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ABSTRAKT

Hydrogely jsou pro své vlastnosti vyhledavanou matrici pro medicinské uéely. Casto jsou tyto
vlastnosti podminéné jejich strukturou, proto je kladen daraz na presn¢ definovanou polymerni
sit. V ramci predlozené dizertacni prace byly ruzné typy hydrogeli zkoumdny pomoci
fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS) ve spojeni s mikroreologii.

Spojeni téchto metod se pii zjiStovani vlastnosti hydrogelll vyuziva minimalné, proto byla
potifeba standardizace a optimalizace metody. Pro tyto ucely byly vybrany fluorescencné
znacené silikatové nanocastice s neutralnim povrchovym nabojem. V ramci optimalizace
metody byly zjistény limity pfistroje, kdy se namétené difiizni koeficienty jesté daly povazovat
za validni. Déle byly urCeny parametry, které ovlivituji MSD kfivku, tedy maji vliv také
na spravnost samotnych naméfenych dat.

Jako modelovy koloidni systém byl vybran vodny roztok agardzy, ktery se v zavislosti
na koncentraci pohybuje v rozmezi viskoelastické kapaliny, az po tuhy hydrogel. Na ném byly
testovany difizni vlastnosti pouzitych nanocastic, ale také strukturni vlastnosti samotného
systému. Byly zjiStény limitni koncentrace, kdy difuzni koeficient ptestal byt vybranou
technikou detekovatelny. Tento limit se podafilo ¢astecné posunout pravou korelacniho Casu,
kdy ovsem rozptyl hodnot difuzniho koeficientu byl velmi vysoky. Takto naméfené hodnoty
byly srovnany s bezkalibra¢ni metodou dvouohniskové fluorescencni korelaéni spektroskopie
(2f-FCS).

Dale byly zjistovany zmény v difiznim koeficientu v zavislosti na typu pfipravy vzorkd.
Soucasné s témito experimenty byla provedena i obrazova analyza, kterd ve spojeni s FCS
pfinesla zajimavé vysledky. Poslednim experimentem, ktery pfinesl informace o vlastnostech
jak vloZenych nanocastic, tak polymernim systému, bylo vymyvéani castic ze struktury
hydrogelu.

Jako posledni a nejpokrocilejsi analyza polymerni sité, ktera definovala systém novym,
alternativnim, zptisobem, byla vybrdna metoda maximalni entropie a analyza pomoci
log-normalni distribuce diftznich koeficienti. Hodnoty ziskané t€mito pokro¢ilymi analyzami
byly podobné jako data vypocitana matematickym modelem anomalni difuze.

Novym pfistupem byl popis vlastnosti pomoci reologickych moduli. Ty se ziskaly fadou
prepoctit z naméefené autokorelacni kiivky. Vystupem byl tedy reologicky modul ziskany
z mikroreologickych dat. Tvar kfivky je srovnatelny s klasickou (makro)reologii, nicméné
¢iselné hodnoty jsou fadoveé nizsi. Nejmensi Castice se v celé koncentracni fadé chovaly jako
v Cisté¢ viskoznim prostfedi, nejvEétsi Castice definovaly chovani systému v zavislosti
na koncentraci od velmi viskdzniho po viskoelastické.

Poslednim typem méfeni bylo studium hyaluronanu pomoci vybranych nanoc¢éstic a dale
pomoci jeho fluorescenéné znaceného analogu. Veskeré metody, které byly pouzity ve studiu
agar6zového hydrogelu se aplikovaly na viskoelasticky systém hyaluronanu, kdy se zjiStovala
pouzitelnost vybranych metod pro novy koloidni systém.

Kli¢ova slova: fluorescencni korela¢ni spektroskopie, 2f-FCS, FLIM, MEM, log-normalni
distribuce, mikroreologie



ABSTRACT

Because of their properties, hydrogels are a highly sought-after matrix for medical
purposes. These properties are often conditioned by the structure, therefore the emphasis is put
on a precisely defined polymer network. In the presented dissertation, different types of
hydrogels were researched using fluorescence correlation spectroscopy (FCS) in conjunction
with microrheology.

The combination of aforementioned methods is rarely used when determining the
properties of hydrogels, and therefore, the method had to be standardized and optimized. For
these purposes, fluorescently labeled silicate nanoparticles with a neutral surface charge were
selected. In the course of the method optimization, the limits of the device were discovered
within which the measured diffusion coefficients could still be considered valid. Furthermore,
we have determined the parameters that affect the MSD curve and thus also the correctness of
the actual measured data.

An aqueous solution of agarose was chosen as a model colloidal system, as it ranges from
a viscoelastic liquid to a solid hydrogel depending on the concentration. On this colloidal
system, the diffusion properties of the nanoparticles used were tested as well as the structural
properties of the system itself. Limit concentrations were found when the diffusion coefficient
could no longer be detected using the selected method. The limit was successfully partially
extended by adjusting the correlation time, however, the dispersion of the diffusion coefficient
values was very high in such case. The values measured in this way were compared with the
calibration-free method of bifocal fluorescence correlation spectroscopy (2f-FCS).

Furthermore, changes in the diffusion coefficient were determined depending on the type
of sample preparation. Alongside these experiments, image analysis was also performed, which
provided interesting results in conjunction with FCS. The last experiment, which provided
information about the properties of both the embedded nanoparticles and the polymer system,
consisted of washing out of the particles from the hydrogel structure.

The maximum entropy method with an analysis using log-normal distribution of diffusion
coefficients was selected as the last and the most advanced polymer network analysis of the,
which defined the system in a new and an alternative way. The results obtained using these
advanced analyses were similar to the data calculated using the mathematical model of
anomalous diffusion.

The description of properties using rheological modules was a completely new approach.
The properties were obtained using a series of conversions from the measured autocorrelation
curve. Therefore, a rheological module obtained from microrheological data was the output of
the approach. The shape of the curve is comparable to classical (macro)rheology, but the
numerical values are lower by an entire order of magnitude. The smallest particles in the entire
concentration range behaved as if they were in a purely viscous environment while the largest
particles defined the behavior of the system depending on the concentration from very viscous
to viscoelastic.

The last type of measurement was the study of hyaluronan using selected nanoparticles and
its fluorescently labeled analogue. All the methods that were used in the study of agarose
hydrogel were applied to the viscoelastic system of hyaluronan when the applicability of the
selected methods to the new colloidal system was being determined.

Keywords: fluorescence correlation spectroscopy, 2f-FCS, fluorescence lifetime imaging
microscopy, maximum entropy method, log-normal distribution, microrheology
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1 UvoD

Diky nartistajicimu z4jmu o vyuzivani hydrogeli v rtiznych odvétvich se zvySuji 1 naroky
na vlastnosti téchto materiala. V soucasné dobé je velmi zadana piiprava hydrogelt, které maji
presné¢ definovanou vnitini strukturu. Zptisobem vyroby lze docilit pozadavki, které jsou
na vysledny gel kladeny, ovSem postup by mél zahrnovat i mozné zpiisoby ovéteni struktury.

Jednou z moznosti pro popis hydrogelil je reologické méfeni, které je ale vhodné pouze
pro vzorky dostupné v dostateéném mnozstvi. Proto byla vyvinuta metoda mikroreologie,
ktera oproti klasické reologii vyzaduje faddové mensi objem vzorku a je schopna métit mimo
jiné i nehomogenni materialy. Navic diky téméf nulovému mechanickému poskozeni
pii samotné analyze je tato metoda vhodna i pro biologické vzorky.

Velmi pouzivana metoda pro zjist'ovani vnitini struktury je pasivni diftize, kdy je v realném
¢ase sledovano chovani jedné Castice v uréitém prostiedi. Z této zavislosti pak lze stanovit,
0 jaky material se v konkrétnim bod¢ jedna. Pro sledovani Céstic v realném case je velmi
vhodnd metoda fluorescenéni korela¢ni spektroskopie, ktera v prubéhu ¢asu zaznamenava
zménu intenzity fluorescence ve velmi malém objemu, fadové ve femtolitrech.
Spojenim pasivni diftize s fluorescen¢ni korelacni spektroskopii ziskdme velmi funkéni zptisob
pro zjisténi chovéani ¢astice v komplexnim systému, na zakladé¢ ¢ehoz jsme schopni urcit
vlastnosti a strukturu zkoumaného systému.

Problematika mikroreologie byla poprvé aplikovana a publikovana vroce 1968
pii zjistovani vlastnosti suspenze krevnich bun€k [1] a popisu disperznich systému
a polymert [2]. Oproti tomu fluorescenéni korelaéni spektroskopie (FCS) byla zcela poprvé
zminéna az v roce 1971 v publikaci, ktera se zabyvala Cisté fyzikalni chemii [3]. Ac¢koli jsou
ob¢ techniky dlouhodobé znamé, vétsi pozornost ziskaly az na pielomu tisicileti, coz je

znazornéno i na obrazku 1.
700 -

600 -

500 - . .
mikroreologie
400 - EmFCS
300 -
200 -
100 -
: _1

1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020 2023
rok publikovani

Obrazek 1: Vyvoj publikacni cinnosti od roku 1975 do soucasnosti v oblasti mikroreologie
a fluorescencni korelacni spektroskopie. Extrahovano z databdze Web of Science [4].

pocet publikaci

Je zajimavé, Ze fluorescenni korela¢ni spektroskopie je v soucasnosti velmi vyuzivanou
technikou, ale jeji spojeni s mikroreologii je minimdalni. V oblasti vyuziti FCS pro studium
hydrogelt bylo dosud publikovano pfiblizn¢ 60 ¢lankt, ovSsem pouze necela téetina z nich byla
ve spojeni s mikroreologii [4]. Z uvedené statistiky vyplyva, Ze se spojeni téchto dvou metod
dosud nevyuziva i ptes fakt, Ze poskytuji znacné vyhody a umoziuji zkoumat nejen fyzikalné
chemické chovani materialt, ale i optimalizaci ptiprav téchto vzorku a detekei piipadnych chyb.
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2 CILE PRACE

Prvnim krokem je vypracovani reSerSe na téma mikroreologie méfena metodou
fluorescencni korelacni spektroskopie. Na zakladé reserse je nutné vybrat vhodné koncentrace
vybranych koloidnich systémt pro studium této techniky a verifikaci naslednych analyz.

Na vybraném koloidnim systému se provede optimalizace metodiky méfeni
a vyhodnocovéani difuzniho chovani fluorescencné znaCenych Ccastic o rizné velikosti.
Zjisténé informace by mely byt dale pouzity pro popis komplexnich koloidnich systému
pomoci fluorescencni mikroskopie a ruznych variant metody fluorescencni korelacni
spektroskopie spolecné s prevodem dat na hodnoty stiedniho ¢tverce posunu (MSD).

Na vybraném gelovém systému se prokazou moznosti pouZzitych metod pro popis difizniho
chovani modelovych fluorescen¢nich sond z hlediska charakterizace sitové struktury gelu.
V ramci téchto experimentt je nutné pripravit koloidni systém s obsahem fluorescenc¢nich sond
takovym zplsobem, aby byly zachovany vlastnosti a struktura systému, ale zdroven aby
navrzeny zpusob byl aplikovatelny i pro ostatni gelové systémy a vhodny pro méteni FCS.

Po ovéfeni aplikovatelnosti metody na vybrany koloidni systém by bylo vhodné vyzkouset
1 dal$i metody a analyzy. Mezi souvisejici vhodné metody se fadi pfedevsim dvouohniskova
fluorescenéni korelacni spektroskopie. Kromé aktualniho softwaru umoznujiciho néslednou
analyzu dat najit dalsi zptisoby interpretace naméfenych dat. Poslednim krokem pfi testovani
agarozového systému je navrzeni metody prepoctu ziskanych autokorelacnich kiivek
na reologické moduly.

Po verifikaci v§ech zvolenych metod a analyz se tyto znalosti pfenesou na novy koloidni
systém, kdy se ovéii vSeobecnd platnost téchto hypotéz. Vybranymi metodami a zplisoby
intepretace se charakterizuji koloidni systémy hyaluronanu z pohledu difizniho chovéni ¢astic
v tomto prostiedi a fluorescencné zna¢eného hyaluronanu jako alternativni sondy.
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3 TEORETICKA CAST

3.1  Fluorescence

Pokud molekula absorbuje zateni o specifické vinové délce, pak muze dojit k pfechodu
ze zakladni na vyssi (excitovanou) elektronovou hladinu. Obecné Ize tyto excitované stavy
rozdélit na singletové a tripletové, které se lisi orientaci spinu, viz obrazek 2. To, kterou vyssi
excitovanou hladinu elektron obsadi, zavisi na pravdépodobnosti pfechodu a excitacni vinové

| ¢ ;
o ¢ ;

Zakladni singletovy Excitovany Excitovany
stav singletovy stav tripletovy stav

Obrazek 2: Zakladni a excitované stavy molekuly [5].

Molekula v excitovaném stavu ma nékolik moznosti, jak vyuzit dodanou energii.
Kromé¢ fotoluminiscence se mize mimo jiné jednat o zménu konformace, ptenos elektronu
nebo fotodisociaci. Elektron se miize do zakladni neexcitované hladiny vratit pouze z nejnizsi
vibra¢ni hladiny odpovidajiciho excitovaného stavu. Molekula ve vétsing piipadt absorbuje
do nékteré z vyssich vibracnich hladin, proto zakonité¢ musi v dalsim kroku dojit K vibracni
relaxaci, tedy nezafivé ztraté energie, a S tim spojenym poklesem energie na vyssi zakladni
excitovanou hladinu. Dal§im nezafivym piechodem je vnitrni konverze, kdy se elektron z vyssi
zakladni excitované hladiny dostane do niz8iho excitovaného stavu, ovSem vys$si vibracni
hladinu tohoto stavu. Poslednim nezéatfivym ptfechodem je mezisystémovy prechod, ktery se
vyznacuje zménou spinového stavu. Zminované procesy jsou zobrazeny na Perrin—Jabtonskiho
diagramu (obrazek 3).
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Obrazek 3: Perrin—Jabtonskiho diagram. IC = vnitrni konverze, ISC = mezisystémovy
prechod (intersystem crossing), Sx = singletova hladina, Tx = tripletova hladina [5].
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Pti zatfivém prechodu mize dojit ke dvéma situacim. V prvnim piipadé se elektron vraci
do zakladni singletové hladiny z vys$8iho excitovaného singletového stavu, tim padem se jedna
0 fluorescenci, jejiz doba Zivota se pohybuje fddové v nanosekundach. Ve druhém piipadée
dochazi k mezisystémovému piechodu ze singletu na triplet a elektron se pak vraci z tripletové
hladiny ptes kvantové zakazany stav, coz zpuasobuje fosforescenci. Zde se soucasné
s vyzatrenim fotonu musi zménit orientace spinu, proto cely proces trva déle — mikrosekundy az
sekundy. Kvili prvotni prob&hlé vibra¢ni relaxaci ztraci tripletovy stav nezanedbatelnou cast
dodané energie, proto je ziskana vlnova délka vyssi, nez by méla fluorescence pii stejné
excitaéni energii. Kromé fosforescence miize z tripletové hladiny dojit ike zpozdéné
fluorescenci v piipadé, ze je mozné diky zahfivani zvysSit vibra¢ni stav. Z tohoto stavu
mezisystémovym piechodem piejde zpét do vyssi excitované singletové hladiny, ze které
nasledné mize vyzafit foton ve form¢ fluorescence. Obecné lze fict, Ze fotoluminiscenci lze
podpofit zvySenim mnozstvi budiciho zafeni, naopak pti vysSich teplotich se zvySuje
pravdépodobnost nezafivych prechodu [6].

3.2  Fluorescenéni zobrazovaci mikroskopie

Pro ziskani fluorescen¢niho obrazu existuji dvé metody. Wide-field metoda, ktera je méné
piesna, snima v ohniskové rovin¢ Sirokou oblast vzorku. Pro tuto metodu se soucasné pouziva
detektor pro zobrazeni casové rozlisené fluorescence (time-resolved imaging detector).
Mnohem piesnéj$i metodou je laserova skenovaci mikroskopie (LSM). Citlivost je zde dana
pouzitim tzv. pinhole, kterd slouzi k odfiltrovani zéafeni pochazejiciho z jiné nez ohniskové
roviny a k presnéjsimu zaostieni laseru. Obraz se vytvafi tim, ze v kazdém skenovacim bodé se
méti doba Zivota fluorescence [7].

O widefield
Detektor

Cocka

’ . Ohniskovi
Dichroicke rovina

zrcadlo

Objektiv

e KonfoKalni

Detektor

B

Ohniskov,
rovina

Obrazek 4: Srovnani wide-field metody (A) a konfokalni LSM (B) [7].
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Metoda fluorescencni mikroskopie zobrazujici dobu zivota (FLIM) je technika,
ktera umoznuje zaznamenavat doby zivota fluoroforu a zaroven jeho umisténi v prostoru.
Na zékladé kombinace intenzitniho profilu vzorku a ziskané doby zivota se vytvofi finalni
obraz, na kterém lze rozlisit rizné doby Zivota a jejich relativni zastoupeni ve vzorku [8].

Pokud se méti vzorek s rovnomérnou koncentraci fluoroforu, samotnd intenzitni mapa
by neposkytovala vSechny dostupné informace. Oproti tomu doba zivota fluorescence neni
zavisla na koncentraci, ale reaguje na zménu okolniho prostfedi, jako je napiiklad viskozita,
polarita rozpoustédla nebo koncentrace ionti [8]. Kromé koncentrace je intenzita fluorescence
jesté zavisla na Case. To se jevi jako jedna z nevyhod klasického fluorescenéniho mikroskopu.
Rozdil téchto dvou fluorescenc¢nich metod je zobrazen na obrazku 5, kde zkoumany vzorek ma
dvé oblasti se shodnou intenzitou fluorescence, které jsou proto pro klasicky fluorescencni
mikroskop vzajemné nerozliSitelné. Na druhém obrazku je stejny vzorek pozorovany pomoci
FLIM. Zde jsou rozlisené dvé oblasti, které se od sebe lisi dobou dosvitu fluorescence.
Z fyzikalniho hlediska se jedna bud’ o dva rtizné fluorofory, nebo o jeden fluorofor ve dvou
ruznych prostiedich (pfitomnost iontt, jind viskozita, pH...). Pro naslednou analyzu je potieba
znat alespon pfiblizné vlastnosti daného systému pro spravné urceni typu fluoroforu [8].
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intenzitni obraz obraz dob Zivota

Obrazek 5: Srovnani klasické fluorescencni mikroskopie (4) a laserové skenovaci
mikroskopie (B). Na obrdzku B jsou rozliseny doby Zivota, ackoli koncentrace obou fluoroforu
je stejnd, kdy vysledek skenu je zobrazen na obrazku C. U klasické fluorescencni mikroskopie
neni mozné tyto dvé oblasti rozdelit, protoze fluorescence je na koncentraci zavisla [6].

Kromé nezavislosti na koncentraci fluoroforu ma laserova fluorescenéni skenovaci
mikroskopie ne€kolik dal§ich vyhod. Patii mezi n€ naptiklad oddéleni fluorescen¢niho svétla
od sumu pozadi pomoci ¢asového filtru, ktery lze mimo jiné vyuzit i jako upfesnujici parametr
pro dalsi analytickd méfeni. Také je mozné snizit celkovy pocet potiebnych detektort,
protoze jeden detektor dokaze pracovat s vice dobami Zivota zaroven [10].

Diky kombinaci fluorescence a mikroskopie je tato metoda vhodnd i pro zkoumdani
jednotlivych bungk, ptipadné urcité struktury méené¢ho vzorku. Pti pouziti spravného nastaveni
fluorescencniho mikroskopu je mozné efektivné zkoumat dynamiku fluorescence az na Groven
jedné molekuly [11, 12].
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3.3  Fluorescencni korelaéni spektroskopie

Tato metoda, kterd se oznacCuje zkratkou FCS, je zalozena na ziskavani dynamickych
a strukturnich informaci na zaklad¢ fluktuace intenzity fluorescence v Case. Fluorescence je
emitovana jednou nebo vice molekulami fluoroforu, kdy se zména intenzitniho profilu ziskava
z velmi malého objemu, ktery je vytvofeny laserovym paprskem. Tato zména je vyvolana
pohybem pozorovanych fluorescenénich molekul skrz dany konfokalni objem. Pfi zjistovani
periodi¢nosti pozorované¢ho déje je potieba zvolit odpovidajici Casové meétitko Vv zavislosti
na zkoumaném materialu a fluoroforu [13].

Pohyb ¢astic je dany translac¢ni diftizi nebo tokem. Diky velikosti konfokalniho objemu
(standardné okolo jednoho femtolitru) se do néj vejde omezené mnozstvi ¢astic — v idealnim
pfipad¢ se jedna o jednu molekulu v pozorovaném objemu, coz odpovida fadové koncentraci
fluoroforu 10° mol-dm™. Tim je mozné sledovat pfitomnost nebo absenci fluorescenénich
Castic v objemu a zaznamenavat zménu intenzity V zavislosti na dobé setrvani fluoroforu
Vv draze excita¢niho paprsku [14].

kuzel svétla

pozorovany objem

.......................................... fluoreskujici Castice

Obrazek 6: Znazornéni konfokalniho objemu s fluoreskujicimi cdsticemi

Pokud se jedna o transla¢ni difuzi, tak difuzni ¢as a z n€j odvozeny diftzni koeficient zavisi
na velikosti konfokdlniho objemu. Ten ovliviiuje fada faktori, mezi které patii naptiklad typ
objektivu, intenzita laseru, jeho vlinova délka a dalsi. Dale je potfeba alesponl ramcoveé znat
rychlost, se kterou dané dé&je probihaji. Pro pfesné méteni je nutné kalibrace objemu a rychlosti
prichodu fluoroforu o zndmém difuznim koeficientu v zévislosti na okolni teploté.
Samotna transla¢ni difuze trvd fadové ve stovkadch mikrosekund az jednotkach sekund,
oproti tomu fotochemické déje jsou az o tad rychlejsi [15].

3.3.1 Matematicka analyza dat — SymPhoTime64
Vsechny uvedené rovnice byly pifevzaty z vyhodnocovaciho systému SymPhoTime64,
ptipadné z manualu od firmy PicoQuant [16].

Pro spravné vyhodnoceni dat je nutné znat velikost efektivniho a konfokalniho objemu.
Pokud jsou objemy aproximovany 3D Gaussovou kiivkou, pak efektivni objem je vétsi oproti
konfokalnimu o faktor 2;. Zatimco termin konfokalni objem popisuje objem v $ifce poloviny
maxima funkce ve vSech osach, tak efektivni objem se pouziva k popisu objemu, ve kterém je
pravdépodobnost detekce molekuly vyssi nez eiz hustoty. Vztah mezi témito objemy je dan

rovnici:

3
T\2 1
Veons = (E) Wiy Wy = (E) Vers (1)
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kde Wyy Je laterdlni a w, axialni e—t-polomér konfokalniho objemu. Rozmér w, je cCasto
vyjadfovan jako w, = Kk - wy,,, kde k pfedstavuje excentricitu konfokalniho objemu.

Zaznamenana zména intenzity je analyzovana pomoci matematickych modela v zavislosti
na typu ziskanych dat, zkoumaném vzorku a zkuSenosti operatora. Autokorela¢ni funkce
popisuje stupent korelace mezi dvéma urcitymi hodnotami intenzity fluorescence v daném
Casovém intervalu. Vyjadiuje tedy, Sjakou pravdépodobnosti se bude stejna molekula
vyskytovat v pozorovaném objemu v ¢ase ¢ + 7 za predpokladu, ze se zde nachazela v Case t.

Kiizové korela¢ni funkce (cross-correlation function) udava, jestli a jak moc je dana
charakteristika spolecnd pro dva systémy. Ztoho divodu se Sum detektoru projevi
v autokorelaci, ale v ktizové korelaci uz ne z divodu, ze zadné dva detektory nemaji uplné
stejny Sum, ovSem fluorescence je u obou detektorii shodna.

Korelaéni funkci lze vypocitat ze zaznamenanych fluktuaci intenzity fluorescence I(t)
podle rovnice

(I@® - 1(t + 1))
awy -

G(7) = @)

Z hodnoty korela¢ni funkce G v ase T = 0 pak mlzeme ziskat informaci o rozsahu fluktuaci
detekovaného fluorescen¢niho signalu. Je nepfimo Umérnd poctu molekul v konfokalnim
objemu, tedy pii zvySovani koncentrace molekul se hodnota autokorelaéni funkce snizuje.
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Obrazek 1: Zavislost funkce G na koncentraci fluoroforu. Zelena kiivka zobrazuje nejvice
koncentrovany roztok (a spravny, kdy se nachdzi v objemu pouze jedna molekula fluoroforu),
Cervena nejmeéné koncentrovany.

Za predpokladu, ze konfokdlni objem muze byt aproximovan 3D Gaussovou kiivkou,
tak autokorela¢ni funkci lze vypocitat jako
1

G(r)=00-<1+%>_1-(1+ ‘ )2, (3)

KZTD

kde 7, predstavuje dobu, kdy korelace klesne na polovinu ptivodniho maxima. Tento ¢as lze
obecné interpretovat jako dobu, kterou molekula potiebuje, aby se dostala ven z konfokalniho
objemu pomoci translacni difiize. Jinou formulaci 1ze fict, Ze je to statisticky udaj, kdy je 50 %
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pozorovanych fluoroforti v detekénim objemu a 50 % uz je pryc. Je tedy piimo spojeny
s difliznim koeficientem, coz doklada rovnice

wy, = 4DTp. (4)

Pro prolozeni FCS dat ve form¢ jednoduchych autokorelacnich kiivek se nejcastéji
vyuzivaji nasledujici zdkladni matematické modely:

nDiff_l

Pure Diffusion G(r) = Z . o . (5)
- [1 * m] ' [1 AR KZ]
npiff-1

14T [exp (— %) - 1]] : Z pli] ©

- [1 * Tnlii]] . [1 * TD[ii[' KZ]

Triplet G(r) =

N =

Triplet Extended 3D

G =1+ Tij () [exp (—TTT(],))—1] : Dg_ pli] — ¢ Gy
§ el
i (] o K

Matematicky model Pure Diffusion se vyuziva pro analyzu difuze fluoroforu v daném
prostfedi. Predpoklada se, ze fluorofor nevykazuje zZadny meziSystémovy prechod, tedy se
neméni fotofyzikalni vlastnosti. Matematicky model Triplet se pouziva pro analyzu,
kdy fluorofor piechazi do tripletového stavu nebo stavu s jemu podobnou fotofyzikou
(tzv. ,,dark state®). Pro rozsifeni této funkce byl nasledné navrzen model Triplet Extended 3D.
Tato funkce se pouziva, kdy primérna rychlost neni zcela stabilni, ptipadné fluorofor difunduje
ve vSech tfech smérech v prostiedi typu buiika nebo polymer [17].

Komplikace nastavaji v ptipadé polydisperznich vzorku, které mohou mit naptiklad riiznou
velikost (molekulovou hmotnost), pfipadné zdanlivou velikost, kdy ¢astice mize prochazet
anizotropnim prostfedim (naptiklad gelem). S timto problémem souvisi i ptipad, kdy je métena
smés s riznou hodnotou jasu pfitomnych molekul.

V programu SymPhoTime64, ktery se standardné€ pouziva pro analyzy FCS kiivek, nelze
dostate¢né podrobné rozlisit jednotlivé doby zivota, dochdzi zde ke zkreslovani vysledki
a siroké distribuci difuznich ¢asii. V tomto ptipadé se pouzival model s vice difiznimi Casy
oznaceny jako Pure Diffusion (rovnice 5), kde se jedna o linearni kombinaci. Zde se sleduje
¢islo, které¢ musi byt co nejblize jedné a zaroveil rezidudlni analyza, kdy odchylky od stfedni
hodnoty musi byt ndhodné a rovnomérné bez velkych extrémi. ProtoZe se jednd pouze
0 matematickou analyzu, kterd nezohlediiuje povahu vzorku, 1ze timto zptisobem prolozit data
korela¢ni kiivkou se Ctyfmi proménnymi (difiznimi Casy), kdy fit bude sice matematicky
spravné, ovSem informacni hodnota bude v nékterych ptipadech nulova.

Dalsi moznosti je vyhodnoceni s ,,parametrem alfa®. Jedna se o upravu modelu Pure
Diffusion, kdy ¢len rovnice obsahujici difuzni Cas (tedy jedinou neznamou, kterou ze vzorce
potiebujeme vypocitat) je umocnén na parametr alfa (rovnice 8).
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(8)

V tomto ptipadé je opét fit matematicky v potfadku, tedy data jsou spravné prolozena
arezidualni analyza vychazi rovnomérné. Pokud se nejedna o velmi komplikovany systém,
pak vysledkem je jedna hodnota parametru alfa a jedna hodnota difizniho ¢asu. Matematicky
tento parametr upravi kiivku tak, aby byla namodelovand spravné pro dana data, bohuzel
v literatute stale chybi fyzikalni vysvétleni tohoto parametru. Jednou z moznosti je brat tento
parametr jako ukazatel anomality diftze, tedy pokud je alfa rovna jedné, jedna se o volnou
difuzi, ale ¢im vice se od této hodnoty 1isi (zpravidla je mensi), tak je t€zsi difuzi Castic
definovat jednoduchym zptsobem. Sledovanim zmény tohoto parametru je mozné ziskat
informace 0 homogenité systému [18].

3.3.2 Modely zahrnujici neuniformnost systému

Standardni model 3D difaze (rovnice (5)) je vhodny pro studium difaznich vlastnosti
monodisperznich fluoroforti v izotropnim prostfedi (napi. jednoduchy organicky fluorofor
ve vodé&). Pro systémy, kter¢ jsou polydisperzni anebo se se pohybuji v anizotropnim prostiedi
Zvlaste je tieba ptihlédnout k faktu, Ze vySe zminéné vlastnosti se mohou meénit spojité a neni
tak vhodné je popisovat systémem diskrétnich hodnot, protoze standardni model 3D difuze
nabizeji linearni kombinaci maximalné ctyt komponent. Model Anomalni 3D difuze
(rovnice (7)) toto kritérium spliiuje, nicméné v literatufe chybi vyznam ciselné hodnoty
koeficientu anomalni diflize, jak bylo zminéno vySe. Proto je potfeba pfistoupit k pouZiti
modelt, které v sob¢ nesou piedpoklad rozlozeni danych veli¢in. Jako ptiklad je mozné uvést
(log-)normalni (Gaussovské), Poissonovo nebo Schulz-Zimmovo rozdé€leni [19, 20]. Jako dalsi
moznosti analyzy, kterd piekonava problémy algoritmu metody nejmensich ¢tverci a poskytuje
distribuci sledovanych hodnot, je takzvana metoda maximalni entropie (Maximum Entropy
Method, MEM).

K ptispévku neuniformity je tieba zafadit i ¢len, ktery reflektuje rizny molekularni jas
(brightness, molecular brightness) studovanych fluorofori. Je tfeba zminit, Ze pokud se jedna
napf. o znaceny polymer, lze distribuci jeho stupné polymerizace spojit s hustotou znaceni
fluoroforu [21]. Pokud vynechame piispévek nefluorescentnich stavi (tripletu apod.),
Ize obecné model autokorelacni funkce napsat v nize uvedenim stavu

1 _fOOOP(TD)M(t; 7p)e2(1p)dT)

— , (9)
(N) (P(tp)e(tp)drp)?

G(t) =

kde vyraz P(zp) vyjadiuje distribuci diftznich ¢ast, M(t,70) vyjadiuje standardni transla¢ni
diftzi a vyraz &(zo) je distribuce jasu v zavislosti na difiznim Case (a tim i velikosti molekuly).
K poslednimu parametru je potieba pfipomenout, Ze samotnd autokorela¢ni je bilanci intenzit
fluorescence a je tedy velmi citliva na pfitomnost fluorofort s riznym molekularnim jasem,
jak je uvedené v rovnici (2).
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3.3.2.1 Log-normalni model distribuce difaznich ¢asi
Log-normalni model vyjadiuje rozdéleni pravdépodobnosti nahodné veliciny, jejiz logaritmus
je rozdelen normalng. Tento model je charakterizovan vztahem

1 1 (In (2p)=In(tp, stred))’
P(tp) = e’ bHp) ' (10)

V2 -1 b?(tp) 1p

kde 7p je nezavisle proménna, 7psied je median zavislosti a parametr b odpovida smérodatné
odchylce ptirozeného logaritmu proménné.

Tento model je velmi Casto vyuzivany v analyze velikosti ¢astic v koloidnich systémech
nebo v systémech s distribuci molekulové hmotnosti [22, 23].

3.3.2.2  Schulz-Zimmova distribuce

Jedna se o funkci, kterd popisuje kontinudlni distribuci molekulovych hmotnosti polymeru,
coz se promitne do distribuce velikosti polymeru a tim padem, V pfipad¢ fluorescenéné
znacenych polymert, i do distribuce difuznich ¢asu. Distribuce mlize mit riznou podobu
vyjadieni, jako naptiklad:

B ff+1 Xf+1 X
P = ey e 0 () @

kde X je stupen polymerizace, (X) je stiedni hodnota stupné polymerizace, ¢ je definovano jako
&= : a I' je gamma funkce. V tomto piipad¢ autofi ptevedli distribuci

difaznich ¢ast pravé na stupen polymerizace X a hledali parametry (X) a &, které porovnavali
s hodnotami zji§ténymi pomoci konvencnich metod [21].

index polydisperzity — 1

3.3.2.3 Metoda maximalni entropie
Analyza metodou maximalni entropie (MEM) je zaloZena na algoritmu navrzeném Skillingem
a Bryanem [24]. Tato metoda byla jiz dfive Gspé$né pouzita k ziskani distribuce dob Zivota
fluorescence a diftznich koeficientd a v posledni dobé je tato metoda implementovana
jako MEMFCS k analyze FCS dat [20]. MEMFCS analyza korela¢nich dat hleda nejlepsi
rozdéleni P(zp), kde je nejenom hodnota y2 minimalni, ale také entropie (H) je maximalni.
Princip maximalni entropie fika, Ze nejvhodnéj$im rozdélenim pro modelovani daného souboru
dat je rozdéleni s nejvyssi entropii ze vSech, kterd spliiuji omezeni naSich ptedchozich znalosti.
Méné pravdépodobny vysledek pifinasi vice informaci nez pravdépodobné;jsi. Entropii je mozné
tedy vyjadtit jako miru neurcitosti. Pokud by bylo cilem nalézt rozdéleni P(x), 0 kterém toho
vime co nejméné, pak by v souladu s touto hypotézou méla byt entropie maximalni.

Pokud je predpoklad, Ze distribuce diftiznich ¢asi bude kontinualni, lze zavislost
autokorelacni funkce na difiznim Case vyjadfit jako:

1/2

n 1 1
60 =) @l — =] (12)

l 1+T_ 1+K2T_
D D

kde amplituda ai musi spliiovat podminku, ze experimentalni data G(z) jsou spravné
matematicky i fyzikalné prolozena. Casto je mozné, Ze kritérium dobré shody (x°) je splnéno
pro mnoho riznych rozdé€leni ai, zejména pokud jsou data zaSuména. Takova rozdéleni mohou
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také zahrnovat feSeni pro specifické modely, naptiklad jednu nebo vice pevnych hodnot pro 7p.
Experimentalni data pak odpovidaji kterémukoli z téchto rozd€leni, a proto je pfijatelny
jakykoli model, ktery takové rozdéleni predpovida [25].

Pro aplikaci v FCS technikach je dulezité, ze metoda maximalni entropie odhaluje
ptispévky vicendsobnych difuznich médu bez predchoziho piedpokladu jejich poctu. MEM je

vvvvv

méteni jejich stiednich diftznich koeficientt. Entropie je v tomto smyslu pak definovana jako:

H = —Ep(x) Inp(x), (13)

kde p(x) = ;;_. Ucelem algoritmii je pak hledat takové rozdéleni, pro které je hodnota

¥

entropie H maximalni.

3.3.3 Casové rozlisena FCS

Dal8i moznosti méfeni je vyuZziti dob Zivota fluorescence ziskanych z TCSPC analyzy.
Tento zpusob analyzy (FLCS — Fluorescence Lifetime Correlation Spectroscopy) vypocitava
autokorelacni kiivky pro kazdou dobu Zivota fluorescence zvlast. Zikladnimi pozadavky
pro FLCS je nanosekundova pulzni excitace a schopnost souCasné méfit cas ptichodu
fluorescenéniho fotonu ve dvou riznych ¢asovych skalach. Prvni méfeny ¢as je makroskopicky,
ktery zaznamenava dobu piichodu fotonu od po¢atku experimentu s piesnosti nanosekund a Ize
z n¢j zjistit informace napfiklad o difuznim case. Druhy ¢as je mikroskopicky, je vztaZeny
k excita¢nimu pulzu a ma rozliSeni v pikosekundach. Tento ¢as nese informaci o tom, jak ktery
foton ptispiva do jednotlivych autokorela¢nich funkci [26].

Na zédklad¢ téchto dat je mozné zjistit, jestli vSechny doby Zivota nesou informaéni hodnotu
(tedy jestli nalezi konkrétnimu typu fluoroforu), nebo se jedna pouze o artefakt méfeni.
Touto metodou je mozné redukovat Sum detektoru, piipadné jeho tzv. afterpulsing v ptipadé
méfeni FCS na jednom detektoru [27].

A(i), vyhasinaci kiivka pro dobu zivota A

K(i), vyhasinaci kiivka pro kombinaci A a B

/

B(i), vyhasinaci kiivka pro dobu zivota B

Relativni pravdépodobnost detekce fotonu

S
~,
~
~
S
~
~~
~~
~
~~
~~—_

Mikroskopicky ¢as (pocet kanald, i)

Obrazek 8: Relativni pravdepodobnost piivodu fotonu se méni v priitbehu vyhasinani a miize byt
vyhodnocena pro jednotlivé fotony [28].
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FLCS je zalozena na skutecnosti, Ze s pulzni excitaci se pravdépodobnost, ze kterého
fluoroforu pochazi detekovany foton, méni v ¢ase diky rizné dob¢ Zivota fluorescence, jak je
zobrazené na obrazku 8. Mikroskopicky Cas fotonu (pocet kanali, 1) umoznuje statistické
vyhodnoceni jeho ptivodu. Pokud je tento ¢as dlouhy, pak pravdépodobné pochazi z delsi doby
zivota fluorescence (A), ackoli existuje konecna pravdépodobnost, ze pochazi z kratsi doby
zivota fluorescence (B) [28, 29].

Nasledujici rovnice jsou pievzaty ze softwaru SymPhoTime64 [16]. Pokud se normalizuji
histogramy A(i) a B(i) na jednotkovou oblast, pak plati, ze:

. A() : . .
a(i) = ZAZi) (pro b(i) plati to stejné), (14)

coz znamena, Zze Y, a(i) = Y, b(i) = 1. Tyto normalizované vyhasinaci kfivky se pouzivaji jako
modelové. Vyhasinaci kiivka K(i) pro kombinaci A a B je vyjadiena jako linearni kombinace,

tedy:
K@) =wg-a(@)+wy,-b(i), (15)

kde w, a w,, jsou amplitudy jednotlivych piispévki fotonu z fluoroforu A nebo B vyjadiené
Vv poétech fotoni. Na zakladé téchto piispévku lze definovat funkce £, (i) a f;, (i) jako

(fa@ - K(©D) = w,
(fo(D) - K(@D) =wp. (16)

Lomené zavorky oznacuji prumér Z nekone¢ného poctu méfeni. Z rovnic vyplyva, ze uvedené
funkce f,(i) a f, (i) slouzi jako statistické filtry aplikované na kazdy histogramovy kanal
TCSPC. Tyto funkce jsou pocitany z vyhasinaci kiivky K(i) a modelovych vyhasinacich kiivek
(tedy z rovnic 8 a9). Dalsim pozadavkem na tyto funkce je ten, Ze soucasné musi minimalizovat
relativni chyby. Diky f, (i) a f, (i) je mozné statisticky odd¢lit ptispévky jednotlivych fotont.
Znaménko a velikost pfispévkl jednotlivych fotonii mohou byt uréeny z celkového poctu
kanalt (mikroskopickému ¢asu) diky odpovidajici funkci filtru f, (i) a f;, (i). Na obrazku 9 jsou
zobrazeny funkce pro tii doby zivota a pozadi [28, 30].

= 4 —pozadi —4,2ns —1,65ns —0,31 ns

N

1
N
1

hodnota funkce filtru
o

5 10 15 20 25
mikroskopicky ¢as (pocet kanald, i) (ns)
Obrazek 9: FLCS filtry pro pozadi a 3 doby Zivota [16].

1
IS
o

Soucet vSech hodnot filtru v daném Case je vzdy ptesné 1. Pouzitim filtru f, (i) pfi korelaci
vSech fotonovych zdznamt ziskame autokorelacni funkci pro dobu zivota A, stejné tak pro dalsi
doby zivota [31].
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3.3.4 Dvouohniskova fluorescen¢ni korela¢ni spektroskopie

Samotna FCS metoda je ovlivnéna fadou fotofyzikalnich a optickych faktort, stejné tak jako
hardwarovym nastavenim pfistroje. Mezi tyto faktory patii naptiklad index lomu (kompenzace
riznymi typy objektivli zalozenych na rozdilnych imerzich), opticka saturace (vliv intenzity
excitacniho paprsku na diftzni koeficient) nebo astigmatismu laserového paprsku. Kviili témto
vliviim je tieba kalibrovat i nékolikrat béhem experimentu konfokalni objem, coz pii méteni
urcitych typa vzorkli miize byt z ¢asového hlediska naro¢né [32, 33].

Kvili zminovanym problémum byla vyvinuta metoda dvouohniskové FCS (dual-focus
FCS, 2f-FCS), ktera by se méla témto omezeni vyhybat. Diky této metodé¢, ktera je nezavisla
na vySe uvedenych faktorech, je mozné ziskat absolutni hodnotu difizniho koeficientu
S vysokou pfesnosti, a to bez nutnosti kalibrace konfokalniho objemu. Poprvé tuto metodu
zmifuje ve své praci Thomas Dertinger v roce 2007 (respektive skupina okolo profesora
Jorga Enderleina, ktery je také autorem piepocitavaciho algoritmu v softwaru MATLAB) [34].
Oproti klasické FCS se jedna o spolehlivéjsi metodu, ktera ma sice podobné pfistrojové
nastaveni (obrazek 10), casové méné naro¢né a presnéjsi méfeni, ale komplikovanéjsi analyzu.

Rozdil oproti klasické FCS je v pouziti dvou stiidavé pulzujicich lasert o shodné vinoveé
délce, ale rozdilnou polarizaci, které se synchronizuji pomoci pulsné¢ prokladané excitace
(pulsed interleaved excitation, PIE). Tyto laserové paprsky jsou v délici kostce spojeny
do jednoho sekvenéniho paprsku, ktery je veden pies dichroické zrcadlo na Nomarskiho hranol
(Nomarski prism). Pomoci néj je paprsek vychylen podle polarizace do dvou riznych smért
a smérovan do objektivu, kde se generuji dvé prekryvajici se excitatni ohniska o daném
vzédjemném posunu. Emisni zafeni je sniméano stejné jako pfi méfeni pomoci klasické FCS.
Pti nasledné analyze je diky pikosekundovému rozliSeni detektord mozné prifadit jednotlivé
fotony ke konkrétni polarizaci [35].

vzdalenost Nomarskiho hranolu

I |H; 1

dichroické |
zrcadlo :
déli¢ paprsku

pinhole

kolmo polarizované
pulzni lasery

SPAD detektory

Obrdazek 10: Pristrojové usporadani 2f-FCS [35].
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Pro spravnou analyzu je potieba znat vzdalenost mezi ohnisky a obecny tvar detekénich
objemu. Ten je kvantitativné definovan molekulovou detekéni funkci (molecule detection
function, MDF). Vzdalenost mezi ohnisky je déana vlastnostmi Nomarskiho hranolu.
Samotny vypocet a prolozeni korelacnich kiivek probiha pomoci softwarového skriptu
(napt. v programu MATLAB), kdy Ize vypocétem nasledné ziskat absolutni hodnotu difuzniho
koeficientu [33, 35].

Vzdélenost mezi ohnisky lze stanovit ttemi riznymi zptisoby. Prvni metodou je provedeni
srovnavaciho méteni difuze fluorescencnich nanocastic a ziskany difuzni koeficient porovnat
s vysledky z dynamického rozptylu svétla. Dalsi zpasob je z-sken, kdy se urci diftzni cas
Vv detekovaném objemu podél osy z. Posledni moznosti je pouzit sondu se zndmym difiznim
koeficientem jako pfi standardni kalibraci u jednoohniskové fluorescenéni korelacni
spektroskopie [34].

3.4 Time-correlated single photon counting

Existuji dva typy méfeni parametrd fluorescence. Ustdlenou fluorescenci (steady-state
fluorescence), ktera je méfena pii kontinualnim excita¢nim zafeni, je mozné méfit polarizaci
nebo stfedni hodnotu intenzity fluorescence [8]. Jako zdroj zateni se zde vyuziva lampa,
nejcasteji xenonova, emitujici konstantni mnozstvi fotonil za jednotku ¢asu. Ve vysledku pak
zustava koncentrace excitovanych molekul fluoroforu konstantni [36]. Druhym typem méfeni
je casové rozlisena fluorescence (time-resolved fluorescence). Zde je vysledkem ¢Easova
zévislost méfenych parametrii fluorescence. Casové rozlidena fluorescence se pouziva &asto
pro ziskani informaci o dynamice excitovaného stavu, coz je dulezity parametr pro interpretaci
fotobiologickych i fotofyzikalnich procest [8]. Dale je mozné ziskat intenzitni a anizotropni
ktivky [36].

Do ¢asové rozliSené fluorescence patii i pulzni fluorimetrie, kdy po excitaci vzorku dojde
v ¢asovém mé&fitku k poklesu fluorescence. Tento pokles tvofi v idealnim piipadé,
tedy v pfitomnosti pouze jedné doby zivota excitovaného stavu, monoexponencialni kiivku.
V realném vzorku je ovSem pokles vétSinou viceexponencialni [37]. Skute¢na kiivka je pak
tvofena samotnymi naméfenymi daty ze vSech ptfitomnych dob Zivota fluorescence a funkci
odezvy pfistroje (instrument response function, IRF — viz kapitola 3.4.2)

Metoda ¢asové korelovaného scitani jednotlivych fotont (time-correlated single photon
counting, TCSPC) patii do skupiny ¢asové rozliSené fluorescence. Je zaloZena na s¢itani fotonli
postupné dopadajicich na detektor od zacatku svételného impulzu. Principem metody je to,
ze pravdépodobnost detekce jediného fotonu v ¢ase t po excitacnim pulzu je imérna intenzité
fluorescence v konkrétnim case [38]. TCSPC metoda ma dobry dynamicky rozsah a linearitu,
vysokou citlivost a definovanou statistiku (Poissonova distribuce), ktera umoziuje spravnou
matematickou operaci pro kazdy bod v analyze dat [6].

Aby bylo mozné ziskat analyzovatelna data, je nutné mit v kanalu s nejvyssim poctem
fotont1 alesponi 10* fotonti. Toto &islo bylo stanoveno na zakladé experimentalnich méteni [39].
Z tohoto diivodu je potfeba méfeni nékolikrat opakovat, aby bylo tohoto ¢isla dosazeno, protoze
detekéni rychlost byva piiblizné jeden foton na sto excitacnich pulzi [6]. Vysledkem TCSPC
analyzy je histogram, kde na ose x je casovy interval mezi jednotlivymi excita¢nimi pulzy
anaose y se zobrazuje intenzita fluorescence (pocet fotont detekovanych s danym ¢asovym
rozdilem) [38]. Dilezitym prvkem, ktery ovliviiuje piesnost této metody, je tzv. mrtvy cas,
ktery ma jak detektor, tak i ptislusna elektronika. Po uspésné detekci (detektor) nebo ¢asovani
(elektronika) fotonu se musi detektor i1 elektronika obnovit a vratit se do aktivniho stavu,
nez bude mozné zaznamenat dal$i foton. Tyto obnovy trvaji n€kolik desitek nanosekund,
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a proto je nelze zanedbat kvuli pikosekundové frekvenci laseru a nanosekundové dobé Zivota
fluorescence (ve vztahu k témto veli¢inam se jedna o velmi dlouhou dobu). Pokud fotony
dopadaji prili§ rychle za sebou, miize dojit k procentudlni ztraté detekovatelnych fotoni,
a tim padem i ke zkresleni kone¢né vyhasinaci kiivky [39].

3.4.1 Instrumentace pro TCSPC analyzu

Zdrojem budiciho zafeni je zableskova lampa nebo laser, ktery excituje fluorofor ve vzorku
a soucasn¢ vysle impulz do elektroniky. Ten je nasmérovan do diskriminatoru (constant
fraction discriminator, CFD), ktery upravi jeho intenzitu a zaroven zaznamena Cas piichodu
pulzu. V deteké¢ni jednotce se vygeneruje ,,START* signal, ¢imz se spusti vkladani linearniho
napéti na kondenzator (time-to-amplitude convertor, TAC). Soucasné je vzorek v emisnim
kanalu excitovan optickym pulzem, coz nasledné emituje fotoluminiscenéni zafeni [39].

pulzujici svételny zdroj
Ay ANAAL /\ —/_
4.,_ CFD

2y

detektor

s

/ |||||||III||||||

detektor L J
/\ _/_ WD vysledny histogram

i ANANNAS D CFD DEL

vzorek

Obrazek 11: Schematické zndzornéni instrumentace pro TCSPC analyzu [40].

Ptistroj musi byt nastaven tak, aby na detektor (fotonasobic¢) nedopadlo vice nez jeden
foton za jeden excita¢ni pulz. Po dopadu fotonu na detektor se vysle ,,STOP* signal do detek¢ni
elektroniky (TAC), kde se mezitim generoval schodek napéti. To odpovida napéti rostoucimu
linearné s casem. Po obdrzeni ,,STOP* signdlu se zastavi zvySovani napéti a prevede se
na elektricky pulz, ktery odpovida rozdilu mezi ,,START* a ,,STOP* signalem. Pokud napéti
neni v pfedem daném rozsahu, je pro minimalizaci chyb naméfend udalost potlacena
Vv diskriminatoru (window discriminator, WD). Pro ziskani numerické hodnoty je vysledny
signal veden do pfevodniku (analog to digital converter, ADC). Data pro jednotlivé fotony jsou
prubézné ukladana do digitalni paméti (MEM), ze kterych je ziskan vysledny histogram [40].

3.4.2 Funkce odezvy pristroje

Funkce odezvy pfistroje (IRF) v ¢asové rozlisenych méfenich fluorescence se obvykle ziskava
zaznamenanim c¢asového profilu excitatniho svétla. Zpétny odraz nebo elasticky rozptyl
poskytuje silny a snadno ziskatelny signal, ale pozorovatelny pouze na vinovych délkach
kratS$ich nez emise fluorescence.

Konvenéni fotonasobice (PMT) a lavinové fotodiody (APD) pouzivané v ¢asové rozlisené
spektroskopii a mikroskopii trpi tzv. barevnym efektem (colour effect) — jejich ¢asova odpoveéd’
zavisi na energii detekovaného fotonu. Tato odezva detektoru zavislad na vlnové délce mize
vazné zkreslit vysledky ¢asove rozlisenych méteni. Stava se to zdvaznym problémem, pokud je
doba fluorescence srovnatelnd s dobou odezvy detektoru. Typickym piikladem analyzy dat
v ¢asové doméng je iterativni rekonvoluce. Zde se predpoklada, ze ¢asova odezva piistroje je
stejnd pro excitaéni impulzy a fluorescen¢ni fotony, ale kvili vySe uvedenému barevnému
efektu detektorti tento ptredpoklad neplati. Rychlé mikrokandlové PMT jsou prakticky
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bez barevnych efekti, ale jejich potizovaci cena je vysoka a kvantovy vytézek nizky, proto se
voli detektory typu APD s vy$$im kvantovym vytézkem [41].
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Obrazek 12: Funkce odezvy detektoru (IRF, Sede) a vyhasinaci kiivka fluoroforu ziskana
Z namérenych dat (zelené) [16].

Samotna kiivka je slozena z profilu excita¢niho pulzu, odezvy elektroniky a optiky.
V idealnim ptipadé ma kiivka velmi uzky budici impulz. Pokud dojde v ramci nastaveni
pfistroje k jakékoli odchylce, vysledny profil piku bude o poznani §irsi a jeho intenzita nebude
ve veétsing piipadu tak vysoka [42].

3.5 Difaze

Pti teplotach vyssich, nez je absolutni nula, je mozné diky srdzkdm molekul rozpoustédla
s disperznimi ¢asticemi pozorovat tepelny pohyb. Tento pohyb je ndhodny, probihé v riznych
smérech s riznou rychlosti. S rostouci hmotnosti a polomérem ¢astice se zvySuje
pravdépodobnost kompenzace narazii — z toho dlivodu je u Castic s efektivnim polomérem
vy$§im nez 4 um pozorovatelny pouze vibra¢ni pohyb, nikoli tepelny [43]. V makroskopickém
pohybu se tepelny pohyb projevuje jako difuze. K tomuto jevu dochézi v soustavach, kde je
piitomny koncentra¢ni gradient [44].

3.5.1 Termodynamika
Maximalni neobjemova prace je rovna dw = du a odpovida pienosu jednoho molu latky z mista
0 chemickém potencialu x do mista s potencialem u + du. Pokud chemicky potencial zavisi
na poloze x, tak plati [44]:

—du = (2* 17
dw =du = (ax)p,r dx. 17)
Praci lze obecné vyjadfit pomoci sily jako dw = —Fdx. Porovnanim téchto dvou rovnic
dostaneme:
a
Ftermodynamické = - (ﬁ)p r (18)
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3.5.1.1 Prvni Ficktv ziakon
V homogennim roztoku o aktivit¢ a je chemicky potencial vyjadien jako

u=u’+RTIna. (19)
V piipad¢ nehomogenniho roztoku je aktivita zavisla na poloze, a tak je sila rovna:
F = —RT <a al a) (20)
ox Jpr’
Pro nizké koncentrace je mozné jimi nahradit aktivitu, takze rovnice bude mit tvar
_ dlnc v cde ¢ . , , .
F = —RT (_6x )p'T, a protoze plati —— = — -, tak rovnice pro silu bude mit tvar:
RT
F=—-——. 21
. @)

Podle prvniho Fickova zdkona je tok Castic pfimo umérny koncentraénimu gradientu
Jn,=-D (Z—JZ (pro plyny). Tento vztah Ize odvodit i pro difuzi ¢asti v kondenzované fazi. Céstice
dosdhnou rovnovazné rychlosti v, pokud se termodynamicka sila vyrovna tfeci sile
(v & Fiorm.)- Tok Castic J je tmérny rychlosti pohybu ¢astic a termodynamicka sila je umérna
koncentra¢nimu gradientu %. Porovnanim rovnic dostaneme vztah pro Ficktv zakon [45]:

dc
X —, 22
Joo 22)
3.5.1.2 Einsteintuv vztah
Pokud rovnici J = —D(;—];r vydélime Avogradrovou konstantou, ¢imz se prevede pocet
molekul na latkové mnozstvi, tak se dostane Fickliv zakon ve tvaru:
dc
J=-D—. (23)
dx

Tok souvisi s rychlosti pohybu ¢astic podle vztahu | = sc. Ur€ime pocet Castic, které jsou
v objemu sAtA, které mohou v daném case projit plochou A. Pocet Castic se rovna sAtAc.

roy . dc cr 1w s c .
Porovnanim obou rovnic pro tok dostaneme sc = —D o Vyjadienim termodynamické sily

z prvniho Fickova zakona (F = —RT (a(;zc

) ) a dosazenim dostaneme:
p.T

Ddc DF
T T¢dx RT
Z toho vyplyva, ze pokud zname efektivni silu a difuzni koeficient, mizeme vypocitat rychlost
¢astic, aniz by sila musela pochazet z elektrického pole. lont, na ktery plisobi elektrické pole
0 intenzité¢ E, se pohybuje rychlosti s = uE a pisobi na néj sila ezE (F = NyezE = zFE).
Dosazenim dostaneme rovnici:

(24)

g DzFE zFD
= > U =—-:,.
TR T T RT
Vyjadfenim difizniho koeficientu ziskdme Einsteinlv vztah pro diftzni koeficient

v zavislosti na pohyblivosti iontu u [45]:

(25)

_ uRT
" zFD°

Typicka hodnota difiizniho koeficientu pro iont ve vodé je fadové 10° m?s™ (pro pohyblivost
daného iontu u = 5- 1078 m2s~1v~1) [46].

(26)
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3.5.1.3 Stokes-Einsteinova rovnice
Kombinaci vztahti u = Zf—e au= ZRF—f dostaneme rovnici:
ZRT  kgT

D=—=— (27)

Dosazenim frikéni sily dostaneme Stokes-Einsteinovu rovnici, ktera definuje vztah mezi
difuznim koeficientem a viskozitou prostredi:

kgT
D = .
6nnr

(28)

Diky tomu, ze v rovnici nevystupuje naboj iontu, tak lze rovnici vyuzit i pro hodnotu nulového
naboje, tzn. 1ze uréit D pomoci viskozity i pro neutralni ¢astice. Toto vychazi z predpokladu,
Ze tieci sila je pfimo iimérna rychlosti pohybu [47].

3.5.2 Difazni rovnice a druhy Fickiiv zakon

Diftze je charakterizovana zménou gradientu. Koncentrace difundované latky proto nezavisi
jen na prostorové soutadnici (prvni Fickiv zakon), ale 1 na Case. Z toho ditvodu se k prvnimu
Fickovu zdkonu musi pfidat druhy Ficktiv zékon (= difuzni rovnice). Ten charakterizuje zmény
koncentrace v Case.

objem Al J (x*1)

plocha A
J(X)

Obrazek 13: Druhy Fickiv zdkon [31].

V bodé X je v ¢ase t koncentrace c. Mezi body x a x + [ je vrstva Al, do které béhem malého
casového intervalu dt v disledku koncentracniho gradientu vstoupi latkové mnozstvi JAdt.
Rychlost nartstu koncentrace v dané vrstvé je v disledku toku ¢astic zleva

dct JAdt ]

ot Aldt U
Z pravé strany vrstvy zase ¢astice odchazi do mist s jeSt€ mensi koncentraci, proto tok bude
J*, ale rovnice bude stejna:

(29)

dc= _JAdt ]

R 30
ot  Aldt L’ (30)
Celkova zména koncentrace Castic ve vrstve je % = ]_T] Pouzitim Fickova prvniho zdkona
dostaneme:
ac ac’ d%c
—]'=-D—+D—=+=Dl—. 31
J=J ox * ox 0x? (1)
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Druhy Fickliv zakon ma tedy tvar:

2
dc D d“c

dx  0x%’
Rychlost zmény koncentrace je pfimo umérnd druhé derivaci koncentrace podle prostorové
soufadnice. Pokud je systém nehomogenni, jsou mista s riznou koncentraci vyrovnavana [47].

(32)

3.6  Mikroreologie

3.6.1 Zakladni princip mikroreologie

Jako dopln¢k klasické reologie byla vyvinuta technika mikroreologie. Mezi nejvétsi vyhody
patii potieba velmi malého mnozstvi vzorku, coz je vyhodné napiiklad u biologickych
materiald, nebo pfi méfeni drahych nebo vzacnych vzorki. Navic klasicka reologie neumoziuje
lokalni méteni v nehomogennim prostfedi [48]. Diky mikroreologii je mozné velmi detailné
charakterizovat vzorek s pomérné vysokym rozlisenim. Viskoelastické vlastnosti mohou byt
zjistény jak z chovani disperzniho prostiedi, tak i z polymerni sité (pfipadné jiné dispergované
latky) [49].

Obecné se v mikroreologii vyuzivaji mechanické sondy velmi malych rozmért, které
deformuji okolni prostiedi. Idealni sondou jsou kulovité inertni ¢astice, které maji velikost
odpovidajici typu méfeni (nejcastéji desitky nanometra az desitky mikrometrtr). Diky sledovani
chovani této Castice je mozné ptredpovidat vlastnosti systému v mikroskopickém méfitku.
Mikroreologii lze rozdé€lit podle zpilisobu manipulace sledovanou sondou na aktivni
(kapitola 3.6.2), kdy je ¢astice aktivné ovliviiovana a na pasivni (kapitola 3.6.3), kdy se ¢astice
pohybuje pouze diky tepelnému pohybu [50].

3.6.2 Aktivni mikroreologie

Diky aktivni mikroreologii 1ze méfit tvrdsi vzorky, pfipadné vzorky s nelinearni reologickou
odpovédi. Vyuziva se zde plisobeni elektrického a magnetického pole, optické pinzety nebo
mikroskopu atomarnich sil [51].

Princip aktivni mikroreologie je srovnatelny s klasickou reologii, kdy se na vzorek ptisobi
vngjsi silou a méfi se vysledna deformace. Rozdil mezi témito metodami je ve stupni
deformace, kdy se u aktivni mikroreologie pomoci ¢astic méfi pouze lokalni viskoelasticka
odezva [52].

3.6.3 Pasivni mikroreologie

Po méfeni mékcich materiald je vyhodnéjsi zvolit pasivni mikroreologii, ktera neni oproti
aktivni mikroreologii tak pfistrojov€ narocnd, ale pfi méfeni je mozné vyuzit velké mnozstvi
nastrojii. Pro samotné vyhodnoceni je tato technika mnohem jednodussi, protoze se zde
nepocita s vnéjsi silou, ale pouze s tepelnym pohybem definovanym jako keT. Z tohoto ditvodu
musi byt vzorek velmi mekky, aby byl pohyb Castic zplisobeny tepelnym pohybem viibec
detekovatelny [51].

Nejcastéjsi metodou je videomikroreologie, ktera mapuje trajektorii ¢astice v case. Do této
kategorie lze jest¢ zaradit jednocasticovou [52] a dvoucasticovou mikroreologii [53].
Pouzitim technik jako naptiklad DLS nebo FCS je mozné ziskat dal$i informace o vlastnostech
métfeného systému. Kvili specifickym pozadavkliim na ziskané informace existuje fada
mikroreologickych metod, kdy kazda z nich ma své klady 1 z&pory, proto je vhodna pro jiny typ
méfeni.
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3.6.3.1 MSD krivky
Browntv pohyb sondy v homogennim elastickém prostiedi zavisi na lokalnim mikroprostiedi.
Porovnanim energie, kterd je potifebnd k tepelnému pohybu sondy s energii potfebnou
k deformaci materialu je mozné dostat rovnici
kgT G'L?
B~ (33)

a3 a?’

kde ks je Boltzmannova konstanta, T je termodynamicka teplota, a je polomér sondy, G’ je
elasticka slozka modulu pruznosti a L je délka posunu [48]. Protoze pro vétSinu vzorkid neni
mozné ménit v prabéhu experimentu soucasné i teplotu, pak horni méfitelnd hranice elastické
slozky G' zavisi na praméru sledované sondy a rozliSeni pouzité metody pro sledovani délky
posunu L.

Obecné se stiedni kvadraticky posun (MSD, mean square displacement) pouzivad jako
méfitko odchylky polohy castice vzhledem k referencni poloze v pribéhu casu. Jednd se
0 nejcastéji vyuzivanou metodu pro sledovani nahodného pohybu sondy, ktera pomérné piesné
dokaze lokaln¢ analyzovat dané prostedi [54]. Tuto funkci lze zapsat rovnici

MSD = ([X(t + 1) — X(O]* + [J(t + 1) = ¥(OI* + [Z(t + D) — Z(O]?) (34)

kde X, y a z znaci polohu ¢astice, 7 je uplynuly Cas a t je ¢asovy interval [55].

Vysledny tvar MSD kiivky Vv zévislosti na ¢ase vypovida o vlastnostech dané¢ho systému.
Pokud se jedna o Cisté elasticky material, hodnota MSD se v ¢ase nezvySuje. Pro viskdzni latky
je typicka linedrni zéavislost, kterd ma v grafickém znazornéni sklon jedna. Viskoelastické
materidly vykazuji chovani obou téchto latek, kdy se jejich sklon méni o nuly (elasticke)
po jedna (viskozni). Casto dochézi v priibéhu experimentu ke zméné sklonu kiivky v zavislosti
na lokalnich vlastnostech daného prostiedi [55]. Tyto zavislosti jsou zobrazeny na obrazku 14.

A

viskozni

elasticke

viskozni chovani

MSD (um?)

chovani

viskoelastické

\4

korelac¢ni Cas (s)

Obrazek 14: Tvar MSD krivky v zavislosti na c¢ase pro jednotlivé typy systémii [55].
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Korela¢ni funkce G fluorescencni sondy difundujici skrz presné definovany objem je ptimo
spojena s MSD kiivkou podle rovnice
1
“ (1 2o (14 2 arze)) 2
G®) = (1452 (ar2@) (14 550r2@)) °, (35)
kde ¢len (Ar?(t)) reprezentuje pravé stiedni hodnotu posunu. Pokud se cel4 rovnice polozi
rovna nule, vyjde vysledna kubicka rovnice

MSD i NN (R Y s S . 36
= x x —|x+1l1—-———=.
27wy w2 Iwgw?  Iwy, 3wz,  3w? N2G(t)2 (36)

Vysledkem této rovnice jsou vzdy dva komplexné sdruzené koteny a jeden kladny realny koten.
Postup ziskani rovnic (35) a (36) je uvedeny V piiloze 3.

3.7 Reologické moduly

Pro charakterizaci chovani viskoelastickych latek se v klasické (makro)reologii vyuzivaji
oscilacni testy. Zde se vyuziva teoretického modelu dvou desek, mezi které se umisti vzorek.
Jeden ze senzorl osciluje se sinusoidni zavislosti, a to bud’ s mirou deformace, nebo predem
nastavenym napétim a na stacionarni desce se sleduje odezva druhé proménné. Z této asové
odezvy (mira deformace, pfipadné napéti) je pak mozné urcit viskoelasticky charakter
latky [56, 57].

Komplexni modul G* je definovan jako podil pasobiciho napéti a miry deformace.
Sklada se ze dvou slozek. Prvni, realna slozka je pamétovy modul G', ktera charakterizuje
elastické chovani viskoelastické latky. Druha slozka je imaginarni, oznacuje se jako ztratovy
modul s a reprezentuje viskozni chovani této latky.

Vzhledem k nutnému propojeni mikroreologické ¢asti prace (MSD ktivky) a reologickych
modult, bylo tfeba najit spole¢nou proménnou, pies kterou by bylo mozné ziskané MSD kiivky
piepocitat. Touto proménnou je poddajnost, coz je v reologii pomér naméfené miry deformace
a aplikovaného napéti. Pfepocet poddajnosti na komplexni modul G* popisuje rovnice (37).

_r_t

kde y popisuje miru deformace a 7te¢né napéti. Z mikroreologického hlediska je mozné ziskat
Z jejiho vztahu k MSD nasledujici rovnici [58]
3na

J(£) = 5= MSD. (38)
3.8 Hydrogely
Hydrogely jsou specialni skupinou lyogeli, kdy je disperznim prostiedim voda. Retézce jsou
vzajemné propojené do trojrozmérné sité, kterd vypliuje celé disperzni prostfedi. Vyhodnou
vlastnosti je, Ze se hydrogely ve vod¢ nerozpousti diky zesiténi polymeru. Naopak pii kontaktu
sni dokazou velké mnozstvi absorbovat, tim dojde ke zvétSeni objemu = botnaji. Tato
schopnost je podminéna strukturou polymerniho fetézce, kdy funkéni skupiny musi mit
hydrofilni charakter [59].

V okoli hydrogelu se nachazi volnd voda, kterd se osmotickou silou dostane do polymerni
sité. Pii absorpci vody dojde nejdiive k hydratovani polarnich casti fetézce, ¢imz vznikne
primdrné vazana voda, ktera je ze systému jen tézko odstranitelna. Na zaklad¢ toho dochézi
ke zvétseni objemu sité a vystaveni hydrofobnich skupin. Ty také interaguji s molekulami vody,
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kdy vznikd sekunddarné vizand voda. Voda uvnitf hydrogelu pak umoziuje diftizi v ni
rozpus$ténych latek [60, 61].

Hydrogely se déli do nékolika kategorii podle vlastnosti a typu pfipravy.
Prvnim z rozdé¢leni je na pfirodni a syntetické. Prirodni hydrogely jsou tvofeny napiiklad
kolagenem, kyselinou hyaluronovou nebo derivaty pfirodnich polymerd. Kvuli jejich
prirodnimu ptivodu ale miize pokazd¢ jiné slozeni, které nasledné miize ovliviiovat vyslednou
strukturu a vlastnosti hydrogelu. Z tohoto divodu je tézké pii stejné pripravé reprodukovat
shodné finalni vlastnosti a mikrostrukturu. Syntetické hydrogely, které obsahuji naptiklad
PVAI, jsou snaze reprodukovatelné, protoze podminky polymerizace jsou téméf shodné.
Vyhodou je, ze tyto polymery mohou byt ptizpiisobené pozadovanym vlastnostem pro danou
aplikaci [62].

Podle typu sitovani je mozné hydrogely rozdélit na chemicky a fyzikéaln¢ sitované gely.
Diky zesitovani maji hydrogely mechanické vlastnosti, které se podobaji tuhym latkdm.
Chemicky sitované hydrogely obsahuji kovalentni vazby, které vznikaji v disledku aktivace
reak¢nich mist na polymernim fetézci. K tomuto jevu dochézi diky ptisobeni sitovaciho ¢inidla,
zménou teploty nebo pH. Takto ptipravené gely jsou také znamé jako trvalé hydrogely, protoze
nejsou rozpustné v zddném typu rozpoustédla. Oproti tomu fyzikdlné sitované hydrogely
obsahuji pouze slabé vazebné interakce. Z tohoto divodu jsou gely slabsi, ale patfi mezi
docasné gely, tedy zménou podminek je mozné trojrozmérnou sit’ narusit [63, 64].

V osmdesatych letech minulého stoleti byly vyvinuty tzv. inteligentni (smart) hydrogely,
kdy se vychazelo z predpokladu (¢lanek Dusek a Patterson [65]), ze nahlou zménou vnéjsich
podminek je moZzné docilit zmén v botnavosti gelu, polymerizaci materidlu, ptipadné je mozné
uvolnit aktivni latku inkorporovanou do polymerni sité [66].

3.8.1 Agaro6zovy hydrogel
Jednou z forem agaru, ktery se izoluje z Cervenych motskych fas, je agardza. Dlouhou dobu
byla povazovéana za neutrdlni molekulu, ale jeji neutralita nebyla zatim zddnou analytickou
metodou potvrzena. V soucasné dobé je agaréza brana jako smés agarovych molekul
Snejniz§im moznym obsahem naboje. Muze ovSem obsahovat zbytky karboxylovych,
sulfatovych nebo pyruvatovych skupin. Konkrétni sloZeni zavisi na druhu pouZitych rhodophyt,
obdobi jejich sbéru a podminek extrakce polymeru [67].

Tvofi ji linedrni fetézec stiidajicich se podjednotek B-D-galaktopyrandzy spojenych
a(1,3)-glykosidickou vazbou a zbytki 3,6-anhydro-o-L-galaktopyrandézy vzajemné
provazanych B(1,4)-glykosidickou vazbou [68].

OH OH o)
O

~OH
o 0 \I/T
OH HO ©

— = n

D-galaktopyrandza 3,6-anhydro-a-L-galaktopyran6za

Obrazek 15: Struktura agarozy

32



3.8.2 Hyaluronat sodny

Hyaluronan (hyaluronat sodny, sodna sul kyseliny hyaluronové) je piirozené se vyskytujici
linearni polysacharid, patfici do tfidy nesulfatovanych glykosaminoglykand, s opakujicimi se
jednotkami sodné soli kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu a stfidajicimi se
B-(1-3), B-(1—4) glykosidickymi vazbami. V tomto polysacharidu je rotace kolem
glykosidickych vazeb omezena, protoze oba monosacharidy jsou v energeticky stabilni
konfiguraci B, v niz jsou objemné funkéni skupiny (karboxyl, acetamidova, hydroxylova
a anomerni uhlik) ve stericky vyhodné ekvatorialni poloze [69].

Pocet opakujicich se disacharidi v dokonc¢ené molekule HA muaze dosahnout 10000 nebo
vice s molekulovou hmotnosti okolo 4-106 g-mol. Pii pH 7 jsou karboxylové skupiny pfevazné
ionizované. Ve fyziologickém roztoku je kostra molekuly HA vyztuzena kombinaci chemické
struktury disacharidu, vnitinich vodikovych vazeb a interakci s rozpoustédlem. Kromé¢ toho se
preferovany tvar ve vodé vyznaCuje hydrofobnimi oblastmi (axialni vodikové atomy)
na stiidajicich se stranach ploché, paskové sekunddrni struktury. Obé strany jsou identické,
takze molekuly HA jsou ambidextrozni, coz jim umoziuje agregovat prostiednictvim
specifickych interakci ve vodé a vytvaret sité, a to 1 pfi nizkych koncentracich. V disledku toho
zaujima molekula HA ve fyziologickych roztocich strukturu rozsiteného nahodného klubka
s hmotnostni koncentraci polysacharidu okolo 0,1 % nebo méné, pokud je makromolekula
pritomna ve velmi zfedéné koncentraci ve fyziologickém roztoku. To znamena, Zze domény
jednotlivych molekul by se mély vzajemné& piekryvat pti koncentracich 1 gl a vice.
Doménova struktura HA ma zajimavé a dualezité dusledky. Malé molekuly, jako je voda,
elektrolyty a ziviny, mohou voln¢ difundovat rozpoustédlem uvnitt domény. Velké molekuly,
jako jsou proteiny, vSak budou z domény castecné vylouceny kvili svym hydrodynamickym
rozmérum v roztoku [70].

Vysokomolekularni HA a fragmenty rOznych velikosti mohou ovliviiovat fadu
biologickych procesti prostfednictvim interakci s receptory, jako je naptiklad CD44,
receptor pro hyaluronanem zprostiedkovanou pohyblivost (RHAMM, HMMR) a receptor
pro hyaluronan endotelu lymfatickych cév 1 (LYVEL) [71].
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wele) OH
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Obrazek 16: Struktura hyaluronanu sodného

3.9 Fluorescen¢ni sondy vyZivané pro FCS
Fluorescen¢ni sondy vyuzivané v metodé FCS Ize podle jejich velikosti rozdélit na molekuldrni
a makromolekularni. Mezi molekularni sondy patii pfedev§im kumariny, kyaniny, rhodamin
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ajeho derivaty, fluorescein a jeho derivaty, polyaromatické uhlovodiky nebo
dipyrromethenbordifluoridy (BODIPY) [72].

(o) o)
= kyanln </ \>_< >
i \_/
umarin
‘:) C[ Ij polyaromatické uhlovodiky

NH,
xanthen fenoxazin
N ~
g A O .
—=N__N Y4 N
B
= / N\ CH

3 3

akridin dipyrromethenbordifluorid auramin
Obrazek 17: Struktura zakladnich molekularnich sond.

Mezi nejCastéji vyuzivané makromolekularni sondy mutzeme zatradit rizné druhy
fluorescenénich nebo fluorescenéné znafenych polysacharidi, protilatek, proteint,
ptipadné olichosacharidy. V soucasné dobé¢ se zacaly vyuzivat i sférické nanocastice, které jsou
pro méfeni idedlni diky svym nepritoénym vlastnostem, casto jsou vysoce stabilni
a monodisperzni [73].

3.9.1 Sférické nanocastice

Pro tuto praci jsou stézejni pravé fluorescenéné znafené nanocastice s pevnym zakladem
(ktemikové, polystyrenové, latexové...) a fluorescencni znaCkou navazanou na povrchu.
Pro moznost variability méfeni je vhodné, aby ¢astice mély stejny zéklad, ale 1iSily se funk¢ni
skupinou — NH2, COOH, neutralni, pfipadn¢ dalsimi vlastnostmi, jako je naptiklad afinita
K riznym typim molekul, hydrofobicita a hydrofilita.

V ptiloze 1 jsou uvedeny nekteré spolecnosti, které distribuuji nanocastice o danych
vlastnostech. Kromé téchto nanocastic se vyuzivaji i naptiklad kvantové teCky nebo stiibrné
a zlaté nanocastice [ 74, 75]. Fluorescencné znacené Castice se vyuzivaji pfedevsim pro studium
vlastnosti dan¢ho prostiedi.

3.9.2 Fluorescen¢né znacené biopolymery

Mezi nejcastéji fluorescencné znacené biopolymery patii poly- nebo oligosacahridy [76],

proteiny [77] a protilatky [78]. Na rozdil od sférickych ¢Eastic, biopolymery se vyuZzivaji

predevsim pro studium riiznych biologickych reakci a procest, ¢asto tykajicich se jich samych.
Nejznaméj$im biopolymerem je zeleny fluorescencni protein (GFP), ktery se pouziva Casto

1 jako fluorescencni znacka. Pomoci FCS byly naptiklad testovany jeho vlastnosti po zméné pH

[79] nebo zavislost dynamiky konformacnich fluktuaci jeho mutantni verze [80].
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Dalsim vyuzivanym biopolymerem jsou fluorescencné znacené dextrany. Patii mezi
nejvyuzivanéjsi polymery vibec, a to od testovani samotné FCS pies studium koloidnich
prostfedi az po zivé systémy [76, 81, 82]. Znafené dextrany jsou, podobn¢ jako nanocéstice,
velmi prodavanym artiklem. V rtznych velikostech (MW tisice az miliony daltontl) s riiznymi
fluorescencnimi znackami (modréa az Cervend) a s povrchovou upravou (naboj, fixovatelnost)
je mé v nabidce naptiklad spolecnost Thermo Fisher Scientific v cenové kategorii do 3000 K¢
za 1 mg [83].

-{-0 --1-1--0-CH,

OH
OH

OH
Obrazek 18: Struktura dextranu
Nevyhodou biopolymerti jako fluorescencné znaCenych sond ohebnost jejich fetézce,

tedy pro néktera méfeni, jako naptiklad zjistovani velikosti port hydrogeld, jsou méné vhodné
nez tuhé sférické nanocastice.
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

4.1 Pouziti FCS a jejich modifikaci ke studiu daného systému

Jak uz bylo feceno v tivodu, samotna metoda FCS i mikroreologie jsou pomérné znaimé metody,
ovSem spojeni neni pfili§ ¢asté. Jednim z divodti mize byt finan¢ni naro¢nost FCS techniky
a slozité nasledné analyzy.

Jednou z nejvyznamnéjSich praci, kterd se zabyva spojenim FCS s mikroreologii je
publikace vyzkumné skupiny pod vedenim S. Rathgeber [84]. Jejich experimenty se tykaly
méieni vodnych roztokli vysokomolekularniho PEG, kdy porovnavali vysledky ziskané z DLS
s vysledky z FCS mikroreologie a videomikroreologie. Mikroreologickd méteni byla také
srovnana s klasickou reologii, kdy byl pouzity rotacni reometr. Bylo zjisténo, ze kombinace
metody FCS s mikroreologii je stejné piesnd jako standardni laserové metody i DLS.
Navic oproti ostatnim mikroreologickym metodam ma FCS mnohem vétsi frekvencni rozsah.
Dalsi vyhodou je pouziti fluorescenc¢nich ¢astic, kdy se snima pouze fluktuace intenzity oproti
napiiklad DLS, kdy je pfesnost méteni zavisla 1 na kvalit€ vzorku kvili rozptylu svétla. V této
praci je popsan kromé& méfeni a vyhodnoceni dat i pfevod na MSD kiivKky a jejich interpretaci.

Dalsi publikaci, ktera stoji za zminku, je ¢lanek z roku 2016 od J. Hansinga, ktery se
zabyva matematickymi simulacemi riznych typi prostfedi i pouzitych ¢astic a jejich srovnanim
s experimentalnimi daty [85]. Jako modelové prostiedi byl pouzity dextran v nabité i neutralni
formé¢ a fluorescen¢ni sondy od molekularni velikosti (negativné nabitd Alexa488®) po Castice
ve stovkdch nanometri. Byly vyvinuty matematické modely napiiklad pro vliv
elektrostatickych interakci na difuzi castic. Pritazlivé elektrostatické interakce vyrazné
sniZzovaly mobilitu nabitych fluorescencnich sond, zatimco odpudivé interakce mély mnohem
slabsi ucinek. Dale model vykazoval linearni zavislost difuzivity na koncentraci polymeru
pro ¢isté sterické interakce. To je v kontrastu s experimentalnimi zjisténimi, ktera obvykle
vykazuji ur€itou exponencialni zavislost. Ta mize nastat v piipad€, pokud jsou do modelu
zahrnuty i hydrodynamickeé interakce.

Nekolik védeckych skupiny zkoumalo vliv velikosti ¢astic na rychlost diftze.
Napiiklad skupina okolo Q. Xu se zabyvala diftzi fluorescenéné znacenych povrchoveé
modifikovanych polystyrenovych nanocastic do hovéziho sklivce [86]. Sklovity gel je slozen
z vice nez 98 % vody, pficemZ kolagen a hyaluronan ptedstavuji dvé hlavni pevné slozky.
Kolagenové fibrily se prolinaji s hyaluronanovymi molekulami, které dohromady vytvareji
rozsahlou a jemnou polymerni sit’. Castice byly potazeny vrstvou PEG nebo modifikovany
funk¢ni skupinou COOH nebo NH: a jejich velikosti se pohybovala v rozmezi 100-1000 nm.
Byly pozorovany rozdily v difuzi molekul stejnych velikosti, ale rizné povrchové upravy.
PS-COOH castice se pohybovaly mnohem pomaleji nez stejné velké castice PS-PEG.
Navic rozdil rychlosti diftze ve vodé a gelu se od sebe také mnohonasobné lisil. Bylo také
potvrzeno, Ze mensSi cCastice difunduji rychleji nez castice s vEétSim polomérem.
Opacny vysledek ale ziskal S. Lai, ktery méfil rychlost difuze PS castic potazenych PEG
o0 velikosti 100-500 nm v cervikalnim hlenu [87]. Experimentalné prokazali, ze relativni
rychlost difize 500nm c¢astic byla vyssi nez u 100 a 200nm.

Dalsim, kdo se zabyval vlivem velikosti ¢astic na difuzni procesy, byl v roce 2004
N. Fatin-Rouge [88]. Testovali vlastnosti agarézového gelu pomoci ¢astic v rozmezi
1-140 nm. V této praci je velmi dobfe popsand piiprava jak samotného hydrogelu,
tak 1 fluorescencnich castic. Jako fluorescencni barvivo byly pouzity pfedev§im rizné varianty
rhodaminu. Na rozdil od ostatnich praci se zde nepocita s klasickym difiiznim koeficientem,
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ale s tzv. redukovanym, ktery je pomérem difuzniho koeficientu latky A v gelu a ve vodé.
Jeho hodnota je mensi nebo rovna jedné a je snizovana stérickymi, chemickymi a elektrickymi
interakcemi s polymernimi fetézci. U agarézovych gelti bylo pozorovano, Ze zatimco korela¢ni
délka porit polymeru, je do znacné miry nezavisld na iontové sile, tak ale Castecné zavisi
na rychlosti ochlazovani béhem procesu gelace. Distribuce velikosti port se fidi Weibullovou
distribu¢ni funkci druhého fadu, ktera zavisi pouze na primémém poloméru poért.
Pouzité ¢astice byly rozdéleny do dvou skupin — ty, které nereagovaly viibec nebo malo
s polymernim fetézcem (organicka barviva, latexové Castice, proteiny) a ty, které¢ vykazovaly
hydrofilni charakter a afinitu k agar6zové siti (SiO2, COOH, NHo...). Experimenty byly mimo
jiné vyhodnocovany i podle parametru o, kdy pro volnou diftizi v roztoku je jeji hodnota rovna
jedné. Bylo zjisténo, ze v redlnych heterogennich poréznich médiich dochazi k anomalni difuzi
¢astic kvili specifické struktute gelu. Déle bylo zjisténo, Ze nejvétsi hydrodynamicky polomér
zachycenych ¢astic, které vykazovali lokalni pohyb, byl cca 70 nm pro 1,5% agarézovy gel.

Iontova sila mize a nemusi mit vliv na diftzi ¢astic v zavislosti na typu gelu.
Bylo prokéazano, ze na agar6zové gely nema iontova sila vliv [89]. Oproti tomu velky vliv ma
na difazi v alginatovém hydrogelu. Této tématice se vénuje M. Golmohamadi [90].
Bylo zjisténo, ze difuzni toky jsou zpusobeny hlavné zvySenymi koncentracemi kationtd
spojenymi s vyznamnym negativnim nabojem na alginatovém gelu (coz vede ke zvySenému
koncentratnimu gradientu). OvSem méfeni diftize je zélezitost pouze tepelného pohybu,
proto vysledky velmi silné zaleZi na fyzikalné-chemické struktufe gelu. Ukazalo se, ze diftizni
koeficienty se liSily az o 30 %, ale tato variabilita byla zplisobena spiSe zménami v gelové
struktufe (botnani, komprese) nez u€inkem ndboje. Nejvétsi vliv na gelovou strukturu,
a tim i na difuzi, mély Ca®* ionty, zatimco pouziti H* a Na* ionty vedly pouze k relativné malym
ucinkim na diftzi. Dalsi experiment prokazal, Ze rostouci zaporny naboj sondy vede
k vyznamnému, ale mensimu (ptiblizné 10%) snizeni diftzniho koeficientu.

Protoze jsou hydrogely vyuzivané v medicinskych aplikacich, Casto se vyuZziva
modelovych prostiedi. N. Reitan pouzivala jako modelovy systém pro extracelularni matrix
5% zelatinovy gel a multicelularni sferoidy [91]. Ve své praci srovnava metodu jednofotonové
FCS s metodou dvoufotonové FRAP. Jejich vysledky jsou srovnatelné, ale FCS odhaluje
anomalni nebo viceslozkovou difuzi v gelu a sféroidech, které nejsou rozliSitelné pomoci
FRAP, ackoli jsou méfeny na stejném mikroskopu. Tato studie ukazuje, Ze jednofotonovou
FCS lze pouzit ke studiu extracelularniho transportu makromolekul v modelovém vzorku a ze
FCS poskytuje vice informaci o difaznich vlastnostech ve srovnani s FRAP. Jako fluorescen¢né
znacené sondy zde byly pouzity dextrany (155 kDa a 2 MDa) a 1gG (150kDa).

Velkou kapitolou jsou tzv. ,stimuli-responsive” hydrogely, tedy hydrogely reagujici
na vn¢jsi podnéty od pH, pfes teplotu az po magnetické pole. V soucasné¢ dobé se zvysuji
moznosti jejich vyuziti v medicing€, aZ uz se jedna o rizné biosenzory, cilenou distribuci 1é¢iv
nebo umélou rekonstrukei sval [92]. Kvili poptavee na tyto typy hydrogelti rostou i naroky
na vlastnosti matric. A. Vagias je jednim zlidi zabyvajicich se timto typem hydrogeld.
V jednom z publikovanych ¢lanki testoval difuizi rizné nabitych fluorescencnich sond [93].
Jako fluorescen¢ni sondy zde byly vybrany neutralni Alexa 647, slabé interagujici negativné
nabitd sonda Alexa 488 a siln€¢ interagujici pozitivné nabity Rhodamin 6G. Na rozdil
od Alexa 647 se mobilita dvou interagujicich sond odchylovala od klasické Fickovy diftze
kvuli interakci sonda—polymer. Piestoze dynamika sondy a botnani hydrogelu jsou vzajemné
zavislé vlastnosti, jejich vztah je velmi komplikovany a neumoznuje predpoveédét dynamiku
sondy na zakladé¢ strukturalni informace polymeru.
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V dal$im publikovaném ¢lanku A. Vagias pouzival jako fluorescenéni sondu znaceny
protein 1gG [94]. Byl zjistovan vliv proteinovych interakci s polymerni siti, fizené ionizace
proteinu pomoci pH a hydrofobni interakce na difuzi IgG. Kombinovana analyza profila
intenzity fluorescence a dynamiky monitorované FCS umoznuje kvantifikovat
termodynamicky fizené déleni IgG a zpomaleni jeho difuze. Bylo zji$téno, ze zpomaleni difuze
je univerzalni funkci objemové frakce polymeru, kterd je vzhledem ke zméném teploty nebo
pH pomérné robustni.

Hydrogely mohou slouzit i jako testovaci nahrada za biologicky material. U. Pramanik
pouzila ve své praci blokovy kopolymer poloxamer (F127) jako simulaci komplexniho
prostiedi uvnitf bunky [95]. V tomto prostiedi zjistovala vlastnosti IDP (Intrinsically
Disordered Protein) beta-kaseinu zna¢eného fluorescen¢nim barvivem Alexa488. Ac¢koli tento
¢lanek popisuje dva konformacni stavy zminéného polymeru, zplisob méteni je velmi uZitecny
pro nase ucely diky pouziti stejného vybaveni, jaké mame k dispozici. Mimo jiné zde byla
sledovana rota¢ni dynamika pomoci fluorescenéni anisotropie a translaéni dynamika pomoci
fluorescenéni korela¢ni spektroskopie. Porovnaval se zde difuzni koeficient ziskany
v hydrogelu a ve fosfatovém pufru. Na zaklad¢ tohoto byla uréovana lokalni transla¢ni a rota¢ni
viskozita v F127-hydrogelu.

4.2  Studium hydrogeli pomoci fluorescen¢ni mikroskopie

Porézni materidly, jako je napiiklad bunéény cytosol, hydrogely a blokové kopolymery,
maji vV nanomé&fitku  takové  rysy, kter¢ ovliviluji  vlastnosti v makroméfitku.
Charakterizace struktury nanop6rt je V soucasné dob¢ obtizna kvili zobrazovani, ptiprave
vzorki a riznym matematickym operacim.

Skupina okolo L. Kisley [96] studovala vlastnosti riznych poréznich materiald, predev§im
na agardézovych hydrogelech a vodnych lyotropnich geli na bazi tekutych krystalt,
pomoci tzv. fcsSOFI  (fluorescence correlation  spectroscopy — super-resolution optical
fluctuation imaging). Bylo zjisténo, ze strukturalni a difizni vlastnosti lze presné ziskat
pfi rozliSeni s omezenou difrakci. Difuzni koeficienty byly pfesné ziskany kombinaci metody
fcsSOFI s difrakéné omezenym fluorescencnim zobrazovanim  (diffraction-limited
fluorescence imaging) a sledovanim jednotlivych ¢astic (single-particle tracking). Ve svych
experimentech pouzivali COOH modifikované polystyrenové nanocastice o velikosti 100 nm
s EX/Em 540/560 nm a agarézovy gel o koncentracich 1 a 2 hm. %. Bylo pfedpokladano,
ze aniontova COOH skupina bude mit minimalni interakci se zaporné nabitou agardzou.
Pro zobrazovani byl pouzit wide-field TIRF mikroskop s olejovou imerzi.

Dal$im typem méfeni je kombinace FCS s konfokalni mikroskopii, kterym se zabyval
F. Ingremeau se svym tymem v experimentu tykajicim se souvislosti diftize a objemové frakce
gelu [97]. Ve své praci dokazali, ze doba diftize souvisi S mechanickym stavem gelu,
tedy s botnanim nebo kompresi. V experimentu sledovali pomoci FCS fluorescenéni
nanocastice, které difundovaly skrz strukturu polyakrylamidového gelu. Tyto vysledky byly
kombinovany s konfokéalni mikroskopii, kdy byl proveden opticky fez v ose z. Série obrazkl
Z konfokalniho mikroskopu byla provadéna vzdy na povrchu sklicka (z = 0 pum), uprostied
a témet na povrhu vzorku. Experimentalné bylo dokézano, Ze difize malych fluorescencnich
sond v mechanicky stla¢ovanych PAA gelech zavisi na objemové frakci gelu. Prace také
ukazuje, ze ptimé optické odecitani zaloZzené na méteni difize pomaha pti odhadu absolutni
hodnoty tlaku v systému bez potieby jakékoli analyzy obrazu nebo rekonstrukce.

Pouze optické metody bez kombinace s FCS pro charakterizaci hydrogelti vyuzila skupina
okolo G. Tummaly, kdy zkoumali PVAI hydrogely vyuzivané pro vyrobu kontaktnich

38



cocek [98]. Pro charakterizaci struktury byly pouzity techniky optické mikroskopie,
fluorescenéni mikroskopie a mikroskopie atomovych sil (AFM). Déle byla provedena méfeni
rozptylu svétla ve viditelném spektralnim rozsahu pomoci senzoru BTDF (bidirectional
transmittance distribution function) pro kvantifikaci rozptyleného svétla.

Krom¢ fluorescen¢ni konfokalni mikroskopie existuje jesté Sirokopasmova (widefield)
fluorescen¢ni mikroskopie. Ta se na rozdil od konfokalni nezaméti pouze na jednu rovinu,
tedy vysledny obraz neni tak ostry, zato ale Ize ziskat vice fotonii nesoucich pozadovana data.
Tuto metodu pouzivali ve své praci M. N. Egorikhina a kolektiv, kdy ji vyuzivali
v preklinickych studiich riznych biologickych materiald [99]. Pravé diky fluorescenéni
mikroskopii byli schopni studovat interakce bunék s materialy bez dal§iho zpracovani nebo
poskozeni vzorkt. Jako studovany scaffold zde byly vyuzity dva typy kyseliny polymlécné,
derivat dimethyl akrylatu a dalSich biokompatibilnich latek (kolagen, hydroxyapatit a dalsi).
Pomoci této metody bylo mozné zobrazit jak povrch, tak i vnitini strukturu vybraného
scaffoldu, ovSem az po osazeni buiikami a jejich narustu.

Zivé buiiky pouzila K charakterizaci hydrogelového systému skupina okolo
J. Vandaeleho [100]. Ti davali do souvislosti vnitini strukturu hydrogelu a rychlost proliferace
HeLa bungk zapouzdienych v daném hydrogelu. Jako modelovy systém zde zkoumali novou
tiidu hydrogelu pfiipravenou z polyisokyanidii. Pro piesnéj$i charakterizaci gelu provedli
I reologicka méfeni. Na rozdil od jinych méfeni byl v tomto ptipadé fluorescenéné oznaceny
uz samotny polymer, a to samovolnym navazanim derivatu rhodaminu s kovalentné
navazanych DBCO linkerem na fetézec. Pro vizualizaci byly pouzity dva rizné softwary,
pro analyzu polymerni sité byl vyuzity program MATLAB (soucésti ¢lanku jsou 1 odkazy ptimo
na stazeni skriptu pro tyto analyzy). Déle se v ¢lanku zabyvaji moZnosti zobrazeni struktury
gelu ve 3D spolecné s postupem, jak na to. Diskutuji se zde vlivy na vyslednou strukturu
hydrogelu, jako je koncentrace polymeru a délka polymeru.

Koen J. A. Martens a spol. se zabyvali studiem struktury x-karagenanového hydrogelu
a chovanim castic uvnit n¢j [101]. Hlavni zobrazovaci metodou byla sptFM (single particle
tracking fluorescence microscopy), kdy se sledovaly injektované 28nm fluorescencni ¢astice.
Diftize sond dokéazala pomérné pfesné urcit primér karagenanového vldkna. V oblasti hustSiho
zesiténi byl difuzni koeficient samoziejmé niz$i, navic bylo také mozné zjistit primér téchto
oblasti. Bylo zjisténo, Ze i po Uplném zgelovaténi k-karagenanu dochazi uvniti hydrogelu
K reorganizaci vlaken. Porovnanim ziskanych dat s daty naméfenymi jinymi (invazivnimi)
technikami dospéli k zavéru, ze se jednd o velmi pfesnou metodu, kterd ma vyhodu rychlého
a pfesného zméteni vzorku bez nutnosti fyzického zasahu. Tim padem je mozné tuto metou
vyuZzit pro medicinské ucely, naptiklad pro posouzeni difizniho chovani rozpusténych latek
v komplexnim hydrogelovém systému.

Dalsim zobrazovanim struktury hydrogelu se zabyval L. Jiang spolu s S. Granickem [102].
V jejich studii bylo hlavnim tématem sledovéani posunu fluorescen¢nich sond — nanocastic.
Diky Brownovu pohybu dokazali urcit tvar a rozmisténi port a ptiblizné definovat heterogenitu
systétmu. Jako fluorescenéni sondy byly pouzity latexové nanocastice, které byly
pro zminimalizovani adsorpce potaZzeny albuminem. Castice byly zamichany piimo do horkého
gely a cely vzorek se nechal ztuhnout. Nésledné se testovaly i rizné vlastnosti hydrogelu,
predevsim reakce na vnéj$i podnéty. Jednim z nich byl vliv teploty na velikost pért, kdy bylo
zjisténo, ze pii laboratorni teploté vytvaii gely pfevazné sit’ s pfiblizné stejné velkymi pory,
pii zahfivani se distribuce pért méni ve prospéch vétsich. Pii ochlazeni gelu k vyrazné zméné
distribuce port nedochéazelo. Déle byly gely podstoupeny mechanickému namahani, kdy bylo
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zjisténo, Ze nejdiive zanikaji vétsi pory. V ¢lanku je také struéné vysvétleno, jak z MSD kiivek,
respektive trajektorie nanocastic, 1ze ziskat informaci o velikosti port.

Hydrogely jsou pro své vlastnosti velmi casto vyuzivané v mediciné. Mezi klicové
informace popisujici konkrétni hydrogel patii rychlost a zplisob degradace. Tuto vlastnost
zkoumali M. Zhang a spol., ktefi sledovali zbytkovou morfologii a stupen degradace v realném
Case [103]. Jako fluorescen¢ni sonda byl vyuzit tetrafenylethen vazaného na povrch
mezoporéznich dopaminovych nanocéstic. Tyto castice pak byly injektovany do hydrogelt
sitovanym pusobenim UV =zafeni. Diky pouziti kvantitativniho stanoveni fluorescence
a fotoakustického zobrazovani bylo mozné zjistovat samotnou degradaci hydrogelu v redlném
¢ase a neinvazivnim zptisobem.

Pojem ,,nanoskopické pravitko* ve spojeni s fluorescenci a mikroskopii jedné molekuly
pouzil ve své praci J. Seelig [104]. Pouzivali zlaté nanocastice s navazanym fluorescen¢nim
barvivem typu Alexa dohromady spojenych prostfednictvim DNA rtznych délek.
Naméiend doba zivota fluorescence byla brana jako funkce délky fetézce pro ¢astice 540 nm.
Doba zivota fluorescence a kvantova ucinnost jsou ale ovliviiovany plasmonovym spektrem
zlatych nanocéstic, proto je nutné¢ pred méfenim provést optimalizaci a kalibraci systému.
Z jejich naméfenych dat je patrné, Ze rozsah pouzivané metody je vys$si, pokud se emisni vinova
délka kryje s plasmonovou rezonanci. Nejsiln¢j$im rysem jejich méfeni bylo zhdseni celkového
signalu fluorescence, které bylo funkci délky fetézce. Také zminuji, Ze jedna z dal§ich moznosti
meéteni vétSich vzdalenosti, je metoda FRET.

4.3  Experimenty zahrnujici méreni MSD k¥rivek

Mikroreologie umoziuje ziskat urcitou odezvu viskoelastickych kapalin a gelti z pohybu castic
do ni ponofenych. Tento pfistup demonstroval ve své praci L. G. Rizzi, ktery popisoval
chemicky zesitény polyakrylamid prostfednictvim jeho piechodu sol-gel [105].
Prostfednictvim non-Markov-Langevinovy rovnice ziskal obecny vyraz pro MSD kiivku
a Casove zavisly diftizni koeficient, diky kterym dokézal odhadnout komplexni smykovy modul
a komplexni viskozitu materidlu. Mimo to popisoval gely i pomoci koeficienti n a a,
které souvisi s dynamikou a strukturou gelu. Stim souvisi i pozorovani, co se dé&e
s koeficientem a v priabehu gelace.

Karagenan patii mezi Casto vyuzivané hydrogely diky své biokompabilité a vcelku
jednoduché ptipravé. Dalsim, kdo se zabyval experimenty souvisejici s jeho strukturou,
byl L. Geonzon [106]. Chovani hydrogelu bylo pozorovano jak dynamickou reologii,
tak mikroreologii, tedy sledovanim fluorescencnich castic a analyzovanim MSD kfivek.
Mikroreologii bylo urovdno viskoelastické chovani v pribc¢hu tuhnuti gelu.
Dalsim testovanych vzorkem byl jeden den skladovany hydrogel. Zkoumany hydrogel
obsahoval dva typy karagenanu — kappa a lambda. V zavislosti na jejich poméru se pii stejnych
podminkach pomérné vyrazn€¢ meénily vlastnosti smési, a to jak v pribéhu chladnuti,
tak i po jednom dni. Diky tomuto poméru také vznikla kontinualni a nekontinualni faze,
kdy kontinualni fazi tvofil koncentrovanéjsi karagenan. Pti stfednich sméSovacich pomérech
mohlo dochazet k fazové inverzi, kdy oba karagenany mohly tvofit dvojitou souvislou
strukturu.

Kromé uméle vyrobenych hydrogelti simulujicich biologicky materidl se ¢asto vyuZziva
mukus, pfedev§im lidsky. Diky znalostem o reologickych vlastnostech by bylo mozné
efektivnéji 1é¢it napiiklad dysfonii. Pfimo laryngealni mukus z oblasti hlasivek odebirali
pro charakterizaci jeho vlastnosti védci pod vedenim G. Peterse [107]. Cast vzorki byla
testovana oscilacni smykovou reologii, druha ¢ast byla sledovana pomoci PTM (particle
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tracking microscopy). Zreologického méteni byl =ziskavan absolutni G' a G",
Z mikroreologického pak MSD a MSAD kiivky. Jako fluorescencni sondy byly pouzity
FluoSpheres se zapornym povrchovym nabojem s navazanym oranzovym fluoroforem
0 pruméru 1 pm. Aby nedochazelo k adhezi nanocastic na povrch vzorku, byly ¢astice potazeny
polyetylenglykolem. V zavislosti na hydrataci vzorku se pomérné¢ znacné meénilo
i viskoelastické chovani biologického materialu od viskoelastické kapaliny po pevnou latku
pfipominajici tuhy gel.

Pomoci metody MSD je mozné nejen charakterizovat hydrogely a jim podobné vzorky,
ale také samotné nanocastice. Tomuto tématu se vénuje clanek B. Ilhan, ktera méfila transla¢ni
a rotatni difuzi nové vzniklych agregati sférickych nanocastic ve 3D prostoru [108].
Samotné méfeni translacni dynamiky neni nijakou novinkou, ani pouziti fluorescencni
anisotropie pro studium rotace castic. V jejich préci je uveden vcelku novy pfistup k méteni
rotacni a translaéni dynamiky zaroven pomoci fluorescencni anisotropie. Jako zkoumané
¢astice byly pouzity specidlné syntetizované sférické Castice typu ,,malina®, tedy jedna kladné
nabitd Castice s nasorbovanymi zaporn¢ nabitymi nanoc¢asticemi s vrstvou oxidu kiemicitého.
Povrch castice byl charakterizovdn mikroskopem atomérnich sil. Translaéni pohyb byl
sledovan pomoci konfokalni mikroskopie. Pokud se na povrch zkoumané cCastice navaze
i fluorescenéni sonda, pak je mozné definovat umisténi ¢astice a jeji natoceni.

4.4  Soucasny stav ieSené problematiky na Fakulté chemické VUT v Brné
Poprvé se spojeni mikroreologie a fluorescencni korelaéni spektroskopie objevilo v roce 2015
Vv bakalaiské praci P. Kabrtové [109]. Porovnavala tii pasivni mikroreologické metody —
videomikroreologii, DLS a FCS mikroreologii. Metody byly testovany na rizné
koncentrovanych roztocich glycerolu, hyaluronanu a srovnavany s deionizovanou vodou.
Jakomikroreologické sondy byly pouzité fluorescenéné znacené a neznacené latexové
a polystyrenové nanocastice. Bylo zjisténo, Ze diky FCS mikroreologii lze ziskat piesnécjsi
vysledky nez ze zbylych dvou mikroreologickych metod. Pro tuto metodu byla také odvozena
rovnice pro vypocet MSD kiivek, kterd byla nasledné ovéfena analyzou newtonovskych
kapalin.

VysSe zminé€na prace se svym tématem prolind s dizertatni praci Z. Hnyluchové,
ktera se zaméfuje studium pasivnich mikroreologickych technik [110]. Hlavni vyhodou, ktera
byla zjiSténa u FCS mikroreologie oproti ostatnim metoddm byla moZnost dlouhého ¢asového
intervalu pro sledovani nanocastic. Ziskana data byla pfevedena na MSD kiivku.
Ta byla porovnavana s modelem ziskanym z deionizované vody. V zavislosti na koncentraci
hydrogelu se odchyloval tvar kiivky od tohoto modelu a zvySoval se podil elastické slozky.
Kiivka ziskana z metody DLS kopirovala tvar kiivky z FCS mikroreologie. Soucasti prace je
také skript v programu MATLAB pro urceni viskozity vzorku z malého objemu.

P. Kabrtova navazala na svoji bakalafskou praci a na dizertacni praci Z. Hnyluchové
vroce 2017, kdy pouzivala pro mikroreologickou charakterizaci hyaluronovy hydrogel
s ptimési CTAB [111]. Jako fluorescen¢ni sondu pouzila opét latexové a polystyrenové
nanocastice, kdy soucasti prace bylo zptfesnéni pouZitelnosti Castic rtizné velikosti pro dana
meéteni. Také se vénovala nékterym faktorim, které by mohly ovlivnit vyslednou MSD kiivku.
Experimentalné bylo zjisténo, Ze index lomu nema na MSD kiivku takika zadny vliv.
Naproti tomu méla vyrazny vliv koncentrace hydrogelu a molekulova hmotnost polymeru,
kdy se zvysujici se hodnotou narista i podil elastické slozky.
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Ve stejném roce byla publikovdna bakalaiska prace A. DuSenkové, kterd se zabyvala
optimalizaci piipravy vzorka pro FCS mikroreologii a nasledné inkorporaci polyelektrolytu
do modelového hydrogelu, v tomto ptipad¢ agar6zového [112]. Fluorescencni sondy byly
s latexovym jadrem potazené fluoroforem s emisni vlnovou délkou ve Zzluto-zelené oblasti.
Byl konstatovany vliv zpisobu inkorporace ¢astic do hydrogelu, stejné tak vliv ptidaného PSS
na vysledny tvar MSD kiivky.

Stejny typ méfeni, pouze sjinym typem hydrogelu, délala ve své bakalaiské praci
H. Papezikova [113]. Ta pouzivala polyhydroxyethyl methakrylat sitovany termoiniciaci,
pozdéji fotoiniciaci. Stejné jako v pfedchozim ptipadé, tak i zde se do modelového hydrogelu
pridalo urc¢ité mnozstvi PSS.

Na tyto prace navazala opét A. DuSenkova ve své diplomové praci [114]. Pivodni agar6zu
vymeénila za alginat sodny a k polyelektrolytu PSS pfidala jesté polyglutamat sodny.

Velka ¢ast dizertaéni prace J. Mondeka je vénovana fluorescenéni Casové rozliSené
korelacni spektroskopii [115]. Ve své praci porovnaval dvé mikroreologické techniky — FCS
a videomikroreologii. Dale se pokusil c¢aste¢né optimalizovat metodu FCS mikroreologie
pro studium hydrogelovych systému. Sou€asti prace je zakladni skript pro pfevod autokorelacni
ktivky na MSD. Pti porovnani vysledkt ziskanych FCS a DLS bylo zjistény vyrazné odchylky
zpisobené rozptylem svétla na fetézcich polymeru. Z tohoto divodu je pro charakterizaci
hydrogelovych systémi vhodné&jsi pouzit FCS mikroreologii.

Bohuzel k fadné optimalizaci metody a zjisténi vlivii na samotné méteni nedoslo, proto se
timto tématem zabyvala S. Pavlikova [116]. Zobrazuje, jaky vliv maji jednotlivé parametry
ziskané ze softwaru, pokud jsou uz pfi kalibraci §patné nastavené. Déle byla zjistovana limitni
viskozita vzorku a pouzitelné velikosti ¢astic pro danou koncentraci hydrogelu.
Velmi pfinosnou ¢asti je zdokonaleni skriptu v softwaru MATLAB pro ptevod autokorela¢ni
kiivky na MSD.

Posledni praci, kterou je vhodné zminit, je diplomova prace R. Chovancové [117]. Ta je
zam¢fena na dvouohniskovou fluorescenéni korelacni spektroskopii. Soucésti prace je
podrobny navod na nastaveni a kalibraci pfistroje. Pomoci této metody byl studovan hydrogel
fluorescen¢né znaceného hyaluronanu. Byly zjistovany rtuzné vlivy na difuzni koeficienty,
Z nichz nejvyznamnéjsi byla iontova sila a koncentrace neznacené¢ho polymeru. PouZivana
metoda ma velky potencidl byt vyuzivana pro studium hydrodynamického chovéani polymeru
jak ve vodg, tak i ve fyziologickém roztoku.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

Fluorescenéni nanodéastice:

Sicastar®-RedF 10 nm
Sicastar®-GreenF 30 nm
Sicastar®-GreenF 50 nm
Sicastar®-GreenF 70 nm
Sicastar®-GreenF 100 nm
DiagNano™ 10 nm
DiagNano™ 50 nm

DiagNano™ 100 nm

micromod GmbH

micromod GmbH

micromod GmbH

micromod GmbH

micromod GmbH

CD Bioparticles

CD Bioparticles

CD Bioparticles

Fluorescen¢né znaceny FITC-HA-Se 274 kDa TdB Labs
hyaluronan: -
FITC-HA-Se 710 kDa TdB Labs
Prostiedi: Glycerol bezvody p.a. lach:ner
56-81-5
Agar6za Sigma Aldrich
9012-36-6
Hyaluronat sodny Contipro Group
9067-32-7
Kalibra¢ni roztoky: Rhodamin 6G Sigma Aldrich
989-38-8
Atto 488 Sigma Aldrich
41051-1MG-F
5.2 Pouzité pristroje
Konfokalni mikroskop MicroTime200 PicoQuant GmbH Némecko
DLS Zetasizer Nano Zs ~ Malvern Instrument  Spojené kralovstvi
Elektronovy mikroskop EVO LS 10 Zeiss Némecko

5.3 Priprava kalibra¢nich roztoku
Pro ptesnou kalibraci konfokalniho mikroskopu je nutné velmi precizné pfipravit i1 kalibracni
roztoky fluorescen¢nich sond v fddu nanomolii. Pro zjisténi pfesné koncentrace pfipravenych
roztokt byla pouzita UV-VIS spektrofotometrie, kdy pomoci Lambert-Beerova zakona byla
z namé&fené absorbance zji§téna piesna koncentrace roztoku.

Pro kalibraci zelenych nanocastic byla pouzita sonda Atto488®. Piesné mnozstvi této
sondy rozpusténé v DMSO bylo napipetovano do odmérné baiiky a doplnéno deionizovanou
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cvwr

10® mol-dm. Naslednym fedénim byla koncentrace upravena na pozadovanou nanomolarni
koncentraci.

Pro kalibraci 10nm nanocastic byl pouzity Rhodamin6G®. Na analytickych vahach bylo
odmeéfeno piesné mnozstvi prasku fluorescencni sondy a kvantitativné prevedeno do odmérné
banky. Né¢kolikanasobnym ziedénim deionizovanou vodou byla vysledna koncentrace v fadu
jednotek nanomol.

5.4 Priprava vzorki

5.4.1 Fluorescen¢né znacené nanocastice ve vodé

Do vialek bylo napipetovano piesné mnozstvi roztoku fluorescencnich ¢astic. Pro potieby
metody FCS, ktera vyzaduje jednu molekulu v jednom femtolitru, byl deionizovanou vodou
doplnén objem tak, aby vysledna koncentrace byla v jednotkach nanomold.

5.4.2 Fluorescen¢né zna¢ené nanocastice v glycerolu

Do vialek bylo napipetovano dané mnozstvi glycerolu. Na pozadovanou koncentraci byl pak
nafedén vypocitanym mnozstvim deionizované vody. Takto pfipravené roztoky byly nasledné
vortexovany 5 minut kvlili homogenizaci vzorku. Do roztoku glycerolu byl napipetovan objem
nanocastic tak, aby se opét dosdhlo nanomolarni koncentrace. Pro vSechny velikosti ¢astic byly
shodné koncentrace 50, 60 a 70 hm. %. Zbylé koncentrace se upravily piimo pro konkrétni
velikost podle chovani nanoc¢éstic v koncentra¢ni fade¢.

5.4.3 Fluorescen¢né znacené nanocastice agaréozovém hydrogelu

Pro ptipravu vzorku fluorescenc¢nich ¢astic v agar6zovém hydrogelu existuje nékolik zpisob,
které 1ze rozdélit podle typu difuze a podle objemu vysledného vzorku. Ptiprava agar6zového
gelu je vzdy stejna.

Do vialek se navazilo pfesné mnozstvi agarézy a na pozadovanou koncentraci bylo
doplnéno deionizovanou vodou. Pracovalo se s koncentracemi od 0,1 hm. % do 2 hm. %.
Smés byla za stalého michani zahfivana na teplotu 85 °C, kdy pfi této teploté byl hydrogel
udrzovan az do uplného zprihlednéni bez znamek bilého zékalu. Z takto piipravené¢ho gelu
bylo napipetovano urcité mnozstvi do drzdku vzorku, kde se hydrogel nechal 60 minut ztuhnout
pfi laboratorni teploté. Zde je diilezité vzorek zakryt parafilmem, pfipadné piekryt olejovou
vrstvou, aby nedochédzelo k odpafovani vzorku. V této praci Se upiednostnilo piekryti
parafilmem.

Prvnim zptsobem je difuze z povrchu vzorku. Tento zptlisob je nejjednodussi, protoze se
pfipravil hydrogel vyse uvedenym zptuisobem a po zatuhnuti se na povrch napipetovalo
vypocitané mnoZstvi fluorescenénich nanocastic. Vzorek se opét piekryl parafilmem a nechal
se dal8i hodinu stat, aby doslo k prodifundovani ¢astic do gelu.

Druhym zpisobem, ktery byl pifedevSim pouzivan v této praci, je zamichéani
fluorescen¢nich nanocastic ptimo do tekutého hydrogelu. Jesté pied zahfivanim smeési se
k agardze do deionizované vody napipetovalo piesné mnozstvi disperze nanocastic o dané
koncentraci. Poté se postupovalo opét podle postupu vyse. U ¢astic byla méfenim prokazana
vysoka termostabilita, kdy se difuzni koeficient neménil ani po dosazeni bodu varu a nasledném
zchladnuti.

Tyto postupy ovSem plati pouze pro vzorky, kdy je mozné do drzaku sklicka napipetovat
standardni 2 ml gelu. Pokud je potfeba méfit mnohem mensi objemy gelu, nebo teplotné
nestabilni ¢astice, je nutné zpusob piipravy upravit. Méfenimi bylo zjiSténo, ze zpiisob difuze
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z povrchu gelu v malém (mikrolitrovém) mnozstvi vzorku neni mozny. Lze tedy pfipravovat
gely pouze s ¢asticemi zamichanymi uz pii piipravé.

Byl pfipraven agar6ézovy gel dvojndsobné koncentrace, nez byla vysledna koncentrace.
Tento gel byl smichan v poméru 1:1 z fluorescencnimi ¢asticemi, piipadné se smési Castic.
Michéni bylo nutné provést az pfimo na krycim skli¢ku, tedy bylo potieba pracovat velmi
rychle, nebot’ gel rychle tuhne a pfi pomalejsi praci by nedoslo k homogennimu rozmichéani
¢astic. Proto je vhodné nejprve na kryci sklicko nanést dané mnozstvi nanocastic a na n¢j pak
napipetovat stejné mnozstvi hydrogelu a ihned zacit michat. Takto pfipravend smeés byla
zaparafilmovana a po 10 minutach byla pfipravena na méfeni. Po celou dobu méteni se parafilm
nechal na drzaku sklicka kvili minimalizaci vysychani hydrogelu.

5.4.4 Fluorescentné zna¢ené nanocastice v hyaluronanovém gelu
Pozadované mnozstvi hyaluronanu se smichalo s vypocitanym mnozstvim vody, kdy se roztok
polysacharidu nechal michat na magnetické michacce pii teploté okolo 30 °C do uplného
rozpusténi. Timto stylem se vytvofila koncentraéni fada hyaluronanu od 0,05 g-I* az do 2 g-I™%.
Byl ptipraven roztok fluorescencné zna¢ené¢ho hyaluronanu, ktery se v pozadovaném mnozstvi
ptikapl k jiz pfipravenému roztoku hyaluronanu ve vod¢. Takto pfipraveny vzorek se nechal
stat 10 minut pfi laboratorni teploté, aby doslo k homogenni distribuci fluorescenéné zna¢eného
hyaluronanu. Po této dob¢ se 1 ml gelu prenesl na kryci sklicko, kde byl nasledné¢ méten.
Obdobny postup byl 1 pro méfeni s fluorescenénimi nanocasticemi, kdy byly castice
zamichané ptfimo do roztoku hyaluronanu jako jiny typ fluorescencni sondy.

5.5 Priprava mikroskopu na méreni

Samotné hardwarové i softwarové nastaveni pfistroje je velmi komplexni a dlouhd zélezitost.
Podrobny navod pro ruzné druhy méfeni je uveden v piiloze 1. Pro jednotlivé ¢astice bylo
zvoleno vhodné dichroické zrcadlo. Stejné tak musely byt pred kazdym detektorem rizné
emisni filtry. Konkrétni nastaveni pro dané nanocastice je uvedeno Vv tabulce 1. Pro méfeni
kazdé velikosti nanocastic zvlast’ se frekvence laseru a doba setrvani skeneru v konkrétnim
misté (dwell time) nastavily dle potfeby méfeni (standardné 40 MHz a 1 ms), pro méfeni vSech
velikosti najednou byla pouzita pulzni prokladana excitace (PIE), frekvence 40 MHz a dwell
time 3 ms pro nasbirani dostate¢ného mnozstvi fotont v kazdém kanalu detekce.

Tabulka 1: Nastaveni mikroskopu pro jednotlivé typy cdstic

Vyrobce Velikost ¢astic Laser Dichroické zrcadlo Emisni filtr
10 nm 514 nm 514 550/49
30 nm 467 nm 470/635 520/35
micromod 50 nm 467 nm 470/635 520/35
70 nm 467 nm 470/635 520/35
100 nm 467 nm 470/635 520/35
10 nm 467 nm 470/635 520/35
CD Bioparticles 50 nm 467 nm 470/635 590/21
100 nm 635 nm 470/635 670/90
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5.6 Matematické prepocty

5.6.1 Prepocet autokorelacni kiivky na MSD krivku

Jako standardni vystup méteni FCS se povazuje autokorelacni kiivka, ktera ovSem sama o sobé
nepopisuje viskoelastické vlastnosti zkoumaného prostiedi. Tyto vlastnosti jdou zjistit z MSD
kiivky, kterou 1ze namodelovat matematickymi operacemi z kubické rovnice (36).

Pro potieby vypocltu je nutné zjistit ze softwaru SymPhoTime64 sitku konfokalniho
objemu v axialni a horizontalni roving (Wxy @ W;). Dale je dilezitym parametrem pocet ¢astic (N)
a samotna hodnota autokorela¢ni funkce (G(t)).

Puvodni skript v softwaru MATLAB byl poprvé pouzity v praci P. Kabrtové [111],
pozd€ji v dizertaéni praci J. Mondeka [115]. Koéd s mirnymi modifikacemi vytvorila
S. Pavlikova ve své diplomové praci [116]. Ta nakombinovala kody z pfedchozich praci
aupravila je tak, aby byly funkénéjsi a jednoduseji zapsané. V kodu se ale vyskytovala
numericka chyba, kterd byla opravena. Novy kod s dal§imi Gpravami i S vysvétlenim
jednotlivych ¢asti je v ptiloze 4.

5.6.2 Prepocet MSD krivky na reologické moduly

Pro rychlejsi a piesnéjsi vypocet jediného realného kotene rovnice (36) byl vytvoieny skript
v softwaru MATLAB. Zn¢&j byly vyexportovany MSD kiivky ve formé .csv tabulky.
Diky jednoduchému piepoctu byla tato data pfepocitana na poddajnost pomoci rovnice (38),
cozZje

© = visp
J) = DkT '

Tato data, ktera je potfeba mit v excelu, se nasledné zpracovala v softwaru Rheology
Advantage Data Analysis (TA instruments, US). Zde bylo nejprve vypocitano retardaéni
spektrum, kde byla ziskéna viskozita pti nulovém smyku (Pa-s) a okamzita poddajnost (Pal).
Z téchto dat se pak ziskalo relaxa¢ni spektrum a z néj samotné reologické moduly.

5.7 Ovéreni velikosti ¢astic
Byly pfipraveny vzorky pro méfeni FCS a DLS. Pro DLS méfeni nebylo mozné pouzit 10nm
¢astice od firmy Micromod kvili jejich vinové délce. Z metody DLS se dostala ptimo velikost
testovanych castic. Z FCS se velikost castic musela teprve vypocitat z rovnice (22),
tedy prepoctem diftizniho koeficientu na velikost pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice.

Méteni DLS bylo provedené na pfristroji ZetaSizerNano ZS spolecnosti Malvern
Instruments. Kazdy vzorek byl proméfen pétkrat. Nastaveni piistroje bylo nésledujici:

Rozpoustédlo voda (index lomu 1,33)
Teplota 25 °C (cela temperovana 120 s)
Rezim méteni 173° backscatter
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1  Test robustnosti metody

Vysledkem kalibrace fluorescenéniho mikroskopu jsou vzdy dvé hodnoty — objem
konfokalniho objemu Vont @ jeho excentricita x. Z nasledujici rovnice je mozné vypocitat i Sitku
konfokalniho objemu V horizontalni a vertikalni roving, které se objevuji v kubické rovnici
pro prubéh MSD kiivky.

W, =K * Wyy (39)

Pokud se jeden z téchto parametrii, piipadné¢ oba, zméni, dojde i k vyrazné zméné
u ziskanych vysledki. Neovlivni se ovSem tvar korelacni ktivky, tedy zde neni mozné posoudit
spravnost méfeni, ale ovlivni se difuzni koeficient a tvar MSD ktivky. Jak ukazuje tabulka 2,
kdyz se zachova pomér objemu a excentricity, pak zminovana odchylka neni tak velka.
Pro modelaci odchylky byly zvolené hodnoty, které se od experimentdlné naméfené liSily
0 50 %. Takova odchylka je ovSem pfi spravném meéfeni a spravné kalibraci téméf vyloucena.

Tabulka 2: Ukdzka ovlivnéni difiizniho koeficientu (um?s™) pii zadani spravnych
a nespravnych parametrii.

Mensi objem  Spravny objem  Vyssi objem

Mensi hodnota 9,7 16,0 22,3
Spravna hodnota x 6,9 11,0 15,2
Vyssi hodnota x 5,4 8,9 12,1

6.2  Porovnani velikosti ¢astic pomoci metody DLS a FCS

Aby bylo jisté, ze hodnoty diftizniho koeficientu, které se ziskaji z FCS, jsou opravdu spravné,
vzaly se Castice riznych velikosti a zméfily se paraleln€ i dynamickym rozptylem svétla (DLS).
Pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice byl vypocitan polomér castice ziskany z difuzniho
koeficientu (FCS) a porovnany se zméfenym (DLS).

Metodou DLS nebylo moZné zméfit ¢astice o priméru 10 nm, protoZe jejich excitacni
vlnova délka odpovidala vinové délce laseru piistroje ZetaSizer. Z tohoto duvodu dochazelo
kromé& Zadaného rozptylu zateni také k fluorescenci, ktera zkreslovala vysledky.

Jak je vidét z nasledujici tabulky, naméfena velikost Castic se téméf neliSila od sebe,
ani od vyrobcem uvadénych hodnot.

Tabulka 3: Porovnadni hodnot difiizniho koeficientu a priiméru castice ziskaného metodami DLS
a FCS.

, DLS FCS
Tabelovany
primér (nm) Prumér Diftizni koeficient Prumeér Diftizni koeficient
(hm) (um?s™) (nm) (um?s™)
10 - - 11,43 41,75
30 33,62 14,20 34,94 13,66
50 54,18 8,81 53,50 8,92
70 72,55 6,58 73,99 6,45
100 99,74 4,78 101,76 4,69

47



6.3  Parametry, které ovliviiuji vyslednou kiivku MSD

V kapitole 5.6 je uvedena kubicka rovnice, ze které 1ze vypocitat MSD kiivku. Mezi parametry,
které ovliviuji jeji feSeni, patii Sitka konfokalniho objemu Vv horizontalni a vertikalni roving,
pocet Castic a Samotnd hodnota autokorelacni funkce. Autokorelacni funkce a pocet Castic se
zjistuje piimo znaméfenych dat, zatimco rozméry konfokélniho objemu jsou parametry
kalibrace.

pfipadné jeho nespravnym pouzitim. Zde je také potieba hlidat prabeh rezidui — nelze pouzit
jednodussi matematicky model, aby MSD kiivka odpovidala teoretickému modelu, pokud se
fluoroforu).

Pokud je kalibrace namétena spravné, pak se prubéh korela¢ni a MSD kiivky da manualné
ovlivnit pouze matematickym modelem. Software muze jesté pribéh MSD kiivky (nikoli
autokorelacni) zménit Spatnym vypoctem poctu ¢astic. Manudlné nejde tuto skutecnost ale
jednoduse opravit. Nasledujici modely zobrazuji spravné nastavené parametry, tedy diftizni
koeficient odpovida realité¢ a takto vypocitany model kopiruje teoreticky vypocitany model.
Chybné parametry se lisi vzdy o + 50 %.

6.3.1 Siika konfokalniho objemu Vv horizontalni roviné

Sitka konfokalniho objemu v horizontalni roviné (tj. primér objemu) se v kubické rovnici
objevuje v podob¢ druhé a ¢tvrté mocniny oproti délce, ktera je zde jen jako druha mocnina.
Bylo zji§téno, ze tento parametr neovliviiuje samotny tvar MSD kiivky, pouze méni jeji
hodnotu ve sméru osy Y.

1,E+02

1,E-04
1,E-06
1,E-07 1,E-06 1,E-05 1,E-04 1,E-03 1,E-02 1,E-01
cas (s)
spravné parametry = - = teoreticka hodnota MSD vESi prumer mensi primeér

Obrazek 19: Vysledné MSD krivky pri zadani vSech spravnych parametrii (zelena) a spravnych
parametrii kromé hodnoty horizontalniho priméru konfokdlniho objemu (obé Sedé) a jejich
porovnani s teoretickym modelem (Cerchovana).
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6.3.2 Sifka konfokalniho objemu ve vertikalni roviné
Z kalibrace je také mozné zjistit Sifku konfokalniho objemu ve vertikdlni roviné (w;).
Ta ovlivitluje krom¢ objemu konfokalniho objemu i parametr kappa. V kubické rovnici se
vyskytuje pouze s druhou mocninou.

Z grafu je patrné, Ze tato Sifka konfokéalniho objemu nema na prabéh MSD kiivky témér
zadny vliv a kopiruje tvar experimentaln¢ naméienych dat. Mensi odklon od pribéhu je mozné
pozorovat v del$im Case pro vétsi hodnoty ws,.

1,E+02

1,E+00 s

1,E-02 "

MSD (um?)
\

1,E-04 o

1,E-06
1,E-07 1,E-06 1,E-05 1,E-04 1,E-03 1,E-02 1,E-01

cas (s)

- - = teoreticka hodnota MSD mensi délka veétsi délka spravné parametry
Obrazek 20: Vysledné MSD krivky pri zadani vsech spravnych parametrii (zelend) a spravnych
parametru kromé hodnoty sirky (délky) konfokalniho objemu ve vertikalni roviné (obé sedé) a
jejich porovnani s teoretickym modelem (Cerchovana).

6.3.3 Pocet ¢astic v objemu

Dal§im parametrem, ktery ovliviiuje hodnotu kubické rovnice, je pocet Castic. Jak bylo zminéno
vySe, software tuto hodnotu vypocitd a manualné ji nelze zménit. Problém nastava v piipad¢,
7e software vyhodnoti pocet ¢astic jako hodnotu s urcitou chybou.

Pokud se vezme libovolné ¢islo z tohoto intervalu, zméni se radikalné tvar MSD kiivky,
predevsim na zacatku v nizkych casech. Pokud se dosadi Spatna hodnota, tvar se za¢ne ¢im dal
vice odliSovat od teoretické hodnoty. V tomto piipadé se nejedna o modelové hodnoty jako
v piedchozich ptipadech, ale jedna se o skutecnou chybu udanou softwarem, tedy cca 0,25 %
od stfedni hodnoty.
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1,E+02

1,E+00
=
S
a 1E-02
)
p=
1,E-04
1,E-06
1,E-07 1,E-06 1,E-05 1,E-04 1,E-03 1,E-02 1,E-01
cas (s)
spravné parametry — - = teoretickd hodnota mensi pocet Castic vEtsi pocet Castic

Obrazek 21: Porovnani teoretického modelu priitbehu MSD kiivky a riizného poctu castic.

6.3.4 Autokorela¢ni funkce
Poslednim parametrem, ktery mtize ovlivnit priibéh MSD kfivky, je autokorela¢ni funkce G.

Pokud je vzorek i kalibrace naméfeny spravné a fyzikalni chovani je mozné vyjadfit pouze
jednim difuznim koeficientem, pak tvar MSD kiivky odpovidd prubéhu teoretické
hodnoty MSD.
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Obrazek 22: Prevod autokorelacni krivky s jednim difuznim koeficientem na MSD krivku.
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Pro jednoduchou difazi je vhodné pouzit model Pure Duffusion, pfi kterém ziskany tvar
MSD kiivky odpovida teoretickému pribéhu MSD. Nékdy ovSem tento model nelze pouzit,
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Obrazek 23: Prevod autokorelacni kiivky se dvema difuznimi koeficienty na MSD krivku.

Nekdy se ale mize stat, Ze data nejsou idealné naméfena, proto ¢asova fluktuace intenzity
presné nekopiruje tvar korelacni kiivky. V tomto pfipad€, aby data odpovidala nékterému
Tim padem ¢asova fluktuace fluorescence zdanliveé vypada spravné na tkor validity dat. Z toho
vyplyva, ze ackoli je systém viskdzni, pouzitim Spatného matematického modelu mizeme
dostat vysledky odpovidajici viskoelastickému prostredi.

6.4  Limitni viskozita pro méfeni ¢astic

Pro stanoveni viskozitnich limitd FCS byl pouzit roztok glycerolu o riznych koncentracich.
Jako limitni viskozita byla brana takova hodnota, kdy naméfena data pro castice dané velikosti
v roztoku glycerolu nesla vyhodnotit, respektive ziskané vysledky nebyly smysluplné (Casto
byly diftizni koeficienty pfili§ vysoké, nebo absolutni zastoupeni difizniho ¢asu mélo zapornou
hodnotu). Hodnota autokorela¢ni kiivky se spolu se vzrlstajici koncentraci glycerolu
a primérem castic klesala, az dosahla takové hodnoty, kdy chyba méfeni byla pfili§ velka,
nebo s daty nekoreloval zadny z dostupnych matematickych modeli. VSechna méfeni
probihala pfi teploté 23,0 + 0,2 °C.

Ackoli podle Stokes-Einsteinovy rovnice ¢astice jesté pii limitni viskozité¢ mély vykazovat
tepelny pohyb, citlivost metody doséhla svého maxima a dalsi diftizni koeficienty se nepodafilo
zm¢eftit. Dalo by se fict, Ze minimalni difuzni koeficient, ktery je mozné spolehlivé zméfit,
se pohybuje v okolo 0,1 pm?-st. Naméiené vysledky zobrazuje tabulka 4.
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Tabulka 4. Limitni viskozita a difiizni koeficient pro castice riizné velikosti

Glycerol (hm. %)  Viskozita (mPa's) Difazni koeficient (um?-s™) Limitni viskozita pro

- - 0,052 + 0,003 10 nm
93 328,6 £ 13,3 0,183 + 0,021 30 nm
90 2222+ 84 0,104 + 0,016 50 nm
84 150,3 +4,7 0,049 + 0,011 70 nm
75 41,2+0,5 0,062 + 0,006 100 nm

6.5 Agarozovy hydrogel

Pro méfeni gelti bylo potieba zjistit ptibliznou velikost pord agarozy, aby byly pouzity
odpovidajici castice. Jako metoda byla zvolena turbidimetrie, kdy se ziskaly priamérné
velikosti. Vysledné praimérné velikosti jsou zobrazeny na obrazku 24.
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Obrazek 24: Zavislost velikosti porit na koncentraci agarozy v gelu.

6.5.1 Meéreni difuzniho koeficientu metodou jednoohniskové FCS

Protoze se jedna o fyzikaln¢ pripraveny gel, velikost pord pro jednu koncentraci bude
charakterizovana spiSe distribuci velikosti nez pouze jednou konkrétni hodnotou. Z toho
divodu neni mozné povazovat vysledky ziskané z turbidimetrie za zcela pfesné. Proto, i kdyz
byla zjisténa urcitd velikost port, odpovidajici Castice jimi nemusely vzdy dokazat
prodifundovat. Limitni koncentrace agar6zy, kdy transla¢ni pohyb ¢astic o dané velkosti nebyl
dale pouzivanym piistrojem a postupem detekovatelny, jsou uvedeny v tabulce 5.
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Tabulka 5: Difiuizni koeficient riizné velkych cdstic v zavislosti na koncentraci agarézového gelu.

0% 0,1% 0,3% 0,5% 1,0 % 1,5% 2,0 %

10nm 418+04 133+36 135+33 130+32 63+12 56+16 39+13
30nm 13,7+05 6,7+08 64+13 37+04 30+09 25+08 21+0,7
50nm 89+02 47+06 23+09 14+06 10+04 - -
70O0nm 65+03 37+06 24+07 09+04 - - -

100nm 4,7+01 10+0,2 0,6+0,2 - - - -

Bylo provedeno né€kolik méfeni, na jejichz zakladé byl stanoveny difuzni koeficient
pro danou velikost ¢astice v ur€itém gelu. Z vysledkli ovsem neSel stanovit jediny difuzni
koeficient kvuli heterogenni povaze vzorku. V tabulce 5 je proto uvedena stiedni hodnota
difuzniho koeficientu (medidn) a hodnota intervalu, ve kterém se tento koeficient pohybuje.
Nejedna se tedy o chybu méfeni, ale 0 fyzikalni popis méfeného systému, kdy uvedeny interval
je spojeny s Sitkou distribuce diftiznich koeficientt.

Z tabulky 5 je patrné, Ze malé Castice maji v nizkych koncentracich takika stejny difuzni
koeficient 1 odchylku méfeni. Je tedy mozné fict, ze do urcité koncentrace nejsou tyto Castice
vyrazné ovliviiovany okolnim prostfedim. Pokud se na tabulku5 podivame z pohledu
procentualniho poméru difuzniho koeficientu naméfeného v gelu a ve vod¢, dostaneme hodnoty
uvedené v tabulce 6.

Tabulka 6: Procentudlni zména difuzniho Koeficientu nanocdstic v riizné koncentrovaném
agarozovém hydrogelu oproti difuznimu koeficientu ve vode

0% 0,1% 0,3 % 0,5% 1,0% 1,5% 2,0%
10 nm 100 31,9 32,3 31,1 15,1 13,4 9,3
30 nm 100 49,0 46,9 27,1 22,0 18,3 15,4
50 nm 100 52,7 25,8 15,7 11,2 - -
70 nm 100 57,4 29,5 14,0 - - -
100 nm 100 21,3 12,8 - - - -

Nejmensim casticim téméf okamzité klesl diftizni koeficient na tfetinu, kde byl pro nizsi
koncentrace agardézového gelu téméf neménny. U ostatnich velikosti se pocatecni difuzni
koeficient pohyboval okolo poloviéni hodnoty. U vSech ¢astic se difuzni koeficient zastavil
na ptiblizné desetinové rychlosti pohybu oproti hodnotdm ve vode.

Samotna odchylka méfeni dokaze dat informace o struktuie hydrogelu. Cim je odchylka
vy$si, tim vic difuznich koeficientl zde muze byt, a tedy je systém vice heterogenni. Data jsou
uvedena v tabulce 7.
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Tabulka 7: Procentudlni hodnoty vypocitaného poméru odchylky méreni vii¢i namérenému
difuznimu koeficientu pro ruzné velikosti castic v riizné koncentrovaném agarozovém hydrogelu

0% 0,1% 0,3% 0,5 % 1,0 % 1,5% 2,0 %

10 nm 1,0 27,1 24,4 24,6 25,4 28,6 33,3
30 nm 3,7 11,9 17,2 24,3 30,0 32,0 33,3
50 nm 2,2 12,8 30,4 35,7 40,0 - -
70 nm 4,7 16,2 36,8 44,4 - - -
100 nm 2,1 20,0 33,3 - - - -

Procentualni odchylka by teoreticky mohla byt vystupnim parametrem méfeni. Pro ¢astice
difundujici ve vodé je odchylka, tedy pfesnéji feceno interval namétenych hodnot, v jednotkach
procent, tedy ¢astice nejsou nijak ovlivnény vnéjsim prostiedim a jedna se opravdu jen o chybu
méfteni. S nartistajici koncentraci roste i Sitka intervalu. Pouze u nejmenSich ¢astic zistava
interval témér stejny — S klesajicim difuznim koeficientem umérné klesa i interval hodnot
difuzniho koeficientu. Pohyb je pravdépodobné ovlivnén hustotou sité, ale samotny interval
zustava stejny. Dalo by se fict, Ze z pohledu 10nm ¢astic je gel ,,homogenni®, tedy ze vétSina
port je pro pruchod Castic stejne vhodna.

Cim vé&tsi jsou &astice, tim klesa pravdépodobnost, Ze ¢astice najde vhodny por ,,na prvni
pokus®, tedy dojde k poklesu diftizniho koeficientu a narustu intervalu hodnot. Zjednodusené
by se dalo fict, ze je gel ¢im dal vic nehomogenni. Jen u 100nm c¢astic se odchylka zastavila
u 33 %, coz neodpovida trendu vzestupu procentualni hodnoty distribuce diftizniho koeficientu.
Je moZné, Ze tato neptesnost je dana samotnym méfenim — pfi této koncentraci uz mohlo dojit
ke zkresleni vysledk kvili detekénim limitim pfistroje. Zde dochdzi k detekci hrani¢ni
hodnoty difizniho ¢asu, tedy odchylka méfeni miize byt uz vyssi nez u ostatnich méteni.
U nejvétSich Castic je stejnd presnost zaru¢ena pouze u nejnizsi koncentrace agardzového gelu,
u dal§i méfené koncentrace je hodnota uz nepiesna, spiSe orientacni, tim padem ani velikost
intervalu nemusi odpovidat realité. Veskera tato méteni byla analyzovana pouze do korela¢niho
¢asu 1000 ms, ktery je defaultné nastaveny a probihaji podle n¢j veskerd méteni.

6.5.1.1  Vliv prodlouZeni korela¢niho ¢asu na difizni koeficient

Bylo zjisténo, Ze metoda, u které jsme byli pfesvédceni, Ze je pro nase tcely velmi limitovana,
je naopak pifesna a pouzitelnd i1 pii nizkych difuznich koeficientech. Stacilo poupravit
hardwarové a softwarové nastaveni méfeni (intenzita laseru, délka méteni a pii analyze celkovy
korelaéni ¢as) a najednou se rozsah metody zvétsil a ziskala se validni data i z oblasti dlouhych
difuznich cas.

Dalsi nevyhodou kratkého korelaéniho ¢asu bylo, Ze pii zapnuté FLCS korekci casto
nedochéazelo ke korelaci mezi jednotlivymi detektory. Po prodlouZeni korelacniho Casu se
kiivka vyhladila a jednotlivé namétené kiivky mezi sebou uz korelovaly.

Zde ovsem neni pravidlem, Ze nejpresnéjsi bude nejdelsi korelacni cas. Musi se brat v potaz
1 povaha méfené¢ho vzorku — tedy pro Castice s malym polomérem staci kratkd korelace.
Pti zvySovani korela¢niho ¢asu bud’ nedochdzelo k vyraznéj$sim zménam, nebo se zde zacal
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objevovat velmi kratky difuzni koeficient, ktery ovliviioval spravnost vysledku, protoze byl
Casto primérovan s difuzi sledovanych ¢astic.

Tabulka 8: Vyber kratsiho difiizniho koeficientu v zavislosti na volbé délky celkové korelace

cpr . o , v s v 2.1
Koncentrace Diftzni koeficient pro rizné korela¢ni ¢asy (um=-s™)

<asti agar6zoveho
castic (nm) hydrogelu (hm. %) 1000 ms 2000 ms 5000 ms 10000 ms

Pramér

0,1% 150+13 140+14 140+16 140+11
0 2,0% 2,2+0,2 20+0,2 18+0,2 1,2+0,1
0,1% 32+0,1 30+01 29+01 2,3+0,1
" 2,0% - - - 0,6+0,3

U vétsich ¢astic pak pouziti vyssiho korelacniho ¢asu davalo smysl uz jen z toho diivodu,
ze inflexni bod korela¢ni kiivky odpovidal az vysSimu casu, tedy nékdy nemusel byt viibec
zobrazen. Toto je ukdzano na obrazcich 25 a 26.
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Obrazek 25: Korelacni ¢as pouze do 1000 ms. Inflexni bod odpovidajici difuznimu casu castic
neni zobrazen.
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Obrdazek 26: Korelacni cas az do 10 000 ms, kde je patrny dalsi inflexni bod, ktery odpovida
pohybu velkych castic ve vysoce koncentrované agaroze.

V nasledujici tabulce 9 je zobrazena zavislost difuzniho koeficientu na velikosti Castic,
které difunduji v rizn€ koncentrovaném agarézovém hydrogelu. V zéavislosti na povaze vzorku
byl zvolena riizn¢ dlouha doba korelace. Obecné lze fict, Ze pro vzorky s difiznim koeficientem
pro 2 pm?-st a niz§i je vhodné prodlouzit dobu korelace. Pro vzorky, kde se diftizni koeficient
pohybuje okolo 1 um?:s? bylo potieba zvolit maximalni dobu korelace, tedy 10 sekund.

Pro vSechny vzorky byl pouzity jednotny matematicky model Pure Diffusion, aby se
predeslo chybam a odchylkam kvili jinym matematickym operacim. Po zvoleni spravné délky
korelace tento model odpovidal datim.

Tabulka 9: Zavislost difiizniho koeficientu (um?-s) na velikosti castic a hmotnostni koncentraci
agarozového hydrogelu

Ohm.% 01hm% 02hm.% 05hm.% 10hm.% 15hm.% 2,0hm.%

10nm 43,014 13,5+2,6 13,0+x22 11,5+18 55+04 3,1+0,5 1,7+ 0,6
30 nm 11,0+0,4 8,7+0,2 6,9+0,3 39+0,7 2,8+04 1,7+0,4 1,2+0,5
50 nm 7,4+ 0,2 54+1,1 49+£10 38+07 2,1+0,5 0,6+0,2 0,10+£0,22
70 nm 54+0,2 3,612  24+0,8 14+05 0,21+0,12 0,11+0,06 0,06+0,13

100nm  3,5+0,3 1,8£0,6 0,703 04+02 0,10£0,09 0,06+0,05 0,02+0,04
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Z tabulky 9 je patrné, ze diky delSimu korelaénimu ¢asu lze ziskat diftizni koeficient také
pro velmi koncentrované hydrogely s velkymi fluorescencnimi nanocasticemi. Nicmén¢ pouziti
jin¢ho matematického modelu vysledky pfili§ neovlivnilo, primérny diftizni koeficient zGstal
piiblizné stejny.

Nezmeénila se pfili§ ani prumérnd smérodatnd odchylka. Stale plati, ze s narustajici
koncentraci agar6zového hydrogelu se odchylka zvySuje — tedy mlizeme fict, ze prostredi je
nehomogennéjsi a volny pohyb cCastic je zpomalovan hydrogelovou siti. V pripadé velkych
¢astic a velmi koncentrovanych hydrogelt je odchylka i vétsi nez samotnd hodnota difizniho
koeficientu.

6.5.2 Meéreni difizniho koeficientu metodou dvouohniskové FCS
Byl piedpoklad, ze dvouohniskova FCS (2f-FCS) bude piesnéjsi a spolehlivéjsi metodou
pro méfeni korela¢nich kiivek. Obecné se s touto myslenkou da souhlasit uz jen z divodu, Ze se
nemusi pii kazdé zméné teploty kalibrovat konfokalni objem, tedy se eliminuje chyba vznikla
pfi méteni kalibrace.
Problém nastavad pii méfeni vysSich koncentraci agar6zového hydrogelu ve spojeni
S vétsimi nanocasticemi. Protoze se jednd o pouze softwarové vyhodnoceni, aniz by operator
mohl do vysledku zasahnout, v§e zaleZi pouze na algoritmu daného skriptu, jaka data vyhodnoti
jako relevantni a jaka ne. Zde je mozné nastavit pouze dv¢ hodnoty difuzniho koeficientu a dvé
hodnoty tripletu, ale neni mozné do skriptu néjak vyrazné zasahovat. Matematicky je mozné
ziskat data zcehokoli, spravnost vysledku je pak na posouzeni uzivatele.
Nasledujici obrazky 27 a 28 zobrazuji zménu prolozeni kiivek pouze pfidanim jednoho
parametru.
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Obrazek 27: Korelacni kiivky s jednim difiiznim koeficientem a jednim tripletem. Na grafu A
jsou zobrazeny autokorelacni a krizove korelacni krivky, na grafu B rozloZeni rezidui.
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V ptipadé obrazku 27 je pak jest¢ nutné rozhodnout, jestli se jedna opravdu o tripletni stav
fluoroforu, nebo jestli vlivem prostiedi dochazi k fotovybéleni ¢astice. Ve druhém piipad¢ se
zde také vyskytuje velmi kratky difazni ¢as, protoze Castice je detektovana v objemu, ale kvuli
velmi pomalé difuzi se diive fotovybéli, nez prodifunduje skrz cely objem. To se projevi jako
»zhasnuti ¢astice®, tedy se Castice dale nedetekuje a dochazi ke zkresleni vysledku.
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Obrazek 28: Korelacni krivky s jednim difuznim koeficientem. Na grafu A jsou zobrazeny
autokorelacni a kiizove korelacni kiivky, na grafu B rozloZeni rezidui.

Na obrazku 28 je vidét, ze kratky diftzni Cas je zde opravdu pfitomny a Ze odebrani
nefluorescencni komponenty (triplet) posunulo celé proloZeni korelacnich kiivek. Vlivem toho
doslo k vyrazné zméné difiizniho koeficientu z 9,6 um?-s? na 13,3 um?s™,

Pti nizkych koncentracich, pfipadn€ pro malé ¢éstice, je tato metoda mnohem piesnéjsi
arychlejsi, zatimco pifi velmi pomalém difiznim koeficientu nedava 2f-FCS spolehlivé
pfipadné Zadné, vysledky. Na druhou stranu, ackoli nizky difuzni koeficient nebyla tato metoda
schopna zjistit, vypocitané (vysoké) difuzni koeficienty byly zatizené potrad velmi malou
relativni chybou méteni. V nésledujici tabulce jsou uvedeny diftizni koeficienty v zavislosti
na koncentraci agar6zy v hydrogelu a velikosti pouZitych ¢astic.

Tabulka 10: Zavislost difiizniho koeficientu (um?st) na velikosti cdstic a hmotnostni
koncentraci agarozového hydrogelu pro 2f-FCS.

Ohm.% 01hm.% 02hm. % 05hm.% 10hm. % 15hm.% 2,0hm.%

10nm 45,5+0,01 143+3,8 11,8+1,5 99+26 72+12 51+£06 3,8+04
30nm 16,5+0,02 10,7+1,0 104+22 89+1,0 4,7+0,7 1,9+0,5 1,1+£04
50 nm 8,7+ 0,01 55+05 48+06 32+1,1 24+1,0 1,0£0,6 05+04
70 nm 6,0 £ 0,01 4704 29+0,3 1,4+0,4 - - -
100nm 39+005 21+05 09+03 0,5+03 - - -
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Opét zde plati, ze pii zvySujici se koncentraci agar6zového hydrogelu roste i smérodatna
odchylka, ktera zobrazuje nehomogenitu prostiedi. Jak je vidét z tabulky 10, i zde se dosahlo
limitni koncentrace agar6zového hydrogelu pro difuzi castic pii standardnim nastaveni.
Maly rozdil je vidét pro 50nm Ccastice, kdy matematicky skript byl schopny se dostat
k ¢iselnému vysledku i pres nizky difuzni koeficient a vysledna hodnota byla, i v porovnani
s 1f-FCS, relevantni.

Pro zobrazeni velmi nizkych difiznich koeficient na hranici detekovatelnosti bylo nutné
opétovn¢ prodlouzit dobu korelace az na 10 000 ms. Zde ovSem nastal problém oproti
vyhodnocovani v programu SymPhoTime64. Zatimco V softwaru SymPhoTime64 je mozné
rucné volit interval hodnot vypocitané korelacni kiivky, ve kterych bude probihat analyza
a vypocet diftznich koeficientl, pfipadné zde jdou ruéné zvolit meze, ve kterych se dany
difazni koeficient méa hledat, v MATLAB skriptu toto mozné neni. Casto se proto stavalo, Ze
velmi nizky difuzni koeficient nebyl bran jako validni a skript ho nevypocital jako jeden
z moznych vysledkd danych matic.

Z tohoto divodu muselo byt pfistoupeno k radikalnéjsimu feSeni, aby byl nizky diftzni
koeficient jedinym moznych vysledkem. Tim bylo ofiznuti zacatku korela¢ni kiivky — jak moc,
to zalezelo na povaze vzorku, respektive na velikosti pfedpokladaného difuzniho koeficientu.
Cim nizsi byl difuzni koeficient, tim hife detekovatelny byl pro piistroj, respektive pak
I pro skript. Po¢atek nové korela¢ni kiivky se tedy pohyboval od 0,001 ms pro ,,vyssi* diftzni

cvwr

Tabulka 11: Posunuti mezi detekce pomoci upravy celkového korelacniho ¢asu a jeho zacdtku.
Noveé ziskané hodnoty jsou zaznaceny zelené.

Ohm.% 01hm.% 02hm.% 05hm. % 10hm. % 15hm. % 20hm. %

10nm 455+0,01 143+38 118+1,5 99+26 72+12 51+06 3,8+04
30nm 16,5+0,02 10,7+1,0 104+22 89+1,0 4,7+0,7 1,9+0,5 1,1+0,4
50nm 8,7+0,01 55+05 48+06 32+1,1 24+10 10+06 05+04
70nm  6,0£0,01 47+04 29+0,3 1,4+£04 043+£0,22 0,11 £0,06 -

100nm 39+0,05 2,1+05 09+03 05+03 017+0,12 0,09+ 0,07 -

Z tabulky je zfejmé, Ze uprava hodnot korelacni funkce pomohla ¢aste¢né zptesnit méfeni
ve vysSich koncentracich agarézového hydrogelu pro vétsi ¢astice. Nicméné ani tato uprava
nebyla schopna zajistit ziskani dat z nejkoncentrovanéjsich vzorkd. Zde skript neprobéhl
spravné, respektive naméfena data se nepodatilo prolozit. U ptedchozi koncentrace (1,5 hm.%,)
byly hodnoty pro 70nm a 100nm ¢astice (v tabulce 11 kurzivou) neptesné z toho diivodu, ze se
nekolikrat musela upravovat datova korelacni kiivka, aby byl skript schopny data prolozit.
Proto bych se priklané€la k tomu v tomto ptipadé metodu 2f-FCS nepouzivat, protoze obdrzené
vysledky jsou na hranici validity.
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6.5.3 Porovnani jednoohniskové a dvouohniskové FCS

Model Triplet z programu SymPhoTime64, stejné jako 2f-FCS skript v MATLABuU se
zahrnutym tripletem se ukazuji jako velmi vhodné modely pro analyzu ziskanych dat.
Pokud neni vyslovné vyrobcem uvedeno, Ze sonda je tzv. ,beztripletni®, je nutné a spravné
zahrnout triplet do prokladaného modelu. Dal§im voditkem pak jsou pribéhy obou funkci
(autokorela¢nich, stejné jako kiizové korelacnich), které vykazuji v nizkych korela¢nich ¢asech
charakteristicky prab¢h.

Aby se ziskala pfedstava, jak jsou na tom jednotlivé metody s piesnosti vii¢i sobé,
byl zméten jeden vzorek obéma metodami. Konkrétné se jednalo o 50nm ¢astice, abychom se
vyhnuli pfili§ neménnému difuznimu koeficientu (mensi Castice), nebo aby nedoslo k jejich
prilisnému zpomaleni (vEtsi Castice). V tabulce 12 je uveden primérny difazni koeficient a jeho
smérodatnd odchylka.

Tabulka 12: Porovnani jedno- a dvouohniskové FCS. Uvedeny jsou hodnoty pro 50nm Cdstice.

mod O0hm.% 01hm. % 0,2hm.% 05hm.% 1,0hm.% 1,5hm.% 2,0 hm. %

1f 92405 53+1,0 48«12 30+15 21+07 07+04 04+0.3

2f  897+0,02 56+05 52+06 33+13 24+1,0 09+05 05+04

Hned z méfeni ¢astic ve vodé je jasné vidét, Ze dvouohniskova FCS je mnohem piesnéjsi
pro vyssi diftzni koeficienty. Obecné se zde relativni chyba jednoho bodu pohybovala okolo
1 % amén¢. Stejné tak 1 smérodatna odchylka je niz8i. To miiZze byt dano velikosti konfokélniho
objemu, ktery je pro 2f-FCS mnohem vétsi nez u 1f-FCS. V praxi by to znamenalo, ze ¢astice
muze svoji rychlost zménit nékolikrat a v priméru se nebude liSit tolik, jako by to bylo
u prichodu mensim objemem.

Vysledkem méfeni je, ze pokud je difuzni koeficient vétsi nebo roven 1 pm?s?, pak je
vhodné pouzit dvouohniskovou FCS diky jeji nizké relativni chybé a ptresnosti vysledku.
Pro nizs$i difuzni koeficienty by bylo lepsi pouzivat jednoohniskovou FCS, protoze zde je
operator schopny ovlivnit vysledek méfeni riznymi naslednymi upravami pii analyze,
volbou matematického modelu a lze se touto metodou dostat i niz§im hodnotam diftzniho
koeficientu.

6.5.4 Alternativni metody vyhodnoceni

Jako alternativni metody vyhodnoceni dat ziskanych pomoci FCS byly vyuzivany dva rozdilné
distribu¢ni pfistupy. Prvnim z nich je proloZeni ziskanych autokorelacnich funkci pomoci
log-normalniho distribu¢niho modelu, ktery je soucasti modelu autokorelacni funkce.
Dalsim pfistupem je tzv. metoda maximalni entropie, ktera neposkytuje piimo parametry
prolozeni, ale vystupem je distribuce pravdépodobnosti difiznich koeficientd. Pro ziskani
konkrétnich parametri byly ziskané distribuce z MEM analyzy proloZzeny v programu
OriginPro log-normalnim modelem, protoZe tento model je povazovan za vhodny k popisu
distribucni zavislosti velikosti ¢astic, a tedy i difuznich koeficient.
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6.5.4.1 Log-normalni distribuce difiznich koeficientt

V programu QuickFit 3.0 byly prolozeny ziskané autokorela¢ni funkce pomoci modelu
normalni diftze (rovnice (5)), ktera zahrnovala 1 log-normalni distribu¢ni model.
Nasledujici grafy (obrazky 29 az 31) shrnuji normalizované prab¢hy hodnot distribuéni funkce
na difiznim koeficientu. Vystupem toho modelu je pak naptiklad median zavislosti vyjadtujici
stfedni hodnotu koeficientu distribuce.
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Obrdazek 29: Normalizovand 109-normalni distribuce pro 10nm Cdstice V riizné koncentrovaném
agarozovém systému.

Jak lze vidét ze ziskanych kiivek distribuci pro 10nm castice, S rostouci koncentraci se
medidn zavislosti posouvéd k niz§im difiznim koeficientim a Sifka distribuce se zvétSuje.
Vyuziti tohoto modelu je do jisté miry zavislé na vstupnich datech, kdy u nékterych u nékterych
koncentraci agardzy (konkrétné 0,5 hm. %) nebylo mozné ziskat smysluplnou distribuci
diftznich koeficientti ani po vynechani naptiklad zacatku kiivky. Velmi obtizné se vyhodnocuji
1 data, kde je dominantni zastoupenti tripletniho stavu. V tomto piipad¢ standardni vyhodnoceni
(Pure diffusion model) poskytuje robustnéjsi, fyzikaln¢ smyslupIné;si vysledky, i kdyz se ztraci
potencialni informace o §ifce distribuce.
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Obrdazek 30: Normalizovanda |0Q-normalni distribuce pro 50nm Castice V riizné koncentrovaném
agarozovém systému.
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Obrazek 30 ukazuje distribuce diftiznich koeficientti pro 50nm ¢astice, kdy vyhodnoceni
bylo mozné provést jen do koncentrace agardzy 1 hm. %. Nad touto hranici nebyl jiz skript
schopny vyhodnoceni ptipadné vykazoval distribuci ve fyzikaln€ nerelevantni oblasti, zejména
umist'oval median distribu¢ni funkce do ¢asové oblasti tripletnich/nefluorescentnich procesu.
V oblasti 0—1 hm. % posun medianu distribuce a postupny narist jeji Sitky poskytuje obdobny
pohled na chovani systému jako u ¢asti o velikosti 10 nm.
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Obrazek 31: Normalizovana l0g-normalni distribuce pro 70nm cdstice V riizné koncentrovaném
agarozovém systému.

U castic 0 velikosti 70 nm pak bylo mozné ziskat distribuce diftiznich koeficientl jen
do celkové koncentrace 0,5 hm. %, kdy vysledné zavislosti shrnuje obrazek 31. | zde se vyskytl
problém, Zze distribuce byla algoritmem umistovana do oblasti velmi kratkych ¢ast,
ptipadé selhal cely proces prokladani. Celkové selhani algoritmu prokladani bylo zejména
patrné, pokud hodnota G(0) byla velmi nizka, typicky mensi nez 0,05 a byla zatizena velkou
chybou. Nicméné u prolozitelnych vzorkii 1ze opét konstatovat, ze zména tvaru distribuce
odpovida zavislostem ukazanych pro ¢astice 0 velikosti 10 a 50 nm.

6.5.4.2 MEM distribuce difuznich koeficienti

Opétv programu QuickFit 3.0 byly prolozeny ziskané autokorelacni funkce,
pomoci metody maximalni entropie (MEM). Nasledné ziskané zavislosti byly prolozeny
v programu  OriginPro  klasickym log-normalnim distribuénim modelem, protoze Ilze
predpokladat, ze pro lokalni populaci diftiznich koeficientli tento model poskytuje realisticky
obraz. Nasledujici grafy zobrazené na obrazku 32 shrnuji normalizované pribéhy hodnot
distribu¢ni funkce z MEM metody na difuznim koeficientu. Z prabéht lze opét vidét,
ve srovnani s pfedchozim typem analyzy, ze se distribuce posunuje s rostouci koncentraci
k niz$im difiznim koeficientim a zavislosti vykazuji Sir§i charakter.
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Obrazek 32: Distribuce difuznich koeficientit ziskanych Metodou maximdlni entropie
pro castice 0 velikosti 50 nm (vlevo) a 70 nm (vpravo) pro riizné koncentrace agarozy.

V tabulce 13 je ukazano srovnani vyhodnoceni standardnim postupem jednoohniskové
FCS a metodou MEM. Jak lze vidét, metoda MEM poskytuje podobné vysledky diftiznich
koeficientd (median proloZenych zavislosti) jako jednoohniskovy piistup. VéEtsi odchylky lze
nalézt u vyssi koncentrace agardzy, kdy je standardni model vyhodnoceni zatiZzen vétsi relativni
chybou. Nizké odchylky u prolozeni MEM distribuce ukazuji, ze zvoleny pfistup vyhodnoceni
je vhodny a diftzni koeficienty v téchto lokalnich populacich opravdu vykazuji log-normalni

rozdéleni.

Tabulka 13: Porovnani zavislosti hodnoty stanoveného difiizniho koeficientu (um?-s™)
pro castice o velikosti 50 nm na hmotnostni koncentraci agarozového hydrogelu pro standardni
vyhodnoceni jednoohniskové FCS a pro metodu maximdalni entropie.

mod 0 hm. % 0,1 hm. % 0,2 hm. % 0,5 hm. % 1,0 hm. %

1f 9,2+0,5 53+1,0 48+1,2 3,0£1,5 2,1+0,7

MEM  9,93+0,01  511+001  48+002 2,68+001  1,19+0,01

Vyhodou MEM analyzy je iziskani pfislusné distribuce diftznich koeficientu.
U ziskanych dat byl diky tomu spocitan i index polydispersity, a to jako druha mocnina poméru
odlogaritmovaného ,,w* (logaritmicka §itka distribuce) a medidnu distribuce. Na této hodnoté
1ze demonstrovat postupné rozsifovani distribuce difiznich koeficientl s rostouci koncentraci

agardzy (Tabulka 14).
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Tabulka 14: Porovndni stanoveného difiizniho koeficientu (um?-s™) pro castice o velikosti
50 nm a 70 nm na hmotnostni koncentraci agarozového hydrogelu ziskané metodou maximalni
entropie.

Castice  koncentrace agarézy (hm. %) median (um?s?)  w (um?s?) PDI
0 9,93+ 0,02 0,186 + 0,002 0,024
0,1 511+0,01 0,147 + 0,001 0,075
50 nm 0,2 4,80 +0,02 0,315+ 0,003 0,185
0,5 2,68 0,01 0,206 + 0,002 0,360
1,0 1,19+ 0,01 0,165 + 0,002 1,532
0 7,39+ 0,01 0,262 + 0,001 0,061
0,1 5,23 +0,02 0,319 + 0,030 0,159
70 nm
0,2 3,58 +0,01 0,278 + 0,002 0,281
0,5 1,13+0,01 0,337 + 0,002 3,697

Pokud srovname vyse uvedené zpisoby vyhodnoceni, lze v tomto piipadé jednoznaéné
ur€it metodu maximalni entropie jako vhodnéj§i ve srovnani s modelem difaze,
ktery predpoklada log-normalni distribuci difuznich koeficientt. MEM analyza poskytuje
realnéjsi obraz distribuce difuznich koeficientil, protoze vysledkem muize byt i multimodalni
distribuce, kterd ukazuje na rizné ,,difizni populace®, které mohou byt naptiklad tvofeny
skupinami razné difundujicich ¢astic.

Tato metoda je nicméné velmi citliva na vstupni parametry, kterymi jsou kappa faktor
(excentricita) konfokalniho objemu, hodnota G(t—x) piipadné dobu Zivota tripletniho stavu
ajeho relativni zastoupeni. Tyto parametry musi byt ziskany pomoci konvenc¢ni analyzy,
protoze napiiklad G(t—) je nemozné z prub&hu distribuce odhadnout. Pokud jsou tyto
parametry spravné zadany, MEM analyza prokaze jednotlivé populace diftiznich koeficient
a sitku jejich distribuce. To je nejvétsi piinos ve srovnani s konvencéni analyzou, kde jsou data
testovana na ptitomnost jednotlivych populaci (difuznich koeficientl) a je na operatorovi,
aby rozhodl, kolik difaznich koeficientt ma algoritmus hledat (se zahrnutim ptipadnych
tripletnich a ostatnich nefluorescentnich stavi).

Model ptredpokladajici log-normalni distribuci pak poskytuje pouze unimodalni distribuci
a je tak vhodny pro vzorky s nizkou polydisperzitou, respektive obsahuje pouze jednu populaci
diftznich cCasi/difuznich koeficientii/velikosti. V literatufe lze nalézt, ze byl tento model
verifikovan pravé pomoci MEM analyzy, a to naptiklad u studia emulzi [20], kdy byly
srovnavany priabehy distribuci ziskané obéma metodami.

6.5.5 Prepocet MSD krivek na reologické moduly
Dalsi informace, které je mozné z namétenych dat ziskat, jsou reologické moduly, ¢imz tato
technika spada do oblasti (pasivni) mikroreologie. Oproti klasické reologii je tato metoda
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pouzitelna pro velmi malé mnozstvi vzorku, ptipadné tam, kde je méfené prostiedi tézko
dostupné a jeho separaci by doSlo k ¢astecné nebo Uplné degradaci vzorku (velmi casto
biologické vzorky, kdy je takto mozné méteni uvnitt cytoplasmy). Konvenéni reometry aplikuji
relativn€ vyssi napé€ti na velkou plochu a maji za nasledek makroskopickou deformaci, coz vede
k primémé objemové odezve, ale chybi nékteré strukturdlni detaily pro ty prostorove
heterogenni nebo vicefazové systémy. Nékteré systémy jsou navic kiehké, takze vlozené vyssi
nap¢ti nevyhnutelné naruSuje méfeny systém a vede ke zkreslenym informacim. Dalsi vyhodou
mikroreologie je 1 vyS$i rozsah frekvenci, kdy u konvencni reologie se dosahuje maximalné
desitek hertzi, oproti mikroreologii, kde je mozny rozsah frekvenci (103-10° Hz) [118]. Je tak
mozno ziskat Siroké viskoelastické spektrum, které u konvencni reologie je ziskavano pomoci
tzv. Casové-teplotni superpozice [119].

Cilem téchto piepoctl bylo prokazat, jestli je prib&éh mikroreologickych dat porovnatelny
s makroreologickymi experimenty. Pivodni naméfena autokorela¢ni kiivka byla pfevedena
algoritmem na MSD ktivky (rovnice (36)), ktery je na Fakulté chemické VUT v Brné pouZzivan
delsi dobu a nékolikrat byla ovéfena jeho validita. Z téchto dat se jednoduchym piepoctem
ziskala poddajnost J (rovnice (38)), ktera se nasledné pomoci softwaru Rheology Advantage
Data Analysis (kapitola 5.6.2) a vném daného postupu pievedla na reologické moduly,
které jsou zobrazeny na nasledujicich obrazcich 33 az 36.
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Obrazek 33: Viskoelastické moduly pro 10nm castice v 0,1% agarozovém hydrogelu.
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Obrazek 34: Viskoelastické moduly pro 10nm castice v 2% agarozovém hydrogelu.

Kdyz se porovnaji oba grafy uvedené na obrazcich 33 a 34, je jasn¢ patrné, Ze nejmensi
Castice vnimaji gel v celém rozsahu koncentraci jako prevazné viskozni kapalinu. Ani v jednom
ptipadé zde nedoslo k situaci, kdy by pamétovy modul G' byl vétsi nez ztratovy modul G",
ackoli v nejvyssi koncentraci dochazi k potkani obou kiivek.
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Obrazek 35: Viskoelastické moduly pro 100nm castice v 0,1% agarozovém hydrogelu.

66



1E+01

=
&
> 1E-01
=
he]
o
g
NO) .
,j§ 1E-03 206G
< 20G"
o
4
S 1E-05
1E-07

1E-03 1E-02 1E-01 1E+00 1E+01 1E+02 1E+03 1E+04

frekvence oscilace (Hz)

Obrdazek 36: Viskoelastické moduly pro 10nm castice v 2% agarozovém hydrogelu.

Obrazky 35 a 36 zobrazuji obé krajni koncentrace popisované nejvétSsimi v této praci
pouzivanymi fluorescen¢nimi nanocésticemi. V piipadé nejnizSi koncentrace se okolni
prostiedi chova stale jako viskdzni latka, kdy ztratovy modul je v celém spektru nad Grovni
pamét'ového modulu. V oblasti nejvysSich koncentraci (zde je uvedena pouze nejvyssi méfena
koncentrace, coz jsou 2 hm. %) dochazi k postupnému zak¥iveni obou ktivek, coZz odpovida
klasickému viskoelastickému chovani. Je zde velmi dobfe patrnd oblast elastického chovani
gelu (plateau zone), kdy G’ je vyssi nez G".

Tato data byla srovnavana i s daty z konvenéniho reometru. Bylo zjisténo, ze pribéh kiivek
vzajemné odpovida, ale samotné hodnoty modulil ziskanych z mikroreologickych experimenti
jsou o nekolik tadi nizsi oproti datim, ktera poskytuje klasicka (makro) reologie [120, 121].

6.5.6 FLIM agarézového hydrogelu
Fluorescen¢ni mikroskopie je vhodnym néstrojem pro zobrazeni struktury zkoumaného vzorku.
Pro hydrogely se zde nabizi dva typy méteni — bud’ se ptipravi hydrogel vzdy s jednim typem
¢astic, nebo se pripravi smés Castic, kterd se smichd s hydrogelem. Oba typy méteni maji své
vyhody a nevyhody. Vyhodou prvniho je homogenita ziskanych vysledki, kdy diky absenci
jinych fluorofori nemtze dojit ke kontaminaci vysledkti emisi jiného fluoroforu.
Velkou nevyhodou je fakt, Ze se méfi pokazdé jiny vzorek, tedy struktura hydrogelu je sice
podobna, ale nikdy ne naprosto stejna.

Pro zobrazeni struktury v jednom vzorku je tedy vhodnéjsi pouzit smés nanocastic
0 riznych velikostech. Hlavni nevyhodou této moznosti je, Ze kviili pfitomnosti vice fluorofort
muze dojit ke zkresleni vysledkli emisi pochéazejici z jiného fluoroforu. Aby se co nejvice
eliminovala tato moznost, byly vybrany fluorofory bud’ s jinou vinovou délkou excitace
a emise, nebo byla excitacni a emisni vinova délka stejna, ale ¢astice se od sebe liSily dobou
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zivota fluorescence. Pro toto méfeni bylo nutné méfit na vice detektorech, tedy dalsi chyba
mohla vzniknout 1 kvali rizné citlivosti a nastaveni detektoru.

6.5.6.1 Méreni velikosti jednotlivé
Jak bylo zminéno vyse, pti méfeni pouze jedné velikosti ¢astic ve vzorku, bylo mozné pouzit
pouze jeden detektor a vysledky pak mezi sebou alesponl porovnat.

Tabulka 15: Zobrazeni distribuce nanocastic pro rizné velikosti a v rizné koncentrovanych

hydrogelech

Koncentrace

agardzového 10nm castice 50nm ¢astice 100nm céastice
gelu (hm. %)

0,25

0,5

1,0

Jak je pomérné zieteln¢ videt, s nartstajici koncentraci 1 velkosti Castic se méni distribuce
ve vzorku. Pokud vysledky budou hodnoceny z pohledu ziskani informace 0 struktufe gelu, tak
10 nm c¢astice neposkytuji zadné relevantni informace, protoze jsou prodifundované témér
homogenné skrz cely hydrogel. Vétsi Castice uz jsou situovany pouze v mistech s vhodnou
velikosti poru. Na zékladé€ tohoto mizeme fict, Ze vétSina vzniklych pori je vétSich nez 10 nm,
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kdy tyto castice mohly bez vétsiho omezeni difundovat skrz cely hydrogel. Diky vétSim
¢asticim je pak mozné nasledné urcovat, kde jsou pory prostupné pro jednotlivé velikosti.

6.5.6.2 Mé&reni vSech velikosti zaroven

Pro experimenty je samoziejmé vhodnéjsi, kdyz se snizi mnozstvi moznych vlivii zplisobujicich
odchylku méfeni na minimum. Z toho divodu se pfipravila smés nanocastic o ruznych
velikostech, ktera byla smichana s hydrogelem. Diky tomu je mozné sledovat strukturu jednoho
vzorku ve stejném mist¢, tedy vysledky jsou vzajemné porovnavatelné.

Tabulka 16: Oveéreni tabelovanych dob Zivota fluorescence barviva AlexaFluor® V riizné
koncentrovanych hydrogelech

_— fljoilz)?‘i)or\l;agie})l((;(ll:rllsg; ® Doba zivota fluorescence (ns)

e 2ivlzzab?ns) \51:;;;12\3) 0,25 % gel 0,5% gel 1,0% gel 1,5% gel
10 nm 4,1 0,92 4,10+ 0,10 4,07+0,10 391+0,04 4,00+0,10
50 nm 2,5 0,61 241+0,09 238+0,02 2,48+0,01 2,48+0,01
100 nm 1,2 0,36 1,L18+0,07 1,34+0,06 1,25+0,07 1,92+0,01

Pro 10nm nanocastice byla pozorovana jesté¢ druha doba Zivota okolo 1 ns. Tato doba Zivota
by mohla odpovidat rezonan¢nimu pifenosu energie, ovSem je jeSt¢ nutna verifikace.
U ostatnich fluorofort byla zjisténa pouze jedna doba zivota. U 100nm nanocastic je napadny
prudky nartst doby zivota v koncentrovanéj$im hydrogelu. V nizSich koncentracich se doba
Zivota pohybuje okolo 1,25 ns, coz je lehce nad tabelovanou hodnotou, ovSem stile v ramci
chyby pfistroje.

Diky rozdilné dob¢ Zivota pfi stejné excitacni vinové délce 10nm a 50nm nanocastic bylo
mozné méfeni a analyza jejich smési v ramci jednoho FLIM obrazku. Nicméné matematicka
analyza zpocatku nerozeznala kratkou komponentu patfici 10nm casticim od doby Zivota
fluorescence 50nm castic. Z tohoto divodu bylo potteba zadat hodnotu pro 50nm castice ru¢né,
kdy se dopocitaly zbylé dvé.

Tabulka 17: Doby Zivota fluorescence pro 10nm nanocdstice

Koncentrace gelu (hm. %) 11 (NS) T2 (ns) 3 (NS)
0,5 4,28 + 0,05 2,3 0,94 + 0,05
1,0 4,26 + 0,04 2,3 0,98 + 0,09
1,5 4,35 +£0,05 2,3 0,88 +0,01

Meéfit a analyzovat smés Castic v hydrogelu je také mozné vice zpiisoby. NejpfesnéjSim je
snimat na kazdém detektoru jeden typ Castic, vyhodnotit kazdy zvIast' a az ve findlni analyze
obrazky sloucit do jednoho (obrazek 37A).
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Druhym typem je méteni opét na dvou detektorech, ale pfi skenovani se data ukladaji
do spole¢ného obrazku (obrazek 37B). Poté pomoci TCSPC analyzy se matematicky od sebe
odd¢li doby zivota, které se pak zobrazi na RGB, kdy pro kazdou dobu zivota je jina barva.
Nevyhodou je, ze takto lze snimat maximalné tfi typy Castic zaroven. Navic zde muze dojit
Kk nespravné, respektive méné piesné matematické analyze a oddé€leni dat.

B .10 nm
50 nm

- 100 nm [SENE.

Obrazek 37: Porovnadni dvou typu vyhodnoceni stejného vzorku méreného ve stejném miste.
Na obrazku vievo (A) jsou tii FILM obrazy zkombinované do jednoho. Zde se vyhodnotila kazda
velikost castic TCSPC analyzou zvlast, tedy by méla byt presnéjsi. Na obrazku vpravo (B) je
kombinace 10nm a 50nm Ccastic snimanych dvema detektory, ale ulozenych jako jeden FLIM
obraz. Matematickou analyzou pak byly od sebe tyto doby Zivota oddéleny.

Ackoli se pti vyhodnoceni vyskytly i dal$i doby zZivota, pro dany experiment spis$ balastni,
je dobré védet, Ze sice jejich relativni zastoupenti je stejné nebo vys$si nez zastoupeni doby Zivota
pochézejici pfimo z fluoroforu, ale jejich intenzita je ve vétSin€ pifipadd mnohem nizsi.
Bez téchto dob Zivota ale fit nebyl zcela ptesny, proto bylo nutné s nimi v analyze pracovat.
Viz ptiklad v néasledujici tabulce pro 50nm castice v 1,5% agardézovém gelu.

Tabulka 18: Priklad dvou dob zivota fluorescence jednoho fluoroforu, jejich relativni
zastoupeni a intenzita

Doba zivota (ns) Relativni zastoupeni (kCnts) Intenzita fluorescence (kCnts)
2,500 + 0,002 0,370 = 0,005 116,0£1,7
0,018 £0,005 13,0+ 1,9 29,0+ 3,6

Je také zajimavé, Ze nékde se vyskytuji pouze 10nm castice. Zde se nabizi otazka, jestli je
mozné, aby danou ¢ast gelu vyplnily pouze 10nm ¢éstice a ostatni Castice jinych velikosti
musely z dvodu zaplnénosti poru difundovat skrz polymerni sit’ dale. Také je mozné, Ze se
v daném misté vyskytuji oba, ptipadné vSechny tii fluororofory, ale pouze jeden ma dostatecné
silnou intenzitu fluorescence.
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6.5.7 Analyza pomoci programu ImageJ

Diky fluorescen¢ni mikroskopii je mozné ziskat podstatné¢ informace o struktufe vzorku.
Samotny software propojeny s mikroskopem ale uz kromé obrazu dalsi informace neni schopny
dodat.

Pro pokrocCilou obrazovou analyzu byl pouzity software ImageJ, ktery umoznil
Z namétenych dat vypocitat pravdépodobnou vzdalenost mezi jednotlivymi body, diky ¢emuz
je mozné alespon priblizné urcit velikost portt v daném hydrogelu.

Pro potieby softwaru neni vhodné méftit vSechny velikosti zaroven, protoze se zde pracuje
pouze v ¢ernobilé varianté, tedy s pozadim a jednim typem Castic. Na obrazku 38 je zndzornény
pievod FLIM obrazu na mapu pomoci eukleidovské metriky.

Obrazek 38: Postup analyzy z FLIM obrdzku (vlevo) po mapu rozlozeni castic (EDM)
Vv programu ImageJ (vpravo) pro castice o priméru 10 nmv 1% agarozovéem hydrogelu.

Stejnd matematickd analyza byla provedena i pro ostatni typy €astic. Na nasledujicim
obrazku jsou zobrazeny vSechny méfené ¢astice v 1% agar6zovém hydrogelu.

RN S

&2 % TEa

S N R
Obrazek 39: Rozlozeni castic v 1% agarozovém hydrogelu. Zleva 10nm Ccastice (A), 50nm
castice (B) a 100nm castice (C).
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Horni fada zobrazuje pouze pravdépodobnost rozlozeni ¢astic, zatimco ve druhé tad¢ je
mapa rozlozeni ¢astic (EDM). Na zéklad¢ takovéto obrazové analyzy lze zjistit pravdépodobné
rozlozeni castic, tedy se da predpoveédét pribliznd velikost pért v daném misté. Pii zobrazeni
velkych ¢astic uz je zformovana jakasi struktura hydrogelové sité. Pti pouziti mensSich castic
jsou tyto Castice rozmistény ptiblizn¢ rovnomérné v rdmci celého vzorku. Dal$i moznosti je
pouzit méné& koncentrovany roztok ¢astic pro obarveni zkoumaného hydrogelu. Tim padem by
pory nebyly tolik pteplnéné, proto by mohla vice vyniknout struktura gelu.

Dal$i moznosti obrazové analyzy je ptevod fezl ziskanych metodou FLIM na 3D obraz.
Tim Ize docilit redlné predstavy toho, jak vypada rozlozeni pért uvniti hydrogelu. Zde je
potieba zvazit, jakd koncentrace fluorescencnich casti bude pro obarveni vzorku vhodna,
aby nedoslo k ovlivnéni struktury sit¢ vlivem velikosti ¢astic. Také je potfeba vzit v tivahu,
ze se jednd o Casové meéteni, kdy veskery pohyb castic je nezddouci. Proto byla zvolena
kombinace velikosti ¢astic a koncentrace agar6zového hydrogelu, aby difuzni koeficient byl co
nejnizsi. Nejprve bylo zméteno nékolik ploch hydrogelu nad sebou (pomoci funkce z-sken),
které byly nasledné extrapolaci pievedeny na 3D obraz.

Obrazek 40: 3D obraz agarézového hydrogelu (50nm castice v 1,5% gelu) poskladany z FLIM
obrazii ziskanych pomoci z-skenu. Rozmery skenované plochy jsou 80 x 80 um, vyska je 20 um.

6.5.8 Dalsi zpisoby pripravy hydrogelu s nanocasticemi

Ne vSechny castice jsou termostabilni, aby bylo mozné pouzit zpisob pfipravy popsany
v kapitole 5.4.3. Z toho divodu byly testovany jiné zplsoby pfipravy agarézového gelu
s fluorescennimi nanocasticemi.

6.5.8.1 Diftize nanoé¢astic z povrchu hydrogelu

Hydrogely diky jejich specifickym vlastnostem zastavaji nezanedbatelnou roli v medicinskych
aplikacich, kdy funguji jako ochrana inkorporovanych latek a jako davkovaci systém. Jednim
z mnoha vyuziti hydrogell je uvoliovani latky z polymerni sité. Aby se latky mohly uvolnit,
musi se v prvni fad¢ do hydrogelu néjakym zptisobem dostat. Ne vzdy je mozné ptipravit pfimo
hydrogel s biologicky aktivni latkou, existuji ptipady, kdy se latka zacleni do struktury az
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po vytvoreni polymerni sité. Jednou z moznosti je prunik ¢astic piimo z povrchu hydrogelu
dovniti struktury.

V naSem pfipadé byly jako model biologicky aktivni latky pouzité fluorescencni Castice
S neutralnim povrchovym néabojem, které byly napipetovany na povrch hydrogelu. Bylo nutné
minimalizovat kontakt se vzduchem, aby nedoslo k vysychani hydrogelu, pokud by se Castice
nechaly difundovat delsi dobu. Z tohoto divodu byly vSechny drzaky se vzorkem po dobu
experimentu piekryty parafilmem. Koncentrace Castic, vysledny objem fluorescencéni smési
a objem hydrogelu byl zvolen tak, aby se zamezilo nafedéni gelu roztokem castic, aby byla
zarucena pravdépodobnost prichodu ¢astic do gelu (velikost ¢astic vs. velikost porit) a aby cely
povrch hydrogelu byl zality roztokem (zamezeni oschnuti povrchu).

Celkova doba difuze byla 48 hodin. Tento ¢as byl zvolen na zaklad¢ vypoctu, kdy Castice
s nejnizsim validné méfitelnym diftiznim koeficientem (D = 0,1 pm?st) by mély prodifundovat
skrz hydrogel s vyskou jeden centimetr béhem 28 hodin.

Tabulka 19: Difiizni koeficienty po difiizi ¢astic do hydrogelu z povrchu hydrogelu.

Cas difize  Velikost Koncentrace Difazni koeficient cpm
(hod) &astic (nm)  hydrogelu (hm. %) (um?s?) (cnts-smolecule™)
0,1 0,82 + 0,68 3723 £ 72
0,2 0,96 £0,73 2562 + 81
30 0,5 384 £219 2508 £ 63
1,0 500 £ 380 2381 + 57
0,1 365+ 198 4414 £ 112
0,2 476 + 121 3876 + 97
y >0 0,5 514 + 394 3384+ 79
1,0 573 +£351 2897 + 81
0,1 381+ 279 3891 + 66
0,2 416 +313 3465+ 76
100 0,5 525+ 364 3018 + 79
1,0 601 + 426 2934 + 48
0,1 8,704 1046 + 95
30 0,2 7,8+0,3 1562 +£91
0,5 421+ 20 15,3+ 6,4
1,0 606 + 31 6,1 +27
0,1 467 + 233 21,8+32
18 50 0,2 491 + 386 136+29
0,5 614 + 425 74+1,1
1,0 622 + 483 3,1+0,7
0,1 558 +413 9,7+2,6
100 0,2 604 + 422 8,1+14
0,5 659 + 487 1,3+04
1,0 648 + 442 1,1+£0,2
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Na prvni pohled je patrné, ze je méfeni zatizeno obrovskou chybou a namétené difuizni
koeficienty neodpovidaji difundujicim nanocasticim. Ackoli vyhodnoceni by mohlo byt
interpretovano zptisobem, kdy velmi rychlé difazni koeficienty budou povazované
za fotovybé&lovani, piipadné né&jakou dalsi velmi rychly fotofyzikalni proces, pii pohledu
na zaznam intenzity fluorescence se jako pravdépodobnéjsi jevi jiné vysvétleni. Z namétené
fluktuace intenzity (Time Trace) bylo patrné, ze pro jiné, nez 30nm ¢astice v nejnizsi
koncentraci se nejedna o fluorescenéni signal pochazejici z pouzitych nanocastic, ale jedna se
o molekularni difuzi.

40
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20

Intenzita (Cnts)

10

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
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Obrazek 41: Zaznam intenzity fluorescence pro 100nm castice v 0,1% agarozovém hydrogelu
po 48 hodinach difuze. Nejsou zde videt zadné piky, které by znacily pritomnost vétsich castic,
jedna se pouze o molekularni difuzi (viz srovndni se zaznamy fluktuace intenzity fluorescence
uvedenymi v Priloze 3)

Pro vétsi Castice a vySsi koncentrace agar6zového gelu zistaval celkovy jas pfiblizné stejny
po celou dobu méfeni, zatimco samotny molekuldrni se rapidné snizil. To znamena, ze se
v konfokalnim objemu vyskytovalo velké mnozstvi fluoroforu kvili vyssi koncentraci pivodni
fluorescenéni smési, nicméné tento signal nepochazel z vétsich castic. Plivodni vysoka cpm
mize znamenat, ze jes$té nedoslo k difuzi veskerych fluoroford, tedy molekul v objemu bylo
adekvatni mnoZstvi.

Aby bylo prokazano, Ze se Castice drzi pouze na povrchu hydrogelu a difuze dovnitf
struktury neprobiha, byly kompetentni osobou pofizeny snimky z elektronového mikroskopu.
Vzhledem ke vlastnostem vzorku a rozliSovaci schopnosti mikroskopu byly vybrany pouze
100nm ¢astice, které byly pro rastrovaci elektronovy mikroskop méfitelné.

Byly vyzkouSeny dva zplisoby méteni hydrogelu. V obou piipadech byl vybran hydrogel
S nejnizsi koncentraci agarozy, tedy 0,1 hm.%, kdy se ¢astice nechaly difundovat 48 hodin pod
parafilmem. V prvnim piipadé¢ byl nasledné parafilm odebran a vzorek sbyl ponechan
na vzduchu, aby vyschnul. Po tydnu schnuti na krycim sklicku byl xerogel odebran a méfen
na zlomu, aby bylo vidét, jestli jsou €astice pouze u povrchu nebo i ve struktufe.
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Obrazek 42: Snimek z SEM pro 0,1% agarozovy hydrogel s pridavkem 100nm castic. Metoda
vyschnuti gelu na vzduchu. Ve zvétseném vyrezu jsou videt velké agregaty castic. Na levé
casti je povrch gelu, smérem doprava jsou pak hlubsi casti gelu.

Z obrazku 42 je vidét, Ze castice zlstaly pouze na povrchu hydrogelu, ackoli ten mél velmi
nizkou koncentraci. Pravdépodobné ihned se zde vytvortily agregaty, které zamezily difuzi
Castic do vzorku. Jak je vidét, dale ve struktufe se zadné Castice nenachazi. Vzhledem
k podobnym vlastnostem ostatnich typt castic (stejny — neutralni — naboj, shodné jadro
i fluorofor) se da ptepokladat, Ze k agregaci ¢astic na povrchu gelu dochazi ve vSech ptipadech.

Dal§im zplisobem byla lyofilizace hydrogelu. Zde se koncentrace castic shodovala
s koncentraci vV prvnim ptipad¢, jen délka difize byla tyden. Diivodem byla ptiprava hydrogelu
do plastové kyvety kvuli zmrazeni, tedy tloustka gelu byla vyssi nez v pfedchozim piipadé.
Diky lyofilizaci zGstala pfibliznad struktura sité, tedy ze snimku povrchu neni mozné fict,
kolik ¢astic prodifundovalo dovnitf. Tuto informaci bychom méli ziskat ze snimku z hlubsich
vrstev agardzového hydrogelu. Bohuzel kvili piivodni nizké koncentraci gelu bylo obtizné ho
vyjmout z kyvety neporuSeny, tedy uz i ta nejsvrchnéjsi vrstva polymerni sité byla znaéné
poskozena (Obrazek 43). Jako druha vrstva bylo vybrano misto ze stfedu hydrogelu, kdy byl
proveden fez siti a snimek byl pofizen na fezu (Obrazek 44).
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Obrazek 43: Hydrogel — lyofilizace. Snimek je z povrchu hydrogelu, opét tu jsou videét velké
shluky castic zachycenych na vidknech polymerni site.
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Obrazek 44: hydrogel — lyofilizace. Snimek je porizen z Fezu uprostred polymerni sité. V této
casti nebyly nalezeny Zadné castice, které by potvrdily difuzi fluorescencnich castic do struktury

hydrogelu.
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Diky snimku z vnitini ¢asti polymerni sité se potvrdilo pfedchozi méfeni, a to, Ze ¢astice
se drzi pouze na povrchu hydrogelu a do struktury se zadnym zplisobem nedostanou.
Difuze z povrchu je tedy mozna pouze pro molekularni fluorofory, ptipadné velmi malé ¢astice,
a to za piedpokladu, ze porozita prostiedi bude vysoka, aby nemohlo dojit k agregaci fluoroforu
na povrchu.

6.5.8.2  Diftlize nano¢astic z jejich vodného roztoku do hydrogelu

Dalsi moznosti inkorporace biologicky aktivnich latek do struktury hydrogelu je
samovolné prodifundovani latky zjejiho roztoku do pfipraveného hydrogelu. Zde bylo
podminkou, aby nedochazelo k vyraznému botnani hydrogelu, tedy hydrogel musel byt
mechanicky stabilni del$i dobu ve vodném prostfedi. Dale musela byt zaru¢ena vzajemna
inertnost Castic a polymerni sité, aby se difundujici latka nenavéazala na povrch vloZzené¢ho
hydrogelu a nebranila tak prichodu dalsich ¢astic.

Stejné jako v pfedchozim piipadé byly jako model supramolekuldrnich komplext
biologicky aktivnich latek pouzity fluorescenéné znacené sférické kiemikové nanocéstice
S neutrdlnim povrchovym nabojem. Nejprve byla vyzkouSena stabilita hydrogelu v samotné
vodg¢, aby bylo dokazano, ze hydrogel vyrazné nebotna, tim padem se nezvétsuje velikost port.
Poté byl rizn¢ koncentrovany hydrogel ponotfen na urcitou dobu do roztoku fluorescenénich
nanocastic. Koncentrace ¢astic byla zamérné zvolena vyssi, nez by ve skutecnosti potifebovala
byt, aby byla vyssi pravdépodobnost, ze alesponi urcita frakce prodifunduje dovnitt struktury.
Zaroven u vSech velikosti byla dodrzena jednotna koncentrace Castic, respektive pocet ¢astic
V objemu, aby ziskané vysledky byly vzajemné porovnatelné.

Diftize zroztoku do hydrogelu trvala pokazdé 15 minut, poté byl hydrogel opatrné
pfemistén na kryci sklicko do drzdku vzorku. Nejprve bylo otestovéano, jak se chovaji ¢astice
thned po difuzi do hydrogelu. Toto méteni bylo ovSem moZné provést pouze u nejméné
koncentrovaného hydrogelu, protoze u vys$sich koncentraci probiha difize znatelné pomaleji.
Toto brzké méteni bylo zvazovano piedevsim z dliivodu, jestli a jak moc se bude lisit diftize
na okraji a uprostfed hydrogelu a po ur¢ité dobé nasledné difuze. VSechny vzorky byly
ponechany na sklicku pod parafilmem 48 hodin, aby se dosahlo homogenni difuze skrz cely
hydrogel. Pokud byl hydrogel dostate¢né pevny, uprostied vzorku se provedl fez a méfilo se
nanové vzniklém povrchu. V ostatnich ptfipadech byl gel alesponn Castecné otocen,
pfipadné lehce promichan, aby se méfilo v jiném misté nez plivodné.

Vsechna méfeni jasn¢ ukazala jeden kratky diftizni Cas a jeden triplet. VEtSina méteni méla
1 dlouhou komponentu, kterou lze pfifadit samotné diftzi fluorescenc¢nich nanocastic.
Tabulka 20 zobrazuje vypocitané hodnoty pro 100nm ¢astice v rizné koncentrovanych
agarozovych hydrogelech.

Tabulka 20: Ukdzka vysledkii pro nékteré koncentrace pro 100nm cdstice po 48 hodindch

Zastoupeni cpm
C D D Tiri
o 21 . PL 22 . nizsiho D P (cnts-s?

(hm. %) (um*s™) Q) (nm?s™) Q] (1s) o
(%) -molecule™)
0,2 331+24 0,155+0,004 1,20+0,11 0,032 +0,003 20,6 7,3+£2,0 9380675
1,0 327+11 0,075+0,005 0,68+0,13 0,0051 +0,0004 6,8 8,6+13 8337+142
2,0 222+7 0,046 £0,001 - - 0 11,0+29 339%+18
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Jak je vidét z vysSe uvedené tabulky, se zvysujici se koncentraci gelu se snizuje pomérné
rapidn€ molekularni jas. KdyZ se porovnaji oba difuzni koeficienty, pak vysoky molekularni
jas je pouze v ptipad¢, kde je ptitomny kratky difazni koeficient. Z tohoto mizeme usoudit,
7e vy$si diftzni koeficient nesouvisi piimo s diftzi ¢astic, mize to byt artefakt méfeni,
vyhasnuti ¢astice pted opuSténim méteného objemu a podobné. Proto v dalsich tabulkach bude
uvedeny pouze nizky difuzni koeficient, ktery by mél odpovidat translacni diftzi
fluorescenc¢nich nanocastic.

Pro potvrzeni, ze se jedné opravdu o fotofyzikalni proces, a ne o uvolnéné fluorescencni
barvivo, byl pofizen intenzitni obraz (Obrazek 45). Pokud by se opravdu jednalo o uvolnény
fluorofor z nanocastice, pak by v mistech, kde neni na prvni pohled patrna intenzita, musela byt
méfitelnd korelace. Z FCS méteni ale vyplynulo, Zze se v tmavych mistech nenachazi zadné
Castice, protoze nedochazelo k validnimu naméfeni autokorelacnich kfivek, ani ve FLIM
analyze zde nebyla patrnd zadné intenzita fluorescence, kterd by nasvédcovala pifitomnosti
volného fluoroforu.

Obrazek 45: Intenzitni obraz 100nm castic na okraji 2% agardozoveého hydrogelu
po 48 hodinach difiize.

Aby se zjistilo, co se déje s difiznim koeficientem v ¢ase na povrchu hydrogelu, respektive
na sty¢né ploSe hydrogelu s roztokem nanocéstic, bylo provedeno métfeni po 15 minutach
difaze v roztoku, kdy se nasledné gel opatrné premistil na kryci sklicko. Hydrogel byl méien
dvakrat — ihned po vyjmuti z roztoku, podruhé po 48 hodinach. Pro druhé méteni byl gel nechan
v drzéku vzorku, pouze se prekryl parafilmem a byl na potiebnou dobu umistén do uzaviené
nadoby. Ve druhém pfipad¢ se zjiStovalo, jestli a piipadné jaky bude rozdil difuznich
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koeficientl oproti difiznimu koeficientu z ihned zméteného vzorku. Byl piedpoklad, Ze difuzni
koeficient pro vzorek métfeny ihned by mél byt nizs§i kvuli vy$sSimu poctu Castic, kdy Castice
jesté nestihly prodifundovat do objemu hydrogelu, tedy povrch hydrogelu by mél byt vice
koncentrovany. Porovnani je uvedeno v nasledujici tabulce.

Tabulka 21: Porovnani poctu castic a difuzniho koeficientu pro 0,2% agarozovy hydrogel

Primér &astic Meéieno ihned Meéieno po 48 hodinach
) D (s N () D (um?s') N ()

30 29105 10,8 £ 0,04 1,9+01 3,5+£0,03

50 1,4+0,3 14,6 + 0,06 16+0,1 3,7+0,02

70 0,8+0,3 15,0 £ 0,07 1,3+0,2 52+0,04

100 05+0,2 15,6 + 0,06 09+0,2 6,4 +£0,05

V tabulce 21 je ukazka rozdilu diftzniho koeficientu a poctu ¢astic. Jednoznaéné z toho
vyplyva, Zze po 48 hodinich diftize jsou Eastice na povrchu vzorku uz mnohem méné
koncentrované, tedy difuze probihd i v ptipad¢ nejvétSich castic. Sestupny trend diftizniho
Castice. Zajimavy je vyvoj difuzniho koeficientu v obou piipadech méteni. Pokud se vzorek
méfil thned po ukonceni diftize v roztoku, byl povrch caste¢né nasycen fluorescenénimi
nanocasticemi, viz obrazek 46 vlevo. To znamena, ze jejich difuzni koeficient byl zavisly
od toho, jakou mély ¢astice moznost difundovat do volngjsich prostor, ptipadné jak moc byly
branéné ostatnimi ¢asticemi. Tomuto odpovida 1 vyssi interval rozptylu.

V piipadé méteni po dvou dnech byly Castice na povrchu gelu uz pevné dané v porech,
kam prodifundovaly a dal jejich pohyb jiz nepokracoval. V téchto mistech byly c¢astice
Vv podobé shlukl, proto jejich pohyb byl velmi pomaly.

V tabulce 21 je vidét, ze i rozptyl hodnot difuzniho koeficientu neni tak velky,
protoze ¢astice jsou rozmistény pravdépodobné ve finalni podob& a vSechny se pohybuji
priblizné stejn€ rychle. Ackoli je pocet Castic v objemu nizs§i neZ u meéteni ,,ihned*, difizni
koeficient je pro vSechny typy c¢astic mnohem vice podobny. To by mohlo vypovidat o tom,
ze veskeré vhodné pory pro jednotlivé velikosti ¢astic jsou obsazeny danymi Casticemi, které
maji zde pfiblizn¢ stejnou moznost pohybu.
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Obrazek 46: Porovnani 100nm castic v 0,2% agarozovéem hydrogelu. Vievo je méreni ihned
po skonceni difuze v roztoku, vpravo je méreni po 48 hodindch.

Z obrazku 46 je patrné, Ze Castice, které se mohly pohybovat, tak z povrchu gelu zmizely.
Zustaly zde pravdépodobné ty ¢astice, které byly uzavieny v pdrech na povrchu hydrogelu,
ptipadné k nim prodifundovaly dalsi, ale dale se uz nepohnuly.

Jako posledni, co se dalo z gelu zjistit, byla informace o tom, jestli a jak probiha diftize
uvnitt hydrogelu, pfipadné kolik Castic se z okraje dostane doprostfed vzorku. Vzorky byly
méteny opét po 48 hodinach difuze, kdy samotna difuze v roztoku trvala 15 minut. Nejméné
koncentrované hydrogely nebyly timto zpiisobem méftitelné, protoze nedrzely dostatecné pevny
tvar na to, aby mohly byt rozkrojeny. V nasledujici tabulce je porovnani diflize a poctu ¢astic

na povrchu a uprostied gelu.

Tabulka 22: Porovnani difiizniho koeficientu a poctu castic na okraji a uvniti- 1% agarozového

hydrogelu
Me¢éteno na okraji hydrogelu Mgéteno v fezu uprostted hydrogelu
Castice (nm)
D (um*s™) N () D (pm?s™) N (-)
30 0,53+0,11 70 +0,1 1,10+ 0,14 25101
50 0,17 + 0,06 11,0£0,1 0,70 £ 0,21 6,2+0,1
70 0,09 £ 0,03 12,0+0,1 0,30+ 0,13 90+£01
100 0,05 £ 0,04 28,0+0,1 - 15,0£0,1
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Jak je vidét, vysledky se od sebe pomérné dost 1isi. Nejveétsi pocet Castic zlistava stale
V porech na okraji hydrogelu, ale méteni potvrdilo, ze diftize probiha i v celém objemu vzorku.
Vzristajici pocet ¢astic u méfeni uprostied hydrogelu by §lo vysvétlit tim, ze ¢astice nemaji
mnoho moznosti, kam mohou difundovat, tedy se pohybuji po stejnych cestach a
zakoncentrovavaji se. Nejveétsi ¢astice nemély na fezu métitelny difuzni koeficient, coz ale
neznamenalo, Ze zde nebyly pfitomné, jak je vidét z pocCtu Castic. Vyskytoval se zde pouze
vysoky diftizni koeficient, ktery je pfipisovany jinému fotofyzikdlnimu jevu, nez je translaéni
diftize, proto nebyl povazovan za relevantni a v tabulce nebyl uveden. Obrazek 47 tuto teorii
potvrzuje.

Obrazek 47: Intenzitni obraz 100nm Ccastic na rezu 2% agarozového hydrogelu. Jsou zde
vyznaceny dvé mista, kdy je zirejmé, Ze v tmavém bodé neni témer Zadnd intenzita (3 Cnts),
zatimco ve druhém bode, kde je shluk castic, je tato intenzita vysokd (1904 Cnts)

Z dosaZenych vysledkll je mozné vyvodit nésledujici zavér — libovolné velké ¢astice jsou
schopny prodifundovat i skrz nejkoncentrovanéjsi hydrogel. Data odpovidaji faktu, ze ¢astice
se pohybuje pouze po nejidedlnégjsi cesté, nedokdze se dostat do port, pokud okolni sit’ neni
dostate¢n¢ porézni na priichod castice. Plivodni premisa, ze okolni sit’ se pfizplisobuje
difundujici ¢astici, ktera okolni polymer pfi prichodu ¢astecné deformuje, se nejevi jako piilis
realna. Pokud by byl tento fakt pravdivy, pak by ¢astice nebyly pouze v ur€itych shlucich, ale
homogennéji rozdistribuované skrz cely objem hydrogelu.
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Nasledujici graf zobrazuje celkovy piehled difuznich koeficientd fluorescencnich
nanocastic v zavislosti na koncentraci okolniho agar6zového hydrogelu.
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Obrazek 48: Zavislost difuzniho koeficientu na velikosti castic a koncentraci agarézového

hydrogelu.

V porovnani s mé&fenim hydrogelu a piipravou ¢astic uvedenou v kapitole 6.5.1 jsou data
ziskana touto metodou velmi odli$na. Diky metod¢ zamichéani ¢astic do gelu uz pii ptiprave
dostaneme informace o okamzité difuzi v gelu, protoZe Ccastice nejsou zpocatku
zakoncentrované na jednom mistg, jak je tomu zde. V prvnim zptisobu je ovSem problém v tom,
Ze se Castice dostanou 1 do mist, kam by se standardné nedostaly — musi se zde zvazit i moZnost,
ze by gel nem¢l takové procento port dané velikosti, Ze se hydrogel ¢astecné nanocasticim
pfi tuhnuti ptizptsobil.

Ve druhém zptisobu piipravy je mozné sledovat cestu nanoc¢astic od okraje gelu az do jeho
sttedu. Diky této metodé se potvrdilo, Ze Castice jsou schopny difundovat skrz hydrogel
a zustavaji v mistech, odkud uz nemtizou difundovat dal. Bohuzel se zde nelze ptili§ spolehnout
na namétend FCS data, co se tyka vypovidajici hodnoty — ¢astice ve vétSiné piipadl nevykazuji
piiliSny translaéni pohyb. Tato metoda ale dokdze pomérné spolehlivé oznacit pory
s pozadovanou velikosti, proto je velmi vhodna na zobrazovani a mapovani hydrogelu. Zde by
mozna bylo do budoucna vhodné méfit vice velikosti ¢astic zaroven, kdy pfi jednom méteni
dojde k vybarveni celého vzorku a pljde okamzité rozlisit, jak jsou zde poéry procentualné
rozlozeny. Tato metoda ma diky svému vyuziti vysoky aplikacni potencidl, co se tyka gelového
pravitka a obrazového popisu vzorku.

6.5.9 Uvoliovani ¢astic z hydrogelu do roztoku

Jednim z moznych aplika¢nich potenciald hydrogeltt v medicinské oblasti je postupné
uvolnovani biologicky aktivnich latek a jejich komplext z jejich vnitini struktury. Biologicky
aktivni latky mohou byt velikostné od trovné malych molekul (jednotky nanometri)
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po supramolekularni komplexy, jako jsou dendrimery nebo liposomy (stovky nanometr).
Vzhledem Kk siroké velikostni $kale uvaZovanych terapeutickych systémi, je vhodné
pro zakladni orientaci vyuzit modelové systémy, jako jsou praveé nanocastice. Popis ¢asového
uvolnovani ¢astic z hydrogelu do roztoku pak muze slouzit jako vhodny model pasivné
difundujicich systému.

Razné koncentrovany agarozovy hydrogel obsahujici fluorescencné znacené Castice byl
ponofen do deionizované vody, aby se sledovala pasivni difuze fluorescen¢nich nanocastic,
ptipadné jejich fyzikalni zména. Byl zde piedpoklad, Ze ¢astice mohou v hydrogelu kvili jejich
nulovému povrchovému naboji agregovat, tedy by se ¢astecné mohla vysvétlit zména difizniho
koeficientu uvnitt hydrogelu. Dale bylo potieba ovéfit, ze 1 Castice vykazujici velmi nizky,
témeét nulovy difazni koeficient, jsou schopné v hydrogelu a potazmo i ven znéj volné
difundovat.

Hydrogel byl ponofen po dobu 40 hodin, kdy agardza vykazovala vysokou stabilitu, tedy
gel neztratil vnitini integritu. Po stanovené dobé byl odpipetovano 100 ul roztoku, ve kterém
byla zmétena autokorelaéni kiivka pomoci FCS pro zjisténi diftizniho koeficientu. Nasledujici
graf zobrazuje cas, kdy se difuzni koeficient dané ¢astice ustalil na hodnoté, ktera odpovida
difiznimu koeficientu ¢astice ve vod¢.
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Obrazek 49: Zavislost korespondujictho ¢asu, kdy difuzni koeficient uvolnené fluorescencni
castice odpovidal difuznimu koeficientu ve vode pro difiizi z riizné koncentrovanych hydrogel.

Nasledujici tabulka 23 zobrazuje difuzni koeficienty, které byly naméfeny pro rizny ¢as
prib&hu experimentu V riizné koncentrovaném agarézovém hydrogelu. Zelené zbarvené bunky
ukazuji difuzni koeficient, ktery odpovida difuzi ve vodé pro konkrétni astici. Zluté buiiky
mapuji situaci, kdy difuzni koeficient jeSt¢ neodpovidal samotnym Casticim, ale uz ani se
nejednalo o molekularni difuzi. V tomto piipad¢ je systém stale dost heterogenni na to, aby se
jednalo o ustalenou difuzi. V Cervenych ¢asech jesté nedoslo k vymyti ¢astice z hydrogelu.
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Tabulka 23: Zobrazeni difizniho koeficientu pro vymyvani castic z agardozového hydrogelu
V riznych casech. Barevna pole rozlisuji difiizni koeficient ziskany z roztoku ve srovnani s difiizi
stejnych castic ve vodé (zelend = korespondujici difuzni koeficient, Zluta = zmény v systému,
cervenda = nedochdzi k vymyvani castic)

30 min 0,75 % 1,00 % 1,50 % 2,00 %

30 nm 73+21

50 nm

70 nm

100 nm

60 min 0,75 % 1,00 % 1,50 % 2,00 %
30 nm
50 nm
70 nm
100 nm

90 min 0,75 % 1,00 % 1,50 % 2,00 %
30 nm
50 nm 13,0+ 1,7 21,0+4,9
70 nm 3,4+05

100 nm

120 min 0,75 % 1,00 % 1,50 % 2,00 %
30 nm
50 nm 58+0,7
70 nm
100 nm

180 min 0,75 % 1,00 % 1,50 % 2,00 %
30 nm
50 nm
70 nm
100 nm

360 min 0,75 % 1,00 % 1,50 % 2,00 %
30 nm
50 nm
70 nm
100 nm
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2400 min 0,75 % 1,00 % 1,50 % 2,00 %

30 nm 12,0+ 0,7 132+0/4 12,0+ 0,3 14,1 £0,9
50 nm 84+0,3 92+0,3 8,604 99+0,3
70 nm 59+04 55+0,2 6,0+£0,1 6,7+0,2
100 nm 3,7+0,2 35+0,1 42+0,3 32+0,3

Jak je z tabulek vidét, logicky dochazi k uvolfiovani nejdiive malych ¢astic z nejméné
koncentrovanéjSiho hydrogelu. Vysoké difuzni koeficienty mohly znamenat bud’ uvolnéné
fluorescencni barvivo z Castice ve vode, ¢ast agar6zového fetézce, piipadné velmi velkou ¢astici
(napiiklad agregat castic, uvolnény kus gelu s uzavienymi ¢asticemi uvnitf apod.), kterd se
v pribchu difuze fotovybélila, ptipadné zde doslo k nefluorescentnimu procesu (ptechod do
tripletniho stavu). Kratky difuzni ¢as nevymizel ale ani po ustaleni difuze, tedy v ptipad¢, kdy
byl dominantni kratky difzni koeficient. Jeho intenzita i relativni zastoupeni byla stale
vyznamna, jak je vidét z tabulky 24. Pro ovéfeni neménné hodnoty diftzniho koeficientu byl
roztok uvolnénych ¢astic zméten po 40 hodindch, kdy nedoslo k Zadné vyrazné zméné oproti
diftizi po Sesti hodinach.

Tabulka 24: Ukdzka obou difiiznich koeficientii pro 50nm castice meérené po 90 minutdch.

koncentrace D, D,
p1(-)

gelu (hm. %) (um*s?) ) p2 () N (-) cpm (cnts-st)

0,75 79+03 0,12+0,004 336+21 0,60+0,01 1,39+0,02 5393+93

1,0 13+£1,7 0,11+0,01 399+28 0,57+£0,01 147+0,03 5074 £91
1,5 21+49 0,14+0,02 599+59 1,84+0,03 0,5+0,01 4515+ 61
2,0 - 466 + 29 6,7+ 0,3 0,15+0,01 4176 £40

Pokud byl ve vzorku pfitomen inizky difuzni koeficient, tedy castice prodifundovaly
Z hydrogelu do vodného prostredi, celkovy jas jedné molekuly/Castice (cpm) i celkovy pocet
¢astic vyrazné vzrostl. KdyZz byl pfitomen pouze vysoky difuzni koeficient, pfipadné se Castice
teprve zacinaji vymyvat a jejich zastoupeni neni pfili§ vyznamné, pocet Castic se pohyboval
pod hodnotou jednoho fluoroforu v konfokalnim objemu. Z tohoto lze usoudit, Ze se opravdu
jedné spise o agregat Castic, ktery se vlivem velkého vykonu laseru fotovybélil jest¢ behem
pfechodu skrz konfokalni objem neZ o uvolnéné fluorofory z €astice.

6.6  Diflize v roztoku hyaluronanu
Hyaluronan patfi k velmi vyznamnym nesulfatovanym polysacharidim. Je to humektant,
organizator extracelularni matrix, souc¢dst synovidlni kapaliny 1 o¢niho sklivce. Hyaluronan
vroztoku je stabilizovany vodikovymi mustky. Mezifetézcové interakce jsou poté
zprostiedkovany pies tzv. hydrofobni oblasti (angl. hydrophobic patches) a vodikové miistky.
Siln€ solvatovana hyaluronova doména je schopna propustit latky jakékoli velikosti, kde jde
jen o ¢as prichodu skrz doménu. Jako obecn€ uznavanou hranici ptechodu mezi zfedénym
a poloziedénym rezimem je hranice 1 g1 [70].

Jsou mozné dva piistupy studia dané¢ho systému. Je mozné vyuzit inertni fluorescencni
sondu nebo fluorescencné znacenou variantu studovaného polymeru. Kazdy z téchto ptistupti
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ma své vyuziti. Prvni pfistup odpovida interakci s napf. s inkorporovanym supramolekularnim
nosi¢ovym komplexem biologicky aktivnich latek v hyaluronanové doméné, druhy poskytuje
informace o agregaci a formovani samotné hyaluronanové domény.

6.6.1 Porovnani fluorescenéné zna¢enych nanocastic a fluorescenéné znaceného
hyaluronatu sodného

Jak je uvedeno v avodu kapitoly, Castice reprezentuji pisobeni externi ptidané latky nebo

mohou slouzit jako sonda pro studium chovani a konformace hyaluronanu v roztoku. V piipadé

znacené varianty polymeru pak Ize studovat i mezifetézcové interakce (neelastické interakce)

a studovat formovani domény polymeru z pohledu jeji soucasti.
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Obrazek 50: Pokles difuzniho koeficientu pro obe molekulové hmotnosti hyaluronanu.

Experiment zahrnoval méfeni fluorescenéné zna¢eného hyaluronanu v roztoku nativniho
hyaluronanu. Zavislost diftzniho koeficientu fluorescenéné znaceného hyaluronanu
na koncentraci roztoku hyaluronanu zobrazuje obrazek 50. Ackoli prubéh poklesu difuzniho
koeficientu vypada strméjsi u kratsiho polymeru, v obou piipadech doslo k poklesu hodnot
na tretinu, tedy v tomto piipadé délka fetézce nema zadny vliv na chovani polymeru v prostiedi.

Ze ziskanych difuznich koeficientli hyaluronanovych fetézci ve vodé byl vypocitany
teoreticky hydrodynamicky polomér. 274kDa fetézec odpovida primeéru piiblizn¢ 74 nm,
pro 710kDa fetézec to je zhruba 110 nm. Na zaklad¢ té€chto vypocti (rovnice (28)) byly zvoleny
modelové sférické castice s odpovidajicim polomérem. Nasledujici tabulka 25 shrnuje
porovnani sférickych fluorescen¢nich nanocastic a polysacharidového fetézce.
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Tabulka 25: Porovnani difiiznich  koeficientii  (um?s™)  hyaluronanového retézce
a odpovidajicich nanocastic.
hya'flfrr(‘)‘l’gl‘lt;a(cge_l_l) 274 kDa 70 nm 710 kDa 100 nm

0,00 59+0,5 69+1,1 4,01+0,32 4,31+0,40
0,05 24+0,2 2,8+0,2 1,74 £ 0,08 1,13 £0,05
0,10 1,7+0,2 2,6+0,2 1,06 + 0,07 1,21 + 0,04
0,50 1,41 +0,08 23+0,1 0,89 +0,08 1,08 = 0,08
1,00 1,18 £ 0,09 2,0+0,3 0,74 + 0,06 0,99 + 0,03
2,00 0,92 + 0,08 1,6+0,1 0,61 +0,04 0,71+ 0,07

Z tabulky vyplyva, ze ftetézec s vy$si molekulovou hmotnosti se pohybuje v roztoku
podobn¢ jako sféricka Castice. Pii vzristajici viskozité okolniho prostiedi se difiizni koeficient
feté¢zce méni podobné jako diftizni koeficient Castice. Pokud se ale molekulovd hmotnost
fetézce snizi, zacne byt vice ovlivilovdn okolnim prostfedim (naptiklad mezifetézcové
interakce). Pii vzrustajici koncentraci hyaluronanu se fetézec zpomaluje vyrazné vice nez
sférickd castice, coZ by mohlo byt vysvétleno nataZenim fetézce v roztoku, ptipadné jeho
interakcemi s okolnimi fetézci.

Tabulka 26: Srovndni vyslednych difiiznich koeficientii ziskanych pomoci modelii normalni
a anomalni difiize

normalni difuze (Pure Diffusion, rovnice (5))

CHya

anomalni difuze (Triplet
Extended 3D, rovnice (7))

@l Db (um?s™) D2(um*s*)  Dy/Dz | Di(um*s™) a ()
0,00 6,4+ 0,6 60 + 40 3,4 93+0,3  0,98+0,01
0,05 1,9+0,2 13+4 1,7 38+0,1  0,84+0,01
274 | 0,10 1,5+0,3 11+5 15 35+02  0,83+0,01
kDa | 0,50 1,4+02 11+6 1,7 2,7+0,1  0,80+0,01
1,0 1,1+0,.2 12+8 1,7 26+01  0,76+0,01
2,0 0,9+ 0,1 82 15 21+01  0,75+0,01
000  333+0,32 27+8 23 | 584+013 0,95+0,01
005  0,82+0,09 84 20 | 1644007 0,75+0,01
710 | 0,10 0,60+ 0,06 6+2 24 | 124+004 0,78+0,01
kDa | 050  0,56+0,06 742 20 | 1,09+0,05 0,72 +0,01
1,0  047+0,05 5+2 22 | 095+004 0,77+0,01
20  0,41+0,07 542 24 | 083+0,03 0,72+0,01
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Zde bylo na vybér ze dvou moznych pfistupti vyhodnoceni. Prvni, ktery je uvedeny
v tabulce 26, je model Pure diffusion, kdy byly nutné pro spravné vyhodnoceni dva difazni
model Triplet Extended 3D, kdy ale nebylo nutné poditat s tripletem, pouze s parametrem
anomalni difuze a.

Pokud bychom se nezaméfili na ¢isla, ale pouze na poméry vici sobé, tak Ize tvrdit, ze obé
metody davaji logicky konzistentni vysledky. Difuzni koeficient v nejkoncentrovanéj$im
V ptipad¢ dvou difuznich koeficientl je zajimavé zjisténi, kdy pro niz§i molekulovou hmotnost
se pom¢ér kratSiho a delsiho diftzniho koeficientu klesl z hodnoty 3,4 ve vodném prostiedi
na hodnotu 1,7 v hyaluronovém gelu, zatimco v pfipadé¢ 710kDa fetézce pomér difGznich
koeficientd zistal po celou dobu méteni piiblizné stejny. V pribéhu méteni v gelu se pak uz
pomér v obou ptipadech vyrazn¢ neménil.

Ve druhém pfistupu, tedy vyhodnoceni pomoci anomalni difiize, se sledovala predev§im
zména koeficientu alfa (viz kapitola 3.3.1 a rovnice (8)). Jak je vidét, ve vodném prostiedi se
hodnota blizi jedné, tedy se jedna o volnou difuzi. V piipadé¢ 274kDa fetézce se hodnota
Vv prub&hu méfeni snizovala az na hodnotu 0,75. Hodnota alfy pro fetézec s vyssi molekulovou
hmotnosti klesla uz pti prvnim piidavku polymeru, ale zlistala na stejné hodnoté po celou dobu
méfeni.

6.6.2 Log-normalni distribu¢ni model

Pro popis chovani znaceného polymeru v prostiedi rostouci koncentrace neznacené
varianty byl pouzit distribu¢ni log-normalni model. Jak jiz bylo uvedeno vyse, distribu¢ni
modely poskytuji vyjadieni $itky distribuce difundujici populace a samoziejmé stied distribuce
vyjadieny jako medién.
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Obrazek 51: Log-normalni distribucni model pro molekulovou hmotnost hyaluronanu 274 kDa.
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Obrazek 52: Log-normalni distribucni model pro molekulovou hmotnost hyaluronanu 710 kDa.

Pokud srovname grafickou distribuci, 1ze vidét u obou molekulovych hmotnosti rozdily,
kdy niz$i molekulova hmotnost vykazuje kontinudlni pokles s rostouci koncentraci pfidaného
hyaluronanu. U vy$$i molekulové hmotnosti pak 1ze vidét, ze se ptidavky rozdélily do dvou
skupin s podobnou distribuci. To ukazuje na rozdilné chovani obou molekulovych hmotnosti
tak, jak bylo popsano jiz modelem anomalni difuze.

Vyse uvedené vysledky poukazuji na komplexnost roztoku hyaluronanu jako koloidniho
prostiedi a zdrovenl potvrzuji vhodnost pouzité metody pro tento popis. Pouziti znaceného
hyaluronanu jako fluorescenc¢ni sondy vykazuje vysSi procentudlni odchylky stanovenych
difaznich koeficientli nez v ptipad¢ charakterizace systému pomoci znacenych ¢astic. Toto se
projevuje i v relativné Siroké distribuci ziskané za pouziti interpretace FCS dat log-normalnim
modelem. Tento jev lze pfipsat pravdépodobné nejen faktu, ze se doména znaceného
hyaluronanu bude pfi prostupu mezi dal$imi fetézci deformovat, ale zaroven lze ocekavat
| rizné mezifetézcové interakce. Jako intenzivnéjsi se jevi u pouZitych systému mezifetézcova
interakce u vyssi molekulové hmotnosti, kterd vykazuje pii srovnatelné zméné koncentrace vici
niz8i molekulové hmotnosti vyraznéjsi pokles hodnot a distribuci difuzniho koeficientu.

V neposledni fad¢ je potieba vzit do ivahy i1 pravdépodobné siln€ nehomogenni distribuci
fluorescencénich znacek na kostie znaéeného biopolymeru, kterd bude ptispivat k $irsi distribuci
stanovenych difuznich koeficientd, jak je zobrazuje log-normalni distribu¢ni model. Polymer
S vyss$i hustotou znaceni bude vykazovat vyssi parametr molekularniho jasu, ktery ovliviiuje
hodnotu autokorelaéni funkce ¢tvercem své hodnoty, coz vyplyva uz z rovnice (9). Tento fakt
bohuzel vychazi ze samotného pribéhu syntézy a neni mozné ho piipravit tak, aby distribuce
fluorescen¢nich znacek na polymeru byla vzdy homogenni. Lze predpokladat, ze rozmisténi
znacek bude v piimé spojitosti s distribuci molekulové hmotnosti, a tedy hodnotou
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polydispersity [21]. Moznym feSenim by bylo pouziti preparativni separacni techniky se
zachytem frakci, jako je napiiklad velikostné vylucovaci chromatografie (Size-Exclusion
Chromatography, SEC).

Velmi zajimavé srovnani poskytuje tabulka 27, kde je srovnani medianu log-normalni
distribuce Dc a difuzniho koeficientu ziskaného modelem anomalni difuze. Vysledky ukazuji
shodu pro niz§i molekulovou hmotnost az do koncentrace 1 g-1°%, kdy se znatelné snizi parametr
anomality « a pro posledni dvé hodnoty ziistava stejny. Pokud zistaneme u myslenky, ze tento
parametr definuje nehomogenitu systému, muzeme timto zptsobem interpretovat i data ziskana
pro hyaluronan s vyssi molekulovou hmotnosti. V tomto pfipad¢ je z modelu anomalni difaze
patrné, Ze parametr anomality « se snizil na relativné nizkou hodnotu okolo 0,75. Déle se
Vv pribéhu méteni takika neménil, zatimco difuzni koeficient v pfipadé pouziti tohoto modelu
Klesal kontinudlné az na téméf pétinovou hodnotu (a na polovinu Vv porovnani s prvnim
pridavkem hyaluronanu, stejné jako v ptipadé nizsi molekulové hmotnosti).

V piipadé log-normalniho modelu difuzni koeficient klesl a dale po celou dobu méfeni
klesal pouze pozvolna, kdy kone¢na hodnota dosahla 63 % ve srovnani s prvnim piidavkem
hyaluronanu, a dokonce 7 % proti hodnoté ve vod¢, oproti hodnotam z modelu anomalni difuze,
kdy byla hodnota po piidavku hyaluronanu poloviéni, ve srovnani svodou 14%.
Vzhledem k tomu, ze Vpifipad¢é anomalni difize se jednd o primémou hodnotu,
kde heterogenitu systému urcuje pouze zminovany parametr ¢, nejsou obé metody mezi sebou
porovnatelné. Pii pouziti log-normalniho modelu je stanoveny difuzni koeficient median
vysledné distribuce, kdy samotnou neuniformitu systému urcuje Sirka distribuce.

Tabulka 27: Srovndni medianu 10g-normalniho distribucniho modelu a vyhodnoceni difiizniho
koeficientu modelem anomalni difiize.

Chya (g17) Dc (pm*s™) D1 (um?s™) a(-)
0,00 9,4+0,1 9,3+0,3 0,98 + 0,01
0,05 3,9+0,1 3,8+0,1 0,84 + 0,01
0,10 3,5+0,1 3,5+0,2 0,83+ 0,01
274 kDa
0,50 28+0,2 27+0,1 0,80 £ 0,01
1,00 1,7+0,2 2,6+0,1 0,76 £ 0,01
2,00 1,0£0,1 2,1+0,1 0,75+ 0,01
0,00 5,97 + 0,32 5,84 +0,13 0,95 + 0,01
0,05 0,67 + 0,05 1,64+ 0,07 0,75+ 0,01
0,10 0,62 + 0,04 1,24+ 0,04 0,78 + 0,01
710 kDa
0,50 0,56 = 0,02 1,09 + 0,05 0,72 £ 0,01
1,00 0,43 + 0,03 0,95 + 0,04 0,77 £ 0,01
2,00 0,42 + 0,03 0,83 + 0,03 0,72 £ 0,01
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7  ZAVER

Tato prace se zaméfuje na vyuziti pokrocilych fluorescencnich technik, jako je
fluorescen¢ni korelacni spektroskopie (FCS) a mikroskopie zobrazujici dobu Zivota
fluorescence (FLIM), ve studiu koloidnich systémi, a to zejména hydrogeli a roztoki
polysacharidi. V této praci je diskutovano vyuziti pokroc¢ilych metod analyzy dat z metody
FCS, vyuziti fluorescencnich Castic ve stanoveni tzv. ,,gelového pravitka®, prevody zavislosti
autokorelacni funkce na reologické moduly piepoctem ptes MSD kiivky a v neposledni fadé
I vyuziti znacenych polymeri jako fluorescencnich sond s jejich nativnimi analogy ve studiu
konformacnich procest Vv roztoku. Vysledky ztechniky FLIM jsou pak interpretovany
metodami obrazové analyzy, pievazné pak pomoci programu ImageJ.

V prvni ¢asti préace je diskutovéna problematika optimalizace systému a vliv jednotlivych
parametrti na samotné méfeni a vyhodnoceni dat. Tento proces je nutny z hlediska vyzkumu
slozZitych systémtl, kdy se chyba méfeni mize snadno zaménit s vlastnosti studovaného vzorku.
Tato c¢ast prace se tedy veénuje postizeni vSech moznych experimentalnich aspekti,
které ovliviiuji ziskana data a jejich naslednou interpretaci. Nejprve byl proveden test
robustnosti metody, kdy se ovlivnily dva parametry ziskané pti kalibraci konfokalniho objemu,
s hodnotami z metody dynamického rozptylu svétla (DLS) a nalezené difiizni koeficienty byly
shodné.

Pro naslednou interpretaci dat jakoZto viskoelastického systému bylo nutné optimalizovat
prepocet na MSD kiivku a s tim i experimentalné ovéfit vliv proménnych z kubické rovnice
na samotnou MSD kfivku. Nejvétsi vliv na tvar kiivky ma samotny pouzit matematicky model,
asnim spojena hodnota autokorela¢ni funkce G, kdy se méni kompletné cely prubéh
Vv zavislosti na zvoleném modelu. Dalsi velkou zménu lze pozorovat u $patné vypocitaném
poctu Castic a délka a Sitka konfokalniho objemu. Pfi Spatné zvolené délce w; (zo) dojde
k zakiiveni MSD kiivky v nejdelSich ¢asech méfeni. V piipadé nespravné $iiky konfokalniho
objemu wyy dochazi k posunu kiivky ve sméru osy y, ale prubéh zistava nezménén. Z tohoto
lze ptedpokladat, Ze pokud je nespravné prolozend MSD kiivka, pak neni v poradku
ani pavodni vypocet proloZeni autokorela¢ni kiivky (fit), protoze vypocitana data jsou posunuta
K jinym hodnotam.

Pro potieby navrzenych experimentt bylo nutné zjistit métici limity konfigurace pfistroje,
tedy jak nizky difuzni koeficient ¢astic bude mit jesté vypovidajici hodnotu. Limitni viskozita
pro 100nm (nejvétsi pouzivané) ¢astice byla 41 mPa-s™, kdy &astice dale nevykazovaly tepelny
pohyb, ktery by byl pii laboratorni teploté¢ métitelny. U vSech typi Castic se difuzni koeficient
s platnou smérodatnou odchylkou pohyboval okolo hodnoty 0,1 um?-s™. Pti delsich difaznich
casech uz chyba méteni byla pfili§ vysoka na to, aby se dala povaZovat za vlastnost prostiedi,
které bylo homogenni.

DalSim krokem bylo otestovani spravnosti nastaveni parametrd méfeni, riznych typi
samotného méfeni a kone¢nych analyz. Pro tyto Gcely byl zvolen vodny roztok agarozy,
po fyzikalné sitované hydrogely. Tento systém byl zvolen mimo jiné proto, Ze jeho vlastnosti
jsou v literatufe dobie popsany a bylo tedy mozné pfimé srovnani navrhovanych metod s jiz
diive publikovanymi vysledky. V literatufe je agar6zovy hydrogel popisovan Casto jako systém
s jednou velikosti port pro konkrétni koncentraci. Pro jednoduchy popis systému je tato
prumé&rna hodnota dostacujici, v této praci byly turbidimetricky stanoveny velikosti poru az
do koncentrace agar6zového hydrogelu 4 hm.%. Ziskané hodnoty korespondovaly
s velikostmi uvadénymi v ¢lancich (naptiklad [122]). Tento popis ale neni dostacujici, pokud
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je nutné zjistit presnou vnitini strukturu, kdy je potieba skrz gel difundovat ¢astice dané
velikosti. Z tohoto diivodu jsou nasledujici experimenty vcelku inovativni, kdy se pohyb
fluorescencné znacenych nanocéstic spojuje piimo S jejich velkosti, a tim jsou schopny
definovat efektivni velikost oka. Zarovein je mozné ziskat informaci o tom, jak se potencialni
nosi¢ pohybuje v siti v redlném case.

Pro otestovani metody byl méfen rtizné koncentrovany agardzovy koloidni systém, kdy byl
stanoven difuzni koeficient fluorescencné znacenych silikatovych nanocéstic riznych velikosti.
Velmi zajimavy vysledek ukazaly Castice s nejmensim polomérem v nizkych koncentracich.
Ukézalo se, ze pfi difizi v nizkych koncentracich se ¢astice zpomalily, ale difuzni koeficient
zustal po urcitou dobu neménny, dokud prostiedi nezacalo Castice vice ovliviiovat. Pro vétsi
Castice tento trend nebyl patrny, zde byly Castice ovliviiovany uz i v nejméné husté polymerni
siti. Jak se o¢ekéavalo, ¢im byly vétsi ¢astice, tim niZsi koncentrace byla potieba pro ,,zastaveni®,
tedy jejich difuzni pohyb nebyl pomoci FCS detekovatelny. Zde byla polymerni sit’ natolik
husta, Ze neumoznovala translac¢ni pohyb ¢éstic, tedy se d& predpokladat, Ze pii této koncentraci
jsou oka sit¢ mensi nez primér Castice, pokud se nebude predpokladat ovlivnéni sité hmotnosti
Castice. Pii méteni dochazelo s nartstajici koncentraci agardzy v hydrogelu Kk vétSimu rozptylu
hodnot difuzniho koeficientu ¢astic. Tento fakt by se mohl vysvétlit tim, ze zde dochazi
K postupnému nardstu hustoty polymerni sité, kdy oka sité jsou mnohem méné homogenni,
a I mensi odchylky ve velikostech se projevi na difuznim chovani ¢astice. Z tohoto diivodu zde
byl tento rozptyl povazovan za ukazatel nehomogenity, nikoli za artefakt ¢i chybu méteni.
Jedinou vyjimku tvorily 10nm ¢astice, kdy se odchylka pohybovala celou dobu okolo 30 %.
Je tedy mozné tvrdit, Ze tyto Castice se v rizn¢ koncentrovaném hydrogelu chovaly tak,
jako kdyby ke zmén¢ koncentrace v tomto ptipadé¢ takika nedochazelo.

Diky tomu, Ze v softwaru SymPhoTime64 je moZny manudlni zdsah do matematickych
vypocti, a tedy ovlivnéni vysledkt i tvaru kiivky, byl testovan vliv prodlouzeni korela¢niho
casu na diftzni Cas castic. Kdy z posunu horni hranice 1000 ms na 10000 ms bylo mozné
pozorovat diftzni koeficient 1 v limitnich koncentracich agar6ézového hydrogelu. V téchto
ptipadech byl ale naméteny diftzni koeficient tak kratky, ze rozptyl jeho hodnot dosahoval
200 % proti medianu hodnot.

Dal8i vyzkouSenou metodou byla modifikace klasické jednoohniskové fluorescencni
korela¢ni spektroskopie, a to jeji dvouohniskova varianta (2f-FCS). Nevyhodou vyhodnoceni
této metody je nemoZnost zasahu do béziciho skriptu a ziskani pouze jedné hodnoty difizniho
koeficientu bez smeérodatné odchylky. Po zjisténi, ze meéfeni Ize ovlivnit prodlouzenim
korela¢niho ¢asu, byl tento postup aplikovan i zde. Prodlouzeni ¢asu pomohlo ¢astecné, navic
s velkym rozptylem hodnot, tedy se vyhodnotilo, Ze skript neni schopny pocitat velmi nizké
difuzni koeficienty. Pokud se ale srovnaly hodnoty, kde byl nizsi rozptyl namétenych hodnot,
pak byly ob¢ varianty FCS podobné spolehlivé. Z tohoto divodu je z mého pohledu vhodné;si
pouzivat jednoohniskovou fluorescencni korelacni spektroskopii, kdy se v ramci jednoho
meéfeni mozné naméftit data pro TCSPC analyzu, F(L)CS analyzu 1 obrazovou analyzu (FLIM),
coz v ptipadé¢ dvouohniskového pfistupu neni mozné, ptipadné je velmi komplikované
na vyhodnoceni.

VétSina dat vykazovala znamky anomalni difize, coZ znamend, Ze diftize byla n¢jakym
zpusobem branénd, nerovnomérna a ze se Castice pohybovala v nehomogennim prosttedi.
Jednim zpuisobem bylo pouziti modelu anomalni difuze pfimo v softwaru SymPhoTime64,
ktery do specifické analyzy zahrnuje i parametr anomalni difize «. Druhou moznosti byla
analyza dat softwarem QuickFit, ktery umoziuje rizné typy analyz a modeld, vcetné metody
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maximalni entropie a rozsifeni standardniho modelu o parametry log-normalni distribuce.
Takto ziskana data byla opét porovnana s daty ziskané v pouzivaném softwaru SymPhoTime64.
Vysledek ukdzal, ze data ziskand modelem anomadlni difuze jsou srovnatelnd s medidnem
Z pokrocilejSich analyz (log-normélni model, MEM analyza). Data zahrnujici volnou diftzi
avice difuznich koeficienti se od hodnot ziskanych z anomalnich analyz lisila. Z tohoto
divodu je nutné znat povahu vzorku, kdy opticky spravné prolozeni dat, rozlozeni rezidui
I zdanlivé logické vysledné hodnoty nemusi znamenat spravné vysledky.

Poslednim zptsobem ziskani informaci o struktufe gelu je obrazova analyza. Tady je
nejvyssi predpoklad detailniho popisu velikosti ok sité, kdy je mozné velmi dobfe zobrazit oka,
kam se jaké Castice dostaly a kde je pfitomna polymerni sit. Pomoci metody FLIM je mozné
mapovat, kde se jaky typ fluorescencnich Castic v rdmeci struktury gelu nachézi, a to bud’ vic
velikosti dohromady, nebo métené separatné. Pro fluorescen¢ni méfeni je vyhodné méfit vice
velikosti zaroven, kdy je na prvni pohled patrné, kde se jaka velikost nachazi, a tim ptesnéji
ur€it rozlozeni v hydrogelu. Méfeni ¢astic o riznych velikostech je vyhodné pro naslednou
obrazovou analyzu, zde se pouzil software ImageJ. Na zakladé matematického vypoctu (EDM)
je mozné piesnéjsi zobrazeni, kde je nejvétsi pravdépodobnost vyskytu ¢astice v hydrogelu
a kde se tato pravdépodobnost blizi nule, tedy je zde ptitomny polymerni fetézec. Na zaklade
téchto propoctii by mohlo byt mozné stanovit alespoii pomér ,,obsazené* a ,,neobsazené* plochy
casticemi, kdy by bylo mozné stanovit, kolik procent gelu zabiraji Castice (a tedy i pory)
o0 ruznych velikostech. Tato posledni navrZend analyza neni soucasti predlozené préce, jedna se
o doporuceni naslednych experiment.

Po optimalizaci metod ovétenych na funkénim systému se testovala ptiprava agar6zového
hydrogelu riznymi zpisoby. Ve vSech ptipadech se pfipravil Cisty agar6zovy hydrogel
o0 riznych koncentracich. V prvnim zpiisobu se roztok fluorescencnich castic napipetoval
na povrch hydrogelu. Ani po dostatecné dlouhé dobé€ probihdni experimentu se nepotvrdila
difize do struktury hydrogelu. Tento fakt byl potvrzen pomoci transmisniho elektronového
mikroskopu. Pii dalsim zpasobu byl agar6zovy hydrogel ponofen do vodného roztoku
fluorescenéné znacenych ¢astic. Zde oproti pfedchozimu zptsobu dochazelo k difuzi ¢astic
do struktury hydrogelu. Byl zde pozorovan vliv doby difuze nanocastic skrz hydrogel,
kdy ihned po vyjmuti hydrogelu z roztoku bylo pozorovano rovnomérné rozmisténi ¢astic.
Po 48 hodinach diftize castic v hydrogelu mimo roztok doSlo ke kumulaci Ccastic
Vv odpovidajicich porech, kdy €astice mensi, nez oka polymerni sité¢ difundovaly skrz gel dal,
vétsi svij pohyb pravdépodobné zastavily.

DalSim zplisobem ovéfeni vlastnosti systému bylo uvoliiovani ¢astic do roztoku. Zde byl
op¢t vniman vyrazné vliv doby experimentu, kdy v zavislosti na koncentraci agar6zového
hydrogelu a velikosti ¢astic dochazelo k postupnému vymyvani ¢astic do vodného roztoku.
V souladu s predpokladem se nejrychleji vymyvaly nejmensi cCastice z nejméné
koncentrovaného gelu, nejpomaleji nejvétsi Castice.

Jednim z poslednich zpasobl interpretace vlastnosti koloidniho systému je pievedeni
autokorelacnich kfivek na reologické moduly G' a G". V naSem piipadé bylo nutné
autokorelacni kiivku prevést na MSD kiivku, tu pfepocitat na poddajnost a z té teprve pomoci
softwaru Rheology Advantage Data Analysis vypocitat reologické moduly. Témi se potvrdil
predpoklad, Ze v celé vybrané koncentracni fad¢ se 10nm céstice chovaji jako ve viskéznim
prostredi, zatimco 100nm castice prostfedi vnimaji od viskozniho po viskoelastické. Je zde
mozné i srovnani tvari mikroreologickych moduld s moduly z reologie, kdy je tvar velmi
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podobny, ale fadoveé vychazi hodnoty jinak. Zdiivodnéni a ovéfeni tohoto faktu je pfedmétem
dalSich experimentt.

Posledni ¢ast predlozené prace se vénuje ovefeni vySe zmiflovanych experimentii na jiném
koloidnim systému. Pro nase ucely byl vybran vodny roztok hyaluronanu studovany pomoci
jeho fluorescen¢né znaceného analogu. Ziskané vysledky potvrzuji, ze je vhodnéjsi pro popis
chovani polydisperzni fluorescen¢ni sondy (zna¢eného polymeru) V prostiedi koloidniho
systému pouzit metody, které poskytuji distribuce difuznich koeficienti.
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8  PODIL DOKTORANDA A VYZNAM VYSLEDKU

Na zéklad¢ vnitfniho pfedpisu VUT — Studijni a zkuSebni fad VUT, ¢lanku 42 a smérnice
¢. 2/2017 — Pravidla pro organizaci studia na FCH v¢etné dodatkii 1 a 2, je na tomto misté
vymezen podil doktoranda na dosazenych vysledcich uvedenych v dizerta¢ni praci a zhodnocen
jejich ptinos.

Vsechny experimenty v dizertacni praci byly po konzultacich se Skolitelem a Skolitelem
specialistou navrzené a provadéné zcela samostatné, stejné jako vyhodnoceni jejich vysledka.
Nékteré experimenty a analyzy ptesahujici ramec mych znalosti byly provadény pod dohledem
kompetentni osoby (Ing. Monika Trudi¢ova — turbidimetrie a SEM, Ing. Martin Kadlec —
vyhodnoceni reologickych modult, doc. Filip Mravec — analyzy v softwaru QuickFit).
Experimenty zahrnujici vliv parametrii na zménu MSD kiivek byly soucasti diplomové prace
Ing. et Ing. Stely Valovi¢, kterou jsem konzultovala. Publikacni vystup byl pfipravovan
ve vzajemné spolupraci se Skolitelem specialistou s vyuzitim externi jazykové revize.

Dizertacni prace pojednava o vyuziti mikroskopickych fluorescenénich technik ve studiu
komplexnich koloidnich systému, kdy k jejich charakterizaci byla vyuzita technika FLIM
aruzné varianty metody FCS. Jednotlivé pfistupy bud’ dosud nebyly ve svétové védecké
literatufe popsany nebo nebyly aplikovany na dany studovany systém. Dizertace tak
predstavuje originalni pfispévek k porozumeéni studovanych systémil. Pfinos vysledkd je
shrnuty v kapitole Zavér.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Zkratka Vyznam zkratky

ADC analog to digital converter

APD lavinova fotodioda

CFD constant fraction discriminator

DLS dynamicky rozptyl svétla

DMSO dimethylsulfoxid

EDM mapa rozlozeni ¢astic (Euclidean distance map)
FCS fluorescencni korelacni spektroskopie

1f-, 2f-FCS jednoohniskové a dvouohniskova FCS
FITC-HA fluorescen¢n¢ znacena kyselina hyaluronova
FLCS casové rozliSend FCS

FLIM fluorescen¢ni mikroskopie zobrazujici dobu Zivota
FRAP obnoveni fluorescence po fotovybéleni

HA kyselina hyaluronova

IC vnitini konverze

IRF funkce odezvy pfistroje

ISC mezisystémovy prechod

LSM laserova skenovaci mikroskopie

MEM metoda maximalni entropie

MDF molekulova detekéni funkce

PEG polyethylenglykol

PGA programmable gain amplifier

PIE pulzné prokladana excitace (pulzed interleaved excitation)
PS polystyren

PMT fotonasobic

PVAI polyvinylalkohol

Sx singletova hladina

Tx tripletova hladina

TAC time-to-amplitude convertor

TIRF fluorescence s totalnim vnitinim odrazem
TCSPC casove korelované s¢itani jednotlivych fotont
Vx vibra¢ni hladina

wD window discriminator
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11 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU

Symbol Vyznam symbolu Jednotka
D« difuzni koeficient m?s?t
G(t) korela¢ni funkce -
G’ G,G" komplexni modul, elasticky modul, ztratovy modul Pa
MSD sttedni kvadraticky posun m?
I intenzita fluorescence Cnts
cpm molekularni jas Cnts-st-molekula
J(t) poddajnost Pa!
Tbiff, Trip diftizni ¢as, cas nefluorescenéni komponenty S
Tx doba Zivota fluorescence S
t cas S
Ox relativni zastoupeni -
a koeficient anomalni diftize -
N pocet ¢astic -
Veont, eff konfokalni objem, efektivni objem |
Wiy, 2 (Wo, Z0) §ifka %onfokélniho objemu v horizontélni a vertikalni
roviné
K kappa -
c koncentrace mol-1?, g-1?
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12 PRILOHY
Priloha 1 — Nastaveni fluorescenéniho mikroskopu pro méfeni a nasledné analyzy
Priprava fluorescen¢niho mikroskopu

1) Zapnout centralni vypina¢ — ¢ervena kolébka na rozdvojce

7—\‘%\\

2) Zkontrolovat, jestli jsou zapnuté ostatni komponenty
3) Zapnout pozadované detektory (dle pozadovaného spektralniho rozsahu). Po zapnuti sviti
tlacitko nepierusovane ¢ervené a na displeji se zobrazuje signdl daného detektoru (tlacitko
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4) Odemknout lasery otocenim klicku do svislé polohy (zamcené lasery sviti vSechny
Zlutooranzov¢). Zistane svitit cervené jen vybrana pozice laseru (z predchoziho nastaveni
mikroskopu). Zkontrolovat, jestli je ve vybéru zasunutych laserti ten pozadovany.

5) Zapnout pocitac, pokud jesté neni. Pustit software SymPhoTime64.

DULEZITE!!! Vzdy pustit diiv mikroskop nez software — jinak nedojde ke komunikaci
komponent mikroskopu se softwarem a software se stejné musi restartovat

v Warning
—
Z—— N

UserMenus.stups
Complete.

© PleoQuant GmbH

6) Kontrola spektralniho typu dichroického zrcadla (vyména drzaku s dichroickym zrcadlem
pomoci otdCeni Sroubu ve sméru Sipky), velikosti pinhole (standardné¢ 50 pm),
fluorescencnich filtra (vyber nejen podle Ex/Em, ale i kviili odfiltrovani Ramanovského
piku vody u Fluorescencni korela¢ni spektroskopie), nastaveni Optical density na LCU
(Laser Combining Unit, vybér OD0-3, tedy ztlumeni 10°-10%), uprava intenzity laseru
hardwarové (jak moc je zaSroubovany stiibrny Sroub) i softwaroveé (zvolit %). Zaciné se
na OD2 na LCU a OD3 na MOU. Detektory se samy vypnou pii piekro¢eni hodnoty okolo
milionu, proto je na zacatku potieba mit velké zeslabeni a postupné pak pridavat.

(@] B) kamera

s x‘
27\

! OD na MOUE

OD na LCU
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7) Napustit stil vzduchem — pozor, hadice ma tendenci pfi pretlaku vylétnout z piivodu
vzduchu
Pozn. Nepekné hlasity zvuk, poshazuje to véci 0kolo a clovek se lekne, je lepsi hadici
pridrzet na privodu

8) Zkontrolovat, jestli je filtr na mikroskopu v poloze 6 (tedy prazdné, bez barevného filtru),
packa na tubusu musi byt vpravo (piepina¢, kam pljde emise — jestli na detektor = bliz
k MOU, nebo do okularti = bliz k mikroskopu)

a3
= l ,\,, m clona

O SHUTTER @ =

filtr

pfepnuto na detektory

9) Zhasnout, nechat rozsviceny jen nejnutnéjsi zdroj svétla, naptiklad nejvic zeslabenou
lampicku u fluorologu, pfiklopit cerny kryt nad objektiv (minimalizace svételného Sumu)

10) Zapnout excita¢ni zafeni a pozadované detektory — lze bud’ na krabi¢ce s Manual control
(zde zapnout i tlac¢itko Manual Control), pfipadné v softwaru zakliknout pozadované
detektory. Laser se voli podle skute¢né pozice v jednotce Sepia (sloty 2, 4, 6 a 8; tedy
pokud je laser na druhém misté, v softwaru zaSkrtnu policko 4 a vyberu pfislusny laser)

Excitation

+ Help Pulse Rat
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12) Dat do drzaku vzorku kryci sklicko, kapnout kapku deionizované vody na objektiv (s vodni
imerzi, na olejovy imerzni olej, na suchy nic), polozit na to drzak

Pozn.: Pokud se meni dodavatel kryciho sklicka, je vhodné zkontrolovat korekcni krouzek, aby

odpovidal pro danou tloustku sklicka. Je to sice mala zména, ale poméerné dost se zvysi presnost

meéreni

13) Najit mezifazové rozhrani sklicko/vzduch (kiiz, orientace dle polarizace laseru) pomoci
pohybu Sroubu v 0se z. Mezifazové rozhrani sklicko/imerzni voda je o 1,5 otdcky malym
pfiblizovacim Sroubem niz (tvar nckolika kruhti). Poté udé€lat co nejmensi svétly bod
na ¢ernobilé kamete. Pokud je obraz moc intenzivni, tak se bod ladi Spatn¢ — je potieba
ztlumit intenzitu na vzdalenéjSim Sroubu na MOU (Main Optical Unit), tfeba az na OD3.
Nékdy je mozné zachytit i nepravy odraz z rozhrani. Je potieba najit to rozhrani, které je

v

nejintenzivngjsi (je posledni smérem dolti, dalsi pak uz je rozhrani sklicko/voda)

rozhrani voda / sklo sklo / vzduch — H in MOU

malo vody na objektivu —
prostiedek neni homogenni idealni stav pro méfeni

113



14) V softwaru byt v zalozce Test, vpravo nahote vybrat TimeTrace a zvolit spravné detektory,
zapnout oranzovym tlacitkem Start. Pokud je zaSkrtnuté logaritmické méftitko, tak ho
odskrtnout, at’ jsou vidét intenzitni zmény linearné

15) Dvéma Srouby na drzaku bodové clonky (pinhole) dosahnout co nejvys$si intenzity
dopadajiciho zéfeni (tzv. backscattering signal). To stejné udé€lat S pomoci vychylovact
paprsku pied jednotlivymi detektory

Pozn.: Da se da hybat i s vychylovacem paprsku, aby obraz rozhrani byl co nejsymetrictéjsi —
jak do stran, tak krouzkem. Da se pohnout i s dichroickym zrcadlem, ale to bez dozoru
zkusenéjsi osoby nedoporucuyi.

sem je potieba se
|~ trefit laserovym
paprskem

Pomoci Sroubil na clonce (2 ks)
a  zaostfovacim Sroubem

&l na mikroskopu (taky 2 ks, vlevo
& 2 vpravo na tcéle mikroskopu,
ale d¢laji to stejné) piejet pres
intenzitni maximum. Pokud se
oba detektory chovaji stejné,
pak je dosazeno globalniho
maxima.

16) Zajisténi konfokality systému pomoci ladéni spole¢nych optickych prvki (pozice ohniska,
vychylova¢ paprsku pro vstup do mikroskopu, dichroicky prvek, konfokalni $térbina,
vychylovace paprsku prfed detektory) je iterativni zaleZitost a je potfeba se pifi zméné
jednoho prvku vratit k doladéni vSech predeslych. Ladéni by mélo byt skonceno pravé
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tehdy, kdyz uz mirny posun v nastaveni optickych prvki nezplisobuje vyrazné zmény
V intenzit¢ nebo ¢asovém profilu signalu

17) Po dosazeni nejvyssi intenzity se prepnout do moédu TCSPC. Zde je potieba zkontrolovat
nab¢h vsech detektorii. Zacatek by mél byt okolo 1 ns (neni potfeba tam mit vic balastniho
Casu, zas u kratsiho ¢asu je riziko, ze tam nebude cely pulz)

18) Pomoci tlacitka Search Edges zjistit zacatek obou TCSPC histogramti. Na zaklad¢ toho
upravit Offset pro kazdy Channel (detektor 1 = channel 1 atp.). Offset se zadava v ps.
Je potteba pouze doladit uz tam zadanou hodnotu (tedy kdyz je offset -30000 ps a je potieba
upravit hodnotu o 0,1 ns, tak se zadd -30100 ps, nikdy se to neresetuje celé).
Nébéhy nebyvaji uplné presné stejné, mirna odchylka je b&zna (okolo 10 ps)

Marker

Search Edges

Z rozbalovaci nabidky
vybrat spravny detektor,
upravit zacatek nabcéhu
podle-Search Edges

Channel 1

Sync divider

Copy to all Channels
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19) Pokud znam dobu zivota fluorescence pouzivaného fluoroforu, je vhodné doladit k tomu

i frekvenci blikani laseru (Pulse Rate, standardné je nastavena na 40 MHz, coz je vhodné
pro fluorofory o dobé zivota fluorescence okolo 4 ns)

20) Po skonceni méteni — dé€lici v€Zze dat do nejnizsi polohy, zakryt zpatky MOU, vratit délici

véze zpét do ptivodni polohy

Kalibrace konfokalniho mikroskopu pomoci dvou detektori

1)

2)

3)

4)

Zapnout a pripravit mikroskop viz vyse, zavérky pred detektory vypnuté (staci jen vysunuté
délici véze)

Na filter carouselu nastavit spravny filtr. Pokud neni vlozeny, tak vyndat z drzaku a vlozit
do carouselu. Emisni filtr se vyménuje v rukavicich a pomoci Sroubovaku. Pro filtr jsou
vyhrazeny dvé polohy. Pokud je na Sroubu nastavené Filter 1, tento filtr se nachazi dole
Vv optické draze. Je potfeba ho dostat nahoru, by se dal vymeénit, tedy o dvé pozice otocit
(na Sroubu bude bud’ OD3 nebo Open, zalezi, ktery filtr se méni). Sledovat Sipku na hran¢
filtru a podle typu filtru (vyrobce) ho vlozit spravné (lisi se Chroma® a Semrock®,
davaji se opa¢ny smérem Sipky)

Vyrobce Smér Sipky Oznaceni filtra

O] (o] RS VYISl 437/25 440/40 690/70 405/LP 430/LP ~460/LP
520/35 550/49 519/LP BMENEER 488R

Semrock Vzorek — detektor

oDz

4 - Sroub  ovladajici
mista pro vioZeni | g : ¢ernobilou kameru

Sroub pro filter
carousel — v tomto
_— piipadé je mozné
vymeénit Filter 2
(fyzicky je ted
nahote)

Dals$i moznosti je vlozeni filtru pfimo pted detektor — v pfipad€, Ze na kazdy detektor je
potieba jiny filtr. V carouselu je filtr spole¢ny pro celou MOU.

Drzak pro emisni filtr. Nékteré jsou uz
pfimo popsané, co za typ filtru tam patfi.
Po vyndani filtru z drzaku kvuli vlozeni
filtru do carouselu je nutné, aby se drzak
polozil na misto na stole s napisem
daného filtru (Filter 1/ Filter 2) pro lepsi
orientaci, ktery filtr je kde.

Misto pro zasunuti drzdku s emisnim
filtrem

Vytvoftit novou slozku — €asto to nebere interpunkci, tak ndzev bez ni. Specidlni znaky jsou
v poradku
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5) Prepnout se do zalozky Measurement, vpravo nahoie vybrat zrozbalovaci nabidky
moznost méteni FCS a vybrat spravné detektory

. Riizné typy méfeni — obrazové,
" bodové, automatické (pro vice
{ bodi/obrazi...)

Externi okno pro

¢ernobilou kameru

Pulzni frekvence laseru — voli se
podle pouzitého fluoroforu

eni jednotlivych

6) Na kryci sklicko kapnout kalibra¢ni roztok (sta¢i kapka, ne moc, aby se to nerozteklo po
sklicku, ptesné na laserovy paprsek), zaostfovacim Sroubem vyjet kousek vys do vzorku —

orientace podle mezifazového rozhrani a ¢iselné hodnoty intenzity fluorescence na DPC
nebo v softwaru

7) Je mozné zadat ¢as méfeni — zalozka Point Measurement, zaSkrtnout Stop after — nastavit
délku v sekundach. Pti dobfe piipraveném roztoku je délka okolo 5 minut dostacujici

+ Point/Time Trace

“omplete Range ~ Remove Image

Select Point

v

¢ | 40.000 pm 40.00m |

s

100s

8) Zapnout zavérku detektorti a méfeni oranzovym tlacitkem Start
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9) Po skoncéeni méfeni se ulozi vlevo dva soubory — oznacit ten hlavni (horni) a pfepnout se
do modu Analysis

10) Vybrat zalozku FCS a dat start — Crosscorrelation — vybrat pouzivané detektory —
zaSkrtnout FLCS Background — Enable — Calculate Single — Save Result

11) Vybrat ulozena data v pfedchozim kroku a spustit FCS Calibration

12) Do kolonky D (difuzni koeficient) napsat skuteény (vypocitany) diftizni koeficient podle
aktualni teploty podle tabelovaného pro kalibra¢ni fluorofor — Initial Fit — Use values
from calibration — Save result

Clear |TF!‘ Fit

+ Calibration

V_Eff_D (Diff. Constant) -
Channel A Channel B Cross & Set forf

alibration

Pozn.: Z matematického hlediska neni korelace detektorii komutativni a miize zalezet, jestli je
korelovan detektor 1 s detektorem 2 nebo naopak. Kviili chybé je dobré dodrzovat pro celé

Vv

méreni stejnou kiizovou korelaci (minimalné by to mélo sedét s pouzivanou kalibraci).

Méreni FCS (korelaéni krivky)
1) Zkontrolovat stav objektivu, jestli je na ném dostate¢né mnozstvi imerzniho prostiedi

2) Polozit drzak se vzorkem, najit opét mezifazové rozhrani sklicko/vzorek (pokud je rozhrani
,»divné®, je potieba se orientovat podle rozhrani sklicko/voda, které je potad stejné.
Hledané rozhrani je to o 1,5 otdcky nad nim, tedy hned to nasledujici)

3) V ptipad¢ roztoku staci vyjet do vzorku (pul otacky nahoru) a méfit tam

4) V ptipad¢ jinych vzorkt (hydrogely, membrany, bunky, cokoli, co netece) je vhodné ud¢lat
XZ a nasledné€ xy sken 5 um nad sklickem, aby se véd¢€lo, ve kterém misté se presné meii
(postup viz Méteni FLIM). Pro finalni Xy sken je lepsi, kdyZ je vétsi rozliSeni, aby byla
1épe vidét piipadnd nehomogenita
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- orientacnf xz sken” = T : e ey jemn}'lrxylskenr'

¥: 6480 ym
N 4000 pm

Z. 40.00 pm

5)

6)

7)

8)

9)

Eventz[Cntz] = & Cnts
Axerage life time s

Ptepnout se do zalozky Point/Time Trace, hodnoty vSech os jsou standardné na 40 pm.
V ptipadé potieby je mozné s kazdym bodem pohnout jinam

Pokud se méfi pouze jeden vzorek, staci dat Start (mize se zvolit jest¢ doba méteni) a méfit

Pii méfeni vice bodi naraz je vhodné se prepnout do zélozky Automated Measurements
— Multipoint — Clear Points — Add Points. Tady uz je nutné zadat dobu méfeni jednoho
bodu — vse zalezi na fluoroforu a typu vzorku. VétSinou 5-15 minut na jeden bod staci

« Automated measurements

v Enable Automated measurements

Time Scan Z - Scan | Multi Point |

Add Points 11 Clear Points

Create Grid Remove Point

Kontrola hodnoty korela¢ni funkce G — meéla by byt okolo 1 (tedy jedna molekula
Vv objemu, jednd se o prevracenou funkci poctu ¢astic). Mezni hodnota pro spravné
vyhodnoceni je okolo G = 0,2 (na ose pii méfeni se to zobrazuje jako 200, kdy se ale
hodnota v popisu osy zméni na 107%)

Kontrola Molecular Brightness — pokud vzorek sviti malo, je mozné pfidat na intenzité
excitace. Neni mozné (fyzicky ano, pro spravnost vyhodnoceni ne) pfidat intenzitu béhem
méfeni a V méfeni pokracovat, vZzdycky je potfeba vypnout méfeni a zacit znovu s novou
intenzitou. Pokud se zvoli vyssi intenzita, je potieba znovu zméfit kalibraci — se zvySujici
se intenzitou laseru se zvétSuje i sila (tloust’ka) laseru, tim padem i velikost konfokalniho
objemu. Pokud se Molecular Brightness nezméni ani po pridani vykonu laseru, ptipadné je
Vv zépornych ¢islech, je néco Spatn€ se vzorkem. Prili§ vysokd intenzita ale neni vhodna
kvuli mozné fotodestrukci vzorku. Hodnota MB se nezméni po ptidani dalSiho fluoroforu

— je to teoreticka hodnota intenzity fluorescence pochdzejici z jedné molekuly fluoroforu
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Optimalni hodpota G(t) s 6]

elect Data Channels:

At v B 2
‘Auto Correlation Ch A
W Auto Correlation Ch B Min Lag Time Max Lag Time
Cross Correlation A-B
100 ms

E

pocet molekul (ide4lng ., ax

Jedna) a SVéteanSt Jedné 0joo00ms | 105.4267 ms

Nizka hodnota G(t) molekuly (idedln¢ nad:"*r:“:

1000 cpm)

Data Channel

ecules

mol. Brightness 2170 cpm

Poznamka pro méreni hydrogelui:
e Celou dobu od ptipravy mit vzorek ptekryty shora parafilmem kvili vysychani vzorku

e Kvili nehomogenité prostiedi je obraz na ¢ernobilé kamefte ,,flekaty*. Obcas se zde objevi
odraz z rozhrani. Samotné rozhrani ma tvar néco mezi kiizem a koleckem, spi$ kolecko
(vzorek je z velké ¢asti voda, tak je tomu podobné i rozhrani).

Obraz z ¢ernobilé kamery tésné nad rozhranim

e Je potieba udélat xz sken — Xy sken se déla 5 um nad sklickem (pravym tlacitkem Show
Data Reader, zjistit hodnotu, kde zac¢ina sklicko, manudlné zadat vypocitanou hodnotu do
pozice pro osu z) — Start — vybrat body pro méfeni — vyhnout se vyraznym
nehomogenitdm, pokud to neni ucel meéteni (vzduchové bubliny, intenzivni shluky
¢ehosi...)

Méieni TCSPC
1) Piepnout se na méieni TCSPC histogramu

2) Name¢fit IRF (Instrument Response Function)

Pozn.: Tohle je nutné pro spravnou analyzu pomoci modu Reconvolution (viz dadle). Pro mod
Tailfit to neni nutné, ale i tak je vhodné to mit nameérené
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a. Hardwarov¢ i softwarové (nebo Manual Control) nechat zapnuty pouze jeden detektor

Shutter
Auto
Lazer:

~ Laser Settings

TCSPC Histogram -
t Data Channels:

-

0.01 kCnts

Data Channel

Max

C. MEéfit na rozhrani sklicko/vzduch

« Shutter [ Power diode

d. Pokud vim, Ze méfim velmi intenzivni odezvu a malé mnozstvi fotont, je vhodné nechat

software, at’ se zastavi sdm pomoci zaSkrtnuti Stop after

e. Udg¢lat si n€kolik histogrami podle maximalniho poctu fotont podle toho, co ocekavam

od vzorku. Kdyz nevim, tak je standard 1000, 5000, 10000, 25000.

f. Je mozné naméftit IRF az po doméfeni vzorkd, aby bylo znamé maximum fotont vzorku,
nicméné se pak béhem doby méfeni nemtize vyhodnocovat, kdyz neni naméfené IRF

Pozn.: Je mozné nechat zapnuté vsechny detektory a signal rozdélit az pri analyze dat, ale

je to zbytecna prdce navic
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3)

4)

Intenzita (Cnts)

—
[22]
2]
c
O
N—
©
=
N
=
]
3
[

Vlozit vzorek, najit pozadované misto na méfeni, zapnout méteni

Doba méfeni je zavisla na vzorku, potfad plati pravidlo 10 000 nasbiranych foton
v maximu. Pokud se ale vzorek méfi uz pul hodiny a potfad jsme na 3 000 fotonech, asi
nema smysl méfit dal, nebot’ vzorek je velmi pravdépodobné uz fotovybéleny, lokalné
prehtaty, a tedy nepouzitelny

Number of Photons: 27819 |
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Number of Photons: 2450470

—
[22]
2!
<
O
N
o
=
N
c
D
e
<

9 10 " 12 K] 14 15 16 17 18 19 20 pal
Time [ns]

22 23 24 25

Pozn.: Kdyz se k méreni meri zaroven i TimeTrace (dvé okna — jedno pro TSCSPC a druhé pro
TimeTrace), tak je na intenzité videt, jestli se se vzorkem néco déje ve smyslu degradace, nebo
naopak generace novych sviticich castic, nebo jestli vzorek nezmizel (ve smyslu, zZe nedoslo
K posunu méreného objektu, neprasklo sklicko — nejcastéjsi pripad, ...).

i gy e,
s
R M .
TR e 7
f Ll R T """"'n‘l.-""‘."‘i.i"‘.""' G J"l"l"‘"""\"""",*I‘l'll.-.-'-‘".i

5) Je potieba pohlidat, jestli interval laserového pulzu neni moc kratky, tedy jestli fluorofor
stihne dosvitit. Pokud ne, je potfeba snizit frekvenci blikani laseru (prodlouZzit dobu mezi
pulzy) a namé&fit znova i IRF

Intenzita (Cnts)

\

...protoze tady je pokraCovani pifedchozi vyhasinaci kiivky
102 @ nezacina se v Sumu detektoru

i

10 i 1
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Méreni FLIM obrazku

1) Zrozbalovaci nabidky vpravo nahofe vybrat Fast FLIM, veSkera méfeni probihaji

Vv zdlozce Imaging

= 10s We Fast FLIM

hannels:

Fast FLIM

Select Data Channels:

v 10 =20 =

Use Time gate

Selsct and arrange muttiple onine analyses: | ™= N B NN == NE [EE

+« Imaging

2) Vlozit drzak se vzorkem na objektiv, najit mezifdzové rozhrani sklicko/vzorek, prozatim
nedévat light protection cover (velka ¢erna papirové krytka ptes vzorek)

Nasledujici body se tykaji predevsim méreni zivych vzorkii, pripadné vzorki, kde ocekavame

zobrazeni struktury ,,pouhym okem* (velké nanocdstice, membrany...)

3) Packu na tubusu posunout smérem k mikroskopu, ptiklopit horni ¢ast mikroskopu tak, aby
byla svisle

Prepinani mezi obrazem do okulart
a na piipojenou kameru (tzn. objevi
se to na monitoru Vv zapnutém
programu CellSense)

|

[

Mikro a makro zaostfovaci §roub

Ovladani intenzity lampy
I

Zapnuti osvétleni

4) Zapnout lampu X-Cite po levé stran¢ mikroskopu. Chvili trva, nez se nahieje (typicky

90 sekund), ptipravena je, az symbol zarovky prestane blikat
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Pocet hodin, které byla lampa
Vv provozu od vymény svételného
zdroje (specidlni 120W rtutova
o vybojka, garantovana Zivotnost pies
e | 2000 hodin, typicky 2500 hodin)

ZHASNOUT

Regulace intenzity zateni

5) Na téle mikroskopu zapnout zdroj Zlutého svétla. Takto pies opticky mikroskop najit
vrstvu, kde ptiblizné bude probihat méfeni.

Pohled do okularu mikroskopu — jeden z okulari
obsahuje 1 zamé&fovaci kiiz. Pro leps$i orientaci je
dobré, kdyz se kiiz nachazi v této pozici. Skener
skenuje oblast okolo stfedu.

6) Zaostfovacim Sroubem najit vrstvu, ve které bude probihat méteni.

7) Na téle mikroskopu je seznam dostupnych filtrti (oznaceni na 1-6). Vybrat vhodny pro
meéfeny vzorek a nastavit ho vpravo v mikroskopu na filter wheel. Musi to zacvaknout,
obcas to ma tendenci ziistat v poloze tésné pied zapadnutim

8) Zakryt vzorek

125



9)

Na lampé X-Cite ptidat intenzitu zafeni a najit si ptes fluorescen¢ni mikroskop misto, kde
chci méftit. Pokud neni vidét obraz, zkontrolovat otevieni clony (Shutter) vpravo na téle
mikroskopu

a) DULEZITE: V softwaru v zalozce Point/Time Trace zadat do v§ech soutadnic 40 pm,
I kdyZ tam je nastavena. Nékdy mikroskop nevi, ze to tam je nastavené a méfi jinde.
Staci kliknout do kazdého okénka a dat enter, pak se podivat, co to udélalo se vzorkem

10) Pokud potiebuji pienést obraz na obrazovku, pak je postup nasledujici

a) Zapnout program CellSens Entry

b) Piepnout zobrazeni obrazu ze symbolu oka na symbol kamery na téle mikroskopu

€) Zmacknout tlacitko Live, pro pofizeni snimku stisknout Snap. Lze i nahravat video
(vhodné naptiklad pro sledovani buné€k, videomikroreologii...)

[Comera Control—F o
A EasH -

ﬁ& H m10) c)

Live Snap

|" | Movie recording
Exposure 10) d@>

() Manual
@) Automatic

1s S ro<(0](a)
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d) Je mozné nastavit i barevné pozadi, defaultné je obraz ¢ernobily. Stejné tak si 1ze vybrat
i svételnost celého objektu (pfepnout Exposure z Automatic na Manual a vybrat si
hodnotu)
11) Nastavit na filter wheel zpét ¢islo 6, posunout packu smérem k MOU — vSechen signal
jde do detektora
12) Pokud je potieba méfit vic obrazku stejného mista, ale s jinymi parametry (nejcastéji pied
kazdym detektorem je jiny emisni filtr), pak je mozné vybrat si vpravo dole pocet oken,
tedy pocet ruznych obrazkd. Pro kazdy z nich je mozné vybrat zdroj dat, v tomto piipadé
detektor/kombinaci detektori. Pismeno S znamena primér dat ze vSech zapnutych
a pouzivanych detektora

Fast FLIM

Select Data Channels:
10 zM

Use Time gate

Select and arrange muttiple online analyses: ™ = NN R EE B8

20 pm 20 pm

13) Pro zamétovaci sken staci nizka hodnota pixell (standardné 100-150 px) a Max Range.
Dwell Time se nastavi na nejniz§i moznou hodnotu — 0,8 ms. Pohyb laseru nastavit
na jednosmérny (monodirectional). Je to o malinko pomalejsi, ale presnéjsi.

Dwell time
Pixel zize

Learning time

| Stop |F‘.ernaining 00:00:13

moTe...
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14) Mg¢teni hydrogelu
a) Spustit méfeni v 0Se Xz nebo yz (je to jedno)
b) Pravym tlac¢itkem zvolit Show Data Reader — zjistit hodnotu, kde za¢ina sklicko
c) Piepnout se do osy Xy — zadat hodnotu minus cca 5 pm
d) Dwell Time 1 ms, Img size 350 px a zaskrtnuty vybér square
e) Zapnout méfeni

X: 64.80 pm Pti pfepnuti zpét do fezu Xy
Y 40.00 ym
Z: 40.00 ym
Events[Cnts] = 8 Lits bude fez probihat
Average life time[ns] = 5.406 ns

se zobrazi Zluta ¢ara, kde

Rez v roviné xy

scanaxis o

15) Meéfeni ostatnich vzorkl (pfevazné biologickych)
a) Rychly sken (nizky Dwell Time i pixely) v 0se xy
b) Vybrat oblast, kterou chci méfit nahofe v okné (bud’ pies Select Range, nebo si oblasti
prohlédnout vic pfiblizenim a pak tu findlni vybrat pomoci Visible Range). V prvnim
piipadé je vidét cela oblast a je mozné posouvat a upravovat velikost vybéru
) Rychly sken vybrané oblasti
d) Presngjsi zaméfeni, kde se ve vzorku nachazi ohnisko paprsku, se déla pomoci rychlého
skenu v ose z. Pti méfeni napt. bakterii se vybere bud’ xz nebo yz podle natoceni bakterit,
nebo ve kterém sméru jich je vic. Poloha skenu (zluta ¢ara) se voli zménou hodnoty
zbyvajici osy (tedy pii méfeni X2 ménim osu Y)
e) Vybrat misto, kudy bude prochazet osa Xy (nejéastéji uprostied vzorku), podle toho
upravit polohu osy z
f) Finalni snimek se méfi s velkym rozlisenim. Parametry se vybiraji s ohledem na povahu
vzorku (Dwell Time nebude 30 sekund pro bakterie, které by se tou dobou uz prepalily
atd.)
16) Vypnout lampu

Pozn.: Rozliseni obrazku, tedy pocet mikrometru na pixel, je limitovana Sirkou konfokalniho
objemu. Skeny se sice prekryvaji, ale skenovaci plocha by méla byt i tak vétsi nebo stejnd, nez
je sirka konfokalniho objemu. Pokud je sken prilis jemny, software si okoli dopocitava a muize
to vést k mirnému zkresleni hodnot. Pokud je sken prilis jemny a zdarovern rychly, projevi se to
jako kratké vodorovné carky ve vysledném FLIMu. Velmi podobné vypada, pokud se Zivy vzorek
pod mikroskopem hybe. To dochazi ale k rozmazani pouze méreného objektu, nikoli vsech bodi
véetné pozadi.
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Zadat hodnotu y tak, aby
fez prochazel vybranym
objektem

Zluty fez zde ukazuje, kde
byla nastavena ptivodni Xy
rovina (kde se méfil prvni
XV fez)

Prvni xy sken

Prepnout
na xz (nebo
vz) sken

Prepnout zpét
na xy sken

¥ Lock Z Axis

‘ SeleciRangell  Visile Range Max Range

Nastavit osu ztak, aby
prochézela vybranym mistem
Vv objektu.  Zvétsit  pocet

pixelt a upravit Dwell time Vybrat
dle potieby finalni
Start oblast

']
L

rate | Fast

¥ square & monogirectional

biirectional

Kone¢ny sken

FLIM - z-scan

1) Zalozka Imaging — nastavit jako pro klasické méteni FLIM

2) Piepnout se do Automated measurement — Enable — Z-Scan

3) Zvolit, kolik FLIM obrazii se bude méfit a zacatek a konec méteni (poloha skeneru v 0se z)
4) Zapsat velikost kroku (pfepocitava se podle po¢tu kroki a celkové délce skenu)

+ Automated measurements Pozn.: Snazit se nemit moc jemny sken, zavisi na rozliSeni
a povaze vzorku, aby nedochdzelo kjeho fotovybéleni.
Pro hydrogely je idealni krok okolo 400 nm, 50 skenii.
Cim jemnéjsi rozlisent, tim lepsi obraz, brat v potaz celkovou
S ] | * End Rl c/i 05t obrazu. Pro idedlni vysledek je dobré mit z-sken jako
krychli (vypada to lépe), tedy celkova délka z-skenu
odpovida délce os x a y

Enable Automated measurements

Multi Point

Number 3 Ste e 11.43 pm
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2f-FCS

1) Jako zdroj zafeni se pouZzivaji dva lasery o stejné vinové délce, ale opacné polarizaci. Je
tedy nutné zjistit, jestli se pro vybrany fluorofor vyskytuji i pozadované lasery

2) Velikost pinhole je 150 um, objektiv s vodni imerzi a 60nasobnym zvétsenim

3) Nastavit na LCU rezim Small Beam (zasunout pac¢ku dolt)

4) Zasunout dolt i prvni zrcadlo v optické draze paprsku v MOU

5) Kapnout vodu na objektiv, polozit drzak se sklickem, najit mezifazové rozhrani
sklicko/vzduch

6) Najit nejvyssi intenzitu laseru v modu Test — Time Trace, dokud je jen jeden zapnuty
laser. Pak pfidat i druhy a doladit to na maximum

7) Zapnout TCSPC mod a doladit piky na co nejuzsi pomoci Sroubli na vychylovaci paprsku
pied detektory
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8) Ptepnout typ excitace na pulzné prokladanou excitaci (PIE). Podivat se na TCSPC kiivky,
jestli jsou ob¢ stejné intenzivni (stejné maximum fotont). Pokud ne, je potfeba rucné tyto
hodnoty doladit (u vybéru laserti zménit % u jednoho z nich)

ate| 40.00 MHz | &

Intensity Ch
v A470.0nm (LDOH 470)

505.0nm (LDH 505)

05.0nm (LOH 505) -

9) Vlozeni Nomarského prismy do téla mikroskopu (z pravé strany nad filter wheel)

10) Piepnout se do moédu Measurement, vybrat méfeni FCS

11) Zmgiit kalibra¢ni vzorek, na zakladé toho se pak poc¢ita vzdalenost ohnisek

12) Pokud nedojde ke zméné vinové délky, nemusi se uz znovu kalibra¢ni vzorek méfit (rozdil
oproti klasické FCS, kde se musi znovu kalibrovat pii zméné teploty)
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Piiloha 2 — Analyza dat

FCS v pripadé vypoctu jedné korelac¢ni kiivky zmérené pomoci dvou detektora

Vybrat hlavni slozku dat — Zalozka Analysis — FCS — Start

Vybrat Crosscorrelation — zkontrolovat, jestli jsou vybrané spravné detektory —
zaskrtnout FLCS Background correction — Enable

Podivat se, jestli nahofe v casovém zdznamu intenzity fluorescence nejsou piili§ velké
odchylky/shluky (velké piky, kdyz ve vzorku nemaji co délat), jestli je zdznam konstantni
(jestli Casem intenzita nevzrista, neklesa, pokud to neni povaha méteni)

1)
2)

3)

4)

5)

6)
7)

.'u'|HIfq|'I1;p.,.i.'”r'1f‘1HI\"Ia\'r1h"'t""|,I‘u"5|\""4"y'u’~"I'"I*ql'r"'Ifl'll|iII""lH'II1r\i'[.II1I'I'I'*|‘LIF"-"Hl#lﬁﬁl"mhllil’

molekulovy zdznam intenzity

Pokud je chyba na za¢atku nebo na konci méteni a méteni bylo dostate¢né dlouhé, Ize to
Z jedné strany ofiznout. Chyba z prostfedku méteni ,,vytiznout* nejde.

Dals$i mozZnosti je ofiznout signal shora ¢ervenou ¢arou. Aby byla data ofiznuta adekvatné
(ne moc, ne malo), lze se orientovat vedle Time Trace Cervenym histogramem, ktery
zobrazuje Cetnost vyskytu dané hodnoty. V horni ¢asti se sem tam vyskytne né&jaka
hodnota, ty je mozné ofiznout az ke skutecnému zacatku histogramu. Pokud se jedna
0 meéteni velkych Castic, které standardné tvofi shluky a histogram neni ideélni, nic se
neofezava.

Pomoci ¢ervenych Car je mozné ofiznout ojedinélé
vykyvy intenzity ‘ } ‘ {
ESf | TAES| S [P ||

HEdle H. Eal
80 100 120 140 160 180 200

80 400 420 440 460 480 10° 01 102 102
Occurrences [Events]

Pozn.: Oriznutim se velmi casto pomérné zasadné zmeéni i hodnota difuizniho koeficientu.
Je potieba brat v uvahu povahu vzorku a jak moc je vhodné odstranovat odchylky intenzity

Calculate Single (vygeneruje se FCS k#ivka) — Transfer to Fit
Zkontrolovat, jestli jsou kappa a konfokalni objem spravné naimportované (jestli se
zobrazovana hodnota shoduje s vypocitanou pii kalibraci)
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8) Vybrat pozadovany matematicky model (nejcastéji se za¢ina na Pure Diffusion, pfi velmi
vysoké hodnoté¢ D pak vybrat Triplet). Hodnoty Triplet Extended jsou velmi specifické,
maji vice parametrii a pro spoustu standardnich méfeni nejsou nutné — Initial Fit

Fitting Model: Pure Diffusion

Pure Diffusion

Triplet

Triplet Extent

Triplet Extent

Model Paramete Conformational
Protonation

FCS Curve:

TOnm_voda_3.|

Load Calibration Values

9) Logicky vyhodnotit, jestli vypocitany difuzni koeficient dava smysl a jestli jsou rezidua
rozlozend kolem nuly. Pokud ne, je tfeba pfidat dalSi parametr, pfipadné zménit
matematicky model. Toto opakovat, dokud vysledek nebude smysluplny. Zde je riziko
pfiddni moc parametri, kdy sice rezidua budou hezky prolozen4, ale vysledek nebude davat
smysl (naptiklad zaporna hodnota p, nesmysiné vysoky triplet, chyba vyssi nez vypocitana
hodnota atd.)

Takhle vypadgji hezKky

2 > A ua
yp, N cozlozena rezid

10) Pokud to typ méfeni dovoli, je mozné kiivku ofiznout na zacatku i na konci. Na konci
byvaji fragmenty ovlivitujici velmi pomaly difuzni koeficient (velké agregéaty cehosi
ve vzorku), takze vEétSinou je mozné s touto ¢asti nepocitat

11) V ptipadé pouzivani modelu Triplet Extended je zde parametr a (ovlivnéni difuze —
o <1 = branéna difuze, o = 1 = volna diftze, a > 1 = vné&;si vliv na zrychleni difuze).
Ten je automaticky nastaveny na hodnotu 1. Odskrtnutim tlac¢itka vedle hodnoty se tento
parametr za¢ne dopocitdvat také spolu s ostatnimi (zvySeni parametrti vede ke zvySeni
mozné chyby pfi analyze, ale nékdy je pfidani dal§iho parametru nutné)

12) Save result
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13) Tabulka se kopiruje pies pravé tlacitko. Pokud dobiha vypocet, tak software nereaguje

na kliknuti pravym tlacitkem, musi se kliknout vicekrat (nebo par sekund pockat)

Pozn.: Analyzové okno nejde zavrit standardnée, pokud je zdaroven spustené meéreni. Musi se
prepnout do Measurement, pak zpét do Analysis. Tim se analyzové okno zmensi, pak ho jde
krizkem zavrit. Po skonceni méreni jde okno zavrit normalné i z maximalizace.

FCS v pripadé skupinového méreni

1) Analysis — Gruped FCS — Start — Crosscorrelation — FLCS Background Correction —
Enable

2) Je lepsi zkontrolovat kazdy Time Trace zvlast, viz body 3—5 pro samotnou kiivku. Tim se
ale zméni pocet vykreslenych bodu, z pivodnich 215 klesne hodnota na 100. Je potieba
zadat zpét ptivodni hodnotu, nebo vic (100 bodi je opravdu malo)

3) Calculate All — Transfer to Fit

4) Postup vyhodnoceni viz postup pro jednu kiivku

5) Po nalezeni (vybrani) spravného modelu a nafitovani jedné kiivky stisknout Fit All

6) Proklikat se vS§emi kiivkami a zkontrolovat, jestli se vSechny prolozily spravné (obcas je
potieba stisknout Fit, aby se kiivka prolozila, nékdy matematicky model nesedne tplné
ptfesné, proto vypocet neprobchne a rezidua maji tvar podobny Gaussové kiivce)

7) Save result — zkopirovat data pres pravé tlacitko

FLCS

1) Zalozka FCS — FLCS — Start
2) Vybrat Crosscorrelation
3) Create Filters: zvolit moznost LT-Fitting — otevie se okno s TCSPC histogramem

¥ FLCSPatternFitter

| Tailfit - Help ¥ Apply Limits to All Curves Number of Photons:

rel. Channel A » | Remove  Lower Boundary: 1.76ns : Upper Boundary:

IRF: Import IRF of Correl. Channel A * R
- —_—
Model Parameters: n 2 v IRF of Correl. Channel A
Decay of Correl, Channel Al
Fitted Curve

doby zivota fluorescence

12
Time [ns]

FLCS Filters

" CrealeFLCSFiters |

Cancel oK
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4)

Vyhodnotit podle TCSPC vyhodnoceni (pokud neni namétené IRF, tak bud’ pracovat
s Tailfitem, nebo IRF doméftit, ulozit a pouzit)

5) Ulozit data s vypocitanymi dobami zivota (filtr se generuje i pro pozadi/Sum)

6) Pro Channel A i B vybrat dobu Zivota, ktera odpovida méfenému fluoroforu

7) Calculate — Transfer to Fit

8) Vyhodnoceni stejné jako u klasické FCS

9) V piipad¢ potieby opakovat i pro zbyvajici doby zivota

TCSPC

1) Vybrat data pro IRF — TCSPC Decay — pokud bylo zapnutych vice detektoru, vybrat

2)

3)

pouze jeden — Calculate Decay — Export as IRF

~ Imaging

Test Measurement | Analysis |

= Time Trace

T

TCSPC Fitting

0 Points
Calculate IRF
Grouped Analysis Save Result

_ Export as User defined IRF
Alignment &

User Defined Scripts Save Defaults Restore Defaults

Vybrat data pro analyzu — TCSPC Decay — vybrat detektor (vZdy musi odpovidat
detektor pro data detektoru pro IRF) — Transfer to Fit

Vybrat, jestli se bude pocitat Rekonvoluce, nebo Tailfit (rekonvoluce je mnohem piesnéjsi,
ale v n¢kterych ptipadech je lepsi pouzit Tailfit — naptiklad Spatné IRF...)

| Decay Fitting | Parameter Profiles

Fitting Model:  fSEXponential Tailfit

Decay:

IRF

n-Exponential Tailfit
n-E | Reconvolution

Import n:glutnon

Model Parameters: n 1 :

[Show AN ] Export as ASCIl Export to Clipb

proneer ooty |

135



4) Pro Tailfit vybrat zacatek prokladani a dat Initial Fit — pfidavat parametry (dobu zivota
fluorescence), dokud rezidua nejsou nahodné kolem nuly

5) Pro rekonvoluci (n-exponential reconvolution) se musi nahrat IRF, které se ulozilo dfive.
Zde je potieba se orientovat podle maxima vyhasinaci kiivky — IRF miize byt vyssi, nesmi
byt nizsi, nez je maximum histogramu

6) Initial Fit — pfidat parametry podle potfeby — Save Result

Pozn.: Smysl davaji max. 3 doby Zivota, pokud ve vzorku neni vice fluoroforii. Musi se hlidat,
jestli jedna z amplitud neni zdpornd (je to mozné pouze v pripadé, ze dochdzi k interakcim
V excitovaném stavu, jinak se jednd o chybu analyzy). Dale brat v potaz nejen rozlozeni rezidui,
ale i jestli data davaji smysl — jestli se jedna z dob Zivota pouze nerozdéli na dvé kratsi se
Stejnym zastoupenim, zatimco rozlozeni rezidui se zméni jen velmi mirné. Také je vhodné
sledovat parametr X, ktery by se méel pohybovat v rozmezi 0,8-1,2.
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FLIM
1) Vybrat hlavni soubor FLIMu — Imaging — FLIM — Start

3)

4)
5)

+ Imaging

Multi Frame FLIM

+ FLIM
Binning 1Pts : TCSPC Binning:  none
Set Time Gate:
Select Data Channels
1 2: 3 -

Calculate FastFLIM FLIM Fit
~ File
Save Result
Save Defaults Restore Defaults

Vybrat mezi Tailfit a rekonvoluci — v piipad¢ rekonvoluce nahrat IRF podle maxima
vyhasinaci kiivky

Ptidat parametry podle potfeby — Initial Fit — FLIM Fit

Po skonceni vypoctu je mozné vybrat ze tii moznosti vpravo nahote: Gray, Rainbow, RGB
a) Gray zobrazi vybrany parametr ve stupnich Sedé

» Gray Rainbow RGB
Events[Cnts] * ¥ Active

FY

b) Rainbow ma moznost barevného Skalovani parametru, a navic jesté zesileni/ztlumeni
jasu vybraného parametru (Cernobild stupnice). Zobrazi se zde naptiklad distribuce doby
zivota fluorescence. Rezim bere v potaz zastoupeni jednotlivych
dob zivota fluorescence a pfizptisobi tomu $kalu. Rezim Smoothing vezme sousedici
pixely a ud€la z nich primér — tady se musi opatrn€, hodné€ zavisi na velikosti a rozliSeni
vysledného FLIMu, aby nedoslo k vyraznému zkresleni dat

Gray = Rainbow

Eventz[Cntz]

Min 1
-

Fast Lifetime]ns]

o F
=0 nm -
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¢) RGB je vyhodné naptiklad pro vice dob zivota, kdy kazda barva mtze odpovidat jedné
dob¢ zivota, takze je mozné zobrazit rozlozeni kazdé zvlast’ a odfiltrovat tim prebytecny
Sum. Je nutné davat pozor na Skalovani, kdy velmi casto Skdla zacind v zdpornych
¢islech, takze dojde k nezadoucimu zesileni intenzity vybrané¢ho parametru

Gray Rainbow = RGH

[1][Cnts] * & Active

_1 |

-

v Min 0.0/ % | W Max| 1000.0
- -

|[::[|:I'I‘t": & Active

L[ |

FY

v Min 0.0 % W Max| 1000.0
- -

I[3)[Cnts] w ¥ Active

 Max | |t —

6) Obrazek se exportuje pies pravé tlacitko — Bitmap with Colorscale (bez barevné §kaly je to
jen barevny obrazek bez informacéni hodnoty)

2f-FCS

1) Tady neni mozné pouzit Grouped Measurement, musi se vyhodnotit kazda kiivka zvlast

2) FLCS Background Correction — Enable

3) Pohlidat, aby Time Gate bylo pro oba stejné (prvni kon¢i tam, kde zac¢ina druhy, pro druhy
detektor stejna hodnota)

Channel &
Set Time Gate:

Select Data Channels: J

1:#]

Channel B
Set Time Gate:

Select Data Channels:
1:

. lect Data Channels:
1:[w]

Calculate Single

more...

4) Vypocitat ¢tyti kiizové korelaéni kiivky pro obé ohniska (tedy prvni vyhasinaci kiivka
pro Channel A s prvni vyhasinaci kiivkou pro Channel B — ulozit jako A1 — stejné
pro A2 — kiizova korelace prvni a druhé X12 — stejné pro X21)
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Data Channels
15 =

B

Data Channels:
10 7

gle

5) Data se exportuji kliknutim pravym tlac¢itkem na vypocitanou kiivku — Export data (All
Cells)

6) Nedavat Transfer to Fit (je to zbytecné, difuzni koeficient se pocita v MATLABU), pouze
Save result

7) Pustit software MATLAB

8) Najit soubor se skriptem — pravym tlacitkem Run the file — okamzité bez jakéhokoli
pric¢inéni se zobrazi okno, aby se vybral soubor s prvni korelaci (A1) — pokracovat podle
toho, co pise skript (focusl — focus2 = X12)

T | twoTTcsIn

%) twoffes_SPT32.m
) twoffcs_SPT64.m
‘S twoffcs SPT64 |
“| untitled fig Open Ctrl+D
) voda bez T.fig Run File

|| voda bez T.jpg

Usporadat v

¢ Oblibené polozky -
i=| Naposledy naviti 1A

&« ! View Hel Fl B Plocha [Him
j voda ST.flg b & StaZené soubory |=
|| vodasT.jpg Open as Text
woffcs_SPT64_M12.m | Open Qutside MATLAB  Knihovny
| Dokumenty
2fFCS analysis of data g Rename E2 @' Hudba
=] Obrazky
Delete Delete B vides
M pogitad
Compare Against 3 -
Source Control » [+

9) Pii kalibraci neni znama hodnota vzdalenosti ohnisek — musi se néjaka zadat a podle
vypocitaného difuzniho koeficientu tuto hodnotu opravit

-
E Parameters of the setup and experiment: El_‘ﬂ_hj

Pinhole size in microns: ( Diameter of the confocal apertune. )
150
Magnification: {Typically the same ag written on the cbjective. )
100

Excitation wavelength (nm):

468 < Znamé
Emission wavelength (nmj: of the emisson band. )
515

Refractive index of the immersion m: (For example, 1.33 for water.)

1.33
Distance between foc (nm): (Must be known verp i
210 < Piesné zjisténa hodnota metodou pokus-omyl

OK Cancel |
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10) Do pop-up oken se pro hodnoty D a T piSe vzdy jen orienta¢ni hodnota, program si to
spocita sdm. Po zadani hodnoty tripletu (desitky, vétSinou se dava hodnota 10) do prvniho
okna vyskoci dalsi pro zadani limitnich hodnot tripletu (vétSinou od 0 do 100)

g

J_l Initial guess of fit parameters:

wi (nm).
400

{Parameter related to wiz) dependence. )

RO {nm):
100

{ Parameter related to kappa(z) dependence. )

D1 in 106 om*2/s units:

q

D2 in 10"6 cm*2/s units:  (Diffusion constant of a second companent.
Optional, leave this field empty if you have a single diffusing particle)

{Diffusion constant. )

T {mi ds). (Relaxation time of a photophysical process, e.g-
a tiplet term. Optional, leave this field empty if you have a pure difusion).

T2 ({microseconds). (Relaxation time of one more photophysical
process. Optional, leave this field empty if you have no T1).

(4] Eounds...l = |

2 |

1horh}st T1:

0

Longest T1:

inf

e

11) Program vypocita hodnoty D a T, musi se opsat ru¢né, zkopirovat nejdou. Hodnoty jsou

absolutni, tedy bez smérodatné odchylky

u Figure 1 SRR X
File Edit View Insert Tools Desktop Window Help k
Ddde | | RRODLEAL- 2|0 =D
0.7 T T T T T T
D, = 2.8010° cm¥s
06 < 4
o @ T=21pus
o OO a
05F o0 Yo 4 w. =117 nm 1
% oo &, R, = 467 nm
& © 0
5” 04
z
=
B 03
d
:
CI_ZE
01
oL B
[]_5 T T T T T T
®
m
=
=
w
z
05 Ll | Ll Ll | Ll L
10° 10" 10° 10° 10° 10° 10°
time [us]
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Ptiloha 3 — Ziskani kubické rovnice z obecnych rovnic
Transla¢ni pohyb fluoroforu ve 3D prostoru je definovany rovnici Pure Diffusion

1 | ®
[ mml [ el

Koeficient kappa (excentricita konfokalniho objemu) z vySe uvedené rovnice lze definovat
jako

1
G(T) =N'

1
2

) 2)

wy

Pokud intenzitni profil konfokalniho objemu odpovida Gaussovu rozlozeni, pak je difuzni
koeficient D definovan jako

bt ®
4tp
Z této rovnice lze vyjadfit difazni ¢as 7o jako
" 2
4D
Zminéné koeficienty:
koeficient nazev jednotky
G(v) korela¢ni funkce pro dany Cas -
N pocet Castic -
T korelacni ¢as S
™ difazni Cas S
K kappa (excentricita) -
D difuzni koeficient m?s?t
Wo Sitka konfokalniho objemu v horizontalni roviné m
20 Sitka konfokalniho objemu ve vertikalni roving m

Vztah diftizniho koeficientu D a stfedni hodnoty ¢tverce posunu (MSD) ve 3D prostoru je dan
vztahem

MSD = 6Dt . (5)

Z této rovnice vychazi difuzni koeficient D jako

MSD
D = . (6)
61

Dosazenim rovnice 6 do rovnice 4 dostaneme vztah difuzniho ¢asu jako funkci MSD
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wg6T 3 wiT (7)
4MSD 2 MSD’

V rovnici 1 se vyskytuje ¢len Ti Ten se ziska vyndsobenim ptevracené hodnoty rovnice 7
D

TD:

korela¢nim ¢asem 7.

T 2 1 2 1 2 )

— MSD = ~+-— MSD = —MSD.
o 3 WOZT 3 wé 3wé

Dosazenim vztahu zrovnice 8 do rovnice 1 se zahrnutim rovnice 2 vznikne pifimy vztah
korelaéni funkce G(t) a MSD — rovnice 9.

1 ©)

1
G(T) =N'

2 MSD

1 +LZMSD 11+ >
3w 2 20
3W0 -
Wo

Po vykraceni zbyde vysledny vztah, ktery odpovida i vztahu uvedenym ve ¢lanku Silke
Rathgeber [84]:

mg:% 1 (10)

[1+—MSD] [1+ MSD]

Matematickou Upravou rovnice 10, konkrétné jejim rozndsobenim a umocnénim na druhou,
aby jmenovatel nebyl pod odmocninou, se ziska vyraz (kdy MSD se nahradilo pismenem X):

1 (11)
2 2 _—
e g+t ) 1
27wy z§ Iwy  Iwgz 3w 3z2

Pokud se vypocitana kubicka rovnice polozi rovno nule, ziska se feSeni (tfi koteny) MSD.
Nasledné pro kazdy konkrétni korelacni Cas 7 je mozné ziskat konkrétni hodnotu MSD.
Vysledna kubickd rovnice zahrnujici kubicky, kvadraticky, linearni i absolutni ¢len vypada
nasledovné:

o8 o4 8\ (4 2\ 1 (12)
—_— x —_— —_— —_——
27wy z2 Iwy  Iwiz 3wZ 3z} G2(t)N?
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Piiloha 4 — Piepocet autokorelaéni kiivky na MSD

1)
2)

3)

4)
5)

Po vypoctu FCS kiivky — kliknout pravym tla¢itkem — Export data (All Cells)

Pro vypocet MSD je potieba mit data ve forme .csv (ze SymPhoTimu se to ulozi jako .dat
— musi se to oteviit v Excelu a ulozit jako CSV — Textovy soubor s oddélovaci)

Smazat tadky, kde neni ¢iselnd hodnota (ted’ se nemysli hlavicka, ale na konci sloupcti je
NaN, piipadn¢ --- — tak tohle se musi smazat, hlavicku klidné nechat)

Jako oddélovac nastavit sttednik, s tabuldtorem si MATLAB (asi) neporadi

Pro jistotu si to zkontrolovat, kdyZ se to otevie jako Pozndmkovy blok, a ne jako Excel,
jestli je to jeden velky a neptehledny chumel dat, ktery je mezi sebou oddéleny stiedniky

Popis skriptu

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

Pouzivat desetinné tecky misto ¢arek pii vypoctu, v ndzvu je to samoziejmé jedno
csv = dlmread('/Users/***/namerena data.csv', ';', 2, 0);

Prvni ¢len oznacuje cestu, kde je ulozeny zdrojovy soubor

Druhy ¢len tikd, co se pouziva k oddé€leni sloupcti — v tomto ptipadé stiednik (tabuldtor
nejde zadat, sttednik je nejlepsi volba, ale je mozné vcelku cokoli, co nebude software mast
— Carka asi neni nejvhodnéjsi volba)

Tteti a ctvrty Clen, tedy 2 a 0, tady znamend, kolik se vynechd tadka (hlavicka) a kolik
sloupcu (takze tady se vynechaji 2 fadky a zadny sloupec, bere to hned od zacatku, tedy od
sloupce A). Prvni fadek je ten, kde zacinaji data.

Na tohle nesahat:

cas = csv(:, 1);

Gt = csv(:, 2);

n = length (Gt);

Nasledujici fadky doplnit z vypoctu ze SymPhoTime64 — tohle je jediné, co se upravuje —
nejcastéji pouze pocet Castic. Obcas je potieba s tim pohnout, pokud kfivka vypada blbé
(zacatek je zahnuty), vétSinou je to otazka tietiho a ¢tvrtého desetinného mista.

wxy = 0.251*ones(n,1);

wz = 2.050*ones(n,1);

N = 2.74507;

Vypocet tii kofend kubické rovnice — na to nesahat

a = 8./(27.% (wxy."4) .*(w 2));
b = (8./(9.%(wxy."2).*(wz."2)))+(4./(9.% (wxy."4)));
c = (4 /(3 (WXy ~2)))+ (2 /(3 *(wz."2)));
d = 1-(1. /(( 2)*(Gt."2)));
r = zeros(n,3);
for i = 1:n
p = roots([a(i), b(i), c(i), d(i)]);
r(i,:) = p';
end

Vykresleni grafi ve tfech riznych oknech pro vSechny kofeny kubické rovnice — jsou dva
komplexné sdruzené (maji imaginarni slozka, lisi se jen znaménkem. V tomto piipad¢ jsou
komplexni kofeny nejprve pouze realné¢ bez imaginarni slozky, jakmile se objevi
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I imaginarni slozka, pak maji kofeny stejnou hodnotu a li$i se znaménkem pted imaginarni
casti komplexniho ¢isla) a jeden realny. MATLAB ftadi kofeny vzestupné, tedy jediny
vhodny (tedy ten redlny) bude vzdy na tfetim miste.

Pro zobrazeni pouze redlného kofene je mozné nechat ve skriptu pouze figure (3), nicméné
jak jsou to tii samostatna okna, pak neni nic jednodussiho nez zbylé dvé zaviit. Je to jen
pro kontrolu (dvojitou, dalsi je v excelu).

figure (1)

loglog(time, r(:,1), 'b'");
xlabel ('correlation time (ms) ') ;
ylabel ("MSD (um2) ') ;

figure (2)

loglog(time, r(:,2), 'r');
xlabel ('correlation time (ms)');
ylabel ('MSD (um2)');

figure (3)

loglog(time, r(:,3), 'g');
xlabel ('correlation time (ms)'):;
ylabel ('MSD (um2)');

9) Vytvofeni tabulky, kde v prvnim sloupci je korelacni ¢as (aby se pak v excelu dal vytvofit
vlastni graf), dalsi tfi sloupce obsahuji kofeny kubické rovnice. Komplexni kofeny se
vyexportuji i s imagindrni slozkou, pro ucely vytvofeni MSD se pouziva tieti, realny,
koten.

Y = [time, r(:,1) , r(:,2) , £(:,3)];
T = array2table(Y)

10) Pojmenovani sloupctl, tedy vytvoreni hlavicky. Cisla v zavorce oznaduji, na které sloupce
se prikaz vztahuje (dvojteCka nahrazuje pomlcku, je to tedy ,,od do*, zde prvni az Ctvrty
sloupec)

T.Properties.VariableNames (1l:4) = {'correlation time (ms)',

'lst root','2nd root', '3rd root'}

11)

Nasledujici fadek ulozi data pod nazvem, ktery zvolime — je schopny piepsat ptivodni
soubor, je potieba to pojmenovat jinak nez puvodné vkladana data. Tady to ,,msd*
V z&vorce je jen pojmenovani sloupce.

writetable (T, '/Users/strudl/Documents/MATLAB/test.csv')
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Skript pro zkopirovani do MATLABu:

% napsat cestu k souboru a zvolit, kolik fadkut a sloupct se bude vynechavat
csv = dlmread ('C:\***\0,5.csv"', ';', 2, 0);

cas = csv(:, 1);

Gt = csv(:, 2);
n = length (Gt);

% nasledujici fadky doplnit z vypoctu ze SymPhoTime64
wxy = 0.251*ones(n,1);

wz = 2.050*ones(n,1);

N = 2.74507;

% nemeénit

a = 8./(27.% (wxy."4) . *(wz."2));
b = (8./(9.%(wxy."2) . *(wz."2)))+(4./(9.*% (wxy."4)));
c = (4./(3.%(wxy."2)))+(2./(3.*(wz."2)));
d=1-(1./((N."2)*(Gt."2)));
r = zeros(n,3);
for i = 1:n

p = roots([a(i), b(i), c(i), d(i)]1);

r(i,:) = p';

end

% vykresleni vSech grafli (potieba je jen ten posledni, tj. figure 3)

figure (1)

loglog(time, r(:,1), 'b');
xlabel ('correlation time (ms)');
ylabel ("MSD (um2)"');

figure (2)

loglog(time, r(:,2), 'r');
xlabel ('correlation time (ms)');
ylabel ("MSD (um2)');

figure (3)

loglog(time, r(:,3), 'g');
xlabel ('correlation time (ms)');
ylabel ("MSD (um2) ') ;

% vytvoreni tabulky pro vSechny kofeny kubické rovnice
Y = [time, r(:,1) , ©(:,2) , v (:,3)];
T = array2table(Y)

% pojmenovani sloupct Vv tabulce — bere to potadi z vytvorené tabulky Y
T.Properties.VariableNames (1:4) = {'correlation time (ms)',

'lst root', '2nd root', '3rd root'}

% export tabulky — musi se pojmenovat jinak, nez se jmenuje ptuvodni soubor, piepisuje se to
writetable (T, '/Users/***/nova tabulka.csv')
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The interaction between fluorescently labeled hyaluronan and cationic surfactants was studied using Fluores-

Hyalurf’“an ) ) cence Correlation Spectroscopy. The hyaluronan was selected at two different molecular weights — specifically,

(S:etylmmghylammomum bromide 274 kDa and 710 kDa. Cetyltrimethylammonium bromide and Septonex® were chosen as cationic surfactants to
eptonex

interact with the negatively charged biopolymer. The study focused on changes in the diffusive behavior of a
biopolymer that interacts with surfactant molecules in an aqueous environment. Various methods were applied
to evaluate the obtained data, these including, among others, the Maximum Entropy Method, which provides the
distributional dependences of diffusion coefficients. Without the surfactant, the studied biopolymers showed
diffusion behavior comparable to that found in previously published studies. In the presence of surfactants, more
intense interaction was observed between Cetyltrimethylammonium bromide and Septonex®. Comparing the
molecular weights, the retention of intermolecular aggregates after the precipitation region for the lower weight
and the disintegration of these aggregates for the higher weight were observed; moreover, they showed diffusion

Fluorescence correlation spectroscopy
Maximum entropy method

behavior comparable to the samples without the presence of the surfactant.

1. Introduction

In this article, we present another way of studying the interaction
between positively charged surfactants based on tetraalkylammonium
salts and negatively charged polysaccharide, the sodium salt of hyal-
uronic acid, also known as hyaluronan. Hyaluronan is a naturally
occurring glycosaminoglycan, which is one of the linear polysaccharides
with high molecular weight. It is composed of repeating disaccharide
units, each of these units containing the sodium salt of D-glucuronic acid
and N-acetyl-D-glucosamine [1].

As we have shown in previous articles, there is a large variability in
surfactant-polymer interactions, which vary according to the total
concentrations of the individual components [2] or the presence of low
molecular weight electrolytes [3]. Experiments on hyaluronan-
surfactant interactions can be found In the literature, mainly focused
on the description of phase behavior [4-7]. The influence of the mo-
lecular weight of hyaluronan and the presence of an electrolyte are
mentioned. Comparative experiments involving hyaluronan and other
polyelectrolytes of a similar charge density have also been performed, in
which it was found that surfactants’ bonds to hyaluronan are signifi-
cantly weaker than to the other polyelectrolytes [8]. This was explained
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E-mail address: mravec@fch.vut.cz (F. Mravec).

https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2024.130627

by the different stiffnesses of the polymers studied. Previously published
studies show that changing the ionic strength of the solution influences
the conformation of the hyaluronic chain; however, this effect is more
prominent from an ionic strength of 0.1 M.

The initial motivation of the work was to create a stable aggregate
where a so-called pearl necklace structure would be formed. There is an
imaginary cord which is formed by a linear polysaccharide. At its
negatively charged carboxyl groups, it carries a certain type of mini-
micelles, aggregates of surfactants capable of carrying hydrophobic
substances. This model was intended to show the possibilities of the
physical modification of the native polysaccharide. As shown previously
[9,10], the presence of hyaluronan reduces the negative impact of sur-
factants on human cells. There is a certain possibility that the use of
some biocompatible surfactants could lead to a fully biocompatible drug
delivery system for hydrophobic biologically-active substances.

Three different methods have been proposed to describe the mode of
interaction between surfactant and hyaluronan. In the first method,
hyaluronan is physically labeled with dimers (or oligomers) of acridine
orange, a positively charged fluorescent probe that exhibits a hyp-
sochromic shift in the absorption spectrum in the form of dimers and
oligomers, and the fluorescence is disabled. An increase in fluorescence
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was observed even at very low additions of the surfactant, well below its
critical micellar and aggregation concentrations [11]. The second
method involves evaluating the size of aggregates and their zeta-
potential [12]. The third method is focused on the intramicellar
Forster resonance energy transfer between the hydrophobic probe per-
ylene, located in the micellar core, and negatively charged fluorescein,
condensed on the positively-charged micellar surface [13]. The study of
the change in energy transfer efficiency, as a function of the change in
distance within the micelle, is used to describe the interaction and to
design the shape of the aggregate during the interaction of the polymer
and the micellar form of the surfactant. In such studies, the aggregation
process of the surfactant CTAB as well as Septonex® was determined in
an aqueous solution in the presence of hyaluronan of different concen-
trations and molecular weights. The critical aggregation and critical
micellar concentrations (CAC and CMC, respectively) of individual
surfactants were determined for the respective variants of the hyalur-
onan solution. It was found that for very low concentrations of the
polymer, the determined CAC and CMC do not depend on its molecular
weight. The determined values are then: CAC¢rag = 0.007 & 0.001 mM,
CACGseptonex® = 0.022 & 0.001 mM, CMCcrag = 0.79 + 0.02 mM, and
CMCseptonex® = 0.90 £ 0.03 mM [13]. The description of surfactant
aggregation in the presence of a polymer from the point of view of (i) the
formation of a non-polar domain or (ii) the interaction of the surfactant
with a fluorescent probe bound to the carboxyl group of the polymer can
typically be divided into 4 areas: 1) under CAC - the surfactant binds as a
monomer to the polymer chain and does not form detectable non-polar
domains; 2) between the CAC and the area of phase separation - induced
aggregates are forming on the polymer chain, which is often referred to
as the pearl-necklace structure; 3) the area of phase separation - a pre-
cipitate forms and a minimal amount of surfactant is present in the so-
lution, which would form hydrophobic domains; 4) beyond the phase
separation region - the formation of free micelles (CMC) occurs at values
that correspond to the system without polymer and the system is without
precipitates. The whole of this description focuses on the formation of
the non-polar domain of the aggregating surfactant on the polymer. To
complete the overall picture, it is necessary to look at the given exper-
iments from the point of view of the behavior of the polymer, because in
any carrier system of non-polar substances, the non-polar domain will be
anchored to the polymer chain.

In this work, we used a covalently-labeled fluorescent derivative of
hyaluronan and thus describe the behavior of the complex from the
point of view of the polymer part. On the basis of our previous studies
with native hyaluronan [11-13], we selected two commercially-
available molecular weights of the fluorescently labeled variant — spe-
cifically 274 kDa and 710 kDa. The diffusion behavior of fluorescently-
labeled hyaluronan was studied, for example, using the technique of
confocal fluorescence recovery after photobleaching, where a polymer
with two molecular weights of 500 and 830 kDa was studied at different
concentrations [17]. Using this technique, the free self-diffusion coeffi-
cient defined at the limit of zero concentration was determined to be 7.9
and 5.6 pm?/s. In our case, we decided to use the Fluorescence Corre-
lation Spectroscopy method. The use of the FCS method in colloidal
systems is extensive, and can be found elsewhere (e.g. [18]). By studying
the temporal fluctuation of the emitted signal, on a scale from hundreds
of nanoseconds to seconds, and the subsequent autocorrelation of such a
course, it is possible to determine, for example, the diffusion coefficient
of the translational movement of colloidal particles, the concentration of
fluorophores, and the kinetic parameters of reactions during which the
changes in the emitted signal occur. The course of the signal fluctuation
from a single fluorophore with constant brightness in an isotropic me-
dium will be different from the passage of a labeled polymer, which is
expected to have a molecular weight distribution that is closely related
to the brightness of such a structure [19]. The use of standard simple
models for fitting experimental data therefore leads to inaccuracies or to
misleading information, because statistically good fits with diffusion
coefficients that do not correspond to physical reality can be obtained,
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or they can be very difficult to interpret. One of the possible solutions is
to use models that contain power parameters, models that consider the
lognormal distribution of diffusion coefficients, and the so-called
Maximum Entropy Method, which does not interpret the data with
any mathematical model [20,21]. At this point, it is also necessary to
mention the influence of the particle size ratio and the homogeneity of
the coloring compared to the size of the observed volume. This ratio has
a significant effect on the determined diffusion coefficients [22]. In this
article, a polymer with a very low degree of labeling is used, and, at the
same time, we assume that there are also dynamic changes in the
conformation of the polymer chain. The uniformity of substitution is not
known for these polymers, and, therefore, we do not assume that the
determined diffusion parameters need to be corrected.

In this paper, we attempt to subject the obtained data to these
advanced analyses and to discuss the data in terms of physical relevance
by comparing them with previously gained results.

2. Experimental
2.1. Materials

The cationic surfactant Carbethoxypendecinium bromide (Septo-
nex®, Czech Pharmacopoeia quality) was purchased from GBNchem,
Czechia, and Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB, purity >99.0
%) from Sigma-Aldrich, Czechia. Fluorescently-labeled hyaluronan with
Fluorescein isothiocyanate was purchased from TdB Labs (Sweden) in
two versions: A) Mw = 274 kDa, degree of substitution 0.008, and B)
Mw = 710 kDa, degree of substitution 0.009. Sodium chloride (Penta,
Czechia) was chosen for investigations into the influence of ionic
strength. Deionized water was used throughout the study (PURELAB
Option R7/15; ELGA, Great Britain).

2.2. Sample preparation

Stock solutions of the polymer and the corresponding surfactant
were prepared in deionized water. The stock solution of the labeled
polymer was always freshly prepared to avoid possible hydrolysis or
release of the fluorescent label. The final concentration of the polymer
was the same in all samples for both variants, specifically 3 mg/L. From
the stock solution of the surfactant, a concentration series was prepared:
0 M, 3.3 uM, 6.7 M, 10.0 pM, 33.3 pM, 66.7 pM, 100.0 pM, 333.0 M,
667.0 pM, 1.0 mM, 3.3 mM, 6.7 mM and 10.0 mM.

The samples for the ionic strength influence measurement were
prepared in deionized water. The exact amount of NaCl was added to a
fluorescently labeled hyaluronan aqueous solution. Concentration of
hyaluronan was the same for all of the NaCl concentrations. The final
concentrations of the salt solution were 1.0 mM, 2.5 mM, 5.0 mM, 7.5
mM and 10.0 mM.

2.3. Methods

The basic principle of Fluorescence Correlation Spectroscopy (FCS) is
to analyze time correlations in fluorescence fluctuations emitted when
fluorescently labeled molecules (particles, polymers, etc.) diffuse in and
out of a small observation volume (typically <10~ 2° L). From the time-
correlation of the fluorescence fluctuations induced by fluorophores
diffusing through a focused beam of light, FCS can quantitatively eval-
uate the concentration, diffusion coefficient, and interaction of the
molecules in vitro or in vivo. In the context of Fluorescence Correlation
Spectroscopy, a confocal system is used to focus a laser beam onto a
small observation volume. The fluorescent light emitted from fluo-
rescently labeled molecules in the observation volume is collected by the
same objective and propagates along the opposite direction to that of the
excitation/depletion light. The confocal system is used to ensure that
only the fluorescence from the focal plane is detected, thus reducing the
background noise and increasing the signal-to-noise ratio. In this
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particular case, we observed the effect of the added positively-charged
surfactant on the diffusion behavior of the hyaluronan biopolymer
labeled with FITC in an aqueous solution.

FCS measurements were performed on a MicroTime 200 system
(Picoquant GmbH, DE) connected to an Olympus IX71 microscope
(Olympus, JP). Samples were visualized and quantified using the 60x
objective with water immersion (numerical aperture 1.2). The excitation
source was a diode laser head emitting a wavelength of 470 nm; the
signal was detected by a SPCM-AQRH detector (Excelitas, USA) through
a 520/35 emission filter (Chroma, USA). An aqueous solution of the
probe ATTO 488 (ATTO-TEC GmbH, DE) with a concentration of ~1 nM
was used as a calibration solution for determining the parameters of the
observed volume. For the time-trace acquisition and generating the
autocorrelation curve, SymPhoTime64 software (PicoQuant GmbH, DE)
was used. Fitting of the autocorrelation function was performed ac-
cording to the selected diffusion model using SymPhoTime64 as well as
QuickFit 3.0 software [23]. All samples were measured at least five
times.

2.4. FCS evaluation

Due to the assumed polydispersity of the sample, the following
models were considered — the multicomponent standard diffusion model
(Eq. (1)), the anomalous diffusion model (Eq. (2)), and the model
including the Log-normal distribution of diffusion times (Eq. (4)); the
Maximum Entropy Method was also used. Depending on the sample, a
term involving fast non-fluorescent processes such as intersystem
crossing to non-fluorescent triplet states or excited-state reactions was
also considered for all models.

2.4.1. Multicomponent standard diffusion model

In the most general case, when fluorescent particles of one type
freely diffuse in all three dimensions, the dependence of the value of the
autocorrelation function G on time is expressed as:

1 fi
G(t):nf.w.z"1+;. —

—
K>eTp

(€Y

where nf stands for non-fluorescent processes (e.g. triplet decay), <N>is
the average number of fluorophores inside the focal volume, f; is the
fraction of the i-th diffusing component, 7p; is the diffusion time of the i-
th diffusing component, and « is the aspect ratio of the gaussian used to
approximate the focus.

This model includes the eventual transitions of the fluorophores to
the non-fluorescent triplet state and a finite number of discrete diffusive
populations or processes.

2.4.2. Anomalous diffusion model

This model extends the previous model (Eq. (1)) by introducing an
additional parameter a (anomality exponent) and thus includes a devi-
ation from ideal free Brownian diffusion, which assumes a linear
dependence of the mean square displacement over time. If the particle
interacts with a heterogeneous environment, the diffusion coefficient
decreases and the course changes from a linear to a power-law depen-
dence. If the value of a is between 0 and 1, the result is so-called sub-
diffusion; if @ is equal to 1, then the behavior of the particle corresponds
to free diffusion.

Gt) = nf oo . @

2.4.3. Log-normal distribution model
A model involving Log-normal distribution was confirmed [24] as a
suitable model for describing polydisperse samples exhibiting free
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Brownian diffusion. The obtained distribution better expresses the dis-
tribution of diffusion coefficients in real systems than the standard
diffusion model (Eq. (1)).

The following equation expresses the implementation of the distri-
bution model into the standard diffusion model:

—1 —1/2
| ﬁfl’:’f P(TD)O(I-&-%) .<1+,D+k2> drp

o 3
T T Pleo)des
where the Log-normal distribution model P(zp) is defined by:
! oy (esten) x(ene) )
P(TD) = &) ’ “

V2ermeb (tp) ety

where 7p is the independent variable, 7p . is the median of the depen-
dence, and the parameter b(rp) corresponds to the logarithm of the
standard deviation of the variable.

2.4.4. Maximum entropy method

Maximum entropy analysis is based on the algorithm suggested by
Skilling and Bryan [25]. This method has previously been used suc-
cessfully to obtain fluorescence lifetime distributions and diffusion co-
efficients, and, more recently, has been implemented as MEMFCS to
analyze FCS data [20].

The analysis of correlation data searches for the best distribution p
(zp), where not only is the y2 value a minimum, but the entropy (H) is
also a maximum. The maximum entropy principle states that the best
distribution to model a given data set is the one with the highest entropy
among those that satisfy the constraints of our prior knowledge. A less
likely outcome provides more information than a more likely one. The
entropy can therefore be expressed as a measure of uncertainty. The goal
is to find a distribution p(x) that has the highest uncertainty as possible,
then the result should be that entropy H is at a maximum.

If the distribution of diffusion times is assumed to be continuous, the
dependence of the autocorrelation function on the diffusion time can be
expressed as:

12

1 1
L+ [T+t
D

D

(5)

G(r) = Z?ai

where the amplitude o; must fulfill the condition that the experimental
data G(z) are correctly fitted. It is often possible for the goodness-of-fit
criterion (y2) to be fulfilled for many different distributions of aj,
especially when the data are noisy. Such distributions may also include
the solutions for particular models, such as one or more fixed values of
7p. The experimental data will then fit one of these distributions;
therefore, any model that predicts such a distribution is acceptable [26].
Importantly for its application to FCS techniques, the Maximum Entropy
Method reveals the contributions of multiple diffusion modes without
any prior assumption about their number. MEM is designed to produce
the broadest possible distribution of diffusion times (rp) and provide a
quantitative measure of their mean diffusion coefficients.
The entropy in this context is defined as:

H= — Zp(x)lnp(x) (6)

The purpose of the algorithms is to search for a dis-

Qi

—
where p(x) = E
tribution for which the value of H is maximal. Since the script does not
provide any values directly, the obtained MEM distributions need to be
fitted to a model to help determine the center of the distribution and
other parameters for the comparison with other models. It should be
mentioned that the Log-normal model was found to be the most
appropriate model and was further used to evaluate the MEM data.
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3. Results and discussion

This chapter considers the different studied systems and the different
evaluation methods applied to each one (Fig. 1).

3.1. Hyaluronan in an aqueous environment

To optimize the measurement conditions, different concentrations of
fluorescently-labeled hyaluronan were prepared from the aqueous stock
solution to obtain an autocorrelation function value G(t) close to 1 for
time t = 0. Fig. 2 shows a typical dependence, without normalization, of
the value of the autocorrelation function G(t) on the diffusion time for
both hyaluronan molecular weights used in this study.. The higher
molecular weight shows a clearly distinct shift of the function towards
higher correlation times and thus exhibits a lower value for the trans-
lational diffusion coefficient.

To demonstrate the different approaches to FCS data evaluation, 710
kDa hyaluronan in aqueous medium was selected (Fig. 3). The Multi-
component Standard Diffusion Model was used as the first one. In this
case, the best fit for 710 kDa hyaluronan (y?> = 1.174) was a two-
component model with D; = 4.74 + 0.43 (80 % fraction) and Dy =
45.7 + 18.5 pmz/s (20 % fraction). Next, we fitted experimental data
with the anomalous diffusion model (;(2 = 1.214), where a diffusion
coefficient of 6.79 = 0.14 pm?/s and a coefficient of anomality a of
0.864 =+ 0.016 were found. The results using the Log-normal model (32
= 1.234) show that the center of the distribution (the median) corre-
sponds to a diffusion coefficient of 3.26 + 0.36 pm?%/s. Finally, MEM
analysis was applied (y? = 1.003). In this case, the distribution showed
two separate populations, with the first median D; of 5.03 + 0.01 pm?/s
(90 % fraction) and the second median D, of 43.59 + 0.02 pmz/s (10 %
fraction). On the basis of the above data, it can be said that the analysis
of diffusion coefficients corresponds rather to two processes, where the
dominant process shows a diffusion coefficient D; of about 5 pmz/s,
which corresponds to the range of values found earlier with a different
method (830 kDa ~ 5.6 pmz/s [171). The faster component, D,, with a
diffusion coefficient of around 45 um?/s, may correspond to the smaller
fraction of the chains or it may be a second periodic process associated
with the movement of a relatively large chain through the observed
volume. This is most likely not a free fluorescent label, as a free probe
would show a diffusion coefficient close to 400 pm?/s (under the given
measurement conditions). The possible appearance of a component with
a diffusion coefficient corresponding to the free diffusion of the hydro-
lyzed label was taken as one of the indicators of the stability of the
polymer stock solution. If this component appeared in the analysis, a
fresh stock solution was prepared.

For 274 kDa hyaluronan, MEM analysis revealed only one

HSC/\/\/\/\/\/\/\/\/N\ Br

CTAB
[¢]
1l
H;C v o
® Br *
Septonex hio | o,
CHs
COO
o o
HO
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distribution peak, as can be seen in Fig. 4. The distribution obtained
using the Log-normal model was added to the MEM distribution for
comparison. The obtained diffusion coefficients, which correspond to
the median of the distribution, were 9.83 - 0.01 pm?/s for the MEM and
9.38 + 0.17 um?/s for the Log-normal model. The Multicomponent
Standard Diffusion Model showed the best agreement for a single
diffusion coefficient of 11.32 + 0.01 pm?/s and a roughly 5 % fraction of
the non-fluorescent signal (typical time about 86 ps). The anomalous
diffusion model then showed a value of 11.0 + 0.2 pm?%/s (with a
roughly 7 % fraction of the non-fluorescent signal; typical time, 100 ps),
with an a coefficient of 1.01. Thus, in this case, the model did not pro-
vide any new information.

In conclusion, this chapter shows that hyaluronan with lower mo-
lecular hyaluronan with lower molecular weight exhibits a homoge-
neous distribution of diffusion times, unlike hyaluronan with higher
molecular weight, where an additional process is present, probably
related to the segmental movement of the long chain when passing
through the observed volume. With our chosen hyaluronan concentra-
tion of 3 mg/L, we can neglect the interchain interaction in the analysis,
because the critical concentration for domain overlap values are at least
two orders of magnitude higher [18]. It is very important for the study of
polymer-surfactant interaction to use MEM analysis in order to describe
different processes, especially in this complex system.

3.2. Hyaluronan of molecular weight 274 kDa in the CTAB and
Septonex® aqueous solution

Fig. 5 shows the diffusion coefficient values obtained by fitting the
experimental data with the Anomalous Diffusion model. For comparison
with the diffusion coefficient in the absence of surfactant, the experi-
mental data were related to the value of D, = 12.10 + 0.26 pm?/s (with
anomalous coefficient @ = 0.94) and plotted as the D/D,, ratio. The
corresponding anomalous coefficients are assigned in the form of text
boxes at each point of the plot. On the basis of previously published data
[12], vertical colour lines are plotted in the graph to show the important
concentrations in terms of surfactant aggregation — the critical micellar
concentration (CMC, red), the critical aggregation concentration (CAC,
yellow), and the theoretical concentration when the polyion/surfactant
charge ratio is equal to one (cs = cyon, green). The concentration of the
surfactant was obtained by determining the molar concentration of the
monomer from the weight of hyaluronan using the molecular weight of
the hyaluronan monomer of 403.31 g/mol; it corresponds to the con-
centration of the carboxyl groups of hyaluronan. At the same time, the
regions marked A-D are defined in the graph. These regions correspond
to: A) the region of the binding of the molecular form of surfactant; B)
the region of “pearl necklace” formation; C) the region of phase

H,C CHy

CHy

FITC-labeled hyaluronan

Fig. 1. Chemical structure of all used chemicals.
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Fig. 2. Selected autocorrelation function dependencies for two hyaluronan chains with different molecular weights used in the experiments. The final concentration

for both polymers is 3 mg/L.

separation; and D) the region of the mixed binding of surfactant to the
polymer in molecular and micellar form.

In terms of the anomalous diffusion model, which yields the value of
the average diffusion coefficient, there is a slight decrease in the diffu-
sion coefficient in region A compared to the purely aqueous environ-
ment, but the minimal additions do not imply any change within the
error bars for either surfactant. For CTAB, the theoretical limit of charge
equilibration and the observed critical aggregation concentration over-
lap. There is a monotonic decrease in the average diffusion coefficient up
to the precipitation region. In the case of Septonex®, if the error bars are
taken into account, the “pearl necklace” formation region is character-
ized by similar diffusion coefficient values for all measured surfactant
additions, which are lower than in region A. For both surfactants, further
additions mean the destabilization and precipitation of the system,
where no measurable signal or autocorrelation curve can be obtained for
the evaluation. This means that in this case the hyaluronan is wholly a
part of the precipitate. For studied surfactants, the range of the precip-
itation region was found to vary, with a 333 pM concentration of CTAB
showing no measurable signal; for Septonex®, however, a sufficient
signal was obtained to plot an autocorrelation curve and analyze it. As
the surfactant concentration increases, the diffusion coefficients in-
crease again, where the change is more significant with CTAB compared
to Septonex®. The final concentration of 10 mM leads to aggregates with
a similar mean size (mean diffusion coefficient) as that obtained using
the Anomalous Diffusion model.

Other useful parameters to describe the behavior of the chain may be
the average number of molecules in the observed volume and the mo-
lecular brightness expressed as the number of photons collected per
second relative to the average number of particles (cpm, counts per
molecule). For a better comparison with the initial values, both pa-
rameters are given for the hyaluronan solution without the presence of
surfactant. A first look at the two dependencies shown in Fig. 6 for both
surfactants shows that the number of particles before the phase region
for CTAB remains approximately the same, and decreases for both
Septonex® and CTAB up to a concentration of 33 pM. There is a big
difference at this concentration, where CTAB shows an order of
magnitude decrease, but Septonex® remains within the measurement
error at approximately the same value. This trend is similar for the
change in diffusion coefficient (Fig. 5). Within the measurement error,
we can say that the molecular brightness is identical in the region up to
33 pM. Above the phase-separation region, the average fluorescence

intensity remained roughly constant during the measurements. It can be
suggested that the observed two-order increase in cpm value is related to
the two-order decrease in the average number of particles. In this case,
the determination of molecular brightness values is burdened with a
large error and it is worth looking at the global change in the trend
rather than the magnitude of a particular value. The changes in the
average number of molecules and molecular brightness should be
compared by analysing the lifetime (z;) of the excited state of the fluo-
rophore. Table S1 in Supplementary Information lists the lifetimes that
correspond to the biexponential nature of the fluorescence decay and are
supplemented with the relative amplitudes (a;). This trend was observed
for all samples and the biexponential model were the best fitting model.
The mean value of the fluorescence lifetime showed a decreasing char-
acter, even if the value of the molecular brightness increased by an order
of magnitude. In the case of the 274 kDa polymer, this shows that the
formation of stable aggregates of surfactant and polymer chains occurs
beyond the phase separation region. This trend did not change until the
final surfactant concentration.

As mentioned earlier, average values can serve as a basic guide to the
evolution of the diffusion behavior of the system under study. However,
the values of the average number of particles in the observed volume
and molecular brightness, obtained from this analysis, can bring useful
information, that MEM analysis cannot provide. MEM analysis was
applied to the experimental data to provide the distributions of the in-
dividual diffusion processes. Hyaluronan with a molecular weight of
274 kDa showed a unimodal distribution of diffusion times/coefficients,
as shown in Fig. 4. The addition of surfactants, especially at low con-
centrations, was likely to lead to multimodal distributions of diffusion
coefficients. The results for each addition are summarized in Fig. 7.

Comparing the median of the dominant distribution in the first re-
gion (Fig. 7, CTAB A and Septonex® A), we obtain a similar dependence,
where the value shifts to lower diffusion coefficients with increasing
concentration for CTAB and remains at a similar value for Septonex®.
The dependencies here, with some exceptions, show a bimodal char-
acter, with the median minority peak being found at higher diffusion
coefficients. For CTAB, no trend is shown, whereas for Septonex® the
distribution decreases with higher surfactant addition and the peaks
shift towards higher values of diffusion coefficients. Due to the
complexity of the system, higher diffusion coefficients can be considered
either as indicating a population of tightly packed polymer-surfactant
complexes or as another, most likely segmental, movement of the
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Fig. 3. Data, fit, and residual analysis of FCS data of 710 kDa hyaluronan. A) two-component standard diffusion model; B) anomalous diffusion model; C) Log-normal

model; D) Maximum Entropy Method.
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Fig. 4. Distribution of diffusion times of 274 kDa hyaluronan obtained from
Log-normal (black) and MEM models (red). The distribution curves are
normalized and in the inset box contains the calculated corresponding diffusion
coefficients from median of the distribution.

chain through the observed volume. The median distribution, the log-
arithm of standard deviation, and corresponding values of the poly-
dispersity index (PDI) are shown in Table S2 in the Supplementary
Information.

Beyond the phase separation region (for CTAB, 667 pM; for Septo-
nex®, 333 uM), MEM analysis shows a very narrow distribution of
diffusion coefficients, which are shifted to the lowest values determined
within the measurement. The complexes in this part acquire the largest
size, which is supported by comparison with the previous analysis of the
relative number of particles and the relative molecular brightness. The
smallest average number of particles and the highest values of molecular
brightness can be found in this region. It should be mentioned that in
this region, near the concentrations where the phase separation occurs,
the decrease in the average number of particles can be attributed to the
fact that only the non-precipitated fraction is observed, although the
presence of a precipitate could not be directly observed in prepared
samples. At the same time, the samples show comparable fluorescence
intensity, which confirms no or only minimal precipitation of the
complex.
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Fig. 5. Dependence of the diffusion coefficient ratio of the 274 kDa hyaluronan in the presence and the absence of CTAB and Septonex® as a function of its
concentration. The text boxes at each point indicate the values of the anomaly coefficient. The vertical lines characterize, based on previously published data [12],
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Fig. 6. Dependence of the relative number of molecules N/Nj and the relative molecular brightness cpm/cpmg on the surfactant concentration for 274 kDa hya-

luronan. Green line indicates the region of the theoretical charge equilibration.

3.3. Hyaluronan of molecular weight 710 kDa in aqueous solution of
CTAB and Septonex®

In discussing the interaction of surfactants and hyaluronan with
higher molecular weight, we should first recall that the anomalous
diffusion model showed a median diffusion coefficient of 6.79 pm?/s and
that the MEM analysis showed a median dominant peak at 5.03 pm?/s.
As shown in Fig. 8 and the corresponding Table S3 (Supplementary In-
formation), a low addition of surfactant leads to an increase in the
determined diffusion coefficient of the surfactant-polymer complex for
both types of used surfactants. In the case of CTAB, the increase in the
observed parameter is more pronounced and up to a concentration of 33
pM the diffusion coefficient is higher or comparable. The positions of the
medians of the distribution curves from the MEM analysis correspond to
this trend. Overall, the distribution curves of diffusion coefficients in the
given concentration range can be considered broad and reflect the
higher molecular weight of the observed chain.

The limit concentration (33 pM) before the precipitation area shows
a multimodal character with narrower distributions. The samples con-
taining 67, 100, and 333 pM surfactant showed precipitation for both
monitored substances and thus cannot be evaluated. Higher concen-
trations showed an increasing mean diffusion coefficient along with a
shift in the median of the MEM distribution. At higher surfactant con-
centrations, both CTAB and Septonex® showed an increase of up to 110
% and 80 % of the initial value in water, respectively, which is practi-
cally double when compared to lower molecular weight hyaluronan.
Comparison with MEM analysis shows that the two highest concentra-
tions (6.7 and 10 mM) exhibit a broad and bimodal distribution, which is
likely responsible for the significant shift in the mean value of the
diffusion coefficient for the Anomalous Diffusion model.

There is a significant increase in the diffusion coefficient at con-
centrations above 667 pM. An increase in the diffusion coefficient,
which may mean a decrease in the size of the diffusing aggregate, cor-
responds to a gradual increase in the number of particles and a decrease
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Fig. 7. Normalized dependence of MEM distribution on diffusion coefficient of 274 kDa fluorescently labeled hyaluronan for individual surfactant concentrations.
For clarity, the individual surfactants are separated by the region with the addition of one valid analysis from the following and preceding region, respectively. The
beginning of precipitation around the value of 33 pM is plotted by the purple dashed line. The dependencies are supplemented with the median obtained from MEM

analysis of the aqueous hyaluronan solution (aq).

in the relative cpm value (Fig. 9). If we include these three pieces of
information, we can say that as the concentration of the surfactant in-
creases, the aggregated chains are disrupted, and the aggregates exhibit
a similar diffusion behavior as individual chains. Here again, the situ-
ation is significantly different with hyaluronan of lower molecular
weight, which remains probably only in an aggregated form up to 10
mM (Fig. 10).

3.4. Effect of ionic strength on the diffusion behavior of hyaluronan

Due to the ionic nature of the used surfactants, one can assume that
the presence of surfactant can change the ionic strength of the system
and influence the diffusion behavior of negatively charged hyaluronan.
We decided to demonstrate the effect of changing the ionic strength on
the diffusion behavior of hyaluronan by adding NaCl to its aqueous
solution. MEM analysis and the resulting median of the distribution of
diffusion coefficients were chosen. For clarity, the change in diffusion
coefficient is shown relative to the value without salt addition. As shown
in Fig. 11 below, with the increasing addition of low molecular weight
electrolyte, the diffusion coefficient increases for both molecular
weights. The Anomalous Diffusion Model as well as the Log-normal
model show similar results. For lower molecular weight hyaluronan,
the overall change within the selected salt concentrations is lower than

for higher molecular weight hyaluronan.

If we compare the trend with Figs. 5 and 8, we see that a change only
in the ionic strength of the solution cannot be responsible for the
observed changes in the diffusion behavior of the polymer with added
surfactant. The diffusion coefficient of a polymer of lower molecular
weight with low additions decreases, and its increase only occurs
beyond the CMC of the given surfactant. In the case of higher molecular
weight hyaluronan, the increase in the diffusion coefficient occurs in the
area of low surfactant additions. However, this increase is too high to
correspond to any increase caused by ionic strength.

Considering the measured data and the behavior of the surfactant
with values below the CAC or CMC, it is possible to consider the influ-
ence of the change in ionic strength as minor but not negligible because
of the ionic nature of the used surfactant.

4. Conclusion

In this work, we presented a different perspective from previously
published works regarding the interaction of hyaluronan and the posi-
tively charged surfactants Cetyltrimethylammonium bromide and Sep-
tonex®. Our study focused on the behavior of the polymer chain,
contrary to earlier works, which looked at the system primarily from the
perspective of the micellar environment. In this work, the main method
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Fig. 9. Dependence of the relative number of molecules N/Nj and the relative molecular brightness cpm/cpmg on the surfactant concentration for 710 kDa hya-

luronan. The green line indicates the region of theoretical charge equilibration.

applied was Fluorescence Correlation Spectroscopy, which was used to
study FITC-labeled hyaluronan with two molecular weights, 274 and
710 kDa. At the same time, we compared different evaluation methods,
supplementing the relatively widely-used Anomalous Diffusion model
with the Maximum Entropy Method. As a result, we determined the
distribution of diffusion coefficients, instead of parameters of proba-
bility. The analysis was supplemented by the determination of the mo-
lecular brightness and the lifetimes of the excited state of the
fluorophore.

We confirmed some results published earlier, such as precipitation in
the region between 33 and 333 pM of added surfactant. Another
confirmed fact was that Septonex® interacts with more moderate
changes than CTAB due to its bulkier hydrophilic head. This was re-
flected both in the parameters of the Anomalous Diffusion model as well
as in the distribution dependencies obtained by the Maximum Entropy
Method.

The main finding achieved in this work was the different behavior of
the biopolymer according to its molecular weight. The lower molecular
weight showed only a slight decrease in the diffusion coefficient at the

lowest concentrations, then a more significant decrease in the area
around the CAC up to the area of precipitation. The area of precipitation
is followed by an area that slightly overlaps with the area of critical
micellar concentration and there is an increase in the mean diffusion
coefficient. For CTAB, the increase is continuous. In the case of Septo-
nex®, the area with the highest additions of surfactant can be described
as constant within the error bars. However, the diffusion coefficients
remain at about 40 % of the value for a polymer of a given molecular
weight, and it can thus be said that there are still polymer-surfactant
intermolecular aggregates in the given area. The correctness of this
statement is also proven by the fact that the average number of mole-
cules and the molecular brightness values remain almost unchanged.
At the lowest additions of the surfactant, hyaluronan with a higher
molecular weight exhibits an increase in the diffusion coefficient ac-
cording to both the Anomalous Diffusion model and the MEM distri-
bution dependencies, which should mean the presence of chain
contraction. Again, there is a decline in the area of precipitation. Beyond
this area, the diffusion coefficient increases to the values for the chain
itself, the most likely explanation of which is the dissolution of polymer-
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surfactant aggregates. This statement is also supported by the increase in
the mean numbers of molecules up to the original values (especially for
CTAB) and the associated decrease in molecular brightness values.

Cationic surfactants in micelle form have the ability to carry inside
their core some hydrophobic substances, but, unfortunately, they aren’t
biocompatible. Hyaluronan is one of the most biocompatible substances
with a highly hydrophilic nature. Because of this hydrophilic feature, it
cannot be used as a carrier of hydrophobic substances, e.g., in drug
delivery systems. One important property of hyaluronan is its ability to
suppress the negative effect of cationic surfactants on human cells. From
this point of view, aggregates composed of hyaluronan and cationic
surfactant are highly symbiotic, because biocompatibility with the
ability to carry a hydrophilic substance is achieved. The study of these
interactions has already been published in previous articles [9-13],
which discuss changes in surfactant aggregation behavior in dependence
on the presence of hyaluronan. In contrast, this work focused mainly on
changes in the diffusion properties of the polymer chain in dependence
on the addition of surfactant.
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