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ABSTRAKT

Tato disertacni price je vénovdna studiu pokroCilych staciondrnich a Casové rozliSenych
fluorescen¢nich technik urenych pro vyzkum vlastnosti miceldrnich systému. Vybrané
fluorescencni metody byly pouZity pro charakterizaci kationtovych miceldrnich systému
septonexu a CTAB a nésledné pro studium jejich interakci s hyaluronanem. Za pomoci
pyrenu jako fluorescencni sondy bylo studovdno agregacni chovani danych tenziddg,
z emisniho polaritniho indexu pyrenu byla urcena jejich kritickd miceldrni koncentrace
(CMC) apomoci zhaSeni fluorescence pyrenu agregacni Cislo micel. Ddle byly studoviny
zmeény zakladniho fluorescencniho chovani fluoresceinu a prodanu v koncentracni Skale
septonexu od velmi nizkych koncentraci pod CMC az po nékolikandsobné vyssi koncentrace
nez CMC. Velkou kapitolu tvoii studium Forsterova pfenosu energie mezi perylenem
a fluoresceinem v micelarnim prostfedi danych tenzida a vliv piidavku hyaluronanu do tohoto
systému. Nasledujici kapitola je v€novano staciondrnimu a casové rozliSenému meéteni
anizotropie fluorescence a jeho pouZziti pro studium vlivu postupného piidavku hyaluronanu
k micelarnimu roztoku septonexu a CTAB. Posledni kapitola pojedndvd o fotofyzikdlnim
chovani prodanu v raznych prostedich (voda, septonex pod i nad CMC, roztok hyaluronanu,
miceldrni roztok septonexu s hyaluronanem), které bylo diskutovdno na zdkladé¢ meéteni
Casové rozliSenych spekter.

KLICOVA SLOVA

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



ABSTRACT

The dissertation thesis deals with study of advanced steady-state and time-resolved
fluorescence techniques, which can be used for study of micellar systems properties. Selected
fluorescence techniques were used for characterization of Septonex and CTAB cationic
micellar systems and theirs interactions with hyaluronan. Fluorescent probe pyrene was used
for determination of critical micelle concentration (CMC) and micellar aggregation number of
these surfactants. The changes of fluorescence behaviour of fluorescein and prodan were
studied in wide concentration range of Septonex. Next chapter of thesis deals with study of
Forster resonance energy transfer between perylene and fluorescein in Septonex and CTAB
micellar solutions and the effect of hyaluronan addition to these systems. Also steady-state
and time-resolved fluorescence anisotropy studies were used for research of the effect of
hyaluronan addition to micellar solutions. The last chapter of this thesis is focused on
photophysical behaviour of Prodan in different solutions (water, Septonex solutions below
CMC, hyaluronan solution, Septonex micellar solution and Septonex micellar solution with
hyaluronan), which was discussed on the basis of time-resolved emission spectra.

KEYWORDS

Septonex, CTAB, hyaluronan, pyrene, perylene, fluorescein, prodan, FRET, fluorescence
anisotropy, TRES
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1 UVOD

V poslednich desetiletich nachazeji fluorescenéni techniky uplatnéni v Siroké Skale aplikaci,
v nichZ se vyuZivaji pro studium vlastnosti fyzikalné-chemickych i biologickych systému.
Tyto metody, jez lze primarné rozdélit na staciondrni (steady-state) a Casove rozliSené, mohou
také poskytovat cenné informace o koloidnich systémech a jejich interakcich, tykajicich se
predevsim struktury, dynamického chovani a asocia¢nich procesu.

V rdmci této disertacni prace jsou pomoci fluorescennich technik studovany vlastnosti
miceldrnich koloidd, jejichz struktury se v mnohém podobaji biologickym membranam.
Amfifilni molekuly tenzidd asociuji nad kritickou koncentraci, znamé jako kritickd micelarn{
koncentrace, za vzniku termodynamicky stabilnich, nekovalentné véazanych agregati
s dynamickym charakterem, zvanych micely. Micely mohou byt vyuZiviany jako membréany
mimetickych systéma pro charakterizaci membranovych proteind i peptidd, nebo jako
prostiedky pro poddvani ve vod€ nerozpustnych 1éCiv. Oproti biologickym membrandm
nabizeji pro fluorescen¢ni studium vyhody v podobé pfesné definované velikosti a optické
transparentnosti.

Hlavnim cilem této prace je rozSiteni pouZziti pokrocilych fluorescenCnich technik
dostupnych na Skolicim pracovisti a jejich vyuZiti pro studium vlastnosti kationtovych
micelarnich systému (Septonex, CTAB) a studium jejich interakci s hyaluronanem, jakoZzto
typického predstavitele biopolymert pouzivanych na této fakulte.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Fluorescence

Obecné pii fotoluminiscenci dochédzi vlivem absorpce primarniho elektromagnetického zdreni
k excitaci molekuly, po niZ nasleduje deexcitace spojend s emisi sekunddrniho zifeni
v ultrafialové €i viditelné oblasti.

Po absorpci vhodného elektromagnetického zafeni molekulou v zdkladnim stavu Sy dojde
k ptechodu valenc¢niho elektronu do hladiny s vyssi energii, ¢imZ dojde k vytvofeni jednoho
ze dvou elektronové rozdilnych excitovanych stavid. Prvnim z nich je vyssi singletovy stav
(ozn. S), ve kterém jsou spiny dvojice elektrond antiparalelni, a je z kvantové-mechanického
hlediska nejpravdépodobngjsi. Druhym je pak tripletovy stav (ozn. T), ve kterém jsou spiny
dvojice elektronii orientovany paraleln€. Z vyssiho energetického stavu se molekula
deexcituje riznymi deaktivaCnimi procesy, znichz jsou ze spektroskopického hlediska
dalezité zarivé prechody. Dle uplatnéného typu zafivého prechodu pak rozdé€lujeme
fotoluminiscenci na fluorescenci a fosforescenci.

Jabtonskiho diagram na obr. 1 pfehledn€ prezentuje mozné zéfivé a nezdrivé procesy
probihajici mezi elektronovymi stavy. Zakladni schéma diagramu je tvofeno zobrazenim
relativnich energetickych hladin molekuly v zdkladnim stavu a stavech excitovanych. Zafivé
pfechody jsou zndzornény pomoci ptimych Sipek, nezafivé prechody vinovkami.

A — -
E — —
S2 A S —
E ————
< -
C mezisystémovy
Yy < prechod
— A (¢ —
=, 5 2 y P —
A p—
T, 4 PPN ~—
| vibraéni
) relaxace v \
( v v /
\ v v \
Sy =X L ¥ v
absorpce fluorescence fosforescence

Obr. 1: Jabtonskiho diagram.

cvv s

Dle Kashova pravidla nastdvaji zafivé pfechody pouze z nejnizSich vibra¢nich hladin

excitovanych stavi. Pokud se elektron nachdzi na vyssi vibracni hladin€, dochéazi nejprve
k relaxaci vibracni energie, pfipadn€ vnitini konverzi, které fadime k velmi rychlym
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nezafivym procesum. Pfi vnitini konverzi prechdzi elektron mezi elektronovymi stavy se
stejnou spinovou multiplicitou (napt. S, — S;). K nezafivym procesiim patii i mezisystémovy
pfechod, pfi kterém elektron vykond zakdzany pfechod mezi stavy s odliSnou multiplicitou
(napt. S; — T;). U nezafivych procest, probihajicich mezi jednotlivymi rota¢né-vibraénimi
hladinami raznych elektronovych stavi, se celkova energie systému na rozdil od zativych
procesu nemeéni.

Pfi fluorescenci dochdzi ke spinové povolenému zatfivému prechodu elektronu obvykle
z rovnovazné hladiny S; do nékteré z vibracnich hladin stavu zdkladniho Sy. Jednd se o velmi
rychly pfechod s ¢asem trvani v fddu nanosekund.

U fosforescence dochdzi ke spinové zakdzanému piechodu elektronu z tripletové hladiny
T; do stavu zdkladniho Sp. Aby byl pfi tomto pfechodu dodrZzen Pauliho vyluCovaci princip,
musi dojit ke zméné orientace elektronového spinu, coZz zpusobi, Ze doba zareni je daleko
del8i neZ u fluorescence. Typicky se jednd o Cas v rozmezi milisekund az sekund.

2.1.1 Zakony a pravidla fluorescence

Fluorescence se tidi nékolika hlavnimi pravidly a zakony [1; 2]. Prvnim z nich je Stokesuv
zékon, ktery tikd, Ze vlnova délka emise je vétsi nebo rovna vlnové délce excitacniho zareni
(Zem = Aexc). Emisni spektrum je tedy oproti absorpénimu posunuto k vy$§im vlnovym délkdm
vlivem ztrity energie pfi prechodu z vysSich vibracnich hladin do nejniZsi vibra¢ni hladiny pfi
vibra¢ni relaxaci. Vysledny posuv spekter se nazyva Stokestv posuv.

Dal$im je tzv. Kashovo pravidlo. Podle n¢j pred emisi fluorescencniho kvanta dochdzi
k relaxaci vibraCni energie a vnitini konverzi, coZ ma za nésledek, Ze k fluorescencnimu
pfechodu dochdzi z nejnizsi vibracni hladiny excitovaného singletového stavu S; do stavu
zakladniho S, ackoliv po absorpci zafeni muze dojit k excitaci i do vysSich vibracnich
a energetickych hladin. Tento jev je zpusoben malym energetickym rozdilem mezi hladinou
Si a vyS§imi energetickymi hladinami, diky kterému mezi nimi pfednostné probihaji velmi
rychlé nezafivé procesy. Proti tomuto pravidlu existuji ale i vyjimky, a to v pfipad¢€, Ze
energeticky rozdil mezi hladinami S, a S, je srovnatelny s deaktivaci do zdkladniho stavu.

Ttfetim je tzv. Vavilovo pravidlo, které vychdzi z Kashova pravidla a tikd, Ze kvantovy
vytézek a doba trvani excitovaného stavu slozitych molekul v roztoku nezdvisi na vlnové
délce budiciho zafeni. Z toho tedy vyplyva, Ze emisni spektra fluorescence nejsou zavislé na
excitacni vinové délce.

2.1.2 Charakteristiky fluorescence

Doba Zivota

Doba 7zivota excitovaného stavu spolu skvantovym vytézkem patii k nejdulezitéjSim
vlastnostem fluoroforu [2]. Je urCena primérnym Casem, ktery molekula setrvd v excitovaném
stavu, neZ prejde do stavu zdkladniho.

Na naésledujicim obr. 2 jsou schematicky shrnuty rychlostni konstanty moznych procesu
depopulace excitovanych stavi. Jednotlivé indexy znamenaji:
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r — zafivy pfechod IC — vnitini konverze S — pfechod S; — Sy

nr — nezarivy prechod ICS — mezisystémovy prechod T — ptechod T — Sy
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Obr. 2: Schématické zndzornéni depopulace excitovanych stavii [2].

V piipadé zfedéného roztoku fluoroforu A ptrejde po excitaci velmi kratkym pulzem zafeni
v Case t = 0 urcity pocet molekul fluoroforu do vyssiho energetického stavu S;. Posléze se
navrati do zakladniho stavu Sy zafivymi ¢i nezafivymi pirechody. Tento proces muze byt pro
molekulu fluoroforu A popsan diferencidlni rovnici:

d[A"]
de

Po jeji integraci ziskdme vztah:

= (k? + ki) - [A7]. (D

(A7 = [AToexp (~ ). @

kde [A*]op odpovidd koncentraci excitovanych molekul A pulzem v Case t = 0 a 75 je doba
Zivota excitovaného stavu S;, kterou miZzeme vyjadfit rovnici:

1

- 3)
kS + kS,

Ts

Intenzita fluorescence ir je definovana jako mnoZstvi emitovanych fotont vztaZené na
jednotku Casu a objemu. Po excitaci velmi kriatkym pulzem zafeni v Case ¢t = 0 je intenzita
fluorescence v kazdém okamziku pifimo dmérnd koncentraci excitovanych molekul [A*]
s faktorem timérnosti odpovidajicim rychlostni konstanté zéfivé deexcitace k'

ir(0) = KA Toexp (— ). )

S

Doba Zivota homogenni populace fluorofort byva velmi Casto nezavisld na vilnové délce
excita¢niho zafeni stejn€ jako emisni spektrum.

Kvantovy vytéZek

Za kvantovy vytézek @ oznadujeme podil excitovanych molekul, které se navraceji do

zakladniho stavu Sy emisi fluorescencnich fotont. Jeho hodnotu muzeme spocitat dle
ndsledujici rovnice:
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k?

= = kST, 5)
K1 kS, T

D
Jinymi slovy, kvantovy vytézek lze vyjadfit jako pomér poctu emitovanych fotonu
vzhledem k poctu fotont absorbovanych. Pokud zavedeme zafivou dobu Zivota 1, jako 1/ k. °,

pak muzeme kvantovy vytézek vyjadrit rovnici:

Ts

CDF = (6)

Ty

Excitacni a emisni spektrum

Pro fluoreskujici molekulu jsou charakteristickd dvé spektra — excitacni a emisni. Excitanim
spektrem je zdvislost intenzity fluorescence pfi jedné vinové délce na ménici se vinové délce
excitacniho zéareni. Vystihuje tedy relativni Gcinnost budiciho zafeni raznych vinovych délek
na vyvoldni fluorescence. Emisnim spektrem je zdvislost intenzity fluorescence na vlnové
délce pti konstantni vlnové délce excitujictho zafeni.

Pro velké mnoZstvi organickych molekul plati tzv. zdkon zrcadlové symetrie mezi
absorpcnim a fluorescen¢nim pasem. Tato symetrie je zpusobena tim, Ze absorpce i emise
z odpovidajicich si vibraCnich hladin maji stejnou pravdépodobnost. VétSina absorbujicich
i emitujicich molekul se nachdzi v rovnovdzném vibraénim stavu, pfi¢emz vibracni struktura
zékladniho i excitovaného stavu md stejnou strukturu. Vyjimky z pravidla zrcadlové symetrie
jsou obvykle duasledkem rozdilného geometrického uspofddani atomovych jader

v excitovaném stavu oproti uspotfaddni ve stavu zdkladnim.
N

Intenzita

absorpce emise

N
rd

Vlnova delka

Stokesuv
posuv

Obr. 3: Zndzornéni Stokesova posuvu a zrcadlové symetrie mezi absorpcnim a emisnim spektrem.

2.1.3 Fluorescencni sondy
Fluorescenéni sondy jsou vyuzivdany v Siroké Skdle odvétvi. NejCast&ji se vyuzivaji pro

studium fyzikdlné-chemickych, biochemickych a biologickych systémt. Obecné Ize
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fluorescen¢ni sondy rozdélit do tifi skupin: vnitini sondy, kovalentné vidzané sondy
(fluorescencni znacky) a fyzikdln€ vdzané fluorescenc¢ni sondy.

Za vnitini sondy oznacujeme molekuly nebo jejich Casti, které vykazuji vlastni
fluorescenci. Piikladem mohou byt proteiny fluoreskujici v ultrafialové oblasti, v nichZ jsou
hlavnimi fluorofory aromatické aminokyseliny, napf. tryptofan, fenylalanin ¢i tyrozin.

Fluorescenénimi znackami jsou tzv. nevlastni fluorofory, které jsou kovalentné navaziny
na danou zkoumanou latku. Casto se vyuzivaji k fluorescencnimu znaceni proteind. V tomto
piipadé€ se pak zpravidla jednd o derivéty fluoresceinu, rhodaminu a erythrosinu.

Posledni skupinou jsou fyzikdln€ vdzané fluorescencni sondy. Vé&tSinou se jednd o malé
organické molekuly, které jsou ke sledované struktufe vdzdny nekovalentné — po jejich
pfidani do systému se vném zpravidla inkorporuji na zdkladé rozpustnosti nebo
elektrostatickych interakci. Jejich fotofyzikdlni chovani byva specificky zdvislé na
vlastnostech prostfedi, ve kterém se nachdzeji (pH, iontovd sila, polarita, viskozita, tlak,
teplota, pfitomnost zhaSece a dalsi).

Vzhledem k nepfebernému mnoZstvi sond s rozdilnymi vlastnostmi, které umoZznuji ziskat
urcité informace o daném systému, je volba vhodné fluorescencni sondy kliCovou soucdsti
experimentu.

Pyren

Pyren patii mezi Casto vyuzivané fyzikdlné vazané fluorescencni sondy. Jedna se
o polyaromaticky uhlovodik s vysoce symetrickou molekulou, diky které vykazuje vysokou
citlivost na polaritu prostredi, ve kterém se nachdzi.

Obr. 4: Molekula pyrenu.

U nekterych aromatickych molekul s vysokym stupném symetrie je absorpcni piechod ze
zékladniho do prvniho singletového stavu (So — S;) symetricky zakdzan. Jednotlivé vibracni
pfechody v tomto pdsu jsou pak siln€ zdvislé na polarit€¢ rozpoustédla, v nichZ se molekula
sondy nachdzi. Tento jev je nazyvan Hamuv efekt. Akira Nakajima byl prvni, kdo se touto
problematikou u pyrenu zabyval [3]. Relativni zmény intenzity jednotlivych vibracnich pasu
ve fluorescenénim spektru pyrenu maji pavod v prekryvu zakdzaného prvniho a povoleného
druhého excitovaného stavu. Majoritni interakce dipdl-indukovany dipdl mezi prostiedim
a pyrenem zpusobuji, 7¢ vibraéni prechod 0-0 je silné& zdvisly na polarité prostiedi. Cim je
rozpoustédlo polarngjsi, tim se pravdépodobnost prechodu 0-0 zvySuje. Vibraéni maximum
tohoto prechodu (I;) se nachazi pfi vlnové délce 373 nm. Jako referencni pas slouzi pfechod
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0-2, jehoz maximum m4 vlnovou délku 383 nm. K urceni polarity prostfedi se pak vyuZziva
pomeér intenzit té€chto pasa (/,:/3) oznacovany jako emisni polaritni index EmPI nebo taktéz
pouze pyren 1:3 pomér. Typicky nabyvd hodnot v rozmezi =1,9 pro polarni rozpoustédla
(1,87 pro vodu) a 0,6 pro nepolarni prostredi (0,58 pro hexan) [4].

Excitac¢ni spektrum pyrenu reaguje na zvySujici se polaritu prostiedi posunem svého
maxima k vy$§im vinovym délkdm. Excitacni polaritni index ExPI je pak stanovovan jako
pomeér intenzity fluorescence pti 333 nm a 338 nm [5; 6].

1.2
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Obr. 5: Zmény v excitacnim a emisnim spektru pyrenu v zdvislosti na polarité prostiedi. Modre jsou

zndzornéna spektra pyrenu v cyklohexanu a Cervené v acetonu.

Dale mohou molekuly pyrenu tvofit tzv. excitovany dimer neboli excimer [7]. Vlivem
excitace molekuly pyrenu dochédzi ke zméné jeji struktury a diky vzniku indukovaného dipd6lu
je pak tato molekula pyrenu schopna interagovat s dalsi, neexcitovanou molekulou pyrenu.
Tvorba excimeru m4 za nédsledek ztritu ¢4sti energie excitované molekuly, coZ vede k posunu
maxima fluorescence k delSim vlnovym délkdm. Tvorba excimeru patii mezi difizné
kontrolované procesy — intenzita maxima fluorescence je funkci koncentrace pyrenu,
mikroviskozity okoli a v pfipadé micelarnich roztok i funkci rozdéleni jednotlivych molekul
pyrenu v hydrofobnich jadrech micel. Pomér intenzity fluorescence pyrenového excimeru
(470 nm) a monomerni formy pyrenu (373 nm) Ex:Mo lze taktéZ oznacit jako tzv. viskozitni
index.

Pyren je Casto vyuzivédn jako fluorescencni sonda pro charakterizaci koloidnich systému
[8—12]. Diky polyaromatické struktufe molekuly mé pyren prevazné hydrofobni charakter. Ve
vode¢ je pouze velmi malo rozpustny, pfiemZ z ni poskytuje charakteristicky fotofyzikalni
signdl. Na zakladé méfeni EmPI (popt. ExPI) pyrenu lze u roztokd béznych tenzidi stanovit
kritickou micelarni koncentraci (CMC) [13-16].
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Pfi nizkych koncentracich tenzidu (pod CMC) odpovidaji hodnoty polaritniho indexu
vodnému prostiedi — v systému nejsou vytvoreny Zadné miceldrni dtvary, do jejichz
hydrofobnich jader by se molekuly pyrenu mohly solubilizovat. Pfi dosazeni CMC pak
dochdzi k vyraznému poklesu hodnoty polaritniho indexu zptsobeného poc¢atkem inkorporace
molekul pyrenu do hydrofobnich jader vznikajicich dtvarti. Nad CMC pfi dal§im zvySovanim
koncentrace tenzidu zustava hodnota polaritniho indexu konstantni, jelikoZ jsou jiz molekuly
pyrenu solubilizovdny v hydrofobnich jadrech micel.

Dalsi, velmi citlivou vlastnosti pyrenu na formaci prvnich micel okolo hodnoty CMC, je
tvorba excimeru, jehoZ intenzita fluorescence je piimo imeérnd pravdépodobnosti jeho tvorby.
Pti koncentraci tenzidu niz§ich nez CMC je pravdépodobnost tvorby excimeru velice nizka.
TotéZ plati i vySe nad CMC, kdy je jiZ vytvoren velky pocet kompaktnich micel a je vysoce
nepravdépodobné, Ze se v jedné micele bude nachdzet vice neZ jedna molekula pyrenu. Oproti
tomu se v oblasti okolo kritické miceldrni koncentrace tenzidu, vlivem inkorporace molekul
pyrenu do prvnich nékolika malo vzniklych micelarnich dtvart, zvySuje pravdépodobnost
tvorby excimeru, coZ se v emisnim spektru pyrenu projevi relativné silnym nartistem intenzity
fluorescence v oblasti kolem 470 nm.

Parametr

Ex:Mo

L
rd

CMC Koncentrace tenzidu

Obr. 6: Modelové priibéhy jednotlivych parametrii (indexii) pyrenu.
Perylen

Perylen je jednou z fyzikdlné¢ véazanych fluorescenCnich sond, které byvaji vyuZivany
k méteni polarizované fluorescence v koloidnich systémech. Jednd se o polyaromaticky
uhlovodik se symetrickou molekulou, jehoZ excitani a emisni spektrum ukazuje vyznamné
struktury v zdvislosti na jednotlivych vibracnich hladindch zdkladniho a excitovaného stavu
a plati mezi nimi zédkon zrcadlové symetrie (Obr. 7).

Perylen mé hydrofobni charakter, dobfe ho rozpousti vétSina organickych rozpoustédel.
Vhodna jsou pro né&j rozpoustédla s nizkou permitivitou, jako je aceton ¢i n-heptan. Ve vodé
je perylen témeéf nerozpustny. V miceldrnim roztoku se jeho molekuly solubilizuji do
prostoru hydrofobnich jader. Jeho luminiscenéni vlastnosti jsou piimo ovliviioviny
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rozpustnosti v daném prostiedi, proto se perylen Casto vyuZzivd jako fluorescen¢ni sonda pro
studium lipidickych membran a lipozoma [17-20] i micelarnich systému [21-24].

Molekula perylenu ma plandrni diskovity tvar, u néhoz se pfedpoklada, Ze rotace v roviné
bude vyrazné rychlejSi nez rotace mimo rovinu, pfi které musi odhrnovat molekuly
rozpoustédla. Chov4 se tedy jako anizotropni rotor. Rotani dynamika perylenu ve visk6znich
rozpousStédlech byla predmétem fady publikaci [25-28].

V' mikrokrystalické formé& v excitovaném stavu vytvaii perylen excimery s charakte-
ristickou emisi v Cervené oblasti viditelného spektra a dobou Zivota fluorescence v fadu
desitek nanosekund [29]. V rozpuSténé formé pii nizkych koncentracich perylen excimery
nevytvari.
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Obr. 7: Excitacni a emisni spektrum perylenu v miceldrnim roztoku CTAB. V pravém hornim rohu

obrdzku je vyobrazena molekula perylenu.
Prodan

Tato fluorescencni sonda citlivd na polaritu prostfedi, ve kterém se nachdzi, je v rdmci
poslednich ¢tytech desetileti vyuZivana zejména pro studium fyzikdlné-chemickych vlastnosti
biologickych systémi, bunécnych a modelovych membran [30-35]. V posledni dobé byla
vyuZzita i pro vyzkum vlastnosti reverznich micel [36-39] a dal$ich micelarnich systému [40;
41]. Jednd se o aromatickou slou€eninu s intramolekularnim prenosem naboje (ICT). Prvnim,
kdo se syntézou prodanu a jeho charakterizaci zabyval, byl G. Weber. Objevil, Ze prodan
vykazuje vyrazny posun maxima emise od 530 nm ve vodném prostiedi aZz po 400 nm
v hydrofobnim uhlovodikovém prostfedi (401 nm v cyklohexanu) [42].

Pfi excitaci molekuly prodanu v roztoku dochdzi k vytvofreni indukovaného dipdlu, coz
vede vlivem elektrostatického pusobeni k reorientaci okolnich molekul rozpoustédla.
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Orientaci téchto molekul pak dochdzi ke ztraté energie v systému a tedy posunu emisniho
spektra prodanu k del§im vlnovym délkam. Cim vys§i bude polarita rozpoustédla, tim k vyssi
ztraté energie v systému dojde. S rostouci polaritou prostiedi a také piitomnosti H-vazeb
dochézi k bathochromnimu posunu emisniho spektra prodanu.

———cyklohexan ==—chloroform == 1-oktanol =——methanol voda
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Obr. 8: Emisni spektrum prodanu v rozpoustédlech s riiznou polaritou.

Excitovana molekula prodanu se muze vyskytovat ve dvou ruznych stavech. Prvnim z nich
je tzv. LE stav (locally excited), ktery muze piejit na energeticky chudsi tzv. ICT stav
(intramolecular charged transferred). V nepolarnich prostifedich dochdzi zpravidla k emisi
zéafeni z LE stavu, v poldrnich pak diky silné interakci s rozpoustédlem ze stavu ICT [37].
V micelarnim systému prodan emituje z obou vyse uvedenych stavi. Jeho emisni spektrum je
pak vysledkem sloZeni spekter jednotlivych stavi prodanu emitujl’cich z rozdilného prostiedi.

CHy
ES |+
N—CH
N—CH3 ‘ ‘ N CH3 3
CH,CH —C ‘ ‘ 3 CHj CHZ—C CH;CH, _IC
o=
LE ICT

Obr. 9: Struktura molekuly prodanu — LE stav (lokdlné excitovany) a ICT stav (intramolekuldrni

prenos ndboje).
2.2 Princip stacionarni a ¢asové rozliSené fluorescenéni spektroskopie

Fluorescen¢ni spektroskopické metody nalézaji uplatnéni v Sirokém poli obort a aplikaci.
Obecné je muzeme rozdélit do dvou zakladnich skupin: stacionarni neboli ustdlené (steady-
state) a Casove rozliSené (time-resolved).
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2.2.1 Stacionarni fluorescencni spektroskopie

Meéfeni staciondrni fluorescence patii mezi b&Zné analytické techniky. Principem této metody
je meéfeni emisnich spekter, tedy intenzity fluorescence po excitaci vzorku zifenim
o konstantni vinové délce.

® zdroj zafeni

excitaéni
monochromator
polarizator [ -
referencni
o
rozdélovag paprsku \\% ______________ D detektor

o detektor

=B

polarizator | i7" ¢

& i
cela se vzorkem .
emisni

monochoromator

Obr. 10: Schéma béZného spektrofluorimetru.

Na obr. 10 je vyobrazeno zdkladni schéma bé&Zného fluorimetru pro meéfeni staciondrni
fluorescence. Méfeni probiha pii konstantni excitaci kontinudlnim paprskem zdroje. Excitacni
monochromadtor slouzi k vybéru pozadované vinové délky budiciho zéfeni, které je dale
vedeno do cely se vzorkem, kde budi fluorescenci. Emitované zafeni vzorkem se §ifi vSemi
sméry, pricemZ detektor je umistén v pravém uhlu od sméru excitujictho zareni kvuli mozné
kontaminaci signalu excitatnim zdrojem. Pfed detektorem je umistén druhy monochromaétor,
pomoci kterého je volena vinova délka snimaného emitovaného zafeni. Vysledkem klasického
fluorescenéniho méfeni jsou pak excitacni a emisni fluorescenéni spektra. Polarizatory slouZzi
k vybéru daného smeéru excitacniho/emitovaného zafeni pii anizotropnim meéfeni
fluorescence.

Obecné, emisni spektrum muaze byt vysledkem sloZzeni nékolika vzdajemné se
prekryvajicich spekter riznych fluoroford, ptipadné jednoho typu fluoroforu nachazejiciho se
vraznych forméach (viz obr. 11). Méfeni stacionarni fluorescence nam tedy poskytuje
informace o stfedni intenzité fluorescence dané vazenym prumérem vsech dob Zivota daného
systému.
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Obr. 11: Dekonvoluce emisniho spektra na jednotlivé komponenty.
2.2.2 Casové rozliSena fluorescenéni spektroskopie

Casové rozlifend méfeni na rozdil od staciondrniho umoZfiuji zjistit doby Zivota dil¢ich
(forem) fluoroford a jejich relativni intenzity. Pomoci nich muaZeme ziskat informace
o dynamice excitovanych stavu, které jsou dulezité pro fadu fotofyzikdlnich, fotochemickych
¢i fotobiologickych procest. Nejcastéji Casové rozlisené metody délime na metody pulzni
a metody fazoveé modulovaného excita¢niho zéireni.

Metoda TCSPC

Pod zkratkou TCSPC (Time-correlated single photon counting) se ukryvd metoda Casove
korelovaného s¢itani fotonu, kterd patii pod pulzni Casoveé rozlisené techniky. Je zaloZena na
principu, Ze pravdépodobnost detekce jednoho fotonu v Case 7 po predeslém excitaénim pulzu
je piimo imérnd intenzité jeho fluorescence v tomto Case [1; 43]. Pfi méfeni je sledovén Cas
mezi excitatnim pulzem a detekci emitovaného fotonu. Tento Cas je vynesen do histogramu,
jehoz osa x predstavuje Casové intervaly, tzv. kandly a osa y pocet fotond, které jsou v daném
Casovém useky zaznamendny.

Na obr. 12 je schematicky vysvétlen princip této metody. Méfeni je iniciovdno velmi
kratkym pulzem zafeni, ktery je realizovan laserovou diodou. Tento pulz excituje vzorek
a zdroven posild signdl elektronice. Ve vysledku, na jeden excitacni pulz pfipadd méné nez
jeden detekovany foton — typicky je jeden foton detekovan zhruba za sto excitaCnich pulzi.
Signdl jde do prvniho kandlu pfes ,,diskrimindtor konstantni funkce* (CFD - constant
function discriminator), ktery zmé&fi pfesny Cas excitacniho pulzu. Déle je signdl veden ptes
,prevodnik ¢asu na amplitudu® (TAC — time-to-amplitude convertor), kde spusti narast napéti
linedrné s casem. Mezitim excitovany vzorek vykazuje fluorescenci a emitované fotony jsou
zaznamendvany druhym kandlem. Pfesny €as dopadu emitovaného fotonu je zméfen druhym
CFD prvkem, ktery v témZe Case posild stop-signdl do TAC prevodniku, kde bylo do téhle
doby generovdno napéti. Velikost tohoto napéti je pifimo umérnd Casovému zpozdéni mezi
excitaCnim a emisnim signdlem. Napé&ti je v piipade€ potieby zesileno v zesilovaci (PGA —
programmable gain amplifier) a nésledné pfevedeno na ciselnou hodnotu v ,analogove-
digitalnim pfevodniku* (ADC - analog-to-digital convertor). Kvili minimalizaci faleSnych
hodnot signélu je napéti omezeno urcitym rozsahem hodnot. Jestlize signal nespadd do tohoto
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rozsahu, je potlaCen pomoci diskrimindtoru (WD — window discriminator). Napéti prevedené
na digitdlni hodnotu je uloZeno jako jedna uddlost s naméfenou ¢asovou prodlevou. Tento
proces se neustile opakuje do dosazeni urCeného poctu detekovanych fotont. Pro spravné
vyhodnoceni poklesu intenzity fluorescence je potieba minimalné 4 000 fotona [1].

vzorek
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Obr. 12: Princip méreni metodou TCSPC — dle [1]. Jednotlivé zkratky jsou vysvétleny v odstavci vySe.
Vyhasindni fluorescence

Casové rozliSené fluorescen¢ni méfeni je na rozdil od staciondrniho absolutni metodou.
Stanovend doba Zivota fluorescence fluoroforu je vnitini vlastnosti molekul fluoroforu, tudiz
je, za urcitych predpokladi, nezdvisla na jeho koncentraci.

Obecné, vyhasindni fluorescence excitované molekuly fluoroforu zpét do zdkladniho stavu
muZze byt v pfipadé mono-exponencidlniho poklesu vyjadieno rovnici:

1(t) = Iyexp (— ;), (7

kde Iy oznaCuje intenzitu fluorescence v Case t = 0 po excitaci a T odpovidd dobé Zivota
fluoroforu.

Ackoliv je vyhasinani fluorescence zaloZeno na kinetice reakce prvniho fadu, mohou nastat
situace, které vedou k multi- nebo non-exponencidlnimu vyhasinani. Piikladem muZe byt
vyhasinani populace fluoroforti nachazejici se v nehomogennim prostiedi nebo probihajici
zhéSeci proces €1 jiné vlivy prostredi, v némzZ se molekuly fluorescen¢ni sondy nachazeji.

Casové rozliSend spektra (TRES)

Tato technika je uZiteCnd v piipad€, kdy se ve vzorku nachdzi vice emitujicich slozek,
pricemz vysledné emisni spektrum je vysledkem vzdjemné se prekryvajicich spekter riznych
fluorofort ¢i forem fluorofort.

Jedna se o soubor Casové zavislych poklest intenzity fluorescence méfenych napfic celym
emisnim spektrem s urcitym krokem vlnovych délek AA. Ziskané vyhasinaci kfivky
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fluorescence jsou pak vyhodnoceny vhodnym matematickym modelem (1-5 exponencidlni
funkce), ¢imz jsou ziskdny parametry potiebné k vypocCtu intenzit fluorescence v raznych
Casech. TRES lze pak zrekonstruovat dle vztahu:

-t
Y% (DeHW ®)
Zj & (A)Tj(/l),
kde Iss predstavuje steady-state intenzitu fluorescence, tj je doba Zivota excitovaného stavu
a a; je jeji piislu§nd amplituda.

1(A,t) = Igs(A)

2.3 ZhasSeni fluorescence

Vlivem piitomnosti zhaseCe muze byt fluorescence molekul fluoroforti Castecné nebo tplné
potlaena. Obecné&, dle mechanismu tohoto procesu, délime zhdSeni fluorescence na
dynamické a statické. Pri statickém zhaSeni dochdazi k vytvofeni nefluoreskujictho komplexu
mezi fluoroforem a zhdSeCem, coz vede ke sniZzeni po€tu molekul schopnych emitovat
fluorescenci, aniZ by byla ovlivnéna stfedni doba Zivota fluorescence vzorku. V piipadé
dynamického zhaSeni dochdzi ke srdzkdm mezi excitovanymi fluorofory a molekulami
zhaSecle, jeZ vedou k nezifivému prechodu do zdkladniho stavu.

2.3.1 Zhaseni fluorescence v homogennim prostiedi

V homogennim prostfedi obsahujicim fluorescencni sondu P a zhdSe¢ Q lze excitaci (9)
a dynamické zhéaSeni (10) popsat ndsledujicimi reakcemi, v nichZ 1y predstavuje dobu Zivota
fluoroforu bez pritomnosti zhdSece, k znaci rychlostni konstantu vyhasindni fluorescence a kg
oznacuje bimolekuldrni zhaSeci konstantu.

=1/k
P+ hy 2/ pe ©)
k
P'+Q SP+Q (10)
V ptitomnosti zhdSece je doba Zivota fluoroforu t pfi dané koncentraci zhdSece [Q] déna
vztahem:

1 1
;IT—-FkQ[Q]. (11

0

Vztah (11) byv4 velmi Casto upraven do Stern-Volmerovy rovnice, kterd ma podobu:

T
= =1+klQl, (12)
T

kde Ksy = tokq byvéd oznaCovano jako Stern-Volmerova konstanta. Pokud mé zhéSeci proces

Cisté dynamickou podstatu, pomér 7o/ T odpovidd poméru intenzit fluorescence Iy/I.

U statického zhaSeni molekula fluoroforu P v zdkladnim stavu vytvéii se zhdSeCem Q
komplex PQ, ktery neemituje zafeni. Rovnovdzna konstanta tohoto dé&je K., pak zavisi na
vlastnostech péru flurofor/zhasSec€ a jejich mikroprostiedi
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P+Q <2pQ (13)

Jestlize dynamické a statické zhdSeni fluorescence probihaji soucasn€, pak Stern-
Volmerova rovnice pfechdzi do tvaru

I
7= (14 Keg[Q)(1 + Ksy QD). 14

2.3.2 ZhaSeni fluorescence v micelarnim prostredi

Sféra efektivniho zhdsSeni

V ptipadé€, kdy fluorofor v excitovaném stavu a zhdSe€¢ nemohou menit svoji vzdjemnou
pozici v prostoru (napiiklad v prostfedi s vysokou viskozitou nebo v rigidni matrici), navrhl
Perrin model zhaSeni, ve kterém dochdzi ke zhdSeni fluorescence fluoroforu pouze tehdy,
pokud se molekula zhiSeCe nachdzi uvnitt efektivni sféry o objemu Vp, kterd obklopuje
fluorofor. Pokud se zhase¢ nachazi mimo tuto efektivni sféru, nema na fluorescenci fluoroforu
Zadny vliv.

Rovnice Perrinova modelu ma tvar:

I 4
IHTO = KP[Q] = VPNA[Q] = §7TR53NA[Q] (15)

kde je Kp oznaCovdno jako Perrinova konstanta, Vp je objem sféry, Na je Avogadrova
konstanta a Rs oznaCuje polomér efektivni sféry.

Urceni agregacniho cisla

V piipad€ staciondrniho méfeni fluorescence, Cist€¢ dynamického zhdSeni a za dodrZeni
podminek, Ze se v systému nachdzi pouze imobilni molekuly fluoroforu a zhésece,
koncentrace fluorescencni sondy je daleko niZ8i nez koncentrace micel a pomér koncentrace
zhdseCe a micel se pohybuje vrozmezi 0-2, pak zménu intenzity fluorescence muZeme
vyjadfit vztahem:

kde Ip je intenzita fluorescence bez pfiitomnosti zhaSeCe, I je intenzita fluorescence
s piitomnosti zhdSece o dané koncentraci [Q] a [M] znaci koncentraci micel v systému.
Pokud distribuce molekul fluorescencni sondy a zhdSece podléhd Poissonové statistice, pak
oy s N | . P y - Ny .
muzeme z vyneseni zdvislosti ln7° na koncentraci zhédSece [Q] urcit agregacni ¢islo micel Ny,
z hodnoty smérnice této zavislosti:
10 N, ag

In— =

I~ [S] - [CMC] Q) (a7
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kde [S] je koncentrace roztoku tenzidu a [CMC] oznacCuje hodnotu kritické micelarni
koncentrace daného tenzidu.

Pii Casové rozliSeném meéreni metodou TCSPC je molekula sondy excitovdna kratkym
sveételnym pulzem. V idedlnim ptipad€ je za nepfitomnosti zhidSeCe vyhasindni fluorescence
sondy monoexponencidlni. Vlivem pfitomnosti zhdSeCe se pak vyhasinaci kfivka méni
v biexponencidlni a maze byt proloZena rovnici, kterou navrhl Infelta a Tachiya [44] [45]:

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

kde I(r) a I(0) jsou intenzity fluorescence v Case t a v Case 0, 1y zna¢i dobu Zivota sondy
v miceldrnim prostfedi, C pfedstavuje pomér koncentrace zhdSeCe a micel a kq rychlostni
konstantu zhaSeni.

Po vyneseni zavislosti C na koncentraci zhédsece lze ze smérnice této zavislosti vypocitat
hodnotu agregacniho ¢isla:
N.

— ag
C= 5] = [CMC] [Q]. (19)

2.4 Forsteruv rezonancni prenos energie

Forsteruv rezonan¢ni pienos energie (FRET) je fyzikdlni jev popisujici nezafivy pienos
energie mezi dvéma molekulami fluoroford — donorem (D) a akceptorem (A), které se
nachdzeji ve vzdalenosti mezi 10 a 100 A. Tento prenos energie je uskuteCnén na zdkladé
coulombickych dipdl-dipél interakci. Diky jeho vysoké citlivosti se stal efektivnim
prostredkem k méteni vzddlenosti v nanomeéfitku a studiu molekulovych interakci.

a) b)

vibra¢ni relaxace

&
[4 < E
E 5
Y ['7 =
Si H S| — =
: i
: FRET i emise
absorpce i )E fluorescence donoru
H : absorpce
H ——— akceptoru
T —V
N —— —
S 0 .
’ D A spektrélni yinova délka
prekryv

Obr. 13: a) Schéma rezonancniho prenosu energie (Jabtonskiho diagram). D — donor, A — akceptor.
b) Zndzornéni spektrdlniho prekryvu emisniho spektra donoru a absorpcniho spektra akceptoru.

Mezi podminky priibéhu nezéfivého pienosu energie patii spektralni prekryv emisniho
spektra donoru a absorpcniho spektra akceptoru (Obr. 13b) a vhodné orientace prechodovych

momenti molekul D-A paru. Dale FRET zavisi na kvantovém vytézku fluorescence donoru
a vzdalenosti mezi molekulami donoru a akceptoru.
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Spektrdlni piekryv emise donoru a absorpce akceptoru je charakterizovdn pomoci
piekryvového integrélu J, ktery lze vyjadfit jako:
J," I (Dea(HA*dA

> (20)
Jy Ib(Hda

’

kde Ip(M) je intenzita fluorescence donoru, €a(A) je absorpéni moldrni koeficient akceptoru a A
je vlnova délka.

Charakteristickym parametrem FRET je tzv. Forsterav polomér Ry, ktery odpovida
vzdalenosti mezi molekulami donoru a akceptoru, pii které je prenos energie a spontanni
rozklad excitovaného stavu donoru stejné pravdépodobny, jinak feCeno, kdy je ucCinnost
pienosu energie rovna 50 %. Pro danou dvojici donor-akceptor je hodnota Ry konstantni.
Hodnotu Forsterova polomeéru 1ze spocitat ze vztahu:

Ro® = 8,875 10"%*n"*@pK?], 21

kde n znamena index lomu prostfedi, ¢p je kvantovy vytéZek donoru a i odpovida
orientatnimu faktoru pfechodovych momentt, ktery mize nabyvat hodnot v rozmezi 04,
pfi¢emZ v piipadé ndhodné orientace molekul D-A je roven 2/3.

Efektivita pfenosu energie E muze byt stanovena pomoci méfeni doby Zivota nebo
intenzity fluorescence donoru bez (index D) a za pfitomnosti molekul akceptoru
(index DA) dle rovnice:

(22)

100 +
80

60 -

E (%)
Tp.A/Tp

40 -

(3]

0 0.25 0.5 0.75 1 1.25 L.5 1.75
R/R,

Obr. 14: Zivislost efektivity FRET a doby Zivota donoru na vzddlenosti mezi donorem a akceptorem.
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Efektivita pfenosu energie je nepfimo imérna Sesté mocnin€ vzdalenosti D-A. Vzdélenost
mezi donorem a akceptorem R je pak ddna vztahem:

R=5% [E i 1]6' =

Vliv vzdélenosti mezi donorem a akceptorem na dobé Zivota donoru a efektivité prenosu
energie je obrazné€ zndzornéna na obr. 14.

2.5 Polarizovana fluorescence, anizotropie fluorescence

Meéfeni staciondrni i Casové rozliSené linedrné polarizované fluorescence patii mezi vyznamné
metody pro stanovovani fyzikdlnich a chemickych molekuldrnich vlastnosti a naléza vyuziti
v Sirokém poli aplikaci. V piipadé miceldrnich systémi se zejména vyuZivd pro stanoveni
mikroviskozity uvnitf micel, jejich fluidity a dalSich parametra.

Anizotropni meéfeni je zaloZeno na fotoselektivni excitaci fluorofori polarizovanym
svétlem. Je-li roztok fluoroford excitovan linearné polarizovanym zafenim, excituji se pouze
ty molekuly, které maji nenulovy primeét absorpcniho prechodového momentu do sméru
polarizace budiciho zafeni. Pravdépodobnost absorpce fotonu molekulou fluoroforu je imérna
cos’6, kde 0 je dhel, ktery svird dipélovy moment pfechodu molekuly s rovinou polarizace
excitujiciho zéareni. Tento jev se nazyva fotoselekce (Obr. 15).

A) B)
A
- nedochézi
k absorpci
~ ~
A I |
maximalni
absorpce \ | A |
A absorpce je N vertikalni N
/ amérna hodnoté | J'¢ excitace | 4
=L Ghlu cos’d
’ pravdépodobnost

. excitace fluoroforu
rovina

polarizovaného
zafeni

Obr. 15: A) Fotoselekce, B) Pravdépodobnost excitace fluoroforu vertikdlné polarizovanym zdrenim.

V homogennim roztoku jsou molekuly fluoroforu orientovany ndhodné. Po ozédreni vzorku
polarizovanym svétlem dochdzi k selektivni excitaci, coZ mé za ndsledek vznik Castecné
orientované populace fluorofori. Vlivem toho, Ze molekula fluoroforu béhem své doby Zivota
fluorescence vykona mnoho pohybu (pfevazné rotacnich), dochazi k tomu, Ze emitované
zéafeni neni ve shod€ se zdfenim absorbovanym, ale je pootoCené o urCity thel — nastidva
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depolarizace. Toto pootoCeni je zdvislé na rozsahu a rychlosti rotacni diftize, kterd souvisi
s viskozitou rozpoustédla a s tvarem a velikosti rotujici molekuly. Pokud bude rotace
molekuly fluoroforu brzdéna prostfedim s vysokou viskozitou, bude nameétena velmi mala
mira depolarizace, naopak, pro malou molekulu ve fluidnim prostfedi, bude emise zireni
depolarizovéna tpln€ a hodnota namétené anizotropie se bude bliZit k nule.

2.5.1 Definice a zakladni vztahy

Anizotropie fluorescence (r) se pouzivd pro vyjaddieni miry polarizace fluorescence zaloZené
na fotoselektivni excitaci molekul fluoroforti polarizovanym svétlem v opticky izotropnim
vzorku [2].

Staciondrni anizotropie

Pro kontinudlni excitaci 1ze hodnotu staciondrni anizotropie <r> vyjadfit rovnici:

In—1,

S| (24)
Iy + 21,

(r)
kde Iy, respektive I, oznaluje naméfenou intenzitu fluorescence pfi paralelni orientaci
emisniho a excitaCniho polarizdtoru, respektive pfi jejich kolmé orientaci. V alternativnim
zépisu lze Iy, resp. I, zapsat jako Iyv, respekive Ivy, kde prvni index odpovid4 orientaci
excitatniho a druhy index orientaci emisniho polarizatoru (vertikdlné-vertikalné€, vertikalng-
horizontalng).

Polarizacni stuperi
Dalsi veli€inou vyjadtujici polarizaci fluorescence je tzv. polarizacni stupeil <p>, jenZ je
roven:

_ (25)
(p) It
Mezi p a r plati pfepocetni vztah:
2
(1) = ) (26)

Pro vyjadteni polarizace emise je Cast&ji vyuZivand anizotropie, kterd je normalizovana dle
celkové intenzity fluorescencel; =I;+2[ a jeji hodnota tak nezdvisi na koncentraci

fluoroforu.

Casové rozliSend anizotropie

Po excitaci velmi kratkym pulzem polarizovaného zéreni je okamZitd, resp. Casove rozliSena
hodnota anizotropie r(f) ddna rovnici:

(@ -1,.(0)
S TORSINO) 7
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kde I,()+2I,(1)=i(t) je totdlni Casové rozliSend intenzita fluorescence. Z této rovnice

a vyrazu pro i(f) 1ze ziskat Casovy vyvoj jednotlivé polarizované slozky:

i (t) = % [1+ 2r(0)], (28a)

i(t
L =2 - ro) (28
Vztah mezi staciondrni a ¢asové rozliSenou anizotropii je ddn rovnici:

Jy r@®i()de

(29)
J, i®de

(r) =

Aditivni zdkon anizotropie

Celkova anizotropie smési, ve které jsou jednotlivé sloZky i charakterizovany hodnotou
anizotropie r; a pfispivaji k celkové intenzité fluorescence frakci f; = [; / I, je rovna souctu
individudlnich anizotropii. Tento vztah plati jak pro staciondrni, tak Casové rozliSenou
anizotropii.

r= Ziﬁri. (30)

V piipadé€, Ze jednotlivé slozky smési vykazuji mono-exponencidlni vyhasinaci kfivku
fluorescence s dobou Zivota 7;, pak miZe byt jejich frak¢ni intenzita v Case ¢ vyjadfena jako

a; exp(—t/7;)
() = —— 1Y @D

A ===

kde I(¢) je rovno:
1(t) =3 a; exp(—t/T1)). (32)
Hodnota Casove rozliSené anizotropie r(f) se pak spocitd dle vztahu:
a; exp(—t/t;)

r(t) = Z 1 (1) # (33)

l
Z rovnice (33) vyplyvd, Ze v Case ¢ je hodnota anizotropie fluorescence zdvisld na relativnim
podilu z celkové intenzity fluorescence ve stejném cCase. Tento fakt potvrzuje i definice emisni
anizotropie zaloZen4 na praktickém méfeni celkovych komponent I;; a I, . Hodnota r(¢) by
tedy méela byt vnimdna spiSe jako ,technickd“ nebo ,zfejma“ anizotropie, jelikoZ v sobé¢
neodrdZi celkovou orientaci relaxace po fotoselekci, jak je tomu v piipad€ populace jednoho
druhu fluoroforu.

Fundamentdlni anizotropie

Jednd se o teoretickou hodnotu anizotropie fluorescence pii absenci veSkerého rotaniho
pohybu molekul fluoroforu. V praxi je pohybu fluoroforu branéno pomoci rigidniho
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prostredi. Naméfend hodnota anizotropie, ktera je oznaCovand jako limitni anizotropie, je pak
vzdy o néco mélo mensi nez teoreticky vypocitand hodnota pro dany fluorofor.

Teoretickd hodnota fundamentélni anizotropie pii jedno-fotonové excitaci zavisi pouze na
thlu B mezi absorpénim a emisnim prechodovym momentem molekuly fluoroforu dle
rovnice:

Ty = %(coszﬁ —1). (34)

Maximalni hodnoty r, =0,4 pak fundamentdlni anizotropie nabyva pro thel B = 0°, ktery
odpovidé paralelnim pfechodovym momentim a minimélni hodnoty 7, =-0,2 pro = 90°,

kdy jsou prechodové momenty orientovany kolmo.
2.5.2 Meéreni anizotropie fluorescence

V praxi se b&n& pouzivaji dva typy méfeni anizotropie fluorescence (viz obr. 16). Cast&jsi
znich je tzv. L-formatu, u kterého jsou jednotlivé polarizované slozky emise detekoviny
postupné pomoci jednoho emisniho kandlu. Druhym typem méfeni je tzv. T-formét, ve kterém
jsou kolmé a paralelni sloZky emise pozorovdny soucasné prostfednictvim samostatnych
emisnich kanald, coz vyzaduje jejich shodnou odezvu.

Vertikalni
T excitace

!

Gl

Vertikalni
T excitace

!

G/
Gl, o
Horizontalni
V. excitace Horizontalni
V. excitace

Gl

Obr. 16: Schéma méFeni staciondrni anizotropie fluorescence — vlevo — L-formdt, vpravo — T-formait.
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V L-formdtu je vzorek postupné excitovan rizné polarizovanym zafenim, pfiCemz emise
vzorku je sledovdna pomoci monochromdtoru obvykle umist€éného kolmo na excitacni
paprsek. Jedna se o po sob€ jdouci Ctyfi méfeni, a to pfi nastaveni polarizatord — Ivy, Iva, Iny
a Iyy, priemZ posledni dvé méfeni souvisi s G-faktorem, coz je korek¢ni faktor souvisejici
s rozdilnou odezvou detektoru pro rozdilné nastaveni polarizatoru.

U spektrofluorimetru v T-formétu je méfeni provadeéno nésledujicim postupem. Nejprve je
excitacni polarizdtor nastaven na vertikdlni orientaci pro meéfeni paralelnich a kolmych
signali (Ry), ndsledné je pfestaven na orientaci horizontdlni (Ry), pficemZ emisni polarizatory
maji po celou dobu méfeni shodnou orientaci. Pomér Ry/Ry pak odpovida rovnici:

By (35)
Ry 1)
Hodnotu anizotropie fluorescence pak vypocitdme ze vztahu:
by
(ry = Il . (36)
H+2
1L

G-faktor

Pro vertikdlni a horizontdlni slozky polarizované emise se reakce optickych prvka a detektoru
muze lisit. Tento rozdil v citlivosti detekéniho kanélu 1ze pro kazdou emisni vinovou délku
korigovat tzv. G-faktorem, ktery predstavuje pomér citlivosti detekéniho systému pro
vertikalné a horizontdln€ polarizované zafeni. Anizotropie staciondrni fluorescence pak mize
byt spocitdna z rovnice:

( ) _ IVV - G(/lem)IVH (37)
Iyy + 2G(Aem)Ivn
Hodnota G(4em) se nejcastéji urcuje pomoci excitace vzorku horizontalné polarizovanym
svétlem pii zachovani vSech ostatnich optickych nastaveni pfistroje (Stérbiny, filtry apod.).
Timto zplUsobem je detekcni kanal ozédfen stejnym mnoZstvim horizontdlné a vertikdlné
polarizovaného svétla. Pro Iyv a Iy jako aktudlni experimentalni signdly pak plati vztah:

IHV(/lem) (38)

G(/lem) B IHH (Aem).

Magicky tihel

Pti méfeni intenzity fluorescence je obvyklé méteni signdlu, ktery je imérny celkové intenzité
fluorescence Ir, nikoli ¢4ste¢né I; nebo I, . Vzhledem k tomu, Ze Géinnost pienosu emisniho
monochromdtoru zdvisi na polarizaci zafeni, pozorovany signdl neni pfesné Umérny
I, +2-1,, ale jiné kombinaci I; a I,. Aby méfeni celkové intenzity fluorescence nebylo

zéavislé na stupni polarizace vzorku, je ptfi vertikdlnim nastaveni excitaCniho polarizatoru
potieba nastavit emisni polarizitor na tzv. magicky dhel, tj. 54,7°.
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2.6 Tenzidy, asociativni (micelarni) koloidy

Pod pojmem asociativni koloidy se wukryvaji agregity vzniklé ,,samo-sdruZovdnim*
(self-assembly) molekul tenzidd. Tyto koloidni soustavy byvaji klasifikovany jako lyofilni,
ackoliv se v nékterych smeérech chovaji jako dvoufdzové systémy. Z termodynamického
hlediska se jednd o stabilni systémy a lze pro né do jisté miry pouZivat termodynamiku
pravych roztoku [46].

Tenzidové struktury v nékterych ohledech napodobuji biologické struktury, a proto mohou
byt pouZzity jako modelové systémy k napodobeni funkce enzymu ¢i membran. Napiiklad ve
fyziologickych systémech jsou bézné tenzidové agregaty zvané lipozomy [47].

2.6.1 Struktura tenzidu

Tenzidy fadime mezi amfifilni (amfipatické) organické slouCeniny, které maji vysoké

tendence hromadit se na mezifdzovém rozhrani. Jejich molekuly jsou sloZeny ze dvou Casti —

tzv. ocasu tenzidu, ktery je tvofen jednim ¢i vice nepoldrnimi (hydrofobnimi) uhlovodikovymi

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

(hlava tenzidu)

nepolarni ¢ast
(ocas tenzidu)

Obr. 17: Molekula tenzidu.

Uhlovodikovy fetézec muze byt linedrni i rozvétveny, nasyceny i nenasyceny a muze také
obsahovat aromatickd jadra. Ve vétSin€ piipadd se vSak jednd orovny alkylovy fetézec
obsahujici 8 az 18 atomu uhliku. Dle povahy polarni skupiny se tenzidy ddle klasifikuji
(viz kapitola 2.6.4.).

2.6.2 Adsorpce tenzidu, vznik micel

Tenzidy patii do skupiny latek oznaCovanych jako povrchové aktivni latky, diky tendenci se
hromadit na mezifdzovém rozhrani. Ridici silou tohoto procesu je snaha o sniZeni mezifdzové
energie (sniZzeni povrchového napéti).

Pti velkém zfedéni tvoii tenzidy pravé roztoky, ndsledné zvySovani jejich koncentrace
vede ke vzniku micel. Agregace je zdvisld na koncentraci tenzidu a probihd ve dvou krocich.
V prvni fad€ nastane fazova separace, jednotlivé molekuly tenzidi se hromadi na fazovém
rozhrani, hydrofilni ¢asti mifi do roztoku, hydrofobni Césti tenzidii mifi ven z roztoku. Diky
tomu dochézi ke snizovani povrchového napéti, zvySeni osmotického tlaku a zméné dalSich
fyzikalnich vlastnosti roztoku. Jakmile se povrch roztoku nasyti molekulami tenzidu, zacnou
v ném vznikat micely [48]. Tento okamzZik souvisi s pojmem kritickd miceldrni koncentrace
(CMC), coz je hrani¢ni hodnota koncentrace daného tenzidu, do které se vyskytoval v roztoku
pouze v unimolekuldrni formé, ale od které jiz zacind vytvafet koloidni utvary,
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tzn. micely. Pfi dal$ich pfidavcich tenzidu do systému zistiva koncentrace unimolekuldrni
formy stejnd, pouze vznikaji dalsi a dalSi micely.

ARERIAR IR

J § e
I

Obr. 18: Adsorpce tenzidu na mezifdzovém rozhrant, micelizace.

Hodnota CMC je dulezitou charakteristikou, kterd je specifickd pro jednotlivé tenzidy.
Micely jsou dynamické agregaty, které mohou mit mnoho tvari - kulaty, elipsoidni,
zplostély, protahly apod. a také rGznou velikost. DalSim agregacnim parametrem je tzv.
agregacni Cislo, které udava pocet molekul tenzidu, z nichZ se dand micela skldda.

2.6.3 Struktura micely

Velikost a tvar vznikajicich micel zavisi na nékolika faktorech jako je teplota, tlak,
koncentrace (at’ uz vlastni, nebo pridanych latek), molekuldrni struktura tenzidu a dalsi.

Zékladni rozdé€leni micel dle struktury je odvozeno od prostiedi, ve kterém dané micely
vznikaji. Jddro micely ma vzdy opacny charakter nez okolni prostfedi. Ve vodném (polarnim)
prostiedi je jadro micely tvofeno propletenymi uhlovodikovymi fetézci molekul tenzidd,
kdeZto v nepolarnim prostfedi vznikd tzv. reverzni micela sjaddrem tvofenym polarnimi
hlavami tenzidu. Diky tomu se uvnitf micely mohou rozpoustét latky nerozpustné v daném
prostiedi, i kdyZ se celd micela jevi jako rozpustna.

Vnitini struktura iontové micely ve vodném prostiedi

Na nésledujicim obr. 19 je vyobrazena kationtova sférickd micela ve vodném prostiedi, jejiz
strukturu 1ze rozdélit do tif €asti. Prvni z nich je tzv. vné&jsi vrstva, oblast obsahujici polarni
hlavy tenzidd. Jedna se o rozhrani mezi micelou a okolnimi molekulami vody. Druhou Casti
micel je tvofena tzv. palisidovou oblasti, kterd je tvofena vnéjSimi Castmi hydrofobnich

uhlovodikovych fetézcua. Posledni, tfeti ¢ast, byva oznacovana jako vnitini jadro micely [49].

U iontovych micel se v blizkosti polarnich hlav nachédzeji také vdzané protiionty (Sternova
vrstva). Zbyvajici protiionty existuji kromé Sternovy vrstvy také voln€ v roztoku. Tyto ionty
podléhaji elektrostatické pfitazlivosti, kterd je pohdni smérem k miceldm a zdroven tepelnému
pohybu. Vyslednici téchto opacnych sil je pak diftizni iontové atmosféra.
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Obr. 19: Sférickd kationtovd micela ve vodném prostiedi.
2.6.4 Klasifikace tenzida

Zakladni rozdéleni tenzidi je zaloZeno na porovndni schopnosti disociovat ve vodném
roztoku. Dle toho pak tenzidy rozd€lujeme na iontové (ionogenni) a neiontové (neionogenni).
Iontové pak déle d€lime podle ndboje poldrni skupiny na kationtové, aniontové a amfoterni.

Neiontové tenzidy nejsou schopny elektrolytické disociace v roztoku. Jejich rozpustnost ve
vodé je zpusobena piitomnosti polarnich hydrofilnich skupin se silnymi hydrataénimi
schopnostmi (napf. hydroxylovych, esterovych).

Amfoterni tenzidy obsahuji dvé hydrofilni skupiny, jednu z4saditou a jednu kyselou, které
jsou schopny v roztoku disociovat v zavislosti na pH prostfedi. V alkalickém prostiedi se tedy
chovaji jako aniontové tenzidy, v kyselém jako kationtové. Kyselou funk¢éni skupinou byva
karboxylova nebo sulfoskupina, zdsaditou pak nejcastéji aminoskupina.

Yev s

Aniontové tenzidy nesou po disociaci zdporny ndboj. NejCast&jsi funkcni skupinou
hydrofilni ¢asti byva karboxylovd skupina, popfipadé ji tvoii sulfaty, sirany nebo
fosforeCnany.

U kationtovych tenzidi je ve vétSiné piipadi kladny ndboj nesen atomem dusiku,
nejcastéjSim piipadem je kvartérni amoniova skupina.

2.7 Kyselina hyaluronova, hyaluronan

Kyselina hyaluronova je vysokomolekuldrni, pfirozené se vyskytujici glykosaminoglykan,
ktery objevil a popsal Karel Meyer s asistentem Johnem Palmerem. V roce 1934 ji extrahovali
z ocniho sklivce skotu. O dvacet let pozdéji Karel Meyer urcil jeji pfesnou chemickou
strukturu. Jeji ndzev byl odvozen z teckého slova hyaloid (sklovity) a uronové kyseliny,
kterou v ni Meyer s Palmerem objevili spolecné s glukosaminem [50].
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V Zivém organismu se kyselina hyaluronovd prevdzné vyskytuje v disociované forme
(sodnd nebo draselna sul), kterou oznacujeme jako hyaluronan.

2.7.1 Struktura

Kyselina hyaluronovd je piisné linedrni polymer, ktery je sloZen z opakujicich se
disacharidovych jednotek — kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu, které jsou
sttidavé spojeny B-1,4 a B-1,3 glykosidickou vazbou.

OH OH
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Obr. 20: Struktura kyseliny hyaluronové.

Struktura disacharidu je energeticky velmi stabilni, jelikoz glukéza v B-konfiguraci
dovoluje objemnéjSim skupindm (hydroxyly, ¢4st karboxyldtu, anomerni uhlik) zaujmout
stericky vyhodng&jsi ekvatoridlni pozici, zatimco malé atomy vodiku zabiraji stericky méné
pfiznivou axidlni polohu. Ekvatoridlni bo¢ni fetézce tvoii poldrni, hydrofilni Cé4st fetezce,

zatimco axidlni vodiky vytvaii hydrofobni oblasti (hydrophobic patch)[51; 52].

V osmdesatych letech minulého stoleti se zabyval konformac¢nimi vlastnostmi fetézcu
hyaluronanu J. E. Scott s kolektivem. Nukledrni magnetickou rezonanci potvrdil pfitomnost
uspotrdadané struktury hyaluronanu ve vodném roztoku, kde je kazdd disacharidovd jednotka
otoCena o 180° oproti té predchozi. Po kazdych dvou otdckéich se tedy tato dvakrat stoend
Sroubovice (two-fold helix) vrati na svou puvodni orientaci [53].

Pritomnost hydrofobnich oblasti na fetézci hyaluronanu umoZiuje asociaci s dalS$imi
fetézci navzdory jejich zdpornému naboji [52; 53]. Dva fetézce hyaluronanu se tedy mohou
vzdjemné vdzat a vytvéret tak opakujici se antiparalelni strukturu, ve které se hydrofobni
oblasti sklddaji proti sobé po obou strandch kazdé Sroubovice. Elektrostatické repulze mezi
zapornymi naboji, které by napomahaly disociaci téchto agregitl, jsou piekondvany
hydrofobnimi interakcemi v kombinaci s vodikovymi muastky mezi acetamidovou
a karboxylovou skupinou sousednich molekul. Interakce mezi dvéma fetézci hyaluronanu je
vyobrazena na obr. 21.

Ve vodném ¢i fyziologickém roztoku se hyaluronan chovd jako typicka semiflexibilni
polymerni molekula — kratké fetézce zUstavaji do urCité miry linearni, zatimco dlouhé fetézce
{13

se ,,ndhodné* sbaluji [52]. Struktura fet€zce hyaluronanu je udrZovidna kombinaci chemické
struktury disacharidd, intramolekuldrnich vodikovych mustkt a interakci s rozpoustédlem.

Stfiddni axidlnich hydrofobnich a ekvatoridlnich poldrnich oblasti na dlouhém fetézci
hyaluronanu md za nésledek tvorbu prostorové rozsahlé domény s charakteristickymi
vlastnostmi. Spolecné s rozpoustédlem mohou do domény difundovat malé molekuly jako je
voda, Ziviny C¢ielektrolyty. Naopak velké molekuly (napf. proteiny) jsou zni Castecné
vytlatovany vlivem jejich velkého hydrodynamického objemu. Cim vé&t3i tyto molekuly jsou,
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tim méné mista je pro n¢ v hyaluronanové doméné. Tento fakt vede ke zpomaleni jejich
difdze skrz doménu, coZ ma za nésledek jejich niZs$i koncentraci v doméné oproti okolnimu
prostiedi bez hyaluronanu. Retézce hyaluronanu se v roztoku neustile pohybuji, tudiz se
v doméné kontinudlné méni velikost efektivnich péru. Statisticky v ni existuji pory vSech
velikosti, ale s riznou pravdépodobnosti, coz znamend, Ze vSechny latky mohou prochazet
hyaluronovou siti, avSak s riznym stupném zpomaleni v zdvislosti na jejich velikosti [54; 55].

= hydrofobni
oblast

0. =

Obr. 21: Interakce mezi dvéma fetézci hyaluronanu [55]. A, B — zobrazeni molekul hyaluronanu,
Cervené mista na B znaci hydrofobni oblasti na vetézci, Ctverce reprezentuji karboxylovou skupinu,
kruhy skupinu acetamidovou. C zndzornuje schéma mozného duplexu mezi dvéma fetézci hyaluronanu
(bocni pohled). Dvé participujici molekuly jsou navzdjem antiparalelni. Teckované cdary ohranicuji

cukerné jednotky, Cervené pdsy znaci hydrofobni oblasti.

2.7.2 Biosyntéza

V lidském téle je syntéza hyaluronanu katalyzovdna pomoci enzymi nazyvanych
hyaluronansyntdzy, které se fadi do tfidy transmembranovych proteint. Jsou to jediné
enzymy, které maji vice funkci. U obratlovct se vyskytuji tfi typy téchto hyaluronansyntaz,
které se oznacuji jako HAS1, HAS2 a HAS3.

Glykosaminoglykany, mezi které hyaluronan patfi, jsou vétSinou syntetizovany v Golgiho
aparatu uvnitf bunky a poté jsou pfipojeny k proteinim v jadfe. Nicméné hyaluronan je na
rozdil od nich syntetizovdn v plazmatické membrdné a neni propojen s Zidnym jadernym
proteinem. Samotnd syntéza probihd na vnitini strané bunééné membréany, kde se pomoci
hyaluronansyntéz stridavé vazi piisluSné monosachridové zbytky na konec fetézce. Rostouci
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fetézec je pak vytlaCovan skrz membranu do extracelularniho matrix, kde muze hyaluronan
vytvafet komplexy s proteiny a stdva se tak soucésti periceluldrniho obalu [56].

Neékteré bakteridlni kmeny jsou také schopné syntetizovat hyaluronan obdobn¢ jako savci,
kvili usnadnéni jejich patogenniho zpisobu zivota. Piikladem muze byt lidsky patogen
Streptococcus pyogenes nebo zviteci patogen Pasteurella multocida, jimiz produkovany
hyaluronan mé shodnou strukturu s hyaluronanem v savCich tkdnich. Bakterie si
z hyaluronanu vytvoii silnou obalovou vrstvu, ¢imz se stanou nerozpoznatelnymi pro imunitni
systém hostitele a napadany organismus se jim pak nemuze G¢inné branit [57; 58].

2.7.3 Vyskyt, biologické funkce

Hyaluronan se prakticky vyskytuje ve vSech tkanich obratlovct a také jej mizeme nalézt
u nekterych bakteridlnich kment, napt. Streptococcus a Pasteurella, u nichZ byva souasti
bunécné stény. V lidském tele je zdkladni stavebni jednotkou mezibunécné matrix. Ve veétsi
mife se nachdzi v synovidlni tekuting€, pupecni $itre, ocnim sklivci a kUzZi. Praimérny muz
vazici 70 kg ma okolo 15 g hyaluronanu v téle, z nichZ je denné€ jedna tfetina degradovéna
a op€t nasyntetizovéna [59; 60].

Hyaluronan ma diky své schopnosti vdzat se na receptory vliv na fadu vyznamnych
procesu a funkci bunék, taktéZ na zmény genové exprese. Konkrétni biologicka aktivita je
ovlivnéna jeho molekulovou hmotnosti, délkou fetézce a okolnosti, za kterych je
syntetizovan. Podle toho pak reaguje s rdznymi receptory a spousti rizné signdlni drahy.
Nizko a vysokomolekuldrni hyaluronan maji Casto opacné bunécné odezvy.
Vysokomolekularni hyaluronan je jednim z nejdelSich polymert v extracelularni matrix
Zivocichll. VyznaCuje se anti-angiogennimi ucinky, potlauje imunitni odezvu organismu
a inhibuje proliferaci a migraci bunék. V synovidlni tekutin€ slouzi jako lubrikant a tlumic
narazu, zlepSuje metabolismus chondrocytti a inhibuje degradaci kloubni chrupavky. Jako
soucast pericelularni matrix zabranuje prostupu virti a bakterii k burice, napomaha hojeni ran
a produkci nové granulacni tkdn€ béhem zanétu. Naopak nizkomolekuldrni hyaluronan pro-
angiogenni ucinky, podporuje bunéCnou proliferaci a migraci a pusobi jako stimuldtor
zanétlivé cytokineze [61].

2.7.4 Vyuiziti

Diky svym vlastnostem a biologické kompatibilit¢ je hyaluronan litka velmi vyuzivana
v medicinskych aplikacich od pfipravki na hojeni ran, pfes ocni chirurgii, ortopedii
arevmatologii aZ po plastickou chirurgii. Hyaluronan je spolu s ostatnimi
glykosaminoglykany a kolagenem duleZitou slozkou pii obnoveni poranéné tkané. Napiiklad
v ptipadé popdlenin urychluje epitelizaci pokozky a podporuje tak schopnost zhojeni bez
jizev. Ddle se vyuziva v kosmetickych aplikacich, zejména k pripraveé geli a krémi proti
vraskam a starnuti kiize. Rozvoj zaziva pouziti hyaluronanu v tkdfiovém inzenyrstvi a také
jeho vyuziti pro cilenou distribuci nebo fizené uvoliiovani 1éCiv.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Interakce mezi hyaluronanem a kationtovymi tenzidy

Na interakce mezi zdporn€ nabitym hyaluronanem a kladn€ nabitymi tenzidy typu
alkyltrimethylamonium bromid s rizné dlouhymi alkylovymi fetézci (8, 9, 10, 12, 14 a 16
uhlikil) se ve svych ¢lancich zaméfili autoti Thalberg a spol. [62—-67].

Pomoci NMR, metody fazové separace, vodivosti a solubilizace barviv zjistili, Ze se na
hyaluronan vazi tenzidy, které maji v alkylovém fetézci vice jak deset atomu uhliku, pfi¢emz
jejich vazani zacind jiz pfi velmi nizkych koncentracich hluboko pod hodnotou kritické
miceldrni koncentrace daného tenzidu [62]. Interakce mezi hyaluronanem a témito tenzidy
pak vedou ke vzniku agregatti podobnym miceldm, které jsou vazany na kostfe hyaluronanu.
Tyto agregaty maji mensi velikost oproti volnym miceldm tenzidu v roztoku bez piitomnosti
polyelektrolytu. Vzniklou strukturu pak vystihuje model perlového ndhrdelniku. U tenzida
s krat§im uhlovodikovym fetézcem je z energetického hlediska upfednostiiovdna tvorba
volnych micel.

Také se ukdzalo, Ze pii dosazeni urCitého stupn€ navazani tenzidu na fetézec hyaluronanu
pfestdvaji byt vznikajici komplexy rozpustné ve vodé, coz vede k fazové separaci a vzniku
precipitatu [63]. Ten lze zpétné€ rozpustit ptidavkem velkého nadbytku tenzidu nebo pfiddnim
nizkomolekuldrniho elektrolytu.

Déle se tento tym zabyval fdzovym chovdnim systému tetradecyltrimethylamonium
bromid-hyaluronan-voda [64]. Hlavnim znakem vytvofeného pseudofidzového diagramu,
v némz vrcholy odpovidaji t€émto tfem Cistym sloZzkdm, je dvoufdzova oblast kapkovitého
tvaru vychdzejici z vrcholu trojihelniku pfisluSejicimu vodé€, kterd je obklopena
jednofdzovym regionem. Nesymetricky tvar této dvoufdzové oblasti naznacuje, Ze roztok
koncentrovaného hyaluronanu je schopen rozpustit znaéné mnozZstvi tenzidu. Oproti tomu se
koncentrovany roztok tenzidu po pifidavku hyaluronanu témé&f ihned fazové separuje. Tyto
fazové separované komplexy hyaluronan-tenzid pak postupné prechédzeji v pruhlednou
koncentrovanou fazi usazenou na dné€ vzorku, ve které se mnozstvi vody pohybuje okolo
70 %, coz poukazuje na vysokou hydrofilitu vysledného komplexu.

Rostouci délka alkylového fetézce tenzidu ma za nédsledek rozsahlejsi dvoufdzovy region,
pfiCemz sniZujici se molekulovad vdha hyaluronanu vede pouze k nepatrnym zméndm v jeho
poloze. Ztoho tedy vyplyvd, Ze interakce mezi hyaluronanem a tenzidem jsou méné
preferovany se snizujici se délkou alkylového fetézce tenzidu a molekulovd hmotnost
hyaluronanu nem4 na fdzovy diagram vyraznéjsi vliv [65].

Diéle studovali vliv pfidavku nizkomolekuldrniho elektrolytu (NaBr) na fizovou separaci
systému cetyltrimethylammonium bromid-hyaluronan [66]. Bylo zjisténo, Ze po piidavcich
malého mnozstvi elektrolytu dochdzi ke zmenSovéni dvoufidzové oblasti ve fdzovém diagramu
a po dosazeni kritické koncentrace NaBr (250 mM) fazova separace naddle neprobiha. Dalsi
piidavky soli (500 mM) ale opét vedou k fazové separaci, kterd ma avSak odliSny charakter.
Oproti nizkym koncentracim soli totiz vede k separaci na roztok bohaty na hyaluronan
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aroztok bohaty na mnozstvi tenzidu. Pfidan{ soli tedy omezuje interakce mezi hyaluronanem
a tenzidem, z CehoZ vyplyva, Ze znacna Cast interakci mezi nimi je elektrostatické povahy.

Interakci mezi hyaluronanem a kationtovymi tenzidy typu C,TAB zkoumali i pomoci
Casove rozliSené fluorescence [67]. Jako fluorescencni sondu pouzili pyren, jako zhédSec
dimethylbenzofenon. Zjistili, Ze kritickd agregacni koncentrace (CAC) odpovidd zhruba
poloviéni hodnoté kritické miceldarni koncentrace tenzidu a je zdvisld na koncentraci
hyaluronanu v roztoku. Déle diky porovndni emisnich spekter pyrenu v roztocich tenzidu
s hyaluronanem a bez hyaluronanu vyhodnotili, Ze vznikajici micely maji v obou piipadech
podobnou strukturu.

Interakce mezi hyaluronanem a tetradecyltrimethylamonium bromidem (TTAB) ve
vodném prostiedi pfi zvySujici se koncentraci chloridu sodného studoval i Herslof
s kolektivem [68]. Vlastnosti tohoto systému sledoval na zdkladé meéfeni viskozity
a povrchového napéti roztoku. Ukazalo se, ze pii piidavku TTAB do roztoku hyaluronanu
s velmi nizkym obsahem NaCl dochdzi k fazové separaci, naopak pfi vysokych koncentracich
soli (200 mM) vznikd homogenni roztok, ktery md velmi nizkou viskozitu. Pridavek soli tedy
zpusobuje elektroneutralizaci zdporn€ nabitych skupin na fetézci hyaluronanu, coZ je
doprovdzeno jeho svinutim a ¢4steCnou agregaci. Pfi vySSich koncentracich TTAB a soli je
pak preferovan vznik volnych micel pfed agregéty na fetézci hyaluronanu.

Halasovd a spol. studovala interakce mezi hyaluronanem artzné nabitymi tenzidy ve
fyziologickém roztoku pomoci metody fluorescencni sondy a tenziometrie [69]. Naméfené
vysledky ukazaly, ze k tvorbé agregati na fetézci hyaluronanu dochazi v urCitém rozmezi
koncentrace tenzidu, je tedy vhodnéjsi hovofit o koncentracni oblasti micelizace, nikoliv
o presné kritické miceldrni (agregaCni) koncentraci. Nejvétsi rozdily mezi namérenymi daty
piisluSejicimi  fyziologickému roztoku tenzidu a fyziologickému roztoku tenzidu
s hyaluronanem byly zjiStény u kationtového tenzidu CTAB a neiontového tenzidu Tween 20.
U CTAB se ve fyziologickém roztoku oproti vodnému piekvapivé projevilo zvySeni hodnoty
CMC - pfesngji feceno, schopnost solubilizace se posunula k vy$§im koncentracim tenzidu.
Tento jev je pravdépodobné zpusoben hydrofobnimi interakcemi mezi dostate¢né dlouhymi
alkylovymi fetézci CTAB a madlo polarnimi ¢astmi fetézce hyaluronanu, které jsou
podporovany diky stinéni elektrostatickych sil pfitomnosti chloridu sodného.

Mondek a spol. se zabyval vlivem hydratace hyaluronanu na interakci polymer-tenzid za
pomoci pikosekundového fluorescenéniho meéfeni [70]. Porovndval pfenos protonu
I-naftolu ve vodném micelarnim systému CTAB a systémech hyaluronan-CTAB
a polystyrensulfondt (PSS)-CTAB v zavislosti na koncentraci CTAB. Pod kritickou miceldrni
koncentraci CTAB se v systémech s PSS i1 hyaluronanem vytvéareji agregity, do nichz se
I-naftol solubilizuje, diky CemuZz se zpomali proces pfenosu protonu oproti vodnému
prostiedi. Pfi srovnani agregdti hyaluronan-CTAB a PSS-CTAB pak diky hydratacni vrstve
hyaluronanu probiha pfenos protonu naftolu vyrazné rychleji u vzorkt s hyaluronanem. Stejné
tomu je iv pfipadé vzorkd nad kritickou micelarni koncentraci CTAB, kde pfitomnost
hyaluronanu v systému opét urychluje pfenos protonu naftolu oproti vzorkim s PSS, ktery
nemd hydratani obal. Tato studie pfenosu excitovaného protonu 1-naftolu potvrzuje, Ze
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hydratani vrstva hyaluronanu penetruje dovnitf micel, ¢imZ meéni emisni charakteristiky
I-naftolu.

Ddle Mondek vyuzil steady-state fluorescenci (emisni spektra), Casové rozliSenou
fluorescenci (doba Zivota), mikroreologii a UV-VIS stanoveni poméru absorbance
monomer:dimer akridinové oranze (AO) ke sledovani interakci mezi hyaluronanem a CTAB
ve vodném prostfedi [71]. Ke srovndni kromé& systému s hyaluronanem (hyaluronan-AO,
hyaluronan-CTAB-AO) pfipravil a charakterizoval systémy také s polystyrensulfondtem
(PSS-AO a PSS-CTAB-AO). Akridinova oranZ vytvaii dimery jak na fetézcich PSS, tak i na
hyaluronanu, pfiCemz elektrostatické interakce jsou v pfipad€ hyaluronanu prokazatelné slabsi
vlivem jeho niZ$i ndbojové hustoty. Po pfidavku CTAB do systému dochdzi ke zvySeni
fluorescence monomeru AO indikujici disociaci dimeru a jejich nahrazeni na fetézci polymeru
molekulami tenzidu. Pod kritickou miceldrni koncentraci CTAB se jednotlivé molekuly
tenzidu vdzou na fetézec hyaluronanu a vytvateji tzv. bottle-brush strukturu. Nad kritickou
micelarni koncentraci CTAB pak interakce s hyaluronanem vedou ke vzniku agregati na
fetézci polymeru. Tato struktura byva popisovdna modelem perlového ndhrdelniku.
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Obr. 22: Princip sledovdni interakci mezi hyaluronanem a CTAB pomoci akridinové oranze

a schematické zndzornéni vznikajicich struktur pod/nad kritickou miceldrni koncentraci CTAB [71].

Pilgrovd s kolektivem studovala interakce mezi hyaluronanem a dvéma kationtovymi
tenzidy (CTAB a septonexem) pii velmi nizkych koncentracich hyaluronanu z pohledu
stability vznikajicich agregatd [72]. Pomoci fluorescencni spektrometrie byl potvrzen vznik
indukovanych tenzidovych agregati na fetézci hyaluronanu jiz pfed dosazenim CMC
v pfipadé obou studovanych tenzidi. V ur¢itém rozsahu koncentraci tenzid-hyaluronan pak
dochézi k fazové separaci a vzniku gelové fize. Ridicim faktorem fizové separace se jevi
koncentrace hyaluronanu, nikoliv pomér naboji tenzid-hyaluronan. Agregity v podobé
indukovanych micel na fetézci hyaluronanu pak byly studovédny z hlediska Casové a teplotni
stability a zmény iontové sily v systému. U vzorka byla prokdzana vysoka Casova stabilita
(3 mésice pfi uchovani v temnu a chladu), relativné dobré teplotni stabilita (rozsah teplotnich
cyklii 10-50 °C), ale i vyznamné strukturdlni zmény po piidavku elektrolytu NaCl (0,15 M),
ktery vede k potlaceni elektrostatickych interakci mezi hyaluronanem a tenzidy a tedy
i k potlaceni vzniku agregatt pod CMC.
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3.2 Fluorescenéni techniky ve vyzkumu micelarnich systému

Fluorescen¢ni spektroskopie nachazi v poslednich desetiletich uplatnéni v Siroké $kdle obora
a aplikaci diky své selektivité, rychlosti a relativné snadné detekci. Metoda fluorescence byva
hojné vyuzivana ke studiu vlastnosti fyzikalné-chemickych i biologickych systémi a muze
také poskytovat cenné informace o koloidnich systémech a jejich interakcich.

Fluorescen¢ni spektrometrie byvd mimo jiné hojn€¢ vyuZivdna ke studiu agregacniho
chovani miceldrnich systéma, napfiklad ke stanoveni kritické miceldrni koncentrace (CMC),
tedy hrani¢ni koncentrace daného tenzidu, od které dochdzi ke vzniku micel a také
agregacniho Cisla N, které dopovidd poctu molekul tenzidd, kterymi je micela tvofena.
Nejvyuzivangj$i fluorescencni sondou ke stanoveni CMC je pyren [12-15; 73], jehoz
molekula méd prevdZzné hydrofobni charakter a je pouze CésteCné rozpustnd ve vodé.
V emisnim spektru pyrenu se objevuji charakteristické vibracni pdsy okolo 370—400 nm,
jejichz absolutni a relativni intenzita, Sitka a poloha zdvisi na polarité¢ mikroprostredi, v némz
se jeho molekuly nachézeji [12]. Pomér intenzit fluorescence 1. a 3. vibra¢niho pasu (emisni
polaritni index EmPI, 373/383 nm) roste s rostouci polaritou okoli pyrenu. Je zndmé, Ze
zavislost EmPI na koncentraci tenzidu vykazuje sigmoidni pokles [15]. Pfi koncentracich
tenzidu pod CMC odpovidd hodnota EmPI polarnimu prostredi vody. S rostouci koncentraci
tenzidu pak hodnota EmPI klesd, cozZ signalizuje pfitomnost hydrofébné€jsiho prostiedi. Nad
CMC jsou pak molekuly pyrenu solubilizovany do hydrofobnich jader micelarnich agregatu,
diky Cemuz se hodnota EmPI ustdli a zastava pii dal§im zvySovani koncentrace tenzidu
konstantni.

Zana a spol. zvazovali dva zpusoby urceni hodnoty CMC z emisniho spektra pyrenu [74;
75]. Prvnim zpasobem je uréeni CMC podle inflexniho bodu EmPI zavislosti na koncentraci
tenzidu, druhou moznosti je vyhodnoceni CMC z pruseciku strmé klesajici ¢asti a konstantni
horizontdlni ¢asti této zavislosti. Ndsledné Aquiar a kolektiv navrhl jednoznacny postup pro
ureni téchto dvou bodu (xcmcr a xemcz) [15]. Zavislost EmPI (pyren 1:3) na koncentraci

tenzidu muZe byt adekvatné popsana klesajici sigmoidni kfivkou Boltzmannova typu:

A — 4,
y=—x t4 39)
1+e Ax

kde proménnd y odpovidd hodnot€¢ EmPI, nezdvisld proménnd x je totdlni koncentrace
tenzidu, A; a A, jsou horni a dolni limita Boltzmannovy funkce, xo je jeji inflexni bod a Ax
souvisi se strmosti kiivky. Bod xcmc1 odpovidé inflexnimu bodu funkce xop, hodnotu xcmcs 1ze
urcit dle vztahu:

XcMcz = Xo + 2Ax. (40)

Na zédklad€é porovnani hodnot kritickych miceldrnich koncentraci urCenych méfenim
vodivosti a literdrni reSerSe stanovili kritérium pro vybé&r mezi body xcmcr @ xemcz. Pokud je

pomér xo/Ax veétsi nez 10 (typicky u iontovych tenzidd), pak je vhodnéjsi za kritickou
miceldrni koncentraci povazovat bod xcmc2 oproti xcmci.

41



Pyrene 1:3 ratio (y)

Surfactant concentration (x)

Obr. 23: Klesajici sigmoidni kifivka Boltzmannovského typu s vyznacenymi charakteristickymi

parametry a body xcyci a xcuez [15].

DalSim charakteristickym parametrem micel je agregacni Cislo, které lze urcit pomoci
stacionarniho (SSFQ) i Casové rozliSeného (TRFQ) meéfeni zhédseni fluorescence (princip
stanoveni N, viz kapitola 2.3.2). Velmi Casté je vyuZiti pyrenu jako fluorescencni sondy
u obou typu méfeni [73; 76-82]. SSFQ zahrnuje méfeni intenzity fluorescence vzorku pri
zvySujici se koncentraci zhdsSeCe a je obecné jednodussi na provedeni i vyhodnoceni dat nez
TRFQ, ke kterému je zapottebi TCSPC spektrofluorimetr (viz kapitola 2.2.2.). Na druhou
stranu, u SSFQ méfeni je tfeba dodrzet vice omezujicich pravidel a podminek pfi provadéni
experimentu, nez u ¢asove rozliSeného méfeni, a také byva zatiZzeno daleko vétsi chybou [82].
V rdmci literatury jsou zjiSténd agregacni ¢isla micel Casové rozliSenou metodou zpravidla
vyS$§i nez metodou staciondrni. Rozdilnymi vysledky mezi SSFQ a TRFQ meéfenim se
zabyvala Alargova s kolektivem [82]. Stanovila agregacni Cisla Cistych tenzidd (aniontovych,
kationtovych i1 neiontovych) ve vodném prostredi, tenzidu SDS (dodecylsiran sodny) ve
vodném prostiedi s pfidavkem raznych polymertd a O/V mikroemulzi. Ziskané hodnoty
agregaCnich cisel pomoci obou metod srovndva z pohledu kinetického poméru k/k.
V piipadé, kdy kineticky pomér ko/k je vySsinez 5, ziskdvame shodné hodnoty N,, pro SSFQ
1 TRFQ, coz plati zejména pro iontové tenzidy, které tvori malé micely s nizkou viskozitou
(SDS). Tuto podminku spliiovaly i studované systémy SDS-polymer, které maji sice
mikroviskozitu agregati vyssi, ale kterd je kompenzovdna niz§im agregacnim cCislem na
polymer vazanych micel. U ostatnich studovanych systému jsou ziskané hodnoty agregacnich

¢isel v pripadé TRFQ vyssi nez SSFQ, nacez tento rozdil mezi ziskanymi hodnotami narasta
se zvySujicim se agregacnim Cislem a také s narustajici mikroviskozitou agregata.

Pomoci meéfeni vodivosti a fluorescenéniho meéfeni (pyren, fluorescein, kumarin 6)
studoval J. Aguiar s kolektivem vliv piidavku formamidu na micelizaci tenzidu TTAB [83].
Micelarni agregacni Cislo stanovoval metodou statického zhdSeni pyrenu cetylpyridinium
chloridem. S rostoucim pfidavkem formamidu v systému hodnota agregacniho €isla micel
TTAB klesala. Tento jev souvisi s naristem plochy, kterou zabird poldrni hlava tenzidu, coz
lze ptipisovat zvySeni solvatace micel v systémech obsahujicich vyS$si procento formamidu.
V souladu s pfedchozim zjiSt€énim, zmény EmPI pyrenu poukdzaly na zvySeni polarity
prostiedi. Hodnoty anizotropie fluorescence fluoresceinu a kumarinu 6 indikovaly se
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zvySujicim se mnozstvi formamidu sniZeni mikroviskozity prostfedi, v némzZ se tyto sondy
nachdzely. Tato zména mikroviskozity byla vysvétlena formaci micel s méné uspotrddanou
strukturou.

Méfenim staciondrni anizotropie fluorescence perylenu, difenylbutadienu (DPB)
a fluoresceinu studoval C. C. Ruiz vliv ptidavku ethylenglykolu (EG) na miceldrni formaci
tetradecyltrimethylamonium bromidu (TTAB) [22]. Ze ziskanych hodnot anizotropie
fluorescence jednotlivych sond solubilizovanych v riznych ¢astech TTAB micel (perylen,
DPB v hydrofobnim jadfe a fluorescein na micelarnim povrchu) porovndval mikroviskozitni
zmény teéchto Casti s rostoucim mnozstvim EG ve vzorku. Ukdzalo se, Ze po ptidavku EG do
systému zustdva mikroviskozita hydrofobniho jadra konstantni a nedochdzi tedy
k vyrazn€jSim strukturdlnim zméndm tohoto miceldrntho regionu. Naproti tomu,
mikroviskozita v okoli molekul fluoresceinu s piidavkem EG vzristala, coz bylo zptisobeno
pronikdnim molekul EG do blizkosti micelarniho povrchu.

P. Quagliotto charakterizoval agregacni chovani u (DTAB), cetyltrimethylamonium
bromidu (CTAB) a dvou dimernich (gemini) tenzidd typu dihexadecyl-a,o-
bis(alkyldimethylamonium bromid) pomoci meéfeni konduktivity, intenzity fluorescence
pyrenu a anizotropie fluorescence perylenu a fluoresceinu [23]. Kritickou miceldrni
koncentraci stanovoval z hodnot EmPI pyrenu a také z naméfenych hodnot anizotropie
fluorescence fluoresceinu, které v zdvislosti na koncentraci tenzidu vykazovaly jednoduchy
sigmoidni charakter. Predpokladem tohoto anizotropniho mefeni je fakt, Ze pfi niZSich
koncentracich tenzidu nez CMC neni ve vodném prostfedim brdnéno rotaCnimu pohybu
molekul sondy. Jakmile se ale v systému zaCnou tvofit micely, anizotropie fluorescence
vzroste diky inkorporaci molekul fluoresceinu do micel, ¢imZ dojde ke sniZeni jeho rotacni
difuze. Ziskané vysledky z anizotropniho méfeni s fluoresceinem se shodovaly s hodnotou
CMC urcenou pomoci konduktivity a fluorescence pyrenu. Méfeni anizotropie fluorescence
perylenu pak poskytlo informace pro srovndni mikroviskozity a kompaktnosti hydrofobnich
jader micel jednotlivych tenzida.

Casové rozli§ené mé&feni anizotropie fluorescence perylenu pouzil Mathew McCarrol pro
studium vodného roztoku tritonu X-114, do kterého byl v riznych mnozZstvich pfiddvan
aniontovy tenzid SDS [24]. Pfi nizkych koncentracich SDS se projevila komponenta s velmi
kratkym korelaénim Casem a kiivky rozpadu anizotropie ukdzaly existenci vysoké limitni
hodnoty anizotropie fluorescence, coZ znacilo, Ze bylo perylenu brdné€no v rotacnim pohybu
v micelarnim prostiedi. Pfi vyS$Sich koncentracich SDS se limitni anizotropie vyznamné
snizila, coZ naznacilo migraci sondy dovnitf micely.

Komaromy-Hiller s kolektivem zkoumal vyvoj hodnot anizotropie fluorescence perylenu
v zévislosti na teploté a koncentraci neiontového tenzidu tritonu X-114 pred a po zakaleni
vzorkll [84]. Nameéfené hodnoty anizotropie vyuZzil k odhadu mikroviskozity micelarniho
jadra. Maximum anizotropie bylo pozorovdno pii dosaZzeni CMC, bezprostiedn€ po jejim
piekroceni se hodnoty anizotropie snizily, coZ bylo pfipisovdno zvétSeni objemu miceldrniho
jadra. Hodnoty anizotropie se pod bodem zdkalu snizovaly i vlivem vzrustajici teploty, coz
souvisi s vyraznéjSim rotacnim pohybem sond. V bod¢ zdkalu Zadné vyraznéj$i zmeény
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nenastaly. V oddélené micelarni fazi vzniklé po zakaleni vzorku byla namétend o néco vyssi
anizotropie, nicméné¢ jeji hodnota s narustajici teplotou opét klesala.

Marieta Nichifor s kolektivem studovala vlastnosti hydrofobnich domén vzniklych
z postrannich fetézci polysacharidi, které byly tvofeny N-alkyl-N,N-dimethyl-N-(2-
hydroxypropyl)amonium chloridem ve vodném prostiedi [85]. Tyto vzniklé agregaty
charakterizovala pomoci ustédlené fluorescence (CAC), anizotropniho méfeni (mikroviskozita)
a kapilarni viskozimetrie (makroviskozita). Jako fluorescencni sondy pouzila pyren,
difenylhexatrien a N-fenylnaftylamin. Zjistila, Ze srostouci koncentraci a zvySujici se
iontovou silou roztoku probihaji zmeény v konformaci polymeru na méné rozsihlou strukturu,
pficemz vysledkem je asociace hydrofobni strany fetézce. Tento stav je pak zachycen
fluorofory. S rostouci koncentraci polymeru roste i pocet vznikajicich malych agregatt podél
fetézce, dokud nejsou asociovany vSechny jeho hydrofobni ¢4sti.

F. G. Sdnchez studoval prenos energie mezi perylenem a fluoresceinem v CTAB micelach
[86]. Perylen se nachazi v hydrofobnim jadfe miceldrnich agregatd, kdezto fluorescein je
solubilizovdn ve Sternové vrstvé na povrchu CTAB micel. Ziskané vysledky zhaSecich
experimentll demonstrovaly staticky mechanismus zhaSeni paru perylen-fluorescein. Ze studia
vlivu koncentrace akceptoru (fluoresceinu) na pfenos energie vyplynulo, Ze k celkovému
procesu piispivd pouze intramiceldrni prenos energie. Déle bylo dokdzdno, Ze tato metoda
zaloZend na procesu pienosu energie lze vyuZit pro stanoveni agregacniho ¢isla CTAB micel.

Aydin s kolektivem charakterizoval prenos energie mezi fluoresceinem a merocyaninem
540 ve vodnych roztocich tenzidi — dodecylsiran sodny (SDS), cetyltrimethylammonium
bromide (CTAB) a triton X-100 (TX-100) pomoci méfeni absorbance, intenzity fluorescence
a doby Zivota fluorescence [87]. Z naméfenych vysledku stanovil rychlostni konstanty
pfenosu energie Vv jednotlivych prostiedich, Forsteriv polomér pro par fluorescein-
merocyanin a efektivitu pfenosu v danych roztocich tenzidu. Nejvyssi efektivity dosahoval
pienos energie v roztoku CTAB, nejnizsi pak v SDS.

K. K. Karukstis pouzil fluorescencni techniky a rozptyl svétla pro charakterizaci
micelarnich agregati N-alkyl-N-methylpyrrolidinium bromidu (C,MPB) — n je pocet uhlika
v hydrofobnim fetézci (10, 12, 14, 16 a 18) [40]. Pro urCeni kritické miceldrni koncentrace
pouzil jako sondu TNS (2-(p-toluidino)naftalen-6-sulfondt)), ktery vykazuje pouze slabou
emisi ve vodném prostiedi, nicméné po navazdni na supramolekularni povrch intenzita jeho
fluorescence vyrazné vzroste. Maximum emise TNS se s rostouci polaritou prostiedi posouvéa
k del§im vlnovym délkdm — od 420 nm v organickém nepoldrnim rozpoustédle po 465 nm ve
vode. V micelarnim prostfedi md maximum fluorescence TNS polohu mezi 440-445 nm.
Kritickou miceldrni koncentraci pak Karukstis urCil na zdkladé zlomu v zdvislosti intenzity
fluorescence TNS pfi 441 nm na koncentraci vybraného tenzidu. Pro prizkum formace
vznikajicich agregdti zvolil jako fluorescencni sondu prodan a Casové rozlisena fluorescencni
mefeni. Vysledkem je sloZzené emisni spektrum ze spekter jednotlivych stavi prodanu
emitujicich z rozdilnych mikroprostiedi agregati (viz obr. 24) Pro urCeni agregacniho Cisla
micel vyuZil metodu zhaSeni pyrenu, jako zhdSeC v systému poslouzil prodan. Méfeni
rozptylu svétla ukdzalo na vznik pouze sférickych micel.
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Obr. 24: Ukdzka dekonvoluce emisniho spektra prodanu ve vodném roztoku C;,MPB na tFi hlavni
komponenty s maximy emise pri A, = (436 + 2) nm (prodan v hydrofobnim jddre), 1, = (463 + 2) nm
(prodan v oblasti poldrnich hlav) a A3 = (508 + 2) nm (molekuly prodanu na rozhrani miceldrniho

povrchu s vodou) [40].

Také Karukstis a spol. vyuZzil prodan pro studium vlastnosti aniontovych reverznich micel
voda/l,4-bis-2-ethylhexylsulfosukcindt sodny (AOT)/n-heptan a popsal, Ze se Vv nich
molekuly prodanu nachazi v ruznych mikroprostiedich, a to ve vrstvé véazané vody,
mezifdzovém regionu micel AOT a v n-heptanu [88]. Pro vyhodnoceni ziskanych dat pouZil
dekonvoluci emisniho spektra do jednotlivych Gaussovskych pikt. Naproti tomu Lissi a spol.
na zdklad€ souboru fluorescenc¢nich technik tvrdi, Ze se molekuly prodanu ve stejném systému
(reverzni micely voda/AOT/heptan) rozmisti ptedevSim v nepoldrnim n-heptanu a na rozhrani
reverznich micel, nikoliv ve vodé, kde je prodan mdélo rozpustny [89]. TaktéZ Sengupta
s kolektivem se v zavérech o lokalizaci prodanu v reverznich miceldch AOT od Karukstise 1is{
[36]. Sengtupa tvrdi, Ze se molekuly prodanu nachdzeji v mezifdzové oblasti micel (emise
vmodré Casti spektra), v oblasti uhlovodikovych fetézci v nepolarnim rozpoustédle
a posledni ¢ast molekul prodanu se nachdzi v oblasti polarnich hlav tenzidu.
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4 CILEPRACE

Hlavnim cilem této disertacni prace bylo rozsifeni povédomi o vyuZiti staciondrnich a ¢asové
rozliSenych pokrocilych fluorescencnich technik dostupnych na Skolicim pracovisti, které 1ze
pouzit pro studium vlastnosti miceldrnich systému a jejich interakci s dalS$imi latkami,
pfedevS§im biopolymery.

Prvnim z cilG prace bylo vypracovani literarni reSerSe, na jejimz zakladé byly vybrany
jednotlivé pouzité fluorescenni techniky. Tyto techniky pak byly aplikovdny na kationtové
miceldrni systémy a jejich interakce s hyaluronanem. jejichZ problematikou se jiz fadu let na
Fakulté chemické, Vysokého uceni technického v Brng, zabyva vyzkumny tym pod vedenim
prof. Ing. Miloslava Pekare, CSc. Konktrétn€ byl fluorescencni vyzkum zaméfen na ve svéte
pomérn€ nezndmy kationtovy tenzid septonex, Ceskou specialitu, a zndmy kationtovy tenzid
CTAB, jejichZ molekularni struktury jsou si podobné.

Z divodu, ze v odborné literatufe nebylo prozatim podrobnéji komentovdno agregacni
chovéni septonexu ve vodném prostiedi, byla pomoci fluorescenéniho méfeni s pyrenem
stanovena jeho kritickd miceldrni koncentrace a také jeho agregacni Cislo. Stejné mefeni bylo
provedeno i pro CTAB, aby ziskané vysledky mohly byt vzdjemné& porovnany.

Dal$im cilem této prace bylo rozsiteni prozatim ziskanych poznatkl o interakcich mezi
kationtovymi micelami a fetézci hyaluronanu na zédkladé vybranych fluorescenc¢nich technik
(anizotropie fluorescence, Forsteriv pifenos energie, Casové rozliSend fluorescence).
Studované systémy vychdzely zroztoku s vyS$Si koncentraci tenzidu, neZ je jeho kriticka
micelarni koncentrace, pfiCemz byl studovan vliv postupnych pfidavkd hyaluronanu do
systému, aby mohlo byt posouzeno, zda lze zjistit informace o postupnych strukturnich
zméndch miceldrniho systému.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

V této kapitole jsou obecné shrnuty pouZzité materidly, pfistroje, standardni postup pfipravy
vzorkll a informace o standardnim vyhodnocovani vysledkt. Podrobnéjsi popis provedeni
jednotlivych experimenti vcetné vyhodnoceni dat se nachazi piimo u konkrétnich kapitol
veénujicich se dané problematice.

5.1 Materialy

Fluorescencni sondy
Fluorescein sodium salt — CAS: 518-47-8, Fluka, suitable for fluorescence, ¢. Sarze 2082530
Perylene — CAS: 198-55-0, Fluka, puriss. for fluorescence, €. Sarze 2059009

Prodan (N,N-dimethyl-6-propionyl-2-naphthylamine) — CAS: 70504-01-7, Sigma-Aldrich,
suitable for fluorescence = 98 % (HPLC), €. Sarze BCBD8898V

Pyrene — CAS: 129-00-0, Fluka, puriss. p. a. for fluorescence, €. Sarze 2049273

Tenzidy

CPC (Hexadecylpyridinium chloride monohydrate) — CAS: 123-03-5, Sigma-Aldrich,
minimum 99%, €. Sarze: 075K0200

CTAB (Hexadecyltrimethylammonium bromide) — CAS: 57-09-0, Sigma-Aldrich, ¢. SarZze
SLBJ9504V

Septonex (Carbethopendecini bromidum) — CAS: 10567-02-9, GNB chem, a.s.; €. SarZe
910SEP002, 910SEP003

Hyaluronan

Hyaluronan 250-450 kDa — CPN s.r.0., €. Sarze 230215-E1, M,, = 340 kDa

Rozpousteédla

Aceton p.a. — CAS: 67-64-1, Penta s.t.0.

Ethanol

Deionizovand voda — PURELAB Option R7/15; ELGA, Velka Britanie

Ostatni
Ludox
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5.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy Denver Instrument Mdl BC 100, Ohaus Pioneer PA214CM
Predvazky Denver Instrument S-603

Mikropipety Finnpipette, Eppendorf Research, Sartorius, Biohit
Tiepacka Heidolph Vibramax 100

Magnetické michadlo Variomag POLY 15

Vibrac¢ni michadlo IKA MS2 Minishaker

Refraktometr

Luminiscencni spektrometr Fluorolog (HORIBA Scientific)

Zdroj zéteni Xenonova lampa, 450 W, rozsah 200-850 nm
Monochromaétory Czerny-Turner, rozsah 0—1300 nm, pfesnost 0,5 nm
Rychlost skenu 150 nm/s

Detektory T1-PMT, S1 - PMT, S2 — InGaAs(LN>)

Kvanta ¢ integracni sféra pro méfeni absolutnich kvantovych vytézka

TCSPC spektrofluorometr FluoroCube (HORIBA Scientific)

Zdroj zareni NanoLED diody, razné vlnové délky, 260-740 nm, pracovni
frekvence 1 MHz

Monochromator Seya-Namioka, rozsah 200—-800 nm

Detektor IHB TBX-04 (185-650 nm, rozliSeni 20 ps/kandl)

Vyhodnocovéni dat program DAS6

UV-VIS spektrofotometr Cary 50 Probe (Varian)

Zdroj zéteni Xenonova pulzni lampa
Monochromator Czerny-Turner, rozsah 190-1100 nm
Detektor 2 kfemikové diody

5.3 Standardni piiprava vzorku
5.3.1 Zasobni roztoky

VSechny zdsobni roztoky byly pfipraveny navdZenim potfebného mnoZstvi dané pevné latky
(s presnosti na 4 desetinnd mista) a analytickym doplnénim rozpoustédla na pozadovany
objem. Ndasledné€ byly ponechdny na magnetickém michadle 24 hodin za laboratorni teploty.
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Vodné roztoky tenzidd byly uchovany ve tmé pii laboratorni teploté. Zasobni roztoky
hyaluronanu ve vodé byly uchovany v lednicce pfi teploté 4 °C maximalné po dobu 10 dnt.
Zasobni roztoky fluorescencnich sond v te€kavych rozpoustédlech/vodée byly taktéz uchovany
v lednicce pfi 4 °C.

5.3.2 Vzorky s fluorescencni sondou

Do vialky bylo napipetovano poZadované mnoZzstvi zdsobniho roztoku fluorescenéni sondy
v tekavém rozpoustédle, které bylo za snizeného tlaku odpafeno. Nédsledne€ bylo do vialky
pfiddno potfebné mnozZstvi zdsobniho roztoku pozadované komponenty v poZadovaném
rozpoustédle, zpravidla v pofadi: zdsobni roztok tenzidu, zasobni roztok hyaluronanu, voda.
Pro zajisténi dakladné solubilizace fluorescenéni sondy byly vzorky pfed méfenim ponechany
24 h na tfepacce pfti laboratorni teploté.

5.4 Vyhodnoceni dat
5.4.1 Statistika vyhodnoceni

U vSech provedenych experimenti byly namichdny minimalné tfi paralelni sady vzorkda.
Prezentované hodnoty naméfenych veli¢in jsou primérnymi hodnotami, jako chybové tsecky
jsou do grafti vyneseny vybérové smérodatné odchylky.

5.4.2 Standardni vyhodnoceni doby Zivota (TCSPC méreni)

K analyze dat ziskanych méfenim Casoveé rozliSené fluorescence byl pouZit program DAS6
Fluorescence Decay Analysis Software od firmy Horiba, ktery pracuje na principu metody
nelinearnich nejmensich Ctverci. Pro zjisténi dob zivota fluoroforu nachézejiciho se ve
studovaném vzorku, byly naméfené vyhasinaci kfivky fluorescence vyhodnoceny proloZenim
1-5 exponencidlni funkci, jejiz obecny tvar je:

F(t) = A+ B;exp (;—Lt), 41)

kde ¢ predstavuje Cas, A je korekCni parametr, B je pied-exponencidlni funkce, kterd souvisi
s mnoZzstvim konkrétni emitujici latky v analyzovaném vzorku a 7 je pfislusnd doba Zivota.

Dvéma hlavnimi moZnostmi, kterymi lze reprezentovat B funkci, jsou:

1) Relativni (frak¢éni) amplituda, kterd je vdzdna na konkrétni dobu Zivota. Tato
moznost je vhodna pro porovndni ziskanych dat se stacionarni fluorescenci.
Bit;

YiBiti

2) Normalizovand hodnota, kterd je vhodnd pro dikladnou analyzu multi-

fi (42)

komponentnich systém.
B;
n Bi )

i=1

b; = 43)
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Spravnost proloZzeni dat byla hodnocena vizudlni kontrolou proloZeni naméfenych dat
zvolenou exponencidlni funkci, vizudlni kontrolou ndhodného rozloZeni vdZenych residui
a pomoci sledovédni hodnoty redukovaného X parametru, ktery ma pfi sprivném proloZeni dat
hodnotu kolem jedné.
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6 KRITICKA MICELARNI KONCENTRACE SEPTONEXU A CTAB

Jako zdklad pro dalSi experimenty byla vrdmci této priace provedena charakterizace
agregacniho chovani dvou pouZivanych kationtovych tenzidu — septonexu a CTAB (Obr. 25),
ve vodném prostiedi za pomoci fluorescencni spektrometrie. Prvnim urenym parametrem
byla kritickd miceldrni koncentrace (CMC), kterd odpovidd hrani¢ni koncentraci tenzidu, od
niz dochazi ke vzniku agregata tenzida zvanych micely. Pro stanoveni hodnoty CMC byl jako
fluorescen¢ni sonda vyuzit pyren, jehoZ molekula se vyznacuje vysokou citlivosti na polaritu
prostiedi, v némZ se nach4zi.

Br H3C
a) r \ ,CH;
N
H,C
3 CH,
=
o) o
KCH3
b) Br CH,
/\/\/\/\/\/\/\/\ !
H,C N
4 C/ ScH,
3

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

6.1.1 Priprava vzorku

Pro dany tenzid byla pfipravena fada s konstantni koncentraci pyrenu (2:10° M), v niZ se
koncentrace tenzidu pohybovala od 0,01 do 5 mM se zaméfenim se na oblast predpokladané
miceldrni koncentrace. Vzorky byly namichdny standardnim postupem.

6.1.2 Méreni

U vzorkd byly naméfeny absorp¢ni spektra v rozsahu 300-600 nm, s krokem 1 nm a rychlosti
600 nm/min. Emisni spektra byla méfena v rozmezi 360-530 nm, s krokem 1 nm, pfi
nastaveni excitacniho monochromatoru na 336 nm a integraénim case 0,1 s. Emisni spektra
pak byla korigovana na vnitinf filtra¢ni efekt dle vztahu [1]:

Il,kor, = IA : 100'5.(A1+Aexc), (44)

kde I xor. a I oznacuje intenzitu fluorescence korigovanou a namétenou pro danou vinovou
délku 4, respektive. A, a Aex, pak odpovidd absorbanci pfi dané a excitacni vinové délce.
Vsechna méteni probihala pfi teploté 25 £ 1 °C.

6.1.3 Vyhodnoceni dat

Z korigovanych emisnich spekter byly vypocitiny parametry EmPI (pomér intenzity
fluorescence pyrenu pii 373 a 383 nm) a Ex:Mo (pomér intenzity fluorescence excimeru pii
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470 nm a monomeru pii 373 nm). Ziskand zdvislost EmPI na koncentraci tenzidu byla
proloZena Boltzmannovym modelem v programu OriginPro 8.1, jehoZ rovnice je ddna jako:
A — 4,
V=% ==x, + A2 , (45)
1+4+e Ax
kde proménnou y je EmPI, promé&nnou x je koncentrace tenzidu, parametr A; a A, znaci horni
a spodni limitu sigmoidni kfivky, xo je inflexni bod této zdvislosti a Ax charakterizuje strmost
poklesu klesajici ¢asti kiivky. Ze ziskanych dat byly vyhodnoceny dvé hodnoty CMC — xcwmci
odpovidajici inflexnimu bodu zdvislosti xo a xcmcz2 odpovidajici hodnoté xp+2 Ax.

6.2 Vysledky a diskuze

Na nésledujicich obr. 26 a obr. 27 jsou vyneseny ziskané hodnoty EmPI a poméru Ex:Mo
pyrenu v zdvislosti na koncentraci daného kationtového tenzidu. Jak je z téchto obrazku
patrné, ziskané hodnoty EmPI v zdvislosti na koncentraci CTAB a septonexu vykazuji
piedpoklddany jednoduchy sigmoidni charakter.

1,40l 0,50
135 7 0.40
130 - 0.30

E
125 - 0.20
120 - 0.10
115 & 0,00

0,01 0.10 100 10,00

Ccrap (mmol dm3)

Obr. 26: Zdvislost EmPI proloZend Boltzmannovym modelem a zdvislost Ex:Mo na koncentraci CTAB

ve vodném prostredi.
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Obr. 27: Zdvislost EmPI proloZend Boltzmannovym modelem a zdvislost Ex:Mo na koncentraci

septonexu ve vodném prostredi.

V oblasti okolo kritické miceldrni koncentrace CTAB i septonexu dochdzi k vyraznému
narastu poméru Ex:Mo vlivem zvysujici se pravdépodobnosti vzniku excimert pyrenu, jejichz
pfitomnost se v emisnim spektru projevuje narustem intenzity fluorescence kolem 470 nm.
Tento jev je zplsoben pfitomnosti pouze malého mnozstvi vzniklych micel na pocatku
agregaCniho procesu, diky c¢emuZz se vyrazn€ zvySuje pravdépodobnost vicendsobné
inkorporace molekul pyrenu do jedné micely a tedy i pravdépodobnost vzniku excimeru. Se
zvySujici se koncentraci tenzidu v systému pak dochdzi k vytvofeni vétSiho poctu
kompaktnich micel, do nichZz se molekuly pyrenu mohou solubilizovat, vlivem ¢ehoz
pravdépodobnost tvorby excimeru pyrenu opét klesa.

Na zdkladé Aquiar a spol. byly ze ziskanych dat EmPI vyhodnoceny dva body — xcmci
a xcmcez [15]. Kritériem vhodnosti vyhodnoceni CMC dle daného bodu je hodnota poméru
xo/Ax. Pokud je tento pomér vyssi nez 10, je za kritickou miceldrni koncentraci vhodnéjsi
povazovat bod xcmcz oproti xcmcer- Vzhledem k tomu, Ze je pomé&r xo/Ax pro septonex roven
20,5 a pro CTAB 18,4, byl bod xcmcz zvolen jako hodnota kritické miceldrni koncentrace pro
dalsi vyuziti. TaktéZ pfi srovnani hodnot kritické miceldrni koncentrace CTAB a septonexu
stanovenych a nalezenych v literatufe, se jevi bod xcmcez jako piihodnéjsi. V nasledujici tab. 1
jsou shrnuty parametry ziskané proloZzenim dat EmPI Boltzmannovym modelem pro oba

tenzidy a taktéZ srovnani s hodnotami kritické miceldrni koncentrace nalezené v literatute.

Stanovend hodnota CMC pro septonex je o néco malo nizsi nez v piipadé CTAB, ackoliv
by krat$i uhlovodikovy fetézec mel obecné hodnotu CMC zvySovat. Snizeni CMC oproti

stericky odstinuje repulzi shodnych naboji amoniovych skupin.
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Tab. 1: Parametry vyhodnocené ze zavislosti EmPI na koncentraci tenzidu proloZenim dat

Boltzmannovym modelem.

Parametr Popis CTAB Septonex

A horni hranice S-kfivky 1,364 + 0,002 1,368 + 0,003

As dolnf{ hranice S-kfivky 1,204 + 0,002 1,110 = 0,003
XcMmcl = Xo inflexni bod (CMC,) (0,845 £ 0,005) mM (0,759 £ 0,007) mM
Ax strmost poklesu (0,046 £ 0,005) mM (0,037 £ 0,005) mM
Xcmez = Xo+2Ax . CMC, (0,938 £+ 0,015) mM 0,833 £ 0,011) mM
R’ koeficient spolehlivosti 0,996 0 0,994 0
CMC;. (mM) CMC z literatury 0,91 [90]; 0,92 [76]; 0,97 [91] 0,81 [92]
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7 AGREGACNI CISLO SEPTONEXU A CTAB

Dal$im daleZitym parametrem charakterizujicim agregacni chovani tenzidu je tzv. agregacni
Cislo N, které udava pocet molekul tenzidd, z nichZ je micela tvofena. Lze jej stanovit na
zéklad¢ staciondrniho i Casove rozliSeného méteni zhaSeni fluorescence (viz kap. 2.3.2). Jako
fluorescen¢ni sonda byl v této praci pro stanoveni agregacniho Cisla septonexu a CTAB vyuZit
pyren, jehoZ fluorescence byla zhdSena cetylpyridinium chloridem (CPC).

7.1 Experimentalni ¢ast
7.1.1 Priprava vzorku

V piipad€ obou tenzidu byla agregacni Cisla micel zjiStovana pii koncentracich tenzidu 2, 5,
10 a 25 mM. Pro kaZdou koncentraci tenzidu byla vytvofena fada 9 vzorka s konstantni
koncentraci pyrenu a rovnomémné se zvySujici se koncentraci zhdsece CPC (viz tab. 2).
Vzorky byly namichédny standardnim postupem.

Tab. 2: Koncentrace jednotlivych komponent v danych fadach vzorka slouzicich k uréeni agregaéniho
¢isla micel tenzidu CTAB a septonexu.

cserx/crap (mmol dm™) Cpyren (Mol dm™) ccpc (pmol dm™)
2 2 0-24
5 4 040
10 6 0-80
25 8 0-200

7.1.2 Méreni

U vSech vzorkd byla méfena absorpcni spektra (piistroj Cary 50) v rozsahu 300-530 nm
s krokem 1 nm a rychlosti skenu 600 nm/min. Jako slepy vzorek byl u absorp¢nich méfeni
pouzit roztok CTAB nebo septonexu o dané koncentraci bez pfitomnosti pyrenu a CPC.
Emisni spektra byla méfena na pfistroji Fluorolog v rozsahu 360-530 nm pfi excitacni vinové
délce 336 nm, integratnim case 0,1 sa pii konstantnim nastaveni S$té€rbin pro danou
koncentraci tenzidu mezi 1-2 nm. Emisni spektra byla korigovana na vnitin{ filtracni efekt dle
rovnice (44).

Dale byla metodou TCSPC (pristroj FluoroCube) meéfena vyhasinaci kiivka fluorescence
pyrenu. Jako excitacni zdroj byla pouZita NanoLED dioda o vlnové délce 329 nm, emisni
monochromadtor byl nastaven na 383 nm, polarizatory na 54,7°, rozsah TAC byl nastaven na
2 ps arepetion rate na 1 MHz. VSechna méfeni probihala pfi teploté 25 + 1 °C.

7.1.3 Vyhodnoceni dat

Agregacni Cislo micely N, bylo ze staciondrniho fluorescenéniho méfeni vyhodnoceno ze
smérnice zdvislosti In Ip/l na koncentraci zhdSeCe (viz rovnice 17). V piipad¢€ Casoveé
rozliSeného méfeni zhdSeni fluorescence byly =ziskané vyhasinaci kfivky proklddany
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v programu DAS6 modelem miceldrniho zhdSeni zaloZeného na teorii, kterou vytvofili Infelta
a Tachia [44; 45], jehoZ rovnice je:
—t

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

T, zde oznacuje dobu Zivota nezhdseného fluoroforu, 7> znamend dobu Zivota zhdSeného
fluoroforu, A je korekéni faktor pozadi, B je intenzita fluorescence v ase 0 a C je pomér
poctu molekul zhdSece a micel.

Agregalni Cislo micely N, pak bylo spolitino ze smérnice zdvislosti C na koncentraci
zhasecCe dle rovnice (19).
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Obr. 28: Ukdzka proloZeni dat vyhasindni fluorescence pyrenu v 25mM septonexu prFi riznych
koncentracich CPC jako zhdSece modelem miceldrniho zhdSeni. V pripadé systému bez CPC je
vyhasinaci krivka fluorescence pyrenu mono-exponencidlni, proto ji nelze vyhodnotit modelem

miceldrniho zhdsen.
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7.2 Vysledky a diskuze

Na obr. 29 a 30 jsou vyneseny zdvislosti In /y/I a C na koncentraci zhdSe¢e CPC v systému pro
vzorky se septonexem, z jejichZz smeérnice byla stanovena agregacni Cisla micel v danych
piipadech. Jak je z téchto obrazku ziejmé, vSechny vynesené zdvislosti maji linedrni trend.
Stejné tomu tak je i v piipadé roztoki CTAB.

V nésledujici tab. 3 se nachédzeji stanovend agregacni Cisla micel septonexu a CTAB. Dile
jsou v ni uvedeny hodnoty agregacniho ¢isla CTAB nalezené v literatufe, které byly urCeny
pomoci fluorescencniho méfeni. Co se tykd septonexu, zatim u n€j hodnota agregacniho Cisla
nebyla publikovdna. Hodnoty agregacniho Cisla urCené pomoci Casové rozliSeného zhaSeni
fluorescence jsou vys$si nez v piipade€ staciondrniho meéteni, Cemuz dobfe odpovidaji i hodnoty
N, nalezené pro CTAB v literatufe namétfené danym zpiisobem. Dle Alargova a spol. je tomu
tak v mnoha piipadech miceldarnich systému, kdy rozdily mezi zji§ténymi N,, rostou
s narustajici mikroviskozitou agregatd a s rostouci hodnotou N, [82]. Rozdily mezi ziskanymi
hodnotami N,, mohou souviset srozdilnymi teoreticko-matematickymi zédklady (modely)
stacionarniho a ¢asové-rozliSeného méfeni zhaseni fluorescence.

o2mM e5SmM ¢10mM 25 mM
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Obr. 29: Zdvislost In 1yl na koncentraci zhdsece CPC pro riuzné koncentrace vodnych roztokii

septonexu nad CMC.
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Obr. 30: Zdvislost parametru C na koncentraci zhdasece CPC pro riizné koncentrace vodnych roztokil

septonexu nad CMC.

Tab. 3: Miceldrni agregacni Cislo CTAB a septonexu stanovené pomoci staciondrniho fluorescenéniho

zh4Seni (SSFQ) a Casov¢ rozliSeného fluorescencniho zhdseni (TRFQ). Tuén¢ jsou vyznaceny hodnoty

agregacniho Cisla septonexu a CTAB uréené v rdmci této préce.

CTAB Septonex
Ciensia (mmol dm™)  SSFQ TRFQ SSFQ TRFQ
2 34,7 +2,4; 61 [76] 62,7 +2,2;75 [73] 289 +1,3 455+1,0
3 40 [81]
5 45,3 +£1,8; 46 [81] 91,0 + 1,5; 92 [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 +£4,2; 102 [73] 47,1 +3,7 79,0 £2,5
12 103 [73]
25 60,8 +£3,7 102,9 £ 3,0; 108 [80] 49,2+29 82,6 +2,7
30 120 [73]
100 145 [79]
neznama (>CMC) 62 [94]
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Obecné v ramci odborné literatury, byva Casto u iontovych tenzidi publikovdna pouze
jedna hodnota agregaCniho Cisla, stanovend pro vys§i koncentraci tenzidu nez CMC.
Nicméné, jak naznaCuje ndsledujici obr. 31, hodnota agregac¢niho Ccisla je ovlivnéna
i koncentraci daného tenzidu. Hodnota N, septonexu i CTAB roste se zvySujici se
koncentraci tenzidu v systému, coZ signalizuje miceldrni rust. Tato zména velikosti micel je
vyraznd zhruba do koncentrace septonexu a CTAB odpovidajici desetindsobku jejich CMC.
U vyssich koncentraci téchto tenzidi se pak hodnota agrega¢niho Cisla stava zhruba
konstantni, coZ naznacuje ptibliZné jednotnou velikost micel v systému od urcité koncentrace
nad CMC. Z tohoto zjiSténi vyplyva, Ze k vytvoreni stabilnich a velikostné findlnich micel je
nezbytnd pfitomnost dostatecného mnoZstvi molekul tenzidu v roztoku, coZz byva casto
piehliZzeno.

Ze srovnani hodnot agregaCnich Cisel septonexu a CTAB je patrné, Ze micely septonexu
jsou tvoreny menSim pocCtem molekul tenzidii nez je tomu v piipadé CTAB pii stejné
koncentraci. Tento fakt je zptsoben rozdilnou strukturou polarni hlavy septonexu a také jeho
krat§im alkylovym fetézcem. Diky objemné;jsi poldrni hlave septonexu se zde pii tvorbé micel
uplatiluje vyraznéji stericky efekt neZz v piipadé CTAB, coZz vede ke sniZeni hodnoty
agregacniho Cisla.
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Obr. 31: Koncentracni zdvislost agregacniho cisla micel pro CTAB a septonex stanoveného pomoci

staciondrniho méreni (SSFQ) a casové rozliseného méveni (TRFQ) zhdseni fluorescence.
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8 PRODAN A FLUORESCEIN V ROZTOKU SEPTONEXU POD
A NAD CMC

Tato kapitola disertacni prace je vénovana studiu zmeén zdkladniho fluorescencniho chovani
fluoresceinu a prodanu pfi zvysujici se koncentraci septonexu v systému od oblasti hluboko
pod kritickou miceldrni koncentraci az po nékolikandsobné vetsi koncentraci septonexu, nez
je jeho hodnota CMC. U obou sond byla v rdmci koncentra¢ni fady septonexu méfena emisni
spektra, u fluoresceinu pak byla navic méfena staciondrni anizotropie fluorescence. Motivaci
tohoto méfeni bylo zjiSteéni, zda 1ze pomoci téchto dvou fluorescencnich sond a jednoduchého
fluorescen¢niho méfeni sledovat agregani proces v roztoku septonexu.

Z naméfenych dat byly vytvofeny zdvislosti zmény polohy maxima emise piisluSné
fluorescen¢ni sondy a anizotropie fluorescence fluoresceinu na koncentraci septonexu, z nichZ
je mozné pozorovat prubéh micelizace septonexu. Ziskané vysledky jsou porovnavany
s hodnotou kritické miceldrni koncentrace septonexu stanovené pomoci pyrenu.

8.1 Experimentalni ¢ast
8.1.1 Priprava vzorku

Pro obé sondy byly pfipraveny koncentraéni fady obsahujici 25 vzorkd, v nichZ se
koncentrace septonexu pohybovala od 0,01 do 5 mM. Prodan mél ve vSech vzorcich
koncentraci 5-10° M, fluorescein pak 1:10° M. Vzorky byly namichdny standardnim
postupem.

8.1.2 Méreni

U vSech vzorkll byla nameéfena emisni spektra na pfistroji Fluorolog. U vzorku s prodanem
byla méfena v rozsahu 420-650 nm pii excitaéni vlnové délce 372 nm, integraCnim cCase
0,1 s a pfi nastaveni Stérbin na 2 nm.

U vzorkt obsahujicich fluorescein byla emise méfena v rozsahu 490-620 nm pfi excitani
vlnové délce 470 nm, integracnim case 0,1 s a pfi nastaveni Sté€rbin na 2 nm. Staciondrni
anizotropie fluoresceinu byla méfena v L-formatu, jako excitacni vlnova délka bylo zvoleno
470 nm, emisni vlnovd délka odpovidala maximu emisniho spektra v daném piipadé
a Stérbiny byly nastaveny na 5 nm. Pro kazdy vzorek bylo nastaveno 5 opakovédni métend,
pticemz vysledkem byla zjisténd primérnd hodnota anizotropie. Integracni Cas byl u vSech
vzorkll nastaven na 1 s.

Vsechna méteni probihala pfi teploté 25 £ 1 °C.
8.1.3 Vyhodnoceni dat

Ze ziskanych emisnich spekter byla vyhodnocena zavislost vinové délky emisniho maxima na
koncentraci septonexu, v némz se fluorescencni sonda nachdzela. U fluoresceinu pak byla
také vyhodnocena zdvislost staciondrni anizotropie fluorescence na koncentraci roztoku
septonexu. VSechny zdvislosti byly proloZeny Boltzmannovym modelem v programu
OriginPro 8.1 dle rovnice (45).
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8.2 Vysledky a diskuze
8.2.1 Prodan

Na ndsledujicim obr. 32 je vyobrazena zdvislost polohy maxima emise prodanu na
koncentraci septonexu ve vzorku, kterd vykazuje jednoduchy sigmoidni charakter. Pti velmi
nizkych koncentracich roztoku septonexu ma emise prodanu maximum pii 520 nm, které
odpovidd emisnimu maximu i v piipad€é vodného prostiedi. V oblasti okolo kritické miceldrni
koncentrace septonexu se pak maximum emise postupné posouvd ke kratSim vinovym délkam
az do chvile vytvoreni se dostatecného mnozstvi miceldrnich dtvard, snimiz molekuly
prodanu interaguji. V tomto okamziku dochdzi k ustdleni polohy maxima emise prodanu
zhruba u 499 nm. Obecné¢, emisni spektrum prodanu v miceldrnim prostiedi je vysledkem
emise nékolika riznych forem prodanu, které se v systému nachdzeji (viz kapitola 11.2.2).
Maximum emisniho spektra je pak spojeno s fluorescenci molekul prodanu, které jsou
solubilizovany na povrchu micelarnich agregatd, coz koresponduje i s oblasti vinovych délek,
na kterych se maximum emise po piekroCeni kritické miceldrni koncentrace ustélilo
a odpovidd emisi prodanu z prostfedi methanolu.

Z prabéhu této zavislosti lze tedy usuzovat priabéh micelizace septonexu.
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Obr. 32: Zavislost vinové délky maxima emisniho spektra prodanu (5-10° M) na koncentraci roztoku

septonexu.

Pokud na naméfend data aplikujeme metodu vyhodnoceni kritické miceldrni koncentrace
zEmPI pyrenu (viz kapitola 6), ziskdme po proloZeni dat Boltzmannovym modelem
parametry, jejichZ hodnoty jsou shrnuty v tab. 4. Inflexni bod zdvislosti, ktery je v piipadé
vyhodnocovani CMC oznacovan jako bod xcmer, md hodnotu 0,855 mM, druhy bod xcmcz, ze
kterého se muiZe stanovit hodnota kritické miceldrni koncentrace, ma pak hodnotu 1,149 mM,
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coZ jsou vys$$i hodnoty koncentrace pfi srovnani se stanovenim CMC pomoci pyrenu. Pokud
ale aplikujeme pravidlo dle Aguiar a spol. [15], kdy v pfipadé&, Ze je pomér xo/Ax je menSi nez
10, je vhodné za hodnotu CMC povaZovat bod xcmci, md pak vyhodnocend CMC pomoci
prodanu hodnotu bodu xcmcr = 0,855 mM, coz je blizko stanovené hodnoté pomoci pyrenu,
ktera byla urc¢ena na 0,833 mM.

Tab. 4: Parametry vyhodnocené ze zdvislosti polohy maxima emise prodanu na koncentraci septonexu

proloZenim dat Boltzmannovym modelem.

Parametr Popis CTAB

Ay horni hranice S-kfivky (519,9 £ 0,2) nm
As dolni hranice S-kfivky (498,8 £ 0,3) nm

Xo inflexni bod (CMC,) (0,855 £ 0,010) mM
Ax strmost poklesu (0,149 + 0,009) mM
Xo+2Ax CMC, (1,15 +£0,02) mM
R’ koeficient spolehlivosti 0,9957

8.2.2 Fluorescein

U fluoresceinu byla sledovdna zména polohy maxima emise a také staciondrni anizotropie
fluorescence s rostouci koncentraci septonexu v systému. Pfi nizkych koncentracich tenzidu
hluboko pod CMC odpovidd maximum emise fluoresceinu jeho emisnimu maximu ve
vodném prostfedi. Stejné¢ tak i zjiSténé velmi nizké hodnoty anizotropie fluorescence
naznacuji volny rotacni pohyb molekul této sondy. Od urcité koncentrace septonexu pak
dochézi k posunu emisniho maxima fluoresceinu k vyS$im vinovym délkdm, jehoZ hodnota se
ustdli na 523 nm. Posun emisniho maxima fluoresceinu nastavd pfi nizSich koncentracich
septonexu ve srovnani s ndrdstem anizotropie, za ktery je zodpovédné omezeni volného

rotacniho pohybu molekul fluoresceinu vlivem interakci se vznikajicimi miceldrnimi ttvary.

Obé namétené zavislosti (viz obr. 33) vykazuji jednoduchy sigmoidni charakter, proto
byly proloZeny Boltzmannovym modelem. Ziskané parametry jsou shrnuty v tab. 5. Pokud
opét aplikujeme pravidlo, kdy v pfipad€, Ze je pomér xo/Ax je veétsi nez 10, je vhodné za
hodnotu CMC povaZzovat bod xcmc2, mé pak vyhodnocend CMC septonexu pomoci méteni
staciondrni anizotropie fluorescence fluoresceinu hodnotu 0,822 mM, kterd je opéet v dobré
shodé se ziskanymi vysledky pomoci pyrenu.
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Obr. 33: Zdvislost vinové délky maxima emisniho spektra a staciondrni anizotropie fluorescence

fluoresceinu (1-10° M) na koncentraci roztoku septonexu.

Pro sledovani agregacniho procesu septonexu se zdd byt pithodné&jSi vyuziti méfeni

anizotropie fluorescence, u které dojde ke zvySeni hodnot vlivem interakci molekul
fluoresceinu se vzniklymi miceldrnimi tdtvary. Sledovéani procesu micelizace pomoci zmény

polohy maxima emise fluoresceinu bude velmi pravdépodobné zkresleno diky moZnému
vyskytu raznych (protonovanych a deprotonovanych) forem fluoresceinu v systému.

Tab. 5: Parametry vyhodnocené ze zdvislosti polohy maxima emise a staciondrni anizotropie

fluorescence fluoresceinu na koncentraci septonexu proloZzenim dat Boltzmannovym modelem.

Parametr Popis Poloha maxima emise  Staciondrni anizotropie
Ay horni hranice S-kfivky (510,7 £ 0,4) nm 0,012 3 +0,000 5
A, doln{ hranice S-kfivky (522,8 £0,2) nm 0,076 6 = 0,000 7
XcMmcl = Xo inflexni bod (CMC,) (0,299 £0,014) mM (0,690 = 0,007) mM
Ax strmost poklesu (0,086 £0,012) mM (0,066 = 0,006) 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

Nésledujici kapitola disertacni prace je vénovana rezonan¢nimu pienosu energie Forsterovym
mechanismem (FRET), jehoZ princip je zaloZen na coulombickych, dip6l-dipdl interakcich
mezi molekulami donoru a akceptoru (teoreticky zdklad viz kapitola 2.4). JelikoZ je tento
proces velice citlivy na vzdédlenost mezi donorem a akceptorem, stal se efektivnim
prostiedkem k méfeni vzdalenosti v nanomé&fitku nejen pfti studiu molekulovych interakei.

Struktura micelarnich systémt umozniuje dosdhnout vysoké lokdlni koncentrace
a vhodného prostorového uspoifdddni mezi molekulami donoru a akceptoru, coz déld tyto
systémy zajimavymi a vhodnymi pro méteni FRET.

Vramci této priace byl studovdn prenos energie mezi perylenem a fluoresceinem
v miceldrnich roztocich septonexu a CTAB. Zatimco jsou molekuly perylenu (donor)
solubilizovdny v hydrofobnich jadrech micel, molekuly fluoresceinu (akceptor) interaguji
s miceldrnim povrchem v oblasti Sternovy vrstvy [86].

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

Na zdkladé provedenych stacionarnich i Casové rozliSenych experimentd byl porovnavan
pfenos energie v micelarnim prostiedi septonexu oproti CTAB. Ddle byl studovan vliv
koncentrace fluoresceinu na efektivitu FRET a zkoumdno, zda jsou ziskané vysledky
ovlivnény Casem, ktery uplyne po pfididni akceptoru (fluoresceinu) do systému. Také byl
vyhodnocen Forsteriv polomér pro dvojici perylen-fluorescein v prostiedi CTAB i septonexu
a zkoumdm vliv postupného piidavku hyaluronanu do micelarniho roztoku na probihajici
FRET, z néhoz pak byly diskutovdny mozné probihajici interakce a tvorba agregtii mezi
fetézci hyaluronanu a molekulami téchto tenzidd. Také byla feSena metodika zpracovani
ziskanych dat a srovnani experimentélnich dat s Poissonovou statistikou.

2 V2

9.1 Experimentalni ¢ast

9.1.1 Priprava vzorku

Forsteruv polomér pdru perylen-fluorescein

Pro zjisténi absorpcniho moldrniho koeficientu fluoresceinu v 2mM vodném roztoku CTAB
a septonexu byly standardnim postupem vytvofeny koncentracni fady obsahujici Sest vzorku
se zvySujici se koncentraci fluoresceinu v rozmezi 1-110°M az 2,5:10°M. Dile byl
stanovovan kvantovy vytéZek perylenu v 2mM roztocich septonexu a CTAB. Koncentrace
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perylenu byla v tomto pfipadé zvolena na zdkladé vhodné hodnoty maximalni absorbance
vzorku na 5:10° M. Vzorky byly nachystdny standardnim postupem. Index lomu prosttedi byl
meéfen u Cistych 2mM roztokl obou tenzidd.

Srovndni FRET v miceldrnim prostiedi septonexu a CTAB

Pro porovnani FRET v miceldrnim prostfedi septonexu a CTAB (cinza = 2 mM), byly
piipraveny vzorky, v nichZ byla konstantni koncentrace perylenu (1-10° M) a rovnomérné se
zvySujici koncentrace fluoresceinu mezi 5- 10°Ma 510° M.

Nejprve bylo do vialek napipetovdno potiebné mnozstvi zdsobniho roztoku perylenu
v acetonu, ndsledné byl aceton za sniZeného tlaku odparen a do vialek bylo ptiddno potiebné
mnoZstvi zasobniho roztoku tenzidu a vody. Kvili solubilizaci perylenu do micel byl v této
fazi vzorek promichdn na vibraénim michadle a ponechdn 24 hodin na tfepacce. Nasledné
bylo do vzorkl pripipetovano potifebné mnozstvi zdsobniho roztoku fluoresceinu ve vodé
a vzorek byl na tfepacce ponechdn dalSich 24 hodin. Poté byly u vzorki zméfeny absorpéni
spektra, emisni spektra a vyhasinaci kfivky fluorescence.

Vliv ¢asu po smichdni vzorku na vysledky FRET

Pro studium ovlivnéni vysledka s Casem byla pfipravena sada vzorki se septonexem (2 mM),
v niz koncentrace perylenu &inila 1-10°M a koncentrace fluoresceinu se rovnomarné
zvySovala mezi 5-10° M a 3:10° M.

Vzorky byly piipraveny stejnym zptisobem jako v piedchozim piipadé. Casové rozlisené
meteni fluorescence a méfeni absorpCnich a emisnich spekter probihalo ihned po pfidéani
fluoresceinu do vzorku a ndsledné po 2, 6, 24, 48 a 120 hodinach.

Vliv postupného pridavku hyaluronanu

Pro oba tenzidy byla pfipravena vychozi fada vzorkt o koncentraci tenzidu 2 mM s konstantni
koncentraci perylenu (1-10° M) a zvysujici se koncentraci fluoresceinu (5:10°-3-10° M)
stejnym zpusobem jako v piedchozich piipadech. U téchto vzorkd byly naméfeny vyhasinaci
kiivky fluorescence, poté ptiddno dané mnoZstvi roztoku hyaluronanu, vzorky byly
protfepany na vibranim michadle a ponechdny na tfepaCce do druhého dne, kdy opét
probéhlo Casové rozliSené méteni fluorescence, ndsledovdno piidavkem hyaluronanu atd.
Maximadlni koncentrace hyaluronanu ve vzorcich méla hodnotu 0,11 g/1.

9.1.2 Méreni

Absorpcni spektra (Cary 50) byla méfena v rozsahu 300—620 nm s krokem 1 nm a rychlosti
skenu 600 nm/min. Emisni spektra (Fluorolog) byla meéfena v rozsahu 420-620 nm pfi
excitaCni vinové délce 389 nm, integracnim Case 0,1 s a pfi nastaveni Stérbin na 2 nm. Emisni
spektra pak byla korigovadna na vnitini filtraCni efekt dle rovnice (44).

Déle byla metodou TCSPC (FluoroCube) métena vyhasinaci kfivka fluorescence vzorku.
Jako excitaéni zdroj byla pouzita NanoLED dioda o vlnové délce 389 nm, emisni
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monochromadtor byl nastaven na 441 nm, rozsah TAC byl nastaven na 100 ns a repetion rate
na 1 MHz.

Pro stanoveni absolutniho kvantového vytézku perylenu v 2mM CTAB a 2mM septonexu
byla vyuzita integracni sféra Quanta-¢ na pristroji Fluorolog.

Vsechna méteni probihala pfi teploté 25 £ 1 °C.

9.1.3 Vyhodnoceni dat

Forsteruv polomér pdru perylen-fluorescein

Z naméfenych absorpCnich spekter fluoresceinu v roztoku daného tenzidu byla vynesena
zavislost maximdlni absorbance (pfi 502 nm) na koncentraci fluoresceinu ve vzorku. Ze
smérnice této zdvislosti byl pak urCen absorpéni molarni koeficient fluoresceinu pro dané
prostredi.

Integrdl spektrdlniho piekryvu emisniho spektra perylenu a absorpcniho spektra
fluoresceinu byl vypocitan na zdklad€ vztahu:

_ s b(eaatda )
 [PIh(hda

kde Ip(M) je intenzita fluorescence donoru, €5(A) je absorpéni moldrni koeficient akceptoru a A
oznacuje vlnovou délku.

Forstertuv polomér paru perylen-fluorescein byl vypocitan dle vztahu:
Ry = 0,2108[n~*@pr?J1Ve, (48)
kde n odpovidd indexu lomu prostiedi, K je orientacni faktor a ¢p vytéZek fluorescence
donoru.

Staciondrni fluorescence

Znaméfenych a zkorigovanych emisnich spekter byl vyhodnocen pomér intenzity
fluorescence perylenu bez a za piitomnosti zhaSeCe (I/Ip) a prirozeny logaritmus tohoto
poméru (In //1y). Tyto poméry byly vyneseny do zavislosti na koncentraci zhdsece v systému.

Casové rozlisend fluorescence

Nameétené vyhasinaci kfivky fluorescence byly vyhodnoceny v programu DAS6 proloZenim
1-5 exponencidlni funkci dle rovnice (41).

Ze ziskanych dob Zivota t; a ptislusSnych amplitud B; byla vyhodnocena efektivita prenosu
energie E a viazand frakce Npa (index D — donor, A — akceptor).

Tpa

E=1-22
™ (49)
Bpa
Npa = 50
pA Bpa + Bp 0
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9.2 Vysledky a diskuze
9.2.1 Forsteruv polomér paru perylen-fluorescein

Jednou z hlavnich podminek, aby dochdzelo k Forsterovu prenosu energie mezi donorem
a akceptorem, je piekryv emisniho spektra donoru a absorp¢niho spektra akceptoru, ktery je
pro pér perylen-fluorescein v miceldrnim roztoku septonexu vyobrazen na obr. 35. Absorpcni
spektra fluoresceinu o riznych koncentracich v miceldrnim roztoku septonexu a z nich
vynesend zdvislost maximdlni absorbance na koncentraci fluoresceinu se nachdzi na obr. 36.
V piipadé€ vzorkti s CTAB byly ziskany obdobné vysledky.

Forsteriv polomér R, paru perylen-fluorescein byl v micelarnim prostfedi septonexu
stanoven na 4,92 nm a v piipadé roztoku CTAB na 4,87 nm. Hodnoty vSech veliCin
potiebnych k vypocCtu jsou sepsdny v tab. 6.

——ecmise perylenu  ——absorpce fluoresceinu

420 470 520 570
Z (nm)

Obr. 35: Spektrdlni prekryv emisniho spektra perylenu (donor) a absorpcniho spektra fluoresceinu
(akceptor) v 2mM roztoku septonexu.

Tab. 6: Hodnoty veli¢in pouzitych k vypoctuim a ureny Forsteruv polomér paru perylen-fluorescein
v 2 mM miceldrnim prostfedi septonexu a CTAB.

Veli€ina (jednotka) Popis CTAB Septonex
ex (dm’mol™ cm™)  Absorpéni molarni koeficient fluoresceinu 35044 55289
J(dm’cm’ mol™")  Integral spektrilniho piekryvu 8,30-10" 8,59-10'
op Kvantovy vytéZek perylenu 0,861 0,921

n Index lomu prostiedi 1,3313 1,3316
R, (nm) Forsterav polomér 4,87 4,92
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Obr. 36: Absorpcni spektra fluoresceinu o riizné koncentraci (1-25 uM) v 2mM septonexu a z nich

vyhodnocend zdvislost maximdlni absorbance (p7i 502 nm) na koncentraci fluoresceinu ve vzorku.
9.2.2 Metodika vyhodnocovani efektivity FRET

Z divodu nejednotnosti vyhodnocovani efektivity FRET v odborné literatufe, bylo nutné
kvuli srovnavani vysledki v této praci stanovit jednotnou metodiku vyhodnoceni ziskanych
dat.

Model, ktery je vyuZzit vrdmci této prace pro studium FRET v micelarnim systému
septonexu a CTAB je zaloZen na nékolika pfedpokladech: 1) VSechny molekuly donoru
(perylenu) a akceptoru (fluoresceinu) jsou asociovdny s micelami. 2) Distribuce molekul
donoru a akceptoru podléha Poissonové statistice. 3) ZhaSeni fluorescence donoru mize byt
popsédno vyhradné intramiceldrnim pfenosem energie Forsterova typu, ktery vyzaduje piekryv
emisniho spektra donoru a akceptoru.

Vyrazny rozdil ve vyhodnoceni dat prameni zrozdilnosti staciondrniho a Casové
rozliSeného meéfeni fluorescence. Ve vétSin€é odborné literatury jsou vysledky ziskdvany
pouze jednim typem méfeni. V rdmci staciondrnich technik byvéd efektivita FRET
vyhodnocena z poméru intenzity fluorescence donoru za nepfitomnosti akceptoru (Ip) a za
piitomnosti akceptoru (Ipa), kdeZto u Casové rozliSeného méfeni fluorescence se namisto
intenzity fluorescence porovndvaji doby Zivota donoru tp a Tpa (viz rovnice 22).

Nésledujici obr. 37 ukazuje rozdily ve vyhodnoceni efektivity FRET ze staciondrniho
a Casoveé rozliSeného meéfeni pro par perylen-fluorescein v 2mM roztoku CTAB. Obecné,
u Casove rozliSeného meéreni fluorescence lze rozlisit zhdSenou a nezhdSenou formu perylenu
na zdklad¢ stanovenych dob Zivota v systému, k nimz lze pfifadit i amplitudu, kterd vypovida
o mnoZstvi daného druhu emitujici latky. Efektivita FRET je v tomto pfipad€ vyhodnocena ze
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ziskanych dob Zivota zhidSeného a nezhdSeného perylenu, jejichZz pomeér je uUmerny
vzdélenosti, na kterou jsou molekuly donoru a akceptoru vzdaleny, ale neni pfitom ovlivnéna
mnozstvim vznikajicich donor-akceptor par, na rozdil od stacionarniho méfeni. Z tohoto
divodu byla vramci této prace efektivita FRET hodnocena a srovndvana pouze z Casove
rozliSeného mefeni. Normalizovand amplituda (dle rovnice 43) pfisluSejici zhaSenému
donoru, oznaCovand jako vdzand frakce Npa, pak vypovidd o pomeéru poctu zhiseného
a nezhaSeného perylenu po excitaci vzorku.
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Obr. 37: Efektivita FRET mezi pdrem perylen-fluorescein vyhodnocend ze staciondrniho (svétle
modrd) a casové rozliSeného méveni fluorescence (tmavé modrd) v zdvislosti na koncentraci
fluoresceinu v 2mM roztoku CTAB.

9.2.3 Srovnani FRET v micelarnim prostredi septonexu a CTAB
Staciondrni méreni

Jako prvotni inspirace pro méfeni FRET mezi perylenem a fluorescein v miceldrnim prostiedi
septonexu a jeho srovndni s CTAB byl pouZit ¢lanek od F. G. Sdnchéze, ktery se pomoci
staciondrnfho meéfeni fluorescence vénoval studiu intramiceldrniho pfenosu energie mezi
perylenem a fluoresceinem v miceldrnim prostiedi CTAB [86].

Pro zhodnoceni vlivu koncentrace akceptoru (fluoresceinu) v systému na pribéh FRET
byla z korigovanych fluorescencnich spekter vzorkti vyhodnocena intenzita fluorescence pfi
441 nm, kterd odpovidd maximu prvniho piku emisniho spektra perylenu a neni ovlivnéna
fluorescenci fluoresceinu. Na ndsledujicich obr. 38 a 39 jsou vyobrazena nekorigovana
a korigovand fluorescen¢ni spektra paru perylen-fluorescein v prostfedi 2mM septonexu. Jak
je znich patrné, vzhledem k probihajicimu pfenosu energie, s rostouci koncentraci
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fluoresceinu v systému dochézi k poklesu intenzity fluorescence perylenu a zaroven k narastu
intenzity fluorescence fluoresceinu. Z obr. 38 je taktéZ patrny posun emise fluoresceinu
k delsim vlnovym délkdm pfi jeho zvySujici se koncentraci. Tento posun je pravdépodobné
zpusoben zéafivym prechodem vlivem self-absoprce molekul fluoresceinu a byl odstranén
korekci dle absorbance vzorku (rovnice 41).
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Obr. 38: Nekorigovand fluorescencni spektra pdru perylen-fluorescein v 2 mM roztoku septonexu,
Cper = 1M, cpyo = 0-50 uM s krokem 5 uM.
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Obr. 39: Korigovand fluorescencni spektra pdru perylen-fluorescein v 2 mM roztoku septonexu,
Cper = 1 UM, cpuo = 0-50 uM s krokem 5 uM.
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Obr. 40: Stern-Volmerova (modrd) a Perrinova (Cervend) zdvislost pro pdr perylen-fluorescein

v 2mM roztoku septonexu
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Obr. 41: Stern-Volmerova (modrd) a Perrinova (oranZovd) zdvislost pro pdr perylen-fluorescein
v 2mM roztoku CTAB.
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Obr. 40 a 41 zobrazuji Stern-Volmerovu a Perrinovu zdvislost zhdseni na koncentraci
fluoresceinu ve vzorku pro koncentracni fadu se septonexem a CTAB. Je znich zfejma
linearita Perrinovy zavislosti pro oba tenzidy na rozdil od Stern-Volmerovy zévislosti, u které
pfi vysokych koncentracich fluoresceinu dochazi k zaktiveni smérem vzhuru. Zjistény prabéh
téchto zdvislosti je indikaci tzv. caged systému, v némzZ jsou molekuly donoru a akceptoru
seskupeny pospolu, nikoliv pevné€, ale nachdzeji se ve stejném ,,uzavieném‘ prostiedi. Coz
v ptipadé¢ intramiceldrniho pfenosu energie odpovidd situaci, kdy je molekula donoru,
tj. perylenu, solubilizovdna v hydrofébnim jiadfe micely a molekula akceptoru,
tj. fluoresceinu, interaguje s jejim miceldrnim povrchem.

V em se ale vysledky mezi septonexem a CTAB 1i§i, je hodnota poméru intenzit
fluorescence Iy/I, ktera je u vzorku s nejvyssi koncentraci fluoresceinu zhruba tfiaptlkrat vyssi
v ptipadé CTAB neZ v septonexu. Obecné plati, Ze velikost pfenosu energie v miceldrnim
prostiedi souvisi s nékolika faktory. Prvnim z nich je rostouci koncentrace fluorofora, druhym
je vzdélenost mezi molekulami donoru a akceptoru, tfetim je zvétSujici se prekryv emise
donoru a absorpce akceptoru a Ctvrtym faktorem muze byt zména na preferované&jsi orientaci
molekul donoru vzhledem k molekuldm akceptoru. JelikoZz byla pouZita stejnd koncentrace
fluorescenc¢nich sond v obou piipadech a rozdil mezi prekryvem emisniho spektra perylenu
a absorpéniho spektra fluoresceinu mezi systémem s CTAB a se septonexem neni nijak
vyrazny, zbyvaji dv€ mozné pfiCiny. Co se tykd vzddlenosti mezi molekulami perylenu,
solubilizovanymi v jadie micel a molekulami fluoresceinu, interagujicimi s micelarnim
povrchem, znamenalo by to, Ze v rdmci septonexu jsou molekuly perylenu a fluoresceinu ve
vetsi vzdalenosti neZ u CTAB, coz bylo vyvriceno Casové rozliSenym méfenim. Z téchto
divodi se zatim jako nejpravdépodobnéjsi pfiCina vy$Sitho pomeéru I/l u CTAB jevi
vhodnéjsi orientace prechodovych momentt sond v CTAB oproti septonexu.

Casové rozlisené méreni

Zjistené rozdily pro systémy se septonexem a CTAB byly potvrzeny i vrdmci Casoveé
rozliSenych fluorescennich méfeni. Z vyhasinaci kfivky fluorescence vzorku byly
vyhodnoceny piitomné doby Zivota ajejich amplitudy odpovidajici fluorescenci molekul
perylenu. U vzorkil bez pfitomnosti fluoresceinu byla objevena pouze jedna doba Zivota
perylenu, jejiz hodnota byla vroztoku CTAB stanovena na tpcras = (5,74 + 0,02) ns
a v roztoku septonexu na tpsprx = (5,77 £ 0,02) ns. V piipadech, kdy vzorky obsahovaly
fluorescein, byly pifi 441 nm nalezeny dvé doby Zivota jak u systému se septonexem, tak
s CTAB. Kratsi doba tpa, jejiz hodnota se pohybovala mezi 0,5 a 1,3 ns, ndleZzi molekuldm
perylenu, jejichZ fluorescence je zhdSena vlivem piitomnosti fluoresceinu, del§i doba pak
odpovidé perylenu v daném systému bez ptitomnosti fluoresceinu, jedna se tedy o nezhdSené
molekuly perylenu.

Ze ziskanych dob Zivota a odpovidajicich amplitud byla vyhodnocena efektivita pfenosu
energie £ a vizand frakce Npa v systému. Ziskané vysledky v zdvislosti na koncentraci
fluoresceinu ve vzorcich pro systémy obou pouZitych tenzidi jsou vyobrazeny na
ndsledujicich obr. 42 a 43.
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Obr. 42: Efektivita FRET (modrd) a relativni zastoupeni DA pdrii (Cervend) v zdvislosti na

koncentraci fluoresceinu v 2 mM roztoku septonexu.
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Obr. 43: Efektivita FRET (modrd) a relativni zastoupeni DA pdrii (oranZovd) v zdvislosti na

koncentraci fluoresceinu v 2 mM roztoku CTAB.
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Jak je z nich patrné, efektivita FRET nabyva pro systém se septonexem i CTAB stejnych
hodnot. Jelikoz efektivita pfenosu energie souvisi se vzddlenosti mezi molekuly donoru
a akceptoru, da se predpokladat, Ze u obou tenzida jsou molekuly paru donor-akceptor zhruba
stejné vzdaleny. Rozdilem je ale hodnota vdzané frakce Npa, kdy v pfipadé CTAB vznika
vice paru perylen-fluorescein, neZ je tomu u septonexu. Tento fakt koresponduje a dopliuje
vysledky ze staciondrntho méfeni v pfedchozi kapitole. Ztoho vyplyvd, Ze
nejpravdépodobnéjsi piiinou rozdilt zjisténych vysledkl v septonexu oproti CTAB, je méné
vhodna orientace a lokalizace molekul fluoresceinu vzhledem k molekuldm perylenu.

Srovndni vysledkit FRET a Poissonovy statistiky

Obecné, intramiceldrni pfenos energie je moZny pouze pii situaci, kdy je micela obsazena jak
molekulou donoru, tak i akceptoru. Pravdépodobnost, se kterou tato skuteCnost nastane, 1ze
vypocitat z pouZitych koncentraci fluorescencnich sond adrfive zjiSténych agregacnich
parametra (kapitoly 6 a 7) dle Poissonovy statistiky.
s xne—x
5 =

&1y

’

n!

kde P? je pravdépodobnost, Ze micela obsahuje n solubilizovanych molekul S a x odpovida
poctu solubilizovanych molekul v jedné micele.

Pti dodrZeni nizkych koncentraci donoru a akceptoru v systému pak mohou obecné nastat
Ctyfi moZnosti obsazenosti micely, které jsou zndzornény na obr. 44. JelikoZ je v ramci
fluorescenéniho méfeni sledovédna fluorescence perylenu, z micel, které perylen neobsahuji,
zadny fluorescencni signdl neni ziskan. Fluorescencni signdl pochdzi pouze z micel, které
perylen obsahuji, a to bud’ v nezhdSené formé anebo zhasené diky pfitomnosti molekul
fluoresceinu.

Obr. 44: Obecné moZnosti obsazeni micel molekulami donoru a akceptoru pri nizkych koncentracich

danych ldtek v systému.

Pravdépodobnost obsazeni micely molekulou perylenu se ve studovanych systémech
pohybuje v rozmezi (1 - P§) = 0,025 — 0,058 (viz Pifloha, Tab. P1, P3). JelikoZ ale u micel,
v nichZ se perylen nenachdzi, nedochdzi k absorpci svétla, nedochdazi v nich ani k pfenosu
energie. Z toho davodu je pravdépodobnost vyskytu molekuly akceptoru (fluoresceinu) pro
prenos energie rozhodujici. Na nasledujicich obr. 45 a 46 jsou do grafi vyneseny vypocitané
pravdépodobnosti vyskytu alespoil jedné molekuly fluoresceinu v micele CTAB/septonexu
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v z4vislosti na koncentraci fluoresceinu v systému, spolecné s vdzanou frakci Npa zjiSt€nou
z Casove rozliSeného méreni FRET pro dany systém. Pro vypocet pravdépodobnosti vyskytu
daného fluoroforu byly pouzity stanovené agregacni parametry kationtovych tenzidu v této
disertacni praci, vypocitané pravdépodobnosti véetné pouzitych agregacnich parametri se
nachézeji v Tab. P1-P4 v pftiloze.

Jak je vidét na obr. 45, u micelarniho roztoku CTAB dochézi k pozoruhodné shodé viazané
frakce Npa, stanovené experimentdln€, kterd v sob& ukryvd informaci o pomeéru poctu
nezhdSenych a zhdSenych molekul perylenu po excitaci vzorku a teoreticky vypocitané
pravdépodobnosti vyskytu fluoresceinu pro agregacni Cislo micely CTAB urcené pomoci
staciondrniho méteni (N,e = 35).

m Np, w N=35 = N,,=63
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Obr. 45: Porovndni pravdépodobnost vyskytu alespor jedné molekuly fluoresceinu v micele CTAB

a vdzané frakce Np, v zdvislosti na koncentraci fluoresceinu ve vzorku. (ccrap = 2 mM).

Tento vysledek svadi k mySlence, Ze stanoveni agregacniho Cisla staciondrnim meéfeni
zhaSeni fluorescence bude v ptipadé CTAB redln€jsSi neZ pomoci ¢asové rozliSeného métent,
podle néhoz je agregacni ¢islo CTAB vyssi. Nicméné je tfeba brat v potaz i ovlivnéni
vysledkit FRET vzdjemnou orientaci molekul fluoresceinu a perylenu. I v pfipadé, kdy je
micela obsazena molekulou donoru zdroven s molekulou akceptoru, nemusi dojit k pfenosu
energie diky moZnosti Spatného natoCeni emisnich a absorpcnich pfechodovych momentt
danych molekul. Namétrené vysledky (viz obr. 45) by znamenaly, Ze pokud je doopravdy
miceldrni agregacni ¢islo CTAB rovno 35 v piipadé 2mM roztoku, pak by mezi vSemi pary
perylen-fluorescein, které se potkaly na jedné micele, doSlo vZdy k pfenosu energie nezdvisle
na jejich orientaci anebo by micely CTAB poskytovaly moZnost pfesn€ potiebné orientace
paru donor-akceptor k tomuto procesu.
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U 2mM septonexu na rozdil od CTAB ke shod€ vizané frakce Npa a pravdépodobnosti
vyskytu alespofi jedné molekuly fluoresceinu v micele pfi stanovenych agregacnich
parametrech v této praci nedochdzi. Experimentdln€é stanovend vdzand frakce ma vyrazné
niz8§i hodnotu nez pravdépodobnost vyskytu fluoresceinu pro ob& stanovend agregani Cisla
septonexu. Tento fakt opét koresponduje se zjiSténim, Ze celkové k prenosu energie dochdzi
v ptipadé septonexu méné€ nez u CTAB, coZz bude pravdépodobné& souviset s rozdilnou
orientaci/umisténim molekul fluoresceinu na povrchu micel septonexu oproti CTAB diky
rozdilné velikosti poldrni hlavy téchto tenzidu.

Npy ® N,=29 ® N, =45
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Obr. 46: Porovndni pravdépodobnost vyskytu alespon jedné molekuly fluoresceinu v micele septonexu

a vdzané frakce Nps v zdvislosti na koncentraci fluoresceinu ve vzorku. (csprx = 2 mM).

V ramci vysledki FRET je také nutné brat v dvahu i moznost vicendsobné inkorporace
molekul fluoresceinu na povrch jedné micely a ovlivnéni vysledné efektivity pfenosu energie
diky interakci jedné molekuly perylenu svice molekulami fluoresceinu, jejichZ
pravdépodobnost s rostouci koncentraci fluoresceinu narasta. Na zdkladé propocitani poméru
koncentrace micel a fluoresceinu (viz piilohy, Tab. P1-P4) bylo rozhodnuto o maximdalni
koncentraci fluoresceinu ve vzorku cmyomax = 30 mM pro Casové méfeni a méfeni vlivu
piidavku hyaluronanu.
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9.2.4 Vliv ¢asu po smichani vzorku na vysledky FRET

Pro studium casového vlivu na ziskané vysledky FRET byla pfipravena sada vzorku
v miceldrnim prostfedi septonexu. U naméfenych absorpCnich a emisnich spekter nedochdzelo
ke zménam v prubéhu prodluzujiciho se Casového intervalu po pfidani fluoresceinu do
systému.

Pii Casové rozliSeném méfeni fluorescence u vzorkll s nejnizsi koncentraci fluoresceinu
(cfiwo = 5 uM), bezprostredné po pridani do systému a po dvou hodindch od smichdni, nebyla
nalezena krat§i doba Zivota odpovidajici zhdSenému perylenu. V té€chto piipadech byla
v systému objevena pouze doba Zivota ptislusejici nezhdSenému perylenu. Pfenos energie
mezi perylenem a fluoresceinem se pifi nejnizsi koncentraci fluoresceinu projevil aZz pfi
mefeni po 6 hodindch po ptiddni fluoresceinu. Pii jeho vySSich koncentracich, to jest od
co = 10 uM vySe, pak byly pfitomny dvé doby Zivota ihned po jeho pfiddni do vzorku. Na
nasledujicim obr. 47 jsou do sloupcového grafu vyneseny hodnoty stanovené efektivity
pfenosu energie E a vazana frakce donor-akceptor pari Npa v systému. Jak je vidét, pfi
niz§ich koncentracich fluoresceinu v systému dochéazi k narastu efektivity pfenosu s ¢asem,
coZz poukazuje na neustdlenost daného systému. Pfi vySSich koncentracich fluoresceinu je
efektivita 1 védzand frakce takika konstantni, z cehoZ lze usoudit, Ze pii vysokych
koncentracich akceptoru se pocateCni neustdlenost systému na nameéfenych datech nijak
vyrazn€ neprojevi. Nicméné vzhledem k méfeni i pfi nizkych koncentracich fluoresceinu
v systému byly vSechny vzorky, u nichZ bylo méfeno FRET, preventivné ponechdny na
trepacce alespoil 24 hodin, aby nedochézelo ke zvySovani nepfesnosti méren.
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Obr. 47: Efektivita FRET (tmavé barvy) a relativni zastoupeni DA pdrii (svétlé barvy) v zdvislosti na

koncentraci fluoresceinu v 2 mM roztoku septonexu namévené v riiznych casech po smichdni vzorku.
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9.2.5 Vliv postupného pridavku hyaluronanu

Studium vlivu piidavku hyaluronanu do kationtového miceldrniho systému probihalo na
zékladé opakujicich se Casov€ rozliSenych fluorescencnich meéfeni, mezi kterymi byl do
vzorkll postupné pridavan roztok hyaluronanu. Z vyhasinacich ktivek fluorescence byly
vyhodnoceny dvé pfitomné doby Zivota a jejich amplitudy odpovidajici fluorescenci molekul
zhaSeného a nezhaSeného perylenu. Z nich byla poté vyhodnocena efektivita FRET a vdzana
frakce donor-akceptorovych part v daném piipadé.

Na obr. 48 a 49 jsou do sloupcovych grafi vyneseny zavislosti efektivity FRET a vdzané
frakce Npa na koncentraci fluoresceinu v systému pro rizné koncentrace hyaluronanu ve
vzorku. Jak v pifipad€ septonexu, tak i v pifipadé CTAB dochdzi s rostouci koncentraci
hyaluronanu k prodluzovani doby Zivota piislusejici molekuldm zhaseného perylenu a nartustu
piisluSné amplitudy, diky CemuZz se zjiSténd efektivita pfenosu energie s piridavkem
hyaluronanu sniZzuje a hodnota vazané frakce donor-akceptorovych pard naopak zvySuje.
Jinymi slovy, pokud dochézi ke sniZovani efektivity prenosu, znaci to zvétSujici se vzdalenost
mezi molekulami perylenu a fluoresceinu, mezi kterymi FRET probiha. Narist vazané frakce
Npa pak souvisi s rostoucim poétem vznikajicich donor-akceptorovych par.
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Obr. 48: Vliv pridavki hyaluronanu na efektivitu FRET (modrd) a relativni zastoupeni DA pdril

(Cervend) v zdvislosti na koncentraci fluoresceinu v 2mM roztoku septonexu.
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Obr. 49: Vliv pridavki hyaluronanu na efektivitu FRET (modrd) a relativni zastoupeni DA pdril

(Cervend) v zdvislosti na koncentraci fluoresceinu v 2mM roztoku CTAB.

Prvni z vysvétleni tohoto jevu by mohla byt fiize n€kolika micel do jedné vétsi, druhou
moznosti by pak bylo vytvofeni tzv. struktury perlového ndhrdelniku, kdy jsou na fetézci
polyelektrolytu formovany mensi agregity miceldrniho typu. V obou ptipadech by teoreticky
meélo dochdzet ke zvySujici se pravdépodobnosti potkdni se perylenu a fluoresceinu do
potfebné vzdalenosti, pifi které pfenos energie probiha a zaroven k narstu vzdalenosti mezi
molekulami perylenu a fluoresceinu.

Na piikladu na nésledujicim obr. 50 u vychoziho miceldrniho roztoku k FRET nedochézi,
jelikoZ ani u jedné micely nejsou zaroven piitomny molekuly donoru a akceptoru. V ptipadé,
kdy po interakci s hyaluronanem dochdzi k fuzi téchto micel a vzniku jedné vé&tsi, dochazi
i k tomu, Ze se molekula donoru a molekula akceptoru solubilizuji do jedné micely, v niZ se
potkaji v dostate¢né vzdalenosti pro prenos energie. Splynutim dalSich micel do vétSich
miceldrnich dtvara pak vzrusta i pravdépodobnost tvorby donor-akceptorového paru.

Pokud interakce pavodnich micel s fetézcem hyaluronanu vede ke vzniku struktury
perlového nahrdelniku, pak teoreticky muze dojit k situaci, kdy se solubilizovany donor
v jedné minimicele dostane do vhodné vzdalenosti s akceptorem, ktery sice interaguje s jinou
minimicelou, avSak vlivem sbaleni se do vétSiho agregitu diky fet€zci hyaluronanu se
dostanou dostatecné blizko sebe na to, aby mezi nimi prenos energie probéhl. Tento pienos
energie pak bude mit diky vétsi donor-akceptor vzdédlenosti niz$i efektivitu, zdroven i oproti
miceldrnimu systému bez hyaluronanu diky zvétSujicimu se mnoZstvi podobnych sbalenych
perlovych nahrdelnika vzroste pravdépodobnost vytvoreni dal§ich donor-akceptorovych para.
V tomto piipadé by ale mohly vznikat i donor-akceptorové pary v rdmci jedné minimicely,
u nichZ by naopak vzdélenost donoru a akceptoru byla mensi nez u pavodnich klasickych
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micel a tedy by i efektivita pfenosu energie méla byt vyssi. Je tfeba ale brat v ivahu i omezeni
pfesnosti stanoveni vzddlenosti mezi donor-akceptor parem vychdzejici ze samotného
principu mefeni FRET.

Obr. 50: Moziné vysledky interakci mezi hyaluronanem a kationtovymi micelami: a) vytvoreni

struktury tzv. perlového ndhrdelniku, b) fiize vice micel do jedné vétsi micely.

Na obr. 51 je vynesena zdvislost efektivity FRET na vzddlenosti mezi donorem
a akceptorem pro par perylen-fluorescein, u kterého byl Forsteriv polomér (vzdélenost, kdy
ma prenos energie efektivitu 50 %) stanoven na 4,9 nm. JizZ v klasickém miceldrnim roztoku
se nameéfend efektivita prenosu pohybuje mezi 85-90 %, coZz zhruba odpovidd donor-
akceptorové vzdalenosti okolo 3,5 nm. Tato vzddlenost by pak meéla pfiblizné odpovidat
miceldrnimu poloméru. Pokud by doSlo ke vzniku minimicel na fetézci hyaluronanu, je
vysoce pravdépodobné, Ze by se molekula perylenu v hydrofobnim jddfe a molekula
fluoresceinu na povrchu stejné minimicely dostaly do tak velké blizkosti, Ze by doSlo k témért
uplnému zhéseni perylenu, diky kterému by se doba Zivota takovéto molekuly perylenu bliZila
0 ns a nebyla by rozpoznatelnd od Sumu pozadi. Pro predstavu, 99% efektivita FRET
odpovidé vzdélenosti perylen-fluorescein rpa = 2,3 nm.

Z vysledki méfeni tedy nelze stoprocentné rozhodnout, kterd varianta agregati
hyaluronan-micela je pravdépodobnéjsi.

80



100 E =95 %; rp, = 3.0 nm
TN 4
'r : 80 Fna = 3.9 nm
1 — O 0 DA — 2
I .L‘l‘
[ | 70 3
________________ 1 _:__l .o 11111
S N
?-‘ 60 - [ : :
R R
! (I
b - { Ty AT PR PR
IR
40 RIEREER
! [ ]
Lob_dodo—-t
---------------- vl 31 1 4
20 - R
! | ] ]
[ | ] ]
! [ ] 1
““““““““ i i R B
! (| ] ]
" 4441 :
0 2 4 6 8 10
ps (nm)

Obr. 51: Zavislost efektivity FRET na vzddlenosti mezi donorem a akceptorem pro pdr perylen-

fluorescein (Forsteriiv polomér Ry = 4,9 nm).
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10 ANIZOTROPIE V MICELARNIM ROZTOKU SEPTONEXU
A CTAB

V této kapitole disertacni priace jsou shrnuty poznatky ze staciondrniho a €asové rozliSeného
meéfeni anizotropie fluorescence perylenu a fluoresceinu v miceldrnim prostfedi septonexu
a CTAB po postupnych pridavcich hyaluronanu.

Metoda anizotropie fluorescence, kterd je zaloZend na principu méfeni polarizované
fluorescence, se zpravidla v pifipadé micelarnich systémi vyuZzivd pro pozorovani
a stanovovani viskozitnich pomért (rigidity, fluidity) v mikrookoli fluoroforu. Jelikoz je
hydrofobni perylen ptednostné solubilizovdn v jaddru micely a fluorescein interaguje
s miceldrnim povrchem, 1ze z naméfenych hodnot anizotropie fluorescence téchto dvou sond
usuzovat strukturni zmeény tykajici se celé micely, ke kterym dochdzi diky interakci s fetézci
hyaluronanu.

10.1 Experimentalni ¢ast

10.1.1 Priprava vzorku

Byly pfipraveny Cc¢tyfi vychozi sady vzorki — perylen v septonexu, perylen v CTAB,
fluorescein v septonexu a fluorescein v CTAB, pficemZ koncentrace roztoka tenzidu Cinila
2 mM a koncentrace fluorescen¢ni sondy v dané fad¢ byla 1:10° M. U téchto vzorkd probéhlo
meéfeni emisnich spekter, staciondrni anizotropie fluorescence, doby Zivota a asove rozliSené
meéfeni anizotropie fluorescence. Nasledné bylo ke vzorkiim piidano dané mnozstvi roztoku
hyaluronanu, vzorky byly protfepdny na vibracnim michadle a ponechdny na tfepacce do
druhého dne, kdy byla opét provedena vSechna fluorescenéni meéteni, po nichz byl do vzorku
opét pridan dals$i hyaluronan, atd. Celkem byly provedeny Ctyfi pfidavky hyaluronanu do
vSech vzorki, pficemz maximalni koncentrace hyaluronanu meéla hodnotu 0,11 g/1.

10.1.2 Meéreni

Vzorky s perylenem

Emisni spektra (Fluorolog) byla métena v rozsahu 420-620 nm pfi excitacni vinové délce
389 nm, integracnim cCase 0,1 s a pfi nastaveni Stérbin na 2 nm. Staciondrni anizotropie byla
meéfena v L-formdtu, pfi excitacni vinové délce 389 nm, emisni vinové délce 441 nm a pfi
nastaveni Stérbin na 5 nm. Pro kazdy vzorek bylo nastaveno 5 opakovédni meéfeni, pficemz
vysledkem byla zjisténd primérnd hodnota anizotropie. Integra¢ni Cas byl u vSech vzorka
nastavenna I s.

Déle bylo metodou TCSPC (FluoroCube) meétfeno vyhasindni fluorescence vzorku.
Z vyhasinaci kfivky fluorescence pfi nastaveni polarizatori na magicky thel 54,7° byla
vyhodnocovana doba Zivota vzorku. Ze souboru vyhasinacich kfivek pii riznych nastavenich
polarizatora (VV, VH, HV, HH, V - vertikdln¢, H — horizontdln€¢) byla vyhodnocena
vyhasinaci kfivka anizotropie fluorescence pro dany vzorek. Jako excitacni zdroj byla pouZita
NanoLED dioda o vInové délce 389 nm, emisni monochrométor byl nastaven na 441 nm,
rozsah TAC byl nastaven na 100 ns a repetion rate na 1 MHz. Minimdlni rozdil mezi
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vyhasinacimi kfivkami fluorescence pro vyhodnoceni anizotropie byl nastaven na 5 000
countt (fotontl). VSechna meéfeni probihala pfi teploté 25 + 1 °C.

Vzorky s fluoresceinem

Meéfteni emisnich spekter, stacionarni anizotropie, doby Zivota fluorescence a Casové rozliSené
anizotropie probihalo pfi obdobném nastaveni piistroji jako u vzorkd s perylenem. Za
excitacni vlnovou délku bylo zvoleno 470 nm, emisni spektrum fluoresceinu bylo métfeno
v rozsahu 490-620 nm a anizotropie pti emisni vlnové délce 525 nm. U asove rozliSenych
meéfeni byla jako excitacni zdroj pouzita NanoLED 470L dioda a emisni monochrométor byl

nastaven na 525 nm.

10.1.3 Vyhodnoceni dat

Doba Zivota

Nameétené vyhasinaci kfivky fluorescence byly vyhodnoceny v programu DAS6 proloZenim

1-5 exponencidlni funkci viz rovnice (41).
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Obr. 52: Vyhodnoceni doby Zivota fluoresceinu (1 uM) v2mM septonexu bez pritomnosti
hyaluronanu. Prompt — odezva lampy, Decay — vyhasindni fluorescence, Fit — proloZeni dat

exponencidlni funkct.
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Casové rozliSend anizotropie fluorescence

Z naméfenych vyhasinacich kfivek fluorescence pii danych orientacich polarizatord byla
v programu DAS6 vytvofena vyhasinaci kfivka anizotropie fluorescence, kterd pak byla
proloZena funkci ve tvaru:

r(t) =1, + Biexp <T_—t>, (52)

kde r., ptedstavuje infinitni neboli rovnovdznou hodnotu anizotropie fluorescence, B; je pied-
exponencidlni funkce (amplituda), které souvisi s mnozstvim emitujici latky v analyzovaném
vzorku a 7; jsou piislusné rotacni korelacni doby.
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Obr. 53: Vyhodnoceni vyhasindni anizotropie fluorescence fluoresceinu (1 uM) v 2mM septonexu bez
pritomnosti hyaluronanu. Decay — vyhasindni anizotropie fluorescence, Fit — proloZeni dat

exponencidlni funkct.
10.2 Vysledky a diskuze
10.2.1 Emisni spektra, doba Zivota

Emisni spektra (jejich tvar a poloha maxima) perylenu a fluoresceinu v septonexu a CTAB
nebyla ovlivnéna piidavky hyaluronanu do systému. TaktéZ doba Zivota se u obou fluorofora
vlivem pfitomnosti hyaluronanu neménila. Fluorescein vykazoval ve vSech vzorcich se
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septonexem stejnou dobu Zivota tasprx = (4,36 = 0,02) ns a ve vzorcich s CTAB byla jeho
doba Zivota stanovena na tg cras = (4,39 + 0,04) ns. Perylen v roztoku septonexu nezdvisle na
piidavcich hyaluronanu vykazoval dobu Zivota tersprx = (5,75 + 0,05) ns a ve vzorcich
s CTAB pak jeho doba Zivota byla stanovena na tper,sprx = (5,70 £ 0,07) ns. Z toho vyplyva,
Ze nameéfené zmeény v hodnotach anizotropie fluorescence jsou zpusobeny pouze omezenim
rotacniho pohybu fluorescen¢nich sond vlivem zmény struktury jejich mikrookoli.

10.2.2 Stacionarni anizotropie

Na obr. 54 a 55 jsou v grafech vyneseny zdvislosti staciondrni anizotropie fluorescence
perylenu a fluoresceinu v 2mM roztoku kationtového tenzidu na koncentraci hyaluronanu ve
vzorku, kterd byla zvySovdna postupné ptidavky tohoto biopolymeru do systému. Hodnoty
anizotropie pfisluSejici molekuldm perylenu vypovidaji o mikroviskozitnich zménédch
hydrofobnich jader micel, anizotropie fluoresceinu pak zobrazuje strukturni zmény
odehrédvajici se na miceldrnim povrchu. Ziskané hodnoty anizotropie fluorescence pro
jednotlivé ptipady jsou shrnuty v tab. 7.

U obou tenzidii ma naméfend anizotropie fluorescence perylenu nizkou hodnotu v rozmezi
0,016-0,020, coZ znaci vysokou fluiditu prostiedi miceldrniho jadra, v némz se molekuly
perylenu nachdzi. Pro srovndni, nejvy$§i moznd anizotropie perylenu v pfipadé nulového
rotacniho pohybu ma hodnotu 0,35 [1], v pfipadé neomezeného rotacniho pohybu perylenu se
anizotropie fluorescence limitné blizi nule. Vlivem piidavkt hyaluronanu do systému dochazi
pouze k velmi nepatrnému nardstu anizotropie fluorescence perylenu, ktery by souvisel se

strukturnimi zmé&nami jadra.

---¢--- fluorescein ~ ---¢--- perylen
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Obr. 54: Staciondrni anizotropie fluorescence perylenu (cervené) a fluoresceinu (modre) v zdvislosti

na koncentraci hyaluronanu postupné priddvaného do 2mM roztoku septonexu.
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Obr. 55: Staciondrni anizotropie fluorescence perylenu (oranZové) a fluoresceinu (modre) v zdvislosti

na koncentraci hyaluronanu postupné priddavaného do 2mM roztoku CTAB.

Tab. 7: Hodnoty staciondrni anizotropie fluorescence perylenu a fluoresceinu v2 mM miceldrnim
prostiedi septonexu a CTAB po piidavcich hyaluronanu do systému.

Septonex CTAB
Chya (g/1) <Fuo> <Fper> <Fuo> <Fper>
0 0,074 + 0,003 0,015 + 0,002 0,085 + 0,002 0,017 £ 0,003
0,03 0,075 £ 0,002 0,016 + 0,002 0,086 + 0,002 0,018 + 0,002
0,06 0,077 £ 0,003 0,017 £ 0,002 0,087 + 0,003 0,019 + 0,002
0,08 0,081 + 0,002 0,018 + 0,002 0,093 + 0,004 0,019 + 0,002
0,11 0,084 + 0,003 0,018 + 0,002 0,103 + 0,003 0,020 + 0,002

Na rozdil od perylenu, u fluoresceinu dochdzi k vyraznéjSimu narGstu anizotropie
s rostouci koncentraci hyaluronanu ve vzorku, coZ znaci vyznamnéjSi ovlivnéni struktury
miceldrntho povrchu diky interakcim s fetézci hyaluronanu, nez je tomu v piipadé
hydrofobniho jadra. U septonexu je narGst anizotropie méné znatelny oproti vzorkim
s CTAB, celkové i naméfené hodnoty anizotropie v raimci koncentracni fady se septonexem
jsou niZsi.

10.2.3 Casové rozliSena anizotropie

Casové rozliSené mefeni anizotropie fluorescence potvrdilo ziskané vysledky v rdmci
staciondrniho méfeni anizotropie. Na obr. 56 a 57 se nachdzi naméfené poklesy anizotropie
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fluorescence fluoresceinu a perylenu v rdmci fady se septonexem. Vyhodnocené rotacni
korelacni doby (Cas, za ktery se molekula fluoroforu oto¢i o 1 radidn) jsou shrnuty v tab. 8.
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Obr. 56: Vyhasinaci krivka anizotropie fluorescence fluoresceinu v prostredi 2mM septonexu

obsahujicim riizné pridavky hyaluronanu.
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Obr. 57: Vyhasinaci k¥ivka anizotropie fluorescence perylenu v prostiedi 2mM septonexu obsahujicim

riizné pridavky hyaluronanu.
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U vyhasinacich kfivek anizotropie fluorescence fluoresceinu pii zvySujici se koncentraci
hyaluronanu v systému dochdzi k posunu smérem k vy$§im hodnotdm anizotropie r(¢), kdeZto
u vzorka s perylenem k viditelnému posunu vyhasinacich kfivek anizotropie nedochazi,
ackoliv se hodnoty zjiSt€nych rotacnich korela¢nich dob perylenu mirné zvysuji. Celkovée
vyhodnocené rotaCni korelacni doby koresponduji se ziskanymi vysledky v rdmci
stacionarniho méteni, kdy u perylenu dochdzi pouze k t¢émé&f neznatelnému omezeni rotacniho
pohybu a u fluoresceinu je pak toto omezeni pohybu vyraznéjsi.

S ohledem na zavéry z mefeni FRET ve stejném systému, naméfené hodnoty anizotropie
fluorescence obou sond spiSe odpovidaji situaci, ve které vlivem interakci vznikd struktura
podobnd perlovému ndhrdelniku, kdy dochédzi k formovani menSich vdzanych micely na
fetézci hyaluronanu. Malé zmeény v anizotropii a rotaénim korelaCnim case perylenu
koresponduji s ovlivnénim mikroprostiedi hydrofobniho jadra, u n¢hoz dojde ke zmenSeni
vlivem celkového zmenSeni micely, tim paddem i k mirnému omezeni rotaCniho pohybu
perylenu. Interakce micel s hyaluronanem pak vedou k vyrazn&jSimu ovlivnéni okoli
fluoresceinu, tedy miceldrniho povrchu, kdy vlivem piitomnosti hyaluronanu dochdzi ke
zvySeni rigidity prostiedi micelarniho povrchu, které dsti v omezovani rotacniho pohybu
fluoresceinu.

Tab. 8: Hodnoty rotaéni korelaéni doby perylenu a fluoresceinu v 2mM miceldrnim prostiedi
septonexu a CTAB po pfidavcich hyaluronanu do systému.

Septonex CTAB
Chya (&/1) Tr w0 (NS) T per (1) Tr w0 (NS) T per (DS)
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 £0,02
0,06 1,32 £0,04 0,84 £ 0,04 1,51 £0,05 0,90+ 0,03
0,08 1,37 £0,03 0,85 +0,02 1,53 £0,02 0,92 +£0,02
0,11 1,41 £0,04 0,87 £ 0,04 1,62 + 0,04 0,94 £ 0,04
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11 (VZASOVE RQZLléENA SPEKTRA PRODANU V RUZNYCH
PROSTREDICH

Tato kapitola disertacni prace se zabyva studiem fotofyzikdlniho chovani prodanu v raznych
prostiedich se zamérenim se na kationtové micelarni systémy septonexu a jejich interakci
s hyaluronanem.

Prodan, 6-propionyl-2-dimethylaminonaftalen je fluorescen¢ni sonda citlivd na polaritu
a pritomnost vodikovych muastkt (viz kapitola 2.1.3). Jeho absorpéni a emisni spektra
vykazuji silny posun s vlastnostmi prostfedi. Obecné se excitovand molekula prodanu muze
vyskytovat ve dvou riznych stavech. Prvnim z nich je tzv. LE stav (locally excited), ktery
muiZe pfejit na energeticky chudsi tzv. ICT stav (intramolecular charged transferred).
V nepolérnich prostredich dochézi zpravidla k emisi zéfeni z LE stavu, v polarnich pak diky
silné interakci s rozpoustédlem ze stavu ICT.

CH,
x 1y

NL-CH,

OO o . OO - |
—; —
CH;CH,—C CHCH— CH,CH,—C
4=

LE ICT

Obr. 58: Struktura molekuly prodanu — LE stav (lokdlné excitovany) a ICT stav (intramolekuldrni

prenos ndboje).

V ramci této prace byly studovany rozdily ve fotofyzikalnim chovani prodanu v riznych
prostiedich. Nejprve byly zkoumany moZzné interakce prodanu se samotnym hyaluronanem
a molekulami septonexu pii nizkych koncentracich, tj. za nepfitomnosti micel v systému.
Nésledovalo méteni fluorescennich charakteristik prodanu v miceldrnim systému septonexu
a také v miceldrnim roztoku septonexu s piidavkem hyaluronanu.

2 V2

11.1 Experimentalni ¢ast
11.1.1 Priprava vzorka

Pro tyto experimenty byly pfipraveny vzorky, v nichZz byl prodan rozpuStén v raznych
vodnych roztocich — voda, roztok hyaluronanu (340 kDa) o koncentraci 0,1 g/l, 0,4 mM
roztok septonexu, 2 mM roztok septonexu a 2 mM roztok septonexu s hyaluronanem
(340 kDa, 0,1 g/1). Koncentrace prodanu ve vzorku byla zvolena na 5:10° M, pii této
koncentraci by nemélo dochazet ke tvorbé agregati sondy, ale zdroven umoziiuje relativné
rychly sbér dat. Vzorky byly pfipraveny standardnim postupem.

11.1.2 Méreni

Meéfteni emisnich spekter a vyhasinacich kfivek fluorescence probihalo na pfistroji FluroCube.
Pro excitaci byla pouZita NanoLED dioda o vlnové délce 372 nm s Sitkou pulzu 1,1 ns.
Rozsah TAC byl nastaven na 50 ns, coaxial delay na 65 ns a sync delay na O ns. Polarizatory
byly nastaveny na magicky thel 54,75°. Emisni spektrum bylo méfeno rychlosti 1 nm/1 ns.
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Vyhasinaci kfivky fluorescence byly sbirdny pifes celé emisni spektrum prodanu s krokem
S nm.

11.1.3 Vyhodnoceni dat

Vyhasinaci kfivky fluorescence byly vyhodnoceny v programu DAS6 pomoci globalni
analyzy, kterd umoznuje soucasné proloZzeni vSech naméfenych vyhasinacich kfivek pro dany
vzorek zdkladni 1-5 exponencidlni funkci (rovnice 41) za pfedpokladu, Ze soubor
vyhasinacich kfivek fluorescence odpovidd stejnému zdkladnimu modelu rozpadu
fluorescence se sdilenymi parametry dob Zivota.

Dekonvoluce staciondrnich emisnich spekter (rozlozeni na jednotlivé fluorescenéni
komponenty) byla provedena na zdkladé stanovenych dob Zivota riznych forem prodanu
a jejich relativnich (frakcnich) amplitud f;, které byly spocitdny dle rovnice (42).

Casové rozliSend spektra (TRES) pak byla ze ziskanych parametrti rekonstruovdna dle
vztahu:

-t

Li fi(Deri @ (53)
YifiMTi(AY

kde Iss predstavuje staciondrni intenzitu fluorescence, t; je doba Zivota excitovaného stavu
a fi je jeji prisluS$nd relativni amplituda.

If(4,t) = Iss(4)

11.2 Vysledky a diskuze
11.2.1 Interakce prodanu s hyaluronanem a septonexem pod CMC

Jako zaklad studia miceldrnich systému septonexu a jejich interakci s hyaluronanem pomoci
prodanu jako fluorescencni sondy bylo potieba zjistit, zda molekuly prodanu interaguji se
samotnym hyaluronanem nebo s molekulami septonexu v systému pod kritickou miceldrni
koncentraci. Z toho divodu byl proveden soubor meéfeni vyhasinacich kfivek fluorescence
prodanu ve vodném prostiedi, ve vodném roztoku hyaluronanu a v 0,3 mM roztoku septonexu
(kritickd miceldrni koncentrace septonexu byla stanovena na 0,83 mM, viz kapitola 6). Na
obr. 59, 60 a 61 jsou zobrazena ziskanad Casové rozliSend spektra TRES a rozloZend emisni
spektra na jednotlivé formy prodanu.

Obecné, v aprotickych polarnich rozpoustédlech, ke kterym patii voda, prodan emituje
z ICT stavu a vykazuje dvé doby Zivota, z nichz kratsi (7; ~ 0,6 ns) piislusi komplexiim, které
vytvaii molekuly prodanu s molekulami vody diky vodikovym mustkiim [95]. Tento jev byl
v ramci ziskanych vysledkd potvrzen. Dekonvoluci emisniho spektra prodanu ve vodé byly
stanoveny dvé jeho emisni formy, jejichZz doby Zivota maji hodnoty t; = (0,63 + 0,03) ns
a1 = (1,81 £0,04) ns. Emisni maximum prvni formy mé hodnotu 4; = (510 £ 2,5) nm, druha
forma prodanu md nejvyrazn&j§i emisi pii 4, = (525 #+ 2,5) nm. Casové rozliSené spektrum
(TRES) prodanu ve vodé ukazuje pouze jeden emisni pik s Apnax = (520 £ 2,5) nm, u néhoz
nedochdzi k posunu s Casem.
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Obr. 59: Dekonvoluce emisniho spektra (vlevo) a casové rozlisend spektra TRES (vpravo) prodanu

o koncentraci 5-10° M ve vodném prostredi.
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Obr. 60: Dekonvoluce emisniho spektra (vlevo) a casové rozlisend spektra TRES (vpravo) prodanu
o koncentraci 5-10° M v 0,1 g/l roztoku hyaluronanu (340 kDa).
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Obr. 61: Dekonvoluce emisniho spektra (vlevo) a casové rozlisend spektra TRES (vpravo) prodanu

o koncentraci 5-10° M v 0,3mM roztoku septonexu (ccyc = 0,83 mM).

Velmi podobné vysledky byly naméteny taktéZz pro prodan ve vodném roztoku
hyaluronanu a ve vodném roztoku septonexu pod jeho kritickou miceldrni koncentraci.
V piipadé€ roztoku hyaluronanu maji zjisténé doby Zivota forem prodanu v systému hodnoty
71 = (0,65 £ 0,02) ns a 12 = (1,88 = 0,05) ns, u roztoku septonexu pak 7; = (0,64 + 0,03) ns
a1, = (1,84 + 0,03) ns. Polohy jednotlivych emisnich maxim odpovidaji vzorkim s Cistym
vodnym prostiedim. Stejné€ je tomu tak i v pfipadé€ Casovée rozliSenych spekter. Jediny drobny

91



rozdil oproti Cisté vodé spocivd v malém utlumu emisni formy prodanu, kterd vytvari
s molekulami komplexy pfes vodikovou vazbu, coz je pravdépodobné zpliisobeno piitomnosti
dalSich latek (hyaluronanu, septonexu) ve vzorku. Celkové lze ale fici, Ze s nejvySsi
pravdépodobnosti nedochdzi k zZddnym interakcim mezi prodanem a samotnym
hyaluronanem, ani prodanem a jednotlivymi molekulami septonexu v roztoku pod CMC.

11.2.2 Prodan v micelarnim roztoku septonexu

V micelarnim roztoku septonexu byly zjistény tfi rizné doby Zivota odpovidajici jednotlivym
formam prodanu. Na modré strané€ spektra, s maximem emise okolo 440 nm, m4 prvni forma
prodanu dobu Zivota t; = (0,20 £ 0,04) ns. Z polohy tohoto lokdlniho emisniho maxima
a prislusné délky doby Zivota Ize pfedpoklddat, Ze se jedna o molekuly prodanu emitujici z LE
stavu, které jsou solubilizovany v hydrofobnim jddfe micel septonexu.

Druhé forma prodanu vykazuje maximum emise pii vlnové délce okolo 480 nm a piislusi ji
doba Zivota 1, = (0,64 + 0,03) ns. Bathochromni posun emise spolecné s prodlouZenim doby
Zivota signalizuje vySS§i polaritu mikroprostfedi, v némz se tento emisni druh prodanu nachazi.
Pravdépodobné se bude jednat o prostiedi palisddové vrstvy micely, kterd se nachdzi mezi
hydrofobnim jadrem a polarnimi hlavami molekul tenzidd, odkud budou molekuly prodanu
emitovat z LE stavu.

Tieti emisni druh prodanu, nalezeny v miceldrnim prostfedi septonexu, ma odliSny
charakter oproti dvéma predchozim formdm prodanu lokalizovanych uvnitf miceldrnich
agregatd. Jeho emise je nejvice posunutd smérem k Cervené oblasti spektra (maximum ma
okolo 495 nm), je dominantni, a zjiSt€énd doba Zivota md vyrazn€ vyS$i hodnotu oproti
predchozim pfipadim, tj. 73 = (2,52 £ 0,03) ns. S nejvetsi pravdépodobnosti se jedna
o molekuly prodanu nachézejici se na hydratovaném povrchu micelarnich agregatu, u nichz
vlivem interakci s molekulami vody dochdzi k pfenosu nédboje, diky kterému pak tyto

molekuly prodanu emituji z energeticky chudSiho stavu ICT.
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Obr. 62: Dekonvoluce emisniho spektra (vlevo) a casové rozlisend spektra TRES (vpravo) prodanu

o koncentraci 5-10° M v 2mM roztoku septonexu (ccyc = 0,83 mM).

Casové rozlidend spektra prodanu v miceldrnim roztoku septonexu vykazuji dva piky,
z nichZ prvni, nachdzejici se na modré stran€ spektra, se v delSich Casech po excitaci vytraci.
U dominantniho piku se poloha jeho maxima s ¢asem po excitaci nemeéni. Tento pribéh TRES
odpovida teoretickému modelu dvou stavi, ktery byva vhodny pro popis reakei

92



v excitovaném stavu, a také odpovida situaci, kdy dochdzi k vnitfnimu pfenosu nédboje, coz je
tento konkrétni ptipad.

11.2.3 Prodan v micelarnim roztoku septonexu s pridavkem hyaluronanu

Po ptfidavku hyaluronanu do 2mM roztoku septonexu byly pfi Casové rozliSeném meéteni opét
nalezeny tfi doby Zivota prodanu, stejné jako v piipade Cistého miceldrniho prosttedi. Prvni,
nejkratsi z nich, piisluSejici molekuldm prodanu lokalizovanych v hydrofobnim jadfe agregatu
emitujicich z LE stavu, md hodnotu t; = (0,20 + 0,05) ns. Maximum emise této formy
prodanu je oproti €istému miceldrnimu roztoku posunuto vice na modrou stranu spektra.
Prostfedni doba Zivota, pfisouzend molekuldm prodanu v oblasti palisidové vrstvy, se oproti
systému bez hyaluronanu lehce zkritila a md hodnotu 7, = (0,54 + 0,06) ns. Stejné jako
u prvni formy prodanu, dochédzi i tomto piipad€, vlivem piidavku hyaluronanu, k posunu
emise vice na modrou stranu spektra. U tfeti, dominantni formy prodanu, zistivd maximum
emise, stejn€ jako u Cist¢tho 2mM septonexu, na hodnoté Amax = (495 + 2,5) nm. Pfislusnd
doba Zivota ma hodnotu 13 = (2,66 = 0,04) ns.

U Casové rozliSenych spekter je oproti Cistému miceldrnimu prostiedi zvyraznéna emise na
modrém okraji spektra, kterd se s rostoucim Casem po excitaci vytraci. Tento pik odpovida
molekuldm prodanu nachézejicim se uvnitf miceldarnich agregati emitujicich z LE stavu.
Stejné jako v Cistém miceldrnim roztoku, nedochdzi u dominantniho piku k posunu s ¢asem
po excitaci vzorku. Tento dominantni pik ndleZi molekuldm prodanu lokalizovanym na
povrchu agregata emitujicim z ICT stavu.

Z téchto vysledku lze usuzovat bud’ na omezeni kontaktu molekul prodanu lokalizovanych
na povrchu agregatt s molekulami vody, ktery vede k pfechodu ze stavu LE do ICT nebo opét
ke vzniku vétstho poCtu mensich miceldarnich agregati v podobé struktury perlového
ndhrdelniku, v nichZ se molekuly prodanu mohou solubilizovat do hydrofobniho prostfedi,
které preferuji, coz by také vysvétlilo zvyraznéni emise na modré strané spektra.

1,2 0,5
X global = 0.89 S-S
1.0 0.20 ns 0.4
,.-,‘ ====0,54 ns
0,8 4 » ———— 0,5-0,9 ns
- ‘;l \,\ 2.66 ns 0.3

0,6 ’ \‘ 1-9 ns

)

,l \ 10 ns
0.4 ’, \
J \\
0,2 (oad 1
’:’ \\q \
" &\ -
0,0 ..n.‘" : bl PYSSPPPRPPIRy -+ |
400 450 500 550 600 400 450 500 550 600
/. (nm) / (nm)

Obr. 63: Dekonvoluce emisniho spektra (vlevo) a casové rozlisend spektra TRES (vpravo) prodanu

o koncentraci 5-10° M v 2mM roztoku septonexu s hyaluronanem o koncentraci 0,11 g/l.
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12 ZAVER

Cilem této disertaCni price bylo rozSifeni pouZzitelnych staciondrnich a asove rozliSenych
pokrocilych fluorescencnich technik dostupnych na Skolicim pracovisti, které 1ze vyuZit pro
studium vlastnosti kationtovych micelarnich systémi a jejich interakci biopolymery. Tyto
metody pak aplikovat na miceldrni systémy septonexu a CTAB, posléze na studium interakci
mezi témito systémy a hyaluronanem.

Nejprve byla v rdmci priace vypracovéna literdrni reSerSe, ve které jsou shrnuty zdkladni
poznatky z oblasti interakce kationtovych tenzidi s hyaluronanem a vhodné fluorescenéni
metody pro studium vlastnosti micelarnich systémui. Na zdklade reSerSe pak byly vybrany
fluorescen¢ni metody pouZité v této praci.

Jelikoz v odborné literatufe nebylo doposud podrobnéji komentovdno agregacni chovani
septonexu ve vodném prostiedi, byla z méfeni emisniho polaritntho indexu pyrenu
vyhodnocena kritickd micelarni koncentrace septonexu. Miceldrni agregacni ¢islo pak bylo
stanoveno pro 2, 5, 10 a 25mM roztok tenzidu pomoci staciondrniho a ¢asové rozliSeného
meéfeni zhaseni fluorescence pyrenu cetylpyridinium chloridem. Kvuli srovnani vysledka byly
stejnym zpusobem stanoveny agregaéni parametry i pro CTAB. Kritickd micelarn{
koncentrace septonexu byla stanovena na 0,833 mM, pro CTAB md ur¢end CMC hodnotu
0,938 mM. Hodnoty agregacnich Cisel se pii zvySujici se koncentraci tenzidu zvétSovaly, coz
poukazovalo na probihajici miceldrni rast i po prekroceni kritické micelarni koncentrace az do
zhruba desetkrat vétsi koncentrace neZ je hodnota CMC daného tenzidu. Pro oba tenzidy byly
hodnoty agrega¢niho Cisla ur€ené pomoci ¢asové rozliSeného zhisSeni fluorescence vyssi nez
v ptipadé staciondrniho méfeni, cemuz odpovidali i hodnoty nalezené pro CTAB v literatute
naméfené danym zpusobem. Také se ukazalo, Ze micely septonexu jsou tvofeny mens$im

Vv

poctem molekul tenzidd ve srovnani s CTAB. Niz§i hodnota kritické micelarni koncentrace

Yev s

a agregacniho Cisla septonexu oproti CTAB souvisi s jeho objemné;jsi polarni hlavou.

Diéle byly studovany zmeény zdkladniho fluorescencniho chovéni fluoresceinu a prodanu
v koncentracni Skédle septonexu od velmi nizkych koncentraci pod CMC az po
nekolikandsobné vyssi koncentrace nez CMC. U obou sond byl sledovdn posun emisniho
maxima, u fluoresceinu byla meéfena i staciondrni anizotropie fluorescence. Z posunu
emisniho maxima prodanu a anizotropie fluorescence fluoresceinu v zédvislosti na koncentraci
septonexu byly vyhodnoceny parametry micelizace septonexu korespondujici s vysledky

ziskanymi z méfeni emisniho polaritniho indexu pyrenu.

Rozsdhld kapitola této prace se zabyvd Forsterovym pfenosem energie mezi perylenem
a fluoresceinem v miceldrnim prostiedi septonexu a CTAB, ktery byl studovdn pomoci
staciondrniho i ¢asové rozliSeného méteni fluorescence. Pro donor-akceptorovy pér perylen-
fluorescein byl urCen Forsteriv polomér na 4,9 nm. Vysledky ze stacionarniho meéfeni
odpovidaji tzv. cage systému, kdy jsou molekuly donoru a akceptoru seskupeny pospolu,
nikoliv pevné, ale nachdzeji se ve stejném ,,uzavieném‘ prostredi, coz odpovida situaci, pfi
které prenos energie probihd mezi molekulou perylenu, kterd je solubilizovdna v hydrofobnim
jadfe micely a molekulou fluoresceinu na miceldrnim povrchu. Z €asové rozliSeného méfeni
byla vyhodnocovéna efektivita prenosu energie, kterd souvisi se vzdalenosti mezi donorem
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a akceptorem a vizand frakce, jejiz hodnota v sobé zahrnuje pocet vzniklych donor-akceptor
parta v systému po excitaci daného vzorku. Efektivita pfenosu energie nabyvala pro oba
miceldrni systémy pfiblizné stejnych hodnot, z ¢ehoZ lze usuzovat, Ze se vzdalenost mezi
perylenem a fluoresceinem v rdmci septonexu a CTAB micel neliSila. V4zana frakce pak pro
micelarni systém septonexu vykazovala vyrazné nizsi hodnoty nez u CTAB. Celkoveé byl tak
pfenos energie mezi perylenem a fluoresceinem v prostiedi CTAB vyraznéjSi nez
u septonexu, coz bylo pravdépodobné zpusobeno vhodnéjsi vzdjemnou orientaci emisnich
a absorp¢nich prechodovych momenti donoru a akceptoru. Také byl studovan vliv
postupnych piidavkt hyaluronanu do systému na probihajici FRET a z néj byly usuzovany
mozné interakce mezi hyaluronanem a tenzidy. S rostouci koncentraci hyaluronanu v systému
dochdzelo ke sniZovéni efektivity pfenosu energie, coZ znaci zvétSujici se vzdilenost mezi
donorem a akceptorem, a zdroven dochdzelo k narGistu hodnot vdzané frakce, ve které se
promita pocet vznikajicich donor-akceptor pard. Na zdkladé ziskanych dat nelze se
stoprocentni jistotou rozhodnout, k jaké formaci tyto interakce hyaluronan-micela vedou,
vhledem k jistému omezeni pfesnosti stanoveni vzddlenosti mezi donor-akceptor pdrem
vychdzejici ze samotného principu méfeni FRET. Vyhodnoceny byly dvé
nejpravdépodobnéjsi varianty. Prvni z nich je fuze nékolika micel do jedné vétsi, druhou
moznosti je vytvoreni tzv. struktury perlového ndhrdelniku, kdy jsou na fetézci hyaluronanu
formovany mensi miceldrni agregéty.

Nésledujici kapitola prace shrnuje poznatky ziskané pomoci staciondrniho a casovée
rozliSeného meéfeni anizotropie fluorescence perylenu a fluoresceinu, pomoci nichz byly
sledovany strukturni zmeény miceldrnich systémd septonexu a CTAB po postupnych
pridavcich hyaluronanu. S pfihlédnutim na vysledky FRET u stejnych systémd, ziskana
anizotropni data pravdépodobné podporuji formaci struktury perlového ndhrdelniku oproti
fizi micel do jedné vetsi.

Posledni kapitola vysledkti pak pojednava o fotofyzikalnim chovéani prodanu v riznych
prostredich, kterymi jsou voda, roztok septonexu pod i nad CMC, roztok hyaluronanu
a micelarni roztok septonexu s hyaluronanem. Zmeény ve fotofyzikdlnim chovéni prodanu
byly komentovdny na zdkladé€ rozloZeni (dekonvoluce) emisniho spektra prodanu v daném
prostiedi a ziskanych ¢asové rozliSenych spekter. Ve vodném prostiedi vykazoval prodan dveé
doby Zivota, t; = (0,63 £ 0,03) ns a 72 = (1,81 £ 0,04) ns, jak bylo predpokldddno. Shodné
vysledky byly ziskdny jak pro vodny roztok hyaluronanu, tak i roztok septonexu pod CMC.
Lze tedy fici, Ze s nejvyssi pravdépodobnosti mezi prodanem a hyaluronanem, stejné¢ tak mezi
prodanem a molekulami septonexu (pod CMC), nedochdzi k vzdjemnym interakcim. Pri
dekonvoluci emisniho spektra prodanu v miceldrnim roztoku septonexu pak byly nalezeny tfi
rozdilné emisni formy prodanu — prvni z nich, s nejkratSi dobou Zivota emitujici na modré
stran€ spektra byla pfisouzena molekuldm prodanu solubilizovanych v hydrofobnim jadie
micel. Dal$i emisni druh odpovidd molekuldm prodanu, které jsou s vysokou
pravdépodobnosti lokalizovany v palisddové vrstvé micel. Posledni forma prodanu, s nejdelsi
dobou Zivota, jejiZz emise je dominantni a posunutd do Cervené oblasti spektra, by méla
odpovidat molekuldam prodanu nachéazejicim se na povrchu miceldrnich agregatt. Pridavek
hyaluronanu do systému pak vede v kratkych Casech po excitaci vzorku ke zvyraznéni emise
na modré stran¢ spektra, kterd odpovidd molekuldm prodanu emitujicim z lokdlné-
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excitovaného stavu. Ze ziskanych vysledkd lze usuzovat bud’ na zvySeni rigidity povrchu
agregatu, kterd omezuje intramiceldrni pfenos naboje u molekul prodanu, jeZ jsou v této
oblasti lokalizovany, anebo Ize ziskané vysledky opét interpretovat na zdklad€ vzniku vétSiho
poctu mensich miceldrnich agregat navazanych na fetézce hyaluronanu, v nichz se molekuly
prodanu mohou solubilizovat do hydrofobniho prosttedi, ze kterého emituji.
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14 PREHLED ZKRATEK A SYMBOLU

14.1 Zkratky

A

ADC
AO
AOT
CAC
CFD
CMC
C,MPB

CPC
CTAB
C,TAB

DA
DPB
DTAB
EG
EmPI
Ex:Mo
ExPI
EmPI
fluo
FRET
HAS1, HAS2, HAS3
HH
HV
hya

IC

akceptor

analogove-digitdlni prevodnik (analog-to-digital convertor)
akridinové oranz

1,4-bis-2-ethylhexylsulfosukcinét sodny

kriticka agrega¢ni koncentrace

diskriminétor konstantni funkce (constant function discriminator)
kritickd miceldrni koncentrace

N-alkyl-N-methylpyrrolidinium  bromid s»n poftem  uhlikd
v alkylovém fetézci

cetylpyridinium chlorid

cetyltrimethylamonium bromid

alkyltrimethylamonium bromid sn poctem uhlikii v alkylovém
fetézci

donor

donor-akceptorovy par

1,6-difenylbuta-1,3-dien

dodecyltrimethylamonium bromid

ethylen glykol

emisni polaritni index pyrenu

pomér intenzity fluorescence excimeru a monomeru pyrenu
excitacni polaritni index pyrenu

emisni polaritni index pyrenu

fluorescein

Forsterav rezonancni pienos energie

hyaluronansyntizy

horizontalné-horizontalné (orientace polarizatort)
horizontéalné-vertikalné (orientace polarizatort)

hyaluronan

vnitini konverze
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ICS
ICT
LE

NMR
nr
o/v
per
PGA
PSS

SDS
SPTX
SSFQ

TAC
TCSPC

TNS
TRES

TRFQ

TTAB
VH
\'A%
WD

mezisystémovy pifechod
intramolekularni pfenos naboje
lokdln€ excitovany stav
mol-dm™

nuklearni magneticka rezonance
nezafivy prechod

emulze olej ve vode

perylen

programovatelny zesilovac (programmable gain amplifier)
polystyrensulfonét

zafivy prechod

singlet

dodecylsiran sodny

septonex

staciondrni zhaSeni fluorescence (steady-state fluorescence
quenching)

triplet
pfevodnik Casu na amplitudu (time-to-amplitude convertor)

metoda Casové korelovaného Citani fotonu (time-correlated single
photon counting)

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

Casoveé rozliSend fluorescencni spektra (time-resolved emission
spectra)

Casové rozliSené zhdseni fluorescence (time-resolved fluorescence
quenching)

tetradecyltrimethylamonium bromid
vertikalné-horizontaln€ (orientace polarizatort)
vertikalné-vertikalné (orientace polarizatort)

diskriminator (window discriminator)
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14.2 Symboly

A
Aexc
Ay
Ay

fi

G(Aem)

korekéni faktor pozadi (vyhodnoceni TCSPC meéteni)

absorbance vzorku pfi excitacni vinové délce

horni limita Boltzmannovy funkce

dolni limita Boltzmannovy funkce

absorbance pti dané emisni vinové délce

normalizovand amplituda (TCSPC méteni)

pred-exponencidlni faktor (ampliltuda, vyhodnoceni TCSPC méfeni)
koncentrace

pocet molekul zhaSece na micelu (vyhodnoceni agregacniho Cisla)
efektivita Forsterova pfenosu energie

frak¢ni intenzita fluorescence (viz kap. 2.5.1.) nebo frak¢ni (relativni) amplituda
(viz kap. 5.4.2)

G-faktor pro danou emisni vlnovou délku

intenzita fluorescence v daném piipadé

intenzita fluorescence

intenzita staciondrni fluorescence

totaln{ intenzita fluorescence

intenzita fluorescence bez pritomnosti zhdsece v systému

totalni Casove rozliSend intenzita fluorescence

korigovana intenzita fluorescence pro danou vlnovou délku

intenzita fluorescence pfi paralelni orientaci polarizatort

intenzita fluorescence pfi kolmé orientaci polarizatort

Casovy vyvoj intenzity fluorescence pfi paralelni orientaci polarizatora
Casovy vyvoj intenzity fluorescence pfi paralelni orientaci polarizatora

integral spektrdlniho ptekryvu emisniho spektra donoru a absorpcniho spektra
akceptoru

rovnovaznd konstanta statického zh4Seni

rychlostni konstanta nezéfivého pfechodu ze stavu S; do stavu Sy
Perrinova konstanta

rychlostni konsntanta bimolekuldrniho zhaSeni

rovnovazna konstanta dynamického zhéseni
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k.S
Ksv

Vo
r(1)
So
Si
Ss

Vp

XCMC1

XcMe2

X0

=

rychlostni konstanta zafivého prechodu ze stavu S; do stavu Sy
Stern-Volmerova konstanta

index lomu nebo pocet molekul

Avogadrova konstanta

agregacni ¢islo micely

vazana frakce

polarizacni stupen

pravdépodobnost, Ze micela obsahuje n solubilizovanych molekul S
anizotropie fluorescence

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

polomer efektivni sféry

fundamentélni anizotropie

Forstertv polomér

koeficient spolehlivosti

limitni anizotropie

okamZita, resp. ¢asove rozliSend hodnota anizotropie fluorescence
zékladni stav molekuly

prvni excitovany singletovy stav molekuly

druhy excitovany singletovy stav molekuly

cas

prvni excitovany tripletovy stav molekuly

objem efektivni sféry

kritickd miceldrni koncentrace odpovidajici inflexnimu bodu Boltzamnnovy
funkce

kritickd micelarni koncentrace odpovidajici bodu xy + 2Ax

inflexni bod

amplituda odpovidajici dob€ Zivota excitovaného stavu T;

thel mezi absorpénim a emisnim prechodovym momentem molekuly
strmost poklesu Boltzamnnovy funkce

molarni absorp¢ni koeficient
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thel mezi dip6lovym momentem pfechodu molekuly arovinou polarizace

excitujiciho zareni

orienta¢ni faktor pfechodovych momentt donoru a akceptoru
emisni vlnova délka

excitacni vinov4 délka

vlnova délka maximdlni emise

pramérna doba Zivota

doba Zivota i-té sloZky smeési

z4fiva doba Zivota (kap. 2.1.2), rotacni korelacni Cas (kap. 10)
doba zivota excitovaného stavu S

kvantovy vytézek fluoroforu

parametr spravnosti prolozeni TCSPC dat

excitovany stav

koncentrace
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16 PRILOHY

16.1 Obsazenost micel fluorofory — Poissonova statistika (ke kapitole 9)

Tab. P1: Pravdépodobnost obsazeni micely CTAB molekulami fluoresceinu nebo perylenu.

CTAB (ccrap =2 mM, N, = 35, cope = 0,938 mM)

[fluo] F F F F F F _ pF
Cio; pM Trmicely] Py P; P3 Py Py Py (1 - Pyp)
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
Cpors PM  Tmicely] Py P; P3 Py Py Pg Q- Py)
1 0,033 0,032 0,001 - - - 0,967 0,033
[fluo] F F F F F F _ pF
Couos pM Trmicely] Py P; P3 Py 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
T T T T S S

Cpers pM  [micely]

1 0,059 0,056 0,002 - - - 0,942 0,058

Tab. P2: Pravdépodobnost obsazeni micely CTAB alesponi jednou molekulou fluoresceinu ziroven
s alesponi jednou molekulou perylenu.

Ctiuo; WM 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

P-P* 0005 0009 0013 0016 0018 0020 0022 0024 0025 0026
- 0015 0026 0034 0040 0045 0048 0050 0052 0054 0055
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Tab. P3: Pravdépodobnost obsazeni micely septonexu molekulami fluoresceinu nebo perylenu.

Septonex (csprx = 2 mM, Ny, =29, come = 0,833 mM)

[fluo] F F F F F F _ DF

Cieo; pM Trmicely] P P; P; Py Py Pq a1 -Py)
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]

Cous (M Tmicely] 24 PE Pt 24 144 Py (1-Pp)
1 0,025 0,025 - - - - 0,975 0,025
[fluo] F F F F F F _ DF

Cieo; pM Trmicely] P P; P; Py Py Pq a1 -Py)

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

Cper; UM [micely] Py P, P; Py Py Py 1 -Py)
1 0,039 0,037 0,001 - - - 0,962 0,038

Tab. P4: Pravdépodobnost obsazeni micely septonexu alesponi jednou molekulou fluoresceinu zéroven
s alesponi jednou molekulou perylenu.

Ciuos LM 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

P-P* 0003 0005 0008 0010 0011 0013 0014 0015 0016 0017
- 0,007 0012 0017 0020 0023 0026 0028 0030 0031 0032
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16.2 Manuskript ¢lanku pro impaktovany ¢asopis Scientific Reports

Fluorescence Study of Aggregation Behavior of Cationic Surfactant
Carbethopendecinium Bromide and Its Comparison With Cetyltrimethyl-
ammonium Bromide

Petra Hoh’nkovail, Miloslav Pekai!*

'Materials Research Centre, Faculty of Chemistry, Brno University of Technology, Purkyiiova
464/118, Brno 612 00, Czech Republic

*pekar@fch.vut.cz

Abstract

The aggregation behaviour of the cationic surfactant carbethopendecinium bromide
(Septonex) and cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) in aqueous solution was
investigated by steady-state and time-resolved fluorescence experiments. Values of critical
micelle concentration were obtained from the pyrene emission polarity index. The micellar
aggregation numbers for four different concentrations of both surfactants were determined by
steady-state and time-resolved fluorescence quenching methods, using pyrene as a probe and
cetylpyridinium chloride as a quencher. The obtained results for Septonex were compared
with the aggregation parameters of CTAB. Also, the concentration dependence of the micelle
aggregation number was analyzed.

Keywords

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

Introduction

Carbethopendecinium bromide (produced also under the trade name Septonex) is a quaternary
ammonium surfactant. It is approved for pharmaceutical applications and used in several
antiseptic and disinfectant products as an active substance. From the structural point of view,
cf. Fig. la, Septonex is related to -cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) and
tetradecyltrimethylammonium bromide. However, in comparison to its structural relatives,
there is less information in literature on the aggregation behavior of Septonex despite of its
relevance for pharmaceutical products. CTAB (Fig. 1b) was also used in this study to evaluate
the effect of small changes in surfactant structure on its basic properties.
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Fig. 1: Structure of a) Septonex and b) CTAB.

Greksdkovd' et al. determined the Septonex critical micelle concentration by UV
spectrophotometry, while Cermédkové? et al. employed surface tension measurement using the
method of maximum bubble pressure. The temperature effect on the Septonex critical micelle
concentration was studied by Oremusové® et al. in the range 15-50 °C. The critical micelle
concentration was found to increases slightly with temperature. A similar temperature-effect
study was published by Vojtekovzi4 et al., who also investigated the effect of various
potassium salts. As expected, the Septonex critical micelle concentration decreased in the
presence of these electrolytes. Septonex was also mentioned in a study which examined the
relationships between the structure, lipophilicity, and antimicrobial activity of quaternary
ammonium bolaamphiphiles’. It was used as a reference substance only and only its minimum
inhibition concentrations towards three types of microorganisms were reported.

In general, surfactants in aqueous solution self-associate into micelles above the critical
micelle concentration (CMC) which is one of several important parameters of surfactant
aggregation behaviour. Another important parameter is the aggregation number (N,g), which
corresponds to the number of surfactant monomers per micelle. There is no information on the
aggregation number for Septonex micelles although this number belongs to basic
characteristics of any surfactant.

Both of these micellar aggregation parameters can be studied by fluorescence probe methods.
Pyrene is very often used to study the aggregation behaviour of surfactants,®78%10:11.12.13.14.15
Its molecule is highly hydrophobic and only slightly soluble in pure water. The emission
spectrum of pyrene shows characteristic vibronic bands around 370—400 nm, whose absolute
and relative intensities, width, and position depend sensitively on the polarity of its
microenvironment. The ratio of the fluorescence intensities of the first and third vibronic
bands (emission polarity index EmPI, pyrene 1:3 ratio, Iy/Iy;) increases with the increasing
polarity of the pyrene vicinity’. It is well known that plots of the pyrene emission polarity
index as a function of the total surfactant concentration around CMC show a typical sigmoidal
decrease'®. Below the CMC the values of EmPI correspond to the polar environment. With an
increasing concentration of surfactant, the values of EmPI decrease, indicating that the pyrene
molecules sense a more hydrophobic environment. Above the CMC, the pyrene molecules are
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incorporated in the hydrophobic region of the micellar aggregate and the EmPI values are low
and roughly constant.

Zana et al. considered two approaches for obtaining CMC values from pyrene emission
spectra16’17. According to the first approach, the CMC can be obtained from the inflection
point of EmPI plots. According to the second option, the CMC can be obtained from the
interception of the rapidly varying parts and nearly horizontal parts of EmPI plots at high
surfactant concentrations. Subsequently, Aguiar et al. proposed a straightforward procedure to
determine these two points (xcme; and xCMcz)lo. The EmPI plots can be adequately described
by a decreasing sigmoid of the Boltzmann type:
y = % + 4, (1)
1+e &x

where the variable y corresponds to the EmPI value, the independent variable x is the total
concentration of surfactant, A; and A, are the upper and lower limits of the sigmoid,
respectively, xo is the inflection point of the sigmoid, and Ax is directly related to the
independent variable range where the abrupt change in the dependent variable occurs. Thus,
the point xcmcr corresponds to the inflection point of the sigmoid and the point xcpmc; can be
calculated as:

XcMc2 = Xo + 2Ax. (2)

Aguiar10 et al. established a criterion to choose between the xcvce; and xcmcz values. When the
ratio xo/Ax is higher than 10 (typically for ionic surfactant), then the xcmcr value is more
accurate than the xcmci.

The aggregation number can be determined wusing fluorescence quenching
techniques(””’lz’13 AG18.19.20.21 1y steady-state fluorescence quenching (SSFQ) experiments the
investigated micellar system is continuously illuminated and the spectrum of the emitted light
is recorded, this spectrum carrying the information about the properties of this systemﬂ. If we
assume only dynamic quenching and consider the simplest situation, which means an
immobile probe and quencher (the residence times for the probe and quencher in a micelle are
much longer than the fluorescence lifetime of the probe), and we use a fluorescence probe
concentration much smaller than the micelle concentration [micelles], increasing the quencher
concentration [Q] such that the ratio [Q]/[micelles] varies between 0-2, then the ratio of the
fluorescence intensities measured in the absence and in the presence of the quencher (F, and

Fq, respectively) is given by the equation21

Fo [Q]
F_Q - P ([micelles]>' )

The main conditions assumed in deriving eq. 3 are that (i) the kinetic ratio of the rate constant
for intramicellar quenching ky and the rate constant for intramicellar probe fluorescence
decay k must be far higher than 1 and (ii) the distribution of probes and quenchers between
micelles obey Poisson’s statistics. Then, the plot of In (F¢/Fg) against [Q] at constant
surfactant concentration [S] permits the determination of the micelle aggregation number
Nog ss from”'
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[S] — [CMC]

N = 4
3855 ™ Tmicelles] @

In time-resolved fluorescence quenching (TRFQ) experiments, the probe is excited by a very
short pulse of light. Then the fluorescence decay is recorded using a TCSPC (time-correlated
single photon counting) apparatus. Ideally in the absence of quencher the fluorescence decay
of the probe is single exponential. In the presence of quencher the decay curves are no longer

single exponential and obey the equation™*:

F(t) = F(0) exp {—% —-C[1- exp(—th)]}, (5)

where F(¢) and F(0) are the fluorescence intensities at time ¢ and zero following excitation, 1
is the probe lifetime in the micellar environment without quencher, kq is the rate constant for
quenching, and C corresponds to the ratio [Q]/[micelles]. If experiments are performed
correctly, the value of the aggregation number can be obtained from?!

[S] — [CMC]

Nag1g = € —— . 6
g TR Q] (6)

Generally, steady-state measurement is much easier to perform and to analyse than

measurement using the time-resolved method; however, steady-state measurement is based on
.. . 21

more restrictive assumptions” .

In this paper we studied the aggregation behaviour of Septonex and CTAB, i.e. their critical
micelle concentrations and aggregation numbers, by means of steady-state and time resolved
fluorescence measurements with a pyrene fluorescent probe 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 evaluated on the basis of the dependence
of the pyrene emission polarity index EmPI on surfactant concentration. From Fig. 2 it seems
obvious that EmPI data for both surfactants are well fitted by a Boltzmann-type sigmoid.
Table 1 presents the fitting parameters for the studied systems, including the regression-
square coefficient (r2) and the CMCs obtained from literature.

As already mentioned, there are two options for determining the CMC value — the use of
xcmel and the use of xcmcz. Because the ratio xo/Ax was greater than 10 for both surfactants,
we decided to consider xcmc2 as the critical micellar concentration for further use. In addition,
xcmez values were closer to the CMC values published in literature than xcype;values. Also the
determined CMC value of Septonex is in good agreement with the results of other authors.
The CMC of Septonex is slightly lower than that of CTAB, although Septonex has a shorter
alkyl chain which should generally increase the CMC value. The lower CMC value of
Septonex than CTAB is thus caused by the bulkier polar head group of Septonex, which
probably reduces the repulsion of the identical charges of ammonium groups.
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Table 1: Fitting parameters of pyrene EmPI data to Eq. (1) for the investigated surfactants. x is the

centre of the sigmoid, Ax is a time constant, * is the regression-square coefficient, and CMC is the

value of the critical micelle concentration from literature.

Surfactant Ax P Xo = Xemer/mmol dm™  xeyeo/mmol dm™ CMC/mmol dm™
Septonex  0.037  0.9940 0.759 0.833 0.77',0.79%, 0.81>*
CTAB 0.046  0.9960 0.845 0.938 0.91%,0.92", 0,97*
a)
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£
=
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1.15 4 ¥>
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Fig. 2: Plots of EmPI versus surfactant concentration for a) Septonex and b) CTAB.
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Determination of micellar aggregation number

The values of the aggregation numbers for Septonex and CTAB in aqueous solution at four
different concentrations above the CMC were investigated by steady-state and time-resolved
fluorescence quenching methods. From SSFQ measurements, the logarithm of the ratio of
pyrene fluorescence intensities (383 nm) measured in the absence and in the presence of the
quencher (Fy and Fg, respectively) was evaluated against the concentration of quencher CPC
at a constant concentration of surfactant. In TRFQ measurements, the parameter C was plotted
against CPC concentration. These plots for Septonex are shown in Fig. 3. As can be seen, all
of the observed dependencies exhibit a linear trend. The same applies in case of CTAB. The
aggregation numbers were calculated from the slopes of these plots. Table 2 lists the values of
the aggregation numbers (N,gssrg and Naetrrg) for the investigated Septonex and CTAB
aqueous solutions. Figure 4 shows the concentration dependence of the aggregation number of
Septonex and CTAB micelles. As follows from Tab. 2 and Fig. 4, the values of the
aggregation numbers determined by TRFQ measurement are substantially higher than in the
case of the SSFQ method, and our results for CTAB are in good agreement with the results of
other authors. According to Alargova et al., Ny TrEQ 18 larger than N,g ssrqg for many micellar
systems21. The differences between these values increase with N,, and the microviscosity of
the micellar aggregates. Generally, SSFQ measurement is much easier to perform and the
results much easier to analyse; however, the SSFQ method is based on more restrictive
assumptions than the TRFQ method. Thus, different results may be related to the different
theoretical-mathematical bases (models) used to evaluate results of steady-state and time-
resolved fluorescence quenching measurements. For instance, the steady-state evaluation
suppose a specific distribution of the probe and quencher molecules (Poisson distribution) in
micelles whereas the Infelta-Tachiya theory (time-resolved fluorescence quenching) is free of
this assumption and evaluates the concentration ratio quencher:micelle directly from the
lifetimes of the free and quenched probes.

Table 2: The values of N,, for the investigated Septonex and CTAB aqueous solutions at 25 °C
according to steady-state (SSFQ) and time-resolved (TRFQ) fluorescence quenching; comparison with
published data (CTAB).

Septonex CTAB
Caurfactan/mmol dm™ Nagssro Nag 1RO Nagssro Nag TRFQ
2 28.7 455 34.8 62.7
5 38.6 64.0 46.0; 46" 91.0; 92"
10 45.7 79.0 57.3; 54 101.1; 102°
25 48.4 82.6 61.5 102.9; 108"
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Fig. 3: The plots of a) In Fy/Fq and b) C against concentration of CPC for four different Septonex
concentrations above CMC (2, 5, 10 and 25 mM).

In the literature, aggregation numbers for single-chain ionic surfactants are often reported as
single values at concentrations above the CMC. However, as can be seen in Fig. 4, Ny
increases with an increasing concentration of surfactant, which indicates micellar growth.
This increase in N, is significant up to a concentration ten times higher than the CMC and
then it is mitigated, which indicates a roughly constant micellar size at a high surfactant
concentration. Thus, the presence of a sufficient amount of surfactant molecules in solution is
necessary to form micelles of a stable, finalized dimension (number of constituents) which is
often overlooked. For this reason, it is always important to specify the particular concentration
of surfactant at which the aggregation number was measured.
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Fig. 4: The concentration dependence of the micellar aggregation number N, of the surfactants
Septonex and CTAB. SSFQ - steady-state fluorescence quenching, TRFQ - time-resolved
fluorescence quenching.

The comparison of Nag values suggests that Septonex micelles are created by a smaller
number of surfactant molecules than the micelles of the similar quaternary ammonium
surfactant CTAB at the same concentrations. This is because of the different structure of the
polar head group in Septonex and the shorter length of its alkyl chain. Bulkier polar head
group occupies more space, therefore, due to the steric effects Septonex micelles are formed
by a smaller number of surfactant molecules than CTAB micelles.

Conclusion

The aggregation behaviour of Septonex and CTAB in aqueous solution was investigated by
steady-state and time-resolved fluorescence methods using a pyrene fluorescent probe. Their
critical micelle concentrations were evaluated from plots of the pyrene emission polarity
index against surfactant concentration. The micellar aggregation numbers for four
concentrations of these surfactants were determined. The aggregation numbers from time-
resolved fluorescence quenching were larger than those obtained from steady-state
fluorescence measurement. In addition, the concentration dependence of the micellar
aggregation number was clearly evident. The aggregation number increases up to a certain
surfactant concentration above the CMC, which signals micellar growth. Generally, Septonex
micelles are formed by a smaller number of surfactant monomers than in the case of CTAB;
also, the CMC of Septonex is lower than that of CTAB. This phenomenon is caused by
bulkier polar head group of Septonex than CTAB.
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Experimental methods
Materials

The cationic surfactant carbethopendecinium bromide (Septonex, Czech Pharmacopoeia
quality) was purchased from GBNchem, Czech Republic, and cetyltrimethylammonium
bromide (CTAB, purity = 99.0%) from Sigma-Aldrich, Czech Republic. Experiments were
carried out using pyrene (purity = 99.0%, Fluka, Czech Republic) as a fluorescent probe and
hexadecylpyridinium chloride monohydrate (CPC; purity = 99.0%, Sigma-Aldrich, Czech
Republic) as a quencher. All chemicals were of the best available quality and used as received
without further purification. Deionised water was used throughout this study (PURELAB
Option R7/15; ELGA, Great Britain).

Preparation of samples

A stock solution of pyrene was prepared in acetone. Stock solutions of CTAB, Septonex, and
CPC were prepared in water. An appropriate amount of pyrene stock solution was added to
glass vials and the acetone was evaporated under reduced pressure. Subsequently, the
surfactant stock solution, CPC stock solution, and water were added. All samples were stirred
overnight at laboratory temperature.

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

Aggregation numbers were estimated for 2, 5, 10 and 25 mM Septonex and CTAB solutions.
The pyrene concentration was kept at a low level such that cpyrene/Cmicelie > 0.1. The molar
concentration ratio ccpc/Cmicenle Was varied between 0-1.5.

Measurements

Absorption spectra with a wavelength range of 300—530 nm were recorded on a Varian Cary
UV-VIS spectrophotometer. Fluorescence spectra were measured on a Flurolog
spectrofluorimeter (Horiba Scientific). Emission spectra were recorded between 360-530 nm
with the excitation wavelength set to 336 nm. Because of the inner filter effect, the correction
of emission spectra was made according to the equation27:

Feorr = Fops X 100'5(Aex+Aem), (7

where F,o and Fops are the corrected and observed fluorescence intensities, respectively, and
Aex and Ay are the values of the absorbance at the excitation and emission wavelengths,
respectively.

Time-resolved fluorescence measurements were performed using a FluoroCube TCSPC
spectrometer (Horiba Scientific). For excitation, a 329 nm NanoLED diode was used.
Fluorescence decays were collected at 383 nm, which correspond 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 flucrescence study of microviscosity changes of hydrogel compesed by hyaluronan
and cationic surfactant cetylinmethylammonium bromide (CTAB) durning fortnight-ageing. The steady state
anisotropy values obtained in the experiments were used fo 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
dunng ageing. However, the microviscosity of hydrophilic parts 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 soluble polymer, which compnses 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 [B].

The hydrogels could degrade or eventually disintegrate and dissolve 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
cetyltrimethylammonium 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. Hyaluronan is a naturally occurmng linear polysaccharide that is composed of two subunits,
D-glucuronate and M-acetyl-D-glucosamine linked by B(1-3) and B{1-4) bonds which are connected to
unbranched chain [9]. 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. lts 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 fluorescence 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 s. 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 MNaCl was prepared in
concentration 5.0 g1 by slowly adding solid hyaluronan into solution of sodium chloride under stirring,
followed by 24 h stirring in closed vessel to ensure complete dissolution. Stock solution of CTAB in 015 M
NaCl was prepared in concentration 200 mmol-H. Stock solutions of fluorescence probes were prepared in
a volatile solvent - perylene 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 perylenefrhodamine was added to the
tubes and then the acetonefethanol was evaporated. The final concentration of this probe in samples was
1 = 10 mol-r. 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 tubes, samples were again mixed on a
vortex mixer 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 camried out on a luminescence spectrophotometer
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
I, -Gl
[, +Gl,’ (1)

where the subscripts of the fluorescence intensity values (1) refer to horizontal (H) and vertical () 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
ane sample was camied out five times and the result was average value of anisotropy. Individual samples
were blended three times, so all anisotropy 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 guartz glasses, which has
been placed diagonally into a standard cuvette.

The lifetime was measuraed on TCSPC lifetime spectroflucrometer Fluorocube from HORIBA Jobin Yvon.
The samples containing perylene were excited by the NanoLED diode 385 nm (pulse width 1.2 ns) and the
emission was observed at 475 nm. The samples with rhodamine 6G were excited by the NanoLED 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 cuvette for solid samples.
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Average lifetime was calculated according to equation

=Y d 2

|

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

2.3  Methods

The microviscosity of environment was evaluated by determining the equivalent viscosity, ie. 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 fluorescence 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 mixture 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): vy = 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 lfetime m==(566+001)ns. The average Ifetime has been calculated to
7={5.61 1 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 duning ageing, which
indicates that hydrophobic domains do not undergo significant structural changes duning this time.

Table 1 Steady-state anisotropy of fluorescence of perylene, incorporated in hydrogel, during forinight-
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 198214
7 0.0293 + 0.0047 20312
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 anisctropy of fluorescence of rhodamine 6G during fortnight-ageing of hydrogel and
calculated values of microviscosity of rhodamine suroundings.

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

1 0,216 20,011 a5
T 0,202 0,019 Ba x4
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.

- [ A =
t e
g 5o
[=]
E 40
E 30
=
10 Po-mmmmm— —smmam—— L L T T TP EEEEEr 3
10
==¢==hydrophobic nanodomains ==g==hydrophilic region
0 :
0 7 14

Ageing gel [day]

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
hydrogel composed of hyaluronan and cationic surfactant CTAB, we have obtained information about its
microstructural changes during fortnight-ageing. From steady-state measurement of flucrescence 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 surounding of
rhodamine molecules, decreased by about 25 percent, which probably indicates some microstructural
changes in this area of hyaluronan hydrogel.
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