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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zameéfena na studium inverzni fluorescencni korelacni
spektroskopie, a to zejména z hlediska pouziti riznych fluorescencnich sond a sledovanych
Castic ruznych velikosti. Nejprve byla stanovena vhodna koncentrace fluorescen¢ni sondy tak,
aby byla vnimana jako médium obklopujici stanovovanou latku. Na zakladé této koncentrace,
ktera byla stanovena na 400 uM, bylo poté pfipraveno nékolik sad vzorkt. Vzorky obsahovaly
jak rozdilné polystyrenové Castice o velikostech 100 a 500 nm v riznych koncentracich,
tak i multilameralni liposomy v riznych koncentracich a byly proméfeny FCS kiivky vzorka
s riznymi druhy fluorescencnich sond, kterymi byly fluorescein, rhodamin 6G a Atto 488.
Z méfeni vyplyva, ze pomoci zadné z fluorescencnich sond nelze stanovit ¢astice o velikosti
100 nm. Metodu inverzni FCS Ize aplikovat na systémy obsahujici fluorescein a polystyrenové
castice o velikosti 500 nm. Pfi pouziti fluorescencni sondy rhodaminu 6G dochazi pii vysoké
koncentraci k dimerizaci a ani 500 nm Castice nelze pomoci této sondy stanovit. V pripadé
pouziti liposomua lze tyto Castice stanovit metodou inverzni FCS, ale nahodna distribuce
velikosti ¢astic zkresluje vysledky autokorelace.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the study of inverse fluorescence correlation spectroscopy,
especially with the regard for the usage of different fluorescent probes and different sized
analysed particles. At first, the proper concentration of fluorescent probes was determined.
In this concentration is the probe considered as a medium surrounding the analysed particles.
Based on this concentration, which was determined as 400 uM, several sets of samples were
prepared. This samples contained different concentration of polystyrene particles of 100 and
500 nm diameter and multilamellar liposomes. Then, the FCS curves of samples with different
fluorescent probes were measured. Fluorescein, rhodamine 6G and Atto 488 were used
as fluorescent probes. As a result from experiments, it was found, that particles with 100 nm
diameter cannot be analysed with none of the fluorescent probes. Inverse FCS method can be
applied to systems, that contains particles with 500 nm diameter and fluorescein. Systems with
rhodamine 6G have the same behaviour as typical FCS measurement. It is caused
by dimerization of this probe and it cannot be used for 500 nm particles. Liposome samples can
be established with iFCS method, but the results are biased by random distribution of liposomes
size.
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1 UVOD

Na pocatku sedmdesatych let minulého stoleti byla poprvé popsana metoda fluorescencni
korelacni spektroskopie (dale FCS, zangl. fluorescence correlation spectroscopy),
jako aplikace konfokalni skenovaci mikroskopie, pro studium interakci DNA s léCivymi
latkami. Metoda FCS se ovSem zacala rozvijet az v letech devadesatych a dnes je to jedna
z dilezitych ahojné pouzivanych metod pii studiu nejen biochemického zameéfeni,
jako je studium bungk, proteinti nebo 1€¢iv a jejich vzajemnych interakci, a stala se nastrojem
pro stanoveni dynamickych vlastnosti makromolekul a nanocastic, které vykazuji (at uz samy
nebo po oznaceni vhodnou latkou) fluorescenci.

Pokud latky, které jsou pomoci FCS sledovany, nejsou vhodné oznaceny nebo nevykazuji
fluorescenci, jedna o fluktuacni korelacni spektroskopii, protoze dochazi ke sledovani fluktuaci
konfokalnim objemem obecné jiného signalu nezli jen fluorescen¢niho. Tento zékladni ptistup
umoziuje sledovani nefluoreskujicich koloidnich ¢astic nebo Castic, které nelze fluorescenéné
oznacit, coz se stava kuptikladu v zivych organismech, kde dochézi k exkluzim fluorescencnich
sond bunécnou membranou, a mize byt sledovano mnoho druhti signalu, jako je napftiklad
rozptyl svétla, Ramanovy rozptyly nebo plazmonova rezonance.

Jako alternativni metoda k FCS, ktera by byla vhodna pravé pro tyto neoznacitelné latky,
se nabizi moznost nesledovat zvySeni intenzity fluorescence prichodem oznaCené Castice
konfokalnim objemem, ale naopak, pfi pouziti velkého mnozstvi fluorescencni sondy, sledovat
snizeni intenzit fluorescence prichodem cCastice, ktera fluorescenci nevykazuje.

V této diplomové praci je teoreticka ¢ast zameétena na popis a principy klasické fluorescencni
korelacni spektroskopie, kdezto v reSerSni Casti jsou popsany metody vyuziti fluktuacni
korelacni spektroskopie, zeyména pak pouziti inverzni fluorescencni korelacni spektroskopie.
Metodé inverzni FCS je dale — zejména z hlediska pouzitelnosti, a to predevsim v oblasti
koloidnich velikosti — vénovana experimentalni ¢ast diplomové prace, kterd je zaméfena
na iFCS polystyrenovych nanocastic a liposomu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fluorescence

Jako luminiscence se oznacuje jev, ktery se projevuje emisi svétla urCitou latkou pfi deexcitaci.
Jednotlivé luminiscen¢ni druhy se odliSuji v zavislosti na druhu energie, ktery je potfebny
k excitaci. Spadaji zde metody jako je chemiluminiscence (excitace chemickou energii)
nebo termoluminiscence (excitace energii ve formé tepla). K excitaci muze dojit
také elektromagnetickym zafenim, tedy pomoci svételné energie, apak sejedna
o fotoluminiscencni metody. Fotoluminiscence se na zakladé charakteru v excitovaném stavu
rozliSuji na fluorescenci a fosforescenci [1],[2].

2.1.1 Jablonskiho diagram

Procesy, ke kterym dochazi pii absorpci a emisi svétla, tedy zafivé a nezafivé prechody
mezi elektronové vibracnimi stavy, jsou casto ilustrovany avysvétlovany pomoci
Jabtonskiho diagramu, ktery je zndzornén na nasledujicim obrazku (viz Obr. 1) [3].

. A
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| Vnitini konverze
i Vibracni relaxace
: A |
S, Y L4 Mezisystémovy prechod
Absorpce T,
Fluorescence Fosforescence
Y 2
i T
S Yy Y Y 0

Obr. 1 Jablonskiho diagram

Pokud v systému v zakladnim singletovém stavu, oznacovaném jako So, dojde k absorpci,
tedy ze systém pfijme energii ve formé fotonu, tak je excitovan do vyssich energetickych stava,
oznacovanych jako Si a So. V piipadé, Ze energie fotonli postaci jak k elektronové excitaci,
tak i k excitaci vibracnich past, dochazi k vibracni relaxaci, kdy se ptebytecna energie vyzari
do okoli nezativymi prechody. K vnitrni konverzi dochazi v ptipadé prechodu mezi nejnizsi
excitovanou hladinou (S2) na nejvyssi vibracni hladinu zakladni singletové hladiny (S1).



Pokud molekula excituje na vyssi energetickou hladinu, spin zlistane zachovan, a nasledné
se vrati na hladinu zakladni, dochazi kjevu, ktery se oznaCuje jako fluorescence,
ajedna se o prechod z nejniz§i hladiny stavu S1 do stavu So. Fluorescence ma kratky dosvit
a odezniva velmi rychle po ukonceni excitace.

Proces, ktery zahrnuje zmeénu spinu elektronu, se nazyva mezisystémovy prechod a nastava,
kdyz se ze singletového stavu se dvéma opacnymi spiny (S1) pfi pfechodu na vyssi energetickou
hladinu zmeéni orientace jednoho spinu a nastane pfechod do stavu tripletového (T1).
Mechanismus prechodu ze stavu S; do Ti je podobny s vnitini konverzi. Proces zahrnujici
zmenu spinu elektronu je spinové zakazany a je také méné pravdépodobny.

Emise fotonu z tripletového stavu Ti do zékladniho singletového stavu S» se oznacuje
jako fosforescence. Jedna se o jev, ktery je méné Casty nez fluorescence. Fosforescence
ma na rozdil od fluorescence vyssi vinové délky, vzhledem k tomu, ze prechod z T1 do So
vyzaduje mensi rozdil energie. Dlouhy dosvit fosforescence je zplisoben tim, ze elektron
po absorpci zafeni musi prejit z hladiny Sy na Tj.

Muze nastat také reverzni mezisystémovy prechod z nejnizsi hladiny tripletového stavu T
zpét na nejniz8i hladinu excitovaného singletového stavu S;. Po navratu z hladiny Si
do zakladniho stavu So pak dochédzi kjevu oznaCovanému jako zpozZdéna fluorescence,
ktery ma dobu dosvitu srovnatelnou s fosforescenci, ale vinova délka emitovaného zareni
je srovnatelna s fluorescenci.

2.1.2 Charakteristiky fluorescence

Typickym vystupem z fluorescenéniho mefeni jsou emisni spektra. Emisni spektrum
je definovano jako intenzita fluorescence v zavislosti na vinové délce emitovaného zareni,
pficemz vlnova délka excitaCniho zafeni je konstantni. Naopak excitatni spektrum
je definovano jako intenzita fluorescence v zavislosti na vlnové délce budiciho zarfeni
s konstantni vinovou délkou emitovaného zafeni [4],[5].

Stokesuv posun
—
[ ]
s . ,
'] Excitacni Emisni
b5 spektrum spektrum
k=
Vlnova délka

Obr. 2 Stokesuv posun a zrcadlové pravidlo



Pro molekuly jsou emisni a excitacni spektra charakteristicka, kazda ma unikatni spektrum
s charakteristickymi piky pfi danych vinovych délkach. Vzajemny vztah mezi emisnim
a excitanim maximem vyjadiuje Stokesitv posun, tedy ze fluorescencni spektrum je posunuto
k vy$§im vlnovym délkam, coz je zpusobeno menSim energetickym rozdilem pii emisi
nez pii excitaci, jak vyplyva z Jabtonskiho diagramu. Zrcadlové pravidlo tika, ze emisni
i excitacni spektra maji podobny tvar, nicméné jsou k sobé zrcadlové obracena. Stokestiv posun
a zrcadlové pravidlo jsou zobrazeny na pfedchozim obrazku (viz Obr. 2).

Podle Vavilova zdkona nejsou emisni spektra, kvantovy vytézek ani doba dosvitu zavisla
na vinové délce, apro excitaci se obvykle voli vlnova délka s maximem absorpce dané
molekuly. Toto pravidlo je dusledkem Kashova pravidla, podle kterého fluorescence nastava
znejniz§i hladiny stavu Si, coz je zplsobeno wvnitini konverzi a vibracni relaxaci,
a tyto nezafivé premeény jsou velmi rychlé a energeticky nenarocné [6].

Jednou z dalSich zékladnich charakteristik fluorescence (luminiscence) je nejvyssi intenzita
fluorescence (luminiscence), které je dosazeno, pokud je systém excitovan vinovou délkou,
ktera je rovna excitanimu maximu daného systému.

Kvantovy vytézek fluorescence vyjadiuje miru intenzity fluorescence a je definovan jako:

_ Ny (D)

kde Nr je pocet kvant vyzafenych a N je pocet soustavou absorbovanych zafivych kvant.
Celkovy kvantovy vytézek fotoluminiscence je uren jako soucet kvantového vytézku
fluorescence a fosforescence a vzdy je v dusledku nezafivych deexcitaci mensi nez 100 % [1].

2.1.3 Fluorescencni sondy

Molekula nebo jeji Cast, kterd je odpoveédna za vykazovani luminiscence, se nazyva luminofor
a pro fotoluminiscencni metody nesou oznaceni fluorofor v ptipadé fluorescence a fosforofor
pro ptipad fosforescence. Fluorofory jsou tedy molekuly nebo casti molekul, které jsou schopny
absorbovat energii svételného zafeni a nasledné ji ztratit emisnim zafenim o delsi vinové délce,
coz podmiiuje jejich schopnost vykazovat fluorescenci.

Molekula muZze byt sama o sobé fluoroforem a vykazuje vlastni fluorescenci. Tyto latky
se oznaCuji jako vmitini sondy a fluoreskujici casti jsou soucasti jejich struktury.
K latkam, které nemaji  schopnost vykazovat vlastni fluorescenci, sevazi nevlastni
fluorofory — fluorescencni znacky kovalentni vazbou a nekovalentné se vazici fluorescencni
sondy [7],[81,[9].

2.1.3.1 Fluorescein

Jednou z nejvyznamnéjsich fluorescencnich sond je fluorescein, ktery je ve forme ¢erveného
prasku rozpustny ve vodé 1 v alkoholech. Jeho chemicka struktura je zobrazena na nasledujicim
obrazku (viz Obr. 3A).
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Obr. 3 Struktura A) fluoresceinu a B) jeho disodné soli

Fluorescein vykazuje absorpéni maximum pifi 494 nm a emisni maximum ve vodném
prostiedi je pifi 521 nm. Krom pouziti ve fluorescencni mikroskopii nachazi uplatnéni
také v barvivovych laserech nebo pii detekci riznych latek.

Hojné vyuzivany jsou také jeho derivaty. Isothiokyanat fluoresceinu, oznacovany jako FITC,
se vyuziva pii imunologickych stanovenich nebo pii praci s nukleovymi kyselinami.
Dulezitym derivatem je taky disodna sul fluoresceinu, jejiz struktura je zobrazena
na predchozim obrazku (viz Obr. 3B). Uranin, jak se také disodny derivat oznacuje, ma emisni
maximum pii 460 nm a excitacni maximum pii 515 nm [7],[9].

2.1.3.2 Rhodamin

Dal§im z hojné pouzivanych fluoroforti, vyuzivanych také ve fluorescencni mikroskopii,
jako barvivo v laserech a jako fluorescencni znacka pro studium bunék, je rhodamin.
Jako rhodaminy je oznaCovana skupina heterocyklickych barviv, které se mohou vazat
jak kovalentné, tak na zéakladé nekovalentnich interakci, mezi které patii rhodamin B,
rhodamin 110 a rhodamin 6G.

Rhodamin 6G méa dlouhé vlnové délky excitace v rozmezi 480 — 600 nm, s excitaCnim
maximem pii 525 nm, i emise v rozmezi 500 — 700 nm, s emisnim maximem pii 555 nm.
Jeho chemicka struktura je zndzornéna na nasledujicim obrazku (viz Obr. 4). Na rozdil
od fluoresceinu je odolngjsi k fotovybé€lovani a je stabilnéjsi vici pH prostiedi. Jeho nevyhodou
je tvorba dimerd a oligomerd pii vysSi koncentraci, coz je blize vysvétleno dale
(viz kapitola 5.3.2) [7],[10],[11].

Obr. 4 Struktura rhodaminu 6G
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2.2 Fluorescencni korelacni spektroskopie

Metoda fluorescencni korelacni spektroskopie (dale FCS, z angl. fluorescence correlation
spectroscopy) byla poprvé popsana v 70. letech 20. stoleti D. Medgem, E. Esonem
aL. Webbem pfi studovani interakci DNA s léCivymi latkami. V té dobé se FCS jevila
jako metoda s velkym potencidlem pro méfeni kinetickych vlastnosti, které v sobé FCS data
obsahuji. I pfes jeji potencial vSak nebyla atraktivni a hojn€ vyuzivanou, vzhledem ke Spatnému
poméru signal-Sum, slabym detektorim, kolisajici intenzité excitaCnich laseri a slabym
kvantovym vytézkam [12].

Ke zlomu doslo o 20 let pozdé€ji, kdy byla metoda prepracovana N. L. Thompsonem
aspojena s konfokalni mikroskopii, ¢imz byla umoznéna detekce na urovni jedné
molekuly [13].

Dnes je vybaveni pro méfeni FCS bézné dostupné a metoda se tak zacala hojné vyuzivat
pro celou tadu aplikaci, zejména v biochemii, kde se wvyuziva pro studium interakci
nebo detekci proteint, v imunoanalyze nebo naptiklad pfi hybridizaci DNA [14].

Fluorescen¢ni korelacni spektroskopie se tak stala dilezitym nastrojem pro stanoveni
dynamickych vlastnosti malych ¢astic, makromolekul a nanocastic vykazujicich fluorescenci
v raznych médiich a obecné vlastnosti, které vychazeji z intenzity fluorescence. Tato metoda
je zaloZzena na sledovani fluktuaci intenzity fluorescence riznych castic difundujicich
skrz velmi maly sledovany objem. Casové proménné fluktuace intenzity jsou vysledkem
dynamickych procest — difuze do a z malého objemu definovaného konfokalni aperturou.
Kdyz fluorofor difunduje skrz laser, vznika shluk emitovanych fotonii a korela¢ni analyza
fluktuaci intenzity fluorescence poskytuje informace o difuznich koeficientech latek nebo jejich
koncentraci [1],[15],[16].

2.2.1 Teorie FCS

FCS je bézné aplikovana na volné difundujici molekuly. Ke tvorbé konfokalniho objemu
dochazi diky excitatnimu laseru, ktery je fokusovan na rozhrani (difrakéni limit),
a konfokalni pinhole, kdy dochézi k odstinéni nezadouciho signalu mimo pozadovany objem.

0,4 pm
| \\‘ //’
j
Y == /
‘ fy
\4 sledovany
V=11l - objem
2pm g c=1nM ‘ \
| N = 0,6 molekul /
, [ L \ osviceny
1 i / “__ kuzel

Obr. 5 Zobrazeni vdlcového objemu s typickymi rozméry a konfokdlniho objemu tvoreného
optickymi prvky (konfokdlni pinhole, excitacni laser, objektiv) [1].
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Pouzitim téchto optickych podminek ma pozorovany konfokalni objem elipsoidni tvar
protazeny podél optické osy, coz je znazornéno na predchozim obrazku (viz Obr. 5) [1],[15].

Pro spravné provedeni FCS experimentu je dulezita koncentrace fluoroforu. Aby mohly
byt detekovany jednotlivé molekuly, tak musi byt koncentrace takova, aby ve stanovovaném
objemu bylo pfitomno pouze par molekul. Velikost konfokalniho objemu 1 fl vychazi
z velikosti cylindru a koncentrace fluorofort v tomto objemu by méla byt 1 nM, coz odpovida
v pruméru 0,6 molekuly v konfokalnim objemu. Pokud je pocet molekul 0,6,
pak ze statistického hlediska (Poissonova statistika) vyplyva, ze je 55 % pravdépodobnost,
ze se v konfokalni objemu nevyskytuje zadny fluorofor, 33 % pravdépodobnost vyskytu pouze
jednoho fluoroforu a 10 % pravdépodobnost vyskytu dvou fluoroford v konfokalnim
objemu [1].

Casovy pramér po&tu molekul v konfokalnim objemu je stejny, ale vzhledem k volné difuzi
molekul skrz objem dochazi kvykyvim v aktualnim poctu molekul. Difuzi molekul
z a do konfokalniho objemu dochazi k excitaci a nasledné emisi, Cimz nartsta nebo klesa pocet
emitovanych fotond, a dochazi tak ke kolisani fluorescencniho signalu. Tyto nahodné,
Casove zavislé, zmény jsou oznaCovany jako fluktuace a intenzita fluktuaci v konfokalnim
objemu odpovida intenzité fluorescence. FCS poskytuje informace o molekulach analyzou
rychlosti a amplitud z intenzity fluktuaci [4],[17],[18].

Pokud se v konfokalnim objemu nenachézi zadny fluorofor, zméfi se pouze Sum. V piipade
nizké koncentrace fluoroforta v konfokalnim objemu je intenzita fluorescence nizka a jeji zména
je méfitelna. U fedénych vzorkl s koncentraci 1 nM sice muze dojit k pozorovani pozadi
rozpoustédla, neCistot nebo napiiklad Ramanovych rozptyll, ale technika umoziiuje tyto jevy
potlacit pomoci konfokalni optiky a pouzitim emisnich filtrd. Na druhou stranu pfi pouZiti
vzorkt s vysokou koncentraci fluorofori by se v konfokalnim objemu vyskytovalo velké
mnozstvi molekul a zmény intenzity fluorescence by nebyly pozorovatelné jako v piipade
malého mnozstvi molekul.

2.2.2 Princip FCS

Experimentalni uspofadani konfokalniho mikroskopu a princip fluorescencni korelacni
spektroskopie je znazornén na nasledujicim obrazku (viz Obr. 6) [16].

Laserovy paprsek o vhodné vinové délce se piivadi do hlavni optické jednotky,
kde se fotodetektorem (napt. fotodiodové pole nebo fotonasobi¢) méfi intenzita vysilaného
zateni. Poté paprsek dopada na dichroické zrcadlo, od kterého se odrazi excitaCni zafeni
dané vinové délky do mikroskopu, ale zafeni emitované fluoroforem skrz zrcadlo projde
a dopadne na detektor. Budici zafeni po pruchodu objektivem dopada na vzorek, ¢imz dochazi
k excitaci molekul a nasledni emisi o ur¢€ité vinové délce. Toto emitované zafeni pak prochézi
skrz dichroické zrcadlo zpét, kde dopadéa na emisni filtry. Ty jsou umistény za dichroickym
zrcadlem v pifipade€ méfeni na vice detektorech nebo pred detektorem v piipadé€ pouziti jednoho
detektoru. Emisni filtry slouzi také k odfiltrovani Ramanova rozptylu zafeni. Po prichodu
emisnimi filtry zareni dopada na detektor [1],[15],[16].
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Obr. 6 Grafické znazornéni principu FCS. Z detektoru je ziskand zavislost intenzity na case,
ze které je pak statisticky zpracovana autokorelacni kiivka [16].

2.2.3 Autokorela¢ni funkce

Meteni FCS poskytuje jako primarni data jednotlivé dopadajici fotony na detektory. Tato data
je nutné dale analyzovat, aby z nich mohly byt ziskany potifebné informace o sledovanych
molekulach, jako je ku pfikladu pocet molekul ve vzorku, jejich diftzni koeficienty
nebo okupacni Cisla [2], [15].

Nejdiive musi byt z dopadajicich fotonti vypocitana fluktuace intenzity I (¢).
Zaznamenané fluktuace intenzity fluorescence jsou analyzovany statisticky pomoci
autokorelacni funkce. Nasledujici obrazek (viz Obr. 7) popisuje zakladni princip ziskévani
potebnych informaci z FCS experimentu a vznik autokorela¢ni kiivky [1],[4],[15].

konfokalni objem

fluorescencni signal A korelaéni kiivka

intenzita

fluorescenéni
Castice

log(t)

Obr. 7 Fluorescencni molekula difunduje do a z konfokalniho objemu a vznika fluktuacni
fluorescencni  signal. 1yto fluktuace mohou byt analyzované autokorelacni kifivkou.
Difuzni koeficient molekul Ize ziskat z autokorelacni kiivky a koncentrace fluoroforu
z jeji amplitudy [19].
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Autokorelacni funkce tedy analyzuje Casové zmeény intenzity fluorescence, které jsou
zpusobeny pruchodem castic pres detekéni objem. Vyjadiuje stuperi korelace mezi intenzitou
fluorescence v daném Casovém intervalu (pro rozpéti Casu 7), tedy mezi intenzitou fluorescence
v daném case I () a v ¢ase pozde€jS§im I (¢ + 7). Pokud je difuze Castic skrz detekcni objem
dostateCné pomala, pak jsou si hodnoty I(f) a I(t+ 1) podobné. V piipadé rychlé difuze
jehodnota [I(f) odliSna od [(t+7), adochazi tak krapidngsi zméné intenzity
fluorescence [1],[18].

Autokorelacni funkce je dana souCinem intenzit fluorescence v Case ¢ s intenzitou v Case
o 7 pozdéjsim, ktery je zprimérovany pres velké mnozstvi dat, jejichz sbér probiha v fadech
vtefin az minut. Normalizovana autokorela¢ni funkce pro FCS je dana vztahem:
It)- It+7 o) ot +1
o) 101645 _(@16) 316 +)

= +1, )

(1) (1)’

kde I je detekovana intenzita fluorescence a 6/ je okamzita odchylka signalu od jeho primérmé

hodnoty & =1(z)—(I(t)), kde (1(r)) = % I 1(t)dt , ktera miize byt vyjadiena jako:

a(t)= [WEx)s(rC(r,1))dr, 3)

kde C je lokalni koncentrace ¢astic, W(r) udava prostorové rozlozeni emitovaného svétla
a 77 je parametr nezavisly na prostorovych soufadnicich. Tento parametr urcuje pocet fotona
detekovany z jedné Castice za jednu sekundu a zavisi na celkové intenzité excitacniho svétla,
ucinnosti  detekce, GCinném  prafezu, absorpce svétla a kvantovém = vytézku
fluorescence [1], [18].

Za predpokladu, ze se castice pohybuji volnou difuzi ve vSech tfech smérech,
a ze u sledovanych Castic se parametr # nemeéni v Case, je autokorelacni funkce uréena vztahem:

1

2 9
V(C) | 1+ | f1e 20 )
2-D,. 2-D,. 2y

G(r)=

kde V. je efektivni detekéni objem V,, =~+/7° -w?-z,, z, udava charakteristicky rozmér
o J ] fF 0 "<o» <o

€]

detekéniho objemu ve sméru optické osy mikroskopu, w, je rozmér v ohniskové roviné

a 7, je difuzni ¢as [1].

Autokorelacni funkce nabyva maximalnich hodnot pro kratké ¢asové intervaly a postupné
s rostoucim Casem klesa k nule, protoze pii delSich Casovych intervalech spolu hodnoty
intenzity fluorescence nazalatku a kekonci uz nesouvisi. Casovy interval,
kdy ma autokorelacni funkce poloviéni hodnotu nez ve svém maximu, se oznacuje jako difuzni
Cas. Tento bod zna¢i pramémou dobu, kterou se Ccastice vyskytuje v detekénim
objemu [1],[15],[19].
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Na nasledujicim obrazku (viz Obr. 8) je znazornéno schéma autokorelaéni kiivky
(resp. funkce) se vSemi potfebnymi parametry, které u ni lze ziskat.

G(t)

1 1 !
G(@) = N 1+ @/m) 1+ /) (wo/w,)

v v v

pocet molekul  difuzni €as  strukturni parametr, smér
(koncentrace)  molekuly v osach x (wo) a z (w,)

amplituda
ACF ! ‘

~ YN [N

difuzni éas ~ 1/D cas [ms]

Obr. 8 Grafické zndzornéni autokorelacni funkce a jeji popis. Z amplitudy ACF
(z angl. autocorrelation function) se dd zjistit pocet molekul (respektive koncentrace cdstic)
a ze zjisténého difuzniho casu Ize ziskat difuzni koeficient dané molekuly.

Z autokorelacni kiivky prolozené teoretickou zavislosti lze ziskat dilezité informace
o sledované Castici — koncentraci Casti a difuzni koeficient Castic. Z maxima autokorelacni
ktivky, resp. z jeji amplitudy, 1ze ziskat primérny pocet Castic v detekénim objemu N:

1
N—@—Veﬂ@’ 5)

a z difuzniho ¢asu lze ziskat difuzni koeficient ¢astice D:

2
Mo

" 4D’ ©

Tp

2.2.4 Dvoubarevna fluorescenc¢ni korelaéni spektroskopie

U dvoubarevné FCS (dale FCCS, z angl. fluorescence cross-correlation spectroscopy) dochazi
ke sledovani podobnosti jednoho signalu sjinym signalem v daném casovém intervalu.
Vysledkem v tomto pfipadé lze krom autokorelacni funkce jednoho signalu spocitat
také kroskorelacni funkeci, tedy korelaci mezi dvéma riznymi signaly.
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Tato variace techniky FCS nejCastéji spociva v oznaCeni dvou druhti molekul dvéma
fluorescencnimi barvivy s rozliSnymi vlastnostmi — excitace rdznymi vinovymi délkami
a odlisné vinové délky emise. K rozliSeni té€chto rozdilnych vlastnosti slouzi dichroicka zrcadla
a rozdilna fluorescence je snimana dvéma detektory. Vysledkem muze byt jak autokorelace
kazdého fluoroforu jako takového, tak i kroskorelace mezi obéma fluorofory (viz Obr. 9) [20].

konfokalni objem

Obr. 9 Princip dvoubarevné fluorescencni spektroskopie (FCCS). Zobrazeni autokorelacnich
kiivek pro cervené (Ggr) i zelené (Gg) fluorofory a zobrazeni kroskorelacni kiivky
obou fluoroforu (Ggr) [20].

Vyuziti toto odvétvi FCS nachazi zejména ve studiu tvorby komplexti dvou molekul,
napf. pfi studiu bilkovin a vytvareni komplext enzym-substrat, kdy enzym je oznacen jednou
fluorescenc¢ni sondou a substrat je oznacen jinym fluoroforem s jinymi excitanimi a emisnimi
vlastnostmi [20], [21].

2.2.5 Casové rozliSena fluorescencni korelaéni spektroskopie

Spojeni fluorescenéni koreladni spektroskopie a ¢asové rozliseného s¢itani fotoni” (TCSPC,
z angl. time correlated single photon counting) vyuziva dalsi rozsifeni metody FCS. Technika
je oznaCovana jako cCasové rozliSena fluorescencéni korelani spektroskopie (FLCS,
z angl. fluorescence lifetime correlation specstroscopy) a tato varianta FCS umoziuje rozlisit
fluorofory, které maji odliSnou dobu zivota [22].

“ TSCPC je metoda ¢asové rozliseného séitani fotonu. U Easoveé rozlisné fluorescence dochazi k pulzni
excitaci (délka pulzu je kratsi nez doba dohasinani fluorescence pouzitého fluoroforu) a pri kazdém
excitatnim pulzu dochazi k zaznamenani jednoho emitovanc¢ho fotonu. Vysledkem této metody je histogram
tvoreny zavislosti distribuce fotonu na Case.
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Analogicky k pfedchozimu druhu FCS (viz kapitola 2.2.4), FLCS umozfiuje stanovit
jak autokorelaci jednotlivych fluorescencnich sond, tak i kroskorelaci mezi dvéma signaly
na zakladé odlisSnych dob zivota. Princip FLCS analyzy je popsan nasledujicim obrazkem
(viz Obr. 10) [22], [24].
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Obr. 10 A) Zobrazeni vyhasinani fluorescence dvou fluoroforii A (Cerveného) a B (modrého),
a jejich kombinaci (cernd). B) Funkce statistického filtru, kterd kazdému fotonu prirazuje
pravdépodobnost, se kterou byl emitovan fluoroforem A nebo B [22].

FLCS analyza se, krom procesti se zménou dob zivota fluoroforu se zménou okoli
(napt. kondenzace DNA pii pouziti interkalacnich barviv), vyuziva také pti analyze klasického
FCS méfeni, coz je popsano dale (viz kapitola 4.3.1.2).

2.3 Liposomy

Liposomy jsou utvary tvofeny nckolika na sebe usporadanymi lipidovymi (nejCastéji
fosfolipidovymi) dvojvrstvami, které vznikaji spontanni agregaci téchto amfifilnich molekul.
Svymi vlastnostmi 1 velikosti patii mezi koloidni systémy.

Koloidy spadaji mezi disperzni systémy, coz jsou systémy tvorené spojitym disperznim
prostfedim, ve kterém je rozptylena dispergovana latka. V ptipad€ koloidnich disperzi jsou
dispergovanymi latkami ¢astice specifickych — koloidnich — rozméra, tedy rozmeért v rozmezi
od 1 nmdo 1 um (pfip. 500 nm). Mezi dalsi typy disperznich systému patii analytické disperze,
které maji ¢astice mensi nez koloidni disperze a Arubé disperze, jejichz Castice jsou vétsi nez
v ptipadé koloidnich systémi. Koloidni disperze se dale rozdéluji na homogenni roztoky
makromolekul, heterogenni koloidy a asociativni koloidy, které na zakladé amfifility
svych molekul asociuji v micely (viz nasledujici kapitola 2.3.2) [25], [26].

Lipidy jsou organické molekuly pfirozené se vyskytujici v organismech, kde zastavaji
stavebni, zdsobni a ochrannou funkeci, tvofi bunééné membrany a v lidském téle se zasluhuji
o vstiebavani vitaminli a tvorbu n€kterych hormont. Nejsou rozpustné ve vode, ale maji
vybornou rozpustnost v nepolarnich organickych rozpoustédlech [27].
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Lipidy se déli na jednoduché (acylglyceroly a vosky), sloZené (fosfolipidy, sfingolipidy
a glykolipidy) a isoprenoidy (terpenoidy a steroidy) [28].

2.3.1 Fosfolipidy

Estery glycerolu s mastnymi kyselinami jsou oznacovany jako fosfolipidy, coz jsou latky,
které tvofi majoritni slozku bunéénych membran v zivoc€iSnych 1 rostlinnych buikéch.
Zakladem pro tyto latky je trojsytny alkohol glycerol, jehoz dvé hydroxylové skupiny
jsou esterifikovany mastnymi kyselinami a jedna hydroxylova skupina je esterifikovana
kyselinou fosfore¢nou. Fosfolipidy se dale déli na dvé skupiny — glycerofosfolipidy
jsou odvozeny od kyseliny  fosfatidové a kostru  sfingomyelinii  tvoti  sfingosin
nebo dihydroxyamin. Fosfatova skupina muize byt dale esterifikovana
aminoalkoholem — cholin, serin nebo ethanolamin. Specifické mastné kyseliny esterifikované
na dvou hydroxylovych skupinach davaji konkrétni fosfolipid. Obecna struktura
téchto amifilnich molekul je zobrazena na nasledujicim obrazku (viz Obr. 11) [27],[29].
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Obr. 11 Obecna struktura fosfolipidu — hydrofilni hlavicka je tvorena glycerolem, fosfatovou
skupinou a poldrni skupinou, hydrofobni ocdsek je tvoren dvéma retézci mastnych kyselin.
Ve vodném prostiedi dochazi ke spontdnni agregaci fosfolipidii a vznikd fosfolipidova
dvojvrstva [30].

2.3.1.1 Lecitin

Fosfolipid ziskavany z vajeCnych zloutkd nebo sojovych bobu — lecitin — je fosfolipid s velmi
komplikovanou strukturou, vzhledem k riznému zastoupeni mastnych kyselin. Jeho hlavni
slozkou je fosfatydilcholin. Vyskytuje se jako slozka bunécné membrany zivocicha i rostlin,
kde slouzi k poskytovani opory, udrzeni polopropustnosti a bunééné signalizaci. Krom vyuziti
ve farmacii nachazi uplatnéni i v kosmetice nebo v produkei potravin. Jeho chemicka struktura
je znazornéna na nasledujicim obrazku (viz Obr. 12) [30].
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Obr. 12 Struktura fosfatidylcholinu (previddajici struktura lecitinu) — Cervené je zndazornéna
aktivovana kyselina fosforecnd, modre a zelené jsou vyznaceny struktury mastnych kyselin

2.3.2 Agregace asociativnich koloidu

Molekuly fosfolipidii jsou amfifilni, coz znamena, Ze jsou tvofeny hydrofilni a hydrofobni ¢asti,
jak je zndzornéno na obrazku (viz Obr. 11) v ptechozi kapitole (viz kapitola 2.3.1).
Hydrofilni hlavicka je tvofena glycerolem s fosfatem a polarni skupinou, hydrofobni ocasek
je tvoren nepolarnimi fetézci mastnych kyselin.

Pravé amfifilita je dGvodem, pro¢ ve vodném prostiedi dochazi ke spontanni asociaci
fosfolipidii v micely nebo dvojvrstvy. Tvorba shlukt jednotlivych molekul v polarnim prostiedi
zajistuje minimalizaci kontakti hydrofobnich fetézcii mastnych kyselin kontaktu s vodou
a systém tak spéje do stavu s co nejniz§i energii a nejvetsi stabilitou. Aby mohly micely,
v piipadé fosfolipidi oznaCované jako liposomy, vzniknout, musi jich byt v roztoku dostate¢na
koncentrace, kterd je oznaCovand jako kriticka micelarni koncentrace (CMC, z angl. critical
micelle concentration) [32].

Krom sférickych micel nebo dvojvrstev mohou vznikat i jiné Gtvary, kterymi jsou globularni
micely a dvojvrstvé valecky. Vysledna struktura zavisi na tvaru shlukovanych molekul

a podminuje jej molekuldrni shalovaci parametr:
V
a-

N
<

P=—=—oy, )

~

kde V znaci objem hydrofobni ¢asti, ktery je dany soucinem objemu jednoho alkylového fetézce
v ajejich celkového poctu n, a znaci pti¢nou plochu polarni hlavicky a / udava maximalni délku
hydrofobniho konce [33],[34].

Nasledujici prehled (viz Obr. 13) shrnuje jednotlivé vzniklé tvary agregati na zaklade
sbalovaciho parametru, véetné tvaru molekuly, ze kterého jednotlivé formované struktury
vychazeji.
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Obr. 13 Druhy agregatit amfifilnich molekul na zdkladé sbalovaciho parametru [35],[36]

2.3.3 Druhy liposomu

Jednotlivé typy liposomu se lisi na zaklad€ jejich lamerality a velikosti. Jejich zakladni prehled
je znazornén na nasledujicim obrazku (viz Obr. 14).

300 — 5 000 nm

100 — 300 nm 20 - 100 nm

Obr. 14 Druhy liposomdlnich typii — multilamelarni vezikly (MUV) s velikosti 300 — 5000 nm,
velké unilameldrni vezikly (LUV) s velikosti 100 - 300 nm a malé unilameldarni vezikly (SUV)
s velikosti 20 — 100 nm [37]

Nejmensimi unilamelarnimi liposomalnimi ¢asticemi jsou SUV (z angl. small unilamellar
vesicles), které maji velikost pohybujici se v fadech desitek nanometrd. Vétsi,
ale opét unilamelarni liposomy, s rozsahem velikosti 100 — 300 nm se oznacuji jako LUV
(z angl. large unilamellar vesicles). Posledni — nejvétsi — skupinou liposomt jsou MLV
(z angl. multilamellar vesicles), které dosahuji velikosti od 300 nm po 5 pm a jsou tvofeny
vice lipidovymi dvojvrstvami od sebe oddélenymi vodnym prostiednim [37].
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2.3.4 Priprava liposomu

Metod, kterymi se daji liposomy pfipravovat, je nékolik, a lisi se zejména typem
pfipravenych liposomt. Nejcast€ji jsou pripravovany MUYV liposomy, které se poté riznymi
metodami redukuji v mensi Castice.

Nejpouzivanéjsi metodou piipravy liposomi je metoda rehydratace ztenké vrstvy.
Roztoky lipidi jsou pripravovany v organickém rozpoustédle, nejcCasteji chloroformu,
a z té€chto zasobnich roztoki je potfebné mnozstvi pipetovano do Cisté vialky. Z vialky se poté
necha uplné€ odpafit rozpoustédlo — u mensich objemt se vyuziva odpafovani v digestofi
a v pritomnosti suchého argonu nebo dusiku, pifi praci s vét§imi objemy se vyuziva rotacni
vakuové odparky. Hydratace se provadi pfidanim vodného pufru do vialky [39],[40].

Mezi dalsi metody piipravy liposomU patii odparovdani reverzni fize (z emulze voda v oleji
je za snizeného tlaku odparena organicka faze za tvorby gelu, naslednym odpatenim vznika
druha vrstva fosfolipidi z gelu a vzniknou liposomy), ethanolové vstrikovani (roztok lipida
v ethanolu je vstfiknut do pufru, ¢imz vzniknou MLV liposomy) a detergentovda metoda
(ptidani tenzidu v CMC zprostiedkuje tvorbu smésnych micel a po odstranéni tenzidu
vznikaji LUV liposomy) [37].

Pomoci nékolika mechanicky dispergacnich metod lze ziskat liposomy specifickych
velikosti a lamerality. Nejpouzivanéjsi metodou je sonifikace, kdy dochéazi v sondovém
nebo vanovém ultrazvuku k tvorbé SUV liposomi. DalS§imi metodami jsou French-Press,
homogenizace a membrdanova extruze [39], [41].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V posledni dobé se metoda fluorescencni korelacni spektroskopie stala velmi vyznamnou
a hojné pouzivanou metodou v analyze ¢astic koloidnich velikosti. Metoda se vyuziva zejména
pro stanoveni hydrodynamickych poloméra malych fluoreskujicich molekul, makromolekul
a nanocastic, zaroveii je také vyuzivana pro studium jejich interakci a moznych agregaci.
Pomoci FCS se charakterizuje také difuze riznych roztokt a gelti v nehomogennich médiich.
Dale je metoda vyuzivana k charakterizaci tenzidi, a to zejména ke stanoveni velikosti
jejich micel [16].

Prvnim ptedpokladem pro provedeni FCS méfeni je to, ze latky, které jsou charakterizovany,
maji vhodnou velikost. Dalsim pfedpokladem je pak to, ze Castice vykazuji fluorescenci,
at’ uz samy, nebo oznacenim fluorescencni sondou. Nemusi byt sledovana pouze fluorescence,
obecné se jedna o fluktuacni korelacni spektroskopii, a muze byt sledovan jiny signal,
kupftikladu rozptyl svétla [42], plazmonova rezonance [43], Ramanovy rozptyly [44],[45],
pfipadné rentgenova fluorescence [46] pro analyzu castic, které nemohou byt fluorescencné
oznaceny.

Zakladnim pfistupem k analyzovani nefluoreskujicich koloidnich ¢astic je namisto
sledovani fluorescence sledovani rozptylu svétla castic. Tomu se vénovali Kuyper a spol.,
kteti krom klasického FCS méfeni, kde sledovali difuzni koeficienty fluoreskujicich latek,
provedli 1 méfeni konfokalni korelacni spektroskopie (CCS, z angl. confocal correlation
spectroscopy), kde sledovali konfokalni geometrii zpétného rozptylu svétla nefluoreskujicich
latek. Experiment probihal pro dva typy Ccastic, které se liSily velikosti, zlaté Castice
o prumeéru 40 nm a latexové Castice s primérem 110 nm, a pro oba typy Castic byl experiment
uspésny. Metoda CCS muze byt vyuzita pro charakterizaci koloidi, polymera vira nebo DNA,
a vzhledem k dobré citlivosti — 0,3 fl — ve velmi nizké koncentraci nebo objemu vzorka [42].

Wang a spol. ukazali, ze méfeni muize byt jesté ucinnéjsi, pokud by excitacni vinova délka
odpovidala plasmonové rezonanci zlatych ¢astic. Techniku, ktera je zalozena na extrémnim
rezonanénim rozptylu svétla, nazvali rezonancni korelacni spektroskopii s rozptylem svéta
(RLSCS, z angl. resonance light scattering correlation spectroscopy). Vénovali se vyuziti
zejména ve stanovovani velikosti zlatych nanocastic pouzivanych s nukleotidy a detekovali
DNA hybridizaci sledovanim intenzity rozptylu svétla a difuze nukleotidi. Autokorelacni
kiivky u RLSCS maji podobny tvar jako kiivky u FCS méfeni [43].

Aplikaci jednofotnové plasmonové luminiscenci ke korelaéni spektroskopii popsali
Tcherniak a spol., ktefi se vénovali vyuziti jak rozptylové tak jednofotonové plasmonové
luminiscenci k méfeni translacnich a rotacnich difuznich koeficienti zlatych nanocastic.
Meéfeni poskytuje informace o mobilit€ a agregaci nanocastic v ruznych prostiedich,
které jsou dulezit¢ zejména pro biomedicinské aplikace pro predpovéd chovani
zlatych nanocastic v burikach [47].
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3.1 Inverzni fluorescencni korelacni spektroskopie (iFCS)

Alternativni metodou k FCS, vhodnou ke studiu nestabilnich nebo velmi malych c&astic
a biomolekul, je sledovani intenzity signalu média, které obklopuje analyzovanou latku.
Metoda oznacCovana jako inverzni fluorescencni korelacni spektroskopie (iFCS, z angl. inverse
fluorescence correlation spectroscopy) vyuziva, na rozdil od klasické fluorescen¢ni korelacni
spektroskopie, velmi vysoké koncentrace fluorescencnich sond.

3.1.1 Princip iFCS

Princip iFCS, ktery je znazornény na nasledujicim obrazku (viz Obr. 15), je zalozeny
na sledovani intenzity fluorescen¢niho signalu média obklopujiciho analyzovanou latku.
Nejprve je sledovana vysoka intenzita fluorescence tvorena pouze rozpoustédlem vykazujicim
fluorescenci (A). Po prichodu analytu difiznim objemem dochazi ke snizeni intenzity
fluorescence (B). Kdyz analyt opusti difuzni objem, dochazi opét ke zvySeni intenzity
fluorescence (C). Rozdil intenzit (A-B) odpovida snizeni intenzity fluorescence pruchodem
nefluoreskujici ¢astice, coz je umérné velikosti této Castice [48],[49],[50].
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Obr. 15 Princip inverzni fluorescencni korelacni spektroskopie [48]

3.1.2 Teorie iFCS

Stejné jako v pripadé standardni FCS, diftzni koeficienty nebo koncentrace castic mohou
byt ziskdny na zakladé autokorelaCnich funkci z detekované intenzity fluorescence.
Normalizovana autokorelacni funkce pro FCS je dana vztahem:

G(T):<I(t)-l(t+r)):(éY(t)-éY(tJrr))H:iZn: a,

(10)’ (10)’ NS o |, o (8)

Tp, Tp, " <o
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kde N je primeérny pocet molekul v detekénim objemu, 7, je charakteristicky difuzni cas,
I je detekovana intenzita fluorescence, 6/ je odchylka od intenzity v urcitém Casovém bodée
(o =1 (T)—(I >), ai je odpovidajici amplituda a z, a w, jsou vzdalenosti radialni a axialni

dimenze. Pro inverzni i klasickou FCS plati, ze amplituda vychazi z pfedchozi rovnice (8)
zavedenim inzerce 7 = 0:

G(0)-1=—-+, 9)

Pokud bude provedeno meéfeni sruznymi koncentracemi castic pomoci klasické FCS,
jmenovatel ((I >2) v kazdém meéteni bude umérny koncentraci Castic a signal z pozadi bude
zanedbatelny. Pokud bude ve stejném piripadé provedeno iFCS méfeni, jmenovatel
bude v podstaté nezménény (krom velmi vysoké koncentrace &astic). Citatel je umémy
koncentraci €astic v obou piipadech — u klasické FCS 1 u inverzni FCS. Z tohoto vyplyva, ze

koncentrace Castic u iFCS je imérna amplitud€ autokorelacni funkce, a ne inverzni amplitudé
u klasické FCS. Pokud bude do rovnice (9) zavedena inzerce V, =V, /V,, , kde Vpar je objem

Castice a Vay Je velikost detek¢niho objemu, pak ziskdme rovnici:

_ (\/N'Vq'ldV)z _ N
Gm)OmNWQJmY£1 }2 (10)

kde Iay je celkova intenzita fluorescence z média v detekénim objemu bez ptitomnosti zadnych
Castic a N je prumérny pocCet Castic. Standardni odchylka N odpovida ON =+ N,
protoze N vychazi z Poissonovy rovnice. Vynasobeni JN a vV, -1, dava redukci totalni

fluorescence vzniklou pfitomnosti ¢astic v detekénim objemu.

Z rovnice (10) vyplyva, ze amplituda autokorelacni funkce neni urena jen pomoci N,
ale také pomoci Vg, které je urCeno vztahem V, =V, /V, . Hodnotu Vay lze ziskat

ze standardniho FCS meéfeni difuzniho Casu fluoroforu se zndmym difuznim koeficientem.
Hodnota Vpar miize byt stanovena z diftzniho Casu 7, par z iIFCS méfeni. Z rovnice (10)
vyplyva také to, ze existuje aproximovatelna linearni zavislost mezi G(0) — 1 a koncentraci

castic, pokud je objem vSech ¢astic v detek¢nim objemu mensi nez 20 % celkového objemu.
Pocet Castic N je vyjadien z rovnice (10):

L2 L, 2
Go0)-1 V Go0)-1 Vv
N:Li L _Lz' (11)
2 2 Vv
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Z tohoto vyplyva, ze autokorelacni funkce pro iFCS muze byt prolozena stejnym modelem
jako autokorela¢ni funkce u standardni FCS, nicméné amplituda 1/N je nahrazena vyrazem
v rovnici (10).

3.1.3 Vyuziti iFCS

Této metodé se vénovali Wennmalm a spol., ktefi aplikovali metodu na polystyrenové Castice
o praméru 100, 200, 400 a 800 nm spolu s tenzidem (0,5% Triton X-100) a jako fluorescencni
sondu vyuzivali Alexa 488 o koncentraci 400 uM. K méfeni pouzivali vlastni FCS sestavu:
Paprsek o vinové délce 488 nm z argonového iontového laseru byl zamérena na vodni imerzni
objektiv (63X) dichroickym zrcadlem (488 LP) a fokusovan na vzorek (konfokalni detekcni
objem byl 0,3 fl). Fluorescencni emise byla sbirana stejnym objektivem, byla filtrovana
(pinhole o primeéru 30 um) a dopadala na dvé fotodiody.

Z normalizovanych iFCS kifivek vzorka (viz Obr. 16A) lze usoudit, Ze prokladany model
je spravny a predpoklad, ze difuzni Cas s polomérem Castic roste, je také spravny. Z amplitud
autokorelacnich iFCS funkci (viz Obr. 16B) vyplyva linearni zavislost na poctu castic
pro vSechny stanovované velikosti €astic. Z experimentu také vyplyva to, ze nejmensi mozné
Castice, které je mozné pomoci iFCS sledovat, maji velikost 100 nm [48].
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Obr. 16 A) Normalizovana ilFCS kifivka a B) amplituda autokorelacni funkce v zavislosti
na poctu cdstic z il-C'S méreni roztokit 100, 200, 400 a 800 nm polystyrenovych cdstic v 400 uM
roztoku Alexa 488 [48]

Metoda je tedy vhodna pro FCS analyzu Castic bez nutnosti tyto ¢astice fluorescencné znacit
a je tedy vhodna zejména pro nestabilni molekuly nebo biomolekuly, u kterych dochézi
k exkluzim fluorescencnich sond. Zaroveri je metoda vhodna pro velmi malé ¢astice, vzhledem
k tomu, ze minimalni velikost pro stanoveni je 100 nm. Jiang a spol. také uvadéji, ze metoda
by mohla byt vhodnou pro sledovani lipidi a proteini v syntetickych i pfirodnich
membranach [49],[51],[52].

26



3.2 Inverzni fluorescencni kros-korelacni spektroskopie (iFCCS)

Moznym rozsSifenim 1FCS je inverzni fluorescencni kros-korelacni spektroskopie
(iFCCS, z angl. inverse fluorescence cross-correlation spectroscopy), ktera je zalozena
na kros-korelacnim signalu znaCenych castic 1 prostiedi. Metoda iIFCS muze byt vyuzita
zejména k identifikaci vazeb mezi Casticemi, kdy dochdzi k vazbé mezi fluorescencné
zna¢enym ligandem a nefluoreskujici molekulou, a dale pro nanodomény a proteinové shluky
v membranach.

Princip iFCS je znazornén na nasledujicim obrazku (viz Obr. 17). Komplexy malych
zabarvenych liganda s vétSimi neznaCenymi Casticemi vytvareji Casové shodné piky ve dvou
detekcnich kanalech pii prichodu difuznim objemem. Pokud negativni piky v obklopujicim
prostiedi odpovidaji pozitivnim pikim v ligandovém kanalu, pak jsou ligandy navéazané
na neoznacené castice [53].
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Obr. 17 Princip inverzni fluorescencni kros-korelacni spektroskopie [53]

Pro standardni 1 inverzni FCCS plati, Ze kros-korelacni funkce je dana vztahem:

N (1,()-1.+7))
Gm( ) <Ig>'<1,> ’ (12)

z ¢ehoz pro amplitudu funkce plati:

(o1, 0)-a1,0)
(1)) o

kde I je intenzita fluorescence z média (green channel) a I; je intenzita fluorescence znaceného
ligandu (red channel).

G, (0)-1=

3.2.1 Vyuziti iFCCS

Kros-korelacni varianté iFCS se vénovali také Wennmalm a spol., ktefi na konfokalnim
mikroskopu se stejnym nastavenim jako v pfipadé klasické inverzni varianty FCS
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(viz kap. 3.1.3) sledovali 200 nm fluosféry a 320 nm polystyrenové mikrosféry, jako ligandy
ve svych experimentech pouzivali R-Phycoerythrin. Na nasledujicim obrazku (viz Obr. 18)
jsou zobrazeny dva barevné kanaly — Cerveny pro barevné ligandy a zeleny pro neoznacené
Castice) [54].
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Obr. 18 Casovy priibéh intenzity fluorescence na dvou detekcnich kandlech pro ligandy
a neznacené castice [54]

3.3 Skenovaci inverzni fluorescencni korelacni spektroskopie (siFCS)

Jednou z dalSich metod zalozenych na iFCS je skenovaci inverzni fluorescen¢ni korelacni
spektroskopie (siFCS, z angl. scanning inverse fluorescence correlation spectroscopy),
ktera miize byt vyuzita ke stanoveni velikosti proteinti v bunécnych membranach a obecné
ke sledovani imobilnich povrchu.

3.3.1 Vyuziti siFCS

Metodé se vénovali Bergstrand a spol., ktefi ve svych experimentech pouzivali fluorescencni
karboxylované nanocastice, zelené o pruméru 200 a 36 nm a Cervené o pruméru 250 a 40 nm,
které byly zobrazovany na konfokalnim a STED mikroskopu (viz Obr. 19). Na rozdil od iFCS,
kde bylo mozné pozorovat pouze Castice vétsi nez 100 nm, u konfokalniho zobrazovani je
mozné pozorovat ¢astice do velikosti 20 nm a u STED zobrazovani pod 5 nm [54].

50 100

Obr. 19 Typické zobrazeni pomoci A) konfokdlni a B) STED mikroskopie stejného skenovaného
mista vzorku velikosti 5x5 um a C) Tracing 7 konfokalniho zobrazeni [54]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie
Fluorescencni sondy

Fluorescein sodny: Sigma-Aldrich
CAS: 2321-07-5
Cislo Sarze: 101355957

Rhodamin 6G: Sigma-Aldrich
CAS: 989-38-8
Lot# MKBF7515V

Atto 488: Sigma-Aldrich

Nanocastice

Micro particle size standard based on polystyrene monodisperse
Sigma-Aldrich, analytical standard

100 nm
Aqueous suspension: 2 % solids

500 nm
Aqueous suspension: 2 % solids

Lipidy
Lecitin: Avanti Polar Lipids

CAS: 97281-44-2
Cislo sarze: EPC-599

Rozpoustédla

Triton X-100: Sigma-Aldrich Chemistry
CAS: 9002-93-1
Cislo Sarze: 101597883

Deionizovanad voda
PureLab: ELGA

Dihydrogenfosforecnan draselny: Lachner
CAS: 7778-77-0
Cislo Sarze: PP/2009/00261



Hydrogenfosforecnan draselny: Lachner
CAS: 7758-14-5
Cislo Sarze: 22-24/25

Chlorid sodny: Lachner
CAS: 7647-14-5
Cislo sarze: PP/2014/0569

Chloroform: Sigma-Aldrich
CAS: 67-66-3
Cislo Sarze: 03096CK

4.2 Pristroje a zartizeni

PouZité pristroje  MicroTime 200 (Picoquant)
Ultrazvuk (s vodni l4zni)
Analytické vahy (Denver Instrument, Mdl BC 100)
Mikropipety (Finnpipette, Eppendorf Research)
Magneticka michacka

PouZity software Symphotime 64
Microsoft Word 2013
Microsoft Excel 2013

4.3 Meéreni a vyhodnocovani FCS dat

Pro méteni FCS byl pouzit pristroj MicroTime 200 od firmy PicoQuant s konfokalnim
mikroskopem Olympus IX71. Pouzivanymi excita¢nimi zdroji jsou pulzni laserové diody,
opét od firmy PicoQuant, o vlnovych délkach 375, 470, 510 a 640 nm s horizontalni
nebo vertikalni polarizaci. Jako objektiv se pouziva planarni superapochromaticky objektiv
UplanSApo svodni imerzi, 60-ti nasobnym zvétSenim a numerickou aperturou 1,2.
Skener se sub-nanometrovym rozliSenim a piezoelektrickym posuvem firmy
Physik Instrumente umoziuje skenovani vzorku. Na nasledujicim obrazku (viz Obr. 20)
je naznaceno schéma méficiho pfistroje.
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Detektor
Fotodioda Filtr SPAD 1 Clony Filtry

Detektor Clona
SPAD 2 CCD kamera

Excitaéni zdroj

Clona

Optional exit port

Vystup do
mikroskopu

Dichroické zrcadlo Pinhole

Obr. 20 Schéma hlavni optické jednotky mériciho pristroje Microlime 200

4.3.1 Nastaveni pro méreni

Pro jednotlivd méfeni bylo pouzito specifickych nastaveni pro jednotlivé fluorescencni
sondy, specifické parametry jsou uvedeny v nasledujici tabulce (viz Tabulka 1).

Tabulka 1 Specifické parametry jednotlivych sond pro nastaventi pristroje pro méreni FCS

Pouzita fluorescencni sonda Fluorescein, Atto 488 Rhodamin 6G
470 nm 510 nm
Laser — - ; T .
vertikalni polarizace horizontéalni polarizace
Pinhole o praméru 50 um 50 pm
Dichroické zrcadlo 405/465 nm 514/640 nm
Emisni filtry 520/35 nm 550/49 nm

Pred samotnym méfenim, je krom nastaveni parametrt tykajicich se pouzité fluorescencni
sondy, je tfeba nastavit maximalni odezvu detektoru. To se provadi konfiguraci pinhole tak,

aby bylo nalezeno maximum intenzity.

4.3.1.1 Kalibrace konfokdalniho objemu

Dulezitym faktorem pfed samotnym meéfenim je také kalibrace konfokalniho objemu.
Je dulezité znat velikost a tvar konfokalniho objemu. K tomuto ucelu se pouzivaji referencni
fluorescencni sondy o znamém difuznim koeficientu a k ucelu kalibrace jsou tyto sondy
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proméfeny se stejnym experimentalnim nastavenim a stejnymi parametry meéfeni — stejnou
pouzitou vlnovou délkou a intenzitou laseru, tloustkou podlozniho sklicka, pouzitym
rozpoustédlem a imerznim médiu.

Pfi pouziti laseru o vlnové délce 470 nm byla pouzita fluorescenéni sonda Atto 488
a pro laser s vinovou délkou 510 nm byl pouzit Rhodamin 6G. Jejich difuzni koeficienty
jsou vypsany v nasledujici tabulce (viz Tabulka 2).

Tabulka 2 Difuzni koeficienty a parametry referencnich fluorescencnich sond pro kalibraci

Fluorescencni Excitace laserem Emisni maximum | Difuzni koeficient*
sonda Aex [nm] Aem [nm] D [10° cm?s']
Atto 488 470 523 4,0+0,1
Rhodamin 6G 510 550 4,14+ 0,05

* Difuzni koeficient dany pfi teploté 25 °C ve vodé

Difuzni koeficient je zavisly na teploté a tabelované hodnoty se udavaji pro 25 °C.
Prepocet na danou laboratorni teplotu je zprostfedkovan Stokes-Einsteinova vztahu:

kT
6mn(T)r’

D(I) = (14)
kde D je difuzni koeficient (pfi dané teplot€), k je Boltzmanova konstanta, r je hydrodynamicky
polomér a 7 je viskozita rozpoustédla (také pfi dané teploté).

Prepocet difuzniho koeficientu pii jiné teploté, nez 25 °C, je provadén podle nasledujici
rovnice:

7 8910" Pa-s

D) =DR5°C) = 5595 )

15)

Po naméfeni FCS kiivky dané fluorescencni sondy je hodnota difuzniho koeficientu
dosazena do matematického modelu (vice v kapitole 4.3.2) a ve vyhodnocovacim modu
FCS Calibration jsou zmétfena data timto modelem prokladana, ¢imz dochazi ke zjisténi
hodnoty velikosti konfokalniho objemu [55].

4.3.1.2 Ovéreni dob Zivota

Dulezité je taky ovéfeni dob zivota, k cemuz se vyuziva metod TCSPC a FLCS
(viz kapitola 2.2.4). Pro Cisté orientacni hledisko se d& pouzit jakéakoliv z t€chto dvou metod,
nicméné v pripadé nahledu na FCS kiivky oddélené vzhledem k dobam zivota slouzi
pouze FLCS analyza. Pti ladéni a nastavovani pfistroje se vyuziva TCSPS analyzy, kdy se hleda
nejlepsi odezva detektoru na pfichozi signal IRF (z angl. instrument response function,
odezva detektoru a optiky).
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V pfipadé méfeni na dvou detektorech je potfebné nastavit maximalni odezvu pinhole
i TCSPC analyzu pro oba detektory soubézné tak, aby si signaly co nejvice odpovidali.
Vyhoda pouziti kroskorelacniho signalu ze dvou detektori spociva vtom, ze dochazi
k automatickému odstranéni tzv. afterpulsingu (tvorba impulzt v disledku odezvy detektoru)
a neni tak potfebné pifi vyhodnocovani dat zavadét funkci FLCS background correction,
kterou je potfebné zavést pro odstranéni Sumu pfi pouziti jednoho detektoru.

4.3.2 Vyhodnocovani dat

Po zméfeni je potreba vysledky spravné zpracovat v programu SymphoTime64. Ziskana data
jsou zpracovavana vhodné zvolenou analyzou, a to bud’ pomoci klasické FCS, kdy se vyuziva
kroskorelace signalu ze dvou detektorti, nebo pomoci ¢asové rozlisené FLCS analyzy.

Ziskana autokorelacni (resp. kroskorelacni) kiivka je poté v programu SymphoTime64
prokladana vhodnymi modely. Zakladnim modelem je Prostd difuze (v programu oznacovany
jako Pure Diffusion), ktery predpoklada fluktuace zptisobené pouze difundujicimi molekulami.
Rozsiteny model Triplet uvazuje 1 vliv dlouho dohasinajiciho signalu od méfenych molekul.
Rozsirenym 3D Tripletnim modelem (v programu oznacovany jako Triplet Extended 3D)
se popisuji difuze ovlivnéné nejen piitomnosti tripletového stavu, ale je rozsifen o koeficient
tzv. anomalni difuze, tedy proces, kdy vztah mezi stfednim kvadratickym posuvem a Casem
neni linearni.

Jednotlivé matematické modely:
e Pure Diffusion
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G = Z plil ’
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o Triplet
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e Triplet Extended 3D
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4.4 Piiprava zasobnich roztoku

4.4.1 Priprava zasobnich roztoku fluorescenc¢nich sond

Pro pfipravu zéasobniho roztoku fluoresceinu o koncentraci 500 pM bylo na analytickych
vahach navazeno potfebné mnozstvi fluoresceinu a v odmémé barice o objemu 100 ml
bylo doplnéno deionizovanou vodou po rysku.

Pro pfipravu zasobniho roztoku Rhodaminu 6G o koncentraci 500 uM bylo na analytickych
vahéach navazeno potifebné mnozstvi Rhodaminu 6G a v odmémé baiice o objemu 100 ml
bylo doplnéno deionizovanou vodou po rysku.

Pro ptipravu zasobniho roztoku Atto 488 o koncentraci 25 uM bylo na analytickych vahach
navazeno potiebné mnozstvi Atto 488 a v odmémé baiice o objemu 25 ml bylo doplnéno
deionizovanou vodou po rysku.

4.4.2 Priprava zasobniho roztoku neionogenniho tenzidu

Pro fedéni vzorkd byl pouzit neionogenni tenzid Triton X-100 o koncentraci 0,25 hm. %.
Pro jeho pfipravu bylo na analytickych vahach navazeno potrfebné mnozstvi tenzidu ze zasobni
lahve a v odmémé baiice o objemu 100 ml bylo doplnéno deionizovanou vodou po rysku.
Pro rozpusténi bylo do roztoku vlozeno magnetické michadlo a roztok byl umistén
na magnetickou michacku.

4.4.3 Priprava zasobnich roztoku lipidu

Zasobni roztoky lipida byly pfipraveny v koncentraci 25 g/, jako rozpoustédlo byl pouzit
chloroform. Tyto roztoky byly uchovavany v mrazicim boxu pfi teploté —20 °C.

4.4.4 Priprava zasobniho roztoku pufru

Pro pfipravu vzorka s liposomy bylo potiebné piipravit fosfatovy pufr o koncentraci 10 mM.
Ten byl pfipraven navazenim potfebné mnozstvi chloridu sodného, hydrogenfosfore¢nanu
draselného a dihydrogenfosfore¢nanu draselného. Toto mnozstvi bylo kvantitativné pfevedeno
do odmérné bariky o objemu 250 ml a dopusténo deionizovanou vodou po rysku.

4.5 Priprava vzorku

4.5.1 Priprava vzorku pro zjisténi vhodné koncentrace pro iFCS

Pro zjisténi vhodné koncentrace fluorescencnich sond pro iFCS meéfeni byla pfipravena
koncentracni fada deseti vzorki obou fluorescencnich sond v rozmezi od 10 nM po 500 uM.
Do sklenénych vialek bylo vzdy ze zasobniho roztoku napipetovano potfebné mnozstvi sondy,
to bylo poté doplnéno deionizovanou vodou na celkovy objem 2 ml.
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4.5.2 Priprava vzorku s nanocasticemi

Pro iFCS experimenty byly vytvoreny sady vzorku, které obsahovaly konstantni koncentraci
fluorescen¢nich sond — 400 uM v piipadé fluoresceinu a rhodaminu 6G a 20 uM v pripade
Atto 488 — a razné koncentrace polystyrenovych cCastic v riznych velikostech. Pii pouziti
polystyrenovych Castic s primérem 100 nm byla pfipravena koncentracni fada obsahujici
8 vzorkd v koncentracnim rozmezi od 0,25 nM do 2 nM. V piipadé polystyrenovych castic
o pruméru 500 nm bylo pfipraveno taktéz 8 vzorku, a to v rozmezi koncentraci od 0,002 nM
do 0,05 nM.

Jednotlivé vzorky byly pfipraveny pipetovanim potfebného mnozstvi fluorescencnich sond
i polystyrenovych  Castic  ze zasobnich roztokd. Vzorky byly pfipraveny tak,
aby byly do vysledného objemu 2 ml doplnény neionogennim tenzidem Tritonem X-100
o koncentraci 0,25 hm. %. Po pfidani neionogenniho tenzidu byly 20 minut sonifikovany
ve vodni lazni, stejné tak byly sonifikovany pred jejich méfenim.

4.5.3 Priprava vzorku s liposomy

Liposomalni vzorky byly pfipraveny metodou rehydratace tenké vrstvy. Do sklenénych
vialek bylo pipetovano potfebné mnozstvi lipidii ze zasobniho roztoku tak, aby koncentrace
ve vzorku byla 0,5 a 1 g/l, a chloroform byl nasledné odpatfen v digestofi, ¢imz vznikl tenky
film. Tento byl poté rehydratovan potfebnym mnozstvim fosfatového pufru a k uvolnéni filmu
ze stény vialky bylo docileno vortexovanim. Poté bylo do vialek pipetovano potiebné mnozstvi
fluorescencni sondy ze zésobniho roztoku. Celkovy objem kazdého vzorku byl 2 ml.
Ze vzniklych multilamelarnich liposomt byly ziskany unilamelarni liposomy ultrazvukovanim
ve vodni lazni pii 45 °C do vycefeni roztoku.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni vhodné koncentrace fluorescenc¢nich sond

Pred samotnymi iFCS experimenty bylo nutné stanovit vhodnou koncentraci
fluorescen¢nich sond. Koncentrace pro provedeni iFCS méfeni musi byt dostatecné vysoka,
aby nedochazelo ke sledovani difuze fluorescencni sondy skrz konfokalni objem, ale aby mohla
byt sledovana difuze sledovanych castic a fluorescencni sonda byla vnimana jako medium
obklopujici analyzovanou latku. Pro stanoveni vhodné koncentrace fluorescencni sondy
fluoresceinu byla zméfena koncentracni fada vzorkl obsahujicich 10 nM az 500 uM
fluorescein.

Autokorelacni kfivky téchto vzorkd jsou zobrazeny v nasledujicim grafu (viz Obr. 21).
S rostouci koncentraci fluoresceinu dochéazi k poklesu hodnoty amplitudy autokorelacni
funkce, coz odpovida teorii klasické FCS. U vzorku, ktery obsahoval 1 uM koncentraci
fluoresceinu jeste dochazelo ke korelaci, nicméné ve vzorcich s vyssi koncentraci nez 100 pM
uz data zadnou korelaci nevykazovala.

0,12
: 50nM  ——50 nM fit
; 100nM  ——100 nM fit
0,10 500nM  ——500 nM fit
] 1 uM — 1 uM fit
0,08
= 0,06 ]
CHE
0.04 1
0,02 1
0.00 F e
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

Cas [ms]

Obr. 21 Autokorelacni krfivky fluoresceinu v riiznych koncentracich (50 nM — 1 uM). S rostouct
koncentraci fluoresceinu klesa hodnota autokorelacni funkce a data prestdavaji korelovat.

Pro samotné méteni nebyly pouzivany vzorky ve 100 uM koncentraci, ale s koncentraci
400 pM, coz odpovida zhruba 7-10* molekulam fluoroforu v konfokalnim objemu 0,3 fl.
Tuto koncentraci vyuzivali také v experimentech v odbornych publikacich (viz kapitola 3.1.3).
Stejna koncentrace byla pouzita i pro fluorescencni sondu Rhodamin 6G. V nasledujicim grafu
(viz Obr. 22) je zobrazena autokorelace 400 uM fluoresceinu, kde data zadnou korelaci
nevykazuji, a pfi této koncentraci tedy v konfokalnim objemu nedochézi k detekci difuze
molekul fluoroforu.
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Obr. 22 Autokorelace pro systém obsahujici 400 uM fluorescein. Z grafu je patrné, Ze data
nevykazuji Zadnou korelaci a nedochdzelo tak k detekci difuze molekul fluoroforu.

5.2 iFCS méieni vzorku s ¢asticemi o priméru 100 nm

5.2.1 Pouziti fluoresceinu

V odbornych publikacich (viz kapitola 3.1) je uvedeno, Ze nejmensi mozné Ccastice,
které 1ze pomoci metody inverzni FCS stanovit, maji velikost 100 nm. Z toho divodu byly
provedeny experimenty iFCS méfeni systémt obsahujicich polystyrenové nanocastice
o velikosti 100 nm a fluoresceinu. Byly proméfeny FCS kiivky pro sadu vzorkd,
ktera obsahovala polystyrenové castice v koncentraCnim rozmezi od 0,25nM do 2 nM
a koncentrace fluoresceinu ve vsech vzorcich byla 400 uM.

Na nasledujicim grafu (viz Obr. 23) jsou zobrazena ziskana data pro samotny fluorescein
v koncentraci 400 uM a zéaroven data systému obsahujiciho 100 nm polystyrenové Céstice
v koncentraci 1 nM.
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Obr. 23 Nekorelujici data systému obsahujiciho fluorescein o vysoké koncentraci v pritomnosti
100 nm castic i bez nich.

Jak lze z grafu pozorovat, data nevykazuji zadnou korelaci, at’ uz v systému se samotnym
fluoresceinem, tak i v systému obsahujicim 100 nm castice. Obdobna data byla ziskana
i pro ostatni koncentrace 100 nm castic. Pomoci fluoresceinu, 1 ve velmi vysoké koncentraci,
tedy nelze Castice této velikosti stanovit ani pii pouziti vétSiho mnozstvi téchto ¢astic.

5.2.2 Pouziti Atto 488

Od fluoresceinu je odvozeno né€kolik stabilnéjSich derivati, mezi které patii Alexa 488
a Atto 488. V experimentech v odbornych publikacich (viz kapitola 3.1.3) byla pouzivana
pravé fluorescencni sonda Alexa 488 ve 400 uM koncentraci. Chemicka struktura téchto
dvou derivata je znazornéna na nasledujicim obrazku (viz Obr. 24).

| N—(CHNH-C 1 Na*

o

Obr. 24 Chemickd struktura derivatii fluoresceinu — A) Alexa 488 a B) Atto 488
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Vzhledem k dostupnosti v laboratofi byla jako dalsi sonda pro iFCS experimenty vybrana
fluorescen¢ni sonda Atto 488. Ve vzorcich obsahujicich Atto 488 byla pouzita nizsi
koncentrace — 20 uM — vzhledem k dostupnému mnozstvi této sondy, nicméné i ta by méla
byt pro provedeni iFCS méfeni dostacujici (viz kapitola 5.1). Byly proméfeny FCS kiivky
obsahujici 100 nm c¢astice ve stejném koncentracnim rozmezi ¢astic jako v pfedchozim piipadé
s Atto 488 namisto fluoresceinu.

Na nasledujicim grafu (viz Obr. 25) jsou zobrazena ziskana data pro systém obsahujici
Atto 488 v koncentraci 20 uM a 100 nm polystyrenovymi casticemi v koncentraci 1 nM.
Jak je z grafu patrmé, ani v pfipadé stabilngj§itho derivatu fluoresceinu neni mozné
castice 100 nm velikosti stanovit pomoci inverzni metody FCS.
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Obr. 25 Nekorelujici data systému Atto 488 a 100 nm Castic

5.3 iFCS méieni vzorku s ¢asticemi o priméru 500 nm

Vzhledem k prfedchozim experimentim, které ukazaly, Ze Castice o velikosti 100 nm nelze
iFCS méfenim stanovit ani pomoci fluoresceinu ani pomoci jeho stabilnéjSiho derivatu
Atto 488 ve vysokych koncentracich, byly jako dalsi ¢astice pro studium inverzni FCS metody
vybrany castice vétsi velikosti, a to o pruméru 500 nm.

V nésledujicich experimentech byla provedena iFCS méfeni, analogicky k prfedchozimu
ptipadu, pro systémy obsahujici 500 nm polystyrenové nanocastice v koncentraénim rozmezi
od 0,002nM do 0,05nM s fluorescenénimi sondami fluorescein a rhodamin 6G
v koncentraci 400 uM.
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5.3.1 Pouziti fluoresceinu

Na nasledujicim grafu (viz Obr. 26) je zobrazena autokorelacni kiivka systému
polystyrenovych ¢astic o priuméru 500 nm v koncentraci 0,05nM s fluoresceinem
v koncentraci 400 uM a casovy zaznam fluktuace intenzity fluorescence téze vzorku

je zobrazen nize (viz Obr. 27).
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Obr. 26 Autokorelacni kiivka vzorku obsahujiciho fluorescein v koncentraci 400 uM

a polystyrenové cdstice o priiméru 500 nm v koncentraci 0,05 nM.
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Obr. 27 Casovd zavislost fluktuace intenzity fluorescence v systému s 500 nm cdsticemi
v koncentraci 0,5 nM a 400 uM fluoresceinem.

40



Jak lze v grafu vidét, piky sméfujici doli — mimo vysokou intenzitu fluorescence
(zhruba 17 kCnts) — znaci prachod castice konfokalnim objemem. Kratsi piky znamenaji
pruchod jedné cCastice, kdezto ty vétsi znaci pruchod shluku Castic.

Fluorescein je tedy pro inverzni FCS metodu vhodnou sondou, a to pro Castice, které svymi
rozméry spadaji do pal mikronové oblasti. V nasledujicim grafu (viz Obr. 28) je porovnani
iFCS kfivek pro polystyrenové Castice v riznych koncentracich (0,005 — 0,05 nM). Porovnani
Casového zaznamu intenzity fluorescence stejnych vzorkt je zobrazeno nize (viz Obr. 29).
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Obr. 28 Autokorelacni kiivky iFCS experimentu pro koncentracni rozmezi 0,005 — 0,05 nM.
S rostouct koncentraci polystyrenovych cdstic roste hodnota amplitudy autokorelacni funkce.
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Obr. 29 Porovnani casovych zavislosti intenzity fluorescence pro t7i koncentrace 500 nm castic
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Jak lze z grafu autokorelacni funkce pozorovat, srostouci koncentraci castic roste
i amplituda autokorela¢ni funkce, coz odpovida teoretickym vztahim (viz kapitola 3.1.2).
Inverzni FCS se timto odlisuje od klasické FCS, kdy je tomu naopak, a s rostouci koncentraci
hodnota amplitudy autokorelacni funkce klesa. ZvysSujici se koncentraci ¢astic prochazejicich
skrz konfokalni objem potvrzuje Casova zavislost intenzity fluorescence jednotlivych vzork.

5.3.2 Pouziti rhodaminu 6G

Vzhledem k tomu, ze Castice pul mikronové velikosti lze stanovit pomoci fluoresceinu,
neni tfeba pouzivat jeho derivat Atto 488, ktery je sice stabilngjsi, ale také je cenové méné
dostupny. Kdal§imu studiu byla pouzita fluorescenéni sonda rhodamin 6G,
opét ve 400 uM koncentraci.

Na nésledujicim grafu (viz Obr. 30) je zobrazen Casovy zaznam fluktuace intenzity
fluorescence pro 500 nm polystyrenové Castice o koncentraci 0,05 nM v 400 uM roztoku
rhodaminu 6G. Jak 1ze z grafu pozorovat, systém se chova jako pii klasické FCS metodg¢, tedy,
ze dochazi ke zvyseni intenzity fluorescence prichodem oznacCené Castice konfokalnim
objemem.
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Obr. 30 Fluktuace intenzity v pribéhu casu v systému 500 nm polystyrenovych Ccastic
v koncentraci 0,01 nM a Rhodaminu 6G v koncentraci 400 uM
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Autokorelacni kfivka tohoto systému je zobrazena na nasledujicim grafu (viz Obr. 31).
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Obr. 31 Autokorelacni funkce systému obsahujictho 400 uM rhodamin 6G a 500 nm
polystyrenové cdstice v koncentraci 0,05 nM

I pfes vysokou koncentraci (400 uM) je z ptedchoziho grafu patrné, ze fluorescencni sonda
rhodamin 6G neni vhodna pro iFCS stanoveni a casovy zaznam fluktuace odpovida
standardnimu FCS meéfeni, kdy dochazi ke sledovani zvyseni intenzity fluorescence prichodem
castic skrz konfokalni objem. Mala intenzita (zhruba 0,8 kCnts) je pravdépodobné zpisobena
tvorbou agregatu, v tomto piipadé dimera H-typu.

Ke tvorbé agregata, piip. dimeri, mize dochazet u roztokt organickych barviv ve vyssi
koncentraci (zpravidla v rozmezi 10 — 10* M), jejichz velikost je na pomezi mezi velikosti
krystalu a samotné molekuly. V pfipadé dimert se vyskytuji dva absorpcni pasy. J-typ dimeru
vykazuje niz§i energii vi¢i monomeru — bathochromni posun — a tento typ dimeru vykazuje
vySSi intenzitu fluorescence nez samotna molekula. Druhym typem dimeru je H-typ,
kdy se jedna o hypsochromni posun s vyssi energii oproti monomeru, a fluorescence je v téchto
ptipadech silné zhasena [56],[57].

Tvorba dimert je znazornéna na nasledujicim obrazku (viz Obr. 32), kde uhel 6 znamena
relativni uhel, nazyvan také thel skluzu, mezi molekulovym dipélovym momentem a podélnou
osou paralelni molekuly, a §ipky znaci orientaci dipélového momentu.
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Obr. 32 Princip tvorby J-typu a H-typu dimerii rhodaminu [58]

5.4 iFCS méieni vzorku obsahujicich liposomy

Jak se ukazalo v predchozich experimentech, tak pomoci metody inverzni FCS nelze stanovit
Castice, které maji velikost 100 nm, ale lze stanovit Castice, jejichz velikost je 500 nm.
Proto byly pro dalsi studium sledovany vzorky obsahujici liposomy. Liposomy,
které jsou piipraveny metodou rehydratace tenké vrstvy, maji velikost v rozmezi 100 — 300 nm,
pfip. i vice, a tak by mély jit metodou iFCS stanovit.

Pro méfeni iFCS kiivek byly pouzity vzorky obsahujici liposomy s koncentraci lecitinu
500 mg/l a 1g/1 a fluorescein ve 400 uM koncentraci. Ziskané autokorelacni kiivky
jsou zobrazeny v nasledujicim grafu (viz Obr. 33).
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Obr. 33 Autokorelacni kiiivky liposomdlnich vzorkii
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Jak je z grafu patrné, data nevykazuji velkou korelaci, kazdopadné z fitované kiivky lze
detekci liposomia uvazovat. Vzhledem k rozmezi velikosti pfipravenych liposomu, a tomu,
ze distribuce velikosti je v ptipadé€ liposomt nahodna, dochazi tak pravdépodobné ke korelaci
dat pouze téch liposomd, které jsou dostatecné velké, kolem 300 nm, a ty mensi, okolo 100 nm,
nelze stanovit a dochazi tak ke zkresleni autokorelacni kiivky. V grafu jsou také zobrazeny
dveé FCS kiivky pro castice o koncentraci 500 mg/l. V jednom piipadé nedochazelo ke korelaci
dat, ve druhém uz ano. To je pravdépodobné opét zpisobeno nahodnou distribuci velikosti,
kdy v prvnim vzorku bylo nejspis§ mnohem vice ¢astic s mensi velikosti.

Na nasledujicim grafu (viz Obr. 34) jsou zobrazeny ¢asové zaznamy intenzity fluorescence
pro tyto vzorky. Sice v zdznamech nejsou tak patrné piky jako v pfipadé predchozich méfeni,
nicméné da se usuzovat, ze i tyto malé znaci pruchod Castic skrz konfokalni objem.
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Obr. 34 Casova zavislost intenzity fluorescence vzorkii obsahujicich liposomy v koncentraci
500 mg/l al g/l
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6 ZAVER

Predlozena diplomova prace se zabyva metodou inverzni fluorescencni korelacni spektroskopie
ve vyzkumu koloidnich systému. Mezi cile této diplomové prace patiilo sesbirani literarnich
poznatkd tykajicich se vyuziti fluktuacni korelacni spektroskopie, zejména vyuziti inverzni
varianty fluorescencni korelacni spektroskopie, a to se zaméfenim na pfipravu vzorkd,
experimentalni nastaveni a vyhody a omezeni této metody. Na zaklad¢ literarni reSerSe
bylo dal§im cilem této diplomové prace navrzeni experimentu pro ovéieni funk¢nosti metody
v ramci vybaveni dostupném na Fakulté¢ chemické. Poslednim cilem této diplomové prace
bylo zhodnoceni inverzni FCS ve vztahu k vyzkumu koloidnich systému.

Na teoretickou cast, ktera je zaméfena na klasickou FCS, navazuje reSerS$ni Ccast,
tykajici se zejména vyuziti tzv. inverzni fluorescencni korelacni spektroskopie, coz je nova
metoda, zalozend na sledovani zmén intenzity fluorescence média, které obklopuje
analyzovanou latku. Za zakladé této reSerSe byly pro i1FCS experimenty vybrany
tyto fluorescen¢ni sondy: fluorescein zdivodu jeho dobré dostupnosti, Atto 488
jakoZzto stabilnéjsi derivat fluoresceinu a rhodamin 6G opét z divodu jeho dostupnosti.
Jako cCastice koloidnich rozméri byly v této diplomové praci pouzity lecitinové liposomy
a polystyrenové nanocastice s primérem 100 nm a 500 nm.

Pro provedeni iFCS méfeni bylo nejdiive nutné stanovit vhodné koncentrace
fluorescencnich sond tak, aby nedochézelo ke sledovani fluktuaci intenzity fluorescence
zpusobené difuzi fluorescencni sondy, ale aby byla vnimana opravdu jako médium,
které obklopuje analyzovanou latku. Z tohoto divodu byly zméfeny autokorelacni kiivky
koncentracni fady fluoresceinu v rozmezi koncentraci od 10 nM po 500 uM. V klasické FCS
se pouzivaji velmi nizké koncentrace fluorescencnich sond, fadové nanomolarni, a zméfena
data nevykazovala korelaci pti 100 uM koncentraci. Ve vzorcich byla, vzhledem k odbornym
publikacim, pouzita koncentrace 400 uM.

Samotna experimentalni ¢ast, krom stanoveni vhodné koncentrace fluorescencnich sond,
spoCivala v iFCS méfeni raznych castic koloidnich velikosti. Nejprve byly sledovany
polystyrenové nanocastice o pruméru 100 nm, vzhledem k tomu, ze v odbornych publikacich
je tato velikost uvadéna jako hrani¢ni nejmensi stanovitelna velikost. Pro systémy,
které obsahovaly tyto castice s fluoresceinem ve 400 uM koncentraci data nevykazovala
zadnou korelaci. Z toho diavodu byla pro dal§i experimenty vybrana fluorescencni sonda
Atto 488, coz je stabilngjsi derivat fluoresceinu. Ani v tomto piipadé, s pouzitim Atto 488,
nedochazelo k zadné korelaci dat. Castice o praméru 100 nm tedy nebylo mozné stanovit
pomoci inverzni FCS. Proto byly pro dalsi experimenty vybrany polystyrenové nanocastice
0 500 nm velikosti. Pfi pouziti fluoresceinu ve 400 uM byly ziskany FCS ktivky s korelujicimi
daty pro koncentrace vyssi nez 0,005 nM a i v Casovych zavislostech intenzity fluorescence
lze pozorovat prichod castic skrz konfokalni objem. S rostouci koncentraci ¢Castic
také dochazelo ke vzrustu amplitudy autokorelacni funkce, coz odpovida teorii u inverzni FCS,
kdezto u klasické FCS je tomu naopak a s rostouci koncentraci klesa hodnota amplitudy
autokorelaéni funkce. Castice pilmikronové velikosti tedy lze metodou inverzni FCS stanovit.
Protoze tyto CcCastice lze stanovit s pouzitim fluoresceinu, pak neni nutné provadét
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tyto experimenty se stabiln€jsim Atto 488, vzhledem k jeho mensi dostupnosti. Pro 500 nm
Castice byly také zméteny FCS kiivky s fluorescencni sondou rhodaminem 6G. Ziskana data
vykazovala trendy jako pii meéteni klasické FCS, tedy ze s pruchodem castic konfokalnim
objemem dochazelo ke zvyseni intenzity fluorescence, coz je pravdépodobné zpiisobeno
tvorbou H-typu agregatd, k ¢emuz dochazi pii vysSsi koncentraci kladné nabitych
fluorescenc¢nich sond jako je rhodamin 6G a tato sonda tedy neni vhodna pro méfeni inverzni
FCS. Nakonec, krom modelovych polystyrenovych ¢astic, byly provedeny experimenty
s liposomy. U vzorki obsahujicich liposomy v koncentraci 500 mg/l v jednom piipadé
nedochéazelo k zadné korelaci dat, v druhém piipadé a v systémech s koncentraci 1 g/l
uz ke korelact, 1 kdyz ne veliké, dochazelo.

Metoda inverzni FCS se na zakladé literarni reSerSe jevi jako vhodnou metodou
pro sledovani riznych biologickych systémd, at’ uz jde o syntetické nebo pfirodni membrany,
nebo rizné buriky, u kterych dochazi k exkluzi fluorescencnich sond, a nelze je tak pomoci
klasické FCS sledovat. Z provedenych méfeni v experimentalni Casti, pfi bézném vybaveni,
které je dostupné na Fakulté chemické, vyplyva, ze nelze stanovit Castice s velikosti 100 nm.
Pro inverzni variantu FCS je také limitujici to, ze vzhledem k vysoké pouzivané koncentraci
fluorescenc¢nich sond nelze pouzit ty s kladnym nabojem. Metodu lze ovSem aplikovat na vétsi
Castice a liposomy, coz muze mit potencial pravé pii sledovani pfirodnich i1 syntetickych
biomembran.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam pouzitych zkratek

Zkratka
ACF

CCS

CMC

FCS

FCCS

FLCS

IRF

iFCS

iIFCCS

LUV

MLV

RLSCS

siFCS

SUV

TCSPC

Vyznam

Autokorelacni funkce

(z angl. Autocorrelation function)

Konfokalni korela¢ni spektroskopie

(z angl. Confocal correlation spectroscopy)

Kriticka micelarni koncentrace

(z angl. Critical micelle concentration)

Fluorescen¢ni korelacni spektroskopie

(z angl. Fluorescence correlation spectroscopy)
Dvoubarevna fluorescencni korelacni spektroskopie

(z angl. Fluorescence cross-correlation spectroscopy)
Casové rozlifena fluorescenéni korelaéni spektroskopie

(z angl. Fluorescence lifetime correlation spectroscopy)
Funkce odezvy instrumentace

(z angl. Instrument response function)

Inverzni fluorescencni korelacni spektroskopie

(z angl. Inverse fluorescence correlation spectroscopy)
Inverzni fluorescencni kros-korelac¢ni spektroskopie

(z angl. Inverse fluorescence cross-correlation spectroscopy)
Velké unilamelarni liposomy

(z angl. Large unilamellar vesicles)

Multilamelarni liposomy

(z angl. Multilamellar vesicles)

Rezonan¢ni korelacni spektroskopie s rozptylem svétla

(z angl. Resonance light scattering confocal spectroscopy)
Skenovaci inverzni fluorescencni korelacni spektroskopie
(z angl. Scanning inverse fluorescence correlation spectroscopy)
Malé unilamelarni liposomy

(z angl. Small unilamellar vesicles)

Casové rozlisené s¢itani fotond

(z angl. Time correlated single photon counting)
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8.2 Seznam pouzitych symbolu

Symbol
<>

a

ai

C

D

G()
Gee(t)

SrzTzEoos

So
Si
S>

Ty

Vav
Vett
Vipart
W(r)
wo

<0

n(T)
[}

3

Vyznam

Primérna hodnota signalu

Pfi¢né plocha polarni hlavicky

Amplituda autokorelacni funkce

Lokalni koncentrace Castic

Difuzni koeficient

Normalizovana autokorelacni funkce

Kros-korelacni funkce

Detekovana intenzita signalu (fluorescence)
Boltzmanova konstanta

Maximalni délka hydrofobniho konce

mol-dm™

Pocet molekul

Celkovy pocet alkylovych fetézct

Pocet soustavou absorbovanych kvant

Pocet vyzarenych kvant

Molekularni sbalovaci parametr

Hydrodynamicky polomér

Zakladni singletovy stav

Prvni excitovana singletova hladina

Druha excitovana singletova hladina

Teplota

Prvni tripletovy stav

Objem hydrofobni ¢asti

Objem jednoho alkylového fetézce

Objem detek¢éniho objemu

Efektivni detek¢ni objem

Objem castice

Prostorové rozlozeni emitovaného svétla
Charakteristicky rozmér detek¢niho objemu ve sméru optické osy mikroskopu
Charakteristicky rozmér detek¢niho objemu v ohniskové roviné objektivu
Okamzita odchylka signalu od jeho primémé hodnoty
Pocet fotonti detekovanych z jedné molekuly za jednu sekundu
Viskozita rozpoustédla pti dané teplote

Difuzni Cas

Kvantovy vytézek fluorescence
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