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ABSTRAKT

Tato diserténi prace je ¥novana studiu pokeilych stacionarnich a&asow rozliSenych
fluoresceknich technik utenych pro vyzkum vlastnosti micelarnich sysiénvybrané
fluoresceni metody byly pouzity pro charakterizaci kationtolr micelarnich systéin
septonexu a CTAB a nasledmpro studium jejich interakci s hyaluronanem. Zampoi
pyrenu jako fluoresceémi sondy bylo studovano agréga chovani danych tenZid
z emisniho polaritniho indexu pyrenu bylacema jejich kriticka micelarni koncentrace
(CMC) a pomoci zhésSeni fluorescence pyrenu agrégasio micel. Dale byly studovany
zmeny zékladniho fluorescéniho chovani fluoresceinu a prodanu v konceniraskale
septonexu od velmi nizkych koncentraci pod CMC axxkolikanasobs vySSi koncentrace
nez CMC. Velkou kapitolu tid studium Forsterova ipnosu energie mezi perylenem
a fluoresceinem v micelarnim pretii danych tenzida vliv piidavku hyaluronanu do tohoto
systému. Nasledujici kapitola jeénovano stacionarnimu &aso¥ rozliSenému rreni
anizotropie fluorescence a jeho pouziti pro stududivu postupného iidavku hyaluronanu
k micelarnimu roztoku septonexu a CTAB. Posledrpitkéa pojednava o fotofyzikalnim
chovani prodanu viznych prostedich (voda, septonex pod i nad CMC, roztok hyalana,
micelarni roztok septonexu s hyaluronanem), kteyl lliskutovano na zakladmereni
caso¥ rozlisSenych spekter.

KLi COVA SLOVA

Septonex, CTAB, hyaluronan, pyren, perylen, fluoees, prodan, FRET, anizotropie
fluorescence, TRES



ABSTRACT

The dissertation thesis deals with study of advdnseeady-state and time-resolved
fluorescence techniques, which can be used foysitichicellar systems properties. Selected
fluorescence techniques were used for characteneaif Septonex and CTAB cationic
micellar systems and theirs interactions with hy@han. Fluorescent probe pyrene was used
for determination of critical micelle concentrati@MC) and micellar aggregation number of
these surfactants. The changes of fluorescencevioeineof fluorescein and prodan were
studied in wide concentration range of Septonexxthapter of thesis deals with study of
Forster resonance energy transfer between pergleddluorescein in Septonex and CTAB
micellar solutions and the effect of hyaluronaniaodd to these systems. Also steady-state
and time-resolved fluorescence anisotropy studieeewused for research of the effect of
hyaluronan addition to micellar solutions. The lastapter of this thesis is focused on
photophysical behaviour of Prodan in different solhs (water, Septonex solutions below
CMC, hyaluronan solution, Septonex micellar solutand Septonex micellar solution with
hyaluronan), which was discussed on the basism@-tesolved emission spectra.

KEYWORDS

Septonex, CTAB, hyaluronan, pyrene, perylene, #soein, prodan, FRET, fluorescence
anisotropy, TRES
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1 UvOD

V poslednich desetiletich nachazeji fluoregoénechniky uplatani v Siroké Skale aplikaci,
v nichZz se vyuZivaji pro studium vlastnosti fyzikathemickych i biologickych systéim
Tyto metody, jeZ Ize primd&rozdlit na stacionarnisteady-statea casow rozliSené, mohou
také poskytovat cenné informace o koloidnich systédma jejich interakcich, tykajicich se
predevsim struktury, dynamického chovani a asoéth proces.

V ramci této diseréni prace jsou pomoci fluoresa@mich technik studovany vlastnosti
micelarnich koloid, jejichz struktury se v mnohém podobaji biologitckymembranam.
Amfifilni molekuly tenzidh asociuji nad kritickou koncentraci, znameé jakai¢ka micelarni
koncentrace, za vzniku termodynamicky stabilniclekavalentd vazanych agregat
s dynamickym charakterem, zvanych micely. Micelyhmo byt vyuzivany jako membrany
mimetickych systérin pro charakterizaci membranovych proteiti peptidi, nebo jako
prostedky pro podavani ve veédnerozpustnych t@v. Oproti biologickym membranam
nabizeji pro fluoresceéni studium vyhody v pod@bpiesré definované velikosti a optické
transparentnosti.

Hlavnim cilem této prace je rogsni pouziti pokrdilych fluoresceginich technik
dostupnych na Skolicim pracovisti a jejich vyuziio studium vlastnosti kationtovych
micelarnich systéi (Septonex, CTAB) a studium jejich interakci s liyahanem, jakoZzZto
typického pedstavitele biopolymérpouzivanych na této fakalt
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Fluorescence

Obecr pii fotoluminiscenci dochazi vlivem absorpce primamelektromagnetického imni
k excitaci molekuly, po niz nasleduje deexcitac®japa s emisi sekundarnihoiedi
v ultrafialovéci viditelné oblasti.

Po absorpci vhodného elektromagnetickéhi@ziamolekulou v zakladnim stavy 8ojde
k prechodu valetniho elektronu do hladiny s vysSi energimz dojde k vytveéeni jednoho
ze dvou elektronayrozdilnych excitovanych stév Prvnim z nich je vySSi singletovy stav
(ozn. S) ve kterém jsou spiny dvojice elektfoantiparalelni, a je z kvant®mechanického
hlediska nejpravtpodobrjSi. Druhym je pak tripletovy stav (ozn. T), ve kterésoy spiny
dvojice elektrof orientovany paraletn Z vySSiho energetického stavu se molekula
deexcituje fiznymi deaktivanimi procesy, z nichZz jsou ze spektroskopickéhodibka
dulezité z&ivé prechody. Dle uplattného typu zévého pechodu pak rozdujeme
fotoluminiscenci na fluorescenci a fosforescenci.

Jabtaiskiho diagram na obr. lighled® prezentuje mozné #aé a nezévé procesy
probihajici mezi elektronovymi stavy. Zakladni sokbédiagramu je ti@no zobrazenim
relativnich energetickych hladin molekuly v zakladrstavu a stavech excitovanych iixéa
piechody jsou znazoény pomoci pimych Sipek, nezé/é prechody vinovkami.

A _——— -
E S — —
A i —
: T
(¢ mezisystémovy
ry < prechod
— L3 (¢ —
pr— S] A v P —
A E—
T, 4 Py ~—
i vibraéni
) v relaxace v \
( v A\ 4 /
\ v v \
Sp X ¥ Y
absorpce fluorescence fosforescence

Obr. 1: Jabtoiskiho diagram.

Dle Kashova pravidla nastavaji izé& prechody pouze z nejnizSich vibrdach hladin
excitovanych stav. Pokud se elektron nachazi na vysSi \brehladiré, dochazi nejprve
k relaxaci vibr&ni energie, fipadré vnitini konverzi, kteréfadime k velmi rychlym
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nez&vym procesm. Pri vnitini konverzi pechazi elektron mezi elektronovymi stavy se
stejnou spinovou multiplicitou (n&pS, — S;). K nez&ivym procesm pati i mezisystémovy
piechod, pi kterém elektron vykona zakazanyephod mezi stavy s odliSnou multiplicitou
(nag. S — T1). U nezdivych proceg, probihajicich mezi jednotlivymi ratag-vibratnimi
hladinami fiznych elektronovych stay se celkova energie systému na rozdil ofivgéh
proces neneni.

Pri fluorescenci dochazi ke spinbypovolenému zé&ému gechodu elektronu obvykle
z rovnovazné hladiny;Slo rékteré z vibrénich hladin stavu zakladnihg.Sedna se o velmi
rychly prechod sasem trvani ¥vadu nanosekund.

U fosforescence dochazi ke spid@akadzanémuipchodu elektronu z tripletové hladiny
T, do stavu z&kladnihopSAby byl @i tomto prechodu dodrZzen Pauliho vylovaci princip,
musi dojit ke zrén¢ orientace elektronového spinu, coAigpbi, Ze doba #éni je daleko
delSi nez u fluorescence. Typicky se jedri@®v rozmezi milisekund az sekund.

2.1.1 Zakony a pravidla fluorescence

Fluorescence s#di nekolika hlavnimi pravidly a zakony [1; 2]. Prvnimnich je Stokedv
zakon, kterykika, ze vinova délka emise jét8§i nebo rovna vinové délce exe¢idho zdeni

(Aem > dexd. Emisni spektrum je tedy oproti absémgmu posunuto k vy$Sim vinovym délkam

e

vibraéni relaxaci. Vysledny posuv spekter se nazyva Stokposuv.

DalSim je tzv. Kashovo pravidlo. Podl€jmpied emisi fluorescéniho kvanta dochazi
k relaxaci vibréni energie a vnihi konverzi, coZz ma za néasledek, Ze k fluore&cenu
piechodu dochazi z nejnizsi vibra hladiny excitovaného singletového stavud® stavu
z&kladniho § &koliv po absorpci zi@ni mize dojit k excitaci i do vySSich viknaich
a energetickych hladin. Tento jev jeaspben malym energetickym rozdilem mezi hladinou
S: a vys8imi energetickymi hladinami, diky kterémuzimeimi prednostd probihaji velmi
rychlé nezéivé procesy. Proti tomuto pravidlu existuji ale yjisnky, a to v gipad, Ze

energeticky rozdil mezi hladinamj 8 S je srovnatelny s deaktivaci do zakladniho stavu.

Tretim je tzv. Vavilovo pravidlo, které vychazi z Kasa pravidla aik4, Ze kvantovy
vytéZzek a doba trvani excitovaného stavu sloZitych kubdle roztoku nezavisi na vinové
délce budiciho zaéni. Z toho tedy vyplyva, Ze emisni spektra fluoeege nejsou zavislé na
excitatni vinové délce

2.1.2 Charakteristiky fluorescence

Doba zivota

Doba Zivota excitovaného stavu spolu s kvantovynmiéakem pati k nejdilezitejSim
vlastnostem fluoroforu [2]. Je ¢gna pimérnym ¢asem, ktery molekula setrva v excitovaném
stavu, neZ fejde do stavu zakladniho.

Na nasledujicim obr. 2 jsou schematicky shrnutyhlogini konstanty moznych prodes
depopulace excitovanych stavednotlivé indexy znamenaiji:

12



r — z&ivy prechod IC — vniini konverze S —fechod $— S

nr — nezévy piechod ICS — mezisystémovyazhod T—fechod T — S
k[S(‘
S, NN
Tl
Y ; %k:,
SO - - vy
ke + ks = Ko

Obr. 2: Schématické znazami depopulace excitovanych sid?].

V ptipact ziediného roztoku fluoroforu Aiejde po excitaci velmi kratkym pulzemieai
v ¢aset = 0 ukity pocet molekul fluoroforu do vyssSiho energetického st&y. Posléze se
navrati do zakladniho stavy &ivymi ¢i nez&ivymi prechody. Tento procestbe byt pro
molekulu fluoroforu A popséan diferencialni rovnici:

d[A*]
dt
Po jeji integraci ziskame vztah:

= (kP + ki) - [A7]. (1)

[A] = [A]oexp (— ), @

kde [A*]o odpovida koncentraci excitovanych molekul A pulzeaset = 0 azs je doba
Zivota excitovaného stavu,Xterou niizeme vyjadt rovnici:

1

- (3)
kS + k5.

Ts

Intenzita fluorescencé je definovana jako mnoZzstvi emitovanych fatovetazené na
jednotkucasu a objemu. Po excitaci velmi kratkym pulzenemévcaset = 0 je intenzita
fluorescence v kazdém okamzikdirpo unerna koncentraci excitovanych molekul [A*]
s faktorem Grarnosti odpovidajicim rychlostni konstamivé deexcitacd;®.

ip(t) = kP[A* ], exp (— T£> : (4)

S

Doba Zivota homogenni populace fluordfdryva velmicasto nezavisla na vinové délce
excitatniho zd&eni stej jako emisni spektrum.

Kvantovy vy#Zek

Za kvantovy vygzek @ oznaujeme podil excitovanych molekul, které se naviadej

zékladniho stavu (Semisi fluorescetmich fotori. Jeho hodnotu fizeme spéitat dle
nésledujici rovnice:
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S (5)

Jinymi slovy, kvantovy vyek lze vyjadit jako pongr poctu emitovanych fotoin
vzhledem k p&tu fotoni absorbovanych. Pokud zavedem#vzar dobu Zivota, jako1/k,°,

pak mizeme kvantovy vyZek vyjadit rovnici:

Ts

P = (6)

T,
Excita¢ni a emisni spektrum

Pro fluoreskujici molekulu jsou charakteristick& dpektra — excitani a emisni. Excitanim
spektrem je zavislost intenzity fluorescenéej@dné vinové délce nadnici se vinové délce
excitatniho z&eni. Vystihuje tedy relativnidinnost budiciho zéni iznych vinovych délek
na vyvolani fluorescence. Emisnim spektrem je #@stisintenzity fluorescence na vinové

délce pi konstantni vinové délce excitujicihoreai.

Pro velké mnoZstvi organickych molekul plati tzvdkan zrcadlové symetrie mezi
absorgnim a fluorescefmim pasem. Tato symetrie jetgobena tim, Ze absorpce i emise
z odpovidajicich si vibemich hladin maji stejnou pragodobnost. ¥tSina absorbujicich
i emitujicich molekul se nachazi v rovnovazném alibim stavu, ficemz vibr&ni struktura
zakladniho i excitovaného stavu ma stejnou struktugjimky z pravidla zrcadlové symetrie
jsou obvykle dsledkem rozdilného geometrického usm#@ni atomovych jader

vV excitovaném stavu oproti usialani ve stavu zakladnim.
N

Intenzita

absorpce emise

>

Vinova délka

<>

Stokestv
posuv

Obr. 3: Znazorrni Stokesova posuvu a zrcadlové symetrie meziairsor a emisnim spektrem.

2.1.3 Fluorescertni sondy
Fluorescetini sondy jsou vyuzivany v Siroké Skale &oW. Negastji se vyuZivaji pro
studium fyzikalg-chemickych, biochemickych a biologickych systém Obecw Ize
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fluorescewni sondy rozdit do tiéi skupin: vnitni sondy, kovalenth vazané sondy
(fluorescerni znaky) a fyzikalre vdzané fluoresceéni sondy.

Za vnitni sondy ozné&ujeme molekuly nebo jejichéasti, které vykazuji vlastni
fluorescenci. Hkladem mohou byt proteiny fluoreskujici v ultrdéi@é oblasti, v nichZ jsou
hlavnimi fluorofory aromatické aminokyseliny, fapryptofan, fenylalanigi tyrozin.

Fluorescetinimi znakami jsou tzv. nevlastni fluorofory, které jsou katentré navazany
na danou zkoumanou latkGasto se vyuzivaji k fluorescamimu znaeni proteif. V tomto
piipadt se pak zpravidla jedna o derivaty fluoresceinageminu a erythrosinu.

Posledni skupinou jsou fyzikanvazané fluoresceni sondy. \étSinou se jedna o malé
organické molekuly, které jsou ke sledované stitgktuazany nekovalentn— po jejich
pfidani do systému se wm zpravidla inkorporuji na z&klad rozpustnosti nebo
elektrostatickych interakci. Jejich fotofyzikalnihavani byva specificky zavislé na
vlastnostech progtdi, ve kterém se nachazeji (pH, iontova sila, rjjalaviskozita, tlak,
teplota, pitomnost zhale a dalsi).

Vzhledem k nefebernému mnozstvi sond s rozdilnymi vlastnostneréktimo#uji ziskat
urtité informace o daném systému, je volba vhodnérdlsmeiini sondy kiéovou sodasti
experimentu.

Pyren

Pyren pati mezi casto vyuzivané fyzikath vazané fluorescéni sondy. Jedna se
o polyaromaticky uhlovodik s vysoce symetrickou ekolou, diky které vykazuje vysokou
citlivost na polaritu prostiedi,, ve kterém se nachazi.

Qhr. 4: Malekida.pyevu...

U nékterych aromatickych molekul s vysokym stépnsymetrie je abso¥pi prechod ze
zakladniho do prvniho singletového stavyg {5 S;) symetricky zakazan. Jednotlivé vibna
piechody v tomto pasu jsou pak silmavislé na polarit rozpou&dla, v nichz se molekula
sondy nachazi. Tento jev je nazyvan hianefekt. Akira Nakajima byl prvni, kdo se touto
problematikou u pyrenu zabyval [3]. Relativni &g intenzity jednotlivych vibrénich pag
ve fluorescednim spektru pyrenu majigpod v pekryvu zakadzaného prvniho a povoleného
druhého excitovaného stavu. Majoritni interakcedtipdukovany dipdl mezi prostdim
a pyrenem zfsobuiji, Ze vibréni prechod 0-0 je sikh zavisly na polarit prostedi. Cim je
rozpoustdlo polarrjsi, tim se pravépodobnost fechodu 0-0 zvySuje. Vibéai maximum
tohoto rechodu (1) se nachaziipvinove délce 373 nm. Jako refetan pas slouzi jfechod
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0-2, jehoZz maximum ma vinovou délku 383 nm. Kemi polarity prosedi se pak vyuziva
pomer intenzit €chto pas (l1:13) ozna&ovany jako emisni polaritni index EmBébo taktéz
pouze pyren 1:3 po&n Typicky nabyva hodnot v rozmezil,9 pro polarni rozpouidla
(1,87 pro vodu) &0,6 pro nepolarni pragdi (0,58 pro hexan) [4].

Excitatni spektrum pyrenu reaguje na zvysujici se polapitostedi posunem svého
maxima k vySSim vinovym délkam. Exaitd polaritni index ExPje pak stanovovan jako
poner intenzity fluorescencerp333 nm a 338 nm [5; 6].

1.2

nepolarni prostiedi
= polarni prostredi

------- excimer

0.8

0.4

Norm. intenzita fluorescence

300 350 400 450 500
Vinova délka (nm)

Obr. 5 Zmeny v exciténim a emisnim spektru pyrenu v zavislosti na p@lgmiostedi. Mode jsou
znazor@na spektra pyrenu v cyklohexandaverg v acetonu.

Dale mohou molekuly pyrenu tiib tzv. excitovany dimer neboli excimer [7]. Vlivem
excitace molekuly pyrenu dochazi ke&wjeji struktury a diky vzniku indukovaného dipélu
je pak tato molekula pyrenu schopna interagoval$ dneexcitovanou molekulou pyrenu.
Tvorba excimeru ma za nasledek ztré&sti energie excitované molekuly, coz vede k posunu
maxima fluorescence k delSim vinovym délkam. Tvowsecimeru pai mezi difuzr
kontrolované procesy — intenzita maxima fluoreseenpe funkci koncentrace pyrenu,
mikroviskozity okoli a v pipadt micelarnich roztok i funkci rozaleni jednotlivych molekul
pyrenu v hydrofobnich jadrech micel. Panintenzity fluorescence pyrenového excimeru

(470 nm) a monomerni formy pyrenu (373 nm) Ex:Ie taktéz oznét jako tzv. viskozitni
index.

Pyren jecasto vyuzivan jako fluoresc&m sonda pro charakterizaci koloidnich sysiém
[8-12]. Diky polyaromatické strukite molekuly ma pyrenipvazrg hydrofobni charakter. Ve
vodk je pouze velmi malo rozpustnyfigemz z ni poskytuje charakteristicky fotofyzikalni
signél. Na z&kladmeéreni EmPI (pop EXPI) pyrenu lze u roztdkbéznych tenzid stanovit
kritickou micelarni koncentraci (CMC) [13-16].
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Pfi nizkych koncentracich tenzidu (pod CMC) odpovidapdnoty polaritniho indexu
vodnému prosedi — v systému nejsou vytemy zadné micelarni atvary, do jejichz
hydrofobnich jader by se molekuly pyrenu mohly bdlmovat. Ri dosazeni CMC pak
dochézi k vyraznému poklesu hodnoty polaritnih@xdzpisobeného patkem inkorporace
molekul pyrenu do hydrofobnich jader vznikajicidkaiti. Nad CMC pi dalSim zvySovanim
koncentrace tenziduigtava hodnota polaritniho indexu konstantni, jeifgpu jiz molekuly
pyrenu solubilizovany v hydrofobnich jadrech micel.

DalSi, velmi citlivou vlastnosti pyrenu na formgmivnich micel okolo hodnoty CMC, je
tvorba excimeru, jehoZz intenzita fluorescenceijenp untrné pravdpodobnosti jeho tvorby.
Pri koncentraci tenzidu nizSich nez CMC je prgwaldobnost tvorby excimeru velice nizka.
Totéz plati i vySe nad CMC, kdy je jiz vyttem velky p@et kompaktnich micel a je vysoce
neprav@podobné, Ze se v jedné micele bude nachazet vicdiea molekula pyrenu. Oproti
tomu se v oblasti okolo kritické micelarni koncawt tenzidu, vlivem inkorporace molekul
pyrenu do prvnich dkolika malo vzniklych micelarnich Utvar zvySuje pravépodobnost
tvorby excimeru, coZ se v emisnim spektru pyremjepi relativié silnym natistem intenzity
fluorescence v oblasti kolem 470 nm.

Parametr

Ex:Mo

>
rd

CMC Koncentrace tenzidu

Obr. & Modelové piibehy jednotlivych parameir(index:) pyrenu.
Perylen

Perylen je jednou z fyzik&n vazanych fluorescénich sond, které byvaji vyuzivany
k méteni polarizované fluorescence v koloidnich systémeledna se o polyaromaticky
uhlovodik se symetrickou molekulou, jehoz exsiiaa emisni spektrum ukazuje vyznamneé
struktury v zavislosti na jednotlivych vilifigich hladinach zakladniho a excitovaného stavu
a plati mezi nimi zdkon zrcadlové symetrie (Obr. 7)

Perylen méa hydrofobni charakter, detho rozpousti &Sina organickych rozpoustel.
Vhodna jsou pro & rozpoustdla s nizkou permitivitou, jako je aceténn-heptan. Ve vod
je perylen tém& nerozpustny. V micelarnim roztoku se jeho moleksblubilizuji do
prostoru hydrofobnich jader. Jeho Iuminis@@n vlastnosti jsou iimo ovliviiovany
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rozpustnosti v daném préstli, proto se peryletasto vyuziva jako fluoresceémi sonda pro
studium lipidickych membran a lipozd@nil7—-20] i micelarnich systéini21-24].

Molekula perylenu ma planarni diskovity tvar, ¢haz se pedpoklada, ze rotace v ro¥in
bude vyraza rychlejSi nez rotace mimo rovinu,iipkteré musi odhrnovat molekuly
rozpoustdla. Chova se tedy jako anizotropni rotor. Rotalynamika perylenu ve viskdznich
rozpoustdlech byla pedmétemtady publikaci [25-28].

V mikrokrystalické fornd v excitovaném stavu vytvid perylen excimery s charakte-
ristickou emisi Wervené oblasti viditelného spektra a dobou Zivdteréscence vadu
desitek nanosekund [29]. V rozptrgé forn® pii nizkych koncentracich perylen excimery
nevytvai.

0.8

0.6

0.4

Norm. intenzita fluorescence

0 L PO,
300 350 400 450 500 550 600
Vinova délka (nm)

Obr. 7. Excitacni a emisni spektrum perylenu v micelarnim rozt6GRAB. V pravém hornim rohu
obrazku je vyobrazena molekula perylenu.

Prodan

Tato fluorescetni sonda citliva na polaritu prdeti, ve kterém se nachazi, je v ramci
poslednichttyiech desetileti vyuzivana zejména pro studium fymékéhemickych vlastnosti
biologickych systérn, buré¢nych a modelovych membran [30-35]. V posledni&dbbla
vyuzita i pro vyzkum vlastnosti reverznich micebf39] a dalSich micelarnich systé&nf40;
41]. Jednéa se o aromatickou sleninu s intramolekularnimignosem néboje (ICT). Prvnim,
kdo se syntézou prodanu a jeho charakterizaci zhbipyl G. Weber. Objevil, Ze prodan
vykazuje vyrazny posun maxima emise od 530 nm wénem prosedi az po 400 nm
v hydrofobnim uhlovodikovém prdstdi (401 nm v cyklohexanu) [42].

P excitaci molekuly prodanu v roztoku dochazi kwggeni indukovaného dip6lu, coz
vede vlivem elektrostatickéhotugobeni k reorientaci okolnich molekul rozp&dsd.
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Orientaci &chto molekul pak dochézi ke ztt&nergie v systému a tedy posunu emisniho
spektra prodanu k deldim vinovym délk&tim vy3si bude polarita rozpoggta, tim k vy3si
ztragé energie v systému dojde. S rostouci polaritou tpeds a také ftomnosti H-vazeb
dochazi k bathochromnimu posunu emisniho spektra odapu.

———cyklohexan ==—chloroform == 1-oktanol =——methanol voda

1.0
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Obr. 8 Emisni spektrum prodanu v rozpatdiech s fiznou polaritou.

Excitovana molekula prodanu sdibe vyskytovat ve dvouiznych stavech. Prvnim z nich
je tzv. LE stav lpcally excited, ktery mize prejit na energeticky chudsi tzv. ICT stav
(intramolecular charged transferred V nepolérnich progtdich dochazi zpravidla k emisi
z&eni z LE stavu, v polarnich pak diky silné interakaozpoudtdlem ze stavu ICT [37].
V micelarnim systému prodan emituje z obou vySedamgch stafr. Jeho emisni spektrum je

pak vysledkem sloZeni spekter jednotlivych étamdanu emitujicich z rozdilného priesti.

CHy
*

I+
N—CH
l l N CH3 l A CH3 ~‘l 3
CH;CH —c —> CH3CH2—C ‘ CH3CH2—IC
o-
LE ICT

Obr. 9: Struktura molekuly prodanu — LE stav (lok&lexcitovany) a ICT stav (intramolekularni
prrenos naboje).

2.2 Princip stacionarni a ¢asow rozliSené fluorescetini spektroskopie

Fluorescetini spektroskopické metody nalézaji upkatinv Sirokém poli obar a aplikaci.
Obecré je mizeme rozdlit do dvou zakladnich skupin: stacionarni nebalidlené gteady-
state acasow rozliSené fime-resolvell

19



2.2.1 Stacionarni fluorescerni spektroskopie

M¢éteni stacionarni fluorescence fdahezi Ezné analytické techniky. Principem této metody
je meteni emisnich spekter, tedy intenzity fluorescenae gxcitaci vzorku z&nim
o konstantni vinové délce.

® zdroj zéteni

ﬂ excitatni
monochromator
polarizator [ -
referencni
S e
rozdélovac paprsku \ .............. D detektor
i N detektor
polarizator | i/t N
S i®
cela se vzorkem .
emisni
monochoromator

Obr. 10: Schéma &ného spektrofluorimetru.

Na obr. 10 je vyobrazeno zakladni schénganBho fluorimetru pro #feni stacionarni
fluorescence. Nkeni probiha f konstantni excitaci kontinualnim paprskem zdrégcitacni
monochromator slouzi k vg¢hu poZzadované vinové délky budicihorerdi, které je déle
vedeno do cely se vzorkem, kde budi fluorescenuitdvané zéeni vzorkem se &ivSemi
smery, piicemz detektor je umi&t v pravém Ghlu od sénu excitujiciho zgeni kvali mozné
kontaminaci signalu excitaim zdrojem. Red detektorem je umist druhy monochromator,
pomoci kterého je volena vinova délka snimanéhaaamého zéeni. Vysledkem klasického
fluorescerniho nefeni jsou pak excitai a emisni fluorescéni spektra. Polarizatory slouzi
k vybéru daného siru excit&niho/emitovaného #éni @i anizotropnim nireni
fluorescence.

Obecr, emisni spektrum fiZe byt vysledkem sloZeni ékolika vzajemg se
piekryvajicich spekteniznych fluorofofi, pfipadré jednoho typu fluoroforu nachazejiciho se
v riznych formach (viz obr. 11). &leni stacionarni fluorescence nam tedy poskytuje
informace o gedni intenzi fluorescence dané vazenymiumerem vSech dob Zivota daného
systému.
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Obr. 11: Dekonvoluce emisniho spektra na jednotlivé kompgnen
2.2.2 Casow rozlisena fluoresceiini spektroskopie

Casow rozlisena miteni na rozdil od stacionarniho umiaf zjistit doby Zivota diich
(forem) fluorofoli a jejich relativni intenzity. Pomoci nichateme ziskat informace
o dynamice excitovanych stavktere jsou dlezité profadu fotofyzikalnich, fotochemickych
¢i fotobiologickych proces Negastji ¢asow rozliSené metody dime na metody pulzni
a metody fazo¥ modulovaného excitaiho zdeni.

Metoda TCSPC

Pod zkratkou TCSPCT{me-correlated single photon countjnge ukryvd metod&asow
korelovaného @tani fotorii, kterd pati pod pulznicasow rozliSené techniky. Je zaloZena na
principu, Ze pravgpodobnost detekce jednoho fotondaset po predeslém excitaim pulzu

je piimo umérna intenzi¢ jeho fluorescence v tomttase [1; 43]. R méieni je sledovaras
mezi excitgnim pulzem a detekci emitovaného fotonu. Tef@® je vynesen do histogramu,
jehoz osa predstavujetasové intervaly, tzv. kanaly a oggacet foton, které jsou v daném
c¢asovém useky zaznamenany.

Na obr. 12 je schematicky vy&len princip této metody. Bfeni je iniciovano velmi
kratkym pulzem zéni, ktery je realizovan laserovou diodou. Tentde pexcituje vzorek
a zarové posila signal elektronice. Ve vysledku, na jedraitacni pulz gipada mén nez
jeden detekovany foton — typicky je jeden fotonetevan zhruba za sto exditach pulz.
Signal jde do prvniho kanaluigs ,diskriminator konstantni funkce* (CFD eonstant
function discriminatoy, ktery zn&ti piresnycas excitédniho pulzu. Dale je signal vederep
.prevodniké¢asu na amplitudu” (TAC #ime-to-amplitude convertprkde spusti nast nagti
linearre s¢asem. Mezitim excitovany vzorek vykazuje fluorestenemitované fotony jsou
zaznamenavany druhym kanalenteghycas dopadu emitovaného fotonu je&en druhym
CFD prvkem, ktery v témzeéase posilastopsignal do TAC pevodniku, kde bylo do téhle
doby generovano nap. Velikost tohoto nagti je piimo Ungérna casovému zpozthi mezi
excita&tnim a emisnim signalem. N&p je v piipac poteby zesileno v zesilova (PGA —
programmable gain amplifi¢ra nasledé pirevedeno naiselnou hodnotu v ,analogév
digitdlnim grevodniku“ (ADC —analog-to-digital convertgr Kvali minimalizaci faleSnych
hodnot signalu je n&fi omezeno uwitym rozsahem hodnot. JestliZze signal nespadé tmdo
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rozsahu, je potteen pomoci diskriminatoru (WD window discriminatoy. Nagti prevedené

na digitalni hodnotu je uloZeno jako jedna uda®santenoucasovou prodlevou. Tento
proces se neustale opakuje do dosazef@ného poétu detekovanych fotan Pro spravné

vyhodnoceni poklesu intenzity fluorescence jeqdm minimald 4 000 fotord [1].

vzorek

cg N
Q
—“——|LED dioda “;g ) At
8- »
A >
CFD cas (ns)

S
start g — L PGA ﬂ
A Stop _/_ ADC

4.

(CIziD)

Em. A WD
A 8

A

Obr. 12:Princip mereni metodou TCSPC — dle [1]. Jednotlivé zkratky js¢gs¥tleny v odstavci vysSe.
Vyhasinani fluorescence

Casow rozlisené fluoresceéni mefeni je na rozdil od stacionarniho absolutni metodou
Stanovena doba Zivota fluorescence fluoroforu jeiwhviastnosti molekul fluoroforu, tudiz
je, za utitych predpoklad, nezavisla na jeho koncentraci.

Obecnr, vyhasinani fluorescence excitované molekuly fifamu zgEt do zakladniho stavu
muze byt v gipact mono-exponencialniho poklesu vyfado rovnici:

I(t) = I exp (— ;), (7)

kde lp ozna&uje intenzitu fluorescence daset = 0 po excitaci a odpovida dob Zivota
fluoroforu.

Ackoliv je vyhasinani fluorescence zaloZzeno na koeeteakce prvnihtadu, mohou nastat
situace, které vedou rkulti- nebo nonexponencialnimu vyhasinanitriadem niize byt
vyhasinani populace fluorofomachéazejici se v nehomogennim prest nebo probihajici
zh&Seci proces jiné vlivy prostedi, v @mz se molekuly fluoresceéni sondy nachazeji.

CasoV rozlisena spektra (TRES)

Tato technika je uzitma v Fipac, kdy se ve vzorku nachazi vice emitujicich slozek,
piicemz vysledné emisni spektrum je vysledkem vzajesengekryvajicich spekteriznych
fluorofori ¢i forem fluorofof.

Jedné se o0 souboasow zavislych pokles intenzity fluorescence #&enych nafi¢ celym
emisnim spektrem sgitym krokem vinovych délekAl. Ziskané vyhasinaci fikky
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fluorescence jsou pak vyhodnoceny vhodnym matekyaticmodelem (1-5 exponencialni
funkce), ¢imZ jsou ziskany parametry pebné k vypoétu intenzit fluorescence viznych
casech. TRES lze pak zrekonstruovat dle vztahu:

-t
2% (De¥ . (8)
Zj X; (A)Tj(/l),
kde Iss predstavuje steady-state intenzitu fluorescemcgs doba zivota excitovaného stavu
aa;j je jeji prislusna amplituda.

I(4,t) = Iss(A)

2.3 ZhaSeni fluorescence

Vlivem piitomnosti zha&e mize byt fluorescence molekul fluorototast&né nebo upls
potlatena. Obecky dle mechanismu tohoto procesuglimhe zhaseni fluorescence na
dynamické a statické.rPstatickém zhaSeni dochazi k vykeai nefluoreskujiciho komplexu
mezi fluoroforem a zha8em, coz vede ke sniZeni g molekul schopnych emitovat
fluorescenci, aniz by byla ovli¢na stedni doba Zivota fluorescence vzorku. Nppct
dynamického zhaSeni dochazi ke srdzkdm mezi exrifoni fluorofory a molekulami
zhasée, jez vedou k neti@ému gechodu do zakladniho stavu.

2.3.1 ZhaSeni fluorescence v homogennim prastdi

V homogennim prostdi obsahujicim fluorescé&mi sondu P a zhaSeQ lze excitaci (9)

a dynamické zhaseni (10) popsat nasledujicimi srakov nichZry predstavuje dobu Zivota
fluoroforu bez pitomnosti zhasee, k zn&i rychlostni konstantu vyhasinani fluorescenég a
ozna&uje bimolekularni zhaSeci konstantu.

P+ hy 2 pr (9)

k
P +Q SP+Q (10)
V piitomnosti zhaSe je doba zivota fluoroforu pii dané koncentraci zh&%e [Q] dana
vztahem:

1 1
T T
Vztah (11) byva velméasto upraven do Stern-Volmerovy rovnice, ktera wdopu:

% =1+ ko[Ql, (12)

kde Ksv = tokg byva ozn&ovano jako Stern-Volmerova konstanta. Pokud maedigsroces
¢ist¢ dynamickou podstatu, pamry/ T odpovida poréru intenzit fluorescencky/!.

U statického zh&Seni molekula fluoroforu P v zakled stavu vytvB se zhaSgem Q
komplex PQ, ktery neemituje ini. Rovnovazna konstanta tohotgjedKeq pak zavisi na
vlastnostech paru flurofor/zhdSe jejich mikroprosedi

23



P+Q <3pQ (13)

Jestlize dynamické a statické zhaSeni fluorescgmubihaji sovtasré, pak Stern-
Volmerova rovnice fechazi do tvaru

lo
7 = (14 Keq[Q)(1 + Ksy QD (14)

2.3.2 ZhaSeni fluorescence v micelarnim progedi

Sféra efektivniho zhaseni

V piipack, kdy fluorofor v excitovaném stavu a zh&Ssemohou manit svoji vzajemnou
pozici v prostoru (najklad v prostedi s vysokou viskozitou nebo v rigidni matricigvrhl
Perrin model zhaSeni, ve kterém dochazi ke zhd&esrescence fluoroforu pouze tehdy,
pokud se molekula zh&%e nachazi uvnit efektivni sféry o objemuvp, kterd obklopuje
fluorofor. Pokud se zh&&@achazi mimo tuto efektivni sféru, nemé na fluceesi fluoroforu
zadny vliv.
Rovnice Perrinova modelu ma tvar:
Iy

4
In— = Kp[Q] = VoNalQ] = 37Rs* Na[Q] (15)

kde je Kp ozna&ovéano jako Perrinova konstantslp je objem sféry,Na je Avogadrova
konstanta &s ozna&uje polongr efektivni sféry.

Uréeni agregdniho ¢isla

V piipact stacionarniho ®teni fluorescencegisté dynamického zhasSeni a za dodrzeni
podminek, Ze se vsystému nachazi pouze imobilniekaly fluoroforu a zhase,
koncentrace fluoresceni sondy je daleko niZSi neZ koncentrace micel raépdoncentrace
zhaSée a micel se pohybuje vrozmezi 0-2, pakémmintenzity fluorescence imeme
vyjadrit vztahem:

kde lo je intenzita fluorescence bezitpmnosti zh43e, | je intenzita fluorescence

s pritomnosti zhas® o dané koncentraci [Q] a [M] zti&koncentraci micel v systému.
Pokud distribuce molekul fluoresaar sondy a zhage podléha Poissonéwstatistice, pak

muzeme z vyneseni zélvisloisﬁi%0 na koncentraci zha&e [Q] ukit agregani ¢islo micelNag

z hodnoty srérnice této zavislosti:

IO _ Nag
"7 = o -
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kde [S] je koncentrace roztoku tenzidu a [CMC] amj@ hodnotu kritické micelarni
koncentrace daného tenzidu.

Pfi casow rozliSeném réreni metodou TCSPC je molekula sondy excitovanakymnat
swtelnym pulzem. V idedlnimifpadt je za nefitomnosti zha%& vyhasinani fluorescence
sondy monoexponencialni. Vlivemrifpmnosti zhaSge se pak vyhasinaciiitka meni
v biexponencialni a fiZe byt proloZzena rovnici, kterou navrhl Infeltaachiya [44] [45]:

I1(t) = 1(0) exp {—T—to - C[l - exp(—kqt)]}, (18)

kde I(t) a I(0) jsou intenzity fluorescencecaset a véase 0,19 zn&&i dobu Zivota sondy
v micelarnim prosedi, C predstavuje po®r koncentrace zha®e a micel aky rychlostni
konstantu zh&seni.

Po vyneseni zavislos@ na koncentraci zh&®e Ize ze srrnice této zavislosti vypitat
hodnotu agregaihocisla:
N,

— ag
€= [S] — [CMC] QI (19)

2.4 FOrsteriv rezonanéni prenos energie

Forstefiv rezonatini prenos energie (FRET) je fyzikalni jev popisujici &e# pienos
energie mezi ddma molekulami fluorofar — donorem (D) a akceptorem (A), které se
nachazeji ve vzdalenosti mezi 10 a 100 A. Terttngs energie je uskut®@n na zaklad
coulombickych dipdél-dipdl interakci. Diky jeho vyg®d citlivosti se stal efektivnim
prostedkem k ndteni vzdalenosti v nanatfitku a studiu molekulovych interakci.

a) b)

vibrac¢ni relaxace

I A
< (€ E
A 3 5
7 =
3 : e — 2
i i
E FRET : emise
absorpce ' »E fluorescence donoru
H H absorpce
. —_ akceptoru
T N
YV i —
S 0 o
’ D A spektrdlni  yinova délka

prekryv
Obr. 13 a) Schéma rezond@niho prenosu energie (Jabiskiho diagram). D — donor, A — akceptor.
b) Znazor@ni spektralniho fekryvu emisniho spektra donoru a abgoipo spektra akceptoru.

Mezi podminky pibéhu nezéivého genosu energie patspektralni pekryv emisniho
spektra donoru a absa@rngho spektra akceptoru (Obr. 13b) a vhodna orienpgechodovych
momenti molekul D-A péaru. Dale FRET zavisi na kvantovénté¥ku fluorescence donoru
a vzdalenosti mezi molekulami donoru a akceptoru.
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Spektralni pekryv emise donoru a absorpce akceptoru je charast&n pomoci
piekryvového integrald, ktery Ize vyjadit jako:
Iy Ib(Wea()A*dA
Jy b (A)da

kdelp()) je intenzita fluorescence donoey()) je absorpni molarni koeficient akceptoruia
je vinovéa délka.

(20)

Charakteristickym parametrem FRET je tzv. Fofstepolomer Ry, ktery odpovida
vzdalenosti mezi molekulami donoru a akceptortiti,kperé je genos energie a spontanni
rozklad excitovaného stavu donoru stejpravdpodobny, jinakie¢eno, kdy je dinnost
pienosu energie rovna 50 %. Pro danou dvojici doRoejator je hodnotd, konstantni.
Hodnotu Foérsterova polotru Ize spditat ze vztahu:

R,® = 8,875 10"25n"*@ k2], (21)

kde n znamena index lomu prosti, ¢p je kvantovy vy&Zek donoru ax® odpovida
orienta&nimu faktoru pechodovych momefy} ktery mize nabyvat hodnot v rozmezi 0-4,
piicemz v gipadt nahodné orientace molekul D-A je roven 2/3.

Efektivita p'enosu energicE muze byt stanovena pomociérani doby Zivota nebo
intenzity fluorescence donoru bez (index D) a z#Htomnosti molekul akceptoru
(index DA) dle rovnice:

T I
E=1--24-1_-24 (22)
Tp Ip
100 1
80 0.8
3 60 0.6 &
e <
= &
40 0.4
20 0.2
0 0
0 025 05 075 1 125 15 175 2
RIR,

Obr. 14: Zavislost efektivity FRET a doby Zivota donorwadalenosti mezi donorem a akceptorem.
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Efektivita p‘enosu energie je ndmo unerna Sesté mocnénvzdalenosti D-A. Vzdéalenost
mezi donorem a akceptordRje pak dana vztahem:

Ly (23)
R=R .
0 [E — 1]
Vliv vzdalenosti mezi donorem a akceptorem naédaibota donoru a efektiitpienosu
energie je obrazrnznazorgna na obr. 14.

2.5 Polarizovana fluorescence, anizotropie fluorescence

M¢éteni stacionarnidasow rozliSené linearapolarizované fluorescence fiahezi vyznamneé
metody pro stanovovani fyzikalnich a chemickych ekalarnich vlastnosti a naléza vyuziti
v Sirokém poli aplikaciV piipad micelarnich systéinse zejména vyuziva pro stanoveni
mikroviskozity uvnit micel, jejich fluidity a dalSich paramétr

Anizotropni ngfeni je zaloZzeno na fotoselektivni excitaci fluordéfopolarizovanym
swtlem. Je-li roztok fluorofar excitovan linearé polarizovanym zi&nim, excituji se pouze
ty molekuly, které maji nenulovy jomét absorgniho gechodového momentu do &m
polarizace budiciho ¥éni. Pravépodobnost absorpce fotonu molekulou fluoroforurj@iina
cosh, kde 0 je Uhel, ktery sviralipélovy moment fechodu molekuly s rovinou polarizace
excitujiciho zé&eni. Tento jev se nazyva fotoseleGdbr. 15).

A) B)
A
> nedochaZ{
k absorpci
~ ~J
A I |
maximalni
absorpce \ I \ I
/ v
A absorpce je N vertikalni N
/ amérna hodnoté excitace | 74
S Gihlu cos’0
a pravdépodobnost
. excitace fluoroforu
rovina

polarizovaného
zafeni

Obr. 15:A) Fotoselekce, B) Pravdodobnost excitace fluoroforu vertikélpolarizovanym zgnim.

V homogennim roztoku jsou molekuly fluoroforu oti@mény ndhod& Po ozéeni vzorku
polarizovanym sétlem dochazi k selektivni excitaci, coz ma za rdedtevznik cast&né
orientované populace fluorofarViivem toho, Ze molekula fluoroforuthem své doby Zivota
fluorescence vykona mnoho potiylfprevazié rotatnich), dochazi k tomu, Ze emitované
z&eni neni ve shadse z&nim absorbovanym, ale je po&#oé o wity uhel — nastava
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depolarizace. Toto poateni je zavislé na rozsahu a rychlosti éofadifize, kterd souvisi
s viskozitou rozpoustla a s tvarem a velikosti rotujici molekuly. Pokbdde rotace
molekuly fluoroforu brzéna prostedim s vysokou viskozitou, bude n&ena velmi mala
mira depolarizace, naopak, pro malou molekulu w&ifiim prostedi, bude emise Eni
depolarizovana Upéa hodnota na#ttené anizotropie se bude blizit k nule.

2.5.1 Definice a zakladni vztahy

Anizotropie fluorescence’) se pouziva pro vyjddni miry polarizace fluorescence zalozené
na fotoselektivni excitaci molekul fluoroforpolarizovanym sitlem v opticky izotropnim
vzorku [2].

Stacionarni anizotropie
Pro kontinudlni excitaci Ize hodnotu stacionarnzainopie <> vyjadit rovnici:

Iy—1;
ry=-l_t (24)
() Iy + 21,
kde |, respektive | ; ozna&uje namdienou intenzitu fluorescencetipparalelni orientaci

emisniho a excitaniho polarizatoru, respektiveripjejich kolmé orientaci. V alternativnim
zépisu lzel , resp. | 5 zapsat jakdyy, respekivelyy, kde prvni index odpovida orientaci

excitatniho a druhy index orientaci emisniho polarizatorertikalns-vertikalre, vertikalrg-
horizontalr).

Polarizaéni stupei

DalSi veltinou vyjadujici polarizaci fluorescence je tzv. poladina stupé <p>, jenz je
roven:

Iy =1,
= 25
(p) R (25)
Mezi p ar plati g'epaietni vztah:
2
() = 2P (26)

" 3—(p)

Pro vyjadeni polarizace emise f@sgji vyuzivana anizotropie, ktera je normalizovana dl
celkové intenzity fluorescente=1,+2l,a jeji hodnota tak nezavisi na koncentraci

fluoroforu.

CasoV rozliSena anizotropie

Po excitaci velmi kratkym pulzem polarizovanéhoend je okamZzita, resgasow rozlisena
hodnota anizotropig(t) dana rovnici:

() - 1.(@1)
A TGESTRG] @
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kde I,{t)+2,(t)=it) je totalni caso¥ rozliSend intenzita fluorescence. Ztéto rovnice
a vyrazu pra(t) Ize ziskatasovy vyvoj jednotlivé polarizované slozky:

[(t
in(®) = "2 [1+ 2r(0)] (282)
i(t
00 =201 -r) (28b)
Vztah mezi stacionarni&so\ rozliSenou anizotropii je dan rovnici:
r®)i(t)dt
() = o T (29)
fo i(t)dt

Aditivni zakon anizotropie

Celkova anizotropie s#si, ve které jsou jednotlivé slozky charakterizovany hodnotou
anizotropier; a fispivaji k celkové intenzitfluorescence frakchk = I; / I, je rovna so&tu
individualnich anizotropii. Tento vztah plati jakopstacionarni, taklaso¥ rozliSenou
anizotropii.

r =i fir- (30)

V pripact, Ze jednotlivé sloZzky sési vykazuji mono-exponencialni vyhasinadivku
fluorescence s dobou Zivotapak mize byt jejich frakni intenzita Waset vyjadiena jako

_a;exp(—t/7;) 31
fi(®) = O (31)
kdel(t) je rovno:
I(t) =Y, a; exp(—t/T;). (32)
Hodnotacasow rozliSené anizotropigt) se pak spita dle vztahu:
0=y 1 % (33)

L
Z rovnice (33) vyplyva, Ze vaset je hodnota anizotropie fluorescence zavisla naivelian
podilu z celkové intenzity fluorescence ve stejri@se. Tento fakt potvrzuje i definice emisni
anizotropie zalozena na praktickéngieni celkovych komponent, a |;. Hodnotar(t) by
tedy n€la byt vnimana spiSe jako ,technickd” nebaejma“ anizotropie, jelikoz v s@b
neodrazi celkovou orientaci relaxace po fotoselgk&i je tomu v pipadt populace jednoho
druhu fluoroforu.

Fundamentalni anizotropie

Jednd se o teoretickou hodnotu anizotropie fluemese pi absenci veSkerého rétaho
pohybu molekul fluoroforu. V praxi je pohybu fludoou brarno pomoci rigidniho
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prostedi. Nandtend hodnota anizotropie, kterd je ac&maana jako limitni anizotropie, je pak
vzdy o réco malo mensi nez teoreticky vygimna hodnota pro dany fluorofor.

Teoreticka hodnota fundamentalni anizotrogiejgdno-fotonove excitaci zavisi pouze na
Uhlu B mezi absorgnim a emisnim j@chodovym momentem molekuly fluoroforu dle
rovnice:

To = %(coszﬁ - 1). (34)

Maximalni hodnotyr, = 04 pak fundamentalni anizotropie nabyva pro (het 0°, ktery
odpovida paralelnimipchodovym momefin a minimalni hodnotyr, =—0,2 pro = 90°,
kdy jsou fechodové momenty orientovany kolmo.

2.5.2 Méieni anizotropie fluorescence

V praxi se Bzné pouzivaji dva typy rfeni anizotropie fluorescence (viz obr. 16pstjsi

z nich je tzv. L-formatu, u kterého jsou jednotlipélarizované slozky emise detekovany
postupr pomoci jednoho emisniho kanalu. Druhym typedtiami je tzv. T-format, ve kterém
jsou kolmé a paralelni slozky emise pozorovanycas prostednictvim samostatnych
emisnich kandl, coz vyZzaduje jejich shodnou odezvu.

Vertikalni
T excitace

Gl

Vertikalni
T excitace

<«

G[,
Horizontalni
V. excitace Horizontalni
p excitace

Obr. 16:Schéma @rreni stacionarni anizotropie fluorescence — viewofermat, vpravo — T-formét.
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V L-formatu je vzorek postugnexcitovan @zr¢ polarizovanym zi&nim, gicemz emise
vzorku je sledovana pomoci monochromatoru obvykheiséného kolmo na excitai
paprsek. Jedn& se o po &@thouci étyti mereni, a to fi nastaveni polarizator-lyy, lvy, lhy
a lyy, pricemz posledni dvmeéreni souvisi s G-faktorem, coz je kokak faktor souvisejici
s rozdilnou odezvou detektoru pro rozdilné nastiapelarizatod.

U spektrofluorimetru v T-formatje meieni provadno nasledujicim postupem. Nejprve je
excitatni polarizator nastaven na vertikalni orientaci pnéieni paralelnich a kolmych
signali (Ry), nasledn je pgrestaven na orientaci horizontalRy, ptficemz emisni polarizatory
maji po celou dobu #iieni shodnou orientaci. PénmR,/Ry pak odpovida rovnici:

Rv _In (35)
Ry I,

Hodnotu anizotropie fluorescence pak v§ipdme ze vztahu:

iy
(r):ll . (36)
A2
I,

G-faktor

Pro vertikalni a horizontalni slozky polarizovamaige se reakce optickych pivia detektoru
muze liSit. Tento rozdil v citlivosti detékiho kanalu Ize pro kazdou emisni vinovou délku
korigovat tzv. G-faktorem, ktery fpdstavuje powr citlivosti detekniho systému pro
vertikalrg a horizontald polarizované zZ#&ni. Anizotropie stacionarni fluorescence paken
byt sp@itana z rovnice:

(r) = Iyy — G(Aem)Ivu . 37)
Iyy + 2G(Aem) Ivu
HodnotaG(/em) se nejastji uréuje pomoci excitace vzorku horizontélpolarizovanym
swtlem @i zachovani vSech ostatnich optickych nastavéistrpje (S¢rbiny, filtry apod.).
Timto zpisobem je deteki kanal oz#en stejnym mnozstvim horizontdlra vertikal
polarizovaného stla. Prolyy alpy jako aktualni experimentélni signaly pak platiavet

IHV(/lem) (38)

¢ (Aem) B IHH (Aem)'

Magicky thel

Pri méfreni intenzity fluorescence je obvykl&ifani signalu, ktery je uénny celkové intenzé
fluorescencér, nikoli ¢ast&né |, nebol . Vzhledem k tomu, Zeginnost grenosu emisniho
monochromatoru zavisi na polarizacitesdi, pozorovany signal nenirgsre umerny

I, +20,, ale jiné kombinacil, a |;. Aby meeni celkové intenzity fluorescence nebylo

zavislé na stupni polarizace vzorku, j& pertikalnim nastaveni excitaiho polarizatoru
potreba nastavit emisni polarizator na tzv. magicky,the4,7°.
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2.6 Tenzidy, asociativni (micelarni) koloidy

Pod pojmem asociativni koloidy se ukryvaji agregatyniklé ,samo-sdruzovanim®
(self-assemblymolekul tenzid. Tyto koloidni soustavy byvaji klasifikovany jakgofilni,
ackoliv se v rekterych smdrech chovaji jako dvoufazové systémy. Z termodymcagtio
hlediska se jedna o stabilni systétmy a lIze pfoda jisté miry pouzivat termodynamiku
pravych roztok [46].

Tenzidové struktury vékterych ohledech napodobuji biologické strukturprato mohou
byt pouzity jako modelové systemy k napodobeni éen&nzyni ¢i membran. Napklad ve
fyziologickych systémech jsowbné tenzidové agregéaty zvané lipozomy [47].

2.6.1 Struktura tenzid

Tenzidy radime mezi amfifilni (amfipatick€) organické steuiny, které maji vysokeé

tendence hromadit se na mezifazovém rozhranihJejaekuly jsou sloZzeny ze dva@asti —

tzv. ocasu tenzidiktery je tvden jednimti vice nepolarnimi (hydrofobnimi) uhlovodikovymi

fetézci a polarni (hydrofilni) hlavou tenzidu.
polarni ¢ast

(hlava tenzidu)

nepolarni Cast
(ocas tenzidu)

Obr. 17:Molekula tenzidu.

Uhlovodikovytetzec miZze byt linearni i rozgtveny, nasyceny i nenasyceny éza také
obsahovat aromaticka jadra. Vetsiné pripadi se vSak jedna o rovny alkyloviettzec
obsahujici 8 az 18 atamuhliku. Dle povahy polarni skupiny se tenzidyed&lasifikuji
(viz kapitola 2.6.4.).

2.6.2 Adsorpce tenzidi, vznik micel

Tenzidy paiti do skupiny latek oz@avanych jako povrchavaktivni latky, diky tendenci se
hromadit na mezifazovém rozhraRidici silou tohoto procesu je snaha o sniZeni raeaifé
energie (snizeni povrchového sap

Pri velkém zedni tvai tenzidy pravé roztoky, nasledné zvySovani jejcmcentrace
vede ke vzniku micel. Agregace je zavisla na kotreentenzidu a probiha ve dvou krocich.
V prvni fadk nastane fazova separace, jednotlivé molekuly dénzé hromadi na fazovém
rozhrani, hydrofilnicasti mfi do roztoku, hydrofobnéasti tenzid miii ven z roztoku. Diky
tomu dochazi ke snizovani povrchového étigzvyseni osmotického tlaku a 2nd dalSich
fyzikalnich vlastnosti roztoku. Jakmile se povroatoku nasyti molekulami tenzidu,creu
v ném vznikat micely [48]. Tento okamzik souvisi s pejm kritickd micelarni koncentrace
(CMCQC), coz je hrarini hodnota koncentrace daného tenzidu, do ktevgsdg/toval v roztoku
pouze v unimolekularni forén ale od které jiz zana vytv&et koloidni atvary,
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tzn. micely. Bi dalSich pidavcich tenzidu do systémustava koncentrace unimolekularni
formy stejnd, pouze vznikaji dalsi a dalSi micely.

ARERIR R

; § oo
o o

Obr. 18: Adsorpce tenzidu na mezifazovém rozhrani, micelizac

Hodnota CMC je dlezitou charakteristikou, ktera je specificka pealnotlivé tenzidy.
Micely jsou dynamické agregaty, které mohou mit hmdvab — kulaty, elipsoidni,
zplosely, protahly apod. a takéiznou velikost. DalSim agreg@m parametrem je tzv.
agregani cislo, které udava et molekul tenzidu, z nichz se dana micela sklada.

2.6.3 Struktura micely

Velikost a tvar vznikajicich micel zavisi nakolika faktorech jako je teplota, tlak,
koncentrace fauz vlastni, neboiflanych latek), molekularni struktura tenzidu adal

Z&kladni rozdleni micel dle struktury je odvozeno od presli, ve kterém dané micely
vznikaji. Jadro micely ma vzdy ofgay charakter nez okolni prastli. Ve vodném (polarnim)
prostedi je jadro micely tvi@no propletenymi uhlovodikovymietzci molekul tenzid,
kdeZto v nepolarnim prastdi vznik4 tzv. reverzni micela s jadrem imym polarnimi
hlavami tenzidu. Diky tomu se uvhitnicely mohou rozpouét latky nerozpustné v daném
prostedi, i kdyz se celd micela jevi jako rozpustna.

Vnitini struktura iontové micely ve vodném présti

Na nasledujicim obr. 19 je vyobrazena kationtoédicfa micela ve vodném praostli, jejiz
strukturu lze rozdit do ti ¢asti. Prvni z nich je tzv. ¥j$i vrstva, oblast obsahujici polarni
hlavy tenzidi. Jedna se o rozhrani mezi micelou a okolnimi mdéki vody. Druhowasti
micel je tvdena tzv. palisadovou oblasti, ktera jeitrma vijSimi ¢astmi hydrofobnich
uhlovodikovychrettzci. Posledni,ieti ¢ast, byva oznsvana jako vnini jadro micely [49].

U iontovych micel se v blizkosti polarnich hlav hazeji také vazané protiionty (Sternova
vrstva). Zbyvajici protiionty existuji kro#nSternovy vrstvy také volnv roztoku. Tyto ionty
podléhaji elektrostatick&ipazlivosti, ktera je pohani strem k micelam a zarovigepelnému
pohybu. Vyslednicigchto op&nych sil je pak difazni iontova atmosféra.
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Obr. 19: Sféricka kationtova micela ve vodném predt.
2.6.4 Klasifikace tenzidi

Zakladni rozdleni tenzidi je zaloZeno na porovnani schopnosti disociovatvedném
roztoku. Dle toho pak tenzidy roddjeme na iontové (ionogenni) a neiontové (neionade
lontové pak daledime podle naboje polarni skupiny na kationtovégatové a amfoterni.

Neiontové tenzidy nejsou schopny elektrolytickéodiace v roztoku. Jejich rozpustnost ve
vok je zpisobena Htomnosti polarnich hydrofilnich skupin se silnymydrat&nimi
schopnostmi (naphydroxylovych, esterovych).

Amfoterni tenzidy obsahuji dvhydrofilni skupiny, jednu zasaditou a jednu kyselkteré
jsou schopny v roztoku disociovat v zavislosti iagrostedi. V alkalickém progedi se tedy
chovaji jako aniontové tenzidy, v kyselém jako @atové. Kyselou fundni skupinou byva
karboxylova nebo sulfoskupina, zasaditou pakasdjji aminoskupina.

Aniontové tenzidynesou po disociaci zaporny naboj. &&EjSi funkéni skupinou
hydrofilni ¢asti byva karboxylova skupina, popadt ji tvoii sulfaty, sirany nebo
fosfore&nany.

U kationtovych tenzitl je ve wtSin¢ piipadi kladny nédboj nesen atomem dusiku,
negasgjSim gripadem je kvartérni amoniova skupina.

2.7 Kyselina hyaluronova, hyaluronan

Kyselina hyaluronova je vysokomolekularniiirpzerg se vyskytujici glykosaminoglykan,

ktery objevil a popsal Karel Meyer s asistentennéoin Palmerem. V roce 1934 ji extrahovali
z &niho sklivce skotu. O dvacet let pé&pdKarel Meyer util jeji presnou chemickou

strukturu. Jeji nazev byl odvozenieckého slovahyaloid (sklovity) a uronové kyseliny,

kterou v ni Meyer s Palmerem obijevili spmi& s glukosaminem [50].
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V zivém organismu se kyselina hyaluronovéev@zrié vyskytuje v disociované forén
(sodnéa nebo draselnals kterou oznéujeme jako hyaluronan.

2.7.1 Struktura

Kyselina hyaluronova je tfsné linearni polymer, ktery je sloZzen z opakujicich se
disacharidovych jednotek — kyseliny D-glukuronové\@acetyl-D-glukosaminu, které jsou
sttidaw spojenyp-1,4 ap-1,3 glykosidickou vazbou.
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Obr. 20 Struktura kyseliny hyaluronové.

Struktura disacharidu je energeticky velmi stabilfglikoz glukdéza \p-konfiguraci
dovoluje objem#jSim skupinam (hydroxylygast karboxylatu, anomerni uhlik) zaujmout
stericky vyhodgjsSi ekvatorialni pozici, zatimco malé atomy vodiabiraji stericky mén
piiznivou axialni polohu. Ekvatorialni boi rettzce tvdi polarni, hydrofilnicast retézce,
zatimco axialni vodiky vytw@hydrofobni oblastii{ydrophobic patc}i51; 52].

V osmdesatych letech minulého stoleti se zabyvalfdtenanimi vlastnostmirettzci
hyaluronanu J. E. Scott s kolektivem. Nuklearni naigkou rezonanci potvrdilifpomnost
uspdadané struktury hyaluronanu ve vodném roztoku, jkdeazda disacharidova jednotka
otocena o 180° oproti téfpdchozi. Po kazdych dvou okéch se tedy tato dvakrat sema
Sroubovice tvo-fold heliy vrati na svou fovodni orientaci [53].

Pritomnost hydrofobnich oblasti ni&tézci hyaluronanu umaiije asociaci s dalSimi
fetzci navzdory jejich zapornému naboji [52; 53]. Dredezce hyaluronanu se tedy mohou
vzajemré vazat a vytveet tak opakujici se antiparalelni strukturu, verétse hydrofobni
oblasti skladaji proti s@po obou stranach kazdé Sroubovice. Elektrostatiekélze mezi
zapornymi naboji, které by napomahaly disociaéthto agregdi, jsou @Fekonavany
hydrofobnimi interakcemi v kombinaci s vodikovymi ustky mezi acetamidovou
a karboxylovou skupinou sousednich molekul. Inteeaknezi de¢ma fetézci hyaluronanu je
vyobrazena na obr. 21.

Ve vodném¢i fyziologickém roztoku se hyaluronan chova jak@itka semiflexibilni
polymerni molekula — kratkétézce Zistavaji do ufité miry linearni, zatimco dlouhétzce
se ,nahody* sbaluji [52]. Strukturaetzce hyaluronanu je udrzovana kombinaci chemické
struktury disacharial intramolekularnich vodikovychimstki a interakci s rozpou&tlem.

Stridani axialnich hydrofobnich a ekvatorialnich peién oblasti na dlouhénetézci
hyaluronanu ma za nasledek tvorbu prostdrawzsahlé domeény s charakteristickymi
vlastnostmi. Spol#¢ s rozpousidlem mohou do domény difundovat malé molekuly jgko
voda, Zziviny ¢i elektrolyty. Naopak velké molekuly (napproteiny) jsou z nicast&né
vytlatovany vlivem jejich velkého hydrodynamického objer@im v&tsi tyto molekuly jsou,
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tim mért mista je pro & v hyaluronanové domén Tento fakt vede ke zpomaleni jejich
difuze skrz doménu, coz ma za nasledek jejich hi@gatentraci v domeénoproti okolnimu
prostedi bez hyaluronanwRetizce hyaluronanu se v roztoku neustéle pohybuijiiztise
v domér kontinual® meéni velikost efektivnich pdr. Statisticky v ni existuji pory vSech
velikosti, ale siznou pravépodobnosti, coZz znamena, Ze vSechny latky mohochpeet
hyaluronovou siti, avSak 8zaznym stupgm zpomaleni v zavislosti na jejich velikosti [54]5
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Obr. 21: Interakce mezi dima retézci hyaluronanu[55]. A, B — zobrazeni molekul hyaluronanu,
cervené mista na B z#iahydrofobni oblasti naetezci, ¢tverce reprezentuji karboxylovou skupinu,
kruhy skupinu acetamidovou. C zndage schéma mozného duplexu mezithwetezci hyaluronanu
(bocni pohled). D¥ participujici molekuly jsou navzajem antiparaleliie’kovanécary ohrantuji
cukerné jednotkyiervené pasy z@é@hydrofobni oblasti.

B C

2.7.2 Biosyntéza

V lidském €le je syntéza hyaluronanu katalyzovana pomoci efhzynazyvanych
hyaluronansyntazy, které sadi do tidy transmembranovych protéinJsou to jediné
enzymy, které maji vice funkci. U obratldvse vyskytuji iti typy téchto hyaluronansyntaz,
které se oznauji jako HAS1, HAS2 a HASS.

Glykosaminoglykany, mezi které hyaluronanipgsou ¥tSinou syntetizovany v Golgiho
aparatu uvnit buiky a poté jsou fpojeny k proteifim v jade. Nicmér hyaluronan je na
rozdil od nich syntetizovan v plazmatické membranneni propojen s Zadnym jadernym
proteinem. Samotna syntéza probiha nainhistra burg¢né membrany, kde se pomoci
hyaluronansyntaz $tlaw vazi gislusné monosachridové zbytky na kotiegzce. Rostouci
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ietézec je pak vytlgovan skrz membranu do extracelularniho matrix, kdé&e hyaluronan
vytvaret komplexy s proteiny a stadva se takégmti pericelularniho obalu [56].

Nekteré bakterialni kmeny jsou také schopné syntesizbyaluronan obdolnjako savci,
kvuli usnadrni jejich patogenniho #gobu Zivota. Fkladem niiZze byt lidsky patogen
Streptococcus pyogenasbo zvfeci patogenPasteurella multocidajimiz produkovany
hyaluronan ma shodnou strukturu s hyaluronanem v&icda tkanich. Bakterie si
z hyaluronanu vytvid silnou obalovou vrstvigimz se stanou nerozpoznatelnymi pro imunitni
systém hostitele a napadany organismus se jim @akze (&inné branit [57; 58].

2.7.3 Vyskyt, biologické funkce

Hyaluronan se prakticky vyskytuje ve vSech tkandtmatlovd a také jej nizeme nalézt
u rekterych bakterialnich kmdin nag. Streptococcus Pasteurella u nichz byva satasti
burg¢né sény. V lidském &le je zakladni stavebni jednotkou mezi&tmé matrix. Ve ¥tSi
mife se nachazi v synovialni tekutimpupeéni siuare, anim sklivci a Kizi. Pimérny muz
vazici 70 kg ma okolo 15 g hyaluronanwhet z nichZz je denhjedna fetina degradovana
a ogit nasyntetizovana [59; 60].

Hyaluronan ma diky své schopnosti vazat se na tegepliv na fadu vyznamnych
proces a funkci bugk, taktéz na zrny genové exprese. Konkrétni biologicka aktivita je
ovlivnéna jeho molekulovou hmotnosti, délkoietzce a okolnosti, za kterych je
syntetizovan. Podle toho pak reagujeizwymi receptory a spoustiizné signalni drahy.
Nizko a vysokomolekularni hyaluronan majtasto opané buréné odezvy.
Vysokomolekularni hyaluronan je jednim z nejdelSipblymei v extracelularni matrix
Zivocichu. Vyznauje se anti-angiogennimicéiinky, potlatuje imunitni odezvu organismu
a inhibuje proliferaci a migraci bgk. V synovialni tekutig slouzi jako lubrikant a tlunai
naraz, zlepSuje metabolismus chondracy inhibuje degradaci kloubni chrupavky. Jako
sowast pericelularni matrix zahtaje prostupu vik a bakterii k bice, napomaha hojeni ran
a produkci nové granutai tkaré béhem zagtu. Naopak nizkomolekularni hyaluronan pro-
angiogenni &nky, podporuje bu¥nou proliferaci a migraci augobi jako stimulator
zaretlivé cytokineze [61].

2.7.4 Vyuziti

Diky svym vlastnostem a biologické kompatilgilife hyaluronan latka velmi vyuzZivana
v medicinskych aplikacich odtipravki na hojeni ran, fi@s @ni chirurgii, ortopedii
arevmatologii az po plastickou chirurgii. Hyalueon je spolu s ostatnimi
glykosaminoglykany a kolagenenildzitou slozkou fi obnoveni poragné tkar. Napiklad

v piipadt popalenin urychluje epitelizaci pokozky a podpertigk schopnost zhojeni bez
jizev. Dale se vyuziva v kosmetickych aplikacickjnzena k pipraw geli a krént proti
vraskam a starnutitke. Rozvoj zaziva pouziti hyaluronanu vit@ém inzenyrstvi a take
jeho vyuziti pro cilenou distribuci nebsizené uvatovani I&iv.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Interakce mezi hyaluronanem a kationtovymi tenzidy

Na interakce mezi zapafnnabitym hyaluronanem a Kklaginnabitymi tenzidy typu
alkyltrimethylamonium bromid sizné dlouhymi alkylovymitetzci (8, 9, 10, 12, 14 a 16
uhliki) se ve svyckilancich zanili autori Thalberg a spol[62—67].

Pomoci NMR, metody fazové separace, vodivosti alsiitace barviv zjistili, Ze se na
hyaluronan vazi tenzidy, které maji v alkylovéettzci vice jak deset atoimuhliku, gicemz
jejich vazéani z&na jiz @i velmi nizkych koncentracich hluboko pod hodnokiitické
micelarni koncentrace daného tenzidu [62]. Intezaktezi hyaluronanem &nito tenzidy
pak vedou ke vzniku agregapodobnym micelam, které jsou vazany na ie@styaluronanu.
Tyto agregaty maji mensi velikost oproti volnym aiém tenzidu v roztoku bezifpmnosti
polyelektrolytu. Vzniklou strukturu pak vystihujeoaael perlového nahrdelniku. U tenéid
s kratSim uhlovodikovymrettzcem je z energetického hlediskatregnostiovana tvorba
volnych micel.

Takeé se ukazalo, zeiplosaZzeni witého stupg navazani tenzidu n@tzec hyaluronanu
piestavaji byt vznikajici komplexy rozpustné ve &odoz vede k fazové separaci a vzniku
precipitatu [63]. Ten Ize ¢ rozpustit pidavkem velkého nadbytku tenzidu nelf@anim
nizkomolekularniho elektrolytu.

Dale se tento tym zabyval fazovym chovanim systé&etmadecyltrimethylamonium
bromid-hyaluronan-voda [64]. Hlavnim znakem vy®mého pseudofazového diagramu,
v némz vrcholy odpovidajiémto tem ¢istym slozkam, je dvoufazova oblast kapkovitého
tvaru vychazejici z vrcholu trojuhelniku rigluSejicimu vod, ktera je obklopena
jednofazovym regionem. Nesymetricky tvar této déaové oblasti nazdaje, Ze roztok
koncentrovaného hyaluronanu je schopen rozpustitnEnmnoZzstvi tenzidu. Oproti tomu se
koncentrovany roztok tenzidu pdigavku hyaluronanu téh ihned fazo¥ separuje. Tyto
fazow separované komplexy hyaluronan-tenzid pak postupfechazeji v pihlednou
koncentrovanou fazi usazenou na drzorku, ve které se mnozstvi vody pohybuje okolo
70 %, coz poukazuje na vysokou hydrofilitu vysldam&omplexu.

Rostouci délka alkylovéhtetézce tenzidu m& za nésledek rozséahlejSi dvoufazegipm,
piicemz sniZujici se molekulova vaha hyaluronanu veme@ k nepatrnym zénam v jeho
poloze. Ztoho tedy vyplyva, Ze interakce mezi bgahanem a tenzidem jsou ngén
preferovany se snizujici se délkou alkylovéleizce tenzidu a molekulovAd hmotnost
hyaluronanu nema na fazovy diagram vygg&invliv [65].

Dale studovali vliv pidavku nizkomolekularniho elektrolytu (NaBr) nadaau separaci
systému cetyltrimethylammonium bromid-hyalurona6][@8ylo zjiS€no, Ze po fdavcich
malého mnozstvi elektrolytu dochazi ke zmenSovaaiufhzové oblasti ve fazovém diagramu
a po dosazeni kritické koncentrace NaBr (250 mMpv¥a separace nadale neprobiha. Dalsi
piidavky soli (500 mM) ale afp vedou k fazové separaci, ktera ma avsak odli$ayakter.
Oproti nizkym koncentracim soli totiz vede k sepama roztok bohaty na hyaluronan
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a roztok bohaty na mnozstvi tenziduid@ni soli tedy omezuje interakce mezi hyaluronanem
a tenzidem, Zehoz vyplyva, Ze ziaacast interakci mezi nimi je elektrostatické povahy.

Interakci mezi hyaluronanem a kationtovymi tenzigpu G,TAB zkoumali i pomoci
caso¥ rozlisené fluorescence [67]. Jako fluoreseénsondu pouzili pyren, jako zh&Se
dimethylbenzofenon. Zjistili, Ze kriticka agregé koncentrace (CAC) odpovida zhruba
polovicni hodnot kritické micelarni koncentrace tenzidu a je zavisia koncentraci
hyaluronanu v roztoku. Déle diky porovnani emisnsgekter pyrenu v roztocich tenzidu
s hyaluronanem a bez hyaluronanu vyhodnotili, 2za@kegici micely maji v obou ffipadech
podobnou strukturu.

Interakce mezi hyaluronanem a tetradecyltrimethgiaioom bromidem (TTAB) ve
vodném prosedi @i zvysSujici se koncentraci chloridu sodného stutlovaHerslof
s kolektivem [68]. Vlastnosti tohoto systému sledoval na zaklaohéreni viskozity
a povrchového nai roztoki. Ukazalo se, Zeippridavku TTAB do roztoku hyaluronanu
s velmi nizkym obsahem NaCl dochazi k fazové sepamaopak fi vysokych koncentracich
soli (200 mM) vznika homogenni roztok, ktery mamehizkou viskozitu. Hdavek soli tedy
zpasobuje elektroneutralizaci zapérmabitych skupin nafetzci hyaluronanu, coz je
doprovazeno jeho svinutim cst&énou agregaci. P vysSich koncentracich TTAB a soli je
pak preferovan vznik volnych micetqd agregaty ngetzci hyaluronanu.

Halasova a spol.studovala interakce mezi hyaluronanemizn nabitymi tenzidy ve
fyziologickém roztoku pomoci metody fluoreséah sondy a tenziometrie [69]. N&mené
vysledky ukézaly, Ze k tvo#bagregai nafietézci hyaluronanu dochazi vditem rozmezi
koncentrace tenzidu, je tedy vhegi hovdit o koncentrani oblasti micelizace, nikoliv
o presné kritické micelarni (agreggd) koncentraci. NegtSi rozdily mezi nagtenymi daty
piisluSejicimi  fyziologickému roztoku tenzidu a fylgickému roztoku tenzidu
s hyaluronanem byly zji&y u kationtového tenzidu CTAB a neiontového tenzZidveen 20.
U CTAB se ve fyziologickém roztoku oproti vodnémielkwvapiv projevilo zvySeni hodnoty
CMC - pesreji receno, schopnost solubilizace se posunula k vySSimeedairacim tenzidu.
Tento jev je pravdpodobré zpisoben hydrofobnimi interakcemi mezi dostatedlouhymi
alkylovymi tettzci CTAB a malo polarnimicastmi rettzce hyaluronanu, které jsou
podporovany diky stimi elektrostatickych silifitomnosti chloridu sodného.

Mondek a spol.se zabyval vlivem hydratace hyaluronanu na int@rpklymer-tenzid za
pomoci pikosekundového fluoresc¢aiho neieni [70]. Porovnaval fenos protonu
1-naftolu ve vodném micelarnim systtmu CTAB a systh hyaluronan-CTAB
a polystyrensulfonat (PSS)-CTAB v zavislosti nadeamtraci CTAB. Pod kritickou micelarni
koncentraci CTAB se v systémech s PSS i hyaluranamgvaeji agregaty, do nichz se
1-naftol solubilizuje, diky¢emuz se zpomali procestgmosu protonu oproti vodnému
prostedi. Ri srovnani agregathyaluronan-CTAB a PSS-CTAB pak diky hydeatavrstw
hyaluronanu probih&tenos protonu naftolu vyragmychleji u vzorki s hyaluronanem. Stejn
tomu je iv gipad vzorki nad kritickou micelarni koncentraci CTAB, kdéitpmnost
hyaluronanu v systému &purychluje genos protonu naftolu oproti vzank s PSS, ktery
nema hydratni obal. Tato studie fpnosu excitovaného protonu 1-naftolu potvrzuje, Ze
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hydrat&ni vrstva hyaluronanu penetruje downihicel, ¢cimz meni emisni charakteristiky
1-naftolu.

Déle Mondek vyuzil steady-state fluorescenci (emisni spektrégsov rozliSenou
fluorescenci (doba ZzZivota), mikroreologii a UV-VIStanoveni pogru absorbance
monomer:dimer akridinové oranze (AO) ke sledovatérakci mezi hyaluronanem a CTAB
ve vodném progedi [71]. Ke srovnani kroénsystému s hyaluronanem (hyaluronan-AO,
hyaluronan-CTAB-AO) gipravil a charakterizoval systémy také s polystgrdfonatem
(PSS-AO a PSS-CTAB-AO). Akridinova oranz vyitivdimery jak naretzcich PSS, tak i na
hyaluronanu, icemz elektrostatické interakce jsouiVpact hyaluronanu prokazateirslabsi
vlivem jeho nizSi nabojové hustoty. Péidavku CTAB do systému dochazi ke zvyseni
fluorescence monomeru AO indikujici disociaci ditnarjejich nahrazeni natzci polymeru
molekulami tenzidu. Pod kritickou micelarni kongewi CTAB se jednotlivé molekuly
tenzidu vazou ndetzec hyaluronanu a vytii tzv. bottle-brushstrukturu. Nad kritickou
micelarni koncentraci CTAB pak interakce s hyalareem vedou ke vzniku agregana
fetézci polymeru. Tato struktura byva popisovana madgberlového nahrdelniku.
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Obr. 22: Princip sledovani interakci mezi hyaluronanem a 8TAomoci akridinové oranze
a schematické znazaimi vznikajicich struktur pod/nad kritickou miceldkoncentraci CTAB [71].

Pilgrova s kolektivemstudovala interakce mezi hyaluronanem &nay kationtovymi
tenzidy (CTAB a septonexem)tipvelmi nizkych koncentracich hyaluronanu z pohledu
stability vznikajicich agregét[72]. Pomoci fluoresceni spektrometrie byl potvrzen vznik
indukovanych tenzidovych agre@aina rettzci hyaluronanu jiz fed dosazenim CMC
v pfipadt obou studovanych tenZidV uritém rozsahu koncentraci tenzid-hyaluronan pak
dochazi k fazové separaci a vzniku gelové fa&ddicim faktorem fazové separace se jevi
koncentrace hyaluronanu, nikoliv pdmnabofi tenzid-hyaluronan. Agregaty v podob
indukovanych micel n&etzci hyaluronanu pak byly studovany z hledigkaove a teplotni
stability a znény iontové sily v systému. U vzarkoyla prokazana vysok&asova stabilita
(3 mesice i uchovani v temnu a chladu), relatévdobra teplotni stabilita (rozsah teplotnich
cykla 10-50 °C), ale i vyznamné strukturalni&m po gidavku elektrolytu NaCl (0,15 M),
ktery vede k potléeni elektrostatickych interakci mezi hyaluronanenteazidy a tedy
i k potlateni vzniku agregétpod CMC.
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3.2 Fluorescertni techniky ve vyzkumu micelarnich systém

Fluorescetini spektroskopie nachazi v poslednich desetiletpghtreni v Siroké Skale obér

a aplikaci diky své selekti¢itrychlosti a relativit snadné detekci. Metoda fluorescence byva
hojr¢ vyuzivana ke studiu vlastnosti fyzik&tohemickych i biologickych systéima mize
také poskytovat cenné informace o koloidnich systédna jejich interakcich.

Fluorescetini spektrometrie byva mimo jiné heéjrvyuzivana ke studiu agregzdho
chovani micelarnich systémnagiklad ke stanoveni kritické micelarni koncentraCdC),
tedy hranini koncentrace daného tenzidu, od které dochazivimeku micel a také
agregéniho cisla Nyg, které dopovida mou molekul tenzid, kterymi je micela tviena.
NejvyuzivarjSi fluorescetni sondou ke stanoveni CMC je pyren [12-15; 73hoZe
molekula ma fevazre hydrofobni charakter a je pouz&st€éné rozpustna ve vad
V emisnim spektru pyrenu se objevuji charaktelstigibraini pasy okolo 370-400 nm,
jejichz absolutni a relativni intenzitajl& a poloha zavisi na polaritnikroprostedi, v mz
se jeho molekuly nachazeji [12]. Pénintenzit fluorescence 1. a 3. vibraho pasu (emisni
polaritni index EmPI, 373/383 nm) roste s rostopolaritou okoli pyrenu. Je znamé, ze
zavislost EmPI na koncentraci tenzidu vykazuje sigimi pokles [15]. B koncentracich
tenzidu pod CMC odpovida hodnota EmPI polarnimwstedi vody. S rostouci koncentraci
tenzidu pak hodnota EmPI klesa, coz signalizdjtopnost hydrofobgsiho prostedi. Nad
CMC jsou pak molekuly pyrenu solubilizovany do hgfbnich jader micelarnich agregat
diky ¢emuz se hodnota EmPI ustali astAva pi dalSim zvySovani koncentrace tenzidu
konstantni.

Zana a spol.zvazovali dva zfisoby uteni hodnoty CMC z emisniho spektra pyrenu [74;
75]. Prvnim zfsobem je ufeni CMC podle inflexniho bodu EmPI zavislosti naéentraci
tenzidu, druhou moznosti je vyhodnoceni CMC isgfiku streé klesajici¢asti a konstantni
horizontalnicasti této zavislosti. Naslediquiar a kolektivnavrhl jednoznény postup pro
ur¢eni €chto dvou bod (Xxcmci @ Xemc2) [15]. Zavislost EmPI (pyren 1:3) na koncentraci
tenzidu niize byt adekvathpopséna klesajici sigmoidnikkou Boltzmannova typu:

A — A
Y=+ 4y (39)
1+e ax

kde prom¢énnay odpovida hodnét EmPI, nezavisla proénna x je totalni koncentrace
tenzidu,A; a Az jsou horni a dolni limita Boltzmannovy funkog, je jeji inflexni bod aAx
souvisi se strmostitivky. Bod Xcmc1 odpovida inflexnimu bodu funkeg, hodnotuxcuc: 1ze
urcit dle vztahu:

XcMmcz = Xo + 2Ax. (40)

Na zaklad porovnani hodnot kritickych micelarnich koncentrag¢enych ngtenim
vodivosti a literarni reSerSe stanovili kritériumoprybdr mezi bodyxcmc: a Xemcz. Pokud je
pomer Xo/AX vétSi nez 10 (typicky u iontovych tenzid pak je vhod§Si za kritickou
micelarni koncentraci povazovat brglic2 oprotixcmci.
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Obr. 23: Klesajici sigmoidni /kvka Boltzmannovského typu s vyearaymi charakteristickymi
parametry a bodyoticia Xemcz2 [15].

DalSim charakteristickym parametrem micel je agtepdislo, které lze uiit pomoci
stacionarniho (SSFQ) dasow rozliSeného (TRFQ) #ileni zhaSeni fluorescence (princip
stanoveniN,g viz kapitola 2.3.2). Velmtasté je vyuziti pyrenu jako fluorese¢em sondy
u obou tygm mereni [73; 76—82]. SSFQ zahrnujeciani intenzity fluorescence vzorkuip
zvysujici se koncentraci zhd&gea je obeahjednodussi na provedeni i vyhodnoceni dat nez
TRFQ, ke kterému je zapebi TCSPC spektrofluorimetr (viz kapitola 2.2.2\ja druhou
stranu, u SSFQ é&eni je teba dodrzet vice omezujicich pravidel a podminelpnvadni
experimentu, nez &asow rozliSeného rreni, a také byva zatizeno dalekadv chybou [82].
V rdmci literatury jsou zji$nha agregéni ¢isla micelcasow rozliSenou metodou zpravidla
vySSi nez metodou stacionarni. Rozdilnymi vysledkgzi SSFQ a TRFQ &enim se
zabyvalaAlargova s kolektivenj82]. Stanovila agredgai cislaistych tenzid (aniontovych,
kationtovych i neiontovych) ve vodném piesti, tenzidu SDS (dodecylsiran sodny) ve
vodném prosedi s pidavkem #znych polymeit a O/V mikroemulzi. Ziskané hodnoty
agregénich cisel pomoci obou metod srovnava z pohledu kinetickgpongru ky/k.

V pripact, kdy kineticky pordr ky/k je vysSi nez 5, ziskavame shodné hodhggypro SSFQ

i TRFQ, coz plati zejména pro iontové tenzidy, &terai malé micely s nizkou viskozitou
(SDS). Tuto podminku spbvaly i studované systémy SDS-polymer, které mage s
mikroviskozitu agregédt vysSi, ale ktera je kompenzovana nizSim agdmiga cislem na
polymer vazanych micel. U ostatnich studovanychésysjsou ziskané hodnoty agrégéch
cisel v gipadt TRFQ vysSi nez SSFQ, & tento rozdil mezi ziskanymi hodnotamiirsaa
se zvySujicim se agregy@m ¢islem a také s nastajici mikroviskozitou agregat

Pomoci ndteni vodivosti a fluoresceéniho neieni (pyren, fluorescein, kumarin 6)
studovalJ. Aguiar s kolektivemvliv ptidavku formamidu na micelizaci tenzidu TTAB [83].
Micelarni agregéni cislo stanovoval metodou statického zhaSeni pyregtylpyridinium
chloridem. S rostoucimifglavkem formamidu v systému hodnota agéegzo cisla micel
TTAB klesala. Tento jev souvisi s fi&tem plochy, kterou zabira polarni hlava tenziaz, c
Ize pipisovat zvySeni solvatace micel v systémech oljidbl vysSi procento formamidu.
V souladu s fedchozim zji&nim, znény EmPI pyrenu poukazaly na zvySeni polarity
prostedi. Hodnoty anizotropie fluorescence fluoresceimukumarinu 6 indikovaly se
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zvysujicim se mnozstvi formamidu snizeni mikrovisigo prostedi, v #mz se tyto sondy
nachazely. Tato zéma mikroviskozity byla vysitlena formaci micel s ménuspdadanou
strukturou.

Mefenim  stacionarni  anizotropie fluorescence perylemifenylbutadienu (DPB)
a fluoresceinu studoval. C. Ruizvliv pfidavku ethylenglykolu (EG) na micelarni formaci
tetradecyltrimethylamonium bromidu (TTAB) [22]. Zeiskanych hodnot anizotropie
fluorescence jednotlivych sond solubilizovanychazmnych ¢astech TTAB micel (perylen,
DPB v hydrofobnim jatke a fluorescein na micelarnim povrchu) porovnavironiskozitni
zmeny téchto ¢asti s rostoucim mnozstvim EG ve vzorku. Ukazal@eego pidavku EG do
systému #stava mikroviskozita hydrofobniho jadra konstantai nedochazi tedy
k vyrazrgéjSim  strukturdlnim zmnam tohoto micelarniho regionu. Naproti tomu,
mikroviskozita v okoli molekul fluoresceinu giggavkem EG virstala, coz bylo zisobeno
pronikanim molekul EG do blizkosti micelarniho powi.

P. Quagliotto charakterizoval agre@gai chovani u (DTAB), cetyltrimethylamonium
bromidu (CTAB) a dvou dimernich (gemini) tendid typu dihexadecyt,w-
bis(alkyldimethylamonium bromid) pomoci éeni konduktivity, intenzity fluorescence
pyrenu a anizotropie fluorescence perylenu a fememu [23]. Kritickou micelarni
koncentraci stanovoval z hodnot EmPI pyrenu a tak@ngienych hodnot anizotropie
fluorescence fluoresceinu, které v zavislosti nademtraci tenzidu vykazovaly jednoduchy
sigmoidni charakter. fedpokladem tohoto anizotropniho¢imni je fakt, Zze $ nizSich
koncentracich tenzidu nez CMC neni ve vodném fedsh bragno rot&nimu pohybu
molekul sondy. Jakmile se ale v systémunpa tvdit micely, anizotropie fluorescence
vzroste diky inkorporaci molekul fluoresceinu doceij ¢imz dojde ke snizeni jeho rom
difuze. Ziskané vysledky z anizotropniha@ieni s fluoresceinem se shodovaly s hodnotou
CMC urenou pomoci konduktivity a fluorescence pyrendidni anizotropie fluorescence
perylenu pak poskytlo informace pro srovnani mikskezity a kompaktnosti hydrofobnich
jader micel jednotlivych tenzid

Casow rozlisené nsreni anizotropie fluorescence perylenu pold#thew McCarrol pro
studium vodného roztoku tritonu X-114, do kteréhg i riznych mnoZzstvich fpdavan
aniontovy tenzid SDS [24]. iPnizkych koncentracich SDS se projevila komponentalmi
kratkym korel@nim casem a kvky rozpadu anizotropie ukazaly existenci vysokaithi
hodnoty anizotropie fluorescence, coz dglwa Ze bylo perylenu bramo v rot&nim pohybu
v micelarnim prosedi. Ri vysSich koncentracich SDS se limitni anizotropgignamr
snizila, coz nazridlo migraci sondy dovnitmicely.

Komaromy-Hiller s kolektivemzkoumal vyvoj hodnot anizotropie fluorescence fery
v zavislosti na tepléta koncentraci neiontového tenzidu tritonu X-1¥édpa po zakaleni
vzorka [84]. Namerené hodnoty anizotropie vyuzil k odhadu mikroviskpznicelarniho
jadra. Maximum anizotropie bylo pozorované dosazeni CMC, bezprdstré po jejim
piekraieni se hodnoty anizotropie sniZily, coz bylpjsovano z¢tSeni objemu micelarniho
jadra. Hodnoty anizotropie se pod bodem zakaluosai¥ i vlivem vzistajici teploty, coz
souvisi s vyrazgSim rot&nim pohybem sond. V beédzakalu zadné vyrazjgi zmeny
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nenastaly. V odélené micelarni fazi vzniklé po zakaleni vzorku bgkmétena o gco vyssi
anizotropie, nicméhjeji hodnota s néstajici teplotou oft klesala.

Marieta Nichifor s kolektivem studovala vlastnosti hydrofobnich domén vzniklych
z postrannich rettzci polysacharid, které byly tvéeny N-alkyl-N,N-dimethyl-N-(2-
hydroxypropyl)amonium chloridem ve vodném predi [85]. Tyto vzniklé agregaty
charakterizovala pomoci ustalené fluorescence (CAQixotropniho rk¥eni (mikroviskozita)
a kapilarni viskozimetrie (makroviskozita). Jakoudiescetini sondy pouzila pyren,
difenylhexatrien a N-fenylnaftylamin. Zjistila, Ze rostouci koncentraci a zvysSujici se
iontovou silou roztoku probihaji zmy v konformaci polymeru na mé&mozsahlou strukturu,
piicemz vysledkem je asociace hydrofobni straegzce. Tento stav je pak zachycen
fluorofory. S rostouci koncentraci polymeru rosfmiet vznikajicich malych agredgapodél
fetézce, dokud nejsou asociovany vSechny jeho hydrofdsii.

F. G. Sanchestudoval penos energie mezi perylenem a fluoresceinem v Ciirddglach
[86]. Perylen se nachazi v hydrofobnim igdmicelarnich agregat kdezto fluorescein je
solubilizovan ve Stern@vvrstw na povrchu CTAB micel. Ziskané vysledky zhaSecich
experimeni demonstrovaly staticky mechanismus zhaSeni paglgpefluorescein. Ze studia
vlivu koncentrace akceptoru (fluoresceinu) n@nms energie vyplynulo, Ze k celkovému
procesu fispiva pouze intramicelarnitgnos energie. Dale bylo dok&zano, Ze tato metoda
zaloZend& na procestigmosu energie lze vyuzit pro stanoveni agheidp cisla CTAB micel.

Aydin s kolektivemcharakterizoval fenos energie mezi fluoresceinem a merocyaninem
540 ve vodnych roztocich tengid- dodecylsiran sodny (SDS), cetyltrimethylammonium
bromide (CTAB) a triton X-100 (TX-100) pomociéheni absorbance, intenzity fluorescence
a doby Zivota fluorescence [87]. Z n&enych vysledi stanovil rychlostni konstanty
pirenosu energie Vv jednotlivych priedich, Forstéiv poloner pro par fluorescein-
merocyanin a efektivitu fignosu v danych roztocich ten&id\ejvyssi efektivity dosahoval

s

K. K. Karukstis pouzil fluorescetni techniky a rozptyl sla pro charakterizaci
micelarnich agregatN-alkyl-N-methylpyrrolidinium bromidu (fMPB) —n je paiet uhliki
v hydrofobnimretézci (10, 12, 14, 16 a 18) [40]. Proceni kritické micelarni koncentrace
pouZil jako sondu TNS (2sftoluidino)naftalen-6-sulfonat)), ktery vykazuje yme slabou
emisi ve vodném pragdi, nicmén po navazani na supramolekularni povrch intengite |
fluorescence vyraznvzroste. Maximum emise TNS se s rostouci polamimsiedi posouva
k delSim vinovym délkam — od 420 nm v organickérpat@&nim rozpougtle po 465 nm ve
vodk. V micelarnim progedi ma maximum fluorescence TNS polohu mezi 440-+4%45
Kritickou micelarni koncentraci pak Karukstis¢iirna zaklad zlomu v zavislosti intenzity
fluorescence TNSip 441 nm na koncentraci vybraného tenzidu. Prizkum formace
vznikajicich agregéatzvolil jako fluoresce#ni sondu prodan &aso¥ rozliSena fluoresceni
meieni. Vysledkem je sloZzené emisni spektrum ze spgkidnotlivych stau prodanu
emitujicich z rozdilnych mikroprastdi agregdt (viz obr. 24) Pro ueni agregéniho ¢isla
micel vyuzil metodu zhaSeni pyrenu, jako zkasSesystému poslouzil prodan. &ni
rozptylu s¥tla ukazalo na vznik pouze sférickych micel.
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Obr. 24: Ukazka dekonvoluce emisniho spektra prodanu veémdoztoku GMPB na fi hlavni
komponenty s maximy emisé jy = (436 +2) nm (prodan v hydrofobnim j&j, 1, = (463 £2) nm
(prodan v oblasti polarnich hlav) & = (508 + 2) nm (molekuly prodanu na rozhrani méreiiho
povrchu s vodou) [40].

TakéKarukstis a spolvyuzil prodan pro studium vlastnosti aniontovyekierznich micel
voda/l,4-bis-2-ethylhexylsulfosukcinat sodny (AQiFleptan a popsal, Ze se Vv nich
molekuly prodanu nachazi uanych mikroprosedich, a to ve vrstv vazané vody,
mezifazovém regionu micel AOT a v n-heptanu [88p Ryhodnoceni ziskanych dat pouzil
dekonvoluci emisniho spektra do jednotlivych Gauskgch piki. Naproti tomuLissi a spol.
na zaklad souboru fluorescemnich technik tvrdi, Ze se molekuly prodanu ve stejrsystému
(reverzni micely voda/AOT/heptan) rozmistegevsim v nepolarnim n-heptanu a na rozhrani
reverznich micel, nikoliv ve vag kde je prodan malo rozpustny [89]. Taki®&ngupta
s kolektivemse v zawrech o lokalizaci prodanu v reverznich micelach A@iTKarukstise liSi
[36]. Sengtupa tvrdi, Ze se molekuly prodanu nagjidazmezifazové oblasti micel (emise
v modré c¢asti spektra), v oblasti uhlovodikovychetézci v nepolarnim rozpousdle
a poslednéast molekul prodanu se nachazi v oblasti polarhiah tenzidu.
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4 CILE PRACE

Hlavnim cilem této disertai prace bylo rozgni pow¥domi o vyuZiti stacionarnichéasow
rozliSenych pokrailych fluorescerinich technik dostupnych na Skolicim pracovistiyétee
pouzit pro studium vlastnosti micelarnich systém jejich interakci s dalSimi latkami,
piedevsim biopolymery.

Prvnim z cii prace bylo vypracovani literarni reSerSe, na jejmaklad byly vybrany
jednotlivé pouzité fluorescéni techniky. Tyto techniky pak byly aplikovany nationtové
micelarni systémy a jejich interakce s hyaluronanjejichZ problematikou se jigadu let na
Fakulg chemicke, Vysokéhodeni technického v B zabyva vyzkumny tym pod vedenim
prof. Ing. Miloslava Pek&, CSc. Konktrétha byl fluorescemini vyzkum zanifen na ve sité
pongrné neznamy kationtovy tenzid septonérskou specialitu, a znamy kationtovy tenzid
CTAB, jejichz molekularni struktury jsou si podobné

Z davodu, Ze v odborné literatel nebylo prozatim podrobjn komentovano agregai
chovani septonexu ve vodném predf, byla pomoci fluoresc&niho nEfeni s pyrenem
stanovena jeho kriticka micelarni koncentrace & jako agregai ¢islo. Stejné réreni bylo
provedeno i pro CTAB, aby ziskané vysledky mohly\majemi porovnany.

DalSim cilem této prace bylo roii prozatim ziskanych poznatk interakcich mezi
kationtovymi micelami &etzci hyaluronanu na zakladrybranych fluorescamich technik
(anizotropie fluorescence, Forster prenos energie,éaso¥ rozliSena fluorescence).
Studované systémy vychazely z roZtok vysSi koncentraci tenzidu, nez je jeho kriticka
micelarni koncentrace,figemz byl studovan vliv postupnychrigavki hyaluronanu do
systému, aby mohlo byt posouzeno, zda lze zjisfibrmace o postupnych strukturnich
zmeénach micelarniho systému.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

V této kapitole jsou obeé&nshrnuty pouzité materialy figtroje, standardni postugipravy
vzorki a informace o standardnim vyhodnocovani vysiedkodrobgjSi popis provedeni
jednotlivych experimerit véetné vyhodnoceni dat se nachazimpo u konkrétnich kapitol
vénujicich se dané problematice.

5.1 Materialy

Fluorescen®ni sondy
Fluorescein sodium salt — CAS: 518-47-8, Flukatadle for fluorescence, Sarze 2082530
Perylene — CAS: 198-55-0, Fluka, puriss. for flsmence¢. Sarze 2059009

Prodan K,N-dimethyl-6-propionyl-2-naphthylamine) — CAS: 7050%-7, Sigma-Aldrich,
suitable for fluorescence98 % (HPLC)¢. Sarze BCBD8898V

Pyrene — CAS: 129-00-0, Fluka, puriss. p. a. feoiftscence;. Sarze 2049273

Tenzidy

CPC (Hexadecylpyridinium chloride monohydrate) — SCA123-03-5, Sigma-Aldrich,
minimum 99%¢. Sarze: 075K0200

CTAB (Hexadecyltrimethylammonium bromide) — CAS:=@3-0, Sigma-Aldrich,¢. Sarze
SLBJ9504V

Septonex (Carbethopendecini bromidum) — CAS: 10&58, GNB chem, a.s&. Sarze
910SEP002, 910SEP003

Hyaluronan

Hyaluronan 250-450 kDa — CPN s.r@®.8arze 230215-EM,, = 340 kDa

Rozpou&dla

Aceton p.a. — CAS: 67-64-1, Penta s.r.o.

Ethanol

Deionizovana voda — PURELAB Option R7/15; ELGA, ké&eBritanie

Ostatni

Ludox
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5.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy Denver Instrument Mdl BC 100, Oh&isneer PA214CM
Predvazky Denver Instrument S-603

Mikropipety Finnpipette, Eppendorf Research, SarsmBiohit
Trepaka Heidolph Vibramax 100

Magnetické michadlo Variomag POLY 15

Vibra¢ni michadlo IKA MS2 Minishaker

Refraktometr

Luminiscenéni spektrometr Fluorolog (HORIBA Scientific)

Zdroj z&eni Xenonova lampa, 450 W, rozsah 200—-850 nm
Monochromatory Czerny-Turner, rozsah 0—1300 nimsmost 0,5 nm
Rychlost skenu 150 nm/s

Detektory T1 - PMT, S1 - PMT, S2 — InGaAs{@)N

Kvantag integrani sféra pro réeni absolutnich kvantovych wka

TCSPC spektrofluorometr FluoroCube (HORIBA Scient)

Zdroj z&eni NanoLED diody, tzné vinové délky, 260-740 nm, pracovni
frekvence 1 MHz

Monochromator Seya-Namioka, rozsah 200—800 nm

Detektor IHB TBX-04 (185-650 nm, rozliSeni 20 psi&h

Vyhodnocovani dat program DAS6

UV-VIS spektrofotometr Cary 50 Probe (Varian)

Zdroj z&eni Xenonova pulzni lampa
Monochromator Czerny-Turner, rozsah 190-1100 nm
Detektor 2 kemikové diody

5.3 Standardni priprava vzorki
5.3.1 Zasobni roztoky

VSechny z&sobni roztoky bylyipraveny navaZzenim petbného mnoZzstvi dané pevné latky
(s presnosti na 4 desetinnd mista) a analytickym @opim rozpou&tdla na pozZzadovany
objem. Nasleddbyly ponechany na magnetickém michadle 24 hodiatmaratorni teploty.
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Vodné roztoky tenzidl byly uchovany ve tm pii laboratorni tepldt Zasobni roztoky
hyaluronanu ve vadbyly uchovany v ledrtice @i teplo€ 4 °C maximald po dobu 10 din
Zasobni roztoky fluoresceénich sond vakavych rozpougdlech/vod byly taktéZz uchovany
v lednice @i 4 °C.

5.3.2 Vzorky s fluorescertni sondou

Do vialky bylo napipetovano pozadované mnozstvokago roztoku fluoresceéni sondy

v ttkavém rozpougtle, které bylo za sniZzeného tlaku ofipe. Nasled® bylo do vialky

piidano potebné mnoZstvi zasobniho roztoku pozadované komponepozadovaném
rozpoustdle, zpravidla v ptadi: zasobni roztok tenzidu, zasobni roztok hyalanoi, voda.
Pro zajis¢ni dikladné solubilizace fluorescém sondy byly vzorky fed néienim ponechany
24 h natepace @i laboratorni teplat.

5.4 Vyhodnoceni dat
5.4.1 Statistika vyhodnoceni

U vSech provedenych experim&nbyly namichany minimat tii paralelni sady vzoik
Prezentované hodnoty n&fanych velkin jsou pfimérnymi hodnotami, jako chybové (e
jsou do grai vyneseny vybrové sngrodatné odchylky.

5.4.2 Standardni vyhodnoceni doby Zivota (TCSPC ®¥eni)

K analyze dat ziskanych &enim ¢asow rozliSené fluorescence byl pouzit program DAS6
Fluorescence Decay Analysis Software od firmy Hayriktery pracuje na principu metody
nelinearnich nejmensSichtverai. Pro zjiséni dob Zzivota fluoroforu nachazejiciho se ve
studovaném vzorku, byly nasfené vyhasinaciikky fluorescence vyhodnoceny proloZenim
1-5 exponencialni funkci, jejiz obecny tvar je:

—t

F(t) = A+ B;exp (T—>, (42)
i
kdet predstavujetas, A je korekni parametrB je pred-exponencialni funkce, ktera souvisi
s mnozstvim konkrétni emitujici latky v analyzovemnézorku ar je prisluSna doba Zivota.
Dvéma hlavnimi moznostmi, kterymi Ize reprezentd®dtinkci, jsou:

1) Relativni (frakni) amplituda, ktera je vazana na konkrétni dobeota Tato
moznost je vhodna pro porovnani ziskanych datasgostarni fluorescenci.

B;T;
fi= :
2i BiTi
2) Normalizovana hodnota, kterd je vhodna prdkladnou analyzu multi-
komponentnich systéim
B;

< 5
i=1 B;

(42)

bi=

(43)
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Spravnost proloZzeni dat byla hodnocena vizualnitrktou proloZeni nagtenych dat
zvolenou exponencialni funkci, vizualni kontroloehndného rozlozeni vazenych residui
a pomoci sledovani hodnoty redukovanghparametru, ktery métipspravném proloZeni dat
hodnotu kolem jedné.
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6 KRITICKA MICELARNI KONCENTRACE SEPTONEXU A CTAB

Jako zéklad pro dalSi experimenty byla vramci t@rdce provedena charakterizace
agregéniho chovani dvou pouzivanych kationtovych tetizidseptonexu a CTAB (Obr. 25),
ve vodném prosedi za pomoci fluorescéni spektrometrie. Prvnim &gnym parametrem
byla kritick& micelarni koncentrace (CMC), ktergpodida hranini koncentraci tenzidu, od
niz dochazi ke vzniku agreg&enzich zvanych micely. Pro stanoveni hodnoty CMC byl jako
fluorescekini sonda vyuzit pyren, jehoz molekula se vyape vysokou citlivosti na polaritu
prostedi, v Bmz se nachazi.

b) Br
P e N G N NG N
HaC N

Obr. 25 a) Septonex, b) CTAB.
6.1 Experimentalni ¢ast

6.1.1 Priprava vzorkia

Pro dany tenzid bylafipravenarada s konstantni koncentraci pyrentl@Z M), v niz se
koncentrace tenzidu pohybovala od 0,01 do 5 mMaseienim se na oblastgdpokladané
micelarni koncentrace. Vzorky byly namichany stadden postupem.

6.1.2 Méreni

U vzorka byly nangreny absorgni spektra v rozsahu 300—600 nm, s krokem 1 nnclaagti
600 nm/min. Emisni spektra byla¢tena v rozmezi 360-530 nm, s krokem 1 nmi, p
nastaveni excitaniho monochromatoru na 336 nm a intégie ¢ase 0,1 s. Emisni spektra
pak byla korigovana na viiti filtraéni efekt dle vztahu [1]:

Dixor. = I - 100'5'(A/1+Aexc)’ (44)

kde I, kor. @1, 0zn&uje intenzitu fluorescence korigovanou a ®#nou pro danou vinovou
délku 4, respektive.A; a Aexe pak odpovidéabsorbanci $ dané a excitni vinové délce.
VSechna nireni probihalaip teplog 25 £ 1 °C.

6.1.3 Vyhodnoceni dat

Z korigovanych emisnich spekter byly vydny parametry EmPI (pain intenzity
fluorescence pyrenutip373 a 383 nm) a Ex:Mo (painintenzity fluorescence excimertdi p
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470 nm a monomerufip373 nm). Ziskana zavislost EmPI na koncentraozithi byla
proloZena Boltzmannovym modelem v programu Origin®d, jehoZ rovnice je dana jako:
A, — A,
y=—=%= 1t 42 (45)
1+e bx
kde prongnnouy je EmPI, prominnoux je koncentrace tenzidu, paramatra A, znai horni
a spodni limitu sigmoidniikvky, Xo je inflexni bod této zavislosti Ax charakterizuje strmost
poklesu klesajictasti kivky. Ze ziskanych dat byly vyhodnocenyédvwodnoty CMC —xcmc:
odpovidajici inflexnimbodu zavislostky aXcmce odpovidajici hodnétxy + 2 Ax.

6.2 Vysledky a diskuze

Na nasledujicich obr. 26 a obr. 27 jsou vynesesitarié hodnoty EmPI a pém Ex:Mo
pyrenu v zavislosti na koncentraci daného katioéihav tenzidu. Jak je Zdhto obrazk
patrné, ziskané hodnoty EmPI v zavislosti na komaen CTAB a septonexu vykazuji
piedpokladany jednoduchy sigmoidni charakter.

140 - 0,50
[ I T
135 1 L ? 0,40
1,30 - 030
E
125 1 0,20
1,20 0.10
................................... AN
1,15 & A A Sy 4 000
0.01 0.10 1.00 10.00

Ccrap (mmol dm3)

Obr. 26 Zavislost EmPI proloZzena Boltzmannovym modele@vislost Ex:Mo na koncentraci CTAB
ve vodném prosgtdi.
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Obr. 27: Zavislost EmPI proloZzena Boltzmannovym modelemawasinast Ex:Mo na koncentraci
septonexu ve vodném priesti.

V oblasti okolo kritické micelarni koncentrace CTABseptonexu dochazi k vyraznému
naristu pon¢ru Ex:Mo vlivem zvysujici se pra¥godobnosti vzniku excim@rmpyrenu, jejichz
piitomnost se v emisnim spektru projevujetuséem intenzity fluorescence kolem 470 nm.
Tento jev je zfisoben pitomnosti pouze malého mnozstvi vzniklych micel paatku
agreganiho procesu, diky¢emuz se vyrazh zvySuje pravépodobnost vicenasobné
inkorporace molekul pyrenu do jedné micely a teglyavdpodobnost vzniku excimeru. Se
zvysujici se koncentraci tenzidu v systému pak d@bichk vytvaeni WtSiho pd@tu
kompaktnich micel, do nichz se molekuly pyrenu mohsplubilizovat, vlivem c¢ehoz
pravéEpodobnost tvorby excimeru pyrenusblesa.

Na zéklad Aquiar a spol. byly ze ziskanych dat EmPI vyhodmycdva body Xcmc
aXcmez [15]. Kritériem vhodnosti vyhodnoceni CMC dle dhoébodu je hodnota pairu
Xo/AX. Pokud je tento po#n vysSi nez 10, je za kritickou micelarni konceaitréhodrgjSi
povazovat bodkcmce oproti Xemc1. Vzhledem k tomu, Ze je pamxy/Ax pro septonex roven
20,5 a pro CTAB 18,4, byl boxtuc, zvolen jako hodnota kritické micelarni koncentrace
dalSi vyuziti. TaktéZ ip srovnani hodnot kritické micelarni koncentraceABTa septonexu
stanovenych a nalezenych v litef@use jevi bodcmc jako @ihodrgjsi. V nasledujici tab. 1
jsou shrnuty parametry ziskané proloZzenim dat EBéHzmannovym modelem pro oba
tenzidy a taktéZ srovnani s hodnotami kritické dice koncentrace nalezené v litetatu

Stanovena hodnota CMC pro septonex je@ommalo nizSi nez vifpact CTAB, akoliv
by kratSi uhlovodikovyfetzec n¢l obecrd hodnotu CMC zvySovat. Snizeni CMC oproti
CTAB bude #ejm¢ zagicinéno objemujSi polarni hlavou septonexu, ktera prgpodobr
stericky odstiuje repulzi shodnych nahiopmoniovych skupin.
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Tab. 1: Parametry vyhodnocené ze zavislosti EmRbnaentraci tenzidu proloZzenim dat
Boltzmannovym modelem.

Parametr Popis CTAB Septonex

Al horni hranice Sikvky 1,364 + 0,002 1,368 + 0,003

A, dolni hranice S4kvky 1,204 + 0,002 1,110 + 0,003
Xeme1 = Xo inflexni bod (CMG) (0,845 + 0,005) mM (0,759 + 0,007) mM
AX strmost poklesu (0,046 + 0,005) mM (0,037 + 0,005)
Xcmcz = Xot2Ax  CMC, (0,938 + 0,015) mM (0,833 +£0,011) mM
R koeficient spolehlivosti 0,996 0 0,994 0
CMCi. (MM)  CMC z literatury 0,91 [90]; 0,92 [76]; 0,991] 0,81 [92]
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7 AGREGACNI CiSLO SEPTONEXU A CTAB

DalSim dilezitym parametrem charakterizujicim agr@gachovani tenziél je tzv. agregéni
¢islo Nyg, které udava pt molekul tenzid, z nichz je micela tv@na. Lze jej stanovit na
zaklad stacionarniho ¢asov rozliSeného rreni zhaseni fluorescence (viz kap. 2.3.2). Jako
fluorescekini sonda byl v této praci pro stanoveni agtaeg#ocisla septonexu a CTAB vyuzit
pyren, jehoz fluorescence byla zhaSena cetylpyitidirchloridem (CPC).

7.1 Experimentalni ¢ast

7.1.1 Priprava vzorkia

V piipact obou tenzid byla agregeéni ¢isla micel zji§ovana pi koncentracich tenzidu 2, 5,
10 a 25 mM. Pro kazdou koncentraci tenzidu bylavefgnatada 9 vzork s konstantni
koncentraci pyrenu a rovn@mmé se zvysujici se koncentraci zh&SeCPC (viz tab. 2).
Vzorky byly namichany standardnim postupem.

Tab. 2: Koncentrace jednotlivych komponent v dantgedtéch vzork slouzicich k uteni agregéniho
¢isla micel tenzid CTAB a septonexu.

Csprxictas (Mmoldnt®) Coyren (MOl AMT®) Cepc (pmol dm®)
2 2 0-24
5 4 0-40
10 6 0-80
25 8 0-200

7.1.2 Méreni

U vSech vzorik byla nméfena absorni spektra (fistroj Cary 50) v rozsahu 300-530 nm
s krokem 1 nm a rychlosti skenu 600 nm/min. Jakpysizorek byl u absoépich nereni
pouzit roztok CTAB nebo septonexu o dané koncentoaz gitomnosti pyrenu a CPC.
Emisni spektra byla &iena na fistroji Fluorolog v rozsahu 360-530 nri pxcitatni vinové
délce 336 nm, integéaim case 0,1 s a ip konstantnim nastaveni égbin pro danou
koncentraci tenzidu mezi 1-2 nm. Emisni spektra lxgrigovana na vritti filtraéni efekt dle
rovnice (44).

Dale byla metodou TCSPCi(ptroj FluoroCube) giena vyhasinacitk/ka fluorescence
pyrenu. Jako excitai zdroj byla pouzita NanoLED dioda o vinové déR29 nm, emisni
monochromator byl nastaven na 383 nm, polarizétary4,7°, rozsah TAC byl nastaven na
2 us a repetion rate na 1 MHz. VSechn&eni probihala b teplot 25 + 1 °C.

7.1.3 Vyhodnoceni dat

Agregani ¢islo micely Nog bylo ze stacionarniho fluoreseaiho nefeni vyhodnoceno ze
smérnice zavislosti Inlg/l na koncentraci zh&&e (viz rovnice 17). Vfipad casow
rozliSeného réfeni zhaSeni fluorescence byly ziskané vyhasinaoikyk prokladany
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v programu DAS6 modelem micelarniho zhaSeni zaktiema teorii, kterou vytidi Infelta
a Tachia [44; 45], jehoz rovnice je:

F(t) = A+ Bexp [(;—f) -C {1 — exp (;—;)}] : (46)

T, zde oznauje dobu Zivota nezhaSeného fluorofory, znamené dobu Zivota zhaSeného
fluoroforu, A je korekini faktor pozadiB je intenzita fluorescencedase 0 aC je poner

o

poctu molekul zhasee a micel.

Agregani ¢islo micely Nag pak bylo spéitano ze srrnice zavislostiC na koncentraci
zhasée dle rovnice (19).
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Obr. 28: Ukazka proloZeni dat vyhasinani fluorescence pyrer25mM septonexuripruiznych
koncentracich CPC jako zha%e modelem micelarniho zhaSeni. Appd systému bez CPC je
vyhasinaci kvka fluorescence pyrenu mono-exponencialni, protmelze vyhodnotit modelem
micelarniho zhaseni.
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7.2 Vysledky a diskuze

Na obr. 29 a 30 jsou vyneseny zavislostiglhaC na koncentraci zhd&e CPC v systému pro
vzorky se septonexem, z jejichz &mice byla stanovena agreéga ¢isla micel v danych
piipadech. Jak je Z¢hto obrazi ziejmé, vSechny vynesené zavislosti maji linearmdre
Stejre tomu tak je i v pipadt roztoki CTAB.

V néasledujici tab. 3 se nachazeji stanovena agmégisla micel septonexu a CTAB. Dale
jsou v ni uvedeny hodnoty agreg#o cisla CTAB nalezené v literate, které byly uteny
pomoci fluorescemiho nereni. Co se tyka septonexu, zatiméjhmodnota agregaiho cisla
nebyla publikovana. Hodnoty agreég#ho cisla utené pomocicaso¥ rozliSeného zhaseni
fluorescence jsou vyssi nez kigad stacionarniho geni,éemuz dobe odpovidaji i hodnoty
Nag nalezené pro CTAB v literatet nangtrené danym zgsobem. Dle Alargova a spol. je tomu
tak v mnoha fipadech micelarnich systémkdy rozdily mezi zji&inymi Ny rostou
s naistajici mikroviskozitou agregat s rostouci hodnotdu,,[82]. Rozdily mezi ziskanymi
hodnotami Nag mohou souviset s rozdilnymi teoreticko-matematickyzaklady (modely)
stacionarniho &asow-rozliSeného réreni zhaseni fluorescence.

2mM o5mM ¢10mM 25mM
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. § P ’d ).993 T
@ r ‘ *
0,30 - § . * -t
% % l L y=2003,5x
“ : . R2=09959
020 - - ; * I \
‘:}; ¢ !
0.00 184 5~ 4
te *
0.00 ¢
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Obr. 29: Zavislost In ¥I na koncentraci zhage CPC pro fizné koncentrace vodnych roziok
septonexu nad CMC.
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Obr. 30: Zavislost parametru C na koncentraci zh@&€PC pro #izné koncentrace vodnych roztok
septonexu nad CMC.

Tab. 3: Micelarni agredai ¢islo CTAB a septonexu stanovené pomoci stacionafiibrescetniho
zhéseni (SSFQ)&sow rozliSeného fluorescéniho zhaseni (TRFQ). Toé jsou vyzné@eny hodnoty
agregénihocisla septonexu a CTAB tgné v ramci této prace.

CTAB Septonex
Cienzia (MMoldM®)  SSFQ TRFQ SSFQ TRFQ
2 34,7+ 2,461 [76] 62,7 +2,275[73] 28,9+1,3 455%1,0
3 40 [81]
5 45,3 + 1,846 [81] 91,0 + 1,592 [78] 39,1+0,2 64,0 0,2
6 59 [77] 93 [73]
7 59 [81]
8 100 [73]
10 56,2 + 6,6 54 [93] 101,1+4,2102[73] 47,1+3,7 79,0%2,5
12 103 [73]
25 60,8 + 3,7 102,9 +3,0108 [80] 49,2+2,9 82,6 +2,7
30 120 [73]
100 145 [79]

neznama (>CMC) 62 [94]
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Obecré v rdmci odborné literatury, byv&sto u iontovych tenzid publikovdna pouze
jedna hodnota agreg@ho cisla, stanovena pro vysSi koncentraci tenzidu néxCC
Nicmérg, jak naznauje nasledujici obr. 31, hodnota agragho cisla je ovliviena
i koncentraci daného tenzidu. Hodnobyg septonexu i CTAB roste se zvySujici se
koncentraci tenzidu v systému, coZ signalizuje aioé rist. Tato zmina velikosti micel je
vyrazna zhruba do koncentrace septonexu a CTABwdagpci desetinasobku jejich CMC.
U vysSich koncentraciéthto tenzid se pak hodnota agregsho cisla stava zhruba
konstantni, coZz naztaje piblizné jednotnou velikost micel v systému odité koncentrace
nad CMC. Z tohoto zjighi vyplyva, Ze k vytveéeni stabilnich a velikos#finalnich micel je
nezbytna fitomnost dostatmého mnozZstvi molekul tenzidu v roztoku, coZ bysasto
piehlizeno.

Ze srovnani hodnot agregdch cisel septonexu a CTAB je patrne€, Ze micely septonex
jsou tvaeny menSim pfiem molekul tenzidl nez je tomu vfipadt CTAB pii stejné
koncentraci. Tento fakt je apoben rozdilnou strukturou polarni hlavy septonaxaké jeho
kratSim alkylovymrettzcem. Diky objeméjSi polarni hla¥ septonexu se zdéipvorb¢ micel
uplatiuje vyrazeji stericky efekt nez vippadk CTAB, coz vede ke sniZzeni hodnoty
agreganihocisla.
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Obr. 31: Koncentrani zavislost agregaiho ¢isla micel pro CTAB a septonex stanoveného pomoci
stacionarniho veni (SSFQ) @aso\ rozliseného ¥eni (TRFQ) zhaSeni fluorescence.
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8 PRODAN A FLUORESCEIN V ROZTOKU SEPTONEXU POD
A NAD CMC

Tato kapitola disertani prace je ¥novana studiu zsm zakladniho fluorescéniho chovani
fluoresceinu a prodanufipzvySujici se koncentraci septonexu v systému tdsti hluboko
pod kritickou micelarni koncentraci az pé&kalikanasobg vétsSi koncentraci septonexu, nez
je jeho hodnota CMC. U obou sond byla v ramci kot@éni fady septonexu silena emisni
spektra, u fluoresceinu pak byla naviéreana stacionarni anizotropie fluorescence. Motivaci
tohoto n&teni bylo zjiséni, zda Ize pomocithto dvou fluorescemich sond a jednoduchého
fluorescekniho nefeni sledovat agre@ai proces v roztoku septonexu.

Z nantfenych dat byly vytvieny zavislosti zny polohy maxima emise ifglusné
fluorescekini sondy a anizotropie fluorescence fluoresceinkameentraci septonexu, z nichz
je mozné pozorovat pb¢h micelizace septonexu. Ziskané vysledky jsou pudwany
s hodnotou kritické micelarni koncentrace septors&novené pomaoci pyrenu.

8.1 Experimentalni ¢ast
8.1.1 Priprava vzorkia

Pro olg sondy byly pipraveny koncentgmi tady obsahujici 25 vzoik v nichz se
koncentrace septonexu pohybovala od 0,01 do 5 mMdah n&l ve vSech vzorcich
koncentraci BL0° M, fluorescein pak 10° M. Vzorky byly namichany standardnim
postupem.

8.1.2 Meéreni

U vSech vzorlt byla nantiena emisni spektra na&igtroji Fluorolog. U vzork s prodanem
byla metena v rozsahu 420-650 nniii gxcitaini vinové délce 372 nm, integrdm case
0,1 s a i nastaveni §tbin na 2 nm.

U vzorki obsahujicich fluorescein byla emiséiana v rozsahu 490-620 nrii pxcitatni
vinové délce 470 nm, integh@im ¢ase 0,1 s aip nastaveni &tbin na 2 nm. Stacionarni
anizotropie fluoresceinu byladrena v L-formatu, jako excitéai vinova délka bylo zvoleno
470 nm, emisni vinova délka odpovidala maximu ef@nspektra v daném fipad
a S€rbiny byly nastaveny na 5 nm. Pro kazdy vzorek hyéstaveno 5 opakovaniékani,
piicemz vysledkem byla zji&a pamérnad hodnota anizotropie. Integra ¢as byl u vSech
vzorka nastaven na 1 s.

VSechna nireni probihala b teplog 25 £ 1 °C.
8.1.3 Vyhodnoceni dat

Ze ziskanych emisnich spekter byla vyhodnocenasl®tivinové délky emisniho maxima na
koncentraci septonexu, ¥mz se fluorescemi sonda nachazela. U fluoresceinu pak byla
také vyhodnocena zavislost stacionarni anizotrdhierescence na koncentraci roztoku
septonexu. VSechny zavislosti byly proloZzeny Bolmmovym modelem v programu
OriginPro 8.1 dle rovnice (45).
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8.2 Vysledky a diskuze
8.2.1 Prodan

Na nasledujicim obr. 32 je vyobrazena zavislostolppl maxima emise prodanu na
koncentraci septonexu ve vzorku, ktera vykazujegedichy sigmoidni charakteriiRelmi
nizkych koncentracich roztoku septonexu méa emisegmu maximum i 520 nm, které
odpovida emisnimu maximu i ¥ipad® vodného prosedi. V oblasti okolo kritické micelarni
koncentrace septonexu se pak maximum emise paspgaouva ke kratSim vinovym délkam
az do chvile vytviteni se dostat®@ého mnoZstvi micelarnich Utéars nimiz molekuly
prodanu interaguji. Vtomto okamziku dochazi k lesté polohy maxima emise prodanu
zhruba u 499 nm. Obegnemisni spektrum prodanu v micelarnim predt je vysledkem
emise ®kolika raiznych forem prodanu, které se v systému nachazejiképitola 11.2.2).
Maximum emisniho spektra je pak spojeno s fluomesicenolekul prodanu, které jsou
solubilizovany na povrchu micelarnich agrég&ioz koresponduje i s oblasti vinovych délek,
na kterych se maximum emise pdekraieni kritické micelarni koncentrace ustélilo
a odpovida emisi prodanu z pri@sti methanolu.

Z pribéhu této zavislosti Ize tedy usuzovaiilpth micelizace septonexu.
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Obr. 32: Zavislost vinové délky maxima emisniho spektragma (510° M) na koncentraci roztoku
septonexu.

Pokud na nagiena data aplikujeme metodu vyhodnoceni kritickéetaimi koncentrace
z EmPI pyrenu (viz kapitola 6), ziskame po prolazelat Boltzmannovym modelem
parametry, jejichZz hodnoty jsou shrnuty v tab. laflexni bod zavislosti, ktery je vifpac
vyhodnocovani CMC oziavan jako bodkcmci, ma hodnotu 0,855 mM, druhy b&gwvcs, ze
kterého se 1ize stanovit hodnota kritické micelarni koncentrané,pak hodnotu 1,149 mM,
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coz jsou vySSi hodnoty koncentradé grovnani se stanovenim CMC pomoci pyrenu. Pokud
ale aplikujeme pravidlo dle Aguiar a spol. [15]ykdpiipact, Ze je pondr Xo/Ax je menSi nez
10, je vhodné za hodnotu CMC povazovat begc;, ma pak vyhodnocena CMC pomoci
prodanu hodnotu bodxtuc: = 0,855 mM, cozZ je blizko stanovené hodnpbmoci pyrenu,
ktera byla wtena na 0,833 mM.

Tab. 4: Parametry vyhodnocené ze zavislosti potohyima emise prodanu na koncentraci septonexu
proloZzenim dat Boltzmannovym modelem.

Parametr Popis CTAB

A horni hranice Siikvky (519,9 £ 0,2) nm

A dolni hranice Sikvky (498,8 + 0,3) nm

Xo inflexni bod (CMC,) (0,855 +0,010) mM
AX strmost poklesu (0,149 + 0,009) mM
Xo+2AX CMG, (1,15 + 0,02) mM
R koeficient spolehlivosti 0,995 7

8.2.2 Fluorescein

U fluoresceinu byla sledovana &na polohy maxima emise a také stacionarni anizigrop
fluorescence s rostouci koncentraci septonexutersys Ri nizkych koncentracich tenzidu
hluboko pod CMC odpovida maximum emise fluorescej@lio emisnimu maximu ve
vodném prosedi. Stejd tak i zjis€né velmi nizké hodnoty anizotropie fluorescence
naznguji volny rotani pohyb molekul této sondy. Odc¢uté koncentrace septonexu pak
dochéazi k posunu emisniho maxima fluoresceinu Einy&Inovym délkam, jehoz hodnota se
ustali na 523 nm. Posun emisniho maxima fluoreacaastava i nizSich koncentracich
septonexu ve srovnani s fisiem anizotropie, za ktery je zodgdmé omezeni volného
rotatniho pohybu molekul fluoresceinu vlivem interakeivznikajicimi micelarnimi Gtvary.

Oh¢ nantrené zavislosti (viz obr. 33) vykazuji jednoduchgnsoidni charakter, proto
byly proloZzeny Boltzmannovym modelem. Ziskané paaynjsou shrnuty v tab. 5. Pokud
opct aplikujeme pravidlo, kdy vijppact, Ze je ponir xo/Ax je WtSi nez 10, je vhodné za
hodnotu CMC povazovat battyce, ma pak vyhodnocend CMC septonexu pomogieni
stacionarni anizotropie fluorescence fluoresceiadnibtu 0,822 mM, ktera je &pv dobre
shod se ziskanymi vysledky pomoci pyrenu.
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Obr. 33: Zavislost vinové délky maxima emisniho spektraaaianarni anizotropie fluorescence
fluoresceinu (1L0° M) na koncentraci roztoku septonexu.

Pro sledovani agregaiho procesu septonexu se zda byihqdrejSi vyuziti neifeni
anizotropie fluorescence, u které dojde ke zvySkadlnot vlivem interakci molekul
fluoresceinu se vzniklymi micelarnimi Gtvary. Sledai procesu micelizace pomoci &m
polohy maxima emise fluoresceinu bude velmi pépediobré zkresleno diky moznému
vyskytu tiznych (protonovanych a deprotonovanych) forem #isoeinu v systému.

Tab. 5: Parametry vyhodnocené ze zAavislosti polomgxima emise a stacionarni anizotropie
fluorescence fluoresceinu na koncentraci septopexioZenim dat Boltzmannovym modelem.

Parametr Popis Poloha maxima emise  Stacionarntamgie
A horni hranice Silkvky (510,7 £ 0,4) nm 0,0123+£0,0005
A, dolni hranice Sikvky (522,8 £ 0,2) nm 0,076 6 £ 0,000 7
Xemer = Xo inflexni bod (CMG) (0,299 +0,014) mM (0,690 + 0,007) mM
AX strmost poklesu (0,086 +0,012) MM  (0,066G08) mM
Xo+2AX CMC, (0,47 +0,03) mM (0,822 +0,013) mM
R koeficient spolehlivosti 0,990 6 0,995 9
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9 FRET V MICELARNIM ROZTOKU SEPTONEXU A CTAB

Nasledujici kapitola disertai prace je ¥novana rezonamimu Fenosu energie Forsterovym
mechanismem (FRET), jehoz princip je zaloZen ndotohbickych, dipdl-dipdl interakcich
mezi molekulami donoru a akceptoru (teoreticky adkViz kapitola 2.4). Jelikoz je tento
proces velice citlivy na vzdalenost mezi donoremaleceptorem, stal se efektivnim
prostedkem k ndfeni vzdalenosti v nanatiitku nejen pi studiu molekulovych interakci.

Struktura micelarnich syst&m umoziuje dosahnout vysoké lokalni koncentrace
a vhodného prostorového uspgdani mezi molekulami donoru a akceptoru, céfa dyto
systémy zajimavymi a vhodnymi prasfeni FRET.

Vramci této prace byl studovanigmos energie mezi perylenem a fluoresceinem
v micelarnich roztocich septonexu a CTAB. Zatimesouj molekuly perylenu (donor)
solubilizovany v hydrofobnich jadrech micel, molgkdluoresceinu (akceptor) interaguji
s micelarnim povrchem v oblasti Sternovy vrstvy][86

Obr. 34:Lokalizace perylenu (D) a fluoresceinu (A) v katayvé micele.

Na zaklad provedenych stacionarnichtasov rozliSenych experimeatbyl porovnavan
pienos energie v micelarnim priedi septonexu oproti CTAB. Dale byl studovan vliv
koncentrace fluoresceinu na efektivitu FRET a zkéom) zda jsou ziskané vysledky
ovlivnény ¢asem, ktery uplyne pofipgani akceptoru (fluoresceinu) do systému. Takeé byl
vyhodnocen Forstév polomer pro dvojici perylen-fluorescein v pragstli CTAB i septonexu
a zkoumam vliv postupnéhorigavku hyaluronanu do micelarniho roztoku na prajich
FRET, z ghoz pak byly diskutovany mozné probihajici intemlkc tvorba agregatmezi
fetézci hyaluronanu a molekulamédhto tenzid. Také bylareSena metodika zpracovani
ziskanych dat a srovnani experimentélnich dat ssBoovou statistikou.

9.1 Experimentalni ¢ast

9.1.1 Priprava vzorkia

Forsteniv poloner paru perylen-fluorescein

Pro zjiS&ni absorpniho molarniho koeficientu fluoresceinu v 2mM vodnéoztoku CTAB
a septonexu byly standardnim postupem \vigmg koncentréni fady obsahujici Sest vzark
se zvysujici se koncentraci fluoresceinu vrozmgdi0°M az 2,510°M. Déle byl
stanovovan kvantovy wyZek perylenu v 2mM roztocich septonexu a CTAB. Kariace

64



perylenu byla v tomto fifjpact zvolena na zakladvhodné hodnoty maximalni absorbance
vzorku na 510° M. Vzorky byly nachystany standardnim postuperdetnlomu prosedi byl
meéien ucistych 2mM roztok obou tenzid.

Srovnani FRET v micelarnim progedi septonexu a CTAB

Pro porovnani FRET v micelarnim pristi septonexu a CTABCGinzig = 2 mM), byly
ptipraveny vzorky, v nichZ byla konstantni koncengrgerylenu (1L0° M) a rovnongrné se
zvysujici koncentrace fluoresceinu mezi® M a 510° M.

Nejprve bylo do vialek napipetovano pettné mnoZzstvi zasobniho roztoku perylenu
v acetonu, nasledrbyl aceton za sniZzeného tlaku otfgaa do vialek byloijdano potebné
mnoZzstvi zasobniho roztoku tenzidu a vodynlkegolubilizaci perylenu do micel byl v této
fazi vzorek promichan na vikfiaim michadle a ponechan 24 hodin fep&ce. Nasled#
bylo do vzork pripipetovano pdebné mnoZstvi zasobniho roztoku fluoresceinu ve: vod
a vzorek byl narepace ponechan dalSich 24 hodin. Poté byly u vzankeéreny absorpni
spektra, emisni spektra a vyhasinaoiky fluorescence.

Vliv ¢asu po smichani vzorku na vysledky FRET

Pro studium ovlivani vysledki s¢asem byla fipravena sada vzoikse septonexem (2 mM),
v niz koncentrace perylendinila 1:10°M a koncentrace fluoresceinu se rovriom
zvySovala mezi40° M a 310° M.

Vzorky byly pipraveny stejnym zjsobem jako vfedchozim pipads. Casow rozlisené
meieni fluorescence a dfeni absorpnich a emisnich spekter probihalo ihned palgmi
fluoresceinu do vzorku a nasledpo 2, 6, 24, 48 a 120 hodinach.

Vliv postupného pidavku hyaluronanu

Pro oba tenzidy bylatipravena vychozfada vzork o koncentraci tenzidu 2 mM s konstantni
koncentraci perylenu (10° M) a zvysujici se koncentraci fluoresceinul(E—310° M)
stejnym zfisobem jako v fedchozich fipadech. Udchto vzorki byly nangieny vyhasinaci
kiivky fluorescence, poté figldno dané mnozstvi roztoku hyaluronanu, vzorkyy byl
protrepany na vibrénim michadle a ponechany ngegace do druhého dne, kdy &p
prokehlo ¢asow rozlisené nieni fluorescence, nasledovantidavkem hyaluronanu atd.
Maximalni koncentrace hyaluronanu ve vzorcigiianmodnotu 0,11 g/I.

9.1.2 Meéreni

Absorgini spektra (Cary 50) byla éfena v rozsahu 300-620 nm s krokem 1 nm a rychlosti
skenu 600 nm/min. Emisni spektra (Fluorolog) byl&tena v rozsahu 420-620 nntip
excitatni vinové délce 389 nm, integrdam case 0,1 s aipnastaveni §tbin na 2 nm. Emisni
spektra pak byla korigovana na wnitfiltracni efekt dle rovnice (44).

Dale byla metodou TCSPC (FluoroCubegiema vyhasinacitkrka fluorescence vzorku.
Jako excitani zdroj byla pouzita NanoLED dioda o vinové dél889 nm, emisni
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monochromator byl nastaven na 441 nm, rozsah TAG&staven na 100 ns a repetion rate
na 1 MHz.

Pro stanoveni absolutniho kvantovéhociiti perylenu v 2mM CTAB a 2mM septonexu
byla vyuZita integréni sféra Quanta-na gistroji Fluorolog.

VSechna nsreni probihala b teplot 25 £ 1 °C.
9.1.3 Vyhodnoceni dat

Forsteniv polon¥r paru perylen-fluorescein

Z naméienych absorfmich spekter fluoresceinu v roztoku daného ten#igla vynesena
zavislost maximalni absorbancefi(p02 nm) na koncentraci fluoresceinu ve vzorku. Ze
snernice této zavislosti byl pak &¢en absorpni molarni koeficient fluoresceinu pro dané
prostedi.

Integral spektralniho ipkryvu emisniho spektra perylenu a abgofpo spektra
fluoresceinu byl vypdéitan na zaklaglvztahu:
Jy Io(Dea(HA*dA
Jy Ib(da

kdelp()) je intenzita fluorescence donoey(A) je absorpni molarni koeficient akceptoruia
oznauje vinovou délku.

(47)

Forstefiv poloner paru perylen-fluorescein byl vypivan dle vztahu:
Ry, = 0,2108[n"*@pxr?J]/e, (48)

kde n odpovida indexu lomu prdsdi, «* je orient&ni faktor agp vytszek fluorescence
donoru.

Stacionarni fluorescence

Z nantienych a zkorigovanych emisnich spekter byl vyhodnocpondr intenzity
fluorescence perylenu bez a z&tgmnosti zhdse (/1) a pirozeny logaritmus tohoto
pongru (Inl/lp). Tyto pongry byly vyneseny do zavislosti na koncentraci zbasesystému.

CasoV rozlisena fluorescence

Naméiené vyhasinaciikky fluorescence byly vyhodnoceny v programu DAS6loZzenim
1-5 exponencialni funkci dle rovnice (41).

Ze ziskanych dob Zivota a gislusnych amplituds; byla vyhodnocena efektivitalgnosu
energieE a vazana frakcHpa (index D — donor, A — akceptor).

T
EFE=1-— _bA (49)
p
Bpa
Nop = ————— 50
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9.2 Vysledky a diskuze
9.2.1 Forsterav polomér paru perylen-fluorescein

Jednou z hlavnich podminek, aby dochazelo k Fanatep‘enosu energie mezi donorem
a akceptorem, jefpkryv emisniho spektra donoru a absgofpo spektra akceptoru, ktery je
pro par perylen-fluorescein v micelarnim roztokpteaexu vyobrazen na obr. 35. Absorp
spektra fluoresceinu ouznych koncentracich v micelarnim roztoku septonexu nich
vynesena zavislost maximalni absorbance na korazrituoresceinu se nachazi na obr. 36.
V piipack vzorki s CTAB byly ziskany obdobné vysledky.

Forstefiv polomér Ry paru perylen-fluorescein byl v micelarnim piesi septonexu
stanoven na 4,92 nm a ¥pad roztoku CTAB na 4,87 nm. Hodnoty vSech vl
potrebnych k vypoétu jsou sepsany v tab. 6.

——emise perylenu  ——absorpce fluoresceinu

420 470 520 570
Z (nm)

Obr. 35: Spektralni pekryv emisniho spektra perylenu (donor) a abgoifpo spektra fluoresceinu
(akceptor) v 2mM roztoku septonexu.

Tab. 6: Hodnoty vetin pouZitych k vypétim a uteny Forstekv polomer paru perylen-fluorescein
v 2 mM micelarnim progedi septonexu a CTAB.

Veli¢ina (jednotka) Popis CTAB Septonex
ea (dPmol™ cmi')  Absorpsni molarni koeficient fluoresceinu 35 044 55 289
J(dnfem® mol®)  Integrél spektralnihorpkryvu 8,3010* 8,5910"
ép Kvantovy vygZek perylenu 0,861 0,921

n Index lomu prosedi 1,3313 1,3316
Ro (nm) Forsterav polomeér 4,87 4,92
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Obr. 36: Absorgni spektra fluoresceinu aizné koncentraci (1-2bM) v 2mM septonexu a z nich
vyhodnocena zavislost maximalni absorbanée5@2 nm) na koncentraci fluoresceinu ve vzorku.

9.2.2 Metodika vyhodnocovani efektivity FRET

Z divodu nejednotnosti vyhodnocovani efektivity FREDdborné literatte, bylo nutné
kvili srovnavani vysledk v této praci stanovit jednotnou metodiku vyhodmocaskanych
dat.

Model, ktery je vyuzit v rdmci této prace pro studi FRET v micelarnim systému
septonexu a CTAB je zalozen ng&kalika predpokladech: 1) VSechny molekuly donoru
(perylenu) a akceptoru (fluoresceinu) jsou asoaigva micelami. 2) Distribuce molekul
donoru a akceptoru podléha Poissanstatistice. 3) ZhaSeni fluorescence donofizenbyt
popsano vyhradhintramicelarnim penosem energie Forsterova typu, ktery vyZadig&rgv
emisniho spektra donoru a akceptoru.

Vyrazny rozdil ve vyhodnoceni dat prameni zrozwith stacionarniho &sov
rozliSeného r&eni fluorescence. Veétsine odborné literatury jsou vysledky ziskavany
pouze jednim typem &heni. Vramci stacionarnich technik byva efektiviERET
vyhodnocena z po#nu intenzity fluorescence donoru za riépmnosti akceptorulf) a za
piitomnosti akceptorulga), kdezto ucaso¢ rozliSeného rfeni fluorescence se namisto
intenzity fluorescence porovnavaji doby Zivota dong atpa (viz rovnice 22).

Nasledujici obr. 37 ukazuje rozdily ve vyhodnocefektivity FRET ze stacionarniho
acasow¢ rozliSeného ré&eni pro par perylen-fluorescein v 2mM roztoku CTABbecH,
u ¢asov rozliSeného ri¥eni fluorescence lze rozliSit zhasenou a nezhastemow perylenu
na zaklad stanovenych dob Zivota v systému, k nimz l@eaglit i amplitudu, ktera vypovida
o0 mnozstvi daného druhu emitujici latky. EfektivRBET je v tomto fipac vyhodnocena ze
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ziskanych dob Zivota zh&Seného a nezhaSeného meryjejichz pomdr je Unmerny
vzdéalenosti, na kterou jsou molekuly donoru a atarepvzdaleny, ale neniipom ovlivnéna
mnozstvim vznikajicich donor-akceptor pana rozdil od stacionarnihoéeni. Z tohoto
davodu byla v rdmci této prace efektivita FRET hodaee a srovnavana pouzeasow
rozliSeného m&eni. Normalizovand amplituda (dle rovnice 43jisfuSejici zhaSenému
donoru, oznéovana jako vazana frakchpa, pak vypovida o po#mu pcitu zhaseného
a nezhaseného perylenu po excitaci vzorku.

m stacionarni fluorescence m Casove-rozlisena fluorescence
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cﬂuorescein (llmOI dm-S)

Obr. 37: Efektivita FRET mezi parem perylen-fluoresceinodytocena ze stacionarniho ¢te
modra) a caso¢ rozliSeného myeni fluorescence (tmavmodrd) v zavislosti na koncentraci
fluoresceinu v 2mM roztoku CTAB.

9.2.3 Srovnani FRET v micelarnim prostredi septonexu a CTAB
Stacionarni n#Feni

Jako prvotni inspirace prodieni FRET mezi perylenem a fluorescein v micelarpiostedi
septonexu a jeho srovnani s CTAB byl pou#ének od F. G. Sanchéze, ktery se pomoci
stacionarniho ®feni fluorescence émoval studiu intramicelarnihoi@nosu energie mezi
perylenem a fluoresceinem v micelarnim piedt CTAB [86].

Pro zhodnoceni vlivu koncentrace akceptoru (fluoegsl) v systému na {doch FRET
byla z korigovanych fluorescénich spekter vzork vyhodnocena intenzita fluorescende p
441 nm, ktera odpovida maximu prvniho piku emisrdpektra perylenu a neni ovlism
fluorescenci fluoresceinu. Na nasledujicich obr. 8389 jsou vyobrazena nekorigovana
a korigovana fluoresceni spektra paru perylen-fluorescein v predf 2mM septonexu. Jak
je znich patrné, vzhledem k probihajicimuenmnsu energie, s rostouci koncentraci
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fluoresceinu v systému dochazi k poklesu interfhilgrescence perylenu a zardve naristu
intenzity fluorescence fluoresceinu. Z obr. 38 @ktéZ patrny posun emise fluoresceinu
k delSim vinovym délkamipjeho zvySujici se koncentraci. Tento posun jevgpodobré
zpisoben zévym piechodem vlivem self-absoprce molekul fluoresceinbyh odstragn
korekci dle absorbance vzorku (rovnice 41).

. =0 uM fluorescein 50 puM fluorescein
5.0
=
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=
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420 470 520 570 620
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Obr. 38: Nekorigovana fluoresceéni spektra paru perylen-fluorescein v2 mM roztsleptonexu,
Coer = 1-uM, Giyo = 0-501M s krokem &M.

10.0 - =0 pM fluorescein 50 puM fluorescein
9.0 -

8.0 -

7.0

6.0 -

oo | / '\

4.0 -
3.0
2.0 -

L 1or.s 107(CPS/mikroAmps)

1.0

0.0 ‘
420 470 520 570 620

Z (nm)

Obr. 39: Korigovana fluorescefi spektra paru perylen-fluorescein v2 mM roztaaptonexu,
Coer = 1 uM, Giyo = 0-50uM s krokem M.
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Obr. 40: Stern-Volmerova (modrd) a Perrinova@efvena) zavislost pro par perylen-fluorescein
v 2mM roztoku septonexu
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Obr. 41: Stern-Volmerova (modra) a Perrinova (oranZova)islést pro par perylen-fluorescein
v 2mM roztoku CTAB.
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Obr. 40 a 41 zobrazuji Stern-Volmerovu a Perrin@awislost zhaSeni na koncentraci
fluoresceinu ve vzorku pro koncenind fadu se septonexem a CTAB. Je z ni¢hjma
linearita Perrinovy zavislosti pro oba tenzidy padil od Stern-Volmerovy zavislosti, u které
pii vysokych koncentracich fluoresceinu dochazi Kixaki snérem vzhiru. Zjistny prib¢h
téchto zavislosti je indikaci tzwcagedsystému, v &mz jsou molekuly donoru a akceptoru
seskupeny pospolu, nikoliv peynale nachazeji se ve stejném ,umEmém“ prostedi. Coz
v piipact intramicelarniho fenosu energie odpovida situaci, kdy je molekulaodan
tj. perylenu, solubilizovana v hydrofébnim faéd micely a molekula akceptoru,
tj. fluoresceinu, interaguje s jejim micelarnim pzhem.

V ¢em se ale vysledky mezi septonexem a CTAB liSihgelnota poréru intenzit
fluorescencey/l, ktera je u vzorku s nejvyssi koncentraci fluoeegsae zhrubaitapalkrat vyssi
v piipadc CTAB nez v septonexu. Obecmplati, Ze velikost fenosu energie v micelarnim
prostedi souvisi s ¢kolika faktory. Prvnim z nich je rostouci koncertdluorofoii, druhym
je vzdalenost mezi molekulami donoru a akceptareLim je zétSujici se pekryv emise
donoru a absorpce akceptorgtartym faktorem niZe byt znéna na preferovassi orientaci
molekul donoru vzhledem k molekulam akceptoru.kdglibyla pouZzita stejna koncentrace
fluorescekinich sond v obouffpadech a rozdil mezitgkryvem emisniho spektra perylenu
a absorpniho spektra fluoresceinu mezi systémem s CTAB aseqgonexem neni nijak
vyrazny, zbyvaji d¥ mozné piciny. Co se tyka vzdalenosti mezi molekulami perylen
solubilizovanymi v ja#ie micel a molekulami fluoresceinu, interagujicimmigelarnim
povrchem, znamenalo by to, Ze v ramci septonexu golekuly perylenu a fluoresceinu ve
vetsSi vzdalenosti nez u CTAB, coZz bylo vyvracetaso rozliSenym ndtenim. Z €chto
divodi se zatim jako nejpra¥godobrjSi pricina vyssiho powru lg/l u CTAB jevi
vhodrgjSi orientace fechodovych momeiaitsond v CTAB oproti septonexu.

CasoV rozlisené néireni

Zjistené rozdily pro systémy se septonexem a CTAB bylfwrgeny i v ramcicasow
rozliSenych fluoresc&mich neteni. Z vyhasinaci tkvky fluorescence vzorku byly
vyhodnoceny fitomné doby Zivota a jejich amplitudy odpovidajftiorescenci molekul
perylenu. U vzorik bez gitomnosti fluoresceinu byla objevena pouze jednbaddivota
perylenu, jejiz hodnota byla vroztoku CTAB stanmmwenatpcras = (5,74 + 0,02) ns
a vroztoku septonexu n@ sprx = (5,77 + 0,02) ns. Vifpadech, kdy vzorky obsahovaly
fluorescein, byly fi 441 nm nalezeny @vdoby Zivota jak u systéinse septonexem, tak
s CTAB. KratSi dobapa, jejiz hodnota se pohybovala mezi 0,5 a 1,3 nezndnolekulam
perylenu, jejichZz fluorescence je zhaSena vlivefitomnosti fluoresceinu, delSi doba pak
odpovida perylenu v daném systému b#tomnosti fluoresceinu, jedna se tedy o nezhasené
molekuly perylenu.

Ze ziskanych dob Zivota a odpovidajicich amplityth lvyhodnocena efektivitar@nosu
energieE a vazana frakcéNpa Vv systému. Ziskané vysledky v zavislosti na kobeen
fluoresceinu ve vzorcich pro systémy obou pouZitytemzidi jsou vyobrazeny na
nésledujicich obr. 42 a 43.
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Obr. 42: Efektivita FRET (modra) a relativni zastoupeni [pari (cervend) v zAavislosti na
koncentraci fluoresceinu v 2 mM roztoku septonexu.
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Obr. 43: Efektivita FRET (modrd) a relativni zastoupeni [PAri (oranzova) v zavislosti na
koncentraci fluoresceinu v 2 mM roztoku CTAB.
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Jak je z nich patrné, efektivita FRET nabyva prst&y se septonexem i CTAB stejnych
hodnot. JelikoZ efektivita fpnosu energie souvisi se vzdalenosti mezi molekioiyoru
a akceptoru, da sdqulpokladat, Ze u obou teniigsou molekuly paru donor-akceptor zhruba
stejré vzdaleny. Rozdilem je ale hodnota vazané fraksg kdy v pipadt CTAB vznika
vice pah perylen-fluorescein, nez je tomu u septonexu. d éakt koresponduje a daplje
vysledky ze stacionarniho &eni v fedchozi kapitole. Ztoho vyplyva, Ze
nejpravapodobrgjSi pricinou rozditi zjist€nych vysledk v septonexu oproti CTAB, je mén
vhodna orientace a lokalizace molekul fluoresceirhiedem k molekulam perylenu.

Srovnani vysledit FRET a Poissonovy statistiky

Obecr, intramicelarni penos energie je mozny pouzé gituaci, kdy je micela obsazena jak
molekulou donoru, tak i akceptoru. Pragddobnost, se kterou tato skirntest nastane, Ize
vypccitat z pouzitych koncentraci fluores¢aich sond aidve zjiS€nych agregénich
parametii (kapitoly 6 a 7) dle Poissonovy statistiky.

n,a—x
s _X"e
n

(51)

)

n!

kde P je prav&podobnost, Ze micela obsahujesolubilizovanych molekuS ax odpovida
poctu solubilizovanych molekul v jedné micele.

Pri dodrzeni nizkych koncentraci donoru a akceptosystému pak mohou obe&cnastat
Ctyfi mozZnosti obsazenosti micely, které jsou zn&awynna obr. 44. JelikoZ je v rdmci
fluorescekniho nereni sledovana fluorescence perylenu, z micel, kper§len neobsahuiji,
Zzadny fluorescami signal neni ziskan. Fluores¢an signal pochazi pouze z micel, které
perylen obsahuji, a to Buv nezhaSené forénanebo zhaSené dikyriftpmnosti molekul
fluoresceinu.

Obr. 44: Obecné moznosti obsazeni micel molekulami don@kcaptoru pi nizkych koncentracich
danych latek v systému.

Pravd@&podobnost obsazeni micely molekulou perylenu sestglovanych systémech
pohybuje v rozmezi (1 RY) = 0,025 — 0,058 (vizifloha, Tab. P1, P3). Jelikoz ale u micel,
v nichZz se perylen nenachazi, nedochazi k absesgta, nedochazi v nich ani kgnosu
energie. Z toho w/odu je pravdpodobnost vyskytu molekuly akceptoru (fluoresceiptn
pienos energie rozhodujici. Na nasledujicich obia 45 jsou do gréfvyneseny vypéitané
pravdEpodobnosti vyskytu alespojedné molekuly fluoresceinu v micele CTAB/septamex
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v zavislosti na koncentraci fluoresceinu v systéspgl&né s vazanou frakcNpa zjisténou
z ¢asov rozliSeného ré¥eni FRET pro dany systém. Pro vgpb pravépodobnosti vyskytu
daného fluoroforu byly pouZzity stanovené agtadegparametry kationtovych tenZids této
disert&ni praci, vypditané pravépodobnosti vetre pouzitych agregaich paramefr se
nachazeji v Tab. P1-P4 viloze.

Jak je vidt na obr. 45, u micelarniho roztoku CTAB dochapiokoruhodné shédvazané
frakce Npa, stanovené experimentdnkterd v sob ukryva informaci o pomru paitu
nezhaSenych a zh&Senych molekul perylenu po ekoitmarku a teoreticky vyptitané

pravéEpodobnosti vyskytu fluoresceinu pro agrégacislo micely CTAB uéené pomoci
stacionarniho gteni (Nag = 35).

- ND.-\ [} Nag=35 . Nag=63

(1-Py"); Nyp

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

cﬂuorescein ("mOI dm-3)

Obr. 45: Porovnani pravdpodobnost vyskytu alespgedné molekuly fluoresceinu v micele CTAB
a vazané frakce fd v zavislosti na koncentraci fluoresceinu ve vzo(kgiag = 2 mM).

Tento vysledek svadi k mySlence, Ze stanoveni agméw cisla stacionarnim #teni

podle r‘hoz je agregai cislo CTAB vysSi. Nicmé# je treba brat v potaz i ovlivami
vyslediiic FRET vzajemnou orientaci molekul fluoresceinu ayleau. | v gipads, kdy je
micela obsazena molekulou donoru zatogemolekulou akceptoru, nemusi dojit fleposu
energie diky moznosti Spatného riioi emisnich a absampich gechodovych momeit
danych molekul. Nagfené vysledky (viz obr. 45) by znamenaly, Ze pokedipopravdy
micelarni agregmi ¢islo CTAB rovno 35 v fipact 2mM roztoku, pak by mezi vSemi pary
perylen-fluorescein, které se potkaly na jedné hajadoslo vzdy k fenosu energie nezavisle

na jejich orientaci anebo by micely CTAB poskytgvahozZnost pesré potrebné orientace
paru donor-akceptor k tomuto procesu.
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U 2mM septonexu na rozdil od CTAB ke sBogizané frakcdNpa a pravé@podobnosti
vyskytu alespd jedné molekuly fluoresceinu v micelefi pstanovenych agregaich
parametrech v této praci nedochazi. Experimetitdtanovena vazana frakce ma vykazn
nizSi hodnotu nez prav¥dodobnost vyskytu fluoresceinu proéostanovena agredai cisla
septonexu. Tento fakt épkoresponduje se zji8tim, Ze celko¥ k prenosu energie dochazi
v pripadt septonexu ménnez u CTAB, coz bude pra¥pbdobré souviset s rozdilnou
orientaci/umisinim molekul fluoresceinu na povrchu micel septoneyuoti CTAB diky
rozdilné velikosti polarni hlavgthto tenzid.

= Npy, W N,=29 ®m N, =45

(1-Py"); Nup

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

cﬂuorescein (llmOI dm‘s)

Obr. 46: Porovnani pravépodobnost vyskytu alespgedné molekuly fluoresceinu v micele septonexu
a vazane frakce fd v zavislosti na koncentraci fluoresceinu ve vzof&prx= 2 mM).

V rdmci vysledk FRET je také nutné brat v Gvahu i moznost viceld@&ankorporace
molekul fluoresceinu na povrch jedné micely a awivi vysledné efektivity fenosu energie
diky interakci jedné molekuly perylenu svice molekni fluoresceinu, jejichz
pravdEpodobnost s rostouci koncentraci fluoresceinugtar Na zaklagl propaitani pongru
koncentrace micel a fluoresceinu (vitilphy, Tab. P1-P4) bylo rozhodnuto o maximalni

koncentraci fluoresceinu ve vzorkt,omax = 30 mMM procasové nifeni a ngfeni vlivu
piidavku hyaluronanu.
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9.2.4 Vliv &asu po smichani vzorku na vysledky FRET

Pro studiumcasového vlivu na ziskané vysledky FRET bylpgavena sada vzoik

v micelarnim prosedi septonexu. U naffenych absormich a emisnich spekter nedochazelo
ke znenam v pfibéhu prodluZujiciho setasového intervalu pofilani fluoresceinu do
systému.

Pri ¢caso¢ rozliSeném raeni fluorescence u vzaiks nejnizsi koncentraci fluoresceinu
(Ciuo = 5 uM), bezprostedre po gidani do systému a po dvou hodindch od smichabilae
nalezena kratSi doba Zivota odpovidajici zhaSengenylenu. V &chto pipadech byla
v systému objevena pouze doba Zivoi&lpSejici nezhdaSenému perylender®s energie
mezi perylenem a fluoresceinem s& pejnizSi koncentraci fluoresceinu projevil a# p
méfeni po 6 hodinach potidani fluoresceinu. # jeho vySSich koncentracich, to jest od
Ciwo = 10 uM vySe, pak byly fitomny dw¥ doby Zivota ihned po jehaipgani do vzorku. Na
nasledujicim obr. 47 jsou do sloupcového grafu sgng hodnoty stanovené efektivity
pienosu energi€e a vazana frakce donor-akceptor ipdipa v systému. Jak je vt pri
nizSich koncentracich fluoresceinu v systému ddcka@Afistu efektivity genosu gasem,
coz poukazuje na neustalenost daného systémiuwyBSich koncentracich fluoresceinu je
efektivita i vazana frakce t#ka konstantni, #ZehoZ Ize usoudit, Ze fip vysokych
koncentracich akceptoru se ¢ateini neustélenost systému na r@&emych datech nijak
vyrazreé neprojevi. Nicmé#t vzhledem k nsieni i @i nizkych koncentracich fluoresceinu
v systému byly vSechny vzorky, u nichZz byloiieno FRET, preventivh ponechany na
trepace alespt 24 hodin, aby nedochézelo ke zvySovanitesposti niieni.

m0h ®m2h ®m6h ®m24h w48h wm120h
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Obr. 47: Efektivita FRET (tmavé barvy) a relativni zagieni DA pai (swtlé barvy) v zavislosti na
koncentraci fluoresceinu v 2 mM roztoku septonexwiené v fiznychcasech po smichani vzorku.
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9.2.5 VIliv postupného pridavku hyaluronanu

Studium vlivu gidavku hyaluronanu do kationtového micelarniho &yst probihalo na
z&klad opakujicich setaso¢ rozliSenych fluoresceémich neteni, mezi kterymi byl do
vzorki postupg pridavan roztok hyaluronanu. Z vyhasinacickivék fluorescence byly
vyhodnoceny d¥ piitomné doby Zivota a jejich amplitudy odpovidaficbrescenci molekul
zhaSeného a nezh&Seného perylenu. Z nich bylavgbt&Enocena efektivita FRET a vazana
frakce donor-akceptorovych iév daném gpads.

Na obr. 48 a 49 jsou do sloupcovych grafneseny zavislosti efektivity FRET a vazané
frakce Npa na koncentraci fluoresceinu v systému péiané koncentrace hyaluronanu ve
vzorku. Jak v fipact septonexu, tak i vifpadd CTAB dochazi s rostouci koncentraci
hyaluronanu k prodluzovani doby ZivotéstuSejici molekulam zh&Seného perylenu @star
piislusné amplitudy, diky¢emuz se zji®ha efektivita penosu energie <idavkem
hyaluronanu sniZzuje a hodnota vazané frakce dokaeptorovych pdr naopak zvySuje.
Jinymi slovy, pokud dochéazi ke snizovani efektiyitgnosu, zné to zwtSujici se vzdalenost
mezi molekulami perylenu a fluoresceinu, mezi kt@r*RET probiha. Ndist vazané frakce
Npba pak souvisi s rostoucim gtem vznikajicich donor-akceptorovych par

m0,00 g/lhya m0,03 g/lhya w0,06 g/lhya 0,08 g/lhya 0,11 g/l hya
0,00 g/lhya =0,03 g/lhya m0,06 g/lhya m0,08 g/lhya m0.11 g/l hya 100

E (%)
Npa (%)

5 10 20 30

cﬂuorescein ("mOI dm-3)

Obr. 48: Vliv pridavki hyaluronanu na efektivitu FRET (modra) a relatiaastoupeni DA pér
(cervend) v zavislosti na koncentraci fluoresceirBmM roztoku septonexu.
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Obr. 49: Vliv pridavki hyaluronanu na efektivitu FRET (modrd) a relatiasistoupeni DA pér
(cervend) v zavislosti na koncentraci fluoresceirfmM roztoku CTAB.

Prvni z vys¥tleni tohoto jevu by mohla byt fuzetkolika micel do jedné &sSi, druhou
moznosti by pak bylo vytweni tzv. struktury perlového nahrdelniku, kdy jswauietzci
polyelektrolytu formovany mensi agregaty micelaoniypu. V obou fipadech by teoreticky
melo dochazet ke zvySujici se prapddobnosti potkani se perylenu a fluoresceinu do
potrebné vzdalenosti,ipkteré enos energie probiha a zardvenarstu vzdalenosti mezi
molekulami perylenu a fluoresceinu.

Na pikladu na nasledujicim obr. 50 u vychoziho micél@roztoku k FRET nedochazi,
jelikoz ani u jedné micely nejsou zaravgritomny molekuly donoru a akceptoru. Yipad,
kdy po interakci s hyaluronanem dochazi k f@&shto micel a vzniku jedné¢t8i, dochazi
i k tomu, Ze se molekula donoru a molekula akcepsmubilizuji do jedné micely, v niz se
potkaji v dostat&né vzdalenosti pro ipnos energie. Splynutim dalSich micel d&Sich
micelarnich utvar pak vzisté i pravdpodobnost tvorby donor-akceptoroveého paru.

Pokud interakce jvodnich micel gettzcem hyaluronanu vede ke vzniku struktury
perlového néahrdelniku, pak teoretickyife dojit k situaci, kdy se solubilizovany donor
v jedné minimicele dostane do vhodné vzdalenoskiceptorem, ktery sice interaguje s jinou
minimicelou, avSak vlivem sbaleni se deétstho agregatu dikyetzci hyaluronanu se
dostanou dostatae¢ blizko sebe na to, aby mezi nimiepos energie preéhl. Tento penos
energie pak bude mit dikyt&i donor-akceptor vzdalenosti nizsi efektivituroxd®i i oproti
micelarnimu systému bez hyaluronanu dikgtzujicimu se mnozstvi podobnych sbalenych
perlovych nahrdelnikvzroste prav&podobnost vytvieni dalSich donor-akceptorovych par
V tomto pipack by ale mohly vznikat i donor-akceptorové pary mcé jedné minimicely,

u nichz by naopak vzdalenost donoru a akceptora bynsi nez utvodnich klasickych
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micel a tedy by i efektivitaignosu energie &a byt vyssi. Jeféba ale brat v ivahu i omezeni
presnosti stanoveni vzdalenosti mezi donor-akceptmenp vychazejici ze samotného
principu meieni FRET.

Obr. 50: Mozné vysledky interakci mezi hyaluronanem a kégtigmi micelami: a) vytveni
struktury tzv. perlového nahrdelniku, b) fuze viteel do jedné&si micely.

Na obr. 51 je vynesena zavislost efektivity FRET wzdalenosti mezi donorem
a akceptorem pro par perylen-fluorescein, u ktedgyld=6rsteéiv poloner (vzdalenost, kdy
ma genos energie efektivitu 50 %) stanoven na 4,9 v Blasickém micelarnim roztoku
se namifena efektivita fenosu pohybuje mezi 85-90 %, coz zhruba odpovid#oredo
akceptorové vzdalenosti okolo 3,5 nm. Tato vzd&erny pak mila priblizné odpovidat
micelarnimu poloréru. Pokud by doSlo ke vzniku minimicel rfatzci hyaluronanu, je
vysoce pravépodobné, Ze by se molekula perylenu v hydrofobnéadej a molekula
fluoresceinu na povrchu stejné minimicely dostadytak velké blizkosti, Ze by doSlo k t&m
uplnému zhaseni perylenu, diky kterému by se dolmaztakovéto molekuly perylenu blizila
0 ns a nebyla by rozpoznatelnd od Sumu pozadi. pRrdstavu, 99% efektivita FRET
odpovida vzdalenosti perylen-fluoresceya = 2,3 nm.

Z vysledki meéfeni tedy nelze stoprocewtnrozhodnout, kterd varianta agregat
hyaluronan-micela je pragdodobrgjsi.
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Obr. 51: Zavislost efektivity FRET na vzdalenosti mezi demoa akceptorem pro par perylen-
fluorescein (Forstaiv polormer Ry = 4,9 nm).
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10 ANIZOTROPIE V MICELARNIM ROZTOKU SEPTONEXU
A CTAB

V této kapitole disertmi prace jsou shrnuty poznatky ze stacionarnikiasa rozliSeného
meéteni anizotropie fluorescence perylenu a fluoresceimicelarnim progedi septonexu
a CTAB po postupnychifidavcich hyaluronanu.

Metoda anizotropie fluorescence, ktera je zalozemaprincipu ngieni polarizované
fluorescence, se zpravidla ¥ipad micelarnich systétn vyuzivda pro pozorovani
a stanovovani viskozitnich paéni (rigidity, fluidity) v mikrookoli fluoroforu. Jekoz je
hydrofobni perylen jfednosté solubilizovan v jadru micely a fluorescein intengsy
s micelarnim povrchem, Ize z na&fenych hodnot anizotropie fluorescenéehto dvou sond
usuzovat strukturni zémy tykajici se celé micely, ke kterym dochazi dikigrakci sietzci
hyaluronanu.

10.1 Experimentalni ¢ast
10.1.1 P¥iprava vzorka

Byly piipraveny ¢étyti vychozi sady vzonk — perylen v septonexu, perylen v CTAB,
fluorescein v septonexu a fluorescein v CTAB¢@MZ koncentrace roztokienzidu éinila

2 mM a koncentrace fluoresaer sondy v danéads byla 110° M. U tschto vzorki probshlo
meéieni emisnich spekter, stacionarni anizotropie @scence, doby Zivotacasow rozliSené
meéteni anizotropie fluorescence. Naslédylo ke vzorkm priddno dané mnoZstvi roztoku
hyaluronanu, vzorky byly prigpany na vibrénim michadle a ponechany n@pgace do
druhého dne, kdy byla ¢pprovedena vSechna fluores¢enmeteni, po nichz byl do vzorku
opét pridan dalSi hyaluronan, atd. Celkem byly provedétyi pridavky hyaluronanu do
vSech vzork, pficemz maximalni koncentrace hyaluronantlarhodnotu 0,11 g/I.

10.1.2 M é&reni

Vzorky s perylenem

Emisni spektra (Fluorolog) byla &ena v rozsahu 420—-620 nniii gxcitatni vinové délce
389 nm, integrénim ¢ase 0,1 s afpnastaveni $thbin na 2 nm. Stacionarni anizotropie byla
meiena v L-formatu, P excitatni vinové délce 389 nm, emisni vinové délce 441 ani
nastaveni tbin na 5 nm. Pro kazdy vzorek bylo nastaveno Skoyéni néreni, gicemz
vysledkem byla zjigha pamérna hodnota anizotropie. Integra ¢as byl u vSech vzotk
nastaven nals.

Dale bylo metodou TCSPC (FluoroCube)éiamo vyhasinani fluorescence vzorku.
Z vyhasinaci kvky fluorescence # nastaveni polarizatdbrna magicky thel 54,7° byla
vyhodnocovana doba Zivota vzorku. Ze souboru vylaes$th Kivek pri riznych nastavenich
polarizatofi (VV, VH, HV, HH, V — vertikdlrt, H — horizontals) byla vyhodnocena
vyhasinaci kivka anizotropie fluorescence pro dany vzorek. Jakotani zdroj byla pouzita
NanoLED dioda o vinové délce 389 nm, emisni monactator byl nastaven na 441 nm,
rozsah TAC byl nastaven na 100 ns a repetion ratel iMHz. Minimalni rozdil mezi
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vyhasinacimi kvkami fluorescence pro vyhodnoceni anizotropie hgistaven na 5 000
counti (fotoni). VSechna réreni probihala f teplog 25 + 1 °C.

Vzorky s fluoresceinem

M¢étreni emisnich spekter, stacionarni anizotropie, dioyta fluorescence &sow rozlisené
anizotropie probihalo p obdobném nastavenifiptroja jako u vzork s perylenem. Za
excitatni vinovou délku bylo zvoleno 470 nm, emisni spaktrfluoresceinu bylo #feno

v rozsahu 490-620 nm a anizotropie gmisni vinové délce 525 nm. &hsow rozliSenych

meéteni byla jako exciténi zdroj pouzita NanoLED 470L dioda a emisni momoofator byl

nastaven na 525 nm.

10.1.3 Vyhodnoceni dat

Doba zivota

Nametené vyhasinaciikky fluorescence byly vyhodnoceny v programu DAS®6loZzenim
1-5 exponencialni funkci viz rovnice (41).
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Obr. 52: Vyhodnoceni doby Zivota fluoresceinu M) v2mM septonexu bezrifpmnosti
hyaluronanu. Prompt — odezva lampy, Decay — vyldasirfluorescence, Fit — proloZeni dat
exponencialni funkci.
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CasoV rozliSena anizotropie fluorescence

Z nantienych vyhasinacichtikek fluorescence ip danych orientacich polarizatorbyla
v programu DAS6 vytviena vyhasinaci tkrka anizotropie fluorescence, kter4 pak byla
proloZzena funkci ve tvaru:

—t

r(t) = 1 + B;exp <—>, (52)

Tr;
kder,, predstavuje infinitni neboli rovnovaznou hodnotu ahiapie fluorescencdy; je pred-
exponencialni funkce (amplituda), které souvisirmastvim emitujici latky v analyzovaném
vzorku arz,; jsou @isluSné roténi korel&ni doby.
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Obr. 53: Vyhodnoceni vyhasinani anizotropie fluoresceludsceinu (M) v 2mM septonexu bez
prfitomnosti hyaluronanu. Decay — vyhasinani aniza&rofluorescence, Fit — proloZeni dat
exponencialni funkci.

10.2 Vysledky a diskuze
10.2.1 Emisni spektra, doba Zivota

Emisni spektra (jejich tvar a poloha maxima) pemyle fluoresceinu v septonexu a CTAB
nebyla ovliviena @idavky hyaluronanu do systému. Taktéz doba Ziveta ebou fluorofar
vlivem pritomnosti hyaluronanu nemila. Fluorescein vykazoval ve vSech vzorcich se
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septonexem stejnou dobu Zivataprx = (4,36 = 0,02) ns a ve vzorcich s CTAB byla jeho
doba Zivota stanovena mgctas = (4,39 + 0,04) ns. Perylen v roztoku septonexaéuisle na
pridavcich hyaluronanu vykazoval dobu Zivata,setx = (5,75 + 0,05) ns a ve vzorcich
s CTAB pak jeho doba zivota byla stanovenagaaserx= (5,70 + 0,07) ns. Z toho vyplyva,
Ze nandtrené zngny v hodnotach anizotropie fluorescence jsotisppeny pouze omezenim
rotatniho pohybu fluoresceénich sond vlivem ziny struktury jejich mikrookaoli.

10.2.2 Stacionarni anizotropie

Na obr. 54 a 55 jsou v grafech vyneseny zavisls&dtionarni anizotropie fluorescence
perylenu a fluoresceinu v 2mM roztoku kationtovéeozidu na koncentraci hyaluronanu ve
vzorku, ktera byla zvySovana postéppridavky tohoto biopolymeru do systému. Hodnoty
anizotropie pisluSejici molekulam perylenu vypovidaji o mikrdsgitnich zngnach
hydrofobnich jader micel, anizotropie fluoresceimak zobrazuje strukturni zmy
odehravajici se na miceldrnim povrchu. Ziskané btydranizotropie fluorescence pro
jednotlivé gripady jsou shrnuty v tab. 7.

U obou tenzid ma nanmstena anizotropie fluorescence perylenu nizkou haduaobzmezi
0,016-0,020, coz zwnavysokou fluiditu prosedi micelarniho jadra, vmz se molekuly
perylenu nachazi. Pro srovnani, nejvySSi moznaotangie perylenu vippac nulového
rotatniho pohybu ma hodnotu 0,35 [1], figact neomezenéeho rataiho pohybu perylenu se
anizotropie fluorescence limirbliZzi nule. Vlivem pidavki hyaluronanu do systému dochazi
pouze k velmi nepatrnému 1iidtu anizotropie fluorescence perylenu, ktery byvisml se
strukturnimi znénami jadra.

---¢--- fluorescein ~ ------ perylen
0,12
0.1
0,08 Y SRS - +
§-ommeeeeeees
A
V0,06
0,04
0.02 > S—— P — s e +
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0.1 0.12

ch_\'aluronan (g ll)

Obr. 54: Stacionarni anizotropie fluorescence peryleseryere) a fluoresceinu (mo@) v zavislosti
na koncentraci hyaluronanu postuppridadvaného do 2mM roztoku septonexu.
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Obr. 55: Stacionarni anizotropie fluorescence perylenu fd@¢#) a fluoresceinu (mo@) v zavislosti
na koncentraci hyaluronanu postuppridavaného do 2mM roztoku CTAB.

Tab. 7: Hodnoty stacionarni anizotropie fluoreseeperylenu a fluoresceinu v2 mM micelarnim
prostedi septonexu a CTAB pdigavcich hyaluronanu do systému.

Septonex CTAB
Chya (9/1) <lfiuo> < per> < fuo> <V per>
0 0,074 £ 0,003 0,015 £ 0,002 0,085 £ 0,002 0,00/063
0,03 0,075 + 0,002 0,016 + 0,002 0,086 + 0,002 800,002
0,06 0,077 £ 0,003 0,017 £ 0,002 0,087 £ 0,003 9;00,002
0,08 0,081 + 0,002 0,018 £ 0,002 0,093 £ 0,004 9;00,002
0,11 0,084 + 0,003 0,018 + 0,002 0,103 + 0,003 ©:90,002

Na rozdil od perylenu, u fluoresceinu dochazi lazyjSimu nafistu anizotropie
s rostouci koncentraci hyaluronanu ve vzorku, co&izvyznammjSi ovlivnéni struktury
micelarniho povrchu diky interakcim fe¢zci hyaluronanu, nez je tomu vYipac
hydrofobniho jadra. U septonexu je i&tr anizotropie mén znatelny oproti vzorkm
s CTAB, celko¥ i nanmeiené hodnoty anizotropie v ramci koncetitiarady se septonexem
jsou nizsi.
10.2.3 Casow rozlisena anizotropie

Caso¥ rozlisené mifeni anizotropie fluorescence potvrdilo ziskané ey v ramci
stacionarniho g&teni anizotropie. Na obr. 56 a 57 se nachazi¢chamé poklesy anizotropie
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fluorescence fluoresceinu a perylenu v rarfeily se septonexem. Vyhodnocené doia
korelani doby €as, za ktery se molekula fluoroforu éito 1 radian) jsou shrnuty v tab. 8.

0.5
——0.00 g/l hya
04 - ——0,03 g/l hya
——0,06 g/ hya
0.3 i ——0.08 g/l hya
2 ——0,11 g/l hya
S 02
0.1
0
-0.1

1 (ns)

Obr. 56: Vyhasinaci Kvka anizotropie fluorescence fluoresceinu v predt 2mM septonexu
obsahujicim #zné gidavky hyaluronanu.
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Obr. 57: Vyhasinaci #vka anizotropie fluorescence perylenu v pfedt 2mM septonexu obsahujicim
ruzné gidavky hyaluronanu.
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U vyhasinacich #kvek anizotropie fluorescence fluoresceinti vySujici se koncentraci
hyaluronanu v systému dochazi k posungrem k vySSim hodnotam anizotropig), kdeZzto
u vzorki s perylenem k viditelnému posunu vyhasinaci¢ivek anizotropie nedochazi,
a’koliv se hodnoty zjiginych rot&nich korelg&nich dob perylenu mitnzvysuji. Celko¥
vyhodnocené rotmi korel&ni doby koresponduji se ziskanymi vysledky v ramci
stacionarniho &teni, kdy u perylenu dochézi pouze k #meznatelnému omezeni rétdho
pohybu a u fluoresceinu je pak toto omezeni pohwjbazrejsi.

S ohledem na zéwy z méfeni FRET ve stejném systému, rigemé hodnoty anizotropie
fluorescence obou sond spiSe odpovidaji situacktee® vlivem interakci vznika struktura
podobna perlovému nahrdelniku, kdy dochazi k fo@mdévmensSich vazanych micely na
rettzci hyaluronanu. Malé zény v anizotropii a rotnim korel&nim case perylenu
koresponduji s ovlivénim mikroprostedi hydrofobniho jadra, uéhoz dojde ke zmenSeni
vlivem celkového zmenSeni micely, tim padem i km@inu omezeni rotaiho pohybu
perylenu. Interakce micel s hyaluronanem pak vedowrazréjSimu ovlivreni okoli
fluoresceinu, tedy micelarniho povrchu, kdy vlivegsfitomnosti hyaluronanu dochézi ke
zvySeni rigidity prosedi micelarniho povrchu, které usti v omezovanaroho pohybu
fluoresceinu.

Tab. 8: Hodnoty rotmi korel@&ni doby perylenu a fluoresceinu v2mM micelarninostedi
septonexu a CTAB poarflavcich hyaluronanu do systému.

Septonex CTAB
Chya (9/1) Trfiuo (NS) T, per (NS) Trfiuo (NS) T, per (NS)

0 1,28 + 0,03 0,82 £ 0,03 1,41 +£0,03 0,87 £ 0,02
0,03 1,30 + 0,03 0,83+ 0,02 1,45+ 0,03 0,88 20,0
0,06 1,32 +£0,04 0,84 + 0,04 1,51+ 0,05 0,90 80,0
0,08 1,37 £ 0,03 0,85 + 0,02 1,53+0,02 0,92 20,0
0,11 1,41 + 0,04 0,87 £ 0,04 1,62 £ 0,04 0,94 40,0
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11 CASOVE RQzuéENA SPEKTRA PRODANU V R UZNYCH
PROSTREDICH

Tato kapitola disertai prace se zabyva studiem fotofyzikalniho choyaodanu viiznych
prostedich se zagenim se na kationtové micelarni systémy septonejejich interakci
s hyaluronanem.

Prodan, 6-propionyl-2-dimethylaminonaftalen je flesceni sonda citlivda na polaritu
a pitomnost vodikovych iistkii (viz kapitola 2.1.3). Jeho absomd a emisni spektra
vykazuji silny posun s vlastnostmi priegti. Obect se excitovana molekula prodanuize
vyskytovat ve dvouiiznych stavech. Prvnim z nich je tzv. LE stéacdlly excited, ktery
muzZe pejit na energeticky chudSi tzv. ICT stawt(@molecular charged transferred
V nepolarnich prosedich dochazi zpravidla k emisiieéi z LE stavu, v polarnich pak diky
silné interakci s rozpouXtlem ze stavu ICT.

C
*

CH, N I Hs
I . NL-CH
N—CH, g ‘ N—CHj ’
OO —>hv e
E— —
CH,CH,—C CH3CH,—C CH;CH, |C
I o
o)

J-
LE ICT

Obr. 58: Struktura molekuly prodanu — LE stav (lokélexcitovany) a ICT stav (intramolekularni
prenos naboje).

V rdmci této prace byly studovany rozdily ve fotnkalnim chovani prodanu vznych
prostedich. Nejprve byly zkoumany mozné interakce prads@ samotnym hyaluronanem
a molekulami septonexutipnizkych koncentracich, tj. za n&emnosti micel v systému.
Nasledovalo réeni fluorescegnich charakteristik prodanu v micelarnim systénptaeexu
a také v micelarnim roztoku septonexuislavkem hyaluronanu.

7 w2

11.1 Experimentalni ¢ast
11.1.1 P¥iprava vzorka

Pro tyto experimenty byly fipraveny vzorky, v nichZz byl prodan rozp&stv miznych
vodnych roztocich — voda, roztok hyaluronanu (34ako koncentraci 0,1 g/l, 0,4 mM
roztok septonexu, 2 mM roztok septonexu a 2 mM adlozseptonexu s hyaluronanem
(340 kDa, 0,1 g/l). Koncentrace prodanu ve vzorkiahzvolena na 40° M, pri této
koncentraci by ne#to dochazet ke tvotbagregai sondy, ale zaroweumoziuje relativré
rychly sker dat. Vzorky byly pipraveny standardnim postupem.

11.1.2 Méreni

Meéreni emisnich spekter a vyhasinacitirdk fluorescence probihalo négtroji FluroCube.
Pro excitaci byla pouzita NanoLED dioda o vinovdcdé372 nm s $kou pulzu 1,1 ns.
Rozsah TAC byl nastaven na 50 ns, coaxial delaganas a sync delay na 0 ns. Polarizatory
byly nastaveny na magicky uhel 54,75°. Emisni spektbylo néieno rychlosti 1 nm/1 ns.
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Vyhasinaci kivky fluorescence byly sbiranyigs celé emisni spektrum prodanu s krokem
S5 nm.

11.1.3 Vyhodnoceni dat

Vyhasinaci kivky fluorescence byly vyhodnoceny v programu DA$6moci globalni
analyzy, ktera umailije sodasné prolozeni vSech na&fanych vyhasinacichtivek pro dany
vzorek zakladni 1-5 exponencialni funkci (rovnicd) 4za pedpokladu, Ze soubor
vyhasinacich i#vek fluorescence odpovida stejnému zakladnimu inodezpadu
fluorescence se sdilenymi parametry dob Zivota.

Dekonvoluce stacionarnich emisnich spekter (roxlbzea jednotlivé fluoresceéni
komponenty) byla provedena na zakiadanovenych dob Zivotaiznych forem prodanu;
a jejich relativnich (fraénich) amplitudf;, které byly spéitany dle rovnice (42).

Casow rozlisena spektra (TRES) pak byla ze ziskanyclarpatfi rekonstruovana dle
vztahu:

—t
Y fi(Deri) (53)
Xi i)t (1)
kde Iss predstavuje stacionarni intenzitu fluorescengge doba Zivota excitovaného stavu
afi je jeji pislusna relativni amplituda.

If(4,t) = Iss(1)

11.2 Vysledky a diskuze
11.2.1 Interakce prodanu s hyaluronanem a septonexem podNC

Jako zaklad studia micelarnich systéseptonexu a jejich interakci s hyaluronanem pomoci
prodanu jako fluoresceéni sondy bylo pdtba zjistit, zda molekuly prodanu interaguji se
samotnym hyaluronanem nebo s molekulami septonesystému pod kritickou micelarni
koncentraci. Z tohotvodu byl proveden soubor d&feni vyhasinacichikek fluorescence
prodanu ve vodném prdsti, ve vodném roztoku hyaluronanu a v 0,3 mM razteeptonexu
(kritick& micelarni koncentrace septonexu byla est@ma na 0,83 mM, viz kapitola 6). Na
obr. 59, 60 a 61 jsou zobrazena zisk&aasow rozliSena spektra TRES a rozloZzena emisni
spektra na jednotlivé formy prodanu.

Obecr, v aprotickych polarnich rozpoggtech, ke kterym pé#t voda, prodan emituje
z ICT stavu a vykazuje dwdoby Zivota, z nichz kratSty(~ 0,6 ns) fislusi komplexm, které
vytvaii molekuly prodanu s molekulami vody diky vodikovynistkim [95]. Tento jev byl
v ramci ziskanych vysledkpotvrzen. Dekonvoluci emisniho spektra prodanwao@ byly
stanoveny d¥ jeho emisni formy, jejichz doby zZivota maji hodnet = (0,63 = 0,03) ns
at, = (1,81 + 0,04) ns. Emisni maximum prvni formy haanotut; = (510 + 2,5) nm, druhéa
forma prodanu ma nejvyragsi emisi i 1, = (525 + 2,5) nmCasow rozlisené spektrum
(TRES) prodanu ve v@dukazuje pouze jeden emisni pikigax = (520 + 2,5) nm, u&hoz
nedochazi k posunuwasem.
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Obr. 59: Dekonvoluce emisniho spektra (vlevofasow rozliSena spektra TRES (vpravo) prodanu
o koncentraci 8L0° M ve vodném proadi.
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Obr. 60: Dekonvoluce emisniho spektra (vlevofasow rozliSena spektra TRES (vpravo) prodanu
o koncentraci 8.0° M v 0,1 g/l roztoku hyaluronanu (340 kDa).
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Obr. 61: Dekonvoluce emisniho spektra (vlevofasow rozliSend spektra TRES (vpravo) prodanu
o koncentraci 8.0° M v 0,3mM roztoku septonexug= 0,83 mM).

Velmi podobné vysledky byly naifeny taktéz pro prodan ve vodném roztoku
hyaluronanu a ve vodném roztoku septonexu pod jeftacckou micelarni koncentraci.
V piipact roztoku hyaluronanu maji zji&té doby Zivota forem prodanu v systému hodnoty
1, = (0,65 £ 0,02) ns & = (1,88 £ 0,05) ns, u roztoku septonexu pak (0,64 = 0,03) ns
at; = (1,84 £ 0,03) ns. Polohy jednotlivych emisnicaxim odpovidaji vzonkm sc¢istym
vodnym prostedim. Steji je tomu tak i v pipact ¢asow rozliSenych spekter. Jediny drobny
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rozdil oproti cisté vod spaiva v malém utlumu emisni formy prodanu, kterd wgkitv
s molekulami komplexyies vodikovou vazbu, coz je praypddobré zpisobeno fitomnosti
dalSich latek (hyaluronanu, septonexu) ve vzorkelk@g lze ale fici, Zze s nejvyssi
praviEpodobnosti nedochazi k zadnym interakcim mezi preoia a samotnym
hyaluronanem, ani prodanem a jednotlivymi molekuls@ptonexu v roztoku pod CMC.

11.2.2 Prodan v micelarnim roztoku septonexu

V micelarnim roztoku septonexu byly z{igy t¢i raizné doby Zivota odpovidajici jednotlivym
form&m prodanu. Na modré stéaspektra, s maximem emise okolo 440 nm, m& prvmido
prodanu dobu Zivota; = (0,20 + 0,04) ns. Z polohy tohoto lokalniho emif® maxima
a rislusné délky doby Zivota Izégalpokladat, Ze se jedna o molekuly prodanu emitajic
stavu, které jsou solubilizovany v hydrofobnimigdhicel septonexu.

Druha forma prodanu vykazuje maximum emifievjmove délce okolo 480 nm &iplusi ji
doba Zivotar, = (0,64 + 0,03) ns. Bathochromni posun emise gpéle prodlouzenim doby
Zivota signalizuje vySSi polaritu mikroprésdi, v mz se tento emisni druh prodanu nachézi.
Pravdpodobré se bude jednat o priosti palisddové vrstvy micely, kterd se nachazi mezi
hydrofobnim jadrem a polarnimi hlavami molekul tieliz odkud budou molekuly prodanu

emitovat z LE stavu.

Treti emisni druh prodanu, nalezeny v micelarnim tped$ septonexu, ma odliSny
charakter oproti dsma pgedchozim formam prodanu lokalizovanych ukninicelarnich
agregai. Jeho emise je nejvice posunutagmem kéervené oblasti spektra (maximum ma
okolo 495 nm), je dominantni, a zfigh doba Zivota ma vyraZnvySSi hodnotu oproti
piedchozim fipadim, tj. 3 = (2,52 + 0,03) ns. S ngjisi pravépodobnosti se jedna
o molekuly prodanu nachazejici se na hydratovanéwnchu micelarnich agredgatu nichz
vlivem interakci s molekulami vody dochéazi ieposu naboje, diky kterému pak tyto
molekuly prodanu emituji z energeticky chudSihostCT.
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Obr. 62: Dekonvoluce emisniho spektra (vlevofagsow rozlisena spektra TRES (vpravo) prodanu
o koncentraci 8.0° M v 2mM roztoku septonexu:{g = 0,83 mM).

Caso¥ rozlisena spektra prodanu v micelarnim roztokutasegxu vykazuji dva piky,
Z nichz prvni, nachazejici se na modré stigpektra, se v delSialasech po excitaci vytraci.
U dominantniho piku se poloha jeho maxint@sem po excitaci nemi. Tento pibéh TRES
odpovida teoretickému modelu dvou stavktery byva vhodny pro popis reakci
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v excitovaném stavu, a také odpovida situaci, kashdzi k vnitnimu genosu naboje, coz je
tento konkrétni fipad.

11.2.3 Prodan v micelarnim roztoku septonexu s fidavkem hyaluronanu

Po gidavku hyaluronanu do 2mM roztoku septonexu bylypsow rozliSeném réreni ot
nalezenyit doby Zivota prodanu, stejrjako v gipad: cistého micelarniho prastdi. Prvni,
nejkratSi z nich, faslusejici molekulam prodanu lokalizovanych v hydbmim jade agregat
emitujicich z LE stavu, ma hodnoty = (0,20 £ 0,05) ns. Maximum emise této formy
prodanu je oprotistému micelarnimu roztoku posunuto vice na modstranu spektra.
Prostedni doba Zivota,ifsouzena molekulam prodanu v oblasti palisadové/yrse oproti
systému bez hyaluronanu lehce zkratila a ma hodnotu (0,54 = 0,06) ns. Stejnjako

u prvni formy prodanu, dochazi i tomt@gigac, vlivem pridavku hyaluronanu, k posunu
emise vice na modrou stranu spektraiéfit dominantni formy prodanujigtava maximum
emise, stej jako ucistého 2mM septonexu, na hod&dt,x = (495 = 2,5) nm. FsluSna
doba Zivota ma hodnoty = (2,66 £ 0,04) ns.

U casow rozliSenych spekter je oprdaiistému micelarnimu prasdi zvyrazgna emise na
modrém okraji spektra, ktera se s rostou¢amem po excitaci vytraci. Tento pik odpovida
molekuldm prodanu nachézejicim se uvmiicelarnich agregétemitujicich z LE stavu.
Stejre jako vcistém micelarnim roztoku, nedochazi u dominantnih k posunu gasem
po excitaci vzorku. Tento dominantni pik nalezi ekoldm prodanu lokalizovanym na
povrchu agregatemitujicim z ICT stavu.

Z téchto vysledk Ize usuzovat bii na omezeni kontaktu molekul prodanu lokalizovanych
na povrchu agregats molekulami vody, ktery vede kgrhodu ze stavu LE do ICT nebosbp
ke vzniku «tSiho pdtu mensich micelarnich agregawv podok struktury perlového
nahrdelniku, v nichz se molekuly prodanu mohou lsbaovat do hydrofobniho prosdi,
které preferuji, coz by také vy&tlilo zvyrazreni emise na modré stréaspektra.
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Obr. 63: Dekonvoluce emisniho spektra (vlevofasov rozliSena spektra TRES (vpravo) prodanu
o koncentraci 8.0° M v 2mM roztoku septonexu s hyaluronanem o koram, 11 g/l.
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12 ZAVER

Cilem této disertani prace bylo roz#ni pouzitelnych stacionarnichéaso¢ rozliSenych
pokratilych fluorescetinich technik dostupnych na Skolicim pracovistiyétize vyuzit pro
studium vlastnosti kationtovych micelarnich sysiéajejich interakci biopolymery. Tyto
metody pak aplikovat na micelarni systémy septoreeIAB, posléze na studium interakci
mezi €mito systémy a hyaluronanem.

Nejprve byla v ramci prace vypracovana literarriier8e, ve které jsou shrnuty zakladni
poznatky z oblasti interakce kationtovych teiizislhyaluronanem a vhodné fluoresasn
metody pro studium vlastnosti micelarnich sysiéiMa zaklad reSerSe pak byly vybrany
fluorescekini metody pouzité v této praci.

JelikoZz v odborné literate nebylo doposud podrognkomentovano agregai chovani
septonexu ve vodném présti, byla z mfeni emisniho polaritniho indexu pyrenu
vyhodnocena kritickd micelarni koncentrace septand#icelarni agregai cislo pak bylo
stanoveno pro 2, 5, 10 a 25mM roztok tenzidu ponstationarniho &asow rozliSeného
meieni zhaseni fluorescence pyrenu cetylpyridiniunoetiém. Kvili srovnani vysledk byly
stejnym zfisobem stanoveny agreégda parametry i pro CTAB. Kritickd micelarni
koncentrace septonexu byla stanovena na 0,833 mMCPAB mé uéena CMC hodnotu
0,938 mM. Hodnoty agregaich ¢isel se pi zvySujici se koncentraci tenziduétSovaly, coz
poukazovalo na probihajici micelarasti po gekrateni kritické micelarni koncentrace az do
zhruba desetkratétsi koncentrace nez je hodnota CMC daného tenBiduoba tenzidy byly
hodnoty agregaiho ¢isla utené pomoctasow rozliSeneého zhaseni fluorescence vyssi nez
v pripact stacionarniho gteni, éemuz odpovidali i hodnoty nalezené pro CTAB v étefe
nantfené danym zjsobem. Také se ukézalo, Ze micely septonexu jsoierty mensim
poctem molekul tenzid ve srovnani s CTAB. Nizsi hodnota kritické micaiakoncentrace
a agregénihocisla septonexu oproti CTAB souvisi s jeho objéjginpolarni hlavou.

Dale byly studovany zemy z&kladniho fluorescéniho chovani fluoresceinu a prodanu
v koncentrani Skale septonexu od velmi nizkych koncentraci pG§IC az po
n¢kolikanasobr vyssi koncentrace nez CMC. U obou sond byl sledgwdsun emisniho
maxima, u fluoresceinu byla dfena i stacionarni anizotropie fluorescence. Z posun
emisniho maxima prodanu a anizotropie fluorescénogesceinu v zavislosti na koncentraci
septonexu byly vyhodnoceny parametry micelizacetosexu korespondujici s vysledky
ziskanymi z nsieni emisniho polaritniho indexu pyrenu.

Rozséahla kapitola této prace se zabyva Forsteropignosem energie mezi perylenem
a fluoresceinem v micelarnim proedi septonexu a CTAB, ktery byl studovan pomoci
stacionarniho tasow rozliSeného r&eni fluorescence. Pro donor-akceptorovy pér perylen
fluorescein byl uwfen Forstelv polomér na 4,9 nm. Vysledky ze stacionarnihcieni
odpovidaji tzv.cage systému, kdy jsou molekuly donoru a akceptoru @esky pospolu,
nikoliv pevrg, ale nachazeji se ve stejném ,ummém" prostedi, coZ odpovida situacifip
které genos energie probiha mezi molekulou perylenu, keesdlubilizovana v hydrofobnim
jadie micely a molekulou fluoresceinu na micelarnimrpbu. Z¢asow rozliSeného réeni
byla vyhodnocovana efektivitargnosu energie, kterd souvisi se vzdalenosti memrdm
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a akceptorem a vazana frakce, jejiz hodnota ¥ gahrnuje pdet vzniklych donor-akceptor
pari v systétmu po excitaci daného vzorku. Efektivii@nmsu energie nabyvala pro oba
micelarni systémy iiblizné stejnych hodnot, ZehoZ Ize usuzovat, Ze se vzdalenost mezi
perylenem a fluoresceinem v ramci septonexu a CiA&el neliSila. Vazana frakce pak pro
micelarni systém septonexu vykazovala vy&aaizSi hodnoty nez u CTAB. Celkéwyl tak
pienos energie mezi perylenem a fluoresceinem vigaistCTAB vyrazgjsSi nez

u septonexu, coz bylo praggbdobré zpisobeno vhod¥jSi vzajemnou orientaci emisnich
a absorpnich pgechodovych momeifit donoru a akceptoru. Také byl studovan vliv
postupnych fidavki hyaluronanu do systému na probihajici FRET & byly usuzovany
mozné interakce mezi hyaluronanem a tenzidy. ueskoncentraci hyaluronanu v systému
dochéazelo ke sniZzovani efektivitygmosu energie, coz ztiazwetsujici se vzdalenost mezi
donorem a akceptorem, a zarbvdochazelo k nastu hodnot vdzané frakce, ve které se
promitd pdet vznikajicich donor-akceptor mar Na zaklad ziskanych dat nelze se
stoprocentni jistotou rozhodnout, k jaké formadotynterakce hyaluronan-micela vedou,
vhledem Kk jistétmu omezenifgsnosti stanoveni vzdalenosti mezi donor-akcepérenp
vychazejici ze samotného principu émni FRET. Vyhodnoceny byly dv
nejpravapodobrEjSi varianty. Prvni z nich je fuze¢kolika micel do jedné &Si, druhou
moznosti je vytvieni tzv. struktury perlového nahrdelniku, kdy jswiettzci hyaluronanu
formovany mensi micelarni agregaty.

Nasledujici kapitola prace shrnuje poznatky ziskaoeénoci stacionarniho #dasow
rozliSeného réeni anizotropie fluorescence perylenu a fluoresgepomoci nichZ byly
sledovany strukturni zémy micelarnich systéin septonexu a CTAB po postupnych
piidavcich hyaluronanu. Siplédnutim na vysledky FRET u stejnych systiémziskana
anizotropni data pra¥godobré podporuji formaci struktury perlového nahrdelniéproti
fuzi micel do jedné &tsSi.

Posledni kapitola vysledkpak pojednava o fotofyzikalnim chovani prodanuizngch
prostedich, kterymi jsou voda, roztok septonexu pod d @MC, roztok hyaluronanu
a micelarni roztok septonexu s hyaluronanemémmve fotofyzikalnim chovani prodanu
byly komentovany na zakladozlozeni (dekonvoluce) emisniho spektra prodamaném
prostedi a ziskanycliasow rozliSenych spekter. Ve vodném piesti vykazoval prodan dv
doby Zivota,r; = (0,63 + 0,03) ns & = (1,81 £ 0,04) ns, jak byloifpdpokladano. Shodné
vysledky byly ziskany jak pro vodny roztok hyaluamw, tak i roztok septonexu pod CMC.
Lze tedyfici, Ze s nejvySSi pra¥dodobnosti mezi prodanem a hyaluronanem, Stajamezi
prodanem a molekulami septonexu (pod CMC), neddckazzajemnym interakcim. iP
dekonvoluci emisniho spektra prodanu v micelarromiaku septonexu pak byly nalezeiiy t
rozdilné emisni formy prodanu — prvni z nich, «kregi dobou Zivota emitujici na modré
straré spektra byla fisouzena molekulam prodanu solubilizovanych v highoim jade
micel. DalSi emisni druh odpovida molekulam prodarkteré jsou s vysokou
pravdpodobnosti lokalizovany v palisadové vistwicel. Posledni forma prodanu, s nejdelSi
dobou Zivota, jejiz emise je dominantni a posurddétervené oblasti spektra, byéma
odpovidat molekulam prodanu nachazejicim se nacpavmicelarnich agregat Fridavek
hyaluronanu do systému pak vede v kratkyabech po excitaci vzorku ke zvyrgmnhemise
na modré stran spektra, ktera odpovida molekuldm prodanu emitgjiz lokalre-
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excitovaného stavu. Ze ziskanych vyskedke usuzovat kbdl na zvySeni rigidity povrchu
agregai, ktera omezuje intramicelarniigmos naboje u molekul prodanu, jeZ jsou v této
oblasti lokalizovany, anebo Ize ziskané vysledkst apterpretovat na zaklads/zniku wtSiho
poctu mensSich micelarnich agre@yatavazanych ngettzce hyaluronanu, v nichz se molekuly
prodanu mohou solubilizovat do hydrofobniho pifedt, ze kterého emituji.
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14 PREHLED ZKRATEK A SYMBOL U

14.1 Zkratky

A akceptor

ADC analogo¥-digitalni prevodnik @nalog-to-digital convertgr

AO akridinova oranz

AOT 1,4-bis-2-ethylhexylsulfosukcinat sodny

CAC kritick&d agregéni koncentrace

CFD diskriminator konstantni funkcedqnstant function discriminatpr

CMC kriticka micelarni koncentrace

C-MPB N-alkyl-N-methylpyrrolidinium  bromid & paétem uhlika
v alkylovémietzci

CPC cetylpyridinium chlorid

CTAB cetyltrimethylamonium bromid

C.TAB alkyltrimethylamonium bromid 8 poitem uhliki v alkylovém
retézci

D donor

DA donor-akceptorovy par

DPB 1,6-difenylbuta-1,3-dien

DTAB dodecyltrimethylamonium bromid

EG ethylen glykol

EmPI emisni polaritni index pyrenu

Ex:Mo poner intenzity fluorescence excimeru a monomeru pyrenu

ExPI excit&ni polaritni index pyrenu

EmPI emisni polaritni index pyrenu

fluo fluorescein

FRET Forstekv rezonafini prenos energie

HAS1, HAS2, HAS3 hyaluronansyntazy

HH horizontalg-horizontal (orientace polarizat@)
HV horizontélrg-vertikalne (orientace polarizat@y
hya hyaluronan

IC vnitfni konverze
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ICS
ICT
LE

NMR
nr
o
per
PGA
PSS

SDS
SPTX
SSFQ

TAC
TCSPC

TNS
TRES

TRFQ

TTAB
VH
vV
WD

mezisystémovyipchod
intramolekularni fenos naboje
lok&lné excitovany stav
mol-dm®
nuklearni magneticka rezonance
nezéivy prechod
emulze olej ve vadl
perylen
programovatelny zesilovgprogrammable gain amplifigr
polystyrensulfonat
z&ivy piechod
singlet
dodecylsiran sodny
septonex

stacionarni zhaSeni fluorescendsteady-state fluorescence
guenching)

triplet
prevodnikéasu na amplituduifme-to-amplitude convertpr

metoda&asow korelovanéhctitani fotori (time-correlated single
photon countiny

2-(p-toluidinno)naftalen-6-sulfonat

caso¥ rozlisSena fluoresceni spektra time-resolved emission
spectrg

¢aso¥ rozlisené zhaSeni fluorescen(t@ne-resolved fluorescence
guenching)

tetradecyltrimethylamonium bromid
vertikalné-horizontal® (orientace polarizat@y
vertikalne-vertikalre (orientace polarizat@y

diskriminator vindow discriminatoy
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14.2 Symboly

A
Aexc
A
Ax

korekeni faktor pozadi (vyhodnoceni TCSPGEiani)

absorbance vzorkuripexcitaéni vinové délce

horni limita Boltzmannovy funkce

dolni limita Boltzmannovy funkce

absorbanceipdané emisni vinové délce

normalizovana amplituda (TCSPGfani)

pied-exponencialni faktor (ampliltuda, vyhodnoceniSRT ngtreni)
koncentrace

pocet molekul zhalee na micelu (vyhodnoceni agreégéocisla)

efektivita FOrsterovaignosu energie

frakéni intenzita fluorescence (viz kap. 2.5.1.) nelakdni (relativni) amplituda

(viz kap. 5.4.2)

G-faktor pro danou emisni vinovou délku

intenzita fluorescence v danémfigad

intenzita fluorescence

intenzita stacionarni fluorescence

totalni intenzita fluorescence

intenzita fluorescence betifpmnosti zhalee v systému
totalnicasow rozliSena intenzita fluorescence
korigovana intenzita fluorescence pro danou vinodélku
intenzita fluorescencetipparalelni orientaci polarizator
intenzita fluorescencefigkolmé orientaci polarizatér
casovy vyvoj intenzity fluorescencéiparalelni orientaci polarizatior

casovy vyvoj intenzity fluorescencéiparalelni orientaci polarizator

integral spektralniho ipkryvu emisniho spektra donoru a absofpo spektra

akceptoru

rovnovazna konstanta statického zhaseni

rychlostni konstanta ne@@ého gechodu ze stavu; $lo stavu &
Perrinova konstanta

rychlostni konsntanta bimolekularniho zhaSeni

rovnovazna konstanta dynamického zhaseni
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k'S
Ksv

T1
Vp
Xcmel

rychlostni konstanta #@eho gechodu ze stavu; $lo stavu $
Stern-Volmerova konstanta

index lomu nebo p&et molekul

Avogadrova konstanta

agregani ¢islo micely

vazana frakce

polariza&ni stupé

pravdEpodobnost, Ze micela obsahujsolubilizovanych molekub
anizotropie fluorescence

pramérna, resp. stacionarni anizotropie fluorescence
vzdalenost mezi donorem a akceptorem

polomer efektivni sféry

fundamentalni anizotropie

Forstefiv polomer

koeficient spolehlivosti

limitni anizotropie

okamzita, respiasow rozliSena hodnota anizotropie fluorescence
zakladni stav molekuly

prvni excitovany singletovy stav molekuly

druhy excitovany singletovy stav molekuly

cas

prvni excitovany tripletovy stav molekuly

objem efektivni sféry

kritickd micelarni koncentrace odpovidajici infidéxu bodu Boltzamnnovy
funkce

kritick& micelarni koncentrace odpovidajici bogu 2Ax

inflexni bod

amplituda odpovidajici délzivota excitovaného stavy

Uhel mezi absokmim a emisnimigchodovym momentem molekuly
strmost poklesu Boltzamnnovy funkce

molarni absorgni koeficient
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0 uhel mezi dip6lovym momentemigthodu molekuly arovinou polarizace
excitujiciho zéeni

K orientani faktor grechodovych mometitdonoru a akceptoru
Jem emisni vinova délka

Aexc excitani vinova délka

Amax vinova délka maximalni emise

T praimérna doba Zivota

Ti doba Zivota-té slozky smisi

T z&iva doba Zivota (kap. 2.1.2), rétd korel&ni cas (kap. 10)
Ts doba zivota excitovaného stavu S

o kvantovy vytzek fluoroforu

P parametr spravnosti prolozeni TCSPC dat

excitovany stav

] koncentrace
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16 PRILOHY

16.1 Obsazenost micel fluorofory — Poissonova statistikgke kapitole 9)

Tab. P1: Pravtpodobnost obsazeni micely CTAB molekulami fluor@seeebo perylenu.

CTAB (ccrag = 2 MM, Ny = 35,Ccpc = 0,938 mM)

[fluo] F F F F F F _ pF
Ciuo, PM  [micely] Py P; P3 P, Py Py (1 - Py)
5 0,159 0,140 0,012 0,001 0,000 0,000 0,848 0,152

10 0,318 0,237 0,039 0,004 0,000 0,000 0,719 0,281
15 0,477 0,302 0,075 0,012 0,002 0,000 0,610 0,390
20 0,636 0,341 0,112 0,025 0,004 0,001 0,517 0,483
25 0,794 0,361 0,149 0,041 0,008 0,001 0,439 0,561
30 0,953 0,368 0,182 0,060 0,015 0,003 0,372 0,628
35 1,112 0,364 0,210 0,081 0,023 0,005 0,316 0,684
40 1,271 0,353 0,233 0,102 0,034 0,009 0,268 0,732
45 1,430 0,337 0,250 0,123 0,046 0,014 0,227 0,773
50 1,589 0,317 0,261 0,144 0,059 0,019 0,192 0,808
[fluo] P P P P P P _ pP
Coori BM Tmicely] 1 P; P; ! Py Py (1—Pg)
1 0,033 0,032 0,001 - - - 0,967 0,033
[fluo] F F F F F F _ pF
Ciwo, PM  [micely] P P; P3 P, Py Py (1 - Pyp)
5 0,290 0,220 0,033 0,003 0,000 0,000 0,743 0,257

10 0,579 0,328 0,097 0,019 0,003 0,000 0,553 0,447
15 0,869 0,365 0,163 0,048 0,011 0,002 0,411 0,589
20 1,159 0,362 0,215 0,085 0,025 0,006 0,305 0,695
25 1,449 0,337 0,250 0,123 0,046 0,014 0,227 0,773
30 1,738 0,300 0,267 0,158 0,071 0,025 0,169 0,831
35 2,028 0,260 0,270 0,187 0,097 0,040 0,125 0,875
40 2,318 0,221 0,262 0,208 0,123 0,058 0,093 0,907
45 2,607 0,185 0,247 0,220 0,147 0,078 0,069 0,931
50 2,897 0,153 0,227 0,224 0,166 0,099 0,052 0,948
[fluo] P P P p P P _ pP

Coeri BIM [micely] Py P, P3 ! Py Py (1-Pg)
1 0,059 0,056 0,002 - - - 0,942 0,058

Tab. P2: Pravtpodobnost obsazeni micely CTAB alesgednou molekulou fluoresceinu zardve
s alespa jednou molekulou perylenu.

Ciiuo; UM 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

PP 0005 0009 0013 0016 0018 0020 0022 0024 250.00,026
- 0015 0026 0034 0040 0045 0,048 0,050 0,052 540,00,055
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Tab. P3: Pravthodobnost obsazeni micely septonexu molekulamidkameinu nebo perylenu.

Septonex(Csprx = 2 MM, Ny = 29, ccmc = 0,833 mM)

[fluo] F F F F F F _ pF
Cfluo;llM W Pl PZ P3 P4 P5 PO (1 PO)
5 0,025 0,110 0,007 0,000 0,000 0,000 0,883 0,117
10 0,124 0,194 0,024 0,002 0,000 0,000 0,780 0,220
15 0,249 0,257 0,048 0,006 0,001 0,000 0,689 0,311
20 0,373 0,302 0,075 0,012 0,002 0,000 0,608 0,392
25 0,497 0,334 0,104 0,021 0,003 0,000 0,537 0,463
30 0,621 0,354 0,132 0,033 0,006 0,001 0,474 0,526
35 0,746 0,364 0,159 0,046 0,010 0,002 0,419 0,581
40 0,870 0,368 0,183 0,061 0,015 0,003 0,370 0,630
45 0,994 0,366 0,204 0,076 0,021 0,005 0,327 0,673
50 1,118 0,359 0,223 0,092 0,029 0,007 0,289 0,711
[fluo]
[fluo] F F F F F F _ pF
Cfluo;llM W Pl PZ P3 P4 P5 PO (1 PO)
5 0,193 0,159 0,015 0,001 0,000 0,000 0,825 0,175
10 0,386 0,262 0,051 0,006 0,001 0,000 0,680 0,320
15 0,578 0,324 0,094 0,018 0,003 0,000 0,561 0,439
20 0,771 0,357 0,138 0,035 0,007 0,001 0,462 0,538
25 0,964 0,368 0,177 0,057 0,014 0,003 0,381 0,619
30 1,157 0,364 0,210 0,081 0,023 0,005 0,314 0,686
35 1,350 0,350 0,236 0,106 0,036 0,010 0,259 0,741
40 1,542 0,330 0,254 0,131 0,050 0,016 0,214 0,786
45 1,735 0,306 0,266 0,154 0,067 0,023 0,176 0,824
50 1,928 0,280 0,270 0,174 0,084 0,032 0,145 0,855
[fluo] P P P P P P _pp
i i Tmicly P P Pt Pt PY (1-P
1 0,039 0,037 0,001 - - - 0,962 0,038

Tab. P4: Pravtbodobnost obsazeni micely septonexu alg$ponou molekulou fluoresceinu zardve
s alespa jednou molekulou perylenu.

Chiuo; M 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

PPP°* 0003 0005 0008 0010 0011 0013 0014 0015 160,00017
- 0,007 0012 0017 0020 0023 0026 0028 0,030 310,00,032
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Abstract

The aggregation behaviour of the cationic surfactaarbethopendecinium bromide
(Septonex) and cetyltrimethylammonium bromide (CPJABI aqueous solution was
investigated by steady-state and time-resolvedrdsmence experiments. Values of critical
micelle concentration were obtained from the pyremassion polarity index. The micellar
aggregation numbers for four different concentraiof both surfactants were determined by
steady-state and time-resolved fluorescence quegchethods, using pyrene as a probe and
cetylpyridinium chloride as a quencher. The obtdinesults for Septonex were compared
with the aggregation parameters of CTAB. Also, ¢bacentration dependence of the micelle
aggregation number was analyzed.

Keywords

Septonex, CTAB, critical micelle concentration, eggation number, pyrene emission
polarity index

Introduction

Carbethopendecinium bromide (produced also undetrtiile name Septonex) is a quaternary
ammonium surfactant. It is approved for pharmacaltapplications and used in several
antiseptic and disinfectant products as an actibstance. From the structural point of view,
cf. Fig. la, Septonex is related to cetyltrimethyt@onium bromide (CTAB) and
tetradecyltrimethylammonium bromide. However, inmgarison to its structural relatives,
there is less information in literature on the agation behavior of Septonex despite of its
relevance for pharmaceutical products. CTAB (Flg. das also used in this study to evaluate
the effect of small changes in surfactant structurés basic properties.
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Fig. 1: Structure of a) Septonex and b) CTAB.

Greksakov& et al. determined the Septonex critical micellenaamtration by UV
spectrophotometry, whil€ermékova et al. employed surface tension measurement tiseng
method of maximum bubble pressure. The temperaffieet on the Septonex critical micelle
concentration was studied by Oremusogtal. in the range 15-50 °C. The critical micelle
concentration was found to increases slightly watmperature. A similar temperature-effect
study was published by Vojtekdli&t al., who also investigated the effect of vasiou
potassium salts. As expected, the Septonex crititaélle concentration decreased in the
presence of these electrolytes. Septonex was atsioned in a study which examined the
relationships between the structure, lipophilicignd antimicrobial activity of quaternary
ammonium bolaamphiphil2slt was used as a reference substance only agdtemhinimum
inhibition concentrations towards three types afnarganisms were reported.

In general, surfactants in agueous solution salbeate into micelles above the critical
micelle concentration (CMC) which is one of severaportant parameters of surfactant
aggregation behaviour. Another important paramistéine aggregation numbeX4), which
corresponds to the number of surfactant monomersmmelle. There is no information on the
aggregation number for Septonex micelles althoubls thumber belongs to basic
characteristics of any surfactant.

Both of these micellar aggregation parameters eastidied by fluorescence probe methods.
Pyrene is very often used to study the aggregdtéraviour of surfactanfs.®910:111213.14.15
Its molecule is highly hydrophobic and only slighdoluble in pure water. The emission
spectrum of pyrene shows characteristic vibronimdsaaround 370—-400 nm, whose absolute
and relative intensities, width, and position depesensitively on the polarity of its
microenvironment. The ratio of the fluorescencesmsities of the first and third vibronic
bands (emission polarity index EmPI, pyrene 1:8ydt/l);) increases with the increasing
polarity of the pyrene vicinity It is well known that plots of the pyrene emissioolarity
index as a function of the total surfactant coneitn around CMC show a typical sigmoidal
decreas®. Below the CMC the values of EmPI correspond eopblar environment. With an
increasing concentration of surfactant, the vabfdsSmPI decrease, indicating that the pyrene
molecules sense a more hydrophobic environmentvébite CMC, the pyrene molecules are
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incorporated in the hydrophobic region of the marehggregate and the EmPI values are low
and roughly constant.

Zana et al. considered two approaches for obtai@MC values from pyrene emission
spectrd®’. According to the first approach, the CMC can I¢aimed from the inflection
point of EmPI plots. According to the second optithe CMC can be obtained from the
interception of the rapidly varying parts and ngdrbrizontal parts of EmPI plots at high
surfactant concentrations. Subsequently, Aguiat.giroposed a straightforward procedure to
determine these two point&c{ic: andxemc2)™®. The EmPI plots can be adequately described
by a decreasing sigmoid of the Boltzmann type:

y = % + 4y, (1)

1+e Ax

where the variablg corresponds to the EmPI value, the independemahtarx is the total
concentration of surfactanf; and A, are the upper and lower limits of the sigmoid,
respectively,X, is the inflection point of the sigmoid, antik is directly related to the
independent variable range where the abrupt chemtee dependent variable occurs. Thus,
the pointxcuci corresponds to the inflection point of the sigmarl the poinkcvc, can be
calculated as:

XcMc2 = Xo + 2Ax. (2)

Aguiar'® et al. established a criterion to choose betwkeRdc: andxcucz values. When the
ratio xo/Ax is higher than 10 (typically for ionic surfactanthen thexcuce value is more
accurate than the-uci.

The aggregation number can be determined using regence quenching
techniqueg' 213141819202}y gtaqdy-state fluorescence quenching (SSFQ) emeets the
investigated micellar system is continuously illaated and the spectrum of the emitted light
is recorded, this spectrum carrying the informagabout the properties of this systénif we
assume only dynamic quenching and consider the lsgihsituation, which means an
immobile probe and quencher (the residence timeth&probe and quencher in a micelle are
much longer than the fluorescence lifetime of thebp), and we use a fluorescence probe
concentration much smaller than the micelle correéinoh [micelles], increasing the quencher
concentration [Q] such that the ratio [Q]/[mice]learies between 0-2, then the ratio of the
fluorescence intensities measured in the absenténathe presence of the quenchés énd

Fq, respectively) is given by the equafibn

Fo [Q]
F_Q - oxp ([micelles]) 3)

The main conditions assumed in deriving eq. 3 laae (i) the kinetic ratio of the rate constant
for intramicellar quenching, and the rate constant for intramicellar probeoriiscence
decayk must be far higher than 1 and (ii) the distributmfnprobes and quenchers between
micelles obey Poisson’s statistics. Then, the pibtin (Fo/Fg) against [Q] at constant
surfactant concentration [S] permits the deternmmabf the micelle aggregation number
Nag ssfrom?
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[S] — [CMC]

== 4
Nagss [micelles] ()

In time-resolved fluorescence quenching (TRFQ) erpents, the probe is excited by a very
short pulse of light. Then the fluorescence desagcorded using a TCSPC (time-correlated
single photon counting) apparatus. Ideally in theemce of quencher the fluorescence decay
of the probe is single exponential. In the presesfaguencher the decay curves are no longer
single exponential and obey the equatidn

F(t) = F(0) exp {— % — C[l — exp(—th)]}, (5)

whereF(t) andF(0) are the fluorescence intensities at tinaed zero following excitationy
is the probe lifetime in the micellar environmenithaut quencherkg is the rate constant for
guenching, andC corresponds to the ratio [Q]/[micelles]. If expeents are performed
correctly, the value of the aggregation numberlmobtained froft

S| — [CMC
Nag,TR= []K% (6)

Generally, steady-state measurement is much edasigoerform and to analyse than
measurement using the time-resolved method; howsieady-state measurement is based on
more restrictive assumptiofts

In this paper we studied the aggregation behawb8eptonex and CTAB, i.e. their critical
micelle concentrations and aggregation numbersnégns of steady-state and time resolved
fluorescence measurements with a pyrene fluoregmenite and compared the results for
these two compounds.

Results and discussion
Determination of critical micelle concentration

The values of CMC for Septonex and CTAB were eat@d on the basis of the dependence
of the pyrene emission polarity index EmPI on sttdat concentration. From Fig. 2 it seems
obvious that EmPI data for both surfactants ard fitséd by a Boltzmann-type sigmoid.
Table 1 presents the fitting parameters for thalistl systems, including the regression-
square coefficientrf) and the CMCs obtained from literature.

As already mentioned, there are two options foemmeining the CMC value — the use of
Xcme1 and the use ofgice. Because the ratigy/Ax was greater than 10 for both surfactants,
we decided to consideemczas the critical micellar concentration for furthese. In addition,
Xcmez Values were closer to the CMC values publishddarature thancucivalues. Also the
determined CMC value of Septonex is in good agreéméh the results of other authors.
The CMC of Septonex is slightly lower than that@FAB, although Septonex has a shorter
alkyl chain which should generally increase the CM&ue. The lower CMC value of
Septonex than CTAB is thus caused by the bulkidarpbead group of Septonex, which
probably reduces the repulsion of the identicafgbs of ammonium groups.
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Table 1: Fitting parameters of pyrene EmPI dat&do (1) for the investigated surfactantgis the
centre of the sigmoidix is a time constant? is the regression-square coefficient, and CMhés t
value of the critical micelle concentration froretature.

Surfactant

AX r? Xo = Xemed/mmol dm®  Xeme/mmol dni® CMC/mmol dn?®

Septonex  0.037  0.9940 0.759 0.833 6.077¢, 0.8%*

CTAB 0.046 0.9960 0.845 0.938 0%10.92% 0,97°

EmPI

EmPI

1.40
a)
135 4
130

1.25

T >

1.05 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

c /mmol dm-3

septonex’

1.40

¢

1

}, =
X Xcavc
1

1

\

1.25 A }

120 | ;?§.§§.._-_..Q §

Xemez

1.15 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Ccrag/mmol dm3

Fig. 2: Plots of EmPI versus surfactant concemrefior a) Septonex and b) CTAB.
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Determination of micellar aggregation number

The values of the aggregation numbers for SeptamexCTAB in aqueous solution at four
different concentrations above the CMC were inged¢éid by steady-state and time-resolved
fluorescence quenching methods. From SSFQ measntentke logarithm of the ratio of
pyrene fluorescence intensities (383 nm) measurede absence and in the presence of the
quencher Ko andFq, respectively) was evaluated against the condemraf quencher CPC
at a constant concentration of surfactant. In TRkEasurements, the paramefaras plotted
against CPC concentration. These plots for Segtare shown in Fig. 3. As can be seen, all
of the observed dependencies exhibit a linear tréhd same applies in case of CTAB. The
aggregation numbers were calculated from the sloptese plots. Table 2 lists the values of
the aggregation numberdl ssroand NagtreQ for the investigated Septonex and CTAB
agueous solutions. Figure 4 shows the concentrdigpendence of the aggregation number of
Septonex and CTAB micelles. As follows from Tab.aBd Fig. 4, the values of the
aggregation numbers determined by TRFQ measureanergubstantially higher than in the
case of the SSFQ method, and our results for CTikBragood agreement with the results of
other authors. According to Alargova et &lag trrqis larger thaNag ssrofor many micellar
system§&'. The differences between these values increaseNyjtand the microviscosity of
the micellar aggregates. Generally, SSFQ measuteisienuch easier to perform and the
results much easier to analyse; however, the SSE@au is based on more restrictive
assumptions than the TRFQ method. Thus, differestilts may be related to the different
theoretical-mathematical bases (models) used ttuaearesults of steady-state and time-
resolved fluorescence quenching measurements. rfsbanice, the steady-state evaluation
suppose a specific distribution of the probe anengher molecules (Poisson distribution) in
micelles whereas the Infelta-Tachiya theory (tiragetved fluorescence quenching) is free of
this assumption and evaluates the concentratidn tptencher:micelle directly from the
lifetimes of the free and quenched probes.

Table 2: The values df,4 for the investigated Septonex and CTAB aqueoustisols at 25 °C
according to steady-state (SSFQ) and time-resdlVB&Q) fluorescence quenching; comparison with
published data (CTAB).

Septonex CTAB
Csurfactarfimmol dni® Nag,ssFo Nag,TrFQ Nag,ssFo Nag,TrFQ
2 28.7 455 34.8 62.7
5 38.6 64.0 46.0; 48 91.0; 92°
10 45.7 79.0 57.3; 5% 101.1; 102
25 48.4 82.6 61.5 102.9; 198
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Fig. 3: The plots of a) Iiro/Fo and b)C against concentration of CPC for four differenp®aex
concentrations above CMC (2, 5, 10 and 25 mM).

In the literature, aggregation numbers for singlake ionic surfactants are often reported as
single values at concentrations above the CMC. Weweas can be seen in Fig. My
increases with an increasing concentration of stafd, which indicates micellar growth.
This increase iy is significant up to a concentration ten timeshkigthan the CMC and
then it is mitigated, which indicates a roughly stamt micellar size at a high surfactant
concentration. Thus, the presence of a sufficiemiunt of surfactant molecules in solution is
necessary to form micelles of a stable, finalizedeshsion (number of constituents) which is
often overlooked. For this reason, it is alwaysang@nt to specify the particular concentration
of surfactant at which the aggregation number weasured.
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Fig. 4: The concentration dependence of the micelggregation numbeN,y of the surfactants
Septonex and CTAB. SSFQ - steady-state fluoresceuenching, TRFQ — time-resolved
fluorescence quenching.

The comparison ofNag values suggests that Septonex micelles areedrdat a smaller
number of surfactant molecules than the micellesthef similar quaternary ammonium
surfactant CTAB at the same concentrations. Thizecause of the different structure of the
polar head group in Septonex and the shorter leafyits alkyl chain. Bulkier polar head
group occupies more space, therefore, due to #ne gfffects Septonex micelles are formed
by a smaller number of surfactant molecules thaABmicelles.

Conclusion

The aggregation behaviour of Septonex and CTABqueaus solution was investigated by
steady-state and time-resolved fluorescence methsidg a pyrene fluorescent probe. Their
critical micelle concentrations were evaluated frphots of the pyrene emission polarity
index against surfactant concentration. The miceldaggregation numbers for four

concentrations of these surfactants were determifbd aggregation numbers from time-
resolved fluorescence quenching were larger thapsethobtained from steady-state
fluorescence measurement. In addition, the coretemt dependence of the micellar
aggregation number was clearly evident. The aggimgaumber increases up to a certain
surfactant concentration above the CMC, which dggnmacellar growth. Generally, Septonex
micelles are formed by a smaller number of surfaataonomers than in the case of CTAB;
also, the CMC of Septonex is lower than that of BTA'his phenomenon is caused by
bulkier polar head group of Septonex than CTAB.
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Experimental methods
Materials

The cationic surfactant carbethopendecinium brom@eptonex, Czech Pharmacopoeia
quality) was purchased from GBNchem, Czech Repuldind cetyltrimethylammonium
bromide (CTAB, purity= 99.0%) from Sigma-Aldrich, Czech Republic. Expezitts were
carried out using pyrene (purity99.0%, Fluka, Czech Republic) as a fluorescenbgiand
hexadecylpyridinium chloride monohydrate (CPC; gug 99.0%, Sigma-Aldrich, Czech
Republic) as a quencher. All chemicals were ofitbst available quality and used as received
without further purification. Deionised water wased throughout this study (PURELAB
Option R7/15; ELGA, Great Britain).

Preparation of samples

A stock solution of pyrene was prepared in acet@beck solutions of CTAB, Septonex, and
CPC were prepared in water. An appropriate amotiptyene stock solution was added to
glass vials and the acetone was evaporated undeicee pressure. Subsequently, the
surfactant stock solution, CPC stock solution, aater were added. All samples were stirred
overnight at laboratory temperature.

Samples for the determination of CMC were prepavita a constant concentration of pyrene
(2 x 10° M), and with increasing concentrations of catiosigfactant ranging from 0.01 to
5 mM.

Aggregation numbers were estimated for 2, 5, 102thcthM Septonex and CTAB solutions.
The pyrene concentration was kept at a low levehdhatCyyrendCmicele > 0.1. The molar
concentration ratiGcpdCmicelle Was varied between 0-1.5.

Measurements

Absorption spectra with a wavelength range of 3@0-5m were recorded on a Varian Cary
UV-VIS spectrophotometer. Fluorescence spectra weneasured on a Flurolog
spectrofluorimeter (Horiba Scientific). Emissiorespra were recorded between 360-530 nm
with the excitation wavelength set to 336 nm. Bseaof the inner filter effect, the correction
of emission spectra was made according to the ieqdat

Feorr = Fops X 100'5(Aex+Aem)’ 7)

whereFor andFqps are the corrected and observed fluorescence itieengespectively, and
Aex and Ag are the values of the absorbance at the excitatimh emission wavelengths,
respectively.

Time-resolved fluorescence measurements were peetbrusing a FluoroCube TCSPC
spectrometer (Horiba Scientific). For excitation,339 nm NanoLED diode was used.
Fluorescence decays were collected at 383 nm, vdaialespond to the third emission peak in
the pyrene emission spectra.

All measurements were performed at 25 £ 1 °C.
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Abstract

This paper deals with the fluorescence study of microviscosity changes of hydrogel composed by hyaluronan
and cationic surfactant cetylinmethylammonium bromide (CTAB) durning fortnight-ageing. The steady state
anisotropy values obtained in the expenments were used to estimate the microviscosity of the corresponding
hydrogel regions. Two different fluorescent probes were used, perylene for hydrophobic domains and
rhodamine 6G for hydrophilic region. It is observed that the microviscosity in the hydrophobic domains of
hydrogel is roughly constant, indicating that these domains do not undergo significant structural changes
during ageing. However, the microviscosity of hydrophilic paris gradually decreases, which indicates
structural changes in the nearby area of rhodamine molecules.

Keywords:  fluorescence anisotropy, microviscosity, hyaluronan, CTAB, hydrogels

1. INTRODUCTION

The hydrogel is three-dimensional cross-linked networks of any water scluble polymer, which compnises a
wide range of chemical compositions and bulk physical properties [1]. Their structure is able to absorb large
amount of water which makes them pemeable to oxygen, nutrients and other water-soluble metabolites [2].
Hydrogels can be formulated in a vanety of physical forms like nanoparticles or films, therefore hydrogels are
commonly used in expernmental medicine and clinical practise. For example, hydrogels can be used in
regenerative medicine [3], for tissue engineenng [4-5] or like a drug or cancer carrier [5].

The hydrogels could degrade or eventually disintegrate and dissclve or they may be chemically stable. They
are called reversible’, or ‘physical’ gels when theirs networks are held together by molecular entanglements,
or secondary forces like ionic and hydrophobic forces or H-bonding [7-8].

We prepared the hydrogel which was composed of hyaluronan and cationic  surfactant
cetyltimethylammonium bromide, wherein the molecules of surfactant provide physical crosslinking of
hyaluronan chains and create the hydrophobic nanodomains, in which the hydrophobic drugs can be
solubilized. Hyalurenan is a naturally occumng linear polysaccharide that is compeosed of two subunits,
D-glucuronate and M-acetyl-D-glucosamine linked by B(1-3) and p{1—4) bonds which are connected to
unbranched chain [49]. This substance is commonly in the connective tissues of vertebrates from an umbilical
cord, vitreous to the synovial fluid in the joints [10]. As a component of the extracellular matrix, hyaluronan
plays an important role in the migration and proliferation of cells and the immune response of the organism,
facilitates wound healing and acts as a lubricant and shock absorber in the synovial fluid. lIts specific
biclogical activity is influenced by its molecular weight, length and circumstances in which it is synthesized
[11].

In this paper, we report the results of study of flucrescence anisotropy of perylene and rhodamine 6G
solubilized in different regions of this hydrogel. Experimental data are used to estimate microviscosity around
the probes during fourteen days of ageing.
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2. MAIN TEXT

2.1 Materials, preparation of samples

Hyaluronan of high molecular weight (¥50-1000 kDa) was purchased from Contipro Biotech 5. 1. 0., Czech
Republic. Cationic surfactant cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) of the best available purity was
purchased from Sigma-Aldrich and used as received. Fluorescence probes, perylene and rhodaming 6G
were also used without further purification. Stock solution of hyaluronan in 0.15 M NaCl was prepared in
concentration 5.0 g1 by slowly adding solid hyaluronan into solution of sodium chioride under stirring,
followed by 24 h stirring in closed vessel to ensure complete dissolution. Stock solution of CTAB in 015 M
MNaCl was prepared in concentration 200 mmol-H'. Stock solutions of fluorescence probes were preparad in
a volatile solvent - perylens was dissolved in acetone and rhodamine 6G was blended in ethanol. Water
used to prepare all solutions was doubly destilled (Millipore).

Gelation was carried out in glass tubes, at first, the stock solution of perylene/rhodamine was added to the
tubes and then the acetonefethanol was evaporated. The final concentration of this probe in samples was
1 = 10% mol-H. Then a certain amount of solutions of CTAB were added to these tubes and mixed on vortex
mixer. Then the samples were left on a shaker for 24 hours at room temperature. Mext day, the same
amount of solution of hyaluronan as solution of CTAE was added to fubes, samples were again mixed on a
vortex mier and left for a further 24 hours on a shaker at room temperature. Individual samples were
blended three times. The fluorescence spectra, lifetime and steady-state anisotropy of fluorescence were
measured after 1, 7 and 14 days after preparation of these samples, wherein they were stored complete with
the supernatant at room temperature in the dark.

2.2 Instrumentation

The steady-state measurements of anisotropy were carried out on a luminescence specirophotometer
Fluorolog (HORIBA Jobin Yvon) with 150-W xenon lamp as the excitation. Measurements were realized in
L-format instrumental configuration and an automatic interchangeable wheel with Glan-Thompson polarizers.

The valug of fluorescence anisotropy was determined as
re i, -Gl
I, +Gl," (1)

where the subscripts of the fluorescence intensity values (1) refer to horizontal (H) and vertical (V) orientation
of polarizers. The G factor {instrumental correcting factor) was automatically determined by the software
supplied by the manufacturer. The integration time was chosen to 2 5. The anisotropy measurement on the
one sample was camed out five times and the result was average value of anisotropy. Individual samples
were blended three times, so all anisofropy values of the probes in the hydrogels presented in this work are
the mean values of evaluated anisofropy values for individual samples. For samples with perylene, the
excitation wavelength was set to 389 nm and emission was elected to 475 nm, for samples containing
rhodamine, the excitation wavelength was set to 455 nm and emission was set to 560 nm. Temperature of
the sample chamber was set on 25 *C. The gels were applied between the two quariz glasses, which has
been placed diagonally into a standard cuvette.

The lifetime was measured on TCSPC lifetime spectroflucrometer Fluorocube from HORIBA Jobin Yvon.
The samples containing perylene were excited by the ManoLED dicde 339 nm (pulse width 1.2 ns) and the
emission was observed at 475 nm. The samples with rhodamine 6G were excited by the ManoLED diode
455 nm with pulse width 1.2 ns and the emission monochromator was set on 560 nm. The lifetime was
measured at orientation of polarizers in magic angle and peak preset was set to 10 000 counts. Temperature
of the sample chamber was set on 25 °C. The gels were applied to a special cuvetie for solid samples.
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Average lifetime was calculated according to equation

r =Za,r, (2)

|

where o is pre-exponential factor (0—1) and nis corresponding lifetime.

2.3  Methods

The microviscosity of environment was evaluated by determining the equivalent viscosity, i.e. viscosity of
homogeneous environment from which the fluorescent probe is given the same response as in the
measurement of the microenvironment. For this purpose the calibration curves were measured - the
dependence of the flucrescence anisotropy to the viscosity of homogeneous environment. This homogenous
environment was consisted of a mixture of glycerol and water. The values of viscosity of this mixure were
determined from article [12].

Following equation, which was obtained by fitting the calibration data with a linear curve, were used to
calculate microviscosity of different parts of hyaluronan gels.

Hydrophobic domains (perylene):; y = 0.000578 x + 0.017584
Hydrophilic parts {rhodamine): y = 0.001433 x + 0.103345

2.4 Results and discussion
Hydrophobic nanodomains during fortnight-ageing

Important property of the camer system is the ability to incorporate hydrophobic molecules of drugs.
Therefore, it is important the presence of hydrophobic domains in its structure. In the studied gel composad
by hyaluronan and CTAB hydrophobic domains are formed aggregates of entrapped molecules of surfactant,
which also serves as a physical crosslinking hyaluronan chains.

In hydrogels, the perylene has two lifetimes — short-time fraction (2%) has lifetime n = {3.38 £ 0.15) ns and
long-time fraction (98%), which correspond to molecules of perylene incorporated to hydrophobic
environment, has lfeime n=(566+001)ns. The average Ilifetime has been calculated to
7={5.61 % 0.02) ns. The value of these lifetimes during the forinight-ageing gel has not changed.

The following table 1 shows the obtained value of steady-state anisotropy of fluorescence of perylene and
calculated values of microviscosity. As we can see, the values are not changed during ageing, which
indicates that hydrophobic domains do not undergo significant structural changes dunng this time.

Table 1 Steady-state anisotropy of fluorescence of perylene, incorporated in hydrogel, during fortnight-
ageing and calculated values of microviscosity of perylene surmoundings.

Agsing gel [day] Steady-state anisotropy of fluorescence Microviscosity [mPa-s]
1 0,029 + 0.002 19814
7 0.0:293 + 0.0017 203x12
14 0.0291 £ 0.0013 19909
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The following table 2 shows the obtained value of steady-state fluorescence anisotropy of rhodamine and
calculated values of microviscosity of its surrounding. Relatively high anisotropy values were measured. The

values of anisotropy/microviscosity decreased during ageing, suggesting that the hydrophilic parts around
the molecules of rhodamine are subject to changes — its surrounding has been more and more fluid.

Table 2 Steady-state anisotropy of fluorescence of rhodamine 6G duning fortnight-ageing of hydrogel and
calculated values of microviscosity of rhodamine suroundings.

Ageing gel [day] Steady-state anisofropy of fluorescence Microviscosity [mPa-g]

1 0,216 0,011 a5
T 0,202 0,019 B9+ 4
14 0,190 = 0,011 B0+ 3

Time development of values of microviscosity of individual hydrogel parts is shown on Fig. 1. The roughly
constant values of microviscosity of hydrophobic domains do not indicate structural changes of perylene
sumoundings, against it the values of microviscosity of hydrophilic region nearby molecules of rhodamine
decreased by about 25 percent during ageing.
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Fig. 1 Microviscosity of hydrophobic nanodomains and hydrophilic region of hyaluronan hydrogel determined
first, seventh and fourteenth day of ageing.

3. CONCLUSION

Using analysis of photophysical response of two different fluorescence probes dissolved in different region of
hydregel composed of hyaluronan and cationic surfactant CTAB, we have obtained information about its
microstructural changes during fortnight-ageing. From steady-state measurement of fluorescence anisotropy
the microviscosity of different region of hydrogel has been estimated as a function of the days of ageing.
The microviscosity of hydrophobic nanodomains has not changed during ageing, so we can these domains
describe as a structural stable. Whereas the microviscosity of hydrophilic region, in terms sumounding of
rhodamine molecules, decreased by about 25 percent, which probably indicates some microstructural
changes in this area of hyaluronan hydrogel.
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