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ABSTRAKT

Tato prace se =zabyva studiem fyzikdlnich interakci zéporn€é nabitych polymerta
s malymi ionogennimi fluoreskujicimi molekulami. Ovéfuje pfitomnost této vazby pomoci
fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS) a poskytuje komplexni pohled na tuto
problematiku. Cilem bylo prozkoumat koncentraéni zavislost na difuznich vlastnostech
systému. Pro tento experiment byl zvolen pomér P/D, kde P piedstavuje pocet vaznych mist
na polymeru a D reprezentuje pocet vaznych mist na molekule fluorescenéni sondy. Jako
polymery byly zvoleny hyaluronan sodny, chondroitin sulfat sodny a polystyrensulfonat
sodny, a jako fluorescenéni sondy byly pouzity akridinova oranz a Rhodamin 6G. Divodem,
pro¢ byly pokusy provadény pravé s témito sondami, byl predpoklad, ze diky kladnému
naboji na fluorescen¢ni sondé bude dochézet k elektrostatické interakci se zdpornym nébojem
polymeru. U akridinové oranZe nebyla vazba jednozna¢né prokazana, u Rhodaminu 6G byla
interakce detekovana.

ABSTRACT

This work is focused on physical interactions of negatively charged polymers with small
ionogenic fluorescent molecules. Trying to verify the presence of these interactions using
fluorescence correlation spectroscopy (FCS) and provides a comprehensive view of the
problem. The aim of this work is to observe the effect of concentration on the diffusion
properties. P/D ratio, where P represents number of polymer binding sites and D number
of dye binding sites, was chosen for this issue. Hyaluronate, sodium chondroitin sulfate and
sodium polystyrene sulfonace were used as polymers and Acridine Orange, and Rhodamine
6G were chosen as fluorescent probes. The reason why this experiment uses these probes, was
the assumption, that the positive charge occuring on the fluorescent probe will lead to the
electrostatic interaction with the negatively charged polymer. As a result, the bond between
acridine orange and polyelectrolyte was not clearly demonstrated, but the interaction with
Rhodamine 6G have been proved.

KLICOVA SLOVA

hyaluronan sodny, polystyren sulfonat sodny, Rhodamin 6G, akridinova oranz, fyzikalni
interakce, fluorescence

KEYWORDS
sodium hyaluronate, sodium polystyrene sulfonate, Rhodamine 6G, acridine orange, physical
interaction, fluorescence
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1 UVOD

Snahou mnoha vyzkumnikl je objevit takovy polymerni nosi¢, ktery by idedln¢ navazal
1é¢ivo a distribuoval ho v lidském téle tak, aby byly zasahy do okolnich zdravych tkani
co nejmensi. OvSem nic neni idedlni a snazime se tedy najit urcity kompromis.

Existuje mnoho 1éCiv, které na sobé nesou kladny naboj a pravé proto byla zvolena sonda
Akridinova oranz a Rhodamin 6G. Jako polymer byl zvolen hyaluronan sodny. Ten nachazi
V soucasné dob¢ vyuziti v mnoha smérech a aplikacich, jak 1¢katskych, tak 1 terapeutickych.
Je kazdodenni potiebou pii oSetfovani ran vlhkym krytim, 1é€bé bércovych viedl a dalSich
diabetickych potizi. Aplikuji ho 1ékaii pifi kloubnich onemocnénich, o¢nich operacich,
anemald cast se pouziva také v kosmetické chirurgii. Hyaluronan muze byt hlavni
komponentou Vv nosi¢i pro cilenou distribuci 1é¢iv, ale také miZe byt pouze molekulou
informacni. S jeho pomoci mizeme zkoumat interakce s dal§imi molekulami, coz bylo
zvoleno jako jeden z cila této prace. Pfedpoklada se, ze pokud by nosi¢ obsahoval kyselinu
hyaluronovou, dostal by se snaze k nadorovym buikam. Timto by se mohlo dosahnout
eliminace nezadoucich ucinkll soucasné terapie naddorovych bun€k. DalS§i moznou aplikaci
nosi¢i na bazi hyaluronanu by mohl byt vyvoj takovych nosicl, které by umoziovaly
dlouhodobou cirkulaci 1é¢iva v krevnim tecisti a potlacily tak rezistenci cilové tkané viici
1€¢ivu, popf. zajistily setrvani 1é¢iva v misté aplikace a jeho nasledné fizené uvolnéni. To
muze byt zajiSténo pravé polymernim nosi¢em, na kterém je aktivni latka navézana a cely
systém je aplikovan piimo na misto urceni.

V této praci jsou polymery kyselina hyaluronova a polystyren sulfonit sodny zvoleny diky
své biokompatibilité a jejich vyuziti v medicing.

Tato prace si klade za cil alesponi Casteéné prispét do celkového vyzkumu v oblasti
fluorescen¢ni spektroskopie, a to prozkoumanim vyuziti této metody V procesech interakci
mezi molekulami. Fluorescen¢ni korelaéni spektroskopie patii v soucasné dobé
k nejmodernéj$im pouzivanym metodam. Umoznuje nam sledovat jednotlivé molekuly
a zarovenl tak pozorovat chovani molekul v daném prosttedi. Méfenim touto technikou
zjistime velikost a pohyblivost ¢astic a také jejich koncentraci. Vyzkum je zaméfen
na interakce akridinové oranze a Rhodaminu 6G s riznymi polyelektrolyty. Podrobnéji je
zkouman prubéh interakci mezi polystyren sulfonatem sodnym a Rhodaminem 6G.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova

Kyselinu hyaluronovou (HA) izolovali v roce 1943 Karl Meyer a jeho asistent John Palmer
ze sklivce oci skotu. Jméno dostala podle svého piivodu a z ¢asti 1 podle struktury. Nazev je
odvozen ze slova ,hyaloid“, tedy v ptekladu sklivec a poté znazvu ,uronic acid®,
coz v angli¢tin¢ znamena uronova kyselina, ktera je souéasti struktury.

Dnes bézn¢ oznacujeme tuto latku jako hyaluronan, protoze v lidském téle se nevyskytuje
jako kyselina, ale jako polyanion. Nazev hyaluronan byl zaveden roku 1986, aby odpovidal
mezinarodni nomenklatuie sacharidl a zaroven odrazel fakt, ze se tato latka miize vyskytovat
nejen jako kyselina, ale i ve formé soli [1].

2.1.1 Chemicka struktura

Hyaluronan je linedrni polysacharid slozeny z opakujicich se disacharidovych jednotek. Tato
jednotka obsahuje kyselinu D-glukuronovou a N-acetyl-D-glukosamin. Mezi t€émito slozkami
se vyskytuji dva typy B-glykosidickych vazeb, a to 1-3 a 1-4 [2].

S cooH thcH,0H

Obr. 1a : Spojeni disacharidovych jednotek 1-3(leva cast) a 1-4 (prava cast) glykosidickou
vazbou u hyaluronanu [3]

Objemné skupiny v obou jednotkach zaujimaji stericky vyhodnéjsi ekvatorialni polohu,
zatimco Cervené naznacen¢ vodiky zaujimaji polohu axiélni (viz obrazek 1b). Toto uspotadani
je pro molekulu energeticky nejvyhodnéjsi a takto uspotfddané vodiky zaroven vytvaii
hydrofobni oblasti. Postranni fetézce tvofi oblasti hydrofilni [1].
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Obr. 1b: Prostorové usporadani funkcnich skupin hyaluronanu



2.1.2 Vyskyt, funkce a vyuziti

Kyselina hyaluronova je zastupcem skupiny polysacharidii typicky se nachazejicich
V pojivovych tkanich obratlovci, které byly diive znamy jako kyselé polysacharidy, a nyni je
nazyvame glykosaminoglykany (GAG). Glykosaminoglykany jsou nevétvené, jednotetézcové
polymery disacharidovych jednotek obsahujicich N-acetylhexosamin a hexézu. Druhym
cukrem je kyselina hexuronova. Jedinou vyjimku tvoii keratan sulfat, jehoz druhym cukrem je
galaktoza [4].

Ostatni GAG krom kyseliny hyaluronové sdileji nékolik vlastnosti — obsahuji sulfatové
skupiny a jejich fetézce jsou pomérne kratké (bézné okolo 15-20 kDa). Jejich syntéza probiha
v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu a byvaji substituovany peptidy za vzniku
proteoglykant [4].

Hyaluronan je pfirozené¢ syntetizovan v plazmatické membran¢ bunky. Ptislusny enzym
VvV bunécné membrané stiidavé vaze k fetézci jednotlivé monosacharidové jednotky
a narGstajici polymer je pak vytlaten do extracelularni matrix. Tam je schopen tvofit
komplexy s jinymi latkami, napf. proteiny. Pii syntéze se aktivné Ucastni tfi integralni
membranové proteiny — hyaluronansyntazy. U obratlovct se vyskytuji tii typy — HASL,
HAS2 a HAS3 [11, 74].

Prestoze se hyaluronan sklada zjednoho polysacharidového fetézce, jeho molekulova
hmotnost obvykle dosahuje miliond daltont [4].

Rozlozeni hyaluronanu v téle savcu bylo zjisténo peclivou analyzou krysiho téla [5].
Vysledek této analyzy by mél byt analogicky i pro jiné savce. Asi polovina hyaluronanu byla
ziskana z kiize, ¢tvrtina z kloubti. Zbytek hyaluronanu je rozdéleno rovnomérné mezi vnitini
organy a svaly. Procentualni zastoupeni hyaluronanu v té€le krysy je uvedeno v tabulce 1.
Nejveétsi koncentraci hyaluronanu lze najit v pojivovych tkanich, tedy v pupecni $iufe,
synovialni tekuting, kuzi, sklivci. Pozoruhodné mnozstvi bylo nalezeno také v plicich,

Cv v

koncentrace je v krevnim séru [4].
Tabulka 1: Distribuce hyaluronanu v riznych tkanich krysy [5].

Celkem Hyaluronan
Hmotnost [55] hyaluronanu %]
[mg]
Celé télo krysy 201 60,5 100
Kiize 40,2 33,8 56
Svaly 35,7 4,69 8
Kostra 57,6 16,2 27
Streva a Zaludek 15,8 0,5 1
Zbyvajici vnitini organy 43,4 5,25 9

V organismu plni hyaluronan rizné funkce. MizZe hrat roli plniva, iontové vyménného
filtru, promotéra buné¢né migrace. Podili se na embryonalnim vyvoji a hraje dalezitou roli
Vv hojeni a regeneraci tkan¢ [6].

Kyselina hyaluronova a jeji rozkladné produkty jsou uzivany v raznych oblastech
mediciny. Biologické vlastnosti se vSak 1iSi v zavislosti na velikost fragmentt.
naopak stfedné velké fragmenty jsou angiogenni a imunostimulacni. Tyto vlastnosti odvijejici
se od poctu disacharidovych jednotek umoznuji uzivat HA v rtiznych I€katskych aplikacich

8




(cilena distribuce lé¢iv, hojeni ran, tkanové inZenyrstvi, apod.). Dal$imi vlastnostmi
pfispivajicimi k aplikacnimu potencialu jsou biodegradabilita, biokompatibilita a hydratacni
ucinky.

HA a jeji derivaty se vyuzivaji k vyplnéni a rozsifeni tkanovych prostor, k oddéleni
pojivovych tkani pii zranénich, ¢imz se zabranuje jejich adhezi a predchazi se tvorbé
nadmérnych jizev, k ochrané zdravé i1 zranéné tkané pted vlivy sucha a Skodlivych faktori,
ataké k doplnéni tkanovych tekutin (napf. synovialni tekutiny u artritickych pacienti
prostfednictvim intraartikularnich injekci) [6].

Dalsim mistem vyuziti HA je obor dermatologie a plastické chirurgie. Zde se vyuzivda HA
k vyplnéni vrasek, rtd, apod. [7].

2.1.3 Vlastnosti hyaluronanu

V extracelularnim pH jsou karboxylové skupiny hyaluronanu plné ionizovany. Osmoticka
aktivita neni idealni a v poméru k molekulové hmotnosti je dost vysoka. Z tohoto diivodu ma
hyaluronan obrovsky vliv na své okolni vodni prostfedi, kde ovliviuje jak distribuci, tak
pohyb molekul vody, a ma tak hlavni roli v homeostazi lidského téla [8].

Tuhost fetézci polymeru podporuje uspoiadani do rozvolnéného klubka a tyto dlouhé
fetdzce zajistuji moznost obsadit velké molekularni domény. Retézce se zacnou piekryvat
a vytvaret tak sité stabilizované vzajemnymi interakcemi mezi fetézci. Samostatné, nebo
ve spojeni s kolagenovymi vlakny, ¢i jinymi makromolekuldrnimi slozkami extracelularni
matrix snizuji mobilitu sit¢, a definuji tak propustnost pro jiné latky, at’ uz pomoci difuze,
nebo hydrodynamického toku [4].

Dalsi podstatnou vlastnosti hyaluronové sité je sterickd exkluze vzhledem k ostatnim
makromolekulam. Pfi normdlni koncentraci hyaluronanu v synovidlni tekutin€ je jen asi 15 %
vody dostupné pro albumin, ale skute¢na koncentrace ve zbyvajici Casti roztoku je vetsi.
Stupen exkluze se zvySuje se zvySujici se molekulovou hmotnosti a ¢aste¢né tak vysvétluje
fakt, ze se nejvetsi plazmatické proteiny v extravaskularnim prostoru redukuji dokonce jesté
vice neZ albumin. Mimo jiné to znamend, Ze virové protilatky mizou mit mnohem vétsi
neutraliza¢ni aktivitu v pfitomnosti polymert, nez se predpokladalo, a timto budou branit
obnoveni zivotaschopnosti viru[4].

2.1.4 Hyaluronan v roztoku
KIi¢ k tomuto tématu spociva ve tvarech, jaké umi fetézce hyaluronanu zaujmout. Klasické
metody studia polymert, jako je méfeni viskozity, ultracentrigugace a méteni rozptylu svétla
podporovaly nazor, ze tetézec hyaluronanu je v roztoku ve formé nahodného klubka. Tyto
metody vSak zkoumaji systém na zdkladé¢ celku a srovndvaji systém s matematickym
modelem, ktery ale ne vzdy musi odpovidat realité [10].

Retézce hyaluronanu obsahuji dvé &asti — sacharidové kruhy, které jsou relativné rigidni,
a mezi nimi glykosidickou vazbu slozenou z kyslikového atomu spojujiciho tyto dvé
sacharidové jednotky dohromady. Tyto dvé vazby, vedouci z atomu kysliku, zaujimaji tvar
pismena ,,V*. Substituenty vazané na koncich téchto vazeb, mohou rotovat az o 360°.
Vypocty a molekularni modelovani ukézaly realitu, Ze Vv rotaci substituenti budou urcitd
omezeni, napt. pozice, kdy jsou ob¢ sacharidové jednotky pftili§ blizko sebe, bude nemozna.
Zustava vsak obrovsky poc¢et moznosti, jaky tvar mohou sacharidové jednotky zaujmout [9].

Pomoci méfeni rentgenového zafeni bylo zjisténo, ze ve vodnych roztocich se kazda
disacharidova jednotka otaci o 180 °, takze do piivodni konformace se dostane vzdy po dvou
otackach. Tvofi tedy dvakrat stoCenou Sroubovici (ne dvojSroubovici jako u DNA). Tato
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struktura vykresluje jemnou kiivku v obou pohledech — plo§ném i boénim (viz obrazek 2).
Takovéto uspotradani preferuji ve vodném roztoku i jiné sacharidy — keratan sulfat,
chondroitin sulfat i dermatan sulfat. Objemné skupiny tedy po rotaci zaujmou vyhodnéjsi
ekvatorialni polohu a vodiky se tak dostanou do pozice axialni [9].

Obr. 2: Plosna (1) a bocni (2) projekce molekuly hyaluronanu. (3) je pohled skrz osu dvakrat
stocené sroubovice.[10]

2.1.5 Hydrofobni oblasti v molekule hyaluronanu

Hydrofobni oblasti jsou dusledkem sekundarni struktury, na rozdil od posloupnosti cukri,
ktera tvofi primarni strukturu. Hyaluronan v podobé dvakrat stoCené Sroubovice ma ve své
struktufe hydrofobni oblast slozenou z axialnich vodikii navazanych na 8 nepolarnich —CH
skupin [10].

Hyaluronan se se svou velkou hydrofilitou a malou hydrofobni oblasti zacal oznacovat
jako amfifilni polyanion. Hydrofobni oblasti maji ve vodném prostiedi velké dusledky.
Shlukuji se, ¢imZ sniZzuji povrchové napéti. Tento hydrofobni efekt fidi tvorbu membran
a prispiva ke stabilizaci napf. dvojSroubovice DNA, pfiemZ se netvoii Zadnd chemicka
vazba. Hydrofilni a hydrofobni ¢asti fetézce se tedy stiidaji pravidelné [8, 9].

2.1.6 Dalsi interakce

Hyaluronan tvofi agregaty sam se sebou. Caste¢né tomu napoméhaji hydrofobni oblasti.
Elektrostatické odpuzovani, které by mohlo pomahat tvorbé agregati je brzdéno jak
hydrofobnimi oblastmi, tak 1 vodikovymi mistky mezi acetamidovymi a karboxylovymi
skupinami. Pro tyto interakce kratkého dosahu je nejvyhodnéjsi antiparalelni uspotadani.
Teprve pifi tomto uspoiadani dochédzi k jemnému zaktiveni fetézce a rozlozeni hydrofobnich
oblasti a vodikovych mustkt je optimalni [8].

2.1.7 Metabolismus
Metabolismus HA je velmi dynamicky. Nékteré buiiky, napt. chondrocyty v chrupavkach,
aktivné syntetizuji a katabolizuji HA, tyto dva pochody jsou v rovnovaze, ktera je fizena
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aktualni koncentraci v tkani. Metabolické¢ studie ukazaly, ze poloCas rozpadu takto
syntetizované¢ho hyaluronanu je 2-3 tydny, avSak u keratinocytll v epidermis je to méné nez
jeden den [11].

U savci je pak enzymatickd degradace hyaluronanu vysledkem aktivity tfi typll enzymua —
hyaluronidaz, B-D-glukuronidaz a [-N-acetyl-hexosaminidaz. Obecné Ize fici, zZe
hyaluronidazy S$té€pi vysokomolekularni hyaluronan na mensi oligosacharidy a zbylé dva
enzymy S$tépi jednotlivé fragmenty. Pusobeni produkti degradace hyaluronanu ma
za nasledek zvySeni tkanové permeability, proto se pouziva hyaluronan ve spojeni s jinymi
1€éky k urychleni jejich rozptyleni, coz nachazi uplatnéni napt. v o¢ni chirurgii, kde se pouziva
v kombinaci s lokalnimi anestetiky. Tohoto faktu vyuzivaji i nékteré bakterie, které produkuji
hyaluronidazu, aby zvysili svou mobilitu skrz télesné tkan¢ [1].

Kone¢né produkty degradace, glukuronova kyselina a N-acetylglukosamin mohou byt
vyuzity k dal§i biosyntéze polysacharidu [12].

2.1.8 Vyroba

Pivodné byla HA izolovdna z mnoha ruznych zdroji — oc¢niho sklivce, pupecni Sniry,
kohoutich hiebinkd. Od extrakce z posledniho zminovaného zdroje, kohoutich hiebinkd, bylo
vSak wupusSténo zdivodu mnoha namitek na pouziti tohoto Zzivoc¢iSného zdroje
ve farmaceutickém primyslu a dalSich biomedicinskych aplikacich. Jako alternativni zptisob
vyroby byla tedy vyvinuta mikrobidlni fermentace. Prvni takto komeréné vyrobena HA
pochazela z bakterie rodu Streptococcus zooepidemicus a tento kmen se pouziva dosud [13].

2.2 Polystyren sulfonat sodny
Polystyren sulfonat sodny (PSS) je z chemického pohledu sil polykyseliny s funk¢énimi
sulfonatovymi skupinami, navdzanymi na polymerni fetézec, tvofeny monomery styrenu.

Tento hydrofilni polymer je zaloZen na styrenovém skeletu. Jedna se o iontoménic, ktery
uvoliiuje Na* ionty a absorbuje jiné kationty. Je snadno rozpustny ve vods, ale v alkoholech
se jiz nerozpousti. Struktura je zobrazena na obrazku 3. Tento polymer ma také specifickou
vlastnost — v jeho pfitomnosti dimer akridinové oranze vykazuje fluorescenci a je mozné jej
pomoci fluorescen¢niho méteni pozorovat [14].

Polystyren sulfonat sodny je bily prasek, ktery nasel velké uplatnéni v oblasti mediciny, kde
se pouziva ke snizovani koncentrace drasliku v krvi a v jatrech u lidi trpicich hyperkalémii
[21]. Pfi této nemoci je nejohrozenéjSim organem srdce, mize také nastat zvySena
neurosvalova drazdivost, ¢i celkova paralyza [16].

Jednou z vyhod je nulova metabolizace PSS v lidském téle spojena s nulovym ukladanim
Vv jeho tkanich, takze vSechen PSS je po pouziti opét bezpeéné z organismu vyloucen [17, 18].
Vedlejsimi G¢inky jsou pak stievni poruchy, nebo ztrata chuti k jidlu [19]. V chemickém
prumyslu se vyuziva k zmékcovani vody, kde funguje jako jiz zminény iontoméni¢. Ve
stavebnim primyslu je vyuzivan jako plastifikdtor cementt. V jinych odvétvich vyuzivame
tento polymer jako membranu propustnou pro protony u palivovych ¢lankti a ve formé
pryskyfice je vyuzivan jako katalyzator v organické syntéze [20].

11



CHj
H,C

o= ? @)
) +
O Na
Obr. 3: Zakladni stavebni jednotka polystyren sulfondtu S navazanym kationtem sodiku

Spojené monomerni prvky 4-vinylbenzenu tvoii polymerovou strukturu polystyren
sulfonatu. Kazdy z téchto monomernich prvki je pak sulfonovan funkénimi skupinami SO3 .
Hlavnimi metodami vyroby jsou polymerace 4-vinylbenzen sulfonové Kyseliny, popf.
sulfonace polystyrenovych fetézcl. Reakénimi podminkami u druhého zplsobu je fizena
produkci dalSich sekundarnich latek v boc¢nich reakcich. MiZze dochazet napt. k dvojité
substituci fenylového kruhu, sitova polymerace ptes sulfonylové skupiny apod. Na trhu je
k dostani PSS takika vyhradné ve formé vapenatych nebo sodnych soli, a to z diivodu stability
a rozpustnosti [17].

V roztoku tvofi PSS dlouhé fetézce s centralni linii danou polymerizovanym vinylem,
do prostoru jsou navazany sulfonované styrenové cykly, délka téchto fetézci muze byt velice
rozdilna, pohybuje se od nékolika set po vice jak 10" monomernich jednotek, pfi¢emz molarni
hmotnost obsahuje fadové 10°-10° Da [18].

o 2
50, 50,

=
4na

—4— CH—CH—CH—CH———
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| s L J,,

Obr. 4: Schéma retezce PSS [22]

Diky této jednoduché centralni struktufe zaujima fetézec mnoho stupnti volnosti, a tudiz
samovolné¢ nezaujima strukturdlné slozitéj§i uspotadani ve formé sklddaného listu nebo
Sroubovice. BéZné se v roztoku vyskytuje ve formé shluki a propletenct téchto molekul
bez vyssiho prostorového uspotadani.
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Polystyrensulfonat se diky svym zndmym fyzikalné-chemickym vlastnostem, biologické
stabilit¢ a pravidelné struktufe Casto pouziva jako testovaci a kontrolni polymerni latka
pii porovnavani fyzikalné-chemickych interakci s dalSimi biopolymery, napt. kyselinou
hyaluronovou. Oba tyto linearni polymery jsou ve vodé rozpustné, tvoii viskoelastické
roztoky a na kazdém svém monomeru obsahuji zaporné nabité skupiny (na hyaluronanu
COQO" a na polystyren sulfonatu SO3"), které mohou vstupovat do interakce s dalsimi kladné
nabitymi latkami nevazebnou fyzikalni interakci [17, 18].

2.3 Chondroitin sulfat
Chondroitin sulfat si nasel svoje uplatnéni v soucasné mediciné, i kdyz zatim jen v podobé
potravinovych doplikii, které snizuji celkové mnozstvi konzumovanych nesteroidnich
antiflogistik pii osteoartritidé [23].

Télu vlastni chondroitin sulfat je soucasti extracelularni matrix, kde vazbou na ptislusné
proteiny vytvaii skupinu proteoglykanti tzv. lektikanii, zodpovédnych za strukturalni integritu
tkani a spravnou funkci kloubnich chrupavek [24].

2
HO-S-0
O——H
Q /—0
Os_OH OH
0O * xNa
OH ch\n/NH
/ O

Obr. 5: Struktura monomeru chondroitin sulfatu sodného

2.4 Koloidni roztoky vysokomolekularnich latek

Koloidem rozumime systém slozeny z disperznich <¢astic a disperzniho prostiedi.
U klasickych koloidli rozumime disperznim prostfedim rozpoustédlo a disperznimi ¢asticemi
shluky molekul. V tomto ptipadé jsou disperznimi ¢asticemi jednotlivé molekuly a systém
nazyvame lyofilni koloidy [25].

Vysokomolekularni latky jsou kvili své vysoké molekularni hmotnosti netékavé a nelze je
destilovat. VétSina z nich pii zahfivdni mékne a nemd urcitou teplotu tani. Rozkladaji se
pfi teploté nizsi nez bod varu. Vlastnosti téchto latek se odviji od rozmért, struktury a tvaru
molekul. Podle tvaru mizeme vysokomolekularni latky rozd€lit na linearni polymery, vétvené
polymery, nekone¢né sitovité struktury a globuldrni makromolekuly. Koloidni roztoky tvoii
pouze linearni polymery a globularni makromolekuly [25].

2.4.1 Roztoky vysokomolekulirnich elektrolyti

Podle povahy funkénich skupin mizeme tyto polyelektrolyty rozd€lit na kyselé, obsahujici
zéaporné nabité skupiny (COO™,SO3"), bazické (NH3"), a amfoterni. O sile kyselosti rozhoduje
disociacni konstanta, ale porovnat poméry v téZe molekule je slozité, protoze dvé stejné
skupiny mohou mit rozdilné hodnoty disocia¢nich konstant. To muize byt zplisobeno
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vzajemnym ovliviiovanim okolniho prostfedi, pokud jsou molekuly pf#ili§ blizko sebe, pak zde
maji vliv i odpudivé sily a rozdily mezi disocia¢nimi konstantami stejnych molekul zptisobuji
i fetézce, na kterych jsou disociované skupiny navazané [25].

2.4.2 Vlastnosti roztoki vysokomolekularnich latek

Vyjadfovani koncentrace roztokii polymert neni vhodné v molarnich zlomcich, nebot
hodnota molarniho zlomku je vzhledem k vysoké molarni hmotnosti polymert ptili§ mala.
Naopak velmi vhodnym se jevi pouziti hmotnostnich nebo objemovych zlomki [25].

Kromé translacniho a rotaéniho pohybu disperznich ¢astic se u polymert vyskytuje jesté
intramolekularni rotace. Tou se méni tvar molekuly a v kinetickych, optickych
a mechanickych vlastnostech se tak projevuji nékteré jevy, které se u jinych koloidné
disperznich systémut nevyskytuji, napf. schopnost gelace [25].

Difuze

Difuzni koeficient makromolekul v roztocich nebyva sice v dasledku jejich velkych
rozmérd vysoky, ale méfeni diftzniho koeficientu se vyuzivad pfi stanovovani molarni
hmotnosti, napt. bilkovin. Pro globularni makromolekuly, které se v roztoku chovaji jako tuhé

koule, mize byt polomér vypoéten za pouziti Einteinovy—Stokesovy rovnice z naméfeného
diftzniho koeficientu [25].

Viskozita

Viskozita zfedénych roztokli globularnich polymerii se vétSinou fidi Einsteinovou rovnici,
ale roztoky linearnich polymerti vykazuji odchylky od této rovnice i v nekonecném ziedéni.
Pti relativnim pohybu makromolekularniho klubka a kapaliny ulpiva kapalina na c¢lancich
fetézce a rychlost proudéni v blizkosti fetézce je nizsi. V dobrém rozpoustédle klubko botna a
viskozita roztoku roste. Nizka viskozita roztoku naopak svéd¢i o tom, Ze afinita polymeru
k rozpoustédlu neni pfili$ velka. Viskozita roztoku polyelektrolyti obsahujicich jen souhlasné
naboje za nepfitomnosti nizkomolekularnich elektrolyt, kdy makromolekula nabyva tvaru
natazeného fetézce, je zvlasté vysoka. Pridavkem elektrolytu se makromolekula sbaluje a
viskozita klesa [25].

Viskozita koncentrovanéjsich roztoku roste rychleji nez s prvou mocninou koncentrace, jak
by odpovidalo Einsteinové rovnici. To je mozno vysvétlit vznikem piechodnych asociacnich
spoju mezi jednotlivymi fetézci. V proudici kapaliné se nepohybuji jiz jednotlivé fetézce,
ale shluky vzniklé spojenim vétsiho poctu makromolekul. Na rozdil od zfedénych systémi je
viskozita roztokti polymerd ve $patnych rozpoustédlech vétsi nez v dobrych, nebot’ jsou zde
podporovany asociace mezi jednotlivymi makromolekulami a vytvareji se vétsi celky.
U koncentrovanych roztokl linearnich polymerti je pozorovano plastické chovani. V téchto
roztocich se vytvareji nesouvislé struktury, stfizné napéti je rozbiji a viskozita S rostoucim
napétim klesa. Viskozita také rychle klesa s teplotou, nebot’” dochédzi k zaniku asociacnich
spoju v dasledku tepelného pohybu [25].

2.5 Fluorescencni sondy

Jedna se o vnéjsi fluorofory, které se ke sledovanym molekulam vazi nekovalentné. Zptsobuji
zménu fluorescencnich vlastnosti (intenzitu emise, posun emisniho maxima, zménu casu
vyhasinani). Volba fluorescenéni sondy je nejdilezitéjsi soucasti ve fluorescenéni
spektroskopii, protoze pravé jeji vlastnosti umoznuji ziskat potfebné informace. V soucasné

dobe¢ existuje nékolik tisic riznych sond [26].
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Pro tuto praci bylo zvoleno vice fluorescencnich sond s jednim spoleénym jmenovatelem —
kladnym nébojem na molekule.

25.1 Akridinova oranz

Akridinova oranz (AO) je kationaktivni fluorescencni sonda dobie rozpustnad ve vod¢. Je
schopna reagovat snukleovymi kyselinami, coz zni ¢ini velmi zajimavy nastroj
pro pozorovani téchto molekul [27]. Sonda s molekulami nukleovych kyselin vytvaii
elektrostatické interakce a nasledné dojde ke zmén¢ absorp¢niho a fluorescenéniho spektra.
Pokud se AO navaze na DNA, emituje fluorescenci pii 530 nm, v piipad¢ navazani na RNA
dochazi k emisi pti 640 nm [28].

\
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Obr. 6: Akridinovad oranz — protonovand forma

Ve ziedénych roztocich existuje akridinova oranz pouze jako monomer, od koncentrace
vy$s$i nez 2-10° M [76] se vyskytuje taktéz jako dimer. Tvorba dimeru zhasi fluorescenci
tvorby dimeru je méfeni intenzity fluorescence. S rostouci koncentraci sondy se zvySuje
intenzita fluorescence az do chvile agregace monomeru. V tomto okamziku za¢ne intenzita
prudce klesat.

Akridinova oranz se vyuzivd pro zkoumani interakci sond a polymerd, jak biologickych,
tak 1 syntetickych. Vazba sondy na polyelektrolyt muize poskytnout mnoho informaci
o chemické a fyzikalni podstaté vaznych mist polymeru a o uspofadani fetézce polymeru [29].

2.5.2 Rhodamin 6G

Rhodamin 6G je jednim z hojné vyuzivanych fluorofori. Kromé pouziti jako fluorescen¢niho
barviva se vyuziva jako barvivo v kapalnych laserech. Rhodamin 6G je jednou
Z nejpouzivanéjsich a nejstudovanéjsich laserovych barviv [30, 31].

Rhodaminova barviva maji rigidni a planarni centralni molekularni strukturu. Vyznacuji se
dlouhymi vlnovymi délkami excitace a emise, v oblastech 480-600 nm a 500-700 nm
[15, 32]. Jejich kvantovy vytézek a fotochemicka stabilita jsou vysoké [32, 33].

Rhodamin 6G je zcela rozpustny v methanolu, ethanolu a jinych organickych
rozpoustdlech. Ve vodnych roztocich agreguje od koncentrace 10° M vyse [35, 36]. Tento
jev je zpusoben hydrofobnimi interakcemi mezi alkylovymi substituenty na molekule.
Dochazi k formovani dimert a oligomeru [30, 33, 82].

Pii dostatecném ziedéni, kdy je potlaCena agregace, je maximum excitace 525 nm
a maximum emise 554 nm [36].
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Obr. 7: Struktura Rhodaminu 6G

2.6 Fluorescence

V souCasné dobé je fluorescence dominantnim jevem vyuzivanym hlavné v oblasti
biotechnologie, pritokové cytometrie, lékarské diagnostice, DNA sekvenaci, forenzni
a genetické analyze. Dos$lo k dramatickému narustu vyuziti fluorescence v bunééném
a molekuldrnim rozpozndvani. Diky fluorescenci je mozno odhalit umisténi molekuly
a pozorovat také molekuly v intracelularnim prostoru; detekce muze probihat na trovni jedné
molekuly [32].

2.6.1 Jevy fluorescence
Luminiscence je emise svétla z jakékoliv latky, nastava z elektronicky excitovanych stavi.

Luminiscence se formalné rozd€luje do dvou kategorii — fluorescence a fosforescence,
Vv zavislosti na povaze excitovaného stavu. V excitovanych singletovych stavech se elektron
Vv excitovaném orbitalu sparuje s dalSim elektronem, ktery ma opacny spin a nachazi se
v orbitalu v zakladnim stavu. V dasledku toho je navrat do zakladniho stavu povolen
a dochazi k emisi energie. Emisni rozsah fluorescence je ptevazné od 10° s, tudiz typicka
doba zivota se pohybuje okolo 10 ns. Existuji ale i ptipady, kdy emise nastavd v fadové
krat§ich Casovych intervalech. Doba Zivota fluoroforu je primérna doba mezi excitaci
a navratem do zakladniho stavu. Je tfeba zvazit dobu zivota 1 ns v kontextu k rychlosti svétla.
Svétlo za 1 ns urazi ve vakuu zhruba 30 cm. Mnoho fluorofori ma subnanosekundovou dobu
zivota. Vzhledem k takto kratké dobé& fluorescence, métfeni Casove rozliSené emise vyzaduje
sofistikovanou techniku. I ptesto, Ze je méfeni ¢asové rozlisené fluorescence slozitéjsi, je tato
technika Siroce vyuzivana kvili ziskanym informacim. Ve srovnani s méfenim ustalené
fluorescence ziskavame Casové rozliSenou vice informaci. Navic, s pokroky v technologiich
se 1 méfeni Casove rozliSené fluorescence zna¢né zjednodusuje [32].

Fosforescence je emise svétla z tripletového excitovaného stavu, kde oba elektrony v paru
maji stejn¢ orientovany spin. Pfechody do zakladniho stavu jsou zak4zané, a rychlost emise je
pomalejsi (10°-10° s (viz obrazek 8). Doby zivota fosforescence jsou v fddech milisekund
az sekund. Fosforescence obvykle nebyva vidét v roztocich o pokojové teploté. Diivodem
jsou mnohé deaktivaéni procesy, které konkuruji emisi, jako napf. neradiani rozpad
a zhaseni. Je tfeba poznamenat, ze nékdy jsou rozdily mezi fluorescenci a fosforescenci malo
znatelné, napt. u komplexti kovu s organickymi ligandy, které vytvafeji smiSené singlet-
tripletové stavy [32].

16



Fluorescence obvykle nastava u aromatickych molekul. Typickymi fluorescen¢nimi latkami
(fluorofory) jsou napf. akridinova oranz, chinin obsazeny v toniku, fluorescein, Rhodamin B,
a jiné. Prvnim objevenym fluoroforem byl chinin, u néhoz je mozné pozorovat jemné modrou
zafi pfi dennim svétle. Dale miZzeme pozorovat zelenou, nebo oranzovou zafi
u protimrznoucich smési do aut, kde je obsazen jak fluorescein, tak i Rhodamin B.
Uhlovodiky s vice aromatickymi jadry, jako jsou napf. anthracen a perylen také vykazuji
fluorescenci, emise z téchto latek se vyuziva pro monitorovani zne€isténi zivotniho prostredi
ropnymi latkami. Nékteré substituované latky také vykazuji fluorescenci, napi. pod zkratkou
POPOP se skryva 1,4-bis(5-phenyloxazol-2-yl)benzen a je vyuzivan jako scintila¢ni po¢itadlo
a akridinova oranz jako dalsi ptiklad se vyuziva nejen pro barveni DNA [32].

Na rozdil od aromatickych organickych molekul jsou atomy nefluoreskujici, s vyjimkou
lanthanoidt [37]. Spektralni udaje o fluorescenci jsou obvykle prezentovany formou emisnich
spekter. Fluorescen¢ni emisni spektrum je zavislost intenzity fluorescence proti vinové délce
(nm), nebo vinovém &isle (cm ™). Emisni spektra riznych latek se znaéng lisi, jsou zavislé
na chemické struktuie fluoroforu a rozpoustédla [32].

2.6.2 Jabtonskiho diagram

Procesy, které se vyskytuji mezi absorpci a emisi svétla, obvykle ilustruje Jabtonskiho
diagram [38, 39]. Tyto diagramy jsou Casto pouzivany jako vychozi bod pro diskuzi
o absorpci a emisi svétla, existuji v riznych formach a jsou pojmenovany po prof. Alexandru
Jabtonskim, ktery je povazovan za otce fluorescenéni spektroskopie diky svym uspéchim,
a mimo jiné definoval termin anizotropie [32].

Vnitfni
S, A —— konverze
2 _:S:‘.___..__"_;,_
5 B Mvezisystémovy o
S () () pfechod Vibracni
1 Y Y o relaxace

- {

v T,

So v

Obr. 8: Jab/oriskiho diagram

Molekuly nachézejici se ve stavu S;, tedy excitovaném stavu, mohou podlehnout spinové
konverzi na prvni tripletovy stav T;. Emise svétla z tohoto stavu se nazyva fosforescenci a je
posunuta kK vyssim vlnovym délkam (nizSim energiim) vzhledem k fluorescenci. Konverze ze
stavu S; do T; se nazyva mezisystémovy prechod (z angl. intersystem crossing). Prechod z T,
do Sy, ktery ptedstavuje zakladni stav, je zakazany, a v tomto disledku je rychlostni konstanta
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pro tuto reakci fadové nizsi, nez pro fluorescenci. Molekuly obsahujici tézké atomy, jako
napf. brom nebo jod, ¢asto fosforeskuji. Usnadiuji totiz mezisystémovy piechod a posiluji
kvantové vytézky fosforescence [32].

2.6.3 Stokesiiv posuv

Pii prozkoumavani Jabtonskiho diagramu je ziejmé, Ze energie emise je niZSi neZ energie
absorpce. Fluorescence obvykle nastava pii nizSich energiich, jinak feceno pifi vysSich
vlnovych délkach. Tento jev byl poprvé pozorovan Stokesem v roce 1852 na univerzité
v Cambridge [40]. Tyto pokusy vyuzivaly relativn¢ jednoduché pfistrojové vybaveni.
Pro ultrafialovou excitaci pouzivali slunecni svétlo a modry sklenény filtr, ktery byl soucasti
obarven¢ho skla. Tento filtr selektivné pfenasel svétlo pod 400 nm absorbované chininem.
Aby dopadajici svétlo nedosahlo na detektor, byl pouzit Zluty sklenény filtr, tehdy lahev
od vina. Chinin vykazuje fluorescenci v oblasti 450 nm a je tedy snadno viditelny [32].

Roztok chininu je bezbarvy, protoze absorbuje v ultrafialové oblasti. Modrou barvu vidime
pouze z oblasti blizké k povrchu, protoze je roztok koncentrovany a absorbuje vSechno UV
zéfeni z prvnich nékolika milimetr. Stokes pozoroval vnitini u¢inek filtru. Po prichodu
roztokem je svétlo jiz tak zeslabené, ze nelze pozorovat modrou zafi. Doslo k tomu z divodu
odstranéni UV zafeni, a tedy oslabené svétlo nemohlo dale chinin excitovat. U roztoku
fluoresceinu by to mozné bylo diky delsi absorpéni vinové délce fluoresceinu [32].

Organickd barviva jsou sloZzena z mnoha atomii (50-100) a vykazuji proto komplexni
vibra¢ni spektrum. V souvislosti stim ma fluorofor velké mnozstvi energeticky riznych
moznosti pfechodu do vibracnich hladin zakladniho stavu po excitaci svétlem o prislusné
vlnové délce. Vzhledem k interakcim fluoroforu s molekulami rozpoustédla a tedy i solvataci,
emisntho pasu fluorescence, vzhledem k poloze absorpcniho pasu, v disledku
neradioaktivniho rozpadu, se nazyva Stokestv posuv. JelikoZ se v zavislosti na excitaci méni
rozlozeni elektronti v obalu, nastane narast jinych vazebnych sil a dipélovych moment.
Molekuly rozpoustédla zaujimaji novou konfiguraci, pfizpisobi se tak béhem nékolika
pikosekund [39].

Energetické rozdily mezi excitaci a emisi jsou pozorovany obecné pro vétSinu molekul
vibra¢niho stavu hladiny S;. Kromé toho fluorofory obecné klesaji na vyssi vibracni hladiny
stavu Sg, coz vede k dal§im ztratdm excitadni energie zpiisobené termalizaci® piebytené
vibracni energie. Stokesovy posuvy muzou byt také zpusobeny efekty rozpoustédla,
interakcemi v excitovaném stavu, tvorbou komplext nebo pienosem energie [32].

2.6.4 Doba zivota a kvantovy vytézek

Kvantovy vytézek je pomér poctu emitovanych elektronti a poctu absorbovanych elektronti.
Latky s nejvétSimi kvantovymi vytézKky, tedy témét jednotkovymi, emituji nejjasnéji. Jsou to
naptf. rhodaminy. Doba Zivota je také dilezita, urCuje casovou dostupnost fluoroforu
k interakcim s prostiedim nebo difuzi v ném, a tim i informace dostupné z emise.

Pokud porovname dvé takika stejné latky liSici se pouze v jednom atomu, jako je tomu
napf. u latek Eosin a Erytrosin B, budou vykazovat odlisné doby Zivota a kvantové vytézky.

A4

Obecné lze fici, ze molekula obsahujici téz8i atom (v pfipadé Erytrosinu B obsahuje molekula

! termalizace je proces, kdy se kineticka energie elektronti snazi vyrovnavat s teplotou okoli [77]
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atom jodu; Eosin ma na sobé navazany atom bromu) vykazuje krats$i dobu Zivota a nizsi
kvantovy vytézek oproti molekule s leh¢im atomem.

Doba zivota fluoroforu v nepfitomnosti radiacnich procest se nazyva vnitini nebo ptirodni
doba Zivota a je dana vztahem:

Ty =0 )

kde I" je rychlost emise fluoroforu.

V zasadé¢ plati, ze takovou dobu zivota lze vypocitat z absorpénich spekter, extink¢niho
koeficientu a emisnich spekter fluoroforu. Zjistime vSak rychlost rozpadu (radiactive decay
rate), ktera nebere v ivahu interakce s rozpoustédlem, ani zmény indexu lomu mezi absorp¢ni
a emisni vlnovou délkou.

2.6.5 Dimerizace fluoroforu a isosbesticky bod

U spekter roztokt organickych barviv miize dochazet v koncentraénim rozmezi 10°-10* M
k agregaci molekul barviva, coz je v podstaté deviace Lambert-Beerova zakona, jista
odchylka od ideality. Molekularni agregaty jsou makroskopické klastry molekul velikostné
V rozmezi mezi krystalem a izolovanou molekulou. V poloving 30. let 20. stoleti Scheibe [75]
a nezavisle na ném Jelley [76] zjistili, Ze s rostouci koncentraci barviva pseudocyaninu (PIC)
ve vodég, vznika uzky absorpcni pas, coz bylo pozdéji pfipsano excitaci vytvoren¢ho agregatu.
K vytvofeni nejjednodussiho agregétu, kterym je dimer, musi byt interakce mezi dvéma
molekulami barviva siln¢jsi, nez vSechny ostatni sily, které se vyskytuji v procesu solvatace
monomeru. Obvykle jsou agregaty barviv popisovany na zaklad¢ pozorovani spektralnich
posunti absorpénich maxim vzhledem Kk absorpénim maximim monomerd. Pro vétSinu
moznych uspofddani dimerd se objevuji dva absorpcni pasy, jeden s vétsi energii oproti
monomeru, vytvaii H-typ agregatu (absorpéni pas posunut hypsochromn¢), a druhy, s nizsi
energii vzhledem k monomeru, nazyvany J-typ agregatu, neboli Scheibiv typ agregatu
(absorp¢ni pas posunut bathochromn¢) [39, 41, 42]. J-typ agregatu vykazuje lomenou nebo
izotaktickou strukturu (substituenty jsou ve stejné konformaci vzhledem k hlavnimu fetézci)
a obvykle vykazuje fluorescenci s intenzitou vyss$i, nez u monomernich barviv. Je znamo,
ze fluorescence H-typu dimerovych agregatii (sendvicovy typ dimeru) je silné zhasena.
Ve skutecnosti, s vyjimkou par ptikladi, by se mohl neemisni charakter excitovaného stavu
stat uznavanym jako obecny rys H-typu agregatu.

Panuje vSeobecna shoda, Ze oba typy agregatli se tvoii skladanim jednotlivych molekul
barviva na sebe, prekryvanim rovin, a z toho se poté¢ formuji dvojrozmérné krystaly (viz
obrazek 9).

Podle excitonové? teorie doktora Kaschi a jeho tymu [43], je v J-typech agregatii povolen
pouze piechod do niz§ich energetickych stavii excitonového pasu, coz vede k faktu, ze J-typ
agregatu ma vysoky kvantovy vytézek. V porovnani, H-typy agregatii maji velky Stokestiv
posuv fluorescence a maly kvantovy vytézek. Po excitaci pasu H-excitonu, dochazi rychle
k energetické relaxaci do nizSich energetickych stavi, které vykazuji zanedbatelné malé
dipélové momenty prechodu®. Tyto dva odlisné druhy agregatii, J-typ a H-typ se vyznacuji

2 Exciton je kvantum excitaéni energie pohybujici se v periodické struktute krystalu, je elektricky neutralni
a proto jeho pohyb krystalem vede k pienosu energie, ale nikoliv naboje [44].

% Elektromagneticka vlna muze indukovat oscilujici elektricky moment v molekule, ktery miize vést
az k absorpci pokud se oscilacni kmitocet rovna frekvenci svétla. Amplituda tohoto momentu je ptrechodovy
moment mezi pocateCnim a koncovym stavem [45]. Dip6lovy moment piechodu je kvantové mechanicka
zalezitost. Neni skutecnym dip6lovym momentem, ale je dan okamzitym stavem elektronového obalu molekuly.
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tim, Ze maji odlisné thly o mezi molekularnim dip6lovym momentem pifechodu a podélnou
osou [39]. Jinymi slovy je to uhel mezi linii vedenou stiedem naskladanych molekul
a podélnou osou jakékoliv paralelni molekuly.

I —
I —
| I
I I B
e I I I
I I I N B
I [
N [
a) bl c)

Obr. 9: Schéma skladdani molekul cyaninovych barviv na povrchu a v roztoku.
a) typ Zebrik, b) typ schody, c) typ cihly

V zavislosti na literatufe je nékdy dany thel nazyvan thlem skluzu [46]. Podle puvodni
teorie je hrani¢ni hodnota ihlu jina, konkrétné pokud je o > 54,7°, tvoii se H-agregat, pokud
je a.<54,7° tvoii se J-agregat [39]. Podle druhé teorie je mezni hranice thlu skluzu 33°,
pokud je uhel mensi, tvofi se J-agregat, a naopak. Excitonova teorie vSak plati pouze
za predpokladu, ze interakce mezi orbitaly zkonstituovanymi molekulami jsou zanedbatelné
[46]. Pokud existuji interakce mezi dvéma a vice molekulami v jednotce agregatu, obecné
byvaji pozorovany dva a vice excitonovych ptechodi S vysokym pfechodovym momentem
a puvodni absorpcni pas je rozdélen do dvou ¢i vice komponent. Toto rozdéleni zavisi na
vzdalenosti mezi molekulami, Ghlu jejich dipélového momentu piechodu s osou agregatu,
uhlu dip6lového momentu piechodu mezi sousedici molekulou a poctem interagujicich
molekul. Vyskyt isosbestickych bodll v absorpénim spektru s rostouci koncentraci barviva je
dikazem rovnovahy monomernich a dimernich jednotek, umoZnuje vypocitat asociacni
konstantu, kromé spekter Cistych monomerd a dimerd. Vlnové délce, pti niz ma vice slozek
stejny extinkéni koeficient, se fika isosbesticka vinova délka nebo isosbesticky bod®. Kdyz
jsou v roztoku piitomny dvé absorbujici slouceniny, v absorpénim spektru se Casto vyskytuji
dva nebo vice isosbestickych bodl. Ve viceslozkovych roztocich se isosbestické body takika
nevyskytuji, protoze je velmi nizkd pravdépodobnost vyskytu tii a vice sloucenin o stejné
molarni absorbanci pii jakékoli vinové délce. Isosbestické body jsou uzitecné pii studiu
rovnovahy reakci mezi reaktanty a produkty. Pfitomnost isosbestického bodu miize byt také
vyuzita jako dikaz, Ze v roztoku nejsou ptitomny zadné meziprodukty [39]. Kromé tvorby
dimertt dochdzi u néckterych fluoroforii (rhodaminova a oxazinova barviva) k vyskytu
1sosbestickych bodl v absorpcnich spektrech po pfidani aminokyseliny tryptofanu nebo DNA
nukleotidu guanosinu monofosfatu, dGMP, do vodného roztoku [47, 48, 49]. Vysvétlenim je
fakt, Zze ob¢ slozky, barvivo i1 aminokyselina, absorbuji pfi stejné vlnové délce a tvori
komplexy [50].

Velikost dip6lového momentu ptfechodu udéva schopnost daného stavu molekuly absorbovat nebo emitovat
svétlo. Smér dipolového momentu pfechodu udava smér, ve kterém je svétlo molekulou nejlépe absorbovano
nebo emitovano. Molekuly pfednostné absorbuji zafeni, jehoz elektrickd slozka kmita ve stejné roviné, jako je
absorp¢ni dip6lovy moment piechodu elektronu do vyssi energetické hladiny. Molekuly prednostné emituji
zateni ve stejné roviné jako je emisni dipélovy moment piechodu elektronu do nizsi energetické hladiny [32].

* Isosbesticky bod je jinymi slovy vlnova délka, vinové &islo, nebo frekvence, pii které se absorbance
ve spektru béhem chemické reakce a fyzikalnich zmén vzorku neméni[45].
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2.7 Ustalena a ¢asové rozliSena fluorescence

Fluorescen¢ni méfeni mize byt rozdéleno do dvou typl: ustdlené a Casové rozliSené. Kvili
nanosekundové skale emise fluorescence je nejbéznéjsim typem meéteni ustalené fluorescence.
To je charakterizovano konstantnim osvétlovanim vzorku a naslednym pozorovanim.
Na vzorek je sviceno kontinudlnim paprskem svétla a snima se emisni spektrum [32].

Me¢fteni Casové rozliSené fluorescence je druhym typem a pouzivd se pro méfeni
intenzitnich a anizotropnich kiivek. Rozdil oproti predchozimu typu je v osvétlovani vzorku —
zde je vzorek vystaven pulsu svétla, jehoz délka je krat$i nez doba emise. Vystupem je
intenzitni kiivka, kterd je sbirdna pomoci vysokorychlostniho detekéniho systému schopného
zaznamenat intenzitu nebo anizotropii na nanosekundové tirovni [32].

M¢fteni ustalené fluorescence je sice jednoduché, ale instrumentace je draha. Mnoho
procest se ztrdci béhem primérovani Casti a neni tak mozné ziskat informace o molekule
meéfenim ustalené fluorescence. Naptiklad anizotropni kiivky fluorescencnich makromolekul
jsou komplexnéjsi nez monoexponencialni vystup z ustdlené fluorescence. Precizni tvar
anizotropni kiivky obsahuje informace o tvaru a flexibilit¢ makromolekuly. Z métfeni ¢asove
rozliSené fluorescence tedy ziskdvame komplexnéjsi vysledky. Intenzitni kiivky poskytuji
informace o konformaci makromolekul. Je mozno ziskat biexponencialni kiivku a pomoci
matematické analyzy vyhodnotit, ze molekula se v naSem experimentu nachazi ve dvou
konformacnich stavech [32].

2.8 Fluorescen¢ni korelacni spektroskopie

Pod zkratkou FCS se skryva fluorescencni korelacni spektroskopie, coz je metoda zalozena
na pozorovani jedné nebo nékolika molekul. Sledované molekuly jsou pribézné posouvany
difizi do malého pozorovaného - konfokalniho objemu [32, 39]. FCS tak umoziuje
kontinudlni pozorovani po del§i ¢asova obdobi a nevyzaduje vybér specifickych molekul.
Metoda je zaloZzena na analyze fluktuace intenzity fluorescence v Case, coz je dusledek
néjakého dynamického procesu, napi. difuze z a do malého objemu, ktery je definovany
fokusovanym laserovym paprskem a optickou aparaturou. Kdyz fluorofor prodifunduje
do laserového paprsku, dojde k vicenasobné cyklické excitaci a nasledné emisi. V ptipad¢,
ze fluorofor difunduje z konfokalniho objemu rychle ven, emise fotont je kratkodoba. Pokud
se ale §ifi pomaleji, emise je delsi; fotovybélovani je v tomto piipade potlaceno, spiSe dochéazi
k pfechodu do tripletového stavu. Z korela¢ni analyzy Casové zavislé emise poté mizeme
urit difuzni koeficient. Casové zavisla je proto, Ze se odkazuje na realny aktualni ¢as, a nikoli
na ¢asovy pokles po pulzni excitaci [39].

FCS ma mnoho vyuziti vychézejicich z faktu, ze kolisani intenzity fluorescence mize mit
za nasledek vice procesi. Kromé¢ transla¢ni difuze, rotacni diflize a vnitini dynamiky molekul
také naptiklad mezisystémovy pifechod. Data jsou interpretovana pomoci autokorelacni
funkce. K popisu procest je zapotiebi mnoha rovnic a slozitost tomu ptidava i fakt,
7e na ziskana data ma ve stejny Cas vliv vice procest. K ziskani informaci o tvaru a velikosti
sledovaného objemu je zapotiebi rovnéz slozita teorie [32, 39].

FCS byla poprvé pospana v roce 1970. Nebyla pro védce ale atraktivni z divodu vysokého
poméru signalu a Sumu, kolisani intenzity laseru, nizkych kvantovych vytézki fluorofort
a nizké ucinnosti detektorii. Na rozdil od méfeni intenzity fluorescence, kde se 1épe méfi
roztoky o vyssich koncentracich, méfeni FCS vyzaduje maly pocet molekul v objemu. Aby
bylo mozné pozorovat maly poCet molekul, je tfeba méfit zftedéné roztoky, typicky kolem
1 nmol. Nezadouci pozadi a rozptyl ze zfedéného vzorku se daji odfiltrovat dobrou konfokalni
optickou aparaturou. Az na pocatku roku 1990 se dostalo FCS tady technickych vylepSeni,
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a tak se stalo FCS praktickou technologii. Jako detektory se zaCaly pouzivat vysokoucinné
lavinové fotodiody (AP/D), dale dostalo FCS vylepseni v podobé stabilnich laserti. Tim doslo
K rychlému nartstu moznych aplikaci. Nyni se FCS pouziva k pozorovani DNA hybridizace,
genové exprese, Nebo vazeb na membranové receptory [32, 39].

2.8.1 Princip

FCS typicky méfi volné difundujici molekuly. Excitace se obvykle provadi pomoci laseru
zaostfeného na rozhrani (diffraction-limitted spot). Konfokalni Stérbina se pouziva k odstinéni
nezaostten¢ho signdlu pochazejiciho z prostiedi mimo pozorovany objem. Pouzitim téchto
optickych podminek pozorujeme objem ve tvaru elipsoidu podlouhlého podél optické osy.
Koncentrace fluoroforti musi byt na rozhrani tak, aby konfokélnim objemem prochazelo jen
nekolik molekul. Konfokalni objem zaujima ptiblizn€ 1 fl. Pokud je koncentrace fluorofora
1 nmol, pak pozorovany objem obsahuje v priméru 0,6 molekul. Jde o prumér v Case, tedy
pravdépodobnost vyskytu molekuly v konfokalnim objemu v dany Cas. Pramérny pocet
molekul v objemu zustava stejny a je definovan koncentraci, ovSem vlivem nahodné diftize
fluorofori muze dochazet k vykyviim v aktualnim poctu molekul v objemu. Kolisani poctu
molekul v objemu zpusobuje kolisani intenzity fluorescence [32, 39].

Na obrazku 10 je znazornén konfokalni objem s molekulami fluoroforu v excitovaném
stavu (Cerveng) a ve stavu zakladnim (Sed€). Hodnoty zg a rp se méni v ramci pouzité vinové
délky laseru a v zavislosti na dalSich parametrech. Standardné se hodnota ro pohybuje okolo
100 nm a hodnota z, okolo 500 nm.

Obr. 10: Grafické naznaceni tvaru konfokalniho objemu S vyznacenymi poloosami

K ziskani autokorelacni funkce je tfeba vypocitat korelaci mezi intenzitou fluorescence
v daném case I(t) a v Case o néco pozdéji I(t+7). Pokud je diftze dostate¢né pomala, hodnoty
I(t) a I(t+7) se mohou rovnat. Vysledkem je autokorelacni funkce G(z), ktera v sob& uchovava
informaci o difaznim koeficientu a poétu molekul v pozorovaném objemu. Zavislost
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autokorelacni funkce na rychlosti difuze dé€la z FCS cenny nastroj pro méieni Sirokého
rozsahu vazebnych interakci, jako napf. vazba mezi proteinem a ligandem. Korelacni ¢as t
v méfeni FCS kiivek neni zavisly na dobé zivota fluoroforu [32, 39].

Dulezitou ¢asti je méfeni po¢tu difundujicich molekul v pozorovaném objemu. V principu,
meéfeni nezavisi na externi kalibraci nebo kvantovém vytézku fluoroforti, ale kalibraci
provadime pouzitim zndmych roztokd. Dilezitym bodem je amplituda autokorelacni funkce
v ¢ase 1=0 ukazujici primémy pocet pozorovanych molekul. FCS tak lze vyuzit i pro
pozorovani $tépnych reakci molekul, nebo naopak agregaci molekul. Pozorovani tak malého
poctu molekul souvisi s velkou citlivosti méfeni. Vykyvy intenzity fluorescence mohou
zpusobit molekuly pfechazejici do tripletového stavu, nebo strukturdlni zmény
V biomolekulach. FCS Ize vylepsit pokroc¢ilymi technikami a méfit tak pomoci dvou vinovych
délek lasert — dvojbarevna FCS, nebo pomoci dvou lasert s odliSnou polarizaci —
dvojfokusova FCS [32, 39].

2.8.2 Teorie
V literatufe se mize znaceni jednotlivych rovnic pro popis FCS lisit [t, w].

Vystupem z vyhodnocovani fluktuaci intenzity fluorescence, odehravajici se v malém
objemu, muze byt statisticka analyza. Jejim vysledkem je autokorela¢ni funkce, ktera je
definovana jako:

(aAMAt+7) (I®It+7))

G(r) = AL Py,
7T ) (1) @

1(t) = lel(t)dt, 3)

kde dl(t) = |(t)—<|(t)>je odchylka od primérné intenzity, < > zna¢i pramérnou hodnotu

V Case, | je intenzita fluorescencniho signalu, T je celkovy Cas a ¢ je okamzita odchylka dané
hodnoty [34].

Je dulezité pochopit, co ndm autokorelacni funkce tikd. Autokorelacni funkce intenzity
fluorescence je dana souCinem intenzity v Case t, I(t), sintenzitou I(t+7) zprimérovana
z velkého pocétu naméfenych dat. Sbér dat probiha v rozmezi sekund az minut (doba méfeni)
[32, 39]. Autokorelaéni funkce ma své maximum pro nizké hodnoty t, poté postupné klesa
k nule [34].

Casovy interval 7p, pro ktery méa autokorelaéni funkce poloviéni hodnotu, nez ma ve svém
maximu, pak mizeme povazovat za primérnou dobu, po kterou se jedna molekula zdrzuje
v detekénim objemu.

Odchylku od priimérného fluorescen¢niho signalu v ¢ase t je mozné vyjadrit jako:

3 (1) = [W(r)s(C(r,t))dr, (4)
kde integrujeme pies detekéni objem. C je lokalni koncentrace Castic, # parametr nezavisly
na prostorovych soutadnicich, ktery urcuje poc€et fotonli detekovany z jedné Castice za jednu
sekundu (zavisi na celkové intenzité excitatniho svétla, Gcinnosti detekce, u¢inném praiezu
absorpce svétla a kvantovém vytézku fluorescence). W (r) udava prostorové rozlozeni
emitovaného svétla.

23



Pokud budeme pfedpokladat, ze u ¢astic, které sledujeme, se parametr 1 neméni v Case
a castice se pohybuji volnou difuzi ve tfech rozmérech, je mozné odvodit teoreticky tvar
autokorela¢ni funkce:

G(r) =
(5)

kde Vet je efektivni detekéni objem,
Vi =72-W, -2y, (6)
C je lokalni koncentrace Castic, z, udava charakteristicky rozmér detekéniho objemu ve sméru
optické osy mikroskopu a w, rozmér v ohniskové roviné. tp je tzv. diftzni Cas, parametr
udavajici jak dlouho se Castice zdrzuje v detekénim objemu, souvisi s difuznim koeficientem
D fluoreskujici molekuly, ktery je dan vztahem:
2
_Wo , ©)
4D
Pokud tedy naméfime fluktuujici fluorescencni signal, spocitdme autokorelacni funkci
podle vztahu (2), proloZzime ji teoretickou zavislosti (5), a tak muzeme ziskat dulezité
informace o sledovaném systému: diftzni ¢as 7, ktery charakterizuje rychlost pohybu
molekul ve vzorku, primérny pocet ¢astic (N) v detekénim objemu:

1
N=—==V,(C),
G (O) eff< > (8)
a pokud zndme rozméry detekéniho objemu, mizeme urcit diftizni koeficient a koncentraci
dané latky [34].

Tp
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Obr. 11: Casovy zdaznam fluktuace intenzity signdlu a autokorelacni funkce s vyznacenym
inflexnim bodem reprezentujicim difuzni cas a vztahem, kdy se pocatecni hodnota
autokorelacni funkce rovna prevrdacené hodnoté poctu molekul v konfokdlnim objemu

2.8.3 Tripletni stav
Musime také uvazovat zménu parametru 1, coz znamend, ze molekula muze piejit
do tripletniho stavu, ve kterém nemuize vyzafit foton, a v grafu se objevi tmavé useky [34].
Tento pienos je kvantové zakazan a chromofor potfebuje mnohem delsi ¢as k navratu
do zakladniho stavu. Mezisystémovy pifechod si muzeme piedstavit jako sérii tmavych
intervalt prerusujicich kontinualni emisi fluorescence molekuly [51].
Tvar autokorelacni funkce se tedy zméni, ale pomoci matematickych modelti umime tyto
déje oddélit [34].

2.8.4 Casové rozlisena FCS

Casové rozlisena fluorescenéni korelaéni spektroskopie (FLCS-Fluorescence Lifetime
Correlation Spectroscopy) vyuziva spojeni dvou metod: FCS a TCSPC (¢asové rozliSeného
¢itani fotonll). UmoZiuje rozlisit ve smési fluorofory s riiznou dobou Zivota. Lze tak ziskat
autokorelacni funkci jednotlivych fluoroforti i jejich kroskorelaci.
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Pokud vzorek obsahuje napt. dva odlisné¢ difundujici fluorofory, oba pfispivaji
k detekované celkové intenzité a vysledna autokorela¢ni funkce je komplikované prekryvana,
nikoliv linearni. S pfihlédnutim k vSudypfitomnému tripletovému stavu, rozptylenému svétlu,
necistotam, atd., je analyza autokorela¢ni funkce slozitda z divodu mnoha moznych
nastavitelnych parametrti pii vyhodnocovani. ReSeni autokorelaéni funkce je komplexni.
K ziskani FLCS dat je tfeba pulzni excitace a dva nezéavislé ¢asy pro kazdy foton prichazejici
na detektor [52]. ,Makrocas“, ktery zaznamenava polohu registrovaného fotonu
na kontinualni ¢asové ose od zafatku experimentu, a,mikrocas”, ktery udava, jaka doba
uplynula mezi poslednim laserovym pulsem a zaregistrovanim dalSiho fotonu. Makrocas je
meéfen s piesnosti v fadu sto nanosekund, mikrocas s presnost v fadu desitek pikosekund.
V makroCase se projevi difaze molekul, ptechody do tripletniho stavu apod. Hodnota
mikro¢asu nam poskytuje informace o prubéhu dohasinani fluorescence fluoroforu, ze kterého
byl dany foton emitovan [52, 53].

Piikladem muze byt vzorek se dvéma fluorescencnimi komponentami, A a B, které maji
riznou dobu vyhasinani. Je ptfedpokladano, Ze 60% vSech fotond zachycenych béhem FCS
experimentu je emitovano slouceninou A a zbylé fotony patii slouceniné B.

V piipadé kontinualni excitace (viz obrazek 12a) je 60% pravdépodobnost, ze kazdy
detekovany foton patii slouceniné¢ A. Pravdépodobnost vzniku je konstantni v Case, jelikoz
neni definovan Cas excitace. FLCS je zalozena na jednoduchém faktu, Ze s pulzni excitaci se
pravdépodobnost vzniku detekovaného fotonu méni v Case, protoze A a B vyhasinaji rozdilné
(viz obrazek 2b) [52].
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Obr. 12 a: Kontinualni excitace. V tomto ¢asovém méritku je pravdépodobnost jejich vzniku
konstantni.
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Vyhasinaci kiivka (i) smesi
fluoroforti A a B. Tento histogram
ziskdme FLCS analyzou.
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(40% vsech fotont)

pravdépodobnost detekce fotonu

-
____________________________________________

0 100 200 300 400
hodnota filtru, i

Obr. 12 b: Pulzni excitace. Vetsina fotonii ma nejednoznacny piivod. Nicméné, relativni
pravdépodobnost vzniku se méni v pritbéhu vyhasinani a diky filtrium miize byt ro kazdy
Jednotlivy foton urcena zvlast.

Nyni zbyva vysvétlit jak vyuzit pravdépodobnost vzniku k vypoctu autokorelacni funkce
vybrané komponenty.

Tvar A a B histogramii mize byt ziskdn z nezavislych TCSPC méfeni, nebo analyzou
vyhasinaci kiivky. Pokud normalizujeme kiivky A a B do jednotkové plochy, pak se budeme
odkazovat na tuto plochu jako na model vyhasinani. Je zjevné, Ze vyhasinaci kiivka smési A
a B miZze byt vyjadfena jako linearni kombinace, kde dané amplitudy budou nélezet
jednotlivym komponentam A a B [52].

Pouzitim statistickych filtrii vzniknou ze signalu celého vzorku dva oddélené signaly. Jejich
intenzity fluktuuji v ¢ase a miZzeme z nich spocitat autokorelaci jednotlivych komponent,
i kroskorelaci mezi nimi. Statistické filtry jsou funkcemi vyhasinacich ktivek jednotlivych
komponent. V klasické FCS analyze kazdy foton pfispiva stejnou mérou a vypoclty zahrnuji
pouze jednicky a nuly. U FLCS je o jeden krok vice — vyhledavani hodnoty filtru odpovidajici
Cislu kanalu. Je tfeba si vSimnout, Ze filtry nejsou integrovany, mohou tedy zasahovat
do zapornych hodnot. Avsak soucet hodnot filtra je vzdy 1 [52].
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Obr. 13: Ukazka FLCS statistickych filtrii pro jednotlivé doby zivota

Statistické filtry se pouzivaji u vzorkl se dvéma a vice fluorofory, nam ale slouZzi k odliSeni
prostiedi, ve kterém se nachdzi jeden fluorofor. Mizeme tak sledovat oddélené signdly

cvwr
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Hyaluronan a FCS

V nadoru dochazi k nadmeérné expresi enzymu hyaluronidazy, coz se védci snazi vyuzit praveé
k detekci rakoviny. Fluorescen¢ni korelacéni spektroskopie se jevi jako vhodny detekéni
nastroj. V pfipad¢ oznaceni hyaluronovych makromolekul fluorescein aminem dochézim
k samozhaSeni fluorescence. V pfitomnosti haluroniddz je hyaluronan S$tépen na malé,
fluorescencné znaené Casti a samotné Stépeni se projevuje zrychlenou difuzi, zvySenim
koncentrace fragmentd a narustem intenzity fluorescen¢niho signalu. V ¢lanku R. Riche
a spol. byly méfeny vsechny tyto tfi jevy pomoci FCS, a to jako funkci ¢asu a koncentrace
hyaluronidazy. Vyhodou je velmi mala spotfeba hyaluronového substratu [55].

Jako ultrasenzitivni a neinvazivni zplsob detekce jedné molekuly v zivém systému
a Vv realném case také oznacila V. Vukojevi€ a jeji tym fluorescencni korelacni spektroskopii.
Ve svém c¢lanku poukazuje na vyuzitelnost FCS pii ziskdvani informaci o zivych systémech,
jako je napf. komunikace mezi buiikami, konkrétné zkoumdni shlukovani apoptotickych
bunék usmrcenych peroxidem vodiku. Tyto shluky se vytvafely, pokud v jedné okolni burce
doslo k cilenému usmrceni odstranénim rastovych faktorti nebo pii expresi proteinu p53, tedy
nadorového supresoru. Pomoci FCS zjistili, ze polocas rozpadu latek zptisobujicich bunéénou
smrt je v fadu sekund, coz je ale zaroven doba potfebna na ptestup této latky pies bunéénou
sténu a vstup do buiiky sousedni. Tento mechanismus inhibuji enzymy katalazy, které $tépi
peroxidy. Autofi tedy ovéfili fakt, ze peroxid vodiku extracelularné signalizuje buné¢nou
smrt. Pomoci FCS lze také pozorovat aktivity receptort, charakterizovat fyzikalné-chemické
vlastnosti vnitiniho prostoru buriky a interakce mezi receptorem a ligandem [56].

Némecky tym pod vedenim H. Zettla zkoumal difuzi fluorescen¢né znaceného polymeru
polystyrenu v Sirokém rozsahu koncentraci a molekulovych hmotnosti. Jako fluorescenéni
sondu pouzili Rhodamin B a znaceni si provadeli ve vlastni laboratofi couplingovymi
reakcemi. Mobilita fetézcii se zacala snizovat pfi jedné konkrétni hodnoté koncentrace, kterd
tvofi prechod mezi zfedénymi a poloziedénymi rezimy, a pii této koncentraci se zacinaji
fetézce piekryvat. Pro excitaci pouZili laser 514 nm a méfeni provadéli ve specialni komofie
na vzorky, uzpiisobené tak, aby se jim neodparovalo organické rozpoustédlo, ve kterém byl
rozpustén polymer. Autofi potvrdili fakt, ze ve zfedéném rezimu se da pracovat i s velmi
malymi koncentracemi, aniZ by byla ohrozena spravnost a opakovatelnost vysledki. Co se
ty¢e méfeni v oblasti pfechodové koncentrace, tak doposud chybély vysledky ze SirSiho
rozsahu molekulovych hmotnosti. Diky FCS se tomuto tymu podaftilo ziskat data pro Siroky
rozsah molekulovych hmotnosti a jejich vérohodnost potvrdili s teoretickymi vypocty. Autofi
hodnotili, zda experimentdlni stanoveni dat z FCS odpovidd pravé témto teoretickym
vypoctim, které byly ustfednim tématem ¢lanku [57].

Podobnou tématiku, ale s rizné koncentrovanymi roztoky polyvinylalkoholu, zpracoval
tym A. Michelman-Ribeiry z Marylandu, ktery si pro sva méfeni vybral rizné fluorescenéni
molekuly, proteiny a polymery tak, aby pokryl celou Skalu molekulovych hmotnosti
a velikosti. Vzdalenost mezi dvéma fetézci polymert oznacili jako korelacni délka a zjistili,
ze u molekul vétSich, nez je tato korela¢ni délka, dochazi k exponencidlnimu poklesu
difuzniho koeficientu v zavislosti na koncentraci, coz vysvétluji jako potvrzeni Stokes-
Einsteinovy rovnice, podle které exponencidlné s viskozitou klesd diftzni koeficient.
U molekul, které jsou mensi, nez korela¢ni délka, Stokes-Einsteinovu rovnici pouZit nelze,
prokladali proto data stretch-exponencialnimi kiivkami, kde zavedli koeficienty pravé
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pro dané velikosti molekul. Jako sondy pouzivali 5— karboxytetramethylrhodamin, Alexa 546
a Rhodamin 6G a dale témito molekulami oznacené proteiny. Autofi také pouzili ptirodni
fykobiliprotein a dal§i barvivo (R)-fykoerythrin, které extrahovali z cyanobakterii
a eukaryotickych tas. Vzorky byly excitovany lasery o vlnovych délkach 543 a 473 nm.
Potvrdili tedy vyuzitelnost FCS jako nastroje pro charakterizaci zfedénych a poloziedénych
roztoki polymeru [58].

3.2 Akridinova oranz

Akridinova oranz patii do skupiny akridinovych barviv. Diky své struktufe absorbuje zateni.
Prebytek energie ucinné¢ prochazi aromatickym kruhem, rozdéli se mezi jeho vazby. AO
zustava v kationtové formé AOH+ pii pH pod 10, nad tuto hodnotu je molekula zcela
deprotonovana [59]. Bazické form¢ molekuly je pfijetim protoni umoznén prostup
membranou nekterych bunék, zpétna cesta je nemozna, proto protonovana forma zistava
V buiice a zptisobuje tam lokalni kolisani koncentrace iontu [59].

Akridinova oranz, ve formé N, N, N', N'- tetramethylakridin-3,6-diamin hydrochloridu je
pouzivana jako sonda pro studium biologickych a mikroheterogennich systémt, jako jsou
micely, mikroemulze, DNA a nukleosidy, stejné jako se pouziva k vizualizaci biologickych
kompartmentli a méfeni pH gradientu v membranach. VSechny tyto aplikace spoléhaji
na fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti této sondy, které siln€ zavisi na povaze okolniho
prostfedi [60-63]. Chovani vodného roztoku akridinové oranze je pfedmétem spousty
zkoumani a experimentli. Velmi oblibenym tématem je také dimerizace tohoto barviva
[64-65], a zvlasté pak unikatni vlastnost dimeru zhaset fluorescenci. Zkoumaji se také
proteiny [65].

Vliv DMSO na vodny roztok bazické akridinové oranze zkoumal tym S. Markariana.
Bylo zjisténo, Ze Siroky koncentracni rozsah roztoki DMSO ma vliv na absorpéni
a fluorescencni spektra fluorescencni sondy. Vodny roztok akridinové oranze vykazuje dva
absorpéni pasy. Jeden pii 468 nm odpovida dimerové formé a druhy pii 490 nm patii
monomerni formé. V roztoku DMSO je pas pfi 490 nm potlacen a vytvaii se novy pas
pfi 428 nm. Tento odpovidd deprotonované, zakladni formé& akridinové oranze. Pomoci
ustalené fluorescence (steady-state) byly vypocitany stokesovy posuny absorpénich
a fluorescencnich pasti a byla také pozorovana zvySend intenzita fluorescence u roztoki
v DMSO ve srovnani s roztoky ve vodném prostiedi. Bylo zjisténo, Ze ptitomnost DMSO
znemoziuje interakci akridinové oranze s molekulami vody. Ztohoto divodu roste
koncentrace volné akridinové oranze a zaroven klesa koncentrace protonované formy. DMSO
se tak stal citlivym senzorem pro pozorovani hladin protonované a deprotonované formy
akridinové oranze [64].

Dopad micel na chovani akridinové oranze ve vodném roztoku zpracoval v experimentu
tym F. Wanga. Prvnim faktem tohoto ¢lanku je, ze pfitomnost tenzidu zhasi fluorescenci
vodného roztoku akridinové oranzZe. Druhym faktem je, Ze tato vlastnost 1ze potlacit ptidanim
proteinu, v tomto ptipad¢€ hovéziho sérového albuminu. Predpoklada se, ze pritomnost tenzidu
dodecylbenzelsulfonatu sodného zptisobuje tvorbu dimeru akridinové oranze a tim pak
zhaseni fluorescence. Po pfidani albuminu dochézi ke vzniku inverznich micel a tim naruseni
podminek pro vznik dimeru. Nékteré dimery se rozpadnou na monomery a zbytkové dimery
se pomoci hydrofobnich a elektrostatickych sil usadi v klastru tvofeném smési tenzid-protein
a vytvoii tak velky asociat. Interakce mezi proteinem a malou molekulou byla zkoumana
pomoci fluorescence. Tato kombinace mize byt modelovym systémem pro fizenou distribuci
1é¢iv, popiipadé 1ze najit vyuziti v kosmetice [65].
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Tym z Fakulty chemie a chemického inZenyrstvi p¥i univerzité Guangxi v Ciné
zkoumal zhaseni fluorescence v systému dvou barviv a Matrinu, coz je alkaloid pfitomny
v rostliné Jerlin (Sophora flavescens). Tento alkaloid ma mimo jinych farmakologickych
ucinkd také protirakovinné ucinky — inhibuje buné¢énou proliferaci a indukci apoptozy. Tym
zjistil, ze fluorescencni barvivo Alizarinova ¢erven (AR) mirn¢ zhasi fluorescenci akridinové
oranze (AO) vroztoku AR/AO pii pH mezi hodnotami 5 a 6 a tohoto faktu vyuzil
pii stanovovani hladiny Matrinu ve vodném roztoku v realném cCase a in-situ, tedy piimo
v roztoku. Vytvorili tak nastroj pro detekci Matrinu, a to velmi rychly, pfesny, a levny [66].

Tvorbu dimerd akridinové oranze zkoumal tym J. Bhatacharjee z Indické univerzity
Tripura. Autofi vytvorili vrstevnaty film, kde pfevazovaly dimerni formy nad monomernimi.
Kontrola tvorby dimerti a H-typu agregati probihala pomoci nanodesticek z laponitu —
syntetického jilu. Pomoci UV-VIS spektroskopie potvrdili, ze se zvySujici se koncentraci AO
se zvySuje i tvorba dimert v roztoku AO. V ptipad¢ filmu byl ve spektru nalezen majoritni
pik dimeru a minoritni pik odpovidajici monomeru. Také bylo potvrzeno, Ze ptitomnosti
nanodestic¢ek laponitu Ize piimo fidit tvorbu H-dimeru AO [67].

Japonsky tym pod vedenim K. Kusuzakiho zjistil dalsi aplikaci akridinové oranze,
konkrétné ve formé zine€naté soli, v nadorové terapii. Byla prokdzana jedine¢na biologicka
aktivita akridinové oranze, a byla prokazana také funkce AO jako fotosenzibilizitoru. AO se
dle autorti da vyuzit i jako protinadorové a antimalarické 1é¢ivo a detektor bakterii a parazitil.
V chirurgii pouzivali tuto sondu v kombinaci s foto a radioterapii na sarkomy. Vysledky
prokazaly, Ze akridinovd oranz poskytla lepsi lokalni kontrolu a vyrazné lepsi funkci
koncetiny, nez pfi klasickém chirurgickém zakroku. AO se hromadi zejména v lysozomech,
obecné v kyselejSich mistech buiiky. Energie fotonl z viditelného svétla nebo z rentgenovych
paprskii excituje AO a ta nasledné¢ emituje fluorescenci a vytvaii aktivovany kyslik
Z intracytoplasmatického prostoru. Aktivovany kyslik ni¢i lysosomy, a spolu s uvolnénymi
enzymy zpusobuje rychlou smrt nadorovych bunék. Pro porovnani, normalni zdravé bunky
vyluéuji AO rychle, protoze nemaji tak nizké pH [68].

Absorpéni spektra akridinové oranze zkoumal M. Lamm Vv neurochemické laboratofi
v Marylandu v roce 1965. Ptiprava roztokdi pro meéfeni byla pomérné slozita, nejprve
po prevedeni AO do roztoku titrovali tento roztokem NaOH, vyslednou suspenzi filtrovali,
vymyli zbytkové soli, usuSili a znovu rozpustili v methanolu. Pomoci smési kyseliny
chlorovodikové a methanolu v poméru 1:9 bylo sniZeno pH a barvivo bylo nésledné
vysuseno. Jelikoz hlavnim problémem u AO je adsorpce z roztoku K riznym materialim, byly
pouzity Pyrex sklo, silikonované sklo, sklo vystavené kyselingé fluorovodikové, teflon,
polypropylen a polyethylen. Jako nejlepsi volba byly zvolené polyethylenové kontejnery.
Bylo zjisténo, ze AO se nefidi Lambert-Beerovym zdkonem. Se zvySujici se koncentraci
roztoku AO se zvySuje pik v absorpénim spektru patiici dimeru (=470 nm) a zaroven roste
jeho pomér ku piku patficimu monomeru. Tento jev je charakteristicky pro metachromaticka
barviva (barvici v riiznych odstinech podle pH). Pfi 470 nm se vyskytuje isosbesticky bod
[69].

Dimer akridinové oranze zkoumali také v Cing, pod vedenim L. Yunjinga. Vytvateli
nefluoreskujici dimer in situ za pfitomnosti povrchoveé aktivni latky, dodecylsulfonatu
sodného (SDS). Poté znacili proteiny timto dimerem (AOAO) a zjistili, Ze takto vytvofena
sonda ma fluorescen¢ni aktivitu, ve srovnani s AOAO. Vytvoiili tak novou, citlivou
fluorescen¢ni sondu pro stanoveni proteinti. Konvenéni metoda stanoveni proteinti v lidském
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séru je pomoci barviva Comassie Brilliant blue (CBB), ovSem nova sonda s dimerem
vykazovala mnohem vétsi citlivost, vetsi linearni rozsah, a obecné vétsi detekeni limity [70].

Nékolik ¢lankd zkouma zvlastni chovani nékterych barviv nesoucich naboj pii navazovani
na polyelektrolytovou matrici [79, 80], ¢i konkrétn¢ vazbu akridinové oranze na biopolymery
[80]. Dalsi studie se tykaji vazeb akridinové oranZe na syntetické polyelektrolyty [14, 71].
Syntetické polyelektrolyty vykazuji velmi vysokou ochotu vazat k sobé barvivo, ale samotné
navazani bylo potvrzeno az pti vysokych hodnotach P/D, tedy molarnimu poméru polymeru
(P) a barviva (D).

Nejveétsi podil na problematice diplomové prace ma clanek z fakulty chemické v Brné,
pod vedenim F. Mravce o studiu dimerizace akridinové oranze v prostfedi polymeri
hyaluronanu sodného a polystyren sulfonatu sodného. Mimo jiné byla zkoumana intenzita
fluorescence v zavislosti na molarnim poméru poctu vaznych mist polymeru a po¢tu vaznych
mist barviva, tzv. pomér P/D. Oba pouzité polymery maji na molekule jedno vazné misto,
u hyaluronanu jde o karboxylovou skupinu, v ptipadé polystyren sulfonatu sodného pak
0 sulfonovou skupinu. Molekula akridinové oranze ma kladny naboj na jednom heteroatomu
a tudiz taky jedno mozné vazné misto v pfipadé takto mySleného experimentu.
Experimentalné bylo zjisténo, ze pokud je polymerem hyaluronan a pokud je pomér P/D = 3,
pak nastava jakysi bod ekvivalence, tedy stav, kdy maximum moznych pfistupnych mist
Vv zavislosti na koncentraci polymeru je obsazeno molekulami akridinové oranze. V tomto

fluoroforu, pfi¢emz dimer AO nevykazuje fluorescenci.
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Obr. 14: Pomer relativni fluorescence a absorbance (D:M) monomeru a dimeru akridinové
oranze v systému s PSS. Jako bod zajmu byla vybrdana hodnota PID = 2 a 200. V bodé 2

dochazi k rapidnimu poklesu intenzity fluorescence a v bode 200 dochazi k bodu ekvivalence
[72].

Samotnd dimerizace byla ovéfena pouzitim druhého polymeru, polystyren sulfonatu
sodného, v jehoZ ptitomnosti dimer AO fluorescenci vykazuje. Na zéklad¢ tohoto zdroje bude
predmétem diplomové prace doplnéni dat pomoci metody FCS [72].
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Obr. 15: Zavislost relativni intenzity fluorescence v zavislosti na poméru P/D v systému
akridinové oranze a hyaluronanu. Bod zajmu v pripadé tohoto systému byl zvolen pri PID = 2

a 200 [72].
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Materialy

Hyaluronan sodny HySilk, Lot# 160708-E1;
M,, = 300 kDa, CPN spol. s. r. 0.
Polystyren sulfonat sodny 1 MDa Sigma Aldrich, CAS 25704-18-1,
Lot#MKAA1218V
Polystyren sulfonat sodny 70 kDa Sigma Aldrich, CAS 25704-18-1,
Lot#BCBF6120V
Akridinova oranz hydrochlorid hydrat Sigma Aldrich, CAS:65-61-2; LotHMKBP6198V
Rhodamin 6G Sigma Aldrich, CAS 989-38-8;
Lot# MKBF/7515V
Voda Miliphore: Mili-Q; Purelab: ELGA
Chondroitin sulfat sodny Fluka, CAS 12678-07-8; Lot# 345668/1

4.2 Priprava zasobnich roztoki a vzorku

4.2.1 Priprava zasobniho roztoku fluorescen¢ni sondy

Roztok fluorescenéni sondy akridinové oranze byl piipraven rozpusténim navazky ve vodé.
Do cistych LDPE polyethylenovych kontejneri byla navaZena pfibliznd hmotnost latky
a pipetovan pfiblizny objem vody. Jelikoz pro méfeni jsou pozadovany velmi nizké
koncentrace, skute¢na hodnota koncentrace byla vzdy nasledné ovéfena spektrofotometricky.
Z takto pfipraveného zasobniho roztoku bylo pro kazdé meéfeni pipetovano pozadované
mnozstvi do nové nadoby a doplnéno rozpoustédlem (voda, polymer) tak, aby vysledna
koncentrace sondy byla cca 108 M. V piipadé Rhodaminu 6G bylo pouzito laboratorni sklo
misto LDPE kontejnert.

4.2.2 Priprava zasobniho roztoku polymeru

Ptiprava roztoku polymeru byla provedena standardnim zptsobem, a to rozpusténim navazky
ve vod¢. Byly pouZity klasické sklenéné skladovaci nadoby Pyrex, do kterych bylo navaZzeno
potfebné mnoZzstvi polymeru a doplnéno vodou tak, aby bylo dosazeno pozadované
koncentrace.

4.2.3 Priprava vzorku pro méfeni difaznich kfivek

Do celkového objemu 10 ml bylo napipetovano vzdy 100 ul fluorescen¢ni sondy
o koncentraci 10" M, pozadovany objem polyelektrolytu tak, aby bylo dosazeno zvoleného
poméru P/D a doplnéno na celkovy objem vodou.

Vypocet pozadovaného objemu polyelektrolytu:
Ny, =c-V =1.10"-1.10" =1-10 "*mol
Pokud zvolime P/D = 1000, pak
Npsss =1000- N, =1000-1-10** =1-10°mol
Skute¢nd koncentrace polyelektrolytu ve zvoleném objemu 10 ml bude nésledujici:
o= 110 g ol
vV 001
Pfepocet na hmotnostni koncentraci:
p'=Cc-206=1-10"°-206=2,06-10"g/I
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Pozadovany objem polyelektrolytu:

vV Vi "Cue  9850-1-10°°

P 2,06-10"

=478ul

4.3 Pouzité pristroje
Tabulka 2: Seznam pouzitych pristrojii

Analytické vahy Denver instrument
Automatické pipety Biohit ,Finnpipette, Vitrum
Magnetické michadlo Heidolph MR Hei-Standard
Mikrosk fl ¢ni korela¢ni . . )
IKTOSKOp S uorescem.:,n Hrorefacnt MicroTime 200, PicoQuant
spektroskopii

431 FCS
Tabulka 3: Prehled pouzitych laserii a dalsich vyménnych optickych prvkii pro jednotlivé
fluorescencni sondy

AO Rhodamin 6G
laser 470 nm 510 nm
dichroické zrcadlo 405/465 514/640
emisni filtr 520/35 550/49

Uzky svazek monochromatického zateni prochazi sérii zrcadel, kde dochazi k déleni paprsku
v poméru 10:90, kdy 90% putuje na kameru a 10% pokracuje dale do optického prostoru
mikroskopu, kde dopada na vzorek. Zde dochazi k excitaci vzorku a excitacni svétlo je dale
pomoci filtru odvadéno mimo detek¢ni prostor. Emisni zafeni je pomoci optickych prvki
privadéno na dichroické zrcadlo, které propousti pouze vinovou délku emise a ostatni vinové
délky jsou odrazeny. Nasledujicim optickym prvkem je emisni filtr, ktery vybird ¢ast spektra
a urcuje tak bud’ spodni limit propousténych vinovych délek, nebo urcuje ob¢ hranice spektra.
Svétlo dale putuje do optické Stérbiny, kde dochdzi k odstinéni nezaostieného zateni

Obr. 16a: Schéma mericiho pristroje s naznacenim moznych prichod: laserovych
paprskii.
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Obr. 16b: Ukdzka pristroje MicroTime 200

Na tomto pfistroji byla provadéna veskerd méteni difuznich vlastnosti. Systém pftistrojii pro
métfeni metodou fluorescenéni korelacni spektroskopie sestava z inverzniho mikroskopu
Olympus IX 71 (Olympus), excitaénich zdroji a elektroniky firmy PicoQuant (PicoQuant
GmbH) a skeneru se sub-nanometrovym rozliSenim firmy Physik Instrumente (Physik
instrumente  GmbH). Systém pouziva jako excitatni zdroje pulsni laserové diody
o frekvencich 90, 64, 50 MHz a vinovych délkach 375, 470, 510 a 640 nm.

Meéfici soustava obsahuje ¢tyii nezavislé detektorové kanaly. Dva z nich jsou zastoupeny

detektory typu t-SPAD se Sumem nepiekracujicim 100 cnts's * a dva zbylé predstavuji
detektory MP/D-SPAD se sumem pod 250 cnts-s .
Pro experimenty byla pouZita nasledujici konfigurace: excitacni zdroj 470, 510 nm
a frekvence pulst laseru 40 MHz, ultraplanapochromaticky objektiv UPLSAPO 60 XW
s vodni 1merzi, dichroické zrcadlo odrazejici excita¢ni vinovou délku a propoustéjici emisni
vlnové délky, emisni filtry (HQ520/35, 550/49), detektory t-SPAD 2 a MP/D-SPAD 3,4.

4.4 Vlivy na méreni
Veskeré vysledky se odvijeji od mnoha parametri. Doba méfeni zistavala ve vsech
experimentech stejna, a to 5 minut. Tato doba je dostatena pro méfeni malo viskoznich
roztokl v pfipad¢, Ze sonda ma optimalni jas (molecular brightness, Mb). Parametr jasu
nemizeme zcela ovlivnit, je dan charakterem samotné fluorescencni sondy a citlivosti
detektoru.

Intenzita laseru je také duleZitym parametrem, nebot pokud se vychylime z linedrni ¢asti
zavislosti odezvy intenzity laseru na vystupni intenzit€¢ na detektoru, matematické vzorce
pro vypocty difiznich koeficientd a dalSich parametri nabydou velké odchylky. Je tieba
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minimalizovat chyby zpiisobené lidskym faktorem a pfistrojem, pokud je to mozné. Zde byla
pouzita intenzita laseru okolo 100 a.u. (z angl. arbitrary units-libovolné jednotky), coz se
nachazi v niz8ich hodnotéach celkového rozsahu mozného nastaveni intenzity laseru a daleko
od oblasti nelinearity.

4E+06

3E+06 -

3E+06 -

2E+06 A X

2E+06 A X

1E+06

vystupni intenzita na detektoru [Cnts]

5E+05 -

0E+OO T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400

vstupni intenzita laseru (a.u.)

Obr. 17: Opticka saturace laseru 470 nm. Experimenty byly provddeny v linedrni oblasti
vstupni intenzity laseru. Tento laser byl pouzivan pro experimenty s akridinovou oranzi.
6E+06

5E+06 -
AE+06 -
3E+06 - X X

2E+06 -

tupni intenzita na detektoru [Cnts]

1E+06 -

N

vys

0E+00 . . . . .
0 200 400 600 800 1000 1200

vstupni intenzita laseru [a.u.]

Obr. 18: Opticka saturace laseru 510 nm. Rovnéz u experimentii s Rhodaminem 6G, pro ktery
byla pouzivana tato vinova délka laseru, bylo pracovano v linearni oblasti odezvy.
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Pied kazdym méfenim je duleZzité provést kalibraci konfokalniho objemu. Tento objem se
meéni v zavislosti na pouzité vinové délce laseru, teplot¢ a dalSich parametrech. Méfenim
rozumime ucelenou sadu vzorki, kalibrace se tedy provadi pokazdé pii zméné nastaveni
optickych prvki piistroje, coz se déje V zavislosti na tom, jaké komponenty pouzivaji
jednotlivi uzivatelé pristroje. Méfenim se vétSinou rozumi dany den a kalibrace se tedy
provede na zafatku dne po nastaveni piistroje. Ke kalibraci byly pouzity dvé latky,
V zavislosti na pouzitém laseru. Atto 488 bylo pouzito pro laser 470 nm a Rhodamin 6G se
stal mimo samotny experiment také kalibra¢nim roztokem pro laser 510 nm. Vice bude
popsano v kapitole 4.4.1.

Dalsi faktorem je zpisob vyhodnoceni dat. Ten bude popsan v kapitole 4.4.2. Pfistupt je
mnoho a je tfeba piistupovat k problému s logikou. Kazd4 z moznych analyz poskytne urcita
data, a je na uzivateli, aby vyhodnotil, zda mohou byt spravné a pravdivé.

4.4.1 Kalibrace konfokalniho objemu

Vysledky z méfeni neznadmych vzorkti pomoci FCS budou redlné, pouze pokud je stanoven
tvar a velikost konfokalniho objemu. Velikost a prodlouzeni objemu se stanovuje kalibracnim
métenim referenéni fluorescencni sondy o znamém difiznim koeficientu [73].

Abychom ziskali spravné parametry konfokélniho objemu, je tfeba zachovat experimentalni
podminky (vlnova délka, intenzita laseru, tloustka podlozniho skla, rozpoustédlo a imerzni
médium) béhem kalibrace stejné jako pfi samotném meéfeni. V nasledujici tabulce jsou
shrnuty znamé difuzni koeficienty pro nami pouzivané sondy [73].

Tabulka 4: Difuzni koeficienty nalezZejici pouzitym fluorescencnim sondam [13]

Diftizni koeficient (ve vodé,

Fluorofor Aem Maximum (nm) 25 °C, v 10-°cm?s™Y)
Atto 488 523 40+0,1
Rhodamin 6G 550 4,14 + 0,05

Diftzni koeficient neni konstanta. Je zavisly na teploté podle Stokes-Einsteinova vztahu:
kT
D(T)=——,
()= e m)r (1)
Kde D je diftizni koeficient, k je Boltzmannova konstanta (1,3807-10%° J-K™), r je
hydrodynamicky polomér. I viskozita vody nebo rozpoustédla obecné N° je funkci teploty.

Pokud experiment neni provadén pii 25 °C, hodnoty z tabulky musi byt pfepocteny podle této
rovnice:

4
T 89-107Pa-s :D(25°C)t+27315

DT =25°C) = o818k N(T) N(T)

-2,985-10°Pa-s-K™,, (2

Zavislost na teploté je nezanedbatelna, ale bohuzel ¢asto opomijena [73].

® V tomto piipadé je viskozita vyjime¢n& oznagena jako N z diivodu obsazeni znadky 1 pro jiny parametr.
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4.4.2 Zpisoby vyhodnocovani dat
Software SymPhoTime64 nabizi v zalozce Analyza n€¢kolik moznosti. Jako ukazka byl zvolen
vzorek Atto 488 ve vodé o koncentraci 1-10° M.

Nejprve je tieba ovérit doby zivota. K tomu slouzi bud® TCSPC analyza nebo FLCS
analyza. Orientacni ndhled nam poskytnou obé metody, ale samotné¢ oddéleni jednotlivych
ktivek nalezicich k dané dobé zivota nam poskytne pouze FLCS analyza. Tam muzeme
vytvofit statistické FLCS filtry, které ndm umozni samotné vytvoreni tolika kiivek, kolik
mame dob zivota. Nejprve musime od namétené kiivky odecist odezvu laseru (irf, neboli
instrument response function), ktery si zméfime pied kazdym méfenim. Intenzita irf by méla
zhruba odpovidat intenzit¢ naméfeného vzorku, jinak mohou byt vysledky mirné ovlivnény.
Také rezidualni analyza nam nepovoli pouzit jinou intenzitu irf, nez tu vhodnou.

100000

——naméfena data

10000 - i
—proloZena funkce

1000

100

intenzita [Cnts]

10

¢as [ns]

rezidualni
analyza

) 5 10 15 20 25

rezidualni
analyza

-5
Obr. 19: FLCS analyza vzorku se dvéma rezidudlnimi analyzami — prvni pro jednu dobu
Zivota a druha pro dvé doby Zivota

Jedna z nevhodnych typu irf kiivek je znazornéna na obrazku 20. Intenzita prevySuje
maximum vyhasinaci kiivky.
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Obr. 20: Ukdzka nevhodné zvolené irf

Byly analyzovany dvé doby zivota a pro kazdou dobu zivota zvlast’ byla vygenerovana
difuzni kiivka, kterd je dale podrobena klasické FCS analyze pro zjisténi diftiznich Casi,

vvvvvv

0,8

0,7 -

0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100
¢as [ms]

Obr. 21: Ukazky mozného vykresleni difiiznich kiivek — kombinace moznosti autokorelace
a kroskorelace a pouziti funkce FLCS Background Correction.
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Jak vidime na obrazku 21, tyto diftzni kiivky mohou mit Ctyfi podoby. Kiivka A
ptredstavuje autokorelaci bez pouziti funkce FLCS Background Correction, kiivka B tuto
funkci vyuziva. Povolenim této funkce nam software aplikuje jednoduchy FLCS filtr, ktery
odstini vliv afterpulsingu laseru. Afterpulsing je d¢j, kdy dochazi k tvorbé impulst v disledku
odezvy detektoru.

Pokud métime s pouzitim dvou detektord, jiz neni tfeba tuto funkci vyuzivat. Kroskorelaci
signali z obou detektori by mélo dojit k odstranéni afterpulsingu automaticky. Potvrzeni
najdete v kiivkach C a D na obrazku 19, kde C je kroskorelace bez pouziti funkce FLCS
Backgroung Correction a D znaci kroskorelaci s pouzitim tohoto filtru. Dochazi pouze
k zanedbatelnym zménam v ramci vysledné difazni kiivky v disledku statistické analyzy.

Po wvykresleni difuzni kiivky piechazime k samotné analyze. Nejjednodussim
matematickym modelem je prosta difuze. Rozdil mezi pouzitim jednoho a dvou parametri je
znazornén na obrazku 20a a 20b. Za povSimnuti stoji vylepsSeni prolozeni naméienych dat
u obrazku 20b, ktery reprezentuje prostou difuzi se dvéma parametry, tedy se dvéma
analyzu — triplet.
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——nam¢étend data
0,4 - ——prolozena funkce

0,35 -
0,3 -
50,25 1
O 02 -
0,15 -
0,1 -
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0

0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100
¢as [ms]

5 rezidualni analyza

0,0po1 0,001 0,01 0t 1 10

Obr. 22a: Prokladani namérenych dat matematickym modelem prosta difiize s jednim
parametrem
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Obr. 22b: Prokladani namérenych dat matematickym modelem prosta difiize se dvéma
parametry
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Obr. 22c: Prokldadadni namérenych dat matematickym modelem triplet s jednim parametrem

42



Pti srovnani Ciselnych hodnot z téchto tfi druhti analyz vidime, Ze v pfipadé prosté difuze se
dvéma parametry nam u druhého difuzniho koeficientu vychazi hodnota 1545 um?s™, coZ je
nerealna hodnota, tudiz v kombinaci se Spatnou rezidualni analyzou tento model vyhodnotime
jako nevyhovujici. Fakt, Ze i prvni matematicky model je nevyhovujici, usuzujeme pouze
na zakladé rezidualni analyzy, ktera je K tomu primarné urc¢ena. Nejoptimalnéjsi se jevi tieti
analyza, jelikoz ciselné hodnoty jsou redlné a rezidudlni analyza osciluje okolo nulové
hodnoty, coz je v poradku.

Tabulka 5: Zastoupeni jednotlivych difuznich casi (p), difuzni casy (1), difuzni
koeficienty (D), tripletni ¢as (tr) a zastoupeni tripletniho casu (T)

prosta difaze prosta difaze model
1 parametr 2 parametry triplet

P1 0,38 0,32 0,40
p2 0,08
T, [Ms] 0,04 0,05 0,05
T, [MSs] 0,01
D; [um?/s] 430 367 400
D, [pm?s] 1545
TrR [ps] 11,20
T 0,09
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavnim cilem prace bylo charakterizovat interakce mezi molekulami fluorescen¢nich sond
a polyelektrolytii pomoci Casové rozliSené fluorescence. Zékladem pro celou praci byla
odborna publikace vydana védci z fakulty chemické pfi VUT v Brné, kde byla studovana AO
pomoci ustalené fluorescence a dalSich fyzikalné-chemickych metod. Témito metodami byly
zjistény spektralni zmény pfed a po interakci akridinové oranze v riznych pomérech
s polymerem a obecné vlastnosti interakci AO a také vzniku dimerti. Nasledné¢ byla
zpracovana reSerSe, kterd se okrajoveé opird o dimerizaci AO, nebot’ tato problematika zatim
nebyla Siroce prozkoumana a u FCS se s dimerem nesetkavame, jelikoz se pohybujeme
koncentracné pod limitem vzniku dimeru. ReSerSe byla zaméfend na sondu jako takovou
a v dalsi kapitole na méfeni hyaluronanu pomoci FCS s pouzitim podobnych sond.

Na zékladé reserse bylo zjisténo, ze interakce AO s polyelektrolyty nebyla dosud studovana
pomoci nami zvolené metody, proto si tato prace klade za cil prostudovat interakce mezi
molekulami AO pravé pomoci fluorescen¢ni korelacni spektroskopie.

Stanoveni vlivu koncentrace polyelektrolytu bylo studovdno vytvofenim fady s riznym
P/D, tedy zménou poméru koncentrace polymeru vii¢i koncentraci barviva.

Nejprve byly provedeny experimenty s akridinovou oranzi, které vSak ukazaly, ze tato
sonda neni vhodna pro méfeni pomoci FCS. Diivodem muze byt nizkd koncentrace a fakt,
ze akridinova oranZ nenese dostatecné silny ndboj a nékteré vysledky jsou sporné a Spatné
interpretovatelné. Z tohoto divodu byla pouzita i sonda Rhodamin 6G. Tato molekula je
fyzikalni interakci s polyelektrolytem.

Kazdy vzorek byl proméien tiikrat a ziskané hodnoty byly zpramérovany. Spolu
s diskutovanymi odchylkami byly hodnoty priméru zpracovany pomoci programu Microsoft
Excel.

5.1 Fyzikalni interakce polyelektrolytu s akridinovou oranzi

Vsechny testy byly provadény ve vodném prostiedi a ve velmi zfedéném rezimu tykajiciho se
fluorescencnich sond, jelikoz tento parametr je velmi dalezity pro spravnost méfeni pomoci
FCS.

K potvrzeni interakce mélo dojit zmé&nou doby Zivota, nebo fadovou zmeénou difuznich
Cast, popiipadé vyskytem tripletu.

Jelikoz nebylo moZzné dosdhnout pfesnosti méfeni, a standardni odchylka se pohybovala
v rozmezi 25-30%, tak jako mozna piekazka byla oznaCena pravé sonda AO, jelikoz
ani V literatufe nebylo dohledatelné méfeni AO pomoci fluorescence v takto nizkych
koncentracich, jaké FCS vyzaduje.

Po pripravé vzorka obsahujicich fluorescenéni sondu akridinovou oranz bylo zjisténo, ze se
siln€ sorbuje na sklo. Tento fakt je zpusoben pfitahovanim kladné nabité sondy k zaporné
nabitym skupinam skla. Proto dalsi ptipravy byly provadény do LDPE kontejneri o objemu
20 ml.

5.1.1 Polystyren sulfonat sodny a akridinova oranz

Retézec polystyren sulfonitu sodného reprezentuje zaporny naboj svou sulfonovou skupinou
(-S0O3), diky némuz je schopen pfitahovat k sobé kladn¢ nabité molekuly. Méfené veliciny
byly studovany v zavislosti na poméru P/D. P ptfedstavuje molarni koncentraci polymeru, tedy
jeho vaznych mist. Na jednom fetézci PSS se nachéazi jedna sulfonové skupina, tedy jedno
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vazné misto. Plati rovnost, Ze 1 mol sulfonovych skupin se rovna 206 molim PSS. D je
analogie k P, ale tyka se molekuly fluorescen¢ni sondy v roztoku.

Tabulka 6a: Doby zZivota akridinové oranze v roztocich PSS. Mapovani skaly PID.

P/D — 0,5 1 10 100

doba Zivota [ns] 19 19 19 1,9

Doby zivota se Vramci zmény poméru P/D neméni, tedy ztohoto hlediska nebyla
potvrzena fyzikalni interakce.

Tabulka 6b: Difiizni casy, difiizni koeficienty a triplet systém AO-PSS

P/D t [ms] D [pm?/s] trr [ps]
0,5 0,03 570 3

1 0,03 620 3

10 0,03 610 3
100 0,80 25 70

Ani pfi zjisStovani difuznich koeficientd nebyl objevem néjaky trend v nizkych oblastech

P/D. Pii hodnoté P/D =100 doslo k fadovému poklesu diftzniho koeficientu. S velkou
pravdépodobnosti zde vznika asociat tvoreny molekulou akridinové oranze a polystyren
sulfonatu. Dle Stokes-Einsteinovy rovnice je velikost vzniklého asociatu piiblizné 10 nm.
V ramci opakovatelnosti byla odchylka stanovena na 30%, ale v ramci porovnani s hodnotami
pro niz§i poméry P/D jsou hodnoty dostate¢né pro odliSeni vzniklého asociatu a volné
difundujici molekuly i stak wvysokou odchylkou. Vysledky potvrdily piedpoklady
z piedlozeného experimentu [72].
Dle [72] v systému AO-PSS v oblastech P/D =1 dochazi k narustu poétu dimert vaci
monomerdm a jejich relativni fluorescence poklesla k nulové hodnoté. V nasem ptipadé FCS
prokézalo, ze nedochazi k interakci a molekula se pohybuje mirné zrychlenou difuzi.
Molekula akridinové oranze ve vodném prostiedi vykazovala difazni koeficient 430 pm?/s.
V piitomnosti polymeru dochazi k nartistu difizniho koeficientu a na prvni pohled se miizou
hodnoty zdat nerealné. Jednim z moznych vysvétleni by mohl byt fakt, ze mikroprostredi
tvofené polymerem vytvofi prostor, kde molekula akridinové oranZe nebude nijak zadrZzovana
a dojde k mirné akceleraci jejiho pohybu. Polymerni sit’ bude vytvofena tak, aby zaporné
nabité skupiny polymeru byly v dostatecné vzdalenosti, a nedoslo k ptitahovani molekuly
AO.

Pro P/D =1000 dochazi v ¢lanku [72] k opacnému procesu, tedy k narustu relativni
fluorescence a poklesu mnozstvi dimerd v systému. Tento experiment nelze vyhodnotit,
vysledky nebylo mozné prolozit zddnym z nabizenych matematickych modell tak, aby byla
rezidualni analyza vyhodnocena jako alespon dostate¢na. Ovsem i pro tuto hodnotu P/D bylo
provedeno mnoZzstvi experimentll a bylo zhodnoceno, Ze data neni mozné vyhodnotit
z divodu vysoké slozitosti systému. V experimentech s Rhodaminem 6G ale takto vysoké
P/D vyhodnotit Ize. Chyba je tedy opét pti¢itdna nevhodnosti zvolené fluorescenéni sondy.

5.1.2 Hyaluronan a akridinova oranz

Hyaluronové fetézce maji ve struktufe zaporné nabité karboxylové skupiny (COO).
Kationtové fluorescencni sondy se vazi k hyaluronanu pravé prostfednictvim téchto skupin.
Interakce mezi témito dvéma nabitymi skupinami byly studovany pomoci meéteni FCS
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V zavislosti na parametru P/D. Obecné plati, Ze 402,3 molt hyaluronanu obsahuje pfiblizné
jeden mol vaznych mist.

Tabulka 7: Doby :zivota akridinové oranze v roztocich hyaluronanu. Mapovani Skdly
koncentraci a PID.

P/ID —» 0,5 1 5 10 50 100

doba Zivota [ns] 1,9 1,9 18 1,9 1,9 18

Z tabulky je patrné, ze pii mapovani dob zivota v zavislosti na poméru P/D nedoslo
k vyraznéjsi odchylce od hodnoty 1,9 ns.

Co se tyce dalSich analyz, bylo prokdzéno, ze dochazi k interakci mezi néboji. U vSech
méfenych vzorki se vyskytoval triplet, a ke zpomaleni samotné molekuly doSlo v pomérech
P/D=0,5a5.

Tabulka 8:Difuizni casy, difuzni koeficienty a triplet pro systéem AO-HA

P/D t [ms] D [pm?/s] trr [us]
0,5 0,05 220 23
1 0,04 450 22
5 0,05 320 25
10 0,03 500 6
50 0,03 490 1
100 0,03 470 2

Od hodnoty P/D =10 dochazi k fadovému snizeni Casu tripletu, a zaroven mirnému
zrychleni difuze molekuly. Vysledky jsou téZko interpretovatelné, nelze v nich najit zZadny
trend.

5.2 Fyzikalni interakce polyelektrolytu s Rhodaminem 6G

Pro dalSi méfeni byla zvolena fluorescen¢ni sonda Rhodamin 6G, ktery slouzi mimo jiné
i jako kalibra¢ni roztok pro méfeni FCS. Zde bylo dosazeno vysoké piesnosti méfeni, zaroven
i opakovatelnosti, proto Ize vysledky povazovat za slibné, co se ty¢e vystupti z naméfenych
dat. Jako polymer byl kromé hyaluronanu zvolen i chondroitin sulfat sodny a PSS. Jako body
zajmu byly vyc¢lenény hodnoty P/D=2 a 200 pro prostiedi sobéma polyelektrolyty.
Pfi hodnoté P/D =2 v systému s hyaluronanem sodnym dochazi k poklesu relativni intenzity
fluorescence a pii P/D =200 intenzita nabyva nejvyssi hodnoty v dané oblasti (viz obrazek
15). V pripadé¢ polystyren sulfonatu sodného ma kiivka jiny prubéh (viz obrazek 14). V bodé
P/D=2 dochazi krapidnimu poklesu relativni intenzity fluorescence a je Zzadouci
prozkoumat, jaké vysledky bude systém vykazovat pii méfeni pomoci FCS. Nachazime takeé
bod ekvivalence, a to v poslednim bod¢ zajmu, pti P/D = 200. Tyto hodnoty poméru P/D byly
vybrany jako body z4jmu a prométeny byly 1 nejbliz§i hodnoty nachéazejici se pied a za témito
hodnotami. V ptipad¢ PSS byl probadan sirsi rozsah hodnot P/D, nez u jinych polyelektrolyta.
Data byla pro piehlednost normalizovana a vysledky jsou naznaCeny dale.

5.2.1 Polystyren sulfonat sodny a Rhodamin 6G

Pro méfeni interakci sondy s timto polymerem byly zvoleny dvé molekulové hmotnosti a to
1 MDa a 70 kDa. V ramci téchto odlisnosti nedoslo ke zméné dob zivota, sonda vykazovala
1 pres Siroké pokryti parametru P/D pouze jednu dobu zivota — 3,9 ns. Tento fakt by nam mohl
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naznacit, Ze se sonda nachazi pouze v jednom prosttedi, nenavazana na okolni polymer, popf.
ve Vvice prostredich, z nichz v kazdém ma stejnou dobu zivota. Ale fyzikalni interakce se muze
projevit i zménou difuzniho Casu. VSechny vzorky byly tedy podrobeny FCS analyze a bylo
zjisténo, ze Rhodamin 6G v prostfedi 1 MDa PSS vykazuje dva difuzni Casy a s tim
souvisejici dva difuzni koeficienty, z nichz jeden odpovida volné difundujici sondé v prostiedi
a jeden diftzni koeficient je fadove 100krat nizsi, tedy sonda je n&jakym zpisobem 100krat
zpomalovana. Mohlo by byt sporné potvrdit fyzikalni interakci se zaporné nabitymi
polyelektrolyty na zakladé téchto vysledkil, protoze z hlediska opakovatelnosti se vysledky
mirn¢ 1isi. Takovy systém je vSak neuniformni a odliSnosti ve vysledcich jsou v ramci
jednoho tadu, tedy chyba je pfipocitavana polydisperzité systému. V systému se mohou
nachazet rizné dlouhé frakce polyelektrolytu, a pokud je na nich navazana sonda, pak se
vznikly asociat mize pohybovat riznou rychlosti.

Tabulka 9: Doby Zivota Rhodaminu 6G v prostiedi PSS

P/D 1 MDa 70 kDa

100 3.9 3,9
200 3,9 3,9
300 3.9 3,8
400 3,9 4,0
500 3.9 3,9
1000 4,0 4,0
2000 41 3,9
3000 3,9 41
4000 41 4,2
5000 4,2 4,2
7000 4,3 4,2
12000 4,1 4,3

Z analyzy dob Zivota je patrné, Ze v obou piipadech dochéazi jen k mirnému nartstu doby
zivota v zavislosti na poméru P/D. Tento jev je pfi¢itan velké slozitosti systému v oblastech
vys§iho P/D. Sonda méni dobu zivota se vzrlstajicim poctem molekul polyelektrolytu
Vv systému a tak vznika v¢étsi pravdépodobnost, ze dojde k interakci.
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Obr. 23: Ukazka difiiznich krivek 1 MDa PSS pro tri zvolend PID.

Na obrazku lze vidét, Zze vrozmezi hodnot P/D 100-12 000 se difize rovnomérné
zpomaluje, coz mize byt pfi¢itano narlstajici viskozité prostfedi nebo interakcim mezi
molekulami polymeru. Pokud budeme pifedpokladat vétsi mezimolekulové interakce,
pro sondu bude slozitéjsi prodifundovat prostiedim. Ale fyzikalni interakce, prezentovana
skokovou zménou difazniho ¢asu, opét nebyla potvrzena. Doslo pouze ke zpomaleni sondy
od urcitého poméru P/D, coz bylo dokazano prolozenim modelem Triplet. V rozmezi hodnot
P/D 0,5-100 se kiivka neméni a difiize fluorescencni sondy ma stejny prabeh.

U vzorkti se 70 kDa PSS byla opakovatelnost vyrazné lepsi. VIiv stericity nebude
diskutovan, jelikoz pomér P/D se da vysvétlit i jako pomér vaznych mist polymeru vaci
vaznym mistim barviva, u obou typli molekulovych hmotnosti budou vazna mista, co se
hmotnosti ty€e, stejna. Jelikoz se pohybujeme ve velmi ziedéném prostredi, vysledna
koncentrace polymeru je ve stovkach nanomola v jednom litru vzorku, tak nepfedpokladame
vliv stericity. Piesto je jisté, ze dochazi k uréitému zadrzovani a zpomalovani molekul sondy,
tedy jedinym moznym vysvétlenim je pravé fyzikalni interakce mezi sondou nesouci kladny
naboj a zaporné nabitym polymerem.

Toto zadrzovani se projevuje piitomnosti prechodu molekuly do tripletniho stavu, coz
dokazala analyza v rozmezi hodnot P/D 300-12000. V hodnotach P/D do 200 se triplet
nevyskytuje a difuzni koeficient zistava stejny, cca 400 um?/s. Vyskyt tripletu nam ukazuje
na interakci a ta je navic potvrzena snizovanim difizniho koeficientu pti daném poméru P/D.
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Tabulka 10:Difiizni casy, difiizni koeficienty a triplet v systému Rhodamin 6G-PSS (70 kDa)

PID  t[ms] DJ[um%s] tr [ps]

0,5 0,04 399
1 0,04 401
1,5 0,04 381
2 0,04 405
5 0,04 381
10 0,04 377
50 0,04 405
100 0,04 361
200 0,04 363 22
300 0,12 136 43
400 0,16 98 43
500 0,14 112 41
1000 0,20 78 42
2000 0,08 210 32
3000 0,30 52 39
4000 0,36 43 45
5000 0,36 43 46
7000 0,24 65 21
12000 0,36 48 36

V ramci 1 MDa PSS byl studovan i vliv stability roztoku. Na zaklad¢ faktu, Ze
vysledky jsou obdobné i v ramci méfeni vzorkul, které byly dlouho skladovany, usuzujeme
vysokou stabilitu roztoku.

5.2.2 Hyaluronan sodny a Rhodamin 6G

Pro méfeni vzorka s hyaluronanem byly vybrany jen uréité body zajmu z oblasti P/D. Dle
¢lanku [72] by z hlediska intenzity fluorescence byl ofekavany pokles v oblasti P/D 2 a 200.
Tyto body jsou prezentovany jako body ekvivalence, tedy kdy je teoreticky pocet vaznych
mist polymeru vyplnén vazbami s fluorescenc¢ni sondou. Byly zméfeny vzorky pied a za
oblasti téchto hodnot. Intenzita fluorescence, kterou méfi piistroj FCS zavisi na mnoha
faktorech, nemizeme ji tedy brat jako normalizovanou intenzitu. Ale piesto pokud by se
ptedpoklady potvrdily, pozorovali bychom napf. zménu doby zivota nebo vyraznéj$i zménu
difuzniho koeficientu. Co se ty¢e FLCS analyzy a zjistovani dob zivota, ziistalo opét u jedné
hodnoty, stejné jako u PSS. Vysledky jsou zobrazeny v tabulce 11.

Tabulka 11: Doby zivota systému Rhodamin 6G-HA

P/D  doba Zivota [ns]

1 3,9
1,5 3,9
2 3,9
100 3,9
150 3,9
200 3,9
250 3,9
300 3,9
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Z difuznich ktivek vybranych P/D je patrné, ze dochazi ke zméné pocateéni hodnoty
autokorelacni kfivky, coz nam dava informaci 0 koncentraci. Se snizujicim se parametrem
P/D, tedy se zvySujicim se molarnim pomérem polymeru vzhledem k barvivu dochazi
ke snizovani pocatecni hodnoty autokorelacni kiivky a tedy ke zvySovani koncentrace.

5

P/D 1
4,5 1 —P/D 1,5
—P/D 2

0,5 1

O T T T
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100

¢as [ms]
Obr. 24: Difuzni kiivky hyaluronanu sodného a Rhodaminu 6G

Tabulka 12: Hodnoty difiiznich casi, difuznich koeficientit a tripletii pro systém hyaluronanu
a Rhodaminu 6G.

PD t D[um%s] tr

1 0,04 395
15 0,04 368

2 0,04 391
100 0,04 396
150 0,04 389
200 0,05 351 20
250 0,04 377 33
300 0,04 365 26

Z tabulky je patrné, Ze diflizni ¢asy a k nim pfinaleZejici diftizni koeficienty se v pritbéhu
zvolenych P/D neméni, sonda tedy neni nijak zadrzovana a putuje volné, ale od P/D = 200 byl
analyzovan jesté tripletni ¢as, coz nasveédcuje, ze V systému néjakd interakce probiha.
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5.2.3 Chondroitin sulfat sodny a Rhodamin 6G

Chondroitin sulfat sodny obsahuje zdporné nabité sulfatové skupiny, které by se mély podilet
na interakci skladn¢ nabitymi skupinami Rhodaminu 6G. OvSem na této molekule se
vyskytuje i karboxylova skupina, ktera taktéz nese zaporny naboj a muze se tak podilet
na vazb¢ s fluorescencni sondou. FLCS analyza neprokazala zmény v ramci zmény pomeru
P/D, doba zivota byla neménna, a to 3,9 ns.

1,2

—P/D 1
P/D 100

1,0

G [t]

0,4

0,0 T T T = 1
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100

¢as [ms]

Obr. 25: Difuizni kiivky chondroitin sulfatu sodného a Rhodaminu 6G

Na obrazku 25 vidime koncentracni vliv polyelektrolytu na hodnoté autokorelacni
funkce. Se zvySujicim se pomérem P/D roste v systému koncentrace a roste i hodnota
autokorelacni funkce. U hodnoty P/D =200 byl analyzovan triplet, coz nasvéd¢uje interakci
v systému. Hodnoty tripletu a difuznich ¢asu jsou zaznamenany v tabulce nize.

Tabulka 13: Hodnoty difiznich casu, difuznich koeficientii a hodnoty tripletu pro systém
chondroitin sulfatu a Rhodaminu 6G

P/ID t[ms] D[um?s] trg [ps]

1 0,04 388
15 0,04 394
2 0,04 386
100 0,04 395
150 0,04 397
200 0,05 360 21
250 0,04 338
300 0,04 362
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Z vysledku pro systém chondroitin sulfat a Rhodamin 6G muzeme usuzovat, ze dochazi
ke zpomalovani frakce molekul pti poméru P/D =200, protoze pii této hodnoté se i mirné
prodlouzil diftzni Cas, ale s jistotou nelze fici, ze doslo k fyzikalni interakci mezi kladné
nabitym Rhodaminem 6G a chondroitin sulfitem sodnym, ktery nese zdporny naboj. Je
mozné, Ze tento polyelektrolyt nenese dostatecné silny néboj, aby si ptitdhl molekulu
Rhodaminu 6G a nebo zde dochazi ke sterickému branéni z hlediska struktury samotné
molekuly chondroitin sulfatu. Molekula Rhodaminu je pomérné prostorna a rozhodné nemtize
dojit kinterakci mezi dvéma molekulami Rhodaminu a dvéma vaznymi misty
na polyelektrolytu, které se nachdzeji v bezprostiedni blizkosti. Reknéme, Ze realna je
interakce s kazdou 10. zaporné nabitou skupinou chondroitinu. Tento ndzor je podpofen
1 vysledky, nebot’ z hlediska amplitud jednotlivych Casli je tento pomér jejich zastoupeni
skutecn¢ v poméru 1:10, kde 1 patii tripletnimu ¢asu a 10 volné difundujici molekule. Tedy
k jisté interakci zde doslo, ale pfimé potvrzeni by nastalo az po vyraznéjS$im snizeni difazniho
koeficientu, jak to bylo napt. u systému PSS—Rhodamin 6G.
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6 ZAVER

Predlozena diplomova prace se zabyva problematikou fyzikalnich interakci mezi kladné
nabitymi fluorescen¢nimi sondami a polyelektrolyty nesoucimi zdporny néboj. Jako stézejni
metoda pro studium téchto systémi a jejich charakterizaci byla zvolena fluorescenéni
korela¢ni spektroskopie.

Dle zadani byla provedena literarni reSerSe na téma stanoveni difliznich vlastnosti
fluoreskujicich malych molekul v roztocich polymert s piihlédnutim k technikdm
fluorescen¢ni spektroskopie. Z reserse vyplyva, ze pro studium difuznich vlastnosti je zvolena
metoda velmi vhodna a Siroce vyuzivana. Co se ty¢e akridinové oranze, pievazné se s touto
molekulou pracuje v fadové mnohem vyssich koncentracich, nez vyzaduje FCS, tudiz se
Z této problematiky stava neprobadana cast. Proto byla krom¢ srovnavaciho polymeru zvolena
i srovnavaci fluorescenc¢ni sonda — Rhodamin 6G.

Pro studium vlivu koncentrace polyelektrolytu na difuzni vlastnosti byl zaveden pomér
P/D. Byla mapovana $iroka Skala tohoto parametru a bylo zjisténo, ze v oblastech nad
P/D =12 000 nedochazi k zadnym zménam v difuznich vlastnostech, tedy tato hodnota se
stala maximalni hodnotou pro naSe experimenty.

V prvni ¢asti byly mapovany interakce s akridinovou oranzi. Ze dvou navrzenych
polyelektrolytii — hyaluronanu sodného a polystyren sulfonatu sodného — ani jeden neprokazal
zménu doby Zivota v ramci zvySovani poméru P/D. Co se ty¢e dalsich analyz, bylo zjisténo,
ze v pripad¢é PSS byly difuzni kiivky prokladany modelem Triplet a od hodnoty P/D = 100
doslo k taddové zméné difuzniho koeficientu, coz pokladdme jednoznacné za potvrzeni
fyzikdlni interakce polyelektrolytu s akridinovou oranzi. V piipadé¢ hyaluronanu doslo
k tadové zméné tripletniho Casu, a to v rozmezi P/D =10-100. V ramci této zmény ale
nedoslo ke zméné difuznich koeficientt, tedy potvrzeni interakce neni jisté. Molekula
akridinové oranze byla zhodnocena jako nevhodnd sonda pro studium téchto interakci, nebot’
V ramci opakovatelnosti nebylo dosazeno vhodnych odchylek. Piestoze byla sonda na zakladé
reSerSe zvolena jako vhodnd, Zadny z autori nepouzil tuto fluorescen¢ni sondu pro studium
SFCS. Jednim zdavodi, pro¢ je méfeni stouto molekulou problémové, muze byt
koncentrace. Pro FCS je dilezitd velkmi nizkd koncentrace — fddové nanomolérni, a tato
koncentrace vykazovala velmi nizkou intenzitu fluorescence ptipadajici na jednu molekulu
(parametr ,,Molecular Brightness“, coz komplikuje samotny sbér dat i jejich nasledné
vyhodnoceni.

Vzhledem Kk problémim, které se vyskytovaly stouto sondou, byla pro dal$i méfeni
a zhodnoceni vyuzitelnosti FCS pro studium fyzikalnich interakci tohoto typu pouzita sonda
Rhodamin 6G. Tato fluorescenc¢ni sonda je Siroce vyuzivand a na naSi fakulté existuje
nespocet experiment s touto molekulou. Je znam jeji absolutni difizni koeficient a tak slouzi
1 jako sonda pro kalibraci konfokalniho objemu. Opét bylo studovano prostiedi hyaluronanu
sodného a polystyren sulfonatu sodného a navic byl prozkouman jeSté chondroitin sulfat
sodny. V pfipadé¢ hyaluronanu nedoSlo ke zméné doby Zivota, tedy prvotni analyza
nasvédcuje, ze sonda difunduje volné a Kk interakci nedochazi. Po podrobnéjsi analyze je vSak
zjisténo, ze od hodnoty P/D =200, coz je dle [72] bod ekvivalence, je nutno pouzit model
Triplet, ale stejné€ jako u akridinové oranZe nedochazi ke sniZovani difuzniho koeficientu. Je
tedy obtizn€ interpretovatelné, k jakym interakcim v systému dochazi. Je mozZné,
ze hyaluronan nenese dost silny naboj na to, aby k sob¢ ptitahl molekulu Rhodaminu 6G. Jako
srovnavaci polymer byl zvolen PSS. Zde byly pouzity dvé molekulové hmotnosti, pficemz
ob¢ vykazovaly pii analyze doby Zivota zvySovani hodnoty s rostouci hodnotou P/D.
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Zpomalovani difuze je rovhomérné a je tedy pficitano slozitosti systému, nebot’ polystyren
sulfonat netvoii uspotfadané struktury, ale spiSe ndhodné shluky fetézcli a s rostoucim
pomérem P/D je tedy vétsi pravdépodobnost jistého zpomalovani molekuly Rhodaminu 6G.
V bod¢ ekvivalence pii P/D =200 nam dochazi ke zvySovani difuzniho Casu a tedy ke
zpomalovani molekuly tmérn¢ s rostoucim P/D. Navic od bodu ekvivalence bylo nutné pouzit
pro analyzu jiny matematicky model. Z téchto dvou aspektti soudime, Ze k fyzikalni interakci
dochazi pravé od této hodnoty, tedy ve stavu, kdy v systému je 200 nasobek vaznych mist
polymeru oproti vaznym mistim na sond¢. Porovnani vysledki obou molekulovych
hmotnosti vychazi dle ocekdvani — pi1 analyze 1 MDa vzorki dochazi k horsi
opakovatelnosti, nez u vzorki, kde byl pouzit 70 kDa PSS, ale vysledky spolu koreluji. U PSS
byla studovana také stabilita vzorka a bylo zjisténo, Ze i1 pres n€kolikamési¢ni skladovani
vzorkli nedochazi ke zménam diftiznich vlastnosti.

Co se tyCe posledniho zminovaného polyelektrolytu, chondroitin sulfitu sodného,
nedochazi ke zméné doby zivota, ani ke zmén¢ difuznich koeficientd. Pouze pii P/D = 200
byl pro analyzu pouzit model triplet. Chondroitin se chovanim vice podoba hyaluronanu, nez
PSS, dalo by se tedy fici, ze nenese dostatecny naboj pro to, aby dokazal interagovat s kladné
nabitou sondou.

V ramci prace byl diskutovan také vliv vyhodnocovani vysledkl, nebot’ analyza je
nejkomplexngj$i casti a je dilezité, aby byly eliminovany chyby zplsobené Spatnym
vyhodnocenim naméfenych dat. Je tieba piistupovat s velkou kritikou k aplikaci
matematického modelu na naméfena data.

Zavérem lze fici, ze se podafilo navrhnout experimenty pro ovéfeni difiznich vlastnosti
zvolenych systémil. Jednou ze stéZejnich Casti je spravnd volba fluorescencni sondy, diky
které pak ziskame informace o systému.
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8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

AO
AP/D
AR
CBB
Cnts
DNA
DMSO
FCS
FLCS

HA
HAS1-3
GAG
IRF
LDPE
POPOP
PSSS
RNA
SDS
TCSPC

Akridinova oranz

lavinova fotodioda

Alizarinova ¢erven

Coomassie brilantni modf

counts (pocet fotont proslych jednotkovym objemem za jednotku casu)
deoxyribonukleova kyselina

Dimethylsulfoxid

Fluorescence correlation spectroscopy (fluorescencni korelacni spektroskopie)
Fluorescence life-time correlation spectroscopy (Casové rozlisena fluorescenéni
korelacni spektroskopie)

Hyaluronan

hyaluronansyntazy

glykosaminoglykany

instrument response function (funkce ptistrojové odezvy)

polyethylen s nizkou hustotou

1,4-bis(5- phenyloxazol-2-yl)benzen

polystyren sulfonat sodny

ribonukleova kyselina

Dodecyl sulfonat sodny

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

8.2 Seznam symbolii

Symbol
C
D
o

Nazev veliciny

koncentrace Castic

difuzni koeficient

okamzita odchylka signalu od jeho primérné hodnoty

autokorelacni funkce

rychlost emise fluoroforu

intenzita signdlu

Boltzmannova konstanta

pocet fotonti detekovanych z jedné molekuly za jednu sekundu

pocet molekul

hydrodynamicky polomér

celkovy Cas

difuzni cas

tripletni Cas

doba Zivota fluoroforu

efektivni objem

prostorové rozlozeni emitovaného svétla

charakteristicky rozmér detek¢niho objemu v ohniskové roviné objektivu
charakteristicky rozmér detekéniho objemu ve sméru optické osy mikroskopu
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