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ABSTRAKT

Vramci této diplomové prace byly zhlediska mikroviskozity zkoumdény kapalné
a kondenzované systémy tvofené hyaluronanem (Hya) a kationtovym tenzidem
cetyltrimethylamonium bromidem (CTAB). U vzorktli byly méfeny excita¢ni a emisni spektra,
doba zivota, anizotropie ustdlené fluorescence a Casové-rozliSena anizotropie fluorescence.
Nejprve byl studovan vznik hydrofobnich domén v syst¢ému Hya-CTAB pii koncentracich
CTAB nizsich nez jeho kritickd micelarni koncentrace ve vodném prostiedi a v prostiedi
0,15M NaCl. Ukézalo se, ze ve vodném prostfedi dochazi ke vzniku malych hydrofobnich
domén navéazanych na fetézci Hya a od urcité vyssi koncentrace CTAB dochazi k fazové
separaci a vzniku kondenzované faze. Vlivem ptidavku NaCl pak dochazi k ptfebudovani
tohoto systému, které pravdépodobné vede ke vzniku volnych micel v roztoku. Dale byly
zkoumany kondenzované faze systému Hya-CTAB-NacCl pii vysokych koncentracich tenzidu
v prubéhu cCtrnactidenniho starnuti. Ukézalo se, ze hydrofobni domény jsou z hlediska
mikroviskozity stalé, zato u hydrofilnich ¢asti dochézi k jejimu postupnému sniZzovani.

ABSTRACT

In this diploma thesis were investigated in terms of microviscosity liquid and condensed
systems composed of hyaluronan (Hya) and cationic surfactant cetyltrimethylammonium
bromide (CTAB). The excitation and emission spectra, lifetime, steady-state fluorescence
anisotropy and time-resolved fluorescence anisotropy of the samples were measured. First,
was studied the formation of hydrophobic domains in the system Hya-CTAB at concentration
of CTAB lower than its critical micelle concentration in an aqueous solution and 0.15M NaCl.
It was found that in an aqueous solution small hydrophobic domains linked to chains Hya are
formed. Then an increasing concentration of CTAB leads to phase separation and formation
of gel. Due to the addition of NaCl then leads to the reorganization of this system and
probably the formation of free micelles in the solution. Were also studied condensed phase of
system Hya-CTAB-NaCl at high concentrations of surfactant during fourteen days of ageing.
It was found that the microviscosity of hydrophobic domains is constant, but the
microviscosity of hydrophilic parts gradually decreases.

KLICOVA SLOVA

Anizotropie fluorescence, hyaluronan, CTAB, interakce, perylen, rhodamin 6G,
mikroviskozita.

KEY WORDS

Fluorescence anisotropy, hyaluronan, CTAB, interaction, perylene, rhodamine 6G,
microviscosity.
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1 UVOD

Me¢fteni anizotropie fluorescence, at’ uz v ustaleném nebo casové rozliSeném modu patii
mezi perspektivni fluorescen¢ni techniky a vyuziva se k ziskavani informaci v Siroké skale
aplikaci.

Jelikoz v dne$ni dob¢ neustale narlistad pocet pacientd trpicich nadorovym onemocnénim,
snazi se vyzkumnici z celého svéta vytvorit a uvést do praxe u¢inngjsi, ale 1 zaroven Setrn¢jsi
zpusob 1éCby nez ty, které se doposud vyuzivaji. Jako jedna z moznosti se nabizi pouziti
cileného nosice 1é¢iv, ktery by umozioval dosazeni a udrzeni optimalni koncentrace 1é¢iva
piimo v postizeném misté¢ na co nejdelsi dobu. Diky cilené distribuci by doslo ke snizeni
toxicity cytostatika vici zdravym buitkam a taktéz ke snizeni potfebnych davek 1é¢iva, coz by
vedlo k vyraznému snizeni rizika nezddoucich vedlejSich G€inkt 1é€by na organizmus.

V ramci pfispéni alesponl malym dilem k této problematice byla metoda anizotropie
fluorescence v této diplomové praci pouzita ke studiu mikroviskozitnich vlastnosti kapalnych
a kondenzovanych systémii zalozenych na interakcich mezi hyaluronanem a kationtovym
tenzidem cetyltrimethylamonium bromidem (CTAB), které by mohly byt potencidlné
vyuzitelné pravé k cilené distribuci cytostatika. Hyaluronan, latka télu vlastni a jinak
prospésna, je naddorovymi bunkami ,pfitahovana® vlivem hojné se na nich vyskytujicich
specifickych receptorti. Hyaluronan tyto bunky obali a vyzivuje, coz jim umozni piezit
arozmnozovat se. Rostoucim tumorem jsou pak pfitahovany dalsi a dalSi molekuly
hyaluronanu. Tento fakt dal vzniknout mysSlence pouzit ho jako zdkladni soucast cileného
nosice cytostatika. Bohuzel, fetézec hyaluronanu neni sdm o sob¢ schopen nést hydrofobni
1éCivo a proto je potieba dalsi latky, ktera ma schopnost navazat se na jeho fetézec a zaroven
vytvofit takové prostfedi, ve kterém by se dané 1é¢ivo mohlo solubilizovat. Tuto schopnost
maji prave tenzidy diky své amfifilni struktufe molekuly.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fotoluminiscence

Fotoluminiscence je jev, pii kterém dochézi vlivem absorpce primarniho zafeni o vhodné
vinové délce k excitaci molekuly, pfiCemz nasleduje jeji de-excitace spojend s emisi
sekundérniho zafeni v ultrafialové ¢i viditelné oblasti.

Pti absorpci vhodného elektromagnetického zafeni (UV, VIS) molekulou piejde jeji
valen¢ni elektron ze zdkladni singletové hladiny do stavu s vys$8i energii. Z kvantové-
mechanického hlediska je nejpravdépodobnéjsi vyssi singletovy stav, ve kterém jsou spiny
dvojice elektronli antiparalelni. Naproti tomu u tripletovych stavi jsou spiny elektront
orientovany paralelné. Z vyssSiho energetického stavu se nasledné¢ molekula deexcituje pomoci
riznych deaktivacnich procest. Ze spektroskopického hlediska jsou dilezitéjsi zarivé
prrechody, pii kterych dochéazi k emisi svételného kvanta. Podle uplatnéného typu zaiivého
pfechodu pak rozdélujeme fotoluminiscenci na fluorescenci, fosforescenci a zpozdénou
excitované¢ho stavu. Pokud se elektron nachazi na vyssi vibra¢ni hladin€, dochazi nejprve
k relaxaci vibra¢ni energie, pfipadné k vnitini konverzi, coz jsou velmi rychlé nezarivé
procesy. Pii vnitini konverzi elektron pfejde mezi elektronovymi stavy se stejnou spinovou
multiplicitou (napt. S; — S;). K nezafivym procesim patii i mezisystémovy piechod, pii
kterém elektron vykond zak4zany prechod mezi stavy s odlisSnou multiplicitou (napt. S; —
T)). U nezafivych procest, probihajicich mezi jednotlivymi rotacné-vibracnimi hladinami
ruznych elektronovych stavii, se celkova energie systému na rozdil od zatfivych procest
nemeni.

v vnitini vibracni
konverze relaxace
> A S . ; ;
A g e e Y mezisystémovy
— 2 3 piechod
— AANANADSTE
v S, -
¥ i
T,
absorpce fluorescence fosforescence

o - N WA

So A 4 \ 4

Obr.1  Jablonskiho diagram — schématickda reprezentace elektronovych energetickych hladin

v molekule a prechodii mezi nimi.



2.1.1 Fluorescence

Pii fluorescenci dochazi ke spinové povolenému, tudiz i velmi rychlému, zativému
prechodu elektronu obvykle z rovnovazné hladiny S; do nékteré z vibra¢nich hladin stavu
zékladniho Sy. Radové se jednd o dobu v rozmezi nanosekund.

Fluorescence se fidi n¢kolika hlavnimi pravidly a zékony [1, 2, 3]. Prvnim znich je
Stokesiiv zakon, ktery fika, Ze vinova délka emise pii luminiscenci je vétsi nebo stejna nez
vlnova délka excitacniho svétla, z ¢ehoz vyplyva, ze emisni spektrum fluoroforu je oproti
absorp¢nimu posunuto k del§im vlnovym délkam (nizsi energie). Je to zplisobeno tim, Ze se
¢ast energie vytrati pfi prechodu z vysSich vibracnich hladin do nejnizsi vibracni hladiny pfi
vibra¢ni relaxaci. Vysledny posuv spekter se nazyva Stokestv posuv (viz Obr. 2).

Dals$im je tzv. Kashovo pravidlo. Podle n¢j pied emisi fluorescen¢niho kvanta dochézi
k relaxaci vibracni energie a vnitini konverzi, coZ ma za nasledek to, Ze k fluorescenénimu
pfechodu dochazi z nejnizsi vibracni hladiny excitovaného singletového stavu S; do stavu
zékladniho Sy, ackoliv po absorpci zafeni muze dojit k excitaci i do vysSich vibracnich
a energetickych hladin. Je to zpisobeno malym energetickym rozdilem mezi hladinou S,
a vy$§imi energetickymi hladinami, diky kterému mezi nimi pfednostné probihaji velmi
rychlé nezaiivé procesy. Proti tomuto pravidlu existuji ale i vyjimky, a to v pfipad¢, ze
energeticky rozdil mezi hladinami S, a S; je srovnatelny s deaktivaci do zakladniho stavu.

Ttetim je tzv. Vavilovo pravidlo, které vychazi z Kashova pravidla a fikd, ze kvantovy
vytézek a doba trvani excitovaného stavu slozitych molekul v roztoku nezéavisi na vlnové
délce budiciho zéfeni. Z toho tedy vyplyva, Zze emisni spektra fluorescence nejsou zavislé na
excitacni vinové délce.

2.1.2 Fosforescence

Z excitovaného singletového stavu S; miize elektron piejit mezisystémovym prechodem na
nékterou z energeticky odpovidajicich vibracnich hladin tripletového stavu T;. Vibracni
relaxaci se potom dostane na jeho nejnizsi vibra¢ni hladinu, odkud piejde do stavu zakladniho
Sy za soucasného vyzareni fotonu. Aby byl pfi tomto pirechodu dodrzen Pauliho vyluc¢ovaci
princip, musi dojit ke zmén¢ orientace elektronového spinu, coz zpusobi, Zze doba zafeni pfi
fosforescenci je daleko delsi nez u fluorescence. Typicky se jednd o cas v rozmezi
107°-10° ms [2]. Fosforescence je méné Gasta nez fluorescence. Byva pozorovéana pii nizich

teplotach, u nichZ je mensi pravdépodobnost nezativych procesi, které ji konkuruji.

2.1.3 Zpozdéna fluorescence

O zpozdéné fluorescenci hovofime, pokud excitovany elektron piejde mezisystémovym
pfechodem mezi stavy S; a T;, vramci stavu T; se excituje do vySsi vibra¢ni hladiny
(prevazné diky teplu) a poté se vrati reverznim mezisystétmovym piechodem zpét do
singletového stavu S;, z jehoZ nejniz$i vibra¢ni hladiny se zafivym pfechodem dostane do
zéakladniho stavu Sy. Doba dohasindni v tomto pfipad¢ zhruba odpovida dobé dohasindni
fosforescence méfené za stejnych podminek a emisni spektrum je totozné se spektrem pii
okamzité fluorescenci.
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2.1.4 Excita¢ni a emisni spektra molekul

Pro fluoreskujici molekulu jsou charakteristickd dvé spektra — excitaéni a emisni.
Excitaénim spektrem je zavislost intenzity fluorescence pii jedné vinové délce na ménici se
vlnové délce excitacniho zareni. Vystihuje tedy relativni u€innost budiciho zareni rznych
vlnovych délek na vyvolani fluorescence. Emisnim spektrem je zavislost intenzity
fluorescence na vinové délce pii konstantni vinové délce excitujiciho zéreni.

Pro velké mnozstvi organickych molekul plati tzv. zakon zrcadlové symetrie mezi
absorpénim a fluorescen¢nim pasem. Tato symetrie je zplisobena tim, Ze absorpce i emise
z odpovidajicich si vibracnich hladin maji stejnou pravdépodobnost. VEtSina absorbujicich
1 emitujicich molekul se nachazi v rovnovazném vibracnim stavu, pfi¢emz vibracni struktura
zékladniho 1 excitovaného stavu ma stejnou strukturu. Vyjimky z pravidla zrcadlové symetrie
jsou obvykle dasledkem rozdilného geometrického usporadani atomovych jader
v excitovaném stavu oproti uspotradani ve stavu zakladnim.

< A
8

1

Intenz

absorpce emise

S
rd

Stokestiv Vinova délka

posuv

Obr.2  Zndzornéni Stokesova posuvu a zrcadlové symetrie mezi absorpénim a emisnim spektrem

fluorescence.

2.1.5 Doba zZivota

Doba Zzivota excitovan¢ho stavu spolu s kvantovym vytézkem patii k nejdulezitéjSim
vlastnostem fluoroforu. Je uréena primérnym Casem, ktery molekula setrva v excitovaném
stavu, nez prejde do stavu zdkladniho.

Na nasledujicim Obr. 3 jsou schematicky shrnuty rychlostni konstanty moznych procesi
depopulace excitovanych stavil. Jednotlivé indexy znamenayji:

r — zativy pfechod IC — vnitini konverze S —ptechod S| — Sy

nr — nezafivy piechod ICS — mezisystémovy pfechod T — piechod T; — S
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Obr.3  Schématické znazornéni depopulace excitovanych stavii [3].

Po excitaci velmi kratkym pulzem zateni urcity pocet molekul fluoroforu piejde do vyssiho
energetického stavu diky absorpci fotonu. Posléze se navrati do zakladniho stavu Sy zatfivymi
¢1 nezatrivymi prechody. Tento proces muze byt pro molekulu fluoroforu ,,A* popséan rovnici:

d[A*
Sk, 1an 1)
dt
Po integraci rovnice (1) ziskame vztah:
t
[A*]=[A%], exp(— T—], (2)

kde [A*]yo je koncentrace excitovanych molekul A vcase + = 0 a 7z; je doba zivota
excitovaného stavu S;, kterou miizeme vyjadrit rovnici:
1

e T—
kS 4k S G)

S

Intenzita fluorescence i, po excitaci velmi kratkym pulzem zateni v Case ¢t = 0 je v kaZzdém

okamziku piimo umérnd koncentraci excitovanych molekul [A*], pfiCemz faktorem
umérnosti je rychlostni konstanta zafivé deexcitace k:

T

S

iﬂﬂzh%Aﬂzh%Aﬂwm{—i} @

2.1.6 Kvantovy vytézek

Za kvantovy vytézek @, oznacujeme zlomek excitovanych molekul, které se navraceji do

zékladniho stavu S, emisi fluorescen¢nich fotonl. Jeho hodnotu miizeme spocitat dle
nasledujici rovnice:

. s
‘I)F:m—kr T,. (5)

Jinymi slovy lze kvantovy vytézek vyjadiit jako pomér poctu emitovanych fotonli vzhledem
k poctu fotoni absorbovanych.

12



S ohledem na rovnici (4) a jeji integraci pies cely pribéh dohasindni dostaneme pro
kvantovy vytézek vyraz:

o0

jiF(t) dr =k °r, = @,. (6)

0

[A*]

Pokud zavedeme zafivou dobu Zivota z; jako 1/k,°, pak mizeme kvantovy vytézek vyjadfit

rovnici:

Pr= ()

2.1.7 Fluorescen¢ni sondy

Pomoci fluorescen¢nich sond muizeme ziskat velké mnozstvi informaci v Siroké Skale
odvétvi. VéEtsSinou se pomoci nich studuji fyzikalné-chemické, biochemické nebo biologické
systétmy. Obecné Ize tyto sondy rozdélit do tii skupin: vnitini sondy, kovalentné¢ vazané
sondy neboli fluorescencni znacky a fyzikaln¢ vazané fluorescencni sondy.

Za vnitini sondy oznacujeme molekuly nebo jejich casti, které vykazuji vlastni
fluorescenci. Prikladem mohou byt proteiny fluoreskujici v ultrafialové oblasti, v nichz jsou
hlavnimi fluorofory aromatické aminokyseliny — tryptofan, fenylalanin ¢i tyrozin.

Fluorescen¢nimi znac¢kami jsou nevlastni fluorofory, které se kovalentné vazi na danou
zkoumanou latku. Mohou slouzit ke znaceni urcité molekuly, coz pak dovoluje jeji nasledné
zobrazovani, lokaci v bunice nebo sledovani jejich urCitych vlastnosti, napiiklad diftznich.
Ptikladem mohou byt fluorescein-5-isothiokynat (FITC) a tetramethylrhodamin-5-
isothiokyanat (TRITC), které se pouzivaji v imunofluorescen¢nich metodach.

Posledni skupinou jsou fyzikalné vazané fluorescen¢ni sondy. VétSinou se jednd o malé
organické molekuly, které se ke sledované struktuie vazou nekovalentné a jejich fotofyzikalni
chovani je silné¢ zavislé na vlastnostech prostfedi, ve kterém se nachazeji (pH, polarita,
iontova sila, viskozita, tlak, teplota, pfitomnost zhaSece a dalsi). Vzhledem k neptfebernému
mnozstvi sond s rozdilnymi vlastnostmi, které umoziuji ziskat urc¢ité informace o daném
systému, je volba vhodné fluorescenc¢ni sondy kli¢ovou soucasti experimentu.

2.1.7.1 Perylen

Perylen je jednou z fyzikaln¢ vazanych fluorescencnich sond, které mohou byt vyuzity
k anizotropnimu méfeni. Jedna se o polycyklicky aromaticky uhlovodik, jehoz molekula je
tvofena dvéma molekulami naftalenu spojenymi vazbami uhlik-uhlik mezi 1. a 8. pozicemi.

Perylen je dobfe rozpustny ve vét§in¢ organickych rozpoustédel, vhodnd jsou pro né&j
nepolarni rozpoustédla s nizkou permitivitou jako je aceton a n-heptan. Ve vod¢ je témeét
nerozpustny, ale mize byt solubilizovan v micelarnim roztoku. Jeho luminiscenéni vlastnosti
jsou piimo ovliviiovany jeho rozpustnosti v daném prostiedi, proto se perylen zejména
vyuziva jako fluorescencni sonda pro fosfolipidické membrany. Ma vysoky kvantovy vytézek
fluorescence, vysokou tepelnou i fotochemickou stabilitu.
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Obr.4  Molekula perylenu.

Perylen v mikrokrystalické formé vytvaii v excitovaném stavu excimery s charakte-
ristickou emisi v ¢ervené oblasti viditelného spektra (Amax =580 nm) a dobou zivota
fluorescence 65 ns [4, 5]. V rozpusténé formé pii nizkych koncentracich perylen excimery
nevytvari.

Excitacni a emisni spektrum perylenu v roztoku (viz Obr. 5) ukazuje vyznamné struktury

v zavislosti na jednotlivych vibrac¢nich hladinach zakladniho a excitovaného stavu a plati mezi
nimi zékon zrcadlové symetrie.

0,8

0,6

0,2 -

300 350 400 450 500 550 600
Z [nm]

. J4 . v o7 . , . —6 . J4 ’
Obr.5  Normalizované excitacni a emisni spektrum perylenu (o koncentraci 1107 M) v micelarnim
roztoku CTAB (koncentrace 2 mM). Cervené je zndzornéno excitacni spektrum, modre

emisni.

Molekula perylenu mé planarni diskovity tvar, u n€hoz se ptedpoklada, Ze rotace v roviné
bude vyrazné rychlejSi nez rotace mimo rovinu, pii které musi odhrnovat molekuly
rozpoustédla. Chova se tedy jako anizotropni rotor.
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2.1.7.2 Rhodamin 6G

Rhodamin 6G je vysoce fluoreskujici barvivo patiici do skupiny rhodamint, jejichz
struktura je zalozend na heterocyklické sloucenin¢ fluoronu (viz Obr. 6). Obecné lze
rhodaminy vyuzit jako fluorescen¢ni sondy jak fyzikalné, tak i kovalentné vazané. Pouzivaji
se predevsim v biotechnologickych aplikacich jako je fluorescen¢ni mikroskopie, prutokova
cytomerie, fluorescenc¢ni korelaéni spektroskopie a dalsi [6].

HsC - CHs
w ] Cl . (

HN _NH

H,C

Obr. 6  Molekula rhodaminu 6G.

Rhodamin 6G je rozpustny ve vodé¢ a alkoholech (methanol, ethanol, propanol, butanol,
isopropylalkohol, methoxyethanol, ethoxyethanol, monoethylenglykol, diethylenglykol,
triethylenglykol, polyethylenglykol atd.). Jeho vyhodou je fakt, Ze na rozdil od fluoresceinu
nejsou jeho fotofyzikalni charakteristiky zavislé na pH, navic je 1 odolngjsi vici
fotovybélovani.
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Obr.7  Normalizované excitacni a emisni spektrum rhodaminu 6G (koncentrace 1-10°° M) ve vode.

Cervené je znazornéno excitacni spektrum, modre spektrum emisni.
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Rhodamin 6G ma ve vodném prostiedi pii vysich koncentracich (od 1-10° M vyse)
tendenci vytvaret dimery, jejichz emise ma maximum oblasti mezi 560-585 nm. V alkoholech
rhodamin dimery nevytvari, pfevlada v nich tedy monomerovd emise s emisnim maximem
kolem 550 nm [7, 8, 9].

2.2 Polarizovana fluorescence, anizotropie fluorescence

Me¢fteni ustadlené (steady-state) i Casové rozliSené (time-resolved) linearné polarizované
fluorescence patii mezi vyznamné metody pro stanovovani fyzikalnich a chemickych
molekulérnich vlastnosti a nalézéa vyuziti v Sirokém poli aplikaci.

Toto méfeni je zalozeno na principu fotoselektivni excitace fluoroforti polarizovanym
svétlem. Je-li roztok fluorofort excitovan linedrné polarizovanym zafenim, pak se prednostné
excituji ty molekuly fluoroforti, které maji vektor absorpéniho piechodového momentu
orientovan v rovin¢ elektrického vektoru budiciho zafeni. Shoda elektrického vektoru zateni
a absorpéniho pfechodového momentu fluoroforu nemusi byt piesnd, excitovat se mohou i ty
molekuly, které maji nenulovy primét absorpéniho momentu do sméru polarizace zateni.
Pravd&podobnost absorpce fotonu je pak iméma cos’0, kde 0 je uhel, ktery svira dipolovy
moment pirechodu molekuly s rovinou polarizace excitujiciho zafeni. Tento jev se nazyva
fotoselekce (viz Obr. 8).

nedochazi
k absorpci

A

maximalni
absorpce
absorpce je
umérna hodnota
Ghlu cos™®

rovina

polarizovaného

svétla

Obr.8  Fotoselekce [3].

V homogennim roztoku jsou molekuly fluoroforti ndhodné orientovany, tudiz po ozéateni
vzorku polarizovanym svétlem dojde k selektivni excitaci, coz ma za nasledek vznik ¢astecné
orientované populace fluoroford, které maji absorpéni pfechodové momenty orientovany
podél elektrického vektoru polarizovaného zéfeni.

Absorpcéni a emisni piechodové momenty sviraji ur¢ity thel s molekularni osou fluoroforu
(mohou byt i oba orientovany ve stejném sméru). Vlivem toho, Ze molekula fluoroforu béhem
doby zivota fluorescence vykona mnoho pohybii — pfevazné rotacnich, dochazi k tomu, zZe
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emitované zafeni jiz neni ve shod¢ se zafenim absorbovanym, ale je pootocené o urcity uhel —
nastava depolarizace. Toto pootoceni je zavislé na rozsahu a rychlosti rota¢ni difuze, ktera
souvisi s viskozitou rozpoustédla a taktéz s tvarem a velikosti rotujici molekuly. Pokud bude
rotace molekuly fluoroforu brzdéna prostiedim s vysokou viskozitou, naméfime velmi malou
miru depolarizace, naopak pro malou molekulu ve fluidnim prostfedi bude emise zatreni
depolarizovana upln¢ a hodnota namétené anizotropie se bude blizit k nule.

2.2.1 Definice a zakladni vztahy

Anizotropie fluorescence (r) se pouziva pro vyjadieni miry polarizace fluorescence
zalozené na fotoselektivni excitaci fluoroforii polarizovanym svétlem v opticky izotropnim
vzorku [3].

2.2.1.1 Ustdlenda anizotropie

Pro kontinualni excitaci mizeme hodnotu ustalené anizotropie r vyjadfit rovnici:
- Iy -1,
o ®)
I, +2-1,

kde I,, resp. I, znamend naméfenou intenzitu emise pii paralelni orientaci emisniho
a excitacniho polarizatoru, resp. pii jejich kolmé orientaci. V alternativnim zapisu lze I,
resp. I, zapsat jako Iyy, resp. Iym, pfi¢emZ prvni index odpovida orientaci excitacniho

a druhy index orientaci emisniho polarizatoru (vertikalné-vertikalng, vertikalné-horizontaln¢).

2.2.1.2 Polarizacni stupeii
Dalsim vyjadfeni polarizace fluorescence je tzv. polarizacni stupeil p , jenZ je roven:

]11_11_

P=y 1 ©)

Dle rovnic (8) a (9) existuje mezi ; ar ptepocetni vztah:

_ 2;
yr=——. (10)

-P
Nicméné pro vyjadieni polarizace emise se Castéji vyuziva anizotropie diky tomu, Ze je
normalizovana dle celkové intenzity fluorescence, kterd je rovna I =1,;+2-1 , tudiz jeji

hodnota nezavisi od koncentrace fluoroforu.

2.2.1.3 Casové-rozliSend anizotropie

Po excitaci velmi kratkym pulzem polarizovan¢ho zéafeni je okamzitd, resp. Casové-
rozliSend hodnota anizotropie r(¢) dana vztahem:

o L O=L© .
Ly0)+2-1,(0) (b
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kde 1,(t)+2-1 (¢t)=i(t)je totdlni Casové-rozliSena intenzita fluorescence. Z této rovnice

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

()

iy (1) =——[1+2r(1)], (12a)
) i(t)
i,(t)= 3 [1-r(D)]. (12b)
Vztah mezi ustalenou a ¢asové-rozliSenou anizotropii je dén:
j r(2)i(t)dt
S (13)
[i(e)ar

0

2.2.1.4 Aditivni zakon anizotropie

Celkova anizotropie smési, ve které jsou jednotlivé slozky i charakterizovany hodnotou
anizotropie 7; a prispivaji k celkové intenzité fluorescence frakci f; = [; / I, je rovna souctu
individudlnich anizotropii:

r= 2t (14

Tento vztah plati jak pro ustalenou, tak ¢asové-rozliSenou anizotropii.

V ptipadé, Ze jednotlivé slozky smési vykazuji mono-exponencidlni dohasinaci kiivku
fluorescence s dobou zivota z;, pak mize byt jejich frakcni intenzita v Case ¢ vyjadiena jako

a.exp(—t/t,)

() =—"———7-"-—7-—5,

S @) 10 (15)
kde I(#) je rovno:
1(t) = aexp(—t/ 7,). (16)
Hodnota ¢asové-rozliSené anizotropie r(f) se pak spocitd pomoci vztahu:

a.exp(—t/t,)

r() =Y ———— 0 (). (17)

Z rovnice (17) vyplyva, ze v Case ¢ je hodnota anizotropie zavisld na relativnim podilu
z celkové intenzity fluorescence ve stejném Case. Tento fakt potvrzuje i definice emisni
anizotropie zaloZena na praktickém méfeni celkovych komponent /;; a /, . Hodnota r(¢) by
tedy méla byt vniména spiSe jako ,,technickd“ nebo ,,zfejma* anizotropie, jelikoz v sob¢
neodrazi celkovou orientaci relaxace po fotoselekci, jak je tomu v pfipadé populace jednoho
druhu fluoroforu.
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2.2.1.5 Fundamentdlni anizotropie

Jedna se o teoretickou hodnotu anizotropie pii absenci veskerého pohybu fluoroforu.
V praxi je rotanimu pohybu molekuly branéno v rigidnim prostfedi. Naméfena hodnota
anizotropie, oznaCovand jako limitni anizotropie, je pak vzdy o né€co mensi nez vypocitana
teoreticka hodnota pro dany fluorofor.

Teoreticka hodnota fundamentélni anizotropie pfi jedno-fotonové excitaci zavisi pouze na
uhlu  mezi absorpénim a emisnim pfechodovym momentem molekuly fluoroforu dle vztahu:

% =%(3COSZB—1). (18)

Maximalni hodnoty 7, =0,4 pak nabyvd pro B = 0° (paralelni pfechodové momenty)

a minimalni hodnoty r, = -0,2 pro = 90° (kolmé pfechodové momenty).

2.2.2 Méreni anizotropie fluorescence

2.2.2.1 Princip méieni ustdalené anizotropie fluorescence

Bézné se pouzivaji dva typy méfeni (viz Obr. 9). Cast&j$i z nich je tzv. L-format, pii
kterém se pouziva pouze jeden emisni kanal, a jednotlivé polarizované slozky emise jsou
detekovany postupné. Druhym je tzv. T-forméat, ve kterém jsou kolmé a paralelni slozky
emise pozorovany soucasné prosttednictvim samostatnych kanald, coz vyzaduje jejich stejnou
odezvu.

V L-formatu je vzorek postupné excitovan razn¢ polarizovanym zaienim, pficemz emise
je sledovana pomoci monochromatoru, ktery je obvykle umistén kolmo na budici paprsek.
Konkrétné se jednd o Ctyii méfeni pii nastaveni polarizatort — Ivy, Ivy, Inv a Iyy, pricemz
posledni dvé méteni souvisi s G-faktorem (viz 2.2.2.2), ktery pti zachovani vSech optickych
parametrl pfistroje neni tieba pokazd¢é méfit.

U spektrofluorimetru v T-formatu se méieni provadi nasledovné. Nejprve je excitacni
polarizator nastaven ve vertikalni orientaci pro méfeni paralelnich a kolmych signali (Ry),
poté je prestaven na orientaci horizontalni (Ry). Emisni polarizatory maji po celou dobu
méieni stejnou orientaci. Pomér Ry/Ry pak dé nasledujici rovnici:

RV III
Ra 1L (19
H €L
Pomoci né¢j pak hodnotu anizotropie fluorescence vypocitame ze vztahu:
- 1,/1 -1
Vr=——".
1,/1, +2 (20)
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Obr.9  Schéma méreni ustdlené anizotropie fluorescence. Vlevo — L-format, vpravo — T-format.

2.2.2.2 G-faktor

Pro vertikdlni a horizontdlni slozky polarizované emise se reakce optickych prvki
a detektoru zareni mize velmi liSit. Tento rozdil v citlivosti detek¢éniho kanalu lze (v kazdé
emisni vlnové délce) korigovat G-faktorem, ktery ptredstavuje pomér citlivosti detekéniho
systému pro vertikalné a horizontalné polarizované svétlo.

Anizotropie ustalené fluorescence pak mize byt spocitana dle rovnice:
1,, -G )1
= \AY ( em) VH . (21)
IVV + 2G(/1em )IVH

Hodnota G(4.m) se nejlépe urcuje pomoci excitace vzorku horizontalné polarizovanym
svétlem pfi zachovani vSech ostatnich optickych nastaveni pfistroje (Stérbiny, filtry apod.).
Timto zplsobem je detek¢ni kandal osvétlen stejnym mnozstvim horizontalné a vertikalng
polarizovanym zafenim. Pro Iy a Iy jako aktualni experimentalni signaly pak plati:

IHV (j'em )

G(lem) = 1 (i ) .

(22)
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2.2.2.3 Magicky tihel

Pii méfeni intenzity fluorescence je obvyklé méfeni signalu imérmému celkové intenzité
fluorescence I, nikoli castecné [, popt. /,. Jelikoz uCinnost pifenosu emisniho
monochromatoru zavisi na polarizaci zafeni, pozorovany signal neni pfesné¢ uméerny
I, +2-1,, ale jiné kombinaci /;; a /,. Aby méfeni celkové intenzity fluorescence nebylo
zavislé na stupni polarizace vzorku, je pfi vertikdlnim nastaveni excitaéniho polarizatoru
potfeba nastavit emisni polarizator na tzv. magicky uhel, tedy 54,7°.

2.2.2.4 Princip méieni Casové-rozliSené anizotropie — TCSPC metoda

V kapalném vzorku se po excitaci linearné¢ polarizovanym zafenim vznikld jednoosa
distribuce excitovanych molekul stava ndhodnou vlivem rotacni diftize — nastava depolarizace
fluorescence. V piipad¢ volného otaceni molekul fluoroforu se anizotropie fluorescence
rozklada na nulu, zatimco pokud je rotaci fluoroforu branéno, dosdhne anizotropie ¢asové
nezavislé hodnoty 7., tzv. residudlni anizotropie. Analyza ¢asového rozpadu anizotropie pak
poskytuje pfimé informace o orienta¢ni dynamice, ktera zavisi na velikosti a tvaru rotujicich
castic a fluidité¢ mikroprostredi.

Pod zkratkou TCSPC se ukryva ,time-correlated single photon counting®, coz je metoda
casove korelovaného ¢itani fotont, kterd patii pod pulzni Casové-rozlisSené techniky a vyuziva
se predevsim pro stanoveni doby Zivota, ale je vhodna i pro dal§i méteni, naptiklad casove-
rozliSenou anizotropii fluorescence ¢i Casové-rozliSend spektra. Jeji princip je zaloZen na
faktu, ze pravdépodobnost detekce fotonu v Case ¢ po excitatnim pulzu je tmérnd intenzité
fluorescence v tomto ¢ase. Na Obr. 10 je schematicky vyobrazen princip méfeni pomoci této
metody.

o
g
S At
VZ LASER §
> = Cas [ns]
CFD
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At N T
/\stop TAC /L PGA /—L ADC
> start A
CFD
Em —

N WD
fos

Obr. 10  Princip méreni metodou TCSPC — dle [2]. Jednotlivé zkratky jsou vysvétleny v odstavci

nize.
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Nejprve je vzorek (VZ) excitovan pulzem zafeni, pficemZ na jeden excitaéni pulz ptipada
mén¢ jak jeden detekovany foton — typicky je detekovan jeden foton zhruba na sto excitacnich
pulzt. Excita¢ni pulz zdroven posila i signdl elektronice, ktery jde do prvniho kanalu pies
diskriminator (CFD — constant function discriminator), ktery piesn¢ zméti Cas jeho prichodu.
Dal signal putuje do konvertoru ¢asu na amplitudu (TAC — time-to-amplitude convertor), ve
kterém spusti rast napéti linearn¢ s Casem. Mezitim excitovany vzorek vykazuje fluorescenci
a detekované fotony jsou zaznamenavany druhym kanalem. V diskriminatoru je pak urcen
piesny Cas jejich dopadu. Z n¢ho jde signal dal do konvertoru TAC, ve kterém svym
ptichodem zastavi nariist napéti. Dosazend hodnota napéti je pak imérna ¢asovému zpozdéni
mezi excitanim a emisnim signdlem. Napéti je pak podle potieby zesileno v zesilovaci
(PGA — programmable gain amplifier) a pfevedeno na cCiselnou hodnotu v analogove-
digitalnim konvertoru (ADC — analog-to-digital convertor). Kvili minimalizaci faleSnych
hodnot signélu je napéti omezeno urcitym rozsahem hodnot. Jestlize signal nespada do tohoto
rozsahu, je potlacen pomoci WD diskriminatoru (window discriminator). Napéti pfevedené na
digitalni hodnotu je uloZeno jako jedna udélost s namétenou casovou prodlevou. Tento proces
se neustdle opakuje do dosazeni urceného poctu detekovanych fotonii. Pro spravné
vyhodnoceni poklesu intenzity fluorescence je potieba minimalné 4 000 fotona [2, 3].

Pii méfeni anizotropie se naméfi jednotlivé dohasinaci kiivky fluorescence pro paralelni
a kolmou orientaci polarizatori. Z naméfenych ¢asovych zavislosti vertikdln¢ a horizontalné
polarizované emise se ¢asova zavislost anizotropie fluorescence vypocita dle vztahu (11).

2.2.3 Pouziti méfeni anizotropie fluorescence

Tato metoda nachdzi uplatnéni v Sirokém poli aplikaci. Pfi spektroskopickych
experimentech 1ze pomoci anizotropie fluorescence studovat excitacni polarizacni spektra —
rozdily mezi jednotlivymi excitovanymi stavy molekuly. Dale miZzeme pomoci této metody
studovat problematiku polymerti, konkrétné¢ dynamiku polymernich fetézcti, lokalni
viskozitu polymerniho prostiedi, orientaci molekul v pevnych polymerech ¢i migraci
excitacni energie podél polymernich fetézct. Pti sledovani miceldrnich systému Ize pomoci ni
stanovit mikroviskozitu uvnitf micel, jejich fluiditu a nékteré dalSi parametry. Také se
vyuzivd ve vyzkumu biologickych membran, konkrétné ke studiu jejich vlastnosti jako je
rigidita, ke stanovovani teploty jejich fdzového pfechodu nebo k pozorovani zmén vlastnosti
membrany po piidavku aditiv. V molekularni biologii se vyuziva ke stanoveni velikosti
a tvaru proteint, jejich dynamickych vlastnosti, denaturaci, dale ke sledovani interakci mezi
proteiny nebo jejich asociaci s dalSimi molekulami, taktéz ke studiu systému protein-DNA ¢i
pro stanoveni flexibility fetézcli nukleovych kyselin. Anizotropie fluorescence nachdzi
1 uplatnéni v imunologii a imunoanalyze, kde se vyuziva ke sledovani reakci mezi antigenem
a protilatkou.
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2.3 Mikroviskozita, fluidita, jejich stanoveni pomoci fluorescen¢nich sond

2.3.1 Viskozita, jeji vyznam na mikroskopické urovni

V makroskopickém méfitku je viskozita brana jako fyzikalni veli¢ina, kterd udava pomeér
mezi teénym napétim a zmeénou rychlosti v zavislosti na vzdalenosti mezi sousednimi
vrstvami pii proudéni skute¢né kapaliny. V 17. stoleti se ji jako prvni zabyval Isaac Newton,
ktery popsal vztah mezi napétim a rychlosti deformace jako pifimou timéru, tzn.

Tzﬂa, (23)

kde 1 je te¢né napéti tekutiny, % je gradient rychlosti toku ve sméru kolmém na smér

proudéni a 7 je soucinitel viskozity (vnitiniho tfeni) neboli dynamicka viskozita.

V 19. stoleti G. G. Stokes vytvofil vztah pro odporovou silu proudici kapaliny F plsobici
na kouli o poloméru 7:
F =6nyrv, (24)
kde # je dynamicka viskozita kapaliny a v je jeji konstantni rychlost proudéni. Soucin 6myr je
oznacovan jako tzv. tieci koeficient, ktery je roven poméru viskozitnich sil a rychlosti.

Vroce 1906 pak Albert Einstein vytvofil praci zabyvajici se difuzi castic, ve které
definoval diftizni koeficient koule Stokes-Einsteinovou rovnici:

kT
D=",
£ (25)

kde k je Boltzmannova konstanta, 7" je absolutni teplota a & znaci tfeci koeficient. Pro rota¢ni
a transla¢ni koeficienty pak plati vztahy:

kT
D, = ,
- (26)
kT kT
D, = = (27)

T 8mpr’ - 6nv’
kde r je hydrodynamicky polomér koule a V je jeji hydrodynamicky objem.

Ve vsech fluorescencnich technikach, umoznujicich vyhodnoceni fluidity mikroprostiedi
pomoci fluorescen¢ni sondy, je zékladni fyzikalni veli¢inou difuzni koeficient (bud’ rotacni,
nebo translacni) odrazejici viskozitni zatéz prostfedi na molekulu sondy. Nicméné neexistuje
vyhovujici vztah mezi timto difiznim koeficientem a viskozitou prostfedi, ackoliv jich bylo
navrzeno velké mnozstvi. Rovnice (26) a (27) plati jen pro pevné koule makroskopického
meftitka, za které fluorescencni sondu povazovat nelze, pfedevSim diky velikosti jeji
molekuly, kterd byva stejn¢ velka nebo mensi nez molekuly tvofici okolni prostredi, které se
ma pomoci ni charakterizovat. Problém také vznikd v pfipad€ organizovanych soustav,
napiiklad u micelarnich systémi, biologickych membran apod., které nejsou izotropni.
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Z téchto fakti vyplyva, ze u viskozity, jakozto makroskopického parametru, nemizeme
pomoci fluorescen¢nich sond ziskat jeji absolutni hodnotu [3].

2.3.2 Pojem mikroviskozita, ekvivalentni viskozita

Pojem ,,mikroviskozita®“ je Casto pouzivan, ackoliv nemizeme pomoci fluorescencnich
sond opét stanovit jeji absolutni hodnotu, jako tomu je u viskozity. Proto nejlepSim
vyjadienim vysledkii meéfeni je tzv. ekvivalentni viskozita, ktera odpovida viskozité
homogenniho prostfedi, ze kterého by méla pouzita fluorescencni sonda stejnou odezvu jako
pfi méfeni daného mikroprostfedi. Problémem je volba referencniho rozpoustédla z toho
diavodu, ze se odezva sondy muize ve stejn¢ viskoznich rozpoustédlech lisit v zavislosti na
jejich chemické povaze.

Existuyji rizné modifikace Einstein-Stokesova vztahu, které zohlediiuji mikroskopické
vlivy (tvar, volny objem, interakce mezi rozpoustédlem a sondou atd.). Obecné lze pak pro
mikroprostiedi pfepsat rovnici (27) do tvaru:

kT

D, = ’
" 6nVsg (28)

kde s je vazebny faktor a g je tvarovy faktor. V pfipadé nabitych molekul by mély byt do
vysledné rovnice pro difuzni koeficient zavedeny 1 dalsi faktory, napiiklad tfeci sila vznikla
indukovanou polarizaci okolnich molekul rozpoustédla.

Dalsi mikroskopicky pfistup k problému viskozity vyvinuli Gierer a Wirtz [3]. Jejich
teorie bere v ivahu konecnou tloustku rozpoustédla a existenci otvorti mezi jeho molekulami
(tzv. volny objem). Fluorescen¢ni sonda se totiz v prostiedi mize pohybovat dvéma riznymi
mechanismy (viz Obr. 11). Prvnim z nich je klasicky Stokestiv mechanismus (difuzni proces
probiha s posunem molekul rozpoustédla), druhym je Giereriv mechanismus, ktery popisuje
volnou objemovou difuzi, pfi které se rozpuSténd molekula st€¢huje do dér mezi molekulami
rozpoustédla.

DIFUZNI MECHANISMUS

/\

Stokes Volny objem

2r; 2r
OO0
b
Q% O OO OQ&’ O
OO0

Obr. 11 Difiizni translacni procesy. Sedé je zndazornéna rozpusténd molekula, bile molekuly

rozpoustédla — dle [3].
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Na zaklad¢ téchto mechanism pak urcili pro translaéni diftzni koeficient na molekularni
urovni nasledujici vztah:

DZ%’ (29)
kde ¢, predstavuje mikroskopicky frikéni koeficient, ktery v sob& zahrnuje Stokestv
1 Giereriiv mechanismus (volna diftze).

I 1 N 1
s Gt Gt G0

Vyznam efektu volného objemu je potieba pii diftizi na molekuldrni irovni zdaraznit.
Empiricky vztah mezi mikroviskozitou a volnym objemem byl navrzen Doolittlem v podobé:

VO
=1, exp| 2, 31)

f

kde 70 je konstanta, V), resp. Vrje van der Waalsiiv, resp. volny objem rozpoustédla.

2.3.3 Metody stanoveni ekvivalentni viskozity

Volba vhodné metody zavisi na systému, ktery méa byt studovan. Piikladem mutize byt
studium viskozity mikroheterogenniho systému, pifi kterém se kvuli ruSivym vlivim diftze
vice hodi pouziti molekulovych rotorit nebo fluoroforu, ktery vytvari intramolekularni
excimer, nez metod zaloZenych na zhaSeni, ptipadn¢ tvorb¢ intermolekularniho excimeru.

2.3.3.1 Molekuldrni rotory

Molekularni rotory prochazeji v excitovaném stavu zménou geometrie v disledku vnitini
rotace specifickych skupin, ktera je spojena s pienosem naboje. Této rotaci brani prostiedi, ve
kterém se sonda vyskytuje, coz se projevi na kvantovém vytézku fluorescence @, ktery je
piimo umeérny viskozité prostiedi # dle nasledujici rovnice (a, x jsou konstanty):

K

CI)F
=da .
. (32)

Z divodu volného objemu molekul prostiedi a srovnatelné velikosti rotujiciho segmentu
sondy s molekulami okoli plyne, Ze naméfena ekvivalentni viskozita pomoci molekulovych
rotorti bude vzdy mensi, nez skute¢na makroskopicka viskozita prostredi.

2.3.3.2 Intermolekularni zhaseni

Intermolekularni zhaSeni patii mezi translacni difuzni procesy, které jsou zavislé na
viskozité prostiedi. Jeho studiem mtizeme ziskat informace o fluidit¢ daného mikroprostredi
v ptipadé€, Ze probiha ve srovnatelném cCasovém rozsahu jako je doba excitovaného stavu
fluoroforu.

Obecné lze popsat zhaSeni jako bimolekularni proces, ktery snizuje kvantovy vytézek
fluorescence beze zmény fluorescencniho emisniho spektra. RozliSujeme dva typy zhaSeni,
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ato dynamické a statické. Pti dynamickém zhaSeni dochazi ke srazce excitované molekuly
fluoroforu s molekulou zhaSecCe, po niz se fluorofor nezaiivé navraci do zakladniho stavu.
Tyto molekuly se nijak chemicky nezméni na rozdil od statického zhaSeni, kdy se po kontaktu
fluoroforu v zakladnim stavu s molekulou zhasece vytvoii nefluoreskujici komplex.

Pro studium mikroviskozity prostiedi se vyuziva dynamického zhaSeni, které se ftidi
zékladni Stern-Volmerovou rovnici:

o, I
o 7 " rhelol 63)

kde @y, (/) je kvantovy vytézek fluorescence (intenzita fluorescence) v systému bez zhéasece,
®, (1) jsou hodnoty pro systém s molekulou zhaSece, kq je rychlostni konstanta zhaSeni, 7, je
doba excitovaného stavu fluoroforu a [Q] je koncentrace zhaSeCe v systému.

Jestlize je tento bimolekularni proces diftizn€ kontrolovan, rychlostni konstanta zhaSeni &4
muze byt nahrazena rychlostni konstantou difize k. Pokud je hodnota k; nezéavisla na case,
pak ji lze vyjadrit jako:

k, = 4nNR_D, (34)

kde N je Na/1000, kde Na je Avogadrova konstanta, R. je vzdalenost mezi molekulou
fluoroforu a zhaSece pfi jejich nejbliz§im piibliZzeni (v centimetrech) a D je vz4jemny diftzni
koeficient rovny souctu difuzniho koeficientu fluoroforu a difuzniho koeficientu zhasece.

2.3.3.3 Tvorba intermolekularniho excimeru

Tato metoda je zaloZena na obdobném principu jako intermolekularni zhaSeni. Také se
jedna o difuzni proces, pro ktery plati zakladni Stern-Volmerova rovnice (33). Excimer neboli
excitovany dimer vznika pii srdzce excitované molekuly fluoroforu s dalsi molekulou
stejného fluoroforu v zakladnim stavu. Ve fluidnim prostfedi je dominantni excimerova
emise, se zvysujici se viskozitou prostiedi pak roste emise monomeru.

Pomér intenzity fluorescence monomeru aexcimeru muzeme vyjadiit jako funkci
rychlostni konstanty difuze (k) za ptredpokladu, Ze rychlost rozpadu excimeru je niZsi nez
doba Zivota, vztahem:

I, k"
I—E=k—Ek1TE[M], (35)
M

T

kde krM je rychlostni konstanta fluorescence monomeru, krE je rychlostni konstanta

fluorescence excimeru, 7 je doba Zivota excimeru a [M] koncentrace monomeru.

Z rovnic (33), (35) vyplyva, Ze intenzita fluorescence excimeru je piimo umérna difiznimu
koeficientu sondy v prostfedi, tudiz nepfimo imérna viskozité.

2.3.3.4 Tvorba intramolekularniho excimeru

Intramolekularni excimery mohou byt vytvofeny mezi bifluorickymi molekulami
skladajicimi se ze dvou identickych fluoroforti propojenych kratkym pruznym fetézcem.
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Na rozdil od tvorby intermolekularniho excimeru neni tento proces translacni, ale vyzaduje
tésné priblizeni obou fluorofori v disledku vnitini rotace v prubéhu doby zivota jejich
excitovaného stavu. JelikoZ G€innost tvorby excimeru v tomto pfipadé nezavisi na koncentraci
fluoroforu, miizeme piepsat rovnici (35) do tvaru:

[E krM

Iy k°

r

ktg. (36)

Informace o fluidit¢ prostiedi je pak ziskdvana stejnym zplsobem jako v pfipad¢ metody
vyuzivajici tvorbu intermolekularniho excimeru.

2.3.3.5 Anizotropie fluorescence

Tato metoda pro stanoveni viskozitnich pomért v okoli sondy je zalozena na principu
méfeni polarizované fluorescence, které je popsana v kapitole 2.2.

Fluorescen¢ni sondy pro tento typ métfeni by mély mit symetrickou molekulu s vhodnou
orientaci prechodovych momentd, jejichz rotace mize byt povazovana za izotropni. Dale by
nem¢ély specificky interagovat s okolnimi molekulami a také by témito molekulami neméla
byt ruSena jejich emise.

Pro izotropni pohyb sondy v izotropnim prostredi jsou hodnoty okamzité anizotropie ()
a ustalené anizotropie 7 spojeny s rotacnim difiznim koeficientem D, témito vztahy:

r(t)=r, exp(-6D.1), (37)

- L+ 6D,7,). (38)

"y

N ==

Rovnici (38) jako prvni pouZil Francis Perrin, proto byvd oznacovana jako Perrinova
rovnice, ackoliv vjeho dob¢ byla tato rovnice pséna s polarizatnim pomérem, nikoliv
s anizotropii fluorescence.

V zasad¢ by hodnota viskozity # (= k7/6VD;) mohla byt spocitdna z Einstein-Stokesova
vztahu (23) za ptredpokladu zndmého hydrodynamického objemu V, jehoz hodnota ale
nemuze byt vypocitana pouze na zdklad¢é jednoduché geometrické tivahy, ale musi byt do néj
zahrnut 1 solvata¢ni obal.

Pro rota¢ni korelacéni ¢as (as, za ktery se molekula pooto¢i o 1 radian) z,, = (6D,)" lze

piepsat rovnice (37), (38) do tvaru:

Ft) =1, exp(‘—t} (39)

rot

1o 40
; 7"0 Trot . ( )
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Zmeény korelaéniho €asu se na zakladé zmén externich podminek (teploty, tlaku, pfidavku
aditiva) dobie odrazi zmény ve fluidit¢ média, coz opét zdiraznuje fakt, ze vSechny hodnoty
,»mikroviskozit* vypocitané dle Einstein-Stokesovy rovnice mohou byt sporné.

V ptipad¢ anizotropnich prostredi, jakymi jsou lipidové dvojvrstvy nebo tekuté krystaly,
kde je rota¢nimu pohybu sondy branéno, jiz rovnice (37)—(40) urcité plati. V téchto ptipadech
neklesd hodnota anizotropie k nule, ale k rovnovazné hodnoté r.. Pro sondu s ty¢inkovitym
tvarem a za predpokladu, Ze ma pouze jeden rotacni korelacni Cas, lze emisni anizotropii
zapsat ve tvaru:

—t
r(t) =(r, —r,) exp| — |+7,. 41)
rot
Casové-rozliSena anizotropie fluorescence neposkytuje pouze informace o fluidité
prostiedi prostfednictvim korelacniho ¢asu twt, ale i o usporfadani média prostfednictvim
poméru r, /7,.

Z praktického hlediska je méfeni ustalené anizotropie pfi kontinualni excitaci jednodussi
nez Casoveé-rozliSené techniky, nicméné je mozné pouzit jej jen v pfipad¢ izotropni rotace
v izotropnim médiu a znalosti doby Zivota fluorescencni sondy. Je nutné mit na paméti, Ze
rozdily v hodnoté ustalené anizotropie vyplyvajici ze zmény vnéjSich podminek, naptiklad
teploty, nemusi byt jen pfi¢inou zmény rychlosti otaceni molekuly sondy, ale také vlivem
zmeény jeji doby Zivota.

Casové-rozlisené techniky jsou mnohem ,,mocné¢j$i“ metodou, ale také naro¢néjs$i na
piistrojové vybaveni. Jsou vhodné pro studium fluidity a struktury organizovanych soustav
jako jsou vodné micely, reverzni micely a mikroemulze, lipidové dvojvrstvy, syntetické
neiontové vezikuly a kapalné krystaly. Také jsou vhodné pro stanoveni mobility segmenti
polymert nebo ke sledovani interakci mezi antigenem a protilatkou.

2.4 Kyselina hyaluronova, hyaluronan

Kyselina hyaluronovéa je vysokomolekularni, pfirozené se vyskytujici glykosaminoglykan,
ktery objevil a popsal Karel Meyer s asistentem Johnem Palmerem. V roce 1934 ji extrahovali
z o¢niho sklivce skotu. O dvacet let pozdéji Karel Meyer urcil jeji piesnou chemickou
strukturu. Jeji nazev byl odvozen z teckého slova hyaloid (sklovity) a uronové kyseliny,
kterou v ni Meyer s Palmerem objevili spolecné¢ s glukosaminem. Fakt, Ze kyselina
hyaluronova se v zivych organismech pfevazné¢ vyskytuje ve formé polyaniontu, konkrétn¢ ve
form¢ sodné nebo draselné soli, nikoliv protonované kyseliny, se v souCasnosti odrazi na
Castéji pouzivaném oznaceni hyaluronan (Hya). V priibéhu 40. let 20. stoleti byla kyselina
hyaluronova dale izolovéna z o¢niho sklivce prasat, hovézi krve, pupecni $niry, kohoutich
hiebinkl a hemolytickych streptokokut [10].

2.4.1 Struktura, fyzikalni a chemické vlastnosti

Kyselina hyaluronova je pfisn¢ linearni polymer, ktery je slozen z opakujicich se
disacharidovych jednotek — kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu, které jsou
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sttidavé spojeny B-1,4 a B-1,3 glykosidickou vazbou (viz Obr. 12). Tyto vazby jsou navic
stabilizovany intramolekularnimi vodikovymi mustky.
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Obr. 12 Struktura kyseliny hyaluronoveé.

V kompletni molekule hyaluronanu dosahuje pocet disacharidovych jednotek hodnoty
10 000 a vice, pricemz kazda z nich odpovida 400 Da. Délka takového fetézce pak €ini zhruba
10 um a jeho molekulova hmotnost se pohybuje okolo 4 MDa.

2.4.1.1 Strukturav roztoku

Ve vodném roztoku ma hyaluronan charakter polyaniontu diky disociaci karboxylovych
skupin. Z jeho primarni struktury vyplyvaji dilezit¢ nésledky pro sekunddrni strukturu
v roztoku. Struktura disacharidu je energeticky velmi stabilni, jelikoZ gluk6za v B-konfiguraci
dovoluje objemnéjSim skupinam zaujmout stericky vyhodnéjsi ekvatorialni pozici, zatimco
malé molekuly zabiraji stericky méné pfiznivou axialni polohu. Disledkem tohoto uspotradani
je vyskyt hydrofobnich oblasti, tzv. ,,hydrophobic patch®, které jsou pravé tvofeny vodiky
v axialni poloze [10, 11, 12].

Dle Scotta J. E. a spol. zaujimaji fetézce hyaluronanu v roztoku specifickou strukturu,
kterou popisuje pfedstava nahodné svinutého klubka, tzv. ,random coil“[13]. Retézec
hyaluronanu obsahuje dva typy vazeb. Prvnim z nich jsou relativné pevné vazby v uzavienych
cukernych kruzich, které udrzuji tvar cukernych zbytkl. Jednotlivé cukry jsou navzdjem
spojeny glykosidickymi vazbami obsahujicimi atom kysliku. Tyto vazby jsou navic
stabilizovany intramolekularnimi vodikovymi mustky. Z Obr. 13 je patrné, Ze i voda hraje
dilezitou roli pfi stabilizaci struktury hyaluronanu. Z kyslikového atomu glykosidického
mustku vychdzeji dvé vazby smétujici do ramen pismene ,,V*. Substituenty (cukerné kruhy)
pripojené na konci téchto vazeb mohou rotovat o 360°. Pomoci molekularniho modelovani
bylo prokazano, ze ze sterickych divodi nemaji substituenty uplnou volnost v tom, jakou
konfiguraci vzhledem k atomu kysliku zaujmou, nicméné existuje nékolik moZnosti
uspotadani pro kazdy druh glykosidického mistku. Nasobek poctu miistkti a mnozstvi na nich
moznych konfiguraci vazeb pak davd obrovsky pocet moznych tvart molekulové kostry
hyaluronanu. Tento fakt vede k tomu, Ze se uspotfadani fetézce hyaluronanu miize jevit jako
nahodné, piestoze tomu tak neni.

Nuklearni magneticka rezonance potvrdila pfitomnost uspofadané struktury hyaluronanu
v roztoku, v némz je kazda disacharidova jednotka oproti té pfedchozi otocena o 180°. Dvé
otacky ¢ini 360°, coz znamena navrat k pivodni orientaci. Proto je tato struktura nazyvana
jako dvakrat sto¢end Sroubovice, tzv. ,,two-fold helix*.
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Diulezitym faktem je, ze u fetézce hyaluronanu uspofadaném ve dvakrat sto¢ené Sroubovici
se zhruba po stejn€ dlouhych Usecich vyskytuji hydrofobni oblasti. Pfitomnosti hydrofilnich
a hydrofobnich oblasti se tento polysacharid fadi mezi amfifilni latky. Z tohoto divodu pak
jeho molekula zaujima v roztoku strukturu naro¢nou na prostor.

Obr. 13 Tetrasacharid z Fetézce hyaluronanu slozeny ze dvou opakujicich se disacharidovych
Jjednotek vykazujicich preferovanou konfiguraci v roztoku. G — zbytek kyseliny glukuronové,
N — N-acetylglukosamin. Teckovanou carou jsou vyznaceny vodikové vazby, které jsou
potencionalné pritomny v kazdém tetrasacharidu hyaluronanu. V nevodném rozpoustédle
(napr. dimethylsulfoxid) je vodny miistek (b) mezi acetamidem N, a karboxylem G,
nahrazen vodikovou vazbou (a) [13].

Vznikla doménova struktura hyaluronanu ma charakteristické vlastnosti. Spolecné
s rozpouStédlem mohou do domény difundovat malé molekuly jako je voda, Ziviny
¢1 elektrolyty. Naopak velké molekuly (napf. proteiny) jsou z ni ¢astecné vytlacovany vlivem
jejich velkého hydrodynamického objemu. Cim vétsi tyto molekuly jsou, tim méné mista je
pro né¢ v hyaluronové doménég. Tento fakt vede ke zpomaleni jejich diftze skrz doménu, coz
ma za nasledek jejich nizsi koncentraci v doméné oproti okolnimu prostiedi bez hyaluronanu.
Retézce hyaluronanu se v roztoku neustale pohybuji, tudiz se v doméné kontinualné méni
velikost efektivnich port. Statisticky v ni existuji pory vsSech velikosti, ale s riznou
pravdépodobnosti, coZ znamen4d, Ze vSechny latky mohou prochazet hyaluronovou siti, avSak
s riznym stupném zpomaleni v zavislosti na jejich velikosti [10].

Retézce hyaluronanu maji schopnost vytvafet agregaty samy se sebou, za coZ jsou ¢astedné
zodpovédné pfitazlivé sily mezi hydrofobnimi oblastmi. Ploch4d sekundarni struktura
hyaluronanu (podobna stuzce) ma specifické vlastnosti — ob¢ jeji strany jsou identické, ale
antiparalelni. To mé za nasledek, Ze co je mozné na jedné strané stuzky, je mozné i na stran¢
druhé. Agregaty tedy mohou vznikat z obou dvou stran. Elektrické repulze mezi zdpornymi
naboji, které by podporovaly disociaci agregatli, jsou piekonany hydrofobnimi interakcemi
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a také vodikovymi mustky mezi acetamidovou a karboxylovou skupinou. Jelikoz se jedna
o interakce velmi kratkého dosahu, hraje dulezitou roli komplementarita cukernych zbytki.
Interakce mezi dvéma fetézci hyaluronanu je vyobrazena na Obr. 14.

= hydrofébni
oblast

=>

Obr. 14  Interakce mezi dvema vetézci hyaluronanu [13]. A, B — zobrazeni molekul hyaluronanu,
Cervené mista na B znaci hydrofobni oblasti na retézci, ctverce reprezentuji karboxylovou
skupinu, kruhy skupinu acetamidovou. C zndzornuje schema mozného duplexu mezi
dvema reteézci hyaluronanu (bocni pohled). Dvé participujici molekuly jsou navzdjem
antiparalelni. Teckované ¢ary ohranicuji cukerné jednotky, cervené pasy znaci hydrofobni
oblasti.

2.4.2 Biosyntéza

V lidském téle je syntéza hyaluronanu katalyzovana pomoci enzymili nazyvanych
hyaluronansyntazy, které se fadi do tfidy transmembranovych proteind. Jsou to jediné
enzymy, které maji vice funkci. U obratlovci se vyskytuji tfi typy téchto hyaluronansyntaz,
které se oznacuji jako HAS1, HAS2 a HAS3.

Glykosaminoglykany, mezi které hyaluronan patii, jsou vétSinou syntetizovany v Golgiho
aparatu uvniti buiikky a poté jsou piipojeny k proteinim v jadie. Nicméné hyaluronan je na
rozdil od nich syntetizovan v plazmatické membrané a neni propojen s zadnym jadernym
proteinem. Samotnd syntéza probihd na vnitfni strané bunééné membrany, kde se pomoci
hyaluronansyntaz sttidavé vazi ptrislusné monosachridové zbytky na konec fetézce. Rostouci
fetézec je pak vytlacovan skrz membranu do extracelularniho matrix, kde mize hyaluronan
vytvatfet komplexy s proteiny a stava se tak soucasti pericelularniho obalu [14].
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Nékteré bakterialni kmeny jsou také schopné syntetizovat hyaluronan obdobné jako savci,
kviali usnadnéni jejich patogenniho zpisobu zivota. Piikladem miize byt lidsky patogen
Streptococcus pyogenes nebo zvifeci patogen Pasteurella multocida, jimiz produkovany
hyaluronan mé& shodnou strukturu s hyaluronanem v savcich tkanich. Bakterie si
z hyaluronanu vytvoii silnou obalovou vrstvu, ¢imz se stanou nerozpoznatelnymi pro imunitni
systém hostitele a napadeny organismus se jim pak nemuze G¢inn¢ branit [15].

2.4.3 Vyskyt, biologické funkce

Hyaluronan se prakticky vyskytuje ve vSech tkanich obratlovct a také jej mizeme nalézt
u nékterych bakteridlnich kment, napt. Streptococcus a Pasteurella, u nichz byva soucésti
bunééné stény. V lidském téle je zdkladni stavebni jednotkou mezibunééné matrix. Ve vétsi
mife se nachazi v synovialni tekutin€, pupecni $iiie, oénim sklivci a kiizi. Primérny muz
vazici 70 kg ma okolo 15 g hyaluronanu v téle, z nichZ je denné jedna tfetina degradovana
a opét nasyntetizovana [16].

Hyaluronan ma diky své schopnosti vdzat se na receptory vliv na fadu vyznamnych
procest a funkci bungk, taktéz na zmény genové exprese. Konkrétni biologicka aktivita je
ovlivnéna jeho molekulovou hmotnosti, délkou ftetézce a okolnosti, za kterych je
syntetizovan. Podle toho pak reaguje s riznymi receptory a spousti rizné signalni dréhy.
Nizko a vysokomolekularni hyaluronan maji ¢asto opa¢né bunééné odezvy [16, 17].

Vysokomolekularni hyaluronan (od 500 kDa do 2 MDa) je jednim z nejdelSich polymerii
v extracelularni matrix zivoCichd. Vyznacuje se anti-angiogennimi uc¢inky, potlacuje imunitni
odezvu organismu a inhibuje proliferaci a migraci bun€k. V synovidlni tekutiné slouzi jako
lubrikant a tlumi¢ narazt, zlepSuje metabolismus chondrocytl a inhibuje degradaci kloubni
chrupavky. Jako soucast pericelularni matrix zabraiuje prostupu virti a bakterii k buiice,
napomaha hojeni ran aprodukci nové granulacni tkan€¢ b&hem zanétu. Naopak
nizkomolekularni hyaluronan (20-500kDa) mé pro-angiogenni U¢inky, podporuje bunécnou
proliferaci a migraci a piisobi jako stimuldtor zanétlivé cytokineze. Oligomery (do 10 kDa)
maji jedine¢né biologické funkce. Naptiklad 6-, 8-, 10-mery podporuji proliferaci
endotelidlnich bun¢k [16].

2.44 Vyuziti

Diky svym vlastnostem a biologické kompatibilité¢ je hyaluronan latka velmi vyuZivana
v medicinskych aplikacich od pfipravki na hojeni ran, pfes o€ni chirurgii, ortopedii
a revmatologii, plastickou chirurgii, az po umélé oplodnéni metodou PISCI. Déle se vyuziva
v kosmetickych aplikacich, zejména k piipravé geli a krému proti vraskdm a starnuti kuze.
Rozvoj zaziva pouziti hyaluronanu v tkdnovém inzenyrstvi a také jeho vyuziti pro cilenou
distribuci nebo fizené uvoliovani léciv.

2.5 Asociativni (micelarni) koloidy

Tyto soustavy byvaji klasifikovany jako lyofilni, ackoliv se v nékterych smérech chovaji
jako dvoufazové systémy. Koloidné disperzni Castice, tzv. micely zde vznikaji vratnou
asociaci z pravych roztokli urCitych nizkomolekularnich latek, tzv. tenzidi. Z termodyna-
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mického hlediska se jedna o stabilni systémy a lze pro né do jist¢ miry pouzivat
termodynamiku pravych roztok [18].

2.5.1 Struktura tenzidu

Schopnost latky vytvaret micely je podminéna zvlastni strukturou molekuly. Vyzaduje, aby
molekula méla dvé casti, jednu lyofilni, tj. s velkou afinitou k rozpoustédlu, kterd v ném
zajistuje dobrou rozpustnost, a zaroven druhou c¢ast — lyofobni, kterd se v daném prostredi
nerozpousti (viz Obr. 15). Neochota lyofobni casti ke kontaktu srozpoustédlem vede
k nasledné asociaci. Molekuly s takovouto strukturou oznacujeme jako amfifilni neboli
amfipatické. Pokud hovofime o tenzidech ve vodném prosttedi, nazyvame tyto ¢asti jako
hydrofilni a hydrofobni. Hydrofilni hlavu tvoii polarni skupina, hydrofobni ¢ast je tvotfena
jednim nebo vice uhlikatymi fetézci, které obsahuji vice jak osm atomi uhliku.

Polarni ¢ast - hlava

Nepolarni ¢ast - chvost

Obr. 15 Schématickeé zndzornéni molekuly tenzidu.

2.5.2 Hromadéni tenzidi na fazovém rozhrani, vznik micel

Tenzidy patii do skupiny latek oznacovanych jako povrchové aktivni latky (PAL), diky
tendenci se hromadit na mezifazovém rozhrani. Ridici silou tohoto procesu je snaha o sniZzeni
mezifazové energie (snizeni povrchového napéti).

Ve velkych ztedénich tvofi asociativni PAL pravé roztoky, avSak zvySovani jejich
koncentrace miize vést az ke vzniku micel (Obr. 16).
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Obr. 16 Adsorpce tenzidii na fazovém rozhrani, micelizace [19].

Agregace je tedy zavisla na koncentraci tenzidu a probiha ve dvou krocich. V prvni fadé
nastane fazova separace, jednotlivé molekuly tenzidi se hromadi na fazovém rozhrani,
hydrofilni ¢asti mifi do roztoku, hydrofobni casti tenzidi mifi ven z roztoku. Diky tomu
dochazi ke snizovani povrchového napéti, zvySeni osmotického tlaku a zméné dalSich
fyzikalnich vlastnosti roztoku. Jakmile se povrch roztoku nasyti molekulami tenzidu, za¢nou
v ném vznikat micely. Tento okamzik souvisi s pojmem kritickd micelarni koncentrace
(CMC), coZz je hrani¢ni hodnota koncentrace dané¢ho tenzidu, do které¢ se vyskytoval
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v roztoku pouze v unimolekularni formé, ale od které jiz za¢ina vytvaiet koloidni utvary,
tzn. micely.
2.5.3 Struktura, vlastnosti micel

Velikost a tvar vznikajicich micel zavisi na nékolika faktorech jako je teplota, tlak,
koncentrace (at’ uZ vlastni nebo ptidanych latek), molekularni struktura PAL a dalsi.

Zakladni rozd€leni micel dle struktury je odvozeno od prostiedi, ve kterém dané micely
vznikaji. Jadro micely ma vzdy opacny charakter nez pouzité prosttedi. Ve vodném
(polarnim) prosttedi je jadro micely tvofeno propletenymi uhlovodikovymi fetézci molekul
PAL, kdeZto v nepolarnim prostiedi vznika tzv. reverzni micela s jadrem tvofenym polarnimi
hlavami tenzidu (viz Obr. 17). Diky tomu se uvnitf micely mohou rozpoustét latky
nerozpustné v daném prostredi, 1 kdyZ se cela micela jevi jako rozpustna.

§
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Volné molekuly tenzidu

Reverzni micela

Obr. 17 Tvorba micel v zavislosti na zvoleném prostiedi. Polarni prostFedi — micela, nepolarni

prostredi — reverzni micela.

Dilezitou charakteristikou micel je tzv. agregacni €islo, které udava, z kolika molekul
PAL je micela tvofend. Jeho hodnota byva u béznych a u reverznich micel rozdilna. U bézné
micely se vétSinou jedna fadové o stovky a vyssi, u reverznich micel toto Cislo zpravidla
nenabyva vétsi hodnoty nez deset.

2.5.4 Klasifikace tenzidu

Tenzidy délime dle schopnosti disociovat ve vodném roztoku na iontové (ionogenni)
aneiontové (neionogenni). lontové pak déale d€lime podle néboje polarni skupiny na
kationtové, aniontové a amfoterni.

Neiontové tenzidy nejsou schopny elektrolytické disociace v roztoku. Jejich rozpustnost
ve vod¢ je zplisobena piitomnosti polarnich hydrofilnich skupin se silnymi hydrata¢nimi
schopnostmi (napi. hydroxylovych, esterovych).
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Amfoterni tenzidy obsahuji dvé hydrofilni skupiny, jednu zasaditou a jednu kyselou, které
Jjsou schopny v roztoku disociovat v zavislosti na pH prostfedi. V alkalickém prostfedi se tedy
chovaji jako aniontové tenzidy, v kyselém jako kationtové. Kyselou funkéni skupinou byva
karboxylova nebo sulfoskupina, zasaditou pak nej¢asteji aminoskupina.

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

U Kkationtovych tenzidi je ve vétSiné piipadi kladny ndboj nesen atomem dusiku.
Primérni, sekundarni i tercialni aminy jsou jako tenzidy vyuzitelné jen v protonovaném stavu,
proto je nelze pouzivat pii piili§ nizkém ¢i vysokém pH. Oproti tomu kvartérni dusikaté baze
nejsou pH sensitivni, jedna se o nosice stalého naboje a jsou tedy vyuzitelné v celém rozsahu
pH hodnot.

2.5.4.1 CTAB

Pod zkratkou CTAB se ukryva kationtovy tenzid nazyvany cetrimonium bromid (téZ
cetyltrimethylamonium bromid ¢i systematicky hexadecyltrimethylamonium bromid), jehoz
struktura je vyobrazena na Obr. 18. Jednd se o bilou krystalickou latku, ktera ma diky
pfitomnosti cetrimoniového kationtu antisepticky ucinek proti bakteriim a plisnim. PouZiva se
naptiklad pro syntézu zlatych nanocastic [20], jako pufr pfi extrakci DNA [21], ale nalezneme
ho i v kondicionérech na vlasy.

/CH3 -
/\/\/\/\/\/\/\/\N+ Br
/ \CHs
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Hj
Obr. 18 Molekula CTAB.

Jeho kriticka micelarni koncentrace ve vodé je pii teploté 25 °C rovna 1 mM. Ve vodném
prostfedi maji micely tvofené molekulami CTAB agregacni ¢islo 62, v 13M KBr pak jejich
agregacni Cislo vzroste na hodnotu 139 [22].

2.6 Interakce polyelektrolyt-opacné nabity tenzid

V roztoku je kazdy polyion obklopen ekvivalentnim mnozZstvim nizkomolekularnich
opacn¢ nabitych ionti, které vlivem velkého elektrostatického naboje zustdvaji v tésné
blizkosti jeho fetézce [18]. Na iontovou atmosféru polyelektrolytu mé kromé hustoty jeho
néboje vliv i naboj jeho protiiontd. Cim vétsi naboj protiionty maji, tim intenzivngji se kolem
polyiontu shlukuji. Mezi ionty stejného naboje pak v populaci vazanych iontii prevladaji ionty
s menS$imi rozmery.

Pokud do roztoku polyelektrolytu pfiddme urCité mnozstvi opacné¢ nabitych molekul
tenzidu, zacne vlivem pritazlivych elektrostatickych sil dochazet k agregacnimu procesu,
jehoz vysledkem jsou malé Utvary — minimicely, které byvaji také oznaCovany jako micely
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indukované polyelektrolytem. Koncentraci, od které dochéazi k tomuto agregacnimu procesu,
oznacujeme jako Kkritickou agregacni koncentraci (CAC). Jeji hodnota byva o nékolik fada
nizsi nez je kritickd micelarni koncentrace daného tenzidu a agregacni Cisla téchto utvart jsou
nizsi nez v ptipad¢ volnych micel [23,24].

Tento agregacni proces je velmi podobny klasické micelizaci v roztoku, jelikoZ ma stejnou
fidici silu — tendenci uhlovodikového fetézce tenzidu minimalizovat kontakt s vodou. Jakmile
jsou minimicely vytvofeny, vazi se siln¢ na polyion jako multivalentni protiionty. Pfi riznych
termodynamickych métenich a méfenich transportnich vlastnosti bylo zjisténo, zZe jejich
distribuce podél fetézce neni rovnomérna jako je tomu v piipadé jednoduchych protiiontt, ale
jejich vazani na n¢j ma kooperativni charakter [25].

Vazani molekul tenzidu na polyelektrolyt vykazuje podobnou zavislost na délce
alkylového fetézce tenzidu jako u bézné micelizace. Tenzidy s delSim uhlikatym fetézcem se
na polyelektrolyt vazi mnohem silnéji a jiz pii nizSich koncentracich nez tenzidy s kratSimi
fetézci [26].

Obr. 19 Zndzornéni interakce mezi iontovym tenzidem a opacné nabitym polyelektrolytem.

Diulezitou roli hraje 1 hydrofobni/hydrofilni charakter polyelektrolytu [27]. Hydrofilni
polyelektrolyty nemaji potfebu omezovat kontakt svého fetézce s vodou. Nemaji tedy ani
tendence ucastnit se micelarnich formaci, proto je interakce polymer-tenzid v téchto
pripadech zaloZena pouze na elektrostatickych interakcich. U hydrofilnich polyelektrolyta je
pak vétsina micel béznych tenzidi tvofend bez zapojeni Casti fetézce, pouze jsou na polyion
vazany Coulombickymi interakcemi jako multivalentni protiionty. V pfipadé€, Ze je fetézec
polyelelektrolytu dostatecné flexibilni, mize se obalovat kolem agregatii tenzidu [24]. Naproti
tomu vodorozpustné polyelektrolyty, jejichz fetézec obsahuje hydrofobni €asti (napiiklad
aromatické skupiny na vedlejSim fetézci), ma tendence minimalizovat kontakt téchto
hydrofobnich casti s vodou. V pfitomnosti tenzidii pak dochazi k solubilizaci hydrofobnich
skupin do hydrofobnich mikrodomén, coz znamena, ze se Casti fetézce polyelektrolytu ucastni
na formaci agregatl. Proto byvaji tyto komplexy nazyvany jako smésné micely [28].
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2.6.1 Interakce mezi hyaluronanem a kationtovymi tenzidy

Asa Herslof s kolektivem studoval interakce ve vodném systému obsahujicim hyaluronan,
tetradecyltrimethylamonium bromid (TTAB) a chlorid sodny [29]. Vlastnosti tohoto systému
zjiStoval méfenim viskozity a povrchového napéti roztoki. Zjistil, Ze ptidavek TTAB do
roztoku hyaluronanu s NaCl s velmi nizkou iontovou silou vede k separaci fazi, naopak pfti
vysokych koncentracich soli (200 mM) vznikd homogenni roztok. Tésné€ nad touto kritickou
koncentraci soli ma roztok velmi nizkou viskozitu. Efekt pfidavku soli vysvétlil
elektroneutralizaci zaporn¢ nabitych skupin na fetézci hyaluronanu, kterd byla doprovéazena
jeho svinutim a ¢aste¢nou agregaci. Pfi vySSich koncentracich TTAB vznikalo v roztoku vétsi
mnozstvi volnych micel, jejichz tvorba byla preferovana pied vazanymi micelami, coZ mélo
za nasledek expanzi fetézci hyaluronanu a jejich degradaci.

Na interakce mezi zaporné nabitym hyaluronanem a kladn€ nabitymi tenzidy typu
alkyltrimethylamonium bromid s rizn¢ dlouhymi alkylovymi fetézci (8, 9, 10, 12, 14 a 16
uhlik) se ve svych ¢lancich zaméfili autoti K. Thalberg a spol [30-35].

Pomoci NMR, metody fazové separace, vodivosti a solubilizace barviv zjistili, Ze se na
hyaluronan vazi tenzidy, které maji v alkylovém fetézci vice jak deset atomt uhliku, pficemz
jejich vazani zacina jiz pfi velmi nizkych koncentracich hluboko pod hodnotou CMC daného
tenzidu [30]. Interakce mezi hyaluronanem a témito tenzidy pak vedou ke vzniku agregati
podobnym micelam, které jsou vdzany na kostfe hyaluronanu. Tyto agregaty maji mensi
velikost oproti volnym miceldm tenzidu v roztoku bez pfitomnosti polyelektrolytu. Vzniklou
strukturu pak vystihuje model perlového néhrdelniku. U tenzidi s krat§Sim uhlovodikovym
fetézcem je z energetického hlediska upfednostiiovdna tvorba volnych micel.

Také se ukazalo, Ze pii dosazeni urcitého stupné navazani tenzidu na fetézec hyaluronanu
pfestavaji byt vznikajici komplexy rozpustné ve vodé, coz vede k fdzové separaci a vzniku
precipitatu [31]. Ten lze zpétné rozpustit pfidavkem velkého nadbytku tenzidu nebo pridanim
nizkomolekularniho elektrolytu.

Déle se tento tym zabyval fazovym chovanim syst¢ému TTAB-Hya-voda pomoci pseudo
fazového diagramu, ve kterém jsou jednotlivé slozky systému umistény do rohti trojuhelniku
[32]. Hlavnim znakem tohoto diagramu je dvoufazova oblast kapkovitého tvaru vychazejici
z rohu pfislusejicimu vodé obklopena jednofazovym regionem. Jeji nesymetricky tvar
ukazuje, Ze je roztok koncentrovaného hyaluronanu schopen rozpustit znacné mnoZzstvi
tenzidu, zatimco koncentrovany roztok tenzidu se po pridavku hyaluronanu témeét ihned
fazové separuje. Tyto fazov€ separované komplexy Hya-tenzid pak postupné pifechazeji
v prihlednou koncentrovanou fazi usazenou na dné vzorku, ve které se mnoZstvi vody
pohybuje okolo 70 %, coz poukazuje na vysokou hydrofilitu vysledného komplexu.

Co se tyce vlivu délky alkylového fetézce tenzidu a molekulové vahy hyaluronanu na
fazové chovani, rostouci délka alkylového fetézce ma za nasledek rozsahlejsi dvoufazovy
region, pii¢emz snizujici se molekulova vaha hyaluronanu vede pouze k nepatrnym zménam
v jeho poloze. Z tohoto faktu vyplyva, Ze interakce mezi hyaluronanem a tenzidem je méné
preferovana se snizujici se délkou alkylového fetézce tenzidu a molekulovd hmotnost
hyaluronanu nema na fazovy diagram zadny vyrazny vliv [33].
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Zkouman byl také efekt pfidavku nizkomolekularni elektrolytu (NaBr) na fazovou separaci
syst¢tmu CTAB-Hya [34]. Bylo zjisténo, ze po piidavcich malého mnozstvi elektrolytu
dochazi ke zmenSovani dvoufazové oblasti ve fdzovém diagramu a po dosazeni kritické
koncentrace NaBr (250 mM) fazova separace nadale neprobiha. Dalsi pfidavky soli (500 mM)
ale opét vedou k fazové separaci, ktera ma vsSak odlisny charakter. Oproti nizkym
koncentracim soli totiz vede k separaci na roztok bohaty na hyaluronan a roztok bohaty na
tenzid. Pfidani soli tedy omezuje interakce mezi hyaluronanem a tenzidem, z ¢ehoz vyplyva,
Ze znacna Cast z nich je elektrostatické povahy.

Interakci mezi hyaluronanem a kationtovymi tenzidy typu C,TAB zkoumali 1 pomoci
Casoveé-rozliSené fluorescence [35]. Jako fluorescenéni sondu pouzili pyren, jako zhéSec
dimethylbenzofenon. Zjistili, ze kritickd agregacni koncentrace (CAC) odpovida zhruba
polovi¢ni hodnoté kritické micelarni koncentrace (CMC) tenzidu a je zavisld na koncentraci
hyaluronanu v roztoku. Dale diky porovnani emisnich spekter pyrenu v roztocich tenzidu
s hyaluronanem a bez hyaluronanu vyhodnotili, Ze jsou si vznikajici micely v obou pfipadech
strukturové podobné.

V ramci chemické fakulty na VUT v Brné byly studovany interakce mezi hyaluronanem
s rizné nabitymi tenzidy ve fyziologickém roztoku pomoci metody fluorescencni sondy
a tenziometrie [36]. Naméfen¢ vysledky ukazaly, Ze k tvorb& agregatl dochédzi v urcitém
rozmezi koncentrace tenzidu, je tedy vhodné&j$i hovofit o koncentracni oblasti micelizace,
nikoliv o pfesné kritické micelarni (agregacni) koncentraci. Nejvetsi rozdily mezi
fyziologickym roztokem tenzidu a fyziologickym roztokem tenzidu s hyaluronanem byly
zjiStény u kationtového tenzidu CTAB a neiontového tenzidu Tween 20. U CTAB se ve
fyziologickém roztoku oproti vodnému posunula schopnost solubilizace k vySSim
koncentracim tenzidu, coz bylo pravdépodobné zplsobeno hydrofobnimi interakcemi mezi
dostatecné dlouhymi alkylovymi fetézci CTAB a malo polarnimi ¢astmi fetézce hyaluronanu,
které jsou podporovany diky stinéni elektrostatickych sil pfitomnosti chloridu sodného.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Méreni anizotropie ustalené fluorescence

C. C. Ruiz se pomoci anizotropie ustalené fluorescence zabyval efektem vzniklym
piidavkem ethylenglykolu (EG) k micelarnimu roztoku TTAB [37]. K vyzkumu pouzil tfi
fluorescen¢ni sondy — dvé hydrofobni (perylen a 1,4-difenylbuta-1,3-dien) a jednu hydrofilni
(fluorescein). Z namétenych hodnot anizotropie pak odhadl mikroviskozitu v jednotlivych
micelarnich regionech, pficemz mikroviskozita hydrofobnich oblasti se s pfidavkem EG
nemeénila, z ¢ehoz vyvodil, ze micelarni interiér nepodléhd po pfidavku zadné vyznamné
strukturni zméng. Naproti tomu zvySujici se hodnoty anizotropie fluoresceinu poukézaly na
pronikani EG do oblasti micelarniho povrchu, kde se pravdépodobné podili na tvorbé
solvatacni vrstvy okolo micely.

J. R. Chantres vyuZzil anizotropniho chovani 1,6-difenylhexa-1,3,5-trienu (DPH) pro
studium destabilizace fosfatidylcholinové dvouvrstvé membrany zluCovymi solemi [38]. DPH
taktéz vyuzil Chang Y. a spol. pro charakterizaci Dendron-PEG konjugata [39].

Technika anizotropie fluorescence poslouZzila 1 ke stanoveni mikroviskozitnich vlastnosti
biopolymernich hydrogelti potencidlné vyuzitelnych jako injekéni materidly pro opravu
tkanovych scaffolda [40].

M. Cladia Marchi s kolektivem studovala pomoci anizotropie fluorescence mikroviskozitu
v kavitach gelu vytvoieného hydrolyzou n-butoxidu titani¢itého v 3,2M kyselin¢€ dusicné [41].
Vyuzila pfitom hned n¢kolik fluorescen¢nich sond — rhodamin 101, kresylovou violet’ (CV),
oxazin 1 a hexahydrat chloridu tris(2,2°-bipyridyl)ruthenatého. Zjistila, Ze pro studium
mikroviskozitnich vlastnosti gelu s nizkym pH (2,5-3,5) je vhodny pouze oxazin 1 a CV.
Nasledné¢ s nimi provedla méfeni intenzity fluorescence a anizotropie pii kontrolovanych
teplotach v rozmezi 25-95 °C jako funkci starnuti gelu. Zjistila, Ze se druhd viskozita (bulk
viscosity) gelu s rostouci teplotou zvysuje, ale zaroven se sniZuje omezeni rotace sond, coz
poukazuje na to, ze se gel sklada z pevné sité, mezi kterou se nachazi dutiny s rozpoustédlem
o velikosti vé&tsi nez 500 A.

M. Sreenu a spol se s vyuzitim nékolika riznych analytickych technik zabyval syntézou,
povrchovymi a micelarnimi vlastnostmi tii povrchové aktivnich latek zaloZzenych na bazi
N-oleoylu, pfi¢emz méfeni ustalené anizotropie fluorescence a doby Zivota DPH pouzil pro
stanoveni mikroviskozity hydrofobniho jadra vznikajicich micel [42].

Me¢éfieni anizotropie fluorescence a dalsi spektroskopické metody vyuzil i Haibo Zhou ve
svém vyzkumu zaméfeném na prostudovani prechodu micela-vezikul bis(2-ethylhexyl)-
sulfosukcinatu sodného [43].

Komaromy-Hiller s kolektivem zkoumal vyvoj hodnot anizotropie fluorescence perylenu
v zavislosti na teploté a koncentraci neiontového tenzidu tritonu X-114 pted a po zakaleni
vzorkli [44]. Namétené hodnoty anizotropie vyuzil k odhadu mikroviskozity micelarniho
jadra. Maximum anizotropie bylo pozorovano pii dosazeni CMC, bezprostiedné¢ po jejim
pfekroceni se hodnoty anizotropie snizily, coZ bylo pfipisovano zvétSeni objemu micelarniho
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jadra. Hodnoty anizotropie se pod bodem zakalu snizovaly i vlivem vzrastajici teploty, coz
souvisi s vyraznéjSim rotacnim pohybem sond. V bod¢ zakalu zadné vyraznéjsi zmény
nenastaly. V oddélené micelarni fazi vzniklé po zakaleni vzorku byla naméfend o néco vyssi
anizotropie, nicméné jeji hodnota s narstajici teplotou opét klesala.

Marieta Nichifor s kolektivem studovala vlastnosti hydrofobnich domén vzniklych
z postrannich fetézci polysacharidi, které byly tvofeny N-alkyl-N,N-dimethyl-N-(2-
hydroxypropyl)amonium chloridem ve vodném prostiedi [45]. Tyto vzniklé agregaty
charakterizovala pomoci ustalené fluorescence (CAC), anizotropniho méfeni (mikroviskozita)
a kapilarni viskozimetrie (makroviskozita). Jako fluorescenéni sondy pouzila pyren, DPH
a N-fenylnaftylamin. Zjistila, Ze s rostouci koncentraci a zvySujici se iontovou silou roztoku
probihaji zmény v konformaci polymeru na méné rozséhlou strukturu, piicemz vysledkem je
asociace hydrofobni strany fetézce. Tento stav je pak zachycen fluorofory. S rostouci
koncentraci polymeru roste i pocet vznikajicich malych agregati podél fetézce, dokud nejsou
asociovany vsechny jeho hydrofobni ¢asti. Vlastnosti vzniklych mikrodomén tedy zejména
zavisi na délce polymerniho fetézce a mife jeho substituce.

3.2 Méreni Casové-rozliSené anizotropie fluorescence

Nakul C. Maity a spol. se pomoci TCSPC metody zabyval dynamikou depolarizace
fluorescence organickych fluorescencnich barviv. Konkrétn¢ se jednalo o nilskou cerven,
kresylovou violet’, kryptocyanin, thodamin B a rhodamin DPPE v kationtovych (CTAB),
aniontovych (dodecylsulfat sodny — SDS) a neutralnich (triton X-100) micelach. Rozpadovou
kiivku anizotropie fluorescence molekul fluoroforG uvniti micely charakterizoval pomoci
dvou-exponenciadlni funkce, pfiCemz vyuzil modelu rotacni a translacni difize molekuly
sondy v micele ve spojeni srotatnim pohybem micely jako celku. Z namétenych dat
vypocital rotacni a translac¢ni difizni koeficienty jednotlivych fluoroforii, dale v souvislosti
s wobbling-in-cone modelem stanovil uhel pro Sifeni kmitani v micele a difuzni koeficient
kmitani. Mikroviskozitu prostfedi komentoval pomoci transla¢nich a rotacnich diftznich
koeficientii s ohledem na jejich zavislost na teploté [46].

Fluorescecni techniky pouzil i D. K. Rana s kolektivem pro studium fotofyzikalnich
vlastnosti nové vyvinuté biologicky aktivni latky s terapeutickym u€inkem, konkrétné se
jednalo o 7-oxy(5-selenokyanato-pentyl)-2H-1-benzopyran-2-on [47]. Jeho vlastnosti byly
studovany v micelarnim prostfedi aniontového tenzidu SDS, kationtového tenzidu CTAB
a neiontového tritonu X-100 méfenim absorpénich a emisnich spekter, Casové-rozliSené
fluorescence a ustalené i Casové-rozliSené anizotropie fluorescence.

Casové rozlisena anizotropie fluorescence se taktéz ukazala vhodna pro studium systému
zaloZzenych na poly(N-isopropylakrylamidu), a to konkrétn€ pro zkoumani zmén jejich
struktury a zmén chovani v zavislosti na rozdilnych teplotach dané¢ho roztoku [48].

Tato metoda byla taktéz vyuzita A. P. Doradem s kolektivem, ktery se zabyval studiem
rotacnich pohybtu fluorescencnich sond v polyethylakrylatovych sitich, a to v rozmezi teplot
10—40 °C a riznych stupnich zesiténi [49]. Pouzité anthracenové sondy se pti nizkém zesiténi
systému chovaly jako elipsoidy a jejich rotacné korelacni ¢asy byly uréeny na 2 a 20 ns.

40



Pomoci DPH a ¢asové€ rozliSené anizotropie fluorescence byla Rogerem Bisby studovana
membranova dvojvrstva obsahujici a-tokoferol [50]. DPH bylo taktéz pouzito jako
fluorescen¢ni sonda v kombinaci s metodou TCSPC pro studium interakci mezi biologicky
aktivnimi polykationty a fosfolipidovymi membranami [51].

Casové rozlisena anizotropie fluorescence byla vyuzita i T. A. Smithem, ktery pomoci ni
zkoumal adsorpci rhodaminu B na koloidni oxid kfemicity (ludox) [52].

Také Klaus Suhling s kolektivem vyuzil tuto metodu a za pomoci fluoresceinu jako sondy
studoval mikroviskozitu prostiedi v zivych bunkach [53].

S vyuzitim DPH a laurdanu jako fluorescen¢nich sond, steady-state a TSCPC méteni
anizotropie fluorescence, studoval J. Sykora s kolektivem vliv neiontovych tenzidi na
stimulaci G-proteinti v plazmatickych membréanach [54].

Chandra Khara s kolektivem studovala pomoci ¢asove rozliSené anizotropie fluorescence
rotacni dynamiky dvou opacné€ nabitych latek, konkrétn€ I-anilinonaftalen-8-sulfonatu
a ethidium bromidu, a to jak v iontovém rozpoustédle, které ptredstavoval 1-butyl-3-methyl-
imidazolium tetrafluoroborat, tak v bézném viskéznim rozpoustédle, ato glycerolu [55].
Z naméfenych vysledkd vyvodila, Ze elektrostatické sily maji ve stejné viskoznich
rozpoustédlech jen nepatrny vliv na nabité molekuly rozpusténych latek.

V ramci této diplomové prace byl jako hydrofobni fluorescencni sonda pouzit perylen,
jehoz rotaéni dynamika je pfedmétem mnoha védeckych ¢lank.

Ptikladem muze byt studium Casové rozliSené anizotropie fluorescence perylenu ve smési
glycerol/voda, které provadél Ronald Christensen s kolektivem [56]. Vzorky excitoval
laserovym pulzem a pro experiment zvolil metodu jednofotonového ¢itani. Pokles anizotropie
fluorescence charakterizoval pomoci dvojitého exponencidlniho modelu. Urc€il rotacni
korelac¢ni Casy, které souvisi s difuzi v roviné a mimo rovinu molekuly daného fluoroforu
a stanovil pre-exponencialni faktor, odrdzejici relativni orientaci absorpéniho a emisniho
transmisniho momentu, ktery byl nezéavisly na viskozité, teplot¢ 1 dalSich externich
vlastnostech systému. Ukazalo se, ze zkoumany systém perylen/glycerol/voda je vhodnym
standardem pro porovnavani vyhodnoceni experimentalnich technik a analytickych metod
vyuzivajicich nanosekundové méfeni anizotropie fluorescence.

Vyhasinajici kiivku anizotropie fluorescence perylenu ve viskdznich rozpoustédlech
(glycerol, propylenglykol) v rozmezi 20-35 °C zkoumal 1 David N. Piston s kolektivem [57].
Mary D. Barkley s kolektivem studovala pomoci Casové rozliSené fluorescence a Casove
rozliSené anizotropie fluorescence perylen a 9-aminoakridin v glycerolu, a to jak pfi rGznych
excitacnich vlnovych délkach, tak v teplotnim rozmezi 10—40 °C [58]. Rota¢ni dynamikou
perylenu a 3,9-dibromperylenu v glycerolu se zabyval i tym védeckych pracovnikl v cele
s Jackem Szubiakowskim [59].

Mathew McCarrol s kolektivem vyuzil perylen a casové rozliSenou anizotropii
fluorescence pro studium vodného roztoku tritonu X-114, do kterého byl v riznych
mnozstvich pfidavan aniontovy tenzid SDS [60]. Pfi nizkych koncentracich SDS se projevila
komponenta s velmi kratkym korelacnim casem a kiivky rozpadu anizotropie ukazaly
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existenci vysoké limitni hodnoty anizotropie fluorescence, coZ znacilo, Ze bylo perylenu
branéno v rotatnim pohybu v micelarnim prosttedi. Pti vysSich koncentracich SDS se limitni
anizotropie vyznamne snizila, coZ naznacilo migraci sondy dovnitf micely.

Déle byla ¢asové-rozliSena anizotropie perylenu pouzita pro studium lipidové dvojvrstvy
tvofené palmitoyl-6-9-oleylfosfatidylcholinem [61]. Bohuzel bylo zjisténo, Ze pouze toto
meéfeni neposkytne dostatek informaci na to, aby bylo mozné plné€ charakterizovat orientacni
rozdéleni molekul v dvojvrstvach.

Jako druhd fluorescenéni sonda v této diplomové praci, urCena pro stanoveni
mikroviskozity hydrofilni ¢asti kondenzovanych systému, byl pouzit rhodamin 6G, ktery
nalezl i uplatnéni pfi nasledujicich studiich koloidnich systému.

Dina Tleugabulova s kolektivem vyuzila Casové-rozliSenou anizotropii rhodaminu 6G pro
sledovani rozsahu iontové vazby mezi touto kladné nabitou fluorescenéni sondou
a koloidnimi ¢asticemi oxidu kfemicitého bez modifikace i s modifikovanym povrchem
neutralnimi ¢i kationtovymi silanovymi skupinami [62, 63].

Graham Hungerford srovnaval fluorescencni chovani rhodaminu 6G v tenkych a tlustych
vrstvach tetraethylorthosilikatu vyrobenych ze stejné reakéni smési [64]. Vysledky Casoveé-
rozliSené anizotropie fluorescence poukdzaly na pfitomnost rizn¢ velkych pora, ve kterych
byly molekuly barviva v€znény.

Rhodamin 6G poslouZil 1 pro studium sol-gel matice tetramethylorthosilikatu. Konkrétné
se jednalo o studium mikroviskozitnich zmén pfi starnuti a hydrolyze gelu [65]. Vysledky
ukazaly, ze se sol-gel proces skladd znékolika zietelnych fazi, mezi kterymi dochazi
k vyraznym zménam lokalni mikroviskozity.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy

4.1.1 Chemikalie

Fluorescencni sondy

Hyaluronan

Tenzid

Rozpoustédla

Ostatni

4.1.2 Pristroje a zaFizeni

Fluorolog
(luminiscencni spektrometr)

Fluorocube
(TCSPC spektrofluorometr)

Perylene — CAS: 198-55-0, purris for fluorescence
Fluka, Cislo Sarze: 2059009

Rhodamine 6G — CAS: 989-38-8, purris > 99 %
Sigma Aldrich, ¢islo Sarze: 252433-1G

Sodium hyaluronate 300-500 kDa, Tech-grade
Contipro Biotech s. 1. 0., Cislo Sarze: 213-3809

Sodium hyaluronate 750-1000 kDa, Tech-grade
Contipro Biotech s. r. 0., ¢islo Sarze: 213-4160

Hexadecyltrimethylammonium bromide — CAS: 57-09-0
Sigma Aldrich, ¢islo Sarze: 059K0041

Aceton p. a. — CAS: 67-64-1
Penta, Cislo Sarze: 1212021209

Ethanol — CAS: 64-17-5, extra Cisty
ML Chemica, ¢islo Sarze: 202-031-70303

Glycerol — CAS: 56-81-5, Cistota > 99,5 %
Sigma Aldrich, ¢islo Sarze: BCBK9967V

Mili-Q voda — Miliphore academic, Purelab: ELGA

Chlorid sodny p. a. — CAS: 7647-14-5
Lachner, s. r. 0., ¢islo Sarze: PP/2009/06278

Ludox — Koloidni kiemik, pouziti pouze pro R&D
Sigma Aldrich, ¢islo Sarze MKBJ4732V

Horiba Scientific

Zdroj zéateni — Xenonova lampa 450 W, rozsah 200—850 nm
Monochromatory — Czerny-Turner

Detektory — 2xXPMT, InGaAs (LN;), PbS

Rychlost skenu — 150 nm/s

Horiba Scientific

Zdroj zateni — NanoLED (rGzné vinové délky, 260—740 nm,
pracovni frekvence 1 MHz)

Emisni monochromator — typ Seya-Namioka (200-800 nm)
Detektor — TBX-04 (185—-650 nm, rozliseni 20 ps/kanal)
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Analytické vahy Denver Instrument, Mdl BC 100

Piedvazky Denver Instrument, S-603
Mikropipety Finnpipette, Eppendorf Research
Trepacka Heidolph Vibramax 100
Magnetické michadlo Variomag POLY 15

Vibracni michadlo IKA MS2 Minishaker

4.2 Metody

4.2.1 Priprava zasobnich roztoki

Vsechny zasobni roztoky byly pfipraveny navazenim potiebného mnozstvi dané pevné
latky (s pfesnosti na 4 desetinnd mista) a analytickym doplnénim daného rozpoustédla na
pozadovany objem.

Ptipraveny byly zasobni roztoky fluorescencnich sond v t€kavych rozpoustédlech. Jednalo
se o perylen v acetonu a rhodamin 6G v ethanolu, oboji o koncentraci 1-10~* M. Tyto roztoky
byly skladovany v lednicce pfi teploté 4 °C.

Ptipraven byl i nasyceny a 0,15M roztok NaCl ve vodé. Tyto roztoky byly uchovany pfti
laboratorni teplot¢.

Dale byly pfipraveny zasobni roztoky obsahujici CTAB ve vod¢ nebo v 0,15M NacCl.
Konkrétné se jednalo o 2mM CTAB ve vodé, 200mM CTAB ve vodé¢ a 200mM CTAB
v 0,15M NacCl. Vzniklé roztoky byly michany 24 hodin na magnetickém michadle a poté
skladovany pfi laboratorni teploté.

Také byly piipraveny zasobni roztoky hyaluronanu. Z hyaluronanu o molekulové vaze
300-500 kDa byl pfipraven vodny roztok o koncentraci 1 g'1"'. Z hyaluronanu 750—1000 kDa
byl piipraven 0,5% roztok v 0,15M NaCl. Vzniklé roztoky byly ponechany 24 hodin na
magnetickém michadle a potom skladovany v lednicce pii 4 °C.

4.2.2 Priprava vzorku

4.2.2.1 Kapalné vzorky

Do cistych sklenénych vialek byl pipetovan takovy objem roztoku fluorescencni sondy
v t&kavém rozpoustddle, aby jeji vysledna koncentrace ve vzorku &inila 1-10°° M, pokud neni
uvedeno jinak. Tékavé rozpoustédlo bylo odpafeno za sniZzeného tlaku. Do takto pfipravenych
vialek se sondou byly pfipravovany vzorky o pozadovanych koncentracich jednotlivych
komponent v pozadovaném prostfedi. VSechny vzorky byly promichédny na vibracnim
michadle a ponechany minimalné€ 12 hodin na tfepacce za laboratorni teploty.

Pro obé fluorescencni sondy byla pfipravena kalibracni fada pro meéfeni zavislosti
anizotropie fluorescence na viskozit¢ homogenniho prostredi, ktera byla tvoiena 8 (resp. 6)
vzorky obsahujicimi smés glycerol/voda. Hmotnostni zlomek glycerolu se v fadé
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s rhodaminem 6G zvySoval zZwgy, =0 aZ na wgy=0,96. U perylenu byla kvili jeho
hydrofobicité vytvofena fada s wgyy, = 0,4-0,96.

Pro studium interakci mezi hyaluronanem a CTAB v kapalné fazi byly vytvofeny dvé
koncentra¢ni fady — ve vodném prostfedi a v prostiedi 0,15M NaCl, obsahujici 8 vzorkt
s konstantni koncentraci hyaluronanu cpy, = 0,015 g1, pfitemz koncentrace CTAB se
v ramei fady zvySovala v rozmezi 0,01-0,1 mmol-1™". Jako fluorescenéni sonda byl pouzit
perylen o koncentraci 3-10° M ve vzorku. Jednotlivé vzorky byly namichany tiikrat,

Dale byly pro lepSi porovnavani mikroviskozitnich vlastnosti hydrofobnich domén
pfipraveny riizné micelarni roztoky CTAB s perylenem jako fluorescen¢ni sondou, a to jak ve
vodném prostfedi, tak 1 v prostiedi 0,15M NaCl. Jednalo o roztoky: 2mM CTAB,
2mM CTAB v 0,15M NaCl, 100mM CTAB, 100mM CTAB v 0,15M NaCl, 200mM CTAB
a200mM CTAB v 0,15M NaCl. Jednotlivé vzorky byly namichany tfikrat.

4.2.2.2 Gelové vzorky

Pro ptipravu gelovych vzorkll byly pouzity zasobni roztoky obou fluorescen¢nich sond,
0,5% Hya v 0,15M NaCl a 200mM CTAB v 0,15M NacCl. Gelace probihala ve zkumavkéach,
pficemz celkovy objem roztoku ¢inil 12 ml. Nejprve bylo do zkumavek pipetovano takové
mnoZstvi roztoku dané sondy, aby jeji vysledna koncentrace ve vzorku &inila 1-107° M.
Tekavé rozpoustédlo bylo odpafeno za sniZzené¢ho tlaku. Nasledné bylo do zkumavky
napipetovano 6 ml roztoku CTAB, zkumavka byla zazatkovana, jeji obsah byl promichan na
vibra¢nim michadle a poté byla ponechéna 24 hodin na tfepacce. Dalsi den bylo do zkumavek
pfidano 6 ml roztoku hyaluronanu, vzorky byly opét promichany na vibracnim michadle
a ponechany dalSich 24 hodin na tfepacce za laboratorni teploty.

Prubéh gelace je fotograficky zdokumentovan v piiloze 1. Pii gelaci doslo k separaci dvou
fazi. Spodni (gelova) faze byla pomémé tuha a vykazovala vysokou viskozitu oproti horni
fazi (supernatantu).

Gelové vzorky byly pro kazdou fluorescencni sondu namichany ttikrat. Jejich fotofyzikalni
vlastnosti byly prométeny po 1, 7 a 14 dnech od smichani roztokt Hya a CTAB, ptfi¢emz byly
uchovavany kompletni véetné supernatantu pii laboratorni teploté bez ptistupu svétla.

4.2.3 Vlastni méFeni — podminky, nastaveni pristroja

Vsechna méfeni byla provadéna pfi teploté 25 °C. Méfeni kapalnych vzorkl probihalo ve
standardni kifemenné kyveté s optickou drahou 1 cm. U gelovych vzorkl nebylo mozné pouzit
klasické méteni v kyveté kvili vysoké rigidit€¢ gelu a také kvili nehospodarnosti métenti,
jelikoz by k nému bylo zapotiebi obrovské mnozstvi kondenzované faze. Proto byl gel pro
meéfeni spekter a anizotropie ustalené fluorescence (ptistroj Fluorolog) nanesen v tenké vrstvé
na kifemenné sklicko a pfiklopen dal§im sklickem, které zabranovalo jeho vysychani.
Nasledné byl vzorek mezi témito dvéma sklicky vloZen diagonalné do standardni kyvety, jak
je fotograficky zdokumentovano v ptiloze 2. Pro méfeni ¢asové-rozliSenych dat na pfistroji
Fluorocube byl vyuzit nastavec pro pevné vzorky, v némz je specidlni kyveta umisténa v uhlu
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45° na excitacni paprsek, pficemz je navic zaklonéna vuci vertikalni ose kviili minimalizaci
odrazu excitacniho zareni (viz fotografie v piiloze 3).

4.2.3.1 ExcitaCni a emisni spektra

K méteni byl pouzit luminiscenéni spektrometr Fluorolog od firmy Horiba. U vzorki
obsahujicich perylen byla excitacni spektra méfena v rozmezi vinovych délek 300475 nm pii
nastaveni emisniho monochrométoru na 490 nm. Emisni spektrum bylo méfeno v rozmezi
415-600 nm pf1 nastaveni excitacniho monochromatoru na 389 nm.

U vzorkl obsahujicich rhodamin 6G byla excita¢ni spektra méfena v rozmezi vinovych
délek 380—-570 nm s emisnim monochromatorem nastavenym na 580 nm. Emisni spektra byla
méfena v rozsahu 500-700 nm pro excitaci pi1 480 nm.

4.2.3.2 Anizotropie ustdalené fluorescence

K méteni byl pouzit ptistroj Fluorolog od firmy Horiba. Anizotropie fluorescence byla
meéfena v L-formatu s vyuzitim detektoru T1 (PMT). Pro kazdy vzorek bylo nastaveno 5
opakovani méfeni, pricemz vysledkem byla zjisténa praimérna hodnota anizotropie. Integracni
¢as byl u vSech vzorki nastaven na 2s. U vzorkl s perylenem byla excitace nastavena na
389 nm a emise na 475 nm. Pro vzorky s rhodaminem 6G byla excitace nastavena na 455 nm
a emise na 560 nm.

4.2.3.3 Doba Zivota

K méfeni Casové-rozliSené fluorescence byl pouzit ptistroj Fluorocube (od firmy Horiba)
pracujici na zékladé metody TCSPC. Vzorky obsahujici perylen byly excitovany pomoci
nanoLED diody s vlnovou délkou 389 nm a se Sitkou pulzu 1,2 ns. Nastaveni pfistroje bylo
pf1 méfenich nasledujici: emisni monochromator — 475 nm, excitacni polarizator — 0°, emisni
polarizator — 54,7°, Coaxial delay — 65 ns, TAC range — 100 ns, RT preset — 0 s, Peak preset —
10 000 counts, Repetion rate — 1 MHz a Sync delay — 50 ns.

Vzorky s rhodaminem 6G byly excitovany nanoLED diodou s A¢xc = 455 nm a se Sitkou
pulzu 1,2 ns. Nastaveni piistroje pifi méfenich: emisni monochroméator — 560 nm, excitacni
polarizator — 0°, emisni polarizator — 54,7°, Coaxial delay — 65 ns, TAC range — 50 ns,
RT preset — 0 s, Peak preset — 10 000 counts, Repetion rate — 1 MHz a Sync delay — 0 ns.

Signal lampy (tzv. prompt) byl stanoven pii pouziti koloidniho kiemiku (ludox) s emisnim
monochromatorem nastavenym na vinovou délku pouzité diody.

4.2.3.4 Casové-rozlisSend anizotropie fluorescence

K méfeni Casoveé-rozliSené anizotropie fluorescence byl opét pouzit piistroj Fluorocube od
firmy Horiba, jako tomu bylo u stanoveni dob Zivota. Vzorky s perylenem byly excitovany
nanoLED diodou s vlnovou délkou 389 nm, jednotlivé vyhasinajici kiivky fluorescence
potfebné pro vyhodnoceni casové-rozliSené anizotropie fluorescence byly méfeny pfti
nastaveni pfistroje: emisni monochromator — 475 nm, Coaxial delay — 65 ns, TAC range —
100 ns, RT preset — 60 s, Peak preset — O counts, Repetion rate — 1 MHz a Sync delay — 50 ns.
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Meéfeni bylo ukonceno pfi rozdilu 5 000 counts (fotond) mezi poklesy s VV a VH orientaci
polarizatort.

Vzorky s rhodaminem 6G byly excitovany nanoLED diodou s vinovou délkou 455 nm,
pficemz jednotlivé vyhasinajici kiivky fluorescence byly méfeny pii nastaveni pfistroje:
emisni monochromator — 560 nm, Coaxial delay — 65 ns, TAC range — 50 ns, RT preset —
60 s, Peak preset — O counts, Repetion rate — 1 MHz a Sync delay — 0 ns. Mé&feni bylo
ukonceno pfi rozdilu 5 000 counts (fotontl) mezi poklesy s VV a VH orientaci polarizatort.

U kazdého vzorku bylo provedeno meétfeni G-faktoru s nastavenim odpovidajicim dané
fluorescen¢ni sondé¢.

4.2.4 Vyhodnoceni

4.2.4.1 Statistika

JelikoZ byly jednotlivé vzorky namichany tiikrat, hodnoty veli¢in pro vyhodnoceni
informaci z danych méfeni byly ziskdny zprimérovanim naméfenych vysledkti pro dané
slozeni vzorku, pficemz byly stanoveny i vybérové smérodatné odchylky, jejichz hodnoty
byly vyneseny do grafi v podobé chybovych tsecek.

4.2.4.2 Doba Zivota fluoroforu

K analyze dat ziskanych méfenim Casové-rozliSené fluorescence byl pouzit program DAS6
Fluorescence Decay Analysis Software od firmy Horiba, ktery pracuje na principu metody
nelinedarnich nejmensich ¢tverct. Cilem této metody je zjisténi, zda se soubor dat shoduje
s danym matematickym modelem, kterym byla tato data proloZzena a urCeni parametru, ve
kterém se odrazi pravdépodobnost spravnosti prolozeného modelu. Tento ,,goodness-to-fit*
parametr v sobé porovnavd nameétfend data N(#) a pfislusny matematicky model N(#) dle
rovnice:

s 1 B F &[Ny - N
=2 [N(t) - N.(2,)] —Z O (42)

kde proménna n predstavuje pocet dat (pocet kanall) pouzitych pro analyzu a oy je standardni
odchylka kazdého datového bodu.

JelikoZ hodnota Xz zavisi na mnozstvi dat, neni ve vysledku vhodné interpretovat pfimo jeji
hodnotu, ale je dobré pouzit redukovanou spravnost prolozeni yg, kterd je od mnozstvi dat
nezavisla.

2 2

iAo
1%

_n—p_

, (43)

kde n je pocet bodl, p predstavuje pocet parametrii volnosti a v je pocet stupiiil volnosti.
Pokud se v souboru dat projevuji pouze ndhodné chyby, méla by se hodnota yr” pohybovat
kolem jedné. V piipad¢, Ze se matematicky model nebude shodovat s namérenymi daty, bude
hodnota ;(Rz daleko vétsi nez jedna.

47



V programu DAS6 mohou byt naméfena data prokladana 1-5 exponencialni matematickou
funkci, jejiz obecna podoba je:

F(t)=A4+ Biexp(;J, (44)

1

kde ¢ predstavuje Cas, 4 je fitovaci parametr, B je pred-exponencialni funkce, ktera souvisi
s mnozstvim emitujici latky v analyzovaném vzorku a 7 je pfislusné doba Zivota.

V ptipadech vice-exponencidlnich poklesti, kdy bylo potfeba porovnavat vysledky
s ustalenou fluorescenci, byla zavedena priimérna doba zivota fluoroforu, jejiz hodnota byla
spocitana dle rovnice:

=2 0T (45)
i=1
kde o; = 0,0IB,

4.2.4.3 Casové-rozlisend anizotropie fluorescence

K analyze dat ziskanych méfenim cCasové-rozliSené anizotropie fluorescence byl opét
pouzit program DAS6 Fluorescence Decay Analysis Software od firmy Horiba, pficemz byla
pouZzita metoda rekonvolué¢ni analyzy.
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Obr. 20 Priklad vyhodnoceni ,,sumy* namérenych poklesii fluorescence vzorku s rhodaminem 6G
ve smeési glycerol/voda s 86,7 %y, glycerolu. Prompt — odezva lampy, sum — suma
Jjednotlivych poklesu fluorescence (pri VV a VH orientaci polarizatorit) a fit — prolozena
funkce. Hodnota yx° = 1,103.
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Nejprve je potieba analyzovat ,,sumu“ naméfenych poklesi fluorescence (Obr. 20)
s vyuzitim matematického modelu, jehoz obecnym zékladem je rovnice (44). Pro jednoduché
fluorofory s mono-exponencidlnim poklesem by vyhodnoceni sumy mélo dat hodnotu doby
zivota. V ptipadé, ze se nejedna o jednoduchy fluorofor, je potieba pouzit vice-exponencialni
matematicky model.
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Obr. 21 Priklad vyhodnoceni rozdilu (,diff") namérenych poklesii fluorescence vzorku
s rhodaminem 6G ve smesi glycerol/voda s 86,7 %, glycerolu. Prompt — odezva lampy,
fit — proloZend funkce. Hodnota y* = 0,953.

Nasleduje analyza dat z rozdilu poklest fluorescence s pouzitim impulsni rekonvolu¢ni
fitovaci funkce:

I(i) = R(inf) + B, exp(_—iJ + Bzexp(-—ij, (46)

rotl TrotZ

R(0)=R(inf) + B, +B,. (47)

R(inf) predstavuje infinitni neboli rovnovaznou hodnotu anizotropie fluorescence,
R(0) oznacuje hodnotu pocatecni anizotropie fluorescence, B; a B, jsou pred-exponencialni
funkce, které souvisi s mnozstvim emitujici latky v analyzovaném vzorku a 7, a 7 jsou

piislusné rota¢ni korelac¢ni doby.

Pro pouziti modelu pouze s jednim rota¢nim korelacnim Casem se hodnota B, fixuje na
nulovou hodnotu.
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U perylenu pii vyhodnoceni dat pomoci dvou-exponencidlniho modelu byly ziskany dvé
rotacni korela¢ni doby, z nichz byla nasledné vypocitana primérna rotacni korelacni doba dle
rovnice, ve které je a; = 0,01-B,.

7’-rot = z airrotl“ (48)
i=1

4.2.4.4 Vyhodnoceni mikroviskozity prostiedi

Mikroviskozita urcit¢ho prostiedi byla vyhodnocovana pomoci urceni ekvivalentni
viskozity, tj. viskozity homogenniho prostfedi, ze kterého méa dand fluorescen¢ni sonda
stejnou odezvu jako pii méteni daného mikroprostiedi.

K tomuto ucelu byly pouzity namétené kalibracni kiivky — zavislost anizotropie ustalené
fluorescence a zavislost primérné rotacni korela¢ni doby na viskozit¢ homogenniho prostiedi
(viz kapitola 5.1-5.2), perylenu a thodaminu 6G ve smési glycerolu s vodou, u které byla dle
hmotnostniho zlomku glycerolu urcena viskozita dle dat z ¢lanku [66].

U vzorkll s perylenem byla ekvivalentni viskozita hydrofobnich oblasti pocitdna pomoci
rovnice ziskané linearnim prolozenim dat u vzorka s viskozitou 6,05-182,4 mPa-s.

Anizotropie ustalené fluorescence:

y =0,00037x +0,01137. (49)

Casové-rozliSena anizotropie fluorescence:

»=0,02452x +0,10587, (50)

kde y ptedstavuje hodnotu anizotropie, ptip. primérného rotaéniho korelaéniho ¢asu a x
ekvivalentni viskozitu.

U vzorkli s rhodaminem 6G byla ekvivalentni viskozita hydrofobnich oblasti pocitana
pomoci rovnice ziskané linearnim prolozenim dat u vzorka s viskozitou 24,57-182,37 mPa-s.

Anizotropie ustalené fluorescence:

y =0,00095x +0,08266. (51)

Casové-rozliSena anizotropie fluorescence:

v =0,045218x +0,25232, (52)

kde y ptedstavuje hodnotu anizotropie, popt. rotacniho korelacniho Casu a x ekvivalentni
viskozitu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Perylen ve smési glycerol/voda

5.1.1 Doba Zivota perylenu ve smési glycerol/voda

Perylen ve vSech vzorcich obsahujicich smés glycerolu s vodou vykazoval dvé doby
zivota, z nichz byla spocitana primérna doba Zzivota perylenu, jejiz hodnota se v ramci této
fady vzorkl snizovala od 7=4,96ns pro vzorek s 40,5 %um glycerolu az na hodnotu
7=4,01 ns pro vzorek s 95,5 %nm glycerolu.

5.1.2 Zavislost anizotropie ustalené fluorescence na viskozité homogenniho prostiedi

S rostouci viskozitou vzorkl obsahujicich smés glycerolu s vodou se zvySovaly i namétené
hodnoty anizotropie fluorescence, coz byl o¢ekavany fakt.
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Obr. 22 Zavislost anizotropie ustalené fluorescence perylenu na viskozité homogenniho prostiedi

(smés glycerol/voda).

Jak je z Obr. 22 patrné, zavislost anizotropie ustalené fluorescence perylenu na viskozité
prostiedi vykazuje téméf linearni charakter. Naméiené hodnoty anizotropie perylenu se
pohybuji v rozmezi 0,0144-0,179, jak je vidét z nasledujici Tab. 1. Ziskané¢ hodnoty
anizotropii pro vzorky o danych viskozitdch byly pouzity jako kalibra¢ni fada pro urceni
ekvivalentni viskozity ostatnich méfenych vzorki s perylenem touto metodou.
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Tab. 1 Hodnoty anizotropie ustdlené fluorescence perylenu ve smesi glycerol/voda.
Wely n <r>
[%] [mPa-s]
40,5 6,1 0,0144 £ 0,0014
60,3 22,5 0,0186 + 0,0006
80,1 110,3 0,0521 + 0,0007
86,7 182,5 0,079 + 0,007
92,7 365,0 0,1261 +0,0013
95,5 600,5 0,179 + 0,007

5.1.3 Zavislost priimérné rotac¢ni korela¢ni doby na viskozité homogenniho prostiedi

Data

ziskand pfi meéfeni Casové-rozliSené anizotropie fluorescence perylenu byla

cv N

exponencialni model, u ostatnich vzorkdi vyhasinajici kfivky anizotropie fluorescence

vykazovaly dvou-exponencialni charakter. Ze ziskanych hodnot rota¢nich korelacnich Cast

byl vypocitan primérny rotacéni korelacéni cas, jehoz zavislost na viskozit¢ homogenni

prostiedi je znazornéna na Obr. 23.
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Zavislost prumerné rotacni korelacni doby perylenu na viskozité homogenniho prostredi

(smés glycerol/voda).

Tato zavislost ma opét témért linearni charakter, jako tomu bylo 1 u ustalené anizotropie.

Ziskané hodnoty primérné rota¢ni doby pro vzorky o danych viskozitach byly pouzity jako

kalibracni tfada pro urCeni ekvivalentni viskozity ostatnich vzorka s perylenem métenych

touto metodou.
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Jednotlivé rotacni korela¢ni doby a jejich relativni amplitudy jsou uvedeny v Tab. 2. Kvuli
lepsi piehlednosti jsou v tabulce uvedeny pouze hodnoty vybérovych smérodatnych odchylek
u pramérné rotacni korelacni doby perylenu, které byly do grafu na Obr. 23 vyneseny
v podob¢ chybovych usecek.

Tab.2  Jednotlivé rotacni korelacni ¢asy perylenu ve vzorcich obsahujicich smés glycerol/voda.

Wty n Trotl rel. ampl. Trot2 rel. ampl. Trot

[%o] [mPa-s] [ns] [Y0] [ns] [%o] [ns]
40,5 6,05 - - 0,61 100,00 0,579 + 0,053
60,3 22,52 0,37 54,36 1,67 45,64 0,83 +0,19
80,1 110,28 0,55 26,97 2,80 73,03 2,44 £ 0,11
86,7 182,48 0,89 23,62 5,68 76,38 4,609
92,7 364,95 1,84 24,44 10,83 75,56 8,6+1,2
95,5 600,51 2,44 20,06 18,38 79,94 15,2 +£0,7

Z Tab. 2 je zfejmé, ze srostouci viskozitou vzorkd dochazelo k nértGstu hodnot obou
rotacnich korelac¢nich dob, ve kterych se odrazi pohyb fluorescen¢ni sondy v rovin€é i mimo
rovinu jeji molekuly. Rotacnim korelacnim ¢asem oznacujeme dobu, za kterou se molekula
fluoroforu oto¢i o 1radian. Cim vice je tedy molekule fluorescenéni sondy branéno
v pohybu, tim del$i rota¢ni korela¢ni Cas namétime.

5.2 Rhodamin 6G ve smési glycerol/voda

5.2.1 Doba zivota rhodaminu 6G ve smési glycerol/voda

Rhodamin 6G ve vsSech vzorcich obsahujicich smés glycerolu s vodou vykazoval dvé doby
zivota, z nichZ byla spocitdna hodnota primérné doby Zivota, kterd se s rostouci viskozitou
vzorku zkracovala obdobné, jako tomu bylo v pfipad¢€ perylenu. Ve vod¢ byla primérna doba
zivota rhodaminu 6G stanovena na 7 = 3,94 ns, u vzorku obsahujiciho 95,3 %nm glycerolu pak
méla hodnotu 7= 3,25 ns.

5.2.2 Zavislost anizotropie ustalené fluorescence na viskozité homogenniho prostiedi

Zavislost ustalené anizotropie fluorescence rhodaminu 6G na viskozité homogenniho
prostiedi je uvedena na Obr. 24. U rhodaminu 6G nema tato zavislost linearni charakter, jako
tomu bylo u perylenu, navic bylo v ptfipadé rhodaminu dosazeno daleko vysSich hodnot
anizotropie. Pro srovnani — u vzorkd s obsahem glycerolu kolem 96 %, byla naméfena
hodnota anizotropie pro perylen 0,179, kdezto pro rhodamin 0,332. Toto je dano rozdilnym
tvarem a velikosti molekul téchto fluorofort, coz se odrazi v jejich rozdilné rota¢ni dynamice,
se kterou namétené hodnoty anizotropie ustalené fluorescence souvisi.

Ziskané hodnoty anizotropii pro vzorky o danych viskozitach jsou uvedeny v Tab. 3 a byly
pouzity jako kalibra¢ni fada pro urCeni ekvivalentni viskozity ostatnich méfenych vzorka
s thodaminem 6G.
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Tab.3  Hodnoty anizotropie ustdlené fluorescence rhodaminu 6G ve smési glycerol/voda.

Wely n <r=
[%] [mPa-s]
0,0 1,01 0,016 + 0,002
20,2 2,52 0,0266 + 0,0018
40,2 6,08 0,0527 + 0,0008
60,6 24,57 0,103 + 0,003
80,4 113,18 0,198 = 0,019
86,7 182,37 0,253 = 0,009
92,7 353,55 0,294+ 0,010
95,3 565,36 0,332+ 0,010
0,35
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Obr. 24 Zavislost anizotropie ustdlené fluorescence rhodaminu 6G na viskozité homogenniho

prostredi (smés glycerol/voda).

5.2.3 Zavislost prumérné rotacni korela¢ni doby na viskozité homogenniho prostiredi

Casové-rozliSena data z méteni anizotropie fluorescence rhodaminu 6G byla vyhodnocena
metodou rekonvolucni analyzy. U vSech vzorkli méla vyhasinajici kiivka anizotropie mono-

exponencialni charakter, tudiz byla ziskana pouze jedna rotacni korelac¢ni doba, jejiz hodnoty
pro dané vzorky byly v zavislosti na viskozité vyneseny do grafu na Obr. 25.
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Obr. 25 Zavislost rotacni korelacni doby rhodaminu 6G na viskozité homogenniho prostredi (smés

glycerol/voda).

Jak je z Obr. 25 patrné, srostouci viskozitou vzorku byly ziskdvany vysSi hodnoty
rotacniho korela¢niho Casu, jak bylo predpokladano. Z téchto hodnot (uvedenych v Tab. 4)
byla vytvofena kalibra¢ni fada pro urCeni ekvivalentni viskozity ostatnich vzorkl
s thodaminem 6G métfenych pomoci stejné metody.

Tab.4  Stanovena rotacni korelacni doba rhodaminu 6G u vzorku obsahujiciho smés glycerolu

s vodou o znamé viskozite.

Woly n Trot Wely n Trot
[%] [mPa-s] [ns] [%] [mPa-s] [ns]

0,0 1,005 0,272 + 0,015 80,4 113,18 5,33 +0,27
20,2 2,52 0,36 +£ 0,03 86,7 182,37 8,52 +0,32
40,2 6,08 0,61 + 0,02 92,7 353,55 114+1,2
60,6 24,57 1,38+ 0,12 95,3 565,36 13,03+ 0,73

5.3 Perylen v micelarnich roztocich CTAB

V nasledujicich podkapitolach jsou zhodnoceny vysledky ziskané pomoci jednotlivych
fluorescen¢nich metod s pfihlédnutim na mikroviskozitni vlastnosti hydrofobnich jader micel
CTAB, do kterych se molekuly perylenu prednostné solubilizuji, a to jak pifi rtznych
koncentracich CTAB (2 mM, 100 mM a 200 mM), tak v ramci vodného prostiedi i prostiedi
0,15M NaCl. Tyto vzorky byly namichany a prométeny z diivodu lepSi moznosti srovnani
viskozity mikroprostiedi hydrofobnich agregati vznikajicich na fetézci hyaluronanu
v kapalné fazi a hydrofobnich domén uvnitt gelové faze.
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Vzorky s koncentraci 200 mM CTAB ve vodném prostiedi nebyly prométeny, jelikoz pii
laboratorni teploté doslo k jejich vysrazeni.

5.3.1 Doba Zivota perylenu

Ve vSech vzorcich vykazoval perylen dvé doby Zivota, ze kterych byla spocitana jeho
pramérna doba zivota, ktera byla v ramci této sady vzorku stejna, tzn. 7 = (5,700 = 0,011) ns,
coZ naznacuje, ze byly jeho molekuly zabudovany v obdobném prostfedi. KratS§i doba
s relativnim zastoupenim kolem 3 % méla hodnotu t;,=(0,73£0,12)ns a méla by
predstavovat dobu zivota perylenu ve vode¢, ze které vykazuje pouze velmi nizkou intenzitu
fluorescence, zato delsi a prevladajici doba Zivota 1, = (5,85 £ 0,02) ns by pak méla odpovidat
molekulam perylenu nachazejicim se v hydrofobnim jadfe micely.

5.3.2 Excita¢ni a emisni spektrum perylenu v micelarnim roztoku

Na néasledujicim Obr. 26 jsou vyobrazeny normalizovand excitatni a emisni spektra
perylenu v micelarnich roztoku o koncentraci 100 mM CTAB, a to jak ve vodném prostiedi,
tak v prostfedi 0,15M NaCl. Ziskana spektra se v zasad¢ vibec nelisi, z ¢ehoz vyplyva, ze
pfidavek soli z fotofyzikalniho hlediska nijak neovlivnil molekuly perylenu.

= 100mM CTAB
excitace

100mM CTAB
v 0,15M NaCl
excitace

—— 100mM CTAB
emise

100mM CTAB
v 0,15M NaCl
emise

-

e

300 350 400 450 500 550 600
Z [nm]

Obr. 26 Normalizovana excitacni a emisni spektra perylenu v roztocich 100mM CTAB
a 100mM CTAB v 0,15M NaCl.
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5.3.3 Anizotropie ustalené fluorescence

Hodnoty anizotropie ustalené fluorescence stanovené v ramci této sady vzorkli jsou
uvedeny v Tab. 5. Jak je zni zfejmé, s rostouci koncentraci CTAB mirné roste i hodnota
naméfené anizotropie, pricemz piidavek soli ji jest€ o néco zvysil. Z hlediska rozmezi
meéfitelné anizotropie perylenu se vSak jedna jen o velmi malé rozdily mezi velmi nizkymi
hodnotami anizotropie fluorescence. Pro srovnani, maximalné moznd naméfitelna hodnota
anizotropie pro perylen v rigidnim prostiedi, tj. fundamentélni anizotropie, je rovna 0,35 [2].
Ve zkoumanych micelarnich roztocich se hodnoty anizotropie pohybovaly pouze mezi
0,023-0,030, z ¢ehoz vyplyva, ze se molekuly perylenu nachdzely ve vysoce fluidnim
prosttedi, které jim nebranilo v rotaénim pohybu.

Tab.5  Hodnoty anizotropie ustalené fluorescence perylenu v riiznych micelarnich roztocich CTAB.

Prosttedi <r>
2mM CTAB 0,0232 + 0,0002
2mM CTAB v 0,15M NaCl 0,0244 = 0,0008
100mM CTAB 0,0262 + 0,0010
100mM CTAB v 0,15M NaCl 0,0283 + 0,0008
20 mM CTAB v 0,15M NacCl 0,0300 + 0,0003

5.3.4 Casové-rozliSena fluorescence

Data z méfeni Casove-rozliSené anizotropie fluorescence byla vyhodnocena pomoci dvou-
exponencialniho modelu. Ziskané rotac¢ni korela¢ni doby jsou uvedeny v nasledujici Tab. 6.
Kwvili lepsi prehlednosti jsou v tabulce uvedeny pouze hodnoty vybérovych smeérodatnych
odchylek u primérné rotacni korela¢ni doby perylenu.

Tab. 6  Rotacni korelacni doby perylenu v riiznych miceldarnich roztocich CTAB.

Prostiedi Trotl rel. ampl. Trot2 rel. ampl. Trot

[ns] [%o] [ns] [%o] [ns]
2mM CTAB 0,56 37,35 1,70 62,65 1,21 £ 0,04
2mM CTAB v 0,15M NaCl 0,17 21,84 1,64 66,18 1,26 £ 0,09
10 mM CTAB 0,29 22,32 1,61 68,74 1,69 £ 0,13
100mM CTAB v 0,15M NaCl 0,32 24,94 1,63 79,39 1,82 +£0,10
200mM CTAB v 0,15M NaCl 0,32 25,16 1,56 78,17 1,94 £ 0,03

Jak je z Tab. 6 patrné, jednd se o rychlé rotacni korelacni casy, které odpovidaji
naméfenym nizkym hodnotdm anizotropie ustalené fluorescence pro tytéz vzorky, coz opét
poukazuje na fakt, Ze vetSina molekul perylenu nachéazejicich se v micelarnim jadrech byla
obklopena fluidnim prostfedim, které jim vyrazné€ nebranilo v pohybu.

5.3.5 Mikroviskozita micelarniho jadra

Ze ziskanych hodnot anizotropie ustalené fluorescence a primérné rotacni korelacni doby
perylenu byly vypocitany hodnoty ekvivalentni viskozity stanovené dle dané metody, z nichz
byla spo€itdna primérnd hodnota ekvivalentni viskozity pro dany vzorek (viz Tab. 7). Pro
lepsi nazornost jsou ziskané hodnoty viskozity mikroprostiedi micelarniho jadra zobrazeny ve
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sloupcovém grafu na Obr. 27. V podobé chybovych usecek byly do grafu ke konkrétnim
micelarnim roztoklim vyneseny hodnoty vybérové smerodatné odchylky.

100,0
@vodné prostiedi

200 /80,15 M NaCl

60,0 l
=
T 400 A
=

20,0 -

0,0 T T
2mM CTAB 100mM CTAB 200mM CTAB

Obr. 27 Vypocitana ekvivalentni viskozita jednotlivych micelarnich roztokii CTAB.

Mirn¢ zvysSujici se mikroviskozita micelarniho prostfedi ma pravdépodobné pivod ve
zméné struktury micel CTAB vlivem jeho zvySujici se koncentrace a taktéz vlivem piidavku
nizkomolekularniho elektrolytu — NaCl. Nad CMC se v roztoku vyskytuji siln¢ hydratované
micely kulovitého tvaru. Srostouci koncentraci tenzidu v roztoku narlstaji rozméry
vznikajicich micel a za¢inaji se objevovat i micely jinych nez kulovitych tvari. Pfi vysokych
koncentracich (= n¢kolik stovek mM) jsou pak micely deformovany v disledku nedostatku
mista na tyCinkovité agregaty. Vlivem piidavku NaCl navic dochazi ke sniZzovani kritické
micelarni koncentrace a ke zvySovani agregaCniho Cisla micel, coz pfispiva k vyraznéjsi
zméné velikosti a tvaru vznikajicich utvarti, coz se projevi na rozdilném uspotadani
uhlovodikovych fetézcti tvoficich hydrofobni jadra téchto agregati, tudiz se to projevi i na
stanovené viskozité mikroprostiedi, ve kterém je perylen solubilizovan.

Tab.7  Vypocitané hodnoty ekvivalentni viskozity micelarniho prostredi pomoci anizotropie

ustalené fluorescence (1,) a casove-rozlisené anizotropie fluorescence perylenu ().

Prostiedi My Ner n
[mPa-s] [mPa-s] [mPa-s]
2mM CTAB 36 46 41+5
2mM CTAB v 0,15M NaCl 39 48 43+ 5
100mM CTAB 43 65 54 +11
100mM CTAB v 0,15M NaCl 48 71 6011
200mM CTAB v 0,15M NaCl 53 76 6412

58



5.4 Sledovani interakci mezi hyaluronanem a CTAB v kapalné fazi

Pro sledovani interakci mezi hyaluronanem a CTAB o nizkych koncentracich (100—10krat
nizsi koncentrace CTAB nez jeho CMC) v kapalné fazi byl vybran jako fluorescen¢ni sonda
perylen, ktery mé¢l v tomto systému simulovat chovani hydrofobniho 1éciva. Proto budou
v nasledujici kapitole diskutovany vlastnosti syst¢ému Hya-CTAB s konkrétnim zamétenim se
na vznik a mikroviskozitni vlastnosti hydrofobnich domén, které jsou dulezité pro solubilizaci
molekul IéCiva a tedy i moznosti vyuziti tohoto systému jako cileného nosice 1€Civ.

5.4.1 Vznik hydrofobnich domén

V této kapitole bude vznik hydrofobnich domén ndzorné komentovan za pomoci vyvoje
hodnot anizotropie ustalené fluorescence a totalni intenzity fluorescence perylenu v zavislosti
na koncentraci CTAB ve vzorku.

5.4.1.1 Vodné prostiedi

Jelikoz perylen prakticky nefluoreskuje ve vodé, ale pouze v nevodném prostiedi, znaci
narust celkové intenzity fluorescence na Obr. 28 vznik hydrofobnich domén, ve kterych byly
molekuly perylenu solubilizovany.
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Obr. 28 Zavislost totalni intenzity fluorescence a anizotropie fluorescence na koncentraci CTAB ve
vzorcich obsahujici 0,015 gl Hya ve vodném prostiedi.

Vyrazny narist intenzity fluorescence byl zaznamenan od koncentrace 0,03 mmol-I™" aZ do
koncentrace 0,05 mmol-I”" CTAB ve vzorku. Nasledné sniZeni intenzity fluorescence bylo
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zpusobeno vznikem kondenzované faze na sténé vialky, kterd jasné dokazuje probihajici
interakci mezi fetézci Hya a molekulami CTAB. Tento jev byl totiz pravdépodobné zptisoben
dosazenim koncentrace tenzidu nutné pro nasyceni kritického poctu vaznych mist na fetézci
Hya, pfi¢emZ nésledné doSlo k fazovému pifechodu a vzniku koncentrované faze na skle
vialky, ve které byly pfitomné i hydrofobni domény. Pii prelévani roztoku do kyvety zlstala
gelova vrstva zachycena na stén¢ vialky a do kyvety byl pfelit pouze roztok obsahujici malé,
resp. zadné mnozstvi domén, diky ¢emuz byla naméfend hodnota intenzity fluorescence
perylenu nizsi nez u vzorkli s mensim obsahem CTAB, resp. téméf zadna. Po vlozeni vzorkt
do fotokomory s UV zafenim byly zietelné viditelné svétélkujici prstence na sténach vialek
u vzorkil s koncentraci 0,06 mmol-1" CTAB a vyssi, piesng, jak tomu odpovida i pokles
intenzity fluorescence. Fotograficky je tento jev zdokumentovan u vzorku s koncentraci
0,1 mmol-I"" CTAB na Obr. 29. Vznikajici kondenzovana faze by jisté stala za samostatnou
pozornost, nicméné ji vznikalo velmi malé mnozstvi, které nebylo dostacujici pro méfeni.

Obr.29  Vznikld kondenzovand fize na sténé vialky u vzorku s 0,1 mmol-I"" CTAB. Vievo — foceno za

denniho svétla. Vpravo — foceno ve fotokomore s UV zarenim.

Pocatecni nartst hodnot anizotropie ustalené fluorescence u vzorkll s koncentraci
0,01-0,03 mmolI"' CTAB by mé&l zna&it rostouci usporadani sytému, tedy podatek agregace.
Nasledny pokles anizotropiec od vzorku obsahujiciho 0,04 mmoll’ CTAB souasné
s naristem intenzity fluorescence poukazuje na jiz vzniklé hydrofobni domény na fetézci
hyaluronanu, ve kterych se molekuly perylenu solubilizovaly. Uprostted téchto domén jim
bylo daleko méné branéno v rotacnim pohybu, ale zaroven jim hydrofobni prostiedi
umoznovalo fluoreskovat. Co se tyée poslednich dvou vzorkli zkoncentraéni ftady,
tj. o koncentraci 0,08 a 0,1 mmol-I"' CTAB, vlivem velmi nizké intenzity fluorescence nemaji
naméfené hodnoty anizotropie dostatecné vypovidajici hodnotu kvili detekénim limitim
pouzitého pfistroje.
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5.4.1.2 Prostiedi 0,15M NaCl

V prostiedi 0,15M NaCl ma zavislost intenzity fluorescence perylenu zobrazena na Obr. 30
odlisSny charakter oproti vzorkim ve vodném prostfedi. Intenzita fluorescence v ramci
koncentra¢ni fady neustale roste. Zde se totiz nevytvorila kondenzovana faze, kterd by
ulpivala na sténéch vialky, jako tomu bylo u vodného prosttedi, coz pravdépodobné znaci, ze
pfidavek chloridu sodného do systému omezil interakce mezi Hya-CTAB.
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Obr. 30 Zavislost totalni intenzity fluorescence a anizotropie fluorescence na koncentraci CTAB ve
vzorcich obsahujict 0,015 g-l ' Hya v prostiedi 0,15M NaCl.

U prvnich &yt vzorkd, tj. s koncentraci 0,01-0,04 mmol'l CTAB dochazi k vyraznému
nariistu anizotropie a pouze mirnéjSimu nardstu intenzity fluorescence, z ¢ehoz vyplyva, ze
v ramci téchto koncentraci CTAB dochazi k agrega¢nimu procesu vedoucimu k postupnému
vzniku hydrofobnich oblasti. Bohuzel, vlivem pfidavku nizkomolekuldrniho elektrolytu do
systému Hya-CTAB pravdépodobné& dochazi k jeho prebudovani, které je pro pouZiti tohoto
systému jako cileného nosice 1é¢iv nezadouci. Vzhledem k naméfenym hodnotam intenzity
fluorescence, které odpovidaji zhruba tfetindm hodnot naméienych v rdmci vodného prostiedi
a nevznikajici kondenzované fazi u vzorkli s vysSi koncentraci CTAB, se totiz jako
nejpravdépodobnéjsi varianta jevi pozvolné tvotfeni volnych micel CTAB, které jsou vlivem
pritomného NaCl preferovany pifed hydrofobnimi doménami navdzanymi na fetézci
hyaluronanu. Zpocatku, pfi velmi nizkych koncentracich CTAB, je tedy pravdépodobné
vytvareno malé mnozstvi nedokonalych a vysoce hydratovanych micel, do jejichz jader se
snazi vtésnat co nejvice molekul perylenu, vlivem ¢ehoz pak dochazi k jejich vzajemnému
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omezovani se v pohybu, coZ pfispivd k naméfené vyssi hodnoté anizotropie fluorescence.
V souvislosti s vytvofenim pouze nizkého poctu micel nedochazi k vyrazn€jSimu narastu
intenzity fluorescence, jelikoz vétSina molekul perylenu zlstava ve vodném prostiedi, ze
kterého prakticky nevykazuje fluorescenci.

Nasledng u vzorku s 0,05 mmol'l”' CTAB byl zaznamenan pokles anizotropie a vyrazn&ji
narast hodnoty celkové intenzity fluorescence, coz poukazuje na vznik vétSiho poctu micel,
pfipadné na jejich zvétSujici se velikost. Pti dal§Sim zvySovani koncentrace CTAB ve vzorcich
(0,06-0,1 mmol'I"") dochazelo k vyrazn&j§imu naristu intenzity fluorescence spolednd
s vyraznym poklesem anizotropie fluorescence, z ¢ehoz lze s urcitosti fici, Ze se v systému
nachdazely jiZ plné vytvorené volné micely CTAB.

5.4.2 Vznik hydrofobnich domén — doba Zivota perylenu

5.4.2.1 Vodné prostiedi

U vzorkl s vodnym prostfedim vykazoval perylen dvé doby zivota, z nichz byla spocitana
pramérna doba Zivota perylenu, jejiz hodnota se v ramci prvnich 5 vzorkd, tj. s koncentraci
0,01-0,05 mmol1"' CTAB postupné zvysSovala od 7= (5,10 + 0,06) ns po 7 = (5,39 + 0,04) ns.
Tento fakt byl zplisoben snizujicim se relativnim zastoupenim krat$i doby Zivota perylenu
71 =(3,5£0,3) ns anaopak rostoucim zastoupenim (od 58 % do 92 %) delsi doby Zivota
7=(5,74+0,11)ns, ktera by méla odpovidat molekuldm perylenu zabudovanym
v hydrofobnim prostfedi vznikajicich agregatti, coz znaci, Ze s nartstajici koncentraci CTAB
bylo vice a vice molekul perylenu solubilizovano do hydrofobnich domén. Toto zjiSténi
odpovida nartstajici intenzit¢ fluorescence v ramci danych vzorkid, ¢imz se potvrzuje
narustajici pocet agregati Hya-CTAB, popf. jejich zvétSujici se velikost.

U vzorkt s koncentraci 0,06 a 0,08 mmol'l”" CTAB pak hodnota praimémé doby Zivota
klesla na 7= (5,33 £ 0,02) ns, a to jak kvtli sniZeni relativniho zastoupeni delsi doby Zivota,
tak 1 sniZeni hodnoty krat§i doby Zivota na 7, =(2,74 £0,19) ns, vlivem vytvofeni se
kondenzované faze na sténé vialky, diky které nebyl do kyvety pielit cely systém Hya-CTAB,
ale pouze kapaln4 ¢ast obsahujici malé mnozstvi hydrofobnich domén.

Vzorek s koncentraci 0,1 mmol'1"' CTAB vykazoval tak nizkou intenzitu fluorescence, ze
jej nebylo mozné smyslupln¢ vyhodnotit.

5.4.2.2 Prostiedi 0,15M NaCl

U vSech vzorkl v prostfedi 0,15M NaCl vykazoval perylen také dvé doby Zivota. Kratsi
znich méla hodnotu 7; = (2,6 = 0,2) ns a del$i, odpovidajici molekulam perylenu v hydro-
fobnich jadrech micel, méla hodnotu 7, = (5,79 + 0,18) ns. Vlivem zvySujiciho se relativniho
zastoupeni del$i doby Zivota (od 50 % do 95 %) se pak vypocitand primérnd doba Zivota
perylenu zvysila v ramci celé této koncentra¢ni fady z hodnoty 7= (4,80=+ 0,09) ns az na
hodnotu 7= (5,50 £ 0,14) ns, coz opét odpovida trendu celkové intenzity fluorescence, kterad
taktéz rostla v prub&hu celé koncentracni fady.
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5.4.3 Mikroviskozita hydrofobnich domén

Pro vodné prosttedi jsou hodnoty ekvivalentni viskozity vypocitané z namétenych hodnot
anizotropie ustdlené fluorescence a prumérného rotacniho korelaéniho casu perylenu

(vyhodnocen ze dvou naméfenych rotacnich korelacnich €asti pro dané vzorky) uvedeny
spolecné s témito naméienymi hodnotami v nasledujici Tab. 8. Pro prostiedi 0,15M NacCl je
pak obdobnym zptisobem vytvofena Tab. 9.

U vzorku 8 ve vodném prostiedi, tedy s koncentraci 0,1 mmol1”" CTAB nebylo
smysluplné mozné vyhodnoceni dat ziskanych pti ¢asové-rozliSeném méieni z diivodu nizké

intenzity fluorescence, proto je unéj vyhodnocena ekvivalentni viskozita pouze ze steady-

state méfeni anizotropie, ktera ale kvuli detek¢nim limitim pfistroje taktéz nema dostatecné
vypovidajici hodnotu.

Tab.8  Stanovené hodnoty anizotropie ustalené fluorescence a znich vypocitané hodnoty
ekvivalentni viskozity, stanovené priumérné rotacni korelacni doby perylenu a z nich
vypocitané hodnoty ekvivalentni viskozity a zpriumérované hodnoty ekvivalentni viskozity
pro dané vzorky obsahujici 0,015 g'l'Hya a 0,01-0,1 mmol-I"" CTAB ve vodném prostiedi.

CTAB <r> Mu Trot Ner n
[mmol1'] [mPa-s] [ns] [mPa-s] [mPa-s]

0,01 0,0401 + 0,0019 78,1 2,32 +0,11 90,2 84+6

0,02 0,0477 + 0,0012 98,7 2,508 £ 0,013 97,9 98,3 +0,4

0,03 0,049 + 0,002 101,5 2,58 £ 0,14 100,8 101,1+0,4

0,04 0,0463 + 0,0013 95,0 2,52 £ 0,04 98,6 97 +2

0,05 0,0454 + 0,0017 92,5 2,40 £ 0,04 93,6 93,1 +£0,6

0,06 0,042 + 0,004 81,1 2,328 £0,017 90,6 86 +5

0,08 0,038 + 0,002 70,8 2,12 £ 0,09 82,2 76+ 6

0,1 0,031 + 0,004 52,2 — — 52,2

Tab.9  Stanovené hodnoty anizotropie ustdlené fluorescence a znich vypocitané hodnoty
ekvivalentni viskozity, stanovené priumérné rotacni korelacni doby perylenu a z nich
vypocitané hodnoty ekvivalentni viskozity a zpriumérované hodnoty ekvivalentni viskozity
pro dané vzorky obsahujici 0,015 gl Hya a 0,01-0,1 mmol-I"" CTAB v 0,15M NaCl.

CTAB <r> Nu Trot Ner n
[mmol-1"] [mPa-s] [ns] [mPa-s] [mPa-s]
0,01 0,0356 = 0,0019 65,8 2,011 £+ 0,007 77,7 72+ 4
0,02 0,041 +£0,0012 79,5 2,28 +£ 0,09 88,6 84+3
0,03 0,045 + 0,002 92,7 2,39 £ 0,19 93,0 92,8 +0,2
0,04 0,0477 £ 0,0013 98,9 2,50 £ 0,09 97,8 98,3+ 0,4
0,05 0,044 £ 0,0017 89,2 2,22+£0,18 86,4 87,8+ 1,0
0,06 0,035 + 0,004 63,9 1,9+0,3 66,1 65,0 + 0,8
0,08 0,030 £ 0,002 51,7 1,86 £ 0,17 63,4 58 +4
0,1 0,027 £ 0,004 43,9 1,58 £ 0,12 56,1 50+ 4
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Hodnoty primérnych ekvivalentnich viskozit pro koncentra¢ni fadu jak ve vodném
prostiedi, tak v prostiedi 0,15M NaCl jsou kvuli lepsi nazornosti vyobrazeny spolecné ve
sloupcovém grafu na Obr. 31. V podobé chybovych usecky jsou vyneseny vybérové
smérodatné odchylky pro dané vzorky.

120
Ovodné prostiedi
100 - — B | - @0,15M NaCl
— _I_ —F—
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Obr.31 Stanovend ekvivalentni viskozita jednotlivych vzorkii obsahujicich 0,015 g1 'Hya
a 0,01-0,1 mmol-I'! CTAB, Jjak ve vodném prostredi, tak v 0,15M NaCl.

Jak je z Obr. 31 patrné, v piipad¢ vodného prostiedi byla zjisténa ekvivalentni viskozita
hydrofobnich domén o néco malo vyssi nez v pifipadé 0,15M NaCl, jediné u vzorku
s koncentraci 0,4 mmol'1"' CTAB je stanovend viskozita u vzorku s NaCl nepatrné vyssi jak
u vodného prostiedi. Pii srovnani zjisténych mikroviskozit v ramci raznych micelarnich
roztoki CTAB (41-64 mPa-s, viz kapitola 5.3.5) jsou v systému Hya-CTAB ve vodném
prostiedi pfi koncentracich CTAB v rozmezi 0,01-0,05 mmol1”" stanoveny vyssi hodnoty
viskozity mikroprostiedi, které souvisi se vznikem malych hydrofobnich domén, které jsou
navazany na fetézec hyaluronanu, v nichz byly molekuly perylenu solubilizovany. Co se tyce
vzorkii v prostiedi 0,15M NaCl, u vzorki s koncentraci 0,01-0,05 mmol-1"' CTAB byly takté
stanoveny vys$i hodnoty ekvivalentni viskozity mikroprostiedi nez v piipadé raznych
micelarnich roztokli, nicmén¢ tento fakt je pravdépodobné spojen s pocatkem vzniku volnych
micel v roztoku, které jsou zprvu nedokonalé¢ a vysoce hydratované, tudiz pro molekuly
perylenu vytvaii prechodné rigidn&jsi prostiedi. U vzorki s koncentracemi 0,06-0,1 mmol-I™
CTAB nizsi hodnoty ekvivalentni viskozity — srovnatelné s micelarnimi roztoky CTAB, jiz
naznacuji pfitomnost plné€ vytvorenych malych volnych micel CTAB v roztoku.

64



5.5 Kondenzovana faze v systému Hya-CTAB-NaCl

V nasledujicich podkapitolach jsou shrnuty mikroviskozitni vlastnosti gelovych fazi
v zavislosti na jejich starnuti, vznikajicich v syst¢tmu Hya-CTAB-NaCl za vysokych
koncentraci tenzidu (pfiblizné 100krat vyssi nez jeho CMC) a pii koncentraci 0,15 M NacCl,
ktera odpovida jednoduchému fyziologickému roztoku. Pro sledovani mikroviskozitnich
vlastnosti hydrofobnich domén byl jako fluorescen¢ni sonda pouzit perylen, pro studium
mikroviskozity hydrofilnich ¢asti gelu byl jako fluorescen¢ni sonda zvolen rhodamin 6G.

5.5.1 Hydrofobni domény v priitbéhu starnuti gelu

Jelikoz je pro nosicovy systém jednou z podstatnych vlastnosti schopnost inkorporovat
hydrofobni latku, je dulezitd ptfitomnost hydrofobnich domén v jeho struktufe. V ramci
gelovych fazi ve studovaném systému Hya-CTAB-NaCl jsou hydrofobni domény tvoieny
zachycenymi agregaty tenzidu CTAB, které zaroven slouzi i k fyzikdlnimu sitovani.

5.5.1.1 Doba Zivota perylenu

Perylen ve vSech gelovych vzorcich vykazoval dvé doby Zivota, pficemz kratsi doba Zivota
byla stanovena na 7; = (3,38 + 0,15) ns a delsi doba, se zastoupenim z 98 %, byla urena na
72 = (5,66 £ 0,01) ns. Primérna doba Zivota perylenu pak ¢inila 7= (5,61 + 0,02) ns. Hodnota
téchto dob se béhem c¢trnactidenniho starnuti gelu nijak nezmeénila.

5.5.1.2 Anizotropie ustdalené fluorescence perylenu

Ziskané hodnoty anizotropie ustalené fluorescence perylenu jsou uvedeny v Tab. 10. Jak je
z ni zjevné, namérené hodnoty anizotropie jsou jen o kousek vyssi nez v ptipad€ micelarnich
roztoktit CTAB (viz kapitola 5.3.5), z ¢ehoz lze usuzovat, Ze hydrofobni domény zabudované
v gelové siti maji podobny strukturalni charakter jako hydrofobni jadra micel. V ramci
¢trnéctidenniho starnuti gelu se hodnoty anizotropie nijak vyrazn€ nezménily, z ¢ehoz lze fici,
ze mikroprostiedi kolem molekul perylenu je z viskozitniho hlediska stalé.

Tab. 10 Hodnoty anizotropie ustalené fluorescence perylenu v kondenzované fazi systému
Hya-CTAB-NaCl v pribehu 14 dni.

staii gelu <r>
[den]
1 0,029 + 0,002
7 0,0293 + 0,0017
14 0,0291 £+ 0,0013

5.5.1.3 Casové-rozliSend anizotropie perylenu

Z dat ziskanych pifi méfeni Casové-rozliSené anizotropie fluorescence perylenu byly
vyhodnoceny dvé rota¢ni korelacni doby, z nichz byla vypoctena priimérna rotacni korela¢ni
doba perylenu. Jejich hodnoty jsou uvedeny v Tab. 11. Hodnota rotac¢ni korela¢ni doby se
v zadsad€ vlivem Ctrnactidenniho starnuti gelu nezménila, coZ potvrzuje ziskané vysledky
pomoci anizotropie ustalené fluorescence.
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Tab. 11 Prumeérna rotacni korelacni doba perylenu v kondenzované fazi systému Hya-CTAB-NaCl
v pribéhu 14 dni.

Stafi gelu Trotl rel. ampl. Trot2 rel. ampl. Trot
[den] [ns] [Y0] [ns] [Y0] [ns]

1 0,019 0,29 2,05 99,72 2,04 + 0,04

7 0,020 3,92 2,09 96,08 2,01 £ 0,06

14 0,018 2,33 2,08 97,67 2,03 + 0,04

5.5.2 Hydrofilni ¢ast gelu v pribéhu jeho starnuti

5.5.2.1 Doba Zivota rhodaminu 6G

Rhodamin 6G vykazoval ve vSech gelovych vzorcich dvé doby Zivota, jejichZz hodnoty se
v pribéhu c¢trnactidenniho starnuti gelu zvySovaly, vlivem ¢ehoz se zvySovala i stanovend
pramérna doba rhodaminu, konkrétné¢ zhodnoty 7=(3,71£0,08)ns az na hodnotu
7=(3,91 £ 0,07) ns, coz signalizovalo zmény v hydrofilni ¢asti gelové faze.

5.5.2.2 Anizotropie ustdalené fluorescence rhodaminu 6G

U gelovych vzorkil byly pro rhodamin 6G naméteny relativné vysoké hodnoty anizotropie
fluorescence, odpovidajici jeho na pohled zifejmé tuhosti. Naméfené hodnoty vlivem starnuti
gelu klesaly, coz nasvédCuje tomu, ze se hydrofilni ¢asti gelu s nartstajici dobou starnuti
stavali fluidnéjSimi.

Tab. 12  Hodnoty anizotropie ustalené fluorescence rhodaminu 6G v kondenzované fazi systému
Hya-CTAB-NaCl v pribehu 14 dni.

stafi gelu <r>
[den]
1 0,216 = 0,011
7 0,202 + 0,019
14 0,190 + 0,011

5.5.2.3 Casové-rozliSend anizotropie rhodaminu 6G

Z dat ziskanych méfenim casové-rozliSené anizotropie byla rekonvolu¢ni analyzou
vyhodnocena jedna rotaéni korelaéni doba, jejiz hodnoty pro jednotlivé vzorky jsou
zaznamenany v Tab. 13. Stejn€ jako v pfipad€ anizotropie ustalené fluorescence, vlivem
starnuti gelu namétené hodnoty rotacniho korela¢niho ¢asu klesaly, coz opét znaci snizujici se
mikroviskozitu prostfedi v okoli molekul rhodaminu 6G.

Tab. 13  Rotacni korelacni doba rhodaminu 6G v kondenzované fazi systéemu Hya-CTAB-NaCl
v pritbéhu 14 dni.

Stafi gelu Trot
[den] [ns]

1 6,42 £ 0,11

7 5,63+0,14

14 5,43 £ 0,07
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5.5.3 Shrnuti mikroviskozity jednotlivych ¢asti gelu v priibéhu jeho starnuti

V nasledujici Tab. 14 jsou uvedeny stanovené hodnoty ekvivalentni viskozity
hydrofobnich domén a hydrofilnich ¢asti kondenzované faze systému Hya-CTAB-NaCl (pfi
vysoké koncentraci tenzidu) v rdmci ¢trnactidenniho starnuti gelu. Pro lepsi nazornost je pak
casovy vyvoj téchto hodnot zaznamenan v grafu na Obr. 32.

Tab. 14  Stanovené hodnoty ekvivalentni viskozity hydrofobni a hydrofilni casti kondenzované fize
v systemu Hya-CTAB-NaCl v priitbehu 14 dni.

stari gelu Hhfobni Mhfilni
[den] [mPa-s] [mPa-s]
1 69+ 10 133£5
7 69+9 116 +4
14 69+ 10 108 £ 9

Po srovnani zjisténych mikroviskozit u riznych micelarnich roztoki CTAB (41-64 mPa-s,
viz kapitola 5.3.5) a zde stanovené hodnoty mikroviskozity hydrofobniho prostfedi 1ze fici, Ze
pfitomné hydrofobni oblasti v gelové fazi jsou jen o néco malo visk6znéjsi nez hydrofobni
jadra micel v 200mM roztoku CTAB.

Co se tyce starnuti gelu, hydrofobni oblasti projevuji z mikroviskozitniho hlediska stalost
oproti hydrofilni ¢asti, jejiz viskozita z pohledu molekul rhodaminu 6G klesla béhem 14 dni
zhruba o 20 %.
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Obr. 32 Ekvivalentni viskozita hydrofobnich domén a hydrofilni casti kondenzované faze v systému
Hya-CTAB-NaCl v ramci jejiho 14denniho starnuti.
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5.5.4 Gelova faze v porovnani se supernatantem

Na nasledujicich Obr. 33 a Obr. 34 jsou porovnana normalizovand excitacni a emisni
spektra perylenu a rhodaminu 6G mezi gelovou fazi a supernatantem po sedmidennim starnuti

gelu.
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Obr. 33 Normalizovand excitacni a emisni spektra perylenu v gelové fazi a supernatantu systému

Hya-CTAB-NaCl po 7 dnech stani.
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Obr. 34 Normalizovand excitacni a emisni spektra rhodaminu 6G v gelové fazi a supernatantu

systemu Hya-CTAB-NaCl po 7 dnech stani.

68



Jak je znich patrné, obé fluorescencni sondy maji shodnou fluorescenéni odezvu ze
supernatantu jako z gelového prostfedi, z cehoz lze usuzovat, Ze je supernatant tvoien
micelarnim roztokem CTAB, ktery je tvofen piebyvajicim mnoZstvi molekul tenzidu, které se
nepodilely na vzniku kondenzované faze. Naméfené hodnoty anizotropie perylenu
<r>=10,0248 = 0,0009, primérného rotacniho korela¢niho Casu 7, = (1,63 +0,13) ns i dob
zivota 71=(2,87£0,07)ns a 7,=(5,89+0,10) ns taktézZ odpovidaji miceldrnimu roztoku
CTAB v prostfedi 0,15M NaCl.

Pro zjisténi, zda v pribéhu starnuti gelu dochézi k difizi molekul danych fluorescen¢nich
sond mezi kondenzovanou a kapalnou fazi, byly porovnany jejich totalni intenzity
fluorescence (ziskané z dat pfi méfeni ustdlené anizotropie fluorescence) v geloveé fazi
a supernatantu v jednotlivych méfenych vzorcich. Ziskané poméry intenzity fluorescence
supernatant/gelova faze jsou uvedeny v nasledujici Tab. 15.

Tab. 15 Pomér totalni intenzity fluorescence perylenu, resp. rhodaminu 6G z prostiedi

supernatantu a gelu.

staii gelu Perylen Rhodamin 6G
[den] Ir(supernatant)/I(gel)  It(supernatant)/Ir(gel)
1 5,62 0,42
7 5,74 0,79
14 5,57 1,68

Ze ziskanych ¢isel vyplyva, ze zatimco pomér molekul perylenu v supernatantu a gelové
fazi ztstava prakticky neménny a tedy nedochazi k jejich migraci, u rhodaminu 6G v prubéhu
starnuti gelu pravdépodobné dochézi k presunu jeho molekul z kondenzované do kapalné
faze. Tento fakt bude spjaty s nestalosti mikroprostiedi okolo molekul rhodaminu, které se
v prub¢hu 14 dni stavalo z jeho pohledu méné visk6znim.

Co se ty¢e zabudovaného mnoZstvi molekul danych fluorescen¢nich sond v gelové fazi,
hydrofobni perylen vykazoval daleko vétsi fluorescenci ze supernatantu, coz svéd¢i o tom, ze
se prevazna ¢ast micel z200mM roztoku CTAB se neucastnila formace kondenzovaného
systému. Naproti tomu molekuly rhodaminu byly po vzniku gelové faze prevazné zabudovany
v jeji trojrozmérné siti, ze které pak v prib¢hu starnuti difundovaly do supernatantu.
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6 ZAVER

V ramci této diplomové prace byla nejprve vypracovana literarni reSerSe na téma technika
anizotropie fluorescence a ¢asové-rozliSené anizotropie fluorescence ve vyzkumu koloidnich
systému. Hlavnim cilem této prace pak bylo navrzeni a provedeni experimentd se zaméienim
se na studium kapalnych a kondenzovanych systéma polymer-tenzid a nasledné zhodnoceni
namétenych vysledki s prihlédnutim na jejich mikroviskozitni vlastnosti. K tomuto studiu
byly vybrany systémy zalozené na interakcich mezi hyaluronanem a kationtovym tenzidem
cetyltrimethylamonium bromidem ve vodném prostiedi a v prostiedi 0,15M chloridu sodného,
které by mohly byt potenciadlné vyuzity pro cilenou distribuci 1éCiv. U jednotlivych vzorka
bylo provedeno meéfeni excitacnich a emisnich spekter, anizotropie ustalené¢ fluorescence,
Casové-rozliSené fluorescence a Casove-rozliSené anizotropie fluorescence.

K porovnavani mikroviskozitnich vlastnosti téchto systémt bylo pouzito urcovani
ekvivalentni viskozity, tj. viskozity homogenniho prostiedi, ve kterém ma dana fluorescencni
sonda shodnou odezvu jako v ptfipadé méfené¢ho vzorku. K tomuto ucelu byly pro pouzité
fluorescen¢ni sondy — perylen a rhodamin 6G, naméfeny zavislosti anizotropie ustalené
fluorescence a prumeérné rotacni korelaéni doby na viskozité vzorku obsahujiciho smés
glycerolu s vodou, které byly posléze pouZity jako kalibra¢ni kiivky.

Z divodu lep$i moznosti srovnani viskozity mikroprostiedi hydrofobnich agregati
vznikajicich na fetézci hyaluronanu v kapalné fazi a hydrofobnich domén uvniti gelové faze
byly s perylenem namichdny a proméfeny rizné micelarni roztoky CTAB. Bylo zjisténo, Ze
se ekvivalentni viskozita micelarnich jader pohybuje v rozmezi 45-61 mPa-s.

Jednou z podstatnych vlastnosti nosi¢ového systému je jeho schopnost inkorporovat
hydrofobni latku. Z tohoto divodu je dulezitad ptfitomnost hydrofobnich domén v jeho
struktufe. Proto byly interakce v syst¢ému Hya-CTAB pfi koncentracich tenzidu 100—10krat
niz§ich nez hodnota jeho CMC sledovany se zaméfenim se na vznik a mikroviskozitni
vlastnosti hydrofobnich domén. Jako fluorescen¢ni sonda byl pouzit perylen, ktery vzhledem
ke své hydrofobni povaze mél vtomto systému simulovat chovani hydrofobniho IéCiva.
Konkrétné se jednalo o dvé koncentrac¢ni fady — ve vodném prostiedi a v prostfedi 0,15M
NaCl, ve kterych byla konstantni koncentrace hyaluronanu 0,015 g-l_1 a koncentrace CTAB se
v nich zvySovala v rozmezi 0,01-0,1 mmol-1"". Ve vodném prostfedi jiZ po prvnich piidavcich
CTAB (0,01-0,05 mmol-I"") do roztoku Hya dochazelo k rostouci uspofadanosti systému
a pocatkiim agregace, jejimz vysledkem byly pravdépodobné malé micely navazané na tetézci
hyaluronanu, u kterych byly stanoveny zhruba 1,8—2krat vyssi hodnoty ekvivalentni viskozity
mikroprostiedi v porovnani s micelarnimi jadry volnych micel CTAB. Od koncentrace CTAB
0,06 mmol-I"" pak dochazelo k fazové separaci a tvorbé Ciré kondenzované faze ulpivajici na
stén¢ vialky, kterd jasn¢ dokazovala probihajici interakce mezi fetézci hyaluronanu
a molekulami CTAB. V prostiedi 0,15M NaCl se v ramci této sady vzorka kondenzovana
faze netvortila, jelikoz vlivem pfidavku nizkomolekularniho elektrolytu do systému doslo
velmi pravdépodobné k jeho nezddoucimu ptebudovani, jehoz disledkem byl vznik volnych
micel jiz od prvnich a velmi nizkych koncentraci CTAB, jenz byl preferovan pied agregaty
navézanymi na fetézci Hya. Ze zadatku koncentratni fady (0,01-0,05 mmol-1"' CTAB) se
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jednalo o velmi malé, nedokonalé a siln€ hydratované micely, u nichZ byly stanoveny vyssi
hodnoty mikroviskozity v porovnani s micelarnimi roztoky CTAB (nad CMC) vlivem jejich
pfechodné rigidnéjSiho prostfedi s ohledem na solubilizované molekuly perylenu. Nasledné
u vzorki s koncentraci CTAB pohybujici se v rozmezi 0,06-0,1 mmol‘1"" jiz ziskané hodnoty
stanovovanych veli¢in naznacily pfitomnost pln¢ vytvoifenych malych volnych micel CTAB
v roztoku.

~roow

V dalsi c¢asti této prace byly studovany mikroviskozitni vlastnosti kondenzovanych fazi
v systému Hya-CTAB-NaCl, které se v prostiedi 0,15M NaCl ochotné vytvaii pii vysokych
koncentracich tenzidu (zde byla pouzita koncentrace CTAB pftiblizné¢ 100krat vys$si nez
hodnota CMC), a to z pohledu jejich zmén pfi ¢trnactidennim starnuti vzorkt. Perylen slouzil
ke zjisténi zmén mikroviskozity hydrofobnich domén, ke studiu hydrofilni ¢asti gelu byl jako
fluorescen¢éni sonda pouzit rhodamin 6G. Ukéazalo se, Ze v prib¢hu 14 dni se mikroviskozitni
vlastnosti hydrofobnich domén nijak nezménily a Ize je tedy oznacit jako stalé, oproti tomu
mikroviskozita hydrofilni ¢asti z pohledu rhodaminu 6G klesla béhem 14 dni pfiblizné
0 20 %. Dale bylo zji§téno, ze supernatant (kapalna faze vznikla pi1 gelaci po separaci fazi),
obsahuje pomérné velké mnozstvi micelarnich Gtvari CTAB, které se neucastnily tvorby
kondenzované faze. Co se ty¢e migrace molekul fluorescen¢nich sond mezi kapalnou
a kondenzovanou fazi pfi C¢trnactidennim stani vzorku, bylo shleddno, ze pomér poctu
molekul perylenu v kondenzované fazi a kapalné fazi se prakticky nezmeénil, kdeZzto molekuly
rhodaminu, které byly po separaci fazi prevazné zabudovany v gelové siti, pak v priabehu
starnuti gelu pravdépodobné difundovaly do supernatantu.

Potvrdilo se, Ze techniky zaloZené na méfeni anizotropie ustalené fluorescence a Casoveé-
rozliSené anizotropie fluorescence jsou vhodné pro studium kapalnych i kondenzovanych
systémll polymer-tenzid a pfi pouziti vhodné fluorescencni sondy poskytuji velmi cenné
informace o mikroviskozitnich vlastnostech jejich jednotlivych ¢asti. Predev§im Casove-
rozliSend anizotropie fluorescence se ukazala jako velmi citliva metoda pro rozpoznani jiz
velmi malych strukturnich zmén odraZejicich se ve zméné viskozity mikroprostfedi kolem
molekul fluorescenéni sondy. Ziskané informace z anizotropniho méfeni a z nich vyvozené
zavery o interakcich v systému Hya-CTAB pii nizkych koncentracich tenzidu koresponduji
a zaroven rozSifuji jiz diive stanovené zavéry o vlastnostech tohoto systému, které byly
stanoveny pomoci jinych, pfedevSim fluorescencnich technik v ramci zavéreénych praci
dalSich studenti zabyvajicich se touto problematikou [67—69]. Taktéz se ukazalo, ze lze
anizotropni méteni pouZit 1 ke studiu mikroviskozitnich vlastnosti gelovych systémd, pficemz
tato diplomova prace rozSifila pole ziskanych informaci ohledné kondenzované faze
vznikajici v systému Hya-CTAB-NaCl pii vysoké koncentraci tenzidu, kterou se z riznych
hledisek (pfiprava, reologické vlastnosti, obsah suSiny, termogravimetrické vlastnosti,
solubiliza¢ni schopnosti, difuzni procesy aj.) jiz zabyvaly 1 jiné zavére¢né prace [69, 70].

71



7 LITERATURA

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

72

FISAR, Z. 1. Principy fluorescenéni spektroskopie. Fluorescenéni spektroskopie
v neurovédach [online]. 2003, ¢ervenec 2009 [cit. 2014-01-16]. Dostupné z:
http://psych.1fl.cuni.cz/fluorescence/Default.htm

LAKOWICZ, Joseph R. Principles of fluorescence spectroscopy. 3rd ed. New York:
Springer, c2006. ISBN 03-873-1278-1.

VALEUR, Bernard. Molecular Fluorescence: Principles and Applications. Weinheim:
Wiley-VCH, 387 s. ISBN 35-272-9919-X.

SEKO, T., K. OGURA, Y. KAWAKAMI, H. SUGINO, H. TOYOTAMA systém
TANAKA. Excimer emission of anthracene, perylene, coronene and pyrene
microcrystals dispersed in water. Chemical Physics Letters. 1998, vol. 291, 3-4,
s. 438-444. DOI: 10.1016/S0009-2614(98)00629-0.

NELSON, K.A., D.D. DLOTT a M.D. FAYER. Excited state dynamics in pure
molecular crystals: perylene and the excimer problem. Chemical Physics Letters. 1979,
vol. 64, issue 1, s. 88-93. DOI: 10.1016/0009-2614(79)87282-6.

ZHANG, Li-zhu, et al. Development of Rhodamine Dyes for Biochemical Application.
Dostupné z: http://finechem.dlut.edu.cn

FISCHER, M a J GEORGES. Use of thermal lens spectrometry for the investigation of
dimerization equilibria of rhodamine 6G in water and aqueous micellar solutions.
Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy. 1997, vol. 53,
issue 9, s. 1419-1430. DOI: 10.1016/S0584-8539(97)00027-5. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pi1i/S0584853997000275

MARTINEZ, V., F. LOPEZ ARBELOA, J. BANUELOS PRIETO a I. LOPEZ
ARBELOA. Characterization of Rhodamine 6G Aggregates Intercalated in Solid Thin
Films of Laponite Clay. 2 Fluorescence Spectroscopy. The Journal of Physical
Chemistry B. 2005, vol. 109, issue 15. DOI: 10.1021/jp050440i. Dostupné z:
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/;p0504401

ZEHENTBAUER, Florian M., Claudia MORETTO, Ryan STEPHEN, Thangavel
THEVAR, John R. GILCHRIST, Dubravka POKRAJAC, Katherine L. RICHARD
a KIEFER. Fluorescence spectroscopy of Rhodamine 6G: Concentration and solvent

effects. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy. 2014,
vol. 121, s. 147-151. DOI: 10.1016/j.saa.2013.10.062.

HASCALL, V. C., LAURENT, T. C. Hyaluronan: Structure and Physical Properties.
Glycoforum [online]. 1997. [cit. 2014-02-22]. Dostupné z: http://www.glycoforum.gr.jp

COWMAN, K. M., MATSUOKA, S.: Experimental approaches to Hyaluronan
structure. Carbohydrate research, 2005, €. 340, s.791 — 809

JACOBONI, L., et al. Hyaluronic acid by atomic force microscopy. Journal of
structural biology, 1999, 126.1: 52-58.



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

SCOTT, J. E. Secondary and Tertiary Structures of Hyaluronan in Aqueous Solutions.
Some Biological Consequences. Glycoforum [online]. 1998, biezen [cit. 2014-02-22].
Dostupné z: http://www.glycoforum.gr.jp

SPICER, A., MCDONALD, J. Eukaryotic Hyaluronan Synthases. Glycoforum [online].
1998, zafi [cit. 2014-03-11]. Dostupné z: http://www.glycoforum.gr.jp

WEIGEL, P. H. Bacterial hyaluronan synthases. Glycoforum [online]. 1998, zafi

[cit. 2014-03-11]. Dostupné z: http://www.glycoforum.gr.jp

STERN, R.: Update on the mammalian hyaluronidases. Glycoforum [online], 2004,
[cit. 23.3.2014], Dostupné z: http://www.glycoforum.gr.jp/

ASARI, A.: Novel functions of hyaluronan oligosaccharides. Glycoforum [online],
2005, [cit. 23.3.2014]. Dostupné z: http://www.glycoforum.gr.jp/

BARTOVSKA, Lidmila. Fyzikdini chemie povrchii a koloidnich soustav. 5. pieprac.
vyd. Praha: Vysoka Skola chemicko-technologicka, 2005. ISBN 80-708-0579-X.

HOLMBERG, K, B JONSONN a KRONBERG. Surfactans and polymers in aqueous
solution. 2nd ed. Chichester: John Wiley, 2003, 545 s. ISBN 04-714-9883-1.

FENGER, R., E. FERTITTA, H. KIRMSE, A. F. THUNEMANN a K. RADEMANN.
Size dependent catalysis with CTAB-stabilized gold nanoparticles. Physical Chemistry
Chemical Physics. 2012, vol. 14, issue 26, s. 9343-. DOI: 10.1039/C2CP40792B.

CLARKE. Cetyltrimethyl Ammonium Bromide (CTAB) DNA Miniprep for Plant
DNA Isolation. Cold Spring Harbor Protocols. 2009-03-01, vol. 2009, issue 3. DOI:
10.1101/pdb.prot5177.

LINKE. Chapter 34 Detergents. s. 603. DOI: 10.1016/S0076-6879(09)63034-2.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0076687909630342

KWAK, Jan C. Polymer-surfactant systems. New York: M. Dekker, 1998. ISBN 08-
247-0232-8.

HOLMBERG, Krister. Surfactans and polymers in aqueous solution. 2nd ed.
Chichester: John Wiley, 2003. ISBN 04-714-9883-1.

THALBERG, Kyrre., Bjoern. LINDMAN a Karin. BERGFELDT. Phase behavior of
systems of polyacrylate and cationic surfactants. Langmuir. 1991, vol. 7, issue 12, s.
2893-2898. DOI: 10.1021/1a00060a005.

MALOVIKOVA, Anna, Katumitu HAYAKAWA a Jan C. T. KWAK. Surfactant-
polyelectrolyte interactions. 4. Surfactant chain length dependence of the binding of

alkylpyridinium cations to dextran sulfate. The Journal of Physical Chemistry. 1984,
vol. 88, issue 10, s. 1930-1933. DOI: 10.1021/j150654a002.

73



[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

74

KHAN, Mohammad Yunus, Abhijit SAMANTA, Keka OJHA a Ajay MANDAL.
Interaction between aqueous solutions of polymer and surfactant and its effect on
physicochemical properties. Asia-Pacific Journal of Chemical Engineering. 2008,
vol. 3, issue 5, s. 579-585. DOI: 10.1002/apj.212.

SKERJANC, Joze a Davorin DOLAR. Thermodynamic properties of a polyelectrolyte
solution containing a mixture of counterions differing in charge. The Journal of
Chemical Physics. 1989, vol. 91, issue 10, s. 6290-. DOI: 10.1063/1.457395.

HERSLOEF, Aasa, Lars Olof SUNDELOEF a Katarina EDSMAN. Interaction
between polyelectrolyte and surfactant of opposite charge: hydrodynamic effects in the
sodium hyaluronate/tetradecyltrimethylammonium bromide/sodium chloride/water
systém. The Journal of Physical Chemistry. 1992, vol. 96, issue 5, s. 2345-2348.

DOI: 10.1021/5100184a061.

THALBERG, K., LINDMAN, B. Interaction between hyaluronan and cationic
surfactants. The Journal of Physical Chemistry. 1989, roC. 93, €. 4, s. 1478-1483.
ISSN 0022-3654. DOI: 10.1021/3100341a058.

THALBERG, Kyrre. a Bjoern. LINDMAN. Gel formation in aqueous systems of
a polyanion and an oppositely charged surfactant. Langmuir. 1991, vol. 7, issue 2,
s. 277-283. DOI: 10.1021/1a00050a013.

THALBERG, Kyrre., Bjoern. LINDMAN a Gunnar. KARLSTROEM. Phase diagram
of a system of cationic surfactant and anionic polyelectrolyte:
tetradecyltrimethylammonium bromide-hyaluronan-water. The Journal of Physical
Chemistry. 1990, vol. 94, issue 10, s. 4289-4295. DOI: 10.1021/5100373a075.

THALBERG, Kyrre, Bjoern LINDMAN a Gunnar KARLSTROEM. Phase behavior of
systems of cationic surfactant and anionic polyelectrolyte: influence of surfactant chain

length and polyelectrolyte molecular weight. The Journal of Physical Chemistry. 1991,
vol. 95, issue 8. DOI: 10.1021/;100161a073.

THALBERG, K., LINDMAN, B., KARLSTROEM, G. Phase behavior of a systém of
cationic surfactant and anionic polyelectrolyte: the effect of salt. The Journal of
Physical Chemistry. 1991, roc. 95, €. 15, s. 6004-6011. ISSN 0022-3654.

DOI: 10.1021/j100168a053.

THALBERG, Kyrre, Jan VAN STAM, Cecilia LINDBLAD, Mats ALMGREN

a Bjoern LINDMAN. Time-resolved fluorescence and self-diffusion studies in systems
of a cationic surfactant and an anionic polyelectrolyte. The Journal of Physical
Chemistry. 1991, vol. 95, issue 22. DOI: 10.1021/j100175a101.

HALASOVA, T., J. KROUSKA, F. MRAVEC a M. PEKAR. Hyaluronan-surfactant
interactions in physiological solution studied by tensiometry and fluorescence probe
techniques. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects. 2011,
vol. 391, 1-3, 5. 25-31. DOI: 10.1016/j.colsurfa.2011.05.035.



[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

RUIZ, C. Fluorescence Anisotropy of Probes Solubilized in Micelles of
Tetradecyltrymethyl-ammonium Bromide: Effect of Ethylene Glycol Added. Journal of
Colloid and Interface Science. 2000-01-15, vol. 221, issue 2. DOI:
10.1006/jcis.1999.6555.

CHANTRES, J. Deoxycholate alters the order of acyl chains in freeze-thaw extrusion
vesicles of L-a-dipalmitoyl phosphatidylcholine: Study of the 1,6-diphenyl-1,3,5-
hexatriene steady-state fluorescence anisotropy. International Journal of
Pharmaceutics. 1996-07-26, vol. 138, issue 2, s. 139-148. DOI: 10.1016/0378-
5173(96)04530-9.

CHANG, Y., PARK, C., KIM, K.T., KIM, C. Synthesis and Micellar Characteristics of
Dendron-PEG Conjugates. Langmuir. 2005, ro€. 21, ¢. 10, s. 4334-4339. ISSN 0743-
7463. DOI: 10.1021/1a047036f.

FIEJDASZ, Sylwia, Krzysztof SZCZUBIALKA, Joanna LEWANDOWSKA -
EANCUCKA a Maria NOWAKOWSKA. Biopolymer-based hydrogels as injectable
materials for tissue repair scaffolds. Biomedical Materials. 2013-06-01, vol. 8, issue 3,
s. 035013-. DOI: 10.1088/1748-6041/8/3/035013.

MARCHI, M. Claudia, Sara A. BILMES a R. Martin NEGRI. Microviscosity in the
Cavities of Titania Gels Studied by Steady-State Fluorescence Anisotropy. Langmuir.
1997, vol. 13, issue 14, s. 3665-3673. DOI: 10.1021/1a9700230.

SREENU, Madhumanchi, Rati Ranjan NAY AK, Rachapudi Badari Narayana
PRASAD a Bojja SREEDHAR. Synthesis, surface and micellar properties of sodium

N-oleoyl amino acids. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering
Aspects. 2014, vol. 449, s. 74-81. DOI: 10.1016/j.colsurfa.2014.02.037.

ZHOU, Haibo, Qiangian YANG a Xiaoyong WANG. Spectrometric study on the
binding of curcumin with AOT: Effect of micelle-to-vesicle transition. Food Chemistry.
2014. DOI: 10.1016/j.foodchem.2014.03.129.

KOMAROMY-HILLER, Gabor a Ray VON WANDRUSZKA. Anisotropy Changes of
a Fluorescent Probe during the Micellar Growth and Clouding of a Nonionic Detergent.
Journal of Colloid and Interface Science. 1996, vol. 177, issue 1.

DOI: 10.1006/jcis.1996.0016.

NICHIFOR, M., LOPES, S., BASTOS, M., LOPES A. Self-Aggregation of
Amphiphilic Cationic Polyelectrolytes Based on Polysaccharides. The Journal of
Physical Chemistry B. 2004, ro¢. 108, ¢. 42, s. 16463-16472. ISSN 1520-6106.
DOI: 10.1021/jp047267v.

MAITI, Nakul C., et al. Fluorescence dynamics of dye probes in micelles. The Journal
of Physical Chemistry B, 1997, 101.51: 11051-11060.

RANA, Dipak Kumar, Soumyadipta RAKSHIT, Sayaree DHAR a Subhash Chandra
BHATTACHARYA. Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry. 2013,
vol. 270, s. 67-74. DOI: 10.1016/j.jphotochem.2013.07.011.

75



[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

76

CHEE, Choong Kooi, Steve RIMMER, Ramune RUTKAITE, lan SOUTAR a Linda
SWANSON. Time-resolved fluorescence anisotropy measurements in the study of
poly(N-isopropyl acrylamide)-based systems: Lecture Notes from the 2nd ERCOFTAC
Summerschool hel in Stockholm, 10-16 june, 1998. Journal of Photochemistry and
Photobiology A: Chemistry. 2006, roc. 180, 1-2, s. 1-8. ISSN 10106030.

DOI: 10.1016/j.jphotochem.2006.01.018.

DORADO, A.P., LF. PIEROLA, Ramune RUTKAITE, Ian SOUTAR a Linda
SWANSON. Rotational motions of probes and labels in polyethylacrylate networks
studied by time-resolved fluorescence anisotropy: Lecture Notes from the 2nd
ERCOFTAC Summerschool hel in Stockholm, 10-16 june, 1998. Journal of
Luminescence. 1997, 72-74, 1-2, s. 484-486. ISSN 00222313. DOI: 10.1016/S0022-
2313(97)00208-1.

BISBY, Roger H., David J.S. BIRCH, Zheming WANG, Donald M FRIEDRICH a Ray
VON WANDRUSZKA. A time-resolved fluorescence anisotropy study of bilayer
membranes containing a-tocopherol: Lecture Notes from the 2nd ERCOFTAC
Summerschool hel in Stockholm, 10-16 june, 1998. Biochemical and Biophysical
Research Communications. 1989, ro¢. 158, ¢. 2, s. 386-391. ISSN 0006291x.

DOI: 10.1016/S0006-291X(89)80059-2.

Biochimica et Biophysica Acta (BBA) — Biomembranes. 1990, ro¢. 1021, ¢. 1. ISSN
00052736. Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0005273690903847Z.

SMITH, T. A., M. IRWANTO, D. J. HAINES, K. P. GHIGGINO a D. P. MILLAR.
Time-resolved fluorescence anisotropy measurements of the adsorption of Rhodamine-
B and a labelled polyelectrolyte onto colloidal silica. Colloid. 1998-11-27, ro€. 276, €.
11,s. 1032-1037. ISSN 0303-402x. DOI: 10.1007/s003960050343.

SUHLING, Klaus, Jan SIEGEL, Peter M. P. LANIGAN, Sandrine LEVEQUE-FORT,
Stephen E. D. WEBB, David PHILLIPS, Daniel M. DAVIS a Paul M. W. FRENCH.
Time-resolved fluorescence anisotropy imaging applied to live cells. Optics Letters.
2004, roc. 29, €. 6, s. 584-. ISSN 0146-9592. DOI: 10.1364/0L.29.000584.

SYKORA, J., L. BOUROVA, M. HOF, P. SVOBODA, Stephen E. D. WEBB, David
PHILLIPS, Daniel M. DAVIS a Paul M. W. FRENCH.: Correlation with studies of
DPH and Laurdan fluorescence. Biophysical Journal. 2012, ro€. 102, €. 3, s. 498-506.
ISSN 00063495. DOI: 10.1016/j.bbamem.2008.11.008.

KHARA, Dinesh Chandra, Anunay SAMANTA, Peter M. P. LANIGAN, Stephen E.
D. WEBB, David PHILLIPS, Daniel M. DAVIS a Paul M. W. FRENCH. Rotational
dynamics of positively and negatively charged solutes in ionic liquid and viscous
molecular solvent studied by time-resolved fluorescence anisotropy measurements.
Physical Chemistry Chemical Physics. 2010, ro¢. 12, €. 27, s. 7671-. ISSN 1463-9076.
DOI: 10.1039/B925099A.

CHRISTENSEN, Ronald L., Rodney C. DRAKE a David PHILLIPS. Time-resolved
fluorescence anisotropy of perylene. The Journal of Physical Chemistry. 1986, roC. 90,
€. 22,5.5960-5967. ISSN 0022-3654. DOI: 10.1021/100280a100.



[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

PISTON, David W., Timothy BILASH a Enrico GRATTON. Compartmental analysis
approach to fluorescence anisotropy: perylene in viscous solvents. The Journal of
Physical Chemistry. 1989, vol. 93, issue 10, s. 3963-3967. DOI: 10.1021/100347a019.

BARKLEY, Mary D. Fluorescence decay studies of anisotropic rotations of small
molecules. The Journal of Chemical Physics. 1981, ro¢. 75, €. 7, s. 3581-3594, ISSN
00219606. DOI: 10.1063/1.442468.

SZUBIAKOWSKI, Jacek, Aleksander BALTER, Wiestaw NOWAK, Andrzej
KOWALCZYK, Krzysztof WISNIEWSKI a Matgorzata WIERZBOWSKA.
Anisotropic reorientation of perylene and 3,9-dibromoperylene in glycerol:

fluorescence anisotropy decay and quantum-mechanical study. Chemical Physics.
1996, vol. 208, issue 2, s. 283-296. DOI: 10.1016/0301-0104(96)00104-8.

MCCARROLL, Matthew E, Alan G JOLY, Zheming WANG, Donald M FRIEDRICH
a Ray VON WANDRUSZKA. Time-Resolved Fluorescence Anisotropies in Mixed
Surfactant Solutions: Lecture Notes from the 2nd ERCOFTAC Summerschool hel in
Stockholm, 10-16 june, 1998. Journal of Colloid and Interface Science. 1999, ro€. 218,
¢. 1,5.260-264. ISSN 00219797. DOI: 10.1006/jcis.1999.6414.

VAN ZANDVOORT, M. A. M. J., H. C. GERRITSEN, G. VAN GINKEL, Y. K.
LEVINE, R. TARRONI a C. ZANNONI. Distribution of Hydrophobic Probe
Molecules in Lipid Bilayers. 2. Time-Resolved Fluorescence Anisotropy Study of
Perylene in Vesicles. The Journal of Physical Chemistry B. 1997, vol. 101, issue 20,
s. 4149-4154. DOI: 10.1021/jp9634159.

TLEUGABULOVA, Dina, Zheng ZHANG, Yang CHEN, Michael A. BROOK a John
D. BRENNAN. Fluorescence Anisotropy in Studies of Solute Interactions with
Covalently Modified Colloidal Silica Nanoparticles. Langmuir. 2004, vol. 20, issue 3.
DOI: 10.1021/1a0357561.

TLEUGABULOVA, Dina, Jie SUI Paul W. AYERS a John D. BRENNAN. Evidence
for Rigid Binding of Rhodamine 6G to Silica Surfaces in Aqueous Solution Based on
Fluorescence Anisotropy Decay Analysis. The Journal of Physical Chemistry B. 2005,
vol. 109, issue 16, s. 7850-7858. DOI: 10.1021/jp045560r.

HUNGERFORD, Graham, Klaus SUHLING a Joao A FERREIRA. Comparison of the
fluorescence behaviour of rhodamine 6G in bulk and thin film tetraethylorthosilicate

derived sol—gel matrices. Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry.
1999, vol. 129, 1-2, s. 71-80. DOI: 10.1016/S1010-6030(99)00176-8.

NARANG, Upvan, et al. Effects of aging on the dynamics of rhodamine 6G in
tetramethyl orthosilicate-derived sol-gels. The Journal of Physical Chemistry, 1994,
98.1: 17-22.

SEGUR, J. B. a Helen E. OBERSTAR. Viscosity of Glycerol and Its Aqueous
Solutions. Industrial. 1951, vol. 43, issue 9, s. 2117-2120. DOI: 10.1021/1€50501a040.
Dostupné z: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ie50501a040

77



[67]

[68]

[69]

[70]

78

STIBORSKY, F. Studium agregace v systému biolpolymer-tenzid za nizkych
koncentraci tenzidu. Brno: Vysoké uceni technické v Brn¢, Fakulta chemicka, 2011.
40 s. Vedouci bakalaiské prace prof. Ing. Miloslav Pekat, CSc..

SEINOHOVA, M. Agregacni procesy v systémech amfifilni latka-polymer. Brno:
Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka, 2011. 40 s. Vedouci bakalarské
prace prof. Ing. Miloslav Pekar, CSc..

HALASOVA, T. Interakce hyaluronanu a amfifilnich molekul. Bro: Vysoké udeni
technické v Brn¢, Fakulta chemicka, 2013. 160 s. Vedouci dizertaéni prace
prof. Ing. Miloslav Pekat, CSc..

KOHUTOVA, L. Studium fyzikalnich gelii s hydrofobnimi doménami. Brno: Vysoké
uceni technické v Brné, Fakulta chemickd, 2013. 160 s. Vedouci dizertacni prace
Ing. Filip Mravec, Ph.D..



8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

ADC
CAC
CFD
CMC
CTAB
C.TAB
(GAY
DNA
DPH
EG
excimer
FITC
HAS1, HAS2, HAS3
HH

HV
Hya

IC

ICS

M
NMR
PAL
PISCI
PGA
PEG
SDS
TAC
TCSPC

TRITC
TTAB
uv
VH
VIS
\'A%
WD

analog-to-digital convertor (analogové-digitalni konvertor)
kriticka agregacni koncentrace

constant function discriminator (diskriminator konstantni funkce)
kriticka micelarni koncentrace

cetyltrimethylamonium bromid

alkyltrimethylamonium bromid s n po¢tem uhlikl v alkylovém fetézci
krystalové violet’

deoxyribonukleova kyselina

1,6-difenylhexa-1,3,5-trien

ethylen glykol

excitovany dimer

fluorescein-5-isothiokynat

hyaluronansyntazy

horizontalné-horizontalné (orientace polarizatorti)
horizontalné-vertikalné (orientace polarizatort)
hyaluronan

vnitini konverze

mezisystémovy pirechod

mol-dm™

nuklearni magneticka rezonance

povrchové aktivni latka

intracytoplazmaticka injekce predvybranych spermii
programmable gain amplifier (programovatelny zesilovac)
polyethylen glykol

dodecylsulfat sodny

time-to-amplitude convertor (konvertor ¢asu na amplitudu)
time-correlated single photon counting (metoda Casové-korelovaného
¢itani fotonw)

tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat
tetradecyltrimethylamonium bromid

ultrafialova oblast elektromagnetického spektra
vertikalné-horizontaln¢ (orientace polarizatort)

viditelna oblast elektromagnetického spektra
vertikalné-vertikalné (orientace polarizatori)

window discriminator
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Seznam symboli

fitovaci parametr

pred-exponencialni funkce

koncentrace

difazni koeficient

translacni difizni koeficient

rotacni difuzni koeficient

frakéni intenzita fluorescence

sila proudici kapaliny

tvarovy faktor

G-faktor pro danou emisni vinovou délku

intenzita fluorescence

totalni asové-rozliSena intenzita fluorescence

casovy vyvoj intenzity fluorescence pii paralelni orientaci polarizatora
casovy vyvoj intenzity fluorescence pii paralelni orientaci polarizatort
intenzita fluorescence

totalni intenzita fluorescence

intenzita fluorescence pfi paralelni orientaci polarizatort
intenzita fluorescence pii kolmé orientaci polarizatora
Boltzmannova konstanta

rychlostni konstanta nezéativého prechodu ze stavu S; do stavu S,
rychlostni konstanta zhaseni

rychlostni konstanta zafivého prechodu ze stavu S; do stavu Sy
rychlostni konstanta difuze

pocet dat

Avogadrova konstanta

nameétena data (kapitola 4.2.4.1)

matematicky model (kapitola 4.2.4.1)

pocet parametrd volnosti

polarizaéni stupen

anizotropie fluorescence nebo polomér koule

pramérna, resp. ustalena hodnota anizotropie fluorescence
fundamentélni anizotropie

residudlni anizotropie

okamzita, resp. asoveé-rozliSend hodnota anizotropie fluorescence
vzdalenost mezi molekulou fluoroforu a zhasece pfi jejich nejblizsim piiblizeni
infinitni anizotropie

pocatecni anizotropie

vazebny faktor

zékladni stav molekuly

prvni excitovany singletovy stav molekuly

druhy excitovany singletovy stav molekuly



t ¢as

T teplota

T prvni excitovany tripletovy stav molekuly

v rychlost proudéni kapaliny nebo pocet stupiiii volnosti

V hydrodynamicky objem

Ve volny objem

Vo Van der Waalstiv objem

w hmotnostni zlomek

B uhel mezi absorpénim a emisnim pfechodovym momentem molekuly

n dynamicka viskozita

0 uhel mezi dip6élovym momentem piechodu molekuly arovinou polarizace

excitujiciho zateni

Aem emisni vlnova délka

Aexc excitani vlnova délka

Amax vlnova délka maximalni emise

& tteci koeficient

Ok standardni odchylka kazdého datového bodu
T teCné napéti

T primérna doba zivota

T doba Zivota i-té slozky smeési

T zariva doba zivota

Tt rotacni korelacni Cas

T doba zivota excitovaného stavu S;

D, kvantovy vytézek

P parametr spravnosti prolozeni dat

i redukovany parametr spravnosti prolozeni dat
[ koncentrace

<> primérnd hodnota

excitovany stav
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9 PRILOHY

9.1 Priloha 1 — priibéh gelace
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Vznik gelu po smichani 200mM roztoku CTAB v 0,15M NaCl a 0,5% roztoku hyaluronu
taktéz v 0,15M NaCl. Ciry gel obsahuje jako fluorescencni sondu perylen, rizovy gel
obsahuje rhodamin 6G. Obrdzek za a) zobrazuje vzorek ihned po pridani roztoku
hyaluronanu k roztoku CTAB. Za b) zobrazuje vzorky 5 minut po promichdni na

vibracnim michadle. Na obrazku c) jsou vzniklé gelové faze po 24 hodindch stani.



9.2 Priloha 2 — méreni gelovych vzorki na Fluorologu

Obr. 36 Nachystany gelovy vzorek k méreni na Fluorologu. Gel je v tenké vrstvé nanesen mezi dve

kiremenna skla, které jsou diagonalné umisteny v klasické kremenné kyvete.

9.3 Priloha 3 — nastavec na gelové vzorky, Fluorocube

Obr. 37 PouZity nastavec pro méreni gelovych vzorkii na pristroji Fluorocube.
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