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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem difuznich vlastnosti vezikulamich systémil tvofenych
ze dvou opacné nabitych tenzidi SDS a CTAB s pfidavkem dvoufetézcového tenzidu DODAC
a cholesterolu. Cilem prace bylo vybrat vhodné fluorescenéni sondy a prozkoumat jejich vyuziti
pii zobrazovani téchto systémii pomoci metody dynamického rozptylu svétla a fluorescenéni korela¢ni
spektroskopie. K pfipravenym systémum také byly pfidany rizné koncentrace hyaluronanu. Jako
fluorescencni sondy byly vybrany dva zastupci karbokyaninovych (Dil, DiO) a dva xanthenovych
(F16, RBOE) barviv. U vSech sond, s vyjimkou RBOE, doslo k ovéfeni vhodnosti jejich pouziti.
Zaroven dosSlo k porovnani naméfenych vysledkii z obou metod. Bylo zjisténo, Ze spolu data
nekoreluji, z davodu znacné slozitosti analyzovanych systémi a dostupné matematické modely
k prokladani FCS kfivek jsou tak nedostacujici.

KLIiCOVA SLOVA

Kataniontové vezikularni systémy, dynamicky rozptyl svétla, fluorescencni korelacni spektroskopie,
Dil, DiO, F16, RBOE, hyaluronan

ABSTRACT

This master's thesis deals with the study of the diffusion properties of vesicular systems composed
of two oppositely charged tensides SDS and CTAB with the addition of the double-chain tenside
DODAC and cholesterol. The aim of this work was to select suitable fluorescent probes
and investigate their use in imaging these systems using dynamic light scattering and fluorescence
correlation spectroscopy. Different concentrations of hyaluronan were also added to the prepared
systems. Two representatives of carbocyanine (Dil, DiO) and two xanthene (F16, RBOE) dyes were
selected as fluorescent probes. The suitability of their use was verified for all probes except RBOE.
The measurement results from the two methods were also compared. It was found that the data do not
correlate with each other, due to the considerable complexity of the analyzed systems and the available
mathematical models to fit the FCS curves are therefore insufficient.

KEY WORDS
Catanionic vesicle systems, dynamic light scattering, fluorescence correlation spectroscopy, Dil, DiO,
F16, RBOE, hyaluronan
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1 UVOD

Vezikularni systémy jsou jiz dlouha léta pfedmétem zkoumani, zejména pak diky jejich duté kulovité
struktufe skladajici se jak z hydrofilni, tak hydrofobni casti. Kviili tomuto uspofadani jsou schopny
enkapsulace celé fady latek hydrofilni i hydrofobni povahy. Své aplikace pak nachazeji zejména jako
potencionalni nosi¢e 1é¢iv s moznosti jejich fizeného uvoliovani. Jedny =z nejvyuzivanéjSich
vezikularnich systémua jsou tzv. lipozomy, skladajici se z molekul fosfolipida. Jejich nevyhodou
je vSak jejich pomém¢ slozita priprava, omezena doba skladovatelnosti a nizka stabilita. Proto doslo
v poslednich letech ke snaze najit systémy s podobnou strukturou, vykazujici lepsi vlastnosti. Jednim
z takovych systému se jevi byt kataniontové vezikularni systémy, které jsou znamy svou amfifilni
strukturou tvofenou dvéma opacné nabitymi tenzidy v jejich ekvimolarnim poméru. Svou strukturou
tak pripominaji lipozomy, nicméné jejich vyhodou je, krom¢ jejich snadné pfipravy a nizsi ceny, také
prodlouzena doba stability. Zaroven lze upravou sméSovaciho poméru ¢i vybérem tenzidu snadno fidit
jejich vlastnosti, jako je velikost ¢i naboj. Jednou z nevyhod vezikularich systému je vSak jejich
toxicita. Tento problém muze byt pak vyfeSen navazanim polysacharidu hyaluronanu, ktery zvysuje
biokompatibilitu systémi.

Samotné vlastnosti vezikularnich systému pak lze charakterizovat pomoci fady metod, mezi které
se tfadi dynamicky rozptyl svétla (DLS). Jedna se o rozptylovou techniku vyuZzivanou zejména
pro popis makromolekul a ¢astic v roztoku. Diky ni jsme schopni na zaklad¢ analyzovani Brownova
pohybu castic zjistit difuzni koeficient, ze kter¢ho lze snadno dopocitat jejich velikost. Na podobném
principu je pak zalozena metoda fluorescenéni korelacni spektroskopie (FCS), ktera vSak zatim nebyla
otestovana pfi analyze vezikulamich systému. Obé metody sice pracuji na podobném principu,
a to na méfeni intenzity fluktuujiciho signalu. U dynamického rozptylu svétla je signalem svétlo
rozptylené Casticemi, u korelacni spektroskopie se pak jedna o fluorescenci. Vyhodou FCS oproti
DLS je, ze pravé diky fluorescenci muze poskytnout blizsi informace o analyzovaném systému. Jedna
se naptiklad o detekci specifickych molekul, ¢i zjisténi jednotlivych frakci fluoroforu pomoci
Forsterova rezonanéniho prenose energie (FRET). Tato metoda se proto jevi jako velmi slibna
zaucelem charakterizace vezikularnich systému. Jednou znevyhod by naopak mohl byt fakt,
ze na autokorela¢ni funkci, kterou se data FCS prokladaji, ma vliv mnoho parametru, jako je velikost,
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Povrchové aktivni latky

Povrchové aktivni latky (PAL), také tenzidy, jsou organické slouceniny s alesponi jednou lyofilni
ajednou lyofobni skupinou. Pokud je pouzitym rozpoustédlem voda nebo vodny roztok,
pak se pouzivaji terminy hydrofilni a hydrofobni skupiny. Zjednodusené¢ feceno se jedna o latky
obsahujici jak nepolarni, tak polarni (iontovou) ¢ast (Obrazek 1) [1].

Hydrofilni ¢ast Hydrofobni cést

Obrazek 1: Struktura PAL [1].

Hydrofilni skupina maze nést naboj zaporny, kladny ¢i oba zaroven, popfipadé nemusi obsahovat
naboj vibec. Z tohoto divodu lze zakladn¢ povahy hydrofilni skupiny rozdélit PAL do n¢kolika tfid,
a to aniontové, kationtové, amfoterni a neiontové PAL [1].

Aniontové povrchové aktivni latky jsou diky jejich relativné nizkym nakladim na vyrobu
nejvyuzivangj$i tfidou tenzidd, ato zejména v prumyslovych aplikacich [2,3]. Pro optimalni
detergentni ucinek je hydrofobnim feté¢zcem linearni alkylova skupina s délkou fetézce 12 az 16 atomu
uhliku. Nejvice vyuzivané hydrofilni skupiny u aniontovych PAL jsou zejména karboxylaty, sulfaty,
sulfonaty a fosfore¢nany [4].

Konkrétnim pfikladem zaporné nabit¢ho tenzidu je SDS neboli dodecylsiran sodny, téZ lauroylsiran
sodny (Obrazek 2). Jeho struktura je sloZena z nepolarniho fetézce obsahujiciho 12 atomu uhliku,
na ktery je navdzana zapomn¢ nabita siranova skupina. Muzeme ho najit v celé¢ fadé Ccisticich
prostfedku, v zubnich pastach, Samponech ¢i pénach na holeni. Kromé toho se také vyuziva
v biochemickych laboratofich jakoZzto nezbytna soucast elektroforézy proteinu nazyvana jako
SDS-PAGE [5].

Obrazek 2: Struktura SDS.

Mezi nejbéznéjsi kationtové povrchové aktivni latky patfi kvartémi amoniové slouceniny
sobecnym vzorcem R'R'R"R"'N*X", kde X prfedstavuje vétSinou chloridovy ion a R alkylové
skupiny [4]. Mezi takové latky patfi napfiklad CTAB neboli centrimonium bromid, téz
hexadecyltrimethylamonium bromid (Obrazek 3). Jedna se o organickou bromidovou sl
cetylmethylamonia [6]. Jeho struktura je sloZena z nepolarniho fetézce obsahujiciho 16 uhlikovych
atomu a z hydrofilni ¢asti tvofené kladn¢ nabitym atomem dusiku se tfemi methylovymi zbytky.

,-"C Hy
+ Br
4 TCH,
H4C
Obrazek 3: Struktura CTAB.



Dalsi tfidou kationtovych povrchové aktivnich latek je ta, ktera obsahuje dva dlouhé alkylové
feté¢zce. Prikladem takové latky je dimethyldioktadecylamonium chlorid neboli DODAC
(Obrazek 4) [4]. Jedna se okvartémi amoniovou sul. Na kladn¢ nabitém dusikovém atomu jsou
pripojeny dva methylové zbytky a nepolamni ¢ast, ktera je tvofena dvéma uhlikovymi fetézci, z nichz
kazdy obsahuje 18 atomu uhliku.

CH -

T2l
H3CWMWN+

| ™vcH;

Obrazek 4: Struktura DODAC.

Kationtové PAL s jednim uhlovodikovym fetézcem jsou sice dobie rozpustné ve vod¢, ale nejsou
rozpustn¢ v uhlovodikovych rozpoustédlech. Naproti tomu dialkylové PAL jsou v porovnani
s monoalkylovymi mén¢ rozpustné ve vodé, ale naopak jsou dobie rozpustné v uhlovodikovych
rozpoustédlech. Kationtové PAL jsou obecné chemicky stalé a odolné vii¢i zménam pH, snesou také
pfitomnost elektrolyti. Pouzivaji se napfiklad jako antikorozni prostfedky na ocel, antistatické
prostfedky na plasty nebo vlasové kondicionéry. Dale taky jako protispékavé prostiedky do hnojiv
a jako baktericidy [4].

Amfoterni povrchové aktivni latky obsahuji jak kationtovou, tak aniontovou skupinu [7].
Nejbézné€j§imi amfoternimi PAL jsou N-alkylbetaminy, derivaty trimethyl glycinu. Hlavni
charakteristikou amfoternich PAL je jejich zavislost na pH roztoku, ve kterém se nachazeji. Jestlize
jsou v prostiedi s kyselym pH, molekula ziskava kladny naboj a chova se jako kationova PAL. Pokud
se ale nachazi v prostredi s alkalickym pH, nabiji se zaporn¢ a chova se jako aniontova [4].

Nejbéznéjsimi neiontove povrchové aktivnimi latkami jsou latky na bazi ethylenoxidu oznacované
jako ethoxylovené PAL [8,9].

2.1.1 Micely

Povrchové aktivni latky, které se nachazeji ve vodném roztoku pfi nizkych koncentracich, se vyskytuji
v podobé monomert (jako volné molekuly). Tyto monomery migruji na rozhrani vzduch/voda a pevna
latka/voda a orientuji se tak, aby co nejvice minimalizovaly kontakt mezi svou hydrofobni ¢asti
a vodou. Tomuto procesu se prezdiva adsorpce. Se zvySujici se koncentraci PAL se plocha dostupna
pro adsorpci zmenSuje a v roztoku se tak za¢nou hromadit jednotlivé monomery. Protoze je zde
ale stale snaha o minimalizaci kontaktu hydrofobni c¢asti s vodou, za¢ne dochazet k agregaci
jednotlivych molekul tenzida. Vzniklé agregaty (micely, vezikuly, obracené micely) jsou zaroven
v rovnovaze s monomery povrchové aktivni latky. To, o jaky typ agregatu se bude jednat zavisi
na mnoha faktorech, zejména na teploté, koncentraci, pH nebo sile elektrolytu [1].

Pfi urcité koncentraci, zvané kriticka micelarni koncentrace (CMC zangl. critical micelle
concentration), dochazi k tvorbé uzavienych agregati zvanych micel. Jejich struktura je tvorena
z lyofobni i lyofilni ¢asti. Ve vodném prostfedi pak hydrofobni konce sméfuji k sobé a jsou tak
chranény pred vodou, zatimco hydrofilni ¢asti jsou v kontaktu s vodou (Obrazek 5). Typické hodnoty
CMC pii pokojové teploté jsou 10 az 10 M pro aniontové tenzidy, 10 az 10" M pro kationtové
aamfoterni a 10° az 10* M pro neiontové tenzidy [1]. Hodnota CMC je také ovlivnéna nékolika
faktory. K poklesu CMC dochazi pfi zvySovani pocétu uhlikovych atomu v hydrofobnim fetézci
¢i pfidanim elektrolytu. Naopak ke zvySeni dochazi v pritomnosti dvojné vazby ¢i polarni skupiny
v hydrofobni ¢asti [10].

Znalost hodnot CMC pro jednotlivé tenzidy je uzitecna pfi jejich vybéru pro konkrétni aplikace.
Napriklad tenzidy s nizkymi hodnotami CMC jsou méné¢ drazdivé nez ty s vysokymi hodnotami.
Zjisténi kritické micelarni koncentrace lze dosahnou méfenim fady fyzikalnich vlastnosti, jako
je elektricka vodivost, zakal ¢i povrchové napéti [11].
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Obrazek 5: Micela [12]

Stabilni struktura agregatu ve vodném prostiedi by méla vypadat nasledovng. Vnitini ¢ast obsahuje
hydrofobni fetézce, zatimco povrch agregatu je tvorfen z hydrofilnich ¢asti molekuly, ktera je tak
v kontaktu s vodnym prostfedim. Pokud jsou polarni ¢asti iontové, obsahuji naboj a vzajemné se tak
odpuzuji. Cim vétsi bude naboj, tim vice se budou odpuzovat, atim ménd bude dochazet k jejich
agregaci. Oproti tomu hydrofobni ¢asti jsou k sobé navzajem pfitahovany diky hydrofobnimu efektu.
Pokud je tedy koncentrace PAL dostate¢na, dochazi ke shlukovani molekul povrchové aktivnich latek
v dusledku interakce dvou protichudnych sil [1].

Teorie pro strukturu agregatu byla navrzena na zakladné plochy, kterou zabira hydrofobni
a hydrofilni ¢ast PAL [13,14]. Tvar a velikost agregatu lze urcit pomoci tzv. sbalovaciho parametru
(z angl. packing parameter) P. (2.1), coz je pomér plochy hydrofobni skupiny (v/I.) k plose hydrofilni
hlavy (ao) [1]:

P @2.1)

aple

kde v je plocha, kterou predstavuje hydrofobni skupina, /. délka hydrofobniho fetézce a ao plocha
hydrofilni skupiny [15]. Sférické micely jsou tvoteny, jestlize je sbalovaci parametr P. mensi nez 1/3.
Cylindrické micely zase pfi hodnoté P. mezi 1/3 a 1/2. Jakakoliv zména vlastnosti roztoku, zptisobujici
zmen$eni efektivni velikosti hydrofilni ¢asti, zpusobi zménu velikost a tvar agregatu ze sférického
na cylindricky tvar. Vezikuly a lipozomy jsou pak tvofeny pfi P. mezi 1/2 a 1. Poslednim typem
agregatu jsou obracené micely, jejichz tvorba nastava pfi hodnoté P. vétsi nez 1. Obracené micely jsou
tvofeny v nepolarnim prostfedi a jejich struktura je opacna klasické micele, tedy hydrofilni hlavy jsou
drzeny pohromad¢é a hydrofobni fetézce sméfuji do rozpoustédla. Nasledujici obrazek shrnuje vyse
zminéné poznatky (Obrazek 6).
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Tvar PAL Hodnota sbalovaciho Agregat PAL

parametru
V <1/3
U 1/3-1/2
@ 172-1
B 1

Obracena micela

Obrazek 6: Schéma tvorby jednotlivych typu agregati a hodnoty sbalovaciho parametru [1].

2.1.2 Kataniontové vezikularni systémy

Vezikuly jsou duté¢ systémy kulového tvaru, skladajici se z dvojvrstev. Zakladni slozkou utvarejici
vezikul jsou dvouretézcové amfifilni molekuly [16]. Terminem amfifilni nebo také amfipaticka
molekula se rozumi latka skladajici se jak z hydrofilni, tak hydrofobni ¢asti. Takovy charakter maji
napt. fosfolipidy. Jedna se o hlavni slozky bunéénych membran, které¢ jsou schopny se samo
usporadavat do tzv. lipidovych vezikul zvanych lipozomu. Jsou vyuzivany zejména ve farmacii
k modifikaci adsorpce léCiva, prodlouzeni jejich biologického polocasu nebo ke snizeni toxicity
a metabolismu [17,18,19].

Kromé fosfolipidii se ke tvorbé vezikul mohou vyuzivat idalsi latky, véetné vyse zminénych
povrchové aktivnich latek ato vytvofenim tzv. iontové amfifilniho paru (IPA z angl. ion pair
amphiphile). Jedna se o molekularni komplex slozeny z kationtovych i aniontovych amfifilnich latek.
Diky opaénym nabojum spolu hydrofilni ¢asti molekul drzi pohromad¢ prostfednictvim
elektrostatickych sil a utvareji tak tzv. pseudo dvoufetézcovou strukturu, pfipominajici fosfolipid
(Obrazek 7) [20]. Struktury tvofené z iontové amfifilnich parti se nazyvaji kataniontové vezikulami
systémy, (Obrazek 8) aslouzi jako lipozomové nahrazky, které maji velky potencial zejména
v kosmetice a farmaceutickych aplikacich [16,21].
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Rl

PAL IPA Fosfolipid
Obrazek 7: Ukazka struktury PAL, IPA a fosfolipidu.

Kataniontové vezikulami systémy jsou oproti lipozomim vysoce chemicky stabilni vuéi hydrolyze.
Na druhou stranu ale vykazuji nizsi fyzikalni stabilitu. Pro zlepSeni jejich fyzikalni stability se vyuziva
jak intervezikularnich, tak intravezikulamich modifikaci [16]. Pfikladem intervezikulami upravy
je zavedeni dal§iho nabitého dvou fetézcového amfifilu do struktury IPA. Takovou latkou muze byt
naptiklad vyse zminény DODAC. Timto ziskaji vezikuly stejny naboj, budou se odpuzovat, tudiz
nebude dochazet k agregaci a jejich stabilita tak bude zvysSena [22]. Intravezikularni modifikace muze
byt dosaZeno zavedenim stabilizacnich latek. Takovou latkou je napfiklad cholesterol, ktery zvysuje
nejen stabilitu, ale i mechanické vlastnosti systémii [23].

CTAB + SDS = IPA IPA + DODAC + Cholesterol clPA

1
;

LR

Obrazek 8: Tvorba kataniontového vezikulu.

Fosfolipidova membrana se pfi dané teploté miuze vyskytovat bud’ v pevné nebo kapalné fazi.
V pevné fazi jsou alkylové fetézce vice usporadany, zatimco v kapalné méné. Pridani cholesterolu
do kapalné neusporadané¢ faze muze indukovat usporadani sousednich alkylovych fetézcl, coz vede
ke zvySeni stability membrany [24]. Naopak pridani cholesterolu do pevné usporadané faze, narusi
jejich shlukovani. Membrany tvofeny pomoci IPA vykazuji podobné fazové chovani, jako membrany
z fosfolipidovych dvojvrstev [25]. Pridavky cholesterolu také vyvolavaji podobné ucinky na fazové
a mechanické vlastnosti [26]. Nedavné¢ studie také wukazaly, Zze pfidanim cholesterolu
ke kataniontovym vezikularnim systémim dochazi ke zvySovani jejich stability pravdépodobné
v dusledku vymizeni lokalni separace fazi [27].

Vyhodou kataniontovych vezikularnich systému oproti lipozomim je jejich snadnd dostupnost,
zejména pak diky jejich nizsi cené. Diky vysoké kombinovatelnosti riznych druhu tenzidi jsou pak
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ipomémé snadné na pfipravu. Nadruhou stranu ale predstavuji komplikace pii jejich vyuziti
ve farmaceutickém prumyslu, ato diky jejich mozné toxicité. Jednou zmoznosti, jak zvysit
biokompatibilitu téchto systémi je pridavek dal§iho stabilizaéniho prvku, jako je napriklad
polysacharid hyaluronan [28].

2.2 Hyaluronan

Hyaluronan, také kyselina hyaluronova (HA) je vysokomolekularni linearni biopolysacharid. Poprvé
byl objeven roku 1934 Karlem Meyerem a Johnem Palmerem v o¢nim sklivei skotu. Nalezneme
ho ve vétsing pojivovych tkani obratloven, nejvice pak zejména v synovialni tekuting, ocnim sklivci,
pupecniku ¢i hfebenu kohoutd v riznych koncentracich a s riznymi molekulovymi hmotnostmi.
Je syntetizovan tfidou membranovych proteini zvanou hyaluronansyntazy a degradovan
hyaluronidazami. Pfirozené se vyskytuje u zivoCicht, kde plni dilezité biologické funkce, jako
je udrzovani viskoelasticity, hydratace a transport vody. Muzeme ho také nalézt i u fady bakterii [29].

2.2.1 Historie
Jak jiz bylo zminéno, hyaluronan byl poprvé objeven roku 1934 Karlem Meyerem a Johnem
Palmerem. Tuto, pfedtim neznamou latku, izolovali ze sklivce oka skotu. Nazev byl poté odvozen
kombinaci dvou slov, ato feckym slovem hyalos, coz v piekladu znamena sklo a kyseliny uronove,
coz je jedna ze dvou molekul, ze kterych je HA slozena. [29].

K prvni aplikaci hyaluronanu u ¢lovéka doslo na konci 50. let 20. stoleti, kdy byl pouzit jako
nahrada sklivce pfi operaci oCi. Aplikovany hyaluronan byl izolovan z lidské pupeénikové Siury
a kohoutich hiebinku [29].

2.2.2 Struktura a vlastnosti

Primami struktura kyseliny hyaluronové je tvofena ze dvou opakujicich se sacharidovych jednotek,
a to z N-acetyl-D-glukosaminu a kyseliny D-glukuronové (Obrazek 9). Tyto dva monomery jsou spolu
navzajem spojeny pomoci B(1-4) a B(1-3) glykosidickych vazeb [30].

_ HO _
—
0
] o) o)
o)
HO 0 O
OH NH
oi/
Jn

Kyselina D-glukuronova N-acetylglukosamin

Obrazek 9: Primarni struktura hyaluronanu [29].

Hyaluronsyntazy vytvareji lineami polymery opakujiciho se disacharidu stfidavym pfidavanim
kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu k rostoucimu fetézci. Pocet opakujicich
se disacharidovych jednotek ve finalni molekule miZze dosahovat vice nez 10 000 a molekulova
hmotnost az 4 milioni Daltona. Pokud by byla molekula hyaluronanu o velikosti
10 000 sacharidovych jednotek nataZena, mize nabyvat velikosti az 10 um, coz je pfiblizné stejna
velikost jako primérny rozmér erytrocytu cloveka [29].

Hyaluronan je pfirozené zapomé nabitou molekulou (diky karboxylovym skupinam), coz
Jji umoznuje na sebe vazat velké mnozstvi vody a vytvaret tak vysoce viskozni gel [31]. V roztoku
se molekula hyaluronanu usporadava tak, Zze objemné ¢asti molekuly jsou v ekvatorialni roving,
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zatimco malé vodikové atomy v axialni. Axialni atomy vodiku tak vytvareni relativné hydrofobni ¢ast,
zatimco ekvatorialni ¢ast tvofena postrannimi fetézci je polarni. Diky tomuto usporadani se tak vytvari
zkroucenou stuhovitou strukturu [29] (Obrazek 10).

Obrazek 10: Zkroucena stuhovita struktura hyaluronanu v roztoku [32].

Roztoky hyaluronanu vykazuji pomémé neobvyklé reologické vlastnosti, jsou mazlavé a vysoce
hydrofilni. Polymerni fetézce jsou tvarovany do nahodnc¢ho klubka a vzajemné se tak proplétaji.
Pri vysSich koncentracich maji vysokou viskozitu (1% roztok se chova jako Zel€), poté co jsou
ale vystaveny tlaku se jejich viskozita snizuje, mohou tak byt snadno aplikovatelné pomoci jehly
smalym otvorem. Diky témto vlastnostem se hyaluronan fadi mezi tzv. pseudoplastické
materialy [29].

2.2.3 Biotechnologicka produkce

Diky tomu, Ze se jedna o biokompatibilni, viskoelastickou Ilatku schopnou vysoké retence vody
je hyaluronan dulezitou soucasti nejen farmaceutickych, ale také biomedicinskych a kosmetickych
produktd. Z tohoto divodu je jeho produkce pomérmné vysoka v celosvétovém méfitku. V soucasné
dob¢ se pro zisk hyaluronanu pouzivaji dva vyrobni procesy. Jedna se o extrakci ze zvireci tkang,
zejména pak kohoutich hiebinki a bakterialni produkci za vyuziti bakterie rodu Streptococcus.
V poslednich letech ale dochazi ke zpochybnéni obou metod, a to zejména diky obavam ohledné jejich
bezpecnosti, at” uz produktu pochazejici ze zivo€ichu nebo bakterie Streprococcus, znamého patogenu,
jenz produkuje celou fadu endotoxini. Proto byly navrZzeny nékteré alternativni metody pfipravy,
atojeji generace prostiednictvim bezbunééného systému, ¢imz by doslo ke sniZzeni nejen nakladu
na Cisténi, ale také mozné kontaminace, popfipadé vyuziti geneticky upravenych mikroorganismu
neprodukujici endotoxiny [31].

2.2.4 Aplikace

Hyaluronan se diky své viskozni gelovité struktufe vyuziva jako lubrikant. Proto se vyskytuje zejména
na povrchu tkani, kde slouzi jako tlumi¢ narazii. Diky své biokompatibilit¢, neimunogennim
a viskoelastickym vlastnostem se hojné vyuziva také v biomediciné pro podani 1éciva, v ocni chirurgii,
tkanovém inZenyrstvi nebo pii 1é¢bé osteoartrozy. Své uplatnéni také nachazi v kosmetice, kde
se vyuziva jako dermalni vyplil nebo jako zvlhéovac. Kromé vyse zminénych poznatki je hyaluronan
také rozpoznan systémem jako signalni molekula, a je tak zapojen do celé fady biologickych procesu.
Hraje tak dulezitou roli v mnoha pochodech, jako je zanét, tumorigeneze nebo abnormalni imunitni
odpoveéd” [31]. Také bylo prokazano, ze lubrikac¢ni vlastnosti hyaluronanu snizuji pooperacni stavy
tvorby adhezi po brisnich a ortopedickych operacich [29].
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Vyuziti hyaluronanu také zavisi na jeho molekulové hmotnosti. Napriklad vysokomolekularni
hyaluronan (vice nez 10 kDa) je zadouci pro produkty pouzivané v oftalmologii, ortopedii, kosmetice
¢i tkaniovém inZenyrstvi, zatimco nizkomolekulami (do 5 kDa) nachazi své uplatnéni pfi produkci
latek, které podporuji angiogenezi, inhibuji nartst nadort ¢i indukuji expresi zanétlivych reakei [31].

2.3 Tepelny pohyb ¢astic

Katanionoté systémy spadaji diky své velikosti mezi koloidni ¢astice, které vykonavaji tzv. tepelny
pohyb. Castice nachazejici se v roztoku je obklopena molekulami disperzniho prostiedi. Tyto
molekuly vykonavaji neustaly translacni tepelny pohyb a narazeji tak do disperzni Castice, ktera
v disledku toho také zacne provadét tepelny pohyb. Diky tomu, ze molekuly narazeji do ¢astice vSemi
sméry, je tak pohyb castice Cisté nahodily. Takovyto pohyb ¢astic se nazyva Brownuv. Intenzita
pohybu ¢astice zalezi zejména na teploté a velikosti (hmotnosti) ¢astice. S rostouci teplotou roste take
pohyb, naopak s rostouci velikosti (hmotnosti) intenzita tepelného pohybu klesa. U Castice s prumérem
vétsi nez 4 wm jiz neni tepelny pohyb pozorovan [33].

Urcit skute¢nou délku drahy ¢astice neni ve své podstaté mozné, diky tomu, ze dochazi k ¢astym
zménam jeji rychlosti i sméru. MuZeme pouze pozorovat zménu polohy ¢astice v urcitych Casovych
intervalech a ziskat tak tzv. plosnou projekei pohybu castice (Obrazek 11) [33].

Obrazek 11: Znazomeéni drahy ¢astice a stiedniho posuvu [33].

Veli¢ina charakterizujici intenzitu tepelného pohybu se nazyva stfedni posuv A;. Jedna
se o kvadraticky praimér vSech posuvii vykonanych jednou castici ve stejnych, za sebou jdoucich
intervalech n (2.2) [33]:

2.2)

2 2 2
MMM+

n

D
I

Tepelny pohyb se v makroskopickém rozméru projevuje jako difuze [33].

2.3.1 Difuze

Difuze je d¢j, pii némz dochazi v soustavach s koncentracnim gradientem k samovolnému vyrovnani
koncentraci. Disperzni ¢astice se nachazeji v disperzni soustavé v uritém vyhrazeném objemu.
Postupem casu, vlivem difuze, tento objem opousti a rozprostfou se do celého objemu soustavy.
Jestlize mame dva systémy o ruzné¢ koncentraci — systém A s koncentraci c¢i (vlevo) a systém
B o mensi koncentraci ¢, (vpravo), pak diky tepelnému pohybu bude dochazet k pfechodu urcité¢ho
mnozstvi Castic latky A tmérné koncentraci ¢; zleva doprava. Zaroven ale ve stejnou dobu bude
dochazet k i pfechodu latky B v opa¢ném sméru. Latky budou difundovat tak dlouho, dokud nedojde
k vyrovnani jejich koncentraci [33].

15



Rychlost samotné difuze, je pak charakterizovana pomoci difuzniho toku Ji. Jedna se o latkové
mnozstvi difundujici slozky proslé jednotkovym priufezem kolmym ke sméru difuze za jednotku casu.
Vztah mezi intenzitou difuzniho toku a koncentra¢nim gradientem pak popisuje 1. Fickv zakon (2.3),
ktery nam fika, Ze difuzni tok je pfimo umérny zapornému gradientu koncentrace.

A tedy:

dei 2.3)
T dx >
kde xje prostorova soufadnice ve sméru koncentra¢niho spadu, ¢ je koncentrace Castic a D: je tzv.
difuzni koeficient. Difuzni koeficient je latkové mnozstvi difundujici latky i, ktera projde jednotkovou
plochou za jednotku Casu pfi jednotkovém koncentracnim gradientu. Zavisi nejen na vlastnostech
samotn¢ difundujici latky, ale také na vlastnostech prostredi [33].

Prvni Fickluiv zakon plati, jestlize se jedna o tzv. stacionami difuzi, atedy, Ze se koncentrace

s casem neméni. Pokud se ale koncentracni gradient dci/dx s ¢asem méni, méni se zaroven i difuzni tok
s polohou a jedna se o tzv. nestacionarni difuzi. Zde potom plati 2. Ficktiv zakon (2.4) [33]:

J==D

de;  d’¢q (2.4)

Me¢ieni difuzniho koeficientu muze byt provedeno dvojim zptasobem. Prvni metodou, vyuzivanou
spise v minulosti, je méfeni rychlosti difundujici latky pres porézni prepazku. Timto zpusobem
se analyzuji spiSe nizkomolekularni latky. Druhou, castéj$i, metodou je méfeni volné difuze latek.
Tento zpusob je zalozen na pozorovani difundujici latky a rozpoustédla v danych casovych
intervalech. Difundujici latka a rozpoustédlo pfitom musi byt v takovém kontaktu, Ze mezi nimi dojde
k vytvoreni ostrého koncentra¢niho rozhrani. Cely systém musi byt udrzovan pfi konstantni teploté
amusi byt chranén pred otfesy. Po urcitém case se zjisti nové rozdéleni koncentraci, ke které doslo
v disledku difuze. Z vysledku se pak nasledné vypodita difuzni koeficient. Stanoveni nového
rozdéleni koncentraci mize byt provedeno bud’ vizualnim sledovani, a to napfiklad charakteristickou
zménou barvy, nebo méfenim absorpce svétla ¢i indexu lomu. Nejnovéjsi metody jsou zaloZeny
na méfeni kvazielastického rozptylu svétla (viz. kapitola 2.4), kdy v disledku nahodilého tepelného
pohybu dochazi k rozptylu svétla casticemi, a tim ke zméné vlastnosti oproti piivodnimu paprsku [33].

2.4 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS z angl. dynamic ligth scattering), také znam pod nazvem fotonova
korelac¢ni spektroskopie (PCS z angl. photon correlation spectroscopy) nebo kvazielasticky rozptyl
svétla je technika vyuzivana k uréeni velikosti, distribuce velikosti a tvaru ¢astic v suspenzi. Vyuziva
se zde zejména vySe zminéného Brownova pohybu a Dopplerova jevu vyvolanych pomoci laserového
paprsku [34,35]. Po dopadu monochromatického laserového paprsku na ¢astice v roztoku, dochazi
ke zméné vlnové délky odrazen¢ho svétla. Tomuto jevu se fika Dopplerav jev, a pravé diky nému
jsme schopni ziskat informace o velikosti, distribuci velikosti, tvaru a struktufe analyzovanych
castic [36,37,38].

Rozptyl svétla je bézny opticky jev, ke kterému dochazi v disledku interakce elektromagnetického
svételného paprsku s hmotou. Kdyz svétlo narazi na prekazku, dochazi k jeho rozptylu [39].
Rozlisujeme dva druhy rozptylu svétla, ato staticky a dynamicky. Pfi statickém je intenzita
analyzovana jako Casov¢ zprumérovana hodnota pii riznych uhlech rozptylu [40], ktera nam muze
poskytovat informace o molekulové hmotnosti. Naopak pfi dynamickém rozptylu svétla se sleduje
gasova zavislost fluktuace intenzity [41]. Casova zavislost intenzity rozptylu vyplyva ze skuteénosti,
ze koloidni ¢astice v suspenzi nejsou stacionarni, ale pohybuji se nahodilym zptisobem [40].
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Metodou DLS se tak méfi ¢asovy zaznam fluktuaci intenzity rozptyleného zareni. Tyto fluktuace
jsou zpusobeny pravé Brownovym pohybem castic a souvisi s jejich difuznim koeficientem. Mal¢
castice difunduji v roztoku relativné rychle, ¢imz dochazi k tvorbé rychle fluktuujiciho signalu.
Naopak u vétsich ¢astic, které difunduji prostfedim pomaleji, nejsou fluktuace tak velké. Kvantitativni
informace tykajici se casového zaznamu fluktuaci intenzity rozptyleného zafeni, se ziskaji
zpracovanim naméfen¢ho signalu pomoci tzv. autokorelace. VSe muzeme vidét na nasledujicim
obrazku (Obrazek 12) [40].

Velké &astice 1,0 Velké &astice

— Malé ¢astice

1[t]
o
[~}

3 ~ 0,6

Cas Autokorelace 1-}

. — %y
Malé ¢astice 0,4 |

1[t]
\’O

Obrazek 12: Znazornéni fluktuace intenzity pro rizné velikosti castic a odpovidajici autokorelacni
funkce [40].

Jak jiz bylo fe¢eno, DLS sleduje nahodily pohyb castic, které¢ jsou suspendovany v kapalném
médium. Rychlost castice pifi Brownové pohybu je definovana jejim translacnim difuznim
koeficientem D.. Tento koeficient lze nasledné¢ vyuzit k ziskani tzv. hydrodynamického poloméru
¢astice. Hydrodynamicky polomér, nebo také Stokes-Einsteinav ¢i Stokestiv polomér je polomér
hypotetické koule, ktera ma stejny difuzni koeficient jako zkoumana castice [39]. Cely vztah popisuje
Stokes-Einsteinova rovnice (2.5):

_ kel (2.5)
T 6mnRy
kde kgje Boltzmannova konstanta (1,380-10'23 kgm*s2K1), Tje termodynamicka teplota,
n je dynamicka viskozita a Ry je hydrodynamicky polomér [41].

Instrumentace DLS je pomé&mé jednoducha. Pristrojové vybaveni je snadno dostupné, nenakladné
asnadné na udrzbu [42]. Samotny pfistroj je sloZzen znékolika zakladnich komponent. Jedna
se zejména o zdroj svétla, opticky systém, detektor a korelator. Nejéastéji vyuzivanym zdrojem svétla
jsou lasery, z nich nejbéznéji pouzivané jsou zejména He-Ne ¢i argonové. Laserovy paprsek prochazi
¢ockou, pomoci niz je zaméfen do vzorku. Ten je uzavien v teplotné kontrolované cele. Svétlo
rozptylené ze vzorku je nasledné pomoci dalSich ¢ocek zaostfeno na detektor, nejcastéji fotonasobic,
pod uhlem v rozsahu 10 az 160°. Tento thel je vybran programem dle typu experimentu. Kromé
fotonasobicu také mohou byt vyuzity lavinové fotodiody. Vystup z fotonasobice je nasledné zesilen
aodeslan do korelatoru, kde dojde pomoci autokorelaéni funkce k prevedeni surovych dat
na kvantitativni informace [43,44]. Ve znazoriiuje Obrazek 13.
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1 Laser
2 Polarizator

3 Cocka I ~

4 Pinhole
5 Vzorek v cele — | — 4
6 Analyzator
7 Filtr C 3 D
8 Detektor
9 Amplifikator (zesilovac) — | — 4
10 Korelator
11 PC
11 10 9 8

Obrazek 13: Schéma DLS instrumentace [43].

2.5 Elektroforeticky rozptyl svétla

Elektroforeticky rozptyl svétla (ELS z angl. electrophoretic light scattering) je metoda vyuzivana
pro charakterizaci  povrchového naboje koloidnich systému, ato prostfednictvim zeta
potencialu { [45].

Nanocastice rozptylené v kapaliné okolo sebe vytvafeni tzv. elektrickou dvojvrstvu, tvofenou
z vnitini a vn¢j§i vrstvy. Ve vnitini vrstvé, zvané Sternova, jsou ionty siln¢ vazany k povrchu nabité
Castice pomoci adsorpcnich a elektrostatickych sil. Naopak vnéjsi vrstva, zvana difuzni, je tvofena
pohyblivymi protiionty vazajici se slabsimi silami (Obrazek 14). Je-li centralni ¢astice nabita kladné,
Sternova vrstva je tvofena zaporné nabitymi ionty. Difuzni vrstva je pak tvofena tak, Ze v tésné
blizkosti Sternovy vrstvy je nejvetsi koncentrace aniontt, naopak koncentrace kationtl je minimalni.
S rostouci vzdalenosti klesa koncentrace aniontii, a naopak koncentrace kationta roste. Postupné tak
dochazi k jejich vyrovnani. Na povrchu difuzni vrstvy se pak vytvari potencial zvany zeta
potencial [46].

Mcfeni zeta potencialu umoziuje ziskani informace o stabilité koloidnich systémii. Mezni hodnoty
rozhodujici o stabilitd & nestabilitd systému jsou +30 mV a—30mV. Castice se zeta potencialem
vrozmezi —30 mV az +30 mV se povazuji za nestabilni, zatimco ¢astice s hodnotami mimo tento
interval se vyznacuji svoji stabilitou [46].
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Obrazek 14: Schéma elektrické dvojvrstvy [47].

Vopraxi je zeta potencial ziskan méfenim elektroforetické mobility materiala (Castic)
dispergovanych v médiu [47]. Zeta potencial pak nasledné mize byt vypocitan pomoci
Smoluchowskiho rovnice (2.6):

- 4mu (2.6)

€

kde eje dielektrickd konstanta rozpoustédla, #je viskozita prosttedi auje vySe zminéna
elektoforeticka mobilita [48]. Hodnota je zavisla na vlastnostech daného systému vcéetné velikosti
castic, koncentrace ionta, pH nebo vodivosti média [47].

2.6 Fluorescencni spektroskopie

Dalsi metodou pro studium koloidnich systému je fluorescencni spektroskopie. Jedna se o Casto
vyuzivanou techniku, zejména pro studium konformace a dynamiky nejen koloidnich systémi,
ale i makromolekul a celé fady nizkomolekulamich sloucenin [49]. Jako vétSinu biofyzikalnich metod
lze fluorescencni spektroskopii provadét na mnoha urovnich. Jedna se zejména o klasické méteni

N2

2.6.1 Fluorescence

Nekteré molekuly se po absorpci UV svétla ¢i svétla viditelného dostavaji do elektronicky
excitovan¢ho stavu, kde setrvaji po uréitou dobu anasledné¢ se vraci zpét do stavu zakladniho
za soucasné emise fotonl, pfi¢emz energie emitovanych fotonu je odlisna od energie absorbované.
Tento jev se nazyva fotoluminiscence. Existuji dva typy fotoluminiscence — fluorescence
a fosforescence. Tyto dva jevy se lisi zpusobem, jakym deaktivuji excitovanou molekulu [51].
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U fluorescence se molekuly dostavaji do excitovanych singletovych stavii. V téchto stavech je elektron
v excitovaném orbitalu sparovan s druhym elektronem v orbitalu zakladniho stavu s opacnym spinem.
Diky tomu je navrat z excitovan¢ho stavu do stavu zakladniho povolen a déj tak probiha velmi rychle.
Emisni rychlost fluorescence se fadové pohybuje okolo 10® s a typicka doba Zivotnosti fluorescence
(prumérna doma mezi excitaci a navratem do zakladniho stavu) je okolo 10 ns. Fosforescence je emise
svétla z tripletovych excitovanych stavi, kde ma elektron v excitovaném orbitalu stejny spin jako
elektron v zakladnim stavu. Navrat do zakladniho stavu je tak zakazan a rychlost emise je mnohem
pomalejsi. Radové se pohybuje okolo 103 az 100 s”. Doba Zivota fosforescence je pak v rozmezi
milisekund az sekund [52]. Pro popis procesu se nejcastéji vyuziva Perrin-Jablonskiho diagram
(Obrazek 15).

Energetické hladiny

Absorpce

I 5 — Fluorescence

S, -- T N\ Fosforescence

VAN Vitini konverze
Vibracni relaxace

4 NS Mezisystémovy piechod

Il

=N\ ; SVNA\ANANASY -
— s A — ——————————————
= 3, o

v \ 4
SO

Obrazek 15: Perrin-Jablonského diagram [53].

Vétsina molekul se pfi pokojové teplot¢ nachazi na nejnizs§i vibraéni energetické hlading
zakladniho singletového stavu So. Po absorpci fotonu dochazi k excitaci elektronu na jednu z vibra¢né
excitovanych hladin vysSich singletovych stava Si, S» (€1 vySSich). Tento proces je velmi rychly,
u latek obsahujici atomy s volnym elektronovym parem (kyslik, dusik) nebo pro latky obsahujici
aromatické nebo alifatické konjugované nenasycené systémy. Nasledn¢ dochazi ktzv. vibraéni
relaxaci (102 az 107'%s). Jedna se o proces, kde se excitovana molekula dostava na zakladni
energetickou hladinu singletového stavu S;. Jestlize byla molekula vyexcitovana do vysSich
energetickych stava (S: a vySe) dochazi nejprve k tzv. vnitini konverzi (10! az 10? s), kdy dochazi
k pfechodu do singletovych hladin S;. Ze zakladni hladiny singletového stavu S; pak muze molekula
pokra¢ovat dvéma sméry. Muze se bud’ vratit zpét do zakladni energetické hladiny So za soucasné
emise zafeni — fluorescence, nebo nejprve prejde ze zakladni singletové hladiny S; do tripletového
stavu T; procesem zvanym mezisystémovy piechod (10 az 10®s). Nasledn& se opét vraci
na zakladni energetickou hladinu So. Tento proces se¢ nazyva fosforescence. Fluorescence
a fosforescence jsou procesy patfici mezi tzv. zafivé prechody, zatimco vibracni relaxace, vnitini
konverze a mezisystémovy piechod spada do prechodii nezafivych [51,54].
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2.6.2 Instrumentace fluorescencni spektroskopie

Pristroje slouzici pro méfeni intenzity fluorescence, doby Zivota ¢i polarizace se nazyvaji
spektrofluorimetry. Typicky spektrofluorimetr je slozen z n¢kolika hlavnich soucastek, mezi které
patii zdroj svétla, drzak vzorku, optick¢ prvky, detektory a systémy zpracovavajici signal
z detektoru [55]. Nejbéznéji pouzivané zdroje svétla jsou vysokotlaké xenonové lampy. Tyto lampy
predstavuji  kontinualni zdroj svétla aposkytuji intenzitu v Sirokém spektralnim rozsahu
od 250 do 700 nm. Vyuzivaji se zejména pro méteni ¢asove ustalené fluorescence. Pro méfeni Casoveé
rozli§né fluorescence se vice pouzivaji pulzni zdroje svétla [56].

Dalsi nezbytnou soucasti jsou monochromatory. Jedna se o zafizeni, které¢ zpusobuji rozptyleni
polychromatického svétla do jednotlivych vinovych délek. Dochazi tak k vytvoreni spektra, kdy dale
pokraCuje pouze svétlo o vybrané vinové délce. K rozptylu muze dochazet bud” pomoci hranolu
nebo difrakéni mrizky. V soucasné dob¢ se vyuziva spise difrakénich miizek nez hranola [56].

Kromé monochromatorii je také dulezit¢ vyuzivat i optickych filtri. Rozlisujeme jich nékolik
druhu. Prvni skupinou jsou tzv. low-pass filtry, které propousti pouze svétlo o kratsi vinové délce, nez
je zvolena hodnota. Dale se jedna o high-pass filtry. Zde je naopak propousténo svétlo o delsi vinove
délce, jak zvolena hodnota. Tretim typem jsou pasmov¢ filtry (band-pass) propoustéjici urcity rozsah
vlnovych délek [56].

Poslednim prvkem vyuzivanym pro méfeni fluorescence jsou detektory. Jako vysoce citlivé
detektory se pak vyuzivaji zejména fotonasobiée [55].

Xenonova lampa

\ Excita¢ni monochromator Excitaénipaprsek Cela se vzorkem

Vzorek

Emitovany paprsek

\ Emisni

monochromator
Obrazek 16: Schéma spektrofluorimetru [57].

Na Obrazku 16 muzeme vidét schéma spektrofluorimetru. Svétlo ze zdroje dopada na excitacni
monochromator, kde je rozdéleno na jednotlivé vinové délky. Dale prochazi jen svétlo o vybrané
vlnové délce, které¢ dopada na vzorek. Zafeni emitované vzorkem se rozptyluje ve vSech smeérech,
nicméné¢ sbér dat probiha pod thlem 90°, aby se minimalizovaly ucinky rozptylu
a transmitance excitacniho svétla. Emisni paprsek je nasledné rozlozen emisnim monochromatorem
a vybrana vlnova délka je zaostena do fotonasobice [58].
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2.6.3 Fluorescencni korelacni spektroskopie

Fluorescenéni  korelacni  spektroskopie (FCS z angl.  fluorescence correlation spectroscopy)
je mikroskopicka metoda, ve které je v prubéhu ¢asu pozorovana fluktuace intenzity fluorescence.
Ta pochazi zmolekul nachazejicich se v malém pozorovacim objemu aje zpusobena riznymi
molekularmimi procesy, jako jsou chemické reakce, rotacni a translaéni difuze nebo vazebnymi
procesy [59]. Na Obrazku 17 mazeme vidét znazornéni pravé takovéto molekuly, pohybujici se pres
pozorovany objem a zpusobujici tak zminénou fluktuaci intenzity. Tato intenzita je pak nasledné
korelovana za ucelem zisku informaci tykajicich se analyzovaného systému. Jednd se predevsim
o koncentraci a rychlost difuze ¢astic [60,61].

Obrazek 17: FCS pozorovaci objem [62].

Stejné jako ostatni fluorescencni techniky je metoda FCS nedestruktivni. Méfeni jsou vysoce
citliva alze je tak provadét na urovni jedné molekuly [60]. I z tohoto duvodu se voli velmi malé
pozorovaci objemy, typicky fadové femtolitry. Zaroven se timto také zvySuje pomér signalu
k Sumu [63].

Na rozdil od jinych dynamickych metod se také muze méfit ve vétSim cCasovém rozsahu
(od nanosekund az po sekundy) [63]. Na druhou stranu je metoda komplikovana mnoha faktory, jako
je pohyb molekul nebo fotovybélovani fluoroforu. Kromé toho, Ze se FCS omezuje pouze na mobilni
vzorky, je také nutné peclivé zvazit vybér fluorofort, a to tak, aby doslo k minimalizovani efektu
fotovybéleni. Zaroven je také dulezité vyuzit pouze urcité koncentracni rozsahy (jedna fluorescencni
Castice na pozorovany objem). Pfili§ nizky nebo naopak pfili§ vysoky vybér koncentrace vyzaduje
pro spolehlivou analyzu velmi dlouhé doby pozorovani [60].

2.6.3.1 Pocitky fluorescencni korelacni spektroskopie

Pocatky fluorescencni korelacni spektroskopie se kladou do 70 let 20. stoleti, presnéji do roku 1972.
Na jejim vzniku se podilely dvé skupiny. Jedna z Cornellovi univerzity v New Yorku (Ithac) a druha
z Karolinského institutu ve Stockholmu. Skupina z Ithacu se zamérila na lateralni difuzi a kinetiku
chemickych reakci, zatimco skupina ze Stockholmu se zabyvala rotacni difuzi. Jednou z piivodnich
motivaci pro FCS bylo studium mechanismu rozplétani DNA. Experiment byl zaméfen na méfeni
fluktuace fluorescence zpusobenych vazbou a uvolnénim ethidium bromidu (EB) na DNA. Nejprve
byla pro tento experiment vyuzita metoda dynamického rozptylu svétla, nicméné zahy bylo zjisténo,
ze ackoliv je tato metoda idealnim pristupem pro méfeni molekularniho transportu, pro méfeni
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prubchu chemickych reakci uz tak idealni neni. Tohle poznani vedlo k mys$lence pouzit vice chemicky
citlivéjsi parametry pro indikaci reakénich procesu a tou byla pravé fluorescence. Puvodni experiment
byl proveden za pomoci optické lavice [64].

Myslenka analyzovat dynamické chovani molekul v roztoku méfenim fluktuace fluorescence
v ramci definovaného pozorovaciho objemu byla sice navrzena jiz v roce 1972, nicméné praktickym
nastrojem pro vyzkum molekularni dynamicky se stala az od 90. let 20. stoleti. Aplikaci FCS
na biologické systémy branila fada faktora. Tyto faktory souvisely zejména s pfistrojovym vybavenim,
jako byla stabilita laserového osvétleni, citlivost detektoru nebo velikost pozorovaciho objemu [62].

Od té doby doslo ke znacnym pokrokiim a k pfekonani téchto omezeni. Diky tomu se dospélo
k znaénym rozsifenim aplikaci FCS, zejména pak k umoznéni intracelularniho méfeni v zivych
buiikach. Hlavnim pokrokem byl zejména vyvoj konfokalnich a dvoufotonovych optickych technik
pro definovani malych pozorovacich objemi. Prvni FCS instrumentace vyuzivajici konfokalni optiku
k definovani pozorovaciho objemu byla predstavena roku 1993 od Rigler et al, instrumentace
vyuzivajici dvoufotonovych optickych technik pak roku 1995 od Berland et al. Soucasné konfokalni
a dvoufotonové FCS pfistroje jsou schopny méfit fluktuace fluorescence v pozorovacich objemech
mensich nez 1 femtolitr [62].
2.6.3.2 Konstrukce FCS pristroje
FCS experimenty vyzaduji velmi ucinnou detekci fluorescence z velmi malého objemu vzorku
arychly vypocet autokorelace detekovan¢ho signalu. Proto musi konstrukce FCS pristroje spliiovat
urcité pozadavky. Zejména se pak jedna o nasledujici kroky: (1) excitace velmi malé oblasti vzorku;
(2) sbér fluorescencniho signalu z této oblasti; (3) filtrace excitacniho zafeni, rozptyleného svétla
a fluorescence pozadi; (4) zaostfeni fluorescence do tzv. pinhole; (5) detekce fluorescence pomoci
vysoce uéinného detektoru a (6) rychly vypocet autokorela¢ni funkce ziskan¢ho signalu [65].

Nejvice vyuzivanymi zdroji excitace jsou lasery. Pro jedno fotonové experimenty se mohou
pouzivat kontinualni lasery s nizkym vykonem (do 1 mW). Prikladem je helium neonovy laser neboli
He:Ne laser (vlnové délky od 540 nm do 610 nm). Dale se jedna o argonovy iontovy laser (488 nm
az 510 nm). Tyto dva zdroje jsou schopny pokryt excitacni spektra bézné vyuzivanych fluorescencnich
barviv. Pro vice fotonové experimenty jsou zadouci lasery pulzni. Jednim z nich je titan-safirovy laser.
Ten poskytuje femtosekundové pulzy v Sirokém rozsahu vinovych délek (700 az 1000 nm) [65].

Fluorescence ze vzorku je shromazd’ovana pomoci cocky mikroskopu (stejné Cocky se vyuziva
i pri excitaci). Obvykle se zde pouzivaji ¢ocky s vysokou numerickou aperturou. Divodem je fakt,
ze ¢im vEt§i je numericka apertura, tim efektivnéji dochazi ke sbéru fluorescence. Proto se zde
nejcastéji setkame s vodni imerzi (1,2 NA) nebo s imerzi olejovou (1,3 NA) [65].

Shromazdéna fluorescence musi byt nasledné oddélena od drahy excitacniho svétla a nasmérovana
do detektoru. K tomuto kroku slouzi dichromatické zrcadlo. Jedna se o optické zafizeni, které
propousti pouze urcity rozsah vlnovych délek, pricemz zafeni, které nespada do tohoto rozsahu
je odrazeno. Zbyvajici excitaéni fotony, které nebylo zrcadlo schopno zachytit, jsou nasledné
odfiltrovany pomoci tzv. bandpass interferencniho filtru. Vybér dichromatického zrcadla
i interferencniho filtru musi byt proveden velmi peclivé. Nejenze musi dojit k u¢innému odstranéni
excitatniho zafeni asniZzeni intenzity fluorescence pozadi. Zaroven ale musi dojit
i k co nejefektivnéjsimu prenosu emisniho zafeni do detektoru [65].

Svétlo, které preslo pres filtry je poté zaostfeno do tzv. pinhole. Zde dochazi k blokaci
fluorescenéniho svétla, které nepochazi z ohniskové oblasti. Tim dochazi k vytvoreni velmi mal¢ho
pozorovaciho objemu, diky ¢emuz se vyrazné zvySuje pomér signalu k Sumu, a také se zkracuje doba
mgéfeni potfebna k ziskani korelaéni kiivky [66].

Detekee se provadi pomoci rychlého a citlivého detektoru, typicky se jedna o fotonasobice (PTM
z angl. photomultiplier tube) nebo jednofotonové lavinové diody (SPAD zangl. single photon
avalanche diodes), [67]. SPAD maji nizsi citlivost, proto jsou vyuzivany spise v rozsahu vinovych
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délek viditeln¢ho svétla. Oproti tomu citlivejsi PTM se vyuzivaji v UV oblasti nebo pii dvoufotonové
excitaci [65].

Signal z detektoru je nasledn¢ privadén do pocitace, kde dochazi k jeho zpracovani. Konkrétné
se jedna o autokorelaci prichoziho signalu. K autokorelaci se vyuziva specialnich softwara, které
obsahuji n¢kolik standardnich modeli pro fitovani nékterych typu dat FCS.
2.6.3.3 Autokorelacni funkce
V klasickém FCS experimentu se fotony zaznamenavaji béhem nékolika sekund. Kdyz fluorescenéni
molekula vstoupi do pozorovaciho objemu, pocet fotont se zvysi. KdyZ naopak objem opousti, jejich
pocet se snizi. To ma za nasledek fluktuaci fluorescence. Amplituda kazdé fluktuace poskytuje
informace o kvantovém vytézku a agregacnim stavu molekuly béhem doby, kdy se vyskytuje
v pozorovacim objemu. Trvani kazdé fluktuace pak predstavuje informaci tykajici se Casové konstanty
pro zménu kvantového vytézku nebo pohybu molekul. Celkové chovani molekul vyskytujicich
se v celém zkoumaném systému lze pak analyzovat aplikaci riznych korela¢nich metod na celkovy
zaznam fluktuace [62].

Pro analyzu FCS dat se nejéastéji vyuzivaji nasledujici tfi metody. Prvni z nich je tzv. kfizova
korelace. Ta je vyuzivana pfi analyze interakci dvou latek, kde kazda znich je znadena jinou
fluorescencni sondou. Dale se jedna o analyzu za vyuziti histogramu, ktera své uplatnéni nachazi
zejména pri méfeni kvantového vytézku. V neposledni fadé se jedna o tzv. autokorelacni analyzu.
Ta se vyuziva zejména pro méfeni koncentraci, difuznich vlastnosti ¢i k zisku tripletovych frakei [62].

Autokorelac¢ni funkce se ziska porovnanim intenzity v ¢ase ¢ s intenzitou v ¢ase ¢+ 7. Amplituda
autokorelacni funkce v Case t=0 je nepfimo uméma prumérmému poctu fluorescen¢nich molekul
v pozorovaném objemu. Diky tomuto mizeme vypocitat koncentraci fluorescencnich molekul. Pokles
autokorelacnich dat v ¢ase odrazi fluktuaci fluorescence s riznymi casovymi konstantami, které
odpovidaji raznym déjum. Prechody do tripletovych stavii jsou pomémé rychlé a u autokorela¢ni
kiivky jsou pozorovany u zhruba 10 us. Difuze molekul pak zavisi na jejich velikosti. Molekuly
samotn¢ho fluorescencéniho barviva se pohybuji okolo 100 us, zatimco difuze vétSich molekul, jako
jsou napft. proteiny se pohybuji az v rozmezi nékolika ms [62]. Zminéné procesy odpovidajici danym
casovym konstantam muzeme vidét na Obrazku 18.

Kinetika :
tripletniho stavu:  Translacni difuze

Autokorelacni funkce G(7) [-]

T - I
0,001 0,1 10 1000
T [ms]

Obrazek 18: Priklad autokorelacni kiivky znazoriiujici nékteré procesy, které nastavaji v riznych
casovych intervalech [62].

Pro zisk samotnych autokorelacnich kfivek se vyuziva celé fady softwarti a metod. Jednou z nich
je metoda nejmensich Ctvercu, vyuzivajici prokladani kiivek. Pomoci ni lze zjistit fadu parametr,
které po vlozeni do modelu odpovidaji nejvice pozorovanym experimentalnim datim. Nejprve musi
dojit k vytvofeni zminéného modelu, ktery popisuje autokorelacéni data. Ten ma formu vypocetniho
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postupu (rovnice), ktery vyuziva podminky experimentu k uréeni pozorovanych vysledka. Poté dojde
k odhadu samotnych hodnot danych parametri. Nasledn¢ je pomoci algoritmu vypoditan
predpokladany vysledek experimentu. Ten je porovnan s experimentalnimi vysledky. Poté dochazi
ke zméné hodnot parametrii tak, aby model 1épe odpovidal skuteénym datim. Cilem prokladani kiivek
je odhadnout hodnoty pro kazdy parametr [68].

Pokud vyuzijeme vSechny vySe zminéné¢ poznatky, dostaneme obecnou rovnici pro vypocet
autokorelacni funkce (2.7).

_ (8F() - 3F (t+ 1)) (2.7)
(F(t))? ’

kde F(?) je intenzita fluorescence, 6 popisuje okamzitou odchylku signalu od jeho prumérné hodnoty
a <> znac¢i primémou hodnotu v ¢ase [68].

Diky autokorelacni funkci jsme schopni zjistit, jak mezi sebou souvisi intenzita fluorescence
v ¢asovém okamziku jedna s intenzitou fluorescence v jiném Casovém okamziku dva. Autokorela¢ni
funkci G(7) pro ruzné Casové intervaly (7) zjistime pravé diky fluktuaci fluorescen¢niho signalu.
Jestlize je Casovy interval 7; kratky, G(7) se nachazi v jejim maximu. Pokud je naopak 7, delsi, funkce
klesne k nule. Oba pfipady muzeme vidét na Obrazku 19 [68].
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Obrazek 19: Ukazka naméfenc¢ho fluorescenéniho signalu a sestaveni autokorelacni funkce [68].

Vyse popsana fakta muzeme vysvétlit nasledovné. Idealni situace nastava v momenté, kdy
je v pozorovaném detekénim objemu pouze jedna fluoreskujici molekula. Ta se diky difuzi stfidavé
ukazuje a zase mizi z pozorovan¢ho objemu. V okamziku, kdy je pfitomna, ma odchylka od primémé
hodnoty fluorescence 6F kladnou hodnotu. Pokud pfitomna neni, hodnota odchylky je zaporna [68].

Pfi kratkém casovém intervalu 71, kdy G(z) dosahuje svého maxima, mohou nastat dv¢ situace.
V prvnim pfipadé je molekula pfitomna jiz na zacatku, proto se predpoklada jeji pfitomnost i na konci
casového intervalu. Hodnota odchylky je tedy kladna. V druhém pripadé se na zacatku molekula
nevyskytuje a pravdépodobn¢ se tak nestihne objevit ani na jejim konci. Hodnota odchylky je zde tedy
zaporna. V obou pfipadech byva soucin odchylek na zacatku a na konci ¢asového intervalu vétSinou
kladné ¢islo. Stejné€ tomu tak je i po vystfedovani pres celé méfeni [68].

Pfi dlouhém casovém intervalu 7 se v detekénim objemu nezobrazi pouze jedna molekula,
ale naopak se jich zde vystfida nékolik. Intenzity fluorescence na zacatku a na konci uz spolu nijak
nekoreluji a souéin odchylek tak bude nabyvat nahodnych hodnot. Po vystfedovani kladnych
a zapornych hodnot pak dostaneme nulu [68].

Pokud predpokladame, Ze u sledovanych castic ziustava pocet fotonu detekovany zjedné Castice
za sekundu neménny a ze se c¢astice pohybuji volnou difuzi ve tfech dimenzich, teoreticky tvar
autokorelacni funkce je pak podle rovnice (2.8) nasledujici:
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kde (C) je lokalni koncentrace ¢astic, zo udava charakteristicky rozmér detekéniho objemu ve sméru
optické osy mikroskopu, ro je rozmér v ohniskové vzdalenosti, Ve je efektivni detekcni objem, ktery
lze vypocitat podle rovnice (2.9):

3
Ve, @9
a mpje difuzni ¢as udavajici, jak dlouho stravi Castice v detekénim objemu. Lze jej vypocitat podle
rovnice (2.10):
o (2.10)
Tap

kde D znaci difuzni koeficient. Dalsim dilezitym parametrem, ktery lze spocitat je prumérny pocet
castic (PN z angl. particle number) v pozorovacim objemu (2.11):

@2.11)

PN =Verr(C)-

~G(0)

Z vySe uvedenych rovnic miizeme vidét, ze zmeéfenim fluktuujicitho signalu, vypocitanim
autokorelacni funkce (2.7) a jejim naslednym prolozenim teoretickou zavislosti (2.8), mizeme ziskat
velmi cenné informace o analyzovaném systému, konkrétné difuzni ¢as o (2.10) nebo primémy pocet
¢astic v pozorovacim objemu (2.11). Zaroven pokud zname informace o rozmérech detekéniho
objemu, lze také vypocitat difuzni koeficient ¢i koncentraci latky [68].

Nasledujici rovnice (2.12), (2.13) a (2.14) zobrazuji ukazku tfi nejvice vyuzivanych matematickych
modelu k prolozeni FCS dat (pfevzato z programu Symphotime vyuzit¢ho pro méfeni FCS dat).

Pure diffusion
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2.6.3.4 Instrumentace FCS

Prvni, mén¢ Castou, moznosti FCS instrumentace je vyuZiti tzv. uspofadani bez mikroskopu. Jedna
o konstrukci sestavenou z komeréné dostupné optiky a optickych drzaka. Vyuziti nachazi zejména
pii in vitro experimentech, muze byt, ale také vyuzita i pro experimenty bunééné. Nevyhodou vSak
je, ze samotna buika zde diky nepfitomnosti mikroskopu nemize byt pozorovana. Proto
je pro bunééné experimenty vhodngéjsi instrumentace za pouziti klasického konfokalniho mikroskopu.
Schéma takového systému muzeme vidét na Obrazku 20 [65].

------------- /._: »_;_/\/
Vzorek r o X £
Konfokilni ¥\ \».”/
s Objem "o \ J‘)
.- = /"5 ".\
Objektiv . ye )\
o N7 j’\_>
Dichromatické
zrcadlo e -
i Cocky Laser
Cocka
Pinhole » 4

SPAD
Opticky kabel

Obrazek 20: Schéma konfokalniho mikroskopu [66].

Princip FCS instrumentace jiz byl nastinén v kapitole 2.6.3.2. Laserovy paprsek je fokusovan
pomoci optick¢ho systému na objektiv. Ten slouzi k zaostfeni laserového paprsku na difrakéné
omezeny bod do vzorku. Po ozafeni vzorku dochazi k excitaci fluoroforu. Zafeni poté prochazi
stejnym objektivem na dichromatické zrcadlo. Jeho ukolem je odstinéni excita¢niho zafeni
a emitované zafeni tak muze pokraovat dal pres emisni filtr do tzv. pinhole. Zde dochazi k blokaci
fluorescenéniho svétla, které¢ nepochazi z ohniskové oblasti. Timto dochazi k vytvoreni velmi malého
pozorovaciho objemu, diky ¢emuz se vyrazné zvySuje pomeér signalu k Sumu, a také se zkracuje doba
meéfeni potfebna k ziskani korelacni kfivky [66]. Detekce se provadi pomoci rychlého a citlivého
detektoru, typicky se jedna o fotonasobice nebo jednofotonové lavinové diody (SPAD), pfi¢emz
SPAD jsou preferovany diky jejich vyssi detekéni ucinnosti [67].

BéZznou soucasti FCS instrumentace je také software, ktery je schopen vypocitat autokorelacni
funkci [67,69].
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2.6.3.5 Fluorescencni sondy

Pro zobrazovani fluorescencnich jevu je zapotrebi latek reagujicich na svétlo. Takovéto latky jsou
znamy pod nazvem fluorescenéni molekuly nebo také jako fluorofory. Fluorofory jsou schopny
absorbovat fotony energie jedné vinové délky a nasledné emitovat energii na jin¢ vinové délce. Diky
svym odliSnym vlastnostem nachazeji své uplatnéni v celé fad¢ aplikaci a experimenti. Obecné
se rozd€luji na dvé tfidy — wvnitini, pfirozen¢ fluoreskujici a vnéjsi, které jsou k analyzovanym
systémum pridavany [70,71].

Mezi vnitini, atedy piirozené fluoreskujici fluorofory se fadi zejména nckteré proteiny a malé
molekuly vyskytujici se v burikach. Takovéto molekuly tedy vykazuji tzv. autofluorescenci. Jejich
vyuziti, zejména pak fluorescencnich proteinu, se nachazi pii biologickém zobrazovani. Nejcastéji
se jedna o monitorovani aktivace genu, znaceni a analyzu urcitych proteint nebo bunéénych organel
¢i dokonce samotnych bunék. NejbéznéjS§im fluorescenénim proteinem pouzivanym pii bunééném
zobrazovani je tzv. zeleny fluorescenéni protein (GFP z angl. green fluorescent protein) [70].

Na latky, které nevykazuji autofluorescenci, mohou byt pripojeny vnéjsi fluorofory. Ty se dale d€li
na kovalentné vazané fluorofory neboli fluorescencni znacky a nekovalentné vazané fluorofory neboli
fluorescencni sondy [71]. V obou pripadech se jedna o relativné mala cinidla, ktera se vazou
na proteiny, nukleov¢ kyseliny a dalsi molekuly. Po navazani vznikaji vysoce citliva ¢inidla vyuzivana
pro Cetné testovaci postupy in vitro. Napiiklad fluorescenéné znacené protilatky mohou byt pouzity
k monitorovani bun¢k a tkani na pfitomnost konkrétnich antigent a nasledné¢ mohou byt detekovany
pomoci technik fluorescen¢ni mikroskopie [72].

Jak jiz bylo zminéno vyse, fluorescencni sondy jsou nevlastni fluorofory, které¢ se ke zkoumané
latce vazou pomoci nekovalentnich vazeb. Existuje tisice fluorescenénich sond, jejichz vybér
je kliCovy pro dany experiment, nebot’ pravé vlastnosti dané sondy nam poskytuji informace
o zkoumaném systému. [73]. V této studii byly vyuzity dva druhy fluorescenénich sond a tim jsou
tzv. karbokyaninova a xanthenova barviva.

Kyaniny jsou sondy citlivé na napéti. Proto se puvodné zacaly pouzivat zejména v neurovéd¢, dnes
jiz své uplatnéni nachazeji zejména pfi studiu fluidity membran [74]. Jedna se o slouceniny se dvéma
atomy dusiku spojenymi lichym poctem methenovych jednotek, pficemz atomy dusiku jsou soucasti
heterocyklickla (indol, bezoxazol nebo benzthiazol) [75,76,77]. Vinovou délku absorpce iemise
kyanini lze upravovat a posouvat smérem k delSim vinovym délkam. Tohoto lze dosahnou bud’
pomoci zmény poctu uhlikovych atomu v polymethinovém fetézci nebo rozsifenim aromatické casti
koncovych heterocyklickych jednotek. Prodluzenim polymethinového fetézce o dva atomy uhliku
dochazi k batochromnimu posunu az o 100 nm, zatimco fuzi aromatického kruhu jen o 30 nm [78,79].

Hlavnim problémem kyanini je jejich chemicka i fotochemicka nestabilita. V roztoku jsou
nachylné k fotovybéleni, oxidaci nebo solvatochromnim uéinkam [76,77] a v biologickych systémech
nespecificky interaguji s biomolekulami [80]. VSechny vySe zminéné dé&je zpusobuji sniZeni
kvantového vytézku fluorescence adochdzi ike zménam absorpénich aemisnich maxim.
V poslednich letech vsak doslo k vylepSeni jejich stability, a to zejména pomoci jejich modifikace
¢i enkapsulace do dendrimert nebo nanocastic [81].

Kyaniny také ve vodnych roztocich podléhaji riznym typum agregaci. Molekuly barviva mohou
agregovat dvojim zpusobem - paraleln¢ (vedle sebe), kdy dochazi k tvorbé tzv. H-agregatu
(nefluorescencniho) nebo usporadanim ,hlava k paté®, kdy se tvofi tzv. J-agregat (fluorescencni).
H-typ agregatu se vyznacuje vyS§Sim energetickym prechodem, kdy dochazi k tzv. hypsochromnimu
posunu spektra oproti monomeru neboli posunu absorpéniho spektra ke kratSim vlnovym délkam,
zatimco emisni spektrum se posouva k del§im vlnovym délkam. J-agregat se naopak vyznacuje nizsi
prechodovou energii, kdy dochazi k posunu jak absorp¢niho, tak emisniho spektra k del§im vlnovym
délkam (Obrazek 21). Tvorbou H-agregati tak dochazi k samozhaseni organickych molekul [82,83].
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Obrazek 21: Ukazka energetickych prechodu a posunt spekter pro H a J-typ agregace [82,83].

Mezi  nejrozSifenéj§i  karbokyaninové  membranové sondy  patii  napfiklad = DiO
(3.3'-dioktadecyloxakarbokyanin ~ perchlorat) neboli ~ DiOC;3(3)  (Obrazek 22) aDil
(1,1'-dioktadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindokarbokyanin perchlorat) (Obrazek 23) [85].

CHy(CHz)16CHz, ClO4~ /CH2(0H2)16CH3
N

+ N
\>_/”‘«,=<
o) 0

Obrazek 22: Struktura DiO (3,3'-Dioktadecyloxakarbokyanin perchlorat) [84].
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Obrazek 23: Struktura Dil (1,1'-Dioktadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindokarbokyanin perchlorat) [86].

Xanthenova barviva jsou jedny z nejrozsifengjSich tfid fluorescenénich sond a zahrnuji Sirokou
Skalu barviv. Zakladni strukturou je xanthenové¢ jadro (Obrazek 24). Mezi nejvyznamnéjsi zastupce
se fadi zejména aminoderivaty (rhodaminy) a hydroxylderivaty (fluoresceiny) [87,88].

H_H

0O
Obrazek 24: Struktura xatnhenového jadra [87].

Xantheny jsou dulezité zejména diky jejich Siroké Skale odstint, které sahaji od zeleno Zlutych pres
tmav¢ fialové az po modré. Nejvyznamnéjsi jsou vSak odstiny rizové a ¢ervené. V porovnani s jinymi
chromofory jsou v§ak pomérné nestalé na svétle, proto své uplatnéni nachazeji zejména v odvétvich,
kde je stalost na svétle relativné nedilezita. PouZzivaji se napriklad k pfimému barveni viny ¢i hedvabi
nebo jako barviva pro papir, 1éCiva ¢i kosmetiku [89]. Fluoresceiny a rhodaminy se dale pouzivaji jako
fotosenzibilizatory v medicing [90].

Prvnim zastupcem xantechovych barviv, pouzitych v této studii je rhodamin B oktadecyl ester
perchlorat (RBOE), jehoz strukturu muazeme vidét na Obrazku 25. U rhodaminu, stejné jako
kyaninovych barviv, mizeme také pozorovat vznik H a J-agregatu, zpusobujici zmény spektralnich
vlastnosti [91].

H;C
Obrazek 25: Struktura rhodaminu B oktadecyl ester perchloratu [92].

Druhym pouzitym zastupcem je S-hexadekanoylamino fluorescein (F16) na Obrazku 26.
U fluoresceinu, na rozdil od tfi vySe zminénych sond, nedochazi ke tvorbé H a J-agregatii, nicméné
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i zde muize dochazet k samozhasecim procesum a to prostfednictvim tzv. homoFRET (Forsterav
rezonancni prenos energie z angl. Forster resonance energy transfer). FRET je proces, ktery popisuje
prenos energie mezi dvéma fluorofory - akceptorem a donorem, za predpokladu, Ze dochazi
k ptekryvu jejich emisnich a excitatnich spekter. Jestlize pak mluvime o homoFRET, jedna
se o prenos energie mezi dvéma identickymi molekulami fluoroforu. Molekula fluoroforu, ktera byla
excitovana (donor), pak prenasi energii na identicky fluorofor (akceptor), ktery nasledné predanou
energii vyzafi. Diky tomu, Ze nedochazi k emisi fotonu donorem se jedna o tzv. nezafivy prechod.
Diky tomuto dé¢ji pak miuze dochazet naptiklad k analyze a kvantifikaci tvorby homodimeri
a oligomeru stejného proteinu [93].

HN

el

Q

HO I Q I OH

Obrazek 26: Struktura 5-hexadekanoylamino fluoresceinu [94].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1 Priprava a stabilizace kataniontovych vezikularnich systému

Chih-Jung Wu a kol. se zabyvali pfipravou kladné nabitych kataniontovych vezikul slozenych
z amfifilniho iontového paru s pridavkem dvoutetézcového kladné nabité¢ho tenzidu. Iontoveé amfifilni
par byl tvofen dvojici tenzidu, a to kladné nabitym hexadecyltrimethylamonium bromidem (CTAB)
a zaporn¢ nabitym dodecylsiranem sodnym (SDS). Dvoufetézcové kladné€ nabité tenzidy byly vybrany
celkem tfi, kazdy sjinou délkou uhlovodikového fetézce. Konkrétné se jednalo
o ditetradecyldimethylamonium bromid (DTDAB), dihexadecyldimethylamonium bromid (DHDAB)
a dioktadecyldimethylamonium bromid (DODAB). IPA prasek byl pfipraven smichanim vodnych
roztoku kationtového a aniontového tenzidu v jejich dostatecné koncentraci v ekvimolarnim mnozstvi.
Nasledn¢ byl ponechan 1 den pii pokojové teplot¢ za souasného michani do uplného vysrazeni.
Vznikla sraZzenina byla oddé€lena od vodni faze centrifugaci pii 5500 ot/min, promyta Cistou vodou
asusena v susarné pii teplot¢ 50 °C po dobu 3 dnli. Vznikly IPA prasek byl analyzovan pomoci
clementarni analyzy, kde doslo k potvrzeni toho, Ze se molekula IPA sklada ze dvou opaéné nabitych
tenzidi v ekvimolamim poméru. Samotné kataniontové vezikularni systémy byly pfipraveny
smichanim vzniklého IPA prasku s danou koncentraci dvoufetézcového kladné nabitého tenzidu
za vyuziti mechanického rozruseni. Molami frakce dvoufetézcoveého tenzidu se pohybovala v rozmezi
0,1 do 0,5. Pozadovan¢é mnozstvi smési bylo rozpusténo v chloroformu a nasledn¢ vysuseno za Géelem
vytvofeni tenkého filmu na sklenénych kulickach. Film byl nasledné hydratovan 60 ml cist¢ vody
a sonifikovan po dobu 1 hodiny pomoci ultrazvukového procesoru s vykonem 60 W. Pfi procesu byla
teplota udrzovana nahodnoté 70 °C. Po dokonceni pfipravy byly vezikuly proméfeny pomoci
transmisniho elektronového mikroskopu, kde doslo ke zjisténi jejich morfologie, ktera se podobala
kouli (Obrazek 27). Zaroven byla také potvrzena dvouvrstva struktura vezikul pomoci fluorescenéni
depolarizace, kdy doslo k zapouzdreni hydrofobni sondy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrienu [95].

Obrazek 27: Snimek z transmisniho elektronového mikroskopu zobrazujici kataniontové vezikuly
sloZzeny z IPA (SDS a CTAB) a DTDAB [95].
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Dale byl zkouman zeta potencial a stabilita vzniklych systému (Tabulka 1).

Tabulka 1: Hodnoty zeta potencialu a stability systémua IPA:DXDAB [95].

pomér IPA:DXDAB 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5

IPA/DTDAB - - 59 51 53+2

IPA/DHDAB - - 5545 56 61+l

Zeta potencial
kataniontovych
vezikul [mV]

IPA/DODAB - - 58 59+7 58+l

IPA/DTDAB - - 14+4 264 31,53

IPA/DHDAB - - 542 34 127,194

Stabilita
kataniontovych
vezikul [den]

IPA/DODAB - - 2 54+4 88,118

S koncentraci Xpxpag <0,3 setvorily vezikuly snizkou stabilitou, proto nejsou k dispozici
ani spolehliva data zeta potencionalu. Naopak skoncentraci DXDAB 0,3 < Xpxpap <0,5 byly
hodnoty zeta potencialu srovnatelné a stabilita rostla s rostouci koncentraci DXDAB. Dale lze také
fict, Ze systémy obsahujici DTDAB, tedy systémy s krat§sim uhlovodikovym fetézce, jsou mén¢
stabilni v porovnani s DHDAB a DODAB, které maji uhlovodikové fetézce delSi. Dle vySe zminénych
poznatku tak lze fici, Ze na stabilitu systémid IPA:DODAC ma vyznamny vliv nejen samotna
koncentrace vybran¢ho dvoufetézcového tenzidu, ale také délka jeho uhlovodikového fetézce [95].
An-Tsung Kuo a kol. studovali vliv cholesterolu na fyzikalni stabilitu kladn¢ nabitych
kataniontovych vezikul tvofenych ztenzidi SDS a CTAB s pfidavkem dvoufetézcového tenzidu
ditetradecyldimethylamonium bromid (DTDAB). Uginky cholesterolu byly zkoumany méfenim
velikosti a zeta potencialu pomoci metody dynamického rozptylu svétla s vyuzitim He-Ne laseru
o vlnové délce 632.8 nm. Celkem byly vyuzity tfi koncentrace cholesterolu, a to 10, 30 a 43 mol.%.
Pomér IPA:DTDAB byl vybran 9:1, 7:3 a 5:5. Data ukazala, Ze s rostouci koncentraci cholesterolu
dochazelo ke znaénému zvyseni fyzikalni stability (s vyjimkou systémil s pomérem I[PA:DTDAB 5:5).
S obzvlasté vysokou stabilitou se ukazaly systémy obsahujici 43 mol.% cholesterolu (Tabulka 2) [96].

Tabulka 2: Fyzikalni stabilita systému tvofenych s riznou koncentraci IPA:DODAC
a cholesterolu [96].

IPA:DTDAB |
9:1 7:3 5:5
Xchol Stabilita [den] | Stabilita [den] | Stabilita [den]
0 0 20+6 96+22
0,1 2+1 95+49 94+40
0,3 4+2 147+47 41+1
0,43 >270 >270 167+£37
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Dale byl zkouman zeta potencial (Obrazek 28). Se zvySujici se koncentraci cholesterolu obecné
doslo také ke zvySeni zeta potencialu. V nepfitomnosti cholesterolu nebyl nalezen Zadny vyznamny
rozdil hodnot pro rizné¢ sméSovaci poméry IPA:DTDAB. Naopak pfi koncentraci cholesterolu
Xenot = 0,43 byly zeta potencidly vyrazné zvySeny se zvysenym obsahem DTDAB. Vysledky
naznacuji, ze obsah cholesterolu ma signifikantni vliv na fyzikalni stabilitu vezikul [96].
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Obrazek 28: Hodnoty zeta potencialu pro rizné poméry IPA:DTDAB a cholesterol [96].

3.2 Studium interakce kladné nabitych vezikul s opa¢né nabitym polymerem

Martina Havlikova a kol. zkoumali interakce mezi kataniontovymi vezikuly a hyaluronanem.
Vezikularni systémy byly tvofeny z [IPA (SDS a CTAB), DODC a cholesterolu (43 mol.%). Celkem
byly vyuzity ¢tyfi molekulové hmotnosti hyaluronanu, a to 16, 418, 750 a 1670 kDa. Interakce mezi
hyaluronanem a vezikuly byly kromé jiného zkoumany pomoci dynamického a elektroforetického
rozptylu svétla. Bylo vyuzito 1 vizualni pozorovani. Z naméfenych dat byl patmy pokles zeta
potencialu s rostoucim pridavkem hyaluronanu u vSech pouzitych molekulovych hmotnosti
(Obrazek 29) [28].
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Obrazek 29: Graf zavislost zeta potencialu na poméru naboje pro rizné molekulové hmotnosti
hyaluronanu [28].

Pomoci dynamického rozptylu svétla byla také pozorovana velikost vzniklych systémi. Obecné
se velikost s pridavkem hyaluronanu zvétSovala, coz bylo doprovazeno i zvySujicim zakalem vzorku.
Pii poméru naboje 0,9-1,0 doslo ke vzniku viditelnych agregatu. Tyto agregaty se s dal§im pridavkem
hyaluronanu (pomér naboji 2,1) rozpadly, s vyjimkou systému obsahujici 1670 kDa hyaluronan
(Tabulka 3) [28].

Tabulka 3:Pramérna velikost ¢astic hyaluronanu s riznou molekulovou hmotnosti. *OR (z angl.
out of the range) — hodnoty mimo rozsah m¢ritelnosti pfistroje [28].

Pomeér Priumérna velikost ¢astic [nm]

naboje 16 kDa 418 kDa 750 kDa 1670 kDa
0.0 91+9
0.3 100+ 21 128 + 54 111451 106 +5
0.6 1534 + 755 1904 +2 819 625 + 449 2272 +3643
0.9 *OR *OR *OR *OR
1.2 *OR *OR *OR *OR
1.7 *OR *OR *OR *OR
21 *OR *OR 8 720 £ 537 *OR
2.7 *OR 4564 + 3 359 4254 +2 240 *OR
3.3 7 036 + 1 905 3369+2851 2750+1449 *OR
4.1 5378 +1 685 2327+1938 2231+1255 *OR
5.0 3952+1351 1527 +1000 1998 +1 190 *OR

3.3 Studium interakce lipidu s fluorofory pomoci fluorescen¢ni korelac¢ni
spektroskopie

Zhenfu Zhang a kol. zkoumali interakce mezi lipidovymi vezikulami a fluorofory pomoci metody
fluorescenéni korelacni spektroskopie. Pro studii byly vybrany lipidy s riznym nabojem, hlavni
skupinou nebo stupném nasyceni acylového fetézce (DOPC, DOPG, DOPS, POPS, POPC, DPPC,
DOTAP). Pouzité fluorofory pak byly rizné chemické povahy nebo se liSily v pfitomnosti naboje
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¢i hydrofobnosti (A488, A647, Atto 488, Atto 532, Atto 565, Atto594, Atto 647N, fluorescein,
Cyanine 5) [97].

Autokorelacni kfivky byly ziskany méfenim FCS pfi riznych koncentracich lipidu (DOPC),
ato 0az 60 mM. Jako fluorescenéni sondy byly vybrany Atto 488, Atto 595 a Atto 647N. Ve vsech
pripadech dochazelo ke zpomaleni rozpadu autokorela¢ni kiivky s rostouci koncentraci lipidu, pficemz
velikost posunu zavisela na povaze paru lipid-fluorofor. K nejvétsimu posunu dochazelo u systému
DOPC-Atto 647N, naopak k nejmensimu u DOPC-Atto 488. S rostouci koncentraci lipidu zaroven
dochazelo ke zvétSovani frakce fluoroforti vazanych na lipid (Obrazek 30) [97].
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Obrazek 30: Vlevé casti FCS kiivky méfené pro (A) Atto 488, (B) Atto 594 a (C) Atto 647N
pro rizné koncentrace DOPC od 0 az do 60 mM. V pravé casti zavislost frakce fluoroforu vazaného
na lipidy na koncentraci lipidu - (D) Atto 488, (E) Atto 594, (F) Atto 647N [97].

Dale byla méfena doba Zivota fluorescence, ktera byla pouzita na stanoveni relativni zmény
kvantového vytézku fluoroforu vyvolané pritomnosti LUV (velké unilamelarni vezikuly, z angl. large
unilamelar vesicles). Data v§ak ukazala, ze doba zivota fluorescence, a tedy kvantovy vytézek barviva
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navazaného na LUV, je velmi podobna Zivotnosti volné¢ho barviva ve vodném roztoku. Toto zjisténi
tedy ukazalo, Ze usledovanych systéma neni molekularni jas barviva vyznamné ovlivnén jeho
interakci s lipidovou dvouvrstvou, proto lze jeho uéinek pfi FCS analyze zanedbat. Delsi korelacni
Casy tak mohly byt zplisobeny zménou viskozity ¢i indexem lomu, nicméné data pozdéji ukazala,
Ze tyto zmény byly minimalni, a Ze posuny k pomalejs$im rozpadim v pfitomnosti LUV byly primarné
zpusobeny slabou interakci fluorofor-lipid [97].

Sila vazby fluorofor-lipid byla ziskdna méfenim rozdé€lovaciho koeficientu K;. Vysoké hodnoty
K, odpovidaji velkému zastoupeni fluoroforu v lipidové ¢asti, a tim tak naznacuji silnou interakci mezi
fluoroforem a lipidem. Data ukazaly, Ze modie a zelen¢ excitované fluorofory obecné vykazovaly
niz§i hodnoty K, tedy slabsi vazby nez Cervené excitované fluorofory. Nejsilnéjsi vazby k lipidove
dvojvrstvé vykazovaly fluorofory Atto 647N a Cy5 [97].

K potvrzeni existence elektrostatickych sil mezi nabitymi hlavami lipida a fluoroforu byly pomoci
FCS provedeny experimenty pfi ruiznych koncentracich NaCl (14 mM a 140 mM). V nepfitomnosti
soli se kladn¢ nabitd sonda Atto 647N astejné nabit¢ hlavy lipidu vzajemné odpuzuji, podil
adsorbovan¢ho barviva je tak zanedbatelny. Se zvySujici se koncentraci soli se korelacéni kfivka
posouvala k del§im dobam rozpadu a frakce sondy Atto 647N vazana nalipidy se zvySila z 5 %
(v 14 mM) na 10 % (ve 140 mM). Elektrostatické ucinky byly také sledovany mezi zaporné nabitym
fluoroforem Alexa 647 akladné nabitym DOTAP. Zde dochazelo naopak k podstatné rychlejSimu
poklesu korelacnich dat v pritomnosti 300 mM NaCl, nez v pfitomnosti 140 mM [97].

Ucinek hlavnich skupin lipida byl sledovan vyuzitim DOPG a DOPS. Hlavni rozdil mezi nimi
predstavuje pravé rozdilné slozeni hydrofilni hlavy. Zatimco DOPG obsahuje dvé hydroxylové
skupiny, DOPS ma jednu karboxylovou skupinu a druhou amino skupinu. K rozpadu korelac¢nich dat
dochazelo pozdé&ji u DOPG, jak u DOPS, vyuzité fluorofory tedy vykazuji vétsi afinitu pravé k DOPG.
Dale bylo také zjisténo, ze modie a zelené excitované fluorofory vykazovaly nizsi vazebnou afinitu
k lipidiim, jak ¢ervené excitované fluorofory [97].

Efekt nasyceni fetézce byl studovan za vyuziti nenasycen¢ho DOPC, napul nasyceného POPC
a plné nasyceného DOOC. Data ukazala relativné malou zavislost interakce fluorofor-lipid na nasyceni
fetézce, s vyjimkou Atto 647N, kde bylo patrné, Ze se vazba fluoroforu na lipidové vezikuly stavala
slabsi se zvysujici se saturaci acylového fetézce [97].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Hexadecyltrimethylamonium bromid

M,,=364.45 g/mol, CAS: 57-09-0, Sigma Aldrich
Dodecylsiran sodny

M,,=288.38 g/mol, CAS: 151-21-3, Sigma Aldrich
Dimethyldioktadecylamonium chlorid

M,,=586,64 g/mol, CAS: 107-64-2, Sigma Aldrich
Cholesterol

M,,=386.65 g/mol, CAS: 57-88-5, Sigma Aldrich
Hyaluronan

M,,= 418 kDa, Contipro Group, Ltd., Dolni Dobroué, Ceska republika, &. Sarze: 230215-El,
vlhkost 7,863 %

Chlororform

M,,=119,38 g/mol, CAS: 67-66-3, Sigma Aldrich

Aceton

M,,=58,08 g/mol, CAS: 67-64-1, Sigma Aldrich
3,3'-Dioktadecyloxakarbokyanin perchlorat (DiO)
M,,=881.,70 g/mol, CAS: 34215-57-1, Sigma Aldrich
1,1'-Dioktadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindokarbokyanin perchlorat (Dil)
M,,=933.87 g/mol, CAS: 41085-99-8, Sigma Aldrich
Rhodamin B oktadecyl ester perchlorat (RBOE)
M,,=795.49 g/mol, CAS: 142179-00-8, Sigma Aldrich
5-hexadekanoylamino fluorescein

M,,=585,74 g/mol, CAS: 73024-80-3, ThermoFisher Scientific
Deionizovana voda

Systém ELGA
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Fluorescen¢ni silikatové ¢astice

sicastar®-greenF, MicroMod, velikost 100 nm, ¢islo produktu: 42-00-102

4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Priprava zasobniho prasku IPA

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky tenzidi CTAB a SDS tak, aby vysledna koncentrace ¢inila
2 mM. Tyto roztoky byly nasledné michany pfes noc. Druhy den doslo k jejich smichani v poméru 1:1
aopét doslo kjejich promichavani prfes noc. Béhem procesu se teplota udrzovala na 30 °C.
Po 24 hodinach doslo k vytvofeni srazenminy, ktera byla podrobena centrifugaci pfi 3500 ot/min
po dobu 30 minut anasledné filtraci za snizeného tlaku pomoci Biichnerovy nalevky. Ziskany IPA
prasek byl ponechan v Petriho misce v susarn¢ pii 50 °C po dobu 3 dnii. Hotovy prasek byl skladovan
ve vialce prekryté parafilmem.

4.2.2 Priprava kataniontovych vezikularnich systému s cholesterolem

Ze zasobniho roztoku IPA bylo odvazeno prislusné mnozstvi prasku a zalito vypoctenym objemem
chloroformu. Podobnym zplsobem byl také pripraven roztok tenzidu DODAC. Do ¢isté, suché
pyrexky bylo navazeno vypoctené mnozstvi cholesterolu, tak aby jeho vyslednd koncentrace cinila
43 mol.%. K navaZzenému mnozstvi cholesterolu byly pridany roztoky IPA a DODAC v poméru 9:1
(vysledna koncentrace cIPA ¢inila 2 mM). Nasledné byly pfidany sklenéné kulicky, tak aby pokryly
dno pyrexky. Vse bylo zvortexovano a za obCasného promichani ponechano v digestofi do uplného
odpatfeni chloroformu. Do druhého dne doslo nakulickach k vytvoreni tenkého filmu, ktery byl
rehydratovan 60 ml deionizované vody. Takto pfipravené vzorky byly opét zvortexovany a nasledné
podrobeny sonifikaci pomoci ty¢ového dispergatoru pfi 50 % amplitudé do dosazeni pozadované
energie 25 kJ (model HD 3 200, Bandelin Electronic GmbH & Co. KG). Takto pfipravené systémy
byly ponechany v susarné pti 30 °C do dalSich experimentii.

4.2.3 Priprava vzorki s fluorescen¢ni sondou pro méireni FCS a DLS
Nejprve byly pripraveny zasobni roztoky jednotlivych sond (Dil, DiO, F16 a RBOE), a to smichanim
pfislusného mnozZstvi sondy v acetonu. Vysledné koncentrace zasobnich roztoku ¢inily 104 M.

Z pripravenych kataniontovych vezikularnich systémi s cholesterolem bylo vzdy do suchych
vialek odpipetovano po 4 ml roztoku (vysledna koncentrace cIPA cinila 2 mM), ke kterému bylo
pfidano pfislusné mnozstvi sondy. Vysledna koncentrace sondy vzdy ¢inila 10°® M. Po promichani
doslo k odstranéni vicka a systémy byly takto ponechany po dobu 5 minut, aby doslo k odpareni
acetonu. Nasledné¢ byly vzorky opét zavickovany a solubilizovany do druhého dne v suSarné
pri teploté 30 °C za soucasného michani. Takto pfipravené vzorky byly nasledné proméfeny pomoci
metody DLS a FCS.

4.2.4 Priprava koncentraéni rady hyaluronanu pro méreni FCS a DLS
Z ptipravenych vezikularnich systému bylo vzdy odpipetovano po 2 ml do Cistych, suchych vialek,
ke kterym bylo pfidano pfislusné mnozstvi sondy Dil (vysledna koncentrace ¢inila 10 M), vse bylo
promichano. Stejné jako v prfedchozim pfipad¢ izde byly odstranény vi¢ka pro vypafeni acetonu.
Po 5 minutach byla vicka opét nasazena a vzorky byly solubilizovany do druhého dne v suSamné
pfi teploté 30 °C za soucasné¢ho michani.

Dale byly pripraveny dva zasobni roztoky hyaluronanu smichanim jeho pfislusného mnozstvi
v deionizované vodé, tak aby vysledna koncentrace Cinila 1 a 2 g/l. Druhy den bylo ze zasobniho
roztoku odebrano dané¢ mnozstvi apfidano k pripravenym vezikulam obsahujicim fluorescenéni
sondu. Hyaluronan byl ke vzorkim pridavan po kapkach za soucasného michani. Takto pfipravené
systémy byly opét ponechany v susarn€ pii 30 °C do druhého dne za soucasného michani. Celkem
bylo pfipraveno 7 vzorku obsahujicich dané koncentrace hyaluronanu. Vysledné koncentrace mizeme
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vidét v Tabulce 4. Stejnym zpusobem byly pfipraveny i vzorky s fluorescencnimi sondami DiO a F16.
Celkem tedy bylo pfipraveno 21 vzorku, které byly nasledné proméreny pomoci DLS a FCS.

Tabulka 4: Priprava vzorku s pfislusnou koncentraci hyaluronanu pro systém obsahujici
fluorescencni sondu Dil.

Koncentrace HyA |Koncentrace| Koncentrace Celkovy
[gN] sondy [M] cIPA [mM] objem [ml]
1,000
0,750
0,500
0,050
0,010
0,005
0,001
0,000

Systém

cIPA+Dil 1-10° 1 4

4.2.5 Priprava fluorescencnich silikatovych ¢astic s hyaluronanem

Fluorescencéni silikatové ¢astice sicastar®-F byly dodany od firmy Micromod. Jedna se o astice, které
jsou vyrabény hydrolyzou orthosilikati. Maji hydrofilni povrch s koncovymi skupinami Si-OH.
Obsahuji velké mnozstvi fluorescencnich barviv kovalentn¢ vazanych v silikatové matrici a jsou
stabilni v organickych médiich a vodnych pufrech. Konkrétn¢ byly vyuzity ¢astice sicastar®-greenF,
tedy se zelenou fluorescenci s excitaci pii 485 nm a emisi pfi 510 nm s velikosti 100 nm.

Po pripravé zasobniho roztoku hyaluroanu s koncentraci 1 g/l byla pfipravena jeho koncentra¢ni
fada. Vysledné koncentrace muzeme vidét v Tabulce 5. K takto pfipravenym vzorkum byly pfidany
silikatové Castice, a to tak, aby doslo k jejich nafedéni 1000x (dodané ¢astice obsahovaly koncentraci
50 mg/ml). Pfipravené vzorky byly ponechany na magnetickych michackach pfi laboratorni teploté
do dal§iho méfeni.

Tabulka 5: Vysledné koncentrace hyaluronanu.

Celkovy objem

Koncentrace HyA [g/1] [ml]

1,000
0,750
0,500
0,050
0,010
0,005
0,001
0,000

10

4.2.6 Meéreni optickych vlastnosti vybranych fluorescencnich sond

4.2.6.1 Priprava vzorki

Z hotovych vezikulamich systému byly odpipetovany 4 ml a vpraveny do suché, Cisté vialky. Poté
bylo pfidano dané mnozstvi sondy Dil tak, aby vysledna koncentrace sondy ¢inila 10° M a vezikul
2 mM. Vialka byla zavickovana a vSe bylo zvortexovano. Nasledné bylo vi¢ko odstranéno a vzorek
byl takto ponechan po dobu 5 minut do Gplného vytékani acetonu. Nasledné byla vialka opét
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zavickovana a dana do susamy, kde byla ponechana k solubilizaci do druh¢é dne pii teploté¢ 30 °C.
Stejnym zpusobem byly pfipraveny i vzorky obsahujici fluorescencni sondu DiO, F16 a RBOE.
4.2.6.2 Meéreni spektrdlnich vlastnosti

Druhy den byly vsSechny prfipravené vzorky proméfeny pomoci spektrofluorimetru Edinburgh
Instruments FS5. Pred samotnym méfenim byly podrobeny sonifikaci ve vodni lazni pti 70 °C po dobu
20 minut. Jednotlivé vzorky byly postupné dany do kfemenné kyvety a vpraveny domémé cely
spektrofluorimetru. Pomoci programu Fluoracle byly postupné proméfeny emisni a excitacni spektra.
Mgéieni probihalo pii teploté 25 °C. Siika §t&rbin byla volena tak, aby byla intenzita fluorescence
optimalni. Nastaveni jednotlivych parametri pro emisni skeny muzeme vidét v Tabulce 6Chyba! N
enalezen zdroj odkazu. a pro excitacni skeny v Tabulce 7.

Tabulka 6: Nastaveni parametrit pro emisni skeny.

, Maximalni Aem Maximalni Aex Rozsah emisnich vinovych délek
Systém
[nm] [nm] [nm]
cIPA+Dil 567 550 555 — 700
cIPA+DiO 501 460 490 — 560
cIPA+F16 520 495 500 — 700
cIPA+RBOE 584 554 560 — 700
Tabulka 7: Nastaveni parametru pro excitacni skeny.

Systé Maximalni Aem Maximalni Aex Rozsah excita¢nich vinovych
ystem [nm] [nm] délek [nm]
cIPA+Dil 567 550 460 — 560
cIPA+DiO 540 484 450 — 513
cIPA+F16 520 495 420 — 515
cIPA+RBOE 584 554 500 — 580

4.2.7 Meéreni dynamického a elektroforetického rozptylu svétla

Pomoci pfistroje Zetasizer (ZetaSizer Nano Series, Malvern Instruments, s He-Ne laserem) byl
proméfen dynamicky a elektroforeticky rozptyl svétla. Pfed samotnym méfenim byly vzorky
podrobeny sonifikaci ve vodni lazni po dobu 30 minut pfi teploté¢ 70 °C. Vzorky byly nasledn¢ dany
do kyvety a vpraveny do drzaku pfistroje. Pfed zapnutim samotného méfeni byly nastaveny nasledujici
parametry pro méfeni dynamického rozptylu svétla (Tabulka 8):

Tabulka 8: Nastaveni pfistroje pro méfeni DLS — velikosti ¢astic.

Teplota 25°C

Stabiliza¢ni cas 120 s

Prostredi Vodné

Typ kyvety Sklenéna (PCS 1115)
Mérici thel 173°

Pocet méteni jednoho opakovani 12

Cas jednoho méfeni 10s

Pocet méteni 3

Pozice méteni v kyveté

Pevna pozice 1 nm
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a elektroforetického rozptylu svétla (Tabulka 9):

Tabulka 9:Nastaveni pfistroje pro méfeni ELS — zeta potencialu.

Teplota 25°C

Stabilizaéni Cas 120 s

Prostredi Vodné

Model Smoluchowski

Typ kyvety Ponoma cela pro zeta potencial (ZEN1002)

Minimalni pocet méfeni jednoho opakovani | 10
Maximalni pocet méfeni jednoho opakovani | 15

Pocet opakovani 5

4.2.8 Meéreni fluorescencni korelacni spektroskopie

FCS byla proméfena pomoci fluorescencniho korelaéniho mikroskopu MicroTime 200 s konfokalni
$térbinu Olympus IX71. Data byla ziskana za vyuziti softwaru SynPho Time64 (PicoQuant). Objektiv
byl pouzit s vodni imerzi a numerickou aperturou 1,2.

Pred jednotlivym mérenim muselo nejprve dojit ke kalibraci FCS. K tomuto kroku byly vyuzity
roztoky fluorescenénich sond o zndmém difuznim koeficientu. Vystupem kalibra¢nich méfeni byla
velikost konfokalniho objemu, ktera byla nasledné dosazovana do matematického modelu pouzité¢ho
pro prolozeni samotnych FCS dat. Pfed samotnym mérenim doslo vzdy u kazdého vzorku k sonifikaci
pomoci vodni 1azné po dobu 30 minut pfi teploté 70 °C.

Me¢ieni vzorku bylo provedeno nasledovné. Na stfed Cist¢ho podlozniho sklicka byla vzdy
nanesena kapka vzorku pomoci kapatka. Sklicko bylo umisténo do drzaku adano na stolek
mikroskopu. Poté byl kapnut imerzni roztok a vse bylo prikryto ¢ernym krytem. Pomoci makrosroubu
byla nalezena rovina ostrosti, vSe bylo doostfeno mikrosroubem. Intenzita prichazejici do vzorku byla
upravena pomoci nastaveni pozice filtri (vybér dichroickych zrcadel a emisnich filtra byl volen
na zaklad¢ spektralnich charakteristik jednotlivych fluorescencnich sond). Doba zaznamu
fluorescencnich dat se pohybovala v rozmezi 5 az 10 minut. Ziskané kfivky byly proloZeny vhodnym
matematickym modelem. U vybranych vzorkd byla také provedena FLCS analyza (z angl.
Fluorescence Lifetime Correlation Spectroscopy).

Lasery byly vyuzity celkem dva, a to s vlnovou délkou 470 a 510 nm s konstantni frekvenci
40 MHz. Dichromatické zrcadlo bylo zvoleno 405/467 a jako emisni filtry pro zelenou 520/35,
respektive pro zlutou oblast 550/49.
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5 PREDMLUVA K VYSLEDKUM

Pred samotnym zhodnocenim dosazenych vysledka je potfeba zminit nékolik faktt, které maji
vyznamny vliv na zkoumané systémy a jejich nasledné vyhodnoceni pomoci metody FCS.

Prvni z nich odkazuje na obecnou rovnici autokorelacni funkce vyuzitou ve studii anomalni difuze
Tomasze Kalwarczyka a spol. [98], ze které vyplyva, Ze autokorelacni funkce zavisi celkem
na 3 parametrech — velikost ¢astic, jejich transla¢ni pohyb a molekularni jas (5.1):

=1+ L Jy PGp)M(zitp)B(wp) dup 5.1)

NY (7 P(p)B(ap)dep)’

Molekularni jas je zaroven ovlivnén polydisperzitou systému a zavisi na poctu fluorofori navazanych
na Gastici. Cim vice molekul fluoroforu bude na &astici navazano, tim vétsi bude molekulami jas, coz
negativné ovlivni hodnotu autokorelac¢ni funkce. Jestlize mame tedy polydisperzni systém, veEtsi
Castice (Castice obsahujici vice molekul fluoroforu) budou svitit intenzivnéji, nez ¢astice mensi
(s mensim nebo zadnym poctem fluorofori). Intenzita vétSich castic tak muze casteéné zastinit
intenzitu ¢astic menSich, a to i v pfipadg, Ze se jich v systému bude vyskytovat zanedbatelné mnozstvi.
Tento fakt se pak projevi na autokorelacni funkci, a jelikoZz jsou vSechny teoretické modely
autokorelacni funkce odvozeny za predpokladu monodisperzniho systému, bude tak pravdépodobné
dochazet ke zkreslovani naméfenych dat [99]. Nékteré studie se zabyvaly korekci tohoto artefaktu,
asice zavedenim funkce distribuce velikosti a molekulamiho jasu danych frakei s urcitou velikosti,
atedy s danym difuznim koeficientem a jasnosti (Schaeffel David a spol. [100]), nicméné k tomuto
bylo zapotfebi vyuziti jiz pokro¢ilého matematické zpracovani a velmi sofistikovanych vypocetnich
programu. N&kteti autofi se navic odvolavali na pouziti jiz nedostupnych programu.

Dalsim dulezitym faktorem je existence anomalni difuze. V rovnici (5.1) se vyskytuje parametr
0, coz je tzv. parametr anomality. V nejjednodussim pripadé, kdy je a=1, se molekuly pohybuji
Brownovym pohybem a difuze je tak linearni. V nékterych ptipadech ale mlize nastat situace, kdy se
o nebude rovnat 1 a difuze bude tedy tzv. anomalni. Jestlize je a.>1 jedna se o superdifuzi, naopak
jestlize je a<I, jedna se o subdifuzi. K subdifuzi pak dochazi tehdy, kdyz se molekula nachazi
v nechomogennim prostiedi a jeji pohyb je tak brzdén [98]. Biologické systémy, znacené polymery
a pravdépodobn¢ také znacené vezikuly patfi mezi heterogenni systémy, proto u nich bude s nejvéEtsi
pravdépodobnosti dochdzet k anomalni difuzi. Pfi jejich analyze pomoci metody FCS by pak bylo
zapotfebi prolozit kfivky s vyuzitim vice difuznich ¢asi, nebo jednodussi variantou, proloZzenim prave
vySe zminéného parametru alfa.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE
6.1 Priprava zasobniho IPA prasku

Po pripravé byly zasobni roztoky tenzidi CTAB a SDS c¢iré, nicméné po 24 hodinach, kdy doslo
kjejich smichani v poméru 1:1 se utvoril zakal, ktery se po dal§ich 24 hodinach proménil v bilou
srazeninu. Po centrifugaci, filtraci a nasledném ususeni byl utvoren finalni prasek IPA, jehoz hmotnost
¢inila 3,9634 g. Vytéznost vzniklého prasku IPA tak ¢inila 72 %.

Dtvodem nizsi vytéznosti prasku IPA muze byt to, ze zde nedochazi ke 100% precipitaci dvou
opacn¢ nabitych tenzidu. Pouzity tenzid CTAB je pomérné€ nachylny na teplotu, pficemz hodnota jeho
Kraftovy teploty je velmi blizka laboratomi. Snizena vytéZnost také muze byt zplisobena tim,
ze vznikla srazenina je velmi jemna, proto pfi filtraci mohlo dojit k jejimu ¢asteCnému proteceni pres
pouzity filtr.

6.2 Priprava kataniontovych vezikul s cholesterolem

Po smichani ziskaného IPA prasku stenzidlem DODAC a cholesterolem byly pridany sklenéné
kulicky. Po 24 hodinach doslo k odpareni chloroformové faze, diky ¢emuz se na kulickach utvoril
tenky film. Po rehydrataci 60 ml deionozované vody byly systémy znacné zakaleny. Nasledovala
sonifikace pomoci tyCového dispergatoru pii 50 % amplitudé. Poté, cobyla dosazena energie
25 kJ byly systémy ¢iré a vykazovaly opalescenci (Obrazek 31).

Obrazek 31: Pripravené vezikularni systémy s koncentraci cholesterolu 43 mol.%. Vlevo systémy
pred sonifikaci, vpravo po sonifikaci.

6.3 Vizualni pozorovani

6.3.1 Systémy s fluorescen¢nimi sondami
Zasobni roztoky vybranych sond byly pfipraveny jejich smichanim v acetonu. Za soucasného michani
byly ponechany do druhého dne, kdy doslo k jejich uplnému rozpusténi.

Ihned po sonifikaci systému cIPA s cholesterolem byly vzdy pfipraveny vzorky obsahujici
fluorescencni sondy. Ze zasobnich roztoka bylo odebrano prislusné mnozstvi a pridano k vezikulam,
pficemz doSlo k charakteristickému zabarveni roztoku. Po nckolika minutach byla acetonova faze
zcela odparena a vzorky mohly byt zavickovany a ponechany v susarné. Ani po 24 hodinach nedoslo
k zakaleni vzorku, coz indikuje zna¢nou stabilitu systému.

44



6.3.2 Systémy s hyaluronanem

Zasobni roztok hyaluronanu byl pfipraven smichanim pfedem uréeného mnozstvi v deionizované
vod¢. Thned po pridavku vody doslo k utvofeni malych srazenin. Vse bylo ponechano
na magnetickych michackach do druhého dne. Po 24 hodinach doslo kuplnému rozpusténi
hyaluronanu. Takto pfipraveny roztok mohl byt pouzit pro dalsi experimenty.

Po solubilizaci systéma cIPA obsahujici fluorescenéni sondu Dil, DiO a F16 byla ke vzorkim
pridana dana koncentrace pfipraveného hyaluronanu. Ten byl pfidavan postupné po kapkach, aby
nedoslo k jeho vysrazeni, a to za sou¢asného michani. S rostoucim pridavkem hyaluronanu se vzorky
postupné zakalovaly. Systémy snejvyssi koncentraci hyaluronanu vykazovaly nejvétsi zakaleni.
Se snizujici se koncentraci byl zakal mén¢ viditelny. Takto pripravené vzorky byly ponechany
v susarn¢ za soucasného michani do dalSich experimentu.

Na Obrazku 32 muzeme vidét ukazku pfripravenych systému cIPA s fluorescenéni sondou Dil,
24 hodin od jejich pripravy. Muzeme si vS§imnout zvySujiciho se zakaleni s rostouci koncentraci
hyaluronanu (zprava doleva). Dale také muizeme vidét odlisné zbarveni vzorku obsahujici 0,005 g/l
hyaluronanu. Po 24 hodinach od jeho pridavku doslo u tohoto vzorku ke zméné barvy z razové
do oranzova. Tato zména muze byt zplsobena vysraZzenim pfidané¢ho hyaluronanu spolu se systémy.
U vzorku obsahujici fluorescencni sondy DiO a F16 nebyla tato zména zbarveni pozorovana.

Obrazek 32: Koncentraéni fada hyaluronanu s cIPA a fluorescencni sondou Dil po 24 hodinach
od pripravy. Od nejvyssi koncentrace HyA (1 g/l), po nejnizsi (bez HyA). Pozn.: barevné predméty
na dn¢ vialek predstavuji magneticka michad¢lka.

6.3.3 Fluorescen¢né znacené kiemenné kulicky s hyaluronanem

Po pripravé zasobniho roztoku hyaluronanu o koncentraci 1 g/l doslo po 24 hodinach k jeho uplnému
rozpu$téni. Ze zasobniho roztoku byly nasledné pfipraveny roztoky se silikonovymi casticemi
a koncentra¢ni fadou hyaluronanu. Silikonové ¢astice byly pridany k roztoku hyaluronanu tak,
aby doslo k jejich 1000nasobnému zfedéni, diky ¢emuz byly vysledné vzorky bezbarvé (Obrazek 33).
Po 24 hodinach nedoslo k zakaleni vzorki, vzniku sraZenin ani zmén¢€ barvy.
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Obrazek 33: Koncentracni fada hyaluronanu s fluorescenéné zna¢enymi silikonovymi ¢asticemi.
Pozn.: barevné predméty na dn€ vialek predstavuji magneticka michadélka.

6.4 Méreni spektralnich vlastnosti

U vzorku obsahujici ¢cIPA s koncentraci cholesterolu 43 mol. % a fluorescenéni sondu DiO, Dil, F16
nebo RBOE s koncentraci 10 M byly proméfeny spektralni vlastnosti. Na Obrazku 34 muzZeme vidét
emisni spektrum pro vSechny pouzité¢ sondy. U vSech vzorku je pozorovany charakteristicky prudky
narust intenzity pfi dané vinové délce, znacici emisni maximum. Po dosazeni maxima se intenzita opct
snizuje. Pfi méfeni excitanich vlastnosti, doslo k posunu maxim ke kratsim vlnovym délkam.
Excitaéni spektra jsou uvedena v kapitole 10 v Priloze.

Dil DiO RBOE -—=F16

490 510 530 550 570 590 610 630
A [nm]

Obrazek 34: Emisni spektrum pro systémy obsahujici cIPA s koncentraci cholesterolu 43 mol. %
a 10 M sondy Dil, DiO, F16 nebo RBOE.

V Tabulce 10 jsou zobrazeny dosazené¢ hodnoty maximalnich emisnich a excitacnich vlnovych
délek. Naméfené hodnoty emisni vinovych délek se pohybuji v rozmezi 504 az 582 nm. Nejvétsich
hodnot dosahuje systém obsahujici fluorescenéni sondu RBOE s hodnotou 582 nm, naopak nejmensi
byly pozorovany u sondy DiO s hodnotou 504 nm. Stejn¢ tomu tak je i u excitatnich maxim
s hodnotami 558 a 489 nm. Naméfené spektralni vlastnosti danych sond byly dale vyuzity
pro optimalizaci méfeni FCS.
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Tabulka 10: Emisni a excitacni maxima vybranych fluorescencnich sond.

Sonda | max A.[nm] | max A.[nm]
Dil 565 550
DiO 504 489
Fl16 520 497

RBOE 582 558

6.5 Meéreni dynamického a elektroforetického rozptylu svétla

6.5.1 Velikost a stabilita systému cIPA s pfidavkem fluorescen¢nich sond

K potvrzeni vhodnosti ¢ty vybranych sond pro barveni systému byly provedeny experimenty pomoci
dynamického a elektroforetick¢ho rozptylu svétla. Analyza byla provedena celkem 3x pro méfeni
velikosti a 5x pro méfeni zeta potencialu.

Nejprve byly zkoumany samotné systémy tvofené pouze z cIPA se 43 mol. % cholesterolu. Pristroj
zaznamenal naméfena data do tzv. korelacnich kfivek, které nasledné sam prevedl do distribuénich
dat. Pfi samotném meéfeni byly kontrolovany hodnoty korela¢nich dat. Na Obrazku 35 muzeme vidét
korelaéni kfivku pro systém cIPA + cholesterol 43 mol. %. Mizeme si v§imnout, ze korelacni data
nepresahuji hodnou 1. Pokud by se tak stalo, znacilo by to nespravné pripraveny vzorek. Naopak
pokud by se dosahovalo hodnot znaén¢ mensich, nez 1, jednalo by se o systém s malym poctem castic
¢i nizkou intenzitou.

Dalsi parametr, ktery byl sledovan, je samotny tvar korelacni kiivky, ktera by méla utvaret esovity
tvar. Zaroven plati, ze ¢im mensSi jsou castice, tim rychleji se pohybuji, a tim vétsi budou fluktuace
Intenzity.

0,8

Korelacni data [-]

0 ey .
100 10000

Korelacni ¢as [ps]

k.

Obrazek 35: Korelacni kiivka pro systém obsahujici cIPA se 43 mol.% cholesterolu.

Korela¢ni kiivky byly nasledné pfevedeny pfistrojem do tzv. distribu¢nich kiivek, zaznamenavajici
nejpocetngjsi zastoupeni velikosti Castic analyzovaného systému. Jestlize se v systému nachazi pouze
jedna frakce, bude na distribuc¢ni kfivce viditelny pouze jeden pik. Pokud se jich ale v systému bude
nachazet vice, budou se tvorit piky s riznou intenzitou. V tomto pripad¢ je vSak potieba brat v uvahu
fakt, Ze pik snejvEtsi procentualni hodnotou intenzity nutné nemusi znamenat, ze se tato frakce
vyskytuje v systému nejpocetnéji. VEtsi Castice (Castice s veétsSim polomérem) rozptyluji svétlo ve vEtsi
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mife nez Castice menSi. Intenzita rozptylu je pak u rozmérnéjSich castic znateln¢j$i. Timto muze
dochazet ke zkreslovani vysledkd, jelikoz vEtsi castice mohou zastinit rozptyl ¢astic malych.

Na Obrazku 36 miizeme vidét distribuéni kfivku cIPA se 43 mol. %. Na grafu si miZeme vSimnou
pouze jednoho ostrého piku, coz naznacuje pfitomnost pouze jedné frakce Castic s prumérnou velikosti
okolo 100 nm. Kromé distribuc¢ni kfivky nam pfistroj také poskytne hodnotu tzv. Z-Average neboli
pramérnou velikost ¢astic. Rozméry vezikularnich systému pfipravenych z opa¢n€ nabitych tenzidu
CTAB a SDS spridavkem dvouretézcového tenzidu DODAC by se mély pohybovat okolo
80 az 100 nm. Hodnota Z-Average u analyzovanych systému byla zjiSt¢éna na 88,6 = 0,4 nm.

08 +

0,6 1

Normalizovana intenzita [-]

1 10 100 1000 10000

Velikost [d.nm]

Obrazek 36: Distribucni kiivka pro systémy cIPA s cholesterolem 43 mol.%.

Dal§im parametrem, ktery nam analyza dynamického rozptylu poskytne je hodnota PDI neboli
polydisperzni index. Jedna se o bezrozmérnou veli¢inu vypovidajici o polydisperzité systému. Obecné
se uvadi, ze pokud PDI nepfesahuje hodnotu 0,3, jedna se o monodisperzni systém, a tedy systém
tvofeny cCasticemi o stejné velikosti. Pokud se ovSem presahne hodnota 0.3, systém se povazuje
za polydisperzni. U analyzovan¢ho systému byla hodnota PDI stanovena na 0,267 + 0,002, a proto lze
fict, ze vznikl¢ systémy jsou monodisperzni. Kromé PDI se také mizeme podivat na Sitku piku
distribucni kfivky. Obecné plati, ze ¢im vice je systém monodisperzni, tim uz§i pik by meél byt
pozorovan. Z distribu¢ni kfivky analyzovaného systému pozorujeme uzky pik, coz potvrzuje
pritomnost monodisperzniho systému.

Dale byl u systému méren elektroforeticky rozptyl svétla, pomoci analyzy zeta potencidlu. Zeta
potencial vypovida o stabilit¢ vzniklych systému. Jestlize se jeho hodnota pohybuje v intervalu
od =30 do +30 mV, systém je povazovan za nestabilni. Jakékoliv jiné hodnoty nespadajici do tohoto
intervalu oznacuji systém za stabilni. Idealni hodnota analyzovanych systému by se méla pohybovat
okolo 50 mV. U analyzovanych systému bylo dosaZzeno hodnoty 59.8 +3,5mV. Lze tedy fict,
ze vzniklé systémy jsou vysoce stabilni.

Po proméfeni Cistych cIPA systémi s cholesterolem doslo k analyze vzorka obsahujici pfislusné
mnozstvi fluorescencni sondy. Na Obrazku 37 pak muizeme vidét naméfena distribucni data
pro systémy cIPA a prislusnou fluorescencni sondou. Z vysledku je patmé, ze korelacni Casy jsou
pro vSechny vyuzité fluorescencni sondy stejné. Z téchto zjisténi lze usuzovat, Ze i velikost vzniklych
vezikul bude stejna. Korelacni data se blizi hodnot¢ 1 a zaroven kiivka vykazuje esovity tvar.
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Obrazek 37: Distribucni data pro systémy cIPA pro vybrané fluorescencni sondy.

Pot¢ byly ziskany distribuéni kfivky pro jednotliva méfeni. Vysledky muzeme vidét
na Obrazku 38.
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Obrazek 38: Distribucni kiivky pro systémy cIPA s vybranymi fluorescenénimi sondami.

Na grafu si mizeme v§imnou jednoho ostré¢ho piku u vSech analyzovanych systémi, znadici pouze
jednu frakei Castic s velikosti okolo 100 nm. Pfi pouziti fluorescenéni sondy Dil si také muzeme
vS§imnout naznaku druhého piku u velikosti zhruba 10 nm. Tento pik miiZe byt zplisoben pfitomnosti
necistot v analyzovaném systému, ¢i shluk samotnych molekul sondy.
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V nasledujici tabulce (Tabulka 11) pak muzeme vidét naméfené parametry prumérné velikosti
castic, PDI a zeta potencialu pro vSechny analyzované systémy. Miizeme si v§imnout, ze prumérna
velikost analyzovanych systémil se lehce méni s pouzitim riznych druhti sond. Pridavkem sond také
dochazi k naristu PDI oproti systémum obsahujici pouze Cisté vezikuly, ¢imZ se systémy stavaji
polydisperzni. MiiZzeme si také v§imnout, Ze k nejvétsi zmeéné velikosti doslo pii pouZiti fluorescencni
sondy RBOE, coz je také zaroven systém vykazujici nejvyssi polydisperzitu. Narust polydisperzity
pfidanim fluoroforu muze byt vysvétlen nehomogenni distribuci barviva mezi jednotlivé vezikuly.
Dale se mizeme podivat na hodnoty zeta potencialu, které se pohybuji okolo 50 az 60 mV. Vsechny
pfipravené systémy tak miizeme povazovat za stabilni.

Tabulka 11: Naméfené parametry Z-Average, PDI a zeta potencialu u analyzovanych systému.

Systém Z-Average [d.nm] PDI ZP [(mV]
cIPA 88,62 + 0,38 0,267 + 0,002 59,8 + 3,5
cIPA+Dil 90,98 + 1,00 0,287 = 0,039 57,1 + 2,9
cIPA+DiO 80,91 + 0,21 0,350 + 0,014 555 + 1,2
+ + +

+ + +

cIPA+F16 79,90 1,21 0,352 + 0,014 53,5 2,0
cIPA+RBOE | 99,68 1,23 0,354 + 0,016 62,5 2,6

6.5.2 Velikost a stabilita vezikularnich systému s pridavkem hyaluronanu

6.5.2.1 Cisté systémy cIPA s cholesterolem

Velikost Cistych vezikularnich systémii se 43 mol. % cholesterolu (bez fluorescenéni sondy
a hyaluronanu) byla promérena ihned po sonifikaci pomoci pfistroje Zetasizer. Na Obrazku 39
muzeme vidét zavislost naméfenych korelacnich dat na korelacnim case. Vidime, Ze se korelacni data
pohybuji okolo hodnoty 1, coz znaéi dostate¢nou intenzitu systému i optimalni pocet ¢astic.

Korelac¢ni data [-]
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Obrazek 39: Korelacni kiivka pro systém cIPA + cholesterol 43 mol. %.

Z korelacnich dat byly nasledné ziskany distribu¢ni kfivky. Nasledujici obrazek (Obrazek 40)
zobrazuje distribuéni kiivku, a tedy zavislost intenzity na velikosti ¢astic. Muzeme si v§imnou jednoho
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ostrého piku okolo 100 nm. Dale také mizeme pozorovat naznak druhého piku okolo 10 nm. Tento jev
muze byt zpusobem pfitomnosti necistot v analyzovaném systému ¢i vnikem srazenin.

Primérna velikost vzniklych castic pak byla ziskana pomoci Z-Average, jejiz hodnota byla
stanovena jako 85,0 = 0,7 nm.

Dal$im sledovanym parametrem byl polydisperzni index vypovidajici o polydisperzit¢ vzniklych
systému. Jeho hodnota byla stanovena na 0,251 +0,004. Hodnota PDI je tedy niz§i nez 0,3, coz
naznacuje piitomnost monodisperzniho systému. Monodisperzni systém pak také potvrzuje i uzky pik
distribucnich dat.

Poslednim zkoumanym parametrem byl zeta potencial méfeny diky elektroforetickému rozptylu
svétla. Hodnota ZP byla stanovena na 63,4 + 9.3 mV. Z vysledku lze tedy fict, Ze vzniklé vezikularni
systémy jsou stabilni a lze je pouzit pro dalsi experimenty.
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Obrazek 40: Distribucni kfivka pro systémy obsahujici cIPA se43 mol. % cholesterolu.

6.5.2.2 VyuZiti fluorescencni sondy Dil
Nasledné byla zkoumana velikost a stabilita vezikul s riznym pifidavkem hyaluronanu. K méfeni byly
vybrany celkem 3 fluorescencni sondy, a to Dil, DiO a F16 s koncentraci 1-10° M. Vysledna
koncentrace vezikul pak ¢inila 2 mM. Celkem bylo vybrano 6 koncentraci hyaluronanu, a to 1; 0,75;
0,5; 0,01; 0,005 a 0,001 g/1. Soucasné také doslo k proméfeni systému neobsahujicich hyaluronan.
Nejprve byly proméfeny systémy obsahujici fluorescenéni sondu Dil. Korela¢ni data pro vSechny
vybran¢ koncentrace hyaluronanu byly blizké hodnoté 1. Zaroven vykazovaly esovity tvar.
Na Obrazku 41 muzeme vidét zavislost korelac¢nich dat na Case pro systémy obsahujici fluorescenéni
sondu Dil sriznou koncentraci hyaluronanu. Cim del§i jsou koreladni Gasy, tim vétsi astice
by v systému mély byt pritomny. Ze zavislosti je patrné, ze nejvysSSich korelacnich ¢asti dosahoval
systém obsahujici 1 g/l hyaluronanu. Z téchto dat lze tedy usuzovat, Ze tento systém bude tvoren
nejveéts§imi Casticemi. S klesajici koncentraci postupné klesaly i1 korelacéni Casy, proto by se méla
zmenS$ovat 1 velikost vzniklych ¢astic. Vyjimkou byl systém obsahujici 0,01 g/l hyaluronanu, ktery
dosahoval nejniz§ich casu. Tento systém by tedy mél obsahovat nejmensi astice.
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Obrazek 41: Korelacni kiivka pro systémy obsahujici riizné koncentrace fluorescencni sondy Dil.

Dale byly analyzovany distribu¢ni kfivky pro pfipravené systémy, kter¢ muzeme vidét
na Obrazku 42. Z grafu je patmé, Ze se s ménici koncentraci hyaluronanu meénila také velikost
vzniklych castic. U vSech kfivek muZzeme pozorovat vznik ostrého piku, napovidajici o pramémeé
velikosti pritomnych vezikul. Dale si mizeme v§imnou druh¢ho piku v levé casti grafu, odkazujici na
artefakt pristroje. U systémt s vySSi koncentraci hyaluronanu, konkrétné 1 a 0,75 g/l také graf
poukazuje i na vznik piku tfetiho s niz§i procentualni intenzitou.

Z distribu¢nich krivek také muzeme pozorovat Sitku piku. U vétSiny jsou pozorovany piky Sirsi,
coz naznacuje vznik polydisperznich systému. Nejuzsi pik je zobrazen u vzorku obsahujici 0,01 g/l
hyaluronanu. Tento systém jako jediny vykazuje znaky monodisperze.
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Obrazek 42: Distribucni kiivka pro systémy obsahujici fluorescencni sondu Dil.

Ze ziskanych dat Z-Average byla sestavena zavislost prumémé velikosti ¢astic na koncentraci
hyaluronanu. Vysledky muzeme vidét na Obrazku 43. V pravé ¢asti vidime zavislost pro rozpéti
koncentraci hyaluronanu od 0 do 0,01 g/l. S prvnim pfidavkem hyaluronanu zistala velikost vzniklych
castic v podstaté stejnd. Z hodnoty 95,81 + 0,72 nm pfi nulové koncentraci, tedy pouze v pfitomnosti
sondy Dil, na hodnotu 96,74 2,06 nm s koncentraci hyaluronanu 0,001 g/l. Po vétsim pridavku
hyaluronanu (0,005 g/l) jiz doSlo k vyraznému =zvétSeni velikosti Castic, a to na hodnotu
169, 67 £3,65 nm. Toto zjiSténi muze poukazovat na fakt, Ze pfi této koncentraci dochazi k preciptaci,
coz by potvrzovalo i vysledky zjisténé pfi vizualnim pozorovani, kdy u koncentrace 0,005 g/l doslo
ke zméné zbarveni z rizové do oranzova. Pfi dal§im pridavku, kdy koncentrace Cinila 0,01 g/1, doslo
opét k rapidnimu snizeni velikosti na hodnotu 86,7 = 1,4 nm. Tato hodnota zaroven odpovida velikosti
systému tvofenych pouze z Cistych vezikul, tedy bez pridavku hyaluronanu a fluorescenéni sondy.

Vlevé casti mizeme vidét zavislost prumérné velikosti castic na vysSich koncentracich
hyaluronanu, tedy 0,5 az 1g/l. Mizeme si vSimnout, Ze s rostouci koncentraci dochazi také
ke zvySovani primémé velikosti. U systému obsahujici koncentraci 0,5 g/l byla praméma velikost
zjisténa na hodnotu 201,60 +£2,51 nm. S pfidavkem hyaluronanu na koncentraci 0,75 g/l se velikost
zvySila na hodnotu 353,57 +11,91 nm. U nejvyssi koncentrace, tedy 1 g/l, velikost vystoupala
az k hodnoté 438,70 £31,40 nm. U dvou poslednich systémi si také mizeme povSimnout vysokych
odchylek, coz poukazuje na vznik dvou frakci castic o dvou velikostech pozorovanych
na distribucnich krivkach.
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Obrazek 43: Zavislost prumémé velikosti ¢astic na koncentraci hyaluronanu pro systém obsahujici
fluorescenéni sondu Dil. Vpravo koncentrace 0 az 0,01 g/l. Vlevo koncentrace 0,5 az 1 g/l
hyaluronanu.

Dale byla sledovana polydisperzita pripravenych systémi. V Tabulce 12 muzeme vidét hodnoty
PDI pro systémy sruznou koncentraci hyaluronanu. Muzeme si vSimnout, ze vzorky s vyssi
koncentraci dosahovaly i vysSich hodnot polydisperzniho indexu. Zejména se pak jedna o systémy
s1a 0,75 g/l hyaluronanu s hodnotami 0,499 + 0,054 a 0,488 +£0,015. Tyto vzorky tedy vykazuji
nejveétsi polydisperzni vlastnosti a potvrzuji tak vysledky predchozich pozorovani. Nejmensi
polydisperzity naopak dosahl systém s 0,01 g/l hyaluronanu s 0,216 = 0,015, coz ukazuje pfitomnost
monodisperzniho systému. Tato hodnota je navic opét velmi podobna hodnoté pro systém pouze
s Cistymi vezikuly. Hraniéni hodnoty PDI dosahl systém s 0,005 g/l hyaluronanu, kdy bylo PDI
zjisténo na 0,306 + 0,039. Nicméné po bliz§im pfezkoumani distribucni kiivky byl pozorovan $irsi pik,
proto lze fict, Ze se jedna spise o polydisperzni systém. Z naméfenych dat tedy vypliva, ze s pridavkem
hyaluronanu dochazi ke zvySeni hodnot PDI, a tedy ke zvySen¢ tvorb¢ systému o rtizné velikosti ¢astic
(vyjimkou koncentrace 0,01 g/l). Pfidany hyaluronan tak interaguje sopacné¢ nabitymi vezikuly
a pravdépodobné tak vytvari celky o raznych velikostech, kdy dochazi k naristu nehomogenni
distribuce velikosti.

Také u systému neobsahujici hyaluronan (pouze se sodou Dil) doSlo ke zna¢nému nartstu
polydisperzniho indexu oproti Cistym vezikulam z hodnoty 0,251 + 0,004 (Cisté vezikuly)
na 0,369 £+ 0,004 (cIPA + Dil). Toto zjisténi tedy potvrzuje pozorovani zji§téné z pfedchozich méfeni,
kdy ptidavkem sondy pravdépodobné dochazi k jeji nehomogenni distribuci mezi jednotlivé vezikuly.

Tabulka 12: Polydisperzni index pro ruzn¢ koncentrace hyaluronanu pro systém obsahujici sondu

Dil.
cHyA [g/1] PDI[] |
1,000 0,499 + 0,054
0,750 0,488 + 0,015
0,500 0,427 + 0,007
0,010 0,216 £ 0,015
0,005 0,306 + 0,039
0,001 0,340 + 0,004
0,000 0,369 + 0,021

Poslednim méfenim bylo méfeni zeta potencidlu souvisejici se stabilitou vzniklych systéma.
Na Obrazku 44 mlzeme vidét zavislost zeta potencialu na koncentraci hyaluronanu. Jiz pfi prvnim
pohledu na graf je patmé, Ze s rostouci koncentraci hyaluronanu dochazi k poklesu zeta potencialu. Jev
souvisi s faktem, Ze hyaluronan, jakoZto zaporn¢ nabity polysacharid, vnasi do systému zaporny naboj.
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S jeho rostouci koncentraci se zaporny naboj zvySuje na ukor kladn¢ nabit¢tho DODACu, ¢imz také
dochazi k poklesu zeta potencialu. V Tabulce 13 pak mizeme vidét vypocteny pomér naboju zaporné
nabitého hyaluronanu a kladn¢ nabit¢ho DODACu. Vypocet byl proveden na zakladé znalosti
molekulové hmotnosti hyaluronanu (401,229 g-mol'l) a koncentrace kladného naboje, odpovidajici
10 % (z poméru IPA:DODAC rovna 9:1), za predpokladu, ze bude dochazet k uplné disociaci
karboxylovych skupin postrannich fetézcii hyaluronanu, a Ze distribuce kladného naboje bude
uniformni na obou stranach vezikularni membrany.

Je patrné, Ze prvni Ctyfi koncentrace, a tedy od 0,001; 0,005; 0,01 a 0,05 g/l maji kladn¢ hodnoty
zeta potencialu, stejné jako systém neobsahujici hyaluronan. Vypoctené hodnoty charge ratio neboli
pomgéru naboju jsou mensi nez 1. U systému je tedy prebytek DODACu oproti hyaluronanu a pomér
kladné¢ho naboje tak prevlada. Se zvySenim koncentrace na 0,5 g/l hyaluronanu a vyse dojde
k signifikantnimu snizeni hodnot zeta potencialu, a to az k zapornym hodnotam. Pomér naboju je zde
signifikantné vétsi nez 1. V systémech tak prevlada zaporny naboj hyaluronanu nad kladnym
DODACem, coz zpusobuje snizeni hodnot zeta potencialu.

Hodnoty zeta potencialu u systému s koncentraci 0,001 g/l hyaluronanu a systému neobsahujici
hyaluronan byly vétsi nez 30 mV. Toto zjisténi poukazuje na vznik stabilnich systému. Naopak vzorky
s 0,005 a 0,01 g/l hyaluronanu jiz dosahuji hodnot mens$i né¢z 30 mV, ¢imz se povazuji za nestabilni.
Toto zjisténi tak opét potvrzuje vysledky predchozi analyzy, kdy u systému s 0,005 g/l hyaluronanu
pravdépodobné doslo k precipitaci. U vysSich koncentraci hyaluronanu (0,5; 0,75 a 1 g/l) byly
dosazené hodnoty zeta potencialu mensi nez =30 mV. Vsechny tyto systémy se tedy vyznacuji svoji
stabilitou. Zaroven u posledniho vzorku (1 g/l) doslo k opétovnému zvyseni zeta potencialu z hodnoty
-448 +£03na-40.62.4mV.
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Obrazek 44: Zavislost zeta potencidlu na koncentraci hyaluronanu pro systémy obsahujici
fluorescenéni sondu Dil. Vpravo pro koncentrace 0 az 0,01 g/l. Vlevo pro 0,5 az 1 g/l hyaluronanu.

Tabulka 13: Pomér naboja hyaluronanu ku DODAC.

cHyA [g/l] | pomér naboja ZP [mV]
1,000 49,838 -40,6 + 2.4
0,750 37,379 -44.8 £ 0,3
0,500 24,919 -40,0 £ 0,9
0,010 0,498 230 = 7,1
0,005 0,249 289 + 0,6
0,001 0,050 40,6 + 1,0
0,000 0,000 492 + 1,5
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6.5.2.3 VyuZiti fluorescencni sondy DiO

Dale byla pro prométeni koncentracni fady hyaluronanu vyuzita fluorescencni sonda DiO. I zde byly
nejprve analyzovany korelacni kiivky, které mizeme vidét na Obrazku 45. Mizeme vidét, Ze u vSech
vzorku se nejvyssi hodnoty pohybovaly okolo 1, coz naznacuje optimalni intenzitu i pocet pfitomnych
¢astic ve vzorku. Dale také muzeme pozorovat, ze se korelacni data rozdé€lila do dvou celku — s del§Sim
a krat§im korelacnim ¢asem. Delsi korelacni ¢asy byly zjistény u vzorku obsahujici vys$si koncentraci
hyaluronanu a napovidaji tak o vétsi velikosti vzniklych vezikul. Niz§ich korelacnich dat, a tedy
menSich rozméra vzniklych castic bylo dosazeno u vzorku s nizsi koncentraci hyaluronanu (0,01 g/
a nizsi).
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Obrazek 45: Korelacni kiivky pro systémy obsahujici cIPA s fluorescenéni sondou DiO pro rizné
koncentrace hyaluronanu.

Po prevedeni korelaénich dat a normalizaci byla ziskana zavislost normalizované intenzity
na velikosti vzniklych castic. Na Obrazku 46 muzeme vidét distribucni kiivky pro systémy obsahujici
cIPA a fluorescenéni sondu DiO pro ruzné koncentrace hyaluronanu. U vSech naméfenych dat
si muzeme v§imnou pfitomnosti jednoho vyznamného piku. I zde, stejné jako v pfipadé korelacnich
krivek, je patmé rozd€leni distribuci do dvou celku, a to na systémy obsahujici mensi castice
a systémy s veétsi velikosti ¢astic. Piky pohybujici se okolo 100 nm odpovidaji roztokiim s nizsi
koncentraci hyaluronanu, zatimco piky u vétsich velikosti patfi vy$s§im koncentracim hyaluronanu.

U systému obsahujici 1 a 0,75 g/l hyaluronanu se objevil i tfeti pik, znacici pritomnost druhé frakce
castic o mensi velikosti. Toto zjisténi opét miize znamenat, ze s vy$si koncentraci hyaluronanu dochazi
ke tvorb¢ srazenin, coZ potvrzuje data zjisténa z predchoziho méfeni pomoci sondy Dil.

Dale si muzeme vSimnout, ze distribu¢ni kfivky systému obsahujici vyssi koncentrace hyaluronanu
jsou §irsi nez u systému s koncentraci niz§i. Toto naznacuje vétsi polydisperzitu.
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Obrazek 46: Distribuéni kiivka pro systémy obsahujici cIPA s fluorescen¢ni sondou DiO
a vybranymi koncentracemi hyaluronanu.

Vznik polydisperznich systémii se pak potvrdil také analyzou polydisperzniho indexu, jehoz
hodnoty muzeme vidét v Tabulce 14. Z namérenych dat je patmé, Ze vzorky obsahujici koncentraci
hyaluronanu vyssi nez 0,5 g/l zna¢n€ presahuji hodnotu 0,3. Nejvyssich hodnot pak dosahoval systém
s 0,75 g/l hyaluronanu, ktery piekrocil i PDI 0,5.

Naopak systémy sniz§i koncentraci hyaluronanu obecné¢ dosahovaly nizSich hodnot PDI
Nejnizsiho polydisperzniho indexu pak ukazal systém s 0,005 g/l hyaluronanu s PDI 0,216 £ 0,015
a dale s 0,010 a 0,001 g/1 s hodnotami 0,240 = 0,007 a 0,261 +0,019.

U vzorku neobsahujici hyaluronan (cIPA + DiO) doSlo opét k naristu PDI oproti Cistym
vezikulam, a to na hodnotu 0,351 +0,023.

Tabulka 14: Hodnoty PDI pro jednotlivé koncentrace hyaluronanu pro systémy s fluorescencni

sondou DiO.
cHyA [g/1] PDI[] |
1,000 0,438 + 0,031
0,750 0,541 + 0,014
0,500 0,498 + 0,010
0,010 0,240 + 0,007
0,005 0,216 + 0,015
0,001 0,261 + 0,019
0,000 0,351 + 0,023
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Na Obrazku 47 muizeme vidét zavislost primémé velikosti Castic na koncentraci hyaluronanu
pro systémy obsahujici fluorescencni sondu DiO. V pravé casti je graf pro nizs§i koncentrace
(0az 0,01 g/, vlevé pro vyssi (0,5 az 1 g/l). Z naméfenych dat je patmé, Ze s rostouci koncentraci
hyaluronanu, dochazi ke zvétSovani vzniklych castic.
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Obrazek 47: Zavislost velikosti castic na koncentraci hyaluronanu u systému obsahujici
fluorescenéni sondu DiO. Vpravo pro koncentrace 0 az 0,01 g/l. Vlevo pro 0,5 az 1 g/l.

Pomoci elektroforetického rozptylu svétla byl méfen zeta potencial vzniklych ¢astic. Zavislost zeta
potencialu na koncentraci hyaluronanu pak miizeme vidét na Obrazku 48. V pravé ¢asti opét pro nizké
koncentrace (0 az 0,01 g/1), v levé pro vyssi (0,5 az 1 g/l).

Pro nizké koncentrace hyaluronanu se zeta potencial opét pohyboval v kladnych hodnotach.
Se zvysujici se koncentraci dochazelo ke sniZzovani zeta potencialu s vyjimkou systému obsahujici
0,005 g/1, kdy doslo ke zvySeni z hodnoty 36,36 + 1,84 na 45,50 + 3,54 mV. Po zvySeni koncentrace
hyaluronanu na 0,01 g/l se zeta potencial opct snizil na 32,24 + 1,13 mV. Z naméfenych dat je patmé,
ze vSechny analyzované systémy se povazuji za stabilni, diky hodnoté potencialu vétsi nez 30 mV.

V levé Casti mizeme pozorovat prub¢h zeta potencialu s pridavkem vyssi koncentraci hyaluronanu.
Mizeme si vSimnou, ze vSechny naméfené hodnoty se pohybuji v zapornych cislech. Rapidni sniZeni
zeta potencialu k zapornym hodnotam opét souvisi s pomérem naboji hyaluronan ku DODAC, kdy
pri vyssich koncentracich hyaluronanu prevlada v systému jeho zapormny naboj nad kladnym nabojem
DODACu, ¢imz se zeta potencial snizi k zapornym hodnotam. S pfidavkem hyaluronanu z 0,5
na 0,75 g/l nejprve dojde k mimému snizeni hodnot zeta potencialu z -40,22 +£0,41
na-41,20+ 0,63 mV. Po dal§im pridavku, kdy je koncentrace rovna 1 g/, zeta potencial opét mirné
vzroste na hodnotu -36,54 £ 1,69 mV. Z naméfenych dat vyplyva, Zze vSechny analyzované systémy
muzeme povazovat za stabilni, jelikoZ vSechny hodnoty zeta potencialu jsou nizsi, nez =30 mV.
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Obrazek 48: Zavislost zeta potencidlu na koncentraci hyaluronanu pro systémy obsahujici
fluorescencni sondu F16. Vpravo pro koncentrace 0 az 0,01 g/l. Vlevo 0,5 az 1 g/l hyaluronanu.

6.5.2.4 VyuZiti fluorescencni sondy F16

Jako posledni byla zkoumana koncentra¢ni fada hyaluronanu pomoc sondy F16. Na Obrazek 49
muzeme vidét korelacni kiivky pro systémy cIPA obsahujici fluorescenéni sondu F16 a razné
koncentrace hyaluronanu. Muizeme si v§imnout, Ze se hodnoty korelacnich dat pro vSechny systémy
pohybuji okolo hodnoty 1. Zaroven kiivky vykazuji esovity tvar. Dale si mizeme vSimnout rozdéleni
dat do dvou celkd, stejné jako v pripadé€ pouziti fluorescenéni sondy DiO. Nicmén¢ zde neni rozdéleni
tak patmé jako v predchozim pripad€. DelSich korelacnich ¢asu dosahuji systémy s vyssi koncentraci
hyaluronanu, naopak kratSich korelacnich ¢asti vzorky s nizs§i koncentraci hyaluronanu. NejdelSich
Casu dosahuje systém obsahujici 0,5 g/l hyaluronanu. Muzeme tedy predpokladat, Ze u tohoto systému
se objevi nejveétsi Castice. Naopak nejkratSich Cast, a tedy nejmenSich castic, vykazuje systém
s 0,005 g/l hyaluronanu.
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Obrazek 49: Korelacni kiivky pro systém cIPA s fluorescenéni sondou F16 pro rizné koncentrace
hyaluronanu.
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Na Obrazku 50 pak muzeme vidét distribuéni kfivky pro systémy s fluorescenéni sondou F16
pro rizné koncentrace hyaluronanu. Z grafu je patmé, Ze s ménici se koncentraci dochazi také ke
zmén¢ velikosti ¢astic. Dale, stejné jako u korelacnich kfivek, 1 zde doslo k rozdéleni dat na dva celky.
Muzeme si v§imnout, ze vzorky s vy$§im obsahem hyaluronanu maji piky pfi vétSich velikostech
nez vzorky s niz§i koncentraci. Z grafu je dale patmé, Zze u koncentraci hyaluronanu 0,75 g/l a 0,5 g/l
doslo krom¢ jednoho ostrého piku i k vytvofeni druhého, pfi mensich velikostech, znacici pritomnost
druhé frakce castic. Podobné vysledky byly pozorovany i pomoci dvou pfedchozich fluorescenénich
sond Dil a DiO. Data tedy potvrzuji teorii o vzniku srazenin s pouzitim vys$Si koncentrace
hyaluronanu.
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Obrazek 50: Distribuéni kiivky pro systémy obsahujici cIPA s fluorescenéni sondou F16 pro ruzné
koncentrace hyaluronanu.

Dale byla analyzovana polydisperzita systému pomoci polydisperzniho indexu viditelného
v Tabulce 15.
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Tabulka 15: Hodnoty polydisperzniho indexu pro ruzné koncentrace hyaluronanu pro systémy
cIPA s fluorescenéni sondou F16.

cHyA [g/] PDI[-] |
1,000 0,393 + 0,028
0,750 0,359 + 0,023
0,500 0,784 £+ 0,166
0,010 0,189 + 0,008
0,005 0,215 + 0,014
0,001 0,245 + 0,010
0,000 0,290 + 0,023

Muzeme si vSimnout, ze hodnoty PDI pro systémy s nizkou koncentraci hyaluronanu dosahuji
velmi nizkych hodnot. Nejniz$i hodnoty dosahl vzorek obsahujici 0,01 g/l hyaluronanu s PDI
0,189 +0,008. VSechny naméfené hodnoty spadaji pod PDI 0,3 coz naznacuje monodisperzni systémy.
Polydisperzitu také muzeme zkontrolovat u sitky piki distribuénich kiivek.

Naopak systémy s vysokou koncentraci hyaluronanu (0,5 g/l a vys) vykazovaly vysoké hodnoty
PDL kter¢ ziejmé byly zplisobeny pfitomnosti druhého piku u mensich velikosti. U systém obsahujici
0,5 g/l hyaluronanu bylo dosazeno obzvlasté vysoké hodnoty, a to 0,784 + 0,166.

Na Obrazku 51 pak muZzeme vidét zavislost primémé velikosti Castic na rostouci koncentraci
hyaluronanu pro systémy obsahujici fluorescencéni sondu F16. V levé casti je zobrazena zavislost
pro nizké koncentrace (0 az 0,1 g/l). Zde si muzeme vSimnout, Ze s rostouci koncentraci dochazi
ke zmenSeni prumémé velikosti Castic. Po dosazeni 0,005 g/l dojde k opétovnému zvysSeni hodnot
ze 72,06 £0,47 na 82,36 + 0,51 nm.

Stejny trend muzeme také pozorovat v pravé casti, kde jsou zobrazeny hodnoty pro vyssi
koncentrace (0,5 az 1 g/l), kdy s rostouci koncentraci hyaluronanu dojde nejprve k poklesu velikosti
z272,75+£19,66 nm na 18090+582 nm a nasledné¢ kopétovnému zvySeni na hodnotu
232,37 £1,30 nm. Vys$§i odchylky mohou byt zpusobeny vysokou polydisperzitou, zejména pak
u systému s 0,5 g/l.
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Obrazek 51: Zavislost primémé velikosti ¢astic na koncentraci hyaluronanu pro systémy cIPA
s fluorescencni sondou F16. Vpravo pro koncentrace 0 az 0,01 g/l. Vlevo pro koncentrace 0,5 az 1 g/l
hyaluronanu.

Stabilita systému byla sledovana pomoci elektroforetického rozptylu svétla méfenim zeta
potencialu. Zavislost zeta potencialu na koncentraci hyaluronanu pro systémy obsahujici fluorescenéni
sondu F16 muizeme vidét na Obrazku 52. V pravé casti si muzeme v§imnou zavislosti pro nizké
koncentrace hyaluronanu (0 az 0,01 g/l), kdy s rostouci koncentraci hyaluronanu nejprve dochazi
k postupnému snizovani hodnot zeta potencialu. Po piekroceni koncentrace 0,005 g/l doslo k mirnému
navySeni hodnot z36,86+240mV na 38,84 +351 mV. VSechny naméfené hodnoty nicméné
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dosahovaly hodnot vétSich nez 30 mV, diky ¢emuz muzeme vzniklé systémy povazovat za stabilni.
Nejvyssi zeta potencial mél systém s nulovou koncentraci hyaluronanu, a to 54,72 £ 6,09 mV.

Hodnoty pro vyssi koncentrace hyaluronanu pak miiZzeme vidét vlevé casti. Opét si muzeme
vS§imnout vyrazného poklesu potencialu oproti systémim s niz§i koncentraci, a to az k zapornym
hodnotam. Pokles opét souvisi se zménou poméru zaporn¢ nabitého hyaluronanu a kladné nabit¢ho
DODACu. Nejprve zde dochazi kristu zeta potencidlu srostouci koncentraci hyaluronanu,
a po piekroceni koncentrace 0,75 g/l dojde k mirnému poklesu z -33,90 + 0,60 na -34,54 £ 0,93 mV.
Ackoliv se vSechny naméfené hodnoty pohybuji nad —30 mV, jedna o hrani¢ni hodnoty, a proto lze
fict, Zze jsou systémy méng¢ stabilni.
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Obrazek 52: Zavislost zeta potencialu na koncentraci hyaluronanu pro systémy cIPA
s fluorescencni sondou F16. Vpravo pro koncentrace 0 az 0,01 g/l. Vlevo 0.5 az 1 g/l hyaluronanu.

6.5.2.5 Srovndni méieni pomoci fluorescencnich sond

Z vySe uvedenych dat lze shrnou n€kolik poznatkt. Méfenim zeta potencialu doslo ke zjisténi,
ze pii vysS§i koncentraci hyaluronanu dochazi k jeho rapidnimu poklesu az k zapornym hodnotam.
Tento pokles souvisi s pomérem naboje mezi zaporné nabitym hyaluronanem a kladné¢ nabitym
tenzidem DODAC. Pii vysokych koncentracich hyaluronanu je pomér naboji mnohonasobné vétsi nez
1. V systému tak bude prevladat zaporny naboj, coz se také projevi na zapornych hodnotach zeta
potencialu.

Dale dochazelo s pridavkem fluorescenéni sondy k systémim ke vySeni polydisperzity. Tento fakt
muze naznacovat nchomogenni rozdéleni sondy do jednotlivych vezikul a vznik heterogenniho
prostredi.

S pfidavkem hyaluronanu také dochazi nejen ke zvétSovani velikosti vzniklych systému, ale také
ke zvySovani jejich polydisperzity. Tyto data tedy mohou naznacovat to, ze zaporn¢ nabity hyaluronan
interaguje s kladné nabitymi vezikuly, pfi¢emz se tvofi utvary o vétSich velikostech. Zaroven nékteré
vezikuly mohou interagovat s hyaluronanem méné nez jiné a mohou se tak utvaret ¢astice o riznych
velikostech, coz by vysvétlovalo zvySovani polydisperzity.

Zaroven vsak s rostouci koncentraci hyaluronanu pravdépodobné dochazi ke zvySovani viskozity
pfipravenych roztokili. Zvysujici se velikost tak nemusi nutné znamenat opravdu se zvEtsujici Castice.
Muze pouze poukazovat na fakt, Ze v roztoku s vyssi viskozitou se ¢astice pohybuji pomaleji, tim
padem dosahuji kratSich korelacnich cCasii, coZ se odrazi na vctsi velikosti ¢astic. Pro budouci
experimenty se tedy navrhuje promeéfeni viskozity analyzovanych vzorku.

6.5.3 Meéreni koncentracni Fady hyaluronanu s fluorescen¢né znacenymi silikatovymi
casticemi

Pro ziskani informaci o samotném prostfedi v pfitomnosti hyaluronanu byla provedena studie

za vyuziti fluorescencné znacenych silikatovych castic. Pouzité castice tak maji castecné simulovat

vezikularni ¢astice. Rozdil je v tom, Ze oproti kladné nabitym vezikulam neobsahuji zadny naboj
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a nemohou tak interagovat se zaporn¢ nabitym hyaluronanem. Diky témto vlastnostem tak muze dojit
k prozkoumani okolniho prostredi, ve kterém se nachazeji. Tyto Castice se zaroven vyznacuji svoji
uzkou distribuci velikosti.

Pomoci méteni dynamického rozptylu svétla opét nejprve doslo k vytvoreni korelaénich krivek, které
muzeme vidét na Obrazku 53. Z naméfenych dat si miuZzeme vS§imnout, Ze korelacni data byla nizsi nez
hodnota 1, a to zejména u systému s 0,01 g/l hyaluronanu, kde se pohybovala lehce nad hodnotou 0,6.
O néco vyssich hodnot dosahovaly systémy s 0,75 a 0,001 g/l s daty blizici se hodnoté 0.8. U ostatnich
systému se pak pohybovala okolo hodnoty 0,9. Nizka korela¢ni data naznacuji nedostatecnou intenzitu
vzorku ¢i maly pocet ¢astic.

1 0,75 0,5 0,01 0,005 ——0,001 bez

0,8

0,6

T

Korelac¢ni data [-]
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Korelacni ¢as [ps]

Obrazek 53: Korela¢ni data pro systémy obsahujici fluorescencné znacené silikatové kulicky
s riznou koncentraci hyluronanu.

Dale si muZzeme vSimnout, ze se data rozd€lila na dva celky. Vzorky s vys$si koncentraci
hyaluronanu, které dosahovaly delSich korelacnich Casu a systémy s nizkou koncentraci hyaluronanu,
vykazujici naopak niz§i korelac¢ni Casy. Z naméfenych dat by se tedy dalo usuzovat, Zze s delSimi
korelacnimi Casy se budou v systému vyskytovat Castice s vétSimi rozméry nez u systému s kratSimi
casy, nicméné, jak jiz bylo zminéno, vyuzité silikatové castice neobsahuji Zadny naboj a nemohou tak
interagovat se zaporn¢ nabitym hyaluronanem. Proto budou naméfena data odkazovat spise
na rostouci viskozitu roztokd. Se zvySujici se koncentraci hyaluronanu, pravdépodobné dochazi
ke zvétSovani viskozity roztoku, ¢astice se tak pohybuji pomaleji a korelacni ¢asy jsou delsi.

Z korelacénich dat byly dale ziskany distribucni kiivky. Zavislost normalizované intenzity
na velikosti vzniklych silikatovych castic s rliznou koncentraci hyaluronanu pak muzeme vidét
na Obrazku 54.
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Obrazek 54: Distribucni kiivky pro fluorescenéné znacené silikatové ¢astice s riznou koncentraci
hyaluronanu.

Z namétenych dat si mizeme vS§imnout, ze s riznou koncentraci hyaluronanu se tvofi piky u rizné
velikosti, coz naznacuje fakt, Ze se rostouci koncentraci méni viskozita. Dale je také z grafu patrny
vznik druhého piku u mensich velikosti, a to téméf u vSech koncentraci (s vyjimkou systému
s 0,001 g/l a systému bez hyaluronanu). Tyto data naznacuji, ze po pridavku hyaluronanu k systémim
obsahujici silikatové castice, muze dochazet ke vzniku menSich shluki samotné¢ho hyaluronanu.
Krom¢ vysSe zminéného si také muzeme vSimnout Gzké distribuce velikosti Castic, zejména pak
u systému s niz§imi koncentracemi hyaluronanu (do 0,01 g/1).

Ziskané primémé velikosti ¢astic byly vyneseny do grafu v zavislosti na rostouci koncentraci
hyaluronanu. Jak muZzeme vidét na Obrazku 55, srostouci koncentraci opravdu dochazi k nartistu
pramémé velikosti Castic. Nicméné jak jiz bylo feceno na zacatku t¢hle kapitoly, hyaluronan se
silikonovymi ¢asticemi neinteraguje a rostouci velikost ¢astic tak poukazuje na zvySujici se viskozitu
roztoku. Vyjimkou jsou systémy 0,005 a 1 g/l kde doslo k poklesu dat.
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Obrazek 55: Zavislost prumérné velikosti fluorescenéné znacenych silikatovych ¢astic na
koncentraci hyaluronanu. Vlevo pro koncentrace 0 az 0,1 g/l hyaluronanu. Vpravo pro 0,5 az 1 g/l.
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Dale byla zkoumana polydisperzita vzniklych systému. Kromé sledovani Sitky distribucnich dat byl
také hodnocen polydisperzni index pro jednotlivé systémy. Jeho zavislost na rostouci koncentraci
hyaluronanu miizeme vidét na Obrazku 56.

Fluorescenéné znacené silikonové cCastice se vyznacuji svoji nizkou polydisperzitou. Ta byla
pri experimentech dokazana naméfenim PDI Cistych fluorescenéni Castic (bez pridavku hyaluronau),
kdy hodnota dosahovala 0,199 £0,032. Po pfidavku hyaluronanu na koncentraci 0,001 g/l doslo
k nepatmému nartistu PDI, a to na 0,207 + 0,018. Po dal§im pfidavku na koncentraci 0,005 g/l doslo
k signifikantnimu snizeni PDI na hodnotu 0,138 £0,004 a po dosazeni koncentrace 0,01 g/l PDI
vystoupalo na 0,267 + 0,009. VSechny naméfené hodnoty se pohybovaly pod 0,3, diky ¢emuz miiZzeme
tvrdit, Ze se jednalo o monodisperzni systémy.
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Obrazek 56: Zavislost polydisperzniho indexu na koncentraci hyaluronanu. Vlevo pro koncentrace
0 az 0,01 g/l hyaluronanu. Vpravo 0,5 az 1 g/l.

U vysSich koncentraci hyaluronanu jiz muzeme pozorovat signifikantni nartst hodnot
polydisperzniho indexu. V levé ¢asti obrazku mizeme vidét, Ze s rostouci koncentraci hyaluronanu
dochazi k narastu PDI. VSechny naméfena data jiz presahovaly hodnotu 0,3. Muzeme tedy fict,
Ze 1ityto systémy se jiz povazuji za stabilni. Zaroven tak doslo k potvrzeni dat ziskanych méfenim
kataniontovych vezikulamich systémi, kdy bylo zjisténo, Ze s vysokym pfridavkem hyaluronanu
(0,5 g/l a vy$) dochazi ke znacnému zvySeni polydisperzity systému.

6.6 Meéreni fluorescencni korelacni spektroskopie a jeji porovnani s DLS

Pro porovnani vysledki ziskanych metodou DLS bylo také provedeno simultanni méfeni za vyuziti
fluorescencni korelaéni spektroskopie.

6.6.1 Meéreni koncentracni rady hyaluronanu s vezikularnimi systémy
Nejprve doslo k ovéfeni vhodnosti pouziti vybranych sond, kdy doslo k promé&feni vzorka obsahujici
cIPA s prislusnou fluorescencni sondou (Dil, DiO, F16 a RBOE) — tj. bez hyaluronanu. Vhodnost byla
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potvrzena u fluorescencnich sond Dil, DiO a F16, naopak sonda RBOE byla vyhodnocena jako
nevhodna pro zobrazovani vezikulamich systémii. Nasledujici data tak zobrazuji vysledky analyzy
fluorescencni sondy RBOE, na zaklad¢ kterych doslo k jejimu vyrazeni.

Po provedeni analyzy FCS, musela byt ziskana data prolozena vhodnym matematickym modelem,
kterym byl Triplet Extended 3D (TEx3D), zahrnujici tzv. parametr anomality alfa. V Tabulce 16 pak
muzeme vidét ziskané hodnoty z FCS analyzy pro systém obsahujici cIPA s fluorescencni sondou
RBOE.

Tabulka 16: Hodnoty z FCS méfeni pro systém obsahujici fluorescenéni sondu RBOE.

Triple extended 3D
Model 1 Model 2
N (pocet molekul) 23,00 £ 0,20 21,00 £ 0,14
D; [um?¥s] 33,00+ 0,86 38,00 + 4,80
D; [um?%/s] — 4,00 +1,90
p1[-] 0,04318 £ 0,00037 0,0399 £ 0,0026
p2[-] - 0,0073 £0,0029
a1l 0,86 £0,01 1,00 £ 0,00
o2 — 1,00 £ 0,00
cpm [cnts/s/molekul] 1121,00 £ 9,60 1549,00 +10,00

Namgérena data byla nejprve prolozena prvnim modelem, a to zminénym triplet extended 3D
sjednim difuznim cCasem a uvolnénym parametrem alfa, kdy byla zjisténa hodnota difuzniho
koeficientu 33,00 = 0,86 um?-s. Ziskany difuzni koeficient by nasledné pomoci Stokes-Einsteinovy
rovnice (2.5) pfepoéten na hydrodynamicky pramér astice, jejiz hodnota Cinila 14,86 £+ 0,39 nm.
Nameérfené hodnoty tedy neodpovidaly hodnotam ziskanym analyzou DLS, kdy se velikost Castic
pohybovala okolo 100 nm. Z tohoto duvodu byl poté vybran druhy model uvazujici dva difuzni casy
s pevnou alfou. Jeho vysledky opét miiZzeme vidét v tabulce. Hodnota prvniho difuzniho ¢asu se velmi
podobala hodnoté naméfené s vyuzitim prvniho modelu a byla stanovena na 38,00 + 4,80 um?-s, coz
odpovida velikosti astice o 12.91 +£1,66. Druhy difuzni &as &inil 4,00 + 1,90 um?-s. Tato hodnota
odpovida velikosti zhruba 122,63 +78,00 nm. Vyuzitim druhého modelu jsme tedy ziskaly difuzni Cas
castice o velikosti zhruba 100 nm, proto muzeme fict, Ze druhy model odpovidal méfeni Iépe.
Nicméné po bliz§im prezkoumani bylo zjisténo, Ze nejenom Ze frakce s velikosti 122,63 £78,00 nm
Castic dosahuje opravdu vysoké odchylky, ale zaroven tato frakce odpovida pouze zhruba 7 %,
zatimco druha frakce s velikosti 12,91 £1,66 odpovida 40 %. Na Obrazku 57 pak muzeme vidét
autokorelacni kiivku analyzovaného systému cIPA se 43 mol. % cholesterolu a fluorescencni sondou
RBOE.
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Obrazek 57: FCS analyza systému cIPA se 43 mol.% cholesterolu a fluorescencni sondou RBOE.

U fluorescenéni sondy RBOE tedy nebyla pomoci metody FCS ovéfena vhodnost jejiho pouziti
pro barveni vezikularnich systému. Z nasledujicich méfeni byla tedy vyfazena na zakladé zjisténi, ze
jsou pravdépodobné viditelné pouze molekuly samotné¢ho barviva (odpovidajici naméfené velikosti
14,86 nm). Dal§im diivodem bylo také to, Ze byl detekovany pouze maly signal (1121,00 + 9,60 cpm).

Nasledn¢ bylo u vzorkl obsahujici systémy cIPA se 43 mol. % cholesterolu s koncentraci sondy
10° M byly promé&feny koncentraéni fady hyaluronanu pomoci fluorescenéni korelacni spektroskopie.
Koncentrace hyaluronanu byly, stejné jako u méfeny DLS, pouzity 1; 0,75; 0,5; 0,01; 0,005; 0,001 g/1
abez hyaluronanu. Jako fluorescenéni sondy byly vybrany pouze 3, a to Dil, DiO a F16.
Fluorescenéni sonda RBOE byla pro experimenty vyfazena na zaklad¢ vysledka z divodu jejiho
neoptimalniho chovani pfi barveni pfipravenych systému.
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6.6.1.1 VyuZiti fluorescencni sondy Dil

Nejprve byly proméreny systémy cIPA s fluorescencni sondou Dil a riznou koncentraci hyaluronanu
pii teplot¢ 25 °C. Namgéifena data byla proloZena nejjednodusS$im matematickym modelem pure
diffusion (prosta difuze) s jednim difuznim ¢asem, diky ¢emuz doslo k zisku informace o velikosti
detekéniho objemu, ktery cinil 0,781 fl, dale o poctu castic (N) a o difuznim koeficientu (D).
Z. difuzniho koeficientu byl nasledné¢ vypocten hydrodynamicky primér (du) pomoci rovnice ((2.5)),
ktery byl porovnan s primérnou velikosti castic ziskanou z DLS analyzy. Z Tabulky 17 si mizeme
vS§imnout, Ze nejlépe se shodovala data u vzorku obsahujiciho 0,01 g/l hyaluronanu. Tento vzorek
zaroven vykazoval nejniz§i hodnotu PDI a jediny byl prohlasen za monodisperzni. Dale si mizeme
v§imnout, ze vzorky sniz§i koncentraci hyaluronanu korelovaly mnohem Iépe nez ty s vyssi
koncentraci, kde byly hodnoty prumérné velikosti naméfeny pomoci DLS vice nez 2x vétsi oproti
hodnotam naméfenym pomoci FCS.

Tabulka 17: Data ziskana prolozenim matematického modelu pure diffusion.

Pure diffusion DLS

c HyA 2

[e/1] N [-] D [um*/s] dg [nm] Z-Average [nm] PDI [-]
0,000 0,317 + 0,001 (4,19 + 0,08| 117,07 £ 2,24| 95,81 + 0,72 | 0,369 £+ 0,021
0,001 1,260 £ 0,004 4,23 £ 0,08| 115,96 £ 2,17| 96,74 £ 2,06 | 0,340 + 0,004
0,005 2,410 £ 0,002 4,50 £ 0,08 | 109,00 £ 1,94| 169,67 £ 3,65 | 0,306 = 0,039
0,010 5,220 + 0,019 [5,80 + 0,18| 84,57 + 2.63| 86,71 = 1,37 | 0,216 = 0,015
0,500 13,200 + 0,020 [5,05 + 0,10 97,13 + 1,92 201,60 + 2,51 | 0,427 + 0,007
0,750 6,450 + 0,010 [3,26 + 0,03| 150,46 + 1,48| 353,57 + 11,91 | 0,488 + 0,015
1,000 5,170 £ 0,006 | 1,97 £ 0,02 | 248,99 + 2,91 | 438,70 + 31,40 | 0,499 + 0,054

Diky nizké korelaci dat mezi DLS a FCS svyuzitim prost¢ difuze byla data prolozena
sofistikovanéj§im modelem, a to Triplet Extended 3D (TEx3D), ktery vyuzivajiz vySe zminény
parametrem alfa. Opét zde bylo pocitano pouze s jednim difuznim Casem a zaroven doslo k uvolnéni
parametru alfa. Ze ziskanych difuznich koeficienti pro jednotlivé systémy byl opét vypocten
hydrodynamicky primér a nasledné porovnan s hodnotou naméfenou pomoci DLS. Ve miiZzeme vidét
v Tabulce 18.

Tabulka 18: Data ziskana prolozenim matematického modelu triplet extended 3D.

TEx3D DLS
N[-] D [um?/s] du [nm] Z-Average [nm] PDI [-]

c HyA
(/1]
0,000 | 0,309 + 0,002 3,70 £ 0,15|132,57 + 538 | 95,81 £ 0,72 |0,369 + 0,021

0,001 [ 1,226 + 0,005 (4,76 = 0,05|103,05 £ 1,00| 96,74 = 2,06 |0,340 = 0,004
0,005 | 2,395 + 0,004 4,40 + 0,04 111,48 + 1,01|169,67 + 3,65 |0,306 + 0,039
0,010 | 5,040 = 0,012 (5,16 = 0,08| 9506 + 1,49| 86,71 £ 1,37 |0,216 = 0,015
0,500 | 13,000 + 0,042 4,90 + 0,02 |100,10 + 0,47|201,60 + 2,51 |0,427 + 0,007
0,750 | 6,410 = 0,043 (3,30 = 0,05|148,64 + 2,25|353,57 £ 11,910,488 = 0,015
1,000 [ 5,100 = 0,030 (1,80 = 0,03 |272,50 + 4,54|438,770 = 31,40 0,499 + 0,054
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Z Tabulky 18 je patmé Ze, s rostouci koncentraci hyaluronanu dochazi k nartstu poctu castic N.
Obzvlasté viditelny narast mizeme pozorovat u systému s 0,5 g/l. Po dal§im pridavku hyaluronanu se
ale pocet Castic snizi a s dal§im pfidavkem zmenSovani poctu Castic stale pokracuje. To muze znadit
precipitaci a tvorbu agregati v pritomnosti vys$si koncentrace hyaluronanu.

Na Obrazku 58 muzeme vidét zndzomnéni zavislosti primérné velikosti Castic ziskané méfenim
metodou DLS a FCS s prolozenim modelu pure diffusion a TEx3D. Muizeme si v§imnout, Ze oba
vyuzité modely FCS se svymi vysledky znacné 1i§i od hodnot ziskanych z DLS, zejména pak
pii vyssich koncentracich hyaluronau. VSimnéme si, ze systém obsahujici 0,001 g/l nejlépe odpovida
model TEx3D, zatimco pro 0,010 g/l je vhodn¢jsi vyuzit model pure diffusion. Pro ostatni systémy
pak neodpovida ani jeden z modela. Toto zjisténi naznacuje, ze na analyzované systémy nelze obecné
uplatnit ani jeden z pouzitych modela.
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Obrazek 58: Zavislost primémé velikosti ¢astic pro systémy s riznou koncentraci hyaluronanu
pro méfeni FCS (pure diffusion), FCS (TEx3D) a DLS. Vlevo pro koncentraci hyaluronanu
0az 0,010 g/, vpavo pro 0,5 az 1 g/l.

V Tabulce 19 jsou pak zobrazeny naméfené hodnoty parametru alfa. MuZeme si vSimnout,
ze se u vSech systému objevily vysoké hodnoty presahujici 0,9. Toto zjisténé poukazuje na nizkou
anomalitu systému a homogenni distribuci sondy. Na druhou stranu hodnoty PDI dosahuji pomémé
vysokych hodnot. Analyzované systémy byly tedy polydisperzni (kromé vzorku s koncentraci
hyaluronanu 0,010 g/l), zejména pak u vysSich koncentraci hyaluronanu. Diky témto datiim tedy
muzeme usuzovat, ze nekorelujici vysledky FSC analyzy s vysledky ziskanymi pomoci DLS, byly
pravdépodobné zpusobeny vysokou polydisperzitou systému, ktera ovliviiuje samotnou FCS analyzu.

Tabulka 19: Namétfené hodnoty parametru alfa pro systém s fluorescenéni sondou Dil.

¢ HyA [g/1] al-]
0,000 0,910 + 0,020
0,001 0,906 + 0,011
0,005 0,920 + 0,004
0,010 0,851 + 0,010
0,500 0,904 + 0,006
0,750 0,977 + 0,013
1,000 0,904 + 0,007

Pro ziskani blizSich informaci o analyzovaném systému byla nasledn¢ provedena FLCS (z angl.
Fluorescence Lifetime Correlation Spectroscopy) analyza, slouZzici k odseparovani prispévku rtiznych
intenzit s riznou dobou Zivota, a tedy k oddéleni raznych populaci fluoroforu. Analyzou byly zjistény
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dvé doby zivota fluorescence — jedna s delSim Casem, zhruba 1,5 ns, a druha, s krat§im ¢asem, zhruba
0,5 ns (vysledky jednotlivych méfeni najdeme v Priloze v kapitole 10.2). Krat$i doba Zivota pak
odpovida dob¢ Zivota samotného barviva, zatimco del§i doba Zivota s nejvEtsi pravdépodobnosti
poukazuje na vznik J-agregatu sondy Dil.

6.6.1.2 VyuZiti fluorescencni sondy DiO

Jako dalsi byla vyuzita fluorescenéni sonda DiO. Systémy cIPA s pfidavkem sondy a s danou
koncentraci hyauronanu byly proméfeny pomoci FCS pfi teploté 25 °C. Namérena data byla nasledné
proloZena autokorelacni funkci. I zde doslo nejprve k vyuziti jednoduchého matematického modelu
pure diffusion s jednim difuznim ¢asem. Jednotlivé hodnoty poctu castic, difuzniho koeficientu
aknému pfislusnou velikost castic nalezneme v Tabulce 20. Hodnota detekéniho obejmu cinila
0,791 fl.

Tabulka 20: Hodnoty z FCS analyzy za vyuziti matematické¢ho modelu pure diffusion.

Pure diffusion DLS

c HyA 2

[e1] N [-] D [um?/s] dg [nm] Z-Average [nm] PDI [-]
0,000 1,80 = 0,02| 14,00 =+ 0,55| 35,04 + 1,38 96,93 + 1,70 | 0,351 = 0,023
0,001 11,00 + 0,15| 14,00 =+ 0,44 | 35,04 + 1,10| 83,39 + 447 0,261 + 0,019
0,005 ND ND ND 89,29 + 042 | 0,216 £ 0,015
0,010 | 30,00 £ 0,15| 5,50 + 0,10 89,18 £+ 1,62 96,16 + 0,86 | 0,240 + 0,007
0,500 19,30 + 0,08 | 5,10 £ 0,12| 96,18 £ 2,26| 299,80 + 2,00 | 0,498 £+ 0,010
0,750 | 24,00 £ 0,08 | 2,28 + 0,08 215,13 + 7,28 | 340,47 + 3,05 0,541 + 0,014
1,000 | 28,00 £ 0,10 2,26 + 0,05| 227,09 = 4,42 346,87 + 0,61 | 0,438 + 0,031

U vzorku obsahujici 0,005 g/l hyaluronanu nebylo mozné ziskat analyzou FCS Zadna data. Dale
si mizeme vSimnout, Zze pocet Castic s rostouci koncentraci hyaluronanu nejprve narista, nasledné
dochazi ke zlomu, kdy se pocet ¢astic snizi zhruba na polovinu a poté se opét zvysSuje. Toto zjisténi
tedy naznacuje ze u koncentrace 0.5 g/l hyaluronanu miize dochazet k precipitaci, coz se projevi
na snizeném poctu castic.

Pokud se dale podivame na hodnoty Z-Average ziskanych pomoci DLS analyzy
a na hydrodynamické praméry ¢astic, ziskané vypoctem z difuznich koeficienti z FCS analyzy,
zjistime, ze data témér nekoreluji. Nejvice se svymi hodnotami blizil vzorek obsahujici 0,010 g/1.
Velikost systému obsahujici vyssi koncentrace hyaluronanu (0,5 g/l a vys) opét dosahovala mnohem
vys§Sich hodnot z DLS v porovani s velikosti z FCS analyzy.

Pravé diky malé korelaci dat, byl vyuzit druhy zpusob proloZeni, a to pomoci modelu TEx3D
sjednim difuznim koeficientem a uvolnénym parametrem alfa. V Tabulce 21 pak muzeme vidét
vysledky FCS méfeni s timto modelem. I zde si mizeme vSimnout stejné¢ho trendu s nartistajicim
poctem castic. Ze ziskanych difuznich koeficienti byly vypocteny hydrodynamické priméry
a nasledné porovnany s hodnotami Z-Average z DLS analyzy. Muzeme si ale vSimnout, ze ziskané
hydrodynamické praméry se moc nelisi od hodnot ziskanych pfi prolozeni modelu pure diffusion.
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Tabulka 21: FCS analyza pomoci TEx3D.

c[I;/i’]A NT-] D [um?s] dy [nm] Z-Average [nm] PDI [-]

0,000 1,49 + 0,03| 20 + 13 2453 + 1.60| 9693 + 1.70 | 0.351 = 0.023
0,001 | 10,00 = 024| 20 + 13 2453 + 160| 8339 + 447 | 0261 + 0,019
0,005 ND ND ND 8929 + 042 | 0216 = 0,015
0,010 | 27,00 = 026| 64 + 0,12 7664 + 144| 96,16 + 086 | 0,240 = 0,007
0,500 | 19,00 = 0,13 528 + 0,09 | 9290 = 1,58 | 299,80 + 2,00 | 0,498 + 0,010
0,750 | 22,00 + 0,16 | 2,05 + 0,029 | 239,27 + 3,39 | 34047 + 3,05 | 0,541 + 0,014
1,000 | 26,00 + 024225 + 0,026 | 218,00 + 2,52 | 346,87 + 0,61 | 0438 + 0,031

Na Obrazku 59 je pak znazoména zavislost velikosti analyzovanych ¢astic na koncentraci
hyaluronanu pro DLS i FCS. Ze zavislosti je patné, Ze velikost ¢astic naméfena metodou DLS je
znaén¢ veétsi pro vSechny analyzované systémy nez velikost ziskana metodou FCS. Ze ziskanych dat
tedy lze fict, Ze pro studium té€chto systému pravdépodobné nelze pouzit Zadny z modelt analyzy FCS.
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Obrazek 59: Zavislost velikosti ¢astic na koncentraci hyaluronanu ziskané analyzou DLS a FCS
s fluorescencni sondou Dil. Vlevo pro koncentrace 0 az 0,01 g/l, vpravo 0,5 az 1 g/l.

V Tabulce 22 dale miuzeme vidét ziskané parametry alfa. Muzeme si v§imnout, Ze v porovnani
se systémy obsahujicimi fluorescenéni sondu Dil doslo ke znaénému poklesu hodnot, zejména pak
u systému s vyssi koncentraci hyaluronanu. Z téchto dat 1ze tedy usuzovat, ze pfidavkem hyaluronanu
dochazi k brzdéni pohybu vezikul, které tak vykazuji anomalni difuzi. Systém obsahujici sondu DiO,
je tak na rozdil od systému s Dil zna¢né anomalni.

Tabulka 22: Naméfené hodnoty alfa pro systémy s fluorescencni sondou DiO

¢ HyA [g/] o [-]
0,000 0,604 + 0,020
0,001 0,801 + 0,010
0,005 ND
0,010 0,804 + 0,010
0,500 0,817 + 0,020
0,750 0,770 + 0,012
1,000 0,782 + 0,013
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Vyse uvedena zjisténi tedy naznacuji, ze v tomto pripadé¢ ma na autokorelacni funkci vliv nejen
polydisperzita, ale také anomalni difuze.

6.6.1.3 VyuZiti fluorescencni sondy F16
Jako posledni prob&hlo méfeni cIPA s vyuzitim fluorescencni sondy F16 pii teploté 23.7 °C. I zde byla
méfena koncentracni fada hyaluronanu. Po provedeni analyzy byla ziskana FCS data prolozena
modelem pure diffusion s jednim difuznim koeficientem. Hodnota efektniho objem ¢inila 0,781 fl.
Dalsi parametry pak muzeme vidét v nasledujici tabulce (Tabulka 23). Zde si miuzZeme vSimnout, Ze
pocet Castic s rostouci koncentraci hyaluronanu klesal. Toto zjisténi mohlo byt zpusobeno zvysujici se
precipitaci s pfidavkem hyaluronanu, kdy ¢astice agregovaly a snizoval se tak jejich pocet.

Dale byly z naméfenych difuznich koeficientii vypocteny prumérné velikosti ¢astic a porovnany
s vysledky z DLS analyzy. Z naméfenych hodnot muzeme vidét, ze opét nedoslo ke korelaci dat
ziskanych dvéma metodami.

Tabulka 23: Hodnoty ziskan¢ z FCS analyzy po prolozeni modelem pure diffusion.

Pure diffusion DLS
c[I;/)l']A N-] D [pm?s] dy [nm] Z-Average [nm] PDI [-]
0,000 |42,00 £ 0,40(8,20 = 021| 57,80 + 148 | 88,6 = 02 | 0,290 = 0,023
0,001 [32,00 £ 0,30 (4,40 = 0,15| 107,72 + 3,68 | 864 + 0,6 | 0,245 = 0,010
0,005 |[24,00 £ 0,16(560 + 025| 84,64 + 3,79 | 72,1 + 05 | 0,215 = 0,014
0,010 [19,00 £ 0,11|520 + 0,12| 91,15 + 2,10 | 824 = 05 | 0,189 + 0,008
0,500 |[14,70 + 0,09|1,92 + 0,09 246,86 + 11,08 272,8 + 19,7 | 0,784 + 0,166
0,750 |[12,50 + 0,08(3,10 + 0,17| 152,90 + 841 | 1809 + 58 | 0,359 + 0,023
1,000 | 17,80 £ 0,09|3,11 + 0,08 152,40 + 4,07 | 2324 + 1,3 | 0,393 + 0,028

FCS data byla tedy dale proloZzena modelem TEx3D s jednim difuznim koeficientem a uvolnénym
parametrem alfa, jehoz vysledky muzeme vidét v Tabulce 24. I zde si mizeme vSimnout klesajiciho
poctu castic s rostouci koncentraci hyaluronanu, naznacujici precipitaci. Po ziskani hydrodynamickych
praméru bylo zjisténo, Ze ani v tomto pripad¢ data prilis nekoreluji s vysledky DLS analyzy.

Tabulka 24: Hodnoty ziskané FCS analyzou pomoci modelu TEx3D obsahujici fluorescencni
sondu F16.

TEx3D DLS

C[I:/Ily]A N[ D [um?s] du [nm] Z-Average [nm]|  PDI[-]

0,000 |39,00 + 0,50 9,9 + 0,12 | 47.88 + 0,58 | 88,56 + 0,16 |0,290 + 0,023
0,001 |27,00 + 0,56| 4.8 + 0,14 | 98,75 + 2,88 | 86,39 + 0,64 |0245 + 0,010
0,005 |21,00 = 0,17| 6,8 = 0,11 69,7 £ 1,13 | 72,06 + 0,47 |0,215 + 0,014
0,010 | 18,00 + 0.11] 62 = 007 | 7645 = 086 | 8236 + 052 |0,189 + 0,008
0.500 | 14,00 + 025|197 = 009 | 240.6 + 11,02 |272,75 + 19.66|0.784 + 0.166
0750 | 12,00 = 0,23]2,65 + 0,062 | 178,86 + 4,19 | 180,90 + 582 0359 + 0,023
1,000 | 17,00 + 0,212,997 + 0,079 | 159,59 + 425 |232,37 + 1,30 |0,393 + 0,028
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Dale v Tabulce 25 jsou pak zobrazeny naméfené hodnoty alfa parametru.

Tabulka 25: Ziskan¢ hodnoty alfa parametru pro systém obsahujici fluorescencni sondu F16.

c[gg? ol

0,000 0,850 + 0,020
0,001 0,690 + 0,024
0,005 0,719 + 0,013
0,010 0,853 + 0,016
0,500 0,672 + 0,021
0,750 0,670 + 0,023
1,000 0,743 + 0,025

Muzeme si vSimnout, ze na zacatku vykazoval systém pomérn¢ nizkou anomalitu s hodnotou
0,850 £0,020. Po prvnim pfidavku hyaluronanu doslo k rapidnimu poklesu alfa na hodnotu
0,690 £0,024, a tedy ke znaénému zvySeni anomality. Toto zjisténi muaze odkazovat na fakt,
Ze po pfidani hyaluronanu je pohyb jednotlivych molekul brzdén jeho pfitomnosti a jejich difuze
se tak stava anomalni. Pfi dal§im zvyseni koncentrace opét postupné dochazi ke zvySovani parametru
alfa a systém se tak vraci zpatky do vychoziho stavu. Po pfidani 0,5 g/l dochazi ke zlomu, kdy
se hodnota anomality snizi a s dal$im pfidavkem hyaluronanu opét dochazi k rostouci homogenizaci
syst¢ému. Diky témto poznatkim tak muzeme fict, Ze se systém rozdéluje do dvou oblasti — s nizkou
koncentraci hyaluronanu a s vysokou koncentraci hyaluronanu. Mezi nimi se pak nachazi oblast
precipitace, pricemz s rostouci koncentraci hyaluronanu v obou oblastech to vypada, Ze ma systém
tendenci se op&tovné homogenizovat.

Na Obrazku 60 je pak znazoména zavislost velikost castic na rostouci koncentraci hyaluronanu. Na
grafu tak mizeme vidét rozméry ziskané metodou DLS a FCS s proloZenim pomoci dvou modeli.
Muzeme si v§imnou, ze nam¢fena data z FCS se sice blizi t€ém z DLS, zejména pak pfi pouziti modelu
TEx3D, nicméné se neda fict, ze by néktery z modeld na data pasoval.
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Obrazek 60: Zavislost velikosti ¢astic na koncentraci hyaluronanu ziskané metodami DLS a FCS
pro systémy obsahujici sondu F16.

Po provedeni FCS analyzy také doslo k prozkoumani FLCS. Pomoci FLCS byly zjistény dvé doby
zivota fluoroforu. Jeden delsi, okolo 4 ns, a jeden kratsi, okolo 1 ns. Kratsi doba Zivota pak naznacuje
samozhaseni sondy F16, u které dochazi k tzv. homoFRETu, kdy dochazi k pfenosu energie z jedné
molekuly fluoroforu (donoru) na druhou (akceptoru). Diky tomu tak dojde k excitaci molekuly

73



akceptoru. Ta pak pfijatou energii vyzarfi, a jelikoz se jedna o nezafivy prechod energie, doba
fluorescence fluoroforu se tak zkrati.

Ze vsech vyse provedenych experimenti se systémy cIPA a tfemi raznymi fluorescenc¢nimi
sondami mazeme shrmout n€¢kolik poznatki. Analyza pomoci FCS zavisi na mnoho parametrech, které
nasledn¢ ovlivni samotnou autokorelacni funkci. Jedna se zejména o anomalitu systému. Pridavkem
hyaluronanu k analyzovanym vzorkim se zvysuje viskozita systému. Pribyvajici fetézce hyaluronanu
tak budou brzdit pfitomné vezikuly v jejich pohybu, ¢imz dojde ke vzniku anomalni difuze. Krom¢
toho bude také zaporné nabity hyaluronan interagovat s opa¢n¢ nabitymi vezikuly, ¢imZ se budou
vytvaret Castice o vétsi velikosti. Nékteré vezikuly mohou s hyaluronanem interagovat vice nez jiné.
Mizou tedy vznikat castice o rizné velikosti, ¢imz bude dochazet ke vzniku nehomogenni distribuce
velikosti ¢astic. Druhym parametrem ovlivitujici autokorelacni funkei je tedy samotné PDI. Poslednim
faktorem je pfidavek fluorescenéni sondy. Pridavkem sondy k analyzovanym systémum
pravdépodobné dochazi k jejimu nechomogennimu rozd€leni do pfitomnych vezikul. Nékteré vezikuly
tedy mohou obsahovat vice molekul barviva neZ jiné, nékteré nemusi obsahovat barvivo zadné. Cim
vice bude na vezikulu pfitomnych molekul barviva, tim vétsi bude Castice, a tim intenzivngéji bude také
svitit. Ze znalosti rovnice autokorelacni funkce pak vime, Ze samotny molekularni jas ji ovliviiuje
s druhou mocninou. Jestlize tedy mame systém s nechomogenni distribuci ¢astic, vétsi ¢astic budou
intenzivngji svitit, ¢imz zastini Castice malé. K nekorelujicim vysledki mezi dvéma pouzitymi
metodami (DLS a FCS) tak muze dochazet zejména neoptimalizaci té¢chto parametrt, ovliviiujicich
hodnotu autokorelacni funkce.

6.6.2 Meéreni koncentracni rady hyaluronanu se silikatovymi ¢asticemi
Dalsi méreni bylo provedeno za vyuziti fluorescenéné znacenych silikatovych ¢astic, u kterych by
m¢la byt distribuce velikosti homogenni. I zde bylo vyuZito celkem 6 koncentraci hyaluronanu, spolu
se vzorkem neobsahujicim hyaluronan. Analyza probihala pfi teploté 25 °C. Po provedeni FCS
analyzy byly data pro vzorek neobsahujici hyaluronan prolozeny autokorelac¢ni kiivkou s modelem
TEx3D s jednim difuznim casem a uvolnénym parametrem alfa. Vzorkiim obsahujicim hyaluronan
nejlépe odpovidal model TEx3D s jednim difuznim ¢asem, jednim tripletovy stavem a uvolnénym
parametrem alfa.

Na Obrazku 61 pak muzeme vidét autokorelacni kiivky pro jednotlivé systémy, kde s rostouci
koncentraci hyaluronanu dochazelo k posunu dat k del$im korela¢nim castum.
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Obrazek 61: Korelacni kfivky pro systémy obsahujici fluorescenéné znacené silikatové castice
pro riizné koncentrace hyaluronanu.

V Tabulce 26 mizeme vidét naméreny pocet Castic, ktery se s rostouci koncentraci hyaluronanu
nijak zasadné neménil, pouze u vysSich koncentraci mohou byt pozorovany lehce zvysené hodnoty.
Naopak hodnoty difuzniho koeficientu klesaly, coz se také projevilo na rostoucich hodnotach
hydrodynamického poloméru Eastic. Nicméné jelikoz silikatové castice, na rozdil od kataniontovych
vezikularnich systémi, neobsahuji naboj, nemize zde dochazet k interakci mezi nimi a zaporn¢
nabitym hyaluronanem, ¢imz nemuze dochazet k tvorbé Castic o vétsich rozmérech. Snizujici se difuzi
koeficient pak nejspiSe neodkazuje na zvySujici se velikost Castic, ale na zvySujici se viskozitu

s rostouci koncentraci hyaluronanu. Velikost ¢astic naopak ziistava stejna.

Tabulka 26: Hodnoty poctu ¢astic, difuznich koeficienti a z nich vypoctené hodnoty
hydrodynamického pruméru pro systém obsahujici fluorescenéni znacené silikatové Castice spolu

s DLS daty.
TEx3D DLS

¢ HyA N [-] D [pm?s] du[nm]  |Z-Average [nm]|  PDI[-]
[mg/1]
0,000 [0,335 + 0,002|4,64 + 0,06[10571 + 128 [122,90 + 8,10 (0,199 + 0,032
0,001  |0411 + 0,001|4,70 + 0,03|104,36 * 0,67 |147.27 + 091 [0,207 * 0,018
0,005 |0,349 + 0,001 4,57 + 0,03]107,33 + 0,68 | 112,20 * 2,60 |0,138 * 0,004
0,010  |0,446 + 0,001|4,16 + 0,04[117.91 + 1,02 |174,60 + 326 |0,267 £ 0,009
0,500  [0,472 + 0,002[1,64 + 0,02[299,09 + 347 [24627 + 1,46 |0,381 + 0,043
0,750  |0,482 + 0,002|1,40 + 0,03|350,36 *+ 7,51 |402.45 + 2737|0435 * 0,066
1,000 |0,520 + 0,004[1,22 + 0,03(402,05 + 10,22]|351,50 *+ 49,92(0,484 + 0,029
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Rostouci viskozita pak byla vypoctena dosazenich ziskanych hodnot difuzniho koeficientu
do Stokes-Einsteinovy rovnice (2.5). Méfeni probihalo pii teploté 25 °C a jako polomér ¢astic byla
dosazena hodnota 105,71 nm, coZz je namcfena velikost silikatovych castic bez pfitomnosti
hyaluronanu. Nasledn¢ byla vytvorena zavislost vypoctené dynamické viskozity systému na rostouci
koncentraci hyaluronanu. Z Obrazku 62 je patmé, Ze s pridavkem malych koncentraci hyaluronanu
zustavala viskozita stejnd. Zlom nastal s pfidavkem 0,5 g/l hyaluronanu, kdy se viskozita zvysila vice
nez dvojnasobné. S dalSimi pridavky hyaluronanu linearné rostla.
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Obrazek 62: Zavislost teoretické dynamické viskozity na rostouci koncentraci hyaluronanu.

V Tabulce 27 jsou zobrazeny hodnoty parametru alfa a tripletu. MuZeme si v§imnout, ze parametr
alfa dosahoval u vSech systému pomémé vysokych hodnot. Z téchto vysledku lze tedy usuzovat,
ze se jedna o systémy s nizkou anomalitou. Nejvyssi hodnoty alfa bylo dosazeno u vzorku s 0,01 g/1
hyaluronanu. Po pridavku vétsi koncentrace doslo k jejimu snizeni a s dal§imi pridavky se systém opét
homogenizoval. Na hodnoty tripletniho stavu pak rostouci koncentrace hyaluronanu neméla znacny
vliv. Data zustavala konstantni, pouze u systému s 0,5 g/l doslo k propadu dat.

Tabulka 27: Ziskané hodnoty parametru alfa a tripletu.

TEx3D

cHyA[mgll |  alfa T T [ps] |
0,000 0,826 + 0,015 - -
0,001 0,899 + 0,006(0,032 + 0,004|80,0 £ 0,0
0,005 0,890 + 0,005(0,038 + 0,002|80,0 = 0,0
0,010 0,911 + 0,006(0,035 £+ 0,003|80,0 = 0,0
0,500 0,843 + 0,008 0,053 + 0,004|24,0 = 3,6
0,750 0,859 + 0,009(0,037 £+ 0,003|80,0 = 0,0
1,000 0,872 + 0,009|0,044 + 0,003|80,0 + 0,0

Na Obrazku 63 si pak muzeme vSimnout zavislosti velikosti ¢astic na rostouci koncentraci
hyaluronanu, zjisténou pomoci metody DLS a FCS. Ze zavislosti je patrn€, data naméfena analyzou
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DLS nekoreluji s daty zjisténymi pomoci metody FCS. 1 zde tak ma na systém pravdépodobné vliv
nchomogenni distribuce fluorescenénich sond v silikatovych casticich, ¢i zvySena polydisperzita
systémul.

200 T
180 T
E 160 7 g 400 4
= =
g 140 4 v
o~ <
= 3 = T
§ 120 § 300 j_
100 +
s+ttt 200 —m—m8M8M —F—————F+—————
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,45 0,65 0,85 1,05
cHyA [g¢/1] cHyA [g/1]

Obrazek 63: Zavislost velikosti ¢astic na rostouci koncentraci hyaluronanu zji§téné metodami DLS
a FCS.
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7 ZAVER

V této diplomové praci byly zkoumany difuzni vlastnosti vezikulamich systémi pomoci dvou
rozptylovych metod, a to dynamického rozptylu svétla a fluorescencni korelacni spektroskopie.
Nejprve byly vybrany fluorescencni sondy, u kterych byla nasledné ovéfena jejich vhodnost
pro barveni a studium vezikularnich systému. U fluorescencni sondy RBOE nebyla jeji vhodnost
potvrzena a z naslednych experimentu tak byla vyrazena. U zbyvajicich tii sond (Dil, DiO, F16) doslo
k prométeni systému cIPA s riznym pridavkem hyaluronanu.

Pomoci dynamického a elektroforetického rozptylu svétla doslo k ziskani informaci o primérné
velikosti Castic, polydisperzit¢ a zeta potencialu. Analyza ukazala, Ze pfi nizkych koncentracich
hyaluronanu se zeta potencial pohybuje v kladnych hodnotach, zatimco pfi vysSich koncentracich
poklesne k zapornym. Tento jev muze byt vysvétlen na zakladé pomé&ru naboju zaporné nabité¢ho
hyaluronanu a kladn¢ nabit¢ho dvouretézcového tenzidu DODAC, vyskytujiciho se na povrchu
vezikul. Pfi nizSich koncentracich je pomér mens$i nez 1, kladny naboj u DODAC tak prevlada
nad zapornym hyaluronanem a hodnoty zeta potencialu jsou tak zaporné. Naopak pfi vysokych
koncentracich je pomér mnohonasobné vétsi, nez 1, ¢imz dochazi k prevaze zapormého naboje
a poklesu zeta potencialu.

Pomoci analyzy FCS byly kromé jin¢ho ziskany i difuzni koeficienty, ze kterych byly nasledné
vypocteny hydrodynamické praméry Castic. Data ziskana z obou metod pak byla nasledné porovnana,
kdy doslo ke zjisténi, ze se vysledky zna¢né neshoduji. Bylo zjisténo, Ze s pridavkem fluorescencnich
sond k samotnym cIPA systémim dochazi ke zvySeni hodnot PDI, coz poukazuje na nehomogenni
distribuci barviva do jednotlivych vezikul. Zvysené PDI taktéz ovliviiuje i hodnotu molekularniho
jasu, kdy vétsi Castice obsahuji vice molekul fluoroforu, ¢imz také o to intenzivngji sviti. Timto pak
dochazi k zastinéni mensich Castic vétsimi, a to 1 kdyz se v systému vyskytuji v majoritni mnozstvi.
Zaroven bylo zjisténo, Ze s pfidavkem hyaluronanu dochazi jak ke zvySovani polydisperzity, tak
velikosti Castic. Zaporn¢ nabity hyaluronan tedy interaguje s kladné nabitymi vezikuly, ¢imZz se
utvareji ¢astice s vétSimi rozméry. Zaroven nékteré vezikuly mohou s hyaluronanem interagovat vice,
jak jiné, a tim bude pravdépodobné dochazet ke vzniku systému s nechomogenni distribuci velikosti
Castic. Taktéz bylo zjisténo, ze pridany hyaluronan brzdi pohyb vezikul, ¢imz dochazi k anomalni
difuzi.

Zavérem je tedy nutné fict, ze nejen ze systémy vykazuji nehomogenni distribuci sondy

vvvvvv

vvvvvv

uvazovat polydisperzitu ¢i optimalizaci molekularniho jasu. Ze studie také bylo zjisténo, ze kazda
sonda pravdépodobn¢ vyuziva jiny mechanismu barveni, a proto neni vhodné na v§echny analyzované
systtmy pouzit stejné vyhodnocovaci modely. Do budoucna by tedy mohlo dojit zejména
k prozkoumani novych matematickych modelu. Dale by se také mohl vyzkouset jiny zplisob znaceni,
a to napriklad do kapalného kompartmentu vezikul.
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9 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

PAL
SDS
SDS-PAGE

CTAB
DODAC
CMC
M

P
IPA
4;

Ji

D,
DLS
PCS
Rn
ELS

S, S2
T
FCS
EB
NA
PMT
SPAD
G(1)
Vet

(%))

PN
GFP
DiO
Dil
RBOE
Fl16
FRET
LUV
TEx3D

Povrchové aktivni latky
Dodecylsiran sodny

Sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (elektroforéza v

polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodné¢ho)
Hexadecyltrimethylamonium bromid
Dimethyldioktadecylamonium chlorid

Critical micelle concentration (kriticka micelarni koncentrace)
mol dm™

Packing parameter (sbalovaci parametr)

Ion pair amphiphile (iontové amfifilni par)

Stiedni posuv disperzni ¢astice

Difuzni tok

Difuzni koeficient

Dynamic ligth scattering (dynamicky rozptyl svétla)

Photon correlation spectroscopy (fotonova korelacni spektroskopie)
Hydrodynamicky polomér

Electrophoretic light scattering (elektroforeticky rozptyl svétla)
Zeta potencial

Zakladni energeticka hladina singletového stavu

Vyssi energeticke hladiny singletovych stavi

Tripletovy stav molekuly

Fluorescence correlation spectroscopy (Fluorescencni korelacni spektroskopie)
Ethidium bromid

Numericka aparatura

Photomultiplier tube (fotonasobic)

Single photon avalanche diodes (jednofotonov¢ lavinové diody)
Autokorelacni funkce

Efektivni detek¢ni objem

Difuzni Cas

Particle number (primémy pocet ¢astic)

Green fluorescent protein (zeleny fluorescenéni protein)
3,3'-dioktadecyloxakarbokyanin perchlorat
1,1'-dioktadecyl-3.3,3",3'-tetramethylindokarbokyanin perchlorat
Rhodamin B oktadecyl ester perchlorat

Fluorescence resonance energy transfer (Forsteriv rezonanéni pienos energie)
Large unilamelar vesicles (velké unilamelarni vezikuly)
Triplet extended 3D
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10 PRILOHA

10.1 Excitac¢ni spektrum

e Dil DIO RBOE F16

0,2 -ttt "t

440 460 480 500 520 540 560

A [nm]

Obrazek 64: Excitacni spektrum vybranych fluorescencnich sond.
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10.2 FLCS analyza
10.2.1 Sonda Dil

Tabulka 28:FLCS analyza s vyuzitim sondy Dil s del$i dobou Zivota.

Pure diffusion TEx3D
o | g " | Dium2s | dufm] N[ NI D [pms] | dynm] ol
0,000 1,501 290 + 0,12| 169,14 + 7,01| 0,193 + 0,001 | 0,187 + 0,002 |2,50 + 0,11 | 98,10 = 8,65| 0,939 + 0,028
0,001 1,531 3,67 + 0,05| 133,65 + 1,82| 0,836 + 0,002| 0,830 + 0,005 (3,64 + 0,05| 134,75 + 1,85] 0,960 + 0,014
0,005 1,982 394 + 0,04 124,49 + 1,26| 3,020 + 0,016 2,980 + 0,013 | 4,14 + 0,04| 118,48 + 1,14| 0,940 + 0,007
0,010 1,600 4,10 £ 0,19 119,64 + 556| 4,360 = 0,045 4,120 + 0,029 (4,37 + 0,10| 112,24 + 2,54| 0,837 £+ 0,018
0,500 1,629 4,10 £ 0,12| 119,64 + 3,51| 12,000 + 0,110 | 11,000 £+ 0,120 [4,50 + 0,11 | 54,50 + 2,67|0,923 + 0,017
0,750 1,627 2,88 + 0,03| 170,31 + 1,72| 5,860 + 0,023 | 5,790 + 0,050 |2,88 + 0,04 | 170,31 + 2,37| 0,974 + 0,013
1,000 1,637 1,66 + 0,04| 295,48 + 6,77| 4,835 + 0,010 4,760 + 0,030 | 1,65 + 0,03 | 297,28 + 5,41| 0,910 £ 0,010
Tabulka 29: FLCS analyza s vyuzitim sondy Dil s kratsi dobou Zivota.
Pure diffusion TEx3D
“on | g | Dium2sl | dufm] NI NI D [ums] | du[om] ol
0,000 0,699 560 + 0,11 87,59 + 1,72| 0,328 + 0,001 | 0,120 + 0,320 |5,50 + 0,12| 89,18 + 1,95| 0,911 + 0,018
0,001 0,732 590 + 0,15| 83,14 + 2,12| 1,310 = 0,010| 0,100 + 1,300 (6,27 + 0,10 78,23 + 1,25| 0,935 + 0,010
0,005 0,995 521 + 0,07 94,15 + 1,23| 1,710 + 0,007 | 0,100 + 1,690 |[4,60 + 0,10| 106,63 + 2,32| 0,960 + 0,010
0,010 0,805 530 + 025 92,55 + 438 5,190 + 0,050 0,130 + 4,860 |6,40 + 0,13| 76,64 + 1,56| 0,847 + 0,014
0,500 0,883 491 £ 0,101 99,90 + 2,04| 14,000 + 0,120 | 0,230 + 14,000 [5,50 + 0,23 | 89,18 + 3,74| 0,919 + 0,017
0,750 0,894 3,50 + 0,06| 140,14 + 2,32| 6,760 = 0,025 | 0,066 + 6,800 |3,55 + 0,07 | 138,17 + 2,57 | 1,000 + 0,022
1,000 0,888 1,94 + 0,03| 252,84 + 3,52| 5,360 + 0,014 | 0,030 + 5,250 |1,90 + 0,03 | 258,16 + 4,08 | 0,921 + 0,001
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