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ABSTRAKT

Tato prace je zameéfena na pozorovani stability a interakce koloidnich systému tvofenych
micelami povrchoveé aktivniho CTAB v roztoku kyseliny hyaluronové a vody pomoci metody
fluorescencni korelacni spektroskopie. Jako Fluorescen¢ni sonda byla pouzita Nilska Cerven.
Meéieni bylo provedeno pro rizné koncentrace kyseliny hyaluronové. Byly pouzity tfi razné
velikosti kyseliny hyaluronové. Cilem prace bylo zjistit chovani ¢astic CTAB pii tvorbé micel
v zavislosti riznych velikostech a koncentracich hyaluronanu. Pro porovnani meéteni
hyaluronanu byl pouzit polymer Poly(sodium-4-styrensulfonat).

ABSTRACT

This work is focused on studying of stability and interaction in colloidal systems created
by micelles of surfactant CTAB in solution of hyaluronic acid and water. As method chose for
this work was selected fluorescence correlation spectroscopy. As dye was used Nile red.
Measurements were divided firstly by size of polymeric chain and secondly by concentration
of hyaluronic acid. Purpose of this work was to find out how will CTAB particles react with
different sizes and concentration of hyaluronic acid. For comparison to hyaluronic acid was
used Poly(sodium-4-styrenesulfonate).

KLICOVA SLOVA

Fluorescen¢ni korelacni spektroskopie, koloidni systémy, tenzidy, CTAB, kyselina
hyaluronova, Nilska Cerveni

KEYWORDS

Fluorescence correlation spectroscopy, colloid systems, surfactant, CTAB, hyaluronic acid,
Nile red
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I Uvop

Tato metoda byla predstavena Medgem, Elsonem a Webbem na pocatku sedmdesatych let
minulého stoleti. Metoda vSak nebyla naplno vyuzivana az do zacatku devadesatych let, a to
zejména z divodu technologie potiebné pro ziskani dostatecné piesnych vysledku.

Fluorescen¢ni korelacni spektroskopie je aplikace konfokalni skenovaci mikroskopie,
kterd nam pfinasi informace o velikosti, pohyblivosti a koncentraci fluorescencni latky ve
vzorku. Pouziva obdobného usporadani jako konfokalni fluorescen¢ni mikroskopie s tim
rozdilem, ze se zaostfenym paprskem nepohybujeme, ale snimame Casové proménny signal
pouze zjednoho bodu. Princip této metody spociva ve sledovani vyvoje intenzity
fluorescencniho signalu pochazejiciho z jednotkového mnozstvi molekul v Case.

V posledni dobé se zacal zvedat zajem o vlhké chemické postupy pro pfipravu sférickych
nebo anizomerickych kovovych nanocastic. Nejuspésnéjsi metodou pro kontrolu velikosti a
tvaru se prokazalo vyuziti CTAB jako tvar-urCujici prostiedek. Toto micelarni prostredi
zlepsuje stabilitu nanoc¢astic v naroénych podminkach jako je centrifugace, prostredi o velké
iontové sile atd. Stabilita je vSak ovlivnéna micelarni koncentraci CTAB [1]. Tato oblast
stability je pomé&mé uzka a vyskytuje se t&sné nad kritickou micelarni koncentraci. Casto se
pouziva jako slozka v systémech transportu 1é¢iv do mista urceni [2].



2  TEORETICKA CAST

2.1 Koloidni systémy

Koloidni systémy jsou soustavy Castic o velikosti on Inm do 1000 nm muzeme je proto
nazvat nanocasticemi. Vzhledem k jejich velikosti jsou obtizné méfit standardnimi zptsoby.
Koloidni systémy se daji rozlozit do dvou fazi. Prvni faze jsou samotné castic. Tuto fazi
nazyvame disperzni. Druhd faze je roztok, ve kterém se Castice nachédzeji a nazyva se
kontinuélni faze. Koloidni ¢astice vzhledem k jejich velikostech byvaji nejvice ovliviiovany
jejich povrchem, jelikoz v oblastech nanometra prevazuje vlastni povrch castic nad jejich
objemem. Jejich vlastnosti jsou urCovany pomoci fyzikalné-chemickych a transportnich
(difuznich) vlastnosti. Dvé nejvétsi kategorie, do kterych mizeme tyto Castice zaradit, jsou
charakterizovany podle rozpustnosti v prostiedi, ve kterém se nachazi [3]. Tyto kategorie jsou
oznacovany hydrofilni a hydrofobni koloidy. Existuji dva hlavni postupy piipravy koloidnich
systému. Jednim znich je disperze velkych ¢astic na mens$i Castice, druhym naopak
kondenzace menSich Castic na Castice vétsi. Dal§im velice podstatnym faktorem je stabilita
téchto Castic. Ta se vyjadiuje pomoci zeta-potencialu. Tento potencidl je méfen mezi hranou
pohyblivé vrstvy okolo ¢astic putujicich v elektrickém poli a zbytkem roztoku. Tyto vrstvy
muzeme vidét na Obrazek 1. Tento potencial musi byt vétsi nebo mensi nez +30 mV jinak
dochazi k agregaci jednotlivych ¢astic.

Koloidni ¢astice jsou dnes velice vyznamné piedevsim na poli chemie zejména pak pro
medicinské vyuziti, kde je velky potencial vzhledem k wvyuziti jako indikatory, 1éCiva,
transportni systémy a dalsi.

elektricka dvojvrstva

Sternovavrstva ~ Difaznivrstva
Rovina skluzu
Obrazek 1: Schema koloidni castice

2.2 Tenzidy

Tenzidy je termin Siroce pouzivany pro latky povrchové aktivni. Termin povrchové aktivni
znamena, ze tenzidy redukuji volnou energii povrchll a rozhrani mezi jednotlivymi prostiedi.
Tenzidy jsou amfifilni molekuly, coz znamena Ze maji jak hydrofilni, tak hydrofobni
charakter, kde hydrofilni Cast tvofi takzvana hlavicka, ktera je polarni a muze byt nabita
iontovym nabojem, nebo neutralni. Tato ¢ast tenzidu do zna¢né miry urcuje povahu daného
tenzidu. Hydrofilni ¢ast je tvofena uhlikovym fetézcem o rozsahu 8-18 atomu uhliku. Vétveni



a pozice polarni hlavicky jsou parametry pro fyzikaln€ chemické vlastnosti této Casti
tenzidu [4].
2.2.1 Micely

Micely muzeme definovat jako castice koloidnich rozméri, které existuji v rovnovaze
s molekulami nebo ionty v roztoku kterymi je formovan [5]. Pfi urcité koncentraci tenzidu
v roztoku se zacinaji vytvaret micely. Tato hranice se nazyva kriticka micelarni koncentrace
(CMC). Pramérna velikost a tvar micely zavisi na typu, velikosti a stereochemii tenzidu.
Velikost micel mizeme popsat pomoci primérné molekularni hmotnosti, hydrodynamického
poloméru a agregacnim ¢islem. Tvar micel je ¢asto zjednodusen na tvar dokonalé koule. Toto
usporadani je geometricky nemozné. Micely maji spiSe nepravidelny tvar, ktery je do zna¢né
miry ovlivnén agreganim cislem [6].
222 CTAB

Cetyltrimethylamonium bromid patii do skupiny povrchové aktivnich latek diky polarni
hlavicce tvorené kvarterni amonnou soli. Jedna se tedy o kationt-aktivni tenzid. Tento tenzid
byl vybran pro jeho uplatnéni v moderni mediciné jako prenaSeC 1écivych latek nepolarniho
charakteru polarnim prostfedim [7].

2.3 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova byla objevena v roce 1934 Karlem Meyerem [8]. Byla izolovéana ze
sklivce oka jako polysacharid slozeny z kyseliny D-glukoronové a D-N-acetylglukosaminu
[9]. Hyaluronan je biopolymer, ktery je se piirozené vyskytuje u zivocichu, bakterii, virt a
hub. Patfi do skupiny glykosaminogylkant spolecné s dalSimi latkami jako je chondroitin
sulfat, keratansulfat, heparansulfat a dermatansulfat. Glykosaminoglykany jsou slozeny z
opakujicich se disacharidovych jednotek, které obsahuji uronovou kyselinu spolecné s
aminocukry typu hexosamint. Jako soucast tzv. Zakladni substance jsou sdruzeny se
strukturnimi elementy jako jsou kost, elastin a kolagen. Kyselina hyaluronova je soucasti
extracelularni matrix mnoha tkani, vyskytuje se predevsim v kazi, ocnim sklivci, vlasech,
kloubech a dasnich [10].

2.3.1 Struktura

Kyselina hyaluronova je tvofena disacharidovymi jednotkami slozenymi z N-acetyl-D-
glukosaminu a D-glukoronové kyseliny, které jsou rovnéz vazany stridavé B-1,3 a B-1,4
glykosidickymi vazbami [10]. Hyaluronan se vyskytuje ve velikostech od 100 kDa az po 8
000 kDa [11]. Linearni fetézce jsou syntetizovany stifidavym piipojovanim aktivované
kyseliny UDP-glukoronové a UDP-N-acetylglukosaminu za pomoci specifického enzymu
hyalurosynthasy [10]. V neutralnim pH a fyziologické iontové sile se hyaluronan chova
nahodna ztuhla spirala. Tento je v zapfiinén tvorbou vodikovych mustki mezi
hydroxidovymi skupinami na obou zékladnich jednotkach polysacharidu a vodikd z vodného
prostfedi a vzijemnym elektrostatickym odpuzovanim mezi karboxylovymi skupinami.
Jednotlivé fetézce polysacharidu spolu mohou interagovat pomoci hydrofobnich mist, ktera se
v polymeru vyskytuji na vazbach uhlik-vodik v opacné konformaci k hydrofilnim
hydroxidovym skupindm. Diky existenci téchto mist je mozné na hyaluronan navazat jak
polarni, tak nepolarni molekuly a také umoziiuje interakci mezi jednotlivymi vlakny, které je
znacné ovlivnéno koncentraci hyaluronanu [9].

2.3.2 Moznost vyuziti

Fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti polymer hyaluronanu davaji predpoklad
Sirokého vyuziti jako v mediciné tak i v primyslu. Piedev§im diky svym hydratacnim a
viskoelastickym vlastnostem je vyuzivana v kosmetickém primyslu, ale Siroké vyuziti ma i
ve specialnich oblastech mediciny jako je dermatologie, oftalomologie, revmatologie,
plasticka chirurgie, pfi hojeni ran apod. [10].



2.4 Fluorescence

Fluorescence je jeden z procesu spadajici do vétsi skupiny nazyvané fotoluminiscence, do
které dale spada napiiklad fosforescence nebo opozdénad fluorescence. Tyto dé&e jsou
charakteristické schopnosti latek emitovat svétlo o ur€ité vinové délce charakteristické pro
danou latku. Fluorescence tak jak ji zndme dnes byla formulovana Alexandrem Jablonskim,
kterému se prezdiva otec fluorescencni spektroskopie z davodu jeho vysledkt v oblastech
jako popisu koncentracni depolarizace a definovani terminu anizotropie pro popis
polarizovaného emisniho zafeni produkované slou¢eninami [13]. Jablonski je nejvice znamy
pro svuj diagram popisujici excitaci a naslednou depolarizaci.

S: X Vibraéni relaxace

Vnitini konverze

|
|
I
I
Y Yezisystémov;’r piechod
T1

Absorpce Fluorescence

Si

Fosforescence

So 1

Obrazek 2: Jablonskiho diagram

Singletovy zakladni, prvni a druhy elektronovy stav jsou zndzornény pod oznacenim Sy, S| a
S,. Vkazdém jednom z téchto stavii se muze elektron vyskytovat na ruznych vibracnich
vrstvach 0, 1 nebo 2. Pfechody mezi jednotlivymi elektronovymi stavy jsou vyjadieny
vertikalnimi Garami. Cas absorpce se pohybuje v hodnotach 107'° s. Rychlost tohoto d&je
zpusobuje energetickou nerovnovahu. Jadro atomu, z jehoz obalu excitovany elektron pochazi
nedokaze kvili své hmotnosti vC€as zaujmout pozadovany tvar odpovidajici piislusné
rovnovaze. Ke stabilizaci dochazi pomoci vibracni relaxace, pii které dochazi k uvolnéni
tepelné energie. K témto konverzim dochazi v &asovém okné kolem 107'%s. Pied prechodem
elektroni z excitovaného stavu S; do zakladniho stavu Sy se tyto elektrony nachazeji
v zékladni vibra¢ni vrstvé elektronového stavu S. K fluorescenci dochazi v fadech 10 s. PHi
navratu na zakladni energetickou hladinu se elektrony c¢asto vraci do vysSich vibracnich
vrstev. Dale muze dojit k mezi systémovému piechodu mezi singletovym stavem S; a
tripletovym stavem T;, pfi kterém dochazi ke zmeéné spinu elektronu, ktery zpusobuje
problém pii zpétném prechodu do zékladniho energetického stavu, viz Obrazek 3. Tento
problém spociva v dodrzeni Paulieho principu pfi zpétném obsazeni puvodniho orbitalu, ze
kterého byl elektron excitovan. Proto je tento prechod povazovan za zakazany a trva
nékolikanasobné déle nez fluorescence a mize trvat az nékolik hodin nebo dni.



S1

1

7y
|
|
\ 4

[ I

Fluorescence Fosforescence

So

Obrazek 3: Elektronové orbitaly

Fluorescence podléha néekolika pravidlim. Jednim z té€chto pravidel je Stokesovo pravidlo
neboli Stokesuv posun. Toto pravidlo pojednava o tom, ze emitované fluorescenc¢ni svétlo ma
delsi vinovou délku nez svétlo absorbované. Tento rozdil je zplisobeny vnitfnimi konverzemi
elektrond, které se pomoci relaxacnich vibraci presouvaji na zakladni hladinu excitovaného
stavu a z této hladiny se elektron pfesouva do zakladniho energetického stavu.

2.5 Fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS)

Metoda poprvé predstavena Medgem, Elsonem a Webbem v roce 1972 pro aplikaci méteni
difuznich a chemickych dynamik interakce DNA-léciva latka. Nova metoda byla rychle
adaptovana naptiklad pro vyzkum bunééného prostiedi. Nicméné prvni vysledky této metody
byly zatizeny velkou chybou pochazejici z pomeéru signal-Sum. Na viné€ byla nizka efektivita
detektort, nedostatecné potlaceni Sumu z pozadi a narok na zpracovani velkého mnozstvi dat.
Znacngjsiho vyuziti se dostavilo v devadesatych letech, kdy byla tato technika pfepracovana
Thompsonem [15].

2.5.1 Zakladni principy FCS

Metoda je zalozena na pozorovani jedné, nebo vice molekul. Na rozdil od jinych metod
nevyzaduje pro své méfeni imobilizaci molekul u povrchu a mize byt aplikovana na
molekuly v roztoku. Jedna ze znac¢nych vyhod této metody spociva v rozliSeni, pfi kterém
jsme schopni méfit fluorescenci na urovni jednotlivych molekul. Fokalni objem se pohybuje
v jednotkach femtolitrd (10 1). Excitace se vét§inou provadi pomoci laserového paprsku. K
odrazu signalu z mist za méfici oblasti byva pouzita konfokalni jama. Pouzitim téchto
optickych prostiedkti nabyva zkoumany objem elipsoidniho tvaru. K predstavé objemu
muzeme pouzit valec o poloméru podstavy 0,4 mikrometrd a vysce 2 mikrometry.
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Laserovy paprsek R

Vzorek _—~ 7 Fokalni objem—
cue Zafiva molekula >
Nezativa molekula ——e
Podlozni sklicko
L4
Objektiv

Obrazek 4: zjednoduSeny model fokalniho objemu

Pozorované molekuly se mohou tedy konstantné dopliiovat diky difuzi v oblasti pozorovani, a
tak dosahuje tato metoda moznosti del§iho pozorovani a nevyzaduje vybér urcitych molekul
pro pozorovani. FCS je méfeni intenzity fluktuace v ¢ase. Kdyz fluorofor difunduje do oblasti
méfeni zaostfenym svételnym paprskem, tak emituje vybuch fotoni skrz vicenasobné
excitatné emisni cykly jednoho fluoroforu. Pokud fluorofor opusti prostor méfeni rychle,
vzniklé fotony maji kratkou zivotnost. Pokud se fluorofor pohybuje pomaleji, zivotnost
fotonu se zvétsi. [14] Pohyb jednotlivych molekul z fokaniho objemu je vyjadien jako difuzni
koeficient D. Casové fluktuace intenzity jsou zaznamenavany a analyzovany pomoci
autokorelacni funkce G(;). Autokorelacni funkce je vytvorena pomoci zaznamu fotonu
vyzatenych fluorofory, které se pomoci Brownova pohybu dostavaji do mist se zaostrenym
laserovym paprskem [14].
2.5.2 Autokorelacni funkce

Informace o pohybu jednotlivych molekul lze ziskat statickou analyzou fluktuaci
fluorescen¢niho signalu F. Teto d€) muzeme zapsat jako autokorelacni funkci G(z):

(6F(t)- oF (t + 7))

(P ()

G(T) =
(M

()

kde F(r) vyjadiuje intenzitu fluorescence v Case ¢, vyjadiuji primérnou hodnotu v Case
a 0 okamzitou odchylku.

Fluktuace ve fluorescencnim signéalu je vycislena autokorelaci zaznamenané intenzity
signalu v Case. V principu autokorelace je méfeni zalozené na opakovani. M¢fi se ve stale
stejnych Casovych usecich. poskytuje hodnoty méfeni pro Casové shodna luminiscencni
maxima [17]. Na rozdil od ostatnich méteni zalozenych na principu jedné molekuly FCS neni
zavisla na intenzité jednotlivych vyzafenych kvant, ale spiSe na odchylkach od primérného
kvanta vyzafeného molekulou. Autokorelace by se tedy dala povazovat za méfeni podobnosti
jednotlivych zablesku [16].

Vzhledem k tomu, Ze relativni fluktuace klesaji se zvySujicim se poCtem meétrenych Castic,
je dulezité minimalizovat pocet molekul ve fokalnim objemu. Nicméné fluorescencni signal
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musi byt stale vyssi nez interference z pozadi méteni. Pokud by ve fokalnim objemu bylo
pfili§ malo molekul, mohlo by se stat, ze pii uritych méfenich se ve fokalnim objemu nebude
vyskytovat zadna Castice, kterd by poskytovala fluorescencni signal. Pocet Castic by tedy mél
byt mezi 0,1-1 000. Fokalni objem se pohybuje okolo femtolitru, coz koresponduje s
koncentracemi pohybujicimi se mezi sub-nanomolarnimi a mikromolarnimi roztoky. Pocet
molekul obsazenych uvniti fokalniho objemu v libovolném case je zastoupen Poissonovou
distribuci:

R R 5

Fluorescencni zafeni emitovano molekulami ve fokalnim objemu je zaznamenavana foton
po fotonu. Za predpokladu konstantni excitacni sily jsou fluktuace fluorescenéniho signalu
definovany jako odchylky od casové odpovidajiciho praiméru signalu [15].

Autokorela¢ni funkce ukazuje, jak souvisi intenzita fluorescence s intenzitou fluorescence
po ur¢ité Casové prodlevé 1. Z fluktuujiciho fluorescencniho signalu yrgime G(z) pro uréité

intervaly 1. Pro 7=0dava funkce podle autokoreladni rovnice druhou mocninu primérné
relativni odchylky. Autokorelacni funkce ma své maximu pro malé 1, pro delsi ¢asy t funkce
klesa k nule. Do detekéniho objemu pfichazeji difuznim pohybem jednotlivé molekuly
oznacené fluorescencnim barvivem a zase znéj odchéazeji. Ve zjednoduSeném piikladu
muzeme predpokladat, ze v oblasti konfokalniho objemu se nachazi jedna nebo Zzadna
molekula. V okamziku, kdy se molekula v detek¢nim objemu nachézi, je odchylka od
prumérné hodnoty fluorescence &F kladna, pokud se molekula v detekénim objemu
nenachazi, hodnota odchylky je zaporna. Pokud je Casovy interval t natolik maly, ze je
pravdépodobné, ze pokud na jeho zacatku byla v detekénim objemu fluorescenéni molekula,
tak na jeho konci tam tatdz molekula stale je. Pripadné, pokud se molekula na zacatku
intervalu ve fokalnim objemu nenachazela, tak tam na konci stale neni. Pfi soucinu intenzity
signalu na zacatku a na konci je vysledna odchylka vétSinou kladna a jeho vystfedovanim
pfes celé méfeni dostaneme kladné cislo. Pokud zvolime dlouhy casovy interval 1,
v detekcnim objemu se béhem néj vystiida n€kolik raznych molekul. Intenzita na zacatku a na
konci tohoto intervalu spolu nesouvisi a pfi vynasobeni pocateCni a koneCné hodnoty
odchylky intenzity je tedy ndhodna. Pfi vystied'ovani pies celé méteni dostaneme nulu.

Casovy interval p, pro ktery ma autokorelaéni funkce poloviéni hodnotu, nez ma ve svém
maximu, pak mizeme povazovat za primérnou dobu, po kterou se jedna molekula zdrzuje
v detekénim objemu.

Pro vyjadieni okamzité odchylky od primémé fluorescence muzeme vyjadiit pomoci
rovnice:

SF (1) = F ()~ (F() = [WE)p(rC(r.0))r, (3)

kde integrujeme pres detekéni objem. C je lokalni koncentrace ¢astic, | parametr nezavisly
na prostorovych soufadnicich, ktery urcuje pocet fotona detekovany z jedné Castice za jednu
sekundu (zavisi na celkové intenzité excitacniho svétla, i€innosti detekce, ucinném prifezu
absorpce svétla a kvantovém vytézku fluorescence). W(r) udava prostorové rozlozeni
emitovaného svétla. Casto se aproximuje tiidimensionalni Gaussovou funkei:

2
72bx2+y2 z

W(r)=e Woe W, 4)
kde zp udava charakteristicky rozmér detek¢niho objemu ve sméru optické osy mikroskopu
a rp rozmér v ohniskové rovine€. Pokud budeme predpokladat, ze u Castic, které sledujeme, se
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parametr 1 neméni v ase a Castice se pohybuji volnou difuzi ve tfech dimensich, je mozné
odvodit teoreticky tvar autokorelaé{li funkce:

G(T) =

£1+ij 1+ iz.i (5)
o o Tp

kde Vseff je efektivni detekéni objem:

1
Veff ’ <C>

Vo = 70215 2, (6)

kde 1p je takzvany difuzni Cas, parametr udavajici, jak dlouho je ¢astice v detekénim

objemu. Difuzni Cas Gzce souvisi s difuznim koeficientem D fluoreskujici molekuly vztahem:
2
7, =0,
4D (7)

Pokud tedy naméfime fluktuujici fluorescencni signal, spocitdme autokorelacni funkci
podle vztahu (1) a prolozime ji teoretickou zavislosti (5), muzeme ziskat dulezité informace o
sledovaném systému: difuzni Cas 1p, ktery charakterizuje rychlost pohybu molekul ve vzorku,
prumérny pocet ¢astic (,,particle number“-PN) v detek¢nim objemu:

1

PN:@:Veﬁ‘<C>:<N> ®)
a pokud zname rozméry detekéniho objemu, mazeme uréit difuzni koeficient a koncentraci
dané latky [17].
2.5.3 Tripletni stav

Az doposud bylo povazovano, ze vlastnosti jednobarevné fluorescence se neméni béhem
pruchodu zaostienym laserem &n = 0. Bohuzel tato odhad neodpovida realité realnych barviv
a vySSich excitacnich sil. NejcCastéj§i pficinou pro takzvaného blikani ve fluorescencni
intenzité je presun barviva do prvniho excitovaného tripletového stavu. Tento pfesun je
zakazan kvantovou mechanikou. Chromofor potfebuje podstatné delsi dobu pro vraceni se na
puvodni energetickou hladinu. Béhem téchto intervali barvivo nemize emitovat zadné
fluorescen¢ni fotony a jevi se jako tmavy. Muzeme si tedy predstavit vnitini systém
prechazejici ze série tmavych intervali do intervalt ve kterych vyzatuje fluorescen¢ni zafeni.
Misto prepoctu spravné autokorelacni funkce pro tyto mirn€¢ zménéné podminky, muze byt
pouzita mnohem jednodussi a vice obecna uprava. Pokud intra nebo intermolekularni oblast
zapiicini zvySeni fluorescencni fluktuaci na Casové ose mnohem rychleji nez ty zpusobené
pouhym pohybem ¢astic, je mozna separace téchto dynamik:

Gtotal(z-) = Gmotion(z-)' innetics(z-) (9)

Samoziejmé tato myslenka odpovidd pouze situacim, ve kterych je difuzni koeficient
neovlivnén reakci. Blikani tripletu zminéného vySe mize byt popsano jednoduchym
exponencialnim rozkladem Xiiplet(t), ktery poukazuje na piidand ramena v métenych kiivkach
v kratkém Casovém rozmezi [14]:

1-T+T-e"™™
(r)=
1-T

kde Tuipler je relaxalni Cas tripletniho stavu a 7T je podil ¢astic, které se nachazeji v tripletnim
stavu. Naméfené autokorelacni funkci pak mizeme prolozit kiivku.

Xtriplet H ( 1 O)
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-7

6(0)= 1-T+T-e"n 1 1 1

-7 ‘Veff' C ‘ T ‘ 2 . (11)
T

T
b ) D

Analogicky jako prechod do tripletniho stavu mizeme do analyzy autokorelacni kfivky
zahrnout dalsi rychlé jevy, které zptusobuji prechody mezi stavem, kdy molekula fluoreskuje,
a mezi stavem, kdy nesviti, a zaroven neovliviiuji difuzni koeficient molekuly [17].

2.6 Limity konfokalni FCS

V tomto oddilu se zamé&fime na hlavni problémy pfi vyuziti FCS jsou zejména statisticka
presnost, foto-bleaching a pozice detekéniho objemu.

Konfokalni FCS je dnes dobfe ustanovenou technikou. K nepfesnostem métfeni dochazi
nejCastéji pii pomalé difuzi a koncentraci v detek¢nim objemu. Koncentrani rozmezi pro

FCS je ¢, ~1000 yiMa c,;, ~1 M [14].

2.6.1 Foto-bleaching

K tomuto jevu dochazi zejména pii nejcastéji pii pouziti vysokého mnozstvi fotoexcitacni
energie. pfi nastani této situace dochazi ke dvéma hlavnim jevim:
pokud se zna¢né mnozstvi detekovaného objemu podlehne foto-bleachingu v detekénim
objemu, dojde k redukci koncentraci zkoumaného fluoroforu a difuzniho Casu. K celkovému
poklesu muze také dojit, kdyz systém ma omezené mnozstvi fluoroforu nebo jej nestaci
dodavat v pozadovaném ¢asovém rozpéti. V tomto okamziku se za¢ne koncentrace diky foto-
bleachingu zmenSovat.
Pokud flourofor projde foro-bleachingem pfti difuznim prichodu detekénim objemem tak
dojde k pfeméné ze zativého do temného stavu a tim znehodnoti korela¢ni kiivku.
Pokud zacne dochazet k poklesu v soustave z piiciny foto-bleachingu a soustava neni schopna
fluorofory v¢as nebo viibec doplnit zacne tento jev ovliviiovat korelacni kiivku zejména jako
pokles fluorescencni intenzity [14].

2.6.2 Spatné zvolené pozadi

V mnoha experimentech je detekce svétla, kterd je emitovana soustavou nepochazi ze
samotného fluoroforu. Pro nizké koncentrace muze vznikat problém pii Spatné zvoleném
filtru, spatné zaostfenym paprskem svétla nebo jeho tfisténi mize byt hlavnim vinikem
pozadi, na kterém se pokus provadi. Dal§im zdrojem zafeni, které nepochazi ze zkoumanych
fluorofortt muze byt auto-fluorescence jinych molekul nez zkoumaného fluoroforu, specialné
pokud se jedna o organické systémy.

Pokud si Spatné vybereme pozadi muze dojit k samotnému foro-bleachingu tohoto
prostiedi. tento d€j nasava opét nejCastéji pii meéfeni organickych vzorkt. Pfi tomto jevu
dochazi k imobilizaci fluoroforu. Na vyhodnoceni se tato nepresnost projevi jako pozdrzeni
samotné fluorescencni kiivky [14]

2.6.3 Statisticka presnost
Existuji hlavni dva zdroje statistického Sumu v korelacnich kiivkach Prvni, fotonovy Sum,
je zpusoben nahodnou pfirozenou emisi fotond, kdy malé mnozstvi fotont se uvolni z

(F)

kaZzdého fluoroforu za jednotku Casu (nizkomolekularni svitivost 7., = N ), vede k Sumu s

nizkym zpozdénim. Proto se musi pohlidat maximalizace detekcni efektivita nastaveni.
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Nizkomolekularni svitivost 77, mize byt zvétSena zvySenim vykonu excitaniho paprsku,

které zaroven zpusobuje foto-bleaching. Tento Sum je hlavnim zdrojem Sumu pii méfeni FCS.
Druhy zdroj Sumu vznika pii nahodném pohybu flourofora skrz detekéni objem. ZvySenim
molekularni svitivosti v tomto pfipadé téméf nepomahd pii zajistovani presnosti meéteni
korelacni kfivky. Pro minimalizovani foto-bleachingu, laserovy vykon musi byt zvolen tak
nizky, aby hlavni zdroj Sumu pochézel z vyzarovani fotoni a minimalizovani ¢asticového
Sumu [14].

2.7 Fluorescencni sondy

Pouze malé mnozstvi latek vyskytujici se v pfirodé ma schopnost fluorescence. Pokud
zvazime naroky na moderni metody vyuzivajici fluorescencniho méfeni, tak se pocet
vyhovujicich fluorofori jesté snizi. Zakladnimi kritériem kladenym na fluorescencni barviva
je absorp¢ni spektrum. Toto spektrum by mélo byt tizké s vysokym extinkénim koeficientem,
aby umoziovalo selektivni a exkluzivni excitaci barviva. Absorpcni pasy barviv se vétSinou
pohybuji v rozmezi viditelného svétla, ktera umoznuje snadné pouziti zdroju jako naptiklad
lasery. Vysoky kvantovy vytézek je dalSim podstatnym kritériem pro fluorescen¢ni barviva a
je naprosto nezbytny pro piesnou a jemnou detekci znaCeného materialu v pfitomnosti Sumu
z pozadi a autofluoroscence vzorku. Predpokladem pro vysoky kvantovy vytézek je maly
pocet intersystémového kiizeni a konverzi. Pfesto v§ak nemizeme s Uplnosti vyloucit formaci
tripletovych stava. Nizka zivotnost téchto tripletovych stavii a rychla de-excitace do
zakladnich energetickych hladin je nezbytna. Posledni dilezitou vlastnosti je fotostabilita.
Tato vlastnost vyjadiuje schopnost molekuly se excitovat a de-excitovat v co mozna
nejveétsim poctu, nez podlehne fotochemické degradaci [12].

2.7.1 Nilska Cerveni

Nilské Cerveri, 9-diethylamino-5SH-benzo{a}phenoxazin-5-on, je intenzivni fluorescencni
barvivo, které vykazuje unikatni vlastnosti, které z n¢j délaji idealniho kandidata jako barvivo
pro histochemickou detekci lipida. Nilska Cerveni je castice bez elektrického naboje
heterocyklického charakteru a je tedy velice dobfe rozpustna v organickych latkach a tucich,
ale relativné malo rozpustné ve vodé. Nilska Cerven je tedy vhodna jako hydrofobicka sonda.
Fluorescenc¢ni maxima jsou zavislé na relativnim hydrofobnim charakteru rozpoustédla.
Znaceni pomoci Nilské Cerveni ma n€kolik vyhod oproti ostatnim barvivim jako naptiklad
Sudanské Cerni a to moznost pouziti ve vodném prostiedi coz znamend, ze nemusime pouZzit
organicka rozpoustédla. Dalsi vyhoda spociva v chovani tohoto barviva ve vodném prostredi,
kde tento fluorofor fosfroreskuje pouze za pfitomnosti hydrofobického prostfedi. Ve vodé je
fluorescence potlacena [18]. Excitac¢ni a emisni spektra jsou zavislé na prostiedi. Ve vodném
prostfedi se excitatni maximum Nilské Cerveni odpovida vinové délce 591 nm a emisni
maximum odpovida vinové délce 657 nm [19].
2.8 Experimentalni usporadani

Fluorofotometr ma spoustu komponent. Patfi sem: Zdroj svétla, dichromatické zrcatko,
objektiv mikroskopu, clona, opticky filtr, pin-hole a detektor viz Obrazek 5.
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Obrazek 5: Schéma fluorescencniho mikroskopu

2.8.1 Zpisob méfeni

Excitujici paprsek poskytovany laserovym zdrojem, ktery je namifen pfimo do
mikroskopového objektivu skrz dichromatické zrcatko je soustfedén na jedno misto ve vzorku.
Jelikoz vzorek méfenych castic je vétSinou rozpusStén ve vodném prostredi pouzivaji se
vétSinou objektivy pfizpusobené pro vodni prostiedi. To znamena Ze na vrchol objektivu se
umistuje kapka vody, kterd nasledné pfiléha k podloznimu sklicku, na kterém je umistén
vzorek. Vznika tedy rozhrani voda-podlozni sklicko, které je usporadané do soustfednych
kruznic. Druhy pfechod mezi optickymi rozhranimi je podlozni sklicko-vzorek ve vodném
prostfedi. Tento pfechod se ukazuje jako kfiz. Fluorescencni signal ze vzorku prochazi
stejnym objektivem jako laserovy paprsek a prochazi skrz dichromatické zrcatko, emisni filtr
a pin-hole. Tato takzvana pin-hole blokuje jakakoliv nezadouci svételny signal, ktery
nepochazi z fokalniho objemu vzorku. Nasledné je svétlo vedeno na detektory [14].

2.8.2 Zdroj zafeni:

Dnes se jako nejvice versatilni svételny zdroj pro méfeni FCS vyuziva laserového zareni,
které vyhodné z hlediska dostate¢né excitacni sily a moznosti volby vinové délky vhodné pro
dany fluorofor. Nevyhoda laserovych zdroji zafeni je nutnost pouZiti clon, které brani zniCeni
fluoroforu piiliSnou intenzitou laserového zarni.

2.8.3 Dichromatické zrcatko:
Slouzi pro rozdéleni excitatniho a emisniho svétla. Pti spravné volbé zrcatka se excitacni
zafeni odrazi smérem do Cocky a do vzorku. AvSak svétlo pochazejici z fluorescence prochazi
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timto zrcatkem bez problému. Toto je mozné diky posunu vinové délky emisniho svétla oproti
zdroji excitace. Tento posun se nazyva Stokesuv posun.

100
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Relative intensity [%)
o
o

25

= ' D
300 400 s00 600 700 800 900
Wavelenght [nm]

Obrazek 6: FExcitacni a emisni spektra pro nilskou cerver [20]

2.8.4 Opticky filtr:

Opticky filtr slouzi v pfistroji pro zamezeni nezadoucich vinovych délek z prostfedi, laseru
pouzitého pro excitaci nebo samotného vzorku ve skresleni signalu pfichazejiciho na
detektory. Je tedy nutné znat vinovou délku emisniho spektra a vhodné zvolit opticky filtr. Da
se pouzit i pro odrazeni laserovych paprskd, které se nepodafilo usmérnit na dichromatickém
zrcatku. Pri nastaveni rozmezi prichodu emitovaného svétla na 20-30 nm umoziuje potlaceni
jak rozptyleného laseru, tak i Ramantav rozptyl, ktery je stejné jako emisni spektrum posunut
k Cervenému spektru od zakladni vinové délky [14].
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3 STAV SOUCASNE LITERATURY

Sarkar Pabak a spol. zkoumali multimerizaci CaMKII pomoci fluorescen¢ni korelacni
spektroskopie a homo-FRET analyzy. CaMKII je zkratka pouzivana pro kalcium-kalmodulin
zavisly protein kinaza II, ktery je slozeny z 8-14 podjednotek usporadanych v parech kolem
centralniho jadra. Dosud nebylo objasnéno, jestli se holoenzymaticky CaMKII sestavuje
z jednotlivych nezavislych part, katalytickych part nebo jako celek. Jednou strategii bylo
vytvofit monomer a dimer CaMKII a porovnat jeho chovani s origindlnim enzymem.
monomerem. Fluorescencni korelacni spektroskopie v kobinaci s homo-FRET analyzou byla
pouzita pro charakterizaci seskupeni dimeru CaMKII znaceného fluorescen¢nim barvivem.
Pomoci spektroskopie byla zkoumany zmény ve struktufe a funkci tohoto holoenzymu
v prostiedi kalcium-kalmodulinu, které zpisobilo zvétSeni hydrodynamického objemu jak
dimeru, tak ptivodniho enzymu. Jinak vSak nedoslo ke zménam v struktufe nebo stechiometrii
podjednotek enzymu [1].

Staaf spol. pomoci fluorescencni korelacni spektroskopie zkoumali molekularni difuzi
v plasmatickych membranach primarnich lymfocyti, kde je tato technika velice vhodna
vzhledem k moznosti studovat difuzi molekul skrz biologickou membranu s vysokym
Casovym a prostorovym rozliSenim. FCS je schopna kvantifikovat molekularni koncentraci,
difuzni koeficient fluorescencné znacenych molekul v bunécné membrané. Tato technika ma
schopnost zkoumat difuzni charakteristiky molekul v plasmatické membrané imunitnich
bunék bez ovlivnéni jejich funkce. FCS je vhodna pro studium difuze proteind, které jsou,
exprimovany na urovnich typickych pro endogenni proteiny. Byla zde zkoumana rychlost
difuze bunék membranovych proteini primarnich lymfocytu. Efektivni zplsob pro vyzkum
na protilatkach oznacenych fluorescen¢nim barvivem. Byl vytvoren protokol, ktery muze byt
napomocny napfiklad pro imunology, ktefi dokazi vyuzit data konfokalni mikroskopie, ale
nemaji zkuSenost s technikami meéficimi dynamické parametry, jako rychlost molekularni
difuze [2].

Jarzebski Maciej a spol. zkoumali aplikace konfokalni mikroskopii a fluorescencni
korelacni spektroskopie pro Core-shell fluorované methakrylatové nanocastice s pouzitym
barvivem Rhodamin-B. Cilem bylo vyvinout nové fluorescencni castice s velikosti
odpovidajicim nanometrim a sub-mikrontim, které maji vhodné vlastnosti pro méfeni
konfokalni mikroskopie a fluorescencni korelaéni mikroskopie a jsou vhodné pro studovani
dynamik a interakci v komplexnich koloidnich systémech a zivych buiikach. Fluorescenc¢ni
jadro a pruhledny obal fluorovaného polymeru nanocastic vykazuji nizky refrakcni index,
blizky vodé, s vysokou fluorescencni efektivitou, vysokou stabilitou a bez cytotoxicity. Tyto
parametry jsou dulezité pro vytvofeni sond, které muzou byt dale pouzity napiiklad pro
méfeni ve vodném prostiedi nebo zivych systémech. Rhodamin-B byl pouzit jako
fluoreskujici jadro. 1H,1H-heptofloro-n-butyl methakrylat byl pouzit jako monomer pro
vytvoreni pruhledného obalu. Sféricky tvar Castic byl potvrzen pomoci skenu elektronovym
mikroskopem. Velikost ¢astic v suspenzi byla charakterizovana pomoci techniky
dynamického rozptylu svétla (DLS) a fluorescencni korelacni spektroskopii (FCS). Vliv
raznych reak¢nich parametrd, jako koncentrace iniciatoru, polymerizacni Cas, velikost ¢astic,
hustotu naboje i toxicitu, byl testovan. Nejmensi nanocéstice, které byly nameétfeny, méli
prumér jadra 240 nm a byly naméfeny na DLS za pouziti vys§i koncentraci iniciatoru.
Opakované konfokalni, DLS a FCS meéfeni po dobu dvou mésici az dvou let potvrdili
vysokou fluorescencni efektivitu, stabilitu a uziteCnost pfipravenych castic jako versatilni
systémy pro studie pouzivajici konfokalni mikroskopii a fluorescencni korelacni
spektroskopii pro koloidni systémy ve vodném prostiedi. Test cytotoxicity také povolil
pouziti téchto Castic na zivé bunky [3].
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Maffre Pauline a spol. se zabyvali vlivem na funkci pfi adsorpci lidského séra albuminu na
nanocastice. Za pouziti fluorescencni korelacni spektroskopie byla studovana absorpce
lidského séra albuminu (HSA) na Fe-Pt nanoc¢éstice s polomérem 6 nm, CdSe/ZnS kvantové
teCky o poloméru 5 nm a nanoclustery tvorené zlatem a stfibrem o poloméru 1-4 nm. Tyto
Castice byly dale obklopeny riznymi vodou rozpustnymi povrchovymi vrstvami s rozli§nymi
funkénimi skupinami pfistupnymi pro chemické reakce (karboxyl, amino a oboji). Tento
postup mél pomoci vytvorit nanocastice s riznymi povrchovymi naboji. Dal§im méfenym
kritériem byl efekt modifikovaného povrchu na protein sukcinylaci a aminaci. Byl pozorovan
postupny rast v hydrodynamickém poloméru s piisn€ monitorovanou koncentraci proteinu
odhalujici formaci proteinové mono vrstvy obalujici nanocCéstice nezavisle na jejich
povrchovém naboji. Rozdily v tloustce proteinové vrstvy byly vysvétleny z hlediska rizné
orientace, ve které HSA adsorbuje na povrch nanocastic. Stfedni body vazajiciho procesu,
které kvantifikuji afinitu HSA k nanocasticim se lisili skoro o Ctyinasobek radu prislusné
jednotky. Tyto variace mizeme chapat ve smyslu specifickych Columbickych interakci mezi
proteinem a nanocasticemi [4].

Ghosh Shirsendu zkoumali strukturu a dynamiku lysozomii v smési DMSO a vody.
Strukturni stabilita proteind a jejich aktivita ve smésich vody a organickych rozpoustédel je
fascinujici téma vyzkumu v biochemii. Pisobeni dimethylsulfoxidu (DMSO) na strukturu a
dynamiku konformace lysozomu (znaeného pomoci alexa 488) bylo studovano pomoci
fluorescencni korelacni spektroskopie. Kruhovy dichroismus a emise tryptofanu indikuji, ze
DMSO molekuly se akumuluji kolem tryptofanového residua pochazejiciho z lysozomu.
Podle dat ziskanych pomoci FCS hydrodynamicky polomér proteinu ostfe roste z 18
angstormu pii nulové zastoupeni DMSO ve smési na 33 angstormu pii podilu 5 % DMSO
z celkového slozeni smési. Toto naznacuje rozplétani proteinu zpusobené pridanim DMSO.
Pfi zvySeni zastoupeni DMSO ve smési nad 5 % zpusobuje postupné zmenseni lysozomu.
Tento trend trva do 30 % podilu DMSO ve smési a poté se lysozom zacina opét zvétSovat.
Rychlost konstanty k(+) a k(-) stalého dynamického skladani a rozkladani ukazuje kiivku
pfipominajici Sevron pifi zvySovani koncentrace DMSO, coz poukazuje na dvou stavovou
cestu dynamiky skladani lysozomu [5].
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pfistroje a vybaveni

Meéfeni bylo provedeno na méfeni MicroTime 200. Tento piistroj se sestava z inverzniho
mikroskopu Olympus IX 71, excitacnich zdroju a elektroniky firmy PicoQuant (PicoQuant
GmbH) a skeneru se sub-nanometrovym rozliSenim firmy Physik instrument (Physik
instrumentace GmbH). Systém dale obsahuje excitaéni zdroje, pulsni laserové diody o
frekvenci 90, 64, 50 MHz a vlnovych délkach 375, 470, 510 a 640 nm. Mgfici soustava
obsahuje Ctyfi nezavislé detektorové kanaly. Dva z nich jsou zastoupeny detektory typu t-
SPAD se Sumem nepiekracujicim 100 cnts-s™! a dva zbylé ptedstavuji detektory MPD-
SPAD se Sumem pod 250 cnts - s1. Dale je pfistroj vybaven externim spektrografem s CCD
kamerou Newton (Andor), ktery umozni snimani stacionarnich fluorescencnich spekter
soucasné s probihajicim konfokalnim experimentem [21].

Pro experiment bylo pouzito toto nastaveni pristroje:

Tabulka 1: typ/oznaceni komponent pouzitych pro méreni FCS

Konponenty Typ/oznacCeni

Objektiv Olympus UPlanSApo 60x/1,20 W
Dichromatické zrcatko |zt 514/640 RPC

Emisni filtr FFO1 - 550/49

Excitacni filtr OD 3

detektor T-SPAD2

laser 5S1I0H

4.2 Pouzité programy

SymPho Time 64 - software pro sbér a vyhodnocovani dat z Casove rozliSené fluorescence
Excel — software pro zpracovani a vyhodnoceni dat

4.3 Pouzité chemikalie

Tabulka 2: tabulka pouzitych chemikalii

Nazev Vyrobce CAS
CTAB Serva 57-09-0
Kyselina hyaluronova Contipro Biotech s.r.0.

Mili Q voda Milipore academic

Nilska Cerven Sigma Aldrich 7385-67-3
Poly(sodium-4-styrenesulfonat) Sigma Aldrich 25704-18-1

4.4 Pracovni postupy
4.4.1

Ptiprava zasobniho roztoku CTAB

Tenzid se navazil a kvantitativné splachl do odmérné bariky 100 ml. Na magnetické
michacce s ohfevem se rozpustil a promichal. Maximalni koncentrace tenzidu byla uréena na

0,03 mol/dm’. Vypocet pro navazku je:
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¢=0,03mol -dm ™
V =0,1dm’
M =365,45g- mol ™

n=c-V
n=0,03-0,1

n =0,003 mol
m=n-M
m=0,003 - 364,45
m=1,09335¢g

Pro dali méfeni byla pouzita pouze koncentrace 0,02 mol/dm’. Tato hodnota se nachazi nad
hodnotou kritické micelarni koncentrace.
4.4.2 Ptiprava polymeru

Ptipravil jsem tfi fady kyseliny hyaluronové podle velikosti polymeru (150-300 kDa, 750-
1 000 kDa a 1500-1750kDa) a jednu fadu polystyrern-sulfonatu o velikosti 1 MDa. Pro
kazdou velikost jsem pfipravil zasobni roztok o koncentraci 7,7 g/l. Pro zasobni roztok jsem si
zvolil objem na 50 ml. Pro tento objem jsem vypocital navazku polymeru 0,385 2 g.

4.4.3 Prtiprava fluoroforu

Fluorofor nilskd Cerveii byl pfipraveny na koncentraci 5-10~ . Nilska &erveii byla
rozpusténa v acetonu. Fluorofor se pipetuje do vialek a nechd se odpafit aceton v digestofi.
Zasobni roztok se musi uchovavat v lednici, aby nedochazelo k odpatovani acetonu ze smési.

4.4.4 Vlastni méteni FCS pomoci konfokalniho mikroskopu

Prvnim a nejdulezitéjsim krokem pro spravné méfeni je zvoleni spravné vinové délky
excitujictho svételného zdroje. DalSim krokem je spravné zvoleni excitacnich a emisnich
filtrd. Excitacni filtry v kombinaci s nastavenim intenzity laseru zajistuje, ze molekuly vzorku
nebudou vystaveny extrémni excitacni sile, ktera by mohla pusobit spiSe utlumeni
fluorescence z divodu foto-bleachingu. Vhodné zvolime emisni filtr a dichromatické zrcatko.
Pro tento krok musime znat charakter nami vybraného fluoroforu, jeho excitacni a emisni
maxima. Zvolime objektiv vhodny pro méfeni nami pozadovaného vzorku. Pomoci mikro-
Sroubu zaostiime 30 um za rozhrani mezi podloznim sklickem a vzorkem. Toto rozhrani
pozname pomoci tvart, které zaujima svétlo na hrané tohoto prostiedi. Prvni pfechod se
vykytuje mezi vodou na objektivu a podloznim sklickem. Svétlo na tomto rozhrani zaujima
tvar kruhu a mizeme pozorovat nékolik soustfednych kruhd. Na druhém prechodu svétlo
zaujima tvar kiize. Za timto prostfedim meéfime fluorescencni signal vzorku. Pro zlepSeni
kvality méfeni se snazime omezit piistup svétla na méfeny vzorek. Méfeni je tedy idealni
provadét v tmavé mistnosti nebo vzorek prikryjeme, tak abychom omezili svétlo pfichazejici
na vzorek.
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Pfechod sklo-vzorek

Vzorek
—Podlozni sklicko

Voda

Objektiv

Pfechod voda-sklo
Obrazek 7: ZjednoduSené schéma rozhrani prostiedi pri méreni na konfokalnim mikroskopu

4.5 Tabulky slozeni roztoku
Pro kazdé meéfeni jsem pripravil vialky o celkovém objemu 2 ml.
Tabulka 3: vypoctené objemy jednotlivych latek pro pripravu roztoku o objemu 2 ml

Hyaluronan [g/l] |Hyaluronan [pl] |CTAB [mol/dm’] | CTAB [ul] [H20 [ul]
5 1298,701 0,02 571,428 129,871
3 779,22 0,02 571,428 649,352
1 259,74 0,02 571,428 1168,832
0,1 25,974 0,02 571,428 1402,598
0,05 12,987 0,02 571,428 1415,585
0,0077 2 0,02 571,428 1426,572
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4.6 Vyhodnoceni a diskuze

Prvni série méfeni byla provedena pro kyselinu hyaluronanovou o velikosti od 130-300
kDa. Pomoci autokorelacni funkce G(;) viz Graf 1 mizeme zjistit, jak se jednotlivé micely
chovaji v roztoku kyseliny hyaluronové. Muzeme predpokladat, ze viskozita roztoku bude
hrat velkou roli na pohyb jednotlivych micel skrz efektivni objem vzorku. Mélo by platit, ze
pokud zvysime koncentraci hyaluronanu, snizime tak rychlost pohybu castic v roztoku a tim 1
pocet castic prochazejicich skrz efektivni objem. Toto vSak neodpovida vysledkim
experimentu, kde maximum G(,) odpovida koncentrace 0,1 g/l hyaluronanu. Toto abnormalni
chovani mohlo byt zptisobeno interakci CTAB nebo Nilské Cerveni s kyselinou hyaluronovou.

4,5

3 0,0077 g/|

2, R 0,05 g/

5
2 ; i _\ 0,1g/l
1,5 1g/l

1 \\7, 3g/l

0,5 , 5g/l
——
0 " " e — ; " " ]
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
¢as t [ms]

Graf 1: vysledky autokorelacni funkce G(;) pro velikost 130-300 kDa kyseliny hyaluronové

Pokud by CTAB reagovalo s hyaluronanem tak by to znamenalo, zZe hyaluronan ma vliv na
velikost micel, které se pfi zvySujici koncentraci kyseliny jevi mensi, nez by méli byt. Zménu
velikosti micel predpokladame z divodu zvySeni hodnot G(;) se zvySujici se koncentraci
polymeru. Interakce mezi tenzidem a polymerem mohla byt zptisobena nabojem na hlavicce
tenzidu, kde se nachazi aminovy kation a bromidovy anion. Je tedy mozné, ze Castice CTAB
reagovali z funkénimi skupinami na polymerovém fetézci kyseliny hyaluronové. Toto
chovani by mohlo vysvétlovat srazeni polymeru, ke kterému dochazelo ve vzorcich a bylo
zdokumentovano viz. Obrazek 8. Tento model by caste¢né odpovidal méfeni pro velikosti
hyaluronanu 750-1 000 kDa a 1500-1 750 kDa. Problém ptedstavuje fakt, ze zvySujici
koncentrace hyaluronanu automaticky neodpovida zvySeni hodnoty G(;) a to zejména pro
hodnoty koncentraci mezi 0,007 7 g/l a 1 g/l. Ani toto koncentracni rozmezi se nechovalo
konstantné napfi¢ velikostmi polymeru kyseliny hyaluronové. Toto chovani by také mohlo
vypovidat interakci Nilské Cerveni s hyaluranonem. S nejvétsi pravdépodobnosti se jedna o
kombinaci interakci mezi CTAB, nilskou cerveni a kyselinou hyaluronovou. Pfi
koncentracich od 0,007 7 g/l do 1 g/l snejvétsi pravdépodobnosti doslo k CasteCenému
navazani CTAB na polymer a zaroveii zabudovani fluoroforu do organické casti fetézce
kyseliny hyaluronové. Pro velikost hyaluronanu od 130-300 kDa plati, ze fetézec hyaluronanu
neni dostatecné¢ velky. Z tohoto duvodu vykazuji koncentrace 3 g/l a 5 g/l malou
fluorescen¢ni aktivitu. Hyaluronan na sebe véaze castice CTAB a tim zmenSuje koncentraci
tenzidu v roztoku. Toto snizeni se muZze projevit vytvorenim micel o mensim poloméru. Tento
trend pretrvava az do koncentrace 0,1 g/l. Pii koncentraci 1 g/l hodnota autokorelacni funkce

23



zacina klesat. Tento pokles byl pravdépodobné zapficinén snizenim poctu micel. Pro vyssi
koncentrace jsou hodnoty fluorescence znacné omezeng.

Pti velikost polymeru 750-1 000 kDa a vySe hraje pfi fluorescenénim méfenim fetézec
kyseliny znacnou roli. Jeho velikost se stava dostateCnou pro fluorofor, ktery je
pravdépodobné schopen fungovat v oblastech organické ¢asti polymerniho fetézce. Pohyb
micel CTAB je ve vzorcich od 0,007 7 g/l do 1 g/l ovlivnén fet€ézcem hyaluronanu. Znovu
dochéazi k reakci polymeru a tenzidu. Oproti predchozi velikosti polymerniho fetézce je
pokles pii koncentraci 1 g/l znateln€jsi. Tento pokles by mohl byt zptsoben malou
koncentraci molekul CTAB, které nejsou navazany na fetézec hyaluronanu a tedy schopny
tvorit micely.

3

2,5
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Graf 2: vysledky autokorelacni funkce G(;) pro velikost 750-1 000 kDa kyseliny hyaluronové

K velké zméné vSak dochazi pro koncentrace hyaluronanu od 3 do 5 g/l. Zde dochazi
k vyraznému navySeni hodnot autokorela¢ni funkce. Toto skokové navysSeni pohybu molekul
je vrozporu s trendem, ktery jsme mohli pozorovat v pfedchozim méfeni hyaluronanu pii
velikosti 130-300 kDa, tak i s trendem, ktery vykazovalo méfeni ve stejné velikosti polymeru.
Je vSak mozné, ze kyselina hyaluronova zaujmula ve vodném prostiedi tvar klubka, kde
organické Casti hyaluronanového fetézce se navzajem piitahuji a funkéni polarni skupiny jsou
orientovany smeérem do prostfedi vody. Toto usporadani by umoziiovalo fluoroforu dostat se
do prostfedi funkéné piipominajici micelu. Tyto prostorova uskupeni polymeru jsou vSak
pravdépodobné znacné objemna, coz by znamenalo, ze dochazi k nékolikanasobné excitaci a
de-excitaci na stejné skupiné molekul fluoroforu. Toto uspotfadani by mohlo odpovidat
vyraznému navySeni hodnot G(;). Hodnoty z téchto fad jsou tedy pravdépodobné chybné.
Muzou nam vSak poukazat na nastaveni intenzity laserového signalu, které bylo nastaveno
natolik Setrné, Ze nezpusobovalo foto-bleaching na molekulach fluoroforu.
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Graf 3: vysledky autokorelacni funkce G(;) pro velikost 750-1 000 kDa kyseliny hyaluronové

Hyaluronan o velikosti fetézce 1 500-1 750 kDa se do zna¢né miry podoba piedchozi
velikostni fadé. K poklesu hodnot G(;) dochazi uz pii koncentraci 0,1 g/l, ktera se chova
v tomto méfeni téméf identicky jako koncentrace 1 g/l. Del§i fetézec bude mit vliv na
schopnost navazani CTAB. Jednodussi navazani tenzidu na polymer je pravdépodobné
zpusobeno rychlejs§im seskupenim polymeru do klubka ve vodném prostiedi.
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Graf 4: vysledky autokorelacni funkce G(.) pro velikost 1 500-1 750 kDa kyseliny
hyaluronové

Koncentrace hyaluronanu nad 3 g/l se chova identicky s prfedchozi velikosti polymeru.
Hodnoty autokorelacni funkce jsou sice mirné snizené oproti méreni 750-1 000 kDa, coz
mohlo byt zpisobeno rozliSnym nastavenim pfistroje pro toto méteni. Pokles hodnot by mohl
byt projevem vét§i intenzity laserového signalu prichéazejici do efektivniho objemu a
zpusobovat inhibici fluorescencniho signalu skrz foto-bleaching molekul fluoroforu.
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Graf 5: vysledky autokorelacni funkce G(;) pro velikost 1 500-1 750 kDa kyseliny
hyaluronové

Pti porovnani s Poly(sodium-4-styrensulfonatem) mizeme pozorovat, Ze pii méfeni stejné
koncentracni fady se CTAB a Nilska Cerven chova dle predpokladané teorie. Autokorelacni
funkce nabyva nejvyssich hodnot pfi koncentraci 0,007 7 g/l a nejmensi hodnotu pii 5 g/l.
Toto méfeni nam poskytuje predstavu, jak se micely CTAB pohybuji v roztoku polymeru, bez
interakci mezi témito dvéma slozkami.
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Graf 6: vysledky autokorelacni funkce G(;) pro velikost IMDa Poly(sodium-4-styrensulfonct)
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Pro porovnani aspekti odpovédnych za hodnoty autokorelacni funkce G(;) jsem vytvoril
tabulku hodnot, ktera nam muze pomoci porozumét jak se roztok polymer-tenzid chova
v jednotlivych méfenich.

Tabulka 4: hodnoty difuzniho koeficientu, koncentrace v efektivnim objemu, pocet cdstic a
souradnice efektivniho objemu

difuzni koef. Q-x, y|zoz
koncentrace [g/l1] | [nm?/s] koncentrace V. [fl] | pocet ¢astic [] |[um] [um]
130-300 kDa difuzni koef. |koncentrace Vst pocet Castic Q-x,y Z0-Z
0,0077 | 149 +5.8 0,874 +0,031 0,526 0,018 033| 1,65
0,05142,1+73 0,756 0,035 0,456 +0,021 033 1,65
0,1/140,1+7.4 |0,511+0,025 0,308 £0,015 033| 1,65
1[122 +14 0,730 £0,098 0,440 £0,059 033| 1,65
3(89+2,6 0,700 £0,022 9,2+0,09 0,33 1,65
5(241 £136 0,45 £0,29 0,27 +0,17 033| 1,65
750-1000 kDa difuzni koef. |koncentrace Vst pocet Castic Qx,y Z0-Z
0,0077 1742433 | 1,103 £0,012 0,664 +0,0074 033| 1,65
0,05|190 +2 0,8819 +0,0038 0,5311 £0,0038 033| 1,65
0,1/156,4+43 |0,817+0,018 0,492 +0,011 033| 1,65
1[85+11 1,66 +0,17 1+0,1 0,33 1,65
3| 169 £27 0,201 £0,018 0,121 £0,011 033| 1,65
5(497 £50 0,0261 £0,0024 0,0157 £0,0015 033| 1,65
1500-1750 kDa |difuzni koef. |koncentrace V. pocet Castic Qx,y Z0-Z
0,0077|172,5+2,6  |0,9004 +0,0091 0,5422 £0,0055 033| 1,65
0,05193,3+3.4 |0,6766 +0,0088 0,4074 £0,0053 033| 1,65
0,1/1653+63 |0,982 0,034 0,591 £0,021 033| 1,65
1[138,149,9 [0,997 +0,055 0,600 £0,033 033| 1,65
3(389,0+6,1 |0,1555 +0,0022 0,0937 £0,0013 033| 1,65
51724 +£12 neméfilo neméfilo 0,33 1,65
srovnani
1 MDa difuzni koef. |koncentrace Vst pocet Castic Q-x,y Z0-Z
0,0077 [ 155 +6,4 1,21 +0,033 0,73 +£0,02 0,33 1,65
0,05(148,6 1,7 |1,3429 +£0,0099 0,809 0,006 033| 1,65
0,1{94,2+338 2,465 +0,092 1,484 £0,056 033| 1,65
1{10,4+15 7,81 0,67 4,7 +0,4 0,33 1,65
3(0,593 £0,072 | 16,27 £0,47 9,80 £0,28 033| 1,65
5(0,026 £0,011 | 495 +£63 298 +38 0,33 1,65
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S5 ZAVER

Tato prace byla zaméfena na pozorovani stability a interakce koloidnich systému
tvorenych micelami povrchové aktivniho CTAB v roztoku kyseliny hyaluronové a vody
pomoci metody fluorescencni korelacni spektroskopie. Jako Fluorescen¢ni sonda byla pouzita
Nilskéd cervenl. Metoda vybrana pro zjisténi interakci mezi tenzidem a polymerem byla
fluorescencni korelacni spektroskopie. Tato metoda je vhodna pro sledovani pohybu,
koncentrace a velikosti Castic.

Koncentrace CTAB byla zvolena bezpecné nad kritickou micelarni koncentraci, ktera
zajistuje vytvoreni micel, které jsou nutné pro poskytnuti prostiedi, ve kterém je fluorofor
Nilska Cervenl schopna foto-luminiscene.

Nilska Cerven byla zvolena z divodu intenzivni fluorescen¢niho signalu, ktery je schopna
poskytovat v organickém prostfedi. Toto barvivo je zhaseno vodou, proto je vhodné pro
meéteni micel ve vodném prostiedi.

Hlavnim polymerem pro experiment byla kyselina hyaluronaova. Byly vybrany tfi
velikosti polymerniho fetézce, u kterych byla pozorovan vliv koncentrace hyaluronanu na
molekuly CTAB a jejich schopnost tvofit micely. Pro porovnani byl vybran polymer
Poly(sodium-4-styrensulfonat).

Pii méfeni bylo zjisténo, ze kyselina hyaluronovd mé znacny vliv na formovani micel
z molekul CTAB. Molekuly tenzidu interaguji s hyaluronanem. Tato interakce ovliviiuje
koncentraci molekul CTAB, které jsou schopny tvofit micely. Tenzid se navazuje na fetézec a
tim klesa koncentrace volnych Castic az pod kritickou micelarni koncentraci. Se zvétSujici se
koncentraci hyaluronanu klesa velikost téchto Castic. Pokles velikosti ma vliv na schopnost
pohybu micel prostou difuzi. Difuze je jednim z parametrd ovliviiujici hodnoty autokorelacni
funkce.

Dalsim dalezitym faktrorem v interakci polymer-tenzid byla velikost fetézct hyaluronanu.
Se zvétSujici se velikosti polymerniho fetézce klesala koncentrace haluronanu, pii které byla
namefena nejvysSsi hodnoty autokorelaéni funkce. Toto chovani bylo pravdépodobné
zpusobeno interakci mezi nepolarnimi ¢astmi feté€zce hyaluronanu, pro které bylo energeticky
vyhodnéjsi vytvofit struktury ve kterych se tyto casti navzajem ptitahovaly. Molekuly CTAB
méli tedy jednodusi pfistup k polarnim funkEnim skupindm na fetézci hyaluronanu a snaze se
na tento fetézec mohli navazat.

Pfi porovnani s polymerem Poly(sodium-4-styrensulfonat) muzeme pozorovat, jaky vliv
ma koncentrace polymeru na difuzni koeficient micel CTAB, které stimto polymerem
nereaguji. Pfi zvySovani koncentrace polymeru dochazi k vytvareni viskoznéjSich roztoku,
kterymi se micely pohybuji pomaleji.

Cile bakalarské prace byly splnény. Pfi méfeni systému kyselina hyaluronova a CTAB
doslo k zajimavym interakcim, které poskytuji zajimavy pohled na vzajemné chovani dvou
latek, které jsou velice zajimavé z hlediska mediciny a schopnosti aplikace 1é¢iv. Metoda
fluorescenc¢ni korelacni spektroskopie se projevila jako vhodna metoda pro zkoumani téchto
systému a jejich interakci mezi sebou. Pro dalsi praci by mohlo byt zajimavé napiiklad presné
meéteni velikosti micel CTAB v zavislosti na koncentraci hyaluronanu. Urceni téchto
parametri by mohlo byt zajimavé z hlediska stability téchto systémi a schopnosti efektivné
dorucit 1éCiva do mista potfeby v nejkrat§im mozném case.
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7 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU
CTAB-Cetyltrimethylamonium bromid
FCS-fluorescencni korelacni spektroskopie
PN-particle number (pocet Castic)
CMC-kriticka micelarni koncentrace

G( 7)-autokoreal¢ni funkce

D-difuzni koeficient

W(r)-prostorové rozlozeni emitovaného svétla

Vege-efektivni (konfokalni) objem

F(t)-intenzita fluorescencniho signalu

C-koncentrace Castic v efektivnim objemu

n-poCet fotonti detekovany z jedné Castice za jednu sekundu
Netr-nizkomolekularni svitivost

-difuzni Cas

Tuiple- relaxacni Cas tripletniho stavu

T-pocet Castic nachazejicich se v tripletnim stavu

Xtiplet(T)- pfidana ramena v méfenych kiivkach v kratkém Casovém rozmezi
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Obrazek 9: Pristroj MicroTime 200 pro méveni FCS
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