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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo provést srovndvaci experimenty pomoci casové rozliSené
anizotropie a ustalené anizotropie v bakteriich kmene Cupriavidus necator. Fluorescen¢ni
sondou pro skenovani bunééného vzorku byl vybran fluorescein, respektive jeho derivat
BCECF_AM. Pomoci ovéfovaciho experimentu v systému glycerol/voda s piidavkem
fluoresceinu, byla ovéfena anizotropie a vypocitan molarni hydrodynamicky objem jedné
molekuly fluoresceinu, ktery piiblizné odpovidal jeho realné hodnoté. Pomoci fluorescenéni
anizotropni mikroskopie byly ziskany obrazky bakterii s ptislusnymi stfednimi hodnotami
anizotropii. Skeny bakterii CN H16 a mutantt CN PHB4, ukazaly patrné rozdily mezi
uniformitou vnitiniho prostiedi.

ABSTRACT

The main goal of this thesis was to compare experiments using time-resolved
anisotropy and steady-state anisotropy for measuring in bacteria strain Cupriavidus necator.
Fluorescent probe for anisotropy imaging was chosen BCECF_AM, which is
derivate of fluorescein. Using experiment in system glycerol/water with fluorescein,
anisotropy has been verified and calculated molecular hydrodynamic volume of a single
fluorescein molecule, which approximately corresponded with real value. By using
fluorescence imaging anisotropy microscopy, images and values of average
anisotropy in  cells were taken. Images of living cells (bacteria) of
CN H16 and mutant CN PHB'4 showed differences, mainly in the uniformity of the inside
environment.

KLICOVA SLOVA

Anizotropie fluorescence, fluorescencni sondy, fluorescenéni mikroskopie, fluorescein,
steady-state anizotropie.

KEY WORDS

Anisotropy fluorescence, fluorescence probe, fluorescence microscopy, fluorescein, steady-
state anisotropy
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1. UvVOD

Tato bakalatska prace je pilotni praci ke sledovani zmén v zivych bunkach, zejména pak
v bakteriich. Prace je navazana na grantovy projekt ohledné stresu bakterii. Zivou buiiku
mize ovliviiovat cela Skala riznych faktort. Vné&jsi fyzikalné-chemické procesy, které na
buiku plsobi, se obecné nazyvaji ,,bunécny stres“. Stresové faktory mohou byt jak fyzikalné-
chemické, tak i biologické a urcCitym zptisobem narusuji zivotni procesy v buiikach. Pasobeni
stresor. muze byt specifické a nespecifické. Specifické plisobeni ovliviiuje jen nckteré
struktury buiiky nebo jejich funkce. Hlavni zaméfeni prace bude vyzkousSeni experimentl na
rizné anizotropni techniky. Stanoveni s alespon ¢aste¢nou informaéni hodnotou, bude
zaloZzeno na méfeni pomoci mikroskopu steady-state anisotropie. Metoda vyzaduje pouziti
fluorogenniho substratu v nizkych koncentracich. Na zakladé proméfeni sond v daném
systému, budeme mapovat a pozorovat zmény kterym budou sondy v ramci bunky podléhat.
Vybrana sonda bude do systémi pfivadéna v leukoformé a na zakladé anizotropnich obrazka
bude zpracovana informace o konkrétnim navazani sondy. Cilem této prace je ziskat poznatky
0 uvedenych systémech a interpretace zmén s ohledem na jejich mozné uplatnéni v dalSich
vyzkumech.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Fotoluminiscence

Fotoluminiscence je dé&j, pii kterém dochazi vlivem absorpce elektromagnetického
zafeni Kk excitaci molekuly a nasledné de-excitaci, ktera se projevuje
emisi v ultrafialové a viditelné oblasti. Hlavni dgj, ke kterému pfti tomto jevu dochazi, je
absorpce vhodného zafeni molekulou, kde ptfechdzi jeji valen¢ni elektron ze zakladniho
singletového stavu do stavu s vyssi energii. Dulezité jsou hlavné zafivé prechody, pii kterych
dochazi k emisi svétla. Podle typu zafivého prechodu se da tento soubor
delit na fluorescenci, fosforescenci a zpozdénou fluorescenci.

Pii fluorescenci excitovand molekula emituje ze singletového stavu, pfi¢emz
elektron v excitovaném orbitalu ma antiparalelni tedy opaény spin nez elektron v parovém
orbitalu v zakladnim stavu. Piechod excitovaného elektronu zpét na zakladni hladinu neni
spinové zakazany. Doba dohasinani je obvykle fadové 107 s. Takovym to molekulam, které
pfi absorpci svétla nasledné vykazuji fluorescenci, fikame fluorofory. Zpravidla se mezi tyto
molekuly tadi organické aromatické uhlovodiky a heterocykly. Fosforescence je emise fotonu
z tripletového excitovaného stavu, kde elektron v excitovaném orbitalu ma paralelni tedy
stejny spin jako elektron v parovém orbitalu v zakladnim stavu. Pfechod excitovaného
elektronu zpét na zakladni hladinu je tedy spinové zakazany. Doba dohasinani u fosforescence
je tadoveé 1072 — 10° s. Zpozdéna fluorescence je zafivy piechod ze singletového stavu
jako  u  fluorescence, ale vyznaCuje se delsi dobou dohasindni  danou
Casem, po ktery je molekula v metastabilnim tripletovém stavu. Emisni spektrum je
totozné s emisnim spektrem fluorescence. Z divodu velkého rozdilu energii mezi stavy
S1 a Ti se bézné nevyskytuje v aromatickych uhlovodicich.[3]

2.1.1 Fluorescence

Molekuly, které je mozné excitovat elektromagnetickym zafenim o vhodné vinové délce,
nazyvame fluorofory. Fluorofory maji systém konjugovanych dvojnych vazeb,
naptiklad U azoslouCenin mezi dusiky. Pfi fluorescenci dochazi ke spinové povolenému,
zafivému prechodu elektronu. Jedna se o velice rychly piechod, fadové 10 °saz 10°s
obvykle z rovnovazné hladiny S; do zakladniho stavu S.

2.1.2 Fluorofory

Fluoroflory miizeme délit na nevlastni a vlastni. Vlastni neboli vnitini fluorofory, jsou
soucasti chemické slouceniny, které u konkrétni latky vyvolavaji fluorescenci. Nevlastni
fluorofory jsou mnohem vyuzivanéjsi skupinou. Jsou to slouceniny, které se pridavaji k urcité
latce, kterd sama o sobé fluorescenci nevykazuje. Rozlisujeme je podle typu vazby, kterou se
vazou k dané molekule, kovalentn¢ vazané sondy (fluorescen¢ni znacky) a fyzikalné¢ vazané
(fluorescencni sondy).

Fluorescencni znacky se k pozorované latce vazi prostiednictvim kovalentni vazby.
Obvykla mista navazani jsou povrchové aktivni latky, fosfolipidy, proteiny a polynukleotidy
a dalsi.[2]



Fluorescencni sondy se k pozorované latce vazi prostfednictvim nekovalentni vazby.
Spojenim sondy a pozorované latky, se velmi ¢asto méni fluorescenéni vlastnosti ptivodni
slouceniny. Dulezity je vybér vhodné sondy pro dany experiment.

2.1.3 Fluorescenéni sondy

Fluorescen¢ni sondy nebo jinak také zndmé jako fyzikalné vazané sondy, jsou siln¢ zavislé
na vlastnostech prostredi ( pH, polaritu, viskozitu, pfitomnost zhasece). Fluorescen¢nich sond
je nespocetné mnoho, vzhledem k jejich rozdilnym vlastnostem je dileZzité spravné zvoleni
sondy pro dané potieby.

Pro naSe vyuziti budou pouzivané sondy, které jsou zalozené na intraceluldrni aktivité
esterdz. Jedna se o fluorogenni substraty esteraz, které jsou schopné pronikat do bun&k volnou
difuzi. Cinnosti enzymi jsou pievedeny na fluoreskujici produkt majici naboj, diky kterému
jsou v bufice zadrZzovany a koncentrovany. Mé&fi naptiklad membranovou integritu, pokud je
integrita bunky narusena, flurofory jsou vyplavovany ven z buiky. [2]

Jednou z prvnich a nejstar§ich sond pro toto pouziti byl fluorescein a jeho derivat
fluorescein diacetat (FDA). Dalsi znamou sondou je karboxyfluorescein diacetat (CFDA),
ktery vykazuje po hydrolyze lepsi retenci (vétsi negativni naboj za fyziologického pH). Pro
dalsi zlepSeni retencnich vlastnosti derivatl fluoresceinu, se pouziva v mikrobiologickych
aplikacich naptiklad BCECF AM (2°,7’-bis-(2-karboxyethyl)-5-(a-6)-karboxyfluorescein,
acetoxymethyl ester).[7]

2.1.3.1 Fluorescein

Fluorescein (3',6'-dihydroxyspiro[2-benzofuran-3,9'-xanthen]-1-on), je jeden
Z nejzndméjSich fluorescencnich sond, poprvé byl syntetizovan védcem A. von Baeyerem
v roce 1871. Obvykle se nachazi ve formé tmavé oranzového az Cerveného krystalického
prasku. Je rozpustny ve vodé i v alkoholech, jeho bod tani je okolo 320°C. Absorpéni
maximum jeho ¢ist¢ formy je 494 nm a emisni maximum 521 nm ve vodném
prostiedi a fyziologickém pH. Pro vSechna pH ma fluorescein pii excitacni vlnové délce
460 nm stejnou absorpci. Disodna sil této latky se nazyva uranin a pouziva se jako
pigmentova Zlut. Jeho Castym derivatem je fluorescein-isothiokyanat (FITC), dalsi derivaty
patii napiiklad karboxyfluorescein s pfidanou karboxylovou skupinou (492/517 nm) nebo
karboxyfluorescein-sukcinimidylester (CFSE).[2][8]
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Obr. 1 Strukturni vzorec fluoresceinu



Obr. 2 Strukturni vzorec fluorescein diacetatu (FDA)
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Obr. 3 Emisni a Excitacni spektrum fluorescein diacetatu (FDA) V roztoku o hodnoté pH 8[8]
2.1.3.2 BCECF

BCECF (cely nazev (2',7'-bis-(2-karboxyethyl)-5-karboxyfluorescein)) byl poprvé
ptredstaven americkym chemikem Rogerem Tsienem a jeho spolupracovnikem v roce 1982. Je
to Siroce uzivany fluorofor a nejéastéji se pouziva ve spojeni s acetoxy methylesterem (AM).
Latka je sama o sob¢ nefluorescencni, jeji fluorescenci zplisobuji az esterazy uvnitt bunky.
Jeho isobesticky bod je pii pfiblizn¢ 440 nm coz je vcelku daleko od jeho exita¢niho maxima.
BCECF ma piti fyziologickém pH 4-5 negativnich naboji. Sonda se bez esteru nevyuziva,
protoze jeji isobesticky bod je vzdaleny od absorpcniho maxima a na mikroskopu vykazuje
slaby signal. Ve spojeni s acetoxymethylesterem vytvati neutralné nabitou molekulu, a tedy
do buiiky pronika snaz nez bez esteru.[8]
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Obr. 4 Strukturni vzorec BCECF
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Obr. 5 Excitacni a emisni spektrum BCECF v roztoku o hodnoté pH 5,2.[8]

2.2 Anizotropie fluorescence

Méieni anizotropie fluorescence je velice zajimavy a vyznamny zptisob pro zkoumani jak
v oblasti chemické, fyzikalni tak iv biochemickych a lékaiskych vyzkumech. Umoziuje
kvantitativni analyzu interakci mezi fluorescenéné zna¢enymi a neznacenymi molekulami,
coz je klicové hledisko pro dané méfeni. Tenhle zpisob méfeni je zalozen na principu
fotoselektivni excitace fluoroforti polarizovanym svétlem.

Svétlo je elektromagneticka vina, slozena ze dvou slozek: elektrické a magneticke. Tyto
slozky jsou na sebe kolmé a nemaji vyhodnou orientaci, ale pfi linearn¢ polarizovaném svétle
kmita elektricka slozka v jedné roving a to je pro tento zptsob velmi dulezité. Pokud je dany
systém fluoroford excitovan linearné polarizovanym zafenim, molekula a jeji fluorofory
orientované v roviné elektrického vektoru budiciho zafeni, jsou excitovany prednostné. Tento
jev, ktery popisuje pravdépodobnost absorpci fotonti, se nazyva fotoselekce (viz. Obr.6).[2]
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Obr. 6 Fotoselekce popisujict pripad kde: a)nedochazi k absorpci, b)dochazi k absorpci, ¢) absorpce je umérnd
hodnota cos?0, kde zdkladni Sipka zobrazuje rovinu polarizovaného svétla.[2]

Pii ozafeni vzorku polarizovanym svétlem, kde jsou molekuly fluorofort nahodné
orientovany dojde Kk vybéru takovych molekul, které jsou orientované podle jejich
ptechodovych momentd a které jsou orientovany podél elektrického vektoru polarizovaného
zafeni. Jinak to miizeme nazyvat selektivni excitaci, s naslednou c¢asteCné orientovanou
skupinou fluoroforii. Vlivem zejména rotacnich pohybli molekuly fluoroforu béhem doby
zivota fluorescence, dochazi k emitaci zafeni, které se neshoduje se zafenim absorbovanym.
Jev, pfi kterém molekula fluoroforu se pootaci o urcity uhel, se nazyva depolarizace.

Depolarizace je pak zavisld na dalSich okolnostech, jako je rotacni diftize, viskozita,
rychlost rotujici molekuly. Méfeni, které bude provadéno v prostredi s vysokou viskozitou,
rotace floroforu bude zbrzdéna a naméiime velice malou miru depolarizace. Funguje
to 1 naopak, Vv prostiedi kde molekule nebrani nic v rotaci, naméfime velkou miru
polarizace a anizotropie se bude blizit k nule.

2.2.1 Definice a zakladni vztahy

Rozsah neboli mira polarizace emise je popsana anizotropii fluorescence (r). Zavisi
prednostné na fotoselektivni excitaci fluoroforti polarizovanym svétlem v opticky izotropnim
vzorku.[1]

2.2.1.1 Stupeii polarizace

Jeden z vyjadieni anizotropie fluorescence je polariza¢ni stupen p, ktery je vyjadien jako:

III_IJ_
p:m’ 1)

12



kde pti paralelni (kolmé) orientaci emisniho a excitaéniho polarizatoru méfime intenzitu
emise jako |, (vertikélni, neboli emisni), respektive | (horizontalni, neboli excitaéni).[2]

2.2.1.2 Anizotropie fluorescence

Nejcastéjsim vyjadienim je vztah pro anizotropii fluorescence r:

r= III_IL , (2)
I, +2-1,

pro usnadnéni pak existuje prepoétovy vztah, kde plati:

ro 2P ©
3-p
Vztah pro anizotropii je normalizovan podle celkoveé intenzity fluorescence kde,
l.=1,+2-1, 4)

takZe jeho hodnota nezdvisi na koncentraci fluoroforu a proto se také Cast&ji vyuziva nez
vztah pro stupen polarizace.[1][2]

2.2.1.3 Fundamentalni anizotropie

Fundamentalni anizotropie se uvadi jako limitni hodnota, nebo jinak také nazyvana limitni
anizotropie. Je brana jako maximalni méfitelna hodnota anizotropie r,, kterou popisuje uhel

mezi excitaci a emisi molekuly excitované polarizovanym zafenim ve sméru jeji osy. Popisuje
ji teoretickd hodnota anizotropie v ptipadé¢, kdy fluorofor nekona zadny pohyb. Pii realném
méfeni pak pohybu brani rigidni prosttedi. Hodnota fundamentalni anizotropie systému se da
efektivné vyuzit pomoci tzv. Perrinovy rovnice, napiiklad k zjisténi viskozity vzorku:

r

LI (5)

r(t) )

kde r, je fundamentalni anizotropie, r(t) je steady-state anizotropie, ® je rota¢ni korelaéni
. 1

Cas (Cas, za ktery se molekula pooto¢i o 1 radian @ = 6—D).

r
2.2.1.4 Pouiiti Perrinovy rovnice

Perrinova rovnice pocitd s kulovitymi Casticemi, které¢ vykazuji symetrické a izotropni
rotace. Predpoklada, ze pii takovychto podminkdch ma casova zavislost fluoroforu
exponencialni prabéh. Pii méteni ustalené anizotropie se pocita se sttedni hodnotu anizotropie
(Rovnice ¢.5), pro dalsi pouziti mizeme do rovnice zavadét rotacni diftizni kostantu Dy

D - KT (6)
6-Vn

kde Vje objem castice,nje  viskozita prostfedi, Kk je  Boltzmannova

konstanta a T je absolutni teplota, pro kterou v piipadé sférické Castice plati Stokesuv-

Einsteinv vztah.
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Pro rota¢ni difizni konstantu Dy, 1ze Rovnice ¢.5 upravit na vztah:

T 146D, -7, )
(r

kdy za pouziti Rovnice ¢.6 vede k vysledné tpravé ve tvaru

T _q, KT-7 . (8)
(r \Z/

Z takovéto rovnice, za predpokladu znamé viskozity prostiedi m, mize byt vypocitan na
zaklade¢ jednoduché geometrické tivahy hydrodynamicky objem V.[4]

2.2.2 Casové-rozliSena (time-resolved) anizotropie

Pomoci casové-rozliSené anizotropie méfime poklesy intenzit emise nebo samotny pokles
anizotropie. Systému se dodava pulz, ktery je obvykle kratsi nez doba dohasinani
fluorescence vzorku. Na zdkladé této informace pak zjiStujeme doby zivota dané
molekuly a jeho fluoroforu.

Excitaci kratkym pulzem charakterizuje rovnice r(t):

L1,
W= 02,0 ®)

kde hodnota r(t) udava okamzitou, respektive Casové rozliSenou anizotropii. Pro totalni
intenzitu fluorescence se pak uvadi vztah:

L +2-1,.()=i(). (10)

2.2.3 Ustalena (steady-state) anizotropie

Zpusob této metody je typicky pro dany typ méfeni tim, ze vzorek je ozaren kontinualnim
paprskem a soucasné se zaznamenava emisni spektrum. Dostavame pii takovémto méteni
casovou stfedni hodnotu intenzity ¢i polarizace fluorescence.

= III_IL 11
' l,+2-1, (1)

2.3 Méreni anizotropie fluorescence

Tuto metodu lze uplatiovat na Sirokém poli piisobeni. Vyuziva se naptiklad pii studovani
excita¢niho polarizaéniho spektra, konkrétné mezi jednotlivymi odchylkami v excitovanych
stavech molekul. Dalsi uplatnéni nachazi tato technika pfi sledovani micelarnich systémi, kde
Se pomoci ni dd stanovit mikroviskozita uvniti micel, jeji fluidita a dalSi vlastnosti.
V' molekularni biologii se uplatiiuje ke stanovovani tvaru a velikosti proteinli, denaturaci,
dynamickych vlastnosti, interakci s okolim, nebo k pozorovani systtmu DNA, kde proteiny
hraji velkou roli. Studium rigidity a vyzkum biologickych membrén je jednou z mala dalsich
vyuziti anizotropie.[10]
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2.3.1 Princip méieni ustalené (steady-state) anizotropie

Pro méfeni jsou typické dva zpusoby ato L-format a T-format. Rozdil mezi témito
metodami je v pouziti poétu kanald, v L-formatu se pouZiva jeden emisni kanal v T-forméatu
jsou jednotlivé slozky emise pozorovany samostatnymi kanaly. (viz Obr.7)

Vertikalni excitace Horizontalni excitace

i
v

Obr. 7 Schéma usporadadni pii méfeni anizotropie fluorescence. Na levé strané — L-formét, napravo — T-format,
MC-monochromatory.

2.3.1.1 L-format

Tohle usporadani je nejcastéji pouzivané a to hlavné z diivodu, Ze fluorimetry pii tomto
usporadani maji pouze jeden emisni kanal. Vzorek je postupné excitovan rizné
polarizovanym zatfenim. Emise je pozorovana pomoci monochromatoru, ktery byva umistén
na kolmici budiciho paprsku. [1]

2.3.1.2 T-forméat

Pfi usporddani na T-formatu se méfeni provadi ve dvou krocich, prvné se je polarizator
nastaven na vertikalni orientaci pro méfeni paralelni a kolmych signalii a poté je nastaven na
horizontalni orientaci. Zatim co excita¢ni polarizatory méni svoji orientaci, emisni
polarizatory maji po celou dobu méfeni orientaci stejnou. Pro vypocet anizotropie je potieba
vzit v ivahu pomé&r horizontalni a vertikalni odezvy a zapocitat ji do vypoctu:

R I

vo__un (12)
R, I,

kde R, je polarizator vertikalni a R, polarizator horizontalni. Vztah pro vyslednou
anizotropii bude vypadat nasledovné:

III -1

L P (13)
42

IL

2.3.1.3 G-faktor a Magicky thel

Dtlezité pro pfesné méfeni je zminka 0 G-faktoru a Magickém uhlu, pfi jejich nespravném
nastaveni, nebo neuvazeni ve vysledné analyze, mize dojit k nespravnym hodnotam.
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Pomoci G-faktoru, ktery vyjadiuje pomér citlivosti pii detekci vertikalni a horizontalni
polarizované emise, se da korigovat detek¢ni kanal pro kazdou emisni délku. Uréi se pomoci
proméfeni excitace vzorku horizontdlné polarizovanym svétlem, pii vSech ptvodnich
nastaveni pfistroje jako jsou filtry, Stérbiny a podobné.

Vypocet G-faktoru pro dané méteni se vypocita dle rovnice:
I 11

G=-", (14)
I 1

Magicky uhel nastavujeme, aby méfeni celkové intenzity fluorescence nebylo zavislé na
stupni polarizace vzorku. Protoze U¢innost pienosu emisniho monochromatoru je zavisla na
polarizaci zafeni, pozorovany signal neni pfesné¢ imerny. Proto nastavujeme pii vertikdlnim

excitaénim polarizatoru emisni polarizator na tzv. magicky uhel 54,7°. [1]
2.3.1.4 Korek¢ni faktory I, a 1,
Mezi dalsi dilezité korekeni faktory, které maji za ukol korigovat vliv pouzitého objektivu.
Tyto faktory ovliviiuji pouze jmenovatel celé stanovené rovnice:
I, -G-1,

"Taa,) 0, +(2-3)G1, 15

kde G je G-faktor, |,a |, jsou intenzity horizontalni a vertikalni polarizace a I, a I, jsou
korek¢ni faktory.[14]

Korekéni faktory se stanovuji na zékladé dvou znamych vzorkl s odlisnou casové-
ustélenou anizotropii. Stanovi se G-faktor pro dany systém, intenzity |,,a |, pro horizontalni

a vertikalni polarizaci a dosadi se do uvedené Rovnice ¢.13. Pro dvé€ rtizné hodnoty znamé
ustalené anizotropie dostaneme soustavu dvou rovnic o dvou nezndmych a z nich ziskdvame
|1 a |2.

2.4 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je Siroce vyuzivana v mnoha védnich oborech, jako je fyzika,
biologie a chemie. Velké vyuziti nachazi i v oblasti mediciny. Fluorescencni mikroskopie,
konkrétné mikroskopie v bunéénych systémech umoziiuje pozorovat bunky a s velkou
presnosti sledovat jejich vnitini ¢ast. Napomaha k pozorovani uspotradani bunék, jejich
fungovani, umoziuje oznacovat konkrétni misto fluorescencni latkou a pozorovat jejich
obraz.

2.4.1 Fluorescence life-time imaging (FLIM)

Tato metoda se pouziva pro vytvoreni obrazu na zakladé dob Zivota ve vzorku. Jednotlivé
intenzity obrazu odpovidaji danym dobam zivota fluoroforu. Doba zivota ndm ftika jaky je
pramérny cas, ktery stravi molekula v excitovaném stavu ptred emisi fotonu. Tuto metodu
ovlivituje pH, mnozstvi kysliku a druhu vazby mezi molekulami ve vzorku. Doba zivota neni
zavisla na koncentraci, absorpci vzorku, fotovybélovani, nebo intenzit¢ excitaéniho zéfeni.

[13]
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24.2 Fluorescen¢ni anizotropni mikroskopie

Podobna metoda jako FLIM, nékdy oznacovana jako r-FLIM, ndm poskytuje
informaci 0 dobach zivota, kvantovém vytézku, mobilit¢ a orientaci fluoroford
V pozorovaném vzorku. Vytvaii obraz na zdklad¢ hodnoty anizotropie, ktera odpovida
danému vzorku. Podle nastaveni systému vétSinou dostdvame obrazek se Skalou barev
odpovidajicich jednotlivym hodnotam anizotropie v systému. Navic nam tato metoda
umoziluje pozorovani velmi malé ¢asti na povrchu nebo uvnitt buniky. Anizotropie ve vzorku
pak bude zaviset na strukturalnich vlastnostech, viskozité, volné otacivosti a tvaru molekuly.
Kupfikladu anizotropie pro volné fluorofory v roztoku bude velice nizka a to kvuli vysokému
stupni  volné otaivosti molekuly. Jako dalsi mozné vyuziti je pozorovani
mobility a lokalizace fluoroford (fluorescencnich sond) v zivém systému.[13]

2.4.3 Pristroje

Piistroje pouzivané k takovymto métenim pouzivaji konfokalni mikroskopy, které jsou
typické svou vysokou rozliSovaci schopnosti danou detekci svétla pouze z ohniskové roviny
mikroskopu. RozliSovaci schopnost v méfeni bunéénych suspenzi je dulezitd kvuli
ptedpokladu, ze vzorek nebude mit zanedbatelnou vysku. Zaostfeni zajiStuje bodova clonka
taky nazyvana pinhole, ktera odfiltruje neostry signal. Velikost pinhole rozhoduje o pronikani
svétla mimo focus, nebo ztraté uzite¢ného svétla. Intenzitu svétla pak sledujeme pomoci
Airyho kruhti na mikroskopu, které odpovidaji Sifce pinhole. [12]

2.4.3.1 MicroTime 200

MicroTime 200 je konfokalni mikroskop pro méfeni fluorescenc¢ni korelacni spektroskopie
a mnoho dalSich technik jako jsou naptiklad casové rozliSend fluorescencni korelacni
spektroskopie (FLCS), Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM) a dalsi. Sklada se z inverzniho
mikroskopu,  excitaéni  ¢asti a  detek¢niho  systtmu s  jedno-fotonovou
citlivosti a pikosekundovym rozliSenim. Analyza naméfenych dat probiha v softwaru
SymPhoTime 64. K celému pfistroji patii také inverzni mikroskop Olympus 1X73, ktery ma
transmisni osvétlovaci systém se sadou silné zaostiujicich objektivii. Excitacni systém
obsahuje sérii pulznich diodovych laserti s pulzy viadech pikosekund. Systém je také
vybaven CCD kamerou, ktera umoznuje méfeni nékterych jiz zmitovanych metod FCS,
FLCS, FLIM, méfeni dob Zivota a anizotropii. Laserové hlavy jsou integrovany do souhrnné
jednotky (LCU), detek¢ni systém se skladd z ctyf nezavislych detektorti se spektralnim
rozmezim 400-1000 nm a Sumem pod 250 cntss-1.[13]
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3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1.1 Fluorescen¢ni anizotropni mikroskopie

Lan Yao a kolektiv studovali mobilitu proteinu v zivych buiikach, analyzovali lidsky
osteosarkom pomoci GFP(zeleny fluorescen¢ni protein). Soucasti systému byl invertovany
mikroskop, kalcitové hranoly vlozené mezi excitatni a emisni optickou drahu vzorku,
snimané pomoci Olympus IX71 a CCD kamerou. Fakt ze GFP ma vysokou rota¢ni mobilitu v
roztoku a jeho anizotropie je nizkd, vedlo k zjisténi, ze kdyz GFP polymeruje do dlouhych
vlaken, je znehybnén a jeho anizotropie ma zvySujici se tendenci. Pomoci MATLABu byly
vyhodnoceny a zobrazeny data ke studiu dynamiky zivych bunék.[13]

Klaus Suhling s kolektivem vyuzil méteni Casové-rozliSené anizotropie a za pomoci
fluorescencni sondy fluoresceinu studoval mikroviskozitu prostiedi v zivych bunkach.[15]

Andrew Clayton a kolektiv rozsitily FLIM technologii, aby zahrnovala vytvafeni snimku
zalozenych na ustalené anizotropii fluorescence, anizotropie rFLIM. Pozorovali takto systému
glycerol-fluorescein na bakteriich Escherichia coli.[16]

James A. Dix spole¢né s A.S. Verkman pomoci anizotropniho mapovani, zkoumali bunky
psich ledvin a Swiss 3T3 fibroblastt. Jako fluorescenénich sondy zvolili BCECF_AM a indo-
1. Anizotropie byly méfeny za pouziti pulsniho svételného zdroje a detektoru pifipojené¢ho k
epifluorescencnmu mikroskopu. Zjistily, ze anizotropie v cytoplazmé téchto bunék je vyssi
nez v intersticialni oblasti. Pomoci hodnot anizotropie a dob zivota a kalibrace systému na
glycerol/voda zjistovali viskozitu cytoplazmatu bunky.[17]

3.1.2 Pouziti BCECF_AM v bunééném vyzkumu

Francisco Javier a kolektiv pouzili sondu BCECF na vyzkum regulace a udrZovani
objemu buné¢né vody a intracelularni pH (pHi) v Neuroblastoma N1E-115. Studium
interakce a Kkinetiky téchto dvou mechanismi, ovéfovali pomoci kvantitativni fluorescen¢ni
zobrazovaci mikroskopie. Metoda, kterou pouzili, méla ¢asové rozliSeni <1 s a citlivost na
osmotické zmény ~ 1 %. Tvrdili, Ze tato metoda je pouZzitelnd pro jakykoli typ buiiky,
nezavisle na bunééném tvaru a geometrii.[18]

Takakazu Nakabayashi a kolektiv zjistovali, jak zavisi hodnota pH na dobé¢ Zivota
BCECF v roztoku a gram-negativnich bakteriich Halobacterium salinarum. Zmény byly
méfeny pomoci Casové rozliSené fluorescencni spektroskopie. Zjistili, ze korelace mezi
pH a dobou ziva sondy in vivo, se lisi od in vitro, rozdily v tomto vyzkumu byly pfipisovany
proteinim membrany v biologickém systému.[19]

Earvin Liang a spol. popisuje pouziti fluorescen¢ni sondy BCECF-AM na méfeni zmén
intracelularnino pH v lidské buiice Caco-2(bufika zasazena kolorektalnim karcinomem).
Zjistovali zmény pHi Vv zavislosti na piidavani vhodnych ¢inidel do bunec¢né suspenze Caco-
2. Jako ¢inidla pouzivali organické kyseliny, tetradecyl amin, hovézi albumin nebo chlorid
amonny.[20]
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Erkki Liimatta, Anu M. Kantola a Ilmo E. Hassinen popisuji intracelularni zpusob
méteni volného vapniku v izolovaném myoglobinu, z deficitnich mySich srdci pfi velkém
kolisani pH. K monitorovani celého systému pouzily dvé fluorescenéni sondy a to vapenatou
sondu Fura-2 a pH sondu BCECF. Vysledky zaznamenavaly ve formé dvou excitovanych
vinovych délek od obou sond. Zjistili ze, kdyz dochazi k ischemii mysiho srdce, tak
fluorescence Fura-2 klesa diky okyseleni celého systému, soucasny zaznam ze sondy BCECF
slouzil ke kalibraci systému v ramci pH.[21]

Carsten Hille a kolektiv popisali pouziti fluorescenéni zobrazovaci mikroskopie pomoci
dob zivota (FLIM), v kombinaci se dvou fotonovou excitaci (2P-FLIM). Pomoci této metody
zjistovali koncentraci mezibunécné iontl v zivych biologickych tkani. Méteni pHi probihalo
na Periplaneta americana (Svab Americky). Metoda byla zaloZena na citlivych barvivech
respektive sondach, které pusobi jako lokalni senzory pro kvantifikaci prostiedi (pH a ionth
CI’). Pro ovéfeni systému, zda bude mozné métit 2P fluorescenéni excitaci, byly provedeny
méfeni ve vzorku fluoresceinu. Sonda MQAE byla vybrana na mapovani koncentrace
chloridi. Fluorescen¢ni pH sonda BCECF, byla zvolend pro mapovani v ramci
fyziologického rozsahu pH. Zjistili, ze tato technika se spolehlivou kvantifikaci koncentrace
pomoci fluorescen¢nich barviv, mize byt pouzita i pro jiné biologické systemy.[22]

C. M. Futsaether a kolektiv méfili pomoci fluorescen¢ni spektroskopie intracelularniho
pH v gram-pozitivni  bakteriich  Propionibacterium acnes. Sonda BCECF_AM
byla do bakterie vnasena kvili lepsi penetraci membranou. Pozorovali rizné vlivy pusobici na
bunky, naptiklad pridani glukozy, které nemélo na vnitini pH vliv. Dalsi vlivy, které méli
pozorovatelnou zménu na pH byly, acidifikace bunky za pfidani NH4Cl a alkalizaci pomoci
NaHCOs;. Zmény sledovali pomoci méfeni intenzity fluorescence fluorescencéni sondy.
Intenzity fluorescence pii stanoveni byli 505 nm a 450 nm a vysledky méfeni byly
vyhodnoceny pomoci nuklearni magnetické rezonance s pouzitim *'P.[23]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materiéaly
411 Chemikalie

Fluorescencni sondy Fluorescein sodny — CAS: 2321-07-5
Sigma Aldrich, ¢islo Sarze: 101355957

BCECF_AM — CAS: 117464-70-7
Rozpoustédla Glycerol — CAS: 56-81-5, ¢istota > 99,5 %
Sigma Aldrich, ¢islo Sarze: BCBK9967V

Mili-Q voda — Miliphore academic, Purelab: ELGA

412 Pristroje

Fluorocube Horiba Scientific

MicroTime 200 PicoQuant

Analyticke vahy Denver Instrument, Mdl BC 100
Mikropipety Finnpipette, Eppendorf Research
Vibrac¢ni michadlo IKA MS2 Minishaker

4.2 Metody

4.2.1 Piiprava vzorki

4.2.1.1 Priprava zdsobniho roztoku

Zasobni roztok fluorescenéni sondy pro kalibraéni kiivku byl pfipraven navazenim
potiebného mnozstvi pevné latky na analytickych vahéach s pfesnosti na 4 desetinna mista.
Pomoci rozpoustédla byl kvantitativné pieveden na pozadovany objem. Jednalo
se o fluorescein v ¢isté vodé o vysledné koncentraci 5-10* M. Takto ptipraveny roztok byl
skladovan v ledniéce pfi teploté 4 °C

4.2.1.2 Piiprava kalibraéni a ovéiovaci iady

Kalibra¢ni tada byla pfipravena pro danou fluorescenéni sondu tak, abychom zjistili
zavislost anizotropie fluorescence na viskozité homogenniho prostiedi. Radu tvotilo 6 vzorkd
obsahujici smés glycerol/voda. Procentualni zastoupeni glycerolu ve vzorku se pohybovalo od
50% do 96%. Vysledna koncentrace pfislusné sondy ve vzorcich odpovidala 1-10° M.

4.2.1.3 Priprava bunééné suspenze

Bakterialni kmeny Cupriavidus necator H16 a jeho muta¢ni kmen PHB- byly zaoCkovany
do inokulaéniho média Nutrien Broth pii koncentraci 25 g-1.Po uplynuti 24 hodin pfi teplot&
30°C pfi centrifugaci o rychlosti 160 rpm bylo inokulum pfevedeno do mineralniho
(produkéniho) média. Obsah inokula v produkénim médiu cinila 10%, kultivace v takto
pfipraveném produkénim médiu probihala 72 h. Slozeni minerdlniho média je uvedeno
v tabulce.
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Tab.1 SloZeni minerdlniho média v objemu 1000ml

Latka m

[d]
(NH,),SO4 3
KH,PQO, 1,02
Na,HPO, 111
MgSO, 0,2
Fruktosa 20

Tab.2  Slozeni stopovych prvkii v 1 ml

Latka m
[d]

FeCl; 9,7
CaCl, 7.8
CuSO, 0,156
CoCl, 0,119
NiCl, 0,118
CrCl, 0,062
0,1 M HCI 1000ml

Po ukonceni kultivace byl odebran 1 ml bunééné suspenze a nasledné centrifugovan po
dobu 5 minut rychlosti 10 000 rpm. Po odstranéni supernatantu se burky rozsuspendovaly v 1
ml PBS pufru a nasledné se opét zcentrifugovaly. Poté, co byl supernatant oddélen od bunék,
byl bakterilni sediment rozsuspendovan v 1 ml PBS pufru. Do takto pfipraveného vzorku byl
ptidan 1 pl fluorescen¢ni sondy BCECF. Kone¢na kultivace vzorku pfed méfenim probihala
30 minut pfi teploté 30 °C.

4.2.1.4 Priprava vzorkit na méreni

Z ptipravené bunécné suspenze bylo odebrano pomoci pipety 10 pl vzorku a umisténo na
sklicko. Za pomoci 2% roztoku agarozy o teploté cca 40 °C, byl vzorek zafixovan piiblizné
500 pl na krycim sklicku. Pfi prelivan agar6zovym gelem bylo tieba vzorek jemné promichat,
aby smés bakterii byla co nejvic homogenni systém.

422 Vlastni méreni - nastaveni pristroje

Vsechna méfeni byla provadéna pfi teploté 25 °C. Méfeni bunécnych suspenzi na pfistroji
Fluorocube probihalo ve standardni kiemenné kyvet¢ s optickou drahou 1 cm.

4.2.2.1 Doby Zivota

K meéfeni dob Zivota byl pouzit pfistroj Fluorocube od firmy Horiba, pracujici na zakladé
metody TCSPC. Vzorky obsahujici BCECF_AM byly excitovany pomoci nanoLED diody s
vlnovou délkou 467 nm a se Sifkou pulzu 1,2 ns. Nastaveni pfistroje bylo pifi méfenich
nasledujici: emisni monochrométor — 475 nm, excita¢ni polarizator — 0°, emisni polarizator —
54,7° tzv. magicky uhel. Méfeni probihalo pfi nastaveni pfistroje: emisni monochroméator —
520 nm, Coaxial delay — 95 ns, TAC range — 200 ns, RT preset — 60 s, Peak preset —
10 000 counts, Repetion rate — 1 MHz.
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Méfeni odezvy sondy, bylo stanoveno pii pouziti koloidniho kiemiku ludox s emisnim
monochroméatorem nastavenym na vinovou délku pouzité diody. Jako dalsi zptsob stanoveni
dob zivota byl pouzit pfistroj MicroTime od firmy PicoQuant. Kde za pomoci TCSPC metody
a FLIM analyzy byly vyhodnoceny doby Zivota.

4.2.2.2 Casové rozliSend anizotropie

K meéfeni ¢asove rozliSené anizotropie byl pouzit ptistroj Fluorocube od firmy Horiba.
Nastaveni piistroje bylo stejné jako u méfeni dob Zivota. Vzorky byly excitovany nanoLED
diodou s vinovou délkou 467 nm. M¢feni probihalo pii nastaveni pfistroje: emisni
monochrométor — 520 nm, Coaxial delay — 95 ns, TAC range — 200 ns, RT preset — 60 s, Peak
preset — 10000 counts, Repetion rate — 1 MHz. M¢teni bylo skonéeno pifi rozdilu
100 000 counts (fotont) mezi poklesy s VV a VH orientaci polarizatort.

4.2.2.3 Anizotropie ustalené fluorescence

K méteni anizotropie ustélené fluorescence a anizotropniho mapovani, byl pouzit ptistroj
MicroTime od firmy PicoQuant s konfokalnim mikroskopem Olympus IX71. U méteni byl
pouzit ultraplanarni superapochromaticky objektiv UplanSApo s vodni inverzi a 60-ti
nasobnym zvétSenim s numerickou aperturou 1,2. Objektiv byl namontovan na skeneru
s piezoelektrickym posuvem. Vzorky byly excitovany laserovou hlavici vinové délce 470 nm
a paprsek dal prochézel dvojitym dichroickym zrcadlem o vinovych délk&ch 405/467 nm.
Dal byl paprsek poslan na objektiv a nasledné emise fluorescence byla shirdna pomoci
emisniho filtru s vinovou délkou 520/35 nm. Mé&feni probihalo na dvou detektorech D3 a D4,
pfi nastaveni pfistroje: TAC range — 25 ns, Repetion rate 40 MHz. Kalibrace pfistroje G-
faktoru byla stanovena pro dané méfeni na vodny roztok fluoresceinu disodného ve vysledné

koncentraci 1-10°° M.
PC
l%-

Obr. 8 Nastaveni pristroje pro dané méreni, kde ZDOJ-laserova hlavice 470nm, DZ-dichroické zrcadlo
405/467nm, EF-emisni filtr 520/35nm,konfokdlni stérbina mezi EF-PC, PC-polarizacni kostka Olympus, D3/4-

detektory. Excitacni paprsek zaznacen zelené, emise oranzove.

Laserova hlavice emituje vertikalné polarizované pulzy, které se pii prachodu optickym
vlaknem staci na horizontdlni polarizaci. Dal paprsek prochazi ptes dichroické zrcadlo,
objektiv, emisni filtr a dal se dé€li pfes polarizaéni kostku, kde horizontaln¢ polarizované
svétlo proslo a vertikalné polarizované svétlo se odrazilo. V tomto piipad¢ byl detektor ¢.3
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uloZeny dal to znamend, Ze na né&j dopadalo horizontaln¢ polarizované svétlo a na detektor ¢.4
dopadalo vertikalné polarizované svétlo.

4.3 Vyhodnoceni

431 Casové rozli§ena anizotropie fluorescence BCECF v bakterialni suspenzi

K analyze dat byl pouzit operacni systém DAS6 Fluorescence Decay Analysis Software od
firmy Horiba, ktery pouziva k vyhodnoceni metodu rekonvoluéni analyzy. Mezi poklesy s VV
a VH orientaci polarizatord, byly ziskany dvé vyhasinaci kiivky a odezva pfistroje. Tyto
vyhasinaci kfivky byly pfimo vyhodnoceny anizotropnim modulem, ktery je soucasti
opera¢niho systému DAS6. ldedlni model anizotropie by mél vypadat tak, ze na zacatku
v kratkych dobach zivota by anizotropie méla byt vyssi a s vyhasinanim sondy postupné
klesat k nule. Hodnota parametru x* ,.chi kvadrat by se méla idealn& pohybovat okolo jedné.
Obvykly model anizotropie 1ze vidét na Obr.9.
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Obr. 9 Modul c¢asové rozlisené anizotropie s rezidualni analyzou a parametrem x*=0,91.[15]
4.3.2 Ovéfovaci experiment a anizotropni mapovani

K analyze dat byl pouzit opera¢ni systém SymPhoTime 64 od firmy PicoQuant.
Vyhodnoceni dat probihalo na dvou ruznych detektorech D3 a D4 (viz. Obr.8). Pti daném
experimentalnim nastaveni byl uréen G-faktor, ktery se stanovil na vodny roztok fluoresceinu.
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4.3.2.1 Anizotropni mapovani

Pfed samotnym méfenim, byly vzorky pozorovany pomoci transmisniho modu optického
mikroskopu. Pomoci mikroskopu se pozoroval vyskyt a rozlozeni bakterii ve vzorku.
Priostieni se provadélo v modu optického fluorescencniho mikroskopu, jehoz soucasti je
externi metalhalidova lampa a sada fluorescenc¢nich filtri. Prvni ovéfeni méfitelnosti vzorku,
se provadi jiz v konfokalnim mddu, pomoci detektorti. Provedla se sekvence kratkych skent,
které ur¢ily zaméfeni xyz rovin. Takovymto rychlym skenem axialnich fezt, se identifikuje
vyskyt bun€k. Na vybranou oblast s bakteriemi se pouzil jemny sken pro ziskani vyslednych
dat. V zavislosti na velikosti signdlu fluorescence bakterii se nastavuje délka
skenovani a doba setrvani na jednom pixelu ,,Dwell time*. Integra¢ni ¢as pro jeden pixel tzce
souvisi s definici anizotropie, ze které vyplyva Ze, ¢im delsi integraéni byl pouzit, tim lepsi
vysledky ziskavame. Pii piekroceni délky integraéniho ¢asu, dochazi k fotovybéleni vzorku.
Vyhodnocovaci systém doporucuje minimalné 25 cnts's-1. Kritérium vhodnosti obrazku pro
vyhodnoceni je, aby z obou detektorti ptislo na kazdé misto alespoii 100 cnts's-1.

Takto ziskana data byla vyhodnocena pomoci skriptu Anisotropy Imaging, ktery je
soucasti opera¢niho systému PicoQuant. V ptipadé kdy je intenzita velmi nizka to znamend,
ze prumérna hodnota je niz$i nez 100 cnts's-1, existuje algoritmus oznacovany jako
,,Binning®“. Pomoci tohoto algoritmu, ktery priméruje sousedni pixely, se snizuje rozlisSeni
obrazku, ale ziskavaji se vyssi intenzity. Takto ziskand data jsou zobrazeny jako barevné
Skalované snimky s histogramy, ze kterych se da nasledné ziskat stiedni hodnota anizotropie.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Casové rozliSena anizotropie
5.1.1 Experimentalni méfeni BCECF_AM v buné¢né suspenzi

Mezi poklesy s VV a VH orientaci polarizatorti, byla ziskana vyhasinaci kfivka, z které v
ramci analyzy vySly nehomogenni data. V naSem méfeni mél prib&h anizotropie Casoveé
rozliSené fluorescence opacny, nespravny prabeh. Hodnota parametru ¥ =9,81 byla vétsi, nez
1 coz znamena, Ze se matematicky model neshoduje s naméfenymi daty a dalsi vyhodnoceni
ani méfeni pii takovémto nastaveni neméla smysl. Na Obr. 10 je zobrazeny jeden z lepSich
pokusit métfeni. Hned na prvni pohled je patrné, ze fit naméfenych dat ma opaény pribéh ve
srovnani s Obr. 9 (viz Kapitola 4.2.2.2).
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Obr. 10 Casové rozlisend anizotropie BCECF v bakterialni suspenzi s rezidulni analyzou a parametrem
2°=9,81.

Mg¢feni ¢asoveé rozlisené anizotropie nebylo pravdépodobné uspésné v dusledku charakteru
vzorku (buné¢né suspenze). Problém v ziskani informaci nastal pfi samotném méfeni, kdy
rozptyl svétla vzorku znemoZznoval méfeni. Nafedéni bunéného vzorku jeste zvySovalo
intenzitu rozptylu a soucasné piistroj ztracel signal, ktery se nedal nahradit. Takovéto méfeni,
by bylo nutné prodlouzit fadové na hodiny, coz neni redlné feseni. Hlavnim problémem je
nejspiSe samotnd lokalizace uvniti bakterie, kterd zpisobovala rozptyl vzorku. Bakterie se
uvnitf roztoku ruzné¢ pohybovaly, vznasely, sedimentovaly a znemoziovaly tak méfeni.
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Vhodné feseni toho problému, by bylo Gplné zménit styl méteni, nebot’ pro dany charakter
vzorku, nema pfistroj Fluorocube dostate¢né silny excitacni zdroj.

5.2 Ustalena (steady-state) anizotropie
521 Koncentra¢ni fada pro ovérovaci experiment

Zakladem ovéfovaciho experimentu bylo vytvoreni koncentracni fady glycerolu ve vodé
s ptidavkem fluoresceinu. Hodnota G-faktoru pro vSechny vzorky koncentracni fady byla
nastavena na 1,529. Fluorescen¢ni sonda BCECF_AM je v leukoform¢, tudiz by nebylo
mozné ji pouZit, protoze by v takovémto systemu nefluoreskovala. Cilem experimentu nebyla
kalibrace jako takova, ale ovéfeni zda bude mit anizotropie o¢ekavanou odezvu v zavislosti na
viskozité prostfedi pti pouziti mikroskopu. Kviili moznému vybéleni vzorku byly potizovany
skeny v roztoku, ze kterych byly ziskany stfedni hodnoty anizotropii. Ve spolupraci
s doktorem Jifim Smilkem, byla provedena reologie vzorki pro stanoveni stfednich hodnot
viskozit.

Tab.3 Hodnoty namérené anizotropie fluoresceinu ve smési glycerol/voda.

Wwgly smodch n smodch
ol "7 e [wPasl (%]
98,5 0,285 0,27 679,7 0,9
90,5 0,261 0,29 176,3 1,5
84,5 0,222 0,26 90,3 2,3
70,6 0,106 0,15 21 2,8
59,7 0,055 0,09 9,5 7,6
54,8 0,031 0,06 6,9 11,2

Pomoci toho experimentu byla zjisténa zavislost anizotropie na viskozite. Jak Ize na Obr. 1
vidét, zavislost anizotropie ustalené fluorescence fluoresceinu na viskozité prostiedi stoupa.
Pfi vhodné aproximaci dat a opakovani experimentu minimaln¢ v 10-ti opakovani, by byly
mozné tyto vysledky pouzit jako kalibra¢ni kiivka.
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Obr. 11  Zavislost anizotropie fluoresceinu na viskozité homogenniho prostiedi glycerol/voda.
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Pro samotné ové&feni spravnosti stanoveni anizotropie pomoci mikroskopu, byla pouzita
. . . Ly o , (. T 1
Perrinova rovnice (viz. Rovnice €.5). Pfi vyneseni funkce zavislosti ﬁ na — do grafu, byla
r n
ziskana témét linedni zavislost a ze smérnice této zavislosti 1ze ziskat doby zivota. Hodnota
fundamentélni anizotropie fluoresceinu je r, =(0,373+0,002) [2]. Odchylky Ize pozorovat

pouze Vv nejvic ziedéném prostiedi a nelze ocekavat, ze korelacni koeficient vyjde rovny
jedné. Odchylky mizou byt zptisobené lokalnim piehiatim laserovym paprskem (k potlaceni
tohto efektu bylo vyuZito skenovani vzorku), nebo rozdilem mezi makro/mikro viskozitou
v systému. Ovéteni anizotropie z Perrinovy rovnice, 1ze povazovat za spravné.

y=0,0548x +1
R?=0,9963

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

1 [mPal-st]

Obr. 12 Zavislost poméru funfamentalni a ustdlené anizotropie na prevracené hodnoté viskozity.
5.2.1.1 Stanoveni molarniho hydrodynamického objemu

Perrinova rovnice v daném rozsahu viskozit odpovida a po upraveni zavislosti
. . sz . 7, . e s . RT
v ptedchozim grafu viz. Obr.12 ziskavame funkci ﬁ na —- . Smérnici této funkce je v
r n m

kde R je molarni plynova konstanta, T je teplota a V., je molarni hydrodynamicky objem.
Z takto upravené zavislosti a po upraveni neznamych v Perrinové rovnici, kdy misto rota¢niho
korelacniho ¢asu dosadime rotacni difizni koeficient, muizeme vypocitat molarni
hydrodynamicky objem (Kapitola 2.2.1.4). Po dosazeni do vztahu avynasobeni hodnoty
ziskané ze smérnice zavislosti Avogadrovym Cislem, ziskdme hodnotu molarni
hydrodynamického objemu jedné molekuly.
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y=0,0146x + 1
R2=0,9959
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Obr. 13 Zavislost poméru funfamentalni a ustdlené anizotropie na poméru t/n.

Molarni hydrodynamicky objem jedné molekuly z ovétovaciho experimentu odpovidal
V_ =0,225nm®. Takto zji§tény hydrodynamicky objem miize odpovidat realné hodnoté
jedné molekuly fluoresceinu. Korelaéni koeficient R® =0,9959 se za danych podminek da
povazovat za velmi dobrou hodnotu a odpovidajici trend je téméf linearni. Drobna odchylka
je zpusobena kvuli méfeni bez korekénich faktorti mikroskopu 1; a lo, které je velmi obtizné
stanovit.

5.2.2 Anizotropni mapovani

Pomoci analyzy Anisotropy Imaging bylo mozné sledovat zastoupeni jednotlivych hodnot
anizotropii v bakteriich. Hodnota G-faktoru byla ve vSech méfenich nastavena na 2,760.
Samotna interpretace obrazku velmi zalezi na vysledné tpravé ve vyhodnocovacim skriptu.
V ptipadé nehomogenity vzorku, lze pouzit Dwell time jako finalni upravu.

5.2.2.1 Anizotropni snimky Cupriavidus necator H16

Siroka distribuce anizotropie u bakterii CN H16 vykazuje neuniformitu systému, bakterie
obsahuji nékolik regionu sraznou anizotropii. Na nasledujicich tfech obrazcich stejné
bakterie budeme demonstrovat finalni interpretaci prahovani systému, pomoci Upravy
jednotlivych fotond. Upravy Dwell time neméni obrazky, pouze &isti pozadi od $umu
a vysledna statistka je ve spravné zvoleném poctu fotoni mnohem lepsi.
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Obr. 14 Anizotropni snimek bakterie H16_1

Jak je vidét ze snimku, hodnoty blizici se limitni hodnoté anizotropie, se vyskytuji na
okrajich akolem granuli bakterie. Hlavni rozlozeni barviva je nejspiSe uvniti granulich
bakterie. Tento fakt mize byt zptisoben bud’ vyssi afinitou sondy ke granulim, nebo zvysenou
hydrolytickou aktivitou sondy v téchto mistech. Na Obr. 14 Ize vidét prvni uprava snimku
bakterie Cupriavidus necator H16, kde byl pouzit Dwell time 50 cnts's-1. Stfedni hodnota
anizotropie takovéto interpretace je r, =(0,1462 + 0,0073).

29



726

[sjup]sjusay

[=JN
B
(=

[JAdosjosiuy

-0,40

Obr. 15 Anizotropni snimek bakterie H16_2

Na Obr. 15 lze vidét druha uprava snimku bakteriec Cupriavidus necator H16, kde byl
pouzit Dwell time 100 cnts's-1. Stfedni hodnota anizotropie takovéto interpretace je
r, =(0,2057 £ 0,0105) . Ve srovnani s piedchozim snimkem (Obr 15.), Ize pozorovat Iépe

viditelnou oblast se stiedni hodnotou anizotropie. Pro vyhodnoceni je tedy lepsi vyssi pocet
fotonti nez je 50 cnts's-1.
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Obr. 16 Anizotropni snimek bakterie H16_3

Na Obr. 16 lze vidét druha uprava snimku bakteric Cupriavidus necator H16, kde byl

pouzit Dwell time 250 cnts's-1. Stfedni hodnota anizotropie takovéto interpretace je
r, =(0,1996 + 0,0098).

Pii zvoleni §patné urovné prahovani, nebudou zobrazeny celé bakterie, a proto se musi
postupovat s obezietnosti tak, aby byla zvolena spravna hodnota poctu fotond. Jako ukazka
nevhodné interpretace, kterd zkresluje informace je Obr.16, ktery pfichazi o ¢ast spodni
oblasti bunky. Pokud bychom zvolili vys$si hranici, pfichazeli bychom tak ¢aste¢né o nejvyssi
hodnoty anizotropii. Pii zvoleni niz$i hranice bychom nemuseli dostat zcela presna data, kvli
vysokému zastoupeni vysokych hodnot anizotropii znacenych cCervené zplsobujici Sum

systému. Jako nejvhodnéjsi upravu byl zvolen Dwell time 100 cnts's-1, ktery je nejvhodnéjsi
moznosti hranice mezi 50 cnts's-1 a 250 cnts's-1.

5.2.2.2 Anizotropni snimky Cupriavidus necator PHB4

Bakterie kmene Cupriavidus necator s oznacenim PHB'4 je mutant bakterii H16, ktery
nevytvaii granule s obsahem PHB. Homogenni systém pak vykazuje regiony se stejnou
anizotropii. Logicky piedpoklad, ktery vysvétluje uzkou distribuci anizotropie u PHB4 je
homogenni systém uvnitt buniky. NejspiSe vnitini pfitomnost granuli vytvaii jinak viskozitni
prostiedi. Z pohledu anizotropie je tato bakterie vice jednolitd a uniformni nez bakterie H16.
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Obr. 17 Anizotropni snimek bakterie PHB

Na Obr. 17 lze vidét snimek bakterie Cupriavidus necator PHB4, kde byl pouzit Dwell
time 25 cnts's-1. Stfedni hodnota anizotropie takovéto interpretace je r =(0,2137 + 0,0107).

Na zaklad¢ Anisotropy imaging analyzy byly zjistény podobné hodnoty stiedni anizotropie
jako u bakterii H16,coz byl ocekavany fakt. Stejn¢ jako v piipadé bakterii H16 byl upraven
pocet fotoni pro vyhodnoceni, kdy optimalni hodnota byla 25 cntss-1.
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6. ZAVER

Tato bakalafska prace se zabyvala pouzitim rdznych anizotropnich technik ve studiu
bakterialni cytoplazmy. Na zaklad¢ zadani bakalarské prace byla zpracovéna literarni reSerSe
na téma méfeni anizotropie fluorescence uvnitt bunék s ptihlédnutim k vyuziti fluorogennich
fluorescenénich sond. Navrzenou fluorescen¢ni sondou vhodnou pro studium anizotropie
v bunéénych systémech, byl Fluorescein disodny a jeho derivat BCECF_AM. S vybranymi
fluorescen¢nimi sondami bylo provedeno méfeni a nasledné zhodnoceni namétenych
vysledkd.

Pouziti ¢asové-rozliSené anizotropie fluorescence v bunécné suspenzi nebylo uspésné.
Nejvétsi problém byl v ziskani informaci, kdy rozptyl svétla vzorku znemoziioval méfeni.
Hlavnim divodem byl nejspiSe charakter vzorku a pfislusné nedostate¢né excitacni zdroje.
Redéni bunééného vzorku jesté zvysovalo intenzitu rozptylu a soucasné piistroj ztracel signal,
ktery se nedal nahradit. Tato metoda byla vyhodnocena jako nepouzitelné pro tyto ucely.

Nejvhodnéjsi stanoveni anizotropie v bunééném vzorku, bylo stanoveni pomoci ustélené
anizotropie. Jako prvni byl proveden ovéfovaci experiment pomoci koncentracéni fady
glycerol/voda s pridavkem fluoresceinu. Experiment slouzil jako informace, jestli bude mit
anizotropie oc¢ekavanou odezvu v zavislosti na viskozité prostfedi pii pouziti mikroskopu.
Ovéfeni anizotropie pomoci Perrinovy rovnice lze povazovat za spravné. Ze zavislosti,
sestrojené pomoci Perrinovy rovnice (Kapitola 5.2.1.1), byl zjistén molarni hydrodynamicky
objem jedné molekuly V_ =0,225nm?®, ktery by nejspise mohl odpovidat redlné hodnotd
jedné molekuly fluoresceinu.

Pro fluorescen¢ni anizotropni mikroskopii byla vybrana metoda ustalené anizotropie
fluorescence. Pomoci fluorescen¢ni sondy BCECF_AM byly obarveny bakterie a bylo
zjisténo, ze v bakteriich kmene Cupriavidus necator H16 se anizotropie fluoroforu
pohybovala v rozmezi r=(0,1838+0,0092) a to vyhradné v blizkosti granuli obsahujicich
PHB. Fluorogenni substrat, ma nejspiSe v téchto mistech zvySenou hydrolytickou aktivitu.
V bakteriich mutanta kmene Cupriavidus necator PHB4, je stiedni hodnota anizotropie
r =(0,2137 £ 0,0107). Na prvni pohled jasné patrné rozdily mezi CN H16 a CN PHB4 je

uniformita vnitiniho prostiedi, kdy bakterie CN PHB'4 vykazuji vice homogenni systém.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

BCECF_AM 2',7'-bis(carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein

PBS fosfatovy pufr s obsahem 0,15 M NaCl (Phosphate Buffered Saline)
FLIM fluorescence-lifetime imaging microscopy

2P-FLIM two-photon fluorescence-lifetime imaging microscopy

pHi intracelularni pH

Cnts counts (pocet fotond proslych jednotkovym objemem za jednotku Casu)
CN H16 bakterie Cupriavidus necator H16

CN PHB bakterie Cupriavidus necator PHB

intenzita fluorescence
intenzita fluorescence v ¢ase t =0

|

lo

T doba zivota fluoroforu

0 rotacéni korelacni Cas
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r anizotropie

ro fundamentalni anizotropie
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