vysledny objem bol 100 ml.

Suspenzia sa po pridani 170 ml sklenenych guli¢iek homogenizuje 6-krat po 1 min,
pricom medzi jednotlivymi krokmi sa vzorky na 1 min chladia v l'ade.

Po odobrati homogenatu sa gulicky premyju glycerolom (20 %) v TED tlmivom
roztoku.

Po centrifugacii 10 min, 700 g sa ziskany supernatant scentrifuguje 20 min pri 20000g.
Pelet sa rozsuspenduje v 20 % glycerole v TED roztoku s PMSF (50 ml na 100 g
mokrych buniek).

14 ml zo suspenzie sa nanesie na gradient pozostavajuci z 8 ml 53% sacharozy a 16 ml
43 % sacharodzy a sto¢i sa na ultracentrifige 6 hodin pri 25000g.

Cytoplazmatické membrany nachadazajuce sa na rozhrani 53% a 43% sacharozy sa
opatrne odobera Pasterovou pipetou.

Po preneseni vzorky do Cistej centrifugacnej skimavky sa membrany rozsuspenduju

Vv Stvorndsobnom objeme deionizovanej vody.
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13. Po centrifugacii 20 min, 8000g, sa pelet rozsuspenduje v 20% glycerole (20ml na 100g

buniek) a zamrazi sa na d’al’'Sie pouzitie.

Vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia (HPLC)

Na kvantitativnu analyzu jednotlivych nezmydelnitelnych lipidov sa méze pouzit
metdoda vysokoUcinnej kvapalinovej chromatografie RP-HPLC (reverse-phase high-
performance liquid chromatography) v zariadeni Agilent 1100 HPLC s vyuZitim separacnej
kolony Eclipse XDB-C8 (Agilent Technologies, USA), diodového UV detektora DAD (diode
array detector, Agilent Technologies, USA) a detektora CAD (corona charged aerosol detector,
ESA Inc., USA). Na analyzu sa pouZije 7 ul vzorky, ktoré sa nanest na kolonu v reverznej faze.
Lipidy sa premyvaju 95 % metanolom pri 40 °C, rychlost’ prietoku 1 ml/min. Ziskané signaly
sa identifikuju na zaklade pouzitych Standardov — ergosterolu a lanosterolu (Serva, Germany)

vyuzitim programu Agilent ChemStation.

Roztoky:
Organické rozpustadla pouzivané pri extrakcii lipidov maji byt’ najvysSej kvality.
Kultivaéné médium YPD: 20 g/l glukoza, 20 g/l pepton, 10 g/l kvasni¢ny autolyzat.
Roztok 60 % KOH v 50 % metanole (6g KOH, 5 ml metanol vo vode do objemu 10 ml)
TED tlmivy roztok: 10 mmol/l Tris (pH 7,5); 0,2 mmol/l EDTA; 0,2 mmol/l DTT.
20 % glycerol v TED timivom roztoku : 20 ml glycerol v roztoku TED do objemu 100 ml.
53% sacharoza: 53 g sachardza v roztoku TED do objemu 100 ml.
43% sachar6za: 43 g sachar6za v roztoku TED do objemu 100 ml.

PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride je inhibitor proteaz) 0,2 mol/l v metanole.
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5.3. Fluidita cytoplazmatickej membrany

Steroly st hlavné nepolarne lipidy pritomné v biomembranach eukaryotickych
organizmov. Rozne Studie poukazuju na vyznamnu tlohu sterolov v zabezpecovani fluidity a
permeability membrany, v zabezpeCovani spravnej funkcie proteinov, ako aj na tilohu sterolov
pri formovani Specifickych mikrodomén v membrane. V dosledku delécie génov, ktoré su
zahrnuté v biosyntéze sterolov sa daji pozorovat’ zmeny vybranych biofyzikalnych vlastnosti
membran kvasiniek ako st membranova fluidita a membranovy potencial. Na sledovanie tychto
vlastnosti biomembran st vhodné metddy fluorescenénej spektroskopie.

Anizotropia je jav, pri ktorom sa merané vlastnosti latky menia v zavislosti od smeru v
ktorom ich meriame. Ak vzorku excitujeme polarizovanym ziarenim, emitované Ziarenie je
polarizované tiez. Rozsah polarizacie emisie vzoriek sa opisuje pomocou anizotropie r. Meranie
anizotropie fluorescencie sa pouziva ku Studiu stavu biologickych membran. Hodnoty
polarizécie su citlivé na pritomnost’ sterolu, ktory mé tendenciu zvysovat’ tuhost membran a
eliminovat’ ostry fazovy prechod. Hodnoty anizotropie nemusia odrazat’ rychlost’ rotacie sondy
v membranach, ale skor rozsah, v akom st pohyby sondy obmedzené prostredim resp. zloZenim
prislusnej biomembrany.

Fluidita plazmatickej membrany sa da analyzovat’ meranim anizotropie fluorescencne;j
sondy, pricom sa pouzivaju rdzne sondy — DPH a TMA-DPH. Sonda DPH sa inkorporuje do
hydrofobnych oblasti fosfolipidovej dvojvrstvy a anizotropia stanovena pouzitim DPH
poskytuje predstavu o integrite membrany a usporiadani lipidov. Sonda TMA-DPH je kladne
nabity derivat DPH, ktord poskytuje informacie o povrchovych oblastiach plazmatickej
membrany. Polarna sonda TMA-DPH sa ukotvuje na rozhrani medzi membranou a vodnym
prostredim, pricom jej uhl'ohydratova Cast’ ostava v lipidovej Casti plazmatickej membrany.
Pri experimente sa vzorka excituje linedrne polarizovanym svetlom a nésledne sa kolmo na
smer tohto excitacného 1i¢a meria fluorescencia. Excitaény aj emisny polarizator su schopné
prepustat’ polarizované Ziarenie vertikalne alebo horizontalne. Takymto sposobom je mozné
zmerat’ intenzitu fluorescencie pri Styroch rdznych nastaveniach v zavislosti od polohy

polarizacie Ziarenia. Ich oznacenie je uvedené Vv tabul'ke 1.
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Tab. 1 Oznacenie intenzity fluorescencie pri Styroch roznych nastaveniach polarizatorov

Oznacenie | Excitacny polarizator Emisny polarizator
Iw vertikalne vertikalne
Ivh vertikalne horizontalne
Ihv horizontalne vertikalne
Ihh horizontalne horizontalne

Polarizatory (excitany aj emisny) prepustaju vertikalne polarizované svetlo s inou
citlivost'ou ako svetlo horizontalne polarizované. Preto je dolezité stanovit’ korekény faktor G,
zohladnujuci tuto skutocnost’ a urcujtci podiel citlivosti aparatiry na vertikdlne polarizované
svetlo Sy, k citlivosti na horizontalne polarizované svetlo Sh. Pri stanovovani G faktora je
vzorka budena horizontalne polarizovanym svetlom a intenzita fluorescencie sa zaznamenava

pri vertikalnej (Inv) aj horizontalnej (Inn) polohe emisného polarizatora:

Nasledne pre hodnotu stacionarnej anizotropie plati vzt'ah :

i ~G-I,
S, +2G- 1,

Casovy vyvoj stacionarnej anizotropie fluorescencie sondy DPH sa meria priblizne
2000 sekund, pricom intenzita sa zaznamenava kazdych 10 sekund. Vyuziva sa konStantna
excitatna vlnova dizka 360 nm (sonda pri nej dosahuje absorpéné maximum) a konstantna
emisna vlnova dizka 430 nm (maximum fluorescencie).

Fluorescencna anizotropia pouzitych sond je v nepriamom pomere s fluiditou

plazmatickej membrany.
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Postup:

1.

Analyzované kmene kvasiniek sa kultivuju v 8 ml komplexného YPD média za aeracie
pri 28 °C do skorej exponencialnej fazy.

Vyrastena kultara kvasiniek sa sedimentuje centrifugaciou 2 min, 3500 g, pri izbovej
teplote.

Sediment buniek sa premyje 1x 20 ml sterilnej destilovanej vody a2 x 10 mmol/l
roztokom Tris-Cl (pH 7,0).

Sediment buniek sa rozsuspenduje v 10 mmol/l roztoku Tris-Cl na opticki hustotu
OD600nm 0,25.

Vzorka s bunkami sa kvoli efektu vnttorného filtra pred ozna¢enim s fluorescenénou
farbickou nariedi tak, aby absorpéné spektrum kvasiniek bolo pod hodnotou absorbancie
0,1 pri 360 nm. Pracuje sa pri teplote 22 °C.

Pripravené bunky sa oznacia s fluorescenénou farbickou DPH (1,6-difenyl-1,3,5-
hexatrién, Sigma-Aldrich, USA), resp. TMA-DPH (4-trimetyl-amino-1,6-difenyl-1,3,5-
hexatrién, Sigma-Aldrich, USA) Finalna koncentracia sondy DPH a TMA-DPH v
suspenzii buniek bola nastavena na 1,5x10” mol/l, resp. 1,875x 107" mol/I.
Fluorescen¢na anizotropia sondy DPH a TMA-DPH sa meria pouzitim luminiscen¢ného
spektrometra (napr. PerkinElmer LS 45) pri excitaénej vlnovej dizke 360 nm a emisnej
vinovej dizke 430 nm. Samotné meranie fluorescenénej anizotropie sa uskuto¢nuje pri
teplote 22 + 1 °C a jednotlivé hodnoty sa zaznamenévaju kazdych 10 sek v priebehu 40
min inkubécie buniek s DPH, resp. TMA-DPH.

Ziskané hodnoty sa analyzuju a sa vyjadrujt ako priemer z 10 nezavislych experimentov

pre kazdt vzorku. Statisticka analyza sa vykonava na hladine vyznamnosti o < 0,05.

Roztoky:

Kultivaéné médium YPD: 20 g/l glukoza, 20 g/l pepton, 10 g/l kvasni¢ny autolyzat.
10 mmol/l Tris pH 7,0 upravené s roztokom HCI.

Zasobny roztok DPH 5x10* mol/l v aceténe.

Zasobny roztok TMA-DPH 2,5x10* mol/l v aceténe.
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5.4. Membranovy potencial

Cytoplazmatickd membrana predstavuje bariéru, ktora udrZzuje medzi extra- a

intracelularnym prostredim koncentratny gradient malych ionov. V ddésledku nerovnakej

koncentracie i6nov vznika na oboch stranach membrany elektricky potencial, pricom rozdiel

V hodnote naboja oznacujeme ako membranovy potencidl. Zmeny v koncentracii ibnov na

oboch stranach membrany sa tak mézu odrazit’ v hodnote membranového potencialu, ktory je

rozhodujuci pre transport zivin do bunky. Fluorescen¢na sonda diS-C3(3), sa akumuluje v

cytozole buniek v zavislosti od potencidlu cytoplazmatickej membrany, ku ktorému prispieva

aktivita transportnych proteinov lokalizovanych v membrane. Akumulacia sondy v bunkéch sa

zaznamenava ako posun vinovej dlzky emisného maxima (Amax) pouzitej sondy.

Postup:

1.

Analyzované kmene kvasiniek sa kultivuja v 10 ml komplexného YPD média 20 hod
pri 28 °C pokial’ koncentracia buniek nedosiahne hodnotu 1-5x108 b/ml.

Vyrastené bunky sa sedimentuju centrifugaciou 5 min, 5000 g pri izbovej teplote.
Sediment sa 2x premyje destilovanou vodou a rozsuspenduje sa v 10 mmol/l citrat-
fosfatovom timivom roztoku (pH 6,0).

K 3 ml suspenzie buniek sa pridd fluorescen¢na sonda diS-C3(3) (3,3'-
dipropyltiakarboxycyanin) na koneénu koncentraciu 3x10® mol/l (koncentracia sa da
zniZit’ podl'a typu analyzovanych buniek a v zavislosti od citlivosti pristroja).
Fluorescen¢né emisné spektra sa zhotovia na zaklade merani v ¢asovych intervaloch 2-
5 min pocas 70 min pouzitim Fluoro-Max 4 spektrofluorimetra (napr. Jobin Yvon-
Horiba), s excita¢nou vlnovou dizkou 531 nm; emisné spektrum nastavené v rozmedzi
vinovych dizok 560-590 nm.

45 min po pridani sondy diS-C3(3) sa k suspenzii pridava diagnosticky CD koktail, ktory
obsahuje 5M CCCP (karbonylkyanid m-chlérfenylhydrazin - protonofor) a 5 mol/l DM-
11 (2-dodekanoyloxyetyl-dimetylamonium chlorid - inhibitor Pmalp H+-ATPazy).

Na zablokovanie vylu€ovania aktivnej proby z buniek efluxnou pumpou sa pouZzije 1
mol/l oligomycin A, ktory sa k bunkovej suspenzii prida 13 min po inkubacii buniek so

sondou diS-Cs(3).
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Roztoky:

Kultivaéné¢ médium YPD: 20 g/l glukéza, 20 g/l peptdn, 10 g/l kvasniény autolyzat.

10 mmol/l citrat-fosfatovy tlmivy roztok: 3 mmol/l kyselina citronova, 7 mmol/l
fosforecnan sodny, pH 6,0

Zasobny roztok diS-Cs(3) 5x10™* mol/l v etanole.

Zasobny roztok oligomycinu A 100 mol/l v etanole.
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5.5. Osmoticka stabilita protoplastov

Cytoplazmaticka membrana, ako semipermeabilna bariéra, umoznuje bunke odolat’
osmotickému stresu, predovsetkym vd’aka jej fosfolipidovéhu zlozeniu. Stresom moze byt
vy$8i obsah etanolu, pritomnost” zvySenej koncentracie soli v médiu, alebo nizka teplota.
Zmeny prostredia, v ktorom sa bunka nachadza, ovplyviiuji organizaciu a dynamiku
membranovych komponentov, ktoré sa prejavia zmenami vo fluidite plazmatickej membrany.
Fosfolipidové zloZenie anésledne fluidita cytoplazmatickej membrany ovplyviiuji aj
osmoticku stabilitu protoplastov.

Protoplasty su bunky zbavené bunkovej steny. Vznikaju v izotonickych médiach po
uplnom odstraneni bunkovej steny. NajnapadnejSou zmenou, ktora sprevadza transformaciu
bunky na protoplast je premena druhovo S$pecifického tvaru bunky na utvar sféricky a strata
osmotickej tolerancie protoplastu. V osmoticky nevyvazenom prostredi vznikajace protoplasty
okamzite lyzuju. Priprava protoplastov vyzaduje odstranenie bunkovej steny a zabezpecenie
osmotickej stability uvol'nené¢ho protoplastu.

Bunkova stena kvasiniek tvori 15-30 % suchej vahy bunky, pricom 90% tvoria
polysacharidy a 5-10% proteiny. Minoritnou zlozkou bunkovej steny st lipidy a anorganické
soli. Hlavnymi komponentami su B-1,3 glukan, B-1,6 glukan, chitin a manoproteiny. Tieto
komponenty st navzajom viazané kovalentnymi vazbami. VonkajSia Cast’ bunkovej steny je
tvorend polymérmi glykolyzovanych manoproteinov. Manoprotein tvori na povrchu bunkove;j
steny radidlne orientované fibrily. Z chemického hl'adiska ide o komplexny glykoprotein,
pozostavajuci z manozovych polymérov a oligomérov viazanych na polypeptid, Povrch
bunkovej steny sa vyznacuje Stetinovou Strukturou a méze byt od bunky oddeleny proteolyzou.
Vnutorna vrstva bunkovej steny sa v mikroskope javi transparentnejsie a pozostava hlavne z
polysacharidovej glukanovej siete. Odstrdnena moze byt’ enzymaticky posobenim glukanaz.

Bunkovli stenu mikroorganizmov je mozné Setrne a selektivne naruSit’ ucinkom
lytickych enzymov. Pre kazdy typ mikroorganizmu je potrebné zvolit vhodny typ a dobu
posobenia lytického enzymu, rovnako ako aj typ a koncentraciu osmotického stabilizatora. Na
odstranenie bunkovej steny kvasiniek sa naj€astejSie vyuzivaji komercéné preparaty lytickych
enzymov (zymolyaza, lytikaza), pripadne laboratorne pripraveny vytazok z hepatopankreasu

slimaka zahradného (slimakaza). Osmoticka stabilizacia prostredia sa u kvasiniek
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Saccharomyces cerevisiae zabezpe¢i pouzitim vhodnej koncentracie KCI, sorbitolu, alebo

MgSQO4. Vhodnymi experimentalnymi podmienkami je mozné navodit’ regeneraciu bunkovej

steny u protoplastov kvasiniek.

Ulohou experimentu je vytvorit’ protoplasty kvasiniek enzymatickou Iyzou ich bunkovej

steny pomocou glukanaz. Po skontrolovani pritomnosti protoplastov vo vzorke sa stanovi ich

osmoticka stabilita v hyper-, hypo- a izotonickom prostredi KCI a uréi sa, ktora koncentracia

KCl je prostredim vhodnym na ich uskladnenie.

Postup:

1.

© © N o 0o bk~ o

14.

15.

Pripravi sa no¢na kultira kvasiniek Saccharomyces cerevisiae DTXII v 10 ml YPD
média.

Na druhy den sa 100 ml YPD média zaockuje 2,5 ml nocnej kultiry a nechd sa
kultivovat' do exponencialnej fizy rastu (cca 2-5.10" b/ml).

Bunky z celého objemu kultary sa sedimentuja pri 3000 g, 5 min, 22 °C.

Supernatant sa odstrani a sediment sa 2x premyje deionizovanou vodou.

Supernatant sa odstrani a stanovi sa vaha sedimentu.

K sedimentu sa prida 20 ml roztoku PB s 80 mg ditiotreitolu a jemne premiesa.
Suspenzia sa preleje do erlenmeyerovej banky a inkubuje 30 min pri 30 °C za trepania
Nasledne sa suspenzia sedimentuje pri 3000 g, 5 min, 22 °C a supernatant sa odstrani

K sedimentu sa prida 26 ml 1,5 mol/l roztoku sorbitolu.

. Bunky sa premieSaju na vortexe a centrifuguju pri 3000 g, 5 min, 22 °C.
11.
12.
13.

Supernatant sa odstrani a k sedimentu sa prida d’alsich 26 ml 1,5 mol/l roztoku sorbitolu.
Suspenzia sa opat’ sedimentuje pri 3000 g 5 min, 22 °C a supernatant sa odstrani.

Do novej skamavky sa prida praskovy lyticky enzym “slimakaza” v mnozstve 200 mg
enzymu na 1 g buniek a pridd sa 1 ml roztoku pre slimakadzu. Zmes sa jemne
rozsuspenduje pouzitim pipety.

Vzniknuta suspenzia sa opatrne premie$a a necha inkubovat 20 - 30 minat pri
laboratornej teplote za obcasného miesania.

Po uplynuti ¢asu sa vyhodnoti vznik protoplastov nasledovne:

Do jednej tentostennej skiimavky sa prida 1 ml roztoku sorbitolu, do druhej 1 ml
destilovanej vody. Tvorba protoplastov sa kontroluje mikroskopicky (protoplasty st
sférické) alebo na zaklade zmeny zakalu suspenzie vo vode oproti zakalu suspenzie

Vv roztoku sorbitolu (po pridani kvapky suspenzie protoplastov do destilovanej vody
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16.
17.
18.
19.
20.

21.
22.
23.

nastava zvacSovanie ich objemu a osmoticka lyza protoplastov, ¢o sa prejavi znizenim
0OD600).

Suspenzia v lytickom roztoku sa centrifuguje pri 450 g 10 min pri 22 °C.

Supernatant sa odstrani a k sedimentu sa pridaja 2 ml roztoku sorbitolu.

Bunky sa jemne premiesaju a centrifuguju pri 450 g 10 min pri 22 °C.

Supernatant sa opét’ odstrani a k sedimentu sa pridajua d’alSie 2 ml sorbitolového roztoku.
Do tenkostennych skumaviek sa pripravi séria roztokov so stipajucou koncentraciou
KCI (0;0,2; 0,4; 0,6; 1; 1,5; 2 a 2,5 mol/l).

200 pl suspenzie protoplastov sa prida k 1800 pl roztoku KCI r6znej koncentracie.

Po 10 min sa obsah skumaviek preleje do kyviet a odmeria sa absorbancia pri 600 nm.
Namerané hodnoty sa vpisu do tabul’ky a spracujt graficky os X — ¢as, os y —absorbancia
suspenzie. V grafe sa vyznacia body pre jednotlivé koncentracie KCI a na zaklade
najvysSej absorbancie sa urci, ktoré koncentracie KCI predstavuju pre protoplasty

hypotonické, izotonické a ktoré hypertonické prostredie.

Roztoky:
Sorbitol 1,5 mol/l.
PB roztok: 0,02 mol/l HEPES; 0,2 mol/l Tris; 10 g/l kvasni¢ny autolyzat; 10 g/l glukoza..

Roztok pre slimakazu: 0,05 mol/l citrat-fosfatovy timivy roztok; 1,35 mol/l sorbitol,

pH 5.8.

KCI 1,5 mol/l.
Kultivaéné médium YPD: 20 g/l glukoza, 20 g/l pepton, 10 g/l kvasni¢ny autolyzat.
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5.6. Agarova zried’ovacia metoda — kvapkovy test

Na testovanie odolnosti buniek mikroorganizmov vo¢i réznym chemickym, cytotoxicky
pOsobiacim latkam existujii viacer¢ metddy, ktoré umoziiuji pomerne presni detekciu
mechanizmov, ktoré sa uplatituju v odpovedi mikroorganizmu na zmeny prostredia. Medzi
najcCastejSie metody pouzivané v klinickych a vyskumnych laboratoriach patria tzv. zried’'ovacie
metoddy. Zékaldom je priprava série agarovych platni obsahujicich presnu koncentraciu
cytotoxickej zlu¢eniny (antimykotika) v médiu, na ktoré sa v kvapkach nanasa niekol’ko riedeni
suspenzie analyzovanych buniek. Ddlezitou pri tejto metéde je priprava agarovych platni
spdsobom, ktory zabezpeci ¢o najpresnejSie pozadované koncentracie antimykotik v médiu.
Pomocou kvapkového testu mozeme analyzovat’ rast kvasiniek v pritomnosti inhibitorov
biosyntetickej drahy sfingolipidov myriocinu (inhibitor serin palmitoyltransferazy) alebo
aureobazidinu A (inhibitor syntézy inozitol fosforylceramidu). Rozsah koncentracie
testovanych latok zavisi od vlastnosti pouzitych buniek a danej chemicke;j latky.

Funkcia mnohych transportnych proteinov lokalizovanych v plazmatickej membrane,
zavisi od mnoZstva a distriblcie sterolov v membrane. K takymto proteinom patria aj proteiny
zabezpeCujuce homeostazu kationov alkalickych kovov v bunkach. Analyzou schopnosti
buniek kvasiniek rast’ v pritomnosti réznych koncentracii soli alkalickych kovov NaCl, KCI,
LiCl / teda schopnosti buniek tolerovat’ osmoticky stres, mézno overit’ uvedenti skutocnost’.

Slabé organické kyseliny vstupujii do buniek prostrednictvom jednoduchej difuzie.
V cytoplazme disociujli, a vzniknuté zaporne nabité i6ny nie su schopné volne prechadzat
membranou von z buniek. Zmena v sterolovom zloZeni membrany moéZe ovplyvnit' funkciu
transportnych pump, ktoré st nevyhnutné pre vylu¢ovanie karboxylovych anionov z buniek
kvasiniek Saccharomyces cerevisiae. Analyzou citlivosti kvasiniek voci slabym organickym

kyselindm mo6zZno tuto hypotézu overit.

Postup:
1. Bunky analyzovanych kmenov sa zaoc¢kuju do 5 ml YPD média a kultivuju cez noc za
trepania pri teplote 30 °C prip. teplote 37 °C.
2. 'V mikrotitratnej platnicke sa vyrastené¢ kultary kvasiniek nariedia v sterilnej

destilovanej vode na koncentracie 1.107, 1.10%, 1.10°, 1.10* buniek/ml.
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3. Po 5 ul tychto suspenzii sa vykvapka pomocou multikanalovej pipety na pevné YPD
média, ktoré obsahuji vzostupné koncentracie inhibitora.
4. Po zaschnuti sa bunky kultivuju v zavislosti od testované¢ho kmena 24 — 48 hodin

prip. 48 — 72 hodin pro teplote 28°C.

Roztoky:

Kultivaéné médium sa pripravi podl'a rozpisu, prip. odporucani vyrobcu. Po sterilizacii
autoklavovanim sa médium ochladi na 50 °C. Po 20 ml vytemperovaného média sa naleje do
sterilnej centrifugacnej skimavky a prida sa pozadované mnozstvo roztoku testovanej latky.
Nadoba sa uzavrie, médium sa dokladne premiesa jej opatrnym prevracanim a nasledne vyleje
do vopred oznacenych sterilnych Petriho misiek. Ako kontrolné médium sa pouzije médium,
ktoré neobsahuje antimykotikum. Média sa nechaji stuhnit’ na vodorovnom povrchu a 2 - 3

dni presusit’ pri laboratornej teplote tak, aby na povrchu agaru nezostavali ziadne kvapky vody.
Zasobné roztoky latok pridavanych do kultivacnych médii po sterilizécii:

Myriocin Img/ml v DMSO.
Aureobazidin A 1 mg/ml v etanole.
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5.7. Kvalitativne stanovenie zastupenia fosfolipidov v kvasinkach -

Tenkovrstvova chromatografia

Jednou z najrozsirenej$ich analytickych metdéd je chromatografia, ktora umoznuje
ucinnu separaciu latok nutna pre spolahlivl identifikéciu a kvantifikdciu zloziek sledovane;
vzorky. K rozdeleniu latok dochadza na zaklade roznej pohyblivosti v systéme dvoch faz —
stacionarnej (nepohyblivej) a mobilnej (pohyblivej).

Vel'mi jednoduchou a rychlou metdédou na kvalitativnu, ale aj kvantitativou (po miernej
modifikacii) analyzu fosfolipidov je metdoda chromatografie na tenkej vrstve (TLC thin layer
plate analysis). Vel'mi ¢asto sluzi aj na ziskanie optimalnych podmienok pre analyzu metédou
HPLC. Chromatografia na tenkej vrstve je jednou z najbeznejSich experimentalnych metod na
odhadnutie &istoty organickych zlu¢enin. Cistota zligeniny sa uréuje na zaklade mnozstva
pritomnych signalov (Skvin) na platnicke. TLC metdda sa pouziva na potvrdenie Struktiry
neznamej zlu¢eniny na zéklade porovnania jej pohyblivosti so znamou vzorkou. TLC vyuZziva
tenka vrstvu praskového adsorbentu (zvycajne SiO2 alebo Al;O3) na pevnom podklade
(zvy€ajne sklo, hlinikovd platnicka alebo plast). Dolezity je charakter adsorbentu a
vyvijacej/elu¢nej zmesi. TLC platnicka sa kladie do takmer vertikalnej polohy. Elu¢na zmes
(mobilna faza), do ktorej je platnicka ponorena na zaklade kapilarnych sil vzlina smerom hore.
Zlt¢enina dobre rozpustna v danej zmesi bude vzlinat’ s iou. Naopak zluc¢enina slabo rozpustna
zaostane, resp. sa bude pohybovat’ pomalSie. Inymi slovami, ako d’aleko sa dand zlucenina
dostane zavisi na tom, ako silno je adsorbovana na povrch (stacionarnu fazu) v porovnani s tym,
ako dobre sa rozpust'a v mobilnej faze.

Najbeznejsie mobilné fazy na separaciu lipidov su:

e chloroform:metanol:voda (65:25:4, alebo 48:47:3) (v/v/v) na separaciu fosfolipidov
podla polarity hlavicky,

e chloroform:metanol:hydroxid amoénny (65:25:4) na separaciu fosfolipidov podla
polarity a naboja hlavicky,

e chloroform:hexan:metanol:kyselina octova (50:30:10:5) na separéaciu kardiolipinu a
fosfatidylglycerolu,

e toluén:pyridin:voda (60:60:10) na separaciu fosfatidylcholinu a fosfatidyletanolaminu,
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e cyklohexan:etyl acetat (3:2) na separaciu neutrdlnych lipidov (mastné kyseliny,
triacylglyceroly, diacylglyceroly, monoacylglyceroly),
e toluén:chloroform:metanol (85:15:5) na separaciu diacylglycerolov,

e toluén:metanol (7:3) na separaciu ceramidu od ostatnych sfingolipidov.

Na kvalitativnu tenkovrstvova chromatografiu sa v sucasnosti najviac vyuzivaju hotové
tenké vrstvy, ktoré mozno kupit’ pod ndzvom Silufol alebo Alufol. V oboch pripadoch ide o
tenka vrstvu silikagélu alebo oxidu hlinitého so skrobovym spojivom nanesent na hlinikova
foliu. Chromatogram sa vyvoldva v uzavretej nddobe (vyvijacej komore) s vhodnym elu¢nym
¢inidlom, ktorého vyska dosahuje 0,5 — 1,0 cm, nasytenej jeho parami. Nasytenost’ komory sa
dosahuje obalenim vnutorného povrchu filtranym papierom namocenym v elu¢nom cinidle.
Filtra¢ny papier siaha do vySky 1 cm pod horny okraj komory.

Pre kazdu latku ja na chromatograme charakteristickd jej poloha, ktord je vyjadrend
hodnotou RF (retardation factor). Je vyjadrenim pomeru vzdialenosti $kvrny od Startu ku
vzdialenosti ¢ela mobilnej fazy od Startu (Obr. 13). Hodnoty RF sa pohybuji od 0 do 1. Pre
latky, ktoré zostavaju blizko Startu sa hodnota RF blizi k nule. Latky, ktoré ida takmer s ¢elom

mobilnej fazy sa hodnota RF blizi k 1.

celo 4

start

I P
o

Obr. 13 Znazornenie vypoétu hodnoty RF. Start — miesto nanesenie vzorky, &elo — &elo
mobilnej fazy

Postup:
1. Bunky analyzovanych kmenov kvasiniek sa zao¢kuju do 100 ml YPD média a kultivuju

za aeracie pri 28 °C do exponencialnej fazy rastu.
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Mnozstvo kultiry zodpovedajiice koncentracii 3x102 b/ml sa dvakréat premyje sterilnou
destilovanou vodou. Bunky sa sedimentuja pri 3000 g, 5 min pri izbovej teplote.
Bunky za zmrazia pri -75 °C.

K bunkam sa prida 5 ml vychladeného (4°C) roztoku chloroform:metanol 2:1 (v/v).
Suspenzia sa preniese do skiimavky s teflonovou zatkou a po pridani 1ml sklenenych
gulic¢iek sa homogenizuje 6-krat po 1 min, pricom medzi jednotlivymi krokmi sa vzorky
1 min chladia v l'ade.

K rozbitym bunkam sa prida 1ml 0,034 % roztoku MgCl> (4°C).

Suspenzia sa mieSa pri maximalnej rychlosti 10 min pri 4°C.

Po centrifugacii 3 min, 1000 g sa hornd vrstva odstrani. (Spodna organicka faza
obsahuje extrahované lipidy).

K spodnej faze sa pridaju 2 ml roztoku chloroform:metanol:voda (48:47:3), zmes sa
vortexuje a scentrifuguje 3 min, 1000 g pri izbovej teplote.

Odstrani sa vrchna faza.

Spodné organicka faza sa prepipetuje do novej skimavky.

Sklenené gulicky sa premyjt 2 ml roztoku chloroform:metanol (2:1) a 1 ml roztoku
chloroform:metanol:voda (48:47:3).

Suspenzia sa vortexuje a po centrifugacii 3 min, 1000 g sa horna faza odstrani.

Spodné faza sa pipetuje ku vzorke z prvej extrakcie (krok ¢islo11).

Kroky 12-14 sa zopakuju este raz.

Zmes sa nasledne odpari pod pradom dusika, prida sa 1 ml zmesi chloroform:metanol
(2:1).

10 pl takto pripravenej zmesi sa nanesie na tenkua vrstvu silikagélu spolu so vzorkami
Standardnych lipidov. Silikagél musi byt ,,aktivovany* pred nanasanim vzoriek (30-60
min pri 100°C).

Silikagel so vzorkami sa vlozi do vopred nasytenej vyvolavacej komory (30-60 min
s roztokom chloroform:metanol:voda 32,5:12,5:2).

Vzorku vytiahneme z komory, ked uz elu¢na zmes siaha po horny okraj (1 cm od vrchu)
papiera a vysusime (napr. fénom).

Silikagél so vzorkami sa na 10 sekund ponori do vizualiza¢ného roztoku.
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TG SEwt wt PE PC Pl PS PA

Obr. 14 Fosfolipidy kvasiniek Saccharomyces cerevisiae rozdelené TLC
TG- triacylglycerol, SE sterylester, PE fosfatidyletanolamin, PC fosftidylcholin, PI
fosfatidylinozitol, PS fosftidylserin, PA kyselina fosfatidova, wt — vzorka extrahovanych
lipidov z kvasiniek.

Roztoky:
Organické rozpustadla pouzivané pri extrakcii lipidov maja byt’ najvyssej kvality.
Kultivacné médium YPD: 20 g/l glukoza, 20 g/l pepton, 10 g/l kvasni¢ny autolyzat.
Odporuca sa pouzivat cerstvo pripravené¢ roztoky chloroform:metanol (2:1),
chloroform:metanol:voda (48:47:3; 32,5:12,5:3).
Koncentracia Standardov lipidov 0,5mg/ml v roztoku chloroform:metanol 2:1.
Roztok na vizualizaciu lipidov: 50% etanol; 3,2 % H2SO4; 0,5% MnCl2 vo vode.
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6. ZASADY BEZPECNEJ PRACE V LABORATORIU

Na praktickom cvi¢eni sa pracuje so zivymi mikroorganizmami, preto zakladnou
poziadavkou bezpecnej prace je opatrnost’ a Cistota. Z tohto dovodu sa pri praci pouziva
ochranny odev — laboratorny plast’ a prezuvky, ak je potrebné, aj ochranné prostriedky
(rukavice, okuliare, riska a pod.).

Na praktickych tikonoch sa nezucastiiovat’ v pripade vaznych poraneni rik a nekrytych
Casti tela.

Do laboratoria treba nosit’ iba najnutnejs$ie pomocky uréené pre vlastnt pracu.
Pracovny stol udrzovat’ v poriadku, pracovat’ rozvazne a nepondhlat’ sa. Dodrziavat
pracovné postupy a riadit’ sa pokynmi pedagoga, ktory vedie cviCenie.

Pocas celej prace je zakazané jest’, pit, fajcit, uzivat navykové latky a dotykat’ sa rukami
sliznic Ust, nosa, o¢i, pripadne ostatnych casti tela.

Pouzité laboratorne sklo odkladat do nadob s dezinfekénym roztokom alebo do
pripravenych nadob (transportnych kosov) ur€enych na dezinfekciu. O¢kovacie nastroje
odkladat’ vzdy aZ po vyZihani v plameni.

Pracovat’ s vySetrovanym materialom tak, aby nedoSlo k jeho rozliatiu a kontaminécii
pracovného prostredia. Pri kontaminacii pracovného stola, dlazky, stien a pod.
zasiahnuté¢ prostredie dekontaminovat: dezinfikovat pokrytim papierovou vatou
nasiaknutou dezinfekénym roztokom a jeho opdtovnym umytim vhodnym
dezinfekénym roztokom (ajatin, 70% alkohol, formalin a pod.). Infikovant papierovi
vatu treba za dodrzania bezpecnostnych opatreni spalit. Pracovny odev, ktory bol
kontaminovany, musi byt’ pred pranim dekontaminovany.

Pri kontaminacii rik, pripadne inych casti tela alebo odevu treba hned pristupit’ k
dezinfekcii infikovaného miesta.

Pri o€kovani nehovorit, zamedzit’ prievanu. Nasavanie tekutého infekéného materialu
je dovolené iba automatickymi pipetami alebo sklenenymi pipetami vybavenymi
pipetovacou pomdckou. Pri o¢kovani treba dodrziavat’ pravidla aseptickej prace: okraje
banky, skimavky, bakteriologicku zatku alebo klobucik vzdy opalovat’ v plameni

kahana.
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Pri praci s autokldvom: po sterilizacii autoklav otvarat’ az po vyrovnani tlaku
a ¢iastocnom vychladnuti.

Pri praci s organickymi rozptistadlami nepracovat’ v blizkosti otvoreného plamena.
Uraz, poranenie, pripadni kontaminaciu materidlom pocas prace na cviteni ihned’
oznamit’ pedagogovi, ktory vedie cvicenie.

Pocas prace dbat’ na osobni hygienu. Pred odchodom z laboratéria si umyt ruky
mydlom, pripadne ich dezinfikovat’ vhodnym dezinfekénym prostriedkom.

Z priestorov laboratoria nevynaSat’ kultury Zivych mikroorganizmov, s ktorymi sa
pracovalo.

Pri odchode z laboratéria vypnut’ elektrinu a plyn, zastavit’ vodu.
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ABC
Acetyl-CoA
ACP

ADP

ATP
ATPaza
CDP-DAG
DAG
DiS-C3(3)

DMSO
DPH
DTT
FAS
FPP
HPLC

MDR

MFS
NADPH
NDB

PDR
TLC

TMA-DPH
TMD
TMS

7. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ATP viazuca kazeta (ATP binding cassette)
acetyl koenzymA

acyl prenasajuci protein (acyl carrier protein)
adenozindifosfat

adenozintrifosfat

adenozintrifosfat syntaza
citidindifosfodiacylglycerol

diacylglycerol

sonda 3-propyl-2-(3-(3-propyl-2(3H)benzotiazolylidén)-1-
propenyl)benzotiazolium jodid

dimetylsulfoxid, organické rozptstadlo
fluorescen¢na sonda 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrién
ditriotreitol

syntaza mastnych kyselin (fatty acid synthase)
farnezylpyrofostat

vysokoucinna kvapalinova chromatografia (high performance liquid
chromatography)

mnohonasobna rezistencia voci cytotoxickym latkam (multidrug
resistance)

rodina membranovych transportérov (major facilitator superfamily)
redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP)
nukleotid viazuca doména (nucleotid binding domain)

pleiotropna rezistencia (pleiotropic drug resistance)

tenkovrstvova chromatografia
fluorescenéna sonda 4-trimetyl-amino-1,6-difenyl-1,3,5-hexatrién
transmembranova doména proteinu (transmembrane domain)

transmembranovy segment vV ramci TMS (transmembrane segment)
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