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ABSTRAKT

Praca sa zaoberd problematikou fluorescencného znacenia sklenenych mikroelektrod
pre systém patch clamp. BlizSie analyzuje moznosti vytvdrania sklenenych
mikroelektrod od vyberu vhodného typu skla az po zostrojenie mikroelektrody, ktora
mdze byt vyuzitd v praxi pri experimentalnych meraniach. Etapy postupu vytvarania
sklenenych mikroelektrod dokumentuji moznosti vyvoja danej techniky. Pri popise
javu fluorescencie je uvedena Kklasifikacia a popis fluoroforov. Praca obsahuje
teoreticky rozbor uvedenej problematiky a predklada ho v ucelenej podobe. Prakticka
Cast’ prace popisuje navrh postupu vonkajSicho fluorescenéného znacenia sklenenych
mikroelektrod pouziteI'nych pri merani so systémom patch clamp. Pojednéva o testovani
vytvoreného postupu a poskytuje zhodnotenie mozného vyuzitia navrhnutej metody
V praxi.

KEUCOVE SLOVA

Sklenené mikroelektrody, taha¢ mikroelektrod, patch clamp, fluorescencia, fluorofory.

ABSTRACT

The paper deals with the issue of the fluorescent marking of glass microelectrodes for
the patch clamp system. It analyses in more details the possibilities of creation of glass
microelectrodes from the choice of appropriate glass type to the construction of a
microelectrode, which can be used in practice in experimental measurements. Phases of
creation process of glass microelectrodes document possibilities of the development of
the given technique. The description of fluorescence phenomenon includes the
classification and description of fluorophores. The paper contains a theoretical analysis
of the given issues and presents it in its comprehensive form. The practical part of the
thesis suggests the procedure of the external fluorescent marking of glass
microelectrodes which can be used in the measurement by means of the patch clamp
system. It is concerned with the testing of the established procedure and provides the
evaluation of the possible application of the suggested procedure in practice.

KEYWORDS

Glass microelectrodes, microelectrode puller, patch clamp, fluorescence, fluorophores.
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1 UVOD

Obajv metddy patch clamp poskytol zefektivnenie merania membranovych pradov na
bunkovej trovni. Tato metéda umoziuje zaznamendvanie a analyzu elektrickych
idnovych prudov zjedného molekularneho kanala. [1] Oznacenie sklenenej
mikroelektrody fluorescencnym farbivom navySe umozni jednoduchSie zacielenie
fluorescenéne oznaCenej bunky zdujmu. Praca poskytuje uceleny pohlad
na problematiku fluorescenéného znacenia sklenenych mikroelektréd pre systém patch
clamp.

V druhej kapitole praca teoreticky pojednava o moznostiach vytvarania sklenenych
mikroelektrod. Analyzuje potrebné kroky, ktoré vedu k zostrojeniu mikroelektrod
pouzivanych Vv praxi. Etapy vytvorenia spominanych mikroelektréd obsahuju viac
moznosti, ktoré su charakteristické réznou dobou pouzivania a teda aj technickou

naroc¢nost’ou.

Tretia kapitola popisuje jav fluorescencie. Dalej sa zameriava na fluorofory,
charakteristiku fluoroforov vlastnych a nevlastnych. Nasledne je naznacena
problematika fluorescenéného znacenia sklenenych mikroelektréd pre systém patch
clamp.

Postup, ktory vedie k vytvoreniu fluorescen¢ne oznacenej mikroelektrody, popisuje
Stvrta kapitola. Je zamerand na pripravu sklenenej mikroelektrédy, vyber vhodného
fluorescenéného farbiva a podmienky, ktoré musia byt dodrzané pri farbeni

mikroelektrody a jej snimani.

V piatej kapitole je definovany postup fluorescencného znacenia sklenenej
mikroelektrody, ktora moze byt’ pouzita pri merani so systémom patch clamp. Kapitola
d’alej zahfna vysledky testovania navrhnutého spdsobu farbenia a nastiefiuje
problematiku moznych okolnosti vplyvajicich na postup vytvorenia mikroelektrody.



2  SKLENENE MIKROELEKTRODY

Vyuzitie sklenenych mikroelektrod sa stalo medznikom v rozvoji bunkovej
elektrofyziologie. Umoziuje merat’ prady pretekajiice membranou zivych buniek tak, ze
povrchovd bunkovd membrana zostdva pri elektrickom kontakte s vnitornym
prostredim bunky funkéne neposkodena. Mikroelektrody tiez umoznuju aplikovat’ do

buniek elektricky prad a farbiva.

Sklenena mikroelektroda predstavuje sklenenu kapildru naplneni vhodnym
elektrolytom, ktora sa na jednej strane kuzelovito zuzuje k priemeru radovo 100 nm. [1]
Ako prvi publikovali metddu merania membranovych napdti sklenenymi
mikroelektrodami G. Ling a R. W. Gerard v roku 1949. [2]

Kapitola sa zaobera struénym prehladom spdsobu vytvarania sklenenych
mikroelektrod, ich vlastnostami a parametrami.

2.1 Vyroba mikroelektrod

Pri zhotovovani mikroelektrod sa ako materidl pouzivaja sklenené kapilary z réznych
druhov skla. Stred kapilary sa zahrieva do teploty tavenia, kedy sa sklo sprava plasticky,
natiahne sa, prelomi aoddeli. [3] Vysledkom tohto procesu su dve identické
mikroelektrody. Vhodnou kombinéciou teploty zZhavenia, velkosti a casového priebehu
tahu je mozné dosiahnut’ rézne vlastnosti mikroelektrody, najmé v jej zakonceni. [1]
Mikroelektroda sa plni vhodnym elektrolytom, ktory sprostredkuje elektricky kontakt
s vnutrom bunky. V elektrode je Casto zanoreny tenky drotik, najCastejsie strieborny
s vrstvou chloridu strieborného, ktory zamedzuje polarizacii. [3]

2.1.1 Vyber skla kapilar

Sklo mikroelektrod tvori s bunkovou fosfolipidovou membranou vel'mi tesny spoj. To
znamena, Ze medzi nimi dochddza k hydrofébnej chemickej interakcii. ZloZenie skla
moze mat’ vplyv na schopnost’ vytvorenia tohoto spojenia. ZloZzenim a vlastnost’ami

roznych typov skla sa zaobera Studia od autorov Rae a Levis (1992). [3]

Pri tahani skla je potrebné, aby bolo udrziavané cCist¢é a odmastené, ¢im sa
zabranuje upchatiu hrotu mikroelektrédy. USpineniu sa predchadza uskladnenim
mikroelektrod do uzatvarateInych nddob. ZaSpinené sklo sa pred t'ahanim ¢isti kiipelom
v 95% etanolovom roztoku a nasledne sa opatrne vysusi v plameni. [2]

10



Sklenené kapildry, ktoré sa pouzivaji na vyrobu mikroelektrdd, su predavané
komer¢ne. NajcastejSie pouzivanym typom skla, aj na vyrobu patch mikroelektrod, je
sklo borosilikatové. Tahanie a poliSovanie prebicha za vysokych tepldt, zvicsa
s vyuzitim platinového drotu. Moznosti tesnenia pre toto sklo st hodnotené lepSie ako
u mikkych typov skiel, hoci niekedy je spoj oznacovany za malo stabilny. Tenkostenné
sklo umoziuje vytvorenie elektrody s nizkym odporom, elektrody vytvorené z hrubého

skla lepSie tesnia a maju niz8iu hladinu hluku. [3]

Na pripravu vel'mi jemnych mikroelektréd sa pouziva sklo z kremena. Vyznacuje
sa podstatne neutralnej$im ldmanim svetla a lep$imi elektrickymi vlastnostami. Je tiez
mechanicky silnejSie ako borosilikatové sklo a drahSie. Pri jeho pouZiti je nevyhnutné
pouzit’ Specidlne t'ahace mikroelektrod s plynovym alebo kyslikovym plametiom, resp.
laserovym tahacom. Mikroelektrody zkremena sa vyuzivaji pri patch clampe

vV kombinacii s fluorescenénymi technikami. [2]

Sklo ,,makké*, t.j. sklo s nizkym bodom topenia, umoziiuje l'ahké tahanie
a tvarovanie pri pomerne nizkych teplotdch. Vyprodukovana mikroelektroda ma velky
otvor a tupu Spicku. Vyuzitie nachadza pri Cisteni tkanivovych platov alebo nanasani

lieciv. Niektoré skla obsahuju primesy olova alebo baria. [3]

Pri vyuZivani mikroelektrod v experimentoch je potrebné zvazit chemicku

reaktivitu skla. Z pokusov, ktoré sa zaoberali touto tematikou vyplyva, zZe:
- ziadny typ skla nemdze byt povazovany za fyziologicky inertny,
- kazdy typ skla musi byt’ testovany na rusivé Gcinky,

- pritomnost’ alebo nepritomnost’ fyziologickych Gc¢inkov zavisi od geometrie

elektrédy a moze mat’ na fiu vplyv t'ahanie a poliSovanie,

- fyziologické ucinky je potrebné predpokladat’ a brat’ do uvahy. [4]

2.1.2 Rozdelenie kapilary

Technicky najjednoduch$im spdsobom rozdelenia kapilar je rucné tahanie kapilar
ohrievanych nad Bunsenovym kahanom. Tento spdsob vSak nie je v praxi odporicany,

nakol’ko nie je reprodukovatelny. [3]

V laboratériach sa k priprave mikroelektrod pouzivaja Specialne pristroje — t'ahace.
Ich zadkladnou c¢rtou je, ze rozdel'uju uniformnu sklenent trubicku, k cComu vyuzivaju
zhaviaci prvok, ktory zahrieva jej malt ¢ast’. Sklenend kapildra s vonkaj$im priemerom
priblizne 1 mm sa upevni do drziakov tahaca a zahrieva sa. Ked je teplota skla

dostatocne vysokd, jeho viskozita klesa a sklenend kapilara sa rozklada. Nasleduje
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mierne pretiahnutie, kedy sa zvysi tah, trubicka sa stane tenSou a pretrhne sa, ako
vidime na obrazku (Obr. 2.1-1). [3]

druhy tah
slabsie Zhavenie

prvy t'ah

o : precentrovanie
silné Zhavenie

Obr. 2.1-1 Dvojstupniové tahanie kapilary pri zhotoveni patch mikroelektrody [3].

Taha¢e sa navrhuju s vyuZitim taznej sily rozneho povodu, pripadne s réoznym
poc¢tom tahov pouzitych k rozdeleniu kapilar. V niektorych pripadoch prebieha tahanie
v dvoch a viac stupiioch, ¢im sa sleduje dosiahnutie malého polomeru otvoru $picky.
Najnovsie tahace poskytuji mnohé programy pre plne automatizované tahanie

mikroelektrod podl'a poziadaviek zadanych uzivatel'om. [5]

Tahace rozdel'ujeme podla:

velkosti a tvaru vykurovacieho telesa,

- poctu pohybujucich sa svoriek, ktoré drzia kapilaru (jedna, obidve),
- typu sily pouzitej k natiahnutiu kapilary (gravitacna, magneticka),

- poctu tahov veducich k pretrhnutiu kapilary,

- pomocnych metdd chladenia. [6]

Pri pohybe jednej svorky sa vyrobia vzdy dve neidentické mikroelektrody,
z ktorych jedna sa Casto musi zlikvidovat. Ak je umoznené, aby sa hybali obidve
svorky, vzniknuté elektrody su identické. [2]

Podl'a smeru sily posobiacej na kapildru rozliSujeme rozne typy vertikalnych
a horizontalnych tahacov. Na obrazku (Obr. 2.1-2) su zobrazené tri typy tahacov
rozdelené prave podla smeru sily posobiacej na kapilaru atiez podla poctu

pohybujucich sa svoriek.
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Vertikalny taha¢ zvycajne pozostava z dvoch nichrémovych vlakien a dvoch
tahaCov, gravitacného a elektromagnetického. Nevyhodou tahaca je, ze nedokdze
vytvarat’ mikroelektrody stak jemnymi SpiCkami, aké su potrebné k meraniam na
rozmerovo malych bunkdch. Horizontalny taha¢ typu Livingstone je pohéaiany
ozubenym prevodom a zhaviaci prvok je tvoreny platinovou foliou. Produkuje ale
pomerne dlhé rozstrapkané stopky. Horizontalne t'ahace typu Brown-Flaming, Ensor,
Industrial Science vyuzivaju zvycajne platinové alebo nichrémové Zhaviace prvky
s rozmedzim c¢asovych predhrievani ajednym alebo dvoma tahmi. Rozstrapkania
Spiciek elektrod st kratke a méze byt dosiahnutd dobré reprodukovatelnost’. Spravne

nastavenie takychto tahacov vSak moze byt naro¢né. [3]

miesto zahrievania
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Obr. 2.1-2 Tri typy tahacov. A) horizontalny t'ahac¢ s pohybujicimi sa oboma koncami
s rovnakou silou, B) horizontalny taha¢ s pohybujucim sa jednym koncom a nan
posobiacou silou, C) vertikalny t'aha¢ s vyuzitim gravitacnej sily [5].

Tahanie kapilar je zaloZené na metéde pokus-omyl. Aby bol proces vytvarania
jednoduchsi, je v stcasnosti vytvorenych mnoho modelov, ktoré sa snazia zohl'adnit’
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zavislost’ parametrov kapilary a pomoct’ tak pri nastaveni tahaCov podl'a parametrov
pozadovanej mikroelektrody. Ziskané hodnoty predstavujt aproximacie. [6]

2.1.3 PoliSovanie mikroelektrod

PoliSovanie predstavuje metodu, ktorda umoziuje zaoblenie a vyhladenie Spicky
vytvorene] mikroelektrody. Jemna Spicka je vyhodna z hladiska zniZzenia moznosti
kontamindcie hrotu a poskodenia jemnych biologickych vzoriek. PoliSované
mikroelektrody vytvaraju lepSie spojenia medzi Spickou mikroelektrédy a skimanym
biologickym materialom. Dochadza k formacii membranovych proteinov okolo skla,
¢im sa membrana dostava bliz§ie ku sklu avytvara tesnejSie spojenie. [7]
Mikroelektrody bez upravy poliSovanim st drsnejSie a membrana nedokéze vyplnit’

vSetky ich $kary. To znamena, Ze zvySuju hluk a znizuju odpor tesnenia. [9]

Pri poliSovani zahrievanim sa Spi¢ka zahrieva, kym steny neexpanduju do
pozadovaného tvaru, kedy sa zahrievanie ukonc¢i a elektroda sa nechd vychladnut.
Dochadza ktaveniu skla, ¢o musi prebichat svelmi dobrym nacasovanim
a umiestenim, aby sa zabranilo prehriatiu konca $picky, ktoré vedie k jeho uzavretiu
alebo nepravidelnosti tvaru. Zahrievanie ma tieZ vplyv na otupenie $pi¢ky, meni sa jej
tvar aostrost. [7] PoliSovanie zahrievanim sa moéze vykonavat v niektorych

stahovakoch alebo oddelene v komer¢ne dostupnych zariadeniach. [2]

PoliSovanie metédou fokusacie idénového zvizku poskytuje v porovnani
s predchadzajucou metodou ovela hladsi povrch $pi¢ky a tym umoziuje dosiahnutie
zlepSeného spojenia. [10] Umoziuje pracu na Gplnom konci mikroelektroédy, poslednom
mikrone. PoliSovanie nemeni tvar a ostrost’ mikroelektrody a proces je povazovany za
viac kontrolovatelny. [7] Spi¢ku mikroelektrody upraveni poliovanim fokusaciou

i6nového zvazku zobrazuje obrazok (Obr. 2.1-3).

Obr. 2.1-3 Spicka sklenenej mikroelektrody A — pred polisovanim, B — polisovana metodou
fokusacie ionového zvizku [7].
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Technika tlakového poliSovania predstavuje pretvarovanie mikroelektrody pocas
poliSovania zahrievanim. Vykondva sa na beznom zariadeni microforge, vybavenom
kvalitnym objektivom, ktory umoziuje sledovat’” zmeny tvaru pocas procesu. Tlakové
polisovanie funguje prakticky s mikroelektrédami vyrobenymi z akéhokol'vek typu skla

a je vyuzivané pri zaznamoch z malych buniek. [7]

Na zaklade skusenosti niektorych pracovnikov, ktori sa zaoberaji metdédou patch
clamp, existuju pozorovania, pri ktorych je vyhodnejSie pouzit’ nepoliSovanu alebo iba
vel'mi malo poliSovanu mikroelektrédu. Prikladom je patchovanie v mozgovych rezoch.
PoliSovanie zahrievanim sa neodporuca pravdepodobne z dévodu, Ze Gprava spdsobuje
otupenie $picky, ¢im sa zvySuje pravdepodobnost’ kontaminacie materialu pri

prechadzani tkanivom v porovnani s ostrej$imi mikroelektrodami. [2]

2.1.4 Pot’ahovanie mikroelektrod

Pre zlepSenie vlastnosti sa povrch mikroelektrod potahuje réznymi latkami. Pre
zredukovanie parazitickej vlastnosti — kapacitancie sa Spicky mikroelektrod, ktoré sa
pouzivaju pri metdodach patch clampu, pot'ahuju najcastejSie vrstvou Sylgardu. [3] Tato
povrchova Uprava vedie k redukcii Sumu pozadia a kapacitnych pradov, ktoré zakryvaji
nahravany signal. Sylgard predstavuje dvojzlozkovli zmes Zivice a katalyzatora, ktoré
st zmieSané, ponechané pri izbovej teplote 2 — 3 hodiny aneskor uskladnené
Vv injek¢nej striekacke v chlade (-18 °C) aj niekolko mesiacov. Na $pic¢ku rotujucej
mikroelektrody je latka nanaSand pod mikroskopom, so snahou vyhnut' sa potiahnutiu
otvoru Spicky. Vo vicsine pripadov byva potiahnutych 5 — 7 mm skla. Po aplikacii
mozZe byt Spicka so Sylgardom umiestnend napr. do pradu horticeho vzduchu alebo
zohriata, aby doslo k uplnej solidifikacii. [12] Na obrazku (Obr. 2.1-4) mézeme vidiet
znazornenu patch mikroelektrodu pred a po naneseni vrstvy Sylgardu.

B—

asse—— bez povlaku

— s vrstvou
Sylgardu

Obr. 2.1-4 Mikroelektroda pred a po naneseni vrstvy Sylgardu [3].
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Patch clamp nahravanie je mozné spojit’ s mikromanipulaciou pod online vizualnou
kontrolou. Pri sledovani vlastnosti fluorescen¢ne oznacenych neurénov v neuréonovej
sieti je potiahnutim SpiCiek mikroelektrod vhodnymi fluorescenénymi farbivami
umoznené jednoduchsie zacielenie pozadovaného neurénu. Mikroelektrody a neurdny
st stcasne zobrazené pri rovnakej vinovej dizke a nevznikaju chromatické aberécie
alebo mechanické komplikacie v optike. Zaroven nie st zname ziadne vplyvy vhodne

zvolenych fluoroférov na elektrické vlastnosti mikroelektrod alebo neurénov. [11]

2.1.5 Plnenie mikroelektréd sol’'nmym roztokom

Sklenené mikroelektrédy st najcastejSie plnené sol'nym roztokom. ZloZenie tohto
roztoku je urené samotnym experimentatorom pre konkrétny protokol experimentu.
V stcasnosti sa ddva prednost plneniu mikroelektrod, ktoré sa tahaju z kapiléar
obsahujucich vlakno, nez bez vlakna. [3] Plnenie mikroelektrod sa uskutoénuje
pomocou injekénej striekacky a dlhej ihly, ¢o najblizSie k Spicke. Striekacky by mali
obsahovat filter k predideniu upchatia $pi¢ky necistotami. Plniace ihly su tenké a dlhé.
Pri pouziti kovovych ihliel méze dojst kich rozpusteniu v roztoku a naslednému
poskodeniu skla mikroelektrody. Komeréne dostupné st preto nekovové, ohybné
plniace ihly. [2]

Mikroelektrody s vladknom moézu byt naplnené men$im mnoZstvom roztoku.
Bubliny, ktoré pri plneni vznikn, su lokalizované po stranach vldkna a neuzavrii vnutro
mikroelektrody uplne. [3] Vldkno tiez pomaha naplneniu zvySenim vzlinavosti, ¢o
umozni naplnit’ Spi€¢ku a minimalizuje riziko vzniku bublin. Existuji odporacania
nepreferovat mikroelektrédy s vldknom pri  niektorych metdédach, napr. pri
perforovanom patch clampe, z dovodu plnenia Spicky a zvySku mikroelektrody
rozdielnym typom roztoku. Je tu zvysené riziko naruSenia separacie vlaknom. [2]

Sklenené mikroelektrédy bez vlakna plnené dvoma typmi roztokov by mali byt
plnené v dvoch krokoch. Prvym je naplnenie Spicky. Ta sa ponori do kadicky
obsahujlcej roztok a nasledne sa do jej opacnej Casti aplikuje negativny tlak. S ohl'adom
na priemer Spicky sa mikroelektroda plni niekol’ko sekind az dve minuty. Pretlak sa
uvolni aSpicka sa vyberie zroztoku. Nasleduje d’alsi krok — Standardné naplnenie
mikroelektrody s pouzitim injekénej striekacky, ktoré by nemalo presahovat’ 5 — 10 mm.
Viacsie naplnenie moéze zvysit' kapacitanciu a elektricky Sum. Vzduchové bubliny
vzniknuté v Spicke po naplneni je mozné odstranit’ jemnym poklepanim po skumavke.
[12]

Pri metdde patch clamp roztoky pouzivané na plnenie mikroelektréd zvycajne

napodobiiuji i6nové zlozenie fyziologickych tekutin, ktoré odhaluje plazmaticka
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membrana. Extraceluldrny roztok, ktory sa pouziva ako kupelny roztok, pozostava
prevazne z chloridu sodného. Intracelularny roztok vyuzivany pri whole-cell a outside-

out patch clampe obsahuje najmid draslik. Typické zlozenie uvedenych roztokov
zobrazuje tabul’ka (Tab. 2.1-1). [2]

Tab. 2.1-1 Priklad niektorych zloziek typického extracelularneho (EC) a intracelularneho (IC)

roztoku pri patch clampe na bunkach cicavcov.

Zlo¥ka EC koncentracia IC koncentracia
(1Y
[mM] [mM]
Na* 126 5
K* 6 147
Mg 2,5 1,2
Ca” 1,2 0
Cr 125 150

Okrem i6nového zloZenia roztoku mé vplyv na vytvorenie dobrého tesnenia pri
patch clampingu aj pH aosmolarita. U extracelularneho roztoku su tieto parametre
rovnaké ako v prostredi, z ktorého preparaty pochadzaji. pH je udrziavané pomocou
pufra, najcastejsie uhlicitanového, ktory sa zaklada na rovnovahe medzi CO, a HCO;
a povazuje sa za najviac fyziologicky pre preparaty stavovcov. U ostatnych pufrov
(fosfatovy, HEPES) boli napriek ich Sirokému vyuzitiu hlasené vedlajSie UCinky
v niektorych pripadoch pouzitia. U vacSiny stavovcov je fyziologické extracelularne pH
priblizne 7,4, intracelularne je trochu kyslejSie. Rozdiel osmolarity medzi prostrediami
na strandch bunkovej membrany urcuje objem bunky a osmotick silu na membrane. Pri
velkom rozdieli bunka umiera. V pripade malého rozdielu, kedy je intracelularna
osmolarita onieCo vicSia ako extracelularna osmolarita bunky s vraskavymi

membranami, bunka mierne napuci a tak moze byt vhodnejsia pre patch clamp. [2]

2.2 Dolezité parametre mikroelektrod

K parametrom mikroelektrod, ktoré su experimentidlne relevantné a moézu byt
meratel'né, patria dizka a priemer hrotu, odpor a kapacitancia mikroelektrody.
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2.2.1 Dizka a priemer hrotu

Dizka hrotu uréuje fyzicka silu elektrody a to, ako Pahko bude prenikat’ do bunky.
Kratky hrot so strmym zuzenim neprenikne do bunky tak jednoducho ako mierne sa

zuzujuci hrot. [6]

Z hladiska dalSiecho pouzitia mikroelektrod je dolezity priemer hrotu. Na
vnutrobunkové nahravanie sa pouzivaju vel'mi tizke hroty, ktoré sa ziskavaju pomocou
elektrédovych tahaCov svyuzitim jedného tahu. Patch clamp techniky zvycajne

vyzadujt vacsi priemer hrotu, ktory vznikne pri viacstupfiovom tahani kapilary. [6]

2.2.2 Odpor mikroelektrédy

Elektricky odpor je sustredeny v najuzsej Casti konca mikroelektrody. Su snahy
0 dosiahnutie jeho najniz$ej hodnoty pri zachovani malého polomeru otvoru. U patch
mikroelektrod sa vyuziva skratenie tzkej Casti mikroelektrody pomocou

viacstupiiového tahania. [2]

Experimentmi bolo zistené, ze po prieniku mikroelektrody do bunky sa odpor
mikroelektrody meni. Tento jav je spdsobeny tym, ze odpor vnitorného prostredia
bunky je asi dvakrat vacsi ako odpor vonkajSieho média. Odpor mikroelektrody je teda

funkciou odporu média okolo jej $picky. [13]

Vysoky odpor mikroelektrody nemusi byt problémom z dévodu, Ze membranovy
potencial bunky je v obvode vedeny cez odpor pipety avstup zosilovaca. Podla
Kirchhoffovho zakona napitia plati, Ze najvacsi pokles napdta v sériovom obvode
vznikne pre najvyss§i odpor. V pripade, Ze vstupny odpor zosilovaa bude vysoky
V porovnani s odporom elektrody, bude mozné sledovat vacSinu membranovych

potencialov z bunky. [2]

2.2.3 Kapacitancia mikroelektrody

Medzi paraziticki vlastnost mikroelektrod patri pri  odpore mikroelektrody
| kapacitancia. Vznika v dosledku toho, ze sklo elektrody vytvara izolator medzi
kapel'ovym roztokom a roztokom Vv elektréde. To znamena, ze vytvaraju kondenzator,
ktory oneskoruje zmeny potencidlu. Tak moéze dojst k skresleniu rychlych zmien

membranového potencialu. [2]

Ako kompenzaéné systémy kapacitancie sa daju nastavit mnohé zosilovace, ktoré
ju dokdzu potlacit. Nadmernd ndhrada ale moze spoOsobit’ precitlivenost na

potencionalne zmeny a obvod I'ahko osciluje. [2]
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Pipety pouzivané pre patch clamp metoédu zvycajne mavaji, kvoli zredukovaniu
kapacitancie, steny potiahnuté vrstvou hydrofobneho priesvitného elastoméru zivice
(vrstva Sylgard). Tato vrstva zahustuje stenu pipety a zmenSuje tym plochu steny
pipety, ¢im brani kapelnému roztoku zmacat’ ju. Vrstva by mala pokryvat elektrodu od
zaCiatku zuzenia takmer po koniec $picky, najlepSie blizSie nez 250 pm. Alternativou
k vrstve Sylgardu moze byt ponoreniec pipety pred naplnenim elektrolytom do
roztavenej zmesy vosku v mineralnom oleji pri protitlaku, alebo ponorenie do silikonu,
napr. Sigmacote, po naplneni elektrolytom. [3]
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3 FLUORESCENCIA

Trendom suacasnosti je Coraz CastejSie pouzivanie fluorescencnych metdd
v biochemickom a biofyzikalnom vyskume, klinickej chémii, genetickych analyzach,
pri monitorovani prostredia a Vv d’alSich odboroch. V biomedicine sa fluorescencia
pouziva najma pri identifikacii a deleni buniek v prietokovej cytometrii, zobrazovani
zloziek buniek vo fluorescenénej mikroskopii a pri analyze obrazu, Studovani zmien
konformacii a dynamiky bunkovych systémov, aplikovani v roznych testoch ako ELISA
a d’alsie, kedy sa fluorescencnymi metddami nahrddzaju metédy vyuzivané

radionuklidové ziarice. [14]

STubni metodu, ktora vyuziva jav fluorescencie, predstavuje patch clamp
nahravanie vyuzivajice mikroelektrody oznacené fluorescencnym farbivom. Metoda

umoziuje priamo reagovat’ na fyziologické vlastnosti neurénu ulozené¢ho v neurénove;j
sieti. [11]

Kapitola popisuje jav fluorescencie, analyzuje fluorofory a problematiku
fluorescenéného znacenia mikroelektrod pre systém patch clamp.

3.1 Jav fluorescencie

Atomy sa mdzu nachadzat’ v zdkladnom energetickom stave, ktory je charakterizovany
minimalnou hodnotou energie elektronov, alebo v stave excitovanom, kedy jeden alebo
viac elektronov obsadzuje vySSiu energetick hladinu. K dosiahnutiu excitovaného
stavu musi atdom absorbovat’ energiu, ktorej velkost’ je prinajmenSom rovna rozdielu
medzi zakladnym energetickym stavom a energiou stavu vysledného. Nadbytok energie
sa zvyCajne meni na energiu tepla. Energia, ktora dokaze priviest’ atom do excitovan¢ho
stavu, moze mat’ roznu fyzikalnu povahu. Atom, v ktorom doslo k excitacii, sa v danom
stave nachadza vad§inou velmi kratku dobu (10 — 107 s). Existuju ale excitované
stavy, ktoré sa vyznaCuju vysSou pravdepodobnostou a takéto stavy sa nazyvaju
metastabilnymi. Atémy v metastabilnom stave mozu zotrvat’ dlh§iu dobu (viac ako 10®
S). Atdm v excitovanom stave sa do svojho zdkladného stavu vrati tak, ze niektory
z elektronov vo vysSej energetickej hladine, pripadne volny elektron, obsadi skokom
vol'ny energeticky stav. Popisany jav je podstatou vzniku emisnych spektier atdbmov

a molekul. Elektromagnetické Ziarenie, ktoré vzniké pri prechode z metastabilného do
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zakladného stavu, je oznaCované ako jav luminiscencie. Ak metastabilny stav trva
kratko, jedna sa o fluorescenciu, pri dlhSej dobe trvania ide o fosforescenciu. [15]

3.1.1 Jablonského diagram

Proces, ktory prebicha medzi absorbciou aemisiou svetla, je zvycajne ilustrovany
pomocou Jablonského diagramu. Tento diagram, pouZzivany v réznych forméch, sa
vyuziva na objasnenie rdéznych molekularnych procesov, ktoré sa moézu vyskytnut’
V excitovanom stave atdmov. Diagram je pomenovany po profesorovi Alexandrovi

Jablonskom, ktory je povazovany za otca fluorescen¢nej spektroskopie. [16]
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Obr. 3.1-1 Jablonského diagram [17].

Vybrany zjednoduseny Jablonského diagram na obrazku (Obr. 3.1-1) zobrazuje tri
fazy. V prvej faze externy zdroj dodava foton s urcitou energiou — energiou excitacnou.
Tento foton je absorbovany fluoroforom, ktory sa tak dostava do excitovaného stavu
S1°. V druhej faze je popisany stav, kedy sa fluorofor pocas urcitej doby nachadza
V excitovanom stave a podlieha konformaénym zmenam i mnohym interakcidm
s molekularnym prostredim. Takto je energia S1° Ciastocne rozptylena a vznika
relaxovany excitovany stav S1, z ktorého pochadza fluorescencnd emisia. Tretia faza
zobrazuje emisnu fluorescenciu. Foton s energiou — energiou emitacnou je emitovany
atak sa fluorofor vracia do svojho zakladného stavu S0O. V désledku straty energie
pocas stavu excitdcie je energia emitované¢ho fotonu nizSia a foton ma dlhsiu vinova

dizku ako foton emitovany. Rozdiel v energii sa nazyva Stokesov posun. [17]

3.1.2 Excita¢né a emisné spektrum

Excita¢né spektrum je zavislost’ intenzity fluorescencie na vlnovej dizke pri konstantnej
vinovej dizke emitovaného Ziarenia. Emisné spektrum predstavuje zavislost intenzity
fluorescencie na vinovej dizke pri konstantnej vinovej dizke budiaceho Ziarenia. [18]

Ukazka excitaéného a emisného spektra je zobrazena na obrazku (Obr. 3.1-2).
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Obr. 3.1-2 Ukazka excita¢ného spektra (absorbcie) a emisného spektra (fluorescencie) [18].

3.2 Fluorofory

Latky, ktoré pri excitacii svetlom uréitej vinovej dizky emituju fotény s inou vinovou
dizkou sa nazyvaju fluorofory. Pouzivané sii pre ne aj synonymické pojmy fluorochrom,
pripadne fluorescen¢na farbicka. [19]

Pri rozliSovani fluoroforov podl'a pdvodu sa uvadzaji dve zakladné skupiny:

- vlastné fluorofory — objavuju sa prirodzene,

- nevlastné fluorofory — pridavaji sa ku vzorkdm, aby zaistili fluorescenciu na

miestach, kde neexistuje, alebo kvoli zmene spektralnych moznosti vzorky. [16]

3.2.1 Vlastné fluorofory

Medzi vlastné fluorofory patria proteiny, redukované formy
nikotinamidadenindinukleotidu  (NADH) a nikotinamidadenindinukleotid  fosfatu
(NADPH), oxidované formy flavoproteinu a vitamin A. Hlavné fluorofory v proteinoch
st aromatické aminokyseliny tryptofan, tyrozin a fenylalanin. Poskytuji fluorescenciu

Vv ultrafialovej oblasti, priCom ich absorbény pas lezi v oblasti 240 az 300 nm. NADH
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silno fluoreskuje a pri vdzbe na proteiny sa tento jav obvykle nickol’konasobne zvysi.

Jeho oxidovana forma NAD+ vsak nefluoreskuje. [14]

3.2.2 Nevlastné fluorofory

Molekuly zaujmu ¢asto neposkytuju fluorescenciu, alebo ich fluorescencia nie je
adekvatna k zauymom experimentu. V tychto pripadoch je fluorescencia ziskana
oznacenim molekuly fluoroformi. Mnozstvo pouzivanych fluoroforov rapidne narastlo

za posledné desatrocie.
Nevlastné fluorofory mézeme rozdelit’ do dvoch skupin:

- latky, ktorych kvantovy vytazok fluorescencie, t.j. istd miera UC€innosti
fluorescencie definovana ako pomer medzi emitovanymi fotonmi a celkovym
poctom excitovanych foténov, sa po ich zavedeni do biologického systému
nemeni — patria sem fluorescen¢né farbiva pouzivané v klasickej fluorescencne;j
cytochémii,

- latky, ktorych kvantovy vytazok fluorescencie zavisi na bezprostrednom okoli
fluoroforu a silno sa meni pri vizbe na bunkové truktury.

Pri pouziti nevlastnych fluoroforov je potrebné zaoberat sa poZziadavkou na
vytvorenie Specifickej vizby fluoroforu k bunkovym zlozkdm ana citlivost emisie
fluoroforu na zmeny v okoli. Je dolezité, aby zavedenim fluoroforu do bielkovin,

nukleovych kyselin, membran a pod. nedoslo k naruseniu ich funkcie.

Podl'a viazby k sledovanej biomolekule rozdelujeme fluorofory na fluorescencné
znacky viazané kovalentnou vézbou a fluorescenéné sondy viazané nekovalentne.
Fluorescencné znacky sa najcastejSie vyuzivaju pri znaceni proteinov, kde sa viazu na
ich aminové, sulthydrylové alebo histidinové bo¢né retazce, thiolové skupiny atd’. [16]
Mnoho molekul zaujmu ale nema $pecificky fluorofor, s ktorym by doslo k naviazaniu.
Z tohto dovodu je mozné vyuzit’ znacenie protilatkami, ktoré ma viacero vyhod:

- moznost’ viacnasobného znacenia,

dobré odliSenie jednotlivych znadiek (vyuzitie roznych excitacnych a emisnych
spektier),

- vysokd Specificita znacenia (polyklondlne aj mnohoklonélne protilatky, vyroba

protilatok na mieru),

- vel’ka variabilita pouzitia. [19]

23



Pri nekovalentnom naviazani fluorescencnych sond c¢asto dochadza k zmene
fluorescen¢nych vlastnosti fluoroforu. Je dolezité vhodné zvolenie typu fluorescencne;j
sondy, nakol’ko prave jej vlastnosti umoznuju ziskanie informacii o0 sledovanej vzorke.
V praxi sa rozliSuje niekol'’ko druhov fluorescencnych sond, napr. idnové sondy, sondy
pre polaritu prostredia, membranovy potencial, membranové sondy, sondy pre prenos

energie alebo pre nukleové kyseliny. [16]

3.2.3 Fotovyblednutie fluoroforov

Po osvetleni fluoroforov svetlom s vysokou intenzitou dochadza k nenavratnej zmene
ich Struktary — fotovyblednutiu. Tento jav je primarnym faktorom, ktory limituje
detekovanie fluorescencie a je sposobeny viacerymi reakciami, napr. reakciami medzi

susediacimi molekulami farbiv. [17]

Najucinnej$im opatrenim pred fotovyblednutim je maximalizovanie citlivosti
detekcie, ¢o umozni zniZenie intenzity budenia. ZvySenie citlivosti detekcie je
umoznené pouzitim nizko osvetl'ovacich zariadeni ako st napr. CCD kamery. Pomoct’

tiez moze pouzitie menej fotolabilnych fluoroforov. [17]

3.3 Fluorescen¢né znacenie patch mikroelektrod

Pri pozorovani fluorescencne znacenych vzoriek bez vyuZitia fluorecencéne znacenych
mikroelektrod je nevyhnutné prepinat’ fluorescencny mikroskop na transmitovany
svetelny mikroskop z dovodu vizualizacie priehladnych mikroelektrod. Toto prepinanie
je Casto zodpovedné za vznik optickych aberdcii a staZuje experimentatorovi ziskanie

obrazkov pri roznych vlnovych dizkach a rezimoch mikroskopu. [11]

V praxi je mozné vyuzit' farebné znacenie vnutra mikroelektrod. Metoda ale
sposobuje maskovanie fluorescenéne znacenych vzoriek farbou uvolnenou pri tlaku
mikroelektrody. Toto zodpoveda za zmenu vinovej dizky farbiva. Na spravne
zobrazenie mikroelektrody a vzorky je tak vtomto pripade potrebny komplikovany

opticky systém. S vel’kou pravdepodobnost'ou ale vzniknu chromatické aberacie. [11]

Fluorescencné  znaCenie  povrchu  mikroelektrod — vyzaduje  nanesenie
fluorescen¢ného farbiva na Spicku mikroelektrody. Pri experimente sa pouzivaju
polisované mikroelektrody vyrobené z borosilikatového skla tahaného horizontalnym
tahacom anaplnené vhodnym roztokom. Poziadavkami na fluorofor st netoxicita
a adhezivita. Predpoklady spravne zvoleného farbiva spiia Alexa Fluér 488 (BSA-
Alexa). Nanesenie farbiva je potrebné vykonat bezprostredne pred kazdym
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experimentom kratkym ponorenim Spicky mikroelektrédy do roztoku pri aplikovani
pozitivneho vnutropipetového tlaku. Touto procedirou sa mikroelektrody stavajua
viditelnymi pod konfokdlnym mikroskopom. Znacenie zaroven neprinaSa poskodenie
alebo zaSpinenie skleneného povrchu, zmeny pri patch clamp nahravani, ¢i

elektrofyziologické zmeny vzoriek. [11]
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4 PROCES POSTUPU

Predpokladom k vyvijaniu postupu vonkajSiecho fluorescenéného znacenia sklenenych
mikroelektrod, pouzivanych pri merani so systémom patch clamp, je dostupnost
vhodného technického vybavenia a potrebnych materidlov. Experiment prebichal
v laboratoriu  FEKT VUT v Brne. Navrh postupu zahfila vytvorenie sklenenej
mikroelektody s pozadovanymi parametrami ajej nasledné znacenie vybranym

fluorescenénym farbivom. Prehlad jednotlivych krokov poskytuje nasledujica kapitola.

4.1 Priprava mikroelektrody

Priprava mikroelektrody zahffia vyber typu a parametrov skla kapilary, nastavenie
tahaCa, Upravu vytvorenej mikroelektrédy poliSovanim a jej naplnenie vhodnym
roztokom.

4.1.1 Vyber skla kapilary

Laboratorium FEKT VUT poskytuje taha¢ mikroelektrod DMZ-Universal Puller. Na
tomto tahai je mozné pracovat sdvoma typmi sklenenych kapilar, tj. zo skla

borosilikatového a aluminosilikatového. [20]

Pri vytvéarani postupu vonkajSieho fluorescencného farbenia mikroelektrod boli
pouzité¢ Standardné, dobre dostupné kapilary z borosilikdtového skla TW150-3. Su to
tenkostenné kapilary bez vnatorného vldkna, ktoré sa vyznacuji vynikajicou
pevnostou. Mikroelektrédy vytvorené z takychto kapilar maji jemné Spicky v tvare
kratkeho kuzela, s jednotné a reprodukovatelné. PoliSovanie nema vplyv na ich
mechanické ani elektrické vlastnosti. Plnenie sol'nym roztokom by malo prebiehat
bezprostredne pred pouzitim mikroelektréod z dovodu mozného naruSenia ich jemnych
Spiciek.

Na overenie vytvorené¢ho postupu farbenia mikroelektrod boli pouzité aj kapilary
TW120F-3. Oproti predchadzajicemu typu kapilar obsahuji vlédkno, ktoré prilicha
k vnutornej stene kapilary. Toto vlakno urychl'uje plnenie vytvorenych mikroelektrod.

[21] Porovnanie jednotlivych parametrov kapilar zobrazuje tabul’ka (Tab. 4.1-1).
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Tab. 4.1-1 Parametre pouzitych kapilar.

Typ kapilary TW150-3 TW120F-3
dizka [mm] 76 76
vonkajsi priemer [mm)] 1,5 1,2
vnutorny priemer [mm] 1,12 0,9

4.1.2 Rozdelenie kapilary a poliSovanie Spi¢iek mikroelektrod

Taha¢ mikroelektrod DMZ-Universal Puller od firmy Zeitz Instruments na obrazku
(Obr. 4.1-1), pouzivany na vytvorenie mikroelektrod zo sklenenych kapilar, patri medzi

plne automatizované tahace. Procesorom st plne riadené nasledujice premenné:
- pozdizna vzdialenost’ tahu,
- sila tahu — ¢asovo a vzdialenostne riadeny program,
- tepelné aplikécie — Casovo a vzdialenostne riadené aplikacie,
- vykon ktirenia upraveny optickym senzorom,
- automaticka fixacia a uvol'nenie sklenenych kapilar,

- automatické poliSovanie dvoch $piciek. [22]

Obr. 4.1-1 DMZ-Universal Puller [20].

Taha¢ umoziuje vyuZitie troch tahov aplikovanych na kapilaru pred tym, ako dojde
K jej pretrhnutiu. Obsahuje 80 uloZenych programov, pricom vsetky premenné mozu

byt nezavisle nastavené samotnym uzivatel'om. [22]
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Vykurovacie vladkno pristroja v tvare pismena U je vyrobené zo zliatiny
KANTHAL®. Tento material je vel'mi odolny a pri nahrievani skla kapilary sa zahrieva
na vysoké teploty (1000 °C). Pre reprodukovatelnost’ vytvarania pipiet je dolezité
Vv pripade potreby vykurovacie vlakno véas vymenit’. [20]

Samotny proces tahania kapildry zacina vlozenim sklenenej kapilary do svoriek
tahata za pomoci pipety. Nasleduje vyber programu. Pri experimente je pouZzity
program P(A)50. Tento program je oproti pdévodnému nastaveniu upraveny
aV laboratériu bezne pouzivany pri vytvarani patch mikroelektrod. Po spusteni
programu tla¢idlom ,,START* nasleduje automaticka fixacia kapilary. Konce kapilary
su zovreté presne definovanou silou dvoma mikromotormi, ¢im sa zabrani zlomeniu
tenkostennych kapilar. Samotné t'ahanie kapilary prebieha v troch stupnioch. V kazdom
stupni sa mala Cast’ v strede kapilary nahreje, ako vidime na obrazku (Obr. 4.1-2), za
¢im nasleduje jej mierne potiahnutic a precentrovanie na stred. Pri poslednom

potiahnuti sa kapilara rozdeli na dve identické mikroelektrody.

Obr. 4.1-2 Proces tahania mikroelektrody, A — kapilara v svorkach tahaca, B — nahrievanie
kapilary zhaviacim vlaknom [20].

Drziaky skla sa po finalnom t'ahu neotvoria. Po rozdeleni kapilary so zvolenim
programu P(A)50 sa na displeji tahaca automaticky objavi program 650. Po stlaceni
tla¢idla ,,START“ sa automaticky spusti proces poliSovania prvej zo $pitiek
mikroelektrod. Ked’ sa proces poliSovania skonéi, drziak mikroelektrodu uvolni a je
potrebné ju pomocou pipety vybrat. Dal§im stla¢enim tla¢idla ,,START® prebehne
proces poliSovania s druhou $pickou vytvorenej mikroelektrody. Proces pripravy dvoch
mikroelektrod trva 20 s. PoliSovanie jednej Spicky prebehne za 1,3 s.
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4.1.3 Plnenie mikroelektrédy sol’nym roztokom

Pri vytvarani postupu fluorescenéného farbenia mikroelektrod je solny roztok
nahradeny destilovanou vodou. Tato varianta bola zvolena z toho dovodu, ze solny
roztok vyuzivany pri patch clampe je naro¢ny na pripravu a cenovo nakladny. Zaroven
tato zamena bola mozna z dovodu, ze roztok, ktorym je naplnend mikroelektroda, nema

vplyv na farbenie jej vonkajska.

Vysledny postup farbenia je testovany na mikroelektroédach naplnenych solnym
roztokom, ktory sa bezne pouziva pri patch clampe v laboratériu FEKT VUT. I6nové
zlozenie roztoku zobrazuje tabulka (Tab. 4.1-2). pH roztoku je 7,4, ¢o zodpoveda

hodnote extracelularneho roztoku.

Tab. 4.1-2 I6nové zlozenie soI'ného roztoku.

Molirna hmotnost’ | Koncentracia | MnoZstvo
Zlucenina

[g/mol] [mmol] [g/ml]

CsClI 168,40 130 0,5473
Na-ATP 551,14 5 0,0689
TEA-CI 165,70 10 0,0414
HEPES 238,30 10 0,0596
EGTA 380,35 10 0,0951
MgCl; 203,30 5 0,0254

Na plnenie mikroelektrod sa pouziva striekacka so Specialnou tenkou nekovovou ihlou.
Tato ohybna ihla sa zavedie do mikroelektrody, o najblizsie ku Spicke a stlaCenim

piestu striekacky ju naplni do polovice aZ troch $tvrtin dizky.

Po plneni mikroelektrod bez vldkna, t.j. vytvorenych z kapilar typu TW150-3,
zostava v $picke vzduchova bublina, ktoru je potrebné odstranit’. Vhodnym spdsobom je
prejdenie po skle anatomickou pinzetou, ktord mé vrabkované konce cel'usti. Vzniknuta
bublina v $picke sa rozkmita, rozdeli na menSie bubliny atie vystapia na hladinu
roztoku. V niektorych pripadoch je potrebné prejst po skle viackrat. Kapilary typu
TW120F-3, ktoré obsahuju vldkno, nezvyknll obsahovat’ po naplneni roztokom bublinu.
V pripade vyskytu staci jemne poklepat’ po skle.
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4.2 Fluorescencné farbenie mikroelektrody

Potiahnutie  Spi¢iek  mikroelektrody  fluorescencnym  farbivom  zjednoduSuje
experimentatorovi zacielenie pozadovanej fluorescencne oznacenej bunky pri vyuzivani
metddy patch clamp. Aby nedochadzalo k ovplyvneniu elektrickych vlastnosti
mikroelektrod alebo k zmendm samotnych buniek, je potrebné okrem zvolenia
spravnych parametrov mikroelektrody zvolit aj spravne farbivo. Nasledne je

experimentalne zvoleny postup najvhodnejsicho nanesenia farbiva.

4.2.1 Vyber fluorescencného farbiva

V  experimente je  testované  fluorescenéné  farbivo DiO (3,3
dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate), ktoré sa bezne pouziva pri farbeni buniek
Vv laboratériu. Vzorec zobrazuje obrazok (Obr. 4.2-1). DiO je oznacované za farbivo
s niekol’kymi pozitivnymi vlastnostami. Fluorescencia je jasnd, relativne odolna proti
blednutiu a farbivo sa povazuje za fyziologicky neskodné a relativne netoxické aj pri
excitacii svetlom. [23] Je komeréne dostupné u Molecular Probes.

0 o
D—cH=cH-cH= D
I+ i
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Obr. 4.2-1 Konfigura¢ny vzorec farbiva DiO [25].

DiO farbivo patri do tzv. rodiny lipofilnych fluorescenénych farbiv vyuzivanych na
oznacovanie membran a hydrofobnych  Struktir, tiez do Sirokej skupiny
karbocyaninovych farbiv. [24] Membranovo viazané farbivo ma fluorescenéné
excitaéné maximum na vinovej dizke 484 nm a emitaéné maximum na vinovej dizke
501 nm, ako zobrazuje obrazok (Obr. 4.2-2). [25] Je excitované modrou farbou a pri

pozorovani cez fluoresceinovy filter fluoreskuje farbou zelenou. [26]
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Obr. 4.2-2 Excita¢né a emisné spektrum farbiva DiO [25].

Farbivo je ulozené v centrifugacnej skimavke s plochym uzatvaratelnym vie¢kom,
ktora sa skladuje v chlade. Nakol'ko sa jedna o fluorescenéné farbivo, ktoré je potrebné

chrénit’ pred svetlom, skimavka je obalena alobalom.

4.2.2 Postup farbenia mikroelektrod

Pred zahajenim samotného farbenia mikroelektrdd je nutné zabezpecit, aby sa farbivo
pri aplikacii nedostalo do ich Spicky. To sa dosiahne aplikovanim pozitivneho
vnutropipetového tlaku pocas celého plnenia. Pri experimente je mikroelektroda
vsunutd do drziaka zo setu pre patch clamp. Z drziaka vedie hadi¢ka k injek¢nej
strickacke bez ihly. Stlaenim piestu strieckacky a ponechanim ho v danej polohe sa
zabezpeci potrebny tlak pre farbenie bez nasavania fluorescenéného farbiva, resp.
prenikania farbiva do roztoku v mikroelektrode.

Po nafarbeni je potrebné mikroelektrodu vybrat z drziaka a usuSit. Vhodné je
ulozit’ ju na neprasné, vopred pripravené miesto, kde bude fixovand, aby nedoslo
k ulomeniu krehkej Spicky. Mikroelektrody su v laboratoriu zasunuté do penového

materialu s narezanymi ryhami a ponechané na tmavom mieste aspon na 10 minut.

4.2.3 Snimanie mikroelektrod

Nafarbené mikroelektrody st fixované pomocou lepiacej gumy na podlozné sklicko.
Takto pripravené st pozorované inverznym fluorescenénym mikroskopom IX 71
Olympus. Pri pozorovani asnimani mikroelektréd je pouzity objektiv a okular so
zva¢Senim 10x, ¢o znamena, ze mikroelektroda je zvacsena 100x. Do mikroskopu bola

zaradend fluorescen¢na kocka s excitacnym a emisnym flitrom a dichroickym zrkadlom,

31



ktora umoziuje budit’ farbivo na vlnovych dizkach pod 500 nm a snimat’ emisiu farbiva
na vlnovych dizkach okolo 530 nm.

Snimky st odfotené pripojenym fotoaparatom Nikon D3100 s odobratym
objektivom. Doba expozicie je nastavena na ¢as 10 sekund a rozliSenie snimok je
300x300 dpi. Za tato dobu fotoaparat zachyti viac fluoreskujuceho svetla atak je
sfarbenie snimky jasnejsie, ¢o je vyhodné, nakol’ko je hodnotenie snimok subjektivne.
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5 SPRACOVANIE VYSLEDKOV

Ciel'om experimentalnej ¢asti prace je navrhnutie postupu vonkajSieho fluorescen¢ného
znaCenia mikroelektrod pre systém patch clamp a otestovanie tohto postupu na vhodne
zvolenej sade vzoriek. Na zadiatku experimentu boli zvolené tri spdsoby
fluorescen¢ného farbenia. Vyber najvhodnejSicho sposobu prebiehal subjektivne podla

hodnotenia snimok nafarbenych mikroelektrod. Pri posudzovani sa zohl'adnuje:

- reprodukovatel'nost’ postupu farbenia,

jas fluorescencie spicky mikroelektrody,

pocet pouziteI'nych mikroelektréd nafarbenych danym spdsobom,

homogenita jasu fluorescenéného farbiva na $picke mikroelektrody.

V praci st prezentované vybrané snimky nafarbenych mikroelektrod, ktoré
reprezentuju dant skupinu snimok. Pocas vytvarania postupu bolo vytvorené velké
mnozstvo mikroelektréd, ktoré boli néasledne dokumentované. VsSetky snimky sa

nachadzaji na CD priloZenom k bakalarskej praci.

5.1 Vyber sposobu farbenia

Prvy sposob farbenia spoc¢iva v ponoreni $picky mikroelektrédy do farbiva na ¢as 5
minut. Druhy spOsob prebieha ponorenim S3picky do farbiva na cas 5 sekund
a naslednym vytiahnutim $picky na 5 sekind, priCom tento proces sa zopakuje 10 raz.
Principom treticho sposobu je aplikovanie farbiva na rozSireni cast’ Spicky
mikroelektrody pomocou pipety. Pouzije sa tol’ko farbiva, aby sa na konci Spicky

vytvorila kvapka, ktora spadne pod tiazou vlastnej vahy.

Podl'a obrazka (Obr. 5.1-1), na ktorom s zobrazené rdéznym spdsobom
potiahnuté mikroelektrody, mézeme konstatovat’, Ze najvhodnejSim sposobom farbenia
je sposob 3. SvedCia otom aj informacie ztabulky (Tab. 5.1-1), podla ktorej su
z piatich mikroelektréd tri vhodné pre d’alSie pouzitie. Oproti tomu farbenie spdsobom 2
nevyhovuje kritériam, nakolko jas fluorescencie je viditelne nizsi ako Vv ostatnych
pripadoch. Ziadna mikroelektroda nafarbena tymto spdsobom nie je vhodna pre d’alsie
pouzitie.

Pri vyuziti farbenia spésobom 1 a 3 sa pocet vhodne nafarbenych mikroelektrod
zhoduje. Fluorescencia je jasnejsia pri sposobe 3, rovnako ako homogenita jasu farbiva
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na Spicke mikroelektrod zvySnych snimok. Napriek tomu je spdsob 1 vybraty ako

vhodnejsi na farbenie sklenenych mikroelektréd z dovodu reprodukovatelnosti postupu

farbenia. Pri spésobe 3 nie je mozné aplikovat’ farbivo vzdy v rovnakom ¢ase.

Obr. 5.1-1 Snimky vybranych mikroelektrod nafarbenych spésobom A -1, B -2, C - 3.

Tab. 5.1-1 Statistika podl'a sposobu farbenia.

. . Pocet nafarbenych Pocet pouzite’'nych
Sposob farbenia . , ) i
mikroelektrod mikroelektrod
1 5 3
2 5 0
3 5 3

5.2 Vyber trvania farbenia

Proces pripravy jednej pouZite'nej mikroelektrody, od vlozenia sklenenej kapilary do
tahaca, cez plnenie, odstranenie vzniknutych bubliniek, pripravy na farbenie a samotné
farbenie, trvd minimalne 8 minut. Ziadny z procesov V priprave mikroelektrédy nie je
mozné eliminovat. Preto, aby sme mohli skratit' dobu celej pripravy, boli testované
kratSie ¢asy farbenia mikroelektrod.

Na obrazku (Obr. 5.2-1) su zobrazené vybrané mikroelektrody nafarbené
v roznych Casovych intervaloch. Kazdym spdsobom je vytvorenych 10 mikroelektrod.
V tabul’ke (Tab. 5.2-1) st uvedené vysledné poéty mikroelektrod, ktoré spinaju kritéria
hodnotenia.

Podl'a obrazka (Obr. 5.2-1) je mozné usudit, ze dobu potrebnu na nafarbenie
mikroelektrody nie je vhodné skratit’ bez prejavu na kvalite pripravenej mikroelektrody.
Jas fluorescencie po minutovom farbeni je viditelne mens$i pri porovnani s d’al§imi

mikroelektrodami. Mikroelektroda s farbenim trvajucim 3 minuty poskytuje jas
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zrovnateI'ny s mikroelektrodou farbenou 5 minut, ale jas fluorescencie nie je rozlozeny

homogénne po celej Spicke mikroelektrody.

Obr. 5.2-1 Snimky vybranych mikroelektrod nafarbenych namocenim $picky mikroelektrody

do fluorescenéného farbiva na ¢as A — 1 minuta, B — 3 minuty, C — 5 minut.

Tab. 5.2-1 Statistika podl'a trvania farbenia.

Trvanie farbenia Pocet nafarbenych Pocet pouZitel’'nych
[min] mikroelektréd mikroelektréd
5 10 8
3 10 7
1 10 6

Podl'a vyhodnotenia snimok nafarbenych mikroelektrdd je vhodnym postupom na
vytvorenie fluorescenc¢ne znacenych sklenenych mikroelektrod pre systém patch clamp
postup, kedy sa Spi¢ka mikroelektrody namoci do fluorescencného farbiva DiO na ¢as 5
minut. Aj pri tomto postupe je mozné, Ze niektoré mikroelektrody st nevyhovujuce.
Preto je potrebné nafarbenie vytvorenej mikroelektrody pred dal§im pouzitim

skontrovat’ pod inverznym fluorescen¢nym mikroskopom.

5.3 Vplyv okolnosti na pripravu mikroelektrody

Porovnanim snimky, kedy sa mikroelektroda farbila 5 minat pri vybere spdsobu
farbenia na obrazku (Obr. 5.1-1) a pri vybere trvania farbenia na obrazku (Obr. 5.2-1),
je viditelny rozdiel v jase fluorescencie $picky mikroelektrody. Dané mikroelektrody
zobrazuje obrazok (Obr. 5.3-1).

Vytvaranie oboch mikroelektréd prebiehalo pri rovnakom postupe farbenia, ktory
sa realizoval v laboratoriu FEKT VUT. Napriek tejto skuto¢nosti doslo pri experimente
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k okolnostiam, ktoré zatazili ¢ast’ merania chybou. Ur¢it' vhodny spdsob farbenia zo

snimok bolo aj napriek tejto skuto¢nosti mozné.

Pri vybere trvania farbenia ¢ast’ snimok nie je zaradena do spracovania vysledkov.
Jednd sa oblok snimok, ktory sa dokumentoval od ukoncenia experimentovania

S vyberom spdsobu farbenia po experiment, kedy bol jas fluorescencie na snimkach

optimalny. Snimky vyradené zo Statistiky su prilozené na CD.

Obr. 5.3-1 Snimky mikroelektrod farbené 5 mintt, mikroelektroda A — snimana na zaciatku

experimentu, B — snimana v zavere experimentu.

DalSie prace v laboratoriu si zamerané na skumanie okolnosti, ktoré mozu

ovplyviiovat’ proces vyroby a farbenia mikroelektrody.

5.3.1 Zivotnost Zhaviaceho vlakna aha&a mikroelektréd

Z doévodu zachovania reprodukovatelnosti mikroelektréd je dolezité vcas vymenit
Zhaviace vlakno tahaca. [20] Pri porovnani snimok na obrazku (Obr. 5.3-1) je viditel'né,
7e $picka mikroelektrody B je viac predizena oproti mikroelektrode A. Tento jav by
mohol vzniknat pri nespravne zvolenom programe tahaca. V tomto pripade je vSak
pravdepodobne sposobeny pouzivanim opotrebovaného Zhaviaceho vldkna, ktoré bolo
potrebné Vv priebehu pouzivania taha¢a vymenit. Mikroelektréda tahana pri programe
P(A)50 ma mat tvar mikroelektrody B.

5.3.2 Pouzitie roznych typov mikroelektrod

Pri vytvarani postupu farbenia mikroelektrod su pouzité kapilary z borosilikatového
skla TW150-3. Pri jeho overeni prebehlo aj nafarbenie mikroelektrod typu TW120F-3.
Rozdiely medzi parametrami mikroelektrod popisuje Cast prace 4.1.1 (vid’ str. 26).

36



Na obrazku (Obr. 5.3-2) vidime mikroelektrody t'ahané z kapilary s rozdielnymi
parametrami farbené spdsobom 1. Podla snimok je mozné usudit’, Zze vybrany spdsob
farbenia je mozné aplikovat na mikroelektrody z borosilikatového skla s roznymi
tvarmi. Jas fluorescencie je vyhovujici na celej ploche Spi¢ky mikroelektrody.
Testovanie mikroelektrod z kapilar typu TW150-3 neprebicha d’alej, pretoze program
P(A)50 a d’alsie overovanie postupu, t.j. meranie odporu mikroelektrody, je overené iba

pre mikroelektrody z kapilar typu TW120F-3, ktoré sa v laboratdriu bezne pouzivaju.

Tabul'ka (Tab. 5.3-1) informuje 0 pocte vhodne nafarbenych mikroelektréd. Tento

vysledok dokazuje, ze tvar mikroelektrod nema vplyv na naviazanie farbiva.

Obr. 5.3-2. Snimky mikroelektréd vytvorené z roznych typov kapilar A — TW120F-3, B —
TW150-3, farbené 5 minut.

Tab. 5.3-1 Statistika podl'a zvoleného typu kapilary.

- Pocet nafarbenych Pocet pouziteI’'nych
Typ kapilary . 3 . )
mikroelektrod mikroelektrod
TW150-3 10 8
TW120F-3 10 7

5.3.3 Povrch skla mikroelektrody

Pri skamani chyby, ktora spdsobila znizenu jasnost” fluorescencie, bola zvazovana
moznost’ znecistenia Skla mikroelektrod. Z tohto dovodu boli 4 mikroelektrody pred
farbenim ponorené na 30 sekind do roztoku etanolu, 2 mintty ponechané na vzduchu

a az nasledne nafarbené. Tento proces nemal vplyv na vysledok farbenia.
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5.3.4 Viacnasobné pouZzivanie farbiva

Pri spravnom wuskladneni podla pokynov vyrobcu zostdva farbivo DiO stabilné
minimalne jeden rok. [24] Pri experimente je uvedené farbivo uskladnené
Vv centrifuga¢nej skimavke, ktora je obalena alobalom a skladovana na danom mieste

V laboratoériu.

Nakol'ko cast’ farbeni vykazovala chybu, vzniklo podozrenie na degradovanie
farbiva castym pouzivanim. Preto boli dve mikroelektrody namocené do farbiva DiO,
ktoré sa nepouzivalo. Snimky mikroelektrdéd nafarbenych novym farbivom su prilozené

na CD, nakol’ko jas ich fluorescencie je vel'mi slaby.

Pri opdtovnom fungovani procesu farbenia bolo opit pouzité kontrolné, inak
nepouzivané farbivo. Na obrazku (Obr. 5.3-3) st snimky vytvorenych mikroelektrod,
podla ktorych viacnasobné pouzivanie farbiva neznehodnotilo dané farbivo a nemalo

vplyv na predchadzajiice vysledky. Tabulka (Tab. 5.3-2) vyhodnocuje pocty dobre

nafarbenych mikroelektrdd pri pouziti kontrolného a pri pokusoch pouzivaného farbiva.

Obr. 5.3-3 Snimky mikroelektrod farbené 5 minut, mikroelektroda farbena A — kontrolnym
farbivom, B — farbivom bezZne pouZivanym pocas experimentu.

Tab. 5.3-2 Statistika podl'a vyberu farbiva.

) Pocet nafarbenych Pocet pouzitel’'nych
Typ farbiva
mikroelektrod mikroelektrod
pouzivané 10 8
kontrolné 10 7
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5.4 Testovanie navrhnutého sposobu farbenia

Zvoleny postup fluorescencého farbenia sklenenych mikroelektréd je potrebné

otestovat’. Takto sa overi G¢innost” a reprodukovatelnost’ vytvoreného postupu.

Pri fluorescencnom farbeni mikroelektréd farbivom DiO bol ako najvhodnejsi
vybrany sposob 1 — namocenie Spicky mikroelektrédy do farbiva na cas 5 minut.
Najlepsie spinal vopred stanovené kritéria, t.j. reprodukovatelnost postupu, podet
vytvorenych mikroelektréd, ktoré moézu byt pouzité pri merani so systémom patch
clamp, jas fluorescencie $pi¢ky a homogenitu jasu na celom jej povrchu. Postup bol
nasledne realizovany pri vytvoreni 37 mikroelektrod, z ¢oho 27 mikroelektrod nebolo
vhodné zaradit’ do Statistiky kvoli neobjasnenej chybe merania. 8 z 10 mikroelektrdd je

vhodné pouzit’ k d’alSiemu testovaniu.

Pred oznacenim mikroelektrody za vhodn na meranie so systémom patch clamp je
potrebné urcit, ¢i nedoSlo k zmene jej elektrickych vlastnosti. V laboratoriu sa na toto
postdenie pouziva meranie odporu mikroelektrody v programe Clampex 10.4 v rezime
Seal test a konfiguracii Patch. Podla sktsenosti experimentatov z laboratoria VUT je

spravne rozmedzie odporu borosilikatovej mikroelektrédy typu TW150-3 2 — 4 MQ.

Mikroelektrody, u ktorych sa meria odpor, musia byt naplnené sol'nym roztokom,
aby nimi mohol tiect’ prad. Destilovana voda nie je vodi¢om prudu. Solny roztok je
blizsie popisany v Casti prace 4.1.3 (vid’ str. 29). Kontrolna mikroelektroda mala odpor
3,6 MQ. Odpor nafarbenych mikroelektrod spada do daného rozmedzia a ma hodnotu
2,8 MQ a29 MQ. Na ziklade tohto merania je mozné konStatovat, Ze farbenie
mikroelektrody fluorescenénym farbivom nemeni pozadované elektrické vlastnosti

mikroelektrody.
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6 ZAVER

Cielom teoretickej cCasti prace bolo uvedenie do problematiky vytvarania
sklenenych mikroelektrod a ich fluorescencného znacenia pre systém patch clamp.
V praci si popisané moznosti vytvarania mikroelektrod, jav fluorescencie a sposob

fluorescencného znacenia sklenenych mikroelektrod.

Prakticka cast’ zahfia navrh postupu vonkajSicho fluorescenéného znacenia
sklenenych mikroelektréd s jeho naslednym otestovanim a zhodnotenim. V praci st

popisané jednotlivé kroky experimentu.

Ako prvé bolo potrebné pripravit' skleneni mikroelektrodu vhodnu pre systém
patch clamp. Mikroelektroda bola vytvorena z komeréne dostupnej borosilikatovej
kapilary TW150-3 s vyuzitim tahada DMZ-Universal Puller. Tahaé umoznil aj
polisovanie jej $picky. Na farbenie mikroelektréd bolo pouzité farbivo DiO, ktoré ma
jasnu fluorescenciu, je relativne odolné proti blednutiu a povazuje sa za fyziologicky
neskodné. Farbivo fluoreskuje zelenou farbou. Po vybere farbiva boli navrhnuté tri
sposoby fluorescenéného farbenia mikroelektrod a uréené podmienky ich pozorovania

inverznym fluorescenénym mikroskopom i snimania s vVyuzitim fotoaparatu.

Subjektivnym hodnotenim snimok fluorescen¢ne nafarbenych mikroelektrod bol
zvoleny postup farbenia — pat'minutové ponorenie Spicky mikroelektrody do
fluorescen¢ného farbiva. Napriek presnému dodrzZiavaniu vybraného postupu pripravy
mikroelektrod a farbenia doslo v experimente k neobjasnenej chybe merania, ktora
sposobila, ze ¢ast’ snimok mikroelektrod nemohla byt’ zaradena do hodnotenia sposobu
farbenia. Praca preto podava pohlad na niektoré okolnosti vplyvajiice na postup
vytvorenia mikroelektrody.

Testovanie nafarbenych mikroelektrod dokézalo, Zze zvolené farbivo a sposob jeho
nanesenia nemaju vplyv na elektrické vlastnosti mikroelektrody. Poukézalo ale tiez na
to, Ze metdda nie je stopercentnd a preto je potrebné jas fluorescencie mikroelektrody
pred pouzitim so systémom patch clamp skontrolovat’ s vyuzitim inverzného

fluorescenéného mikroskopu.

Pri roz$ireni prace by bolo vhodné zaoberat’ sa d’alSim testovanim fluorescencne
oznacenych mikroelektrod. Zaujmavé by bolo nafarbenie mikroelektrod d’alSimi
farbivami bezne pouzivanymi v praxi pri farbeni buniek, testovanie vplyvu nafarbene;j
mikroelektrody na vlastnosti bunky a uskuto¢nenie patch clampu s vyuzitim nafarbenej

mikroelektrody.
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Pre metodu je vhodné predpokladat’ praktické vyuzitie v odboroch, kde je potrebné
priamo reagovat’ na fyziologické vlastnosti buniek. Sklenené mikroelektrody vyuzité pri
systéme patch clamp, pri ktorych znaceni sa vyuziva jav fluorescencie, totiz umoziuji

jednoduchsie zacielenie bunky zdujmu.
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