Zapadoceska univerzita v Plzni
Fakulta aplikovanych véd
Katedra kybernetiky

BAKALARSKA PRACE

PLZEN, 2013 MARTIN LEBA



PROHLASENI

Predkladam timto k posouzeni a obhajobé bakalarskou praci zpracovanou na zaver studia na Fakulté
aplikovanych véd Zapadoceské univerzity v Plzni.

Prohlasuji, Ze jsem bakalaiskou praci vypracoval samostatné a vyhradng¢ s pouzitim odborné literatury
a pramend, jejichz Gplny seznam je jeji soucasti.

V Plzni dne:

viastnorucni podpis



Anotace

Prace se zabyva neinvazivni in-vivo kvantitativni analyzou rozlozeni proteinu MinD
v bakteriich Escherichia coli, vyuzitim reportér fluorescencniho proteinu GFP v komplexu
GFP::MinD. Podklady pro navrh a validaci matematického modelu jsou ziskavany pomoci
casosbérnych studii na fluorescencnim mikroskopu, kdy se k rozboru ziskanych snimki vyuzije
obrazova analyza v programu ImageJ. Matematicky model je realizovan prostfednictvim
programu Matlab.
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Abstract

A purpose of this work is in-vivo quantitative analysis of the distribution of MinD protein in
Escherichia coli, using a fluorescent reporter GFP protein in the complex GFP::MinD.

Data for creation of the design and validation of a mathematical model are obtained using
time-lapse fluorescence microscopy studies. Acquired images are analyzed with program
Imagel. The mathematical model is implemented via Matlab.
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1 UvoD

Matematické modelovani se pouzivalo jiz dfive v technickych odvétvich k rGznym navrhim
stroju a zafizeni pred jejich vlastni realizaci. V sou¢asné dobé se stava soucasti i dalSich
disciplin véetné biologie. V této oblasti se pouZivaji matematické metody k popisu rlznych
pochodl u Zivych organism(, napf. u déleni bunék [1]. Také v mediciné naslo matematické
modelovani své uplatnéni. Byly vytvofeny modely mnoha fyziologickych a patologickych
procesll napf. pro dynamicky model ristu nddoru a jeho metastaz [2]. Vytvoreni sprdvného
modelu muizZe pomoci k presnéjsi predpovédi chovani sledovaného organismu ¢i vyvoje
nemoci.

Cilem této prace je ziskat, za pomoci biologickych a technickych védnich obor(, algoritmus,
k urceni kinetiky a mnoZstvi MinD proteint v bakterii E. coli s pouZitim neinvazivnich metod.

2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 POPIS BAKTERIE ESHERICHIA COLI

Escherichia coli (Obr.1) je tycinkovitd bakterie (prokaryoticky organismus), patfici ke stfevni
mikroflére lidi a jinych teplokrevnych Zivocich(, coz napovida i nazev celedi, do které spada -
Enterobacteriaceae (fecky enteron = stfevo). Dosahuje délky 2-3um a Sitky 0,6um. Mnozi se
bindrné tzv. prehrade¢nym délenim [3]. Bakterie je schopna existovat za anaerobnich (bez
pfitomnosti vzdusného kysliku) i aerobnich (za pfitomnosti vzdusného kysliku) podminek. Pfi
optimalnich podminkach se bakterie E. coli rozdéli do 20 minut. Vytvari vitamin K a zabranuje
v rozsifeni patogennich bakterii ve strevé [4].

Sklada se z tuhého ochranného plasté zvaného bunééna sténa, cytoplasmatické membrany
(zajistuje syntézu ATP - zdroj energie a dychaci fetézec), cytoplasmy, ribozomU (asi 40%
hmotnosti celé bakterie, slouZi k syntéze bilkovin), plazmidu (kruhova DNA — obsahuje 1-5%
mnozZstvi DNA ve srovnani s bakteridlnim chromosomem, kdduje dopliujici vlastnosti, napft.
resistenci na antibiotikum), chromosomu (DNA) [4]. Na povrchu ma biciky, pomoci kterych se
pohybuje i tzv. fimbrie (da se pfirovnat podobou ke chloupkiim) a to dva typy. Prvni ji pomaha
prichytit se na epitel stfev hostitele, druhy typ je uréen ke konjugaci (vyména genetické
informace pomoci fimbrie ve tvaru trubi¢ky zakoncéené hackem a prenosu plazmidu), je
oznacovan slovem ,pilus” [4].



Obr. 1
Fotografie bakterie E. coli pomoci transmisni elektronové mikroskopie.
(Dennis Kunkel Microscopy, Inc.)

Faze ristu E. coli

Pti statické kultivaci bakterii (bakterie jsou dany do Zivného média a do omezeného prostoru),
se faze rlstu déli na: klidovou (lag faze — aklimatizovani bakterii na nové prostredi),
exponencidlni (log faze — nejrychlejsi faze rlstu), stacionarni (akumulace odpadnich produktd
a vyCerpani zivného média), fdze odumirani (postupné buriky umiraji diky nedostatku Zivin,
pripadné probiha sporulace — prechod do klidového stadia pfi nepfiznivych podminkach pro
Zivot) [4].

2.2 POPIS FUNKCE SKUPINY MIN PROTEINU

Jak jsem jiz zminil vySe v oddilu vySe, bakterie E. coli se mnozi pfehrade¢nym délenim. Toto
déleni probiha tak, Ze se bakterie nejprve prodlouzi na dvojndsobnou délku, replikuje svoji
DNA, pak se za¢ne uprostied bakterie vytvaret septum (zacelujici se membranovy prstenec
postupné oddélujici obé poloviny), které se po €ase spoji a burika se rozdéli na dvé dcetiné.
O mechanismus volby umisténi a vytvoreni déliciho septa se stara pravé skupina Min protein(

[5].

Do skupiny Min proteint spadaji tfi: MinC, MinD a MinE. Systém protein(i Min zabranuje
polymerizaci déliciho septa jinde, nez v poloviné bakterie. Délici septum je tvoreno z proteinu
FtsZ (Filamenting Temerature-Sensitive mutant Z) a je oznacovano slovem Z-ring (Obr. 2). Pti
déleni se postupné zuzuje ,hrdlo” Z-ringu (kontrakce), jako dusledek vzajemného
prolinani/zasouvani vlaken proteinu FtsZ mezi sebe do té miry, az se hrdlo zcela uzavie a burika
se rozdéli. Vznik Z-ringu vsak inicializuje az urcity signal, ktery znaci, Ze je burika pfipravena se
délit.



Obr. 2
Vldkna proteinu FtsZ, podél plasmatické membrdany bakterie, tvofici Z-ring.
(http://en.wikipedia.org)

V tomto mechanismu hraje kazdy z proteint Min svoji tlohu (Obr.3).

MinD, pokud je spojen s ATP, se vaze na plasmatickou membranu a vytvari shluky MinD,
stfidavé na obou podlech bakterie. Navazané MinD-ATP (Obr.4) na membranu aktivuje proteiny
MinC, které se s MinD spoji a za¢nou pUsobit jako inhibitory, zabranujici polymerizaci FtsZ.
Cim? zabrafiuji vytvofeni Z-ringu na pélech buriky.

MinE zabranuje formovani komplexti MinD-MinC blizko stfedu buriky tim, Ze vytvari prstence
v oblasti plsobeni MinD-MinC komplext (blize stfedu buriky), katalyzuje uvolnéni MinD
z membrany aktivaci MinD-ATPazy, ktera hydrolyzuje ATP pfipojené k MinD na ADP a MinD,
se od membrany odpoji (pokud by se vycerpal MinE, MinD by se homogenné rozprostrel po
celé cytoplasmatické membrané [5]). Tim zanikne i komplex MinD-MinC a protein MinD-ADP
musi znova projit fosforylaci, aby z ADP vzniklo ATP a mohl se tak navazat zpét na membranu
[4].

Témito vzdjemnymi interakcemi systému proteini Min vznika oscilace MinD proteinu
z jednoho pdlu na druhy a tim zabranuji vytvoreni Z-ringu jinde, neZ v poloviné burky. Jak se
zacind hrdlo Z-ringu uzavirat, oscilace v obou polovinach bakterie se zaénou pomalu oddélovat
a vpoméru k velikosti polovin i zrychlovat. Perioda oscilace pred vytvofenim Z-ringu se
pohybuje od 40 do 120s podle velikosti buriky, pomérech MinD k MinE a okolni teploté [5, 6,
7]. Zajimavosti je, Ze se tento mechanismus nevyskytuje u vSech bakterii, napf. u Bacillus
subtilis je koncentrace komplexh MinD-MinC statickd na podlech burnky [4]. Déleni je
inicializovano vytvorenim Z-ringu.
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Obr. 3

Cyklus systému Min proteint pfi uréovani umisténi Z-ringu. (http://en.wikipedia.org)
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Obr. 4

Cyklus vazby MinD a MinE proteinl na cytoplasmatickou membrdanu a nasledné odpojeni MinD od
membrany. [10]



2.3 FLUORESCENCNi MIKROSKOPIE

2.3.1 FYZIKALNI PRINCIP FLUORESCENCE

Fluorescence je druh luminiscence, ktera je definovdna jako emise svétla pochazejiciho z latky,
jehoz vznik nesouvisi s jeho teplotou, také se oznacuje jako zareni studeného télesa [8].
Pricinou luminiscence muaze byt chemicka reakce, elektrickd energie, subatomarni presuny,
mechanicky stres v krystalu a dalsi [8].

Pti fluorescenci dochazi k excitaci elektronu vyvolané pfijetim fotonu elektromagnetického
zareni o kratsi vinové délce (vyssi frekvence, energii) na vy$si energetickou hladinu, kde setrva
kratkou dobu a pfesune se zpét do rovnovazné polohy pti vyzareni fotonu o vétsi vinové délce
(nizsi frekvenci, energii). Tento déj popisuje nasledujici Jablonského energeticky diagram.
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Obr. 5 Jablonského energeticky diagram. (http://www.uni-leipzig.de)

Na Obr. 5 je znazornén rozdil mezi fluorescenci a fosforescenci. Hlavni rozdil mezi témito jevy
je v tzv. délce zhaseni (¢as mezi excitaci a emisi). U fluorescence je tato hodnota primérné
108 s, kdeZto u fosforescence je Fadové delsi [8].

Podrobnéji popisuje jednotlivé prechody Frank-Condontv princip.

Po absorpci fotonu elektronem, fadové 10-%°s se molekula ocitne v nestabilnim stavu a za¢ne
vibrovat, aby se zbavila ,prebytecné” energie. Pfesuny elektron(i jsou popisovany jako
vibracni prechody v elektronovych a vibracnich energetickych hladinach molekuly v disledku
absorpce nebo emise fotonu o odpovidajici energii. Tento princip stanovi, ze béhem
elektronového prechodu, zména z jedné energetické vibracni hladiny na jinou nastane s vétsi
pravdépodobnosti/sanci, pokud se vyznamné prekryvaji dvé vibrac¢ni vinové funkce (Obr. 6).
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Obr. 6 Energeticky diagram vysvétlujici Frank-CondonQv princip. V diagramu je zelené vyznacena
preferovany skok z hladiny v’=2 na hladinu v’=0 v dlsledku stejné faze viny.
(http://en.wikipedia.org)

Rozdil mezi absorpcnim a emisnim spektrem pfi fluorescenci popisuje Stokesiv posuv, ktery
popisuje, Ze vinova délka emitovaného svétla je vétsi nebo rovna vinové délce excitacniho
svétla. Tento uUbytek energie je dan vnitinimi prechody z vyssich excitovanych stavd do

energetickou hladinu a emisi [9].
Na nasledujicim (Obr. 7) je znazornén Stokes(v posuv, véetné zrcadlové podobnosti mezi

jednotlivymi spektralnimi charakteristikami.

Stokesuv posuv

k—

intenzita

Absorbce Emise

—_—
vinova délka
Obr. 7 StokesGv posuv. (http://en.wikipedia.org)




2.3.2 FLUOROFORY POUZIVANE V MIKROSKOPII
Latky, které jsou schopny fluorescence, se nazyvaji fluorofory.
Délime je na primarni (autofluorescence) a sekundarni (fluorescenéni barveni).

2.3.2.1 Autofluorescence
Auto fluorescenci vykazuiji latky pfirozené bez nutnosti barveni. Nékolik nej¢astéjSich molekul
s autofluorescenci uvadim v ndsledujici tabulce (Tab. 1).

Fluorescence
Organismus
[nm]

dityrosine ZivoCichové
fenylalanin 260 282  vsichni
chlorofyl 465, 665 673,726  rostliny
kolagen 270-370 305-450  zivocichové
lipofuscin 410-470 500-695  Eukaryoty
melanin 340-400 360-560  Zivocichové
NAD(P)H 340 450  vsichni
tryptofan 280 300-350  vsichni
tyrosin 270 305  vsichni

Tab. 1 Nejcastéji pozorované latky vykazujici autofluorescenci. (http://en.wikipedia.org)

2.3.2.2 Fluorescencni barviva

Pouzivaji se ke zviditelnéni struktur, které nevykazuji prirozenou fluorescenci
(autofluorescenci). Fluorescenci vykazuji zejména aromatické slouéeniny (polyaromatické
slouceniny a heterocykly) [9].

Déli se podle zplisobu vazby na cilovou skupinu molekul:

- pfima (fluorofory se pfimo vdzou na sledované bunécné struktury, napt. DAPI, ethidium
bromid, Hoechst, propidium jodid),

- nepfima, sekundarni (vyuZiva se kovalentni spojeni s protilatkou, ktera se specificky vaze na

cilovou strukturu - imunofluorescence)

Podle zplsobu znaceni se déli fluorofory na:

- monoklonalni jsou vice specifické, nasedaji pouze na urcity epitof protilatky (vysvétleno

nize),

- polyklonalni umoznuji vazbu s vice epitofy, tedy maji vétsi Sanci se navazat, ale pak mize
vzniknout nechtény efekt, kdy misto sledovanych molekul sviti i pozadi, na které se fluorofor
také navazal.

Priklady fluorescencnich barviv (Tab. 2) a autofluorescence (Obr. 8) jsou uvedeny nize.



Akridinova
oranz 455-600 560-680 DNA(zelené), RNA(tmave Cervené)
DAPI 358 461 DNA a RNA (modfre)
Ethidium
bromid 510 595 DNA a RNA (oranZové)
Fluorescein 494 521  FITC(fluorescein isothiokyanat)-imunofluorescence
GFP 395, 475 509 Sirokospektrdlni fluorescencni barvivo
Propidium Jodid 536 617 DNA (Cervené)
Rhodamin B 540 625  pratokova cytometrie, ELISA testy
Tab. 2

Vybrané fluorescencni znacky. (http://dbc.bio.uci.edu/OBCresources/fluorophores.pdf)

br. 8
Autofluorescence chlorofylu (¢ervené) doplnéna o znacenou fluorescenci aktinovych vidken
proteinem GFP — zelené (http://www.noble.org).

2.3.2.3 Podrobny popis fluoroforu GFP

Fluorescencni protein GFP je prevazné pouzivan na zaznam exprese sledovaného proteinu a
to napf. tim zplUsobem, Ze se GFP pfimo integruje do genetické informace kddujici sledovany
protein, ¢imzZ se s kazdou syntézou (vyrobou) tohoto proteinu vytvofi i fluorescencni marker
s nim spojeny. Tento pripad jsme pouZzili i my pti sledovani minD proteinu v bakteriich E. coli,
kdy byl spojeny s fluorescenc¢nim markerem eGFP, coz je vylepSend forma pfirodni formy
proteinu GFP.

V roce 2008 za objeveni a vyvoj GFP obdrzeli Osamu Shimomura (objev proteinu u meduzy),
Martin Chalfie (detekce genu, genové manipulace, vyuziti proteinu jako markeru v genetickych
vyzkumech) a Roger Y. Tsien (vylepSeni proteinu a rozsiteni skaly - drobnymi Gpravami vytvoril
celou barevnou skalu znackovacich fluorescencnich protein) Nobelovu cenu za chemii [10].
Tento protein byl izolovdn z meduzy Aequorea victoria a pozdéji jeho modifikaci (mutaci)
vzniklo nékolik typ(i znac¢enych podle emitované barvy:



EGFP (Enchanted Green Fluorescent Protein) objeven v roce 1995 s vyraznéjsi fluorescenci a
Cistotou, EBFP (Enchanted Blue Fluorescent Protein), ECFP (Enchanted Cyan Fluorescent
Protein), YFP (Yelow Fluorescent Protein), RFP (Red Fluorescent Protein) a dalsi.

Diky takové variabilité v barvach fluorescencniho proteinu Ize na jednom preparatu oznacit
vice struktur a zobrazit je sou¢asné. Samotny GFP ma soudkovitou strukturu, uvnitf které se
naléza chromofor (Obr. 9).

Obr. 9
Struktura GFP. (http://en.wikipedia.org)

2.3.3 PRINCIP IMUNOFLUORESCENCE

Kazda biologicka struktura ma na svém povrchu urcité specifické znaceni nazyvané antigeny
(respektive antigeny se nazyvaiji latky, které jsou schopny vyvolat imunitni reakci).

Oproti témto antigenim si organizmus vytvari molekuly, které s antigeny reaguji, zapadaji do
nich jako kli¢ do zdmku, témto strukturam se rikd protilatky (imunoglobulin, antibody) a jsou
nepostradatelnou soucasti imunitniho systému organismu.

Struktura protilatky je vyobrazena na nasledujicim Obr. 5.

vazehnémisto pro antigen
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Obr. 10
Struktura protilatky. (http://www.biomach.cz)



Variabilni ¢ast ma ohromné mnoZstvi moznosti tvar(li a slouzZi ke specifickému navazani na

rozlicné antigeny, konstantni ¢ast, tzv. FC fragment, ma pouze nékolik podob (IgA, 1gG, IgD,
IgE, a IgM) a béZné se vazZe na FC receptory imunitnich bunék [11].

Pfi fluorescenénim znaceni se vyuzivd pravé této specifické vazby protilatek na antigeny
cilovych struktur, kdy se na konstantni ¢ast tézkého retézce navaze fluorescenéni marker
(znacka) a cely tento komplex protildtka+marker se navaze na cilovy antigen sledované
struktury. Tomuto znaceni se fika pfimé znaceni.

Ne vZdy vSak dany fluorescen¢ni marker specificky naseda na cilovou strukturu a proto, pokud
chceme takovou strukturu oznacit, musime si vytvofit protilatku proti sledované strukture
(antigenu). Na vytvoreni specifické protilatky se vyuziva reakce imunitniho systému jiného
ZivociSného druhu na sledovany protein, kdy imunitni systém proti nému vytvofi specifické
protilatky, na které pak prichytime fluorofor a spole¢né s nové vytvofenou protilatkou
nasednou na cilovou strukturu, ¢imZ ji zviditeInime. Takovému postupu, kdy vyuzivdme jiz vice
stupnd mezi fluoroforem a antigenem fikdme nepfimé znaceni.

2.3.4 PHOTOBLEACHING

Photobleaching (tzv. vybélovani) je fotochemicky proces, pti kterém se fluorofor nevratné
degraduje do stavu proteinu neschopného vykazovat fluorescenci. Rychlost fotobleachingu je
zavisly na nékolika faktorech: na typu fluoroforu, na intenzité excitaéniho svétla a na okolnim
prostredi fluoroforu. K photobleachingu muize stacit emise nékolika malo foton( fluoroforu
nebo muUZe nastat az po nékolika milionech cyklech. Rychlost photobleachingu Ize ovlivnit
pridanim specialnich anti-photobleaching reagencii do média k fluoroforu [12].
Photobleaching ztézuje ziskavani dat o pohybech proteinli v ¢asosbérnych studii, kdy jsou
sledovany pravé pomoci fluorescencénich markerd.

A pravé tato zavislost - vytvoreni matematického modelu, je tématem této prace.

2.4 FLUORESCENCNI MIKROSKOP

Fluorescen¢ni mikroskop je prakticky nastroj ke sledovani mikroskopickych struktur
vykazujicich fluorescenci. Jedna se o klasicky mikroskop obohaceny o optiku nezbytnou pro
fluorescencni pozorovani.

Soucasti tedy musi byt zdroj excitacniho osvétleni spolu s filtry vymezujicimi rozsah
excitacniho spektra a filtry propoustéjici sledované emisni spektrum. Nezbytnou soucasti pro
profesionalni sledovani fluorescence je i CCD kamera (nejlépe chlazend z dlvodu snizeni
sumu).

Pfimo sada filtrd excitacnich a emisnich, spolu s polopropustnym zrcadlem se nazyva , kostka“,
ktera se podle pouzivanych fluoroforl méni jako kompaktni soucast.
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Fluorescenéni mikroskopy délime podle polohy osvétleni vici sledovanému vzorku na
epifluorescencni a transmisni. Podle pouzité techniky sledovani je délime na klasické a
konfokalni.

2.4.1 EPIFLUORESCENCNI MIKROSKOP
U epifluorescencni mikroskopu (Obr. 11) dopada excitacni svétlo ze stejné strany jako je i
snimano svétlo emisni.

Opticka trasa epifluorescenéniho mikroskopu

Obr. 11

Schéma epifluorescenéniho mikroskopu.

1 - objektiv, 2 — vybérovy bariérovy filtr, 3 —interni bariérovy filtr, 4 — dichronické zrcadlo (excitacni:
90% odrazi, 10% propousti, emisni: 10% odrazi, 90% propousti ), 5—membrana pole, 6 — membrana
clony, 7 — excitaéni filtr, 8 — tepelny filtr, 9 — kolektor, 10 — vysokotlakova rtutova vybojka, 11 —
objektiv, 12 — vzorek (http://web.natur.cuni.cz)
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2.4.2 TRANSMISNI FLUORESCENCNI MIKROSKOP
U transmisniho fluorescenéniho mikroskopu (Obr. 12) excitaéni svétlo prochazi skrze
sledovany vzorek a je detekovano na druhé strané vzorku.

Opticka trasa transmisniho fluorescenéniho
mikroskopu

Obr. 12

Schéma transmisniho fluorescen¢niho mikroskopu.

1 — objektiv, 2 — emisni filtr, 3 — UV ochranny plast, 4 — objektiv, 5 — Sirokospektralni filtr na tmavé
pole, 6 — UV ochranny tubus, 7 — excitacni filtr, 8 — zavérka, 9 — tepelny filtr, 10 — kolektor,

11 - vysokotlakova rtutova vybojka, 12 — wolframova Zarovka (http://web.natur.cuni.cz)

2.4.3 KONFOKALNI FLUORESCENCNI MIKROSKOP
Vyhodou konfokalniho fluorescen¢niho mikroskopu je vyssi rozliSovaci schopnost ziskana diky
ziskavani obrazu ze vzorku pfimo z hladiny pozorovani, ohniskové roviny mikroskopu.

Vysledny snimek je tak oprostén o pozadi z jinych rovin vzorku jak tomu je u klasickych
optickych mikroskopu.

12



3 METODIKA

3.1 VOLBA METODY PRO IN-VIVO POZOROVANI

Abychom urcili sledované mnozstvi proteinl v burice, miZeme si vybrat z mnoha rozli¢nych
metod doposud aplikovanych v biologickych oborech. Ve vétsiné z nich vSak musime nejprve
buniku ,rozbit”, abychom se dostali k proteinllm uvnitf a mohli pouzit vhodné chemické
slouceniny na jejich specifickou detekci (tzv. in-vitro metody).

My vsak potiebujeme sledovat procesy uvnitf Zivé burnky, pokud mozno bez zasahu do jejiho
pfirozeného prostredi, Zivotniho cyklu. Pouhym pozorovanim buriky pod mikroskopem
v jasném poli (z ang. ,bright field”), tedy pouzitim prlichoziho bilého svétla, sice mizeme
odlisit struktury uvnitf ni (jelikoz jsou bunécné organely prevainé bezbarvé, pouzivaji se k
tomu kontrastni techniky — fazovy kontrast, diferen¢ni interferenéni mikroskopie), ale na
pozorovani specifickych proteint, které rozhodné nedosahuji velikosti béznych bunéénych
organel, je tato metoda nedostatecna. Potfebujeme si proto cilovou skupinu proteint néjak
oznacit, zvyraznit, abychom je byli schopni s jistotou identifikovat. K tomuto ucelu se zacala
pouzivat fluorescencni ,barviva“, které nejen ze lze specificky navdzat na konkrétni typ
proteinu, ale také jsou mnohem lépe pozorovatelné pod mikroskopem, fluorescencnim
mikroskopem (popis vyse).

3.2 IN-VIVO POZOROVANI POHYBU PROTEINU MIND

Pro pozorovani bakterii E. coli jsme pouzili inverzni fluorescenéni mikroskop Olympus IX70
s obsluznym programem Cell*R s mozZnosti volby vinovych délek filtrd jak pro excitaci, tak pro
zachyceni emise ze vzorkd.

Pro nds pripad pozorovani GFP s excitacnim peakem 475nm a emisnim peakem 509nm jsme
pouzili excitacni svétlo na vinové délce 475nm a emisni cut-off (propoustéjici svétlo jen od/do
urcité vinové délky) filtr pro 510nm a vice.

3.3 KULTIVACE A PRIPRAVA BAKTERII E. coLl PRO UCELY FLUORESCENCE

Mikroskopické vzorky jsme pfipravovali s cilem znehybnéni bakterii, protoze jsou bakterie bez
vhodné imobilizace pomérné mobilni diky jejich bi¢ikim. Pfipravou média vhodné konzistence
pravé takovy pozadavek na znehybnéni splnime. K pripravé vzorku byla pouZita jiz publikovana
metoda [13]. Nize uvadim jeji stru¢ny popis:

»Na ocisténé laboratorni sklicko se nalepi ¢tvercovd komdlrka, kterd se vyplni roztokem
agarozy a kultivacniho média, prikryje se druhym laboratornim sklickem a vlozi do lednicky
k ochlazeni. Po ochlazeni se zroztoku agardzy stane gel. V gelu vyfizneme postranni
obdélnikové otvory, ¢imz se zajisti anaerobni podminky pro bakterie. Na vytvofeny ,gelovy
ostrivek” se napipetuje asi 2,5ul Zivného roztoku s bakteriemi a priklopi krycim sklickem. Diky
takto pripravenému vzorku jsou bakterie nehybné a pripravené k ¢asosbérné studii.”
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3.3.1 MINIMALIZACE AUTOFLUORESCENCE

Abychom dosahli maximalniho informacniho zisku, je nutné nejen sprdvného nastaveni
jednotlivych komponent mikroskopu pfimo na sledovany fluorofor, ale i zajisténi podminek
kultivace bakterii s ohledem na minimalizaci autofluorescence, ktera je bohuzel ¢asto soucasti
pfi pozorovani biologickych agens. CozZ se i potvrdilo pfi provedenych pokusech s pouzitim
standardniho kultivaéniho média ,LB“ (Lysogeny Broth medium od jeho tvirce Giuseppe
Bertani [4]) béZné pouZivaného pfi kultivaci téchto bakterii.

Abychom si presnéji specifikovali rozsah excita¢nich vinovych délek, na kterych je ,LB”
médium vysoce autofluorescencni, vyuZili jsme méfici pfistroj k podobnym vécem uréeny -
»CytoFluor® Series 4000“ (Fluorescence Multi-Well Plate Reader). Tento pfistroj slouzi
k vyvhodnocovani biologickych vzork(i prevainé v 96 jamkovych destickach pomoci buzeni
excita¢nim paprskem zvolené vinové délky a detekci emitujiciho svétla na uréené vinové délce.

K porovnani s ,LB“ médiem jsme zvolili médium s oznacenim ,M9“ jako jeho ndhradu,
vyznacujicim se nezbytnym minimem Zivin ke kultivaci E. coli a soucasné vykazujici minimalni
autofluorescenci [14]. Jako kontrolu k obéma médiim jsme pouZili destilovanou vodu (hlavni
komponenta zminénych médii).

Vzhledem k moZnostem pfistroje a nami pouzivaného spektra ke sledovani GFP (excitace
475nm, emise 509) jsme vybrali 3 oblasti:

1) Excitace 360/40 vs Emise 530/25 (excitacni maximum, tzv. peak/ Sifka pasma),
2) Excitace 450/50 vs Emise 530/25,
3) Excitace 485/50 vs Emise 530/25.

Optimalni excitacni vinova délka byla urc¢ena na zdkladé vyhodnoceni nasledujicich graf(i
(Obr. 13, 14, 15).
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Excitace 360/40, Emise 530/25
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Obr. 13
Porovnani autofluorescence LB a M9 kultivacniho média.
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Obr. 14
Porovnani autofluorescence LB a M9 kultivacniho média.
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Excitace 485/20, Emise 530/25
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Obr. 15

Porovnani autofluorescence LB a M9 kultivacniho média.

Z uvedenych grafech vyplynulo, Ze pro pozorovani GFP je nevhodné pouZivat excitacni vinovou
délku blizkou 450nm (Obr. 14), protoze bychom dosahli vysokého ruseni (autofluorescenéniho
Sumu) pti pozorovani fluorescence komplexu GFP::MinD. Tudiz jsme byli nuceni bud'si zvolit
uzsi excitacni pasmo nezasahujici do oblasti 450nm nebo pouZit médium M9, které v Zzadném
uvedeném rozsahu nevykazovalo rusSivou autofluorescenci . Rozhodli jsme se pro kombinaci
obou alternativ.

Jelikoz M9 minimalni médium je charakterizovdno minimalnim obsahem vyZivnych latek pro
bakterie a tedy bakteriim sice dostacuje, ale s obtizemi, byly bakterie na pocatku kultivovany
v médiu LB, bohatém na zZiviny, s naslednym presunem bakterii na agarézu se zdkladem
z média M9. Tim byla zajiSténa jak dostate¢na podpora bakteriim ve fazi kultivace, tak i
minimalizace autofluorescence u vzorku uréenych pro fluorescenéni mikroskop.

Podrobny popis sloZeni obou médii je uvedeno v oddilu ,,PFfilohy” na konci prace .

3.3.2 NASTAVENi PODMINEK POZOROVANI NA FLUORESCENCNIM MIKROSKOPU

Na pozorovani biologickych vzork( jsme méli k dispozici mikroskop Olympus IX70 v provedeni
Cell*R (Olympus Corporation, Japan ), ktery je pfimo specializovany na casosbérné studie.
Jednd se o invertovany (objektiv je umistény pod mikroskopicky vzorek) epifluorescencni
mikroskop (Obr. 11), pouZivany prevazné ke sledovani zZivych bunécénych kultur v Petriho
miskach (bézné uzivané laboratorni misky).
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Mikroskop obsahuje oto¢nou revolverovou hlavu se sadou excitac¢nich/emisnich filtra (tzv.
kostek), které se voli dle potreby. Vzhledem k pouZitému barvivu GFP, jsme vybrali kostku
vhodnou pro excitacni vinovou délku v okoli 485nm a emisni vinovou délku v oblasti kolem
510nm. Tomu nejlépe vyhovovala kostka s oznaenim U-M3DAFIT 1, tedy tfipdsmova kostka
se zamérenim na barviva DAPI-FITC- (Obr. 16).

K objasnéni znaceni barviv zde prikladam kratky rozbor:

e DAPI = 4',6-DiAmidino-2-Phenylindole ( emise modra )

- fluorescencni fetézec s vysokou afinitou k DNA, hlavné se tedy pouziva k oznaceni jader
bunék, excitace: 380 - 400 nm, 415 - 430 nm, emise: 445 - 465 nm

e FITC = Fluorescein IsoThioCyanate ( emise zelena)

- vyhovuje nasemu pozorovani GFP, excitace: 475 - 495 nm, emise: 500 - 535 nm

. = Tetramethyl " hodamine /so ' hioCyanate ( emise )

- dalsi z fady barviv pouzivany ve fluorescenc¢nich metodach, excitace: 545 - 570 nm,
emise: 580- 630 nm

DAPI-FITC-TRITC (Triple Band Excitation)
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Obr. 16
Prehled podporovanych excitacnich a emisnich spekter vybrané kostky.
( http://www.microscopyu.com/ )

Pouzili jsme na excitaci FITC filtr 485/20nm (maximum/Sifka pasma) a sledovali emisi v rozsahu
500-535nm.

Pro obsluhu je mikroskop vybaven programem program ,,Cell*R”, ktery v sobé ma zabudované
funkce pro presné nadefinovani parametr( casosbérné studie. Mezi hlavnimi parametry jsou
délka a intenzita excitace, perioda snimani a celkovy ¢as pozorovani. Diky témto funkcim a
moznosti uloZeni nastaveni pokusu, jsme schopni zachovat jak stejné podminky ¢asosbérného
snimani, tak ziskat parametry potfebné k urceni ¢asoveé zavislé funkce photobleachingu.
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Jako zdroj excitacniho svétla byl pouzit systém Olympus MT20 (Olympus Corporation, Japan),
vybaveny 8-mi pozicemi pro excitacni filtry (Obr. 17), rychlou korekci intenzity (14 stupn),
zavérkou s rychlosti uzdvéru/otevieni 1ms a dva spolehlivé zdroje svétla: 150W xenonovou
vybojku a kombinovanou rtutovou-xenonovou vybojku. Pfi osvétleni vzorku je aplikovana
zpétna vazba zajistujici minimalni fluktuaci intenzity. Svétlo je prenaseno optickym vldknem a
kontrolovano real-time.

Obr. 17
Volba excita¢ni vinové délky v systému Olympus MT20. (http://www.olympus-europa.com/)

Snimky jsme pofizovali CCD kamerou s oznacenim ,,ORCA-ER“ (Hamamatsu, Japan) majici
vyssi citlivost v oblasti VIS-NIR (VISible light, Near InfraRed). Jeji efektivni rozliSeni je 1344 x
1024 pixeld. Redukce Sumu temného pozadi je zajisSténa chlazenim aZ na -20°C Peltierovym

¢lankem. A/D prevodnik je 12bitovy.

3.4 SBER A ZPRACOVANI ZiSKANYCH DAT Z MERENI

Pri dodrzeni vSech vySe popsanych postupll pripravy mikroskopickych vzork(, nastaveni
snimdni na mikroskopu a nadefinovani idedlnich parametri pokus(, jsme ziskali soubor
fotografii, které bylo nutno zanalyzovat ve smyslu intenzity fluorescence pfitomnych
komplext GFP::MinD.

K obrazové analyze byl pouzit software ,Imagel”“ (National Institutes of Health, USA), ktery
spada do skupiny open source program(, zaloZzenych na programovacim jazyce Java a je
uzite€nym nastrojem nejen pro biologické védy, ale i pro astronomii, lékarstvi a jiné odvétvi
vyuzivajici jako vystup analyzu obrazu.

Hlavnim z pozadavkud spravné analyzy je nejen dostatecné zvétseni a tim i potfebné rozliseni
v pix/um, ale i zminovand casova definice snimkd a tim i spojitost s probihajicim
photobleachingem.

Snimky jsme pofizovali pfi celkovém zvétSeni 600x. Ze zvoleného zvétseni a nastaveni kamery
bylo rozliSeni na snimku uréeno na hodnotu 9,3pix/um (snimky byly ziskavany s rozlisenim
1344 x 1024pix , tj. 1,38MPixels, méritko bylo vkldddno do obrazu). Snimky v dale
popisovaném pokusu byly pofizovany v intervalech 1500ms s expozi¢nim ¢asem 800ms a
nastavenou intenzitou svétla 88,79.
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4 VYSLEDKY

4.1 OPTIMALIZACE ZiSKANYCH DAT A JEJICH VYHODNOCENI

Uvedenym mikroskopem jsme potidili sérii snimkd sledovanych bakterii (Obr.18).

Obr. 18
Snimek bakterii E. coli ziskany mikroskopem Olympus IX 70 pfi 600-ti ndsobném zvétseni.

Fotky byly analyzovany ve stupnich Sedi s vystupem funkce intenzity, tzv. Integrated density.
Tato veli¢ina je dand soucinem stfedni hodnoty stupné Sedi (Mean Gray Value) a analyzované
plochy v jednotkadch GL. um? (GL = Gray Level).

Stfedni hodnota stupné Sedi odpovida pramérnému zastoupeni stupné Sedi vzhledem
k ¢etnosti vyskytu (v pixelech) v analyzované oblasti obrazu. Na Obr. 19 je uveden priklad
takového histogramu (histogram z oblasti ,,Celek” z Obr. 20). Jak je zfejmé z grafu, rozliSovaci
schopnost je omezena hodnotou 256 rlznych odstin( Sedi, kde hodnota 0 odpovida cerné a
hodnota 255 bilé. V popisu pod histogramem je jeho rozbor v celkovém poctu pixel(i (Count),
stfedni hodnoty (Mean), minima a maxima GL v analyzované oblasti.
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cetnost [pix] —

0 stupen Sedi [GL] — 255
Count: 363 Min: &
Mean: 28.807 Max: 64
StDew: 12.222 Mode: 24 (18)
Obr. 19

Histogram z analyzovaného sektoru obrazu.

Na Obr. 20 je uvedeno oznaceni oblasti bakterie urcenych k analyze. V programech podobnych
Imagel se tyto oblasti znaci vyrazem ROI (Range Of Interest). Na obrdzku je oznacena jak
bakterie (Zluté), tak i oblast slouzici k definici pozadi, Sumu (modFe). Sum se bohuZel vyskytuje
u fotek tohoto typu vidy. Je funkci jak nerovnomérného osvétleni, tak i citlivosti kamery a
existenci rlznych artefakt(l v optické soustavé. Proto se musela pfi analyze vidy urcit mira
pozadi a od namérenych hodnot odeditat.

Obr. 20
Vybér sektorl pro méFeni. Zluté jsou oznaceny sektory bakterie, modie pozadi uréené k odecteni.

Ill

V programu Image) se k odectu pozadi (ke korekci na pozadi) bézné pouziva tzv. ,rolling bal
algoritmus, kdy se hodnota intenzity pozadi ziskava zpriimérovanim intenzity v odpovidajicim
kruhovém sektoru kolem kazdého zkoumaného pixelu. Polomér sektoru se voli minimalné tak
velky, jako je velikost nejvétsiho objektu na zkoumaném snimku. Vysledky tohoto algoritmu

jsou zobrazeny na Obr. 21 .
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Obr. 21

Znazornéni funkce odecitani pozadi v Imagel. Pfed procesem (vlevo), po korekci (vpravo).
http://imagej.nih.gov/

Ill

Meéli jsme dvé moznosti jak provést extrakci pozadi. Bud pouzit algoritmus ,rolling bal
odecteni pozadi na obraz pred analyzou, nebo provést nejprve obrazovou analyzu snimk( se

pro

Sumem a az poté od zjisténych hodnot odecist zmérené pozadi.

Pted vlastni aplikaci algoritmu si ovéfime jesté ucinnost na konkrétni snimky, které budou
analyzované.

Obr. 22
Pred (vlevo) a po aplikaci (vpravo) extrakce pozadi pomoci algoritmu ,rolling ball“.

Pfi ovéreni funkénosti algoritmu na presviceném snimku bakterie (Obr. 22 - vlevo), jsou patrny
artefakty po aplikaci (Obr. 22 - vpravo). Nicméné artefakt v podobé presviceni v blizkém okoli
bakterie zmizel.

Ill

Proto volim kombinaci obou moZnosti extrakce pozadi a to prvotni aplikace ,rolling bal
algoritmu, analyza a pak pfi vypoctu odecéteni zméreného pozadi s tim, Ze velikost oblasti
pozadi zvolim v blizkosti mérené bakterie a o velikosti oblasti bakterie. Volba velikosti a polohy

vrve
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v blizkosti bakterie a vzhledem k priamérovani stupné Sedi na plochu, bude presnéjsi vzit pravé
oblast shodné velikosti nebo podobné velikosti, jako je oblast bakterie (Obr. 23).

Obr. 23
Specifikace vhodnéjsiho sektoru pozadi pro analyzu.

V pozadi vySe uvedenych pravidel bylo tedy dale zanalyzovano 65 snimk{ snimanych po 1,5s
a pro nahled do zpracovani jsou v nasledujici tabulce (Tab. 3) uvedeny zmérené a spocitané
hodnoty pro prvnich 15 sekund pozorovéni. Cely soubor hodnot je pak zdrojem k dalSimu
kroku - grafickému zobrazeni (Obr. 24) a posléze k ovéreni matematického modelu.
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Plocha [p.m]l 4,255\ 4,255 2,151 2,104} Integrated Intenzity [GL. um?]
Intenzita [GL] (odecteno pozadi)
Cas [s] Pozadi | Celek [Lpolovina|P polovinalj Celek |L polovina|P polovina
0 0,236 9,758 4,07 15,571Q 40,516 8,247 32,265
1,5 0,332 9,416 4,081 14,868 38,652 8,064 30,584
3 0,538 8,06 3,914 12,297Q 32,006 7,262 24,741
4,5 0,399 7,478 4,511 10,511 30,121 8,845 21,276
6 0,562 6,764 4,796 8,775 26,390 9,107 17,280
7,5 0,679 6,753 6,489 7,022 25,845 12,497 13,346
9 0,315 8,668 10,978 6,308 35,542 22,936 12,609|
10,5 0,163 8,557 12,005 5,033@ 35,716 25,472 10,246
12 0,63 8,44 13,016 3,764Q 33,232 26,642 6,594
13,5 0,274 9,859 15,591 AW 40,784 32,947 7,840
15 0,307| 9,321 14,645 3,879f 38,355 30,841 7,515
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Tab. 3 Priklad vyslednych dat z programu Image)

Intenzita fluorescence MinD proteinu zna¢enych GFP v E.Coli
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Obr. 24
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Graf zavislosti intenzity fluorescence GFP::MinD na Case ziskany mérenim.
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4.2 MATEMATICKY MODEL POHYBU REPORTER PROTEINU V BAKTERII

Pti navrhovani matematického modelu mnozstvi a oscilaci reportér proteinu MinD (komplexu
GFP::MinD) v bakterii E. coli , je potfeba vyjit z dat ziskanych pozorovdnim (viz. pfedchozi
kapitola) a teoretickych znalosti ziskanych z literatury [5, 6].

Obr. 25
Zaznamenana oscilace reportér proteinu MinD v bakterii E. coli

Mnozstvi reportér proteinu v ¢ase na levé strané (p.) se periodicky méni z minima (pozorované
nuly — Zadna fluorescence) na maximum.

Pocatecni podminky v ¢ase t=0 - nulové mnoiZstvi proteinu na levé (p. = 0), okrajové
podminky = vystupni rozsah se pohybuje v kladnych ¢islech od nuly do celkového mnozZstvi
proteinu (po). K témto vstupnim parametrim, pozadavku periodicity a pocatecnim
podminkam, se jevi nejidealnéjsi goniometricka funkce cosinus.

Funkci si postupné upravime podle zadanych vstupnich podminek:

Krok | Funkce Vystupni interval
1. cos(wt) <1,-1>

2. cos(wt)+1 <2,0>

3. -cos(wt)+1 <0,2>

4, %*[1-cos(wt)] <0,1>

5. 2*[1-cos(wt)]* po <0, po>

JelikoZ na pdlech bakterie pii fazi minima/maxima zlstava urcité residualni mnozstvi
reportér proteinu, nemusime tuto skutecnost opomenout i o do navrhované funkce
modelu.
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Krok | Funkce

Vystupni interval

6. 1/10*po+8/10*%2[1-cos(wt)] *po

<0, po>

Timto 6. krokem zajistime zachovani odhadovanych 10% z celkového mnoZstvi reporter
proteinu jak na levém (¢ast funkce ,1/10*p0“) tak na pravém pélu bakterie (k
residualnimu mnoZstvi na levé strané bakterie periodicky nabyva funkce jen 8/10 = 80%
z celkového mnoZstvi proteinu). Jednotlivé kroky v ndvrhu funkce modelu jsou uvedeny
na Obr. 26 vCetné jeji reprezentace v soustavé souradnic.

Relativni mnoZstyi proteinu

Uhel[rad]

Obr. 26

Postup ziskani modelu oscilace reportér proteinu MinD v bakterii E. coli

Finalni model oscilace proteinu ma tedy podobu:

8
Po + 55 [1 = cos(wb)]py,

PL= 20

10

kde pv ... mnoZstvi proteinu na levé strané,

po ... celkové mnozstvi proteinu,
t... Cas,
... thlova rychlost.

Na nasledujicim Obr. 27 je zobrazen prlbéh oscilace proteinu MinD podle modelu pro

hodnoty po=1000, T = 100.
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Obr. 27

Model oscilace celkového minD proteinu v bakterii E. coli

4.3 \VzTAH MEZI MNOZSTViM PROTEINU A FLUORESCENCI

Vytvoreni modelu oscilace MinD byl jednim z predpoklad k navrzeni dalSiho modelu —
modelu photobleachingu, tj. ¢asové degradace proteinu GFP (spojeného s MinD) pusobenim
absorbovaného excitacniho svétla (pfipadné dalSimi ovliviiujicimi Ciniteli). Znat tento model je
klicové kurceni mnoistvi proteinu MinD v pozorované bakterii, nebot je to pravé
fluorescence, kterd nam ddava informaci o existenci sledovaného proteinu. A tim se dostdvame
k problému neurcitosti pfi delSim vystaveni sledované bakterie excitacnimu svétlu, kdy
ztracime prehled o rozmisténi sledovaného proteinu v bunce. Tuto informaci musime
respektovat a snaZit se i pres ziskani modelu photobleachingu dobu excitace zmensit na
minimum a tim zabrdanit vysokému stupni neurcitosti. K tomu je zapotrebi pIné optimalizovat
metodiku pozorovani.

Nyni pfistupme k vytvoreni modelu popisujici jev photobleachingu.

Jako pocatecni podminku pred vystaveni bakterie excitaénimu svétlu, budeme uvazovat, Ze
mnozstvi proteinti MinD v bakterii je stejné jako mnozstvi aktivnich GFP vazanych na MinD
(nedegradovanych, schopnych fluorescence). Pfi kazdém osviceni se proteiny GFP, pfi
zachovani stejnych podminek, budou degradovat s rychlostiy (protein(i GFP za jednotku casu).

Celkové mnozstvi (po) proteinu MinD si tudiz mGzZeme rozdélit na skupinu protein( s aktivnim
GFP (pa - active) a s degradovannym GFP (p» - broken).

Tedy mlzZeme psat:

po(t)= pa(t)+ po(t), kde t...cas. (2)
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Jelikoz se u photobleachingu nejedna o deterministickou ulohu, musime do rovnice degradace
vlozZit stochasticky clanek. Ke stochastickému modelovani tohoto druhu déje je nejvhodnéjsi
pouzit Poissonovo rozdéleni [15]. Proto vztah vyjadfujici photobleaching:

Po(t)= y*pa(t), (3)
kde y... koeficient degradace aktivnich proteinu (ziskany z méreni),

vlozime do funkce programu Matlab ,poissrnd()“, realizujici pravé takové stochastické
rozdéleni:

Po (t)=poissrnd(y*pa(t)) . (4)

Tim ziskdme vztah pro vypocet degradovanych GFP protein(, kde rychlost degradace y v sobé
zahrnuje nejen intenzitu excitacniho svétla, ale i vliv prostiedi, ve kterém je bakterie
umisténa (kultivacni médium, teplota aj.) [16].
Propojenim doposud navrzenych modell a vztahl souvisejici se sledovanymi oscilacemi
vytvofime algoritmus, prostrednictvim kterého, pak mlzeme vytvofit simulacni program
chovani komplexu GFP::MinD v bakterii E. coli .

Celkovy algoritmus pohybu protein(l a jejich degradaci je na nasledujicim diagramu (Obr.28):

27



ZACATEK

ZADANI VSTUPNICH PARAMETRU,
DEFINOVANI OSCILACNI FUNKCE

pL=p0/10+ (8*p0) / (2*10) * (L-cos (t*w) )

Aktualizace parametr
pLB, pRB, r

PLB (i) =poissrnd (j*pLA(i))
PRB (1) =poissrnd (j*pRA(i))
r=pL (l+i*po) -pL (index)

ANO

Presun proteint

na levou polovinu E.coli?

r>0

NE

kA(i)=pRA(i)/(pO-pL(index))
pLA(i+1)=pLA(i)-pLB(i)*+kA(i).r
PRA(i+1)=pRA(i)-pRB(i)-kA(i).r

kA(i)=pLA(i)/pL(index)
pLA(i+1)=pLA(i)-pLB(i)-kA(i).r
pRA(i+1)=pRA(i)-pRB(i)+kA(i).r

Obr. 28

KONEC

Algoritmus vypoctu aktualniho mnozstvi proteint minD v bakterii E. coli .
pL ... poCet minD proteint na levé strané bakterie E. coli,
pLB ... mnoZstvi degradovaného komplexu GFP::minD na levé strané bakterie E. coli,
PRB ... mnoZstvi degradovaného komplexu GFP::minD na pravé strané bakterie E. coli,
r ... rozdil proteint na levé strané v case i+1 vs case i,
kA ... pomérné rozloZeni aktivniho komplexu GFP::minD vzhledem k celkovému poc¢tu minD na
pravé/levé strané, vzorec viz niZe — vypis z programu v Matlabu

pLA ... mnoZstvi aktivniho komplexu GFP::minD na levé strané bakterie E. coli,

PRA ... mnoZstvi aktivniho komplexu GFP::minD na pravé strané bakterie E. coli .
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VSTUPNi DATA DO MODELOVAN::

Z méreni jsme ziskali
- periodu T = 30 [s];

- celkové mnoizstvi proteinu p0 = 37.4 [GL.um?]; (z interpolace funkce)
- ¢as trvani simulace = 96 [s];
- perioda ozafovanim emitac¢nim svétlem (acquire time) = 1,5[s];

- rychlost degradace = 0,018;

Odecteni rychlosti degradace z namérenych hodnot:

1) Z namérenych hodnot odectenim ubytku po periodé v maximech.
Musime si uvédomit, jak je sestaven model degradace proteinu GFP. Ndsledujici hodnota
aktivniho proteinu GFP je dana jako procentudlni Gbytek soucasného aktivniho proteinu.

Takze plati rekurentni vzorce:

p(to) = p(to);

p(t) = p(to) —j.p(to);
p(t) = p(te)(1 —j);
p(ty) = p(t)(A =) = pte)(1 = )%

p(ty) = p(t-1) A — ) = pte)(X — )™ >

1 t
j=1- eﬁ‘“(ﬁ%ﬁ%) _
Zmérena IntDen rychlost Zmeérena IntDen rychlost
[GL.um?] degradace za 1,5s [GL.um?] degradace za 1,5s
v perioddchT=30s (acquire time) v perioddch T=30s (acquire time)

¢as | Lpolovina i P polovina j

to 33 23,1

t 19,4 0,0262 17,5 0,0137

t2 16,6 0,0077 10,8 0,0238

Odhad rychlosti degradace GFP z méreni za 1,5s tedy bude pridmérem z vypocitanych

hodnot j uvedené v tabulce:
J15=0,018

2) Z dosazeni ¢asu periody ozarovani 1,5s do interpolac¢ni exponencialni funkce celkového

mnozstvi proteinu (viz. modra teckovana funkce na Obr. 24):
IntDen = 37,357 ~0.012t,
IntDen = 37,357e70012.15 = 36,69059;

Ji5 =

1=37357

IntDen

=0,018.
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REALIZACE ALGORITMU V PROGRAMOVEM PROSTREDI MATLAB:

# Ptikazy Popis funkce p¥ikazl
‘ ZADANI VSTUPNICH PARAMETRU
44;7 T=30; namétrenad perioda v sekundach
2 | tb=1.5; Casovy posun periody vuaci zacatku
3 | p0=41; celkové mnozZzstvi proteinu
4 | tF=96; délka trvani simulace
5 | step=0.1; ;iztezziresleni funkce oscilace
6 | w=2*pi/T; uhlova frekvence oscilaci

perioda ozatovani emitacnim

FL iod=1.5; i
7 perio své&tlem -> photobleaching

8 | j=0.018; rychlost degradace proteinu GFP

URCENI MNOZSTVI PROTEINU PRO DANY CASOVY INTERVAL

10 | t=0:step: tF; rozdéleni casu pro funkci oscilace
11 pL=p0/10+(8*p0) / (2*10)* (1- funkce urcujici oscilaci proteinu
cos (w* (t+tD))) ; na levé strané

ADEFINOVANI PROMENNYCH PRO REKURZIVNIHO CYKLUS VYPOCTU MNOZSTVI PROTEINU
S MODELEM POHOTOBLEACHINGu

12 | t2=0:FLperiod:tF; rozdéleni cCasu pro funkci ozatrovani

13 | po=FLperiod/step;

pocet nutnych proménnych pro funkci
ozarovani

pocet aktivnich proteinu na levé
strané E. coli

14 | n=1length (t2) ;

15 | pLA=zeros(n,1l) ;

pocCet aktivnich proteinu na pravé
16 | pRA=zeros (n,1) ; strané E. coli

pocet broken proteinu na levé
strané E. coli

pocet broken proteinu na pravé
18 | pRB=zeros(n,1) ; strané E. coli

17 | pLB=zeros(n,1) ;

podminka na zacatku pokusu
19 | pLA(1)=pL(1) ; viditelné (aktivni)GFP proteiny =
vSechny proteinu MinD

20 | pRA(1)=p0-pL(1) ;

APLIKACE MODELU PHOTOBLEACHINGu NA MODEL OSCILACE

21 | for i=1l:n-1

funkce pro broken proteiny na levé
strané

funkce pro broken proteiny na
pravé strané

22 PLB(i)=poissrnd (j*pLA(i)) ;

23 PRB (i) =poissrnd (j*pRA (1)) ;
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propojeni indexu ozar*ovani s
indexem vzorkovani modelu oscilace
rozdil nasledujiciho od soucasného
25 r=pL(l+i*po) -pL (index) ; mnozstvi minD proteinu na levé
strané

podminka urcujici, zda se proteiny
26 ifr >0 presouvaji z leva doprava nebo
naopak

24 index=1+(i-1) *po;

pomérné mnozstvi aktivnich proteinu
27 kA (i)=pRA (i) / (pO-pL(index)) ; na pravé strané vuci vSem proteinim
MinD na pravé strané

28 else

pomérné mnozstvi aktivnich proteinu
29 kA (i)=pLA (i) /pL (index) ; na levé strané vic¢i vsSem proteintm
MinD na levé strané

30 end

31 PLA (i+1)=pLA (i) -pLB (i) +kA (i) *r; ziiiiéaitizzic?+§roteinﬁ na levé
39 PRA (i+1)=pRA (i) -pRB (i) -kA (i) *r; ziiiiéaitizzic?+?roteinu na pravé
33 i=i+l;

34 if (tF/step)<(l+i*po) oSet¥eni pred pretecCenim

35 i=n-1;

36 end

37 | end

38 | hold on;

39 plot(t,pL+p0-pL, '~ GRAF celkového mnozstvi proteinu

.k','LineWidth',2) ;

GRAF celkového mnozZzstvi proteinu na
levé strané

GRAF celkového mnozstvi proteinu

na pravé strané

40 | plot(t,pL, '-k', 'LineWidth',1);

41 | plot(t,p0-pL, '--k', 'LineWidth',1);

42 plot(t2,pLA+pRA, ':g', 'LineWidth',2) GRAF aktivniho proteinu na pravé a
; levé strané
43 | plot(t2,pLA, ' :r', 'LineWidth',2); GRAF éktlvnlho proteinu na levé
strane
44 | plot (t2,pRA, ' :b', 'LineWidth',2); Siiznzktlvnlho proteinu na prave

45 | set(gef, 'Color', 'white');

title('MnoZistvi komplexu
46 | [GFP: :MinD] (aktivniho vs
celkového) v bakterii E. coli ');

47 | xlabel('Cas [s]');

ylabel ('Relativni mnozZstvi
proteinu') ;

49 | AXIS ([0 100 0 50]);

48
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legend ('MinD celkem', 'MinD leva
strana', 'MinD prava strana','GFP-
50 | Active celkem', 'GFP-Active leva
strana', 'GFP-Active prava strana',
'Location', 'NorthEast');

51 | clear;

Po dosazeni vhodnych hodnot do programu vytvoreného dle algoritmu na obr. 28, dostaneme
nasledujici graf:

MnoZstvi komplexu [GFP::MinD] ———- MinD celkem
50 (aktivniho vs celkového) v bakterii E.Coli | — \inD leva strana
— —MinD prava strana
asr GFP-Active celkem
""""" GFP-Active levéa strana
40 e GFP-Active pravé strana

%] %] (¥ [ ]
[a=] w [s=] (4]

Relativni mnoZstyi proteinu

-
() ]

10

Obr. 29
Vystup modelu oscilace minD proteinu vs aktivniho komplexu [GFP::minD] v bakterii E. coli .

Na Obr. 29 jsou zobrazeny 4 mozné pribéhy mnozstvi komplexu GFP::MinD celkového i aktivniho

vrve

pfi ur¢ovani mnozstvi degradace proteinu GFP béhem ozareni emitaénim svétlem.
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4.4 POROVNANi NAMERENYCH HODNOT S MATEMATICKYM MODELEM

Z nésledujiciho Obr.30 je zfejma podobnost namérenych dat s matematickym modelem procesu a
tedy miZeme mluvit o Uspésném vytvoreni modelu.

Relativni mnozstvi aktivniho komplexu [GFP::MinD] v bakterii E.Coli
S0 ZMERENA DATA vs MODEL

45—~

Relativni mnozstvi proteinu

100

Obr. 30
Srovnani namérenych hodnot (plné ¢ara) mnozstvi aktivniho komplexu GFP::MinD v bakterii E. coli
vs mnozstvi uréeného z matematického modelu (teckovana cara).

5 ZAVER

Tato prace nastinila, Ze matematické modely mohou do jisté miry zastoupit modelované déje a tim
umoznit simulaci pokusU s cilem, zjistit pravdépodobné vysledky dfive nez déje realizuji. Mohou tak
pomoci naznacit spravny smér jakym ma vyzkum pokracovat a usetfit tak cas i penize na provadéni
slepych cest pokusu. Dfive nez je takovy model pouZitelny, musi projit mnohymi validacemi pro rizna
nastaveni.

Stejné tak i u vySe vytvoreného matematického modelu, bude tfeba dalSi ovéfeni na mnohych
mérenich a az mozna aplikace u slozitéjSich pokusl, rozvijejici problematiku stanoveni mnozstvi
proteinli na zakladé mnozZstvi aktivniho reportér proteinu GFP.
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7 PRILOHY

protokoly pro pfipravu kultivaénich médii:

LB-Miller/Lennox (1000ml) (Invitrogen, USA)
- 10g tryptone

- 5g yeast extract

- 10g (Miller) or 5g (Lennox) sodium chloride - NaCl
- sodium hydroxide - NaOH

- laboratory bottle

1. Add all the ingredients into 800ml of dH,0, mix it

2. Measure pH, which must be 7 (if it's below this level, add NaOH with a pipette)
3. Add dH,0to 1000ml

4. Put the cap on (half-close the bottle) and add the autoclave tape

5. Autoclave 121°C, 25min, no drying time

6. Store at room temperature

M9 Minimal Salts, 5X (Sigma-Aldrich, USA)
-33.9g/L Na;HPO4 7H.0

- 15g/L KH2PO4
- 5g/L NH4Cl
-2.5g/L NaCl

Make a 5x concentrated stock solution by stirring to suspend 56.4g powder in 1L water.

Autoclave for 15 minutes at 121°C to sterilize. Allow to cool before making additions, such as

antibiotics (if desired).

Dilute the 5x M9 concentrated stock to a 1x working solution by adding 200mL 5x M9 stock to

800mL sterile water. If needed, allow to cool before making additions, such as antibiotics (if

desired).
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