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ABSTRAKT

Tato prace je zaméiena na stanoveni zakladnich spektralnich charakteristik jako maximum
fluorescence a doba Zivota u fluorescencnich sond prodanu [6-propionyl-2-
(dimethylamino)naftalen] a perylenu pomoci ustidlené¢ a Casové rozliSené fluorescencni
spektroskopie. Casové rozliena méfeni byla realizovéna prostiednictvim metody TCSPC
(time-correlated single photon counting). Charakteristiky prodanu byly zjiStény ve vodg,
acetonu, n-heptanu a jejich smésich, tak aby vznikla polaritni $kéala prostfedi. Dale byly obé
zminéné sondy zkoumdny v systémech vodnych roztokii kyseliny hyaluronové o molekulové
hmotnosti 300 kDa a o koncentraci 10 mg-1" spolu s kationaktivnim tenzidem CTAB
(cetyltrimethylamonium bromid) v rozsahu koncentraci od 0,01 po 0,20 mmol-l™
(pfed CMC). Cilem bylo potvrdit dosazeni kritick¢ agregacni koncentrace tenzidu (CAC),
zjistit zakladni spektralni charakteristiky zminénych sond ve zvoleném koncentratnim
rozsahu a ové&fit stabilitu tohoto systému v pfitomnosti NaCl o koncentraci 0,15 mol-1".
Metodou TCSPC byla dale ziskana cCasové rozliSend emisni spektra prodanu pro systém
kyseliny hyaluronové a CTAB pfi jedné koncentraci CTAB ze zvolen¢ho koncentra¢niho
rozmezi a to jak bez soli, tak se soli o koncentraci 0,15 mol-I"". Ziskana &asové rozlisend
spektra korelovala s vysledky méfeni v koncentratnim rozsahu tenzidu. Po ptidani soli
se syst¢tm CAC prokazal jako nestabilni.

ABSTRACT

This thesis is focused on determination of the basic spectral characteristics, such
as fluorescence maximum and lifetime, of fluorescent probes prodan [6-propionyl-2-
(dimethylamino)naphthalene] and perylene by steady-state and time-resolved fluorescence
spectroscopy. Time-resolved measurements were realized through TCSPC method (time-
correlated single photon counting). The characteristics of prodan were found in water,
acetone, n-heptane and in mixtures of these, so that a polar scale of environments would arise.
Both of the mentioned probes were further investigated in systems of aqueous solutions
of hyaluronic acid (300 kDa) at the concentration of 10 mg:l" together with cationic
surfactant CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) at the concentration range
from 0.01 to 0.20 mmol‘I" (before CMC). The aim was to confirm the reach of critical
aggregation concentration of the surfactant (CAC), to uncover the basic spectral
characteristics of the mentioned probes in the chosen concentration range and to verify
the stability of this system in the presence of NaCl at the concentration of 0.15 mol-l".
Furthermore, by TCSPC method were obtained time-resolved emission spectra of prodan
from the system of hyaluronic acid and CTAB at one concentration of CTAB from the chosen
concentration interval both without salt and with salt at the concentration of 0.15 mol-I"".
The obtained time-resolved emission spectra correlated with the results of the concentration
range measurement. After addition of salt the system of CAC proved to be unstable.
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1 UVOD

Aplikace [éCiv je casto limitovana problémy jako nerozpustnost, neefektivni
distribuce, enzymatickd hydrolyza, nizka selektivita a vedlejsi efekty vyvolavajici ohrozeni
zdravi. Tyto problémy by mohly byt vyfeSeny solubilizaci 1éCiv v biokompatibilnich
nosi¢ovych systémech, které l1é¢ivu pomohou dosahnout pozadovanych lokalit a pisobit
pfedevsim tam, kde je to Zadouci. Béhem minulych desetileti bylo vyvinuto mnoho mikro-
a nanonosicu ke zlepSeni efektivity, dostupnosti a toxicitnich profili 1é¢iv. Jako vhodny nosi¢
1é¢iv se prokazala kyselina hyaluronova.

Tato latka je v oblasti biomediciny Siroce pouzivana diky své snadné komercni
dostupnosti, netoxicité, biodegradabilité a biokompatibilité. Piivodné se ziskdvala z kohoutich
hiebinktl, nebo z kraviho oka. V soucasnosti se ziskava mikrobialni fermentaci z primyslové
péstovanych bakterii typu Bacillus subtilis a Streptococcus equi. Hyaluronova kyselina
ziskana z rtiznych zdroji mé stejnou primarni strukturu, coz dava zaklad pro jeji ptirozenou
biokompatibilitu. Je to multifunkéni polysacharid, ktery je z pohledu fyzikalnich
a biologickych vlastnosti unikatni molekulou. Je velmi zajimavé, ze tak jednoducha molekula
jako hyaluronové kyselina mtize uplatiiovat tolik biologickych funkci. Naptiklad je hlavni
extracelularni sloZzkou pojivovych tkdni, hraje dulezité role v regulaci bunééného chovani
véetné migrace bun€k a rakovinového bujeni tkani. Vedle cileni nalézd uplatnéni
1 v molekularnim imagingu, opravé tkani a regeneraci. V téchto aplikacich se uplatituje jednak
jeji anionicky charakter, ktery prodluzuje cirkulac¢ni ¢as nanonosicti v krevnim tecisti, dale
jeji mukoadhezivni vlastnosti a specifické vazani na receptory, coz umoziuje jeji
intenzivnéjsi kontakt s cilovymi tkanémi.

Jako receptory pro hyaluronovou kyselinu byly identifikovany receptory CD44,
RHAMM a LYVE-1. Z divodu vazani na receptor CD44, ktery je rychle vytvaien
na nadorovych bunkach, se soucasné studie zaméiuji mimo jiné na farmaceutické aplikace
kyseliny hyaluronové pro vyvoj 1é¢iv proti rakoviné. [1, 2, 3, 4, 5].

V této praci je studovan systém kyseliny hyaluronové a kationaktivniho tenzidu CTAB
(cetyltrimethylamonium bromid), ktery ma svou agregaci na fetézcich kyseliny hyaluronové
vytvofit hydrofobni domény, ve kterych by bylo mozno solubilizovat 1é¢ivo. To by tak bylo
chranéno od inaktivace, nevyvolavalo by vedlejsi ucinky a vzrostla by efektivita 1é¢by. Vznik
agregati CTAB v pfitomnosti hyaluronové kyseliny byl studovan pomoci ustalené a casové
rozliSené fluorescen¢ni spektroskopie. Fluorescencéni spektroskopie je jednou z hlavnich
metod vyzkumu biochemickych a biofyzikédlnich systémi, kdy je pro ziskéni informaci
o studovaném systému analyzovano emisni spektrum fluorescencni sondy vpravené
do systému, popiipadé je analyzovan jeji pokles fluorescence v zavislosti na Case.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Luminiscence

Luminiscence je emise zafeni, kterd nastava z excitovanych elektronovych stavii. Miize byt
rozdélena do dvou kategorii — fluorescence a fosforescence. Lze uvadét také zpozdénou
fluorescenci [6].

K fluorescenci dochézi, jestlize excitovand molekula emituje ze singletovém stavu
(elektron v excitovaném orbitalu mé& opacny spin nez elektron v parovém orbitalu
v zakladnim stavu). Pfechod excitovaného elektronu zpét na zakladni hladinu tedy neni
spinov¢ zakazany a nastdva pomérné rychle, fadoveé v Casech 10%s. Typicka doba Zivota
excitovaného stavu se pohybuje okolo 10 ns [7]. Latky, které vykazuji fluorescenci, jsou
nazyvany fluorofory nebo téz fluorescenéni barviva. Radime mezi né hlavné aromatické
slouceniny, jako jsou polyaromatické uhlovodiky nebo heterocykly [6].

Fosforescence je emise fotonu z tripletového excitovaného stavu, kde ma elektron
v excitovaném orbitalu stejny spin jako parovy elektron v orbitalu zakladnim. Ptrechod
excitovaného elektronu zpét na zakladni hladinu je tedy kvantové zakézany a tedy pomalejsi —
v fadech 10° —10°s. Doby Zivota excitovanych stavii se pohybuji v fadech milisekund
az sekund nebo i v delSich casech [7]. Obvykle ji nelze pozorovat v roztocich pti pokojové
teploté.

Zpozdénd fluorescence je =zafivy piechod z téhoz singletniho stavu (S;) jako
pii fluorescenci, ale s delsi dobou dohasinani danou casem, po ktery je molekula
v metastabilnim tripletovém stavu. Emisni spektrum zpozdéné fluorescence je totozné
s emisnim spektrem fluorescence [6].

2.1.1 Jablonskiho diagram

Procesy objevujici se mezi excitaci a deexcitaci jsou popisovany Jabtonskiho diagramem.
Ten je znazornén na nasledujicim obrazku:

F
il

A S
f 3 e 7

i

)

L 4

| . 4

T

“*”"“"MHWNH

T

So 4

4

Obrazek 1: Jablonskiho diagram: Modie — absorpce, zelené — fluorescence, cervené — fosforescence, hnédé —

vibraéni relaxace, oranZové — vnitini konverze, fialové — mezisystémovy piechod



Zakladni elektronovy stav je oznacen jako S, (energeticky nejchudsi elektronova hladina).
Vyssi elektronové hladiny, které jsou obsazovany excitovanymi elektrony, jsou oznaceny
S1, S, atd. Tyto hladiny reprezentujici energetické stavy o postupné vyssich energiich. Kazdy
takovy stav zahrnuje jisty pocet vibraéng - rota¢nich hladin, které jsou oznadeny napt. So'
nebo S¢’. Piechody mezi jednotlivymi stavy jsou v diagramu znazornény &arami. Rychlost
absorpce je fadové zhruba 107" s.

Pii excitaci se elektron dostdvd na vysSi elektronovou hladinu, v rdmci které miize
zaujmout rtiznou z moznych vibra¢nich hladin. Nasleduji deexcita¢ni procesy, které mohou
byt bud’ zafivé (luminiscence) nebo nezafivé (vnitini konverze, mezisystémovy piechod,
vibracni relaxace, intramolekuldrni pfenos naboje, konformacni zmeéna, interakce s jinymi
molekulami — pfenos elektronu, pfenos protonu, pienos energie, vytvofeni excimeru nebo
exciplexu, fotochemickd preména). Zatrivé a nezarivé piechody spolu mohou "soupefit", jejich
uplatnéni zélezi na dob¢ Zivota excitovaného stavu [6, 8].

cv w7

stavu, ve kterém se nachdzi. Cast energie excitované molekuly se pfitom ztrati ve formé tepla.
Tento jev se nazyva vibradni relaxace. Jeji rychlost se pohybuje v ¥adu 107" s i méng.
Dochazi k ni tedy jesté diive, nez nastane emise.

Vnitini konverze je pfechod mezi elektronovymi stavy se stejnou multiplicitou spinu.
Elektron se tak dostane zpravidla na nenulovou vibra¢ni hladinu jiného elektronového stavu
vibra¢ni hladina excitovaného stavu se nachdzi energeticky na stejné urovni jako néktera
z vibra¢nich hladin nizsiho elektronového stavu. Naptiklad pfechod z S, do S, je Castéjsi nez
z Sy do Sy z divodu vétsi energetické blizkosti elektronovych stavii S; a S, [8]. Vnitini
konverze trva fadoveé 10° — 107 s [6].

Pii mezisystémovém piechodu dochazi k obraceni spinu excitovaného elektronu a systém
piechazi do tripletového stavu. Nasledkem tohoto jevu je zpravidla fosforescence. Energie
takového zareni je obecné nizsi nez fluorescence a emise se proto objevuje v delSich vinovych
délkach. Pri¢inou této ztraty energie je pravé nezafivy prechod do nizsiho tripletového
stavu [7]. K mezisystémovému piechodu dochazi rychlosti fadove 10 — 1072 s [6].

Po navratu do zakladniho elektronového stavu se elektron obvykle nachazi na nckteré
z vysSich vibra¢né rotacnich hladin, ze kterych se prostfednictvim vibracni relaxace dostava
zpdt do vychoziho stavu S,’. Vibraéni relaxaci se systém dostava do termodynamické
rovnovahy.

2.1.2 Franck-Condoniiv princip

Zakladem Franck-Condonova principu je rozdil v rychlosti pohybu elektronii a jader.
Pohyb elektronii je mnohonasobné rychlejsi (107'°s), neZ &as charakteristicky pro vibrace
molekul (10"°— 102 5). Pfechod elektronu do jiné elektronové hladiny se diky jeho rychlosti
déje beze zmény pozice jadra molekuly a molekul prostiedi. Tento stav je termodynamicky
nestabilni, proto dochéazi k excitaci elektronu na takovou vibra¢né-rota¢ni hladinu vyssiho
elektronového stavu, aby nasledné nemuselo dojit ke zméndm pozic jadra molekuly a molekul
prostiedi. Obdobné je tomu pii deexcitaci, kdy elektron zpravidla neptfechazi piimo

do nejnizsi  vibracné-rotacni hladiny zakladniho elektronového stavu [8]. V¢étSina
absorbujicich i emitujicich molekul se nachazi v rovnovazném vibra¢nim stavu [6].



2.1.3 Stokesiiv posun

Z Jabtonskiho diagramu vyplyva, Ze energie emise bude ve vétSingé piipadiit mensi nez
energie, kterd byla absorbovéna, protoze vlivem nezatfivych deexcitacnich procesti dochazi
ke ztrat¢ Casti energie excitované molekuly. To znamena posun emisniho zafeni smérem
k del$im vlnovym délkam neboli Stokestiv posun. Jednou z hlavnich pfic¢in Stokesova posunu
je ztrata energie prostfednictvim vibracni relaxace. DalSim davodem je fakt,
7e pti fluorescenci nedochazi k presunu elektronu az nahladinu So’. Navic zde hraje
vyznamnou roli rozpoustédlo, reakce excitovanych stavili, tvofeni komplexii a pfenos energie

[7].
2.1.4 Charakteristiky fluorescence

Mezi charakteristiky fluorescence fadime absorpcni, excitacni nebo emisni spektra,
kvantovy vytézek a dobu Zivota [6].

Fluorescen¢ni emisni spektra jsou spektralni intenzity fluorescence v zavislosti na vinové
délce (nebo energii, vinoctu ¢i frekvenci). Pfinasi informaci o distribuci pravdépodobnosti

v

na chemické struktute fluoroforu a na prosttedi, které ho obklopuje. [7, 8].

Fluorescen¢ni emisni spektra jsou vétSinou povazovéana za nezavislé na excitani vinové
délce, coz je disledek Kashova pravidla. To popisuje, Ze sice dochazi k excitaci do rtiznych
vibracnich hladin stavu S;, ale poté vzdy nastane disipace energie a piechod elektronu

v

pfechod a emisni zafeni pak ma stejnou energii a tedy i vinovou délku [7].

Pro velké mnozstvi organickych molekul plati zdkon zrcadlové symetrie mezi absorpénim
a emisnim spektrem. To je zplisobeno tim, Ze absorpce i emise z odpovidajicich si vibra¢nich
hladin maji stejnou relativni pravdépodobnost. Vyjimky z pravidla zrcadlové symetrie jsou
obvykle disledkem rozdilného geometrického usporadani atomovych jader v excitovaném
stavu oproti uspotradani ve stavu zédkladnim [6].

Kvantovy vytézek je definovan jako pomér poctu emitovanych fotoni k poctu
absorbovanych fotonti. Pro fluorofory deexcitujici zafive plati:

r
T+k, (1)

2

0=

kde QO je kvantovy vytézek a I" a k,, jsou rychlostni konstanty znacici rychlost depopulace
excitovaného stavu. Konstanta " zastupuje zafivy prechod, konstanta k,. potom piechody
nezaiivé. Vysoké kvantové vytézky se blizi jednotkové hodnoté, jsou vSak vzdy nizsi nez
jedna kvli Stokesové posunu [7].

Kvantovy vytézek lze také definovat nasledujicim vztahem:

[FGdz, -0, @)

5

kde F,(Ar) reprezentuje emisni spektrum. Intenzita fluorescence (steady-state) Ir(Ar)
méiena pii vinové délce Ar je piimo tmérna F; (Ar) a mnozstvi absorbovanych fotont o jisté
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excitaéni vlnové délce Ag. Vinové délky A7 1 Ag jsou vybrany monochromatorem v jistém pasu
AA.

Pocet fotonli byva zpravidla nahrazovan intenzitou absorbovaného zéteni I4(AE), ktera je
definovana jako rozdil mezi intenzitou dopadajiciho zafeni I)(1z) a intenzitou proslého
(neabsorbovaného) zareni I7(Ag):

]A(/lE):IO(/lE)_IT(/lE). 3)
Pro intenzitu fluorescence potom plati:

[F(lEﬂﬂ’F):kFﬂ(lF)IA(ﬂ’E). 4)

Faktor k zavisi na nékolika parametrech, pfedevSim na prostorovém uhlu pozorovani
a na Sifce pasti monochromatorti. Intenzita proslého zatreni muze byt také vyjadiena Lambert-
Beerovym zakonem:
I.(Ay) = I,(A;)exp[-2,3¢ (4, )ic] 5)

2

kde &(1z) je absorpéni koeficient fluoroforu pii vlnové délce Az (I'mol™-ecm™), / zna&i délku
optické drahy vzorku (cm) a ¢ je koncentrace fluoroforu (mol-1™"). Vyraz e(Az)-I-c je definovan
jako absorbance A(4g) pfi vinové délce 1.

Intenzita fluorescence je ovSem piimo Umérnd koncentraci jen pii nizkych hodnotach
absorbance [8].

Rovnice (2), (3) a (4) Ize vyjadfit jako:
1o (Aps ) = kF, (A0, (A,) 1 —exp[-2,38(A, )ic]} 6)

Dalsi charakteristikou fluorescence je doba zivota excitovaného stavu fluoroforu, ktera je
definovana jako primérny cas, po ktery molekula setrvd v excitovaném stavu, nez se vrati
do stavu zakladniho.

Pro vybér vhodného fluoroforu je vhodné znat jak jeho kvantovy vytézek, tak jeho dobu
zivota [7].

2.1.5 Ramaniv a Rayleighiv rozptyl

Pfi métfeni emisnich spekter miize byt pozorovan rozptyl excitatniho zafeni odrazem, kdy
se v klasickém emisnim spektru ptisluSného fluoroforu zobrazi dal§i maximum.

Vétsina odrazeného zareni nezméni svou vinovou délku. Jde o rozptyl, ktery je nazyvan
Rayleighiiv rozptyl. U malé ¢asti odraZzeného zafeni dochdzi ke zméné vinové délky, tento
rozptyl je oznacovan jako Ramantv.

Rozptyl vznika srazkou fotonl excitacniho zateni s molekulami vzorku. V piipadé
Rayleighova rozptylu se molekula po sraZzce dostane na virtudlni excitovanou vibracni
energetickou hladinu a téméf okamzité klesne na ptivodni zékladni hladinu. Energie fotonu se
behem tohoto procesu nezméni, vinova délka odrazeného zateni se tedy také nezméni. Takové
srazky jsou popisovany jako pruzné. V piipadé nepruznych srazek dochdzi ke vzniku
Ramanova rozptylu, kdy foton odevzda Cast své energie molekule a jeho vlnovéa délka se
prodlouzi. Rozdil ve vlnové délce fotonu je oznaCovan jako Ramantiv posun. Tento posun
muze byt jak Cerveny (popséan vyse), tak modry, kdy se foton srazi s molekulou ve vysSim
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vibra¢nim stavu. Pfi vyzafeni fotonu klesne molekula do zékladniho energetického stavu
a Cast své predeslé energie preda fotonu [9].

Pro odstranéni rozptylu lze pouzit naptiklad excitaci zafenim o jiné vlnové délce nebo
odecist intenzitu fluorescence vzorku bez fluoroforu od primarniho vzorku s fluoroforem.

2.2 Fluorescencni sondy

Zkouman¢ latky 1ze obecné definovat jako latky schopné fluorescence - vnitini (pfirozené)
fluorofory a latky které nefluoreskuji. Aby takové latky mohly byt zkoumany pomoci
fluorescence, jsou "oznaCovany" vnéj$imi fluorofory. Ty mohou byt rozdéleny na dvé skupiny
- kovalentné vazané vnéjsi fluorofory (fluorescencni znacky) a asociacni vnéjsi fluorofory
(fluorescencni sondy). Idedlnim ptipadem jsou vnitini fluorofory (napf. tryptofan
v proteinech). Prednosti kovalentné¢ vazanych vnéjSich fluoroforti je jejich dopfedu znama
pozice v systému. Stézejni vlastnosti asociacnich vnéjSich fluoroforii je jejich schopnost se
samovoln¢ rozmistit do zkoumanych mikroprostiedi [8].

Fluorescen¢nich sondy Ize rozdélit na iontové, polaritni, membranové, na sondy
pro membranovy potencial, pro nukleové kyseliny a pro pienos energie.

Membranové sondy Ize rozdélit do dvou skupin:

1. fluorescen¢ni analogy pfirozenych lipidd (fosfolipidy, sfingolipidy, mastné
kyseliny, triglyceridy, steroidy)

2. malé amfifilni a lipofilni organické fluorofory [6]

2.2.1 Prodan (6-propionyl-2-(dimethylamino)naftalen)

Prodan (Obrazek 2) se tadi mezi lipofilni membranové fluorescencni sondy. Jeho
fluorescencni chovani silné zavisi na polarité prosttedi. Je pouzivan hlavné ve vyzkumu
fyzikélnich a chemickych vlastnosti membran a biologickych makromolekul [10]. Dulezitou
vlastnosti prodanu je jeho rozpustnost v Siroké Skéle rozpoustédel. Emisni spektrum prodanu
tak muze byt vytvofeno molekulami prodanu emitujicich riizn€ - z rtiznych prosttedi. Takto
ziskané spektrum lze pomoci dekonvoluce rozd€lit na ptislusny pocet Gaussovych peakil
a urcit tak pocet a kvalitu mikroprostredi [11].

Prodan je schopen vykazovat nezvykle velky Stokestiv posun. Tento posun je siln¢ zavisly
na vzristu dipoélového momentu prodanu (ten je vyznamny) v excitaénim stavu. Ciselné je
vyjadren jako 11,7 D oproti prodanu v zdkladnim stavu — 4,7 D [8]. Absorpci energie dochézi
k pfenosu naboje z dimethylaminu k propionyl naftalenu a tim dochdzi k narastu dipélového
momentu [12]. V hydrofilnim (polarnim) prostedi dochazi k intenzivnéjSimu piesunu energie
z excitované molekuly prodanu k sousednim molekuldam rozpoustédla. Cim vice energie je

takto odebrano, tim vyrazngjsi je posun maxima emise smérem k delSim vinovym délkam.
V prostiedi o hydrofobnéjsim charakteru je tento jev mén¢ intenzivni [13].

Emisni maximum prodanu ve vodé je zhruba 520 nm, v uhlovodicich zhruba 410 nm,
coz znamena, ze Stokesiiv posun (v terminech vlnovych délek) je pti absorpci pii 360 nm
asi 160 nm ve vodném prostiedi a asi 50 nm v prostfedi nepolarnim [14]. Kvantovy vytézek
fluorescence prodanu v polarnim prostfedi je menSi nez v nepolarnim. Vys§i hodnoty
intenzity fluorescence jsou ziskdny v pfitomnosti protickych rozpoustédel oproti
rozpoustédltim aprotickym, coz mlize souviset s vlastnostmi vodikovych vazeb prodanu [12].
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Prodan vykazuje v nepolarnich prostiedich a aprotickych prostiedich jednu dobu Zivota.
Naopak v polarnich protickych rozpoustédlech vykazuje dvé doby zivota. Chovani prodanu je

vvvvvv

~0,7ns (60 %) a ~2ns (40 %). Kratsi cas vznikd diky tvofeni komplexu prodanu s vodou
prostfednictvim vodikovych mustkd. Dalsi doby zivota prodanu jsou naptiklad 3,35 ns
(aceton) a 0,15 ns (n-heptan) [15, 16].

T
N

CH;,

U

CZH5
Obrazek 2: Struktura prodanu
2.2.2 Perylen

Tato sonda je polycyklicky aromaticky uhlovodik (Obrazek 3). Stejné jako prodan se fadi
mezi membranové lipofilni sondy [17].

Obrazek 3: Struktura perylenu

Emisni spektrum perylenu mé charakteristickou strukturu, coz je zpisobeno jednotlivymi
vibra¢nimi stavy zakladnich a excitovanych stavli (Obrazek 4).

Ir

420 440 460 480 500 520 l

Obrazek 4: Emisni spektrum perylenu
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Perylen je schopen vytvéfet excimery, tedy komplexy dvou molekul perylenu, z nichz
jedna byla v excitovaném stavu. Mira tvofeni excimerl je zavisla na rozpoustédle
a na pocatecni koncentraci perylenu [7].

Doby Zivota excimert perylenu byly zjistény v fadech nanosekund az pikosekund [18].
Doba Zivota perylenu v nepoldrnim prostiedi (cyklohexan) je 6 ns [8].

2.3 Asociativni koloidy (tenzidy)

V systémech asociativnich koloidl se vyskytuji koloidné disperzni ¢astice — micely, které
vznikaji vratnou asociaci z pravych roztokd nckterych nizkomolekularnich latek. Takové
latky se oznacuji jako tenzidy, surfaktanty nebo povrchové aktivni latky (PAL). Tyto latky
musi nutné obsahovat skupinu atomt s velkou afinitou k rozpoustédlu, ¢imz bude zaruc¢ena
dostateCna rozpustnost, a zaroveil musi obsahovat ¢ast v daném rozpoustédle nerozpustnou.
Obsahuji tedy polarni (hydrofilni) a nepolarni (hydrofobni) ¢ast, jinymi slovy jsou amfifilni.

Terminem koloidni povrchové aktivni latky lze oznacit takové PAL, které jsou v roztocich
schopny pfechéazet z molekularni disperze do koloidni, neboli jsou schopny asociace a tvorby
micel. To je podminéno dostatecné dlouhym uhlovodikovym fetézcem, ktery ve vétSing
ptipadi reprezentuje ¢ast molekuly v rozpoustédle nerozpustnou.

Na casti molekuly s afinitou k rozpoustédlu muze dochazet k ionizaci. Takové PAL jsou
potom oznaCovany jako ionogenni. V opa¢ném piipadé jde o neionogenni PAL. Ionogenni
PAL se rozd¢€luji do tii skupin - anionaktivni, kationaktivni a amfoterni.

U anionaktivnich PAL dochazi pfi jejich rozpusténi ke vzniku zaporného naboje
na disociovanych polarnich skupindch. Analogicky je tomu u kationaktivni PAL, jejichz
povrch nese po rozpusténi naboj kladny. Micely amfoternich PAL ziskavaji naboj v zavislosti
na pH. Piikladem aniontovych PAL jsou ptirozena (alkalické soli vysSich mastnych kyselin)
auméld mydla (soli alkylsulfonovych kyselin). Pouzivaji se jako smacedla, emulgatory,
detergenty, penetratory, aj. Typickou vlastnosti kationaktivnich PAL je schopnost adsorbovat
se nanegativné nabité povrchy, jako jsou bilkoviny nebo kyselina hyaluronova. Pouziti
nalézaji v antistatickych piipravcich, v prostfedcich pro inhibici koroze, v baktericidnich
ptipravcich nebo textilnich zmékcovadlech. Jejich charakteristickym znakem je pfitomnost

vvvvvv

Struktura nedisociujicich neionogennich PAL obsahuje zpravidla del§i uhlovodikovy
fetézec a polarni cast jako je hydroxylova nebo esterova skupina [19, 20].

2.3.1 Kiriticka micelarni koncentrace

Obecné lze fici, ze PAL vytvafi pravé roztoky jen do jisté koncentrace. Tu nazyvame
shromazd’uji na fazovém rozhrani rozpoustédlo-vzduch, kde zaujimaji termodynamicky stav
o nizsi energii (snizuji mezifdzovou energii). Ve volném roztoku je jich pfitom nepatrné
mnozstvi. Po piekroceni CMC dochéazi k nasyceni fazového rozhrani a dojde ke vzniku
novych rozhrani uvniti rozpoustédla. Molekuly PAL vytvoii Utvary kulovité¢ho ¢i jiného
tvaru — micely. Jejich povrch, ktery je v kontaktu s rozpoustédlem, je tvoien poldrnimi castmi
PAL, prostor uvniti micel je vyplnén nepolarnimi ¢astmi (v pfipad€ polarniho rozpoustédla).
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Kritickd micelarni koncentrace pro jednotlivé PAL se stanovuje na zéklad¢ zmény
smérnice koncentracnich zavislosti mnohych fyzikalné-chemickych vlastnosti roztokti PAL
jako je povrchové napéti, hustota, viskozita, osmoticky tlak, turbidita, molarni velikost
a optické vlastnosti jako je napfi. rozptyl svétla.

Hodnotu CMC ovliviluyje délka uhlovodikového fetézce PAL a vlastnosti hydrofilni
skupiny. U ionogennich PAL maji vliv 1 vlastnosti protiiontii vzniklych disociaci. Hodnota
CMC klesd s rostoucim uhlovodikovym fetézcem, stoupa s rozvétvenosti fetézce
a s pritomnosti nenasycenych vazeb nebo polarnich skupin uprostied fetézce. Hydrofilni
skupiny ionogenich PAL nemaji zna¢ny vliv na hodnotu CMC, u neionogennich PAL zalezi
na rozmérech a povaze polarni skupiny. U protiiontli ma vliv jejich mocenstvi. Se zvySujicim
se nadbojem klesa hodnota CMC. Dalsim faktorem je pfitomnost jednoduchych anorganickych
elektrolyti v roztoku, které se svou zvysujici se koncentraci snizuji CMC [19]. V neposledni
fadé ma na hodnotu CMC vliv i teplota a tlak [20].

2.3.2 Kiriticka agrega¢ni koncentrace

K organizaci PAL v roztoku mtze dochézet i pfi niz§ich koncentracich, nez je CMC.
Témito koncentracemi jsou kritické agregacni koncentrace (CAC), kdy se molekuly PAL
asociuji na néjakém fazovém rozhrani v roztoku - naptiklad na kyselin¢ hyaluronové, aby tak
zaujaly stav o termodynamicky nizs$i energii. Agregaci dalSich PAL dojde ke vzniku micel,
které maji mensi rozméry, hovotime o minimicelach. Volné micely v roztoku nevznikaji.

2.4 Hyaluronova kyselina

2.4.1 Chemicka struktura

Hyaluronovéd kyselina (novéji hyaluronan) patii mezi linearni glykosaminoglykany,
v ramci kterych patii mezi nejjednodussi. Jako jedinéd z glykosaminoglykani neni kovalentné
spojena s proteiny, neni syntetizovana v Golgiho aparatu a jako jedind neni sulfonovana [21].
Sklada se z opakujici se disacharidové jednotky, ktera je slozena z D-glukuronové kyseliny
a D-N-acetylglukosaminu (Obrazek 5) [22]. Ty jsou k sob¢ ptipojeny pies beta-1,4 a beta-1,3
glykosidickou vazbou v posloupnosti: D-glukuronova kyselina — beta-1,3 — D-N-
acetylglukosaminu — beta-1,4 [23]. Oba cukry jsou prostorové piibuzné glukoze, ktera v beta
poloze umoziuje vSem svym prostorové objemnéjSim skupinam, byt ve stéricky vyhodné
vodorovné poloze. Malé vodikové atomy zaujimaji stéricky méné vyhodné vertikalni polohy.
Toto uspotadani skupin zajist'uje energetickou stalost disacharidové jednotky [23].

- D-glukuronova kyselina D-N-acetylglukosamin n

Obrazek 5: Struktura kyseliny hyaluronové
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2.4.2 Polymerni struktura

Jedna molekula hyaluronanu muize obsahovat 1 vice nez 10 000 disacharidovych jednotek.
To znamena, ze molekulovd hmotnost jedné molekuly mize dosahovat hodnoty mezi 10°
a 10’ Da. Primérna délka disacharidové jednotky je asi 1 nm, Celkova délka molekuly mize
byt vice nez 10 um [22, 23].

2.4.3 Struktura v roztoku

Ve fyziologickém roztoku je struktura hyaluronanu pfirovnatelna k otacejici se pasce, ktera
zaujima tvar expandované nahodilé Sroubovice a v roztoku zabira velky prostor. Vodorovné
umisténé skupiny na hyaluronanu tvofi hydrofilni ¢ast, vertikaln€ situované atomy vodiku zas
vytvaii hydrofobni ¢ast. Fakticky obsah hyaluronanu v prostoru, ktery jeho molekula zaujima,
je velice maly — asi 0,1 % (hmotnost hyaluronanu/objem vody) nebo i mén¢, jestlize je
pritomna v malych koncentracich v solném roztoku. Domény jednotlivych molekul se tedy
mohou prekryvat pii koncentracich asi 1 g-1" a vétsich [23].

Retézce hyaluronanu se v roztoku neustéle pohybuji a vytvaii tim ve své struktufe neustéle
nové, ruzné velké pory. Statisticky mohou existovat pory vsech velikosti, ale s riznou
pravdépodobnosti vzniku. Molekuly o razné velikosti tedy mohou strukturou hyaluronanu
prochdzet, ale s riznym stupném retardace v zavislosti na svém hydrodynamickém
objemu [23].

Hyaluronan v roztoku Ize povazovat za polyelektrolyt, ktery lze definovat jako
vysokomolekularni latku obsahujici postranni skupiny schopné elektrolytické disociace.
Polyelektrolyty pak v roztoku nesou elektricky naboj v zavislosti na tom, jestli obsahuje
kyselé (-COO-, -OSO;) nebo zéasadité¢ (-NHj) postranni skupiny. Jestlize makromolekula
obsahuje kyselé i1 zésadité skupiny, jejichZ nadboj se vzadjemné vyrusi, hovotime o amfoternich
elektrolytech. Jejich zastupci jsou naptiklad nékteré bilkoviny [12]. Hyaluronan nese
ve fyziologickém roztoku zéporny naboj diky svym karboxylovym skupindm. Obvykle jeho
fetézec obsahuje stovky zapornych naboji. Tyto naboje jsou kompenzovany pohyblivymi
kationty jako Na", K*, Ca*" a Mg*".

Pfitomnost ndboji je podminkou rozpustnosti hyaluronanu ve vodé¢. Jestlize dojde
k modifikaci hyaluronanu esterifikaci jeho hydroxylovych skupin, dojde ke ztraté schopnosti
rozpoustét se ve vode [24].

Molekula hyaluronanu obsahuje dva typy vazeb. Prvnim typem je vazba pomoci
kyslikového atomu v cukernych jednotkéch, kterd je relativné rigidni. Druhym typem vazby je
glykosidicka vazba mezi jednotlivymi cukernymi jednotkami, obsahujici atom kysliku. Okolo
této vazby mohou cukerné jednotky rotovat o 360°. Hyaluronan je ale v roztoku vice
usporadan. Kazda disacharidova jednotka je otoCena o 180° vic¢i sousednim jednotkam.
Po dvou otocenich se tedy struktura dostdva do ptivodni orientace. Strukturou hyaluronanu je
tedy dvojnasobna Sroubovice, kde dvé spojené molekuly hyaluronanu jsou identické, ale vici
sob¢ antiparalelni [24]. Prostfednictvim hydroxylové skupiny vznikaji v fetézci hyaluronanu
také intramolekuldrni vodikové vazby.

Ditlezitym znakem uspofadani struktury hyaluronanu je existence hydrofébnich oblasti,
nazyvanych také "hydrofobic patch". Vznikaji shlukovanim hydrofobnich c¢asti fetézce
z divodu minimalizovani styku s vodnym prostiedim. Tyto hydrofobni oblasti mohou mit
pro hyaluronan ve vodném prostiedi vyznamné dasledky [24].
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2.4.4 Vyskyt a vyuziti

Hyaluronova kyselina je latka vlastni prakticky vSem obratlovciim. Nachazi se v celém
organismu, protoze je hlavni sloZzkou pojivovych tkéni. Asi polovina hyaluronové kyseliny
obsazen¢ v téle se nachazi v klizi a asi jedna ¢tvrtina v kostte, Slachach a kloubech. Je také
nedilnou soucasti ocniho sklivce [25]. Tento glykosaminoglykan je esencialni latkou
pro strukturu a organizaci extracelularni matrice. Tvofii sit’ interagujici s proteiny, receptory
a povrchy bunék [22].

V medicin€ je hyaluronan pouzivéan jako ukazatel rakovinového onemocnéni, revmatické
artritidy a patologii jater. Dale je vyuzivan pro dopliiovani synovidlni tekutiny pfi artritidé
pomoci injekei aplikovanych do kloubii. Vyuziti nalézd také v oftalmologii, otologii,
v kosmetice a pfi rekonstrukcich mékkych tkani [21].

2.5 Steady-state a ¢asové rozliSena fluorescence

2.5.1 Vyznam fluorescencni spektroskopie

Fluorescencni spektroskopie miize byt pouzita v Siroké Skale problematik v chemii
1 biologii. Méfeni mize poskytnout informace o molekuldrnich procesech vcetné interakci
mezi rozpoustédlem a fluoroforem, rota¢nim rozptylem biomolekul, vzdalenosti casti
v biomolekule, konformac¢nich zmén a vazebnych interakei.

Molekuldrni informace z fluorescence je zalozena na citlivosti vétSiny fluoroforti vici
jejich okolnimu prostfedi. U vné&jSich fluoroforti jsou ziskand emisni spektra a poklesy
intenzit ¢asto pouzivany k urceni lokalizace sondy na makromolekule [7].

Me¢éieni fluorescence miize byt rozdéleno na dva typy: steady-state méfeni a Casové
rozliSené méfeni. Steady-state méfeni (ustalend fluorescence) jsou béZznym typem méfeni
ajsou provadéna za konstantni excitace a pozorovani. Vzorek je osvicen kontinudlnim
paprskem zéfeni a soucasné je zaznamenano emisni spektrum.

Druhym typem je ¢asove rozliSené¢ méteni, které se pouziva pro méteni poklesii intenzity
emise nebo pro pokles anizotropie. Na zéklad¢ téchto poklesti se zjistuje doba Zivota
fluoroforu. Pfi téchto métenich je vzorek vystaven pulzu zéfeni, jehoz délka je typicky kratsi,
nez je doba Zzivota vzorku. Pokles intenzity je zaznamenavan vysokorychlostnim
detektorovym systémem, ktery umoziuje zméfit intenzitu emise nebo anizotropii v fadech
nanosekund [7].

Fluorescen¢ni steady-state spektrum muze byt vysledkem vice prekryvajicich se spekter
pochazejicich z vice fluoroforti nebo z jednoho typu fluoroforu v riznych formach. Mnoho
informaci o molekule dostupné z fluorescence je tak ztraceno. Tyto informace o molekule
jsou dostupné pouze z Casové rozliSenych méteni, kde poklesy intenzity mohou odhalit vice
dob zivota fluoroforu. Steady-state intenzita poskytne pouze primeérné intenzity zavislé
na vazeném prameéru vSech dob Zzivota. Jestlize je kazdy fluorofor pfispivajici k emisnimu
spektru nebo jeho forma charakterizovan jednou dobou zivota, je mozno rozlozit celkové
spektrum na vice komponentt. To je ilustrovano na obrazku 6 [8].
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Obrazek 6: Celkové a dilli steady-state spektra

Existuje mnoho dalSich ditvodl pro méieni casové rozlisSené fluorescence. Jestlize dochézi
k pfenosu energie, poklesy intenzity odhali, jak jsou akceptory rozmistény v okoli donort.
Casové rozlisena méfeni mohou také ukézat, jestli je zhaSeni zplisobeno rozptylem nebo
vytvofenim komplexu s fluoroforem v zakladnim stavu [7].

Propojeni mezi steady-state intenzitou (/) a dobou zivota muze byt popsano jako:
Iss = [0 T , (7)

kde 1), je parametrem zavislym na koncentraci fluoroforu a na instrumentalnich
parametrech méficich pfistrojii. Jinak feCeno, steady-state intenzita je piimo umérna dobé
zivota [7].

2.6 Casové rozliSené méreni dob zivota

Casov¢ rozliSena méteni jsou ve fluorescencni spektroskopii Siroce pouzivana. Dominuji
zde dvé metody: pulzni metoda (time-domain) a metoda fdzové modulované¢ho budiciho
zéteni (frequency-domain).

U pulzni metody (Obrazek 7) dochazi k excitaci vzorku pulzem zateni. Sitka pulzu by
méla byt co moznd nejmensi a nejlépe je vyrazné kratSi nez doba Zivota — 7 vzorku.
Po excitacnim pulzu nasleduje méfeni intenzity fluorescence v zévislosti na case. Doba Zivota
potom muze byt vypocitana ze smérnice zavislosti log /() na ¢, nebo z Casu, ve kterém
intenzita poklesne na 1/e z intenzity v ¢ase t = 0 s [7].
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Obrazek 7: Pulzni metoda

2.6.1 Vyznam doby Zivota (doby poklesu)

Jestlize je vzorek excitovan nekone¢né ostrym pulzem zateni (5-pulzem), dojde k excitaci
urcité pocatecni populace fluoroforti (ny). Velikost této populace klesa rychlosti 7"+ &, podle
rovnice:

dn(?)

=" +k,, )n(r) (8)
kde n(?) je pocCet excitovanych molekul v Case ¢ po excitaci, I” je rychlost charakterizujici
ubytek excitované populace fluoroforti prostfednictvim emise, k, je rychlost spojena
s nezafivymi deexcitacemi. Emise je nahodné udélost, kazdy excitovany fluorofor ma vlastni
pravdépodobnost emise v daném ¢asovém rozmezi, coZ mé za nasledek exponencialni pokles
populace excitovanych molekul. Jedna se o kinetiku prvniho fadu. To lze popsat rovnici:

n(t) =n,exp(—t/7) ' 9)

Ve fluorescencnim experimentu neni sledovan pocet excitovanych molekul, ale intenzita,
ktera je pifimo umérna hodnoté n(¢). Proto (9) miize byt také zapsana pomoci ¢asove zavislé
intenzity /(). Integraci (8) s intenzitou misto molekulového poctu dostavame obvykly vyraz
pro jedno-exponencialni pokles:

I(t)=1, exp(—t/T), (10)
kde Ijje intenzita v Case t = 0 s. Doba zivota 7 je prevracenou hodnotou celkové rychlosti
poklesu:

r=(T+k,)" (an

Neboli ptfevracenim hodnoty doby zivota dostdvame souhrn vSech rychlosti, které
zpusobuji depopulaci excitovanych molekul. Doba Zivota fluoroforu je statistickd udélost,
nekteré fluorofory emituji v kratSim Case, nez je doba Zivota, jiné naopak v del§im. Tato
Casova distribuce emitovanych fotonti je pokles intenzity. Doba Zivota miize byt definovana
jako prumérny Cas setrvani fluoroforu v excitovaném stavu, coz ale plati pouze pro jedno-
exponencialni poklesy:
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(=7 (12)

wevr

Fluorescencni doba zZivota mtize byt urcena ze sklonu zavislosti log /(¢) na ¢, ale Castéji se
zjistuje prokladanim dat predpokladanymi modely poklesu [7].

2.6.2 Princip méreni metodou TCSPC

TCSPC neboli time-correlated single photon counting je metoda Casové korelovaného
¢itani fotont. Mnoho meéfeni pomoci pulzni metody je uskuteCnéno pouzitim praveé této
metody. Jeji zakladni princip je zaloZen na faktu, ze pravdépodobnost detekce jednoho fotonu
v &ase t po excitaénim pulzu je umémy intenzité fluorescence v tom &ase. Cim vétsi podet
udalosti bude zaznamenan, tim vétsi bude piesnost poklesové kiivky [8].

Nyni se TCSPC pouziva v analytické chemii, ke sniméni buné¢k, k detekci jedné molekuly
a ve fluorescencni korelacni spektroskopii. V téchto aplikacich jsou doby Zivota pouzity
pro rozliSeni rGznych fluoroforti v riznych prosttedich. Pro rychly odhad primérné doby
Zivota je potfeba nejmensi mozné mnozstvi pozorovanych fotont. V téchto ptipadech jsou
pro analyzu pouzivany metody s nejvétsi pravdépodobnosti.

Princip je vysvétlen nasledovné:

Vzorek
LED
Nt [ns]
A >
at e CFD
v Start Cyi /1
> TAC PGA ADC
stop
Em. CED =

Obrazek 8: Princip méieni metodou TCSPC

K excitaci vzorku dochazi pulzem zéfeni, coz mé za nasledek pokles ukédzany na obrazku 8
nahote vpravo. Tento tvar viny bude pozorovan, jestlize mnoho fluoroforti bude excitovano
a mnoho fotonii bude pozorovano. Méfeni TCSPC je realizovano tak, ze na jeden excitacni
pulz je detekovan méné nez jeden foton. Typicky byva detekovan 1 foton na 100 excitacnich
pulzii. Méfen je Cas mezi excitatnim pulzem a zaznamendnim fotonu a tento je pak
zaznamenan v histogramu. Osa x v histogramu pfedstavuje Casové intervaly (kandly) a osa y

-20 -



pocet fotonli detekovanych v ur€itém kanalu. Jestlize je splnéna podminka méné nez jednoho
fotonu detekovaného na 100 excitac¢nich pulzi, histogram vykazuje tvar viny.

Pro méteni zpozdéni Casu mezi excitaci a emisi se pouziva specializovana elektronika
(Obrazek 8). Experiment zacind excitatnim pulzem, ktery excituje fluorofory ve vzorku
a zarovenn posila signal elektronice. Tento signal jde do prvniho kanalu, prochéazi
"diskriminatorem konstantni funkce" (constant function discriminator — CFD), ktery pfesné
zméti Cas prichodu pulzu. Tento signal je veden dale pies prevodnik casu na amplitudu (time-
to-amplitude convertor — TAC), na kterém se zaCne generovat schodek napéti, coz je napéti
linedrné rostouci s ¢asem na nanosekundové skale. Druhy kandl zaznamenava signal z detekce
fotonu vyzateného ze vzorku. Cas dopadu fotonu je opét presné uréen druhym CFD, ktery
timto posila stop-signal do TAC, kde zatim rostlo napéti. TAC se timto piestane nabijet
a obsahuje jisté napéti, které je umérné Casovému zpozdéni mezi excitatnim a emisnim
signdlem. Napéti je podle potieby zesileno na "programovatelném vysledném zesilovaci"
(programmable gain amplifier — PGA) a pfevedeno na numerickou hodnotu pomoci
analogov¢ digitalniho prevodniku (analog-to-digital converter — ADC). Pro minimalizovani
chybného ¢teni je signal omezen danym rozsahem napéti. Jestlize signal do tohoto rozpéti
nespadd, je tato udalost potlac¢ena pomoci diskriminatoru (window discriminator — WD).
Napéti prevedené do digitalni podoby je ulozeno jako jedna udélost s naméfenym casovym
zpozdénim. Histogram je ziskan opakovanim tohoto procesu mnohokrat po sobé [7, 8].

V soucasnosti se prakticky vSechna TCSPC méteni uskuteciiuji v reverznim modu. Proces
je stejny, jak bylo popsano vyse, jen s tim rozdilem, ze pulz emise je pouzivan pro iniciaci
nabijeni TAC a nésledny excita¢ni pulz pro zastaveni nabijeni TAC. Excitacni pulzy tedy
musi byt generovany v pravidelnych intervalech. Tento proces je pouzivan diky vysoké
rychlosti opakovani pulzti modernich zdroji pulzniho zéafeni. Protoze TAC musi byt resetovan
a nastaven na nulovou hodnotu pfed kazdym startovacim pulzem, je pii méfeni v reverznim
modu elektronika méné¢ namahana. Jak uz bylo feCeno, emisni signal se objevi asi
po 100 excitacnich pulzech, startovacich pulzli je tedy vyrazné méné a pouze mald Cast
excitacnich pulzl vyustuje ve stop pulzy [7, 8].

V TCSPS muize byt detekovan vzdy jen prvni foton nasledujici po excitacnim pulzu, aby
nedoslo ke zkresleni histogramu. Toto omezeni je zplisobeno jistymi limity elektronického
aparatu. Vice fotonti naraz mize byt méfeno pouze pro doby Zivota blizici se mikrosekundam
a delsim. Po detekci fotonu vzdy nésleduje mrtvy cas neboli Cas, kdy systém neni schopen
detekce. Tyto Casy jsou o mnoho delsi, nez je €as poklesu intenzity. Jejich funkci je zabranit
detekci jiného fotonu vyzéatreného diky stejnému excitaénimu pulzu. Mrtvé ¢asy jsou v rozpéti
10 ps ve starSich systémech a asi 120 ns v moderni TCSPC elektronice.

Je dulezité, aby pocet emisnich pulzii byl o mnoho mensi nez pocet excitanich pulzi,
takze pravdépodobnost detekce dvou emisnich pulzil na jeden excitacni pulz je zanedbatelna.
V opacném pripadé bude v TAC zaznamenan pouze prvni (rychlejsi) fluorescencni pulz
a namé&feny histogram bude zkresleny. Pokles bude kratsi, nez ve skutecnosti je. Tento jev je
nazyvan '"pile-up efekt". Aby histogram cast detekce reprezentoval opravdovy pokles
intenzity, musely by byt zaznamenany vSechny fotony [8].
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2.6.3 Priklad TCSPC dat

Data poklesu intenzity se typicky skladaji ze tii kiivek. Jsou to naméiena data N(z;), funkce
ptistrojové odezvy L(#;) a prolozend funkce poklesu N.(z;). Na ose x je vynesen cCas
v kandlech, z nichz je kazdy charakterizovan znamou hodnotou Casu (#) a Sitkou (A4¢).
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Obrazek 9: TCSPC data

Funkce pfistrojové odezvy (instrument response function — IRF) je odezva zafizeni
na nulovou dobu zivota vzorku. Na obrdzku 9 je znazornéna zelené. Tato kiivka je typicky
zjisténa pomoci zfedéného roztoku, ktery rozptyluje zaieni. Takovym roztokem muze byt
koloidni oxid kiemicity (Ludox). Tento pokles potom reprezentuje profil nejkratSiho casu,
ktery miZe byt danym uspofadanim zafizeni zméfen. Siika IRF je ovlivnéna jak
charakteristikou detektoru, tak casovou elektronikou. Charakteristickym parametrem IRF je
jeji sitka v pillce maxima neboli FWHM (the full width of the half maximum intensity).

Nameéteny pokles intenzity N(#) je v histogramu na obrazku 9 znazornén modfe. Vyska
bodli na ose y reprezentuje pocet fotont, které byly detekovany v Casovém rozmezi od #
do # + 4¢, kde At je §itka Casového kanalu. Nejvétsi pocet detekovanych fotont je v kanalu
maxima intenzitniho poklesu. Tento pocet miize byt naptiklad 3 000 nebo 10 000 i vice
fotonli. Pocet detekovanych fotonli v maximu poklesu byvad zadin pro kazdé méteni.
V logaritmickém méfitku tvofi jedno-exponencialni pokles rovnou ¢aru.

Posledni kfivkou je prolozena funkce poklesu N.(#), obvykle oznacovand jako fitovana
funkce. Na obrazku je zndzornéna Cervenou cCarou. Tato kiivka reprezentuje konvoluci
nametfeného poklesu intenzity s IRF. Fitovana funkce je pfedpoklddanym ¢asovym profilem
pro dany pokles intenzity. Pro jedno-exponencialni pokles je dobou zivota takova hodnota z,
kterd poskytuje nejlepsi shodu mezi naméfenymi daty N(#) a fitovanou funkci Nc(#).
Pfi multi-exponencialnim poklesu vyustuje analyza v hodnoty a; a 7;, které nejvice souhlasi
s naméfenymi daty. a; je pre-exponencialni faktor a souvisi se zastoupenim jednotlivych cast.

Pouzitim logaritmického meéfitka zde dochazi ke zveliCeni intenzity kiivek v oblasti
nizkych intenzit. Vzhledem k celkovému poctu detekovanych fotoni je pocet fotoni
v této oblasti zanedbatelny [7].
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2.6.4 Konvolucni integral

Je dilezité si uvédomit, ze ¢as roven nule neni v TCSPC experimentu definovan. Neni zde
z4dny nulovy Cas, protoze neexistuje jednoducha d-funkce iniciujici pokles (nekoneéné kratky
excitacni pulz). Ziskanad IRF nikdy neni definovéana v Case ¢ = 0 s. Excita¢ni pulz je na Casové
ose umistén blizko nuly jen pro vétsi pfehlednost.

Pokles podle zdkona o poklesu intenzity (viz dale) je to, co by bylo pozorovéno s o-funkéni
excitaci a s d-funkci pro odpovéd’ pristroje. Bohuzel vétsina IRF jsou Siroké 0,5 az 2 ns.
Excitacni pulz si lze potom piedstavit jako sérii d-funkci s odliSnymi amplitudami. Kazda
z téchto funkci pak iniciuje jeden pokles s intenzitou umérnou vysce do-funkce. Naméiend
funkce N(#;) je potom sumou vSech téchto exponencidlnich poklest, zacinajicich s odliSnou
amplitudou a v odlisné Casy. Poklesy intenzity jsou ve vzorku tvofeny tak dlouho, dokud
intenzita IRF neklesne na nulu. Toto je divod, pro¢ pokles intenzity prebira tvar po IRF [7].

2.6.5 Svételné zdroje pro TCSPC

vV

diodes - LDs) a pulzni zafeni-emitujici diody (light-emitting diodes - LEDs) jako jednoduché
zdroje v pevném stavu. Tato zafizeni maji nizkou spotfebu energie a jsou jednoduché
pro obsluhu. Navic nevyZzaduji témét zadnou udrzbu. Pulzni LD a LED jsou schopné
dosahnout frekvence opakovani pulzu az 40 MHz. Pro ob¢ varianty je k dispozici Siroka skala
vinovych délek [7].

2.6.6 Metoda nejmensich ¢tverci

Casové rozliSena data jsou komplexni a obecn& nemohou byt analyzovdna pouzitim
grafickych metod. Pro analyzu TCSPC byly od sedmdesatych let navrzeny mnohé metody.
Zahrnovaly metodu nejmensich ¢tvercti (nonlinear least squares - NLLS), metodu momentt,
Laplaceho transformaci, metodu maximalni entropie, atd. Béhem devadesatych let doslo
k roz§ifeni pouzivani metody NLLS. Tento diraz byl zplGsoben biochemickymi
a biofyzikalnimi aplikacemi TCSPC.

Cilem metody NLLS je otestovat, do jaké miry je dany matematicky model poklesu
sladény s naméfenymi daty, a urCit parametry tohoto modelu, u kterych je nejvetsi
pravdépodobnost, ze budou spravné. Nejmensi ctverce poskytuji nejlepsi odhad parametrii
za predpokladu, ze data spliuji jisté hypotézy. Témi jsou:

1. Neurcitost celého experimentu lezi v zavislé ose y.

2. Neurcitosti v zavislé proménné maji Gaussovské rozdéleni, jehoz stied se nachazi
na spravné hodnoté.

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

4. Ptredpokladand fitovana funkce je spravnym matematickym popisem systému.
Nespravné modely vyustuji v nespravné parametry.

5. Jednotlivé body dat jsou nezavisla pozorovani.
6. Je naméfeno dostate¢né mnozstvi dat.

Potiebné korelace fitované funkce s daty je dosazeno minimalizovanim "goodness-to-fit"
parametru, ktery je vyjadien nasledovné:
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7 =;§Z[N(tk)—zvc(rk>]2 -y e - Nw)] (13)

= N(#)

V tomto vyrazu se suma rozkladd ptfes pocet kandli (n) nebo bodii dat pouzitych
pro uréitou analyzu a oy je standardni odchylka kazdého bodu dat. Neni pfili§ pohodlné
interpretovat hodnoty y°, protoze zéalezi na po¢tu bodd dat. Pro data s vice body bude hodnota
5’ V&t3i. Z tohoto diivodu se pouziva redukovand hodnota yz°, ktera je vyjadiena vztahem:

2 2
=t—=L (14)
n—-p v

2

kde (n) je pocet bodl dat, (p) je pocet volitelnych parametrii a (v =n — p) je pocet stupnil
volnosti. V TCSPC je pocet bodl dat typicky veétsi nez pocet parametrii, takze (n —p) je
zhruba rovno (n). Jestlize jedinym p¥isp&vkem pro hodnotu yz° jsou nahodné chyby, potom
bude tato hodnota ptiblizné¢ jednotkova [7].

2.6.7 Analyza multi-exponencialnich poklesi

Vzorek, ktery obsahuje vice typt fluoroforti, emituje ve vice dobach Zivota. ReSeni multi-
exponencialnich poklest mize byt popsano nasledovne:
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Obrazek 10: Analyza TCSPC dat

Pokles na obrazku 10 je ziskdn z méfeni emise dvou fluorofort, kazdy s jednou dobou
zivota. Analyza za¢ina volenim poctu dob zivota. To, ze vzorek neemituje v jedné dob¢ zivota
je zfejmé ze zaktiveni zavislosti /(f) na ¢ase. Jedno-exponencialni pokles (vlevo na obrazku)
neni korektni. Jedno-exponencialni kiivka (vypocitany konvolu¢ni integral) nevykazuje
dostatecnou shodu s naméfenymi daty.

Spodni panel ukazuje odchylky (rezidua — Dj) mezi naméfenymi daty a vypoctenym
poklesem:
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Zavislost vazenych odchylek je pouzivana pro jednodussi zhodnoceni rozdili mezi I(z)
a I.(t;). Rezidua jsou vazena vzhledem ke standardni odchylce kazdého bodu. Pro dobré
prolozeni jsou tyto hodnoty symetricky a zaroven nahodné rozmisténé okolo nuly a jejich
priméma hodnota je tedy pfibliznd nulova. Zaroveti parametr yz° by mél byt pfiblizng
jednotkovy. Toto je splnéno v piipad¢€ pouziti dvou-exponencialniho modelu poklesu [7].

U jedno-exponencidlnich poklesit mize byt doba zivota vétSinou uréena s potiebnou
piesnosti 1 pro maly poc¢et pozorovanych fotoni. V ptipadé multi-exponencialnich poklest je
ale potfeba naméfit co mozné nejvice fotonti, aby bylo dosazeno vysokého rozlisSeni hodnot
parametrd.

vvvvvv

jedno-exponencialni pokles vykazuje jen nepatrné rozdily od naméfenych dat. Reziduélni
analyza by vSak mela ukdzat systematickou odchylku a tedy, ze prolozeni neodpovida.
Odchylky by tim padem nemély byt rozmistény ndhodné okolo nulové hodnoty.

Parametry poklesu jsou v tomto pifipadé urceny mén€ piesné¢ nez u Casl vzdjemné
vzdalenych [7].

2.6.8 Zakon poklesu intenzity

U vice-exponencialnich poklest piedpokladame pokles intenzity jako sumu jednotlivych
jedno-exponencidlnich poklesti. To je popsano nasledujici rovnici:

1(t) = Za,. exp(—t/7,) (16)

2

kde 7; je doba zivota, a; je pre-exponencidlni faktor, ktery reprezentuje amplitudu
komponentti v ¢ase =0 s, n je poCet dob zivota. Toto je nejcastéji pouzivany model, ktery je
aplikovan hlavné pro méteni smési fluorofort, z nichz kazdy emituje v jedné ze dvou dob
zivota. Casty je také ptipad, kdy vzorek obsahuje jen jeden fluorofor a ten vykazuje dvé nebo
i vice dob zivota, coz je zpusobeno rozmisténim fluoroforu do vice prostiedi. Kazdému
prostiedi, ze kterého sonda emituje, je pak mozno pfifadit jednu dobu zivota.

Nastavitelnym parametem v multi-exponenciani analyze je pocCet dob zivota. Parametry o;
a 7; Jsou zavislé na systému, ktery je studovan. Tyto parametry jsou imérné plose pod kiivkou
poklesu pro kazdou dobu zivota. Vyznam pre-exponncidlniho faktoru je rlizny pro smés
fluorofort a pro jeden fluorofor vykazujici komplexni pokles. Ve vétSin€ poklesovych analyz
neni méfena totdlni intenzita, suma a; je normalizovana na jednicku [7].

2.6.9 Globalni analyza

V globalni analyze jsou piibuznid data z urcité skupiny dat analyzovana soucasné.
To zarucuje vetsi piesnost urCeni parametrt [8]. Metoda spociva v kombinovani dvou a vice
experimentl, ve kterych jsou nékteré parametry stejné a nékteré odliSné. Prikladem
globalniho experimentu je méteni poklesu intenzity pii nékolika vinovych délkach na rozdil
od méfeni jednoho poklesu pii jedné vinové délce, kde emituji vSechny fluorofory. Poklesy
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intenzity pfi jednotlivych vinovych délkach jsou analyzovany soucasné, vysledkem je pak
zjisténi hodnot 7;a a(4). U dob Zivota se predpoklada, ze nezavisi na vinové délce [7].

Tento princip analyzy je vyuzit pfi méteni casove rozliSenych emisnich spekter (TRES).

2.6.10 Casové rozliSena emisni spektra

Pomoci ¢asové rozlisenych emisnich spekter (time-resolved emission spectra - TRES) jsou
Casto studovany procesy excitovaného stavu. Typickym piikladem pro vyuziti TRES je
relaxace rozpoustédla okolo excitovaného fluoroforu. Relaxace zpusobuje ztradtu energie
fluoroforu a tim postupny cerveny posun emisniho spektra. Timto je ziskana informace
o polarit¢ mikroprostiedi v okoli fluoroforu [8].

TRES jsou emisni spektra, kterd by byla pozorovana v urcitém cCasovém okamziku
nasledné po excitaci pulzem zéfeni.

Vysledkem méieni TRES je soubor ¢asové zavislych poklest intenzity, které jsou méfeny
pfiriznych vlnovych délkdch napfi¢ emisnim spektrem. Pfi riznych vlnovych délkéach
se doby Zivota excitovaného stavu projevuji rtizn€. Poklesy intenzity jsou zavislé na vinové
délce, coz je zpltisobeno casem ptrechodu ze stavu Franck-Condonova do stavu relaxovaného
nebo do nékterého stavu mezi t€émito dvéma limitnimi, ze kterého potom fluorofor emituje.
Podle doby, za kterou fluorofor emituje, ztrati jistou cast své energie. Fluorofory emitujici
po delsi dob¢ obecné ztraceji vice energie do okolniho prostiedi a poskytuji tak zareni
o delsich vlnovych délkach [7].

Situaci lze ilustrovat nasledovné:

1)

Obrazek 11: Poklesy intenzity méiené pii riiznych vinovych délkdach (vlievo) a emisni spektra jednotlivych
dob Zivota fluoroforu
I1(t) reprezentuje pokles celkové emise nebo pokles, ktery by byl pozorovan v ptipadé, kdy
by nedochdzelo k procesim excitovaného stavu. IHf) a Ix(f) jsou poklesy intenzity
pozorované na modré a ¢ervené stran¢ emisniho spektra. Horni schéma na obrazku 11 ukazuje
emisni spektra v ¢asech ptifazené k jednotlivym poklestim.
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Podle obrazku je zfetelné, Ze pro fluorofory emitujici diive bude pokles kratsi a jejich
emise bude na modré stran¢ emisniho spektra. Tento pokles je vice rapidni, protoze v sobé
zahrnuje jak proces emise, tak proces relaxace excitovanych fluoroforti. Naopak fluorofory
emitujici po delSim Case tihnou k emisi v delSich vinovych délkach, protoze jiz ztratily ¢ast
své energie relaxaci [7].

TRES mohou byt ziskana metodou TCSPC, kdy dochazi k zaznamendvani fotona
pfichazejicich v malych Casovych intervalech. Emisni spektrum je pak zaznamenano pomoci
monochromatoru. Je to jednoduchy postup, ale ne pfili§ ucinny. Pfimé zaznamenavani TRES
je jednoduché pro ptedstavu, ale tato metoda se nepouziva. TRES jsou obvykle ziskdvana
nepiimo. Proces zacind méfenim Casove rozliSenych poklest pti nékolika vinovych délkach
napfi¢ emisnim spektrem. Z dat shromazdénych pfi urcité vinové délce a analyzovanych
ve smyslu multi-exponencidlniho poklesu jsou ziskany fitovaci parametry, které jsou potom
pouzity pro vypocitani intenzit fluorescence v riiznych casech. Tento proces je opakovéan
pro kazdou pozorovanou vlnovou délku. Nasledné je jednoduché rekonstruovat spektra
v ruznych casech [7].
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3 RESERSE

Tato bakalarskd prace se zabyva studiem vzniku hydrofébnich domén tenzidu CTAB
asociovanych na fetézci kyseliny hyaluronové v piipadé bez ptitomnosti i s ptitomnosti NaCl.
Pro studium byly pouZzity metody ustalené¢ a Casové rozliSené fluorescencni spektroskopie.
Pouzitymi fluorescen¢nimi sondami byl prodan a perylen.

Kerry K. Karukstis a spol. v roce 2004 zkoumali pomoci prodanu mikrostruktury
kationaktivnich a anionaktivnich tenzidli ve vodnych roztocich. Zvlasté demonstrovali, ze
polaritné citlivy prodan miize byt pouzit k vymezeni mikrostruktur tenzidu ternarniho
systému cetyltrimethylamonium bromidu, octyl-siran sodny a vody. Pro vyhodnoceni
fluorescen¢nich dat zde bylo pouzito dekonvoluce celkového emisniho spektra prodanu
na Gaussovské peaky, podobné jako v mnoha dalSich studiich [26, 14]. Peak s maximem
v 493 — 509 byl ptitazen prodanu situovanému na povrchu micel, kde byl drzen slabou
dipdlovou interakci s hlavami tenzidu [27]. Tito autofi v roce 2005 pouzili prodan pro dalsi
studii, kde charakterizovali novou skupinu molekul surfaktanti (N-alkyl-N-
methlypyrrolidinium bromidy) pouzitim fluorescencni spektroskopie a svétlo-rozptylujicich
technik. Vysledky ukdzaly, Ze formovani agregatt s C;¢ surfaktanty se objevuje pii vyrazné
nizsich koncentracich (0,10 mmol-1™"). Pii této koncentraci se celkové emisni spektrum sklada
ze tii Gaussovskych peakl s maximy v 517, 459 a 416 nm. V nepfitomnosti agregatl tenzidu
dominuje emise fluorescence z volného prodanu v 520 nm [14].

Fernando, M. Moyano a spol. v roce 2006 studovali chovani prodanu v homogennim
prostiedi a v rozsdhlych unilamelarnich ttvarech fosfolipidu (1,2-di-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphatidylcholin) pomoci absorpéni, emisni, depolarizatni a casové-rozliSené
spektroskopie. Vysledky ukazuji, ze v homogenich médiich je absorp¢ni pas prodanu citlivy
na polaritu a schopnost prostiedi vytvaret vodikové mustky a ze prodan v excitovaném stavu
je na tyto parametry jesté vice citlivy. Z absorpcnich a emisnich past je dokazano, ze prodan
vytvaii ve vodé agregaty, coz ale neplati v ptipade, kdyz je ve fosfolipidové dvojvrstve.
Monomer ma dvé doby zivota, 2,27 a 0,65 ns, agregat ma dobu zivota 14,6 ns. Agregat
vznikal pouze p¥i koncentraci prodanu vyssi nez 3-10° mol-1™" [28].

Ustalena a Casové rozliSend meéfeni fluorescence prodanu byla provedena autory
Radken Sachlem a spol. v roce 2008. V této praci byl zkouman systém obsahujici agregaty
vytvofené amfifilnim diblokovym kopolymerem poly(e-kaprolakton)-blok-poly(ethylenoxid)
(PCL-PEO) ve smésich vody a tetrahydrofuranu. Bylo zjisténo, ze jak ustdlend, tak ¢asové
rozliSend emisni spektra prodanu byla slozena ze dvou dilCich spekter korespondujicich
s emisi prodanu situovaném v pomérné rigidni (viskoézni) a hydrofébni doméné agregati
blizko PCL/PEO povrchu a ve vice polarnim a mén¢ viskéznim prostiedi volného roztoku.
Tato studie mimo jiné ukazuje, Ze analyza Casové rozliSené emise sondy rozmisténé ve dvou
médiich je mozna, ale pomérn€ komplexni a znatelné¢ mén¢ presna [29].

K. A. Kozyra a spol. vydali v roce 2005 praci, kde jsou zjiStovany spektralni
vlastnosti prodanu a laurdanu a také zhéaseni excitovanych stavli oktadecyl rhodaminem B.
Prostfednictvim metody TCSPC byla provedena méfeni dob Zivota [30].

Lukasz Cwiklik a spol. v roce 2011 zkoumali vliv prostiedi fosfolipidovych membran
na emisni vlastnosti prodanu pomoci porovnavani simulovanych spekter s nameétfenymi
absorp¢ni a emisnimi spektry v homogennich rozpoustédlech a v systémech fosfolipidovych
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utvard. Zvlasté zde byla feSena otazka geometrie excitovaného stavu prodanu v membrané
[31].

Tapan K. Khan a spol. v roce 2008 pouzili techniky meéfeni nanosekundové
fluorescence pro charakterizovani struktury PLFE liposomt (polarni lipidova frakce E)
z termoacidofilni archebakterie Sulfolobus acidocaldarius s vyuzitim perylenu jako Casto
pouzivané membranové fluorescencni sondy [32].

Torsten Wallin a Per Linse v roce 1997 studovali komplexaci nabitych micel s opacné
nabitym polyelektrolytem pouzitim jednoduchych modelovych systémi. Strukturdlni data
komplexu micela-polyelektrolyt a termodynamickych veli¢in komplexace jako funkce
micelarniho agregacniho c¢isla byly ziskany pouzitim techniky Monte Carlovy simulace
a termodynamické integrace. Byly zjistény poméry CAC/CMC pro riizné tenzidy, kde CAC je
nejnizsi koncentrace tenzidu, pii které se tenzid shlukuje v pfitomnosti polyelektrolytu.
Vysledky ukazaly, ze pomér CAC/CMC klesé se zvétsujici se délkou fetézce tenzidu, zavisi
na flexibilité polyelektrolytu, na jeho linearni hustoté naboje a na délce fetézce tenzidu [33].

Kazuhiro Fukada a spol. v roce 1999 vydali praci, kterd se soustiedila na efekt
pridani decyltrimethylamonium bromnidu (C;(TAB) na reologické vlastnosti roztoku
hyaluronanu sodného. Pomoci studie fdzového chovani, viskozity a dynamického modulu
pruznosti ve smyku byly ziskany informace o konformacnich zménach a interakcich mezi
polyionty. Kdyz koncentrace C1¢TAB byla mezi 0,03 a 0,35 mol-l"' a koncentrace polymeru
byla nad 0,05 g -I"', systém se rozdélil na dvé& faze [34].

Chi-Ching Lin a spol. v roce 2009 se zabyvali gelaci systémi kationaktivnich tenzidii
s polymery. Jednim z vystupti prace je poznatek, ze polymer s naboji a hydrofobni modifikaci
muze diky pfitomnosti opac¢né nabitych kationaktivnich utvart vytvofit silné gely [35].

Katalin Pojjak a spol. v roce 2011 ve své praci poukézali na to, Zze nerovnovazny
charakter systému polyelektrolyt/tenzid hraje zasadni roli v interpretaci efektu pridané soli.
Experimentalni zkoumani smési polystyrensulfonatu sodného a CTAB odhaluje dva odlisné
efekty pfidaného NaCl na asociaci polyelektrolyt/tenzid. Hlavnim duasledkem piidani
elektrolytu ve stfednich koncentracich je redukce rozsahu, ve kterém jsou smesi v koloidné
disperznim stavu stabilizovaném nabojem [36].

Vliv NaCl na systém polyelektrolyt/tenzid studovala také prace 7. Halasové a spol.
zroku 2011. Byly zde studovany interance hyaluronanu o dvou molekulovych hmotnostech
s tenzidy odlisnych typt v roztocich NaCl. Tyto interakce byly studovany hlavné technikou
fluorescencnich sond [37].

Metoda casové rozlisenych emisnich spekter (TRES) byla pouzita ve studii z roku
2009, kterou zpracoval Aleksander A. Kubicki a ve které byly studovany spektroskopické
vlastnosti ~ 4-dimethylamino-4’-bromo-stilbenu  a  4-dimethylamino-4'-chloro-stilbenu
v ruznych rozpoustédlech [38]. V jiné préci z roku 1998 (P. Guptasarma) byla TRES pouzita
pii studiu chovéani jedno-triptofanového meédnatého proteinu azurinu, v hydrochloridu
guanidinu [39]. V préaci autord Dmitri Toptygin a spol. jsou TRES pouzita pro vypocet
mikroskopické dielektrické odezvy prostiedi rezidui tryptofanu v proteinech E21W a F3W
[40].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Prvnim cilem méfeni bylo ziskat spektralni charakteristiky fluorescen¢ni sondy prodanu,
ktery byl pro méfeni vybran na zakladé reSerSe jako vhodnd sonda. Charakteristiky prodanu
byly zkoumany v prostfedich s rliznou polaritou. Dale byl prodan pouzit pro zkoumdéni
interakci mezi CTAB a kyselinou hyaluronovou (HA). Tento systém obsahoval konstantni
koncentraci HA a proménnou koncentraci tenzidu. Pfedpokladem bylo zjisténi agregace
CTAB (vzniku minimicel) na fetézci HA pted dosazenim CMC. Tésné pied dosazenim CMC
by mélo dojit ke vzniku gelu obsahujicim minimicely a tim k vymizeni téchto agregéti
z roztoku. Pfi existenci agregati CTAB asociovanych s HA v roztoku by mél prodan
vykazovat tfi doby Zivota, v opa¢ném piipad€ a pii vzniku gelu by mél vykazovat pouze dvé
doby zivota, které jsou charakteristické pro prodan rozpusStény ve vod¢. Pii koncentraci
CTAB, kdy by m¢lo dochazet k agregaci, by ziskané Casove rozliSené emisni spektrum mélo
potvrdit existenci tfi dob Zivota prodanu a poptipad€ zjistit i ¢tvrtou dobu Zivota prodanu
umisténého v palisadové vrstvé (oblast naboji) agregati CTAB. Pro zjisténi agregati CTAB
na HA bylo méfeni provedeno i s jinou fluorescencni sondou, kterou byl perylen. Ten mé¢l
na rozdil od prodanu vykazovat fluorescenci prevazné jen z hydrofobnich domén.

Popsany syst¢tm CTAB — HA byl zkouman také v piitomnosti NaCl, ktery simuloval
prostiedi fyziologického roztoku (0,15 mol-l"). Piedpokladem bylo ziskani obdobnych
vysledki jako u vodného prostiedi.

4.1 Pristroje a vybaveni

4.1.1 Systém Fluorolog

Tento piistroj je vyroben firmou Horiba Scientific. Ptistroj byl pouzit k méteni steady-state
fluorescence, ktera byla detekovana v pravém uhlu. Excitace byla zajiSténa xenonovou
vybojkou (450 W). Fluorolog obsahuje dva dvojit¢é monochromatory.

4.1.2 Systém Fluorocube

Vyrobcem je opét firma Horiba Scientific. Tento pfistroj pouzivd metodu TCSPC,
obsahuje sadu excitacnich NanoLED s pracovni frekvenci 1 MHz. TBX pikosekundovy
detektor umoznuje rozliSeni meéfeni 20 ps/kandl. Piistroj obsahuje také emisni
monochromator. Rozsah méfenych dob Zivota je 107 — 10 s.

4.2 Pouzité programy

FluorEssence - software pro ziskani steady-state dat (HORIBA Jobin Yvon Inc.)

OriginPro 8 - software pro vyhodnoceni steady-state dat (HORIBA Jobin Yvon Inc.)

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

DASG6 - software pro analyzu fluorescen¢nich poklestt (HORIBA Jobin Yvon Inc.)

4.3 Chemikalie

Prodan [6-propionyl-2-(dimethylamino)naftalen] CAS:70504-01-7
Sigma-Aldrich C. Sarze: 101 128 093
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Perylen
Sigma-Aldrich (Fluka Chemie GmbH)

n-heptan
Lach-Ner, s.r.o.

Aceton 5
PENTA - Ing. Petr Svec

Milli Q voda Milipore academic

CTAB (cetyltrimethylamonium bromid), M = 364,45

Sigma-Aldrich
Hyaluronan sodny, nativni (HySilk powder), M = 300 kDa
CPN spol. s.r.o.

NacCl (chlorid sodny)
Lach-Ner, s.r.o.

4.4 Priprava vzorkiu

CAS: 77392-71-3

%

C. Sarze: 53904259

CAS: 142-82-5

%

C. Sarze: 30275

CAS: 67-64-1
C. sarze: 1212021209

CAS: 57-09-0
C. sarze: 059K0041

CAS: 9004-61-9

%

C. Sarze: 160708-E1

CAS: 4647-14-5

%

C. Sarze: 06278

4.4.1 Charakteristiky prodanu v polaritni Skale rozpoustédel

Polaritni skala prosttedi o deseti rtiznych polaritach byla vytvofena ze smési tii primarnich
rozpoustédel — vody, acetonu a n-heptanu. Objemové zlomky (fa, fs, fc) potiebné
pro vytvoieni Skaly byly navrzeny a poté byla spocitana polarita ptisluSnych smeési na zaklad¢
indexu lomu () a dielektrické konstanty (&) primarnich rozpoustédel (Tabulka 1).

Tabulka 1: Charakteristiky primdrnich rozpoustédel potiebné pro vypocet polarity smési [42, 43,

44]
Index lomu - n (20°C) Dielektricka konstanta - £ (20°C)
Voda (A) 1,333 80,1
Aceton (B) 1,3586 20,96
n-heptan (C) 1,3876 1,924

Rovnice pro vypocet polarity smési byly ptfevzaty z prace, jejiz autory jsou Satpati Kumar
a spol [41].

Index lomu a dielektricka konstanta pro smési rozpoustédel byly spocitany podle rovnic:
En = 464 +f3‘93, (17)
n = fn} +f3”123’ (18)

kde &, a ng, jsou charakteristiky smési, &4, €p, ny, np jsou charakteristiky primarnich
rozpoustédel (ve skéle byla pouzita samotna primarni rozpoustédla nebo jejich binarni smeési)

Lippert-Matagiiv polaritni parametr (4f) rozpoustédel byl spocitan podle:
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e-1 n*-1
Af = -
S 21 2w ,
kde € a n jsou charakteristiky smési. Vysledky jsou obsazeny v tabulce 2.

(19)

Tabulka 2: Objemové zlomky, smésny index lomu, smésna dielektricka konstanta a Lippert-
Matagiuv polaritni parametr pro jednotlivé vzorky

Vzorek fA fB fc nsym ESM Af

Voda (A) 1 1 0 1,3330 80,100 0,320
2 0,5 0,5 1,3459 50,530 0,310
3 0,25 0,75 1,3522 35,745 0,301

Aceton (B) |4 0 1 0 1,3586 20,960 0,285
5 0,5 0,5 1,3732 11,442 0,252
6 0,2 0,8 1,3818 5,731 0,191
7 0,1 0,9 1,3847 3,828 0,137
8 0,05 0,95 1,3862 2,876 0,088
9 0,02 0,98 1,3870 2,305 0,042

n-heptan (C) |10 0 1 1,3876 1,924 0,000

Michani vzorku:

Do deseti vialek bylo napipetovano 25 ul zasobniho roztoku prodanu v acetonu
o koncentraci 2-10™ mol-I"". Celkovy objem roztokii ve vialkach byl 5 ml, tedy koncentrace
prodanu ve vysledném vzorku byla 10°mol-I'. Napipetovany aceton byl odpafen
za snizen¢ho tlaku pfi laboratorni teploté¢ a nasledné byly pipetovany frakce zminénych tfi
rozpoustédel, které¢ vychazely z navrzenych objemovych zlomki (Tabulka 2). Vzorky byly
nasledné michany na michacce.

4.4.2 Meéreni kritické agrega¢ni koncentrace CTAB pomoci prodanu

Bylo piipraveno deset vzorkii o stejné koncentraci prodanu (5-107 mol-I") a kyseliny
hyaluronové 0,01 g-1") a s riznou koncentraci CTAB (0,01 — 0,2 mmol-1"). Vzorky byly
pfipraveny pomoci zasobnich roztoku:

Zasobni roztok prodanu (v acetonu): 2-10 mol-1”!
- Roztok byl skladovan pii teploté 4 °C
Zasobni roztok kyseliny hyaluronové (HA): 1 g-1”!

- Ptipraven rozpusténim 0,05 g HA (analytické vahy) v 50 ml Milli Q vody,
nadoba  byla uzaviena, roztok byl skladovan pfi teploté 4 °C.

Zasobni roztok CTAB: 0,002 mol-1"!

- Ptipraven rozpusténim 0,0364 g CTAB (analytické vahy) v 50 ml Milli Q
vody, nadoba byla uzaviena, roztok byl skladovan pfi laboratorni teploté.

Koncentra¢ni rozsah CTAB byl rozdélen do deseti koncentraci (Tabulka 3). Ptiprava
vzorkl ze zasobnich roztoktli probihala nasledovné:

- Ptidani 12,5 pl zasobniho roztoku prodanu do kazdého vzorku a nasledné
odpareni rozpousteédla (acetonu) za snizeného tlaku pti laboratorni teplote
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- Ptidani 50 pl zasobniho roztoku HA do kazdého vzorku
- Ptidani 25 — 500 pl zésobniho roztoku CTAB do piislusnych vzorku

- Ptidani takového objemu vody Milli Q, aby celkovy objem kazdého vzorku
byl 5 ml

Naésledné byly vzorky michany na michacce.

Tabulka 3: Koncentrace jednotlivych latek ve vzorcich a pipetované objemy zdsobnich roztokii

Vzorek |cemualgl']  |ecras [mmol-1'] | Via [pl] Veras [ Vyoda [111]

1 0,01 0,01 50 25 4925
2 0,01 0,02 50 50 4900
3 0,01 0,03 50 75 4875
4 0,01 0,04 50 100 4850
5 0,01 0,05 50 125 4825
6 0,01 0,07 50 175 4775
7 0,01 0,08 50 200 4750
8 0,01 0,1 50 250 4700
9 0,01 0,15 50 375 4575
10 0,01 0,2 50 500 4450

Celkem byly namichany dv¢ analogické fady téchto vzorki (celkem 20 vzorki), kdy druha
fada slouzila jako blank (neobsahovala prodan) a byla pouzita k eliminaci nezadoucich jevt
v emisnich spektrech (napt. Ramanova rozptylu).

Po proméfeni na pfistrojich Fluorolog a Fluorocube bylo do kazdého vzorku piidano
121 pl nasyceného roztoku NaCl (6,173 mol-lI"), aby koncentrace NaCl ve vzorcich byla
0,15 mol-I"". Vzorky byly po promichani proméfeny stejnym zpiisobem.

Meéieni bylo provedeno tfikrat, tedy ptiprava sady vzorkli (20 vzorkl) byla provedena
trikrat.

4.4.3 Meéreni ¢asové rozliSenych emisnich spekter prodanu

Pro tento experiment byly namichany dva vzorky sloZzenim shodné se vzorkem ¢. 5
z ptedchoziho méfeni, pficemz do jednoho z nich bylo pfidano 121 ul nasyceného roztoku
NaCl.

4.4.4 Meéreni kritické agrega¢ni koncentrace CTAB pomoci perylenu

Postup ptipravy vzorkli byl analogicky zplsobu piipravy vzorkli u méfeni kritické
agregacni koncentrace pomoci prodanu. Rozdilem zde byla pouzita fluorescen¢ni sonda a jeji
koncentrace. PouZitou sondou byl perylen, jehoZ zasobni roztok mél koncentraci 10 mol-1",
rozpoustédlem byl aceton. Pipetovany objem roztoku sondy byl 50 ul, vysledna koncentrace
perylenu ve vzorcich tedy byla 10 mol-I"". P¥idavani soli nebylo realizovano. Toto méfeni
také nevyzadovalo méteni paralelnich vzorkii. Koncentracni fada byla zmenSena o vzorek
s koncentraci tenzidu 0,04 mmol 1",
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4.5 Nastaveni pristroju

4.5.1 Charakteristiky prodanu v polaritni Skale rozpoustédel

Fluorolog:
Excitace Excitace - Stérbina Emise Emise - stéerbina
360 nm 2 nm 380 — 650 nm 2 nm
Fluorocube:

Pted métfenim vlastnich vzorkl byla zjisténa odezva lampy za pouziti zatfeni rozptylujiciho
koloidniho roztoku oxidu kfemicitého pii nastaveni emisniho monochromdatoru na vinovou
délku excita¢niho zdroje, kterym byla NanoLED lampa o vlnové délce 361 nm. Vlastni
méfeni probéhlo s vyfazenym monochromatorem za pouziti cut-of filtru pro 400 nm. Dale
byly pouzity neutralni filtry, pro snizeni inzenzity zaieni lampy u vzorkd, které emitovaly
s vEtsi intenzitou a které by tak zahltily detektor.

Zisk dat Excitacni zdroj
Coaxial Delay 95 ns Repetition rate 1 MHz
Rozpéti TAC 100 ns Sync Delay 0s
Peak Preset 0s
Pocet fotonti Stérbiny 8 nm

: 10 000 . N
v maximu poklesu Reverzni uspotadani  ano

4.5.2 Méreni kritické agregacni koncentrace CTAB pomoci prodanu
Fluorolog: viz Charakteristiky prodanu v polaritni §kale rozpoustédel
Fluorocube:

Pted métenim vlastnich vzorkl byla zjisténa odezva lampy za pouziti zatfeni rozptylujiciho
koloidniho roztoku oxidu kfemicitého pii nastaveni emisniho monochromdatoru na vinovou
délku excita¢niho zdroje, kterym byla NanoLED lampa o vlnové délce 361 nm. Vlastni
méfeni probéhlo s vyfazenym monochromatorem za pouziti cut-of filtru pro 400 nm. Dale
byly pouzity neutralni filtry, pro snizeni inzenzity zaieni lampy u vzorkd, které emitovaly
s veétsi intenzitou.

Zisk dat Excitacni zdroj

Coaxial Delay 65 ns Repetition rate 1 MHz

Rozpéti TAC 50 ns Sync Delay 0s

Peak Preset 0s

Pocet fotont Stérbiny 16 nm
. 10 000 . N

v maximu poklesu Reverzni uspotadani  ano

4.5.3 Méreni ¢asové rozliSenych emisnich spekter prodanu
Fluorocube:

Pted métenim vlastnich vzorkt byla zjisténa odezva lampy za pouziti zateni rozptylujiciho
koloidniho roztoku oxidu kiemicitého pii nastaveni emisniho monochromatoru na vlnovou
délku excitacniho zdroje, kterym byla NanoLED lampa o vinové délce 361 nm. Vlastni
meéieni probéhlo bez pouziti filtri. Bylo méfeno celkem 16 poklest intenzity pfi nastaveni
emisniho monochrométoru na vinové délky od 410 do 635 nm s krokem 15 nm.
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Zisk dat Excitacni zdroj

Coaxial Delay 65 ns Repetition rate 1 MHz

Rozpéti TAC 50 ns Sync Delay 0s

Peak Preset 0s 5

Pocet fotonti Stérbiny 16 nm
. 4 000 , NP

v maximu poklesu Reverzni uspofadani  ano

v

emise vzorku.

4.5.4 Meéreni kritické agrega¢ni koncentrace CTAB pomoci perylenu

Fluorolog:
Excitace Excitace - Stérbina Emise Emise - stérbina
410 nm 2 nm 420 — 540 nm 2 nm
Fluorocube:

Pted métenim vlastnich vzorktl byla zjisténa odezva lampy za pouziti zateni rozptylujiciho
koloidniho roztoku oxidu kiemicitého pii nastaveni emisniho monochromatoru na vlnovou
délku excitacniho zdroje, kterym byla NanoLED lampa o vinové délce 389 nm. Vlastni
méieni probéhlo s vyfazenym monochromatorem za pouziti cut-of filtru pro 400 nm. Dale
byly pouzity neutralni filtry, pro snizeni inzenzity zafeni lampy u vzorku, které emitovaly
s vEétsi intenzitou.

Zisk dat Excitacni zdroj

Coaxial Delay 65 ns Repetition rate 1 MHz

Rozpéti TAC 50 ns Sync Delay 0s

Peak Preset 0s 5

Pocet fotonti Stérbiny 32 nm
. 10 000 . NP

v maximu poklesu Reverzni uspofddani  ano

4.6 Vysledky a diskuze

4.6.1 Charakteristiky prodanu v polaritni Skale rozpoustédel

Na pristroji Fluorolog byla zjisténa emisni spektra prodanu pro vSech deset rizné polarnich
prostiedi, kterd jsou zndzornéna na obrazku 12.
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Obrazek 12: Emisni spektra prodanu v prostiedich s riiznou polaritou
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Obrazek 13: Normalizovana emisni spektra prodanu v prostiedich s riiznou polaritou

Po normalizovani emisnich spekter (Obrazek 13) je zfejmé, Ze se sniZujici se polaritou
prostiedi se maximum emise posunuje ke kratSim vlnovym délkam. Nejvice polarnim
prostiedim byla Cista voda, nejméné polarnim n-heptan. Maxima emise prodanu u téchto dvou
prosttedi byla 518 a 392 nm. Posun ke krat$im vlnovym délkam se snizujici se polaritou

-36 -



rozpoustédla je zptisoben klesajicim dipélovym momentem molekul prostiedi, které pii své
relaxaci (orientaci kvuli elektrostatickym interakcim) v okoli excitované molekuly odebiraji
excitované molekule ménég energie.

Tabulka 4 znéazornuje doby Zivota prodanu v jednotlivych prostfedich. Plné¢ jsou
znazornény doby zivota, které byly "pfifazeny" jednotlivym primarnim rozpoustédlim,
kurzivou jsou znazornéna relativni zastoupeni piislusnych dob zivota.

Tabulka 4: Doby Zivota prodanu a jejich zastoupeni pro jednotlivé vzorky

Af 0,320 (0,310 /0,301 | 0,285 10,252 10,191 {0,137 | 0,088 | 0,042 | 0,000
Vzorek 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
7 (voda - kratsi Cas) 0,69
[%] 51,06
7 (voda - delsi cas) 2,000 2,26| 2,67| 2,03
[%] 48,941 061,16|38,33| 7,18
7 (aceton) 3,65| 3,64| 3,42| 3,16 2,85| 2,34| 2,02
[%] 38,84|61,67|92,82)192,41|87,38|74,85|15,70
7 (n-heptan) 1,74 1,64| 1,48| 1,03| 0,28| 0,13
[%] 7,591 12,62|25,15|84,30| 31,54 | 80,40
0,62| 1,76
7 (neurcité) 63,35| 7,66
[%] 4,07 4,71
511)11,94
Data z tabulky 4 jsou znazornéna na obrazku 14.
5,0 ‘
4,5 -
4,0
A A
3,5 1 A
A
3,0 1 N
T a
L 2,5 A .
2,0 - s . .
1,5 A ] -
1,0 .
A *
0,5 -
001 ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Af

+ Vodné prostiedi (kratSi Cas) = Vodné prostfedi (delSias) a Aceton = n-heptan a Neurcité Casy ‘

Obrazek 14: Zavislost dob Zivota prodanu na Lippert-Matagové polaritnim parametru

Vzorek 1 s nejpolarnéjSim prostiedim - Cistou vodu - vykazal dvé typické doby Zivota, 2
a 0,69 ns. Tabelované hodnoty jsou 2 a 0,7 ns [15].
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Vzorky 2 - 3 byly smésmi vody a acetonu. Zde nebyla detekovana doba Zivota prodanu
ve vode, kdy dochdzi ke tvorbé komplexu prostiednictvim vodikovych mustka (0,7 ns).
Objevily se zde vzdy dvé doby zivota prodanu - pro vodné prostiedi (2,26 a 2,67 ns)
a pro lokalizaci v acetonu (3,65 a 3,64 ns). Z absence druhého cCasu charakteristického
pro vodu Ize usuzovat, Ze se zde netvofily komplexy mezi excitovanou molekulou prodanu
a molekulami vody prostiednictvim vodikovych mustka.

Vzorek 4 obsahoval pouze aceton, nicméné zde byla zjiSténa druhd doba zivota,
charakteristicka pro vodu (2,03 ns). To mtize byt vysvétleno pfitomnosti nepatrného mnozstvi
vody v pouzitém acetonu, odpovidd tomu i minoritni zastoupeni tohoto ¢asu (7,18 %). Doba
zivota prodanu v acetonu byla 3,42 ns. Tabelovana hodnota je 3,35 ns [16]. Aceton je
aprotické rozpoustédlo, komplexy excitovaného prodanu s molekulami vody prostfednictvim
vodikovych mitstkl nebyly detekovany.

Vzorky 5 — 8 obsahovaly aceton a n-heptan. Vykazovaly dvé doby Zivota, které byly
prisouzeny interakcim s molekulami acetonu nebo n-heptanu. Obé doby Zivota se zkracovaly
s klesajici polaritou prostfedi, pfi¢emz rostlo zastoupeni doby Zivota "pfisouzené" n-heptanu.

U vzorkt 9 a 10 doslo k detekci tii dob zivota, z nichz nejkrat$i by mohla byt pfisouzena n-
heptanu. Zbylé¢ dvé doby zivota jsou nezndmého plivodu, s nejvetsi pravdépodobnosti jde
o nevyznamné doby Zzivota (necistoty), jejichz detekce byla zplisobena nizkou intenzitou
fluorescence prodanu v n-heptanu, coz je patrné z obrazku 1. U vzorku 9 byl dobé Zivota
prodanu v n-heptanu ptisouzen ¢as 0,28 ns (31,54 %). U vzorku 10 patfil majoritni podil
detekovanych dob zivota n-heptanu s 0,13 ns (80,4 %). Tabelovana hodnota doby zivota n-
heptanu je 0,15 ns [15].

Toto méfeni potvrzuje, Ze prodan je fluorescencni sonda citlivd na polaritu okolniho
prostiedi a na schopnost prostfedi vytvaret vodikové mistky. Protoze u méné polarnich
prostiedi nedochdzi k tak markantni relaxaci molekul rozpoustédla, dochazi k men§im ztratdm
energie excitované molekuly prodanu do okoli. Molekuly prodanu pak maji tendenci emitovat
v kratSich ¢asech a v kratSich vlnovych délkach. Pii snizeni polarity prostfedi doSlo vzdy
k hypsochromnimu posunu. Z trendu zévislosti dob zivota prodanu na polarit¢ vybocoval
pouze vzorek 1, ktery obsahoval nejpolarnéjsi prosttedi — Cistou vodu. Zde byly doby Zivota
relativné kratké, coz bylo zplisobeno schopnosti vody vytvaret vodikové mustky. DalSim
divodem mohl byt fakt, ze voda obsahuje jist¢é mnozstvi rozpusSténého kysliku, ktery ma
schopnost zhaSet excitované molekuly a zkracovat tak jejich dobu zivota.

4.6.2 Méreni kritické agregacni koncentrace CTAB pomoci prodanu

Emisni spektra prodanu obsahovala peak Ramanova rozptylu s maximem o vinové délce
asi 411 nm. Tento peak byl odstranén odectenim intenzity emise blanku.

Hodnoty intenzity emise prodanu ze tfi métfeni (bez piidavku NaCl) byly zprimérovany
(celkové méteni bylo povedeno tfikrat) a normalizovany. Vyslednd spektra jsou znazornéna
na nasledujicim obrazku:
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Obrazek 15: Normalizovand emisni spektra prodanu v systému HA — CTAB ve vodném prostiedi

Z obrazku 15 je vidét, ze dochazi k posuvu maxim emise ke kratSim vlnovym délkam
u vzorkd, které jsou situovany uvniti koncentra¢niho rozsahu CTAB.

Maxima emise prodanu ze tii méteni byla zprimérovana pro kazdou z koncentraci CTAB
a byla zjisténa jejich vybérova smérodatna odchylka.

520

506 T T T T T T T T T T
0 0,02 004 006 0,08 0,1 012 0,194 0,296 0,18 0,2 0,22

CcTAB [mmol.l'1]

Obrazek 16: Vinové délky maxim emise prodanu v zavislosti na koncentraci CTAB v syst¢emu HA — CTAB
ve vodném prostiedi
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Obrazek 16 ukazuje, ze ve zvoleném koncentraénim rozsahu CTAB dochézi ke snizeni
vlnové délky maxima emise, tedy ze vzorky obsahovaly nepolarni domény CTAB.

4,0

35 {tl {{ {

2,5 A

2,0{{{{! P q { ; X

1,5

T [ns]

1,0 1

0,5 A

0,0 T T T T T
0 0,04 0,08 0,12 0,16 0,2

CCTAB [mmol.l'1]

+ Vodné prostredi (kratSi Cas) = Vodné prostiedi (delSi¢as) a Agregaty CTAB ‘

Obrazek 17: Doby Zivota prodanu v zavislosti na koncentraci CTAB v systému HA — CTAB ve vodném
prostiedi

Primérné hodnoty dob zivota prodanu v systému HA s CTAB bez pifitomnosti soli:
Vodné prostredi (kratsi cas): 7=(0,66+0,01) ns
Vodné prostiedi (delsi Cas): 7=(1,95%£0,05) ns
Agregaty CTAB: 7=(3,36%0,24) ns

Z obrazku 17 lze vidét, ze vSechny vzorky kromé vzorku 10 vykazovaly tii doby Zivota
prodanu, neboli je potvrzeno, zZe ve zvoleném koncentracnim rozsahu CTAB dochazelo
k agregaci CTAB.
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Obrazek 18: Priimérné relativni zastoupeni dob Zivota prodanu v zdvislosti na koncentraci CTAB v systému
HA — CTAB ve vodném prostiedi
Obrazek 18 ukazuje, ze zastoupeni doby zivota prodanu emitujiciho z nepolarnich domén
roste se zvySujici se koncentraci CTAB az ke vzorku 4, poté pozvolna klesa az je nakonec
nulové u vzorku 10. CTAB tedy agregovalo nejvice pii koncentraci 0,04 mmol-1™,

Do proméfenych vzorktl bylo pfidano ptislusné mnozstvi NaCl a vzorky byly analogicky
prométeny znovu. Ziskana data byla zpracovéana stejnym zptisobem, jak je popsano vyse.
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Obrazek 19: Normalizovand emisni spektra prodanu v systému HA — CTAB za pFitomnosti soli
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Obrazek 19 ukazuje, ze dochédzi k vyrazn&jSimu posunu vlnové délky maxim emise
prodanu a to u vzorkii na koncovém okraji koncentra¢niho rozsahu CTAB. Zvlasté u vzorka

8,9al10.

525
520 + _
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&
495
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+ Vzorek 1 + Vzorek 2 + Vzorek 3 Vzorek 4 + Vzorek 5
+ \Vzorek 6 * Vzorek 7 * VVzorek 8 Vzorek 9 + Vzorek 10

Obrazek 20: Vinovd délka maxima emise prodanu v zavislosti na koncentraci CTAB v systéemu HA — CTAB
za pFitomnosti soli

Z obrazku 20 lze vidét, ze vinova délka maxima emise s rostouci koncentraci nejdiive
stagnuje, a poté klesd. Posun ke kratSim vinovym délkdm je markantnéjSi nez posun
v nepiitomnosti soli a pravdépodobné tedy vznikaji vétsi micelarni agregaty.
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Obrazek 21: Doby Zivota prodanu v zavislosti na koncentraci CTAB v systéemu HA — CTAB za pFitomnosti
soli

Primeérné hodnoty dob zivota prodanu v systému HA s CTAB v piitomnosti soli:
Vodné prostredi (kratsi cas): 7=(0,6510,06) ns
Vodné prostiedi (delsi cas): 7=(1,97£0,12) ns
Agregaty CTAB: 7=(3,21%£0,07) ns

Na obrazku 21 je vidét, ze po pfidani soli se v systému objevily doby zivota
charakterizujici agregaty CTAB az u vzorku 7, 8,9 a 10.
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Obrazek 22: Priimérné relativni zastoupeni dob Zivota prodanu v zdvislosti na koncentraci CTAB v systému
HA — CTAB za piitomnosti soli

Obrazek 22 ukazuje, zvySujici se zastoupeni dob zivota prodanu charakteristickych
pro agregaty CTAB.

Vysledky méteni kritické agregacni koncentrace potvrdily vznik agregatii v koncentratnim
rozsahu CTAB 0,01 — 0,2 mmol-I". U vzorkd 1 — 9, tj. v koncentracich CTAB 0,01 —
0,15 mmol-I"', byla zjisténa tfeti doba Zivota prodanu, ktery byl pfifazen nepolarnim
agregatim CTAB. U vorku 10 dochazelo ke vzniku gelu, ve kterém byly agregaty CTAB
zachyceny. V méfeném objemu vzorku tedy zadné agregaty detekovany nebyly.

Po pfidani soli doSlo v systému k vyrazné zméng. K agregaci dochazelo az ve vétsich
koncentracich CTAB (0,08 — 0,2 mmol-1") a s v&t3i intenzitou nez v ptipadé nepfitomnosti
soli. V systému tedy nedochazelo ke vniku CAC, vzniklé domény CTAB by mohly byt
vysvétleny snizenou hodnotou CMC, ke které se systém blizil.

4.6.3 Meéreni Casové rozliSenych emisnich spekter prodanu

Pro zjisténi Casové rozliSenych emisnich spekter prodanu byly pouzity dva vzorky se
syst¢émem HA — CTAB se stejnou koncentraci CTAB (0,05 mmol 1" - ptiblizné stfed rozsahu
koncentraci CTAB, kde vznikaly agregaty) a s koncentraci HA stejnou jako v predeslych
piipadech. Jeden ze vzorkii obsahoval NaCl o koncentraci 0,15 mol-1". Podle predchozich
méieni by v neptfitomnosti soli mély byt detekovany tfi doby Zivota a v pfitomnosti soli dvé
doby zivota prodanu.

Celkem bylo pro kazdy vzorek individualné zméteno 16 poklest intenzity pfi vinovych
délkach od 410 do 635 nm s krokem 15 nm. Poklesy byly naméfeny se stabilnim poctem
detekovanych fotonil ve svém maximu. Pro ziskdni TRES bylo tedy potieba vychazet z ¢asu,
za ktery doslo k dosazeni zvoleného mnozstvi fotonii v maximu poklesu. K ziskani TRES
byla pouzita reciprokd hodnota doby trvani méfeni poklest. Ziskand hodnota potom byla
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ukazdé meéfené vinové délky rozdélena v poméru ziskanych relativnich amplitud
prislusejicich jednotlivym Castm.
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Obriazek 23: Casové rozliSené emisni spektrum prodanu v systému HA — CTAB,
pii koncentraci CTAB 0,05 mmol-I' ve vodném prostiedi
Na obrazku 23 je vidét, ze vysledna intenzita je souctem tii dil¢ich emisi nélezicich tfem
dobam zivota prodanu. Dil¢i emise pro dobu Zivota prodanu z hydrofébnich domén je v ramci
celkového spektra posunuta ke kratSim vlnovym délkam oproti dil¢im emisim prodanu
z vody, protoze dochdzi k mens$im ztratdm energie excitované molekuly prodanu relaxaci
prostiedi.

V pftipadé Casové rozliSeného emisniho spektra prodanu ze vzorku se soli (Obrazek 24)
byly detekovany dvé doby zivota, které jsou charakteristické pro prodan ve vodé. Kratsi doba
zivota je vice zastoupena v kratSich vlnovych délkéach, protoze zde dochdzi diive k emisi
a tedy mensi ztraté energie.
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Obriazek 24: Casové rozliSené emisni spektrum prodanu v systému HA — CTAB,
pii koncentraci CTAB 0,05 mmol-I" za piitomnosti soli

Primérné hodnoty dob Zivota prodanu v syst¢ému HA — CTAB bez ptfitomnosti soli:

Vodné prostiedi (kratsi ¢as): 7=(0,51£0,12) ns
Vodné prostredi (delsi cas): 7=(1,37£0,32) ns
Agregaty CTAB: 7=(3,02£0,28) ns

Primérné hodnoty dob Zivota prodanu v syst¢ému HA — CTAB v pfitomnosti soli:
Vodné prostiedi (kratsi cas): 7=(0,70£0,29) ns
Vodné prostredi (delsi cas): 7=(2,08+£0,55) ns

Tato méfeni se obvykle provadi automatizované a nepouziva se méfeni individudlnich
poklesti pii jednotlivych vlnovych délkach. Pii automatizovaném méieni totiz dochazi
ke korelovani parametrti poklesti a ziskané vysledky jsou presngjsi. Casové rozlisena méfeni
byla u zminénych vzorki provedena také automatizované, nicméné takto ziskand data se
zatim nepodatilo pomoci dostupnych programi vyhodnotit a ziskat tak potfebné parametry
poklesti.

U poklesi méfenych pii nizSich vlnovych délkach nez 450 nm dochazelo k ruSeni
pozadovanych dat pfitomnosti Ramanova rozptylu. Tento jev by bylo mozno eliminovat
pouzitim zktizenych polarizatort, které by ale vyrazné prodlouzily dobu ziskavani dat, nebo
pouzitim excitace o krat$i vinové délce, diky které by se Ramantiv rozptyl projevil u kratSich
vlnovych délek, nez tomu bylo pfi pouzité excitaci (361 nm).

4.6.4 Meéreni kritické agregacni koncentrace CTAB pomoci perylenu

Ve stejném koncentratnim rozsahu CTAB jako v pfipadé¢ meétfeni kritické agregacni
koncentrace CTAB pomoci prodanu bylo provedeno méfeni pomoci perylenu.
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Obrazek 25: Emisni spektra perylenu v systéemu HA — CTAB ve vodném prostiedi

Na obrazku 25 je vidét, ze nejvyssi intenzitu fluorescence vykazuji vzorky ze stfedu
koncentra¢niho rozsahu. To je vysvétleno tim, Ze zde vznikaji hydrofobni domény, ve kterych

je perylen na rozdil od vody dobie rozpustny.
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Obrazek 26: Intenzita fluorescence perylenu v maximu emise pii 442 nm na koncentraci CTAB v systému
HA — CTAB ve vodném prostiredi
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Obrazek 26 potvrzuje vznik hydrofébnich domén ve stiedu koncentra¢niho rozsahu CTAB
zvysenim intenzity emise.
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Obrazek 27: Doby Zivota perylenu v zavislosti na koncentraci CTAB v systéemu HA — CTAB ve vodném
prostiedi

Primeérné hodnoty dob zivota perylenu v syst¢ému HA — CTAB:

Agregaty CTAB: 7= (5,53+0,23) ns

Vodné prostedi: © ~ (2,10+0,63) ns

Excimer: 7 =(0,05£0,02) ns

Na obrazku 27 jsou znazornény doby Zivota perylenu v systému HA — CTAB. Dochazi zde
stabiln¢ k detekci dvou dob Zivota perylenu, které mohou byt pfifazeny perylenu v nepoldrni
doméné (5,53 ns) a excimeru perylenu (0,05 ns). Treti doba zivota mlze byt pfifazena
perylenu situovanému ve vodném prostfedi. Tato doba Zivota byla zjiSténa pouze u krajnich
hodnot koncentra¢niho rozsahu CTAB.
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Obrazek 28: Relativni zastoupeni dob Zivota perylenu v zavislosti na koncentraci CTAB v systému HA —
CTAB ve vodném prostiedi

Z obrazku 28 je vidét, ze ve stfedu koncentratniho rozpéti CTAB nese zvySeny podil
emise pochazejici z excimeru perylenu. Dochazelo zde pravdépodobné k vytvoteni vétSich
agregati CTAB, ve kterych vzrostla pravdépodobnost vytvofeni excimeru (perylen jako
lipofilni molekula ma tendenci dostat se do hydrofobnich domén). Lze odtud také vyvodit,
ze doba zivota perylenu pfisluSejici vodé je pravdépodobné piitomna stale, jen u vzorki
ve sttedu koncentra¢niho rozsahu je emise z vody tak slabd v porovnani s emisi
z hydrofobnich domén, ze nebyla detekovana.

Vysledky meéteni systétmu HA — CTAB pomoci perylenu potvrzuji vysledky méteni
pomoci prodanu. Ve zvoleném koncentraénim rozsahu CTAB vznikaji agregaty CTAB, které
se ve vyssich koncentracich CTAB (0,2 mmol-I-1) shlukuji s HA do formy gelu a vytraci se
z volného roztoku. Tato sonda byla oznaCena jako méné¢ vhodna pro studium systému CAC

vvvvvv
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5 ZAVER

Tato prace studovava agregaci kationaktivniho tenzidu CTAB na zaporn¢ nabitém
fetézci hyaluronové kyseliny, kdy tenzid vytvarel minimicely, Gtvary mens$i nez klasické
volné micely vyskytujici se v roztoku po dosazeni CMC. Systém obsahujici minimicely by
mohl najit vyuziti v oblasti cileni 1éCiv, proto byl tento systém aplikovan i do prostiedi
fyziologického roztoku (prostfedi s NaCl o koncentraci 0,15 mol 1), kde bylo zjistovano, zda
je systém pritomnosti soli nezménén. Systém HA — CTAB byl studovan pfi jedné koncentraci
kyseliny hyaluronové a proménné koncentraci tenzidu, kde koncentracni rozsah nedosahoval
CMC tenzidu, jen se k ni blizil. Ke studiu téchto systémi byly pouzity dvé fluorescencni
sondy — prodan a perylen. U prodanu byly déle na zdklad¢ jeho nespecifické rozpustnosti
zjistény jeho fluorescencni charakteristiky (maxima emise a doby Zivota) v polaritni Skale
rozpoustédel. Analyza systémil probihala prostfednictvim ustdlené a casové rozliSené
fluorescencni spektroskopie.

Prvni cast prace se zabyva studiem charakteristik prodanu v polaritni Skale
rozpoustédel. Tato Skala byla vytvofena ze tii primarnich rozpoustédel o rtizné polarité (voda,
aceton, n-heptan) a z jejich bindrnich smési. Kromé citlivosti na polaritu prokazal prodan
citlivost 1 na schopnost prostfedi tvofit vodikové mustky, eventudlné na pfitomnost
rozpusténého kysliku a to konkrétné u vzorku obsahujiciho pouze vodu. Zde vykézal prodan
dve relativné kratké doby zivota (kratSi doba Zivota je piisouzena interakci s vodikovymi
mustky [15]). U dalSich vzorkdi se postupné snizovala polarita, se kterou se postupné
zkracovaly jak zjisténé doby zivota, tak vinové délky maxima emise prodanu. Kazda doba
zivota prodanu byla pfisouzena interakci vzdy s jednim z primarnich rozpoustédel.
Nevhodnym prostiedim pro pouziti prodanu jako fluorescencéni sondy by mohl byt oznacen
Cisté nepolarni n-heptan, z n¢hoz prodan emituje ve vlnovych délkdch na modrém konci
svého emisniho spektra. Intenzita fluorescence je pak velmi slabé a je ruSena nevyznamnymi
jevy (projeveni necistot). Zjisténé doby zivota prodanu v primdrnich rozpoustédlech
odpovidaly tabelovanym hodnotam [15, 16].

Druhd cast prace studovala systtm HA — CTAB ve vodném prostiedi
a ve fyziologickém roztoku. V ptipad¢ vodného prostfedi byl ve zvoleném koncentratnim
rozsahu CTAB splnén predpoklad vzniku agregati CTAB. Se zvySujici se koncentraci se
mnozstvi agregatii nejdiive zvysSovalo, poté klesalo, az vymizelo, kvili uzavieni do gelové
faze. V pfipadé¢ pouziti sondy prodanu byla pfitomnost agregatl potvrzena ziskanim tteti doby
zivota. U perylenu dochazelo ke zvySené emisi pochazejici z excimeru perylenu.

Po pridéni soli doslo ke kolapsu systému. Agregaty CTAB vznikaly az na konci zvoleného
koncentracniho rozsahu CTAB a byly vyrazné€jsi, nez v piipadé vodného prostiedi. Nejspise
dochdazelo ke vzniku volnych micel, systém tedy dosahl kritické micelarni koncentrace.

Déle byla ziskdna Casové rozliSena emisni spektra prodanu v syst¢ému HA — CTAB
pfi jedné koncentraci CTAB jak ve vodném prostiedi, tak v prostfedi fyziologického roztoku.
Tato spektra prokéazala pfitomnost agregatii ve vodném prostiedi a nepfitomnost agregat
ve fyziologickém roztoku. Bylo ptredpokladano, Ze pfi snimani poklesii intenzity fluorescence
pii jednotlivych vinovych délkach by v pfitomnosti agregatii CTAB mohlo dojit k detekci Ctyt
dob Zivota prodanu. Ctvrta doba Zivota by pochéazela od prodanu situovaného v palisadové
vrstve agregatit CTAB, kde by byl prodan drzen diky interakci svych m-elektronovych oblaka
s kladn¢ nabitymi skupinami tenzidu. Tato doba zivota prodanu vSak nebyla zjisténa.
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Cilem dalsi prace je ziskat casové rozliSena emisni spektra s korelovanymi parametry
a hledat dalsi systtmy HA — CTAB, kter¢é by se mohly uplatnit jako nosice 1éCiv
1 ve fyziologickém roztoku.
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7 SEZNAM ZKRATEK

ADC
CAC
CFD
CMC
CTAB
FWHM
HA
IRF
NLLS
PAL
PGA
TAC
TCSPC

TRES
WD
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analog-to-digital converter (analogové digitalni ptfevodnik)

kriticka agregacni koncentrace

constant function discriminator ("diskriminator konstantni funkce")
kritickd micelarni koncentrace

cetyltrimethylamonium bromid

the full width of the half maximum intensity

hyaluronova kyselina

instrument response function (funkce piistrojové odezvy)

nonlinear least squares (metoda nejmensich ¢tverct)

povrchové aktivni latky

programmable gain amplifier ("programovatelny vysledny zesilovac")
time-to-amplitude convertor (pfevodnik ¢asu na amplitudu)
time-correlated single photon counting (metoda ¢asové korelovaného
¢itani fotont)

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



8 PRILOHY
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Priloha 2: TCSPC data prodanu u vzorku ¢. 5 v systéemu HA — CTAB v piitomnosti soli (méieno
PFi vyFazeném emisnim monochromdtoru)
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Priloha 3: TCSPC data perylenu u vzorku ¢. 4 v systéemu HA — CTAB ve vodném prostiedi (méieno
PFi vyFazeném emisnim monochromdtoru)
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