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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zamétena na piipravu a charakterizaci fosfolipidovych dvojvrstev
deponovanych na pevném substratu (supported lipid bilayers) coby zjednodusenych modeli
bunéénych membran. Z vychoziho systému lecitinovych liposomu ve fosfatovém pufru byly
dvojvrstvy pfipravovany metodou spojeni vezikul (vesicle fusion) na plazmatem
hydrofilizovaném povrchu kryciho skli¢ka. K charakterizaci byly vybrany tii fluorescen¢ni
sondy — Nilska cerven, Oregonova zelen DHPE a DiO — jejichz difuze v ramci membrany
byla sledovana pomoci fluorescen¢ni korelacni spektroskopie. K tomu byla vyuzita metoda
Z-scan FCS vyvinutd speciadln¢ pro planarni vzorky. Po optimalizaci procesu pfipravy
a charakterizace dvojvrstev byla studovdna interakce mezi modelovou membranou
aroztokem kyseliny hyaluronové ve fosfatovém pufru. Bylo zjisténo, ze ptidavek tohoto
biopolymeru zptisobi zpomaleni difuze fluorescen¢ni sondy ve fosfolipidové dvojvrstve.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on preparation and characterization of supported lipid
bilayers as simplified models of cell membranes. The bilayers were prepared from source
system of lecithin liposomes in phosphate buffer using the vesicle fusion method on a cover
glass sufrace hydrophilized by plasma. Three fluorescent probes — Nile red, Oregon Green
DHPE and DiO — were utilized to characterize diffusion within the bilayer using fluorescence
correlation spectroscopy. For this purpose Z-scan FCS, which is a method developed specially
for planar samples, was used. After the process of preparation and characterization
of supported lipid bilayer was optimalized, interaction between this artificial membrane
and solution of hyaluronic acid in phosphate buffer was studied. It was found out, that
addition of this biopolymer causes slowing the diffusion of the fluorescent probe within
the bilayer.
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supported lipid bilayers, fluorescenc¢ni korela¢ni spektroskopie, lecitin, Nilska Cerven,
Oregonova zelen DHPE, DiO, kyselina hyaluronova
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1 UVOD

Buiiky, membranou ohrani¢ené systémy chemickych latek, jsou zakladnimi jednotkami
zivota. Na urovni jednotlivych buné€k, ptfipadné na trovni subcelularni, dochazi k interakcim
a procestim, které nasledné vyusti v urcité chovani organismu jako celku. Timto chovanim
muze byt naptiklad reakce organismu na piitomnost specifickych sloucenin, jako jsou latky
Vv organismu se prirozené vyskytujici, ale rovnéz latky exogenni povahy. Proto porozuméni
déjum v méfitku jednotlivych bunék je zakladni podminkou pochopeni komplexnich reakci
celého organismu na podnéty prichazejici jak z organismu samotného, tak z naseho okoli
a dalsi studium na buné¢né trovni se tak ukazuje jako nezbytné. Pro Gcely zkoumani uréitych
interakci je ovSem komplexni systém zivé buiky pfili§ slozity, pro pochopeni zakladnich
principi nepiehledny a z toho divodu ne vzdy vyuzitelny. Vznikd tedy snaha o vytvofeni
systémd, které by dobfe imitovaly skute¢nou bunku, ale zaroven by postradaly slozitost
a provazanost zivého organismu a poslouzily by tak k prvotnimu rozklicovani fungovani dé&ji
probihajicich na buné¢né Grovni.

Jednim =z takovych systémt jsou fosfolipidové dvojvrstvy na podpirném substratu
(supported lipid bilayers), které imituji zakladni lipidovou strukturu biomembrany. Jedna se
0 stabilni tvary deponované nejcastéji na krycim sklicku nebo na slidé, které mohou byt
vyuzity napiiklad pro studium vlivi prostiedi obklopujiciho tyto struktury nebo studium
interakci s jinymi (bio)molekulami. Vyhodou je relativné jednoduchd ptiprava a také znac¢na
variabilita kompozice modelové membrany, a to zejména co se pouzitych fosfolipidu tyce.
Pravé moznost jednoduchym zpiisobem pfipravit modelovou membranu o sloZeni
odpovidajicimu urcité bunce z nich ¢ini pomémé univerzalni systém vyuzitelny v mnoha
konkrétnich studiich. V dalS§im kroku je také moZzné rozsifit sloZeni o jiné charakteristické
komponenty realné bunécné membrany — napiiklad cholesterol — a timto zptisobem vérnéji
napodobit jejich vlastnosti a chovani.

Casto vyuzivanou metodou pro popis modelovych membran je fluorescenéni korelaéni
spektroskopie, kterd se vyznacuje vysokou citlivosti, kdy je mozné detekovat signal na urovni
jednotlivych molekul. Pomoci této techniky mohou byt stanoveny difuzni koeficienty
fluorescen¢nich sond zakotvenych urc€itym zplisobem v modelové membrané a na zakladé
toho usuzovéany vlastnosti vytvofené dvojvrstvy, piipadné pozorovana zména chovani
po ptidavku biologicky aktivni latky. Cilem této diplomové prace je optimalizovat proces
ptipravy modelové bunééné membrany na krycim sklicku a vytvoiené dvojvrstvy nasledné
charakterizovat pomoci fluorescenéni korelacni spektroskopie, Vv nasledujicim kroku
pak prozkoumat interakce mezi dvojvrstvou a kyselinou hyaluronovou.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bunécéna membrana

Zivé buiika je ohraniGena celistvym obalem nazyvanym plasmatickd membrana (nebo také
biomembrana) o tloustce asi 5nm. Nepostradatelnost této membrany spociva v jeji
schopnosti propoustét pomoci vysoce selektivnich kanalkii nebo pump ziviny dovniti bunky
a odpadni produkty naopak ven. Voln¢ prochazi pouze malé hydrofobni (O2, N2) a nenabité
polarni molekuly (voda, mocovina, CO2). Nejjednodussi bakterie maji pouze jednu
plasmatickou membranu (na povrchu burnky), zatimco eukaryotni buiikky obsahuji navic
mnozstvi vnitinich membran, které rozdéluji prostor bunky na jednotlivé kompartmenty.
Vsechny tyto membrany obsahuji shodné zakladni stavebni prvky — lipidy a proteiny — lisi
se ovSem poméry zakladnich komponent a tim také charakteristickd funkce, kterou
plasmatickd membrana vykonava v riznych organelach.

Obecné plati, ze lipidovou slozku vytvati molekuly fosfolipidii uspofadané do dvojvrstvy,
ktera urCuje tvar bunky a slouzi jako (pro vétsinu latek) nepropustna piepazka. Fosfolipidiim,
jakozto zakladni struktufe, ktera je pouzivana k modelaci biomembran, bude vénovana
samostatna kapitola (viz 2.2). Proteinové molekuly zprostiedkovavaji vétsinu dalSich funkci
membrany, a uddvaji také charakteristické vlastnosti. U zivocichli predstavuji az 50 %
hmotnosti membrany a k fosfolipidové struktufe mohou byt pfipevnény riznymi zplisoby —
jako prostupujici transmembranové proteiny, zcela mimo dvojnou vrstvu piipojené pouze
kovalentnimi vazbami k fosfolipidovym molekulam nebo nepiimo véazdny na jedné nebo
druhé stran€ pies jiny membranovy protein. Kromé transportu specifickych zivin, metabolit
a iontl zajist'uji také funkce receptortt schopnych detekovat chemické signaly a predavat
je dovniti buiiky nebo pracuji jako enzymy, které katalyzuji urcité reakce. [1]
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Obrazek 1:  Struktura bunécné membrany [2]

2.1.1 Modely bunééné membrany

Slozitost bunéénych membran byla motivaci k nalezeni jednodusSich systémi, které
by dokazaly funkci biomembran pomérné¢ dobie modelovat a jejichz vlastnosti (zejména
zastoupeni jednotlivych druhti fosfolipidli) by byly snadno pfizptsobitelné konkrétni
pozadované aplikaci. Vyznamnymi skupinami modelt jsou vezikuly, dvojvrstvy na pevnych
substratech nebo hybridni membranové systémy.



Mezi vezikularni modely se fadi malé unilamelarni vezikuly (SUV) s primérem v fadu
desitek nanometri a obrovské unilamelarni vezikuly (GUV), jejichz primér se pohybuje
Vrozmezi 1 az 10 pum. Vyuzivaji se napfiklad pro studium fazového chovéani smési dvou
avice fosfolipidi. Podobnym systémem jsou obrovské vezikuly plasmatické membrany
(GPMYV), které wvznikaji pifimo z plasmatické membrany bunc¢k nasledkem ptlisobeni
chemického stresu. SloZeni fosfolipidu tak piesné odpovida zastoupeni ve skute¢né bunééné
membrané a zdroven tyto systémy také pfirozené obsahuji membranové proteiny, které
se pravé vyskytovaly v misté odpojeni ¢asti plasmatické membrany a vytvoreni vezikuly.
Do této kategorie je mozné zatadit také volné membrany, které jsou obklopené stabilizujicim
membranovym proteinem, ktery je odvozen od apolipoproteinu A-l a funguje jako scaffold.
Tyto struktury jsou znamé jako nanodisky a jsou vhodné pro experimenty zabyvajici se
vazbou ligandu. [3]

Dvojvrstvy na pevnych substratech (SLB) mohou byt ptipraveny fadou metod, které jsou
podrobnégji zminény v oddile 2.4. Mezi nejvyznamnéjsi z nich patii metoda spojeni vezikul.
Vyhodou SLB je ptedevSim relativné snadna ptiprava, stabilita a moznost vyuziti fady
Vv literatute popsanych metod kK jejich charakterizaci. V dalsim kroku se SLB vyuzivaji
ke studiu interakci proteinti a jinych biomolekul s membranami, nebo slouzi k popisu
membranového transportu [4][5][6]

Hybridni membranové systémy piedstavuji naptiklad vezikuly uchycené na povrch SLB
pomoci DNA hybridizace nebo prostfednictvim biotin-streptavidin rozpoznavaciho systému.
Tyto piistupy kombinuji vyhody dvojvrstev na pevném substratu s volnymi vezikuldrnimi
modely. To hraje vyznam napiiklad pii studiu proteinii zakomponovanych do membrany
vezikuly, které jsou diky piitomnosti SLB chranény pied kontaktem s podplirnym
substratem. [3]

2.2 Fosfolipidy

Fosfolipidy jsou pfirozené se vyskytujici slouceniny nachazejici se jak Vv rostlinnych,
tak v zivo¢isnych bunkach, kde vytvaii zakladni strukturu bunééné membrany. [7] Prvnim
identifikovanym fosfolipidem nachézejicim se v biologickych tkéanich byl lecitin izolovany
z vaje¢ného Zloutku vroce 1847 francouzskych chemikem Theodorem Nicolasem
Gobleym. [8] Molekula fosfolipidii obecné sestava z polarni a nepolarni ¢asti, coz vede
k vlastnostem nezbytnym pro vystavbu biomembran.

2.2.1 Struktura

Dvéma zakladnimi skupinami, do kterych muzeme fosfolipidy zatadit, jsou glycero-
fosfolipidy a sfingomyeliny. Prvni ze jmenovanych jsou odvozovany od kyseliny fosfatidové,
struktury uvedené na Obrazku 2.
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Obrazek 2:  Struktura kyseliny fosfatidové



Zakladni kostru zde tvoii trojsytny alkohol glycerol. Dvé z jeho hydroxylovych skupin jsou
esterifikovany fetézci (nasycenych nebo nenasycenych) mastnych kyselin a zbyvajici
OH skupina je esterifikovana kyselinou trihydrogenfosfore¢nou. [7]

Kyselina fosfatidova je dale esterifikovana aminoalkoholem — mezi nejcastéjsi patii cholin,
ethanolamin nebo a-aminokyselina serin (Obrazek 3).

NH,

H;C
\ OH OH HO OH
N+/\/ HQN/\/

Hic” \
CHs cholin ethanolamin o) serin

Obrazek 3:  Bezné struktury esterifikujici kyselinu fosfatidovou

Podle druhu mastnych kyselin, jimiz je esterifikovana glycerolova kostra, ziskavame
konkrétni molekuly fosfolipidi (pfiklad na Obrazku 4). Uhlovodikovy fetézec mastné
kyseliny ma pfitom velky vliv na fyzikalni vlastnosti daného fosfolipidu (viz kapitola 2.2.3).
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Obrazek 4:  Struktura 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholinu (POPC)

/

Sfingomyeliny oproti tomu maji jako kostru sfingosin nebo pfibuzny dihydroxyamin.
Typicky se vyskytuji v mozku a nervové tkani, kde tvofi hlavni slozku myelinové pochvy
(obalu nervového vlakna). [7]

2.2.2 Agregace fosfolipidii ve vodnych roztocich

Suspenze fosfolipidli ve vodé (o dostatecné koncentraci) samovolné tvofi multilamelarni
vacky, tzv. liposomy, vyznacujici se vétsim poCtem na sebe usporadanych fosfolipidovych
dvojvrstev. Pii sonifikaci dochazi k pfeskupeni této struktury a tvorbé unilamelarnich
liposomi, coz jsou uzaviené, rozpoustédly naplnéné vacky ohrani¢ené pouze jednou
fosfolipidovou dvojvrstvou. Obvykla velikost takovych liposomi se pohybuje v fadu desitek
nanometrd. Jelikoz je dvojita vrstva liposomu slozena z molekul fosfolipidia stejné jako
skutecna bunécna membrana, jsou tyto systémy vyuzivany k ptipravé modelovych systému
imitujicich prave realné biomembrany. [9]

Liposomy jsou obvykle klasifikovany na zaklad¢ jejich velikosti, po¢tu dvojvrstev a naboje
fosfolipidu, ktery liposomy tvofi. Rovnéz metod, kterymi lze liposomy pfipravit, je vicero
ajsou obecné¢ rozdéleny na metody objemové, kdy jsou liposomy ziskany pienosem
fosfolipidii z organické do vodné faze a metody filmové, které spocivaji v odpafeni
rozpoustédla z roztoku fosfolipidii (za vytvoieni tenkého filmu na sténé¢ vialky) a jejich
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nasledné rehydrataci. Zisk liposomt pozadované velikosti a po¢tu dvojvrstev probiha pomoci
homogenizace, sonifikace, extruze nebo cykli zmrazovani a rozmrazovani. [10]

Sy 348 O3 %S s

MLV MVV ULV

Obrazek 5:  Riizné typy lipoSomii dle velikosti a lamelarity. Zleva: vicevrstevné vezikuly (MLV),
multivezikuldrni vacky (MVV), velké jednovrstevné vezikuly (LUV) a malé jednovrstevné
vezikuly (SUV) [11]

Jak jiz bylo naznaceno, lze samotné liposomy vyuzit jako jednoduché modely bunécéné
membrany, ptipadné mohou slouzit také jako prekurzory pro tvorbu modelovych membran
na pevnych substratech (SLB).

2.2.3 Teplota fazového prechodu fosfolipidi

Teplota fazového piechodu je v pfipad¢ fosfolipidli definovana jako teplota, ktera
je poticbna k vyvolani fazového piechodu fosfolipidu z uspofadané gelové faze
do neusporadané tekuté faze. Teplota piechodu fosfolipidu vzrista s délkou uhlovodikového
fetézce a se stupném nasyceni zbytkll mastnych kyselin, jak ilustruje také Tabulka 1, a dale
zavisi také na naboji a druhu polarni hlavicky. S rostouci délkou uhlovodikového fetézce mayji
van der Waalsovy interakce vyraznéjsi vliv, k jejich pfekonani je tak zapotiebi vice energie,
v disledku ¢ehoz vzristd teplota fazového piechodu. Pfitomnost dvojné vazby naopak
podporuje nepravidelné uspotradani fetézcu a vede ke snizeni teploty fazového prechodu. [12]

Tabulka 1:  Teplota fazového prechodu vybranych fosfolipidii [13]

Fosfolipid po"izt‘gglg‘%ﬁgﬁgfby Teplota fazového piechodu [°C]
DPPC 16:0 a1
DSPC 18:0 55
POPC 16:0 181 2
DOPC 18:1 19

2.2.4 Vyznam fosfolipida v Zivych organismech

Diky své amfifilni povaze se fosfolipidy v bunéénych membranach samovolné organizuji
do dvojvrstvy o ptiblizné tloustce 5 nm. Takova struktura funguje jako efektivni bariéra, jejiz
hydrofobni povaha ve vnitinim prostoru dvojvrstvy umoznuje volny priichod pouze malym
a nepolarnim molekulam. [7] Vyznam fosfolipidové dvojvrstvy vSak nespociva jen v tvorbé
bariéry — hydrofobni efekt, ktery organizuje molekuly do typické dvojvrstvé struktury, ma
zanasledek také dobrou schopnost regenerace membrany. Vzniklé trhliny vytvaii volné

11




rozhrani s vodou, coz je energeticky nevyhodné, a proto se molekuly stavajici dvojné vrstvy
samovolné pieusporadaji tak, aby toto volné rozhrani bylo odstranéno. [1]

Vodné prostiedi, které se nachazi jak uvnitf buiky, tak v jejim okoli, znemoziuje
jednotlivym molekulam fosfolipidt opustit strukturu dvojité membrany. Pohybu v ramci
membrany nicméné nebrani nic, coz vede k tomu, ze si molekuly fosfolipidit mohou volné
vyménovat své pozice v ramci této planarni struktury. Tento pohyb je spolu s rotaci molekuly
kolem své osy v biomembranach velmi Casty, na rozdil od pfemistovani fosfolipidl z jedné
monovrstvy do druhé, k ¢emuz bez ptitomnosti specidlnich enzymu prakticky nedochazi. [1]
Pravé na sledovani pohybu molekul (vyjadieném jejich difuznim koeficientem) Vv ramci
membrany je zalozena jedna ztechnik charakterizujicich modelové biomembrany —
fluorescencni korelacni spektroskopie.

2.2.5 Fluidita fosfolipidové dvojvrstvy (biomembrany)

Ve stavu nad teplotou fazového piechodu jsou nepolarni fetézce mastnych kyselin
fosfolipidii nepravidelné uspotadany a molekuly jsou vysoce pohyblivé v laterdlnim sméru.
Pii ochlazeni fosfolipidové dvojvrstvy pod charakteristickou teplotu fazového piechodu
nastavaji zmény, pii kterych dvojvrstva ztraci svoji fluiditu a ziskava gelovity charakter, coz
je disledkem vyrazné uspotfadanéjsi struktury fetézcl mastnych kyselin v dvojvrstvé.
Tekutost biomembran je jejich nanejvy$ dialezitou vlastnosti, protoze umoznuje interakce
Vnich zanofenych proteind, coz ma vyznam pii bunééné signalizaci. UmozZiuje také
membranam vzajemnou flzi a zajiStuje rovhomérné rozdéleni membranovych molekul mezi
dcefiné bunky pii bunééném déleni. Teploty fazového ptechodu savéich membran jsou
hluboko pod télesnou teplotou — v§echny tyto membrany maji tedy tekuty charakter. [1][9]

Dilezitym moderatorem fluidity biomembran je molekula steroidni povahy — cholesterol,
jehoz neohebny kondenzovany systém zabraniuje pohybu fetézcli mastnych kyselin. Zaroven
se diky pfitomnosti cholesterolu roz$ifuje rozsah teplot, pfi nichZ je biomembrana fluidni,
protoze pritomnost cholesterolu mezi postrannimi fetézci mastnych kyselin zabranuje jejich
krystalizaci. [9]

2.2.6 Asymetrie fosfolipidové dvojvrstvy

SloZeni vnitini a vnéjsi ¢asti fosfolipidové dvojvrstvy neni obecné v bunécné membrané
shodné. Asymetrické rozmisténi se zaCina vytvaret jiz pti vzniku membrany, kdy jsou nové
syntetizované molekuly fosfolipidti zaGlefiovany do vnitini monovrstvy. Cast vzniklych
molekul musi byt nasledné piesunuta do monovrstvy vnéjsi, pfi¢emz tento piesun katalyzuji
specifické enzymy zvané flipdazy, které ziejmé prenasSi fosfolipidové molekuly selektivné.
Vznika tak rozdil v zastoupeni jednotlivych fosfolipidl ve vnitini a vnéjsi monovrstve. [1]

2.3 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HyA) je ve formé své sodné soli té€lu vlastni linearni polysacharid
patiici mezi glykosaminoglykany. Jeji fetézec je tvofeny zakladnimi disacharidovymi
jednotkami slozenymi z kyseliny glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu, které jsou
vzajemné spojeny alternujici B-1,3 a B-1,4 glykosidickou vazbou. Jednu molekulu HyA miize
tvofit az 10 000 disacharidovych jednotek, z nichz ve vysledku vznika fetézec o molekulové
hmotnosti az 4 MDa. V lidském téle je kyselina hyaluronova pfitomna témeét ve vSech tkanich
a telnich tekutinach, zejména pak v ocnim sklivci, pupecniku, synovidlni tekuting
a extracelularni matrix pojivové tkané, ale vyskytuje se také intracelularné. Jeji funkci je zde
pfedev§im vazat vodu a podilet se na hydrataci, coz je dano jeji hydrofilitou. Ve své
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nizkomolekularni formé (fetézce nékolika desitek disacharidovych jednotek) muize nicméné
pusobit jako zanétlivé a imunostimulaéni agens nebo vysoce angiogenné. [14][15]

COoO CHz0H
1 H °
0] H
OH H
H OH H NHCOCHs
kyselina D-glukuronova N-acetylglukosamin

Obrazek 6:  Zdkladni disacharidova jednotka kyseliny hyaluronové

2.3.1 Moznosti vyuziti kyseliny hyaluronové

Prestoze prevladajici mechanismus ptisobeni HyA v téle neni stale zcela objasnén, klinické
studie popisuji mnozstvi fyziologickych efekti, které dokaze navodit exogenni Kkyselina
hyaluronova. Prokazany je napiiklad jeji protektivni efekt, zejména na chrupavcitou tkan,
diky ¢emuz nalezla velké uplatnéni v ortopedii, kde dale mize poslouzit jako nédhrada
pfi nedostateéném mnozstvi synovidlni tekutiny nebo pfi regeneraci Slachy. Relativné novou
aplikaci je tzv. viskosuplementace, kterd je vyuZivana pii 1é€bé osteoartritidy. Kromé
mechanickych ucinkti (lubrika¢ni vlastnosti, absorpce a tlumeni otfesti) ma injektovana
kyselina hyaluronova také schopnost tlumit bolest. V oftalmologii se pii chirurgickych
zakrocich vyuziva jejich viskoelastickych vlastnosti, kdy slouzi jednak jako ochranna
a podpiirna pomticka a jednak byvéa vyuZita jako nahrada pii ztratach sklivcové tekutiny.
Dalsim polem uplatnéni kyseliny hyaluronové je dermatologie a hojeni ran, coZ je dano
pfirozenym vyskytem HyA v kizi a m&kkych pojivovych tkanich. Popsana byla schopnost
této latky urychlit regeneraci kiize procesem tzv. mokrého hojeni, pfi rozsahlejSich poranénich
je mozné vyuzit scaffoldi na bazi HyA. Velmi popularni je jeji vyuziti rovnéz v kosmetice
a péci o plet. [14][15] Zde uvedené piiklady zdaleka nejsou vycerpavajicim vyctem moznosti
pouziti tohoto biopolymeru, jehoz aplikacni potencial sahd i do oblasti cilené distribuce 1éCiv.

2.4 Proces tvory SLB na pevnych substratech

Existuje nékolik pfistupii, jez jsou vyuzivany k pfiprav€é modelovych biomembran
na riznych podpirnych substratech. Mezi nejlépe popsané, a také nejvic pouzivané, patfi
metody pienosu lipidovych monovrstev na substrat z rozhrani voda-vzduch (Langmuir-
Blodgettova a Langmuir-Schaefferova technika) a metoda faze liposomu. [16] Byly popsany
také dalsi metody, jako naptiklad microcontact printing, solvent-exchange deposition,
evaporation induced assembly, bubble collapse deposition nebo lipid dip-pen nanolitography
[17], které ovSem nedosahuji takového vyznamu.

Co se tyCe pouzitych substratii tvoficich oporu pro vzniklou fosfolipidovou dvojvrstvu,
mezi bézné pouzivané patii sklo (a to bud’ v podobé kryciho skli¢ka, nebo specialnich kyvet
Lab-Tek navrzenych pro piipravu SLB a obsahujicich odd¢lené komirky, na jejichz dné
je sklicko) nebo slida. Popsana byla také piiprava na polymernich ¢asticich vyrobenych
z organického kladné nabitého polymeru [18].
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2.4.1 Langmuir-Blodgettova a Langmuir-Schaefferova technika

Fosfolipidy se, jakozto amfifilni molekuly, ve vodnych roztocich (0 dostate¢né nizkych
koncentracich, kdy se jesté netvoii liposomy) Soustfedi na rozhrani voda-vzduch tak, aby byl
omezen kontakt hydrofobnich acylovych fetézci s vodou. Obé techniky tedy vyuzivaji
pfirozené tvorby fosfolipidové monovrstvy pravé na tomto rozhrani k jejimu pfenosu
na pozadovany substrat. Rozdil mezi nimi je patrny z Obrazku 7.

Prvni vrstva je nanesena vytahovanim substratu vertikdln¢ z vodné faze pies rozhrani,
na kterém jsou soustfedény fosfolipidy, na vzduch. Hydrofilni ¢asti molekul fosfolipida se tak
dostanou do kontaktu se substratem a acylové fetézce zistavaji volné na vzduchu. Druha
vrstva je na prvni vrstvu nanesena bud’ horizontalné (Langmuir-Schaefferiv pienos), nebo
vertikalné (Langmuir-Blodgettiv ptenos). [16]
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Obrazek 7:  Priprava SLB pomoci Langmuir-Schaefferovy a Langmuir-Blodgettovy
metody. [16]

2.4.2 Spojeni vesikul (vesicle fusion)

Prvnim krokem této metody je ptiprava vhodného roztoku liposomu, ktery se nasledné
necha pusobit na podptrny substrat. Zakladni principy piipravy liposomu byly uvedeny
v kapitole 2.2.2, pfesny postup vyuzity vtéto praci je potom popsan v ramci oddilu
Experimentalni ¢ast (kapitola 4.3.1). Klicovou vlastnosti liposomi, kterou je potieba zajistit,
je jejich unilamelarita (dilezita proto, aby po rozprostieni liposomi do vrstvy byla
na substratu vytvorena pouze jedna dvojvrstva a nikoliv nékolik dvojvrstev na sobé¢).

Predpoklada se, ze proces tvorby SLB na substrdtu zahrnuje dva kroky, béhem nichz
se vytvaii napcti na membrané liposomu a dochazi k interakcim mezi dvéma liposomy, ale
také mezi liposomem a substraitem. V prvnim kroku se po vystaveni substratu roztoku
liposomt za¢nou jednotlivé liposomy sorbovat na hydrofilni povrch substratu a za¢nou se zde
hromadit. Jakmile je dosazeno kritické koncentrace na povrchu, za¢nou Vv druhém kroku
membrany liposomil postupné praskat a dochazi ke spojovani mezi sebou, coz vytvaii tenkou
dvojvrstvu na povrchu substratu. [17] Konkrétnich mechanismt faze jednotlivych liposomi
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bylo navrzeno vicero s ohledem naptiklad na kombinaci zvolenych fosfolipidii a substratu.
Mozn¢ varianty jsou ukazany na Obrazku 8.

(B) (C) (D)

Obriazek 8:  Mozné mechanismy prasknuti a spojeni membran liposomai.
(A) Prasknuti a rozprostieni samotného liposomu indukované jeho silnou interakci
se Substratem, kterd vede k jeho deformaci.
(B) Spojeni dvou sousednich liposomii a jejich ndsledné rozprostieni.
(C) Okraj jiz rozprostieného liposomu na substratu zpusobi rozprostieni dalsiho
liposomu.

(D) Interakce mezi liposomy po dosazeni kritické koncentrace na povrchu substratu.
[19]

2.4.3 Uprava povrchu substratu

Zejména pii pouziti techniky fiize vezikul musi mit pouzité substraty hydrofilni povrch, aby
byla umoznéna interakce mezi timto povrchem a polarnimi ¢astmi fosfolipidd. Pokud substrat
neni pfirozen¢ hydrofilni (nebo neni dostatecné hydrofilni), je nutné specialni oSetieni
povrchu, a to naptiklad:

e Plazmatem
e Chemicky

o smeési H2SO4 a H20> [20]

o sonifikaci v roztoku tenzidu a pisobenim kyseliny chromsirové [16]
e Pomoci UV zéfeni nebo ptisobenim ozonu [19]

Prvni ze zminénych pfistupti byl vyuzit v této praci, pfi¢emz jeho vyhodou je zejména
vysoka uc¢innost pifi snizovani kontaktniho Uhlu a také absence kontaktu s chemikaliemi.
Pro ucely upravy sklicek se pouziva tzv. difuzni koplanarni povrchovy bariérovy vyboj
(se zkratkou DCSBD z anglického Diffuse Coplanar Sufrace Barrier Discharge), ktery
generuje difuzni plazma ve vzduchu za atmosférického tlaku (ale mize operovat také v jinych
plynech). Elektrody jsou umistény piimo uvniti dielektrika, které je vyrobeno z keramiky,
a vyboj hofi na povrchu tohoto dielektrika. Plazma tak neni v pfimém kontaktu s elektrodami,
coz zajistuje dlouhou Zivotnost zatizeni. Tato konstrukce navic umoznuje vznik tenké vrstvy
neizotermického studené¢ho plazmatu o velkém povrchu, coz je vyhodné pro opracovavani
plochych vzorka. [21][22]
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2.5 Dynamicky rozptyl svétla

Principem metody, kterd byva nékdy oznacovana také jako kvazielasticky rozptyl svétla
(QELS) nebo fotokorelacéni spektroskopie (PCS), je méfeni svétla rozptyleného vzorkem
Vv prib¢hu Casu. V piipad¢ stacionarni ¢astice by bylo mnozstvi rozptylené¢ho svétla na této
castici konstantni, v disledku Brownova pohybu vsSak dochazi k fluktuacim intenzity
rozptylené¢ho svétla v ¢ase. Rychlost Brownova pohybu ¢astic se odviji od jejich velikosti —
malé c¢astice se pohybuji rychleji a naopak, v dusledku c¢ehoz bude intenzita svétla
rozptyleného na malé ¢astici v daném ¢asovém tUseku vykazovat vyraznéjsi fluktuace, nez
tomu bude v piipadé velké Castice.
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Obrazek 9:  Princip méreni dynamického rozptylu svétla. Veétsi castice (nahore) zpuisobi
mensi fluktuace intenzity rozptyleného svétla v case, zatimco mensi castice (dole)
zpusobuji fluktuace vyraznéjsi. [23]

Difuzi obecné ovliviiuji tfi hlavni faktory: teplota, viskozita rozpoustédla a velikost ¢astic.
Jsou-li prvni dva parametry zndmé (a konstantni), zavisi fluktuace intenzity rozptyleného
svétla jen na velikosti sledovanych &astic. Z translacniho difuzniho koeficientu l1ze pomoci
Einstein-Stokesovy rovnice vypocitat hydrodynamicky polomér ¢astice:

kT
R(H)= GenD’ L)

kde kje Boltzmannova konstanta, T termodynamicka teplota, n viskozita rozpoustédla
pfi dané teploté€ a D translacni difuzni koeficient.

Polomér ¢astice ziskany vypoctem pomoci Rovnice 1 odpovida poloméru koule, kterd ma
za danych podminek stejny translaéni difuzni koeficient, jako métfend castice. Jednd se
0 charakteristiku, kterou piimo ovliviiuji i vlastnosti kapaliny a interakce Castice s kapalinou
(hydrata¢ni obal).

Translacni difuzni koeficient, jakozto veli¢ina popisujici rychlost Brownova pohybu,
je z namétenych dat (fluktuace rozptyleného svétla v Case) ziskan pomoci korela¢ni analyzy.
Korelator hodnoti stupent podobnosti dvou rtiznych signali nebo jednoho signalu v rtiznych
casovych intervalech. Ve velmi kratkych casovych intervalech je podobnost signdlu vysoka,
S narGstajicim ¢asovym intervalem korelace postupné klesd, az v ur¢itém momentu dosahne
nuly. Pro rtizné€ rychle se pohybujici ¢astice (tj. pro rizné velké ¢astice) bude korelace nulova
Vv rizném case. Korela¢ni funkce je vyjadiena Rovnici 2:

16



G(x)=(1(t) 1(t+1)), @)

kde | vyjadiuje intenzitu rozptyleného svétla a t ¢asovy rozdil. V piipadé monodisperzniho
systému se jedna o exponencialni pokles (Rovnice 3)

G(t)= A1+ B-exp(- 2I't)], 3)

kde A je vychozi bod korela¢ni funkce (baseline) a B je prusecik korela¢ni funkce. Parametr I'
potom obsahuje hledany translacni difuzni koeficient, ktery mtze byt pomoci Rovnice 1
prepocitan na hydrodynamicky polomér.

Pfi méfeni a vyhodnocovani dat dynamického rozptylu svétla je tfeba vzit v ivahu,
ze dle Rayleigho rovnice pro rozptyl svétla rozptyluji velké castice svétlo vyraznéji,
nez Castice malé, jejichz signal mize byt vlivem frakce velkych ¢astic potlacen. [24]

2.6 Fluorescen¢ni spektroskopie

2.6.1 Luminiscence

Luminiscence je emise své&tla latkou, jejiz elektrony byly excitovany ze zakladni
energetické hladiny So do nekteré z vysSich energetickych hladin, pfipadné podhladin.
Pomoci luminiscence uvoliuji tyto excitované elektrony ptebyte¢nou energii a vraci se zpatky
do zékladniho stavu. Elektrony latky mohou byt excitovany riznymi zpisoby, pak mluvime
o chemiluminiscenci  (chemickd excitace), termoluminiscenci  (excitace teplem),
sonoluminiscenci (excitace zvukem), mechanoluminiscenci (excitace mechanickou energii)
nebo, coz je nejcastéjsi ptipad, fotoluminiscenci (excitace zafenim). Fotoluminiscence se dale
déli podle povahy excitovaného stavu na fluorescenci a fosforescenci. [25]

Po absorpci kvanta zéateni (UV, VIS nebo NIR) dojde k pfechodu elektronti molekuly
ze zékladniho (So) do excitovaného stavu (Si1, Sz az Sp), pficemz absorbovana energie musi
pravé odpovidat energetickému rozdilu vychoziho a vysledného stavu. V atomech nastava
presun elektronu z valen¢niho orbitalu do prazdného orbitalu s vyssi energii, v molekulach se
uskuteciuje excitace elektronu z nejvySsiho obsazeného molekulového orbitalu (HOMO)

Pravdépodobnost absorpce fotonu latkou je dana jejim molarnim absorpénim koeficientem
g [Mt-cm™] definovanym pomoci Lambert-Beerova zakona [26]

2.6.2 Deaktivacni procesy

Celkova energie urcit¢ho stavu molekuly mize byt vyjadiena souctem energie elektronu
Ee, vibracni energie Evip a rotacni energie Erot. Vibracni energie odpovida frekvencim
infraCerveného zareni a rotacni energie mikrovinnym frekvencim. Energie (nebo jeji €ast),
kterou elektron ziskal pfi excitaci, mize byt zpét uvolnéna riznymi deaktivacnimi procesy.
Excitaci elektront a deaktivacni procesy znazoriuje Jabtonskiho diagram (Obrazek 10).
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Obrazek 10:  Jablonskiho diagram - zndzornuje zakladni a dvé excitované singletové
elektronové hladiny So, S1 a Sz a jednu tripletovou excitovanou hladinu T1. Na kazdé
Z téchto elektronovych hladin mohou elektrony fluoroforu existovat na mnozstvi
vibracnich podhladin.

2.6.3 Nezarivé prechody
Vibracni relaxace

Po absorpci kvanta zéteni je elektron obvykle excitovan na jednu z vibra¢nich podhladin
excitovaného stavu. Nasleduje rychly ptfechod na nejnizsi vibracni podhladinu excitované
hladiny Si. Vzhledem k velmi malym energetickym rozdilim mezi jednotlivymi vibra¢nimi
podhladinami dojde k uvolnéni energie ve formé infraerveného zateni.

Vnitini konverze

Muze nastat v pifipad€, Ze se vibra¢ni podhladiny excitovaného stavu Si: piekryvaji
s vibracnimi podhladinami zdkladniho stavu So. Blizkost vibraénich podhladin jednotlivych
stavii tak umozni elektronu pfechazet mezi nimi bez nutnosti uvolfiovat energii zarenim.
Pomoci vnitini konverze a nésledné vibracni relaxace se tak elektron mlZe z excitovaného
stavu S1 nezative vratit zpét do zakladniho stavu So.

Mezisystémovy piechod

Uplatnuje se, jestlize u jednoho z elektronli nastane zména jeho spinu z + %2 na — 2 nebo
naopak. Elektron tak ptechazi ze singletového stavu Si do stavu tripletového Ti 0 nizsi
energii. Samotny mezisystémovy piechod je dé&j izoenergeticky, k uvolnéni energie dochazi
az pii nasledné vibrac¢ni relaxaci (viz Obrazek 10). [26]
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2.6.4 Zarivé prechody
Fluorescence

Navrat z excitovaného do zakladniho energetického stavu S1 — So za uvolnéni piebyteéné
energie ve form¢ zareni se nazyva fluorescence a typicky se vyskytuje u aromatickych
uhlovodikii. Doba Zivota fluorescence je obecné kolem 1078 s,

Fluorescenéni spektra — vystupem fluorescenéniho méteni byva obvykle emisni spektrum,
tedy zavislost intenzity fluorescence na vinové délce. Fluorescenéni spektrum kazdého
fluoroforu je unikatni a je charakterizovano piky o uréitych vlnovych délkach. Samotny tvar
spektra je vysledkem existence mnozstvi vibracnich podhladin, na nichz mohou elektrony
existovat. Z Jabtonskiho diagramu (Obr. 10) je patrné, Ze energeticky rozdil, ktery je nutno
piekonat pfi excitaci elektronii je vétsi, nez energeticky rozdil pii emisi. Fluorescenéni
spektrum je tudiz posunuto smérem k vy$§im vinovym délkdm (jinymi slovy emitované
zafeni md mensi energii) oproti absorpénimu zafeni. Rozdil mezi maximy absorpcniho
a emisniho pasu je znam jako Stokesiiv posun.

Z Vavilovova zakona vyplyva, Ze emisni spektra jsou nezavisld na vlnové délce excitace.
Obvykle se ale pro excitaci voli takova vlnova délka, jiz pfislusi maximum absorpce
fluoroforu. [27]

Intenzita fluorescence je umérna intenzité absorpce nasobené kvantovym vytézkem
fluorescence, ktery je definovan jako pomér poctu svételnych kvant emitovanych k poctu
svételnych kvant absorbovanych fluoroforem za sekundu. Vnitini filtraéni efekty
detekovanou intenzitu fluorescence snizuji. Vnitini filtrani efekt prvniho druhu se projevuje
zejména u koncentrovangjSich roztokd, ve kterych dojde k absorpci budiciho zéteni
povrchovymi vrstvami vzorku, a vzdalenéjsi vrstvy vzorku jsou excitovany zafenim o nizsi
intenzité, coZ se nasledné€ negativné projevi i na intenzité fluorescence. Pfi vnitinim filtraénim
efektu druhého druhu dochazi k reabsorpci fotont fluorofory, ¢imz dojde k jejich excitaci
a nasledné emisi zafeni do riznych smért.

Excimerova fluorescence se uplatiuje, jestlize molekuly fluoreskujici latky zacnou tvofit
komplexy s jinymi molekulami tohoto fluoroforu (excimer je zkratka pro excitovany dimer).
Emisni pas excimerové fluorescence je posunut K vétsim vinovym délkam ve srovnani
s fluorescenci izolovanych molekul.

Zhaseni fluorescence je proces snizovani intenzity fluorescence, pfi¢emz emisni spektrum
zUstane zachovano. Pti srdzkovém zhaseni dojde ke kolizi excitované molekuly fluoroforu
se zhaSeCem a knasledné deaktivaci fluoroforu. Statické zhdseni nastava v piipade,
ze fluorofor vytvoii se zh4dSecem nefluoreskujici komplex. Jako zhaSe¢ se muze chovat cela
fada molekul, ¢asto kyslik, halogeny nebo aminy. Pii vysokych koncentracich fluoroforu
muze nastat téZ samozhaseni neboli zhaseni fluoroforu jim samotnym. [25][27]

Fosforescence

Fosforescence je emise zafeni z tripletového excitovaného stavu, v némz ma excitovany
elektron stejny spin, jako elektron na zékladni hlading. JelikoZ je ptechod So — T1 zakézany,
je elektron excitovan z hladiny S na hladinu S; a odsud uskute¢ni mezisystémovy ptrechod
na hladinu Ti. Pripadné mize jit rovnéZz o prechod mezi vibra¢nimi hladinami téchto
excitovanych stavl a nasledné vibra¢ni relaxaci elektronu na hladinu T1. Dasledkem toho je,
ze fosforescence je d€j podstatné pomalejsi nez fluorescence — jeji doba zivota je v fadu
milisekund az sekund. Ve vodnych roztocich za laboratorni teploty se fosforescence prakticky
neuplatituje kvuli velkému mnozstvi konkurencnich procesti. Mezi n¢ patii napiiklad nezativé
ptechody nebo zhaseni. [25][27]
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2.7 Fluorescen¢ni korelacni spektroskopie

Metoda, Casto oznacovana zkratkou FCS, je zalozena na principu ziskdvani strukturni
a dynamické informace na zakladé casovych fluktuaci intenzity fluorescence emitované
jednou nebo né¢kolika molekulami. Tyto fluktuace mohou byt v malém objemu, ktery
je vytvaren fokusovanym laserovym paprskem, zptisobovany pohybem fluoreskujicich ¢astic
dovniti a ven prostfednictvim translacni difuze nebo toku. Diky malé velikosti tohoto objemu
(nazyvaného konfokalni) se pocet laserem osvétlenych ¢astic a tim padem i intenzita
fluorescence s ¢asem vyrazné¢ méni. Fluktuace v§ak mohou byt rovnéz vysledkem chemické
reakce nebo probihajicich fotochemickych procest, jako naptiklad mezisystémového
pfechodu do tripletového stavu. [28] Zakladem pro analyzu FCS dat je znalost rychlosti,
s jakou jednotlivé procesy probihaji. Fluktuace zptsobené translacni difuzi molekul trvaji
stovky us az n€kolik sekund, zatimco fotochemické procesy jsou fadové rychlejsi. [29]

detekcni objem

korelaéni funkce

A A
o : G(Y)
fluorescencni S A
o N
Castice c |
% % B § lla — —
= 3, al1/D
N log(t)

Obrazek 11:  Zdkladni princip méreni difuze molekul pomoci techniky FCS [30]

Zaznamenané fluktuace jsou zpravidla analyzovany pomoci autokorela¢ni funkce, ktera
popisuje stupen korelace mezi dvéma urcitymi hodnotami intenzity fluorescence oddélenymi
Casovym intervalem. Autokorela¢ni funkce tedy vyjadiuje pravdépodobnost, ze dana
molekula pfitomna v ¢ase T vV detekénim objemu se v ném bude nachéazet i v ¢ase t + 1. [29]
Je vypocitana ze zaznamenanych fluktuaci intenzity fluorescence I(t).

. :<I(t)-l(t+r)>
O

Hodnota autokorelac¢ni funkce v ¢ase 0, tj. hodnota G, poskytuje informaci o rozsahu
fluktuaci fluorescenc¢niho signdlu. Zavisi na poctu molekul v detek¢nim objemu, pficemz
plati, Ze se zvySujicim se poctem molekul se hodnota G() snizuje. Z toho vyplyva, ze citlivost
FCS (do urcité hranice) roste s klesajicim poétem molekul v detekénim objemu. Optimalni
koncentrace vzorku je takovd, ze se v detekénim objemu vyskytuje jedind molekula.
Pti velikosti konfokdlniho objemu, kterd je typicky 1 femtolitr (nebo mensi), to odpovida
nanomolarni koncentraci zkoumaného vzorku.

(4)
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Zakladni matematické modely pouzivané K prolozeni FCS dat jsou uvedeny v Tabulce 2
(oznaceni uvedenych matematickych modeli je prevzato zprogramu Symphotime

pouzivaném k vyhodnoceni FCS dat):

Tabulka 2:  Matematické modely prolozeni FCS dat a jejich oznacent

pure G(r)= ”%‘1 all 05
iffusion i PP S N P S
" l:l T piff [']:l {1 T piff ['] KZ}

o Y

Nppip—1 Npir —1 .
triplet G(t)=[1+ > T(j){exp[—LJ—l} 3 pli] 27+ G

extended j=0 Trrip i=0 t
2D 1+

(5)

(6)

(7)

V piipadé translacni difuze zavisi difuzni Cas (a tim padem i zjistény difuzni koeficient)
na velikosti detekéniho objemu, kterou ovliviiuje fada faktord, jako naptiklad zvétSeni
objektivu, vinova délka, intenzita pouzitého laseru a dalsi. Fakt, Ze excitacni objem neni

jednoznacné definovan, ¢ini analyzu zaznamenanych dat specifickou. [28]

2.7.1 Z-scan FCS

Konfokalni objem
(zaostieny laserovy
paprsek)

Podporovana
membrana
(diftize meiena v

1iznych pozicich
/ konfokalniho
y__ Y objemu)

Obrazek 12:  Problematika méreni SLB v riiznych pozicich vzhledem k 0se 2. V krajnich
polohach bude vlivem tvaru konfokalniho objemu (Seda oblast) detekovan delsi
difuzni cas fluoreskujici castice, coz vede k vypoctu nizsi hodnoty difuzniho

koeficientu. Ziuté vybarveny vnitiek elipsoidu zndzoriuje oblast, kde je ticinnost

detekce fotonu nejméné 1/e* maximalni hodnoty. [31]
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Me¢fteni planarnich vzorki, jejichz jeden rozmér je zanedbatelny oproti zbyvajicim dvéma
(a mezi které je nutné zafadit také SLB) ma sva specifika. Zavaznym zdrojem chyb méfeni
je neptfesné umisténi vzorku vzhledem k ohnisku podél osy z. To je dano tloustkou
dvojvrstvy, ktera je pfiblizn€ 5 nm, v porovnani s velikosti konfokalniho objemu v ose z, ktera
muze byt az o n¢kolik fada vétsi. Vzhledem k tvaru konfokalniho objemu tedy mtizeme dostat
rizné hodnoty difuzniho ¢asu a poctu molekul pro rizné polohy v ramci osy z, jak je
naznac¢eno na Obrazku 12. [29]

Princip metody je zaloZzen na urceni parametri 7p (difuzni Cas) a N (pocet molekul)
vV konfokdlnim objemu podél optické osy (z) pomoci sekvencnich FCS méfeni.
Za ptedpokladu Lorentzovského profilu konfokalniho objemu v ose z mohou byt tyto
parametry vypocitany pomoci Rovnic 8 a 9:

of 4 A2’
N(Z)=TCCC00 1+ﬁ (8)
T o,
2 2az?
w(2)= 5 s | )
0

kde C je primérna koncentrace difundujicich fluoreskujicich molekul ve sledovaném
objemu, o je hodnota odpovidajici 1/e? poloméru paprsku v ohniskové roving, Ao je vlnova
délka excitacniho laseru ve vakuu a z je osova vzdalenost pozice vzorku a ohniskoveé
roviny. Cely ¢len nCow? odpovida poétu No ¢astic v nejuz$im misté paprsku, v tzv. beam

waist a D ptedstavuje hledany difuzni koeficient. [32]

2.7.2 Graf Humpolickové
Analyzou ziskanych hodnot difuznich ¢asti v riznych polohach vzhledem k ose z je mozné
ziskat informace o charakteru difuze znaceného fosfolipidu v ramci membrany. V piipade
branéné lateralni difuze v membrané, ktera obsahuje jen malé mnozstvi bariér branicich difuzi
(a velikost téchto bariér je dostate¢né mala vzhledem k hodnoté wo) je platny tzv. FCS difuzni
zakon [33]:
g
Deff

TD(Z):tO + (10)

V opacném piipad€ je ovSem nutno vzit v potaz anomalni difuzi, kterd se mize v rdmci
membrany vyskytovat. Kombinaci rovnice FCS difuzniho zakona a Rovnic 8 a 9 byla ziskana
Rovnice 11:

~N (11)

kde Dett je efektivni difuzni koeficient, N(z) je pocet molekul v dané poloze z a to je prusecik
S 0sou Y. Pravé tato hodnota poskytuje informace o pfitomnosti (nebo nepfitomnosti) bariér
v membrané. Pokud se fluorofor pohybuje v membran¢, které neobsahuje zadné
nehomogenity, je prisecik to S 0sou y nulovy. TotéZ plati pro zcela nepropustné bariéry, které
pouze snizuji hodnotu difuzniho koeficientu.

V pfipadé€, ze membrana obsahuje mikrodomény, které funguji jako past pro difundujici
fluorofory a brani jejich pohybu, je hodnota tp kladnd. Pokud je membrana rozd€lena
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do ostruvki, v ramci kterych se fluorofor pohybuje volng, a které jsou od sebe oddéleny
nepropustnymi bariérami, nabyva to zdporné hodnoty. [29]

2.8 Fluorescencni sondy

Fluorescen¢ni sondy jsou velkou a rdznorodou skupinou organickych latek, jejichz
molekuly byvaji zpravidla planarni, s mnozstvim konjugovanych dvojnych vazeb. Po absorpci
v UV nebo VIS jsou tyto molekuly schopné emitovat zareni. Jedna se tedy o fluorofory
s vlastnostmi navrzenymi tak, aby byly schopny specifické odpovédi nebo lokalizace v ramci
vzorku. Fluorescence téchto latek je Casto mimotadné citliva na zmény prostiedi, kterym jsou
obklopeny, nebo jsou svym tvarem uzpusobeny ke specifické vazbé na pozadované misto
v ramci vzorku. [25][34]

2.8.1 Nilska ¢erven

Fenoxazinové fluorescencni barvivo Nilskéd Cerven je velmi omezené rozpustné ve vode,
kde vykazuje pomérné nizkou intenzitu fluorescence, na rozdil od nepolarniho prostiedi,
ve kterém fluorescence této sondy roste. Jejim typickym vyuzitim je lokalizace hydrofobnich
oblasti, coz mlze byt vyuzito i pro studium SLB. Nilskd cerven je jinymi slovy polaritni
sondou reagujici na prostfedi, ve kterém se nachazi, a to zménou svého dipdlového momentu,
coz nastava pfi excitaci molekuly. Zména dipélového momentu je spojovana se separaci
naboje mezi diethylamino skupinou (donorem elektronu) a chinoidni casti (akceptorem
elektronu). Kromé jiz zminéného rastu intenzity fluorescence dochazi v nepolarnim prostiedi
také k hypsochromnimu posunu emisniho maxima Nilské ¢ervené. [34][35]

“‘f"
Hac*"““N”@io 0
P

H4C
Obriazek 13:  Struktura Nilskeé cervené

2.8.2 Oregonova zelen

Oregonova zelen (struktura vpravo na Obrazku 14) je derivatem fluoresceinu, rozsifeného
fluorescen¢niho barviva, mezi jehoz nevyhody ovSem patii silna zavislost fluorescence na pH
nebo nachylnost k fotovybélovani. Tyto nedostatky jsou u novych derivati potlaceny pomoci
substituci na xanthenové struktute. [34]

HO o) O HO o) 0
a ‘ F O / ‘ F
COOH COOH

Obriazek 14:  Struktura fluoresceinu (vlevo) a jeho derivatu oregonoveé zelené (vpravo).
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Vtéto praci byl jako  fluorescenéni sonda  vyuzit  fosfolipid = DHPE
(1,2-dihexadekanoyl-sn-glycero-3-fosfatidylethanolamin) ozna¢eny na své polarni ¢asti
oregonovou zeleni, jak je ukdzano na Obrazku 15.

I
CHS(CHQ)M—C —O(I3H2
CH,(CH,), —C—OCH
OGO 0
O CH20—?—OCHQCH2NH—S

OH 0

Obrazek 15:  Struktura Oregonové zelené DHPE

Molekula DHPE se muze v¢lenit do modelové biomembrany jako jeden z jejich stavebnich
prvki, pficemz fluorescencni znacka v podobé oregonové zelené vycniva nad dvojvrstvu
a je v kontaktu s okolnim prostfedim. Diky tomu je mozné sledovat lateralni difuze DHPE
pfimo v ramci SLB.

2.8.3 DIiO

Systematicky nazev této fluorescencni sondy je 3,3’-dioktadecykloxakarbokyanin
perchlorat, struktura je uvedena na Obrazku 16. Dlouhy alkylovy fetézec ma hydrofobni
charakter a umoziiuje pouziti DiO jako membranové sondy. Spektralni vlastnosti sondy
tohoto typu jsou urceny heteroatomy piitomnymi na aromatickych jadrech a také délkou
spojovaciho uhlikatého miistku. Doby Zivota excitovaného stavu v prostiedi lipida jsou velmi
kratké (~ 1 ns) a fotostabilita je vysoka. Nevyhodou je nizsi kvantovy vytézek.

| |
(TH2)17 ) (TH2)17
CHj, ClO, HsC

Obrazek 16:  Struktura DiO

Podobné jako v pifipadé DHPE znaceného oregonovou zeleni je sonda v membrané
ukotvena pomoci svych hydrofobnich alkylovych fetézct, které se zanofi mezi mastné fetézce
fosfolipidii. Dle soucasnych poznatkti je distribuce DiO mezi fluidni a gelovou fazi
membrany urcena také délkou alkylového fetézce sondy. V ptipadé fetézce s 18 uhliky
prevladne tendence zdrzovat se v gelové fazi, zatimco analogy s kratSim fetézcem preferuji
fazi fluidni. [34]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Mechanismem tvorby SLB z fosfolipidovych vezikul pfipravenych z zwitterionického
DMPC na rtznych sklenénych substratech za riiznych podminek se zabyvali kalifornsti védci
Anderson a spol. [36] Vyuzity byly metody SFA (surface forces apparatus), QCM (quartz
crystal microbalance), fluorescen¢ni mikroskopie, FRAP (fluorescence recovery after
photobleaching) a SP (streaming potential). Vysledkem studie byl navrh posloupnosti
nekolika kroki, které maji vyznam pii adsorpci fosfolipidové dvojvrstvy na podptirny nabity
substrat, konkrétné sklo. Pii vhodnych podminkach (dvojice substrat-fosfolipid, rozpoustédlo
a jeho iontova sila) dochazi k adhezi vezikul na povrch substratu. Pti dostatecné silné adhezi
nebo pii pusobeni tlaku (naptiklad osmotického) na vezikulu mtze dochazet k deformaci
vezikuly, coz vede az k jejimu prasknuti a rozestieni se na substratu. K prasknuti vezikul
mize ale téz dochazet pti piekroceni kritického mnozstvi vezikul adherovanych na substrat.
VEtsi mnozstvi rozesttenych vezikul na podplrném substratu se miize prostfednictvim jejich
volnych koncti spojovat, coz ve vysledku vede k vytvoreni celistvé planarni dvojvrstvy.
Po kompletnim vytvofeni dvojvrstvy mohou byt nadbyte¢né vezikuly vypuzeny do roztoku.
Pro ptipad adheze vezikul tvofenych neutrdlnimi fosfolipidy na nabity substrat byly jako
zdsadni podminky shledany: vysokéa koncentrace vezikul (> 0,1 mg-ml?), stfedni aZ vysoky
potencidl povrchu substratu, vysokd iontova sila a teplota vyssi, nez je teplota fazového
piechodu fosfolipidi.

Ptipravou a charakterizaci fosfolipidovych dvojvrstev na dvou riznych substratech — slidé¢
a oxidu kiemicitém — se zabyvali italsti védci Seeger a spol. [37] za ucelem zjistit vliv
substratu na kvalitu a vlastnosti vytvofené dvojvrstvy. Experimenty byly provadény se smési
POPE:POPG v molarnim poméru 3:1. Z vysledkli méfeni metodou AFM vyplynulo,
ze zvoleny substrat vyznamné ovliviiuje vlastnosti fosfolipidovych dvojvrstev, coz je déno
pfedevSim jeho drsnosti, kdy vétsi Clenitost povrchu potlacuje interakce mezi substratem
a dvojvrstvou. Slabsi interakce substrat-dvojvrstva se projevi také v zesileni interakce mezi
dvéma vrstvami a vysledny systém pak 1épe odpovida volné membrané. Z tohoto hlediska byl
jako lepsi substrat vyhodnocen oxid kfemicity, ktery podporoval mobilitu fosfolipida vice,
nez slida. Déle byl zkouman vliv rizného pH na vlastnosti dvojvrstvy, a to jak pfi zméné
podminek ptipravy, tak pii dodatecné upravé pH roztoku obklopujiciho jiz hotovou
dvojvrstvu. V druhém piipadé byla ovlivnéna pouze jedna z vrstev (vngjsi), coz by mohlo
odpovidat stavu, kdy je neukotvena membrana vystavena gradientu pH.

Vliv substratu byl prokazan také v praci Magdaleny Prybyzlo a spol. [38], ve které byla
pomoci techniky FCS zkoumana difuze sondou BODIPY znaceného fosfolipidu ve dvou
systémech — dvojvrstvé deponované na pevném substratu, konkrétné na slidé (SLB) a obfich
unilamelarnich vezikulach (GUV). Oba systémy byly pfipraveny ze stejné smési fosfolipida
apro zaruceni stejnych experimentdlnich podminek byla métfeni provedena v jedné kyveté
tak, Ze slida s vytvofenou dvojvrstvou byla pfipevnéna do drzaku asi 200 um nad dnem
kyvety, do které byly pfeneseny také GUV. Zavérem vyplyvajicim z méfeni bylo zjisténi, Ze
ve voln¢ stojici membrané (tj. v systému GUV) se molekuly fosfolipidu pohybuji dvakrat
rychleji, nez je tomu v pripad¢ dvojvrstvy na podplirném substratu. Systémy byly prométeny
také samostatné se stejnym vysledkem jako v pfipadé méfeni Vv jedné kyveté, coz potvrdilo
nezéavislost obou systémil. Zaroven bylo méfenim na horni a spodni ¢asti membrany GUV
zjisténo, Ze lipidy v tomto typu membrany neinteraguji se substratem (kterym je napiiklad
dno kyvety, se kterym se vezikuly dostanou do kontaktu kvili jejich sedimentaci), protoze
difuzni koeficient na téchto dvou mistech byl stejny. Z vysledkii ziskanych v této praci bylo
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také odvozeno to, ze v pripadé SLB se uplatiiuji interakce nejen mezi dvojvrstvou
a podpirnym substratem, ale také mezi jednotlivymi vrstvami tvoficimi dvojvrstvu.

Moznosti vyuziti rGznych variant techniky FCS pii méfeni planarnich systému (jako
napiiklad SLB) shrnuli ve svém pichledovém ¢lanku R. Machan a M. Hof [39]. Problém
s vybérem pozice méfeni velmi tenkych vzorkl, mezi néz typicky spadaji SLB s tloustkou
v fadu jednotek nm, vzhledem k velikosti konfokalniho objemu v 0se z (n¢kolik pum) muze
byt vyfeSen vyuzitim néjakého vnitiniho métitka. V ptipade dvoufokusové FCS je takovym
méfitkem presné znama vzdalenost mezi dvéma ohnisky, vzdalenost mezi interferen¢nimi
okraji pii FCS se vzorovanym osvetlenim (Patterned Illumination FCS), velikost pixelu
pti zdaznamu FCS kamerou nebo velikost kroku béhem Z-scan FCS, respektive rychlost
skenovani pifi pouziti riznych skenovacich FCS technik. Vzhledem K velikosti konfokalniho
objemu vose z by mohly kzaznamenanému fluorescenénimu signalu kromé sond
vV membrané prispivat také sondy ve volnych C¢asticich vyskytujicich se v roztoku
nad membranou (kupfikladu volné liposomy). Tyto dva rtizné ptispévky mohou byt od sebe
navzajem odliSeny napfiklad vyuzitim matematického modelu, ktery obsahuje Ccleny
popisujici 2D a 3D difuzi. Jinym piistupem je vyuziti FLCS (Fluorescence Lifetime
Correlation Spectroscopy), coz je metoda spojujici principy klasického FCS a analyzy
TCSPC. Diky analyze TCSPC jsou ziskany vyhasinaci kiivky vSech fluoroforti pfispivajicich
do celkového fluorescen¢niho signalu a pomoci dekonvoluce mohou byt zjistény jejich
ptispévky (zastoupeni) a vypocitany FCS kiivky pro jednotlivé frakce lisici se dobou zivota.
Tato data mohou byt nasledné¢ odd€lené zpracovavana. Dal§im, v praxi velmi vyznamnym
uplatnénim FLCS, je redukce Sumu, signalu pochazejiciho z rozptyleného svétla nebo
tzv. afterpulsingu detektord. Jinym feSenim problematiky piispévku volnych fluorofori
do signalu pochazejiciho z fluoroforti ve vrstvé je pouziti metody Surface Confined FCS,
ktera spociva v omezeni velikosti detekéniho objemu v optické ose z. Konkrétné se jedna
o piistupy TIR FCS (Total Internal Reflection FCS) nebo SA FCS (Supercritical Angle FCS).

Pomoci metody Z-scan FCS a laserové skenovaci mikroskopie zkoumali Machan a spol.
[40] interakce fosfolipidové dvojvrstvy deponované na sklicku s arenicinem-1, latkou
ze skupiny antimikrobialnich peptidl, které jsou produkovany téméef vSemi organismy.
Pfedpokladanym klicovym faktorem pro selektivni interakci arenicinu-1 S membranami
bakterialnich bunék je fosfolipidova skladba dané membrany. Porovnavany byly vysledky
dvou modelovych membran odliSného charakteru — SLB pfipravené z DOPC s celkovym
neutralnim nabojem a zaporné nabité SLB obsahujici smés DOPC/DOPS v molarnim poméru
4:1. Pro fluorescencni méfeni byl vyuzit lipidovy analog C8-BODIPY 500/510C5-HPC a pro
zkoumani interakce ze strany peptidu pak arenicin-1 znafeny pomoci ATTO 465. Bylo
prokazano, ze naboj membrany ma zasadni vliv na interakci s arenicinem-1 — mobilita
fosfolipidli neutralni SLB nebyla pfidavkem peptidu ovlivnéna, zatimco v piipadé dvojvrstvy
S CasteCnym zapornym nabojem (zajiSténym obsahem 20 %mo DOPS) doslo ke snizeni
mobility fosfolipidi pii koncentracich nad 1 uM peptidu. Pfi zkoumani difuze znaceného
peptidu v membrané byl zaznamenan nizsi difuzni koeficient pro zaporné nabitou dvojvrstvu,
coz muze byt vysvétleno vétsim zanotfenim peptidu do struktury membrany. Prostfednictvim
analyzy dat prostfednictvim grafu Humpolickové byla odhalena ptitomnosti mikrodomén
méné pohyblivého fosfolipidu a peptidu v pfipadé zaporné nabitych dvojvrstev, zatimco
Vv pfipadé neutrdlni SLB nebyla tvorba takovych mikrodomén zaznamenéna.

Jiny antimikrobialni peptid — cryptidin-4 a jeho interakce s membranami byl v ¢lanku
Adama Miszty a spol. [41] zkouman nejen pomoci Z-scan FCS a laserové skenovaci

26



mikroskopie, ale také prostfednictvim elipsometrie. Prvni metoda slouzila k popisu
mechanismu interakci cryptidinu-4 s SLB, druha k ovéfeni homogenity zkoumané dvojvrstvy
pfed a po pfidani peptidu a pomoci posledni ze zminénych bylo prokazéano, Ze interakce
S peptidem vyznamné neméni strukturu lipidd v membrané. Experimenty byly provedeny
na modelové membrané slozené ze smeési DOPC a DOPS, jako fluorescencni znaceni byla
vyuzita Oregonova zelen DHPE a coby podpurny substrat byla vyuzita slida. Piidavek
peptidu zptsobil pokles intenzity fluorescence a také tvorbu nehomogenit v lateralni
distribuci lipidi. Zaroven bylo zjisténo, Ze vSechny zmény, které piidavek peptidu zpusobi,
jsou reverzibilni a mohou byt odstranény vymytim nadbytkem pufru.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

dihydrogenfosfore¢nan draselny

KH2PO4
CAS 7778-77-0, p.a., Lachner, ¢islo Sarze PP/2009/00261
M = 136,09 g-mol*

hydrogenfosfore¢nan draselny

K2HPO,
CAS 7758-11-4, p.a., Lachner
M = 174,18 g-mol*

chlorid sodny

NaCl
CAS: 7647-14-5, Lachner s.r.0., Cislo Sarze 06278
M = 58,44 g-mol*

L-a-fosfatidylcholin (lecitin)

Prevladajici struktura:
0 0
/\/\/\/\/\/\/\)}\ p
O/Y\O'f'-o\/\ N
T T T T N ™

o)
Egg, Chicken, CAS 97281-44-2, Avanti Polar Lipids, > 99%,
¢islo Sarze EPC-599
M = 770,12 g-mol?* (primér)

Nilska ¢erven

J:I“‘f
HsC” N o) o)
y

HsC
BioReagent, suitable for fluorescence, > 98 %, CAS 7385-67-3,
Sigma Aldrich, ¢islo Sarze BCBM0136V
M = 318,37 g-mol*

Oregonova zelen DHPE

0
CH4(CH,); 7—C—OCH,
H.(CH,), —C—O0CH
GHgCH G R |
O CH,0=P ~OCH,CH,NH~C

OH 0]

Life Technologies, ¢islo Sarze 1212111
M = 1086,26 g-mol*

3,3 -Dioktadecykloxakarbokyanin
perchlorat (DiO)

CHs cio, HaC
CAS 34215-57-1, Sigma Aldrich
M = 881,72 g-mol*!
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Kyselina hyaluronova (sodna stl)

300 — 500 kDa, Contipro Biotech s.r.o, ¢islo Sarze 213-6349

4.2 Pristrojové a softwarové vybaveni

Pristroje:

e MS2 Minishaker

Ultrazvuk (s vodni lazni nebo ty¢ovy Bandeline Sonopuls, typ UW3200)
ZetaSizer Nano Series (Malvern)
Fluorolog (Horiba)
Microtime 200 (Picoquant)
Difuzni koplanarni povrchovy bariérovy vyboj (frekvence 15 kHz, vykon 300 W)
Contact Angle System OCA10

Software:
e ZetaSizer
FluorEssence
Symphotime 64
Contact Angle System OCA10
Microsoft Word 2007
Microsoft Excel 2007
Origin 8.1
Gnuplot

4.3 Pracovni postupy

4.3.1 Priprava zasobnich roztoki a liposomi

Zasobni roztok fosfatového pufru: fosfatovy pufr o koncentraci 10 mM byl pfipraven
v prosttedi 150 MM NaCl. Na pfipravu 250 ml pufru bylo navazeno 0,0768 g
dihydrogenfosfore¢nanu draselného a 0,3371 g hydrogenfosfore¢nanu draselného. Navazka
byla nasledné doplnéna roztokem chloridu sodného do celkového objemu 250 ml. Iontova sila
takto pfipraveného pufru byla rovna 25,484 mM a pH 7,4.

Zasobni roztok fosfolipidu v chloroformu: za ucelem zpiesnéni piipravy jednotlivych
vzorkli o dané koncentraci fosfolipidu byl z ¢istého fosfolipidu dodavaného vyrobcem
Vv pevném stavu pfipraven zasobni roztok o koncentraci 25 g-I"* v chloroformu. Koncentrace
byla zvolena tak, aby pii piipravé 10 ml vzorku s koncentraci fosfolipidu 500 mg-1"* bylo
mozné pipetovat 200 pl tohoto zasobniho roztoku, coZ je mnoZstvi, které se v pfijatelné dobé
odpaii a dojde k vytvofeni tenkého filmu na sténach vialky. Takto pfipraveny zasobni roztok
fosfolipidu byl uchovavan pii —20 °C.

Roztoky liposomii byly piipravovany metodou rehydratace tenkého filmu fosfolipidd.
V prvnim kroku bylo potfebné mnozstvi zasobniho roztoku fosfolipidt Vv chloroformu
ponechano odpafit za snizeného tlaku. Po dokonalém odpaieni rozpoustédla byl na sténach
adné vialky patrny tenky film fosfolipidt, ktery byl v nasledujicim kroku rehydratovan

29



ve vysledném objemu fosfatového pufru. Na pocatku tohoto procesu byly vzorky promichany
na vortexu za vzniku kalné suspenze fosfolipidu ve vodé¢ anasledné¢ piemistény
do ultrazvuku, kde byly ve vodni lazni zahfivané na teplotu 45°C sonifikovany
az do vycCefeni nebo velmi lehké opalescence. Variantou tohoto postupu bylo vyuziti ty¢ového
ultrazvuku (Bandeline Sonopuls, typ UW3200), pomoci kterého byly vzorky sonifikovany
po dobu 1 minuty v intervalech 20 sekund.

Roztok Kkyseliny hyaluronové pro studium interakce s fosfolipidovou dvojvrstvou byl
pfipraven ve stejném fosfatovém pufru, jako roztok lecitinu. Mnozstvi kyseliny hyaluronové
bylo na dno vialky navazeno V takovém mnozstvi, aby vysledny roztok meél koncentraci
1g-1"t a tato navazka byla nasledné doplnéna fosfatovym pufrem. Roztok byl pfes noc
promichévan na magnetické michacce az do tiplného rozpusténi. Hotovy roztok byl skladovan
pti 4 °C.

4.3.2 Priprava vzorki liposomi pro fluorescen¢ni méieni

Ptipravend koncentracni fada vzorkt lecitinu v pufru zac¢inala o jeden fad niZ8i koncentraci,
nez byla predpokladana koncentrace, pfi niz se zacinaji tvorit prvni agregaty. Kazdy vzorek
byl ptipraven tfikrat, aby bylo mozné data statisticky vyhodnotit. Do prazdnych cistych vialek
bylo pipetovano takové mnozstvi Nilské Cervené v acetonu, aby vyslednd koncentrace
ve vzorku byla 1-107® mol-I™t. Nasledné bylo rozpoustédlo odpateno a na odparek sondy bylo
napipetovano dané mnozstvi pfedem pfipraveného roztoku lecitinu ve fosfatovém pufru
o koncentraci 500 mg:I! a néasledné byly vSechny vzorky doplnény fosfatovym pufrem
na objem 10 ml. Vialky byly poté uzavieny vickem a umistény na tfepacku do nasledujiciho
dne.

4.3.3 Hydrofilizace krycich skli¢ek a méfeni kontaktniho uhlu

Pro dobrou adhezi liposomi na povrch sklicka slouZiciho jako podpora modelové
biomembrany byla nutna jeho hydrofilizace. Tato uprava byla provedena ptisobenim plazmatu
na jednu stranu sklicka po dobu 10 sekund. Vyuzit byl difuzni koplanarni povrchovy
bariérovy vyboj hotici ve vzduchu, k jehoZ generaci byl vyuzit generator o frekvenci 15 kHz.
Celkovy vykon vyboje byl 300 W.

Obrazek 17:  Koplandrni povrchovy vyboj vyuzity k hydrofilizaci povrchu sklicek [22]

Pro ové&feni Gi¢innosti hydrofilizace plazmatem byl naméfen kontaktni tihel vody na skli¢ku
pted plazmochemickou upravou a po ni. Ktomu byl vyuzit pfistroj Contact Angle
System OCA10. Objem kapky nanesené na povrch sklicka byl 5 ul, pficemz samotné méfeni
bylo provedeno do 3 sekund od naneseni kapky na sklicko.
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4.3.4 Priprava modelovych biomembrin metodou vesicle fusion

Pfipraveny roztok liposomi byl nalit do Petriho misky nebo nizké kadinky a na hladinu
bylo polozeno sklicko hydrofilizovanou stranou doll tak, aby na ni splyvalo. Za laboratorni
teploty na tmavém misté bylo sklicko ponechano na hladiné¢ 60 minut, aby doslo k vytvofeni
dvojvrstvy. Piebytecné liposomy byly nasledné oplachnuty cistym pufrem, sklicko bylo
upevnéno do drzaku a zalito pufrem, aby bylo zabranéno kontaktu se vzduchem a vyschnuti.
V piipadé studia interakci dvojvrstvy s kyselinou hyaluronovou bylo nejdiive provedeno
méieni samotné vrstvy a nasledné byl roztok pufru vymeénén za roztok HyA, ktery byl rovnéz
pfipraven ve fosfatovém pufru.

4.3.5 Meéfeni celkové intenzity fluorescence a vyhodnoceni dat

Me¢fteni celkové intenzity fluorescence bylo v této praci vyuzito ke stanoveni minimalni
koncentrace, pii niz se v roztoku fosfolipidu (konkrétné lecitinu) v prostiedi fosfatového
pufru za¢nou tvofit liposomy. K tomuto ucelu byla vyuzita fluorescen¢ni sonda Nilska Cerven
piidana do tady vzorkli se zvySujici se koncentraci lecitinu. Vzorky byly proméieny
na pfistroji Fluorolog firmy HORIBA, schéma pfistroje je uvedeno na Obrazku 18:

kyveta se vzorkem

zdroj svétla excitacni
monochromator

emisni
monochromator

fotodetektor

Obrazek 18:  Schéma pristroje Fluorolog k méreni celkové intenzity fluorescence.

Zdroj svétla (konkrétné 450 W bezozonova xenonova vybojka) vysila zareni, které prochéazi
pres excitani monochromator, prostfednictvim n¢hoz je separovano zatfeni o pozadované
vlnové délce. Toto dale dopada na kyvetu se vzorkem, kde je vzorkem absorbovano, coz vede
k excitaci elektrontt molekul vzorku. Pfi navratu na zakladni hladinu se piebyte¢né energie
elektrony vzorku zbavi (mimo jinych procesli) vyzafenim v podobé fluorescenéniho zareni
0 vlnové délce typicky vétsi, nez byla vinova délka ptivodniho zafeni vysilaného na vzorek.
Emisni monochromdator postupné propousti zafeni zvoleného rozmezi vlnovych délek
na detektor, kde je intenzita fluorescence métena. Aby mohlo byt fluorescencni zafeni
separovano od zatreni pouze prochazejiciho vzorkem, je emisni monochromator a detektor
umistén typicky do pravého thlu viici zdroji svétla a excitanimu monochromatoru.

Pfi méfeni intenzity fluorescence Nilské Cerveni v roztoku lecitinu byla excita¢ni vlnova
délka nastavena na 560 nm a emisni spektrum bylo zaznamendnO V rozmezi vinovych délek
580 az 750 nm. Sitka $térbiny byla nastavena na 6 nm, integraéni &as 0,1 s.

Pti vyhodnoceni dat byla sledovana zejména celkova intenzita fluorescence (totalni integral
ptes vSechny vlinové délky, na kterych byla méfena emise) a hypsochromni (modry) posun
maxima emise Nilské Cervené, ktery nastava pfi jeji solubilizaci v nepolarnim prosttedi.
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4.3.6 Meéreni DLS a vyhodnoceni dat

Vzorky pro méfeni velikosti liposomi pomoci dynamického rozptylu svétla byly
pripraveny bez fluorescencni sondy, aby bylo vylouceno ruSeni signalu z rozptylu svétla
emitovanym fluorescen¢nim zafenim sondy. Méfeni bylo provedeno na pfistroji ZetaSizer
Nano Series firmy Malvern s nasledujicim nastavenim:

Disperzant voda (index lomu 1,33)

Index lomu materialu 1,48

Teplota 25 °C (cela temperovana 120 s)
Rezim méfeni 173° Backscatter

Vystupem byl graf zavislosti intenzitni nebo objemové distribuce velikost ¢astic na jejich
hydrodynamickém poloméru. Méfeni DLS slouzila zejména k ovéteni toho, ze pfipravené
liposomy maji velikost vhodnou k ptipravé SLB.

4.3.7 Méfeni a vyhodnoceni dat FCS a Z-scan FCS

Me¢éteni FCS bylo provadéno na pfistroji MicroTime 200 firmy PicoQuant s konfokéalnim
mikroskopem Olympus IX71. Vyuzivan byl superapochromaticky objektiv S vodni imerzi
UplanSApo se 60ndsobnym zvétSenim a numerickou aperturou 1,2. Skenovani vzorku
je umoznéno diky skeneru s piezoelektrickym posuvem, na kterém je objektiv namontovan
(typ skeneru P-733.2 CL firmy Physik Instrumente). Jednotlivé prvky optické jednotky
ptistroje jsou popsany na Obrazku 19.

Detektor
Fotodioda Filtr SPAD 1 Clony Filtry

Excitaéni zdroj Detektor Clona
Clona SPAD 2 CCD kamera

Optional exit port

Vystup do
mikroskopu

Dichroické zrcadlo Pinhole

Obrazek 19:  Schéma hlavni optické jednotky pristroje Microtime 200
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Laserové zateni 0 zvolené vinové délce a polarizaci je ptivadéno do optického systému
a prochazi az na dichroické zrcadlo. Jesté¢ pifed dopadem na tento prvek je pomoci fotodiody
méfena intenzita vysilaného laserového paprsku. Dichroické zrcadlo musi byt zvoleno tak,
aby excita¢ni zafeni o urcité vlnové délce odrazilo smérem do mikroskopu a naopak zafeni
emitované fluoroforem propustilo na detektory. Odrazené zareni tedy prochéazi objektivem
na vzorek (zespodu), kde dochazi k excitaci molekul a jejich néasledné fluorescenci. Objem
ozafeny excitaénim paprskem se nazyva konfokdlni a v tomto objemu ndsledné¢ dochazi
k detekci fluktuaci intenzity fluorescence a ke sbéru FCS dat. Emitované zafeni prochazi zpét
na dichroické zrcadlo a je propousténo pres emisni filtry dale. Uloha emisnich filtrii
je zejména odstranéni signalu pochazejiciho z Ramanova rozptylu v rozpoustédle vzorku
(nejcastéji ve vode) a mohou byt umistény bud’ za dichroickym zrcadlem (coz je vyhodné
pfi méfeni se dvéma detektory), nebo tésné pied detektory. Dale prochazi emisni zafeni pies
tzv. pinhole az na detektory. Ty jsou typu SPAD (Single Photon Avalanche Diode) s ¢asovym
rozliSenim lepSim nez 350 ps.

Kalibrace FCS - vzhledem k proménlivé velikosti a tvaru konfokalniho objemu
vytvoreného laserovym paprskem bylo pied kazdym méfenim, jehoz vystupem byla hodnota
difuzniho koeficientu, nutné zjistit velikost tohoto objemu. To lIze provést pomoci roztoku
fluorescen¢ni sondy o nanomolarni koncentraci a znamém difaznim koeficientu pii dané
teploté. Vzhledem k tomu, Ze difazni koeficienty se standardn¢ tabeluji pro teplotu 25 °C,
bylo v ptipadé odlisnych experimentalnich podminek potieba hodnotu ptepocitat podle
Rovnice 12:

T 89:10"Pas
29815 K n(T)
kde 1 (T) je viskozita vody pii dané teplote.

D(T )= D(25°C) , (12)

Tato hodnota difazniho koeficientu byla po naméieni FCS krivky barviva v daném
prostfedi dosazena do matematického modelu, kterym byla naméiena data prolozena v modu
vyhodnoceni FCS Calibration. Vysledkem bylo zjisténi velikosti konfokalniho objemu,
pricemz tato hodnota byla nasledné dosazovana do modelu k vyhodnoceni FCS analyz
métenych vzorku pii daném experimentalnim nastaveni, pro které byla velikost konfokalniho
objemu zjisténa.

Kombinace laseru a emisniho filtru pro jednotlivd meétfeni byla zvolena na zakladé
spektralnich charakteristik pouzitych fluorescencnich sond (viz Obrazek 20) a pozadavku
vylouc€eni piku Ramanova rozptylu ve vodé€ ze zaznamenanych dat. Pfi pouziti laseru o vinové
délce 507 nm dochédzi k Ramanové rozptylu pii vinové délce 613 nm a v piipad¢ laseru
467 nm k nému dochazi pii vinové délce 555 nm. Pro libovolnou vinovou délku excita¢niho
zafeni muze byt vinova délka Ramanova rozptylu ve vod¢ vypocitana dle nasledujici rovnice:

1

, _
1-10 —3400] (13)

ex

Mgy =1-107 [
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Obrazek 20:  Excitacni (carkované) a emisni (plnou carou) spektra pouzitych
fluorescencnich sond, konkrétne Nilské cervené, Oregonoveé zelené a DiO (shora).
Na grafech jsou téz vyznaceny pouzité lasery a emisni filtry.



Vybér optickych prvki pro jednotlivé experimenty je shrnuty v Tabulce 3.

Tabulka 3: Charakteristiky optickych prvkii pouzitych pri méreni s jednotlivymi sondami
. Prepocet . -1
Sonda Laser Frekvence Intenzita intenzity Dichroicke Emisni filtr
laseru laseru [a.u.] zrcadlo
[uW]
Nilska 120 nebo 6,1 nebo
Serveit 507 nm 40 MHz 200 10,2% 514/640 690/70
Oregonova 120 nebo 6,1 nebo
seleti DHPE 507 nm 40 MHz 200 10,.2% 514/640 550/49
. 120 nebo 7,9 nebo
DiO 467 nm 40 HMz 200 13, 2%+ 470/635 520/35

*Pro kombinaci laseru 507 nm s dichroickym zrcadlem 514/640 nm je odpovidajici
prepocet 0,051 uW/a.u.

**Pro kombinaci laseru 467 nm s dichroickym zrcadlem 470/635 nm je odpovidajici
prepocet 0,066 uW/a.u.

K méteni byl pouzivan objem 50 pl naneseny pomoci automatické pipety na Cisté sklicko
upevnéné v drzaku a umisténé na stolek nad objektivem. Meteni v objemu byla
provadéna 50 pm nad povrchem sklicka. Doba zaznamu FCS kiivky se liSila dle odezvy
vzorku, zpravidla se pohybovala v rozmezi 5 az 10 minut. Pokud byly pii méfeni vyuzivany
2 detektory, byla zjejich zaznamu provedena kroskorela¢ni analyza. Pro odstranéni
tzv. afterpulsingu, coZ je znamy artefakt detektorti pfi méteni FCS, byly vyuzity filtry FLCS
(pomoci  funkce  Background  correction). Ziskané  kiivky  byly  prolozeny
vhodnym matematickym modelem, jejich pichled je uveden v kapitole 2.7.

Z-scan FCS — méfenim intenzity fluorescence (piipadné vyhasinaci kiivky fluorescence)
Vv riiznych polohach osy z v rezimu Test programu SymphoTime byla urcena ptiblizna poloha
SLB vzhledem k ose z vhodna k prométeni difuzniho koeficientu fluorescen¢ni sondy v ramci
membrany. Pfibliznou hodnotu na ose z, kde se dvojvrstva nachazela, bylo mozné zjistit také
pomoci funkce FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy), kdy byl pofizen snimek
Vv rovinach xz nebo yz a pomoci kurzoru byla odeétena soufadnice z, ve které byla detekovana
vyznamna intenzita fluorescence (viz Obrazek 21).

Obriazek 21:  Vyrazny fluorescencni signal pochazejici z oblasti fosfolipidové dvojvrstvy

deponované na krycim sklicku.
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Po tomto orienta¢nim odhadu spravné polohy z pro méfeni difuze v SLB bylo v ovladaci
sekven¢niho méfeni Z-scan nastavenorozmezi 1um nad a 1um pod odhadovanou
polohou z a pocet méfeni mezi t€mito hranicemi byl nastaven na 10. Doba méfeni na jedné
urovni z musela byt zvolena jako kompromis mezi dostatecnou dobou sbéru FCS dat
a stabilitou posuvného stolku v jedné poloze v ¢ase. Nastavena byla na 60 sekund pro kazdé
méfeni.

Priklad ziskanych dat je uveden na Obrazku 21. Méfeni oznacené jako ,,skenl* se provede
zhruba 1 um nad ptedpokladanou pozici dvojvrstvy. Pomoci piezo skeneru se pii kazdém
dalsim méfeni (sken2 az skenl0) snizi poloha objektivu 0 0,22 pm, pticemz pii jednom
z méfeni (oObvykle uprostied série) se poloha dvojvrstvy na sklicku nejvice blizi nejuz§imu
mistu tvaru konfokalniho objemu (tzv. beam waist). V tomto bod¢ je fluorescenéni zareni
detekovano z nejmensi plochy, diky ¢emuz je mozné z dat vypocitat difuzni koeficient, ktery
neni zkresleny nepfesnym umisténim vzorku vzhledem k optické ose. Se zmenSujici
se plochou, z které je fluorescenéni zafeni detekovano, se také zmenSuje pocet molekul, které
prispivaji do detekovaného signdlu. Tim padem vzrustd hodnota autokorelacni (v ptipadé
méfeni dvéma detektory kroskorela¢ni) funkce v bod¢ nula, tedy Go.
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Obrazek 22: Ukdazka dat ziskanych provedenim FCS Z-scanu fosfolipidové dvojvrstvy
deponované na sklicku jako podpiirném substratu. Skenl zacina 1 um
nad odhadovanou polohou dvojvrstvy, skenl10 konci 1 um pod touto polohou. Zelené
Jje zndzornén sken, kdy poloha dvojvrstvy nejlépe shoduje s tzv. beam waist.

Pokud tedy skute¢né¢ métime dvojvrstvu (planarni vzorek) plati posloupnost zvysujiciho
se Go a zaroven zkracujiciho se difuzniho Casu, ktery je urcen jako inflexni bod autokorelacni
kiivky az do okamziku, kdy poloha dvojvrstvy odpovidd nejuzSimu mistu konfokalniho
objemu. Tomuto trendu na Obrazku 22 odpovidaji modrou barvou vykreslené skeny 1-5,
jejichz postupné se ztmavujici modra barva naznaCuje posun vrstvy smérem k tzv. beam
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waist. Pti Sestém skenu byla naméfena kiivka s nejvyssim Go, oznacena je zelené. Od tohoto
okamziku dochazi postupné opét ke snizovani Go (skeny 7-10, vybarvené ¢erveng).

Po zisku sady FCS kiivek byly jednotlivé funkce analyzovany prolozenim modelu Triplet
Extended 2D, jehoz tvar byl uveden v Rovnici 7:

Vypocitané parametry to (difuzni cas) a N (pocet molekul v detekovaném objemu)
se vynaseji do grafu v zavislosti na poloze vzhledem k 0se z a jsou prokladany parabolami
(viz Rovnice 8 a 9). Na zaklad¢ tohoto prolozeni dat mtze byt ze zavislosti 7o = f(4z) ziskan
difuzni koeficient D a ze zavislosti N = f(4z) pocet molekul No V nejuzs§im misté tvaru
konfokéalniho objemu (tzv. beam waist), kdy tomuto parametru odpovida vyraz 7Cwo?. Tato
operace byla provedena v programu Gnuplot, ktery spolu s hledanymi parametry uréi také
jejich nejistotu.

—_ 7y
o £,
z )
=)
® Pocet molekul
— fit
® Difuzni ¢as
----- fit
-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5

Pozice z [um]

Obriazek 23:  Modelové vyhodnoceni sady FCS dat. Modre je vynesena zavislost poctu
molekul detekovanych v konfokalnim objemu a cervené zavislost difuzniho casu
na pozici vzorku vzhledem k ose z. Cerné kivky znazoriuji proloZeni dat
parabolami.

Kvili mozné experimentalni chybé zejména v oblastech vzdalenych od beam waist, ale
také kvuli moznym nehomogenitim membrany, je vhodné opakovat celé méfeni Z-scan
v ramci jedné SLB vickrat na riznych mistech. V této praci bylo méfeni provedeno vzdy
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pétkrat, ptficemz poloha bodu, ve kterém méfeni probihalo, byla nastavovana pomoci
softwarového ovladace podle nasledujiciho schématu:

®[20;60] ®[60;601

= 80 um
[40;40]

[20;20] [60;20]

!
80 um

Obrazek 24:  Schéma méreni Z-scan vV riiznych bodech SLB. Modre je vyznacena cast plochy
xy dvojvrstvy, cerné potom body, ve kterych probihalo méreni a jejich souradnice.

Pro jednotlivé polohy vzhledem k 0se z byly spocitany primérné hodnoty péti méfeni
difuzniho Casu, a tyto byly dale pouzity k analyze. Vzhledem k tomu, Ze kazda hodnota
difuzniho ¢asu byla stanovena s uréitou chybou (podle miry shody s modelem Triplet
Extended 2D), musela byt tato chyba zohlednéna i v celkové nejistoté vysledku, spole¢né
se smérodatnou odchylkou priméru z méteni péti hodnot. K vypoctu celkové chyby byla
vyuzita Rovnice 14:

St = \/E-[i(SfFZ(K —f)zj (14)

Pro hodnoceni membran z hlediska homogenity (ve smyslu pfitomnosti nebo nepfitomnosti
mikrodomén o jiném chovani, neZ ma zbytek dvojvrstvy) byla data vynesena do grafu
Humpolickové. Vyuziva se pfitom Rovnice 11.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Prvotni ovéirovaci experimenty

5.1.1 Ovéreni ucinnosti plazmochemické upravy povrchu sklicka
Po hydrofilizaci sklicka pomoci plazmatu byla ovéfena ucinnost této tpravy nameéienim
kontaktniho uhlu, viz Obrézek 25:

=~ e
—
e —

Obrazek 25:  Kontaktni whel sklicka pred plazmochemickou upravou (vlevo)
a po plazmochemicke uprave (vpravo).

Nejprve byla jako reference namétena hodnota kontaktniho thlu na sklicku neopracovaném
plazmatem. Kapka vody smacela sklicko pomémé malo - naméfeny kontaktni uhel
byl 77,2+ 2,5°. 'V piipadé opracovaného sklicka doslo k velmi vyraznému snizeni
kontaktniho tihlu, a to az na 22,0 + 2,6°. K tomuto vysledku je tfeba jesté podotknout, Ze vétsi
nepfesnost méfeni (vzhledem k hodnoté kontaktniho uwhlu) je zpisobena velmi malym
kontaktnim uhlem, ktery byl uz na hranici vyhodnotitelnosti pouzitym softwarem.
Ve skute¢nosti tak byla hodnota pravdépodobné jesté o néco nizsi.

5.1.2 Agregace fosfolipidi ve vodném prostiedi

K ovéfeni vzniku agregatii (liposomill) v roztocich fosfolipidli byl proveden experiment
vyuzivajici vlastnosti fluorescen¢ni sondy citlivé na polaritu prostiedi, ve kterém se nachazi —
Nilské cervené. Ve vodé (tj. polarnim prostfedi) vykazuje Nilska cerven jen slabou
fluorescenci, v nepolarnim prostiedi intenzita fluorescence stoupa. V dostate¢né ziedéném
roztoku obsahujicim fosfolipidy jeSt€ nedochazi k agregaci jednotlivych molekul
do liposomt, piedpokladana intenzita fluorescence Nilské Cervené je tedy nizka. S rostouci
koncentraci fosfolipidu v roztoku ovSem dochazi ke vzniku liposomi, jejichz tvar urcuje
dvouvrstvda membrana, ve které jsou nepolarni fetézce mastnych kyselin fosfolipidu
soustfedény uprostfed tak, aby polarnimu prostfedi byly na obou strandch vystaveny
hydrofilni hlavy molekul. V této stfedni vrstvé membrany se ptedpoklada solubilizace Nilské
cervené, kterd se tak dostava do vhodného prostiedi pro poskytovani vyssiho fluorescencniho
signalu.
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Obrazek 26:  Agregacni chovani lecitinu ve fosfatovém pufiu s Nilskou cerveni jako fluorescencni
sondou.

Na Obrazku 26 jsou prezentovany vysledky studia agrega¢niho chovani lecitinu
ve fosfatovém pufru. V oblasti koncentraci 0,5 a7 5 mg-1™* je celkova intenzita fluorescence
Nilské Cervené na konstantni nizké urovni a po prekroceni horni koncentrace zac¢ina rist. Tato
skutecnost poukazuje na vyskyt hydrofobnich domén v systému a tedy na agregaci
jednotlivych molekul lecitinu do liposomil. Zaroven dochéazi k hypsochromnimu posunu
emisniho maxima k pfiblizn€¢ 637 nm, coZ nastava pravé v nepoldrnim prostiedi. Agregace
fosfolipidi do liposomt tedy nastava jiz p¥i koncentracich niz§i nez 10 mg-I"2. Toto zjisténi
je ve shodé s predchozimi experimenty [43], ve kterych byl jako polaritni sonda vyuzit pyren.

5.1.3 Stanoveni velikosti liposomi

Po ptipravé roztoku liposomti metodou rehydratace z tenké vrstvy s naslednym plisobenim
ultrazvuku bylo potfeba ovéfit velikost vzniklych liposomid a tim padem také vhodnost
roztoku pfipraveného timto zpisobem jako prekurzoru SLB. K tomuto tcelu byla pouzita
metoda dynamického rozptylu svétla. Prométeny byly vzorky s koncentraci lecitinu
500 mg-I"? v prostiedi fosfatového pufru, a to ihned po piipravé, po uplynuti 1 tydne
a po uplynuti 2 tydnli. V dob& mezi métenimi byly vzorky uchovavany pii laboratorni teploté.
Vysledky jsou prezentovany na Obrazku 27:

40



12

10 ~
—ihned

S 8
2 —po 1 tydnu
T
2 6 - — po 2 tydnech
B
IS
S
£ 4

2 .

0 T T LA LR | T T LN LR L L | T T T rrrrrg T LN R LD | |m"'

0,1 1 10 100 1000 10000

Velikost [nm]

Obrazek 27:  Distribuce velikosti liposomii vytvorenych v roztoku lecitinu o koncentraci
500 mg- ! ve fosfatovém pufiu a jejich stabilita v case.

Z naméfenych dat je patrné, ze Vroztoku byla pfitomna velka ¢ast liposomu
S hydrodynamickym polomérem piiblizné¢ 100 az 200 nm. Mens$i pik u velikosti 3 000
az 6 000 nm zaznamenany pii meéfeni vzorku ihned po jeho pfipravé je pfisuzovan
nahodnému vnéjSimu vlivu (napiiklad prachovym ¢asticim omylem zachycenych vzorkem).
Zaroven se ptipraveny vzorek ukdzal stabilni po dobu nejméné dvou tydnu, kdy nedochézelo
napiiklad k agregaci a spojovani malych liposomli za tvorby castic o vE&tSim
hydrodynamickém poloméru. Ziskané kiivky vSak nejsou zcela symetrické a v oblasti
velikosti nékolika desitek nanometra se objevuji mensi piky, které se projevuji jako ,,hrbolky*
na jinak hladké kiivce. To poukazuje na ptritomnost vyznamné frakce Castic o mensSim
hydrodynamickém poloméru, jejichz signal je pii detekci ,,zastinén® svétlem rozptylenym
veétsimi Casticemi. Pfi prepocitani dat z intenzitni distribuce na objemovou distribuci
(coz umoznuje software K pouzitému pfistroji ZetaSizer) byla potvrzena pfitomnost velkého
mnozstvi ¢astic S velikosti fadove desitek nanometri.

Na zaklad¢ téchto vysledkli a také vysledkli uvedenych v predchozi kapitole lze tedy
s jistotou fici, ze v roztocich pouzivanych k piipravé modelovych membran (koncentrace
500 mg-1"1) dochazi ke vzniku liposomi, coZ je struktura, ze které SLB vychazi.

5.2 Vybér fluorescencni sondy pro vizualizaci a charakterizaci membrany

Ke studiu membran pomoci fluorescencnich technik bylo navrzeno velké mnoZstvi
fluorescencnich sond, které se k membrané poutaji riznym zpisobem. V této praci byly
zvoleny tii znich, jejich ptfedpokladana lokalizace v ramci membrany je znazornéna
na Obrazku 28:
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Obrazek 28: Pouzité fluorescencni sondy a schéma jejich poutdni k membrane.
Zleva: Nilskd cerven, DiO, Oregonovou zeleni znaceny DHPE

Nilska cerven je sonda, ktera ve vodném (nebo obecné polarnim prostiedi) vykazuje nizkou
intenzitu fluorescence, zatimco v hydrofobnim prostiedi, kam se pfednostné solubilizuje, jeji
fluorescence roste. V systému SLB bude tudiz lokalizovana mezi dlouhymi nepolarnimi
fetézci mastnych kyselin. Sonda DiO bude diky své (amfifilni) struktufe Castetné zanotfena
mezi nepolarni fetézce fosfolipidi a jeji polarni Cast bude vystavena kontaktu s vodnym
prostiedim obklopujicim dvojvrstvu. Posledni vyzkousend sonda - DHPE znaceny
Oregonovou zeleni bude potom piimou soucasti SLB (jako jeden ze stavebnich fosfolipidt)
a fluorescenc¢ni znaceni na polarni hlavicce DHPE bude smétovano do roztoku kolem.

5.2.1 Pouziti Nilské cervené

Vlastnosti typickou pro Nilskou ¢erven je jeji silna tendence k adsorpci na sklo, coz
by mohlo vést k zaznamu falesného signalu, a to zejména v piipadé¢ méteni fosfolipidovych
dvojvrstev, které jsou deponované pravé na povrchu sklicka. Z toho divodu byly provedeny
kontrolni experimenty, jejichZz cilem bylo porovnat chovani Nilské cervené ve vodném
roztoku a v roztoku, ktery obsahuje liposomy jako prekurzory SLB.

M¢étfenim riznych systémil obsahujicich nanomoldrni koncentraci Nilské cervené bylo
zjisténo, ze jeji doba Zivota se pro tyto systémy lisi. Je tedy mozné dobte rozlisit, jestli
je sonda lokalizovana ve vodé nebo Vv jiném, méné polarnim, prostiedi. Nejprve byla
promé&iena fluorescence Nilské Cervené ve vodném prostiedi, ve kterém je velmi omezené
rozpustna. Vzhledem k pouzitym koncentracim v§ak bylo mozné detekovat signal pochazejici
Z malého mnozstvi rozpusténé Nilské Cervené. Celkova intenzita fluorescence byla pomoci
TCSPC (Time Correlated Single Photon Counting) rozliSena na piispévky frakei s riznou
dobou zivota fluorescence. M¢étfeni bylo provedeno jednak v objemu kapky umisténé
na sklicku (v tomto piipadé byl fluorescenc¢ni signal zaznamenavan 50 um nad povrchem
sklicka), tak tésné u rozhrani sklicko-roztok Nilské ¢ervené ve fosfatovém pufru. Ve druhém
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ptipad¢ byly navic vyzkouseny dva typy sklicek — obycejné, nijak zvlast neupravené
a plazmatem hydrofilizované skli¢ko.
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Obriazek 29:  Krivky dohasinani fluorescence Nilské cervené ve fosfatovém pufru v objemu

(modra), na povrchu obycejného sklicka (cervend) a na povrchu hydrofilizovaného
sklicka (zelend) a prolozeni matematickymi modely (Cerna)

Jak je vidét na Obrazku 29, dochazi v blizkosti povrchu skla ke zméné pribéhu vyhasinaci
kiivky Nilské ¢erveni. Vysledky jsou piehledné shrnuty v Tabulce 4:

Tabulka 4: Zjistené doby Zivota Nilské cerveni v ruznych systémech
doba Zivota 11 amplituda Ax doba Zivota 12 amplituda A;
[ns] [kCnts] [ns] [kCnts]
fosigtbojgnl)’“fr 0588+0,003 | 2875+0,012 | 3,291+0,045 | 0,158+0,004
fOSf*ZtS‘I)(Tg)P“fr 0,565+0,007 | 2,965+0,022 | 3,923+0,010 | 2905+0,011
fosfatovy pufr 0,570 + 0,003 3,536 + 0,023 3,114+ 0,012 0,843 + 0,006
(hydrofilizované sklo)
liposomy 4,485+0,000 | 2,648+0,011 X X
(objem)
liposomy 4,405+ 0,009 | 2,171+0,014 X X
(sklo)
liposomy
(hydrofilizované skloy | 4:390% 0,010 1,447 + 0,004 X X

Dutivodem odli$nosti vyhasinaci kiivky Nilské ¢erveni v objemu a v tésné blizkosti povrchu
skli¢ka je rlizné zastoupeni delsi doby zivota 12 vyjadiené amplitudou Az. To se projevi jinym
tvarem kiivky a také vys$Sim signalem (coz ale neni na Obrazku 29 znazornéno — data byla
normalizovana kvuli vétsi nazornosti). Z toho vyplyva, Ze Nilskd Cervein ma i v takto nizké
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koncentraci tendenci sorbovat se na povrch sklicka. Zajimavym zjisténim bylo, Ze adsorpce
nebyla tak vyznamna v ptipadé plazmochemicky hydrofilizovaného sklicka.

Druhou c¢ast Tabulky 4 tvofi vysledky méfeni Casové rozlisené fluorescence v roztoku
liposomu. V tomto systému doslo k vymizeni frakce s kratSi dobou Zivota a data bylo mozné
prolozit monoexponencialni kiivkou s jednou charakteristickou dobou zivota. Lze tak
jednozna¢né odlisit signal Nilské cervené z vodného prostitedi a z prostiedi liposomd.
Zaroven z méfeni vyplyva, ze v tomto systému k adsorpci Nilské ¢ervené na povrch sklicka
nedochazi, jak je vidét z priitbé¢hu vyhasinacich kiivek na Obrazku 30.

Z téchto méfeni lze vyvodit, ze v pfitomnosti liposomt se Nilska ¢erven solubilizuje uvnitt
téchto liposomu (Iépe feceno v hydrofobni oblasti jejich dvojvrstvy) a ze signal v blizkosti
povrchu sklicka nepochazi z adsorbované Nilské ¢ervené na tento povrch.

Pii méteni fluorescence Nilské Cerveni ve vytvofenych SLB byla nalezena rovnéz jedna
doba zivota, ktera ovSem byla oproti dob¢ zivota v liposomech kratsi o 1 ns, pfipadné i vice.
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Obrazek 30:  Vyhasinaci kiivky Nilské cerveni solubilizované v liposomech (500 mg-l™*
lecitinu) v prostredi fosfatového pufru: v objemu (modrd), na povrchu sklicka
(Cervend) a na povrchu hydrofilizovaného sklicka (zelena) a proloZeni
matematickymi modely (cerna)

Systém liposomu se solubilizovanou Nilskou ¢erveni byl nasledné charakterizovan pomoci
FCS analyzy difuze Nilské cervené v hydrofobni ¢asti vrstvy. Vysledky jsou prezentovany
na Obrazku 31. Mé&feni bylo v ramci jednoho vzorku zopakovano tiikrat a hodnota difuzniho
koeficientu byla vypocitana jako pramér z téchto méteni, pficemz byla zohlednéna jak chyba
prolozeni, tak smérodatnd odchylka priméru. Zjisténd hodnota difuzniho koeficientu byla
15,41 + 1,07 pm?-s72,
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Obrazek 31: FCS analyza difuzniho koeficientu Nilské cervene solubilizované v liposomech
(500 mg-17* lecitinu) ve fosfatovém pufru.

Po charakterizaci liposomt byla vytvofena dvojvrstva na sklicku a bylo provedeno méfeni
Z-scan a nasledné vyhodnoceni dat. Na Obrazku 32 jsou vyneseny naméiené FCS kiivky
dvojvrstvy s Nilskou ¢erveni. Doba Zivota Nilské cervené v tomto systému byla vyrazn€ nizsi
(0 1 ns i vice), nez ve volnych liposomech, coz rovnéz potvrzuje vytvoieni SLB na substratu.
Jednotlivé kroskorelacni kiivky byly proloZzeny modelem Triplet Extended 2D, v tomto
pfipad€ s vyloucenim parametru popisujiciho triplet, protoze dle ziskanych dat byl pfechod
sondy do tripletniho stavu zanedbatelny. Primérné hodnoty difuznich ¢ast pro rizné polohy
vzhledem k ose z byly nasledné prolozeny parabolickymi modely (Rovnice 8 a 9), jak ukazuje
Obrazek 33.
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Obriazek 32:  Z-scan dvojvrstvy na sklicku s Nilskou cerveni jako fluorescencni sondou.
Sken6 (zelené) odpovida nelépe poloze dvojvrstvy v tzv. beam waist.
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Obriazek 33:  Vyhodnoceni méreni Z-scan ve fosfolipidové dvojvrstve deponované na sklicku
S Nilskou cerveni jako fluorescencni sondou. Difuzni ¢as molekuly konfokalnim
objemem (graf vlevo, modre), pocet molekul v tomto objemu (graf vpravo, cervené)
a prolozeni matematickymi modely (Cerne)

Difuzni ¢as molekul Nilské ¢ervené v ramci SLB odpovidal hodnoté 10,24 + 1,95 pm?-s™2.
Zjistény udaj o poctu molekul No (0,321 £ 0,016) v tzv. beam waist detekéniho objemu byl
pouzit pro vyneseni dat do grafu Humpolickové (Obrazek 34):
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Obrazek 34:  Vyneseni dat pro lecitinovou dvojvrstvu s Nilskou cerveni do grafu
Humpolickové

Po prolozeni dat linearni regresi byl zjistén usek na ose Yy, ktery byl rovny hodnoté 0,76 ms.
Kladny prasecik s 0sou Yy naznacuje piitomnost mikrodomén nebo jinych nehomogenit
V ramci vrstvy. Mozny vyznam tohoto vysledku bude diskutovan v kapitole 5.2.4.

5.2.2 Pouziti Oregonové zelené DHPE

Dalsi vyzkousenou fluorescen¢ni sondou byla molekula fosfolipidu DHPE oznacené na své
polarni ¢asti Oregonovou zeleni. Vzhledem k tomu, ze se jedna o amfifilni molekulu, ktera
se pii nizké koncentraci hromadi na rozhrani voda-vzduch, nebylo mozné méfit odezvu této
sondy Vv ¢Cistém rozpoustédle (pufru) za ucelem porovnani jeji odezvy se signalem
pochazejicim z prostiedi fosfolipidi. Z tohoto diivodu byla jako prvni proméfena doba zZivota
fluorescence Oregonové zelené DHPE vV prostiedi liposomi. Zjisténa doba zivota byla
porovnana s vysledky ziskanymi z méteni ve fosfolipidové dvojvrstvé (Tabulka 5).

Tabulka 5:  Zjistené doby Zivota Oregonové zelené DHPE v liposomech a SLB

Doba Zivota [ns]

Oregonova zelen DHPE v liposomech 4,52 +0,02

Oregonova zeler DHPE v SLB 3,70+£0,02

Nasledn¢ byla pomoci FCS proméfena difuze Oregonové zelené DHPE v prostiedi
liposomu. Data byla prolozena modelem s jednim difuznim Casem a parametrem popisujicim
tripletni stav sondy. Difuzni koeficient ziskany jako primérna hodnota ze tii méteni jednoho
vzorku byl roven 29,24 + 0,62 pum?-s7%. Priib&h méfeni uveden na Obrazku 35.
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Obrizek 35: FCS kiiivky difuze Oregonové zelené DHPE v prostiedi liposomii (500 mg-l™*
lecitinu)

Meéfeni ve vrstvé bylo pomérné problematické, ziskanad data nebylo mozné Casto vyhodnotit
nebo postradala logiku Z-scan. Jedno z povedenych méfeni je prezentovano na Obrazku 36,
které ovSem patii do série, kdy tfi z méfeni Z-scan bylo mozné vyhodnotit, zbyvajici vSak ne.
Tento fakt miize rovnéz poukazovat na nehomogenitu vytvorené vrstvy.

Data z tfi méfeni Z-scan, které bylo mozné vyhodnotit, byla v dal§im kroku vyhodnocena
prolozenim parabolou (Rovnice 8), ¢imz byl ziskan difuzni koeficient Oregonové zelené
DHPE v dvojvrstvé. Jeho hodnota byla 12,38 + 1,14 pm?-s™. Z prolozeni druhou parabolou
(Rovnice 9) byl ziskan také pocet molekul No (0,243 +0,032), ktery byl dale vyuzit
pro analyzu dat pomoci grafu Humpolickové (Obrazek 38).
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36: Z-scan dvojvrstvy na sklicku s DHPE znacenym Oregonovou zeleni jako
Sfluorescencni sondou. Skenb (zelené) odpovida nejlépe poloze dvojvrstvy

Vv tzv. beam waist.
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Obrazek 37:  Vyhodnoceni méreni Z-scan ve fosfolipidoveé dvojvrstveé deponované na sklicku

S Oregonovou zeleni DHPE jako fluorescencni sondou. Difuzni ¢as molekuly

konfokadlnim objemem (graf vlevo, modre), pocet molekul v tomto objemu (graf

vpravo, cervené) a prolozeni matematickymi modely (Cerné)
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Obrazek 38: Vyneseni dat pro lecitinovou dvojvrstvu s Oregonovou zeleni DHPE do grafu
Humpolickové

Po prolozeni dat piimkou byl, stejné jako ptfi méfeni s Nilskou Cerveni, zjistén nenulovy
prusecik s 0sou y, v tomto piipadé ovsem s jesté vyrazngjsi kladnou hodnotou 1,7 ms.

5.2.3 Pouziti DiO

Jako tfeti varianta byla pouzita membranova sonda DiO. Co se tyce doby zivota, lze
vyhasinaci kiivku DiO v liposomech nejlépe fitovat matematickym modelem se tiemi dobami
Zivota, piicemz nejkratsi z nich (kolem 0,5 ns) ma nejvétsi zastoupeni. Ve vrstvé deponované
na substratu postacuje k proloZzeni dat matematicky model se dv€éma dobami Zivota, kdy
kratka doba zivota pretrvava, stejné tak jako jeji vyrazngjsi zastoupeni (asi desetinasobné
vétsi amplituda oproti t2).

Tabulka 6:  Doby zivota DiO v liposomech a SLB
doba zivota | amplituda | dobazivota | amplituda | dobazivota | amplituda
T1 A1 T2 Az T3 A3
[ns] [kCnts] [ns] [kCnts] [ns] [kCnts]
Liposomy | 0,46+0,02 | 6,00+0,22 | 0,96+0,03 | 280+0,30 | 498+0,13 | 0,10+0,01
SLB 0,51+0,01 | 054+0,01 | 2,70+0,05 | 0,06+ 0,01 X X

Vysledky métfeni difuzniho koeficientu DiO v membrané liposomi jsou vyneseny v grafu
na Obrazku 39, stejn¢ jako prolozeni matematickym modelem. Difuzni koeficient byl
zjisStovan jako primér ze tii méfeni jednoho vzorku. Pfi vyhodnocovéni byly zvazovany dvé
moznosti fitovani. Prvni moZnosti bylo proloZeni modelem s parametry popisujicimi tripletni
stav sondy a dva difuzni Casy. Dle rezidualni analyzy model datim z prvniho provedeného
méfeni dobie odpovidal a parametr ¥* byl blizky jedni¢ce. V nasledujicich dvou piipadech
ovSem klesl pod hodnotu jedna, coz ukazuje na preurcenost fitu. Vysledky tii méfeni jednoho
vzorku byly zaroven mezi sebou obtizn€ porovnatelné, kdy se jeden zjistény difuzni cas
opakoval u vSech méfeni, ovS§em druhy byl velmi odlisny. Podrobnéjsi diskuze vyznamu
zjisténych difuznich cast — viz kapitola 5.2.4. Data byla tedy prolozena modelem s jednim
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parametrem pro triplet a jednim difuznim ¢asem. Ziskané hodnoty odpovidaly jednomu
z difuznich ¢asi zjisténému pii pifedchozim fitovani, ktery se vyskytovat u vSech tii vzorku.
Primérna hodnota (se zohlednénim jak smérodatné odchylky primeéru, tak chyby fitovani)
byla 12,88 £ 1,73 pm?-s71,
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Obrazek 39: FCS analyza difuzniho koeficientu DiO v liposomech (500 mg-1~? lecitinu)
Ve fosfatovem pufru.

Roztok liposomil byl nasledné pouzit pro tvorbu dvojvrstvy na hydrofilizovaném sklicku.
Jedno z méfeni Z-scan provedenych na péti riznych mistech dvojvrstvy je uvedeno
na Obrazku 40:
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Obrazek 40:  Z-scan lecitinové dvojvrstvy na sklicku s DiO jako fluorescencni sondou. Sken7

odpovida nejlépe poloze dvojvrstvy v tzv. beam waist.

Nameéfené autokorelaéni kiivky byly proloZeny matematickym modelem Triplet
Extended 2D, pomoci kterého byly ziskany hodnoty 1o a No pro dal$i vyhodnoceni:
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Obriazek 41:  Vyhodnoceni méreni Z-scan ve fosfolipidové dvojvrstve deponované na sklicku
S DiO jako fluorescencni sondou. Difuzni cas molekuly konfokdlnim objemem (horni
graf, modre), pocet molekul v tomto objemu (dolni graf, cervené) a prolozeni

matematickymi modely (cerné)

Analyzou zévislosti difuznich Casti na poloze dvojvrstvy vzhledem k optické ose byl ziskan
difuzni koeficient fluorescen¢ni sondy DiO v SLB. V tomto ptipadé byla zjisténa hodnota
7,13 + 0,78 um?-s7, Druhou z uvedenych analyz byla ziskdna hodnota No (0,698 + 0,038),
tj. pocet molekul v tzv. beam waist. Se znalosti této hodnoty byl sestaven graf Humpolickové
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(viz Obrazek 42). Stejné jako ve vrstvach s pfedchozimi fluorescenénimi sondami, byl
i v pfipadé DiO zjistén kladny prisecéik s 0sou y o hodnoté 2,7 ms.
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Obriazek 42:  Vyneseni dat do grafu Humpolickové.

5.2.4 Shrnuti — méreni se tFemi riznymi sondami

M¢éieni liposomit bylo provadéno za ucelem charakterizace systému, ze kterého vychazi
SLB a rovnéz kvuli moznosti porovnani naméfenych vlastnosti (zejména rychlosti difuze
sondy, ale také doby Zivota fluorescence) obou systému. Teoretickym piedpokladem bylo,
7e zdrojem fluktuaci fluorescen¢niho signalu mize byt jak pohyb liposomu samotného, tak
pohyb fluorescenéni sondy zabudované v membran¢ liposomu. Timto zptisobem rozliSitelny
fluorescenéni signal ale nebylo mozné spolehlivé ziskat, protoZze v mnoha piipadech datim
dobife odpovidal model s pouze jednim difuznim ¢asem. V ramci jednoho vzorku pak byla
hodnota urcitého difuzniho ¢asu potvrzena, nicméné pfi méfeni jiného byly zjistény difuzni
Casy odlisné, ovSem opét dobie opakovatelné. Vysledky tedy mély vypovidajici hodnotu
pro jednotlivé vzorky, nikoliv obecné pro systém liposomt s konkrétni sondou.

Tento zavér bylo mozné vyvodit také pii porovnani méfeni mirn€ zakalenych roztoki
liposomt, kdy bylo FCS kiivky mozné vyhodnotit pouze pfi pouziti modelu se dvéma
difuznimi Casy, ale zaroven se zjisténé difuzni Casy pii opakovaném méteni jednoho vzorku
znacné lisily (pfiklad na Obrazku 43). Pozorovanym negativnim jevem v prubéhu téchto
meéfeni byl vznik menSich pikii v ¢asech desitek aZ stovek ms. Pfedpokladanym diivodem
tohoto jevu byla pfitomnost prachovych ¢astic v roztoku, coz se ale nepotvrdilo poté, co byly
roztoky pfefiltrovany pies filtr s pory o velikosti 200 nm, ktery by mél prachové Castice
spolehlivé odstranit, ale k eliminaci pik nedoslo.
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Obrazek 43:  Ukdzka problematického méreni liposomii (500 mg-1-tecitinu) v systému
S Oregonovou zeleni DHPE.

Dalsi moznosti tedy byla pfitomnost malych frakci rizné velkych ¢astic v roztoku, které
pfi prichodu detekénim objemem zplsobi nahly nartst intenzity fluorescence. Tento pribeh
je dobfe patrny na zdznamech Time Trace (Obrazek 44), kdy na pfitomnost velkych Castic
poukazuji jednotlivé piky.
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Obrazek 44: Time Trace — zaznamenand intenzita tri riiznych merent fluorescencniho
signalu (na ose y) v pritbéhu mereni difuze Oregonové zelenée DHPE v liposomech
(¢as na ose x). Cervené jsou zvyraznéna problematicka mista.

Ve vzorcich, které nebyly dostate¢né¢ dlouhou dobu sonifikovany, ztstala tudiz urcita
(ztejmé ale pocetné¢ mensi) frakce Castic s vétSim polomérem, které zpiisobovaly jednotlivé
vykyvy signdlu a tim padem i Spatnou reprodukovatelnost méfeni. Pro porovnani je
na Obrazku 45 uveden zaznam Time Trace méfeni zcela Ccir¢ho vzorku liposomi
s Oregonovou zeleni DHPE, kde zfejmé doSlo k vytvoieni méné polydisperzniho systému
a které bylo 1 velmi dobfe opakovatelné.
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Obrazek 45:  Time Trace — zaznamenand intenzita tri riznych méreni fluorescencniho
signalu (na ose y) v priubéhu meéreni difuze Oregonoveé zelené DHPE
V pravdépodobné méné polydisperznim systému liposoma (Cas na ose x).

Také vysledky z méfeni a vyhodnocovani difuze v systému liposoml se sondou DiO
(kapitola 5.2.3) odpovidaji navrzené interpretaci namétenych difuznich koeficienti. FCS data
bylo mozné prolozit (kromé& parametru popisujiciho triplet) modelem s jednim nebo dvéma
difuznimi c¢asy, pfi¢emz jeden z Casi byl spoleény pro oba zplsoby prolozeni. V piipade
fitovani dvéma difuznimi €asy se druhy z ¢ast pro jednotlivé vzorky velmi lisil — zd4 se tedy,
ze vsystétmu byla dominujici frakce (s Casem zjiSténym obéma zplsoby vyhodnoceni)
a mens§i mnozstvi riizn€ velkych Castic, jejichz vliv se pti métfeni projevil spiSe nahodné.

Zaveérem lze tedy fici, ze difuzni koeficienty zjisténé v systémech liposomil pravdépodobné
odpovidaji pohybu celych liposomli a nemohou byt tudiz srovndvany s difuznimi koeficienty
fluorescenénich sond v membrané SLB. V piipadech, kdy byla data fitovina modelem
s dvéma difuznimi Casy se zfejm¢ jednalo o dvé vyrazné velikostni frakce liposomil a nikoliv
o signal vychazejici z pohybu celého liposomu a pohybu sondy uvnitf membrany liposomu.
Difuznich koeficienty Vv liposomech (29,24 um?s™? s Oregonovou zeleni DHPE,
15,41 um?-s ! s Nilskou &erveni a 12,88 um?-s* s DiO) byly piepoéteny na odpovidajici
velikost difundujicich ¢astic pomoci Einstein-Stokesovy rovnice (uvedené jako Rovnice 1):

kT
- 6mn R
Bylo zjiSténo, Ze hodnoty odpovidaji Casticim o poloméru 7 az 16 nm. Toto rozpéti
soucasn¢ fadoveé odpovida vysledkim meéfeni dynamického rozptylu svétla, kdy piepocet
distribu¢ni funkce z intenzitni na objemovou ukézal vyznamnou frakci liposomu s velikosti
v fadu nékolika desitek nm.
Co se tyka doby zivota, byly ve vSech pfipadech zjistény odlisné hodnoty pro sondu
v liposomech a sondu zakomponovanou v membrané. Obecnym trendem je snizovani doby
zivota sondy v SLB deponované na sklicku.

Vliv pouZité fluorescencéni sondy - vyhodou Nilské cervené je dobie popsatelnd
fluorescence vykazujici v SLB jednu dobu Zivota a také moznost prolozit FCS data modelem,
ktery nezahrnuje parametr popisujici triplet. RovnéZz dle provedenych xy skenl (viz dale,
Obrazek 47) se zda, ze fluoreskujici molekuly jsou v rdmci vrstvy rozmistény pomérné
homogennég, coz zajistuje dobrou opakovatelnost méteni v riznych, ndhodné vybranych,
Castech vrstvy. Pfi nékterych méfenich se ovSem objevily problémy s intenzitou
fluorescenéniho signalu, ktery molekuly Nilské ¢ervené poskytuji, coz 1ze pfi méteni sledovat
jako parametr ,,Molecular Brightness“. Cim je jeho hodnota nizsi, tim niz§i fluorescenéni
signal urcity pocet molekul v konfokalnim objemu poskytuje. Vzhledem k pozadavku
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nanomolérnich koncentraci pro kvalitni méfeni FCS nelze nizky fluorescencni signal vylepsit
pouhym navySenim koncentrace fluorescenéni sondy a tim padem se pravé parametr
»Molecular Brightness* stava klicovym pro kvalitu namétenych dat. Pfi méfeni SLB je navic
citelné omezena doba zdznamu signalu (a to na 60 sekund pro jeden sken), coz ve vysledku
cervené by téZ mohla byt jeji velikost a to, Ze pravdépodobné neprostupuje membranou i pies
jeji hydrofilni ¢ast a je solubilizovana pouze uprostied v oblasti acylovych fetézcii. Jeji pohyb
V ramci membrany tak ziejmé nevypovida piesné o lateralnim pohybu molekul fosfolipidi
V ramci membrany.

Difuze Oregonové zelené DHPE by méla nejlépe odpovidat difuzi molekul fosfolipida
tvoficich membranu, méfeni s touto sondou bylo ovSem mnohdy problematické. Zda se,
ze sonda byla ve vytvofené dvojvrstvé rozmisténa nehomogenné, ve shlucich vykazujicich
silny fluorescencni signdl oproti jinym mistim, kterd byla prakticky bez signalu. Méfeni
Z-scan Vv ramci jedné dvojvrstvy tedy nebylo opakovatelné a bylo mozné vyhodnotit napiiklad
jenom nékteré z méteni dané série. V jinych piipadech zase nebylo mozné data uspokojive
prolozit modelem Triplet Extended 2D. MoZnym vysvétlenim nehomogenni distribuce sondy
V ramci membrany by mohla byt vyssi teplota fazového prechodu molekuly DHPE, ktera
dosahuje 63 °C [12]. Obecné piitom plati doporuceni, ze vSechny pouzité lipidy by mély byt
nad svou teplotou fazového ptrechodu. [29]

Membranova sonda DIO ma ve své struktufe dva dlouhé uhlikaté fetézce, které
se zabudovavaji do membrany, méla by tudiz imitovat difuzi fosfolipid v rdmci dvojvrstvy.
Jeji spektralni chovani v roztocich fosfolipidii je ovSem slozit&jsi — v SLB lze jeji vyhasinaci
kfivku prolozit dvéma cCasy, které odpovidaji dobam zivota, pfi¢emz pii rozdéleni signalt
pomoci filtrdh FLCS byla zjisténa korelace pro obé doby zivota, coZ znamena, ze ob¢ frakce
molekul DiO s rtiznou dobou Zivota fluorescence se pohybuji. V liposomech je potom nutné
K prolozeni vyhasinaci kfivky pouzit ¢asy tfi. Podobné jako u Nilské ¢ervené byly u nékterych
meéfeni pozorovany problémy s ,,Molecular Brightness®, coz vedlo ke zhorSeni kvality
zaznamenanych dat.

Méieni SLB
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Obrazek 46:  Nehomogenity vytvorené lecitinové dvojvrstvy, vlevo s Oregonovou zeleni
DHPE, vpravo mereni se sondou DiO
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V ptipad¢ lecitinovych dvojvrstev bylo klicovym momentem vytvofeni dvojvrstvy
na sklicku, ¢ehoz bylo v nékterych piipadech obtizné dosahnout. Zasadni roli nejspis hraje
kvalita sklicek, respektive jejich Cistota pied Gpravou plazmatem. V nékterych ptipadech byly
pozorovany velmi nehomogenni vrstvy (pii provedeni Xy skenu), kdy v nékterych mistech
bud’ k vytvoreni vrstvy viibec nedoslo, i kdyz zbytek se jevil pomérné homogenni, nebo byly
pozorovany ostriivky o velmi vyrazné intenzité fluorescence, kde ziejme doslo k nahromadéni
sondy (oba piiklady na Obrazku 46).

Homogenitu vrstvy bylo mozné také hodnotit pomoci plosného xy skenu, kdy byly hodnoty
intenzity fluorescence vyneseny do 3D grafu. Zobrazena oblast odpovida plose 20 x 20 um,
Ktera byla nasnimana pomoci 100 x 100 bodovych méfeni, pfiCemz v kazdém bodé byla
intenzita fluorescenci snimana 1,2 ms.

Na 3D grafu intenzity fluorescence Oregonové zelené (Obrazek 48) lze rozlisit jednotlivé
body o velmi vysoké intenzit¢ fluorescence oproti bodim, které prakticky nefluoreskuji.
Rozdil je patrny pii porovnani napiiklad s 3D grafem dvojvrstvy se sondou DiO
(Obrazek 49), kdy se sice vyskytuji mista o vyrazné vys$Sim signalu, zbytek vrstvy je vsSak
relativné homogenni a dosahuje urcité intenzity fluorescence. Pfitomnost mist s velmi

vysokou intenzitou fluorescence oproti mistim s intenzitou nizkou u dvojvrstvy

s Oregonovou zeleni by mohla ukazovat na moZnost, Ze molekuly sondy agreguji do vétSich
shlukti, které se v ramci membrany nechovaji (zejména nedifunduji) standardné jako jiné
molekuly fosfolipidu tvofici membranu. Nilska ¢erven (na Obrazku 47) se v ramci dvojvrstvy
rovnéz jevi jako homogenné distribuovand, ovSem celkova intenzita signélu je relativné nizka.

To je zplsobeno pravé jiz zmiflovanou ,,Molecular Brightness*

, ktera pravée pfi tomto méteni
dosahovala velmi nizké hodnoty.

Z tohoto porovnani vyplyva, Ze molekuly Oregonové zelené¢ DHPE ziejmé& nejsou v ramci

lecitinové dvojvrstvy zcela rovnomérné distribuovany, ale shlukuji se spise k sobé za tvorby
néjakého typu agregati.
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Obriazek 47: 3D graf fosfolipidové dvojvrstvy s Nilskou cervent jako fluorescencni sondou.
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Obrazek 48: 3D graf fosfolipidové dvojvrstvy s Oregonovou zeleni DHPE jako
fluorescencni sondou.
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Obriazek 49: 3D graf fosfolipidové dvojvrstvy s DiO jako fluorescencni sondou
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Vyhodnoceni grafu Humpolickové vytvorenych lecitinovych dvojvrstev v prostiedi
fosfatového neposkytlo ocekavané vysledky. Piedpokladem bylo, ze sonda se v ramci
membrany bude pohybovat zcela voln€ bez omezeni. Vysledky ovSem naznacuji u vSech tii
vrstev piipravenych s riznymi sondami néjaky typ branéné difuze. Z divodu zptesnéni
vysledkl byly vypocitany i chyby parametra linedrni regrese a pro piehlednost byly vysledky
vyneseny do grafu (Obrazek 50).
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Obrazek 50:  Porovnani vysledkit analyzy pomoci grafu Humpolickové pro méreni SLB

| v ramci chyby se vSechny tii zjisténé hodnoty pohybuji v oblasti kladnych ¢isel. MoZnym
vysvétlenim je sloZeni lecitinu, kdy pievladajici strukturou je sice DOPC, nicméné se jedna
0 smés derivatl fosfatidylcholinu s rizné¢ dlouhym mastnym fetézcem, ktery mize byt
jak nenasyceny, tak v nékterych ptipadech nasyceny. Molekuly s nasycenymi uhlikatymi
fetézci budou mit ovSem vyssi teplotu fazového prechodu a nemusi se tedy pii pokojové
teploté (pii které méteni probihalo) vyskytovat ve fluidnim stavu. Tyto molekuly by pak
teoreticky mohly mit tendenci vytvafet mikrodomény, v nichz by byla pohyblivost
fluorescen¢ni sondy omezena.

5.3 Interakce SLB s kyselinou hyaluronovou

Po optimalizaci procesu pfipravy a charakterizace modelovych dvojvrstev deponovanych
na sklicku bylo provedeno studium interakce dvojvrstvy s roztokem kyseliny hyaluronové.
Nejprve byla proméfena vrstva samotna a nasledné byla ponechana interagovat s kyselinou
hyaluronovou ve fosfatovém pufru a opétovné prométena. Z vyzkousenych sond byly
vybrany dvé, které se osvédcily 1épe, a to Nilska cerveinl a DiO.

5.3.1 Dvojvrstva zna¢ena Nilskou ¢erveni

Vyhodnocenim naméienych Z-scani byly ziskdny difuzni koeficienty pro dvojvrstvu
v prostredi fosfatového a pufru a pro prostiedi s kyselinou hyaluronovou. Hodnoty difuznich
koeficientd byly rovny 6,04 +0,46 pm?-s~* pro vrstvu bez HyA a 3,30+ 0,31 pm?-s!
pro vrstvu s HyA (data na Obrazku 51). Hodnoty No se pak rovnaly 0,432 + 0,021, respektive
0,545 £ 0,038. V piipad¢ dat pro dvojvrstvu bez HyA byly proloZzeny pouze body 3-10,
V opacném piipad¢ data nebylo mozné spravné prolozit matematickym modelem. Stejné body
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Difuzni ¢as [s]

Difuzni ¢as [ms]

byly nasledné¢ pouzity také v grafu Humpolickové. Zaznamenané snizeni difuzniho
koeficientu naznacuje zpomaleni difuze molekul fluorescen¢ni sondy piisobenim kyseliny

hyaluronové.
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Obrazek 51:  Zavislost difuzniho casu molekuly Nilské cervené lecitinovou dvojvrstvou na poloze
vzhledem K ose z. Vievo data pred pridanim HyA, vpravo po pridani HyA.
Vysledky analyzy pomoci grafu Humpolickové (Obrazek 52) naznauji v piipadé samotné
dvojvrstvy branénou difuzi, zatimco po interakci s kyselinou hyaluronovou se hodnota priseciku
S 0sou Y snizuje az pod nulu.
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Obrazek 52:

vpravo po pridani HyA. Pouzita sonda: Nilska Cerven

5.3.2 Dvojvrstva zna¢ena DiO

Vyhodnoceni dat pomoci grafu Humpolickové. Vievo data pred pridanim HyA,

Stejny experiment byl proveden i s dvojvrstvou obsahujici fluorescencni sondu DiO.
Vysledkem méfeni samotné dvojvrstvy bez HyA byl difuzni koeficient 6,06 + 0,87 pm?-s72,

pocet molekul v tzv. beam waist No byl roven 0,352 £ 0,012. Po pfidani roztoku kyseliny
hyaluronové klesla hodnota zjisténého difuzniho koeficientu na 2,95 + 0,35 pm?-s™%, podet
molekul v tzv. beam waist No byl stanoven na 0,524 + 0,025. Byl tedy pozorovan stejny trend
jako pfi méteni SLB s Nilskou cerveni, a to Ze pfitomnost HyA zpomaluje difuzi sondy
V ramci dvojvrstvy.

60



0,050 0,050
0,045 + ® Difuzni¢as 0,045 A ® Difuznicas
0,040 - — it 0,040 - —Fit
0,035 - 0,035 -
= 0,030 - = 0030 1 |
8 0,025 1 8 0,025 -
£ 0,020 € 0,020 A !
2 0,015 - 2 0,015 -
8 0,010 A 5 010 1
0,005 A 0,005 -
0,000 . ; ; - 0,000 ; : . ;
15 -10 05 0,0 05 1,0 10 -05 0,0 05 1,0 15
Az [pm] Az [pm]

Difuzni ¢as [ms]

Obrazek 53:  Zavislost difuzniho casu molekuly DiO lecitinovou dvojvrstvou na poloze
vzhledem Kk ose z. Vievo data pred pridanim HyA, vpravo po pridani HyA.

Efekt snizeni difuzniho koeficientu membranové sondy DiD (nebo DiO) v ptitomnosti
kyseliny hyaluronové lze nalézt i v literatufe [44], kdy byla pomoci metody FCS zkouméana
dvojvrstva slozena z 95 %mol DOPC a 5 %mo DOTAP, coz je fosfolipid s kladnym nabojem.
V této praci byl ovSem efekt zpomaleni difuze vysvétlovan elektrostatickou interakci mezi
zaporn¢ nabitym fetézcem HyA a kladnym nabojem DOTAP. Membréana slozena pouze
zZ DOPC se sondami DiD nebo DiO nevykazovala po ptidani kyseliny hyaluronové (pouzita
molekulova hmotnost 3,6 kDa) snizeni difuzniho koeficientu fluorescen¢ni sondy, ¢imz byl
zaroven vyloucen 1 vliv kladného naboje pouzitych sond. Efekt sniZeni difuzniho koeficientu
byl pozorovan pro roztoky HyA o molekulové hmotnosti 3,6 a 95,0 kDa, pficemz pro fetézec
0 niz§i molekulové hmotnosti byly interakce vyraznéjsi, coz se projevilo vétsim rozdilem
mezi difuznimi koeficienty. Naopak u roztoku vysokomolekularni HyA s molekulovou
hmotnosti 1 000 kDa nebyl pokles difuzniho koeficientu pozorovan.

Dalsi z ¢lankt [45] byl zaméfen na interakce kyseliny hyaluronové s liposomy tvofenymi
zwitterionickymi fosfolipidy (DOPC). Adsorpce fetézce kyseliny hyaluronové o molekulové
hmotnosti 708 kDa na membranu liposomd byla sledovana pomoci méfeni zmén zeta
potencidlu v systému. Mé&feni byla provedena pii pH 3,5 (kdy byl fosfolipid kladné nabity)
ataké pifi pH 6 (kdy prevladal zadporny naboj fosfolipidu) a v obou piipadech byla
zaznamenana interakce mezi kyselinou hyaluronovou a liposomy. Je tedy mozné,
ze i v piipadé SLB dochazi k interakci mezi kyselinou hyaluronovou a lecitinem, coz vede
ke snizeni difuzniho koeficientu pouzité sondy.
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Obrazek 54: Graf Humpolickové. Vievo pred pridanim HyA, vpravo po pridani HyA.
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Vyhodnoceni grafu Humpolickové ale dava zcela opaény vysledek, nez jaky vyplynul
Zz méteni s Nilskou Cerveni. Zde dvojvrstva pred piidavkem kyseliny hyaluronové vykazovala
zapornou hodnotu priseciku s osou y, zatimco po piidavku HyA byla data metodou
nejmensich ¢tverct proloZena tak, Zze vychazel kladny prasecik s osou y.

5.3.3 Shrnuti — interakce SLB s kyselinou hyaluronovou

Naméiené difuzni koeficienty fluorescen¢ni sondy ve fosfolipidové membrané obklopené
roztokem kyseliny hyaluronové byly porovnany s difuznimi koeficienty ziskanymi pro tyto
dvojvrstvy pred pridavkem HyA. Pii pouziti Nilské ¢ervené i DiO bylo shodné zjisténo,
ze difuzni koeficient sondy po ptidavku HyA klesne asi na polovinu své ptivodni hodnoty,
coz svédc¢i o ur¢itém typu interakci mezi polymernim fetézcem HyA a fosfolipidy tvoticimi
membranu.

Problematictéjsi bylo ovSsem vyhodnoceni charakteru difuze pomoci grafu Humpolickové.
Vzhledem Kk velmi vyraznym chybam méfeni byly pro parametry a,b linearni regrese zjistény
také jejich chyby a vysledné hodnoty i s odchylkami byly pro srovnani vyneseny do grafu
(Obrazek 55):
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Obriazek 55:  Grafické porovnani vysledkii analyzy pomoci grafu Humpolickové pro méreni
interakce lecitinové SLB s kyselinou hyaluronovou

Jak je z grafu patrné, vysledky z méfeni SLB s Nilskou ¢erveni se v ramci chyby do zna¢né
miry prekryvaji, nelze proto jednoznatné fici, jestli pfidavek kyseliny hyaluronové
k fosfolipidové dvojvrstvé mél vliv na charakter difuze sondy v ramci membrany, nebo jestli
pouze jeji pohyb celkové zpomalil, jak vyplyva ze zjisténych hodnot difuznich koeficientd.
Vyhodnoceni dvojvrstvy se sodnou DiO po ptidavky hyaluronanu je zatizeno obrovskou
chybou, takze se zfejmé ani v tomto piipadé¢ nejednd o spolehlivy popis chovani sondy
vV dvojvrstvé. Znacnd nejistota vysledkli by pfitom mohla byt zplGsobena nedostate¢nou
»Molecular Brightness, coz vyrazné€ zhorSilo detekovany signal a tim padem i mnozstvi dat
nasbiranych béhem méfeni a néasledné vyhodnocovanych. To v§e mohlo negativné ovlivnit
statistiku vysledk a tim padem i nejistotu vysledku.
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5.4 Optimalizovany postup pripravy a méieni SLB
Poznamky k priprave prekurzoru SLB, tj. liposomii:

1. Liposomy je vhodné piipravovat metodou rehydratace z tenké vrstvy dle postupu
uvedeného v kapitole 4.3.1.

2. Pfi pouziti ultrazvuku s vodni 1azni je lepsi sonifikovat mens$i mnozstvi roztoku
(5ml vjedné vialce), pii pouziti ty¢ového UZV je doporuceny objem alespon
10 ml.

3. Po provedeni sonifikace je vhodné roztoky pftefiltrovat pfes membranovy filtr,
napiiklad o velikosti péra 200 nm. Roztok se timto krokem zbavi ptipadnych
necistot a prachovych castic.

4. Roztoky liposomi pouzivat k tvorbé SLB v idealnim ptipadé b&éhem jednoho
az dvou tydnu od ptipravy. Skladovat tyto roztoky je mozné jak pii laboratorni
teploté, tak v lednici.

Poznamky k priprave a méreni SLB:

1. Zakladni doporuéeny postup piipravy je uveden v kapitole 4.3.4.

2. Cistotu kryciho skli¢ko je vhodné pred pouzitim zkontrolovat a piipadné nedistoty
nebo prachové Castice odstranit naptiklad proudem vzduchu nebo dusiku.

3. Oplach ptebyte¢nych volnych liposomi, které by po vytvotreni SLB mohly zlstavat
na povrchu dvojvrstvy, je 1épe provadét v druhé nizké kadince nebo Petriho misce
s ¢istym pufrem. Kryci sklicko se opatrné vezme pomoci klesticek a necha se chvili
splyvat na hladiné pufru.

4. Po tomto kroku se skli¢ko umisti do drzaku s nasorbovanou lecitinovou dvojvrstvou
smerem nahoru, upevni se a opatrné se zalije pufrem tak, aby se zabréanilo vyschnuti

dvojvrstvy.
5. Provede se prvni méfteni, pti kterém se identifikuje fluorescen¢ni signal. V idealnim

1 2 3
ptipadé je viditelny pas fluorescence v oblasti blizko povrchu sklicka. V piipadé
vétsiho signélu 1 v roztoku nad povrchem sklicka je mozné pomoci pipety opatrné
odsat pufr a vymenit za Cerstvy.

6. Pred zacatkem samotného méfeni je vhodné provést kontrolni Xy sken v poloze z
S maximalni intenzitou signalu s dostate¢nym rozliSenim (80 x 80 um, 400 x 400
pixeld s dobou zaznamu 1,2 ms) kvuli identifikaci moznych nehomogenit
membrany.

7. Po nalezeni vhodného mista k méfeni a nastaveni automatického méfeni Z-scan
pokud mozno nehybat s drzakem a vyvarovat se dotykani optické lavice, na které
je umistén pfristroj.

8. Pro studium interakci dvojvrstvy s jinymi latkami pouze pomoci pipety nahradit
fosfatovy pufru, ktery zamezuje vyschnuti dvojvrstvy, roztokem zkoumané latky.
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6 ZAVER

Predlozena diplomova prace se zabyva problematikou modeli bunééné membrany
vytvorenych na krycim sklicku od jejich ptipravy, ptes charakterizaci az po studium interakci
s kyselinou hyaluronovou. Prvni ¢ast je zaméfena na vybér vhodné fluorescencni sondy, jejiz
difuzni koeficient v rdmci modelové membrany Ize stanovit pomoci metody FCS, a ktery
nasledn¢ slouzi ke kvalitativnimu popisu vytvofené dvojvrstvy. Ze tfi navrZzenych
fluorescen¢nich znacek — Nilské cervené, Oregonové zelen¢ DHPE a DiO — se nejméné
osveéd¢il fosfolipid DHPE znafeny Oregonovou zeleni, piestoze se K popisu na zakladé
provedené reSerSe jevil jako nejvhodnéjsi, jelikoz se do membrany zaclenuje piimo jako jeden
ze stavebnich prvkii a jeho difuze by tedy méla nejlépe odpovidat pohybu fadovych
(nefluoreskujicich) fosoflipidii vytvartejicich dvojvrstvu. Z provedenych méteni ale vyplyvalo,
ze vramci dvojvrstvy neni rozmistén homogenné, ale tvofi spiSe vétSi shluky o vysoké
intenzit¢ fluorescence, coz podstatné¢ zhorSilo (a v nékterych piipadech az znemoznilo)
zpracovani namétenych dat. Tento problém mohl byt zplsoben vyssi teplotou fazového
ptechodu DHPE, coz mohlo hrat roli pii distribuci jednotlivych molekul v rdmci vznikajicich
liposomt a nasledné i1 dvojvrstvy. Oproti tomu sondy Nilsk4 Cervenn a DiO se ukazaly jako
dobie vyuzitelné, kdy bylo v obou pfipadech pozorovano jejich homogenni rozmisténi
Vramci dvojvrstvy. Nicméné ani méfeni s t€émito sondami se neobeslo bez probléml —
pti nékterych méfenich byla pozorovana nizka intenzita fluorescence pftipadajici na jednu
molekulu (parametr ,,Molecular Brightness*), coZ vyrazné komplikovalo sbér FCS dat a jejich
nasledné vyhodnoceni.

Pii pokusu zjistit difuzni koeficient fluorescenénich sond v prekurzoru SLB,
tj. v liposomech, bylo zjisténo, Ze vysledky popisuji pouze pohyb liposomu jako celku
anikoliv difuzi sondy vramci jeho membrany. Pomoci metody Z-scan FCS navrzené
specidlné pro méfeni plandrnich vzorkli byly tedy stanoveny difuzni koeficienty vSech tii
zkoumanych fluorescen¢nich sond piimo ve dvojvrstvach vytvofenych z lecitinu v prostiedi
fosfatového pufru. Pro Nilskou &erven byl ziskan difuzni koeficient 10,24 + 1,95 pm?-s™%, pro
Oregonovou zelet DHPE 12,38 + 1,14 pm?-s™! a pro sondu DiO pak 7,13 + 0,78 pm?-s7L,
Vzhledem k riznym velikostem molekul jednotlivych sond nebylo mozné ocekavat stejné
vysledné hodnoty difuznich koeficientt, pfestoze byly méfeny v totoZném prostredi. Ponékud
prekvapivy je ovSem zjistény difuzni koeficient Oregonové zelené DHPE, ktera
se vV porovnani se zbyvajicimi dvéma pohybovala nejrychleji, pfestoze je ziejmé stericky
nejobjemnéjsi. Vzhledem k problémim, které se vyskytovaly béhem méfeni, ovSem nemusi
byt tato hodnota zcela odpovidajici. Naopak porovnani vysledk Nilské cervené a DiO
vychazi dle ocekavani — mensi molekula Nilské cervené se v ramci membrany dle ziskanych
difuznich koeficientd pohybuje rychleji. Vysledek analyzy pomoci grafu Humpolickové
naznacoval branénou difuzi fluorescencni sondy v ramci membrany, coz mize byt zpisobeno
pfimési fosfolipidu s vyssi teplotou fazového prechodu (nez odpovidd laboratorni teploté)
v lecitinu. Dvojvrstva se sondou DiO vykazovala ptitom tento vysledek nejvyraznéji, coz by
bylo mozné interpretovat jako preferenci DiO s uhlikatym fetézcem o délce 18 uhlikd
zdrzovat se pravé v gelovité ¢asti dvojvrstvy. [34]

V zavéreCné Casti byly studovany interakce lecitinové dvojvrstvy s kyselinou hyaluronovou
(300 — 500 kDa, koncentrace 1 g-I™%) v prostiedi fosfatového pufru s vyuzitim sond Nilské
cervené a DIO. V obou piipadech doslo po pridani HyA k poklesu difuzniho koeficientu
sondy vramci dvojvrstvy — Vv systému s Nilskou &erveni z hodnoty 6,04 + 0,46 pm?-s™t
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na3,30+£0,31 pm?-st a vsysttmu se sodnou DiO zplvodnich 6,06+ 0,87 pm?-st
na 2,95+ 0,35 um?-s™t. Ze zavért publikovanych v literatufe [45] vyplyva, Ze interakce
kyseliny hyaluronové a zwitterionickych fosfolipidi je mozna i pii takovém pH, kdy
je fosfolipid zaporn¢ nabity. Ur€itd interakce polymerniho fetézce HyA s molekulami
tvoricimi fosfolipidovou dvojvrstvu se tedy projevila zpomalenim pohybu fluorescen¢nich
sond v ramci této dvojvrstvy. Vysledky ziskané pro dvojvrstvy bez HyA je zaroven mozné
porovnat s vysledky piedchoziho méfeni. V piipadé Nilské Cervené se dvé zjisténé hodnoty
| pfi zohlednéni experimentalni chyby mirné lisi a bylo by tedy vhodné provést dal$i méteni
a porovnat mezi sebou vice vysledkl. Zjisténé difuzni koeficienty pro dvojvrstvu s DiO
se v ramci experimentalni chyby shoduji, 1ze tedy predpokladat, Zze hodnota byla stanovena
spravné, nicmén¢ i v tomto piipadé by bylo Zadouci méfeni zopakovat s cilem potvrdit
zjisténou hodnotu.

Zavérem lze ftici, ze se podafilo uspésné ptipravit a pomoci metody Z-scan FCS
charakterizovat SLB slouZici jako zjednoduSeny model bunééné membrany a oba procesy
optimalizovat. Zarovein byl navrzen také postup pro studium interakci vzniklé dvojvrstvy
S roztokem biopolymeru, konkrétné¢ kyselinou hyaluronovou. Do budoucna je proto
na Fakulté chemické mozné Siroké vyuziti této techniky pro modelaci biomembrany riiznych
typil bunék a studium jejich interakci s rozlicnymi latkami.
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8 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

AFM
DHPE
DiD
DiO
DLS
DMPC
DOPC
DOTAP
DPPC
DSPC
FCS

FLCS
FRAP
GPMV

Guv
HOMO

HyA
LUMO

LUV
MLV
MVV
NIR
PCS
POPC
POPE
POPG
QCM
QELS
SA FCS
SFA
SLB

SP

SUv
TCSPC
TIR FCS
uLv
uv

VIS
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mikroskopie atomovych sil (z anglického atomic force microscopy)
1,2-dihexadekanoyl-sn-gylcero-3-fosfatidylethanolamin
1,10-dioktadecyl-3,3,3",3 "-tetramethylindodikarbokyanin
3,3’-dioktadecykloxakarbokyanin perchlorat (DiO)

dynamicky rozptyl svétla (z anglického dynamic light scattering)
1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin
1,2-dioleoyl-3-trimethylamonium-propan
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin
1,2-distearyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin

fluorescenéni  korelaéni  spektroskopie (z anglického fluorescence
correlation spectroscopy)

fluorescence lifetime correlation spectroscopy

fluorescence recovery after photobleaching

obrovské vezikuly plasmatické membrany (z anglického giant plasmatic
membrane vesicles)

obfi unilamelarni vezikuly (z anglického giant unilamellar vesicles)
nejvyssi obsazeny molekulovy orbital (z anglického highest occupied
molecular orbital)

kyselina hyaluronova

molecular orbital)

velké jednolamelarni vezikuly (z anglického large unilamellar vesicles)
multivrstevné vezikuly (z anglického multilamellar vesicles)
multivezikularni vacky (z anglického multivesicullar vesicles)

blizké infracervené zateni (z anglického near infra-red)

fotonkorela¢ni spektroskopie (z anglického photoncorrelation spectroscopy)
palmitoyl-oleoyl-fosfatidylcholin

palmitoyl-oleoyl-fosfotidylethanolamin

palmitoyl-oleoyl-fosfatidylglycerol

ktemenné mikrovahy (z anglického quartz crystal microbalance)
kvazielasticky roztpyl svétla (z anglického quasi-elastic light scattering)
supercritical angle FCS

surface forces apparatus

fosfolipidova dvojvrstva na podptirném substratu (z anglického supported
lipid bilayer)

streamin potential

malé jednolamelarni vezikuly (z anglického small unilamellar vesicles)
time-correlated single photon counting

total inner reflection FCS

jednolamelarni vezikuly (z anglického unilamellar vesicles)

ultrafialové zareni (z anglického ultraviolet)

viditelné svétlo



