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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva srovnanim a optimalizaci metod studia biologickych membran
pomoci fluorescencni spektroskopie a mikroskopie s vyuzitim bakterie Cupriavidus necator
H16 (obsahujici PHB granule) a PHB4 (neobsahujici PHB granule) jako modelového
organismu.

Experimentalné byla urCena vhodna koncentrace sondy laurdan pro barveni biologickych
membran a Cas potiebny k jejimu pruniku do buriky. Takto obarvené organismy byly dale
studovany pomoci steady-state spektrofluorimetrie, pii které byl zkouman vliv teploty na tvar
emisniho spektra a také moznost promyvani jako jednoho z krokt pfi pfiprave vzorku. Obé tato
meéfeni naznacuji vyhodnost promyvani, ale neposkytuji nezpochybnitelné vysledky. Rozdil
mezi dvéma kmeny bakterie byl ale pozorovan. Dale byly bakterie podrobeny fluorescen¢ni
mikroskopii. Tato metoda se projevila jako potencialné uziteCna pro studium vyraznéjSich
variaci ve stupni uspofadani membran bunéné membrany a pro zobrazovani dalSich vétSich
utvard. Distribuce laurdanu v ramci Cupriavidu necator H16 plsobi nerovnomémnéji ve
srovnani s PHB4. Ziskané poznatky tak naznacuji vliv pfitomnosti granuli pii barveni
fluorescen¢nimi sondami, nelze je ale interpretovat jednoznacng.

ABSTRACT

This bachelor's thesis deals with the comparison and optimization of methods for studying
biological membranes using fluorescence spectroscopy and microscopy, utilizing the bacteria
Cupriavidus necator H16 (containing PHB granules) and PHB4 (not containing PHB granules)
as model organisms.

The appropriate concentration of the membrane probe laurdan for staining biological
membranes and the time required for its penetration into the cell were determined. Organisms
stained in this way were further studied using steady-state spectroscopy, which helped examine
the influence of temperature on the shape of the emission spectrum and the possibility of
washing as one of the steps in sample preparation. Both of these measurements suggest the
advantages of washing but do not provide definite results. However, a clear difference between
the two bacterial strains was observed. Furthermore, the bacteria were studied by fluorescence
microscopy. This method proved to be potentially useful for studying significant variations in
the membrane order of the cell membrane and for imaging other larger structures. The
distribution of laurdan within Cupriavidus necator H16 appears more uneven compared to
PHB4. The findings thus suggest the influence of granule presence when staining with
fluorescent probes, but they cannot be interpreted definitively.
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1 UVOD

Fluorescen¢ni techniky nachazi Siroké uplatnéni v fadé védnich obort, pravdépodobneé
nejcastéji v materidlove véde, mikrobiologii a biochemii. Obrovsky vyvoj v oblasti vypocetnich
technologii navic umoznuje velice efektivné, presné a rychle provadét méteni, ktera by diive
zabrala dny. Rozvoji napomaha také neustalé navrhovani novych fluorescencnich sond
o raznych parametrech a tiCelech. Podobné Siroké uplatnéni nachazi i biotechnologie — od téch
nejstarsich, jako je vyroba piva, po nové pokrocilé bioreaktory s mikroorganismy schopnymi
produkce 1éCiv, polymert nebo biopaliv. Je pak naprosto pfirozené, ze se néktefi jedinci
dobrodruznéjsiho charakteru pokousi tyto obory spojit.

Moznosti pro kombinaci téchto dvou oblasti je mnoho, tato prace se ale mize zaméfit pouze na
jedno téma. Zabyva se tedy bakterii Cupriavidus necator, kterou vyuziva jako modelovy
organismus pro fluorescencni barveni. Tento organismus je jiz del$i dobu pfedmétem zajmu
kvuli jeho schopnosti produkovat vysoké mnozstvi polymeru PHB v relativné Sirokém rozmezi
zivotnich podminek.

Je nepochybné zadouci mit co nejlepS§i povédomi o fyziologii a obecné vlastnostech
pouzivanych mikroorganismu. Je zde tedy prozkoumana moznost barveni bunéénych membran
pomoci zakladnich technik steady-state fluorescencni spektroskopie a mikroskopie. Zvolena
byla sonda laurdan pronikajici do lipofilnich oblasti buiiky. Laurdan je nejvice pouzivan prave
pii studiu bunénych membran, protoze se v nich ochotné rozpousti a je pomoci néj mozné
sledovat zmény v jejich fluidit€. Ty mohou byt zptisobeny teplotou, ale i ptisobenim rtiznych
xenobiotik nebo vyvojem samotné buriky.

Cilem této prace bylo prozkoumat chovani sondy v bakterii a na zakladé téchto informaci
navrhnout optimalizovany postup pro jeji pouzivani v dalSich experimentech. Na zakladé
kombinace steady-state spektroskopie a mikroskopie byla zkoumdéna nejen odezva sondy
v membrané, ale také rychlost internalizace do bunky a distribuce molekuly v ramci bunky.
Byly zkoumany idealni koncentrace sondy pro barveni, doba potiebna pro proniknuti do buiky
nebo také rozdil mezi vzorkem ihned po obarveni a vzorkem promytym fosfatovym pufrem.



2 TEORIE

2.1 Biomembrana

Biomembrana je bariéra vyskytujici se na povrchu bunék, membranovych organel, jinych
bunéénych struktur a nékterych virt. Jedna se o fosfolipidovou dvojvrstvu, tedy atvar tvofeny
dvéma vrstvami amfifilnich molekul fosfolipida. Jeji tloustka dosahuje jednotek nanometra
[1]. PIni funkci transportni, komunikacni a kompartmentac¢ni. Prvni dvé zminéné zajistuji
i dalsi nestrukturni slozky biomembran, jako napfiklad proteiny nebo rizné glykokonjugaty.
2.1.1 Slozky

Lipidy

Hlavni strukturni slozkou membran jsou amfifilni molekuly fosfolipidu. Ty se skladaji z polarni
hlavi¢ky (glycerol nebo sfingosin s riznymi substituenty) a esterové vazanych zbytkti mastnych
kyselin, které se chovaji jako nepoléarni ¢ast molekuly a orientuji se do stfedu dvojvrstvy. Diky
tomu je stred membrany lipofilni a umoziuje rozpousténi nepolarnich molekul [2]. Mezi
nejCastéjsi substituenty patii rizné alkoholy (glycerol, inositol), aminokyseliny (serin) nebo
aminy [3]. Krom¢& biomembran jsou fosfolipidy Casto pouzivany ke tvorbé artificialnich
vezikularnich struktur, jako jsou micely a liposomy, které se pouzivaji napf. jako nosicové
systémy pro fizené uvolfiovani 1éCiv a jinych bioaktivnich latek [4].

Pomér téchto fosfolipidi se vyrazné lisi pro rizné typy membran i pro rizné organismy.
U bakterii to byvaji primarn€ PG a PE. Obsah mastnych kyselin je také zavisly na typu membran
(u nékterych bakterii se vyjime¢né vyskytuji acylové fetézce i 56 uhliki dlouhé, prestoze
nejCastejsi jsou ,tradiénéjsi“ kyseliny, jako kyselina palmitova, stearova nebo olejova)
a vyznamn¢ ovliviiuje fluiditu. Sfingolipidy mnohdy obsahuji pouze jeden acylovy fetézec,
oproti dvéma fetézctim u fosfolipidu [1].

Steroidy

Steroidy jsou malé rigidni molekuly odvozené od struktury sterolu. Vyuzivaji se jednak jako
prekurzory adrenokortikoidnich a gonadotropnich hormont a také jako pfimési biomembran

[5]. Nejznamé;jsi zastupce, cholesterol, snizuje fluiditu membran. Mechanismus toho to jevu je
vysvétlen v kapitole Fyzikdlni viastnosti.

Nestrukturni lipofilni slozky

Rizné molekuly lipidového charakteru v membranach plni funkci jinou nez strukturni. Patii
mezi n€ napiiklad terpeny, vosky, estery mastnych kyselin a jinych alkohold, sulfolipidy nebo
i chlorofyl. Tyto molekuly casto, 1 kdyz ne nutné, postradaji typickou fosfolipidovou
konfiguraci s polarni hlavickou a nepolarnimi zbytky.

Proteiny

Proteiny tvofi velkou cast funkénich molekul biologické membrany. Plni pfevazné funkci
signalni a transportni a podle zpusobu vazby na membranu se dé€li na integralni (pevné
zapusténé ve dvojvrstve) nebo periferni (na povrchu dvojvrstvy).

Glykokonjugaty

Na povrchu membrany se vyskytuji konjugaty oligosacharida s lipidy a proteiny. Ty plni
dilezité rozpoznavaci a informacni funkce. Zajistuji mj. imunitni odezvu.



2.1.2 Membrany prokaryot

U eukaryot se setkavame s membranovymi organelami (mitochondrie, vakuoly, ...), prokaryota
ale takovéto utvary postradaji. Jedinymi relevantnimi membranami prokaryot je tedy membrana
plasmaticka a inkluze/granule.

Plasmaticka

Plasmaticka membrana buiiky je velmi ¢asto (napt. v ptipadé bunécné stény rostlin a hub) kryta
dal$imi strukturami z celulozy, ligninu a polysacharidi obecné. U prokaryot se vyskytuje
bunécna sténa z peptidoglykanu. Podle slozeni a charakteristik bunécné stény se rozlisuji
grampozitivni a gramnegativni bakterie, pfiemz gramnegativni maji mimo jiné dvojitou
plasmatickou membranu.

Membrana eukaryot i prokaryot je velmi Casto zvrasnénd; uplné hladka je prakticky pouze
membrana erytrocytu, kterd se také pouziva jako jakasi standardni jednotka zvrasnénosti.
Zvrasnénost kartaCovych stievnich bunék dosahuje az stonasobku erytrocytu, zatimco tieba
Bacillus subtilis je zvrasnén zhruba dvojnasobné [1].

Granule, inkluze

V prokaryotickych burikach se vyskytuji 1 dal§i membranové utvary, které ale byvaji spjaty se
specifickymi metabolickymi funkcemi konkrétni butiky. V kapitole PHB granule v Cupriavidu
necator H16 budou popsany PHB granule v Cupriavidu necator H16, které jsou jako jediné pro
tuto praci relevantni. Jejich zafazeni do membranovych utvart je ovSem kontroverzni z dale
popsanych duvoda.

2.1.3 Modely

Samotné fosfolipidy vykazuji pomérné silnou schopnost pohyblivosti a membrana je proto
popisovana modelem tzv. tekuté mozaiky [6], protoze se jedna de-facto o dvourozmérnou
kapalinu. Podle né& je biomembrana tvofena lipidovou dvojvrstvou snehomogenné
rozmisténymi proteiny i lipidy. Vysvétluje zaroven zavislost nékterych funkci proteinti na
fyzikalnich vlastnostech membrany [7].

Zaroven ale model tekuté mozaiky predpoklada naprosto volnost pohybu lipidi i proteint, coz
se projevilo jako ne docela pravdivé. Uplné volna difuze nemtze byt schopna zajistit relativni
organizovanost, ktera je na realnych membranach pozorovana [4].

Lipidové rafty

Model s lipidovymi rafty uspokojivéji popisuje na membranach pozorované tuhé shluky lipida.
Ty jsou popisovany jako oblasti bohaté na cholesterol a sfingolipidy. Jedna se o tlustsi
a pevnéjsi ostrovy vycnivajici nad okolni membranu a Casto obsahuji vétsi mnozstvi proteind.
Diky jejich vlastnostem lépe odolavaji detergentim. Tento model je pro studium membran
pomérne zasadni, protoze prisuzuje lipidim kromé funkce strukturni i funkci regulacni [4].

Domény

Ve skuteCnosti jsou membrany vysoce organizované struktury obsahujici domény bohaté na
razné typy lipidd a proteind, plnici specifickou funkci a disponujici svymi specifickymi
fyzikalnimi vlastnostmi. Zpravidla se domény déli podle své fluidity na rigidni a oblasti zvySené
fluidity (RIFs). Pravé fluidita je aspektem, ktery tyto domény na prvni pohled separuje od



zbytku membrany. Buriky ji mohou ovliviiovat zménou poméru nasycenych a nenasycenych
mastnych kyselin nebo zménou délky jejich fetézce [8].

2.1.4 Fyzikalni vlastnosti
Fazové prechody

Obvykla schémata zobrazuji membranu v takzvané lamelarni fazi, coz je faze v biologickych
systémech pfevazujici, ale zdaleka ne jedina. U membran se totiz definuje teplota ,,tani* Tt, na
kterou ma zasadni vliv délka acylovych zbytku a jejich nasycenost (pfiCemz se zvySovanim
obou T; stoupa). Mastné kyseliny se totiz v zdkladnim stavu vyskytuji v trans konformaci.
Dodéavanim energie zahfivanim vznikaji zakrytové konformace, které jsou energeticky
nevyhodné a spontanné prechazi do konformace gauche. ZvySeny pocet gauche konformaci
vede ke zvySeni fluidity a pfechodu z gelové faze [p do faze tekuté [, [7]. DalSim
nezanedbatelnym vlivem je pfitomnost cholesterolu, jehoz 3-B-hydroxylova skupina zabraiuje
fosfolipidim ve zméné konformace a fluiditu vyrazné snizuje. Jiné steroly, jez disponuji
hydroxylovou skupinou na jiné pozici (ergosterol), tento efekt zpravidla nevykazuji [1].

Membrana v kapalné fazi vykazuje vyssi propustnost, fluiditu a plochu, naopak jeji tloustka
a obecné stabilita se snizuje.

Fluidita

Pro kapaliny se fluidita definuje jako obracena hodnota viskozity. Membrana je ale silné
anizotropni prostiedi, proto je potieba vzit v potaz vice faktorti. Definujeme tfi zakladni druhy
pohybu ¢astice v membrané — posuvny pohyb po plose membrany (lateralni diftize), rotacni
pohyb molekuly po podélné ose a tzv. flip-flop (tedy diftize lipida z jedné strany membrany na
druhou). Fluidita se navic méni se vzdalenosti od povrchu membrany, ¢imz vznika urcity
gradient, méfitelny mimo jiné metodou NMR, kterou se ale tato prace nezabyva. Hodnota
fluidity neni uniformni ani na riznych mistech povrchu membrany, proto lze pozorovat
specializované useky (,,microdomains®) plnici specifické biologické funkce a vyznamné se
liici ve fyzikalnich vlastnostech [2].

Misto jednoduchych fyzikalnich metod se na jeji méfeni vyuziva riznych molekulovych sond,
které jsou popisovany v kapitole 2.5.

Stupenn usporadani membrany (membrane order) byva casto pouzivan témeér jako
synonymum fluidity [4]. Definice uspofdddni membrany je ale znacné problematicka
a zavisejici na kontextu. ZastfeSuje totiz fadu riznych charakteristik, jako hustotu lipida
v membrang, jejich vlastnosti, pfitomnost cizich latek, membranovou tloustku a mnohé dalsi.
Tyto jednotlivé charakteristiky jsou méfeny riznymi metodami, pii¢emz kazda metoda pak ale
poskytuje lehce odlisné vysledky, protoze reflektuje jen urcity specificky parametr (¢asto pouze
priblizné) korespondujici se zastfeSujicim pojmem , usporadani membrany* [9].

Velice jasné definuje tento pojem F. M. Harris jako ,,pfistupnost membrany vodé“. Fluiditu pak
vnima jako veli¢inu, kterd s membranovym usporadanim cCasto koresponduje, ale fakticky
odpovida pouze moznosti pohybu samotnych lipidovych molekul [10]. Takové pojeti je
pomeérné silné ovlivnéno oblasti jeho studie.

V této praci bude pojem fluidity a usporadani membrany zaménovan. Tyto dvé veli¢iny totiz
velmi silné koreluji a jejich rozliSeni neni v moznostech tohoto vyzkumu.

10



DalSi fyzikalni charakteristiky membran

Mezi dal§i charakteristiky patii napf. transmembranovy a elektrostaticky potencial membrany.
Ty jsou zpasobeny jednak potenciadlovym gradientem zpasobenym polopropustnosti
membrany, pfipadné i nabojem samotnych polarnich hlavicek fosfolipidu.

2.2 Cupriavidus necator

Nami zkoumana bakterie nese nazev Cupriavidus necator, je ale znama i1 pod starSimi nazvy
Ralstonia eutropha, Hydrogenomonas eutropha, Wautersia eutropha nebo Alcaligenes
eutrophus [11]. Jedna se o gramnegativni fakultativné chemolitoautotrofni organismus ze tiidy
B-proteobacteria schopny rast na velkém rozsahu substrati [12], produkovat
polyhydroxybutanoat (PHB) a mimo jiné i fixovat CO> ze vzduchu. Je také ¢astym predmétem
genového inzenyrstvi — jeho metabolické drahy 1ze modifikovat a zpracovani uhliku sméfovat
k produkci riiznych jinych polymert a uhlovodika [13; 14]. Bude vyuzivan kmen Cupriavidus
necator H16 a jeho mutantni kmen PHB4.

2.2.1 Autofluorescence Cupriavidu necator H16

Vétsina bunek obsahuje urcité mnozstvi latek vykazujicich fluorescenéni vlastnosti. Samotny
fenomén autofluorescence bude popsan v oddile 2.7. Zde jsou popsany konkrétni problémy
tykajici se nami zkoumaného organismu.

Nejvétsim objektem zajmu jsou v tomto pripad€é molekuly skupiny flavint, nikotinamida
a aromatickych aminokyselin. Flaviny emituji pfiblizn€ v oblasti 500-600 nm, zatimco NADH
a NADPH zhruba o 100 nm méné. Bylo zji§téno, ze se emisni spektrum skupiny flavinii méni
v zavislosti na fyziologickém stavu buriky a reflektuje 1 tvorbu PHB granuli [15]. To je dobie
vyuzitelné pro sledovani stavu bunék, ale spise nezadouci pro ucely této prace.

2.2.2 PHB granule v Cupriavidu necator H16

Polyhydroxybutanoat (PHB) je typickym pfikladem bakteriemi produkovanych polyestert
z rodiny polyhydroxyalkanoatli. Jedna se, jak uz nazev naznacuje, o derivat kyseliny maselné.
Pro ftadu organismii plni roli zasobniho polymeru (zasobni zdroj uhliku i energie)
syntetizovaného pii nadbytku uhliku a nedostatku ostatnich zivin [16]. To umoziuje jeho
schopnost akumulace ve formé granuli a zaroven dobra biokompatibilita a biodegradabilita.
Pozornost prumyslu se na PHB zaméfuje pravé kvuli jeho relativni biokompatibilité
a ekologickému charakteru vyroby.

Cupriavidus necator H16 produkuje tento polymer ve velkém mnozstvi. PHB je ukladan
v takzvanych granulich, tedy intracelularnich utvarech zvétSujicich se a zmensujicich podle
momentalniho stavu butiky. Uvadi se, ze intracelularni granule PHB mohou pfi specifickych
podminkach tvofit az 80 % hmotnosti bakterie [13]. Organismus je téz schopny produkovat
PHB fixaci CO, kde jiz ovS§em limitujicim faktorem produkce vétSinou neni metabolismus
bakterie samotné, ale rychlost pfisunu plynu [17]. Existuji i studie zkoumajici zvySenou
rezistenci bakterii obsahujicich PHB granule stresovym podminkam (zvySena teplota, oxidace)
[18], primarné je ale PHB povazovan za latku zasobni.

Granule obsahuji PHB v amorfnim stavu, pficemz v Cupriavidu necator H16 se jich vyskytuje
obvykle nékolik (pocet se pohybuje v jednotkach az nizSich desitkach). Jejich velikost je silné
ovlivnéna podminkami rastu, ale zpravidla nepfesahuje 1 um. Diky lipofilnimu charakteru
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polymeru nedochazi pii formovani (a zpétnému odbouravani) granuli ke zméné osmotického
tlaku v cytoplasmé [19].

Dfive se predpokladalo, ze granule obsahuji fosfolipidovou membranu. Bylo ale prokazano, ze
je povrchova vrstva slozena pouze z fady proteinti (PHB syntaza, strukturni proteiny branici
agregaci povrchové vrstvy, depolymerazy, ...) [20].

2.2.3 Cupriavidus necator PHB 4

Jedna se o mutantni kmen, ktery nevytvari PHB, a to nehled¢ na dod4avané ziviny. Tento kmen
byl spolu s dal§imi ¢tyfmi kmeny pfipraven chemicky indukovanymi mutacemi v pfirod¢ se
vyskytujiciho kmenu H16 v roce 1970. Buiiky rostou v podobnych podminkach jako kmen H16
a také se pfili§ nelisi svou fyziologii. Snizeni obsahu PHB ale zvySuje jejich hustotu a mutantni
kmen lze tudiz od H16 odd¢lit centrifugaci v hustotnim gradientu [21].

V této praci bude vyuzivan prave pro svou neschopnost tvorit PHB granule, tedy pro srovnavani
s Cn H16.

2.3 Fluorescence

Fluorescence je jeden z jevu souhrnné oznaCovanych luminiscence. Pii ni dochazi k excitaci
molekuly dasledkem absorpce elektromagnetického zareni (pfipadné€ i chemickymi nebo
fyzikéalnimi procesy pii bioluminiscenci, chemiluminiscenci nebo triboluminiscenci) a jeji
nasledné deexcitaci doprovazené emisi zafeni o zpravidla rozdilné vinové délce. Predmétem
této prace je emise vyvoland absorpci elektromagnetického zateni UV/VIS spektra, tedy
fotoluminiscence, konkrétn¢ fluorescence. Latka vykazujici fluorescencni vlastnosti je
nazyvana fluorofor [22].

2.3.1 Princip

Excitacni 1 deexcitatni procesy v molekule pii fotoluminiscenci byvaji znazorfiovany
tzv. Jablonskiho diagramem (Obrdzek 1). Ten ukazuje zékladni singletové excitované hladiny
(S1, S2), které jsou rozdeleny na nékolik rotacnich a vibracnich hladin, pfi¢emz vibracni
a rotaCni hladiny jednotlivych excitovanych stavii se mohou cCasteCné prekryvat. Také
znazortiuje tripletovou hladinu Ti, ve které jsou elektronové spiny orientovany paralelné
a pfechod na niz je zakazany [1].

Absorpci zareni o vhodné vinové délce dojde k prechodu valen¢niho elektronu molekuly ze
zakladniho singletového stavu Sp do jednoho ze singletovych excitovanych stavii o vyssi
energii. Zde probiha fada riznych pfechodd, prvni z nichz jsou nazyvany nezarivé prechody.
Muze dochazet k deexcitaci vibracni relaxaci (pfechodem mezi vibracnimi hladinami),
k tzv. vnitini konverzi (pfechodu mezi vibra¢nimi hladinami o podobné energii mezi
jednotlivymi singletovymi stavy) nebo k tzv. mezisystémovému piechodu do zakazaného
tripletového stavu. Dale dochazi k prechodum zarivym, tedy k deexcitaci bud’ ze singletového
stavu (fluorescence) nebo ze stavu tripletového (fosforescence) za emise fotonu. Procesy
doprovazejici fosforescenci jsou vyrazné pomalejsi, nebot’ musi dochazet ke zméné spinu
elektronu [23]. Pravé zafivé prechody mezi singletovymi stavy jsou z hlediska fluorescencni
spektroskopie dilezité.
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Obrazek 1 — Perrin-Jablonskiho diagram spolu s pribliznymi rychlostmimi konstantami jednotlivych

prechodii. Piné Sipky zndzornuji pFechody, p¥i nichz figuruje foton (absorpce a zarivé prechody),

vinovka nezdrivé prechody [67].

2.3.2 Stokesuv posun

Stokestiv posun (angl. Stokes shift) je pravidlem, které uvadi, ze vinova délka emitovaného
fotonu je vzdy vyssi nez vinova délka fotonu, ktery emisi zptsobil [24]. Nezafivymi prechody
dochazi totiz ke ztraté energie elektronu, coz vyusti v pozorovatelné snizeni vinové délky

emise[25].

Stokeslv posun
1

Absorbance Fluorescence

Aahs 7 Aem

Obrazek 2 — V praxi se Stokesitv posun projevuje posunem celého
emisniho spektra oproti spektru absorpcnimu [28].
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2.3.3 Kashovo pravidlo

Podle tohoto pravidla pied emisi fotonu dochazi k relaxaci vibracni energie a vnitini konverzi
tak, aby fluorescenc¢ni pfechod probihal z nejnizsi vibracni hladiny stavu S; nehled¢€ na hladinu,
do které byl elektron absorpci excitovan. Je to zplUsobeno nizkymi rozdily mezi prvni
excitovanou hladinou a vys§imi excitovanymi hladinami, mezi kterymi se tak upfednostiiuji
prevazné rychlé nezafivé prechody.

Z ngj vyplyva 1 pravidlo Vavilovovo — kvantovy vytézek, doba trvani excitovaného stavu,
a tedy 1 vysledny tvar emisniho spektra jednoho fluoroforu nezalezi na excitacni vinové délce.
Ta ovliviiuje pouze jeho vysku (intenzitu emitovaného zatfeni) [26].

2.3.4 Excitacni a emisni spektrum

Excitacni spektrum zobrazuje zavislost fluorescence vzorku na excitatni vlnové
délce — ukazuje, jaké vinové délky jsou nejlépe absorbovany fluoroforem. Stanovuje tedy
napiiklad, kterou vinovou délku je vhodné zvolit pro efektivni excitaci vzorku. Pii zvoleni
zafeni o nevhodné vinové délce se vyznamné snizuje jeho fluorescence. Pojem excitacni
spektrum fluoroforu je u systéma obsahujicich pouze jeden fluorofor obvykle zaménitelny se
spektrem absorpénim. V pfitomnosti vice latek (pfip. 1 komplexnéjSich sloucenin) se ale
absorpcni a emisni spektrum lisi.

Emisni spektrum znazorfiuje intenzitu zafeni emitovaného excitovanou molekulou na
jednotlivych vinovych délkach. Obé spektra jsou charakteristicka pro jednotlivé fluorofory za
specifickych podminek a poskytuji tak tidaje o stavu analyzovaného vzorku, co se tyCe slozeni
1 fyzikalnich vlastnosti.

Pro excita¢ni a emisni spektrum plati tzv. pravidlo zrcadlové symetrie. Vibra¢ni hladiny
zakladniho a excitovaného stavu jsou si zpravidla velmi podobné a emisni spektrum je tak
zrcadlové symetrické se spektrem excitacnim (viz Obrdzek 2). Vzdalenost mezi témito spektry
je jiz dfive zminény Stokesuv posun [22].

Komplikovangjsi situace ovSem nastava v systémech s vice fluorofory, pfipadné 1 latkami
absorbujicimi, ale neemitujicimi. Uvedend pravidla totiz plati pro jednotlivé fluorofory
a spektra vzniknuvsi kombinaci nékolika latek se jimi pak (byt pouze zdanlivé) nefidi.

Zmény tvaru spektra

Riizné vlivy prostiedi mohou zptsobit zménu tvaru spektry. Mezi zakladni jevy se fadi zména
vysky, tedy intenzity zafeni (hyperchromni a hypochromni) a posun do jinych vinovych délek.
Takové posuny se nazyvaji bathochromni - cerveny (do vysSich vlnovych délek)
a hypsochromni - modry (do nizich vlnovych délek).

Oblasti, ve kterych nabyva méfena velicina viditeln€ nejvyssi hodnoty, jsou Casto nazyvany
peaky. V piipad¢ fluorescence se jedna o oblasti nejvyssi intenzity emitovaného zareni. Jedna
se o jakési orientacni body, které mohou slouzit ke kvantitativni 1 kvalitativni analyze latky.
Fluorescen¢ni spektra ale maji obvykle komplexnéjsi tvar determinovany fadou mechanisma
a pojem peak se tak pouziva jen ve velmi specifickych situacich (napf. v ptipadé nezadoucich
artefaktu, jako je rozptyl).

14



24 Pro fluorescenci charakteristické veli¢iny a déje

Riizné fluorescencni techniky sleduji rizné parametry a fenomény. Ty nejb&zn€jsi jsou uvedeny
zde. Dalsi sledované veli€iny jsou popsany u konkrétnich fluorofort v jim vénované kapitole.

24.1 Zakladni pouzivané veli¢iny
Zde jsou uvedeny zakladni veli¢iny pouzivané k popisu a chovani fluorofora.
Extink¢ni (absorpéni) koeficient

Extink¢ni koeficient udava schopnost latky absorbovat svétlo dané vinové délky. NejCastéji se
pouziva vztazen na latkovou koncentraci latky jako molarni absorpéni koeficient & [27].
Figuruje v Lambert-Beerové zakoné o absorpci elektromagnetického zatfeni.

Doba zivota excitovaného stavu 1

Primérna doba, kterou molekula stravi v excitovaném stavu. Jednotlivé prechody maji své
vlastni rychlostni konstanty — proto napfiklad zakazany mezisystémovy piechod zpusobuje
vys§i dobu zivota u fosforeskujicich latek oproti fluoroforim, ale také niz§i intenzitu
fosforescence. Jedna se prakticky o d&j popsatelny rovnici reakce prvniho fadu

T :E, (1)

kde k je sumou rychlostnich konstant jednotlivych prechodt [28]. Doba zivota je studovana
casove rozliSenou fluorescencni spektroskopii.

Kvantovy vytézek fluorescence ®s

Predstavuje jakousi efektivitu fluoroforu. Udava pomér pocti fotond absorbovanych ku poctu
fotonti emitovanych (Nem, Nabs).

Nem  ky

¢ = == (2)
Nabs k

kde k¢ je rychlostni konstanta fluorescence (samotného zatfivého piechodu) [28].
2.4.2 Forsteruv rezonancni prenos energie (FRET)

Forsteriv rezonan¢ni pienos energie predstavuje nezafivy pienos energie mezi dvéma
molekulami v bezprostiedni vzdalenosti. Excitovana donorni molekula prenasi svoji energii na
molekulu akceptorni diky dalekodosahovym dipdlovym interakcim. Tento dé& je nazyvan
Coulombicky efekt a je velmi podobny klasickému piechodu elektronu v ramci jedné molekuly.
Efekt je siln¢ ovlivnén vzdalenosti a orientaci fluoroforti, mize ho proto byt vyuzivano jako
metody pro zji§tovani napt. vzdalenosti molekul. Za predpokladu, ze je akceptorni molekula
také fluorofor, dochéazi k emisi zafeni podle jejiho vlastniho emisniho spektra. V ostatnich
ptipadech probiha zhaseni.

Podminkou pribéhu tohoto déje je alespon CasteCny piekryv emisniho spektra donoru
a absorpcniho spektra akceptoru [29].
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2.4.3 Zhaseni

Emisi fluoroforu lze pifimo ovliviiovat interakci sjinymi molekulami. Zhaseni
(angl. quenching) je definovano jako ztrata fluorescence zpusobena kratkodosahovymi
interakcemi mezi fluoroforem a jeho prostfedim. Rizné mechanismy zhaseni jsou uvedeny na
Obrazek 3.

FRET kontaktni zhaseni
sviétlo AR L fluorescence svétio transfer energie
S % 4 , "
A Fo A J S A .
\2;‘ |
zhaseni zhaseni

kolizni zhaseni

syé pscence
vétio fluoresc transfer energie
¥

Y

zhaseni
Obrazek 3 — mechanismy zhdseni fluorescence [30].

24.4 Fotovybélovani

Fotovybélovani (angl. photobleaching) je dalsi z jeva, v jehoz dusledku intenzita fluorescence
klesa. Na rozdil od predchozich ptipadi se ale jedna o ireverzibilni zmény molekuly v dasledku
prili§ intenzivniho nebo dlouhotrvajiciho ozareni. Mechanismus fotovybélovani jednotlivych
molekul se li§i.

Fotovybélovani se zabranuje vybérem spravného fluoroforu a pouzitim co mozna nejcitlivé)si
metody, kterd umoziiuje minimalizaci intenzity excitacniho zafeni nebo dobu osviceni
fluoroforu [9].

2.5 Fluorescencni sondy

Fluorescencni sondy jsou molekuly vyuzivané c¢asto napi. pfi studiu biochemickych
a biologickych systému. Reaguji na méfené podnéty specifickou zménou fluorescence (Casto
zménou jeji intenzity, pfipadné vlnové délky). Oznaceni sonda a barvivo jsou Ccasto
zaménovana, u mnoha molekul zavisi ¢isté na zptisobu pouziti dané latky. V ur¢itém smyslu by
se fluorescencni sondy daly nazvat jakymsi barvivem s odezvou odpovidajici sledované
veli¢in€. Barviva jsou vnimana pasivnéji.

2.5.1 Struktura

Struktura molekul vétSinou odraZzi i zpusob jejich zakomponovani do membrany. Podle toho se
také fluorofory rozd€luji na nékolik typu.

Barviva nepodobna lipidim, ale diky své hydrofobicité pronikajici do membrany (DPH,
pyren) se zpravidla nevazi na konkrétni oblast membrany, ale mohou byt uzitecna pro
zjistovani nékterych fyzikalnich charakteristik.

Derivaty lipidi mohou nést fluorescencni skupinu bud’ na své polarni hlavicce nebo na
acylovém fetézci. Mezi né se Casto zahrnuji 1 sterolové derivaty. Prikladem fluoreskujicich

16



molekul, které se pouzivaji k vazbé na lipid je 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl (NBD) nebo
skupina BODIPY [31]. VétSinou plati pravidlo, Ze méné polarni fluorofory se navazuji na
acylové fetézce a naopak, byt zrovna v ptipadé NBD je toto pravidlo ¢asto poruSovano [32].
Membranové sondy na bazi fosfolipidi se pouzivaji k vybarvovani specifickych oblasti bunky,
do kterych se preferencné zaclenuji na zakladé své struktury [33].

Treti typ derivati jsou molekuly specifického tvaru, které se anisotropicky vclenuji do
membran. Patfi mezi né napiiklad Prodan a jemu podobné (Laurdan, Patman). Reaguji na
Sirokou skalu podnéti. Téchto barviv a sond je velké mnozstvi, a proto nema smysl je obecné
predstavovat. Nékteti zastupci budou popsani v nésledujicich odstavcich.

V soucasné dobé¢ existuje celd fada sond s rozmanitymi vlastnostmi a reagujicich na mnoho
raznych podnéti. Tato variabilita umoziuje mimo jiné i pouziti vice barviv pii jednom
experimentu. Obvykle se hledaji barviva s jednoduchou reak¢ni kinetikou, vysokou stabilitou
a neménnymi parametry v zavislosti napt. na teploté a tlaku, pro vyuziti ve studiu biologickych
systému je navic pozadovana biokompatibilita. Zaroven musi sonda pozorovatelné reagovat na
meéfené zmény v biologickych membranach a vykazovat vysokou afinitu k pozadovanym
oblastem [31].

2.5.2 Mechanismus fungovani

Fluorofory musi poskytovat spolehlivou odezvu. Je proto potieba sledovat mechanismy, jakymi
ptipadny analyt ovliviiuje fluorescenci molekuly.

Intramolekularni prenos naboje (ICT)

Molekuly fungujici na principu ICT obsahuji elektrondonorni skupiny spojené konjugovanymi
vazbami s elektronakceptorni skupinou. Excitaci dochézi k vyraznému zvySeni dipolového
momentu. Navazani analytu tento efekt vyznamné ovliviiuje tim, ze bud snizuje donorni
charakter donoru, nebo zvySuje akceptorni schopnosti akceptoru. Toto muze zapfiCinit
cerveny/modry posun, tedy posun spektra do vyssich/nizsich vinovych délek [27].

2.5.3 Laurdan (6-dodekanoyl-2-(dimethylamino)naftalen)

Biologické membrana obvykle nedisponuje uniformnimi fyzikalnimi vlastnostmi po celé své
ploSe. Laurdan umoziuje identifikovat zmény v organizaci membrany s rozlisSenim okolo
jednoho mikrometru [34]. Je to uzite¢na sonda reflektujici fyzikalni vlastnosti jako je fluidita,
¢imz umoziuje pochopit biologické funkce jednotlivych domén nebo naptiklad pochopit
mechanismy ucinku membranovych antibiotik. Ve skute¢nosti neméfi fluiditu, ale reaguje na
obsah vody v membrang, respektive na polaritu prostiedi, ktera s fluiditou pfimo souvisi [8].

Bylo navic prokazano, ze polarni hlavicky fosfolipidi ani jejich naboj (pfi zméné pH) nemaji
na fluorescenci vliv. Ani pfitomnost riznych peptidu a proteint neovliviiuje vysledky méfeni.
Spektralni zmény jsou tak pfi nizSich teplotach Cisté otazkou pfitomnosti polarnich molekul
uvnitf lipidové dvojvrstvy. Vliv pH < 4 byl prokazan az pro teploty okolo 60 °C a zpusobuje
mirny nardast generalizované polarizace GP [35]. Pii takovych teplotach uz ale dochazi
k denaturaci mnoho biomolekul a obecnému naruseni struktur bunky.

Laurdan je nerozpustny ve vode (je ji dokonce zhasen), ale rozpustny ve vétSiné organickych
rozpoustédel, proto ochotné prestupuje z vody do bunék. To umoziiuje po zvoleni vhodné
koncentrace velmi jednoduse obarvit pouze lipofilni Castice a prakticky eliminovat fluorescenci
pozadi. Inkorporace do bunék neni okamzit4, vyzkumy ale naznacuji, ze ustaleni intenzity a GP
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netrva obvykle déle nez hodinu [33; 36]. Rychlost zavisi na druhu barvené buiky, koncentraci,
teploté a dalSich obvyklych faktorech.

Kladné nabitd hlavicka laurdanu znemoziuje volnou distribuci do vnitini ¢asti membrany
a dvanactiuhlikovy fetézec zapriciniuje jeho pevnéjsi ukotveni (v porovnani napt. s prodanem).

Mechanismus

Polarita rozpoustédla zptusobuje Cerveny posun emisniho spektra. Napfiklad pro dodekan se
hlavni peak vyskytuje v oblasti 400 nm, zatimco pro methanol je posunut az na 500 nm [35].
Hlavni roli vtomto procesu hraje interakce polarni molekuly rozpoustédla s dipolem
excitované molekuly laurdanu, ktera umoziiuje prubéh intramolekularniho prenosu naboje [37].
Predpoklada se totiz, ze laurdan muze existovat ve tfech excitovanych stavech, a to lokalné
excitovaném (LE, emituje kolem 400 nm), ICT a twisted-ICT (vy$$i vinové délky). Z prvniho
jmenovaného probiha relaxace velmi rapidné, v pfitomnosti vody ale dochazi i k dipolarni
relaxaci a tedy vyraznému Cervenému posunu [38; 22]. Se stoupajici fluiditou tak pronika mezi
lipidové fetézce membran vice polarnich molekul (primarné vody) a zaroven se zvysuje jejich
mobilita [35].
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Obrazek 4 — normalizovana absorpcni a emisni spektra laurdanu
v rozpoustédlech o rizné polarité. S rostouci polaritou dochazi

kvyraznému zvySeni vinové délky emise. Nepatrny efekt Ize
pozorovat i u spektra absorpcniho [66].

ZhaSeni fluorescence laurdanu vodou

Posun spektra se zvySenim polarity membrany je hlavnim divodem uzitecnosti této molekuly.
Pfitomnost vody ale také vyznamné snizuje intenzitu emise. Dochazi k takzvanému koliznimu
zhaseni, které zpusobuje vyznamné snizeni doby zivota excitovaného stavu [39].
Experimentalni vyuziti

Pro zpracovani experimentalnich dat se definuje mj. takzvana generalizovana polarizace

_yg0 = Is00

GP = 2
Lya0 + Isoo

3)
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kde I jsou intenzity fluorescence o vinové délce 440, resp. 500 nm. Hodnota GP se pohybuje
v hodnotach -1 az 1, pficemz nizsi hodnoty predstavuji vyssi polaritu (a tedy prenesenéi fluiditu
membrany) [36]. Napftiklad zavislost GP na teploté vypada jako klasicka klesajici sigmoidni
kiivka, kde inflexni bod predstavuje bod tdni membrany [35]. Pravé pro vyzkum fazovych
prechodu a jinych fluktuaci ve fluidit€ membran se laurdan nejcast€ji pouziva.

Obvykla hodnota excitaéniho zafeni se pohybuje mezi 350 a 380 nm. Pouzivani raznych
excitanich vinovych délek vede k malé, ale postfehnutelné zméné GP [40].

Anisotropie

Anisotropie vyjadiuje nerovhomérnost smeru polarizace svétla. V pfipade fluorescence se
urcuje porovnanim intenzity excita¢niho a emitovaného zafeni v ur¢itém sméru polarizace jako

IO _f190

" T+ 2f oy

“4)

kde I jsou intenzity zafeni snimaného za polarizacnim filtrem nastavenym rovnobézné a kolmé
vuci polarité excitacniho zareni. Misto 0 a 90 © lze v literatufe Casto narazit na oznaceni vv/vh,
které znali vertikalitu/horizontalitu polarizacnich filtrd [33]. Paralelni pozici 0 ° by tedy
odpovidalo vv, kdy jsou filtry pro excitacni 1 emitované zafeni nastaveny vertikalné. Korekcni
faktor fudava pomér intenzity zafeni s filtrem nastavenym rovnobézné a kolmé a je specificky
pro dany pfistroj. Pristroje ¢asto nabizi vypocet anisotropie pfimo v pfistrojovém software.

V mnoha piipadech koresponduje s GP a vyuziva se pro podobné ucely. Nejedna se ale
o spektralni charakteristiku, tudiz na rozdil od GP napfiklad reflektuje i pohyblivost samotné
molekuly laurdanu [41].

Derivaty

Mnozstvi molekul zalozenych na struktufe laurdanu vykazuje podobné fluorescencni
a membranové-afinitni vlastnosti. Mezi né patii M-laurdan, C-laurdan nebo MoC-laurdan, lisici
se funk¢ni skupinou nahrazujici jeden methyl aminoskupiny laurdanu. Jejich vlastnosti jsou

dostate¢n& popsany, ale pro tuto praci irelevantni. Casto se li§i napiiklad rozpustnosti,
a tedy schopnosti pronikat do riznych membran [33].

2.5.4 DalSi bézné fluorescen¢ni sondy

V této praci je pouzivana pouze membranova sonda laurdan. Pro kontextualizaci je ale vhodné
zminit 1 dals$i molekuly, které je mozné pro podobné aplikace zvazit.

BODIPY

Skupina BODIPY se pouziva pro ur€ovani zmén v pH. Molekula disponuje pomérné vysokym
molarnim absorpénim koeficientem a kvantovym vytézkem. Casto se vyskytuje navazana na
fosfolipidy, ale mize byt i soucasti jinych molekul [27].

Prodan (6-propionyl-2-(dimetylamino)naftalen)

Prodan je prakticky kratSim ekvivalentem laurdanu - jeho spektrum se v nepolarnim prostredi
vyrazné posouva k vys§im vlnovym délkam na zaklad€ identického mechanismu.

Studie zkoumajici vliv obsahu cholesterolu v membrané naznacila preferen¢ni interakce
prodanu s cholesterolem, tstici ve specifické zmény tvaru emisniho spektra. Distribuce prodanu
v ramci membrany tak neni v pfitomnosti cholesterolu uniformni [42].
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DPH (1,6-difenylhexatrien)

Jedna se o amfifilni fluorescencni sondu, ktera se podobné jako laurdan pouziva primarné ve
studiu struktury a fyzikalnich vlastnosti biologickych membran. Predpokladanou polohou
sondy vramci membrany je v disledku jejiho podlouhlého charakteru pozice paralelni
s acylovymi fetézci fosfolipidd, navic diky jeji nepolarnosti pronika hloubéji do stfedu
membrany a pohybuje se vyrazné€ volnéji nez diive zminény laurdan [43]. Nedavné studie se
zabyvaji pouzitim DPH pro zkoumani efektu sterolt a jinych strukturnich molekul na fyzikalni
vlastnosti membrany [44; 45].

Priméarnim analytickym vyuzitim DPH je méfeni jeho anisotropie, ktera vyznamné klesa
v tuhych membranach, které zabraiuji rotaci molekuly, a tedy 1 zméné polohy/konformace
v excitovaném stavu [46].

TMA-DPH

Na rozdil od laurdanu, jehoz derivaty jsou do znacné miry jen rozmarem organickych chemik,
ptinasi kationtovy derivat TMA-DPH fadu vyhod. Jeho polarni hlavicka umoziiuje snadnéjsi
inkorporaci do fosfolipidové dvojvrstvy a pevnéjsi ukotveni blize k povrchu. Doba
excitovaného stavu molekuly je téz nizsi, coz vede k niz§im rozdilim v anisotropii v porovnani
s DPH pii experimentech o stejnych podminkach [43]. Vzhledem k rozdilné pozici DPH
a TMA-DPH v ramci membrany je mozno porovnanim fluorescence téchto dvou sond zjist ovat
parametry jako tfeba profil lateralniho tlaku. Toto vyuziti je§t€¢ ovSem nebylo dostatecné
popsano [47].

Kyanobarviva (Dil, DiO, DiD, DiA, DiR)

Anglicky nazyvana ,,carbocyanine dyes™ (v nekterych dokumentech lze najit Ceské oznaceni
karbokyaniny), barviva této tfidy patii mezi velmi oblibené lipofilni molekuly pro vyzkum
zivych bunék a tkani. Jedna se molekuly podobné struktury, liSici se délkou uhlikového fetézce
a polohou heteroatomu v hlavicce.

Jejich spektralni vlastnosti na délce fetézce nezavisi, jsou ovlivnény vyhradné hlavickou
obsahujici aromatické heterocyklické systémy, které se pro jednotliva barviva lisi [30]. Barviva
byvaji vyzdvihovana pro svij vysoky molarni absorp¢ni koeficient, nizkou dobu excitovaného
stavu a vysokou stabilitu, které zastifiuji tragicky kvantovy vytézek [48]. Siroké spektrum
molekul podobnych vlastnosti prezentuje fadu vyhod, napfiklad moznost vybéru barviva
o specifické excitacni vinové délce pii vyzkumu fotocitlivych biologickych systémia nebo
v kombinaci s jinymi fluorescen¢nimi sondami.

2.6 Fluorescencni techniky

Fluorescence je vyuzivana v celé¢ fadé analytickych technik. Zde jsou uvedeny pouze ty
nejbeéznejsi nebo v této praci vyuzivané.

2.6.1 Steady-state fluorescencni spektroskopie

Nejzakladnéjsi fluorescencni technikou je pravdépodobné steady-state fluorescencni
spektroskopie (spektrofluorimetrie). Spektrofluorimetr je pfistroj, ktery excituje vzorek
definovanym uzkym rozsahem vlnovych délek a detekuje emitované zafeni (také specifické
vinové délky). Emise je detekovana po delsi Casovy usek (fadové desetiny sekund az sekundy),

¢imz ziskavame prameérnou intenzitu emise. Vzorek je tedy excitovan konstantnim tokem
excitacni energie a je sniman konstantni tok energie emise.
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Diky excitaCnim a emisnim monochromatorim je mozné ziskavat excitacni i emisni spektra
(pfipadn€ i excitacné-emisni mapy). Pouziti polariza¢nich filtri umoZziuje méfit anisotropii,
tepelné Clanky zase umoziu;ji sledovat zmény ve tvaru spekter v zavislosti na teploté. Bézné
laboratorni pfistroje pracuji v rozsahu vinové délky pfiblizné 200 — 1000 nm.

Technika je pouzitelna ke kvantitativni 1 kvalitativni analyze; umoziiuje v zavislosti na
pouzitém fluoroforu zji§tovat napt. koncentrace vzorkd, prumérnou fluiditu bunécnych
membran nebo polaritu rozpoustédla, nelze s ni ale zjistovat detailn€jsi informace, jako je
distribuce barviva v ramci membrany nebo velikost obarvenych ¢astic.

2.6.2 Casové rozliSena fluorescencni spektroskopie

Tato metoda oproti steady-state sleduje zménu intenzity fluorescence nebo anisotropie v Case
po kratkém excitatnim impulsu. Puls excita¢niho svétla je zde krat$i nez doba zivota
excitovaného stavu, diky ¢emuz muzeme sledovat zménu intenzity emise v fadu nanosekund
(od chvile excitace do vyhasnuti).

Meéfeni Casové rozliSené fluorescence se provadi metodou TCSPC (Time-correlated sigle
photon counting), kdy se s¢ita velké mnozstvi udalosti (dopadu jednotlivych fotonti na detektor)
spolu s dobou jejich nastani od momentu vyslani excitaniho impulsu. Kombinaci mnoha
meéfeni (fadove tisict) se pak ziska shluk bodu, které 1ze prolozit a ziskat zavislost intenzity
fluorescence na Case [49].

Diky této metod¢ 1ze napitiklad rozlisit dva fluorofory, jejichz spektra se piekryvaji, ale jejichz
doba Zivota je jina, nebo efekty riznych latek na fluorofory (vliv rozpoustédla, zhaseni, ...).
Tato metoda je tak vhodna pro studium samotného mechanismu fluorescence. Tento pfistup je
pouzitelny jak pfi studiu celého vzorku, tak pro mapovani doby zivota pomoci fluorescenéniho
mikroskopu [50].

2.6.3 Fluorescencni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie na rozdil od té optické nepracuje na principu reflexnim nebo
transmisnim, ale méfi svétlo emitované vzorkem po ozafeni excitacnim paprskem (¢ili neméfi
svétlo z ptivodniho svételného zdroje). Excitacni zafeni vznika bud’ lampou (paprsek poté musi
prochézet filtrem propoustéjicim pozadovanou vinovou délku), nebo laserem o konkrétnich
parametrech. Nasledné se odrazi od dichroického zrcadla a dopada na vzorek, ktery excituje.
Vzorkem emitované zafeni pak dichroickym zrcadlem prochdzi smérem k detektoru. Zatizeni
musi byt schopno odde¢lit velmi slabé emitované svétlo od mnohem silnéjSiho excitac¢niho,
¢ehoz se dociluje pouzitim emisniho filtru. Vyuziva se tedy rozdilné vinové délky excitace
a emise.

Oproti ostatnim technikdm umoziiuje mikroskopie detailné€§i prozkoumani mensiho vzorku
diky poskytovanému dvojrozmémému obrazu. Lze tak pozorovat jakékoliv variace
v distribuci/emisi fluoroforu v ramci vzorku a sledovat podrobnéji morfologii zkoumanych
Castic. Kromé studia membran se pouziva i1 pro specifictéjsi barveni napf. fluoreskujicimi
protilatkami.

Pti tradi¢ni mikroskopii je cely vzorek osvicen rovnomémeé a sniméan najednou. To ovSem
zpusobuje, Ze je vjeden moment sniman cely objem vzorku, vCetné rozmazaného pozadi
nachéazejiciho se mimo ohniskovou rovinu. Ostry obraz je dostupny pouze snimanim svétla
prochazejiciho fokalnim bodem cocky. U konfokalniho mikroskopu je zdrojem emise vzorku
vzdy pouze jeden konkrétni bod. Emitované svétlo pak prochazi pies clonu (obvykle
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oznaCovano Stérbina, angl. pinhole), diky Cemuz se odstrani prakticky veskeré svétlo
nepochazejici z ohniskové roviny. Dojde tak k vyznamnému zvySeni ostrosti [51].

EXCITACE EMISE
detektor

| — N —

( )

Obrdazek 5 — schéma konfokdalniho fluorescencniho mikroskopu [68]

2.7 Nezadouci déje pri fluorescenci

Pti fluorescencnich méfenich ¢asto probihaji d€je, které mohou meéfeni v rizné mife a riznymi
zpusoby ovlivnit, a které je potfeba umét pii analyze spekter identifikovat. Dochazi k nim
pfedevS§im pii praci svysoce koncentrovanymi vzorky o vysoké absorbanci nebo
u biologickych systému, kde velikost ¢astic a pfitomnost riznych kontaminaci ¢asto zptsobuje
rozptyl zéteni.

2.7.1 Rozptyl svétla

Fluorescence je pomérné dlouhotrvajici proces zahrnujici relaxaci excitacniho stavu elektronu
nezafivymi prechody, zatimco pii rozptylu svétla vznika pouze , virtudlni“ excitovany stav,
v disledku Cehoz se jedna o d¢j s fadové nizsi dobou Zivota a ¢asto bez vlivu na frekvenci
rozptyleného zafeni. Velmi Casto se ho da zbavit zménou excitacniho zafeni nebo prostym
odectenim emisniho spektra neobarveného vzorku.

Rayleighuv rozptyl

Tento jev nastava pii prostém rozptylu excitaéniho zafeni bez zmény frekvence (elasticky
rozptyl) a v disledku toho se projevuje jako peak vinové délky excitacniho zateni [23]. Pristroje
vétsinou ukazuji peak Rayleighova rozptylu i na dvojnasobné vinové délce, coz byva
zpusobeno technickymi nedostatky monochromatoru [52]. Tento artefakt je nékdy také nazyvan
pasem druhého fadu [53]. Prevence Ryleighova rozptylu spociva v selekci vhodné vinové délky
excitacniho svétla, rozumné vzdalené od zkoumané ¢asti fluorescencniho emisniho spektra.

Pti méfeni vzorkt charakteru suspenze se intenzita rozptylovaného zareni vyrazné zvySuje. To
muze v krajnich pfipadech vést az k poskozeni pfistroje. Je proto nutné volit rozsah snimani
emise tak, aby nezahrnoval vinovou délku excitacniho paprsku.
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Ramanuv rozptyl

Pfi Ramanové rozptylu dochazi k predani Casti energie pfi kontaktu fotonu s elektronem
a vznikajici zafeni ma tak odliSnou energii (neelasticky rozptyl). Podle toho, je-li vysledna
energie fotonu nizsi nebo vyssi nez puavodni, rozliSujeme Stokesuv a anti-Stokestiv rozptyl.
Podle toho se 1 méni energie ozafované molekuly. Podoba Ramanova spektra je charakteristicka
pro druh rozpoustédla 1 excitacni zareni [54]. Méfenim Ramanova rozptylu lze ziskat spektra
vypovidajici o vibracnich a rotac¢nich vlastnostech molekuly, pti fluorescencni spektroskopii se
ale maze jednat o rusivy prvek. Korekce 1ze provést jednoduse odectenim spektra pozadi nebo
zvolenim odli§né excitacni vinové délky [55].

2.7.2  Vnitrni fluorescence organismu

Vétsina bunék obsahuje latky, které disponuji fluorescencnimi vlastnostmi. Koncentrace téchto
latek Casto nebyva vysoka — jedna se napriklad o fotosyntetické pigmenty, ale také kofaktory,
proteiny a nukleové kyseliny (nejCastejsi latky ukazuje Obrdzek 6). Témito latkami zpisobena
fluorescence obvykle byva slabsi, pii studiu samotné vnitini fluorescence tak mohou vysledky
zkreslovat 1 drobné kontaminace nebo fluorescence samotného média [56]. Dalsim problémem
byva Siroka skala pfirodnich fluoroforti, kvili ¢emuz je prakticky nemozné identifikovat jednu
konkrétni molekulu. Muze byt ale vhodna pro pozorovani jednotlivych struktur v ramci
eukaryotickych organismt [57] nebo pfi studiu organismu, které by mohly byt introdukci
cizorodych sloucenin poskozeny.

hlorofyl
nikotinamidy (NADPH, NADH) e fld S0 chlorofyl b
teri anthokyany
e anthokyanidy
fenoly
alkaloidy

flaviny (FAD, FMN)
flavonoidy

terpenoidy

400 500 600 700 800

Obrazek 6 — nejcastéjsi zdroje autofluorescence spolu s jejich

emisnimi délkami (na prikladu autoflorescence zeleného listu) [53]
Tato prace se ovSem studiem autofluorescence nezabyva, proto je tieba ji z vyslednych méteni
odstranit volbou vhodné excitacni délky a pfipadné odectenim spektra naméfeného bez
fluorescencni sondy.

2.7.3 Snahy o ujasnéni pozdéji pouzivanych pojmu — pozadi a autofluorescence

Fluorescenc¢ni vlastnosti Casto vykazuje 1 rozpoustédlo, coz ve spojeni s predchozimi fenomény
usti v nezadouci efekty. Principialné se jedna jen o né€kolik malo mechanismu, k nezadoucim
artefaktim ale pfispiva velky pocet latek. Casto tak dochazi k problémim pfi uzivani pojmu.

V mikroskopii se setkavame jednak s fluorescenci pochazejici z jinych zdroju nez z bunék
(fluorescence pozadi) a také s vnitini fluorescenci samotnych bunék. Oba jevy je tieba brat
v potaz, kazdy se ale fesi jinymi zptusoby. Fluorescence pozadi je vétSinou homogenni, takze
jde od celého snimku plosné odecist, pfipadné je mozno provést korekci jasu [58]. Navic se da
obejit zménou zpusobu piipravy vzorku. Fluorescence samotnych bunék je prakticky
nefesitelny problém, protoze ani v ramci jednotlivych organismt nebyva homogenni. Nastésti
ale byva pomeérné slaba.
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Pti steady-state je jako nezadouci vjev vnimana fluorescence neobarveného vzorku. Piispiva
k ni jednak vnitfni fluorescence bakterii, ale také vlastnosti média a rozptyl svétla (ten sice
technicky vzato fluorescence neni, ale ovliviiuje tvar spektra). D4 se jednoduse zjistit zméfenim
spekter vzorku Cisté kultury. Takto ziskana spektra 1ze pak odecist od meéteni fluorescencné
znaCenych vzorki. Zde bude jev oznaCovan jako autofluorescence vzorku. Pii korekci je
pochopitelné nutné, aby bylo pracovano se vzorky o stejné koncentraci. Podrobnéji upravy
fluorescenc¢nich spekter popisuji napt. P. Lasch [59] nebo fady internetovych manuald.

Problémem je, ze celkova fluorescence neobarveného vzorku byva cCasto (a zcela legitimné)
oznacovana jako pozadi a vnitini fluorescence bunek jako autofluorescence. Rozhodl jsem se
proto alesponl pro potreby této prace jednotlivé pojmy pevné definovat, aby nedochézelo
k nedorozuméni.

2.7.4 Efekt vnitiniho filtru (IFE)

Zasadnim problémem pro praktické aplikace fluorescence je nelinearita intenzity fluorescence
jako funkce koncentrace vzorku, vyplyvajici z tzv. efektd vnitiniho filtru, rozptylu vzorku
a absorpce riznych komponent biologického vzorku.

Primarni efekt

Primarni efekt vnitiniho filtru je zpisoben pravé onou vnitini absorpci vzorku a ovliviiuje
podobu excita¢niho spektra. Vyssi absorbance totiz zpusobuje neuniformni osviceni celého
jeho objemu (intenzita excitacniho svétla klesa pii pruniku vzorkem) [60]. Korekce na tento jev
je potieba provadét u fady experimentu, u kterych se pozaduje vyssi koncentrace analytu, jez
je pric¢inou deformace fluorescencniho spektra a znemoziuje jeho vérohodnou interpretaci.
Obecné znamym problémem pii vysokych absorbancich jsou i rozdilné vysledky méfeni
stejnych vzorkt pro rizné pfistroje, které vychazi z rozdilnych konfiguraci monochromatort.
Proto bylo vyvinuto nékolik postupt pro korekci [61; 62].

Sekundarni efekt

Zatimco primarni efekt ovliviiuje spektrum excitacni, sekundarni efekt ovliviiuje podobu
spektra emisniho. Nastava v ptipadé€, kdy se excitacni a emisni spektrum fluoroforu (pfipadné
nékolika fluorofori) CasteCné piekryva, nebo v systémech, ve kterych dochazi k FRET.
V piipadé ¢aste¢ného prekryvu excitacniho a emisniho spektra dochazi ke snizeni transmitance
v nizsich vlnovych délkéach emise [63]. Cast fluorescenéniho svétla je tak absorbovana vice nez
zbytek a dochazi ke snizeni intenzity, Cervenému posunu spektra a obecné ztraté detailu
v modrych oblastech. Tento problém je fesen bud’ matematickou korekci nebo tzv. front-face
konfiguraci [64].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité materialy, chemikalie, pFistroje
3.1.1 Bakterie

Pro experiment byly pouzity dva kmeny bakterie Cupriavidus necator:

- H16 (dale jen Cn H16) z Ceské sbirky mikroorganismt Masarykovy univerzity v Brné
- PHB4 (dale jen Cn PHB4) ze sbirky Leibniz-Institut Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig

Suspenze byla pfed pouzitim vzdy naredéna roztokem PBS tak, aby odpovidala pfiblizné
optické hustote¢ ODeoo 0,3 az 0,5. S takovou koncentraci bylo pracovano ve vSech
experimentech.

Samotna kultivace bakterii nebyla pfedmétem této prace, vzorky bun€k byly pfipraveny
a poskytnuty prof. Stanislavem Obrucou z Ustavu chemie potravin a biotechnologii Fakulty
chemické VUT.

3.1.2 Chemikalie

destilovana voda - CAS: 7732-18-5 -

DMF Sigma-Aldrich CAS: 68-12-2 Lot # STBJ2718
toluen PENTA CAS: 108-88-3 ¢. Sarze 071003
arganovy olej Nature-Store - ¢. Sarze 4467807
laurdan Sigma-Aldrich CAS: 74515-25-6 Lot # BCCF8218
PBS tablety Sigma-Aldrich - -

3.1.3 Pristroje a software
Spektrofluorimetr FSS firmy Edinburgh

Jedna se o spektrofluorimetr ureny pro méfeni steady-state fluorescence. Obsahuje
zabudované polarizacni filtry a vyménny modul pro umisténi vzorku. Je vybaven
systémem Fluoracle® software.

Vsechny experimenty byly provadény s modulem SC-25 Temperature Controlled
Holder schopnym ménit a udrzovat teplotu vzorku. Modul je téz vybaven magnetickou
michackou. Pokud neni uvedeno jinak, byl vzdy temperovan na 20 °C.

Konfokalni fluorescen¢ni mikroskop MicroTime 200 firmy PicoQuant

Tento mikroskop je vybaveny dvéma detektory. Ke sledovani emise byly pouzity filtry
bandpass 440/40 nm a 520/35 nm (snimky pies né€ ziskané budou oznaceny jako modry,
respektive zeleny kanal). Pro excitaci byl pouzit laser o vinové délce 405 nm. Tyto
parametry byly v pribéhu vSech meéfeni neménné. Mikroskop je vybaven systémem
SymPhoTime 64.

Mikroskop také umoziuje méfeni ¢asove rozliSené fluorescence a ur€ovani anisotropie,
toho ale v této praci nebylo vyuzito.
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DalSi laboratorni vybaveni

UV lampa UV240 A. KRUSS Optronic GmbH
trepacka Vibramax 100 Heidolph Instruments
michacka MR Hei-Standard  Heidolph Instruments
analytické vahy  S-603 DENVER INSTRUMENT
centrifuga ROTOFIX 32 Hettich Instruments

3.2 Piiprava zasobnich roztoku

K barveni vzorka byly pouzivany dva zasobni roztoky laurdanu v dimethylformamidu a jeden
v acetonu. DMF byl jako hlavni rozpoustédlo zvolen proto, ze relativné dobte rozpousti laurdan
a je misitelny s vodou i1 neékterymi nepolarnimi rozpoustédly. Navic je oproti napf. acetonu
prakticky netékavy. Pro fedéni bunécnych suspenzi byl vyuzivan roztok fosfatového pufru.

Laurdan 0,01 M v DMF (dale DMF-2)

Pro pfipravu 0,01M roztoku bylo rozpusténo 100 mg laurdanu ve 28,3 ml DMF. Roztok
byl nejdfive skladovan v chladnicce, kde ale kvili vysoké koncentraci krystalizoval
a proto byl dale skladovan pfi pokojové teploté.

Laurdan 103> M v DMF (dile DMF-3)

Do 10 ml DMF bylo pfidano 1000 pl 0,01M roztoku DMF-2. Roztok byl skladovan
v chladnicce.

Laurdan 104 M v acetonu (dile AcO-4)

Nebyl piipraven pro tuto praci; jedna se o starsi, jiz diive pfipraveny zasobni roztok.
Byl skladovan v chladnicce.

Fosfatovy pufr pH 7,4 (dale jen PBS)
Jedna tableta PBS byla dle navodu rozpusténa v 200 ml destilované vody.
3.3 Cislovani vzorki

V této praci je vyuzivano velké mnozstvi vzorkd. VétSina z nich je diskutovana v této
1 nasledujici sekci, proto by mohlo dochazet k zaménam, kdyby se néktera cisla opakovala.
Rozhodl jsem se proto vzorky cislovat tak, aby kazdy mél své unikatni Cislo 1 napfic
jednotlivymi experimenty.
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3.4 Vybér vhodné koncentrace laurdanu pro barveni bakterii
Princip

Dulezitym krokem barveni bakterii je determinace potfebného mnozstvi barviva. Nedostate¢na
koncentrace muze vyustit v piili§ slabou fluorescenci a nespolehlivé vysledky. Prilis vysoké
mnozstvi s sebou ale nese rovnou nékolik problému. Jednak je spotiebovano velké mnozstvi
barviva (a hlavné rozpoustédla zasobniho roztoku), coz miize samo o sobé& ovlivnit vlastnosti
vzorku. Obzvlasté nékteré mikroorganismy mohou byt na vyss§i davky rozpoustédla citlivé.
Navic laurdan, byt nepfili§ hydrofilni, ve vySSich koncentracich mize ve vodé v urcitém
mnozstvi existovat a tvorit tézko oddélitelné pozadi.

V niz§ich koncentracich je fluorescence pozadi prakticky nulova diky lipofilnimu charakteru
sondy a zhaSecim vlastnostem vody, snizuje se ale také intenzita fluorescence samotnych
barvenych objekta.

Postup

Pro sledovani pronikani laurdanu do bunék bylo do suspenze Cn H16 (o objemu Vhie) piidano
vzdy ur€ité mnozstvi piislu§ného zasobniho roztoku laurdanu (Viar) pro dosazeni vysledné
koncentrace ciaur. Roztoky jsou blize popsany v Tabulce 1.

Tabulka 1 — sloZeni pripravenych vzorki

vzorek zdasobni Viaur Vuie Claur
roztok (ul) (ul) (mol/1)
1.1 DMF-2 50 4950 10
1.2 DME-2 5 4995 10°
1.3 AcO-4 500 4500 107
14 AcO-4 50 4950 10
1.5 AcO-4 5 4995 107

Po pfipraveni kazdého vzorku bylo na pfistroji Edinburgh FS5 neprodlené zméteno jeho emisni
spektrum. Parametry méfeni:

- Jex =380 nm

- Jem =400-650 nm

- §itka Stérbiny excitacni = 1 nm
- Sirka $térbiny emisni = 1 nm

- krok =1 nm

- doba prodlevy = 0,5 s

Kazdy vzorek byl dale méfen po 30 minutach a po 90 minutach. Mezi méfenimi byly vzorky
umistény na tfepacku.

Bylo téz zmétena autofluorescence vzorku (emisni spektrum neobarvené bunécné suspenze) pii
stejnych parametrech méfeni, aby mohla byt vyloucCena jeji interference s méfenym
fluorescen¢nim spektrem.

Vzorek 1.2 byl nésledné¢ vybran na zakladé analyzy emisnich spekter a pozorovan na
fluorescenénim mikroskopu.
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3.5 Kalibraéni kfivka pro uréovani GP fluorescenénim mikroskopem
Princip

GP je nejcasteji méfena na vinovych délkach 440 a 500 nm. Proto se snadno urcuje z emisniho
spektra pii steady-state méfeni, pouziti mikroskopu ale urovani GP komplikuje. Pouzivané
bandpass filtry odpovidaji pozadovanému rozsahu vétsinou pouze piiblizn€. Do vysledkl navic
pravdépodobné vstupuje 1 spektralni odezva detektord. VétSinou se proto GP urCuje pouze
pfiblizné dosazenim hodnot obdrzenych ze dvou barevnych kanalt. Zde ale bylo rozhodnuto
o vytvoreni kalibracni kiivky, ktera by kazdé zkreslené hodnoté ziskané mikroskopem pritfadila
hodnotu realnou.

Takovy postup je mozné spolehlive aplikovat jen pii méfeni homogenniho prostiedi. Proto byly
pro kalibraci pfipraveny vzorky smeési rozpoustédel o rizné polarité a jejich GP bylo ur¢eno pfi
steady-state spektroskopii i na fluorescen¢nim mikroskopu. Pfi budoucim pouzivani prepoctu
u snimkt bakterii pak budeme predpokladat, ze kazdy jeden pixel predstavuje priblizné
homogenni vzorek.

Postup

Byly namichéany vzorky o slozeni popsaném v Tabulce 2. Do nich bylo nasledné ptidano vzdy
50 ul zasobniho roztoku DMF-3.

Tabulka 2 — sloZeni pripravovanych vzorki

vzorek | Vomr (ul)  Vvoda (ul)  Violuen (pl)
2.1 2500 2500 0
2.2 4000 1000 0
23 4500 500 0
24 4750 250 0
25 4875 125 0
2.6 4000 0 1000
2.7 2500 0 2500
2.8 arganovy olej 4950 ul

Kazdy vzorek byl postupné prenesen do kyvety a na pfistroji Edinburgh FS5 bylo zméteno
jeho emisni spektrum. Parametry méfent:

- Jex =380 nm

- Jem =400-650 nm

- §itka stérbiny excitacni = 2 nm
- Sirka Stérbiny emisni = 2 nm

- krok =2 nm

- doba prodlevy = 0,5 s

Poté byla emise pro kazdy vzorek zmétena i pod fluorescenénim mikroskopem. Z néj byly pro
tento ucel prevzaty pouze celkové intenzity naméfené dvéma detektory, protoze distribuce
laurdanu je v roztoku homogenni.
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3.6 Zobrazovani GP fluorescenénim mikroskopem
Princip

Steady-state techniky uréovani vlastnosti bunék maji své limitace. Nejcastéjsim problémem je
zneCisténi média, které tak vykazuje neoCekavané (napf. i fluorescencni) vlastnosti, a také
absence indikatora fyziologického stavu bunék. Pii mikroskopii je mozné zkoumat kazdy
organismus zvlast a u kazdého zdroje fluorescence posoudit, jedna-li se o objekt z4jmu. Oproti
steady-state spektrofotometrii mikroskop také umoziuje zkoumat nerovnomérnost distribuce
barviva ve vzorku.

Postup

Byly pfipraveny dva vzorky Cn H16 a Cn PHB4 (kazdy v objemu 3 ml, obarven na koncentraci
2 - 10 M zasobnim roztokem DMF-3). Malé mnozstvi kazdého vzorku bylo agarozou fixovano
na sklicku a jeho emise byla pozorovana pod mikroskopem. Byla vytvorena série snimku,
z nichz nejreprezentativnéjsi byly ponechany.

3.7 Promyvani vzorki
Princip

U obarvenych vzorka se Casto provadi centrifugace a promyti fosfatovym pufrem. To vede
k odstranéni barviva nerozpusténého v buiikach a dalSich nechténych latek. Obarvené buiiky se
obvykle prenesou do fosfatového pufru, ktery je nepoSkozuje (na rozdil od destilované vody)
a zaroven nevykazuje vlastni fluorescencni vlastnosti (na rozdil od nékterych ptivodnich médit).
Tato praxe neni nezbytna u mikroskopickych méfeni, u kterych je pozadi viditeln€ oddeleno od
bunék, ale u steady-state fluorescence je prakticky zasadni pro jakakoliv presnéjsi mefeni.
Rizikem je ov§em mechanické poskozeni bunék pfi centrifugaci.

Postup

5 ml suspenze Cn H16 bylo obarveno ptridavkem 50 pl zasobniho roztoku DMF-2 na vyslednou
koncentraci 10* M. Koncentrace vys$§i nez pro bézna méfeni byla zvolena zamérnég, aby byl
patrny efekt odstranéni nechténych zdrojt fluorescence. Takto byly vytvoreny dva vzorky. Pro
spolehlivé proniknuti barviva do bunék byly ponechany 90 minut na tfepacce. Poté byl jeden
vzorek odstfedén 15 minut pii 4 000 RPM, supernatant slit a usazenina promyta a suspendovana
v 5 ml PBS. Druhy vzorek odstfedén ani promyt nebyl. Nasledné bylo zméfeno emisni spektrum
obou vzorkl (spolu s autofluorescenci neobarvené suspenze) na piistroji Edinburgh FS5 pfi
parametrech méfeni

- Jex =380 nm

- Jem =400-650 nm

- §itka stérbiny excitacni = 1 nm
- Sirka Stérbiny emisni = 1 nm

- krok =1 nm

- doba prodlevy = 0,5 s.

Vzorky byly nasledné zbézné prozkoumany pod fluorescen¢nim mikroskopem.
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3.8 Vliv teploty na fluiditu membran
Princip

Jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti prace, teplota ma zasadni vliv na fluiditu membrany,
kterou reflektuje (prostfednictvim polarity prostfedi) napt. sonda laurdan a jeji GP. Kfivka
zavislosti GP na teploté je klesajici s jasné zietelnym bodem tani zavisejicim na struktuie
a slozeni bunécné membrany.

Postup

Byly pfipraveny Ctyfi Sml vzorky suspenze bakterii (dva Cn H16 a dva Cn PHB4). Kazdy byl
obarven pfidavkem 100 pl roztoku DMF-3 na koncentraci 2 - 10> M. Viechny byly ponechany
90 minut na tfepacce. Poté byl vzdy jeden vzorek Crn H16 a jeden Cn PHB4 odstfedén 15 minut
pti 4 000 RPM, promyt a suspendovan v PBS. U vsech vzorka bylo zméfeno emisni spektrum
v zavislosti na teploté pii parametrech méteni

- Jex =380 nm

- Zem =400-650 nm

- §itka Stérbiny excitacni = 2 nm

- Sirka $térbiny emisni = 2 nm

- krok =2 nm

- doba prodlevy = 0,5 s

- rozsah teplot = 10-70 °C

- inkrement teploty = 10 °C

- doba prodlevy po ustaleni teploty =300 s

Bylo postupovano od niz§i teploty po nejvyssi, protoze teploty nad 50-60 °C byvaji pro
organismy fatalni. Po méfeni tak byly vzorky nepouzitelné.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE
4.1 Vybér vhodné koncentrace laurdanu pro barveni bakterii

Vysledna spektra (jiz po odecteni autofluorescence) jsou uvedena v piilohach (Obrdzek 16).
Kazdé spektrum bylo normalizovano vzhledem k maximu v ramci vzorku. Vysky jednotlivych
spekter v ramci jednoho vzorku jsou tak v pivodnim pomeéru, ale rizné vzorky ne.

Nejlepsich vysledki bylo dosazeno s koncentraci 10 M (vzorek 1.2 a 1.3) — méné& obarvené
vzorky (vzorek 1.4 a 1.5) vykazovaly vysoké mnozstvi Sumu a byly pfili§ ovlivnény
autofluorescenci.

Navic se u nich podobné jako u vzorku 1.1 vyrazné meénil tvar spektra v ¢ase. Modry posun
spektra v radu desitek minut od obarveni buiiky je zcela pochopitelny, protoze dochazi
k inkorporaci laurdanu do méné polarnich oblasti. Takto vyrazna zména intenzity je ale tézko
vysvétlitelnd a pravdépodobné ne pfilis zadouci.

Byly vybrany dva snimky vzorku 1.2 z fluorescenéniho mikroskopu, u kazdého je ukéazan
modry 1 zeleny kanal (viz Obrdzek 7).

zelena modra

Obrazek 7 — porovndni modrého a zeleného kanalu.

Ze snimku je patrné, ze v ramci bunék se intenzita 1 vinova délka emise méni. Fluorescence
pozadi je u obou snimkil velmi nevyrazna, lehce silngjsi je ale v zeleném kanalu. To je
predpokladané, protoze se zde laurdan vyskytuje v polarnéj§im prostredi. Po technické strance
jsou snimky v potradku, dochazi jen k mirnym pfepalim. Muzeme tedy piredpokladat
koncentraci barviva 10° M za relativné vyhovujici pro tento typ méfeni. Ve vétsing
nasledujicich méfeni byla koncentrace jesté mirné zvySenana 2 - 10 M.
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4.2 Kalibraéni kfivka pro uréovani GP fluorescenénim mikroskopem

Bylo ziskano osm emisnich spekter (viz Obrdzek 8). Na nich je jasné vidét rozdil tvaru spektra
pro rizné polarni vzorky (polarita stoupa od nepolarniho arganového oleje (vzorek 2.8) az ke
smési DMF s vodou (vzorek 2.1)).

Vzorek 2.7 (toluen s DMF) byl ale z dalsiho zpracovani vynechan, protoze dochazelo k pfili§
rychlému odpatovani toluenu. Pti mikroskopii je totiz vzorek del§i dobu vystaven okolnimu
prostfedi, ¢imz je umoznéno odpafovani tékavejsich latek a také pohlcovani vzdusné vlhkosti.
Dochéazelo tak k vyznamnému zvySeni polarity, které nemohlo byt postizeno pii steady-state
fluorescenci.
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Obrazek 8 — normalizovand emisni spektra vzorkii o stoupajici
polarité

Z kazdého spektra byla spocitana generalizovana polarizace pomoci Rovnice 3 (pro zmirnéni
dopadii Sumu byl dosazen vzdy prumér péti hodnot intenzit okolo pfislusné vinové délky).
Takto ziskané hodnoty byly oznafeny GPrea a pohybuji se v rozsahu -0,8 az 0,6, coz je
dostaCujici pro vétSinu dalSich nami provadénych méfeni. Extrémni hodnoty se nejCastéji
vyskytuji pouze ve formé Sumu na pozadi, ne v samotnych bakteriich nebo jinych zkoumanych
objektech. Generalizovana polarizace laurdanu v biologickych membranach obvykle
nepiesahuje hodnoty -0,6 a 0,8, tento rozsah je navic vyrazn€ mensi pfi zachovani laboratorni
teploty [65].

Hodnoty z fluorescenéniho mikroskopu (GPuikr) byly ziskany stejnym zptsobem, jen byla za
intenzitu pii 440 nm dosazena intenzita ziskana pres emisni filtr 440/40 a za intenzitu pfi
500 nm intenzita ziskana pfes emisni filtr 520/35 (tedy zeleny a modry kanal). Intenzity byly
dosazeny ve formé sumy vSech udalosti zachycenych piislusnym detektorem. Vzorek je totiz
mozné povazovat za homogenni a neni tfeba ho zpracovavat jako dvojrozmérny obrazek.
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Takto ziskané hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3 — vypocitané GP jednotlivych vzorkil

vzorek GPreal (-) G Prikr (-)
2.1 -0,81 -0,91
2.2 -0,56 -0,67
23 -0,32 -0,45
24 -0,09 -0,24
2.5 0,08 -0,08
2.6 0,39 0,21
2.8 0,58 0,36

Hodnoty byly vyneseny do grafu (Obrdzek 9) jako zéavislost GPreal na GPmikr a prolozeny
ptimkou. Jak je vidét, zavislost naméfenych hodnot je prakticky linearni. Rovnice ziskana
linearni regresi hodnot byla vyuzita pro prepocet GPmikr na GPreal vV nasledujici kapitole.
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Obrazek 9 — kalibracni kiivka zavislosti GPrea na GP ik

Je dulezité zminit, ze tato kalibra¢ni pfimka plati pouze pro konkrétni pfistroj s konkrétni sadou
filtr. Pro kazdé nastaveni experimentu je tfeba vytvofit novou. Pro vétSinu béznych aplikaci
navic neni tvorba kalibracni kfivky nutnosti, je tedy potieba posoudit jeji dulezitost v konkrétni
situaci.
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4.3 Zobrazovani GP fluorescenénim mikroskopem
4.3.1 Zpracovani hodnot, korekce

Z mikroskopu byly pro kazdé méfeni ziskany dva snimky (modry a zeleny kanal) ve formatu
datového souboru obsahujiciho dvojrozmérné pole intenzit. Z nich byla podle Rovnice 3
skriptem v MATLABu (viz Priloha ¢. 2) spocCitana GP, ktera byla nasledné korigovana podle
ziskané kalibracni zavislosti a vyexportovana jako obrazek.

Dale bylo vytvoreno i n€kolik snimkli samotné intenzity fluorescence pro srovnani distribuce
laurdanu v ramci dvou kment bakterie.
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Obrazek 10 — snimky zachycujici rozlozZeni GP v rdamci bakterii pred a po korekci. V dolni casti
kazdého obrdazku je uvedena redina Sirka zorného pole.

Jak je patrné z Obrazek 10, korekce zptisobila zménu umérnou kalibracni rovnici. Posun hodnot
je mirny, ale zdaleka ne zanedbatelny.

Dale ukazované korigované snimky jsou ovSem zobrazeny lehce odlisné. Jejich GP se totiz
kvali korekci pohybuje v oblasti od -0,8 do 1,2. Obrazek 10 vyuziva jednu spolecnou Skalu
(od -1 do 1) pro snazsi srovnani dvou vysledka, takze technicky vzato ¢ast korigovanych hodnot
neobsahuje (byt’ se jednad o extrémni hodnoty, které se vyskytuji jen v ramci Sumu pozadi).
V nasledujicich vyobrazenich bude ale pouzivana §kala od -0,8 do 1,2.

Rada studii uréuje GP jednoduse jako pomér intenzit ziskanych pies zeleny a modry filtr,
pti¢emz korekci neprovadi. Takto ziskané vysledky byvaji spiSe orientacni, ale mnohdy plné
dostaCujici pro pfislusné ucely. Korekce by mohla nachazet uplatnéni pii experimentech
spojujicich mikroskopii s dalsimi fluorescen¢nimi technikami, napt. steady-state fluorescenci
nebo prutokovou cytometrii.

V dalsich kapitolach jsou ukazovany jiz jen korigované snimky. Jakkoliv muze byt korekce
GP pro vétsinu experimentt nadbytecna, neni divod ji nepouzit, pokud se naskytne moznost.
Tato praxe také zvySuje piipadnou replikovatelnost vysledkti v odlisSnych laboratornich
podminkach.
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4.3.2 Snimky distribuce GP vzorku

Jak ukazuje Obrazek 11, rozlozeni GP se lisi 1 v ramci jednoho vzorku. Bakterie maji navic
tendenci vytvaret shluky, coz v nékterych ptripadech vede k pfili§ vysokym intenzitdm
fluorescence a tedy k prepalim.

Nepatrné vyssi variabilitu v rozloZzeni GP lze pozorovat u snimki Cn H16. Bakterie jsou ale
samy o sob& zna¢né€ malé a vyskytuji se ve shlucich, navic narazime i na limitace samotného
pristroje. VétSina pozorovanych detaili tak neumoziiuje jednoznacnou interpretaci. Urcité
morfologické znaky jako membrana Ize ale misty rozlisit u obou kment.

A B

Obrazek 11 — snimky zachycujici rozloZeni GP v ramci Cupriavidu necator H16 (A) a PHB4 (B).

Pod sebou jsou vidy dva snimky stejného kmenu. V dolni casti kazdého obrazku je uvedena redlnd

Sirka zorného pole.
Vice rozdili mezi dvéma kmeny lze pozorovat na snimcich zobrazujicich pouze intenzitu
fluorescence (ziskanou sumarizaci modrého a zeleného kanalu) bez vypoctu generalizované
polarizace (Obrdzek 12). Na nich 1ze pozorovat nezanedbatelné vice fluorescence ve vnitinich
oblastech Cn H16 oproti PHB 4. To muze naznacovat pfitomnost PHB granuli, ve kterych se
nepolarni laurdan ochotné rozpousti, nebo jinych intracelularnich utvara. Také to ale muze byt
zpusobeno pouhym prekryvem nékolika bakterii vedoucim k vyssi celkové emisi.
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Obrazek 12 — srovnani intenzit fluorescence vzorku (A) H16 a (B) PHB™4

4.3.3 Alternativni metoda korekce GP

Fluorescencni mikroskop sam disponuje softwarem SymPhoTime 64, ktery je schopen
vypocitat distribuci anisotropie ve vzorku podle vztahu

. flo — Igo 5)
(2—=3Ly)flo+ (1 — 3Lyl

Zde f, Ly a L» predstavuji (uzivatelem dosaditelné) empirické faktory a lo, resp. oo mohou také
predstavovat libovolnou hodnotu. Proto lze misto intenzit polarizovaného svétla dosadit
hodnoty z modrého a zeleného kanalu a faktory poté iteracné urcit tak, aby se r co nejvice blizila
hodnotam GP ze steady-state méfeni. Takto ziskana hodnota ma tu vyhodu, Ze s ni 1ze pracovat
ptimo ve firemnim software. Plné sice neodpovida realnym hodnotam, ale tyto odchylky jsou
prakticky zanedbatelné (v tomto pfipade fadove setiny procent).

Co se snimku tyce, tato metoda poskytuje vysledky prakticky identické s metodou predchozi,
jejich formalni srovnani proto neméa vyznam. S jeji pomoci byl ale vytvoren histogram ukazujici
srovnani zastoupeni GP na dvou snimcich riznych kment (Obrazek 13).

1.0 1

0.6 + mH16 mPHB-4

0.4 1

0.0 -
w0 d 7 2 7 da g o e oo 9 <
S $ © © 8 S 3 S o I oS I SIS —

GP (-)
Obrazek 13 — histogram zastoupeni hodnot GP u dvou snimkii
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Je ziejmé, ze se dva snimky nezanedbatelné 1i§i svym zastoupenim jednotlivych hodnot GP.
U Cn HI16 jsou hodnoty vySsi, coz by mohlo znacit rigidnéj§i membrany nebo pronikani
laurdanu do PHB granuli. Pfitomnost PHB granuli je pfitom naznaCovana i piedchozimi

snimky.

Také se ale maze jednat o vysledek Cist€ nahodny — porovnanim pouze dvou snimki nelze
vyvodit jednoznacné zaveéry. Pozorovani GP ani intenzity fluorescence tedy v nasem piipadé
nevede k nezpochybnitelnym poznatkiim o morfologii bunék.

To ovSem ani neni predmétem této prace, popisované metody jsou spiSe zkouSeny pro budouci
pouziti. Vzorek Ize obarvit a pozorovat dostate¢né spolehlive, aby byly patrné jednotlivé buriky.
Je mozné pozorovat rozdily mezi jednotlivymi jedinci 1 nekteré vyraznéjsi rysy v ramci jedné
buriky. To lze povazovat za pozitivni vysledek.

4.4 Promyvani vzorki

Srovnéani zméfeného emisniho spektra promytého a nepromytého vzorku ukazuje Obrazek 14.
Autofluorescence byla odectena pouze u nepromytého vzorku; u promyvaného to prakticky
neni mozne.

1.0 T

08 T H16 nepromyto
3 ——HI1

06 } 6 promyto

oz ]

0.4 1

0.2 ¥

00 +—m——m——F+—————— g
400 500 600 700

A (nm)

Obrazek 14 — srovndni emise promytého a nepromytého vzorku

Jak je patrné, promyti vzorku napomaha zuzit emisni spektrum, coz muize indikovat méné
necistot. Po zbézném prozkoumani vzorku pod fluorescenénim mikroskopem se v ném ale
vyskytovalo vétsi mnozstvi poskozenych bunek. Tento fakt by mohl byt problém pti zkoumani
metabolismu a morfologie bunék, ale pravdépodobné nebude piili§ komplikovat méfeni fluidity
membran v zavislosti na teploté.

V této praci tedy byly buiiky promyvany jen piilezitostné, protoze pii mikroskopii k promyvani
neni zasadni divod. Obdrzené vysledky lze povazovat za priblizny indikator toho, jaky vliv
muze promyvani na méfeni mit; prace se mu ale nevénuje do takové hloubky, aby bylo mozné
vyvodit jednoznacné zaveéry.

Jeden experiment, ve kterém se promyvani jevi jako vyhodny krok, popisuje nasledujici
kapitola.
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4.5 Vliv teploty na fluiditu membran

Z obdrzenych sad spekter byly vypocitany hodnoty GP podle Rovnice 3. Samotna spektra
nejsou pro piehlednost uvedena.

Jak ukazuje Obrdzek 15, s teplotou se ménil nejen tvar spektra, ale i intenzita fluorescence,
a to pomérné nezanedbatelnym zptisobem. Byly tedy vytvoreny dva grafy (jeden pro nepromyté
vzorky a druhy pro promyté), z nichz kazdy ukazuje zavislost GP i normalizované intenzity na
teploté pro oba kmeny bakterie.
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Obrazek 15 — grafy zavislosti GP a intenzity fluorescence na teploté pro
vzorky Cn H16 a PHB 4 nepromyté (A) a promyté (B)

Vyvoj intenzity se prakticky nelisi u promytého a nepromytého vzorku. Nejdiive s teplotou
mirné klesd (coz je chovani pozorovatelné napt. i pii zahtivani CTAB micel s laurdanem),
kolem 60 °C ale zaCne stoupat. Jednim moznym vysvétlenim je, ze dojde k rozpadu bungk,
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¢imz se roztok vycefi a umozni tak pruchod vétsiho mnozstvi svétla. Vycefeni je zfetelné i pri
vizualni inspekci vzorku po ukonceni méteni. U Cn H16 je ale vzestup mnohem vyrazngjsi. Je
tedy mozné, ze se rozpadem Cn H16 tvori specifické struktury, které umoziuji lep§i rozpustnost
laurdanu (naptiklad uvolnéni intracelularniho PHB).

Zmeéna GP neni zdaleka tak vyrazna, jak bylo ocekavano. U nepromytych vzorka je prakticky
bezvyznamna (az na rozpad bunek spojeny s nejvyssimi teplotami). Promyté vzorky ale jakysi
steady-state) promytych vzorki. Zména ov§em porad neodpovida ocCekavani, co se tyce tvaru
kiivky. Prudké snizeni GP u Cn PHB4 pii vysSich teplotdich navic nelze jednoduse
vysvétlit — mize znamenat napf. rozpad buné€k a tedy pronikani vice vody do prostiedi. Tomu
by lae naopak odporoval mirny narust intenzity fluorescence.

Obecné je tieba téma zmeén spojenych s teplotou a promyvanim bunék podrobnéji prozkoumat.
Soucasné vysledky nemaji pfili§ vysokou vypovidajici hodnotu, co se ty¢e chovani samotnych
organismu, ale prispivaji k utvoreni celkového obrazu fluorescencniho barveni bunék.
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5 ZAVER
Préace se zabyva moznostmi studia biologickych membran béznymi technikami fluorescencni

spektroskopie a mikroskopie. Konkrétné je zde vyuzivana membranova sonda laurdan pro
barveni bakterii Cupriavidus necator H16 a PHB 4.

Nejdiive byla uré¢ena vhodna koncentrace laurdanu pro barveni bakterii. Pro vétSinu aplikaci
je ziejmé nejvyhodnéjsi volit koncentraci 10 M a jeji niz§i nasobky. Tato hodnota bude zavisla
na koncentraci bunécné kultury a provadéném experimentu, je tak spiSe orientacni a zalezi na
uvazeni a potfebach jedince. Drobné variace v koncentraci barviva by nemély zpusobovat
problémy, pokud se nejedna o kvantitativni mefeni (které v této praci provadéno neni). Emisni
spektra barvenych vzorka se prestala ménit az po devadesati minutach od obarveni, toto Cislo
1ze tedy povazovat za pribliznou dobu potiebnou k inkorporaci laurdanu do bunék.

Autofluorescence vzorku nebyla podrobné zkoumana, proto v této praci ani neni explicitné
uvedena. Spektra autofluorescence byla vzdy jen odectena od emisnich spekter obarvenych
vzorku. Intenzita autofluorescence se obvykle pohybovala okolo desetiny fluorescence vzorku
obarveného. Také nebyl popsan vliv koncentrace samotné bunécné kultury. Byla zvolena
jedna fixni koncentrace, ktera se jevila jako nejuniverzalnéjsi, a s ni byla provedena vSechna
meéfeni.

Byly ovSem prozkoumany a popsany moznosti zobrazovani bakterii obarvenych laurdanem
pod fluorescenénim mikroskopem. Vznikly dvé metody korekce GP — jedna provadi korekci
pfimo, zatimco druha metoda vyuziva iterani upravu parametri vzorce anisotropie pro
aproximaci hodnot pfimo v software mikroskopu. Tyto dvé metody nebyly podrobné
srovnavany, ale vysledky jimi obdrzené se jevi jako prakticky shodné.

Korigovana data byla vyuzita k vytvoreni nékolika snimku, na kterych je mozno pozorovat
variace v GP v ramci buiky. Vysledky naznacuji nékteré rozdily v generalizované polarizaci
mezi Cn H16 a PHB4. Ta se jevi jako vyss$i u kmenu H16. Jeji rozlozeni je také méné
homogenni. Zarovei i intenzita fluorescence byla u Cn H16 pozorovana vyssi. Obé¢ tato zjisténi
mohou byt vysvétlena pritomnosti PHB granuli, které Cn PHB4 na rozdil od Cn H16
neprodukuje. Dal§im moznym vysvétlenim jsou ale i1 prosté prekryvy nekolika bunék ve
snimcich, nebo jiné ndhodné faktory. Bylo ziskano pfili§ malo dat, aby mohly byt vyvozeny
jednoznacné zavéry, navic jsou vysledky rozporovany steady-state méfenim GP piti sledovani
teplotnich zmén. Bylo by vhodné prozkoumat i zmény v GP bunék razného stafi a stavu.

V této praci bylo také zcela vynechano méreni anisotropie, ktera by mohla poskytovat
zajimavé vysledky pii srovnani s naméfenymi hodnotami GP, obzvlasté pak pfi studiu
teplotnich zmén.

Dale byl studovan vliv promyvani vzorku na dal§i meéfeni. Vysledky vypadaji
nameétené teplotni zavislosti vice odpovidaji oCekavani u promytych vzorkt. Je ale tfeba
podrobnéji prozkoumat vliv tohoto mechanického procesu na integritu bunék, naptiklad 1 pod
fluorescen¢nim mikroskopem.

Nejcastéjsim diivodem zmény membranového poradku (resp. fluidity), ktery GP reflektuje, je
zména teploty. Se stoupajici teplotou by se méla zvySovat rychlost pronikani vody mezi
lipidové konce membranovych fosfolipidia a zptisobovat tak spektralni zmény v emisi laurdanu.
V této praci nebyl pozorovan zasadni vliv teploty na tvar emisniho spektra. Urcité klesajici
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trendy lze pozorovat u promytych vzorkad, ale ani tyto zmény nejsou tak vyrazné, aby je bylo
mozno povazovat za uspéch.

Zajimavé chovani bylo pozorovano pfi teplotach presahujicich 50 °C, kde dochazi k prudkému
narastu intenzity fluorescence a zaroven zméné GP. NarUst intenzity lze vysvétlit snizenim
optické hustoty vzorku v dasledku rozkladu bakterii. GP se ale u Cn H16 a PHB4 méni riznym
smérem. Tento smér je konzistentni pro promyté i nepromyté vzorky, tudiz ho nelze povazovat
za nahodu. Jednim divodem by mohlo byt uvolnéni PHB granuli kmenu H16 do prostiedi, v
nichz by se pak mohl rozpoustét volny laurdan. To jsou ovSem cCisté spekulace a bude tfeba
provést dalsi vyzkum v této oblasti.

Obecné cilem prace nebylo popsat vlastnosti bunék, ale vyzkouSet metody k tomuto ucelu
pouzitelné. Byla vyzkouSena fada metod, které vSechny poskytuji pomérné konzistentni
vysledky, a mohou tak byt pouzity pro dalsi podrobnéjsi studium. V pfipadé nékterych postupt
(promyvani bungk) je tfeba dalSiho zkoumani.
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7 PRILOHY

Priloha ¢. 1: porovnani zmény emisnich spekter v ¢ase pro vzorky s riznou koncentraci barviva
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Obrazek 16 — porovndni zmény emisnich spekter v case pro vzorky s riiznou koncentraci barviva

48



Priloha ¢&. 2: MATLAB skript vyuzity k vypocitani, korekci a zobrazeni GP

hthresh=0.6; %threshold intenzity pro uUpravu Jjasu

bl
gr

readmatrix (strcat("channel blue.dat"))

; %import dat
readmatrix (strcat("channel green.dat"));

GP=(bl-gr)./ (bl+gr); S%vypocet GP
GP (isnan (GP))=0; %nahradi vsechny chyby (NaN) nulou
GP=1.08651*GP+0.17208; %korekcni rce

GPmin = -1.07177+0.16696;

GPmax = 1.07177+0.16696;

fitGP=-1+4+(2/ (GPmax—-GPmin) ) * (GP-GPmin) ;

$fitovani na interval <-1;1> (kvtli fci ind2rgb)

3fitGP je rovno plUvodnimu GP bez korekce, tento tadek je tak
redundantni, ale nazorny

intensity=gr+bl; %intenzita spocitana ze souctu events
intensity=intensity/max (intensity, [],'all'); %normalizace
intensity(intensity>hthresh)=hthresh; %aplikace thresholdu
intensity=(intensity/max (intensity, [], 'all')); %znovu normalizace

¢plot=subplot(l,1,1); %dva radky pro zobrazeni intenzity
%imshow (intensity, 'InitialMagnification', 200);

colormap (jet()); S%barevné schéma

GP_color = ind2rgb(round((fitGP+1)*128),jet()).*intensity; Sprtevod
GP na RGB mapu

plot=subplot(1l,1,1);

imshow (GP _color, 'InitialMagnification', 200); %zobrazenli GP

caxis ([GPmin GPmax]); %osa

colorbar; %barevna skala

exportgraphics (plot, strcat ("GP.png"), 'BackgroundColor', '"white');
%export obrazku

49



8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Vycet pouzitych zkratek, symbolt a veli¢in v pofadi podle mista vyskytu.

Zkratky

PHB polyhydroxybutanoat (resp. polyhydroxybutyrat)

PG fosfatidylglycerol

PE fosfatidylethanolamin

NADH nikotinamidadenindinukleotid

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

UV/VIS ultrafialové/viditelné spektrum

FRET Forstertiv rezonancni prenos energie

DPH 1,6-difenylhexatrien

TMA-DPH N,N,N-trimethyl-4-(6-fenyl-1,3,5-hexatrien-1-yI)
fenylamonium p-toluensulfonat

NBD 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl

ICT intramolekularni pfenos naboje

LE lokalné excitovany stav

TCSPC time-correlated sigle photon counting

IFE efekt vnitiniho filtru

Cn Cupriavidus necator

DMF dimethylformamid

PBS fosfatovy pufr (phosphate-buffered saline)

DMF-2, DMF-3, AcO-4 zasobni roztoky laurdanu (viz 3.2)

RPM
CTAB

Symboly, veli¢iny

otacek za minutu
cetrimonium bromid

GP generalizovana polarizace
ODeoo opticka hustota pii 600 nm

M mol/l (jednotka koncentrace)
Afex/em) (excita¢ni/emisni) vinova délka
I intenzita zafeni o vinové délce 4
oo intenzita polarizovaného svétla v dané roviné
IN normalizovana intenzita zafeni
r anisotropie

f, Li korek¢ni faktory anisotropie

Vv objem

c koncentrace
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