ABSTRAKT

Tato bakalfska prace se zabyva syntézou dixiah meédii vhodnych pro fluorescen
mikroskopii liposoni. Teoretickacast obsahuje literarni reSerSi zgenou gedevsim na
charakterizaci, geni a vyuziti fix&nich prostedki v chemické praxi. Experimental&st se
dale zabyva vytrem vhodného fixéniho prostedku pro pipravu mikroskopickych prepaiat
na bazi liposon.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the synthesis xdtibn medias suitable for fluorescence
microscopy of liposomes. The theoretical part cmsta literature search focused primarily
on the characterization, classification and usecloémicl fixatives in chemicl practice.

Experimental section also deals with the selectibappropriate fixative for preparation of
microscopic preparations based on liposomes.
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1 UuvOD

Paizovani obra#t mikroskopickych objekt, & uz mikrobublin, miceki jinych utvaf, neni
vzdy aplreé jednoduché a jsou n& rkladeny jisté pozadavky. VSechny mikéstice totiz
vykazuji jisty pohyb. Je jim tzv. Browmm pohyb, ktery je definovan jako ustamy
neuspdadany pohybiastic v kapalinachei plynech. Cim mensicastice, tim wtsi je tento
pohyb. Prav k zastaveniéchto pohybujicich seastic pouzivame fixani média a jsme diky
nim schopni ziskat kvalitni obrazy sledovanych ktije

Mikroskopické castice je samdejmé mozné pozorovat pod mikroskopem i bez pouziti
fixa¢nich médii. Naneseme-li vzorek na 8kti, dochazi k usazovani n&fgich¢astic dole na
skle, kde se daji pozorovat. V laboiatale mize dochazet k nechrtym otesim, jejichz
nasledkem se pozorovany vzorek pohne nebo se mzajed by se v idealninripadt stavat
nentlo. Tomu pra¥ mazeme pedchazet pouzitim fixamich médii.

U menSichtéstic, které jsou vystavenytéimu Brownovu pohybu, je jiz pouZiti fixaich
meédii nezbytné. Fixai média se ndp pouzivaji u zkoumani vzoikna konfokalnich
mikroskopech, které pigbuji pongrné dlouhy ¢asovy interval na provedeni jemného skenu
vzorku.

Cilem této bakalgké prace je pak nalézt co nejvhg8n fixacni prostedek pro
mikroskopii liposoni. Tyto poznatky by mohli byt dale upl&wy pro fixaci objekd, které
jsou struktural® liposomim podobné.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fixace
Fixace je jednou z metod uzivanyathbm gFipravy mikroskopickych prepafatV momeng,
kdy je oddlena cast vzorku od organismu, dochazi uinigj k intracelularnimu traveni
enzymy (autolyze) Zjsobené feruSenim fsunu kysliku k bitkdm i tkanim a dalSim
degradanim proceg8m (vysychani, mikrobialni rozklad, osmotickyi®mobené zrny,...).
Cilem fixace je co nejvice zabranitrito proce8m a snaha o maximalni zachovani &une
struktury oproti nativnimu stavu. [1] [4]

Fixace samazjm¢ neni idedlni proces a dochazi pi, i béhem nésledujicich krdk
k mnoha zminam vlastnostéi vzhledu bugénych a tkéovych slozek. Mohou to byt ziny
jako je smr&ni, otok nebo tvrdnuti komponentiBzité je, aby byly vzorky chr&ny pred
Skodlivymi (Einky zpracovani, ale zachovaly si reaktivitaciv barveni a jinym realnim
¢inidlam. Proto je nutné d&novat zvySenou pozornost Wrin vhodného typu fixace
a fixatniho ¢inidla, jelikoZz mohou zré ovliviiovat vlastnosti vzorku. Z tohotoidodu se
pouzivaji i fixa&ni snesi, které potlauji nezadouci vlastnosti jednolénidla a podporuji
vlastnosti druhého, napsmés Formaldehydu, etanolu a kyseliny octové. [2] [4]

2.1.1 Déleni fixaénich medii
Jednim z kritérii, kterym fizeme dlit fixa¢ni média, je na zaklgdejich schopnosti sraZet
(koagulovat) bilkoviny. Blime je na:

» Koagulujici fixativa — hlavnim mechanismem je denate bilkovin. Rozpustnost
bilkovin ve vodném pro&di je utovana uspiadanimietzce, kdy hydrofobnéast
fetézce lezi uvnit a hydrofilni vi¢ terciarni struktury bilkovin. Koagulujici fixativa
zpasobuji zngny sekundarni a terciarni struktury bilkovin. Mzgi nasledek ovliwni
funkce bilkoviny a sniZzeni jeji rozpustnosti. l@atlesi hydrofobnichc¢ésti mezi
bilkovinami dochazi k jejich vzdjemnému propojerdsfovani a celkoveé stabilizaci.
Sila koagulatu a koncentrace bilkoviny ma vliv nasah srazeni.riRladem &chto
latek miZe byt aceton, etanol, kyselina dus, kyselina pikrova,...

* Nekoagulujici fixativa — k propojeni bilkovin dodiaprostednictvim chemické
vazby, nikoliv jejich srdZzenim. Propojenim protgpatickych komponent jsou lépe
zachovany intracelularni detaily, nez je tomu vnpnv pipad. FPrikladem jsou
albuminy (formaldehyd, glutaraldehyd (GA), akrolegnoxid osmiely.

Dale mohou byt fixéni prostedky rozaleny podle toho, istavaji-li po ukotieni procesu
fixace navazany v pletivu. dime je na neaditivni (nevazi se do pletiva, indoagulujici
fixativa) a aditivni (tvéi stabilni vazby gastmi pletiva, naip aldehyd a oxid osréely). Tyto
dva druhy dleni se vSak v mnohéntgkryvaji. [4]

2.1.2 Fyzikalni fixaéni prostiedky

Fyzikalni fixani prostedky zahrnuji tyto metody: fixace suchym teplem ;melarem (na
tkanovych vzorcich pouzivana vyjiraes, vyuziva se u rychlého zhotovovani preparat
z biopsii), lyofilizace (znama také jako freezedryi vysouSeni za nizké teploty mékiera
vyuziti v histochemii, ale nebyva aplikovdna nagdiastikovani vzork tkart), mrazova
substituce a stabilizace pomoci mikrovin (jejichspgbenim se vytud v tkani kanalky,
kterymi |épe prostupuje fixai ¢inidlo). [2] [5]

2.1.3 Chemické fixaéni prostiredky

Funguji na zaklatireakci fix&nich prostedki s jednotlivymic¢astmi biologického vzorku.
Jedna se o roztoky anorganickych i organickychcgoun, které svym isobenim zaiicinuji
imobilizaci a celkovou stabilizaci vzorku. Po dokKeni procesu fixace je veéwsing
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piipadech nutné odstranit nadbyig fixacni prostedek ze vzorku jeho vypiranim
v pramenité vo&d nebo v 80% etanolu.
Existuji dw¥ metody, kterymi mdiZzeme provést chemickou fixaci. Jsou jimi imerze
(pondeni) a perfuze (promyvani): [[H]
* Imerze — vzorek je potien do fixa&niho ¢inidla na potebnou dobu. Tato doba se
pohybuje viadu rékolika minut¢i hodin, ojedirle je to v ramci dit az tydri.
» Perfuze — pouziva se¢qvazi u celych orgam ¢i malych zvfat. Fixani prostedek je
skrze krevnfecist¢ dopraven k bikam daného organu.

2.1.4 Faktory ovliviujici fixaci
2.1.4.1 Teplota fixa‘niho roztoku

Zvysenim teploty fixéniho prostedku v ugité mire zvySime rychlost jeho difuze do tkan

a rychlost chemické reakce mezi fixativem a vzorkéd@re. Na druhou stranu tim ale
zvySujeme rychlost autodegradéch a autolytickych procéss nefixovanychtastech vzorku.
Pro zbrzdni autodegradaich proces je vyhodna nizsi teplota, ale ta naopak vyéazn
zpomaluje fix&ni proces. U sstelné mikroskopie seétSinou praktikuje fixace za laboratorni
teploty, ktera mze byt ndsledovana dalsi fixaci do 45°Gi.@@uziti mikrovinné fixace se po
kratkou dobu pouziva teplota az 65°Casténd nam miize pomoci uit teplotu zmisob
fixace, kdy se P perfuzni fixaci doporéuje upravit teplotu na teplotu Zivého organismu.
Urceni teploty je i pesto nejednoziaé a zalezi vzdy na momentélnich preferencich
a ostatnich faktorech. [1] [3]

2.1.4.2 Cas

Vzorky potebuji dostatekRasu, aby fixativum proniklo difazi doietdu vzorku a tam mohlo
zreagovat. Rozhodrale neplati pravidlo, Z&m déle vystavime vzorek figaimu médiu, tim
lépe bude fixovan. #piiliS dlouhém styku fixé@niho ¢inidla se vzorkem r1ize dojit nap. ke
zkapalrgni proteiri premenénych ¥ reakci s GA na gel a jejich naslednému vyplaveni
béhem dalSiho zpracovani vzorkuiilB velké snizeni doby tgsobeni ma za néasledek
nekvalitre fixované casti vzorku, které budourippozorovani vysledk vykazovat zkresleni.
Doba se tedy liSi v zavislosti na velikosti fixoedo materialu, teplétfixacniho roztoku,
jeho slozeni, zjsobu fixace atd. [1] [3]

2.1.4.3 Rychlost penetrace

Je zAavisla na difaznich vlastnostech, které jsow kazdy fix@&ni prostedek specifickeé.
Rychlost penetraceime byt vyjadena jako:

d=KI/t (1)
kded je hloubka piiniku, K je koeficient difuze (charakteristicky pro kazdaikl) at je ¢as.
Koeficient difize K tedy ukuje, do jaké vzdalenosti vzorku (v mm) dok&Zze pkoaut
fixativum za 1 hodinu. Je-li tedy nap formalinu koeficient K = 0,78, potrva jehaipik do
centra vzorku tloudky 10 mm giblizné 25 hodin (= 5 h). Rychlost ovlivuiji i dal3i faktory,
kterymi jsou teplota, velikost vzorku a jeho povdghag. fixaéni média obtiz&é prochazeji
kompaktnim pletivem, ale lehce parenchymatickyntiyaen). [3] [4]

2.1.4.4 Rozméry vzorku
Jak jiz byloteceno v 2.1.4.2, dobu fixace oviuji i rozmery vzorku. Je dano, Ze by vzorek

viv s

mm. Navic vzorky utené pro transmisni elektronovou mikroskopii by snpiesahovat
velikost 1 mnd. [1] [3]



2.1.4.5 Objemovy porx

Pro kvalitre fixovany vzorek je pdeba mit wkity prebytek fixa&niho média. Dostatek
fixativa brani jeho w§erpani ¢i naredni pisobenim pidaného objektu. V literate se
nejmensi pebytek uvadi v porru 20:1 a nej¥tSi kolem 100:1. [3] [4]

2.1.4.6 pH a pufry

pH fixacnich prostedki, pouzivanych $i swtelné mikroskopii, nema zasadni vliv na
uchovavani a kvalitu fixace.&8ina z ¢chto médii se vyzréaje nizkym pH, naip obsahuiji-li
kyselinu octovou nebo pikrovou. pH je al&leF¥ité teba u formaldehydu. Jeho rozpadem na
kyselinu mravedi vznika kysely roztok, ktery dale reaguje s herabgiem. Proto se tento
hojn¢ pouZzivany roztok pufruje na pH mezi 6,8—-7,2.[3]

U fixacnich prostedki, pouzivanych $ elektronové mikroskopii, je velikost pH mnohem
vyznamrjsi a nela by mit @iblizn¢ fyziologickou hodnotu. PouZiti pufrje tak nezbytné
treba v pipadt oxidu osméelého, jehoz hodnota pH seude pohybovat mezi 2-3.
Doporwena hodnota pH se pohybuje v rozmezi 6,7—7,13]1] [

2.1.4.7 Osmotické vlastnosti

Intracelularni roztoky v hice jsou od sebe odény semipermeabilnimi membranami, které
propoustji jen vodu a tkteré jiné latky. Pohykithto latek pes membranu je &en rozdilem
koncentracidchto roztok. Se zvySujicim se rozdilem koncentraci se zvystigk vody na
membranu (osmoticky tlak), kterydwje velikost hydrostatického tlaku pebného na stra&n
koncentrovagjSiho roztoku, aby dod&nneproudila voda. Fixai roztoky by nerdly vyrazre
meénit osmoticky tlak a tim by ne#to dochazet k objemové zme buiky prijimanim nebo
uvolovanim vody. Roztoky 2¥Sujici objem buék se nazyvaji hypotonické, zmensujici
objem jsou hypertonické a nevyvolavajici @m objemu jsou izotonické. Poslednimi
zmirénymi by meli byt fixacni média. [1]

2.1.5 Fixaéni ¢inidla

Pro fluorescetni mikroskopii se nafklad pouziva PPD-glycerol. Parafenylendiamin se
vyuzivad v gipac, kdy je pH vysSi nez 8. Je-li nizSi, dochazi klegluti. Tomu
piedchazime pouzitim pufru. Vysledna&mak obsahuje 0,1-0,01% PPD, 50-70% glycerol
v PBS a 50% glycerol v20 nM fosfatoveho pufru (@b). Nesmi se vSak pouzit
metafenylendiamin, ktery se slabou kyselinouitetute fluoreskujici bazofilni skvrny.

Dale je mozné pouzit DABCO-PVA. Je to &m2,5% DABCA, 10% polyvinylalkoholu,
5% gylecrolu a 25 mM tris pufru (pH 8,7). 8sse uchovava v lednici. Se vzduchem
degraduje, proto se po rozmrazeni neghmtvany zbytek vyléva.

Tretim gikladem je NPG-glycerol, kdy se smicha 2% n-praglat, 49% PBS a 49%
glycerol. Vysledna sis ma by nila mit pH 7,4.

V mé bakaléské préci jsem pracovala stkolika koncentracemi agarosového gelu
a riznymi koncentracemi a pammy DABCO-glycerolu. Na néasledujicich odstavcichvjget
n¢kolika znamych fixanich prostedki. [6]

Glutaraldehyd (GA)

Prodava se jako vodnyjry, Stiplaw zapachajici roztok o koncentraci do 70 %, vysSi
koncentrace mohou mit ngépnivy &inek na fixaci. GA ma ve sveé strukeudw aldehydicke
skupiny schopné se vazat nage déma bilkovinnymi molekulami. Je to velmi silné fixd
¢inidlo. Reaguje pedevSim s peptidy a bilkovinami a to diky rychléka s aminoskupinou
lysinu. Reaguje také s deoxyribonukleovou kyselinale nereaguje zase rtags lipidy,
proteoglykany a &kterymi polysacharidy. Ddle zachovava jemné cytologické detaily. Po
fixaci GA si membrany udrzuji své permeabilni weasti. VyuzZiva se k ultrastrukturalnim
studiim, které vyZaduiji elektronovy mikroskop. [4]
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Obréazek 1Strukturni vzorec GA

Formaldehyd (FA)

Pri standardnich podminkach se jedna o Stiplavy ghjife rozpustny ve vad Prodava se
jeho vodnyroztok (formalin) o koncentraci do 40 Na aminoskupiny bilkovin se na roz
od GAvaze pouze jednou aldehydickou skupinou. Protaké fixace F/ oproti GA vyrazg
slabsi, alediky malé velikosti molekuly mnohem rychlejSitohoto divodu se pr&¥ ¢asto
vyuziva kombinaceéthto dvoucinidel. FA se vyuZziva lpiipraw preparai pro nasledn
imunozn&eni. Je to nekoagulujici fixativui [1] [4]

i
/C\

H H

Obréazek 2Strukturni vzorec FA

Etanol

Je to pomarné rychle pronikajici fixani prostedek, kdy se vyuZiva jeho vodny roz
o koncentraci 50-70 %Rravdpodobré naruSuje hydrofobni interakce bilkovin a oiliye
tak jejich terciarni strukturu. Posiluje vodikovéstky, ¢cimZ pomahézachovavat sekundar
strukturu bilkovin. Je to koagulujici fixativu [4]

i
H-C-C-O-H
H H
Obréazek 3Strukturni vzorec etanolu

Oxid osméely
Pii pokojové teplot je to phsvitnd naZloutld krystalicka latka, ktere silné tékava

sdrazdicimi dinky. Pro fixaci se pouziva jehc—4% vodny roztok, kterym je ale iteba
pracovat v digesto Je to silné oxidai cinidlo, kteréjako jedno z mal fixuje lipidy.
Reaguje s a-aminokyselinami za vznikua-ketokyselin a karbo)ovych kyselin.
S organickymi latkami tvti tzv. osmiovouwem, ktera zbarvi preparaty po fixagrne. Fi pH
vySSim nez 7 se zase osmiove ionty red, ¢imZ se snizi &inek fixatniho roztoku.To se
projevizraizownim a naslednym ztmavnutim roztoku,ry se pak uheda pouzit. Nereagu
sglycidy, nedenaturovanou deoxyribonukleovou kysmlira jinymi bugcnymi sowastmi.
Vyuziva se ksekundarni fixaci po primarni aldehydoveé fix [1]

O

|

A0

Obrazek4 Strukturni vzorec oxidu osteiého
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2.2 Fluorescence

2.2.1 Obecna teorie

Atomové orbitaly pedstavuji wiitou miru energie péebnou na udrZeni elektronu v obalu.
Cim jsou vzdalegsi, tim je na udrzeni elektrontieba vice energie. V zéakladnim stavu
elektrony obihaji nejblize jadru, takze ma atom iméani energii. Absorpci energie
dopadajiciho Z&ni (nebo elektral dochazi k pechodim elektroi do vzdalegjSich
orbitali a tim ke z¥tSeni energie atomu. Tento stav atomu se nazyvtoeaoy (vybuzeny).
Je ale velice nestabilni, a tak dochazi k navratuma do zakladniho stavu.idbyt&na
energie je vyzi&na (emitovana) v podsétkvanta z&vé energie — fotonu. Na tomto principu
funguji vSechny luminisceni jevy (vizObrazek 5). [7]

’d"'"-- ’4"'--. ’—"'"-.
s ~ r s b F 4 &3
P - A ’ - \ ’ - N
’ " 15 ~" \ ’ O' ~~‘ \ ' 'O .“ ‘
! '3 jadro % i 1 o s i ] i . 11
] * [ i ] [ ] .
- ] 1 1
At e Tt e bt e b
g l‘ 'l - X l‘ ‘l ' 5 I‘ " "
foton T, t., B " & g s e &
% ¢ LY L4 LS P4
e 3 LS - - +
3 - 3 - ~ -
- = [ — . - -
: A
Ion N

Obrazek FPrincip fluorescence — absorpce fotonu (vlevo)jtage elektronu (uprosed), navrat
atomu do zékladniho stavu a v¥ai fotonu (vpravo). Upraveno agqvzato z [8]

Luminiscenci (lumen = s¥lo) predstavil poprvé fyzik Eilhardt Wiedemann v roce 888
Na rozdil od inkadescence se jednd o emistlavu které pevaZzuje vlastni zéni nad
tepelnym. Je tedy také nazyvana jako studeng#losvF¥i luminiscergnich jevech jsou
Z excitovanych stavemitovany ultrafialové (UV), viditelné (VIS) a irervené (IR) fotony
mechanismem chemickym, fyzik&lnim (absorpce) nelsxhanickym @eni). Na zaklag
druhu excitaniho zdeni pak dlime luminiscenci na elektroluminiscenci, radiolmmscenci,
chemiluminiscenci, bioluminiscenci, triboluminis@gntermoluminiscenci, sonoluminiscenci
a fotoluminiscenci. [9] [9] [10]

Fotoluminiscence je zaloZzena na excitademav UV a VIS oblasti. Je dale ra#ena na
dvé podskupiny — fosforescenci a fluorescenci, naasdklejich emisni drahy, excitovaného
stavu a elektronické konfigurace. V dalSich oddtdvee vSak budemewovat pouze druhé
zmirgné podskupi& [9]

Fluorescence byla poprvé objevena v roce 1852nsiBeEorgem G. Stokesem, ktery ji
pojmenoval po mineralu fluoritu (kazivci), u¢hoz byla poprvé pozorovana modro-bila
fluorescence. Po ukoani excitgniho (primarniho) z&ni je fluorescence tzv. sekundarnim
z&enim. To se také ozdtaje jako dosvit. Fluorescence je typicka absorbowaswtla
0 urité vinové délce a naslednym vye&im s¥tla o WtSi vinové délce vcasovém
intervalu 10°-10° s. Elektrony tak fechazeji z prvniho singletového stavy)(8a zakladni
hladinu (9). Fluorescenci pozorujemefidka u anorganickych latek, alk&asto se sni
setkavame u organickych latek, zviggokud obsahuji aromatické jadro. [7] [9]
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2.2.2 Jablonského diagram

Pro vizualizaci procés probihajicich od absorpce éda az po jeho emisi, slouzi tzv.
Jablonského diagram, ktery je pojmenovan podleeggamfs Alexandra Jablonski. Déchto
procesi spada: absorpce fotbnvnitini konverze, fluorescence, mezisystémowgchod,
fosforescence a zpozuh fluorescence. Jablonského diagram zobrazuje lesivg
elektronové stavy $ S, S, tripletové stavy 71, T.avibrani hladiny jednotlivych stay [9]
[11]

vibraéni relaxace

S, ﬂuolrescence
vnitini S,
konverze (
absorpce
absorpce .

i vnejsi |

i konverze :
- v=3
v=2
So v=1
u * v=0

radiacni pfechody (s u€asti fotonu)
weeeeenne.. NEradiaéni pfechody (bez ucasti fotonu)

Obrazek @ablonského diagramspvzato z [13]

2.2.2.1 Absorpce

Absorpce (excitace) veetsire piipadech zéina i pokojové teplot na O vibrani hladirg
stavu Q. Absorpci fotonu dochazi Kgchodim molekul na jednu z vibéaich hladin staiy S
& S,. Tento proces je velmi rychly a trvéilizng 10"° s. Poté probihaji nasledujici n&zé
a z&ive prechody. [10] [11]

2.2.2.2 Nezd&ivé pechody

Vnitini a vrgjSi konverze
Pri vnitni konverzidochazi k pestupu molekuly mezi dwma stavy, jez disponuji stejnou
spinovou multiplicitou (nap S - Sy). To se odehrava mezi 16-10'° s. Tento typ konverze
je typicky pro alifatické molekuly, ale u rigidnidyklickych struktur nebyvéasty.

Srdzkami excitovanych molekul s molekulami rozpédia mize dojit k pevedeni
piebyt&né vibrani energie do rozpou&tla. Tento jev je znamy jakonejSi konverze

Vibraéni relaxace
Doprovodnym procesem Vv roztoku jebracni relaxace pri které pechazi molekula

e

v rozmezi 13%-10%°s.
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Mezisystémovyiechod

Jedna se o zakazanyephod mezi systémy aizné spinové multiplict, S;-Ti. Po
vibra¢ni relaxaci a vnini i vrejSi konverzi jde o dalSi nefigy prechod. Pejde-li molekula
do vy&8i vibrani hladiny T, nasleduje vibrni relaxace. Cely & se odehravadhem 10°—
107 s. [9] [10] [11]

2.2.2.3 ZaFivé pechody

Fluorescence

Jak jiz bylofe¢eno v 2.2, je toffechod z $do $. Prechod 0-0 byva stejny jak pro absorpci,
tak pro fluorescenci. Fluoresaam spektrum je charakteristick@&tgimi vinovymi délkami
(nizSi energii) nez absanmpi spektrum, coz je dano ztratou energibdm vibr&ni relaxace.
VétSinou je vSak fluoresceéni spektruntaste&ne prekryto absorpgnim spektrem. Nasledkem
toho jec¢ast sétla emitovana v nizSich vinovych délkach nez abseabé setlo. To vSak
odporuje Stokesovu pravidlupodle kterého by #ta byt vinova délka fluoresceéni emise
vzdy vysSi nez absatpi. Je to tedy dano tim, Ze jsoékteré molekuly p pokojové teplat

ve vySSi vibrani hladirg. Tato odchylka se da redukovat snizenim tepl@iy. [

Fosforescence

Stejre jako u fluorescence je to sekundarnierd, jeho? doba dosvitu je #6017 s.
Pfechod nastava z ;Tha $.Tento gechod je vSak zakédzany, takz& pokojové teplod
pievazuji nezavé deexcitace jako je mezisystémowgghod a vibréni relaxace. Za nizkych
teplot avtuhém médiu je uz tgunostovana fosforescence. Energie nejnizsi \bra
hladiny stavu T je niZ8i neZ odpovidajici hladina stavu Broto se nachézi fosforescenci
spektrum na vysSich vinovych délkach nez fluoresteifi7] [9]

Zpozdna fluorescence

Je-li maly rozdil energie mezip & T; a navic ma T dostaténou dobu Zivota, tak fize
nastat tepekvyvolany zgtny mezisystémovyiechod z T na S. Zpozdna fluorescence
piechazi stej# jako EZna fluorescence 1S Sy, ale jeji doba dohasinani je delSéasovy
interval potebny na pechod z tripletového stavu. Tep&wybuzené zpoZshé fluorescenci se
takeé rika fluorescence E-typu. U aromatickych uhlovadikeni &zna. Lze ji pozorovat
u fulleren.

V koncentrovanych roztocich mohou nastavat srankyi dvwma molekulami v T, coz
poskytne dost energie naepos jedné molekuli Zbdo S. Nastane-li tato situace, mluvime
o triplet-tripletové anihilaci, ktera Agobuje tzv. zpozshou fluorescenci P-typu. [9]

2.3 Fluorescertni barviva

Fluorofory (fluorochromy) jsou chemicka barviva, jigaz molekuly jsou schopny
fluorescence. Tyto sl@eniny obsahuji fundni skupinu schopnou reakce se skupinou
nukleofilni (NH,, OH, SH). Fluorofory mohou byt dvojiho typu, duzv. vnitni (vlastni)
nebo vrjSi (nevlastni). [7]

2.3.1 Vnit¥ni fluorofory

Zpasobuji vnitni fluorescenci, jelikoZ setipozert vyskytuji ve vzorcichRadi se mezi &
proteiny, redukované formy NADH a NADPH, oxidovafoémy flavoproteiri, vitamin A,
cytochromy, peroxidaza, hemoglobin, myoglobin aoobflyl. VSechny tyto zminé latky,
krom proteirii, vyzauji ve VIS spektru (modrd, Zlutd neld@rvend fluorescence). Pro
proteiny je charakteristické vyavani fluorescence v UV oblasti. Mezi flouroforitpmné

v proteinech pdt aromatické aminokyseliny (fenylalanin, tryptofantyrosin), pro & lezi
absorkni i emisni spektrum v oblasti mezi 240-300 nm.skxi vSak i tidy proteini,

u nichz se projevuje fluorescencei wétSich vinovych délkach, nép fykobiliproteiny
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(z cyanobakterii a modro-zelenychii cervenych fas), zeleny fluorescentni protein
(z bioluminiscentni meduzy) nebo fytofluory (vedsyntetizujicich organismech). [7] [13]

2.3.2 Vngéjsi fluorofory
Jsou vyuzivany vice nez vimf fluorofory. Na rozdil od vnihich fluorofofi je musime ke
zkoumanému vzorkuiat. Jednim z kritérii proétkeni vrgjSich fluorofofi je na zaklad
jejich kvantového vytzku fluorescence. Jsou jimi #iuatky pouzivané &n¢ v cytochemii,
které gidanim ke vzorku nedmi kvantovy vygzek fluorescence (n&p fluorescein,
akridinova oranz, eozin,),.nebo latky, jejichz kvantovy v§kek je ovlivien primym okolim
fluoroforu (nag. 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien).

Druhym moznym kritériem deni, je podle typu vazby. Vazi-li se na studovamgrek
kovalentr, tak mluvime o fluorescénich znagkach. Nekovalenth vazané fluorofory se
nazyvaji fluorescami sondy. [7] [13]

2.3.2.1 Fluorescer¥ni znacky

Fluorescetini zna&ky se vazi ke vzoifkm pomoci kovalentni vazby. Vyuzivaji se tak ke
znaeni nap. peptidi, oligonukleotid, ligandi a pedevSim proteiin ke kterym se vazi
kovalentr# pres aminovy, histidinovy a sulfhydrylowgtszec nebo i thiolovou skupinGasto
vyuzZivanymi zn&kami @i imunofluorescetnich metodach jsou fluoresceinizokyanat (FITC)
a tetramethylrhodaminizothiokyanat (TRITC). [7] [13
* FITC- ma absorgmi maximum pi 495 nm, fluorescami maximum pi 519 nm
a molekulovou hmotnost 389. Nevyhodami je, Ze Igtm#iéha fotodestrukci a Ze pH
siln¢ ovliviuje jeho citlivost.
* TRITC - jeho absokmi maximum se pohybuje mezi 535-545 nm, fluore&tiemezi
570-580 nma molekulovou hmotnost ma 479.

Nxo G
X g

S
Obrazek Btrukturni vzorecFITC Obrazek &trukturni vzorecTRITC

2.3.2.2 Fluorescer®ni sondy

Fluorescetini sondy se vazi ke vzarn nekovalent®, coz jecasto doprovazeno zmou
jejich fluorescennich vlastnosti. VyuZzivaji se ke zj@/ani zmén konformace bilkovin,
membranového potencialu, tlaky membran atd. Nejpouzivgsimi sondami jsou 4,6-
diamidino-2-fenylindol (DAPI) a akridinova oranz}[7
* DAPI — pouziva se pro vizualizaci jaderné DNA, apgpni maximum pi 345 nm,
fluorescerni maximum pi 455 nm a molekulova hmotnost je 277.
e Akridinova oranz — abso&pi i emisni spektrum zavisi na substratu, s ktejgm
vazana (DNA/RNA)
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Obrazek Strukturni vzoreDAPI Obrazek 1&trukturni vzoreskridinové oranze

2.4 Fluorescertni mikroskopie

Fluorescetini mikroskopie slouzi ke studilatek vyskytujicich se ve velmi maly
mnoZzstvich.M& vysokou citlivost danou velkym kontrastemi¢v pozadi, kdy pozorujem
jasny signalna tmavém pozadDiky tomu je metoda vhodna ke studiu rozlozeni [¢
v zZivych buikach. Nefastji se vyuziva ' oblasti biologie a mediciny.

Fluorescetni mikroskopse od Bzného optického mikroskopu liSi pouzitym zdroj
swtla a upravenou detekci pcrovanych objekt. Jako zdroj sitla vyuziva nejastji
vysokotlakou rttiovou vybojkt emitujici zdéeni o dostaté intenzi¢ v UV-VIS oblasti. Tato
vybojka tvdaena trubici kiemenného skla pma inertnim plynem a rtuti vy#anejvice
swtelné energie velnovych délkach 35546 nm. Proto se pouZivaj excitaci elektro
fluorescewinich barviv. [5][14]

Zé&'eni z vybojkyprochéazi pes excitani filtr, ktery jepropustny pro vinové délky petné
k excitaci fluorochromuNeni vSak propustny pro stejn& podobnévinové délk' jako ma
emisni zé&eni, které vytvé pii pozorovaninezadouci barevné pozaBiichozi zéeni dopad:
na dichroické zrcadlo natené \Uhlu 45°. 10 odrazi exciténi paprsky a ty fk prochazeji
pies objektiv na sledovany preparat preparatu dojde &xcitaci elektrof a @i jejich
navratu do pvodniho energetického stavse do vSech stran vyiZéafluorescerini swtlo
o vySSi vinové délcelmerzni objektiv imerznim olejem pak propéti jen rkteré zéeni,
které prochazi ies dichroické zrcadlo a dopada na bariérovy fBarierovy filtr brani
prichodu odrazeného exaitdho z&en s vySSi intenzitou, nethda z&eni emisni, proto: je
oku Skodlivé zkresluje pozorova. Do okulati prochazi tedy jen fluoresceni z&eni
o vySSich vinovych dk&ch a nizsjsou odrazeny zfn. [14] [15]

tepelny filtr
slot profitry  zaverka |
Y (shutter) v
]]| \|_| I,
i o
| U IRV |
apertumni / +
l:"cﬁona #_,*’ .
‘kolektor vybojka
sada
fluorescendtnich filtra
objekti
ERiV bariérovy filtr
LY, — excitacni filtr

dichroické zrcadio
Obrazek 11Schéma klasického fluoreséaiho mikroskopu. fevzato [4]
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VétSina mikroskofy pocita s nekonéné malou tlouskou vzorki. VSechny pozorované
objekty jsou ale trojrozerné. U klasickych mikroskappozorujeme jen ditou zaostenou
rovinuiezu, proto mze u tlustSich objektdochazet ke zkresleni vysledného obrazu rovinami
nad a pod zadsnou rovinou. Je to dano tim, Ze se tyto rovinyhaat mimo ohniskovou
vzdalenost objektivu. Zkresleni ve fa¥numu je mozné omezit pouZzitim konfokalniho
mikroskopu. [7]

Konfokalni mikroskop se od klasického mikroskomi pouzitym zdrojem sdla. Je jim
laserovy paprsek, ktery prochaziep Uzkou $tbinu, ¢imz se zaost do jediného bodu
vzorku. Nasledné emitované ieai je fokusovano objektivem na dalSi Uzkosrkihu
(pinhole). Emitované s¥lo z nezaosenych bod se na &rbinu nezamuje, takze dale
neprochazi. Z&ni prochazejici ips Skérbinu je zpracovano detektorem (fotonageln)

a vysledny signal je poslan do giace. Takto jsou postugnproskenovany vsechny body

celého objektu. [13]
H Fotonasobid

| Ay Stérbina v
a ul konfokalni roviné

Laser il

i B n ' | |
! kL \
| g.— Déli¢ paprsku

Skener laseru e R /

Objektiv

2  Rovina zaostieni

Hloubka pruniku
paprsku

Obrazek 125chéma konfokalniho mikroskopuie®zato z [16]

2.5 Liposomy

Liposomy jsou urile vytvorené membranové vy (vezikuly) sférického tvaru vytiené

z cholesterolu a jinéhofipodniho netoxického fosfolipidu (n&aplecitinu). Diky svému
hydrofobnimu a hydrofilnimu charakteru, stabila velikosti jsou liposomy potencialnimi
prostedky pro transport tévych latek. Obech liposomy povazujeme za kulovité vezikuly,
které jsou biokompatibilni, biodegradabilni a medrické. [17]

2.5.1 Stavba liposomi

Fosfolipidy ve vodnych roztocich téiodvouvrstvy (lamely). Liposomy se skladaji z jedné
nebo vice dchto dvouvrstev. Ty jsou tweny hydrofilnimi polarnimi hlagkami,
orientovanymi k polarni vnibhi a vrEjSi vodné fazi, a hydrofobnimi nepolarnimi ocasky
orientovanymi k sofs Nenasycené fosfolipidy tvb méré stabilni propustné membrany,
zatimco nasycené fosfolipidy s dlouhynietzci tvaii membrany pevné a pammé
nepropustné. Vlastnosti liposdrnse znané méni podle jejich sloZeni, velikosti, povrchového
néabojeci metody gipravy. [17]
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Hyrofobni I1€Eivo

Vodny
roztok

Hydrofobni ocasek

Hydrofilni lecivo Hydrofilni hlavicka

Obrazek 13Schéma struktury liposomu a zobrazeni mozngstigsu léivych latek. Upraveno
a prevzato z [18]

2.5.2 Velikosti liposomii
Jejich velikost mMze byt od 25 nm az po 2§5m a mohou byt tvieeny jednou nebo vice
dvouvrstvymi membranami. Dle velikosti agho dvouvrstev je &éime na:

* Malé unilamelarni vezikuly (SUV)

» Velké unilamelérni vezikuly (LUV)

e Multilamelarni vezikuly (MLV)
Unilamelarni vezikuly jsou tweny jednou dvouvrstvou fosfolipida multilamelérni jsou
tvorené vice fosfolipidovymi dvouvrstvamtipominajicich strukturu cibule. [17]

1-5 uM 100-250 nm 20-100 nm
Obrazek 14velikosti liposoni. Prevzato z [19]

2.5.3 Priprava liposomi

Existuje reékolik zpisohi pripravy liposoni a kazdy z nich jinak ovliwje vysledny tvar,
velikost ¢i stabilitu liposondi. Mezi nejznamyjSi pati odpaovani na tenké vrsty kdy se
nejprve lipidy nechaji rozpustit v chloroformu nebwetanolu. Poté se necha rozpodkt
vysusit na roténi odparce nebo fp malych koncentracich proudem vzduchu. Vznikly
lipidovy film se rehydratuje vodnym roztokem. Talde gipravuji MLV, které mohou byt
roz&leny na mensi liposomy sonifikaci. DalSi moznosipavy jsou etanolové w#ovani,
odpaovani reverzni faz& metoda French press. [19]
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2.5.4 Lecitin

Lecitin (fosfatydylcholin) je jednim nejpouzivagjSich fosfilipidi vyuzZivanych pro syntéz
liposomi. NejvysSi obsah mé ve vajgich Zloutcich,ale nachazi se ve slunénicovych
seminkach, vnihostech, masle, sac obili a zelenid. Rafinaci rostlinného oleje vznil
pramyslovy preparat lecitinu, ktery obsahuje acylghpte steroly, volné mastné kyselil
atd. PouZivéa se hajrv potravin&ském péimyslu jako emulgato[21]

Q)J\/\/\/\/\/\ Me
Me; N+/\/O\ P\/OWOW Me
Me'™e OO 0
Obrazek15 Strukturni vzorec lecitinu

2.5.5 Cholesterol

jednou ze slozek bétné membrany a taknedilnousowasti lipoproteid krevni plazmy
Slouzi jako netabolicky prekurzor steroidnich hormigrkteré reguluji mnoho fyziologickyc
déju jako nap. pohlavni vyvojéi metabolismus cukr Rostliny vSak obsahuji cholesterol |
v malém mnozstviCholesterol seifdava } liposomim pro zpeviini liposomov: dvouvrstvy.
Tvori priblizne 3045 % jejich struktury[19] [20]

H’}C\C/\/\(CH‘?
CH

3 CH

HO
Obréazek16 Strukturni vzorec cholesterolu
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité chemikalie

1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan®ABCO)

(J

N
CAS 280-579, Sigma Aldricl
M =112,17 g-mot

Agaréza

OH OH o
Q
H
OH HG ©
m

CAS 9012-36-6, Serva
M = 630,55g-mot

Hzo
Deionizovana voda PreciSténa voda pistrojem RJIRELAB Flex
M = 18g-mof"
NaH,PO,-2 H,O
Dihydrogenfosforénansodnydihydr: Lachema

M = 156,01g-mot

Glycerol

HO
HO
CAS 56-815, Sigma Aldrichgistota> 99,5

%cislo Sarze: BCBK9967V
M = 92,10 g-mot

Hydrogenfosforénandisodnydodekahyd

Na,HPO,12 H,O

CAS: 10039-32-4, Lach:ner,
¢islo Sarze: 319061205

M = 358,14 g-mot

L-a-fosfatidylcholin (lecitin)

0
QWME
Me\NK\/O\ P,O\/T\/O\n/\/\/\/\/\/ Me
- o
Me M o0 o

Egg, Chicken, CAS 972844-2, Avanti
PolarLipids, > 99%,

¢islo Sarze: EPC-599

M = 770,12 g-mal (praméer)

Nilska cervei

CAS 7385-67-Figma Aldrict
¢islo Sarze: BCBMO0136V

M = 318,37 g-mol
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3.2 Pristrojove a softwarové vybaveni

Pristroje
piistroj typ
Fluorescedini mikroskop MicroTime 200, PicoQuant GmbH
Laboratorni vahy DENVER INSTRUMENT
Michatka magnetickd s davem IKA RH digital KT/C safety control
Mikropipety Eppendorf Research, Finnpipette
Systém na Gpravu vody PURELAB flex
Ultrazvuk s vodni lazni BANDELIN SONOREX DIGITEC
Vortex IKA MS2 Minishaker

Software
ChemSketch
Microsoft Excel
Microsoft Word

SymPhoTime 64

3.3 Pracovni postupy
3.3.1 Priprava zasobnich roztoki
3.3.1.1 P¥iprava zasobniho roztoku fosfatového pufru

Pro gipravu 100 ml 0,1 M zasobniho roztoku fosfatovehtrypbyl nejprve pipraven roztok
A. Na rgj bylo navazeno 7,04 g NMdPO,-12H,0, ktery se nechal za mirného #ahni
rozpustit ve vod a poté byl doplén na finalni objem 100 ml.

Na roztok B se nejprve navazilo 3,05 g NBB,-2H,0 . Navazka se nechala rozpustit ve
vodé a vysledny roztok byl afp doplrén vodou na objem 100 ml. SmiSenim 40,5 ml roztoku
A s 9,5 ml roztoku B a dopénim vodou na objem 100 ml vznikne fosfatovy puptt 7,4.

3.3.1.2 P¥iprava zasobnich rozteakDABCA

Razné koncentrace zasobniho roztoku DABCA byly zigkémisenim uiitych hmotnosti
DABCA a fosfatového pufru. MnoZstvi febna pro vysledné roztoky jsou uvedena nize, viz
Tabulka 1.

Tabulka 1Navazena mnozstvi DABCA a fosfatového pufru pilediysu koncentraci

Vysledna koncentrace roztoku DABCA DABCO Fosfatovy pufr
(%) (9) (9)
1 0,1 9,9
2 0,2 9,8
3 0,3 9,7
4 0,4 9,6

3.3.1.3 Pr¥iprava zasobnich roztekglycerolu

Stejnym zfisobem, jakym byly namichany zasobni roztoky DABG#Jy namichany i
zasobni roztoky glycerolu. MnoZzstvi glycerolu afédsvého pufru pro vyslednou koncentraci
zasobniho roztoku jsou &puvedeny v tabulce, viz Tabulka 2.
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Tabulka 2Navazena mnoZstvi glycerolu a fosfatového pufrwpstednou koncentraci

Vysledna koncentrace Glycerol Fosfatovy pufr
roztoku glycerolu
(%) (9) (9)
90 9,0 1,0
95 9,5 0,5
100 10 -

3.3.3 Pr¥iprava vzorki

3.3.3.1 Pr¥iprava vzorli liposomi pro fluoresceni meéireni

Nejprve se do prazdnych vialek napipetoval roztdedpm pipravené nilskécerverd

v acetonu o koncentraci takové, aby vysledna komaem v roztoku byla -10* moll™.
Rozpou&tdlo se nechalo odpéa proudem vzduchu. Na odparek sondy se napipetoval
piislusSné mnozstvi jizifpraveného zasobniho roztoku lecitinu v chloroforméoncentraci
25 gl™. Obsah se znovu nechal o#ipgroudem vzduchu. Vznikly film fosfolipid se
rehydratoval gisluSnym mnoZstvim deionizované vody. Nakonec seekznechal praepat

na vortexu. Vzorek bylijpraven celkemitkrat, kdy se poprvéibec nesonifikoval, podruhé
jen lehce a poeti se nechal Upénsonifikovat.

3.3.3.2 Priprava vzorli fixa¢nich médii DABCO-glycerolu

Fixacni médium DABCO-glycerol sefipravilo smisenim zasobniho roztoku DABCA a
zasobniho roztoku glycerolu v nama danych gech. Vysledné koncentrace a pouzité
ponery zasobnich roztakjsou uvedeny v tabulce, viz Tabulka 3.

Tabulka 3Zastoupeni jednotlivych latek ve vzorcich DABCQ@aylgiu

. Roztok DABCA Roztok glycerolu .

Cislo vzorku (%) (%) Pomeér
1 - 100 1:4
2 1 95 1:4
3 1 90 1.5
4 1 100 1:4
5 2 90 1:4
6 3 90 1:4
7 4 90 1:4

3.3.3.3 P¥iprava vzorli agarosového gelu

Pro kazdy vzorek se vzdy navaziligluSné mnoZstvi agarosy, které se nechalo naliobtna

v pozadovaném mnozstvi fosfatového pufru. Vyslddm&entrace roztdkviz Tabulka 4.

Tabulka 4Vysledné koncentrace agarosového gelu

Vysledna koncentrace vzorku Agarosa Fosfatovy pufr
(%) (@) (ml)
2 0,1 5
1 0,05 5
0,5 0,025 5
0,1 0,005 5

22



Vzorky se vlozily do kadinky s vodou, ktera seadahliivat na magnetickou mictleu
s olrevem. Teplota dievu byla volena tak, aby doslo k uplnému rozgnisagarosy a vznikl
tak ¢iry gelovy roztok.

3.3.4 Metody aplikace fixaéniho media

U agarosového gelu jsme nidjee na skitko aplikovali liposomalni suspenzi, a pak §Zzbym
zpasobem zalily danym mediem. U media DABCO-glycesoh¢ vyzkouSeli metod vice.
Prvni moznosti bylo stejnjako u agarosového gelu zalévani. Druhyisgb byl, Ze jsme
nejprve na sktko nanesly medium a d@&mo pomoci mikrodavkova aplikovali liposomalni
suspenzi. Poslednim druhem aplikace bylo, Ze jsikeopipetou odniiili do zkumavek typu
ependorff 10um suspenze, zalili jsme to 190n fixatniho media a nechali promichat na
vortexu.

3.3.5 Meéieni konfokalnim fluorescerénim mikroskopem

M¢éreni bylo provadno pomoci pistroje MicroTime 200, ktery je t¥en konfokalnim
mikroskopem zn&ky Olympus IX 71. B skenovani se nejprve mechanicky z#éinvzorek.
Oweiilo se, jestli vzorek fluoreskuje. Pokud tomu taiddy provedl se hruby sken. Jeho
vysledkem je obraz o rozloze 80x@fn a rozliSeni 100x100 pixiel NejmensSicas pohybu
skeneru je 0,8 ms, k tomu s&gita tzv. learning time (2 s), tedy doba igtina na fevod
napsti na krystaly, a doba samotného snimani. Jen tskéy tedy trva nejmérn8,6 s. Kdyz
bylo néco pozorovano, udial se dalSi hruby sken mensi oblasti v ose xyykiieral dalSich
19 s. Ktomu je pdeba picist i cas potebny na vybrani vhodné oblasti ke skenovani, ktery
odhadujeme na 10 s. Poté se provedl jemny skere wpS0wiilo se zaoseni v ose z).
Nakonec se udlal posledni jemny sken v ose xy. Jeden podrobmeyn gkval kolem 15-20
minut.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vyhodnoceni vzorki

Na nasledujici sérii obra#ikje vidkt vysledek 4 hrubych skénliposomalni suspenze
provadnych na jednom mist(80 x 80 mikroii), bez pouziti fixéniho prostedku. Celkovy
¢as byl 30 s a odstupy mezi koncem jednohocatkeam druhého #teni byly @iblizné 10
S. Ze snimi je jasrk patrny pohyb liposoiv roztoku. Ani pi takto kratkych skenech tedy
neni mozné ziskat v jednom ndistejny obraz. VZdy s&stice liposomugkam pohne a neni
ji tedy mozné samostatrzanttit. Zde se nam tedy potvrzujdildzitost pouzivani fixénich
médii.
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Obrazek 1Meéreni suspenze liposdnez pouZiti fixéeniho média (obrazky jdou zleva doprava).

4.1.1 Fixaéni medium DABCO-glycerol

Vzoreké. 1

Prvnim zkoumanym vzorkem byl 100% glycerol. Nejpigene ho zkusili aplikovat na
suspenzi pomoci zalévaci metody. Uz aiesamotném nalévani vzorku bylo pouhym okem
patrné, Ze nedoSlo té&ink Zzadnému smiseni média se vzorkem. V tontipagE nebylo
mozné provést ani hruby sken, jelikoz veSkeré bpog byly bul’ vytlaceny do strany, nebo
vyvzlinaly.
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Obrazek 18.iposomalni suspenze zalita 100% glycerolem. Nadkrdze pordrné dobe vidtt, ze
doslo k vytlaeni liposomalni suspenze do strany a roztok sedaRisil.

VyzkouSeli jsme proto i jiné metody, jako je pouyt®michani média se vzorkem nebo
aplikaci suspenze do media pomoci mikroinjektorumi &jednom zd&chto pipadi vSak
nedoSlo k ¥tSimu promichani roztdka liposomy byly stéle vyttmvany do strany.

Nakonec jsme dali glycerol s liposomalni suspetzimikrozkumavky v porru 1:19
a nechali je promichat na vortexu. Timtdigpbem uz doslo k promichani suspenze s médiem
a daly se i pozorovat liposomy, alélig v roztoku tekly, takZze se nedal anif@dre udlat
hruby sken, viz flohaObrazek 19

Vzoreké. 2

Druhym vzorkem je 1% DABCO s 95% glycerolem v gom1:5. Vzoreké. 2 se stejg
jako glycerol pi obycejném zalévani s liposomy nemisil a bylo tedy nytoézit vortex.
Vysledny roztok sice tekl o&o mér nez mivodni glycerol, ale ani tak nebylo mozné
proveést zakladni hruby sken.

Vzoreké. 3

Je to sms 1% DABCA a 90% glycerolu v pafru 1:5. Liposomy jsme @b nechali
promichat s médiem pomoci vortexu. Stejako v gedchozich dvou ifjpadech liposomy
priliS tekly a nebylo mozné étht hruby sken.

Vzoreké. 4

1% DABCO se 100% glycerolem v pém 1:4. Z gedchozich réfeni jsme usoudili, Ze
obecr DABCO-glycerolu pomaha vortexovani pro lepsi preeni se suspenzi. Proto jsme
tuto metodu pak jiz pouzivali péd. Tento vzorek liposomy mitnzpomalil, takze bylo
mozné provest hruby sken vizilpha Obrdzek 20 Pro jemujSi skeny je to vSak stale
nevhodné médium.
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Vzoreké. 5

2% DABCO s90% glycerolem v pam 1:4. Tento vzorek nebyloulec mozné
naskenovat, jelikoZ nesrovnat&lmice tekl nez ostatni vzorky. To, Ze suspenze,tse dalo
pozorovat i pouhym okem.

Vzoreké. 6

3% DABCO a 90% glycerol v patru 1:4. U vzorku se dal @tht hruby sken, ale na
potizené Sestici sninikize pozorovat mirny pohyb. Vzorek midrtekl viz pfiloha Obrazek
21

Vzoreké. 7

4% DABCO a 90% glycerol v pofru 1:4. Tento vzorek jsme nejprve michali v gom
1:1, coz zpomalilo liposomy pro fotku, ale nebytovhodné pro nejjen#jsi sken. Kdyz jsme
ale znénili pomér na 1:19, tak se liposomy uglzastavily a bylo tak udpjako u jediného
media na bazi glycerolu mozné proveést jemny skienpZiloha Obrazek 22

4.1.2 Agarosovy gel

V piipact agarosového gelu byla situace mnohem jednodus8iun®ABCA-glycerolu.

U vSechetyi vzorki se nam povedlo velice dibdané liposomy fixovat a provést nejjeijdin
sken. Stalo se tak ir@s nas prvotni fpdpoklad, Ze by mohla vySSi teplota liposomy
deformovat. S rostouci koncentraci agarosy toskerojeji viskozita a tedy i teplotatifkteré
tuhne. My jsme vSak zadné deformace u nasich vizoepozorovali a to ani 2% agarosy,
ktera n€la ze vzork nej\etsi koncentraci, viziffloha Obrazek 23.

Nevyhodou agarosy by vSak mohlo byt jeji nerovéar@ vysychani, kdy nevysycha
v celém objemu, ale t¥bjakasi centra. Vytkuje z nich vodu a tw® nehomogenni systém.
Tyto vnittni pochody by mohly liposomy deformovat, ale ®&njsme moznost toto
vyzkouset u unilamelérnich lipozdimkteré maji mnohem jendj$i membranu.

U agarosy jsme taky pozorovali mnoheiSv shluky lipozonmi nez tomu bylo v fipact
medii DABCA-glycerolu. Tyto shluky jsou déd patrné na skenifbo agarosy, viz priloha
Obrazek 24. Tyto shluky jsme pozorovali sétgujici se koncentraci agarosy, coz mohlo byt
paw zpasobeno jejim vySe zmInym vysychanim. Shlukn jsme se taky snaziliipdchazet
pouzitim sonifikovanych liposomalnich suspenzi.

Jako nejlepSim fixanim ¢inidlem se nam zde jevil@,5% agarosa,ktéra velmi dobe
fixovala, nedochazelo u ni k velkym shiuk liposormi a podélo se nam u ni vyt sken
s nejlépe zachycenou strukturou liposomu, witopa Obrazek 25. fiekvapiv dobry sken
vySel i v gipact 0,1% agarosyviz piiloha Obrazek 26, a to fixovala vzorek fiep svou
malou koncentraci, ktera j€dbyla samoejmeé snizena p smiseni se vzorkem.
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5 ZAVER

V této praci se studovalyciinky nékterych vybranych fixénich prostedki na liposomalni
suspenze. ilevazié jsme sledovali, jaky vliv maji koncentrace dandixacniho prostedku
na suspenzi. K tomu jsme pouzilkkolik riznych pomdri a koncentraci fixaniho média
DABCO-glycerol a &kolik agarosovych gél

Z naSeho rreni mizeme usoudit, Ze média typu DABCO-glycerol nejsac whodna pro
liposomalni suspenze. Wtginy z nich dochazelo ke vzlinagi vytésinovani liposonmi na
okraj vzorku. Navic vzhledem Kk jejich viskazibylo mnohem obtiz}Si dosahnout ¢gakého
dobrého promichani s liposomalni suspenzi. S rostkancentraci DABCA se ale toto
ponerné eliminovalo. Z metod zalévani, vi&ovani pomoci mikroinjektoru, promichani na
sklicku a vortexovani se nam nejlépe &kila praw posledni zmigna metoda. Na jednu
stranu nam umaibvala jako jedind p@dné promichani se suspenzi, ale rozptylené lippsom
se v ni life hledaly.

Z naSich vzori by se tak tedy pro dalSi praci s liposoniyjim podobnych¢astic, dal
doporuit asi jen vzorek. 7 tedy smis 4%DABCA a 90% glycerolu v podru 1:4.

Agarosovy gel na druhou stranu vykazoval #@ékpapiv dobré vysledky. U vSech 4
vzorki doslo k dokonalému zafixovani a bylo tak moznélatchejjemjSi skeny. Navzdory
ocekavani vzorky nijak zasa#énneovlivnila ani teplota,¢i negativni vlivy spojené
s vysychanim agarosového gelu. D& se teghdmokladat, Ze by agarosovy gel v nizkych
koncentracich mohl stejndolre fixovat i latky podobného charakteru jako jsquofiomy.
Nejlépe se nam pak asi jevil 0,5% agarosovy gel.
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7 SEZNAM SYMBOL U A ZKRATEK
7.1 Seznam symbai

symbol
pHm
nm

vy

-

cely ndzev
mikrometr

nanometr

sekunda

zakladni stav atomu
singletovy stav atomu
tripletovy stav atomu

7.2 Seznam zkratek

zkratka
FA
DABCO
DAPI
FITC
GA

IR

LUV
MLV
NADPH
NAHD
NPG
PBS
PPD
PVA
SuUv
TRITC

uv
VIS

cely nazev
formaldehyd
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
4,6-diamidino-2-fenylindol (z anglickéh®,6-diamidino-2-phenylindoje
Fluoresceinizokyanat (z anglickéfimorescein isothiocyanate
glutaraldehyd
infracervend (z anglickéhimfrared)
Velké unilamelarni vezikuly (z anglickéHarga unilamellarvesicle
Multilamelarni vezikuly
nikotinaminadenindinukleotidfosfat
nikotinamidadenindinukleotid
n-propyl-galat
fosfatovy roztok s 0,15 M NaCl (z anglickéPlmosphateBufferedSaline)
parafenylendiamin
polyvinyalkohol
Malé unilamelarni vezikuly (z anglickébmallunilamellarvesicle
Tetramethylrhodaminizothiokyanat(z anglického
Tetramethylrhodamineisothiocyanate)
ultrafialova (z anglickéhaltraviolet)
viditeln& (z anglickéheisible)
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8 PRILOHY
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Obrazek 20vzoreke. 4. Tri skeny jednoho mista (14 x 14 miképo celkovéndase 30 s, s odstupy cca 10 s mezi tkoim jednoho dfeni a zaatkem
druhého mareni. Pohyhfastic se projevil aZipvetSim giblizeni.
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Obréazek 21Vzoreke. 6. Sest skenjednoho mista (80 x 80 mikrdno celkovéndase 30 s, s odstupyiplizné 10 s mezi uka®enim jednoho gieni a
zacatkem druhého #feni.
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Hruby sken xv hruby sken xy mensi oblast jemny sken xz Finalni jemny sken xy
150 x 150 px 150 x 150 px 150 x 150 px 400 x 400 px

Obrazek 22/zoreke. 7. Sekvence zaveni objektut do fokalni roviny.
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Hruby sken xy hruby sken xv mensi oblast jemny sken xz Finalni jemny sken xy
150 x 150 px 150 x 150 px 150 x 150 px 400 x 400 px

Obrazek 23Sekvence zafreni objektu do fokalni roviny v 2% agarose.
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300 x 300 px 300 x 300 px
Doba pofizeni 300 s Doba pofizeni 300 s

Obrazek 24sekvence zafieni objektu do fokalni roviny v 1% agarose.
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xy, 150 x 150 px xy, 150 x 150 px %z, 150 x 150 px
305 30s 30s

Obrazek 255ekvence zaffeni objektu do fokalni roviny v 0.5% agarose.
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Obrazek 26Sekvence zaffeni objektu do fokalni roviny v 0,1% agarose.
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