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Abstrakt

Tato bakalarska praca je zamerana na dvojfarebnu fluorescen¢ni kros-korela¢nii spektro-
skopiu. Ako vhodna kombinécia sond pre tito metédu bola navrhnuté kombinécia perylen
+ nilska cerven, perylen + DiD a DiO + DiD. Na overenie funkénosti FCCS boli pouzité
tetraspecky. Samotné meranie bolo prevedené v micelarnych roztokoch tenzidov, ktoré sa
vSak ukazali ako nevhodné pre tato metédu. Nasledne boli pomocou tejto metédy me-
rané lipozomy, ktoré mali v dvojvrstve fosfolipidov zabudované fluorescen¢né sondy DiO
a DiD. V lipozomoch bola uspesne namerana kros-korelacia.

Summary

This bachelor thesis is focused on dual-colour fluorescence cross-correlation spectroscopy.
As a suitable combinations of fluorescenct dyes were designated this combinations: pery-
lene + nile red, perylene + DiD and DiO + DiD. The funtionality of this method was
verified by tetraspeck. The experiment of FCCS was performed on micellar surfactants
solitions which proved to be unsuitable for this method. Consequently, liposomes with
DiD and DiO incorporated in phospholipid bilayer were measured. The cross-correlation
in liposomes was succesfuly measured.

Kli¢ova slova
fluorescenc¢né kros-korelacna spektroskopia, fluorescencia, tenzidy, lipozomy, DiD, DiO,
perylen, nilska cerven

Keywords
dual-colour fluorescence cross-correlation spectroscopy, fluorescence, surfactants, liposo-
mes, DiD, DiO, perylene, nile red
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1. Uvod

Fluorescencia ako jav bola po prvy krat pozorovand pred niekolkymi storociami.
Od toho momentu do stcasnosti sa poznatky o fluorescencii znacne rozsirili. Vdaka nado-
budnutym znalostiam a pokroku techniky nasla fluorescenc¢na spektroskopia siroké uplat-
nenie. Medzi najvyznamnejsie oblasti, v ktorych sa vyuziva patria analytické metddy,
bunecna biolégia a molekuldrna genetika.

Dolezitym milnikom na ceste fluorescencnej spektroskopie st 70. roky dvadsiateho
storoCia a rozvoj fluorescencénej korelacnej spektroskopie (FCS). Pomocou nej je mozné
sledovat fluktuéciu intenzity fluorescencie, ktora je nasledne priradena k fyzikalnemu alebo
chemickému parametru. Nevyhnutnym technickym vybavenim pre meranie fluorescencnej
korelacnej spektroskopie je konfokalny mikroskop.

Metoda fluorescencénej korelacnej spektroskopie je na Fakulte chemickej VUT v Brne
velmi vyuzivand a nas konfokélny mikroskop nam vdaka svojim rozsireniam umoziiuje me-
rat rozne médy FCS. Jednym z takychto mddov je aj dvojfarebné fluorescenéné kros-kore-
la¢né spektroskopia (FCCS). Pri tejto metdde sa dva druhy molekil sa oznacia dvoma far-
bivami, ktoré si dostato¢ne spektralne vzdialené, pomocou optickych prvkov mikroskopu
je odliSend ich fluorescencia a systém nésledne vyhodnocuje podobnost jedného fluoresce-
néného signalu s druhym v ¢asovom intervale. Vdaka tomu je moZné sledovat napriklad
vytvaranie komplexov dvoch molekul.

Vzhladom k tomu, Ze dvojfarebnd fluorescencéné kros-korelac¢né spektroskopia u nés na
fakulte eSte nebola vyskusana, cielom tejto prace je tito techniku vyskasat, najst vhodnu
kombindciu fluorescenénych farbiv a optimalizovat podmienky merania. V prvom rade sme
ale museli vybraf systém, na ktorom tito techniku vysktasame. Idedlny systém na overenie
a vyskusanie tejto techniky by bol FCCS standard, ktory ma vo svojej ponuke nemecka
firma Iba Lifesciences. Bohuzial, kvoli finan¢énej narocnosti tento systém neprichadzal do
uvahy. Preto sme sa rozhodli vyuzit koloidné systémy, najmi roztoky tenzidov, s ktorymi
sa u nas na fakulte vela pracuje a pokial by sa technika FCCS ukézala ako vhodna na
analyzu takychto systémov, mala by velké vyuzitie pri $tidiu interakcii medzi micelami.



2. Teoreticka cast

2.1. Luminiscencia

Luminiscencia je spontanna emisia ziarenia, ktora nastava z elektronicky excitovanych
stavov alebo z vibracne excitovanych stavov, ktoré nie si v tepelnej rovnovahe s okolim.
Excitécia elektrénu do vyssich elektrénovych stavov nastat roznymi mechanizmami, podla
¢oho rozpoznavame viacero druhov luminiscencie: chemiluminiscenciu, ku ktorej doché-
dza pri chemickej reakcii; zvlastnym pripadom chemiluminiscencie je bioluminiscencia,
ktora vznikd chemickou reakciou v zivom organizme; elektroluminiscencia je vyvolana
elektrickym pridom; vplyvom elektrochemickej reakcie vzniké galvanoluminiscencia; me-
chanickou energiou je vybudena mechanoluminiscencia; vplyvom ultrazvuku vznika sono-
luminiscencia; triboluminiscencia je vybudena trenim a pod. Emisia ziarenia, ktora vznika
absorpciou foténov sa nazyva fotoluminiscencia. K fotoluminiscencii dochadza vplyvom
absorpcie ziarenia, ktoré ma vhodni vlnovt dlzku na excitaciu molekuly, pouzité Ziarenie
byva ultrafialové ziarenie, viditelné svetlo alebo infracervené ziarenie [1]. Fotoluminis-
cencia sa v zavislosti na povahe excitovaného stavu deli na fluorescenciu, fosforescenciu
a oneskorent fluorescenciu [2].

2.2. Fotoluminiscencia

Excitovaf elektromagnetickym Ziarenim o vhodnej vinovej dlzke ide najmi molekuly latok
so systémom konjugovanych dvojnych vizieb, aromatické zliceniny, heterocyklické zluce-
niny alebo organokovové zltic¢eniny [3]. Molekuly sa v zakladnom stave vyskytuji v ener-
geticky najnizsom stave s elektréonom lokalizovanym na zakladnej singletovej hladine Sp.
Po absorpcii svetla prejde elektrén zo zakladnej stavu do energeticky vyssieho stavu, pri-
¢om absorbovand energia musi odpovedat energetickému rozdielu zékladného a vysledného
stavu. Z kvantovo-mechanického hladiska je najpravdepodobnejsi vyssi singletovy stav Sy,
kedy elektréon nezmeni svoj spin a teda spiny dvojice elektrénov su antiparalelné. V pri-
pade, ze spiny dvojice elektronov su paralelné, elektron presiel do tripletového stavu T3.
Vsetky spominané hladiny a prislusné spiny st vyobrazené na obrazku 1. Z excitovaného
stavu sa moze elektrén dostat na zakladna singletovii hladinu pomocou deaktiva¢nych
procesov, ktoré mozu byt bud ziarivé alebo neziarivé [3][4]. VSetky deaktiva¢né procesy
(Ziarivé aj neziarivé) a excitaciu molekuly znazornuje Jabtoniskiho diagram.

| |
N | |

Zakladny Excitovany Excitovany
singletovy stav S, singletovy stav S, tripletovy stav T,

Obrazok 1: Rozdiel medzi zakladnym singletovym, excitovanym singletovych a excitova-
nym tripletovym stavom. Sipky predstavuji orientaciu spinov elektrénov.
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Obrazok 2: Jablonskiho diagram - je vyobrazena jedna zakladna singletova hladina Sy, dve
excitované singletové hladiny S; a S5 a jedna tripletova excitovana hladina 7T;. Kazda z
tychto hladin obsahuje este velké mnozZstvo vibraénych hladin na ktorych sa moze elektrén
nachadzat.

2.2.1. Franck-Condonov princip

Na obrazku 2 st okrem singletovych a tripletovych hladin vyobrazené aj vibra¢né hla-
diny. Pri prechode elektréonu medzi elektréonovymi stavmi dochadza vac¢sinou k obsadeniu
vysSej vibracnej - rotacnej hladiny. K tomuto javu dochadza preto, lebo pohyb elektrénov
je mnohonéasobne rychlejsi ako pohyb jadier a teda pri prechode elektrénu zo zakladného
do excitovaného stavu zostane zachovana povodné vzdialenost medzi jadrami. Tato vzdia-
lenost vSak nemusi zodpovedat minimélnej energii molekuly v excitovanom stave a tento
stav je termodynamicky nestabilny. Dochadza teda k excitacii elektronu na takta vibrac¢ni
hladinu vyssej elektronovej hladiny, aby nasledne doslo k miniméalnym zmenam pozicie
jadier molekuly [5].



2.3. Neziarivé deaktivacné procesy

2.3.1. Vibracdna relaxacia

Elektrén sa po excitacii zvycajne nachadza na vyssej vibracnej hladine excitovanej ener-
getickej hladiny. Vzhladom k tomu, Ze k Ziarivému vyZiareniu foténu viiésinou dochadza
z najnizsej vibra¢nej hladiny elektronického excitovaného stavu, nastéva velmi rychly pre-
chod na najnizsiu vibra¢nt hladinu excitovaného stavu. Tento prechod sa nazyva vibracna
relaxacia a molekula pri nom vyzaruje energiu vo forme tepla.

2.3.2. Vnutorna konverzia

sV

ného stavu S a najvyssimi vibra¢nymi hladinami zadkladného singletového stavu Sj. K to-
muto prechodu moze prist aj v pripade, Ze sa tieto hladiny prekryvaja (vtedy elektrén
moze prejst bez toho, aby sa vyznamne zmenila jeho energia) alebo ak su tieto vibraéné
hladiny blizko seba.

2.3.3. Medzisystémovy prechod

Vibracna relaxécia aj vnatornd konverzia st deje, pri ktorych nedochadza k zmene spi-
novej multiplicity. Do neziarivych procesov patri aj medzisystémovy prechod, pri ktorom
dochédza k zmene multiplicity. Elektron prechédza zo singletovej hladiny do tripletového
stavu s nizSou energiou. KedZe je tento proces spinovo zakazany, trva dlhsie ako predché-
dzajuce dva a je malo pravdepodobny [6][3].

2.4. Ziarivé deaktiva¢né procesy

2.4.1. Fluorescencia

Névrat z vysSieho singletového stavu na zékladnt singletovi hladinu za uvolnenia preby-
toc¢nej energie vo forme foténov sa nazyva fluorescencia. Tento proces je spinovo povoleny
a pomerne rychly (priblizne 10 ns) [4].

Pred emisiou fluorescen¢ného kvanta dochédza k vibracnej relaxécii a vnitornej kon-
verzii. Tento jav sa nazyva Kashove pravidlo a ma za nésledok to, ze k fluorescen¢nému
prechodu dochadza z najnizsej vibracnej hladiny excitovaného singletového stavu Sy, aj
ked po absorpcii ziarenia moze nastat excitdcia aj do vysSich vibra¢nych a energetic-
kych hladin. Je to sposobené malym energetickym rozdielom medzi hladinou S; a vys$simi
energetickymi hladinami, vdaka ktorému medzi nimi prednostne prebiehaju velmi rychle
neziarivé procesy.

Vavilové pravidlo vravi o tom, ze kvantovy vytazok a doba Zivota excitovaného
stavu nezéavisi na vlnovej dizke Ziarenia. Tvar emisného spektra nie je ovplyvneny vinovou
dizkou excitacie a na exciticiu sa moéze pouzif ktordkolvek vinova dizka z excitaéného
spektra [2].



2.4.2. Fosforescenia

Pri fosforescencii prechadza elektron medzisystémovym prechodom z excitovaného single-
tového stavu 57 na niektoru z energeticky odpovedajtcich vibra¢nych hladin tripletového
stavu Tj. Pri tomto deji dochadza ku zmene spinu a v dosledku paralelnych spinov je
navrat do zakladného singletového stavu spinovo zakazany a molekula moéze v excitova-
nom stave zotrvat dlhsi ¢as. Fosforescencia je preto dej pomalsi nez fluorescencia - doba
zivota fosforescencie je v rozmedzi milisekund az sekund. V désledku konkuren¢nych ne-
ziarivych procesov byva najcastejSie pozorovand pri nizsich teplotach [4].

2.4.3. Oneskorena fluorescenia

Elektrén po excitacii moze prejst medzisystémovym prechodom do tripletového stavu
z ktorého sa nésledne opit vrati do excitovaného singletového stavu a odtial sa ziarivym
prechodom dostane naspét do zdkladného stavu Sy. Vysledkom je Ziarenie, ktoré sa dobou
zivota podoba fosforescencii a emisnym spektrom je zhodné s fluorescenciou [1].

2.4.4. Charakteristiky a vlastnosti fluorescencie

Emisné spektrum je zavislost intenzity fluorescencie na vlnovej dizke pri konstant-
nej vlnovej dlzke. Zavislost intenzity fluorescencie na vlnovej dizke sa nazyva excitaéné
spektrum. Kazdé fluoreskujuca zlucenina mé svoje typické a jedinecéné fluorescencné
spektrum. Pre vela fluoreskujucich molekl plati pravidlo zrkadlovej symetrie medzi ab-
sorp¢énym a fluorescenénym pasom. Tato symetria je sposobenéa tym, zZe absorpcia aj emisia
z odpovedajucich si vibraénych hladin maja rovnaka pravdepodobnost. Vynimky z pra-
vidla zrkadlovej symetrie st véc¢sinou v dosledku rozdielneho geometrického usporiadania
atémovych jadier v excitovanom stave oproti usporiadaniu v zakladom stave.

Posun emisného spektra voci excitacnému sa nazyva Stokesov posun. Mnozstvo
emitovanej energie je mensie ako mnozstvo energie absorbovanej, ¢ize fluorescencia sa
vyskytuje pri nizsich energidch (dlhsich vinovych dizkach). Tento jav je spésobeny tym,
ze Cast prijatej energie sa pouzije na vibra¢nu relaxaciu [2].

Kvantovy vytaZzok je mozno charakterizovat ako podet emitovanych foténov k poctu
foténov absorbovanych. Je definovany pomocou nasledujiicej rovnice:

K,
_ _ 1
by T (1)

Kde ¢y je kvantovy vytazok, k, je rychlostna konstanta znaciaca ziarivy prechod a ki,
je rychlostna konstanta zahrnujuca vsetky mozné neziarivé prechody. Vysledkom rovnice
je teda t4 ¢ast fluoroforu, ktord sa vracia do zékladného stavu ziarivym prechodom. Z tejto
rovnice vyplyva, ze pokial bude konstanta ziarivého prechodu omnoho vyssia ako u ne-
Ziarivého, kvantovy vytazok sa bude blizit jednej, avSak kvoli Stokesovmu posunu nikdy
nebude rovny jedne;j.

Doba zivota excitovaného stavu je urcena priemernym casom, ktory molekula stravi
v excitovanom stave pred navratenim do zakladného stavu. VSeobecne je doba zivota
fluorescencie okolo 10 nanosekund [4].

Zhasinanie fluorescencie je bimolekularny proces, ktory znizuje kvantovy vyta-
zok fluorescencie bez zmeny emisného spektra. Moze byt dosledkom viacerych procesov.
Zrazkové zhasinanie nastava ked je fluorofor v excitovanom stave deaktivovany, CiZe sa
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neziarivo navracia do zakladného stavu pri zrazke s molekulou zhasadla. Molekuly nie
su pri tomto procese chemicky zmenené. Pri statickom zhasinani sa pri zrazke fluoroforu
a zhasinadla vytvori nefluoreskujici komplex. Samozhasinanie je zhasinanie fluoroforu
nim samym, nastava pri vysokych koncentraciach fluoroforu.

Fotovybielovanie sa od zhasinania lisi tym, ze pri nom dochédza k nevratnej destruk-
cii excitovaného fluoroforu. Tento jav ¢asto obmedzuje moznost pouzitia intenzivnejsieho
budenia fluorescencie [2].

2.5. Fluorescenc¢na korelacna spektroskopia

Fluorescenénd korela¢na spektroskopia (oznacované ako FCS) je metéda, ktorej principom
je sledovanie casovej fluktuacie intenzity fluorescencie pochadzajicej z malej ohniskovej
oblasti konfokélneho mikroskopu. Tato fluktuécia intenzity je vysledkom réznych dyna-
mickych zmien. Najcastejsou zmenou je diftzny pohyb fluoreskujicich molekul. Jedna,
prip. viac molekil difunduji cez maly pozorovany objem ktory ¢ini 0,3 - 1 femtolitra.
Na fluktuacii signalu sa vyrazne prejavi ako molekuly prichddzaju do detekéného objemu
aako ho opustaju. Zo Statistickej analyzy ¢asovo premenlivého fluorescenéného signalu
modze byt okrem diftzneho koeficientu uréend doba, ktort molekula stravi v detekénom
objeme a koncentracia danej latky. Fluktuédcia moze byt okrem diftizie sposobend roznymi
inymi procesmi (chemickou reakciou, fotochemickymi procesmi, geometrickou zmenou mo-
lekuly, agrega¢nym procesom, apod.)[4] [7].

2.5.1. Experimentalne usporiadanie

Experimentalne zariadenie pre FCS je invertovany konfokalny fluorescenény mikroskop.
Jeho schému zobrazuje obrazok 3. Pouziva sa objektiv s velkou numerickou aparatirou,
najcastejsie s vodnou imerziou. Maly pozorovany objem (konfokalny) vznika fokusaciou
laserového paprsku excitovacného svetla do vzorku. Emitované Ziarenie excitovanych mo-
lektl je sninamé objektivom a od excita¢ného ziarenia je oddelené pomocou dichroického
zrkadla a emisnych filtrov. Do detek¢nej Casti optickej drahy je umiestnenad konfokalna
Strbina (pinhole) o priemere 40 - 100 mikrometrov, ktora efektivne blokuje svetlo, ktoré
pochadza z oblasti mimo ohniskovii rovinu.

A. vzorka
objektiv

excitaény filter fokusovany paprsok

laser Byl
excitaéného svetla

detekény objem
z ktorého shimame
fluorescenciu

SoSovky
rozliSujluce

excitacny

paprsok

pinhole detektor

Obrazok 3: A. klasické experimentélne usporiadanie pre FCS. B. detekény objem v ohnisku
mikroskopu. [7]



2.5.2. Autokorela¢na funkcia

Fluktuacie fluorescenéného signédlu F(t) , z ktorej mozu byt ziskané informacie o pohybe
jednotlivych molekul, ktoré st vo vzorku vo velmi nizkej koncentracii (typicky sa pre FCS
pouzivaju nanomoldrne koncentracie) je analyzovand pomocou autokorelacnej funkcie.
Pri rovnovahe fluorescencia kolise okolo strednej hodnoty, pretoze jednotlivé molekuly
difunduji do a von z pozorovaného objemu. Fluktudcia 6F(t) intentizity fluorescencie
F(t) je definovana autokorela¢nou funkciou

GF(t) - 6F(t + 7))
)2 @

Kde (F'(t)) znaci priemernt hodnotu intenzity fluorescencie v ¢ase a 0 F'(t+7) odchylku
signalu od jeho priemernej hodnoty v ¢asovom intervali (¢ + 7), definovant ako:

G(r) =

OF(t) = F(t) = (F = (1)) (3)

Autokorelac¢né funckia ukazuje stuvislost intenzity fluorescencie s intenzitou fluores-
cencie po urc¢itom casovom odstupe. Tato funkcia ma svoje maximum pre malé casové
intervaly 7, pre dlhsie 7 klesa k nule. To je spdsobené tym, ze v dostatoc¢ne malych caso-
vych intervaloch 7 je vysoko pravdepodobné, Ze ak na zaciatku intervalu bola v deteké¢nom
objeme pritomna molekula, na jeho konci bude este stale pritomna. Pokial sa vSak zvoli
dlhsi ¢asovy interval v detekénom objeme sa moze vystriedat niekolko roznych molekil a
teda intenzita fluorescencie na zaciatku ¢asového intervalu nijak nebude stvisiet s inten-
zitou na konci ¢asového intervalu. Casovy interval 7p pre ktory mé autokorela¢né funkcia
poloviéni hodnotu neZ mé v svojom maxime potom mdZzeme povazovat za priemerni dobu
pocas ktorej sa jedna molekula zdrzuje v detekénom objeme. Typicky tvar autokorelacnej
funkcie zndzornuje obrazok 4 [7].
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Obrazok 4: Vytvorenie autokorelacnej funckie. A. namerané fluktuacie fluorescenéného
signalu, B. autokorelacna funkcia a jej hodnoty v kratkych ¢asovych intervaloch 7, dlhych
casovych intervaloch 7 a priemerna doba, ktort stravi molekula v detekénom objeme 7p.

7]
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Autokorela¢nd funkcia G(7) pre Castice pohybujuce sa volnou diftziou v konfokdlnom
objeme ma tvar Gaussovej krivky:

Gt = . . (4)

2
To
™D | —
20

Kde 7p je priemerny diftzny ¢as fluoreskujicej molekuly, (C') je priemerna koncentra-
cia molektl v detekénom objeme, V,; je efektivny objem, z, je charakteristicky rozmer
detekéného objemu v smere optickej osy mikroskopu a rg je charakteristicky rozmer v
ohniskovej rovine.

Efektivny objem je definovany ako:

3
Vepp =m2 15 2 (5)

Priemerny diftzny cas, ktory udava ako dlho sa zdrzi castica v detekénom objeme je
definovany ako:

i
= 1D (6)

Kde D je diftzny koeficient, pomocou ktorého pri znamej teplote 1" a viskozite média
1 modzeme zo Stokes—Einsteinovej rovnice vypocitat hydrodynamicky polomer Ry difun-
dujucicich molekul:

D

kT
N 6mn Ry
kde kg je Boltzmanova konstanta [8][7].

(7)

2.6. Fluorescenc¢na kros-korelacna spektroskopia

Napriek tomu, ze fluorescencna korelac¢na spektroskopia je vysoko citlivd metoda so Si-
rokym potencidlom vyuZzitelnosti, analyzovat fiou vizbové reakcie je mozné len ak pri
takejto reakcii dojde k velkej zmene molekulovej hmotnosti. V takych pripadoch, kedy
k tak velkej zmene molekulovej hmotnosti nedochadza prichddza na scénu dvojfarebna
fluorescenc¢na kros-korelacna spektroskopia, tiez oznacovana ako FCCS alebo DC-FCCS.
Pomocou FCCS je mozné paralelne urcit koncentra¢né a diftzne charakteristiky dvoch
roznych latok [4]. Kazda z tychto latok sa oznad¢i inym fluorescenénym farbivom. De-
tekcia fluorescenéného signalu pouzitych farbiv, ktoré musia byt spektralne dostatoc¢ne
vzdialené, prebieha separatne na dvoch detektoroch. Kroskorelacia medzi signédlom tychto
dvoch detektorov vypovedd o vztahu medzi ozna¢enymi molekulami. Preto tato metdda
nasla uplatnenie v systémoch v ktorych dochadza k vzajomnému naviazaniu pozorovanych
latok. Najvicsi vyznam ma jej pouzitie v oblasti molekularnej biolégii.
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2.6.1. Princip merania

Pri vyuziti FCCS je dolezité pouzitie fluorescen¢nych farbiv, ktoré emituja ziarenie v do-
stato¢ne vzdialenych vlnovjch dlzkach, napriklad zelené a Gervené farbivo. Na excitaciu
takychto dvoch farbiv je nutné pouzit dva excitaéné zdroje. Tie st fokusované do toho
istého miesta a v idedlnom pripade sa ich ohniska prekryvaju v strede. Avsak kazdy z
nich vytvara iny detekény objem, ¢o je spésobeného Abbeho difrakénym limitom a roz-
dielnym indexom lomu optickjch komponentov pri réznych vlnovych dizkach. Pokial sa
vSak pouzije vhodna kombinacia fluorescen¢nych sénd s emisnymi spektrami dostatocne
oddialenymi optickymi filtrami, je mozné na excitaciu pouzif len jeden excitaény zdroj.
Rozdielom oproti klasickej FCS je aj pouzitie detektorov — pre kazdé farbivo sa vyuziva
samostatny detektor [9].

Pri tejto technike sledovany systém obsahuje tri druhy éastic. Castice oznadené ze-
lenym fluorescenénym farbivom (Z), dalSie Castice oznacené cervenym farbivom (C) a
tie castice, ktoré vznikli vizbou medzi predchadzajicimi dvoma a teda st oznacené aj
zelenym aj Cervenym (ZC) farbivom. Po excitécii budi na kazdom detektore nésledne
pozorované rozne Casové zavislosti fluktuacie fluorescencie. Ak fluorofor Z difunduje do
detekéného objemu, detektor nastaveny na zelentt vlnovi dizku zaznamena signél a po-
dobne pre fluorofor C a detektor nastaveny na jeho vinovii dizku. Pokial do pozorovaného
objemu pride fluorofor ZC, nasledne je detekovany signal na obidvoch detektoroch. To zna-
mena, ze do pozorovaného objemu prisla molekula oznacenad obidvomi farbivami, ktoru
je mozno detegovat kros-korelaciou medzi tymito dvoma kanalmi. Nézorne to zobrazuje
obrazok c¢islo 5.

Zelena emisia

| J_ML

Cervena emisia

emisia

Zelena a ¢ervena

Cas

Obréazok 5: Princip merania dvojfarebnej fluorescen¢nej kros-korelaénej spektroskopie [4]

2.6.2. Kros-korela¢na funckia

Ekvivalentne k autokorelacnej funkcii (rovnica 2) pre jedno fluorescenéné farbivo, je de-
finovana kros-korela¢né funckia G'zc(7) pre Castice oznacené dvoma fluorescencénymi far-
bivami Z a C:
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(OF.(t) - OF.(t+ 7)) )
(Fe(t)) - (F=(1))

Kde (F.(t)) zna¢i priemerna hodnotu intenzity fluorescencie ¢erveného farbiva v ¢ase,(F,(t))
znadi priemernt hodnotu intenzity fluorescencie zeleného farbiva v ¢ase, 6 F, (t+7) a 0 F..(t)
fluktuéciu intenzit v ¢ase t a (t + 7).

A opif ekvivalentne k autokorela¢nej funckii, kros-korela¢na funkcia G..(7) pre Castice
pohybujuce sa volnou difiiziou v konfokédlnom objeme mé tvar Gaussovej krivky:

G..(1) =

5 T — )
VEff(<Cz>+<Czc>)‘(<06>+(0m>)( T) A

1+ — —
()

™D | —

<0

™D
Kde (C.), (C,) a (C..) je koncentracia molekil oznacenych ¢ervenym, zelenym a obi-
dvoma farbivami.
Z rovnice 9 mdZeme vidiet, Ze hodnota kros-korela¢nej funkcie v ¢ase 7 = 0 je imerné
relativnej koncentrécii dvojfarebnych castic. Absolutna koncentracia molekul oznacenych
dvoma farbivami moze potom byt vyjadrend ako:

Gzc(0>
Vers (Ge(0) + G2(0))

Kde G,(0), resp G.(0) je hodnota autokorelacnych funkeii jednotlivych fluoreskujicich
farbiv v ¢ase 7 = 0 [8].

Ako je uvedené v kapitole 2.6.1, pri excitacii dvoma excitaénymi zdrojmi sa vytvaraja
dva roézne konfokalne objemy.

Pre zeleny excita¢ny zdroj:

G.o(1) =

(Coe) = (10)

orf = 2. r%zz()z (11)
Pre Cerveny excitacny zdroj:
Vi = 792 12,20, (12)

Pre kros-korela¢né meranie potom efektivny objem upravuje tato rovnica:

3/2
zc m 1/2
eff = 23/2 ’ [(T(%z + T(%c) ’ (Z(%z + Z(%c)} (13>
Obdobne to vyzera pre diftzne Casy. Pre zeleny excitacny zdroj:
2
To
;=== 14
™D 4D (14)
Pre Cerveny excitacny zdroj:
2
"o
5=—x 15
™D 1D (15)
Pre kros-korela¢né meranie:
Trze =
8D

13



2.6.3. Vyuzitie FCCS

Jedinecnost informaécie, ktord je poskytovand FCCS mdzZe byt ilustrovand na priklade
Stiepenia oligoméru DNA dlhého 66 bp. Tento oligomér bol znac¢eny na obivoch svojich
koncoch — na jednom konci bol znaceny zelenym fluorescencnym farbivom Rhodamin
Green a na druhom konci ¢ervenym farbivom Cy-5. Miesto Stiepenia pre restrikény enzym
EcoRI bolo blizko stredu vldkna (obréazok 6).

Rhodamine Green

Hz o O~ NHz
LA L Cy5
A_Ccoo i
= 055 e oy
04 ’ sni

¥ GATADRAGCOCAAACCOCTACC T ADCAATATTUAATTT
T CTATGCTCOONT TTORKICATCCATONTTATAA JCTT,

EcoRI

Obrazok 6: Oligomér DNA s naviazanymi fluorescenénymi farbivami a oznacenym mies-
tom pre Stiepenie EcoRI [4]

Kros-korelécia bola meranéd v roznych casovych tsekoch od pridania enzymu EcoRI.
Vysledky st znézornené na obrazku 7. MoZeme z nich vidiet, Ze pokial DNA nebola
rozstiepena EcoRI a farbiva difundovali spolo¢ne naviazané na jednej molekule, kros-
-korelacia bola vysoka. Ako vSak s ¢asom dochadzalo k Stiepeniu molekal DNA na dve
Casti, kazdé Cast s inym farbivom, kros-koreldcia sa znizovala az po rozstiepeni vSetkych
molekil bola takmer nulové. Zvyskova kros-korelacia mohla byt sposobend cross-talkom
medzi detektormi.[4]
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Obrazok 7: Kros-korela¢na funckia v ¢ase pre oznaceny oligomer DNA Stiepeny restrick-
nym enzymom EcoRI[4].
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2.7. Fluorofory

Fluorescencie st schopné najmé molekuly s konjugovanym systémom dvojnych vizieb,
aromatické zluceniny a heterocyklické zluceniny [3] Velka a roznorodéd skupiné fluoresku-
jucich 1latok moze byt rozdelend do 2 hlavnych kategorii:

e vnutorné fluorofory,

e vonkajsie fluorofory.

Medzivnutorné fluorofory patri napriklad aromatické aminokyseliny, NADH, flaviny.
Vonkajsie fluorofory su pridavané k latkam, ktoré sami o sebe nefluoreskuji. Pridavkom
vonkajsieho fluoroforu do latky vznika nevlastna fluorescencia [4]. Ak sa po pridavku do
vzorku viazu so Studovanou latkou kovalentne nazyvaju sa fluorescenénymi znackami. Je
to napriklad fluoresceinizothiokynat a erytrosin. Fluorescencné sondy sa viazu k studova-
nému vzorku nekovalentne a ¢asto pri tom menia svoje spektralne vlasnosti [2]

2.7.1. Perylen

Polycyklicky aromaticky uhlovodik, ktory je tvoreny dvoma molekulami naftalénu spoje-
nymi vézbou uhlik-uhlik medzi 1. a 8. poziciou (obrazok 8) sa radi medzi membranové
lipofilné sondy. Je takmer nerozpustny vo vode, ale dobre rozpustny vo vicSine organic-
kych rozpustadiel, hlavne v tych nepolarnych ako napriklad chloroform a acetén. Jeho
luminiscen¢né vlasnosti st priamo ovplyviiované jeho rozpustnostou v danom prostredi
[10].

U perylenu plati zakon zrkadlovej symetrie. Aj napriek malému Stokesovmu posunu je
perylen a jeho derivaty velmi oblibenymi fluorescenény sondami najméi vdaka jeho schop-
nosti silno absorbovat UV Ziarenie, vysokému kvantovému vytazku a nizkej nachylnosti k

fotovybielovaniu [11].

Obrazok 8: Chemické struktara perylenu

2.7.2. Nilska ¢erven

Fenoxazinove fluorescen¢né farbivo nilska cerven sa vyuziva na lokalizaciu a kvantifikaciu
lipidov, najmi neutrdlnych lipidovych kvapoécok v bunkach. Vo vode vykazuje len velmi
miernu fluorescenciu, ¢o je sposobené tym, ze je vo vode takmer nerozpustné. Naopak, v
nepolarnom prostredi nastavaju v spektralnych vlastnostiach tejto sondy velké zmeny —
dochédza k absorpénym a emisnym posunom a zvySeniu intenzity fluorescencie [12]. Cha-
rakteristicky je pre nu posun emisie z ¢ervenej oblasti do zltej v zavislosti na hydrofilnych
vlastnostiach lipidov. Polarne lipidy v membranach st vyfarbené c¢ervenou, neutralne zl-
tou [13]. Tato reakcia na prostredie je spdsobend tym, Ze pri excitacii dochddza k zmene
dipélového momentu molekuly [14].
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Obrazok 9: Chemicka struktira Nilskej cerveni

2.7.3. DiO

Tento lipofilny karbokyanin je slabo fluoreskujtci vo vode. Pokial je vSak inkorpurovany
do membran, dava silny fluorescencny signal a ma vysoku fotostabilitu. Doba zivota exci-
tovaného stavu v lipidickom prostredi je nizka (priblizne 1 ns) [15]. Vyexcitovat ho mozno
vlnovou dlzkou 484 nm a emisiu poskytuje pri 501 nm.

Hi&  cH, HaC.  CHs

)—CH=CH-CH

N + II\I
|
(?Hz)ﬂ (?Hz)w
CH _ CHs
clo,

Obrazok 10: Chemicka struktira DiO

2.7.4. DiD

DiD, rovnako ako DiO patri do skupiny lipofilnych fluorescen¢nych sond, ktoré sa vy-
uzivaji na oznacovanie bunkovych membrén a inych hydrofilnych Struktar. Ma velmi
podobné spektralne vlastnosri — vo vode takmer nefluoreskuje, ale dava silnti fluores-
cenciu z hydrofilného prostredia. [16] Jeho emitované Ziarenie je vo vzdialenej Cervenej
oblasti. Ma olejova konzistenciu pri izbovej teplote. Jeho systematicky néazov je 1,1°-
-Dioktadycel-3,3,3",3 ’-tetramethylindodikarbokyanin perchlora [17]. Jeho excita¢né ma-
ximum je 644 nm a emituje Ziarenie o vlnovej dizke 663 nm [16].

2.8. Asociativne (micelarne) koloidy

Koloidne disperzné castice — micely — vznikaju vratnou asociaciou z pravych roztokov
niektorych nizkomolekularnych latok. Tieto koloidné systémy byvaju radené k lyofilnym
sustavam a od lyofébnych micel sa liSia tym, Ze nepotrebuji umelt stabilizaciu [18].
Schopnost vytvarat micely maju len amfifilné molekuly, ¢ize molekuly, ktoré maja silno
hydrofilné polarne skupiny a zaroven dlhy uhlikovy refazec [20] Vo viiéSine pripadov sa
jedna o povrchovo aktivne latky (PAL) rozpustné vo vode.
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Vo vodnych roztokoch tenzidov vznikajui micely s orientaciou polarnych skupin na
stranu vodnej faze, v roztokoch uhlovodikov sa vytvaraji micely s opa¢nou orientaciou
molekuly, tzv. obratené micely [19].

A. G,

%T/,? N
7 1‘1‘*

Obrazok 11: A. struktura tenzidu — amfifilnd molekula s hydrofilnou hlavickou a hydro-
filngm retazcom, B. priame micely, C. obratené micely.

2.8.1. Kriticka micelarna koncentracia

Vo velmi zriedenych roztokoch tvoria PAL prave roztoky [18]. Koncentracia PAL po kto-
rej prekroceni zac¢ina tvorba micel sa nazyva kritickd micelarna koncentracia (CMC). V
blizkosti CMC dochadza na koncentrac¢nych zavislostiach mnohych fyzikalno-chemickych
veli¢in k bodom zlomu, vdaka ¢omu je mozné s velkou presnostou uréit hodnoty CMC
[19]. T4to hodnota pre rozne PAL kolige v rozmedzi 107° az 10~ mol-dm— [18].

2.8.2. Solubilizacia

Pridanie tretej latky do ststavy moze v zavislosti na jej povahe bud stazovat vytvéaranie
micel (polarne organické latky) alebo podporovat tento proces (nepolarne uhlovodiky).
Pridanie latok podporujuacich vznik micel vedie k urc¢itému znizeniu CMC a pri tom sa
podstatne meni Struktira micel. Pridand tretia zlozka sa stava st¢astou micely. Nasledkom
toho sa uhlovodiky, ktoré vo vodnych roztokoch nie st rozpustne, rozpistaji v micelarnych
roztokoch tenzidov. Tento vstup nerozpustnej (resp. slabo rozpustnej) latky do zloZenia
micel sa nazyva solubilizacia [19].

2.8.3. Klasifikacia micelarnych systemov

Podla schopnosti disociovat vo vodnom roztoku st koloidne povrchovo aktivne latky de-
lene na ionogené (aniénové, katiénové a amfotérne) a neionogené. Aniénové PAL diso-
ciuju za vzniku povrchovo aktivnych aniénov, katiénové za vzniku povrchovo aktivnych
kationov a pri disociacii amfotérnych micelarnych koloidoch néboj zavisi na pH roztoku.
Neionogené PAL st neschopné elektrolytickej disociacie a obvykle sa skladaju dlhého
uhlikového retazca s niekolkymi polarnymi neionogenymi skupinami (hydroxylové alebo
esterové skupiny) na konci, ktoré zaru¢uju rozpustnost tychto zlicenin. Rozpustnost PAL
vo vode klesé s dlzkou uhlikového retazca [19].
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2.8.4. Septonex

Karbethopendeciniumbromid je biely az svetlo Zlty prasok s molekulovou hmotnostou
422,49 g/mol. Tato latka so systematickym nazvom [1-(ethoxykarbonyl)pentadecyl|trimethyl-
-amoniumbromid je lahko rozpustné vo vode, v lichu a v chloroforme. Patri medzi katio-
naktivne PAL. Pouziva sa ako u¢inné latka mnohych antiseptickych a dezinfekénych prip-
ravkov (napr. o¢né kvapky Ophatalmo-Septonex, nosné kvapky Mukoseptonex apod.) [21].
Jeho struktira je zobrazena na obrazku 12. Kritickd micelarna koncentrécia je 0,9 M. [22]

O
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Obrazok 12: Chemicka struktara Septonexu

2.8.5. CTAB

CTAB, systematickym nazvom hexadecyltrimethylamonium bromid, je biela praskova
latka s molekulovou hmotnostou 364,5 g/mol. Jej Struktiru zndzornuje obrazok 13. Kri-
tickd micelarnd koncentracia tejto kationaktivnej latky vo vode pri 25°C je 1 mM. Agre-
gacné cislo vo vode je 61 a v 13 M roztoku KBr je to 169 [23] M4 baktericidne téinky,
pri alkalickom pH je tato latka i¢inna aj proti gramnegativnym, aj proti grampozitivnym
mikroorganizmom [24]. Pouziva sa na izolaciu rastlinnej DNA s vysokou molekulovou
hmotnostou [25] a na syntézu zlatych nanocastic [26]. Na Tudskych keratinocytoch a oste-
oblastoch bolo preukazané, ze ma neziadtuce ucinky na metabolicka aktivitu, proliferaciu
a zivotaschopnost buniek. Metabolickd aktivita sa znizovala so zvySenou koncentréciou
CTAB, pri koncentracii ImM CTAB nastala kompletna redukcia metabolickej aktivity.
Tieto cytotoxické ucinky sa vSak v pripade nizkej koncentracie CTAB (0,2mM) dajt
zmiernif pridavkom hyaluronanu [27].
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Obrézok 13: Chemicki struktara CTAB

2.8.6. SDS

Dodecylsulfat sodny je biela az svetlozltd krysStalickd ldtka s molekulovou hmotnostou
288,34 g/mol [28]. Kritickd micelarna konentracia vo vode pri 25°C je 8,3 mM a agrega-
¢né Cislo je 62 [29]. Po chemickej stranke je to zvy¢ajne zmes sédnych alkylsulfitov, najmi
laurylsulfatu. Jej Struktdaru zndzornuje obrazok 14. SDS velmi i¢nne denaturuje proteiny,
vyuziva sa preto najmé pri denaturacnej elektroforéze proteinov v polyakrylamidovom
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géli (PAGE-SDS), kedy tuc¢inkom SDS dochadza k rozpadu kvartérnej Struktary prote-
inu na jednotlivé proteinové jednotky, ktoré na seba viazu molekuly SDS v konstantom
pomere: 1 g polypeptidu naviaze 1,4 g SDS. Skutoc¢né naboje polypeptidov sa stavaju
zanedbatelné s nabojom, ktory im udeli SDS a teda v polyakrylovom gély migruja podla
svojej velkosti [30]. Pouziva sa taktiez ako emulgrator tukov, zmacacie ¢inidlo a v rade
produktov osobnej hygieny ako napriklad zubné pasty, krémy, plefové vody, Sampdny a
podobne [31].

Ve
/\/\/\/\/\/\O/ "*O =N a—l—

Obrazok 14: Chemicka Struktira SDS

2.8.7. Triton X-100

Systematicky nazov tohto neionogeného tenzidu je 2-[4-(2,4,4-trimethylpentan-2-yl)fenoxy|
ethanol. Tato latka s molekulovou hmotnostou 620 g/mol ma kritickt micelarnu koncen-
traciu vo vode pri 25°C priblizne 0,2 mM a agregac¢né ¢islo v rozmedzi 100 - 150 [32]. Tato
jasna az mierne zakalena kvapalina bezfarebnej az zltej farby nema ziadne antimikrobialne
vlasnosti [33]. Je vhodny na izoladciu membranovych proteinov, pretoze nartsa interakcie
protein-lipid aj interkacie lipid-lipid ale interakcie proteinu s proteinom zostani zacho-
vané a nema ani denaturacné vlastnosti. Proteiny sa preto solubilizuju vo svojej aktivnej
a nativnej forme so zachovanymi vzajomnymi interakciami [34].

O o H
H3C n
H3C
Hs;C H3C CHsy

Obrazok 15: Chemicka strukttura Triton X-100

2.9. Lipozomy

Lipozdmy st malé umelé sférické struktiry, ktoré su zlozené z lipidovej dvojvrstvy. Zaklad-
nou stavebnou zlozkou lipozomov st amfifilné lipidy, napr. cholesterol alebo iné prirodné
netoxické fosfolipidy, ktoré v dostatocnej koncentracii vo vodnom prostredi vytvaraju
koloidne vacky, ktoré maju v sebe uzavretu ¢ast vodnej faze [35]. Vdaka svojej velkosti,
biokompatibilite, hydrofébnemu a hydrofilnému charakteru sa vyuzivaju ako nosice v koz-
metoldgii a farmécii. Lipozomové vlasnosti sa liSia v zavislosti na zlozeni lipidov, povrcho-
vom naboji, velkosti a sposobe pripravy [36]. Lipidové dvojvrstvy su vytvarané tak, aby
polarne hlavicky lipidov smerovali do vniitornej dutiny a do extravezikularneho prostredia
a hydrofébne refazce smerovali k sebe [35].

19



3. Aktualny stav riesenej
problematiky

Metoda FCCS bola po prvy krat pouzitda v roku 1997 timom nemeckych vedcov
Schwille a spol., ktori tuto techniku vyskusali a opisali. Na svoj experiment vyuzili
dva oligonukleodity. Jeden oznacili fluorescenénym farbivom Rhodamine Green a druhy
Cy-5. Obidva oligonukleotidy oznacili na 5 -konci, teda na obidvoch stranach dvojvlak-
nového DNA komplexu. Na excitaciu pouzili najskor argénovy 488 nm laser, ktory vsak
dostatoc¢ne nevyexcitoval obidve farbiva. Preto nésledne pouzili kombinéciu laserov kryp-
ton-argonovy laser 647 nm a uz spominany 488 nm laser. Na detektore pre zelené farbivo
pouzili 530/45 bandpass filter a na ¢ervenom kanély vyuzili longpass filter 667 nm. Kros-
-koreléciu sa im podarilo ispesne namerat a vo svojej praci zhrnuli zékladné teoretické a
praktické znalosti k tejto problematike [37].

V roku 2013 nemecki vedci Simeonov a spol. vyuzili dvojfarebnt fluorescenénii kros-
-korela¢ni spektroskopiu na optimalizaciu tvorby proteolipozomov. Najviac pouzivana
metdda na ich tvorbu je v pritomnosti detergentov. Kritickym krokom tejto metddy je
odstranovanie detergentov zo zmesi tak, aby to viedlo k homogénnej zmesi protelipo-
zomov s pozadovanym pomerom lipid-protein a s proteinom funkéne integrovanym do
lipozému. Na optimalizaciu sa pouziva viacero technik, avSak ziadna z nich nie je idedlna
a pri kazdej sa vyskytuje urity problém (analyza len solubilizacie lipozémov, nie vSak
zabudovania proteinu, zisk priemernych parametrov vzorky, ktoré neifnformuju o moznej
nehomogenite. . .).

Techniku FCCS vyuzili v tomto experimente ako nastroj, ktory by mohol riesit tieto
problémy. Lipozémy oznadili ¢ervenym fluorescenénym farbivom (DiD-Cig), ktoré ma ab-
sorpcné maximum v lipozémoch 652 nm a emisné maximum 670 nm, a protein NorA
izolovany z Staphylococcus aureus oznadili zelenym fluoresceéné proteinom (GFP) s ab-
sorptnym maximom v 490 nm a emisnym maximom v 670 nm, detergent bol pouzity
Triton X-100. Pouzili mikroskop ConfoCor 3/LSMT710 s objektivom s vodnou imerziou a
s 635 nm dichroickym zrkadlom. Zelené farbivo bolo excitované 488 nm argénovym la-
serom a jeho signal bol detegovany na zelenom kandly s bandpass filtrom od 505 nm do
610 nm. Hélium - neénovy laser s vlnovou dlzkou 633 nm excitoval (DiD-C;g), na detekciu
jeho signalu bol pouzity 655 nm longpass filter. Experiment vykonali 4 krat s roznymi
podmienkami. Z autokorela¢nych a kros-korela¢nych funkcii bolo uréené umiestnenie pro-
teinov a vdaka rozdielnym diftznym charakteristikdm boli jednoducho rozlisené micely,
lipozémy a agregéaty. Dalej bola uréené velkost ¢astic, podet Gastic a frakéna kompozicia.
Zabudovanie NorA-GFP do lipozomov bolo optimalizované a FCCS bola vyhodnoten4
ako velmi uzito¢na technika na monitorovanie tvorby proteolipozomov [39].

FCCS bola v roku 2012 nemeckou skupinou vedcov Schaeffelom a spol. vyuzita na
studium koalescencie a agregacie pri priprave nanocastic. Polystyrénové nanocastice boli
pripravované tromi roznymi sposobmi: odparovanim rozpustadla z kvapiek emulzie, mik-
roelmulznou polymeraciou a medzifazovou polykondenzaciou alkoxysilanov s emulznymi
kvapockami ako matricami. Na pripravu boli vyuzité dva polyméry, obidva boli fluoresce-
ncne znacené skupinou sond BODIPY — jeden modrou sondou a druhy ¢ervenou. Princip
experimentu znazornuje obrazok 19 a schému experimentu obrazok 20
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Obrazok 19: Princip experimentu. Dva rozdielne fluorescen¢ne znacené polyméry sa roz-
pustia v organickom rozpustadle a pred vzdjomnym zmieSanim sa disperguji mieSanim
a sonifikdciou. Polymerizacia alebo odparenie vedie k tvorbe dispergovanych stabilnych

¢astic. Pomocou FCCS bolo zistované, ¢i vznikni castice oznacené len jednou farbou alebo
obidvoma.
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Obrazok 20: Schématické znazornenie experimentu. A. Experimentalne usporiadanie. B.
Konfokalny objem vytvoreny modrym a cervenym paprskom a pozorované farbiva difun-
dujice bud spolo¢ne alebo samostatne. C. Fluktuécia fluorescencie a D. korela¢né funkcie
vo vztahu s B.

Pre vsetky tri metédy pripravy nanocastic merali tri vzorky — pozitivnu kontrolu, ktora
bola tvorena dvojfarebnymi nanocasticami, negativnu kontroln vzorku, ktora obsahovala
castice dvoch farieb a sledovant vzorku. V pozitivnych kontrolnych vzorkach bola vyhod-
notena vysoka kros-korelacia, v negativnych bola takmer nulovéa a v skiimanych vzorkach
to zaviselo od metdédy pripravy nanocastic. Pomocou FCCS detegovali réznu troven ko-
alescencie a vyhodnotili, pre ktoré metédy pripravy koalescencia hra rolu [40].

Japonski vedci Kitamura a spol. v roku 2016 publikovy svoj experiment v ktorom sa
zamerali na vyskum amyotrofickej lateralnej sklerézy(ALS), pri ktorej dochédza k tvorbe
inkltznych telies (IB) z nespravne zloZenych proteinov v neurénovych bunkich. ALS vy-
voléva protein TAR RNA /DNA-viizbovy protein o velkosti 43 kDa (TDP43). Vztah medzi
lokalizaciou IB a neurotoxicitou zatial nie je objasneny. V tomto experimente analyzovali
agregaciu fluorescencne znaceného TDP43 a jeho koncovych karboxylovych fragmentov
(CTF) za pomoci FCS a FCCS. Protein TDP43 na N-konci oznadili ¢ervenym fluores-
centnym proteinom (RFP) a na C-konci zelenym fluorescenénym proteinom (GFP). Na
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meranie pouzili systém ConfoCor 2 s vodnou imerziou a na excitaciu boli pouzité vl-
nové dizky 488 nm a 543 nm. Po dobu niekolkych hodin vdaka fluorescenénému signalu a
kroskorelacie sledovali umiestnenie, pohyb a Stiepenie N-koncov a C-koncov v bunke [41].

V roku 2013 skupina anglickych vedcov Winzen a spol. vyuzili metédu FCCS na pre-
ukazanie tvorby hybridnych polymer-lipidovych a polymer-cholesterovych vezikul. Vezi-
kuly vytvérali z poly(dimethylsiloxan)-blok-poly(2-methyl-oxazolin) oznaceného fluores-
centnym farbivom Bodipy 500/510 C1o-HPC, z 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
oznaceného fluorescenénym farbivom Alexa Fluor 647 a TopFluor cholesterolu. Mera-
nie bolo prevedené na invertovanom mikroskope IX70 s konfokalnou laserovou jednotkou
FluoView 300 a FCS jednotkou od PicoQuant. Bodipy a TopFluor bolo excitované argéno-
vym laserom o vlnovej dlzke 488 nm a emisia bola detekovana bandpass filtrom BP525/50.
Alexa Fluor bolo excitovane hélium-neénovym laserom o vlnovej dizke 633 nm a emisia
bola detegovana longpass filtom 635 nm. Autokorelacné krivky a kros-korelacna krivka
boli vo vysledku takmer totozné, mensie odchylky vysvetlili malym mnoZzstvom volného
diftizneho farbiva alebo tvorbou agregatov. Tvorbu hybridnych struktir teda potvrdili
pomocou FCCS a tuto tedriu podporili aj hydrodynamickymi polomermi vypocitanymi
pre rozne kanély [42].
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4. Experimentilna dast

4.1. Pouzité chemikalie

CTAB

Hexadecyltrimethylamonium bromid, > 99%
CAS: 57-09-0

Sigma Aldrich

Cislo sarze:SLBJ9504V

Septonex

Karbethopendeciniumbromid
CAS: 10567-02-9

GBNchem

Cislo sarze: 511SEP003

Triton X-100

Karbethopendeciniumbromid
CAS: 10567-02-9

GBNchem

Cislo sarze: 511SEP003

SDS

Dodecylsulfat sédny
CAS: 25155-30-0

Sigma Aldrich

Cislo sarze: BCBP8723V

Tetraspeck

Life technologies
Cislo sarze: 1450713

Lecithin

L-a-fosfatidylcholin bromid
Egg, Chicken, > 99%

CAS: 97281-44-2

Avanti Polar Lipids

Cislo sarze: EPC-599

POPG

1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-rac-(1-glycerol)]
(Sodium Salt), >99%,

CAS: 268550-95-4

Avanti Polar Lipids

DiD

Di[Clg (5) solid
CAS: 127274-91-3
Life technologies
Cislo sarze: 1639153

DiO

3,3 "-Dioktadecykloxakarbokyanin perchlorat
CAS: 34215-57-1
Sigma Aldrich

Nilska ¢erven

CAS: 7385-67 3
Sigma Aldrich
Cislo sarze: BCBK2559V

Perylen

CAS: 198-55-0
Fluka

Acetén

CAS: 67-64-1
Penta
Cislo sarze: 1308200810
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CAS: 67-66-3

Penta

Cislo sarze: 2097200715
Dimethyl sulfoxid
CAS: 67-68-5

Fluka

Cislo sarze: 1468197V

Chloroform

DMSO

4.2. Pristroje a zariadenie

4.2.1. Microtime 200

Microtime 200 je systém konfokalneho mikroskopu pre meranie roznych médov fluorescencnej
korela¢nej spektroskopie. Sklad4 sa z inverzného mikroskopu Olympus IX 71 (Olympus),
excitacnej jednotky a detekéného systému. Pristroj je dalej vybaveny externym spektro-
grafom s CCD kamerou.

Ako excitacné zdroje sa v systéme pouzivaju pulzné pikosekundové diddové lasery vo
vlnovych dlzkach 375, 405, 440, 470, 510 a 640 nm s frekvenciami do 80 MHz. Pristroj
obsahuje externy femtosekundovy laser s vlnovou dizkou 1030 — 1050 nm.

Na detekciu systém moze vyuzivat Styri nezévislé detektorové kanaly. Dva z nich sa
typu 7-SPAD so sumom pod 100 cnts - s~! a so spektralnym rozmedzim 400 - 1000 nm.
Dalsie dva st detektory typu PDM-SPAD so sumom pod 250 Cnts - s~!. Schému pristroja
znazornuje obrazok 21 [42].
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Obréazok 21: Schéma pristroja Microtime 200
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4.3. Pouzité programy

e SymPhoTime 64 — integrovany software pre zber a analyzu dat

e Microsoft Excel — Software pre vyhodnotenie dat

4.4. Pracovné postupy

4.4.1. Priprava zasobnych roztokov tenzidov

Zasobne roztoky vsetkych tenzidov boli pripravené navazenim potrebného mnozstva danej
latky a analytickym doplnenim rozpustadla na pozadovany objem. Ako rozpustadlo bola
pouzita deionizovand Milli-Q voda a 0,15 M roztok NaCl, ktory bol taktiez pripraveny
navazenim potrebného mnozstva pevného NaCl a doplneny Milli-QQ vodou na pozadovany
objem.

Koncentrécia tenzidov bola volend niekolkonasobne vysSia ako je CMC, aby v ten-
zidoch aj pri pripadnom riedeni vzorku nedoslo k rozpadu micel. CMC a pripravovani
koncentraciu roztokov zhriuje tabulka 4.2. Nésledne boli roztoky dokladne premiesané na
magnetickej mieSacke a uchované pri laboratdérnej teplote.

Tabulka 4.2: Prehlad pouZitych tenzidov — kritick&d micelarna koncentracia a pripravovana
koncentracia pre tento experiment

Tenzid CMC | Pripravovana koncentracia
CTAB 1 mM 30 mM
Septonex 0,9 mM 100 mM
SDS 8,3 mM 80 mM
Triton X-100 | 0,2 mM 80 mM

4.4.2. Priprava zasobnych roztokov fluorescen¢nych sond

Zasobné roztoky perylenu, nilskej ¢erveni, DiD a DiO o koncentracii 1072 mol-dm 2 boli
pripravené navazenim potrebného mnozstva sondy rozpustenim vo vhodnom organickom
rozpustadle (acetén, chloroform, DMSO). Pripravené roztoky boli uchované v chladnicke
pri teplote 4°C.

4.4.3. Priprava vzoriek tenzidov pre meranie

Do ¢istych sklenych vialiek boli napipetované fluorescencéné sondy, organické rozpustadlo
bolo odparené a vialky boli doplnené pripravenymi zasobnymi roztokmi tenzidov. Do
vialiek bolo pipetované také mnozstvo fluorescencnej sondy, aby po odpareni a doplneni
bola jej koncentracia 2 nM. Vsetky vzorky boli premiesané na trepacke a uchované pri
laboratérnej teplote. Pre vlastné meranie na mikroskope boli podla potreby vzorky rdzne
nariedované, aby ich koncentracia bola pre meranie optimalna a nedochadzalo k neZia-
dicim efektom. Presna koncentracie fluorescenénych sond st uvedené pri konkrétnych
systémoch vo vysledkoch.
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4.4.4. Priprava vzoriek fosfolipidov pre meranie

Do cistych sklenych vialiek bolo napipetované také mmnozstvo fluorescenénych farbiv DiD
a DiO, aby vysledné koncentracia bola 10~ mol-dm 3. Organické rozpustadlo bolo od-
parené a nasledne bolo na odparok sondy pipetované mnozstvo roztoku fosfolipidu v
chloroforme tak, aby vysledna koncentrécia fosfolipidu bola 0,5 g-17!. Chloroform bol na-
sledne odpareny a do vialiek bolo napipetované 5 ml Milli-Q vody. Roztok bol roztrepany
na vortexe za vzniku kalnej suspenzie a nasledne bol sonifikovany na ultrazvuku az do
uplného vycirenia.

4.5. Vlastné meranie

Najskor bolo hladané optimalne nastavenie systému Microtime 200. Boli vyskiSané rozne
druhy excitacie — koexcitacia, PIE a kombinacia jedného laseru v kontinualnom mdde
(CW) a druhého v pulznom méde. Excita¢na dizka laseru sa volila tak, aby pokial mozno
excitovala vybrané fluorescenéné sondy (perylen, nilska ¢erven, DiD a DiO) v excita¢nom
maxime. Excitac¢né spektra tychto sond st vyobrazené na obrazku 22

Tak isto boli vyskisané aj rozne kombinacie detektorov - kombinécia detektorov typu
7-SPAD a aj kombinécia detektorov PDM-SPAD. Emisné filtre boli vyberané podla emis-
ného maxima vybranych sond (taktiez vyobrazené na obrazku 22. Pre nilsku ¢erven bolo
vysktsanych viacero emisnjch filtrov, nakolko emitovana vlnova dizka tejto sondy je zé-
visla na polarite prostriedia.
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Obrézok 22: Excita¢né (¢iarkovane) a emisné (plnou ¢iarou) spektra pouzitych fluoresce-
nénych sond, konkrétne DiD, DiO, Nilska ¢erven a Perylen. [44]
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5. Vysledky a diskusia
5.1. Tetraspecky

Pred zacatim samotnej prace bolo potrebné néjst systém, na ktorom by sme si preverili
a potvrdili funkénost FCCS. Tetraspecky su castice o velkosti 100 nanometrov. Kazda
Castica je zafarbend 4 réznymi farbivami s dobre oddelenymi excitacnymi a emisnymi
maximami (tabulka 5.1).

Tabulka 5.1: Absorpéné a emisné vlastnosti tetraspeckov

Farba | Excitac¢né maximum v nm | Emisné maximum v nm
Modra 360 430
Zelena 505 515

Oranzova 560 580

Cervena 660 680

Na excitaciu tohto systému bol pouzity laser o vinovej dizke 405 nm, ktory vyexcitoval
modré farbivo a laser o vlnovej dlzke 635 nm ktory vyexcitoval ervené farbivo. Obidva
pouzité detektory boli typu 7-SPAD a pouzité emisné filtre boli 440/40 pre modry kandl
a 690/70 pre Cerveny kanél.
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Obrazok 22: Korela¢né krivky pre systém Tetraspecky. Na modrom kanaly bol pouzity
emisny filter 440/40 a na ¢ervenom kandaly 690/70.

Vzhladom k tomu, Ze v systéme tetraspeckov sledujeme 1 ¢asticu ktoréd je oznacené
viacerymi farbivami, na obrazku 22 moézeme vidiet 2 autokorela¢né funkcie a kros-korela-
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¢nu funkciu, ktora je o trochu nizsie ako autokorelacné krivky. Vsetky tri korelacné funkcie
st si svojim priebehom velmi podobné.

Tetraspecky majt znamy diftizny koeficient — vo vode pri 25°C je to 4,4 1t m? - 71 [43].
Pomocou tohto diftzneho koeficientu bolo v programe SymPhoTime 64 z kros-korelac¢nej
funkcie pre dané nastavenie urc¢eny efektivny objem a pomer zy/r. Efektivny objem bol
urceny na 0,66 femtolitrov a pomer zy/r¢ bol uréeny na 4. Toto nastavenie efektivneho
objemu a z/r bolo vyuzité pri analjze meranych vzoriek v programe SymPhoTime 64.

5.2. Vyber kombinacie fluorescen¢nych sond
Na zéaklade reserse bolo navrhnuté nasledujiice kombinacie sond:

e perylen + nilska cerven,
e perylen + DiD,
e DiO + DiD.
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Obréazok 23: Emisné spektra kombindcie sond perylen (¢ervenou) + DiD (hnedou) s vy-
znafenymi pouzitymi emisnymi filtrami - pre perylen 440/40 a pre DiD 690/70 [44].
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Obrézok 24: Emisné spektra kombinacie sond perylen (¢ervenou) + nilska Gerven (zelenou)
s vyznacenymi pouzitymi emisnymi filtrami - pre perylen 440/40 a pre nilsku ¢erven
585/40 [44].
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Obrézok 25: Emisné spektra kombinacie sond perylen (¢ervenou) + nilska Gerven (zelenou)
s vyznacenymi pouzitymi emisnymi filtrami - pre perylen 440/40 a pre nilsku ¢erven
520/35 [44].
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Obréazok 26: Emisné spektra kombinacie sond DiO (¢ervenou) + DiD (hnedou) s vyzna-
¢enymi pouzitymi emisnymi filtrami - pre DiO 520/35 a pre DiD 690/70 [44].

5.3. Tenzidy

Na zaciatku tejto prace bol predpoklad, ze algoritmus vyhodnocujici FCCS zohladiuje
podobnost systémov a teda dve identické micely, ktoré buda vytvorené z rovnakého ten-
zidu s rovnakou velkostou, oznacené inym fluorescenénym farbivom st si natolko podobné,
ze budu vykazovat kros-koreldciu. Pre overenie tohto predpokladu boli zmieSané dva mi-
celarne roztoky toho istého tenzidu, kazdy z tychto roztokov s inym fluorescenénym far-
bivom. Pre vSeobecné postdenie a zhodnotenie vybranej metédy boli vybrané tenzidy z
viacerych kategorii — anionaktivny tenzid SDS tvoriaci malé micely, katonaktivny Sep-
tonex a CTAB, ktorych micely st strednej velkosti a neionogeny Triton tvoriaci velké
micely.

5.3.1. Neionogené tenzidy: Triton X-100

Sledovany systém obsahoval micely neionogeného tenzidu Triton X-100 vo vode ozna-
¢ené fluorescenénym farbivom perylenom o koncentracii 0,55 nM a micely oznacené DiD
o koncentracii 0,32 nM. Tento systém bol excitovany excitacnymi zdrojmi o vlnovych
dizkach 405 nm a 635 nm s frekvenciou 40 MHz. Na detekciu boli pouzité detektory typu
PDM-SPAD s emisnymi filtrami 440/40 pre perylen a 690/70 pre DiD. Tuto kombinéciu
zobrazuje obrazok 23.
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Obrazok 27: Korelac¢né krivky pre micely Tritonu X-100 vo vode obsahujice kombinaciu
sond perylen + DiD. Pre perylen bol pouzity emisny filter 440/40 a pre DiD 690/70.

Na obrazku 27 je vidief autokorela¢nii krivku pre perylen a autokorelacni krivku
pre DiD. Obidve tieto krivky maji podobny priebeh. Podobny priebeh autokorela¢nych
kriviek naznacuje, Ze micely st si velmi podobné. No napriek tomu, k Ziadnej kros-korelacii
nedoslo a vysledna kros-korelacna krivka je nulova.

5.3.2. Kationaktivne tenzidy: CTAB

Micelarny roztok tenzidu CTAB bol pripravovany aj vo vode aj v NaCl. Obidva sledované
vzorky obsahovali kombinaciu sond perylen a nilska cerven. Koncentracia perylenu vo
vodnom roztoku CTAB bola 0,8 nM a koncentracia nilskej ¢erveni 0,5 nM. CTAB v NaCl
obsahovalo 0,5 nM perylenu a 0,5 nM nilskej cerveni. Fluorescen¢ny signél bol sledovany
detektormi typu 7-SPAD. Na detekciu perylenu bol pouzity filter 440/40 a na detekciu
nilskej Cerveni bol pouzity filter 585/40 (obrazok 24). Systém bol excitovany lasermi o
vlnovej dizke 405 nm a 470 nm s frekvenciou 20 MHz.
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Obrazok 28: Korela¢né krivky pre micely CTAB vo vode obsahujice sondy perylenu a
nilskej ¢erveni. Pre perylen bol pouzity emisny filter 440/40 a pre nilsku ¢erven 585/40.
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Obrazok 29: Korelacné krivky pre micely CTAB v NaCl obsahujice kombinéciu perylenu
a nilskej éerveni. Pre perylen bol pouZity emisny filter 440/40 a pre nilsku éerven 585/40.
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Na obrazku 28 a obrazku 29 je vidiet autokorelacné krivky pre perylen a pre nilsku
¢erven v micelach CTAB. V obidvoch grafoch je mozné pozorovat takmer zhodny tvar au-
tokorelac¢nych kriviek pre jednotlivé fluorescencéné sondy. Porovnanim tychto dvoch grafov
je mozné sledovat relativne zhodny priebeh tychto jednotlivych autokorelacnych funkeii
bez ohladu na to, ¢i boli pripravené vo vodnom roztoku alebo v roztoku NaCl. Aj ked
autokorelacné krivky st si velmi podobné, kros-korela¢né krivka je v obidvoch grafoch
nulova.

5.3.3. Kationaktivne tenzidy: Septonex

Micely Septonexu boli pripravované vo vode a v NaCl. Obidva roztoky obsahovali perylen
o koncentracii 0,5 nM a nilsku ¢erven o koncentracii 0,8 nM. Excitované boli kombinaciou
laserov 405 a 470 nm s frekvenciou 26,67 MHz. Detekcia prebehla na detektoroch typu
7-SPAD. Pri merani vodného roztoku Septonexu boli pouzité emisné filtre 440/40 pre
perylen a 585/40 pre nilsku Gerver. Tato kombinéciu sond a emisnych filtrov znazornuje
obrazok 24. Septonex v NaCl bol detegovany za pomoci emisného filtru 440/40 pre perylen
a 520/35 pre nilsku ¢erven (obrazok 25).
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Obrazok 30: Korela¢né krivky pre micely Septonexu vo vode obsahujice kombinaciu sond
perylen a nilska cerveni. Pre perylen bol pouzity emisny filter 440/40 a pre nilsku ¢erven
585/40.
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Obrazok 31: Korela¢né krivky pre micely Septonexu v NaCl obsahujtice kombinéciu sond
perylen a nilska cerveni. Pre perylen bol pouzity emisny filter 440/40 a pre nilsku ¢erven
520/35.

Pri merani micelarnych roztokov Septonexu vo vode a v NaCl boli na detekciu nilskej
¢erveni pouzité rozdielne emisné filtre. Tieto odlisné emisné filtre boli pre nilsku cerven
sktisané z toho dévodu, Ze vlnova dlzka emitovaného Ziarenia touto sondou je zévisla na
polarite prostredia v ktorom sa nachadza a vzhladom k tomu, Ze v micelarnych rozto-
koch sa moze nachadzat aj vo vodnom prostredi, aj solubilizovand v micelach, jej emisné
vlastnosti mézu byt rozne.

Na obréazku 30 je mozné vidief autokorela¢nii funkciu pre perylen a pre nilsku cerven
pre micely Septonexu vo vode. Kros-korelacia v tomto systéme je nulova.

Na detekciu nilskej Cervene v systéme Septonex v NaCl bol pouzity emisny filter
520/35. Uz obrazok 25 napoveda, Ze to nebola spravna volba, nakolko tento filter zachy-
tava Cast emisného spektra perylenu. Preto kros-korelacné krivka, ktord je mozné vidiet
na obrazku 31 nie je v skutoc¢nosti kros-korelacia, ale cross-talk medzi kanalmi, kedy bol
signal z perylenu detegovany na obidvoch detektoroch.

5.3.4. Anionaktivne tenzidy: SDS

Micely dodecylsulfatu sédneho boli pripravené vo vodnom roztoku aj v roztoku NaCl. Obi-
dva pripravené roztoky boli oznac¢ené perylenom o koncentracii 0,4 nM a DiD o koncetracii
0,5 nM. Excitacia fluorescenénych sond prebehla pomocou laserov s vlnovou dizkou 405
a 635 nm s frekvenciou 40 MHz. Signal bol detegovany na detektoroch typu PDM-Spad s
emisnymi filtrami 440/40 pre perylen a 690/70 pre DiD. Tato kombinaciu sond a filtrov
znazornuje obrazok 23.
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Obrazok 32: Korelacné krivky pre micely SDS vo vode obsahujice kombinaciu sond pe-
rylen a DiD. Pre perylen bol pouzity emisny filter 440/40 a pre DiD 690/70.
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Obrazok 33: Korela¢né krivky pre micely SDS v NaCl obsahujtce kombinaciu sond perylen
a DiD. Pre perylen bol pouzity emisny filter 440/40 a pre DiD 690/70.
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Micelarny roztok tenzidu SDS ani vo vode ani v NaCl nevykazuje kros-korelaciu.
Je to mozné sledovat na obrézkoch 32 a 33, kedy je mozné v oboch obrézkoch vidiet
autokorela¢né krivky pre obe farbiva, avsak kros-korelacna krivka je nulova.

Z tychto nameranych a vyhodnotenych dat je vidiet, Ze predpoklad na zaciatku tejto
prace nebol spravny. Micelarne systémy nie st vhodny systém pre techniku FCCS. Napriek
tomu, ze v takmer vSetkych systémoch je vidno dve krasne, skoro rovnaké autokorelacné
funkcie, kros-korelacné krivka je nulova. Jediny systém, kde nie je nulova je v grafe 31,
Septonex v NaCl, kedy v8ak z obrazku 25 moZeme vidief, Ze nebol pouzity vhodny emisny
filter a pravdepodobne teda doslo k cross-talku medzi kandlmi. Z vysledkov merania je
mozné konsStatovat, Ze pre analyzu pomocou FCCS nestaci, aby sledované systémy boli
podobné (ako st dve zhodné micely oznac¢ené dvoma réznymi farbivami), ale pozorovany
systém musi byt identicky a teda, obidve sondy musia byt naviazané na tej istej Castici.

To je vSak v micelarnych roztokoch tenzidov problém. Optimalna koncentracia fluores-
cencnej sondy pre meranie sa pohybuje v nanomolarnych koncentraciach, zatial ¢o kriticka
micelarna koncentracia pre roztoky tenzidov je typicky v milimolarnych koncentraciach.
Medzi koncentraciou micel a fluorescenénych sond je teda niekolko radovy rozdiel. Prav-
depodobnost, Ze jedna micela bude oznacené obidvoma fluorescenénymi sondami je velmi
mala. Ak by sa aj vo vzorku takéto micely nachadzali, v pomere k miceldm znacenym
jednou sondou by ich bolo zanedbatelne malo.

5.4. Fosfolipidy

Vzhladom k tomu, Ze metéda FCCS nefungovala na micelarnych systémoch, nadalej sme
hladali systém, ktory by bol vhodny pre tuto techniku. Do tvahy prichadzali amfotérne
dvojretazcové tenzidy — fosfolipidy. Fosfolipidy maju niz$iu kritickd miceldrnu koncentra-
ciu ako tenzidy. Kritickda micelarna koncentréacia fosfolipidov sa pohybuje v mikromolar-
nych az nanomolarnych koncentraciach. Tieto hodnoty CMC sti podobné s koncentraciami
fluorescenénych sond, ktoré sa pouzivaji na meranie a preto by nemal byt problém pri-
pravit vzorku o podobnej koncentracii lipozémov a fluorescenénych farbiv a zvysit tak
pravdepodobnost, Ze jedna castica bude oznacend dvoma sondami.

5.4.1. Lecithin

Do fosfolipidovej dvojvrstvy boli zabudované dve fluorescenéné sondy s dostatocne oddele-
nymi emisnymi spektrami — DiO a DiD. Na excitaciu tychto systémov boli pouzité lasery o
vlnovej dlzke 470 a 635 nm, detekcia prebehla na detektoroch 7-SPAD s emisnymi filtrami
520/35 pre DiO a 690/70 pre DiD. Emisné spektra a pouzité filtre znazorniuje obrazok 26.
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Obrazok 34: Korelacné krivky pre Lecithin. Do fosfolipidovej dvojvrstvy bola zabudovana
kombinacia sond DiD a DiO. Pre detekciu DiO bol pouzity emisny filter 520/35 a pre DiD
690/70.

Tabulka 5.2: Zistené diftizne koeficienty pre Lecithin

Korelaéna funkcia Zisteny diftizny koeficient
Autokorela¢nd funkcia pre DiO 4,3 pm? - 5!
Autokorela¢nd funkcia pre DiD 0,9 pm? - s~ !

Kros-korela¢n4 funkcia 5,7 pm? - 57!

Na obrézku 34 je vidief autokorela¢ni krivku pre sondu DiD, autokorela¢ni krivku pre
sondu DiO a kros-korela¢nt krivku. Vzhladom k tomu, Ze pri tejto pouzitej kombinécii
fluorescenénych sond a emisnych filtrov by nemalo dochadzaf k Ziadnemu neZelanému
cross-talku, tato kros-korelacnd krivka by naozaj mala prislusat kros-korelacii. To zna-
mena, ze v tomto sledovanom systéme sa naozaj nachadzali lipozomy, ktoré boli ozna-
¢ené obidvoma fluorescenénymi farbivami. Z kros-korela¢nej funkcie mohol byt nasledne v
programe SymPhoTime 64 pomocou efektivneho objemu a pomeru zy/r( zsiteného vdaka
tetraspeckom vypod&itany diftizny koeficient. Ten bol uréeny na 5.7 ym? - s~!

5.4.2. POPG

Lipozoémy tvorené fosfolipidom POPG taktiez obsahovali kombinaciu fluorescen¢nych sond
DiO a DiD. Na detekciu DiO bol pouzity filter 520/35 a na detekciu DiD sa pouzil filter
690/70. Tato situaciu znazornuje obrazok 26. Pouzité detektory boli typu 7-SPAD a na
excitaciu bola pouzita kombinacia laserov 470 a 635 nm.
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Obrazok 35: Korelacné krivky pre Lecithin. Do fosfolipidovej dvojvrstvy bola zabudovana
kombinacia sond DiD a DiO. Pre detekciu DiO bol pouzity emisny filter 520/35 a pre DiD
690/70.

Tabulka 5.3: Zistené diftizne koeficienty pre POPG

Korelaéna funkcia Zisteny diftizny koeficient
Autokorela¢nd funkcia pre DiO 10 ym? - 571
Autokorela¢nd funkcia pre DiD 33 ym? - s~ !

Kros-korela¢n4 funkcia 9,9 pm? - 57!

V lipozémoch tvorenych fosfolipidom POPG je mozné sledovat kros-koreléciu. Dokazuje
to obrazok 35. V tomto grafe su vidiet dve autokorela¢né krivky - jedna pre DiD a druhéd
pre DiO a kros-korela¢na krivka. Tak isto ako pri Lecithine, pri tejto kombinécii sond a
emisnych filtrov by nemalo dochédzat ku cross-talku a zisteny kros-korelac¢ny signal by
mal pochadzat z tej frakcie lipozémov, ktoré boli oznacené obidvoma sondami. Z kros-
-korela¢nej funkcie bol opif v programe SymPhoTime 64 pomocou efektivneho objemu a
pomeru zy/rq zsiteného vdaka tetraspeckom vypocitany difizny koeficient. Ten bol uréeny
na 9.9 ym? - s7*

Fosfolipidy sa ukézali ako vhodny systém pre techniku FCCS. Ich kritickd micelarna
koncentracia je podobnéa koncentracii fluorescencnych farbiv pouzivanych pre fluoresce-
néné merania. Vdaka tomu je mozné pripravit roztoky s podobnou koncentréaciou lipozé-
mov a fluorescen¢nych sond, ¢im sa zvysi pravdepodobnost vyskytu lipozémov oznacenych
obidvoma sondami.
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6. Zaver

Cielom tejto préace bolo vyskusat a optimalizovat metédu dvojfarebnej fluorescencnej
kros-korelacnej spektroskopie, nakolko tato metéda u nds na Fakulte chemickej doteraz
nebola pouzita. Na meranie boli pozité roztoky tenzidov v takej koncentracii aby vytvarali
micely. Z vysledkov vSak mdzeme konstatovat, ze metéda FCCS na meranie micelarnych
systémov nie je vhodna. Dvojfarebna fluorescencna kros-korelacna spektroskopia sleduje
a vyhodnocuje podobnost dvoch fluorescenénych signélov. AvSak, nestaci, aby dva pozo-
rované signaly boli podobné, musia byt identické. Pre micelarne systémy by teda tato
metdda bola vhodna len v pripade ak by sa pouzili micely oznacené dvoma farbami — tu
je ale velky problém s koncentraciami. Pre meranie FCCS je optimélne pouZivat fluoresce-
néné sondy v nanomolérnej koncentracii, zatial ¢o vicsina tenzidov mad CMC v jednotkach
az desiatkach milimolarnej koncentracie. Ak by sa pouzila aj najvyssia mozné koncentra-
cia fluorescencnej sondy, pri ktorej by nedochadzalo ku ziadnym nepriaznivym efektom a
najnizsia mozna koncentracia tenzidu, pri ktorej by nedochadzalo k rozpadu micel, rozdiel
koncentracii by sa stale pohyboval okolo troch rddov a teda pravdepodobnost, Ze by jedna
micela bola oznac¢end dvoma fluorescenénymi sondami by bola velmi mald. Vo vzorku by
sa pravdepodobne nachddzala najviicsia cast volnych micel, potom micely oznacené jed-
nym alebo druhym farbivom a len velmi maly fragment micel oznacenych oboma. Tento
fragment by bol pravdepodobne natolko maly, Ze kros-korela¢né funkcia by sa blizila k
nule.

Tato metdda sa vSak ukdzala ako velmi uzitoénd pri merani lipozémov. Fosfolipidy
maju na rozdiel od tenzidov relativne nizke hodnoty CMC, takze aj v nizkych koncentra-
ciach vytvoria lipozémy a s preto relativne neobmedzene rieditelné. Vdaka tomu u nich
nedochédza k vysSie popisanému problému s koncentraciami.Je mozné pripravit roztok,
ktory bude obsahovat priblizne rovnaké koncentracie lipozémov a fluorescenénych sond,
¢im sa znacne zvysi pravdepodobnost vysytu dvojfarebne znacenych lipozémov. Takyto
roztok je potom néasledne mozné zriedif na takt koncentraciu, ktort je schopny fluoresce-
n¢y mikroskop analyzovat. Pre lipozomélne systémy bola navrhnuté kombinacia sond DiD
a DiO. Pokial sa pri tejto kombinécii sond vhodne zvolia emisné filtre, nebude dochédzat
k nezelanému cross-talku medzi kanalmi.

Napriek tomu, Ze tato metdda sa neda pouzit na jedny z najpouzivanej$ich systémov u
nas na fakulte, aj tak mé potencial stat sa uzito¢nou a neoddelitelnou stucastou vyskum.
Je ju mozné vyuzit napriklad pri pozorovani interakcii fluorescenéne znacenych polymérov
a micel, pri stadiu buneé¢nych membran alebo na skiimanie vizbovych interakcii v oblasti
molekularnej bioldgii.
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7. Zoznam pouzitych skratiek a
symbolov

So
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To

Ry,

kg
Gzo(T)
(Fe(2))
(Fx(1))

zékladna singletova hladina

excitovana singletova hladina

excitovana tripletova hladina

kvantovy vytazok

rychlostna konstanta znaciaca ziarivy prechod

rychlostna konstanta zahrnujica vSetky mozné neziarive prechody
autokorela¢na funkcia

fluktuacia intenzity fluorescencie

okamzité odchylka signalu od jeho priemernej hodnoty
casovy interval

kratke casové intervaly

dlhé ¢asové intervaly

priemerna doba, ktora stravi molekula v detekénom objeme
priemerné koncentracia molekal v detekénom objeme
efektivny objem

charakteristicky rozmer detekéného objemu v smere optickej osy mik-
roskopu

charakteristicky rozmer detekéného objemu v ohniskovej rovine
diftzny koeficient

teplota

viskozita

hydrodynamicky polomer

Boltzmanova konstanta

kros-korelacna funkcia pre dve fluorescencné farbiva Z a C
priemerné hodnota intenzity fluorescencie ¢erveného farbiva v case

priemernd hodnota intenzity fluorescencie zeleného farbiva v ¢ase
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o€
C

Tpr

CMC
FCS

FCCS, DC-FCCS

Z

C
7C
PAL

fluktuécia intenzity fluorescencie zeleného farbiva v case
koncetracia molekul oznacenych cervenym farbivom
koncetracia molekul oznacenych zelenym farbivom

koncetracia molekul oznacenych Cervenym aj zelenym farbivom
efektivny objem pre cervené fluorescen¢né farbivo

charakteristicky rozmer detekéného objemu pre ¢ervené farbivo v smere
optickej osy mikroskopu

| charakteristicky rozmer detekéného objemu pre ervené farbivo v
ohniskovej rovine

| priemernd doba, ktort stravi molekula v detekénom objeme pre Cer-
vené farbivo

efektivny objem pre zelené fluorescencné farbivo

charakteristicky rozmer detekéného objemu pre zelené farbivo v smere
optickej osy mikroskopu

| charakteristicky rozmer detekéného objemu pre zelené farbivo v oh-
niskovej rovine

priemerna doba, ktoru stravi molekula v detekénom objeme pre zelené
farbivo

efektivny objem vytvarany dvoma excitacnymi paprskami

charakteristicky rozmer detekéného objemu vytvaraného dvoma exci-
taénymi paprskami v smere optickej osy mikroskopu

charakteristicky rozmer detekéného objemu vytvaraného dvoma exci-
taénymi paprskami v ohniskovej rovine.

priemerna doba, ktortu stravi molekula v detekénom objeme vytvara-
ného dvoma excita¢nymi paprskami

kritickd micelarna koncentracia

fluorescenc¢né korelacna spektroskopia

dvojfarebné fluorescen¢né kros-korelacna spektroskopia
Castice oznacené zelenou fluorescenénou sondou

Castice oznacené Cervenou fluorescenénou sondou
Castice oznacené Cervenou fluorescenénou sondou

povrchovo aktivne latky
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