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1. Principy fluorescenéni spektroskopie

Fluorescencni metody se stale vice pouzivaji nejen v biochemickém a biofyzikalnim vyzkumu,
ale 1 v klinické chemii, genetickych analyzach, monitorovani prostfedi a dalSich oborech.

V biomedicing se jedna predevsim o identifikaci a déleni bunék v pritokové cytometrii,
zobrazovani bunéénych slozek ve fluorescencni mikroskopii a analyze obrazu, studium zmén
konformaci a dynamiky bunéénych systému, aplikace v riznych testech jako je ELISA a dalsi,
kdy fluorescen¢ni metody €asto nahrazuji metody vyuzivajici radionuklidové zétice. Tato prace
je zamétena na moznosti pouziti fluorescencni spektroskopie v 1¢kaiském vyzkumu, pfedev§im
v oboru neurovéd, kdy se vyuziva 1. zavislosti emisnich vlastnosti fluoroforu na prostiedi,

v némz se nachazi; 2. pfenosu elektronové excitacni energie mezi donorem a fluoreskujicim
akceptorem; 3. polarizované fluorescence. V prvni kapitole je shrnuta zakladni teorie
fluorescence, v druhé kapitole uvadim struény ptehled fluoroforii pouzivanych v biomedicin¢ a
treti Cast je vénovana popisu vybranych experimenti,

1.1. Luminiscence

Definice luminiscence:

1. Luminiscence je piebytek zafeni nad tepelnym vyzafovanim télesa v tom ptipadé, ma-li toto
ptebytec¢né zatreni konecnou dobu trvani, jez podstatné prevysuje periodu svételnych kmiti.

2. Luminiscence je emise svétla z néjaké latky a nastava z elektronovych excitovanych stavi.

Luminiscence se déli na:
1. fluorescenci

2. fosforescenci

3. zpozdénou fluorescenci

Definice fluorescence:

1. Nastane-li emise zafeni z excitovaného elektronového stavu jednim ¢i vice spontannimi
energetickymi pfechody jedna se o fluorescenci.

2. Praktické kritérium: fluorescenci pozorujeme béhem buzeni a po jeho vypnuti prakticky
ihned mizi (doba dohasinani je obvykle fadové 107 s).

Definice fosforescence:

1. Uplatiuje-li se pfi emisi zafeni z excitovaného elektronového stavu metastabilni hladina
jedna se o fosforescenci.

2. Praktické kritérium: fosforescence ma delsi dobu dohasinani neZ fluorescence (>>10" s) a
obvykle ji nelze pozorovat v roztocich pii pokojové teplote.

Definice zpoZdéné fluorescence:
Zpozdéna fluorescence je zativy prechod z téhoz singletniho stavu (S;) jako pfi fluorescenci,
ale s delsi dobou dohasinani danou ¢asem, po ktery je molekula v metastabilnim tripletovém
stavu.

Stokesiiv zakon:
VInova délka luminiscen¢ni emise pii fotoluminiscenci je vétsi nebo rovna vinové délce
excitacniho svétla (Aem > Aex).
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Vavilovovy postulaty:

1. Pii stokesovském buzeni fotoluminiscence, kdy frekvence excita¢niho zafeni (vex) je vEtsi
nebo rovna frekvenci praseciku emisniho a excita¢niho pasu, nemuze byt energeticky
vytézek luminiscence veétsi nez 1.

2. Pfi antistokesovském buzeni, kdy je vex mensi nez frekvence priseciku emisniho a
excitaéniho pasu, energeticky vytézek luminiscence klesa s riistem tohoto rozdilu, a to tim
rychleji, ¢im je nizsi teplota.

Vétsina slozitych organickych molekul nefluoreskuje; intenzivni fluorescenci vykazuji nékteré
aromatické slouceniny (polyaromatické uhlovodiky nebo heterocykly) nazyvané fluorofory
nebo fluorescencni barviva. Typické fluorofory jsou napf-.:
e chinin (tonik)
fluorescein, rhodamin B (nemrznouci smési, fluorescen¢ni znaceni)
POPOP (scintilatory)
akridinova oranz (DNA)
umbeliferon (ELISA)
antracén, perylén (znecisténi Zivotniho prostiedi oleji)

Charakteristické je teplotni zhaSeni luminiscence, tj. snizovani kvantového vytézku s teplotou.

Na Obr. 1.1 je zjednodusené schéma zativych a nezativych prechodii mezi elektronové
vibra¢nimi stavy slozité molekuly a tvar absorp¢nich a emisnich spekter (A - vinova délka). Po
absorpci svételného kvanta budiciho zatfeni (viz modré Sipky) piechazi elektrony ze singletniho
stavu Sy do excitovanych singletnich stavli Sy, S,, ... a tripletnich stavl Ty, T, .... Molekula
obvykle piejde ze rovnovazné vibracni hladiny stavu Sy do nékteré z vibracnich hladin
excitovanych stavii. K deexcitaci molekuly dochazi bud’ zaFivymi pfechody (luminiscence; viz
zelené a Cervené Sipky) nebo nezarivymi prechody (vnitini konverze, mezisystémova konverze,
vibracni relaxace; viz ¢erné teCkované Sipky). Doba trvani t jednotlivych procest je pro absorpci
tadove 107" s, pro fluorescenci 10 s, pro fosforescenci je mnohem delsi nez 10 s (obvykle
milisekundy aZ sekundy), pro vibraéni relaxaci 10%-10™" s, pro vnitini konverzi 10°-107'* s, pro
mezisystémovou konverzi 10*-10"% s.

Fluorescence je tedy spinové dovoleny zativy ptechod, obvykle z rovnovéazné vibra¢ni hladiny
stavu S; do nékteré z vibraénich hladin zakladniho stavu S,.

Fosforescence je zativy prechod z vyssiho (T;) do energeticky nizsiho stavu o rozdilné
multiplicité (So).

Zpozdéna fluorescence je zativy piechod z téhoz singletniho stavu (S;) jako pfi fluorescenci,
ale s delsi dobou dohasinani danou ¢asem, po ktery je molekula v metastabilnim tripletovém
stavu. Doba dohasindni zpozdéné fluorescence je pfiblizn€ rovna dobé dohasindni fosforescence
métené za stejnych podminek. Emisni spektrum zpozdéné fluorescence je totozné s emisnim
spektrem okamzité fluorescence.
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Obr. 1.1 Schéma zarivych a nezarivych prechodii mezi elektronové vibraénimi stavy slozité
molekuly (forma Jablonského diagramu).
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1.2. Charakteristiky fluorescence

Hlavni charakteristiky fluorescence jsou:

1. intenzita — pocet fotoni prochazejicich v daném sméru jednotkovou plochou za jednotku
casu

2. spektralni sloZeni — spektralni hustota fotonového toku na jednotkovy interval vinovych
délek nebo frekvenci

3. polarizace — smér kmitani elektrického vektoru elektromagnetické viny

4. doba dohasinani — je dana vnitini dobou Zivota excitovaného stavu, z n¢hoz dochézi
k emisi; izce souvisi s pochody vedoucimi k nezativé deaktivaci tohoto stavu

5. koherencéni vlastnosti — vztahy mezi fazemi svételnych vin

Obr. 1.2 Zikladni spektralni charakteristiky.

energie (e

frekvence (
4,28E+14

7,49E+14

vinocet (c

vinova délka

c — fazova rychlost viny (ve vakuu 2,998.10° m.s™)
h — Planckova konstanta (6,626176 10 J.s)

Emisni spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vinové délce (nebo energii, vinoctu, ¢i
frekvenci) pfi konstantni vinové délce budiciho zateni.

Excitacni spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vinové délce (nebo energii, vinoctu, ¢i
frekvenci) pii konstantni vinové délce emitovaného zafeni.

Kashovo pravidlo:

Pted emisi fluorescenéniho kvanta dochazi obvykle k relaxaci vibracni energie a vnitini
konverzi, takze fluorescen¢ni ptfechod nastava z nejnizsi vibra¢ni hladiny prvniho excitovaného
stavu Sj.

Vaviloviiv zakon:

Kvantovy vytézek a doba trvani excitovaného stavu slozitych molekul v roztoku nezavisi na
vlnové délce budiciho zafeni.

Z toho vyplyva obecna vlastnost fluorescence: Emisni spektra jsou nezavisla na vinové délce
excitace.

(@)}
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Ziakon zrcadlové symetrie mezi absorpénim a fluorescenénim pasem:

Zrcadlové symetrie mezi absorpcnim a fluorescencnim pasem (Obr. 1.3) plati pro velké mnozstvi
organickych molekul a je zptisobena tim, Ze absorpce 1 emise z odpovidajicich si vibra¢nich
hladin maji stejnou relativni pravdépodobnost. VéEtSina absorbujicich i emitujicich molekul se
nachazi v rovnovazném vibracnim stavu, pfi¢emz vibrac¢ni struktura zékladniho i excitované¢ho
stavu maji stejnou strukturu. Po absorpci ptechazi elektron z rovnovazné vibracni hladiny stavu
Sy na vyssi vibra¢ni hladinu stavu S;, poté dochazi k rychlé vibracni relaxaci na rovnovaznou
vibraéni hladinu excitovaného stavu S; (v &ase 107'%-10" s) a teprve poté nasleduje zafivy
piechod na vyssi vibracni hladinu stavu Sy a dal$i vibra¢ni relaxace na rovnovaznou vibracni
hladinu stavu Sy. Rozdilu v energiich mezi maximy absorp¢niho a emisniho pasu se fika
Stokestuv posuv. Vyjimky z pravidla zrcadlové symetrie jsou obvykle disledkem rozdilného
geometrického uspotadani atomovych jader v excitovaném stavu oproti uspotadani ve stavu
zakladnim.

Obr. 1.3 Zrcadlova symetrie absorpniho a fluorescencniho pasu.

absorpce fluorescence

-~
Stokesuv posuv

Vliv prostiredi na absorp¢ni a emisni spektra

V roztocich dochazi vlivem elektrostatickych interakci dipol-dipdl, nebo dipdl-indukovany dipdl
mezi molekulami fluoroforu a rozpoustédla k solvataci fluoreskujicich molekul (Obr. 1.4).
Protoze molekuly maji v zdkladnim a v excitovaném stavu obecné rizné dipolové momenty i
polarizovatelnosti, dochazi pii méteni fluorescence v roztocich ke zméndm v optickych
spektrech vlivem riizné solvatace molekul. Doba pottebna pro molekularni relaxace je mnohem
delsi, nez je rychlost elektronového piechodu, ale obvykle kratsi, nez doba Zivota excitované¢ho
stavu. K emisi proto dochdzi ze stavu, kdy jiz bylo dosazeno rovnovazné konfigurace. Protoze
cast absorbované energie se spotiebuje na relaxaci molekul rozpoustédla kolem molekuly
fluoroforu v excitovaném i zadkladnim stavu, je energie emitovaného fluorescen¢niho zaieni
mensi, nez by odpovidalo ¢isté elektronovému piechodu.
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Obr. 1.4 Solvatace fluoroforu pri absorpci a emisi v roztocich.

absorpce fluorescence
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1 — rovnovazna konfigurace v zakladnim stavu

2 — nerovnovazna konfigurace v excitovaném stavu
(Franckiv-Condonuyv stav)

3 — rovnovazna konfigurace v excitovaném stavu

4 — nerovnovazna konfigurace v zakladnim stavu
(Francktv-Condonuv stav)

Proces fluorescence je cyklicky. Pokud neni fluorofor nevratné znicen v excitovaném stavu (jev
fotovybélovani, fotobleaching), potom tentyz fluorofor mize byt opakované excitovan a
emitovat fluorescencni zafeni. To je zaklad vysoké citlivosti fluorescencnich technik.

Kvantovy vytézek

Definice kvantového vytézku fluorescence (v ustaleném stavu):

1. Kvantovy vytézek je pomér poctu svételnych kvant emitovanych a absorbovanych
fluoroforem za sekundu.

2. Neptimo lze kvantovy vytézek definovat jako pomér pozorované stiedni doby dohasinani
fluorescence (1) a vnitini (radiacni) doby Zivota excitovaného stavu bez zhasecich

mechanismu (1o).

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence je imérné intenzité absorpce nadsobené kvantovym vytézkem
fluorescence. Jestlize fluorescenci métime pod ,,magickymi® thly 54°44°8"" nebo 125°15°51""
ke sméru excitacniho paprsku, potom neni jeji intenzita ovlivnéna piipadnou anizotropii emise
systému. Pti pouziti citlivych fotondsobict pro detekei fluorescencniho zafeni a pfi buzeni
intenzivnim svétlem lze detekovat koncentrace rozpusténych latek az 107 mol/l, coZ je alespoii
0 4 tady vyssi citlivost, nez pro absorpéni méteni. Protoze kvantovy vytézek fluorescence
roztoku slozitych molekul je obvykle nezavisly na vinové délce budiciho zéfeni, je excitacni
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spektrum fluorescence zifedénych roztoktli presnou replikou jejich absorp¢niho spektra a Ize tak
spektrofluorimetricky ziskat absorpéni spektrum fluoreskujici latky pii daleko nizsich
koncentracich, nez pti piimém méieni absorpce na spektrofotometru.

Efekt vnitiniho filtru je chyba vznikajici pfi méfeni intenzity fluorescence v dusledku
skute¢nosti, ze vrstvy vzorku vzdalenéjsi od roviny dopadu budiciho zafeni na vzorek jsou
excitovany niz§i intenzitou svétla, nebot’ ¢ast budiciho zateni je absorbovana povrchovymi
vrstvami. Tato chyba se projevuje jen u silnéji absorbujicich roztokd, ale pii presném méteni
kvantovych vytézkl je nutno ji vzdy uvazovat a korigovat.

Doba Zivota excitovaného stavu

Doba Zivota excitovaného stavu () je urena primérnym ¢asem, ktery molekula stravi

v excitovaném stavu pied ndvratem do stavu zdkladniho. Obecné je doba Zivota fluorescence
kolem 10 s. Pfi jednoduchém exponencialnim dohasinani se 63% molekul vrati do zakladniho
stavu v Case t <t a 37% v Case t > 1. Doba Zivota fluoroforu za nepfitomnosti neradiac¢nich
zhéasecich procest se nazyva vnitini (t€Z piirozena, radiacni) doba zivota (t,). Vnitini dobu
zivota lze v principu spocitat z absorpcniho spektra, extinkéniho koeficientu a fluorescencniho
spektra. Za urcitych podminek 1ze vnitini dobu Zivota spocitat také jako pomér zmétené doby
zivota a kvantového vytézku fluorescence.

Zhaseni fluorescence

Zhaseni fluorescence lze definovat jako bimolekularni proces, ktery snizuje kvantovy vytézek
fluorescence beze zmény fluorescencniho emisniho spektra. Mtize byt dusledkem rznych
procesu. Srazkové (dynamické) zhaSeni nastava, kdyz je fluorofor v excitovaném stavu
deaktivovan (tj. navraci se nezaiivé do zakladniho stavu) pii srdzce s molekulou zhésedla.
Molekuly nejsou pii tomto procesu chemicky zménény na rozdil od statického zhaseni, kdy se
po kontaktu fluoroforu a zhasedla vytvaii nefluorescencni komplex. Samozhaseni je zhaseni
fluoroforu jim samotnym; nastava pii jeho vysokych koncentracich nebo pfi vysoké denzité
znaceni.

SniZeni intenzity fluorescence dynamickym zhasenim je popsano Sternovou-Volmerovou
rovnici:

(1.1) Dy/D =19/1=1+kq 10 Cq

kde je @y — kvantovy vytézek fluorescence za neptitomnosti zhaSedla, @ - totéZ za ptritomnosti
zhéSedla o koncentraci Cg, T9 — doba dohasinéni fluorescence bez zhasedla, t - doba dohasinani
v pritomnosti zhaSedla, k, — bimolekularni zhaSeci konstanta (= bimolekularni rychlostni
konstanta urcend difuizi vyndsobend t¢innosti zhaSeni).

Nejcasteéjsim zhasedlem fluorescence i fosforescence je molekularni kyslik (O,). Dale
fluorescenci zhaseji (v disledku mezisystémové konverze) atomy halogenti jako je brom a jod.

Fotovybélovani (photobleaching) je jev odliSny od zhaSeni fluorescence, nebot’ pii ném
dochazi k nevratné destrukci excitovaného fluoroforu. Tento jev asto omezuje moznost pouZiti
intenzivnéj$iho buzeni fluorescence.

Excimerova luminiscence

Excimer je excitovany dimer; v ptipadé dvou riznych molekul se jedna o exiplex.
Emisni pas excimerové fluorescence je posunut k vétsim vinovym délkdm ve srovnani

s fluorescenci izolovanych molekul. Objevuje se nékdy spolu s koncentraénim zhasenim.



Z. Fisar: Fluorescencni spektroskopie v neurovédach

Polarizovana fluorescence
Je-li roztok fluoroforti excitovan linearn€ polarizovanym zafenim, potom budou excitovany
pouze ty molekuly, které maji nenulovy primét svého absorpcniho piechodového momentu do
sméru polarizace (fotoselekce). Je-1i priimérnd rotacni relaxa¢ni doba (charakterizujici rotacni
diftizi v roztocich) mnohem delsi nez doba dohasindni fluorescence, potom také vysledna
fluorescence bude polarizovana. Bude-li naopak primérna rota¢ni relaxa¢ni doba mnohem
krat$i nez doba dohasinani fluorescence, potom anizotropie systému klesne jesté pred emisi na
limitni hodnotu (v izotropnim systému o malé viskozité az na nulu). Pokud jsou doba dohasindni
fluorescence a rychlost molekularni reorientace srovnatelné, potom bude polarizace fluorescence
modulovana molekularnim pohybem a analyza ¢asové zavislosti emisni anizotropie bude
poskytovat informaci o anizotropii systému, v némz se fluorofor nachazi. Méteni polarizace
fluorescence poskytuje informace o molekularni orientaci a pohyblivosti a procesech, které je
moduluji, napf.:

e fluidita membran
interakce ligand-receptor
proteolyza
interakce protein-DNA
kontrakce svalt
aktivita proteinkinaz

Ustalena a ¢asové rozliSena fluorescence

Parametry fluorescence 1ze métit bud’ v ustaleném stavu, nebo s ¢asovym rozliSenim jejich
prabehu. Ustalena fluorescence se méti pti buzeni kontinualnim zarenim a dostavame potom
&asovou stiedni hodnotu intenzity &i polarizace fluorescence. Casové rozliSens fluorescence se
méti pomoci pulzni excitace (délka pulzu je obvykle kratsi nez doba dohasinani fluorescence
vzorku) nebo fazové modulovaného budiciho zafeni a umoznuje analyzovat casové zavislosti
métenych parametri, pfedevs§im anizotropie fluorescence.
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1.3. Anizotropie fluorescence

Veliciny charakterizujici polarizaci fluorescence:
1. Stupern polarizace
(1.2) p= Iy - I)/((Iy + 1)

kde Ijj a I, jsou slozky svételné intenzity rovnobézné nebo kolmé ke sméru polarizace
budiciho zafeni.

2. Anizotropie fluorescence

(1.3) r={y-T)/(Iyp+21)

3. Depolarizacni faktor

(1.4) o =1/

Uvedené veli¢ina 1ze mezi sebou prevadeét:
(1.5) r=2p/3-p)=(1-38)/(1+29)

(1.6) p=31/2+1)=(1-8)/1+3)

Obr. 1.5 Usporadani pii méreni polarizované fluorescence.

|" 4 anizotropie
fluorescence v
| membranach
1
analyzator
anizotropie fluorescence:

lariza _nu
polarizator r=

L
¢ % nasycenych mastnych kys.
I 2 I ¢ % cholesterolu v membrané
" 1 e koncentrace proteint
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Z. Fisar: Fluorescencni spektroskopie v neurovédach

Z teorie depolarizace fluorescence vyplyva, ze intenzita fluorescence pozorovana pomoci
analyzatoru, ktery je otoCen o tthel a od sméru rovnobézné polarizace je

(1.7) Lo(t) = cos’a Iy (t) + sin’o 1,(t)

a pro Casovou zavislost anizotropie plati

(1.8) r(t) = (3 cos™y(t) — 1)/5

kde vy je uhel dipolové reorientace v ¢ase od 0 do t.

Ze vztahu (1.7) vyplyva, Ze bude-li analyzator otocen o ,,magicky* tthel 54,74° (=54°44'8""),
potom je

(1.9) Lsq7(t) = Tn (t) + 2 Lu(t)

V roztocich, kde je doba dohasinani fluorescence srovnatelna s rota¢ni relaxa¢ni dobou je nutno
m¢éfit celkovou intenzitu fluorescence pomoci analyzatoru oto¢eného o 54,7°, ¢imz se ziskaji
hodnoty dohasinani fluorescence neovlivnéné molekuldrnimi rotacemi.

Ze vztahu (1.8) plyne, Ze za neptitomnosti depolarizace (napft. ve ziedénych zmrzlych roztocich
za nepfitomnosti depolariza¢nich mechanismt a za predpokladu, Ze jsou ptechodové momenty
absorpce a emise rovnobé&zné) je mezni hodnota anizotropie fluorescence buzené polarizovanym
zafenim dana pouze fotoselekci

(1.10) 1o =2/5

a mezni hodnota stupné polarizace

(1.11) po=1/2

Rozptylené svétlo je zcela polarizovéano (r = 1).

Mezi hodnotami polarizace fluorescence buzené nepolarizovanym zatenim (Pnepol) @
polarizovanym zafenim (ppo1) plati vztah

(1.12) Prepol = Ppol/(2 — Ppol)

Polarizac¢ni spektra
Polariza¢ni spektra fluorescence jsou zavislosti stupné polarizace nebo anizotropie na vinové
délce pii konstantni vinové délce excitujiciho nebo emitovaného zateni.

Za predpokladu, ze prechodové momenty absorpce a emise nejsou rovnobezné, ale sviraji tihel 3,

je mezni hodnota stupné polarizace fluorescence buzené polarizovanym zafenim snizena dle
vztahu

(1.13) po= (3 cos’P - 1)/(cos’p +3)

12



Z. Fisar: Fluorescencni spektroskopie v neurovédach

Zobecnény vztah (1.8) pro ¢asovou zavislost anizotropie potom je
(1.14) 1(t) = (3 cos’B — 1)(3 cos™y(t) — 1)/5

kde je B pevny uhel mezi absorpcnim a emisnim pfechodovym momentem a y(t) je uhel, o ktery
se nato¢i emisni dip6l za dobu od 0 do t.

M¢éienim stupné polarizace excitacnich spekter potom umoznuje oddélit piekryvajici se
absorp¢ni pasy, které odpovidaji riznym elektronovym piechodiim s rtiznymi thly £.

r w7

Perrinovy rovnice (pro sférické ¢astice)
V ptipad¢ kulovité ¢astice, kdy depolarizacni rotace jsou symetrické a izotropni, ma casova
zavislost anizotropie fluorescence fluoroforu exponencialni prubeh

(1.15) r(t) = ro exp(-t/ty)

kde 1, je rotacni korela¢ni ¢as (1, = 1/6D;) zavedeny pomoci rota¢ni difuzni konstanty D,, pro
kterou v ptipad¢ sférické ¢astice plati Stokestiv-Einsteiniiv vztah

(1.16) D, =kT/6Vn

kde je V — objem &astice, 1) — viskozita prostfedi, k — Boltzmannova konstanta (=1,380662.10%
JK™), T — absolutni teplota.

Pfi méteni ustalené fluorescence (buzeni kontinualnim zafenim) métime ¢asovou stiedni
hodnotu anizotropie

(1.17) r=ro (1+(t/z,)”

kde je ro — mezni hodnota anizotropie, t - doba Zivota fluorescence, T, - rotacni korela¢ni Cas.
Tato Perrinova rovnice se pouziva v riznych forméch, napt. s pouzitim rovnice (1.16)

(1.18) ro/r=1+1/1,=1+6Dt=1+kTt/Vn

Casové rozliSena anizotropie fluorescence

Me¢éfteni asove rozlisené anizotropie fluorescence pii pulznim buzeni poskytuje mnohem vice
informaci o rota¢nich pohybech fluoroforu, nez ustalena fluorescence. Ustalena fluorescence
poskytuje zprimérované hodnoty métenych parametri a pro jejich interpretaci je nutno provadét
fadu méfeni pii riznych teplotach; oproti tomu metodou casove rozlisené polarizace
fluorescence ziskame potiebné tdaje jiz z méteni pii konstantni teploté.

Pti pouziti metody ¢asove rozliSené anizotropie fluorescence se meti Casoveé zavislé slozky
intenzity I (t) a [,(t). Celkova intenzita I(t) = Ij (t) + 2 1,(t) pfitom nezavisi na rotacnim pohybu
fluoroforu a méii se pod ,,magickym‘ thlem 54,7° (viz vyse).

Casovy prubéh anizotropie fluorescence r(t) je v téchto experimentech (pulzni buzeni) zavisly

pouze na rota¢nim pohybu fluoroforu. Lze ziskat informace o velikosti, tvaru a ohebnosti ¢astice.
Pro sférické ¢astice dohasina anizotropie exponencidlné
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(1.19) 1(t) = ro exp(-t/t;)
kde je ro — hodnota anizotropie v Case nula, T, - rotaéni korela¢ni ¢as pro tuhou kouli. Pro

vvvvvv

je popsana v literatufe uvedené v sekci Odkazy.
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Z. Fisar: Fluorescencni spektroskopie v neurovédach

1.4. Prenos excitacni energie

Ptenos elektronové energie se uskutecnuje mechanismy zativymi nebo nezatrivymi.

K zafivému (trivialnimu) pfenosu energie dochazi, kdyz excitovana molekula donoru emituje
zateni, které je nasledné reabsorbovano molekulou akceptoru.

K excitaci nezarivym prenosem energie (fluorescencni rezonancni prenos energie, FRET)
dochdzi, kdyz ve smési molekul dochézi k absorpci pouze molekulami donoru, av§ak kone¢nym
vysledkem jsou excitované molekula akceptoru, které v budici zafeni neabsorbuji. Pii tomto
pfenosu energie tedy nedochézi k emisi svétla donorem.

Rezonan¢ni pfenos energie 1ze charakterizovat rychlostni konstantou (kpa), kterd vyjadiuje
pravdépodobnost pienosu; urcujici slozkou je dipol-dipolovy ptenos energie, pro néjz byl
odvozen Forsteriv vzorec (v piipadé slabé vazby, kdy vzdjemné interakce donoru a akceptoru
neovlivni opticka spektra) napt. v této forme

(1.20) kpa = (1/1p) (Ro/Rpa)°
kde je tp — doba dohasinani fluorescence donoru, Ry — vzdalenost ve které je pravdépodobnost
prenosu energie rovna pravdépodobnosti vnitini deaktivace vzbuzeného stavu molekuly, Rpa —

vzdalenost mezi donorem a akceptorem. Rezonan¢ni pfenos energie je tedy silné zavisly na
vzdalenosti donoru a akceptoru.
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1.5. Spektrofluorimetrie

Ptistroje zalozené na méfeni fluorescence jsou ¢tverého typu:

1. spektrofluorimetry — méfti stiedni signal celého vzorku umisténého obvykle v kyveté nebo
v jamce mikrodesticky

2. fluorescen¢ni mikroskopy — umoziuji pozorovat fluorescenci dvoj- nebo trojrozmérnych
mikroskopickych objektt

3. fluorescencni skenery (vcetné ¢teCek mikrodesticek) — méfi fluorescenci dvojrozmérnych
makroskopickych objekti (elektroforetické gely, bloty, chromatogramy)

4. pritokové cytometry — méii fluorescenci velkého mnozstvi jednotlivych bunék a umoznuji
identifikaci a separaci jejich subpopulaci

Existuji vSak i dalsi pfistroje, které jako detekci pouzivaji fluorescenci.

Spektrofluorimetry maji zdroj budiciho zéafeni v ultrafialové a viditelné oblasti spektra. Pro
méfeni ustalené fluorescence se bézné pouzivaji vysokotlaké vybojky, pfistroje pro méfeni
casove rozliSené fluorescence vyuzivaji jako zdroj budiciho zéafeni obvykle pulzni laser. Budici
zafeni prochézi excitatnim monochromatorem a dopadé na vzorek (obvykle temperovana
kyveta s roztokem). Nejcastéji ve sméru kolmém k budicimu paprsku se méti emitované
fluorescencni zéfeni, které nejprve prochazi emisnim monochromatorem a je detekovano
pomoci fotondsobice. Pouziva se uspotradani s jednim emisnim monochromatorem (usporadani
,L) nebo se dvéma protilehlymi emisnimi monochromatory (uspofadani ,,T*). Pfi méteni
polarizované fluorescence jsou za excitacni monochromator a pied emisni monochromator
zafazeny polarizatory, které jsou oto¢né kolem osy paprsku jimi prochazejiciho.

Pti méteni emisnich spekter fluorescence je excitaéni monochroméator nastaven na pevnou
vlnovou délku budiciho zéafeni. Pfi méfeni excitaénich spekter je pevné nastavena vinova délka
na emisnim monochromatoru. Kromé vinovych délek excitace a emise se bézn¢ nastavuji jeste
Sitky $térbin obou monochromatord, které ovliviuji citlivost a spektralni rozliSeni daného
meéfeni.

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

(1.21) r=0"-GLYY(W"' +2G 1Y)

kde I/ a 1," jsou slozky svételné intenzity rovnob&zné nebo kolmé k sméru (vertikalnimu)
polarizace budiciho zafeni a G je korek¢ni faktor, ktery 1ze zméfit pii excitaénim zateni
polarizovaném vodorovn¢ jako pomér [ L U fluoroford s dlouhou dobou Zivota v roztocich
o malé viskozité je faktor G pfi méfeni excitaéniho spektra konstantni.

Pro analyzu nezndmych vzorkl nebo smési fluorofort se pouziva mefeni Gplné fluorescence
(téZ excitaéné emisni matice, maticové skenovani). Excitaén¢ emisni matice vnika spojenim
excitaéniho a emisniho spektra smési fluoroforti do trojrozmérného obrazu, kde je na jedné ose
excitacni vinova délka, na druhé ose je emisni vinova délka a na svislé ose je vynesena intenzita
fluorescence.
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Synchronni luminiscence miize byt vhodna pro analyzu smési latek; tato metoda je zaloZzena na
soucasném béhu obou monochromatort, pfi¢emz je nastaven konstantni rozdil vinovych délek
mezi excitatnim a emitovaném zaieni (synchronni excitace) — vysledkem je konvoluce emisniho
a excita¢niho spektra.

Metody méieni relaxa¢nich ¢asu

Pro méfeni Casove rozliSené fluorescence se pouzivaji jednak pulzni metody, jednak metoda
fazového posuvu. Pulzni metody pouzivaji k excitaci fluoroforu pulzni lasery nebo vybojky a
fluorescence se detekuje ve znamych ¢asovych usecich od kratkodobé excitace. Metoda
fazového posuvu pouziva k buzeni fluorescence modulované svétlo a méii se fazovy posuv
fluorescence viici excitatnimu zatfeni. Pro méfeni v dohasinani pikosekundovém oboru se
pouzivaji dalsi specidlni metody, zde neuvadéné.

Fluorescenéni korelacni spektroskopie (FCS)
Fluorescenc¢ni korelacni spektroskopie (FCS) je technika pfi niz jsou méfeny spontanni
fluktuace intenzity fluorescence v mikroskopickém objemu (kolem 107 1) uréeném
fokusovanym excitacnim laserovym paprskem. Malé, rychle difundujici fluorofory zptisobuji
rychlé fluktuace intenzity fluorescence — oproti konvenc¢ni fluorimetrii nedochdzi ke
zpumérovani téchto difuzné zavislych fluktuaci. Casova zavislost intenzity fluorescence je
potom analyzovéana pomoci docasné autokorelacni funkce, ktera obsahuje informaci o
rovnovaznych koncentracich, reak¢nich kinetikach a difuznich rychlostech molekul ve vzorku.
Mezi aplikace fluorescencni korelacni spektroskopie patfi:

e fragmentace nukleovych kyselin
hybridizace nukleovych kyselin
tvorba produktii PCR
lateralni odd¢leni lipidd v dvojvrstvach
difaze molekul v jadfe a cytoplazmé
interakce protein-protein
vazebna rovnovaha pro 1éCiva a jiné ligandy
shlukovani (clustering) membranovych receptorii
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2. Fluorofory v biomediciné

Fluorofory se déli do dvou obecnych trid:
e vnitini (vlastni, intrinsic) — vyskytuji se ptirozené
¢ vnéjsi (nevlastni, extrinsic) — jsou ptidany ke vzorkim, které nemaji vhodné
fluorescencni vlastnosti

2.1. Vlastni fluorescence

Vlastni fluorescence bun¢k je dana predevsim témito slozkami:
e proteiny — fluorescence v ultrafialové oblasti
¢ redukované formy nikotinamidadenindinukleotidu (NADH),
nikotinamidadenindinukleotid fosfatu (NADPH), oxidované formy flavoproteini,
vitamin A — fluorescence ve viditelné oblasti (modra az zlutd)
e cytochromy, peroxidaza, hemoglobin, myoglobin, chlorofyl — fluorescence ve
viditelné oblasti (Cervena)

Fluorescence proteini

V proteinech jsou hlavnimi fluorofory aromatické aminokyseliny tryptofan (Try), tyrozin (Tyr)
a fenylalanin (Phe). Jejich absorp¢ni pas lezi mezi 240 a 300 nm, emise je rovnéz v ultrafialové
oblasti (Tabulka 2.1). Dominantnim fluoroforem je tryptofan, resp. jeho indolova skupina, nebot’
ma mnohem $ir§i emisni spektrum nez tyrozin, jehoz fluorescenci umoziuje jeho fenolovy kruh.
Fenylalanin se na celkové fluorescenci bilkovin prakticky nepodili.

Fluorescence tryptofanu je velmi citliva na vlastnosti jeho okoli a lze ji proto pouzit pro
sledovani konformacnich zmén proteinti (napf. pti vazbe ligandti nebo pii interakcich protein-
protein).

Tabulka 2.1 Fluorescen¢ni parametry tryptofanu, tyrozinu a fenylalaninu

fluorofor Aex 2 (nm) | Aem (nm) | kvantovy vytézek | doba zivota (ns)
tryptofan | 295 353 0,13 3,1
tyrozin 275 304 0,14 3,6
fenylalanin | 260 282 0,02 6,8

(Podle: Lakowicz 1999.)

Existuje nékolik tfid proteint, které maji vlastni fluorescenci pti delSich vinovych délkach:

o fykobiliproteiny (z cyanobakterii a modro-zelenych a ¢ervenych tas), které absorbuji od
470 do 650 nm (tj. v oblasti, kde neabsorbuje chlorofyl); jako fluorofory maji fadu
vyhod:

o intenzivni dlouhovinna excitace a emise (neinterferuji s vlastni fluorescenci
jinych biologickych molekul)
relativné velky Stokestiv posuv a vysoky kvantovy vytézek emise
fluorescence neni zhdsena vnéjSimi zhasedly
vysoka rozpustnost ve vodé
homogenni struktura s definovanou molekulovou hmotnosti
vicero mist pro stabilni konjugaci s mnoha biologickymi i syntetickymi latkami

O O O O O
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zeleny fluorescentni protein (green fluorescent protein, GFP) z bioluminiscentni
medazy

fytofluory — fluorescencni sondy odvozené od fytochromt (proteini citlivych na svétlo,
které jsou pfitomny ve fotosyntetizujicich organismech)

Fluorescence enzymovych kofaktori

NADH silng fluoreskuje (hex = 340 nm, Aey - = 460 nm), zatimco jeho oxidovana
forma NAD" nikoli; fluoreskujici skupinou je redukovany nikotinamidovy kruh. Po
vazbé NADH k proteinim se jeho fluorescence obvykle né¢kolikanasobné zvysuje (ale
muze se i snizit), ziejme v zavislosti na omezeni kontaktu fluoreskujici nikotinamidové
skupiny a adeninu, ktery fluorescenci ¢aste¢n¢ zhasi.

Pyridoxal fosfat je rovnéz fluorofor; jeho fluorescencni parametry zavisi na jeho
chemické struktufe v proteinu.

Flavin adenin dinukleotid (FAD), riboflavin a flavin mononukleotid (FMN) absorbuji
kolem 450 nm a emituji kolem 525 nm. Fluorescence flavinu je zhaSena adeninem.
Fluorescen¢ni vlastnosti maji oxidované formy flavind, nikoli redukované, jako je tomu u
NADPH.
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2.2. Nevlastni fluorescence

Vnéjsi, neboli nevlastni fluorofory se pouzivaji mnohem vice nez vnitini. Pfidavaji se ke
studovanému vzorku a pokud se na n¢j vazi kovalentn¢, nazyvaji se fluorescen¢ni znacky,
pokud se vazi nekovalentné jedné se fluorescencni sondy.

Nevlastni fluorofory Ize délit do dvou skupin:

1. latky, jejichz kvantovy vytézek fluorescence se neméni po jejich zavedeni do biologického
systému - jedna se o fluorescencni barviva pouzivana v klasické fluorescenéni cytochemii
(napf. fluorescein, akridinova oranz, eozin, ...)

2. latky, jejichz kvantovy vytézek fluorescence se silné¢ méni pii vazbé na bunécné struktury a
zavisi na bezprostiednim okoli fluoroforu (napt. 1-anilinonaftalén-8-sulfonat, 1,6-difenyl-
1,3,5-hexatrien, ...)

Kromé pozadavku na specifickou vazbu nevlastniho fluoroforu k bunéénym slozkam a citlivosti
emise fluoroforu na zmény v okoli, je dilezité, aby zavedenim fluoroforu do bilkovin,
nukleovych kyselin, membran apod. nedoslo k naruseni funkce téchto biologickych systémii.

2.2.1. Fluorescenéni zna¢ky

Fluorescenéni znac¢ky jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledovanym biomolekulam
(proteiniim, peptidiim, ligandiim, oligonukleotidiim a jinym) vaZou kovalentni vazbou. Nejcast¢ji
se pouzivaji k fluorescencnimu znaceni proteinti, kdy se kovalentné vazou na jejich aminové,
sulthydrylové nebo histidinové bo¢ni fetézce, thiolové skupiny atd. Riizné aplikace v imunologii,
histochemii, afinitni chromatografii apod. vyuzivaji také vysokou afinitu a specificitu interakci
avidin-biotin a protilatka-hapten, kdy je studovana molekula (protilatka, lektin, 1é¢ivo,
polynukleotid, polysacharid, receptor) oznacena biotinem nebo haptenem a poté detekovana
fluorescenéné znacenou protilatkou k biotinu nebo haptenu.

Mezi vyznamné fluorescenéni znacky patfi:

e fluorescein-5-izothiokyanat (FITC)
dansyl chlorid (DNS-CI; 5-dimetylaminonaftalén-1-sulfonyl chlorid)
5-jodoacetamidofluorescein (5-1AF)
tetrametylrhodamin-5(a 6)-izothiokyanat (TRITC)
4-chloro-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol (NBD-CI; 4-chloro-7-nitrobenzofurazan)
6-akryloyl-2-dimetylaminonaftalén (akrylodan)

Nejznaméjsimi fluorescencnimi znackami jsou fluoresceinizothiokynat (FITC) a
tetrametylrhodaminizothiokyanat (TRITC), které se pouZzivaji v imunofluorescen¢nich
metodach. Jejich fluorescencni parametry jsou uvedeny v tabulce 2.2. Eosin (2°,4°,5",7"-
tetrabromofluorescein) a erytrosin (2°,4°,5",7 -tetrajodofluorescein) se obvykle pouzivaji jako
fosforescen¢ni sondy.
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Obr. 2.1 Absorpéni a fluorescenéni spektrum fluoresceinu (pH 9,0)

absorpce fluorescence

350 400 450 500 550 600 &850
(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

Obr. 2.2 Fluorescein-5-izothiokyanat

N=C=§

Dalsi Casto pouzivanou fluorescen¢ni znackou je dansyl chlorid (DNS-CI), ktery stejné jako
FITC reaguje s volnymi aminoskupinami protein. MiiZze byt excitovan pti 350 nm (tj. mimo
oblast vlastni absorpce proteinll) a emituje kolem 520 nm, pfi¢emz jeho emisni spektrum je silné
zavislé na polarité prostiedi.

Nova skupina fluorescencnich znacek, jejichz fluorofor obsahuje bor, je zavedena pod znackou
BODIPY. Jejich vyhodou je vysoky kvantovy vytézek fluorescence, moznost pouzit rizné
derivaty s emisi v Sirokém rozsahu 510-675 nm, vysoky extinkéni koeficient, nezévislost na
polarité okoli a na pH. Jejich nevyhodou je maly Stokestiv posuv. Pouzivaji pro znaceni
proteind, nukleotidd, oligonukleotidl a dextranli, enzymovych substratii, mastnych kyselin,
fosfolipidu, lipopolysycharidi, receptorovych ligandt (viz kap. 3.10.1) a polystyrénovych
mikrokulicek.

Akrylodan je reaktivni forma prodanu (6-propionyl-2-dimetylaminonaftalénu), jehoz
fluorescencni vlastnosti jsou vysoce zavislé na polarité¢ okolniho prostiedi (na rozdil od FITC,
TRITC, BODIPY).

Pro detekci a kvantifikaci nizkomolekularnich amind (napt. fady 1é¢iv) 1ze pouzit znacky, které

fluoreskuji poté, co vytvori konjugat s amino skupinou. Napft. fluorescamin nebo NBD chlorid
reaguji rychle s aminy a teprve poté fluoreskuyji.
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Tabulka 2.2 Fluorescencni parametry vybranych fluorescencnich znacek

fluorofor Aex o (nm) | Aem (nm) | kvantovy vytézek | doba Zivota (ns)
FITC 492 516-525 0,3-0,85 4,5
TRITC 535-545 570-580 2,0
DNS-C1 340-350 510-560 0,1-0,3 10-15
NBD 470 550

Fluorecamin 380 464

Lucifer Yellow 430 540 0,2 33
Eosin 524 544

Erythrosin 530 555

Alexa Fluor 350 | 346 442

BODIPY FL 505 513

BODIPY R6G 528 550

BODIPY TMR 542 574

BODIPY 576/589 | 576 590

BODIPY TR 589 617

(Podle: 1. Lakowicz 1999; 2. Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

Dalsi moznosti je syntéza chemického analogu molekuly, ktery zachovava chemické vlastnosti
puvodni molekuly, ale na rozdil od ni vykazuje fluorescenci. Naptiklad adenosin trifosfat (ATP)
nefluoreskuje, ale jeho analog etheno-ATP je fluorofor, i kdyz nékteré vlastnosti ATP jsou
naruSeny. Také byly syntetizovany fluorescen¢ni analogy bazi DNA, adeninu (2-aminopurin) a
guaninu (izoxantopterin). Pro studium interakci steroidii s membranami mohou byt vyuzity
fluorescencni analogy cholesterolu (dehydroergosterol) nebo estradiolu
(azatetrahydrochrysen). Existuji i sondy, které fluoreskuji pouze ve viskéznim prostiedi (napf.
9-(2-karboxy-2-cyanovinyl)julolidin, CCVJ) a mohou byt pouzity pro studium viskozity
membran a rigidity vazebnych mist na proteinech.

2.2.2. Fluorescenéni sondy

Fluorescen¢ni sondy jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledované struktufe vazou
nekovalentn¢ a Casto pfitom meni své fluorescencni vlastnosti. Volba fluorescen¢ni sondy je
klicovou soucasti experimentu ve fluorescen¢ni spektroskopii, nebot’ prave jeji vlastnosti
umoziuji ziskat potfebné informace. Jsou znamy tisice sond, jejichz relativné nejuplnéjsi prehled
1ze nalézt na webovych strankach firmy Molecular Probes, avSak podrobnéjsi informace jsou
dostupné jen v primarni literatufe.

Iontové fluorofory, jejichz kvantovy vytézek fluorescence a nékdy i spektralni vlastnosti se méni
po navazani na bilkoviny, membrany nebo nukleové kyseliny se pouzivaji pro studium zmén
konformace bilkovin, tloustky membran, membranového potencialu, viskozity prostiedi apod.
Vliv okolniho prostiedi na emisni vlastnosti takovych fluorofort je dan velkym zvySenim jejich
dipolového momentu v excitovaném stavu; béhem doby zivota excitovaného stavu potom
dochazi k reorientaci obklopujicich je molekul a tim k posuvu fluorescen¢niho spektra (viz Obr.
1.4).
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Fluorescen¢ni sondy pro polaritu prostiredi

Typickymi sondami pro dynamickou polaritu jsou 1-anilinonaftalén-8-sulfonat (ANS) a 2-p-
toluidinonaftalén-6-sulfonat (TNS). Z tabulky 2.3, kde jsou uvedeny fluorescen¢ni parametry
ANS v rtiznych rozpoustédlech vyplyva, Ze s rostouci polaritou rozpoustédla se emisni
maximum fluorescence ANS posouva do Cervené oblasti a soucasné klesd kvantovy vytézek a
doba dohasinani. Pti vazbé ANS k apomyoglobinu se ANS vaze do nepolarniho vazebného mista
pro hem a e, se posunuje na 454 nm a kvantovy vytézek fluorescence vzriista na 0,98. Timto
zpisobem lze studovat strukturu a stupen polarnosti rtiznych vazebnych mist na proteinech
vcetné piipadného vytésnovani fluorescenénich sond z této vazby nebo zmény vyvolané napf.
aktivaci enzymu apod. ANS bylo pouzito napf. pro studium polarity vazebného mista pro hem v
apomyoglobinu a apohemoglobinu, nebo konformac¢nich zmén ve svalech a v nervovych
zakoncenich béhem ak¢éniho potenciadlu. TNS bylo vyuzito napt. pro studium konformacnich
zmén po aktivaci chymotrypsinogenu a zmén konformace nervové membrany. Demonstracni
priklady vlivu polarity rozpoustédla na fluorescenci sondy 2-p-toluidinonaftalén-6-sulfonatu
(TNS) a zména fluorescence ANS po vazbé k albuminu jsou uvedeny v kapitolach 3.1 a 3.2.

Tabulka 2.3 Parametry fluorescence sondy 1-anilinonaftalén-8-sulfonatu (ANS) pfi rizné
polarité rozpoustédla

rozpouStédlo | A, (nm) | kvantovy vytéZek | doba dohasinani (ns)
oktanol 464 0,646 12,3
propanol 466 0,476 10,2
metanol 476 0,216 6,05
voda 515 0,004 0,55

(Podle: Prosser a kol. 1989)

Membranové fluorescenéni sondy
Membrany obvykle nemaji vlastni fluorescenci a jsou proto znaceny sondami, které se vazou
v oblasti jejich nepolarnich uhlovodikovych fetézch (zbytki mastnych kyselin). Pomoci fady
fluorescenc¢nich sond jsou studovany piedevsim tyto vlastnosti biologickych systémi souvisejici
s bunéénymi membranami:
e transport a metabolismus lipidl v zZivych buiikédch
recyklace synaptosomil
prenos signalu zprostiedkovany lipidy
membranovy potencial (viz kapitola 3.7)
interakce 1é¢iv s membranou (viz kapitola 3.10.2)
transport membranou
mikroviskozita membran a teplotni fazové prechody (viz kapitola 3.3)

Membranové sondy lze rozdélit do dvou skupin:

1. fluorescencni analogy pfirozenych lipida (fosfolipidy, sfingolipidy, mastné kyseliny,
triglyceridy, steroidy)

2. malé amfifilni a lipofilni organické fluorofory

ad 1. Diilezitou skupinu membranovych sond tvofi lipidové sondy, jejichz hloubku zanoteni do
lipidovych dvojvrstev 1ze ménit délkou riznych fetézci pripojenych k fluoroforu (napft. rizné
antroyl mastné kyseliny nebo BODIPY mastné kyseliny). Pyrén pfipojeny k lipidim muze byt
pouzit pro studium difuznich procesti v membranach na zakladé méfeni jeho excimerové
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fluorescence. Rovnéz ptipojenim fluoresceinu nebo rhodaminu k dlouhym acylovym fetézciim
nebo k celym fosfolipidiim lze ziskat vhodné membranové lipidové sondy. Lze shrnout, zZe:

e Fluoroforem znac¢icim mastné kyseliny miize byt napft. nitrobenzoxadiazol (NBD),
BODIPY, pyrén nebo dansyl. Pfirozené se vyskytujici polynenasycend mastna kyselina
cis-parinaric acid, jejiz dvojné vazby jsou konjugované, je fluorofor (max. absorpce pii
300 a 320 nm, Stokestiv posuv kolem 100 nm) vhodny pro fadu méfeni (peroxidace
lipoproteint, hodnoceni antioxidantl, interakce mastna kyselina-protein, fosfolipid-

e Fosfolipidy mohou byt znaeny fadou fluoroforti jak v oblasti polarnich hlavicek
(dansyl, NBD, BODIPY, fluorescein, tetrametylrhodamin, Oregon blue, Oregon green,
Texas red a dalSimi), tak zbytk mastnych kyselin (DPH, NBD, pyrén, BODIPY).
Rovnéz byly pfipraveny fluorescencni analogy sfingolipidii, steroidi, triglyceridi,
lipopolysacharidii.

Tabulka 2.4 Vlastnosti nékterych lipidovych sond

fluorofor Aex X Aem vlastnosti
(nm) (nm)

Pyrén 340 376 citlivost na zhaSeni kyslikem; nefluoreskuje ve vode;
excimerova emise (470 nm) pti vysokych koncentracich

DPH 360 430 nefluoreskuje ve vod¢; samozhaseni pii vyssich
koncentracich

NBD 470 530 nefluoreskuje ve vod¢; samozhéaseni pii vyssich
koncentracich

BODIPY | 507 513 fluoreskuje ve vodé i v membran¢; excimerova emise (620

FL nm) pii vysokych koncentracich

(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

ad 2. Malé amfifilni a lipofilni organické fluorofory podavaji informaci o charakteristikach svého
pouziva nepolarni sonda DPH (1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien), kterd je ve vod¢ prakticky
nerozpustna, takze veskera fluorescence pochazi z nepolarniho prostfedi biologickych membran
kam se nekovalentné vaze. Piiklad jejiho pouziti je popsén napt. v kap. 3.3. Pfipojenim
trimetylamoniové skupiny k molekule DPH byly ziskéna fluorescen¢ni sonda TMA-DPH (1-(4-
trimetylamoniumfenyl)-6-fenyl-1,3,5-hexatrien p-toluénsulfonat), ktera je v membranach
lokalizovéana v blizkosti rozhrani membrana-voda. Mezi membranové fluorescen¢ni sondy citlivé
na prostiedi patii napt. 1,8-ANS (1-anilinonaftalén-8-sulfonova kyselina), bis-ANS (4,4'-
dianilino-1,1'-binaftyl-5,5'-disulfonova kyselina), 2,6-TNS (2-(p-toluidinyl)naftalén-6-sulfonova
kyselina), prodan (6-propionyl-2-dimetylaminonaftalén), laurdan (6-dodecanoyl-2-
dimetylaminonaftalén) a dalsi.
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Obr. 2.3 Fluorescencni sondy difenylhexatrien (DPH) a jeho trimetylamoniovy derivat (TMA-
DPH); 1-anilinonaftalén-8-sulfonova kyselina (ANS) a 4,4'-dianilino-1,1'-binaftyl-5,5'-

disulfonova kyselina, dvojdraselna stl (bis-ANS)
Qo) D
DPH

TMA-DPH

4 AT YA T
NH  BO.H s 9 { psor

2K™
ANS bis-ANS
Tabulka 2.5 Nekteré membranové fluorescencni sondy
fluorofor | A, (nm) | Aew - (nm) | MW rozpustné | rozpoustédlo

DPH 350 452 232,32 | DMF, MeCN | MeOH
TMA-DHP | 355 430 461,62 | DMF, DMSO | MeOH
ANS 372 480 299,34 | pH>6, DMF | MeOH
bis-ANS 395 500 672,85 | pH>6 MeOH
TNS 318 443 335,35 | DMF MeOH
Prodan 361 498 227,31 | DMF, MeCN | MeOH
Laurdan 364 497 353,55 | DMF, MeCN | MeOH

DMF — dimetylformamid, MeCN — acetonitril, DMSO —dimetylsulfoxid, MeOH - metanol
(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

Sondy pro membranovy potencial

Vyznamnou skupinu membranovych sond tvoii sondy citlivé na membranovy potencial. Patii se
napt. merocyanin 540, karbocyaniny (napf. 3,3'-dihexyloxakarbocyanin jodid, DiOCq(3), viz
kap. 3.7) a styrylové sondy (kap. 2.3.7).

Fluorescen¢ni sondy pro nukleové kyseliny

Nukleotidy a nukleové kyseliny obecné nefluoreskuji. Vyjimkou je kvasinkova tRNA™", ktera
obsahuje vysoce fluorescentni bazi znamou jako Yi-baze (Aem " = 470 nm). DNA je tedy jen
slabé fluorescentni nebo nefluorescentni. Pro vizualizaci a identifikaci chromozomi se proto
pouziva fada fluorescen¢nich sond jako jsou akridinova oranz, ethidium bromid, propidium
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jodid, Hoechst 33342, 4',6-diamidino-2-fenylindol dihydrochloride (DAPI) a dalsi. Kromé
téchto klasickych barviv se pouzivaji také cyaninova barviva pro stanoveni nukleovych kyselin

v roztocich, gelech a blotech, prochéazejici ¢i neprochdzejici membranou zivych bunék (Tabulka
2.6)

Tabulka 2.6 Nékteré fluorescencni sondy pro nukleové kyseliny

fluorofor Aex X Aem X pouziti
(nm) (nm)

Akridinova prostupuje; RNA/DNA; pratokova cytometrie

oranZ (RNA) b Bl

Ethidium neprqstupuj ¢ Vmezefovénl: do dsPNA; l?arveni '

bromid 518 605 mrtvych bunék; elektroforéza; pritokova cytometrie;

Propidium jodid | 535 617 neprostupuje; barveni mrtvych bunék

DAPI 358 461 ¢astecné prostupuje; bunéény cyklus; AT-selektivni;

Hoechst 33342 350 461 prostupuje; AT-selektivni; selektivni vazba k dsDNA;
bunécny cyklus; ...

PicoGreen 502 523 ultracitliva kvantifikace roztokli dsDNA

OliGreen 498 518 ul‘FracitliVé kyantiﬁkace roztokl ssDNA a
oligonukleotidii

RiboGreen 500 520 ultracitliva kvantifikace roztokiit RNA

TOTO-1 514 533 neprqstupuj e membranu; vysoka afinita pro nukleové
kyseliny

SYTO 85 orange | 567 583 prostupuje membranou

(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

Po vazbé k dvouretézcovym nukleovym kyselindm se siln¢ zvySuje napt. kvantovy vytézek
fluorescence sondy 2,7-diamino-10-etyl-9-fenylfenanthridium bromid (ethidium bromid,
EB) S ke * = 605 nm. Vyraznou ¢ervenou fluorescenci této sondy vazané do bunéénych jader
lze velmi dobie pozorovat ve fluorescenénim mikroskopu i métit na spektrofluorimetru (viz
experiment popsany v kapitole 3.5). Dalsi ¢asto pouzivanou sondou pro stanoveni nukleovych
kyselin je akridinova oranZ, kterd v monomerni formé fluoreskuje s Aen ' = 530 nm, v dimerni
formé (pfi vys$Sich koncentracich) s Aey, - = 640 nm. Zelend monomerova fluorescence pochazi
z komplextt monomerd s dvouretézcovymi DNA nebo RNA, zatimco oranzova fluorescence
pochézi od komplext dimerti sondy s jednotetézcovymi nukleovymi kyselinami. Spektralni
parametr dany pomérem intenzit oranzové a zelené fluorescence (Is40/Is40) akridinové oranze
charakterizuje stupen spirdlnosti nukleovych kyselin. Napft. ve zralych diferencovanych bunikach
lymfocyti z periferni lidské krve je mozno zanedbat podil jednotetézcovych DNA na oranzové
fluorescenci a parametr I¢40/Is40 charakterizuje pomér RNA/DNA v bunikach.
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Obr. 2.4 Fluorescencni sondy pro nukleové kyseliny

IN.II,".'Z:HSJ2

ethidium bromid akridinova oranz

Fluorescen¢ni sondy pro prenos energie

Pomoci fluorescencnich sond Ize studovat pienos energie od absorbujiciho donoru k emitujicimu
akceptoru, ktery se naléza ve vzdalenosti Rps od donoru (viz kapitola 1.4). Lze tak ze zmény
spekter fluoroforu uréovat vzdalenost mezi skupinami (v oblasti 1,5-6,5 nm) a studovat pienos
energie v proteinech. Vhodné je pro tato méteni pouziti casove rozliSené fluorescence.

2.2.3. Fluorescenéni indikatory (chemické sondy)

Jako fluorescenéni indikatory jsou oznacovany fluorofory jejichz spektralni vlastnosti jsou
citlivé na urcitou latku. V soucasné dobé¢ jsou dostupné fluorescencni indikatory pro fadu latek,
véetné vapniku, hot¢iku, sodiku, chloru, kysliku, fosfatu, amint a pro pH. Obvykle tyto
indikatory bud’
1. vykazuji spektralni posuv v zavislosti na pfitomnosti dané latky, jejiz koncentrace se
potom urcuje z poméru intenzit pii riznych vinovych délkach excitace nebo emise,
2. nebo se jedna o indikatory, které vykazuji zvySeni intenzity fluorescence v pfitomnosti
dané latky, aniz by dochézelo ke spektralnimu posuvu.

Piiklady:

¢ N-(etoxykarbonylmetyl)-6- metoxyquinolinium bromid (MQAE) je sraZkovym
mechanismem zhaSen chlorem a tuto sondu 1ze tedy pouZzit pro méfeni zmén koncentraci CI'

¢ PBFI je fluorescencni indikator citlivy na draslik

e Fura-2 je indikétor vykazujici spektralni posuv v pitomnosti Ca*"

e Calcium green vykazuje zvysenou intenzitu fluorescence v pritomnosti Ca’", aniz by
dochézelo ke spektralnimu posuvu

e SNARF-5F je indikator pH (viz kap. 3.8)

Pro studium zivych bun¢k jsou uzite¢né acetoxymetylové (AM) a acetatové estery
fluorescencnich indikatort, protoze zatimco piivodni indikator neprochdzi bunéénou
membranou, jeho AM nebo acetatovy ester tak snadno Cini (nenabita molekula). Uvnitf bunky
vzniké pisobenim nespecifickych esterdz ptivodni indikator. Piikladem je fluorescein diacetat,
Quin-2 AM, Fura-2 AM a dalsi.
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2.3. Priklady pouziti

Nekteré priklady pouziti fluorescen¢nich sond a znacek byly uvedeny jiz v predchozi kapitole.
V oblasti neurovéd se nejcastéji jedna o vyuziti fluorescencni spektroskopie pii sledovani zmeén
nitrobunécnych iontl a pH, membranového potencialu, polarity okoli, ,,fluidity” membran,
prenosu energie mezi molekulami, sledovani enzymovych reakci, analyze DNA a pfi pouziti
imunochemickych (znacené protilatky) a radiochemickych (scintila¢ni roztoky) metod.

2.3.1. Testovani zivotnosti bunék, jejich proliferace a funkci

Testovani zivotnosti bunék, jejich proliferace a funkci (v€etné apoptodzy, adheze bunék,
chemotaxe, multidrug rezistence, endocytdzy, sekrece a pienosu signalu) 1ze provadét pomoci

wev

levnéjsi nez testy vyuzivajici radionuklidy.

Testovani Zivotnosti a cytotoxicity je zalozeno na métfeni podilu zivych a mrtvych bunék
v populaci. Jako sondy Zivotnosti bunék slouzi:

1. Fluorogenni substraty esterdz, kter¢ mohou pasivné pronikat do bun¢k a méti jednak
zachovani enzymatické aktivity bunéénych esteraz, které je prevadi na fluoreskujici
produkt, jednak membranovou integritu, kterd zajiSt'uje nitrobunécnou retenci jejich
fluoreskujicich produktt. Obecné se postupuje tak, Ze acetatovy nebo acetoxymetylovy
ester vhodného fluoroforu se rozpusti v DMSO (dimetylsulfoxid) v koncentraci 1-10
mmol/l a poté se pfida k buitkdm v kone¢né koncentraci 1-25 pmol/l. Jednou z prvnich
sond pro toto pouziti byl fluorescein diacetat (FDA). Mezi nejlepsi indikétory zivotnosti
bunck patii calcein AM (diky vysokému zachytu v zivych buiikach a silné fluorescenci).
Dalsimi vhodnymi indikatory zivotnosti jsou napft. 2',7'-bis-(2-karboxyetyl)-5-(a 6)-
karboxyfluorescein, acetoxymetyl ester (BCECF, AM), karboxyeosin diacetat,
karboxyfluorescein diacetat, ...

2. Barviva pro nukleov¢ kyseliny, kterd neprostupuji membrany zivych bunék (viz Tab. 2.6)
a lze je proto pouzit pro detekci mrtvych bun¢k. Mezi takové indikatory patii napf.
ethidium bromid, ethidium homodimer-1, propidium jodid, SYTOX Green,
cyaninova barviva, jako TOTO, a dalsi. Pouzivaji se ¢asto v kombinaci
s nitrobunéénymi substraty esterdz, membranove propustnymi barvivy nukleovych
kyselin, sondami citlivymi na membranovy potencial, sondami pro organely nebo
indikatory propustnosti membran.

3. Sondy, které jsou aktivnimi buikami oxidovany nebo redukovany a umoziuji tak méfit
redox potencidl buné€k jako znak jejich Zivotnosti; napt. resazurin, tetrazoliové soli.

4. Sondy citlivé na transmembranovy potencial, pH nebo Ca®" (viz kap. 2.3.5-7).
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Tabulka 2.7 Fluorescen¢ni sondy pro méfeni zivotnosti bunck

Aex/Aem (NM)

fluorofor MW | rozpustné vlastnosti v buitkach :
(po reakci, pH 9)

R . slabé udrzovan v bunkach;
Fluorescein diacetat

(FDA) 416,39 | DMSO pH (,:1thva ﬂuorescence; 490/513
nenakladny
velmi dobfe udrzovan;

Calcein AM 994,87 | DMSO uvolnovan pfi cytolyze; 494/514

fluorescence zavisla na pH

velmi dobfe udrzovan;
BCECF AM ~615 | DMSO uvoliovan pfi cytolyze; 501/527
fluorescence zavislad na pH

Karboxyfluorescein sttedné dobie zadrzovan;
diacetat (CFDA) il fluorescence zavislad na pH el
. snadnéji se dostava do

LA AN RSO bunck nez CFDA; stiedné

diacetat, acetoxymetyl 532,46 | DMSO y . 492/518
dobfe zadrzovan;

ester (CFDA, AM) o,
fluorescence zavisla na pH
dobie zadrzovan reakci

Chlorometyl SNARF-1, 499,95 | DMSO s thioly; netipln€ uvoliovan 576/639

acetat pfi cytolyze; fluorescence

dlouhovinna a zavisla na pH

(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

Testovani proliferace bunck je zaloZzeno na méfeni ristové rychlosti bunééné populace nebo na
detekci dcefinych bunék v rostouci populaci. Bézné neexistuje fluorofor, ktery by se specificky
inkorporoval do bun¢k béhem déleni. Proliferacni testy obvykle urcuji pocet bunck z inkorporace
[*H]-thymidinu nebo 5-bromo-2’-deoxyuridinu (BrdU, thymidinovy analog). Fluorescenéné lze
méfit napt. zmény v obsahu nukleovych kyselin pomoci fluorescenénich sond (viz kap. 2.2.2)
nebo pomoci fluorescencné znacenych protilatek (napt. anti-BrdU).

Apoptéza (programovana bunécna smrt) je geneticky kontrolované odstrainovani bunék béhem
vyvoje. Apoptdza je odlisna od nekrozy jak biochemickymi, tak morfologickymi zménami, které
ji charakterizuji. Fluorescenéné lze apoptozu testovat napf.:

e s pouzitim sond pro nukleové kyseliny

e s pouzitim konjugati annexinu V

e m¢fenim aktivity specifickych protedz

e m¢fenim zmén mitochondrii, peroxidace lipidli, zmén nitrobunééného pH a iontd

2.3.2. Studium neurotransmiterovych receptoru a iontovych
kanalu

Funkce neurotransmiterovych receptorti a iontovych kanala je klicova v transdukci nervového
signalu studovaného v neurovédéch. Existuje fada fluorescenéné znacenych ligandii (agonistil 1
antagonisti) pro tyto receptory (Tabulka 2.8) a iontové kandly nebo iontové prenasece (Tabulka
2.9). Fluoroforem jsou napf. fluorescein, tetrametylrhodamin, Alexa Fluor 488, BODIPY FL,
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Oregon Green 514, Alexa Fluor 594 a Texas Red, které jsou obvykle fotostabilni a poskytuji
silnou fluorescenci (Tabulka 2.10). Fluorescenéni metody lze pfi studiu membranovych
receptorti vyuzit také pomoci imunohistochemickych metod (znacené protilatky) — viz. kap.

2.2.1.

Tabulka 2.8 Priklady receptort, k nimz jsou dostupné fluorescencné znacené ligandy

typ receptoru znaceny ligand ucinky na
receptor
nikotinové acetylcholinove receptory | a-bungarotoxin antagonista

muskarinové acetylcholinové pirenzepin antagonista M,
receptory
o -adrenoceptory prazosin antagonista
-adrenoceptory CGP 12177 agonista
GABA 4 receptory muscimol agonista
neurokininové receptory latka P, neuromedin C, angiotensin | agonisté

11
mi opioidni peptidové receptory naloxon, naltrexon antagonisté

Tabulka 2.9 Priklady iontovych kanald, k nimz jsou dostupné fluorescencné znacené ligandy

typ iontového kanélu

znaceny ligand

ucinky na kanal

L-typ Ca*" kanal

dihydropyridiny,
verapamil

blokada

Ca”" kanaly necitlivé na IP;

ryanodinové sondy

aktivace (ryanodinového

receptoru)
Ca”" kanaly eosinové derivaty blokada
napétové fizené Na' kanaly tetrodotoxin blokada
Na'/K" ATPaza ouabain, dogoxigenin blokada
K" kanaly glibenklamid blokada
CI kanaly otevirané . . s
glutamatem 1Ivermecin zvySena propustnost

transport anionil

stilbene disulfonaty

blokada

Tabulka 2.10 Fluorofory vazané k ligandiim pro receptory a iontové kanaly

fluorofor %fm) )Zer;nm) poznamka

Fluorescein 494 518

Tetrametyrhodamin | 553 577 casto pouZzivany

Alexa Fluor 488 495 519 fotostabilni; intenzivni fluorescence

Oregon Green 514 512 530 velmi fotostabilni

BODIPY FL 507 513

Alexa Fluor 594 590 617 Vh05iné pro kombinaci se zelené¢ fluoreskujicimi
znackami

Texas Red 593 613 VhOSiné pro kombinaci se zelen¢ fluoreskujicimi
znackami

(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)
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2.3.3. Transdukce signalu

Nitrobunéénym pienosem nervového signalu se rozumi vSechny procesy v postsynaptické nebo
presynaptické bunice nasledujici po aktivaci membranového receptoru neuromediatorem nebo
jinym agonistou. Kaskéda téchto procesti obvykle zahrnuje aktivaci G-proteinti, efektorovych
enzymt, proteinkinaz a fosfatdz a je zakoncena zménou membranového potencialu cilové buiiky
nebo zménou funkce a aktivity ur¢itych bunéénych proteina (Obr. 2.5).

Vzhledem ke slozitosti procesii zapojenych do transdukce signalu existuje mnoho moznosti
jak je sledovat pomoci fluorescencnich sond a fluorescencné znacenych latek. Pozornost je
vénovana piedevsim

e regulaci koncentraci nitrobunééného kalcia

e sledovani aktivace a inhibice proteinkinaz a fosfoproteinfosfataz

¢ lipidovému metabolismu

Obr. 2.5 Mezibunéény a nitrobunéény pienos signalu

metabolismus, syntéza a ukladani neuromediatoru
akdni potencial —» depolavizace membrdany = viok Ca’”
exocytdza neuromediatoru
i firze I

ristovy faktor neuromediator " metabolismus, nebo zpétny
v synaptickeé Stérbiné transport neuromediatoru
do presynaptické casti

aktivace vnitfni *=—|vazba na receptorové vazebné misto | = aktivace vnitini

tyrozi Ikin&zy /\ guanylateyklazy

aktivace malého otevieni vnitiniho aktivace G-proteinu
G-proteinu iontového kanalu

aktivace kinaz
kindz kinaz MAPK

otevieni nebo uzavieni aktivace nebo inhibice
iontového kandlu efektorovych enzymi
(K*ICa®*icl) (adenylatcyklaz,
guanylatcyklaz,

aktivace Kinaz fosfolipaz C,D,A;)

kindz MAPK
zména nitrobuné&énych

aktivace kinaz ¥ koncentraci 2. posld
MAPK depolarizace nebo (cAMP, cGMP, Caf“‘,

hyperpolarizace IP3, DAG, metabolity

membrany kys. arachidonove, NO)
aktivace MAPK

aktivace enzymi zavislych na c;klick'jch

aktivace kinaz nukleotidech, fosfolipidech, Ca *a CaM
aktivovanych MAPK (hlavné& proteinkinaz A, C, CaM)

™~

fosforylace a defosforylace bunéénych
proteind {enzymi, iontovych kanald,
G-proteind, receptord, ribosomalnich
proteind, transkriptnich faktord)

!

rizna biclogicka odezva

MAPK - proteinkinazy aktivované mitogenem, cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat, cGMP — cyklicky
guanosinmonofosfat, [P; — inositol-1,4,5-trifosfat, DAG — diacylglycerol, CaM - kalmodulin
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2.3.4. Reaktivni kyslik

Existuje fada fluorescen¢nich sond umoziujicich detekovat nebo generovat riizné druhy
reaktivniho kysliku, véetné¢ singletového kysliku, superoxidu, hydroxy radikali a peroxidi
(Tabulka 2.11). Tyto formy reaktivniho kysliku jsou fyziologicky produkovany v procesech jako
je Alzheimerova choroba, apoptoza nebo fagocytodza a oxiduji rizné bunécné slozky, jako
NADH, NADPH, histidin, kyselinu askorbovou, tryptofan, tyrozin, cystein, glutathion, proteiny
a nukleové¢ kyseliny, a rovnéz cholesterol a nenasycené mastné kyseliny (peroxidace lipidi).

Tabulka 2.11 Druhy reaktivniho kysliku

druh reaktivniho

el struktura ptiklady detekénich latek
Peroxid vodiku H,0, Dihydro?iycalcein AM, Dihydrorhodamin 6G, Luminol,
Lucigenin
Hydroxylovy radikal | HO- Proxyl fluorescamin, TEMPO-9-AC, CM-H,DCFDA
Kyselina chlorna HOCI Dihydrorhodamin 123, Luminol
Oxid dusnaty NO DAF-FM, DAA, Luminol

Peroxylovy radikal HOO:- BODIPY FL EDA, Luminol, cis-Parinaric acid

Peroxynitritovy . | H.DCFDA, Coelenterazine, Dihydrorhodamin 123,
. ONOO .
anion Luminol
Singletovy kyslik '0, trans-1-(2’-metoxyvinyl)pyrén
Superoxidovy anion O Coelenterazine, Dihydroethidium, Lucigenin, Luminol,
uperoxidovy am B TEMPO-9-AC

(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

2.3.5. Indikatory pro Ca**, Mg, Zn*" a jiné kovové ionty

Fluorescen¢ni méteni zmén nitrobunéénych iontl je mozn¢ diky sondam, které méni své
spektralni vlastnosti po vazb& daného iontu. Nejeast&ji se m&ti Ca>", kterému je vénovéna fada
knih. Indikétory jsou obvykle derivaty chelatort Ca®", Mg®*, Na" nebo K jako je EGTA,
APTRA a BAPTA, které maji vhodnou afinitu pro studovany iont. Pii vybéru vhodného
indikéatoru bereme v uvahu:

e formu indikatoru (s, acetoxymetyl ester, dextranovy konjugat), ktera ovliviiuje
zpusob, jakym se dostava do bunky (mikroinjekce, elektroporace, infize z patch-pipety,
pasivni difiize) a nitrobunécnou distribuci

e zpusob méfeni — né¢které indikatory vykazuji po vazbé iontu spektralni posuv absorpce
nebo emise (méfi pomér intenzit pti riznych vinovych délkach excitace nebo emise), jiné
zménu intenzity fluorescence

e disociacni konstantu — musi byt srovnatelna s méfenou koncentraci kationu
(koncentrace mensi nez desetina nebo vési nez desetindsobek disociaéni konstanty
zpusobuji pfili§ malé zmény v pozorovaném signalu)

Koncentrace sondy je v téchto méfenich mnohem mensi, nez koncentrace stanovované latky
(analytu), nebot’ jinak by dochazelo ke zkresleni koncentraci volného analytu. Pro sondy, které
vykazuji zménu intenzity fluorescence, ale nikoli spektralni posuv (jako je Calcium Green, Fluo-
3, Rhod-2, Quin-2) je koncentrace analytu ¢, ddna vztahem:
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(2 1) c. =Ky (I'Imin)/(lmax'l)

kde je K4 — disociac¢ni konstanta vazebného mista pro analyt na indikatoru, I, — intenzita
fluorescence indikatoru, kdyZ neni navdzan zadny analyt, .« — intenzita fluorescence plné
obsazen¢ho indikatoru, I — intenzita fluorescence ve vzorku, kde je jen ¢ast vazebnych mist
indikatoru obsazena analytem. Zmény v intenzité fluorescence jsou typicky zplisobeny zménou
kvantového vytézku fluorescence po navazani analytu, spiSe nez zménou v absorpci. Méteni I«
a nitrobunééna kalibrace indikatorti se déla pomoci ionofor nebo uvolnénim indikatoru do
media o znamé koncentraci analytu lyzou bunék.

Pro sondy, které¢ vykazuji spektralni posuv v absorpénim nebo emisnim spektru po vazbé analytu
se koncentrace analytu urcuje z poméru intenzit nezdvisle na celkové koncentraci sondy. Pti
méteni poméru intenzit fluorescence pii dvou riiznych excitacnich vinovych délkach, je
koncentrace analytu ur€ovéna ze vztahu:

(2.2) ca = K4 (Sr(12)/Se(A2)) (R — Rimin)/(Rmax — R)

kde R=I(A1)/I(\;) je pomér intenzit pro dvé excitacni vinové délky A a A, Rimin @ Riax jsou
pomeéry pro sondu volnou a plné obsazenou analytem, Sg(A,)/Sp(A2)=er®r/ep®Ps, € - extinkéni
koeficienty, @ - kvantové vytézky sondy excitované pii A,.

Pfi méfeni poméru intenzit fluorescence pii dvou riznych emisnich vinovych délkéch Ize pouzit
rovnici analogickou rovnici (2.2), pticemz Sg(A2)/Sg(A2)=I¢/I je pomér intenzit volné a vazané
formy.

Vybrané fluorescenéni indikatory pro Ca*" jsou uvedeny v Tabulce 2.12. Fluorescenénim
indikatorem pro Mg”" je napf. Mag-Fura-2 nebo Mag-Indo-2; pro zinek FuraZin-1, IndoZin-1,
FluoZin-1, pro Na' je to sodik vazajici benzofuran izoftalat (SBFI) a sodik vazajici benzofuran
oxazol (SBFO), pro K" napt. draslik vazajici bezofuran izoftalat (PBFI).
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Tabulka 2.12 Vybrané fluorescenéni indikatory Ca”"

Ca2" indikator excitace emise el me disocia¢ni konstanta
Ar(Ag) (nm) | Ap(Ag) (nm) (nmol/1)

Fura-2 362(335) 518(510) Ex 340/380 145
Fura-5F Ex 340/380 400
Fura-6F Ex 340/380 5300
Fura-FF Ex 340/380 5500
Indo-1 349(331) 482(398) Em 405/485 230
Indo-5F Em 405/485 470
Fluo-3 504 526 Em 525 390
Fluo-4 Em 520 345
Fluo-5F Em 520 2300
Fluo-5N Em 520 90000
Quin-2 356(336) 500(503) Em 495 60
Rhod-2 550 581 Em 580 570
Rhod-FF Em 580 19000
Rhod-5N Em 580 320000
Oregon Green BAPTA-1 | 494 523 Em 520 170
Oregon Green BAPTA-2 | 494 523 Em 520 580
Oregon Green BAPTA-6F Em 520 3000
Oregon Green BAPTA-5N | 494 521 Em 520 20000
Calcium Green-1 506 534 Em 530 190
Calcium Green-2 506 536 Em 535 550
Calcium Green-5N 506 536 Em 530 14000

Ar — vlnova délka pro volnou formu sondy, Ag — vinova délky pro vazanou formu sondy; Ex — znac¢i méfeni pii
uvedené vlnové délce excitace, Em — zna¢i méfeni pfi uvedené vinové délce emise, dvojice ¢isel oddélena lomitkem
znaci pomerné méfeni pti dvou riznych vinovych délkach

(Podle: 1. Handbook of Fluorescent Probes and Research Products; 2. Lakowicz 1999.)

2.3.6. Indikatory pH

Fluorescen¢ni sondy citlivé na pH umoziuji méfeni pH uvnitf bunék s velkou citlivosti.
Nitrobunécné pH je obecné v cytosolu mezi 6,8 a 7,4 a v kyselych organelach mezi 4,5 a 6,0. Je
tedy potieba métit zmeény pH v oblasti desetin jednotek pH. Hlavni skupiny indikatort pH jsou
uvedeny v Tabulce 2.13. Priklad métfeni se sondou SNARF-5F je popsan v kapitole 3.8.

Fluorescein byl pouzit jako jeden z prvnich indikéatord pH, pfedev§im pro méfeni
nitrobunéénych hodnot. Protoze fluorescein se pomérné snadno z bun¢k uvoliuje jsou Casto
pouzivany jeho vysoce nabité derivaty, jako 5(6)-karboxyfluorescein nebo 2',7'-bis-(2-
karboxyetyl)-5-(a 6)-karboxyfluorescein (BCECF). Do zivych bunék se tyto sondy snadno
dostavaji jako acetoxymetylové (AM) nebo acetatové estery.

Fluorescein samotny je sttedn¢ vhodna sonda. Pomér intenzit fluorescence zmétené pii dvou
excitacnich vlnovych délkach (A;=450 nm, 1,=495 nm) se zvySuje se zvySujicim se pH.
Nevyhodou fluoresceinu je skutecnost, Ze jeho pK, je kolem 6,5, tedy mimo optimalni rozsah
béznych fyziologickych pH.
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Jako sonda pro pomérné méieni fluorescence pii dvou rtiznych vinovych excitacnich vinovych
délkach je vhodnéjsi sonda 8-hydroxypyrén-1,3,6-trisulfonat (HPTS; pyranin), kdy se méti
pomer intenzit fluorescence pii buzeni A;=420 nm a A,=450 nm. Zdanliva pK, této sondy je
kolem 7.,5.

Nov¢jsi skupinou pH sond jsou seminaftofluoresceiny (SNAFL) a seminaftorhodafluory
(SNARF). Vyznacuji se tim, Ze maji velky posuv jak v absorpcnim, tak v emisnim spektru a
mohou byt tedy pouzity pro pomérnd méteni jak pro dvojici excitacnich, tak pro dvojici emisnich
vinovych délek.

Tabulka 2.13 Fluorescencni indikatory pH

fluorofor rozsah pH zpusob méteni

SNAFL indikatory 7,2-8,2 Ex 490/540 nebo Em 540/630
SNAREF indikatory 6,0-8,0 Em 580/640

HPTS (pyranin) 7,0-8,0 Ex 450/405

BCECF 6,5-7,5 Ex 490/440

Fluoresceiny a karboxyfluoresceiny | 6,0-7,2 Ex 490/450

LysoSensor Green DND-189 4,5-6,0 Em 520

Oregon Green indikatory 4,2-5,7 Ex 510/450 nebo Ex 490/440
LysoSensor Yellow/Blue DND-160 | 3,5-6,0 Em 450/510

Ex — zna¢i méfeni pii uvedené vinové délce excitace, Em — zna¢i méfeni pii uvedené vinové délce emise, dvojice
¢isel oddélend lomitkem znaci pomérné méteni pti dvou riznych vinovych délkach
(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

Obr. 2.6 Absorp¢ni a fluorescenéni spektra fluoresceinu pii riiznych hodnotach pH

A pHOO.

Absorption

Wavelength (nm)

pH 9.0 Ex = 488 nm
8.0

~7.0

Fluorescence emission

500 550 600 650
Wavelength (nm)
(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)
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2.3.7. Membranovy potencial

V diisledku nerovnomérného rozdéleni iontt, pfedevsim Na', K™ a Cl” maji bunééné plazmatické
membrany transmembranovy potencial kolem -70 mV (negativni uvnitt buiiky). Depolarizace a
hyperpolarizace membran ma klicovou tlohu v fad¢ bunéénych procest, predev§im v pfenosu
nervového signdlu. Potenciometrické sondy umoziuji méfit membranovy potencial i

v organelach a buiikach, které jsou ptili§ malé pro zavedeni mikroelektrod.

Potencimetrické sondy Ize rozdélit do dvou skupin:

1. Sondy s rychlou odezvou: vlivem zmény okolniho elektrického pole dochazi ke
zménam intramolekularni distribuce jejich naboje, coz se projevi v rychlé zméné jejich
fluorescencnich parametrii (spektra nebo intenzity) - velikost této zmény je ¢asto mala (2-
10% na 100 mV). Jsou dostate¢né rychlé pro méteni potencidlovych zmén
v excitovatelnych bunkach.

2. Sondy s pomalou odezvou: jsou to lipofilni aniony nebo kationy, které se premistuji
pfes membranu elektroforetickym mechanismem a vykazuji potencidlové zavislé zmény
ve své transmembranové distribuci, ktera je provazena fluorescen¢nimi zménami —
velikost zmény je typicky 1% na 1 mV. Patii sem kationtové karbocyaniny a rhodaminy a
aniontové oxonoly. Jsou vhodné na méfeni zmeén primérného membranového potencialu
neexcitovatelnych bunék, zptsobenych respiracni aktivitou, propustnosti iontovych
kanald, vazbou 1éCiv a jinymi faktory.
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Tabulka 2.14 Potenciometrické fluorescencni sondy

sonda struktura odezva pouZiti
mapovani membranového
potencialu podél neuronti a
Di-4-ANEPPS chla: svalonch vlaken
Di-8-ANEPPS rychia, .. .. |® kombinace .
3 Ex 440/505 se snizuje pfi potenciometrickych a Ca
Di-2-ANEPEQ styryl L R
. hvyperpolarizaci nebo elektrofyziologickych
Di-8-ANEPPQ yperp o
. membran merent
Di-12-ANEPPQ Y detekce zmén membranového
potencialu v odezveé na
farmaceuticky stimul
RH 237 rychla; zobrazovani membranovych
RH 414 - fluorescence se snizuje potencialt
RH 421 STy pfi hyperpolarizaci funkéni sledovéani neuronil
RH 795 membrany detekce synaptické aktivity
rychlé; neurony bezobratlych
RH 155 hybrid oxonol | méni se absorbance pfi membranové potencidly
v svalové a nervoveé tkani
cca 720 nm napétové fizené Ca™" kanaly
DiOC;(3) pomala; wlwrolendly
DiOC;s(3) fluorescenéni odezva na diiie m‘tOChEndf“k N
DiOC¢(3) karbocyanin | depolarizaci zavisi na gi;;gggvz ICI;ZEH?;ZL an
D¥SC3(S) koncerztram a detek¢ni I w — |
DiIC,(5) metodé v kvasinkéach
i apopticka mitochondrialni
pomala; depolarizace
JC-1 . Em 585/520 se zvysuje Ca’" regulace
karbocyanin ” . : -
JC-9 pii hyperpolarizaci mitochondriemi
membrany mitochondrialni OfiGZVa.n.a
glutamatovou excitotoxicitu
membranovy potencial
Tetrametylrhodamin . , v mitochondriich
rhodamin pomala Ca2+ regulace
metyl a etyl estery mitochondriemi
pomala; o rostlinna fyziologie
Oxonol V oxonol fluorescence se snizuje iontové kandly a elektrogenni
Oxonol VI pti hyperpolarizaci pumpy
membrany liposomy
DiBAC4(3) pomala; kalciuI.n’ 1a membranovy
B-24570 fluorescence se snizuje potencial -
. oxonol o . Zivotnost bunék pritokovou
D{BACZ(S) pii hypc?rpolarlza01 e —
DiSBAC;(3) membrany konfokalni mikroskopie
membranovy potencial
v mitochondriich a svalech
. . chld/pomalé ANovy h
Merocyanin 540 merocyanin y P membrdnovy povre

(dvoufazova odezva)

asymetrie membranovych
lipidu

o fotodynamicka terapie

Ex — zna¢i méfeni pii uvedené vinové délce excitace, Em — zna¢i méfeni pii uvedené vinové délce emise, dvojice

¢isel oddélena lomitkem zna¢i pomérné méteni pii dvou riznych vinovych délkach

(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)
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2.3.8. Dynamika a usporadani bunéénych membran

Biologické membrany jsou heterogenni systémy charakterizované ptitomnosti fyzikalnich
rozdilnosti a topologicky nepravidelnych lipidovych a proteinovych domén. Neni proto mozné
upln¢ analyticky popsat distribuci a pohyb jejich molekul a makromolekul. Vychazi se vzdy

z ur¢itych modeli a pfibliznych vztahi, jejichZ parametry lze experimentalné urcit. Lateralni
pohyblivost molekul v roviné membrany je charakterizovana lateralnim difiznim
koeficientem, pro rychlost reorientace urcitych molekul v membrané se pouzivaji parametry
poradku a rotacni korelacni ¢asy nebo rotacni difuzni koeficient. Pomoci fluorescencni
spektroskopie Ize tyto parametry méfit za pouziti vhodnych sond a ¢asové rozlisSené fluorescence
(viz kap. 1.3). Nicmén¢ i pii méfeni anizotropie fluorescence za pouziti metody ustalené
fluorescence, kterd je v soucasné dob¢é dostupné;jsi, lze ziskat urcité informace o relativnich
zménach dynamiky a usporddani membranovych slozek. PouZzivaji se membranové fluorescencni
sondy popsané v kap. 2.2.2. Konkrétni ptiklady této aplikace jsou uvedeny v kapitolach 3.10.2 a
3.10.3.

Parametry pro popis dynamickych vlastnosti membran, jako izotropnich systému

V prvnim pfibliZeni se Ize divat na vnitiek lipidové dvojvrstvy biologické membrany jako na
homogenni neasociovanou izotropni nestlacitelnou kapalinu, jejiz vlastnosti jsou
charakterizovany jedinou konstantou. V analogii s mechanikou kontinua je tato konstanta
oznacovana jako viskozita nebo fluidita, resp. tekutost. V ptipadu lipidovych dvojvrstev bylo
zavedeno oznaceni mikroviskozita. ProtoZe viskozitu vnitiniho prostiedi dvojvrstvy nelze méfit
piimo, je experimentaln¢ urCovan parametr, ktery je s ni v pfimé souvislosti. Je jim obvykle
difuzni konstanta D, korelacni ¢as t. nebo relaxacni ¢as o. Pievodni vztah mezi t€émito
parametry je tento

(2.3) D= 1/6t.= /26

Diftizni koeficient latky rozpusténé v nekone¢ném izotropnim kontinuu je uréen klasickym
Stokesovym-Einsteinovym vztahem

(2.4) D =kT/f

kde je k — Boltzmannova konstanta, T — absolutni teplota, kT — tepelna energie, f — viskozni
tteni. Pro kouli o poloméru r je rotaéni viskozni tieni dano vztahem

(2.5) fi= 87mr3

a translaéni viskozni tfeni vztahem

(2.6) fi=6mnr

kde je n - koeficient viskozity. Fluidita je definovéana jako pfevracend hodnota viskozity.

V kone¢ném neizotropnim prostiedi je viskdzni tieni odliSné od izotropni kapaliny. Pro difuzi
molekul proteinti v lipidové dvojvrstve bylo zjisténo, ze viskozni tieni pro rotacni pohyb se

podstatné nelisi od hodnoty pro izotropni prostiedi splitujici Stokestiv-Einsteintiiv vztah, zatimco
translacni viskozni tfeni je podstatné mensi, nez pro izotropni systém. Transla¢ni i rotacni difiizi
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v membranach 1ze souhrnné popsat pomoci difuzivity. Experimentalné je vSak Casto sledovan jen
jeden typ difuzniho pohybu molekul v membrané. Nejcastéji se pro tato méfeni pouzivaji
spektroskopické metody (elektronova spinova rezonance, jaderna magneticka rezonance,
fluorescence, Ramaniiv rozptyl). Tyto metody jsou zaloZeny na méteni urcitého signalu
(rezonan¢ni absorpce energie vysokofrekvencniho magnetického pole, fluorescen¢ni nebo
rozptylené zareni apod.) molekul, skupin ¢i atomt lokalizovanych v membrané. Tyto
zpravodajské skupiny jsou bud’ membranég vlastni, nebo jsou do ni vneseny (spinové sondy,
radionuklidem znac¢ené molekuly, fluorescencni sondy a znacky, rezonan¢ni znacky pro
Ramantv rozptyl atd.) a musi splitovat zékladni podminky:
1. jsou to Castice citlivé na mikrookoli, které po zavedeni do urcité oblasti systému dévaji
informace o zménach svého mikrookoli prostfednictvim odpovidajiciho detektoru;
2. fyzikalni vlastnosti, které umoziuji detekovat zpravodajskou skupinu se musi vyrazné
odliSovat od vlastnosti sledovaného systému;
3. pfti zavedeni sondy smi dojit jen k malému (Iépe zddnému) ovlivnéni biologického
systému.

Meéfieni ukdzala, ze rotaéni pohyb membranovych molekul je velmi rychly a pii jeho sledovani se
pohybujeme v nanosekundovém oboru. Oproti tomu se pfi detekci translaénich pohybti
dostdvame az do oboru milisekund. Podle rychlosti sledovaného pohybu je nutno vybrat
vhodnou metodu a sondu. Fluorescenéni méfeni postihuji oblast 107-10"° s, fosforescence 107-
10% s, metoda spinovych sond 107-107'? s, metoda elektronové spinové rezonance s pfenosem
nasyceni prodluzuje $kalu do 10 s. V dal$im textu bude vysvétlovan vyznam a moznosti
stanoveni difuznich koeficientt, korelacnich cast a parametrii poradku pomoci metod
fluorescencni spektroskopie.

Rota¢ni difaze v izotropnim systému

Mg¢teni koeficientu viskozity, resp. mikroviskozity biologickych membran fluorescencnimi
metodami spocivéa obvykle v méfeni rotacni depolarizace fluorescence vhodnych molekul (sond)
vazanych v membrané. K depolarizaci fluorescence téchto molekul buzenych polarizovanym
zafenim dochdazi rotaci molekul (tepelnym Brownovym pohybem) v dobé mezi absorpci a emisi.
Tato doba je pro kazdou sondu jina, pohybuje se vSak vesmes v oblasti nanosekund, a je ji ur¢en
rozsah rychlosti detekovanych jevli v membrang.

Experimenty jsou provadény dvéma zakladnimi zplsoby:
1. stacionarni metodou (ustalena fluorescence) s kontinudlnim buzenim a snimanim
fluorescence;
2. kinetickou metodou (¢asove rozlisSena fluorescence) s pulznim buzenim fluorescence a
métenim prabéhu jejiho dohasindni .
Obvyklé usporadani téchto experimenti je na Obr. 1.5 v kapitole 1.3, kde jsou také definice
zakladnich pojmd, které zde nicméné zopakuji:
stupei polarizace
(2.7) p=n-1)/(Iy+1)=3r/2+r1r)=(1-3)/(1+9)
anizotropie fluorescence

(2.8) r=-1)/(An+21)=2p/3-p)=(1-8)/(1+253)

depolarizaéni faktor
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(2.9) d=1/Iy

kde Ijj a I, jsou slozky svételné intenzity rovnob&zné nebo kolmé ke sméru polarizace budiciho
zafeni.

V kinetické metodé jsou méteny zv1ast dveé kiivky dohasinani Ij(t) a I,(t) a anizotropie
fluorescence je Casove zavisla. Pro sférickou molekulu v izotropnim prostiedi je tato ¢asova
zavislost popsana jednoduchou exponencialou

(2.10) r(t) = (In(t) - OV + 2 1.(8) = 1o exp(-t/,)
2.11) 1(t) = Li(t) + 2 L.(t) = Io exp(-t/7)

kde je rp — limitni hodnota anizotropie pii vylouceni tepelného pohybu molekuly, Iy — pocatecni
hodnota intenzity fluorescence, t - doba Zivota fluorescence (doba dohasindni), t, - rotacni
korelaéni ¢as (1, = 1/6D;) zavedeny pomoci rotacni diftizni konstanty D,, pro kterou v ptipadé
sférické castice plati Stokesiv-Einsteiniiv vztah (viz rovnice 2.4 a 2.5)

(2.12) D, =KkT/6Vn

kde je V — objem &astice,  — viskozita prostiedi, k — Boltzmannova konstanta (=1,380662.1072
JX), T — absolutni teplota.

Pti ur€ovani rota¢niho korela¢niho ¢asu sférické molekuly v izotropnim prostedi z méfeni
ustalené fluorescence Ize pouzit Perrinovu rovnici, kterou dostaneme jednoduchym
zprumérovanim r(t) pres ¢as a intenzitu

(2.13) ro/r=1+11=1+6Dt=1+kTt/Vn =1+ C(r)Tt/n

kde je C(r) — parametr rotujici molekuly, ktery je slabé zavisly na r a pro nesférické molekuly se
musi experimentalné urcit. Métené hodnoty anizotropie ustalené fluorescence r tedy mohou
slouzit ke sledovani kvalitativnich zmén fluidity nejbliz§iho okoli (kolem 10 nm) fluoreskujici
molekuly. Vyssi hodnota anizotropie znamena nizsi fluiditu a naopak. Zavislost r na 1 je vSak
nelinearni a pouze kolem hodnoty ry/2 Ize dostatecn¢ presné detekovat zmény n. Ve vétSing
ptipadl jsou zmény C(r) a T v zavislosti na r malé a plisobi proti sob&. Perrintiv vztah (2.13)
potom lze pfi konstantni teploté zjednodusit

(2.14) ((ro/r)-1))"' =Kum

kde K je konstanta. Pro sledovani relativnich zmén mikroviskozity tedy neni nezbytné méteni

vvvvvv

Stanoveni zmén fluidity bunéénych membran na zakladé méfeni anizotropie ustalené
fluorescence vhodné sondy je pro svou jednoduchost velmi rozsiteno. Problém spoc¢iva v tom, ze
Perrintiv vztah byl odvozen pro sondu v izotropnim prostiedi, coz lipidova dvojvrstva bunéénych
membran v zddném piipad¢ neni. Pojem fluidity ¢i mikroviskozity bunéénych membran
potom ztraci fyzikalni vyznam a v téchto mérenich se jedna pouze o kvalitativni postiZeni
zmén usporadani mikrookoli sondy a jeji pohyblivosti v membrané. Pomoci Casové rozliSené
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fluorescence bylo potvrzeno, Ze anizotropie fluorescence urcena stacionarni metodou v sob¢
obsahuje jak informaci o pohyblivosti membranovych molekul, tak informaci o jejich
prumérném uspotadani. Kvantitativni zastoupeni téchto dvou informaci nelze z métfeni ustalené
fluorescence urcit.

Parametry pro popis dynamickych vlastnosti membran, jako anizotropnich systémii

Vztahy uvedené vyse plati pouze pro izotropni prostiedi a sférickou molekulu sondy. V druhém
ptiblizeni bereme biologické membrany jako ¢astecné anizotropni — tj. pohyb v membrané je
omezeny a rozliSujeme pohyb v roviné lipidové dvojvrstvy a kolmo k ni. Anizotropie
fluorescence r(t) v tomto kapalné-krystalickém prostfedi nedohasiné k nule, jako je tomu u
izotropni tekutiny (viz vztah 2.10), ale k urcité limitni hodnoté¢ r(c)

(2.15) 1(t) = r(0) + (1(0)- r(c0)) exp(-t/t;)

Hodnota r(e) je vztahovana k primérné orientaci podélné osy molekuly sondy vzhledem

k ur¢itému sméru (kolmici k roviné membrany). Pro interpretaci r(«) ty¢inkovité molekuly
membranové sondy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrienu (DPH) byl vytvofen tzv. model kolisani

v kuzelu a byly zavedeny parametry orienta¢niho poradku. Pro r(0) i r(e0) byly odvozeny
obecné vztahy, zde neuvadéné. Zatimco pocatecni hodnota r(0) je zavisla pouze na thlu mezi
absorp¢nim a emisnim pasem (viz vztahy 1.13, 1.14), limitni hodnota pro dlouhé ¢asy r(w)
obsahuje informace o uspotfadani lokalniho mikrookoli sondy. Z obecnych vztaht Ize ziskat
vyrazy pro specialni ptipady, napft. pro sondu s valcovou symetrii, jako je DPH.

Vyrazy pro ¢asovou zavislost anizotropie fluorescence r(t) v anizotropnim systému byly ziskany
jen aproximativné, napi. pro sondu s valcovou symetrii s momenty pfechodu rovnobéznymi

s podélnou osou molekuly pii pouziti riznych modeld pohybu ¢astice v membrané (difizniho
modelu, modelu silnych srazek). Obvykle se ale pro r(t) pouziva fenomenologicky vyraz

(2.16) 1(t) = r(o0) + (r(0)- 1(o0)) exp(-t/t,)

ktery Casto vyhovuje pro kratké ¢asy a kde je t, — urcity druh korela¢niho ¢asu charakterizujici
anizotropni rota¢ni pohyb (zdanlivy rotacni korelacni ¢as). Zprimérovanim r(t) pfes Cas a
intenzitu dostaneme vyrazy pro anizotropii ustalené fluorescence r (méfenou pii kontinualnim
buzeni vzorku), kdy jsou hodnoty r zavislé jak na molekularnim uspotfddani mikrookoli sondy,
tak na jejim molekularnim pohybu.
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3. Experimenty

V této kapitole jsou uvedeny protokoly vybranych experimentii vyuzivajicich fluorescencni
spektroskopii. Kromé¢ vlastniho fluorescenéniho méteni jsou popsany i nékteré dalsi metody
souvisejici s popisovanym experimentem (predevsim ptipravou vzorkil a zpracovanim
vysledkill). VSechna méfeni 1ze provést na béZzném spektrofluorimetru vybaveném polarizaénim
zafizenim, ale ptredpokladaji znalost zakladnich biochemickych a biofyzikalnich postupti.
Prezentované vysledky byly ziskany na spektrofluorimetru FluoroMax-3 (Jobin Yvon, Horiba)
s programovym vybavenim DATAMAX a GRAMS/32.

Nehledé€ na typ fluorimetru, je pro citlivost a pfesnost méteni diilezita Cistota fluorimetrickych
kyvet. Pro sklenéné a kiemenné kyvety je doporucen tento zpiisob myti:

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

Nl
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3.1. Polarita rozpoustédla

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

Vlastnosti fluorescenc¢ni sondy Kkyseliny 6-(p-toluidino)-2-naftalénsulfonové (TNS):
e MW =313,88
e rozpoustédlo pro zasobni roztok: dimetylformamid (DMF)
e rozpoustédlo pro spektroskopicka méfeni: metanol (MeOH)
[

dlouhovInné absorpéni maximum v metanolu: Ae™ " = 318 nm (moléarni extinkéni

koeficient: 26000 cm™'M™)

fluorescenéni emisni maximum v metanolu: Aey" = 443 nm

e kvantovy vytézek fluorescence je zavisly na okolnim prostiedi a je zvlasté 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. Pfipravte vzorky dle Tabulky 3.1, tak aby vysledna koncentrace TNS byla 5 pmol/l.

3. Zméite excitacni spektra vzorki pii Aem = 440 nm

4. Zmgéite emisni spektra vzorkll 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:

Zmgeiena excitacni a emisni spektra sondy TNS jsou na obr. 3.1 a 3.2. Méfeni byla provedena na
spektrofluorimetru FluoroMax-3.
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Obr. 3.1 Excitacni spektra TNS (Aem = 440 nm) v roztocich obsahujicich 0,2 — 80% etanolu.
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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 ukazan vliv vazby sondy ANS na albumin na jeji
fluorescenci a zhaSeni fluorescence jodem.

Vlastnosti fluorescen¢ni sondy 1-anilinonaftalén-8-sulfonatu sodného (ANS):

e MW=321,33

e rozpoustédlo pro zdsobni roztok: dimetylformamid (DMF)

e rozpoustédlo pro spektroskopicka méteni: metanol (MeOH)

e dlouhovInné absorpéni maximum v metanolu: A" = 372 nm (molarni extinkéni

koeficient: 7800 cm™'M™)

fluorescenéni emisni maximum v metanolu: Aey =480 nm

e kvantovy vytézek fluorescence je zavisly na okolnim prostfedi a je zvIasté citlivy na
pritomnost vody; emise je zavisla na rozpoustédle

e 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)]

Obr. 3.3 Fluorescencni spektra sondy ANS v etanolu

ANS (v etanolu)

Absorption
—

Fluorescence amission

300 350 400 450 SO0 550 600 650
Warvalangth (nrm)

(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

Material:

e l-anilinonaftalén-8-sulfonat sodny (ANS, ICN Pharmaceuticals)

e lidsky albumin (MW = 69000)
e jodid draselny (MW = 166,00)
e sklenéné zkumavky
e mikropipety
e pufr A (120 mmol/l NaCl, 10 mmol/l KCI, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4)
Postup:
1. Piipravte zdsobni roztoky 2,5 mmol/l ANS, 0,25 mmol/l albuminu a 5 mol/1 KJ.
2. Pftipravte vzorky dle Tabulky 3.2, tak aby vysledné koncentrace ANS a albuminu byly 5
umol/l a vysledné koncentrace KJ 20 az 100 mmol/l
3. Zméite excitacni a spektra vzorkl pfi Aem = 470 nm
4. Zméfte emisni spektra vzorki pii Aex = 370 nm
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Tabulka 3.2

¢. vzorku | pufr A | albumin | ANS | KJ vysledna koncentrace KJ
(ul) @) | D [ (mmol/1)

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:

Zmeéfena 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/l jodidu draselného.
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3.3. Dynamicky stav lipidovych membran

V tomto experimentu jsou ukazany moznosti méfeni polarizované fluorescence v ustaleném
stavu (tj. pfi kontinudlnim buzeni). Jsou testovany moznosti fluorescen¢ni 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
liposomi a erytrocytarnich ghostt.

Vlastnosti fluorescené¢ni sondy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrienu (DPH):

MW =23232

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

zasobni roztoky DPH se ¢asto ptipravuji 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 extink¢ni
koeficient: 88000 cm™'M™)

fluorescenéni emisni maximum v metanolu: Aey =452 nm

DPH a jeho derivaty prakticky nefluoreskuji ve vod¢. Absorpéni a emisni spektra maji
vice pikii; vinova délka, rozliSeni a relativni intenzita téchto pikl zavisi na prostredi.
Uvedené hodnoty Aex ™ @ Aem  jsou pro nejintenzivnéjsi pik v metanolu.

Obr. 3.6 Lokalizace fluorescencnich sond v lipidové dvojvrstve
Lokakizace a orientace wwhranych fluore scencnich sond ve fosfolipidove
dvojwrstvé; A) DPH, B) NBD-Ce-HPC, C) bis-pyrene-PC, D) Dil), E) cis-parinaric
acid, F) BODIPY 5000510 Cy, Ca, G) N-Rh-PE, H) Di&, 1) Czfluorescein

A E
B F
G
C
H
D

(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)
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Material:
e 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH, Sigma)
o fosfatidylcholin izolovany z hovéziho mozku
e ACD roztok (0,8% kyselina citronova, 2,2% citrat sodny (Na;CsHsO7), 2,4% glukdza, pH
4,3)
e plné krev
e 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 tvofenou piedevsim
fosfolipidy. Tvoii se spontanné, kdyz jsou fosfolipidy dispergovany ve vodném prostiedi.

V zavislosti na zpisobu pfipravy 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
praméru cca 100 nm.
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Liposomy byly pfipravovany z fosfatidylcholinu (PC) izolovaného z bilé hmoty hovéziho
mozku. PC byl separovan z hrubého extraktu lipidii sloupcovou chromatografii. Vysledna Cistota
fosfolipida byla lepsi nez 95% (urc¢eno dvourozmérnou tenkovrstevnou chromatografif).
Fosfolipidy byly uchovavany v dusikové atmosféte ve smési chloroform/metanol (2 : 1, v/v) pfi -
30 °C. Koncentrace fosfolipidil byla ur¢ena z méfeni koncentrace fosforu (viz nize). Nejprve
byly ptfipraveny velké mnohovrstevné liposomy (modifikovanou Banghamovou metodou) a

z nich byly protlac¢ovanim ptes polykarbonatové filtry pomoci zatizeni Liposofast-Basic
(Avestin, Inc.) ptipraveny LUV:

49



Z. Fisar: Fluorescencni spektroskopie v neurovédach

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

2. nédobku umistit po n¢kolik hodin ve vakuu, aby byly odstranény zbytky rozpoustédla

3. pfidat 2 ml pufru A a vzorek inkubovat v 50 °C po dobu 5 minut

4. intenzivng 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 nafedit pufrem A na
pozadovanou koncentraci fosfolipidu (napt. 1 mmol PC/ml); tim jsou piipraveny PC-MLV

6. zafizeni Liposofast-Basic vycistit etanolem

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

8. pridat druhou ¢ast drzéku filtrii do krytu tak, aby ,,O0% ringy byly vidét pozorovacim otvorem

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

10. zatlacit a souc¢asné jemné zaSroubovat specidlni injekeni stiikacky do drzaku filtrii (jedna
obsahuje MLV)

11. protlacit liposomy pfes filtr alesponi 11 krat (lichy pocet!!!)

12. odebrat LUV a natedit

Priprava erytrocytarnich ghosti

Membrany z erytrocytt 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, peclivé se promicha a potom centrifuguje (20000 g, 4°C, 40 min.)

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

5. po poslednim to¢eni se membrany roztfepou v cca 2 ml pufru A a prevedou se do ependorfek
v objemu odpovidajicim plivodnimu objemu krve

6. odebere se vzorek (20 ul) pro stanoveni proteinii a fosforu a membrany se daji zamrazit.

Stanoveni fosforu v membranach
Fosfat je urcovan 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:
2,5% molybdenan amonny (25 g/1)
0,02 M KH,POy4 (272,2 mg/100 ml)
70% HCIO4
10% kyselina askorbova (vZdy Cerstva)
e standard: 100x zfedény roztok 0,02 mol/l KH,PO4 (1mI+99 ml vody)
Postup:
1. vzorky odpafit pod dusikem v kalibrovanych zkumavkach
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D

vzorek, standard (S1 = 0,25 ml 0,2 mmol/l KH,PO4; S2 = 0,5 ml 0,2 mmol/l KH,PO4) nebo
slepy vzorek + 0,30 ml HC1O4 (70%)
spalovat v piskové 1azni 60 min pti 180 °C (standardy se spalovat nemusi)
po vychladnuti doplnit do 2,0 ml redestilovanou vodou, tfepat
pridat 0,25 ml molybdenanu amonného, tfepat
ptidat 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 zaklad€ skutecnosti, Ze ve standardu S1 je 0,05 pmol fosfatu (P;), ve
standardu S2 je 0,10 umol P;:
e kalibra¢ni faktor f pro 0,05 umol P; je:
(pramér z S1 + (pramér z S2/2))/2 =f
e koncentrace P; ve vzorku je:
c(umol Pi/ml) = ¢(mmol/l) = (0,05 . Ayzorek)/(f. V)
kde je V — objem vzorku odebrané¢ho pro méteni P; v mililitrech
e piibliznou koncentraci fosfolipidd (MW = 752) v mg/ml dostaneme vyd€lenim této
hodnoty c(mmol/l) koeficientem 1,33

= 000N L AW

Metoda fluorescenc¢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 pripraven vzdy Cerstvy roztok v pufru A v koncentraci 6 uM DPH
(injektovanim pomoci Hamiltonovy stfikacky 10 pl za intenzivniho michani). Tento roztok byl
smichdny s pufrem A a suspenzi liposomti nebo membran tak, aby vysledna koncentrace DPH
byla 2 uM a koncentrace fosfolipidi cca 100 pmol/l v ptipadé bunéénych membran a 50 umol/I
v ptipad€ 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. Méfeni
daného vzorku bylo opakovano alespon 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 korekei na vliv emisniho
monochromatoru spektrofluorimetru na polarizaci jim prochézejiciho zafeni. Anizotropie
fluorescence se urcuje ze vztahu

(1.21) r=0" -G LY@ +2G 1Y)

AV V. v v ;s . vy s r v 1 ’
kde I;" al," jsou slozky svételné intenzity rovnobézné nebo kolmé k sméru (vertikalnimu)
polarizace budiciho zafeni a G je korek¢ni faktor, ktery 1ze zméfit pii excitaénim zateni
polarizovaném vodorovné jako pomér | IR

Vysledky:

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

v ghostech (pii 37 °C) u starSich osob trpicich hypercholesterolémii. Byla zmétena zavislost rppy
na dob¢ podavani 1€ku snizujiciho sérovy cholesterol (simvastatinu). Soucasné byl

v membranach zméten pomér cholesterolu k celkovym fosfolipidiim (CH/PL). Jak je vidét

z tabulky 3.3 bylo méteni rppy mnohem piesnéjsi, nez stanoveni CH/PL.
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Tabulka 3.3 Anizotropie fluorescence sondy DPH v ghostech

SIMVASTATIN GHOSTY SERUM
doba podavani 1éku pomer ce,lkovry
S e 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 +10,89
2 mésice 0,2320| + [0,0115 0,711 | + {0,085 5,10(+£]0,42
13-16 mésici 0,2316| + [0,0062 0,788 + 0,209 5,02|+(0,39
zdravé kontroly 0,2280| + |0,0067 0,683 | £ (0,127 3,83 az 5,8

Anizotropie fluorescence rppy v liposomech piipravenych z fosfatidylcholinu je mnohem mensi,
nez rppy vV ghostech. Pro ilustraci jsou v nasledujici tabulce 3.4 uvedeny hodnoty rppy v PC-LUV
(pt1 37°C) v zavislosti na mnozstvi imipraminu (antidepresiva) ptidaného k liposomim 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
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3.4. Vlastni fluorescence bilkovin

Vlastni fluorescenci proteinti je zpisobena aromatickymi aminokyselinami v nich obsaZzenymi:
tryptofanem (Trp), tyrozinem (Tyr) a fenylalaninem (Phe). Dominujici je fluorescence z
tryptofanu, naopak prakticky viibec se neuplatiiuje fenylalanin (viz kap. 2.1). V tomto
experimentu jsou zméfena fluorescencni excitacni a emisni spektra albuminu a ¢istého
tryptofanu, tyrozinu a fenylalaninu.

Vlastnosti L-tryptofanu:
e MW =204,23
e absorpéni maximum: Ae " =295 nm
e fluorescen¢ni emisni maximum: Acy = 353 nm
e cemise Trp je vysoce zavisla na polarité a okolnim prostredi

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

Vlastnosti L-fenylalaninu:
e MW=165,19
e absorpéni maximum: Ae - =260 nm
e fluorescen¢ni emisni maximum: Ay = 282 nm
e cmise Phe je strukturovana

Fluorescence proteintl je obvykle excitovana pii 280 nm nebo pii delSich vinovych délkach,
takze fenylalanin neni ve vétSiné experimentti 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 Fluorescen¢ni spektra tryptofanu (Trp), tyrozinu (Tyr) a fenylalaninu (Phe)
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(Podle: Lakowicz 1999.)
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Material:
e L-tryptofan (Aldrich), L-tyrozin (Fluka), L-fenylalanin (Fluka)
e lidsky albumin (MW = 69000)
e pufr A (120 mmol/l NaCl, 10 mmol/l KCl, 30 mmol/l Tris HCL, pH 7,4)
e sklenéné zkumavky, mikropipety, ...

Postup:
1. Pfipravte zasobni roztoky 10 mmol/l Trp, 10 mmol/l Tyr, 10 mmol/I Phe a 0,25 mmol/l
albuminu v pufru A.
2. Pro vlastni méfeni je nafed’te pufrem A na koncentrace 20 pmol/l Trp, 100 pmol/l Tyr,
10 mmol/l Phe a 5 umol/l albuminu.
3. Zm¢éite excitacni a emisni spektra vzorkli za podminek uvedenych v tabulce3.5

Tabulka 3.5

excitacni spektrum | emisni spektrum

Aem (NM) | Aex (NM) | Aex (nM) | Aepy (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:

Zméfena 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 umol/l Trp (Aem = 350 nm), 100 umol/l Tyr (Aem = 300 nm), 10
mmol/l Phe (Aem = 280 nm) a 5 pmol/l albuminu (Aep, = 350 nm).
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Obr. 3.10 Emisni spektra 20 umol/l Trp (Aex = 280 nm), 100 umol/l Tyr (Aex = 270 nm), 10
mmol/l Phe (A =250 nm) a 5 pumol/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 fluorescen¢nich sond (viz kap. 2.2.2 a Tabulka 2.6). V tomto experimentu je
ukézdna moznost pouziti sondy ethidium bromidu pro barveni jader nezivych bun¢k granulocyti
nebo lymfocytt.

Vlastnosti sondy ethidium bromidu:

MW = 39431

dobfte rozpustny ve vodé

ve vode fluoreskuje malo, po navazani k DNA se fluorescence zvySuje asi 30 krat
doba dohasinani fluorescence ve vodé je asi 1,7 ns, po vazbé k dvouietézcové 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

) ethidium bromid (v DNA) )
I [ ethidium bromid
;/; // ¢

400 450 500 650 GO0 850 OO 750
Wavalength (nm)

Abearplion

Fluorescence amission

(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

Material:

ethidium bromid (EB, Merck)

plna krev

dextran

Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences)

centrifuga

termostat

sklenéné zkumavky

mikropipety

fosfatovy pufr (PBS, pH 7,4)

pufr A (120 mmol/l NaCl, 10 mmol/l KCI, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4)
ACD roztok (0,8% kyselina citrénova, 2,2% citrat sodny (Na;C¢Hs0O5), 2,4% glukoza, pH
4,3)
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Postup:
Izolace granulocyti z krve

Nk W=

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

v umélohmotné injekéni stitkacce 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 erytrocyta provést hypotonni lyzu (0,25 ml vzorku + 0,75 ml vody, pti 37°C po
10 s, potom ptidat koncentrovany NaCl)

Izolace lymfocytii z pIné 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 opatrn¢ navrstvit 4 ml zfedéné krve

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

. pridat alespon 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. pripravit zasobni roztok ethidium bromidu ve vodé¢ (2,5 mmol/l)

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

3. zméfit excitacni fluorescenéni spektrum pii Aepy = 610 nm a emisni spektrum pii Aex = 520
nm

4. vzorek nékolikrat rychle zmrazit a rozmrazit, kratce turaxovat a znovu méfit excitacni a
emisni spektra

Vysledky:

Zmétena excitacni a emisni spektra ethidium bromidu ve pufru A, po pridani lymfocytt a po
vazbé k jejich DNA jsou uvedena na obr. 3.12 a 3.13. Mé&feni byla provedena na
spektrofluorimetru FluoroMax-3.
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Obr. 3.12 Excitacni fluorescencni spektra 10 umol/I ethidium bromidu ve vodé a v DNA
lymfocytlh (Aem = 610 nm).
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Obr. 3.13 Emisni fluorescenéni spektra 10 pmol/l ethidium bromidu ve vodé a v DNA lymfocyti
(Aex = 520 nm).
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3.6. Kalcium

Kalciové sondy jsou nej€astéji pouzivané nitrobunécné indikatory (viz kap. 2.3.5). Protoze
neprochazeji bunécnou membranou, dostavaji se do bun¢k mikroinjekci nebo elektroporaci, nebo
jako acetoxylmetylestery (AM estery), které jsou uvnitf buiiky §tépeny nitrobunéénymi
esterazami za vzniku negativné nabitych sond.

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

2.17) ca = K (-min)/ (Tnax-1)

kde je K4 — disocia¢ni 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’'. Mé&feni Imax VyZaduje lyzu bunék a titraci uvolnéného indikatoru nebo
pouziti ionofori, aby doslo k saturaci nitrobunééného indikatoru kalciem.

Vlastnosti sondy Quin-2:

e MW = 541,51 (pro bezvodou latku)

e mirnd rozpustnost ve vodé (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, vdzané 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
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Obr. 3.14 Absorp¢ni a fluorescencni 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 vodé v koncentracich 10 mmol/l a 10 pmol/l
3. pfipravte ] mmol/l EGTA ve vodé

4. smichejte vodu, sondu a CaCl, dle Tabulky 3.6 a zméite

= excitacni spektra Fluo-3 pfi Aem =
= excitacni spektra Quin-2 pfi Aem =

misto méteni spekter miizete méfit jen intenzitu fluorescence:
®* Fluo-3 pti Aex = 504 nm a Aem = 526 nm
= Quin-2 pii Aex =356 nm a Aem = 500 nm

540 nm; emisni spektra Fluo-3 pfi Aex =
500 nm; emisni spektra Quin-2 pfi Aex =

480 nm
336 nm

Tabulka 3.6

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

3975 | 0 25 0 0 1000 0

497510 25 0 0 0 0

49451 0 25 30 0 0 0,06

4965 | 0 25 0 10 0 20

495510 25 0 20 0 40
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Poznamka: Do vzorku s nulovou koncentraci ptidaného CaCl, byl piidan 0,2 mmol/l EGTA pro
vychytani iontd Ca*".

Vysledky:

Zmgéiena excitacni a emisni spektra sondy Fluo-3 pii riznych koncentracich kalcia jsou uvedena
na obr. 3.15 a 3.16. Excitacni a emisni spektra sondy Quin-2 pfi riznych koncentracich kalcia
jsou uvedena na obr. 3.17 a 3.18. M¢éfeni byla provedena na spektrofluorimetru FluoroMax-3.
Vysledky mimo jiné ukazuji, Ze v pouzité redestilované vod& byly ptitomny ionty Ca**, které
meieni pii nizkych koncentracich CaCl, zkreslily. Je vhodné&jsi pouzit deionizovanou vodu. Jak
se dalo predpokladat z hodnot disociacnich konstant, je sonda Quin-2 citlivéj$i na zmény
koncentraci kalcia pfi jeho nizSich koncentracich (kolem 0,06 umol/l), zatimco sonda Fluo-3 je
nejcitlivéjsi pii vyssich koncentracich Ca®* (kolem 0,4 pmol/l).

Obr. 3.15 Excitacni fluorescen¢ni spektra 10 umol/l Fluo-3 (Aem = 540 nm) pii riznych
koncentracich CaCl, (umol/l).
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Obr. 3.16 Emisni fluorescencni spektra 10 pmol/l Fluo-3 (Aex = 480 nm) pii raznych

koncentracich CaCl, (umol/l).
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Obr. 3.17 Excitacni fluorescencni spektra 10 umol/l Quin-2 (Aey = 500 nm) pii rtiznych

koncentracich CaCl, (umol/l).
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Obr. 3.18 Emisni fluorescencni spektra 10 pmol/l Quin-2 (Aex = 336 nm) pii riaznych
koncentracich CaCl, (umol/l).
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3.7. Membranovy potencial

V tomto experimentu je popsan jednoduchy zpiisob detekce zmén membranového potencialu
zivych bunék pomoci fluorescen¢nich sond citlivych na elektricky potencial pies membranu (viz.
kap. 2.3.7). Experiment je proveden s buitkami lymfocytl izolovanych z periferni krve a
potencialovou fluorescencni sondou 3,3’-dihexyloxakarbocyanin jodidem (DiOCg(3)). Zména
membranového potencialu je indukovana valinomycinem, vysokymi koncentracemi
mimobunééného 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 pienasecového typu pro K, tzn. zvysuje permeabilitu membran tim, Ze selektivné
véaze ion K', difunduje membranou a uvoliiuje K™ na druhé strané membrany (tento efekt se
mize uplatiiovat jen do vyrovnani koncentraci iontéi K na obou straniach membrany).

Sonda DiOCg(3) je citliva na membranovy potencial jak plazmatické membrany, tak 1
mitochondridlni membréany [Salvioli et al.: FEBS Letters 411, 77-82, 1997]. Pro méfeni zmén
mitochondrialniho membranového potencidlu 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 fluorescen¢nich sond s pomalou
odezvou
e rozpoustédlo pro zdsobni roztok: dimetylsulfoxid (DMSO) nebo etanol (EtOH)
e rozpoustédlo pro spektroskopicka métfeni: metanol (MeOH)
absorp¢ni maximum v metanolu: A" = 484 nm (molarni extinkéni koeficient: 154000
cm'M™)
fluorescenéni emisni maximum v metanolu: Aey ™ = 501 nm
pracovni koncentrace se udava 40-200 nmol/l
prochézi bunénou membranou
muze byt pouzita pro znaceni jak mitochondrii, tak endoplazmatického retikula (po
uvolnéni sondy z mitochondrii)

Obr. 3.19 Potencidlova sonda DiOCg(3)

DIOC4(3)
0 0
@[ p—cH=cH-cH= D
\+ \

(GHa)s (GHpls
CH, CH,

Material:
e DiOC¢(3) jodid (Sigma)
e valinomycin (MW = 1111,36, Sigma)
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ouabain (MW = 584,2, Sigma)

Triton X 100 (Merck)

Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences)

centrifuga

pufr A (120 mmol/l NaCl, 10 mmol/l KCl, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4) s 1% gluk6zou
pufr B (120 mmol/l NaCl, 120 mmol/l KCI, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4) s 1% gluk6zou
sklenéné zkumavky, mikropipety, ...

Postup:
Izolace lymfocyta z pIné krve

l.
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 prithledné centrifugacni kyvety a opatrné navrstvit 20 ml
ziedeéné krve

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

odsat horni vrstvu (miZe byt uchovana pro pozdé¢jsi pouziti)

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

ptidat alespoii 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

Méieni zmén membranového potencialu:

1.

2.

3.

pripravte zasobni roztok 10 mmol/l DiIOCg(3) jodidu v DMSO a z néj pracovni roztok 0,1
mmol/l v etanolu
pfipravte tyto zasobni roztoky: 1 mmol/l valinomycin v etanolu, 2 mmol/l ouabain v pufru A,
10% Triton X 100 v pufru A
proved’te tato méfen:
A) Casova zavislost fluorescence sondy po piidani k lymfocytim:
e piipravte vzorky s vyslednymi koncentracemi 10 pmol/l DiOCq(3), 10° lymfocyti/ml
e zm¢éite excitacni a emisni spektra DiOCqg(3) v samotném pufru A av ¢asech 1, 5, 10 a
30 minut po ptidani lymfocytt
B) vliv depolarizace membrany na fluorescenci DiOCq(3):
e smichejte jednotlivé slozky podle Tabulky 3.7 ve vyslednych koncentracich: 10°
lymfocytt/ml, 0,2 umol/l DiOCqg(3), 1 umol/l valinomycin, 100 pmol/l ouabain,
0,01% Triton X 100
e inkubujte ve tmé€ 30 min v 37 °C
e promyjte dvakrat v pufru A nebo B (centrifugaci 10 min, 100 g, 20 °C) a sediment
resuspendujte v pivodnim objemu pufru A nebo B
e s polarizatorem orientovanym svisle a analyzatorem pooto¢enym o ,,magicky* tihel
54,74° zméfte excitacni a emisni spektra nebo intenzitu fluorescence DiOCg(3) pfi
buzeni Aex" " =484 nma Aey =519 nm; pii 37 °C
C) vliv Tritonu X 100 na fluorescenci DiOCq(3):
e zméite excitacni a emisni spektra DiOCg(3) v pufru A bez lymfocytl v pfitomnosti
0,01% a 0,1% Tritonu X 100
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Tabulka 3.7

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

2 14885 |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) Naobr. 3.20 a 3.21 jsou excitacni a emisni spektra sondy DiOCg(3) v koncentraci 10 pmol/l

B)

®

v samotném pufru A bez bun¢k a v riiznych ¢asech po pfidani lymfocytti v koncentraci
10%ml. Na obr. 3.22 jsou emisni spektra téhoZ vzorku v riiznych ¢asech po piidani 0,01%
Tritonu X 100. Pfi téchto méfenich nebyla odstraiiovana volna sonda.

Na obr. 3.23 a 3.24 jsou excitacni a emisni spektra sondy DiOCqg(3) ptfidané k lymfocytim
v kone¢né koncentraci 200 nmol/l a vliv depolarizace membrany na tato spektra po piidani
valinomycinu, ouabainu nebo Tritonu X 100 (dle Tabulky 3.7). Vysledky ukazuji, Ze na
fluorescenci DiOCq(3) v lymfocytech nemé valinomycin vyrazny vliv, zatimco depolarizace
zpusobena inkubaci bunék s ouabainem nebo v pufru s vysokym obsahem K" zptisobuje
vyrazné snizeni fluorescence této sondy. Nejvétsi zmeéna byla zpisobena Tritonem X 100,
ktery ale buniky zcela likviduje. Ve vSech ptipadech byly lymfocyty po 30 minutové inkubaci
v 37 °C dvakrat promyty pufrem pro odstranéni mimobunééné sondy.

Na obr. 3.25 a 3.26 jsou excitacni a emisni spektra sondy DiOCg(3) ptidané k pufru A (bez
bunék) v kone¢né koncentraci 200 nmol/l pted a po pfidani riznych koncentraci Tritonu X
100. Vysledky ukazuji, Ze samotny detergent velmi zvySuje kvantovy vytézek fluorescence
sondy DiOCq(3), coZ se musi brat v ivahu v experimentech, kdy Triton X 100 neni
dostate¢n¢ odmyt ze vzorku.
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Obr. 3.20 Excitacni spektra (Aem = 520 nm) potencidlové sondy DiOCg(3) v pufru A pied
pfidanim a v riznych Casech po ptidani lymfocyti
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Obr. 3.21 Emisni spektra (Aex = 440 nm) potencialové sondy DiOCg(3) v pufru A pted pfidanim
a v riznych ¢asech po pfidani lymfocytt
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Obr. 3.22 Emisni spektra (Acx = 440 nm) potencialové sondy DiOCg(3) v pufru A s lymfocyty
pred pfidanim a v rGznych casech po ptidani 0,01% Tritonu X 100
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Obr. 3.23 Excitaéni spektra (Aem = 520 nm) potencidlové sondy DiOCqg(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/l valinomycinem
(+KCl+valinomycin)
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Obr. 3.24 Emisni spektra (Acx = 440 nm) potencialové sondy DiOCqg(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/l valinomycinem
(+KCl+valinomycin)
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Obr. 3.25 Excitacni spektra (Aem = 520 nm) potencidlové sondy DiOCqg(3) v pufru A pii raznych
koncentracich Tritonu X 100
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Obr. 3.26 Emisni spektra (Aex = 440 nm) potencialové sondy DiOCg(3) v pufru A pii riznych
koncentracich Tritonu X 100
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3.8. Zmény pH

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

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

v emisnim spektru. Jedna se o sondy vhodné pro tzv. pomérna méteni, kdy z poméru intenzit
fluorescence méfené pii dvou riznych vinovych délkach emise lze zjistit pH okolniho prostiedi.
Fluorescencni je jak kysela, tak zasadita forma téchto sond. Pro lepsi prostupnost dovniti zivych
bunék 1ze pouzit jejich acetoxymetylové (AM) nebo acetatové estery.

Vlastnosti sondy SNARF-5F:
e MW =47144

nizka rozpustnost ve vode

zasobni roztok: pH>6

patii do skupiny seminaftorhodafluort

absorpéni maximum v kyselém/neutralnim roztoku: Aex ' = 555 nm (molarni extink¢ni

koeficient: 27000 cm™'M™)

fluorescen¢ni emisni maximum v kyselém/neutralnim roztoku: Aep,™ = 590 nm

e absorp¢ni maximum v zasaditém roztoku: A" = 579 nm (molarni extinkéni koeficient:
49000 cm™'M™)

e fluorescenéni emisni maximum v zasaditém roztoku: ey = 630 nm

e pK,=7,2

Obr 3.27 Fluorescencni spektra sondy SNARF-5F pfi riznych pH

pH 9.0 Ex = 543 nm
8.2

Fluorescence emission

550 600 650 700 750
Wavelength (nm)
(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 sttikackou) 10 ul sondy SNARF-5F
v kone¢né koncentraci 4 pmol/l
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3. zméite excitacni fluorescencni spektra vzorkl pii Aem = 630 nm
4. zméfte emisni fluorescenéni spektra vzorkl pii Aex = 540 nm

Vysledky:
Zmétena excitacni a emisni spektra sondy SNARF-5F pii riiznych pH jsou uvedena na obr. 3.28
a 3.29. Méfeni byla provedena na spektrofluorimetru FluoroMax-3.

Sondy typu SNARF lze pouzit pro méteni pH zméfenim poméru intenzit fluorescence pii
emisnich vinovych délkach 580 a 640 nm; zavislost poméru emisnich intenzit na pH neni
linearni, jak je vidét z obr. 3.30. Kalibraci fluorescencéni odezvy SNARF-5F lze provést pomoci
pufrd s riiznymi pH, v nichZ je méfen pomér intenzit fluorescence pii dvou riznych vinovych
délkach (A,=580 nm, A,=640 nm):

(3.1 pH = pK, — log[((R-Rs)/(Ra-R))*I(12)/Ta(22)]
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 titraéni kiivky; pro SNARF-5F je pK,=7,2.
Korekce na fluorescenci pozadi musi provedena pted vypoctem pomért R.

Obr. 3.28 Excitacni fluorescencni spektra 4 umol/l SNARF-5F (Aepm = 630 nm) pii raznych
hodnotéach pH roztoku.
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Obr. 3.29 Emisni fluorescencni 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 pii 580 a 640 nm
na pH
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3.9. Propustnost membran

Karboxyfluorescein nebo calcein jsou zadrzovany uvniti neporusenych bun¢k nebo lipidovych
vesikll (viz téz kap. 2.3.1). Fluorescence téchto latek je pfitom >95% zhaSena pii koncentracich
nad 100 mmol/l. Propustnost lipidovych dvojvrstev pro takové fluorofory lze studovat timto
zpusobem: koncentrovany roztok fluoroforu ve vod¢ se uzavie v liposomech, které se potom
oddéli od neuzavieného barviva gelovou filtraci nebo centrifugaci. Uvolilovani fluoroforu

z liposomti je potom provazeno zvySovanim intenzity fluorescence. Lze sledovat jak spontanni
uvoliovani, tak uvolilovani vyvolané jinou latkou. Kompletni lyzu Ize uskute¢nit ptidanim
detergentu, Tritonu X-100.

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

max __

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

e fluorescenéni emisni maximum v kyselém/neutralnim roztoku: Aey - = 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: Aem =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. pftipravte roztok 100 mmol/l 5-(a 6)-karboxyfluoresceinu v pufru A s pH zvySenym na 9
2. pripravte 10% roztok Tritonu-X v pufru A
3. pripravte velké mnohovrstevné liposomy z fosfatidylcholinu, kdy jako vodny roztok pouzijte

100 mmol/l karboxyfluorescein:

e pienést 2 mg fosfolipidu ve smési chloroform/metanol (2:1) do sklenéné nddobky a
rozpoustédlo odpaftit proudem dusiku pfi teploté kolem 40 °C tak, aby na stén€ nadobky
vznikla tenka vrstva fosfolipidu

e nadobku umistit po n¢kolik hodin ve vakuu, aby byly odstranény zbytky rozpoustédla

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

e 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 zméfte excitacni a emisni spektra nebo

intenzitu fluorescence karboxyfluoresceinu pii buzeni Aex =490 nm a Ay = 520 nm; pii 20

°C; s polarizatorem orientovanym svisle a analyzatorem pootocenym o ,,magicky* tthel

54,74°

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

Vysledky:

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

Obr 3.31 Excitacni fluorescencni spektra (Aem = 540 nm) 5-(a 6)-karboxyfluoresceinu
uvoliiovaného z mnohovrstevnych liposomii spontanné v ¢asech 30, 60, 90 a 120 minut po
nafedéni liposomil a po Gplném uvolnéni pisobenim 0,1% Tritonu X 100.

+0,1% Triton X 100

- YA

10E+06-

intenzita flucrescence (cps)

S0E+05-| /

400 420 440 460 480 500 520
vinova délka (nm)

75



Z. Fisar: Fluorescenc¢ni spektroskopie v neurovédach

Obr 3.32 Emisni fluorescen¢ni spektra (Acx = 470 nm) 5-(a 6)-karboxyfluoresceinu
uvoliovaného z mnohovrstevnych liposomt spontanné v ¢asech 30, 60, 90 a 120 minut po
nafedéni liposomi a po tiplném uvolnéni ptisobenim 0,1% Tritonu X 100.

+0,1%: Triton X 100

intenzita fluorescence (cps)

480 500 520 540 260 280 @00
vinova delka (nm)
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3.10. Specialni experimenty

3.10.1. Vazebné parametry receptort

Membranové receptory pro neurotransmitery Ize charakterizovat jejich afinitou K, (nebo
disociacni 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 B,
odpovidé denzité receptorti v membrané. Disociacni konstanty neurotransmiterovych receptorti
lezi obvykle v nanomolarni oblasti a pro jejich méteni tedy potfebujeme detekovat
subnanomolarni koncentrace vazajicich se latek. Vazebné parametry receptort se proto bézné
urcuji pomoci ligandd, které k nim maji specifickou vazbu a které jsou znaceny radionuklidy
(obvykle agonisté nebo antagonisté receptoril). Metoda vazby radioligandu je velmi dobie
rozpracovana a popsana (napi. 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 umozinuje tato méteni provadét i pomoci fluorescencnich
ligandi (viz kap. 2.3.2), nebot’ za optimalnich podminek 1ze méfit i femtomolarni koncentrace
fluoroforti. Problém je dosud v nedostatecném poctu fluorescenéné znacenych ligandii pro
neurotransmiterové receptory a veétsi pracnosti experimentu.

V tomto experimentu je popsan postup méteni vazebnych parametrii oj-adrenergnich receptort
v lymfocytech pomoci jejich antagonisty - prazosinu fluorescenéné znaceného latkou BODIPY
FL. Postup je analogicky postupu u metody vazby radioligandu, tj. méfi se koncentracni
zavislost vazby ligandu k bunécnym membrandm. Pro oddéleni volného a navazaného ligandu
byla pouzita technika rychl¢ filtrace, kterd umoziuje velmi rychlé a snadné oddé€leni volného a
vazaného ligandu za predpokladu, Ze pouzity filtr je schopen zachytit Castice, k nimz se ligand
vaze a soucasné je jeho propustnost dostatecna pro rychly prichod promyvaci tekutiny. Pro
zachyt lymfocytd 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 procesii s disociaéni konstantou <10 mol/l. Filtry byly umistény do
zkumavek a zhomogenizovany v 5 ml metanolu. Po centrifugaci byly 4 ml metanolu méfeny na
spektrofluorimetru (Aex = 490 nm, Aep, = 511 nm).

Nespecificka vazba byla ur¢ena jako vazba BODIPY FL prazosinu v ptitomnosti nadbytku (10
umol/l) neznac¢eného 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 K4 byly spocteny metodami nelinearni
regresni analyzy s pouzitim 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° lymfocyti, F - koncentrace volného prazosinu,

Bmax - maximalni pocet vazebnych mist (vazebna kapacita) a K4 - rovnovazna disociacni
konstanta.

Vlastnosti BODIPY FL prazosinu:
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MW = 563,41

rozpoustédlo pro zésobni roztok: dimetylsulfoxid (DMSO) nebo etanol (EtOH)
rozpoustédlo pro spektroskopickd méteni: metanol (MeOH)

absorpéni maximum v metanolu: Aex - = 504 nm (molarni extink¢ni koeficient: 77000
cm'M™)

fluorescenéni emisni maximum v metanolu: Aey" =511 nm

e rozpustnost ve vod¢ je nizka

e antagonista a,-adrenoceptori

Obr. 3.33 BODIPY FL prazosin a absorp¢ni e emisni fluorescencni spektrum BODIPY FL.

BODIPY FL prazosin 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)
prazosin (MW = 419,9, Sigma; rozpustny ve vodé do 0,5 mg/ml, v metanolu do 6 mg/ml)
sklenéné mikrovldknité 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 KCl, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4)

Postup:
Izolace lymfocytii z pIné 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
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5. odsat horni vrstvu (mtize byt uchovana pro pozd¢jsi pouziti)
6. prenést vrstvu s lymfocyty do centrifugacni kyvety (cca 2 ml)
7. pftidat alespon 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

l.
2.

S

veskera prace se dela v ledové 1azni (cca 2 °C)

pfipravit roztoky v pufru A:

e 50 pumol/l prazosin

e 100 nmol/l BODIPY FL prazosin

e 5 nmol/l BODIPY FL prazosin

do sklenénych zkumavek pipetovat vzorky dle Tabulky 3.8; vazba se startuje ptidanim
BODIPY FL prazosinu

standardy: stejnd mnozstvi BODIPY FL prazosinu jako byla pfidana ke vzorklim pipetovat
rovnéz do prazdnych vialek

nechat inkubovat 30 min ve 2°C a poté pfidat 3 ml ledového pufru A a vzorek filtrovat pres
GF/C filtry impregnované 0,1% polyetyleniminem

filtry jesté dvakrat promyt 3 ml pufru A a potom je umistit do sklenénych vialek

k filtriim 1 ke standardtim ptidat 5 ml metanolu; filtry homogenizovat (turaxovat), nechat pies
noc ve tmé¢, centrifugovat a odebrat supernatant pro méfeni

m¢éfit fluorescenci BODIPY FL prazosinu v metanolu (Aex = 490 nm, Aep, = 511 nm)

analyza dat: spocitat parametry K4 a Biax pomoci nelinearni regrese (analogicky, jako se déla
v metod¢ vazby radioligandu)
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Tabulka 3.8
¢. pufr | lymfocyty | prazosin BODIPY FL BODIPY FL vysledna
vzorku A | (5.10"/ml) (50 prazosin prazosin koncentrace
pumol/I) (5 nmol/l) (100 nmol/l) 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 vazané¢ho na lymfocyty proti
koncentraci volného (nenavazaného) BODIPY FL prazosinu. Teckované je znazornéna
nespecificka vazba, tj. vazba v pfitomnosti nadbytku neznaceného prazosinu. PInéa ¢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 disociacni konstanty pro vazbu prazosinu

k lymfocytim K4 = 3,52 nmol/l a vazebna kapacita By = 78,4 fmol/10° lymfocyti.
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Obr. 3.35 Zavislost BODIPY FL prazosinu vazaného k lymfocytiim na koncentraci volného
(mimobunécného) BODIPY FL prazosinu.

Vazba BODIPY FL prazosinu k lymfocytim
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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. Rozd¢leni molekul mezi vodnou fazi a
bunéné membrany je modelovano tfemi zékladnimi systémy: 1. jednoduché rozdéleni

v systému voda/organické rozpoustédlo; 2. chromatografické rozdélovaci systémy; 3. liposomy.
Liposomy jsou Siroce pouzivanym modelem lipidové ¢asti bunéénych membran a umoznuji
méfit nejen rozdélovaci koeficienty, ale 1 vazebné parametry. Liposomy jsou vacky (vezikuly)
uzavirajici vodny roztok membranou tvoienou piedevsim fosfolipidy. Tvofii se spontanné, kdyz
jsou fosfolipidy dispergovany ve vodném prostiedi. V zavislosti na zptisobu 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 MLV, které jsou tvoteny vezikuly o velikosti 10™" az 100
um (pficemz kazdy vacek je tvofen mnoha koncentrickymi vrstvickami lipidovych dvojvrstev) a
LUV o priméru cca 100 nm. V mnoha experimentech bylo prokazano, ze MLV a LUV jsou
dobrym modelem lipidové ¢asti bunéénych membran.

Metodou fluorescenénich sond s pouzitim membranové sondy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH)
byl méfen vliv riznych koncentraci (10 nmol/l — 100 umol/l) psychotropnich latek na
mikroviskozitu lipidovych membran ptipravenych z fosfatidylcholinu (PC-LUV, PC-MLV):
e imipramin (IMI)
amitriptylin (AMI)
dothiepin (PRO)
citalopram (CIT)
chlorpromazin (CPR)
klozapin(KLO)
anandamid (ANA)

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

Postup:
Postup piipravy liposomil 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 Dbez vyrazné zmény bylo pfidani dothiepinu, amitriptylinu a citalopramu
e zvySend anizotropie fluorescence DPH v membranach byla zjisténa vlivem imipraminu,
chlorpromazinu a klozapinu
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e s PC-MLV byly pozorovany podobné, pouze méné vyraznéjsi, zmeény 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 pii rliznych 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%
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3.10.3. Vliv podavani antidepresiv

Byly méfeny zmény v lipidovém sloZeni plazmatickych membran izolovanych z mozku a zmény
v jejich mikroviskozité po dlouhodobém podavani antidepresiv. Laboratornim potkaniim byla
podavéna antidepresiva s riznymi primarnimi biochemickymi u¢inky (desipramin, maprotilin,
citalopram, moklobemid a lithium) po dobu 4 tydnt. Byly izolovany plazmatické membrany

z mozku. Chromatografickou analyzou lipidii z mozkovych membrén bylo zjisténo vyznamné
snizeni relativniho zastoupeni jednotlivych fosfolipidii vzhledem k celkovym lipidim
(fosfolipidy + cholesterol) predevs§im po podavani maprotilinu, citalopramu a lithia. Toto snizeni
bylo zptisobeno zvysSenim koncentraci cholesterolu. Zvyseni obsahu cholesterolu v mozkovych
membranach miize vést ke zménam v serotonergni neurotransmisi. Nase vysledky podporu;i
hypotézu, ze dlouhodobé podavani antidepresiv miiZze zpisobit zmény v lipidovém slozeni
bunécnych membran, které se mohou transformovat do procesii pfimo ovliviiujicich serotonergni
neurotransmisi v mozku.

Biofyzikalni vlastnosti synaptickych membran (strukturu, uspofadani, mikroviskozitu) urcuji do
znacné miry esencialni nenasycené mastné kyseliny, cholesterol a glykolipidy. Pomérné malé
zmény ve struktufe membran zptsobené cholesterolem a zastoupenim ®-3, ®-6 a dalSich
nenasycenych mastnych kyselin potom mohou modulovat nejen metabolismus biogennich
amin, jejich vazbu nebo zpétné vychytavani, ale i transdukci signélu, napt. vlivem na aktivitu
adenylatcyklaz a jinych membranovych enzymi. V tzv. biofyzikalni hypotéze afektivnich
poruch se uvazuje piedevsim o tloze dokosahexaenové kyseliny (22:6-3) a arachidonové
kyseliny (20:4®-6) ve funkci neuronalnich membran. Byla formulovéana také hypotéza o vztahu
mezi sérovymi lipidy, depresi a aterosklerosou. Podle hypotézy o optimalni fluidit€¢ membran
zavisi maximalni receptorova odezva nejen na hustoté receptorovych vazebnych mist, ale i na
jejich pristupnosti pro agonisty rozpusténé ve vodné fazi a na difizn¢ kontrolované rychlosti,

s niz mize dochazet ke vzajemnym interakcim mezi jednotlivymi membranovymi slozkami
podilejicimi se na ptenosu signalu. Jak dostupnost, tak pohyblivost membranovych proteinti
pfitom zavisi na mikroviskozité lipidové dvojvrstvy. Hypotéza o ménitelné afinité receptorti
vychazi z pozorovani, ze k vyraznym zménam v afinité receptorti vedou rozdily nejen

v chemické struktute receptoru, ale i v lokdlnim membranovém mikrookoli a v riznych
nitrobunécnych procesech. Zmény v lipidovém slozeni plazmatickych membran tedy mohou
ovlivitovat pfenos signdlu a podilet se na terapeutickych ucincich antidepresiv.

Zména lipidového slozeni membran ovliviiuje také aktivitu membranového serotoninového
prenasece (SERT). Tomuto pfenaseci je v serotoninovych hypotézach afektivnich poruch
vénovana znacna pozornost, nebot’ primarnim biochemickym uc¢inkem dnes nejcastéji
podavanych antidepresiv, selektivnich inhibitorii reuptake serotoninu (SSRI), je inhibice jeho
funkce. Bylo popsano snizeni aktivity, denzity a dostupnosti SERT pii depresi, nicméné snizeni
poctu uptake mist pro 5-HT nelze povazovat za prokazané. Obvykle jsou méfeny parametry
kinetiky transportu 5-HT do trombocytt, o nichz se predpoklada, ze odrazeji zmény funkce
serotonergniho systému v mozku. Vyznamnym modulatorem funkce SERT je pfedevSim
membranovy cholesterol, jehoz niz§i 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 pfii nizkych hladinach sérového cholesterolu. Rovnéz
snizena spotfeba ®-3 nenasycenych mastnych kyselin koreluje se zvySenim rizika vzniku
deprese.
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Metody:

Desipramin, maprotilin, citalopram, moklobemid a lithium byly podavany Zzalude¢ni sondou v
davkach 10, 10, 5, 25 a 50 mg/kg.den po dobu 4 tydnti. Poté byla zvifata usmrcena a z mozku
byly izolovany plazmatické membrany metodou dle Scottové a kol. (1993) s nasi modifikaci;
obohaceni vzorkli plazmatickymi membranami bylo kontrolovdno stanovovanim aktivity ekto-
5’-nukleotidazy (Mitchell a Hawthorne 1965). Relativni zmény fluidity membran byly méteny
metodou fluorescencnich sond. Lipidova ¢ast membran byla izolovana modifikovanou
Folchovou metodou (Folch et al. 1957; Koul a Prasad 1996). Lipidy byly analyzovéany
tenkovrstevnou chromatografii s plamenoionizacni detekci (TLC-FID) na zatizeni Iatroscan
TH10 nebo dvourozmérnou tenkovrstevnou chromatografii na deskach s naslednym stanovenim
fosforu a cholesterolu.

Chemikalie a roztoky:

e pufr STM s inhibitory proteaz pro izolaci plazmatickych membran: 0,32 M sacharo6za, 10
mmol/l TRIS-HCI, 1 mmol/l MgCl,, 0,5 mmol/l PMSF, 0,5 mmol/l benzamidin HCI, 1
mmol/l EDTA, 2 mmol/l DTT (dithiothreitol), pH 7,4. Pufr byl ptfipraven den piedem, po
upravé pH filtrovan ptes 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 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) 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 zasobni roztoky byly ulozeny v mrazni¢ce. Pro méfeni
byly pfipraveny vzdy Cerstvé roztoky sond v pufru A v koncentraci 6 uM (injektovanim pomoci
Hamiltonovy stiikacky 10 ul za intenzivniho michani). Tyto roztoky byl smichany s pufrem A a
suspenzi liposomil nebo membran tak, aby vyslednd koncentrace sondy byla 2 uM a koncentrace
fosfolipidii cca 100 umol/l. Po 60 minutach inkubace v 37°C byla méfena polarizovana
fluorescence (anizotropie fluorescence) pii excitaéni vinové délce 350 nm a emisni vinové délce
450 nm na spektrofluorimetru FluoroMax-3 (Jobin Yvon, Horiba) s polarizacnim pfislusenstvim.
Meéieni daného vzorku bylo opakovano alespon 10x a hodnoty byly zprimériiovany.
Polarizovana fluorescence roztoki 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 prochézejiciho zafeni. Anizotropie
fluorescence se urcuje ze vztahu

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

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

. 14 v o b4 H H
polarizovaném vodorovn¢ jako pomér I, /I .

Izolace membranovych lipidu

Pro izolaci membranovych lipidi 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 atmosfétfe byly
zkumavky jemné michény v suché 1azni pii pokojové teploté po dobu 15-30 min. Denaturované
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proteiny byly odstranény filtraci pies gazu a filtrat (cca 5 ml) byl pifeveden do kalibrované
zkumavky, pfidany 0,2 objemu vody (cca 1 ml) a promichdno. Centrifugaci 5 min. pfi 1000 g se
odd¢lily faze. Horni vrstva byla peclivé odstranéna, Cista dolni faze prenesena do piedvazené
oc¢islované lahvicky a odpatrena pod dusikem. Lahvicku se vzorkem byla zvdzena a déna do
mraznicky pod dusikem. V celém postupu je nutno se vyhnout pouziti umélych hmot

a minimalizovat pfistup kysliku (probublavat dusikem).

Analyza membranovych lipida

Pro analyzu membranovych lipidi 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 zatizeni latroscan TH10 (Iatron Laboratories).

Pro dvourozmérnou chromatografii byly pouzity tyto vyvijeci smési: a) pro 1. smér — chloroform
: metanol : NH4OH : H,O 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; c) pro fosfolipidy II -
chloroform : metanol : 7 N NH4OH v poméru 40 : 20 : 3. Po naneseni 1 pl vzorku byly vyvijeny
tyCinky nejprve v soustave pro neutrdlni lipidy po dobu 2 x 20 minut a po vyvinuti spaleny na
zatizeni latroscan asi 0,75 cm od startu; byly tak ziskany piky pro cholesterol; poté byly ty¢inky
dale vyvijeny v soustavé pro fosfolipidy I po dobu 2 x 60 minut a potom v soustavé 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
pfedmétem diskuze v pfipravené publikaci.

Tabulka 3.10 Relativni zastoupeni molarnich koncentraci jednotlivych fosfolipidi nebo
cholesterolu v plazmatickych membranach izolovanych z mozku laboratornich potkant po 4-
tydennim podavani riznych antidepresiv (vztazeno k celkové molarni koncentraci fosfolipida 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

LiCO3 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 molérnich koncentraci (PC+PE+SM+PI+PS); CH - cholesterol. Suma cholesterolu a celkovych fosfolipidi
(CH+PL) byla pouzita jako 100%. Jsou oznaceny hodnoty statisticky vyznamné odlisné od kontrol (*p<0.05;
**p<0.01; MannGv-Whitneydv U test)
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Tabulka 3.11 Anizotropie fluorescence DPH a TMA-DPH v plazmatickych membranach
izolovanych z mozkt laboratornich potkant po 4-tydennim podavani riznych antidepresiv.

skupina I'pPH___| ITMA-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

LiCO3 0.2054| 0.2534

Praméry 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 ozna¢ena hodnota statisticky
vyznamng odli$na od kontroly (*p<0.05; Manniv-Whitneydv U test)

87



Z. Fisar: Fluorescencni spektroskopie v neurovédach

Literatura

Lakowicz J.R.: Principles of Fluorescence Spectroscopy. Second Edition, Kluwer
Academic/Plenum Publ., New York, 1999

Gore M.G.: Spectrophotometry and Spectrofluorimetry. A Practical Approach. Oxford
Univ. Press, 2000

Haugland R.P.: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products. Ninth Edition,
Molecular Probes, 2002

Prosser V. a kol.: Experimentalni metody biofyziky, Academia, Praha, 1989

Bartlett, G.R., 1959. Phosphorus assay in column chromatography. J. Biol. Chem. 234, 466-468.

Folch J.L.M., Stanley, G.H.S., 1957. A simple method for the isolation and purification of total
lipids from animal tissues. J. Biol. Chem. 226, 497-509.

Koul, A., Prasad, R., 1996. Extraction of membrane lipids. In: Manual on membrane lipids,
Prasad, R. (Ed.), Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, pp. 37-51.

Lowry, O.H., Rosbrough, N.J., Farr, A.L., Randall, R.J., 1951. Protein measurement with the
Folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 193, 265-275.

Mitchell, R.H., Hawthorne, J.N., 1965. The site of diphosphoinositide synthesis in rat liver.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 21, 333-338.

Scott, L., Schell, M.J., Hubbard, A.L., 1993. In: Graham, J.M., Higgins, J.A. (Eds.), Methods in
Molecular Biology, Vol. 19, Biomembrane Protocols: I. Isolation and Analysis. Humana
Press Inc., Totowa, NJ.

Wagner, H., Lissau, A., Holzi, J., Horammer, L., 1962. The incorporation of 32P into
inositolphosphatides of the rat brain. J. Lipid Res. 3, 177-180.

88



