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Abstrakt

Autor: Nikola Bulifova

Instituce: FZS — Biomedicinska technika

Nazev prace: Vizualizace biologickych vzorkd pomoci fluorescenéni mikroskopie
Vedouci prace: Ing. Iveta Danilova

Pocet stran: 62

Rok obhajoby: 2018

Anotace: V této bakalafské praci se snazime Osvojit si velmi naro¢nou obsluhu
fluorescenéniho mikroskopu. Teoreticka Cast spada pievazné do oblasti fotochemie,
fluorescence a mikroskopie. Nasim cilem je osvojit si postupy navazovani
fluorescen¢nich barviv na biologické materidly. Snazime se vizualizovat predevsim
biologické latky vyvijené na$i univerzitou (napf. nanovlakna s imobilizovanymi
biomolekulami aj.). Zkoumame také vzorky, které samy o sobé vykazuji fluorescen¢ni
aktivitu a vizualizujeme je pomoci fluorescen¢niho mikroskopu LEICA DM6000B
a spektroskopu Biotek Synergy HT.

Kli¢ova slova: fluorescence, mikroskopie, spektroskopie, fluorescen¢ni barvy,
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Annotation: The bachelor thesis is concerned in complicated operations of the
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Seznam pouzitych zkratek

f Frekvence

A VInové délka

c Rychlost svétla ve vakuu
E Energie Castic

h Planckova konstanta
Kr Rychlostni konstanta
nm Nanometr

tyr Tyrozin

phe Fenylalanin

try Tryptofan

uv Ultraviolet

RTG Rentgen

NADH  Nikotinamidadenindinukleotid
NADPH Nikotinamidadenindinukleotid fosfat
FITC Fluorescein-5- isothiokyanat

TRITC  Tetrametylrhodaminizothiokyanat
DNS-CI Dansyl chlorid

LCD Liquid crystal display (displej z tekutych krystalt)
IPA Isopropylalkohol

DV Destilovana voda

EtOH Ethanol

NaOH  Hydroxid sodny

APTES 3-Aminopropyltriethoxysilan

RFU Relativni fluorescenéni jednotka

TCA Kyselina trichloroctova



1 UvVOD

Fluorescence spada do fotochemie, kterd byla objevena na konci 19. stoleti. Spada
do oblasti luminiscence, kterd je zalozena na emisi svétla z latky. Fluorescenci mizeme
také nazvat jakymsi fyzikdlnim jevem, pii kterém jsou molekuly nékterych latek
schopny absorbovat zaieni svétla o urcité¢ vinové délce (excitace) a poté ho nasledné
emitovat. Fluorescence probiha pifi vlnovych délkdch na urovni viditelného
a ultrafialového zafeni. Emitované a absorbované svétlo maji rozdilné vinové délky
a energie.

Bakalarska prace poukazuje na téma vizualizace biologickych vzorkli pomoci
fluorescenéni mikroskopie. Fluorescen¢ni mikroskop vyuziva jevu fluorescence, coz je
druh luminiscence, které spada do oboru fotochemie, a proto se teoreticka ¢ast pievazné
zabyva vlnovym a casticovym charakterem svétla a pfiblizenim principu vzniku
fluorescence popft. jeho vyuzitim v zobrazovani biologickych vzorki. V této Casti je
tedy zahrnuta fotochemie, fluorescence a fluorescencni mikroskopie.

Fluorescenéni mikroskopie je v dne$ni dobé velmi rozsifena jak v rostlinné,
tak Zivo€i$né histologii a bunééné imunologii. Usilovny rozvoj v minulych i souc¢asnych
letech pfinadsi stdle nové postupy pro uréovani struktur nebo molekul.

V praktické ¢asti je bliz§i seznameni s nanovlakny, které jsou vyvijeny nasi
univerzitou, Vv neposledni fad¢ také prace Svelkym mnozstvim chemickych latek
a pfedevsim s fluorescen¢nim mikroskopem.

Fluorescencni mikroskop se fadi mezi nejkvalitnéj$i zobrazovaci techniky. Diky
fluorescen¢nim barvam, které mohou byt zvoleny tak, aby se navazovaly vzdy pouze
na zkoumanou strukturu, je to velice pfesna analyza¢ni metoda. Pomoci tohoto druhu
optického mikroskopu je mozné zobrazit velmi podrobné struktury, které neni mozné

zobrazit pomoci jinych metod.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Fotochemie

Fotochemie je oblasti chemie, studujici chemické reakce a fyzikalni zmény, které
mohou byt zplsobeny vzajemnym pusobenim mezi latkou a zafenim. Od ostatnich
chemickych védnich obort se lisi pfedevsim tim, Ze studuje vlastnosti ¢astic, nikoli
v z&kladnich elektronovych stavech, ale ve stavech excitovanych — s vyssi energetickou
hladinou. Zakladni princip fotochemie je tedy absorpce svétla - fotonu latkou a nésledna
reakce popi. zména elektronového stavu molekuly. Zakladni zakony fotochemie byly
zformulovany az v 19. a 20. stoleti. Fotochemie, jakozto mnohostranny védni obor
vyuziva poznatky nejen chemie a fyziky, ale i biologie, medicinckych véd a véd

o zivotnim prostiedi. [1] [2]

2.1.1 Svétlo

Svétlo je pro nas velice dulezitou formou energie. Jedna se o elektromagnetické
zafeni viditelné okem. Diky svétlu mame Sanci vidét predméty, které vyzatuji,
nebo odrazi, pohlti nebo propusti svételné zafeni. Clovék dokaze ziskat okolo 90%
vSech informaci pomoci zrakového aparatu, resp. pomoci svétla. Lidska bytost si tak
uplné nedokédze predstavit, jak by mohlo svétlo vypadat, a proto mu ptidélujeme

2 charaktery. Jedna se o tzv. vinovy a Casticovy charakter. [3]

2.1.1.1 VInovy charakter

Jiz v roce 1865 J. C. Maxwell odvodil teorii, ktera fika, Ze svétlo je jedna z forem
elektromagnetické energie, ktera se §ifi v podobé vIn. Tuto teorii popsal jako oscilaci
elektrické a magnetické slozky, které jsou na sebe kolmé. Muzeme fici, Zze vsechny typy
elektromagnetického zateni napf. radiové vlny, infradervené paprsky, gama zafeni aj.
se pohybuji v podobé vin a ve vakuu o rychlosti svétla. Tato teorie svétla vedla

k vysvétleni riznych vlastnosti napt. odrazu, polarizaci nebo lomu svétla. [4]
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Vlnova délka je dana podilem rychlosti svétla ve vakuu a frekvenci. [5] Vztah mezi

témito dvéma veli¢inami je popséan rovnici 1.

=< Rovnice 1 [9, str. 1034]

Rovnice 1: 1 = vinova délka [m], ¢ = rychlost svétla ve vakuu [c=3.10°m.s-1]

a f = frekvence [s7]

2.1.1.2 Elektromagnetické spektrum

Elektromagnetické spektrum zahrnuje zafeni o vSech moznych vinovych délkach
a frekvencich. Ptesto, ze je déleni docela presné, mize dochdzet k piekryti sousednich
druht.

Radiové viny maji vinovou délku v rozmezi kilometrti az metri. Zdrojem tohoto
zafeni je elektromagneticky oscilator a vyuzivd se napf. v rddiovém ¢i televiznim
signalu, mobilnich telefonech, nebo radiokoagulaci.

Mikrovinné zafeni méa vinovou délku v rozmezi metru az mikrometrii. Zdrojem
zafeni je magnetron a vyuziva se napf. k ohfivani v mikrovlnné troubé, pti 1é€bé nadorti
nebo pro bezdratovou komunikaci zvanou Wi-Fi.

Rozpéti vinovych délek infracerveného zafeni je v fadu mikrometru aZ cca 760 nm.
Zdrojem tohoto zafeni je infrazafi¢ a vyuziti nachazi v dalkovych ovladanich, mobilnich
telefonech nebo napft. lymfatickém odvodnovani.

Casti spektra, na kterou je citlivé lidské oko, nazyvame viditelné svétlo. Toto zateni
ma vinovou délku vrozmezi 400-800 nm. Viditelné zafeni ma dualni charakter,
coz znamend, ze se chova jako cCastice 1 jako vInéni. Vyuziti nachazi napt. ve
fotosyntéze, LCD obrazovkach nebo mikroskopech.

Ultrafialové zafeni je vrozpéti 400-10 nm. Zdrojem jsou hveézdy (Slunce)
nebo tfeba vyboje v plynu. Pfi dopadu na urcité latky se méni na svétlo viditelné. Ve
vysSich davkach zptsobuje zhnédnuti nebo dokonce rakovinu kize. V mediciné se UV

zateni vyuziva pfi sterilizaci pfistrojit v nemocnicich.
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Rentgenové zateni je v rozmezi 10 nm — 1 pm. Zdrojem tohoto zafeni je rentgenka
a vyuziva se naptiklad pfi 1€¢bé nadori nebo v antropologii. RTG zareni je nebezpecné
pro lidsky organismus, proto je vhodné pouzivat stinici prvky.

Gama zafteni, které vznika pii radioaktivnich a jinych jadernych dé&jich. VInové
délky u tohoto zéteni presahuji 1 pm. Vyuziti v neurochirurgii.

Na Obrazku 1 vidime elektromagnetické spektrum, které popisuje vSechny typy
zateni — dané oblasti, jejich frekvence a vinové délky.

vinova délka A (nm)
700 600 500 400

~ _ viditelné spektrum .
~— vinové délka  (m) |

|
l{l}” ](I}'_' l[IJ‘* I{I}‘ l[IJ“ l{l}‘ ]{IF ll{} % ]{I}" l[?‘J l{?‘-" ][?“‘ H?‘-‘ ](I}“r l[?‘ﬂ' I(I}"i l[?"'l[JI‘"’I(}I"-'-l[)l"11{}|"-:‘]{}I"“l{}l"--ﬁ](}l"f'

dlouhé viny rozhlasové viny infradervené |I ultrafialové  rentgenové kosmické zdfeni

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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frekvence f (Hz) —=
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Obrazek 1 Elektromagnetické spektrum [9, str. 890]
2.1.1.3 Casticovy charakter

Pocatkem 20. stoleti zavedl Max Planck teorii, kterd popisuje svétlo jako jisté
mnozstvi energie, tzv. svételné kvantum. Svételné kvantum nam tika, v jaké energetické
hladind muze ¢&astice existovat. Castice, kterdA muiZe existovat v ur¢ité velikosti
energetické hladiny, se nazyva foton. Velikost energie fotonu muzeme vyjadfit

vztahem v Rovnici 2.
E=nh.f Rovnice 2 [9, str. 1034]

Rovnice 2: E = energie castice [J], h = Planckova konstanta [h = 6,63.103 J.5],

a f = frekvence zdrent [s]
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Foton se vyznacuje jako stabilni ¢astice s nulovou klidovou hmotnosti a nulovym
elektrickym nabojem. Energie je pfimo tmérna frekvenci, jak vyplyva ze vzorce. Diky
tomu, ze se elektromagnetické zareni pohybuje rychlosti svétla, se 1 foton musi
pohybovat stejnou rychlosti. Energii, kterou nese foton, lze emitovat nebo absorbovat

s interakcemi jinych ¢astic. Touto teorii se poté vice zabyva kvantova fyzika.[5] [6]

2.1.2 Zakony fotochemie

Mezi zakladni fotochemické zakony muzeme zatadit dva zakony — kvalitativni
a kvantitativni. Prvni fotochemicky zédkon zformulovali na poc¢atku 19. stoleti chemici
Theodor von Grotthuss a John Draper. Kvalitativni zdkon Grotthuss-Draperuv fika,
ze fotochemicky aktivni je pouze takové zateni, které je soustavou absorbovano.

Druhy fotochemicky zakon upiesiiuje platnost prvniho, ktery na zakladé kvantové
teorie odvodili Johannes Stark a Albert Einstein. Tento kvantitativni zdkon se tedy
nazyva Stark-Einsteintv, ale Castéji byva nazyvan Fotochemicky zakon ekvivalence.
Zakon tika, ze pocet Castic podilejicich se na primdrnim fotochemickém déji se rovna

poctu absorbovanych fotont. Jeden foton miize tedy excitovat pouze jedinou c¢astici.

,,Pocet aktivovanych molekul se rovnd poctu absorbovanych svételnych kvant.

Dalsim dulezitym zakonem je z&kon o zachovani energie, ktery nam ftika, ze
ve vSech izolovanych systémech mizeme energii transformovat z jednoho urcitého
druhu na jiny, ale nemize byt GpIné zni¢ena nebo vytvoiena. [2] [5]

Mezi zékladni fotochemické veli¢iny miizeme zatadit Ctyii parametry vyjadiujici
fotochemickou reaktivitu — rychlostni konstanta dezaktivace, prahova energie, kvantovy
vytézek a doba Zivotnosti excitovanych c¢astic. Rychlostni konstanta k je kineticka
veli¢ina, kterou mizeme definovat stejné jako termické procesy. Kvantovy vytezek @i je
Kineticko-statisticka veli¢ina, mira u¢innosti dezaktivace excitovanych castic i-tym
déjem. Veli¢ina je rovna podilu mnoZstvi molekul vzniklych produkti a poctu
absorbovanych kvant zafeni. Excitovana Castice se musi vzdy dezaktivovat. Doba
Zivotnosti t je prumérna doba excitovanych Castic. Prahova energie Ew je kvazi-
termodynamickd veli¢ina vyjadfujici nejmensi energii fotontl, jejichZz absorpce jesté

zpusobi piislusny dezaktivaéni proces. [1]
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2.1.3 Luminiscence

Luminiscence byla poprvé definovana jiz vroce 1889 E.Wiedemannem. Par
drobnych Uprav zavedl A. M. Gurvi¢, a diky nim miZeme luminiscenci definovat jako
spontanni zareni urcitého télesa, predstavujici pfebytek nad teplotnim zatenim, které
muzeme charakterizovat jako doznavani, jehoz doba trvani pievysSuje periodu
svételnych kmitt. [3]

Latka, ktera je schopna absorbovat zafeni o urcité vinové délce se nabudi do stavu
s vyssi energetickou hladinou, tzv. excitovaného stavu. Tento vyssi energeticky stav je
ale nestabilni, dodand energie se po urCité dob& vyzaii zpét ve formé
elektromagnetického zafeni. Pfitom plati, Ze doba zivota excitované¢ho stavu je delsi,
neZ perioda svételnych kmitt T =10%°s. Mensi energie atomu m4 vétsi vinovou délku.

Luminiscence tedy vznika excitaci atomu pisobenim jin¢ho zateni, elektrond apod.,
a naslednym névratem atomu do zékladniho stavu, ¢imz dochazi k vyzateni fotonu.
Luminiscenci urcité latky lze tedy pozorovat po jejim ozéfeni jinym zdrojem zéfeni.
Pokud po odstranéni zdroje ozatovani latky luminiscence vymizi (v fd&du nanosekund),
hovotfime o fluorescenci. Pokud luminiscence pfetrvavd i po odstranéni zdroje
ozafovani, jedna se o fosforescenci. [7]

VétSina organickych latek je schopna vykazovat luminiscenci neboli svétélkovani.
Nositelem tohoto luminiscen¢niho zafeni je molekula. Luminiscencni zafeni mize také
vznikat u anorganickych latek, zafeni ale neni zapti¢inéno molekulou, nybrz shlukem

atomd, tzv. krystalt. [7]

2.1.3.1 Rozdéleni luminiscence

Luminiscenci mizeme dé¢lit dle zplsobu, jakym je dodavana excitacni (budici)
energie a take doba, za kterou se atom vraci do svého zakladniho stavu.

Fotoluminiscence — druh luminiscence, ke kterému dochazi po ozafeni jinym
zdrojem zafeni — neionizujicim elektromagnetickym zafenim (napft. v ptipad¢ zarovky),
excitacni energie je v tomto pfipadé dodavana formou viditelného nebo ultrafialoveho
zateni. [5]

Elektroluminiscence — luminiscence je zde vyvolana elektrickym polem

nebo prichodem elektrického proudu latkou (napt. -elektroluminiscencni folie
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nebo LED). NejvhodnéjSimi latkami jsou az na par vyjimek polovodice se Sirokym
zakazanym pasmem.

Chemiluminiscence — luminiscence je Vtomto piipadé vyvolana né&jakou
chemickou reakci. Existuje pouze pro urcity typ exotermnich chemickych reakci, kdy je
uvolnéné teplo nebo urcitd jeho Cast vyzarena formou svétla. Do tohoto typu patii
1 bioluminiscence, kdy je emise svételného zafeni vytvorena zivymi organismy.

Mezi  dalsi typy patii  katodoluminiscence  (dopadajici  elektrony),
termoluminiscence (vzrist teploty po piedchozim dodani energie), radioluminiscence
(pisobeni ionizujicitho zafeni) nebo triboluminiscence, kterd je vyvolana plisobenim
tlaku atd. [3]

v analytické chemii (ke kvantitativnimu a kvalitativnimu urceni latek), biochemii atd.
Siroké vyuziti nalezla také v optoelektronice (luminiscenéni diody, stinitka obrazovek
apod.) nebo v Iékatstvi (luminiscen¢ni sondy a znacky).

Latky, u kterych nastdvd luminiscence, se oznacuji jako luminofory. Jsou

to predevsim pevné latky s pfimésmi vytvarejicimi tzv. luminiscenéni centra. [3] [5]

2.1.3.2 Fotoluminiscence

Fotoluminiscence je tedy druh luminiscence, ke kterému dochéazi po ozéfeni jinym
zdrojem zéteni. Excitacni energie je dodavana formou viditelného nebo ultrafialového
zateni. Dochazi k interakci fotonu o frekvencich téchto zafeni s Castici a dochazi
k predani energie valen¢nim elektroniim molekuly. Casty vyskyt fotoluminiscence je
u organickych molekul s dvojnymi vazbami (napi. aromatické uhlovodiky). Absorpce je
z velké Casti zavisla na skupenstvi a struktufe latky, ale miZe byt i na teploté, pH
a dalSich faktorech prostfedi. Valencni elektrony vyuZivaji dodanou energii
jako moznost dostat se na vysSi hladiny do tzv. excitovaného stavu. V tomto stavu
nevydrzi dlouho, a proto maji relativné kratkou dobu zivotnosti a dochazi k ndvratu
do tzv. zékladniho stavu. Shrnuti prib&hu téchto procestt nam vysvétluje Jablonského

diagram na Obrazku 2. [5] [8]
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Obrézek 2 Jablonského diagram zndzornujici energetické hladiny a energetické

prechody molekuly [8]

Obrézek 2: So — za&kladni stav; Si, S2 — excitované singletové stavy; T1,T2 —
excitované tripletové stavy

Jablonského diagram znazornuje energetické hladiny a energetické ptechody
molekuly. Tento schematicky diagram nese jméno po profesoru Alexandru Jablonském,

ktery je povazovan za otce fluorescencni spektroskopie. [8]

2.1.3.3 Excitovany stav a jeho vlastnosti

V zakladnim stavu So dochazi pti absorpci jednoho fotonu molekulou k excitaci
jednoho valen¢niho elektronu do nejblizs§iho volného orbitalu s vyssi energii, do tzv.

excitovanych stavii. Existuji dva druhy téchto stavi:

a) singletovy stav — oznacujeme S1 — tento stav je charakterizovany energii Es,
kde spiny obou elektroni jsou antiparalelni; Stavy S»,S3 jsou charakterizovany

relaxaci v kratkém Case nezativymi pochody do stavu Si.
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b) tripletovy stav — T1,T> — tento stav je charakterizovany energii zékladniho stavu
Et, kde spiny obou elektronti jsou paralelni. Stavy T, T3 atd., jsou
charakterizovany relaxaci v kratkém ¢ase nezafivymi pochody do stavu Ti.

Ze stavu S1 je tripletovy stav ziskan mezisystémovym zakazanym piechodem.

Tvar molekuly v excitovaném stavu muize byt Uplné odliSny nez ve stavu
zakladnim. Toto je zplsobeno rozdilnou elektronovou konfiguraci. Elektron je pted
excitaci umistén v ur¢itém orbitalu napf. 1s a po excitaci je presunut do orbitalu jin¢ho
napft. 2p. Tento novy orbital ma jiny tvar a symetrii. Elektronovéa konfigurace zptsobi
hybridizaci atoml v excitovanych stavech a je doprovdzena zménou délky vazeb

nebo rozlozeni elektronové hustoty v atomu. [5]

2.1.3.4 Zhasinani excitovanych stavi

Jak uz bylo diive zminéno, doba zivotnosti excitovanych molekul je opravdu
kratka, protoze dochazi ke zpétné emisi ziskané energie absorpci, tzv. zhasinani
excitovanych stavil. Jinak fec¢eno dochéazi k pfechodu ze stavu excitovaného do stavu

zakladniho. Emise mize mit rizné formy projevu:

a) zdrivé prechody — Vv tomto piechodu excitované molekuly piechazi z vyssiho
energetickeho stavu do nizsiho, diky tomu, Ze vyzafuji energii formou fotonu.
Existuji 2 typy emisi — samovolna (spontanni) a stimulovana. Spontanni emise
vznikd, kdyz k vyzareni dojde bez ucinku vnéjsiho zdroje zateni. U stimulované
emise dochazi k tomu, Ze G¢inkem vnéjsiho elektromagnetického zafeni, které
vstupuje do excitované molekuly a vyvolava elektromagnetickou poruchu
molekuly, ktera vede k vyzafeni energie formou fotonu o stejné frekvenci,
jako dopadajici vné&jsi elektromagnetické zateni. Piechod molekuly
z excitovaného singletového stavu S: do zakladniho stavu So je dovoleny emisni
proces, ktery miizeme charakterizovat rychlostni konstantou ks = 108-107 s,
Tento pfechod je nazyvan fluorescence. Pfechod molekuly z excitovaného
tripletového stavu T1 do z&kladniho stavu So je zakézany emisni proces, ktery
charakterizujeme konstantou k, = 102-10* s Tento piechod nazyvame
fosforescence. Pokud molekula ve stavu T1 absorbuje tepelnou energii, piejde

do stavu S: a nasleduje fluorescencni prechod do So, tak se tomuto stavu se fika
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zpozdena termicka fluorescence neboli zabrzdéna fluorescence — mnohem
pomalejsi piechod na zdkladni hladinu. Pokud je délka viny absorbovaného
zafeni stejna jako délka viny emitovaného zafeni, tomuto stavu se fika
rezonancni fluorescence.

b) nezarivé prechody — tyto prechody se mohou vyskytovat mezi vibra¢né-
rotaénimi hladinami. Energie systému se neméni, a proto vibec nedochazi
k emisi zafeni. Dovoleny pfechod mezi stavy se stejnou spinovou multiplicitou,
napi. S12> S, muzeme charakterizovat rychlostni konstantou kic. Tento pfechod
nazyvame vnitini konverze. Zakazany ptechod v tomto piipadé prechod mezi

excitovanymi stavy Srozdilnou multiplicitou, napt. S1>Ti1, mlzeme
charakterizovat rychlostni konstantou Kisc, Tento prechod se nazyva

mezisystémovy. Posledni piechod z vysSich vibraénich stavi do stavu
zakladniho za uvolnéni tepla se nazyva vibracni relaxace.

c) fotochemickeé reakce — zde dochazi ke zménam latky [5]

Nyni shrneme Jablonského diagram z informaci, které jsou jiz popsany. Po absorpci
svételného kvanta budiciho zafeni piechazi elektrony ze zakladniho stavu So
do excitovanych singletovych stavii S1,Sa,... a tripletovych stavii T1,Ta,... molekula
obvykle pfechdzi zrovnovazné vibra¢ni hladiny zakladniho stavu So do nékteré
z vibracnich hladin excitovanych stavil. K deexcitaci molekuly dochazi bud’ zativymi
pfechody (luminiscence) nebo nezativymi pfechody (vnitini konverze, mezisystémova
konverze a vibra¢ni relaxace). Doba trvani jednotlivych procest je pro absorpci fadove
10 s, pro fluorescenci cca 10® s, pro fosforescenci je mnohem del§i nez 108
s (obvykle milisekundy az sekundy), pro vibra¢ni relaxaci 102-101 s, pro vnitini
konverzi 10°-10"2 s, pro mezisystémovou konverzi 104-10"? s,

Fluorescenci mizeme nazvat jako spinové dovoleny zafivy piechod, obvykle
z rovnovazné vibracni hladiny stavu S1 do nékteré z vibrac¢nich hladin zdkladniho stavu

So.[5]
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2.1.4 Fluorescence

Fluorescence je fyzikalni jev, ktery mizeme zatfadit mezi tzv. luminiscenéni jevy,
které jsou charakteristické emisi zéafeni zurcité latky. Latky, které jsou schopné
fluorescence, nazyvame fluorofory. Jedna se o latky, které dokazou emitovat
elektromagnetické zafeni prevazné z oblasti viditelného svétla popt. ultrafialového
svétla. Emise zafeni mize nastat jako odezva na dodani daného mnozstvi energie,
kterou je urcity fluorofor schopny absorbovat a poté cast piijaté energie postupné
vyzafit po Casovy usek do svého okoli. Tento ¢as emitace nazyvame jako délka
dohasinani fluoroforu - doba dosvitu, ktera se po ukonéeni excitace pohybuje v fadech
10%az10°s.

Fluorescence je tedy spinové dovoleny zafivy piechod, obvykle zrovnovaziné

vibra¢ni hladiny stavu S1 do nékteré z vibraénich hladin zakladniho stavu So. [8]

2.1.4.1 Zakladni zakonitosti fluorescence a jejiho spektra

Fluorescen¢ni spektrum je charakterizovano jako zavislost absorbance systému

na vinové délce. Toto spektrum lze charakterizovat nékolika pojmy.

2.1.4.1.1 Stokestv posun

Z Jablonského diagramu (viz Obrazek 2) si mtizeme v§imnout, Ze vyzafena energie
emise zafeni nastava z niz§ich energetickych hladin, nez z hladin, na které byla latka
vybuzena. S tim pravé souvisi, ze fluorescenci miizeme pozorovat na vinovych délkach
vysSich, nez kterymi byl fluorofor excitovan. Rozdilu v téchto energiich mezi maximy
emisniho a absorp¢niho pasu se fika Stokestv posun (viz Obrazek 4). Tento jev poprve

pozoroval Sir George Gabriel Stokes v roce 1852 na Univerzité¢ v Cambridge. [8]
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G. G. Stokes sledoval prichod slune¢niho svétla ptes okenni tabuli do nadoby,
ve které¢ byl roztok chininu. Pfes sklenici naplnénou vinem mohl sledovat, jak se z

svétla ultrafialového stava svétlo viditelné. Pokus je zaznamenan na Obrazku 3. [8]

Sluneéni

svétlo

chininu Q
i\ .

-{_ S Zluta sklenice s vinem G.G.Stokes

' i - emisni filtr > 450nm

Mo;iré sklo okenni
tabule v kostele

Obrézek 3 Stokesiiv pokus s roztokem chininu [8]

Po sledovani tohoto pokusu definoval G. G. Stokes zékon, ktery tikd, ze vinova
délka vyzaiené fotoluminiscence je delsi nez vinova délka budiciho zafeni. Tento zakon
je znamy jako Stokestiv posun, ktery je zaznamenan na Obrdzku 4. Poukazuje na to, jak
se energie fotonu absorbovaného zméni oproti fotonu, ktery vyzati fluorofor
pfi prechodu zexcitovaného do zakladniho stavu. Rozdil mezi energii fotond
vyzatenych a absorbovanych je pro kazdou molekulu charakteristicky a nazyva
se Stokestv posun. VInova délka fluorescenéniho zafeni je vétsi nez vinova délka zafeni
absorp¢niho. [8]

Energetické ztrdty mezi emisi a excitaci muzeme pozorovat u vSech roztokl
fluorescenénich molekul. Jednou z pfi¢in Stokesova posunu je opravdu rychly zanik
vySSich energetickych hladin a jejich pfechod na nejniz§i vibracni hladinu Si.
Jako druhou z pfi¢in mizeme uvést prechod ze stavu Si na jinou z vyssich vibracnich

hladin zakladniho stavu So. Oba ptechody zptsobuji ztratu excitaéni energie. [8]
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Obrazek 4 Stokesiiv posun- excitacni a emisni pasma [8]

2.1.4.1.2 Excita¢ni a emisni pAsmo

Kazdy fluorochrom ma sva specificka excita¢ni a emisni pasma. Excita¢ni pasmo
nam ukazuje, jaky je rozsah vinovych délek, které vedou piimo k excitaci dané latky.
Emisni pasmo nam poukazuje na rozsah vinovych délek, pfi kterém dochazi k emisi
fluorescence. Ob& pasma maji sva maxima, takze pokud je fluorochrom ozaren svétlem
o vlnové délce odpovidajici maximu excitaéniho pasma, naslednd fluorescence nabyva
maximalni intenzity. Pokud pouZijeme jinou vlnovou délku, intenzita fluorescence
se snizi. Vysledny rozdil mezi vinovymi délkami excita¢niho a emisniho maxima
se nazyva Stokesiv posun (viz Obrazek 4), ktery je dulezitym faktorem pii riznych
biologickych experimentech. N&kdy je velmi obtizné odliSit emitované svétlo

od excita¢niho, v disledku malého Stokesova posunu. [8]
Filtr

Svétlo ‘ Fluorochrom
Excitace Emise

kratsi vinova delka delsi vinova délka

] vys$si energie ni2si energie
barva x* barva ,y*

Obrazek 5 Schéma excitace a emise fluorochromu [8]
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2.1.4.2 Fluorofory

Fluorofory muzeme charakterizovat tim, ze jsou schopny absorbovat zafeni
o vlnové délce viditelného popi. UV zafeni a poté ho emitovat o vinové délce jiné.
Emisni zafeni se udava funk¢ni skupinou, kterou molekula zahrnuje. Mezi znamé
fluorofory se tfadi chinin, ktery je velice rozSifeny a je obsazen ve znamém napoji
,tonic”. Pokud bychom vystavili sklenku tonicu na piimé slune¢ni zafeni, s velkou
pravdépodobnosti bychom mohli na povrchu pozorovat slabé modré zafeni.
Fluorescence chininu je dnes stale nejvice vyuzivanou ukazkou fluorescence. Mezi dalsi
znamé fluorofory patii napt. fluorescein, ktery se vyuziva na fluorescenéni znaceni,
nebo rhodamin, jehoz stopu muizeme pozorovat v nemrznoucich smeésich a miize
vyzafovat svétle zelené popt. Cerveno-oranzové zateni. [10]

Fluorofory se déli na dva typy — vlastni a nevlastni. Vlastni, neboli vnitini
fluorofory se vyskytuji pfirozené a mizeme mezi né zafadit proteiny s aromatickymi
aminokyselinami napf. tyrozin (Tyr), fenylalanin (Phe) nebo tryptofan (Try), jejichz
fluorescence se nachazi v ultrafialove oblasti (mezi 240 a 300 nm). Redukované formy
nikotinamidadenindinukleotidu  (NADH), nikotinamidadenindinukleotid  fosfatu
(NADPH), oxidované formy flavoproteinu a vitamin A maji fluorescenci ve viditelné
oblasti (modra az zlutd). Cytochromy, hemoglobin, myoglobin a chlorofyl maji
fluorescenci ve viditelné oblasti (Cervena). Nevlastni, neboli vn&jsi fluorofory
se pridavaji ke studovanému vzorku a uzivaji se mnohem c¢astéji nez vlastni. Miizeme je
oznalit jako tzv. fluorescenéni sondy nebo znacky, a pridavaji se k latce, kterd
nefluoreskuje. Pokud jsou latky k vzorkim vazany kovalentni vazbou, nazyvame je
fluorescenénimi  znackami. Pokud jsou vazany vazbou nekovalentni, jsSou
to fluorescentni sondy. Mezi nejvice znamé nevlastni fluorofory patii fluorescein
(FITC), tetrametylrhodaminizothiokyanat (TRITC) a ostatni derivaty. Mezi dal$i velmi
Casto uzivané fluorescen¢ni znacky patii jednoznaéné dansyl chlorid (DNS-CI), ktery

reaguje s volnymi aminoskupinami bilkovin, stejné jako fluorescein. [10]

2.1.4.2.1 Fluorescein—FITC

Tento fluorofor oznacujeme celym nédzvem jako fluorescein-5-isothiokyanat,
Fluorescein je nejvice uzivana fluorescen¢ni znacka, coz znamena, ze se ke vzorku vaze

kovalentni vazbou, a jeho funkéni skupinou je isothiokyanat — N = C = S. Uziva se pro
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znaceni proteint, peptidd a jinych biomolekul. Je vyhodny pro svou nasakavost
a snadnou méfitelnost. FITC ma vlnové délky excitacniho a emisniho spektra piiblizné
495 nm/521 nm. Podobn¢ jako vétsina fluorochromu je nachylny k tzv. photobleachingu
neboli fotovybélovani, pifi kterém dochdzi k nevratnému zni¢eni excitovaného
fluoroforu. Tento jev vétSinou omezuje moznost uziti intenzivngjSitho buzeni

fluorescence. [10] Fluorescein vidime na Obrazku 6.

Obrazek 6 Konstitucni vzorec - fluorescein-5-isothiokyanat [10]

2.1.4.3 Méreni fluorescence

Existuji 4 metody, kterymi je mozno méfit a detekovat fluorescenci. Vyskytuji se
v8ak i jiné pfistroje, které slouzi k detekci fluorescence. Spektrofotometry neboli
spektrofluorimetry méii fluorescenci vzorku umisténého nejcastéji v kyveté nebo
v jamce mikrodesticky. Fluorescen¢ni spektrofotometrie se nejcastéji pouziva k méfeni
dané¢ koncentrace, u které neni mozné stanovit koncentraci pomoci absorbance.
V kvantitativni analyze probihd méfeni metodou kalibracnich kiivek, ve které jsou
vzorky o riznych koncentracich. Fluorescen¢ni skenery jsou moderni pfistroje, které
meéfi fluorescenci dvojrozmérnych objektl. Tento pfistroj je schopen rozlisit fluorofory
se stejnymi excitacnimi i emisnimi spektry, coZ je vyhodné. Pratokové cyklometry jsou
schopny méfit fluorescenci vétstho mnozstvi bunék a umoziuji tak identifikovat

a oddélovat jejich koncentra¢ni rozlozeni podle kategorii (subpopulaci). [11] [12]
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2.1.4.4 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescence je molekularni jev, pfi kterém latka absorbuje svételné zareni urcité
vinové délky a téméf okamzité vyzatuje zareni opét v podobé svétla o delsi vinové
délce, tj. s niZ8i energii a jinou barvou. Tento proces je zndmy jako excitace (buzeni)
a emise. Emisni a absorp¢ni spektrum dané fluorescenéni latky je ovliviiovano
podminkami prostiedi, napf. pH, koncentraci iontd nebo splynutim s jinymi
molekulami. Cas pottebny k fluorescenci molekuly se pohybuje v fadech nanosekund.

Fluorescencni mikroskopie je v dneSni dobé velmi rozSifend metoda bunécné
biologie. Rozvoj a intenzivni vyzkum pfinasi spoustu novych informaci a postupt, jak
uréovat struktury, organely nebo samotné molekuly. Fluorescenéni mikroskop se
vyuziva predevsim diky jeho vysoké citlivosti. Zdroj vysoké citlivosti je vyssi kontrast
oproti pozadi. U fluorescence byva nejcastéji svétly signal na tmavém pozadi. Tento jev
zpusobuji dva filtry, které oddéluji na zédklad€ vinovych délek emisni a excitacni zafeni.
Excita¢ni filtr udava rozsah vinovych délek pro excitaci. Bariérovy filtr zachycuje
zbytky svétla excitacniho, které k excitaci nebylo viibec pouZzito, a propusti pouze svétlo
fluorescencni. Kombinaci obou filtri vznikd optimalni signal, ktery se nekryje
s vlastnim fluorescen¢nim signalem. [13] [14]

Fluorescencni mikroskop je vybaven svételnym zdrojem, obvykle se pouZziva
vysokotlaka rtutova (50-200W) nebo xenonova vybojka (75-150W). Dalsi dilezitou
soucasti fluorescenéniho mikroskopu je systém filtrii — excitaéni filtr, dichroické zrcadlo
a bariérovy filtr. Filtry se umistuji do tzv. optické kostky. Moderni mikroskopy
dokazou pojmout az 6 takovychto kostek. [16] [17]

Nekteré latky jsou schopné sami o sobé vykazovat fluorescenci. Tehdy mluvime
o latké&ch s primarni fluorescenci popf. autofluorescenci. Na latky, které nejsou schopny
fluorescence, muzeme navazat fluorescencni barviva nebo sondy. Tomuto typu
fluorescence se fikéd sekundarni neboli neptimd fluorescence. Latky, které jsou schopné
fluorescence, oznacujeme jako fluorochromy. U vnégj$i neboli nevlastni fluorescence,
jak jiz bylo zminéno dfive, rozlisujeme fluorescen¢ni znacky a sondy podle typu vazby.

Pfi excitaci a emisi mame urcita barevna spektra, ktera jsou kvantitativné popsana
vlnovou délkou svétla. Nejb&znéjsi jednotkou vinové délky pro popis fluorescen¢nich
spekter je nanometr (nm). Barvy viditelného spektra Ize rozdélit na ptiblizné hodnoty
vlnovych délek. Fialova barva znaci 400 az 450 nm, modra 450 az 50 nm, zelena 500 az

570 nm, zluta a oranzova 570 az 610 nm a Cervena 610 az cca 750 nm. Na konci kratsi
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vlnové délky viditelného spektra je pasmo blizici se ultrafialovému zafeni (near-UV) od
320 do 400 nm, a na konci s delsi vlnovou délkou se blizime infradervenému zareni
(near-1R) s pAsmem od 750 do cca 2500 nm. [18] [19]

U naseho fluorescencniho mikroskopu LEICA DM6000B je mozno vyuzit 4 filtry.
Prvnim je filtr A, vyznacuje se UV svétlem a jeho excitace je pfi 340 az 380 nm a emise
nad 425 nm. Druhy je filtr D, ktery je téz vyznacen UV/Violet svétlem a jeho excitace
je pii 355 az 425 nm a emise nad 470 nm. Tteti je filtr I3, ktery se ukazuje jako svétlo
modré a jeho excitace je pii 450 az 490 nm a emise nad 515 nm (svétlo zelené).
Posledni je filtr N21, ktery se vyznacuje zelenym svétlem a jeho excitace je pifi 515 az

560 nm a emise nad 590 nm (¢ervené svétlo). [20] [23]

2.1.4.4.1 Fluorescen¢ni mikroskop

Fluorescen¢ni mikroskop se fadi mezi nejkvalitnéj$i zobrazovaci techniky. Diky
barvam, které mohou byt zvoleny tak, aby se navazovaly vzdy pouze na zkoumanou
strukturu napf. protein, antibiotikum, je to velmi pfesnd analyzaéni metoda.
Fluorescen¢ni mikroskop je opticky mikroskop, ktery je zalozen na principu posunu
vinové délky mezi dopadajicim a emitovanym svétlem. Pomoci tohoto druhu optického
mikroskopu je mozné zobrazit dopodrobna struktury. U mikroskopu dopada excitaéni
svétlo na preparat a emisni svétlo je odraZeno do objektivu. Fluorescenéni mikroskop je
schopen soustied’ovat energii excitatniho zafeni pfimo na objekt, ale zaroven dokaze
velmi ptesné filtrovat excitaéni a emisni zareni. [13] [21]

Existuji dva typy fluorescenéniho mikroskopu — transmisni (pozorovani
Vv prochazejicim svétle) a epifluorescenéni (pozorovani v odrazeném svétle).
U transmisniho fluorescencniho mikroskopu svétlo prochazi excitaénim filtrem a na
prepardt se dostdvad zespodu, jak je tomu u normalniho svételného mikroskopu.
U epifluorescenéniho  mikroskopu  excitatni  svétlo prochazi  objektivem,
a poté dopada na preparat, pficemz se emisni svétlo vraci zpét do objektivu. U tohoto
typu mikroskopie je nutno pouzit specidlni typ zrcadla, které odrazi excita¢ni svétlo do
objektivu a propusti emisni svétlo do okularu. Specialni zrcadlo se nazyva dichroické,
které propousti svétlo podle vinové délky. Vzdy je mozné pouzit jen takovy typ zrcadla,
ktery odrazi maximum excitacniho svétla a propusti maximum svétla emisniho podle
daného fluoroforu. Pro pozorovani fluorescence se v dnesni dob¢ Cast&ji pouziva praveé

epifluorescenéni mikroskop. [16] [22]
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3 PRAKTICKA CAST

V praktické ¢asti jsme se seznamili s dvéma typy fluorescencniho mikroskopu.
Jeden mikroskop byl v laboratoti FZS — LEICA DMG6000B a dalsi Olympus BX51
v laboratofi biotechnologii na Ustavu pro nanomaterialy, pokro¢ilé technologie
a inovace. Vizualizovali jsme vzorky kiemicitych nanovlaken pomoci fluoresceinu-
isothiokyanatu, které byly modifikovany 3-aminopropyltriethoxysilanem (APTES)
s odlisnou koncentraci. Provadéli  jsme také meétenti fluorescence
ve spektrofotometru/spektrometru Biotek Synergy HT.V ramci bakalaiské prace jsme
analyzovali pomoci fluorescence n¢kolik druhti vzorkt, které se vyvijeji na nasi
univerzité. Praktickou ¢ast jsme rozdélili celkem na 4 ¢asti podle druhu analyzy. Prvni
cast se vénovala méfeni a vizualizaci aktivnich aminoskupin pfi rizné koncentraci
a dobé reakce kiemicitych nanovldken s APTES. Kiemicita nanovldkna se upravuji tak,
aby je bylo mozné vyuzit vI1écbé tézce se hojicich ran, infikovanych ran, popf.
popalenin. Jednou z moznosti, jak by se dalo vlakna vyuzit v dermalnich aplikacich je
vytvorena vlakna nechat reagovat S APTES a poté na jejich povrch kovalentné¢ navazat
napf. antibiotika. Druhd ¢ast se zamétfovala na imobilizaci proteolytickych enzymt na
nanovlakna a analyze aktivity enzyml pomoci casein-fluorescein-isothiokyanatu.
V neposledni fadé jsme zkoumali Sirokospektralni antibiotikum tetracyklin, které by
samo 0 sob¢é mélo vykazovat fluorescenéni aktivitu. Jako posledni analyzou byla

vizualizace bakterii v kalu ¢isticky odpadnich vod.

3.1 Cile a vyzkumné predpoklady

V rdmci tématu této bakalarské prace bylo nasim cilem osvojit si velmi naro¢nou
obsluhu fluorescenéniho mikroskopu. Cilem bylo také osvojit si postupy navazovani
fluorescenénich barviv na biologické materialy. Vizualizovali jsme vzorky kiemicitych
nanovlaken, které jsme barvili pomoci fluoroforu fluorescein-5-isothiokyanatu. Byl
proveden vybér vzorku o riznych koncentracich, které byly nasnimany a jsou zahrnuty
v této bakalarské praci. Cilem prace bylo zjistit, zda bude mit néjaky vliv rlzna
koncentrace a Cas na poctu navazanych aminoskupin. Vzorky byly vizualizovany
pomoci fluorescenéniho mikroskopu LEICA DM6000B. Funkéni navazané skupiny ale
nemohly byt kvantifikovany pomoci mikroskopu, a ztoho duvodu jsme vzorky

kvantifikovali ve spektrofotometru. Bylo proto zpracovano laboratorni méteni, kterym
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bylo mozné zjistit fluorescenci ze spektrofotometru. Spektrometr je vhodny pro

stanoveni velkého poctu vzorku a je zalozen na bazi mikrodestic¢ek.

3.2 Pouzity material a pomtcky

Stabilizovana kfemicita nanovlakna vyhiata na 150°C vyvijena na nasi univerzité,
3-aminopropyltriethoxysilan 98% od vyrobce SIGMA-ALDRICH (déle jen APTES),
fluorescein-5-isothiokyanat od vyrobce SIGMA (dale jen FITC), isopropylalkohol g.r.
C3HsO od vyrobce LACH-NER (dale jen IPA), absolutni ethanol p.a. C2HeO od
vyrobce PENTA (déle jen EtOH), 2M roztok hydroxidu sodného (NaOH), enzym
bromelain EC 3.4.22.32 (from pinneaple stem) od vyrobce SIGMA ukladany v -20°C,
casein fluoresceinisothiokyanat (from bovine milk) od vyrobce SIGMA, glutaraldehyd
25% in H20 od vyrobce SIGMA-ALDRICH, antibiotikum tetracyklin, fosfatovy pufr,
kyselina trichloroctova, destilovana voda (dale jen DV), plastové zkumavky s vickem,
kadinky, filtry, stavitelné pipety s plastovymi $pickami, Petriho misky, fluorescenéni
mikroskop LEICA DM6000B, inverzni olej od vyrobce CARGILLE, podlozni skli¢ka,
spektrofotometr Biotek Synergy HT, centrifuga Z36HK-Hermle od vyrobce Biotek

3.3 Druhy analyz praktické ¢asti

Praktickou Cast bakalafské prace jsme rozdélili na né€kolik ¢asti, podle druhu
analyzy zkoumanych biologickych vzorkll. Prvni ¢ast vyzkumu byla analyza mnoZstvi
aktivnich aminoskupin po reakci kiemicitych nanovlaken s APTES. Déle imobilizace
proteolytickych enzymi na nanovldkna a analyza aktivity enzymi pomoci casein-FITC.
V neposledni fad¢ jsme zkoumali tetracyklin, ktery sdm o sobé vykazuje fluorescenéni

aktivitu, a posledni ¢asti byla vizualizace bakterii v kalu.

3.3.1 Méfeni a vizualizace aktivnich aminoskupin po reakci

kremicitych nanovliaken s APTES

Material, ze kterého se vyrabi kfemicitd nanovlakna se nazyva tetracthoxysilan
a vzniké kysele katalyzovanou polykondenzaci. Pfi této reakci vznikd postupem Casu
gel, ze kterého se dana nanovldkna pfipravuji. Pfipravend kiemicita nanovldkna maji

povrchové hydroxilové skupiny, které lze vyuzit pro piipadnou funkcionalizaci
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nanovlaken. Castym ¢inidlem, které se navazuje na povrch nanovlakna navazuje je
aminopropyltriethoxysilan (APTES). Vldkna diky tomu ziskaji vySe zminéné povrchové
aminoskupiny, na které se daji néasledné navazat napi. antibiotika tetracyklinu.
Aminoskupiny mohou byt rozmistény ndhodné¢ na povrchu funkcionalizovanych
nanovlaken, dokonce mohou byt i ve vrstvdch. Diky tomu jsou pro reakci
s tetracyklinem vhodné jen nékteré skupiny. Pro urceni reaktivnich skupin se pouziva
¢inidlo (znacka), které reaguje s aminoskupinami kvantitativné a jehoz mnozstvi jsme
schopni presné urcit. Pro tyto ucely je vyhovujici fluorescein-isothiokyanat, ktery tvofi
s aminoskupinami derivat thiomocoviny. MnoZstvi tohoto derivatu jsme schopni
stanovit spektrometricky. [24]

V praktické ¢asti jsme nejdiive koumali, zda bude mit rizna koncentrace APTESU
a rizny Cas reakce vliv na mnozstvi aktivnich aminoskupin na povrchu vlaken, coz bylo
nasim hlavnim cilem. Abychom zjistili vliv koncentrace a casu na mnozstvi
aminoskupin, nechali jsme je reagovat s fluoresceinem, ktery se navaze pravé na tyto
aktivni aminoskupiny.

V prvni ¢asti bakalatské prace jsme si vyzkouSeli pracovat s pipetou a zkusili si
nafedit rGzné koncentrace bez zavislosti na case. Nejprve jsme pripravili vzorky
APTESU o 5 riznych koncentracich. Zvolili jsme koncentrace 0,05%; 0,1%; 0,2%;
0,5% a 1% APTES. Potiebovali jsme 10% roztok APTESU , kdy celkovy objem m¢l
byt 10 ml. Tedy 1 ml APTESU a 9 ml destilované vody. Dale jsme si pfipravili FITC
0,5 mg/1l ml absolutniho etanolu, celkem 100 ml. Vzali jsme tedy 50 mg FITC
a dolili jsme po rysku do 100 ml EtOH. Z naseho ptipravené¢ho 10% roztoku APTES
jsme potiebovali vzdy 15 ml roztok DV + IPA v poméru 1:9 abychom dostali 10 dili
pro 5 pfedem urcenych koncentraci. V bézné praxi se vyuziva 0,2% roztok APTESU.

Hodnoty vsech potiebnych latek jsou vycisleny v Tabulce 1.

Tabulka 1 Priprava koncentraci 5 roztokit APTES

APTES VAPTES VH20 Vira
0,05% 0,075 mi 1,4925 ml 13, 4325 ml
0,1% 0,15 ml 1,485 ml 13, 365 mi
0,2% 0,3 mi 1,47 ml 13,23 ml
0,5% 0,75 ml 1,425 ml 12, 825 ml

1% 1,5ml 1,35 ml 12, 15 ml
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Dale bylo potieba kfemicita nanovldkna, kterd byla pfedem 2 hodiny vyhiivana
V peci na 150°C, rozstiihat na c¢tverce o velikosti cca 1x1 cm. Potiebovali jsme celkem
2x5, tedy 10 ctverci - 5 vldken na fluorescenéni mikroskop a 5 na spektroskop.
Nanovlakna jsme navazili a dali do malé Petriho misky, kde reagovaly s APTES 60
minut a dali jsme je protiepat. Po dikladném protiepani jsme vlakna oplachli 2x
Vv destilované vod¢. Ta vlakna, u kterych probihalo méfeni pomoci spektroskopu, jsme
proplachovali etanolem a poté ptidali pipetou 4 ml 0,5M NaOH a tfepali do rozpusténi
nanovlaken. Po oplachu jsme piidali FITC do zkumavky se vzorkem a nechali reagovat
26 hodin vlednici pii 4°C. Nejdiive jsme roztoky pipetovali do prihledné
mikrodesticky, poté jsme vyzkum provadéli v desticce tmavé. Jako ukazku rizné

koncentrace APTESU s FITC je mozné pozorovat na Obrazku 7.

Obrazek 7 Ukazka koncentrace roztoku APTES + FITC
Dalsim krokem analyzovani prvni ¢asti bakalaiské prace bylo proméfeni 3x6

vzorkd, celkem tedy 18 vzorkl 0 3 riznych koncentracich APTESU, ptfi¢emz jsme vzdy

potiebovali 50ml vzorku. Koncentrace mizeme vidét v Tabulce 3.
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Tabulka 2 Priprava 0,08%; 0,01% a 1% roztoku APTES

koncentrace 0,08% 0,01% 1%
APTES 0,04 ml 0,005 ml 0,5ml
DV 4,96 ml 4,999 ml 4,95 ml
IPA 45 ml 44,996 ml 44,55 ml

Nase méfeni bylo zavislé 1 na 6 riznych casovych tsecich. Nejdéle byly vzorky
v roztocich 4 hodiny, poté 2 hodiny, 1 hodinu, 30 minut, 5 minut a nakonec jen 1
minutu. Celkem jsme tedy ziskali 18 vzorku, které jsme pfedem navazili. Navazené
vzorky jsme vloZili do malé Petriho misky, pfidali 5 ml roztoku APTES podle zvolené
koncentrace na danou dobu (4h, 2h, 1h, 30min, Smin, 1min). VZdy po uplynulé¢ dobé
jsme vzorky oplachli v DV, podle potieby. Ke vzorktim jsme pfidali 2 ml roztoku FITC
a nechali ve zkumavkach s vickem pies noc louhovat. U 1 % roztoku jsme po 1-2
hodinach zpozorovali, Ze se jiZ nanovlakno rozpousti na mensi kousky, coz mlze vnéaset
chybu do naseho méfeni.

K dalsim krokim naseho méfeni jsme potiebovali vytvofit kalibra¢ni kiivku.
Kalibra¢ni kiivka byla potfebnd z divodu piesného urceni aktivnich aminoskupin.
Ptipravili jsme roztoky ke kalibraci 0,5 mg FITC/1 ml EtOH ze standardniho roztoku
o koncentraci 1,572.10* mol/l. Dale jsme pipetovali O pl, 2 pl, 5 pl, 10 pl, 25 pl, 50 pl,
100 pl, 250 pl, 500 pl, 1000 pl, 2000 pl a 3000 pl roztoku a do kazdé plastové
zkumavky s vickem jsme piidali 4 ml 0,2M NaOH. Nanesli jsme tedy 12 kalibra¢nich
roztokd a vzorku z rozpusténych nanovlaken do jamek na vzorkovaci desti¢ce pfistroje
Biotek Synergy HT, a z kazdého roztoku jsme provedli 8 méfeni po 300 ul, které byly
pozdgji zprimérovany. Vypocétem jsme zjistili, kolik FITC bude v kazdém z roztoku.
Ze ztedéni roztoku a navazeni naseho vzorku se provedl vypocet mnozstvi stanovené¢ho
¢inidla pmol na 1g vzorku, coz odpovidalo obsahu reaktivnich aminoskupin na
nanovlaknech v umol/g. Pro 1000 pl to vychazelo 0,0375 mg. V nasledujici Tabulce 4
vidime kolik pg FITC bylo obsazeno v ndmi zvolenych roztocich, primér RFU
a smérodatnou odchylku. RFU ptedstavuje relativni fluorescencni jednotku, coz je

zaznam intenzity fluorescence na CCD kameru spektrofotometru.
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Tabulka 3 Kalibracni krivka zvolenych roztokii

1 2 3 4 5 6
pug FITC 0 0,075 0,1875 0,375 0,9375 1,875
pl 0 2 5 10 25 50
Pramér
0,25 70,125 293,5 511 987,625 1387,38
RFU
Smérodatna
0,43301 | 8,22249 | 18,4865 | 36,8239 | 44,7771 120,22
odchylka
7 8 9 10 11 12
pug FITC 3,75 9,375 18,75 375 75 1125
pl 100 250 500 1000 2000 3000

Praimér RFU | 1820,75 | 2219,88 2387 27945 3211 3704,88

Smérodatna
93,7027 104,291 89,8276 340,065 99,0631 | 88,8164
odchylka

Hledali jsme zéavislost mezi koncentraci a fluorescenci ze Siroké Skéaly hodnot,
¢emuz nejvice odpovidala logaritmicka zavislost. Tuto zavislost je mozné pozorovat v

Grafu 1.
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Logaritmicky graf kalibra¢ni krivky vSech hodnot
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Graf 1 Logaritmicky graf intenzity fluorescence v zavislosti na FITC

MiZzeme si ale v§imnout, Ze u nizkych hodnot, cca do 1ug FITC byla zavislost
linearni. Pracovali jsme pravé s témito nizkymi hodnotami, a proto jsme tedy piidali
graf nizSich hodnot s linearni zavislosti a pfimkou linearni regrese y = 1047,7x +

42,459, ze které se vychazelo pii dalSich vypoctech. Rovnici mizeme vidét v Grafu 2.

Linearni graf kalibra¢ni kiivky nazkych hodnot
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Graf 2 Linedrni zavislost nizsich hodnot intenzity fluorescence a FITC
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Jak jiz bylo dfive zminéno, 18 navazenych vzorkt bylo na vzdy pfedem zvolenou
dobu (4h, 2h, 1h, 30min, Smin a 1min) ponofeno ve 3 koncentracich APTES (0,08%,
0,01% a 1%). Poté byly vzorky pfefiltrovany, aby ve zbylém roztoku neziistaly mensi
kousky rozpusténych nanovlaken. Nanesli jsme 18 kalibracnich roztokl z rozpusténych
nanovlaken do jamek na vzorkovaci desticce pfistroje Biotek Synergy HT, a z kazdého
roztoku jsme provedli 5 méfeni po 300 pl, které byly pozd¢ji zpruimérovany. Hodnoty
FITC dle kalibrace jsme ziskali pomoci rovnice regrese y = 1047,7x + 42,459 a jsou
zvyraznény tu¢né. Dale jsme zjistovali hmotnost FITC v pug na 1 gram nanovlakna. To
bylo ureno pomérem mnozstvi FITC, ktery byl ve vzorku a hmotnosti samotného
nanovldkna. Vysledky naseho méfeni jsou znazornény v Tabulkach 4, 5 a 6.

Dal$im krokem v naSem méteni bylo promyti 5 vzorkd, které byly namoceny do
FITC. Promyti se opakovalo az do té doby, dokud nebyl proplach ¢isty (cca 6x). Takto
promyté vzorky jsme vlozili na podlozni sklicka, které jsme pozdé¢ji zkoumali pod
mikroskopem. Na snimkadch jsme mohli vidét porovnani koncentraci APTESU.
Vizualizovali jsme kfemicitd nanovlakna, vyvijend na na$i univerzité, ktera byla
pokryta fluoresceinem Vizualizovat nanovldkna se dalo, ale bohuzel je neslo
kvantifikovat nebo porovnat mnozstvi APTESU a aminoskupin, jako tomu bylo ve
spektrometru. Vizualizace probihala v laboratoti FZS, pod mikroskopem LEICA
DMG6000B, v programu LAS V3.7. Snimky bylo moZné vidét bud'to v odstinech Sedi
(angl. greyscale), nebo v pseudo barvé (angl. pseudo-colour), coZz je barva, kterou
vidime v mikroskopu. U vSech obrazkt byl pouzit excitaéni filtr v rozpéti 450-490 nm
modrého svétla a emisni filtr (nad 515 nm) svétla zeleného. Zkoumana nanovlakna jsou

vizualizovana na Obrazcich 8-18.

Tabulka 4 Zjisteni FITC v zavislosti na riiznych koncentracich a ¢ase (Imin, 5min)

1 minuta 5 minut
koncentrace 0,01% 0,08% 1% 0,01% 0,08% 1%
RFU 199,4 118,8 99,2 122,4 195,8 147
nanovlakno [mg] 6,15 4,93 4,73 51 5,55 4,39
FITC dle
alibrace 0.14980 0,07287 | 0,05416 | 0,07630 | 0,14636 | 0,09978
pmg FITC/1 g
Cenovldkna 24,35707 | 14,77999 | 11,44983 | 14,96106 | 26,37111 | 22,72925
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Obrazek 8 Nanovlakna pokryta FITC, koncentrace 0,08%, 5 minut

Obrazek 9 Nanovlakna pokryta FITC, koncentrace 0,08%, 5 min




Tabulka 5 Zjisteni FITC v zavislosti na riiznych koncentracich a ¢ase (30min, 1hod)

éas 30 minut 1 hodina
koncentrace 0,01% 0,08% 1% 0,01% 0,08% 1%
RFU 116 167,8 129.6 122.8 212.8 302,2
nanovlakno [mg] 5,76 5,05 4,48 4,84 5,06 4,69
FITC dle
) 0,07019 | 0,11963 | 0,08317 | 0,07668 | 0,16259 | 0,24791
kalibrace
pug FITC/1 g
) 12,18625 | 23,68999 | 18,56554 | 15,84364 | 32,13155 | 52,86043
nanovlakna

V bézné praxi se nejcastéji pouziva koncentrace 0,08% po dobu reakce jedné hodiny.

V tabulce je tato hodnota znazornéna zelenou barvou. Z Tabulky 5 mizeme pozorovat, Ze nizsi

koncentrace (0,01%) neméla tolik aktivnich aminoskupin, coZ je pro nase méfeni podstatné.

U vyssi koncentrace (1%) po jedné hodin€ jiz dochézelo k rozpadu nanovldken, coz mohlo

vnaset chybu do méfeni.

Obréazek 10 Nanovlakna pokryta FITC, koncentrace 0,08%, 30 minut
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Obrazek 11 Nanovlakna pokryta FITC, koncentrace 0,08%, 30 min

Obrazek 12 Nanovlakna pokryta FITC, koncentrace 0,01%, 1hodina
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Obrazek 13 Nanovlaka pokryta FITC, koncentrace 0,01%, 1hod

Obrazek 14 Nanovlakna pokryta FITC, koncentrace 0,08%, 1 hodina
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Obrazek 16 Nanovlakna pokryta FITC, koncentrace 0,08%, 1 hodina, greyscale
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Obrazek 18 Nanovlakna pokryta FITC, koncentrace 1%, 1 hodina, greyscale

44



Tabulka 6 Zjisteni FITC v zavislosti na riiznych koncentracich a case (2hod, 4hod)

Cas 2 hodiny 4 hodiny
koncentrace 0,01% 0,08% 1% 0,01% 0,08% 1%
REU 786 | 1894 | 3228 | 1154 285 2902
nanovlakno 6,07 452 4.64 4.85 561 417
[mg]
FITCdle 1 4 43450 | 014025 | 026758 | 0,06962 | 023150 | 023646
kalibrace
MIFITCL G | o cao06 | 31.02899 | 57.66758 | 14.35466 | 4126533 | 56,70546
nanovlakna

Me¢fteni jsme rozdélili do 3 tabulek, viz Tabulka 4, 5 a 6. V kazdé ztabulek jsme
znazornili 3 rizné koncentrace a 6 riiznych ¢asovych tusekii reakce s APTES. Na
snimkach jsme vizualizovali kfemicitd nanovlakna, vyvijend na nasi univerzité, ktera
byla pokryta fluoresceinem. Porovnani koncentrace APTESU a kvantifikovani aktivnich
aminoskupin bohuzel nebylo mozné pomoci fluorescen¢niho mikroskopu, tudiz byly
v tabulkdch znazornény hodnoty ze spektrofotometru. Na Obrazku 19 vidime
fluorescenéni mikroskop LEICA DM6000B, na kterém probihalo vizualizovani

nanovlaken, a ze kterého byly v§echny snimky potizeny.

Obrézek 19 Fluorescencni mikroskop LEICA DM6000B
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3.3.2 Imobilizace proteolytickych enzymii na nanovliakna a analyza

aktivity enzymii pomoci casein-FITC

Dalsi z analyz nasi praktické ¢asti byla imobilizace proteolytickych enzymt na
nanovlakna a analyza aktivity enzymt pomoci caseinu-fluorescein-isothiokyanatu. Toto
je jedna z dalsich metod, ktera je vyuzivana pfi fluorescenci.

Pracovali jsme s rostlinnym proteolytickym enzymem bromelainem, ktery je
obsazen v Cerstvém ananasu. Jednd se o skupinu proteolytickych enzymi, které se
podileji na Stépeni bilkovin za ptfitomnosti vody. Enzymy samy o sobé jsou zndmé tim,
dobré pfii bolestech, otocich ¢i hojeni tkani.

Casein je velkd slozita bilkovina, na kterém jsme méli navdzany FITC. Casein
obsahuje aminokyselinu tyrosin, na které jsou aktivni mista pro navazani enzymu,
v nasem ptipadé bromelainu a ten aminokyseliny odstépi.

Postup naSeho méfeni byl néasledovny. Navazili jsme si 3 vzorky nanovldken
(0,00475 g, 0,00577 g a 0,00516 g). Pripravili jsme si 15 ml roztoku glutaraldehydu ve
fosfatovém pufru 7,44 pH (1,2 ml glutaraldehydu a 13,8 ml pufru). Glutaraldehyd je
bifunk¢ni ¢inidlo, které reaguje na jedné strané s aminoskupinou s APTES a na druhém
svém konci reaguje s aminoskupinou enzymu. Timto postupem dochézi ke vzniku
kovalentni vazby mezi povrchem nanovldken a enzymem. Fosfatovy pufr ma
podstatnou roli v udrzovani acidobazické rovnovahy v tekutinach. Navazena
nanovlakna se poté na 1 hodinu vlozili do 3 riznych koncentraci roztoku (0,01%; 0,08%
a 1%). Vzorky jsme po cca 25 minutdch promyli fosfatovym pufrem. Na nanovlakna
jsme pfidali enzym s pufrem (na 15 ml pufru bylo potieba 0,075 g bromelainu)
a nechali 30 minut reagovat. Po pfidaném enzymu probihala na nanovlaknech reakce
aminokyselin. Nanovldkna s enzymem jsme opét 2x promyli pufrem, poté jsme je
rozstiihali na C&tvrtiny, aby se nam veSly do plastové zkumavky. Mezitim jsme si
ptipravili roztok 500 ul C-FITC, 37°C a kyseliny trichloroctove (1:55), coz bylo 0,57 g
do 200 ml. Kyselina trichloroctovd (TCA) nam zpusobila srazeci reakci, protein jiz
nebyl tolik aktivni a diky tomu doslo ke srazeni, pfi¢emz se i snizilo pH.

M¢li jsme tedy 3 zkoumané vzorky, ze kterych jsme provedli kalibracni kiivku L-
tyrosinu a FITC-caseinu, kterou vidime v Grafu 3. Z kalibra¢ni kiivky aminokyseliny
L-tyrosinu jsme zjistili, kolik pmolu tyrosinu se vytvoiilo za 20 minut reakce a nasim

cilem bylo zjistit aktivitu enzymu imobilizovaného na nanovlaknech, ktera je uvadéna
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vV jednotkach proteolytické aktivity na mg nanovldken (units/mg). Cim vy$si je
proteolyticka aktivita enzymu, tim se za dany cas z caseinu odstépi vice aminokyseliny
tyrosinu. Na tyrosin je navazany FITC, ktery je pouze v této formé schopny
fluorescence. Velikost proteolytické aktivity enzymu bromelainu je tedy piimo timérna

zvySeni fluorescence ve vzorku. Hodnoty pro vypocet fluorescence jsou zndzornény

v Tabulce 7.
Kalibracni kiivka L-tyrosinu
o 60
£ c /
c O &) 40 B
2 c g y = 94.261x + 15.826
= 3> 20 - R? 90 $5ies]
38 , .
TS5 & 0 : : . —— Linear (Series1)
5 <
= 0 0.2 0.4 0.6
mnoZzstvi Tyrosinu [pmol]
Graf 3 Kalibracni kiivka aminokyseliny L-tyrosinu
Tabulka 7 Hodnoty pro vypocet aktivity fluorescence
K . Priumér Hmotnost | n-tyrosinu Ak_t|V|ta
oncentrace cas REU viaken [g] [mol] [units/mg
g H vlaken]
0,01% 34,5 0,00475 | 0,005742304 | 10,42682
0,08% 1 hod 26,5 0,00577 | 0,004273161 | 4,906359
1% 57 0,00516 | 0,007663306 | 21,1632

Cim vice bylo tyrosinu + FITC, tim vice byl enzym bromelain aktivngjsi

a vykazoval vice fluorescence. Vysledky aktivity jsou znidzornény modie v Tabulce 7.

cv v

jak jsme predpokladali. To mohlo byt zplsobeno tim, Ze aminoskupiny nanovldken byly
prekryty ve vrstvach.

Postup, kterym jsme vypocitali aktivitu fluorescence na mg nanovladken muzeme

vidét v Rovnici 3.
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Units ntyr[umol] * Vr[ml]

mg viaken — Mvl[mg] * Tr[min] * Vcol[ml]

Rovnice 3: Vr = objem celkové reakce, 1,5 ml (0,5 ml FITC-Caseinu + 1 ml TCA) [mlI];
MVl = hmotnost viaken [mg]; Tr = cas reakce, 20 min, [min], Vcol = objem vstupujici do

spektrofotometru. 0,3 ml, [ml]
3.3.3 Vizualizace Sirokospektrého antibiotika tetracyklinu

V neposledni tadé€, jsme se pokusili vizualizovat latku, kterd je sama o sobé
schopnd fluorescence. Pro tento piipad jsme zvolili Sirokospektré antibiotikum,
tetracyklin. Snazili jsme se piedevsim o prokazani fluorescence na tetracyklinu. Postup,
kterym jsme méfeni provadéli, byl prevzat z odborného ¢lanku Imobilizace antibiotika
tetracyklinu na kiemicitych nanovlaknech z Technické univerzity v Liberci.

Reakce silani jsou znamou a dilezitou soucasti vyzkumu materialti, zejména
v Upravach a modifikacich povrchu. Prvni krok silanizace je absorpce alkylalkoxysilant
na alkoxyspinach (methoxy nebo ethoxy skupiny), coz vede k tvorbé hydroxylovych
skupin, které mohou kovalentné reagovat se silanolem na povrchu. Aktivni skupiny Si-
OH nebo AI-OH jsou potiebné pro spravny silanizacni proces. Nereaktivni organické
skupiny (methyl, fenyl, hexadecyl atd.) na povrchu substrati zpusobuji pouze
povrchové zmény a méni smacivé vlastnosti (hydrofobni a hydrofilni povrch). Pokud
jsou aminoskupiny piipojeny k silanlim, mohou s témito skupinami reagovat 1éky nebo
biologické latky. Toto je jedna z moznych aplikaci silaniza¢nich reakci. EXxistuje
mnozstvi komeréné dostupnych kondenzacnich cinidel, které mohou byt pouzity
Kk imobilizaci, napt. DNA, jinych biologickych molekul nebo 1ékt. Napiiklad (3-
aminopropyl)triethoxysilan (APTES), (3-aminopropyltrimethoxysilan (APTMS), (3-
glycidyloxypropyl)trimethoxysilan (GPS) a dalsi byly ktomuto ucelu znaéné
vyuzivany. Antibiotika se pouZzivaji ve farmaceutickém a chemickém primyslu kvali
jejich vysokému stupni specifi¢nosti. Imobilizace antibiotik je u¢innym zptsobem, jak
do jisté miry zvysit pravé tyto specifika. Nanovldkna maji velky potencial a mohou byt
slibné v prosazeni imobilizace antibiotik. Nanovlakna s imobilizovanym lékem mohou
byt vyuzivany ve zdravotnictvi. [24]

Experimenty  probihaji s jednim typem  nanovldken  pfipravenym

elektrospinningovou metodou provadénou na Technické univerzité v Liberci. Kiemicita
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nanovlakna se pfipravuji z tetraethylortosilikatu (TEOS, Merck, 98%) jako prekurzoru
metody sol-gel. Pro imobilizaci bylo pouzito antibiotikum tetracyklin (Sigma-Aldrich
>88%). Antibiotika byla imobilizovana na substratech nanovlaken nasledujici metodou.
Tetracyklin reagoval s APTMS kiemicitymi nanovlakny v suchém ethanolu za stalého
michani. Smés byla filtrovana a promyta a imobilizovana nanovlakna byla zahtivana na
teplotu 75°C ve vakuu po dobu 20 hodin. Ze vSech testovanych vzorkli jednoznacné
dosahly kiemicita nanovlakna nejlepSich vysledku pii imobilizaci antibiotika. [24]

Povrchy kiemicitych nanovldken byly uspésné silanizovany pomoci riznych
procest. Nejlepsich vysledki bylo dosaZzeno silanizaci ve vodé s oplachem kyselinou
octovou. Tetracyklin je bakteriostatické antibiotikum, které snizuje mnozeni bakterii.
Tyto vysledky jasn¢ ukazuji moZnost pouziti antibiotik imobilizovanych nanovlédken
jako obvazy pro pacienty s tézko 1é¢itelnymi ranami. Tento mechanismus imobilizace
mize byt také pouzit jako prostfedek k imobilizaci jinych typt antibiotik. [24]

Z celého ¢lanku jsme se tedy dozveédéli, Ze silanizace substratil, které obsahuji Si-
OH skupiny na svém povrchu, je jednou z pouzivanych metod v soucasné dobé ve
specialnim materidlovém inzenyrstvi. Tato metoda nam umoznuje naptiklad imobilizaci
1é¢iv na rozliéné povrchy. [24] Imobilizaci tetracyklinu vidime na Obrazku 20
porizeného z fluorescenéniho mikroskopu (LEICA DM6000B).

Obrazek 20 Nanovlakna s tetracyklinem,0,08%, 1 hodina
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3.3.4 Vizualizace bakterii v kalu

Dalsi c¢asti mé bakalaiské prace byla spoluprace s laboratoii biotechnologii na
Ustavu pro nanomaterialy, pokro¢ilé technologie a inovace, kde diky fluorescenénimu
mikroskopu Olympus BX51 pomoci programu AxioVission, provadi vizualizace
bakterii z kalu c¢isticek odpadnich vod. V této laboratofi se snazi o vyvoj a vyuZiti
nanomaterialt v technologiich a to konkrétné ¢isténi odpadnich vod a odstranéni
Skodlivin z prostiedi. Nachazi se zde piimy fluorescen¢ni mikroskop pro obrazovou
analyzu  povrchl, pfedev§im imobilizovanych  mikrobidlnich  spoleCenstev
a Cistirenskych kali. Ovétuji zde nové filtry a technologie napf. vyuziti uméle
imobilizovanych mikroorganismti pro zne¢isténé odpadni vody, které jsou primyslové
zuzitkovavany a optimalizuji in-Situ a ex-situ sanaéni technologie.

Nejdiive jsme se zabyvali testem LIVE/DEAD na bakteriich kalu, ktery se nachézi
Vv reaktorech simulaci Cisticek odpadnich vod. Pti této vizualizaci se odebira 5 pl kalu
a 3 pl chromogenniho substratu. Tento substrat muzeme oznacit jako fluorochrom
a najdeme ho pod nazvem Live/Dead BacLight Bacterial Viability Kit od vyrobce
ThermoFisher. Kity jsou malé lahvicky, které se uchovavaji v mrazni¢ce a musi byt, co
nejvice chranény pred svétlem. Tento kit je vhodny pro pozorovani zivotaschopnosti
bakteridlnich kment. Excitace je zde pfi 485 nm a emise pii 498 nm. Buiky, které jsou
povazovany za mrtvé nebo umirajici jsou zbarveny Cervené, zatimco bunky Zivé jsou
zelené. Zivé a mrtvé buitky miizeme vidét na Obrazku 21 a Obrazku 22.

Dale jsme se presunuli do vedlejsi laboratofe, kde jsme provedli stér bakterie
Micrococcus luteus pomoci inokulaéni kli¢ky, kterou se nejprve muselo sterilizovat a to
vypalenim. Ockovanou bakterii, ktera se nachazela na agaru, jsme roziedili ve
fyziologickém roztoku opét 5 pl + 3 pl chromogenniho substratu. Tento roztok se poté
vloZil na podlozni skli¢ko a pozorovali jsme jej pod fluorescen¢nim mikroskopem, coz
muzeme vidét na Obrazku 23.

Ttetim a zaroven poslednim pozorovanim byla bakterie Microthrix metodou FISH.
Fluorescen¢ni In Situ Hybridizace je neinvazivni molekuldrni diagnostickd metoda.
Diky této metodé€ jsou rozbijeny membrany bunék a je mozné se dostat piimo k jadru,
az na chromozomy. Cervené je obarvena bakterie Microthrix, kterou vidime na obrazku
24,
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Obrazek 21 Test LIVE/DEAD na bakteriich kalu

Obrazek 22 Test LIVE/DEAD na bakteriich kalu - Zivé a mrtvé burnky
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Obrazek 23 Pozorovani ockované bakterie Micrococcus luteus

Obrazek 24 Pozorovani bakterie Microthrix pomoci FISH
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4 Navrh a doporuceni pro praxi

Zkoumana nanovldkna maji tu vyhodu, Zze na svém povrchu maji hydroxilové
skupiny, kterych lze vyuzit pro ptipadnou funkcionalizaci. Casto se navazuje na povrch
nanovlakna pravé ndmi zkoumany 3-aminopropyltriethoxysilan (APTES) a na jejich
povrchové aminoskupiny lze navazat napf. antibiotikum tetracyklin. Bylo by dobré
prozkoumat, jakd ptesna nejniz§i koncentrace APTESU by byla potiebna k 1é¢eni tézce
hojicich se ran, infikovanych ran nebo popélenin.

Podle ziskanych vysledka Ize pro ziskani vétsiho poctu navdzanych aminoskupin
doporucit méfeni, ve kterém by se prodluzovala doba reakce, nez piipadné zvySeni
koncentrace roztoku APTES.

Pii méfeni jsme museli byt pozorni a opatrni, protoze fluorescein velice barvil
a diky tomu se lehce mohlo stat, Zze byly do méfeni vnaSeny chyby. Bylo by vhodné
provést vétsi mnozstvi méfeni, abychom mohli uvést néjaky zavér. Ovéfeni vétsiho
mnozstvi méfeni by bylo ale asové i1 financné€ dost narocné. Pti naSem méfeni jsme se
setkali pfi vy$$i koncentraci s rozpadem nanovlaken, coz opét mohlo vnaset chybu do
meéteni. Jako namét pro dalsi vyzkumna opatieni bychom navrhovali provést opakované
méteni napiiklad s vét§im poctem riiznych koncentraci vzork.

Nanovlédkna maji velky potencidl a mohou byt do jisté miry slibné v prosazeni
imobilizace antibiotik. Tetracyklin je antibiotikum, které sniZzuje mnozstvi bakterii,
a proto by se dalo vyuZit ve zdravotnictvi napiiklad jako obvazy pro pacienty s tézko
lécitelnymi ranami. Enzym bromelain, se kterym jsme téZ pracovali je vyznacovan jako
lze tedy zkoumat a d&l vyvijet nové metody, které by byly efektivnéjsi
v dalSich lécebnych postupech.

53



5 Zavér

V této bakaldiské praci jsme se snazili osvojit si velmi narocnou obsluhu
fluorescenniho mikroskopu a prostudovat obsdhly manual. Prosli jsme si postupy
navazovani fluorescen¢nich barviv na biologické materidly/latky, které byly predevsim
zZ nasi univerzity (kifemicita nanovlakna s imobilizovanymi biomolekulami).

V teoretické casti jsme shrnuli zdkladni poznatky o fotochemii, fluorescenci
a samotné fluorescencni mikroskopii. Pfi sepisovani téchto informaci jsme vychazeli
predevsim z odborné literatury.

Praktickou ¢ast jsme rozdélili na casti, podle typu analyzy zkoumanych
biologickych vzorki. Prvni ¢ast byla analyza mnozstvi aktivnich aminoskupin po reakci
nanovlaken s APTES. Vizualizovali vzorky kiemicitych nanovlaken pomoci
fluorescein-isothiokyanatu a snazili jsme se zjistit, zdali bude mit rizna koncentrace
APTESU a casu vliv na poc¢tu navazanych aminoskupin. Fluorescenéni mikroskopie je
rychld skenovaci metoda, avSak neni dobra na kvantifikaci. Funkéni navazané
aminoskupiny nemohly byt kvantifikovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu,
a proto bylo vhodné pii naSem méteni pouzit soucasné i spektrofotometr, ze kterého
jsme ziskali hodnoty intenzity fluorescence. Po nasem méfeni jsme usoudili, Ze pro
ziskani vétsiho poctu navazanych aminoskupin bychom mohli provést méteni, ve
kterém by se prodluZzovala doba reakce, nez ptipadné zvySeni koncentrace roztoku,
protoze cca po hodin€ louhovani se vzorky jiz rozpadaly na mens$i kousky a to zajisté
mohlo vnéset chybu do naSeho méteni. U 1 % koncentrace APTES a del$i dob¢ reakce
(4hod) se jiz intenzita fluorescence nijak zasadné nemeénila. V bézné praxi se nejcastéji
setkdme s koncentraci 0,08% APTES po dobu reakce jedné hodiny. Pfi naSem
zkoumani jsme zjistili, Ze nizsi koncentrace neméla tolik aktivnich aminoskupin, coz
nam vyslo i pfi opakovaném méfteni, a u vyssich koncentraci jiz dochazelo k rozpadu
nanovlaken. V praci byly zahrnuty snimky z fluorescenéniho mikroskopu LEICA
DM6000B. Museli jsme pouzit inverzni olej, ktery je urCen pii pouziti v mikroskopech
se zvétSenim objektivu 100x. Olej totiz propojil preparat s objektivem a umoznil tak
jeho prosvétleni a pozorovani, jinak by bylo zorné pole tmavé. Problémy pfi
mikroskopii by mohly nastat s 3D vzorky, které by vnasely chybu do méteni.

Dalsi metodou pfi vyuziti fluorescence byla imobilizace proteolytickych enzymi na

nanovlakna a analyza aktivity enzymi pomoci casein-FITC. Cim vice tyrosinu + FITC
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bylo nejméné aktivity na mg nanovlakna, jak jsme piedpokladali. To mohlo byt
zpusobeno tim, ze aminoskupiny byly pfekryty v nékolika vrstvach.

V praci byla predstavena i1 metoda vizualizace Sirokospektrého antibiotika
tetracyklinu. Zde jsme postup provadéli dle clanku ,,Imobilizace tetracyklinu na
kfemicitych nanovldknech™ z naSi univerzity a ovétovali tak latku, kterd byla sama
o sob¢ schopna vykazovat fluorescenci.

Dalsi metodou vizualizace pomoci fluorescencni mikroskopie a nasi posledni ¢asti
bakalafské prace byla vizualizace bakterii v kalu. Tato metoda je optimalni napt. pfi
odstranéni Skodlivin z prostiedi nebo pii vyzkumu ¢isténi odpadnich vod. Na
fluorescenénim mikroskopu jsme pozorovali zivotaschopnost bakteridlnich kmenti
Vv reaktorech Cisticek odpadnich vod. LIVE/DEAD testy jsou uréeny pravé ke zkouméni
a pozorovani zivych a mrtvych bunék. Poznali jsme také metodu FISH, ktera
nezobrazovala zivé nebo mrtvé buiiky, ale vizualizovala pouze bakterii, kterou jsme
chtéli, v nasem piipadé to byla bakterie Microthrix. Tato metoda ptinasi spoustu novych

poznatkil, které jsou primyslové zuzitkovavany.
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