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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva studiem vlastnosti hydrogelu, ktery vznika na zaklad¢ elektrostatické
1 hydrofobni interakce mezi hyaluronanovym fetézcem a micelami kationtového tenzidu. Byl
pouzit nativni hyaluronan sodny o molekulové hmotnosti 750—1 000 kDa, kationtovym
tenzidem byl CTAB (cetyltrimethylammonium bromid). Tento hydrogel byl posuzovan
z hlediska pouzitelnosti jako material pro vytvorfeni nosice lé¢iv. Hydrogely byly vytvareny
smichanim 200mM roztoku CTAB s 0,5% roztokem hyaluronanu, kdy rozpoustédlem obou
téchto roztokl byl vodny roztok NaCl o koncentraci 0,15 M, ktery mél simulovat prostredi
fyziologického roztoku. Pro zkouméani hydrogelu byly pouzity techniky ustalené fluorescence
a Casove rozliSené fluorescence, konkrétne bylo pouzito asové rozliSenych emisnich spekter
(TRES) a dekonvoluce emisniho spektra celého vzorku pomoci parametrd poklest intenzity
fluorescence pii danych vlnovych délkach. Zvolené systémy byly zkoumany pomoci
fluorescenc¢nich sond prodanu, laurdanu a rhodaminu 6G. Prvni dvé sondy se v gelu nachéazely
ve tfech raznych mikroprostiedich v ramci micel a nebyly lokalizované ve vodném prostiedi.
Rhodamin 6G poukazal na vyrazné zredukovani vodného prostiedi v hydrogelu oproti ¢isté
micelarnimu systému a na vyrazné obsazeni povrchu micel fetézci hyaluronanu. Nebyly
zjistény zadné interakce sond s hyaluronanovym fetézcem. Cerstvé vytvoreny hydrogel
vykazal témér stejné vysledky jako hydrogel po tydnu zrani pod svym supernatantem.

ABSTRACT

This thesis studies properties of hydrogel, which arises on the basis of electrostatic and
hydrophobic interactions between hyaluronan chain and micelles of cationic surfactant.
A native sodium hyaluronan at molecular weight 750-1 000 kDa and a cationic surfactant
CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) were used. This hydrogel was assessed as
a material for drug delivery systems. The hydrogels were made by mixing 200mM CTAB
with 0.5% hyaluronan, both dissolved in 0.15M aqueous solution of NaCl simulating
physiological solution. Methods used in this study were steady-state and time-resolved
fluorescence spectroscopy, more accurately time-resolved emission spectra (TRES) and
deconvolution of steady-state emission spectra of a whole sample by means of parameters
gained from fluorescence intensity decays at a set of wavelenghts. Selected systems were
investigated by three fluorescent probes, prodan, laurdan and rhodamine 6G. The first two
mentioned probes were in hydrogel localized only within micelles in three different
microenvironments. Rhodamine 6G pointed out that in hydrogel the aqueous environment is
significantly restricted in comparison to purely micellar solution. In addition, rhodamine
informed about less available micelle surfaces, caused by hyaluronan chains occupation.
There were no interactions between the probes and hyaluronan chains. Freshly made
hydrogels showed almost the same results as after a week of maturation under its supernatant.
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1 UVOD

Aplikace mnoha 1éCiv je spojena s problémy souvisejicimi s nerozpustnosti 1éCiva, s jeho
neefektivni distribuci, enzymatickou hydrolyzou a nedostatkem selektivity 1é¢iva, ktera
zpusobuje nezadouci vedlej§i ucinky. Prikladem problémové aplikace 1éCiva muze byt
chemoterapie, ktera se dnes Siroce pouziva pii 1écbé rakoviny. Pouzita 1éciva jsou cCasto
toxicka v necilovych tkanich a mohou také vykazovat neuspokojivou rozpustnost a stabilitu.
Navic jejich efektivni doprava do mista urCeni muze byt znemoziiovana mnoha
fyziologickymi  bariérami, hlavné¢ v nepravidelné strukturovanych nadorech. Pro
minimalizovani téchto probléma spojenych s aplikaci 1éCiv jsou vyvijeny systémy vylepsujici
dopravu 1é¢iv — nosice 1é¢iv. Tyto nosice by mély predevsim umoznit prodlouzenou cirkulaci
ucinnych latek v krevnim fecisti, fizenou aktivaci a ucinek selektivné zaméfeny na cilovou
tkan, soubor bunck (napf. nador), jednotlivou buriku nebo dokonce i jen bunécné
kompartmenty, a tak zvysit efektivitu 1écby [1, 2, 3].

Nejvétsi pozornost se zaméfuje na vyvoj nosicu kancerostatik a to predevs$im z davodu
vysoké spoleCenské zavaznosti nadorovych onemocnéni, kterd je dana jejich cCastym
vyskytem, dodnes mnohdy méalo u¢innou lécbou a s tim spojenou vysokou Umrtnosti. I pres
intenzivni vyzkum v této oblasti je naprosta vétSina téchto systému ve stadiu laboratornich,
predklinickych a klinickych zkouSek. Konkrétnich l1é¢iv schvalenych pro pouziti v humanni
medicing je jen nékolik [3].

Mezi nosice léCiv se fadi polymerni nanocCastice, dendrimery, liposomy a polymerni
micely. Jednim z materiali vyuzivanych pro vytvofeni nosici 1€Civ jsou hydrogely. Jde
o trojrozmémé hydrofilni polymerni sité vytvofené z vodorozpustnych polymerd, coz
zahrnuje Siroky rozsah chemickych slozeni a celkovych fyzikalnich vlastnosti polymert. Tyto
polymery mohou absorbovat vodu o tisickrat vy$§i hmotnosti, nez je jejich vaha v suchém
stavu, coz jim propujcuje fyzikalni charakteristiky podobné mékkym tkanim. Hydratace
téchto siti se pfitom déje bez rozpousténi polymeru. Hydrogely jsou diky vysokému obsahu
vody vysoce propustné a umoziiuji pohyb kysliku, zivin a jinych ve vodé€ rozpustnych
metaboliti. Jejich porozita také umoziiuje naplnéni hydrogelu leCivem, které se potom
postupné uvoliiuje. Porozita pfitom muize byt kontrolovana hustotou spoju v hydrogelu.
Kromé vyuziti jako nosi¢e léCiv nachazeji hydrogely uplatnéni i jako kontaktni Cocky,
rohovkové implantaty a scaffoldy pro regeneraci nové kuze, enkapsulaci bunék a pro
regeneraci Slach a chrupavek [2, 4, 5].

Tato prace se zamétuje na studium hydrogelu jako materidlu pro potencialni nosice 1éCiv.
Zkoumany hydrogel byl vytvofen z polyaniontu, kterym byl hyaluronan, a kationtového
tenzidu CTAB (cetyltrimethylammonium bromid). Tento hydrogel vzniké4 na zéklad¢ asociace
micel tenzidu na fetézci polymerniho hyaluronanu, kdy funkci rozpu$téni hydrofobniho 1é€iva
zde zprostfedkovavaji micely a hyaluronan pak zastupuje biokompatibilni slozku. Hyaluronan
je schopen diky svému aniontovému charakteru prodluzovat cirkulacni ¢as nosice v krevnim
reciSti a diky schopnosti se vazat na specifické receptory umoziiuje intenzivnéj§i kontakt
s cilovymi tkanémi.



Pouzitou technikou pro zkoumani vlastnosti hydrogelu byla fluorescen¢ni spektroskopie.
Diky jeji citlivosti, neinvazivnosti a schopnosti odkryt specifické interakce 1 v komplexnich
systémech jde o jednu z hlavnich metod vyzkumu biochemickych a biofyzikalnich systéma.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Luminiscence

Luminiscence je emise zafeni, ktera nastava z excitovanych elektronovych stavu.
K excitaci elektronu do energeticky vyssiho stavu muZze dojit vice mechanismy. Prichodem
elektrického proudu vznika elektroluminiscence, elektrochemickou reakci
galvanoluminiscence, energii pochazejici z chemické reakce vznikd chemiluminiscence
(v zivych organismesch se nazyva bioluminiscence), triboluminiscence je vyvolana tfenim,
sonoluminiscence je buzena ultrazvukem, katodoluminiscence je zpusobena dopadajicimi
elektrony, radioluminiscence je vybuzena a, J nebo y zafenim, aj. Jestlize je k excitaci pouzito
zafeni, potom se emise zareni nazyva fotoluminiscence [6]. Pouzitym zafenim je zpravidla
ultrafialové zafeni, viditelné svétlo nebo infraervené zafeni. Luminiscence muze byt
rozdelena do tii kategorii — fluorescence, fosforescence a zpozdeéna fluorescence [8].

Pro uskutecnéni fluorescence je =zapotiebi, aby se excitovany elektron nachazel
v singletovém stavu, tedy aby mé&l opacny spin nez jeho parovy elektron ve stavu zadkladnim.
Prechod excitovaného elektronu zpét na zakladni hladinu pak neni spinové zakéazany, a proto
nastava pomémé rychle, fadové v dasech 107 az 107 s. Doba Zivota excitovaného stavu se
potom pohybuje od desetin az po desitky nanosekund. Pfi fosforescenci dochazi k emisi
fotonu z tripletového stavu, kde ma elektron v excitovaném orbitalu stejny spin jako parovy
elektron v zakladnim stavu. Takovy pifechod je kvantoveé zakézany a tedy pomalejsi —
v tadech 10°-10°s. Pro vétsinu latek je statisticky vice pravdépodobna fluorescence [9].
Pti zpozdéné fluorescenci piejde excitovany elektron ze singletového stavu do tripletového
a potom zpét do téhoz singletového stavu, odkud dochazi k emisi zafeni. Emisni spektrum
zpozdeéné fluorescence je proto totozné s emisnim spektrem fluorescence, k emisi ale dojde po
delsi dobé, ktera je dana pobytem excitovaného elektronu v metastabilnim tripletovém
stavu [8]. Mechanismy prechodu elektronu zpét do singletového stavu jsou dva. Pii pokojové
teploté 1ze potfebnou energii ziskat z tepelného pohybu molekul, kdy vznika rovnovaha mezi
poctem tripletovych a singletovych stavii (E-typ). Druhym mechanismem je anhilace triplet-
triplet, kdy interakci dvou molekul v tripletovém stavu vzejde jedna molekula v zakladnim
stavu a druha v excitovaném singletovém stavu (P-typ).

2.1.1 Jablonskiho diagram

Mezi excitaci a deexcitaci elektronu se krome vyse zminénych procest objevuji i jiné. Lze
je znazornit pomoci Jabtonskiho diagramu (Obrazek 1):

Na diagramu jsou znazornény elektronové stavy, které jsou bud’ singletové (So, S, Sa, ...)
nebo tripletové (T, T, ...). Kazdy elektronovy stav v sobé zahrnuje vice vibra¢né-rotacnich
stavii (Sy, ...). Energeticky nejchudsi hladina je S, a nazyva se zakladni stav. K obsazeni

vysSich hladin musi dojit k absorpci energie, ktera excituje elektron v zakladnim stavu.
Jestlize dojde k absorpci fotonu, rychlost excitace je fadové zhruba 107" s. Po excitaci se
nabizi vice cest, jak dosdhnout opét zakladniho stavu a tim zpét dosahnout i termodynamické
rovnovahy. K deexcitaci muze dojit prechody zafivymi, kdy dochazi k emisi fotonu



(luminiscence) nebo nezafivymi prechody (vibracni relaxace, wvnitini konverze,
mezisystémovy prechod, intramolekuldrni pfenos naboje, konformacni zména, aj.). Mira
uplatnéni jednotlivych prechodu je zavisla na dobé Zivota excitovaného stavu [7, 8].

Proces, ktery se uplatni vzdy bezprostiedné po excitaci, je vibracni relaxace. Excitovany
elektron pfi ni pfechazi na nejniz§i vibraéné-rotacni hladinu piislusného elektronového stavu
— tzn. na rovnovaznou vibra¢né-rota¢ni hladinu. Vibracni relaxace je vyvolana kontaktem
excitované molekuly s okolnimi molekulami, kterym je ¢ast energie pfedana pomoci vibraci
a rotaci. Rychlost vibragni relaxace se pohybuje v fadu 1072 s i mén&. Dochazi k ni tedy jesté
diive, nez by nastala pfipadna emise zafeni nebo néktery z nezativych prechodu.
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Obrdzek 1: Jablonskiho diagram: Modie — absorpce, zelené — fluorescence, cervené —
fosforescence, hnédé — vibracéni relaxace, oranfové — vnitini konverze, fialové — mezisystémovy
piechod

Pfi vnitini konverzi dochazi k pfechodu elektronu mezi elektronovymi stavy se stejnou
multiplicitou spinu. Vnitini konverze nastava Castéji, jestlize nejnizsi vibraéné-rotac¢ni hladina
elektronového stavu se nachazi energeticky na stejné urovni jako néktera z vibracné-rotacni
hladin niz§iho elektronového stavu. Elektron se tak zpravidla dostane na nenulovou vibracné-
rotaCni hladinu niz§iho elektronového stavu, odkud se vibracni relaxaci dostane na nejnizsi
vibra¢né-rotacni hladinu [7]. Vnitini konverze trva radove 10°-10"% s [8].

Dal§im nezafivym procesem je mezisystémovy piechod, pfi kterém dojde k obraceni spinu
excitovaného elektronu a systém tak prejde do tripletového stavu. Nasleduje zpravidla
fosforescence, ktera se na rozdil od fluorescence objevuje v delSich vlnovych délkach. To je
zpusobeno ztratou energie pii nezafivém prechodu do tripletového stavu, ktery je energeticky
nize, nez singletovy stav [9]. K mezisystémovému prechodu dochéazi rychlosti fadovée
1074107 s [8].

Po navratu do zakladniho elektronového stavu se elektron obvykle nachazi na nékteré
z vysSich vibra¢né-rotacnich hladin, ze kterych se prostfednictvim vibracni relaxace dostava
zpét do vychoziho stavu Sy .
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2.1.2 Franck-Condonuv princip

Franck-Condontv princip vysvétluje, pro¢ pii prechodech elektronu mezi elektronovymi
stavy dochazi k obsazeni vétSinou vyssi vibracné-rotacni hladiny. Diivodem je mnohonasobné
rychlej§i pohyb elektrond (107°s) neZ jader (107'°-107?s). Piechod elektronu do jiné
elektronové hladiny se diky jeho rychlosti dée bez pfizpasobeni pozice jadra molekuly
a molekul prosttedi, a proto je tento stav termodynamicky nestabilni. Dochazi tedy k excitaci
elektronu na takovou vibra¢né-rotacni hladinu vyssiho elektronového stavu, aby nasledné
doslo k minimalnim zménam pozic jadra molekuly a molekul prostiedi. Obdobné je tomu
pii deexcitaci do zakladniho elektronového stavu, kdy elektron zpravidla nepfechazi ptimo
do nejnizsi vibracné-rotacni hladiny [7]. Pfizptisobovani pozic jader se déje prostifednictvim
procesu vibracni relaxace [9].

Pii zafivych deexcitaCnich procesech je dusledkem Franck-Condonova principu nizsi
energie emitovaného zafeni oproti absorbovanému zareni. Vinova délka excitacniho zafeni je
proto prakticky vzdy kratsi, nez je délka emitovaného zafeni. Tento jev se nazyva Stokesuv
posun a je definovan jako rozdil mezi vinovou délkou excitacniho zateni a vinovou délkou
maxima emisniho zareni. Umocnéni Stokesova posunu nastava pii odebrani energie
excitované molekule vlivem efekti rozpoustédla, reakci v excitovaném stavu, vytvoreni
komplexu nebo vlivem ptenosu energie [9].

2.1.3 Charakteristiky fluorescence

Mezi hlavni charakteristiky fluorescence patfi absorpCni, excitaéni a emisni spektra,
kvantovy vytézek a doba zivota. Déle lze uvést i1 polarizaci zafeni a koherencni
vlastnosti [7, 8].

Emisni spektra jsou zobrazenim spektralni intenzity fluorescence v zavislosti na vinové
délce emitovaného zafeni (nebo frekvenci, vlnoctu ¢i energii). Jsou vysledkem urcité
distribuce pravdépodobnosti riznych pfechodi z nejnizsi vibra¢ni hladiny S; do rdznych
vibracnich hladin So. Emise z nejnizsi vibracni hladiny S; je zpusobena uskutecnénim
vibraCni relaxace a vnitfni konverze dfiv, nez nastane emise fluorescencniho kvanta. Toto je
znamo jako Kashovo pravidlo a zptasobuje nezavislost emisnich spekter na excitacni vinové
délce. Emisni spektra jsou zavisla na chemické strukture fluoroforu a na prostredi, které ho
obklopuje. Mezi parametry prostiedi, které maji schopnost ovliviiovat fluorescenci, patii
polarita, schopnost tvofit vodikové mustky, pH, viskozita, pfitomnost zhasecd, pfitomnost
ionth, elektricky potencial, teplota a tlak [7, 8, 9].

Pro vétSinu organickych molekul plati, ze jejich absorpcni a emisni spektra jsou navzajem
zrcadlové symetricka. Pfic¢inou je podobné rozlozeni vibracné-rotacnich hladin ve stavech S;
a So. Absorpce i emise z odpovidajicich si vibra¢né-rotacnich hladin ma proto stejnou
relativni pravdépodobnost. Vyjimky z pravidla zrcadlové symetrie jsou obvykle dusledkem
rozdilného geometrického usporadani atomovych jader v excitovaném stavu oproti usporadani
ve stavu zakladnim [8, 9].

Kvantovy vytézek vyjadiuje, jak velka cast excitovanych molekul se do zékladniho stavu
vratila prostfednictvim fluorescence. Je definovan jako pomér poétu emitovanych fotonu
k poctu absorbovanych fotonu. Plati rovnice 1:
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kde Q je kvantovy vytézek a I' a ky jsou rychlostni konstanty znacici rychlost depopulace
excitovaného stavu. Konstanta I' zastupuje zafivy prechod, konstanta k, zahrnuje vSechny
nezafivé prechody. Cim vyssi je kvantovy vytézek fluoroforu, tim je fluorofor vhodngjsi
pro pozorovani fluorescence. Vysoké kvantové vytézky se blizi jednotkové hodnoté, jsou vSak
vzdy niz§i nez jedna [9].

Dalsi charakteristikou fluorescence je doba zivota excitovaného stavu fluoroforu. Doba
zivota je definovana jako primérny Cas, po ktery molekula setrva v excitovaném stavu, nez se
vrati do stavu zakladniho. Protoze fluorescence je nahodny jev, vétSina fluoroford emituje
v jiném case, nez je doba zivota. Pro vybér vhodného fluoroforu pro dané fluorescencni
meéfeni je potfeba znat jeho excitaCni a emisni spektra, kvantovy vytézek i jeho dobu
zivota [9].

2.2 Fluorescencni sondy

Latky, které vykazuji fluorescenci, jsou nazyvany fluorofory nebo téz fluorescencni
barviva. Radime mezi n& hlavné aromatické slouGeniny, jako jsou derivaty polyaromatickych
uhlovodiki nebo heterocykli [8].

Diky silnému vlivu okoli na fluorescenci jsou fluoreskujici molekuly pouzivany
pro vyzkum fyzikalné-chemickych, biochemickych a biologickych systému. Fluoreskujici
molekuly mohou byt rozdé€leny do tii skupin: vnitini fluorofory (pfirozené), vnéjsi kovalentné
navazané fluorofory (fluorescencni znacky) a vnéj§i asociacni fluorofory (fluorescencni
sondy) [7].

Zkoumané latky vétSinou nefluoreskuji. Idedlnim pfipadem jsou wvnitini fluorofory jako
napiiklad nekteré aminokyseliny v proteinech (napf. tryptofan). Pokud zkoumana latka
nefluoreskuje nebo pokud vnitini fluorescence neni adekvatni pro pozadovany experiment,
vyuziva se nevlastni fluorescence, tedy fluorescencnich sond a znacek. Vyhodou
fluorescenc¢nich znacek je jejich dopiedu znama pozice v systému. Kvili jejich slozité syntéze
se ale ve vyzkumu Ccastéji vyuziva fluorescencnich sond. Pro fluorescencni sondy je
charakteristickd schopnost se ve studovaném systému rozmistit do mikroprostfedi na zakladé
svych fyzikalné-chemickych vlastnosti. Jejich kliCovou vlastnosti je hydrofilni, hydrofobni
nebo amfifilni charakter. Obecné =zalezi na citlivosti sondy na wurcitou vlastnost
mikroprostiedi, kde je lokalizovana. Pti vybéru vhodné sondy musi byt bran zfetel 1 na tvar
a velikost sondy a na jeji fotostabilitu [7, 9].

Fluorescen¢nich sondy lze délit na polaritni, viskozitni, membranové, na sondy
pro membranovy potencial, pro nukleové kyseliny a pro prenos energie.

Membranové sondy lze rozdélit do dvou skupin:

1. fluorescencni analogy pfirozenych lipida (fosfolipidy, sfingolipidy,
mastné kyseliny, triglyceridy, steroidy)

2. malé amfifilni a lipofilni organické fluorofory [8, 9]
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2.2.1 Prodan (6-propionyl-2-(dimethylamino)naftalen)

Prodan (Obrazek 2) se fadi mezi lipofilni membranové fluorescencni sondy. Spolu s jeho
derivaty jsou Siroce pouzivanymi sondami pii vyzkumu biomolekul, pro studium bunécnych
membran a modelovych membran [9, 10].

Rozpustnost prodanu v Siroké Skale rozpoustédel umoziiuje jeho rozlozeni do vice jedno-
i vicefazovych oblasti. Dekonvoluci celého emisniho spektra prodanu do nekolika
prekryvajicich se Gaussovskych funkci je mozno interpretovat umisténi prodanu
v mikrodoménach odli§né relativni polarity [11].

Fluorescence prodanu je hodné citliva na polaritu prostiedi [9, 10, 11]. V hydrofilnim
prostfedi dochdzi k vyrazn€jSimu piesunu energie z excitované molekuly prodanu
k priléhajicim molekulam rozpoustédla. Pfi excitaci prodanu totiz dojde ke zvySeni jeho
dipélového momentu a okolni polarni molekuly se na zakladé elektrostatického pusobeni
musi preusporadat, k Cemuz vyuziji ¢ast energie excitovaného prodanu. Diky ubytku energie
prodanu dojde k vyraznému ¢ervenému posunu maxima emise. V hydrofobnim prostredi je
prenos energie méné vyrazny [12]. Dusledkem této citlivosti je dramaticky solvatochromni
posun maxima emise (zhruba 130 nm) od 401 nm v cyklohexanu do 531 nm ve vodé [13].

Citlivost prodanu na polaritu souvisi s existenci dvou typu excitovanych stavii. Po absorpci
zateni prodanem dochazi ke vzniku lokalné excitovaného stavu (locally excited — LE), ktery
se muze zménit na stav s prenesenym nabojem (charge-transfered — CT). Stav CT je
energeticky chudsi. Po tomto procesu nasleduje zpravidla interakce s rozpoustédlem (ptfenos
energie smérem k rozpoustédlu) [13]. Energie excitovanych stavi prodanu jsou zavislé
na polarit€¢ prostiedi, coz je pravé diavodem silné citlivosti prodanu na polaritu [10].
V nepolarnich prostedich nastava emise z LE stavu, v polarnich prostfedich dochéazi k emisi
ze stavu CT. Napriklad v micelarnim systému emituje prodan z obou typt excitovanych stavu.
Struktura prodanu v zakladnim stavu je planarni, ov§em geometrie v excitovaném stavu jeSteé
nebyla zcela objasnéna [13].

Beéhen excitace dochazi ke zvySeni dipolového momentu vlivem prenosu naboje z dusiku
dimethylaminoskupiny na propanoyl naftalenovy zbytek [10]. Zména dipdlového momentu
pii excitaci je asi 4,4—5,0 D [13]. To ale samo o sobé neni divodem vysoké citlivosti prodanu
na polaritu, jak se pavodné predpokladalo. Svou roli zde pravdépodobné hraji i specifické
interakce jako vodikové mustky [7].

V nepolarnich rozpoustédlech a polarnich aprotickych rozpoustédlech prodan vykazuje
jednoexponencialni pokles intenzity fluorescence v Case. U polarnich protickych rozpoustédel
vykazuje dvoj-exponencialni pokles jako napiiklad v methanolu nebo ve vodé. Ve vodé lze
dvoj-exponencialni pokles intenzity charakterizovat dobami zivota prodanu: 0,70 ns (60 %)
a2,0 ns (40 %). V presyceném roztoku prodanu ve vodé se na modré strané emisniho spektra
objevuje jesté treti doba zivota o hodnoté 13 ns [13].

Prodan nevykazuje samozhaseni, tzn. nezhasi (nedeaktivuje) jiné molekuly prodanu, které
jsou vexcitovaném stavu [10]. Zavislost mezi dielektrickou konstantou rozpoustédla
vrozmezi 28-78 a emisnim maximem je linedrni. Emise prodanu je nezavisla na pH
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v rozmezi 2,75-8,00, je nezavisla na iontové sile v rozmezi 0,12-1,2 a je nezavisla také
na mikroviskozité v rozmezi 0,9-8,7 cps rozpoustédla [12].

O

| PRODAN —CH,CHj

LAURDAN —(CH4)1oCH5

Obrdzek 2: Struktura prodanu a laurdanu

2.2.2 Laurdan (6-dodekanoyl-2-(dimethylamino)naftalen)

Laurdan je derivat prodanu (Obrazek 2), ktery vznikne nahrazenim ethylové skupiny
prodanu uhlovodikovym fetézcem o 11-ti uhlicich [7]. Stejné jako v pfipadé prodanu se jedna
o amfifilni fluorescencni sondu [14], kterd se fadi k lipofilnim membranovym sondam [15].
S prodanem sdili také stejny fluorofor. Rozdil mezi t€émito dvéma sondami je predevS§im
v celkove hlubsim a pevnéj§im ukotveni laurdanu ve fosfolipidové dvojvrstvé nebo v micele
[16, 17]. Jeho fluorescencni Cast je pfitom orientovana k polarnimu prostiedi [18].

Stejn€ jako u prodanu 1 u laurdanu dochézi pfi excitaci ke vzniku LE a CT stavu [9], tedy
k prenosu naboje a k vyraznému vzristu dipolového momentu, coz je také divod silné
citlivosti laurdanu na polaritu prostredi [18]. Kromé citlivosti na polaritu vykazuje laurdan
citlivost i na fazovy stav membran, kde je ukotven [16]. Jeho spektroskopické vlastnosti zde
byvaji popsany tzv. generalizovanou polarizaci (GP), ktera ma hodnotu podle toho, zda je
membrana spiSe gelem nebo fluidni fazi [14, 16]. Proto je laurdan Siroce vyuzivan ve studiich
dynamiky povrchu membran ve vodé [19].

V silné polarnich prostiedich vykazuje laurdan emisi posunutou k vys§im vinovym délkam
diky dipolarnim relaxa¢nim procesim [14]. Napfiklad v dodekanu 1ze pozorovat maximum
emise u 380 nm, v polarnim methanolu pak u 490 nm. Ve vodném prostiedi ale prakticky
nefluoreskuje, vykazuje zde dobu zivota méné nez 100 ps. V organickych rozpoustédlech
a membranach vykazuje silnou fluorescenci a dobu zivota zhruba 4-8 ns [15].

2.2.3 Rhodamin 6G (rhodamin 590 chlorid)

Rhodaminova barviva jsou oblibenymi fluorofory. Pouzivaji se jednak jako fluorescencni
sondy v biochemii a také jako laserova barviva v kapalnych laserech. Rhodamin 6G
(Obrazek 3) je jednou z nejpouzivangjsich a nejstudovanéjsich laserovych barviv [19, 20].

Rhodaminova barviva jsou derivaty xantanu. Jejich centrdlni molekularni struktura je
rigidni a planarni. Vyznacuji se dlouhymi vinovymi délkami excitace a emise, zhruba 480—
600 a 500-700 nm [7, 9]. DalSimi znaky je vysoky fluorescen¢ni kvantovy vytézek, ktery se
blizi jednotkové hodnotg, a jejich vysoka fotochemicka stabilita [9, 21].
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Fluorescence rhodamini neni citliva na polaritu rozpoustédla [9]. Rhodamin 6G se
kompletné rozpousti v methanolu, ethanolu a jinych organickych rozpoustédlech [22]. Ve
vodnych roztocich ma ale od koncentrace vy§§i nez zhruba 10°M [23,24] tendenci
agregovat kvuli hydrofoébnim interakcim mezi svymi alkylovymi substituenty. Dochazi
k formovani vice typd dimert a i k formovani vicemert [19, 21, 22, 25].

Pii dostatecném ziedéni ve vode€, kdy nedochazi k agregaci molekul rhodaminu, je
maximum excitace i absorpce 525 nm, maximum emise 554 nm [24]. Excitacni a emisni
spektra se ale prekryvaji, coz zpusobuje nepiesnosti (kvali samoabsorpci) pii presnych
fluorescen¢nich métenich, naptiklad pii zjistovani kvantového vytézku [21].

Muze dochazet ke zhaseni fluorescence vlivem pfitomnosti dimert molekul rhodaminu

anebo pritomnosti aniont I~ a SCN . V malé mife zptsobuji zhaseni také anionty Cl1 ™~ a Br~
[26].

cr
.
HaC.__NH o _NH__CHg
O P~ ‘
HaC CHs
CO,CH,CH;

Obrdzek 3: Struktura rhodaminu 6G

2.3 Princip ustialené a casové rozliSené fluorescencni spektroskopie

Fluorescencni spektroskopie naléza vyuziti v Siroké Skale problematik v chemii a biologii.
Informace ziskané z fluorescencnich méteni jsou zalozeny na citlivosti fluorofora vuci jejich
prostiedi, o kterych fluorofor prostiednictvim své emise podava potiebné informace. Méfeni
fluorescence muze byt rozdéleno na dva typy: ustalené méfeni a Casové rozliSené méfeni.

2.3.1 Ustalena fluorescencni spektroskopie

Meéfeni ustalené fluorescence je béznym typem meéteni. Provadi se za konstantni excitace
a pozorovani, kdy je fluorescencni vzorek osvicen kontinualnim paprskem zafeni a soucasné
je zaznamenavano emisni spektrum.

Konvencni fluorescencni spektrometr obsahuje jako excitaéni zdroj nejcastéji
vysokotlakou xenonovou vybojku, ktera poskytuje kontinualni emisi o vysoké intenzité od asi
250 nm az do infracervené oblasti. Vhodna vlnova délka excitatniho zafeni je vybrana
pomoci excitacniho monochromatoru a ptivedena do vzorku, ktery pak poskytuje fluorescenci
ve vSech smeérech. Ta je sbirdna v pravém uhlu ke sméru excitacniho paprsku, aby
nedochazelo kruSeni. Potfebna vlnova délka fluorescence je vybrana emisnim
monochromatorem.  Difrakénim  prvkem v monochrométorech je miizka a oba
monochromatory jsou motorizované, aby umoznily automatické skenovani vinovych délek.
Fluorescen¢ni zafeni je detekovano fotondsobiCem, ktery pievede informaci zafeni na
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elektricky proud imérny intenzité svétla. Signal je nasledné zesilen vhodnymi elektronickymi
zafizenimi. Mimo to obsahuji tyto pfistroje 1 uzavérky k regulaci intenzity zafeni. Vystupem
klasického fluorescen¢niho méfeni jsou pak emisni a excitacni spektra [7, 9].

Videdlnim pfipadé by meéla ziskana emisni a excitacni spektra reprezentovat relativni
intenzitu zafeni na interval vinové délky. K ziskani takovych emisnich spekter musi mit
jednotlivé komponenty pristroje nasledujici vlastnosti:

— zdroj zafeni musi poskytovat konstantni vydej fotont pii vSech vinovych délkach,
— monochromator musi propoustét fotony vSech vinovych délek se stejnou ucinnosti,
— ucinnost monochromatoru musi byt nezavisla na polarizaci,

— detektor musi detekovat fotony v§ech vinovych délek se stejnou ucinnosti.

Bohuzel tyto vlastnosti jednotlivych komponent nejsou realné a pro ziskani spravnych
vysledkt je nutno provést korekce neidealni odezvy pfistroje. Tyto korekce provadi pfistroj
automaticky.

Kvuli spektralnimu prekryvu absorpcnich i emisnich spekter riznych fluorofor ve vzorku
neni obvykle mozné zustalenych dat rozli§it emisi pfislusejici jednotlivym fluoroforam
(Obréazek 4). Cast informace je tak ztracena. Tyto informace ale mohou byt ziskany pomoci
Casoveé rozliSenych méfeni, kterd umoziuji zjistit dobu zivota (7) a relativni intenzity
fluorescence dil¢ich fluorofort. Existuje i mnoho jinych ptipadud, kde Casove rozliSené méfeni
poskytne vice informaci nez ustidlené, napfiklad odliSeni statického a dynamického
zhaseni [9].

AR
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Obrdzek 4: Dekompozice emisniho spektra na diléi sloZky

2.3.2 Casové rozliSena fluorescencni spektroskopie

Casové rozlifena méfeni jsou ve fluorescenéni spektroskopii §iroce pouzivana. Pomoci
Casove rozliSenych fluorescencnich méfeni je mozno na rozdil od ustalenych méfeni poznat
dynamiku excitovanych stavi, ktera je velmi dilezitda pro pochopeni fotofyzikalnich,
fotochemickych a fotobiologickych procest. Existuji dv€é dominantni Casové rozliSené
techniky, které se oznacuji jako pulzni metoda a metoda fazové modulovaného budiciho
zateni [7].
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Pulzni fluorimetrie pouziva kratky excitani pulz zafeni a vytvaii pulzni odezvu vzorku
slozenou s odezvou pfistroje. Fazové modulovana fluorimetrie pouziva modulované zareni pii
raznych frekvencich a vytvaii harmonickou odezvu vzorku, ktera je Fourierovou transformaci
odezvy pulzu. Prvni technika pracuje v Casové doméné, druhd ve frekvencni doméne. Oba
typy fluorimetrie jsou teoreticky stejné, ale liSi se v instrumentaci. Dale bude rozebirana
pouze technika pulzni fluorimetrie [7].

vvvvv

meél byt vyrazné kratsi, nez je doba zivota vzorku. Nasledné po excitaci vzorku pulzem je
meéfena na Case zavisla intenzita fluorescence. Takto je ziskana zavislost intenzity
fluorescence na cCase, kterda ma tvar poklesu. V nejjednodussim piipadé jde o jedno-
exponencialni pokles, jehoz asova konstanta je doba Zivota excitovaného stavu. Castgji se ale
jedna o soucet riaznych exponencial [7, 9].

V idealnim piipad¢ je excitacni pulz nekonecné kratky a elektronika nekonecné rychla, coz
ale neni mozné, a proto je ziskana zavislost fluorescencni intenzity konvolu¢nim produktem
s funkci odezvy pfistroje, kterd se sklada z funkce profilu excitacniho pulzu a odezvy
elektroniky. To zpusobuje, ze intenzita fluorescen¢niho poklesu stoupa, jde pfes maximum
astava se identickou k odezvé excitacniho pulzu, dokud neni intenzita zéafeni pulzu
zanedbatelna (Obrazek 5). Pro analyzu dat, tedy ziskani parametrii charakterizujicich pokles
intenzity fluorescence, je proto nutna dekonvoluce fluorescen¢ni odezvy [7].

Excitace Odezva

Vzorek

Vzorek
— »>

Obrdzek 5: Pokles intenzity fluorescence v zdavislosti na povaze excitaéniho pulzu

2.3.2.1 Vyznam doby Zivota fluoroforu

Po excitaci pulzem zareni (pfi teoretickém nekonecné kratkém pulzu — 6-pulzu) je ve
vzorku excitovana Cast fluorofort, ktera je oznacCena jako pocateCni populace (np). Tato
populace se snizuje rychlosti I + ky, podle rovnice:

dn(t)

=(I"+k, )n(), (2)
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kde n(r) je pocet excitovanych molekul v Case ¢ po excitaci, I' je rychlost emise a ky je
rychlost nezafivych procesti. Protoze emise je nahodna udalost, kazdy excitovany fluorofor
ma stejnou pravdépodobnost emitovani v dané Casové period€, coz zpusobuje, ze pokles
populace v excitovaném stavu bude exponencialni. Jedna se o kinetiku prvniho fadu:

n(t) =nyexp(—t/7), (3)

Ve fluorescenénim experimentu vSak neni pozorovan pocet excitovanych molekul, ale
intenzita fluorescence, kterd je umérna poctu n(f). Proto lze rovnici 2 prepsat pomoci
intenzity, ¢imz je ziskan obvykly vyraz pro jedno-exponencialni pokles:

I(t)=1,exp(-t/7), 4)

kde Iy je intenzita v Case r =0 s, I(7) je intenzita v Case t a T je doba zivota fluoroforu. Rovnici
1ze také napsat jako:

I(t)=aexp(—t/7), %)

kde 7 je doba zivota a a je pre-exponencialni faktor nebo amplituda pii t=0s. Obé tyto
charakteristiky jsou zavislé na studovaném systému. Pro multi-exponencialni pokles se
predpoklada, ze intenzita klesa jako soucet individualnich jedno-exponencialnich poklest
0 poctu n a stejnym poctem dob zivota:

1) = Zai exp(~t/7). 6)
i=1

Doba zivota je prevracend hodnota celkové rychlosti poklesu. Jinak feCeno, inverzni
hodnota doby zivota je souctem rychlosti, které snizuji populaci excitovaného stavu [7, 9]:

r=+k,)". ™

Jestlize se jednd o jedno-exponencidlni pokles, lze dobu zivota také definovat jako
prumérny Cas, po ktery fluorofor zistava v excitovaném stavu po excitaci pulzem. To vSak
neplati pro komplexnéjsi poklesy, jako jsou multi-exponencialni nebo non-exponencialni
poklesy. Dulezité také je, ze doba Zivota je statisticky prumér a fluorofory emituji nahodné
v ramci celého ¢asového rozsahu fluorescencniho poklesu a neemituji v§echny v Case rovném
dobé zivota. Nekteré emituji diive, nékteré pozdé€ji a vznikla Casova distribuce emitovanych
fotontl je pokles fluorescenéni intenzity [9].

Mnoho vzorkd obsahujicich jeden fluorofor vykazuje komplexn€jsi poklesy nez jedno-
exponencialni, coz je zpusobeno existenci fluoroforu ve vice mikroprostfedich o odlisnych
vlastnostech, jako naptiklad v mikroprostiedi pfistupnému vodé nebo naopak chranénému od
vody. Kazdému z téchto dvou stavi je pak pfipsana jedna doba zivota. Jestlize je fluorofor
rozpustény ve smési rozpousteédel, vysledkem bude urcita distribuce dob zivota [9].

Fluorescen¢ni doba Zivota muZze byt urCena ze sklonu zavislosti I(r) na ¢, ale Castéji se
pouziva prokladani dat predpokladanymi modely poklesu [9].

2.3.2.2 Konstrukce pulznich fluorimetru — metoda TCSPC

Metoda TCSPC (time-correlated single photon counting) neboli ,,Casové korelované Citani
fotond“ se pouziva v analytické chemii, v bunééném zobrazovani, k detekci jedné molekuly
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ave fluorescenCni korelacni spektroskopii. V téchto aplikacich jsou doby zivota pouzity
k rozliseni riznych fluorofora v riznych prostiedich [9].

Na metodé TCSPC je zalozena vétsina pulznich fluorimetrti. Zakladni princip lezi na faktu,
ze pravdépodobnost detekovani jednoho fotonu v Case 7 po excitaci pulzem zafeni je umérna
intenzit€ fluorescene v tom Case. Po zaznamenani velkého mnozstvi jednotlivych fotont v jim
vlastnich Casech po excitaci pulzem svétla je vytvorena kiivka poklesu intenzity fluorescence.
Metoda TCSPC nabizi nékolik vyhod jako vysokou citlivost, vynikajici dynamicky rozsah
a linearitu a dobfe definovanou statistiku (Poissonova distribuce), ktera umoziiuje vhodné
vazeni kazdého bodu pfi analyze dat [7].

Na obrazku 6 je zobrazen konvencni TCSPC piistroj. Excitacni zdroj mé zasadni vyznam.
Mohou jim byt zableskové lampy, lasery nebo v posledni dobé& oblibené laserové diody
a zareni emitujici diody. Zableskové lampy pracujici ve vzduchu nebo N,, H, nebo D, nejsou
drahé, ale excitacni vinové délky jsou omezeny na 200—400 nm. Poskytuji nanosekundové
pulzy, takze muazou byt nameéfeny doby zivota od nékolika stovek pikosekund. Opakovaci
frekvence neni vysoka (10°-10° Hz) a protoze pocet fluorescenénich pulzd na excitaéni pulz
musi byt drzen pod 5 %, doba sbéru dat mize byt docela dlouha v zavislosti na pozadované
presnosti (od desitek minut po nékolik hodin). Pro dlouhy sbér dat mize byt pouziti lampy
vaznym problémem. Lasery jako excitacni zdroje jsou mnohem vice efektivni a univerzalni,
ale jsou drahé. , Mode-locked” lasery spojené s barvivovymi lasery nebo s titan-safirovym
laserem mohou generovat pulzy v irokém rozsahu vinovych délek. Sitky pulzi jsou v fadech
pikosekund a s vysokou opakovaci frekvenci. Tato frekvence je omezena n¢kolika MHz, aby
stihla probéhnout fluorescence ve vzorcich s del§i dobou zivota. Vyznamnym vyvojovym
krokem bylo zavedeni laserovych diod (LD) a zéfeni emitujicich diod (LED — Obrazek 7).
Jsou to jednoduché zdroje v tuhém stavu a maji nékolik vyhod jako malou spotiebu, snadnou
obsluhu a téméf zadnou udrzbu. Jejich opakovaci frekvence muze byt az 40 MHz, coz
umoziuje rychly zisk dat [9].

Vzorek

T

D LED
Ex

At ' CFD

start val /1
— TAC PGAF——ADC

stop
Em. CED =

WD

Obrdzek 6: Schéma instrumentace TCSPC pristroje
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Experiment zaCind soucasnou generaci elektrického a optického pulzu ve zdroji zafeni.
Elektricky pulz je smérovan ptes diskriminator (constant function discriminator — CFD), ktery
presné zméfi Cas prichoziho pulzu, a odtud do startovaciho vstupu prevodniku casu na
amplitudu (time-to-amplitude convertor — TAC). Mezitim je optickym pulzem excitovan
vzorek a ten nasledné zaCina emitovat fluorescenci. Optika musi byt spravné naladéna (pfi
prilis velké intenzit€ zareni musi byt pouzit neutralni filtr nebo mensi Stérbiny), takze na
fotonasobi¢ nedopadne vic jak jeden foton na jeden excitatni pulz. Elektricky pulz
korespondujici s emisi fotonu je smérovan pies diskriminator do stop vstupu prevodniku
(TAC). V ptevodniku se mezitim generoval schodek napéti, coz je napéti, které linearné€ roste
s Casem. Po obdrzeni stop signalu je schodek napéti pfeveden na elektricky pulz, jehoz
amplituda je pfimo umérna zpozdéni mezi start a stop pulzem. Podle potreby je napéti
zesileno v zesilovaci (programmable gain amplifier — PGA) a pfevedeno na numerickou
hodnotu pomoci analogové digitalniho prevodniku (analog-to-digital converter — ADC). Pro
minimalizovani chybnych Cteni je signal omezen danym rozsahem napéti. Jestlize neni signal
v tomto rozmezi, udalost je potlacena pomoci diskriminatoru (window discriminator — WD).
Po prichodu signalu pies ADC dojde k zaznamenani udalosti, tzn. o jednotku se zvysi
mnozstvi zaznamenanych fotoni v daném casovém kanalu, ktery prfislusi zpozdéni
zaznamenaného fotonu [7, 9].

vev s

Obrdzek 7: Nejcastéjsi excitacni zdroj v TCSPC technice — svétlo emitujici dioda [9)]

Po velkém mnozstvi excitaci a detekci udalosti, je ziskan histogram poctu udalosti, ktery
reprezentuje kiivku poklesu fluorescence. Osa x na histogramu tedy znazoriuje casovy rozdil
(zobrazovano v kanalech) a osa y pocet detekovanych fotond s danym casovym rozdilem
(zpravidla v logaritmickém mé&fitku). Cim je vétsi polet udalosti, tim je dosazeno v&tsi
presnosti kiivky poklesu [7].

Pro ziskani parametri poklesu je nutné ziskanou kiivku poklesu dekonvoluovat, coz
vyzaduje zméfeni Casového profilu excitatniho pulzu (odezva pfristroje) za stejnych
podminek, jako byl zméten vzorek. Pro naméfeni tohoto profilu se misto vzorku pouziva
médium rozptylujici zafeni, naptiklad roztok koloidni siliky (Ludox). Nameétena kiivka pak
reprezentuje nejkratsi Casovy profil, ktery miize byt pfistrojem naméfen. Je dulezité rozumét,
pro¢ je mefeny pokles intenzity fluorescence konvoluci s profilem excitacniho pulzu. Pokles
intenzity fluorescence odpovidajici zdkonu o poklesu intenzity by byl naméfen, jen pokud by

20



excitaéni pulz byl nekonecné uzky a pokud by odezva pfistroje byla nekonecné rychla, coz
neni mozné. Realné je profil excitacniho pulzu Siroky 0,5 az 2 ns. Pribéh excitace si lze
potom predstavit jako sérii nekone¢né kratkych pulzt s odliSnymi amplitudami, z nichz kazdy
vyvola odezvu ve vzorku imérmou vysce pulzu. Naméfend data jsou potom souctem vsech
téchto exponencialni poklesti (odezev vzorku), které zacinaji v odlisné Casy a s odliSnymi
amplitudami (Obrazek 8) [7, 9].

N(t) = ZI, 0

t [ns]

Obrazek 8: Profil excitacniho pulzu s ndslednou poklesovou kiivkou

Jestlize je doba zivota v fadu nanosekund, soucasna elektronika neni dost rychlé na to, aby
zméfila vice fotoni za jeden excitatni pulz. Mozné je to jen pro doby zivota blizko
mikrosekund a delsi. Proto je nutné, aby byl poCet fluorescen¢nich pulzii vyrazné nizsi, nez
pocet excitacnich pulzi (min jak 0,01-0,05 stop signalu za excitaéni pulz), takze
pravdépodobnost detekovani dvou fluorescencnich pulzi na jeden excitacni pulz je
zanedbatelna. V opa¢ném piipadé TAC vyhodnoti pouze prvni ze dvou fluorescen¢nich pulza
a ziskana statistika bude zkreslena, pokles bude kratsi, nez ve skuteCnosti je. Tomuto jevu se
pak tika ,,pileup effect” [7, 9].

Casové rozliSeni pfistrojti je ovlivnéno jak sitkou pulzu, tak i elektronikou a detektorem.
Pro ziskani pfesnych fluorescen¢nich poklest je rozhodujici linearni ¢asova odezva TAC.
Odezva je vice linearni, kdyz se minimalizuje tzv. mrtvy c¢as, coz je Cas, kdy je TAC
v provozu a je neschopny reagovat na dalsi signal (v moderni TCSPC elektronice okolo
120 ns). Z tohoto divodu se shromazd'uji data v reverznim modu, kdy se fluorescencni pulz
chova jako startovaci pulz a korespondujici excitacni pulz, ktery je zpozdény o vhodny cas,
slouzi jako stop pulz. TAC pak neni nutno neustale resetovat. Timto zptisobem bude jen mala
Cast startovacich pulza vyustovat ve stop pulzy a ziskana statistika bude lepsi [7, 9].

Nékdy je slozité uplné odstranit rozptyl svétla u zakalenych nebo pevnych vzorku a to i pfi
pouziti emisniho monochromatoru a vhodnych filtri. V pfipadé projeveni rozptylu svétla
musi byt upraveno vyhodnocovani dat, kdy musi byt zohlednén ptispévek rozptylené¢ho
zateni [7].

2.3.2.3 Analyza dat

S poklesem intenzity fluorescence jsou asociované tfi typické kiivky: namétrena data N(z)),
odezva pfistroje L(¢,) a prolozena funkce N.(#;). Tyto funkce jsou diskrétni, protoze
zaznamenané fotony jsou shromazd’ovany v kanalech. Nameétena data jsou konvoluci odezvy
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pfistroje a pozadované n-exponencialni funkce. Pro wvyfeSeni problému dekonvoluce
nametené zavislosti a jeji prokladani funkci teoretického poklesu bylo vynalozeno znacné
usili. Zkoumano bylo nékolik metod: metody nejmensich Ctvercd, momentt, Fourierova
transformace, Laplaceova transformace, metoda maximalni entropie aj. Nejrozsifené]si
metodou se stala metoda nelinearnich nejmensich ¢tverci (NLLS — nonlinear least squares).
Zakladnim principem této metody je minimalizovat neshodu mezi daty a prolozenou funkci.
Tato neshoda je vyjadfovana pomoci parametru x°, ktery je definovan jako vazeny soudet
¢tverc odchylek mezi daty a prolozenou funkci [9]:

N(t,) - N, (1)
7 Z{ o) } ®)

kde n je celkovy pocet bodi dat nebo kanall a o(i) je smérodatna odchylka od i-tého bodu dat.
Jedna se o neurcitost predpokladanou ze statistickych uvah (jde o Sum). Prakticky se pouziva
upravena hodnota tohoto parametru, takze je jeho hodnota nezavisla na poctu dat (n) a na

v o ~ 7 ~r 7 7 2
poctu parametrt prolozené funkce (p). Pouziva se redukovana hodnota parametru y~:
2 2

P Ay A ©)
n-p v

kdy je »* podélen po&tem stupiiti volnosti, v = n — p. Napriklad pro dvoj-exponencialni pokles
je hodnota p rovna tfem — dvé doby Zzivota a jeden pre-exponencialni faktor. Po pfepisu plati:

s I[Ny -Na T
x—vZ{ ) } (10)

Pro TCSPC je pocet bodu dat typicky mnohem vétsi neZ poCet parametrd, takze v je
zhruba rovno n. Statistika se fidi Poissonovou distribuci a predpokladana odchylka a(i) se

blizi o(i) =,/ N(t;), takze plati [7, 9]:

s IS NN T
xr—VZ{ N } ()

i=1

Jestlize data obsahuji jen Sum, pak relativni neurCitost dat klesd se zvySujicim se poctem
pozorovanych fotond a hodnota y’ se blizi jednotkové hodnoté. Piisluiné prolozeni je potom

vhodné.
Metoda NLLS poskytuje nejlepsi odhad prokladané funkce, jestlize:
1. Neurcitost celého experimentu lezi v zavislé ose y.

2. Tyto neurCitosti maji Gaussovské rozdéleni, jehoz stfed se nachazi
na spravné hodnotée.

3. Neni zde zadna systematicka chyba, ani v ose y ani v ose x.

4. Predpokladand prolozena funkce je spravnym matematickym popisem
systému. Nespravné modely vyast'uji v nespravné parametry.

5. Jednotlivé body dat jsou nezavisla pozorovani.
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6. Je nameéreno dostateéné mnozstvi dat [9].

V praxi predchazi vypoctu prokladané funkce odhad parametri prolozeni (pre-
exponencialni faktor a doby zivota). Prokladana kiivka je rekonvoluovana s odezvou pfistroje
pro srovnani s experimentalni kfivkou. Potom je pouzit minimalizaéni algoritmus
(Marquardtova metoda) pro nalezeni parametri poskytujicich to nejlepsi prolozeni. Jde
o iteracni proces, kdy je pfi kazdém kroku kalkulovany pokles rekonvoluovany s odezvou
pristroje. Komer¢né je k dispozici nékolik softwara [7].

2.3.2.4 Posouzeni kvality proloZeni
Refeni multi-exponencialnich poklesd je tim slozit&j$i, ¢im vice dob Zivota obsahuje.
I kdyZz jsou hodnoty )(,2 pouzivany pro posouzeni prolozeni, prvnim krokem pfi posuzovani

by mélo byt vizualni srovnani pribéhu nameéfenych dat s prolozenou funkci a vizualni
kontrola vazenych rezidui jednotlivych boda dat, kde jsou dobfe vidét rozdily mezi daty
a prolozenou funkci. Vazena rezidua jsou definovana jako [9]:
N(ti)_Nc(ti)

o)

kde opét plati o(i)=,/N(z,). Jestlize je prolozeni dobré, vazena rezidua jsou nahodné

W)= (12)

rozlozena okolo nuly. Jestlize je neshoda velkd (rezidua vykazuji urcity trend), model je
$patny a nejspiSe bude potieba pouzit model pro vice parametri poklesu. Jestlize jsou data
a prolozena funkce blizko, ale perfektné nesedi, je lakavé pouzit komplexnéj§i model. V tuto
chvili byva problém s uréenim hranice dobrého a §patného prolozeni. Uvazovat 1ze dvéma
zpusoby: v zavislosti na zkuSenosti a na matematice. Z pohledu matematiky neni nutné
zamitnout model s pravdépodobnosti piekracujici 5%, coz koresponduje s )(,2 =1,17.
Kompletni spoléhani na matematiku ale mize vést ke Spatné interpretaci dat a vymysleni dalsi
komponenty, ktera neexistuje. Malé mnozstvi systematickych chyb v naméfenych datech totiz
muze davat zdani, ze je potieba pouzit komplexnéjsi model. Systematické chyby v datech
mohou jednoduse zapfiCinit i )(,2 > 1,5 a toto malé zvySeni pak neznamena, ze model je
Spatny. Pfi systematickych chybach navic neni hodnota )(,2 vyznamné snizena, jestlize se
pouzije komplexné&jsi model. Obecné se povazuji poklesy v )(,2 za vyznamné, jestli pomér
klesne dvakrat a vice. Mensi zmény v y” by mély byt interpretovany s opatrnosti, typicky na
zakladé predes§lého porozuméni systému. Navic je )(,2 obecné obvykle blize jednotkové

hodnoté pii pouziti modelu s vice nastavitelnymi parametry [7, 9].

Jestlize jde o méfeni dvou dob zivota, které se od sebe lisi méné jak dvakrat, je slozité
ziskat presné hodnoty. Z tohoto divodu se pouziva globalni analyza. Jeji koncept je zalozen
na predpokladu, ze doby Zivota nezéavisi na vinové délce, a tak je provedeno méfeni pii vice
vlnovych délkdch vramci emisniho spektra. Doby Zzivota jsou globalnimi parametry,
amplitudy ale nikoliv. Timto zptisobem méfeni je vyssi pravdépodobnost odhaleni spravnych
dob Zivota [9].
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2.3.2.5 Standardy dob Zivota

Doby zivota excitovaného stavu nékterych slou¢enin mohou byt pouzity jako standardy
(napf. thodamin B, POPOP, aj.). Hodnoty dob zivota standardi jsou primérnou hodnotou
z hodnot ziskanych v osmi laboratofich. V primérné hodnoté ale existuje jista nepiesnost,
napt. pro POPOP v bezkyslikovém cyklohexanu byly zjis§tény hodnoty od 1,07 do 1,18 ns.
Tato nepifesnost je zpusobena napiiklad nevyhnutelnymi malymi odliSnostmi kazdého
pfistroje, odliSnym puvodem vzorka a rozpoustédel, slozitosti pfipravy identickych vzorka
beze stopy necistot, zhasece atd. [7].

2.3.3 Casové rozliSena emisni spektra

Na emisni spektra fluorofori maji vliv procesy excitovaného stavu, kam patii relaxace
rozpoustédla a reakce excitovaného stavu. Pfi relaxaci rozpoustédla dochazi k reorientaci
polarnich molekul rozpoustédla okolo excitovaného fluoroforu, u kterého se vlivem excitace
zvysil (zménil) dipdlovy moment. Timto procesem je postupné odebirana energie fluoroforu.
Mezi reakce excitovanych stavi pak patii separace naboje a/nebo konformacni zmeény
v excitovaném stavu. VSechny tyto procesy lze studovat pozorovanim emisnich spekter, ktera
jsou naméfena v urcitém kratkém casovém okamziku po excitaci pulzem zareni. Tato spektra
se nazyvaji Casove rozliSend emisni spektra (time-resolved emission spectra — TRES) [9].

Pfi méfeni ustalené fluorescence se predpoklada, ze emitujici fluorofory jsou v rovnovaze
se svym prostfedim. Jinak feceno nez nastala fluorescence, molekuly rozpoustédla okolo
excitovaného fluoroforu se jiz stihly pfeusporadat (zrelaxovat) nebo jiz stihla nastat prislusna
reakce. Pfedpoklad emise z rovnovaznych stavii ma opodstatnéni, protoze v piipadé relaxace
rozpoustédla probiha reorientace molekul okolo excitovaného fluoroforu v ¢asech od 0,1 do
10 ps, pticemz doby Zzivota fluorofort jsou zhruba od 1 ns a delSi. Existuje ale mnoho situaci,
kdy fluorofory mohou emitovat pfed nebo béhem dynamickych procesti. Napiiklad ve
viskéznich prostiedich, kde muze byt rychlost reorientace porovnatelna nebo pomalejsi nez
fluorescence. Ustalené emisni spektrum potom reprezentuje prumeér CasteCné relaxované
emise. Pfi téchto podminkach vykazuji emisni spektra na Case zavislé zmény. V emisnich
spektrech ustalené fluorescence tyto Casové efekty nejsou vidét, ale v Casové rozliSenych
datech vidét jsou [9].

2.3.3.1 Procesy excitovaného stavu

Casové zavislé spektralni zmény mazeme rozdélit do dvou kategorii: kontinuélni spektralni
posun a model dvou stavi (Obrazek 9). V kontinualnim modelu dochazi k posunu emisniho
spektra, ale neméni se tvar spektra. Tento model je obecné vhodny pro klasické efekty
rozpoustédla. V modelu dvou stavi jsou oddé€lené emisni spektralni formy dvou forem
fluoroforu. Tento model je obvykle vhodny pro reakce excitovaného stavu nebo formovani
stavu vnitiniho pfenosu naboje (ICT) [9].

Pii efektech rozpoustédla emituji fluorofory nezrelaxované, Ccastecné zrelaxované
i zrelaxované. Nezrelaxované stavy se nazyvaji Franck-Condonovy (F). Jak se molekuly
rozpoustédla reorientuji vzajemné s excitovanym fluoroforem, fluorofor prechazi s urcitou
rychlostni konstantou ks do zrelaxovaného stavu (R). Objevuje se distribuce doby zivota
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aemise se s casem posunuje k delSim vinovym délkam. Pfi reakcich excitovaného stavu
dochazi k emisi ze dvou stavi — nezreagovaného a zreagovaného, emitujiciho v delSich
vinovych délkach. Kazdy z téchto dvou stavii ma vlastni dobu Zivota [9].

(@) L (b) L
. R ! R
hv

hv

A—=
Obrdzek 9: Dva modely priitbéhu TRES doplnéné Jablonskiho diagramy pro pripad relaxace
rozpoustédla (a) a reakci excitovaného stavu (b)

2.3.3.2 Méfeni casové rozliSenych emisnich spekter

Pfimé méfeni TRES bylo sice prvni pouzivanou metodou, ale dnes je tato metoda vzacna.
Pfimé méfeni je jednoduché na pochopeni, ale je vazné limitovano. Tato metoda neposkytuje
dekonvoluci s funkci odezvy piistroje a ziskané TRES obsahuji zkresleni. Dnes se TRES
obvykle ziskavaji nepfimo. Méfeni zaCina ziskanim poklestd intenzity fluorescence pii
raznych vinovych délkach pres celé emisni spektrum. Tyto poklesy intenzity jsou zavislé na
pozorovaci emisni vinové délce a to kvuli Casu potfebnému k prechodu ze stavu F do R nebo
mezi mezistavy (pro model relaxace rozpoustédla). Na obrazku 10 je zndzornéna situace tfi
razné zrelaxovanych fluorofori. Zlena kiivka ukazuje pokles intenzity celkové emise (pii
vyfazeném monochromatoru) nebo pokles, ktery by byl pozorovan pii absenci procesu
excitovaného stavu. Pokles intenzity zméfeny na kratkovinné stran€ spektra je rychlejsi nez
celkova emise, protoze fluorofory emitujici diive emituji v krat§ich vinovych délkach, jelikoz
nestihly ztratit tolik energie pii reorientaci. Naopak pfi méfeni poklesu intenzity
v dlouhovinné oblasti emisniho spektra budou zméteny zrelaxované fluorofory s delsi dobou
zivota a tedy 1 delSim poklesem [9].

Ziskané parametry z naméfenych poklesua intenzity fluorescence se pak pouZziji pro vypocet
TRES v libovolnych €asech (7) nasledné po excitaci pulzem zafeni podle vztahu:

> a, e

I(A,1) = I (A1) : (13)
( ! D o)

kde I je intenzita TRES pfi zvoleném cCase ¢ a pii dané vinové délce 4, Iss je prislusna intenzita

ustalené fluorescence pii dané vlnové délce a a; a 7; jsou parametry piislusnych fluorofor
o poctu j vztahujici se k poklesu intenzity pii dané vinové délce [27, 28, 29]. Kdybychom
mohli pozorovat emisi v kratkém okamziku po excitaci pulzem, tak v piipadé kontinualniho
modelu bude po okamzitém pozorovani (pf. 1 ns) pozorovano nezrelaxované spektrum,

25



posunuté do modré ¢asti spektra. Pii pozd€jsim pozorovani bude vice molekul zrelaxovanych
a emitujicich v delSich vinovych délkach, ¢imz ziskame spektrum, které se postupné posouva
k dels$im ¢asim a delSim vinovym délkam. U modelu dvou stavi je pii kratkych pozorovacich
casech emise posunuta ke kratsSim vlnovym délkam. Pti delSich pozorovacich ¢asech se bude
intenzita na kratkovinné strané spektra snizovat a na opacné stran¢ emisniho spektra se objevi
nové maximum o postupné rostouci intenzité [9].

I TJ‘ T.f < T2 < Tg
f T,
Tz
N ,;(\
A
t [ns]

Obrazek 10: Souvislost deélky poklesu intenzity fluorescence s emisni vinovou délkou

2.3.4 Zavislost emisniho spektra na excita¢ni vinové délce

Obecné se predpoklada, ze emisni spektra jsou nezavisla na excitacni vinové délce. Toto
tvrzeni plati pro fluorofory v tekutych rozpoustédlech. Pro fluorofory ve viskdznich a stfedné
viskéznich prostedich to uz ale nemusi byt pravda. Pro polarni fluorofory v podminkéch, kdy
relaxace rozpoustédla neni dokoncena, se emisni spektrum posouva k delSim vinovym
délkam, kdyz je pouzitd excitace na Cervené stran¢ excitaCniho spektra. Excitaci z centra
excitacniho spektra je ziskana obvykla emise stavu Franck-Condonova. Delsi excitacni vinova
délka ale excituje jen ty fluorofory, jejichz absorpce je pfi nizsi energii. To je umoznéno tim,
ze ve viskoznéjsich regionech je konfigurace molekul rozpoustédla okolo nékterych molekul
fluoroforu podobna, jako kdyby Slo o zrelaxovany stav. Tyto fluorofory jsou typicky vice
provazany vodikovymi vazbami s molekulami rozpoustédla, a tak vykazuji emisi posunutou
k vy§§im vinovym délkam [9].

Efekt tohoto posunuti emise k delSim vlnovym délkam nazyvany ,red-edge excitation
shift“ (REES) je mozné studovat napiiklad u fluoroforti lokalizovanych v regionu hlav
lipidovych dvojvrstev, protoze vykazuje zvySenou viskozitu [9].

2.4 Asociativni koloidy

Asociativni koloidni soustavy vznikaji vratnou asociaci z pravych
roztokll nizkomolekularnich latek, které se nazyvaji povrchové aktivni latky (PAL). Asociaci
vznikaji koloidné disperzni Castice, které se nazyvaji micely. Povrchové aktivni latky
(nazyvané také tenzidy nebo surfaktanty) se skladaji ze dvou zakladnich Casti. Jedna Cast
molekuly PAL je lyofilni, tedy s velkou afinitou k rozpoustédlu, a druha Cast je naopak
lyofobni a v rozpoustédle je nerozpustna. Molekuly PAL se proto také nazyvaji amfipatické
nebo amfifilni. Jedna ¢ast molekuly tihne zpravidla k polarnimu prostfedi, druha cast
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k prostiedi nepolarnimu. Polarni ¢ast se nazyva hlava, nepolarni Casti je uhlovodikovy
fetézec. PAL ziskaly sviij nazev od své schopnosti se ochotné a samovolné koncentrovat na
fazovém rozhrani. Timto chovanim se molekuly PAL dostanou do stavu o termodynamicky
niz§i energii oproti piipadu, kdy by se nachazely volné v roztoku. Svym zakoncentrovanim na
fazovém rozhrani zpusobi také snizeni povrchového napéti mezi fazemi [30].

Povrchové aktivni latky lze podle urcitych kritérii zaclenit do nékolika skupin. Podle
chemické povahy se déli na anorganické, organické a organosilikatové. Podle schopnosti
polarni ¢asti molekuly PAL disociovat v roztoku nebo ne se PAL déli na iontové a neiontové.
Iontové PAL se dale déli na aniontové, kationtové a amfoterni. PAL jsou nejcastéji organické
povahy a jsou rozebrany v nasledujicim odstavci [30].

Neiontové PAL po svém rozpusténi v polarnim rozpoustédle neziskavaji naboj. Zpravidla
se skladaji z delsiho uhlovodikového fetézce a hydroxylové nebo esterové skupiny. Pri
rozpusténi aniontovych PAL ve vodé vznikne na polarni skupiné zaporny naboj. Vznika tedy
povrchové aktivni aniont, ktery obsahuje karboxylat, sulfat, nebo fosfat. Disociovanym
kationtem je alkalicky kov nebo amonny kationt. Mezi aniontové PAL patii napiiklad
pfirozena (alkalické soli vysSich mastnych kyselin) a uméld mydla (napiiklad soli
alkylsulfonovych kyselin). Kationtové PAL ziskaji po rozpusténi kladny naboj a vznika
povrchové aktivni kationt. Mezi kationtovéi PAL patii hlavné kvartérni aminy, kde atom
dusiku nese mimo dlouhy uhlovodikovy fetézec (10 az 18 atoma uhliku) také tfi methylové
nebo ethylové skupiny. Aniont je vétSinou halogenidovy. NejznaméjSim zastupcem této
skupiny je cetyltrimethylammonium bromid (CTAB). Molekuly amfoternich PAL ziskavaji
naboj v zavislosti na okolnim pH, protoze obsahuji kyselou i1 bazickou skupinu. Do této
skupiny se fadi bilkoviny [30, 31].

Nejvétsi uplatnéni nalézaji aniontové a neiontové PAL a to v procesech prani a Cisténi.
Dale se pouzivaji jako emulgatory a smacedla. Smési aniontovych a kationtovych PAL se
nepouzivaji, protoze spolu ve vodé tvofi nerozpustné komplexy. Kationtové PAL nalézaji
uplatnéni v kosmetice, jako soucast baktericidnich a antistatickych ptipravkl, v prostfedcich
pro inhibici koroze, v textilnich zmékcovadlech a ve vlasovych kondicionérech. Nejméné se
vyuzivaji amfoterni PAL, nalézaji uplatnéni hlavné v kosmetice [30, 32].

2.4.1 Tvorba micel

PAL tvoti pravé roztoky jen do urcité koncentrace, kterd se nazyva kriticka micelarni
koncentrace (CMC). Pred dosazenim této koncentrace se molekuly PAL nachazi jednak
jednotlivé ve volném roztoku, ale hlavné na fazovych rozhranich. V piipadé polarniho
rozpoustédla naptiklad na rozhrani rozpoustédlo-vzduch. Pfti CMC jsou fazova rozhrani jiz
plné€ obsazena a v roztoku se zacCinaji tvofit nova fazova rozhrani (faze), tvorena molekulami
PAL. Vzniklé zpravidla kulové Utvary se nazyvaji micely. Za pfiinu micelizace se pokladaji
kohezni sily mezi molekulami vody, které jsou silngjsi nez sily mezi nepolarnimi fetézci. Je
potfeba zminit, ze micelarni roztok je dynamicky systém, kde dochazi k neustalé vymeéne
molekul PAL mezi roztokem a micelou [33].

Jestlize je rozpoustédlo polarni, v kontaktu s rozpoustédlem jsou polarni ¢asti molekul
PAL a vytvafi elektrickou dvojvrstvu. Nepolarni fetézce tvori vlastni fazi, hydrofobni jadro,
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¢imz je maximalné omezen styk uhlovodikovych Tfetézcti s polarnim rozpoustédlem.
V piipad€é nepolarniho rozpoustédla je orientace molekul PAL opacna a vzniklé micely se
nazyvaji reverzni. Pfi vét§i koncentraci PAL v roztoku dochéazi ke vzniku micel slozitéjSich
tvart. Vznikaji cylindrické ¢i lamelarni micely.

Pro vznik micel je nutné kromé& dosazeni dostatecné koncentrace také dosazeni jisté
teploty, ktera se nazyva Krafftova teplota. Pfi ni rozpustnost PAL dosahuje hodnoty CMC. Pti
nizsich teplotach roztoky PAL micely netvofi, nad touto teplotou rozpustnost PAL v roztoku
siln¢ stoupa pravé diky tvorbé micel. Krafftova teplota napriklad pro CTAB ve vode¢ je asi
25°C [30, 34, 35].

Micely lze charakterizovat tzv. agrega¢nim cislem, které udava pocet molekul PAL tvorici
micelu. Agregacni Cislo zavisi na nékolika faktorech. Roste s délkou uhlovodikového fetézce
a klesa s velikosti plochy, kterou na povrchu micely zaujima jedna polarni skupina. Velikost
této plochy zavisi jednak na vlastni velikosti polarni skupiny, ale také na odpudivych silach,
kterymi na sebe pusobi okolni polarni skupiny, jestlize jsou nabité [31].

Kriticka micelarni koncentrace se pro jednotlivé PAL stanovuje na zakladé zmény
smérnice koncentracnich zavislosti mnohych fyzikalné-chemickych vlastnosti roztokti PAL,
jako je povrchové napéti, molarni vodivost, hustota, viskozita, osmoticky tlak, turbidita nebo
rozptyl svétla. Podstatou je prechod analytické disperze na koloidni disperzi [30, 31].

2.4.2 Faktory ovliviiujici tvorbu micel

Hodnota kritické micelarni koncentrace je ovlivnéna jak vlastnostmi polarni a nepolarni
casti molekuly PAL, tak 1 rozpoustédlem a latkami v ném rozpusténymi. Pro pfipad polarniho
rozpoustédla hodnota CMC klesd srostouci délkou uhlovodikového fetézce a stoupa
s rozvétvenosti fetézce a pritomnosti nenasycenych vazeb nebo polarnich skupin uprostred
fetézce. Vliv hydrofilni ¢asti na CMC je dam hlavné jejim nabojem. Pii stejné délce
uhlovodikového fetézce je CMC neiontovych PAL nizsi nez u iontovych. U neiontovych PAL
zalezi na rozmérech a povaze polarni skupiny, u iontovych PAL nem4 hydrofilni ¢ast zna¢ny
vliv na CMC. Vyrazngjsi vliv zde ma protiiont vznikly disociaci. Se zvySujicim se nabojem
protiiontu klesa hodnota CMC [31].

Vliv na CMC ma i pfitomnost jednoduchych anorganickych elektrolyti v roztoku.
V ptipadé iontovych PAL dochéazi se zvySujici se koncentraci elektrolytu ke snizovani
hodnoty CMC, coz je zpusobeno stinénim repulze mezi nabitymi hlavami molekul PAL.
S rostouci iontovou silou je zarovefl ovlivnén i rozmér micel, kdy dochéazi ke zvySeni
agregacniho Cisla, coz je opét dusledek snizeni elektrostatické repulze. Naptiklad pro pfipad
CTAB jsou néktera agregacni Cisla uvedena v tabulce 1. Chovani neiontovych PAL témeér
neni ovlivnéno piitomnosti elektrolytu [31, 35].

Tabulka 1: Hodnoty agregacniho Cisla (N) pro CTAB pri 30 °C [36]

ve vodé v pfitomnosti NaCl (10mM)
Nemc 106 114
Nos mm (nad CMC) 127 138
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V zavislosti na pridani vhodné latky do roztoku PAL muze dojit k agregaci PAL i pfi nizsi
koncentraci, nez je kriticka micelarni koncentrace. Tato nizsi koncentrace se nazyva kriticka
agregacni koncentrace (CAC) a dochazi pfi ni k vytvoreni tzv. minimicel asociovanych na
ptidané latce, kterou mohou byt vhodné polymery, se kterymi minimicely interaguji pomoci
hydrofébnich 1 elektrostatickych interakci [37]. Micelizaci 1ze nékdy naopak uplné potlacit
a to pfidanim siln€ polarni latky (napf. mocovina).

2.4.3 Solubilizace

Vyznamnou vlastnosti micelarnich roztoki PAL je schopnost tzv. solubilizace neboli
schopnost rozpoustét latky, které jsou v daném rozpoustédle nerozpustné. Takové latky se
zabudovavaji do micel a zistavaji tedy v roztoku. Mechanismus solubilizace muze byt rizny
v zavislosti na povaze solubilizované latky. V piipadé polarniho rozpoustédla a nepolarni
latky, ptejde nepolarni latka do jadra micely. Pfi solubilizaci polarné-nepolarni latky se tato
latka zabuduje mezi molekuly PAL tak, ze polarni skupiny smétuji k rozpoustédlu a nepolarni
do jadra micely. Solubilizované polarni latky se potom nachazi na povrchu micely nebo
v tésné blizkosti povrchu. Pfi solubilizaci roste hmotnost micel a to jednak kvili pritomnosti
solubilizované latky a jednak kvili vétsimu poctu molekul PAL, ktery je nutny jestlize
solubilizovana latka zvétsi objem jadra micely [30, 31].

Na procesu solubilizace je zalozeno veskeré prani a Cisténi. Vyuziva se také k ovlivnéni
kinetiky nékterych reakci, jejichz reaktanty jsou zakoncentrovany v micelach. Dale je proces
solubilizace vyuzivan ve farmaceutickém, kosmetickém a potravinarském prumyslu.
V poslednim obdobi se objevuji nové oblasti vyuziti solubilizace do micel jako naptiklad
syntéza nanostrukturnich latek nebo vyuziti micel jako nosice 1é¢iva [30, 31, 35].

2.5 Hyaluronan

2.5.1 Obecna charakteristika

Hyaluronan je relativné jednoduchy polysacharid pfirozené se objevujici v téle vSech
obratlovcu a také nékterych kment bakterie Streprococcus [38]. Jde o linearni, nevétvenou
makromolekulu s opakujici se disacharidovou jednotkou, ktera se sklada z D-glukuronové
kyseliny a D-N-acetylglukosaminu. Ty jsou k sobé pfipojeny pies beta-1,4 a beta-1,3
glykosidickou vazbou: [D-glukuronova kyselina — beta-1,3 — D-N-acetylglukosamin — beta-
1,4], (Obrazek 11). Pocet opakujicich se disacharidovych jednotek maze dosahnout az 10 000
i vice, coz odpovida molekulové hmotnosti asi 4 miliony Daltoni (jedna disacharidova
jednotka odpovida asi 400 Daltoniim). Délka molekuly obsahujici 10 000 disacharidovych
jednotek pak pfi natazeni dosahuje délky asi 10 um, coz je délka odpovidajici zhruba priméru
jedné Cervené krvinky (primérna délka disacharidu je asi 1 nm) [39].

Hyaluronan se primarné nachéazi v extracelularni matrix a pericelularni matrix (povrch
bun€k), existuje ale i v intracelularnim prostoru. Prakticky je pfitomna téméf ve vSech
biologickych tekutinach a tkanich [40]. Ve vysokych koncentracich se vyskytuje v nékolika
mekkych pojivovych tkanich zahrnujicich kazi, pupeCni $ntru, synovialni tekutinu a ocni
sklivec. Vyznamna mnozstvi hyaluronanu jsou také v plicich, ledvinach, mozku a ve
svalech [39].
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D-glukuronova kyselina D-N-acetylglukosamin

Obrdzek 11: Struktura hyaluronanu

Biologické funkce hyaluronanu zahrnuji udrzovani elastoviskozity tekutych spojovacich
tkani jako je extracelularni matrix, kloubova synovialni tekutina a ocni sklivec, kontrolu
hydratace tkani a transport vody, vytvafeni supramolekularnich proteoglykant
v extracelularni matrix, funkci signaliza¢ni molekuly pomoci interakce s receptory na povrchu
bunék, mitosu, migraci bunék, vyvoj nadoru a metastazovani a regulaci zanétlivych procestu.
Diky schopnosti vazat vodu funguje také jako lubrikant pro pohyblivé casti téla, jako jsou
klouby a svaly [39].

Hyaluronan se fadi mezi glykosaminoglykany, kam patii naptiklad také dermatansulfat,
heparansulfat, heparin, chondroitinsulfat nebo keratansulfat. Spolu s hyaluronanem
predstavuji  zakladni slozku pojivovych tkani. Jedna se o dlouhé nevétvené
heteropolysacharidy tvorené opakujicimi se disacharidovymi jednotkami, kdy jednim ¢lenem
je uronova kyselina a druhym ¢lenem je glykosamin. Hyaluronan patfi mezi nejjednodussi
glykosaminoglykany, jediny neni kovalentné spojeny s proteiny, jediny neni sulfonovany
ajediny neni syntetizovany v Golgiho aparatu. Jeho syntéza probihd pomoci skupiny
integralnich membranovych proteini nazyvanych hyaluronan syntazy [40]. Degradace potom
probiha pomoci tfi enzymt (u savci) a sklada se z oddélenych krokt, kdy vznikaji fetézce
o postupné se snizujici molekulové hmotnosti a se znacné odliSnou biologickou funkci.
Degradace probiha hlavné v lymfatickém systému, odkud fragmenty o nejnizsi molekulové
hmotnosti putuji do krevniho fecisté, odkud je jich asi 90 % odstranéno jatry a 10 %
ledvinami a slezinou [39, 41].

Hyaluronan se ziskava mikrobialni fermentaci z primyslové péstovanych geneticky
modifikovanych bakterii Bacillus subtilis a Streptococus Equi. Diive se ziskaval extrakci
z zivoci$nych zdrojt, naptiklad z kohoutich hiebinkd, ale od téchto zdroju se upustilo, protoze
hyaluronan je zde soucasti proteoglykanovych komplext a jeho Cisténi je naro¢né. Navic je
zde riziko infekce a imunitni reakce [42].

2.5.2 Struktura v roztoku

2.5.2.1 Primarni a sekundarni struktura

Hyaluronan se fadi mezi polyanionty, protoze glukuronova kyselina nese karboxylovou
skupinu, ktera je pti fyziologickém pH prevazné disociovana (pK karboxylové skupiny je 3—4
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[38]) a udélyje hyaluronanu zaporny naboj. Elektroneutralitu pak zarucuje sodny, draselny,
vapenaty nebo hofeCnaty kationt. Pfitomnost naboju je klicova pro rozpustnost hyaluronanu
ve vodé. Pti plné esterifikaci methyly se stava molekula ve vodé nerozpustnou [43].

Ve fyziologickém roztoku je kostra molekuly hyaluronanu vyztuzena kombinaci chemické
struktury disacharidu, internich vodikovych vazeb a hydrofobnich interakci a interakcemi
s rozpoustédlem [39].

Oba cukry tvorici disacharidovou jednotku jsou prostorové podobné glukdze, ktera v beta
konfiguraci dovoluje objemnym skupinam (hydroxyl, karboxylat, acetylamin a anomerni
uhlik na sousednim cukru) byt stéricky vyhodné umistény v ekvatorialni poloze, pfiCemz
vSechny malé vodikové atomy okupuji méné stéricky vyhodné axialni polohy. Pro strukturu
hyaluronanu jsou dale vyznamné dva typy vazeb. Prvnim typem je vazba prostfednictvim
kyslikového atomu v cyklech cukernych jednotek, ktera je relativné rigidni. Druhym typem
vazby je glykosidicka vazba tvofici spojeni mezi sousednimi cukernymi cykly. Je tvorena
opét atomem kysliku, ale teoreticky umoziiuje vzajemnou rotaci cukernych cykld o 360°. Ve
skuteCnosti je ale kazda disacharidova jednotka pootoCena pravé o 180°. Proto je struktura
disacharidu energeticky velmi stabilni a tvofi strukturu kroutici se ploché pasky, presnéji
dvojskladané Sroubovice (two-fold helix). Na stranach ,pasky” se pravidelné stiidaji
tzv. ,,hydrofobic patches®, coz jsou hydrofobni oblasti tvofené axialnimi vodikovymi atomy.
Tato sekundarni struktura ma dulezitou vlastnost, Zze ob€ strany jsou identické. Mimo jiné to
umoziuje agregaci s dal§im fetézcem hyaluronanu a to prostfednictvim pravé , hydrofobic
patches™ (hydrofobnimi interakcemi) a prostfednictvim vodikovych vazeb mezi acetamino
a karboxylovymi skupinami (elektrostaticka repulze mezi negativnimi néboji neni dostatecné
silna). Tyto interakce jsou kratkého dosahu a pozaduji blizkou komplementaritu mezi obéma
molekulami, coz je nejlépe dosazeno, kdyz jsou k sobé hyaluronanové tetézce antiparalelni.
Dusledkem tohoto je moznost rovnomérného rustu agregati po obou stranach. Tato struktura
hyaluronanu v roztoku je také stabilizovana vnéjsimi vodikovymi vazbami prostiednictvim
hydroxylovych skupin na cukernych cyklech. Dusledkem vzniku téchto vazeb zachycuje
fetézec hyaluronanu asi 1 000 krat svou hmotnost ve vodé [39, 43].

Vroztoku je dvojskladana Sroubovice hyaluronanu expandovana a uz pii nizkych
koncentracich (od 1 g/l [38]) se jednotlivé fetézce mezi sebou zamotavaji. To pravdépodobné
prispiva k neobvyklému reologickému chovani. Pii vysSich koncentracich maji roztoky
extrémné vysokou, ale na smyku zavislou viskozitu, kdy jednoprocentni roztok pfipomina
zelé, ale jestlize je vlozen pod tlak, pohybuje se lehce. Tato vlastnost hyaluronanovych
roztoku je déla idealnimi lubrikanty [39].

Oblasti , hydrofobic patches™ v fetézci hyaluronanu maji zvlastni vyznam. Jsou pomeérné
objemné a obsahuji asi 8 uhlikovych atoma. Diky nim Ize hyaluronan povazovat za amfifilni
molekulu, kterda ma sice vlastnosti silné hydrofilniho materidlu, ale soucasné¢ obsahuje
hydrofébni oblasti charakteristické pro lipidy. ,,Hydrofobic patches“ mohou mit daleko
dosahyjici implikace pro (hydrofobni) molekuly ve vodném prostiedi [43].
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2.5.2.2 Tercidlni struktura

Uz pii velmi nizkych koncentracich (1 mg/l) tvoii hyaluronan sitovitou strukturu
podobnou vceli plastvi, kterd pii vysoké molekulové hmotnosti hyaluronanu nevykazuje
zadné konce. Sitfovina je v podstaté nekonecna. Kazda hyaluronanova molekula je tak spojena
se vSemi ostatnimi skrze sit’. Na druhé stran€, hyaluronan o nizsi molekulové hmotnosti tvori
pii nizkych koncentracich také sitovitou strukturu, ale vznikaji pouze ostravky sitovin, které
jsou od sebe separované. Interakce, které drzi sit pohromadé, jsou pomémé slabé, takze
agregaty se tvori a rozpadaji v zavislosti na podminkach a teploté. Pory ve strukture tak
mohou mit riznou velikost a teoreticky ji mohou projit molekuly viech velikosti. Cim vatsi
ale molekula bude, tim pomaleji bude prochazet. Malé molekuly jako voda, elektrolyty
a ziviny mohou prochazet volné. Jak koncentrace hyaluronanu roste, sit obsahuje silnéjsi
vétve, dokud koncentrace hyaluronanu nedosdhne hodnoty jako naptiklad v synovialni
tekutiné (ptes 1 g/l), kdy se zacnou tvortit foliim a trubicim podobné morfologie. Jednim
z dusledkd formovani tercialni struktury i pfi nizkych koncentracich je transparentnost ocniho
sklivce (~2 g/1) [38, 43].

2.5.3 Vyuziti

Diky multidisciplinarnim objevim o struktufe, vlastnostech, biologické aktivité
a chemickych modifikacich tohoto wunikatniho polymeru, naSel hyaluronan uspéch
v neobvykle Sirokém rozsahu biomedicinskych aplikaci [39]. Hyaluronanové piipravky se
pouzivaji k ochrané jemnych tkani a k poskytnuti prostoru pro chirurgické manipulace
(oftalmologicka chirurgie); pouzivaji se k vyplnéni a rozSifeni tkanovych prostor, jako
napftiklad v kzi, u svall svéraCe a tkani hltanu, uplatiuji se pfi separaci povrchi pojivovych
tkani naruSenych pfi chirurgickych procesech nebo pifi poranéni, aby se zamezilo adhezi
anadmérné tvorbé jizev, pouzivaji se k nahradé nebo doplnéni tkanovych tekutin, jako
napiiklad ndhradou synovialni tekutiny pfi artritide a také pro utiSeni bolesti; dale se pouzivaji
k ochrané zdravych i poranénych povrcht tkani pfed vysousenim nebo pted Skodlivinami
v zivotnim prostiedi a pro podporu hojeni takovych povrcha. Vyuziti naléza hyaluronan také
v kosmetice [40].

Obecné nachazi hyaluronan wuplatnéni v oftalmologii, ortopedii, revmatologii,
otorinolaryngologii, v chirurgii a v 1éCeni poranéni, v dermatologii a plastické chirurgii, ve
farmakologii a v systémech pro distribuci 1é¢iv [40].

V problematice nosi¢i 1éCiv se kromé€ biokompatibility a biodegradability vyuZziva
modifikovatelnosti hyaluronanového fetézce nebo moznosti zesitovani prostrednictvim
karboxylovych skupin hyaluronanu k vytvoreni potfebnych materialt. Tyto materialy jsou
vyrabény ve formé filma, mikrosfér, liposomt, vlaken a hydrogelt. Hyaluronan muze byt
také navazan pfimo na lécivo. Mimo to je hyaluornan pouzivan k vylepseni biokompatibility
chitosanovych mikrosfér, které se pouzivaji jako kapsule pro distribuci 1éCiv [39].

2.6 Interakce mezi hyaluronanem a kationtovymi tenzidy

Hyaluronan podobné jako jiné zaporné nabité vodorozpustné polymery interaguje
s kationtovymi tenzidy. Tyto interakce jsou elektrostatické povahy, ale protoze hyaluronan
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obsahuje také hydrofobni oblasti, pisobi zde také hydrofobni interakce. Obé tyto piitazlivé
interakce zpusobuji, ze dochazi k vzajemné agregaci mezi témito dvéma komponentami.
Obecné plati, ze polymer bez naboje a bez hydrofobni modifikace nevykazuje s nabitymi
tenzidy zadnou vyznamnou interakci. Nabity polymer pak vykazuje silnou interakci s opacné
nabitymi tenzidy diky elektrostatickym interakcim. Zajimavé ale je, ze polymer pouze
s hydrofébni modifikaci asociuje s nabitymi tenzidy (jejich micelami). Dokonce plati, ze
i kdyz maji tenzid a polymer stejny typ naboje a polymer obsahuje hydrofobni modifikaci,
mohou hydrofobni interakce piekonat nepiiznivé elektrostatické sily a muze dojit asociaci.
Mezi polymerem s nabojem i hydrofoébni modifikaci a opacné nabitym tenzidem pak muze
dojit az k formovani velmi silnych geld. Dale budou rozebirany interakce mezi hyaluronanem
a kationtovymi tenzidy [44, 45, 46].

Hyaluronanové fetézce primarné interaguji s micelami nez s jednotlivymi molekulami
tenzidu. Nejnizsi koncentrace tenzidu nutnd k navéazani na fetézec hyaluronanu je kriticka
agregacni koncentrace (CAC), kdy na fetézci hyaluronanu vznikaji minimicely. Princip
vzniku je nasledujici. Z Cisté elektrostatického hlediska se volny tenzidovy iont (napf. CTA™)
chova stejné jako hyaluronanovy protiiont (napf. Na*) a negativné nabity polyelektrolyt by
nemé¢l preferovat jakykoli z té€chto dvou protiiontd. Nicméné hydrofobicita (a velikost)
tenzidového iontu vede k jeho preferenci, jestlize je jeho kontakt s vodou v sousedstvi
polyelektrolytu redukovany. Nasledkem vyssi lokéalni koncentrace tenzidového iontu blizko
polyelektrolytu oproti celému objemu muze byt lokalné prekonana CMC a tak mohou byt
vytvoreny micelarni agregaty 1 pii celkové koncentraci tenzidu nizsi nez CMC [46, 47].

Po presazeni CMC tenzidu v celém roztoku jsou na fetézci hyaluronanu asociované
micelam podobné klastry. Agregacni Cisla klastri jsou spiSe neovlivnéna interakci
s hyaluronanem, coz muze byt zdivodnéno ponékud nizkou linearni hustotou naboje
hyaluronanu a jeho relativné vysokou neohebnosti. Tato struktura plati také pro
koncentrovanou fazi u vzorkl, kde probéhla fazova separace — vznik gelu [44, 46].

Fazové chovani systému hyaluronan-kationtovy tenzid-voda lze popsat ternarnim
(trojuhelnikovym) fazovym diagramem. Pfevazujici izotropni jednofazova oblast diagramu je
narusena jednou dvojfazovou oblasti vystupujici z rohu vody. Ma kapkovity tvar a je zietelné
naklonéna k rohu tenzidu. U vzorkd lokalizovanych v dvojfazové oblasti nastava fazova
separace, kdy dojde k vytvoreni silné viskozniho gelu, ktery obsahuje velkou koncentraci jak
hyaluronanu, tak tenzidu, a supernatantu, ktery je zfedény alesponl v jedné ze dvou slozek.
Pricinou fazové separace je redukce naboje mezi tenzidem a elektrolytem, ¢imz je snizena
jejich hydrofilicita a i repulze vramci polymeru. Pro rizné molekulové hmotnosti
hyaluronanu a rizné typy kationtovych tenzida nabyva kapkovita dvojfazova oblast diagramu
mirné odlisny tvar. Ke zvétSeni dvojfazové oblasti dochazi pii pouziti vys§i molekulové
hmotnosti hyaluronanu a/nebo tenzidu s delsim uhlovodikovym fetézcem [44, 46, 48].

Vzniklé gely jsou vzdy transparentni (stejné tak i supernatant) a jsou izotropni s relativné
vysokym obsahem vody, coz odrazi vysokou hydrofilicitu vzniklého komplexu. Pfesto jsou
pomeérneé tuhé a nelepi. Jestlize jde o gely vytvorené pifi mensim mnozstvi vody, je mozné je
nafezat a né€kolik minut si zachovaji svijj tvar. Tvorba gelti plati ale jen pro hyaluronan
o dostate€né vysoké molekulové hmotnosti. Pfi pouziti nizké molekulové hmotnosti
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hyaluronanu bude vznikla koncentrovana faze negelova (tekutéjsi). Gel vykazuje pfitomnost
krystalické struktury a jednoznacné obsahuje hydrofobni domény tvorené tenzidy uz jen
proto, ze koncentrace tenzidu v gelu presahuje CMC. Micely v gelu by mély mit podobny tvar
i velikost jako volné micely [44, 46, 49].

Samovolna difuze tenzidi je v gelech velmi nizka, v micelarnich roztocich je ale situace
obdobn4, takze vazani na polyelektrolyt by micely nemélo vyrazné omezovat. Na druhou
stranu samovolna difize hyaluronanovych fetézcl je pomalejsi kvali vzniku komplext
hyaluronan-tenzid. Struktura té€chto komplexti vznikla pravdépodobné vicestrannou
kondenzaci micel s hyaluronanovymi fetézci, spise nez jednostrannou kondenzaci, kdy vznika
tzv. struktura perlového nahrdelniku. Micely tedy tvofi mustkové body mezi
hyaluronanovymi fetézci. Samovolnd difize vody je v gelech také omezena a to diky
prekazkam a diky pfitomnosti vazané hydratacni vody [44, 47].

2.6.1 Efekt pridani jednoduché soli

Velikost dvojfazové oblasti v ternarnim fazovém diagramu lze zmenSit piidanim
jednoduchého elektrolytu (napt. NaCl, NaBr). PfiCinou je snizujici se sila interakce mezi
hyaluronanem a micelami, ktera je zplsobena odstinénim elektrostatickych interakci
zvysenim iontové sily roztoku. Cim vice jednoduché soli bude ptidano, tim bude dvojfazova
oblast mensi a muze byt i uplné potlacena. Koncentrace jednoduchého elektrolytu, kdy dojde
k odstranéni dvojfazové oblasti, se nazyva kritickd koncentrace elektrolytu. Interakce mezi
hyaluronanem a micelami ale neni mozné zcela potlacit, pravdépodobné kvili hydrofobnim
interakcim [46, 47, 48, 50].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Casové rozliSena emisni spektra v koloidnich systémech

V této sekci byla vénovana pozornost zejména méfeni Casoveé rozliSenych emisnich
spekter, ktera byla hlavni technikou pouzitou v této praci.

N. Periasamy a A. S. R. Koti se v roce 2003 vénovali problematice méfeni jak Casové
rozliSenych emisnich spekter (TRES), tak Casové rozliSenych emisnich spekter, ktera jsou
normalizovana v plose pod kiivkou (TRANES — time-resolved area-normalized spectra).
TRANES lze ziskat prepoctem TRES. TRES jsou kvalifikovana jako metoda prezentovani
emisnich spekter béhem doby excitovaného stavu fluoroforu, TRANES jsou kvalifikovana
jako uziteCna metoda pro potvrzeni pocétu fluorescen¢nich druht ve vzorku, ¢imz eliminuje
jisty nedostatek TRES, ktery spociva pravé v moznosti Spatné interpretace poctu fluorofort.
Autor interpretace muze na zakladé urcité individualnosti ve vyhodnoceni urcit ve
studovaném systému vice fluorescen¢nich druhli, nez ve skuteCnosti obsahuje. Toto plati
zvlasté ve slozitych systémech, kde se muze fluorofor vyskytovat ve vice mikroprostiedich.
Spolecné pouziti TRES a TRANES pak déla interpretaci jednoznacnou. V ¢lanku je popsan
postup ziskani TRES a TRANES, kdy je nejdfive zméfeno emisni spektrum studovaného
systému a poté jsou shromazdény poklesy intenzity fluorescence pii vinovych délkach
v celém rozsahu emisniho spektra v malych intervalech. Ziskané poklesy jsou prolozeny
multi-exponencialni funkci za ucelem dekonvoluce nameétfené fluorescence s odezvou
pristroje. K posouzeni dobrého prolozeni jsou pouzita vazena rezidua a )(,2 . Ziskanym
parametram poklesu (pre-exponencialni faktory a doby Zzivota) nepfikladaji autofi zadny
fyzikalni vyznam a pouze hodnoti primérnou dobu Zzivota z celého vzorku pro jednotlivé
vlnové délky pomoci vztahu:

7,(A) =50, (14)

kde 4 je vinova délka, n je pocet exponencial v poklesu intenzity fluorescence (pocet dob
zivota), a je pre-exponencialni faktor (hodnoty musi byt kladné) a 7 je doba zivota fluoroforu.
Jestlize je ve vzorku pfitomen jeden druh fluoroforu, hodnota primémé doby Zzivota se
nemeéni. Pro dva a vice emitujicich fluoroforti (druht fluoroforu) se hodnota primérné doby
zivota hladce méni. TRES byla vypocitana pomoci vztahu 13 zminéného v teoretické Casti.
TRANES byla nasledn€ vytvotena vyrovnanim plochy kazdého casové rozliSeného emisniho
spektra na konstantni hodnotu ziskanou pii t =0 s.

Dale se autofi vénovali rozboru interpretace TRES a TRANES. U TRES az na par vyjimek
s rostoucim Casem klesa intenzita, coz nékdy muze zplsobit, ze nejsou patrné nékteré jemné
rozdily ve tvaru spektra. Proto se v téchto piipadech pouzivaji TRANES, ktera tyto rozdily
zvyraznuji. Autofi dale uvadi nékolik typit TRES a TRANES, které se mohou vyskytovat.
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V prvnim typu (typ a) je sledovano identické spektrum pii vSech Casech, coz ukazuje na
jeden druh fluoroforu. U TRES jen klesa intenzita, u TRANES je spektrum naprosto
identické. Jde o nejjednodussi piipad.

V druhém typu (typ b) se TRES v ¢ase meéni a v TRANES se objevuje tzv. isoemisivni
bod, coz je vinova délka, pii které se intenzita fluorescence v ¢ase nemeéni. Toto ukazuje na
pfitomnost pravé dvou druht fluoroforu. Jako pfiklad byla uvedena nilska Cerven ve vodném
micelarnim roztoku, kde TRES vykazovala posun emisniho piku k del§im vinovym délkam,
coz by ukazovalo na kontinualni model. TRANES ale ukazala jeden isoemisivni bod. Ve
vzorku tedy existovaly dva druhy nilské ¢ervené. Ty byly situované v palisadové vrstvé micel
s odliSnym kontaktem s molekulami vody. Interpretace pouze na zakladé TRES by byla
v tomto pripadé Spatna. Jako dalsi priklad byl uveden 2-naftol ve vod¢, kde TRES na rozdil
od predchoziho piipadu ukazuje jednoznacné€ na ptitomnost dvou fluorescencnich druht, coz
je patrné, protoze spektralni piky obou druhi jsou dobfe separované. TRANES opét ukazuji
jeden isoemisivni bod. Jde o deprotonaci 2-naftolu v excitovaném stavu.

Tretim typem (typ c) je ptipad, kdy se v TRANES objevi vice isoemisivnich bodi, coz
ukazuje na vyssi poCet fluoroforti. Plati, ze pocet druhti fluoroforu je o jednotku vétsi, nez je
pocet isoemisivnich bodd. Dva isoemisivni body se napiiklad objevi u smési tii barviv
rozpusténych v methanolu, z nichz kazdé ma jednu dobu Zzivota. Jde o nilskou Cerven, oxonol
a DODCI, kdy se jeden isoemisivni bod objevil v ¢asovém intervalu 0,1-1ns a druhy
v intervalu 1-10 ns.

Ve ¢tvrtém typu TRES a TRANES (typ d) dochézi k nepfetrzitému posunu emisniho piku
v Casovém intervalu Os —#, nasledovany isoemisivnim bodem pii ¢> #;, coz v prvnim
casovém intervalu indikuje kontinuum druht fluoroforu a v druhém intervalu ukazuje na dva
druhy fluoroforu.

Paty typ (typ e) vykazuje nepfetrzity posun emisnich piki s Casem a ukazuje na kontinuum
druht fluoroforu. Piikladem je nilska Cerven v 2-oktanolu, kde je kontinuum fluorescencnich
druht vytvoreno diky pomalé relaxaci molekul rozpoustédla okolo excitované molekuly
nilské Cerveneé [51].

Obdobné zaveéry =z problematiky TRES a TRANES publikovali N. Periasamy
a A. S. R. Koti uz v roce 2001 [52].

A. S. R. Koti a spol. vroce 2001 popsali interpretaci TRES a TRANES obdobné jako
v pfedchozim pfipad€. Postup ziskani téchto spekter byl také obdobny. Opét nebyl prikladan
fyzikalni vyznam modelu proloZeni (podstatna byla jen kritéria ukazujici na dobré prolozeni)
a byl pouzivan ctyt-exponencialni model, 1 kdyz v TRANES se objevil jen jeden isoemisivni
bod ukazujici pouze na dva druhy fluoroforu. Pouzity model poskytoval lepsi shodu dat. Dva
imaginarni fluorofory mély bud’ velmi malé pre-exponencialni faktory, nebo jejich doby
zivota byly velmi podobné dvéma skutecnym dobam zivota. Primérna doba Zzivota je vSak
stejna pro kazdou vlnovou délku pro jakykoli model prolozeni [53].

A. S. R. Koti a spol. v roce 2003 popsali jedineCny pfinos ¢asové rozliSenych méteni pro
pochopeni struktury a dynamiky komplexnich systéma jako jsou biologické systémy
a modelové membrany. Napiiklad pii relaxaci rozpoustédla okolo excitovaného fluoroforu
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v lipidovych dvojvrstvach lze zjistit fyzikalni vlastnosti tohoto prostredi jako viskozitu
apolaritu. Pouzivali TRES a TRANES pro urfeni populaéni heterogenity osmi
fluorescencnich sond v lipidovych dvojvrstvach EggPC (L-a-fosfatidylcholin). Ziskani
avyhodnoceni dat bylo obdobné jako v predchozich dvou pfipadech, pfi vyhodnocovani
poklesu intenzity fluorescence opét neprikladali parametrim prolozeni fyzikalni vyznam a pro
urCeni poctu fluorescen¢nich druhti pouzili TRANES. Jimi ziskana spektra byla délena do
obdobnych typu, jak v ptipad€ N. Periasamy a A. S. R. Kotiho z roku 2003 [54].

TRES a TRANES spektra jsou Casto pouzivanou metodou pro charakterizaci riznych
systéma. C. Tiseanu a spol. vroce 2007 pouzili poklesy intenzity fluorescence, TRES
a TRANES pro studium hydratovanych a kalcinovanych terbiem-dopovanych mikro-
mezoporéznich zeoliti-1. V téchto heterogennich systémech urcili distribuci terbia, které
fungovalo jako fluorescen¢ni sonda [55]. Techniku TRES pouzil také K. Kaushlendra v roce
2013 pii studiu uretanovo-methakrylatovych kopolymert znacenych pyrenem [56]. C. Beatriz
Barja a spol. vroce 2005 méfili relaxace v tenkych filmech polyvinylalkoholu
a polyvinylacetatu pomoci TRES prodanu a 4-aminoftalimidu [57]. R. Hutterer a spol. v roce
1997 studovali pomoci TRES relaxace n-anthroyloxy mastnych kyselin v parafinovém oleji
a fosfatidylcholinovych utvarech [58].

3.2 Chovani pouzitych fluorescencnich sond v micelarnich a jinych
systémech imitujicich biologické membrany

Fernando Moyano a spol. zkoumali v roce 2006 chovani fluorescencni sondy prodanu
pomoci absorpcni a emisni spektroskopie, depolarizace a pomoci Casové rozliSenych méfeni
a stacionarni anizotropie. Nejdfive studovali chovani prodanu v riznych rozpoustédlech.
Pomoci Kamlet-Taftovy solvatochromni porovnavaci metody urCovali interakce mezi
molekulami prodanu a rozpoustédla. Vysledky ukazaly, ze sonda v excitovaném stavu
vykazuje bathochromni posun s polaritou/polarizovatelnosti, schopnosti tvotit vodikové vazby
jako donor a schopnosti tvofit vodikové vazby jako akceptor/byt donorem elektronového paru
pro vytvoreni koordinac¢ni vazby. Kromé posledniho zminéného parametru vykazuje sonda
k témto parametrim témér dvakrat tak velkou citlivost nez kdyz je v zakladnim stavu. Dale
charakterizovali agregacni chovani prodanu. Nejdiive provedli méfeni v Cisté vodé, kde
upfesnili dosud znamé informace. Prodan zde tvofi agregaty od koncentrace zhruba 10~ M.
V emisnim spektru, které ma maximum okolo 520 nm, se na modré strané spektra pii vzniku
agregati objevuje novy pik u 430 nm. Doba Zivota agregatu byla stanovena na 14.6 ns,
pficemz dvé doby zivota monomerniho prodanu ve vodé byly ur€eny na 0,65 a 2,27 ns. Tyto
agregaty jsou slozeny z vice molekul prodanu.

Agregacni chovani prodanu bylo také zjistovano ve vodném systému velkych
unilamelarnich vezikul vytvorenych z DOPC (1,2-di-oleoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin).
Emisni spektra téchto systémi ukazala hypsochromni posun, ktery souvisi s pfesunem
prodanu do vezikul, kde je prostiedi oproti vodé méné polarni. Prodan se do vezikul
premistuje, protoze je zde vice rozpustny. Kdyz koncentrace DOPC prekrocila 1 mg/ml, uz
nedochazelo k zddnému hypsochromnimu posunu a sonda by tedy méla existovat pouze ve
vezikulach. Toto bylo potvrzeno také méfenim stacionarni anizotropie, kdy pifi zvySujici se
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koncentraci DOPC rostla hodnota anizotropie a po presazeni zminéné koncentrace se jeji
hodnota ustalila. Oproti Cisté vodé emisni spektra téchto systéml neprokazala agregaci
prodanu. Pomoci méfeni REES (red-edge excitation shift) urcili dvé lokace prodanu v ramci
vezikul (Obrazek 12). Jedna Cast existuje v polarnim a viskéznim povrchovém regionu
a vykazuje maximum emise okolo 490 nm, druha ¢ast se nachazi hloubgji ve vezikule, v méné
polarnim a méné viskoznim prostiedi, s maximem emise pii 426 nm [59].
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Obrdzek 12: Dva typy umisténi prodanu v ramci membrdny

Ignic Capek vroce 2002 studoval chovani sond v micelarnich systémech. Ohlednd
prodanu a laurdanu napsal, ze mohou byt pouzity k charakterizaci povrchu micel [60].

E. A. Lissi a spol. vroce 2000 studovali rozmisténi prodanu a laurdanu mezi vnéjsi
rozpoustédlo a mikroagregaty v systémech AOT(1,4-bis-2-ethylhexylsulfosukcinat sodny —
aniontovy tenzid)/heptan/voda v mikroemulzich typu V/O. Zjistili, ze ani délka hydrofobniho
fetézce, ani velikost vodného prostifedi uvniti agregati vyznamné neovliviiuje afinitu sond
k agregatim. Jejich vysledky ukazaly, ze sondy asociované na agregatech jsou lokalizované
na jejich povrchu. Autofi popsali, ze jestlize se laurdan nachazi v gelové fazi (mikrofazi) ma
maximum emise okolo 440 nm, jestlize ve fazi podobné kapalnym krystalim, maximum
emise je asi 490 nm. Odtud pomoci GP profili (tzv. generalizované polarizace) vyvodili, ze
laurdan v téchto systémech vykazuje nehomogenni populaci i pfes svou lokaci na povrchu.
Laurdan tak mohl byt rozmistén ve dvou riznych prostfedich nebo jeho molekuly
v zakladnim stavu byly ruzné€ stabilizovany molekulami vody. Plné€ hydratované
mikroagregaty vykazovaly fluidni stav (faze kapalnych krystala) [61].

Piotr Jurkiewicz a spol. v roce 2006 studovali pomoci relaxace rozpoustédla hydrataci
hlav a mobilitu DOPC/DOTAP(di-oleoyl-trimethylammoniumpropan) dvojvrstev pomoci
fluorescence prodanu, laurdanu a patmanu. Pro charakterizaci relaxace pouzili TRES. Popsali,
ze relaxace v Cisté vode trva asi 0,3 ps, kdezto v hydratované fosfolipidové dvojvrstveé ve
stavu kapalné krystalickém je relaxace asi 2 ns. Rekonstruovali TRES laurdanu pfi 0,5-8 ns,
ktera ukazala postupny bathochromni posun od asi 430 do 500 nm, snizovani intenzity
fluorescence a rozsifovani s casem [62].

Justyna Barucha-Kraszewska a spol. vroce 2010 provedli studii ohledn€¢ dynamiky
zakladniho a excitovaného stavu prodanu a laurdanu. Vypocty prokazaly, ze obé tyto amfifilni
barviva upfednostiiuji lokaci v lipidové dvojvrstvé oproti vodnému prostiedi. Popsali také
rychlost relaxace rozpoustédla ve vodném prostiedi (pikosekundova Skala) a v prostredi
DOPC dvojvrstvy (nanosekundova §kala) [63].
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Mathias Viard a spol. v roce 2001 studovali fotofyziku laurdanu pii pfechodu vezikuly
v micelu pomoci Casové rozliSené fluorescence. Laurdan ma v organickych rozpoustédlech
slozit&)§i deexcitacni cestu, kterd zahrnuje intramolekularni pienos naboje nasledovany
dielektrickou relaxaci, jestlize je rozpoustédlo polarni. Tyto dva procesy vedou k existenci tri
emisnich stavi laurdanu — lokaln€ excitovany (LE), stav s pfenosem naboje (ICT)
arelaxovany stav (R). Laurdan byl popsan jako vhodny nastroj k popsani miry penetrace
a mobility molekul vody v amfifilnich agregatech. Pomoci metody maximalni entropie bylo
rekonstruovano TRES. Pro rizné systémy se objevovaly dva emisni pasy pii asi 425 a 500 nm
[64].

Brad A. Rowe a Sharon L. Neal v roce 2006 studovali fotokinetiku prodanu a laurdanu ve
velkych unilamelarnich vezikulach (1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine — DMPC)
pomoci Casové rozlisené, fazové modulované fluorescence. Analyza ukazala, ze obé sondy
emituji typicky nejméné ve tfech spektralnich komponentech, které méni svou intenzitu, jak
se membrana stava gelem nebo kapalné krystalickou. Jde o stavy lokalné excitované (LE,
maximum emise pii 415 nm), stavy s pfenosem naboje (ICT, maximum emise pii 450 nm)
a stavy relaxované rozpoustédlem (R, maximum emise pii 490 nm). Bathochromné posunuté
stavy se vyviji z LE stavu a nevykazuji dynamicky posun spojeny s relaxaci rozpoustédla.
Stavy ICT a R jsou pfisouzeny emisi sond z gelové faze (ICT) a z faze tekutych krystala (R),
tedy z povrchu membran. Laurdan je v membranové dvojvrstvé oproti prodanu méné mobilni
a mél by byt ve dvojvrstvé hloubéji zapustén. Jeho hloubka nebo orientace se ale mohou
meénit béhem fazové premeény membrany. Prodan by mél byt vice mobilni a okupovat vice
mikroprostiedi. Proto je ptekvapujici, ze tyto dvé sondy jsou si napadné podobné ve svych
emisnich vlastnostech. Za zasadni posun ve vlnové délce pfi prechodu z LE na R stav muze
byt odpovédna tvorba vodikovych mustkd. Zasadni roli ve fotokinetice téchto sond bude proto
nejspis hrat hydratace dvojvrstvy [65].

K jiné predstavé o fotokinetice prodanu dospéli Mercedes Novaira a spol. ve své praci
z roku 2007, kdy zkoumali prodan v aniontovych voda/AOT(1,4-bis-2-
ethylhexylsulfosukcinat sodny)/n-heptan a kationtovych voda/BHDC(benzyl-n-hexadecyl
dimethylammonium chlorid)/benzen systémech reverznich micel pomoci absorp¢ni, ustalené
emisni fluorescence, TRES a TRANES. Pii absenci vody v systémech a pii postupném
zvySovani koncentrace tenzidu se prodan premistoval z organického rozpoustédla na povrch
reverznich micel. Po pfidani vody vykazovala emisni spektra dualni fluorescenci s novym
pasem, ktery se objevil v nizkoenergetické Casti spektra okolo 495 nm. Pivodné se tento pas
ptisuzoval emisi prodanu z vody (obsazené v reverznich micelach). Tato studie ukazala, ze
jde o emisi ze stavu ICT prodanu lokalizovaného na hydratovaném povrchu reverznich micel.
Prostiedi organického rozpoustédla ale prodan zcela neopoustél. Pii riznych excitanich
vinovych délkach byla pozorovana riizna maxima emise, coz je zpusobeno heterogenitou
prodanu v zakladnim stavu (dv€ mikroprostredi — organicka faze a povrch reverznich micel).

Pro kationtovy systém s pfitomnosti vody se pii pfidavani tenzidu posouvala intenzita
emise z asi 420 nm (prodan v benzenu) k novému pasu asi u 495 nm (popsany ICT stav).
Oproti aniontovému systému, v systému kationtovém se podle autord prodan nachazel hlavné
na té stran€ povrchu reverznich micel, ktera byla pfiklonéna k vode€. Pomoci TRES
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a TRANES byly méfeny systémy bez i s pfitomnosti vody. Bez pfitomnosti vody jsou doby
zivota zavislé na emisni vinové délce a data tedy odpovidaji kontinualnimu modelu. Na druhé
strané TRES systému s pfitomnosti vody v jadru reverznich micel se jevi jako model dvou
stavt, ve kterém jsou doby Zivota konstantni pies celé emisni spektrum. Pii vyhodnocovani
TRES autofi neptikladali poklesim intenzity fluorescence zadny vyznam, a proto museli pro
jednozna¢né zjisténi poctu emisnich druhti prodanu v systému pouzit TRANES. V systému
s pritomnosti vody byl zjiStén jen jeden isoemisivni bod, coz by odpovidalo dvéma dobam
zivota. Autofi ovSem naméfili tfi doby zivota a domnivaji se, ze z divodu blizkosti dvou
z nich nemohl vzniknout druhy isoemisivni bod. Dostate¢na odlisSnost dob Zzivota je totiz
podminkou pro vznik isoemisivniho bodu. Podle vysledkt prodan existuje nepopiratelné ve
dvou mikroprostiedich — v organickém rozpoustédle a na povrchu reverznich micel.
Z organického rozpoustédla se emise prodanu objevovala z LE stavu, kdezto z povrchu micel
ze stavu LE 1 ICT. Doby zivota byly zji§tovany pii dvou vinovych délkach. Pti 420 nm byly
zjistény dvé doby zivota: 2,59 ns (LE stav, benzen) a 1,07 ns (LE stav, povrch micel). Pti
495 nm byla zjisténa jedna doba zivota: 3,12 ns (ICT stav, povrch micely). V systému
kationtovych reverznich micel s vodou ve svém jadre se tedy prodan vyskytoval ve tfech
odlisnych emisnich stavech [66].

K obdobnym zavérim dospéli Federico M. Agazzi a spol. v roce 2013, kdyz studovali
emisi prodanu pro monitorovani zmeén vlastnosti povrchu reverznich micel v systému n-
heptan:benzen/benzyl-n-hexadecyldimethylammonium chloride — BHDC/voda. Pouzili zde
absorp¢i, emisni spektroskopii a ¢asove rozliSenou spektroskopii. Pfi zvySovani koncentrace
tenzidu v nepolarni smeési rozpoustédel se emise posouvala bathochromné k 430 nm. Prodan
tedy podaval informaci o polarnéjsim prostiedi. Emisni maximum se lisilo pro rizné excitacni
vinové délky kvuli distribuci prodanu v zakladnim stavu. Prodan emitoval jednak z organické
faze, jednak z povrchu vytvofenych micel. Prodan tedy emitoval jen z LE stavu. Kdyz do
téchto systému byla pfidana voda, objevuje se pokles intenzity a bathochromni posun emise
k maximu ve 495 nm, coz koresponduje s ICT stavem prodanu. Tento stav se objevuje diky
interakci povrchu BHDC s vodou. Voda totiz solvatuje kationtovy tenzid nevazebnymi
elektrony, zvySuje mikropolaritu povrchu a déla ho vhodn&§im pro inkorporaci prodanu.
V tomto systému s piitomnosti vody byly zjistény doby zivota prodanu. Pfi 425 nm se
objevily dvé doby zivota, z organické faze (LE) a z povrchu micel (LE) v rozmezi 1,3-1,8 ns,
pii 520 nm byla zjisténa jedna doba zivota 3,5-3,6 ns (ICT). Existanci vice stavli popsali
autofi jako reakci excitovaného stavu. Vysledky ukazaly, ze zména ve sloZeni organického
rozpoustédla v téchto systémech ma dramaticky efekt na fotofyziku prodanu, respektive
vytvaii zmény na povrchu reverznich micel. Pti zvySovani obsahu alifatického rozpoustédla je
upfednostiiovana tvorba stavu ICT a pokles stavu LE [67].

A. Penzkofer a W. Leupacher vroce 1987 studovali fluorescencni chovani vysoce
koncentrovanych roztoki rhodaminu 6G (R6G). Ve vodé dochazi k agregaci sondy od
koncentrace asi 5-10° M. Pii koncentraci 10~ M je zhruba 5 % monomerd asociovanych do
dimerua [23].

Dmitri Toptygin a spol. vroce 1997 pozorovali absorpéni spektra R6G agregati ve
vodném prostredi. Zjistili maxima absorpce monomeru, dimeru, trimeru a tetrameru: 526,
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498, 485, 475 nm. O pritomnosti vysSich agregati nebyl dikaz, jejich existenci ale neslo
vyloucit [25].

Xian-Fu Zhang a spol. vroce 2014 méfili doby zivota a kvantové vytézky deseti
rhodaminovych derivati pomoci ustalené a Casové rozlisené fluorescencni spektroskopie. Pro
monomerni R6G ve vodé bylo zjist€éno maximum absorpce pii 525 nm a maximum emise pii
554 nm. Doba zivota nevykazovala zavislost na vinové délce a byla rovna 4,22 ns [24].

Florian M. Zehentbauer a spol. v roce 2014 studovali vliv koncentrace a rozpoustédla na
R6G. Ve vodnych roztocich bylo zkouméano chovani v celém rozmezi rozpustnosti, kde se
maximum emise pohybovalo od asi 550 nm pro zfedéné roztoky do asi 620 nm pro roztoky
vysoce koncentrované. Pti stfednich koncentracich ukazoval tvar spektra na existenci dvou
emisnich past, navzajem se prekryvajicich. Pfi vysSich koncentracich, kdy dochazelo
k bathochromnimu posunu, vznikaly dimeru typu H a J a i1 vyssi agregaty. Pii koncentraci
niz§i nez 10° M (pouze monomer) se maximum emise objevovalo pii 552 nm [22].

V. Martinez Martinez a spol. vroce 2004 charakterizovali agregaty R6G vmezefené
v tenkych filmech syntetického jilu (laponit) pomoci absorpéni spektroskopie. Pozorovali
existenci H- a J-dimeru, kdy H-dimer neposkytuje fluorescenci a muze se chovat jako zhasec.
J-dimer je pozorovatelny jak v emisnim, tak v absorpcnim spektru. Teoreticky mize existovat
i vice typu dimeru [68].

Tato studie pokraCovala praci autort V. Martineze Martineze a spol. v roce 2005, ktefi
studovali stejny systém, ale pomoci ustalené a Casové-rozliSené fluorescencni spektroskopie.
Pii velkém zfedéni R6G v jilovych filmech, kdy se R6G vyskytoval pouze v monomerni
formé, vykazoval R6G maximum emise pii 548 nm a dobu zivota 4,2 ns. Pfi zvySeni
koncentrace R6G se objevily i dimerni formy tohoto barviva. Emise byla slabsi a jeji
maximum bylo posunuto k 575 nm. Pfi nejvysSich koncentracich R6G vznikaly agregaty
vyssiho fadu, jejichz maximum emise bylo u 600 nm. Doba zivota dimeru byla v rozmezi
1,6-2,5 ns. Tato doba zivota byla zavisla na emisni vinové délce, rostla s rostouci vinovou
délkou. Toto bylo potvrzeno pomoci TRES, kde maximum emise vykazovalo s Casem
bathochromni posun. Doba zivota monomerniho R6G ve vodé byla stanovena na 3,95 ns [69].

H. Tajalli a spol. vroce 2009 zkoumali vliv tenzidu na molekularni agregaci
rhodaminovych barviv ve vodnych prostfedich. Pouzitymi metodami byly absorp¢ni
a fluorescencni spektroskopie. Agregujici molekuly R6G jsou pospolu drzeny dvéma druhy
interakci, jedna se o m-m interakce a hydrofobni efekt. Molekuly R6G agreguji za vzniku
dimert a vysSich agregata, které jsou schopny zhaset fluorescenci. Vznikaji pfitom dva typy
dimert: H-dimery, kde jsou molekuly rhodaminu uspofadany paraleln€, a J-dimery, kde
molekuly rhodaminu tvoii dvé na sebe témét kolmé roviny. Pouzity byly jak aniontové, tak
kationtové tenzidy. U aniontovych tenzidd doslo k solubilizaci barviva do micel,
u kationtovych ale nikoli. Pfitomnost aniontového tenzidu snizovala dimerizaci,
u kationtového tenzidu byl tento vliv nizsi. Délka alkylového fetézce neméla na proces
dimerizace znacny vliv [70].

M. Fischer a J. Georges v roce 1997 studovali dimerizacni rovnovahu R6G ve vodé
avodnych micelarnich roztocich pomoci termalni spektrometrie. Pii experimentech v Cisté
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vodg dodli k zavéram, ze monomer (pod 107° M) vykazuje maximum absorpce pii 525 nm. Pii
zvySovani koncentrace a nasledné dimerizaci se absorpce v tomto emisnim pasu snizovala
avznikl novy absorpéni pas u 499 nm. Pii pouziti aniontového (SDS) nebo neiontového
tenzidu (Brij 35) se dimery R6G netvoiily alespoii do koncentrace 4-10* M. Na druhou stranu
v kationtovém micelarnim roztoku CTAB byl kvantovy vytézek monomeru vyznamné snizen
a dimerizace se v malé mire stale objevovala. Pokles kvantového vytézku nebyl zplisoben
pfitomnosti t€zkého atomu.

Obecné pii méfenich v micelarnich systémech se intenzita absorpéniho pasu dimeru
snizovala a absorpéni pas monomeru byl posunut k del§im vlnovym délkam oproti piipadu
v Cisté vode. Jestlize byla tato sonda rozpusténa v roztoku kationtovych micel, spektralni
posun byl jesté vétsi (539 nm). Tato pozorovani znamenaji, ze kladné nabity R6G asociuje
s jakymkoli druhem micel diky elektrostatickym a/nebo hydrofobnim interakcim v zavislosti
na naboji povrchu micely. Protoze R6G interaguje i1 s kationtovymi micelami, mély by
hydrofobni interakce prekonavat elektrostatickou repulzi. Pfi pfidani CTAB do vodného
roztoku R6G byl pozorovan bathochromni posun jak absorpce, tak fluorescence a kvantovy
vytézek se vyznamné snizil [21].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni Casti této prace bylo prozkoumat vlastnosti hydrogelu, ktery vznika
na zakladé specifické interakce mezi hyaluronanem a micelami kationtovych tenzidi. Za
timto ucelem byla zvolena dostate¢né vysokd molekulova hmotnost hyaluronanu (750—
1 000 kDa), protoze pii nizkych molekulovych hmotnostech vznika prili§ , tekuty* gel, a jako
kationtovy tenzid byl zvolen Casto pouzivany CTAB. Gel byl ptipravovan v 0,15M vodném
roztoku NaCl, protoze v ptitomnosti soli jednak vznika kvalitn€jsi gel [71] a jednak toto
prostredi simuluje fyziologicky roztok.

Jako fluorescen¢ni sonda, ktera ma pfinést dostatek informace o tomto systému, byl vybran
prodan diky své schopnosti se rozpoustét jak v polarnich, tak nepolarnich prostfedich.
Nakonec byly pouzity celkem tfi fluorescencni sondy: prodan, laurdan a rhodamin 6G.

Zvolené systémy byly zkoumany pomoci ustidlené fluorescence a technikou casové
rozliSenych emisnich spekter (TRES), ktera méla umoznit odhalit procesy probihajici pfi
excitovaném stavu sondy. Navic pomoci parametri poklest intenzity fluorescence méla byt
zjisténa distribuce sondy ve studovaném systému, kdy bylo emisni spektrum rozdéleno na
dil¢i spektra jednotlivych emisnich druhii sond. Intenzita fluorescence dilCich spekter byla
vypocitana pomoci ustalené intenzity fluorescence a relativniho zastoupeni prislu§né doby
zivota pii dané vlnové délce. Analyza pomoci TRANES nebyla pouzita, protoze pocet
emisnich druht fluoroforu, ktery tato technika stanovuje, byl zjistovan uz analyzou poklest
intenzity fluorescence pii jednotlivych vinovych délkach.

Bylo ptfedpokladano, ze prodan se bude v pfipadé moznosti pfemistovat do micel. Proto
byl nejdiive zkouman micelarni roztok, aby mohlo byt zde zjisténé chovani sondy porovnano
s chovanim v gelu. Interakce prodanu se samotnym hyaluronanem se nepfedpokladala.
Vsechny méfené systémy byly vodné.

4.1 Pristroje a vybaveni

4.1.1 Systém Fluorolog (Horiba Scientific)

Jde o fluorescencni spektrometr. ExcitaCnim zdrojem je v tomto systému xenonova
vybojka, ktera umoznuje excitaci v rozsahu 200—850 nm. Obsahuje celkem 6 detektord, coz
umoziuje snimat fluorescenci v rozsahu 220-2 500 nm. Fluorolog obsahuje dva dvojité
monochromatory a spektrograf. Fluorescenci je mozno detekovat v pravouhlé konfiguraci
nebo v tzv. konfiguraci ,,front face™ pro pevné nebo silné zakalené vzorky.

Ptistroj byl pouzit k méfeni ustalené fluorescence, ktera byla detekovana v pravém uhlu.

4.1.2 Systém Fluorocube (Horiba Scientific)

Tento piistroj pouziva metodu TCSPC. Obsahuje sadu excitacnich NanoLED o rtiznych
vlnovych délkach v rozsahu od 260 nm do 740 nm s pracovni frekvenci 1 MHz. Systém
obsahuje emisni monochrométor a TBX pikosekundovy detektor, ktery umoziiuje méfit
s rozliSenim 20 ps/kanal. Rozsah méfitelnych dob Zivota je od 107'°-10° s. Vedle kapalnych
vzorkl je mozno méfit také pevné vzorky.
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Tento systém byl pouzit pro ziskani poklesu intenzity fluorescence v Case.

4.2 Pouzité programy

FluorEssence (HORIBA Jobin Yvon Inc.) —  software pro ziskani spekter ustalené
fluorescence

OriginPro 8 (HORIBA Jobin Yvon Inc.) —  software pro vyhodnoceni spekter
ustalené fluorescence

DataStation v2.4 (HORIBA Jobin Yvon Inc.) —  software pro ziskani TCSPC dat

DAS6 (HORIBA Jobin Yvon Inc.) —  software pro analyzu poklest

intenzity fluorescence

4.3 Chemikalie

Prodan 6-propionyl-2-(dimethylamino)naftalen Sigma-Aldrich, Co.
¢. Sarze: 101 296 902
Laurdan 6-dodekanoyl-2-(dimethylamino)naftalen Sigma-Aldrich, Co.
¢. Sarze: 101 290 098
Rhodamin 6G Sigma-Aldrich, Co.
C. Sarze: 252433-16
CTAB cetyltrimethylammonium bromid Sigma-Aldrich, Co.
¢. Sarze: 059K0041
Hyaluronan sodny, nativni, M = 750—1 000 kDa Contipro Biotech s.r.0.
¢. Sarze: 213-4160
NaCl chlorid sodny Lach-Ner, s.r.o.
PP/2009/06278

Milli Q voda (Milipore academic)

4.4 Priprava vzorkua

Pomoci tii fluorescencnich sond (prodan, laurdan, rhodamin 6G) byly méfeny rizné
systémy: Cistd voda, vodny micelarni roztok CTAB bez i s ptitomnosti NaCl, gel vytvoreny
smichanim micelarniho roztoku CTAB a roztoku hyaluronanu (Hy) v pfitomnosti soli.

Pro vytvoreni téchto systémd byly namichany zasobni roztoky popsané v tabulce 2.
Navazovani probihalo na analytickych vahach, v pfipadé navazovani hyaluronanu byly
pouzity vahy, které navazovaly s pfesnosti na tfi desetinna mista.

Tabulka 2: Zdsobni roztoky chemikalii

Zasobni roztok koncentrace teplota skladovani
Prodan v acetonu 2.3 10 M 4°C
Laurdan v acetonu 2:10*'M 4°C
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Rhodamin 6G ve vodé 10° M 4°C

NaCl ve vodé 0,15M laboratorni
CTAB ve vodé 40 mM laboratorni
CTAB v 0,15M NaCl 200 mM laboratorni
Hy v 0,15M NaCl 0,5 % (hm.) 4°C

Seznam konkrétnich métfenych vzorkd je podan v tabulce 3. Jednotlivé systémy byly
zkoumany pomoci ruznych fluorescencnich sond. Rozpoustédlem je vzdy Cista voda
(Milli Q).

Tabulka 3: Konkrétni systéemy zkoumané pomoci tii fluorescencnich sond

) ) Pouzita sonda
Zkoumany systém

prodan laurdan rhodamin 6G
0,15M NaCl 6:10°M - 10°M
20mM CTAB ve vodé - 10°M -
200mM CTAB v 0,15M NaCl 2:10°M - 10°M
Gel 2:107 M* - 107 M*
Gel po tydnu stani 2107 M* — 107 M*

* Jde o celkovou koncentraci sondy v systému (gel + supernatant). V téchto systémech
doslo k fazové separaci a koncentrace sond se vzhledem jejich distribuci do riznych
mikroprostfedi mohla ve vzniklych fazich lisit od celkové koncentrace sondy v systému.

Kapalné vzorky byly pfipraveny nasledujicim zptisobem. Nejdfive bylo napipetovano
potfebné mnozstvi roztoku fluorescencni sondy a rozpoustédlo bylo odpafeno za snizeného
tlaku pti laboratorni teploté¢. Nasledné byl pfidan potiebny objem piislusného zasobniho
roztoku a popfipadé€ bylo pfidano ur€ité mnozstvi vody k dosazeni dané koncentrace. Roztoky
byly jeden den michany a poté zméteny.

Vzorky gelu byly pfipraveny nasledovné. Do zkumavky bylo napipetovano potiebné
mnozstvi roztoku fluorescencni sondy a pfislusné rozpoustédlo bylo odpareno za snizeného
tlaku pfi laboratorni teploté. Poté byly pfidany 3 ml 200mM roztoku CTAB v 0,15M NaCl
avznikly roztok byl michén po dobu zhruba jednoho dne. Do rozmichaného roztoku byly
pfidany 3 ml 0,5% roztoku Hy v 0,15M NaCl. Ve vzorku doslo k okamzité fazové separaci,
kdy pfi styku obou roztokt vznikal gel, ktery oddéloval objemy téchto roztokt. Vzorek byl
nasledné promichan na vifivém michadle (IKA MS2 Minishaker), kdy vznikl vlockové
zakaleny roztok, ktery se od hladiny pomalu Cefil a srazenina (gel) klesala ke dnu. Vzorek byl
poté odstfedén (15 min, 4 000 ot/min). Na dné zkumavky vznikla Cira, homogenné oddélena
gelova faze, kterd nejevila tendenci se vznaSet v roztoku (supernatantu). Tento postup
piipravy gelu byl odvozen na zakladé vysledkii diplomové prace Lenky Kohutové z roku
2013 [71].

45



4.5 Nastaveni pristroju

Pomoci pfistroje Fluorolog byly ziskany excita¢ni a emisni spektra sond ve zminénych
systémech. Pouzité vinové délky jsou popsany v tabulce 4. Stérbiny excitaténiho a emisniho
monochromatoru byly drzeny vrozmezi 1-3 nm tak, aby byla intenzita fluorescence
v rozmezi dobré méfitelnosti piistroje. Kapalné vzorky byly méfeny v klasickych kfemennych
kyvetach, vzorky geli byly vloZzeny mezi dvé kiemenna skla, ktera byla nasledné vlozena do
kiemenné kyvety. Kazdé spektrum bylo méfeno tiikrat a nasledné zprimérovano.

Tabulka 4: ExcitaCni a emisni vinové délky pouZité pii méieni jednotlivych systému
prislus§nymi fluorescencnimi sondami

) ) Pouzita sonda (excitace/emise)
Zkoumany systém

prodan

laurdan

rhodamin 6G

0,15M NaCl

329 /400-700
389 /400-700
270470/ 520

455 /500-700
490/ 510-700
420-580/ 600

329/390-650
410/ 420-650 -
290-440 / 495

20mM CTAB ve vodé -

200mM CTAB v 0,15M NaC(l, 329 /370-650
gel, 389 /410-650 -
270-470/490

455 /500-700
490/ 510-700
420-580/ 600

gel po tydnu stani

Nastaveni pfistroje Fluorocube pii meéfeni poklest intenzity fluorescence bylo pro
jednotlivé pouzité vzorky podobné. Méfeni probihalo v reverznim modu, byla méfena odezva
ptistroje pro naslednou dekonvoluci, pii velké intenzité zarfeni byly pouzity neutralni filtry.
Rozsah TAC byl nastaven na 50 ns s 1 024 kanaly, zpozdéni signalu (,,coaxial delay“) bylo
nastaveno na 65 ns, synchroniza¢ni zpozdeéni (,,sync. delay*) bylo nastaveno na O ns,
opakovaci flekvence diody byla nastavena na 1 MHz. Pro excitaci prodanu a laurdanu byla
pouzita nanoLED s vlnovou délkou 329 nm a excitanim pulzem kratSim nez 1 ns. Pro
excitaci rhodaminu 6G byla pouzita nanoLED s vlnovou délkou 455 nm a délkou pulzu
1,2 ns. Pocet fotonti v maximu poklesu byl nastaven na 10 000, pficemz u vlnovych délek na
krajich emisniho spektra byl tento pocet upraven na 5 000 a v nékolika z téchto piipadu, kdy
se na prislusné vlnové délce objevovala emise jen z jednoho typu fluoroforu (jedna doba
zivota), byl nastaven pocet fotonti v maximu na 3 000. Excitacni polarizator byl nastaven na
0°, emisni polarizator byl nastaven na 54,75°. Poklesy intenzity fluorescence byly snimany
s krokem 5 nm a Stérbina emisniho monochromatoru byla nastavena na 6 nm. Na okrajich
emisniho spektra, kde se objevovala jen jedna doba zivota, byl krok prodlouzen na 10 nm.
Vyjimku tvofil jen vzorek prodanu v roztoku 0,15M NaCl, ktery poskytoval nizkou intenzitu
fluorescence. Zde byl krok prodlouzen na 10 nm a Stérbina byla roz§ifena na 12 nm. Kapalné
vzorky byly meéfeny v klasické kifemenné kyveté, vzorky gell byly vlozeny do specialni
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kyvety, ktera svira s excitacnim paprskem uhel 45° a navic je odklonéna od svislé osy, aby se
minimalizoval odraz excitacniho zafeni.

Meéieni probihala pii laboratorni teploté (22 °C), pouze vzorky 200mM CTAB
v 0,15M NaCl byly zahtaty na 28 °C, protoze pii laboratorni teploté se srazely (nebylo
dosazeno Krafftovy teploty).

Pii vyhodnocovani poklest intenzity fluorescence byl parametr )(,2 drzen pod hodnotou
1,5. Poklesim byl prikladan fyzikalni vyznam, kdy by mél byt pocet pouZzitych exponencial
v prolozeni roven skutecnému poctu emisnich druht fluoroforu ve vzorku. Pre-exponencialni
faktory tedy byly vzdy kladné.

4.6 Vysledky a diskuze

4.6.1 ZKkoumani systému pomoci fluorescencnich sond prodanu a laurdanu

4.6.1.1 Prodan v miceldarnim roztoku

Nejdiive byl prozkouman micelarni systém pomoci prodanu. Pouzitym vzorkem byl
200mM roztok CTAB v 0,15M NaCl. Koncentrace sondy byla 210 M, coZ je koncentrace
umoziujici relativné rychly sbér dat a v pouzitém systému by pfitom nemély vznikat agregaty
sondy [59].

Ustalena fluorescence ukazuje (Obrazek 13), ze pii ruzné excitaéni vilnové délce
(329 2389 nm) je ziskano jiné emisni spektrum, kdy v prvnim pfipadé bylo maximum
fluorescence v 494 nm, ve druhém pfipadé ve 495 nm. Tento rozdil bude vysvétlen pozdeji na
zaklad€ ¢asove rozliSenych méfeni. Emisni spektrum excitované pii 329 nm bylo pouzito pro
rekonstrukci TRES.

1,0 - - ——— Emisni
spektrum
(excitace pfi
0.8 1 329 nm)
0,6 - Emisni
-~ spektrum
(excitace pfi
0,4 - 389 nm)
02 - Excitacni
spektrum
0,0 T T T L T T - T
270 320 370 420 470 520 570 620
A[nm]

Obrdzek 13: Normalizovand emisni a excitani spektra prodanu (2:10° M) v 200mM CTAB
v 0,15M NaCl

Pomoci metody TCSPC byly ziskany poklesy intenzity fluorescence v ¢ase. Tyto poklesy
byly prokladany jedno- az troj-exponencialni funkci a byly stanoveny parametry prolozeni.
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Nasledné byla rekonstruovana TRES v ¢asech 0,005-10ns po excitaci pulzem zafeni
(Obrazek 14) podle vztahu 13.
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0,00 T T T T T T T T I 1
405 425 445 465 485 505 525 545 565 585 605
A [nm]

Obrdzek 14: TRES prodanu (2-10° M) v 200mM CTAB v 0,15M NaCl

V nejkratSich Casech po excitaci obsahuji TRES dva piky pfi asi 425 a 490 nm, z nichz
prvni je slabsi a s Casem se vytraci. V delSich ¢asech po excitaci uz TRES obsahuji jen jeden
emisni pik. Tato skuteCnost ukazuje na tzv. model dvou stavi, kdy dochazi k reakci
v excitovaném stavu sondy. Maximum TRES se v pozorovaném casovém intervalu posunulo
od 490 nm k 495 nm, je ale nutno dodat, ze tyto udaje maji oba chybu + 2,5 nm, protoze data
byla vyhodnocovana s krokem 5 nm. Tento posun nebyl zpisoben procesem relaxace
rozpoustédla, jak ukazalo nasledujici vyhodnoceni, ale ubytkem fluorescence v del§ich ¢asech
po excitaci, ktera pochazela od fluorofort s kratsi dobou zivota a které emitovali na modré
strané spektra. Platilo tedy, ze prostfedi fluoroforu nebylo dostate¢né viskézni na to, aby
relaxace rozpoustédla byla Casové srovnatelna nebo delsi ve srovnani s fluorescenci.

1,0 Celkova intenzita
08 - LE stav - jadro
micely
0,6 —LE ?ti?v_ ]
- palisadova vrstva
= |CT stav -
0,4

palisadovad vrstva

et

405 425 445 465 485 505 525 545 565 585 605
A [nm]

Obrdzek 15: Dekonvoluce emisniho spektra prodanu (2-107° M) v 200mM CTAB v 0,15M NaCl
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Posledni casti tohoto vyhodnoceni byla dekonvoluce emisniho spektra na jednotlivé
komponenty pomoci parametrti poklest intenzity fluorescence pii jednotlivych vlkovych
délkach s krokem 5 nm (Obrazek 15). Emise celkem vykazovala tfi doby zivota. Dvé kratsi
doby zivota emitujici na modré strané emisniho spektra, byly pfisouzeny emisi ze stavu LE
(local excited), ze kterého prodan emituje v nepolarnich prostfedich. Jedna se o prostredi
uvnitt micely mezi uhlovodikovymi fetézci a o prostfedi na rozhrani, tedy v palisadové vrstvé
micely, vramci které je prodan lokalizovan na strané odvracené od molekul vody. Prvni
emisni druh prodanu emitujici na modré stran¢ spektra vykazal nejkratsi dobou zivota, ktera
se pohybuje v rozmezi 0,15-0,23 ns, a emituje pifi nejkratSich vinovych délkach s maximem
emise mezi 430-440 nm. Tato doba zivota koresponduje s dobou zivota prodanu v n-heptanu,
ktera je asi 0,18 ns [66]. Druhy emisni druh prodanu na modré strané emisniho spektra
vykazuje emisi posunutou bathochromné s maximem v 465-470 nm, coz je pravdépodobné
zpusobeno vyssi polaritou v oblasti palisadové vrstvy micely, ktera je zapfic¢inéna kladnymi
naboji na polarnich skupinach tenzidu a mozna jistou penetraci molekul vody dovnitf
palisadové vrstvy. Doba zivota tohoto druhého emisniho druhu je delsi, 0,74-1,1 ns, coz
koresponduje s bathochromnim posunem. Tieti emisni druh prodanu je od predeslych dvou
odlisny, je dominantni a jeho emise je vyrazn€ bathochromé posunuta k maximu ve 495 nm.
Tento druh prodanu se nachazel v palisadové vrstvé micel na strané, ktera byla priklonéna
molekulam vody a polarita zde proto byla vétsi oproti predeslym dvéma piipadim. U tohoto
druhu prodanu probéhl v excitovaném stavu intramolekularni pfenos naboje prave kvuli
zvySené polarité prostiedi. Emise tedy probéhla ze stavu ICT (intramolecular charge transfer).
Vzhledem k tomuto procesu doslo k emisi v pruméru pozd€ji oproti prodanu ve stavech LE.
Doba zivota stavu ICT byla stanovena na 3,1-3,3 ns. Rozmezi dob zivota udané u vSech tii
fluoroforti ukazuje postupny vyvoj této hodnoty od nejkratSich po nejdelsi vinové délky, kde
pfislusny fluorofor emitoval [66, 67].

Vysvétlenim pro odliSnost emisniho spektra pfi excitaci v 389 nm je heterogenita prodanu
v zékladnim stavu. Tti druhy prodanu, které se v systému vyskytovaly, maji pravdépodobné
mirné odlisné excitacni spektra, kvili odlisné stabilizaci svym prostfedim. LE stavy prodanu
potfebuji pro excitaci zafeni o nepatrné vysSi energii nez stav ICT a tak se pii excitaci
v 389 nm projevily méné a zpusobily zménu tvaru emisniho spektra. Zaroven mohl hrat roli
i efekt REES, ke kterému dochazi v polarnich, relativné viskdznich prostredich. Vztahoval by
se predevS§im na prodan ve stavu ICT, ktery se nachazi jak v polarnim prostiedi, tak
v prostiedi o vysSi viskozité, ale 1 na LE stav v palisadové vrstvé. Zde je prostiedi
pravdépodobné polarn€jsi nez v jadru micely, kvuli penetraci molekul vody. Zaroveri je zde
urcita usporadanost vrstvy zpusobujici zvySeni viskozity.

Dulezitym zjisténim bylo, ze prodan se nachazel v riznych mistech v ramci micely, byl
solubilizovan, ale nebyl pfitomen v roztoku a nemohl tak o tomto prostiedi podat zadné
informace. Z tohoto divodu byl zméfen prodan pouze ve vodném prostiedi, aby se tato
informace potvrdila.

4.6.1.2 Prodan ve vodném roztoku

V tomto experimentu byl zméfen prodan v 0,15M vodném roztoku NaCl bez piidavku
tenzidu. Cilem zde bylo potvrdit existenci jinych emisnich druhti prodanu, nez v experimentu
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s micelarnim roztokem. Koncentrace sondy byla snizena na 6-10° M, protoze pii vyssich
koncentracich bylo riziko, ze dojde ke vzniku agregati prodanu, které tvofi novy emisni druh
a doslo by ke zbyte¢né komplikaci [59].

Emisni spektra ukéazala oproti micelarnimu roztoku vyrazny bathochromni posun maxima
na 527 nm pii excitaci v 329 nm (Obrazek 16), coz svéd¢i o narastu polarity prostiedi. Pti
excitaci v 389 nm dosSlo k posunu maxima na 529 nm, coz je zpusobeno heterogenitou
prodanu v zakladnim stavu, jak bylo jiz vySe zminéno. Emisni pik v 658 nm je druhym
harmonickym maximem excita¢ni vinové délky 329 nm.

10 1 ——Emisni spektrum
(excitace pfi 329 nm)
0,8 - -
Emisni spektrum
(excitace pfi 389 nm)
0,6 -
Excitacni spektrum
-
0,4
0,2 /\
0,0 T T T T T T T |7
270 320 370 420 470 520 570 620 670

A[nm]
Obrdzek 16: Normalizovand emisni a excitacni spektra prodanu (6-10° M) v 0,15M NaCl

TRES ukazala jeden pik s posumen maxima z 520 na 530 nm (Obréazek 17), je ale nutno
dodat, Ze tyto hodnoty maji ob& chybu + 5 nm, protoze udaje byly vyhodnocovany s krokem
10 nm. Mohlo by tedy jit jak o kontinualni model, tak o model dvou stavii. Protoze vodné
prostiedi ma ale malou viskozitu, pravdépodobnéji se jevil model dvou stavii. Ten byl
potvrzen i dekonvoluci emisniho spektra pomoci poklest intenzity fluorescence (Obrazek 18).

0,80

0,60

=~ 0,40
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Obrdzek 17: TRES prodanu (6-10°° M) v 0,15M NaCl
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Dekonvoluci emisniho spektra byly zjistény dva emisni druhy prodanu, které se liSily od
druht v micelarnim roztoku jak v ramci emise, tak v hodnotach dob zivota. Oba druhy
emitovaly ze stavu R (zrelaxovany). Prodan ve vodném prostiedi s dobou zivota 0,73-0,59 ns
meél maximum emise v 520 nm a prodan s delsi dobou zivota 2,3—1,8 ns mél maximum emise
v 533 nm. Pritomnost dvou dob Zivota prodanu v Cisté vod€ je zpuisobena moznosti prodanu
tvorit vodikové vazby s molekulami vody. Vznik takové vodikové vazby zpusobuje existenci
kratsi ze dvou dob zivota prodanu. V. micelarnim roztoku se tedy prodan nachéazel jen v ramci
micel a nebyl rozpustén ve volné vode.

1,0 A

Celkova intenzita

0,8 - R stav - kratéi doba Zivota

——R stav - delsi doba Zivota

460 480 500 520 540 560 580 600 620
A [nm]

Obrdzek 18: Dekonvoluce emisniho spektra prodanu (6-10° M) v 0,15M NaCl

4.6.1.3 Laurdan v micelarnim roztoku

Pro uptesnéni lokace prodanu v micelarnim roztoku bylo provedeno obdobné meéfeni
s fluorescenc¢ni sondou laurdanem, ktery obsahuje stejny fluorofor jako prodan, ale nese delsi
uhlovodikovy fetézec. Pouzitym vzorkem byl 20 mM vodny roztok CTAB bez soli. Jednalo
se o micelarni roztok. Koncentrace sondy byla 10~ M.

Excitace laurdanu v tomto vzorku probéhla pii 329 a 410 nm. Opét doslo ke zméné
emisniho spektra (Obrazek 19). Vysvétleni je stejné jako v pfipadé prodanu v micelarnim
roztoku. Korespondujici maxima emise byla 498 a 499 nm.
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Obrdzek 19: Normalizovand emisni a excitaini spektra laurdanu (10° M) ve 20mM CTAB

Obdobn¢ jako v ptipadé prodanu obsahovala TRES laurdanu v nejkratSich Casech po
excitaci dva emisni piky — pfi ast 420 a 495 nm, z nichz prvni je slabsi a s Casem se vytraci.
Jde opét o model dvou stavi (Obrazek 20). Maximum TRES se v pozorovaném ¢asovém
intervalu posunulo od 495 nm k 500 nm s chybou + 2,5 nm. Tento posun byl stejné jak
u prodanu zpusoben ubytkem fluorescence v delSich ¢asech po excitaci, ktera pochazela od
fluorofortd s kratsi dobou zivota a které emitovali na modré strané spektra. TRES laurdanu
jsou velmi podobné TRES prodanu.
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Obrdzek 20: TRES laurdanu (10~ M) ve 20mM CTAB

Dekonvoluci emisniho spektra byly zjistény tfi druhy laurdanu (Obrazek 21), jejichz emise
i parametry poklest fluorescence byly velmi podobné prodanu. Lze tedy predpokladat stejné
rozmisténi prodanu a laurdanu, resp. jejich fluoroford, v ramci micelarniho systému CTAB.
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Nejkratsi doba zivota laurdanu byla 0,18—-0,30 ns s maximem emise v 440—450 nm (u prodanu
0,15-0,23 ns a 430440 nm), del§i doba zivota laurdanu byla stanovena na 0,70-1,3 ns
s maximem emise v 465—475 nm (u prodanu 0,74—1,1 ns a 465—470 nm). Nejdelsi stanovena
doba zivota laurdanu byla 3,0-3,3 ns s maximem emise asi 498 nm (u prodanu 3,1-3,3 ns
a 495 nm). Jde tedy stejné jako u prodanu o emisi ze stavi LE v jadru micely a LE a ICT
v palisadové vrstveé [64, 65, 66, 67].
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Obrdzek 21: Dekonvoluce emisniho spektra laurdanu (10~ M) ve 20mM CTAB

Emisni maxima jednotlivych druht laurdanu jsou oproti prodanu bathochromné posunuta,
nicméné chovani téchto dvou sond je v tomto micelarnim systému velmi podobné, prestoze
pozice laurdanu by mohla byt specifi¢tési diky delSimu nepolarnimu fetézci.

Dalsi informace, kterou pfinasi chovani prodanu a laurdanu v tomto micelarnim systému je
fakt, ze palisadova vrstva micel ma prevazné kapalné-krystalicky charakter. K tomuto zavéru
lze dojit na zékladé sledovani emise téchto sond v systému lipidickych membran, které pti
zmeéné podminek transformuji svou strukturu ze stavu kapalné-krystalického na gelovy
a naopak, pficemz z gelové faze vykazuji maximum emise pii asi 450 nm a z faze kapalné-
krystalické pii asi 490 nm. Dominantni emise ze stavu ICT zjist€na ve studovaném systému
tedy ukazuje na prevazujici kapalné-krystalicky charakter. Existuje zde ale 1 minoritni gelova
faze, kterou by reprezentoval stav LE obou sond, které jsou lokalizované v palisadové vrstve.
Gelova faze by méla byt méné piistupna molekulam vody a proto také méné polarni, coz by
zdtvodnovalo emisi ze stavu LE, korespondujici s emisi na modré strané emisniho spektra
a s kratsi dobou zivota vzhledem ke stavu ICT [61, 65].

4.6.1.4 Prodan v gelu

Gel byl vytvofen podle postupu popsaného diive. Vznikly gel tvoril ¢irou, na pohled
izotropni fazi a byl znacn€ viskozni. Po jeho rozkrojeni vznikly ostré hrany, které se zhruba
do jedné minuty zaoblily.
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Emisni spektra prodanu v gelu (Obrazek 22) jsou velice podobna emisnim spektrim
prodanu v ¢isté micelarnim systému. Rozdil vznikly odlisnou excitacni vinovou délkou (opét
329 a 389nm) ma také stejnou piicinu jako u micelarniho systému. Maxima emise
korespondujici s danymi excitatnimi vlnovymi délkami jsou stejné jako v micelarnim
systému 494 a 495 nm.
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Obrdzek 22: Normalizovand emisni a excitani spektra prodanu (2107 M) v gelu

V nejkratSich Casech po excitaci obsahuji TRES dva piky pii asi 415 a 490 nm, z nichz
prvni je slabsi a ¢asem se vytraci (Obrazek 23) obdobné jako v Cisté micelarnim systému (asi
425 a 490 nm). Maximum TRES se v pozorovaném Casovém intervalu posunulo od 490 nm
k 495 nm s chybou £ 2,5 nm, stejné jako v Cisté¢ micelarnim systému. Nerovnost na modré
strané spektra je zplsobena nepfitomnosti dat pfi 410 nm, kde neprob&hlo méfeni poklesu
intenzity fluorescence.

0,35
s ——0,005 ns

0,30 - ——0,02ns
0,25 - 0,05 ns

—0,2 NS
0,20 - (0,5 ns

\"\

0,15
0,10
0,05
0,00

405 425 445 465 485 505 525 545 565 585
A[nm]

Obrdzek 23: TRES prodanu (2-107° M) v gelu
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Dekonvoluci emisniho spektra byl ziskan velmi podobny vysledek jako v €isté micelarnim
systému. Opét byly zjiStény celkem tfi emisni druhy prodanu (Obrazek 24). Druh prodanu
emitujici z LE stavu z jadra micel vykazal dobu zivota 0,16—0,34 ns s maximem emise 425—
440 nm, prodan emitujici z LE stavu z palisadové vrstvy vykazal dobu zivota 0,75-1,1 ns
s maximem emise 455475 nm a prodan emitujici ze stavu ICT z palisadové vrstvy vykazal
dobu zivota 3,0-3,4 ns s maximem emise piiblizné 495 nm. Opét dominovala emise ze stavu
ICT.
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Obrdzek 24: Dekonvoluce emisniho spektra prodanu (2:10° M) v gelu

Vsechny vysledky z méfeni gelu jsou témér shodné s vysledky z Cisté micelarniho
systému. Odtud lze jasné vyvodit, ze prodan se v gelové fazi nachazel vyhradné
v mikroprostfedich v ramci micel. Mohlo dojit ke zméné tvaru micel [72], coz ale nemohlo
byt pouzitou metodou zjisténo. Nedochazelo k interakci sond s hyaluronanem.

4.6.1.5 Prodan v ustileném gelu

Gel pouzity v tomto méfeni zral po dobu jednoho tydne pod svym supernatantem a poté
byl prométen. Zrani probihalo za laboratorni teploty a ve tme.

Ustalena fluorescence poskytla velmi podobny vysledek jako pfi méfeni neustaleného gelu.
Pti excitaci v 329 a 389 nm byla ziskana maxima emise 494 a 496 nm (Obrazek 25).
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Obrdzek 25: Normalizovand emisni a excitalni spektra prodanu (2-10° M) v ustdleném gelu

V nejkratSich Casech po excitaci obsahuji TRES dva piky pii asi 420 a 490 nm, z nichz
prvni je slabsi a s Casem se vytraci (Obrazek 26) obdobné jako v micelarnim systému (asi
425 a 490 nm) a v neustaleném gelu (asi 415 a 490 nm). Rozdil je v intenzité slabsiho piku,
ktera po zrani gelu mirné klesla a to na hodnotu srovnatelnou s micelarnim systémem.
Maximum TRES se v pozorovaném casovém intervalu posunulo od 490 nm k 495 nm
s chybou + 2,5 nm, stejné jako v micelarnim systému a neustaleném gelu.
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Obrdzek 26: TRES prodanu (2:107° M) v ustdleném gelu

Dekonvoluci emisniho spektra byl ziskdn velmi podobny vysledek jako v micelarnim
systému a neustaleném gelu. Opét byly zjiStény celkem tfi emisni druhy prodanu
(Obrazek 27). Druh prodanu emitujici z LE stavu z jadra micel vykazal dobu zivota 0,18-
0,38 ns s maximem emise 430-445 nm, prodan emitujici z LE stavu z palisddové vrstvy
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vykazal dobu zivota 0,84—1,1 ns s maximem emise 455475 nm a prodan emitujici ze stavu
ICT z palisadové vrstvy vykazal dobu zivota 3,1-3,4 ns s maximem emise pfiblizné 495 nm.
Opét dominovala emise ze stavu ICT.
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Obrdzek 27: Dekonvoluce emisniho spektra prodanu (2:10”° M) v ustdileném gelu

Vysledky meéfeni ustdleného gelu jsou téméf shodné svysledky z Cist€¢ micelarniho
systému a neustaleného gelu. NedoS§lo ke zménam v lokaci prodanu a zadné interakce
s hyaluronanem nebyly detekovany.

4.6.2 ZKkoumani systému pomoci fluorescencni sondy rhodaminu 6G

Fluorescencni sondy prodan a laurdan se v micelarnim systému a v gelu nevyskytovaly ve
vodné fazi a neslo tedy podat zadné informace o tomto prostiedi. Z tohoto divodu byla
pouzita sonda rhodamin 6G, ktera se rozpousti ve vodném prostfedi a reaguje na piitomnost
kationtovych micel, nedochazi ale k jeji solubilizaci do jadra micel [70].

4.6.2.1 Rhodamin 6G ve vodném roztoku

Chovéani rhodaminu 6G bylo nejdiive stanoveno ve vodném roztoku s obsahem NaCl
o koncentraci 0,15 M. Koncentrace rhodaminu 6G byla 107> M stejné jako v dalsich vzorcich
s touto sondou.

Emisni spektra ukazala pfi excitaci v 455 a 490 nm stejné spektrum se stejnym maximem
v 555 nm (Obrazek 28).
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Obrdzek 28: Normalizovand emisni a excitaini spektra rhodaminu 6G (107 M) v 0,15M NaCl

TRES rhodaminu 6G v Case neménila svij tvar, pouze klesala intenzita fluorescence
(Obrazek 29). Existoval zde jeden pik pfi 555 nm v celém Casovém intervalu. Toto ukazuje na
pfitomnost jednoho emisniho druhu sondy.
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Obrdzek 29: TRES rhodaminu 6G (10”° M) v 0,15M NaCl

Analyza poklest intenzity fluorescence vSak ukazala, Zze je zde maly piispévek dalSiho
emisniho druhu (Obrazek 30). Maximum emise tohoto druhu neslo pfesné specifikovat kvuli
prili§ nizké intenzité fluorescence. Doba zivota dominantniho druhu sondy byla stanovena na
4,1-4,2 ns, u druhého emisniho druhu byla doba zivota 0,58-2,0 ns. Prvni a dominantni doba
zivota patfila monomerni formé sondy, druh4 doba zivota patfila fluorescentnimu J-dimeru
(dimertim) sondy, které pfi této koncentraci ve vodném prostiedi v malé mite vznikaji [23].
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Chybové tsecky nejsou u dil¢iho spektra monomeru uvedeny kvuli prehlednosti.
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Obrdzek 30: Dekonvoluce emisniho spektra rhodaminu 6G (1 0° M) v 0,15M NaCl

4.6.2.2 Rhodamin 6G v micelarnim roztoku

Chovéani rhodaminu 6G bylo stanoveno v micelarnim roztoku CTAB o koncentraci
200 mM v ptitomnosti NaCl o koncentraci 0,15 M.

Ustalena fluorescence ukazala pii excitaci v 455 a 490 nm opét stejné emisni spektrum, ale
maximum emise bylo bathochromné posunuto o 15 nm k vinové délce 570 nm (Obrazek 31)
vzhledem k emisnimu spektru rhodaminu 6G ve vodé bez pfitomnosti tenzidu. Toto je
zpusobeno hydrofobni a elektrostatickou interakci rhodaminu 6G s micelami, kdy
pravdépodobné dochazi k ¢asteCnému zapusténi molekuly rhodaminu do palisadové vrstvy,
takze uhlovodikovy fetézec rhodaminu se pfiblizi k uhlovodikovym fetézcim tenzidu a =-
elektrony xantanové kostry rhodaminu se pfiblizi kladné nabitym hlavam tenzidu. Nedochazi
vSak k solubilizaci sondy do jadra micely. Tyto interakce jsou pficinou bathochromniho
posunu excitaéniho i emisniho spektra a poklesu kvantového vytézku [21].
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Obrdzek 31: Normalizovand emisni a excitalni spektra rhodaminu 6G (10~ M) v 200mM CTAB
v 0,15M NaCl

TRES rhodaminu 6G neménila v Case svij tvar, pouze klesala intenzita fluorescence
(Obrazek 32). Existoval zde opét jeden pik pii asi 569 nm, ktery se s casem posouval
k 570 nm. Toto ukazuje na pfitomnost dvou emisnich druhi sondy.
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Obrizek 32: TRES rhodaminu 6G (10~ M) v 200mM CTAB v 0,15M NaCl

Dekonvoluci emisniho spektra byly zjistény dva emisni druhy rhodaminu 6G
(Obréazek 33). Slo opét o monomer a dimer této sondy. Doslo ke zvyraznéni piispévku
dimeru, ktery mél maximum emise v rozmezi 560—-565 nm a zplsobil mirny posun maxima
TRES v ¢ase. Divodem vétsiho projeveni emise dimeru vzhledem k emisi monomeru je nizsi
kvantovy vytézek monomerni formy sondy, kterd interaguje s micelami (méfeni rozdilu
v intenzité fluorescence zde neni uvedeno). Je tieba zminit, ze podle literatury zpusobuje
pritomnost kationtovych micel dokonce mirné snizeni obsahu dimerd [21, 70], nedochazi tedy
ke zvySeni dimerizace 1 kdyz objem, ve kterém se molekuly rhodaminu mohou nachazet je
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kvuli pfitomnosti micel mensi. Toto by mohlo byt vysvétleno agregaci molekul monomeru na
povrchu micel, ¢cimz dojde ke zfedéni rhodaminu ve vodném objemu a tedy k jistému poklesu
obsahu dimerd. Pfesné chovani dimert je na zakladé provedenych méfeni slozité urcit.
Tendence asociovat s micelami bude nejspi§ slabsi oproti monomerim, coz by mohlo byt
zpusobeno ¢asteCnym vzajemnym vysycenim interagujicich mist molekul rhodaminu a vétsi
velikosti této jednotky, ktera se tak huf zabudovava do palisadové vrstvy. Doba Zivota
monomeru byla 3,7-4,1 ns a tedy mirné kratsi oproti pfipadu v ¢isté vodé, coz pravdépodobné
souvisi se snizenym piistupem molekul vody k molekule sondy kvuli interakci s micelami.
Doba zivota dimeru byla stanovena na 0,99-2,0 ns.
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Obrdzek 33: Dekonvoluce emisniho spektra rhodaminu 6G (10~ M) v 200mM CTAB v 0,15M NaCl

4.6.2.3 Rhodamin 6G v gelu
Gel byl ptipraven obdobné jako v ptipadé prodanu.

Emisni spektra pti excitaci v 455 a 490 nm byla opét stejna (Obrazek 34). Maximum emise
bylo v 565 nm, coz poukazovalo na jakysi mezistav mezi chovanim sondy ve vodé (maximum
emise v 555 nm) a v ¢ist€ micelarnim roztoku (maximum emise v 570 nm).
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Obrdzek 34: Normalizovand emisni a excitaini spektra rhodaminu 6G (107 M) v gelu

TRES rhodaminu 6G opét svij tvar v Case znatelné nemeénila, pouze klesala intenzita
fluorescence (Obrazek 35). Existoval zde opét jeden pik pii asi 564 nm, ktery se s Casem
posouval k 565 nm. Toto opét ukazuje na piitomnost dvou emisnich druhti sondy.
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Obrizek 35: TRES rhodaminu 6G (10~° M) v gelu

Dekonvoluci emisniho spektra byly zjistény opét dva emisni druhy rhodaminu 6G
(Obrazek 36). Slo opét o monomer a dimer této sondy. Vysledek dekonvoluce byl podobny
Cisté micelarnimu systému, pouze doslo k mirnému snizeni intenzity fluorescence dimeru
a doslo také k hypsochromnimu posunu emise jak monomeru, tak dimeru sondy. Dimer proto
jistym zplisobem také reaguje na pfitomnost micel. Emise monomeru byla posunuta z 570 na
566 nm a emise dimeru byla posunuta z 560-565 na 545-555nm. Toto bylo nejspisSe
zpusobeno CasteCnym obsazenim povrchu micel fetézci hyaluronanu a vysledny stav chovani
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sondy tak byl kombinaci chovani sondy v ¢isté vodném prostfedi a v Cisté micelarnim
roztoku.

Doba zivota monomeru byla kombinaci Cisté micelarniho roztoku a Cisté vody: 3,8—4,2 ns.
Doba zivota dimeru ale méla zvlastni prabéh, nejdfive s vinovou délkou rostla a poté zas
klesala: 1,4-2,0-0,21 ns. Krom¢ dimeru se zde u vysSich vlnovych délek nejspi§ objevil
i prispévek vicemeru, ktery souvisi s vyraznym zakoncentrovanim sondy ve vodném prostiedi
[22, 69].
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Obrdzek 36: Dekonvoluce emisniho spektra rhodaminu 6G (107 M) v gelu

V gelu tedy podle ofekavani bylo vyrazné zredukovano vodné prostredi prfitomné v Cisteé
micelarnim systému. Vodné prostiedi v gelu ale nebylo tvofeno pouze mnozstvim molekul
vody adsorbovanych na siln€ hydrofilnim fetézci hyaluronanu. Kdyby tomu tak bylo, doslo by
ke zkraceni obou dob Zivota, kviili mensi ochoté orientovanych molekul vody relaxovat okolo
excitované molekuly sondy.

4.6.2.4 Rhodamin 6G v ustileném gelu

Gel byl obdobné¢ jako v ptipadé prodanu ponechan zrat pod svym supernatantem po dobu
jednoho tydne a poté byl proméfen.

Emisni spektra pti excitaci v 455 a 490 nm byla opét stejna (Obrazek 37). Maximum emise
bylo stejné jako u neustaleného gelu v 565 nm.
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Obrdzek 37: Normalizovand emisni a excitaini spektra rhodaminu 6G (10~ M) v ustdleném gelu

TRES opét znatelné neménila v Case svuj tvar, pouze klesala intenzita fluorescence
(Obrazek 38). Existoval zde opét jeden pik pfi asi 564 nm, ktery se s Casem posouval
k 566 nm. Toto opét ukazuje na piitomnost dvou emisnich druha sondy.
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Obrdzek 38: TRES rhodaminu 6G (10 M) v ustdleném gelu

Dekonvoluci emisniho spektra byly zjistény opét dva emisni druhy rhodaminu 6G
(Obrazek 39). Slo opét o monomer (maximum v 566 nm) a dimer této sondy (547-555 nm).
Vysledek dekonvoluce byl velice podobny ptipadu neustaleného gelu.

Doba zivota monomeru byla opét kombinaci tdaji z Cisté micelarniho a Cisté vodného
roztoku: 3,8—4,2 ns. Doba zivota dimeru méla obdobny prubéh jako v neustaleném gelu,
nejdiive s vinovou délkou rostla a poté zas klesala: 1,3-1,9-0,19 ns. Také se zde objevil
piispévek vicemert sondy diky jejimu vyraznému zakoncentrovani.
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Tyden zrani tedy v gelu nezplsobil zadné vyrazné zmeény.
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Obrdzek 39: Dekonvoluce emisniho spektra rhodaminu 6G (10~ M) v ustileném gelu
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo zkoumat vlastnosti hydrogelu vzniklého na zakladé specifické
interakce mezi hyaluronanem a micelami kationtového tenzidu. Tento hydrogel byl
posuzovan z hlediska schopnosti fungovat jako potencidlni nosi¢ 1éCiv. Také proto byl
ptipravovan v 0,15M vodném roztoku NaCl, coz meélo simulovat fyziologicky roztok.
Principem vyuziti hydrogelu méla byt solubilizace hydrofobniho 1é¢iva do hydrofobnich
oblasti obsazenych ve struktufe hydrogelu, kterymi maji byt micely.

Pouzitymi technikami pro zjisténi vlastnosti tohoto hydrogelu byla ustalend a casoveé
rozliSeni fluorescencni spektroskopie, presnéji byla pouzita technika cCasové rozliSenych
emisnich spekter (TRES) a metoda dekonvoluce emisniho spektra na dil¢i slozky pomoci
parametri poklesti intenzity fluorescence méfenych pii jednotlivych vinovych délkach
v ramci emisniho spektra.

Za uclelem charakterizace prostiedi hydrogelu byly zjiStény charakteristiky tfi
fluorescenc¢nich sond, prodanu, laurdanu a rhodaminu 6G, v systémech napodobujicich dilci
prostfedi hydrogelu. Byly charakterizovany vodné roztoky téchto sond a jejich micelarni
roztoky. Interakce sond s fetézcem hyaluronanu se neptedpokladaly a nebylo proto provedeno
zadné méfeni vodného roztoku hyaluronanu. Vysledky nakonec neukéazaly zadnou interakci
sond s hyaluronanovym fetézcem.

Pomoci sond prodanu a laurdanu byla potvrzena piitomnost micelarnich agregatu v gelu.
Tyto agregaty mohly mit kulovity tvar, ale pravdépodobnéji byl jejich tvar deformovany.
Sondy prodan a laurdan byly v Cist€é micelarnich roztocich 1 v gelovych fazich lokalizovany
pouze v micelach, v ramci kterych byly rozmistény ve tfech odliSnych mikroprostredich.
Prvnim prostfedim bylo jadro micely, tedy prostiedi mezi uhlovodikovymi fetézci tenzidu.
Dalsi dvé mikroprostifedi se nachdzela v ramci palisadové vrstvy micel a lisila se obsahem
molekul vody, které se do palisadové vrstvy dostaly z vodného objemu. Jedno mikroprostredi
vykazovalo kapalné-krystalicky charakter a umoziiovalo penetraci molekul vody, coz
zpusobilo u sond prodanu a laurdanu intramolekularni pienos naboje (ICT) v excitovaném
stavu vlivem zvysSené polarity. Tyto molekuly sond potom emitovaly ze stavu ICT. Naopak
druhé prostiedi v ramci palisadové vrstvy piipominalo gelovou strukturu, ktera ztézovala
penetraci molekul vody do vrstvy. Polarita zde tedy nebyla tak velka jako v pfedeslém ptipadé
a molekuly prodanu a laurdanu proto emitovaly ze stavu LE, ktery je charakteristicky spiSe
pro nepolarni prostiedi. U micel vzdy prevladala emise z ICT stavu ukazujici na fluidni
charakter palisadové vrstvy. VétSina molekul téchto dvou sond se nachazela v palisadové
vrstvé, kam byly molekuly téchto sond pfitahovany nejen na zéklade pfiznivych polaritnich
poméry, ale také se zde koncentrovaly z divodu pritazlivé elektrostatické interakce mezi
jejich karboxylatovou skupinou a kladné nabitymi hlavami tenzidu.

Vodné prostiedi zvolenych systémi bylo zkoumano pomoci fluorescenéni sondy
rhodamin 6G, protoze prodan a laurdan se v téchto systémech ve vodném prostiedi vibec
nevyskytovaly a nepfinaSely o tomto prostiedi zadné informace. Oproti pfipadu v Cisté
vodném systému (roztok NaCl) se v micelarnim roztoku objevily zmény v chovani této sondy.
Monomery sondy se asociovaly na povrchu micel i pies elektrostatickou repulzi zpisobenou
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kladnymi naboji jak na micele, tak na molekule sondy. Pievladla zde pfitazliva hydrofobni
interakce a pfitazliva elektrostatickd interakce mezi m-elektrony sondy a kladné nabitymi
hlavami tenzidu. Fluorescence monomeru asociovaného na micelach pak byla bathochromné
posunuta a byl znatelné snizen kvantovy vytézek. Timto byla zvyraznéna emise dimeru této
sondy (J-dimer), ktery pfi zvolené koncentraci vznikal v malém mnozstvi jak ve vodném, tak
v micelarnim systému. Ke zvyraznéni emise dimeru doslo i pfes schopnost micel snizovat
proces dimerizace. Tyto zmény v chovani thodaminu 6G pfi prechodu z vodného na micelarni
roztok byly pouzity pro charakterizaci prostiedi gelu. Zminéné zmény se zde projevily, ale
nebyly tak vyrazné, coz ukazuje na kombinaci chovani sondy ve vodném a micelarnim
roztoku. Odtud lze usuzovat, ze cast povrchu micel byla molekulam rhodaminu
znepiistupnéna, tedy ze tato ¢ast povrchu byla obalena fetézci hyaluronanu. V gelu doslo dale
ke zmén¢ zjisténych dob zivota rhodaminu. Kromé hodnot zjisténych také v Cisté micelarnim
systému se zde na ¢ervené stran¢ emisniho spektra dimeru sondy objevily kratké doby zivota,
které podle literatury patii vicemerim rhodaminu a ukazuji tak na vyrazné zakoncentrovani
sondy ve vodném prostredi. Jinak se ale hodnoty dob zivota vzhledem k Cisté micelarnimu
systému témer nezmeénily. Toto ukazuje na vyrazné zredukovani objemu vodného prostiedi
v gelu a zaroven lze fici, ze molekuly vody v gelu obsazené nebyly pouze adsorbované na
povrchu hyaluronanového fetézce, ale byly také volné.

Prostredi hydrogelu bylo zkoumano také po tydnu zrani pod svym supernatantem. Ani
jedna ze tfi fluorescencnich sond nezjistila vyznamné zmeény, systém tedy hned po svém
vzniku dosahl ur€ité rovnovahy. Neprobehly zmény v ramci micel, ani nedoslo k vétSimu
obsazeni povrchu micel hyaluronanovymi fetézci.

Vytvorené hydrogely byly stabilni v prostfedi simulujicim fyziologicky roztok, byly ¢iré,
silné viskozni, nevykazovaly zmény v Case (v prabehu tydne) a obsahovaly micely tvorici
hydrofébni prostiedi vhodné pro solubilizaci 1é¢iv. Tyto hydrogely lze proto hodnotit jako
vhodné pro dalsi vyzkum v oblasti nosictu 1é¢iv. Hydrogely bude vhodné zméfit po delSim
zrani, stejné tak je potfeba ziskat informace o jejich chovani po odstranéni supernatantu
a promyti jinym roztokem. Vhodné bude také pouziti jinych fluorescencnich sond, poptipade
navazanych na hyaluronanovém fetézci.

Interakce hyaluronan-kationtovy tenzid zapfi¢inuji kromé gelace také vznik minimicel na
hyaluronanovém fetézci pii nizké koncentraci hyaluronanu a tenzidu, ktery dosahuje kritické
agregacni koncentrace. Tento systém muze potencialné slouzit také jako nosi¢ 1éCiv. V této
praci ale nebyl zkouman, protoze se po piidani soli rozpada.
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7 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

7.1 Seznam symboli

o pre-exponencialni faktor

r rychlostni konstanta zafivého prechodu

A vinova délka

o smérodatna odchylka

T,7T, doba zivota, primérna doba zivota

7. f parametr proloZeni, redukovana hodnota parametru prolozeni

I, I(t), I pocatecni intenzita fluorescence, intenzita fluorescence v Case t po
excitaci, intenzita ustalené fluorescence

k.. rychlostni konstanta nezafivych prechodt

L(t,) funkce odezvy pristroje

n,p,v pocet dat, poCet parametri prolozené funkce, pocet stupiiti volnosti

n,, n(t) pocatecni populace excitovanych fluoroforti, pocet excitovanych
fluoroforti v Case ¢

N(t), N.(t,) funkce poklesu intenzity fluorescence, funkce prolozena poklesem
intenzity fluorescence

N e agregacni Cislo tenzidu pfi kritické micelarni koncentraci

0 kvantovy vytézek

t ¢as po excitaci pulzem zateni

Wi(z,) vazena rezidua pro jednotlivé Casové kanaly

7.2 Seznam zkratek

ADC analog-to-digital convertor (analogoveé digitalni prevodnik)

AOT 1,4-bis-2-ethylhexylsulfosukcinat sodny

BHDC benzyl-n-hexadecyldimethylammonium chlorid

Brij 35 polyoxyethylen(23)laurylether

CAC kriticka agregacni koncentrace

CFD constant function discriminator (,,diskriminator konstantni funkce®)
CMC kriticka micelarni koncentrace

CTAB cetyltrimethylammonium bromid
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DODCI
DOPC
DOTAP
GP

Hy

ICT (CT)
LD

LE
LED
NLLS
PAL
PGA
POPOP

R6G
REES

TCSPC
TRANES

TRES
WD

3,3‘-diethyloxakarbocyanin jodid
1,2-di-oleoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin
di-oleoyl-trimethylammoniumpropan

generalizovana polarizace

hyaluronan

intramolecular charge transfer (intramolekularni prenos naboje)
laser diode (laserova dioda)

local excited (lokalné excitovany)

light-emitting diode (zafeni emitujici dioda)

nonlinear least squares (nelinearni nejmensi ctverce)
povrchové aktivni latky (tenzidy)

programmable gain amplifier (,,programovatelny vysledny zesilovac®)
1,4-bis(5-fenyloxazol-2-yl)benzen

relaxed (zrelaxovany)

rhodamin 6G

red-edge excitation shift (posun emise vlivem excitace na Cervené strané
excitatniho spektra)

singletovy elektronovy stav

dodecylsulfat sodny

tripletovy elektronovy stav

time-to-amplitude convertor (ptfevodnik casu na amplitudu)
time-correlated single photon counting (¢asové korelované Citani foton)

time-resolved area-normalized emission spectra (Casove rozliSena emisni
spektra normalizovana v plose pod kiivkou)

time-resolved emission spectra (¢asove rozliSena emisni spektra)

window discriminator (diskriminator)



8 PRILOHY

Priloha 1:

Priloha 2:

Priloha 3:

Priloha 4:

Prvni faze ptipravy gelu:

Smichani vodnych roztokii 200mM tenzidu
(CTAB) a 0,5% hyaluronanu (750-1000 kDa),
obou s pritomnosti NaCl o koncentraci 0,15 M

Fluorescencni sonda: rhodamin 6G

Prvni faze ptipravy gelu:

Smichani vodnych roztokii 200mM tenzidu
(CTAB) a 0,5% hyaluronanu (750-1000 kDa),
obou s pfitomnosti NaCl o koncentraci 0,15 M

Fluorescencni sonda: prodan

Druha faze ptipravy gelu:
Vzorek po rozmichani na vifivém michadle

Fluorescencni sonda: rhodamin 6G

Tteti faze pripravy gelu:

Vzorek po odstfedéni: zfeteln€ oddéleny gel
(dole) od supernatantu

Fluorescencni sonda: rhodamin 6G

77



Priloha 5:  Nastavec pro tuhé vzorky pouzity
pfi Casové rozliSenych mefenich
gelu

Priiloha 6:  llustrace citlivosti fluorescenc¢ni
- sondy rhodaminu 6G  na
‘ pfitomnost micel: vodny roztok
soli (vlevo) a micelarni vodny
roztok s pfitomnosti soli s jasnym

bathochromnim posunem emise
(vpravo)
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