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ABSTRAKT

Bylo provedeno srovndni tii pasivnich mikroreologickych technik se zaméfenim na FCS.
K analyzadm byly pouzity fluorescenén¢é znacené a neznacené polystyrenové Castice, pomoci
kterych byly zjistovany mikroreologické vlastnosti roztokii glycerolu, Mili-Q vody a roztoki
hyaluronanu o riznych molekulovych hmotnostech. Pro metodu FCS byla navic odvozena a
overena jednodussi aproximovana rovnice pro vypocet hodnot MSD.

Bylo zjisténo, ze FCS prekondva stavajici mikroreologické techniky DLS a video-
mikroreologii moznosti ziskat $irsi oblast dat. A to vcetné té oblasti, ve které dosud nebylo
mozno mikroreologické vlastnosti vzorku pomoci DLS nebo video-mikroreologie spolehliveé
popsat.

ABSTRACT

A comparison of three passive microrheological techniques was made with the emphasis
on FCS. Fluorescently labelled and unlabelled polystyrene particles were used to probe a
microrheological response of glycerol solutions, Mili-Q water and sodium hyaluronate
solutions. In addition, for FCS technique an approximated equation for calculation of MSD
values was derived and verified.

It was found that FCS outmatches current microrheological techniques of DLS and video-
based particle tracking by its ability to gain a broader data range including the area in which,
until now, it was impossible to describe a microrheological behaviour of samples reliably.

KLICOVA SLOVA
Mikroreologie, fluorescen¢ni korelacni spektroskopie, video-based particle tracking,
dynamicky rozptyl svétla, hyaluronan, glycerol, polystyrenové nanocastice
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1. UVOD

Reologie je interdisciplinarni obor zasahujici do riznych oblasti véetné chemického
inzenyrstvi, fyziky, materidlnich véd a chemie. Pozoruhodnou ji délad uz to, ze mé Siroké
spektrum pouziti v primyslu. At uz se jednd o velké mnozstvi technologii pro natérové
hmoty, potraviny, t€Zbu ropy nebo zpracovani plastl, vSe uzce souvisi s porozuménim toku
komplexnich tekutin [1].

Reologii lze definovat jako metodu ke studiu viskoelasticity materiald. Mikroreologie
rozSifuje tuto definici tak, ze navic zkoumd zmény chovani jednotlivych mikrostruktur
materialu v zavislosti na pouzité technice [2].

Mikroreologie neni termin oznacujici jednu konkrétni techniku, ale spiSe fadu postupt,
které se snazi prekonat n¢kterd omezeni tradi¢ni velkoobjemové reologie. Jedna se naptiklad
o rozsah frekvence, pocet parametrl, které mohou byt zjistény danou metodou, velikost
a heterogenitu vzorku. Predlozka ,,mikro-*“ se v ndzvu vztahuje k velikosti napéti/deformace
sondy, coz je obvykle koloidni ¢astice fadové o velikosti mikroni. Také ale poukazuje na to,
ze tento typ reologie lze aplikovat na velmi malé objemy, fadov€é v mikrolitrech
(u fluorescencni korelaéni spektroskopie ve femtolitrech) [1].

Fluorescen¢ni korelacni spektroskopie (dale jen FCS) je soucasti skupiny pasivnich
mikroreologickych technik, kterd zahrnuje idynamicky rozptyl svétla (,,dynamic light
scattering® — DLS) a jednocasticovou mikroreologii (,,single particle tracking* — SPT). Touto
skupinou metod lze ziskat informace o rychlostech difuze a aktivniho transportu v ramci
méfeni spontannich, tepelné pohanénych mikroskopickych fluktuaci molekul ve vzorku nebo
métenim jejich lokalni koncentrace.

Ackoliv byla metoda FCS pfedstavena pied vice nez 25 lety, bylo obtizné ji aplikovat na
nestalé systémy, jakymi jsou naptiklad zivé bunky. Nedavna technické vylepSeni vsak zvysila
rychlost a citlivost metody natolik, Ze je mozné provadét analyzy i biologickych systémt [3].



2. TEORETICKA CAST

2.1. Biopolymery

Biomakromolekuly se déli do né¢kolika tfid, znichz pravdépodobné nejzndméjSimi
a nejrozSifenéjSimi jsou proteiny a polysacharidy. Daéle je tfeba zminit rozdéleni na
glykoproteiny, proteoglykany (proteiny s postrannimi sacharidovymi fetézci s obsahem
sacharidi a délkou postrannich fetézcti vétsi nez u glykoproteintl) a stejn¢ tak nukleové
kyseliny DNA a RNA. Diky velké diverzité je k dispozici pro studium Siroké Skala struktur
a jejich moznych reakci.

Doposud byly studovany pievazné polysacharidy, a to ztoho divodu, ze jsou hlavni
surovinou pro mnoho z komoditnich produkti. Jako ptiklad 1ze uvést bavinu a papir (oba tyto
produkty jsou vyrabény pievazné z celulézy) nebo adheziva a natéry na papir, pro které byl
po mnoho let hlavni surovinou $krob. Konkrétn€ u zpracovani celulézy vsak nastava problém
lze oc¢ekavat nalezeni dalSiho vyuziti téchto velkoobjemové vyrabénych polymeri napiiklad
jako biodegradabilni obaly nebo biopaliva [4].

Biopolymery vSak lze efektivné vyuzit i v mediciné, a to konkrétné v tkanovém
inzenyrstvi. Napfiklad hydrogely, které napodobuji pfirozenou extracelularni matrix, se
pouzivaji v tfidimenzionalnich bunéénych kulturdch, bunécné terapii a v tkanovém
inzenyrstvi [5].

Polysacharidové hydrogely jsou totiz vybornymi kandidaty pro kozni ,scaffoldy®, a to
diky jejich pfirozené biokompatibilit¢ a schopnosti transportu vody a zivin do bunck.
Produkty jejich degradace mohou byt bez problému vstiebany télem. Nékteré polysacharidy
maji také schopnost redukovat zanét a urychlovat hojeni. Studium biokompatibilnich
polysacharidil je vedeno za Gcelem pouziti v riznych medicinskych a 1é¢ebnych produktech

[6].

2.1.1. Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (dale také HA) je vysokomolekuldrni biopolysacharid, ktery byl
v roce 1934 objeven Karlem Meyerem a jeho asistentem Johnem Palmerem v o¢nim sklivci
skotu. Jednd se o prirozen¢ se vyskytujici biopolymer s dilezitymi biologickymi funkcemi,
ktery lze nalézt u nékterych bakterii a u vyssich zivocichl vcetné ¢lovéka. Vyskytuje se ve
veétsSin€ pojivovych tkani, ve vétSim mnozstvi pak v synovidlni tekuting, o¢nim sklivci,
pupecni $iitite nebo v kohoutich hiebincich. Pfirozené je kyselina hyaluronova syntetizovana
skupinou integralnich membranovych proteinti, tzv. hyaluronan syntazy, a degradovana fadou
enzymu, tzv. hyaluronidazy [7].

2.1.1.1. Struktura HA

Hyaluronan je jeden z polysacharidii oznacovanych jako glykosaminoglykany, které se
vyskytuji typicky v pojivovych tkdnich obratloved. Glukosaminy jsou nerozvétvené
jednofetézové polymery slozené z disacharidovych jednotek N-acetylhexosaminu a hexosy.
Hexosovou jednotkou je hexuronova kyselina nebo v ptipad¢ keratan-sulfatu galaktosa [8].



Nativni kyselina hyaluronova je linearni polysacharid slozeny z disacharidovych jednotek
D-N-acetylglukosaminu a D-glukuronové kyseliny, které jsou spojeny stiidavé -1,4 a $-1,3
glykosidickymi vazbami. V téle se kyselina hyaluronova vyskytuje nejcastéji ve formé sodné
nebo draselné soli — hyaluronanu [7], [9].

COO0 - CH,OH
o)
T HAH
O
OH H
H OH H NHCOCH,
D-glukuronova Kyselina N-acetylglukosamin

Obrazek 1: Zdkladni struktura kyseliny hyaluronové (hyaluronanu)[7]

2.1.1.2. Fyziologicka funkce

Kyselina hyaluronovd ma celou fadu ochrannych fyziochemickych funkci, v¢etné in vivo
chondroprotektivnich ucinkli. Muze také snizit Cetnost nervovych impulsti nebo citlivost
nervi vuci bolesti.

Podanim exogenni HA Ize zvySit mnozstvi chondrocytarni HA a podpofit syntézu
proteoglykanu. Dochazi také ke snizeni produkce a aktivity prozanétlivych mediatort
a matrixovych metaloproteindz nebo k ovlivnéni chovani imunitnich bunék. Tyto vlastnosti
HA spocivaji ve schopnosti vychytavat reaktivni volné radikéaly kysliku, inhibovat migraci
a agregaci leukocytdl a makrofagi nebo regulovat proliferaci fibroblastil. Rada fyziologickych
efekt exogenni HA miZe zéviset na jeji molekulové hmotnosti.

Hyaluronan ma kromé funkce pasivni konstrukéni molekuly i roli signalni molekuly —
interaguje s povrchovymi bunéénymi receptory a reguluje bunécnou proliferaci, migraci
a diferenciaci. Diky svym hygroskopickym vlastnostem vyznamné ovlivituje hydrataci
a fyzikalni vlastnosti extracelularni matrix. Je také schopny interagovat s fadou receptoru,
¢imz muze aktivovat signalni kaskady, které kromé bunéné migrace a proliferace ovliviiuji
1 genovou expresi [7].

2.2. Browniiv pohyb

Brownlv pohyb je neustaly ndhodny pohyb castic rozptylenych v tekuting (kapalina nebo
plyn). Poprvé byl systematicky pozorovan Robertem Brownem v roce 1827. Einstein v roce
1905 popsal Brownlv pohyb rozptylenych ¢astic jako dusledek tepelného pohybu okolnich
molekul tekutiny. Dle Einsteinovy teorie plati:

([ )=((x(r)-x(0))") =2 (1)

kde <[Ax(t)]2> je stiedni C¢tverec posunu MSD (,,mean square displacement™) volné

Brownovy céstice v jedné dimenzi béhem casu ¢, D je diftzni koeficient. Nicméné
Einsteinova teorie Brownova pohybu je aplikovatelna pouze na dlouhé Casové intervaly.



V kratkych ¢asovych intervalech neni Browniv pohyb rozptylenych ¢astic uplné néhodny,
ato kvuli setrvacnosti Castic a okolni tekutiny. Mimoto tepelnd sila piisobici na Céstice
rozptylené v kapaliné nepfedstavuje jen bily Sum, ale je "zabarvend". Diky nedavnému
experimentalnimu vyvoji v oblasti optickych pasti je mozné tento novy rezim Brownova
pohybu blize zkoumat.

Perzistence a ndhodnost jsou povazovany za dvé klicové charakteristiky Brownova
pohybu. Trajektorie Brownovych ¢astic jsou klasické ptiklady fraktald (sobé podobnych
geometrickych objektil, které mivaji na prvni pohled velmi slozity tvar, ale jsou generovany
opakovanym pouzitim jednoduchych pravidel). Obecnym piedpokladem je, ze jsou
nepfetrzité, ale ne diferencovatelné. Rychlost Brownovy castice tak nelze definovat
a vypocitava se jako primérna hodnota métena béhem urcitého casového intervalu.

Schopnost métit okamzitou rychlost Brownovy ¢astice by mohla byt neocenitelna zvIast
pti studiu nerovnovazné statistické mechaniky. Browntv pohyb rozptylenych ¢astic mtize byt
taktéz vyuzit pro mikroreologii ke zkoumani vlastnosti tekutin [10].

2.3. Reologie

Od prvopocatku se reologie zamérovala predevsim na strukturu materialt, kterd ovlivituje
jejich makroskopické chovani. Redlné materialy charakterizuje jejich mikrostruktura, kterd je
uréena prostorovym usporddanim zékladnich jednotek (makromolekul nebo castic) a jejich
interakcemi mezi sebou. V ramci koncentrovaného polymerniho nebo disperzniho systému je
mikrostruktura zpravidla velmi komplexni a diky pohybu nebo deformaci aplikované na
systém muze podléhat prostorovym modifikacim [11].

Reologickd odezva komplexnich tekutin miize byt linedrni nebo nelinedrni. V obou
ptipadech je odezva funkci aplikovaného napéti/deformace na tekutinu. Nelinearita je obvykle
znakem strukturniho pteskupovani v systému, které je zptisobeno aplikovanym napétim nebo
deformaci. Nelinearni reologie mé obrovsky prakticky vyznam, protoze vétsina primyslovych
procest se odehrava praveé v nelinearnim rezimu. Nicméné je velmi slozité vytvofit obecné
modely nelinearniho chovani, protoze je ve své podstaté zavislé na predchozich dé&jich
v systému a specifickych detailech toku.

Systémy v termodynamické rovnovaze maji pii dostatecné malém zatizeni vzdy linearni
odezvu. Pro systémy, které nejsou v rovnovaze, je vSak existence oblasti s linearni odezvou
delikatnéjsi zalezitosti. Jednd se naptiklad o koloidni sklo, pasty nebo pény. V kazdém
ptipad¢ je vice pozornosti vénovano linearni reologii komplexni hmoty. A to nejen proto, ze
poskytuje vétsi Sanci na ziskani presnych modelt, ale také proto, ze v mnoha ptipadech miize
linedrni odezva systému uzce souviset se zdkladni strukturou. Napiiklad fyzikéalni kvantity
systému jako délkova distribuce v polymernim roztoku mohou byt méfeny za pomoci studia
linearni dynamické odezvy [1].

Klasickd reometrie nabizi omezené informace o mikrostruktufe studovaného materidlu
vzhledem k relativné uzkému rozsahu frekvence, ktery je k dispozici. Méfeni je obvykle
omezeno na méefeni nizkofrekvenénich mechanickych vlastnosti. Zasadnim krokem k ziskani
informaci o zdkladnich konstitutivnich vlaknech sité je studium vysokofrekven¢niho chovéani.
Piestoze v oblasti vyvoje vysokofrekvencnich reometri doslo k rozvoji a pokroku, stale je
v této oblasti pfed¢i mikroreologickd méteni [12].
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2.4. Mikroreologie

Na rozdil od reologie l1ze mikroreologii méfit heterogenitu fyzikalnich vlastnosti vzorku
s velmi vysokym rozliSenim. Mikroreologie v podstat¢ umoziuje detailni charakterizaci
viskozity a elasticity biologickych tekutin, a to jak z pfispévku tekutiny tvofici disperzni
prostiedi polymerni sité, tak z pfispévku samotné polymerni sité [13].

Mikroreologie oznacuje skupinu metod, jejichz experimenty nejcastéji zahrnuji
video-mikroreologii a laserové nebo magnetické pinzety. Vyjimkou neni ani vyuziti
fluorescence a pokovovani [1].

2.4.1. Video-mikroreologie (Video-based particle tracking)

V poslednich letech vyvolalo velky z4jem vyuziti video-mikroskopie ke sledovani pohybu
jednotlivych mikrocastic koloidii nebo individudlnich molekul. Diky ¢etnym vyhoddm této
techniky a velké flexibilit¢ se video-mikroskopie stala nejpouzivanéj$i metodou v mnoha
sledovacich experimentech, a to s fadou aplikaci.

Standardni sestava pro video-mikroreologii zahrnuje CCD (charge-coupled device)
pfipojené¢ k mikroskopu, které =ziskdva obrazy fluoreskujicich nebo i fluorescencné
neznacenych kulovitych ¢astic. Tento systém umoznuje piistup k Sirokému spektru ¢asovych
méfitek od vysokorychlostniho videa k neomezené dlouhé ¢asosbérné akvizici, kterd je zvIast
vhodna pro studium biologickych jevt [14].

Prostfednictvim video-mikroreologie lze sledovat mikroskopicky pohyb biomolekul
a fluorescencnich sond. Metodu lze pouzit naptiklad i ke studiu slozitého prostiedi bunky.
Informace ziskané touto technikou umoziuji extrahovat dynamické chovani biomolekul
a lokalni mechanické vlastnosti uvniti buiiky ze stfedniho ¢tverce posunu (MSD) sledované
Castice.

Z praktického pohledu je zfejmé nejobtiznéjsi casti video-mikroreologického experimentu
analyza ziskan¢ho videa, tzn. popsani trajektorii n¢kolika ¢astic. Videoanalyzy maji obvykle
dvé ¢asti. V prvnim kroku jsou analyzovany jednotlivé snimky, aby byly ziskany koordinaty
vSech cCastic na snimku. Nésledné jsou v druhém kroku analyzovany trajektorie Castic na
zaklad€ zmény jejich polohy na po sob¢ jdoucich snimcich.

Videoanalyzy trajektorii sledovanych ¢astic mohou zahrnovat kompletni charakterizaci
linedrni viskoelasticity matrix. Znamy Stokes-Einsteinv vztah

k, T

D(a)=
(@) 6mma

(2)

popisuje vztah mezi difuznim koeficientem D k viskozit¢ m (parametr popisujici
Newtonovskou kapalinu) a koloidni radius a. U jednoduchych Newtonovskych viskéznich
kapalin bylo v piipad¢ koloidii pozorovano, ze podléhaji nahodnému pohybu. Stiedni ¢tverec
posunu &astice <r2 (t)> od &asu ¢ = 0, ktery lze také oznacit jako MSD, se bude ménit v ¢ase

dle rovnice:
(r*(t))=4Dt, (3)

kde r lezi v dvoudimenziondlni roving jako u pozorovani optickym mikroskopem.
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Komplexni kapaliny vykazuji jak viskozni, tak elastické chovani. Mimoto material mtze
vykazovat komplexni dynamiku, coz mize vést k zavislosti viskozniho a elastického modulu
na frekvenci [1].

2.4.2. Rozptyl svétla: DWS a DLS

Nejbéznéjsi experimenty zahrnuji dvé metody: dynamicky rozptyl svétla (DLS) a diftzni
vlnovou spektroskopii (DWS). Pro ucel analyzy jsou do vzorku ptiddvany méfici Castice.
U DLS je pohyb ¢astic urovan analyzou ¢asové zmény rozptyleného svétla. Jak Castice ve
vzorku difunduji a pteskupuji se, intenzita svétla dopadajiciho na detektor kolisa s casem.
Intenzitni fluktuace rozptyleného svétla v ¢ase odhaluji dynamiku média. DLS se obvykle
pouziva pro ziedéna transparentni média koloidnich castic, aby bylo zamezeno
vicenasobnému rozptylu.

Vicenasobného rozptylu naopak vyuziva difuzni vilnova spektroskopie (DWS), kterou lze
pouzit pro nepruhledné a svétlo vysoce rozptylujici systémy jako jsou emulze, koloidni
suspenze a gely [15].

Kli¢ovou nevyhodou DWS techniky je, ze nékdy vyzaduje vysokou koncentraci
sledovanych ¢astic, aby bylo dosazeno limitu vicendsobného rozptylu. To miZze vyrazné
omezit pouzitelnost techniky pro biologické vzorky jako napf. proteiny, které mohou
s Casticemi tvofit agregaty. DalSim divodem je také to, ze vzorek je v kyveté¢ méfen jako
heterogenni celek a neni mozné zaméfit se na jeho jednotlivé ¢asti.

U DLS experimentti 1ze hodnoty MSD ziskat pomoci autokorela¢ni funkce elektrického

pole g(?):

1
<(1)- g(O)eXp(—ng (ar (x)>), @)
kde ¢ je magnituda rozptylového vektoru:
47 nsin (2)
=\ 5
q y )

n je index lomu rozpoustédla, A je vinova délka svétla, 0 je tihel rozptylu, g(0) je hodnota
korelace v Case ¢ =0. Vztah mezi MSD a autokorelacni funkci rozptylené¢ho svétla je proto
nasledujici:

6
<Ar2 (t)>=?[ln(g(()))—ln(g(t))] (6)

Komplexni modul pruznosti ve smyku G(s) lze ziskat zunilaterdlni Laplaceovy
transformace MSD za pouziti Stokes-Einsteinova vztahu:

G'(s)=—l___ )

J'cas<Ar2 (s)> ’

kde k3 je Boltzmannova konstanta, 7 je termodynamické teplota, a je polomér sondy.

12



Pomoci DLS lze za pouziti Stokes-Einsteinova vztahu zjistit i viskozitu média n:
n= k,T ’
3nDa

(8)
kde D je diftizni koeficient ¢astic zméteny pomoci DLS, a je polomér Castic [16].

2.4.3. Dvoucasticova mikroreologie

Mikroreologické techniky, zvlast€¢ pak sledovani castic (particle tracking), jsou
pravdépodobné nevhodnéjsi techniky pro studium reologie v mnoha systémech jako napiiklad
studium dynamiky uvnitf bunénych membran nebo v oblasti monovrstev. Nicméné je
zapotiebi opatrnosti pfi interpretaci vysledkl ziskanych zjednocésticové mikroreologie
a dostupnych teorii. Kdyz je to mozné, doporucuje se pouzit korelujici dvoucasticovou MSD
[17].

Dvoucasticova mikroreologie je zaloZzena na vzajemné korelaci pohybu dvou ¢&éstic za
ucelem zjisténi reologickych vlastnosti v jejich okoli. Pro homogenni materidly lze fici, Ze
dvoucasticova mikroreologie vzhledem k velikosti castic poskytuje podobna data jako
jednocasticova mikroreologie. Mezi daty ziskanymi jednocasticovou a dvoucasticovou
mikroreologii vSak Casto nastavaji rozdily. Divodem rozdilu je pfitomnost ochuzené vrstvy
(izolovana oblast v ramci polovodi¢ového materialu, ve které se nevyskytuji volné nosice
naboje). V téchto piipadech se pouziva odvozeny vypocetni vztah, ktery je schopny dat do
souvislosti dva soubory dat s tloustkou ochuzené vrstvy jako extrahovatelnym parametrem
[18].

Dalsi studovanou oblasti jsou systémy, u kterych se predpoklada, ze jsou lokalné
nehomogenni. Metodologie pro jejich méfeni byla uspésné testovana na biopolymernich
roztocich guaru. Dvoucasticova mikroreologie v tomto piipadé poskytla data o reologickém
chovani, kterda byla podobnd datim ziskanych konvenénim reometrem popisujicich
makroreologické chovani roztoku. Takové vysledky jednocasticovd mikroreologie
neposkytuje [19].

2.5. Fluorescence

V poslednich 20 letech vyrazné vzrostlo vyuziti fluorescence pii biologickych analyzéach.
Fluorescence je aktudlné dominantni, Siroce pouzivanou metodologii naptiklad
v biotechnologiich, u pritokové cytometrie, v 1ékaiské diagnostice, DNA sekvenovani nebo
1 ve forenznich védach.

2.5.1. Princip fluorescence

Luminiscence je emise svétla, které predchazi elektronové excitovany stav. Oficialné 1ze
luminiscenci na zaklad¢ povahy excitovaného stavu rozdélit do dvou kategorii — fluorescence
a fosforescence.

U fluorescence je elektron v excitovaném orbitalu v singletovém stavu sparovan (opacnym
spinem) s druhym elektronem v orbitalu v zakladnim stavu. Navrat do zdkladniho stavu je tak
spinové dovolen a dochazi k nému rychlou emisi fotonu. Rychlost emise je u fluorescence
typicky 10® s™' [20], takze typicka doba Zivota se pohybuje kolem cca 10 ns [20] (doba Zivota
fluoroforu je primérna doba mezi jeho excitaci a navratem do zakladniho stavu, viz dale).
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Naproti tomu fosforescence je emise zafeni z tripletového excitovaného stavu, ve kterém
ma elektron v excitovaném orbitalu stejnou spinovou orientaci jako elektron v zédkladnim
stavu. Pfechod na zékladni stav je tudiz zakdzany a rychlost emise je proto nizka (10° az
10° s™' [20]). Doba Zivota fosforescence je piiblizné v milisekundach az sekundach.

Proces, ke kterému dochazi mezi absorpci a emisi svétla, popisuje Jabtonskiho diagram.
Jabtonskiho diagramy jsou v mnoha formach hojné pouzivany kilustraci riznych
molekularnich procest, ke kterym mutize dojit v excitovaném stavu.

] _7, Vibraéni energetické hladiny
Sz A

Elektronova energeticka hladina
Vnitfni

kon\:errize Mezisystémovy
-l h N

| .

o gy

S 1

AbsorpceJ Fluorescence )
vV, &
{ P |

T i
NVa NV Fosforescence

So i

[« TR

Obrazek 2: Jablonskiho diagram [20]

Typicky Jabtonskiho diagram uvedeny na piedchozim obrazku zndzortiuje singletovou
zéakladni, prvni a druhou elektronovou energetickou hladinu, které jsou oznaceny jako Sy, S;
a S,. Na kazdé z téchto elektronovych energetickych hladin mohou fluorofory obsadit nékolik
vibracnich energetickych hladin, které jsou na obrdzku oznaceny Ccisly 0, 1, 2, atd. Pfechody
mezi jednotlivymi stavy jsou kviili okamzité absorpci svétla zobrazeny jako vertikdlni Cary.
Samotné prechody trvaji cca 107" s, coz je piili§ kratkd doba na vyznamngjsi dislokaci jadra
(Franck-Condontiv princip).

Absorpce a emise probihd u molekul nejcastéji z nejnizsi vibrac¢ni hladiny. Fluorofor je
vétSinou excitovan na néjakou vyssi vibrac¢ni hladinu elektronové hladiny S; nebo S,.

cvwr

[ RA4

vibra¢ni hladiny S; na Sy k vyzéreni fotonu.

Kvili kratkému ¢asovému rozpéti fluorescence je tieba k méteni ¢asové rozliSené emise
zafeni vysoce sofistikovana optika a elektronika. Navzdory komplikovanosti méteni ¢asové
rozliSené fluorescence je tato metoda Siroce pouzivana. Divodem je, Ze na rozdil od méteni
stacionarni fluorescence Ize z namétfenych dat ziskat vice informaci.

Fluorescenci 1ze pozorovat zpravidla u aromatickych molekul. Mezi typické fluorescentni
slouceniny (fluorofory) patii naptiklad chinin, fluorescein nebo rhodamin. M¢étfenim
fluorescence anthracenu nebo perylenu lze napiiklad sledovat i znecisténi zivotniho prostiedi
ropnymi latkami.
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Fluorescencni spektralni data jsou prezentovana pfevazné pomoci excitacnich ¢i emisnich
spekter. Fluorescenéni emisni spektrum je graficka zavislost intenzity fluorescence na vinové
délce. Jednotliva emisni spektra se od sebe znacné lisi a jejich tvar zavisi jak na chemické
struktute fluoroforu, tak na rozpoustédle, ve kterém je fluorofor rozpustén.

2.5.2. Doba zZivota a kvantovy vytéZek fluorescence

vvvvvv

fluoroforu. Kvantovy vytézek je pocet emitovanych fotonli v poméru k poctu absorbovanych
fotonl. Slouceniny s nejvétsim kvantovym vytézkem blizici se jedné, jako napt. rhodaminy,
poskytuji nejjasnéjsi emise. Doba zivota je taktéz dulezitd, protoze urcuje dobu, po kterou
fluorofor v excitovaném stavu interaguje se svym prosttedim nebo do né¢j difunduje, a tim
1 informace ziskané¢ z jeho emise.

Kvantovy vytézek fluorescence je pomér poctu fotonli emitovanych k poctu
absorbovanych. Cast fluoroforti podléha nezafivym piechodim z excitovaného stavu do
zakladniho energetického stavu, proto je kvantovy vytézek fluorescence dan:

r

Q=F+hf

)

kde I" je rychlost emise fluoroforu (zarivy ptechod) a ky je rychlost nezéativého prechodu
na zakladni energetickou hladinu.

Pro velky soubor identickych molekul (nebo velké mnozstvi excitaci t¢ samé molekuly) I1ze
casove rozliSeny profil intenzity fluorescence nasledujici ihned po excitaci popsat rovnici:

t

I(t)=IOe_;+c, (10)

kde Iy je intenzita fluorescence okamzité po excitaci (v Case ¢=0), T je doba zivota
excitovaného stavu a konstanta c vyjadiuje signal pozadi.

Doba 7zivota excitovaného stavu je dana primérnym casem, po ktery je molekula
v excitovaném stavu pfed névratem do zdkladniho energetického stavu. Doba zivota T je
definovéna:

1

T=
I'+k,,

(11)

Emise fluorescence je nahodny proces a jen malo molekul emituje fotony v Casech
rovnajicich se dob¢ zivota. Doba Zivota T je proto primérnou hodnotou casl, po které je
fluorofor v excitovaném stavu.

V ptipad¢ absence nezafivého prechodu je doba Zivota dana:

T =— (12)

Doba zivota fluoroforu bez nezativych piechodl se da v podstaté vypocitat i z absorpcniho
spektra, extinkéniho koeficientu a emisniho spektra fluoroforu [20], [21].
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2.6. Fluorescen¢ni korelacni spektroskopie

V poslednich dvou desetiletich byla technika fluorescen¢ni korelacni spektroskopie (FCS)
Casto pouzivana pro analyzu koloidnich systéma a procest probihajicich na mezifazovych
rozhranich. Metoda se stala rutinnim néstrojem pro méfeni hydrodynamickych poloméri
malych fluorescentnich molekul, makromolekul a nanocastic, ale také pro charakterizaci
jejich interakci a sledovani jejich mozné agregace. FCS byla taktéz pouzita pro studium
diftize v nehomogennich médiich jako napf. taveniny, roztoky, gely nebo pordzni struktury.

Metoda je zalozena na monitorovani fluktuaci intenzity fluorescence, kterd zavisi na difuzi
fluorescencnich sond (napf. fluorescencné znacené nanocastice) pies velmi maly pozorovany
objem. Pomoci korelac¢nich analyz téchto fluktuaci lze ziskat informace o difliznich
koeficientech sond, jejich koncentraci atd. [22].

2.6.1. Princip FCS

Fluorescencni optickd mikroskopie je nejen v biologii vykonnym nastrojem pro ziskavani
informaci o prostorovém a funk¢énim usporddani endogenné autofluorescentnich i exogenné
oznacenych molekul a dalSich struktur. Pro tuto techniku se pouzivaji dva hlavni svételné
zdroje — rtutfové ¢i xenonové obloukové lampy s excitatnim filtrem nebo lasery.
Ve fluorescencnim mikroskopu pak zafeni o vysoké energii ozatfuje a excituje fluorofory
ve vzorku. Excitovany fluorofor pak emituje fluorescenci o niz$i energii nez excitacni zareni.
Pomoci filtrh je pak toto emitované zareni izolovano a lze ho detekovat ptimym pozorovanim
ptes optiku v mikroskopu nebo ptislusSnymi detektory. Fluorescen¢ni mikroskopie je jediny
druh mikroskopie, u které vzorek emituje vlastni zareni.

Aby bylo mozné analyzovat fluorescenéni
mikroskopii n&jaky vzorek, musi fluoreskovat.
Existuje nckolik zplsobt, jak takovy vzorek
vytvofit. Ve vétsin¢ technik se vyuziva
fluorescentniho znaceni vzorku, v biologii pak
exprese fluorescentniho proteinu. Kromé toho

@ ° lze vyuzit 1 vlastni fluorescence vzorku (t.].
e autofluorescence) [23].

® FCS se obvykle ©provadi s volné
° difundujicimi molekulami. K excitaci se
e @ iz “ . v
L3 obvykle pouziva laser zaméfeny na difrakéné
- o omezené misto (konfokdlni objem). Pro

Obrazek 3: Fluktuace nékolika dstineni sadoucih onal .
fluorescencnich — molekul v konfokalnim — © stineni nheza .OU’CI 0 Signaiu mimo
objemu. Mikroskopem zaméfeny zeleny — pozadovany objem slouzi konfokalni
paprsek laseru osvétluje malou oblast  pinhole”. Za téchto optickych podminek je
planarniho systému (napriklad membrany). pozorovany objem ve tvaru elipsoidu

Fluorescentni  molekuly v osvetlovaném
objemu emituji Cervené zareni, které je
mikroskopem prevedeno na fotodetektor.
Molekuly mimo tuto oblast neemituji zadné
zareni. Jak  molekuly  difunduji  do
osvétleného objemu a mimo néj, intenzita
detekované fluorescence se zvySuje a sniZuje

[24].

protazeného podél optické osy. Co se tyce
koncentrace fluoroford, pfi tomto druhu analyzy
musi byt  vtakovém aby
v pozorovaném objemu bylo pfitomno jen
n¢kolik molekul (cca 1 nM) [20].

rozmezi,
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Molekuly v konfokdlnim objemu emituji fluorescenéni zafeni, které je prenaseno
mikroskopem na fotodetektor (napiiklad fotonasobi¢ nebo fotodiodové pole), ktery registruje
urCitou C¢ast fluorescenci emitovanych fotont. Jak molekuly difunduji do konfokalniho
objemu a zase ven, pocet fotoni se odpovidajicim zplisobem zvySuje a snizuje podle
primérné intenzity fluorescence, ktera je urena primérnym poctem molekul v konfokalnim
objemu. Rychlost difuze molekul a velikost konfokdlniho objemu urcuje dobu
fluorescen¢nich fluktuaci. Méteni velikosti konfokalniho objemu a trvani fluktuaci tedy
poskytuje informace o difiznim koeficientu.

Zminéné fluktuace jsou nicméné ndhodné, takze métfeni jedné individualni fluktuace at’ uz
sebeptesnéjSi neumozni presné urcit difizni koeficient. Je proto nezbytné statisticky popsat
vetsi mnozstvi fluktuaci, a to vypoctem fluorescenéni fluktuacni autokorelacni funkce G(¢),
kterd popisuje zpramérovanou rychlost fluktua¢nich zmén z mnoha fluktuaci. Funkce G(7) je
soucet produkti dvojic fluktuujicich amplitud rozdélenych specifickymi ¢asovymi intervaly
[24].
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Obrazek 4: (Vlevo) FCS analyza poskytuje zaznam fluktuaci intenzity fluorescence (nebo poctu
fotonii) v case. Graf vyse ilustruje nékolik dvojic bodii oddélenych jednou (Cervend), ctyrmi (zelena),
osmi (modra) a dvanacti (rizova) casovymi jednotkami. (Vpravo) produkty téchto dvojic bodu jsou
secteny a po vhodné normalizaci jsou ziskany hodnoty G(1), G(4), G(8) a G(12). Primerné hodnoty
produktii bodu oddélenych delsimi casovymi useky jsou nizsi, protoZze pozice kazdé castice uvnitr
a vné konfokdlniho objemu s diivejsi pozici kvuli difuzi castic koreluje méne a méné [24]. (Vpravo
v ramecku) tvar autokorelacni funkce v zavislosti na case v logaritmickém méritku [25].

Diky FCS lze tedy méfit autokorelacni funkci dynamiky znacenych cCastic. Z téchto dat
muze byt odvozena zavislost efektivni difuze nebo Castéji MSD na Case, coz umoziuje ziskat
detailnéjsi informace o dynamice. Vyhodou FCS oproti dal$im pasivnim mikroreologickym
technikdm je, ze za pomoci FCS lze sledovat lokalni reologické vlastnosti heterogennich
vzorkil pfi vinovych délkach rozméru, na ktery je pozorovani zaméteno. Mikroreologické
techniky zalozené¢ na rozptylu svétla jako napt. DLS a DWS nemaji kvuli velkému
osvétlenému objemu prostorovou rezoluci.
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Vezmeme-li v potaz nizké koncentrace sond, malé objemy vzorki a skutecnost, ze lze
pouzit komeréni FCS spektrometr, 1ze FCS spektroskopii shledat jako vyznamny nastroj
zejména pro biologické a medicinské aplikace, napi. pro mikroreologické analyzy Zzivych
bunék [26].

2.6.2. Vyuziti a omezeni FCS

Fluorescencni mikroskopie se vyuziva ke zkoumani zivych nebo fixovanych organismil,
tkani, bunck a stejné tak organickych a anorganickych materidli. Naptiklad
imunofluorescence je bézné pouzivanou technikou, pfi které se fluorescencné znacené
protilatky navazou na piislusny antigen, ¢imz umozni lokalizovat molekuly v biologickych
vzorcich. Fluorescencni sondy mohou byt také vyuzity pro stanoveni fyziologickych
koncentraci iontt a hodnot pH, které se v Zivych buiitkéch velmi rychle méni.

Fluorochromy umoziuji identifikovat s vysokou specifitou buniky a bunééné komponenty
v nefluoreskujicim materidlu. Diky fluorescencni mikroskopii miize byt navic piitomnost
fluoreskujiciho materidlu detekovana s detailni citlivosti. Pouzitim sady filtrG v této technice
lze zredukovat pozadi a ziskat tak vysoce kvalitni snimky.

Ptes veskeré své vyhody i tato metoda ma sva omezeni. Jednim z nedostatkli fluorescencni
mikroskopie je, Ze fluorofory ztraceji schopnost fluoreskovat kviili efektu tzv. fotovybélovani
(,,photobleaching*) [23].

Fotovybélovani nastava tehdy, kdyz fluorofor permanentné ztraci schopnost fluoreskovat
kvtli fotonoveé indukovanému chemickému poskozeni a kovalentni modifikaci. Pii pfechodu
z excitovaného singletového stavu na excitovany tripletovy stav mohou totiz fluorofory
interagovat s dal§imi molekulami za vzniku ireverzibilnich kovalentnich modifikaci [27].

Déle je nutno zminit, ze ackoliv pouziti fluorescen¢nich proteinii umoziuje analyzovat
zivé bunky, tak praveé buiiky jsou nachylné na fototoxicitu, zvlasté pak na zafeni o nizké
vinové délce. Navic fluorescentni molekuly maji tendenci vytvaret reaktivni chemické latky,
které po ozateni zvySuji fototoxicky efekt. Dal§im omezenim je, Ze lze detekovat pouze
specifické struktury, které¢ byly fluorescencné oznaceny. Nicméné u mnoha biologickych
vzorkl je problémem pravé autofluorescence, kterou excita¢ni/emisni filtry nejsou schopny
zcela odfiltrovat [23].
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3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Me¢fteni hodnot MSD je zatizeno velkou statickou chybou v disledku Sumu, ktery se objevuje
pii ziskavani obrazu. Pfitomnost Sumu pak vede k nepiesnému uréeni pozice ¢astice. Staticka
chyba mtze maskovat nepatrné odezvy z lokalniho mikroprostfedi majici vliv na MSD.
Potencialné tak mohou vznikat zavadéjici zaveéry o biofyzikalnich vlastnostech bunék.

Relativné nedavno vsSak v této oblasti doslo k pokroku. Pei-Hsun Wu a spol. vyvinuli
novy postup na presnéjsi kvantifikaci statické chyby. Pomoci metody ,,Monte Carlo* ziskali
pres statisticky dostatené mnozstvi pokusti hodnotu smérodatné odchylky (prostorové
rozliSeni) sledovanych pozic statické ¢astice v obrazu. Smérodatna odchylka byla poté pouzita
ke kvantifikaci statické chyby. Timto zpisobem se individudlné kvantifikovala zavislost
statické chyby na intenzité signalu castice, intenzité¢ pozadi, poloméru a centralni pozici
v ramci pixelu.

Experiment Simulation

Obrazek 5: Staticka castice z experimentu (vlevo) a ze simulace
(vpravo) [28]

Tato korek¢ni technika neni omezena pouze na ¢asticové systémy, ale lze ji aplikovat i na
jiné systémy sledovani. Pfi pfeneseni na jiny systém je nutné znat korelaci signalu pixelu se
Sumem, a vhodné zvolit parametry sledovani. Pouzitim této metodiky Ize dosdhnout vétsi
prehlednosti pii interpretaci hodnot MSD ziskané z experimentld zaloZzenych na sledovani
castic [28].

Pascale Winckler a spol. pouzili simulaci ,Monte Carlo® pro numerické vyjadieni
vysledkt FCS experimentt heterogennich bunéénych membran. Tym monitoroval distribuci
membranové fluidity u né€kolika bunéénych linii. Méfeni byla provadéna na Grovni jedné
buiiky, takze bylo mozné ziskat detailni informace o mikroviskozitni distribuci v plazmatické
membrané. Pomoci simulace Monte Carlo zjistili, Ze malé heterogenity plasmatické
membrany predstavujici viskozitni mikrodomény mohou mit vyznamny vliv na podobu
distribuce fluidity. Ackoliv existuji i dalsi faktory ovliviiujici fluiditu plazmatické membrany
(napt. adheze), dosli védci k zavéru, ze distribuce difuznich ¢ast ¢asteéné nebo uplné souvisi
s organizaci plazmatick¢ membrany.

Co se tyce experimentalniho provedeni, méfeni plazmatické membrany bylo provadéno na
styku se sklenénym podkladem (v blizkosti rozhrani sklo-voda). Plazmatickd membrana byla
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nasledné presné lokalizovana presunutim efektivniho objemu. Mapovani diftiznich ¢asti bylo
provadéno opakovanym métenim po 4 sekundéach podle miizky 10x10 s krokem 500 nm [29].

Xianke Shi a spol. studovali pomoci FCS biologické procesy na bunécné urovni u Dénia
pruhovaného (Danio rerio) a embryi Octomilky (Drosophila). Nejdiive popsali jejich
autofluorescencni model a nasledné urcili penetracni hloubku pro FCS, coz bylo zvlasté
u Dénia pruhovaného slozité kvili jeho tenké tkani. Dale stanovili s vysokym prostorovym
rozliSenim rychlost pratoku krve a difuzni koeficienty proteinti znacenych zelenym
fluorescencnim proteinem v cytosolu a v membrané riznych typt bunék [30].

Kombinace FCS a FCCS (fluorescencni kros-korelacni spektroskopie) predstavuje mimo
jiné vyznamny ndastroj ke zjiStovani subbunécné farmakokinetiky a dynamiky novych
testovanych 1é¢iv v nanomolarnich koncentracich. Heike Glauner a spol. zkoumali bunécny
pfijem a subbunécnou distribuci reduktdzového inhibitoru methotrexatu a kindzového
inhibitoru PD173956 v lidskych rakovinnych bunkach. Navic soucasn¢ detekovali pomoci
FCCS a FCS molekularni interakce uvnitt buiiky s pfislusSnymi cilovymi proteiny a necilena
navazani (,,off-target binding*) v nanomolarnim métitku.

Aby bylo zabranéno nezaddoucimu efektu fotovyb€lovani, vybrali védeci excitacni lasery
o takovych intenzitach, které pokryly cely dynamicky rozsah difuznich autokorelacnich Cast.
Detekéni objem pro FCCS analyzy byl zaméfen do cytosolu burniky v blizkosti jadra.

Objevili velké rozdily mezi interakénimi vlastnostmi vySe uvedenych inhibitord.
U methotrexatu byli schopni detekovat jeho cilovou distribuci a urcit disocia¢ni konstanty.
Naproti tomu u PD173956 se projevily silngjsi interakce s intraceluldrnimi
vysokomolekularnimi strukturami nez s cilovymi rakovinnymi bunikami [31].

Gernot Guigas a spol. vyuzili FCS mikroreologii pro stanoveni anomalnich difiiznich
vlastnosti fluorescencné znacenych zlatych nanocastic v cytoplazmé a jadru zivych bunck.
Ze ziskanych hodnot MSD byli schopni urcit komplexni modul pruznosti ve smyku G pro
ob¢ bunécné kompartmenty. Diky této technice také zjistili rozdily ve viskoelastické odezvé
a anomalni diftzi u bunék pted a po vystaveni osmotickému stresu [32].

Anne Bernheim-Groswasser a spol. pouzili techniku FCS ke studiu dynamiky semi-
flexibilnich polymerti. Pomoci vypoctu MSD polymernich segmentti sledovali dynamiku
aktinovych vldken ve dvou experimentalnich provedenich: vldkna oznaCend na riznych
mistech a homogenné znacend vlakna. Pii porovnani vysledkli poskytly oba postupy
konzistentni vysledky, coz umoznilo méfit Casovou zavislost MSD na case (cca 40 us—2 s).
Témeét pres celé Casové méfitko se jimi namétfend data shodovala s vypocitanymi teoretickymi
hodnotami podle hydrodynamickych teorii [33].

U vodnych roztokli vysokomolekularniho polyethylenglykolu porovnavali data z DWS,
DLS, metod sledovani ¢astic (,,particle tracking methods*) a FCS Silke Rathgeber a spol.
Byli schopni detekovat MSD v rozmezi cca 100-10° nm®. Vysledky mikroreologickych
meéfeni porovnavali také s konvencnimi reologickymi experimenty za pouziti mj. rotacniho
reometru.

Vysledkem jejich experimenti bylo také porovnani FCS mikroreologie s dalSimi
mikroreologickymi technikami. FCS mikroreologie se co se ty¢e vysokého rozliSeni nemiize
rovnat mikroreologickym metodam ,,laser particle tracking® (dale jen LPT) nebo DWS, které
pfekonava FCS mikroreologii v lep§im prostorovém rozliSeni posunu sledované castice.
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Narozdil od FCS nejsou ale tyto metody vhodné pro sledovani dlouhodobé dynamiky.
Z hlediska rozsahu MSD je FCS srovnatelna se standardnimi LPT metodami a DLS. Na rozdil
od standardnich LPT metod umoziiuje FCS také ptistup k vys$sim frekvencim [26].

Fluorescencni korelac¢ni spektroskopie nicméné nemusi byt nastrojem pro méfeni pouze
biologickych vzorki. T. Cherdhirankorn a spol. vyuzili FCS k méfeni difuznich koeficientl
malych molekul chromoforii v PDMS (polydimethylsiloxan), PI (polyimid) a PVE
(polyvinylether) homopolymerech s riznymi molekulovymi hmotnostmi pfi teplotach vysoko
nad teplotami skelnych piechodii polymerti. Jedinecna citlivost FCS techniky umoziujici
pouzit nanomolarni koncentrace sond zajistila, Ze sondy nijak neovlivnily vlastnosti
polymerni matrix. U vSech pozorovanych systémua pozorovali, Ze se rychlost difuze nefidi
okolni viskozitou, kterd se extrémné zvysSuje s vysokou molekulovou hmotnosti polymert.
Naopak zjistili, ze diftizni koeficient malych sond uzce koreluje se segmentovou dynamikou
polymert a soucasné si zachovava vlastnosti ¢astic.

U vzorkll ve vodném prostiedi se provadi kalibrace efektivniho objemu na zakladé¢
pfimého méfeni charakteristického difizniho ¢asu molekuly barviva se znamym difiznim
koeficientem, jako napt. Rhodamin 6G. V piipad¢ pouziti organickych rozpoustédel tento
postup ale nelze pouzit, protoze mnoho barviv mé tendenci v organickych rozpoustédlech
agregovat a difuzni koeficienty barviv Casto nejsou na rozdil od vodnych systémll znamy.
V tomto ptipad€ spociva feseni v nezavislém méfeni diftiznich Cast fluorescencné znacenych
polymeri metodou DLS. Cherdhirankorniiv tym rozsifil tento postup i pro polymerni
taveniny, kdy pro kalibraci pouzili rozpoustédlo s podobnym indexem lomu, jako ma
pfislusny polymer. Pro kalibraci efektivniho objemu napiiklad u PDMS taveniny pouzili
tetrahydrofuran (THF). Diftizni koeficient perylenem znacenych polystyrenovych ¢&astic
v roztoku THF byl stanoven metodou DLS a diftizni ¢as znacenych castic byl ve stejném
roztoku méten pomoci FCS [34].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Materialy a priprava vzorki

4.1.1. Materialy

Castice

Hyaluronan

Glycerol

Rozpoustédlo

Latex beads, sulfate-modified polystyrene, fluorescent orange
Sigma-Aldrich L1528-1ML, LOT# MKBM7524

Aqueous suspension: 2,5 % solids

0,1 um

Microparticle size standard based on polystyrene monodisperse
Fluka Analytical 90517-5ML-F, LOT# BCBL6505V

Aqueous suspension: 2 % solids

0,1 um

Microparticle size standard based on polystyrene monodisperse
Fluka Analytical 72938-5ML-F, LOT# BCBL7814V

Aqueous suspension: 2 % solids

1,0 um

Sodium hyaluronate, 90—130 kDa, Tech. grade
Contipro Biotech s.r.o0., Czech Republic

Batch No.: 213-6547

Vlhkost 9,75 %

Sodium hyaluronate, 500-750 kDa, Tech. grade
Contipro Biotech s.r.o0., Czech Republic

Batch No.: 213-4245

Vlhkost 8,19 %

Sodium hyaluronate, 1500—-1750 kDa, Tech. grade
Contipro Biotech s.r.o0., Czech Republic

Batch No.: 213-5226

Vlhkost 12,6 %

Glycerol = 99,5 %
Sigma-Aldrich G9012-1L, LOT# BCBK9967V

Mili-Q voda
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4.1.2. Priprava vzorki

Byly ptipraveny roztoky 40% a 80% glycerolu. Pro dalsi analyzy byly vzorky pfipraveny
smisenim ndasledujicim mnozstvim slozek, pfi¢emz rozpoustédlo byl bud 40% glycerol,
80% glycerol nebo Mili-Q voda:

Tabulka 1: Slozeni vzorki

Metoda FCS DLS Video-mikroreologie

Mnozstvi

998 1995 495
rozpoustédla [ul]

Mnozstvi ¢astic [ul] 2 5 5
Velikost ¢astic [um] 0,1 0,1 1,0
Fluorescencné

ano ne ne

znacené Castice

Spotieba vzorku na 1 kapka (~10 ul) 2 ml 100 ul

1 analyzu

Po smiseni byly vzorky promichdny na vortexu. Pro DLS analyzy byl kazdy vzorek
pfipraven tfikrat. Pfed vlastnim méfenim byly pfipravené vzorky po dobu cca 30 minut
odplynovany v ultrazvukové lazni.

Dale byly pfipraveny roztoky hyaluronanu o molekulovych hmotnostech
Mw; = 90-130 kDa, Mw, = 500-750 kDa a Mw; = 1500-1750 kDa. Od kazdé molekulové
hmotnosti byly pfipraveny roztoky o koncentraci ¢;=1g/l, ¢;=0,1 g/l a ¢;=0,01 g/l
s ohledem na obsah vlhkosti v praSkovém hyaluronanu. Vzorky byly néasledné pfipraveny
obdobnym zplisobem jako u roztokl glycerolu (viz Tabulka 1) a promichédny na vortexu.
V piipadé¢ DLS (kazdy vzorek pfipraven tfikrat) byly vzorky analyzovany ihned po jejich
pfipravé a promichdni na vortexu. Pfred FCS analyzami byly navic vzorky probublany
dusikem pro odstranéni kysliku, ktery by mohl zhaset fluorescenci.

4.2. Meéreni a vyhodnocovani dat

4.2.1. Pristroje a programy

FCS analyzy byly provadény na pfistroji MicroTime 200 (Time-resolved Fluorescence
Microscope) od spolecnosti PicoQuant za soucasného pouziti softwaru SymPhoTime 64. Pro
excitaci byl vybran laser 510 H IN MOU (,,horizontal in main optical units*) — excitacni
horizontalné polarizovany laser o vlnové délce 510 nm. Pro konfokalni detekci byl zvolen
emisni pasmovy filtr o vinové délce 550/49 nm.

DLS analyzy byly provadény na piistroji Zetasizer Nano ZS za pouziti stejnojmenného
softwaru. Svételny zdroj pfistroje byl ¢erveny laser o vinové délce 633 nm.

K video-mikroreologickym experimentim byl pouzit mikroskop NIKON Eclipse Ci
s kamerou Canon EOS 550D a dale programy Eye Cockpit-UI 324 x CP (nahravani videi ve
formatu AVI), ImageJ (ptevod forméatu AVI na TIF), CellSens Entry (inverze barev, uprava
kontrastu a jasu) a ke zpracovani nahranych videi software /DL (Interactive data language).
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4.2.2. Meéreni a vyhodnocovani dat z FCS

Pted kazdou sérii méteni byla vzdy nastavena maximalni odezva detektoru, a to manudlni
konfiguraci pinhole, mikro-ostteni mikroskopu a detektoru. U detektoru bylo nastaveno
optimalni rozliSeni. Pfed méfenim vzorkll byl vzdy nejprve nakalibrovan efektivni objem
analyzou Rhodaminu 6G o koncentraci 0,5 nM.

Vystupem FCS analyz byla kiivka zavislosti funkce G(¢) na ¢ase. Ziskana zavislost byla
nasledné prolozena (,,fitovana®) softwarové vypocitanym matematickym modelem pro difuzi
s prispévkem tripletového stavu a statisticky bylo rozhodnuto o poctu diftiznich komponent
v matematickém modelu. Tvar efektivniho objemu je aproximovan dle Gaussova profilu:

exp| - |-1]|S ol , (13)
Ttrip i=0 ls t 14 t *
Tpitr [l] Tpifr [i]K2

kde T je tripletova frakce molekul, ¢ je Cas, Trip je doba Zivota tripletového stavu, npisr je

G(t)=|1+T

pocet nezavisle difundujicich ¢astic, p je prispévek i-t¢ difundujici castice, tpis je difuzni Cas
i-t¢ difundujici ¢astice a x je pomér délky a praméru efektivniho objemu.
Vysledkem , fitu* byla autokorela¢ni kiivka:

—
o

Autokorelacni funkce G(t)
\S] (O8] ESN (V)] (@) 3 o0 O

—

0
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

Cas [ms]
Obrazek 6: Autokorelacni kiivka
Soucasné byly softwarové vypocitany nasledujici parametry:

* Primémé mnozstvi molekul v efektivnim objemu N (vypocitano z G(0) =z fitu
autokorelacni kiivky)

[1-T] p[i]]a (14)
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* koncentrace molekul v efektivnim objemu C (vypocitano na zékladé Vesr)

N
Vig "N,

(15)

» efektivni lateralni fokalni polomér wy pfi intenzité 1/ e’ (vypo&itano na zaklads Veg)

3
-0,5
TT

Vg

K

Wy =

; (16)

. ’ ’1. s « v~ s . ve . Y 2
* efektivni fokalni polomér z, rovnobézny s optickou osou pii intenzité 1/ e

(vypocitano na zakladé Vegr)
2, =K Wy, (17)

e difuzni koeficient k-té difundujici ¢astice D (vypocitano na zékladé Vesr)

2

Wo

kde Ve je efektivni excitaéni objem (stanoveny kalibraénim métfenim Rhodaminu 6G)
a Na je Avogadrova konstanta.

Tabulka 2: Hodnoty nékterych parametrii ziskanych kalibraci na Rhodamin 6G

Parametr Oznaceni | Hodnota | Jednotka
Efektivni objem Vese 0,800 fl
Efektivni lateralni fokalni polomér wo 0,263 um
Efektivni fokalni polomér rovnobézny s optickou osou ) 2,077 um
Pomér délky a pruméru efektivniho objemu K 7,897 -

Pro ucel popisu mikroreologickych vlastnosti vzorku byla autokorela¢ni kiivka vypoctem
prevedena na zavislost MSD na Case. PopiSeme-li autokorela¢ni funkci G(¥) jako:

-1 -1/2
1 2 2
G(r)= 7(1 * (Ar? (t)>) (1 +3—2<Ar2 (t)>) , (19)
lze MSD vyjadfit kubickou rovnici:
<Ar2(t)>=x=>%x3+( 2 4 )x2+( 4 + 3 )x+1 ;=O. (20)

+ —_—
3w,z Wgzé 9W§ 3W§ 223 NZG(I‘)2

Zanedbame-li ¢len v odmocniné v rovnici (19), ziskdme jeji aproximovanou formu a MSD
pak lze vyjadfit nasledujicim zpisobem:

<Ar2 (t)> _3. W -

2

1
N-G(t)_l)' 1)

Vypocet MSD podle aproximované rovnice (21) ma vSak omezeni. Tim je oblast, ve které
experimentalni hodnoty jiz nekoreluji s teoretickymi. Protoze w; / 7o <<1, lze vyraz
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v odmocning v rovnici (19) zanedbat pouze tehdy, je-li <Ar2(t)><3z§ /2. Tato oblast byla
proto graficky oddé&lena zavislosti 3z, / 2=f (t) , kde 7 je korelacni Cas.

Pro celkové porovnani vysledkli byly vypocitany teoretické hodnoty MSD podle
nasledujiciho vzorce:

ST msp,, =10 [um?] 22)

6-7m-d, nnd

c

MSD =6Dt; D =

kde D je difuzni koeficient, kg je Boltzmannova konstanta, 7 je termodynamicka teplota, 1 je
dynamicka viskozita disperzniho prostiedi, d. je pramér sledovanych ¢astic a ¢ je korelacni
Cas.

Kofteny kubické Rovnice (20) byly ziskdny pomoci programu MATLAB (pro vypocet MSD
byl pouzit pouze realny koten) a k vytvoreni grafickych zévislosti a zdkladnim vypoctim byl
pouzit MS Excel.

4.2.3. Meéreni a vyhodnocovani dat z DLS

Kazdy vzorek ur¢eny k mikroreologické DLS analyze byl vzdy pfipraven tiikrat. Nejprve
byl ve vSech disperznich prostfedich (Mili-Q voda, roztoky glycerolu a hyaluronanu)
orientacné zméfen hydrodynamicky polomér a zeta-potencial (C-potencial) polystyrenovych
castic, aby bylo zjiSténo, zda jsou disperze stabilni a Castice se v jednotlivych disperznich
prostiedich neshlukuji. Na zéklad¢ vysledki téchto analyz, které potvrdily stabilitu disperzi,
bylo mozné provést mikroreologickd méfeni v plastovych kyvetach, jejichz vysledkem byly
softwarové vypocitané hodnoty mj. MSD a korela¢niho ¢asu. Pomoci MS Excel byly
vytvoreny grafické zavislosti.

4.2.4. Méreni a vyhodnocovani dat z video-mikroreologie

Pro kazdy vzorek urceny k video-mikroreologickému experimentu bylo nutné vytvofit tzv.
mikroreologickou kapsli, aby bylo zabranéno nezddoucimu pohybu kapalného vzorku mezi
sklicky a vysychani vzorku. To by mohlo vyznamné zkreslit vysledky analyz. Kazda kapsle
byla vyrobena z jednoho podlozniho sklicka a ze tii krycich skli¢ek pro mikroskopii:

/f kryci sklicka
UV-lepidlo

y4

F— L] podlozni sklicko

| - 5.

Obrazek 7: Vyroba kapsli pro video-mikroreologii
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V prvnim kroku byla k podloznimu sklicku ptipevnéna UV-lepidlem dvé kryci sklicka. Ve
druhém kroku bylo pfipevnéno tieti sklicko. Mezi jednotlivymi kroky bylo UV-lepidlo vzdy
vytvrzeno pod UV-lampou. Ve tietim kroku byl pomoci mikropipety do vytvrzené kapsle
nadavkovan vzorek, ktery byl nasledn¢ pozorovan pod mikroskopem.

Po nahrani cca desetivtefinového videa ve formatu AVI bylo video pievedeno v programu
ImageJ na format TIF. V programu CellSens Entry byla provedena inverze barev a upraven
jas a kontrast tak, ze vysledkem bylo video s bilymi ¢asticemi na ¢erném pozadi.

Takto upravené video bylo déle zpracovavano softwarem /DL, ve kterém byly pomoci
filtru velikosti vybrany k dalSimu vyhodnocovani stejné¢ velké castice (vzhledem k poloze
Castice ve vzorku — Castice vzdalengjsi se jevily mensi — a vzhledem k ptipadnym nezddoucim
aglomeratiim castic). U takto vybranych castic byly nasledné sledovany jejich trajektorie
pohybu na zakladé¢ zmény jejich polohy na po sobé jdoucich snimcich. Po zohlednéni mj.
rychlosti snimani videa, zvétSeni mikroskopu (40x) a odstranéni vlivu nezadouciho toku
vzorku v mikroreologické kapsli byly pomoci softwaru vygenerovany hodnoty mj. MSD a
Casu. U nekterych vzorkl, pfedevS§im u roztokli glycerolu, Mili-Q vody a nékterych
koeficient.

Protoze nebylo mozné pod optickym mikroskopem dobie pozorovat 0,lum castice, byly
pro video-mikroreologické experimenty pouzity Castice desetkrat vétsi — mikrometrové. Aby
bylo mozné porovnat vysledky vSech tii technik — FCS, DLS a video-mikroreologie, byla
ziskana data z video-mikroreologie piepocitana pro 0,1um castice.

Nejdiive byla vypocitana viskozita vzorku m:

k, T

LT S 23
D4, @)

kde D, je experimentalné zjistény difuzni koeficient a dc; je pramér Castic, se kterymi byl
experiment proveden.

Nasledné byl podle ptedchoziho vzorce vypocten difuzni koeficient D, pro mensi
(teoretické) Castice o primeéru dc:

k, T

=— B8 - 24
6-mm-d., (24)

2

Hodnoty MSD pro mensi c¢astice (MSD;) byly ziskdny vynasobenim hodnot MSD
puvodnich vétsich ¢astic (MSD;) a poméru difuznich koeficientli mensich a vétSich Castic:
D2
MSD, =MSD, - —=. (25)

1

K vytvoreni grafickych zavislosti a zakladnim vypoctiim byl pouzit MS Excel.

VSechny analyzy (pomoci FCS, DLS, video-mikroreologie) byly provadény pfi stejné
teplote 23 °C.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. Roztoky glycerolu a Mili-Q voda

Aby byla potvrzena spravnost méfeni, byly nejprve analyzy provedeny vSemi tiemi
metodami s newtonovskymi roztoky glycerolu a Mili-Q vodou. U metody FCS bylo méteni
kazdého vzorku z ¢asovych diivodd provedeno jednou, u metod DLS a video-mikroreologie
byl kazdy vzorek proméien tiikrat a vysledky byly zprimérovany.

1000
voda
100
40% glycerol
e
80% glycerol
1
ol
‘E
2
a 0,01
7]
= 0,001 = = 3z20"2/2
Teoreticky vypocitané hodnoty
0,0001
=—=DLS
0,00001 =FCS - aproxim.
—FCS
0,000001
Video-mikroreologie
0,0000001
0,0000001 0,000001 0,00001 0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100

¢as (s)

Obrazek 8: Zavislost MSD na case — roztoky glycerolu a Mili-Q voda

Z ptedchoziho grafického porovndni mikroreologickych metod vyplyva nékolik

Jak je patrné z vySe uvedeného grafu na Obrazku 8, metodou FCS lze ziskat mikroreologické
informace ze SirSi oblasti hodnot, nez u DLS nebo video-mikroreologie. Rozsah FCS je
v podstaté¢ dokonalejSim spojenim rozsaht téchto dvou technik. FCS navic piekonava
konkuren¢ni mikroreologické techniky i v oblasti krajnich hodnot — napt. u 80% glycerolu
poskytuje DLS spolehlivé hodnoty az nad cca 7-10°s a tomu odpovidajictho MSD
510~ um?, zatimco u FCS je ¢asovy rozsah i rozsah MSD hodnot o témé&f dva fady vetsi.
Porovname-li v krajnich hodnotdich FCS a video-mikroreologii, lze je shledat jako témér
ekvivalentni.

Znacny piinos ma vSak FCS technika v oblasti stfednich ¢asovych a MSD hodnot. Méme-
li jako piiklad stale pfedchozi graf na Obrazku 8, pak v &ase cca od 5-10* s do cca 0,07-0,7 s
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a MSD od 0,01 do 0,1-0,7 umz vznikd oblast, ve které stavajicimi technikami DLS a video-
mikroreologii nejsme schopni spolehlivé popsat mikroreologické vlastnosti vzorku. Diky
unikatnim vlastnostem FCS techniky jsme vSak nyni schopni tuto oblast velmi dobie popsat,
protoze experimentalni FCS hodnoty velmi dobie koreluji s témi teoretickymi téméf v celém
jejich rozsahu.

Co se tyce video-mikroreologie, u roztoku 80% glycerolu Ize pozorovat odklon video-
mikroreologické zavislosti od teoreticky vypocitanych hodnot. Ten miize byt zptisoben mimo
jiné 1 tim, Ze k analyze byly pouzity desetkrat vétsi Castice a vysledky byly nésledné
pfepocitany pro castice mensi. Takto vznikla nepiesnost je zanedbatelnd u vzorkl s nizkou
viskozitou, nicméné u vzorki s vyssi viskozitou (80% glycerol; HA: 1 g/l, 1500-1750 kDa) je
jeji vliv na vysledky patrnéjsi.

Analyzou newtonovskych vzorkd byla navic ovéfena i spravnost aproximované rovnice
pro vypocet MSD (modré kiivky). Zohlednime-li i vySe diskutovanou hranici pro MSD, kdy
MSD <3z; /2, ziskame spolehlivé hodnoty, které témé&f v celém rozsahu velmi dobie koreluji

s hodnotami teoretickymi. Mzeme tak relativné piesné popsat mikroreologické vlastnosti
vzorkil v Sirokém rozmezi ¢asu a MSD i pomoci aproximované (jednodussi) formy rovnice.

Z grafu na Obrazku 8 jsou nicméné patrné i odchylky experimentalnich hodnot od
teoretickych ve smyslu posunu zavislosti od sebe na zaklad¢ jejich rozdilné smérnice. Tento
posun je patrny zvlasté u roztokd glycerolu analyzovanymi pomoci FCS a DLS. Pfi¢in
posunu by mohlo byt nékolik. Jednim z faktorti by mohlo byt nespravné pipetovani glycerolu
pfi piipravé roztokl, protoze mikropipety jsou kalibrovany na kapaliny o nizsi viskozité
(voda). Protoze ale ktomuto posunu nedoslo u vysledkli vSech technik (i video-
mikroreologie), chyba pii pipetovani zfejmé nebude mit na konecné vysledky tak markantni
vliv a diivod posunu FCS a DLS zavislosti bude jiny. U FCS by teoreticky mohla byt pfi¢inou
deformace konfokalniho objemu pii analyze roztokli glycerolu zplisobena zménou indexu
lomu roztoku. Tuto skutecnost diskutuje ve svém ¢lanku Suhling a spol. [35]. Pokud by
skutecn¢ dochazelo ke zméné indexu lomu, dochazelo by i ke zkresleni vysledkl analyz
glycerolu pomoci DLS (viz Rovnice 5).

Neposlednim faktem vyplyvajicim z grafu na Obrazku 8 je urcity trend posunu zavislosti
MSD na ¢ase k niz§im hodnotdm MSD v zavislosti na vzrastajici viskozité vzorku. V podstaté
jde o logicky dusledek toho, Ze ve visk6zn€jsSim médiu (roztoky glycerolu) jsou fluktuace
pozorovanych ¢astic mensi nez v méné viskoznim médiu (Mili-Q voda). Z toho vyplyva i
dal$i neméné dulezitd skuteCnost, a to ta, ze pro visk6znéjsi vzorky, podobné jako v tomto
ptipadé 80% glycerol, nelze spolehliveé urcit limitni hodnoty pro aproximovanou rovnici pro
FCS (Rovnice 21). Pro visk6zngjsi vzorky tak Ize aproximovanou rovnici pouzit bez omezeni.

5.2. Roztoky hyaluronanu

Po ovéfeni spravnosti vSech tif mikroreologickych technik bylo mozné pfistoupit k analyze
nenewtonovskych roztokli hyaluronanu. Roztoky hyaluronanu byly pfipraveny celkem ve
trech koncentracich (0,01; 0,1 a 1,0 g/l), od kazdé koncentrace tfi molekulové hmotnosti
(90-130; 500-750; 1500-1750 kDa). U metody FCS bylo méfeni kazdého vzorku z ¢asovych
divoda stejné jako u roztokl glycerolu a Mili-Q vody provedeno pouze jednou, u metod DLS
a video-mikroreologie byl kazdy vzorek prométen ttikrat a vysledky byly zprimérovany.
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Pro nazorné porovnani jsou uvedeny vysledky pouze nékolika analyz — pro fedéni 0,01 a
1,0 g/l a pro molekulové hmotnosti 90—130 a 1500—1750 kDa. Ostatni grafy jsou uvedeny
v Pfilohach. Srovnani experimentalné ziskanych dat bylo provedeno s teoretickymi

hodnotami pro vodu (rozpoustédlo).

5.2.1. Roztoky hyaluronanu o koncentraci 0,01 g/1
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Obrazek 9: Zavislost MSD na case — HA: 0,01 g/l, 90—130 kDa
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Obrazek 10: Zavislost MSD na case — HA: 0,01 g/l, 1500-1750 kDa



Srovname-li mezi sebou vysledky analyz dvou stejné koncentrovanych roztok
hyaluronanu liicich se pouze v molekulové hmotnosti, 1ze fici, Ze u obou vzorki dochazi
jeste stale k velmi dobré korelaci experimentalnich dat s teoretickymi hodnotami pro vodu
(¢isté rozpoustédlo). U roztoku hyaluronanu s vyssi molekulovou hmotnosti vsak jiz lze ve
vys§§ich hodnotach MSD (cca nad 0,5 um?) a ¢asu (cca nad 0,01 s) pozorovat uréité odchyleni
experimentalnich zédvislosti od teoretické. Toto odchyleni lze sledovat u vysledkii FCS a
video-mikroreologie, DLS tuto casovou a MSD oblast nepokryva.

Pfic¢inou tohoto odchyleni je pro nenewtonovské kapaliny typické viskoelastické chovani.
Pii porovnéani vyse uvedenych grafickych zavislosti na Obréazcich 9 a 10 lze také pozorovat,
ze s rostouci molekulovou hmotnosti polymeru se zminéné viskoelastické vlastnosti roztoku
projevuji vice.

Vysledky DLS se u roztoku hyaluronanu s niz$i molekulovou hmotnosti pfili§ nelisily od
teoretickych hodnot pro vodu a az na mirnou fluktuaci v nizkych krajnich hodnotach se
experimentalni zavislost se zavislosti teoretickou témét piekryvala. To samé Ize fici
o vysledcich analyzy hyaluronanu o vyssi molekulové hmotnosti.

Vyznamngjsi odliSnosti byly zaznamenény u koncentrovanéjSich roztokd hyaluronanu —
viz. nésledujici kapitola.
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5.2.2. Roztoky hyaluronanu o koncentraci 1,0 g/1
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Obrazek 11: Zavislost MSD na case — HA: 1,0 g/l, 90—130 kDa
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Obrazek 12: Zavislost MSD na case — HA: 1,0 g/l, 1500—1750 kDa

Na Obrazku 11 a 12 lze pozorovat, ze u hyaluronanu s niz§i molekulovou hmotnosti
dochazi k vétSinovému prekryvu vysledktt FCS s vysledky z DLS a video-mikroreologie.
Naopak u hyaluronanu s vys$si molekulovou hmotnosti Ize sledovat vyznamné odchyleni
vysledkli video-mikroreologie, takze relativné nejlepsSi vysledky opét poskytuje FCS.
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Odchyleni video-mikroreologické zavislosti je pravdépodobné znovu zptisobeno mimo jing i
pouzitim vétSich Castic pro analyzu a naslednym pfepoctem vysledkli pro cCastice mensi.
Vysledky DLS prakticky kopiruji zavislost ziskanou pomoci FCS.

Ze zavislosti MSD na cCase pro roztoky hyaluronanu o koncentraci 1,0 g/l je soucasné
patrny zvétSujici se projev viskoelastickych vlastnosti s rostouci koncentraci roztoku, ale i
s rostouci molekulovou hmotnosti polymeru. Zvlasté u vysokomolekularniho hyaluronanu lze
mikroreologické vlastnosti jeho roztokii popsat esovité¢ prohnutou kiivkou, u které se inflexni
bod se zvySujici koncentraci roztoku a molekulovou hmotnosti polymeru piesouva k niz§im
hodnotdm ¢asu a MSD. Pro ndzornost je uvedeno nésledujici grafické porovnani vysledki
FCS analyz roztok hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1500-1750 kDa o koncentraci
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Obrazek 13: Zavislost MSD na case — HA: 1500—1750 kDa
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6. ZAVER

V této bakalatské praci bylo provedeno srovnani tii pasivnich mikroreologickych technik
se zaméfenim na FCS. K analyzdm byly pouzity fluorescenéné znacené a neznacené
polystyrenové Castice, pomoci kterych byly zjistovany mikroreologické vlastnosti roztoki
glycerolu, Mili-Q vody a roztokti hyaluronanu.

Z grafického srovnani vysledkli vsech tii mikroreologickych technik vyplyva, ze metodou
FCS lze oproti DLS a video-mikroreologii ziskat SirSi rozsah hodnot MSD i ¢asu. Hlavnim
pfinosem FCS je, ze piekonava konkurenéni techniky pokrytim i té oblasti MSD a casu, ve
které vySe zminénymi stavajicimi technikami nejsme schopni mikroreologické vlastnosti
vzorku spolehlivé popsat. FCS témto technikdm navic silné konkuruje i v oblasti krajnich
hodnot.

Pro jednodussi vypocet hodnot MSD byla pro FCS navic odvozena aproximovana rovnice,
jejiz spravnost byla ovéfena analyzou newtonovskych vzorkd (Mili-Q voda a glycerol) a
naslednym porovnanim s teoreticky vypocitanymi hodnotami. Je-li zohlednéna limitni
platnost aproximované rovnice, lze i touto cestou ziskat velmi dobré vysledky.

Co se ty¢e omezeni FCS mikroreologie (potazmo i DLS), ukézalo se, ze pfi analyze
viskdznéjsich vzorka (80% glycerol) dochédzi ziejmé k deformaci konfokalniho objemu na
zakladé zmény indexu lomu a nasledné ke zkresleni vysledkt. V dalSich experimentech by
proto bylo vhodné tuto teorii ovéfit a nalézt optimalni feseni.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CCD
DLS
DWS

FCCS

FCS

HA

H IN MOU
IDL

LPT

MSD
PDMS

PI

PVE

SPT

THF

G(1)

Charge-coupled device
Diffusing light spectroscopy (Dynamicky rozptyl svétla)
Diffusing wave spectroscopy (Difuzni vinova spektroskopie)

Fluorescence cross-correlation spectroscopy (Fluorescencni kros-
korela¢ni spektroskopie)

Fluorescence correlation  spectroscopy (Fluorescencni  korelacni
spektroskopie)

Kyselina hyaluronova

Horizontal in main optical units

Interactive data language

Laser particle tracking

Mean squared displacement (Stfedni ¢tverec posunu)
Polydimethylsiloxan

Polyimid

Polyvinylether

Single particle tracking (Jednocasticova mikroreologie)
Tetrahydrofuran

Koncentrace

Autokorela¢ni funkce

Molekulova hmotnost
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9. SEZNAM PRILOH

Piiloha 1

Piiloha 2

Piiloha 3

Piiloha 4

Ptiloha 5

Zavislost MSD na ¢ase — HA: 0,01 g/1, 500-750 kDa
Zavislost MSD na case — HA: 0,1 g/1, 500-750 kDa
Zavislost MSD na case — HA: 1,0 g/l, 500-750 kDa
Zavislost MSD na case — HA: 0,1 g/I, 90-130 kDa

Zavislost MSD na case — HA: 0,1 g/I, 1500-1750 kDa
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10. PRILOHY
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Obrazek 14: Zavislost MSD na case — HA: 0,01 g/l, 500-750 kDa
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Obrazek 15: Zavislost MSD na case — HA: 0,1 g/l, 500-750 kDa
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Piiloha 3
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Obrdzek 16: Zavislost MSD na ¢ase — HA: 1,0 g/l, 500-750 kDa
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Obrazek 17: Zavislost MSD na case — HA: 0,1 g/l, 90-130 kDa
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Ptiloha 5
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Obrdzek 18: Zavislost MSD na c¢ase — HA: 0,1 g/l, 1500-1750 kDa
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