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ANOTACE

Tato prace se vénuje fluorescenci, biomolekulam a jejich znaceni. Fluorescence je popsana
v kontextu s luminiscenci. JSou zminény jeji typy a uveden rozdil mezi nimi. Dale jsou
diskutovany vnitini a vnéjsi luminofory — se zaméifenim na fluorofory a jejich vyskytem
a vyuzitim. V druhé ¢asti jsou popsany biomolekuly a jejich znaceni, podrobné se prace vénuje
nukleovym kyselindm a bilkovindm. Je popsdno imunoanalytické znaCeni biomolekul. Treti

Cast se vénuje fluorescen¢nim sondam a zna¢kam. Jsou uvedena jejich vyuziti a vlastnosti.

KLICOVA SLOVA

Fluorescence, biomolekula, znaceni, sonda, imunoanalytické metody

TITLE

Fluorescent Labeling Of Biomolecules

ANNOTATION

This work focuses on fluorescence, biomolecules, and their labeling. Fluorescence is described
in the context of luminescence, and the different types of fluorescence are mentioned, along
with their differences. Furthermore, internal and external luminophores are discussed, with
a focus on fluorophores and their occurrence and applications. The second part of the work
describes biomolecules and their labeling, with a detailed focus on nucleic acids and proteins.
The immunoanalytical labeling of biomolecules is described. The third part focuses
on fluorescent probes and tags, including their utilization and properties.

KEYWORDS

Fluorescence, biomolecule, labeling, probe, imunoanalytic methods
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UVOD

Tato prace se zabyva vyuzitim jevu fluorescence za t¢elem znaceni biomolekul.
Fluorescence je jednim z typt luminiscence. Luminiscence je jev, ktery se vyskytuje pfirozené
Vv piirod€. Prace popisuje vnitini a vnéjsi luminofory. Pro luminiscenci je charakteristické
vyzatovani svétla po vybuzeni elektroni urCitou formou energie. Luminiscence vyvolana
elektromagnetickym zafenim je fotofosforescence, ktera se podle trvani zafeni dale
kategorizuje — jednou z téchto kategorii je pravé fluorescence.

Vzhledem k tématu se prace zabyva nékterymi biomolekulami V relevantnim rozsahu.
Zminéna je struktura a funkce nukleovych kyselin a bilkovin — tyto dva typy biomolekul jsou
totiz prevazné diagnostikovany. Dalsi Cast prace se vénuje imunoanalytickym metodam
diagnostiky. Je popsan zac¢atek imunoanalytickych metod s radioaktivnimi znackami a nasledny
ptechod ke znaceni enzymy, nanoc¢asticemi a fluorescen¢nimu znaceni.

Fluorescen¢ni znaceni biomolekul se déli na zna¢eni sondami nebo znackami — podle
vzniklé vazby. Jako fluorescenéni sondy jsou popsany akridinova oranz, ethidium bromid
a 4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI). Fluorescen¢ni znacky popsané v této praci jsou
fluorescein-5-isothiokyanat (FITC) a tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat (TRITC),
dipyrromethenbordifluoridy (BODIPY) a cyaniny. Znacéeni biomolekul je uZzite¢né pro jejich
detekci, diagnostiku nebo 1é¢bu nékterych onemocnéni. Fluorescenéni znaceni ma oproti jinym
druhtim znaceni vyhody. Ma nedestruktivni povahu a vysokou citlivost, 1ze pouzit maly objem

fluorescenéniho materialu 0 nizké koncentraci.
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1. Luminiscence

Luminiscenci se rozumi emise svétla, kterd je zplisobena ndvratem excitovaného
elektronu do ptivodniho nizkoenergetického stavu. Toto zafeni piedstavuje vyzafovani fotond.
Vzhledem Kk tomu, Ze se jedna o piebytek zafeni nad rovnovaznym tepelnym vyzafovanim
télesa, se luminiscence oznacuje také jako studené svétlo. Vyzarované svétlo je vétSinou o vetsi
vlnové délce, nez je vinova délka budiciho svétla, coz popisuje tzv. Stokesuv zakon, a je
konecné. Elektron se nejcastéji do excitovaného stavu dostane pisobenim energie na latku
— vyjma energie tepelné [1].

Rozlisuje se luminiscence podle vzniku luminiscence v riznych latkach a podle typu
nebo vlastnosti energie, kterd luminiscenci vyvolala. Luminiscence se podle jejiho vzniku déli
na vnitini a vnéjsi, pfiéemz pfi vnitini luminiscenci Ize molekuly stanovit bez vyrazného zasahu
do systému, ktery sledujeme. Vnégj$i luminiscence je popisovana u systémil, ke kterym
pro analyzu musi byt pfiddno luminiscenéni barvivo, které se na molekuly navaze a vysledna
luminiscence je zavisla na koncentraci daného analytu [1]. Podrobné&jsi popis vnitinich
a vnéjsich luminofort se zamétenim na fluorofory nasleduje v navazujicich podkapitolach.

Druhé déleni je podle energie ptsobici na systém za vzniku luminiscence. RozliSujeme
tak nekolik druhtt luminiscence. Vznika-li svétlo pii chemickych reakcich, jde
0 chemiluminiscenci nebo bioluminiscenci, coz je schopnost organismt produkovat svétlo.
Radioluminiscence je vyvolana a-, f-, p-zafenim, rentgenové zafeni vyvola
rentgenoluminiscenci. Pokud vyvola luminiscenci elektrickd energie, jednd se
o elektroluminiscenci.  Pasobi-li na téleso elektromagnetické zafeni, jedna se
o fotofosforescenci. Fotofosforescence se dale déli na fluorescenci, fosforescenci a zpozdénou
fluorescenci. Lisi se od sebe dobou trvani sekundarniho zatfeni po odstaveni zdroje dodavajiciho
energii — primarniho zafeni. Fluorescence ma nejkrat$i Cas sekundarniho zafeni z vyse
uvedenych druht fotofosforescence [2].

Dalsi podkapitoly pojednavaji o vnitinich a vnéjSich luminoforech a dale uvadéji

fluorescenci v kontextu rtiznych druhti luminiscenci.
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1.1.1. Vnitfni luminofory

Vnitini luminofory jsou luminofory, které se v daném prostfedi vyskytuji pfirozen¢.
V piirodé jsou tyto luminofory relativné béznym jevem. Schopnost luminiscence je
pozorovatelna u riznych druhd hub, hmyzu, rostlin a u nékterych moiskych Zivo¢ichii nebo
rostlin [3, 4, 5] nebo u molekul v lidském téle [6, 7, 8, 9]. Na obrazku ¢. 1 jsou né&které
organismy zobrazeny.

K nejznaméjSim organickym latkam zptsobujicim bioluminiscenci patii luciferin.
Luciferin se nachazi v riznych organismech — napf. v korySich, rybach, meduzach, houbach,
planktonu a v télech svétlusek. Bioluminiscence ma vzdy své evolucni opodstatnéni (naptiklad
svétlusky svicenim davaji najevo, ze jsou piipravené k pafeni) [5]. Dokonce i v lidském téle
jsou pfitomny luminofory schopné wvnitini fluorescence, jsou to redukované formy
nikotinamidadenindinukleotid (NADH) a nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH)
a flavinadenindinukleotid (FAD+) [6], vitamin A [7], hemoglobin [8], myoglobin [9].

Obrazek 1 Organismy schopné luminiscence, zleva: pafeznik obecny (Panellus stipticus), svétluska

vétsi (Lampyris noctiluca), krystalova medtza (Aequorea victoria), prevzato z: [10], [11], [12].

Pfirodni tkazy luminiscence a jejich vyzkum inspiroval i mnohd praktickd vyuZziti
ve véd¢ (napt. luminiscencéni plankton se vyuziva pro studovéni proudéni ve svétovych
oceanech) [4].

Hlavni vyznam pro biologicky vyzkum je piipad meduz, kdy byla jejich schopnost
svétélkovat zkoumana a jejich gen pro tvorbu luminofora byl vyuzit k diagnostickym téelim.
Na zakladé dal§iho vyzkumu geni byly syntetizovany dal$i luminofory. Vyuziti pfirodné se
vyskytujicich luminofort bylo pouzito napt. v piipadé medazy Aequorea victoria. Ta je
schopna bioluminiscence zptsobené nezafivym pienosem energie. Luminiscence je umoznéna
proteinem aequorinem svétélkujicim modie. Pro ucely vyzkumu se aequorin pouziva jako
indikator vépenatych iontli. Tato meduza je také schopnd fluorescence diky zelenému

fluorescen¢nimu proteinu (GFP). Pokud jsou pouzity oba proteiny spolec¢né, dochazi ke zvyseni
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intenzity emisniho spektra a emisni maximum dosahuje vyssi vinové délky nez u samotného
GFP. Tyto proteiny se vyuzivaji pii diagnostice bunéénych struktur in vitro i in vivo [3].
1.1.2. Vnéjsi luminofory

Vnéjsi luminofory se v daném prostfedi pfirozené nevyskytuji. Ziskavaji se
ale z ptirodnich zdroju (svétlusky, medizy) nebo se syntetizuji. Vyuzivaji se vV zobrazovacich
metodach a piipadné k jinym Géelim [3, 5]. V béZném zivoté je mozné potkat napt. eskulin.
Tento fluorofor je pfirozen¢ obsazen v kiife jirovce mad’ala. Je to fluorofor, ktery se pouziva
Vv pracich prostfedcich k béleni. Eskulin po ozafeni UV svétlem fluoreskuje modre.

Vyuziti vSak vné&jSi luminofory nachdzeji i pfi vyzkumu. Znadmym piikladem
z poslednich let je screening nemoci za pouziti zeleného fluorescen¢niho proteinu z medaz
(Aequorea victoria) k boji proti AIDS. Ve vyzkumu se vlozil zeleny fluorescenéni protein
spole¢né s genem z makaka rhesus do neoplozenych vaji¢ek kocky pomoci in vitro fertilizace.
Gen z makaka rhesus byl pouzit, protoze blokuje virus koc¢i¢i imunodeficience. Po oplozeni
vajicka narozené kocky svitily zelené (viz obrazek ¢. 2), coz znacilo ptijeti genu makaka rhesus,

a tim potlaceni viru zpusobujiciho koc¢i¢i AIDS [13].

Obrazek 2 Priklad kocky, ktera po narozeni svitila zelené z diivodu vlozeni GFP do neoplozeného

vaji¢ka, pfevzato a upraveno z [13].

VétSina vyuziti luminoford ve védé je tvofena vné€j$imi luminofory — zejména

fluorofory, kterym se vénuje tato prace a nasledujici kapitoly.
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1.1. Fluorescence

Fluorescence je jednim ztypl luminiscence, kterou lze obecné popsat jako d&j
pfi kterém vznika svétlo. Fluorescence je chemicko-fyzikalni d&j urcitych latek, jejichz
elektrony jsou excitovany po ozafeni svétlem urcité vinové délky. Tento vyssi energeticky stav
je pro molekulu ,nepfirozeny* a proto se snazi navratit do klidového stavu s nizsi energii.
Pro navrat do nizkoenergetického stavu eXcitovany elektronu vyzaii piebyteCnou energii
ve formé svételného zareni o specifické vinové délce. Toto zareni lze detekovat a nazyva se
fluorescence [14]. Nekteré latky se diky této vlastnosti zacaly mimo jiné hojné vyuzivat
k detekci nebo vizualizaci struktur bunék nebo procest v nich. Vyhodou metod zalozenych
na barvivech s fluorescen¢ni slozkou je mimofadna citlivost a selektivita detekce. Nasleduje
detailni charakteristika tohoto d¢je.

Fluorescence je sekundarni zateni latky po ozafeni primarnim zafenim, kterym je zareni
elektromagnetické. Pfi absorpci elektromagnetického zatfeni se elektrony v molekulach diky
velké piijaté energii dostavaji do excitovaného stavu a méni se i jejich vibracni energie [15].

Nejprve se elektrony zastavi na energeticky nejvyssi mozné konfiguraci vybuzeného
stavu. Poté elektrony pifejdou na metastabilni vibra¢ni hladinu nezafivym piechodem.
Metastabilni hladin¢ odpovida spinové kvantové ¢islo Si. Postupné pak elektron piechazi pres
méné energeticky ndro¢né konfigurace zpét do piivodniho — nejméné energeticky naro¢né¢ho

stavu — vibra¢ni hladiny So, pfi¢emz vyzafuje sekundarni zafeni viz obrazek ¢. 3 [16].

absorpce fluorescence

—»
) A
F4—i— vibraéni relaxace
s, vnitfni konverze
y— W — .
£ « 3 .
" -, mezisystémova
w 1™, konverze
Q —
2 T
[«}]
Lﬁ absorpce fluorescence
L 4
k.
1= 10"s t=10%s 1= 10°-10%s

Obrazek 3 Diagram dle Jablonského, ptevzato z [17].
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Elektrony latky schopné fluoreskovat, miizou doséhnout riznych excitovanych stavi
nebo energetickych hladin. Zalezi na vinové délce primarniho zafeni, které absorbuji. Podle
zbarveni, tedy podle tvaru fluorescenéniho spektra svitivé latky lze kvalitativni analyzou zjistit,
jaka fluoreskujici latka je ve vzorku pfitomna. Podle intenzity zafeni kvantitativni analyzou
zjistujeme jeji mnozstvi [18]. Po odstaveni primarniho zafeni je pozorovatelny dosvit, ktery je
v piipadé fluorescence velmi kratky a trvda 108-10" sekund. Dosvit je doba, po kterou se
molekula nachazi v excitovaném stavu [15].

Nejcastéji se fluorescence objevuje u latek organickych. NejvyznamngjSimi latkami
na detekci jsou pro své intenzivni sekundarni zateni latky s aromatickym kruhem. Tyto latky
schopné fluorescence se nazyvaji fluorescencni barviva nebo fluorofory [15]. Prvnim zndmym
fluoroforem byl chinin a objev jeho fluorescence byl podnétem k sestaveni prvnich
spektrofluorometrti, které se objevily v 50. letech 20. stoleti. Dale se chinin zkoumal za druhé
svétové valky jako Iék proti malarii. Na zdkladé¢ téchto vyzkumi se vyvijely dalsi
spektroflourometry [19].

Fluorofory maji Siroké vyuziti. S nékterymi se Ize dokonce setkat v kazdodennim Zivoté
(naptiklad stopové mnozstvi fluoresceinu a rhodaminu je soucasti nemrznoucich smési).
Pro indikaci znecisténi zivotniho prostfedi ropou se vyuzivaji fluorofory polycyklickych
aromatickych vodikt — antracenu nebo perylenu. Dalsim ptikladem fluoroforu pouzivaném
v prumyslu je organicka sloucenina 1,4-bis(5-fenyloxazol-2-yl) benzen (POPOP). Akridinova
oranz je fluorofor, ktery nasel své vyuZiti jako barvivo v medicinské diagnostice. Kumariny
jsou ¢asto pouzivany jako fluorogenni sondy v enzymovych testech (pfikladem takového testu
je imunosorbentni test ELISA — enzyme-linked immuno sorbent assay). V téchto testech je
nejcastéji pouzivan umbelliferyl fosfat, ktery je nefluorescencni a chemickou upravou
transformovan na 7-hydroxykumarat (umbeliferuon), ktery se vyznaCuje Vysokou

fluorescenci [19].
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Vyznamné diive uvedené fluorofory jsou zobrazeny na obrazku ¢. 4. Barvy nazvia

jednotlivych molekul jsou na obrazku €. 4 ve stejné barvé, ve které molekuly fluoreskuji.
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Obrazek 4 Struktury typickych fluoreskujicich latek, pfevzato a upraveno z [19].

1.2. Excita¢ni a emisni spektra

Pti provadéni fluorescencni analyzy jsou rozliSovana dvé spektra — excitacni a emisni.
Kazda molekula ma svoje charakteristicka spektra. Excita¢ni spektrum vyjadiuje zavislost
intenzity fluorescence (méfené pii konstantni vinové délce) na vinové délce excitujiciho zateni.
V ramci excitacniho spektra jsou nékteré vinové délky ucinngjsi nez jiné. Tyto vinové délky,
nazyvané ,.excitatni maxima“, jsou nejucinngjsi pro danou latku a zpisobuji nejsilngjsi
fluorescenci [16, 20]. Rozsah vilnovych délek excitaéniho spektra fluoroforu odrazi rozsah
moznych excitovanych stavi, kterych muze fluorofor dosdhnout. Pro kazdy fluorofor tedy
existuje specifickd vlnovd délka — excitatni maximum, kterd nejucinngji vyvolava
fluorescenci [16].

Excitovand molekula fluoroforu vyzatuje svétlo s nizsi energii nez svétlo, které bylo
molekulou absorbovano. Proto se od sebe vzdy 1isi barevnym spektrem svétla, které fluorofor
pfi excitaci absorbuje a spektrem, které emituje [20].

Emisni spektrum je zavislosti intenzity fluorescence na vinové délce pii konstantni
vinové délce excitujiciho zareni. Pokud molekula vyzaii veskerou absorbovanou energii, ma
fluorescence stejnou vinovou délku jako absorbované zareni (tzv. rezonan¢ni fluorescence).

BéZné dochazi k ¢astecnému vycerpani absorbované energie béhem vibracni relaxace,
coZ je nezativy prechod, pfi kterém se molekula vraci do zakladniho vibra¢niho stavu a dochézi

ke ztraté vibracni energie. Emisni zafeni, které nasleduje, mé obvykle vyssi vinovou délku nez
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absorbované svétlo. Emisni spektrum molekuly Casto piedstavuje zrcadlovy obraz absorpéniho

spektra a miize byt excitovano zafenim o vinové délce uvniti absorpéniho pasma [16].

1.2.1. Stokesiiv a Anistokesiiv posun
Stokestiv posun popisuje rozdil mezi excitaéni a emisni vinovou délkou, kdy emisni
zafeni ma mensi energii a zaroven delsi vinou délku nez zateni excitacni.
Stokesiiv posun lze vyjadiit pomoci frekvence budicich fotoni va a frekvence

emitovanych fotont ve ve tvaru

kde h je Planckova konstanta (h = 6,626 070 15 - 1034 J-s).

hv, = hv,

Vztah je tedy také mozné zapsat nasledovné
E, = E,

Energie fotonli excita¢niho zéafeni je vétSi nebo rovna energii fotonli emitovaného

zatfeni. Rozdil energii je pfeménén na kinetickou energii ¢astic tvofici luminiscencni zareni.
hv,— hv, =E;
Stokestv posun tak popisuje zakon zachovani energie [1].

Jen v ojedinélych ptipadech misto Stokesova posunu dochazi k tzv. Antistokesové
posunu. V tomto ptipadé je vinova délka emisniho zateni krat$i nez délka zareni excitacniho.
Této jedinecné schopnosti je vyuzivano pro bioaplikace, protoze zdroj svétla o delsi vinové
délce, ktera je obvykle blizka infracervenému svétlu, ma vétsi prinik a umoziiuje delsi pracovni
vzdalenost pro aplikace in vivo. Tato specialni schopnost konverze vinové délky pochazi
z vyuziti dodané energie z tepla nebo jiného excita¢niho fotonu [21].

V typickém luminiscenénim procesu, tedy pii Stokesové posunu, luminiscencni
centrum absorbuje jeden excita¢ni foton s energii 4vi nebo s vinovou délkou A1 a piejde
do excitovaného stavu 1. Po rychlém nezatfivém relaxaénim procesu piejde do excitovaného
stavu 2 se ztratou ¢asti energie, pak nasleduje emisni piechod z excitovaného stavu 2 zpét
do zakladniho stavu. Pfi této fazi dojde k emisi fotonti s energii 4v2 nebo vinovou délkou 2.
Vzhledem k zakonu zachovani energie musi byt energie emitovaného fotonu mensi nez
excitovaného [21].

Rozdil mezi t€émito jevy je zndzornén na obrazku €. 5.
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Obréazek 5 Ilustracni obrazek Stokesova (vlevo) a Antistokesova posunu (vpravo), prevzato a upraveno

z [21].

1.3. Fluorescen¢ni rezonan¢ni transfer

Fluorescenc¢ni rezonanéni transfer nebo Forstertiv rezonanéni prenos energie (FRET) je
nesvitivy pfenos energie mezi dvojici molekul citlivych na svétlo [22]. Dvojici molekul je
excitovana molekula donorového fluoroforu v blizkosti akceptorové molekuly fluoroforu.
Vétsinou se pro zobrazovani zalozeném na FRET pouZzivaji bilkoviny a nanomaterialy schopné
fluorescence. Diky pouziti dvou riznych molekul fluorofort Ize pii jejich vybéru zajistit
vysokou specifi¢nost a citlivost [23].

Aby FRET fungoval, musi se pfekryvat emisni spektrum donoru s excitacnim spektrem
akceptoru [22]. Dale museji mit donor s akceptorem vhodnou orientaci sami k sobé, protoze
FRET nepfenasi energii prostiednictvim fotont, ale pomoci dip6l-dipolové interakce [24].
Dalsi podminkou je, ze donor-akceptorovy par musi byt ve vzdalenosti, kdy se molekuly
navzajem ovliviiji. Tato vzdalenost byva do 10 nm [22]. Podminky pro vznik FRET jsou

shrnuty v obrazku ¢. 6.
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Obrazek 6 Podminky vzniku FRET, pfevzato a upraveno z [24].

Na obrazku ¢. 6 je pismenem ,,A*“ oznaéen akceptor, pismenem ,,D* donor. ,,Ex*“a ,,Em*
oznacuji intenzitu excita¢niho a emisniho spektra v zavislosti na vinové délce. V grafu a je sedé
vyznacen prekryv emisniho spektra donoru a excitaéniho spektra akceptoru — vznika FRET.
V grafu b se tato spektra nepiekryvaji a FRET nemutze vzniknout. Graf g ukazuje moznost
vzniku FRET ti{ fluorofort, kde se z akceptoru 1 zaroveii stane donor pro akceptor 2. Seda
oblast je piekryvem spekter donoru a akceptoru 1 a svétle zelena oblast je piekryvem spekter
akceptoru 1 a akceptoru 2. V grafu h je ptipad vzniku FRET s jednim fluoroforem, kdy se
excitaéni spektrum prekryva s emisnim spektrem (Sedé oblast).

Dale je na obrazku ¢. 6 pod pismeny e a f zobrazena podminka vzajemné orientace
molekul donoru a akceptoru a pod pismeny C a d je zobrazena podminka vzdalenosti mezi

donorem a akceptorem.
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Vzdalenost donoru od akceptoru ovlivituje FRET — a tim intenzitu fluorescence. Této
vlastnosti se vyuziva pii detekci a kvantifikaci biomolekul. Biomolekula, na kterou se fluorofor
navaze, zméni vzdalenost od druhého fluoroforu, ¢imz se zméni ucinnost FRET. Biosenzory
zalozené na FRET jsou vyuzivany pii intramolekularnich interakcich. FRET umoznuje citlivé
sledovani biologickych procesi amolekul v redlném c¢ase pomoci detekce zmén
fluorescence [23].

Nevyhody pii vyuziti FRET jsou v tom, ze mohou poskytovat faleSnou pozitivitu.
K takovym pfipadim dochézi, pokud jsou molekuly ve zkoumaném prostfedi strukturou
ptibuzné fluoroform. Pak dochézi ke zkiizené reaktivité. Dale mGizou FRET negativné ovlivnit
interakce mezi molekulami (elektrostatické, hydrofobni, aj.). Dale aplikace FRET casto
vyZaduji svétlo o vysoké intenzité, které mize byt fototoxické pro zivé bunky a tkané [23].

FRET se tradi¢né vyhodnocuje pomoci mikroskopie, vV poslednich letech se do popiedi
dostava vyhodnoceni pratokovou cytometrii. Pritokova cytometrie se ve spojeni s FRET
vyuziva pii detekci protein-proteinovych interakci v zivych burnikach a ke zjisténi funkénosti
nebo farmakologické 1é¢by. Da se vyuzit na bufiky vysSich organismi i na prvoky, bakterie
aviry [24].

Konkrétné byla tato metoda vyuziti FRET naptiklad pouzita pro detekci aktivity
katepsinu B in vitro a in vivo. Donorem byly nanocastice s lanthanoidy. Tyto specialné
vyrobené cCastice dokazi ménit svétlo blizké infracervenému svétlu (NIR) na vicebarevné
ultrafialové (UV) svétlo. Akceptorem energie byl pentamethinovy cyanin (Cy5). Na povrch
donorovych nanocastic byl kovalentné navazan peptidovy substrat modifikovany Cy5
s katepsinem B. To vedlo k FRET donorovymi nanocasticemi (excitace: 980 nm; emise:
541/655 nm) a Cy5 (excitace: 645 nm) [25].
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2. Biomolekuly a jejich znaceni

Tato prace se vénuje znaceni biomolekul fluorescenénimi barvivy. Nasledujici kapitola
se proto detailnéji vénuje relevantnim biomolekuldm a jejich charakteristikdm. VSechny zivé
organismy se skladaji ze ¢tyf hlavnich organickych molekul — bilkovin, nukleovych kyselin,
sacharidu a lipida. Tyto molekuly — biomolekuly jsou stavebnimi kameny bunéénych struktur,
enzymu, hormonti a dalSich biologicky aktivnich latek. Biomolekuly plni fadu klicovych
funkci, jako je ukladani a ptenos energie, fizeni metabolismu, uchovani a pfenos genetické
informace, strukturalni podpora a regulace bunéénych procesu [26].

V biomolekulach se nejcastéji objevuji tyto prvky — vodik, kyslik, uhlik, dusik a sira.
Nékteré biomolekuly obsahuji jest¢ dalsi prvky, ale ty jsou zastoupeny jen v malych
koncentracich. Biomolekuly se od sebe 1isi nejen zastoupenim rtznych prvki, ale i velikosti
a funkci [27].

Nize jsou popsany biomolekuly, diky kterym jsou pfedavany signdly a informace
k dilezitym pochodim v lidském téle. Nasledujici kapitoly se detailnéji vénuji nukleovym
kyselinam a bilkovindm, protoze jsou pfevazné predmétem diagnostiky. Dale je popsano jejich

znaceni pro diagnostiku.

2.1. Nukleové kyseliny

V jadre kazdé buriky jsou uloZeny instrukce, které poskytuji veskeré informace potfebné
k ristu a zivotu organismu. Tyto instrukce maji podobu deoxyribonukleové kyseliny (DNA),
vniz je zakodovana genetickd informace. DNA se nachazi v jadie bunc¢k v komplexu
s proteiny. Tento komplex tvofi tzv. chromozom. Kazdy chromozom obsahuje fadu geni
a kazdy gen poskytuje informaci pro stavbu uréitého proteinu. V roce 1953 James Watson
a Francis Crick objevili dvousroubovicovou strukturu DNA [28]. Od té doby se biologie
posunula na molekularni uroven a pozornost dostala zejména replikace DNA. Nasledujici

kapitoly se proto vénuji struktufe a funkci nukleovych kyselin.

2.1.1. Struktura nukleovych kyselin
RNA a DNA jsou nukleovymi kyselinami skladajicimi se z vlakna nukleotidd navzajem
spojenych kovalentnimi vazbami. RNA je obvykle jednovlaknova sroubovice. DNA je ze dvou
polynukleotidovych fetézcu, které tvoti dvousroubovici, vétsinou pravoto¢ivou. RNA se dale
od DNA lisi pfitomnosti hydroxylové skupiny na kazdé molekule pentézy a misto nukleové
baze thyminu je pouzivan uracil [29, 30].
Jednotliva vlakna jsou slozena z nukleotidii. Tento pojem zahrnuje tfi jednotky: cukr

—ribdzu (u DNA deoxyribozu), fosfatovou skupinu a dusikatou bazi. V molekulach se dusikaté
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baze vyskytuji ve Ctyfech rtiznych formach. Tyto baze jsou rozdéleny na purinové (adenin,
guanin) a pyrimidinové (cytosin, uracil, thymin) [31]. Tato primarni struktura obou nukleovych
molekul je znazornéna na obrazku €. 7.

V nukleotidech zaujimé cukernd slozka centralni pozici. Z jedné strany ji obklopuje
fosfatova skupina a z druhé dusikatd baze. Vlakno nukleové kyseliny tvoii polymery se
stiidavou sekvenci cukrii a fosfatl,, které jsou propojeny kovalentnimi fosfodiesterovymi
vazbami. V pozici 1’ je na pentézu navazana dusikata baze, v pozici 3" i 5" je navazan zbytek
kyseliny fosfore¢né [28].

Dusikaté baze, které jsou navazany na pentdze, sméiuji dovniti Sroubovice. V piipadé
DNA se diky protilehlym antiparalelnim vlaknim (jedno vldkno sméfuje 5" — 3’, druhé
3" — 5') baze propojuji vodikovymi mistky na zédkladé¢ komplementarity bazi. Pfi parovani
thyminu (nebo uracilu v ptipadé¢ RNA) s adeninem vznikaji dvé vazby tvoiené vodikovymi
mustky. Mezi cytosinem a guaninem se vytvari tfi vodikové mistky. Diky vazbam vodikovymi
mustky mezi bazemi na zakladé¢ jejich komplementarity je vytvofena trojrozmérné struktura

DNA [33].

Primarni struktura DNA Primarni struktura RNA
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Obrazek 7 Primarni struktura nukleovych kyselin (DNA a RNA), pievzato z [34].

Sroubovice DNA je v jadru eukaryotické buiiky zhus§téna pomoci oktameru histond
(bazickych proteinti), které obmotava. Histonovy komplex sovinutou DNA tvofi

tzv. nukleozom, ktery je zapecetén histonem H1, aby nebylo mozné DNA od histond zase
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oddg¢lit. Dale je molekula DNA svinuta, az vytvoii solenoid, coz uz je chromatinové vlakno.
Takto je DNA ulozena v chromatidé [35].

2.1.2. Funkce nukleovych kyselin a DNA

Funkci nukleovych kyselin je uchovavat genetickou informaci. Geny ulozené¢ v DNA
poskytuji informaci pro stavbu bilkovin a tyto bilkoviny se podileji na vétsiné zivotné
dilezitych ukoli — od vystavby ruznych bunéénych struktur po pifeménu energie nebo
molekularni signalizaci aj. [28].

DNA se pred délenim buiky replikuje, a proto kazda bunka v organismu obsahuje
genetickou informaci. Kdyz jsou potieba Vv téle bilkoviny, pfislusné geny se prepisuji
do ribonukleové kyseliny (RNA). Tento proces se nazyva transkripce. RNA je nejprve
zpracovana tak, Ze jsou odstranény nekodujici ¢asti (introny) a zachovany kodujici ¢asti
(exony). Tento sestfih je oznaCovan jako splicing. Poté je RNA transportovana z jadra
a na zakladé kodu v RNA jsou vytvoreny bilkoviny (translace) [36].

Tento pohled na tok informaci od DNA k proteinu se v molekularni biologii oznacuje
jako ustfedni dogma molekularni biologie. Ustiedni dogma zajistuje udrzeni a expresi kazdého
genu [37] a jeho schéma je znazornéno na obrazku ¢. 8.

Transkripce
Tranzlace

mRBRNA ¢ " Protein

=

Reverzni
tranzkripee

Obréazek 8 Usttedni dogma molekularni biologie, vlastni zpracovani podle [32].

2.2. Bilkoviny

Bilkoviny jsou makromolekulami o vysoké relativni molekulové hmotnosti vyssi
nez 10 000 [38], jsou sloZené z vice nez sta nerozvétvenych fetézc L-aminokyselin, které jsou
navzajem spojeny peptidovymi vazbami. Polypeptidové fetézce se sestavuji v ribozomech
ze sekvencni predlohy RNA [39].

Pokud jsou bilkoviny slozeny jen z aminokyselin, pak to jsou tzv. jednoduché bilkoviny.
Nebo na aminokyselinach mohou byt navazany i neaminokyselinové struktury jakymi jsou

napf. sacharidy, lipidy, kovy, a takové bilkoviny se nazyvaji konjugované [38].
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2.2.1. Struktura bilkovin
Kazda bilkovina je jednoznacné identifikovana podle sekvence aminokyselin. Tato
sekvence je dana podle sekvence genu, z néhoz se bilkovina vyrabi. Bilkoviny jsou tvofeny
na zaklad¢ genetického koédu. Struktury bilkovin se rozd€luji do &étyf zakladnich urovni

— primarni, sekundarni, terciarni a kvartérni viz obrazek ¢. 9 [40].

-Ala - Gly - Trp- Ser - Asn - mw

Primarni struktura Sekundarni struktura

Terciarni struktura Kvartérni struktura

Obrazek 9 Strukturni uspofadani bilkovin, pfevzato a upraveno z [40].

Primarni struktura se vztahuje k pofadi jednotlivych aminokyselin v polypeptidovém
aminokyselin s vodikovymi mastky zajistujicimi stabilitu molekuly. Existuji dvé zakladni
formy sekundarni struktury — o-helix a f-skladany list. a-helix je oznaceni pro fetézec
aminokyselin stoceny do pravoto¢ivé sroubovice [32]. Sekundarni struktura a-helix je pfitomna
hlavné u bilkovin se stavebnimi a kontraktilnimi funkcemi [41].

Struktura fS-skladaného listu se vyznacuje rovnobézné a antiparalelné usporadanymi
fetézci [41]. S-skladany list se vyskytuje u amyloidi — bilkovinnych agregatd, které jsou
nedilnou soucasti bunéénych procest a zaroven nékteré z nich hraji roli pfi vzniku vyznamnych
lidskych neurodegenerativnich onemocnénich [42].

V terciarni struktufe jsou kromé vodikovych mustkl jeSté dal§i intramolekularni
vazebné interakce — van der Waalsovy sily a disulfidické mistky [41]. Bilkoviny s terciarni

strukturou mohou byt fibrilarni nebo globularni. U proteinti ze dvou a vice polypeptidovych
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fetézcl vznika kvartérni struktura, ktera vypovida o prostorovém usporadani molekuly [43].
Zde se uplatiuji extramolekularni vazebné interakce, které spojuji jednotlivé fetézce. Kvartérni

strukturu ma napt. hemoglobin [41].

2.2.2. Funkce bilkovin

Bez bilkovin by nedochazelo k zivotné dilezitym procesim. Bilkoviny jsou potiebné
k nejzakladnéjSim pochodim v jednotlivych bunikach i mezi nimi. Od vzniku, pfes samotny
vyvoj az po udrzeni zivého organismu, se vSe fidi spravnym fungovéanim a spravnou funkci
bilkovin. Napf. metabolické drahy, jakymi jsou syntéza mastnych kyselin a citratovy cyklus,
ob¢ jsou nezbytné pro téméf kazdy organismus a neobejdou se bez bilkovin — enzymt [39].

Existuji fady dalSich procesi, jako je naptiklad ptenos signdlu, coz zajist'uji hormony,
neuromodulatory a imunoglobuliny nebo regulace exprese, kde je vysoky stupeii specificnosti
aucinnosti bilkovin a jejich interakce jsou nepostradatelné pro spravnou biologickou
funkci [44].

Bilkoviny mohou pusobit jako specifické rozpoznavaci misto (protilatky, antigeny).
Diky slozeni krve (fibrinogen, fibrin, trombin, tkanovy faktor) zajist'uji ochranou funkei. Jiné
bilkoviny jsou soucasti svalové tkan¢ (myosin, aktin, tropomyosin). Dale maji bilkoviny
nékolik dalsich funkci, jakymi jsou stavebni a podptirné funkce, ty zajist'uji kolageny, elastiny,
keratiny. N¢které bilkoviny (hemoglobin, myoglobin, albumin) maji transportni funkci. Feritin,

kasein maji funkci skladovaci [45].

2.3. Imunologické znaceni biomolekul

Ke sledovani biomolekul (bilkovin, protilatek, peptidii a aminokyselin) je potieba
znaceni pomoci reportérii a senzord. Podle jejich druhu se rozliSuji typy znaceni. Vyuzivaji se
izotopové znacky u radioaktivnich metod, enzymové znacky u kolorimetrickych metod. Déle
se vyuZivaji elektrochemické senzory, fotochromni slouceniny a fluorescenéni znacky
a sondy [46]. Tato Cast prace se vénuje riznym druhiim imunologického znaceni biomolekul
a nasledujici kapitola je vénovana samotnému fluorescen¢nimu znaceni biomolekul.

Zakladem vsech imunologickych metod je specificka interakce antigenu s protilatkou
za vzniku imunokomplexu [47, 48]. Diky tomu lze bilkoviny — antigeny
a protilatky detekovat [49]. Imunoanalyza se déla za ucelem kvalitativniho i kvantitativniho
stanoveni [48].

Prvni imunoanalyzou byla radioimunoanalyza (RIA), kterd je zalozena
na radioaktivnim znaceni. Berson a Yalow ji vyvinuli k detekci endogenniho plazmatického

inzulinu a v roce 1977 byla za tento vyvoj udélena Yalowovi Nobelova cena za medicinu.
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Imunoanalytické metody Si ziskaly pozornost po celém svété. Diky své relativni jednoduchosti
a vysoké specifité reakce se pouzivaji dodnes. Béhem let doslo k n¢kolika modifikacim RIA.
Kvuli bezpeCnosti pii praci se radioaktivni latky zacaly postupné nahrazovat enzymy
(ELISA) [48] a fluorofory — fluorescen¢ni imunoanalyza (FIA) [48, 49, 50].

Imunoanalyza je provadéna u diagnostik nemoci, ve farmakologickém primyslu
a nachazi vyuziti i v dalSich oborech, kde lze provést reakci za vzniku imunokomplexu [48].

V nasledujicich podkapitolach jsou uvedeny blizsi informace o riznych metodach

znaceni biomolekul.

2.3.1. Radioaktivni znac¢eni biomolekul
Znaceni radioaktivnimi znackami bylo vyvinuto v 60. letech 20. stoleti. Po objevu
tohoto znaceni se zacalo velmi Casto vyuzivat vV imunoanalytickych metodach. Postupné se
od radioaktivnich latek v imunoanalyze zaCalo ustupovat, kvili jejich neblahému vlivu
na zdravi [48]. Radioaktivni latky se nyni ke znaceni biomolekul nepouzivaji jen pii RIA,
ale i pii jinych reakcich, které nejsou zalozeny na vzniku imunokomplexu. Radioaktivni znacky
se vyuzivaji v nuklearni mediciné k terapii [50, 51].

(1241, 1251, 131 Tzotopy se lisi délkou

K 1ékai'skému pouZziti je napt. n€kolik izotopt jodu
polocasu rozpadu a silou zéfeni. Radioizotopy jodu se pouzivaji jako radiofarmaka a zaroven
jako diagnostické prostiedky, protoze dokazou znacit biomolekuly [51].

Radioaktivni znaceni lze pouzit i nepiimo. Pi: kvantové tecky ze zlata, Zeleza
nebo organickych materiald, které jsou schopné vyvolat fluorescenci za danych okolnosti, jsou
pied zavedenim znaceny radioizotopy. Diky tomu Ize detekovat oba signaly — fluorescenci
i radioaktivni zéafeni. Toho se novéji vyuziva pro radioaktivni sledovani biodistribuce
nanocastic [50].

Pro samotnou scintigrafii se pouzivaji ®™Tc, %Cu a !In, ty jsou ale kvili jejich relativng
kratkému polocasu rozpadu, viz tabulka 1, oproti dlouhé clearance kvantovych te¢ek nevhodné.

Proto je pouzit 1?1, jehoZ polocas rozpadu je 59,4 dne. Jeho dlouhy polocas rozpadu je uZite¢ny

pro studium dlouhodobych biologickych procest [50].

Tabulka 1 Polocasy rozpadu jednotlivych radioizotopt [50].

Radioizotopy Polocas rozpadu
9mTe 6h

®Cu 12,7 h

Hln 2,83 dne

1251 59,4 dne
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Ve studii provedené Menghuan Tang et al, hodnotili distribuci kvantovych tecek
radiojodaci pomoci Bolton-Hunterova ¢inidla [90]. Pfi jodaci je totiz mozné vyuzit vodny
roztok jodu nebo Bolton-Hunterovo ¢inidlo (N-succinimidyl 3-(4-hydroxyfenyl)propionat),
které je u¢inngjsi v ptipadech, kdy na biomolekule nejsou tyrozinové zbytky [52]. Distribuce
radioaktivné znaCenych kvantovych tecek in vivo byla hodnocena pomoci fluorescenéniho

zobrazovani v NIR oblasti a jednofotonovou emisni vypocetni tomografii [50].

2.3.2. Znaceni enzymy

Imunoanalytickymi metodami zaloZzenymi na znac¢eni pomoci enzymu je ELISA, n¢kdy
oznacovana jako enzyme immunoassay (EIA) a chemiluminiscen¢ni analyza [53]. V piipadé
ELISA jsou témito enzymy kienova nebo sdjova peroxidaza [47,53] nebo alkalicka
fosfataza [48]. Enzym je kovalentni vazbou navazan na antigenu nebo protilatku [47] pomoci
glutaraldehydu [48]. V piipadé chemiluminiscence se pouziva luminol s peroxidem vodiku
jako oxidac¢ni ¢inidlo a kienova peroxidaza jako katalyzator [54].

Navazané enzymy katalyzuji pfeménu substratu na barevny produkt, ktery 1ze detekovat
spektrofotometricky nebo pomoci chemiluminiscen¢niho detektoru [47]. Vyhodami této
metody jsou vysokd specifita zajiSténa specifickou interakci antigenu s protilatkou,
jednoduchost provedeni, prakticnost a cenova dostupnost. Nevyhodou je komplikovana
ptiprava vhodnych protilatek [49].

2.3.1. Znaceni pomoci nanomateriali

Nanomateridly byly vyvinuty k pouziti v medicing, hlavné pro diagnostiku zaloZzenou
na imunoanalyze. Diky riznym fyzikdlnim a chemickym vlastnostem je tento obor velmi
Siroky. NejzndméjSimi nanomaterialy jsou koloidni zlato, stiibro, kvantové tecky a magnetické
nanocastice — napt. oxid Zelezity [55].

Magnetické Castice, zejména nanocastice, se diky svym fyzikdlnim a chemickym
vlastnostem vyuzivaji ke tvorbé rozpoznavacich a vazebnych mist v biomolekulach [56].
Vyuziva se k vyhledavani biomolekul, jakymi jsou napf. protilatky (¢asto monoklondlni), jiné
bilkoviny a peptidy na povrchu buriky [57] a toxint [58]. Znaceni pomoci magnetickych ¢astic
je relativné variabilni. Detekce jednotlivych druhli biomolekul se 1i8i v pracovnim postupu.
Cilové antigeny jsou spojeny s magnetickymi ¢asticemi diky afinité¢ [57]. Selektivita tohoto
typu znaceni je zajiSténa a ovlivnéna velikosti vazebného mista, povrchovou energii a ndbojem

¢astic. Dalsi roli pfi selektivité hraje hydrofobnost a hydrofilnost nanocastic [56].
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Diagnostika pomoci magnetickych ¢astic je citliva, a proto je vyuzivana v pokrocilych
klinickych metodach, kdy na detekci uz nesta¢i bézné imunoanalytické metody [59]. Detekce

probiha pomoci elektrobiochemickych senzort [58] nebo pomoci metody ELISA [57].
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3. Fluorescen¢ni znac¢eni biomolekul

Zakladni strukturou i funkéni jednotkou organismti je burika. Detekce nebo kvantifikace
bunck je velmi dulezitym prvkem medicinskych procest. Znaceni bunécénych struktur je
vyuzivano nejen pro diagnostické ucely [60], ale je dulezité i pro 1é€bu bakterialnich [61]
a virovych infekci [62]; uplatiiuje se také v teranostice — pii detekci a 1é¢b¢é nadort [61, 63].
Znaceni bunéfnych struktur se také uplatiiuje pro monitorovani terapeutickych ucinka
1é¢by [64] a obecné pii zkoumani riznych procest probihajicich v bunikach [63]. Nové se
pro tyto ucely pouzivaji molekularni fluorescen¢ni sondy, které jsou specifické,
jednoduché [61], ekonomicky Setrné a jednoduché napiipravu. Dal$imi vyhodami
molekularnich fluoroford je jejich neinvazivnost, vysoka specifi¢nost a maly pocet vedlejSich
ucinka [60].

Vzhledem k dulezitosti bezpecnosti, u¢innosti a kontroly v biomedicinskych aplikacich
je ideélni, kdyz jsou pouzivané biozobrazovaci systémy co nejjednodussi na piipravu.
Pro zajisténi bezpecnosti je pred zavedenim sondy do téla dilezité prozkoumat cytotoxicitu
fluorescen¢nich sond, aby bylo mozné pouzivat je v klinickych aplikacich. Konkrétné je
dulezité studovat chovani fluorescenc¢nich sond a znacCeni v lidském téle, vCéetné distribuce,
potencialni degradace, clearance a biokompatibility in vivo, aby byla zajisténa jejich Gi¢innost.
Z ekonomického 1 praktického hlediska je klicové, aby byly sondy a znac¢eni reprodukovatelné
a snadno skalovatelné [64].

Znaceni biomolekul se obvykle provadi pomoci reaktivniho derivatu fluoroforu, ktery
se vaze na funkéni skupinu v cilové biomolekule [65]. Fluorofory jsou navrzeny tak, aby se
mohly kovalentné nebo nekovalentné vazat na biomolekuly. Vzdy je tedy Cast molekuly
fluoroforu reaktivni, aby se mohla vazat s funkéni skupinou molekuly. V nejcastéjSich
piipadech se fluorofor v biomolekulach vaze s aminokyselinami. Nejpouzivanéj$i metodou
zaloZenou na tomto principu je tzv. aminové znaceni. Pti této metod€ vznika kovalentni vazba
mezi fluoroforem a biomolekulou. Reakce probiha bud’ acylaci nebo alkylaci na vazbach C-H
nebo N-H za vzniku stabilni amidové nebo aminové vazby. VétSina reakcei, které jsou zalozeny
na tomto principu, je velmi rychla a probihaji pii pH v rozmezi 7-8. Na obrazku ¢. 10 v ¢asti A)
je naznaCena reakce mezi  aminoskupinou  biomolekuly a  NHS-esterovou
(N-hydroxysukcinimidovo-esterovou) casti, coz je reaktivni skupina molekuly fluoroforu.
Biomolekula je na obrazku oznacena zelené s fetézcem R’, fluorofor modfe s fetézcem R. Dale
je na obrazku ¢. 10 v ¢asti B) naznaCena reakce mezi reaktivni hydroxylovou skupinou

biomolekuly s izokyanatem fluoroforu. Vznikly produkt neni stabilni ve vodném prostredi
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a hydrolyzuje. Proto lze tyto reakce s pozitivnim vysledkem provadét jen v prostiedi

organickych rozpoustédel. Tato reakce se oznacuje jako hydroxylové znaceni [65].

A) o) o]
a
RU—NH, + — ..
M M
o~ H
D -
cilova reakdivni hlavni
skupina skupina produkt
B) o
3 M
RY—oH + %G - H.“-\. )K /@
@l =g o N
H
cilova rezktivni hlavmni
skupina shupina produkt

Obrazek 10 A) aminové znaceni; B) hydroxylové znaceni; pfevzato a upraveno z [65].

Protoze bilkoviny se skladaji z jednotlivych aminokyselin, jsou vyse uvedené reakce
nespecifické. Proto se tyto reakce vétSinou pouzivaji ke znaceni proteint a jinych biomolekul
s aminovymi skupinami mimo zivy systém [65].

Dal$imi moznostmi, jak znacit biomolekuly, je napf. znaceni enzymy a jinymi
organickymi latkami, nukleovymi kyselinami a anorganickymi latkami. Pti ur¢itych aplikacich
mohou dosahovat zminéné druhy znaceni vysokou specifitu. Tyto metody 1ze pouzit ke znaceni
nejen in vitro, ale i in vivo [65].

Mezi molekulou fluoroforu a biomolekulou mohou vzniknout kovalentni nebo
nekovalentni vazby. Nekovalentni interakce mezi molekulami mohou byt hydrofobni, iontové,
elektrostatické a vodikové. Nevyhodou nekovalentni vazby je mensi stabilita vazby
nez U kovalentni vazby. Vyhodou nekovalentni vazby je to, Ze reakce probihaji rychleji
a ve fyziologickém rozmezi pH. Dale je také vyhoda Vv tom, Ze pfi navazani sondy nedochazi
k velkému ovliviiovani funkéni aktivity molekuly [66, 67].

Pii navazani vznika mezi fluoroforem a biomolekulou vazba. Podle typu vazby
fluoroforu navazaného na biomolekulu se fluorescenéni znaceni déli na sondy a znacky [68],

kterym se vénuji nasledujici kapitoly.
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3.1. Fluorescen¢ni sondy

Fluorescencni sondy se nejCastéji pouzivaji ke studiu zmén konformace bilkovin,
tloustky membran, membranového potencialu, vizualizaci DNA ve forenznich aplikacich.
Vazba, ktera vznika pii pouziti fluorescenéni sondy, je nekovalentni [68]. Dale jsou
fluorescenéni sondy pouzivany pro tcely fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). FISH je
cytogeneticka metoda, diky niz lze obarvit ¢asti chromozomu k jejich identifikaci a vizualizaci.
Pro tyto Gcely se pouziva napi: akridinova oranz [67], ethidium bromid [43, 67], DAPI. DAPI
je jedna z nejznaméjsich a nejpouzivanéjSich fluorescencnich sond pro vizualizaci veskeré
jaderné DNA [68]. Uvedenym sondam se vice vénuji nasledujici podkapitoly a tabulka 2

shrnuje jejich vlastnosti.

Tabulka 2 Zakladni informace o vybranych fluorescen¢nich sondach.

Fluorescen¢ni Excitacni Emisni ] Oznacuje

) ) Barva emise
sonda maximum [nm] maximum [nm] struktury
Akridinova oranz 490 520 zelena DNA, RNA
Ethidium bromid 480 610 oranzova DNA, RNA
DAPI 340 453-461 modra DNA, RNA

3.1.1. Akridinova oranz

Emisni maxima akridinové oranZe jsou pii vinové délce 525 nm za vzniku zelené barvy
vyzateného svétla a pii vinové délce 650 nm, kdy vznika svétlo Cervené barvy [69].

Akridinova oranz se pouZiva pro kovalentni zna¢eni RNA nebo DNA. Déle Ize metodu
pouzit nejen in vitro, ale i in vivo ke studiu zivych bunék a buné¢nych organel [70]. Akridinova
oranz se také stala vyzkumnou fluorescen¢ni sondou s piredpokladem vyuziti u protinddorové
1é¢by. Proteiny RAS, které jsou hlavnimi produkty protoonkogenti, byly oznaéeny téméf za
nelécitelné [71]. Zkoumanim KRAS, coz je membranova GTPaza, na kterou jsou proteiny RAS
vazany [72], bylo in silico zjisténo, ze vyvinuta sonda s akridinovou oranZi se vaze s Vysokou
afinitou a stabilizuje KRAS. Pfi vyzkumu bylo cileno na G4 struktury KRAS za ucelem
zablokovani transkripce a exprese genu. Studie in vivo s HeLa (nesmrtelnd bunécna linie
lidskych epitelidlnich nadorovych bunék, podle Henrietty Lacksové) bunikami ukazaly,
ze ucinné ligandy ve studii in silico jsou proti nim vysoce cytotoxické. Studie ukazuje

potencialni vyuziti ligandd na zakladé akridinové oranzi [71].
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Akridinova oranz je od roku 2018 také pouzivana pii diagnostice parazitémie malarie.
Princip této diagnostické metody stoji na interakci akridinové oranze s krevnimi filmy, které
obarvuje. Diky akridinové oranzi je vyhodnoceni malarie rychlé a lze zpracovat vice vzorki

nez S barvenim dle Giemsy — dnes uz zastaralym [73].

3.1.2. Ethidium bromid

Ethidium bromid ma vinovou délku excita¢niho maxima 480 nm ve vodném roztoku
a emisni maximum dosahuje vinové délky 610 nm. Pii emisi je moZzné pozorovat oranzoveé
svétlo. Pokud se méfi excitaci a emisni maxima ethidium bromidu spojeného s DNA, posouvaji
se ob& hodnoty — excitaéni maximum na 520 nm, emisni maximum na 596 nm. Pfi emisi je
mozné pozorovat zafeni Zluté barvy. Tyto zmé&ny hodnot ukazuji silnou vazebnou interakci
mezi obéma interagujicimi latkami [74].

Ethidium bromid je interkalac¢ni Cinidlo bé&zné pouzivané jako fluorescencni sonda
nukleovych kyselin v riznych oborech ptirodnich véd [75]. Ethidium bromid se vmezetuje
do roviny mezi pary bazi DNA a diky tomu pusobi jako silny inhibitor DNA polymerazy [74].
V neinvazivnich metodach [75]. Jednim z ptiklad, kdy byl ethidium bromid pouZivan
pro neinvazivni a velmi rychlou detekci, bylo pfi screeningu a diagnostice rakoviny ustni
Vv raném stadiu. Metoda byla provedena z DNA ziskané ze slin [76].

Dale byl ethidium bromid pouzit kvili své toxicité in vitro u zjistovani zptsobu
piepinani podavani 1é¢iv z endogenniho na exogenni nebo naopak (v zavislosti na situaci).
Ethidium bromid zde zastupoval 1éCivo, diky své interkalaéni vazbé s DNA a dobie
prozkoumanému fotofyzikalnimu chovani [74].

3.1.3. DAPI

DAPI dokaze proniknout neporuSenou buné¢nou membranou a navazat se na minoritni
drazky dvoutetézcové DNA (jedna molekula DAPI je schopna obsadit ti pary AT bazi) [77].
DAPI tak vytvoii s DNA vysoce fluorescenéni komplex [78]. Proto je sonda DAPI pouzivana

pfi cileném zobrazovani jader [77] ve fluorescenénich zobrazovacich metodach [78].
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DAPI tvoti komplexy i s jinymi biomolekulami nez jen s DNA, napt. RNA, tubulinem,
hovézim sérovym albuminem (BSA), enzymy, p-cyklodextrinem. Na zakladé typu vazby
ve vytvoieném komplexu DAPI-biomolekula je rtzna intenzita fluorescence nebo posun
fluorescenéniho piku. Pii vazbé DAPI-dvouretézcovou DNA je intenzita fluorescence zvySena
ptiblizné 20krat, pti vazbé DAPI-protein se intenzita fluorescence zvysi ptiblizné 10krat oproti
intenzit¢ fluorescence samotné¢ho barviva DAPI. Samotné barvivo DAPI ma excitac¢ni
maximum 340 nm, emisni maximum 453-461 nm [78]. Po excitaci vyzafuje modrou
barvu [77].

Podle vytvoteného komplexu DAPI-biomolekula se 1i§i excitatni a emisni maxima.
Komplex DAPI-DNA ma excita¢ni maximum 360 nm, emisni maximum v rozpéti 455-463 nm.
Pii vazbé DAPI-RNA jsou maxima 360 nm pro emisi a 468 nm pro excitaci. Komplex DAPI-
tubulin 360 a 452-460 nm. Vazba DAPI-BSA poskytuje emisni maximum pii vinové délce

380 nm a excita¢ni maximum pii 455 nm [78].

3.2. Fluorescen¢ni zna¢ky

Nasledujici kapitola se vénuje nékterym z vyznamnych fluorescenc¢nich znacek a jejich
vyuziti. Fluorescenéni znacky se nej€astéji pouzivaji k fluorescencnimu znaceni proteind,
ke kterym se vazou kovalentni vazbou [79, 80]. Nejznaméjsimi fluorescenénimi znackami jsou
FITC a TRITC [79]. Citlivost FITC je ovlivnéna pH, a proto je pouziti této fluorescen¢ni
znacky v nekterych ptipadech nevyhodou [81]. Nové se proto pouziva skupina fluorescencnich
znacek, ktera neni zavisla na hodnoté pH a polarité prostiedi — je to skupina BODIPY [82].

Dalsi znackou ¢asto vyuzivanou v medicing je skupina cyanind, z nichZ nejznamé;jsimi
jsou derivat pentamethinovy cyanin (Cy5) [83, 84] a indocyaninova zelen (ICG) [85, 86].

Souhrn nejpouzivanéjSich znacek je v tabulce 3.

Tabulka 3 Zakladni informace o vybranych fluorescenénich znackach.

Fluorescencni | Excita¢ni Emisni )
itk maximum [nm] | maximum [om] Barva emise Navazané struktury
FITC 480 520 zelena bilkoviny
bilkoviny  (protilatky;
TRITC 550 580 zluta zapouzdiené,
konjugované buniky)
BODIPY 290 545 zelena bilkoviny
Cy5 645 670 cervena lipofilni bunky
ICG 750-800 830 infracervené zateni | bilkoviny
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3.2.1. FITCaTRITC

Fluorescein a rhodamin, spolené jest¢ seozinem, jsou podskupinami [80]
organickych [87] barviv xanténti. Proto maji zminéna barviva podobné vlastnosti. Samotny
fluorescein a rhodamin se pro ucéely zobrazovacich technik pouZivaji jen ojedinéle. Cast&ji se
kvili stabilit¢ a moznosti specifického navazani na pozadovanou strukturu pouzivaji jejich
slouceniny napt. s polymery, oligonukleotidy, biomolekulami [80].

FITC je organické fluorescenéni barvivo s afinitou k amino, thiolovym, imidazolovym,
tyrosinylovym a karbonylovym skupinam na bilkovinach [77]. VInova délka excita¢niho
maxima je pii 480 nm, emisniho maxima je pfi 520 nm, kdy je mozné pozorovat zelené
svétlo [88].

TRITC je hydrofobni fluorescen¢ni barvivo. PouZzivd se ke znaceni bilkovin (Casto
protilatek) a ke znaéeni zapouzdienych nebo konjugovanych bunék [89]. Dale se vyuziva
k detekci kationtt kovi a reaktivnich forem kysliku [80]. VInova délka excita¢niho maxima je
pii 550 nm, emisniho maxima pii 580 nm, za pozorovani Zlutého svétla [90].

3.2.2. BODIPY

Slouceniny BODIPY jsou poslednich né€kolik let studovany jako potencialni
fluorescen¢ni znacky diky svym vlastnostem, jako jsou silné emisni a excitani pasy, vysoky
fluorescenéni  kvantovy vytézek [91], dobra rozpustnost a maly Stokesiv posun
(10-20 nm) [92]. BODIPY jsou také stabilngj$i a maji univerzalnéj$i pouziti nez jiné
fluorescenéni znacky napt. fluorescein, cyaniny [91] a rhodamin [81, 82]. Pouzivaji se nejen
ke znaceni v biologickych systémech jako znacky a markery (pfedev§im bilkovin), vyuZzivaji
se i jako laserova barviva, dale v solarnich ¢lancich a ve fotokatalyzatorech [91].

BODIPY se také sleduji pro schopnost produkce 'O a reaktivnich forem kysliku
z molekularniho kysliku. Vznikly 02 a reaktivni formy kysliku mohou oxidovat biomolekuly,
coz vede ke smrti nadorovych buné&k. Produkce 'Oz je vSak nizka, proto se k BODIPY navazuji
dalsi slou¢eniny, které produkci Oz podpoii. Dalsi vyhodou navézani jiné skupiny je posunuti
emisniho maxima k NIR. Tyto slouceniny jsou zatim stale vyvijeny [91].

Excitaéni a emisni maxima BODIPY jsou 290 nm a 545 nm. P#i emisi dochazi

k vyzateni zeleného svétla [92].
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3.2.3. Cyaniny

Cyaninovd barviva maji diky své pfizplsobivé struktuie moznost dosahnout
u excita¢niho a emisniho maxima vinovych délek NIR oblasti [66]. Proto se derivaty cyaninu,
schopné tohoto jevu, Casto pouzivaji u medicinskych diagnostik. Nejcastéji vyuzivanymi
derivaty k tomuto ucelu jsou pentamethinovy cyanin (Cy5) [83, 84] a indocyaninova zelen
(ICG) [85, 86].

Cy5 je znacka pro znaeni lipofilnich bunék (Casto lipofilnich neuronti a bunék
s alkylovymi ocasky (12 uhlikd) pfipojenymi k lipofilnim neurontim) [77], pouziva se také
k diagnostickym ucelim u rakoviny [83, 84]. Jeho excita¢ni maximum je pii vinové délce
645 nm a emisni maximum pii 670 nm. Vznika ¢ervena barva zateni [25].

Fluorescencni znacka CyS5 byla spolecné se znatkou FITC a sondou DAPI pouzita

ve vyzkumu nanopipet. V tomto vyzkumu byly fluorescen¢né zviditeliiovany zivé buitkky HeLa

(viz obr. 11).
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36



Fluorescencni znacka Cy5 byla spole¢né se znackou FITC a sondou DAPI pouzita
ve vyzkumu nanopipet. V tomto vyzkumu byly fluorescencné zviditeliovany zivé buniky HeLa.
Na obrazku ¢. 11 v ¢asti a je mozné pozorovat cytoplazma obarvena Cy5 ajadro bunky
obarvené DAPI. V ¢asti b je pouzito stejné barvivo pro jadro, cytoplazma je ale zviditelnéna
FITC. Sipka ¢&islo 1 piedstavuje cytoplazmatickou membranu, Sipka ¢. 2 jadro buiiky a Sipka
¢. 3 hrot nanopipety. Méfeni intenzity fluorescence probihalo za riiznych potenciali. Intenzita
fluorescence se s rostoucim potencidlem zvySovala, coz bylo také potvrzeno z histogramu
(obrazek ¢. 8 Casti c, €) zobrazujicich praimérné intenzity fluorescence v ramci buné¢nych
oblasti [77].

ICG je ve vodé rozpustné fluorescen¢ni barvivo. ICG se podava intravendzné.
V intravaskuldrnim prostoru se lipofilni slozka ICG vaZe na hydrofobni ¢asti plazmatickych
bilkovin, pfedev§im na albumin [85]. Diky vazbé na bilkoviny se zamezi vylu¢ovani barviva
atoxicité. Proto je ICG relativné netoxickym barvivem [86]. V jatrech je barvivo
metabolizovano na jodid a nasledné odvedeno do Zluci. ICG je excitovano laserem s vinovou
délkou mezi 750 a 800 nm a jeho emisni maximum je pii 830 nm [85]. Excita¢ni i emisni
spektrum je v NIR oblasti, coz umoziuje prinik az 15 mm do tkani a zabranuje
autofluorescenci z endogennich tkani [86]. Diky tomu je zajiSténa vysoka citlivost a vysoky
kontrast pii zobrazovani. ICG je levné a snadno dostupné barvivo a diky tomu je hojné
vyuzivano v lékaistvi, zejména v chirurgii [85]. ICG se pouziva pro zobrazovani
neurovaskularniho systému, o¢nich struktur a lymfatickych uzlin [86], Vv chirurgii
pak pii béznych onkologickych operacich (rakovina hypofyzy, plic, prsu, jater, zaludku
a tlustého stfeva). ICG ma potencial nejen pro diagnostiku a screening nadort, studuje se jeji

vyuziti pro 1é¢bu nadort [85].
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ZAVER

Byla vypracovana reSerSe na téma Fluorescencni znaceni biomolekul. Informace
pro vytvoteni literarni reSerSe byly vyhleddvany pievazné Vv elektronickych védeckych
databazich — Web of science, Scopus a NCBI Pubmed.

Prace se vénuje fluorescenci, kterd je typem luminiscence. Luminiscence je popsana
v 1. kapitole prace, viz kapitola 1. Dale je uvedena fluorescence v kontextu luminofori (latek
schopnych luminiscence) a také v kontextu dalSich typi luminiscence. Luminiscence je
Vv ptirod¢ béznym jevem. V kapitole 1.1.1. a 1.1.2. jsou popsany luminofory, které se nachazi
bézné v piirodé a zaroven je uvedeno, jak jsou vyuzivany. V podkapitole 1.1. je definovan
pojem fluorescence. Fluorescence je vyvolana elektromagnetickym zafenim. Vice viz
kapitola 1.1.

Podle excita¢niho a emisniho spektra lze rozliSit jednotlivé fluorofory. Pro kazdy
fluorofor jsou charakteristickd excitacni a emisni maxima. Excitani a emisni maxima jsou
popsana V kapitole 1.2. Dale je uveden Stokesiiv a Antistokesiiv posun, ktery je definovan
excitaénim a emisnim spektrem. Excita¢nich a emisnich spekter vyuziva nezafivy pienos
energie — fluorescen¢ni rezonanéni transfer, popsany v kapitole 1.3. viz napfi. obrazek ¢. 6.

Druha ¢ast pace je vénovana biomolekuldm. Biomolekuly jsou organické molekuly. Plni
fadu dilezitych funkcei v téle. K podrobnéjsi charakteristice byly vybrany dva druhy biomolekul
— nukleové kyseliny (kapitola 2.1.) a bilkoviny (kapitola 2.2), protoZe se diagnostikuji a jsou
k diagnostice pouzivany pfevazné ony. Dale je popsano imunoanalytické znaceni biomolekul.
Podkapitola 2.3. popisuje zacatky znaéeni biomolekul a postupny piechod k jinym druhtim
znaceni, napf. znacni enzymy, magnetickymi nanocasticemi a koloidnim zlatem.

O samotném fluorescencnim zna¢enim biomolekul pojednava kapitola 3. Fluorescencni
znaceni je oblibené kvlli malému naruSeni bunécénych struktur, citlivosti a specifi¢nosti.
Znaceni bunénych struktur je vyuZzivano k diagnostickym ucelim a zaroven je vyuZzivano
I k 16¢b¢ bakterialnich a virovych infekei vice viz kapitola 3. Fluorescenéni znaceni naslo své
misto i v teranostice, kdy se nadory nejen detekuji, ale dochazi i k jejich 1écbé. Dale se
pak znaceni vyuziva ke sledovani terapeutického ucinku a sledovani pochodu v jednotlivych
bunkach.

Fluorescen¢ni sondy a znacky se liSi vazbou mezi biomolekulou a fluoroforem.
Fluorescen¢ni sondy jsou méné invazivni nez znacky (vyjimkou je mutagenni ethidium
bromid), protoze s biomolekulou tvofi nekovalentni vazbu. V kapitole 3.1. jsou uvedeny

nejbeéznéji vyuzivané fluorescenéni sondy — akridinova oranz (kapitola 3.1.1.), ethidium bromid
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(kapitola 3.1.2.) a DAPI (kapitola 3.1.3.). Fluorescen¢ni sondy se nejcastéji pouzivaji ke studiu
zmén konformace bilkovin, tloustky membran, membranového potencialu a vizualizaci DNA
ve forenznich aplikacich. Zakladni charakteristiky fluorescen¢nich sond jsou shrnuty
v tabulce 2.

Fluorescen¢ni znacky jsou popsany v kapitole 3.2. Nejcastéji se pouzivaji Ke znaceni
bilkovin, vazi se knim kovalentni vazbou. Zakladni charakteristika jednotlivych
fluorescencnich znacek je shrnuta v tabulce 3. Podrobnéji je popsano zna¢eni FITC a TRITC
(kapitola 3.2.1.), BODIPY (kapitola 3.2.2.) a cyaniny (kapitola 3.2.3.). U vSech sond a znacek

jsou zaroven uvedené jejich excita¢ni a emisni maxima a barva emise.
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