3. Experimenty

V této kapitole jsou uvedeny protokoly vybranych experimentli vyuzivajicich fluorescenéni
spektroskopii. Kromé vlastniho fluorescen¢niho métfeni jsou popsany i nékteré dalsi metody
souvisejici s popisovanym experimentem (pfedevsim ptipravou vzorkil a zpracovanim
vysledkil). VSechna méfeni 1ze provést na bézném spektrofluorimetru vybaveném
polariza¢nim zafizenim, ale pfedpokladaji znalost zakladnich biochemickych a biofyzikalnich
postupu. Prezentované vysledky byly ziskany na spektrofluorimetru FluoroMax-3 (Jobin
Yvon, Horiba) s programovym vybavenim DATAMAX a GRAMS/32.

Nehled¢ na typ fluorimetru, je pro citlivost a ptfesnost méteni diilezita Cistota fluorimetrickych
kyvet. Pro sklenéné a kfemenné kyvety je doporucen tento zptsob myti:

1. ponechat alespoil 24 hod namocené v kyselin¢ chromsirové
omyt deionizovanou vodou
namocit na 5 hodin (ne déle!!!) do Cisticiho roztoku (20 tablet KOH/100 ml metanolu)
omyt deionizovanou vodou
namocit do koncentrované kyseliny dusi¢né az do pouziti, pfed nimz se kyvety
vyplachnou deionizovanou vodou
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3.1. Polarita rozpoustédla

V tomto demonstracnim experimentu je ukdzan vliv polarity rozpoustédla na fluorescenci
sondy kyseliny 6-(p-toluidino)-2-naftalénsulfonové (TNS) rozpusténé ve stejné koncentraci
v roztocich obsahujicich rtizné procento etanolu.

Vlastnosti fluorescen¢ni sondy kyseliny 6-(p-toluidino)-2-naftalénsulfonové (TNS):

e MW =313,88
e rozpoustédlo pro zasobni roztok: dimetylformamid (DMF)
e rozpoustédlo pro spektroskopicka méteni: metanol (MeOH)
e dlouhovIlnné absorpéni maximum v metanolu: Ae™ = 318 nm (molarni extinkéni
koeficient: 26000 cm™'M™)
e fluorescenéni emisni maximum v metanolu: Aem - = 443 nm
e kvantovy vytézek fluorescence je zavisly na okolnim prostiedi a je zvIaste citlivy na
ptitomnost vody; emise je zavisla na rozpoustédle
Material:
e kyselina 6-(p-toluidino)-2-naftalénsulfonova (TNS, Fluka)
e ctanol pro UV spektroskopii (Lachema)
e destilovana voda
e sklenéné zkumavky
e mikropipety
Postup:

1.

Ptipravte zasobni roztok TNS: odvaZte cca 3 mg TNS a rozpust'te nejprve v 96% etanolu a
poté upravte na koncentraci 2 mmol/l v 80% etanolu.

2. Ptipravte vzorky dle Tabulky 3.1, tak aby vysledna koncentrace TNS byla 5 pumol/I.

3. Zm¢ite excitacni spektra vzorki pfi Aem = 440 nm

4. Zméfte emisni spektra vzorki pii Aex = 320 nm

Tabulka 3.1

¢. vzorku | dest. voda | etanol (80%) | TNS (2 mmol/l) | vysledné % etanolu
(ub) () ()

1 3990 0 10 0,2

2 3500 490 10 10

3 3000 990 10 20

4 2000 1990 10 40

5 1000 2990 10 60

6 0 3990 10 80

Vysledky:

Zmeétena excitacni a emisni spektra sondy TNS jsou na obr. 3.1 a 3.2. Méfeni byla provedena
na spektrofluorimetru FluoroMax-3.



Obr. 3.1 Excitacni spektra TNS (Aem = 440 nm) v roztocich obsahujicich 0,2 — 80% etanolu.

JSE+DG
d-h'l
30E+06- \
'.I 80%
4 25E+06 \ r=l
[ %]
% \
&  20E+06 ". \
2 \
g lll'. / II\\
15E+06
= Ao
= \
"
£ 10E+06- 60%
=
S0E+05
. 40%
_._._.——'-_'__—‘—\-l-\_______ S
o
20%, 10%, 0,2%
260 280 300 320 340 360 380 400 420
vinova délka (nmj

Obr. 3.2 Emisni spektra TNS (Aex = 320 nm) v roztocich obsahujicich 0,2 — 80% etanolu.
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3.2. Vazba sond na bilkoviny

V tomto demonstraénim experimentu je ukdzan vliv vazby sondy ANS na albumin na jeji
fluorescenci a zhaseni fluorescence jédem.

Vlastnosti fluorescenéni sondy 1-anilinonaftalén-8-sulfonatu sodného (ANS):

Obr. 3.

MW = 321,33

rozpoustédlo pro zasobni roztok: dimetylformamid (DMF)

rozpoustédlo pro spektroskopickd méfeni: metanol (MeOH)

dlouhovInné absorpéni maximum v metanolu: Aex = 372 nm (molarni extink¢ni
koeficient: 7800 cm™'M™)

fluorescenéni emisni maximum v metanolu: Aey™ " = 480 nm

kvantovy vytézek fluorescence je zavisly na okolnim prostiedi a je zvlasté citlivy na
ptitomnost vody; emise je zavisla na rozpoustédle

podrobny popis vlastnosti ANS lze nalézt v praci [Slavik J.: Anilinonaphthalene
sulfonate as a probe of membrane composition and function. Biochim. Biophys. Acta
694, 1-25 (1982)]

3 Fluorescenc¢ni spektra sondy ANS v etanolu
ANS (v etanolu)
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(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

Material:

I-anilinonaftalén-8-sulfonat sodny (ANS, ICN Pharmaceuticals)

lidsky albumin (MW = 69000)

jodid draselny (MW = 166,00)

sklenéné zkumavky

mikropipety

pufr A (120 mmol/l NaCl, 10 mmol/l KCI, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4)

Postup:

1. Pfipravte zasobni roztoky 2,5 mmol/l ANS, 0,25 mmol/l albuminu a 5 mol/l KJ.

2. Pfipravte vzorky dle Tabulky 3.2, tak aby vysledné koncentrace ANS a albuminu byly 5
pmol/l a vysledné koncentrace KJ 20 az 100 mmol/l

3. Zméite excitacni a spektra vzorki pii Aepy = 470 nm

4. Zméite emisni spektra vzorkll pii Aex =370 nm



Tabulka 3.2

¢. vzorku | pufr A | albumin | ANS | KJ vysledna koncentrace KJ
(1) () | (ub) | (ub) (mmol/I)

0 4900 | 100 0 0 0 (vlastni fluorescence albuminu)

1 4890 | 100 10 0 0

2 4870 | 100 10 20 |20

3 4850 | 100 10 40 |40

4 4830 | 100 10 60 |60

5 4810 | 100 10 80 | 80

6 4790 | 100 10 100 | 100

7 4740 | 100 10 150 | 150

8 4690 | 100 10 200 | 200

Vysledky:

Zméfena excitacni a emisni spektra sondy ANS vazané k albuminu v pfitomnosti riznych
koncentraci jodidu draselného jako zhésedla jsou na obr. 3.4 a 3.5. Méfeni byla provedena na
spektrofluorimetru FluoroMax-3.

Obr. 3.4 Excitacni spektra ANS (Aem = 470 nm) vazaného na albumin v roztocich
obsahujicich 0 — 200 mmol/I jodidu draselného.
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Obr. 3.5 Emisni spektra ANS (Aex = 370 nm) vazaného na albumin v roztocich obsahujicich 0
— 200 mmol/I jodidu draselného.
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3.3. Dynamicky stav lipidovych membran

V tomto experimentu jsou ukédzadny moznosti méfeni polarizované fluorescence v ustaleném
stavu (tj. pfi kontinudlnim buzeni). Jsou testovany moznosti fluorescenéni membranové sondy
1,6-difenyl-1,3,5-hexatrienu (DPH) pro stanoveni zmén dynamického stavu lipidovych
dvojvrstev. Méfeni je provedeno jednak v modelovych membranach, liposomech, jednak v
erytrocytarnich membranach. Je proto uveden také postup ptipravy velkych jednovrstevnych
liposomtl a erytrocytarnich ghostu.

Vlastnosti fluorescenéni sondy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrienu (DPH):

MW = 232,32

rozpoustédlo pro zasobni roztok: dimetylformamid (DMF), acetonitril (MeCN)
rozpoustédlo pro spektroskopickd méteni: metanol (MeOH), aceton

zasobni roztoky DPH se ¢asto pfipravuji v tetrahydrofuranu (THF); dlouhodobé
skladovani v THF se vSak nedoporucuje kviili mozné tvorb¢é peroxidil v tomto
rozpoustédle

dlouhovInné absorpéni maximum v metanolu: Aex ' = 350 nm (molarni extinkéni
koeficient: 88000 cm™'M™)

fluorescenéni emisni maximum v metanolu: Aen = 452 nm

DPH a jeho derivaty prakticky nefluoreskuji ve vod¢. Absorp¢ni a emisni spektra maji
vice piki; vinova délka, rozliSeni a relativni intenzita téchto piki zavisi na prostiedi.
Uvedené hodnoty L™ a Aem " jsou pro nejintenzivnéjsi pik v metanolu.



Obr. 3.6 Lokalizace fluorescenc¢nich sond v lipidové dvojvrstve
Lokalizace a orientace vybranych fluorescenénich sond ve fosfolipidove
dvojerstvé: A) DPH, B) NBD-CeHPC, C) bis-pyrene-PC, D) Dil), E) cisparin aric
acid, Fy BODIFY S00/510 Cy, Ca, G) N-Rh-PE, H) DiA, ) C=fluorescein
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(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

Material:

1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH, Sigma)

fosfatidylcholin izolovany z hovéziho mozku

ACD roztok (0,8% kyselina citrénova, 2,2% citrat sodny (Na;CsHs0O5), 2,4% glukoza,
pH 4,3)

plna krev

centrifuga

zafizeni LiposoFast-Basic

sklenéné zkumavky, mikropipety

pufr A (120 mmol/l NaCl, 10 mmol/l KCI, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4)
hypotonicky pufr pro hemolyzu (izotonicky pufr A se 20x natedi redestilovanou
vodou a pH se upravi na 7.4 pomoci NaOH a HCI)

Postup:

Priprava velkych jednovrstevnych liposomi (LUV)
Liposomy jsou vacky (vezikuly) uzavirajici vodny roztok membranou tvotenou piedevsim
fosfolipidy. Tvofi se spontdnné, kdyz jsou fosfolipidy dispergovany ve vodném prostiedi.



V zavislosti na zpisobu ptipravy mohou vzniknout liposomy 1. mnohovrstevné (multilamellar
vesicles, MLV), 2. malé jednovrstevné (small unilamellar vesicles, SUV) nebo 3. velké
jednovrstevné (large unilamellar vesicles, LUV). V naSich experimentech jsme pouzili LUV o
priméru cca 100 nm.

Obr. 3.7 Tvorba lipidovych dvojvrstev a liposomt
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Liposomy byly ptipravovany z fosfatidylcholinu (PC) izolovaného z bilé¢ hmoty hovéziho
mozku. PC byl separovan z hrubého extraktu lipida sloupcovou chromatografii. Vysledna
Cistota fosfolipidl byla lepsi nez 95% (ureno dvourozmérnou tenkovrstevnou
chromatografii). Fosfolipidy byly uchovavany v dusikové atmosféie ve smési
chloroform/metanol (2 : 1, v/v) pii -30 °C. Koncentrace fosfolipidii byla ur¢ena z méteni
koncentrace fosforu (viz nize). Nejprve byly ptipraveny velké mnohovrstevné liposomy
(modifikovanou Banghamovou metodou) a z nich byly protlacovanim pfes polykarbonatové
filtry pomoci zatizeni Liposofast-Basic (Avestin, Inc.) pfipraveny LUV:

1. ptenést 1 az 20 mg fosfolipidu ve smési chloroform/metanol (2:1) do sklenéné nadobky a
rozpoustédlo odpatit proudem dusiku pii teploté kolem 40 °C tak, aby na sténé nadobky
vznikla tenka vrstva fosfolipidu

2. nadobku umistit po n€kolik hodin ve vakuu, aby byly odstranény zbytky rozpoustédla

ptidat 2 ml pufru A a vzorek inkubovat v 50 °C po dobu 5 minut

4. intenzivné tfepat a nakonec kratce sonikovat (cca 5 s) v sonikatoru XL 2020 (Heat
Systems - Ultrasonics) na stupni 4

5. inkubovat vzorek v 50 °C po dobu 30 minut a poté jej kratce protiepat a natedit pufrem A

na pozadovanou koncentraci fosfolipidu (napt. 1 mmol PC/ml); tim jsou pfipraveny PC-

MLV

zafizeni Liposofast-Basic vycistit etanolem

7. prvni polovinu drzéku filtrii zasunout do krytu a vlozit polykarbonatovy filtr s pory 100
nm na ,,0% ring

8. pfidat druhou ¢ast drzéku filtrti do krytu tak, aby ,,O ringy byly vidét pozorovacim
otvorem

9. utdhnout ru¢né pevné tak abychom se vyhnuli zkrouceni drzadku a aby mrtvy objem byl co
nejmensi (filtry jsou tésné stlac¢eny mezi ,,O* ringy)

10. zatlacit a soucasné jemné zaSroubovat specialni injek¢ni stiikacky do drzéaku filtra (jedna
obsahuje MLV)

11. protlacit liposomy pies filtr alespon 11 krat (lichy pocet!!!)

12. odebrat LUV a natedit
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Piiprava erytrocytarnich ghosti

Membrany z erytrocytd byly pfipraveny modifikovanou metodou dle Dodge et al. [Dodge

J.T., Mitchell C., Hanahan D.J.: The preparation and chemical characteristics of hemoglobin-

free ghosts of human erythrocytes. Arch. Biochem. Biophys. 100, 119-130 (1963)]. VSechny

operace se provadéji pii 4°C:

1. krev (cca 4 ml) odebrat do ACD roztoku (0,5 ml) a centrifugovat v odbérové zkumavce
pii 200g (1000 az 1200 RPM na JK23, vykyvny rotor), 20°C, 15 min.

2. odebrat opatrné plazmu obohacenou trombocyty (PRP) i s horni vrstvickou sedimentu
(erymasy) a zbytek erymasy 3 x promyt pufrem A (4°C, 10 min, 1000 g = 3000 RPM na
K23)

3. sediment z pivodnich 4 ml krve se rozpipetuje do dvou 50 ml zkumavek, pfida se cca
30 ml hypotonického pufru, pecliveé se promicha a potom centrifuguje (20000 g, 4°C, 40
min.)

4. ghosty se jeste alespon 2x promyji hypotonickym pufrem (pomér buniky:promyvaci roztok
je asi 1:30); peclivé odstraiiovani supernatantu je velmi dilezité

5. po poslednim toceni se membrany roztfepou v cca 2 ml pufru A a prevedou se do
ependorfek v objemu odpovidajicim piivodnimu objemu krve

6. odebere se vzorek (20 pl) pro stanoveni proteini a fosforu a membrany se daji zamrazit.

Stanoveni fosforu v membranach
Fosfat je ur€ovan metodou dle [Bartlett, G.R.: Phosphorus assay in column chromatography.
J. Biol. Chem. 234 (1959) 466-468; Wagner, H., Lissau, A., Holzi, J., Horammer, L.: The
incorporation of 32P into inositolphosphatides of the rat brain. J. Lipid Res. 3 (1962) 177-
180].
Roztoky:

e 2,5% molybdenan amonny (25 g/l)

e 0,02 M KH;,PO4(272,2 mg/100 ml)

o 70% HC104

e 10% kyselina askorbova (vZdy Cerstva)

e standard: 100x zfedény roztok 0,02 mol/l KH,PO4 (1ml+99 ml vody)
Postup:
1. vzorky odpafit pod dusikem v kalibrovanych zkumavkéach
2. vzorek, standard (S1 = 0,25 ml 0,2 mmol/l KH,POy4; S2 = 0,5 ml 0,2 mmol/l KH,;POy)
nebo slepy vzorek + 0,30 ml HCIO4 (70%)
spalovat v piskové lazni 60 min pii 180 °C (standardy se spalovat nemusi)
po vychladnuti doplnit do 2,0 ml redestilovanou vodou, tfepat
pridat 0,25 ml molybdenanu amonného, ttepat
pridat 0,25 ml kyseliny askorbové, tfepat (vysledny objem je 2,5 ml)
5 min vafit ve vodni lazni
5 min chladit v ledové vodé
zm¢éfit absorbanci Ay, orek pii 820 nm proti slepému vzorku
0. provést vypocet na zakladé skutecnosti, Ze ve standardu S1 je 0,05 pumol fosfatu (P;), ve

standardu S2 je 0,10 umol P;:
e kalibrac¢ni faktor f pro 0,05 pumol P; je:
(pramér z S1 + (pramér z S2/2))/2 =f
e koncentrace P; ve vzorku je:
c(umol Pi/ml) = c(mmol/l) = (0,05 . Ayzorek)/(f. V)
kde je V — objem vzorku odebraného pro méteni P; v mililitrech

e R B



e pfibliznou koncentraci fosfolipidi (MW = 752) v mg/ml dostaneme vydélenim
této hodnoty c(mmol/l) koeficientem 1,33

Metoda fluorescen¢nich sond

Pro méfeni relativnich zmén fluidity plazmatickych membran byla pouzita metoda
fluorescencnich sond s hydrofobni membranovou sondou 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH,
Sigma). DPH byl rozpustén v acetonu v koncentraci 6 mmol/l a tento zasobni roztok byl
uloZen v mrazni¢ce. Pro méteni byl pfipraven vzdy Cerstvy roztok v pufru A v koncentraci 6
uM DPH (injektovanim pomoci Hamiltonovy stfikacky 10 pl za intenzivniho michéni). Tento
roztok byl smichény s pufrem A a suspenzi liposomi nebo membran tak, aby vysledna
koncentrace DPH byla 2 uM a koncentrace fosfolipid cca 100 umol/l v pfipadé bunéénych
membran a 50 pmol/l v ptipadé PC-LUV. Po 60 minutach inkubace v 37°C byla méfena
polarizovana fluorescence (anizotropie fluorescence) pii excita¢ni vinové délce 350 nm a
emisni vinové délce 450 nm na spektrofluorimetru FluoroMax-3 (Jobin Yvon, Horiba)

s polariza¢nim pfisluSenstvim. Méteni dané¢ho vzorku bylo opakovéno alespoii 10x a hodnoty
byly zprimérnovany.

Polarizovana fluorescence roztokli se méti ve sméru kolmém ke sméru budiciho paprsku,
ktery je polarizovan ve svislém sméru. Je pfitom nutno provadét korekci na vliv emisniho
monochromatoru spektrofluorimetru na polarizaci jim prochéazejiciho zaieni. Anizotropie
fluorescence se urcuje ze vztahu

(1.21) r=0"-GLY (WY +2G 1Y)

kde IV al," jsou slozky svételné intenzity rovnobézné nebo kolmé k sméru (vertikalnimu)
polarizace budiciho zafeni a G je korek¢ni faktor, ktery 1ze zméfit pfi excitaénim zateni
polarizovaném vodorovné jako pomér I lH/I”H.

Vysledky:

Pro ilustraci jsou v tabulce uvedeny vysledky méfeni anizotropie fluorescence DPH (rppy)

v ghostech (pii1 37 °C) u starSich osob trpicich hypercholesterolémii. Byla zmétena zavislost
rppy Na dobé€ podéavani 1éku snizujiciho sérovy cholesterol (simvastatinu). Soucasné byl

v membranach zméten pomér cholesterolu k celkovym fosfolipidim (CH/PL). Jak je vidét
z tabulky 3.3 bylo méfeni rppy mnohem piesnéjsi, nez stanoveni CH/PL.

Tabulka 3.3 Anizotropie fluorescence sondy DPH v ghostech

SIMVASTATIN GHOSTY SERUM
doba podavani 1éku pomer ce’lkovry
e I'DPH cholesterol/fosfolipidy sérovy
v ghostech cholesterol
0 0,2382| + [0,0065 0,756 | = {0,137 6,57|+(1,26
1 mésic 0,2338 | + |0,0062 0,804 | £ (0,111 6,20+ (0,89
2 mesice 0,2320| + |0,0115 0,711 | + {0,085 5,10(+]0,42
13-16 mésicu 0,2316| + |0,0062 0,788 | = {0,209 5,02|+(0,39
zdravé kontroly 0,2280 | = |0,0067 0,683 | £ (0,127 3,83 az5,8

Anizotropie fluorescence rppy v liposomech piipravenych z fosfatidylcholinu je mnohem
mensi, nez rppy v ghostech. Pro ilustraci jsou v nésledujici tabulce 3.4 uvedeny hodnoty rppy




v PC-LUV (pti 37°C) v zavislosti na mnozstvi imipraminu (antidepresiva) pridaného
k liposomtim pted inkubaci s DPH.

Tabulka 3.4 Anizotropie fluorescence sondy DPH ve velkych jednovrstevnych liposomech

PC-LUV
koncentrace imipraminu
(umol/l) {DPH

0 0,08624
0,01 0,08513
0,1 0,08484
1 0,08484
10 0,08550
100 0,09156




3.4. Vlastni fluorescence bilkovin

Vlastni fluorescenci proteini je zptisobena aromatickymi aminokyselinami v nich
obsazenymi: tryptofanem (Trp), tyrozinem (Tyr) a fenylalaninem (Phe). Dominujici je
fluorescence z tryptofanu, naopak prakticky vitbec se neuplatiiuje fenylalanin (viz kap. 2.1).
V tomto experimentu jsou zmétena fluorescencni excitaéni a emisni spektra albuminu a
¢istého tryptofanu, tyrozinu a fenylalaninu.

Vlastnosti L-tryptofanu:
o MW =204,23
e absorpéni maximum: Ae™ =295 nm
e fluorescenéni emisni maximum: Aey, = 353 nm
e emise Trp je vysoce zavisld na polarité a okolnim prostiedi

Vlastnosti L-tyrozinu:
e MW=181,19
e absorpéni maximum: Ae - =275 nm
e fluorescenéni emisni maximum: Aey o = 304 nm
e emise Tyr je relativné malo citliva na polaritu rozpoustédla

Vlastnosti L-fenylalaninu:

MW =165,19

absorpéni maximum: Ae - = 260 nm
fluorescenéni emisni maximum: Aem = 282 nm
emise Phe je strukturovana

Fluorescence proteintl je obvykle excitovana pii 280 nm nebo pii delSich vinovych délkach,
takze fenylalanin neni ve vétSin€ experimentii excitovan. Navic je kvantovy vytézek
fluorescence Phe velmi maly (kolem 0,02). Tryptofanovou fluorescenci v proteinech lze
selektivné excitovat pti 295-305 nm.

Obr. 3.8 Fluorescencni spektra tryptofanu (Trp), tyrozinu (Tyr) a fenylalaninu (Phe)
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(Podle: Lakowicz 1999.)

Material:
e L-tryptofan (Aldrich), L-tyrozin (Fluka), L-fenylalanin (Fluka)



lidsky albumin (MW = 69000)
pufr A (120 mmol/l NaCl, 10 mmol/l KCI, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4)
sklenéné zkumavky, mikropipety, ...

Postup:

1.

Ptipravte zasobni roztoky 10 mmol/l Trp, 10 mmol/l Tyr, 10 mmol/l Phe a 0,25
mmol/l albuminu v pufru A.

2. Pro vlastni méfeni je nafed’te pufrem A na koncentrace 20 pumol/l Trp, 100 umol/l Tyr,
10 mmol/l Phe a 5 pmol/l albuminu.
3. Zm¢ite excitacni a emisni spektra vzorkil za podminek uvedenych v tabulce3.5
Tabulka 3.5
excitacéni spektrum | emisni spektrum
Aem (NM) | Aex (NM) | Aex (M) | Aem (NM)
L-tryptofan | 350 240-320 | 280 300-420
L-tyrozin 300 240-290 | 270 280-360
L-fenylalanin | 280 240-270 | 250 260-360
albumin 350 240-320 | 280 300-420
Vysledky:

Zm¢étena excitacni a emisni spektra vlastni fluorescence tryptofanu (Trp), tyrozinu (Tyr),
fenylalaninu (Phe) a albuminu v pufru A jsou na obr. 3.9 a 3.10. Je vidét, Ze prakticky veskera
vlastni fluorescence albuminu pochazi od tryptofanu. Méfeni byla provedena na
spektrofluorimetru FluoroMax-3.

Obr. 3.9 Excitacni spektra 20 pmol/l Trp (Aem = 350 nm), 100 pmol/l Tyr (Aem = 300 nm), 10
mmol/l Phe (Aem =280 nm) a 5 umol/l albuminu (Aep, = 350 nm).
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Obr. 3.10 Emisni spektra 20 pmol/l Trp (Aex = 280 nm), 100 umol/l Tyr (Aex =270 nm), 10

mmol/l Phe (Aex =250 nm) a 5 pmol/l albuminu (Aex = 280 nm).
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3.5. Fluorescencni znaceni DNA

Nukleotidy a nukleové kyseliny obecné nefluoreskuji. Pro jejich vizualizaci a identifikaci se
proto pouziva fada fluorescencnich sond (viz kap. 2.2.2 a Tabulka 2.6). V tomto experimentu
je ukdzana moznost pouziti sondy ethidium bromidu pro barveni jader nezivych bunék
granulocyti nebo lymfocytu.

Vlastnosti sondy ethidium bromidu:

MW = 39431

dobfe rozpustny ve vodé

ve vodé fluoreskuje malo, po navdzani k DNA se fluorescence zvysuje asi 30 krat
doba dohasinani fluorescence ve vodé je asi 1,7 ns, po vazbé k dvoutetézcové DNA se
zvySuje na 20 ns

vazba k DNA se uskute¢iiuje vmezefovanim rovinného aromatického kruhu mezi pary
bazi dvoutetézcové DNA

absorp¢ni maximum v DNA: A =523 nm

fluorescenéni emisni maximum v DNA: Aep " = 604 nm

Obr. 3.11 Fluorescenc¢ni spektra ethidium bromidu
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(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

Material:

ethidium bromid (EB, Merck)

plné krev

dextran

Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences)

centrifuga

termostat

sklenéné zkumavky

mikropipety

fostatovy pufr (PBS, pH 7,4)

pufr A (120 mmol/l NaCl, 10 mmol/l KCl, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4)
ACD roztok (0,8% kyselina citrénova, 2,2% citrat sodny (Na;CsHs0O7), 2,4% glukoza,
pH 4,3)



Postup:
Izolace granulocytii z krve

1.

Nk

krev odebrat do ACD roztoku (v objemovém poméru 1:9)

v umélohmotné injekéni stiikacce promichat 4 dily krve a 1 dil 6% dextranu v PBS
nechat (stfikacku Spickou vzhtiru) 30 minut v 37°C, potom vytlacit plazmu

promyt v PBS (centrifugace 20 min pii 1500 RPM na JK23)

je-li pfimés erytrocytt provést hypotonni lyzu (0,25 ml vzorku + 0,75 ml vody, pii 37°C
po 10 s, potom ptidat koncentrovany NaCl)

Izolace lymfocytii z plné krve

1
2
3
4
5.
6.
7
8
9
1

. krev odebrat do citratového roztoku (nesrazliva krev)
. promichat 2 ml krve a 2 ml pufru A
. pridat 3 ml Ficoll-Paque Plus do zkumavky a opatrné navrstvit 4 ml zfedéné krve

centrifugovat pii 400g po dobu 30 min pii 20 °C
odsat horni vrstvu (miize byt uchovana pro pozd¢jsi pouziti)
prenést vrstvu s lymfocyty do centrifugacni kyvety (cca 2 ml)

. pridat alesponi 3 objemy pufru A, promichat

centrifugovat pii 60-100g po 10 min pii 20 °C
odstranit supernatant a opakovat promyti

0. suspendovat lymfocyty v pufru A v koncentraci 5.10"/ml

Barveni DNA ethidium bromidem:

1.
2.

pfipravit zasobni roztok ethidium bromidu ve vod¢ (2,5 mmol/l)

smichat pufr A, granulocyty nebo lymfocyty a ethidium bromid, tak aby vysledné
koncentrace byly cca 10° bundk/ml a 10 pmol/I ethidium bromidu

zm¢fit excitacni fluorescenéni spektrum pii Aey, = 610 nm a emisni spektrum pii Aex = 520
nm

vzorek ne¢kolikrat rychle zmrazit a rozmrazit, kratce turaxovat a znovu méfit excitacni a
emisni spektra

Vysledky:

Zmeétena excitacni a emisni spektra ethidium bromidu ve pufru A, po pfidani lymfocytt a po
vazbé¢ k jejich DNA jsou uvedena na obr. 3.12 a 3.13. M¢éfeni byla provedena na
spektrofluorimetru FluoroMax-3.



Obr. 3.12 Excitaéni fluorescencni spektra 10 umol/l ethidium bromidu ve vodé a v DNA
lymfocytl (Aem = 610 nm).

800000
3 x zmrazeniirozmrazeni + turaxovani

600000

400000

ntenzita fluorescence (cps)

X

200000

400 450 500 550 600
vinova detka (nm)

Obr. 3.13 Emisni fluorescenéni spektra 10 pmol/l ethidium bromidu ve vodé a v DNA
lymfocytl (Aex = 520 nm).
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3.6. Kalcium

Kalciové sondy jsou nejcastéji pouzivané nitrobunééné indikatory (viz kap. 2.3.5). Protoze
neprochazeji bunéénou membranou, dostavaji se do bun¢k mikroinjekci nebo elektroporaci,
nebo jako acetoxylmetylestery (AM estery), které jsou uvnitt buiiky $t€peny nitrobunéénymi
esterdzami za vzniku negativné nabitych sond.

V tomto experimentu jsou vyzkouseny vlastnosti dvou sond pro méfeni Ca*": Fluo-3 a Quin-
2. Po vazbé kalcia vykazuje Quin-2 jak zménu intenzity fluorescence, tak posuv absorpéniho
maxima, Fluo-3 témé&f nefluoreskuje za nepiitomnosti Ca*". Jedna se tedy o sondy, pro néz je
koncentrace Ca’" dana vztahem (viz kap. 2.3.5):

(2 1) Ca = Kd (I‘Imin)/(Imax‘I)

kde je K4 — disociaéni konstanta vazebného mista pro kalcium na indikatoru, I, — intenzita
fluorescence indikatoru, kdyZ neni navazan zadny vapnik, I;,.x — intenzita fluorescence plné
obsazeného indikatoru, I — intenzita fluorescence ve vzorku, kde je jen ¢ast vazebnych mist
indikatoru obsazena Ca>". M&feni Ix vyzaduje lyzu bun¢k a titraci uvolnéného indikatoru
nebo pouziti ionofort, aby doslo k saturaci nitrobunécného indikatoru kalciem.

Vlastnosti sondy Quin-2:
e MW = 541,51 (pro bezvodou latku)
e mirna rozpustnost ve vode (pH > 6)
e neprostupuje membranou, ale prodava se i AM ester (Quin-2, AM), ktery membranou

prostupuje

e kvantovy vytézek fluorescence volné formy je 0,03; po navazani kalcia vzrista na
0,14

e doba dohasinani fluorescence volné formy je 1,35 ns, po vazb& Ca** se zvysuje na
11,6 ns

e absorp¢ni maximum volné formy 356 nm, vazané formy 336 nm
e fluorescen¢ni emisni maximum volné formy 500 nm, vazané formy 503 nm
e disocia¢ni konstanta K4 = 60,0 nmol/l

Vlastnosti sondy Fluo-3:

e MW =769,5 (Fluo-3 tetraoctova kyselina)

e rozpustna ve vodé (pH > 6)

e neprostupuje membranou, ale prodava se i AM ester (Fluo-3, AM), ktery membranou
prostupuje

e kvantovy vytézek fluorescence se po navazani kalcia zvysi asi 40 krat

e doba dohasinani fluorescence volné formy je 0,04 ns, po vazb& Ca>" se zvysuje na
1,28 ns

e absorp¢ni maximum 504 nm

e fluorescencni emisni maximum 526 nm

e disociaéni konstanta K4 = 390 nmol/l



Obr. 3.14 Absorpcni a fluorescenéni spektrum sondy Fluo-3 saturované kalciem
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(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

Material:

¢ Quin-2 (Sigma), Fluo-3 (Fluka)
CaCl, (MW =110,99)
EGTA
sklenéné zkumavky
mikropipety

Postup:
1. Quin-2 a Fluo-3 rozpust'te ve vodé (pH>6) v koncentraci 2 mmol/l
2. CaCl, rozpust'te ve vode v koncentracich 10 mmol/l a 10 pmol/l
3. pfipravte 1 mmol/l EGTA ve vodé
4. smichejte vodu, sondu a CaCl, dle Tabulky 3.6 a zméite
= excitaéni spektra Fluo-3 pii Aem = 540 nm; emisni spektra Fluo-3 pii Aex = 480 nm
= excitacni spektra Quin-2 pfi Aem = 500 nm; emisni spektra Quin-2 pii Aex = 336 nm
misto méfeni spekter mizete méfit jen intenzitu fluorescence:
* Fluo-3 pii Aex = 504 nm a Aem = 526 nm
* Quin-2 pii Aex =356 nm a Aem = 500 nm

Tabulka 3.6

voda | Fluo-3 Quin-2 CaCl, CaCl, EGTA vysl. konc. Ca*
(ul) (ul) (ul) 10 umol/l (ul) | 10 mmol/l (ul) | 1 mmol/l (ul) (umol/l)
3975 | 25 0 0 0 1000 0

4975 | 25 0 0 0 0 0

4945 | 25 0 30 0 0 0,06

4775 | 25 0 200 0 0 0,4

4974 | 25 0 0 1 0 2

4965 | 25 0 0 10 0 20

4955 | 25 0 0 20 0 40

4925 | 25 0 0 50 0 100
397510 25 0 0 1000 0

4975 | 0 25 0 0 0 0

494510 25 30 0 0 0,06

4965 | 0 25 0 10 0 20

4955 | 0 25 0 20 0 40




Poznamka: Do vzorku s nulovou koncentraci ptidaného CaCl, byl ptidan 0,2 mmol/l EGTA
pro vychytani iontii Ca>",

Vysledky:

Zmétena excitacni a emisni spektra sondy Fluo-3 pfi riznych koncentracich kalcia jsou
uvedena na obr. 3.15 a 3.16. Excita¢ni a emisni spektra sondy Quin-2 pfi riznych
koncentracich kalcia jsou uvedena na obr. 3.17 a 3.18. Méfeni byla provedena na
spektrofluorimetru FluoroMax-3. Vysledky mimo jiné ukazuji, ze v pouzité redestilované
vodg byly piitomny ionty Ca*", které méteni pti nizkych koncentracich CaCl, zkreslily. Je
vhodné&jsi pouzit deionizovanou vodu. Jak se dalo pfedpokladat z hodnot disociacnich
konstant, je sonda Quin-2 citlivéj$i na zmény koncentraci kalcia pfi jeho nizsich
koncentracich (kolem 0,06 pmol/l), zatimco sonda Fluo-3 je nejcitlivéjsi pti vysSich
koncentracich Ca*" (kolem 0,4 pmol/l).

Obr. 3.15 Excitacni fluorescencni spektra 10 umol/l Fluo-3 (Aem = 540 nm) pii riznych
koncentracich CaCl, (umol/l).

30E+06

d
th
m
+
=
(51

0 (redestilovana voda)

20E+06

15E+06

10E+Q&

intenzita fluorescence (cps)

S0E+05

D_ Y —— e —— i}

420 440 460 480 200 520
vinova déllka (nm)



Obr. 3.16 Emisni fluorescen¢ni spektra 10 pmol/l Fluo-3 (Aex = 480 nm) pfi rznych
koncentracich CaCl, (umol/l).
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Obr. 3.17 Excitacni fluorescenéni spektra 10 pmol/l Quin-2 (Aem = 500 nm) pfi riznych
koncentracich CaCl, (umol/l).
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Obr. 3.18 Emisni fluorescenéni spektra 10 pmol/l Quin-2 (Aex = 336 nm) pfi riznych
koncentracich CaCl, (umol/l).
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3.7. Membranovy potencial

V tomto experimentu je popsan jednoduchy zptisob detekce zmén membranového potencidlu
zivych bunék pomoci fluorescencnich sond citlivych na elektricky potencial pfes membranu
(viz. kap. 2.3.7). Experiment je proveden s buiitkami lymfocytl izolovanych z periferni krve a
potencidlovou fluorescen¢ni sondou 3,3’-dihexyloxakarbocyanin jodidem (DiOCqg(3)).
Zména membranového potencidlu je indukovana valinomycinem, vysokymi koncentracemi
mimobunécéného KCl, ouabainem a Tritonem X 100.

Triton X 100 je neiontovy detergent, ktery rozpousti membrany a tvoii micely

s membranovymi lipidy a proteiny. Ouabain je inhibitor Na'K'-ATP4zy. Valinomycin je
ionofor prenaecového typu pro K, tzn. zvysuje permeabilitu membran tim, Ze selektivng
véaze ion K, difunduje membranou a uvoliiuje K™ na druhé strané membrany (tento efekt
se mize uplatiiovat jen do vyrovnani koncentraci iontti K™ na obou stranach membrany).

Sonda DiOCg(3) je citlivd na membranovy potencial jak plazmatické membrany, tak i
mitochondridlni membréany [Salvioli et al.: FEBS Letters 411, 77-82, 1997]. Pro méteni zmén
mitochondridlniho membranového potencialu se proto musi pouzit specifické mitochondridlni
inhibitory [Kalbacova et al.: Cytometry 52A, 110-116, 2003].

Vlastnosti sondy DiOCg(3):
e MW=572,53
¢ nizka rozpustnost ve vodé
e patii do skupiny karbocyninovych potenciometrickych fluorescenénich sond
s pomalou odezvou
e rozpoustédlo pro zasobni roztok: dimetylsulfoxid (DMSO) nebo etanol (EtOH)
e rozpoustédlo pro spektroskopickd méteni: metanol (MeOH)
absorpéni maximum v metanolu: Ae - = 484 nm (molarni extink¢ni koeficient:
154000 cm™'M™)
fluorescenéni emisni maximum v metanolu: Aey™ = 501 nm
pracovni koncentrace se udava 40-200 nmol/l
prochdzi bunéénou membranou
muze byt pouzita pro znaceni jak mitochondrii, tak endoplazmatického retikula (po
uvolnéni sondy z mitochondrii)

Obr. 3.19 Potencialova sonda DiOCg(3)
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Material:
e DiOC¢(3) jodid (Sigma)
e valinomycin (MW =1111,36, Sigma)



ouabain (MW = 584,2, Sigma)

Triton X 100 (Merck)

Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences)

centrifuga

pufr A (120 mmol/l NaCl, 10 mmol/l KCI, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4) s 1%

glukézou

e pufr B (120 mmol/l NaCl, 120 mmol/l KCI, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4) s 1%
glukézou

e sklenéné zkumavky, mikropipety, ...

Postup:
Izolace lymfocytii z plné krve

1.
2.
3.

krev odebrat do citratového roztoku (nesrazliva krev)

promichat 10 ml krve a 10 ml pufru A

pridat 15 ml Ficoll-Paque Plus do pruhledné centrifugacni kyvety a opatrné navrstvit 20
ml zfedéné krve

centrifugovat pii 400g po dobu 30 min pii 20 °C

odsat horni vrstvu (mtiZze byt uchovana pro pozd¢jsi pouZiti)

4
5.
6. prenést vrstvu s lymfocyty do centrifugaéni kyvety (cca 10 ml)
7.
8
9.
1

pridat alespoii 3 objemy pufru A, promichat
centrifugovat pti 60-100g po 10 min pii 20 °C
odstranit supernatant a opakovat promyti

0. suspendovat lymfocyty v pufru A v koncentraci 5.10"/ml

Méieni zmén membranového potencialu:

1.

2.

3.

piipravte zasobni roztok 10 mmol/l DiOCqg(3) jodidu v DMSO a z néj pracovni roztok 0,1
mmol/l v etanolu
pfipravte tyto zadsobni roztoky: 1 mmol/l valinomycin v etanolu, 2 mmol/l ouabain v pufru
A, 10% Triton X 100 v pufru A
proved’te tato méteni:
A) cCasova zavislost fluorescence sondy po pfidani k lymfocytim:
e pfipravte vzorky s vyslednymi koncentracemi 10 pmol/I DiOCy(3), 10°
lymfocytt/ml
e zm¢éite excitacni a emisni spektra DiOCqg(3) v samotném pufru A a v ¢asech 1, 5,
10 a 30 minut po ptidani lymfocyti
B) vliv depolarizace membrany na fluorescenci DiOCq(3):
e smichejte jednotlivé slozky podle Tabulky 3.7 ve vyslednych koncentracich: 10°
lymfocytti/ml, 0,2 pmol/l DiOCg(3), 1 umol/l valinomycin, 100 umol/l ouabain,
0,01% Triton X 100
e inkubujte ve tm€ 30 min v 37 °C
e promyjte dvakrat v pufru A nebo B (centrifugaci 10 min, 100 g, 20 °C) a sediment
resuspendujte v pavodnim objemu pufru A nebo B
e s polarizdtorem orientovanym svisle a analyzatorem pootocenym o ,,magicky*
uhel 54,74° zméite excitacni a emisni spektra nebo intenzitu fluorescence
DiOCg(3) pii buzeni dex ™ =484 nm a Aeny" = 519 nm; pii 37 °C
C) vliv Tritonu X 100 na fluorescenci DiOCq(3):
e zmgéite excitacni a emisni spektra DiOCg(3) v pufru A bez lymfocytl v ptfitomnosti
0,01% a 0,1% Tritonu X 100



Tabulka 3.7

¢. lymfocyty valinomycin ouabain Triton X 100 DiOCe(3)
1 {4890 |0 100 0 0 0 10

2 (4885 |0 100 5 0 0 10

3 14640 |0 100 0 250 0 10

4 14885 |0 100 0 0 5 10

510 4890 | 100 0 0 0 10

6 [0 4885 | 100 5 0 0 10
Vysledky:

A) Na obr. 3.20 a 3.21 jsou excitacni a emisni spektra sondy DiOCg(3) v koncentraci 10
pmol/l v samotném pufru A bez buné€k a v riznych ¢asech po pridani lymfocyth
v koncentraci 10°/ml. Na obr. 3.22 jsou emisni spektra téhoz vzorku v riznych &asech po
piidani 0,01% Tritonu X 100. Pfi téchto méfenich nebyla odstraiiovana volna sonda.

B) Na obr. 3.23 a 3.24 jsou excitacni a emisni spektra sondy DiOCg(3) piidané k lymfocytim
v kone¢né koncentraci 200 nmol/l a vliv depolarizace membrany na tato spektra po
pridani valinomycinu, ouabainu nebo Tritonu X 100 (dle Tabulky 3.7). Vysledky ukazuji,
ze na fluorescenci DiOCq(3) v lymfocytech nema valinomycin vyrazny vliv, zatimco
depolarizace zptisobena inkubaci bunék s ouabainem nebo v pufru s vysokym obsahem K"
zpusobuje vyrazné sniZeni fluorescence této sondy. Nejvetsi zmeéna byla zpiisobena
Tritonem X 100, ktery ale buiiky zcela likviduje. Ve vsech ptipadech byly lymfocyty po
30 minutové inkubaci v 37 °C dvakrat promyty pufrem pro odstranéni mimobunécné
sondy.

C) Naobr. 3.25 a 3.26 jsou excitacni a emisni spektra sondy DiOCe(3) pfidané k pufru A
(bez bunék) v konecné koncentraci 200 nmol/l pfed a po pridani riznych koncentraci
Tritonu X 100. Vysledky ukazuji, Ze samotny detergent velmi zvySuje kvantovy vytézek
fluorescence sondy DiOCg(3), coz se musi brat v ivahu v experimentech, kdy Triton X
100 neni dostate¢né odmyt ze vzorku.



Obr. 3.20 Excitaéni spektra (Aem = 520 nm) potencidlové sondy DiOCg(3) v pufru A pred
pridanim a v rtiznych Casech po pfidani lymfocyta

2DE+DB-

15E+06-

10E+0G

intenzita fluorescence (cps)

S0E+05

400 420 440 460 480 500

vinova delka (nmy}

Obr. 3.21 Emisni spektra (Aex = 440 nm) potencialové sondy DiOCe(3) v pufru A pred
pridanim a v rtiznych Casech po pfidani lymfocyta
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Obr. 3.22 Emisni spektra (Aex = 440 nm) potencialové sondy DiOCg(3) v pufru A s lymfocyty
pted pfidanim a v riznych €asech po ptidani 0,01% Tritonu X 100
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Obr. 3.23 Excitacni spektra (Aem = 520 nm) potencialové sondy DiOCg(3) v lymfocytech
inkubovanych: 1) v pufru A (pouze lymfocyty), 2) s 1 umol/l valinomycinem v pufru A
(+valinomycin), 3) se 100 umol/l ouabainem v pufru A (+ouabain), 4) s 0,01% Tritonem X
100 v pufru A (+Triton X 100), 5) v pufru B (+KCl) a 6) v pufru B s 1 umol/l valinomycinem
(+KCl+valinomycin)
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Obr. 3.24 Emisni spektra (Aex = 440 nm) potencialové sondy DiOCe(3) v lymfocytech
inkubovanych: 1) v pufru A (pouze lymfocyty), 2) s 1 umol/l valinomycinem v pufru A
(+valinomycin), 3) se 100 umol/l ouabainem v pufru A (+ouabain), 4) s 0,01% Tritonem X

100 v pufru A (+Triton X 100), 5) v pufru B (+KCl) a 6) v pufru B s 1 pumol/I valinomycinem
(+KCl+valinomycin)
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Obr. 3.25 Excitacni spektra (Aem = 520 nm) potencialové sondy DiOCe(3) v pufru A pfi
ruznych koncentracich Tritonu X 100
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Obr. 3.26 Emisni spektra (Aex = 440 nm) potencialové sondy DiOCq(3) v pufru A pfi riznych
koncentracich Tritonu X 100
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3.8. Zmény pH

Sondy pro méfeni zmén pH jsou popséany v kapitole 2.3.6..V tomto experimentu je ilustrovana
citlivost fluorescen¢nich sond pro méteni pH. s pouzitim sondy SNARF-5F.

SNARF-5F patii do skupiny seminaftorhodafluori, coz je relativné nova skupina
fluorescencnich indikatori pH vyznacujici se vyraznymi posuvy jak v absorpénim, tak

v emisnim spektru. Jedna se o sondy vhodné pro tzv. pomérna méteni, kdy z poméru intenzit
fluorescence métené pii dvou riznych vinovych délkéach emise lze zjistit pH okolniho
prostiedi. Fluorescencni je jak kyseld, tak zasadita forma téchto sond. Pro lepsi prostupnost
dovnitt Zivych buné€k lze pouzit jejich acetoxymetylové (AM) nebo acetatové estery.

Vlastnosti sondy SNARF-5F:
e MW =471,44
nizka rozpustnost ve vodé
zasobni roztok: pH>6
patii do skupiny seminaftorhodafluort
absorpéni maximum v kyselém/neutralnim roztoku: Aex ™ = 555 nm (molarni
extinkéni koeficient: 27000 cm™'M™)
fluorescenéni emisni maximum v kyselém/neutralnim roztoku: Aey, ™ = 590 nm
e absorpéni maximum v zasaditém roztoku: Ae" " = 579 nm (molarni extinkéni
koeficient: 49000 cm™'M™)
e fluorescenéni emisni maximum v zasaditém roztoku: Aem = 630 nm
e pK,=7,2

Obr 3.27 Fluorescen¢ni spektra sondy SNARF-5F pfi riznych pH
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(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

Material:
e SNARF®-5F 5-(a 6)-karboxylova kyselina (Molecular Probes)
e sklenéné zkumavky, mikropipety, ...
e pufry s upravenym pH 5 az 9

Postup:

1. pfipravte zdsobni roztok 2 mmol/l SNARF-5F v DMSO (dimetylsulfoxid)

2. do 5 ml pufru (pH =5 - 9) ptidejte (Hamiltonovou stiikackou) 10 pl sondy SNARF-5F
v konecné koncentraci 4 pmol/l



3. zméite excitacni fluorescenéni spektra vzorkl pfi Aem = 630 nm
4. zmgéite emisni fluorescencni spektra vzorkl pii Aex = 540 nm

Vysledky:
Zméfena excitacni a emisni spektra sondy SNARF-5F pfi rznych pH jsou uvedena na obr.
3.28 a 3.29. M¢éteni byla provedena na spektrofluorimetru FluoroMax-3.

Sondy typu SNAREF lze pouzit pro méteni pH zmétenim poméru intenzit fluorescence pti
emisnich vinovych délkach 580 a 640 nm; zavislost poméru emisnich intenzit na pH neni
linedrni, jak je vidét z obr. 3.30. Kalibraci fluorescenc¢ni odezvy SNARF-5F lze provést
pomoci pufrt s riznymi pH, v nichZ je méfen pomér intenzit fluorescence pti dvou riznych
vinovych délkach (A;=580 nm, A,=640 nm):

(3.1 pH = pK, — log[((R-Rg)/(RA-R))*Ip(A2)/1a(A2)]
kde je R pomér intenzit fluorescence pti dvou riznych vinovych délkach (I(A,)/I(A,)), indexy
A a B oznacuji limitni hodnoty v kyselé a zasadité oblasti titracni kiivky; pro SNARF-5F je

pK,=7,2. Korekce na fluorescenci pozadi musi provedena pred vypoctem pomért R.

Obr. 3.28 Excitacni fluorescencni spektra 4 pmol/l SNARF-5F (A = 630 nm) pii raznych
hodnotach pH roztoku.
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Obr. 3.29 Emisni fluorescenéni spektra 4 pmol/l SNARF-5F (Aex = 540 nm) pfi riznych
hodnotach pH roztoku.
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Obr. 3.30 Zavislost poméru intenzit fluorescence sondy SNARF-5F méfenych pti 580 a 640
nm na pH
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3.9. Propustnost membran

Karboxyfluorescein nebo calcein jsou zadrzovany uvniti neporusenych bunék nebo
lipidovych vesikla (viz téz kap. 2.3.1). Fluorescence téchto latek je pritom >95% zhaSena pfi
koncentracich nad 100 mmol/l. Propustnost lipidovych dvojvrstev pro takové fluorofory lze
studovat timto zplisobem: koncentrovany roztok fluoroforu ve vod¢ se uzavie v liposomech,
které se potom oddéli od neuzaviené¢ho barviva gelovou filtraci nebo centrifugaci. Uvoliiovani
fluoroforu z liposomt je potom provazeno zvySovanim intenzity fluorescence. Lze sledovat
jak spontanni uvoliiovani, tak uvoliiovani vyvolané jinou latkou. Kompletni 1yzu 1ze
uskutec¢nit pfidanim detergentu, Tritonu X-100.

Vlastnosti sondy 5-(a 6)-karboxyfluorescein (5(6)-FAM):
e MW =376,32
e stfedni rozpustnost ve vod€; zdsobni roztok v dimetylformamidu, pH>6

max __

e absorp¢ni maximum v kyselém/neutralnim roztoku: Aex = 475 nm (molarni
extinké&ni koeficient: 28000 cm™'M™)

e fluorescenéni emisni maximum v kyselém/neutralnim roztoku: ey = 517 nm

e absorpéni maximum v zasaditém roztoku: Aex - = 492 nm (molarni extink¢ni
koeficient: 75000 cm™'M™)

e fluorescenéni emisni maximum v zasaditém roztoku: Aey =517 nm

e pK,=64

Material:
e 5-(a 6)-karboxyfluorescein (Fluka)

e fosfatidylcholin (Sigma)
e Triton X-100
e pufr A (120 mmol/l NaCl, 10 mmol/l KCI, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4)
e sklenéné zkumavky, mikropipety, ...
Postup:

1. pfipravte roztok 100 mmol/l 5-(a 6)-karboxyfluoresceinu v pufru A s pH zvySenym na 9

2. ptipravte 10% roztok Tritonu-X v pufru A

3. pfipravte velké mnohovrstevné liposomy z fosfatidylcholinu, kdy jako vodny roztok
pouzijte 100 mmol/l karboxyfluorescein:

e prenést 2 mg fosfolipidu ve smési chloroform/metanol (2:1) do sklenéné nddobky a
rozpoustédlo odpatit proudem dusiku pii teploté kolem 40 °C tak, aby na sténé
nadobky vznikla tenka vrstva fosfolipidu

e nadobku umistit po nékolik hodin ve vakuu, aby byly odstranény zbytky rozpoustédla

e pfidat 2 ml 100 mmol karboxyfluoresceinu a vzorek inkubovat v 50 °C po dobu 5
minut

¢ intenzivné tfepat a nakonec kratce sonikovat (cca 5 s) v sonikatoru XL 2020 (Heat
Systems - Ultrasonics) na stupni 4

e inkubovat vzorek v 50 °C po dobu 30 minut a poté jej kratce protiepat

4. liposomy promyjte 2 krat pufrem A (centrifugaci pti 30000 g, 15 min, 20 °C)

liposomy nated’te pufrem A na vyslednou koncentraci fosfatidylcholinu 100 pmol/ml

6. v casech 30, 60, 90 a 120 minut po nafedéni liposoml zméite excitacni a emisni spektra
nebo intenzitu fluorescence karboxyfluoresceinu pti buzeni Aex = 490 nm a Aep = 520 nim;

e



pii 20 °C; s polarizatorem orientovanym svisle a analyzatorem pootocenym o ,,magicky*
uhel 54,74°

7. pridejte Triton X-100 v kone¢né koncentraci 0,1% a znovu zméite fluorescenci
karboxyfluoresceinu

Vysledky:

Na obr. 3.31 a 3.32 jsou excita¢ni a emisni spektra 5-(a 6)-karboxyfluoresceinu uvoliiovaného
z mnohovrstevnych fosfatidylcholinovych liposomil obsahujicich koncentrovany fluorofor
jednak spontanné (v ¢asech 30, 60, 90 a 120 min po natedéni liposomt pufrem A), jednak po
destrukci liposomt 0,1% Tritonem X 100.

Obr 3.31 Excita¢ni fluorescenéni spektra (Aem = 540 nm) 5-(a 6)-karboxyfluoresceinu
uvolnovaného z mnohovrstevnych liposomi spontanné v ¢asech 30, 60, 90 a 120 minut po
natfedéni liposomt a po Gplném uvolnéni ptisobenim 0,1% Tritonu X 100.
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Obr 3.32 Emisni fluorescenéni spektra (Aex =470 nm) 5-(a 6)-karboxyfluoresceinu
uvoliiovaného z mnohovrstevnych liposomt spontanné v ¢asech 30, 60, 90 a 120 minut po
nafedéni liposomil a po Gplném uvolnéni pasobenim 0,1% Tritonu X 100.
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3.10. Specialni experimenty
3.10.1. Vazebné parametry receptoru

Membranové receptory pro neurotransmitery lze charakterizovat jejich afinitou K, (nebo
disocia¢ni konstantou K4 = 1/K;) k neurotransmiteru ¢i jinému ligandu a vazebnou kapacitou
Bmax- K, charakterizuje silu vazby ligandu ke specifickému vazebnému mistu na receptoru a
Bmax 0dpovida denzité receptorii v membrang. Disociacni konstanty neurotransmiterovych
receptorti lezi obvykle v nanomolérni oblasti a pro jejich méfeni tedy potfebujeme detekovat
subnanomolarni koncentrace vazajicich se latek. Vazebné parametry receptorti se proto bézné
urcuji pomoci liganda, které k nim maji specifickou vazbu a které jsou znaceny radionuklidy
(obvykle agonisté nebo antagonisté receptortl). Metoda vazby radioligandu je velmi dobte
rozpracovana a popsana (napt. v monografii [Neurotransmitter Receptor Binding,
Yamamura, H.I., Enna, S.J. and Kuhar, M.J., eds., 2nd ed., Raven Press, New York, 1985].
Citlivost fluorescencni spektroskopie vSak umoznuje tato méfeni provadét 1 pomoci
fluorescencnich ligandl (viz kap. 2.3.2), nebot’ za optimalnich podminek I1ze méfit i
femtomolarni koncentrace fluorofort. Problém je dosud v nedostate¢ném poctu fluorescencné
znaCenych ligandl pro neurotransmiterové receptory a vEtsi pracnosti experimentu.

V tomto experimentu je popsan postup mefeni vazebnych parametrd o,-adrenergnich
receptord v lymfocytech pomoci jejich antagonisty - prazosinu fluorescen¢né zna¢eného
latkou BODIPY FL. Postup je analogicky postupu u metody vazby radioligandu, tj. m&fi se
koncentracni zavislost vazby ligandu k bunéénym membranam. Pro odd¢leni volného a
navéazaného ligandu byla pouzita technika rychlé filtrace, kterd umoziuje velmi rychlé a
snadné oddéleni volného a vazaného ligandu za ptedpokladu, ze pouzity filtr je schopen
zachytit ¢astice, k nimz se ligand véaze a soucasné je jeho propustnost dostate¢na pro rychly
prachod promyvaci tekutiny. Pro zachyt lymfocytl jsme pouzili sklenéné mikrovlaknité filtry
GF/C (Whatman), které byly impregnovany 0,1% polyetyleniminem pro sniZeni vazby
volného ligandu na filtr. Vzorky byly nafedény 3 ml pufru A, filtrovany a filtry se
zachycenymi lymfocyty byly dvakrat promyty ledovym pufrem A (2 x 3 ml). Celkova doba
filtrace byla <10 sec., coz umoziuje spolehlivé méfeni vazebnych procesti s disociacni
konstantou <10 mol/I. Filtry byly umistény do zkumavek a zhomogenizovéany v 5 ml
metanolu. Po centrifugaci byly 4 ml metanolu méfeny na spektrofluorimetru (Aex = 490 nm,
Aem = 511 nm).

Nespecificka vazba byla urcena jako vazba BODIPY FL prazosinu v pfitomnosti nadbytku
(10 umol/l) neznaceného prazosinu. Tato vazba byla odectena od celkové vazby a data byla
vyhodnocena. Vyhodnoceni dat je rovnéz analogické jako pii pouziti metody vazby
radioligandu. Parametry vazebnych izoterem B, a Kq4 byly spocteny metodami nelinearni
regresni analyzy s pouZzitim programu AccuFit Saturation Two-Site (Beckman). Bylo pouzito
oznaceni bézné pro ligand-receptorové studie:

(3.2) B =B - F/ (Kq+F)
kde je B - mnozstvi prazosinu navazaného k 10° lymfocytii, F - koncentrace volného

prazosinu, Byax - maximalni pocet vazebnych mist (vazebnd kapacita) a K4 - rovnovazna
disociacni konstanta.



Vlastnosti BODIPY FL prazosinu:
o MW =563,41
e rozpoustédlo pro zasobni roztok: dimetylsulfoxid (DMSO) nebo etanol (EtOH)
e rozpoustédlo pro spektroskopicka méfeni: metanol (MeOH)
e absorpéni maximum v metanolu: Ae = 504 nm (molarni extinkéni koeficient: 77000
cm'M™)
fluorescenéni emisni maximum v metanolu: Aqy™ =511 nm
e rozpustnost ve vode¢ je nizka
e antagonista a,-adrenoceptori

Obr. 3.33 BODIPY FL prazosin a absorp¢ni e emisni fluorescen¢ni spektrum BODIPY FL.
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(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

Obr. 3.34 Vzorec prazosinu
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Material:
e BODIPY FL prazosin (Molecular Probes)
e prazosin (MW =419,9, Sigma; rozpustny ve vod¢ do 0,5 mg/ml, v metanolu do 6
mg/ml)
sklenéné mikrovlaknité filtry Whatman GF/C
filtra¢ni zatizeni
Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences)
metanol
sklenéné zkumavky, mikropipety, ...
centrifuga
pufr A (120 mmol/l NaCl, 10 mmol/l KCI, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4)

Postup:

Izolace lymfocytii z plné krve
1. krev odebrat do citratového roztoku (nesrazliva krev)
2. promichat 2 ml krve a 2 ml pufru A



3. pridat 3 ml Ficoll-Paque Plus do zkumavky a opatrné navrstvit 4 ml zfedéné krve
4. centrifugovat pii 400g po dobu 30 min pii 20 °C

5. odsat horni vrstvu (mize byt uchovana pro pozdéjsi pouziti)

6. prenést vrstvu s lymfocyty do centrifugacni kyvety (cca 2 ml)

7. pridat alesponi 3 objemy pufru A, promichat

8. centrifugovat pii 60-100g po 10 min pii 20 °C

9. odstranit supernatant a opakovat promyti

10. suspendovat lymfocyty v pufru A v koncentraci 5.107/ml

Vazba prazosinu na lymfocyty

1. veskera prace se déla v ledové lazni (cca 2 °C)
2. pfipravit roztoky v pufru A:
e 50 umol/l prazosin
e 100 nmol/l BODIPY FL prazosin
e 5 nmol/l BODIPY FL prazosin
3. do sklenénych zkumavek pipetovat vzorky dle Tabulky 3.8; vazba se startuje ptidanim
BODIPY FL prazosinu
4. standardy: stejna mnozstvi BODIPY FL prazosinu jako byla ptidana ke vzorkiim
pipetovat rovnéz do prazdnych vialek
5. nechat inkubovat 30 min ve 2°C a poté ptidat 3 ml ledového pufru A a vzorek filtrovat
ptes GF/C filtry impregnované 0,1% polyetyleniminem
6. filtry jesté dvakrat promyt 3 ml pufru A a potom je umistit do sklenénych vialek
7. k filtrim 1 ke standardiim pfidat 5 ml metanolu; filtry homogenizovat (turaxovat), nechat
pies noc ve tmé, centrifugovat a odebrat supernatant pro méteni
8. me¢fit fluorescenci BODIPY FL prazosinu v metanolu (Aex = 490 nm, Aep, = 511 nm)
9. analyza dat: spocitat parametry K4 a By,ax pomoci nelinedrni regrese (analogicky, jako se
déla v metodé vazby radioligandu)
Tabulka 3.8
¢. pufr | lymfocyty | prazosin | BODIPY FL BODIPY FL vysledna
vzorku | A | (5.10"/ml) (50 prazosin prazosin koncentrace
pmol/1) (5 nmol/l) (100 nmol/1) BODIPY FL
prazosinu
(nmol/1)
celkova vazba:
1 185 |50 15 0,3
2 170 | 50 30 0,6
3 150 |50 50 1
4 100 | 50 100 2
5 50 50 150 3
6 190 |50 10 4
7 185 |50 15 6
8 175 | 50 25 10
9 150 |50 50 20
10 100 | 50 100 40
nespecificka vazba:
11 135 |50 50 15 0,3
12 120 | 50 50 30 0,6
13 100 | 50 50 50 1




14 50 50 50 100 2
15 0 50 50 150 3
16 140 | 50 50 10 4
17 135 |50 50 15 6
18 125 |50 50 25 10
19 100 | 50 50 50 20
20 50 50 50 100 40
standardy:

21 15

22 30

23 50

24 100

25 150

26 10

27 15

28 25

29 50

30 100

Vysledky:

Na obr 3.35 je vynesena zavislost BODIPY FL prazosinu vdzaného na lymfocyty proti
koncentraci volného (nenavazan¢ho) BODIPY FL prazosinu. Teckované je znazornéna
nespecificka vazba, tj. vazba v pfitomnosti nadbytku neznaceného prazosinu. Plna ¢ara
odpovida rovnici B=78,4 . F /(3,52 + F), kde B oznacuje vazany a F volny BODIPY FL
prazosin. V tomto experimentu tedy vysla hodnota disocia¢ni konstanty pro vazbu prazosinu
k lymfocytim Kq = 3,52 nmol/l a vazebna kapacita By = 78,4 fmol/10° lymfocyti.

Obr. 3.35 Zavislost BODIPY FL prazosinu vazaného k lymfocytim na koncentraci volného
(mimobunécného) BODIPY FL prazosinu.
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3.10.2. Vliv psychotropnich latek

Pro in vitro studium interakci 1éCiv s lipidovou ¢asti bunéénych membran jsou pouzivany
izolované bunky, membrany a modelové systémy. Rozdé¢leni molekul mezi vodnou fazi a
bunééné membrany je modelovano tfemi zakladnimi systémy: 1. jednoduché rozdéleni

v systému voda/organické rozpoustédlo; 2. chromatografické rozdélovaci systémys;

3. liposomy. Liposomy jsou Siroce pouzivanym modelem lipidové ¢asti bunéénych membran
a umoziuji méfit nejen rozdélovaci koeficienty, ale i vazebné parametry. Liposomy jsou
vacky (vezikuly) uzavirajici vodny roztok membranou tvotenou piedevsim fosfolipidy. Tvofi
se spontanné, kdyz jsou fosfolipidy dispergovany ve vodném prostiedi. V zavislosti na
zpusobu ptipravy mohou vzniknout liposomy 1. mnohovrstevné (multilamellar vesicles,
MLYV), 2. mal¢ jednovrstevné (small unilamellar vesicles, SUV) nebo 3. velké jednovrstevné
(large unilamellar vesicles, LUV). V naSich experimentech jsme pouZili MLV, které jsou
tvoteny vezikuly o velikosti 10™" az 100 um (pfi¢emz kazdy vacek je tvofen mnoha
koncentrickymi vrstvickami lipidovych dvojvrstev) a LUV o praméru cca 100 nm. V mnoha
experimentech bylo prokazano, ze MLV a LUV jsou dobrym modelem lipidové casti
bunécénych membran.

Metodou fluorescen¢nich sond s pouzitim membranové sondy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien
(DPH) byl méten vliv riznych koncentraci (10 nmol/l — 100 pmol/l) psychotropnich latek na
mikroviskozitu lipidovych membran ptipravenych z fosfatidylcholinu (PC-LUV, PC-MLV):
imipramin (IMI)

amitriptylin (AMI)

dothiepin (PRO)

citalopram (CIT)

chlorpromazin (CPR)

klozapin(KLO)

anandamid (ANA)

Material:
e 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH, Sigma)
fosfatidylcholin (PC, Sigma)
psychotropni latky (riizny ptivod)
zafizeni LiposoFast-Basic
sklenéné zkumavky
mikropipety
pufr A (120 mmol/l NaCl, 10 mmol/l KCl, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4)

Postup:
Postup piipravy liposomii a méteni se sondou DPH byl analogicky jako je popsano v kapitole
3.3.

Vysledky:
e vyrazné snizeni anizotropie fluorescence (zvySeni fluidity) bylo pozorovano pii
vyssich koncentracich anandamidu
e bez vyrazné zmény bylo pfidani dothiepinu, amitriptylinu a citalopramu
e zvySena anizotropie fluorescence DPH v membranéch byla zjisténa vlivem
imipraminu, chlorpromazinu a klozapinu



e s PC-MLV byly pozorovany podobné, pouze méné vyraznéjsi, zmény rppy jako s PC-

LUV

Tabulka 3.9 Relativni zmény anizotropie fluorescence sondy DPH v PC-LUV vyvolané
riznymi koncentracemi psychotropnich latek (imipramin (IMI), amitriptylin (AMI), dothiepin

(PRO), citalopram (CIT), chlorpromazin (CPR), klozapin(KLO), anandamid (ANA))

Procento zmény anizotropie fluorescence DPH v PC-LUYV pifi riiznych koncentracich

psychotropnich latek
konc. (umol/l) IMI AMI PRO CIT CPR KLO | ANA
0,01 -0,09%]| -0,09%]| -1,05%]| -1,00%]| -1,25%]-1,20%]| 0,19%
0,1 -0,03%| -0,34% 0,70%| -3,70%| 0,27%]| 1,19%| -2,27%
1| -0,32% 0,34% | -0,45%| -2,46%| 2,16%| 2,57% | -2,62%
10|  0,94% 1,00%| -2,23%| -3,95%| 9,13%| 7,01%| -8,41%
100| 6,86%]| -191%| -1,22%| -2,64%| 50,50% |57,69% |-29,21%




3.10.3. Vliv podavani antidepresiv

Byly méfeny zmény v lipidovém slozeni plazmatickych membrén izolovanych z mozku a
zmeény v jejich mikroviskozité po dlouhodobém podéavani antidepresiv. Laboratornim
potkaniim byla poddvéana antidepresiva s riznymi primarnimi biochemickymi ucinky
(desipramin, maprotilin, citalopram, moklobemid a lithium) po dobu 4 tydni. Byly izolovany
plazmatické membrany z mozku. Chromatografickou analyzou lipidi z mozkovych membran
bylo zjisténo vyznamné snizeni relativniho zastoupeni jednotlivych fosfolipidi vzhledem

k celkovym lipidiim (fosfolipidy + cholesterol) ptedevsim po podavani maprotilinu,
citalopramu a lithia. Toto sniZeni bylo zptisobeno zvySenim koncentraci cholesterolu. Zvyseni
obsahu cholesterolu v mozkovych membrandch mlze vést ke zméndm v serotonergni
neurotransmisi. NasSe vysledky podporuji hypotézu, ze dlouhodobé podavani antidepresiv
muze zpisobit zmeny v lipidovém sloZeni bunéénych membran, které se mohou
transformovat do procest piimo ovliviiujicich serotonergni neurotransmisi v mozku.

Biofyzikalni vlastnosti synaptickych membran (strukturu, uspotfadani, mikroviskozitu) uréuji
do zna¢né miry esencidlni nenasycené mastné kyseliny, cholesterol a glykolipidy. Pomérné
malé zmény ve struktufe membran zplsobené cholesterolem a zastoupenim ®-3, ®-6 a dalSich
nenasycenych mastnych kyselin potom mohou modulovat nejen metabolismus biogennich
amind, jejich vazbu nebo zpétné vychytavani, ale i transdukci signalu, napt. vlivem na
aktivitu adenylatcyklaz a jinych membranovych enzymi. V tzv. biofyzikalni hypotéze
afektivnich poruch se uvazuje predevsim o uloze dokosahexaenové kyseliny (22:6w-3) a
arachidonové kyseliny (20:4®-6) ve funkci neuronalnich membran. Byla formulovana také
hypotéza o vztahu mezi sérovymi lipidy, depresi a aterosklerosou. Podle hypotézy o optimalni
fluidité membran zavisi maximalni receptorova odezva nejen na hustoté receptorovych
vazebnych mist, ale 1 na jejich ptistupnosti pro agonisty rozpusténé ve vodné fazi a na difizné
kontrolované rychlosti, s niz miZze dochéazet ke vzdjemnym interakcim mezi jednotlivymi
membranovymi slozZkami podilejicimi se na pienosu signalu. Jak dostupnost, tak pohyblivost
membranovych proteini pfitom zavisi na mikroviskozité lipidové dvojvrstvy. Hypotéza o
meénitelné afinité receptorii vychazi z pozorovani, ze k vyraznym zménam v afinité receptorii
vedou rozdily nejen v chemické struktute receptoru, ale i v lokalnim membranovém
mikrookoli a v riiznych nitrobunéénych procesech. Zmény v lipidovém slozeni plazmatickych
membran tedy mohou ovliviiovat pfenos signalu a podilet se na terapeutickych ucincich
antidepresiv.

Zména lipidového sloZzeni membran ovliviiuje také aktivitu membranového serotoninového
prenasece (SERT). Tomuto pfenaseci je v serotoninovych hypotézach afektivnich poruch
vénovana zna¢na pozornost, nebot’ primarnim biochemickym uc¢inkem dnes nejcasté;ji
podavanych antidepresiv, selektivnich inhibitorii reuptake serotoninu (SSRI), je inhibice jeho
funkce. Bylo popsano snizeni aktivity, denzity a dostupnosti SERT pii depresi, nicméné
snizeni poc¢tu uptake mist pro 5-HT nelze povazovat za prokazané. Obvykle jsou méteny
parametry kinetiky transportu 5-HT do trombocytd, o nichz se ptredpoklada, ze odrazeji
zmény funkce serotonergniho systému v mozku. Vyznamnym moduldtorem funkce SERT je
piedev§im membranovy cholesterol, jehoZ nizsi koncentrace vedou ke snizeni aktivity SERT.
Propojeni zmén vlastnosti bunéénych membran zptisobenych riiznym obsahem cholesterolu s
aktivitou serotonergniho systému by mohlo byt mechanismem podilejicim se na zvySeni
rizika vzniku deprese spojené se suicidalnim chovanim pfi nizkych hladinach sérového
cholesterolu. Rovnéz snizena spotieba -3 nenasycenych mastnych kyselin koreluje se
zvysenim rizika vzniku deprese.



Metody:

Desipramin, maprotilin, citalopram, moklobemid a lithium byly podavany zalude¢ni sondou v
davkach 10, 10, 5, 25 a 50 mg/kg.den po dobu 4 tydnd. Poté byla zvifata usmrcena a z mozku
byly izolovany plazmatické membrany metodou dle Scottové a kol. (1993) s nasi modifikaci;
obohaceni vzorkil plazmatickymi membrdnami bylo kontrolovano stanovovanim aktivity
ekto-5’-nukleotidazy (Mitchell a Hawthorne 1965). Relativni zmény fluidity membréan byly
méteny metodou fluorescenénich sond. Lipidova ¢ast membran byla izolovana
modifikovanou Folchovou metodou (Folch et al. 1957; Koul a Prasad 1996). Lipidy byly
analyzovany tenkovrstevnou chromatografii s plamenoioniza¢ni detekci (TLC-FID) na
zatizeni latroscan TH10 nebo dvourozmérnou tenkovrstevnou chromatografii na deskach

s naslednym stanovenim fosforu a cholesterolu.

Chemikalie a roztoky:
e pufr STM s inhibitory protedz pro izolaci plazmatickych membran: 0,32 M sachar6za,
10 mmol/l TRIS-HCI, 1 mmol/l MgCl,, 0,5 mmol/l PMSF, 0,5 mmol/l benzamidin
HCIL, 1 mmol/l EDTA, 2 mmol/l DTT (dithiothreitol), pH 7,4. Pufr byl pfipraven den
ptedem, po uprave pH filtrovan pies 0,45 uM filtr a ulozen ve 4°C.
e pufr A (120 mmol/l NaCl, 10 mmol/l KCI, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4).

Metoda fluorescenénich sond

Pro méfeni relativnich zmén fluidity plazmatickych membréan byla pouzita metoda
fluorescencnich sond s hydrofobni membranovou sondou 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH,
Sigma) a se sondou 1-(4-trimetylamonium-fenyl)-6-fenyl-1,3,5-hexatrien (TMA-DPH,
Molecular Probes). DPH byl rozpustén v acetonu v koncentraci 6 mmol/l a TMA-DPH

v metanolu v koncentraci 3 mmol/l a tyto zdsobni roztoky byly uloZzeny v mraznicce. Pro
méfteni byly pfipraveny vzdy Cerstvé roztoky sond v pufru A v koncentraci 6 uM
(injektovanim pomoci Hamiltonovy stfikacky 10 pl za intenzivniho michéni). Tyto roztoky
byl smichany s pufrem A a suspenzi liposomti nebo membran tak, aby vysledna koncentrace
sondy byla 2 uM a koncentrace fosfolipidi cca 100 pmol/l. Po 60 minutach inkubace v 37°C
byla métfena polarizovana fluorescence (anizotropie fluorescence) pii excitacni vinové délce
350 nm a emisni vinové délce 450 nm na spektrofluorimetru FluoroMax-3 (Jobin Yvon,
Horiba) s polariza¢nim pftislusenstvim. Méteni daného vzorku bylo opakovéno alesponi 10x a
hodnoty byly zprimériovany.

Polarizovana fluorescence roztokli se méii ve sméru kolmém ke sméru budiciho paprsku,
ktery je polarizovan ve svislém sméru. Je pfitom nutno provadét korekci na vliv emisniho
monochromatoru spektrofluorimetru na polarizaci jim prochdzejiciho zafeni. Anizotropie
fluorescence se urcuje ze vztahu

(1.21) =" -GLY(MY +2G 1Y)

kde I/ a 1." jsou slozky svételné intenzity rovnob&zné nebo kolmé k sméru (vertikalnimu)
polarizace budiciho zafeni a G je korekeni faktor, ktery 1ze zméfit pii excitatnim zatreni

. r v o % Hy H
polarizovaném vodorovné jako pomér I, /1) .

Izolace membranovych lipida

Pro izolaci membranovych lipida byla pouzita modifikovana metoda podle Folch a kol.
(1957) a Koul a Prasad (1996). Stru¢ny postup: vzorky byly turaxovany a po odebrani ¢asti na
stanoveni koncentrace fosforu (Bartlett 1959, Wagner a kol. 1962) a proteinti (Lowryho et al.
1951) byly centrifugovany 10 min., 20000 g. Supernatant byl odstranén a pelet roztfepan ve



20 objemech smési dichlormetan:metanol (2:1, v/v) okyselené 0,25% HCI. V dusikové
atmosféfe byly zkumavky jemné michany v suché 14zni pti pokojové teploté po dobu 15-30
min. Denaturované proteiny byly odstranény filtraci pfes gazu a filtrat (cca 5 ml) byl pfeveden
do kalibrované zkumavky, pfidany 0,2 objemu vody (cca 1 ml) a promichano. Centrifugaci 5
min. pfi 1000 g se oddélily faze. Horni vrstva byla peclivé odstranéna, Cista dolni faze
pfenesena do ptedvazené ocislované lahvicky a odpafena pod dusikem. Lahvicku se vzorkem
byla zvazena a dana do mraznicky pod dusikem. V celém postupu je nutno se vyhnout pouziti
umélych hmot a minimalizovat ptistup kysliku (probublavat dusikem).

Analyza membranovych lipida

Pro analyzu membranovych lipidl byla pouzita tenkovrstevna chromatografie, a to bud’
dvourozmérnd chromatografie na sklenénych deskach s naslednym stanovenim fosforu a
cholesterolu, nebo chromatografie na ty¢inkach Chromarods 3 s plamenoionizaéni detekci
(TLC-FID) na zaftizeni Iatroscan TH10 (Iatron Laboratories).

Pro dvourozmérnou chromatografii byly pouzity tyto vyvijeci smési: a) pro 1. smér —
chloroform : metanol : NH4OH : HO v poméru 70 : 25 : 4 : 1; b) pro 2. smér — chloroform :
metanol : aceton : kyselina octova : H;O v poméru 70 : 12,5 : 17,5 : 10 : 4,5.
Chromatografické desky byly pfipraveny nanesenim 0,5 mm vrstvy smési 45 g silikagelu H +
5 g magnonu + 126 ml vody. Desky byly vyvijeny v prvnim sméru po dobu 1 hod. 20 min. a
poté ve druhém sméru po dobu 1 hod. 30 min. Detekce byla provedena v parach jodu, skvrny
oznaceny a poté vySkrabany do zkumavek pro stanoveni fosforu a cholesterolu.

Pro chromatografii s plamenoioniza¢ni detekci byly pouzity tyto vyvijeci smési: a) pro
neutralni lipidy - hexan : éter : kys. mravenci v poméru 45 : 15 : 0,3; b) pro fosfolipidy I -
chloroform : metanol : izopropanol : voda : etylacetat v poméru 20 : 6 : 17 : 4 : 12; ¢) pro
fosfolipidy II - chloroform : metanol : 7 N NH4OH v pomé&ru 40 : 20 : 3. Po naneseni 1 ul
vzorku byly vyvijeny ty¢inky nejprve v soustave pro neutralni lipidy po dobu 2 x 20 minut a
po vyvinuti spaleny na zafizeni latroscan asi 0,75 cm od startu; byly tak ziskdny piky pro
cholesterol; poté byly tyCinky déle vyvijeny v soustavé pro fosfolipidy I po dobu 2 x 60 minut
a potom v soustav¢ pro fosfolipidy II po dobu 30 minut. Po vysuseni byly ty¢inky spaleny na
zatizeni latroscan a vyhodnoceny piky pro jednotlivé fosfolipidy.

Vysledky:
Vybrané vysledky jsou uvedeny v Tabulkach 3.10 a 3.11. Jejich podrobné&jsi analyza je
predmétem diskuze v pfipravené publikaci.

Tabulka 3.10 Relativni zastoupeni molarnich koncentraci jednotlivych fosfolipidi nebo
cholesterolu v plazmatickych membranéach izolovanych z mozku laboratornich potkanti po 4-
tydennim podavani riznych antidepresiv (vztazeno k celkové molarni koncentraci fosfolipidi
a cholesterolu).

skupina PC| PE [SM| PI | PS |SUM | CH

KONTROLY 0.208] 0.042]0.075|0.044| 0.043| 0.412]0.369

DESIPRAMIN ]0.202{ 0.036]|0.076(0.038| 0.033| 0.386(0.331

MAPROTILIN [0.167{**0.019(0.065[0.036{*0.023|*0.311{0.373

CITALOPRAM [0.181] *0.024/0.061|0.041| 0.047| 0.353]0.402

MOCLOBEMID |0.186] *0.024|0.068]0.039] 0.048| 0.364|0.374

LiCO; 0.166] 0.031{0.063[0.033| 0.040| 0.333{0.419

Priméry byly spocteny z 15 hodnot pro kontrolni skupinu a z 6 hodnot pro kazdou dalsi
skupinu. PC - fosfatidylcholin; PE - fosfatidyletanolamin; SM - sfingomyelin; PI -
fosfatidylinositol; PS - fosfatidylserin; SUM - suma moléarnich koncentraci



(PCH+PE+SM+PI+PS); CH - cholesterol. Suma cholesterolu a celkovych fosfolipidi (CH+PL)
byla pouzita jako 100%. Jsou oznac¢eny hodnoty statisticky vyznamné odli$né od kontrol
(*p<0.05; **p<0.01; Manniv-Whitneytav U test)

Tabulka 3.11 Anizotropie fluorescence DPH a TMA-DPH v plazmatickych membranach
izolovanych z mozki laboratornich potkanti po 4-tydennim podavani riiznych antidepresiv.

skupina I'ppH | I'TMA-DPH

KONTROLY 0.2074| 0.2547

DESIPRAMIN |*0.2043| 0.2529

MAPROTILIN | 0.2055| 0.2540

CITALOPRAM | 0.2090| 0.2570

MOCLOBEMID | 0.2079| 0.2560

LiCO; 0.2054| 0.2534

Priméry byly spocteny z 15 hodnot pro kontrolni skupinu a z 6 hodnot pro kazdou dalsi
skupinu. DPH - 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien; TMA-DPH - 1-(4-trimetylamoniumfenyl)-6-
fenyl-1,3,5-hexatrien. Je oznaCena hodnota statisticky vyznamné odlisna od kontroly
(*p<0.05; Mannlv-Whitneylv U test)
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