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2. Fluorofory v biomediciné

Fluorofory se déli do dvou obecnych tfid:
e vnitFni (vlastni, intrinsic) — vyskytuji se pfirozen¢
¢ vnéjsi (nevlastni, extrinsic) — jsou pfidany ke vzorktim, které nemaji vhodné
fluorescenéni vlastnosti

2.1. Vlastni fluorescence

Vlastni fluorescence bunék 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 zluta)
e cytochromy, peroxidaza, hemoglobin, myoglobin, chlorofyl — fluorescence ve
viditelné oblasti (Cervend)

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 §irsi 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 Ize ji proto pouZit pro
sledovani konformacnich zmén proteint (napft. pti vazb¢ liganda nebo pfi interakcich protein-
protein).

Tabulka 2.1 Fluorescen¢ni parametry tryptofanu, tyrozinu a fenylalaninu

Ao (nm) | Ae™ (nm) | kvantovy vytézek | doba Zivota (ns)

fenylalanin [260 282 ]0.02 ___]68

(Podle: Lakowicz 1999.)

Existuje n¢kolik tiid proteint, které maji vlastni fluorescenci pii delSich vinovych délkach:

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

o intenzivni dlouhovlnna excitace a emise (neinterferuji s vlastni fluorescenci
jinych biologickych molekul)
relativné velky Stokestv posuv a vysoky kvantovy vytézek emise
fluorescence neni zhasena vnéj$imi zhasedly
vysoké rozpustnost ve vodé
homogenni struktura s definovanou molekulovou hmotnosti
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o vicero mist pro stabilni konjugaci s mnoha biologickymi i syntetickymi
latkami
zeleny fluorescentni protein (green fluorescent protein, GFP) z bioluminiscentni
meduzy
fytofluory — fluorescencni sondy odvozené od fytochromt (proteinti citlivych na
svétlo, které jsou pfitomny ve fotosyntetizujicich organismech)

Fluorescence enzymovych kofaktori

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

Pyridoxal fosfat je rovnéz fluorofor; jeho fluorescenéni parametry zavisi na jeho
chemické struktuie 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. Fluorescencni vlastnosti maji oxidované formy flavini, nikoli redukované,
jako je tomu u NADPH.

2.2. Nevlastni fluorescence

Vnéjsi, neboli nevlastni fluorofory se pouzivaji mnohem vice nez vnitini. Pfidavaji se ke
studovanému vzorku a pokud se na néj vazi kovalentné, nazyvaji se fluorescenéni znacky,
pokud se vazi nekovalentn¢ jedna se fluorescenéni 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
fluorescencni cytochemii (napt. fluorescein, akridinové oranz, eozin, ...)

latky, jejichz kvantovy vytézek fluorescence se silné méni pti vazbe na bunécné struktury
a zavisi na bezprosttednim 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
systémd.

2.2.1. Fluorescenéni znacky

Fluorescenéni znacky jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledovanym biomolekulam
(proteintim, peptidiim, ligandim, oligonukleotidiim a jinym) vézou kovalentni vazbou.
Nejcastéji se pouzivaji k fluorescenénimu znaceni proteint, kdy se kovalentné vazou na jejich
aminové, sulthydrylové nebo histidinové bocni fetézce, thiolové skupiny atd. Rlizné aplikace



v imunologii, histochemii, afinitni chromatografii apod. vyuzivaji také vysokou afinitu a
specificitu interakci avidin-biotin a protilatka-hapten, kdy je studovand 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 fluorescenénimi znackami jsou fluoresceinizothiokynat (FITC) a
tetrametylrhodaminizothiokyanat (TRITC), které se pouZzivaji v imunofluorescencnich
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 fosforescenéni sondy.

Obr. 2.1 Absorp¢ni a fluorescenéni spektrum fluoresceinu (pH 9,0)

absorpce fluorescence

350 400 450 500 550 G000 @50
(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

Obr. 2.2 Fluorescein-5-izothiokyanat

N=C=§

Dalsi ¢asto pouzivanou fluorescencni znackou je dansyl chlorid (DNS-Cl), ktery stejné jako
FITC reaguje s volnymi aminoskupinami proteind. Mize byt excitovan pti 350 nm (tj. mimo
oblast vlastni absorpce proteinil) a emituje kolem 520 nm, pfi¢emZ jeho emisni spektrum je
siln¢ 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
ruzné derivaty s emisi v Sirokém rozsahu 510-675 nm, vysoky extinkéni koeficient,
nezavislost na polarité okoli a na pH. Jejich nevyhodou je maly Stokesiiv posuv. Pouzivaji pro
znaceni proteinil, nukleotidi, oligonukleotidil a dextrant, enzymovych substratli, mastnych
kyselin, fosfolipidd, lipopolysycharidi, receptorovych ligandu (viz kap. 3.10.1) a
polystyrénovych mikrokulicek.

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

Pro detekci a kvantifikaci nizkomolekularnich amini (napt. fady 1é¢iv) lze pouZzit znacky,
které fluoreskuji poté, co vytvoii konjugat s amino skupinou. Napft. fluorescamin nebo NBD

chlorid reaguji rychle s aminy a teprve poté fluoreskuji.

Tabulka 2.2 Fluorescenéni parametry vybranych fluorescen¢nich znacek

he™ () | D™ ()
TRITC — [s5585 [s0580 | 20
NBD a0 [0 [ [

0.2

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

Dalsi moznosti je syntéza chemického analogu molekuly, ktery zachovava chemické
vlastnosti ptivodni molekuly, ale na rozdil od ni vykazuje fluorescenci. Naptiklad adenosin
trifosfat (ATP) nefluoreskuje, ale jeho analog etheno-ATP je fluorofor, 1 kdyz nékteré
vlastnosti ATP jsou naruseny. Také byly syntetizovany fluorescen¢ni analogy bazi DNA,
adeninu (2-aminopurin) a guaninu (izoxantopterin). Pro studium interakci steroidi s
membranami mohou byt vyuzity fluorescenéni analogy cholesterolu (dehydroergosterol)
nebo estradiolu (azatetrahydrochrysen). Existuji i sondy, které fluoreskuji pouze ve
viskoznim prostiedi (napt. 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 struktuie vazou
nekovalentné a ¢asto pfitom méni své fluorescencni vlastnosti. Volba fluorescencni sondy je
klicovou soucasti experimentu ve fluorescen¢ni spektroskopii, nebot’ prave jeji vlastnosti
umoziiuji ziskat potiebné informace. Jsou znadmy tisice sond, jejichZ relativné nejuplné;jsi
prehled Ize nalézt na webovych strankéach firmy Molecular Probes, avSak podrobnéjsi
informace jsou dostupné jen v primarni literatute.

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

Fluorescenéni 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 riiznych rozpoustédlech vyplyva, Ze s rostouci polaritou rozpoustédla se
emisni maximum fluorescence ANS posouva do ¢ervené oblasti a soucasné klesa kvantovy
vytéZek a doba dohasindni. Pfi vazbé ANS k apomyoglobinu se ANS véze do nepolarniho
vazebného mista pro hem a Aep, - se posunuje na 454 nm a kvantovy vytézek fluorescence
vzrasta na 0,98. Timto zpisobem lze studovat strukturu a stupeni polarnosti riznych
vazebnych mist na proteinech vcetné ptipadného vytésnovani fluorescencnich sond z této
vazby nebo zmény vyvolané napt. aktivaci enzymu apod. ANS bylo pouzito napt. pro
studium polarity vazebného mista pro hem v apomyoglobinu a apohemoglobinu, nebo
konformacnich zmén ve svalech a v nervovych zakonc¢enich béhem akéniho potencialu. TNS
bylo vyuZito napt. pro studium konformaénich zmén po aktivaci chymotrypsinogenu a zmén
konformace nervové membrany. Demonstracni ptiklady vlivu polarity rozpoustédla na
fluorescenci sondy 2-p-toluidinonaftalén-6-sulfonatu (TNS) a zména fluorescence ANS po
vazb¢ 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

Aem  (nm) | kvantovy vytézek | doba dohasinani (ns)
0,646

0.476
0.216
0,004

(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 fetézcl (zbytkli mastnych kyselin). Pomoci fady



fluorescencnich sond jsou studovany piedevsim tyto vlastnosti biologickych systému
souvisejici s bunéénymi membranami:
e transport a metabolismus lipidl v zivych bunkach
recyklace synaptosomil
ptenos 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 Ize rozdélit do dvou skupin:

1. fluorescencni analogy ptirozenych lipidii (fosfolipidy, sfingolipidy, mastné kyseliny,
triglyceridy, steroidy)

2. malé amfifilni a lipofilni organické fluorofory

ad 1. Dillezitou skupinu membranovych sond tvofi lipidové sondy, jejichz hloubku zanoteni
do lipidovych dvojvrstev 1ze ménit délkou raznych fetézct ptipojenych k fluoroforu (napf.
rizné antroyl mastné kyseliny nebo BODIPY mastné kyseliny). Pyrén pfipojeny k lipidim
muze byt pouzit pro studium diftiznich procesti v membranach na zékladé méteni jeho
excimerové fluorescence. Rovnéz pfipojenim fluoresceinu nebo rhodaminu k dlouhym
acylovym fetézctim nebo k celym fosfolipidiim lze ziskat vhodné membranové lipidové
sondy. Lze shrnout, ze:

e Fluoroforem znac¢icim mastné kyseliny miize byt napf. nitrobenzoxadiazol (NBD),
BODIPY, pyrén nebo dansyl. Pfirozené se vyskytujici polynenasycena mastna
kyselina cis-parinaric acid, jejizZ dvojné vazby jsou konjugované, je fluorofor (max.
absorpce pii 300 a 320 nm, Stokesiv posuv kolem 100 nm) vhodny pro fadu méteni
(peroxidace lipoproteint, hodnoceni antioxidantll, interakce mastnd kyselina-protein,
fosfolipid-ptenasec, shlukovani lipidd, ...).

e Fosfolipidy mohou byt znaceny fadou fluorofort jak v oblasti polarnich hlavicek
(dansyl, NBD, BODIPY, fluorescein, tetrametylrhodamin, Oregon blue, Oregon green,
Texas red a dal§imi), tak zbytkd mastnych kyselin (DPH, NBD, pyrén, BODIPY).
Rovnéz byly ptipraveny fluorescencni analogy sfingolipidi, steroidi, triglyceridii,
lipopolysacharidi.

Tabulka 2.4 Vlastnosti nékterych lipidovych sond

fluorofor Aex Aem vlastnosti
(nm) ( nm)

citlivost na zhéaseni kyslikem; nefluoreskuje ve vodg;
excimerova emise (470 nm) pii vysokych koncentracich

nefluoreskuje ve vodé; samozhaseni pii vyssich
koncentracich

BODIPY fluoreskuje ve vode¢ i v membrang; excimerova emise (620
m) pii vysokych koncentracich

(Podle Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)




ad 2. Malé amfifilni a lipofilni organické fluorofory podavaji informaci o charakteristikach
svého mikrookoli, jako je polarita, viskozita a uspofadéni lipidt. Pro znaceni membran se
nejcastéji pouziva nepolarni sonda DPH (1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien), ktera je ve vodé
prakticky nerozpustnd, takze veskera fluorescence pochazi z nepolarniho prostiedi
biologickych membran kam se nekovalentné vaze. Ptiklad jejiho pouziti je popsan napf.

v kap. 3.3. Pfipojenim trimetylamoniové skupiny k molekule DPH byly ziskdna fluorescen¢ni
sonda TMA-DPH (1-(4-trimetylamoniumfenyl)-6-fenyl-1,3,5-hexatrien p-toluénsulfonat),
kter4 je v membrandch lokalizovana v blizkosti rozhrani membrana-voda. Mezi membranové
fluorescencni sondy citlivé na prostiedi patii napi. 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.

Obr. 2.3 Fluorescen¢ni sondy difenylhexatrien (DPH) a jeho trimetylamoniovy derivat (TMA-

DPH); 1-anilinonaftalén-8-sulfonova kyselina (ANS) a 4,4'-dianilino-1,1'-binaftyl-5,5'-
disulfonové kyselina, dvojdraselna stl (bis-ANS)
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Tabulka 2.5 Nékteré membranové fluorescenéni sondy

he™ () | D™ ()

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, DiOCg(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 (e = 470 nm). DNA je tedy jen
slabé fluorescentni nebo nefluorescentni. Pro vizualizaci a identifikaci chromozom se proto
pouziva fada fluorescencnich sond jako jsou akridinova oranz, ethidium bromid,
propidium 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, prochazejici ¢i neprochazejici membranou
zivych bunék (Tabulka 2.6)

Tabulka 2.6 Nékteré fluorescencni sondy pro nukleové kyseliny

fluorofor Aex X Aem X pouziti
(nm) (nm)
e
Zkrldlnova prostupuj e; RNA/DNA; prutokova cytometrie
oranZ (RNA)
Ethidium neprqstuptu e; vmezefovani do dsPNA; t?arvem
mrtvych bunék; elektroforéza; priatokova
bromid .
cytometrie; ...

Propidium jodid I neprostupuje; barveni mrtvych bunck

DAPI castecne prostupuje; bunécny cyklus; AT-selektivni;

prostupuj e; AT-selektivni; selektivni vazba
LG RIS RAA -- k dsDNA; bunéény cyklus; ...

| PicoGreen  [502 [ 523 | ultracitliva kvantifikace roztoki dsDNA

OliGreen 493 518 ultracitliva kvantifikace roztokli ssDNA a
oligonukleotidl
| RiboGreen [ 500 | 520 | ultracitliva kvantifikace roztokii RNA

TOTO-1 HCpl‘OStu})uje m'embranu; vysoka afinita pro
nukleové kyselin

SYTO 85 orange I prostupuje membranou

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

Po vazbé¢ k dvoutetézcovym nukleovym kyselinam 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 Ize velmi dobie pozorovat ve fluorescencnim mikroskopu i méfit na spektrofluorimetru
(viz experiment popsany v kapitole 3.5). Dalsi ¢asto pouzivanou sondou pro stanoveni
nukleovych kyselin je akridinova oranZ, ktera v monomerni formé fluoreskuje s Aey - =



530 nm, v dimerni formé (pfi vy$8ich koncentracich) s Aep - = 640 nm. Zelena monomerova
fluorescence pochazi z komplexit monomerti s dvoureté¢zcovymi DNA nebo RNA, zatimco
oranzova fluorescence pochazi od komplext dimeri sondy s jednotfetézcovymi nukleovymi
kyselinami. Spektralni parametr dany pomérem intenzit oranzové a zelené fluorescence
(I640/1s40) akridinové oranze charakterizuje stupen spiralnosti nukleovych kyselin. Napft. ve
zralych diferencovanych bunkach lymfocyta z periferni lidské krve je mozno zanedbat podil
jednofetézcovych DNA na oranzové fluorescenci a parametr Ig40/Is49 charakterizuje pomér
RNA/DNA v buikach.

Obr. 2.4 Fluorescencni sondy pro nukleové kyseliny

li.ll‘,'.'i‘.:Hs‘]2

ethidium bromid akridinova oranz

Fluorescenéni sondy pro prenos energie

Pomoci fluorescen¢nich sond lze studovat pfenos energie od absorbujiciho donoru

k emitujicimu akceptoru, ktery se naléza ve vzdalenosti Rpa 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 pfenos energie v proteinech. Vhodné je pro tato méfeni pouziti Casove rozliSené
fluorescence.

2.2.3. Fluorescencni indikatory (chemické sondy)

Jako fluorescencni indikatory jsou oznacovany fluorofory jejichz spektralni vlastnosti jsou
citlivé na urcitou latku. V soucasné dob¢ jsou dostupné fluorescencni indikatory pro fadu
latek, v€etné vapniku, hotc¢iku, sodiku, chloru, kysliku, fosfatu, amini 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 dochdzelo ke spektralnimu posuvu.

Priklady:

¢ N-(etoxykarbonylmetyl)-6- metoxyquinolinium bromid (MQAE) je srazkovym
mechanismem zhasen chlérem a tuto sondu lze tedy pouzit pro méfeni zmén koncentraci CI°

¢ PBFI je fluorescen¢ni indikétor citlivy na draslik

e Fura-2 je indikator vykazujici spektralni posuv v pritomnosti Ca**

e Calcium green vykazuje zvy3enou intenzitu fluorescence v p¥itomnosti Ca*", aniz by
dochazelo ke spektralnimu posuvu



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

Pro studium Zivych buné¢k jsou uzite¢né acetoxymetylové (AM) a acetatové estery
fluorescencnich indikatort, protoze zatimco piivodni indikator neprochazi bunéénou
membranou, jeho AM nebo acetatovy ester tak snadno €ini (nenabita molekula). Uvnitf buniky
vznika ptisobenim nespecifickych esteraz pivodni indikator. Piikladem je fluorescein
diacetat, Quin-2 AM, Fura-2 AM a dalsi.

2.3. Priklady pouziti

Nékteré 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
zmén nitrobunéénych 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 (scintilani roztoky)
metod.

2.3.1. Testovani zivotnosti bunék, jejich proliferace a funkci

Testovani zivotnosti bun€k, jejich proliferace a funkci (véetné€ apoptozy, adheze bunék,
chemotaxe, multidrug rezistence, endocytozy, sekrece a pienosu signalu) lze provadét pomoci

wevr

levnéjsi nez testy vyuzivajici radionuklidy.

Testovani Zivotnosti a cytotoxicity je zalozeno na méteni podilu zivych a mrtvych bun¢k
v populaci. Jako sondy Zivotnosti bunék slouzi:

1. Fluorogenni substraty esterdz, které mohou pasivné pronikat do bunék a méfi jednak
zachovani enzymatické aktivity bunéénych esteraz, které je prevadi na fluoreskujici
produkt, jednak membranovou integritu, ktera zajist'uje nitrobuné¢nou retenci jejich
fluoreskujicich produkti. 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 ptida k buitkdm v kone¢né koncentraci 1-25
pmol/l. Jednou z prvnich sond pro toto pouziti byl fluorescein diacetat (FDA). Mezi
nejlepsi indikatory Zivotnosti bunék patii calcein AM (diky vysokému zachytu

v zivych bunkdch a silné fluorescenci). Dal§imi vhodnymi indikatory Zivotnosti jsou
napt. 2',7'-bis-(2-karboxyetyl)-5-(a 6)- karboxyfluorescein, acetoxymetyl ester
(BCECF, AM), karboxyeosin diacetat, karboxyfluorescein diacetat, ...

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



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

4. Sondy citlivé na transmembranovy potencial, pH nebo Ca*" (viz kap. 2.3.5-7).

Tabulka 2.7 Fluorescen¢ni sondy pro méfeni zivotnosti bunék
(po reakci, pH 9)
Fluorescein diacetat .- slabé. u@riovén v buiikach;
416,39 | DMSO pH citliva fluorescence; 490/513

(FDA) . ,

nenakladn

velmi dobfe udrzovan;
Calcein AM 994,87 | DMSO uvoliiovan pfi cytolyze; 494/514

fluorescence zavisla na pH

velmi dobfe udrzovan;
BCECF AM ~615 | DMSO uvolnovan pfi cytolyze; 501/527

fluorescence zavisla na pH

Karboxyfluorescein sttedn¢ dobte zadrzovan,;
diacetat (CFDA) ALY DR fluorescence zavisla na pH DA
. snadnéji se dostava do
LTI AL TR bunek nez CFDA; stiedné
diacetat, acetoxymetyl 532,46 | DMSO N . 492/518
dobfte zadrzovan;
ester (CFDA, AM) ) o
fluorescence zavisla na pH
dobfte zadrzovan reakci
s thioly; neuplné
e N R oo S M s O ROl o van il io ke IS 16630
acetat 2
fluorescence dlouhovinna
a zavisla na pH

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

Testovani proliferace bunék je zalozeno na méteni riistové rychlosti bunécné populace nebo
na detekci dcetinych bunék v rostouci populaci. Bézné neexistuje fluorofor, ktery by se
specificky inkorporoval do buné¢k béhem déleni. Proliferacni testy obvykle urcuji pocet bunck
z inkorporace [*H]-thymidinu nebo 5-bromo-2’-deoxyuridinu (BrdU, thymidinovy analog).
Fluorescencné Ize méfit napt. zmény v obsahu nukleovych kyselin pomoci fluorescencnich
sond (viz kap. 2.2.2) nebo pomoci fluorescencné znacenych protilatek (napt. anti-BrdU).

Apoptéza (programovana bunécna smrt) je geneticky kontrolované odstraniovani bunék
béhem vyvoje. Apoptoza je odlisna od nekrdzy jak biochemickymi, tak morfologickymi
zménami, které ji charakterizuji. Fluorescencné lze apoptdzu testovat napt.:

e s pouzitim sond pro nukleové kyseliny

e s pouzitim konjugatd annexinu V

e meéfenim aktivity specifickych proteaz

e méfenim zmén mitochondrii, peroxidace lipidii, zmén nitrobunééného pH a ionth



2.3.2. Studium neurotransmiterovych receptoru a iontovych
kanalu

Funkce neurotransmiterovych receptorti a iontovych kanala je klicova v transdukci nervového
signalu studovaného v neurovédach. Existuje fada fluorescenéné znacenych ligandil (agonistii
1 antagonistil) pro tyto receptory (Tabulka 2.8) a iontové kanaly nebo iontové prenasece
(Tabulka 2.9). Fluoroforem jsou napft. fluorescein, tetrametylrhodamin, Alexa Fluor 488,
BODIPY FL, Oregon Green 514, Alexa Fluor 594 a Texas Red, které jsou obvykle
fotostabilni a poskytuji silnou fluorescenci (Tabulka 2.10). Fluorescen¢ni metody lze pti
studiu membranovych receptort vyuzit také pomoci imunohistochemickych metod (znacené
protilatky) — viz. kap. 2.2.1.

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

receptor
rece t01
leceptow

ou ad1 enoceptor prazosm antaoonlsta

CGP 12177
GABAA (GABAircecptory  [musimol  [agomisn |

neurokininové receptory latka P, neuromedin C, aoomste
angiotensin I1

mi opioidni peptidové receptory

Tabulka 2.9 Ptiklady iontovych kanali, k nimz jsou dostupné fluorescenéné znacené ligandy

typ iontového kandlu znaceny ligand ucinky na kandl
L-typ Ca*" kanald dlhydrop.yrldlny, blokada
verapamil
2+ . e s . aktivace (ryanodinového
Ca” kandly necitlivé na IP; | ryanodinové sondy
receptoru)

Ca”" kanaly blokada

napétové fizené Na' kanaly | tetrodotoxin blokada
Na'/K' ATPaza blokada
K" kanély glibenklamid blokada

CI kanaly otevirané . . ot
. ivermecin zvysena propustnost
glutamatem

stilbene disulfonat blokada




Tabulka 2.10 Fluorofory vazané k ligandiim pro receptory a iontové kanaly

}\’ max 7\‘ max
fluorofor X em poznamka
(nm) (nm)

Fluorescein  |494  [si8 | |
Tetrametyrhodamin
Alexa Fluor 488 fotostabilni; intenzivni fluorescence

Oregon Green 514 Velmi fotostabilni
BODIPY FL

Alexa Fluor 594 617 Vhodne pro kombinaci se zelené
fluoreskujicimi znackami

Texas Red 593 613 vhodné pro %{01.11b1n'5101 se zelené
fluoreskujicimi znackami

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

2.3.3. Transdukce signalu

Nitrobunéénym pienosem nervového signalu se rozumi vSechny procesy v postsynaptické
nebo presynaptické bunce nasledujici po aktivaci membranového receptoru neuromediatorem
nebo jinym agonistou. Kaskada téchto procesti obvykle zahrnuje aktivaci G-proteint,
efektorovych enzymt, proteinkinaz a fosfataz a je zakon¢ena zménou membranového
potencidlu cilové buiikky nebo zménou funkce a aktivity urcitych bunéénych proteinti (Obr.
2.5).

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

e regulaci koncentraci nitrobunééného kalcia

e sledovani aktivace a inhibice proteinkinaz a fosfoproteinfosfataz

e lipidovému metabolismu



Obr. 2.5 Mezibunécny a nitrobunécny pienos signalu
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aktivace vnitini *=lvazba na receptorové vazebné misto | — aktivace vnitini

tyrozi Ikin&zy /\ guanylatcyklazy

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

otevieni nebo uzavieni aktivace nebo inhibice
iontového kanalu efektorovych enzymd
(K*Ca™ich) (adenylatcyklaz,
guanylateyklaz,
fosfolipaz C,D,A.)

aktivace Kinaz
kindz kindz MAPK

aktivace Kinaz

kindz MAPK
zména nitrobunéénych

aktivace kinaz ¥ koncentraci 2. posli
MAPK depolarizace nebo (cAMP, cGMP, Caz*,

hyperpolarizace IP;, DAG, metabolity

membrany kys. arachidonové, NO)
aktivace MAPK &

aktivace enzymi zdvislych na c;klick?ch

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

fosforylace a defosforylace bunéénych
proteind (enzymi, iontovych kanéld,
G-proteind, receptord, ribosomalnich
proteind, transkriptnich faktord)

}

ruzna biologicka odezva

MAPK - proteinkinazy aktivované mitogenem, cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat, cGMP — cyklicky
guanosinmonofosfat, IP; — inositol-1,4,5-trifosfat, DAG — diacylglycerol, CaM - kalmodulin

2.3.4. Reaktivni kyslik

Existuje fada fluorescenénich sond umoznujicich detekovat nebo generovat rizné druhy
reaktivniho kysliku, v€etné singletového kysliku, superoxidu, hydroxy radikala a peroxida
(Tabulka 2.11). Tyto formy reaktivniho kysliku jsou fyziologicky produkovany v procesech
jako je Alzheimerova choroba, apoptdza nebo fagocytdza 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
lipidd).



Tabulka 2.11 Druhy reaktivniho kysliku

druhlgclzll;t;\l/mho priklady detekcnich latek I

Peroxid vodiku Dlhydro?iycalceln AM, Dihydrorhodamin 6G, Luminol,

H drox lovy radlka HO-: .
HOCI Dihydrorhodamin 123 Luminol .

Lucigenin

DAF-FM, DAA, Luminol ||
Peroxylovy radikal BODIPY FL EDA, Luminol, cis-Parinaric acid

Peroxynitritovy ONOO" H,DCFDA, Coelenterazine, Dihydrorhodamin 123,
anion Luminol

Sln gletovy kyslik trans—l-(2'-metoxyvinyl)pyrén

Superoxidovy anion | -0, Coelenterazine, Dihydroethidium, Lucigenin, Luminol,
uperoxidovy anio 2 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 méfeni zmén nitrobunéénych iontl je mozné diky sonddm, které meéni své
spektralni vlastnosti po vazb& daného iontu. Nejéast&ji se m&t Ca”", kterému je vénovana
tada knih. Indikatory jsou obvykle derivaty chelatori Ca**, Mg*", Na nebo K" jako je EGTA,
APTRA a BAPTA, které maji vhodnou afinitu pro studovany iont. Pfi vybéru vhodného
indikatoru bereme v uvahu:

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

e zpusob méreni — nekteré indikatory vykazuji po vazb¢ iontu spektralni posuv
absorpce nebo emise (méefi pomér intenzit pii riznych vinovych délkéach excitace nebo
emise), jiné zmenu intenzity fluorescence

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

Koncentrace sondy je v téchto meéfenich 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:

(2 1) c. =Ky (I‘Imin)/(Imax'I)

kde je K4 — disociacni konstanta vazebného mista pro analyt na indikatoru, I, — intenzita
fluorescence indikatoru, kdyZ neni navdzan zZadny analyt, Imax — 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 zptsobeny
zménou kvantového vytézku fluorescence po navazani analytu, spiSe nez zménou v absorpci.



Megéfeni I« a nitrobunééna kalibrace indikatort se déla pomoci ionoford nebo uvolnénim
indikatoru do media o zndmé koncentraci analytu lyzou bunék.

Pro sondy, které vykazuji spektralni posuv v absorpénim nebo emisnim spektru po vazbé
analytu se koncentrace analytu uréuje z poméru intenzit nezavisle na celkové koncentraci
sondy. Pii méfeni poméru intenzit fluorescence pii dvou riznych excitacnich vinovych
délkach, je koncentrace analytu urCovana ze vztahu:

(22) Ca = Kd (SFO\'Z)/SB(}\Q)) (R - Rmin)/(Rmax - R)

kde R=I(A,)/I(A;) je pomér intenzit pro dvé excitaéni vinové délky A; a Ay, Ryin @ Rimax jsou
poméry pro sondu volnou a plné obsazenou analytem, Sg(A,)/Sp(A,)=er®@r/epDp, € - extinkeni
koeficienty, @ - kvantové vytézky sondy excitované pii A;.

Pfi méfeni poméru intenzit fluorescence pii dvou riznych emisnich vinovych délkach Ize
pouzit rovnici analogickou rovnici (2.2), pficemz Sg(A,)/Sp(A2)=Ir/Ig 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).

Tabulka 2.12 Vybrané fluorescenéni indikatory Ca*”

excitace emise soiisob disocia¢ni
Ca®" indikator Ae(\p) Ae(\n) pusob konstanta
‘ méfeni
(nm) (nm) — (nmol/l)

(FuraSF | |  [Ex340380 400 |
(Fura6F | |  [Ex340380 [5300 |
(FuraFF | |  [Ex340380 550 |
IndoSF | | = [Em405485 [470 |
(Flwo4 | |  [Em50  [345 |
[Fluo-sSF | |  [Em520 230 |
[FlwoSN | |  [Em520  [90000 |
[Quin-2  ]356(336) |[500(503) [Em495  [60 |
[Rhod-FF | | ~ [Em580  ]19000 |
[Rhod-5SN | |  [Em580  [320000 |

Calcium Green-1 Em 530
Calcium Green-2 Em 535
Calcium Green-5N Em 530 14000




Ar — vinova délka pro volnou formu sondy, Ag — vinova délky pro vazanou formu sondy; Ex — znaci méteni pfi
uvedené vlnové délce excitace, Em — zna¢i méteni pii uvedené vinové délce emise, dvojice Cisel oddélena
lomitkem znac¢i pomérné méteni pii 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 umoznuji 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 potfeba méfit zmeény pH v oblasti desetin jednotek pH. Hlavni skupiny indikéatorti pH
jsou uvedeny v Tabulce 2.13. Ptiklad méteni se sondou SNARF-5F je popsan v kapitole 3.8.

Tabulka 2.13 Fluorescen¢ni indikatory pH

Ex 490/540 nebo Em 540/630
Ex 510/450 nebo Ex 490/440

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

Fluorescein byl pouzit jako jeden z prvnich indikatort pH, pfedevsim pro méteni
nitrobunéénych hodnot. Protoze fluorescein se pomérné snadno z bunék 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 sttedné vhodna sonda. Pomér intenzit fluorescence zméfené piti dvou
excitacnich vlnovych délkach (A;=450 nm, A,=495 nm) se zvySuje se zvySujicim se pH.
Nevyhodou fluoresceinu je skutecnost, ze jeho pKj, je kolem 6,5, tedy mimo optimalni rozsah
béznych fyziologickych pH.

Jako sonda pro pomérné méteni fluorescence pii dvou riznych vlnovych excitacnich
vlnovych délkach je vhodné;si sonda 8-hydroxypyrén-1,3,6-trisulfonat (HPTS; pyranin),
kdy se méfi pomér intenzit fluorescence pii buzeni A1=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 pomérna méfeni jak pro dvojici excitacnich, tak pro dvojici
emisnich vinovych délek.



Obr. 2.6 Absorp¢ni a fluorescencni spektra fluoresceinu pii riznych hodnotach pH
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(Podle: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products.)

2.3.7. Membranovy potencial

V diisledku nerovnomérného rozdéleni iontfl, predevsim Na”, K™ a CI” maji bunééné
plazmatické membrany transmembranovy potencial kolem -70 mV (negativni uvnitf bunky).
Depolarizace a hyperpolarizace membran ma klicovou tilohu v fadé bunéénych procest,
piedevsim v pfenosu nervového signalu. Potenciometrické sondy umoznuji méfit
membranovy potencial i v organelach a bunkach, které jsou pfili§ malé pro zavedeni
mikroelektrod.

Potencimetrické sondy Ize rozd¢lit do dvou skupin:

1.

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

v excitovatelnych bunkach.

Sondy s pomalou odezvou: jsou to lipofilni aniony nebo kationy, které se pfemist'uji
pres membranu elektroforetickym mechanismem a vykazuji potencialove zavislé
zmeény ve své transmembranové distribuci, ktera je provdzena fluorescencnimi
zménami — velikost zmény je typicky 1% na 1 mV. Patii sem kationtové karbocyaniny
a thodaminy a aniontové oxonoly. Jsou vhodné na méfeni zmén primérného
membranového potencialu neexcitovatelnych bunék, zpiisobenych respiracni
aktivitou, propustnosti iontovych kandli, vazbou 1éCiv a jinymi faktory.



ab 4 Potencio C Oresce ond
sonda struktura odezva pouziti
e mapovani membranového
potencialu podél neuront a
svalovych vlaken
Di-4-ANEPPS , i
Di.8-ANEPPS rychld; e kombinace
i-8- > ~ : ick? 2+
. Ex 440/505 se snizuje POHBOTEIESE & L
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Ex — zna¢i méfeni pii uvedené vinové délce excitace, Em — zna¢i méfeni pfi 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.)

2.3.8. Dynamika a usporadani bunéénych membran

Biologické membrany jsou heterogenni systémy charakterizované pfitomnosti fyzikalnich
rozdilnosti a topologicky nepravidelnych lipidovych a proteinovych domén. Neni proto
mozné Uplné analyticky popsat distribuci a pohyb jejich molekul a makromolekul. Vychézi se
vzdy z urc¢itych modell a piibliznych vztahi, jejichz parametry Ize experimentalné urcit.
Lateralni pohyblivost molekul v rovin€ membrany je charakterizovana lateralnim difiznim
koeficientem, pro rychlost reorientace urcitych molekul v membrané se pouzivaji parametry
poriadku a rotac¢ni korelaéni ¢asy nebo rota¢ni diftizni koeficient. Pomoci fluorescenéni
spektroskopie Ize tyto parametry méfit za pouziti vhodnych sond a ¢asove rozlisené
fluorescence (viz kap. 1.3). Nicmén¢ i pfi meteni anizotropie fluorescence za pouziti metody
ustalené fluorescence, ktera je v soucasné dob¢ dostupnéjsi, 1ze ziskat urc¢ité informace o
relativnich zménach dynamiky a uspofadani membranovych slozek. Pouzivaji se membranové
fluorescenc¢ni 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 piiblizeni 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 pfimo, je experimentalné ur¢ovan parametr, ktery je s ni v ptimé souvislosti. Je
jim obvykle difiizni konstanta D, korela¢ni ¢as 1. nebo relaxacni ¢as c. Pfevodni vztah
mezi témito parametry je tento

(2.3) D= 1/61. = 120

Difuzni koeficient latky rozpusténé v nekone¢ném izotropnim kontinuu je urcen klasickym
Stokesovym-Einsteinovym vztahem

(2.4) D =kT/f

kde je k — Boltzmannova konstanta, T — absolutni teplota, kT — tepelna energie, f — viskozni
tieni. Pro kouli o poloméru r je rotacni viskdzni tieni ddno vztahem

(2.5) f, = 8mnr’
a translacéni viskdzni tfeni vztahem

(2.6) fi = 6mnr



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

V konec¢ném neizotropnim prostiedi je viskozni tfeni odlisné od izotropni kapaliny. Pro difuzi
molekul proteinti v lipidové dvojvrstve bylo zjisténo, ze viskozni tfeni pro rotacni pohyb se
podstatné neli$i od hodnoty pro izotropni prostiedi spliujici Stokestv-Einsteintiv vztah,
zatimco translacni viskdzni tieni je podstatné mensi, nez pro izotropni systém. Translacni i
rotacni diftizi v membréanach 1ze souhrnné popsat pomoci difuzivity. Experimentalné je vSak
Casto sledovan jen jeden typ difizniho pohybu molekul v membrané. Nejcastéji se pro tato
méteni pouzivaji spektroskopické metody (elektronova spinova rezonance, jaderna
magnetickd rezonance, fluorescence, Ramantv rozptyl). Tyto metody jsou zaloZeny na méfeni
urcitého signalu (rezonancni absorpce energie vysokofrekven¢niho magnetického pole,
fluorescencni nebo rozptylené zateni apod.) molekul, skupin ¢i atomi lokalizovanych v
membrané. Tyto zpravodajské skupiny jsou bud’ membrané vlastni, nebo jsou do ni vneseny
(spinové sondy, radionuklidem znacené¢ molekuly, fluorescen¢ni sondy a znacky, rezonan¢ni
znacky pro Ramantv rozptyl atd.) a musi spliiovat zakladni podminky:
1. jsou to ¢astice citlivé na mikrookoli, které po zavedeni do urcité oblasti systému déavaji
informace o zménach svého mikrookoli prostfednictvim odpovidajiciho detektoru;
2. fyzikalni vlastnosti, které¢ umoznuji detekovat zpravodajskou skupinu se musi vyrazné
odliSovat od vlastnosti sledovaného systému;
3. pfi zavedeni sondy smi dojit jen k malému (Iépe Zadnému) ovlivnéni biologického
systému.

Meéfteni ukdzala, Ze rotaéni pohyb membranovych molekul je velmi rychly a pfi jeho sledovani
se pohybujeme v nanosekundovém oboru. Oproti tomu se pti detekci translacnich pohybi
dostavame az do oboru milisekund. Podle rychlosti sledovaného pohybu je nutno vybrat
vhodnou metodu a sondu. Fluorescenéni méfeni postihuji oblast 107-10"° s, fosforescence 10°
3107 s, metoda spinovych sond 107-10"'? s, metoda elektronové spinové rezonance

s pfenosem nasyceni prodluzuje $kalu do 10 s. V daldim textu bude vysvétlovan vyznam a
moznosti stanoveni difuznich koeficientti, korela¢nich Casli a parametra poradku pomoci
metod fluorescencni spektroskopie.

Rotaéni difize v izotropnim systému

Meéfteni koeficientu viskozity, resp. mikroviskozity biologickych membran fluorescencnimi
metodami spociva obvykle v méteni rotacni depolarizace fluorescence vhodnych molekul
(sond) vazanych v membrané. K depolarizaci fluorescence téchto molekul buzenych
polarizovanym zafenim dochazi rotaci molekul (tepelnym Brownovym pohybem) v dobé
mezi absorpci a emisi. Tato doba je pro kazdou sondu jind, pohybuje se v§ak vesmés v oblasti
nanosekund, a je ji uréen rozsah rychlosti detekovanych jevii v membrang.

Experimenty jsou provadény dvéma zékladnimi zptisoby:
1. stacionarni metodou (ustalena fluorescence) s kontinudlnim buzenim a snimanim
fluorescence;
2. kinetickou metodou (Casové rozliSend fluorescence) s pulznim buzenim fluorescence a
métenim pribéhu jejiho dohasinéni .
Obvyklé uspotadani téchto experimentt je na Obr. 1.5 v kapitole 1.3, kde jsou také definice
zakladnich pojmi, které zde nicméné zopakuji:

stupern polarizace

(2.7) p=n-I)/(Ay+1)=3r/2+1r)=(1-3)/(1+9)



anizotropie fluorescence

(2.8) r=-I)/AAn+21)=2p/3-p)=(1-8)/(1+29)
depolariza¢ni faktor

(2.9) o =1/Iy

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

V kinetické metod¢€ jsou mefeny zvlast’ dve kiivky dohasinani I;(t) a I,(t) a anizotropie
fluorescence je ¢asove zavisla. Pro sférickou molekulu v izotropnim prostiedi je tato asova
zavislost popsana jednoduchou exponencialou

(2.10) r(t) = (In(t) - L)) + 2 1(t)) = ro exp(-t/,)
@2.11) 1(t) = Tn(t) + 2 1u(t) = Io exp(-t/7)

kde je ro — limitni hodnota anizotropie pfi vylouceni tepelného pohybu molekuly, I —
pocatecni hodnota intenzity fluorescence, T - doba zivota fluorescence (doba dohasinani), T, -
rota¢ni korelac¢ni ¢as (1. = 1/6D;,) zavedeny pomoci rotaéni difiizni konstanty D,, pro
kterou v pfipad¢ sférické ¢astice plati Stokestiv-Einsteiniv vztah (viz rovnice 2.4 a 2.5)

(2.12) D, = kT/6Vn

kde je V — objem castice, n — viskozita prostiedi, k — Boltzmannova konstanta (=1,380662.10
# JK™), T — absolutni teplota.

Pti ur€ovani rotacniho korela¢niho ¢asu sférické molekuly v izotropnim prostiedi z méfeni
ustalené fluorescence 1ze pouzit Perrinovu rovnici, kterou dostaneme jednoduchym
zprimérovanim r(t) ptes ¢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 nejblizS§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 r¢/2 1ze dostatecné presné detekovat zmény 1. Ve vétsing
piipadil jsou zmény C(r) a t v zavislosti na r malé a plisobi proti sob¢. Perriniv 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 bunécnych membran na zakladé méteni anizotropie ustalené
fluorescence vhodné sondy je pro svou jednoduchost velmi rozsiteno. Problém spociva 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 ¢asove rozlisené fluorescence bylo potvrzeno, Ze anizotropie
fluorescence urcend stacionarni metodou v sobé obsahuje jak informaci o pohyblivosti
membranovych molekul, tak informaci o jejich primérném usporadani. Kvantitativni
zastoupeni téchto dvou informaci nelze z méteni 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 pftibliZzeni bereme biologické membrany jako ¢aste¢né anizotropni — tj. pohyb

v membrang je omezeny a rozliSujeme pohyb v roving lipidové dvojvrstvy a kolmo k ni.
Anizotropie fluorescence r(t) v tomto kapalné-krystalickém prostfedi nedohasina k nule, jako
je tomu u izotropni tekutiny (viz vztah 2.10), ale k urcité limitni hodnoté r(co)

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

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

k ur¢itému sméru (kolmici k roviné membrany). Pro interpretaci r(o) 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 ()
obsahuje informace o usporddani lokalniho mikrookoli sondy. Z obecnych vztahti 1ze 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, napf. pro sondu s valcovou symetrii s momenty prechodu
rovnobéznymi s podélnou osou molekuly pii pouziti riznych modelt pohybu Céstice

v membran¢ (difuzniho modelu, modelu silnych srazek). Obvykle se ale pro r(t) pouziva
fenomenologicky vyraz

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

ktery Casto vyhovuje pro kratké casy a kde je t, — urcity druh korelacniho ¢asu
charakterizujici anizotropni rotacni pohyb (zdanlivy rota¢ni korelacni ¢as). Zprimérovanim
r(t) pies Cas a intenzitu dostaneme vyrazy pro anizotropii ustalené fluorescence r (métenou pfi
kontinualnim buzeni vzorku), kdy jsou hodnoty r zavislé jak na molekularnim uspotfadani
mikrookoli sondy, tak na jejim molekularnim pohybu.



