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ABSTRAKT

Hydrogely jsou pro své vlastnosti vyhledavanou matrici pro medicinské uéely. Casto jsou tyto
vlastnosti podminéné strukturou, proto je kladen diiraz na piesné definovanou polymerni sit’.
V ramci predlozené dizertatni prace byly rtzné typy hydrogeli zkoumany pomoci
fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS) ve spojeni s mikroreologii.

Spojeni téchto metod se pii zjistovani vlastnosti hydrogelli vyuziva minimalng, proto byla
poticba standardizace a optimalizace metody. Pro tyto ucely byly vybrany fluorescenéné
znacené silikatové nanocastice s neutralnim povrchovym nabojem. V ramci optimalizace
metody byly zjistény limity pfistroje, kdy se namétené difuizni koeficienty jesté daly povazovat
za validni. Déle byly urCeny parametry, které ovlivituji MSD kfivku, tedy maji vliv také
na spravnost nameéfenych 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 ¢aste¢né posunout tipravou korela¢niho ¢asu,
kdy ovsem rozptyl hodnot difizniho 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 vzorka.
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 vymyvani Castic ze struktury
hydrogelu.

Jako posledni a nejpokrocilejsi analyza polymerni sité, ktera definovala systém
alternativnim zplisobem, byla vybrdna metoda maximalni entropie a analyza pomoci log-
normalni distribuce difuznich koeficientli. Hodnoty ziskané t€émito pokrocilymi analyzami byly
podobné¢ jako data vypocitand matematickym modelem anomalni difuze.

Novym pfistupem byl popis vlastnosti pomoci reologickych moduli. Ty se ziskaly fadou
piepoctli z naméfené autokorela¢ni kiivky. Vystupem byl tedy reologicky modul ziskany
z mikroreologickych dat. Tvar kiivky 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, nejvétsi cCastice definovaly chovani systému v zavislosti
na koncentraci od velmi viskdzniho po viskoelastické.

Poslednim typem méfeni bylo studium hyaluronanu pomoci vybranych nanocéstic a dale
pomoci jeho fluorescencné znaceného analogu. Veskeré metody, které byly pouzity ve studiu
agarozového hydrogelu se aplikovaly na viskoelasticky systém hyaluronanu, kdy se zjistovala
pouzitelnost vybranych metod na novy koloidni systém.

Kli¢ova slova: fluorescencni korelacni 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 naristajicimu zajmu o vyuzivani hydrogelt v riznych odvétvich se zvySuji i naroky
na vlastnosti téchto materiala. V soucasné dobé¢ je velmi zadana piiprava hydrogel, 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 dostatecném mnozstvi. Proto byla vyvinuta metoda mikroreologie,
ktera oproti klasické reologii vyzaduje fadové mensi objem vzorku a je schopna métit mimo
jiné 1 nehomogenni materidly. Navic diky téméf nulovému mechanickému poskozeni
pfi samotné analyze je tato metoda vhodna i pro biologické vzorky.

Velmi pouZivana metoda pro zjiStovani vnitini struktury je pasivni difuze, kdy je v redlném
Case sledovano chovani jedné Castice v urCitém 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 fluorescencni korelacni spektroskopii ziskdme velmi funkéni zpisob
pro zjisténi chovani ¢astice v komplexnim systému, na zdkladé¢ ¢ehoz jsme schopni urcit
vlastnosti a strukturu zkoumaného systému.

Problematika mikroreologie byla poprvé aplikovana a publikovana v roce 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 aZz na prelomu tisicileti, coz je
znazornéno 1 na obrazku 1.

Je zajimavé, Ze fluorescenéni korela¢ni spektroskopie je v soucasnosti velmi vyuZivanou
technikou, ale jeji spojeni s mikroreologii je minimalni. V oblasti vyuziti FCS pro studium
hydrogelt bylo dosud publikovano ptiblizné 60 ¢lankt, ovsem 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 zna¢né vyhody a umoziuji zkoumat nejen fyzikalné
chemické chovani materialt, ale i optimalizaci ptiprav téchto vzorki a detekcei pripadnych chyb.
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Obrazek 1: Vyvoj publikacni c¢innosti od roku 1975 do soucasnosti v oblasti mikroreologie
a fluorescencni korelacni spektroskopie. Extrahovano z databdaze Web of Science [4].



2 CILE PRACE

Prvnim krokem je vypracovani reserSe na téma mikroreologie métena metodou fluorescencni
korelacni spektroskopie. Na zaklad¢ reSerSe je nutné vybrat vhodné koncentrace vybranych
koloidnich systémil pro studium této techniky a verifikaci naslednych analyz.

Na vybraném koloidnim systému se provede optimalizace metodiky méfeni
a vyhodnocovéani difuzniho chovani fluorescencné znacenych castic o ruzné 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. Krom¢ aktualniho softwaru umoziujiciho naslednou
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 vSech 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
vV tomto prostiedi a fluorescencné zna¢eného hyaluronanu jako alternativni sondy.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Fluorescencni zobrazovaci mikroskopie

Pro ziskani fluorescen¢niho obrazu existuji dvé metody. Wide-field metoda, ktera je méné
piesna, snima v ohniskové roviné Sirokou oblast vzorku. Pro tuto metodu se soucasné pouziva
detektor pro zobrazeni casové rozlisené fluorescence (time-resolved imaging detector).
Mnohem ptesnéjsi metodou je laserova skenovaci mikroskopie (LSM). Citlivost je zde déna
pouzitim tzv. pinhole, ktera slouzi k odfiltrovani zafeni pochéazejiciho z jiné nez ohniskové
roviny. Obraz se vytvaii zptisobem, kdy se v kazdém skenovacim bod¢ se méfi doba zivota
fluorescence [5].

Metoda fluorescenéni mikroskopie zobrazujici dobu zivota (FLIM) je technika,
kterd umoznuje zaznamenavat doby zivota fluoroforu a zaroven jeho umisténi v prostoru.
Na zdkladé¢ kombinace intenzitniho profilu vzorku a ziskané doby Zzivota se vytvofi finalni
obraz, na kterém lze rozlisit riizné doby zivota a jejich relativni zastoupeni ve vzorku [6].

3.2  Fluorescen¢ni korelacni spektroskopie

Tato metoda, ktera se oznacuje zkratkou FCS, je zalozena na ziskdvani dynamickych
a strukturnich informaci na zékladé¢ 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 fluorescen¢nich molekul skrz dany konfokalni objem. Pfi zjistovani
periodi¢nosti pozorované¢ho déje je potieba zvolit odpovidajici Casové meétitko v zavislosti
na zkoumaném materialu a fluoroforu [7].

Pohyb castic je dany translaéni difuzi nebo tokem. Diky velikosti konfokalniho objemu
(standardné okolo jednoho femtolitru) se do n¢j 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 piitomnost nebo absenci fluorescen¢nich
Castic v objemu a zaznamenavat zménu intenzity v zavislosti na dobé setrvani fluoroforu
v draze excita¢niho paprsku [8].

Pokud se jedna o translacni difuzi, tak difuzni ¢as a z n&j odvozeny diftizni koeficient zavisi
na velikosti konfokdlniho objemu. Ten ovliviiuje fada faktor, mezi které patii naptiklad typ
objektivu, intenzita laseru, jeho vlnovéa délka a dalsi. Dale je potieba alespon rdmcové 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 trva fadové ve stovkach mikrosekund az jednotkach sekund,
oproti tomu fotochemické déje jsou az o tad rychlejsi [9].

3.2.1 Matematicka analyza dat — SymPhoTime64
Vsechny uvedené rovnice byly pifevzaty zvyhodnocovaciho systému SymPhoTime64,
ptipadné z manualu od firmy PicoQuant [10].
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
3

v

konfokalnimu o faktor 22. 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

< I | e : .
pravdépodobnost detekce molekuly vyssi nez = hustoty. Vztah mezi témito objemy je dan

rovnici:
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T\Z 2
Vconf = (E)Z Wa?yWZ = (E) Veffﬂ (l)
kde Wyy je laterdlni a w, axialni e—t-polomér konfokélniho objemu. Rozmér w, je cCasto
vyjadfovan jako w, = Kk - wy,,, kde k pfedstavuje excentricitu konfokalniho objemu.
Zaznamenana zména intenzity je analyzovana pomoci matematickych modell v zavislosti
na typu ziskanych dat, zkoumaném vzorku a zkuSenosti operatora. Autokorelacni 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.
Kiizoveé korelacni funkce (cross-correlation function) udéava, jestli a jak moc je dana
charakteristika spolecna pro dva systémy. Ztoho divodu se Sum detektoru projevi
v autokorelaci, ale v kiizové korelaci uz ne z diivodu, Ze zadné dva detektory nemaji uplné
stejny Sum, ovSem fluorescence je u obou detektorii shodna.

Korela¢ni funkci lze vypocitat ze zaznamenanych fluktuaci intenzity fluorescence I(t)
podle rovnice

(@) 1t + 1))

IO

@)

Z hodnoty korela¢ni funkce G v ase T = 0 pak mlzeme ziskat informaci o rozsahu fluktuaci
detekovaného fluorescencniho signalu. Je nepifimo umérnd poctu molekul v konfokalnim
objemu, tedy pfi zvySovani koncentrace molekul se hodnota autokorela¢ni funkce snizuje.
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Obrazek 2: Zavislost funkce G na koncentraci fluoroforu. Zelena kiivka zobrazuje nejvice
koncentrovany roztok (a spravny, kdy se nachazi v objemu pouze jedna molekula fluoroforu),
Cervena nejmeéné koncentrovany.

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

) ?, 3)

G(D) = Go - (1 +i)_1 : (1 +

Tp KZTD



kde 7, predstavuje dobu, kdy korelace klesne na polovinu ptivodniho maxima. Tento ¢as lze
interpretovat jako doba, kterou molekula potiebuje, aby se dostala z konfokalniho objemu
pomoci difuze. Jinou formulaci lze fict, ze je to statisticky udaj, kdy je 50 % pozorovanych
fluorofortt v detekénim objemu a 50 % uz je pry¢. Je tedy ptimo spojeny s difuznim
koeficientem, coz doklada rovnice

w2, = 4D1). (4)

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

nDiff_l
pli]
Pure Diffusion G(™) = Z . I (5)
i=0
ol [ sl

npiff—1
1+T LA P ] : ol .
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Triplet Extended 3D
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Matematicky model Pure Diffusion se vyuziva pro analyzu difize fluoroforu v daném
prostiedi. Pfedpoklada se, Ze fluorofor nevykazuje zadny mezisystémovy piechod, tedy se
neméni fotofyzikalni vlastnosti. Matematicky model Triplet se pouziva pro analyzu,
kdy fluorofor prechazi 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 priimérna rychlost neni zcela stabilni, pfipadné fluorofor difunduje
ve vSech tfech smérech v prostiedi typu buiika nebo polymer [11].

Komplikace nastavaji v ptipad¢ polydisperznich vzorki, které mohou mit naptiklad rtiznou
velikost (molekulovou hmotnost), ptipadné zdanlivou velikost, kdy Castice mize prochazet
anizotropnim prostfedim (napfiklad gelem). S timto problémem souvisi 1 ptipad, kdy je méfena
smeés s riznou hodnotou jasu pfitomnych molekul.

V programu SymPhoTime64, ktery se standardné pouziva pro analyzy FCS kiivek, nelze
dostateén¢ podrobné rozlisit jednotlivé doby zivota, dochazi zde ke zkreslovani vysledkt
a Siroké distribuci difuznich ¢asti. V tomto ptipad€ se pouzival model s vice difuznimi Casy
oznaceny jako Pure Diffusion (rovnice 5), kde se jedna o linearni kombinaci. Zde se sleduje
¢islo, které musi byt co nejbliZze jedné a zaroven rezidualni analyza, kdy odchylky od stfedni
hodnoty musi byt ndhodné a rovnomémné bez velkych extrémil. Protoze se jedna pouze
0 matematickou analyzu, kterd nezohledniuje povahu vzorku, 1ze timto zptisobem prolozit data
korelacni kiivkou se Ctyfmi proménnymi (difuznimi Casy), kdy fit bude sice matematicky
spravng¢, ovsem informacni hodnota bude v nékterych ptipadech nulova.
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Dalsi moznosti je vyhodnoceni s ,,parametrem alfa“. Jednd se o Upravu modelu Pure
Diffusion, kdy ¢len rovnice obsahujici diftzni ¢as (tedy jedinou neznamou, kterou ze vzorce
potfebujeme vypocitat) je umocnén na parametr alfa (rovnice 8).

)bt 1
_<N>1+(L)“

Tp

(8)

V tomto piipad¢ je opét fit matematicky v pofadku, tedy data jsou spravné prolozena
a rezidualni analyza vychdzi 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
Vv literatufe stale chybi fyzikalni vysvétleni tohoto parametru. Jednou z moZnosti je brat tento
parametr jako ukazatel anomality difize, tedy pokud je alfa rovna jedné, jedna se o volnou
difuzi, ale ¢im vice se od této hodnoty liSi (zpravidla je mensi), tak je tézsi diftizi Céstic
definovat jednoduchym zptsobem. Sledovanim zmeény tohoto parametru je mozné ziskat
informace o homogenité systému [12].

3.2.2 Modely zahrnujici neuniformnost systému

Standardni model 3D diftze (rovnice (5)) je vhodny pro studium diftznich vlastnosti
monodisperznich fluoroforii v izotropnim prostfedi (napt. jednoduchy organicky fluorofor
ve vode). Pro systémy, které jsou polydisperzni anebo se se pohybuji v anizotropnim prostiedi
Zv1aste je tieba prihlédnout k faktu, Ze vySe zminé€né vlastnosti se mohou ménit spojité a neni
tak vhodné je popisovat systémem diskrétnich hodnot, protoZe standardni model 3D difiize
nabizeji linearni kombinaci maximalné c¢tyf komponent. Model Anomalni 3D difuze
(rovnice (7)) toto kritérium spliiuje, nicméné v literatufe chybi vyznam c¢iselné hodnoty
koeficientu anomalni difuze, jak bylo zminéno vyse. Proto je potieba pfistoupit k pouziti
modelt, které v sobé nesou predpoklad rozloZeni danych veli¢in. Jako ptiklad je mozné uvést
(log-)normalni (Gaussovské), Poissonovo nebo Schulz-Zimmovo rozdéleni [13, 14]. Jako dalsi
moznosti analyzy, kterd pfekonava problémy algoritmu metody nejmensich ¢tvercli a poskytuje
distribuci sledovanych hodnot, je takzvana metoda maximalni entropie (Maximum Entropy
Method, MEM).

K pfispévku neuniformity je tfeba zaradit 1 ¢len, ktery reflektuje riizny molekularni jas
(brightness, molecular brightness) studovanych fluorofori. Je tfeba zminit, ze pokud se jedna
napft. o znaceny polymer, Ize distribuci jeho stupné polymerizace spojit s hustotou znaceni
fluoroforu [15]. Pokud vynechame prispévek nefluorescentnich stavii (tripletu apod.),
Ize obecné model autokorelaéni funkce napsat v nize uvedenim stavu

1 _fOOOP(TD)M(t' Tp)e?(Tp)drp

(N) (P(rp)e(rp)drp)? ©)

G(t) =

kde vyraz P(zp) vyjadiuje distribuci difuznich ¢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 potfeba pfipomenout, ze samotnd autokorelacni je bilanci intenzit
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fluorescence a je tedy velmi citliva na ptitomnost fluoroford s riznym molekularnim jasem,
jak je uvedené v rovnici (2).

3.2.2.1 Log-normalni model distribuce difaznich ¢asi
Log-normalni model vyjadiuje rozd€leni pravdépodobnosti nahodné veliciny, jejiz logaritmus
je rozdélen normalné. Tento model je charakterizovan vztahem

1 1 (In (1p)=In(tp, strea))”
P(zp) = e ? PHn) ’ (10)

J2-m-b%(1p) " 1p

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

Tento model je velmi ¢asto vyuzivany v analyze velikosti ¢astic v koloidnich systémech
nebo v systémech s distribuci molekulové hmotnosti [16, 17].

3.2.2.2 Metoda maximalni entropie
Analyza metodou maximalni entropie (MEM) je zaloZend na algoritmu navrZzeném Skillingem
a Bryanem [18]. Tato metoda byla jiz dfive uspésné pouzita k ziskani distribuce dob zivota
fluorescence a difuznich koeficienti a v posledni dobé je tato metoda implementovéana
jako MEMFCS k analyze FCS dat [18]. MEMFCS analyza korela¢nich dat hleda nejlepsi
rozdé€leni P(zp), kde je nejenom hodnota y2 minimalni, ale také entropie (H) je maximalni.
Princip maximalni entropie fikd, ze nejvhodné&jsim rozdélenim pro modelovani daného souboru
dat je rozdéleni s nejvyssi entropii ze vSech, ktera splituji omezeni nasSich piedchozich znalosti.
Méné pravdépodobny vysledek piinasi vice informaci nez pravdépodobnéjsi. Entropii je mozné
tedy vyjadtit jako miru neuréitosti. Pokud by bylo cilem nalézt rozdéleni P(X), o kterém toho
vime co nejméng, pak by v souladu s touto hypotézou méla byt entropie maximalni.

Pokud je ptfedpoklad, Ze distribuce difiznich Casii bude kontinudlni, lze zavislost
autokorelacni funkce na difuznim ¢ase vyjadfit jako:

1/2

n 1 1
G(t) = Z a; ~| . (11)

l 1+Ti 1+K2T_
D D

kde amplituda oi musi spliovat podminku, ze experimentalni data G(r) jsou spravné
matematicky i fyzikalng prolozena. Casto je mozné, Ze kritérium dobré shody (%) je splnéno
pro mnoho ruznych rozdéleni ai, zejména pokud jsou data zaSuméend. Takova rozdéleni mohou
také zahrnovat feSeni pro specifické modely, naptiklad jednu nebo vice pevnych hodnot pro 7p.
Experimentalni data pak odpovidaji kterémukoli z téchto rozdé€leni, a proto je pfijatelny
jakykoli model, ktery takové rozdéleni predpovida [19].

Pro aplikaci v FCS technikach je dulezité, ze metoda maximalni entropie odhaluje
prispevky vicenasobnych difiznich modi bez predchoziho predpokladu jejich poctu. MEM je

-----

méfeni jejich stfednich difuznich koeficientli. Entropie je v tomto smyslu pak definovéna jako:

H= —Zp(x)lnp(x)' (12)
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kde p(x) = % Utelem algoritmil je pak hledat takové rozdéleni, pro které je hodnota

entropie H maximalni.

3.2.2.3 Dvouohniskova FCS

Samotna FCS metoda je ovlivnéna fadou fotofyzikdlnich a optickych faktort, stejné tak jako
hardwarovym nastavenim pfistroje. Mezi tyto faktory patii naptiklad index lomu (kompenzace
ruznymi typy objektivlii zalozenych na rozdilnych imerzich), optickd saturace (vliv intenzity
excitacniho paprsku na difuzni koeficient) nebo astigmatismu laserového paprsku. Kvtili t€émto
vliviim je tieba kalibrovat i n¢kolikrat béhem experimentu konfokalni objem, coz pfi méteni
urcitych typa vzorkd muze byt z ¢asového hlediska naro¢né [20, 21].

Kvuli zminovanym problémiim byla vyvinuta metoda dvouohniskové FCS (dual-focus
FCS, 2f-FCS), ktera by se méla témto omezeni vyhybat. Diky této metod¢, ktera je nezavisla
na vySe uvedenych faktorech, je mozné ziskat absolutni hodnotu difuzniho koeficientu
s vysokou piesnosti, a to bez nutnosti kalibrace konfokalniho objemu. Poprvé tuto metodu
zminuje ve své praci Thomas Dertinger v roce 2007 (respektive skupina okolo profesora
Jorga Enderleina, ktery je také autorem piepocitavaciho algoritmu v softwaru MATLAB) [22].
Oproti klasické FCS se jedna o spolehlivéjsi metodu, ktera ma sice podobné pristrojové
nastaveni, casové mén¢ narocné a presnéj$i meteni, ale komplikovanéjsi analyzu.

Rozdil oproti klasické FCS je v pouziti dvou stfidavé pulzujicich laserii o shodné vinové
délce, ale rozdilnou polarizaci, které se synchronizuji pomoci pulsné proklddané 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 excitacni ohniska o daném
vzajemném posunu. Emisni zafeni je snimano stejné jako pii mefeni pomoci klasické FCS.
Pii nasledné analyze je diky pikosekundovému rozliSeni detektorii mozné ptifadit jednotlivé
fotony ke konkrétni polarizaci [23].

Pro spravnou analyzu je potfeba znat vzdalenost mezi ohnisky a obecny tvar detekénich
objemt. 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 probihd pomoci softwarového skriptu
(napf. v programu MATLAB), kdy 1ze vypoc¢tem nasledné ziskat absolutni hodnotu difizniho
koeficientu [21, 23].

Vzdalenost mezi ohnisky lze stanovit ttemi riznymi zptisoby. Prvni metodou je provedeni
srovnavaciho méfeni difuze fluorescenénich nanocastic a ziskany diftzni koeficient porovnat
s vysledky z dynamického rozptylu svétla. Dalsi zptisob je z-sken, kdy se ur¢i difuzni cas
Vv detekovaném objemu podél osy z. Posledni moznosti je pouZit sondu se zndmym difiznim
koeficientem jako pfi standardni kalibraci u jednoohniskové fluorescencni korelacni
spektroskopie [22].

3.3 Time-correlated single photon counting

Existuji dva typy méfeni parametri fluorescence. Ustdlenou fluorescenci (Steady-state
fluorescence), kterd je métfena pii kontinualnim excitatnim zareni, je mozné méfit polarizaci
nebo stiedni hodnotu intenzity fluorescence [6]. Jako zdroj zafeni se zde vyuziva lampa,
nejcastéji xenonova, emitujici konstantni mnozstvi fotonti za jednotku Casu. Ve vysledku pak
zUstava koncentrace excitovanych molekul fluoroforu konstantni [24]. Druhym typem méfeni
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je casove rozlisend fluorescence (time-resolved fluorescence). Zde je vysledkem casova
zavislost méfenych parametrtl fluorescence. Casové rozlisena fluorescence se pouziva ¢asto
pro ziskani informaci o dynamice excitovaného stavu, coz je dilezity parametr pro interpretaci
fotobiologickych i fotofyzikalnich procest [6]. Déle je mozné ziskat intenzitni a anizotropni
kiivky [24].

Do ¢asové rozlisené fluorescence patii i pulzni fluorimetrie, kdy po excitaci vzorku dojde
v ¢asovém metitku k poklesu fluorescence. Tento pokles tvofi v idedlnim ptipadé,
tedy v pfitomnosti pouze jedné doby zivota excitovaného stavu, monoexponencialni kiivku.
V realném vzorku je ovSem pokles vétSinou viceexponencialni [25]. Skute¢na kiivka je pak
tvofena samotnymi naméfenymi daty ze vSech ptritomnych dob Zivota fluorescence a funkci
odezvy pfistroje (instrument response function, IRF).

Metoda Casové korelovaného séitani jednotlivych fotonu (time-correlated single photon
counting, TCSPC) patii do skupiny ¢asové rozlisené fluorescence. Je zaloZena na s¢itani fotont
postupné dopadajicich na detektor od zacatku svételného impulzu. Principem metody je to,
ze pravdépodobnost detekce jediného fotonu v ¢ase t po excitatnim pulzu je umérna intenzité
fluorescence v konkrétnim ¢ase [26]. TCSPC metoda ma dobry dynamicky rozsah a linearitu,
vysokou citlivost a definovanou statistiku (Poissonova distribuce), ktera umoznuje spravnou
matematickou operaci pro kazdy bod v analyze dat.

3.4 Difaze

Pti teplotach vyssich, nez je absolutni nula, je mozné diky srazkdm molekul rozpoustédla
s disperznimi ¢asticemi pozorovat tepelny pohyb. Tento pohyb je ndhodny, probihd v riznych
smérech s rtznou 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 pm pozorovatelny pouze vibraéni pohyb, nikoli tepelny [27]. V makroskopickém
pohybu se tepelny pohyb projevuje jako difuze. K tomuto jevu dochézi v soustavach, kde je
piitomny koncentra¢ni gradient [28].

3.5 Hydrogely

Hydrogely jsou specidlni skupinou lyogelii, kdy je disperznim prostfedim voda. Retézce jsou
vzajemn¢é propojené do trojrozmérné sité, ktera vypliuje celé disperzni prostiedi. Vyhodnou
vlastnosti je, Ze se hydrogely ve vodé nerozpousti diky zesiténi polymeru. Naopak pfi kontaktu
sni dokdzou velké mnoZzstvi absorbovat, tim dojde ke zvétSeni objemu = botnaji. Tato
schopnost je podminéna strukturou polymerniho fetézce, kdy funk¢ni skupiny musi mit
hydrofilni charakter [29].

3.5.1 Agaro6za
Jednou z forem agaru, ktery se izoluje z Cervenych moiskych fas, je agaréza. Dlouhou dobu
byla povazovana za neutrdlni molekulu, ale jeji neutralita nebyla zatim Zadnou analytickou
metodou potvrzena. V souCasné dobé je agard6za 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 [30].

Tvoii ji linedrni fetézec stiidajicich se podjednotek B-D-galaktopyranozy spojenych
a(1,3)-glykosidickou vazbou a zbytki 3,6-anhydro-a-L-galaktopyrandzy vzajemné
provazanych B(1,4)-glykosidickou vazbou [31].
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3.5.2 Hyaluronat sodny

Hyaluronan (hyaluronat sodny, sodna sul kyseliny hyaluronové) je pifirozené 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 [32].

Vysokomolekularni HA a fragmenty raznych velikosti mohou ovliviiovat tadu
biologickych procesti prostiednictvim interakci s receptory, jako je naptiklad CD44,
receptor pro hyaluronanem zprostiedkovanou pohyblivost (RHAMM, HMMR) a receptor
pro hyaluronan endotelu lymfatickych cév 1 (LYVEL) [33].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Fluorescen¢ni nanocastice Sicastar® (micromod GmbH) — 10 nm (RedF), 30 nm (GreenF).
50 nm (GreenF), 70 nm (GreenF), 100 nm (GreenF). Fluorescenéni ¢astice DiagNano™ 10 nm,
50 nm, 100 nm. Fluorescen¢né znaceny hyaluronan FITC-HA-Se 274 kDa a 710 kDa (TdB
Labs). Glycerol bezvody p.a. (lach:ner), agardza (Sigma Aldrich), hyaluronat sodny (Contipro
Group). Rhodamin 6G (Sigma Aldrich), Atto 488 (Sigma Aldrich),

4.2  Pouzité pristroje
Konfokalni mikroskop MicroTime200 (PicoQuant GmbH, DE), Zetasizer Nano Zs (Malvern
Instrument, UK), Elektronovy mikroskop EVO LS 10 (Zeiss, DE).

4.3  Priprava vzorku

4.3.1 Fluorescenéné znacené nanocastice ve vodé

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

4.3.2 Fluorescencné znacené 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 kvtili homogenizaci vzorku. Do roztoku glycerolu byl napipetovan objem
nanocastic tak, aby se opét dosdhlo nanomolarni koncentrace. Pro v§echny velikosti ¢astic byly
shodné koncentrace 50, 60 a 70 hm. %. Zbylé koncentrace se upravily pfimo pro konkrétni
velikost podle chovéani nanoc¢éstic v koncentra¢ni radeé.

4.3.3 Fluorescenéné znacené nanocastice agarézovém hydrogelu

Pro piipravu vzorku fluorescencnich ¢astic v agaro6zovém hydrogelu existuje nékolik zptisobt,
které 1ze rozdélit podle typu diftize a podle objemu vysledného vzorku. Pfiprava agarézového
gelu je vzdy stejna.

Do vialek se navézilo pfesné mnozstvi agar6zy a na pozadovanou koncentraci bylo
doplnéno deionizovanou vodou. Pracovalo se s koncentracemi od 0,1 hm. % do 2 hm. %.
Smés byla za stalého michani zahtivana na teplotu 85 °C, kdy pii této teploté¢ byl hydrogel
udrzovan aZ do uplného zprihlednéni bez zndmek bilého zdkalu. Z takto pfipravené¢ho gelu
bylo napipetovano urcité mnozstvi do drzaku vzorku, kde se hydrogel nechal 60 minut ztuhnout
pii laboratorni teploté. Zde je dulezité¢ vzorek zakryt parafilmem, ptipadné ptekryt olejovou
vrstvou, aby nedochdzelo k odpafovdni vzorku. V této praci se upfednostnilo prekryti
parafilmem.

Prvnim zptsobem je difuze z povrchu vzorku. Tento zptlisob je nejjednodussi, protoze se
pfipravil hydrogel vySe uvedenym zplsobem a po zatuhnuti se na povrch napipetovalo
vypocitané mnozstvi fluorescencnich nanoc¢astic. Vzorek se opét piekryl parafilmem a nechal
se dalsi hodinu stat, aby doslo k prodifundovani ¢astic do gelu.

Druhym zpiisobem, ktery byl pfedevSim pouzivan v této praci, je zamichani
fluorescencnich nanocastic pfimo do tekutého hydrogelu. Jesté¢ pred zahfivanim smési se
k agar6ze do deionizované vody napipetovalo piesné mnozstvi disperze nanocastic o dané
koncentraci. Poté se postupovalo opét podle postupu vyse. U Castic byla méfenim prokdzéana
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vysoka termostabilita, kdy se difizni koeficient neménil ani po dosazeni bodu varu a nasledném
zchladnuti.

Tyto postupy ovSem plati pouze pro vzorky, kdy je mozné do drzéku 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 zptisob diftize
z povrchu gelu v malém (mikrolitrovém) mnozstvi vzorku neni mozny. Lze tedy pfipravovat
gely pouze s ¢asticemi zamichanymi uz pii piipravé.

Byl pfipraven agar6zovy gel dvojndsobné koncentrace, nez byla vysledna koncentrace.
Tento gel byl smichan v poméru 1:1 z fluorescencnimi Casticemi, pfipadné se smési Castic.
Michani bylo nutné provést az piimo na krycim sklicku, tedy bylo potfeba 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 nanocéstic a na n¢j pak
napipetovat stejné mnozstvi hydrogelu a ihned zacit michat. Takto pfipravend smés byla
zaparafilmovana a po 10 minutach byla pfipravena na méteni. Po celou dobu méfeni se parafilm
nechal na drzéku skli¢ka kvili minimalizaci vysychéani hydrogelu.

4.3.4 Fluorescencné znacené nanocastice v hyaluronanovém gelu
PoZadované mnozstvi hyaluronanu se smichalo s vypoc¢itanym mnozstvim vody, kdy se roztok
polysacharidu nechal michat na magnetické michaéce pfi teplot¢ okolo 30 °C do uplného
rozpusténi. Timto stylem se vytvofila koncentraéni fada hyaluronanu od 0,05 g-I™* az do 2 g-I™%.
Byl pfipraven roztok fluorescen¢né zna¢eného hyaluronanu, ktery se v pozadovaném mnozstvi
prikapl k jiz ptipravenému roztoku hyaluronanu ve vodé¢. Takto pfipraveny vzorek se nechal
stat 10 minut pti laboratorni teploté, aby doSlo k homogenni distribuci fluorescencné znaceného
hyaluronanu. Po této dob¢ se 1 ml gelu ptenesl na kryci skli¢ko, kde byl nasledné méten.
Obdobny postup byl 1 pro méfeni s fluorescencnimi nanocasticemi, kdy byly c¢astice
zamichané pfimo do roztoku hyaluronanu jako jiny typ fluorescencni sondy.

4.4 Matematické prepocty

441 Prepocet autokorela¢ni kfivky na MSD krivku

Jako standardni vystup méfeni FCS se povaZzuje autokorela¢ni kiivka, kterd ovSem sama o sob&
nepopisuje viskoelastické vlastnosti zkoumaného prostiedi. Tyto vlastnosti jdou zjistit z MSD
ktivky, kterou Ize namodelovat matematickymi operacemi z kubické rovnice

MSD = 8 x3+< 8 + * >x2+<4 +i>x+1—; 13
27w, w2 Iwgw? - wy, 3wz,  3w? N2G(t)? (13)

Jak je vidét z rovnice, pro potieby vypoctu je nutné zjistit ze softwaru SymPhoTime64
Sitku konfokalniho objemu v axidlni a horizontdlni roviné (wxy a w;). Déle je daleZitym
parametrem pocet castic (N) a samotna hodnota autokorela¢ni funkce (G(t)).

Puvodni skript v softwaru MATLAB byl poprvé pouzity v praci P. Kabrtové [34],
pozdéji v dizertacni praci J. Mondeka [35]. Kod s mirnymi modifikacemi vytvorila
S. Pavlikova ve své diplomové praci [36]. Ta nakombinovala koédy z predchozich praci
a upravila je tak, aby byly jednoduseji zapsané. V kodu ale byla numericka chyba, ktera se
opravila. Novy kod s dal§imi upravami i s vysvétlenim jednotlivych ¢asti je v pfiloze 3.

Pro rychlejsi a presnéjsi vypocet jediného realného kotfene rovnice (13) byl vytvofeny 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 (14):
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Tato data, kterd je potfeba mit v excelu, se nasledné zpracovala v softwaru Rheology
Advantage Data Analysis (TA instruments, US). Zde bylo nejprve vypocitano retarda¢ni
spektrum, kde byla ziskana viskozita pii nulovém smyku (Pa-s) a okamzita poddajnost (Pal).
Z téchto dat se pak ziskalo relaxacni spektrum a z n¢j samotné reologické moduly.

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

Me¢teni DLS bylo provedené na piistroji ZetaSizerNano ZS spolecnosti Malvern
Instruments. Kazdy vzorek byl proméfen pétkrat. Nastaveni pristroje bylo nasledujici:

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

5.1 Porovnani velikosti ¢astic pomoci metody DLS a FCS

Aby bylo jisté, ze hodnoty difizniho koeficientu, které se ziskaji z FCS, jsou opravdu spravné,
vzaly se Castice riznych velikosti a zm¢éfily se paraleln€ 1 dynamickym rozptylem svétla (DLS).
Pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice byl vypocitdn polomér ¢astice ziskany z difizniho
koeficientu (FCS) a porovnany se zméfenym (DLS).

Metodou DLS nebylo mozné zméfit ¢astice o praméru 10 nm, protoze jejich excitacni
vlnova délka odpovidala vinové délce laseru piistroje ZetaSizer. Z tohoto diivodu dochézelo
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 1: Porovndni hodnot difiizniho koeficientu a priiméru castice ziskaného metodami DLS

a FCS.

S oo s DLS FCS
Tabelovany pramér
(nm) Prumeér Difuzni koeficient Primeér Difuzni koeficient
(nm) (um?-s™) (nm) (um?-s™t)
10 i i 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

5.2  Limitni viskozita pro méfeni ¢astic

Pro stanoveni viskozitnich limiti FCS byl pouZit roztok glycerolu o riznych koncentracich.
Jako limitni viskozita byla brana takovéa hodnota, kdy namétena data pro ¢astice dané velikosti
Vv roztoku glycerolu nesla vyhodnotit, respektive ziskané vysledky nebyly smysluplné (Casto
byly difuzni koeficienty pfilis vysoké, nebo absolutni zastoupeni difuzniho ¢asu mélo zapornou
hodnotu). Hodnota autokorela¢ni kiivky se spolu se vzristajici koncentraci glycerolu
a primérem castic klesala, az dosahla takové hodnoty, kdy chyba méteni byla pfili§ velka,
nebo s daty nekoreloval zadny z dostupnych matematickych modeli. Vsechna méfeni
probihala pfi teploté 23,0 £ 0,2 °C.

Tabulka 2: Limitni viskozita a difiizni koeficient pro castice riizné velikosti

Glycerol (hm. %)  Viskozita (mPa-s) Difuzni 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+8,4 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
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Ackoli podle Stokes-Einsteinovy rovnice ¢astice jeste pii limitni viskozit¢ mély vykazovat
tepelny pohyb, citlivost metody doséhla svého maxima a dal$i diftizni koeficienty se nepodatilo
zméfit. Dalo by se fict, Ze minimalni difuzni koeficient, ktery je mozné spolehlivé zméfit,
se pohybuje v okolo 0,1 pm?-s™.

5.3 Agaroézovy hydrogel

Pro méfeni gel bylo potfeba zjistit piibliznou velikost pora agardzy, aby byly pouzity
odpovidajici Castice. Jako metoda byla zvolena turbidimetrie, kdy se ziskaly pramérné
velikosti. Vysledné primérné velikosti jsou zobrazeny na obrazku 3.
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9 100
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koncentrace agarozy v gelu (%)

Obrazek 3: Zavislost velikosti porii na koncentraci agarozy v gelu.

5.3.1 Méreni difuzniho koeficientu metodou jednoohniskové FCS

Protoze se jedna o fyzikdln¢ ptipraveny 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 ptesné. Proto, i kdyz
byla zjisténa urcitd velikost pori, odpovidajici cCastice jimi nemusely vzdy dokazat
prodifundovat. Limitni koncentrace agardzy, kdy transla¢ni pohyb ¢astic o dané velkosti nebyl
déle pouzivanym pfistrojem a postupem detekovatelny, jsou uvedeny Vv nasledujici tabulce.

Tabulka 3: Difiizni koeficient riizné velkych cdstic v zavislosti na koncentraci agarézového gelu.

0 % 0,1% 0,3 % 0,5 % 1,0 % 15% 2,0 %

10nm 418+04 133+3,6 135+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+07
50nm 89+0,2 47+06 23+09 14+06 10+04 - -
70nm 65+03 3,7+06 24+07 09=+04 - - -
100nm 4,7+01 10+02 0,6=£0,2 - - - -
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Bylo provedeno nékolik méfeni, na jejichz zaklad¢é byl stanoveny difuzni koeficient
pro danou velikost Castice v urcitém gelu. Z vysledki ovSem nesel stanovit jediny difuzni
koeficient kviili heterogenni povaze vzorku. V tabulce 3 je proto uvedena stfedni hodnota
difazniho koeficientu (median) a hodnota intervalu, ve kterém se tento koeficient pohybuje.
Nejedna se tedy o chybu méfeni, ale 0 fyzikalni popis méteného systému, kdy uvedeny interval
je spojeny s sifkou distribuce difuznich koeficientt.

Samotna odchylka méfeni dokaze dat informace o struktuie hydrogelu. Cim je odchylka
vys$i, tim vic difuznich koeficientii zde muze byt, a tedy je systém vice heterogenni. Data jsou
uvedena v tabulce 4.

Tabulka 4: Procentudlni hodnoty vypocitaného poméru odchylky méreni vii¢i namérenému
difuznimu koeficientu pro ruzné velikosti castic v riizné koncentrovaném agarozovem hydrogelu

Velikost ¢astic (nm) 0% 01% 03% 05% 10% 15% 20%

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

Procentualni odchylka by teoreticky mohla byt vystupnim parametrem méfeni. Pro ¢astice
difundujici ve vode je odchylka, tedy pfesnéji feceno interval naméefenych hodnot, v jednotkéch
procent, tedy Castice nejsou nijak ovlivnény vnéj$im prostredim a jedna se opravdu jen o chybu
meéfeni. S narustajici koncentraci roste i $itka intervalu. Pouze u nejmensich Castic ziistava
interval témér stejny — S klesajicim difuznim koeficientem umérné klesa 1 interval hodnot
difazniho 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 ¢astic stejné vhodna.

Cim vétsi jsou &astice, tim klesa pravdépodobnost, Ze &astice najde vhodny por ,,na prvni
pokus®, tedy dojde k poklesu difizniho koeficientu a néartstu intervalu hodnot. Zjednodusené
by se dalo fict, ze je gel ¢im dal vic nehomogenni. Jen u 100nm ¢éstic se odchylka zastavila
u 33 %, coz neodpovida trendu vzestupu procentualni hodnoty distribuce difizniho koeficientu.
Je moZné, Ze tato nepiesnost je dana samotnym métfenim — pfi této koncentraci uZ mohlo dojit
ke zkresleni vysledkt kvili detekénim limitim pfistroje. Zde dochézi k detekci hrani¢ni
hodnoty difizniho ¢asu, tedy odchylka méteni miize byt uz vyssi nez u ostatnich méteni.
u dal$i méfené koncentrace je hodnota uz nepiesnd, spise orientacni, tim padem ani velikost
intervalu nemusi odpovidat realité. Veskera tato méteni byla analyzovana pouze do korela¢niho
casu 1000 ms, ktery je defaultné€ nastaveny a probihaji podle n&j veskerd métenti.

5.3.2 Méreni difuzniho koeficientu metodou dvouohniskové FCS
Byl ptedpoklad, ze dvouohniskova FCS (2f-FCS) bude ptesnéjsi a spolehlivéjsi metodou
pro méteni korelacnich kiivek. Obecné se s touto myslenkou dé souhlasit uz jen z divodu, ze se
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nemusi pii kazdé zmén¢ teploty kalibrovat konfokalni objem, tedy se eliminuje chyba vznikla
pii méteni kalibrace.

Problém nastava pii méfeni vysSich koncentraci agardézového hydrogelu ve spojeni
S veétsimi nanocasticemi. ProtoZe se jedna o pouze softwarové vyhodnoceni, aniz by operator
mohl do vysledku zasahnout, vSe zalezi pouze na algoritmu daného skriptu, jak4 data vyhodnoti
jako relevantni a jaka ne. Zde je mozné nastavit pouze dvé hodnoty difuzniho koeficientu a dvé
hodnoty tripletu, ale neni mozné do skriptu néjak vyrazné zasahovat. Matematicky je mozné
ziskat data z Cehokoli, spravnost vysledku je pak na posouzeni uzivatele. Nasledujici dva
obrazky zobrazuji zménu prolozeni kiivek pouze pfidanim jednoho parametru.

D, = 96410 cm/s

1=21ps

Wy = 327 nm
RU =108 nm

O,
05,

correlation / (hy)2/s?

residuals

10° 10 10° 10°
time [ps]

Obrazek 4: Korelacni kiivky s jednim difuznim koeficientem a jednim tripletem.

V ptipadé obrazku 4 je pak jesté nutné rozhodnout, jestli se jednd opravdu o tripletni stav
fluoroforu, nebo jestli vlivem prostiedi dochazi k fotovybéleni ¢astice. Ve druhém piipadé se
zde také vyskytuje velmi kratky difuzni Cas, protoze Castice je detektovana v objemu, ale kvili
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.

Na obrazku 5 je vidét, Zze kratky difuzni Cas je zde opravdu piitomny a ze odebrani
nefluorescencni komponenty (triplet) posunulo celé prolozeni korelacnich kiivek. Vlivem toho
doslo k vyrazné zméné difizniho koeficientu z 9,6 pm?s™ na 13,3 pm?s™.
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Obrazek 5: Korelacni krivky s jednim difuznim koeficientem

Pti nizkych koncentracich, pfipadn€ pro malé ¢astice, 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 pofad velmi malou
relativni chybou méteni. V nésledujici tabulce jsou uvedeny diftizni koeficienty v zavislosti
na koncentraci agardzy v hydrogelu a velikosti pouzitych ¢astic.

Tabulka 5: Zavislost difiizniho koeficientu (um?-s) na velikosti castic a hmotnostni koncentraci

agarozového hydrogelu pro 2f-FCS.

0 hm. % 0,1hm.% 02hm. % 05hm.% 10hm. % 15hm.% 2,0hm.%
10nm  455+0,01 143+3,8 11,8+1,5 99+26 72+12 51+0,6 3,8+04
30 nm 16,5+0,02 10,7+1,0 104+22 89+10 47+0,7 19+05 1,1+04
50nm  8,7+0,01 5,5+0,5 48+0,6 32+1,1 24=+1,0 1,0£0,6 05+04
70nm  6,0£0,01 4,7+04 29403 14+04 - - -

100 nm  3,9+0,05 2,1+£0,5 09+03 05+£03 - - -

Opét zde plati, ze pti zvySujici se koncentraci agar6zového hydrogelu roste 1 smérodatna
odchylka, ktera zobrazuje nehomogenitu prostiedi. Jak je vidét z tabulky 5, i zde se dosahlo
limitni koncentrace agar6zového hydrogelu pro difuzi ¢astic pii standardnim nastaveni.
Maly rozdil je vidét pro 50nm castice, kdy matematicky skript byl schopny se dostat
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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, ptfipadné zde jdou ruéné zvolit meze, ve kterych se dany
difazni koeficient ma 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 vysledkii danych matic.

Z tohoto divodu muselo byt pfistoupeno k radikdlnéjsimu feSeni, aby byl nizky diftizni
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 niz§i byl difazni koeficient, tim hiife detekovatelny byl pro piistroj, respektive pak

YV ree

I pro skript. Pocatek nové korelaéni kiivky se tedy pohyboval od 0,001 ms pro ,,vyssi* diftzni

cvwr

Tabulka 6. Posunuti mezi detekce pomoci upravy celkového korelacniho casu a jeho zacatku

0 hm. % 0,1hm.% 02hm.% 05hm.% 10hm.% 15hm.% 2,0hm.%

10 nm 45,5+0,01 143+38 11,8+1,5 99+26 72+12 51+06 38+04
30 nm 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 2,4+1,0 1,006 0,5+04
70 nm 6,0+0,01 47+04 29+03 1,4+04 043+0,22 0,11+0,06 -

100nm 39+0,05 21+£05 09+03 05+03 017+0,12 0,09+0,07 -

Z tabulky je ziejmé, Ze uprava hodnot korela¢ni funkce pomohla ¢aste¢né zptesnit méteni
ve vysSich koncentracich agar6zového hydrogelu pro vétsi castice. Nicméné ani tato Gprava
nebyla schopna zajistit ziskani dat z nejkoncentrovanéjSich vzorkt. Zde skript neprobéhl
spravné, respektive nameétend data se nepodatilo prolozit. U predchozi koncentrace (1,5 hm.%,)
byly hodnoty pro 70nm a 100nm ¢astice (v tabulce 6 kurzivou) nepfesné z toho diivodu, Ze se
nékolikrat musela upravovat datova korelacni kiivka, aby byl skript schopny data proloZit.
Proto bych se ptiklanéla k tomu v tomto piipad¢ metodu 2f-FCS nepouzivat, protoze obdrzené
vysledky jsou na hranici validity.

5.3.3 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
(autokorelac¢nich, stejné jako kiizove korelacnich), které vykazuji v nizkych korelac¢nich ¢asech
charakteristicky prab¢h.
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Aby se ziskala predstava, jak jsou na tom jednotlivé metody s piesnosti vici sobé,
byl zméfen jeden vzorek obéma metodami. Konkrétné se jednalo o 50nm ¢astice, abychom se
vyhnuli pfili§ neménnému difiznimu koeficientu (mensi ¢astice), nebo aby nedoslo k jejich
priliSnému zpomaleni (vétSi Castice). V nasledujici tabulce je uveden primérny difazni
koeficient a jeho smérodatna odchylka.

Tabulka 7: Porovnani jedno a dvouohniskové FCS. Zobrazeny jsou hodnoty pro 50nm castice.

mod  0hm. % 0,1hm.% 02hm.% 05hm.% 1,0hm.% 15hm.% 2,0hm.%

1f 9,2+0,5 53+1,0 48+1,2 3,0=+1,5 2,1+0,7 0,7+04 04+0,3

2f 897+0,02 56+05 52+0,6 33+13 24+10 09+05 0,5+04

Hned z méfeni ¢astic ve vodé je jasné vidét, ze dvouohniskova FCS je mnohem piesnéjsi
pro vyssi difuzni koeficienty. Obecné se zde relativni chyba jednoho bodu pohybovala okolo
1 % améné. Stejné tak 1 smérodatna odchylka je niZsi. To miiZe byt dano velikosti konfokalniho
objemu, ktery je pro 2f-FCS mnohem vétsi nez u 1f-FCS. V praxi by to znamenalo, Ze Castice
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 difizni koeficient v&tsi nebo roven 1 pm?s?, pak je
vhodné pouzit dvouohniskovou FCS diky jeji nizké relativni chybé a presnosti vysledkd.
Pro niz§i diftizni 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 difuzniho
koeficientu.

5.3.4 Alternativni vyhodnoceni pomoci MEM

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 distribuéniho modelu, ktery je soucasti modelu autokorelacni funkce.
Dalsim pfistupem je tzv. metoda maximalni entropie, ktera neposkytuje pfimo parametry
proloZeni, ale vystupem je distribuce pravdépodobnosti difiznich koeficientl. Pro ziskani
konkrétnich parametrii 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 1 difiznich koeficientt.

V programu QuickFit 3.0 byly prolozeny ziskané autokorelacni funkce, pomoci metody
maximalni entropie (MEM). Nasledn¢ ziskané zavislosti byly prolozeny v programu OriginPro
klasickym log-normalnim distribu¢nim modelem, protoze lze ptedpokladat, ze pro lokalni
populaci difaznich koeficienti tento model poskytuje realisticky obraz. Grafy zobrazené
na obrazku 6 shrnuji normalizované pribéhy hodnot distribu¢ni funkce z MEM metody
na difiznim koeficientu. Z priibéht 1ze opét vidét, ve srovnani s pfedchozim typem analyzy,
ze se distribuce posunuje s rostouci koncentraci k niz§im difiznim koeficientim a zavislosti
vykazuji Sirsi charakter.
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Obrazek 6: Distribuce difuznich koeficientii pro fluorescencné znacené castice 0 velikostech
50 nm (vlevo) a 70 nm (vpravo) ziskanych Metodou maximalni entropie pro riizné hmotnostni

koncentrace agarozy.

V tabulce 8 je ukdzano srovnani vyhodnoceni standardnim postupem jednoohniskové FCS
a metodou MEM. Jak lze vidét, metoda MEM poskytuje podobné vysledky difuznich
koeficientl (median prolozenych zavislosti) jako jednoohniskovy pfistup. VEtsi odchylky lze
nalézt u vys$si koncentrace agarozy, kdy je standardni model vyhodnoceni zatizen vétsi relativni
chybou. Nizké odchylky u proloZzeni MEM distribuce ukazuji, Ze zvoleny pfistup vyhodnoceni
je vhodny a diftizni koeficienty v téchto lokalnich populacich opravdu vykazuji log-normalni

rozdéleni.

Tabulka 8: Porovndni 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 maximalni entropie.

mod 0 hm. % 0,1 hm. % 0,2 hm. % 0,5hm. % 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+0,01 4,8 +£0,02 2,68+ 0,01 1,19+ 0,01

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

agarozy (Tabulka 9).
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Tabulka 9: Porovnani stanoveného difiizniho koeficientu (um?-s™) pro cdstice o velikosti 50 nm
a 70 mm na hmotnostni koncentraci agarozového hydrogelu ziskané metodou maximalni
entropie.

v L koncentrace agar6zy median 2.l
Castice (hm. %) (um?-sY) 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 piipad¢ jednoznaéné
ur€it metodu maximalni entropie jako vhodnéj§i ve srovnani s modelem difaze,
ktery piedpoklada log-normalni distribuci difuznich koeficientt. MEM analyza poskytuje
realnéjsi obraz distribuce difuznich koeficientii, protoze vysledkem muize byt i multimodalni
distribuce, ktera ukazuje na rtzné ,difuzni populace™, které mohou byt naptiklad tvofeny
skupinami razné difundujicich ¢astic.

5.3.5 FLIM agarézového hydrogelu
Fluorescen¢ni mikroskopie je vhodnym néstrojem pro zobrazeni struktury zkoumaného vzorku.
Pro hydrogely se zde nabizi dva typy méfeni — bud’ se pfipravi hydrogel vzdy s jednim typem
Castic, nebo se piipravi sm¢s Castic, ktera se smicha s hydrogelem. Oba typy méfeni maji své
vyhody a nevyhody. Vyhodou prvniho je homogenita ziskanych vysledki, kdy diky absenci
jinych fluorofori nemuize dojit ke kontaminaci vysledkii emisi jiného fluoroforu.
Velkou nevyhodou je fakt, ze se méfi pokazdé jiny vzorek, tedy struktura hydrogelu je sice
podobnad, ale nikdy ne naprosto stejna.

Pro zobrazeni struktury v jednom vzorku je tedy vhodnéjsi pouzit smés nanocastic
0 riznych velikostech. Hlavni nevyhodou této moZznosti je, ze kvili pfitomnosti vice fluoroforti
muze dojit ke zkresleni vysledkli emisi pochéazejici z jiného fluoroforu. Aby se co nejvice
eliminovala tato moznost, byly vybrany fluorofory bud s jinou vlnovou délkou excitace
a emise, nebo byla excitacni a emisni vlnova délka stejnd, ale castice se od sebe lisily dobou
zivota fluorescence. Pro toto méfeni bylo nutné méfit na vice detektorech, tedy dalsi chyba
mohla vzniknout 1 kviili rizné citlivosti a nastaveni detektoru.
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5.3.5.1 Méreni velikosti jednotlivé
Jak bylo zminéno vyse, pfi méteni pouze jedné velikosti ¢astic ve vzorku, bylo mozné pouzit
pouze jeden detektor a vysledky pak mezi sebou alespoii porovnat.

Tabulka 10: Zobrazeni distribuce nanocdstic pro riizné velikosti a v rizné koncentrovanych

hydrogelech

Koncentrace

agar6zového 10nm castice 50nm castice 100nm castice
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 o struktuie gelu, tak
10 nm castice neposkytuji zadné relevantni informace, protoze jsou prodifundované témet
homogenné skrz cely hydrogel. VEétsi 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,
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.
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5.3.5.2 Méreni vSech velikosti zaroven

Pro experimenty je samoziejmé vhodnéjsi, kdyZ se snizi mnozstvi moznych vlivi zpusobujicich
odchylku méfeni na minimum. Z toho divodu se pfipravila smés nanocastic o riznych
velikostech, ktera byla smichana s hydrogelem. Diky tomu je mozné sledovat strukturu jednoho
vzorku ve stejném misté, tedy vysledky jsou vzajemné porovnavatelné.

Tabulka 11: Oveéreni tabelovanych dob Zivota fluorescence barviva AlexaFluor® v riizné
koncentrovanych hydrogelech

Tabel ¢ h
abelovan¢ hodnoty Doba Zivota fluorescence (ns)
Prime fluoroforu Alexa Fluor
rumer
¢astic .
Doba Kvantovy
25 % gel % gel 1,0% gel 1,5% gel
Zivota (ns)  vytézek (-) 0.25% ge 0.5% ge 0% ge % ge
10 nm 4,1 0,92 4,10£0,10 4,07+0,10 3,91+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 1,18+0,07 1,34+£0,06 125+0,07 1,92+0,01

Pro 10nm nanocastice byla pozorovana jest¢ druha doba Zivota okolo 1 ns. Tato doba zivota
by mohla odpovidat rezonan¢nimu pienosu energie, ovSem je jeSt¢ nutnd verifikace.
U ostatnich fluorofori byla zjisténa pouze jedna doba zivota. U 100nm nanocastic je napadny
prudky nartst doby Zivota v koncentrované€jsim hydrogelu. V nizSich koncentracich se doba
Zivota pohybuje okolo 1,25 ns, coz je lehce nad tabelovanou hodnotou, ovSem stale v ramci
chyby pfistroje.

Diky rozdilné dobé& zivota pfi stejné excitacni vlnové délce 10nm a S0nm nanocastic bylo
mozné méfeni a analyza jejich smési v rdmcei jednoho FLIM obrazku. Nicméné matematicka
analyza zpocatku nerozeznala kratkou komponentu patiici 10nm c¢asticim od doby zivota
fluorescence 50nm ¢astic. Z tohoto ditvodu bylo potieba zadat hodnotu pro 50nm ¢astice ru¢né,
kdy se dopocitaly zbylé dve.

Tabulka 12: Doby zZivota fluorescence pro 10nm nanocdastice

Koncentrace gelu 11 (NS) T2 (ns) 3 (NS)
0,5% 428 £0,05 2,3 0,94 + 0,05
1,0% 4,26 £ 0,04 2,3 0,98 + 0,09
15% 4,35 +£0,05 2,3 0,88 +0,01

Mg¢fit a analyzovat smés Castic v hydrogelu je také mozné vice zplisoby. Nejpiesnéjsim je
snimat na kazdém detektoru jeden typ Castic, vyhodnotit kazdy zvlast’ a az ve finalni analyze
obrazky sloucit do jednoho (obrazek 7A).

29



Druhym typem je méfeni opét na dvou detektorech, ale pii skenovani se data ukladaji
do spole¢ného obrazku (obrazek 7B). Poté pomoci TCSPC analyzy se matematicky od sebe
oddé¢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 oddéleni dat.

B .10 nm
50 nm

- 100 nm [SENE.

Obrazek T7: Porovnadni dvou typii vyhodnoceni stejného vzorku méreného ve stejném misté.
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$i doby Zivota, pro dany experiment spis§ balastni,
je dobré védet, Ze sice jejich relativni zastoupenti je stejné nebo vys$si nez zastoupeni doby Zivota
pochézejici pfimo z fluoroforu, ale jejich intenzita je ve vétSin€ piipadd 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 13: 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 cCastice. Zde se nabizi otazka, jestli je
mozné, aby danou ¢ast gelu vyplnily pouze 10nm ¢éstice a ostatni ¢astice jinych velikosti
musely z divodu zaplnénosti poru difundovat skrz polymerni sit’ dale. Také je mozné, ze se
v daném misté vyskytuji oba, pfipadné vSechny tii fluororofory, ale pouze jeden ma dostatecné
silnou intenzitu fluorescence.
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5.3.6 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 piiblizn€ urcit velikost pord 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 ¢astic. Na obrazku 8 je zndzornény
pievod FLIM obrazu na mapu pomoci eukleidovské metriky.

Obrazek 8: Postup analyzy z FLIM obrdzku (vlevo) po mapu rozloZeni castic (EDM)
Vv programu ImageJ (vpravo) pro castice o pruméru 10 nm v 1% agarozovém hydrogelu.

Stejnd matematicka analyza byla provedena i pro ostatni typy Castic. Na nasledujicim
obrazku jsou zobrazeny vSechny méfené ¢astice v 1% agar6zovém hydrogelu.
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Obrazek 9: Rozlozeni castic v 1% agarozovéem hydrogelu. Zleva 10nm cdastice (A), 50nm
castice (B) a 100nm castice (C).
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Horni fada zobrazuje pouze pravdépodobnost rozlozeni Castic, zatimco ve druhé fadé je
mapa rozlozZeni ¢astic (EDM). Na zéklad¢ takovéto obrazové analyzy lze zjistit pravdépodobné
rozlozeni castic, tedy se da predpoveédét priblizna velikost pért v daném misté. Pfi zobrazeni
velkych ¢astic uz je zformovana jakasi struktura hydrogelové sité. Pfi pouziti menSich ¢astic
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 pfeplnéné, proto by mohla vice vyniknout struktura gelu.

Dalsi moznosti obrazové analyzy je ptevod fezil 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 nasledn¢ extrapolaci pievedeny na 3D obraz.

Obrazek 10: 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.

5.4  Diftze v roztoku hyaluronanu

Hyaluronan patii k velmi vyznamnym nesulfatovanym polysacharidiim. Je to humektant,
organizator extracelularni matrix, soucast synovidlni kapaliny i o¢niho sklivce. Hyaluronan
v roztoku je stabilizovany vodikovymi mustky. Mezifetézcové interakce jsou poté
zprosttedkovany pies tzv. hydrofobni oblasti (angl. hydrophobic patches) a vodikové mustky.
Siln¢ solvatovana hyaluronova doména je schopna propustit latky jakékoli velikosti, kde jde
jen o cas pruchodu skrz doménu. Jako obecné uznavanou hranici pfechodu mezi ziedénym
a polozfedénym rezimem je hranice 1 g-1" [32].
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Jsou mozné dva pfistupy studia daného systému. Je mozné vyuzit inertni fluorescen¢ni sondu
nebo fluorescencné znacenou variantu studovaného polymeru. Kazdy z téchto piistupti ma své
vyuziti. Prvni pfistup odpovida interakci s napf. s inkorporovanym supramolekuldrnim
nosi¢ovym komplexem biologicky aktivnich latek v hyaluronanové doméné, druhy poskytuje
informace o agregaci a formovani samotné hyaluronanové domény.
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Obrazek 11: Log-normalni distribucni model pro molekulovou hmotnost hyaluronanu 274 kDa.
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Obrazek 12: Log-normalni distribucni model pro molekulovou hmotnost hyaluronanu 710 kDa.
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Pro popis chovani zna¢eného polymeru v prostiedi rostouci koncentrace neznacené
varianty byl pouzit distribu¢ni log-normalni model. Jak jiz bylo uvedeno vyse, distribu¢ni
modely poskytuji vyjadieni sifky distribuce difundujici populace a samoziejmé stied distribuce
vyjadieny jako medién.

Pokud srovname grafickou distribuci, 1ze vidét u obou molekulovych hmotnosti rozdily,
kdy nizsi molekulova hmotnost vykazuje kontinualni pokles s rostouci koncentraci ptidaného
hyaluronanu. U vys$s$i molekulové hmotnosti pak l1ze vidét, ze se pridavky rozdélily do dvou
skupin s podobnou distribuci. To ukazuje na rozdilné chovani obou molekulovych hmotnosti
tak, jak bylo popsano jiz modelem anomalni difaze.

Vyse uvedené vysledky poukazuji na komplexnost roztoku hyaluronanu jako koloidniho
prostiedi a zaroven potvrzuji vhodnost pouzité metody pro tento popis. Pouziti znacené¢ho
hyaluronanu jako fluorescen¢ni sondy vykazuje vysS$i procentudlni odchylky stanovenych
difuznich koeficientdi nez v ptipad¢ charakterizace systému pomoci znacenych ¢astic. Toto se
projevuje i v relativné Siroké distribuci ziskané za pouziti interpretace FCS dat log-normalnim
modelem. Tento jev lze pripsat pravdépodobné nejen faktu, Ze se doména znaceného
hyaluronanu bude pfi prostupu mezi dalS$imi fetézci deformovat, ale zaroven lze ocekdvat
I rizné mezifetézcové interakce. Jako intenzivnéjsi se jevi u pouzitych systémut mezitetézcova
interakce u vys$si molekulové hmotnosti, ktera vykazuje pfi srovnatelné zméné¢ koncentrace viici
nizs§i molekulové hmotnosti vyraznéjsi pokles hodnot a distribuci difuzniho koeficientu.

V neposledni fad¢ je potieba vzit do ivahy 1 pravdépodobné silné nehomogenni distribuci
fluorescencnich znacek na kostfe znaceného biopolymeru, kterd bude piispivat k §irsi distribuci
stanovenych difuznich koeficientl, jak je zobrazuje log-normalni distribu¢ni model.
Polymer s vyssi hustotou znaceni bude vykazovat vys$si parametr molekularniho jasu, ktery
ovlivituje hodnotu autokorelac¢ni funkce ¢tvercem své hodnoty, coz vyplyva uz z rovnice (9).
Tento fakt bohuZzel vychézi ze samotného priibéhu syntézy a neni mozné ho piipravit tak, aby
distribuce fluorescencnich znacek na polymeru byla vZdy homogenni. Lze ptfedpokladat,
Ze rozmisténi znaCek bude v pfimé spojitosti s distribuci molekulové hmotnosti, a tedy
hodnotou polydispersity [15]. 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 14, kde je srovnani medianu log-normalni
distribuce Dc a diftzniho 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 zlistaneme u myslenky, ze tento
parametr definuje nehomogenitu systému, mizeme timto zptisobem interpretovat i data ziskana
pro hyaluronan s vyssi molekulovou hmotnosti. V tomto pfipad¢ je z modelu anomalni diftze
patrné, Ze parametr anomality o se snizil na relativné nizkou hodnotu okolo 0,75. Déle se
Vv pribéhu méteni takika neménil, zatimco difuzni koeficient v pfipad€ pouziti tohoto modelu
Klesal kontinualné¢ az na téméf pétinovou hodnotu (a na polovinu Vv porovnani s prvnim
pfidavkem hyaluronanu, stejné jako v pfipadé€ niz§i molekulové hmotnosti).

V piipadé log-normalniho modelu difazni 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 hodnotdm z modelu anomalni diftze,
kdy byla hodnota po pifidavku hyaluronanu polovi¢ni, ve srovnani svodou 14%.
Vzhledem k tomu, Ze vV pfipadé anomalni difize se jedna o pramérnou hodnotu,
kde heterogenitu systému urcuje pouze zmiiovany parametr ¢, nejsou ob¢ metody mezi sebou
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porovnatelné. Pti pouziti log-normalniho modelu je stanoveny diftzni koeficient median
vysledné distribuce, kdy samotnou neuniformitu systému urcuje Sitka distribuce.

Tabulka 14: Srovnadni medianu 10g-normdalniho distribucniho modelu a vyhodnoceni difiizniho
koeficientu modelem anomdalni difiize.

Chya (1) Dc (um?s™) D1 (um?s™) a
0,00 94+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 2,7+0,1 0,80+ 0,01
1,00 1,7+0,2 26+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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6 ZAVER

Tato prace se zameéfuje 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
polysacharidu. V této praci je diskutovano vyuziti pokrocilych metod analyzy dat z metody
FCS, vyuziti fluorescencnich ¢éstic ve stanoveni tzv. ,,gelového pravitka®, prevody zavislosti
autokorela¢ni funkce na reologické moduly piepoctem pies MSD kiivky a v neposledni fadé
I vyuziti znacenych polymeri jako fluorescencnich sond s jejich nativnimi analogy ve studiu
konformacnich procestt v roztoku. Vysledky ztechniky FLIM jsou pak interpretovany
metodami obrazové analyzy, pfevazné pak pomoci programu Image].

V prvni ¢asti prace je diskutovéna problematika optimalizace systému a vliv jednotlivych
parametrii na samotné méfeni a vyhodnoceni dat. Tento proces je nutny z hlediska vyzkumu
slozitych systémi, kdy se chyba méfeni mtize snadno zaménit s vlastnosti studovaného vzorku.
Tato C¢ast prace se tedy veénuje postizeni vSech moznych experimentalnich aspekti,
které ovliviiuji ziskand data a jejich néslednou 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 Spatné 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 siiky 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 autokorelacni kiivky (fit), protoZze vypocitana data jsou posunuta
K jinym hodnotam.

Pro potfeby navrzenych experimentt bylo nutné zjistit méfici 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¢ méfitelny. U vSech typl ¢astic 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 prostredi,
které bylo homogenni.

DalSim krokem bylo otestovani spravnosti nastaveni parametrd méfeni, riznych typi
samotného meétfeni a konec¢nych analyz. Pro tyto Ucely byl zvolen vodny roztok agardzy,
po fyzikéaln¢ sitované hydrogely. Tento systém byl zvolen mimo jiné proto, Ze jeho vlastnosti
jsou V literatufe dobie popsany a bylo tedy mozné ptimé srovnani navrhovanych metod s jiz
diive publikovanymi vysledky. V literatufe je agar6zovy hydrogel popisovan Casto jako systém
s jednou velikosti pért pro konkrétni koncentraci. Pro jednoduchy popis systému je tato
pramérna hodnota dostacujici, v této praci byly turbidimetricky stanoveny velikosti port az
do koncentrace agar6zového hydrogelu 4 hm.%. Ziskané hodnoty korespondovaly
s velikostmi uvadénymi v ¢lancich (napiiklad [37]). Tento popis ale neni dostacujici, pokud je
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nutné zjistit pfesnou vnitini strukturu, kdy je potfeba skrz gel difundovat ¢astice dané velikosti.
Z tohoto divodu jsou nasledujici experimenty vcelku inovativni, kdy se pohyb fluorescencné
znacenych nanocastic spojuje ptimo s jejich velkosti, a tim jsou schopny definovat efektivni
velikost oka. Zaroven je mozné ziskat informaci o tom, jak se potencialni nosi¢ pohybuje v siti
V realném case.

Pro otestovani metody byl méten rtizné koncentrovany agar6zovy koloidni systém, kdy byl
stanoven difuzni koeficient fluorescencné znacenych silikatovych nanocastic riznych velikosti.
Velmi zajimavy vysledek ukazaly Castice s nejmensim polomérem v nizkych koncentracich.
Ukézalo se, ze pti 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 ¢astice ovliviiovany uz i V nejméné husté polymerni
siti. Jak se o¢ekéavalo, ¢im byly vétsi ¢astice, tim niZ$i 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 pti této koncentraci
jsou oka sit¢ mensi nez primér Castice, pokud se nebude predpokladat ovlivnéni sit€ hmotnosti
Castice. Pii méteni dochazelo s nartstajici koncentraci agardzy v hydrogelu Kk vétSimu rozptylu
hodnot difizniho koeficientu Castic. 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 tvotily 10nm c¢astice, kdy se odchylka pohybovala celou dobu okolo 30 %.
Je tedy mozné tvrdit, ze tyto Castice se v ruzné 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 diftizni 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 difuzniho
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 pifimo 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 difuzi
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 dobte 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 fluorescenéni méteni je vyhodné méfit vice
velikosti zaroven, kdy je na prvni pohled patrné, kde se jaka velikost nachazi, a tim pfesnéji
urcit rozloZzeni v hydrogelu. Méfeni €astic o riznych velikostech je vyhodné pro néslednou
obrazovou analyzu, zde se pouzil software ImageJ. Na zaklad¢ matematického vypoctu (EDM)
je mozné piesnéjsi zobrazeni, kde je nejvetsi pravdépodobnost vyskytu ¢astice v hydrogelu
a kde se tato pravdépodobnost blizi nule, tedy je zde ptitomny polymerni fetézec. Na zaklad¢
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)
0 ruznych velikostech. Tato posledni navrzend analyza neni soucasti ptedlozené préce, jedna se
o doporuceni naslednych experiment.

Po optimalizaci metod ovétenych na funkénim systému se testovala ptiprava agar6zového
hydrogelu riznymi zplsoby. Ve vSech ptipadech se pripravil Cisty agar6zovy hydrogel
o riznych koncentracich. V prvnim zpiisobu se roztok fluorescencnich castic napipetoval
na povrch hydrogelu. Ani po dostatecné dlouhé dobé probihani experimentu se nepotvrdila
difize do struktury hydrogelu. Tento fakt byl potvrzen pomoci transmisniho elektronového
mikroskopu. Pii dal§im zplsobu byl agar6zovy hydrogel ponofen do vodného roztoku
fluorescenéné znacenych Castic. Zde oproti piedchozimu zpisobu dochdzelo k diftzi Castic
do struktury hydrogelu. Byl zde pozorovan vliv doby difize nanocastic skrz hydrogel,
kdy ihned po vyjmuti hydrogelu z roztoku bylo pozorovano rovnomérné rozmisténi Castic.
Po 48 hodinach difuze castic v hydrogelu mimo roztok doslo ke kumulaci Ccastic
V odpovidajicich porech, kdy ¢astice mensi, nez oka polymerni sit¢ difundovaly skrz gel dal,
vetsi svij pohyb pravdépodobné zastavily.

DalSim zplisobem ovéfeni vlastnosti systému bylo uvoliiovani ¢astic do roztoku. Zde byl
opét 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 nejvetsi castice.

Jednim z poslednich zpisobl 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
prostiedi, zatimco 100nm Castice prostiedi vnimaji od viskézniho 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. Zdivodnéni a ovétreni tohoto faktu je pfedmétem
dalSich experimentt.

Posledni ¢ast predlozené prace se vénuje ovéieni vyse zmiflovanych experimentil na jiném
koloidnim systému. Pro nase ucely byl vybran vodny roztok hyaluronanu studovany pomoci
jeho fluorescencné znaceného analogu. Ziskané vysledky potvrzuji, Ze je vhodnéjsi pro popis
chovani polydisperzni fluorescencni sondy (znaceného polymeru) v prostiedi koloidniho
systému pouzit metody, které poskytuji distribuce difuznich koeficienti.
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