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1 UVOD

Vybaveni pro ¢asoveé rozliSenou fluorescenci se v posledni dob¢ stalo nedilnou
soucasti laboratofi zabyvajicich se fluorescenéni spektroskopii nebo napiiklad
bunéénym ¢i molekuldrnim zobrazovanim. Doba zivota je jednou z nejduleZitéjSich
vlastnosti fluoroforu a diky pokro¢ilym technologiim, a tedy i pfiznivéjsi cené
Instrumentace pro ¢asove rozlisenou fluorescenci, respektive pro tzv. time-correlated
single photon counting — neboli TCSPC — tedy detekci jediného fotonu, je tato
metoda Siroce vyuZzivana nejen pro stanoveni doby zivota fluoroforu.

Stacionarni fluorescenci ovlivituje vzdusny kyslik, koncentrace fluoroforu c¢i
vybér vinové délky. Pfi méfeni Casové rozliSené fluorescence miizeme tyto limitace
obejit, protoZze doba Zivota na vySe zminénych faktorech zavisla neni (kromé tedy
vlnové délky pii reakcich v excitovaném stavu). Samoziejmé bez stacionarni
fluorescence se zadny fluroescencni experiment neobejde, protoze emisni spektrum
patii k zdkladnim charakteristikim vzorku. Ale méfeni doby Zivota ndm poskytne
dalsi informace zkoumaného systému. Procesy v excitovaném stavu lze vidét sice i
na emisnim spektru vzhledem k tvorbé nového piku u vétsich vinovych délek.
Ptikladem milize byt tvorba excimeru pyrenu, exciplexu anthracenu a
dimethylanilinu nebo pfenos protonu v excitovaném stavu, ale diky méfeni doby
Zivota miiZzeme pozorovat zménu emisniho spektra s casem. Také kinetiku
deexcitacnich procesl lze spocitat diky méfeni doby Zivota. Pokud zvazime rozdil
mezi staciondrni a casov€é rozliSenou anizotropii, dostavdme se s méfenim
vyhasindni anizotropie k mnohem Sir§imu métitku moZnosti stanoveni vlastnosti
systemil. Miizeme naptiklad definovat rotacni pohyb fluoroforu v prostredi,
pfipadn¢ v organizovaném systému nebo difuzni koeficienty pohybu fluoroforu
I sledovaného systému.

Hyaluronan je v dnesni dob¢ spojovan predevsim s 1ékaistvim jakozto latka pro
efektivnéj$i hojeni ran nebo s kosmetikou jakozto latka wvyhlazujici vréasky.
Nesmime vSak opomenout ulohu hyaluronanu pii vyvoji nosi¢ovych systémia pro
1é¢iva. Jelikoz hyaluronan reaguje na CD-44 receptor rakovinnych bunék, byl by
skv€lou jednotkou pro vyhledavani téchto receptorti v organismu. Z toho dtvodu je
hyaluronan spojovan se Sirokym vyzkumem nosiovych systémili zalozenych na
hyaluronanu jakozto zpisobu dopravy a néjakého nosice (ptikladem Ize uvést
tenzid, dendrimer ¢i fosfolipid) pro solubilizaci 1é¢iva. Samoziejmé idealni cestou je
vytvoreni polymerni micely, ¢imZ by se pravdépodobné docililo vysoké stability
systému, ale v tivahu pfipadaji 1 nekovalentni, naptiklad elektrostatické, interakce.

Otazkou ale je, jestli ovliviluje hydratace hyaluronanu elektrostaticke
interakce s opa¢né nabitymi systémy a jak tento fakt mize ovlivnit zkoumany
systém. Fluorescen¢ni méfeni oteviraji cestu pro vyzkum vlivu hydratace polymert
na interakce s dalsimi systémy. Zejména ¢asoveé-rozliSena fluorescence a pokrocilé
metody fluorescencnich technik nam mohou pomoci tyto informace odhalit.



2  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Fluorescenc¢ni spektroskopie piedstavuje jednu z nejvice pouzivanych metod pro
studium raznych systéml vzhledem k citlivosti fluorescence na zmény prostiedi,
jako jsou polarita, viskozita nebo pH.

2.1 ANIZOTROPIE FLUORESCENCE

Dalsi dilezitou oblast fluorescence pii studiu hydratace polymeri a studiu
interakci mezi agregaty a polymery pfedstavuje anizotropie fluorescence, a to opét
staciondrni 1 Casové-rozliSend anizotropie. Anizotropie predstavuje fotoselektivni
excitaci fluoroforti polarizovanym svétlem. Excitovany jsou pouze ty molekuly,
jejichz pfechodovy moment je paralelni s elektrickym vektorem excitacniho zafeni.
Tim padem mulze byt anizotropie fluorescence pouzita napiiklad pro urceni
viskozity mikroprosttedi [1]. Nyni uvazujme hydrofilni polymer a hydrofilni
fluorescencni sondu. V nékterych ptipadech lze pozorovat rtizné hodnoty emise
fluorescence nebo rizné hodnoty anizotropie s rostouci koncentraci polymeru. U
nékterych roztoki polymerti mizeme vodu rozdélit na volnou vodu a na vodu
vazanou u polymeru. Kazdd znich mé lehce jinou strukturu, coz umoZiuje
rozpoznat, jestli se fluorescencni sonda napiiklad adsorbuje na polymer nebo
zUstane ve volné vodé. Pal a spol. zkoumali emisi 3-hydroxy-2-naftolové kyseliny
Vv pitomnosti hydrofilniho polymeru poly N-vinyl-2-pyrrolidonu (PVP). Pozorovali
zvySeni anizotropie fluorescence se zvySujici se koncentraci polymeru. Pomoci
porovnani vysledkli intenzity fluorescence, stacionarni a casové-rozliSené
anizotropie 1 vypoctem vazebnych konstant usoudili, Ze voda vdzana u PVP se
vyrazné lisi od volné vody [2]. Vazebnou konstantu lze tedy vtomto piipadé
spocitat dvéma zptlisoby. U intenzity fluorescence 1ze pouzit modifikovanou Benesi-
Hilderbrandovu rovnici [3]:

(F.-F) 1

(FF) TR @

kde Fo predstavuje intenzitu fluorescence emise fluorescenéni sondy v absenci
polymeru, Fy intenzitu fluorescence pfi stiedni koncentraci a F, pii koncentraci, kde

probéhne kompletni interakce. K pfedstavuje vazebnou konstantu a L je koncentrace
(F,-FR)
(Fx N FO)

koncentrace polymeru, ziskame ze smérnice vazebnou konstantu.

polymeru. Pokud tedy vyneseme zavislost na reciproké hodnoté¢

Stacionarni anizotropie métena jako funkce koncentrace polymeru mize byt také
pouzita pro vypocCet vazebné konstanty. Je potieba zjistit kvantové vytézky
fluorescence volné a vdzané sondy, zméfit anizotropii volné fluorescen¢ni sondy pii
sttedni koncentraci polymeru a nasledn¢ ziskat limitni hodnotu anizotropie.
Nésledné 1ze vypocitat frakci vazané fluorescencni sondy podle nasledujici rovnice:
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kde r predstavuje anizotropii pii stfedni koncentraci polymeru, r, anizotropii volné

()

sondy a r, vazané sondy. R predstavuje pomér kvantovych vytézku. Jelikoz frakci
volné sondy lze spocitat z F, =1-F,, pak z obou frakci Ize zjistit vazebnou

konstantu [4]. Vazebné Kkonstanty zjist€éné pomoci stacionarni fluorescence a
anizotropie by se samoziejm&¢ mély rovnat. Dale v ptipadé PVP byly vazebné
konstanty fadu 10°, rota¢ni korelaéni ¢as byl mnohem mensi neZ pfi srovnani
s jinymi polymery (albumin hovéziho a lidského séra), z ¢ehoz plyne, Ze se sonda
adsorbuje na povrchu polymeru [5].

Stejnym zptisobem zkoumali Mallick a spol. vazebnou konstantu reakce albuminu
lidského a hovéziho séra s 3-acetyl-4-0x0-6,7-dihydro-12H-indolo-[2,3-a]
chinolizinem. Porovnanim vazebnych konstant zjistili, Ze se fluorescen¢ni sonda,
ktera zarovenn podstupuje intramolekularni pfenos néboje, vaze silngji k lidskému
serum albuminu [6]. Vypoctené hodnoty zaroven podle dalSich praci spadaly do
tohoto typu komplexace [5], [7].

Stejné jako plati u staciondrni a Casové rozliSen¢ fluorescence, 1 stacionarni a
Casoveé-rozlisena anizotropie se lisi kontinualnim ozafovanim a sledovanim
anizotropie za urCity Casovy usek a pozorovanim vyhasindni anizotropie, které
nasleduje po kratkém excitatnim pulzu. Vyhodnocenim méfeni Casové-rozliSené
anizotropie je rotacni korelacni ¢as. U sférické molekuly by vyhasinani anizotropie
mélo byt monoexponencialni neboli by ziterativni rekonvoluce mél byt ziskan
pouze jeden rotaCni korelani Cas. OvSem meéieni Casové-rozliSené anizotropie
Vv koloidnich systémech byva vétsinou multiexponencialni. Pokud budou molekuly
fluoroforu nesférické nebo bude populace excitovaného stavu okupovéna
molekulami, které budou v rliznych prostfedich, dostaneme multiexponencidlni
vyhasindni anizotropie. V pifipadé micel Ize také ziskat multiexponencidlni
vyhasindni anizotropie, ale nemusi to byt kvili distribuci fluorescencni sondy ve
vodné fazi a uvnitf micely. Pokud se pomér relativnich amplitud rychlého a
pomalého rota¢niho korela¢niho ¢asu li8i o dvoj- aZ trojnasobek od poméru frakce
volné a vazané sondy k micele (lze stanovit z vazebnych konstant), pak je
multiexponencialni vyhasindni anizotropie zplsobeno rotacni difuzi sondy vazané
k micele [8]. Pozorované biexponencialni vyhasinani anizotropie mize byt pfipsano
dvéma druhtim pohybu podle tzv. ,,wobbling-in-cone® modelu [9]. Tento model
predpokladd, ze fluorofor se pohybuje lateralni difuzi po zakfiveném povrchu
micely arychlym kolibavym pohybem (wobbling motion) v imaginarnim kuzelu,
ktery je spojen s rotaci micely. Pozorovany pomaly (¢,) a rychly (¢ ) rotacni
korelani Cas je spojen s casovou konstantou laterdlni difuze (), kolibavého

pohybu (7, ) a celkovou rotaci micely (z,, ) podle rovnic:
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Podle vySe zminéného modelu Ize kiivku vyhasinani anizotropie popsat rovnici:

f(t)=r, {ﬂexp(—g’%}t(l— ﬂ)exp(—ﬂ, @

kde p=s?. Parametr S piedstavuje prostorové omezeni pohybu sondy uvniti micely

a muze nabyvat hodnot 0<S°<1. S miZe byt také pouzit pro lokalizaci
fluorescenéni sondy v micele. Pokud plati, ze S =0, pak je pohyb sondy izotropicky.

Jestli se ale |S|=1, pak je pohyb zcela omezen. Jelikoz jadro micely tvoii tekuté

uhlovodiky, sonda nachazejici se v jddru micely by méla hodnotu S=0 a kolibavy
pohyb by byl izotropicky. Kdezto pfi S blizici se jedné bude pohyb ve velké mife
omezen a sonda se bude nachazet v palisaidové vrstvé micely [10]. Dal$i moznosti,
jak zjistit pozici fluorescenéni sondy, je zhéaSeni fluorescence. Deumié a spol.
zkoumali pozici derivati pyrenu pomoci zhaseni fluorescence derivaty jodu (Obr.
1). Kazdy z pfislusnych derivati by mél dosdhnout do jiné casti erytrocytove
membrany a podle ucinnosti zhaSeni lze poznat, ve kter€¢ Casti membrany se
jednotlivé derivaty pyrenu nachazi [11]. Lokalizace fluorescen¢ni sondy nebo 1é¢iva
pomoci zhéaSeni slouCeninami joédu se dale vyuzivalo v miceldch nebo
fosfolipidovych membranach [11], [12]. Vyuziva se vSak i dalSich zhaSe¢t pro
lokalizaci molekul v riznych agregatech [13].
Hydrofilni faze
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Obr. 1 Schématické zobrazeni pyrenovych derivati, zhaseci a jejich predpokladané pozicei
ve fosfolipidové dvojvrstvé [11]



2.2 PRENOS PROTONU V EXCITOVANEM STAVU

Pfenos protonu v excitovaném stavu, a to intermolekularni i intramolekularni,
piedstavuje jeden z nejcitlivéjSich procesti pro studium hydratace mnoha rtiznych
systémil. Mechanismus pfenosu protonu Vv excitovaném stavu v micelarnim prostiedi
mize byt popsan napiiklad nasledujicim schématem [14]:

(AH*) +H,O0="= t (A" HO == kE:f] A" +H,0"

\L Ko \L Ka \L Ka
AH" A A

Schéma 1 Schéma Kinetiky pi‘enosu protonu v excitovaném stavu

Ve Schéma 1 (A'...H,0") reprezentuje roz&lenény par na povrchu micely.

Roz¢lenéna reprotonace, charakterizovana rychlostni konstantou Kre, soutézi
srychlostni konstantou disociace roz¢lenéného paru (Kgiss) @ S vyhasinanim
excitované molekuly A” do zakladniho stavu (Ka). Mechanismus popisujici Schéma
1 maze byt prepsan ve smyslu diferencialni rovnice:

S [ ke O AH'
pn A-H =]k Y kp[H+]W x| A---H" |, (%)
A 0 kK -z A

diss
kde
X =Kpr +K,. ~ Kor
Y =K. + Ky +Ka (6)
Z=k[H"] +k,
Pokud disociace roz€lenéného paru je nevratna, miize se zanedbat kp[H*]W, takze
pro Zziskame rovnici Z=k,[H"]| +k,~k,. Disociace roztlenéného piru je

nevratna, pokud pH vzorku pfesahne hodnotu 3 [14]. Nakonec Ize vSechny potiebné
rychlostni konstanty vypo¢itat podle nasledujicich rovnic:

y« - Riat,
R+1
Y=4L+4,-X
ker =X =k, .. =X , kde z relativnich amplitud se R =% al= 1 A, = 1 (7)
T T
XY -4, o
rec kPT
kdiss =Y - kA - krec



Diferencialni rovnice 5 pfedpokladd existenci triexponencialni vyhasinaci kiivky,
kde jednotlivé doby zivota by mély patfit protonované formé fluorescencni sondy,
rozClenénému paru a deprotonované formé& fluorescencni sondy. Pokud ale
uvazujeme, Ze Schéma 1 urCuje piitomnost tii kineticky relevantnich objekti (tedy
neutralni formu, rozC€lenény par a aniontovou formu), pak by méla kiivka vyhasinani
neutralni formy vykazovat tetraexponencialni funkci a aniontova forma by méla
vykazovat triexponencialni funkci. Ve skute¢nosti ale nad pH vétsi jak 3 neprobiha
zpétna reakce A", takze pro vyhasindni pfi emisni vinové délce neutralni i aniontové
formy se o¢ekava triexponencialni kiivka vyhasinani.

Vyse je jiz zminény piipad vyuziti 3-hydroxy-2-naftolové kyseliny (3HNA) pfi
studiu hydratace poly-N-vinyl-2-pyrrolidonu. 3HNA podstupuje intramolekularni
pfenos protonu v excitovaném stavu (ESIPT) [2]. V prostfedi jinych pouzitych
polymerii nedochéizelo ke zvySeni ESIPT emise se zvySujici se koncentraci
polymeru. Zkoumali tedy mikroprostiedi fluorescenéni sondy v prostiedi PVP-voda
a tyto vysledky srovnavali se smési rozpoustédel acetonitril-toluen. Z anizotropie,
rotacnich korelacnich ¢asii a hypsochromniho posunu emisnich spekter usoudili, Ze
se fluorescen¢ni sonda 3HNA sorbuje na polymer a je obklopena vodou vazanou na
polymer [2].

OH
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Schéma 2 Zobrazeni 3HNA v jeho neutrilni a aniontové formé v zakladnim a excitovaném
stavu

Intramolekularniho pfenosu protonu lze také vyuzit jako senzoru. Naptiklad Maity
a spol. zkoumali interakci mezi albuminem hovéziho a lidského séra a 3-hydroxy-2-
naftolovou kyselinou a zjistili, ze 1ze 3HNA pouzit jako senzor pro serum albuminy
vzhledem ke zvySeni kvantového vytézku a doby zivota Vv prostiedi albuminu pii
srovnani s vodou. Vazebna konstanta interakce 3HNA s albuminy byla v ¥adu 10° a
rotac¢ni korela¢ni ¢asy ukazovaly omezengjsi pohyb [15]. Interakce 3HNA se serum
albuminy byla vyuzita i1 pro studium pfenosu energie ze singletového stavu proteinu



do ESIPT singletového stavu 3HNA [16]. Dale pii tvorbé komplexu 3HNA
se zirkonem a p-cyklodextrinem se zvysi intenzita fluorescence a dochazi k
hypsochromnimu posunu excitacni vlnové délky a emisni vinova délka se posune
batochromné. Tato studie Canady-Canady a Rodriguez-Cacerese vznikla za ti¢elem
detekovat 3HNA v fi¢nich tocich, protoze 3HNA drazdi kzi, mize zpusobit
poskozeni zraku a je potencialni teratogen [17].

Das a spol. pouzili 2-(2°-furyl)-3-hydroxychromon (FHC) pro studium
intramolekularniho pfenosu protonu v micelarnich systémech [10]. Zkoumali vliv
hydratace micel na intramolekularni pfenos protonu FHC v zavislosti na hydrofilni
skupiné tenzidu a velikosti fetézce hydrofobni casti. Zjistili, Ze intramolekularni
pfenos protonu je extrémné citlivy na hydrataci micel, s ¢imz souvisi 1 naboj
hydrofilni ¢asti micely. Bylo zjisténo, ze ¢im rychlejsi byl pfenos protonu (nizka
intenzita fluorescence u 420 nm a vysoka u 540 nm), tim mén¢ hydratované byly
micely. Nejrychlejsi prenos protonu se odehraval v kationtovych micelach, protoze
hydrofilni ¢ast micely CTAB ¢i TTAB obsahuje hydrofobni methylové skupiny,
kter¢ brani vétSimu piistupu molekul vody. To zpiisobi, Ze intramolekuldrni
vodikové vazby FHC nejsou ovlivnény intermolekularnimi vodikovymi vazbami
s molekulami vody ve Sternové vrstvé. U SDS je efekt pfesné opacny. Protoze
sulfoniova skupina SDS zajistuje silnou hydrataci Sternovy vrstvy, je FHC
ovlivnéno intermolekularnimi vodikovymi vazbami a pfenos protonu je v téchto
miceldch nejpomalejsi. DalSim faktorem ovliviiujicim dynamiku pfenosu protonu
v FHC byl néboj micely. Protoze FHC nese zaporny naboj, elektrostaticka interakce
mezi kationtovou palisadovou vrstvou micely a FHC zptisobila urychleni pfenosu
protonu. Jelikoz micely SDS nesou, stejné jako FHC, zaporny naboj, ndslednym
odpuzovanim  dojde k  ovlivnéni  intramolekularni ~ vodikové  vazby
intermolekularnimi vodikovymi vazbami, coZ vede ke zpomaleni dynamiky pfenosu
protonu. Vzhledem Kk poly (etylen oxidovému) fetézci neiontovych micel 1ze popsat
hydrataci ptiblizné¢ na pll cesty mezi kationtovymi a aniontovymi micelami.
Snizuje-li se délka fetézce, snizuje se i rychlost pifenosu protonu ve vSech typech
micel. KratSi fetézec ma za nasledek, Ze je micela méné husté uspofddand, ¢imz
umozni silngj$i hydrataci vSech druhl micel, a to vede ke sniZeni rychlosti pfenosu
protonu
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Obr. 2 Nahofte: a) Iontova b) neiontova micela. Dole: Schéma nevratného pienosu protonu
V excitovaném stavu [10]

Pro zkouméni hydratace pomoci intermolekuldrniho pfenosu protonu
V excitovaném stavu se vyuziva také fluorescencni sondy 1-naftolu. Neutralni forma
naftolu mad maximum emise pii 350 nm a aniontovd forma pii 450 nm [18].
V nepfitomnosti vody prevlada u 1-naftolu emisni pik neutralni formy, ale
v pfitomnosti vody podstupuje neutrdlni forma naftolu pfenos protonu
V excitovaném stavu a dominantnim pikem se stava pik pii 450 nm, tedy aniontova
forma. Kumar a Mishra pouzili 1-naftol pro studium hydratace polyvinyl alkoholu
(PVA). Po umisténi PVA filmu do vody byla zaznamenivéna emisni spektra
kazdych 15s, kde byl vidét pokles neutralniho piku u 342 nm se soucasnym
naristem aniontového piku u 464 nm. Zaroven byl vypozorovan izoemisni bod,
ktery znaci rovnovahu mezi dvéma stavy fluorescen¢ni sondy s rostouci aniontovou
formou na tkor neutralni formy. Pomoci fluorescencnich méteni, kalorimetrickych
méfeni a pouziti modelu pro botnani hydrogelu usoudili, ze se 1-naftol adsorbuje na
vazané vodé polymeru a navrhli 1-naftol jako fluorescen¢ni senzor pro specifickou
detekci vazané vody v PVA hydrogelech [19].

Fluorescen¢nich méfeni 1-naftolu vyuzili Pal a spol. pro studium vodnich klastra
V hydrofobnim rozpoustédle. Piedpokladem bylo, Ze voda bude formovat
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V hydrofobnim rozpoustédle nanoskopické ttvary a s pribyvajicim mnozstvim vody
budou tyto utvary rist abudou solubilizovat stale vétsi mnozstvi 1-naftolu.
Solubilizace fluorescencni sondy by se méla projevit na emisnich spektrech naftolu.
Z emisnich spekter 1-naftolu zjistili, Ze sniZovani intenzity fluorescence u 350 nm a
vzajemny narlst intenzity fluorescence u 450 nm je dasledkem tvorby stale vétSich
vodnich klastri v dioxanu. Pfi zastoupeni vody v dioxanu 79 % byla provedena
Casové-rozliSend meétfeni. Bylo méfeno vyhasinani fluorescence pii raznych
vlnovych délkach, znichZz bylo nasledné sestaveno casové-rozliSené emisni
spektrum (TRES). Z TRES byla patrna reakce v excitovaném stavu. V ¢ase 0 ns je
vidét pouze jeden pik znalici neutrdlni formu naftolu, ale s Casovym postupem se
objevuje druhy pik, ktery pfedstavuje pifenos protonu v excitovaném stavu a
formovani aniontu naftolu. Intenzita tohoto nového piku déle roste, z ¢ehoz je
mozné vypocitat kinetiku tvorby naftolového iontu. Z vyhasinani fluorescence bylo
dale zjiSténo, Ze doba Zivota delsi komponenty (krat$i patii pfenosu protonu) se dale
zvySuje s rostouci vinovou délkou (z 2,4 ns na 10 ns). Doba zivota se zvySuje,
protoze neutralni molekuly naftolu, které jsou stabilizované solvataci, musi piekonat
vy$$i solvatacni energetickou bariéru kvili reakci v excitovaném stavu (Obr. 3). Ve
vod¢é dochazi k deprotonaci neutralniho naftolu za 35 ps [20], kdeZto ve smési voda-
dioxan (79 %) za 220 ps. Zpomaleni reakce ma pravdépodobné 2 duvody. Jednim je
lokalni koncentrace molekul vody v blizkosti excitované molekuly naftolu. Aby
doslo k pfenosu protonu v excitovaném stavu, musi byt okolo sondy asi 30-50
molekul vody [21]. Toto ¢islo bude ve vodnich klastrech v dioxanu pravdépodobné
mensi, proto je ESIPT reakce pomalejSi. Druhym divodem je pomalejsi
reorganizace molekul vody do klastri nez v samotné vod¢. Dale byla studovéana
zavislost teploty na proces solvatace. Bylo zjisténo, Ze zvySeni teploty zrychlilo
Solvatacni proces, protoze se kvili vyssi teploté naruSily nékteré vodikove vazby,
coz m¢lo za nasledek tvorbu mensich vodnich klastra [22].

o-

Energy

Reaction Coordinate

Obr. 3 Schématické znazornéni solvatace v excitovaném stavu 1-naftolu pFi pienosu
protonu [22]
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Fayer a spol. studovali pfenos protonu a vodné prostiedi v nafionovych
membranach palivovych ¢lankli a v reverznich miceldch aerosolu OT pomoci
stacionarni a C¢asové-rozliSené fluorescence sondy pyraninu (1-hydroxy-3,6,8-
pyrentrisulfonova kyselina — HPTS) a metoxy derivatu HPTS - MPTS. Pomoci
emisnich spekter a méfenim doby Zivota dospéli k zavéru, Ze vodné prostiedi
nafionu je podobné vodnému mikroprostedi reverznich micel AOT. Diky pienosu
protonu byli schopni zkoumat strukturu vody v zdvislosti na rGzném stupni
hydratace. Zjistili, Ze se vodni struktura méni na rozhrani vodné a hydrofobni faze.
Voda na rozhrani je mnohem méné¢ mobilni nez voda uvniti reverzni micely (tzv.
bulk water). Pokud se fluorescen¢ni sonda dostane do vodného prostiedi na
rozhrani, dojde k redukci pfenosu protonu V excitovaném stavu. Pokud je nafion i
reverzni micela AOT meéné hydratovana, snizi se jeji velikost a mira pifenosu
protonu diky tomu, Ze v dosahu jsou pouze molekuly vody u rozhrani. PouZiti
metoxy formy HPTS (MPTS) bylo stéZejni pfi méfeni Casové-rozliSené anizotropie,
protoze MPTS nepodstupuje v excitovaném stavu prenos protonu a jeho umisténi
Vv pozadovaném systému by mélo byt stejné, jako tomu bylo u HPTS. Pfi nizké
hydrataci byla rotacni difuze omezend s malou dobou vyhasinani a zna¢nou
zbytkovou anizotropii. ZvySovani hydratace vedlo k vymizeni zbytkové anizotropie
a rotani dynamika byla témé&f stejna jako v Cisté vode [23].

Pfenosu protonu v excitovaném stavu lze také vyuzit v dalSich koloidnich
systémech [24] cyklodextrinech [25] nebo pfi interakci polymeru a tenzidu [26].
Zasadni prace tykajici se prenosu protonu v excitovaném stavu 1-naftolu v micelach
vznikla v laboratofich okolo skupiny Kankana Bhattacharyyi a spol. [24] Jak jiz
bylo zndmo, ESPT proces je vyrazné zpomalen ve smési vody a alkoholu a v Cistéem
alkoholu se na emisnich spektrech ukazuje pouze neutralni pik naftolu, takze je
kompletné zabranéno deprotonaci této sondy [27]. Pokud se naftol solubilizuje
vV micelach, méla by se zménit i dynamika pfenosu protonu. Ve vodé bude
pozorovan pouze pik pii 450 nm, tedy emisni pik aniontu. Pfi solubilizaci 1-naftolu
do micel dojde ke zmén& prostiedi okoli naftolu a pozorujeme zvySeni intenzity
emise neutralniho piku na ukor aniontu naftolu. Déle ukazali, Ze dynamika prenosu
protonu bude jind v riznych tenzidech. V micelach CTAB narostla intenzita emise u
360 nm 20krat a u 460 nm 6krat oproti vod¢é. U Tritonu X-100 narostla intenzita
neutralni formy (360 nm) 90krat a intenzita aniontové formy (460 nm) 1,5krat oproti
vodé. U SDS micel narostla intenzita neutralni formy 66krat, ale intenzita aniontové
formy dvakrat poklesla.

Pomoci casové-rozliSené fluorescence zjistili, Ze se doba Zivota obou forem
naftolu méni s druhem micel a Ze neni ustavena rovnovaha mezi neutrdlni a
aniontovou formou naftolu v excitovaném stavu, kdyz jsou jeho molekuly vazany
v micelach. V CTAB je podle Casové-rozliSenych méfeni (nebyla namétena zadna
kratka doba Zivota odpovidajici neutrdlni form¢) pouze aniontova forma naftolu. I
kdyZ by micely CTAB mély obsahovat nejméné molekul vody, je v tomto prostiedi
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pouze emise aniontové formy. Tvorba aniontové formy je pfisuzovdna vyhasinani
neutralni formy naftolu a vysoké koncentraci hydroxylovych ionti v bezprostfedni
blizkosti micely. V Tritonu X-100 byla zaznamendna emise obou forem naftolu,
protoze emisni spektra vykazovala 2 piky a doba Zivota aniontu se protahla na 14 ns.
Toto pozorovani se shoduje s pozorovanim pienosu protonu v naftolu ve smésich
voda—alkohol [27]. U SDS pfifazuji emisi z micel pouze neutralni form¢ a emisi
aniontové formy z vody, protoze jakmile je aniont vytvoien, okamzité je odpuzen
z micely SDS do vody. Co se tyka interakci tenzidu a polymeru, 1ze pomoci ESPT
zkoumat 1 tyto interakce. Pfikladem miliZze byt interakce SDS a hydroxypropyl
celulozy [26]. Jakmile bylo dosazeno kritické agrega¢ni koncentrace, doslo
k vyraznému snizeni dynamiky pienosu protonu, takze doslo ke zvyseni emisniho
piku neutradlniho naftolu. Koncentrace, pii které doSlo k narGstu intenzity
fluorescence NpOH, byla nizsi nez CMC SDS.

Vyuziti ESPT procesu pii interakci polymeru a tenzidu ukazali Sahu a spol. také
pii interakci CTAB a lysozymu [28]. Jako fluorescen¢ni sondu pouzili pyranin.
Pomoci intenzity fluorescence neutralniho naftolu dokézali stanovit CMC CTAB a
nasledné kritickou agregacni koncentraci CTAB v prostiedi lysozymu, ktera byla
niz8§i jak CMC samotného CTAB. Diky kinetickym vypoctim jesté¢ ukazali, ze
lysozym ovliviiuje rychlostni konstanty deprotonace, rekombinace a disociace
roz¢lenéného paru. Rychlostni konstanty vSech procest byly vyssi nez v samotném
CTAB. Vysledky tedy ukazuji, ze mikroprostiedi v agregatu CTAB-lysozym je
odliSné od mikroprostiedi okoli sondy v CTAB. Dynamiku pienosu protonu
pyraninu vyuzil Ghosh a spol. pfi studiu supramolekularniho utvaru vzniklého
z triblokového kopolymeru a cetyltrimethyl amonium chloridu (CTAC) [29]. Stejné
jako v predchozim pfipadé stacionarni i Casové-rozliSena fluorescence ukazali
zménu v intenzité fluorescence €1 dobach Zivota v riznych prostiedich. Rychlostni
konstanty v pfislusnych agregatech byly opét vyrazné odlisné od cisté vody, coz
znaci rozdil v polarit€¢ mikroprostiedi okoli sondy. Rychlostni konstanta deprotonace
v supramolekularnim utvaru se 1isi od rychlostni konstanty deprotonace v CTAC, ale
rozdil neni tak velky jako v pfedchozim piipad€, coz znaci mensSi ovlivnéni
mikroprostiedi kopolymerem nez v ptipadé lysozymu a CTAB.

2.3 PASIVNI MIKROREOLOGIE

Mikroreologické techniky, pfedevSim videomikroreologie, jsou hojné vyuzivany
v riznych oblastech vyzkumu, a to pfedev§im diky své schopnosti nedivat se na
vzorek jako na celek, jako v ptipadé klasické reologie (i kdyz casto jsou
mikroreologicka méfeni pouzita jako dopliikova ke klasické reologii [30]), ale
jelikoz je mozné urcit viskoelastické vlastnosti uvnitt vzorku. Dalsi vyhodou této
metody je mens$i naro¢nost na objem vzorku.

2.3.1 Video-mikroreologie a dynamicky rozptyl svétla

Jak je jiz zminéno vySe, videomikroreologie predstavuje nejrozsifenéjsi metodu
pro mikroreologické meéfeni, zatimco DLS se pouziva pouze u transparentnich
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vzorkl, ptipadné je potieba se ujistit, ze zaclenéné Castice jsou prave ty, na kterych
bude probihat rozptyl piisobiciho paprsku, a ze podminka jednonasobného rozptylu
svétla bude zachovana. Jelikoz neni snadné tuto podminku naplnit napf.
Vv biologickych systémech, DLS se pro mikroreologii pfili§ nevyuziva.

Nicméné videomikroreologii 1 dal§im technikam jako DLS se vénuje piehledovy
¢lanek od Thomase Moschakise, které shrnuje mikroreologii potravinovych gell a
emulzi [30]. Pfehledovy ¢lanek shrnuje pouziti mikroreologickych technik napt. pii
studiu gelace pectinu [31], méfeni viskozity medu a porovnavani s klasickou
reologii [32] nebo studiu mikoheterogenniho prostfedi a agregace lipozoma [33].

Dalsi ptehledovy clanek od Schulze a spol. piiblizi vykonany vyzkum v oblasti
mikroreologie hydrogelti [34] nebo prace Weihse a spol. piiblizi dulezitost
mikroreologie ve vyzkumu mezibunééného prostiedi [35]. Dalsi rozsahly
piehledovy clanek se vénuje mikroreologickym technikdm pouzitym pro studium
komplexnich kapalin (tekuté krystaly, proteiny, koloidy atd.) [36].

2.3.2 FCS mikroreologie

Jak jiz bylo zminéno né&kolikrat, o videomikroreologii vysSla spoustu publikaci a
pro ucel této prace si staCi shrnout pouZitelnost metody formou piehledovych
¢lanki. Nicméné FCS mikroreologie je pravy opak. FCS se pfiili§ nepouziva pro
studium mikroreologie, mozna pro finan¢ni naro¢nost dané pfistrojové techniky
nebo pro malo informaci o tom, jak FCS mikrereologii méfit a vyhodnocovat.

Zasadni prace popisujici metodu FCS mikroreologie je publikace od Rathgeber a
kol. [37]. Porovnavali vysledky méfeni u vodnych roztokd vysokomolekularniho
polyethylenglykolu  ziskané pomoci DLS, video-mikroreologie a FCS
mikroreologie. Vysledky mikroreologickych méteni porovnavali také s konvenénimi
reologickymi experimenty za pouziti klasického rota¢niho reometru. Z hlediska
rozsahu MSD je FCS srovnatelna se standardnimi laserovymi metodami a DLS. Na
rozdil od ostatnich mikroreologickych metod poskytuje FCS mnohem vétsi
frekvenéni rozsah. Navic pozorované Castice nejsou zavislé na rozptylu svétla,
protoze u FCS jsou pozorovany pouze fluorescenéni Castice. Tato prace nicméné
nepopisuje pouze vyhody ¢i nevyhody jednotlivych metod pifi méfeni stejného
vzorku. Tato prace slouzi také jako navod pro zpisob méfeni ¢i vyhodnoceni
autokorelacni funkce a jeji pfevod na MSD.

Dalsi prace zabyvajici se pfimo FCS mikroreologii je od skupiny okolo Gernota
Guigase a kol. [38] Pozorovali difuzni vlastnosti fluorescencné zna¢nych zlatych
nanocastic v cytoplazmé a jadru Zivych bunék. Ze ziskanych autokorela¢nich kiivek
byli schopni ziskat zavislosti MSD a byli také schopni urcit komplexni modul
pruznosti pro oba bunétné kompartmenty. Diky této technice také popsali rozdily ve
viskoelastické odezvé a anomalni difuzi u bun¢k ptfed a po vystaveni osmotickému
stresu.

Jak je zminéno vySe, 1 kdyzZ jesté neni FCS roz§ifené pro méfeni mikroreologie, 1
tak na tomto poli jevi velky potencidl. Nicméné¢ FCS se piedevS§im pouziva pro
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urCeni difuznich koeficienti, koncentraci fluorofori, charakterizaci interacki
fluoroforti a mnozstvi dalSich aplikaci. Vyuzitelnost FCS na poli kolodini védy a
zivych systému je shrunta v téchto dvou piehledovych ¢lancich [39], [40].

3 CILE PRACE

Cilem predloZzené dizertacni prace je nastudovat téma casoveé-rozliSena
fluorescence se zaméfenim na interakce hyaluronanu a koloidnich systémii.
Navrhnout experimenty pro charakterizaci hydratace hyaluronanu a jeho vliv na
interakce s koloidnimi systémy. Dal$im cilem bylo navrhnout zptisob zpracovani dat
fluorescencni korelacni spektroskopie pro pouziti v pasivni mikroreologii a zejména
pro studium pasivni mikroreologie geli.

4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 CHARAKTERIZACE HYDRATACNIHO OBALU HYALURONANU
POMOCI 3-HYDROXY-2-NAFTOLOVE KYSELINY

Hydrata¢ni obal hyaluronanu byl zkoumdm pomoci fluorescen¢nich sond
1-naftolu, HPTS a 3HNA. Pro charakterizaci hyaluroanu byla pouzita metoda
stacionarni fluorescence a metoda TCSPC, tedy casové-rozliSend fluorescence.
Jednotlivé vazebné konstanty byly vypocitany pomoci Benesi-Hildebrandovi
metody (kapitola 2.1).

4.2 CHARAKTERIZACE INTERAKCI POLYMER-TENZID POMOCI
ESPT

Na zdklad¢ dil¢ich experimentii byla, pro charakterizaci vlivu hyaluronanu na
opacné nabity tenzid, vybrana fluorescen¢ni sonda 1-naftol a tenzidy CTAB a
Septonex. Vyzkum byl provadén pomoci staciondrni a Casové-rozliSené
fluorescence.

4.3 MIKROREOLOGIE POMOCI CASOVE-ROZLISENE
FLUORESCENCNI KORELACNI SPEKTROSKOPIE

M¢éfeni probihala na pfistroji MicroTime 200 od spoleCnosti Picoquant
S imerznim mikroskopem Olympus s objektivem s vodni imerzi. Malé mnozstvi
vzorku (okolo 30 mL) bylo umisténo na kryci sklicko drzaku a vzorek byl ozafen
laserem o specifické vlnové délce (510 nm pro fluorescencné znacené 100 nm
Castice a 470nm pro fluorescenéné znafené CcCastice s velikosti 30 nm).
Fluorescencni signal byl usmérnén pies objektiv, dichroické zrcitko a clonku do
délicich vézi, kde byl signal rozd€len na dva t-SPAD detektory, aby mohla byt
provedena kroskorelace.

Korelaéni funkce byla ziskdna kroskorelaci dvou nezavislych signalt kvili
rozdéleni signalu 50% zrcatkem. Korela¢ni funkce G(t) byla vypocitana jako [37]:

Il( /)IZ( + /)
6= <<|1t(t’ )><It2(tt’ )>> o
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kde 1; a I, ptredstavuji intenzitu fluorescence prvniho a druhého detektoru. Pokud
budeme piedpokladat, Ze Ize fluktuace v intenzité fluorescence prevést na fluktuace
v koncentraci, mtize byt rovnice 8 pfepsana jako [37]

G(t)= [[PSHPSF(r), (F ¢ = 0)250T (F' t))drdr’
[c, [ PSF(F)dF]

9)

kde PSF(F) znadi rozptylovou funkci (point spread function) a ¢ pfedstavuje
koncentraci fluoroforu. Pokud ma rozptylova funkce GauSsovsky tvar, ozafeny
objem (efektivni objem) miize byt uren pomoci vzorku se znamym difuznim
koeficientem podle nasledujici rovnice [41]:

G(t) i(uithj £1+i2Dt) (10)

Ve, W, W,

Jmenovatelé v zdvorkach rovnice 10 pfedstavuji rozméry efektivniho objemu v
kolmém (Wyy) a rovnobézném (W) sméru vici sméru laserového paprsku. Urceni
efektivniho objemu (V) predstavuje diilezitou ¢ast FCS métfeni. Nespravna hodnota
efektivniho objemu vede ke Spatnym hodnotam difuznich koeficientd (D) a
koncentraci uréenych prolozenim namétenych dat rovnici 10. Z mikroreologického
hlediska ma nespravna hodnota efektivniho objemu vliv na tvar zavilostt MSD na
Case. Piikladem miize byt zavislost MSD na ¢ase pro 100 nm castice ve vodé (Obr.
4), kde Ize pozorovat rozdil mezi vySe zminénou zavislosti pro spravné a nespravné
uréeny efektivni objem v porovnani s teoretickou hodnotou vypocitanou podle
rovnice 11:

MSD = 6Dt (11)
kde t predstavuje korelacni ¢as. Difuzni koeficient je mozné vyjadiit pres Einstein-
Stokesovu rovnici a rovnice 11 pak nabyva tvaru:
kg - T

m-n-de

MSD = t[m?] (12)
kde ks je Boltzmannova konstanta, T termodynamicka teplota, 7 dynamicka
viskozita disperzniho prostfedi a d. pfedstavuje prumér sledovanych ¢astic. Pokud
mame Newtonskou kapalinu a zndme dynamickou viskozitu disperzniho prostiedi a
prumér sledovanych ¢astic, miizeme sestavit MSD v zavislosti na korela¢nim Case.

Urceni efektivniho objemu je moZzné pomoci tfi metod. Skenovanim 100 nm
¢astic, mefenim korelacni funkce fluoroforu s pfesné znamou koncentraci nebo
méienim korelacni funkce fluoroforu se znamym difuznim koeficientem. V této
praci byla pro kalibraci efektivniho objemu zvolena posledni ze zminénych metod,
tedy vzorek se znamym difuznim koeficientem — rodamin 6G. Miiller a kol. urcili
difuzni koeficient rodaminu 6G pomoci dvouohniskové FCS pii 25°C na hodnotu

414+5um’/s [42]. Pokud vezmeme v ivahu zménu difuzniho koeficientu s teplotou,
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ktera Cini 2,6 % na stupeni [43], pifi 23°C bude hodnota difuzniho koeficientu
rodaminu 6G 392.5um?/s. ProloZzenim korela¢ni funkce rodaminu 6G rovnici 10 byla
ziskana hodnota efektivniho objemu V, =0.831+0.036fL s rozméry w,, =0.265m
pro rozmér kolmy vi¢i sméru laserového paprsku a w, =2.125,m pro rozmér
rovnobézny vic¢i sméru laserového paprsku. Kalibrace byla dale testovana méfenim

difuzniho koeficientu 100 nm ¢&astic, u nichz byl pomoci dynamického rozptylu
svétla zjiStén difuzni koeficient o hodnoté D =4.03+0.03um?/s. Pomoci FCS byl

zméten difuzni koeficient s hodnotou D =4.01+0.04um?/s, coz ptredstavuje dobrou
shodu s DLS méfenim.

1E+03
Teoreticky vypocet
1E+01 == Spravné urceny efektivni
objem
Spatné urceny efektivni
objem
= 1E-01
g
a
(%]
= 1£03
1E-05 + : T T T
1E-07 1E-05 1E-03 1E-01 1E+01

Korelacni cas (s)

Obr. 4 Zavislost MSD na c¢ase pro 100 nm fluorescenéné znacené cCastice ve vodé pri
spravném a Spatném urceni efektivniho objemu

Jelikoz difuzni koeficient je ve vztahu sMSD podle rovnice 11, mizeme
rovnici 10 psat jako:

-1 -1/2
G(t)= = 1+LZMSD 1+LZMSD (13)
N 3w,, 3w,

Rovnice 13 mtze byt vyfeSena analyticky, kdy je skrz kubickou rovnici vyjadieno
MSD:

MSD = 41 —X* + ? ~+ 44 x* + 42 +i2 x+1—_#2:0(14)
3w, W ow: w? 9w 3w? 3w N*G(t)

Resenim rovnice 14 je vzdy ziskan pouze jeden realny koten, ktery je moZné
pouzit pro zobrazeni zavislosti MSD na case. VSechny vypocty byly provadény
v programu MATLAB.
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5 DISKUZE NEJVYNAMEJSICH VYSLEDKU

51 CHARAKTERIZACE HYDRATACNIHO OBALU HYALURONANU
POMOCI 3-HYDROXY-2-NAFTOLOVE KYSELINY

Interakce 3HNA a PVP, respektive BSA byly jiz prokazany diive a vénuje se jim
cast kapitoly 2.1 v literarni reSerSi. Vyzkum interakce 3HNA a hyaluronanu by mél
piedevsim pomoci k pochopeni struktury hydrata¢niho obalu hyaluronanu.

Hyaluronan ve vodnych roztocich tvoii specifické piekryvajici se domény, které
vytvaieji sit’ stabilizovanou vodikovymi vazbami, vodnimi mustky a hydrofobnimi
interakcemi [44]. Pravé vySe zminéné interakce spolu s polarnimi vlastnostmi
hyaluronanu, jsou divodem vysokého zadrzovani vody. V literatufe se dokonce
biologickych funkci [45]. Nicmén¢ v dalsi literatuie se objevuje tvrzeni, Ze neni nic
moc zajimavého na chovani hyaluronanu v roztoku. Jinymi slovy, Ze hyaluronan
nepokryva souvisly hydratacni obal, nybrz velké vodni klastry vazané k hyaluronanu
nebo uvéznéné uvniti fetézcl hyaluronanu, které mohou byt tim divodem, pro¢
hyaluronan tvoii vysoce viskdzni roztoky i v malych koncentracich [46].

Pti pozorovani ESIPT emise 3HNA v prostiedi hyaluronanu nelze urcit Zadny
specificky trend. Intenzita fluorescence, respektive zavislost [F, —F,]/[F, —F,] na

reciproké hodnoté koncentrace hyaluronanu kolisa, stejné tak kolisaji hodnoty
anizotropie v zavislosti na koncentraci hyaluronanu. Sice nebylo dosazeno takovych
koncentraci jako v pfipadé PVP, nicméné pi1 koncentraci hyaluronanu 15 g/L je jiz
roztok vysoce viskozni. Pokud budeme uvazovat zdporny naboj hyaluronanu ve
vodném roztoku a zdporny naboj 3HNA v excitovaném stavu, mizeme usoudit, ze
Vv excitovaném stavu bude repulze ndboji 3HNA a karboxylovych skupin
hyaluronanu natolik vysoka, ze se 3HNA hydratatnimu obalu hyaluronanu
nepiiblizi. Pokud by ale hyaluronan mél mit masivni hydratacni obal, 1 nizkou
vazebnou konstantu by mélo byt mozno urcit. Z tohoto diivodu byl hyaluronan
srovnan s jinym, zndmym polymerem obsahujicim karboxylovou skupinu, a to
s karboxymethyl celul6zou. Na rozdil od hyaluronanu se u KMC objevila rostouci
zavislost [F, —F,]/[F, —F,] na reciproké koncentraci KMC a pomoci Benesi-

Hildebrandovy metody bylo moZno stanovit vazebnou konstantu, kterd méla
hodnotu K =437-10°M™,
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Obr. 5 Zavislest [F, —F,]/[F, —F,] na reciproké koncentraci HyA a KMC monitorujici
ESIPT emisi 3HNA (30 umol/L)

Pti méteni doby Zivota 3HNA v prostiedi hyaluronanu bylo zjiSténo, Ze se doba
zivota 3HNA s rostouci koncentraci hyaluronanu neméni a vyhasinani fluorescence
je stale monoexponencidlni. Stejn€ jako u stacionarni fluorescence se zda, Ze se
3HNA nenavaze na hydrata¢ni obal hyaluronanu, spiSe to opct vypada, Ze pievlada
repulze naboji. Pii srovnani s KMC je ale vidét, ze 3HNA muze interagovat
s molekulami vody vazanymi k polymeru, ktery obsahuje karboxylovou skupinu. Po
pfidani KMC do roztoku se zménil tvar vyhasinaci kiivky a tato kiivka byla popséna
biexponencialni funkci. Sice hodnoty relativniho zastoupeni delsi doby zivota (tedy
doby Zivota vazané sondy k polymeru) nedosahovaly hodnot uréenych pro PVP
nebo BSA, ale 1 s 15% zastoupenim vazané sondy je patrné, ze se 3HNA dokaze
navazat na KMC i pfes znacnou repulzi nabojt. To neplati pro hyaluronan, kde se po
pfidani polymeru k 3HNA nezménil pocCet dob Zivota a se zvySujici se koncentraci
hyaluronanu nedochazi ke zvySovani doby zivota. To potvrzuji data ze Stacionarni
fluorescence, Ze se voda k hyaluronanu vaze bud’ v urcitych klastrech a na urcitych
mistech, nebo jsou vodni klastry zachycen¢ uvnitt fetézcli hyaluronanu

5.2 CHARAKTERIZACE INTERAKCI POLYMER-TENZID POMOCI
ESPT

Tato kapitola se zabyva deprotonaci v excitovaném stavu a jejim vyuZiti pro
vyzkum interakci hyaluronanu a tenzidi. Ulelem je zjistit pouZitelnost ESPT
Vv koloidnich systémech a zaméfit se na citlivost ESPT na pfitomnost molekul vody,
coz by mélo urcit, jakym zpisobem ovliviiuje hydratace hyaluronanu interakce s
(opacné nabitymi) micelarnimi Gtvary.
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5.2.1 1-naftolv CTAB

Na Obr. 6 je vidét, Ze data z méfeni s pyrenem (stanoveni CMC CTAB) koreluji
s méfenim s 1-naftolem. Dale graf ukazuje, Ze intenzita fluorescence neutralni formy
naftolu roste v zavislosti na koncentraci tenzidu. ZvySeni intenzity fluorescence
neutralni formy naftolu zna¢i omezeni deprotonace V excitovaném stavu, coz
znamena solubilizaci 1-naftolu do vznikajicich micel tenzidu. To také znamena, Ze
CMC muze byt vypocitana také pomoci sondy 1-naftolu.

Z Obr. 6 plyne, ze se 1-naftol solubilizuje v micelach, ale nefika nic 0 tom,
Vv jakych mistech micely by se sonda mohla rozpoustét. To déale napovi emisni
spektra naftolu. Fluorescencni sonda se mize vazat v riznych Castech micely, a to
na jejim povrchu, ve Sternové vrstvé nebo v hydrofobnim jadie micely. Emisni
spektrum 1-naftolu v CTAB ukazalo, Ze i v koncentracich za kritickou micelarni
koncentraci pfevazuje aniontova forma I-naftolu nad neutrdlni, takze se nebude
solubilizovat v hydrofobnim jadie micel. Hydrofobni jadro micely je v podstaté
tvofeno kapalnymi uhlovodiky, takze ESPT by, v ptipad¢ solubilizace sondy v jadrte,
byl vyrazné omezen nebo Upln¢ zastaven, jak je tomu napiiklad v prostiedi
methanolu, coz by mélo za nasledek pfevahu piku neutralni formy naftolu nad
aniontovou. Z tohoto pozorovani plyne, ze se 1-naftol v CTAB pravdépodobné
nachézi ve Sternové€ vrstve, a proto pievazuje aniontova forma 1-naftolu ve srovnani
s neutralni formou. S timto zjiSténim koresponduje také meéteni Casové rozliSené
fluorescence, respektive vypocet rychlostni konstanty deprotonace. Rychlostni
konstanta se snizuje v zdvislosti na tvorbé micel a nakonec rychlostni konstanta
deprotonace v micelach dosahuje hodnot okolo 1,7 ns?. To znamena, Ze rychlostni
konstanta nedosahuje tak nizkych hodnot jako v piipadé smési methanol-voda, takze
se nenachazi v blizkosti nebo uvniti jadra micely.
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Obr. 6 Zavislost intenzity neutralni formy naftolu (A =350nm) a EmPI na koncentraci
tenzidu
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Vzhledem k pozici 1-naftolu v micele se naftol jevi jako idealni kandidat pro
vyzkum vlivu hydratace (hydrata¢niho obalu) na prostiedi uvnitt micely, protoze by
se naftol mohl nachdzet pravé na vyse zminéném rozhrani.

5.2.2 1-naftol v Septonexu

Na Obr. 7 je vidét, ze data z méfeni s pyrenem koreluji s méfenim s 1-naftolem
(pro srovnani jsou v grafu 1 data pro CTAB). Dale graf ukazuje, Ze intenzita
fluorescence neutralni formy naftolu roste v zédvislosti na koncentraci tenzidu.
Zvyseni intenzity fluorescence neutralni formy naftolu zna¢i omezeni deprotonace
V excitovaném stavu, coZ znamend solubilizaci 1-naftolu do vznikajicich micel
tenzidu.
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Obr. 7 Zavislost intenzity neutralni formy naftolu (1 =350nm) na koncentraci tenzidu

V piipadé¢ 6 mM Septonexu ptrevazuje neutralni forma naftolu nad aniontovou a je
vidét, Ze emisni spektrum 1-naftolu v 6 mM Septonexu ma prakticky stejny tvar jako
emisni spektrum 1-naftolu ve smési methanol-voda. V Septonexu se tedy 1-naftol
pravdépodobné nachdzi na rozmezi Sternovy vrstvy a hydrofobniho jadra, neboli
v mistech, kde je méné molekul vody, coz brani pifenosu protonu. Nemizeme tvrdit,
7ze se l-naftol nachéazi absolutné v hydrofobnim jadie micely, protoZe intenzita
fluorescence aniontové formy je stale vyrazna. V ptipadé, Ze by se NpOH nachazel
vV hydrofobnim jadfe Septonexu, aniontova forma by zcela vymizela.

Z vySe uvedenych dat plyne, ze Septonex muze byt pouzit jako dalsi tenzid pro
vyzkum vlivu hydratace hyaluronanu na jeho interakce s (opacné nabitymi)
micelarnimi utvary.
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5.2.3 Interakce polymer-tenzid

V literatuie je interakce tenzidii a polyelektrolyti jiz popsana. Pfedpokladem tedy
bylo, Ze ptfed kritickou micelarni koncentraci bude mozné pozorovat zvySeni
intenzity fluorescence neutralni formy naftolu u kritické agregacni koncentrace a
zaroven by se méla kriticka miceldrni koncentrace snizit. Po ptfidani hyaluronanu o
koncentraci 7 mg/L do roztoku tenzidu je vidét, Ze intenzita fluorescence neutralni
formy 1-naftolu se zacina zvySovat pfiblizné ve stejnych koncentracich jako pii
absenci hyaluronanu (Obr. 8), takze to vypada, Ze k zadné interakci hyaluronanu a
CTAB nedochézi. Pfi srovnani s PSS milZeme pozorovat zvySeni intenzity
fluorescence neutralni formy naftolu u koncentrace 2-10°mol/L, coz piedstavuje
kritickou agrega¢ni koncentraci. Dale je vidét druhé zvySeni intenzity fluorescence
u koncentrace tenzidu 3-10“mol/L, coz predstavuje kritickou micelarni koncentraci
Vv pritomnosti PSS. V tomto srovnani bychom mohli fict, Ze hyaluronan v nizké
koncentraci s CTAB neinteraguje, takze se netvoii zadné agregaty. Nicméné po
vyneseni zavislosti excitacniho polaritniho indexu (ExPI) pyrenu na koncentraci
CTAB je vidét prudky pokles ExPI u koncentrace 5-10°mol/L, coZ zna&i tvorbu
agregatli hyaluronanu a CTAB. Zaroven lze pozorovat snizeni hodnoty kritické
micelarni koncentrace na hodnotu 5-10*mol/L kvali posunu inflexniho bodu
sigmoidni zéavislosti k nizSim hodnotam. Pokud by k Zadné interakci nedochazelo,
hodnota CMC by byla piiblizn& 8-10*mol/L a pfedevsim by nedoslo ke snizeni ExPI
jeden tad pred CMC.

Porovnanim normalizované intenzity fluorescence neutrdlni a aniontové formy
naftolu v zavislosti na koncentraci CTAB byl zjistén rozdil mezi prubéhem
zavislosti neutralni a aniontové formy na koncentraci CTAB. Intenzita fluorescence
aniontové formy ma prvni maximum okolo koncentrace 2-10°mol/L a druhé okolo
5-10*mol/L. Zavislost aniontové formy 1-naftolu na koncentraci CTAB koreluje
S méfenim, které bylo provedeno s pyrenem. Pfitom intenzita fluorescence neutralni
formy 1-naftolu by se méla ménit stejn¢ jako intenzita fluorescence aniontové formy
kviali zjevné solubilizaci naftolu v agregatech hyaluronanu a CTAB. JelikoZ neni
pozorovéana zadna zmeéna intenzity fluorescence neutrdlniho naftolu pted kritickou
micelarni koncentraci, bude naftol ovlivnén vétSim zastoupenim molekul vody
V micelarnim prostiedi neboli vétsi hydrataci Sternovy vrstvy.
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Obr. 8 a) Titrace systému 1-naftol, naftol-hyaluronan, naftol-PSS a pyrene-hyaluronan
pomoci CTAB. Intenzitu fluorescence piedstavuje intenzita neutralni formy naftolu
(350 nm). b) Zavislost normalizované intenzity fluorescence neutralni a aniontové formy 1-
naftolu na koncentraci CTAB

U Septonexu byla situace podobna jako v ptipadé CTAB (Obr. 9). Hodnota
kritické micelarni koncentrace se nezmeénila s pfiddnim hyaluronanu pifi méteni
intenzity fluorescence neutralni formy 1-naftolu. Jak se ale jiz ukazalo u CTAB, po
pridani syntetického PSS, ktery ma vétsi ndbojovou hustotu nez hyaluronan, doslo
k vyraznému zvySeni intenzity fluorescence neutralni formy 1-naftolu (NpOH)
okolo koncentrace 2-10°mol/L, coz zna&i kritickou agregacni koncentraci systému
PSS-Septonex. K dalSimu zvySeni intenzity fluorescence NpOH doslo u koncentrace
3-10*mol/L, coz je pfipisovano tvorbé agregati PSS-Septonex a volnym micelam.
Jako kontrolni méteni v pfipad€ hyaluronanu byla opét pouZita fluorescencni sonda
pyren. U koncentrace 4-10°mol/L doslo k poklesu ExPI, takze k tvorb& agregath
hyaluronanu a Septonexu dochazi jiz pfed kritickou micelarni koncentraci, ale
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molekuly 1-naftolu jsou pravdépodobné opét ovlivnény vétsim zastoupenim molekul
vody v micelarnim prostiedi.
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Obr. 9 Titrace systémii 1-naftol, naftol-hyaluronan, naftol-PSS a pyrene-hyaluronan pomoci
CTAB. Intenzitu fluorescence piedstavuje intenzita neutralni formy naftolu (350 nm).

Jelikoz se charakteristiky fluorescence neutralni formy naftolu v obou tenzidech
Vv pfitomnosti hyaluronanu a PSS 1i8i, nebude diivodem jen zastoupeni molekul vody
ve Sternové vrstvé micely, ale pravdépodobné hydratace jednotlivych polymert.
PSS se podle predpokladu jevi jako polymer, ktery nema hydrata¢ni vrstvu, takze
neovliviiuje vnitini prostiedi micel. Kdezto hyaluronan by jistou hydrata¢ni vrstvu
mit mél, pfipadné¢ by mel obsahovat alespon vodni klastry vazané k hyaluronanu.
Tyto vodni klastry by mohly zasahovat dovniti Sternovy vrstvy a ovlivnit tak
molekuly 1-naftolu.

Rychlostni konstanta deprotonace 1-naftolu ve 2 mM CTAB se oproti vodé
snizila skoro dvanactkrat kvili solubilizaci 1-naftolu v micelach. Hodnota rychlostni
konstanty je podobna hodnoté ky ve smesi methanol-voda, kde byla aniontova forma
vyrazné potla¢ena. Rychlostni konstanta deprotonace Vv prostiedi HyA a PSS se
u kritické agregacni koncentrace 1i§i nepatrné. Jakmile se ale koncentrace tenzidu
dostane ke kritické micelarni koncentraci v pfitomnosti polymeru, 1i$i se rychlostni
konstanty deprotonace vice jak desetkrat. Naftol solubilizovany v CTAB-PSS
agregatech mél rychlost deprotonace podobnou jako v 2 mM CTAB nebo ve smési
methanol-voda. Kdezto naftol solubilizovany v CTAB-hyaluronan agregatech mé¢l
rychlost deprotonace 13,25s?. Takto vysokd hodnota rychlosti deprotonace
predstavuje znacné ovlivnéni prostifedi okolo molekul 1-naftolu. Jakmile je CMC
piekroCena, rychlost deprotonace se mnohondsobné zpomali. Pravdépodobné
dochézi ke tvorbé vétsich agregatii, kde hydratace hyaluronanu nebo vodni klastry
na n¢j navazané nemaji takovy vliv na molekuly 1-naftolu. Rychlost deprotonace
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ve 2 mM CTAB v absenci hyaluronanu mé navic témét dvakrat niz§i hodnotu nez
v 2 mM CTAB v piitomnosti hyaluronanu. I tato skutecnost znaci nemalé ovlivnéni
hyaluronan-CTAB agregati.

V piipadé¢ 2 mM Septonexu se také n€kolikandsobné snizila hodnota rychlostni
konstanty deprotonace 1-naftolu kvili solubilizaci 1-naftolu v micelach Septonexu.
Po ptidani PSS k 0,02 mM a 0,3 mM Septonexu klesla hodnota ky: vice nez 4krat.
Jasné€ to znaci solubilizaci molekul fluorescen¢ni sondy do agregati vzniklych pied
Kritickou micelarni koncentraci. U hyaluronanu byla situace opac¢na. V prostiedi
0,05 mM Septonexu, tedy pifi koncentraci tvorby agregatli, byla rychlost
deprotonace stejna jako v pripad¢ absence tenzidu. V 0,5 mM Septonexu nasledné
klesla rychlostni konstanta deprotonace také dvojndsobné, ale stale je hodnota
podobnd rychlosti deprotonace v absenci Septonexu. Ve 2 mM Septonexu jiz
rychlostni konstanta deprotonace klesla na hodnotu srovnatelnou se 2 mM
Septonexem vV prostiedi PSS. Jak je jiz vySe popsano, u 0,04 mM a 0,5 mM
Septonexu v prostfedi hyaluronanu dochazi ke tvorbé agregati. Takto vysoké
rychlostni konstanty deprotonace mohou byt vysvétleny pravé ovlivnénim prostiedi
v okoli molekul 1-naftolu, tedy zdsahem hydratace hyaluronanu do Sternovy vrstvy
micel. Pokud srovname CTAB a Septonex s koncentraci za CMC v prostiedi
hyaluronanu miizeme pozorovat rozdil v rychlostni konstanté deprotonace. Z rozdilu
téchto hodnot vyplyva, Ze hyaluronan vice ovliviiuje vnitini prostiedi CTAB nebo se
molekuly naftolu nachazi hloubéji v micelach, takZe je hydratace hyaluronanu
nemiize takovou mérou ovlivnit jako v micelach CTAB. Hodnota ky pro CTAB je
1,5kréat vetsi nez pro Septonex a navic ma Ky v Septonexu v prostiedi hyaluronanu
podobnou hodnotu jako v prostfedi Septonexu a PSS a zaroven 1 CTAB a PSS

5.3 MIKROREOLOGIE POMOCI CASOVE-ROZLISENE
FLUORESCENCNI KORELACNI SPEKTROSKOPIE

V piedchozi kapitole bylo ukazano, ze FCS i DLS mohou byt pouZity pro méteni
mikroreologie. Jak ale ukazuje Obr. 10, v roztocich polymerd se MSD urcené
pomoci FCS a DLS s rostouci koncentraci vice odchyluje. Nejvétsi rozdil panuje u
nejkoncentrovangjsiho vzorku, kde u MSD urceného pomoci DLS nelze najit
viskoelastickou zévislost (data jsou zaSumnénd). U koncentrovanych roztokl
dochazi k rozptylu nejen na polystyrenovych ¢asticich, ale 1 na polymernim klubku,
které¢ znemozni ur¢eni MSD polystyrenovych castic. U ziedénych roztoka se jako
divod odchylek u DLS nabizi vliv rozptylu na fetézcich polymeru, kde neni
ovlivnéni MSD tak znacné jako u koncentrovanych roztokl a v podstaté¢ se MSD
urc¢ené pomoci DLS shoduji s MSD uréenymi pomoci FCS. Z vySe popsan¢ho tedy
plyne, Zze pro koncentrované roztoky polymeru (pfipadné i gely) nebude metoda
DLS vhodn4, protoze bude ovlivnéna rozptylem na fetézcich ¢i klubcich polymeru,
kdezto FCS sleduje pouze difundujici fluorescenéni ¢astice.

Viskoelastické vlastnosti jsou patrnéjsi s rostouci koncentraci a lze pozorovat
piredpokladany nariist viskozity opét s rostouci koncentraci. Nejvyraznéj$i zménu
oproti teoretické hodnoté pro vodu (byla pouzita pro srovnani s roztoky
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hyaluronanu, protoze tuto teoretickou hodnotu pro rozpoustédlo nesmi zavislosti
MSD piekroc¢it — meéfeni by neddvalo smysl) predstavuje samoziejme
nejkoncentrovanéjsi vzorek. Na pribéhu MSD kiivky pro roztok o koncentraci
10 g/L je patrné, Ze se primérné po dobu pozorovani po néjaky Cas ¢astice nehybaly
a prodiraly se polymernim klubkem. I to mize znacit zménu konformace polymeru
Z natazen¢ho fetézce na polymerni klubko. Tato Uvaha vychazi z pfedchoziho
vyzkumu, kde jsme jiz zkoumali pomoci videomikroreologie zménu konformace
hyaluronanu a ta se zac¢ina ménit okolo 5 g/L [48].
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Obr. 10 Zavislost MSD na ¢ase pro 100 nm fluorescen¢éné znacené c¢astice v roztocich
vysokomolekularniho (1500 kDa) hyaluronanu méiena pomoci DLS a FCS

V piedchozi kapitole bylo zminéno, Ze pii pouziti 30 nm Castic je stale prostor pro
zvySovani koncentrace polymeru, aniz by byly pii méfeni pozorovany v podstaté
nehybné Castice.
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Obr. 11 Zavislost MSD na c¢ase pro 30 nm castice v roztocich vysokomolekularniho
hyaluronanu o riznych koncentracich

Obr. 11 zobrazuje pohyb castic vruzné Kkoncentrovanych roztocich
vysokomolekularniho hyaluronanu s rostouci koncentraci hyaluronanu. Z grafu je
patrny typicky posun jednotlivych zavislosti k niz§im hodnotam MSD kvili
zvysujici se koncentraci hyaluronanu, a tedy rostouci viskozity roztokii. Tento posun
je doprovazen zménou ve viskoelastickych vlastnostech hyaluronanu. V roztocich
hyaluronanu o koncentraci 1g/l a 3 g/l neni 30 nm casticim nijak vyznamné
branéno, cozZ se projevuje tim, Ze nelze pozorovat zadné vyznamné zakiiveni téchto
dvou zavislosti. SpiSe lze pozorovat rovnobéZnou zavislost s teoretickymi
hodnotami pro vodu. To znamend, ze vlivem posunu jednotlivych zavislosti
k niz§im MSD maji tyto vzorky vyssi viskozitu, ale fetézce polymeru netvoii zadnou
vyznamnou piekazku pro fluorescencni castice. Od koncentrace 5 g/l se v MSD
zavislostech zaCinaji vice projevovat viskoelastické vlastnosti jednotlivych vzorkd.
S dale rostouci koncentraci hyaluronanu se viskoelasticka slozka projevuje ¢im dal
vEtsi mérou.

Vyrazny viskoelasticky projev je zplisoben pravé prechodem fetézcl polymeru
Z natazené¢ho fetézce na polymerni klubko. Vysledky FCS nanoreologie potvrzuji
vysledky zkouméni zmény konformace hyaluronanu pomoci videomikroreologie
[49]. Dilezitym faktem je, Ze roztoky hyaluronanu tvoii vysoce viskozni roztoky pti
nizkych koncentracich, coz ptedstavuje ditvod, pro¢ byl hyaluronan pro vyvoj této
metody vybran (vysoka viskozita a neménny index lomu). Piesné takovym piipadem
je hyaluronan o koncentraci 20 g/1, coz piedstavuje pouze 2% roztok hyaluronanu.
Pfi této nizké koncentraci ma hyaluronan jiz konzistenci gelu a pomoci jinych metod
je velmi obtizné mikroprostiedi uvniti gelu definovat. Dale také stoji za zminku, Ze
2% hyaluronan je velmi obtizné métit pomoci klasické videomikroreologie, protoze
1 mm castice se vtakovém prostiedi téméf nehybou a takové pozorovani
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v mikroreologii nema smysl. V takovém piipad¢é se musi pouzit externi sily, aktivni
mikroreologie, aby se c¢astice mohly pohybovat. Nicméné z vySe popsanych
pozorovani plyne, ze pomoci FCS a 30 nm cCastic miZeme pozorovat pasivni
mikroreologii ¢astic 1 v prostiedi podobnému gelu, pfipadné pfimo hydrogelu.

Nanoreologie hydrogelii

Ptedchozi kapitoly popisovaly pohyb fluorescenéné znafenych castic o rizné
velikosti  ¢astic, rizné molekulové hmotnosti pouZzitého polymeru a rGzné
koncentraci polymeru. Ztéchto pozorovani vyplynulo, ze pro vyzkum
mikroprostfedi hydrogelt se jevi nejlépe 30 nm fluorescencné znacené Castice, které
byly dale pouzity pro hydrogely.
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Obr. 12 Zavislost MSD na ¢ase pro 30 nm <¢astice v roztocich vysokomolekularniho
hyaluronanu o riiznych koncentracich a v hydrogelu

Samotny hylauronan o koncentraci 20 g/L vykazuje konzistenci podobnou gelu.
Nicméné u koncentrovaného roztoku hyaluronanu jde o propletené fetézce polymeru
a u hydrogelu hyaluronanu jde o sit’ vzniklou interakci polymeru a tenzidu o
opacném naboji. Mikroprosttedi roztoku hyaluronanu a hydrogelu se bude tedy lisit
a 30 nm castice budou prochazet prostfedim rozdiln€. Obr. 12 znazornuje rozdil
pohybu mezi rizné koncentrovanymi roztoky hyaluronanu a hydrogelem
hyaluronanu. U roztokli hyaluronanu s rostouci koncentraci je mozné pozorovat
posun kiivek vlivem rostouci viskozity a viskoelastické slozky, jako to bylo popsano
Vv kapitole vySe. Nicméné nanoreologie hydrogelu vykazuje typicky prabéh
zéavislosti MSD na ¢ase pro hydrogel. V nizkych cCasech roste MSD linearné
Vv zavislosti na Case a tato oblast zndzoriiuje mikroviskozitu prostfedi okoli ¢astic.
Cerveny rameéek na Obr. 12 znazoriuje zpomaleny pohyb &astic, které se prodiraji

28



hydrogelovou strukturou. Jakmile se Castice opé€t mohou volné¢ pohybovat, MSD
roste rychleji.
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Obr. 13 Srovnani MSD v zavislosti na ¢ase pro hydrogel hyaluronanu a gely pfipravené
chemickou metodou (Alginat a PSS)

Na Obr. 12 bylo ukadzano, ze 30 nm ¢astice mohou byt pouzity pro studium
hydrogelti hyaluronanu, které byly piipraveny fyzikalni interakci polymeru a tenzidu
s opa¢nymi naboji. Obr. 13 ukazuje pouziti nanoreologie v hydrogelech, které jsou
ptipraveny chemickou metodou. Kfivky se 1ii podle toho, v jakém mikroprostiedi
se Castice pohybuji a jak je husta sit’, na kterou Castice narazeji. V ptipadé chemicky
piipravenych gela se takeé projevil zpomaleny pohyb ¢astic pii prichodu gelovou
siti, coz naznacuje, ze pasivni nanoreologie je pouzitelna i v chemicky pfipravenych
gelech.

6 ZAVER

Casové-rozliena fluorescence piedstavuje ve spektroskopii velmi piinosnou
metodu pro charakterizaci nejriznéjSich systémi. I kdyz je tato prace zaméfena
pravé na Casové-rozliSenou fluorescenci, tak bez staciondrni fluorescence by tuto

praci nebylo mozné realizovat. Kombinaci obou technik lze ziskat komplexni
predstavu o zkoumaném systému.

Cilem této dizertaéni prace bylo zvolit vhodnou fluorescenéni metodu a
charakterizovat a diskutovat hydratacni obal hyaluronanu a jeho vliv na interakce
s opacné nabitymi tenzidy. Dal§im cilem bylo vyuzit pokrocilé fluorescencni
techniky pro vyvoj mikroreologie na fakult¢ chemické VUT, a to zejména pro
studium pasivni mikroreologie gelil.

Pro charakterizaci hydrata¢niho obalu hyaluronanu byla zvolena ¢asové-rozliSena
metoda TCSPC spolu se stacionarni fluorescenci. Na zaklad€¢ vySe zminénych
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experimentl byla diskutovdna struktura hydratacniho obalu hyaluronanu. O
hyaluronanu a jeho schopnosti vazat vodu neni pochyb. Nicméné existuje diskuze,
jestli se okolo hyaluronanu nachazi souvisly hydratacni obal anebo je voda vdzana
ve vodnich klastrech. VySe zminénd data ziskand pomoci stacionarni a Casovée
rozliSené fluorescence naznacuji, Zze hyaluronan nemé zadny monstrozni hydrata¢ni
obal, ale ze se voda k hyaluronanu véaze bud’ v urCitych klastrech a na urcitych
mistech, nebo jsou vodni klastry zachycené uvnitt fetézci hyaluronanu. | kdyz
hyaluronan nejspi§ nedisponuje tolik diskutovanym hydratacnim obalem, tak
pomoci stejnych fluorescenénich metod bylo ukazano, ze voda vézana
K hyaluronanu ovliviiuje 1 wvnitini prostfedi systémut, se kterymi hyaluronan
interaguje.

Dalsi zvolenou metodou V této dizertacni prace byla opét technika TCSPC, ale
tentokrat ve formé& fluorescencni korelacni spektroskopie. Tato metoda dovoluje
pozorovani difuze jednotlivych molekul, ¢ehoz bylo vyuzito pi1 studiu
mikroreologie. Mikroreologie je metoda zavedena na fakult¢ chemicke VUT, ale
konvencni mikroreologické metody maji nékteré nevyhody, které bylo mozné obejit
pomoci FCS. Piivodnim zdmérem bylo vyuzit FCS mikroreologii pro porovnani s asi
nejrozsifenéjs§i metodou, a to videomikroreologii. Nakonec se ze srovnani dvou
metod stal vyvoj samostatné metody nanoreologie, a to pravé diky vysoké citlivosti
fluorescenéni korelacni spektroskopie a moznostem vyzkumu pasivni nanoreologie
Vv gelovych systémech.

O hyaluronanu a interakcich hyaluronanu s opa¢né nabitymi tenzidy bylo jiz
napsano mnoho, nicméné tato prace poodhaluje dalsi Cast v Sirokém spektru
moznosti téchto systémll. Naproti tomu kombinace fluorescentni korelacni
spektroskopie a mikroreologie rozSifena neni, i kdyz v sobé skryva ohromny
potencial. Tato prace slouzi jako odrazovy mistek pro dalsi vyzkum nejriznéjSich
systemil pomoci pasivni FCS mikro(nano)reologie, jelikoZ uplatnéni této metody
muzZe byt obrovske.
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ABSTRAKT

Cilem ptedlozené dizertacni prace bylo studium pokrocilych fluorescencnich
technik a jejich vyuziti v problematice koloidnich soustav, respektive systému
hyaluronan-tenzid a hydrogelovych systémi zaloZzenych na hyaluronanu. Casové-
rozliSena fluorescence spolu se stacionarni fluorescenci byly pouzity pro studium
hyaluronanovych systémt za U¢elem ur€eni vlivu hydratace hyaluronanu na jeho
interakce s (opacné¢ nabitymi) micelarnimi tvary pomoci fluorescencnich sond
podstupujicich deprotonaci v excitovaném stavu. Nejdiive byly diskutovany rtzné
fluroescen¢ni sondy podstupujici deprotonaci v excitovaném stavu, z nichz byla
vybrdna jedna jako vhodny kandidat pro dal$i experimenty. Na zdklad¢ citlivosti
deprotonace v excitovaném stavu vybrané fluorescenéni sondy 1-naftolu byl uréen
vliv hyaluronanu na vnitini prostfedi micel a zarovenn byla, na zakladé téchto
experimenti, diskutovana struktura hydrata¢niho obalu hyaluronanu.

Dalsi cast predloZzené dizertacni prace se vénovala metod¢ fluorescencni casove-
rozliSen¢ korelaéni spektroskopie a vyvoji metody nanoreologie. Pomoci
vytvofené¢ho skriptu v softwaru MATLAB byly ptrevedeny ziskané korela¢ni funkce
na stfedni posun fluorescenéné znacenych castic. Nejprve bylo potvrzeno, Ze
fluroescencni korelacni spektroskopie miize byt pouzita pro mikroreologicka
méfeni, a to srovnadnim sjiz znamymi metodami videomikroreologie a
mikroreologie pomoci dynamického rozptylu svétla. Nasledné byla vyvinuta metoda
nanoreologie a bylo diskutovano jeji pouziti pro studium pasivni nanoreologie
V hydrogelovych systémech zaloZzenych na hyaluronanu. Na zaklad¢ diskutovanych
experimentt byla optimalizovana metoda mikroreologie, respektive nanoreologie
pomoci fluroescen¢ni korelacni spektroskopie az k pouzitelnosti této metody pro
studium geld.

KLICOVA SLOVA

Casove-rozlisSend fluorescence, deprotonace v excitovaném stavu, hydratace,
hyaluronan, fluorescenéni korelac¢ni spektroskopie, mikroreologie, nanoreologie,
hydrogel
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ABSTRACT

The aim of the doctoral thesis was to study advanced fluorescence techniques and
its use in colloids or hyaluronan-surfactant systems and hydrogels based on
hyaluronan, respectively. Steady-state and time-resolved fluorescence were used to
study excited state proton transfer fluroescen probes in hyaluronan-surfactant
systems to asses the influence of hyaluronan hydration to its interactions with
oppositely charged surfactants. Firstly, different excited state proton transfer
fluorescence probes were discussed to choose the most suitable candidate for next
research. The influence of hyaluronan on inner environment of micells was
determined based on the sensitivity of excited state proton transfer of chosen
fluorescence probe 1-naphtol and, based on above mentioned experiments, the
structure of hyaluronan hydration shell was discussed.

The next part of doctoral thesis was focused on fluorescence lifetime correlation
spectroscopy and on the development of method of nanorheology. Measured
correlation functions were transformed to mean square displacement with developed
MATLAB script. Firstly, the fluorescence method was compared with well
described methods such as videomicrorheology and dynamic light scattering to asses
the reliability of fluorescence correlation spectroscopy in microrheology. Secondly,
nanorheology method was developed and its use in passive nanorheology of
hyaluronan hydrogels was discussed. Based on mentioned experiments, the
fluorescence correlation spectroscopy microrheology and nanorheology methods
were optimized to use the methods in hydrogel research.

KEY WORDS

Time-resolved fluroescence, excited state proton transfer, hydration, hyaluronan,
fluorescence correlation spectroscopy, microrheology, nanoreology, hydrogel
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