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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem hydrogeld vzniklych fazovou separaci hyaluronanu
S opacné nabitymi tenzidy cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) a Septonex. Navazuje
na bakalarskou praci a rozSifuje znalosti o podrobnou charakterizaci vnitiniho prostredi
hydrogelu stanovenim difizniho chovani fluorescencni sondy Atto 488 a nilské cervené pomoci
metody fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS) a jeji upravené verze dvouohniskové
fluorescenéni korelaéni spektroskopie (2f-FCS). Porovnané vysledky ukazaly, Ze ob& pouzité
metody vykazuji podobné hodnoty a ze sondy specificky interaguji s CTAB, ale sonda Atto 488
vykazuje pouze slabou interakci se Septonexem ve srovnani s nilskou cerveni. Tyto interakce
navic nebyly ovlivnény pouzitou molekulovou hmotnosti hyaluronanu. Zavérem bylo
doporu¢eno meéfeni uvedeného typu hydrogelu, prostiednictvim klasické metody, v malé
hloubce gelu.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with study of hydrogels formed by phase separation of hyaluronan
with oppositely charged surfactants cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) and Septonex.
It follows the bachelor thesis and extends the knowledge about the detailed characterisation
of the inner environment of the hydrogel by determining the diffusion behaviour of the
fluorescent probes Atto 488 and Nile Red using fluorescence correlation spectroscopy (FCS)
technique and its modified version dual-focus fluorescence correlation spectroscopy (2f-FCS).
Compared results showed that both methods show similar values and probes specifically
interact with CTAB but Atto 488 shows only weak interaction with Septonex compared to
Nile Red. Additionally, these interactions were not affected by the molecular weight of
hyaluronan. In conclusion, it was recommended to measure this type of hydrogel in a small
depth of gel using a conventional method.
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1 UVOD

Souc¢asnou snahou mnoha védeckych skupin je zaméfeni svého vyzkumu ke studiu interakce
polymeru s tenzidem za tvorby fazové separovanych hydrogelt, které diky svym unikatnim
viskoelastickym vlastnostem a hydrofilni povaze nalézaji vyuziti v medicinskych
a farmaceutickych aplikacich. Pozornost je vénovana predevs§im pouziti hydrogelt v oblasti
cilené distribuce 1é¢iv formou nosice, ¢imz by idealn¢ doslo k navézani 1é¢iva a jeho dopraveni
do postizené tkan¢ bez neptiznivych cytostatickych G¢inka pii nadorovych onemocnéni.

Kyselina hyaluronova se jevi jako vhodny polymer, a to piedevs§im diky své biokompatabilité
tkanim, protoze je soucasti extraceluldrni matrix a veskeré mezibunééné pienosy s nim
nevyhnutelné pfichazeji do kontaktu. Obecné, modifikace hyaluronanu ovliviiuje rozpustnost,
a proto nemodifikovany hyaluronan vyuziva elektrostatické interakce s kationaktivnimi
latkami, nejéastéji tenzidy, k vytvoteni fazoveé separovanych hydrogeli.

Hydrogely na bazi hyaluronanu jsou schopné absorbovat vysoké mnozstvi vody a jejich
specificka struktura skyta schopnost pozvolného uvolnéni aktivni u¢inné latky, ¢imz by se
zabezpec€ilo udrZeni terapeutické hladiny 1é¢iva v organismu po uréitou dobu. Hydrogel
pfedstavuje komplexni systém, avSak stale pfesné neni znamo chovani molekul hyaluronanu
Vv jeho vnitinim prostiedi.

Studium difuzni charakteristiky je jednim z ptistupt, jak pozorovat chovani molekul pomoci
stanoveni difuzniho koeficientu fluorescenénich sond v hydrogelu. Za uc¢elem prozkoumani
neznamé struktury hydrogelu byla pouzita metoda fluorescen¢ni korelacni spektroskopie (FCS)
vyznacujici se vysokou citlivosti a detekci signalu na urovni jednotlivych molekul.
V poslednim desetileti védci vymysleli modifikovanou verzi FCS nezavislou od optickych
a fotofyzikalnich aberaci nazvanou dvouohniskova fluorescencni korela¢ni spektroskopie (2f-
FCS), ktera poskytuje absolutni hodnoty difiznich koeficientt.

Cilem této diplomové prace je studium diftze organickych molekul v hydrogelovém
prostfedi vzniklém na bazi hyaluronanu a kationaktivniho tenzidu cetyltrimethylamonium
bromidu (CTAB) a dosud neprozkoumaného Septonexu. V teoretické Casti je podan soucasny
pfehled zaméfeny na vyuziti 2f-FCS ve vyzkumu koloidd. Nasledné, pomoci obou
fluorescencnich technik, bylo stanoveno difuzni chovani fluorescen¢ni sondy Atto 488 a nilské
Cervené v hydrogelech, jejichz vysledky jsou vzajemné porovnany. Zavérem byla naméiena
spektra nilské cervené ve vybranych prostiedich.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Hyaluronan

Hyaluronan je polysacharid patfici do skupiny mukopolysacharidi, znamych jako
glykosaminoglykanti, které se pfirozené¢ vyskytuji ve vsSech zivych organismech.
Glykosaminoglykany obsahuji sulfatovou skupinu a jsou syntetizovany v Golgiho aparatu, kde
jsou kovalentné vazany na proteiny za vzniku proteoglykand. Na rozdil od zastupct této tfidy,
hyaluronan neobsahuje sulfitovou skupinu, jeho syntéza probiha prostiednictvim
hyaluronansyntazy a nachazi se také jako volna molekula [1].

Hyaluronan byl objeven v roce 1943 na Kolumbijské univerzité¢ v New Yorku biochemikem
Karlem Meyerem a jeho asistentem Johnem Palmerem. Neznamou latku izolovali z hovéziho
sklivce a rozpoznali strukturu uronové kyseliny a na zakladé této skute¢nosti dostala objevena
latka nazev. Kyselina hyaluronova je odvozeno zfeckého slova hyaloid, coz v ptekladu
znamena skelny a z uronové kyseliny, ktera je soucasti struktury [2]. V prubéhu nasledujicich
let byla kyselina hyaluronova izolovana také z pupe¢ni $idiry a kohoutich hiebinkt. S postupné
nartistajici znalosti této slouceniny bylo zjisténo, ze tento mukopolysacharid je produkovan
savéimi bunkami a uréitymi druhy bakterie ve formé disociované sodné nebo draselné soli a ve
vodném roztoku je polyaniontem. V Zivém organismu se tedy nevyskytuje jako protonovana
kyselina a z tohoto divodu byl v roce 1986 piijat obecné platny nazev hyaluronan, ktery
se pouziva dodnes [3].

2.1.1 Struktura

Kyselina hyaluronova je linearni nerozvétveny polymer slozeny =z opakujicich se
disacharidovych jednotek. Jednotkou jsou D-glukuronova kyselina a N-acetyl-D-glukosamin,
které jsou spojeny B-1,3 glykosidickou vazbou a samotné disacharidové jednotky se navzajem
spojuji B-1,4 glykosidickou vazbou. Tyto vazby jsou stabilizovany intramolekuldrnimi
vodikovymi mustky.
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Obr. 1: Struktura hyaluronanu obsahujici -1,3 a p-1,4 glykosidickou vazbu [4]



Stabilitu  disacharidové jednotky urcuje vyhodné sterické usporadani. Glukodza
v B konfiguraci, sniz jsou spojeny oba cukry, umoziuje vSem prostorové objemnym
postrannim skupindm zaujmout stericky vyhodné&jsi ekvatoridlni polohu, zatimco malé
vodikové atomy obsazuji stericky méné¢ vyhodné axialni polohy [5]. Postranni skupiny
molekuly tvofi hydrofilni oblasti v fetézci a axidlni vodiky vytvareji hydrofobni oblasti nazvané
hydrophobic patches, diky nimz je hyaluronan schopen se vazat na fosfolipidy, které jsou hlavni
slozkou membran. Pfitomnost hydrofilnich a hydrofobnich oblasti fadi hyaluronan mezi
amfifilni latky [6].

Usporadana helikalni struktura hyaluronanu v pevném stavu byla objevena v 70. letech
pomoci metody rentgenové krystalografie. Toto objeveni povzneslo otazku, zdali existuje
usporddand forma fetézce hyaluronanu také v hydratovaném stavu.

Struktura hyaluronanu v roztoku byla jiz v minulosti popsana, za vyuziti klasickych
reologickych technik, jako ndhodné svinuta stuha tzv. random coil [7]. S ohledem na strukturu,
feté¢zec hyaluronanu obsahuje dva druhy vazeb. Jednim druhem jsou vazby v cukernych
kruzich, které jsou relativné tvarové zpevnéné. Mezi témito rigidnimi kruhy se nachézi
glykosidické vazby, které obsahuji kyslikovy atom spojujici jeden cukr s druhym. Z kazdého
Kyslikového atomu vychazi dvé vazby pfipominajici svym sevienim tvar pismene ,,V*.
Pfipojené sacharidové jednotky nachazejici se na konci této vazby mohou rotovat o 360°, jejich
rotace, s velkym mnozstvim moznych konfiguraci kolem kyslikového atomu, neni ze sterickych
divodt ndhodna. V nasledujicich letech nukledrni magneticka rezonance potvrdila pfitomnost
uspotfadané struktury fetézce hyaluronanu v roztoku, v niz je kazda disacharidova jednotka
pootocena o 180° vici predchazejici a nasledujici. Dvé pootoceni nam vraci ptivodni orientaci.
Tato struktura je popisovana jako dvakrat sto¢ena Sroubovice tzv. two-fold helix. Stabilita této
vazby je zajiSténa pomoci intramolekularnich vodikovych mustki, které znazoriuje Obr. 2
teCkovanou ¢arou. Uvedena preferovana konfigurace je diisledkem jiz zminénych hydrofobnich
oblasti, které jsou zplsobeny umisténim vodikovych atoml v axidlni poloze fetézce
hyaluronanu. Hydrofobni oblasti maji vliv na molekuly ve vodném prosttedi, které se jejich
pusobenim shlukuji a snizuji povrchové napéti. Tento hydrofobni mechanismus tidi tvorbu
membran a piispiva ke stabilizaci [6]. Nepolarni oblasti jsou v molekule hyaluronanu tvoteny
axialnimi vodikovymi atomy a polarni oblasti jsou tvofeny ekvatorialni stranou fetézce.
Nésledkem téchto pravidelné se stfidajicich oblasti, zaujimad molekula ve fyziologickém
roztoku tvar roztdhlé svinuté stuhy zabirajici rozlehlou doménu. V zavislosti na koncentraci
polymeru se domény mohou piekryvat. Malé molekuly jako voda, elektrolyty a ziviny mohou
voln¢ difundovat rozpoustédlem uvnitt domény, ale velké molekuly jako jsou proteiny budou
z domény vytlaCovany z divodu hydrodynamické velikosti, coz vede k pomalejsi difuzi
prostiedim hyaluronanu. Zajimavé je, Ze efektivni velikost port v siti se kontinualné¢ meéni.
Statisticky mohou existovat pory vSech velikosti, ale s riiznou pravdépodobnosti. To v principu
znamena, ze molekuly vSech velikosti mohou projit skrz sit’ hyaluronanu, ale s riznym stupném
retardace zavisejicim na jejich hydrodynamickém poloméru [5]. Vodné roztoky hyaluronanu
jsou viskdzni v zavislosti na koncentraci a molekulové hmotnosti. Molekulova doména
s vysokou molekulovou hmotnosti fetézce tvoifi vysoce viskdzni roztoky jiz pifi nizkych
koncentracich [8].



Pocet opakujicich se disacharidli, v dokon¢eném hyaluronanu, je pfiblizn¢ 10 000, ale jsou
znamy také tetézce s 25 000 disacharidovymi jednotkami [9]. Primérna délka disacharidové
jednotky dosahuje témét 1 nm [5]. Velikost polymert in vivo se lisi typem tkané. Naptiklad
hyaluronan v lidské pupec¢ni $intife ma molekulovou hmotnost 3—4 miliony daltont, zatimco
molekulova hmotnost hyaluronanu v synovialni tekutin¢ je 6 miliona daltonii. Nicméné,
uvedené hodnoty molekulovych hmotnosti izolovanych polymeri nemusi byt ptfesné, nebot
jsou zavislé na postupu izolace a zvolené analytické metodé. Molekulova hmotnost
hyaluronanu neni monodisperzni a experimentalni techniky ke stanoveni polydisperzity zavisi
na zpusobu extrakce. Naptiklad stanoveni polydisperzity vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografii podléha vybéru typu kolony a rychlosti toku. To mé za néasledek velké kolisani
vykazovanych hodnot polydisperzity hyaluronanu a poukazuje to na dilezZitost standardizace
pouzité analytické metody pro charakterizaci [9].
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Obr. 2: Tetrasacharid obsazeny V Fetézci hyaluronanu skladajici se ze dvou opakujicich se
disacharidovych jednotek G = zbytku kyseliny glukuronové a N = N-acetylglukosaminu. G1 a N1 jsou

disacharidy pootocené o 180° kolem osy Fetézce ve srovnani se sousednimi jednotkami G2 a N2.

Teckovand cara zndzornuje vodikové vazby [10].

2.1.2 Sitovani

Retézce hyaluronanu mohou také agregovat vzajemné mezi sebou, diky pfitazlivym sildm jejich
hydrofobnich oblasti. Sekundérni struktura mé tvar ploché rovinné stuhy, jejiz konce jsou
identicke, avSak jedna strana stuhy bézi v opa¢ném sméru vici druhé, jsou antiparalelni. To ma
za nasledek moznost stejnych procest na obou stranach, a tudiz agregaty tak mohou riist v obou
smérech.

Hyaluronové sité se tvoii jiz pfi nizkych koncentracich a s rostouci molekulovou hmotnosti
se stavaji pevnéjsi az v podstaté nekonec¢né. Kazda molekula hyaluronanu je v nich spojena se
vSemi ostatnimi molekulami. Elektrostaticka repulze mezi zapornymi naboji, kterd by mohla
podporovat disociaci agregati, je prekonana hydrofobnimi interakcemi a vodikovymi mustky
mezi acetamidovou a karbonylovou skupinou. Jenomze interakce, které drzi sit’ pohromad¢ jsou
pomérné slabé, takze agregaty se mohou tvofit a disociuji v zavislosti na fyzikalné-chemickych
podminkach [6].



2.1.3 Produkce

Hlavnim pozadavkem pro produkci kyseliny hyaluronové je jeji vysoka Cistota a velky rozsah
molekulové hmotnosti. Obecné lze fici, Ze existuji tii metody produkce hyaluronanu, a to
izolace ze zviteci tkan¢, bakterialni fermentace a chemoenzymaticka syntéza [11].

V pribehu let od svého objeveni byla kyselina hyaluronova izolovana z riiznych zdroju, jako
je pupecni $nira, kohouti hiebinky, hovézi a prase¢i synovidlni tekutina, oéni bulvy mecouna
a matrice chrupavky [12]. Vroce 1949 Norman Boas jako prvni izoloval kyselinu
hyaluronovou z kohoutich hiebenti a odtivodnil, Ze tloustka hiebent je vEtsi oproti slepi¢im
z diivodu ptitomnosti silné vrstvy pojivové tkdn€, v niz se cileny hyaluronan nachézi. Proces
izolace a purifikace zahrnoval dezintegraci a homogenizaci tkan€, pfidani organickych
rozpoustédel k odstranéni tuki a bilkovin. Vy¢isténa a vysuSena kyselina hyaluronova byla
izolovana s vytézkem 0,1 % hmotnosti zpracovanych hiebent [13]. Z divodu nizkého vytézku,
vznikajicim etickym problémim a obavdm z rizika virové infekce se primyslova vyroba
obratila na bakterialni fermentaci [14].

Rada bakterialnich kmenti je schopna produkovat hyaluronan ve velkém vytdZku za
acrobnich i anaerobnich podminek. Tato schopnost je spole¢nym znakem rodu streptokokd.
Vyuzivaji se bakterie Streptococcus pyogenes, Streptococcus equi a zooepidemicus. Jedna se
0 lidské, resp. zvifeci patogeny. Je vSak ziejmé, Ze produkce hyaluronanu pro lidské vyuziti
bude vychazet z bakterialniho kmene nezpisobujiciho lidskd onemocnéni. Posledni dva
zminéni zéstupci se tak v soucasné dob¢ staly nejvice pouzivanymi producenty hyaluronanu.
Princip syntézy spociva v tom, Ze bakterie si tvofi z hyaluronanu extracelularni kapsuly,
pomoci niz se obali, a takto vytvoreny hyaluronan je pro savCi tkdn¢€ nerozeznatelny od
vlastniho, coZ umoZiiuje bakteriim napadnout hostitelsky organismus, aniz by byly ohroZeny
jeho imunitnim systémem [11]. Produkéni kmen S. equi produkuje hyaluronan s nizsi
molekulovou hmotnosti, zatimco bakterialni kmen S. zooepidemicus produkuje hyaluronan
s vyS$$i molekulovou hmotnosti. V souc¢asné dobé€ je hyaluronan produkovan z riznych zdroja
a s riznym stupném cistoty. Vzniklé necistoty zavisi na zptisobu purifikace a jsou to nejéastéji
bakterialni endotoxiny, nukleové kyseliny, chondroitinsulfat, proteiny a tézké kovy [15].
Problémy, s nimiZ se potyka bakterialni produkce jsou, Ze n€které kmeny produkuji hyaluronan
jen v uréité fazi svého zivotniho cyklu a u uréitych kmenti miize probihat soubézna produkce
hyaluronidazy, coz je enzym degradujici hyaluronan [14]. Exprese proteinu hyaluronidazy
odkazuje ke genetické manipulaci a vyuziti bakteridlni fermentace s rekombinantnim
Bacillus subtilis, jenz neobsahuje exotoxiny ani endotoxiny, neprodukuje hyaluronidazy a jeho
genom je pln¢ sekvenovan [16].

Chemoenzymatickd metoda vyuzivd rekombinantni enzymy k produkci oligosacharida
hyaluronanu dané délky. Délka hyaluronanu polysacharidového fetézce urCuje biologické
ucinky v bunéénych a tkdnovych systémech. Principem je fizend enzymaticka reakce
vyuzivajici enzym hyaluronansyntazu, z bakteridlniho kmene Pasteurella, ktera katalyzuje
syntézu hyaluronanu za vyuZziti monosacharidi z cukernych prekurzora. Vysledkem jsou
polymery hyaluronanu o poZadované velikosti. Produkce hyaluronanu se vyznacuje tzkou
distribuc¢ni velikosti v rozmezi od 16 kDa do 2 MDa [17].
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2.1.4 Metabolismus

Metabolismus hyaluronanu je, v Zivych organismech, velmi dynamicky. Koncentrace
hyaluronanu se 1i8i v jednotlivych tkédnich a metabolické syntéza a degradace se tak neustéle
vyvazuji pro udrzeni jeho koncentrace [18].

Syntéza hyaluronanu probihd na vnitini strané plazmatické membrany. Utastni se ji tii
integralni membranové proteiny zvané hyaluronansyntdzy oznaCované jako HAS1, HAS2
a HAS3. Kazdy enzym je schopen syntetizovat de novo fetézec hyaluronanu. Enzymy mayji
odlisné katalytické¢ vlastnosti. HAS1 a HAS2 jsou nejméné aktivni a fidi syntézu
vysokomolekuldrniho hyaluronanu. HAS3 je nejvice aktivni a podporuje syntézu velkého
mnozstvi nizkomolekularniho hyaluronanu. Ptislusné enzymy sttidavé vazou, k redukujicimu
konci fetézce, jednotlivé monosacharidové jednotky a nartstajici polymer je pak vytlacen do
extracelularniho matrix, kde je schopen tvofit komplexy s proteiny a stava se tak soucasti
pericelularniho obalu buniky [19]. Syntéza fetézce hyaluronanu obsahujiciho tak velky pocet
disacharidovych jednotek je pro bunky vysoce energeticky narocna, a proto je piisné
regulovana. Regulace probiha pomoci uridindifosfat cukernym zdrojem, ktery ptimo ovliviiuje
rychlost hyaluronové syntézy [20].

Enzymatickd degradace hyaluronanu se uskuteciiuje v jatrech, jako intracelularni proces,
ve dvou fazich. Prvni faze zahrnuje rozklad polysacharidu na monosacharidové jednotky a ve
druhé fazi dochazi k jejich vyuziti. Rozklad monosacharidi je vysledkem aktivity téi typa
enzymi nazyvanych hyaluronidaza, p-D-glukuroniddza a [-N-acetyl-hexosaminidaza.
Hyaluronidazy Stépi vysokomolekularni hyaluronan na mensi oligosacharidy a zbylé dva
enzymy S$tépi vzniklé fragmenty. Kone¢né produkty degradace jsou vyuzity k dalsi biosyntéze
polysacharidu [21].

2.1.5 Vyskyta vyznam v organismu

Hyaluronan se pfirozené nachazi témét ve vSech tkanich a tekutinach obratlovcet, kde je soucasti
extracelularni matrix. Je hlavni slozkou oc¢niho sklivce, kterému zajistuje viskoelastické
vlastnosti [22]. Slouzi jako konstrukéni prvek v hyalinni chrupavee a synovialni tekuting, kde
sniZzuje tfeni a tlumi narazy. Nachazi se v krevnich cévach a tepnach, v okoli hladké svalove
bunky v aorté. Nejvyssi mnoZstvi hyaluronanu se nachazi v kozni tkani, kde se vyskytuje vice
nez 50 % z celkového obsahu hyaluronanu v lidském téle. Je pfitomen jak v epidermis, tak
Vv dermis a tvoii mezerovou vypln mezi vrstvenymi keratinocyty, ¢imz poskytuje prostor pro
vyménu nutricnich a regulanich metabolitl. Svou unikatni schopnosti absorbovat vysoké
mnozstvi vody, zajiStuje hydrataci kize. Hyaluronan u¢inn€ absorbuje volné radikaly
zpusobené UV zafenim tim, Ze odstranuje reaktivni formy kysliku a plni tak ochrannou roli
pokozky pied skodlivymi latkami [23].

Hyaluronan v extracelularni matrix slouzi jako signalni molekula. Bunéény povrchovy
receptor RHAMM (Receptor for Hyaluronan-Mediated Motility) je zodpovédny za pohyblivost
bun¢k a receptor CD44 (Cluster of Differentiation) je markerem pro epidermalni rtstovou
diferenciaci. Ztrata diferenciace keratinocytli v karcinomu je spojena se snizenou regulaci
receptoru CD44. Hyaluronan je tak soustifedén i v oblasti rakovinnych bunék a jeho produkce
je zptisobena samotnymi nadorovymi buitkami nebo mezibunéénou interakci ve stromatu. Diky
této afinité je hyaluronan vhodnym nastrojem pro studium cilené distribuce 1é¢iv [24].
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2.1.6 Vyuziti

Hyaluronan se diky svym jedine¢nym vlastnostem nabizi jako unikétni biologicky material,
ktery naléza uplatnéni v medicinské a farmaceutické aplikaci. Jednd se o biokompatabilni,
bioaktivni a télu vlastni latku. Neni cytotoxicky, teratogenni ani imunogenni. Pfednimi
vlastnostmi jsou viskoelasticita a hydratacni schopnost, které se vyuzivaji zejména k omlazeni
Vv estetické medicing. Postupné s vékem dochazi k ubytku objemovych mékkych tkéni a tim ke
snizeni obsahu hyaluronanu v pleti, ¢imz se vytraci jeji pruznost. ReSeni ptichazi s objevenim
nov¢ technologie v podobé injekéné aplikované kozni vyplné hyaluronanu zajist'ujici
augmentaci tkani a postupné vyhlazeni vrasek. Snadna implantace hyaluronanu tak poskytuje
neinvazivni a nechirurgickou alternativu pro korekci vad obliceje. Vypln€ jsou bezpecné a
uc¢inné, jejich nevyhoda spociva v relativné rychlém rozlozeni, a proto je nutné proces aplikace
opakovat. Dnes je kyselina hyaluronova béZznou soucasti produktii v péci o plet’ [25].

Ve své nativni podobé¢ je hyaluronan schopen absorbovat velké mnozstvi vody a udrzovat
hydratované prostredi. Je vSak dobie rozpustny a odbouratelny z organismu a naléza tak urcita
omezeni v regenerativni a reparativni mediciné. Nedostatek v podobé kratkého polocasu
rozpadu a mechanické integrity ve vodném prostiedi odkazuje na potifebu zavedeni chemické
modifikace. Chemicka derivatizace hyaluronanu ovliviiuje jeho rozpustnost. Ptikladem jsou
hylany vzniklé zesiténim hydroxylovych skupin hyaluronanu. Lze pfipravit dva typy. Hylan A
spojuje hydroxylové skupiny hyaluronanu s residudlnimi proteiny za pouziti formaldehydu
Vv bazickém prostiedi. Jeho reakéni produkt mé stejné vlastnosti jako ptivodni linearni polymer,
ale ma vyS$i molekulovou hmotnost. Hylan B je produkovan reakci divinylsulfonatu
S hydroxylovymi skupinami za alkalickych podminek. Tvoifi nabotnaly gel se zvySenou
elasticitou a ma prodlouzeny polocas rozpadu. Hylany jsou tak béznou soucasti pfi
viskoelastické suplementaci [11].

Prvni lékatsk4 aplikace hyaluronanu se uskutecnila na konci 50. let minulého stoleti
v oftalmologii, kdy jeho viskozita pomohla v drzeni sitnice pti o¢ni operaci. V soucasnosti se
pouziva k 1é¢bé kataraktu, v o¢nich kapkach pro zvlhéovani oéni sliznice nebo v roztocich
V péci o ocni Cocky [22].

Sodnd stl kyseliny hyaluronové se vyuzivd pro 1é€bu osteoartritidy. Uvolnénim
proteoglykanli z extracelularni matrix do tkdné chrupavky dojde k potlaceni jeji dalsi
degradace. Chrani také povrch kloubni chrupavky a normalizuje vlastnosti synovialni
tekutiny [26].

Soucasna snaha mnoha vyzkumnikl je vynaloZena na vyuziti hyaluronanu pro cilenou
distribuci 1éciv. Jde o usili vyvinuti sofistikovaného nosice, ktery by 1é¢ivo uzaviel do sebe,
bezpecné dopravil az do mista plisobeni a na ur¢ity podnét uvolnil v organismu [11].

Hyaluronan mé velky potencial v oblasti tkanového inzenyrstvi. Zesitovaci techniky
umoziuji zadrzeni materialu a kontrolu jeho mechanickych vlastnosti. Hyaluronové hydrogely
jsou bioresorbovatelné a pouzivaji se jako skafoldy pro opravu a regeneraci tkani. Zejména jsou
aplikovany pfi 1é¢bé komplikovanych diabetickych ran a jizev [27].
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2.2 Tenzidy

Féazové rozhrani tvoii pfechod mezi jednotlivymi fazemi a probiha na ném vétSina fyzikalnich
¢i chemickych procest. RozliSujeme fazovad rozhrani mezi pevnou latkou, kapalinou
a plynem [28]. Pii zvoleni vhodného rozpoustédla, poskytuji nékteré nizkomolekularni latky ve
velkém zfedéni pravé roztoky, ale s poCinajici urcitou koncentraci asociuji do vzniku agregatt
koloidnich rozmért. Tyto agregaty se nazyvaji micely a latky, které se chovaji timto zptisobem,
oznacujeme jako micelarni neboli asociativni koloidy. Mezi tyto systémy patfi tenzidy neboli
povrchove aktivni latky, které se jiz pii nizkych koncentracich hromadi na fazovém rozhrani
a snizuji mezifazovou energii. Asociace je podminéna jejich zvlastni strukturou. Molekuly
tenzidi se skladaji z casti lyofilni (ve vod¢ hydrofilni), kterd vykazuje velkou afinitu
Kk rozpoustédlu a z ¢asti lyofobni (ve vodé hydrofobni), ktera je v daném rozpoustédle prakticky
nerozpustna. Hydrofilni skupinou je napf. -OH nebo —COOH, naopak hydrofobni skupiny tvofi
nepolarni dlouhé uhlovodikové fetézce. Strukturu tohoto typu oznacujeme jako amfipatickou
nebo amfifilni [29]. Ve vodném roztoku jsou hydrofilni skupiny orientovany do polarniho
prostiedi. Naproti tomu v nepolarnim prostiedi jsou hydrofilni ¢asti molekuly sdruzeny v jadru
micely a hydrofobni skupiny tvofi vn&jsi obal. Vznika tak inverzni micela [30].

hydrofobni uhlikaty fetézec a / %,
A a:»- 7

.\MMM/\ Prrrannn “““‘“‘“‘.

nabitad hydrofilni funkéni skupma

a) b)

Obr. 3: Znazornéni a) struktury molekuly tenzidu b) micely c) inverzni mzcely [30]

Tenzidy rozd€lujeme podle jejich schopnosti disociovat v roztoku na ionogenni
a neionogenni. Terminem ionogenni oznacujeme latky, jejichz lyofilni skupiny elektrolyticky
disociuji a uvoliuji protionty. Micela se z tohoto hlediska chova jako globularni elektrolyt.
Ionogenni tenzidy dale délime na aniontové, kationtové a amfoterni (zwitteriontové) [29].
Aniontové tenzidy disociuji za vzniku povrchové aktivnich aniontl. Nejvyznamnéj$imi
piedstaviteli této skupiny jsou alkalické soli vysSich mastnych kyselin. U kationtovych tenzidi
dochéazi pii disociaci ve vod& k tvorb& povrchové aktivnich kationti. Castymi zastupci této
skupiny jsou kvartérni amoniové soli [31]. Amfoterni micelarni koloidy obsahuji bazickou
i kyselou funkéni skupinu a vykazuji obojetné formy disociace, jak aniontovou, tak
kationtovou. Naboj micely zavisi na pH prostiedi. Mezi amfoterni tenzidy se fadi betainy,
sulfobetainy a fosfolipidy. Amfoterni latky se obecné pouzivaji ve formulacich s aniontovymi
nebo neiontovymi povrchove aktivnimi latkami naptiklad pro modifikaci rozpustnosti, velikosti
micel. Neionogenni tenzidy nejsou schopné elektrolytické disociace v roztoku. Obvykle
se skladaji z dlouhého uhlovodikového fetézce s nékolika polarnimi, ale neionogennimi
skupinami na konci, které zajistuji rozpustnost téchto sloucenin [32]. Rozpustnost povrchové
aktivnich latek ve vodé klesa s délkou uhlovodikového fetézce [31].
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2.2.1 Vznik micel

Pti nizké koncentraci se molekuly tenzidu nachazeji ve vodném roztoku ve stavu samostatnych
molekul. Hydrofobni ¢asti amfifilnich molekul se vSak snazi minimalizovat kontakt s vodnym
prostiedim [33]. Se vzrlstajici koncentraci se proto co nejdiive samovolné hromadi na
mezifazovém rozhrani, kde snizuji povrchové napéti. Uplnym nasycenim povrchu kapaliny
dochazi k dosazeni kritické micelarni koncentrace (critical micellar concentration, CMC), coz
je nejvyssi mozna koncentrace, pii niz jsou povrchové aktivni latky v roztoku v molekulové
(iontové) form¢. Dosazenim této koncentrace se méni smérnice koncentracnich zavislosti
mnohych fyzikalné-chemickych vlastnosti roztokt tenzidii. Napiiklad povrchové napéti se
s rostouci koncentraci prudce snizuje a po piekroceni kritické micelarni koncentrace se pak jiz
témef neméni. Zlomy koncentracnich zavislosti vykazuji také hodnoty molarni vodivosti,
osmotického tlaku, viskozity a méni se i optické vlastnosti, pii nichz nad kritickou micelarni
koncentraci miiZzeme pozorovat znacny rozptyl svétla na utvarech koloidnich rozméra [28].

Nasledny proces micelizace neboli tvorba micel se uskuteéiiuje seskupenim nepolarnich ¢asti
molekul a jejich orientaci k sob&. Na povrchu se nachazi hydrofilni ¢asti molekul, které jsou
obklopeny protionty tvofici vnéjsi diftzni dvojvrstvu. Pro vznik micel je také dulezita urcita
teplota tzv. Krafftova teplota, ktera je specificka pro kazdy tenzid. Pfi jejim dosazeni se
rozpustnost povrchové aktivnich latek rovnd hodnoté kritické micelarni koncentrace. V jejich
niz8ich hodnotach se netvoii micely, kdezto ve vysSich hodnotach stoupa rozpustnost vlivem
tvorby micel [34].

Mezi charakteristiky micel patii agregacni cislo, které udava pocet polymernich fetézct
podilejicich se na vzniku micely. Hodnota agrega¢niho ¢isla je pro micely rizna a ovliviiuje
jejich velikost [30]. Dalsimi charakteristikami micelarnich systému jsou gyracni polomér ¢&i
hydrodynamicky polomér, ktery je definovan jako ekvivalentni polomér koule, ktera ma za
stejnych fyzikalnich podminek stejné hodnoty méfené veliCiny jako Castice zkoumaného
systému [29].

2.2.2 Solubilizace

Micelarni koloidy se vlivem své amfifilni povahy vyznacuji schopnosti solubilizace.
Solubilizace je definovana jako spontanni proces vedouci ke vzniku termodynamicky stabilniho
roztoku latky, obvykle nerozpustné nebo jen mélo rozpustné v daném rozpoustédle, a to
ptidavkem amfifilnich slou¢enin obsahujici polymer nad kritickou micelarni koncentraci. Takto
nerozpustna latka je zaclenéna do jadra micely a pfevedena do roztoku [35]. Umisténi uvnitf
micely je do znacné miry zavislé na jeji celkové struktuie. Nepolarni latky se primarné
rozpous$téji v jaddru micely. Amfifilni latky se orientuji svymi nepolarnimi skupinami do jadra
a polarni skupiny ziistavaji na povrchu micely. Solubilizace polarnich latek probihéd na povrchu
micely nebo v jeji tésné blizkosti. Procesem solubilizace nartuista objem hydrofobniho jadra,
dochazi ke zvétSeni velikosti micel a tim se zvySuje agregacni Cislo. Naopak latky vyskytujici
se v okoli povrchu micely maji minimélni nebo Za4dny vliv na hodnotu agrega¢niho ¢isla.
Solubiliza¢ni kapacita je tak kontrolovdna spiSe jadrem micely neZ polarnimi skupinami
tenzidu. Mezi faktory ovliviiujici solubilizaci patii teplota, pH, iontova sila, koncentrace
rozpusténé latky a tenzidu [36]. Solubilizace nachazi prakticky vyznam mezi pracimi
prostiedky [28]. Vyuziva se ve védé k inkorporaci fluorescen¢ni sondy umoznujici zkoumat
dané micelarni systémy. A v mediciné naléza potencial pro rozpousténi lipofilnich 1é¢iv [36].
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2.2.3 Cetyltrimethylamonium bromid

Cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) je kationaktivni tenzid nachazejici se ve formé
kvartérni amoniové soli s kladnym nabojem na dusiku a sumarnim vzorcem C19H42BrN. Skryva
se také pod nazvy hexadecyltrimethylamonium bromid ¢i cetrimonium bromid [37]. Jedna se
0 bily nebo téméf bily krystalicky prasek s bodem tani asi 240 °C a molekulovou hmotnosti
364,45 g/mol. CTAB je hygroskopicky, ¢aste¢né rozpustny ve vodé a snadno rozpustny
v ethanolu (96 %) [38]. Ve vodnych roztocich tvofi, nad kritickou micelarni koncentraci,
kladné nabité sférické micely se stfednim primeérem asi 4 nm. Pii vysSich koncentracich
prechazi sférické molekuly do valcovitého tvaru a v pfitomnosti organického rozpoustédla se
micely postupné prodluzuji [39]. Dlouhodoba expozice CTAB zpisobuje toxicitu a muze
vyvolat poskozeni v oblasti jater, kardiovaskularniho systému nebo centrdlni nervové
soustavy [40].

Siroké uplatnéni naléza CTAB v syntéze zlatych nanotyéi pouzivanych pro hypertermalni
lécbu rakoviny. Potazeni nanoty¢i pomoci CTAB dod4d na povrch kladny naboj a jejich
vzajemna odpudiva interakce tak zabranuje agregaci, coz je ¢ini stabilni v roztoku. Nevyhodou
je vysoka cytotoxicita a k jeji eliminaci podléhaji nanoty¢e riznym modifikacim [41]. Dale se
CTAB pouziva pfi srazeni nukleovych kyselin, mukopolysacharidll a poskytuje kladny naboj
pti SDS-PAGE v interakci s glykoproteiny [42]. Tvofi komponentu topického antiseptického
cetrimidu proti bakteriim a houbam [43]. Pro védecké tcely se vyuziva k fluorescencnimu
studiu interakci s opaéné nabitymi polyelektrolyty, pfedevsim s hyaluronanem, s nimz tvofi
hydrogel. Vytvotené hydrogely mohou zaujmout profil potencialnich nosicti v cilené distribuci
1€¢iv [44].

Br

H3C  CHj

R
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Obr. 4: Struktura cetyltrimethylamonium bromidu [45]
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2.2.4 Karbethopendecinium bromid

Karbethopendecinium bromid patii taktéz mezi kationtové tenzidy vyskytujici se ve forme
kvartérni amoniové soli s kladnym nébojem na dusiku a se suméarnim vzorcem Cz1H44BrNO:.
Jedna se o strukturalni analog CTAB, pfi¢emz maji spole¢ny shodny bromidovy anion, ale 1isi
se V pritomnosti esterové skupiny [46]. Vzhledové jde o bily aZ slabé nazloutly krystalicky
prasek s molekulovou hmotnosti 422,48 g/mol a bodem tani 153-156 °C. Vyznacuje se dobrou
rozpustnosti ve vod¢, ethanolu (96 %) a chloroformu [47]. Podobn¢ jako CTAB tvoii ve
vodném roztoku micely. Pouzivda se ve farmaceutickém primyslu jako ucinna latka
antiseptickych a dezinfekénich ptipravkil pod komerénimi nazvy Septonex a Otipur v ocnich
mastich, usnich kapkach a kozZnich sprejich [46]. Dale se v praci budeme setkavat jen
S terminem Septonex.

Br
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Obr. 5: Struktura karbethopendecinium bromidu [48]

2.25 Interakce polymeri s tenzidy
Interakce polymeri s tenzidy se pouziva za riznymi ucely, pricemz nejbéznéj$im je proces
zahusténi a tvorba gelu.

Obecné, povrchové aktivni latky snizuji mezifazové rozhrani. V piipadé€ iontovych tenzidi
je tato schopnost ¢asteéné modifikovana piidavkem polymeru do roztoku v zavislosti na jeho
koncentraci. Pfi nizké koncentraci miZe nebo nemusi dojit ke sniZzeni povrchového napéti,
zatimco se vzrlstajici koncentraci dojde v urcitém bodé¢ ke zlomu a zacnou se tvofit mensi
shluky tenzidu na fetézci polymeru [49]. Tato koncentrace se nazyva kritickda agregacni
koncentrace (critical aggregation concentration, CAC) a je o nékolik fadd nizsi nez kriticka
micelarni koncentrace samotného tenzidu. Skute¢nost, Ze tenzid ma nyni mensi tendenci piejit
na rozhrani voda-vzduch naznacuje, Ze doSlo k vytvofeni vazby s polymerem. Navéazané
molekuly tenzidu tvoii podél fetézce polymeru kulaté shluky nazyvané minimicely a na zakladé
vytvofeného charakteristického utvaru dostala oznaCeni struktura perlového ndhrdelniku,
tzv. pearl necklace model. Amfifilni polymery obsahujici hydrofobni ¢ast molekul se
samoasociuji vlivem svych hydrofobnich interakci s molekulami tenzidu. Polymer schopny
elektrolytické disociace, tzv. polyelektrolyt, v roztoku disociuje a jeho disociované funkéni
skupiny jsou obklopeny ekvivalentnim mnozstvim protiontii. S opa¢né nabitymi ndboji
polymeru a tenzidu dojde, vlivem elektrostatické interakce, k silné asociaci. U iontovych
tenzidl s neiontovym polymerem reaguji ochotnéji aniontové tenzidy nez kationtové [49; 50].
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Obr. 6. Struktura modelu perlového nahrdelniku — interakce polymer-tenzid

V piipad€ neiontovych tenzidl existuje velmi slaba, az témét zaddnd, vazba s nenabitym
polymerem [51]. S popisovanou interakci polymer-tenzid souvisi parametr charakterizujici

tuhost polymerového fetézce. Obvykle flexibilni polymer poskytuje snazsi vazbu a silnéjsi
asociaci k povrchu micely a zaroven udava nizsi hodnotu kritické agregacni koncentrace.

Obr. 7: Porovnani struktur zndzoriujici vazbu flexibilniho a rigidniho retézce polymeru k micele

Neustalym zvySovanim koncentrace povrchové aktivni latky dojde v urcitém bodée
k nasyceni polymeru tenzidem, zvysi se viskozita roztoku a nastane fazova separace. Rozsah
fazové separace v systému roste s délkou alkylového fetézce tenzidu a molekuldrni hmotnosti
polymeru [49].
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2.2.6 Interakce hyaluronanu s kationaktivnimi tenzidy

Hyaluronan podobné jako jiné negativné nabité polymery interaguje s kationaktivnimi tenzidy
za vzniku silné asociace a nasleduje obecny vzorec chovani popsany v predchozi kapitole.
Vzéajemna agregace mezi témito dvéma komponentami, ve vodném prostiedi, vznika vlivem
jejich piispévku elektrostatickych a hydrofobnich interakci [52]. Hyaluronan ve formé sodné
soli nese v neutralnim pH jeden negativni naboj na kazdém druhém zbytku a tato vzdalenost
byla odhadnuta na 1,2 nm [53]. Mechanismem elektrostatického ptisobeni se pii CAC zac¢nou
Z elektrostatického hlediska se volny tenzidovy ion (CTA™) chova stejné jako hyaluronovy
protion (Na*) a zaporné nabity polyelektrolyt nevykazuje Zadnou preferenci. Neustala snaha o
minimalizaci s vodnym prostfedim, diky hydrofobnim oblastem tvofenych uhlovodikovymi
fetézci tenzidu, vede k naklonéni interakce hyaluronanu k tenzidovym iontim (CTA™). Diky
této preferenci vzrasta jejich koncentrace v okoli polyelektrolytu oproti celému roztoku, tim
padem muze byt piekrocena CMC a mohou tak vznikat micely i pfi celkové koncentraci tenzidu
niz8i nez CMC. Nizka linedrni hustota naboje na fetézci polyelektrolytu je pri¢inou pomérné
slabych sil mezi hyaluronanem a tenzidy. Pii dosaZzeni urcité koncentrace a Vv jistém pomeéru
ptitomnych slozek dochazi v systému k fazové separaci [55].

Fazové chovani systému hyaluronan-tenzid-voda se bézné popisuje ternarnim diagramem.
Ptevazujici izotropni jednofazova oblast diagramu je rozdélena dvoufazovou oblasti vystupujici
z rohu vodné faze. Dvoufazova oblast ma kapkovity tvar a je zietelné naklonéna k rohu tenzidu,
coz naznacuje, ze systém hyaluronan-tenzid inklinuje k tvorbé koncentrované faze a oddéluje
se od vody. Obsah vody bude stanoven vznikem této faze, velikosti Castic a neposledné
hydrofilicitou vyslednych komplext. Vzorky umisténé v této oblasti podlé¢haji fazové separaci,
jejiz pticinou je redukce naboje v daném systému a precipitat je nasledné transformovan do
gelové faze [52].

Vzniklé gely jsou transparentni a obsahuji velké mnozstvi vazané vody, coz reflektuje
vysokou hydrofilicitu a pravdépodobné napomaha k ustanoveni rovnovahy v systému. Tvorba
gell je podminéna hyaluronanem o dostatecné vysoké molekulové hmotnosti, nebot’ pii pouziti
niz§i molekulové hmotnosti jsou gely tekut&jsi. Gely obsahuji hydrofobni domény tvotené
tenzidy v dasledku prekroceni kritické micelarni koncentrace. Samovolna difiize tenzidd
v gelech je velmi nizka a podobné diftize hyaluronovych fetézci je pomalejsi kvili vzniku
komplexu hyaluronan-tenzid [53].

Gely je mozné znovu rozpustit ptidavkem jednoduchého elektrolytu ¢i nadbytkem tenzidu.
SniZeni interakce mezi hyaluronanem a tenzidem je zplsobeno odstinénim elektrickych
interakci zvySenim iontové sily v roztoku [55]. Koncentrace, pii niz dojde k potlaceni fazové
separace se nazyva kriticka  elektrolyticka  koncentrace  (critical  electrolyte
concentration, CEC) [52]. Ptidavkem soli dojde k ovlivnéni fazové separace, a to nam podava
dukaz o tom, ze interakce hyaluronan-tenzid jsou elektrostatického charakteru [55].
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2.3 Gely

Terminem gely se oznacuji koloidni disperzni soustavy, kde pevné ¢astice disperzniho podilu
tvoti trojrozmérnou sit’ prostupujici spojitou fazi disperzniho prostiedi. Usporadani ¢astic v siti
poskytuje gelim mechanické vlastnosti charakteristické pro tuhy stav, ackoliv disperzni
prostiedi je kapalné. Gely s kapalnym disperznim prostiedim se nazyvaji lyogely a podle
charakteru disperzniho prostredi rozlisujeme hydrogely (rozpoustédlem je voda) a organogely
(rozpoustédlem je organicka latka). Vysusenim lyogelu vznika kompaktni xerogel, ktery lze
procesem botnani uvést zpét do vzniku gelu (omezené botnani) nebo az do vzniku koloidniho
roztoku (neomezené botnani). Podle této schopnosti opétovného navratu do ptivodniho stavu
pridanim rozpoustédla rozliSujeme gely reverzibilni a ireverzibilni. Proces, pii kterém dochazi
ke vzniku gelu se nazyva gelace [28].

2.3.1 Gelace

Procesem gelace dochazi ke spojovani molekuldrnich linedrnich fetézcti polymeru v koloidnim
roztoku, a to je doprovdzeno vznikem uzlovych oblasti. Pii dosazeni ur€itého stupné reakéni
pifemény, tzv. bodu gelace, se objevi trojrozmérna sit’ [29]. Podle typu sil, které drzi sit’ v téchto
uzlech pohromadé, rozdélujeme gely sitované chemicky nebo fyzikdlné. Chemické gely
vznikaji vhodné uspofadanou polymeraci monomerti nebo jiz z hotovych linearnich polymeri
pomoci sitovaciho ¢inidla [31]. Tato struktura je zesiténa prostfednictvim kovalentnich vazeb
a vyznaCuje se velkou pevnosti [56]. Naproti tomu, zesiténi fyzikalnich geld je dano
mezimolekulovym plisobenim fyzikalnich sil jako jsou van der Waalsovy sily, polarni sily,
vodikové mustky, hydrofobni interakce a mtize dojit také k vzajemnému zauzleni fetézci [57].
Obecné plati, ze zesiténi fyzikalnich gelii je prechodné povahy, a proto je jejich spojeni slabsi
nez u chemickych gelt [58]. Na samotny proces gelace ma vliv zejména teplota, pH,
koncentrace a také mechanické podminky [28].

2.3.2 Vlastnosti

Charakteristickou vlastnosti geld je elasticita. S ohledem na uspofadani ¢astic se i ptes majoritni
podil kapalného disperzniho prostiedi chovaji jako latky v tuhém stavu a odolavaji vystavené
deformaci az do urcité kritické hodnoty [28]. Reverzibilni gely s malym poctem vazeb jsou
znaéné elastické, naopak se vzrlstajicim poctem uzll se struktura stdva rigidnéjsi a tim se
sniZzuje moznost zmény konformace molekuly. Jestlize jsou sily poutajici plivodni disperzni
Castice do sité gelu velmi slabé, je mozné tyto sily porusit mechanickym ucinkem, obzvlaste
protfepanim, a piejit do stavu koloidniho roztoku. Tento proces se nazyva tixotropie [31]. D¢j
opacny, tedy vznik gelu protiepanim koloidniho roztoku, se nazyva reopexie [28]. Difuzivita je
pro nizkomolekularni latky a ionty v gelu téméf neménnd a potazmo 1 elektrickd vodivost se
neméni dasledkem nezménéného pohybu castic v gelu [31]. ZvySeni teploty a piidavek
elektrolytii méa vliv na zvySeny pohyb castic v gelu. Vlivem teplotnich vykyvii prodélava;ji
termoreverzibilni gely pirechody v obou smérech [59]. Stoupajici teplota zpisobi rist poctu
uzlovych bodt, prostorova sit podléha kontrakci a zmenSuje svij objem. Tento jev je
oznacovan jako starnuti gelu. Postupné se gel stava tuhy, ponévadz se snizuje model pruznosti.
Vlivem smr$téni dochazi k objemové expanzi a kapalina je vyloucena z gelu. Objem gelu je
tedy snizen o vylouc¢ené mnozstvi kapaliny. Tento jev je oznacovan jako synereze [60].
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2.3.3 Hydrogely

Hydrogely piedstavuji trojrozmérné sité polymernich fetézct, které se vyznacuji schopnosti
absorbovat vysoké mnozstvi vody. Po kontaktu s vodou se nerozpoustéji, ale postupné zvétsuji
objem a botnaji. Schopnost hydrogell vazat a udrzet velké mnozstvi vody vychazi z hydrofilni
povahy funk¢nich skupin vazanych na fetézci polymeru a jejich rezistence vici rozpousteéni je
zpusobena vlivem zesiténi [61]. Polarni skupiny jsou hydratovany jako prvni, coz vede ke
vzniku primdrné vazané vody. Vysledkem je nabotnani prostorové sité a vystaveni
hydrofobnich skupin, které rovnéz interaguji s molekulami vody za vzniku sekunddrné vazané
vody. Primarné a sekundarné vdzana voda se souhrnné oznacuji jako celkové vazana voda.
V disledku piisobeni osmotické sily vnikd do prostorové sit¢ dodatecnd voda nazyvana jako
volnd voda, ktera vypliuje volny mezisitovy prostor [62]. Voda uvniti hydrogelu umoziuje
volnou difuzi nékterych solutl, nacez polymer slouzi jako matrix k udrzeni vody [63].

Hydrogely mohou byt ptipraveny z pfirodnich i syntetickych polymerti prostfednictvim
chemického nebo fyzikdlniho zesiténi. Piirodni hydrogely se vyznacuji Zddoucimi vlastnostmi,
nebot’ jsou biokompatabilni, biodegradabilni, bohaté na zdroje a zaroven Setrné k piirode¢.
Ptikladem pftirodnich zdrojii hydrogelt je alginat, chitosan, kolagen a hyaluronan. Nicmén¢,
nizka stabilita, nedostate¢né mechanické vlastnosti ¢i rapidni degradacni rychlost se fadi mezi
Syntetické polymery jsou pevné, elastické, maji dlouhou dobu zivota a jsou schopny absorbovat
mnoho vody. Do této tiidy patii napiiklad poly(ethylenglykol) nebo poly(akrylamid) [64].

Vznik hydrogeli probiha stejné jako u gelti procesem gelace za tcasti hydrofilnich latek [61].
Jejich pfiprava byva Casto spojena s piitomnosti toxickych latek, ale konecné degradacni
produkty nesmi byt toxické a idealné by mély byt metabolizovany do nezavadnych produkti
nebo vylouceny organismem [62]. Kromé toho, hydrogely jsou relativné deformovatelné a
mohou zaujmout tvar povrchu na kterém jsou aplikovany. Hydrogely jsou schopné vykondvat
reverzibilni zmény objemu v zavislosti na riznych fyzikalnich nebo chemickych podnétech.
Fyzikalnimi podnéty mulze byt teplota, svétlo, elektrické ¢i magnetické pole a chemickymi
podnéty mize byt pH, slozeni rozpoustédla a iontova sila. Pfirozené se da ocekavat, ze tyto
konformacni zmény elastickych siti fetézci polymeru budou viditelné na makroskopické
urovni [61; 63].

Hyaluronové hydrogely jsou diky své pfirozené biokompatabilité a biodegradabilité stale
vice pouzivany v oblasti medicinského vyuziti. Pfedpoklad pro uspésné vyuziti téchto systému
Vv cilené distribuci 1éCiv je znesnadnovano vyskytem hyaluroniddzy, ktera zptisobuje vysokou
degradacni rychlost hyaluronanu. Jeden z ptistupt k piekonani této prekazky je konjugace se
syntetickymi materialy pro zvyseni pevnosti a odolnosti [64]. Hyaluronan je, jako modelovy
polymer, pouzit pro ptipravu hydrogelovych systémt a vytvoiené hyaluronové hydrogely jsou
predmétem této diplomové prace.

2.3.4 Vyuziti gelu

Obecné, gely nachazeji vyuziti v mnoha odvétvich primyslu. Piedev§im se pouzivaji
V potravinarském primyslu jako zahustovadla, v zeméd€lském a kosmetickém primyslu [62].
Hydrogely nalézaji uplatnéni pii vyrobé hygienickych produktti, kontaktnich cocek. Nejvetsi
potencial vSak v souc¢asné dobé maji na poli tkanového inzenyrstvi, regenerativni mediciny
a cilené distribuce 1é¢iv [61].
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2.4 Fluorescence

Luminiscence je emise svétla, kterd nastava z excitovanych elektronovych stavii. Luminiscence
je formalné rozdélena do dvou kategorii — fluorescence a fosforescence, a to v zavislosti na
ptivodu excitovaného stavu [65]. Lze také uvadét zpozdénou fluorescenci [66]. Pro uskutecnéni
fluorescence je zapotiebi, aby se excitovany elektron nachézel v singletovém stavu a mél tedy
opacny spin v orbitalu nez jeho parovy elektron nachazejici se ve stavu zakladnim. Nasledkem
toho je navraceni excitovaného elektronu zpét na zakladni hladinu spinové povoleno a dochéazi
k emisi fotonu. Emisni rychlost fluorescence je typicky 108 s, takZe b&ézna doba Zivota se
pohybuje okolo 10 ns. Doba zivota fluoroforu je primérna doba mezi excitaci a navratem do
zakladniho stavu. Fluorescence se obvykle vyskytuje u aromatickych molekul. Typickymi
fluorescenénimi latkami neboli fluorofory jsou fluorescein, akridinova oranz, Rhodamin B.
Spektralni tidaje o fluorescenci jsou prezentovany formou emisnich spekter. Fluorescencni
emisni spektrum je zéavislost intenzity fluorescence proti vinové délce (nm) nebo vinovém
¢isle (cm™?). Tato spektra se lisi pro riizné latky a jsou zavisla na chemické struktuie fluoroforu
a rozpoustedla.

Fosforescence je emise svétla z tripletového excitovaného stavu, kde oba parové elektrony
maji shodné orientované spiny. V disledku toho je pfechod do zékladniho stavu spinové
zakdzany a emisni rychlost je pomalejsi (10°~10° s™). Doby Zivota fosforescence jsou tak
v fadech milisekund az sekund.

Zpozdéna fluorescence je zativy prechod excitovaného elektronu ze singletového stavu do
tripletového stavu a nasledné zpét do téhoz singletového stavu, odkud dochazi k emisi zateni.
Emisni spektrum zpozdéné fluorescence je proto totoZzné s emisnim spektrem fluorescence,
avSak kemisi dojde po delsi dobé, kterda je déana setrvaCnosti excitovaného elektronu
V metastabilnim tripletovém stavu [65].

2.4.1 Jablonskiho diagram
Jabtonskiho diagram se Casto pouziva ke znazornéni procesit vyskytujicich se mezi absorpci
a emisi svétla. Diagram je znazornén na nasledujicim obrazku.

Singletovy systé¢m Tripletovy systém
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Obr. 8: Jablonskiho diagram
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Na diagramu je znazornén zakladni, prvni a druhy singletovy stav (So, S1, S2) a prvni a druhy
tripletovy stav (T1, T2). Kazdy elektronovy stav zahrnuje vice vibra¢né-rotacnich stavi.

v

excitovan z tohoto zékladniho stavu na energeticky vyssi hladinu. V excitovaném stavu ztraci
molekula svou pfebytecnou energii riznymi deaktiva¢nimi procesy. K deexcitaci a navraceni
se zpét na zakladni hladinu mtze dojit zafivymi procesy, kdy dochazi k emisi fotonu
(fluorescence, fosforescence) nebo nezafivymi procesy (vibracni relaxace, vnitini konverze,
mezisystémovy prechod). Bezprostiedn€é po excitaci nastava vibracni relaxace, pii niz
excitovany elektron pfechdzi na nejnizsi vibra¢né-rotacni hladinu piislusného elektronového
stavu [65]. Pii vnitrni konverzi dochazi k piechodu elektronu mezi elektronovymi stavy se
elektronového stavu se nachdzi energeticky na stejné tirovni jako néktera z vibra¢né-rotacnich
hladin nizsiho elektronového stavu [67]. Dal§im nezafivym procesem je mezisystémovy
ptechod, pfi kterém dojde k spinové konverzi a systém tak piejde do tripletového stavu.
Nasleduje zpravidla fosforescence, ktera se ve srovnani s fluorescenci objevuje v delSich
vlnovych délkach. Po navratu do zékladniho elektronového stavu se elektron obvykle nachazi
na nékteré z vyssich vibracné-rotacnich hladin, ze kterych se prostfednictvim vibracni relaxace
dostava zpét do vychoziho stavu [65].

2.4.2 Franck-Condoniyv princip

Franck-Condontiv princip je zalozen na tom, Ze pii pfechodu mezi elektronovymi stavy
je pohyb elektroni (1072°s) rychlejsi nez pohyb jader (10°-10712s) molekuly. Piechod
elektronu se diky jeho rychlosti déje bez pfizpisobeni pozice jadra molekuly a molekul
prostiedi. Tento pfechod je vSak termodynamicky nestabilni, a proto dochdzi k excitaci
elektronu na takovou vibra¢né-rotacni hladinu vyssiho elektronového stavu, aby doslo
K minimalnim zménam pozic jadra molekul a molekul prostiedi. Tim se vysvétluje, pro¢ pfi
pfechodu elektronu mezi elektronovymi stavy dochazi k obsazeni vétSinou vySsi vibracné-
rota¢ni hladiny [67]. Pti zativych deexcita¢nich procesech je energie emitovaného zafeni nizsi
oproti absorbovanému zareni. Vlnova délka excitace je typicky krat$i nez vinova délka emise.
Tento jev se nazyva Stokesiiv posun a je definovan jako rozdil mezi vinovou délkou excitacniho
zatfeni a vinovou délkou maxima emisniho zafeni.

2.4.3 Doba Zivota a kvantovy vytézek

vytézek je definovan jako pomér poctu emitovanych fotont k poctu absorbovanych fotond.
Plati pro néj nasledujici rovnice:

r
° Tk, ®

kde Q je kvantovy vytézek a I', K, jsou rychlostni konstanty zastupujici rychlost depopulace
excitovaného stavu. Konstanta [ oznaGuje zafivy ptrechod, konstanta K, zahrnuje vsechny

mozné nezafivé procesy. Vysoké kvantové vytézky se blizi jednotkové hodnoté, ale z ditvodu
Stokesova posunu jsou mensi nez jedna. Doba zivota je pramérny Cas, po ktery molekula
setrvava v excitovaném stavu, nez se vrati do stavu zakladniho. Doba Zivota a kvantovy vytézek
patii mezi zakladni charakteristiky pro vybér vhodné fluorescencni sondy [65].
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2.5 Fluorescen¢ni sondy

Fluorescencni latky se vlivem silného okolniho prostiedi na fluorescenci pouzivaji pro studium
fyzikalné-chemickych, biochemickych a biologickych systémt [67]. Fluorofory se obecné
rozdéluji do dvou hlavnich tfid — vnitini a vnéjsi. Vnitini fluorofory se vyskytuji pfirozené
a jsou to v podstaté fluoreskujici soucasti struktury zkoumanych molekul. Zahrnuji flaviny,
derivaty chlorofylu a patii sem také proteiny, za jejichz fluorescenci jsou zodpoveédné
aromatické aminokyseliny, napf. tryptofan. Vaéjsi fluorofory jsou pfidany do systému za
ucelem poskytnuti fluorescence v ptipad¢€, ze zkoumana latka nefluoreskuje nebo jeji vnitini
fluorescence neni adekvatni pro pozadovany experiment. Do této tiidy se fadi naptiklad
fluorescein a rhodaminy [65]. K uskute¢néni nevlastni fluorescence se pouzivaji vngjsi
kovalentné¢ vézané fluorofory (fluorescenéni znacky) nebo vné&j$i asociacni fluorofory
(fluorescen¢ni sondy). Vyhodou fluorescencnich znacek je jejich pfedem zndma pozice
Vv systému, naopak nevyhodou je jejich obtizna syntéza. Proto se Casteji pouzivaji fluorescenéni
sondy, které se rozmist'uji v prostiedi a na zakladé citlivosti na urcitou vlastnost dan¢ho okoli
dochazi ke zméné fluorescen¢niho signalu [67]. VSechny parametry fluorescence jako je
intenzita, kvantovy vytézek, doba Zzivota a polarizace mohou poskytnout informace
0 zkoumaném systému [68]. Dulezitou vlastnosti sondy je jeji fotostabilita, nebot’ témé&f
vSechny fluorofory podléhaji vyb&lovani. Fluorescen¢ni sondy predstavuji nejdulezitéjsi oblast
fluorescen¢ni spektroskopie, protoze prave jejich vlastnosti umoznuji ziskat potiebné
informace. V soucasné dob¢ je znamo az nékolik tisic riznych fluorescenénich sond [65].

2.5.1 Atto 488

Atto 488 je hydrofilni fluorescenc¢ni latka s vybornou rozpustnosti ve vodé [69]. Vodny roztok
ma Zlutozelenou barvu [70]. Absorpéni maximum se nachazi pti 501 nm, emisni maximum
pii523nm a hodnota molarniho extinkéniho koeficientu je 9,0-10* I-mol™-cm™ [69].
Strukturou se jedna o xanthenovy derivat [71]. Molekuly maji rigidni uspotfadani, kterym
nevykazuji cis/trans izomerii a tim disponuji vyjimecnou intenzitou s minimalnim spektralnim
posunem [72]. Charakteristickymi rysy sondy jsou silna absorpce, vysoky kvantovy vytézek,
vyjimecna fotostabilita a potlaceni tripletniho stavu. Diky témto vlastnostem je fluorescen¢ni
sonda Atto 488 vysoce vhodna pro detekci jednotlivych molekul a mikroskopii s vysokym
rozliSenim. Navic se také jevi vhodnou pro vyuziti v pritokové cytometrii a fluorescencni
hybridizaci in situ [69].

H SOzH SOsH H

Obr. 9: Strukturni vzorec Atto 488
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2.5.2 Rhodamin 6G

Rhodaminova barviva jsou velice oblibenymi fluorofory. Strukturou se opét jedna o derivaty
xanthenu. Tyto systémy se vyznacuji distribuci n-elektront prostiednictvim dvou identickych
mezomernich struktur, ve kterych se kladny ndboj nachazi na jednom ze dvou atomu dusiku.
Vzhledem k tomu, Ze se jejich dipélovy moment neméni po excitaci, absorpni maximum
vykazuje pouze malou zéavislost na polarité rozpoustédla. Jejich fluorescence je vSak zavisla na
charakteru substituce aminovych skupin. Pokud jsou aminoskupiny plné¢ alkylované, jako je
tomu u Rhodaminu B, fluorescence je siln¢ zavisla na viskozité rozpoustédla a teploté. Jestlize
jsou aminoskupiny pouze casteéné alkylované, piikladem je Rhodamin 6G, fluorescence je
blizka jednotkové hodnoté a je prakticky nezavisla na polarité rozpoustédla a teploté. Posledni
zminény, Rhodamin 6G, je jednou z nejpouzivanéjsich a nejstudovanéjsich laserovych barviv.
Mezi jeho charakteristické znaky patii dobra fotostabilita a nezavislé absorpéni a emisni
spektrum napH. VInové délky absorpce a emise se pohybuji kolem 500 nm a 600 nm.
Vyznaénou fluorescenci vykazuje pti 590 nm. Rhodamin 6G je rozpustny ve vodé, ethanolu
a methanolu. Pouziva se jako referen¢ni barvivo k méfeni uc¢innosti jinych barviv a také jako
laserové barvivo v kapalnych laserech [71; 73].

2.5.3 Nilska cerven

Nilska Cerven je neutralni fenoxazinové barvivo, jehoz fluorescencni vlastnosti jsou uréeny
polaritou prostiedi, ve kterém se nachazi, v disledku zmény dipdlového momentu nastavajici
pfi excitaci molekuly. Tato zména dipdlového momentu je pfisuzovana separaci naboje mezi
diethylaminovou skupinou (donor elektronu) a chinoidni ¢asti (akceptor elektronu). Nilska
cerven je ve vodném prostiedi velmi omezené rozpustna a vykazuje pomérné nizkou
fluorescenci, kterd je zhdSena vodou. Na druhou stranu, diky lipofilnim vlastnostem je
rozpustna v organickych rozpoustédlech, ve kterych poskytuje silnou fluorescenci. S klesajici
polaritou rozpoustédla je jeji excitaéni a emisni spektrum posunuto ke krat§im vinovym délkam.
Svou mimotadnou citlivosti na faktory prostiedi se pouziva jako fluorescen¢ni sonda pro
sledovani hydrofobnich povrchii proteint a slouzi také jako barvivo lipidovych membran [74].

- @0‘0
HgC

Obr. 10: Strukturni vzorec nilské cervené
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2.6 Fluorescencni korela¢ni spektroskopie

Fluorescenc¢ni korelacni spektroskopie (fluorescence correlation spectroscopy, FCS) patii mezi
metody fluorescencni spektroskopie. Na rozdil od klasickych fluorescencnich technik, jejim
hlavnim pfedmétem zajmu neni intenzita emise samotna, ale nybrz proménna intenzita emise
Vv Case zpusobena jednotkovym mnozstvim fluoroforti v malém pozorovaném objemu. Poprvé
byla publikovéana na poc¢atku 70. let, kdy ji védci Magde, Elson a Webb pouzili k méfeni difuze
systému vzniklého DNA s interkalovanym lécivem. Tato prukopnicka studie byla nasledovana
mnozstvim dalSich publikaci, nicméné provedend meéteni byla zatizena vysokym pomérem
signalu k Sumu, nizkou G¢innosti detektorii a obrovskym souborem dat [75]. Postupem ¢asu
metoda ziskala tadu technickych vylepSeni a v soucasnosti se stala Siroce pouzivanym
nastrojem ke studiu velkého rozmezi asociativnich reakci.

2.6.1 Princip FCS

Fluorescenc¢ni korelacni spektroskopie je zaloZzena na pozorovani jedné nebo nékolika molekul,
které pribézné difunduji do malého pozorovaného, tzv. konfokélniho, objemu. FCS tim
umoziuje kontinualni pozorovani po delSi casovy usek a nevyzaduje selekci specifickych
molekul. Vysledkem je analyza ¢asové zavislé intenzity fluktuace fluorescence, ktera nastala
dusledkem né&jakého dynamického procesu [65]. Timto procesem miize byt transla¢ni difuze,
zména rychlosti toku, chemicka reakce, rotace molekuly, zména molekulové hmotnosti nebo
agregacni proces [67]. Ve chvili, kdy se molekula fluoroforu difuzi dostane do zaostfeného
laserového paprsku, dojde k vicenasobné cyklické excitaci a nasledné emisi fotond. Jestlize
fluorofor difunduje rychle mimo konfokélni objem, emise fotonll je kratkodoba. Pokud se
fluorofor $ifi objemem pomaleji, pak emise fotont trva delsi dobu. Z korelacni analyzy ¢asové
zavislé emise lze urcit difizni koeficient fluoroforu. V tomto ptipadé pojem casové zavisla
odkazuje na aktualni ¢as a nikoli na ¢asovy pokles po pulzni excitaci. Excitace je obvykle
vyvolana pomoci laseru zaostfeného na difrakéné omezené misto. Konfokalni Stérbina,
tzv. pinhole, se pouziva k odstinéni nezaostfené¢ho signalu z vngjsiho prostoru mimo
pozorovany objem. Pouzitim téchto optickych podminek, pozorujeme objem elipsoidniho tvaru
podlouhlého podél optické osy. Schéma efektivniho konfokalniho objemu znazoriuje
nasledujici obrazek.

fokusovany laserovy paprsek

konfokalni objem

. fluorofor v zakladnim stavu

J fluorofor v excitovaném stavu

Obr. 11: Grafické znazornéni tvaru konfokdlniho objemu s naznacenym translacnim difiiznim

pohybem fluoroforii
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Konfokalni objem zaujima piiblizng 1 fl = 107%° I. Pokud je koncentrace fluoroforti 1 nmol,
poté pozorovany objem obsahuje pramémé 0,6 molekul. Primémy pocet molekul
Vv konfokalnim objemu je urcen koncentraci vzorku a ziistava béhem experimentu konstantni.
Nicmén¢, nahodné difuze fluoroforit mé za nasledek ¢asové zavislé vykyvy v aktualnim poctu
molekul v pozorovaném objemu a tyto vykyvy zpusobuji kolisani intenzity fluorescence.
Zaznamenané fluktuace jsou zpravidla interpretovany pomoci autokorelaéni funkce [65].

2.6.2 Autokorelacni funkce

Autokorela¢ni funkce je vysledkem statistické analyzy fluktuaci intenzity fluorescence molekul
pohybujicich se Brownovym pohybem v konfokalnim objemu. Je-li znam tvar a velikost
konfokalniho objemu, lze ze ziskanych informaci o primérném poctu castic a Case, po ktery
setrvavaji v detekénim objemu, urcit koncentraci a difuzni koeficient dané molekuly. Pro
meéfeni  voln€ difundujicich fluoroforit v trojrozmérném prostoru je déana intenzita
fluorescenéniho signalu F v ur¢itém ¢ase t vztahem:

F(t)= gjerir[Z(r,t), )
kde & je molekularni jas, W(r :W(r)/\N (0) je normalizovana rozptylova funkce (point spread
function, PSF), vniz W (0) znaci stiedovou laserovou intenzitu a C(r,t) je koncentrace

molekul v ur¢ité pozici r a ¢ase. Autokorelaéni funkce G, (T) je déna rovnici:

_(oF(t)-oF(t+z) (F(t)-Flt+z) ’
Gar (T)— <F(t)2> - <F(t)2> 1 (3)

kde < > znaci primérnou hodnotu, § okamzitou odchylku signalu od jeho primérné hodnoty

5F(t)— F(t)— <F(t)> a F(t + r) je intenzita fluorescence po uréité dasové prodlevé. Casto se
aproximuje tfidimenziondlni Gaussovou funkeci:

W(r):W(O) ) ef((x2+y2)/2-w,2 HZZ/Z-WZZ) (4)
kde w, a W, jsou charakteristické rozméry detekéniho objemu v lateralni a axialni pozici.

Substituci rovnic ziskdme autokorelacni funkci volné difundujici ¢astice:

1 1
GD(N,D’T)ZyFCS. )
(N) (1+Tj nLAN ©)
o w, ) 7,

z

kde y:cs je geometricky faktor, <N> je primérny pocet &astic a 7, =W’ /4-D je difuzni ¢as,
ktery souvisi s difuznim koeficientem D fluoroforu. Pomoci autokorela¢ni funkce je mozné
znazornit nejen difizni procesy, ale také stanovit mnozstvi dalSich fyzikalnich procest.
Piikladem miize byt proces antibunching®, rotaéni difize a intramolekuldrni reakce,
resp. prechod ze singletového stavu do tripletového. Jednotlivé procesy se vyskytuji v riznych
casovych méftitcich, diky ¢emuz je 1ze rozlisit. Autokorelacni funkce ndm tak poskytuje dulezité
informace o sledovaném systému [65; 76].

! Antibunching je proces, ktery odrazi skute¢nost, Ze po emisi fotonu molekula potfebuje nékolik nanosekund
k opétovné excitaci a nasledné emisi dalsiho fotonu, coz snizuje pravdépodobnost simultanni detekce dvou fotond
Vv kratkych ¢asech [76].
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2.6.3 Tripletni stav fluoroforu

Jak jiz bylo zminéno, autokorelacni funkce muze znazornit stav, kdy molekula piejde
z excitovaného singletového stavu do tripletového. K tomuto dé€ji dochazi v asovém rozmezi
mikrosekund. Pfechod je kvantové zakézan a fluorofor vyzaduje srovnatelné delsi Cas pro
navrat do ptivodniho stavu. Po tuto dobu fluorofor nemiize emitovat zadné fluorescenc¢ni fotony
a projevi se tmavymi intervaly pfi prochazeni detekénim objemem. Dynamiku tripletniho stavu
je mozné vyjadiit vztahem:

r

X triplet (T) =1-T+T g™ ' ©)

kde T je podil ¢astic nachazejici se v tripletnim stavu a zwiplet je relaxacni ¢as tripletu [75].
Matematicky model Triplet Extended 3D znazorfiuje rovnici prolozeni autokorelacni kiivky
naméfenych FCS dat z programu Symphotime 64:

N triptet —1 . t np-1 .
GAF(Z-)= 1+ ZT[J EXP —— -1 z ’i[l] 10,5 +Ginf )
j=0 Triplet [J] i

i { t T[']_
ali] T
1+[ t } 1+TD[|1 ()

o [I]

kde p je piispévek difuzni ¢astice, k je excentricita detekéniho objemu a G,; je autokorelaéni
ktivka kdyz = — 0. Model je prakticky vyuZzit v ptipadech, kdy se fluoreskujici latka nachazi
vV podminkach kde neni Uplné stabilni anebo difunduje trojrozmérnym visk6znim prostredim,
které se typicky vyskytuje u gelu.

2.6.4 Kroskorelaé¢ni funkce

Kroskorelace je klicova analyza pii vyhodnoceni dat, ktera sleduje spolec¢né rysy dvou
samostatné méfenych signalll a poskytuje vyssi specifitu detekce. Nej€astéjsi rusivé vlivy pfi
meéteni FCS jsou Sumy pochazejici z SPAD detektord. Prvnim je mrtvy cas, ktery znaci Casovy
interval po detekci fotonu, po ktery neni detektor schopen zaregistrovat dalsi foton. Druhou
neidealitu tvofi tzv. afterpulsing zpisobeny ionizaci atomu plynt. Pravdépodobnost vyskytu
afterpulsingu zavisi na mnoho parametrech jako jsou vady materidlu, teplota a operacni
podminky detektoru. Nezadouci vlivy je mozné eliminovat pouzitim dvou detektori nebo
metody dvoubarevné fluorescen¢ni korelaéni spektroskopie [75; 77].

2.6.5 Nedostatky fluorescen¢ni korela¢ni spektroskopie

Nameétené vysledky metodou FCS zavisi na nastaveni pfistroje a jsou ovlivnény fadou
optickych a fotofyzikalnich faktor. Jednim z nich je tlouStka podlozniho skli¢ka udéavajici
kvalitu optického zobrazeni. Dalsim je index lomu, kdy opticky mikroskop pouziva vodni
imerzni objektiv, avSak spousta biologickych aplikaci pracuje s pufry nebo gely s odlisnym
indexem lomu. Na méfeni ma také vliv optickd saturace, nebot’ se zvySujici se excitacni
intenzitou se vyrazné¢ méni hodnota difizniho koeficientu. A na zavér hraje dalezitou roli
astigmatismus laserového paprsku. Vsechny tyto faktory vyzaduji mnohdy ¢asové naro¢né
kalibrace velikosti konfokalniho objemu a oznacuji vyhodnoceni dat klasickou FCS jako
nespolehlivé vyzadujici uréité modifikace [77; 78].
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2.7 Dvouohniskova fluorescenéni korela¢ni spektroskopie

S ohledem na zminéné problémy zatézujici klasickou FCS vyvinuli v roce 2007 Dertinger
a Enderlein novou modifikovanou verzi FCS, ktera piekonava soucasna omezeni konvenéni
metody. Dvouohniskova fluorescenéni korela¢ni spektroskopie (dual-focus fluorescence
correlation spectroscopy, 2f-FCS) je nezavisla technika vici vSem uvazovanym aberacim
a poskytuje absolutni hodnoty difiznich koeficienti s vysokou piesnosti, bez nutnosti

kalibrace. Diky tomu 2f-FCS pfedstavuje mnohem pouzivanéjsi a spolehlivéjsi kvantitativni
metodu [78; 79].

2.7.1 Pristrojové usporadani

vzdalenost
Nomarského }‘ '|

hranolu

objektiv .
I i
MNomarského
hranol

dichroické zrcadlo

" délié paprsku
(O
e’ ¢

kolmo polarizované
pulzni lasery

pinhole

déli¢ paprsku

SPAD detektory

Obr. 12: Pristrojové usporaddni pro 2f~-FCS méieni

Ptistrojové uspotadani je stejné jako u FCS zaloZeno na vyuziti fluorescencniho konfokalniho
mikroskopu. Pro méfeni 2f-FCS se vSak pouzivaji dvé identické, linearné polarizované
a stiidave pulzujici laserové diody, které jsou synchronizovany pomoci tzv. pulsed interleaved
excitation mode, PIE. Oba laserové paprsky se stykaji v déli¢i paprsku za vzniku jednoho
sekven¢niho paprsku s ortogondlni polarizaci, ktery je odrazen dichroickym zrcadlem
a prochazi Nomarského hranolem, téz zvanym DIC hranolem, jehoz nazev odkazuje na vyuziti
v diferencialni interferen¢ni kontrastni mikroskopii. Nomarského hranol vychyluje paprsek do
dvou riznych sméri podle jejich korespondujici polarizace a po zaostieni svétla do objektivu
jsou generovana dvé prekryvajici se excitacni ohniska se vzajemnym lateralnim posunem.
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Poté je emitovana fluorescence ze vzorku snimana objektivem a odrazena dichroickym
zrcadlem, ve kterém je signal odd¢€len od excita¢niho zatreni. Paprsek je fokusovan do pinhole
0 velikosti 150 um a pomoci déli¢e paprsku rozdélen do dvou SPAD detektort.. Jednotka
s Casoveé rozliSenym Citanim foton (time-correlated single photon counting, TCSPC)
zaznamenava detekované fotony s pikosekundovym rozliSenim a diky tomu je mozné ptiradit
kazdy detekovany foton k jeho excita¢nimu zdroji, ¢imz mohou byt pro jednotliva ohniska
vypocteny Casové rozliSené korelacni kiivky [77; 78]. Znazornéni pfistrojového usporadani
ilustruje Obr. 12.

2.7.2 Princip 2f-FCS

Princip 2f-FCS vychazi také z analyzy fluorescen¢ni intenzity podobné jako u FCS. Jakmile je
foton pfifazen ke svému detekénimu objemu, lze vypocitat autokorelacni funkci pro kazdé
ohnisko zvlast’ a poté vypocitat kroskorelac¢ni funkci mezi ohnisky navzajem. Dutlezité je znat
vzdalenost mezi obéma ohnisky a stanovit obecny tvar kazdého detekéniho objemu, ktery je
kvantitativné definovan tzv. molekulovou detekéni funkci (molecule detection function, MDF),
jejiz dostate¢nou aproximaci je upravena Lorentz-Gaussova kiivka ve tvaru:

2 2
o s ]

kde U(I’) je MDF udavajici pravdépodobnost detekce fluorescenéniho fotonu z molekuly

v dané pozici r, K(Z) a W(Z) jsou funkce optické osy z, které vyjadiuji rovnice:

A, Z e
_ ex 9
w(z)=w, 1+(ﬂW§nJ ©)
2h?
K(Z) =1- eXp|:— Rz—(z):| (10)

R(z)= R{L{%] T , (11)

kde A, je vlnova délka excitace, n je index lomu prostfedi, h je polomér pinhole déleny
zvétSenim objektivu, 4., je vinova délka emise a W,,, R, jsou neznamé modelové parametry.

Na zéakladé znalosti vypoétu MDF je kroskorelaéni funkce G, (t, 9) dana vztahem:
1 (r, -1, - %9)
Gy (t,B):glgchdrljerU (rz) 3 EXP| — ADt U(rl), (12)
(47Dt )2

kde 9 je vzdalenost Nomarského hranolu neboli hodnota lateralniho posunu mezi ohnisky,
£, a &, jsou faktory spojené s excita¢ni silou a detekéni ucinnosti kazdého objemu, ¢ je

koncentrace molekul a % pfedstavuje jednotkovy vektor podél osy x. Vzdalenost mezi
detek¢nimi ohnisky je stanovena vlastnostmi Nomarského hranolu a musi byt urcena jeji pfesna
hodnota. Poté je vypocet korelacnich kiivek a nésledné prolozeni vhodnym modelem
provedeno pomoci vysoce sofistikovaného algoritmu v rdmci matematického softwaru Matlab,
¢imz se ziska absolutni hodnota difuzniho koeficientu.
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2.7.3 Stanoveni vzdalenosti Nomarského hranolu

Pro urceni pfesné hodnoty diftizniho koeficientu je nezbytné precizné stanovit vzdalenost mezi
obéma ohnisky. Tato vzdalenost je pro pouzitou excita¢ni vinovou délku dana vlastnostmi
Nomarského hranolu a nezévisi na optickych faktorech jako jsou tloustka podlozniho sklicka,
index lomu a astigmatismus laserového paprsku. Nejpiesnéj$im zptsobem, jak stanovit
vzdalenost mezi ohnisky je provedeni srovndvaciho méteni difuze fluorescencné znacenych
kulovitych ¢astic o rozméru 100 nm a zjistény difuzni koeficient navzajem porovnat metodami
2f-FCS a dynamickym rozptylem svétla (dynamic light scattering, DLS). Alternativni zptsob
ptredstavuje pouziti fluorescencni sondy se znamym difuznim koeficientem. Posledni zptisob,
jak stanovit vzdalenost mezi ohnisky je technika zvana z-sken, ktera je zaloZena na spravném
umisténi plandrniho vzorku a wurCeni difizniho casu v konfokdlnim objemu podél
optické osy z [77; 78; 79].

2.8 Soucasny stav ieSené problematiky

Dvouohniskova fluorescenéni korelacni spektroskopie je pomérné nova metoda, kterad
umoznuje stanoveni absolutni hodnoty difizniho koeficientu v nanomoléarnich koncentracich
a diky své vysoké piesnosti se pouziva napiiklad pro méteni skladani proteint, difuze molekul
v membranach a pro studium Kkoloidnich systémi.. V soucasné dob&é postupné narUstaji
potencidlni aplikace jejiho vyuZziti.

V roce 2007 Enderlein a spol. piedstavili novou techniku 2f-FCS, kterou matematicky
popsali vhodnym modelem prolozeni a po uskute¢néni méteni a nasledném vyhodnoceni MDF
ziskané vysledky porovnali s teoretickym popisem a zaznamenali jejich shodu. Urcili také
difuzni koeficient fluorescen¢ni sondy Atto 655 ve vodném roztoku guanidin hydrochloridu
ave srovnani smetodou pulzni gradientové nuklearni magnetické rezonance zjistili,
ze stanovené hodnoty difliznich koeficientl si navzdjem odpovidaji. Demonstrovanad méteni
také ukazuji, ze technika 2f-FCS je odolna vuci optickym a fotofyzikalnim faktorim a je tak
idealnim nastrojem pro studium systéma v nizkych koncentracich [79]. Na uvedené vyhody
metody navazali Enderlein a Arbour v pozdg€jsim ¢lanku z roku 2010, kde pouzili novou
techniku 2f-FCS pro méfeni rychlosti toku kapalin pomoci fluorescenéni sondy
Oregon Green 488 v nanomolarni koncentraci a soucasné poukazali na presnost stanoveni
hydrodynamickych vlastnosti bez nutnosti kalibrace [78].

Miiller a spol. se zabyvali stanovenim vzdalenosti Nomarského hranolu pomoci kombinace
metod 2f-FCS a DLS. Ve své studii pouzili multifluorescen¢ni sférické castice
TetraSpeck 100 s primérem 100 nm, u nichz v prvnim kroku pomoci DLS zjistili
hydrodynamicky polomér a nasledné provedli 2f-FCS méfeni. Dosazena presnost méteni byla
stanovena na méné neZ +1,5nm pro vzdalenosti pohybujici se kolem hodnoty 400 nm.
Uvedenda kombinace metod se tak stala nejpfesnéjSim zplsobem stanoveni vzdalenosti
Nomarského hranolu s nanometrovou piesnosti [80].

Miiller a spol. v dalsim ¢lanku popsali rozsitujici model prolozeni dat, ktery bere v ivahu
velikost a vliv fluorescen¢niho znaceni koloidnich a makromolekularnich ¢astic. Pomoci metod
2f-FCS a DLS provedli méfeni uniformné znacenych Castic riznych velikosti a experimentalné
stanovené vysledky byly shodné s teoretickym modelem [81].
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Goossens a spol. poukazali na rozvijejici se moznosti vyuziti 2f-=FCS od pfirodnich véd
k materialni chemii, v niZ se méfeni Castéji provadéji v nevodném médiu, které predstavuji
organicka rozpoustédla. Nedostupné hodnoty difuznich koeficientli vybranych fluorescencénich
sond rozpustnych v organickych rozpoustédlech se autorim staly podnétem pro studium
difazniho pohybu nékolika komercéné dostupnych fluorescencnich barviv. Zvolena barviva
a organicka rozpoustédla maji Siroké rozpéti ve viditelném spektru a indexech lomu, které jsou
klicovym parametrem, nebot’ siln¢ ovliviiuji velikost a tvar konfokéalniho objemu
pii FCS méfeni. Nalezené diftizni koeficienty tak mohou slouzit jako absolutni referen¢ni
hodnoty pro kalibraci experimentalniho nastaveni FCS [82].

Loman a spol. studovali proces rotacni difize makromolekul v roztoku. Uvedli, ze ackoliv
jerota¢ni difuze Casto zkoumdna méfenim fluorescencni anizotropie, tak pro méfeni
globularnich proteind jako jsou sérové albuminy, aldolazy a ovalbuminy, které maji rotacni
difuzni ¢as v fadech desitek az stovek nanosekund, se pouzivaji fluorescenéni sondy s delsi
dobou zZivota méfené prostiednictvim 2f-FCS [83].

Maffre a spol. pomoci 2f-FCS kvantitativné¢ analyzovali adsorpci téi lidskych proteint
krevniho séra na fluorescenéné znacenych FePt nanocésticich o priméru piiblizn€ 12 nm,
obalenych polymerem a nesoucich na povrchu negativné nabité karboxylové skupiny. U vSech
tii proteini bylo vlivem zvySujici se koncentrace proteinu pozorovano zvétSeni
hydrodynamického poloméru, coz naznacuje tvorbu proteinovych monovrstev obklopujici
castici. Tloustka monovrstvy muze byt ve vztahu k urCité orientaci proteinu zaloZené
na znalosti jeho molekularni struktury. Méfenim vazebné afinity proteinii k nanocastici
se rovnovazné disociacéni koeficienty liSily az témét o Ctyti fady. Tyto vazebné afinity
se vztahuji k pfitomnosti pozitivné nabitych Casti proteinii a v disledku elektrostatického
pusobeni interaguji s negativné nabitymi karboxylovymi skupinami nanocastic [84].

Weif a spol. zkoumali jak teoreticky, tak experimentalné aplikaci 2f-FCS pro méfeni difuze
lipidG uvnitf lipidovych membran v zavislosti na sloZeni lipidi, typu pfitomnych iontd
a iontové sile pouzitého pufru. Spravné umisténi ohniska vzhledem k lipidové dvojvrstvé bylo
dosaZzeno vybérem pozice s maximalni hodnotou molekuldrniho jasu. S rostouci vertikalni
vzdalenosti mezi nejuz§im mistem tvaru konfokalniho objemu a dvojvrstvou doslo ke vzristu
difuzniho casu fluorescen¢nich molekul a neptfesné umisténi by se tak stalo zdrojem zavaznych
chyb pii méfeni. Nalezeni spravné pozice usnadnila technika z-sken. Zavérem bylo zjisténo,
7e monovalentni ionty neovliviiuji difuzi lipidd, zatimco divalentni ionty Ca?* zpisobily
zpomaleni difize lipidd v nabitych membranach zapfi¢inénou zvySujici se viskozitou
membrany [85].

Miiller a spol. provedli srovnani tfi rdznych metod pro meéteni teploty v mikrofluidnich
¢ipech s mikrometrovym prostorovym rozliSenim, které hraji dileZitou roli v biologickych,
biochemickych a chemickych technikach zalozenych na tzv. lab on a chip zatizenich. Cilem
prace bylo srovnani pfesnosti metody 2f-FCS steplotné¢ zavislym méfenim dob Zivota
fluorescenéné znacenych monomert RhodaminuB ve vodném prostfedi a difuzi
mikrogelovych ¢astic poly-n-isopropylakrylamidu. Teplotné zavisld méfeni vyZadovala
ptesnou kontrolu teploty vzorku béhem méfeni. Metoda 2f-FCS poskytla hodnoty difuznich
koeficientll s vysokou piesnosti +2,4% a na zakladé znamé Stokes-Einsteinovy rovnice
je mozné provést piepocet difuzniho koeficientu na teplotu nebo viskozitu prostiedi [86].
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Miiller a Richtering uvedli, ze v mnoha studiich biologickych a koloidnich systému
je v ramci konfokalni mikroskopie nutné provedeni méfeni za vysSich teplot vzorku. K tomuto
ucelu vyvinuli teplotné citlivé zafizeni, do jehoz vnitini ¢asti se inkorporuji vzorky. Systém
je slozen z nerezové oceli a ve spodni ¢asti ma umistény Pt100 teplotni senzor poskytujici
signalizaci vypocetnimu softwaru. Soucasn¢ autofi naprogramovali kontrolni mechanismus
umoznujici laditelné nastaveni pozadované teploty. Mechanické zafizeni spliuje pozadavky
pro méfeni metodou 2f-FCS, v niZ je kontrola teploty nutna pro pfesné stanoveni difuzniho
koeficientu [87].

Lehmann a spol. pfisli s mySlenkou pouziti metody 2f-FCS pro studium hydrogelovych
soustav, které jsou tvofené polyakrylamidovym prostfedim s v¢lenénymi mikrogelovymi
¢asticemi. Pomoci fluorescencné znaceného dextranu byla prozkoumdna interakce castic
s prosttedim. Ukazalo se, ze hydrogel nehomogenné botna, kdyz mikrogelové Castice zanikaji
vlivem zahtati. Tento proces indikuje tvorbu porézni struktury, a to je slibné¢ zejména
pro ptipravu hydrogelovych membran s laditelnou permeabilitou, ¢ehoz se vyuziva
v analytickych separacnich technikach [88].

Nedavno, Korlann a spol. prezentovali novou techniku nazvanou polarizacni modula¢ni
dvouohniskova fluorescencni korela¢ni spektroskopie (pmFCS). Tato technika je zaloZena
na modifikaci soucasn€ zavedené 2f-FCS pro méteni absolutni hodnoty diftizniho koeficientu
fluorescenénich molekul v pikomolarnich a nanomolarnich koncentracich. Co se tyce
polarizace, instrumentalné¢ 2f-FCS obsahuje dva linedrn€ pulzujici polarizované paprsky,
zatimco u pmFCS je polarizace excitacniho paprsku modulovana pomoci elektro-optického
modulatoru. Optické nastaveni pmFCS vyzaduje jednoduchou implementaci modulatoru,
DIC hranolu, a navic nékolik optickych zrcadel. Analogicky je metoda odolna vici optickym
aberacim. S pfihlédnutim k 2f-FCS nastaveni je nova technika vice kompatibilngjsi
s konven¢nim sefizenim konfokalniho mikroskopu [89].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie
Seznam pouzitych chemikalii s odpovidajicim nazvem vyrobce a udaji specifikace jako je
registracni Cislo (CAS) a ¢islo Sarze (€. §.) uvadi nasledujici Tabulka ¢. 1.

Tabulka ¢. 1: Seznam pouzitych chemikalii

Chemikalie Vyrobce Specifikace
Hyaluronan sodny Contipro Biotech M = 250-450 kDa, ¢. §.: 230215-E1
M = 1400-1600 kDa, ¢. §.: 181214-4-D1
CTAB Sigma-Aldrich CAS: 57-09-0, ¢. §.: SLBJ9504V
Septonex GNB chem CAS: 10567-02-9, ¢. 5.: 910SEP002
Atto 488 Sigma Aldrich
Rhodamin 6G Sigma Aldrich CAS: 989-38-8, ¢. §.: MKBF7515V
Nilska ¢erven Sigma Aldrich CAS: 7385-67-3, ¢. §.: BCBK2559V
Aceton Sigma Aldrich CAS: 67-64-1, ¢. §.: 1308200810
Chlorid sodny Lach-Ner CAS: 7647-14-5, ¢. §.: 1903200314
Voda Miliphore, Purelab: ELGA

3.2 Priprava zasobnich roztoku a hydrogela

3.2.1 Priprava zasobniho roztoku NaCl
Modelovy fyziologicky roztok NaCl o koncentraci 0,15 M byl pfipraven rozpusténim presné
navazky v deionizované vodé. Roztok byl nadale uchovavan pfi laboratorni teploté.

3.2.2 Priprava zasobniho roztoku tenzidu

Pro oba kationaktivni tenzidy (CTAB, Septonex) byl pouZit stejny postup ptipravy zasobnich
roztokll. Pfesna navadzka tenzidu byla smichéna s potfebnym mnozstvim deionizované vody
a 0,15 M NaCl. Poté byl roztok ulozen na magnetickou michacku po dobu 24 hodin. Byly
pfipraveny zasobni roztoky o koncentraci 200 mM. Roztoky byly dale uchovavany pfi
laboratorni teplote¢.

3.2.3 Priprava zasobniho roztoku hyaluronanu

Molekulova hmotnost hyaluronanu byla zvolena 250-450 kDa a 1400-1600 kDa, jejichz
presné molekulové hmotnosti byly 340 kDa a 1540 kDa. Presna navazka hyaluronanu byla
doplnéna zasobnim fyziologickym roztokem na poZadovany objem. Roztok byl uloZen na
magnetickou michacku po dobu 24 hodin. Pro obé pouzité molekulové hmotnosti hyaluronanu
byly ptfipraveny zasobni roztoky o vysledné koncentraci 2 % hm. Pro dal$i pouziti byly roztoky
skladovéany v lednici pii teplote 4 °C.

3.2.4 Priprava zasobniho roztoku fluorescen¢ni sondy

Zasobni roztoky vybranych fluorescen¢nich sond Atto 488, Rhodamin 6G a nilska cerven byly
pfipraveny rozpusténim navazky v odpovidajicim rozpoustédle. Atto 488 a Rhodamin 6G byly
pfipraveny rozpusSténim v deionizované vodé. Nilsk4 Cerven byla pfipravena rozpusténim
Vv acetonu. Nasledné byly roztoky skladovany v lednici pii teploté 4 °C. Pied kazdym méfenim
byl ze zésobnich roztokdl pipetovan urcity objem, ktery byl nafedén na pozadovanou
koncentraci a pfizptisoben na laboratorni teplotu.
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3.2.5 Priprava fazové separovanych hydrogeli

Ptiprava fazové separovanych hydrogeli probihala ve sklenénych vialkédch, do nichz bylo
napipetovano potiebné mnozstvi fluorescen¢ni sondy, aby vysledna koncentrace vzorku byla
nanomolarni. Rozpoustédlo bylo odpateno a na odparek sondy bylo navdzeno presné mnozstvi
piredem ptipravené¢ho zasobniho roztoku tenzidu v 0,15 M NaCl a roztok byl ponechan po dobu
24 hodin na magnetické michacce. Nasledné bylo do roztoku ptidano pfesné mnozstvi predem
pfipraveného zasobniho roztoku hyaluronanu v 0,15 M NaCl, roztok byl tfepan a ponechan
24 hodin v klidu pii laboratorni teploté k oddéleni gelové faze. Zasobni roztoky hyaluronanu a
tenzidu byly smichany v poméru 1:1. Standardné pfipravovany vysledny objem vzniklého
roztoku ¢inil 6 ml. Vizualné bylo mnozstvi vytvoreného gelu na dné vialky odhadnuto na
0,25 ml.

3.3 Pouzité pristroje a programy
Seznam pouzitych ptistrojii a programil s odpovidajicimi tdaji specifikace uvadi nasledujici
Tabulka ¢. 2 a Tabulka €. 3.

Tabulka ¢. 2: Seznam pouZitych pristrojii

Piistroj Specifikace

Casové rozliseny konfokalni mikroskop Microtime 200 PicoQuant s vodnim imerznim
objektivem Olympus, UPLSAPO 60XW

Spektrograf Andor Technology

Magneticka michacka Heidolph MR Hei-Standard

Trepacka MS2 Minishaker

Analytické vahy Denver Instrument

Tabulka ¢. 3: Seznam pouZitych programii

Program Specifikace

Symphotime 64 Symphotime 64 2.2.4327
Matlab Matlab R2009b

Excel Microsoft Excel 2016
Word Microsoft Word 2016
Chemsketch ACD/Chemsketch Freeware
Inkscape Inkscape 0.92

Blender Blender 2.78

3.4 Nastaveni pristroje a méfeni

Casové rozliseny konfokalni mikroskop Microtime 200 sestava z invertovaného mikroskopu
Olympus I1X 71 (Olympus), excita¢nich zdroji a vicekanalové detekéni jednotky. Vyuziva
superapochromaticky objektiv UPLSAPO 60XW s vodni imerzi a numerickou aperturou 1,2.
Skenovani vzorku je umoznéno diky skeneru s piezoelektrickym posuvem (Physik
Instrumente). Excita¢ni zdroje ptfedstavuji pulzni laserové diody s pikosekundovym rozliSenim.
Detekéni systém obsahuje Ctyfi nezavislé detekéni kandly. Déle je pfistroj vybaven externim
spektrografem s CCD kamerou Newton (Andor). Microtime 200 vynika svou unikatni
jednomolekulovou detekéni citlivosti a diky tomu umoziuje méteni FCS, 2f-FCS a dalsi.
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3.4.1 Opticka saturace

Na zéklad¢ dosazenych znalosti z teoretické Casti jsou ziskané vysledky méteni FCS zavislé na
optické excitacni sile vlivem optické saturace. Samotny tvar a velikost detekéniho objemu
zavisi na pouzité excitacni sile a ta v ném c¢asto dosahuje hodnot, pti nichz dochdzi ke zvétSeni
detek¢ni oblasti a tim k delSim difiznim Casim a nepiesné hodnoté diftizniho koeficientu.
Pomoci TCSPC tak bylo pied zacatkem méfeni nutné zjistit zavislost fluorescencniho signalu
na vstupni intenzité laseru zaznamenanim celkového poctu fotontll. JednotlivdA méfeni byla
provadéna V linearni oblasti vstupni intenzity laseru s hodnotou 120 a.u.
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Obr. 13: Opticka saturace laseru 510 nm pro filtr 550/49 se sondou Atto 488 o koncentraci 10° M
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Obr. 14: Opticka saturace laseru 510 nm pro filtr 690/70 se sondou nilskd cerveri 0 koncentraci
10°Mv CTAB

35



3.4.2 Meéfeni FCS
M¢éteni FCS byla provedena na epifluorescenénim mikroskopu Microtime 200. Zdrojem
excitace byl horizontaln¢ polarizovany laser 510 nm s frekvenci 40 MHz. Podle namétené
optické saturace byla nastavena optimalni intenzita laseru na 120 a.u. nachazejici se v nizsich
hodnotach celkového mozného nastaveni intenzity laseru, kde nedochazi k vyraznym
odchylkdm od piimky linearni regrese. Velikost pinhole byla 50 um. Vlivem proménlivé
velikosti a tvaru detekéniho objemu zaostienym laserovym paprskem bylo nutné pred kazdym
méienim provést kalibraci konfokalniho objemu.
3.4.2.1 Kalibrace konfokalniho objemu
Kalibrace konfokalniho objemu byla stanovena zméfenim referencni fluorescencni sondy ve
vodném roztoku o nanomolarni koncentraci a znamém difuznim koeficientu pti dané teplot¢.
Diftzni koeficienty jsou zavislé na teploté podle Stokes-Einsteinova vztahu:
D(T)= o

67rn(T )r

kde k je Boltzmannova konstanta, T je teplota, 77(T) je viskozita vody pfi dané teploté a r je

(13)

hydrodynamicky polomér. Standardné tabelované hodnoty difuznich koeficientti plati pro
25 °C, v ptipade¢ jinych experimentalnich podminek je nutné hodnotu ptepocitat podle rovnice:
T 8,9-10 *Pa-s
20815k (1)
Ptepocitana hodnota difizniho koeficientu byla po naméfeni autokorela¢ni kiivky dosazena

D(T )= D(25°C)-

(14)

do teoretického modelu a namétena data byla prolozena v médu vyhodnoceni FCS Calibration.
Ziskané parametry efektivniho objemu V., a excentricity x udavaji hledanou velikost a tvar

konfokalniho objemu. Tyto hodnoty byly nadale dosazovany do modelu pii vyhodnocovani.
Pro kalibra¢ni méfeni byla pouzita sonda Atto 488 a Rhodamin 6G, jejichz maximalni vinovou
délku emise (Aem) a tabelovanou hodnotu diftizniho koeficientu znazoriiuje Tabulka €. 4.

Tabulka ¢. 4: Seznam pouzitych fluorescencnich sond pro kalibracni mereni

Fluorofor Xem maximum (nm) Difiizni koeficient (ve vodé,
pfi 25 °C, v pm?s™)

Atto 488 523 400,0+0,1

Rhodamin 6G 550 4140+0,1

3.4.3 Meéreni 2f-FCS

Me¢teni 2f-FCS byla rovnéz provedena na mikroskopu Microtime 200. Horizontalné
a vertikalné polarizovany laser byly pouzity jako zdroje excitace s vinovou délkou 510 nm a se
sttidavymi pulzy kazdych 25 ns. Optimalizace excitacni intenzity laseru byla provedena
snizenim, poptipad¢ zvysenim excitacni sily podle zmén signalu pozorovanych na detektoru.
V programu Symphotime 64 byl v testovém rezimu zvolen excita¢ni rezim PIE synchronizujici
pulzni lasery. Pted objektiv byl vloZzen do mikroskopu Nomarského hranol. Velikost pinhole
byla vyménéna za 150 um. Na pocatku byla zmétena volna difuze sondy ve vodném roztoku
0 nanomolarni koncentraci se specifikovanou hodnotou difizniho koeficientu. Vyhodnocenim
naméfenych dat v programu Matlab byla stanovena vzdalenost Nomarského hranolu, jejiz
postup bude podrobné&ji popsan Vv kapitole 3.5.2.
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3.4.4 Meéreni hydrogelu

Meéieni hydrogela bylo uskutecnéno s vyuzitim obou vyse popsanych fluorescen¢nich technik.
Nasledujici nastaveni optickych prvkli a postup nanaseni a méfeni hydrogelti je spole¢ny
Vv rdémci obou metod.

Dichroické zrcadlo 514/640 bylo pouzito pro odraz excitacni vilnové délky a propusténi
emisni vinové délky. Pro fluorescenéni sondu Atto 488 a Rhodamin 6G byl pouzit filtr 550/49
a pro nilskou ¢erven 690/70. Na objektivu byla nastavena hodnota korek¢éniho krouzku na 0,17
k ziskani optimalniho molekularniho jasu. Dva detektory typu SPAD 3 a SPAD 4 byly pouzity
k simultannimu Snimani fluorescen¢niho signalu.

Modelové hydrogelové systémy byly piipraveny interakci hyaluronanu s opa¢né nabitymi
tenzidy. Fluorescen¢ni sondy Atto 488 a nilska Cerveil byly analyzovany v prostfedi hydrogela
vzniklych fazovou separaci kationaktivnich tenzidi CTAB a Septonexu a dvou molekulovych
hmotnosti hyaluronanu 250-450 kDa a 1400-1600 kDa. Jednotlivé kombinace piipravy
hydrogelt byly tfikrat namichany. Poté byly hydrogely vyjmuty ze dna vialky pomoci nerezové
Spachtle a byly opatrné vlozeny do odstfihnutého vicka eppendorfovy zkumavky, kde byly
rovnomérné rozprostieny tak, aby vyplnily jeji cely obsah s peclivosti vénovanou zamezeni
vzniku bublin. Takto pfipraveny gel byl vlozen na sklicko mikroskopu. V programu
Symphotime 64 byla v méticim rezimu zvolena zalozka Imaging. Pomoci CCD kamery bylo
nalezeno rozhrani podlozniho sklicka a méteného gelu a po nastaveni prislusnych parametrd,
jako je velikost obrazku, smér skenovani a ¢as po ktery je skener zdrzovan na jednom pixelu,
tzv. dwell time, byl pofizen snimek v roviné X-z. Kurzorem mysi byla odectena soutfadnice z
a hodnota aktualni pozice byla upravena tak, abychom se dostali do polohy 5 um nad sklicko
a poté byl proveden x-y sken. Soucasné byla zkontrolovana homogenita vzorku.
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Obr. 15: Nalezené rozhrani sklicka a hydrogelu s fluorescencni sondou Atto 488

Nasledné byly v zalozce automatického méfeni zvoleny dvé polohy bodi na obrazku,
s ohledem na vyhnuti se eventudlnim nehomogennim oblastem, v nichZ probihalo méteni
a které byly nastavovany pomoci softwarového ovladace. Pro kazdy vzorek gelu byla data
sbirdna po dobu 8 minut. Méfend data byla vizualn€ kontrolovana v méticim okné, které diky
vypocetnimu algoritmu okamzité vykresluje autokorelacni, ptipadné kroskorelac¢ni kiivku.
Veskeré udaje z méfeni byly zaznamendny do piedem ptipravené Sablony v programu
Microsoft Excel. Naméfena data jsou pak ulozena ve formatu ,.tttr* (time-tagged time-
resolved), ktery obsahuje informace o typu souboru a zaroven umoziuje vyuzit data v ramci
vice typt analyz. Po uskutecnéni vybrané analyzy byly ziskané parametry zprimérovany.
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3.5 Vyhodnoceni namérenych dat

3.5.1 Vyhodnoceni FCS

Program Symphotime 64 uzivateli nabizi vice moznych zptsobti vyhodnoceni. Diky pouziti
dvou detektori byla zvolena FCS analyza, ktera umoznuje kroskorelaci signali z obou
detektorti, ¢imz dochazi k automatickému potlaceni afterpulsingu a zaroven odstranuje jejich
Sum pomoci nabidky FLCS Background Correction, povoleni této funkce za téchto podminek
neni nezbytné, nybrz zcela doporucené.
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Obr. 16: Analyza FCS namérenych dat s vhodnou prolozenou funkci a rezidualni analyzou sondy
Atto 488 ve vodé o koncentraci 10° M

Vypoctem dochéazi ke grafickému vykresleni difuzni kiivky a poté prechdzime k samotné
FCS analyze znazornujici Obr. 16. Prolozenim kfivky matematickym modelem ziskame ¢iselné
parametry a s ohledem k rezidualni analyze posuzujeme realnost a vhodnost zvoleného modelu
na zéklad¢ fyzikalni podstaty pozorovaného jevu. Z divodu komplikovanosti zkoumanych
hydrogelovych systémli odpovidala naméfend data nejlépe slozitému modelu Triplet
Extended 3D, ktery bere v tiivahu i vliv existence tripletniho stavu. Teoreticky je model popsan
v kapitole 2.6.3. Parametrem z4jmu byla piedevsim hodnota diftzniho koeficientu s jeho
zastoupenim, tripletni ¢as fluoroforu a jejich odpovidajici odchylky.
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3.5.2 Vyhodnoceni 2f-FCS

Pro vyhodnoceni 2f-FCS poslouzil software Symphotime 64 a Matlab 2009b. V programu
Symphotime byla po nastaveni stejnych hodnot v tzv. Set Time Gate a eliminaci afterpulsingu
vypoctena autokorelac¢ni funkce pro kazdé ohnisko zvlast a poté kroskorelacéni funkce mezi
ohnisky a detektory navzajem. Po vypoctu jednotlivych diftznich kiivek byla data exportovana
do souboru s pfiponou ,,.dat*. Spusténim programu Matlab byl nastaven aktualni adresaf na
slozku obsahujici upravena data.
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Obr. 17: Analyza 2f-FCS namérenych dat s vhodnou prolozenou funkci (tzv. fit) a rezidualni
analyzou sondy Atto 488 ve vodé o koncentraci 10° M. Oznaceni Al a A2 odkazuji na autokorelacni

krivku prvniho a druhého ohniska, podobne X12 a X21 znaci kroskorelaci mezi ohnisky a detektory.

Jak bylo zminéné v sekci 2.7.2 je nutné ptesné stanovit vzdalenost mezi ohnisky a tvar
kazdého detekéniho objemu. Poté, co jsou zadany znamé vstupni parametry jako vinova délka
excitace, sttedni vinova délka emisniho filtru, index lomu prosttedi, velikost pinhole a zvétSeni
objektivu je na zaklad¢ ptepocitani hodnoty difizniho koeficientu sondy uréena vzdalenost
lateralniho posunu mezi ohnisky. Prostfednictvim této vzdalenosti je mozné ziskat hodnoty
diftiznich koeficienti, tripletnich Casii a parametry W, a R, udavajici tvar detekéniho objemu.
Posléze byla do Matlabu zadéna uzivatelska funkce ptikazem ,,err*, kterd znac¢i chybu prolozeni
dat. Veskeré ziskané parametry byly zaznamenany do pracovniho se$itu v programu Excel.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato diplomova prace se zabyva studiem difize organickych molekul v hydrogelovém prostiedi
pomoci fluorescen¢ni korelac¢ni spektroskopie (FCS) a jeji upravené verze dvouohniskové
fluorescen¢ni korelac¢ni spektroskopie (2f-FCS). Navrzenymi modelovymi fluorescencnimi
sondami pro studium jednotlivych prostiedi v hydrogelovém systému na bazi polymer-tenzid
se staly Atto 488 a nilska ¢erven. Hydrofilni sonda Atto 488 byla vybrana z divodu vyjime¢né
fotostability a vysokého kvantového vytézku. Hydrofobni sonda nilska ¢erven byla zvolena
z divodu silné fluorescence z lipofilniho prostiedi.

Predlozena diplomova prace navazuje na predchozi bakalafskou praci s nazvem PouZiti
difuznich technik ve studiu hydrogeli zabyvajici se podrobnou charakterizaci koloidnich
systémi a hydrogelt. Stanovenim diftiznich parametrd, jako jsou doby zivota a difuzni
koeficienty, byla v ptedeslé zavérecné praci individualné analyzovana veskera prostredi
vyskytujici se v komplexnim hydrogelovém systému [90]. Navaznost se zde vyskytuje
V podobé pokracovani ve studiu koloidnich soustav se zaméfenim pouze na hydrogely vzniklé
interakci hyaluronan-tenzid. Chovani fluorescen¢nich sond bylo analyzovdno v prostiedi
2% hyaluronanu o dvou molekulovych hmotnostech 250-450 kDa a 1400-1600 kDa s opacné
nabitymi tenzidy CTAB a Septonexu o koncentraci 200 mM za tvorby fazové separovanych
geli. Zékladem pro interpretaci chovani téchto systém je predchozi vyhodnoceni geld, s nimz
porovnavame soucasné vysledky a z tohoto diivodu bude na tuto praci v prib&hu diskuze ¢asto
odkazovano.

Hlavnim cilem bylo charakterizovat jednotlivé interakce mezi molekulami fluorescen¢ni
sondy difundujicich v hydrogelech pomoci zminénych fluorescenénich technik. Naméfena data
byla interpretovana podle zvolené analyzy a poté bylo popséano prosttedi, kde se pravdépodobné
sonda navazala. Pro ucely interpretace je tato prace Uspofadana do navazujicich Kkapitol
pojednavajicich o ziskanych vysledcich z hlediska difuze jednotlivych solutid. Pfedmétem
z4jmu je vzajemna reakce sondy nilska Cerven s dosud neprozkoumanym tenzidem SeptoneX.
Proto je na pocatku prace studovana interakce fluorescen¢nich sond s tenzidy ve vodném
prostiedi. Nasledné¢ bylo stanoveno difuzni chovéni sondy Atto 488 anilské cervené
v hydrogelech pomoci metod FCS a 2f-FCS, které jsou na zakladé obdrzenych vysledki
vzajemné porovnany. Na zavér byla zjisténa spektra nilské ervené ve vybranych prostiedich.

Uvedend akademicka prace navazuje na poznatky publikované v odborné literature
a predchozi vysledky vyzkumu v oblasti koloidnich systémi, pficemZ umoziuje Iépe
porozumét hydrogelovym soustavam a celkové tak pfispiva do Sirokého kontextu vyzkumu
v ramci Centra materidlového vyzkumu na Fakulté¢ chemické Vysokého uceni technického
Vv Brné.
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4.1 Interakce fluorescen¢nich sond s tenzidy ve vodném prosti-edi

Pted samotnym meéfenim hydrogelovych soustav bylo nutné ziskat informace o tom, jak
molekuly fluorescenc¢nich sond interaguji s tenzidy ve vodném prostiedi pomoci fluorescenéni
korelaéni spektroskopie. Na zakladé prace [90] vyplynulo, Ze pro méfeni touto metodou je
idealni koncentrace sondy nanomoléarni, pfi niZ se v konfokalnim objemu pohybuji fadovée
jednotky molekul a z literatury je potvrzené, ze je to optimalni koncentrace, ktera po analyze
poskytuje spolehlivé vysledky. Proto byly roztoky nafedény na koncentraci 10° M a dvakrat
zméfeny po dobu 5 minut. Vyhodnoceni bylo provedeno v ramci nejjednodu$siho modelu,
ktery pro sondu Atto 488 odpovidal difuzi s tripletem a pro nilskou ¢erven (NR) prosté diftzi.
Zpramérované hodnoty difizniho koeficientu, jeho zastoupeni a tripletniho ¢asu jsou uvedeny
V nasledujici tabulce.

Tabulka ¢. 5: Tabulka s difiiznimi parametry sondy Atto 488 a nilské cervené v micelarnich systémech

Vzorek D (um?s?) p Ttriplet (11S)
Atto 488 CTAB 42,50 +£0,23 2,20+ 0,06 2,95+0,34
Atto 488 Septonex 104,00 + 0,90 1,71 + 0,05 3,10+ 0,44
NR CTAB 37,50 £ 0,54 2,71 £0,02 -
NR Septonex 55,00 + 0,96 3,07 £0,04 -
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Obr. 18: Difuzni koeficienty sondy Atto 488 a nilské cervené v miceldarnich systémech tvorené
tenzidy CTAB a Septonex s chybovou tiseckou a zaokrouhlenou hodnotou difiizniho koeficientu

Mira interakce fluorescencni sondy s kationaktivnim tenzidem je posuzovana na zakladé

ziskanych difuznich parametri. Zaokrouhlené hodnoty difuznich koeficientli s odpovidajici
chybovou tseckou jsou vynesené V sloupcovém grafu znazornujici Obr. 18.
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Z uvedeného grafu je patrné, ze u prvniho systému Atto 488 CTAB doslo k vyraznému
snizeni difizniho koeficientu ve srovnani s tabelovanou hodnotou pii volné diftizi sondy ve
vodg, jejiz hodnotu uvadi Tabulka €. 4. Nizkd hodnota difizniho koeficientu odkazuje na jisté
zpomaleni pohybu sondy v micelarnim systému. Jedinym moznym vysvétlenim je vznik
fyzikalni interakce mezi sondou a tenzidem, pii niz vlivem hydrofilni struktury sondy dochézi
k vzajemné interakci s kladnou strukturou tenzidu orientovanou do polarniho prostiedi za
tvorby micel a tim dochazi ke zpomaleni sondy v roztoku.

Zajimavé se jevi vice nez dvojnasobné zvySeni difuzniho koeficientu u vzorku
Atto 488 Septonex oproti piedeslému vzorku. V tomto ptipadé ma difizni koeficient hodnotu
104,00 +£ 0,90 pm?s?, coz je vzhledem k piedpokladu podobného chovani s predchozim
systémem ponékud piekvapiva hodnota. Na zakladé Stokes-Einsteinovy rovnice bylo zjisténo,
ze po dosazeni difuzniho koeficientu systém vykazuje bud’ dvakrat vyssi teplotu nebo dvakrat
niz§i viskozitu, coz je vysoce nepravdépodobné a v rovnici, S pominutim neménnych konstant,
by to znamenalo, ze je dvakrat niz§i rozmér. Z literatury bylo zjisténo, ze stiedni pramér micely
CTAB je zhruba 4 nm. Po vypoctu by prumér micely Septonexu ¢inil zhruba 2 nm a je méné
pravdépodobné, aby molekula byla dvakrat mensi nez molekula CTAB vzhledem k celkové
struktufe a vy$§imu pocétu uhliki. Byt je Septonex kationaktivni tenzid, diky rozsahlosti
hydrofilni hlavy by teoreticky jeji soucasti méla byt, kromé trimethylamoniové skupiny, také
ethylesterova skupina. Nicmén¢ agregacni ¢isla v literatuie nebyla dohledatelnd a dosud neni
prozkoumano, jak ptesné tvoii micely. Tato vysoka hodnota difuzniho koeficientu
pravdépodobné odkazuje na velmi slabou interakci sondy Atto 488 se Septonexem. Pro oba
zminéné systémy bylo potvrzeni vzniku interakce projeveno soucasné prechodem do tripletniho
stavu, jehoz o¢ekavana hodnota se pohybovala kolem 3 ps se vzajemné podobnou odchylkou.

Nilskd cervennt ve vodném prostiedi vykazuje nizkou intenzitu fluorescence, zatimco
V hydrofobnim prostiedi jeji fluorescence roste. V micelarnim systému tak predpokladame, ze
se inkorporuje do jadra micely s cilem vyhnout se polarnimu prosttedi. Vzorek NR CTAB vsak
vykazuje podobnou a jen o néco mensi hodnotu difizniho koeficientu ve srovnani se vzorkem
Atto 488 CTAB a z toho duvodu také odkazuje na vzniklou interakci mezi sondou a tenzidem.
Ve srovnani s volnou difuzi sondy ve vodném prostiedi by hodnota difuzniho koeficientu byla
znacné vyssi, ale z ditvodu nizkého kvantového vytézku bychom ji nepostiehli a nizsi diftizni
koeficient sondy tak naznacuje interakci nilské ¢ervené s CTAB.

Situace je podobna u vzorku NR Septonex, kdy je v§ak hodnota difuzniho koeficientu o néco
vyssi neZ u vzorku nilské ¢ervené v CTAB. V porovnani s neocekdvanym vysledkem vzorku
Atto 488 Septonex, je jeho hodnota o polovinu niz$i, nez tomu bylo za ptitomnosti hydrofilni
sondy, coz odkazuje na pon¢kud silnéjsi interakci sondy difundujici prostfedim s tenzidem.

Z predchozi tabulky je patrné, ze difuzni koeficienty disponuji nejmensi chybou u vzorki
s CTAB, a naopak nejvetsi chybou u vzorkt se Septonexem. Zastoupeni difuzniho koeficientu
v ramci zaokrouhleni nabyva hodnotu 2 pro sondu Atto 488 a hodnotu 3 pro nilskou cerven,
ptiCemz vétsSi chyba se vyskytuje u prvni sondy nez u druhé. Soucasné byla zohlednéna
smérodatna odchylka jako chybova useCka v pfedchozim grafu, z néhoz lze postiechnout, ze
vzorek Atto 488 Septonex je zatizen nejvyssi smérodatnou odchylkou, vzorky s CTAB maji
relativné podobné chybové tsecky a posledni vzorek vykazuje nulovou chybovou tsecku.
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4.2 Studium hydrogeli fluorescenéni sondou Atto 4388

Na zaklad¢ prvotniho meéteni jednotlivych fluorescencnich sond v micelarnim systému byly
nasledné méfeny hydrogelové soustavy vzniklé fazovou separaci hyaluronanu (Hya) a tenzidu.
Zavéreéna kvalifikacni prace [90] potvrdila, ze méfeni hydrogelt metodou FCS je
realizovatelné, a ztohoto divodu piistupujeme k pokro€ilé technice 2f-FCS. Prvné byly
stanoveny difazni vlastnosti metodou FCS a byly porovnany vysledky pro sondu Atto 488
jednotlivé s CTAB a Septonex s ohledem na dvé molekulové hmotnosti hyaluronanu a poté
mezi tenzidy navzajem. Podobn¢ byly stanoveny diftzni vlastnosti metodou 2f-FCS. Zavérem
byly obé pouzité metody navzajem porovnany. Shodny postup interpretace nasleduje
kapitola 4.3 s nazvem Studium hydrogeld fluorescenéni sondou nilska ¢erven.

4.2.1 Stanoveni difiznich vlastnosti metodou FCS

Stanoveni difuznich vlastnosti bylo nejdiive provedeno metodou FCS a ziskané difuzni
parametry jako jsou diftizni koeficienty, jejich zastoupeni a tripletni ¢as jsou znazornény
V nésledujici tabulce.

Tabulka ¢. 6: Tabulka s difiiznimi parametry sondy Atto 488 v hydrogelech mérené FCS s oznacenim
A — CTAB 250-450 Hya, B — CTAB 1400-1600 Hya, C — Septonex 250-450 Hya a D — Septonex
1400-1600 Hya

Vzorek D1 (um??) | D2 um’?) pl p2 Ttriplet (11S)
A 46,83 £1,12 2,03+0,72 0,91 +0,02 | 0,03+0,01 3,52 +0,46
B 41,00 + 0,68 2,92 + 0,68 0,84 £0,02 | 0,03+0,01 3,28+ 0,34
C 84,25 £ 2,65 2,22 £0,66 1,14 +0,02 | 0,04 £0,01 5,58 + 0,92
D 85,17 +3,18 5,12+1,13 1,13+0,02 | 0,05=+0,01 412 +1,64
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Obr. 19: Difuizni koeficienty sondy Atto 488 mérené FCS v hydrogelech tvorenych tenzidy CTAB
a Septonex o dvou molekulovych hmotnostech hyaluronanu
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Diftizni chovani fluorescenéni sondy Atto 488 vykazuje u hydrogelového vzorku
CTAB 250450 Hya dva difuzni koeficienty se znacné odlisSnou ¢iselnou hodnotou, pricemz
prvni hodnota difizniho koeficientu ma majoritni zastoupeni. Podobné je tomu u vzorku
CTAB 1400-1600 Hya, ktery také vykazuje dva diftzni koeficienty. Ve srovnani s prvnim
systétmem zde doSlo k mirnému poklesu prevazujici hodnoty diftzniho koeficientu, coz by
mohlo byt pfisuzovano zvySené viskozité prostiedi vlivem vyssi molekulové hmotnosti
hyaluronanu, nebot’ ackoliv méfené gely byly pevné na dotek, mély tidsi konzistenci za pouziti
nizkomolekularniho hyaluronanu. Porovnanim se zavére¢nou praci [90] byly gelové vzorky
také uspésné vyhodnoceny na triplet a dva difizni koeficienty, které vSak nabyvaly vyssi
hodnoty, ale zde je nutné vzit v uvahu, Ze tato prace pracovala s odlisSnou molekulovou
hmotnosti hyaluronanu.

Na rozdil od ptedchozich systémi byl u vzorku Septonex 250-450 Hya pozorovan rapidni
narust prevazujicitho difuzniho koeficientu. Soucasné¢ se béhem meéteni objevily anomalni
vysledky, jejichz hodnota difiizniho koeficientu nabyvala zhruba 300 pm?s?, coz odkazuje na
volnou diftizi sondy prostiedim. V micelarnim prostiedi Atto 488 pravdépodobné hleda povrch
micely, aby na ném zkondenzovala, kdyz bude mit tu moznost. V ptipad¢, Ze sondu omezime
a vysrazime v hydrogelu, diky pfitomnosti hyaluronanu tam budou zdporné ndboje, S nimiz
sonda interagovat nebude a tim padem vysoké hodnota difuzniho koeficientu vypovida o tom,
jako kdyby na nékterych mistech v gelu chybéla micela a difuzni koeficient byl ustanoven
V ramci zajisténi rovnovahy ve smyslu mista normalni struktury gelu a ¢asti chyb¢jici micely.
Jinym vysvétlenim by mohlo byt, ze méfeni se odehravalo na nehomogennim misté v gelu,
¢imz byla zasaZena kavita ve vzorku. V radmci zpriimérovani byla tato hodnota vynechéna,
Vv opa¢ném piipadé by poskytla velkou smérodatnou odchylku. Podobné, jako tomu bylo v ¢isté
micelarnim prostiedi, byla u vzorku Septonex 1400-1600 Hya pozorovana opakujici se
skokova hodnota difizniho koeficientu, kterd byla obdobnd pro obé molekulové hmotnosti
hyaluronanu. Tato skute¢nost nasvéd¢uje tomu, ze gelova sit’ vyrazné€ nezpomalila pohyb micel
S navazanou sondou oproti vodnému roztoku.

Grafické znazornéni difuznich koeficientll s popiskem zaokrouhlené hodnoty a odpovidajici
chybovou tsec¢kou znazorniuje Obr. 19. Z obrazku je také patrné, Ze obecné difiizni koeficienty
maji podobnou hodnotu jako zméteny volny pohyb sondy v micelarnim systému diskutovany
v piedeslé kapitole 4.1. Pravdépodobnym disledkem pohybu sondy Atto 488 v gelu s CTAB
je elektrostaticka interakce sondy s kladnou strukturou tenzidu, pfi niz dochazi ke zméné
difuzniho koeficientu. Naopak, nelze fici s jistotou, ze doslo k vyrazné interakci Atto 488
se Septonexem vlivem velkého difuzniho koeficientu, ktery znaci spiSe velmi slabou interakci.
Takto vysoka hodnota difuzniho koeficientu je pravdépodobné zptisobena tim, ze Atto 488 je
docCasn¢ navdzana na Septonex a posléze dojde k jejimu uvolnéni a tim padem pozorujeme
jakysi primérny difuzni koeficient vazané a volné sondy.

Nalezeny trend v podobé rychlejSiho pohybu fluorescenéni sondy Atto 488 ve vzorcich
hydrogeli vzniklych interakci Septonexu a hyaluronanu je upraven pomoci normalizovanych
dat za ucelem vétsi prehlednosti a vyneseny do grafu, ktery je zobrazen na nésledujicim
obrazku.
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Obr. 20: Srovnani normalizovanych autokorelacnich kiivek sondy Atto 488 pro hydrogely vzniklé

interakci urcitého tenzidu a hyaluronanu

Z uvedeného obrazku je patrné, ze poklesy normalizovanych autokorelacnich kiivek podél
¢asové osy jsou podobné pro jeden druh tenzidu, ale odlisné pfi porovnani tenzidi navzajem.
Rozdil mezi tenzidy se nachédzi v podob¢ kratSich difiznich cast pro hydrogely se Septonexem
a analogicky delSich casti pro hydrogely s CTAB. Pravdépodobnym vysvétlenim krat$iho
difazniho Casu je vyskyt slabé interakce mezi sondou a Septonexem, ktera poskytuje vyslednou
relativné vysokou hodnotu difizniho koeficientu, jenZ je ovlivnéna pohybem sondy prozatimné
navazané na micelu a poté uvolnéné do prostiedi. Nutno podotknout, Ze se jedna pouze o nasi
domnénku, jak by to bylo mozné vysvétlit. Pro jednotlivé tenzidy je vidét, Ze zvySena
molekulova hmotnost hyaluronanu neovliviiuje difizni chovani sondy v prostiedi hydrogelu.

Tabulka ¢. 6 uvadi, ze pro vSechny vzorky je pfitomny jeden diftzni koeficient s vétSinovym
zastoupenim oproti druhému, jez je z pohledu zastoupeni zanedbatelny. Zaroven jsou chyby
diftiznich koeficientl mensi pro vzorky s CTAB oproti Septonexu. Shodné hodnoty poskytuji
chyby zastoupeni difuznich koeficientl. Tripletni casy jsou ponékud delsi ve srovnani s tenzidy
ve vodném prostiedi, avSak to zde nehraje Zadnou roli a miizeme fici, Ze vychéazeji podobné,
nebot’ odhadovani interakce na zaklade¢ tripletnich Casii je velice komplikované. Za povSimnuti
stoji, Ze tripletni ¢asy jsou podobné v ramci jednoho tenzidu. Obr. 19 znazornuje, Ze chybové
useCky jsou obecné veétsi pro gely tvofené Septonexem.

Na zéklade¢ literarnich zdrojt bylo zjisténo, ze metoda fluorescencni korelacni spektroskopie
podléh4d mnoha optickym a fotofyzikdlnim aberacim, a z tohoto divodu si nechavame ziskané
vysledky potvrdit presnéj§i metodou dvouohniskové fluorescencni korelacni spektroskopie.
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4.2.2 Stanoveni diftiznich vlastnosti metodou 2f-FCS
Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda je mozné méfit hydrogely vzniklé fazovou separaci
hyaluronanu a tenzidu pokrocilejsi metodou 2f-FCS. Klasicka FCS je citliva na odlisny index

lomu méfenych systémi a tim do znacné miry ovliviuje vysledky. Z toho divodu hydrogely
byly vystaveny robustni metodé 2f-FCS, ktera je vic¢i zméné indexu lomu nezavisla, diky
presnému stanoveni vzdalenosti Nomarského hranolu. Po zméteni difiize sondy o nanomolérni

koncentraci ve vodé byla stanovena vzdalenost na hodnotu 404 nm a poté byly pro hydrogely
ziskany difuzni parametry a parametry tvaru detek¢niho objemu, které znazornuje nasledujici

tabulka.

Tabulka ¢. 7: Tabulka s parametry tvaru detekéniho objemu a difiiznimi parametry sondy Atto 488

v hydrogelech mérené 2/~FCS

Vzorek D 1 (um??) Triplet (S) wo (nm) Ro (nm)
CTAB 250450 Hya 53,05 +£0,01 4,17 303,83 124,17
CTAB 1400-1600 Hya 51,22 +0,01 2,50 298,67 140,67
Septonex 250450 Hya 80,33 +£0,01 4,33 291,67 142,67
Septonex 1400-1600 Hya 85,82 +£0,01 3,33 311,67 129,83
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Obr. 21: Difuizni koeficienty sondy Atto 488 merené 2f-FCS v hydrogelech tvorenych tenzidy CTAB
a Septonex o dvou molekulovych hmotnostech hyaluronanu

Vzhledem ktomu, ze zavérecna prace [90] se zaméfovala na studium jednotlivych

prostfedich a méteni hydrogelti vyhradné metodou FCS, za ucelem srovnani ndm poslouZzi
pouze piedchozi experiment se sondou Atto 488 stanovujici difuzni vlastnosti obou pouzitych
tenzidl klasickou metodou. Soucasny vyzkum méteni téchto druhi hydrogela tak obohacujeme
o vysledky ziskané metodou 2f-FCS.
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Namétena data metodou 2f-FCS byla pomoci skriptu pro Matlab nejlépe vyhodnocena na
jeden diftzni koeficient a tripletni ¢as. Jiz prvnim pohledem na Obr. 21 je mozné vidét, ze ve
srovnani s Obr. 19 poskytuje podobné hodnoty difuznich koeficientu lisici se absenci druhého
difazniho koeficientu, ktery pii vyhodnoceni nabyval nerealné hodnoty az deset tisicti pm?s 2,
a proto byl zanedban.

Vzorek gelu CTAB 250-450 Hya nabyva o néco vétsi absolutni hodnoty difuzniho
koeficientu ve srovnani s predchozim experimentem. Stejné tak vzorek CTAB 1400-1600 Hya
ma veétsi difuzni koeficient oproti vysledku ziskanym klasickou metodou. Vzdjemnym
porovnanim vzorkd, s pfihlédnutim k velikosti chybovych usecek, 1ze tvrdit, ze jejich rozdil
V hodnot¢ difizniho koeficientu je nizky az zanedbatelny. Tim padem tato skutec¢nost vyvraci
fakt, ze by molekulova hmotnost hyaluronanu méla vliv na pohyb sondy v gelu a prostiedi tak
vykazuje uniformni chovani.

Piekvapivé zvySeni diftzniho koeficientu, oproti stejnym experimentim s CTAB, nastalo
op¢t u vzorku Septonex 250-450 Hya majici nejvétsi chybovou tsecku. Ta je proto, Ze v ramci
série tfech méfeni se objevilo ojeding&lé snizeni difuzniho koeficientu na hodnotu 53 pm?s?,
které by teoreticky mohlo odkazovat na vzniklou interakci mezi sondou a tenzidem, coz
vzhledem k opakovatelnosti méfeni nebylo prokazano. Dal$im vysvétlenim by mohla byt
numericka nestabilita skriptu Matlab. Vysoka hodnota difizniho koeficientu, jiz nepostihnuta
anomalii vysledkt, byla zachovana u vzorku Septonex 1400-1600 Hya. Jednim vysvétlenim
by mohlo byt, Ze v hydrogelu je mikroprosttedi tvofici prostor, ktery odpovida vodé a sonda se
pohybuje timto prostorem velmi slabé navidzand na Septonex. Hnaci silou této aktivné
podpotené difuze je vytlaceni sondy do vnitiniho prostfedi hydrogelu zplisobené vlivem
elektrostatické interakce micel s hyaluronanem, kterd nezpomaluje pohyb sondy, a to
signalizuje tato vysoka hodnota diftizniho koeficientu.

Hydrogelové soustavy jsou slozené z prostiedi, které tvoii voda, sil, hyaluronan a tenzid
avSechny svym dilem pfispivaji kur€itému chovani daného hydrogelu. Pfitomnosti
hyaluronovych fetézcii majicich ve své struktufe zaporné nabité karboxylové skupiny
a pritomnosti kladn¢ nabitych tenzidi ocekavame vzajemnou interakci.

Tabulka ¢. 7 uvadi stejné hodnoty chyb urceni difiiznich koeficientli pro oba pouzité tenzidy.
Tripletni ¢asy v tomto piipadé nabyvaji podobnych hodnot pro tenzidy s nizkomolekularnim
hyaluronanem. Na zdklad¢ parametri udavajicich tvar detekcniho objemu je patrné, ze veskera
analyza méfeni poskytovala téméft identicky rozmér.

4.2.3 Srovnani pouzitych metod pro sondu Atto 488
Uvedena kapitola srovnava pouzité¢ metody na zakladé ziskanych vysledkt. Vysledky ziskané
klasickou FCS jsou porovnany s piesnéjsi metodou 2f-FCS, kterd je podle literatury obecné
povazovana za korektné&j$i, coz bylo potvrzeno mnoha odbornymi publikacemi. Zarove si tato
kapitola klade za cil stru¢né shrnout doposud ziskané poznatky o studovanych systémech.
Tabulka ¢. 6 a Tabulka ¢. 7 uvadéji, Ze stanovené difuizni koeficienty jsou pro tenzid CTAB
méfeny klasickou metodou mensi ve srovnani s pokrocilou technikou, ale tento rozdil je
vzhledem ke zprimérovani hodnot zanedbatelny a obdobné tenzid Septonex vykazuje podobné
hodnoty difuznich koeficientti. Obecné Ize fici, Ze chyby urceni difuznich koeficientil jsou vetsi
pii porovnani tenzidi pro Septonex méteny klasickou FCS, zatimco tyto chyby jsou stejné pfi
pouziti 2f-FCS.
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Pokrocila metoda 2f-FCS, az na nepatrné odli$nosti, potvrdila vysledky klasick¢ metody
a poukazala tak na neidenticky charakter tenzidli prostfednictvim rychlejsiho pohybu sondy
Vv hydrogelech tvofenych Septonexem, ¢imz vykazuje, ze sonda pravdépodobné se Septonexem
ptili$ neinteraguje. Ve skute¢nosti toto tvrzeni nelze potvrdit, nebot’ zadné agregacni Cislo, ani
tzv. packing parametr, coz je parametr popisujici spontanni geometrické uspofadani molekul
do tvaru micely v roztoku, nebyly v literatufe dohledatelné.

Neménné chovani svych vlastnosti vykazovaly hydrogely v ramci jednoho tenzidu, ¢imz
poukazaly, ze molekulova hmotnost hyaluronanu v gelu nema vliv na pohyb sondy. Z toho Ize
usoudit, Ze z mikroskopického pohledu nezalezi na typu pouzitého hyaluronanu, ale
z makroskopického pohledu jiz ano, nebot’ gely pfipravené s nizkomolekuldrnim hyaluronanem
nabyvaly Fidsi konzistence. Molekulova hmotnost hyaluronanu v hydrogelu hraje pouze roli
makrovyztuze. Jinymi slovy, neni potvrzeno, ze by se deformovaly fetézce, ale spiSe tu dochazi
k pohybu v kontinuu.

Hlavnim zamérem pouziti téchto dvou fluorescencnich technik bylo jejich vzajemné
porovnéani ziskanych vysledkt. Jak bylo jiz zminéné, vysledky klasické FCS mohou byt
ovlivnény zmeénou indexu lomu méfenych hydrogelovych systémti a mohou tak byt
nespolehlivé. Diskutované rozdily v hodnotach diftznich koeficientd jsou vSak velmi nizké,
coz lze ptisuzovat méfeni v relativné malé hloubce gelu, kde se zména indexu lomu tolik
neprojevuje.
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4.3 Studium hydrogelii fluorescen¢ni sondou nilska ¢erven

Poté, co byly hydrogely prozkoumany fluorescenéni sondou Atto 488, prostfednictvim obou
fluorescencnich technik, pfechdzime ke studiu hydrogelti sondou nilska cerveil. Zavére¢na
prace [90] potvrdila, Ze nilska Cerven poskytuje signal pii méteni geltt metodou FCS, a proto
tyto systémy nechavame také podrobit zkoumani progresivni metodou 2f-FCS.

4.3.1 Stanoveni difiznich vlastnosti metodou FCS

Stanoveni diftiznich vlastnosti bylo opét nejdiive provedeno metodou FCS. Na zac¢atku méfeni
byla provedena kalibrace zméfenim sondy Rhodamin 6G o nanomolarni koncentraci ve vodé
a poté¢ byly méteny hydrogely, jejichz ziskany difuzni koeficient se zastoupenim je uveden
Vv nasledujici tabulce.

Tabulka ¢. 8: Tabulka s difiznim parametrem sondy nilska cerven v hydrogelech mérené FCS

Vzorek D 1 (um?s?) pl
CTAB 250450 Hya 8,00 +£ 0,22 0,19 + 0,003
CTAB 1400-1600 Hya 7,83 £0,20 0,18 +£ 0,003
Septonex 250450 Hya 14,67 + 0,89 0,14 £ 0,003
Septonex 1400-1600 Hya 13,17+ 0,67 0,13 +£0,003
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Obr. 22: Difuizni koeficienty sondy nilska cerveit mérené FCS v hydrogelech tvorenych tenzidy

CTAB a Septonex o dvou molekulovych hmotnostech hyaluronanu
Prvotni méfeni pohybu fluorescencéni sondy v micelarnim prostiedi ndm i zde podava

dilezité informace o interakci sondy s tenzidy, s ¢imz budeme porovnavat soucasné ziskané
vysledky.
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V prostiedi micelarnich koloidi nabyval difizni koeficient nilské ervené pro tenzid CTAB
hodnoty 38 um?s™t. Porovnanim s obéma prvnimi vzorky tenzidu CTAB 250-450 Hya
a CTAB 1400-1600 Hya je ziskany vysledek vice nez Ctyfikrat mensi v prostfedi hydrogelu,
pficemz u druhého vzorku je patrna vétsi chybova usecka. Rovnéz ve srovnani se sondou
Atto 488 nastala fadova zména hodnoty difuzniho koeficientu az na jednotky. Vyhodnoceni
gelu s nilskou Cerveni v praci [90] poskytlo stejnou hodnotu difizniho koeficientu, avsak navic
tripletni Cas. Soucasné lze konstatovat, ze gely maji ziejmé stejnou strukturu pro obé
molekulové hmotnosti hyaluronanu.

V prostfedi micelarnich koloidii nabyval difuzni koeficient nilské cervené pro tenzid
a Septonex 1400-1600 Hya az téméf ctyfnasobné snizeni difuzniho koeficientu. Taktéz
z hlediska sondy Atto 488 doslo k vyrazné zméné. Porovnanim s ptedchozi strukturou tenzidu
CTAB se zda, Ze nilska Cerven interaguje a zaroven difunduje prostiedim se Septonexem.
Naésledujici obrazek znazoriiuje normalizovana data vynesena do grafu, z kterého je mozné na
Casové ose vidét rychlejsi pohyb sondy nilské Cervené v hydrogelu tvofenym Septonexem
oproti jeho strukturnimu analogu CTAB a soufasné zrychleny pohyb v gelu
s vysokomolekuldrnim hyaluronanem v ramci porovnani CTAB, ktery vlivem zprimeérovani
nezménil celkovou hodnotu difuzniho koeficientu.
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Obr. 23: Srovndni normalizovanych autokorelacnich kiivek sondy nilska cerven pro hydrogely

vzniklé interakci urcitého tenzidu a hyaluronanu
Tabulka ¢. 8 shrnuje, Ze difuzni koeficienty jsou obecné mensi a zarovenl maji mensi chyby

pro vzorky hydrogeli tvofenych CTAB a soucasné maji vétsi zastoupeni oproti Septonexu,
pricemz jsou jejich chyby zastoupeni stejné.
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4.3.2 Stanoveni difaznich vlastnosti metodou 2f-FCS

Uvodem této kapitoly je nutné zdiraznit, e nilska erveii nemé pfili§ vhodnou fotofyziku,
a vzhledem K jeji preferenci hydrofobniho prostiedi o¢ekavame, ze poskytnuty signal pochézi
z lokalizace z méné polarniho prostiedi. Doposud ziskané vysledky maji ptivod v klasické FCS,
ktera podléha optickym aberacim, z nichZ pro nas experiment tvoii nejvétsi nesnazi zména
indexu lomu. Povaha tohoto problematického aspektu spoc¢iva v prvotni kalibraci systému na
vodné prostiedi, pfi¢emz nasledné méfeni probiha v hydrogelech. Proto hydrogely podtizujeme
méieni robustni 2f-FCS, u niz zména indexu lomu muze poné¢kud rozlicné¢ uzplsobit tvar
detek¢nich objemt, ale stanovend vzdalenost Nomarského hranolu ziistdvd neménna.
Predpokladem je, Ze vyssi cervené vinové délky pronikaji do gelu a vytvareji mnohem mensi
a lépe definovany objem. Uvedenda vzdalenost Nomarského hranolu byla stanovena zmétenim
sondy Rhodamin 6G o nanomolarni koncentraci ve vodé na hodnotu 413 nm a ziskany difuzni
koeficient s parametry tvaru detekéniho objemu je znazornén v nasledujici tabulce.

Tabulka ¢. 9: Tabulka s parametry tvaru detekcniho objemu a difiiznim parametrem sondy nilska
Cerven v hydrogelech merené 2f-FCS

Vzorek D 1 (um??) wo (nm) Ro (nm)
CTAB 250-450 Hya 519+0,04 336,67 104,00
CTAB 1400-1600 Hya 5,42 +0,04 332,67 111,83
Septonex 250-450 Hya 10,00 + 0,03 350,33 95,17
Septonex 1400-1600 Hya 8,41+ 0,02 320,83 111,33
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Obr. 24: Difiizni koeficienty sondy nilska cervei mérené 2f-FCS v hydrogelech tvorenych tenzidy
CTAB a Septonex o dvou molekulovych hmotnostech hyaluronanu
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Zakladem pro diskuzi srovnani ziskanych vysledki v podobé stanovenych diftiznich
koeficientii pro jednotlivé hydrogely s nilskou cerveni poslouzi predevsim piedchozi
experiment zabyvajici se méfenim hydrogelt klasickou metodou FCS a zaroven vysledky se
sondou Atto 488 piispivajici hydrofilnim pohledem.

Obr. 24 graficky znazornuje, ze namétené difuzni koeficienty vykazuji stejnou hodnotu pro
vzorky CTAB 250-450 Hya a CTAB 1400-1600 Hya. Oproti vysledkim poskytnutym
klasickou metodou jsou vSak tyto hodnoty zanedbatelné¢ nizs§i. V rozporu se nachazime
s hydrofilni sondou Atto 488, ktera poskytovala primérnou hodnotu difizniho koeficientu pro
tenzid CTAB 52 um?s?, zde tedy doslo desetkrit ke snizeni difuzniho koeficientu. To by
znamenalo, Ze micely se pohybuji desetkrat pomaleji.

Nepatrny rozdil v hodnoté difizniho koeficientu je mozné pozorovat u vzorku hydrogelu
Septonex 250-450 Hya a Septonex 1400-1600 Hya obsahujici nejvétsi chybové tsecky.
Porovnanim se sondou Atto 488 se zmény diftiznich koeficientd pro dané tenzidy nachazeji ve
stejném poméru a lze tedy fici, Ze v tomto piipadé je to komplementarni. Uvedeny fadovy
pokles difuzniho koeficientu pravdépodobné odkazuje na micelu pohybujici se desetkrat
pomaleji. Za ucelem interpretace se nabizi vysvétleni, ze z hlediska hydrofilniho pohledu se
Atto 488 v hydrogelu hybe nezéavisle v ramci néjaké integrované nanodomény, ale nilské
¢erven pravdépodobné putuje se Septonexem. Nabizi se zde otazka, jaké hodnoty by nabyval
diftzni koeficient nevazané sondy ve vodném prostiedi, ale na to je, vlivem jeji velmi omezené
rozpustnosti ve vode¢, slozitd odpovéd'.

Tabulka ¢. 9 znazornuje vyssi chyby uréeni difiznich koeficient pro tenzid CTAB a zaroven
podobné hodnoty modelovych parametri detekéniho objemu ve srovnani s predchozim
meétfenim 2f-FCS.

4.3.3 Srovnani pouzitych metod pro sondu nilska ¢erven

Soucasna kapitola se zabyva srovnanim pouzitych metod na zaklade ziskanych vysledk, které
porovnava nejen v ramci nilské ervené, ale také s dosud ziskanymi vysledky sondou Atto 488
za ucelem c¢astecné charakterizace hydrogelt.

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 4.2.3, klasicka FCS je velmi senzitivni na zmény indexu
lomu, ztohoto divodu srovnavame ziskané vysledky s piesnégjsi 2f-FCS. S uvazenim
zanedbatelného vlivu molekulové hmotnosti hyaluronanu, nabyvala nilska cerven pro CTAB
pramémé 8 pm?s a pro Septonex 14 um?s klasickou metodou, coZ je ve stejném poméru
s vysledky 2f-FCS. Tabulka ¢. 8 a Tabulka ¢. 9 znazoriuji hodnoty difiznich koeficientd,
jejichz chyby jsou pti porovnani tenzidl vV ramci jedné metody navzajem podobné, s vyjimkou
hydrogeli vzniklych interakci hyaluronanu a Septonexu méfenych FCS. Porovnanim s rozdily
hodnot difaznich koeficienti sondy Atto 488, je mozné tyto odlisnosti zanedbat.

Na zaklad¢ doposud ziskanych vysledkl pro zkoumany tenzid Septonex miizeme fici, ze
sonda Atto 488 nevykazuje vyraznou interakci diky pravdépodobnému vytla¢eni do prostoru,
V némz se nenavaze a nilska ¢erven putuje prostfedim se Septonexem.

Dvouohniskova fluorescencni korelacni spektroskopie opét potvrdila vysledky ziskané
klasickou metodou a zaroven poukdzala na konzistentni chovani hydrogelt.
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4.4 Spektra nilské ¢ervené v jednotlivych prostiedich

Posledni kapitola nam podava informace o spektralnich vlastnostech nilské cervené
Vv jednotlivych prostfedich méfenych pomoci spektrografu Andor. Fluorescencni sonda nilska
cerven byla individualné analyzovana v prostiedi vody, CTAB v 0,15 M NaCl, Septonexu
(Sept.) v0,15M NaCl a v hydrogelech vzniklych interakci uvedenych tenzidi a dvou
molekulovych hmotnostech hyaluronanu. Pozornost je tedy piedev§im upirdna na diskuzi
zabyvajici se naméfenymi emisnimi spektry nilské cervené a soucasné tato kapitola shrnuje
dosavadni poznatky o studovanych systémech, ¢imz poskytuje orienta¢ni nahled na vnitini
prostiedi hydrogeli, které zaujima stézejni pozici této diplomové prace.

1,2
Voda

o ——CTAB 0,15 M NaCl
()
s 107 ——Sept. 0,15 M NaCl
g ——CTAB 250-450 Hya
=}
= 08 ——CTAB 1400-1600 Hya
g ——Sept. 250-450 Hya
N
g —— Sept. 1400-1600 Hya
=
= 06 -
=
=
]
8
z 04 1
S
=
=
s
S 02 1

0,0 4

500 550 600 650 700 750
Vinova délka (nm)

Obr. 25: Spektra nilské ¢ervené v jednotlivych prostiedich zndzornujici piechod z hydrofobni
oblasti do hydrofiini

Fluorescence sondy nilska Cerven je velmi citlivd na polaritu prosttedi. Uvedena polaritni
konsekvence spociva v reakci na zvySujici se polaritu prostfedi posunem emisniho maxima
K vys$$im vinovym délkam. Analogicky, posun k modrym vinovym délkam nastava s klesajici
polaritou prostiedi. Tyto posuny, indukované zménou povahy okoli, oznacujeme jako
solvatochromni posuny a latky, které je vykazuji jako solvatochromni. Vyznamnym
predstavitelem téchto latek je prave nilska Cerven.

V koloidnich systémech pravdépodobné dochazi, po piekroceni kritické micelarni
koncentrace, k zaclenovani molekul hydrofobni sondy do nepolarnich oblasti micel, ¢imz
prudce klesa vinova délka emisniho maxima.
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Obr. 25 znazornuje zaznamenana emisni spektra nilské ¢ervené v jednotlivych prostiedich,
které¢ vykazuji pon€kud zvlaStni tvar prostfednictvim dvou vyraznych pik, coz je
pravdépodobné vlivem pozorovani vice molekul fluorescen¢ni sondy z riznych prostiedi.
Pozorované molekuly nilské cervené ve vSech vzorcich nabyvaji v hydrofobni oblasti
maximum zhruba pii 560 nm a v hydrofilni oblasti pii 640 nm, pfi¢emz prvni hodnota by mohla
odpovidat pohledu do vnitiniho jadra a druha na solvatovanou vrstvu micely. Zaroven bylo
zaznamenano emisni spektrum vody, které piisuzujeme Ramanovu rozptylu.

Provedena meéteni byla uskuteénéna pouzitim filtru 690/70, a je tedy patrné, Ze méteni
neprobihala v maximu. Uvedend méfeni se zfejme odehravala v palisadové vrstve, coz je oblast
micely, v niz se kolem kladného naboje tenzidu nachazi usporadané molekuly vody, které
neptedstavuji vyloZzené strukturu zmrzlého stavu, ale pfitomnosti hydrofilnich povrchi v gelu,
se snazi zaujmout urcitou konformaci, a tudiz se nenachézeji v nahodilém uspotadani jako
normalni voda. Tato vrstva predstavuje jedinou moznost, kdy mohla nilskd Cerven vlivem
kladného naboje tenzidu a delokalizovaného systému m-elektronli vycestovat z jadra micely
a podlehnout interakci s touto vodou.

Motivaci tohoto experimentu bylo zjistit, jak vypadaji tvary jednotlivych emisnich spekter
hydrogelt vzniklych fazovou separaci hyaluronanu a tenzidu s nilskou ¢erveni, pficemz bylo
dokézano, ze pouzité tenzidy CTAB a Septonex si navzajem odpovidaji.

Hlavnim teoretickym ptedpokladem téchto systému bylo, Ze mikroskopicky v hydrogelech
pozorujeme vice populaci prostiedi, které se budou viceméné meénit spojité. Tyto populace jsme
ocekavali, Ze nam rozliSi navrzené sondy prostfednictvim odliSeni jednotlivych difuznich
pohybi. Nicméné, na zakladé doposud ziskanych vysledki se jevi, ze v hydrogelu se moc
prostfedi nevyskytuje a spise vykazuje unifikované chovani.
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5 ZAVER

Predlozena diplomova prace se zabyva problematikou difuze organickych molekul
V koloidnich a hydrogelovych systémech. Obsahové navazuje na predchozi bakalarkou praci
zabyvajici se predevsim charakterizaci jednotlivych dil¢ich prostiedi hydrogeli. Soucasna
prace disponuje primarnim zaméfenim na hydrogely vzniklé fazovou separaci hyaluronanu
s tenzidy CTAB a Septonex, ktery vS8ak neni bézné vyuzivan na Skolicim pracovisti Fakulty
chemické, a tudiz seznameni se s jeho vlastnostmi vyrazné ptispéje do vyzkumu hydrogelovych
soustav. Zaucelem mikroskopického prozkouméani uvedenych systémi se navrZzenymi
fluorescen¢nimi sondami staly Atto 488 a nilska ¢erven, s nimiz bylo provedeno méfeni pomoci
metody fluorescencni korelacni spektroskopie a jeji upravené verze dvouohniskové
fluorescencni korelacni spektroskopie.

Na zdklad¢ zadéani diplomové prace byla v teoretické Casti zpracovana literdrni reSerSe
na téma vyuziti dvouohniskové fluorescenéni korelacni spektroskopie v koloidnich systémech.
Soucasny stav feSené problematiky odkazuje na vhodné vyuziti této metody pro studium
difuznich vlastnosti systémul o nanomolarni koncentraci.

Souhrnnym cilem této diplomové prace bylo pomoci zminénych metod charakterizovat
vnitini strukturu hydrogelu prostfednictvim stanoveni difuzniho chovéni fluorescen¢ni sondy.
Na pocatku prace byla studovana specificka interakce obou pouzitych fluorescen¢nich sond
stenzidy ve vodném prostfedi, kterd poslouzila ptedevSim k porovnani s nasledujicimi
hydrogelovymi soustavami a sou¢asné podala prvni nahled na pravdépodobné interakce sond
s asociativnimi koloidy.

Studium hydrogelt bylo nejdiive provedeno hydrofilni sondou Atto 488. Strukturné tato
sonda pfedstavuje volnou karboxylovou kyselinu s teoreticky zdpornym nébojem, ktera
zaujima polarni prostifedi hydrogelu a s ohledem na ptitomnost hyaluronového fetézce zde
pfichazi jediné v Givahu pfitazliva elektrostaticka interakce sondy s kladné nabitymi hlavami
tenzidu CTAB tvoficich micelarni agregaty. Podobné chovani bylo ocekdvano od tenzidu
Septonex, ktery vSak opakované vykazoval az dvojndsobné zvySeni difuzniho koeficientu
oproti CTAB. Pfi¢inou této piekvapivé hodnoty by mohlo byt vysvétleni, Ze hydrogel obsahuje
prostor odpovidajici vodé, do néjz je sonda vytlacena vlivem interakci micel s hyaluronanem,
ktery sond¢ stericky zneptistupiiuje povrch micel. Tim padem sonda nemuize ptili§ interagovat
s tenzidem a pohybuje se tak nezpomalen¢ prostorem, ¢imz odkazuje pouze na slabou interakci
se Septonexem o dvakrat mensi velikosti micel oproti CTAB, ptipadné v prostoru s dvakrat
niz§i viskozitou oproti vode.

Nésledné bylo studium hydrogelti uskute¢néno hydrofobni sondou nilské cerven. Srovnanim
s Cisté micelarnim prostfedim a se sondou Atto 488 v gelu bylo zjisténo, Ze doslo k fadovému
poklesu difuzniho koeficientu, coz by mohlo byt zptsobeno lokalizaci sondy v nepoldrnim
prostiedi jadra micely. Nalezené zpomaleni sondy bylo také potvrzeno ptedchozi bakalatskou
praci. Porovnanim s pfedchozim tenzidem bylo zjisténo, Ze doSlo k opétovnému zvySeni
difizniho koeficientu tenzidu Septonex a lze se domnivat, Ze nilskd Cerven interaguje
a difunduje prostiedim se Septonexem. Postupnym uvazenim bylo také zjisténo, ze hydrogely
maji zfejm¢e stejnou strukturu pro obé pouZzité molekulové hmotnosti hyaluronanu, které
neovliviiuji méfeni a v hydrogelu hraji pouze roli makrovyztuze.
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Naméiend spektra nilské Cervené znazornily, Ze méfeni se odehravala pravdépodobné
Vv palisddové vrstvé micely, jejiz fluidni charakter umoznil sond¢ vycestovat z jadra micely
vlivem delokalizovaného systému m-elektrond a kladného néboje tenzidu a podlehnout tak
interakci s okolni molekulou uspotadané vody.

Ze znalosti z literatury vyplynulo, zZe vysledky ziskané fluorescen¢ni korelacni spektroskopii
by mohly byt ovlivnény zménou indexu lomu métenych hydrogelt, a proto byly tyto soustavy
podrobeny robustni metodé 2f-FCS. Porovnani ziskanych vysledkii bylo provedeno srovnanim
chyb urceni difuzniho koeficientu a bylo zjisténo, ze takto malé chyby jsou v ramci zanedbani,
coz je pravdépodobné zpluisobeno méfenim v malé hloubce hydrogelu. Na zékladé tohoto
zjisténi je mozné doporucit, ze pokud se naskytuje moznost méfit uvedeny typ hydrogelt
ve vzdalenosti kousek od sklic¢ka, nejlépe ve vzdalenosti zhruba 5 pm, tak neni nezbytné pouziti
pokrocilé metody 2f-FCS.

Zavérem lze ftici, ze se podafilo uspésné stanovit difizni chovani navrzenych sond
V hydrogelech a soucasné porovnat ob¢ pouzité metody, ¢imz byly ziskdny cenné informace,
které ptispéji k dal§imu kognitivnimu studiu hydrogelovych soustav. Zadané cile prace byly
splnény a do budoucna se jevi zajimavé podrobit hydrogely skenovaci FCS, ktera je v soucasné
dobé zkoumana jako alternativni metoda delStho meéfeni vzorkli s nizkymi difiznimi
koeficienty.
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7 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

2f-FCS
Al

A2
a.u.
CAC
CAS
CD44
CEC
CMC
CTA+
CTAB

a4

C. S.
DIC
DLS
FCS

fl
HAS1, HAS2, HAS3
Hya
MDF
nmol
NR
PIE
pmFCS

PSF
RHAMM
SDS-PAGE

SPAD
TCSPC
X12
X21

dvouohniskova fluorescencni korela¢ni spektroskopie
autokorelacni funkce prvniho ohniska
autokorelacni funkce druhého ohniska

libovolné jednotky

kriticka agrega¢ni koncentrace

registracni ¢islo

specificky receptor pro hyaluronan

kriticka elektrolytickd koncentrace

kritickd micelarni koncentrace

tenzidovy anion

cetyltrimethylamonium bromid

Cislo Sarze

diferencialni interferencni kontrastni mikroskopie
dynamicky rozptyl svétla

fluorescenéni korela¢ni spektroskopie

femtolitr

hyaluronansyntéza

hyaluronan

molekulova detekéni funkce

nanomol

nilské Cerven

excitacni rezim

polariza¢ni modula¢ni dvouohniskova fluorescen¢ni korelacni
spektroskopie

rozptylova funkce

specificky receptor pro hyaluronan

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v ptfitomnosti
dodecylsiranu sodné¢ho

oznaceni detektori

jednotka s casové rozlisenym c¢itanim fotont
kroskorela¢ni funkce mezi ohnisky

kroskorela¢ni funkce mezi detektory

koncentrace

koncentrace molekul v urcité pozici r a ¢ase t

difuzni koeficient
intenzita fluorescence v Gase

autokorelacni funkce

autokorelacni funkce kdyZ 7 — oo
kroskorelacni funkce

polomér pinhole déleny zvétSenim objektivu
Boltzmannova konstanta
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Oz>s <Z

triplet (T)

Ttriplet

()

rychlostni konstanta

molekulova hmotnost

index lomu prostiedi

pocet ¢astic

kvantovy vytézek

hydrodynamicky polomér

parametr detekéniho objemu

zékladni stav molekuly

prvni excitovany singletovy stav molekuly

druhy excitovany singletovy stav molekuly

podil ¢astic nachazejici se v tripletnim stavu (kapitola 2.6.3)
teplota (kapitola 3.4.2.1)

prvni excitovany tripletovy stav molekuly

druhy excitovany tripletovy stav molekuly
molekulova detekéni funkce

efektivni objem

parametr detekéniho objemu

rozméry detekéniho objemu v laterdlni a axialni pozici
modelovy parametr znacici polomér konfokalniho objemu
sttedova laserova intenzita

laserova intenzita v urcité pozici

normalizovanad rozptylova funkce

jednotkovy vektor podél osy x
dynamika tripletniho stavu

geometricky faktor

rychlostni konstanta

okamzitd odchylka signalu od jeho primérné hodnoty
molekularni jas

faktory spojené s excitacni silou a detekéni G¢innosti
viskozita

vzdélenost Nomarského hranolu

excentricita detek¢niho objemu

modelovy parametr znacici excentricitu konfokalniho objemu
vlnova délka emise

vlnova délka excitace

ptispévek difuzni castice

difuzni ¢as

relaxacni Cas tripletu

pramérna hodnota



