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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva studiem fluorescenéni anizotropie na modelovém systému fluorescencni
sondy a glycerolu. Fluorescencni latkou je v této praci pouzito ATTO 488 a jako modelové
prostiedi byly pouzity roztoky glycerolu o riiznych koncentracich k nasimulovani rtzné
viskoznich prostiedi. Méfeni bylo provadéno na fluorescencnim spektrofluorimetru a na
konfokalnim fluorescencnim mikroskopu. Byla pozorovédna linearn€ se zvySujici naméfena
hodnota anizotropie v zavislosti na jednotlivych viskozitach jak u hodnot naméfenych na
fluorimetru, tak se stejnym trendem zvySujici hodnot naméfenych na fluorescen¢nim
mikroskopu. Tyto hodnoty byly porovnany a byly stanoveny korekéni faktory. Diky Perrinové
rovnici bylo vypoctem ovétena spravnost méteni.

ABSTRACT

This Work concentrates on detection fluorescent anisotropy on a model system of fluorescent
probe and glycerol. In this thesis, the ATTO 488 was used as a fluorescent substance and
glycerol solutions of different concentrations were used to simulate different viscous
environments. A fluorescence spectrofluorometer and confocal fluorescence microscope were
used for the measurements. A linear encrease anisotropy with increasing viscosity of the
environment was observed on fluorometer. The same trend was detected on fluorescence
microscope. The values were compared and correlation factors were determined. The accuracy
of the measurement was verified by calculations using the Perrin’s equation.

KLICOVA SLOVA
anizotropie fluorescence, ATTO 488, fluorimetr, fluorescenéni konfokalni mikroskop,
Perrinova rovnice, FLIM

KEYWORDS
fluorescence anisotropy, ATTO 488, fluorimeter, fluorescence confoval microscope, Perrin
equation, FLIM
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1 UVOD

Hlavni zamétenim této prace bude méfeni anizotropie fluorescence na spektrofluorimetru a na
fluorescen¢nim konfokalnim mikroskopu. Anizotropie fluorescence je metodou, kterd je
vyuzitelna ve farmakologii, biochemii diky své citlivosti mlize nalézt uplatnéni naptiklad
Vv detekci drog nebo studiu bunéénych materidll, a tim byt ndpomocné k odhaleni bunécnych
pochodt. Jelikoz je hodnota anizotropie ovlivnénd geometrii pfistroje, tato prace se bude
pfistroje v porovnani s klasickym spektrofluorimetrem, jehoz naméfena data budou brana jako
vychozi pro korekci. Prace tedy bude vénovana korekci namétenych dat. Z tohoto diivodu bude
nutné provést Setfeni spravnosti méfeni na fluorimetru jako napiiklad prozkoumat vliv
integra¢niho ¢asu. A samotné ovéfeni spravnosti méteni. Cilem této prace je ziskat poznatky o
uvedenych meéfenich a ziskdni korekcnich faktorti s ohledem na jejich mozné uplatnéni v
dalsich vyzkumech.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fotoluminiscence

Jev, pii kterém dochazi vlivem absorpce zafeni o vhodné vinové délce k excitaci molekuly,
pfi¢emz nasleduje jeji de-excitace spojend s emisi sekundarniho zafeni v ultrafialové, viditelné
az blizké infraervené oblasti se nazyva fotoluminiscence.

Po ozéfeni molekuly vhodnym elektromagnetickym zéafenim z UV-VIS oblasti dochézi
k absorpci zareni. Molekula tak ptechazi do excitovaného stavu, do stavu s vyssi energii. Jeji
valen¢ni elektron pfechazi ze zékladni singletové hladiny do vyssiho singletového stavu, kde
jsou spiny elektronii antiparalelni. Stav, pfi kterém ptechazi elektron do stavu s vyssi energii,
kdy jsou elektrony orientovany paralelné, se nazyva tripletovy. U tripletového stavu se
molekula deexcituje riiznymi moznostmi. Z hlediska spektrofotometrie jsou pro nés zajimavé
ptechody zativé. Podle zplisobu deexcitace pfedem vyexcitované molekuly mizeme rozdélovat
fotoluminiscenci na fluorescenci, fosforescenci a zpozdénou fluorescenci.

Zarivy prechod nastava vzdy z nejnizsi vibra¢ni hladiny excitovaného stavu dle Kashova
pravidla. V pfipadg, je-li elektron vyexcitovan na vyssi vibra¢ni hladinu dochazi pied samotnou
emisi k vnitini konverzi nebo vibra¢ni relaxaci. Takovato zména je velmi rychld, jedna se
0 nezafivy d¢j. Vnitini relaxace je proces, pii kterém je energie excitovaného stavu prevedena
na vibracni energii, kterd je nasledné vyzarena ve formé tepla. O vnitini konverzi se jedna
Vv piipad¢, pokud elektron piechdzi mezi elektronovymi stavy se stejné orientovanym spinem,
ptechody z S» do S1 neboli pfechod mezi nejnizsi excitovanou hladinou na nejvyssi vibra¢ni
hladinu zakladni singletové hladiny. Pfi ptechodu elektronu zSi do Ti, mezisystémovy
prechod, elektron pfechdzi mezi stavy s opacnymi spiny, jednd se o zakdzany piechod.
U nezativého procesu se celkova energie na rozdil od zativych procesii neméni [1].

2.1.1 Fluorescence

Po absorpci svétla molekulou v zakladnim stavu nastava velmi rychly zativy piechod elektronu
z rovnovazné hladiny S1 do nekteré z vibra¢nich hladin zakladniho stavu So. Elektron piechazi
Tato zména probihd v kratkém casovém useku, fadove nanosekundach, jelikoZ u fluorescence
dochazi ke spinové povolenému piechodu. Spiny obou elektronti jsou antiparalelni.

K popisu energetickych pfechodd, jako je absorpce fotonu, fluorescence ¢i fosforescence,
slouzi Perrin-Jabtonskiho diagram, ktery je ilustrovan na Obrazku 1. Pfimymi Sipkami jsou
znazornény zativeé procesy, u niz dochazi ke zméné celkové energie systému. Nezativé procesy,
u kterych se celkové energie systému neméni, jsou znazornény prerusovanymi ¢arami. Tyto
procesy se realizuji mezi vibra¢né-rota¢nimi hladinami riznych elektronovych stavi.

V procesu absorpce 1 emise zafeni se UcCastni stejné prechody a podobné vibrac¢ni hladiny
stavii So a S1. Z tohoto dlivodu, jak miZzeme vidét na Obrazku 2, emisni spektrum casto
piipomina zrcadlovy obraz absorpéniho spektra [2].
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Obrazek 1: Perrin-Jablorskiho diagram [3].
2.1.1.1 Fluorescencni zdikony

Stokesiiv zdkon nam objasiiuje, pro¢ je emisni spektrum fluoroforu posunuto oproti spektru
absorpénimu. Rika, Ze vhodné vinovéa délka emise pfi luminiscenci je vétsi nebo takika stejna
oproti vinové délce excitaéniho svétla. Cast energie je spotifebovana na vnitini pfechody, emisni
spektrum je od absorp¢niho posunuto doprava, k vy$§im vinovym délkam (nizsi energii).
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Obrdazek 2: Stokesiiv posun a zrcadlovad symetrie absorpcniho a emisniho spektra (fluorescence) [1].

Druhym zakonem je Kashovo pravidlo. Je pfimo spojeno s prvnim Stokesovym zdkonem.
Podle tohoto zdkona pifed samotnou emisi fluorescencniho kvanta dochéazi k vibra¢nim
pirechodiim a vnitini konverzi, a to z toho divodu, aby k excitaci (fluorescenci) dochazelo
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Ttetim fluorescenénim zakonem je tzv. Vavilovo pravidlo. Podle n¢j jsou kvantovy vytézek
a doba trvani excitovaného stavu molekul v roztoku nezavislé na vinové délce budiciho zafeni.
Z toho vyplyva, ze emisni spektra jsou nezavisla na vinové délce excitace [3].

2.1.2 Fluorescen¢ni sondy

Latky pouzivané ve fluorescencni spektroskopii a fluorescenéni mikroskopii se nazyvaji
fluorescen¢ni sondy. V jejich chemické struktute se objevuje fluorofor, ten je zodpovédny za
absorpci energie vhodného elektromagnetického zateni dané vinové délky. Poté fluorofor
emituje piebytecné zateni pii vyssi vinové délce a dochazi k fluorescenci.

Fluorescen¢ni sondy mizeme délit do tii skupin. Vnitini sondy, které se pfirozené vyskytuji
v molekulach nékterych latek, fadime do prvni skupiny. Tyto latky vykazuji autofluorescenci
apatii mezi né fluoreskujici proteiny, flaviny, karotenoidy, aromatické aminokyseliny,
koenzymy NADH a NADPH, chitin, chlorofyl atd. Jsou vSak vyuzitelné pouze v malém okruhu
experimentt [4].

Dalsi skupinou sond jsou fyzikaln€ vazané fluorescen¢ni sondy. Malé organické molekuly,
které se do zkoumaného systému pridavaji nebo se v ném inkorporuji na zaklad¢ rozpustnosti
¢i elektrostatické interakce. Tyto molekuly poté vykazuji specifické fotofyzikalni chovani.

Posledni skupinou fluorescenénich sond jsou tzv. fluorescenéni znacky. Jedna se o molekuly
fluoroforti, které jsou kovalentné vazané na zkoumanou latku. Po navazani na sledovanou
molekulu jsme schopni ji diky fluorescen¢nim technikam zobrazit [5].

2.1.21 ATTO 488

ATTO 488 je hydrofilni fluorescencni latka, ktera se dobte rozpousti ve vodé. Strukturu vidime
na Obrazku 3. Jeji molekulova hmotnost je 981 g-mol™. Vodny roztok je Zlutozeleng zbarven.
Nejucinnéjsi absorpce je vrozmezi 480-515nm sabsorpénim maximem u 501 nm viz
Obrazek 4. Je to vhodna sonda pro mikroskopii s vysokym rozlisenim, charakteristicka je silna
absorpce a vysoky kvantovy vytézek. ATTO 488 je latka fotostabilni a dochdzi k potlaceni
tripletniho stavu.

An

I
H SO4H SO;H H

Obrazek 3: Strukturni vzorec ATTO 488 [6].

Diky velkému kvantovému vytéZku je tato sonda vhodna pro aplikaci také v pritokové
cytometrii nebo napiiklad fluorescenéni in situ hybrudizaci (FISH) [6].
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Obrazek 4: Normalizované absorpcni a fluorescencni spektrum fluorescencni sondy ATTO 488 ve

vodé pri koncentraci 1-10° [7].
2.2 Anizotropie fluorescence

Méfeni anizotropie fluorescence se da vyuzit jak pro zkoumani chemickych latek, tak
v oblastech biochemie, fyziky a v neposledni fadé v 1ékatskych vyzkumech. V této metod¢ je
klicovym faktorem provadéni kvantitativni analyzy interakce mezi fluorescenéné znacenymi
a fluorescencné neznacenymi molekulami. Zpiisob méfeni je zaloZen na principu fotoselektivni
excitace fluorofort polarizovanym svétlem.

Svétlo neboli elektromagneticka vina, je sloZzena ze dvou slozek: elektrické a magnetické.
Slozky jsou k sobé navzajem kolmé a nemaji vhodnou orientaci, ale pii linearn¢ polarizovaném
svétle kmita elektricka slozka v jedné roving, coZ je pro méfeni diileZité. Pokud je dany systém
fluoroforti excitovan linearné polarizovanym zafenim, molekula a jeji fluorofory orientované
ve stejné roving, jako elektricky vektor budiciho zéfeni, jsou excitovany piednostné, Vviz
Obrazek 5. Nastava tedy fotoselekce, jev popisujici pravdépodobnost absorpci fotond a jejich
naslednou excitaci.

Je-li tedy vzorek ozaten polarizovanym svétlem, nastava excitace pouze U molekul majicich
vhodnou orientaci vzhledem ke zdroji, budicimu paprsku. Orientace fluoroforti ve vzorku tedy
ovlivituje signal. Fluorofory depolarizuji, to znamend, Ze béhem své doby zivota podléha
molekula rotacnimu pohybu a emituje zéafeni, které se s absorbovanym zatenim neshoduje.
Tento jev je zavisly na viskozité prostredi, velikosti molekuly (rotacni difuzi) a vlastni rychlosti
molekuly. Z toho tedy plyne, Ze v prostiedi malé viskozity, kde fluoroforim nebrani nic
V pohybu, se bude hodnota anizotropie blizit k nule. Naopak u velké molekuly fluoroforu
v prostiedi velké viskozity bude naméfena hodnota nejvyssi [3].
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Obrazek 5: Fotoselekce, modra Sipka zobrazujici rovinu polarizovaného svétla, zelené zndzornén

prechodovy moment molekuly [3].
2.2.1 Vztahy pro vypocty a zavedené definice

Anizotropie fluorescence (1), jinymi slovy mira polarizace emise, zavisi na fotoselekci excitace
fluoroforti pfi prichodu polarizovaného svétla vzorkem, ktery je opticky izotropni [1].

U anizotropie zavadime pojmy fundamentalni a limitni anizotropie. Fundamentalni je
teoretickd hodnota, kterou dostavame v ptipadé, Ze se fluorofory nijak nepohybuji. Namétena
hodnota se pak oznacuje jako limitni anizotropie, nabyva mensich hodnot oproti teoretické pro
dany fluorofor. V praxi dochazi napt. k rotaci molekuly. Rota¢nimu pohybu molekuly mtiizeme
zabranit zménou viskozity prostfedi. ZvySenim dojde k navySeni naméfené anizotropie.

Fundamentalni anizotropie pii jedno—fotonové excitaci zdvisi pouze na uhlu B mezi
absorpénim a emisnim pfechodovym momentem molekuly fluoroforu. Maximalni hodnoty
ro = 0,4 nabyva pro = 0° a minimalni hodnoty ro = — 0,2 pro § = 90° [8].

2.2.1.1 Anizotropie fluorescence

Vztah pro vypocet anizotropie lze vyjadrit nasledujici rovnici:

III_IL

. @

I, +2-1,
kde pfi paralelni (kolmé) orientaci emisniho a excitacniho polarizatoru métime intenzitu emise
jako Ij; (vertikalni neboli emisni), respektive I, (horizontalni neboli excitaéni).
2.2.1.2 Perrinova rovnice

Perrinova rovnice bere v uvahu kulové Castice, které vykazuji symetrické, izotropni rotace.
Diky tomu ptedpoklada, ze casova zavislost fluoroforu méa exponencialni priabéh.

r T
—=1+—, 2
rt) o @
kde 7, je fundamentalni anizotropie, r (t) je steady-State anizotropie, ¢ je rotacni korelacni ¢as
: 1
(pootoceni molekuly o 1 radian ¢ = 5D ).
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Hodnota fundamentalni anizotropie se d4, pomoci Perrinovy rovnice, vyuzit k zjisténi naptiklad

rota¢niho difuzniho koeficientu:

KT
D =—,
YT 6.V 3
kde V je objem ¢astice, 7 je viskozita prostiedi, k je Boltzmannova konstanta a T je absolutni

teplota, pro kterou v ptipadé sférické castice plati Stokestv-Einsteintiv vztah.
2.3 Meéreni anizotropie fluorescence

Rozlisujeme dvé metody méfeni ¢asové rozliSenou a ustalenou anizotropii. Prvni z nich je
Casoveé—rozlisSené (time—resolved) anizotropie, pomoci které métime samotny pokles nebo
poklesy intenzit. Dodavame pulz, ktery je vétSinou krat$i nez doba dohasinani fluorescence
vzorku. Na zdklad¢ takto ziskané informace jsme schopni zjistit doby zivota dané molekuly a
fluoroforu.

U casoveé ustalené (Steady-state) anizotropie je vzorek ozafen kontinualnim paprskem
a soucasné se zaznamendva emisni spektrum. Vystupem takovéhoto méteni je stiedni hodnota
intenzity ¢i polarizace fluorescence [1].

2.3.1 Stacionarni fluorimetrie, ustalena anizotropie

Fluorimetrie vyuziva jevu fotoluminiscence, kdy je monochromatickym svétlem excitovana
fluoreskujici latka do vyssi energetické hladiny. Pfi navratu do zakladni hladiny je ¢ast svétla
vyzarena ve form¢ svétla a ¢ast ve formé fotonu. Energie emitovaného zafeni je tak zpravidla

nizsi nez energie excitacni.

EX p
polopropustné zrcadlo VZOREK
Y
— o —
'? |
ZDROJ .
) MONOCHROMATOR
DETEKTOR
EM -
DETEKTOR
— < T
r
MONOCHROMATOR "0

Obrazek 6: Schéma fluorimetru [9].

Emitované svétlo se snimd ve sméru kolmém na excitaéni paprsek, poté, co projde
monochromatorem se méti fotonasobi¢em. Schéma vidime na Obrazku 6. Vétsina fluorimetrii
pouziva, jako emisni a excitatni monochromatory, interferen¢ni filtry. Drazsi jsou vybaveny
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optickou mftizkou, da-li se plynule nastavit excitatni 1 emisni vlnovou délku, hovoiime
o0 spektrofluorimetrii.

Za pouziti polarizacnich filtri do excitatni a emisni Casti, jsme schopni zaznamenat
zpozdéni excitovaného elektronu pii jeho navratu do zékladniho stavu. Pokud je toto zpozdéni
zcela zanedbatelné, nebo jsou-li fluorescencni molekuly zcela nepohyblivé, zachovalo by si
emitované zafeni totoznou polarizaci jako zafeni excitacni. Jestlize se fluorescen¢ni molekula
voln¢ pohybuje a ma dostateCny ¢as pro pootoceni oproti rovin¢ polarizace, polarizace neni
zachovéana. Malé¢ molekuly maji zvySenou rotacni rychlost, diky polarizac¢ni fluorimetrii pak
muzeme zjiStovat velikost fluoreskujici molekuly. Toho se vyuziva naptiklad v imunochemii.
Timto zptisobem jsme schopni rozlisit malou volnou fluorescencné znacenou protilatku a velky
komplex s antigenem [10].

Bézné se méti ve dvou usporadanich. L-format, castéji pouzivany, méteni pouze na jednom
emisnim kanalu, slozky jsou detekovany postupné. Vzorek je excitovan rizné polarizovanym
zéfenim. Emise je sledovana monochromatorem, obvykle umisténym kolmo ke zdrojovému
paprsku. Druhym je tzv. T-format, ve kterém jsou kolmé a paralelni sloZky emise pozorovany
souCasné prostiednictvim samostatnych kandlti, coz vyzaduje jejich stejnou odezvu. Pfi
uspofadani na T-formétu se méteni provadi ve dvou krocich, nejdiive je polarizator nastaven
na vertikalni orientaci pro méfeni paralelni a kolmych signalii a poté je nastaven na horizontalni
orientaci. Zatim co excitacni polarizatory méni svou orientaci, emisni polarizadtory maji po
celou dobu méfeni orientaci stejnou [1].

§  Vertikilni excitace

v

§ Horizontalni excitace

¥

I
v HV

Obrazek T: Schéma usporadani pri méreni anizotropie fluorescence. Na levé strané — L-formadt,
napravo — T-format [1].

2.3.2 G-faktor a Magicky tihel

G-faktor a magicky thel hraji dulezitou roli pro spravné nastaveni otické casti pfistroje, jejich
neuvazenim v analyze by mohlo dojit k nespravné interpretaci vysledk.

G-faktor vyjadiuje pomér citlivosti pii detekci vertikalni a horizontalni polarizované emise.
Za jeho pomoci se da korigovat detek¢ni kanal pro kazdou vIinovou délku. Urci se pomoci
proméfeni excitace vzorku horizontalné polarizovanym svétlem, pii vSech pivodnich nastaveni
ptistroje jako jsou filtry, $térbiny a podobné.

Aby celkové meéteni intenzity fluorescence nebylo zavislé na stupni polarizace vzorku,
musime vhodné nastavit magicky thel. Pfi vertikdlnim excitaénim polarizatoru nastavujeme
emisni polarizator na magicky uhel 54,7° [1]. U¢innost pfenosu emisniho monochromatoru je
zavisla na polarizaci zafeni, pozorovany signal neni pfesné umeérny.
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2.3.3 Korekeni faktory Lia L2
Vliv pouzitého objektivu korigujeme korek¢nimi faktory L1 a L. Tyto faktory ovlivituji pouze
jmenovatel celé stanovené rovnice:

o 1,-G-1,
- @-3L) +(2-3L) G @

kde G je G-faktor, Iy a I, jsou intenzity horizontalni a vertikalni polarizace a L1 a L2 jsou
korekéni faktory [11].

2.4  Fluorescen¢ni mikroskop

V mnoha védnich oblastech jako chemie, biologie a fyzika je fluorescenéni mikroskopie
vyuzivanou metodou. Jelikoz se ¢asto pouziva ke sledovani bunénych systému je uzitecnym
nastrojem v oblastech mediciny. Je schopna zobrazovat vnitini ¢ast bun¢k s velkou ptesnosti.
Déle pak sledovat uspotfadani zobrazovanych objektu nebo 1 bunék, fungovani bunétnych
pochodt, oznacovat konkrétni ¢asti buiikky fluorescenénimi latkami a takto zvyraznéné ¢asti
pozorovat.

K méfeni jsou vyuzivany konfokalni mikroskopy, typické je vysoka rozliSovaci schopnost
detekce svétla z ohniskové vzdalenosti. Zaostieni zajiStuje bodova clonka tzv. konfokalni
Stérbina, kterd odfiltruje neostry signal. Velikost této Stérbiny rozhoduje o pronikani svétla
mimo ohnisko nebo ztraté uzitecného svétla. Intenzitu svétla pak sledujeme pomoci Airyho
kruht na mikroskopu, které odpovidaji Sifce konfokalni §térbiny [12].

2.4.1 Fluorescence life-time imaging (FLIM)

Metoda FLIM na zékladé¢ dob Zivota ve vzorku vytvari obraz pozorovaného objektu. Dané dobé
zivota fluoroforu vzdy odpovida jednotliva intenzita obrazu. Jak dlouho je molekula
V excitovaném stavu nam udava doba zivota. Je to tedy primérny cas, ktery molekula stravi
V excitovaném stavu, neZ nastane emise. Metodu ovliviluje druh vazby mezi molekulami
vzorku a okolni podminky, jako naptiklad mnozstvi kysliku a pH. Doba Zivota v§ak neni zavisla
na absorpci vzorku, fotovybé&lovani, koncentraci ani intenzité excitacniho zareni [13].

2.4.2 Fluorescenc¢ni anizotropni mikroskopie

Oznacovéna jako r-FLIM, je podobna metod¢ FLIM. UmozZiiuje pozorovat velmi malé ¢asti na
povrsich €1 uvniti systému. Vystupem je informace o kvantovém vytézku, dob¢ zivota, pohybu
a orientaci fluorofori ve vzorku. Obraz na rozdil od ptedeslé metody FLIM vytvaii podle
hodnot anizotropie odpovidajici méfenému vzorku. Vystupem je barevny obraz, kdy podle
nastaveni ptistroje barvy odpovidaji jednotlivym hodnotdm anizotropie v méfeném prostiedi.

Strukturni vlastnosti, viskozita, volna otacivost a tvar samotné molekuly fluoroforu se podili
na ovlivnéni anizotropie vzorku. Bude-li se jednat o fluorofory, které se budou volné pohybovat
ve vzorku a volné se otacet, bude anizotropie nizkd. Jednim z vyuZiti miiZze byt pozorovani
mobility a lokace fluoroforti. Nardst anizotropie nam poukazuje na navazani fluoroforu
(fluorescencni sondy) na objekty (Casti buniky), nebo proniknuti do vice visk6zniho prostiedi,
at’ uz v modelovych nebo zivych systémech [13].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Klaus Suhling a jeho kolektiv vyuzili méfeni ¢asové-rozlisené anizotropie na konfokalnim
fluorescen¢nim mikroskopu a za pomoci fluorescenéni sondy fluoresceinu demonstrovali
zmény viskozity v prostfedi zivych bunék [14].

Vinegoni Claudio a spol. za pouziti mikroskopie s fluorescencni anizotropii s vysokym
rozliSenim provadéli klinickd méfeni intracelularni distribuce 1é¢iva na mysSich modelech.
Neinvazivni méfeni ptisobnosti 1é¢iva a jeho distribuci v buikach a samotnych organech muiize
poskytnout kriticky pohled na molekularni farmakologii 1ékt s malou molekulou.

Méifeni fluorescencni anizotropie se bézné pouzivaji v screeningovych testech.
Fluorescen¢ni anizotropie je tedy vyhodnou metodou, jelikoz umoziuje kvantitativni méteni
bez separacniho kroku, tedy izolace léciva ze vzorku (zivych bunck). Za pouziti
dvoufotonového mikroskopu FV1000 (Olympus, Japonsko) pro in vitro i in vivo méteni cilové
koncentrace 1é¢iva. Zvlasté problematické pro pomalu se otacejici fluorofory s vysokou
anizotropii je indukce depolariza¢niho faktoru, ten je zavisly na numerické apertuie pouzitého
mikroskopu. Pozorovali naptiklad, ze u méfeni anizotropie roztoku tetramethylrhodaminu
Vv glycerolu dochézelo k poklesu namétenych hodnot o 32 %. Ve fluorescenénim zobrazovani
se nachazeni defekty. Mista, kde kvili pouzité optice dochazi ke sniZzeni hodnoty naméfené
anizotropie s tim, jak roste numericka apertura cile. U konfokalniho laserového skenovaciho
mikroskopu je pomoci galvo zrcadel sniman excita¢ni laserovy paprsek pies zadni ohniskovou
rovinu objektivu. Pohyby zrcadel se promitaly do rastrového skenovani pies zobrazeny vzorek.
V piipadé velkého zorného pole se v pohrani¢nich oblastech zakiivi pole, jelikoz se dostavame
do 0s mimo ohnisko. V pohrani¢nich oblastech zorného pole jsou diky tomu nezanedbatelné
rozdily. To bude mit za nasledek vznik artefaktli hranic obrazu se snizenymi hodnotami
fluorescence anizotropie na okrajich obrazu. K odstranéni téchto artefaktli zobrazovaci ptistup
spocival v ziskani snimkli v omezeném zorném poli. Pfi pouziti vodotésného objektivu (25 x,
1,05 NA, pracovni vzdalenost 2 mm; Olympus, model no. XLPLN25XWMP2) byly ziskany
obrazy fluorescencni anizotropie v zorném poli 150 pm - s minimalnimi artefakty fluorescencni
anizotropie [15].

Yingxiong Liu a Qiang Zhao pracovali na vyvoji jednoduché, citlivé a rychlé metody
detekce kokainu. Jejich metoda vyuZziva vyhody fluorescenéni anizotropie a aptameru, kokain
se vaze pomoci aptameroveé sondy s tetramethylrhodaminem (TMR) ozna¢enym na specifické
pozici. V ptipad¢, Ze se v analyzované sloZzce nachazi kokain dojde k vazbé na aptamer a tim
se zméni jeho struktura, coz vede ke zménam interakce mezi znacenym TMR a sousednimi
bazemi v aptamerové sekvenci. TakZe fluorescenéni anizotropie se méni s naristem kokainu.
Za optimalizovanych testovacich podminek tento aptamer zna¢eny TMR umoziioval piimou
detekci kokainu uz pii koncentraci 5 uM. Tato metoda také umoznila detekci kokainu
obohaceného ve zfedéném vzorku séra a moci.
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Obrazek 8: Reakce znaceného aptameru s kokainem [16].

Vazba kokainu na aptamer zna¢eny TMR zplsobuje zménu konformace (Obrazek 8)
a zménu intramolekularni interakce mezi TMR a bazemi aptameru, takze je dosazeno piimé
analyzy FA kokainu [16].

James A. Dix ve spolupraci s A.S. Verkman za pouziti fluorescen¢ni sondy (2,7-bis-
karboxyethyl-5 (a 6) -karboxy-fluorescein (BCECF) a indo-1) pomoci anizotropniho mapovani,
zkoumali buniky psich ledvin a Swiss 3T3 fibroblasti. K méteni pouZili pulsni svételny zdroj
a epifluorescen¢ni mikroskop. Zjistili, 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].

Komaromy-Hiller s kolektivem zkoumali vyvoj hodnot anizotropie fluorescence perylenu
v zavislosti na teploté a koncentraci neiontového tenzidu tritonu X-114 pted a po zakaleni
vzorkl. Méfeni provadé€li na standardnim fluorimetru. Namétené hodnoty anizotropie vyuzil
ke stanoveni micelarniho jadra. Maximum anizotropie bylo pozorovéano pii dosazeni kritické
micelarni koncentrace, bezprostfedné po jejim ptekrofeni se hodnoty anizotropie snizily, coz
bylo pfipisovano zvétSeni objemu micelarniho jadra. Hodnoty anizotropie se pod bodem zakalu
snizovaly 1 vlivem vzrlstajici teploty, coZ souvisi s vyraznéj§im rotaénim pohybem sond.
V bodé¢ zakalu zadné vyraznéjsi zmény nenastaly [18].

C. M. Futsaether a kolektiv pomoci fluorescen¢ni spektroskopie stanovovali intracelularni
pH v gram-pozitivni bakteriich Propionibacterium acnes. Fluorescen¢ni sonda BCECF_AM
(2',7'- bis(carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein) byla do bakterie vnaSena kvili lepsi
penetraci membranou. Pozorovali buiiky po ptidani gluko6zy, tento vliv neménil pH. Dalsi vlivy,
které méli pozorovatelnou zménu na pH jako acidifikace bunky za ptidani NH4Cl a alkalizace
pomoci NaHCO3. Zmény sledovali pomoci méfeni intenzity fluorescence fluorescencni sondy.
Intenzity fluorescence pii stanoveni byly 505 nm a 450 nm a vysledky méfeni byly
vyhodnoceny pomoci nuklearni magnetické rezonance s pouzitim 3P [19].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

ATTO 488 CAS: 923585-42-6
Sigma Aldrich s.r.o.
¢. Sarze: BCBV8900

Glycerol CAS: 56-81-5
Sigma Aldrich s.r.o. OH

¢istota: > 99,5 %
¢. Sarze: BCBK9967V

Perylen CAS: 198-55-0 O O
E S
¢. Sarze: 2059009 Q Q
Deionizovand voda Miliphore, Purelab: ELGA H.O
4.2 Pristroje

Fluorescencni spektrofotometr FS5 EDINBURGH INSTRUMENTS

Fluorescencni konfokdlni mikroskop  MicroTime 200, PicoQuant GmbH

Analytické vahy Denver Instrument, Mdl BC 100
Mikropipety Finnpipette, Eppendorf Research
Vibracni michadlo IKA MS2 Minishaker

4.3 Priprava vzorki a méreni
4.3.1 Priprava zasobniho roztoku fluorescen¢ni sondy

Pro méfeni anizotropie fluorescence byla zvolena sonda ATTO 488, kterd je rozpustna ve vode.
Pro vyslednou koncentraci fluorescenéni sondy ATTO 488 v zasobnim roztoku 1-10°* M bylo
navazeno potiebné mnoZzstvi pevné latky na analytickych vahach s presnosti na 4 desetinna
mista. Za pouZziti rozpoustédla byla latka kvantitativné pfevedena do odmérné baiiky a objem
byl doplnén po rysku.

4.3.2 Priprava vzorki pro méfeni

Pro méfeni anizotropie bylo zapotiebi vytvofit prostfedi s rliznymi hodnotami viskozit.
Z tohoto ditvodu byl pouzit glycerol, ten diky své znacné viskozit¢ omezuje sondu v rotaénim
pohybu, a tim umoZzni naméfit vyssi hodnoty anizotropie. Byla pfipravena koncentracni fada
roztoku glycerolu a do ni bylo pfidano vzdy stejné mnozstvi zdsobniho roztoku ATTO 488, tak
aby vysledn4 koncentrace byla 1-10° M. Takto piipravené vzorky byly méfeny na reometru,
fluorimetru a fluorescenénim mikroskopu. Celkem bylo ptipraveno 6 vzorkt (Tabulka 1).
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4.3.3 Meéreni viskozity

K vytvoteni vzorkl pro méteni byl pouzit glycerol ze zasobni lahve Cistoty > 99,5 %, jelikoz je
ale hygroskopickou latkou a snadno pouta vzduSnou vlhkost, hodnota viskozity nebyla shodna
s tabelovanymi hodnotami a bylo nutné stanovit redlnou viskozitu piipravenych roztok.

Byly naméfeny jednotlivé hodnoty viskozit pii 25 °C. Vzdy pro 10 ml stanovovaného vzorku.
Jednalo se o Newtonovské kapaliny, tedy pro né plati Perrinova rovnice.

4.3.4 Méreni na fluorimetru

Pro méfeni anizotropie fluorescence byl vyuzit fluorimetr FS5 — EDINBURGH
INSTRUMENTS. Pfi méfeni emisnich anizotropie byl nastaven excitatni a emisni
monochromator v 90°, Sitka Stérbiny byla nastavena na 2 nm, excitacni monochromator byl
nastaven na 467 nm, vysledny sken byl méfen v rozsahu od 490 nm do 550 nm. Ve spektru
byly zaznamenavany hodnoty intenzity fluorescence. Integracni ¢as byl zvolen 1 s, volba
integra¢niho ¢asu je odiivodnéna v kapitole 5.2.2.

4.3.5 Meérenina fluorescencnim mikroskopu

Jako excitaéni zdroj byl pouzity LDH-470 (H in MOU, V in LCU), byla nastavena frekvence
25MHz a rozliSeni 8 ps/kanal. M¢éfeni probihalo za pouziti ultraplanarniho super
apochromatického objektivu UPLANSAPO 60x WI (Olympus), dale bylo pouzito dichroické
zrcadlo 405/467rdc (Chroma), Bandpass filtr byl nastaven na 520/35 (Chroma) s vyuzitim
detektoru (Excelitas) SPCM-AQRH. Bylo méfeno pies polariza¢ni filtr Polarization cube
(Olympus).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Meéreni viskozity

Byly naméfeny viskozity pfipravenych vzorka a nasledné byla data vyhodnocena. Méfeni se
provadeélo pro 25 °C a v objemu 10 ml vzorku.
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Obrazek 9: Graf zavislost viskozity na smykové rychlosti vzorkii glycerolu a ATTO 488.

Byl ovéten fakt, Ze se jednalo o Newtonovské kapaliny, pti vy$Sich smykovych rychlostech

od 1 Hz byla hodnota viskozit konstantni. Diky tomu, jsme mohli vyhodnotit danou viskozitu

pro kazdy z ptipravenych vzorkl.. Pro Newtonovské kapaliny plati Perrinova rovnice, diky
které jsme schopni ovéfit spravnost méfeni anizotropie na fluorimetru.

Tabulka 1: Namérené hodnoty viskozit vzorkii glycerolu a ATTO 488.

Vzorek pribliZzna procenta viskozita smérodatna smérodatna
glycerolu [hm. %] [mPa-s] odchylka [mPa‘s] | odchylka [%6]

! 99 943,4 52,9 5.6

2 90 207,0 11,4 55

3 85 99,3 95 95

4 70 33,6 13 38

5 60 15,6 0,5 3,4

6 55 9.0 05 55
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5.2 Méreni anizotropie na fluorimetru

Do mémé cely piistroje byla umisténa kiemenna kyveta se vzorkem (1 az 6) a podle
kapitoly 4.3.4 byl fluorimetr nastaven a bylo spusténo méteni.

5.2.1 Spravnost méreni

Vzorky vykazovaly chovani Newtonovskych kapalin, mizeme si spravnost méieni ovéfit
na Perrinové rovnici.

¢ y=28 761 791,62x + 1,00
27 R*=0,94

0.5 r

]

0 1 1 1 1 1 1 1 1
0,0E+00 5,0E-08 10E-07 15E-07 2,0E07 2,5E-07 3,0E-07 3,5E-07 4,0E-07 4,5E-07

T/ [Pa!]

Obrdazek 10: Graf zavislosti poméru fundamentalni anisotropie ku namérené hodnoté anizotropie
Sfluorescencni sondy ATTO 488 v zavislosti na poméru doby Zivota k redalné viskozité. Teckované

vyznacena rovnice linedrni regrese.

Molarni plynova konstanta R 8,314 J K'* mol™, teplota T 293,15 K, doba Zivota excitovaného

stavu (dohasinani fluorescence) 7 naméfena na fluorescenénim mikroskopu, Na Avogadrovo
&islo 6,022-10° mol ™.
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Z podobnosti s rovnici smérnice z grafu na Obrazku 10:
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d=2-R=2-0,48=0,96nm
Vypoctend hodnota 0,96 nm odpovida redlné velikosti molekuly fluorescenéni sondy
ATTO 488. Timto byla ovétena spravnost méfeni.
Daéle byl ovéien ptedpoklad, ze se zvySujici se hodnotou viskozity daného vzorku se zvySuje
i hodnota namétené anisotropie limitné se blizici hodnoté fundamentalni anizotropie.
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Obrdazek 11: Graf zavislost anizotropie na viskozité vzorkii glycerolu a ATTO 488.
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Zelen¢ vyznacené body odpovidaji jednotlivym vzorkim, kdy nejméné viskozni vzorek
se vyznacuje hodnotami anizotropie blizici se k nule, nejviskozné€jsi vzorek se svou hodnotou
blizi hodnoté¢ fundamentilni anizotropie (vynesend Cervené). Fundamentilni anizotropie
derivatu fluoresceinu podle Valeura ro = (0,373 = 0,002) [3].

Po dosazeni do Perrinovy rovnice jsme schopni stanovit velikost molekuly (fluorescencni
sondy ATTO 488).

5.2.2 Vliv integracniho ¢asu

P#i méfeni na fluorimetru zadavame do piistroje integra¢ni ¢as. Dal$im cilem bylo zjistit, zda
ma tento parametr vliv na namétené hodnoty anizotropie. Proto byly jednotlivé vzorky, systém
glycerol s fluorescen¢ni sondou ATTO 488, proméieny se stejnym nastavenim piistroje
pii riznych integra¢nich €asech. Postupné byly prométeny casy 0,2; 0,5; 1; 5; 10; 20; 30 s.
M¢teni bylo provedeno pro nejkoncentrovangjsi (1. vzorek, 99%, s nejvyssi viskozitou)

vvvvvvvv

Tabulka 2: Namérené hodnoty anizotropie pro nejkoncentrovanéjsi (99%) a nejziedenéjsi (55%) vzorky
sondy ATTO 488 s riiznymi integracnimi casy.

megraicast | s | RS | e | g

0,2 0,0850 0,0061 0,3727 0,0090
0,5 0,0913 0,0061 0,3688 0,0050

1 0,0918 0,0039 0,3678 0,0042

5 0,0906 0,0042 0,3672 0,0030
10 0,0833 0,0037 0,3667 0,0024
20 0,0815 0,0036 0,3656 0,0010
30 0,0820 0,0041 0,3670 0,0027

Miuzeme vidét, Ze integracni ¢as mé pouze nepatrny vliv na naméfené hodnoty, proto byl
pro méfeni vybran integracni Cas takovy, u kterého byly nejptiznivéjsi hodnoty odchylek, tedy
co nejmensi. Zaroven byla zohlednéna délka méfeni. Idedlni hodnota integracniho €asu, pfi

které probihala méfeni, byla ur¢ena na 1 s.
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5.3 Stanoveni korekénich faktoru
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Obrazek 12: Graf zavislosti anizotropie na koncentraci vzorkit namérenych na fluorimetru (zelené)
a na fluorescencnim mikroskopu (oranzové). Zkorigované hodnoty anizotropie nameérené na mikroskopu

zZnazornény cervene.
Bylo zjisténo, Ze anizotropie naméiend na fluorimetru tak na fluorescencnim mikroskopu
vykazuje stejny trend. Hodnoty téméf linearné rostou.
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Po dosazeni hodnot naméfenych na mikroskopu z Tabulky 4 (intenzita signalu v kolmém
arovnobézném sméru a G-faktoru) a hodnot anizotropie naméfené na fluorimetru byly
za pomoci funkce fesitel z Microsoft Excel vypocteny korekéni faktory L1 a L2. Vysledky

uvedeny v Tabulce 3.

= LZIII + LlGIl
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Tabulka 3: Namérené hodnoty anizotropie na fluorimetru, mikroskopu, hodnoty po korekci

a vypoctené korekcni faktory L1 a Lo.

.
vzorek | hm. % ] . L2 L1
fluorimetr mikroskop hodnoty po
korekci

1 55 0,092 + 0,004 0,070 0,078

2 60 0,106 + 0,006 0,090 0,103

3 70 0,178 + 0,008 0,144 0,168 0 0,227

4 85 0,296 + 0,007 0,251 0,291

5 90 0,327 + 0,007 0,293 0,340

6 99 0,368 + 0,004 0,322 0,371

Naméiené hodnoty na fluorimetru jsou brany jako vychozi pro stanoveni korek¢nich faktori
hodnot namétfenych na fluorescenénim mikroskopu.

5.4 Meéreni na fluorescenénim mikroskopu

Fluorescen¢ni mikroskop byl nastaven a na sklicko byl nakdpnut vzorek. Byla zaznamenédna
hodnota anizotropie, hodnoty intenzity v rovnob&ézném a kolmém sméru spolec¢né s dobou
zivota excitované¢ho stavu (dohasinani fluorescence) a G-faktoru pro kazdy ze vzorki.
Vysledné hodnoty jsou zaznamenany v Tabulce 4.

Tabulka 4: Namérené hodnoty intenzit signdalu na mikroskopu v rovnobézném a kolmém sméru, doby

Zivota fluorescence a G-faktor.

vzorek [hm.%] i L T [ns] G
1 55 2091 222 1727184 3,54
2 60 1766471 1379 278 3,46
3 70 2139128 1439 527 3,31 1011
4 85 2 345 160 1188 675 3,27
5 90 1779909 802 832 3,34
6 99 1 919 006 801 218 3,35

5.4.1 Korekce namérenych hodnot

Vystupem méteni jsou histogramy cetnosti jednotlivych naméfenych hodnot anizotropie, kdy
na ose x je celé rozpéti moznych hodnot anizotropie tedy maximalni hodnotou je r=0,4
a minimalni hodnotou je r = — 0,2. Dal§im vystupem z méfeni na fluorescencnim mikroskopu
je graficky zndzornéna distribuce anizotropie ve vzorku. Jednotlivym hodnotdm anizotropie je
podle namétenych dat ptifazena barevna skala od minimalni hodnoty anizotropie znazornénou
modfe az k polim ¢ervené vyznacenym (pohybujici v blizkosti fundamentélni anizotropie).
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Obrazek 13: Distribuce anizotropie pred korekci vievo, po korekci vpravo pro vzorek 1 (55%
glycerolu s pouzitim sondy ATTO 488). Ve spodni casti histogram Cetnosti anizotropie namérené

(zZluté) a po korekci (Cervene).

V histogramu na Obrazku 13 je zluté znazornéna distribuce anizotropie rozmisténa kolem
naméfené hodnoty r = 0,070. Cervené pak vidime rozlozeni po korekci, korekci uréena hodnota
byla stanovena nar = 0,078. Dale je patrné, Ze je vzorek homogenni, nejsou zde viditelné zadné
vyrazné odchylky naméfenych hodnot. Ty by se ve vystupu projevily barevnymi zménami.
12.

Stejné tak tomu bylo i1 u dalSich vzorkt, jak hodnoty naméfené, tak hodnoty anizotropie po
korekci nalezneme v Tabulce 3.
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Obrazek 14: Distribuce anizotropie pred korekci vievo, po korekci vpravo pro vzorek 2 (60%
glycerolu s pouzitim sondy ATTO 488). Ve spodni édsti histogram Cetnosti anizotropie namérené (Zluté)

a po korekci (Cervené).
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Obrdazek 15: Distribuce anizotropie pied korekci vievo, po korekci vpravo pro vzorek 3 (70%

glycerolu s pouzitim sondy ATTO 488). Ve spodni casti histogram Cetnosti anizotropie namérené (Zluté)

a po korekci (Cervené).

28



m
S
=2
=3
[=]
i

oujos|uYy
lonosiuy

160

140

120

100

Cetnost [-]
E 2 2

(=]
=

0

pred korekci

® po korekci

-0.20

-0.14 -0,08 -0,02 0.04 0,10 0,16 022 028 035

<r> []

Obrdazek 16: Distribuce anizotropie pied korekci vievo, po korekci vpravo pro vzorek 4 (85%

glycerolu s pouzitim sondy ATTO 488). Ve spodni casti histogram Cetnosti anizotropie namérené (Zluté)

a po korekci (Cervené).

Zde na Obrazku 16 uz je zména po korekci zietelna. Oproti ptivodni naméfené distribuci na

obrazku vlevo je vidét jasny posun. Kdy pted korekci se pohybuji hodnoty kolem namétené
anizotropie r = 0,251 a po korekci r = 0,291.
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Obrdazek 17: Distribuce anizotropie pied korekci vievo, po korekci vpravo pro vzorek 5 (90%

glycerolu s pouzitim sondy ATTO 488). Ve spodni casti histogram Cetnosti anizotropie namérené (Zluté)

a po korekci (Cervené).
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Obrdazek 18: Distribuce anizotropie pied korekci vievo, po korekci vpravo pro vzorek 6 (99%
glycerolu s pouzitim sondy ATTO 488). Ve spodni casti histogram Cetnosti anizotropie namérené (Zluté)

a po korekci (Cervené).

Na vSech predeslych histogramech stejné tak, jako na Obrazku 12 miZeme pozorovat
vzristajici trend anizotropie, kde se dostdvame od vzorku 1 s nejnizsi viskozitou a nejnizsi
anizotropii po ose x v histogramech az témét k hodnoté fundamentalni (0,373 + 0,002)
anizotropie u posledniho vzorku (naméfena 0,371).
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6 ZAVER

Byla provedena literarni reSerSe na stanoveni fluorescen¢ni anizotropie pomoci fluorimetru
apomoci fluorescencniho mikroskopu. Jako modelové prostiedi byl zvolen systém
glycerol/voda s vybranou sondou ATTO 488. Ptipravené vzorky byly proméfeny na
fluorescencnim konfokalnim mikroskopu a na spektrofluorimetru.

Byly naméieny realné hodnoty viskozit pro piipravené vzorky. Bylo ovéreno chovani
anizotropie pii rdznych viskozitach vzorkd, kdy naméfené hodnoty anizotropie vzrustaly
spole¢né s ristem viskozity a limitné se blizily fundamentdlni anizotropii. Nejvyssi namétena
hodnota anizotropie naméfena na fluorimetru r = (0,368 = 0,004), se témét shoduje
s tabelovanou hodnotou fundamentalni anizotropie ro = (0,373 = 0,002), coz poukazuje na
spravnost méfent.

Pfi méfeni na fluorimetru byl provéfen vliv integraéniho casu. Naméfené hodnoty
anizotropie se se zmeénou integra¢niho ¢asu ménily minimalné, stejné tak jako odchylky, které
byly témé&f totozné. Bylo zjisténo, ze integracni ¢as nemél znacny vliv na namétené hodnoty.
Dale byla vypoctem ovéfena spravnost méfeni anizotropie, diky Perrinové rovnici jsem bylo
mozné zZ nam&fenych hodnot vypocitat primér molekuly ATTO 488. Tato hodnota byla
stanovena na 96 nm, coz piiblizné odpovida redlné hodnoté. Podle naméfenych hodnot na
fluorescen¢nim mikroskopu byly korigovany naméfené hodnoty na mikroskopu.

Na fluorescencnim mikroskopu byly zméteny fluorescencni anizotropie, doby zivota
fluorescence, hodnoty intenzit signdlu v rovnobézném a kolmém sméru. Primérna doba zivota
fluorescence byla stanovena na t = (3,38 + 0,09) ns. Mezi sebou se doby Zivota razantné
neménily, z ¢ehoz je moZné usuzovat, zZe viskozita systému neméla na tento parametr vliv.
Nakonec byly stanoveny korekéni faktory L1 = 0,227 a L, = 0. A byla provedena korekce
naméfenych hodnot anizotropie na mikroskopu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam symboli

Symbol Nazev veliciny

So zékladni energetickd hladina

S1 singletovy stav

T1 tripletovy stav

A vlnova délka

Da Dalton

g/mol gram na mol

§ uhel mezi absorpénim a emisnim piechodovym momentem molekuly
fluoroforu

ro fundamentalni anizotropie

r anizotropie

hm. % hmotnostni procenta

In intenzita signalu v rovnobézném sméru

I intenzita signalu v kolmém sméru
(0] rotacni korelacni cas

M molarni

k Boltzmannova konstanta
T doba Zivota fluorescence
T termodynamické teplota
K Kelvin

Dy rotacni difuzni koeficient
\/ objem

n viskozita

EM, EX emisni, excitaéni

L1, Lo korekéni faktory

G G-faktor

um mikrometr

uM mikromolarni

Pa paskal

R polomér molekuly
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8.2 Seznam zkratek

Zkratka
NADH
NADPH
FLIM
r-FLIM
NA
TMR
FA
BCECF
BCECF_AM
NH4CI
NaHCO3

Vyznam

nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
fluorescence life-time imaging

fluorescen¢ni anizotropni mikroskopie
Numericka apertura

tetramethylrhodamin

fluorescencni anizotropie
2,7-bis-karboxyethyl-5 (a 6) -karboxy-fluorescein
2',7'- bis(carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein
chlorid amonny

hydrogenuhli¢itan sodny
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