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Cviceni z bunécné biologie
Uloha ¢islo 3

Téma: Plazmaticka membrana

Uvod:

Cytoplazmatickd membrana je semipermeabilni neboli polopropustnd dvouvrstva ohranicujici
buiiku od okolniho prostiedi. Je tedy propustnd jen pro urcité molekuly. Plazmatickou
membranou mohou prochdzet pouze nepoldrni malé molekuly. Prichod vétSich ¢i nabitych
molekul plazmatickou membrdanou je zprostfedkovdan kandly ¢i prenaseci. Plazmaticka
membrdna bunky tak hraje zasadni roli v osmotickych jevech v Zivych organismech.
Osmotické déje jsou pro Zivot rostlin i ZivoCichii zcela nezbytné. Napiiklad piijem vody
kofeny rostlin probihd na zdkladé¢ osmoézy, stejné tak se vytvaii osmotickd rovnovdha mezi
krvi a bunkami tkini ZivoCichli, diky osméze dochdzi také k zahuStovani primarni moci
v ledvinovych kandlcich. Zdkladem osmotickych jevl je difize. K diftizi dochdzi, smisime-li
ruzné koncentrované roztoky nebo roztoky raznych latek. Po chvili dojde k rovhomérnému
rozptyleni Castic v celém objemu. Nastane vyrovndni koncentraci difdzi. Jiny ptipad nastava,
oddélime-li razné koncentrované roztoky polopropustnou membranou, kterd propousti pouze
molekuly rozpoustédla ne vSak Castice rozpusténych latek. V tomto ptipad¢é dochdzi k piesunu
rozpoustédla pfes membranu z méné koncentrovaného roztoku do roztoku koncentrovanéjsiho
tak dlouho, dokud se koncentrace na obou strandich membrany nevyrovnaji. Soucasn¢ dochazi
ke zméné objemil na obou strandich membrany. Tento jev se nazyva osméza. Osmoza je tedy
difuze pres polopropustnou membranu.

Roztok, ktery obklopuje Zivou buiiku, miZe byt vic¢i ni izotonicky, hypotonicky c¢i
hypertonicky. V izotonickém prosttedi, tedy v prostiedi fyziologického roztoku, kdy okoli ma
stejny osmoticky tlak jako tekuty obsah bunék, je struktura i funkce cytoplazmatické
membréany neporusena. Nachazi-li se vSak buiika v prostfedi hypotonickém ¢i hypertonickém
dochdzi vlivem osmotického tlaku k nasavani ¢i ztrdtdm vody bunikou a plazmaticka
membrdana bud’ praskd, nebo ztrici svlj tvar. Je-li builka umisténa do prostredi
hypotonického, tedy do prostiedi, které mé niz$i obsah soli nez buiikka samotnd, dochazi
vlivem osmotického tlaku k proudéni vody skrze semipermeabilni plazmatickou membranu
z okolniho prostfedi do buniky. Bunika tedy neustdlym nasavanim vody zvétSuje svlij objem,
az se nakonec vlivem vnitiniho tlaku roztrhne. V hypertonickém prostiedi, tedy v prostiedi
s vy$$im obsahem soli, prostupuje naopak voda z buiiky do prostfedi, ¢imZ buiika ztraci svij
tvar a scvrkavd se.

Funk¢nost membrany muze byt narusena fadou vlivli, jednim z nich je naptiklad ptisobeni
detergentu. Detergent se zabudovavd do plazmatické membrany bunék, ¢imZ rozrusi jeji
strukturu, membréna se nasledn¢ rozpada a obsah buiiky je uvolnén do prostredi.

Jako chemicky model tvorby semipermeabilni membrany a osmotickych jevii slouzi Traubeho
méchytek. Principem utvédieni Traubeho méchyiku je reakce krystali CuSOy s roztokem
ferokyanidu draselného za vzniku semipermeabilni membrany z ferokyanidu meédnatého,
ktera m4 tvar méchyiku:

CUSO4 + K4FG(CN)6 — CU4FG(CN)6 +2 KzSO4



Roztok siranu uvniti méchyiku je hypertonicky vici okolnimu roztoku K4Fe(CN)g, ¢imz
vlivem osmotického tlaku dochdzi k nasavani vody méchytkem, ktery se zvétSuje az praskne,
vylije se z né&j roztok CuSO,. Siran méd’naty opét okamZité reaguje s K4Fe(CN)g za vzniku
nové membrany. Takto interakci dvou jednoduSe organizovanych soustav (roztoki
anorganickych latek) vznikd soustava vice komplexni (osmotickd soustava) snovymi
strukturami a vlastnostmi: membrdny, semipermeabilita, osméza, méechyiky, rast, pohyb
a zmény tvaru méchyiki.

Plazmatickd membrina je sloZena z fosfolipidové dvouvrstvy a intergovanych proteint.
Vlastnosti fosfolipidii umoziiuji vytvofit vnitini hydrofébni ¢ast a hydrofilni ¢dst membrany,
kterd je vystavena vodnému prostiedi. Molekuly fosfolipidii jsou amfifilni a vykazuji
schopnost se zavhodnych podminek posklddat v rizné utvary: micely, liposomy
nebo membrany. Jako laboratorni model autoagregace fosfolipidii slouzi amorfni materidl
lecitin. Lecitin je sloZen z fosfolipidii, jejichZ molekuly obsahuji na jednom konci (apolarnim)
hydrofébni CH3 skupiny mastnych kyselin a na druhém (polarnim) konci hydrofilni skupiny
jako je glycerol, kyselina fosfore¢nd a cholin. Molekuly vykazuji povrchovou aktivitu
a po styku s polarni tekutinou (vodou) se orientuji na hranici fazi, ¢imz snizuji povrchové
napéti vody. Dochdzi k vzdjemné asociaci pouze nepolarnich koncli a stejné tak koncu
polarnich, které se navic spojuji i s vodou. Autoagregaci fosfolipidii lecitinu vznikaji
fosfolipidové dvouvrstvy o tlouStce asi 5 nm, knimZ se rychle pfifazuji dalsi a dalsi
dvouvrstvy vzdjemné oddélené mezivrstvou molekul vody. Z velkého poctu téchto dvouvrstev
vznikd ndsledné nadmolekuldrni struktura tvaru trubicky, kterou lze pozorovat v mikroskopu.

Plazmatickd membrdna ma mimo jiné také tu funkci, Ze oddéluje jednotlivé buiky
a zabranuje jejich spontdnnimu spojovani — flzim. U specializovanych typti bun€k vSak
probihaji geneticky zakédované fyziologické flize napt. flize gamet po oplozeni. Fizi bunck
lze navodit také experimentdlné in vitro pomoci vir, pusobenim elektrického pole ¢i
chemickych latek (fizogent).

Ukol & 1: Autoagregace fosfolipidi

Chemikalie: lecitin; 0,1% vodny roztok KOH
Pomucky: preparacni jehla; automatickd pipeta s variabilnim objemem + Spicky; svételny
mikroskop a mikroskopické potieby
Postup:
1. Malé mnoZstvi (staci jen 1 az 2 mm’) lecitinu pfeneste jehlou na podlozni sklo
a po skle rozméznéte a prekryjte krycim sklem.
2. Pfi malém zvétSeni v preparatu vyhledejte okraj lecitinu (okraj lecitinu je svétlolomny
a jevi se Cern¢). Bez toho aniZ byste preparat sundavali z mikroskopu, pfidejte na okraj
kryciho sklicka 20 pl 0,1% roztoku KOH. Pozorujte rozhrani lecitinu bez a s roztokem
KOH, kde probihd tvorba vackovitych utvart. Sledujte dynamiku autoagregace
fosfolipidi a vzniklé myelinové ttvary schematicky zakreslete.

Ukol ¢&. 2: Traubeho model osmotické soustavy

Chemikalie: 5% vodny roztok ferokyanidu draselného K4Fe(CN)g; krystalicky siran méd’naty
(CUSO4. 5 HZO)



Pomicky: laboratorni vdhy; zkumavka; stojanek; pinzeta; automatickd pipeta s variabilnim
objemem + Spicky; svételny mikroskop a mikroskopické potieby

Postup:

1. Ptipravte 5% vodny roztok ferokyanidu draselného.

2. Zkumavku napliitte do poloviny 5% vodnym roztokem ferokyanidu draselného.

3. Kroztoku K4Fe(CN)g pridejte n€kolik krystalti siranu méd’natého.

4. Makroskopicky pozorujte rast méchyikli, schématicky zakreslete usporadani
meéchytkl ve zkumavce po 1, 5 a 10 minutéch.

5. Na podlozni sklo napipetujte 20 ul destilované vody a umistéte do ni krystal CuSQy,
piekryjte krycim sklem. Na okraj sklicka pripipetujte 20 pl roztoku K4Fe(CN)g.

6. Pod mikroskopem pozorujte (pfi malém zvétSeni) vznik ferokyanidu méd’natého tedy
vznik semipermeabilni membrany. Membranu schematicky zakreslete do protokolu.

Ukol &. 3: Indukovani fize bungk

Materiél: kultura hmyzich bunék SF9

Chemikalie: 30% roztok polyethylenglykolu (PEG) v 0,01M CaCl,
Pomiicky: vodni ldzen; svételny mikroskop a mikroskopické potieby
Postup:

1. Ke 100 pl bunétné suspenze pridejte 1 ml PEG, lehce protiepejte a po dobu 20 minut
inkubujte ve vodni 1dzni pti 30°C.

2. Po uplynuti doby inkubace odeberte 30 pl suspenze a pieneste je na podlozni sklo,
piekryjte krycim sklickem. K hran¢ kryciho skla kdpnéte 70 upl fyziologického
roztoku, prebytek fyziologického roztoku zlehka odsajte pomoci filtraéniho papiru.

3. Pod mikroskopem pozorujte shluky bun€k, v preparatu vyhledejte polybunky vzniklé
splynutim jednotlivych bun€k a schematicky je zakreslete do protokolu.

Ukol & 4: Chemicka lyza

Material: kultura hmyzich bunék SF9

Chemikalie: 2% vodny roztok tritonu X-100

Pomtcky: automaticka pipeta s variabilnim objemem + Spicky; mikrozkumavka eppendorf;
svételny mikroskop a mikroskopické potieby

Postup:

1. Ptipravte si dostatecné mnoZzstvi (pro celou skupinu) 2% vodného roztoku tritonu
X-100.

2. Na podlozni sklo napipetujte 5 pl suspenze hmyzich buné€k SF9 a piekryjte ji krycim
sklem. Pod mikroskopem pozorujte pii rtiznych zvétSenich typicky tvar bunék SF9
za fyziologickych podminek.

3. Na hranu kryciho skla napipetujte 20 pl 2% roztok tritonu X-100.

4. V preparatu vyhledejte hranici piisobeni tritonu, tedy misto kde lze pozorovat
postupny rozpad bunck. Zvolte si konkrétni buiiku, kterou pozorujte az do jejiho
uplného rozpadu. Vhodnym zaclonénim lze docilit 1 toho, Ze v misté, kde se bunka
nachézela, je mozné pozorovat jesté jeji ,,stin“. Ten je tvofen ze zbytkli bunécnych
struktur zv14sté pak z cytoskeletu.

Ukol ¢&. 5: Osmoticka lyza



Material: kultura hmyzich bunék SF9
Chemikalie: 0,1M roztok NaCl
Pomiucky: laboratorni véhy; kadinka; automatickd pipeta s variabilnim objemem + Spicky;
svételny mikroskop a mikroskopické potieby
Postup:
1. Ptipravte si dostatecné mnoZstvi (pro celou skupinu) 0,1M vodného roztoku NaCl.
2. Na podlozni sklo napipetujte 5 pl suspenze hmyzich bunék SF9 a ptidejte k ni 20 pl
0,1M roztoku NaCl, promichejte a prekryjte krycim sklem.
3. Mikroskopem pozorujte 1yzi bunék.

Ukol & 6: Plasmorhiza bungk

Materiél: kultura hmyzich bunék SF9

Chemikdlie: 1M roztok NaCl

Pomtcky: laboratorni vdhy; kadinka; automatickd pipeta s variabilnim objemem + Spicky;
svételny mikroskop a mikroskopické potieby

Postup:

1. Pfipravte si dostatecné mnozstvi (pro celou skupinu) 1M vodného roztoku NaCl.

2. Na podlozni sklo napipetujte 5 pl suspenze hmyzich bunék SF9 a pfidejte k ni 20 pl
IM roztoku NaCl, promichejte a piekryjte krycim sklem. Mikroskopem pozorujte
plasmorhizu, tedy svrastovani bunck.

3. Zménu tvaru bun¢k zakreslete do protokolu.

Otazky:
1. Pokuste se objasnit rozdily mezi jednotlivymi ttvary: micely, liposomy a membranami
popiste a zakreslete jednotlivé struktury.
2. Uved'te ptiklady detergentt.
3. Jaké vlivy mohou porusit strukturu a funkcnost cytoplazmatické membrany?
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