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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vyuzitim techniky fluorescencni korela¢ni spektroskopie pro
mikroreologickou charakterizaci hydrogelu v systému hyaluronan-cetyltrimethylamonium
bromid. Pro mikroreologické FCS analyzy byly pouzity fluorescencné znacené castice.
V ramci optimalizace metody byla nejdfive na zéklad¢ analyzy newtonskych roztoka
glycerolu vybrana nejvhodnéjsi velikost téchto Castic. Diskuse byla rovnéZz zaméfena na vliv
zmény indexu lomu méfené¢ho roztoku na vysledky analyz. Na zdkladé¢ méfeni roztoki
hyaluronanu bylo nasledné¢ mozné zhodnotit vliv koncentrace a molekulové hmotnosti tohoto
biopolymeru na vysledky FCS mikroreologie a porovnat je s vysledky analyz modelovych
hydrogelti hyaluronanu a CTAB. Na zavér byla diskutovana pouzitelnost a omezeni FCS
mikroreologie.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the use of fluorescence correlation spectroscopy technique for
microrheological  characterization of hydrogel in a system of hyaluronate-
cetyltrimethylammonium bromide. Fluorescently labelled particles were used for
microrheological FCS analysis. To optimize the method the most appropriate size of particles
was chosen on the basis of Newtonian glycerol solutions analysis. Among other things, the
discussion was focused on the influence of refractive index change of analysed solutions on
analysis results. After hyaluronate solutions analysis it was possible to assess the biopolymer
concentration and molecular weight impact on the FCS microrheology results, which could
then be compared with analysis results of model hydrogels of hyaluronate and CTAB. Finally,
usability and limitations of FCS microrheology have been discussed.

KLICOVA SLOVA

mikroreologie, hydrogely, fluorescen¢ni korelac¢ni spektroskopie, hyaluronan,
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1 UVOD

Hydrogelové systémy patii v soucasnosti mezi nejcastéjsi témata vyzkumu s cilem vyvinout
nové biokompatibilni a biodegradabilni nosice 1é¢iv ¢i scaffoldy. I kdyz se prvotni vyzkum
zam&foval ryze na syntetické hydrogely a jejich derivaty, uplatnily se vtomto sméru
1 hydrogely piirodniho piivodu. Mezi jejich nejvyznamnéjsi zastupce patii napiiklad alginat,
chitosan nebo hyaluronan. ProtoZe je pro ucely pouziti hydrogelu ve farmacii (napf. jako vyse
zminény nosi¢ 1é¢iv) nezbytné prozkoumat a popsat dany hydrogel co nejdetailnéji, vyvstava
potieba nalézt takovou analytickou techniku, kterou by bylo moZzné pro tak detailni
charakterizaci pouZit.

Jednou z technik splnujici takové pozadavky by mohla byt pravé fluorescencni korelacni
spektroskopie (FCS). Ta patii spolu s dynamickym rozptylem svétla (DLS), difuzni vinovou
spektroskopii (DWS) a fadou metod casticové video-mikroreologie mezi tzv. pasivni
mikroreologické techniky. Tyto techniky jsou schopné poskytnout informace charakterizujici
dané prostiedi. Mezi tyto informace se fadi naptiklad rychlost difize nebo aktivniho
transportu. K tomu potfebna data jsou ziskdvana prostfednictvim analyz tepelné
indukovanych fluktuaci ve vzorku umisténych sond.

Fluorescen¢ni korelaéni spektroskopie byla jiz pouzita ke studiu procest probihajicich na
mezifazovém rozhrani i k méfeni koloidnich systémti. Unikum této techniky spociva v jeji
citlivosti na signdly jednotlivych sond umisténych v méfeném vzorku a v miniaturnich
rozmérech sledovaného objemu vzorku. Pravé diky tomu Ize s vysokou piesnosti a citlivosti
charakterizovat riizné heterogenity vyskytujici se ve vzorku a jejich lokalni dynamiku.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Hydrogely
Hydrogely jsou ve vodném prostfedi nabobtnalé polymery, které udrzuji zietelnou
ttidimenziondlni strukturu. Jejich klasifikace [1] mlze byt zaloZena na:
e puvodu polymeru: ptirodni, syntetické nebo hybridni hydrogely (slozené ze
syntetickych a ptirodnich molekul),
* povaze zesiténi: kovalentni nebo fyzikalni gely,
* povaze site: homopolymer, kopolymer, prostupujici hydrogely nebo hydrogely
s dvojitym zesiténim,
* fyzikalni  strukture: homogenni  (opticky transparentni), mikropordzni
a makropor6zni hydrogely,
* jejich osudu v organismu: degradabilni a nedegradabilni hydrogely.

Diky vysokému obsahu vody je vétSina hydrogelovych struktur vysoce biokompatibilni.
Mnozstvi vody vrovnovazném stavu nabobtndni predstavuje rovnovdhu mezi
termodynamickou smeéSovaci silou (hydratace) a stahovaci silou tfidimenziondlni sité.
SméSovaci sila zavisi hlavné na hydrofilnosti polymerniho skeletu (charakterizovana
interakénim parametrem %) a na stahovaci sile plsobici na mnozstvi pfi¢nych vazeb
spojujicich polymerni fetézce do tfidimenziondlni sit¢ [2]. Proto existuje Siroka Skala
moznosti designu piipravy hydrogell rozdilnych struktur a vlastnosti.

Tradi¢ni metody syntézy hydrogeli byly omezené v moznosti kontroly detailni
hydrogelové struktury. Nicméné nové pfistupy zalozené na genetickém inzenyrstvi
a hybridnich hydrogelech cely tento vyzkum vyrazné¢ posunuly. Tyto techniky umoZziuji
napiiklad vloZeni biorozpoznavacich skupin do struktury makromolekul, coz ovliviluje
samousporadavani do precizné definovanych tfidimenziondlnich struktur. Vysledkem je, ze se
aplika¢ni potencial hydrogelti rozsifil z tradicnich oblasti (biomateridly a nosicové systémy)
1 do dalSich odvétvi, jako je mikrofluidika a nanotechnologie [3].

2.1.1 Vyuziti hydrogeli v mediciné

2.1.1.1 Syntetické hydrogely

Vyzkum designu hydrogelli vhodnych pro bezpocet medicinskych aplikaci byl zapocat ve
stejné dobé jako prace na meékkych kontaktnich cockach [3]. Bylo studovano pouziti
hydrogelt v oftalmologii jako mikrokapildrni dreny pfi glaukomu [4], vypln¢ pro obnoveni
odchlipnuté sitnice [5] nebo vyplné po enukleaci (extrakce o¢niho bulbu) [6]. Nejen tyto
aplikace byly hnaci silou pro detailni studium vztahu mezi fyzikélni a chemickou strukturou
zesiténych hydrofilnich polymerd a jejich biokompatibility. Vysledky tohoto studia byly
pfevedeny do klinické praxe — uspéSnym piikladem je pouziti hydrogelii zaloZenych na
HEMA  (2-hydroxyethylmethakrylatu) v rhinoplastice. = HEMA-hydrogely  vykazuji
dlouhodobou biokompatibilitu a poskytuji vyborné kosmetické vysledky [7].

Brzo po objevu hydrogeli byla zkoumédna moznost jejich pouziti také jako nosicové
systémy pro antibiotika nebo léCiva na rakovinu [8]. Pocatecni studie se zamétovaly na
polymery HEMA (2-hydroxyethylmethakrylat), pozdéjsi studie pak na HEMA kopolymery,
polyakrylamidy = nebo  polyvinylalkohol. @~ Na  miru  fyziologickym  potiebam



byly pfipraveny i dalsi typy hydrogeli. Napiiklad hydrogely na bdzi kopolymert
N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA) byly pouzity jako nosi¢ové systémy pro léky
na rakovinu [9], [3].

2.1.1.2 Biohydrogely

V posledni dob¢ je ¢im dal vétsi pozornost vénovana i hydrogelim z biopolymerd. Hydrogely
pfirodniho plivodu jsou vétSinou biokompatibilni a podporuji aktivitu bunék. I pfes nizsi
mechanickou odolnost, moznost vyvoldni imunitni odpovédi nebo obtizné¢ proveditelné
modifikace struktur zistavaji naddle biomaterialy velmi slibnou komponentou hydrogeld, a to
pfedevsim diky jejich bioaktivité a pfirozenému vyskytu v lidském téle [10].

Mezi Casto feSenou problematiku patii naptiklad 1écba diabetickych viedi na nohou. Pro
kryti téchto ran se pouzivaji i obvazy na bdzi alginitu s vysokou absorpéni schopnosti.
Algindt je vtomto piipad¢ casto ve formé vépenaté soli a mnohdy je kombinovan
s kolagenem. Pfi kontaktu spovrchem rany tvofi alginat gel, ktery mulze byt nasledné
odstranén spolu sobvazem nebo mize byt zradny vyplachnut pomoci sterilniho
fyziologického roztoku. Kombinaci s druhotnym viskdézovym polstatkem dochéazi ke zvyseni
absorp¢ni schopnosti [11].

V biomedicinskych aplikacich maji dalezitou roli také materidly zaloZené na chitosanu,
ato diky jejich netoxické povaze, biokompatibilit¢ a biodegradabilité. Zkoumdany byly
napiiklad injektovatelné chitosanové hydrogely s disodnou soli glycerolfosfatu. Tyto
hydrogely byly dokonce shledany jako idedlni tfida polymernich materidli pro pouziti
v biomedicinskych aplikacich. Naptiklad tym Dang a spol. ptipravili hydrogel rozpousténim
chitosanu v kyseliné mlé¢né. Tento hydrogel vykazoval nizsi teplotu gelace (oproti jinym
rozpoustédlim), coz umoznovalo vytvorit umély vystupek kiize v misté vpichu po injekci do
podkozi u mysi [12].

Moznost pouziti hyaluronanovych hydrogelli pro redukci sristl Slach flexori po poranéni
u kralik zkoumal tym Liu a spol. Zjistili, ze film ze zesiténého derivatu hyaluronanu
napomohl zhojeni $lach bez tvorby fibrézy v pribéhu tii tydnt po operaci [13]. Makromer
methakryldtu  kyseliny hyaluronové zesiténé¢ tetramethylethylendiaminem (TEMED)
a peroxodisiranem amonnym byl aplikovan na model infarktu myokardu za ucelem ligace
sestupné a diagondlni korondrni artérie. Vysledkem bylo vyrazné omezeni Sifeni infarktu
a zlepSeni funkce srdce [10], [14].

2.2 Hyaluronan
Hyaluronan (stl kyseliny hyaluronové) je biokompatibilni, linearni, nerozvétveny
mukopolysacharid, ktery se obecn¢ vyskytuje ve vSech pojivovych tkdnich téla. Jedna se
o0 pfirozenou soucast extracelularni matrix, o¢niho sklivce a kloubni synovialni tekutiny [15].
Hyaluronan (HA) je hydrofilni nesulfdtovany glykosaminoglykan sloZeny z opakujicich se
disacharidovych jednotek D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D—glukosaminu stfidavé
vazanych ptes p—(1—=3) a f—~(1—4) glykosidické vazby (viz Obrazek 1). Je syntetizovan
ttemi membranové vazanymi HA-syntazami v plazmatické membrané. Bezpocet
biologickych funkei hyaluronanu vyplyva z univerzalni povahy jeho biosyntézy a organizace.
Ta je pruzn¢ regulovana tfemi isoformami HA-syntdz, které se od sebe li§i svymi



enzymatickymi vlastnostmi, mirou schopnosti elongace HA fetézce, rychlosti biosyntézy
a expresnimi piedlohami [16].

OH
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Obrazek 1 Struktura hyaluronanu sodného

2.2.1 Fyziologické funkce a vlastnosti hyaluronanu

Hyaluronan je v pfirozené form¢ vysokomolekuldrni (1-2 miliony Da) viskoelasticka
sloucenina. Biologicka aktivita hyaluronanu se 1i8i v zavislosti na jeho molekulové hmotnosti.
Nizkomolekularni hyaluronan mé vys$i angiogenni aktivitu nez vysokomolekularni. Na
zaklad¢ toho by teoreticky bylo mozné regulovat biologické funkce pfi regeneraci tkani
in vivo pouzitim hyaluronanu s riznou molekulovou hmotnosti jako stavebniho materialu pro
scaffoldy [17].

Jak uz bylo feceno, hyaluronan méa nékolik biologickych funkci, které jsou nezbytné
napiiklad pro embryogenezi, diferenciaci, migraci, proliferaci nebo intercelularni komunikaci
mezi riznymi typy bunék. Posledni dobou se také hromadi ditkazy o tom, ze mé hyaluronan
diilezitou roli v mnoha aspektech biologie kmenovych bun¢k. ZvySena syntéza hyaluronanu
béhem diferenciace embryonalnich kmenovych bunék je totiz spojena s epitel—
mezenchymalnim pfechodem. Ukazalo se také, ze syntéza hyaluronanu a jeho uspotfadani do
pericelularniho obalu slouzi u mezenchymalnich kmenovych bun¢k jako ochrana pro udrzeni
kmenové povahy bunék. Této vlastnosti se vyuziva naptiklad pii vyvoji hydrogelovych
scaffoldli zalozenych na hyaluronanu pro vyuziti v tkdniovém inzenyrstvi a pii vaskularni
regeneraci [16].

Interakce hyaluronanu s bunéénymi HA-vazebnymi proteiny jsou dualezité nejen pro
bunécnou adhezi, migraci, proliferaci a léCeni ran, ale stejné tak maji velky vyznam
u zanétlivych procest a rakovinnych metastazi. Hyaluronan neobsahuje proteiny specifické
pro dany organismus, proto po implantaci nespousti imunitni odpovéd’. I diky absenci
imunogenicity se proto z hyaluronanu stava atraktivni stavebni jednotka pro navrhy novych
biomateriall.

Dalsi vlastnosti, ktera z hyaluronanu déla perspektivniho kandidéta pro inzenyrstvi novych
biomateriald, je jeho lubricita a neadhezivni povaha. Vi se, Ze hyaluronan pokryva a oddéluje
vétSinu povrchu tkani, které se vzijemné stykaji (nachdzi se ve vysoké koncentraci
v synovidlni tekutin€). Studie o vyuziti hyaluronanu a jeho hydrogeld pfi bfiSnich,
gynekologickych, srdec¢nich a muskuloskeletalnich chirurgickych procedurach prokazaly, ze
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hyaluronan redukuje postoperacni adheze [18]. Také u materidlli, na kterych byl nanesen
povlak hyaluronanu, byla pozorovéna snizend bunéc¢na adheze k intraokularnim Cockam
a rovn¢z doslo ke snizeni rustu bakterialniho biofilmu [19], [20].

2.2.2 Hyaluronanové hydrogely

2.2.2.1 Hydrogely vzniklé chemickym zesiténim

I ptes excelentni mechanické a biochemické vlastnosti polymerti hyaluronanu v pfirozeném
stavu byly zkoumdny také jeho mozné chemické modifikace. Pro dosazeni pozadovanych
vlastnosti vysledného biomateridlu bylo zkoumano chemické zesiténi HA polymert pfes
inter- nebo intra-funk¢ni skupiny jejich bocnich fetézci, jako jsou hydroxylové a karboxylové
skupiny. Témito vlastnostmi mliZze byt napt. zvySend odolnost vii¢i biodegradaci nebo potieba
vyrobit medicinské zatizeni v pozadované formé, jakou je napt. hydrogel [21].

Chemicky modifikovany hyaluronan mutze byt transformovdn do mnoha fyzikdlnich
forem: viskoelastické roztoky, mékké nebo tuhé hydrogely, elektricky spfadand nanovlékna,
netkané sitoviny, makropordzni a vlaknité houby, pruzné listy nebo nanocasticové tekutiny.
Mnoho téchto forem vznika na zakladé chemického zesiténi ptes volné reaktivni skupiny, a to
adici, kondenzaci nebo radikalovou polymerizaci. Tyto modifikace Casto cili na tfi funk¢ni
skupiny: karboxylova skupina glukuronové kyseliny, primarni a sekundarni hydroxylové
skupiny a N-acetyl. U karboxylati dochdzi nejcastéji k reakci s karboimidem, k esterifikaci
nebo amidaci. Hydroxyly podléhaji etherifikaci, esterifikaci a zesiténi prostfednictvim
divinylsulfonu nebo bis-epoxidu.

Klinické produkty pro buné¢nou terapii a regenerativni medicinu vyzaduji takovou povahu
zesiténi, kterd je kompatibilni s enkapsulaci bun¢k nebo injekéni aplikaci do tkani.
Injektovatelné klinické biomaterialy musi splilovat rizna marketingova, regulacni a finan¢ni
omezeni, aby vznikl produkt, ktery miize byt schvalen, uveden na trh a pouzivan lékafi.
Mnoho hydrogelt zaloZzenych na hyaluronanu tato kritéria spliiuje a je schopno byt
nosi¢ovym systémem pro buiiky a terapeutické latky pro 1écbu a regeneraci tkéni [22].

2.2.2.2 Hydrogely vzniklé fyzikalnim zesiténim

V poslednich letech se ¢im dal vic vyuziva smési obsahujicich surfaktant a polymer, a to
pfedev§im kvuili jejich vyznamu v riznych primyslovych aplikacich v oblasti kosmetiky,
potravinafstvi, farmacie, detergentti atd. Obecné¢ se polymery do systémi ptidavaji pro
kontrolu reologie, stability systému nebo pro Upravu povrchové adsorpce. Interakce ve smési
vychazeji z hydrofobnich, dip6lovych a elektrostatickych sil. Ptitazlivé elektrostatické sily
jsou v tomto systému opacné nabitého polymeru a surfaktantu velmi diilezité.

Surfaktanty v pfitomnosti opa¢né nabitého polyelektrolytu zacinaji tvofit agregaty (viz
Obrazek 2) s danym polyelektrolytem v okamziku, kdy koncentrace surfaktantu piekroci
svou kritickou agrega¢ni koncentraci. Agregace polyelektrolytu a opa¢né nabitého surfaktantu
zavisi predev§im na vlastnostech surfaktantu a polyelektrolytu. Vytvofeni komplexu
polyelektrolyt—surfaktant vychézi zplsobeni elektrostatickych interakci a soucasné
stabilizace pomoci hydrofobnich interakci nepolarnich ¢asti molekul surfaktantu. V tomto
procesu je protiion polyelektrolytu nahrazen iontem surfaktantu. Vazebné misto
polyelektrolytu a surfaktantu tak v kone¢ném dusledku tvofi neutrdlni iontovy par. Velka
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elektrostaticka pfitazlivost v tomto asociaénim procesu vytvari energeticky velmi vyhodnou
vazbu zévislou mimo jiné na hustoté¢ iontového naboje. K této vazbé proto dochazi
v systémech s velmi nizkou koncentraci volného surfaktantu.

Obrazek 2 Zjednodusené schéma systému polymer—surfaktant v konformaci tzv. perlového
nahrdelniku;, zaporne nabité polymerni vidkno (reprezentujici hyaluronan) se
prostrednictvim elektrostatickych interakci vaze s kladné nabitymi micelami kationického
surfaktantu

Konformacni vlastnosti a dynamické chovani polyelektrolytovych fetézcli jsou dany
stupném ionizace, koncentraci a distribuci protiiontu. Ve vodném roztoku jsou dulezité
rovnéZz solvatacni vlastnosti a hydrofobni interakce, protoze silné¢ ovliviiuji konformacni
vlastnosti polymeru. Protiionty mohou byt solvatovany rliznymi zpiisoby, a proto ovliviluji
solvataci polymeru.

Kvili pfitomnosti silnych elektrostatickych interakci v opaéné nabitém systému
polyelektrolytu dochazi ke vzniku nepravidelné distribuce protiiontd v roztoku. Koncentrace
protiiontll se v blizkosti polyelektrolytu vyrazné zvySuje a se vzdalenosti naopak rapidné
klesa. Nepravidelna distribuce protiiontli rovnéz plisobi na monomerni protiionty surfaktantu
ptitomné v polyelektrolytovém roztoku. Hlavnim divodem vazby molekul surfaktantu na
opacné nabity polyelektrolyt je elektrostaticka stabilizace micel surfaktantu [23].

Surfaktanty jsou Casto vyuzivany pii formulaci pfipravkli pro zlepSeni rozpustnosti
a biologické dostupnosti aktivnich latek. Pfikladem vyuziti mize byt kombinace kyseliny
hyaluronové (hyaluronanu), kteréd je siln¢ hydrofilni, a n¢kterych cytotoxickych latek, které
jsou naopak hydrofobni. Interakce mezi anionickym polysacharidem hyaluronanem sodnym
a kationickymi surfaktanty byly jiz studovdny pomoci NMR spektroskopie [24], méfeni
viskozity [25], povrchového napéti a vodivostnich metod [26]. Tyto studie mimo jiné
shledaly, ze asociaci ovliviluje mnoho faktor, a to vcetné délky fetézce surfaktantu,
molekulové hmotnosti polymeru nebo koncentrace elektrolytu [27].

Interakce mezi hyaluronanem a kationickymi surfaktanty maji ve sféte medicinskych
aplikaci obrovsky vyznam nejen jako potencidlni hydrogelové nosice 1éCiv. Napiiklad
Taeusch a spol. zkoumali interakce hyaluronanu s plicnimi surfaktanty. Pfi akutnim zranéni
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plic totiz mohou inaktivujici latky naruSovat pienos (adsorpci) plicnich surfaktantli na
mezifazové rozhrani vzduchu a vodni vrstvy, ktera tvofi vnitini povlak plicnich sklipkt. Tym
mimo jiné zjistil, ze hyaluronan vyrazné zvysil rychlost a miru adsorpce surfaktantu na
mezifazové rozhrani. Hyaluronan byl v tomto ptipad¢ efektivni jiz pii nizkych koncentracich
a navic nezvySoval agregaci plicniho surfaktantu [28].

Nejen zuvedenych piikladi vyplyva, Ze systémy polymer—surfaktant zastoupené
hyaluronanem a kationickym surfaktantem vytvaii velmi zajimavé moznosti vyuziti
v medicinskych aplikacich, a proto by bylo vhodné vlastnosti a chovani téchto systému dale
zkoumat.

2.3 Reologie

Reologie se zabyva studiem toku a deformace materidlu, na ktery je aplikovana sila.
Reologicka méfeni se provadi pomoci reometrt a lze je pouzit pro vSechny druhy materiald —
tekutiny (napt. zfedéné roztoky polymerti a surfaktantil), polotuhé latky (pasty a krémy),
polymerni taveniny i pevné polymery (asfalt). Reologické vlastnosti lze v makroméfitku
zm¢étit pomoci mechanického reometru z deformace vzorku, v mikrométitku pak pomoci
mikrokapilarniho viskozimetru nebo optickych metod (mikroreologie).

Mnoho bézné¢ uzivanych materidll vykazuje komplexni reologické vlastnosti. Jejich
viskozita a viskoelasticita se mtze liSit v zavislosti na aplikovanych vnéjSich podminkéach,
jakymi jsou napiiklad stres, napéti, Casovy horizont nebo teplota. Vnitini proménné vzorku,
jako napf. koncentrace proteinu a jeho stabilita nebo formulace biofarmaceutik, jsou rovnéz
klicovymi faktory urcujicimi reologické vlastnosti.

Reologické vlastnosti maji dopad na vSechny faze vyuziti materidlu skrze néckolik
primyslovych odvétvi — od vyvoje formulace a stability materidlu pfes jeho zpracovani az po
uvedeni vyrobku na trh. Volba vhodného reometru pro méteni téchto vlastnosti ¢asto zavisi
na prisluSnych deformacnich rychlostech, ¢asovych méfitkach a nelze opomenout velikost
vzorku a jeho viskozitu [29].

2.3.1 Reologie newtonskych kapalin

Riizné systémy reaguji na smykovou deformaci rozdilng, napiiklad u tekutiny (kapalina nebo
plyn) dojde k viskéznimu toku, u pevného télesa mize dojit k jeho elastické deformaci.
V ptipadé¢ tekutiny se jednd o nevratnou deformaci, zatimco u pevného télesa je deformace
vratnd. Uvazujeme-li lamindrni tok a nejjednodussi, tzv. newtonské chovani, 1ze s ohledem
na Obrazek 3 definovat nésledujici:

* smykové napéti T, které je ddno podilem smykové sily F a plochy A4:

F
- [Pa] (1)
* smykové deformace y:
dx
= 2
"= (2)
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* prutokova rychlost v:

dx
= 3
V=g 3)
* deformacni rychlost D:
p-dr_dfd [s7] (4)
dy dr\dy

Pro dv¢ paralelni desky, jejichz vzajemna vzdalenost d je konstantni, se pritokova rychlost
v ve sméru y linedrné¢ méni. Deformacni rychlost D zlstava stejna ve vSech vrstvach.

&
&

F G

Obrazek 3 Dvé paralelni desky o plose A jsou umistény na y =0 a y =d.
Prostor mezi deskami je vyplnen tekutinou, na kterou piisobi smykova
deformace. Horni deska se viici dolni desce pohybuje rychlosti v. Délky Sipek
mezi deskami jsou umeérné lokalni rychlosti v tekutiné [30].

Pro nejjednodussi ptipad, tzv. newtonskou kapalinu, je smykové napéti T piimo umeérné
deformacni rychlosti D. Konstantou umeérnosti je v tomto piipad¢ dynamické viskozita n:

F dv
—_ = JR— = T= D 5
o & n )
Jednoduché kapaliny jsou vétSinou newtonské, zatimco koloidni systémy, disperze nebo
roztoky mohou ale nemusi byt newtonské. Reologicka povaha se mize také ménit
s koncentraci a deformacni rychlosti [30].

2.3.2 Viskozita

Viskozita, kterd je definovana jako odpor tekutiny vii¢i deformaci, se miize v ramci riznych
materialti vyznamné ligit. Cim je viskozita vyssi, tim vétsi je tieba smykové napéti pro uréity
smykovy tok.

Viskozitu lze méfit prostfednictvim nékolika experimentl, které jsou vhodné pro rizné
systémy a ucely. Pomoci kapilarniho (Ostwaldova) viskozimetru Ize stanovit viskozitu na
zékladé naméfenych hodnot Gasu prittoku kapaliny. Cas pritoku ¢ zavisi na viskozité n
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a stejn¢ tak na hustoté kapaliny p. Pfistroj je obecné kalibrovan métfenim kapaliny o znamé
viskozité. Nasledujici vztah se uplatiiuje pro dv¢ kapaliny — 1 a 2:

M Py (6)
N, P

U zfedénych roztokli nebo disperzi se hustota roztoku a Cistého rozpoustédla nelisi, proto
plati:

AL 7)
N %

V koncentrickych valcovych a rotacnich viskozimetrech v uspofadani kuzel-deska je
viskdzni tekutina uzaviena v prostoru mezi dvéma povrchy (viz Obrazek 4). Jak se jeden
z nich pohybuje, napiiklad rotaci vnéjSiho valce u koncentrického véalcového viskozimetru,
viskozni odpor se piendsi tekutinou a vytvaii na stacionarnim povrchu to¢ivy moment, ktery
souvisi s viskozitou. Zmeénou S$itky prostoru nebo velikosti thlové rychlosti lze meénit
deformacni rychlost [30].

(a) (®)

torzni vlakno

<l>

rotujici L a
vnejsi valee \ "/

Obrazek 4 Schematické zndazornéni (a) koncentrického valcového viskozimetru
a (b) viskozimetru kuzel—deska [30]

2.3.3 Komplexni reologie nenewtonskych kapalin

Jak uz bylo uvedeno vyse, u newtonskych kapalin je smykové napéti T pfimo umérné
deformacni rychlosti D. Pro koloidni systémy vSak tato jednoduchd uméra neplati, proto zde
hovotfime o tzv. nenewtonskych kapalinach. Miizeme vSak stanovit zdanlivou viskozitu Mapp:

t=n_D ®)
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Zdanliva viskozita se obecné meéni s cCasem, pii dané deformacni rychlosti (nebo
smykovém napéti). Proto zdanliva viskozita zavisi na historii roztoku. Zavislost smykového
napéti na deformacni rychlosti je pro rtizné systémy rozdilna (viz Obrazek 5).

plastické

pseudoplastické

newtonské

dilatantnf

D

Obrazek 5 Viskozita u newtonskych a nenewtonskych
systemii [30]

Pro pseudoplastické systémy zdanliva viskozita klesd se vzriistajici deformacni rychlosti.
U plastickych systémil je nutné vynalozit ur¢ité smykové napéti predtim, nez kapalina za¢ne
téct. Dilatantni systémy charakterizuje zvySujici se zdanliva viskozita se zvySujici se
deformacni rychlosti.

Nenewtonské chovani miiZze byt projevem nékolika mechanismii. U zfedénych systémi se
miZze objevit jev zvany shear thinning, ktery mize nastat v dasledku orientace castic nebo
zmén v konformaci polymernich molekul pfitomnych v roztoku. Proto kdyZ je deformacni
rychlost vétSi nez rychlost termalni reorientace Castic, jsou Castice orientovany ve sméru
proudéni. Koncentrované systémy vykazuji shear thinning tehdy, kdyz je deformacni rychlost
vétsi nez rychlost ustanoveni rovnovaznych suprapartikularnich struktur. U polymernich
roztoki shear thinning siln€ zavisi na koncentraci [30], [31].

2.3.4 Viskoelasticita

V ptipadé jednoduchych newtonskych kapalin je smykové napéti ptimo imérné deformacni
rychlosti. Podrobime-li pevné téleso napéti, dojde spis k jeho deformaci, nez aby zacalo téct.
Smykové napéti je tedy pfimo imérné spi§ smykové deformaci nez deformacni rychlosti:

r=G*% 9)
dy

kde G* [Pa] je tzv. storage modulus (komplexni modul). Pro fadu systémil
polymer—surfaktant je charakteristické, Ze soucasné poskytuji oba typy odezev — jsou viskodzni
1 elastické, tedy viskoelastické.

Viskoelasticitu 1ze zkoumat pomoci oscilatnich méfeni. Vnéjsi valec (nebo deska)
sinusoidné osciluje a to¢ivy moment zaznamenany vnitinim valcem se méfi jako funkce Casu.
V pfipad¢ elastickych téles je smykové napéti nejvyssi pifi maximalni deformaci,
tzn. v krajnich bodech oscilace. Pokud na elastické¢ téleso zddnd deformace neptsobi,
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smykové napéti je rovno nule. S deformaci se smykové napéti fazové méni, a to ve chvili, kdy
je fazovy uhel 8 nulovy. U viskoznich kapalin je smykové napéti nejvysSi v maximu
deformacni rychlosti. Proto k tomuto dochazi pfi nulové deformaci. V maximu deformace
jsou smykové napéti a deformacni rychlost nulové. Smykové napéti je proto vzhledem
k deformaci mimo fazi a fazovy uhel je 90°.

U viskoelastickych kapalin ma fazovy uhel stfedni hodnotu 0°<8§<90°. Je
charakterizovan fazovou a mimofazovou ¢asti modulu:

* shear storage modulus (akumulovany modul) — elasticka ¢ast:

G'=G cosd (10)
* shear loss modulus (ztratovy modul) — viskozni ¢ast:
G"=G sind (11)

Viskoelastické systémy jsou taktéz charakterizovany témito parametry:
* dynamicky smykovy modul (dynamic shear modulus) G:

G-[(@) +(c")]? (12)
* dynamicka viskozita n:
2 2 %
G') +(G"
g _lor o] .
) ®

Limitujicim typem chovéni je elasticky gel a newtonska kapalina. U elastického gelu
dominuje elasticka slozka, proto je G'>>G" a G’ je nezavisly na frekvenci ®. Dynamicka
viskozita M se blizi G'/w, coz je nepiimo Umérné frekvenci. U newtonskych systémii

dominuje viskozni slozka a (dynamickd) viskozita je na frekvenci nezévisla [30].

2.3.5 Reologie roztokii polymeri a surfaktanti

Viskozita polymernich roztoki zévisi na nékolika faktorech — molekularni hmotnost,
koncentrace, podminky rozpousténi nebo extenze molekul polymeru. U polyelektrolytti je
extenze polymernich molekul ddna entropii protiiontu. Proto mé na extenzi velky vliv jak
pfitomnost soli, tak koncentrace polymeru. Podle elektrostatického screeningu polyionty
zaujimaji v pfitomnosti soli nebo pii vyssi koncentraci polyiontu kompaktnéjsi konformaci,
coz vysvétluje pokles redukované viskozity roztoku [30].

Samouspotradavani surfaktantu do sférickych agregati ovliviiuje viskozitu roztoku jen
velmi slabé. Na druhé strané tvorba valcovych nebo vldkennych agregétii je doprovdzena
vysokymi narlsty viskozity. V piipadé sférickych agregati se pifi nizké koncentraci
surfaktantu viskozita roztoku fidi Einsteinovou rovnici. U vysSich koncentraci se pouzivaji
modely, které berou na zfetel shlukovani a dal$i mezicasticové interakce. Dramaticky nartst
viskozity s koncentraci je pak zplsoben kombinaci tvorby micel a jejich vzijemnymi
interakcemi. Takovéto roztoky jsou typicky viskoelastické.

Reologické chovani smésnych roztok polymer—surfaktant je stejn¢ jako u polymernich
roztokll obecn¢ siln¢ zdvislé na koncentraci polymeru. Nicméné u téchto systémi lze
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pozorovat mnohem razantnéj$i zmény. Smésné roztoky polymeru a surfaktantu jsou typicky
viskoelastické. U nékterych systémii mize pii zvySovani teploty dojit ke zméné dominantniho
efektu z viskdzniho na elasticky. Tento jev je typicky pro neiontové polymery, u kterych se
vzrustajici teplotou klesa jejich polarita [30], [32]. U neiontovych polymerd asociujicich
s iontovym surfaktantem se redukovana viskozita zvySuje s molekulovou hmotnosti polymeru
a zvlasté pak s vazbou surfaktantu. Jak se iontovy surfaktant navazuje, je polymer efektivné
pfeménovan na polyelektrolyt s vice rozbalenou konformaci [33].

2.4 Mikroreologie

2.4.1 Brownuv pohyb

Browniiv pohyb je podle vseho neustdly a ndhodny pohyb ¢astic suspendovanych v tekuting
(v kapaliné¢ nebo v plynu), ktery byl poprvé systematicky sledovan Robertem Brownem
v roce 1827. Einstein jako prvni vysvétlil v roce 1905 Brownlv pohyb suspendované ¢éstice
jako nasledek termalniho pohybu molekul okolni tekutiny. Einsteinova teorie Brownova
pohybu udava:

<Ar2(t)>E<(r(t)—(r(0)))2>= 2Dt (14)

kde (Ar(f)) je stiedni &tverec posunu (mean-square displacement = MSD) volné
brownovské ¢astice v jedné dimenzi béhem casu ¢ a D je diftizni koeficient. Difizni koeficient
je déan Stokes-Einsteinovou rovnici:
k,T

D=
6mMR

(15)

kde kg je Boltzmannova konstanta, 7" je teplota,  je viskozita tekutiny a R je polomér
castice. Experimentalné byla Einsteinova rovnice (14) potvrzena experimenty Jeana Perrina,
kterému byla roku 1926 udélena Nobelova cena za fyziku.

Perzistence a ndhodnost jsou obecné uznavany jako dvé klicové charakteristiky Brownova
pohybu. Trajektorie brownovskych c¢astic jsou klasické piiklady fraktal. Obecné se
ptedpoklada, Ze jsou vSude kontinualni ale nikde diferenciovatelné. Pokud trajektorie neni
diferenciovatelna, neni rychlost brownovské castice definovana. Stfedni rychlost castice v

(o () 35 -
A\t

Tuto rovnici ale nelze pouzit, pokud se ¢ blizi nule, a proto s ni nelze popsat skutecnou

métend v Casovém intervalu ¢ je:

V=

rychlost ¢astice.

Vroce 1900 F. M. Exner uskutecnil prvni kvantitativni studii Brownova pohybu, a to
métfenim rychlosti brownovskych ¢astic suspendovanych ve vodé. Zjistil, ze se métfena
rychlost snizovala se zvétSujici se velikosti Castice a zvySovala s rostouci teplotou vody.
Einstein pozd&ji zvefejnil svou préci, kterd se zabyvala okamzitou rychlosti brownovské
Castice. Tvrdil, Ze zméfenim této proménné by bylo mozné prokézat, Ze ,kineticka energie
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pohybu téziste¢ Castice je nezdvisld na velikosti a povaze Castice a na povaze okolniho
prostiedi“, coz predstavuje jeden ze zdkladnich principti statistické mechaniky —
tzv. ekviparti¢ni teorém. Einstein nicmén¢ shledal, Ze kviili velmi rychlé randomizaci pohybu
by bylo v praxi nemozné okamzitou rychlost brownovské Castice zméfit.

Nedifuzni Browntv pohyb koloidnich suspenzi o vysokych koncentracich v ramci kratSich
casovych intervali je v soucasné dobé studovdn pomoci méfeni autokorelacnich funkci
n¢kolikanasobné rozptyleného, transmitovaného svétla. Neddvny vyvoj v oblasti optickych
pinzet a detek¢nich systéml s nevidanym rozliSenim umoznil studovat Brownv pohyb
na urovni jedné Castice ve velmi kratkych Casovych intervalech. Naptiklad Huang a spol.
sledovali v kapaliné ptechod z balistického Brownova pohybu na difizni Browniv pohyb
[34].

Kromé Brownova pohybu v kratkych casovych intervalech jsou v soucasné dobé stiedem
pozornosti i studie anizotropického Brownova pohybu a Brownova pohybu v nerovnovaznych
systémech. Browniv pohyb v nerovnovaznych systémech pftitahuje pozornost uz proto, ze
pfimo souvisi s transportem molekul a bunék v biologickych systémech [35].

2.4.2 Mikroreologické experimenty a techniky

Zakladnim ptedpokladem mikroreologickych experimenti je, ze Brownliv pohyb castic
o velikosti mikronti dispergovanych v tekutin€ je ovlivnén mechanickymi vlastnostmi
okolniho média. Typickymi vystupy téchto experimentii jsou hodnoty MSD v zavislosti na
case. Naméfené¢ hodnoty MSD mohou byt analyzovany mimo jiné pomoci generalizované
Stokes—Einsteinovy rovnice rozSifené o viskozitu zavislou na frekvenci, kterd odpovida
elasticité:

~ k,T

D(s)= ot Rs (17)

kde R je polomér Castice, 1, je viskozita zavisla na frekvenci, kterd byla podrobena

Laplaceové transformaci, [)(s) je diftzni koeficient zavisly na frekvenci, kterd byla

podrobena Laplaceové transformaci a s je transformovana frekvence. Tato metoda analyzy dat
se obecné pouziva Castéji, protoze umoziuje ptimé porovnani komplexniho modulu G* mezi
mikroreologickym méfenim a méfenim pomoci mechanického reometru.

Stfedni Ctverec posunu Castice lze zmétit dvéma zplisoby. Bud’ nepiimo z autokorela¢ni
funkce nékolikandsobné rozptyleného svétla prostfednictvim souboru ¢astic (sond) napiiklad
technikou difuzni vlnové spektroskopie (DWS) nebo piimo sledovanim casové
zprumérovaného pohybu jedné izolované ¢astice pouZzitim napt. laserovych metod [36].

VétSina mikroreologickych technik spociva v plisobeni napéti/sily na danou tekutinu
prostfednictvim v tekuting pfitomnych ¢astic (sond) a nasledné odezvé tekutiny na toto napéti
zpusobené pohybem ¢astic. Pohyb ¢astic je zpisoben bud’ termalnim (Brownovym) pohybem,
kdy hovotfime o tzv. pasivni mikroreologii, nebo vhodnou externi silou plisobici na ¢astice —
tzv. aktivni mikroreologie. Aplikace externi sily, jakou je naptiklad magnetické pole, na
Castice miZe vyvolat nelinearni odpovéd’ tekutiny, protoZze mize dojit ke zna¢né vysledné
deformaci tekutiny. Naopak deformace tekutiny vyvolana teplotné excitovanymi ¢ésticemi je
mnohem mensi, a to v mnoha piipadech zajistuje linearni odpovéd’. Navic pomoci aktivnich
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mikroreologickych technik lze obecné ziskat data o vyrazné nizsi frekvenci nez pomoci
technik pasivni mikroreologie.

Hodnoty MSD Ize ziskat prostfednictvim metod pasivni mikroreologie, a to napiiklad
sledovanim ¢astic, video-mikroreologii nebo pomoci rozptylu svétla. Metody zaloZené
na zaznamenavani trajektorie individualni ¢astice obvykle vyzaduji mensi objemy vzorkl nez
technika dynamického rozptylu svétla (DLS) nebo diftzni vlnové spektroskopie (DWS).
Na druhou stranu maji DLS techniky tu vyhodu, Ze poskytuji data z inherentniho priméru
celého souboru ¢astic, zatimco napiiklad metody jednocésticové mikroreologie vyzaduji vice
meéfeni dostateCné obsahlych pro ziskéni spolehlivych primérnych hodnot. Mikroreologicka
meéfeni lze provést i prostiednictvim termdlnich fluktuaci nebo oscilaci ohebného nosniku
(cantileveru) mikroskopu atomérnich sil (Atomic force microscope, AFM). Nicméné ziskani
viskoelastického modulu z AFM méfeni je kvili relativné velkym rozmérim cantileveru
a moznému ptidani vibra¢nich médu cantileveru pomérné obtizné, ne-1i nemozné [37].

2.4.2.1 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Technika dynamického rozptylu svétla spociva v analyze fluktuaci intenzity rozptyleného
svétla, které piimo souvisi s dynamikou média. Nejjednodussi aplikaci DLS je meéfeni
diftizniho koeficientu koloidnich ¢astic. Bylo prokazano, Ze toto stanoveni nikterak nenarusuji
mezicasticové interakce, takze diftizni koeficient je nepifimo imérny velikosti ¢astic, coz déla
zDLS hojné vyuzivany ndstroj pravé pro stanoveni velikosti ¢astic. Nicméné dynamika
systéml komplexnich tekutin je mnohem komplikované;jsi [38].

Pomoci DLS experimentl miZze byt méfena i Casova zavislost hodnot MSD c¢astic
suspendovanych v polymernim roztoku. Dvéma limitnimi pfipady pro DLS jsou Cisté
viskozni tekutina a kompletné elastické médium. Pokud je materidl isté viskozni, ¢astice skrz
néj difunduji a hodnoty MSD stoupaji linearn¢ s Casem. Rovnice popisujici pohyb Céstice
v tfidimenzionalnim prostoru ma tvar:

(Ar(1))=6Dt (18)

Stanovenim difuzniho koeficientu D lze vypocitat viskozitu materidlu (viz Rovnice 15).
Naopak pohyb ¢astic v elastickém médiu bude omezeny a MSD dosédhne primérné hodnoty,
kterd je dana elastickym modulem materialu [39].

Tradi¢ni metoda DLS je limitovdna na prevazné transparentni vzorky, protoze vyzaduje
transmisi vice nez 90 % nerozptyleného svétla, aby bylo zabranéno komplikacim
zpiisobenych nékolikandsobnym rozptylem. Tato skutenost piedstavovala vazné omezeni
ve studiu komplexnich tekutin do doby, nez se dosSlo knazoru, ze vopacném limitu
n¢kolikandsobného rozptylu miize ¢asové korelovana funkce rozptylené intenzity poskytnout
dalsi uzite¢né informace (DWS) [40].

V typickém DLS méfeni laserovy paprsek dopadd na vzorek a je rozptylen Casticemi.
Rozptylené zéateni je detekovano detektorem umisténym pod thlem 6 vici prichazejicimu
paprsku. Jak castice ve vzorku difunduji a pfeskupuji se, intenzita svétla dopadajiciho
na detektor kolisd v ¢ase. V nejjednodussim ptipad¢ kazdy foton podlehne rozptylu pouze
jednou a poté putuje piimo do detektoru. Fluktuace intenzity jsou zaznamenéavany jako funkce
Casu I(f) a normalizovand intenzitni korelacni funkce g»(t) se nasledné vypocita dle rovnice:
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gz(t)=w (19)
(1(t,))
Me¢étend funkce g, mize byt vztazena k vypocitané korelacni funkci elektrického pole g;:
) (E(1)E(1, -Zl-t)> 0
(£ @)

kde E je rozptylené elektrické pole. Pokud jsou vSechny céstice statisticky nezavislé

81(t

a pohybuji se ndhodné pouze vlivem termalnich impulst, plati:

gl(t)=exp[—M} (21)

6

kde (Ar*(£)) je zprimérovana 3-D hodnota MSD a ¢ je magnituda rozptylového vektoru:

L (9) (22)
A 2
kde # je index lomu vzorku a A je vlnova délka laseru ve vakuu. Technika DLS je typicky
citliva na frekvence v rozmezi 0,01-10 Hz podobn¢ jako konvenéni makroskopické reometry
[41].

2.4.2.2 Difazni vinova spektroskopie (DWS)

Difizni vlnova spektroskopie umoziiuje meéfeni média s nckolikandsobnym rozptylem
arozSifuje tak oblast frekvence smérem k vy$§im hodnotdm. Nastaveni experimentu je
podobné jako u DLS, nicméné v tomto piipad¢ laserovy paprsek dopada na opaleskujici
vzorek a svétlo je pfed vstupem do detektoru né€kolikanasobné rozptyleno (viz Obrazek 6).

Polarizatory
02y 0
e ) @ 7 Fotodiodovy
Laser S 9 3 ) H m detektor
% o0 9 (transmisni)
Fotodiodovy SN ' _ \\\
detektor / Viskoelasticky ~ Koloidni
(zpétného odrazu) / material castice (sonda)
Kyveta

Obrazek 6 Schéma experimentu difuzni vinové spektroskopie [42]

Rovnice difize se pouziva pro popis propagace svétla skrz vzorek. Jak se fotony odrazi
ve vSech moznych uhlech, dochazi ke ztraté vSech informaci zavislych na ¢g. Vysledkem jsou
pouze dvé experimentalni geometrie — transmise nebo zpétny odraz. Stejné jako u DLS je
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detekovana fluktuace intenzity svétla dopadajictho na detektor, kterd piimo souvisi
s dynamikou média a lze tak ziskat i hodnoty MSD ¢astic. Korela¢ni funkce elektrického pole
g1 je pak dana:

k2s, <Ar2 (;))

&i(1) = [, Psi) exp| -——— |ds, 23)

kde P(s;) je pravdépodobnost, ze svétlo urazi vzdalenost s;, k, = 27n/A kde n je index lomu
rozpoustédla, A je vlnova délka svétla ve vakuu a /* je stfedni volnd draha transportu
definovand jako vzdalenost, kterou musi svétlo urazit, nez je jeho smér zménén na kompletné
nahodny.

Technika DWS je citlivA na pohyby na mnohem menSich vlnovych délkach a pii
rychlejSich casovych intervalech nez DLS. Hodnoty MSD se ziskavaji pfepoctem z gi(?).
Typicky rozsah frekvence DWS méfeni je 10-10° Hz, co? umoziuje piima méfeni
vysokofrekvenénich odpovédi polymernich roztokli a dalSich materidlti, které nelze méfit
pomoci tradi¢nich mechanickych experimentt [41].

2.4.2.3 Optické pinzety

Princip systému optickych pinzet spo¢iva ve vytvareni mistniho intenzitniho gradientu svétla
pomoci Uzce zaméfeného laserového paprsku. Castice vstupujici do tohoto gradientu je
vystavena sile, kterd ji posouva do ohniska paprsku, kde je intenzita nejvétsi a distribuce
rotacné symetrickd. V ohnisku je Cistd sila nulovd a castice je tak stabilizovana ve tfech
dimenzich. KdyZ je na ¢astici aplikovana externi sila (Brownovy interakce mezi castici
a molekulami okolni tekutiny), je zcentra pasti vypuzena. Optickd past se chova jako
mechanickd pruzina a gradientni silou pfitahuje castici zpatky do centra pasti. Pro malé
posuny je tato sila pfimo imérnd posunu ¢astice (harmonicky potencial). Pomoci optickych
pinzet 1ze provadét méteni viskozity, elasticity a pasivni/aktivni viskoelastickd méteni [43].

Nicméné pouziti optickych pinzet pro mikroreologickd méteni ponc¢kud komplikuje
analyzu mikroreologickych dat, protoze jak sila zachyceni tak stochastické kolize
s viskoelastickym vzorkem ovliviiuji dynamiku ¢astic (sond). Pro analyzu fluktuaci
zachycenych ¢éstic je nutné pouzit Langevinovu rovnici, ktera je pro newtonskou kapalinu
s nizkym Reynoldsovym c¢islem:

—C%+K€,x =F,(1) (24)

kde F(?) je stochastickd termalni sila, ., je elasticka konstanta a C je soucinitel odporu.

Optické pinzety casto vyzaduji kalibraci sily laserovych pasti. Z analyzy Brownova
pohybu zachycené koloidni ¢astice 1ze stanovit silu pasti, a to s mén€ nez 1% chybou pfi
soucasném pouZiti statistické analyzy Langevinovy rovnice a fotonasobice [42].

2.4.2.4 Video-mikroreologie (¢asticova mikroreologie)

Prostfednictvim této techniky je mozné zobrazit Castice (sondy) v roztoku piimo pomoci
mikroskopu. Techniky zpracovani obrazu byly vyvinuty za Gc¢elem zautomatizovani procesu
sledovani stovek castic soucasné vramci jediného obrazu z mikroskopu, a to se
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submikronovou piesnosti. I pies to, ze je video-mikroreologie limitovana frekvencemi
dostupnymi pro kameru, jedna se o velmi dilezitou techniku schopnou ziskat statisticky dobra
data souboru ¢astic.

V typickém experimentu video-mikroreologie jsou snimky z mikroskopu ziskdvany
pomoci CCD kamery (charge-coupled device). Takto ziskand videa (Obrazek 7) jsou pak
zpracovana pocitacovym softwarem. Pro tato zpracovani byly vyvinuty algoritmy pro
automatické procesy nalezeni stfedu Castic umisténych v sekvenci snimkii z videa. Pozice
Castic na kazdém snimku je pak porovnavéana s pozicemi na dal§ich snimcich a z téchto udaji
jsou nésledné vytvoteny trajektorie ¢astic.
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Obrazek 7 Snimek porizeny pomoci video-mikroreologie (polystyrenové Castice
o velikosti 1 um v prostredi vody)

Soubor ¢astic je mozné zobrazit pomoci konvencniho svételného mikroskopu bud’
prostiednictvim fluorescence nebo metody svétlého pole (bright field microscopy). Pii pouziti
metody svétlého pole mohou byt pozorovany ¢éstice vétsi nez stovky nanometrd, ale difrakci
omezena rozliSovaci schopnost mikroskopu vylucuje analyzu mensich ¢astic. Prostfednictvim
fluorescen¢niho znaceni lze sledovat i mensi Castice, které se v tomto piipadé chovaji jako
bodové zdroje svétla. Je zde i1 moznost provedeni kolokaliza¢nich studii s riznymi
fluorescen¢nimi barvivy. Fluorescenéné znacené koloidni Castice jsou komeréné dostupné
v rozmérech od 20 nm az po n€kolik mikroni [41].

2.4.3 Fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS)

2.4.3.1 Princip fluorescence

Fluorofor je molekula, kterd absorbuje energii o ur¢ité vinové délce a poté vyzaii energii
o rozdilné, ale stejn¢ specifické vinové délce. Mnozstvi a vlnova délka emitované energie
zavisi jak na fluoroforu, tak na chemickém prostredi, ve kterém se nachéazi. Fluorofory jsou
nékdy oznacovany také jako chromofory — z historického hlediska ¢ast molekuly odpovédna
za zbarveni. Oznaeni chromofor navic znamend molekulu absorbujici svétlo, kdezto
fluorofor znac¢i molekulu schopnou svétlo i emitovat.
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Elektronové stavy vétSiny organickych molekul Ize rozdélit na stavy singletové, u kterych
jsou vSechny elektrony v molekule spinové sparovany, a na tripletové, u kterych elektronovy
par spinové sparovan neni. Po excitaci fluoroforu pomoci svétla o vhodné vinové délce se
fluorofor obvykle nachazi v jednom zmnoha vibra¢nich stavli excitovaného singletového
stavu (viz Obrazek 8). Pravdépodobnost vyskytu molekuly vjednom zmoZznych
excitovanych singletovych stavii S, zavisi na moznostech pfechodu a excita¢ni vinové délce.
Obsazeni singletového stavu je fizeno interakei excitovaného elektronu s elektrickym polem
excitacniho svétla.

Po excitaci do vysSich excitovanych singletovych stavii podléhaji molekuly relaxaci
prostiednictvim vnitini konverze nejprve na vys$$i vibraéni hladiny prvniho excitovaného
singletového stavu S, a to béhem 107''—107'* s [44]. Molekuly setrvavajici na téchto vyssich
vibraénich hladinach se prostiednictvim vibra¢ni relaxace rychle (10 '°~107'? s) [44] vraceji
na nejniiéi Vibraéni hladinu tohoto stavu pfiéemi kvali kolizim s ostatnimi molekulami
stavu mize molekula ztratit svou energii prostiednictvim nezafivé vnitini konverze
nasledované  vibracni relaxaci, vyzafenim fluorescence nebo  prostfednictvim
mezisystémového prechodu a nasledné fosforescence. Molekula mize byt excitovana na vyssi
singletové stavy také prostiednictvim absorpce sekundarniho fotonu. Absorpce z hladiny S;
na hladinu S, a nasledna ionizace molekuly pfedstavuje moznou cestu pro fotovybélovani
(photobleaching).
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Obrazek 8 Jablonskiho diagram popisujici elektronové hladiny béznych organickych molekul
a mozné prechody mezi riznymi singletovymi a tripletovymi stavy [44]

Spin excitovaného elektronu se muiize obratit i béhem mezisystémového prechodu, po
kterém molekula obvykle sestavd v prvnim excitovaném tripletovém stavu 7. U vétSiny
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organickych barviv je mezisystémovy ptfechod pomérne neefektivni a navic spinové zakazany
proces, a to i pfes to, Ze tripletovy stav ma niz§i hladinu energie nez excitovany singletovy
stav. Pravdépodobnost mezisystémového prechodu vzriistd, pokud se vibra¢ni hladiny dvou
stavii prekryvaji. Efektivita mezisystémového piechodu celkové silné zavisi na povaze
fluoroforu a moznostech prechodu a obecné ji nelze predpovedét.

Molekula excitovand na vysokou vibra¢ni hladinu tripletového stavu miize ztratit energii
prostiednictvim kolizi s molekulami rozpoustédla (vibracni relaxace), ¢imz se molekula
dostane na nejnizsi vibra¢ni hladinu tripletového stavu. Nasledné¢ mize znovu podlehnout
mezisystémovému piechodu na vyssi vibra¢ni hladinu zékladniho singletového stavu, odkud
se vraci vibracni relaxaci na nejniz$i vibrani hladinu. Stejné jako u singletovych stavi
i tripletové stavy mohou byt excitovany absorpci sekunddrniho fotonu na vyssi hladiny 7,,.
Protoze je pfechod mezi singletem a tripletem také spinové zakdzany, muze doba Zivota
tripletového stavu trvat az 100s [44], pfiCemz primérna doba zivota excitované¢ho
singletového stavu je 107—10" s [44]. Protoze ¢asto dochazi k interni konverzi a dalsim
nezafivym piechodiim, lze fosforescenci pozorovat obvykle pii nizkych teplotach nebo
u médii s vysokou viskozitou.

Emise fluorescence ze zékladni vibra¢ni hladiny prvniho excitovaného singletového stavu
tvofi spontanni proces obsahujici informace o prostiedi fluoroforu a jeho interakcich.
Napiiklad fluorescencni emisni spektrum a jeho maximum poskytuje informace o polarité
rozpoustédla. Naopak doba zivota a kvantovy vytézek fluorescence piimo odrazi prechodné
zhéSect interakce fluoroforu s jinymi molekulami [44].

2.4.3.2 Franck—Condonuv princip

U relativné velkych fluorofori obsahujicich vice nez 30 atomt je mnoho normélnich vibraci
o ruznych frekvencich spojeno do elektronového ptechodu. Kolize a elektrostatické interakce
kvazikontinuum stavii rozlozenych na kazdé elektronové hlading.

Franck—Condontv princip ftika, ze k elektronovému ptechodu dojde s nejvyssi
pravdépodobnosti bez zmény pozice jadra molekuldrni jednotky a jeho okoli. Kvantova
mechanika formuluje tento princip tak, Ze intenzita vibra¢niho piechodu je pfimo umérna
druhé mocniné prekryvového integralu mezi vibracnimi vinovymi funkcemi dvou stavi, které
jsou soucasti prechodu. Jinymi slovy jsou elektronové ptechody v podstaté¢ okamzité
porovndvany s pohyby jadra v case. Proto kdyz se ma molekula béhem elektronového
pfechodu presunout na novou vibra¢ni hladinu, musi byt tato nova vibra¢ni hladina okamzité
kompatibilni s pozici jadra a hybnosti vibra¢ni hladiny molekuly v pivodnim elektronovém
stavu.

Protoze se -elektronovd konfigurace molekuly po excitaci méni, musi se jadro
reorganizovat do nové elektronové konfigurace, coz vyvola okamzitou molekularni vibraci.
Pravé to je divod, pro¢ k elektronovym piechodiim nemiZze dojit bez vibra¢ni dynamiky.
(Kashovo pravidlo). V zavislosti na kvantovém vytézku fluorescence se poté molekuly vraceji
do zakladniho elektronového stavu za soucasné emise fotonu. Franck—Condoniiv princip 1ze
aplikovat jak na absorpci, tak na fluorescenci. Kashovo pravidlo fika, Zze k emisi vzdy
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Franck—Condonova principu v absorpci i emisi v kombinaci s Kashovym pravidlem vede
k zrcadlové symetrii absorpcniho a fluorescencniho (emisniho) spektra typickych molekul
organickych  barviv. Vzhledem ke ztrat¢ vibraéni excitatni energie b&hem
excitaéniho/emisniho cyklu dochazi k emisi fluorescence pii nizsi energii (Stokestiv posun)
[44] — viz Obrazek 9.

Intenzita

Absorpce uorescenc
S

Vlnova delka

Obrazek 9 Absorpcni a emisni fluorescencni spektrum
typické molekuly organického barviva [44]

2.4.3.3 Doba Zivota a kvantovy vytéZek fluorescence

V oblasti fluorescencni spektroskopie patii kvantovy vytézek a doba zivota fluorescence mezi
dilezita kritéria vybéru fluoroforii. Kvantovy vytézek fluorescence @, daného fluoroforu je
dén pomérem emitovanych fluorescencnich fotonti a fotonli absorbovanych. Dle rovnice

k
= 25
Tk 4k, @)

mize byt kvantovy vytézek popsan dvéma rychlostnimi konstantami — rychlostni
konstantou pro zafivé prechody k. a rychlostni konstantou pro nezativé ptechody k., ktera
zahrnuje vSechny relaxacni procesy (interni konverze, mezisystémovy piechod a dalsi
intra-/intermolekuldrni zhaSeci procesy). I kdyz je kompletni predikce kvantového vytézku
fluorescence u urcitého fluoroforu nemozna, 1ze formulovat alespoil né€které pozadavky pro
zvySeni kvantového vytézku:
* fluorofor by mél vykazovat rigidni strukturu, aby se minimalizovaly nezéfivé
ptechody zplisobené rotaci nebo vibraci postrannich skupin fluoroforu;
* kzajisténi nizké rychlostni konstanty mezisystémového piechodu je doporuceno
vyhnout se silné spin-orbitalni vazbé (napftiklad u tézkych atomi);
* pitechody zaloZzené na pfenosu naboje kvili konjugovanym elektron-donorovym
a akceptorovym skupinam casto vykazuji jasnou fluorescenci.
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Nicméné existuji 1 dalSi nezafivé procesy, které mohou zdarn¢ konkurovat emisi svétla
a snizovat tak kvantovy vytézek fluorescence.

Primérnd doba, kterou molekula stravi v excitovaném stavu S; pied spontanni emisi, se
oznacuje jako doba zivota fluorescence 1

(26)

Dobu zivota fluoroforu lze popsat jako Casovy pokles poctu excitovanych fluoroforti
[F(1)*] po optické excitaci nepatrné kratkym svételnym pulsem.

d[F(r) ]

=k k[F() ] 27)

Protoze je pocet excitovanych fluorofort [F(#)*] pfimo umérny intenzité fluorescence 1(¢),
lze integraci od ¢ = 0 do ¢ ziskat jednoduchou exponencialni funkci podobnou radioaktivnimu
rozpadu.

1(1)=1, exp(-L) (28)
T
f
U heterogennich vzorki nebo smési fluorofori se Casovy pribéh fluorescence popisuje
pomoci multiexponencialniho modelu:

t

I(t)=» a, exp|—|; a, =1 (29)
) 2 ( Tz:f) 2

Na zakladé toho Casové rozliSend fluorescencni spektroskopie umoziuje kvantitativni

vyhodnoceni relativniho pfispévku a; i-t¢é komponenty vzorku s charakteristickou dobou
zivota fluorescence T; s [44].

2.4.3.4 Princip FCS

Mezi vybaveni FCS bézné patii konfokdlni mikroskop. Ten se pouziva pro detekci
fluorescence, kterou emituji fluorescencné znacené molekuly prochazejici malym,
subfemtolitrovym detekénim konfokalnim objemem. Tento konfokalni objem vznika
zamé&fenim laseru na difrakéné limitované misto a omezenim detekce emise v axidlnim sméru
pomoci pinhole. Pro detekci se vyuzivaji vysoce citlivé, tzv. lavinové fotodiody (avalanche
photodiode, APD), které¢ detekuji fluorescenci jako proud jednotlivych dopadajicich fotond —
primarni surova data ve FCS. I kdyz tato data jiz obsahuji informace o dynamice jednotlivych
molekul, musi byt v ramci nékolika krokii zpracovéana, aby z nich bylo mozné extrahovat
pozadované informace jako koncentrace nebo diftizni koeficienty.

V prvnim kroku se vyuzivaji data o dopadu jednotlivych fotonli v ¢ase pro vypocet
fluktuace intenzity /(¢). Nasledné mtize byt vypocitana autokorelacni funkce G(7):

G(1)= (81 (1)1 (1, +1))

(1(t))

(30)
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1(¢) je intenzita fluorescence v Case ¢, <I (t)> = (1/ T) f . Il (t)dt znaci pramérny ¢as signalu,
dI(t)=1(t)-1(t) jsou fluktuace kolem stfedni hodnoty I(f) a ¢ je korelatni Cas.
Autokorelacni funkce méfi sobépodobnost signalu a zohlediiuje moznost, Ze signal v riznych
Casech patii stale t¢ samé molekularni uddlosti. Proto je difuzni Cas tp autokorelacni kiivky
vztazen k Casu, ktery molekuly stravi v detekénim objemu. Amplituda je nepfimo umérna
primérnému poc¢tu pozorovanych molekul N v detekénim objemu V. a koncentraci c
fluorescencnich ¢astic v roztoku:

(1)

G(¢t)

G _<5[(r)8[(1+t)> 1

(1)’ N
\\
_ “\}

m‘;l ’L. ‘m“ l\

—— pinhole

APD [ f

Obrazek 10 Princip FCS. A: Fluoreskujici molekuly difunduji detekcnim objemem konfokalniho
mikroskopu a dochazi k intenzitnim fluktuacim (B). C: Korelacni kiivka je vysledkem autokorelace
intenzitnich fluktuaci a zohlednuje sobépodobnost signalu [45].

Diftze v detekénim objemu neni obecné jedinym jevem zpusobujicim fluktuace intenzity
fluorescence. Mezi tyto jevy patii také vnitini dynamika, rotace fluoroforu spojena
s ménicimi se moznostmi excitace nebo fotofyzikalni fluktuace napt. kvili vyskytu
tripletového stavu.

Korela¢ni funkce zavisi na parametrech zajmu (fitovaci parametry), které se méni béhem
procesu fitovani, aby se minimalizoval rozdil mezi experimentdlni korela¢ni kiivkou
a modelem. Konkrétni podoba vzorce korelacni funkce pouzivané pro analyzu dat zdvisi
nejen na tvaru detekéniho objemu, ale i na povaze fluorescencnich molekul. Dobra
aproximace pro molekuly podléhajici volné diftizi v ramci konfokalniho detekéniho objemu je
ttidimenzionalni Gaussovsky profil:

» Y
G(r)=l(1+i) (1+ t2) (32)

N T, T,K

N=TV,c je prumérny pocet Castic v efektivnim detekénim objemu V= ?wo'k, K je
pomér zyp a wy, kde zp je efektivni fokalni polomér rovnobézny s optickou osou a wy je
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efektivni lateralni fokalni polomér (pii intenzité 1/e”). Diflzni ¢as tp=wy /4D miZe byt
pouzit pro vypocet difuzniho koeficientu D. Nicméné ke stanoveni koncentraci a difuznich
koeficientl z hodnot N a tp je nezbytné znat parametry popisujici geometrii detekéniho
objemu wy a k. Tyto parametry jsou obvykle stanoveny pomoci kalibraéniho méteni barviva
se znamym difuznim koeficientem [45].

2.4.3.5 Limitace FCS techniky

Diky vzrustajici vykonnosti komercnich zatizeni pro FCS je v soucasné dob¢é velmi snadné
namétit korelani kiivky. Nicméné interpretace téchto kiivek je obcas kviali nékterym
technickym artefaktim velmi obtizna. Korelacni kiivka piedstavuje spi§ abstraktni soubor
dat, ktery neni dobfe rozpoznatelny ani zkuSenym analytikem. Diivodem je, Ze 1 nepatrna
zmeéna sklonu ¢i zaktiveni kiivky mize mit obrovsky vliv na vystup fitovani. Dokonce i vybér
vhodného fitovacitho modelu vyzaduje dobrou znalost méfeného systému, a proto ma
vyhodnocovani namétenych dat obecné interaktivni charakter.

Kvantitativni FCS méfeni je zaloZeno na kalibraci velikosti detekéniho objemu. Nanestésti
tato velikost nezavisi pouze na nastaveni, ale je ovlivnéna hned nékolika parametry. Optické
odchylky zptisobené nespravnou tloustkou kryciho sklicka, nesouladem indexii lomu nebo
astigmatismem mohou snadno vést az k 50% chybé v difuzi a kjeSt€¢ veétsim chybam
v koncentra¢nich métenich. Opticka saturace tripletového stavu navic vede ke zvétSeni
detek¢niho objemu v zavislosti na excitacni sile laseru. Problém kalibrace detekéniho objemu
lze vyfesit pomoci pokrocilych FCS technik, u kterych nemusi byt detekéni objem znam
doptedu, ale 1ze jej stanovit na zdkladé samotného experimentu.

Z korelacni kiivky také neni zfejmy nekorelovany signal pozadi, coz zplsobuje redukci
amplitudy korelaéni kiivky a vdisledku toho 1 chybné stanoveni koncentraci.
Fotovybélovani, nevratny zanik fluoroforu, je béZnym problémem zvlasté v piipadé pomalu
difundujicich molekul a laserti o vysokém vykonu. Ovliviiuje nejen amplitudu, ale 1 tvar
korela¢ni kiivky. Vyc€erpani fluoroforti navic mize vést k rozpadu intenzity v ¢ase a silné
zkreslenym kiivkdm. Stejnym zpiisobem mohou zkreslit korela¢ni kiivky napf. i agregaty
nebo excitacni nestability a ndsledné fitovani pomoci standardnich modelovych funkci je pak
témét nemozné. BéZné se proto naméii nékolik kratkych soubort dat misto jednoho dlouhého
a nasledné se manuélné nebo automaticky vytadi zkreslené korela¢ni kiivky [45].

2.4.3.6 FCS mikroreologie

V posledni dobé nachazi FCS vyuziti i v tradi¢ni makromolekuldrni a koloidni oblasti. Jak uz
bylo uvedeno podrobnéji vySe v kapitole 2.4.3.4, vtypickém FCS experimentu je
subfemtolitrovy objem vzorku ozafovan excitacnim laserem. KdyZz fluorofor difunduje
do konfokélniho objemu a z néj, zplsobuje fluktuace intenzity fluorescence. Vystupem FCS
métfeni je autokorelaéni funkce intenzitnich fluktuaci G(f), do které lze na zaklade
Rovnice (18) a Rovnice (32) dosadit MSD:

G(r)= %(1 + (A (t)>)_l (1 —— (t)>)_l/2 (33)

3w, 3z,
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Tohoto pfistupu poprvé vyuzili Shusterman a spol. pro méteni MSD fluorescencné
znacen¢ DNA [46]. Od t¢ doby mnoho vyzkumnych skupin vyuziva tohoto pfistupu
ke zkoumani difize riznych fluorescenéné znagenych spécii/Gastic. Casovou zavislost MSD
ziskanou z autokorela¢ni funkce lze pouzit rovnéz pro identifikaci difuznich anomalii,
kterymi jsou subdifizni a superdifizni procesy [47].

Pomoci FCS lze studovat mobilitu malych molekul, makromolekul nebo koloida
v komplexnich nebo heterogennich prostiedich, jakymi jsou naptiklad nanoporézni materialy,
roztoky polymerit a gely. Vyznamnou vyhodou FCS oproti jinym pasivnim
mikroreologickym technikdm je schopnost analyzovat lokéalni reologické vlastnosti
heterogennich vzorki. V porovndni s ¢asticovou mikroreologii 1ze u FCS pouzit daleko mensi
castice (az 20nm), coz umoziuje zjistit reologickou odpovéd’ odpovidajici tomuto rozmeéru.
Naproti tomu mikroreologické techniky rozptylu svétla (DLS, DWS) kvali velkému
osvétlovanému objemu vzorku jeho heterogenitu nezohlednuji. FCS ma navic tu vyhodu, ze
sleduje pouze fluorescenéné znacené Castice, a proto neni méfeni ovlivnéno interferenci
pozadi. Mikroreologické FCS analyzy navic vyZzaduji niz8i koncentrace sond/Céstic a malé
objemy vzorki [48], [49].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Video-mikroreologie koloidnich soustav

Video-mikroreologie (Casticova mikroreologie) patii v sou¢asné dobé mezi nejpouzivanéjsi
techniky pasivni mikroreologie vyuzivané pro reologickou charakterizaci koloidnich soustav.
Tym Aufderhorst-Roberts a spol. pouzil tuto techniku pro méfeni reologickych a strukturnich
vlastnosti samouspotfadavajiciho peptidového derivatu Fmoc—tyrosinu. Ke spusténi gelace
pouzili glukono—d—-lakton, ¢imZz doSlo béhem nékolika hodin k postupnému snizovani pH.
Pocatek samousporadavani v systému pak tym identifikoval na zéklad¢ prudkého poklesu
MSD hodnot ¢astic vlozenych do roztoku. Analyzou dynamiky téchto ¢astic nasledné byli
schopni kvantifikovat heterogenitu vzorku [50].

Pro méfeni modulu a reverzniho perkolacniho pfechodu degradujiciho hydrogelu, ktery
pfedstavuje klicovy faktor pro kontrolu bunéné migrace, degradaci implantdtu nebo
regeneraci tkéni, pouzil techniku ¢éasticové mikroreologie Schultz a spol. Zjistili, ze modul
gelu se b&hem skoro tficeti dnti zménil o témet pét fada. Navic se ukazalo, ze béhem konecné
degradace dochdazelo vreverznim procesu perkolaéniho pfechodu ke kritickému
rozmérovému chovani [51].

Raghu a spol. sledovali pomoci video-mikroreologie reologické vlastnosti roztoku
regenerovan¢ho silk fibroinu. Pryskyfic zbavené hedvabi bylo rozpusténo ve smési
tetrahydratu dusi¢nanu véapenatého a methanolu. K analyze byly pouzity mikronové
polystyrenové castice. K transportu a umisténi ¢astic do zamysleného regionu vzorku byla
pouzita optickd pinzeta. Vysledky méfeni ukazaly, ze rlzné koncentrované roztoky
regenerovaného silk fibroinu vykazuji viskoelastické vlastnosti. V mikronovém meéfitku byli
také schopni kvantitativné stanovit strukturni heterogenitu tohoto roztoku [52].

Pro reologickou charakteristiku gastrointestinalnich mucinti pouzili techniku video-
mikroreologie 1 Georgiades a spol. Pro analyzu pouzili dobie charakterizované praseci
muciny oznacené jako MUCSAC a MUC2, které predstavovaly modely lidskych mucint.
Viskoelasticitu tym stanovoval jako funkci koncentrace mucinii a pH. Protoze pouzili
redukujici a chaotropni ¢inidla, mohli zkoumat i mezoskopické sily, které urcuji integritu
polymerni sité. Zjistili tak, Ze intestinalni i zalude¢ni mucin tvoii gely, které v zavislosti
na pH méni svou konformaci (ke gelaci dochéazi pfi nizkych hodnotach pH). Pfi sniZzeni pH
souCasn¢ dojde ke stonasobnému zvySeni elastického smykového modulu. Piidavek
redukujiciho a chaotropniho ¢inidla zpisobuje denaturaci mucinovych struktur a dochazi
k velkému poklesu jejich smykového modulu [53].

V nedavné dobé doslo v oblasti ¢asticové (video-) mikroreologie na nékolik vylepSeni.
Wong a spol. zkoumali mikroreologické vlastnosti heterogennich biopolymernich hydrogeli
pomoci kovalentné vazanych mikrocastic. Konvenéni techniky casticové (video-)
mikroreologie vyzaduji znalost velikosti ok polymerni sité, aby bylo mozné vybrat sondy
o vhodné velikosti. Tym pfiSel na to, Ze pouzitim kovalentné vazanych sond lze tomuto
omezeni predejit. Jejich experimenty ukézaly, Ze v dobie definovaném systému, jakym je
napiiklad polyakrylamidovy gel, umoznily povrchové modifikované castice (oproti
standardnim karboxylovanym ¢asticim) spolehlivéjsi méfeni mechanickych vlastnosti
polymerni sité. Dale také zjistili, Zze diky vhodné povrchové modifikaci mikro¢éstic nebylo
nadale nutné pouzit sondy vétsi nez oka polymerni sité [54].
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3.2 DLS a DWS mikroreologie koloidnich soustav

I pfes fadu vyhod se techniky dynamického rozptylu svétla (DLS) a diftzni vlnové
spektroskopie (DWS) vyuzivaji k mikroreologické charakterizaci znatelné méné, nez vyse
uvedena video-mikroreologie. Data ziskand prostiednictvim DLS nebo DWS jsou casto
porovndvana s vystupy dalSich pasivnich mikroreologickych technik. Naptiklad tym Di Cola
a spol. vyuzil techniku DLS spolu s video-mikroreologii a reologii pro zkoumani struktury
a dynamiky nékolika kopolymert maledtu sodného a mirn¢ hydrofobnich komonomeri
ve vodném prostfedi. Cilem prace bylo také studium zavislosti specifické viskozity
na koncentraci polyelektrolytu, a to s pfidavkem a bez ptidavku soli. Tym rovnéz zkoumal
chovani amplitudy naméfené pomoci DLS, které vrychlém rezimu odpovidalo
ptedpokladiim, ale v pomalém rezimu nikoliv. Pfisli tak na to, Ze hydrofobicita komonomeru
pravdépodobné ovliviiuje agregacni proces a méni asociacni uspotfadani v oteviené, uzaviené
nebo zadné [55].

Shibayama a Norisuye pouzili metodu Casové rozliSeného dynamického rozptylu svétla
pro stanoveni bodu gelace, sledovani kritické dynamiky gelu blizko bodu gelace, mechanismu
gelace a architektury gelového klastru. Bod gelace stanovovali mimo jiné na zakladé vyskytu
koheren¢ni zrnitosti intenzity rozptylu svétla nebo znatelného potlaceni pocatecni amplitudy
korela¢ni funkce intenzity v ¢ase. Tym také zkoumal pouziti téchto konceptt a jejich validitu
pro rizné typy gelll — chemické gely, termoreverzibilni fyzikalni gely a biologické gely [56].

Techniku difuzni vinové spektroskopie (DWS) vyuzil pro mikroreologickd méteni vldknité
sit¢ aktinu tym Palmer a spol. U elastického modulu pozorovali malou magnitudu,
nezévislost na namahani a slabou zavislost na koncentraci. Dosli proto k zavéru, Ze samotny
vlaknity aktin nesta¢i pro vytvofeni elastického modulu nezbytného pro udrzeni strukturni
rigidity vétSiny bunc¢k nebo pro podporu novych bunéénych vyénélkl. Méfeni mimo jiné
prokézala, ze mechanické vlastnosti vladknitého aktinu jsou vysoce zéavislé na frekvenci
deformace. Prostfednictvim namétenych hodnot MSD byl tym schopen také pozorovat lokalni
fluktuace jednotlivych aktinovych vlaken [57].

Dasgupta a spol. méfili prostiednictvim DWS mikroreologii polyethylenoxidu. Pro
analyzu pouzili polystyrenové mikrocastice riznych velikosti a sriznymi povrchovymi
upravami. Vystupem jejich méfeni byl mimo jiné elasticky a viskézni modul vzorku. Aby tym
ziskal data s vétSim rozsahem frekvence, pouzil pro stanoveni dynamiky Céstic v roztoku
i techniku dynamického rozptylu svétla (DLS) [39].

3.3 FCS mikroreologie koloidnich soustav
V posledni dobé si své misto mezi pasivnimi mikroreologickymi technikami ziskava
1 fluorescen¢ni korelacni spektroskopie. Pravdépodobné nejcastéjsi aplikaci této techniky je
v souCasnosti charakterizace difize nebo stanoveni diftizniho koeficientu. Pro popsani
reologickych vlastnosti matrix pomoci FCS techniky je rovnéz nezbytné meétfeni diftize
koloidnich ¢astic, na zadklad¢ kterého je nasledné prostfednictvim hodnot MSD ziskan
smykovy modul prostfedi. Jako prvni pouzili FCS pro takovato mikroreologickd méieni
Guigas a spol. Monitorovali difuzi fluorescenéné znacenych zlatych nanoc¢astic v cytoplasmeé
a jadre zivych buné¢k a stanovovali komplexni modul pro obé kompartmenty [48], [58].
Porovnavanim mikro- a makroviskozity v dispergovanych lamelarnich fazich (gelech)
pomoci techniky FCS se zabyvali Szymanski a spol. K méfeni mikroviskozity pouzili
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mikroskopické sondy o riiznych velikostech — fluorescenéni barvivo rhodamin (0,85 nm),
lysozym (2 nm) a kvantové tecky (12,5 nm). Zjistili, ze viskozita kontinudlni faze byla
ptiblizn¢ dvakrat vys$i nez u vody. Hodnoty naméfené viskozity byly navic stejné pro
vSechny tfi druhy sond, coz znali, Ze v pozorovaném mikroskopickém meéfitku je systém
pomérné jednotny. Tym ptredpokladd, ze makroviskozitu lze namétit az pomoci sond, které
jsou o mnoho vétsi nez 25 nm. Do budoucna chece proto tym pouzit pro svad meéfeni i vEtsi
sondy a stanovit tak méfitko, pfi kterém se zafind mikrostruktura projevovat
v makroreologickych vlastnostech [59].

Pomoci kombinace FCS a DLS techniky zkoumali Zettl a spol. prostou a facilitovanou
diftzi ve zfedénych polymernich roztocich. K analyze pouzili fluorescenéné znacené
polystyrenové fetézce. Z vysledkl analyz roztokl o stejnych koncentracich a molekulovych
hmotnostech zjistili, Ze vystupem FCS je prosty difuzni koeficient, zatimco DLS poskytuje
facilitovany difizni koeficient. Tym nasledné¢ porovnanim FCS a DLS dat zjistil, ze
prostiednictvim FCS lze v riznych reZzimech pozorovat jak diftizi prostou, tak facilitovanou
[60].

Liang a spol. prostfednictvim FCS stanovovali nukleoplazmickou viskozitu. Neinvazivni
a spolehliva kvantifikace reologickych vlastnosti bunéného jadra je totiz extrémné uzitecna
pro fundamentélni vyzkum a praktické aplikace v medicin€ a biologii. Mimo jiné také zjistili,
ze nukleoplazmicka viskozita HeLa bunék i bunék adenokarcinomu plic byla vy$s$i nez
viskozita jejich cytoplazmy [61].

Pro své méteni si techniku FCS zvolili 1 Kihara a spol. Ti stanovovali difizni koeficienty
biomolekul rtznych velikosti (1-10 nm) ve smrSténém kolagenovém gelu (G¢inkem
fibroblastil). Diftzni koeficienty biomolekul v kontrolnim kolagenovém gelu bez bunék se
podobné jako v roztoku snizovaly postupné. Nicméné ve smrsténém gelu za pritomnosti
bunek dochazelo k prudkému snizeni difuznich koeficienti. Po ziskdni difiznich koeficientii
biomolekul mohl tym vypocitat pomér kondenzace kolagenového vldkna fibroblasty. Ptisli
tak na to, Ze v pfitomnosti bunck je biomolekuldrni difuze z divodu vysoce kondenzovanych
kolagenovych vlaken omezena [62].

Fatin-Rouge a spol. vyuzili FCS ke studii difize nanocéstic o velikosti 1-140 nm
v agardsovych gelech, které se cCasto pouzivaji jako modelové systémy piredstavujici
mikrobidlni biofilmy nebo bunécnou cytoplasmu. Vysledky méteni odhalily anomalni difazi
Castic v agarosovych gelech, ke které dochazi tehdy, dojde-li k zachyceni velkych castic
v porech gelu [48], [63].

Kontrolovand difuze a uvolnéni rozpustnych molekul je jednim z klicovych problematik
pfi vyvoji tiidimenzionalnich scaffoldi pro tkanové inzenyrstvi a nosice 1é€iv. Zustiak a spol.
pouzili FCS metodu pro pifimd meétfeni translacni diftize solutl, a to prostfednictvim
charakterizace difuze modelovych proteinti v 3D zesiténém polyethylenglykolovém (PEG)
hydrogelovém scaffoldu. Zkoumali jak dynamiku hydrogelové struktury, tak velikost proteinu
a jejich efekt na difuzivitu proteinu. Vysledky z FCS pro proteinovou difuzivitu nasledné
validovali porovnanim se standardnim velkoobjemovym stanovenim difuze [64].
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4 KONCEPT PRACE

Jednim z cili a také pfinost této prace bylo provést reSerSi na pasivné¢ mikroreologické
techniky ve studiu koloidnich soustav s pfihlédnutim k technice fluorescencni korelacni
spektroskopie a hydrogelim. Na zdklad¢ provedené reSerSe byl nasledné vybran postup pro
vyuziti FCS v mikroreologické studii fazové separované¢ho hydrogelu v systému hyaluronan-
cetyltrimethylamonium bromid (dale jen CTAB). Pro tento ucel byl na zakladé¢ FCS analyz
nejprve uskutecnén vybér nejvhodnéjsi velikosti fluorescenéné znacenych ¢astic (i s ohledem
na zavery prace tymu Szymanski a spol. [59]) Byly proto porovnavany vysledky z méteni 30,
100 a 300nm fluorescencné znacenych Castic rozptylenych v prostfedi glycerolu a vody. Pro
ucel tohoto srovnani byly pouzity vysledky i pro 100nm ¢astice z mé predchozi (bakalarské)
prace [65]. Méfenim v prostiedi newtonské kapaliny (voda, glycerol) bylo navic ovéfeno
spravné nastaveni FCS metody.

DalS8im cilem této prace bylo ovéfit hypotézu uvedenou v mé bakalaiské praci [65], a to, Ze
zména indexu lomu analyzovaného roztoku muze zplsobit deformaci konfokalniho objemu,
¢imz dojde ke vzniku neptesnosti vysledkii mefeni. Pro tento i¢el byl zméfen index lomu
vSech pouzitych roztokl a gelli, nasledn¢ bylo provedeno srovnéani téchto hodnot a diskuse
jejich vlivu na vysledky analyz.

Po vybéru vhodnych fluorescenéné znacenych castic a ovéfeni vlivu indexu lomu
na vysledky FCS méfeni byly provedeny mikroreologické analyzy nejprve u ridzné
koncentrovanych roztokli biopolymeru. Na zakladé toho mohl byt zhodnocen vliv
koncentrace i molekulové hmotnosti biopolymeru na mikroreologické chovani roztoki a byly
tak ziskdny podklady pro srovnani s mikroreologickym chovanim hydrogelu. U pfipravenych
gelit byl nasledné zhodnocen i vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu na mikroreologické
chovani.

Spolu s vysledky byla pribézné diskutovana a na zavér shrnuta pouzitelnost a omezeni
FCS techniky pro pasivni mikroreologii. V tomto kroku byla zohlediiovana koncentrace
a molekulova hmotnost polymeru, zmény indexu lomu prostiedi a velikost ¢astic.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Materialy
Castice

Hyaluronan

Glycerol

NaCl

CTAB

Rozpoustédlo

Latex beads, carboxylate-modified polystyrene,
fluorescent yellow-green

Sigma-Aldrich L5155-1ML, LOT# 012K1566V
Aqueous suspension: 2,5 % solids

0,03 um

Micro particles GmbH
PS-FluoRed-Fi207

Aqueous suspension: 2,5 % solids
0,288 um, PDI = 0,07

abs/em = 530/607 nm

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

Batch No.: 214-8707

Vlhkost 9,18 %

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

Batch No.: 213-4245

Vlhkost 8,18 %

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

Batch No.: 213-5226

Vlhkost 10,27 %

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

Chlorid sodny p.a. (PENTA)
CAS: 7647-14-5
¢. Sarze: 1903200314

Hexadecyltrimethylammonium bromide = 99 %
Sigma-Aldrich H6269 — 500 G
LOT# SLBJ9504V

deionizovand voda

35



5.2 Priprava vzorki

5.2.1 Roztoky glycerolu a deionizované vody

Roztoky glycerolu a deionizované vody byly pfipraveny dle Tabulky 1. Po smiseni
glycerolu, deionizované vody a fluorescencné znaenych 30nm c¢éstic byly vzniklé roztoky
zamichdny na vortexu. Pomoci probublani dusikem byl zroztoku odstranén kyslik, ktery
by mohl zhaSet fluorescenci. Dle obdobného postupu byly pfipraveny 1 roztoky
40% a 80% glycerolu s  deionizovanou vodou, ve kterych byly rozptyleny
300nm fluorescenéné znacené Castice.

Tabulka 1 SloZeni roztokii glycerolu a vody

Vzorek Objem glycerolu | Objem deionizované | Objem 30nm ¢astic
[ml] vody [ml] [wd]
Deionizovana voda 0 1,0 2
20% glycerol 0,2 0,8 2
40% glycerol 0,4 0,6 2
60% glycerol 0,6 0,4 2
80% glycerol 0,8 0,2 2

Stejnym zplisobem byly piipraveny roztoky pro méfeni indexu lomu. Pro tento ucel vSak
nebylo tfeba do téchto roztok ptidavat fluorescencné znacené Castice a odstranovat
rozpustény kyslik.

5.2.2 Roztoky hyaluronanu sodného

Pro ptipravu roztokd hyaluronanu byl pro kazdou koncentraci pouzit hyaluronan o tfech
molekulovych hmotnostech:

* M5 90-130 kDa
* My 500-750 kDa
*  M;: 1500-1750 kDa

S ohledem na vlhkost praskového hyaluronanu byly pfipraveny roztoky o nékolika
koncentracich uvedenych v Tabulce 2, ke kterym byly ptfiddny bud’ 30nm nebo 300nm
Castice.

Tabulka 2 Prehled analyzovanych roztokii hyaluronanu

Koncentrace HA [g/1] 0,01 0,1 1 3 5 7 15

300 300 300

Velikost pouzitych ¢astic [nm]
30 30 30 30 30 30
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Piiprava téchto roztokii spocivala vnavazeni piislusSného mnozstvi hyaluronanu
a ndsledném rozpusténi v deionizované vod¢. Do druhého dne byl roztok vzdy ponechan
k rozmichani na magnetické michaéce. Po této dobé bylo mozné ptidat do roztoku
fluorescencné znacené Castice, a to vzdy 2 ul ¢astic k 1 ml roztoku. Takto pfipraveny vzorek
byl probubldn dusikem pro odstranéni rozpusténého kysliku a nasledné¢ mohl byt podroben
FCS analyze.

Stejné jako u roztokli glycerolu byly i roztoky biopolymeru pro méfeni indexu lomu
pfipraveny bez piidavku fluorescencné znafenych castic a bez nésledného probublani
dusikem.

5.2.3 Hydrogely hyaluronanu sodného a CTAB

Pro piipravu modelového hydrogelu byl vybran hyaluronan o koncentraci 10 g/l, ktery byl
rozpuStén v 0,15M roztoku NaCl. Pfidanim 200mM roztoku CTAB, ktery byl rovnéz
rozpus$tén v 0,15M NacCl, vznikl fazové separovany gel.

Stejné jako u roztokli hyaluronanu bylo nejprve navazeno ptisluSné mnozstvi praskového
biopolymeru. Navéazka byla nasledné rozpusténa v roztoku 0,15M NaCl a takto vznikly roztok
byl do druhého dne ponechdn k rozmichani na magnetické michacce. Druhy den byly ke 3 ml
tohoto roztoku ptfidany 3 ul 30nm fluorescencné znacenych Castic a smés byla promichana
na vortexu. Nasledné byl k této smési pfidan roztok 200mM CTAB v poméru k HA 1:1.
Smisenim téchto roztokii vznikl fazové separovany gel, ktery byl ponechan do druhého dne
sedimentovat. Takto sedimentovany gel mél totiz lepsi optické vlastnosti, nez gel oddéleny
od supernatantu pomoci odstfedivky — na zéklad¢ vizualniho porovnani téchto hydrogelti bylo
zjisténo, ze samovolné sedimentovany hydrogel byl vice ¢iry nez gel centrifugovany.
Po oddéleni supernatantu byl hydrogel podroben méteni na FCS.

Stejnym zpiisobem byly pfipraveny vzorky hydrogelti pro méfeni indexu lomu. Jedinym
rozdilem byla absence fluorescenéné znacenych castic.

5.3 Méreni a vyhodnocovani dat

5.3.1 Pristroje a programy

Pro ucely FCS méfeni byl vyuZivan piistroj spolecnosti PicoQuant, a to MicroTime 200,
Time-resolved Fluorescence Microscope. Mé&feni byla elektronicky zaznamenavana
a zpracovavana prostfednictvim softwaru SymPhoTime 64. Pro 30nm (300nm) fluorescencné
znacené Castice byl zvolen excitacni horizontaln€ polarizovany laser s vinovou délkou 470 nm
(510 nm) a pro konfokalni detekci byl vybran emisni pasmovy filtr s vinovou délkou
520/35 nm (550/49 nm).

Pro nésledné zpracovani FCS dat za ucelem ziskdni hodnot MSD byl pouzit software
Microsoft Excel a MATLAB.

5.3.2 Méieni a vyhodnocovani FCS dat

Prvnim krokem FCS méfeni bylo vzdy nastaveni pfistroje. To zahrnovalo nastaveni
maximalni odezvy detektoru prostfednictvim manuélni konfigurace pinhole a mikroostieni
mikroskopu a detektoru, u kterého bylo nastaveno i optimalni rozliSeni. Pfed métfenim vzorki
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byla déale provedena kalibrace efektivniho konfokélniho objemu, a to prostiednictvim analyzy
roztoku fluorescenéni sondy Atto 488 o koncentraci 2nM (pro 30nm céstice) nebo
Rhodaminu 6G o koncentraci 0,5 nM (pro 300nm castice). Dulezitym vystupem kalibrace
byly hodnoty charakterizujici konfokéalni objem — mj. hodnota x a Ver.

Na zéklad¢ provedené kalibrace bylo dile mozné méfit vzorky samotné. Vystupem FCS
méteni byla kiivka Casové zavislosti autokorela¢ni funkce G(7). Tato surova data byla
nasledné softwarem fitovana pomoci matematického modelu pro Cistou difuzi (Rovnice (32))
a na zaklad¢ statistiky byl stanoven pocet diftiznich komponent matematického modelu.
S ptihlédnutim k Rovnici (32) pak €istou difuizi popisuje rovnice:

G(r)= El il N= [ngp[i]r (34)

el l/

kde ngirje pocet nezavisle difundujicich ¢astic, tp je diftizni Cas i-té difundujici Castice, ¢ je

Cas, p[i] je prispévek i-t¢ difundujici Castice, ¥ je pomér délky a priméru konfokalniho
objemu a N je primérny pocet molekul v konfokalnim objemu vypocitany z G(0).
Vysledkem fitovani matematickym modelem byla autokorela¢ni kiivka (viz Obrazek 11).
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Obrazek 11 Ukazka fitovani naméerenych FCS dat

Ziskana data z autokorelacni kiivky bylo dale nutné pfepocitat na parametr popisujici
mikroreologické vlastnosti daného prostredi, a to MSD. Jak uz bylo uvedeno v teoretické ¢asti
v kapitole 2.4.3.6, 1ze do rovnice popisujici autokorelacni funkci G(f) parametr MSD dosadit:

G()= %(1 + 32 (Ar? (r)})_] (1 + 3%(M (r)))_l/2 (35)

Wo <y
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Pro dalsi vypocty bylo nutné vyjadiit parametr MSD z ptedchozi rovnice, a to ve formé
kubické rovnice:

) o) 4 4 3 1
A 5 _ 3 2 l—-——m =0 36
(A (1)) =r= g +(w§z3+9w3)x +(3w§+2zé)“ viey

Vzhledem k objemu dat a slozitosti vypocti byl k vyjadieni hodnot MSD z ptedchozi
rovnice pouZit program MATLAB. Pro tento ucel byl pouzit ndsledujici m-soubor:

V prvnim kroku bylo nutné zadat tyto namétené a vypocitané parametry z FCS (uvedené
hodnoty jsou ilustracni):

n = 220; pocet fadkl dat z autokorelacni kiivky
wxy = 0.320%2*ones (n,1); pramér konfokalniho objemu [um]

wz = 1.599%2*ones (n,1); délka konfokélniho objemu [um]

N = 0.015908*ones; pocet Castic v konfokalnim objemu

Druhy krok zahrnoval samotny vypocet kofent kubické rovnice:

a = 1./(3.%(wxy."2).*wz);

b = (8./(9.*wxy.*wz))+(4./(9.*% (Wwxy.*wxy)));
c = (4./(3.*wxy))+(2./(3.%wz));

d = 1-(1./(N*Gt) ."2);

r = zeros(n,3);

for i = 1:n

p = roots([a(i), b(i), c(i), d(i)]);

r(i,:) = p;

end

Timto zpisobem byly vyjadfeny experimentalné ziskané hodnoty MSD zavislé na Case.
Aby bylo mozné experimentdlné¢ ziskané hodnoty MSD porovnat s teoretickymi
hodnotami, vychézelo se z téchto rovnic:
k,T
6mNR

MSD=6Dt; D = (37)

kde D je difuzni koeficient, kg je Boltzmannova konstanta, 7T je teplota, n je viskozita
tekutiny (tabelovand hodnota), ¢ je ¢as a R je polomér Castice. Teoretické hodnoty MSD pak
lze na zaklad¢ toho vyjadrit:

MSD,,, = 2L 10% [um? (38)
TR

Vypocet teoretickych hodnot MSD a jejich nésledné porovnani s experimentdlnimi daty
bylo pouzito pouze u newtonskych roztokd (glycerol a voda). U finalnich ¢asovych MSD
zavislosti roztokl hyaluronanu a hydrogeltt byly pro ucel porovnani chovani newtonské
a nenewtonské kapaliny pouZity teoretické hodnoty MSD pro prostredi vody.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 Vybér vhodné velikosti fluorescenc¢nich ¢astic

Jak uz bylo uvedeno vyse, tato prace navazuje na mou predeslou (bakalafskou) praci, ve které
byly pro FCS méfeni pouzity 100nm fluorescenéné znacené cCastice. Ty byly mimo jiné
pouzity i pro analyzu newtonskych roztokl glycerolu a vody (Obrazek 12).
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0,0001 = = Voda - teoretické hodnoty
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= = 80% glycerol - teoretické hodnoty
0,0000001
0,000001  0,00001 0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10

¢as [s]
Obrazek 12 Vysledky FCS analyz 100nm castic v prostiedi glycerolu a vody

Z analyz 100nm ¢astic v prostiedi vody, 40% a 80% glycerolu je patrné, ze se zvySujici se
viskozitou (koncentraci glycerolu) dochézi k ¢im dal vétSimu posunu kiivky experimentalné
ziskanych dat od kiivky vypocitanych teoretickych dat. Pti pouziti 100nm castic pii FCS
analyzach by tudiz za téchto podminek bylo mozné objektivné méfit pouze vzorky s nizkou
viskozitou, tzn. zfedéné vodné roztoky. Nejprve se na zékladé prace Suhlinga a spol. [66]
ptedpokladalo, Ze ke zminénému posunu kiivek dochédzi v diisledku deformace konfokalniho
objemu v zdvislosti na zmén¢ indexu lomu prostfedi. Tato hypotéza vSak byla na zaklad¢
dalsich experimentl (viz dale) vyvracena.

Mezi tyto experimenty patii i analyzy, ve kterych byly pouzity fluorescencné znacené
300nm castice, a to opét k mefeni mikroreologickych vlastnosti vody a glycerolu. Na
vyslednych grafickych zavislostech hodnot MSD na c¢ase (Obrazek 13) je mozné znovu
pozorovat zvétSujici se posun experimentdlnich hodnot od teoretickych, a to dokonce v jesté
vétsi mife nez u 100nm c¢astic. Na zaklad€ toho je proto na misté zafadit mezi hlavni faktory
ovlivilujici zminény posun experimentalnich hodnot pfedev§im velikost pouzitych
fluorescencné znacenych ¢astic. Podobné jako u 100nm castic by se 1 300nm castice daly
teoreticky pouZit na relativné objektivni méfeni roztoki o nizké viskozite (blizici se vode), ale

40



oproti 100nm casticim urc¢ité¢ v mensi mife. Nicméné 1 vzhledem k vysledkiim dalSich nize
uvedenych experimentli realizovanych v prostfedi hyaluronanu (Obrazek 14) lze pouziti
300nm castic pro ucely FCS mikroreologie klasifikovat jako nevhodné.
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Obrazek 13 Vysledky FCS analyz 300nm castic v prostiedi glycerolu a vody
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Obrazek 14 Vysledky FCS analyz 300nm castic v prostiedi hyaluronanu (M = 1500-1750 kDa)
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Z vysledki méfeni 300nm cCastic v prostiedi vysokomolekuldrniho hyaluronanu
(Obrazek 14) je patrné, Ze jiz pfi nizké koncentraci biopolymeru se na kiivce Casové
zavislosti MSD zacind pomalu objevovat Sum, ktery zplsobuje ,roztfeseni® kiivky. Tento
Sum by se pravdépodobné s dalSim zvySovanim koncentrace projevoval stale vic, na zéklad¢
¢ehoz by dochdzelo ke zkreslovani a vysledné kiivky by nepopisovaly skutec¢né
mikroreologické chovani daného prostiedi. A protoze cilem téchto experimentl je vybér
nejvhodnéjsich Castic pro mefeni hydrogelt, u kterych je koncentrace hyaluronanu 10 g/l, je
na mist¢ 300nm castice ztohoto vybéru vyloucit. Kvuli podobnému rozméru ¢&éstic
a konfokélniho objemu navic vznikaji velké nepiesnosti, a proto je i zpracovani namétenych

Protoze pouziti fluorescenéné znacenych castic vétsSich nez 100 nm bylo posouzeno jako
nevhodné, byly k dalsimu méfeni pouzity mensi 30nm ¢&astice. Na Obrazku 15 jsou
znazornény Casové zavislosti hodnot MSD pro 30nm castice, a to opét v prostiedi glycerolu
a vody. Na prvni pohled je patrné, Ze oproti vétSim Casticim lze pomoci téch 30nm ziskat
spolehliva experimentalni data (odpovidajici tém teoreticky vypocitanym) pfedev§im pro
viskdznéjsi (koncentrovangjsi) vzorky, coz perfektné vyhovuje ucelu této prace.

Co se tyce vysledkl analyz téchto ¢astic v prostiedi vody, je zde opét pozorovan jiz vyse
zminény posun experimentalnich hodnot od teoretickych. Z uvedenych grafickych zavislosti
by bylo mozné vyvodit souvislost mezi velikosti ¢astic, viskozitou méteného roztoku a praveé
timto posunem. Pro meéfeni vzorkli o viskozit¢ podobné vodnému prostiedi by proto
do budoucna bylo zajimavé vyzkouSet FCS méfeni s jest¢ mensimi (napt. 20nm) ¢asticemi.
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Obrazek 15 Vysledky FCS analyz 30nm castic v prostiedi 40% a 80% glycerolu a vody
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6.2 Vlivzmény indexu lomu roztoku na vysledek mikroreologické FCS analyzy
V ptedchozi kapitole byla diskutovana hypotéza, ze zména indexu lomu méfenych roztoka
(oproti vodnému roztoku fluorescencni sondy Atto 488 pouzitému pii kalibraci konfokalniho
objemu) zpiisobuje zménu smérnice (posun) kiivky Casové zavislosti experimentalné
zjiSténych MSD hodnot vici teoretickym hodnotdm. Na zékladé porovnéani grafickych
zavislosti MSD na case vsak bylo zjisténo, ze hlavnimi faktory ovliviiujici zminény posun
jsou viskozita méteného roztoku a velikost pouzitych ¢astic.

I pfes to vSak bylo na misté ovéfit vliv zmény indexu lomu méfeného roztoku na finalni
vysledky mikroreologické FCS analyzy. Pro tento ucel byl proto u vSech roztokii pouzitych
pro mikroreologické analyzy zméfen index lomu. K nejvétSimu néarGstu indexu lomu
dochézelo u roztoki glycerolu a vody — viz Tabulka 3.

Tabulka 3 Namérené hodnoty indexu lomu pro roztoky glycerolu a vody

Vzorek Voda 20% glycerol | 40% glycerol | 60% glycerol | 80% glycerol

Index lomu 1,3309 1,3601 1,3883 1,4156 1,4444

U méfenych roztokii hyaluronanu k tak velkému nartistu indexu lomu nedochazelo, a to
dokonce ani v ptipad¢ hydrogell hyaluronanu s CTAB (Tabulka 4).

Tabulka 4 Namérené hodnoty indexu lomu pro roztoky hyaluronanu a pro hydrogely HA s CTAB

Index lomu
Molekulova hmotnost HA
90-130 kDa 500-750 kDa 1500-1750 kDa
Koncentrace HA [g/1]
0,01 1,3301 1,3301 1,3301
0,1 1,3301 1,3301 1,3300
1,0 1,3300 1,3300 1,3300
3,0 1,3309 1,3309 1,3309
5,0 1,3315 1,3315 1,3315
7,0 1,3317 1,3317 1,3319
10,0 1,3343 1,3339 1,3340
15,0 1,3335 1,3335 1,3335
Hydrogely HA (10 g/1) + CTAB 1,3628 1,3632 1,3645

Z naméfenych hodnot je patrné, ze se index lomu roztokli hyaluronanu zvySoval spolu
s koncentraci biopolymeru. Molekulova hmotnost hyaluronanu ziejmé nebude mit na zménu
indexu lomu takovy vliv, protoZze v ramci jednotlivych koncentraci polymerniho roztoku
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doSlo vzdy jen k minimalni zméné. Zieteln¢j$i zménu hodnot indexu lomu lze pozorovat
u stejné koncentrovanych hydrogeld, u kterych je patrny velmi pozvolny narist indexu lomu
se zvySujici se molekulovou hmotnosti hyaluronanu.
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Obrazek 16 Grafické znazornéni nariistu hodnot indexu lomu v zavislosti na koncentraci roztoki

Pro lepsi zhodnoceni byla rovnéz vynesena grafickd zavislost indexu lomu na koncentraci
roztokdl glycerolu a hyaluronanu (Obrazek 16). Protoze se index lomu v zavislosti
na molekulové hmotnosti hyaluronanu vyznamné nemcénil, byly pro grafické znazornéni
pouzity vysledky pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 500-750 kDa. Jak zuvedenych
tabulek tak z grafu je patrné, Ze se index lomu mnohem vice zvySuje u roztokii glycerolu nez
u pouzitych roztoka hyaluronanu.

Jiz dtive bylo uvedeno (Obrazek 15), ze i v prostfedi 80% glycerolu, ktery méa nejvyssi
namétfeny index lomu, koreluji experimentalni FCS data pro 30nm castice velmi dobie
s teoreticky vypocitanymi daty (pfedevsim co se ty¢e smérnice kiivky). Proto lze pro pripad
zde pouzitych roztokii a hydrogeli hyaluronanu dojit k zdvéru, Ze zména indexu lomu nema
zjevny vliv na vznik posunu kiivky experimentalnich dat vii¢i tém teoreticky vypocitanym.

6.3 Vliv koncentrace a molekulové hmotnosti HA na mikroreologii roztoku
Za ucelem posouzeni vlivu molekulové hmotnosti a koncentrace hyaluronanu
na mikroreologické chovani roztoku byly pfipraveny roztoky HA o koncentracich 0,1; 1; 3; 5;
7a 15 g/l. Pro kazdou koncentraci byly pfipraveny tfi roztoky o riznych molekulovych
hmotnostech: 90—130 kDa, 500-750 kDa a 1500-1750 kDa.

Pro vizudlni porovndni a ovéfeni spravnosti vypoctl je v nasledujicich grafickych
zavislostech uvedena i kiivka teoreticky vypocitanych hodnot pro vodu. Dal§im divodem pro
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uvedeni teoretickych hodnot pro vodu bylo i1 potvrzeni piedpokladu, Ze rovnice pro vypocet
hodnot MSD z autokorela¢ni funkce plati jak pro newtonské kapaliny, tak pro nenewtonské.

1000 - _
.
100 -
10 -
1 -
= 01~
=
= 0,01 -
7z
= 0,001 - = = - Voda - teoretické hodnoty
| Hyaluronan 0,1 g/1 90-130 kDa
0,0001 Hyaluronan 0,1 g/l 500-750 kDa
0,00001 - Hyaluronan 0,1 g/1 1500-1750 kDa
é Hyaluronan 15 g/1 90-130 kDa
0,000001 - Hyaluronan 15 g/1 500-750 kDa
Hyaluronan 15 g/ 1500-1750 kDa
0,0000001 - - - - - - - -
0,0000001 0,000001 0,00001  0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10

cas [s]

Obrazek 17 Vysledky FCS analyz pro 30nm castice v prostredi roztokii hyaluronanu o koncentracich
0,1 g/l a 15 g/l s molekulovou hmotnosti 90—130 kDa, 500-750 kDa a 15001750 kDa

100 - _-
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0,1
= 0,01 1
=
- _
~ 0,001 = = = Voda - teoretické hodnoty
E 0.000]1 - — Hyaluronan 0,1 g/
’ — Hyaluronan 1 g/l
0,00001 - — Hyaluronan 5 g/l
— Hyaluronan 7 g/
0,000001 - — Hyaluronan 15 g/l
0,0000001 - - - - . . . .
0,0000001 0,000001 0,00001  0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10

¢as [s]

Obrazek 18 Vysledky FCS analyz pro 30nm Ccastice v prostiedi rizné koncentrovaného hyaluronanu
s molekulovou hmotnosti 1500-1750 kDa
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(0,1 g/l) a nejkoncentrovanéjsi (15 g/l) roztoky hyaluronanu o molekulovych hmotnostech
90-130 kDa, 500750 kDa a 15001750 kDa. Z grafu je patrné, Ze hyaluronan o koncentraci
0,1 g/l vykazuje podobné chovéani jako voda, a to az do stfedni molekulové hmotnosti
(500-750 kDa). Nicméné jiz u téchto vzorka lze sledovat pocinajici viskoelastické chovani.
Pii vysoké molekulové hmotnosti hyaluronanu (1500—-1750 kDa) jiz Ize na zakladé rostouciho
podilu elastické slozky pozorovat zfetelné odchyleni az esovité prohnuti kiivky. Tento jev je
nejvyrazngj$i u nejkoncentrovanéjsiho roztoku s vysokou molekulovou hmotnosti. U tohoto
roztoku jsou vSak pii nizSich hodnotdch MSD a ¢asu patrné pocinajici fluktuace kiivky, coz
pfedstavuje pomyslnou hranici pro roztoky, které lze jest€é pomoci FCS mikroreologie
charakterizovat. Vzhledem k tomu, Ze se tyto fluktuace objevily az u vysoké molekulové
hmotnosti hyaluronanu o koncentraci 15 g/l, je pravdépodobné, Ze by FCS analyzy
koncentrovanéjsich roztokt s niz$i molekulovou hmotnosti stadle mohly poskytovat relevantni
vysledky.

Dalsi véc, kterou lze na Obrazku 17 pozorovat, je posun kiivek v ramci osy y k niz§im
hodnotdm MSD, a to srostouci koncentraci roztoku a nepatrné is rostouci molekulovou
hmotnosti. Tento posun je logicky dlsledek toho, ze v koncentrovanéjSim prostiedi se
pozorovand castice pohybuje vmensi mife nez naptfiklad ve vodném prostiedi.
Na Obrazku 18 je tato zavislost posunu kiivky na koncentraci roztoku demonstrovana
na koncentracni fadé roztokli hyaluronanu o vysoké molekulové hmotnosti 1500—-1750 kDa.
Pro ptehlednost grafu byly v tomto pfipadé vynechany vysledky pro koncentraci 3 g/l, jsou
vSak uvedeny v pfilohdch. U vSech uvedenych kiivek 1ze opét pozorovat odchyleni az esovity
tvar kiivky, coz vypovida o viskoelastickém chovani roztokd a postupném nértstu elastické
slozky.

Vysledkem tedy je, ze koncentrace hyaluronanu ovliviiuje vystupy FCS mikroreologie
v tom smyslu, Ze zptsobuje postupny narist elastické slozky a posun kiivek ve sméru osy y
k niz§im hodnotdm MSD. Molekulova hmotnost hyaluronanu k tomuto posunu také ptispiva,
nicméné oproti koncentraci biopolymeru v daleko men$i mife, a ovlivitluje piedevsim
odchyleni kiivky a jeji tvar (esovité prohnuti, fluktuace pti niz§ich hodnotaich MSD i ¢asu).
K nejvétsimu odchyleni kiivky dochédzi zpravidla u roztokd vysokomolekuldrniho
hyaluronanu.

6.4 Vliv molekulové hmotnosti HA na mikroreologii hydrogelu

Na zaklad¢ zhodnoceni mikroreologického chovani roztokli hyaluronanu mohlo byt nasledné
provedeno srovnani s pfipravenymi hydrogely. Na Obrazku 19 jsou znazornény cCasové
zavislosti MSD pro tfi hydrogely, které byly pfipraveny z hyaluronanu o koncentraci 10 g/l,
z toho kazdy s rozdilnou molekulovou hmotnosti.

Stejné jako u roztokd hyaluronanu i zde je mozné v zavislosti na rostouci molekulové
hmotnosti pozorovat postupny posun kiivek po osey kniz§im hodnotdim MSD. V tomto
ohledu je rovnéZz nutné zohlednit rozdilnou konzistenci geld. Nizkomolekuldrni gel
pfipominal vysoce viskozni roztok podobny medu, gel z hyaluronanu o stfedni molekulové
hmotnosti jiz svou konzistenci pfipominal spi§ gel nez vysoce viskdzni roztok
a vysokomolekularni gel mél jiz podobu konzistentniho gelu. Z toho je patrné, Ze molekulova
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hmotnost hyaluronanu neovlivituje pouze mikroreologické vlastnosti, ale i makroskopickou
podobu daného gelu.

U vsech uvedenych kiivek pro gely je opét mozné ve vysSich hodnotaich MSD a casu
pozorovat jejich esovité prohnuti, které vypovida o viskoelastické odezvé prostiedi a nariistu
elastické slozky. U prvnich dvou geli lze stejn¢ jako u roztokd hyaluronanu pozorovat
zvétsujici se odchyleni kiivky v zdvislosti na rostouci molekulové hmotnosti hyaluronanu.
Tomuto trendu se lehce vzdaluje gel s vysokomolekularnim hyaluronanem. Pfi¢inou mohla
byt napiiklad pfitomnost mikrokrystalki vysrazeného CTAB ve vzorku hydrogelu nebo
jednoduse skutecnost, ze pozorovany konfokalni objem byl zaméfen na misto, které¢ mélo
oproti predeslym vzorkim jiné usporadani (vzhledem k hustot¢ sité apod.).

100 s

10 7

T ool
=
a
% 0,01
= = Voda - teoretické hodnoty
0,001 ——HA (90-130 kDa) + CTAB
HA (500-750 kDa) + CTAB
0,0001 - _
, ——HA (1500-1750 kDa) + CTAB
0,00001
0,000001  0,00001 0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10

Cas [s]

Obrazek 19 Vysledky FCS analyz pro 30nm cdstice v prostiedi hydrogelu: HA (10 g/l) + 200mM CTAB

Z grafu je rovnéz patrné, ze i v pfipadé méfeni hydrogelli poskytuje technika FCS
mikroreologie data v §irokém rozmezi hodnot MSD (10°-10 um?®) i &asu (10 °-10s).
Vyjimku v tomto ohledu ptedstavuje hydrogel z nizkomolekularniho hyaluronanu, u kterého
je vSak kratS$i rozsah ziskanych dat snejvétsi pravdépodobnosti zpisoben smérodatnou
odchylkou pii vypoctu poctu molekul v konfokalnim objemu.

V celkovém porovnani sroztoky biopolymeru jsou analyzy hydrogeli i1 nésledné
jednotlivé FCS méfeni probihalo po dobu cca 10—15 minut. Takova méfeni v naprosté vetsing
ptipadi poskytnou dobré a spolehlivé vysledky. Oproti tomu analyzy hydrogelti vyZzaduji
délku jednoho méteni alespont 30 minut, pfi¢emz pied samotnou analyzou je nutné ponechat
gel umistény na krycim skli¢ku po dobu cca 10 minut, aby se tvarové ustélil a nedochdzelo
tak ke zkreslovani méfeni. Vzhledem k obrovskému objemu dat je ndro¢néjsi i nasledné
softwarové zpracovani ziskanych dat.
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Navzdory témto uskalim je vSak FCS mikroreologie vyznamnou pokrocilou technikou
s obrovskym potencidlem jak pro analyzu koloidnich roztoki, tak hydrogeli. Pfestoze je
vyvoj této mikroreologické techniky teprve na pocatku, je mozné jiz nyni ziskat velmi
zajimavé informace o mikroprosttedi daného vzorku hydrogelu, a to vramci pomérné
Sirokého rozmezi MSD i Casu.

Ptednost, kterou je nutno zdUraznit, je citlivost této techniky. Jak jiz bylo uvedeno,
vysledky mikroreologického méfeni zavisi 1 na volbé mista (v rdmci hydrogelu), na které je
zamé&fen konfokalni objem. Oblasti s rozdilnou hustotou gelové sité tak budou poskytovat
rozdilnou mikroreologickou odezvu. Pokud by se tedy provedlo n¢kolik méfeni téhoz
hydrogelu, ale se zaméfenim na rtiznd mista, bylo by na zakladé statistického zpracovani
ziskanych dat mozné popsat mikroreologické chovani rtznych heterogennich regioni
hydrogelu. Takto detailn¢ charakterizovany hydrogel by pak mohl byt pouzit naptiklad jako
nosi¢ 1é¢iv nebo scaffold, protoze by umozioval jednodussi predikci chovani molekul 1é¢iva
nebo bunék umisténych v gelu.
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7 ZAVER

Cilem této prace bylo provést reSerSi na pasivné mikroreologické techniky ve studiu
koloidnich soustav s pfihlédnutim k technice fluorescencni korela¢ni spektroskopie (FCS)
a hydrogelim. Na zdkladé provedené reSerSe byl poté vybran postup pro vyuziti FCS
v mikroreologické studii fazové separované¢ho hydrogelu v systému hyaluronan-
cetyltrimethylamonium bromid (CTAB). Pribézné byla rovnéz diskutovdna pouzitelnost
a omezeni této techniky pro mikroreologicka méteni.

Prostfednictvim techniky FCS je mozZzné s ohledem na velikost pouzitych fluorescencné
znaCenych Castic stanovit mikroreologické vlastnosti newtonskych roztoki, a to s vysokou
ptesnosti. Volba vhodné velikosti ¢astic je velmi dulezitd pro eliminaci vyznamné odchylky
experimentalné zjisténych dat od téch teoretickych, tzn. pro zvyseni spolehlivosti ziskanych
vysledkd. V ramci této prace byly pouzity dvé velikosti ¢astic, 30nm a 300nm, a pro srovnani
byly uvedeny vysledky z ptedeslé prace pro 100nm castice. Protoze byl u 300nm castic
pozorovan pomérné velky posun experimentalnich dat od teoretickych a velikost téchto ¢astic
byla velmi podobnd rozméru konfokdlniho objemu, byly tyto ¢astice zvybéru pro
charakterizaci hydrogelu vylougeny. Castice o priméru 100 nm byly z tohoto vybéru také
vylou€eny, protoze sice poskytovaly dobré vysledky, ale spolehlivé pouze pro vzorky
s nizkou viskozitou podobné vodé¢. I proto byly pro charakterizaci nenewtonskych hydrogeli
vybrany 30nm castice, které se na zdklad¢ analyz viskdznéjSich newtonskych roztoki
glycerolu ukazaly jako nejvhodnéjsi.

Soucasti této prace bylo 1 zhodnoceni vlivu zmény indexu lomu méteného roztoku oproti
kalibra¢nimu na vysledky mikroreologické analyzy. Na zdkladé porovnani namétenych
hodnot indexu lomu a vysledkti FCS analyz bylo shleddano, ze pro zde pouzité roztoky
a hydrogely hyaluronanu neméd zména indexu lomu vliv na vysledky mikroreologického
meéteni. Na zdklad¢ analyz newtonskych roztoki je hlavni role v tomto ohledu pfipisovana
predevsim viskozité roztoku a velikosti pouzitych fluorescenéné znacenych ¢&astic, protoze
pravé tyto parametry s nejveétsi pravdépodobnosti ovliviiuji odchylky experimentalnich
hodnot od teoretickych.

DalSimi  zkoumanymi faktory ovliviiujicimi  mikroreologickou ~FCS analyzu
biopolymernich roztokt byla koncentrace a molekulovd hmotnost hyaluronanu. Bylo zjisténo,
ze koncentrace hyaluronanu zplsobuje postupny narist elastické slozky a posun kiivek
smérem k niz§im hodnotdam MSD. Molekulovd hmotnost hyaluronanu k tomuto posunu také
pfispivd, nicméné oproti koncentraci biopolymeru v daleko men$i mife, aovliviluje
pfedev§im odchyleni kiivky a jeji tvar. K nejvétsimu odchyleni kiivky dochazi zpravidla
u nejkoncentrovangjSich roztokti vysokomolekularniho hyaluronanu.

U piipravenych hydrogeld byl zkouman vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu
na vysledky FCS mikroreologie. Stejné¢ jako u roztokl hyaluronanu i zde bylo mozné
v zavislosti na rostouci molekulové hmotnosti pozorovat postupny posun kiivek smérem
k niz§im hodnotdm MSD. S rostouci molekulovou hmotnosti se rovnéz ménila konzistence
hydrogelu, a to postupné z vysoce viskdzniho roztoku na celistvy hydrogel.

I ptes veSkera tskali spojena s analyzou a naslednym zpracovanim a vyhodnocenim dat
z FCS analyzy hydrogelii je tato mikroreologicka technika vyznamna piedev§im pokrytim
$irokého rozmezi &asu (10 °~10 s) i MSD hodnot (10 °-10 um?) a také svou citlivosti. ProtoZe
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vysledky mikroreologického méfeni zavisi i na volbé pozorovaného mista v hydrogelu, bylo
by na zéklad¢ n€kolika méteni fokusovanych na riizné regiony téhoz hydrogelu a nasledného
statistick¢ho zpracovani ziskanych dat teoreticky mozné popsat mikroreologické chovani
riaznych heterogennich regionti hydrogelu. Tato detailni charakteristika hydrogelu by pak
mohla byt vyuzita napiiklad pro predikci chovani molekul 1é¢iva nebo bunc¢k umisténych
v daném hydrogelu.

Celkové je technika FCS mikroreologie pouzitelnd pro studium jak newtonskych roztokd,
tak nenewtonskych roztokti a hydrogeli. Vzdy je vSak nutné zvolit vhodnou velikost
pouzitych fluorescencné znacenych ¢astic. V této praci byl za pomyslnou hranici pouzitelnosti
FCS techniky povazovan vzorek roztoku vysokomolekuldrniho (1500-1750 kDa)
hyaluronanu o koncentraci 15 g/l. Teoreticky by bylo mozné prostfednictvim této techniky
spolehlivé méfit i koncentrovanéjsi roztoky hyaluronanu, ale o niz8i molekulové hmotnosti.
Horni hranice pro koncentraci hyaluronanu stanovena nebyla.

U vysledktt FCS analyz hydrogelovych vzorkii hyaluronanu a CTAB Zadné fluktuace
vyslednych casovych MSD zavislosti pozorovany nebyly. Proto by s nejvetsi
pravdépodobnosti bylo mozné¢ pouzit FCS techniku i pro meéfeni hydrogelit s vyssi
koncentraci a/nebo molekulovou hmotnosti hyaluronanu a dalSich bio- nebo syntetickych
polymerti.
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9 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Symbol/zkratka

[F(0)*]
Fi(1)
g1(?)
22(2)
G

G
G
G*
G(1)
1)
kg
kenr

k,
l *
M
n

naif
N
P(s)

q
(AF(0)

LT NN T e

Vyznam

relativni pfispévek i-t¢ komponenty

plocha

koncentrace

soucinitel odporu

deformacni rychlost (kapitola 2.3)

difuzni koeficient (kapitola 2.4 a nasledujici)
diftizni koeficient zavisly na frekvenci, kterd byla podrobena
Laplaceové transformaci

rozptylené elektrické pole

smykova sila (kapitola 2.3)

pocet excitovanych fluorofort (kapitola 2.4.3.3)
stochastickd termalni sila (kapitola 2.4.2.3)
korela¢ni funkce elektrického pole

normalizovand intenzitni korela¢ni funkce
dynamicky smykovy modul (dynamic shear modulus) — kapitola 2.3.4
akumulovany modul (shear storage modulus) — kapitola 2.3.4
ztratovy modul (shear loss modulus) — kapitola 2.3.4
komplexni modul (storage modulus) — kapitola 2.3.4
autokorelacni funkce (kapitola 2.4.3.4 a nasledujici)
fluktuace intenzity svétla v Case

Boltzmannova konstanta

rychlostni konstanta pro nezétivé prechody
rychlostni konstanta pro zafivé prechody

sttedni volna draha transportu

molekulova hmotnost

index lomu

pocet nezavisle difundujicich ¢astic (kapitola 5.3.2)
pocet molekul

pravdépodobnost, Ze svétlo urazi vzdalenost s;
magnituda rozptylového vektoru

stiedni Ctverec posunu ¢astice, MSD

polomér Castice

transformovana frekvence

vzdalenost

excitovany singletovy stav

cas

teplota

excitovany tripletovy stav

prutokova rychlost

stiedni rychlost ¢astice (kapitola 2.4.1)
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Wo

X, Y, r
Z0

o <

No
Napp
N,

AFM
APD
CTAB
DLS
DWS
FCS

Fmoc
HA
HEMA
HPMA
MSD
NMR
PEG
TEMED

efektivni objem

efektivni lateralni fokalni polomér

soufadnice

efektivni fokalni polomér rovnobézny s optickou osou
smykové deformace

fazovy thel

dynamicka viskozita

dynamicka viskozita ¢istého rozpoustédla

zdanliva viskozita
viskozita zavisla na frekvenci, ktera byla podrobena Laplaceové

transformaci

uhel umisténi detektoru (kapitola 2.4.2.1)

pomeér délky zp a priméru wy detekéniho objemu
elasticka konstanta

vinova délka

hustota

ptispévek i-t¢ difundujici castice (kapitola 5.3.2)
smykové napéti

difuzni Cas

doba Zivota fluorescence

kvantovy vytézek fluorescence

interak¢ni parametr

frekvence

atomic force microscopy (mikroskopie atomarnich sil)
avalanche photodiode (lavinova fotodioda)
cetyltrimethylamonium bromid

dynamic light scattering (dynamicky rozptyl svétla)
diffusion wave spectroscopy (difuzni vinové spektroskopie)
fluorescence correlation spectroscopy (fluorescenéni korelacni
spektroskopie)

9-fluorenylmethoxykarbonyl

hyaluronan

2-hydroxyethylmethakrylat
N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid

mean-square displacement (stfedni ctverec posunu ¢éstice)
nukledrni magnetické resonance

polyethylenglykol

tetramethylethylendiamin
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10 SEZNAM PRILOH

Piiloha 1

Piiloha 2

Piiloha 3

Piiloha 4

Pifiloha 5

Piiloha 6

Vysledky FCS analyz 300nm ¢astic v prostiedi hyaluronanu (M = 90-130 kDa)
Vysledky FCS analyz 300nm c¢astic v prosttedi hyaluronanu (M = 500-750 kDa)
Vysledky FCS analyz 30nm ¢astic v prostiedi 20% a 60% glycerolu a vody
Vysledky FCS analyz 30nm ¢astic v prostfedi hyaluronanu (3 g/l)

Vysledky FCS analyz pro 30nm castice v prostfedi rizné¢ koncentrovaného
hyaluronanu s molekulovou hmotnosti 90—130 kDa

Vysledky FCS analyz pro 30nm castice v prostfedi rizné¢ koncentrovaného
hyaluronanu s molekulovou hmotnosti 500-750 kDa
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11 PRILOHY

Ptiloha 1
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Obrazek 20 Vysledky FCS analyz 300nm castic v prostredi hyaluronanu (M = 90-130 kDa)
Ptiloha 2
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I
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= = = Voda - teoretické hodnoty
0,0001 - Hyaluronan 0,01 g/1 500-750 kDa
0,00001 - Hyaluronan 0,1 g/l 500-750 kDa
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Obrazek 21 Vysledky FCS analyz 300nm castic v prostredi hyaluronanu (M = 500-750 kDa)
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Piiloha 3

1000 - i
100 - .
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0,0000001 - - - - - . . |
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Obrazek 22 Vysledky FCS analyz 30nm castic v prostiedi 20% a 60% glycerolu a vody

Ptiloha 4
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Obrazek 23 Vysledky FCS analyz 30nm castic v prostredi hyaluronanu (3 g/l)
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Ptiloha 5
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Obrazek 24 Vysledky FCS analyz pro 30nm castice v prostredi riizné koncentrovaného hyaluronanu
s molekulovou hmotnosti 90-130 kDa

Ptiloha 6
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Obrazek 25 Vysledky FCS analyz pro 30nm castice v prostiedi rizné koncentrovaného hyaluronanu
s molekulovou hmotnosti 500—750 kDa
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