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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaobera $tidiom chovani hydrofilnej fluorescenc¢nej sondy
Oregon Green 488 v prostredie hydrogélov. Hydrogél bol vytvoreny pouzitim hyaluronanu
sodného aCTAB (cetyltrimethylammonium bromid), ktory je kationtovy tenzid.
Ako rozpustadlo bol pouzity fyziologicky roztok NaCl s koncentraciou 0,15 M.
Pre charakterizaciu chovani fluorescen¢nej sondy bol pouzita technika stacionarnej
fluorescencie a ¢asovo rozliSenej fluorescencie. Metodou TRES (Casovo rozliSené emisné
spektra) boli preskimané emisné spektra fluorescenénej sondy a najdené emisné maxima.
Pomocou parametra poklesu intenzity fluorescencie pri danych vlnovych dizkach bola
vytvorend dekonvollcia emisného spektra, ktord poskytovala informécie o dobe Zivota
a relativnom zastdpeni jednotlivych stavov fluorescen¢nej sondy v roztoku. Hydrogély boli
skimané 5 dni a 1 mesiac po ich vytvoreni a ziskané vysledky boli porovnané. Oregon Green
488 vykazoval jednu dobu zivota v prostredie hydrogélov, ktord sa pohybovala v rozmedzi
4,1-4,45 ns v erstvom géle, a 4,1-4,6 ns v stalom géle. Emisné maximum bolo najdené v bode
525 nm. Fluorescenéna sonda sa chova v hydrogéloch ustalene a stabilne, pravdepodobne
nedochadza Kk reakcii medzi sondou agélom. Nebola zaznamenana interakcia medzi
hyaluronanom a sondou.

ABSTRACT

The aim of this bachelor’s thesis is to study the behavior of a hydrophilic fluorescent probe
named Oregon Green 488 in hydrogel environment. The hydrogel was created using sodium
hyaluronan and CTAB (cetyl trimethylammonium bromide) as a cationic surfactant. Solution
of 0.15 M NaCl was used as a solvent, which provides physiologic conditions in the sample.
The behavior of the fluorescent probe was characterized by steady-state and time-resolved
fluorescent measurements. To obtain the emission spectra of the probe and to find the
emission maximum the method named TRES (time-resolved emission spectra) was used.
Fluorescence intensity decay measurements as a function of wavelengths allowed to create
deconvolution of the emission spectra, which provided information about the fluorescent
lifetime and the probe’s states’ relative representation in the solution. Hydrogels were
examined 5 days and 1 month after the preparation and the results were compared. Oregon
Green 488 demonstrated one fluorescent lifetime in the hydrogel environment in the range,
4,1-4,45 nm in the fresh hydrogel and 4,1-4,6 nm in the stable hydrogel. The emission
maximum was obtained at 525 nm in both cases. The fluorescent probe’s behavior in the
hydrogel environment is stable, presumably there are no interactions occurring between the
hydrogel and the probe. Furthermore, no interactions were recorded between the probe and
hyaluronan.
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Oregon Green 488, hydrogel, TRES, TCSPC
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1 UVOD

Charakterizacia hydrogélov je dolezitou ¢astou makromolekularnej chémie. Hydrogély
maju hydrofilny charakter a maja potencial byt’ biokompatibilné. Tieto vynimo¢né vlastnosti
zaujali vedcov, a preto boli tieto biomaterily a ich chovanie Studované uz mnoho rokov [1].

Uz v roku 1980 boli tieto gély pouzivané na oSetrenie popalenin [2]. Hydrogély na baze
prirodnych a syntetickych polymérov boli aj nad’alej pouzivané napriklad pre zapuzdrenie
buniek, v poslednej dobe sa tieto hydrogély stali atraktivnymi pre nové oblasti tkanivového
inzinierstva, napriklad ako matrica pre opravu a regeneraciu sirokej skaly tkaniv a organov.
Hydrogély urené pre pouzitie v tkanivovom inzinierstve mézu obsahovat pory dostatocne
velké pre prijatie zivych buniek, alebo mézu byt navrhnuté tak, aby sa rozpustili alebo
degradovali pri uvolfiovani rastovych faktorov a pri vytvarani poérov, do ktorych mdézu
preniknit’ Zivé bunky a rozmnozovat' sa. Podstatnou nevyhodou hydrogélov je ich nizka
mechanicka pevnost’, o predstavuje zna¢né tazkosti pri manipuldcii. Problémy savisiace
so sterilizaciou su tiez vel'mi t'azko riesiteI'né. Je zrejmé, Ze st vyznamné vyhody a nevyhody
pouzitia hydrogélov tkanivového inzinierstva. Tieto problémy musia byt’ prekonané, predtym
ako budi hydrogély praktické a uzitocné v tejto vzrusujicej oblasti [1, 2].

Hydrogély citlivé na prostredie maju obrovsky potencial v réznych aplikaciach. V tele sa
nachddzaju niektoré premenné Zzivotného prostredia, ako je nizke pH a zvySené teploty.
A preto pH citlivé a/alebo teplotne citlivé hydrogély mozu byt’ pouzité pre lokalne $pecifické
a kontrolné dodavanie lie¢iv. Hydrogély, ktoré st citlivé na Specifické molekuly, ako je
napriklad glukéza alebo antigény, mézu byt pouzité ako biosenzory a systémy podavania
liekov. Hydrogély citlivé na svetlo, citlivé na tlak a elektro-citlivé maju tiez potencial
pre pouzitie pri aplikécii liekov. Kazdopéadne, praktické aplikacie vyzaduji znacné zlepSenie
vlastnosti hydrogélov [3, 4].

Za tUcelom rozvoja a zlepSenia kvality hydrogélov je nevyhnutné, aby sme ziskali
Conajviac informacii o spravani, S$truktire a vlastnostiach hydrogélov. Fluorescen¢na
spektroskopia je prave jednou z pouzivanych technik pri skimani micelarnych systémov. Tato
metoda je dostatocne citliva a presna, poskytuje spolahlivé informécie o skdmanych
systémoch, avSak vo vyskume hydrogélov sa tato metodika nepouziva tak Ccasto.
Aby fluorescen¢na spektroskopia bola efektivna, je nutné pouzit' vhodnu fluorescenénu
sondu. Privol'be tejto sondy je dblezité vziat do vahy, Co je cielom merani, ktora cast
hydrogélov chceme skumat’ (napriklad hydrofilni alebo hydrofobnu cast’), pri akej vinove;j
dizke budeme merat a pod. Podl'a tychto parametrov sa da zvolit vhodna fluorescenéna
sonda.

Tato praca sa zameriava na $tadium chovania hydrofilnej fluorescenénej sondy Oregon
Green 488 v prostredi hydrogélov. Cielom mojej prace je poskytovat’ ¢o najviac informécii
0 tejto hydrofilnej fluorescenénej sonde a pomocou ziskanych Udajov posudit’ mieru
vhodnosti tejto sondy pri pouziti Stadia hydrogélov.

Skumany hydrogél bol vytvoreny z katiéntového tenzidu CTAB (cetyltrimethylammonium
bromid) a z hyaluronanu, ¢o je zaporne nabity polymér. Hyaluronan sa lahko viaze
na Specifické receptory, ktoré st pritomné napriklad v nadorovych bunkach a takto poskytuje
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priamy kontakt s cielovymi bunkami. Tenzid, ktory ma amfifilny charakte,r sa naviaze
naretazec hyaluronanu a zaroven vytvori hydrofobnu doménu, v ktorej sa dané lieCivo
rozpusti. Micely tenzidu sa asociuji na ret'azec hyaluronanu a vznikd hydrogél, ktory
by mohol byt’ biokompatibilny.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fotoluminiscencia

Luminiscencia je v poslednej dobe dominantnou metodikou, ktorti znacne vyuziva
napriklad biotechnoldgia, prietokova cytometria, medicinska diagnostika, DNA sekvencné
procesy, geneticka analyza, forenznd chémia. Fluorescenéna detekcia je vysoko citliva
metoda, vdaka ktorej uz nie je potreba pouzivat drahé a nebezpecné radioaktivne latky
pre biochemicku analyzu [5].

Fotoluminiscencia je luminiscencia vyvoland svetelnym ziarenim, priCom osvetlena
molekula sa dostane do excitovaného elektronového stavu. Latka s takouto formou moze
ziskanl energiu po urcitom case a pri priaznivych podmienkach vyziarit' ako luminiscenciu.
Tieto luminiskujuce latky sa nazyvaju luminofory. VInova dizka emitovaného Ziarenia
je odlisna od vlnove;j dizky absorbovaného Ziarenia [6].

Luminiscenia sa rozdel'uje podl'a toho, akym zdrojom bola vyvolana excitacia. Napriklad,
ak je luminiscencia vyvolana elektrickym javom, hovorime o elektroluminiscenii,
chemoluminiscencia vznikla pdsobenim  chemickej reakcie. Termoluminiscencia,
radioluminiscencia, bioluminiscencia, sonoluminiscencia hraju tiez doleziti rolu v praxi.
Pri fotoluminiscencii méze byt’ zdrojom excitacie ultrafialové ziarenie, infraéervené Ziarenie
alebo viditelné svetlo [5, 6].

V skratke mézeme fotoluminiscenciu definovat’ takto: vplyvom absorbcie primarneho
ziarenia pri vhodnej vlnovej dizke dochddza k excitacii molekuly, potom nasleduje
deexcitdcia, ktora je spojend s emisiou sekundarneho ziarenia. Podl'a typu sekundarneho,
Cize emitovaného Ziarenia rozdelujeme Iluminiscenciu na fluorescenciu, fosforescenciu
a na oneskorenu fluorescenciu [5, 7].

Elektron, ktory sa excituje, sa musi nachadzat’ v singletovom stave, ¢o znamena, Ze ma
opacny spin ako ma jeho parovy elektron, ked’ je v zdkladnom stave. Zakladny rozdiel medzi
fosforesceniou a fluorescenciou je, ze pri fluorescencii dochadza k emisii fotonu
zo singletového stavu, avsak pri fosforescencii je to z tripletového stavu. Tento jav spdsobuje,
ze fosforescencia je pomal$ia, nakol’ko emisia z tripletového stavu je kvantovo zakazana.
Oneskorend fluorescencia nastdva vtedy, ked elektron, ktory bol excitovany, prejde
zo singletového stavu do tripletového a potom sa vrati spit’ do toho istého singletového stavu
[5, 7, 8].

2.1.1 Jablonskiho diagram

Jabtonskiho diagram zndzoriiuje elektronové stavy molekuly a prechody medzi
elektronovymi stavmi. Na diagrame su ilustrované Ziarivé a neziarivé prechody a taktiez
jednotlivé elektronoveé stavy. Sy je zakladny, singletovy elektrénovy stav. Molekula v tomto
stave ma najnizSiu energiu, je v termodynamickej rovnovahe. Ked” molekula absorbuje
energiu, dostane sa do vysSieho stavu, napriklad do stavu S; alebo S,, pretoze jej elektron
excituje. Takto excitovany elektron sa ¢asom deexcituje. Touto deexcitaciou nasleduje navrat
do zakladnej hladiny. Elektron sa moze deexcitovat’ pomocou rdznych deaktivaénych
procesov. Tieto procesy su rozdelené do dvoch kategorii: ziarivé a neZiarivé prechody [7, 8].



Pri ziarivych prechodoch vzdy dochadza k emisii svetelného kvanta (fotonu). Elektron sa
najprv vrati na najniz§iu vibra¢ne-rota¢nu hladinu, (pozri. vibra¢na relaxacia), potom nastava
emisia sekundarneho ziarenia (fluorescencia, fosforescencia, oneskorena fluorescencia).

Medzi neziarivé procesy patri vibraéna relaxacia, vnitorna konverzia a medzi-systémovy
prechod [5, 7].

Sz{
| 31{

Vibracna relaxacia

Medzi systémovy prechod

Tl{

Fluorescencia

Q-
Il

-
Il
O = ko

) W
SC { | | Vv

Obrazok 1  Jabloniskiho diagram; zndzornuje elektronové stavy (So, Si, S, T1) a procesy s nimi
spojené: zelend — absorpcia, cervend — fluorescencia, zltd — fosforescencia, modra -
vibracna relaxacia, hneda — vnatorna konverzia, fialova — medzi systémovy prechod

“
I

Ked sa excitovana molekula dostane do energeticky vysSej hladiny, vytvori sa kontakt
medzi excitovanou molekulou a molekulami, ktoré st v okoli. Excitovand molekula potom
prida Cast’ svojej energie okolitym molekulam pomocou vibraénych a rotaénych procesov.
Tento proces sa nazyva vibra¢na relaxacia a uplatiuje sa okamzite po excitacii. Dojde

v

Pripad, ked’ elektron prejde medzi jednotlivymi elektronovymi stavmi s rovnakou spinovou
multiplicitou, je vnatorna konverzia.

Pri medzi-systémovom prechode sa cely systém posunie do tripletového stavu. Prechod
medzi stavmi s odli§nou multiplicitou je spinovo zakazany. Cast’ energie sa strati pri prechode
do energeticky nizSieho stavu nez je singletovy stav. Tento jav spdsobuje, ze fosforescencia sa
spravidla objavuje v dlhsich vlnovych dizkach neZ fluorescencia [5, 7, 9].
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2.2 Fluorescencia

Ako uz bolo zmienené, fluorescencia je sekundarne Ziarenie, ktoré nie je spinovo
zakdzané, preto je tento ziarivy prechod velmi rychly, meratelny v nanosekundach.
Fluorescencia sa zvyCajne odohrava tak, ze elektron molekuly sa z hladiny S; dostane
do niektorej z vibra¢nych hladin zakladnej hladiny, ¢ize Sy. Takze pri fluorescencii dochadza
k spinovo povolenému prechodu [5, 10].

Medzi hlavné charakteristiky fluorescencie patria absorpcné, excitacné a emisné spektra,
kvantovy vytazok a doba Zivota. Emisné spektra st zobrazenim spektralnej intenzity
fluorescencie v zavislosti od vinovej dizky emitovaného Ziarenia. Dalej st emisné spektra
zavislé od chemickej Struktury fluoroforu a od prostredia, ktoré ich obklopuje. Medzi
parametre prostredia, ktoré maju schopnost’ ovplyviiovat fluorescenciu, patri polarita,
schopnost’ tvorit’ vodikové mostiky, pH, viskozita, pritomnost” zhéasaca, pritomnost’ iénov,
elektricky potencidl, teplota a tlak. Pre vac¢Sinu organickych molekul plati, ze ich absorpcéné a
emisné spektrd st navzajom zrkadlovo symetrické. Pri¢inou je podobné rozlozenie vibra¢no-
rota¢nych hladin v stavoch S; a So.

Kvantovy vytazok fluorescencie uréuje zlomok z excitovanych molekul, ktoré sa vréatia
na zakladnu hladinu Sy prostrednictvom fluorescencie.

Doba zivota je priemerny ¢as, ktory molekula strdvi v excitovanom stave pred navratom

na zékladnu hladinu. Pre vac¢Sinu fluoreskujtcich latok plati, Ze emituji v inom Case nez je
doba zivota [5, 7].

2.2.1 Principy a pravidla fluorescencie

Fluorescenciu mozeme charakterizovat’ pomocou troch pravidiel. Prvé je Kashovo
pravidlo, ktoré definuje nasledujice pravidlo: pred emisiou fluorescenéného kvanta dochadza
k relaxdcii vibranej energie a vnutornej konverzie, ¢o ma za nasledok to,
ze Kk fluorescenénému prechodu dochadza z najnizSej vibracnej hladiny excitovaného
singletového stavu S; do stavu zakladného S, hoci po absorbcii Ziarenia moze dojst
k excitacii aj do vysSich vibra¢nych a energetickych hladin. Je to spdsobené malym
energetickym rozdielom medzi hladinou S; a vy$§imi energetickymi hladinami.

Druhy délezity zakon je Stokesov zékon, ktory hovori, ze vlnova dizka emisie
pri luminiscencii je vi¢sia alebo rovnakid ako vInova dizka excitaéného svetla, z Eoho
vyplyva, ze emisné spektrum fluoroforov je oproti absorbénému posunuté k dlh§im vlnovym
dizkam, kde je nizsia energia. Je to spdsobené tym, Ze Gast’ energie sa Vytrati pri prechode
z vysSich vibra¢nych hladin do najnizsej vibracnej hladiny pri vibracnej relaxécii. Vysledny
posuv spektier sa nazyva Stokesov posuv.

Posledné dolezité pravidlo je Vavilovo pravidlo, ktoré vychadza z Kashovho pravidla
a hovori, Ze kvantovy vytazok a doba trvania excitovaného stavu zlozitych molekul v roztoku

nezavisi od vlnovej dizky budiaceho Ziarenia. Z toho teda vyplyva, Ze emisné spektrum
fluorescencie nie je zavislé od excitadnej vlnovej dizky [5, 7, 10].
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2.3 Fluorescen¢né sondy

Fluorofory alebo fluorescencné sondy su latky, ktoré su schopné vykazovat’ fluorescenciu.
Pomocou tychto sond mézeme ziskavat’ informacie v Sirokej skdle odvetvi. Tieto fluorofory
spravidla rozdelujeme do troch skupin: prirodzené fluorofory — ¢ize vnitorné, vonkajsie
kovalentne naviazané fluorofory, tieto sa oznacuju ako fluorescen¢né znaky a zvycajne je ich
pozicia v roztoku dopredu zndma. Poslednu skupinu tvoria vonkajSie asociacné fluorofory,
znédme ako fluorescenéné sondy. Medzi fluorescen¢éné sondy sa obvykle zarad’uju aromatické
zluceniny, polyaromatické uhl'ovodiky alebo heterocykly. Pri vybere fluorescen¢nych sond je
dolezité brat’ ohlad aj na ich tvar, fotostabilitu, velkost' a charakter: amfifilny, hydrofilny
alebo hydrofobny charakter [5].

2.3.1 Oregon Green 488

Oregon Green 488, ¢ize 2',7 -difluorfluorescein (CyoHi10F20s) je relativne nova
fluorescenéna sonda, jej Struktara sa podoba Struktare fluoresceina. Oregon Green 488 (tiez
0OG488) sa v poslednej dobe stala velmi casto pouzivanou fluorescen¢nou sondou
v biomedicine, biochémie alebo v neurovede. V zavislosti od pH, mdze sonda existovat’
v roztoku v kationovej, neutralnej, monoanionovej ale aj dianiénovej prototréfnej forme.
Kationova forma je pritomna pri nizkych pH. Neutrélne, monoaniénové a dianionové stavy
moéze dosahovat pri pH 3,30-9,00. Dianiénova forma vykazuje najvyssie fluorescencné stavy.
Oregon Green 488 je Casto vyuzivana sonda, pretoze je menej pH reaktivna ako obycajny
fluorescein a menej citlivd na fotobleaching. Dalej, fluorescenéna doba Zivota je zavisla
na teplote, preto je Oregon Green idealnou sondou pri reakciach, kde je cielom analyzovat’
termodynamiku reakcie, ako napriklad van’t Hoffova analyza. Fotobleaching je fotochemicka
destrukcia fluoroforov [11, 12].

HO 0

Obrazok 2:  Oregon Green 488 fluorescencna sonda - chemicky vzorec

2.4 Fluorescenc¢na spektroskopia

Fluorescencnd  spektroskopia patri medzi najpouZzivanejS§ie metodiky Studia
fotoluminiscencie. Kazdy fluorofor emituje Ziarenie pri roznych vlnovych dizkach, spektra su
tiez jedine¢né a teda charakteristické pre kazdy fluorofor. Z dévodu, ze tato metodika je
vel'mi selektivna, je fluorescencna spektroskopia casto pouzivana v analytickej alebo
fyzikalnej chémii.
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Vseobecne spektrofluorimeter ma dve fundamentalne odliSnosti od absorpénych
fluorimetrov. Spektrofluorimetre obsahujii dva monochromatory, jeden sluzi na regulovanie
vlnovych dizok svetla, ktorym sa osvetl'uje analyzovana latka, a druhy monochromator sa
pouziva pre vyber vhodnych (charakteristickych) vlnovych dizok fluoroforom emitovaného
svetla. Druhy rozdiel je ten, Ze v fluorescencnej spektroskopii optické polozky, ktoré maja
za Glohu osvietit’ skimant latku a detektory, nie st usporiadané v jednej osi, ale obvykle
uzavieraju uhol (najcastejSie pravy uhol). Toto rozmiestenie zabezpecuje, zZe oziarené svetlo,
ktoré mé rovnaku vinovi dizku ako emitované svetlo fluoroforu, nerusi meranie. V praxi bolo
zistené, Ze organické, planarne, aromatické latky a latky, ktoré obsahuju konjugované dvojité
vazby, su lepsie fluorofory ako tie, ktoré konjugované dvojité vézby neobsahujd — vykazujd
intenzivnej$iu fluorescenciu. Intenzita fluorescencie je priamo Umernd intenzite Ziarivého
svetla. VSeobecne sa da vypoditat’ intenzita vykazovaného svetla podl'a tohto vzorca:

l=k-1,-¢-C, (1)

kde k je konStanta, ktora zahrnuje vlastnosti kyvety a nastroja, ly je intenzita oziarenia
monochromatického svetla, ¢ je molarny absorpény koeficient (pre dant vinova dizku) a C je
koncentracia analyzovanej latky.

Fluorescen¢nu spektroskopiu mdézeme rozdelit' na dva spdsoby: ustalend fluorescencéna
spektroskopia a ¢asovo korela¢na fluorescenéna spektroskopia [13].

2.4.1 Stacionarna fluorescen¢na spektroskopia

Stacionarna fluorescenéna spektroskopia (alebo tiez ustalena fluorescenéna spektroskopia)
je najbeznejSim sposobom merania fluorescenénych charakteristik. Analyzovanad latka a
fluorofor je osvetleny kontinualnym lu¢om a pomocou konstantnej excitacie je sledované
emisné spektrum.

Obrazok 3:  Ustalend  fluorescencna  spektroskopia — vSeobecnd — schéma  inStrumentdacie:
A — vybojka, B — excitacny monochrométor, C — kyveta obsahujlca analyzovanu latku,
D — emisny monochromator, E — fotondsobic [10]

Kontinualna intenzita osvetlenia je zabezpeCovana vysokotlakovou xenénovou vybojkou
(A). Tento typ vybojok pracuje na vysokej intenzite, zvy€ajne od 250 nm az do oblasti
infraCerveného svetla. Lu¢, ktory vyzaruje xendénova vybojka, potom pokracuje smerom
do excitaéného monochromatoru (B), ktory ma za tlohu vybrat' vhodna vinovi dizku Ziarenia
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(vhodnu pre nase meranie). Toto ziarenie potom osvetluje skiamanu latku (C), ktora
sa excituje a potom poskytuje fluorescenciu vo vsetkych smeroch. Emisny monochromator
(D) vyberie Ziadana vinova dizku fluorescencie a ako difrakény prvok obsahuje mriezku.
Fotonasobi¢ (E) potom deteguje fluorescenciu a prevedie ziskanu informaciu na elektricky
prad. Tento prud je dmerny intenzite svetla. Ako vystup merania obvykle dostadvame emisné a
excita¢né spektra [5].

2.4.2 Casovo rozliSena fluorescencna spektroskopia

Casovo rozlisené meranie je vo fluorescenéné spektroskopii iroko pouzivana metodika.
Pomocou c¢asovo rozliSenych fluorescennych merani je mozné spoznat dynamiku
excitovanych stavov, ktora je vel'mi doélezita pre pochopenie fotofyzikalnych, fotochemickych
a fotobiologickych procesov. Existuji dve dominantné Casovo rozliSené techniky, ktoré sa
oznacuju ako pulzna metdda a metdda fdzovo modulovaného budiaceho ziarenia.

Pulznid fluorimetria pouziva kratky excitatny pulz ziarenia. Fézovo modulovana
fluorimetria pouziva modulované ziarenie pri roznych frekvenciach a vytvara harmonicka
odozvu vzorky, ktora je Fourierovou transforméaciou odozvy pulzu. Prva technika pracuje
v ¢asovej doméne, druha vo frekvencnej doméne. Oba typy fluorimetria st teoreticky
rovnaké, ale lisia sa v inStrumentacii [5].

2.4.2.1 Pulzné fluorimetre — metoda TCSPC

Metdéda TCSPC (Time - Correlated Single Photon Counting), ¢ize "¢asovo korelované
pocitanie fotonov" sa pouziva obvykle na detekciu jednej molekuly v analytickej fyzikélnej
chémii. V tychto aplikaciach je zistena doba zivota pouzitd na rozlisenie ré6znych fluoroforov
v rdznych prostrediach [5].

Meranie sa zacina generaciou elektrického a optického pulzu v stfasnom case v zdroji
ziarenia. Tento generovany elektricky pulz je smerovany na diskriminator (Constant Fraction
Discriminator - CFD), ktory presne ur¢i ¢as prichadzajuceho pulzu, a odtial’ do Startovacieho
vstupu prevodnika ¢asu na amplitadu (Time-to-Amplitude Converter - TAC).

Monochromator Fotonasobié CFD
Vzor ® > | j\ /\
Emisny polarizator < AT \}
Polarizator
CFD Start

Excitacny zdroj

f\ Stop
D s

Viackanalovy analyzétor

Nacitanie dat

Obrézok 4:  TCSPC - Casovo korelacné pocitanie fotonov: schéma instrumentdcie pristroja
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Medzitym sa optickym pulzom excistuje analyzovany vzorec a ten nasledne zalina
emitovat’ fluorescenciu. Optika musi byt’ spravne naladend tak, aby na fotonasobi¢ nedopadol
viac ako jeden foton na jeden exitacny pulz. Elektricky pulz koreSpondujuci s emisiou fotonu
je smerovany cez diskriminator do stop vstupu prevodnika (TAC). V prevodniku sa medzitym
generoval schodok napitia, ¢o je napitie, ktoré linearne rastie s ¢asom. Po obdrzani stopy
signalu je schodok napétia prevedeny na elektricky pulz, ktorého amplitida je priamo Umerna
oneskoreniu medzi Startom a stop pulzom. Podl'a potreby je napétie zosilnené v zosiltiovaci
(Programmable Gain Amplifier - PGA) a prevedené na ciselnd hodnotu pomocou
analdgového digitalneho prevodnika (Analog-to-Digital Converter - ADC) [5, 7].

2.4.2.2 Doba Zivota fluoroforu, jej definicia

Ako uz bolo uvedené, doba Zivota fluoroforu je Cas, ktory elektron stravi v excitovanom
stave pred navratom do zakladného stavu tym, Ze emituje fotony. Doba zivota fluoroforov sa
moéze pohybovat’ v rozmedzi od pikosekundy do stoviek nanosekind. Ak je populacia
fluoroforov v excitovanom stave, doba zivota oznacuje dobu, ktori molekula potrebuje,

aby sa znizila na 1 alebo na 36,8% pbvodnej populacie.
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Obrazok 5:  Schematické znazornenie :zavislosti fluorescencnej intenzity na case, kde t je

Sfluorescencnd doba zivota [14]

Schéma reprezentuje zavislost’ intenzity fluorescencie na Case, naznacuje, ze fluorescen¢na
doba zivota (na obrazku oznacena ako 1), je doba, za ktor( intenzita fluorescencie poklesla

na 1 povodnej hodnoty. Tento pokles intenzity je definovany ako funkcia ¢asu:
€

) @

kde I je intenzita v ¢asu t, o je pred-exponencialny faktor a T je doba zivota fluorescencie.
Pre multi-exponencialny pokles potom plati rovnica:
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=Y, oA 3)

i=1

Doba zivota je vSeobecne definovana ako prevratend hodnota celkovej rychlosti poklesu.
Rychlost” poklesu je definovand ako rychlost, ktorou populacia, Cize excitovana cast’
fluoroforu, znizuje pocet excitovanych molekul. Populécia sa pravidelne znizuje rychlostou

I'+kyr podl'a nasledujicej rovnice:

d 4
o Tk “
d
Kde n; oznaCuje pocet excitovanych molekul v ¢ase t po excitaci, K, je rychlost
neziarivych procesov a I je rychlost’ emisie. Z toho vyplyva, Ze doba Zivota sa definuje ako

r= (T k) ©

Pokles fluorescen¢nej intenzity definuje Casova distriblicia fotonov, ktoré st emitované.
Fluorofor tieto fotony emituje nahodne pocas celého ¢asového rozsahu poklesu. Z toho
vyplyva, Ze doba Zivota je Statisticky priemer, fotony neemitujii v ¢ase rovnakom ako doba
zivota. Rozdiel medzi jedno-exponencialnym poklesom a multi-exponencialnym poklesom je,
ze v pripade multi-exponencialneho poklesu pouzivana fluorescen¢na sonda neexistuje len
v jednom mikroprostredi, ale v mnohych, ktoré maji odlisné vlastnosti. Mozeme teda
predpokladat’, ze fluorofor v zmesi moZze existovat’ vo viacerych mikroprostrediach, takze
doba zivota sa mdze distribuovat. V pripade jedno-exponencialneho poklesu sa da doba
zivota definovat’ ako ¢as priemerny, pocas ktorého fluorofor zostava v stave excitovanom
po prebudeni pulzom.

Znalost’  Zivotnosti excitovaného stavu pouzivaného fluoroféoru je rozhodujlca
pre kvantitativnu interpretaciu vacSiny fluorescenénych merani, ako je napriklad FRET
(Forster Resonance Energy Transfer — Fluorescenény Rezonanény Prenos Energie). Doby
Zivota v excitovanom stave su obvykle namerané bud v Casovej doméne, alebo
vo frekven¢nej doméne [5, 14].

2.4.2.3 Analyza dat TCSPC

Data ziskané pomocou TCSPC su mierne komplexné a vseobecne plati, Ze nemozu byt
analyzované pouzitim grafickych metod. Na analyzu boli pouzité rozne metody, ako napriklad
metéda momentu, Laplaceova transformacia, alebo metdda nelinearnych najmensich
Stvorcov, ich spravnost a presnost’ boli porovnavané. Metdoda maximalneho entropia je
relativne novy spdsob analyzy dat aje pouzivana v mnohych laboratériach. Laplaceova
transformacia a metdda momentu s v sucasnosti menej pouzivané metddy. Najpouzivanejsia
a najpresnejSia metdda objavend na analyzu déat ziskanych pomocou TCSPS je metoda
nelinearnych najmensich $tvorcov [15].
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Ciel'om metody nelinearnych najmensich Stvorcov je minimalizacia vplyvu zmenou hodnot
parametrov modelu, ¢ize dosiahnut najmensi nestlad medzi nameranymi datami a
poprekladanou funkciou. Tento nesulad sa oznaduje ako y?a je vyjadreny ako:

7= 3 NG N F - Z[N“k)N‘(tNk;“k)z], ©

k=1

kde n je celkovy pocet kanalov, N(ti) je zaznamenany pocet Cisel v kanali k, N¢(t) je
vypoditany pocet &isel v kanali k z modelovej predikcie a o2 je premennd N(t). 1° je
v skutoénosti Statisticka hodnota vaZzenej premennej najmensich $tvorcov, ktord je v podstate
Statistikou rozdelenia pravdepodobnosti chi-kvadratu. V praxi sa ale pouziva ;(é, co je
redukovana hodnota povodnej hodnoty ¥°. Hodnota redukovaného »? zavisi od poctu dat (n) a
od poctu parametrov prelozenej funkcie (p). Tato hodnota sa vypocita ako:

2= T (7)

kde n je pocet nameranych dat, p udava pocet parametrov preloZenej funkcie a v udava
stupne volnosti. Ked'’Ze n ma obvykle ovel'a va¢siu hodnotu ako p, ;(é ma zvycajne hodnotu
blizko jednej [5, 15]. Metoda nelinearnych najmensSich $tvorcov poskytuje najpresnejsie
vysledky, ked’ namerané déta spiiiaj nasledujice podmienky:

e Vsetky experimentalne neistoty su na zavislej premennej, to znamena, Ze na osi y.

o Neistoty na zavislej premennej, ¢ize namerané data, maji Gaussovu distribuciu, ked’ze
v strede je spravna hodnota.

e Ako na zavislej (os y), tak ani na nezavislej (os x) premennej sa nenachadzaju
systematické chyby.

e Predpokladana prelozena funkcia je spravnym matematickym popisom Systému.
Nespravne, nepresné modely poskytujd nespravne parametre.

e Datové body sl nezavislé pozorovania.

e Vzdy musia byt’ dostacujuce datoveé body, aby parametre boli predurcené.

Ked’ je nestlad vel'mi velky, model je zly a najpravdepodobnejsie je, Ze bude nutné pouzit’
model pre viac parametrov poklesu. Systematické chyby v datach moézu zapricinit
i 72 >15, toto malé zvySenie potom neznamena, Ze pouzivame zIy model. V skutoénosti sa

pouzivaju sofistikované programy na vyhodnocovanie vysledku TCSPC [5].

2.4.3 Casovo rozliSené emisné spektra

Procesy spojené¢ s excitovanym stavom maji za nasledok komplexné Casovo zavislé
rozpady, ¢o znamena, ze maju vel'ky vplyv na emisné spektra. Tieto procesy, ktoré prebiehaju
V excitovanom stave, su Studované pomocou merani ¢asovo rozliSenych emisnych spektier
(TRES). TRES su emisné spektrd, ktoré si namerané v uréitej kratkej chvili po pulzovej
excitacii.
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Po excitécii sa molekula fluoroféru dostane do tzv. nerelaxovaného stavu a rozpustadlo
nablizku fluoroféra sa preorientuje, ¢o je spdsobené tym, ze fluorofér zmenil svoj dipolovy
moment. Tato zmenu vyvol& prave excitacia fluoroféra aje mozne ju sledovat’ pomocou
TRES. Na relaxéciu rozpustadla ma vplyv teplota, pri nizsej teplote je relaxacia rozpustadla
pomalSia ako emisia, pri strednej teplote sa emisia ziarenia vyskytuje prave v priebehu
relaxacie. Druhym prikladom procesu, ktory ovplyviiuje emisné spektrum, st reakcie
excitovaného stavu, ako napriklad oddelenie naboja, alebo zmena konformécie vyvolana
prave oddelenim naboja.

Ako uz bolo spomenuté, tieto procesy maji za nasledok casovo zavislé rozpady, pricom
intenzita rozpadu zavisi od pozorovania vlnovej dizky. Ked je intenzita rozpadu merand
na strane emisného spektra, kde sa nachadzaju kratsie vinové dizky, rozpad je rychlejsi ako
rozpad celkovej emisie, pretoze excitované fluorofory st odstranené z pozorovanej vinovej
dizky. Na druhej strane emisného spektra, kde sa nachadzaji dlhsie vlnové dizky,
st emitujuce fluorofory uz relaxované. Je nutné spomentt’, ze emisia je nahodny dej, niektoré
fluoroféry emituji skér a druhé zase neskdr. Rychlost’ vyhasnuti, ¢ize rychlost’ rozpadu teda
predstavuje priemernd hodnotu. Fluoroféry, ktoré emituja skér, sa nachadzaju pri kratkych
vlnovych dizkach. Naopak, fluoroféry pri dlhych vinovych dizkach emituja neskorsie.

A

Intenzita

Vlnova dlzka (nm)

Intenzita

Vlnova dizka (nm)

Obrazok 6:  Emisné spektrum — A: emisné spektrum zaznamenané okamzite po excitdcii, B: emisné
spektrum zaznamenané neskorsie (relaxované molekuly), modrd — nerelaxovana
molekula, cervened- relaxovana molekula , zelena — posun [5]
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Tento proces je ilustrovany na obrazku ¢. 6 ked” by emisné spektrum bolo zaznamenané
okamzite po excitacii (t = 1 ns). Vysledkom by tak bola nerelaxovana emisia. Napriek tomu,
ak by spektrum bolo sledované neskorsie (t =3ns), viac molekul by relaxovalo pri dlhsich
vlnovych dizkach, ¢ize celé spektrum by sa posunulo ¢asom k dlh§im vinovym diZkam.
V medzi¢ase (t = 2ns) sa d4 pozorovat’ emisia v oboch stavoch. Co je typické, emisné spektra
by boli SirSie kvoli emisii oboch foriem fluoroféru. Tieto spektra, reprezentujuce odlisné casy
po excitacii, sa volaju Casovo rozliSené emisné spektra. Stanovit' TRES je technicky velkou
vyzvou a molekulova interpretacia je rovnako zlozita [5].

2.4.3.1 Casovo rozliSené emisné spektrd a TCSPC

Okrem inych sposobov, aj pomocou metdédy TCSPC sa da ziskat’' TRES. Metdda ¢asovo
korelaéného ¢itania foténov dovol'uje ziskat' zaznam fotdnov prichddzajucich v kratkom
¢asovom intervale. V tomto pripade sa daja zvolit’ vystupné impulzy z TAC, aby hodnoty
napatia boli v obmedzenom rozsahu, atento rozsah potom uruje ¢asové okno, ktoré
je pozorované. Toto emisné spektrum je potom zaznamenané pomocou monochromatora.
Téato metdda je neefektivna, a preto sa vo velkej miere nepouziva.

Castejsi spdsob zaznamenania TRES je nepriamou metodou. Procediira sa zag¢ina meranim
asovo rozlisenych rozpadov na viacerych vinovych dizkach spektra, ked’ze intenzita rozpadu
je zavisla od vlnovej dizky. Pri kalkul4cii TRES su intenzity rozpadu zvy¢ajne analyzované
z hl'adiska multi-exponencialneho modelu

|un:§}M@eum, 8)

kde 1(4,1) je intenzita rozpadu pri roznych vinovych dizkach, «;(4) je pre-exponencialny
faktor, 7,(4) je &as rozpadu.

Cielom je ziskat’ parametrizovani formu pre intenzitu rozpadu, ktora je potom pouZita
pre obnovu TRES. Aby sa dalo ziskat’ TRES, je nutné vypocitat’ tzv. normalizovanu intenzitu,

aby ¢asovo integrované intenzity pri kazdej vlnovej dizke boli rovné stacionarnej (steady-
state) intenzite vinovej dizky. Dostaneme vyraz:

L
S ) ©

kde H(A) reprezentuje novi sadu intenzity rozpadu, 1.(4) je intenzita stacionarnej

fluorescencie. Dalej plati, Ze normalizovan4 intenzita je rovna saéinu H (/1) a l(4,t):
1'(4,t) = H(A)1(4,1), (10)

zc¢oho sa d& odvodit vzorec pre vypocet TRES nasledne po excitacii pulzom,
v 'ubovol'nom case (t):
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Zn:ai (/’l)e[ri_(;)j
) =1_(1)-2 :
> a2 (4)

(11)

I'(

Vyhodou tejto procedury je, Ze normalizované hodnoty 1'(4,t) st skuto¢ne funkciou

impulznej odozvy. Skreslene st korigované v dosledku konvoldcie s funkciou odozvy
pristroja. Casova zavislost’ spektralnych posunov a tvar TRES st potom pouZité na stanovenie
rychlosti relaxacie a na ur¢ovanie charakteru relaxaéného procesu [5].

2.5 Asociativne koloidy

Asociativne alebo miceldrne koloidy st vel'mi stabilné lyofilné ststavy, ktoré vznikli
samovolne vratnou asocidciou z nizkomolekularnych pravych roztokov nazyvanych
povrchovo aktivne latky (PAL). Takto vzniknuté polymolekulové Gtvary sa nazyvaja micely.
Agregacia, ktora vedie k tvorbe miciel, prebieha v pomerne Uzkom rozmedzi koncentracie.
Kriticka micelarna koncentracia (CMC podl'a Critical Micelle Concentration) definuje spodnu
hranicu, pri ktorej uz prebieha agregicia. Od jednofazovej sustavy —pravého roztoku
sa odlisuju v tom, ze micely ako samostatna faza su citlivé nielen na zmeny koncentracie, ale
aj teploty a pH prostredia. Samovolne sa koncentruji na fazovom rozhrani, lebo takto
sa dostanu do stavu s termodynamicky nizsou energiou a medzifazové povrchové napétie
sa znizuje [16, 17, 18].

Asociativne koloidy predstavuju sustavy prechodné medzi fazovymi a molekulovymi
koloidmi. Patria medzi vratné (reverzibiln¢) systémy. Typickym predstavitel'om asociativnych
(micelarnych) koloidov su micelarne disperzie syntetickych zmacadiel alebo surfaktantov
&i tenzidov. Dalej sem radime mydla, triesloviny, farbiva a dalSie prirodné latky. Vacsina
z nich je rozpustna vo vode [18].

2.5.1 Vplyv struktary molekuly povrchovo aktivnej latky na adsorpciu a struktira
tenzidov

Molekula niektorych nizkomolekulovych latok sa sklada z hydrofébnej (uhlovodikovy
radikal) a hydrofilnej (polarna skupina) Casti. Tieto molekuly maja dvojity tzv. difilny
charakter. Tieto G¢inné povrchovo aktivne latky st oznacené ako amfifilné latky. Molekuly
amfifilnych latok v rozpustadle sa budi v povrchu orientovat. Polarna skupina ma vacsiu
afinitu  k poldrnemu rozpustadlu, kym nepolarne uhlovodikové retazce sa stocCia
do nepolarneho prostredia.

Podla amfifilného charakteru prislusnych molekul su tieto povrchovo aktivne latky bud’:
vo vode nerozpustné, ale afinita ich polarnych skupin k povrchu vodnej fazy umoznuje tvorbu
povrchovych filmov, alebo vo vode rozpustné, ale hromadia sa na fazovom rozhrani a znizuja
povrchové napdtie niektoré z nich sa od urcitej koncentracie zhlukuju a vytvaraju Castice
koloidnych rozmerov, pricom tieto latky obycCajne oznaCujeme ako koloidné povrchovo
aktivne latky [18].
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Obrazok 7:  Schematicky nacrt molekuly tenzidu

Tenzidy vo vodnom prostredie taktiez maju polarnu skupinu, ¢ize hydrofilnu cast
anepolarnu cast, ¢o sa oznacuje ako hydrofobna cast. Polarnu skupinu tvori hlava
a nepolarnu ¢ast’ uhl'ovodikovy retazec, ,,chvost™, ktory musi obsahovat’ aspon osem atdbmov
uhlika.

Vseobecne tenzidy mézeme delit’ podl'a néboja:

e Anionové tenzidy — hydrofilnd skupinu tvori zaporna skupina. Napriklad: mastné
kyseliny, alkyl-sulfonéty.

e Kationove tenzidy — hydrofilnd skupinu tvori kladna ¢ast’. Napriklad: aminy.

e Amfoterné tenzidy — obsahuji dve hydrofilné skupiny, ich naboj zavisi od pH
prostredia. Napriklad: proteiny, biomolekuly.

e Neidnove tenzidy —nenosia ziadny naboj, st neutralne. Napriklad: étery, éstery
mastnych kyselin [18].

2.5.2 Vznik miciel

Amfifilné  molekuly rozpustené vo vode aiénové molekuly sa hromadia
na polarnom/nepolarnom fazovom rozhrani, pricom sa orientuju takym sposobom, aby
vytvorili ¢o najkontinudlnejsi prechod medzi fazami, ¢im znizuju tzv. vol'n energiu fazového
rozhrania (Hardy-Harkinsov princip). Obvykle 30 az 100 molekal je potrebné, aby sa
vytvorila jedna micela [19].

Pri vzniku micel, molekuly PAL sa orientuju svojimi hydrofilnymi ¢astami k molekulam
vody a hydrofobne ¢asti sa zavieraju vnuatri miciel, inymi slovami: hydrofilné ¢asti smerujt
do roztoku a druha cast, hydrofobna smeruje von z roztoku. Primarny tvar miciel pri ich
vzniku je gul'ovity, ked’ je ale dostatocna koncentracia molekul PAL v roztoku, dochadza
k d’alsiemu spojovaniu molekdl a povodne gulovitd micela sa tvarovo meni a vytvori sa
cylindricky alebo laminarny utvar [20].
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Obrazok 8:  Micela vzniknuté v polarnom prostredi

Obrazok 9:  Reverzna micela vzniknuta v nepolarnom prostredi

Micely moézu vznikat’ az od urcitej koncentracie PAL v roztoku. Najniz§ia koncentréacia
PAL, pri ktorej mo6Zzu vznikat micely, ak uZz bolo uvedené, sa oznaCuje ako tzv. kriticka
micelarna koncentracia. Aby teda vznikla micela, musi byt rozpustnost PAL vysSia ako
CMC. Niektoré PAL st vSak za laboratornej teplote malo rozpustné a koncentracia PAL
v roztoku nedosahuje hodnoty CMC. Preto je u nich nutné zvySenim teploty zvysit
rozpustnost’ nutni pre dosiahnutie tvorby miciel. Teplotu, pri ktorej rozpustnost PAL
dosiahne CMC, oznacujeme ako Krafftov bod Ty [19, 20, 21].
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Graf 1: Zmena koncentracie monoméru a miciel ako funkcia koncentracii PAL. CMC - kriticka
micelarna koncentracia [21]

Pri vzniku miciel sa vel'mi vyrazne menia niektoré fyzikalno-chemické vlastnosti roztoku
PAL. Zmeny sG v podstate dané prechodom pdvodne analytickej disperzie na disperziu
koloidnu.

Hodnotu CMC ovplyviiuje dizka uhlovodikového retazca, teplota, vlastnosti polarne;
alebo nepolarnej Casti molekuly PAL, vlastnosti rozpustadla latok, ktoré s v roztoku
rozpustené, a anorganické elektrolyty, ktoré st pritomné v roztoku.
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Graf 2: Zavislost fyzikalno-chemickych vlastnosti PAL od koncentréacie tenzidov [22]

Napriklad rozpustnost' ionovych tenzidov s rasticou teplotou neustale rastie,
pred dosiahnuti Krafftovho bodu len v malej miere, po bode Ty prudko narastie. S rasticou
teplotou neidnové tenzidy tvoria vo vodnom prostredi pomerne velké micely, po dosiahnuti
tzv. Cloud Point, rozpustnost’ sa znizuje, roztok sa zakal'uje, nastane separacia fazou. Hodnota
CMC tiez zavisi od teploty. Asociativna nachylnost’ idnovych tenzidov sa s rasticou teplotou
znizuje. Hodnota CMC neidnovych tenzidov s rasticou teplotou sa vzdy znizuje [21, 22].

Plati, Ze s rastucou dizkou uhlovodikového retazca hodnota CMC klesa. Zvysujica sa
koncentracia elektrolytov v pripade iénovych PAL sposobuje, ze hodnota CMC sa zniZuje.
Dovodom je tienenie repulzie medzi nabitymi hlavami molekul PAL [16, 21].
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2521 CTAB

CTAB, cize cetyltrimethylammonium bromid, patri medzi kationtové tenzidy. Ako kazdy
tenzid, CTAB je schopny tvorit’ vo vode micely, ¢asto je tento tenzid vyuzivany pri tvorbe
nanocastic, napriklad zlatych nanocastic. Ma sterilizujuce uc¢inky, ktoré spdsobuje
centrimoniovy kation. Niektoré kozmetické produkty obsahujd centimonium bromid,
napriklad kondicionéry na vlasy. Struktira CTAB je schematicky znazornené na obrazku [23,
24].

|
\/\/\/\/\/\/\/\/N\
Br

Obrazok 10:  Schematicky znazornena molekula CTAB

2.6 Kyselina hyaluronova

2.6.1 VSeobecna charakteristika

Kyselina hyaluronova alebo tiez hyaluronan (Hy) je vSadepritomna zli¢enina, pritomna
vo vysokej koncentrécie v kozi, v kiboch alebo taktieZ v oénej rohovke [25]. Tato latka je
komponentom extracelularnej matrixu. Tento biopolymér bol popisany v roku 1934 Karlom
Meyerom aJohnom Palmerom. Prvykrat bola kyselina hyaluronova ziskana izolaciou
z corpus vitreum (sklovca) hovadzieho dobytka.

Vseobecne ma vel'mi vysoki molekulovit hmotnost’, ale mdze existovat’ aj ako malé
fragmenty alebo oligosacharidy. Zvyc¢ajne je hyaluronan pritomny in vivo ako polyanion,
a nie vo forme protonovanej kyseliny [26]. Hyaluronan ma linearnu, nerozvetvenu $truktaru,
ktora sa sklada z opakujucej sa disacharidickej podjednotky. Tento disacharid je tvoreny
pomocou N-acetyl-D-glukosaminu a z kyseliny glukoronovej. Tieto latky su v molekule
hyaluronanu spojené B-1,4 glykosidickou vézbou. Disacharidické podjednotky spoji p-1,3
glykosidicka védzba. Hyaluronan je energeticky vel'mi stabilna latka, kvoli stereochémii jej
disacharidov. Vaicsie molekulové skupiny v sacharidoch st priestorovo vyhodnejSie
usporiadané (rovnikova pozicia), malé atbmy ako je vodik si zase v axialnej polohe ¢o je
priestorovo menej vyhodna poloha [25].
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Obréazok 11:  Struktira kyseliny hyaluronovej

Molekulu sa da jednoducho rozpustit’ vo vode, takto hyaluronan vytvara gél, ktory sa
sprava ako mazadlo, adsorbuje vodu, ¢o mu zabezpecuje hygroskopické a homeostatické
vlastnosti. Najbeznejsi sposob ako ziskat’ hyaluronan je izolacia z hrebena kohuta, zo sklovca
zvierat, z pupocénej $nury, ale taktiez sa da ziskat’ aj z baktérie, ako napriklad Streptococcus
zooepidemicus, ktory je schopny vytvorit' tento biopolymer. Z biologického hladiska je
hyaluronan syntetizovany vo vnttornej ¢asti bunkovej membrany. Mimo bunkovej membrany
moéze Hy tvorit komplexy s proteinmi. Ma vyhodné vlastnosti, ako napriklad
biodegradabilita, biokompatibilita, biovstrebavenie [25, 27].

2.1.1 Aplikécia kyseliny hyaluronovej

Jedna z naj¢astejSich aplikacii kyseliny hyaluronovej je vo forme zltéeniny na liecbu
osteoarthrtitisa, avsak tato kyselina sa tiez vel'mi ¢asto pouziva ako ophtalmo zlt¢enina [25].
Hyaluronan je intracelularny komponent spojivového tkaniva, kde plni doleZita rolu
v bunkovej diferencidcii, vo vyvoji bunky alebo taktieZ funguje ako lubrikant. Tieto vlastnosti
si vyuzivane pri tvorbe leSenia (tkanivové inZinierstvo). Casto sa hyaluronan vyuziva
pri vyrobe hydrogélov. Urychl'uje regeneraciu poSkodenej koze, pouziva sa pri pokryti ran
[26].

V poslednej dobe sa vyuZivajii polyméry hyaluronanu pri cielenej $tadii dodavania lie€iv.
Partnerské molekuly ako izopopylakrylamid, kyselina polyakrylova, kyselina algininova
alebo celuléza aich kombinacia skyselinou hyaluronovou méze spdsobit’ tvorbu
tzv. farmakokinetickych latok. Tieto latky sa potom aplikuji pri transporte lieCiv ako
napriklad §tity rohovky vyrobené z Hy in vitro ain vivo ktoré preukazali predizené a
kontinualne dodavanie steroidov.

Dalsia relativne velka oblast’ aplikécie kyseliny hyaluronovej je jej vyuZitie ako vizkozitné
¢inidlo. V plucach umoziuje hladky prechod od vysokej do nizkej viskozity, ¢im udrzuje
alveolarnu priechodnost. Nedonesené doj¢ata narodené s chorobami dychacieho traktu majd
zvySentl Hy troven, ¢o moze byt redukované pomocou materskeho steroidu, a tym sa znizuje
rozvoj syndromu NRDS (syndrom dychovej tiesne novorodenca). Pri indukovanom
poskodeni pltic sa tiez zvySuji Hy trovne, vyvoj plticneho edému moze byt zastaveny
pri aplikacii hyaluronidazy alebo inych steroidov.

Hyaluronan konzervuje terapeutické zniZenie vnatroo¢ného tlaku. V gélovej forme ma
znaéné vyuzitie pri zabraneni vysychania rohovky, ato pri mnohych o¢nych procedurach.
Taktiez sa kyselina hyaluronova pouziva pri liecbe syndromu suchého oka ¢i ako nosi¢
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antibiotik do o¢i. Gél zabranuje slzam, aby vymyli liek z oka, vd’aka ¢omu sa antibiotika
uvolfuji postupne a dlhsie [26, 27].

2.1.2 Interakcia medzi hyaluronanom a kationovymi tenzidmi

Ako uz bolo spominané, hyaluronan in vivo sa objavuje ako polyanion a je rozpustny
vo vode. Tieto vlastnosti sposobia, ze hyaluronan sa interaguje s kladne nabitymi tenzidmi.
Tieto silné interakcie sa uskuto¢iiuju vd’aka hydrofobnym a elektrostatistickym interakcidm,
Cize zaporne nabity polymér reaguje s opa¢ne nabitymi tenzidmi.

Ked priddme k roztoku hyaluronanu optimalne mnozstvo kladne nabitého tenzidu, dojde
k agregacnému procesu, jeho vysledkom su malé utvary, tzv. minimicely, ktoré si naviazané
na retazci hyaluronanu. Optimalna koncentracia (tiez spodna hranica), od ktoré, sa tvoria
minimicely sa nazyva CAC, Cize kriticka agrega¢na koncentracia [28, 29].

Sila interakcie medzi surfaktantom a opac¢ne nabitym polyelektrolytom, v nasom pripade
polyanionom, sa znizZuje pri zvySujlcej sa ionovej sile. Toto je jasnym znakom, Ze interakcie
maju elektrostatick povahu. Hyaluronovy protiion (ked’ze pouzivame NaHy, je to Na*) sa
sprava rovnako ako volny tenzidovy ion, v naSom pripade je to CTA", takZe polyanion by
nemal vykazovat’ ziadnu preferenciu niektorého z tychto iénov. Napriek tomu, hydrofobicita
a velkost CTA" i6nu spdsobuje to, ze hyaluronanovy polyanion preferuje tenzidovy protiion.
Podmienka je, Ze jeho kontakt s vodou v okoli polyelektrolytov je znizeny. Z toho vyplyva, Ze
koncentracia surfaktantovych ionov v blizkosti polyelektrolytu je vyssia, Cize kriticka
micelarna koncentracia moze byt miestami prekonana. Micelarne agregaty takto mozu byt
indukované v pritomnosti opa¢ne nabitého polyelektrolytu, aj v pripade, ked’ je koncentracia
surfaktantov v celom objeme nizsia nez CMC [30, 31].

Po pridani hyaluronanu k tenzidom sa vytvori prichladny gél, ktory ma hydrofilnt a
izotropnu povahu. Vlastnosti gélu zavisia ¢iastoéne od molekulovej hmotnosti hyaluronanu.
Vseobecne mdzeme tvrdit, Ze gély su pomerne tuhé, ¢im vicsiu molekulovi hmotnost’ mé
pouzivany hyaluronan, tym rigidnejsi (tuhsi) je vznikajuci gél [29, 32].
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

V tejto kapitole bola venovana pozornost’ vyuzivaniu fluorescenénej sondy Oregon Green
488 v biochemickych oblastiach, meranie TRES a TCSPC. Pomocou tychto ¢lanku sa da
usudit’ vhodnost’ pouzivania tejto sondy v biotechnologickych oblastiach, alebo
charakterizovat’ jej chovanie. Je nutné dodat’, ze Oregon Green 488 sa zvycajne pouziva ako
nacinie tychto experimentu a len zriedkakedy je experiment zamerany na charakteristiku a
popis fluorescenénej sondy.

Elena Rusinova a spol. v roku 2002 publikovali vedecky ¢lanok, v ktorom porovnavali
fluorescencné charakteristiky fluoroférov Alexa 488, Oregon Green 488 a Oregon Green 514,
ktoré boli konjugované s biomolekulami. Ukazali, ze tieto relativne nové fluorescen¢né sondy
st vynikajice sondy pre skumanie termodynamiky reakcie typu protein—protein
a protein—nukleova kyselina pomocou fluorescen¢nej anizotropie. Na rozdiel od fluoresceinu,
emisia tychto fluorescenénych sond ma minimalnu pH zavislost, blizko neutralite a sU
vyznamne menej nachylné na photobleaching. V ¢lanku su porovnavané data ziskané
pomocou stacionarnej a ¢asovo rozliSenej fluorescenénej anizotropie, ked’ze dva proteiny
s roznou velkostou sa vzijomne interaguju pri asociacii transkripnych faktorov s DNA
oligonukleotidom obsahujucim jedno Specifické vizbové miesto. Teplotna zavislost
fluorescenénej doby Zivota, efekty ovplyviiujuce molekulovou velkost’ a pohyb sondy boli
skiimané pomocou ustalenej anizotropie.

Za celom oznacovanie proteinov a DNA so sondou sa pouzivali rozne Kity/linkery. Aby
sa redukoval segmentovany pohyb sondy, bol vygenerovany krat$i linker medzi
fluorescenénou sondou a DNA molekulou. Nereagovana sonda bola odstranena etanolom.
Vyssia acinnost’” oznaCovania bola ziskana pri pouzivani sondy s koncentraciou 20 mM.
Casovo rozligené fluorescenéné data boli ziskané pomocou metédy TCSPC.

K uréeniu maxima zmeny anizotropie, ktord sa mdze objavit' pocas viazanie OG488 na
biomolekulu, bola namerana limitna anizotropia fluorescenc¢nej sondy v 100% glycerolu.
Limitna anizotropia bola stanovend blizko k 0,4, ¢o naznacuje pomaly molekulovy pohyb
Vv roztoku. Doba zivota sondy definuje aj zmeny v pohybe, napriklad ked’ fluorofor ma dobu
zivota 4 ns, a jeho limitna anizotropia je 0,4, je pravdepodobne imobilny. Dizka a flexibilita
kovalentnej vézbe, ktora sa vytvori medzi sondou a makromolekulou, ako aj tendencia sondy
interagovat’ s makromolekulou st dolezité uvahy, pretoze tieto vlastnosti determinuju
obmedzenie lokdlnych pohybov. Doba zivota OG488 bola stanovend na 3,8 ns, ked sonda
bola konjugovana proteinom. 3,7 ns bola doba Zivota, ked” Oregon Green 488 bol stcastou
proteinového komplexu. Oba dva namerané ¢asy su blizko k 4 ns, z coho mdézeme usudit, ze
sonda bola v roztoku nepohybliva.

Na stanovenie tepelnej zavislosti doby zivota sondy bol skumany pokles intenzity
fluoroféra v rozsahu 5-40°C. Bol dokazany, Ze fluorescenéna doba Zzivota OG488 je
v podstate nezavisla od teploty (pri biologicky délezitych teplotach, nie v extrémnych). Keby
bola pozorovana uréitd zmena intenzity fluorescencia vplyvom zmeny teploty, to by
znamenalo, Ze reakcia medzi fluorescenénou sondou a proteinom alebo nukleovou kyselinou
je zavisla od teploty [33].
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Angel Orte aspol. vroku 2004 zverejnili vedecky c¢lanok v ¢asopisu The Journal
of Physical Chemistry A. V ¢lanku $tudovali absorpéné a emisné spektra fluorescenénej sondy
Oregon Green 488 apritomnost’ proton vymenujuce reakcie v excitovanom stave.
V poslednych rokoch vedec Angel Orte aspol. skumali proton vymenujuce reakcie
fluoresceina, ktoré sa odohravaju v excitovanom stavu a vplyv vhodnych proton darcov
(donorov) a prijemcov (akceptorov), ktoré podporuju reakcie tychto typoch. Protdn
transferujuce reakcie v excitovanych stavov znatelné ovplyviiuji fluorescenéné vysledky
tychto fluoroférov. Pomocou stacionarnej fluorescencie vedci dokazali, ze timivé roztoky,
ktoré maju acetdtovlu povahu, podporuju proton transferové reakcie medzi neutrdlnym,
monoaniénovym a dianiénovym stavom sondy OG488. Casovy priebeh excitovaného stavu
bol charakterizovany pomocou ¢asovo-rozliSenych fluorescenénych merani.

Oregon Green 488 vykazuje protobn vymenujuce reakcie pocas c¢asovych poklesov
excitovaného ¢asu. Niektoré z tychto reakcii sa odohrévaju spontanne, niektoré potrebuju
pritomnost’ vhodnych proton darcov alebo prijemcov pri dostacujicej vysokej koncentrécie.
V tychto pripadoch je najmenSie mnozstvo fluorescenénych monoaniénov premenené
na dianiénovu formu. ViditeI'né absorpéné spektrum OG488 bolo zaznamenané ako funkcia
pH vrozmedzi 0-12. So zmenou pH boli pozorovatelné nahle zmeny pri absorpcie.
Experimentalne absorpéné spektra roztokov pri roznych pH vykazuju pH-indukované zmeny
v dosledku protonovych reakcii, ktoré sa odohrdvaju v zdkladnom stavu. Bolo dokézané,
ze OG488 moZe mat’ vo vodnom roztoku Styri viditeI'né prototropne formy, ktoré vykazuju
absorpciu: kationova forma, neutrdlna forma, monoanionova forma a dianiénové forma. Tieto
formy majl aj odlisné molarne absorpéné koeficienty v roztoku.

Stacionarne fluorescencné spektra boli zaznamenané pri excitacii v 424nm a 460 nm
v Sirokom rozmedzi pH. Dva odlisné spektralne profily boli detegované od pH 3,44 do 12.
Pri vel'mi vysokej pH je pritomn& len dianiénova forma, ktord mé kvantovy vytazok blizko
jednej. Tento emisny druh mal maximum vbode 515nm, druhy emisny druh, ¢ize
monoanionova forma mala maximum emisie v bode 513nm. V pH rozmedzi 0-5 je tiez
pritomna neutralna, zékladna (elektronova) forma sondy.

Stacionarna fluorescencia potvrdila, ze so zmenou pH kationova forma excitovanej OG488
sazmenila na kyselinovi formu (photoacid form) ahodnota pK, medzi neutralnymi
a monoaniénovymi formami sa znizovala o 1 jednotku. Naopak, dianidénova forma
sa nezucastinuje v ESPT (Excited-State Proton Transfer) reakcie, ¢ize nedochadza k presunu
protonov v excitovanom stave. V stihrne, vo vodnom roztoku vsetky excitované kationové
molekuly presli deprotonizaciou, ESPT reakcia sa neodohrava medzi monoanionoyom
a dianionovym stavom OG488, ale ESPT medzi monoaniénovym a neutralnym stavom je
pritomna. V pufrovom roztoku bol dokazané, Ze s rasticou koncentraciou pufra sa zvysuje
kontribucia dianionovej formy OG488 [34].

Vedci Jung Seok Lee aJan Feijen vroku 2011 zverejnili pracu pod nazvom
Biodegradabilné polymersomy ako nosi¢e a uvolnovacie systémy pre paclitaxel, pricom ako
modelova zlicenina bol pouzity paclitaxel znaceny fluorescenénou sondou OG488. Pocas
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experimentu dokézali, Ze fluorescencnd sonda Oregon Green 488 je schopna tvorit’ komplex
so zluceninou paclitaxel, 'ahko sa viaze na molekulu paclitaxela. Paclitaxel je liek, ktory sa
pouziva na lie€bu mnohych typov rakovinovych ochoreni ako je napriklad rakovina prsnika
alebo rakovina plac. Oregon Green 488 sluzi najmd na lokalizaciu lieCiva vnutri
polymersomov pomocou fluorescencnej spektroskopie. Polymersomy su v podstate umele
vyrobené membranové vrectuska ktoré si schopné enkapsulovat’ rézne zla¢eniny, napriklad
lieky, enzymy, proteiny, DNA alebo RNA fragmenty. Maji podobnu §truktaru ako lipozémy,
ale polymersomy su stabilnej$ie a ich priepustnost’ je redukovana.

Oregon Green 488 sa viaze na hydroxylova skupinu paclitaxela. Vytvoreny komplex
sa zabuduje do membrany polymersomov, presnejSie je stcastou hlavne hydrofobnej Casti
membrany. Bolo dokazené, Ze tento zabudovany komplex ma vysoky obsah ucinnej latky,
ktora sa ¢asom postupne uvoltiuje do prostredia. V suhrne, vedci zistili, Ze biodegradabilné
polymersomy su dobré nanonosi¢e lipofilnych lie¢iv ako je paclitaxel. Oregon Green 488 je
vhodné fluorescen¢na sonda, ktora vykazuje dostatoé¢nu intenzitu fluorescencie pocas celého
merania, je schopny vytvorit komplex s lipofilnou zluc¢eninou paclitaxela a zabudovat
sa do membrény polymersomov [35].
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Oregon Green 488 2", 7" -difluorfluorescein Lifetechnologies,
Thermo Fisher Scientific
Inc.
¢. Sarze: 1298315

CTAB cetyltrimethylammonium Sigma-Aldrich, Co.
bromid ¢. sarze: SLBJ9504V
NaCl chlorid sodny Lach-Ner, s.r.o.
PP/2009/66278
Hyaluronan sodny, nativny Contipro Biotech s.r.o
M =750-1000 kDa ¢. Sarze: 214-7794

Voda distena pristrojom Milipore academic
PURELAB-flex (Mili Q)

4.2 Pristroje a vybavenie

4.2.1 Fluorolog — Luminiscen¢ny spektrometer

Pristroj od firmy Horiba Scientific na skimanie parametrov fluorescencie. Excitatnym
zdrojom pristroja Fluorolog je xenonova lampa (450 W), jej excitaény rozsah je 200—850 nm.
Systém obsahuje viac detektorov: 2 PMT, PbS, InGaAs (LNy), ktoré umoziiuji detegovat’
fluorescenciu v rozsahu 220-2500nm. Dva dvojité monochromatory (Czerny-Turner)
vyberaju uzku ast spektra, ktorého vlnovii dizku mozno menit. Spektrograf registruje
spektra elektromagnetického Ziarenia. Dalej systém umoziuje detegovat’ fluorescenciu
vo dvoch usporiadaniach: pravouhlé a Front Face, ktory umoziuje pracu aj s pevnymi alebo
zakalenymi latkami.

Pre Stadium spravania fluorescen¢nej sondy Oregon Green 488 bola potreba merat
stacionarnu fluorescenciu (kapitola 2.4.1), preto pristroj Fluorolog bol pouzity v pravouhlom
usporiadani.

4.2.2 Fluorocube — Spektrofluorimeter na principu TCSPC

Pristroj od firmy Horiba Scientific pracuje na principe TCSPC. Ako zdroj Ziarenia
obsahuje sadu NanoLED srdéznymi vlnovymi dizkami, pracuje s pracovnou frekvenciou
1 MHz v rozsahu od 260 nm do 740 nm. Dalej pristroj obsahuje emisny monochroméator typu
Seya-Namioka a TBX-04 pikosekundovy detektor, ktory pracuje v rozsahu 185-650nm.
Detektor umoziuje merat’ s rozliSenim 20 ps/kanél. Systém Fluorocube umoziuje merat’ dobu
Zivota daného fluoroféru od 10°-107°s, umoziiuje merat’ aj kvapalnej, aj pevnej vzorky.
Kvapalné vzorky mozu byt po¢as meranie premiesané. Kombinaciou systémov Fluorolog a
Fluorocube je mozno merat’ doby Zivota excitovaného stavu od 10°-10"s.
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4.2.3 Pouzité programy

Fluorolog:  FluorEssence (HORIBA Jobin Yvon Inc.) ziskanie spektier ustalenej
fluorescencie

OriginPro 8 (OriginLab Corporation) vyhodnotenie spektier
stacionarnej fluorescencie

Fluorocube: DataStation v2.4 (HORIBA Jobin Yvon Inc.)  ziskanie ~ dat  meranych
metodou TCSPC

DAS6 (HORIBA Jobin Yvon Inc.) Analyza poklesu intenzity
fluorescencie

4.3 Metody

4.3.1 Priprava zasobnych roztokov

Po navazani potrebného mnozstva Oregon Green 488 na analytickych vahach s presnostou
na Styri desatinné miesta, pevny vzor bol doplneny Mili Q vodou na celkovy objem
Voegs = 50 ml. Takto nachystany zasobny roztok bol umiestneny na magneticke miesadlo, aby

sa rozpustila pevna fluorescen¢na sonda. Roztok bol skladovany pri 4 °C.

Dalej tym istym spdsobom bol pripraveny zasobny roztok NaCl; V., =500 ml, ktory bol
skladovany pri laboratérnej teplote.

Bol nachystany zasobny roztok CTAB (V .z =100 ml), ako rozpustadlo bol pouzivany
dopredu nachystany roztok 0,15M NaCl. Pripraveny roztok bol miesany 24 hodin
na magnetickom mieSadla a bol uchovany pri laboratornej teplote.

Ako posledny bol pripraveny zasobny roztok hyaluronanu. Z hyaluronanu s molekulovou
hmotnostou 750—1000 kDa bol pripraveny 0,5% (hm.) roztok v 0,15M NaCl. Takto
nachystany roztok bol umiestneny na trepac¢ku 24 hodin a skladoval sa pri 4 °C.

Tabulka 1: SuArn — zasobné roztoky

Zasobny roztok Koncentracia Teplota skladovania
Oregon Green 488 vo vode 3-10*M 4°C

NaCl vo vode 0,15M laboratdrna

CTAB vo 0,15 M NaCl 200-10° M laborat6rna

Hy v 0,15 M NacCl 0,5% (hm.) 4°C

32



4.3.2 Priprava vzoriek

Boli pripravené 4 vodné roztoky s réznou koncentraciou, d’alej bol pripraveny micelarny
roztok s koncentraciou 8:10° M a gél s rovnakou koncentraciou sondy. Vietky vzorky boli
nachystané a namerané trikrat, uvedené vysledky su priemerované.

Ako prvy krok bolo nutné zistit' optimalnu koncentraciu fluorescencnej sondy, z toho
dovodu bol pripraveny koncentra¢ny rad zo zdsobného roztoku Oregon Green 488. Ako
rozpustadlo sa pouzivalo roztok 0,15 M NaCl.

Postup préace: do sklenenych vialiek bolo napipetované potrebné mnozstvo fluorescencne;j
sondy, rozpustadlo (Mili Q voda) bolo odparené pri laboratornej teplote za zniZzeného tlaku.
Bolo pridané potrebné mnozstvo zasobného roztoku 0,15 M NaCl a roztoky boli umiestnené
na trepacku 24 hodin a ihned’ zmerané.

Po zisteni optimalnej koncentracie, bol napipetovany roztok Oregon Green 488
do sklenenych vialiek, predchadzajacim spdsobom bolo odparené rozpustadlo a bol pridany
potrebny objem zdsobného roztoku 200-10° M CTAB. Roztok bol 24 hodin miesany a ihned
zmerany.

Gélové vzorky boli pripravené v skimavkach nasledovne: bolo napipetované potrebné
mnozstvo (pre dosiahnutie optimalnej koncentrécie) fluorescen¢nej sondy. Rozpustadlo bol
odparené za zniZzeného tlaku, pri laboratornej teplote. Do skumavky bolo pridané 5ml
zasobného roztoku CTAB v 0,15 M NaCl, skiumavka bola zazatkovana a pripraveny roztok
bol miesany na trepacke 24 hodin. Dalsi def bol do skamavky napipetovany 5 ml zasobného
roztoku hyaluronanu v 0,15 M NaCl avo vzorke sa nastala fazova separacia. Pripraveny
roztok bol uloZeny na trepacku a mieSany 5 dni. Pocas vzniku gélu sa separovali dve faze,
vznikla horna faza (supernatant) a dolnd faza (gél). Vzniknuty gél bol zmerany 5 dni
po pripraveni, aby sa gél ustalil, al mesiac po pripraveni. Ziskané vysledky boli
porovnavané, aby sa zistila potencialna zmena v roztoku pocas uréitého ¢asu. Pocas jedného
mesiace gél bol pevne zazatkovany, uchovany pri laboratornej teplote vo tme.

Tabulka 2: SUhrn vzoriek

v

Vzorka Koncentracia Cas merania

Oregon Green 488 v 0,15 M NacCl 10°M 24 hodin po priprave
510°M 24 hodin po priprave
8:10° M* 24 hodin po priprave
2:10° M 24 hodin po priprave

Oregon Green 488 v CTAB v 0,15 M NacCl 8:10° M* 24 hodin po priprave

Oregon Green 488 v gélu 8:10° M* 5 dni po priprave

Oregon Green 488 v gelu 8:10° M* 1 mesiac po priprave

*Koncentracia 8-10° M bola povazovana za optimalnou koncentraciu fluorescencnej
sondy.
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4.3.3 Nastavenie pristroja podPa poziadaviek

Emisné a excitacné spektra fluorescencnej sondy v kazdom prostredi boli zistené pomocou
pristroja Fluorolog. Kvapalné vzorky boli merané v standardnych kremennych kyvetéch,
avSak meranie gélovych nebolo mozné takym spésobom. VVzorky gélov boli vlozené v tenké
vrstve medzi dve kremenné skla, ktoré sa umiestnili do kremennych kyviet. Tento spdsob
merania je ekonomicky, pretoze nie je potrebné pouzivat’ obrovské mnozstvo gély a zaist'uje,
7e gél pocas analyzy nevyschne. Meranie prebiehalo pri laboratornej teplote, kazdé spektrum
bolo trikrat merané avysledky boli spriemerované. Strbiny emisného a excitaéného
monochroméatoru boli nastavené tak, aby intenzita fluorescencie bola v rozmedzi dobrej
meratel'nosti pristroja.

TabuPka 3: Pouzité vinové dizky emisie a excitacie v rdznych systémoch

Skimané prostredie Emisia Excitacia
465-700 455

0G488 v 0,15M NacCl 590 nm o 390_r]5n;0 nm
465-7 4

0G488 v CTAB v 0,15M NaCl 583 nrr?o nm 32(5:;7‘0 nm

Oregon Green 488 v géle gggﬁo nm ggg_ng;o nm

Oregon Green 488 v géle (stary) ggg_n?n(]m nm ggg_ng;o nm

Meranie ¢asovo-rozliSenej fluorescencie prebiehalo na pristroji Fluorocube pri laboratérnej
teplote. Bola potreba pri merani kvapalnych vzorcov stanovit' signal lampy, ¢ize prompt
pomocou koloidného kremika (ludox), priCom emisny monochromator bol nastaveny
na vinova diZku pouzitej nanoLED diédy.

Meranie prebiehalo v reverznom maéde, bola merana odozva pristroja pre nasledujicu
dekonvoluciu. Neutralne filtre boli pouzite v pripade vysokej intenzity ziarenia. Vsetky
vzorky boli merané pomocou nanoLED diddy s vinovou dizkou 455 nm a dizkou pulzu 1,2 ns.
Excitacny polarizator bol nastaveny na 0°, emisny polarizator na 54,75° (54,75° je tzv.
magicky uhol). Rozsah TAC bol nastaveny na 100 ns, meskania signalu (coaxial decay) na
65 ns, synchroniza¢né meskanie (sync. delay) na 50 ns, pocet fotonov v maxime poklesu (peak
preset) bol nastaveny na 10 000, pricom na krajoch emisného spektra pocet fotonov bol
zmeneny na 5000 a urobeny novy prompt. Opakovacia frekvencia diddy (repetition rate) bola
nastavena na 1 MHz. V kvapalnych roztokov bol pokles intenzity fluorescencie merany od
485nm do 700nm s krokom 5nm. Pokles intenzity fluorescencie v géloch bol snimany
s krokom 10 nm. Kvapalné vzorky boli merané v standardnej kremennej kyvete, u gélovych
VZorov sa pouzivala Specialna kyveta (kyveta na pevné vzorky), ktord s excitatnom lac¢om
zviera uhol 45 a minimalizuje odraz excitacného Ziarenia, pretoze je odklonena od zvislej osi.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1.1 Oregon Green 488 vo vodnom roztoku

Vodny roztok bol nachystany pouzivanim Mili Q vody, NaCl a OG488. Tento vodny
roztok so sondou bol pripraveny vo viacerych koncentraciach: 10°M, 5-10° M, 8-10° M.
Hlavnym cielom tohto postupu bolo zistenie optimalnej koncentracii sondy v roztoku.
Pomocou stacionarnej fluorescencie boli namerané excitaéné aemisné spektra vzorky,
na zaklade obdrzanych vysledkov sa usudilo, Ze roztok s koncentraciou 8-10°M sa povazuje
za najvyhodnejsi. Optimalna koncentracia znamena, ze pri koncentraciu 8- 10°Msav systému
nevznikaju neziaduce agregaty sondy a intenzita fluorescencie je dostacujuca a umoznuje
rychlejsi zber dat.

Excitacné spektrum

0,6 1 == Emisné spektrum (excitacia pri 455 nm)

0,4 -

0,2 -

0 T T 1 T T 1
390 440 490 2 [nm] 540 590 640 690

Obrazok 12:  Normalizované excitacné a emisné spektra OG488 v 0,15 M NaCl s koncentraciou
810°M

Ustalena fluorescencia ukdzala excitatné aemisné spektrum fluorescencnej sondy
v roztoku. Maximum emisie je v bode 515 nm. Namerané emisné spektrum sa d’alej pouzivalo
na rekonStrukciu TRES.
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Obréazok 13:  TRES - 0G488 v 0,15 M NaCl s koncentraciou 8-10° M

Na zaklade nameranych dat bola zostrojend TRES, ktord ma jeden emisny pik, ato je
v bode 515nm. Poklesy intenzity fluorescencie su uvedené s presnostou + 2,5nm, pretoze
emisné spektrum od 485nm do 700nm bolo namerané skrokom 5nm. I je intenzita
fluorescencie namerand pomocou metddy stacionarnej fluorescenénej spektroskopie. Vodné
prostredie je malo viskdzne, ¢as relaxacie rozptstadla nie je porovnatel’na s fluorescenciou.
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Obréazok 14: Dekonvoliicia emisného spektra OG488 v 0,15 M NaCl s koncentrdciou 81 0°M

Dekonvoltcia emisného spektra potvrdila predpoklad, Ze Oregon Green 488 ma
pravdepodobne jeden emisny druh. Avsak je nutné dodat’, Ze pri dlhsich vinovych dizkach
(570-700 nm) bol pritomny este jeden emisny druh sondy. Tento emisny druh mal relativne
vel'mi malé zastUpenie v roztoku a objavoval sa obzvlast’ nepravidelne. Dovodom pritomnosti
druhého emisného druhu méze byt to, ze v roztoku doSlo k zhasanie sondy, napriklad
kyslikom, ktory je pritomny v prostredi. AvSak najpravdepodobnejSie vysvetlenie je, Ze
okrem neutréalnej formy, bola vo vodnom roztoku pritomna aj ina prototropna forma sondy
[34].

Doba Zivota fluorescen¢nej sondy bola stanovena na 3,8-4,06 ns. Jav, ze Oregon Green
488 ma len jednu dobu Zivota vo vodnom roztoku, naznacuje, Ze pravdepodobne nie je
schopny tvorit’ diméry vo vodnom roztoku.

5.1.2 Oregon Green 488 v micelarnom roztoku

V tomto experimente bolo snimané supravanie fluorescen¢nej sondy v micelarnom
systému. Roztok CTAB (200-10°M CTAB v 0,15 M NaCl) mal koncentraciu 8:10° M, tato
koncentracia bola vopred experimentalne stanovena za optimalnu koncentraciu.

Ustalena fluorescencia ukazala po excitacii pri 455nm emisné spektrum fluorescenéne;j
sondy. Maximum fluorescencie bol najdené v 525nm. Toto emisné spektrum bolo nad’alej
pouzité pre rekonstrukcie TRES.

37



=== Excitatné spektrum

0,8 -

= Emisné spektrum (excitacia pri 455 nm)

0,6 -

0,4 -

0,2 -

0 T T T T T 1
390 440 490 A[nm] 540 590 640 690

Obrézok 15:  Normalizované excitacné a emisné spektra OG 488 v 200-10°M v 0,15 M NaCl s
koncentrdaciou 8:10° M

Dalej boli pomocou pristroja Fluorocube namerané poklesy intenzity fluorescencie v ¢ase.
Na zaklade nameranych dat bola rekonstruovana TRES pomocou vzt'ahu ¢. 11 vo vybranych
¢asoch od 0,01 ns do 10 ns nasledne po excitacii pulzom ziarenie.

485 505 525 545 565 585 605 625 645 665
A[nm]

Obrazok 16:  TRES — OG488 v 200-10°M v 0,15 M NaCl s koncentrdciou 8-10°M
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TRES obsahuje len jeden emisny pik, ktory sa objavuje v kazdom c¢ase po excitacii.
Na zaklade ziskanych informacii moZeme ustdit’, Ze Vv excitovanom stave sa nedochadzalo
k reakcii sondy. V micelarnom roztoku nie je prostredie dostato¢ne viskézne na to, aby sa
dalo zaznamenavat' prejavy relaxacie, ktoré sa odohravaji v roztoku prili§ rychlo. Cas
relaxacie rozpustadla nie je porovnatelny s fluorescenciou. Je nevyhnutne dodat, ze vysledky
boli namerane s presnost'ou + 2,5 nm z dévodu, ze data boli vyhodnocované s krokom 5 nm.
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Obrazok 17 Dekonvolicia emisného spektra OG488 v 200-10° M CTAB v 0,15 M NaCl
s koncentraciou 8-710°M

Ziskané poklesy intenzity fluorescencie pri jednotlivych vinovych dizok s krokom 5nm
umoznili vytvorit’ dekonvoluciu emisného spektra. Emisia potvrdila, Ze Oregon Green 488 ma
v miceldrnom roztoku jednu dobu zivota. Stanovena doba zivota sondy sa pohybuje
v rozmedzi 4,3-4,7ns aemituje pri kazdej vinovej dizke spektra. Tento emisny druh ma
maximum v bode 525nm. Je pravdepodobné, zZe fluorescencna sonda je pritomna
v miceldrnom roztoku v dianiénovej forme [34]. Tato dianidnova forma sondy sa priblizi
ku kladne nabitym hlavam tenzidu vd’aka elektrostatickym interakciam, ktoré sa odohréavaju
medzi polarnou hlavou, ktora nosi kladny naboj, a m-elektronmi, ktoré su pritomné kvoli
molekulovej Struktare sondy. Oregon Green 488 straca cast svojej energie kvoli
elektrostatickym interakciam, molekuly sondy sa najprv relaxujd, potom za¢nu deexcitovat’
a emitovat’ ziarenie. Fluorofor v micelarnom roztoku bol ustaleny, nevykazoval Ziadne zna¢né
zmeny, bol stabilny.
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5.1.3 Oregon Green 488 v géle

V tejto Casti experimentu bolo snimané spravanie fluorescenénej sondy v géle, ktory bol
vytvoreny podla popisaného postupu, Hy v 0,15 M NaCl s koncentréaciou 0,5% hm. Hotova
vzorka so sondou mala koncentraciu 8-10"° M, ktor4 sa povazovala za optimalnu koncentraciu.
Dalej bolo porovnané spravanie fluorescen¢nej sondy v &erstvom a starom géle, ktory bol
uchovany vo tme 1 mesiac po tvorbe. Cielom tejto Casti experimentu bolo zistit, ¢i ¢asom
dojde k interakcii sondy s gélom.

5.1.3.1 Oregon Green 488 v Cerstvom gélu

Ustélena fluorescencia ukézala emisné spektrum OG488 v gélu po excitdcii 455 nm.
Emisné spektrum ma jedno maximum v bode 525 nm, ale je nutné dodat’, Ze spektrum bolo
trikrat namerané a ziskané hodnoty boli priemerované.
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Obréazok 18:  Normalizované emisné a excitacné spektra OG488 v géle s koncentrdaciou 8-10° M

Takto ziskané emisné spektrum bolo d’alej pouzité na rekonstrukcie TRES.

Podobne ako v micelarnom roztoku, TRES ukazovala jeden pik pri 525 nm. To znamena,
Ze maximum TRES sa vébec neposuvalo, spektrum vykazoval len jeden pik v celom ¢asovom
intervale, z coho moézeme odvodit, ze sonda ma jeden emisny druh, ktory je pritomny
v celom emisnom spektre.
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Obréazok 19:  TRES - OG488 (8-10° M) v cerstvom hydrogéle

Pomocou analyzy poklesu intenzity fluorescencie bolo potvrdené, ze Oregon Green 488
ma jeden emisny druh v géle. Je potrebné dodat’, Ze bol namerany jeden vel'mi kratky emisny
druh fluorescencnej sondy, ktory sa nachadzal na modrej strane emisného spektra. Tento
emisny druh vykazoval kratku dobu Zivota, radovo v pikosekundach a objavoval sa len
na zac¢iatku emisného spektra, pri vlnovych dizkach 485-505 nm. Jeho relativne zastlpenie
bolo vel'mi malé. Pravdepodobne odraz pouzivanej lampy generoval tento emisny druh
Oregona Greena 488, takze tieto Udaje neboli brané do Uvahy pri vyhodnocovani. Hydrogély
boli vyhodnocované s krokom 10 nm, ¢o sposobuje, ze uvedené Udaje zahriiujd chybu £ 5 nm.
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Obréazok 20:  Dekonvoldcia emisného spektra OG488 (8:10° M) v cerstvom hydrogéle

Doba zivota bola stanovena na 4,1-4,45ns, o je krat§i ¢as v porovnani s fluorescen¢nou
dobou zivota fluoroféru v micelarnom roztoku. Pravdepodobne sa vytvorend monomérna
forma sondy spdsobila tento emisny druh. Tieto monoméry sa d’alej nespojili, nereagovali,
a preto v roztoku dimérna forma sondy nebola pritomna. Fluorofér nezmenil svoju polohu
v géle, stale sa nachadzal v blizkosti polarnych hlav, nebol solubilizovany do vnitra miciel.

5.1.3.2 Oregon Green 488 v ustalom géle

Cielom tohto experimentu bolo zistit zmenu spravania fluorescen¢nej sondy OG488
v géle, ktory bol pripraveny rovnakym spésobom ako ¢erstvy gél, ale po priprave bol nechany
na jeden mesiac v tme pri laboratornej teplote.

Pomocou ustalenej fluorescencie bolo zistené emisné spektrum ustaleného gelu. VVzorka
bola exitovana pri 455 nm abolo namerané maximum emisie. Emisny rozsah spektra bol
skiimany od 465 do 700 nm.
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Obrazok 21:  Normalizované emisné a excitacné spektra OG488 s koncentraciou 8-10° M v gélu

Ziskané emisné spektrum je velmi podobné predchadzajucim pripadom, spektrum ma
jedno maximum v bode 525nm. Pomocou nameraného emisného spektra dalej bola
rekonstruovana TRES.
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Obréazok 22:  TRES - OG488 v stalom géle s koncentrdciou 8-10°M

TRES potvrdila, Ze fluorescencna sonda ma v spektre jeden pik v bode 525nm, ktory
sa objavuje v kazdom Case po excitacii ziarenim. Emisné maximum sa po Case neposuvalo,

43



z ¢oho mozeme odvodit’, Ze ani po Case nevznikla ziadna interakcia medzi sondou a gélom.
Je nutné dodat’, ze roztoky hydrogélov boli namerané s krokom 10 nm.
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Obrézok 23:  Dekonvoldcia emisného spektra OG488 v ustalenom géle s koncentrdciou 8:10°M

Dekonvoluciou emisného spektra fluorescencnej sondy boli ziskané vel'mi podobné
vysledky ako v micelarnom roztoku srovnakou koncentraciou sondy. Bol zisteny jeden
emisny druh OG488. Odraz lampy sa tiez prejavovalo v ustdlenom géle, rovnako ako
v &erstvom. Je potrebné dodat’, e intenzita fluorescencie pri dlhsich vinovych dizkach od 635
do 665 nm bola nadmerne mala a v niektorych pripadoch sa nedal namerat’ pokles intenzity.

Dekonvolucia potvrdila, ze Oregon Green 488 v ustdlenom géle ma stale jednu dobu
Zivota, ktord sa prejavuje v intervale 4,-4,6ns, ako v predchadzajucom pripadu. V suhrne
moézeme zriadit, Ze neprebichala Zziadna zmena vroztoku. Nevytvorili sa diméry
sondy, neuskuto¢nila sa interakcia medzi gélom a fluorescenénou sondou a nedochédzalo
k interakcii sondy s hyaluronanom.
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ZAVER

Cielom tejto bakalarskej prace bolo preskumat a charakterizovat’ spravanie hydrofilnej
fluorescenénej sondy Oregon Green 488 v prostredi hydrogélov. Oregon Green 488 je
relativne nova fluorescenéna sonda a je derivatom fluoresceinu. Tento fluorofor je vyuzivany
najma v biochemickych oblastiach, ako napriklad neuroveda, analyza DNA, proteinov,
nukleovych kyselin a podobne. Oregon Green 488 je rezistentnejsi proti fotodegradacii, méa
stabilné absorpéné a fluorescen¢né vlastnosti vo fyziologickom pH rozmedzi. Sice Oregon
Green 488 je casto pouzivana sonda v biochemickom vyskume, avSak o jeho spravani
v prostredi hydrogélov odborna literatira neposkytuje dostacujice informacie.

Aby sa dalo charakterizovat’ spravanie tejto sondy, bolo potrebné najst’ vhodnii metodiku,
ktord je dostatoéne presna a citlivd. Fluorescenéna spektroskopia poskytuje relativne
spolahlivé vysledky a je dost citlivou metdodou, pomocou ktorej sa daju ziskat' informacie
0 fluorescencomé parametri daného fluoroforu.

Na zagiatku merania bolo potrebné zistit,, pri akych vinovych dizok emituje Oregon Green
488, inymi slovami, uréit’ jeho emisné spektrum po excitacii pri 455nm. Dalej bolo nutné
stanovit’ optimalnu koncentraciu sondy, pri ktorej je intenzita fluorescencie dostadujuca
a netvoria sa ziadne agregaty sondy. Ako prvy bol skimany vodny roztok OG488. Pomocou
ziskanych dat sa dalo lepSie interpretovat’ d’alSie vysledky obdrZzané v miceldrnom roztoku
av géle. Pomocou metody TCSPC boli namerané emisné spektra fluorescenénej sondy,
vo vodnom a v miceldrnom roztoku s krokom 5nm, v géle s krokom 10nm. Vo vodnom
roztoku sonda vykazovala jednu dobu Zivota, ale je nutné dodat’, Ze pri dlhsich vlnovych
dizkach bol detegovany druhy emisny druh sondy. V roztoku mohlo déjst’ k zhasanie sondy,
alebo k vzniku druhej prototropnej formy sondy [34]. Tento emisny druh sa nebral do Gvahy
a d’alej sa s nim nepracovalo. Oregon Green mé vo vodnom roztoku dobu zivota 3,8—4,06 ns,
jeho emisné maximum sa nachadza v bode 515nm a TRES ma identicky tvar vo vsetkych
¢asoch, ktoré boli ur¢ené I'ubovolne od 0,01 ns do 10ns. Vodny roztok je méalo viskdzny,
nedali sa zaznamenat relaxa¢né prejavy. Oregon Green 488 v micelarnom roztoku vykazoval
tieZ jednu dobu Zivota, ktora bola stanovena na 4,3-4,7 ns, jeho emisné maximum sa posunulo
batochromne o 10 nm, nachadzal v bode 525nm. Podl'a nameranych tdajov sa da dospiet’
k zaveru, ze fluorescenéna sonda nachadzala v blizkosti polarnych hlav miciel. Dianiévana
forma sondy sa priblizila ku kladne nabitym hlavdm tenzidov kvoli eketrostatickym
interakciam. Spravanie sondy mozeme charakterizovat’ ako ustalené a stabilné, nedochéadzalo
k reakcii sondy v roztoku. Sonda v Cerstvom géle vykazovala takisto jednu dobu Zzivota
vrozmedzi 4,1-4,45ns. Emisné maximum fluorescenénej sondy bolo identické ako
v micelarnom roztoku, 525nm, TRES nevykazoval Ziadne zmeny v réznych ¢asoch.
Na zaciatku emisného spektra pri 485-505 nm bol pritomny odraz lampy, ¢o generoval tzv.
nepravy emisny druh sondy. S tymto emisnym druhom sa d’alej nepracovalo. Fluorofor
vykazoval tiez jednu dobu zivota v ustdlenom géle, tato doba Zivota bola takmer identicka
s predoslym pripadom: 4,1 az 4,6 ns. Emisné maximum sa neposuvalo (525nm), z ¢oho
moézeme odvodit, Ze medzi sondou a gélom neprebieha interakcia. V roztoku neboli pritomné
diméry a nedochadzalo k interakcii medzi sondou a hyaluronanom.

45



V sthrne, Oregon Green 488 sa v prostredi hydorgélov spraval ustalene, bol najdeny jeden
emisny druh a maximum emisie nachadzal v bode 525 nm. Sonda sa chova stabilne v roztoku,
nezmeni svoje fotofyzikalne vlastnosti, nedochddza k reakcii medzi sondou a gélom.
Pravdepodobne nedoch&dza ani kinterakcii medzi sondou a hyaluronanom. Fluorofér
nachadzal v prostredie gélu blizko k polarnym hlavam tenzidov, kde polarita bola zvysena.
Tato zvySena polarita v roztoku tiez moéze sposobit” intramolekulérny prenos naboja. Pomocou
ziskanych informaciach sa da odvodit’, Ze Oregon Green 488 je pouzitel'na sonda vo vyskume
hydrogélov len v pripade, ked’ cielom analyzy nie je prostredie vnutri miciel pretoze tato
fluorescenéna sonda nebola gélom solubilizovang, a teda neposkytuje dostacujuce informacie
o prostredi vo vnutri hydrogélov. Teoreticky, tento fluorofér by bol vhodny pri analyze
charakterizacii povrchu miciel, v blizkosti molekdl vody. Na charakterizaciu nosi¢ov lieciv,
Ktoré s umiestené vnutri miciel, by sa dalo pouzivat’ tato sondu len v pripade pritomnosti
reverznych miciel, ktoré vznikajd v nepolarnom prostredi.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK ASYMBOLOV

Zoznam skratiek
ADC

CAC

CFD

CMC

CTA"

CTAB

Da

DNA

ESPT

FRET

Hy
LED
LN,

NRDS

0G488
PAL
PGA
PMT
TAC
TCSPC

TRES

Zoznam symbolov

qQ o1 ® 0R

— =

o, 1 1 (A), 1(4,1)

analog-to-digital convertor (analégovo-digitalny prevodnik)
kriticka agregacna koncentracia

constant function discriminator (diskriminator konstantnej frakcie)
kritickd micelarna koncentrécia

cetyltrimethylamonium ion

cetyltrimethylamonium bromid

dalton, atbmova hmotnostna jednotka

deoxyribonukleové kyselina

excited-state proton transfer (prenos protonu v excitovanom case)

fluorescence resonance energy transfer (fluorescenény rezonan¢ny
prenos energie)

hyaluronan

light-emitting diode (di6da emitujuca ziarenie)

liquid nitrogen (kvapalny dusik)

mol, latkové mnozstvo

neonatal respiratory distress syndrome (syndrém dychovej tiesne
novorodenca)

Oregon Green 488

povrchovo aktivne latky (tenzidy)

programmable gain amplifier (programovatel'ny zosilfiovac)
photomultiplier (fotonasobic)

time-to-amplitude convertor (prevodnik ¢asu na amplitadu)
time-correlated single photon counting (Casovo korelované Citanie
fotonov)

time-resolved emission spectra (¢asovo rozliSené emisné spektra)

pred-exponencialny faktor

koncentracia analyzovanej latky

molarny absorpcny koeficient

rychlostna konStanta emisie

vlnova dizka

smerodajna odchylka

doba Zivota

intenzita fluorescencie, intenzita oziarenie monochromatického
svetla, intenzita fluorescencie v casu t, intenzita ustalenej
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nr

npv

Nt
N(tx), Ne(ty)

H(2)
t
Tk
X1 AR

fluorescencie, normalizovana intenzita fluorescencie

konstanta zahriiujuce vlastnosti kyvety a pristroja

rychlostna konstanta neziarivych procesov

pocet nameranych dat, pocet parametrov prelozenej funkcie, pocet
stupiiu vol'nosti

pocet excitovanych molekul fluoroforu v ¢ase t

funkcia poklesu intenzity fluorescencie, funkcia prelozend
poklesom intenzity fluorescencie

subor intenzity rozpadu

¢as po excitacii pulzom ziarenia

Krafftov bod

parameter spravnosti prelozenia dat, redukovany parameter
spravnosti prelozenia dat
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6 PRILOHY

Priloha 1: Pripraveny zasobny
roztok Oregon Green 488
vo vode s koncentraciou
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:' Priloha 2: Koncentra¢ny rad
0G488. Zlava:

10°M, 5:10° M,

8:10°M, 2:10°M

54



