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ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na hydrofilni koloidy a jejich zkouméani pomoci metody
fluorescenéni korelacni spektroskopie (FCS). Pomoci nékolika fluorescencnich sond byly
zkoumany gelové systémy V prostiedi 0,15 M chloridu sodného (NaCl) obsahujici hyaluronan
a tenzid cetyltrimetylamoniumbromid (CTAB). Pro bliz§i zkoumani byla zvolena sonda
ATTO 655 kvuli potlacenému vzniku tripletniho stavu a kazdé prostfedi vyskytujici se
Vv gelovém systému bylo prozkoumdno individudln€. Vysledky ukéazaly, ze méfeni gelovych
systémt touto metodou je mozné za urcitych podminek realizovat, opakovatelnost vysledka
byla zatizena jen malou smérodatnou odchylkou. Prodlouzeni diftznich casti zptsobila
pritomnost micel, tripletni stav byl zpiisoben charakteristickym prostfedim hydrogelu. Sonda
ve vSech prostfedich vykazovala také volny difuzni pohyb, ktery byl reprezentovan nejkratSim
difuznim casem.

ABSTRACT

This work is focused on studying of hydrophilic colloids using fluorescence correlation
spectroscopy (FCS). The gel systems were studied with several fluorescent probes, in 0,15 M
sodium chloride (NaCl) consist of hyaluronan and surfactant cetyltrimethylammonium
bromide (CTAB). Probe ATTO 655 was chosen for closer examination due to the
suppression of triplet state. Every surrounding occuring in the gel systems was examine
individually. Results showed that the measurement of gel systems by this method can be
realized under certain conditions, the repeatability of the results was loaded with a small
standard deviation. Extension of diffusion times caused the presence of micelles, triplet state
was caused by a characteristic environment of the hydrogel. The probe also showed free
diffusion motion in all environments. This diffusion motion was represented by the shortest
diffusion time.

KLICOVA SLOVA

Fluorescencni korela¢ni spektroskopie, hydrofilni koloidy, hyaluronan,
cetytrimetylamonium bromid, fluorescen¢ni sonda ATTO 655

KEYWORDS
Fluorescence correlation spectroscopy, hydrophilic colloids, hyaluronan,
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1. UVOD

Fluorescenc¢ni korela¢ni spektroskopie byla objevena na konci 20. stoleti a od té doby byl
ucinén obrovsky pokrok ve vyuziti této metody. Mizeme zkoumat latky a jejich chovani
Vv riznych prostfedich ve vysokém rozliSeni. Omezenim v této metod¢€ je pouze nutnost latek
vykazovat fluorescenci. Pro pozorovani nefluoreskujicich latek je nutnd modifikace
fluorescenénim ¢inidlem na fluoreskujici derivat. Na trhu existuje mnoho druhu latek, které
jsou pouzivany K modifikaci. Lisi se vInovou délkou excita¢niho a emisniho maxima,
strukturou i cenou. Cilem této prace je prozkoumat vliv fluorescen¢nich ¢inidel na chovani
Vv riznych typech hydrofilnich koloidt.

Hydrofilni koloidy byly zvoleny diky jejich vysokému potencidlu pii pouziti
v medicinskych aplikacich. Cilena distribuce 1é¢iv je stézejnim tématem mnoha védct
a hydrofilni koloidy by mohly spliiovat naro¢na kritéria pro vybér materiali jako nosict 1éCiv.
Kyselina hyaluronova, ktera je pouzita jako hlavni material v piipravé hydrogeld, je idealnim
nosi¢em 1é¢iv, pravé pro svou kombinaci vhodnych vlastnosti — je biokompatibilni,
neimunogenni, necytotoxicka.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Kyselina hyaluronova
Poprvé byla izolovana v roce 1934 Karlem Meyerem a Johnem Palmerem z hovéziho
sklivce. Jeji nazev pochdzi z feckého vyrazu pro sklo ,,hyalos* a uronové kyseliny, ktera je
soucasti molekuly. Poprvé byla vyuzita v roce 1942 Endre Balaszem jako nahrada vajec¢ného
bilku v pekafstvi. Prvni medicinské pouziti je datovano v 50. letech 20. stoleti jako nahrada
sklivce v o¢ni chirurgii [1].

2.1.1. Struktura

Linearni nerozvétveny polysacharid slozeny z opakujicich se disacharidovych jednotek
kyseliny-D-glukoronové a N-acetylglukosaminu spojenych stfidavé p-1,4 a p-1,3
glykosidickymi vazbami se vyskytuje u savct a nékterych mikroorganismti ve formé sodné
nebo draselné soli [1, 2].

Energeticka stabilita disacharidové jednotky je dana vyhodnym sterickym usporadanim —

objemné skupiny jsou umistény v ekvatorialni roviné, zatimco malé vodiky jsou v energeticky
mén¢ vyhodné axialni roving [1].
Pokud neni hyaluronan vazan na jiné molekuly, vaze na sebe vodu a tvoii velmi viskozni
roztoky. Ve fyziologickém (nebo jiném vodném) roztoku tvoii oporu molekule vodikové
mustky. Axialni vodiky tvofi nepolarni, relativné hydrofobni ¢ast, zatimco ekvatorialni bo¢ni
fetézce tvori polarni, hydrofilni ¢ast [1]. V roztoku se chova jako polyanion; pH prostiedi
udava jeho chovani [4]. V disledku tohoto uspofadani tvoii hyaluronan v roztoku
tzv. nahodné stodenou stuhu. Vlastnosti vazeb v molekule ale ndhodnost vyluduji. Retézec
hyaluronanu obsahuje hned nékolik typd vazeb. Vazby v cukernych kruzich jsou kovalentni
a taktka neménné, tim udrzuji tvar cukernych zbytkl. Ty jsou pak mezi sebou pies atom
kysliku spojeny kovalentni glykosidickou vazbou, ktera je stabilizovana vodikovymi miistky.

Substituenty, které jsou pfipojeny z obou stran ke kysliku, mohou rotovat o 360°. Piestoze
molekularni modelovani ukazalo, Zze kolem této vazby nemaji cukerné jednotky tuplnou
svobodu otaceni, je zde néckolik zplsobii konfigurace na kazdém glykosidickém mustku.
Vzhledem k mnozstvi téchto mustkd na celém fetézci se tedy muze tato sto¢ena stuha jevit
jako nahodna, ale neni [3].

Diky hydrofobnim oblastem na molekule je schopen se vazat na fosfolipidy. Hyaluronan
(HyA) se aktivné podili na bunééné adhezi, proliferaci a dalSich bunéénych procesech.
Retézce hyaluronanu mohou také reagovat mezi sebou a tvofit sitované struktury [3].

2.1.2. lzolace

Izolovat kyselinu hyaluronovou je mozné z n¢kolika zdrojii. Obsahuji ji pupecni $ndry,
nebo Zralo¢i kiize, problémem je, ze hyaluronan se nevyskytuje sam, ale je obklopen fadou
dalSich molekul, jako jsou proteiny, bakteridlni endotoxiny, nukleové kyseliny, chondroitin
sulfat a dalsi. Jako zdroj kyseliny hyaluronové pro laboratorni mohou byt také vyuzity
kohouti hiebinky. Proces je ale velmi nakladny a neposkytuje takovou cistotu, jako jiné
zdroje, a proto je ekonomicky vyhodnéjsi pouzit fermentaci bakterii rodu Streptococcus
zooepidemicus nebo Streptococcus equi [5]. Tyto bakterie vytvaii hyaluronové kapsuly.
Membranové enzymy z kategorie hyaluronan-syntaz katalyzuji tuto reakci a pomahaji udrzet
pohromadé metabolicky narocny rist kapsule. Pomoci bakterii mizeme ziskat hyaluronan
0 vysoké molekulové hmotnosti a 0 velmi vysoké Cistoté, bez nezadoucich vedlejSich
produktt, jako napf. proteint zivo¢isného ptivodu [18].



2.1.3. Vyskyt a vyznam v organismu

V lidském téle jej najdeme v o¢nim sklivcei, synovialni tekutin€ a kizi ve form¢ sodné soli.
Nejvetsi mnozstvi se vyskytuje v tkdnich obratlovctl, tento biopolymer je hlavni soucasti
extracelularniho matrix a v synovialni tekutin¢ snizuje tfeni a tlumi narazy v kloubech. Je
obsazen také v pupecni Siite. Podporuje tvorbu granulované tkané pfi hojeni ran a pfi
zanétech. Jeho funkce v téle zahrnuje zadrZzovani vody a zvlh¢ovani pohyblivych ¢asti téla,
jako jsou napi. klouby a svaly. Hyaluronan je jedna znejvice hydrofilnich molekul
vyskytujicich se v pfirodé a pravé jeho unikatni viskoelasticita s biokompatibilitou vedou
K vyuziti hyaluronanu v mnoha medicinskych odvétvich, napt. dopliovani mezikloubni
tekutiny, slouzi jako nastroj v o¢ni chirurgii, vyuziva se pfi hojeni ran a muze byt vyuzit
v cilené distribuci 1éCiv [1, 2].

Vysokomolekularni hyaluronan se chova jako lubrikant a v chrupavkach a mezikloubnich
prostorech snizuje bolestivé projevy raznych kloubnich onemocnéni [6], zatimco
nizkomolekularni hyaluronan nalezne uplatnéni napi. v kosmetice [7].
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Obr. ¢. 1: Struktura monomeru kyseliny hyaluronové

2.2.  Tenzidy

Tenzid je organickd latka, kterd se jiZ pifi nizkych koncentracich hromadi na fazovém
rozhrani a snizuje tak povrchové napéti [8]. Sklada se ze dvou casti, lyofilni (ve vodé
hydrofilni) casti (obsahujici polarni skupiny), a lyofobni (hydrofobni) casti (dlouhé
uhlovodikové fetézce).

Pravé amfifilni struktura tenzidi je zodpovédna za tendenci agregace v roztoku a tvorbu
micel a membran [9]. Pokud je molekula schopna disociace, je tenzid ionogenni. Pokud
odstépuje proton a dale nese zaporny naboj, je anionaktivni. Naopak pokud proton pfijima
z okoli, je kationaktivni. Podle charakteru hydrofilni ¢asti mizeme tenzidy rozdélit na
anionaktivni, kationaktivni a amfoterni.

2.2.1. CTAB
Cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) patii mezi kationaktivni tenzidy, nese tedy kladny
naboj na dusiku a vyskytuje se ve forme& kvartérni amoniové soli. Ochotné tvoii hydrogely
s hyaluronanem a proto byl zvolen modelovym tenzidem pro nas vyzkum, i pfes svou toxicitu
ve vyssich koncentracich [10].
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Obr. ¢. 2: Cetyltrimethylamonium bromid

2.3.  Fluorescence

Luminiscence je emise svétla latky, ktera je uvedena do excitovaného stavu. V piipade¢,
ze zdrojem svétla je elektromagnetické zafeni, mluvime o fotoluminiscenci. Rozdéluje
se do dvou casti — fosforescence a fluorescence, pticemz tyto dva druhy zafeni odliSujeme
na zéklad¢ charakteru jejich excitovanych stavii. Fosforescence je pfechod kvanta energie
Z tripletového stavu. Stejnym zplsobem probihd i fluorescence, stim rozdilem, ze jde
0 ptechod ze stavu singletového.

Molekuly, které jsou schopné absorbovat svétlo a nasledné¢ vykazovat fluorescenci,
se nazyvaji fluorofory. Za absorpci a emisi je vSak odpovédna pouze ¢ast dané molekuly,
tzv. chromofor, coz muze byt systém n-konjugovanych vazeb u aromatickych sloucenin
(B-karoten), m-vazba mezi dvéma dusiky (azoslouceniny), organokovova slou¢enina
(chlorofyl). Informace o excitanich a emisnich maximech vyc¢teme z ptislusnych spekter.
Excitacni spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vinové délce, pii konstantni vinové
délce emisniho zafeni, emisni spektrum je tatdz zavislost, ale pii konstantni vlnové délce
budiciho zafeni. V nékterych piipadech je mozné pozorovat zajimavy jev, a to, Ze absorpéni
aemisni spektra jsou zrcadlovym obrazem. Je to diky tomu, Zzeabsorpce i emise
Z odpovidajicich si vibra¢nich hladin maji stejnou pravdépodobnost. Rozdil v energiich mezi
maximy excita¢niho a emisniho pasu se nazyva Stokestiv poSuv.

Fluorescenci miizeme charakterizovat nékolika pojmy:
-intenzita: pocet fotont proslych jednotkovou plochou za jednotku ¢asu
-polarizace: smér kmitani elektrického vektoru elektromagnetické viny
-kvantovy vytézek je podil poétu fotoni emitovanych fluoroforem a absorbovanych za jednu
sekundu [11, 12].

b = (1)

2.3.1. Jablonskiho diagram
KdyZ je molekula v singletovém stavu, ma dva opacné orientované spiny, a pii excitaci
dojde k ptenosu jednoho spinu do vyssi energetické hladiny, je tento stav tzv. spinoveé
povoleny, pouze v pfipad€ Ze se spin nezméni. Pokud je elektron ve vyS§im excitovaném
stavu, pak vnitini konverzi piechazi na piekryvajici se vyssi vibracni hladinu nizsiho
excitovaného stavu beze zmény energie (102 - 107 s). Podobné funguje i mezisystémovy
prechod, kdy elektron piejde do tripletového excitovaného stavu, pficemz zméni sviij spin.
Dalsim procesem, ktery mize probihat je vibracni relaxace, kde dochazi k disipaci energie
ve formé¢ tepla a takovéto procesy jsou v diagramu naznaceny vinovkou a nejsou predmétem

této prace.



U zéfivych procest, které se v diagramu znaci plnou Sipkou, systém emituje energii
ve form¢ svétla o dané vinové délce jemu charakteristické. Pii ndvratu elektronu zpét
do zakladni energetické hladiny dojde k emisi svétla ze singletového stavu velmi rychle,
viadech 10%sa tomuto vyzafeni fikame fluorescence. Emisi svétla z tripletového
excitovaného stavu fikame fosforescence. Spin Vv tripletovém excitovaném stavu ma stejnou
orientaci jako spin ve stavu zakladnim a tento pfechod je tedy spinové (kvantove) zakazany.
Nez se elektron vrati zpét na sviij zakladni energeticky stav, ub&hne cca 107°-10°s, proto
fosforescenci muzeme pozorovat i v fadech milisekund az sekund [11]. Fosforescenci obvykle
neni mozné pozorovat v roztocich za pokojové teploty z diivodu mnoha faktort rusicich toto

zéafeni, a to zhaSeni fluoroforu a taky faktu, Ze nelze zcela odliSit fosforescenci od
fluorescence [12].
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Obr. ¢. 3: Jablonskiho diagram

Fluorescence podléha n€kolika pravidlim:
Stokestuv zakon udava, Ze vinova délka emitovaného svétla je vétsi nebo rovna vinové
délce excitacniho svétla, coz je zplsobeno tim, ze po absorpci svétla molekulou dojde

k Casteéné ztraté energie pii prechodu z vysSich excitovanych hladin na zakladni hladinu
daného excitovaného stavu (vibra¢ni relaxace).

Kashovo pravidlo nam ftika, ze nez dojde k emisi svétla, molekula nejprve podstoupi
relaxaci vibracni energie na zakladni excitovanou hladinu S; a az poté dojde k fluorescenci.
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Dusledkem Kashova pravidla je Vavilovo pravidlo, které fika, ze kvantovy vytézek neni
zavisly na vinové délce budiciho zareni a emisni spektra tedy nejsou zavisla na vinové délce

excitace.

2.4. Fluorescencni sondy

Fluorescencni sondy jsou nevlastni fluorofory nekovalentné vazané k dané struktufe. Volba
fluorescenc¢ni sondy je klicovou soucasti experimentu ve fluorescen¢ni spektroskopii, nebot’

prave jeji vlastnosti umoznuji ziskat potiebné informace.

Tabulka ¢. 1. Absorpcni a emisni maxima fluoroforii

fluorofor rozpoustédlo maxiz’]bjr%rl}ﬁ:lrl‘]i ] emisni[;nn?]’dm“m A
ATTO 655 voda 663 684
perylen cyklohexan 410 435
fuorescein voda 494 521
rhodamin 6G methanol 528 551

2.4.1. ATTO 655 maleimid

ATTO 655 je krystalicka latka s molekulovou hmotnosti 650 g-mol-1, absorpénim
maximem pii 663 NM a molarnim extinkénim koeficientem 1,25.105 M-1-cm-1. Je rozpustna
ve vod¢, ethanolu i tetrahydrofuranu (THF). Vodny roztok ma modrou barvu. Pouziva se pro
zna¢eni DNA, RNA a bilkovin, napt. pro znaceni thiolovych skupin cysteinu. Struktura
molekuly je vyznacena na obrazku ¢. 4a. Tato modifikace byla vybrana kvuli potlaceni vzniku
tripletniho stavu. Absorp¢ni spektrum je vyobrazeno na obrazku ¢. 4b.

H,C

:
L

N
= CH,
7
SO,

O

OH

+ CH3

Obr. ¢. 4a: Struktura sondy ATTO 655
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Obr. ¢. 4b: Absorpcni spektrum sondy ATTO 655 V rozmezi viditelné a UV oblasti

2.4.2. Perylen

Perylen je hnédy krystalicky polycyklicky aromaticky uhlovodik se sumarnim vzorcem
CooH12 a molarni hmotnosti 252,32 g'mol™. Perylen a jeho derivaty jsou karcinogenni
a zneCist'uji zivotni prostiedi. Strukturné jsou to dva naftalenové cykly spojené vazbou C-C
v poloze 1 a 8. Je rozpustny v mnoha organickych rozpoustédlech a jeho modrou fluorescenci
je mozné pozorovat pii dennim svétle. Ve vod¢ je rozpustny pouze v micelach. Je schopny
vytvafet excimery, tedy komplexy dvou molekul perylenu, z nichz jedna je v excitovaném
stavu.

Obr. ¢. 5: Struktura perylenu

2.4.3. Fluorescein
Cerveny prasek tajici pti 320 °C a rozpustny ve vodé i alkoholech. Disodna siil této latky
se nazyva uranin a pouziva se jako pigmentova zlut. Syntetizujeme ji Friedel-Craftsovou
reakci anhydridu kyseliny ftalové a resorcinolu, kdy za pfitomnosti chloridu zine¢natého
vznika fluorescein. Jina synteticka cesta vede pies metansulfonovou kyselinu zvolenou jako
katalyzator. Druh4 zminéna cesta vede k v&tsim vytézkiim za mirnéjSich reakénich podminek.
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Obr. ¢. 6: Struktura fluoresceinu

2.4.4. Rhodamin
Rhodamin je cela skupina chemickych barviv odvozenych od slouceniny fluoronu. Fluoron
je heterocyklicka sloucenina tvofici jaddro mnoha latek, pfevazné fluorescenénich barviv
(rhodamin, fluorescein, erytrosin). Piikladem skupiny rhodaminii je Rhodamin 6G, Rhodamin

B nebo Rhodamin 123.

Obr. ¢. 7: Struktura fluoronu

24.4.1. Rhodamin 6G
Cervenohnédy prasek rozpustny ve vodé a v alkoholech. Sumarni vzorec je CpgH3z1N,O3Cl.

Obr. ¢. 8: Struktura Rhodaminu 6G

2.5. Fluorescenc¢ni korela¢ni spektroskopie

Fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS) je specidlni odvétvi fluorescencni
spektroskopie, kdy méfime casové zmeény intenzity fluorescence zpisobené difiznim
pohybem samotnych molekul. Tato pomérné novd metoda vyuzivad velmi maly detekcni
objem, asi 0,3-1 femtolitr [14], kterym mohou prochazet molekuly v fadu jednotek.
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fokusovany paprsek

detekc¢ni objem

Obr. ¢. 9: Schéma detekcniho objemu. Excitovany jsou jen molekuly ve fokusovaném
paprsku, mimo tento prostor molekuly nefluoreskuji (Cerne zbarvené). Fluorescencni signal
pochazi z konfokalniho objemu (Cervené naznaceno).

Analyza signdlu ndm pfinaSi dodate¢né informace o velikosti castic, pohyblivosti
a koncentraci fluorescen¢ni latky ve vzorku. KdyZz molekula vstoupi do detekéniho objemu,
intenzita fluorescence vzroste, kdyZz naopak molekula opusti detek¢ni objem, dojde k poklesu
signalu. Statistickou analyzou fluorescenc¢niho signélu lze urcit, jak dlouho molekula setrvala
Vv excitovaném stavu, tzv. doba zivota fluoroforu a kolik molekul bylo v daném ¢ase pfitomno
Vv detekénim objemu (informace o koncentraci).

zaostreny
vzorek ﬁ laserovy

e :;_—r' paprsek
objektiv

excitacni filtr

P /N/(\E—Ll; :7' dichroické zrcadlo

N

clonky

Obr. ¢. 10: Schéma konfokalniho mikroskopu. Excitacni laserové svétlo (naznaceno zelenou
barvou) je vedeno do objektivu, kde je fokusovano do vzorku a odrazeno zpét, dale prochazi
pres dichroickeé zrcadlo a emisni filtr do detektoru.

2.5.1. Experimentalni usporadani

Experimentalnim  zafizenim pro FCS je invertovany fluorescenéni mikroskop
(fotodokumentace je zafazena v piiloze).

Pouzivd se objektiv vétSinou s vodni imerzi. Laserovy paprsek excitacniho spektra
je fokusovan do zkoumaného vzorku. Fluorescence excitovanych molekul je snimana
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objektivem a pomoci dichroického zrcadla a emisniho filtru je odd€lena od excitacniho zafeni.
Do detekcni optické Casti je instalovana konfokalni Stérbina (pinhole) o praméru 40-100 pm,
ktera efektivné blokuje svétlo prochazejici z oblasti mimo ohniskové roviny.

FCS klade velky duraz na pouzité fluorescencni sondy. Kromé pozadavku na velky
kvantovy vytézek zde hraje vyznamnou roli fotostabilita barviva, které musi vydrzet vysokou
intenzitu laserového svétla dopadajiciho na vzorek.

2.5.2. Autokorelacni funkce
Vysledkem statistické analyzy je autokorelac¢ni funkce G (1), ktera je definovana jako:
(awa+r7) (IOIE+7)

G(r) = a2/ D),
7T o) (1) )

I(t) = Tl [10dt, @)

kde Al (t) =1(t) —<| (t)> je odchylka od primérné intenzity, < > zna¢i primérnou hodnotu
v Case, | je intenzita fluorescenéniho signalu, t je celkovy Cas a o je okamzita odchylka dané
hodnoty.

Autokorela¢ni funkce ma své maximum pro nizké hodnoty t, poté postupné klesa k nule.

Ukazuje, jak souvisi intenzita fluorescence s intenzitou fluorescence po urcité Casové
prodlevé .

Casovy interval zp, pro ktery ma autokorelaéni funkce poloviéni hodnotu, nez ma ve svém
maximu, pak muzeme povazovat za pramérnou dobu, po kterou se jedna molekula zdrzuje
Vv detek¢nim objemu.

Odchylku od primérného fluorescenc¢niho signélu v ¢ase t je mozné vyjadrit jako:

A (1) = [W(r)seC(r,t)dr, 3)

kde integrujeme pres detekéni objem. C je lokélni koncentrace ¢astic, # parametr nezavisly
na prostorovych soutadnicich, ktery urcuje pocet fotonti detekovany z jedné castice za jednu
sekundu (zavisi na celkové intenzité¢ excitaéniho svétla, Gcinnosti detekce, ucinném prifrezu
absorpce svétla a kvantovém vytézku fluorescence). W (r) udava prostorové rozlozeni
emitovaného svétla.

Pokud budeme predpokladat, ze u castic, které sledujeme, se parametr 1 neméni v Case
a castice se pohybuji volnou difuzi ve tfech rozmérech, je mozné odvodit teoreticky tvar

autokorela¢ni funkce:
v (C) ' 2
« () (uf] fw) @
fo Z, o

kde Vet je efektivni detekéni objem,

G(r) =

Vi =72-w, -2, (®)
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Tp je tzv. difuzni Cas, parametr udavajici jak dlouho se ¢astice zdrzuje v detek¢nim objemu,

souvisi s difuznim koeficientem D fluoreskujici molekuly, ktery je dan vztahem:
2

Yo (6)

4D

Pokud tedy naméiime fluktuujici fluorescencni signal, spocitdme autokorelacni funkci
podle vztahu (1), prolozime ji teoretickou zavislosti (4), mizeme ziskat dilezité informace
0 sledovaném systému: difuzni ¢as 1p, ktery charakterizuje rychlost pohybu molekul
ve vzorku, praimérny pocet ¢astic (N) v detekénim objemu:

Tp

1
N=—==V,(C),
G(O) eff < > (7)
a pokud zname rozméry detekéniho objemu, miizeme urcit difuzni koeficient a koncentraci
dané latky [14].

2.5.3. Tripletni stav
Musime také uvazovat zménu parametru m, coz znamend, ze molekula muze piejit do
tripletniho stavu, ve kterém nemize vyzafit foton, a v grafu se objevi tmavé useky. Tvar

autokorelacni funkce se tedy zméni, ale pomoci matematickych modelii umime tyto d&je
odde¢lit [14].

2.5.4. Casové rozlisena FCS
Casové rozligena fluorescenéni korelatni spektroskopie (FLCS-Fluorescence Lifetime
Correlation Spectroscopy) vyuziva spojeni dvou metod: FCS a TCSPC (¢asové rozliseného
¢itani fotont). Umoziuje rozlisit ve smési fluorofory s riiznou dobou zivota. Lze tak ziskat
autokorelacni funkci jednotlivych fluorofort i jejich kroskorelaci.

Vzorek je excitovan kratkymi laserovymi pulsy v fadech desitek MHz. Pro kazdy foton
pfichazejici na detektor jsou zaznamenavany dva Casy: ,,makroCas®, ktery zaznamenava
polohu registrovaného fotonu na kontinualni ¢asové ose od zacatku experimentu,
a,,mikrocas”, ktery udavd, jaka doba wuplynula mezi poslednim laserovym pulsem
a zaregistrovanim dal$iho fotonu. MakroCas je méfen s piesnosti v fadu sto nanosekund,
mikrocas s presnost v fadu desitek pikosekund. V makrocase se projevi difuze molekul,
piechody do tripletniho stavu a podobné. Hodnota mikrocasu nam poskytuje informace
o0 prubéhu dohasinani fluorescence fluoroforu, ze kterého byl dany foton emitovan [15].

Pouzitim statistickych filtrii vzniknou ze signalu celého vzorku dva oddélené signaly. Jejich

intenzity fluktuuji v ¢ase a miZeme z nich spocitat autokorelaci jednotlivych komponent,
i kroskorelaci mezi nimi.
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Obr. ¢. 11: Ukazka FLCS statistickych filtrii pro jednotlivé doby Zivota

Statistické filtry se pouZzivaji u vzorkl se dvéma a vice fluorofory, nam ale slouZzi k odliSeni
prostiedi, ve kterém se nachazi jeden fluorofor. Napi. u kondenzace DNA ma fluorofor jinou
dobu zivota ve zkondenzované DNA a jinou v nezkondenzované. Mizeme tak sledovat
odd¢lené signaly a ziskat bliz$i informace o mechanismu zmény konformace fet¢zce DNA
[16].

2.55. FLIM

Fluorescence life-time imaging (FLIM) je metoda pro vytvofeni obrazu na zakladé dob
zivota ve vzorku. Jednotlivé intenzity obrazu odpovidaji danym dobadm Zivota fluoroforu,
nikoli jejich emisnim spektrim. Doba Zivota je definovéna jako primérny cas, ktery stravi
molekula v excitovaném stavu pied emisi fotonu.

Doba Zivota neni zavisla na koncentraci, absorpci vzorku, tloust'ce vzorku, fotovybé&lovani,
nebo intenzité excitacniho zéafeni. Je mnohem robustnéj$i nez jiné metody zalozené na
intenzité. Zavisi ale na pH, mnozstvi kysliku a zptisobu vazeb mezi molekulami [17].
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3. SOUCASNY STAV RESENE LITERATURY

Tato bakalatska prace se zabyva studiem hydrogeltt a hydrofilnich koloidd, jejich
charakterizaci a vzijemnymi interakcemi. Modelovym systémem pro tuto praci se stal
hyaluronan a CTAB v prostiedi 0,15 M chloridu sodného (NaCl). Pro studium byla pouzita
metoda fluorescen¢ni korelaéni spektroskopie. Jako fluorescenéni sondy byly pouzity perylen,
fluorescein, rhodamin a ATTO 655.

3.1. Prace zabyvajici se hydrogely na bazi hyaluronanu pro cilenou
distribuci 1é¢iv

V soucasné dobé by bylo vyhodné vytvorit hydrogel, ktery je tekuty a az po vpichu
na misto uréeni teprve gelovati. Dle Censi Roberta a spol. se jako velmi vhodny jevi
hyaluronan chemicky upraveny, s dobrymi mechanickymi vlastnostmi. Jako sitovaci
prostiedek zde byla pouzita fotopolymerizace. Pozitivni vysledek poskytla kombinace PEG
diakrylat/thiolovany hyaluronan, Hya-dihydrazid kyseliny adipové/metakrylat Hya. Bylo
zjisténo, ze se kladné nabité proteiny z gelu uvoliiuji pomaleji, nez zdporné nabité. Diivodem
pro toto zjisténi je fakt, Ze hyaluronan je zaporn€ nabity. Uvolnovani proteinu se odviji také
od enzymatick¢ degradace Hya V prostiedi enzymu hyaluroniddzy, kterd je pfitomna
Vv biologickych tkéanich.

Gylcidyl-metakrylatem modifikovany hyaluronan byl pouzit v experimentu, ktery provedli
Patterson Jennifer a spol. Dvé piipravené modifikace S rozdilnou molekulovou hmotnosti
(110 a 220 kDa). V této praci naznacuji, ze pravdépodobnost degradace se neodviji od
mnozstvi vody V hydrogelu, jak se doposud ptedpokladalo, ale ze mezi modifikacemi bude
chemicky rozdil. Bylo prokazano, ze hodnota pH ma obrovsky vliv na reaktivitu hydrogelu.
Zatimco pii nizkém pH se tvoii mezi karboxylovymi skupinami hyaluronanu esterové vazby,
pii vysokém pH se vytvareji etherové vazby mezi hydroxylovymi skupinami hyaluronanu.

Regeneraci chrupavek se v roce 2011 zabyvali Kim Iris a spol.; na primarni hydroxylovou
skupinu Hya navéazali rtizné derivaty a zkoumali pfilnavost, degradaci a dal$i vlastnosti
vzniklého hydrogelu. Jako zaclenovaci skupiny byly pouzity metakrylat a akrylat. Praveé
funkéni skupiny na pateti hyaluronanu umoznuji fotozesitovani. Dalsi b&ézné konjugované
funkéni skupiny zahrnuji metakrylovanou kyselinu mlé¢nou, hydroxymetakrylat
a metakrylovany kaprolakton. Tyto materidly prokazaly svou kladnou odezvu na regeneraci
chrupavek a v budoucnu by tak mohly byt hojné vyuzivany. Pomoci elektrostatického
zvlaknovani byla zkouméana homogenita vrstvy.

Zajimavym se jevi hydrogel vytvotfeny skupinou Martinez-Sans Elenou a spol.. Jde
0 aldehydem modifikovany hyaluronan, kde je aldehyd zaclenény do amido-glycerolové
skupiny na postrannim fetézci, amido-glycerolova skupina vznika amidaci a selektivni
oxidaci postranniho fetézce. Za velmi kratkou dobu (305s) tak vznikne hydrazidem
modifikovany hyaluronan-hydrazon-sitovany hydrogel stabilni pii fyziologickém pH.
Stizenym uvolnovanim aktivniho kostnitho morfogenniho proteinu nebyla prokdzana
cytotoxicita.

Styryl-pyridinium-hyaluronan se stal uspéSnym nosi¢em Paclitaxelu (PTX), jak uvadi
experiment Tao Youhuha a spol. PTX byl uspésné zapouzdien do hydrofobni ¢asti micel.
Micely byly kulovité, 113 nm velké a mély vysokou tucinnost zapouzdieni. Pomoci FCS bylo
dokazano, Ze micely jsou vychytdvany makrofagy kostni dfené¢ a gliomy (mozkovymi
tumory) U38, coz bylo ucelem a tento derivat bude nadale pouzivan v medicinskych
aplikacich.
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Vroce 2010 se tym Oh Eun Ju a spol. zabyval vyuzitim hyaluronanu pro cilenou
distribuci 1éCiv, vytvareli rizné derivaty, napi. HA-ADH (dihydrazid kyseliny adipové¢), HA-
NHS (N-hydroxy sukcinimid). HA-Dopa (dopamin), HA-TBA (N-tetrabutylamonium
hyaluronat). Byly sitovany hydrogely ¢istého hyaluronanu, hyluronovych derivata s ¢istym
hyaluronanem a nakonec i derivaty mezi sebou. K HA-ADH a n¢kolika dal$im bylo ptfidano
sitovadlo sulfosukcinimidyl suberat (BS3). Hyaluronové derivaty s dvojnymi vazbami, jako
jsou HA-AEMA (aminoetyl metakrylat) jsou sitovany pomoci Michaelovy adice s DTT
(dithiothreitol). Hydrogely s dvojnymi vazbami mohou reagovat s thiolovymi derivaty, a diky
moznosti tvorby hydrogelu Michaelovou adici jsou vhodné pro in-situ vytvafeni hydrogelu
piimo V téle.

Vroce 2012 zkoumal tym Li Jing a spol. dopravu cytostatik do tumoru pomoci
hyaluronanu. Jako cytostatikum byl pouzit Paclitaxel (PTX) a jako fluorescen¢ni sonda Nilska
cerveil. Micely tvofené HA-ss-DOCA (derivat Hya a deoxycholové kyseliny). Vytvotené
redox-citlivé micely byly vtahnuty pies receptory Hya na karcinomu prsu. Bylo prokazano,
ze dopravuji hydrofobni cytostatika velmi rychle a receptory V tumoru podporuji mnozeni
téchto micel.

Jednou z hlavnich piekazek cilené distribuce 1é¢iv je netimysIné uvolnéni v krevnim ob¢hu.
Touto problematikou se zabyvali Yoon Hong a spol., kdy se snazili vyvinout nanocastice
kyseliny hyaluoronové pfipravené fotozesitovanim akrylatovych skupin. Takto pfipravené
nanocastice vykazovaly ve fyziologickém pufru vétsi rychlost uvoliiovani PTX. Bylo
prokdzano, ze V pfitomnosti enzymu hyaluroniddzy se léCiva uvlonuji rychleji
ze zesitovaného hydrogelu pomoci UV zafeni, nez bez sitovani. Jako fluorescen¢ni barvivo
bylo pouzito Flamma™ (FPR675) a laser o vinové délce 633 nm.

3.2.  Prace zabyvajici se zkoumanim hydrogeli pomoci FCS

Fatemeh Tabatabaei a spol. v roce 2011 zkoumali diftzni chovani fluoroforu v polymerni
siti hydrogelu. Bylo prokazano, ze fluorofor s polymernimi vlakny netvoii pevnou vazbu,
naopak teplotni razy (viny)zpisobuji, Ze molekula fluoroforu miize volné difunfovat mezi siti,
a to napomohlo k hlubsimu pochopeni principu fungovani cilené distribuce 1é¢iv.

Raccis Riccardo. a spol. zkoumali pomoci FCS vliv hustoty zesitovani na permeabilitu
amobilitu  fluoroford Vv hydrogelovych filmech. Vtomto experimentu byl pouzit
karboxylovany poly(N-isopropylakrylamid) (PNIPAAmM) kovalentné ukotveny na sklenéné
substraty. Pfi zvySeni teploty na 32 °C se hydrogelové filmy scvrkly. Jako fluorescencni
barviva byla pouzita Alexa 647 a zeleny fluorescencni protein. Tyto sondy prokazaly jen
slabou interakci s karboxylovanymi poly(N-isopropylakrylamid)y. Vétsi botnani pti nizkych
teplotach ukézalo, Ze hydrogelové vrstvy jsou homogenni a obé sondy prokazaly Fickianovu
difazi. Zavérem této prace bylo zjisténi, Ze zvySovani teploty negativné ovliviiuje stupen
nabotnani gelu.

V experimentu Jung Seog Lee a spol. byly vyvinuty hydrozomy — uzaviené dvojvrstvé
nanoprostory v siti gelu. Systém byl charakterizovan i pomoci metody FCS. Jako excita¢ni
vinova délka byla zvolena 488 nm a byly proméfeny vzorky fluorescein-isothiokyanatu
(FITC), pricemz dichroické zrcadlo bylo nastaveno na 95% propustnost. Fotodetektorem
a fotonasobicem Vv tomto experimentu byla lavinovad fotodioda a detektorem CCD kamera.
Byly vytvofeny systémy z polymerosomu s fizenym uvoliiovanim. Jako biodegradabilni
membrana byla pouzita poly(ethylenglykol)PEG-PDLLA obsahujici PNIPAAm, vyznamné
snizujici rychlost uvoliiovani latek, které mizeme zakomponovat do hydrosomtl.
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Guldbrand Stina a spol. zkoumali pohyb fluoroforu lidskou kuzi. Jako fluorofory byly
pouzity Rhodamin B (RB) a Rhodamin B isothiokyanat (RBITC), které byly vybrany kvtli
rozdilné reaktivit¢ a podobnosti spekter. Pouzitim metody FCS bylo prokazano, ze RBITC je
navazan na biomolekuly v kazi; hodnoty difaznich koeficientti ukazaly, ze RB putuje lidskou
kazi osmkrat rychleji, nez RBITC.

Koutsopoulos Sotirios a spol. dosahli v oblasti cileného uvoliiovani 1é¢iv tspéchu
vV podob¢ vyvinuti nového typu hydrogelu z ac-(RADA),-CONH; jako jadra a z latky
ac-(KLDL)3-CONHj; jako plasté, kde R je arginin, A alanin, D je kyselina asparagova. Tento
typ hydrogelu dokaze postupné uvoliiovat latku po dobu tfech mésicti a dobu Ize i1 prodlouZzit.
Cilené uvolnovani je zavislé na sekvenci aminokyselin a hustoté peptidovych nanovlaken
v hydrogelu.

Potiebou separovat doxorubicin (Dox) a jeho derivat voln¢ se tvofici ve vodném prostiedi
7,8 — dehydro - 9, 10 - desacetyldoxorubicinon (D*) se zabyvali Hovorka Ondiej a spol.
Bylo potieba odlisit signal od téchto dvou slou¢enin s pomoci FCS. FLIM analyzou byly
zkoumany doby zivota Dox a D*.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
Prvnim cilem méfeni bylo ziskat informace o dobach Zzivota jednotlivych fluorofori
v modelovém vzorku hydrogelu. Byly pouzity fluorescencni sondy vhodné vybrané tak, aby
byl co nejvétsi kvantovy vytézek vzhledem k dostupnym vinovym délkam budiciho zéfeni.
Druhym cilem bylo zjistit difazni Casy jednotlivych sond v danych prostiedich a jejich
ptislusejici difuzni koeficienty. Byly prométfeny vyhasinaci kiivky jednotlivych sond
Vv riznych mistech hydrogelu a bylo analyzovano prostiedi, kde se sonda navazala.

4.1. Pristroje a vybaveni

Systém MicroTime 200

Systém pfristrojii pro méifeni metodou fluorescencni korela¢ni spektroskopie sestava
z inverzniho mikroskopu Olympus IX 71 (Olympus), excita¢nich zdroju a elektroniky firmy
PicoQuant (PicoQuant GmbH) a skeneru se sub-nanometrovym rozliSenim firmy Physik
Instrumente (Physik instrumente GmbH).

Systém obsahuje excitani zdroje, pulsni laserové diody o frekvencich 90, 64, 50 MHz
a vinovych délkach 375, 470, 510 a 640 nm.

Me¢fici soustava obsahuje Ctyii nezavislé detektorové kanaly. Dva z nich jsou zastoupeny
detektory typu 1-SPAD se Sumem nepiekradujicim 100 cntss * a dva zbylé piedstavuji
detektory MPD-SPAD se Sumem pod 250 cnts-s. Dale je piistroj vybaven externim
spektrografem s CCD kamerou Newton (Andor), ktery umozni snimani stacionarnich
fluorescenénich spekter soucasné s probihajicim konfokalnim experimentem.

Pro experimenty byla pouzita nasledujici konfigurace: excitacni zdroj 375, 410, 510,
640 nm a frekvence 40 MHz, planapochromaticky objektiv UPLSAPO 60 XW s vodni imerzi,
dichroické zrcadlo odrazejici excita¢ni vinovou délku a propoustéjici emisni vinové délky,
emisni filtry (HQ690/70, 520/35, 405), detektory t-SPAD1-2 (obrazek ¢. 11).

I T R Y e e 2|
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Obr. ¢. 11: Schéma mériciho pristroje s naznacenim moznych priichodu laserovych
paprskii.
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4.2. PouZité programy
SymPhoTime 64 — software pro sbér a vyhodnocovani dat ¢asové rozlisené fluorescence
Microsoft Excel — software pro vyhodnoceni dat
CellSens Entry- software pro grafické vyhodnoceni FLIM analyzy

4.3. Pouzité chemikalie
Tabulka ¢. 2: Seznam pouzitych chemikalii

Nazev Vyrobce CAS/dislo sarze
NaCl Lach-N CAS 4647-14-5
chlorid sodny ach-Ners.r.o. 5.0 06278

hyaluronan sodny 750-1000 kDa Contipro Biotech

S.r.o. §.:213-4160
) . CAS 80661
ATTO 655 Sigma-Aldrich §. 144022932 109P43
erylen Fluka CAS 198550
pery 1293053
fluorescein Sigma-Aldrich CAS 2321-07-5
. i . CAS 989-38-8
Rhodamin 6G Sigma-Aldrich MKBE7515V
i . 1293053
CTAB Sigma-Aldrich

§.: 059K 0041

Milli Q voda Milipore academic

4.4, Pracovni postupy

4.4.1. Priprava zasobniho roztoku HyA
Byla zvolena molekulova hmotnost hyaluronanu 750-1000 kDa a byl pfipraven roztok
0 koncentraci 5 g-dm™, Potiebné mnoZstvi bylo navazeno na analytickych vahach a doplnéno
pozadovanym objemem 0,15 M NaCl nebo vody. Pro dikladné rozpusténi byl roztok
ponechan 24 hodin na tfepacce nebo magnetické michacce. Zasobni roztok byl dale udrzovan
v chladu.

4.4.2. Priprava zasobniho roztoku CTAB
Potifebné mnozstvi tenzidu bylo navazeno na analytickych vahach a doplnéno 0,15 M NaCl
nebo vodou na objem 100 cm®. Vysledna koncentrace tenzidu byla 200 mM. Roztok byl dale
uchovavan pfi laboratorni teploté.

4.4.3. Priprava zasobnich roztoku fluorescené¢ni sondy
Zasobni roztoky pouzité fluorescen¢ni sondy o koncentracich 10%a10°M byly pfipraveny
Vv rozpoustédle a uchovavany v chladu.

4.4.4. Priprava zasobniho roztoku rozpoustédla
Jako modelové rozpoustédlo byl pouzit roztok chloridu sodného o koncentraci 0,15 M.
Roztok byl dale uchovavan pii laboratorni teplot¢.
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4.4.5. Priprava roztoki pro fluorescenéni méieni

Byly pfipraveny roztoky tak, aby tvofily gel metodou fazové separace. Nejprve bylo
do zkumavek pipetovano takové mnozstvi fluorescencni sondy, aby ve vysledném roztoku
byla koncentrace 10® a 10° M. Po odpafeni rozpoustédla byl pipetovan roztok tenzidu,
vysledny roztok byl ponechan 24 hodin na tiepacce a nasledné byl pfidan roztok hyaluronanu
a vysledny roztok byl odstaven na 24 hodin pfi laboratorni teploté. Celkovy objem roztoku
¢inil 6 ml a z toho bylo vizualné odhadnuto asi 0,25 ml gelu uréené¢ho pro méfeni metodou
FCS.

Byly pfipraveny také roztoky sondy ATTO 655 v riznych prostifedich — voda, fyziologicky
roztok, hyaluronan ve vodé¢, hyaluronan ve fyziologickém roztoku, CTAB ve vod¢, CTAB ve
fyziologickém roztoku; a to vzdy v koncentracich 10® a 10° M.

4.5. Nastaveni pristroje
Tabulka ¢. 3: Nastaveni pristroje pro jednotliva méreni

Sonda ATTO 655 fluorescein rhodamin perylen
Excitace [nm] 640 470 470 375
Dichroické 640 470 470 375
zrcadlo
Emisni filtr 690/70 520/35 520/35 405
) vKo.nfokalnl 50 50 50 50
Stérbina [um]

4.6. Vysledky a diskuze

Nejprve byly pripraveny gely metodou fazové separace a pro tento experiment byly
vybrany fluorescen¢ni sondy fluorescein, rhodamin, perylen, a to ve tfech zvolenych
koncentracich — 10 M, 10°Ma 10" M.

Pozdéji se ukazalo, Ze je tfeba zjistit chovani sondy v jednotlivych prostiedich, a proto byla
zvolena pro méfeni pouze sonda ATTO 655 kvili potladeni vzniku tripletniho stavu. Dale
musela byt individualné analyzovana také vSechna prostfedi vyskytujici se v gelovém
systému — voda, 0,15 M NaCl, hyaluronan, tenzid. Roztoky byly namichany tfikrat a kazdy
z nich byl tfikrat analyzovan. Nejprve byl pfipraven zasobni roztok o ptesné koncentraci
fluorescen¢ni sondy, coz bylo ovéfeno na spektrofotometru HITACHI pomoci molarniho
extinkéniho koeficientu. Poté byla na pfistroji pro méfeni FCS provedena kalibrace a zjisténé
hodnoty efektivniho objemu a excentricity byly pouzity pro dalsi méfeni. Vysledky kalibrace
jsou vyznaceny v tabulce €. 8, kde Ve je efektivni (konfokalni) objem, x je excentricita, tedy
odchyleni od tvaru koule, ay a zp jsou poloméry os konfokalniho objemu. Hodnoty jsou velmi
dulezité pro dalsi vypocty, napf. koncentrace. Tabulka ¢. 8 je zobrazena nize v dokumentu,
kde je také detailngji komentovéna.

Nanaseni vzorku gelu bylo pomé&rné obtizné v tom, ze ze zacatku gel na podloznim sklicku
po dels$im meéfeni vysychal. Tomu bylo zabranéno nanesenim gelu na podlozni sklicko
a pfiklopenim druhého podloZniho sklicka. Jako tfeti varianta byla pouZita eppendorfova
zkumavka bez vic¢ka, do niz byl az po okraj nalit supernatant a po celé plose hladiny byl
nanesen gel, na gel bylo polozeno podlozni sklicko a takto pfipraveny vzorek byl podrobovan
méfeni. Obé metody poskytovaly stejné vysledky, u eppendorovy zkumavky je tieba davat
pozor na zaostfeni do gelu, nikoli na sklo, nebo stény eppendorfovy zkumavky a u dvou
sklicek, které byly diky malému mnozstvi gelu velmi blizko u sebe, taktéz na zaostfeni do
gelu a ne na fazové rozhrani. Metoda dvou sklicek se jevi jako piijatelnéjsi.
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Béhem experimentu bylo zjiSténo, ze nanesené mnozstvi vzorku miize ovlivnit celkové
méieni, a to jak ve tvaru kiivky, tak 1 ve vyslednych hodnotach. Nezménily se métené difuzni
Zasy, ale jejich pomérové zastoupeni. Cim méné vzorku bylo naneseno, tim mensi relativni
odchylku software vykazoval. Toto pravidlo plati pouze pro gely, u vodnych roztok nebyla
zaznamenana z4dna zména v méfeni v zavislosti na mnozstvi nanesené¢ho vzorku.

Po naneseni vzorku byla pomoci mikroskopu nalezena pozadovana oblast a objektiv byl
zaostfen na toto misto 1 pomoci pocitace. Poté byla zhotovena FLIM analyza, pro orientacni
ptehled se nejprve méfil ,,Fast FLIM*“ a byly skenovany jednotlivé oblasti ve vSech osach,
nasledovné volbou ,,Accurate FLIM* byla zvolena oblast skenovana podrobnéji. Mozné je
také nastaveni parametrd jako napft. ,,Dwell time* — ¢as, po ktery se skener zdrzi na jednom
pixelu, pocet pixeli v jednom obrazku, ktery ma maximalni rozsah 80x80 pum, nebo volba
»mono/bidirectional scan“ (sken v jednom sméru/obousmérny sken), jejich rozdil je ve sméru
skenovani. Prvni zminény skenuje vzorek zleva doprava, pak se vrati zpét na zacatek a znovu
skenuje zleva doprava. Na rozdil od ,,bidirectional scan“, ktery je sice rychlejsi, ale méné
ptesny, protoze pii skenovani snima obraz v obou smérech, jak zleva doprava, tak
I Vopatném sméru. Diky této analyze byly zjistény i drobné nedostatky, vyobrazené na
obrazku ¢. 12.
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Obr. ¢. 12: FLIM analyza krystalku perylenu

FLIM analyza krystalku perylenu ukdzala sice plnohodnotné vysledky, ale pro tento
experiment bezcenné, nebot’ krystalky byly pfitomny na skle, nikoli v gelu. Sonda v gelu se
I po dikladném prozkoumani touto analyzou jevila rovnomérné rozprostiena. Rozliseni, které
tato analyza poskytla, byly jednotky nanometri. Na obrazku ¢. 13 byly vidét bubliny ve
vzorku, analyza je zaznamenala jako ¢erné skvrny. Také je vidét obousmérny sken i s jeho
nedostatky v podobé rozostfeného obrazu.

Obr. ¢. 13: FLIM analyza fluoresceinu v gelu

V ziskaném obrazku, ktery nam ukazuje rozloZeni relativnich ¢etnosti dob Zivota pomoci
barevné Skaly, nikoli skute¢nou barvu emisniho zafeni, je moznost piimo vybrat body, ve
kterych poté proméfime FCS kiivky. V pfipadé nehomogennich vzorku je to jeden ze
zpusobu, jak zjistit doby Zivota napf. uvniti a vné krystalku, burniky, nebo agregatu. V naSem
vzorku hydrogelu byla pomoci FLIM analyzy ovéfena homogenita vzorku, tudiz lze méfit
FCS kiivky kdekoli ve vzorku.
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Gelové systémy vyzaduji dlouhodobéjsi méfeni. Je tieba zohlednit fotovybélovani vzorku,
coz bylo kontrolovano zménou intenzity béhem méfeni a u sondy ATTO 655 bylo zjisténo, ze
i po delsi dobé (30 min) vzorek stile vykazuje stejnou intenzitu fluorescence, z ¢ehoz
muzeme vydedukovat, ze doba méfeni pro néds neni omezujicim faktorem, nebot” data ziskané
z 15 minutového meéfeni jsou dostacujici, a to 1 v pfipadé gelu. Vodné roztoky vyzadovaly
alespon 3 minuty métenti.

Byly také zkoumany rozdily v dob& méteni u jednoho vzorku a bylo zji§téno, ze vzorek
méfeny krat$i ¢as (3 minuty) a delsi ¢as (10 minut) vykazuji stejné vlastnosti, liSici se pouze
Vv procentualnim zastoupeni. Obecné se piiklanime K nazoru, Ze je na operatorovi, aby zvolil
dobu méteni vzorku. Hraje zde roli také koncentrace. Efektivnim objemem prochéazely béhem
méfeni fadové desitky molekul v pripadé koncentrace 10® M. O #ad niz&i koncentrace
vykazovala v efektivnim objemu jednotky molekul, coz je pro piistroj nejoptimalnéjsi
hodnota, ale je tfeba vzit v uvahu, ze musime méieni prodlouzit v rdmci zmirnéni relativni
odchylky od vyslednych hodnot.

Co se intenzity tyce, pro publikovéni je optimalnich minimalné 10* Counts (Cnts). Jednim
z duvodu, pro¢ této intenzity nemusi byt dosazeno, a piesto je mozné publikovani vysledki, je
rychla degradace vzorku. Dal§im moznym divodem je S$patné nastaveni celého pfistroje,
nebot’ pred méfenim je tieba piistroj naladit, jinymi slovy vystfedit a zaostfit vSechny optické
prvky podle vinové délky excita¢niho paprsku. V nasem piipadé dosahovaly fluorescenéni
sondy intenzit v priméru 10*-10° Cnts.

Analyza gelovych systémi vSak ukazala slozité vysledky, které nebylo mozné interpretovat
jednoduchymi fyzikalné chemickymi zakony bez piedchozi znalosti chovani sondy
Vv jednotlivych prosttedich. Proto byly nejprve zméfeny FCS kiivky v rtiznych prostiedich se
sondou ATTO 655. Ty pak byly jednotlivé analyzovany, byly jim piifazeny doby zivota
pomoci méfeni TCSPC analyzou a difuzni, popft. tripletni ¢asy pomoci FCS analyzy. Na
zakladé téchto dat pak mohla byt interpretovana data z vzorka gelt pro sondu ATTO 655.

4.6.1. TCSPC analyza

Touto analyzou ziskame dtlezité informace o dobé€ Zivota fluoroforu. Ziskana data se
typicky skladaji z kifivky namétenych dat, prolozené funkce poklesu a funkce pftistrojoveé
odezvy (IRF), ktera byla z analyzy vyjmuta. Pokles intenzity fluorescence je na obrazcich 14,
15, 16 vyznacen Cervené. Maximum kiivky na ose y reprezentuje pocet fotond, které byly
zaznamenany detektorem mezi jednotlivymi pulzy laseru. V logaritmickém méfitku ma
monoexponencidlni pokles tvar pfimky.

Zelené vyznacena je konvoluce naméfeného poklesu intenzity s odezvou pfistroje. Tato
prolozena funkce poklesu intenzity je také né€kdy oznacCovana jako modelova funkce.
U monoexponencialniho modelu ziskdme ptimo dobu Zivota, v pfipadé multiexponencialnich
modelll dostavame navic hodnotu A, ktera nam urcuje zastoupeni jednotlivych dob Zivota ve
vzorku. Logaritmické méfitko je zvoleno pro presnéjsi odecet v oblasti nizkych intenzit, které
jsou tak lépe patrné. Vzhledem k celkovému mnozstvi zachycenych fotont je oblast nizkych
intenzit zanedbatelna.

NiZe na obrazcich je modie vyznacena rezidualni analyza. Kazdy bod rezidualni analyzy je
kalkulovan vzhledem ke standardni odchylce kazdého bodu. V piipadé vhodného modelu jsou
hodnoty symetricky rozmistény vzdy kolem nuly, a to ndhodn¢. Jejich primérna hodnota je
tedy priblizné nulova a idealni vzhled k¥ivky je takovy, aby co nejvic kopirovala osu x v grafu
rezidualni analyzy.
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Obr. ¢. 14: Ukazka TCSPC analyzy — monoexponencialni kiivka

Je tfeba pozorovat dva parametry — chi kvadrat, ktery nam udava rozdé€leni
pravdépodobnosti a mél by se pohybovat okolo hodnoty 1 a rezidudlni analyzu, kterou vidime
na obrazcich 14, 15, 16 vzdy modie vyznacenou. V piipadé Ze vzorek bude mit dvé doby
Zivota podobajici se svou hodnotou, rezidualni analyza prokaZe systematickou odchylku a
rozlozeni bodu rezidualni analyzy nebude ndhodné, nebude kopirovat tvar osy X a bude tieba
zvolit multiexponencialni model.

Tab. ¢. 4: Rozdéleni pravdépodobnosti u monoexponencialniho modelu

1 [ns] 2.863 + 0,002
A [KCnts] 118,7+0,1
X? 7.1

Na obrazku ¢. 14 je patrné, ze rezidudlni analyza, jejiz rozd€leni neni ndhodné, je
nevyhovujici a chi kvadrat nabyl hodnoty 7,1, coz je od idealni hodnoty velmi vzdalené.
Monoexponencidlni model tedy neni vhodny pro tato data, a bude nutné navysit pocet
exponencialnich funkci.
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U biexponencialniho modelu na obrazku ¢. 15 je jiz patrné vyrovnani rezidui okolo jejich
osy a chi kvadrat zménil hodnotu na 1,3, coz znamena vylepSeni oproti pfedchozimu modelu.
Pro vétsi presnost byl pouzit i triexponencidlni model, viz obrazek ¢. 16.
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Obr. ¢. 15: Ukdazka TCSPC analyzy — biexponencialni kiivka

Tab. ¢. 5: Rozdeleni pravdépodobnosti u biexponencidlniho modelu

11 [ns] 33+0,1

1,2 [ns] 2,1+0,1

A; [KCnts] 715+53

A; [KCnts] 50,2+ 54
X? 1,3

Na obrazku ¢. 16 je vyobrazen triexponencialni model schi kvadratem 1,02, coz je
optimalni hodnota, rezidua jsou vyrovnané, ale je tfeba zohlednit i1 dal§i parametry. V tomto
ptipadé rozhoduje amplituda rozlozeni jednotlivych ¢ast. Na obrazku 16 ma tfeti z amplitud
zapornou hodnotu a tudiz nedava smysl. Je tieba se tedy vratit k biexponencidlnimu modelu,

ktery byl o néco méné idedlni, ale zato realny.
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Obr. ¢. 16: Ukdzka TCSPC analyzy — triexponencialni krivka

Tab. ¢. 6: Rozdeéleni pravdépodobnosti u triexponencialniho modelu

11 [Ns] 3,160 + 0,004
12 [ns] 1,83 +0,02
13 [Ns] 0,22+ 0,02
A; [KCnts] 88,3+0,7
A; [KCnts] 35,0+0,5
A; [KCnts] -3,9+0,2
X2 1,02

TCSPC analyzou také ziskame informace o relativnim zastoupeni jednotlivych dob zivota.
Na obrazku 17 a 18 jsou znazornény doby Zivota pro jednotliva prostfedi a gel se sondou

ATTO 655.
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Obr. ¢& 17: Zndzornéni dob Zivota pro koncentraci 10 M ATTO 655
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Obr. & 18: Zndzornéni dob Zivota pro koncentraci 10° M ATTO 655
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U jednoduchych systémt jako je vodné prostiedi, nebo prosttedi 0,15 M NaCl, popiipadé
prostiedi hyaluronanu byl potvrzen predpoklad jedné doby Zivota fluorescencni sondy, a to
v obou koncentracich sondy. Doba zivota sondy se pohybuje okolo hodnoty 2 ns s velmi
malou odchylkou od primérné hodnoty. Vysvétlenim je, Ze sonda neinteraguje s prostfedim,
ale dochazi k prosté diftizi, a ani visk6znéjsi prostfedi hyaluronanu nedonutilo sondu ke
zpomaleni difuze. Muzeme tedy pifedpokladat, ze a¢ se hyaluronan navenek jevi jako
visk6znéjsi oproti vodé, mezimolekulovy prostor je podobny jako napi. u vody a sonda tak
putuje prostfedim se stejnou rychlosti. Zaroven Ize fici, ze nedochazi k zadnym interakcim
sondy s prostfedim, které by ovlivnily dobu zivota. Roztok hyaluronanu byl pouze 0,5% , je
diskutabilni zda by vice koncentrovany roztok poskytoval jiné hodnoty dob zivota, a do jaké
miry by se zménily, poptf. zkoumdni zavislosti koncentrace na prodluzovani doby Zivota
sondy se jevi velmi zajimavym pro dalsi experimenty.

V obou grafech prezentujicich rizné koncentrace sondy mizeme pozorovat, ze dvé doby
Zivota se projevily pouze tam, kde se vyskytuje prostfedi CTAB, tedy v samotnych roztocich
sondy rozpusténé v CTAB a Vv gelu, nezavisle na ptitomnosti 0,15 M NaCl. V ramci
standardnich odchylek je vidét ze v roztoku CTAB ve vodé, v 0,15 M NaCl, i v gelu se delsi
doby Zivota pohybuji velmi blizko hodnoty 3 ns. U vyssi koncentrace sondy se nezavislost
ptitomnosti chloridovych iontd projevuje i u kratSich dob zivota sondy. V tomto ptipadé dvé
doby zivota pfisuzujeme interakci sondy s hlavou micely, nebot” sonda ATTO 655 je
hydrofilni. V pfipadé¢ hydrofobicity sondy by se dala uvaZovat i teorie zapouzdieni
fluorescenéni sondy do hydrofobni ¢asti micely, tedy interakce s dlouhymi uhlovodikovymi
fetézci molekuly CTAB, coZ bude navrZzeno k dalSimu zkoumani.

4.6.2. FCS analyza

Touto analyzou ziskdme podrobnégjsi informace o chovani molekuly fluorescen¢ni sondy
Vv systému. Nejprve musime nechat data kroskorelovat mezi dvéma detektory. Ziskame tak
mnohem ptesnéjsi vysledky, nez pifi méfeni pouze na jeden detektor. Na obrazku ¢. 19
vidime V horni ¢asti obrazku zelené vyznacenou fluktuaci intenzity po celou dobu méfeni na
Casové ose, kde mizeme zkontrolovat i relativni zastoupeni jednotlivych intenzit pomoci
diagramu Vv pravém hornim rohu (Eerveng). Zbyla ¢ast obrazku jiz patii samotné FCS kiivce,
ktera ma sigmoidni tvar, byla podrobena kroskorelaci mezi dvéma detektory, které byly
pouzity k méfeni, a je ptipravena k fitovani.
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Obr. ¢. 19: Data ziskand béhem FCS analyzy
Poté mame moznost zvolit nékolik matematickych modelt, jako napt. prosta difuze, triplet,

triplet kombinovany s libovolnym poctem difiznich casii, apod. Stejné jako u TCSPC analyzy
je prihlizeno hlavné k chi kvadratu, reziduim a amplituddm. Jednim z moznych zpiisobl jak
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muze vyhodnocovani vypadat, je zobrazeno na obrazku €. 20., ktery prezentuje vzorek sondy
ATTO 655 ve vodném prostiedi. Po zvazeni vSech aspektii byl zvolen matematicky model
prosta difuze, ktery se zda byt nejlépe vyhovujici.
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Obr. ¢. 20: Uzivatelské rozhrani analyzy programu SymPhoTime 64

Takto postupujeme u vSech dal$ich vzorku a vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 7, kde
ruzoveé vyznacené jsou Casy, které¢ byly pfisouzeny samotné sondé ATTO volné difundujici
v prostiedi, zelené u vzorki CTAB vyly vyznaceny Casy, kdy sonda byla zachycena v micele
a modie jsou vyznaCeny prosté rotacni Casy molekuly. V ptipadé¢ gelovych roztokl
pozorujeme né€kolikandsobné prodlouZeni €ast, coz muize byt zplsobeno jednak micelami,
které jsou v gelu nedilnou soucasti jeho struktury, tak i sterickym efektim, které molekule
brani ve volném pohybu prostredim.
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Tabulka ¢. 7: Difiizni casy () a difuzni koeficienty (D) jednotlivych vzorkit sondy ATTO

655
C aTTo655= 107 M o [Ms] Tp 2 [Ms] D 1[pm2/s] D 2[pm2/s] T [ps]
H,O 0,32+0,10 0,078 + 0,006 91+ 27 353 + 26
NaCl 0,22+0,03 0,072+ 0,005 127 +16 380 + 27
Hya v H,O 0,25+0,05 0,081+ 0,003 109 + 18 338 + 14
HyA v NaCl 0,65+0,04 0,086+ 0,004 43+4 318+ 13
CTABVH,O | 1,93+0,555 0,469 + 0,009 15+ 4 58 + 1
CTABvVNaCl | 1,93+045 0,206+ 0,006 15+ 3 130+ 4
gel 2,36+ 0,23 12+1 2,3+05
C atrosss= 10°M | 15 [ms] 5 2 [ms] D1[pm2/s] D 2[um2/s] T [1s]
H,O 0,28+0,06 0,077 = 0,007 99 + 22 356 + 34
NaCl 0,23+0,04 0,075+ 0,002 120 + 20 364+9
Hya v H,0 0,24+0,01 0,074 + 0,007 230+ 94 269 + 153
HyA v NaCl 046+0,15 0,084 + 0,004 63+17 327+ 14
CTABVH,O | 2,25+0,37 0,458 + 0,007 12+ 2 60 + 1
CTABvVNaCl | 1,02+048 0,206+ 0,009 30+11 133+ 6
gel 2,98 +0,17 9+1 1,8+0,4

Difuizni koeficienty ndm davaji v tomto pfipad¢ informaci o viskozité prostiedi, ¢im vétsi

hodnota difizniho koeficientu tim méné visk6znéjsi prostiedi. Miizeme zde pozorovat jisty
trend, ktery nam tika, ze fyziologickym roztokem molekuly sondy putuji obecné snadnéji nez
ve vodném prostedi a oproti vodnym roztokiim jsou roztoky hyaluronanu vice viskdznéjsi,
coZ je ale patrné jiz na prvni pohled.

Zajimavéjsi vysledky nejspiSe poskytne prostiedi CTAB. Difuzni koeficient zde prudce
poklesl oproti pfedchozim systémiim, takZze mizeme dedukovat, Zze zde dochazi k radikalni
zméné prostorového chovani a pohybu molekuly sondy v roztoku. Na zakladé ptedchozich
znalosti vime, ze tento pokles diftiznich koeficientll pfisuzujeme ptitomnosti micel, nebot
prave piitomnost micel poskytuje dalsi misto pro interakce fluorescen¢ni sondy. Jelikoz sonda
ATTO 655 je hydrofilni a nebude se tedy zapouzdifovat do vnitiniho prostoru micel, miizeme
predpokladat, Ze interaguje s jejim obalem, tedy s hydrofilni ¢asti. Tato interakce pak mulizZe
zpusobovat zpomalovani putovani sondy v roztoku a po zprimérovani dat ptistrojem ziskdme
niz8i diftzni koeficient, nez napt. ve vodném prostiedi, kde se micely nevyskytuji. Dale
vidime rozdil Vhodnotach stanovenych za pomoci rlznych koncentraci sondy.
Koncentrovanéjsi roztok poskytuje dva totozné vysledky dlouhych diftznich cast, na rozdil
od mén¢ koncentrovaného roztoku, kde je patrny pokles v prosttedi 0,15 M NaCl. Vzhledem
K Cetnosti méfeni se priklanime k nazoru, ze pro dané méfeni je vhodné&jsi zvolit nizsi
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koncentraci sondy, nebot' konfokalnim objemem prochéazeji jednotky molekul, coz je pro
systém optimalni.

Gelové systémy nam poskytuji jesté tieti dimenzi pozorovani, a to sterické efekty. Na prvni
pohled je gel Ciry, tuhy a velmi viskdzni, z cehoz je mozno piedpokladat interakce sondy
S prostorovou siti gelu a tim i delsi diftizni ¢asy, coz nam méfeni potvrdilo.

V tabulce ¢. 8 vidime kromé difuznich Casi i tripletni Cas, ktery byl zaznamenan pouze
u gelu. Hodnota efektivniho objemu Vet byla pomoci kalibrace stanovena na 1,389 femtolitrd,
p1 @ p2 je pravdépodobnostni rozdéleni jednotlivych ¢ast, tp je diftzni ¢as, T, je tripletni Cas,
K je excentricita, N zna¢i pocet molekul proslych konfokalnim objemem a D; a D, jsou
relativni difuzni koeficienty. Efektivni objem a excentricita nemaji smérodatnou odchylku,
jelikoz nebyly pocitany zprimérovanim vice hodnot, ale stanoveny jiz na zacatku
experimentu kalibraci konfokalniho objemu.

Tabulka ¢. 8: Analyzované hodnoty pro gelovy systéem se sondou ATTO 655

koncentrace 10°M 10°M

Veff [fl] 1,39 1,39
pl 0,03+0,01 0,23+ 0,03
Tp [Ms] 2,36+ 0,23 2,98+0,17
T [ps] 2.31+0,52 1,76 + 0,42

K 6,9 6,9
N 42,40 + 9,47 4,68 +0,75
D 1[um2/s] 11,66+ 1,17 9,18+ 0,51

Pro lep$i zndzornéni s vyobrazenim chybovych tsecek u kazdého vzorku jsou pftilozeny
dva grafy, znichz kazdy reprezentuje jednu koncentraci vzorkt sondy ATTO 655 ve
zvolenych prostredich. Na obrazku 21 a 22 miZzeme tedy pozorovat, Ze dlouhé difuzni Casy
rostou u CTAB a gelu, ale zaroven je méfeni téchto vzorkll zatizeno nejvétsi chybou. U
CTAB je to pfisuzovano mikroheterogenité prostiedi, nebot’ nemiizeme zarucit, aby pfistroj
v danou chvili mé&fil pouze v micelach, a nebo pouze mimo micely, proto po zprimérovani
hodnot dochazi k odliSnostem Vrozmezi 18 - 25 %. U gelu je tfeba zohlednit i viskozitu
prostiedi v kombinaci s mikroheterogenitou a vysledkem je chyba méteni 6-8 % v zavislosti
na koncentraci.
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Obr. ¢. 21: Graf naznacujici rozlozeni difuznich casu mezi jednotlivymi vzorky
s koncentraci 108 M
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Obr. ¢. 22: Graf naznacujici rozlozeni difuznich casu mezi jednotlivymi vzorky
s koncentraci 10° M
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5. ZAVER

Tato bakalaiska prace se zabyvala studiem hydrofilnich koloidi pomoci metody
fluorescenéni korela¢ni spektroskopie. Byla vypracovana reserSe na téma hydrogely a jejich
meéfeni pomoci fluorescencni korelacni spektroskopie. Ke studiu téchto systémt byla zvolena
jako hlavni sonda ATTO 655 a pro poc¢ate¢ni méfeni i sondy fluorescein, rhodamin a perylen.
Systémy byly zkoumany pii jedné koncentraci tenzidu a hyaluronanu a pii proménlivé
koncentraci fluorescencni sondy.

Doby Zivota byly analyzovany pomoci TCSPC, dil¢i ¢asy FCS analyzou. V ptipadé¢ CTAB
se jevi vhodné vyuzit i FLCS analyzu, kterd nam odd¢li jednotlivé doby zivota.

Béhem analyzy dat ziskdme mnoho informaci — doby Zivota, které nas informuji o latkach,
nebo prostiedi, ve kterém se latky nachéazeji. V naSem piipadé¢ zkoumame pouze vlivy
prostedi, nebot’ pracujeme s jednou fluorescenéni sondou v roztoku. U sondy ve vod¢ a ve
fyziologickém roztoku bylo analyzou zjisténo, ze ATTO 655 vykazuje pouze jednu dobu
zivota a dva difuzni Casy, z nich ten kratsi je sdilen se vSemi ostatnimi prostfedimi a ten delsi
vysvétluje chovani molekuly v prostiedi.

Naopak CTAB vykazovalo dvé doby zivota, coz mizeme vysvétlit interakcemi micel
se sondou. Nejjednodussim vysvétlenim je, Ze sonda interaguje s hydrofilni hlavou micely,
ktera obsahuje bromidovy aniont. Doby Zivota u roztoku CTAB byly déle analyzou rozdéleny
mezi dva difuzni Casy, ale stejné tak bychom mohli pfedpokladat jeden difizni ¢as a jeden
tripletni Cas. Na zaklad¢ rezidui jsme se ptiklonili k faktu, ze vodné roztoky CTAB triplet
netvofi, na rozdil od gelt, kde je triplet prikazny. Rozdil mezi vodou a fyziologickym
roztokem jako rozpoustédly byl prikazny pouze u niz§i koncentrace sondy, coz bylo
vysvétleno tim, Ze nizS8i koncentrace disponuje lepSimi hodnotami poctu molekul
prochazejicimi konfokalnim objemem, a je tedy povazovana za piesnéjsi, na rozdil od vyssi
koncentrace a delSiho difuzniho ¢asu, kde se hodnoty u obou rozpoustédel vyrovnaly.

U roztoki kyseliny hyaluronové dochazelo k drobnym zménédm zavislych na dobé méteni.
Pro analyzu byly tedy rozhodujici hodnoty z delSich méfeni. U vodnych roztokli byly
vyhodnoceny krat$i diftizni ¢asy nez u roztokl ve fyziologickém prostiedi, a tento jev byl
pozorovan u obou zvolenych koncentraci. Pfisuzujeme to interakcim chloridovych anionta
s funkénimi skupinami sondy ATTO 655, kdy pravé z tohoto diivodu mohlo dochazet ke
zpomalovani vyhasinani. Rozdily mezi jednotlivymi prostfedimi jsou vSak ve stovkach
mikrosekund. Prestoze byly roztoky sondy ve vodném roztoku hyaluronanu mnohem
visk6znéjsi nez sonda v hyaluronanu v 0,15 M NaCl, nestacilo to na piechod molekuly do
tripletniho stavu, z ¢ehoz lze tvrdit, ze viskozita prosttedi hraje urcitou roli, ale ne definitivni.

Pro interpretaci chovani hydrogelli byly velmi dilezité predchozi méteni, nebot’ pravé
S nimi porovnavame ziskané vysledky a z nich usuzujeme jednotlivé interakce mezi systémy.
Hydrogely obsahujici NaCl, CTAB a sondu; vykazuji dvé doby Zivota, jeden az dva difuzni
Casy a jeden triplet. Dvé doby Zivota jsou pfisuzovany micelam, které¢ v gelu tvoii CTAB
a tripletni ¢as by mohl byt zpisoben viskozitou prostfedi, nebot” v porovnani s roztoky byl
hydrogel tuhy a nestékal z podlozniho sklicka. Molekula sondy se v prostorové siti gelu tedy
mohla zdrzovat déle nezZ v méné viskdzngjsich roztocich. Musime také zohlednit stericky
faktor, protoZe sonda ATTO 655 je velka organickd molekula a pory gelu mohou byt mensi
amolekulu zadrzovat pouze nazakladé jejiho objemu. Dale musime zvazit interakce
s prostorovou siti gelu, kterd je tvofena jak dlouhymi fetézci hyaluronanu, tak i micelami
z CTAB, které jsou nedilnou soucasti struktury. Kratky difuzni ¢as by tedy mohl patfit
volnému pohybu molekuly v disperznim prostredi gelu, triplet interakcim s prostorovou siti.
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Také bylo zjisténo, Ze gel do sebe pohltil desetkrat vice sondy nez vodné roztoky téze
koncentrace.

Metoda fluorescenéni korelacni spektroskopie tedy splituje predpoklady pro méfeni
s idedlnéjSimi vlastnostmi pro meéfeni, jako je mald viskozita, nebo pouze sonda
s rozpoustédlem, ale ve vysledku se 1 u slozitéjSich systémil s narocnéjsi interpretaci miizeme
uspésné dopracovat k cili.

Cile bakalatské prace byly splnény a oteviel se novy zptisob zkoumani téchto systémi
pomoci metody fluorescencni korelacni spektroskopie, ve kterém bude velmi zajimavé
pokracovat v dalsi praci. Zajimavym se budou jevit hydrofobni sondy, které by mohly
simulovat cytostatika, a vyzkum cilenych nosi¢t 1é¢iv by mohl byt posunut zase o krok dal.
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7. SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

7.1.
Zkratka
Cnts
CTAB
FCS
FLCS

FLIM
HyA
IRF
TCSPC

THF

7.2.
Symbol

Seznam zKkratek

Vyznam

counts (pocet fotond proslych jednotkovym objemem za jednotku casu)
cetyltrimethylamonium bromid

Fluorescence correlation spectroscopy (fluorescen¢ni korelacni spektroskopie)
Fluorescence life-time correlation spectroscopy (Casové rozliSena fluorescenéni
korela¢ni spektroskopie)

Fluorescence life-time imaging (vytvareni obrazka podle dob zivota)

hyaluronan

instrument response function (funkce pfistrojové odezvy)

Time-correlated single photon counting (metoda ¢asové korelovaného ¢itani
fotonti)

tetrahydrofuran

Seznam symboli

Nazev veli¢iny

koncentrace ¢astic

difuzni koeficient

okamzita odchylka signalu od jeho primérné hodnoty

kvantovy vytézek

autokorelacni funkce

intenzita signalu

pocet fotont detekovanych z jedné molekuly za jednu sekundu

pocet molekul

pocet molekul latkou absorbovanych

pocet molekul latkou emitovanych

celkovy Cas

difuzni Cas

tripletni Cas

prostorové rozlozeni emitovaného svétla

charakteristicky rozmér detekéniho objemu v ohniskové roviné objektivu
charakteristicky rozmér detekéniho objemu ve sméru optické osy mikroskopu
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8. PRILOHY

Priloha ¢. 1: Pristrojové vybaveni pro mereni metodou FCS
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Priloha ¢. 2: Schema hlavni mérici jednotky s detektorovych prostorem
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