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Podstata metody

Podstatou dvourozmérné fluorescenéni spektroskopie (2-D FS) je méfeni intenzity
fluorescence v Sirokém rozmezi excitatnich a emisnich vinovych délek. Tato metoda
umoziuje stanoveni excita¢niho a emisniho maxima vice fluorofortt zaroven. Poloha
excitaéniho a emisniho maxima charakterizuje dany fluorofor, pfi¢emz intenzita fluores-
cence odpovida jeho koncentraci. Vzhledem k tomu, ze fluorofory nemohou vyzafit vetsi
energii nez pohlti, plati pro oblast fluorescence, Ze emisni vinova délka (A.,) je vEtSi nez
excitacni vinova délka (A.). Oblast fluorescence je ohrani¢ena diagonalou rozptyleného svét-
la, kdy Aem S€ rOVNA Ay, V Oblasti A 250 - 300 nm a Aey, 270 — 360 nm fluoreskuji aromatické
aminokyseliny, zejména tryptofan (obr. 1). Oblast A, 310 —460 nm a Ay, 380 — 530 nm je
charakteristickd pro vitaminy a kofaktory.
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Obr. 1. Excitaéni a emisni maxima ptirozenych fluoroforti.

Pomoci 2-D FS byla méfena hladina tryptofanu, na jejimz zakladé byl sledovan narast
biomasy u Saccharomyces cerevisiae (Marose et al. 1998). Hladina NAD(P)H se osvedci-
la jako nejlepsi kriterium pii sledovani mnozstvi biomasy mikrobialnich bunék Pseudo
monas sp. (Podrazky et al. 2003). Dale byla tato metoda pouzita pro sledovani fluores-
cencnich latek, at’ jiz jejich tvorby (napf. ergotovych alkaloidi u Claviceps purpurea)
nebo rychlosti jejich katabolismu (degradace fenantrenu u Sphingomonas yanoikuyae)
(Marose et al. 1998). 2-D FS je mozno vyuzit také k méfeni nejriznéjSich enzymovych
aktivit, pokud je k dispozici vhodny fluorogenni substrat.
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Stanoveni viability bunék
Moznosti stanoveni viability

Zivotnost bunék lze posuzovat podle fady kritérii. Mezi nejb&zngji pati stanoveni
intaktnosti membrany (vitadlnim barvenim trypanovu modii) nebo enzymové aktivity
(oxidoreduktasa - pomoci trifenyltetrazoliumchloridu nebo esterasa - pomoci diacetatu
fluoresceinu, FDA). Fluorescein, ktery vznika z FDA plisobenim esteras, patii k nejsilnéji
fluoreskujicim latkam. Obvyklé vyhodnocovani podilu zivych a mrtvych bunék pomoci
fluorescencniho mikroskopu je ovS§em velmi zdlouhavé a namahavé, navic je hodnoceni
zalozeno na principu ,,ano/ne“. Stanoveni hladiny fluoresceinu pomoci 2-D FS umoziuje
kvantifikaci esterasové aktivity. Protoze stanovena hodnota zavisi jak na metabolické akti-
vité bunék, tak na jejich mnoZzstvi, je pii stanoveni viability pomoci fluorescence fluoresce-
inu, jako jediného parametru, nezbytné udrzovat ve vSech vzorcich stejny pocet bunék.

Vlastni postup

Pfi méfeni viability pomoci 2-D FS byly volné buiky nebo alginatové castice s imo-
bilizovanymi bufikami odsaty, promyty vodou a inkubovany 10 minut ve vodném roztoku
FDA, fluorescence fluoresceinu obvykle nariistd 3 minuty a pak je stabilni asi 40 minut
(Vankova 2000). Zasobni roztok FDA v acetonu (0,5 % w/v) byl uchovavan zamrazeny
po malych davkach a bezprostfedné pred mefenim byl ziedén (1 : 1000) prislusSnym ob-
jemem vody. Fluorescencni spektra byla méfena bud’ v klasickém usporadani, kdy je
vzorek umistén v kiemenné kyveté a k méfeni je pouzit horizontalni paprsek, za pouziti
svétlovodnych vldken (vnitini primér 3 mm, LUMATECH Gmbh, Némecko) nebo
v ploché kyveté umisténé v tthlu 45 ° viici excitatnimu paprsku.

Experimentalni usporadani

V ptipad€ rostlinnych bunék dochézi v horizontalnim usporadani pfi pouziti hustsi
suspense ke stinéni (nad 2 x 10° bunék.ml™). Dalsi komplikaci jsou zmény fluorescence
zpusobené relativné rychlou sedimentaci bun¢k. Z diivodu minimalizace experimental-
nich chyb je nutné pouzivat niz§i koncentrace bun¢k a dodrzovat standardni postup (roz-
michat a ihned zméfit). Pouziti svétlovodnych vldken umoziuje odstranit negativni vliv
sedimentace (moznost vertikalniho uspofadani), ale zase dochazi ke znaénym ztratim
zatreni, bohuzel hlavné v oblasti 200 - 350 nm. Toto uspotfadani je mozné vyuzit pro me-
feni obsahu fluoresceinu (pfi vysoké esterasové aktivité bunék), ale nikoliv pii sledovani
prirozenych fluorofort. Jako optimalni uspofadani se ukézala plocha kyveta umisténa
v uhlu 45 ° vici excitacnimu paprsku. V piipad¢ bunck imobilizovanych v Iginatu staci
standardni 1 cm kyveta naplnéna jednou kompaktni vrstvou alginatovych kulicek.

Ovéreni pouzitelnosti 2-D FS pro stanoveni viability

2D-FS byla pouzita pro stanoveni viability buné¢k tabaku (BY-2) inkubovanych
v DMSO (0 — 10 % v/v) (Vankova et al. 2001). Velmi dobra korelace vysledk ziskanych
2-D FS a mikroskopickym stanovenim poctu zivych a mrtvych bunék po obarveni trypa-
novou modii prokdzala pouzitelnost 2-D FS pro méfeni viability bunék (obr. 2).
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Obr. 2. Srovnani stanoveni viability bunék tabaku pomoci fluorescence fluoresceinu a mikrosko-
pickym vyhodnocenim po barveni trypanovou modfi (podle Vankova et al. 2001).

Stanoveni mnozstvi bunék

Nartst biomasy pomoci 2-D FS mize byt sledovan bud’ prostfednictvim méfeni fluo-
rescence fluoresceinu nebo pfirozenych fluoroforti - proteini a NAD(P)H. Velmi dobra
korelace fluorescence fluoresceinu a cerstvé hmoty, resp. susiny, bunék byla ziskana pfi
meéfeni nartstu biomasy bunék BY-2 uvniti ¢astic alginatu pii pouziti ploché kyvety
(v oblasti nad 15 mg susiny/100 kuli¢ek). Cerstva hmota a susina bun&k byla stanovena
po rozpusténi alginatovych ¢astic v 0,5 M citratu. Nezbytnym predpokladem je konstantni
metabolicka aktivita bun¢k. Viabilita bun¢k BY-2 béhem kultivace byla sledovana barve-
nim trypanovou modii a pohybovala se v rozmezi +/- 5 %.

Dobré korelace mezi fluorescenci a ¢erstvou hmotou, resp. susinou, bun¢k tabaku byla
zjiSténa pii méfeni fluorescence tryptofanu, ale nikoliv u NAD(P)H, na rozdil od situace
u mikrobialnich bun€¢k Pseudomonas sp. U buné€k tabaku je hladina NAD(P)H tak nizka,
ze jeji zmeény lze jen obtizné detegovat.

Simultanni stanoveni naristu biomasy a metabolické aktivity

V tad€ experimentll mize dochazet soucasné ke zméné poctu bun€k a jejich metabo-
lické aktivity. V takovych ptipadech je nutné méfit fluorescenci fluoresceinu a tryptofanu
soucasn¢. Pribéh fluorescence tryptofanu poskytuje informace o mnozstvi biomasy a po-
rovnani pritbéhu fluorescence fluoresceinu a tryptofanu umoznuje vyhodnotit pfispévek
zvysSeného poctu bunék a urcit ¢ast fluorescence, ktera odpovida ptipadné zméné metabo-
lické aktivity. Timto zptisobem byl sledovan vliv koncentrace DMSO na rlist a metabo-
lickou aktivitu bunék tabaku imobilizovanych v pektatu (obr. 3). Zatimco v plném mediu
doslo po prodlouzené lag-fazi k nartistu mnozstvi bunék a jejich aktivity, 4 % DMSO byl
bunkami tolerovan a 6 % DMSO jiz mél letalni ucinky.

Zavér
Pomoci 2-D FS Ize souc¢asnym stanovenim hladiny tryptofanu a fluoresceinu sledovat

zmény viability bun€k a jejich mnozstvi, a to jak v suspensi, tak i v imobilizovanych bu-
kach (za ptedpokladu, ze pouzity nosi¢ je prihledny nebo alespon priisvitny).

252



BIOLOGICKE LISTY 68 (3): 253-261, 2003

800
[ ] Control, Trp
p-Control, FDA ]
:z 4 % DMSO, Trp 6000
600 7| 4 % DMSO, FDA

K 6 % DMSO, Trp
% DMSO, FDA — 1500

400
1000

200

<
ool

500

7T
%!

Intenzita fluorescence Trp [rel. jedn.]

X%

Intenzita fluorescence fluorescinu [rel. jedn.]

050703

Cas [dny]

Obr. 3. Fluorescence tryptofanu a fluresceinu v buitkdch BY-2 imobilizovanych v pektatu a inku-
bovanych v plném mediu nebo v mediu s ptidavkem DMSO (4 % nebo 6 %).
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Synteticky charakter a historie védniho oboru

Vyvojova biologie (developmental biology) je pomérné novym syntetickym oborem,
pokud se tyka tradice terminu a jeho zafazeni mezi ostatnimi biologickymi disciplinami.
Vyvojem mame na mysli ontogenesi neboli individualni vyvoj od splyvani gamet, pies
embryogenesu a dospivani, po starnuti az smrt jedince. Indivualni vyvoj se vymezuje od
vyvoje historického, ¢i evolu¢niho. Oba tyto distinktni typy vyvoje (pro které mame
v ¢estiné v podstaté jen tento jediny akceptovany termin) vSak spolu zékonité souviseji.
Reiteraci dynamického procesu ontogenese ajeho modifikaci v historickém casovém
makrorozméru muzeme dospét k pochopeni evoluéni biologie. Urcita, n€kdy i formalni
podobnost obou procesti vedla v minulosti k mnohym filosofisujicim tvaham, z nichz
nejzndméjsi jsou ,,rekapitulacni teze Ernsta Haeckela (1834-1919) a ,fylotypové™ zako-
ny Karl Ernsta von Baera (1792-1876). Jesté v nedavné dobé (zhruba do poloviny 20.
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