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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva moznostmi pouziti vybranych fluorescen¢nich sond
ke studiu vlastnosti hydrogelovych systému. Vybranymi fluorescenénimi sondami byly
Prodan pro studium polarity, HPTS pro studium pH prostiedi a komplex platiny [2,6-
Bis(2-pyridyl)fenyl-C,N,N']chloroplatina  kvali svym unikatnim fluorescen¢nim
vlastnostem a potencialu naptiklad pro méfeni pienosu energie v hydrogelovych
systémech. Spektralni vlastnosti fluorofora byly nejprve definovany ve vybraném
souboru rozpoustédel o rizné polarit¢ pomoci metody stacionarni fluorescenéni
spektroskopie. Vlastnosti sondy HPTS byly rovnéZz zkoumany v pufrech o rizném pH.
Nasledné byly piipraveny hydrogely na bazi hyaluronan-septonex a na bazi dextran-SDS
s inkorporovanym fluorescencnimi sondami. Méfeni stacionarni fluorescence fluoroforti
z prostiedi hydrogelti probihalo pomoci optickych vlaken fluorimetru. Bylo zjisténo, ze
sondy Prodan a HPTS se zdaji byti vhodnym prostiedkem ke studiu polarity a pH
hydrogelt a pravdépodobné budou moci byt pouzity pro studium hydrogelti i dalSimi
technikami, jako je fluorescenéni mikroskopie, zatimco komplex platiny je kvili nizké
intenzité fluorescence a moznému zhaseni polarnim vodnym prostiedim nejspiSe dale
nepouzitelnym pro dal$i méfeni.

ABSTRACT

This bachelors thesis is focused on possibility of selected fluorescent probes for study
of properties of hydrogel systems. Chosen probes are Prodan for polarity study, HPTS for
measurement of pH of the probe environment and platinum complex [2,6-Bis(2-
pyridyl)fenyl-C,N,N']chloroplatinum(ll) for its unique fluorescence properties
and potential of energy transfer studies in hydrogel systems. Spectral properties
of fluorophores were defined in selected set of solvents with different polarity with steady
state fluorescence spectroscopy method. Properties of HPTS probe were also tested
in buffers with different pH. Subsequently, hydrogels based on hyaluronan-septonex
and dextran-SDS with incorporated fluorescence probes were prepared. Steady state
fluorescence measurement of fluorophores from hydrogel were made using fluorimeter
optical fibres. It was found, that probes Prodan and HPTS are suitable for study of polarity
and pH of hydrogels and probably they will be able to be used for study of hydrogel
with other techniques, like fluorescence microscopy, however platinum complex is, due
to the low fluorescence intensity and possible quenching by polar water environment,
probably not suitable for other measurements.
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1 UVOD

Hydrogely jsou v n¢kolika poslednich desetiletich dynamicky se rozvijejici soucasti
vyzkumu biologickych, farmaceutickych a chemickych véd. Jedna se o systémy tvoiené
polymernimi fetézci spojenymi uzly do trojrozmérnych souvislych siti, jejichz
promita i do jejich nazvu, jelikoz hydro znamena vodny. Hydrogely skytaji mnoho
moznosti vyuziti. Od materidlu pro vyrobu kontaktnich ¢ocek, které byly vynalezeny
V poloviné¢ minulého stoleti Otto Wichterlem a Drahoslavem Limem, pfes rtizna dalsi
pouziti ve farmacii, medicin€, chemii, biologii, potravinarstvi, zeméd¢lstvi a mnoha
dalsich oblastech. Dal§imi dalezitymi vlastnostmi, souvisejicimi s pouzitim biopolymert
jako stavebnich fetézcii hydrogelovych systémi, jsou biokompatibilita a biodegradabilita.
Tyto vlastnosti umoziuji pouziti hydrogelt napiiklad jako nosice 1é€iv pro jejich fizené
uvolnovani, scaffoldy pro tkanové inzenyrstvi nebo prostfedky pro kryci material
pti hojeni povrchovych ran.

Diive nez je vSak mozné hydrogel pro urcitou specifickou aplikaci vyuzit, je nutné
znat jeho chemickou a fyzikalné-chemickou strukturu a vlastnosti systému, které
podminuji jeho dalsi pouZiti. Jednim z moZnych zplsobt studia vlastnosti hydrogel je
pouziti technik fluorescenéni spektroskopie a fluorescencnich sond. To jsou molekuly,
které zménou svych spektralnich vlastnosti reaguji na své okolni mikroprostfedi a mohou
tedy byt vyuzity pro jeho studium.

Cilem ptedlozené¢ bakalaiské price je pomoci metod ustidlené fluorescence
charakterizovat spektralni vlastnosti vybranych fluorescen¢nich sond Prodanu, HPTS
a [2,6-Bis(2-pyridyl)fenyl-C,N,N"]chloroplatiny(II), piipravit hydrogely s inkorporo-
vanymi fluorescenénimi sondami a pokusit se definovat pomoci fluorescencni
spektroskopie vlastnosti hydrogelll, jako jsou napiiklad pH a polarita prostiedi, rovnéz
urcit lokalizaci molekul sond v hydrogelové matrici a také piedpovédét pouzitelnost
vybranych fluorofori pro moznost studia hydrogelovych systémi dal§imi technikami,
piedevsim Casové rozliSenou fluorescenci a fluorescenéni mikroskopii.

Bakalarska prace navazuje na vyzkum hydrogelovych systému provadény na Fakulté
chemické VUT v Brng, ptedev§im na prace vzniklé pod hlavickou vyzkumné skupiny
Biokol, zabyvajici se biokoloidni chemii, z nichz n¢které jsou struéné shrnuty v kapitole
informujici o sou¢asném stavu feSené problematiky v oblasti hydrogeld, viz kapitola 3.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fluorescence

2.1.1 Obecné principy fluorescence

Jako luminescence je oznacovan jev, pii kterém dochazi k emisi zareni z elektronovée
excitovaného stavu. Pokud probéhla excitace elektronu pomoci absorpce svételného
zéafeni, nazyvame tento proces fotoluminescenci, kterou dale muzeme rozd¢lit
na fluorescenci, fosforescenci a opozdénou fluorescenci.

Fluorescence se vyznacuje tim, Ze emise svételného zareni probiha ze singletového
elektronového stavu, tedy stavu, pfi kterém maji excitovany elektron i parovy elektron
v zékladnim stavu rozdilny (opacny) spin. Nasledna deexcitace elektronu je tedy tzv.
spinové dovolend a emise svételného zareni probihd velkou rychlosti, ktera se pohybuje
primérné kolem 108 52, doba Zivota excitovaného stavu se typicky rovna piiblizné 10 ns.
Latky vykazujici schopnost fluorescence oznacujeme jako fluorofory, nejcastéji se jedna
o organické slouceniny s konjugovanym systémem dvojnych vazeb nebo o nékteré
organokovové slouceniny.

Oproti tomu pro fosforescenci je charakteristicka emise svétla z tzv. tripletového
elektronového stavu, tedy stavu, kdy se spin elektronu excitovaného shoduje se spinem
parového elektronu v zakladnim stavu. Deexcitace je tedy v tomto piipadé tzv. spinové
zakdzand a probiha pomaleji, rychlosti piiblizng 10°-10° s, doba Zivota excitovaného
stavu se poté pohybuje v fddech milisekund az sekund. Fosforescencni spektrum je
posunuto k vyssim vinovym délkam, neZ je tomu u fluorescence, a to z toho divodu, ze

v

u singletového stavu Si.

Opozdéna fluorescence nastavad vtom piipad€, kdyz excitovany elektron piejde
ze singletového na tripletovy stav a nasledné se vrati zpét tzv. reverznim
mezisystémovym pirechodem. Tento proces miliZe nastat jen v tom piipadé&, kdyz je rozdil
V energii singletového a tripletového stavu maly a doba Zivota tripletového stavu Ti je
dostatecné¢ dlouha. Tato emise byva tepeln€ aktivovand, tedy jeji Uc€innost stoupa
se zvysujici se teplotou. Emisni vlastnosti se nijak neli$i od normalni fluorescence [1, 2].

2.1.2 Jablonskiho diagram

Pro schématicky popis procest probihajicich mezi absorpci a emisi svételného zareni
molekulou fluoroforu byva pouzivan Jabtonskiho diagram, ve kterém jsou znazornény
jak zarivé piechody mezi zakladnimi a vys$§imi elektronovymi stavy, tak prechody
tzv. nezarivé, mezi které fadime vibracni relaxaci, vnitini konverzi a mezisystémové
ptechody (viz. obrazek 1).

Po absorpci svétla trvajici asi 102° s je fluorofor nejéastéji excitovan ze zakladniho
stavu So na n&jakou vyssi vibraéni hladinu excitovaného stavu S1 nebo Sy. Poté téméf
vzdy procesem vibracni relaxace dojde za uvolnéni tepelné energie do okoli Kk relaxaci
nanejnizsi vibracni hladinu Si, ¢imZ se systém stabilizuje. Vibracni relaxace trva
pfiblizng 1072 s. Nasleduje tedy deexcitace elektronii ze zékladni vibracni hladiny

vV

excitovaného stavu Si na nékterou z vySSich vibra¢nich hladin zékladniho stavu So,
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nasledné¢ je opct pomoci vibracni relaxace dosazeno stabilizace systému. Proces
fluorescence probiha typicky v fadu 108 s.

Dal8im procesem, kterym miize molekula v excitovaném stavu Si projit je zména
spinu, tedy premény singletového excitovaného stavu na stav tripletovy Ti. Tento
nezarivy proces se oznacuje jako mezisystémovy prechod a vede k jevu fosforescence.

Molekula také miize nezativé ptejit az na zakladni elektronovy stav So, a to spojenim
vnitini konverze, kterd je procesem, pii némz molekula prechédzi ze zakladni vibracni
hladiny daného excitovaného stavu na vys$i vibra¢ni hladinu niz8iho stavu, a vibra¢ni
relaxace [1, 2].

82 e 1

1

| Vnitini konverze

! : Mezisystémovy
S, 4 4 \%

T
Fluorescence
Absorpce
Fosforescence
v

So . 4

Obrazek 1: Jablonskiho diagram [1]

2.1.3 Pravidla popisujici fluorescenci

vvvvv r

Fluorescence je popsana nékolika zakladnimi pravidly. Nejdalezitéjsi z nich je
pravdépodobné Stokesovo pravidlo, n€kdy oznacovano jako Stokesiv posun. Toto
pravidlo nam tika, ze vinova délka svétla emitovaného by méla byt vzdy vyssi nez vinova
délka svétla absorbovaného. To je zplisobeno tim, Ze elektron po své excitaci na vyssi
elektronovy stav ztraci ¢ast své energie ve formé tepla pifi vnitinich konverzich
smétujicich k zékladni vibracni hladin€é excitovaného stavu, ze kterého poté probiha
deexcitace na stav zakladni [2].

DalSimi pravidly popisujicimi jev fluorescence jsou pravidlo Kashovo a Vavilovovo.
Kashovo pravidlo ndm fiké, ze fluorescencni emisni spektrum obvykle neni zavislé
excitaci do vysSiho elektronového nebo vibracniho stavu je ndsledné piebytecna energie
rychle uvolnéna (1072 s) a fluorofor se pied deexcitaci na zdkladni stav nachazi v nejnizsi
vibra¢ni hladin¢ elektronového stavu Si. Vavilovovo pravidlo vychazi z Kashova
a urcuje, ze kvantovy vytézek fluorescence je obecné¢ nezavisly na excitacéni vinové délce

[1].
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2.1.4 Doba zZivota a kvantovy vytézek fluorescence

vvvvvv

fluoroforu. Kvantovy vytézek je Cislo oznacujici pomér mnozstvi fotonli vyzairenych
k mnozstvi fotoni absorbovanych molekulou. Fluorofory svelkym kvantovym
vytézkem, blizicim se k hodnot¢ jedna, vykazuji nejjasnéjsi emisi zafeni, tedy vétsina jimi
absorbované svételné energie je nasledné zariveé emitovana. Hodnota kvantového vytézku
je vSak vzdy mensi kvuli Stokesovskym ztratam. Kvantovy vytézek muze byt vypocten
podle rovnice:

r

Q= T+ k. 1)

kde " je rychlost zativého prechodu a ky je rychlost nezativého prechodu.

Doba zivota excitovaného stavu fluoroforu je definovana jako doba, kterou prumérné
molekula setrvava v excitovaném stavu. Jinak miiZe byt také definovana jako pfevracena
hodnota rychlostni konstanty zaniku excitovaného stavu, pro singletovy excitovany stav
je tedy doba Zivota ovlivnéna vnitini konverzi, mezisystémovymi ptechody a zafivymi
procesy. Doba zivota excitovaného stavu 7 se vypocte jako:

1

YT Ttk

)
Typicky se rychlostni konstanta zaniku excitovaného stavu Si pohybuje okolo 108 s*
a doba Zivota fluorescence je pak v fadu 10 ns, nicméné jsou znamy fluorofory s dobami
zivota fluorescence v rozmezi od pikosekund po stovky nanosekund [1, 3].

2.1.5 Excita¢ni a emisni spektrum

Excitacni a emisni spektrum patii mezi dal$i dulezité charakteristiky kazdého
fluoroforu, diky kterym muizeme sledovat zavislost intenzity fluorescence na vinové
délce. Excitacni spektrum piedstavuje zavislost intenzity fluorescence na vlnové délce
budiciho zatfeni pii konstantni vinové délce zafeni emitovaného. Mizeme zde pozorovat
jistou podobnost s absorpénim spektrem molekuly, které predstavuje zavislost mnozstvi
absorbovaného zéafeni na vlnové délce. Lze tedy fici, Ze excitacni spektrum je nepiimym
méfenim procesu absorpce.

Emisni spektrum vyjadiuje zéavislost intenzity fluorescence na vlnové délce
pfi neménné délce excitaniho zafeni. Za vlnovou délku budiciho zafeni zpravidla volime
tu, pti které molekula vykazuje nejvyssi intenzitu fluorescence, tedy excitaéni maximum.
U emisniho spektra 1ze pozorovat posun k vysS§im vinovym délkam, tedy jiZ zminovany
Stokestiv posun, zplsobeny uvolnénim energie ve formé tepla pii vibracni relaxaci.
Ruizné fluorofory vykazuji rizné velky Stokestv posun, coz je dano zménami v geometrii
molekul pfi excitaci. Cim v&tsi je zména v geometrii, tim je v&t$i mira vibraéni excitace,
ktera poté vede k velkému mnoZstvi vibracnich relaxaci v zdkladnim i excitovaném stavu,
atedy ik vétsimu Stokesovu posunu. Toho lze vyuzit ve fluorescencni spektroskopii nebo
mikroskopii, jelikoZ u molekul s velkym Stokesovym posunem je jednodussi odfiltrovat
excitacni zafeni od toho fluorescen¢niho. Nicméné velky posun je spojen S vétSim
vyzafenim energie ve formé tepla, ¢imz muze dochazet k zahiivani vzorku a rychle;jsi
degradaci fluoroforu.

12



Lze si také vSimnout, Ze emisni spektrum cCasto pfipomind zrcadlovy obraz
absorp¢niho spektra, predevsim v Casti odpovidajici prvnimu excitovanému stavu Si.
Za touto symetrii stoji fakt, Ze procesu absorpce i emise zafeni se Gcastni stejné prechody
a podobné vibra¢ni hladiny stav Sp a S [3, 4].

2.1.6 VIliv prostiedi na vlastnosti fluoroforu

Excitacni i emisni spektra, stejné jako dalsi vlastnosti, jsou citlivé na lokalni prostiedi,
ve kterém se fluorofor nachazi. Parametry prostiedi jako napf. polarita, pH nebo interakce
S jinymi molekulami mohou ovlivnit fluorescencni spektra, ¢ehoz byva vyuzivano
pro studium rtiznych systému a procesti pomoci fluorescen¢nich sond [4].

Organické fluorofory jsou Casto tvoreny velkym poctem atomii a vykazuji rozsahlé
vibra¢ni spektrum, fluorofor ma tedy velké mnozstvi moznych, energeticky rozdilnych
pfechodtl na vibra¢ni hladiny zdkladniho stavu po excitaci vhodnou vinovou délkou. Diky
interakcim mezi solvata¢nim obalem a fluoroforem jsou pii pokojové teploté tyto vibracni
pfechody znacné rozSifené. Protoze elektronova distribuce se pifi excitaci méni,
pozménuji se také vazebné sily a dipélové momenty. Pro molekuly rozpoustédla tedy
nastdva nova rovnovazna konfigurace, které se za pokojové teploty pfizptisobi béhem
kratkého okamziku. Kinetika procesu dielektrické relaxace molekul rozpoustédla mize
byt sledovana pomoci ¢asove zavislého posunu v emisnim spektru, jenz mlize byt rozliSen
v fadu pikosekund. V ptipadé, ze je fluorescencni molekula excitovana do vice polarniho
excitovaného stavu, elektrickd polarizace rozpoustédla se okamzité ptizpisobi novému
rozmisténi elektrond v molekule. Orienta¢ni polarizace molekul rozpoustédla se vSak
pfi excitaci nezméni, a proto neni v rovnovaze s excitovanou molekulou. Z toho divodu
musi molekula rozpoustédla provést dielektrickou relaxaci, dokud neni dosazeno
rovnovazné konfigurace odpovidajici excitovanému stavu. Ke stejnému jevu dochazi pii
fluorescenéni emisi, kdy orienta¢ni polarizace zlstava pii téméi okamzitém optickém
prechodu neménnd. Fluorescencni spektrum prochazi casové zavislym cervenym
posunem vyjadienym funkci C(t):

v(t) — v(o)
v(0) — v()’

kde v(0), v(t) a v(xo) ptedstavuji frekvence maxima fluorescence ihned po excitaci, v ¢ase
t, a po uplném dokonceni relaxace.

c@) = ©)

Pfi monoexponenciondlni relaxaci rozpoustédla miZzeme u casové rozliSenych méteni
pii riznych vlnovych délkach detekce pozorovat, Ze pii kratSich detekénich vinovych
délkach je fluorescence detekovéana piedev§im z molekul, jejichZ solvataéni obal jesté
neni zcela relaxovan. U vysSich detekénich vinovych délek je oproti tomu fluorescence
fizena t¢émi molekulami, jejichz solvatacni obal je zcela relaxovany. Tim padem se doba
zivota fluorescence fluoroforu vzdy pohybuje mezi hodnotami pro molekuly s kompletné
relaxovanym solvatacnim obalem a hodnotami pro molekuly s netplnou relaxaci obalu.

Lze také pozorovat zménu dipolového momentu zplisobenou odlisSnymi vlastnostmi
zakladniho a excitovaného stavu, kterd vyustuje v posun v absorpcnim a emisnim spektru
zavisly na polarité rozpoustédla. Tento jev se nazyva solvatochromismus. Aby byl
solvatochromni efekt kompletné¢ popsan, je tieba brat vpotaz i index lomu
n a dielektrickou konstantu &s rozpoustédla, stejné jako zménu dipdlového momentu
fluoroforu pii excitaci.
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Lippertovou rovnici

_ 2(.“6 - .ug)z 2(85—1) 2(n2 - 1)
Vabs = Vem =" paz  [2e,— 1) (2n2+ 1) @

muze byt Stokestv posun vyjadien pomoci funkce vlastnosti rozpoustédla (n,es),
dip6lového momentu fluoroforu v zédkladnim stavu ug, V excitovaném stavu e, kde
¢ znaci rychlost svétla, h Plankovu konstantu, a a Onsageruv radius fluoroforu v uréitém
rozpoustédle [5, 6, 7].

2.2 Fluorescen¢ni sondy

Fluorescen¢ni molekuly jsou €asto pouzivany z toho diivodu, ze jejich urcité, prevazné
emisni charakteristiky, mohou byt ovlivnény riiznymi vlastnostmi prostfedi, cehoz mtze
byt pouzito praveé pro studium téchto vlastnosti, jako naptiklad polarita, pH ¢i viskozita.
Takovéto fluorofory oznacujeme jako fluorescencni sondy. Jejich vyhodou je vysoka
citlivost, specifita, rychlost odezvy a relativné jednoduché pouziti. K navazani
na studovany systém pouzivaji sondy pievazné nekovalentni interakce a vyuZzivaji svého
hydrofilniho, hydrofobniho ¢i amfifilniho charakteru. Kromé fluorescenéni spektroskopie
nachazeji fluorescen¢ni sondy velké vyuziti ve fluorescenéni mikroskopii, kde je jich
vyuzivano napiiklad pro zobrazovani a studium bunécnych struktur a raznych
biomakromolekul [2, 8].

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

Prodan, stejn¢ jako nékteré jiné derivaty naftalenu (naptf. Laurdan) fadime mezi
lipofilni fluorescen¢ni sondy ¢asto pouZivané pro studium membran a biomakromolekul.
Jeho Kklicovou a vyuzivanou vlastnosti je zavislost fluorescencnich charakteristik
na polarité prostiedi. Diky tomu, Ze 2-dimethylamino skupina Prodanu (viz. Obrazek 2)
se nachazi na rozmezi mezi fosfolipidy a vodnym prostiedim, je Prodan vhodnou sondou
také pro studium dynamickych a strukturnich vlastnosti makromolekularnich povrchd,
piestoze steady-state spektra Prodanu v roztocich biomolekul jsou spektra slozené
a promita se do nich fluorescence z vice prostiedi [9].

NH,

N

NH,

H 3 C
O
Obrazek 2: Strukturni vzorec prodanu [9]

Prodan vykazuje neobvykle velky Stokestiv posun, jenz je zavisly na polarité prostiedi,
coz souvisi s velkym zvysenim hodnoty dipdlového momentu v excitovaném stavu (18—
20 D), oproti stavu zakladnimu (2-2,5 D). Pokud se sonda nachéazi v hydrofilnim
prostfedi, dochazi k velkému pienosu energie z excitované¢ho stavu Prodanu na okolni
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molekuly rozpoustédla. Tato ztrata energie poté vyusti ve vyznamny posun emisniho
maxima smérem k Cervené oblasti spektra. Sklesajicim hydrofilnim charakterem
prostfedi se zmenSuje mira prenesené energie z excitovaného stavu na molekuly
rozpoustédla, a tedy vyznamné klesa i posun maxima emisniho spektra [10]. Celkova
velikost tohoto solvatochromniho posunu maxima emise mize byt az 130 nm, saha
od maxima 401 nm vV nepolarnim prostfedi cyklohexu, az po maximum 531 nm
V polarnim prostiedi vody [11].

V nepolarnich a poldrnich aprotickych prostfedich mizeme pozorovat jednu dobu
zivota Prodanu (pro cyklohexan jako nepolarni rozpoustédlo ptiblizné 0,2 ns,
pro acetonitril 3,3 ns), zatimco v polarnich protickych prostifedich vykazuje dvé doby
zivota (2 ns z 75% a 3,4 ns z 25%). Kratsi doba zivota je zplsobena tvorbou komplexu
rozpu$téné latky s rozpoustédlem vytvorenim vodikovych vazeb [11].

2.2.2 HPTS (trisodna sil kyseliny 8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonové kyseliny)

Derivat pyrenu HPTS je siln€ fluoreskujici, kviili pfitomnosti tfi sulfonovych skupin
velmi dobfe ve vodé rozpustnd, fluorescencni sonda (viz. obrazek 3). Diky obsahu
fenolické hydroxylové skupiny ve své struktufe se tato sonda vyznacuje citlivosti na pH
prostiedi. Hodnota pKa HPTS se méni od = 7,7 v zdkladnim stavu az po = 0,6 ve stavu
excitovaném, ve kterém se tedy HPTS nachazi v disociované form¢. Molekula podstupuje
tzv. intramolekularni pfenos protonu v excitovaném stavu (ESPT). ESPT reakce je velmi
citliva k parametriim ovlivilujici stabilizaci nebo solvataci disociovaného protonu, stejné
jako konjugované baze a je proto citliva také k vlastnostem okolniho mikroprostiedi,
které tyto déje ovlivituji. Toho byva vyuzivano pii zkoumani téchto vlastnosti, napiiklad
pii studiu povrchovych struktur a usporadani biopolymert.

Mimo to je HPTS pouzivano jako pH sonda. pH prostfedi ovliviluje absorp¢ni
charakteristiky HPTS, v absorpénim spektru lze rozlisit dva piky s maximy v 404 nm
a 454 nm. Prvni pik odpovida protonované formé HPTS (ROH), druhy pak odpovida
konjugované bazi (RO’). Zmény v pH pak vyusti ve zmény hodnoty absorbance
na pozicich téchto pikil, coz je promitnuto také do zmény ve fluorescen¢nim excitacnim
spektru [12], [13].

035 OH ‘055 o}

038 SO3” 035 SO3”

Obrazek 3: Struktura HPTS, protonovana (vlevo) a deprotonované forme [14]

15



2.2.3 Komplex platiny [2,6-Bis(2-pyridyl)fenyl-C,N,N’]chloroplatina

Nabojové neutralni komplex dvojmocné platiny [2,6-Bis(2-pyridyl)fenyl-
C,N,N’]chloroplatina byl vyvinut pfedev§im pro ¢asové rozliSenou emisni zobrazovaci
mikroskopii (TREM) jako prostiedek pro zobrazovani a mapovani zivych bunék a to diky
svym vlastnostem, jako je fotochemicka stabilita, vysoky kvantovy vytézek a dlouha doba
zivota v fadu mikrosekund. Komplex nejvice absorbuje mezi 350 a 380 nm a v roztocich
za laboratorni teploty vykazuje fluorescenci v rozmezi 480-600 nm. Se zvétSujici se
polaritou prostiedi sonda vykazuje mirny posun ke krat$im vinovym délkam [15].

Cl

Obrazek 4: Strukturni vzorec komplexu platiny [15]

2.3 Fluorescen¢ni spektroskopie

Fluorescencni spektroskopii 1ze rozdélit na dva typy meétfeni: méfeni v ustdleném
stavu, tzv. steady-state a asové rozliSené méfeni, tzv. time-resolved. Steady-state méfeni
se vyznacuje tim, Ze je vzorek v kyveté konstantné excitovan svételnym zafenim a je
zaznamenavana intenzita emise a excitacni ¢i emisni spektrum. Jelikoz fluorescence
probihd v fadu nanosekund, ustaleného stavu je dosazeno prakticky ithned po prvnim
ozéfeni vzorku paprskem svétla.

Casové rozlisené méfeni je pouzivano k méfeni poklesu intenzity nebo poklesu
anizotropie. Vzorek je exponovan kratkému svételnému pulsu, jehoZ délka je kratsi nez
doba zZivota fluoroforu. Pokles intenzity v Case je poté sledovan vysokorychlostnim
detektorem schopnym méfeni na nanosekundové trovni. Intenzita steady-state méteni
muze byt vyjadiena jako primérna hodnota ¢asové rozliSenych jevii poklesu intenzity
a souvisi tedy s dobou Zivota fluoroforu. Intenzita je proto dana rovnici:

oo
ISS = f Ioe_t/rdt = IoT, (5)
0
kde lo je parametrem, ktery je zavisly na koncentraci fluoroforu a parametrech méficich

pfistroju, 7 je dobou zivota. Z rovnice 1ze vyvodit, Ze intenzita je dob¢ zivota fluoroforu
ptimo umérna [1].
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2.3.1 Instrumentace pro fluorescen¢ni spektroskopii

Pro méfeni fluorescencnich excitacnich a emisnich spekter se pouziva ptistroj zvany
spektrofluorimetr, skladajici se z n¢kolika zdkladnich a nepostradatelnych komponent
(obrazek 5).

Jako zdroj excitacniho zafeni bézn¢ slouzi xenonova lampa. Jeji vyhodou je vysoka
intenzita vyzatovaného svétla ve velkém rozsahu vinovych délek prevysujicich 250 nm.
Dulezité je, aby byl svételny zdroj schopen vyzarovat konstantni pocet fotonti pii vSech
vlnovych délkach.

Dal8im prvkem je excita¢ni monochromator. Monochromatory slouzi k vybrani urcité
vlnové délky z polychromatického zareni. Toho byva docileno nejcastéji pomoci optické
difrakéni miizky. Monochromdtory jsou vétSinou opatfeny nastavitelnou vstupni
i vystupni $térbinou, jejiz $iika ovliviiuje mnoZstvi pro§lého zéafeni a rozlieni. Sirsi
Stérbina je schopna propustit vétSi mnozstvi zafeni, ale zaroven se snizuje rozliSeni
méfeni.

Nasleduje mérna cela s kyvetou. Typicky jsou pouzivany kiemenné kyvety s optickou
dréhou 1 cm. Kyvetové prostory byvaji ¢asto schopny temperovani na urcitou teplotu.

V kolmém sméru k excitacnimu paprsku se nachazi emisni monochromator, pracujici
na obdobném principu jako monochromator excita¢ni. Umoziuje vybrat uréitou vinovou
délku emitovaného zateni, kterd dale prochézi na detekéni zatizeni.

Nejcastéji pouzivanymi detektory jsou fotonasobice. Fotondsobi¢ funguje jako zdroj
proudu, ktery odpovida na kazdy individualni foton a zafeni dopadené na detektor mize
byt detekovano ve form¢ primérného signalu nebo mohou byt pocitany jednotlivé fotony
a signal je poté pfeveden na digitalni a dale zpracovavan a ukladan v pocitaci [1].

Zdroj svétla L
. Klapka MEfici cela
(W — D
= Excitaéni
monochromator Klapka
Emisni
monochromator
Vvhodnocovaci
zafizeni (PC)
— B Detektor
I

Obrazek 5: Schéma spektrofluorimetru [16]
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2.3.2 Vyuziti fluorescen¢nich technik

Fluorescenc¢ni spektroskopie je pro své Siroké moznosti uplatnéni oblibenou technikou
predevsim v biologickych a chemickych oborech. Méteni fluorescen¢nich charakteristik
nam muze poskytnout informace o velkém mnoZstvi procesti, které mohou molekuly
podstupovat, jako naptiklad interakce rozpoustédel s fluorofory ¢i lokalizace fluoroforu
ve struktufe makromolekuly, rota¢ni difuze biomolekul, informace o0 vazebnych
a konformacnich interakcich, pH a polarité prostfedi a mnoho dalsich [1].

2.4 Gely

Pod pojmem gel si miizeme piedstavit Systém tvotfeny trojrozmérnou siti a vytvarejici
souvislou strukturu, ktera prochdzi celym objemem disperzniho prostredi. Za spojité tedy
lze povazovat nejen disperzni prostiedi, ale i disperzni podil. Disperzni podil obvykle
tvori ¢astice koloidnich rozméri o velikosti 1-500 nm. Castice disperzniho prostiedi
nejsou schopné se disperznim prostifedim nezavisle pohybovat a jsou schopny vykazovat
pouze vibra¢ni pohyb. Sily spojujici ¢astice, a tedy tvofici prostorovou sit’, mohou byt jak
chemického, tak fyzikdlniho charakteru, podle ¢ehoz mlizeme gely délit na chemicky
sitované a fyzikaln¢ sitované. Prestoze je disperznim prostiedim kapalina, vykazuji gely
v disledku spojeni ¢astic vlastnosti charakteristické pro tuhy stav latky [17, 18]. Nekdy
byvaji gely nazyvany pojmem lyogely, soustavy s disperznim prostiedim jako kapalinou.
Po odstranéni disperzniho prostiedi je gel oznacovan jako xerogel [19].

2.4.1 Vznik geli

Vznik gelu oznacujeme jako gelaci. Pfi tomto procesu dochazi k interakcim mezi
polymerem a disperznim prostfedim vedoucim ke vzniku spojii mezi makromolekulami.
Pokud je téchto spojii (uzli) dostateCny pocet, vytvoii se v celém objemu disperzniho
prostiedi trojrozmérna makromolekularni sit’ tvorici strukturu gelu. Pokud spoje
vzniknou Vv disledku chemické reakce, maji vzniklé makromolekularni sit€¢ kovalentni
povahu spojii a mluvime o kovalentné sitovanych gelech. Druhym zplsobem vzniku
spojii je pusobeni mezimolekularnich fyzikalnich (nekovalentnich) interakci, jakou jsou
naptiklad van der Waalsovy sily, dipolarni sily nebo vodikové mustky. Takto vzniklé gely
oznacujeme jako fyzikaln¢ sitované gely [19].

Proces gelace muiZze byt ovlivilovan nékolika parametry, napiiklad teplotou,
pH a koncentraci. Zvyseni teploty Casto brani gelaci, jelikoZ v zavislosti na zvySovani
teploty roste i tepelny pohyb makromolekul v roztoku, coz zptisobuje pokles mnozstvi
vazeb mezi makromolekulami a dobu jejich Zivota. ZvySujici se koncentrace naopak
napomaha tvorbé gelu, protoze pravdépodobnost srazek mezi makromolekulami nebo
jejich ¢astmi a zvétSuje se pocet vazeb vznikajicich v jednotce objemu gelu. Dal§im
parametrem je hodnota pH roztoku, gelace probiha nejlépe pii pH v blizkosti
izoelektrického bodu makromolekuly [17].

Pti tvorbé kovalentné sitovanych gelti vznikaji vazby mezi makromolekulami
polymeri bud’ pfi kondenzac¢ni polymeraci jako vysledek nelinearni kondenzace nebo
pii adi¢ni polymeraci, kdy soucasti gelatinizace je fetézova reakce, V jejimz prabéhu
volny radikal reaguje s dvojnou vazbou. Dal§i moZnosti je vznik spoji mezi hotovymi
polymery, kdy dojde k zesitovani v dusledku aktivace reaktivnich mist na fetézci

18



polymeru pomoci zmén podminek v roztoku podporujicich tvorbu sité nebo po piidani
sitovaciho ¢inidla. Kovalentn¢ sitované gely vykazuji pevnou strukturu a zpétna zména
na roztok by byla mozna pouze rozrusenim chemickych vazeb. Vysledny produkt by se
vsak liSil od pavodniho polymeru, protoze by pravdépodobné doslo k porusSeni i jinych
vazeb, nez jen téch vzniklych pfi tvorbé gelu [17].

Proces vzniku fyzikaln¢ sitovaného gelu probiha tim zplisobem, Ze se jednotlivé casti
makromolekuldrnich fetézct sdruzuji do ttvard, které plni funkeci uzld, pomoci
fyzikélnich sil, jako jsou vodikové mustky, van der Waalsovy sily, hydrofobni interakce
a dalsi. Pocatek tohoto procesu je zpusoben snizenim afinity vysokomolekularni latky
k rozpoustédlu, v disledku napi. sniZeni teploty nebo ptidavku Spatného rozpoustédla.
Fyzikalng vytvotené uzly zpravidla vykazuji vétsi rozméry nez uzly kovalentni, proto se
nekdy oznacuji jako uzlové nebo spojné oblasti. Makromolekularni fetézce mohou byt
diky své velikosti nékdy zaclenény i do vice uzlovych oblasti najednou, po délce fetézce
se pak zaClenéné Casti stfidaji s volnymi Useky, které si zachovévaji svou piivodni
ohebnost a tepelny pohyb. Spojovani ¢asti makromolekuly do uzlovych oblasti mizeme
popsat jako asociaci, ¢asto podminénou ptechodem do Sroubovité konformace, nebo jindy
jako nedokonale provedenou fazovou separaci, ktera nemohla byt dokoncena z divodi
specifickych pro makromolekularni soustavy. V druhém ptipad€ je uzlovd oblast
submikroskopickou fazi, ktera je podle podminek oblasti amorfni nebo krystalickou
[17, 19].

Fyzikalnich uzli existuje celda fada typa liSicich se od sebe svym vznikem
a vlastnostmi, pfedev§im pevnosti a dobou zivota. Oproti kovalentné sitovanym gelim
nemuzeme u geli fyzikalné sitovanych zanedbat fakt, Ze jejich uzly mohou v Case zanikat
a opét vznikat v jiné konformaci, taktéz pfi plisobeni mechanickych sil na gel se mohou
uzly rozpadat. Na zivotnosti a pevnosti uzlovych oblasti pak zavisi celd fada vlastnosti
gell, predevsim reologickych. Gely obsahujici ve své struktufe pevné spoje vykazuji
podobné chovani jako kovalentné sitované gely, gely se slabymi uzly vlivem vétsiho
napéti prechdzeji ve velmi viskozni kapalinu vlivem naruSeni uzli. Po ponechéni systému
v klidu vsak zpétné ptechazi na gel [17, 19].

2.4.2 Vlastnosti gelu

I ptes ptitomnost kapalného disperzniho prostiedi miizeme pozorovat u gelit nékteré
vlastnosti charakteristické pro pevny stav hmoty. Gel naptiklad odolava tecnému napéti,
a to az do urcité hodnoty, pod kterou jeho chovani ptfipomina elastické tuhé téleso. Gely
obsahujici uzly kovalentni povahy, které maji v jednotce objemu obsazeny velky pocet
vazeb, vykazuji znacnou elasticitu. Se zvétSujicim se poctem vazeb mezi fetézci
polymeru klesa moznost zmény tvaru makromolekuly a struktura gelu je rigidng;jsi.
Nékteré reverzibilni i ireverzibilni fyzikalné sitované gely se vyznacuji vlastnosti zvanou
tixotropie. V piipadé, ze jsou sily tvofici sit’ disperznich ¢astic v gelu slabé, je mozné
pusobenim mechanické energie prevést gel na sol, protoze se slabé vazby mezi
disperznimi casticemi porusi. Tento proces je vratny a po ponechéani solu v klidovém
stavu se vazby obnovi a znovu dojde ke gelaci.

Elektricka vodivost gell zlstava témér stejnd jako v odpovidajicim solu diky obsahu
disociovanych nizkomolekuldrnich elektrolytd v disperznim prostfedi. Stejné tak
I difuzivita nizkomolekularnich latek v prostfedi gelu ziistiva na téméf stejné trovni,
ptestoze se vznikem gelu prudce vzrista viskozita systému. Diky sitovitému charakteru
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struktury navic neni difuzivita nizkomolekuldrnich ionti témét ovlivnéna proudénim ani
tepelnymi konvekcemi [20]. U vétSich molekul, jejichz rozméry jsou srovnatelné se
vzdalenostmi mezi nejbliz§imi uzly sitovité prostorové struktury, v§ak dochdzi ke snizeni
difuzni a elektroforetické pohyblivosti [19]. U cerstvych geli, reverzibilnich
I ireverzibilnich, dochazi k nékterym samovolnym jevim, jelikoz se systém nenachazi
ve své termodynamické rovnovaze. Nastava tzv. starnuti gelu, pi1 kterém roste pocet
sty¢nych bodl a nasledné se celd trojrozmérna sit'ovita struktura smrsti a s ni i cely objem
gelu. Z toho duvodu je z gelu vytlacena Cast kapaliny, pro kterou uz neni ve struktufe
misto. Proces vytékani disperzniho prostedi z gelu se nazyva synereze [20].

2.4.3 Rozdéleni geli

Gely muzeme délit podle n€kolika hledisek. Podle chovani ve vysuSeném stavu je
délime na reverzibilni a ireverzibilni. Reverzibilni gely pti vysouseni zmensi svilj objem
a prechazi v kompaktni xerogel, jenz je schopen piijmout zpét disperzni prostiedi a vratit
se do ptivodniho stavu tzv. bobtnanim. Tyto vlastnosti jsou typické pro makromolekularni
gely. Reverzibilni gely dale mizou byt rozdéleny podle povahy sil, které tvofi sitovitou
strukturu na fyzikaln€ sitované a kovalentn€ sitované. Ireverzibilni gely, vznikajici
vétsinou gelatinizaci lyofobnich solil, zaujimaji po vysuSeni ptiblizné stejny objem jako
puvodni lyogel, avSak jejich struktura je porézni. Jejich pfeména na xerogel je nevratna,
ireverzibilni gely jsou schopny zpatky pfijmout pouze urcité mnozstvi disperzniho
prostiedi a do puvodniho stavu se vratit nedokazou [17].

2.4.4 Vyuziti geli

Gely a procesy tvorby geli maji velky vyznam v né€kolika oblastech, naptiklad
v 1ékarstvi, farmacii (enkapsulace latek, kryti ran, tvorba scaffoldii aj.) a biologii.
Gelatinizace makromolekularnich latek je diileZitym ¢lankem mnoha technickych vyrob,
jako je naptiklad vyroba vlaken, aplikace lepidel, zpracovani kazi atp. Tvorbu gelt
rovnéz vyuziva fada procesii a postup v potravindiském a pekaiském odvétvi prumyslu.
S neustale se rozvijejicim vyzkumem gelovych systému vyvstavaji nové moznosti
pro jejich pouziti v dalSich oblastech, kuptikladu pro zpracovani a ¢iSténi odpadnich vod,
pro absorpci $kodlivin ze Zivotniho prostiedi aj. [20, 21].

2.5 Hydrogely

Pod pojmem hydrogel se skryva trojrozmérny hydrofilni sitovany material, jehoz
struktura je schopna pojmout velké mnozZstvi vody, které je zadrzovano v matrici tvofené
polymerni latkou. Trojrozmérnd integrita hydrogelll je zabezpecena pomoci fyzikalniho
nebo chemického sit'ovani, které chrani hydrogel pied rozpusténim. Schopnost zadrzovat
ve své struktufe velké mnozstvi vody je dana pfitomnosti funkénich skupin
na polymernim fetézci, napt. -COOH, -OH, -CONH_, -CONH, -SOsH. Kapilarni efekty
a osmoticky tlak mohou také ovliviiovat mnoZstvi vody obsazené v hydrogelové siti.
Dilezitou vlastnosti je, ze voda uvniti struktury hydrogelu umoznuje volnou difizi
rozpusténych molekul [22, 23].
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2.5.1 VIastnosti a struktura

Typickymi vlastnostmi hydrogelt je jejich permeabilita a moznost poutat ve své
struktufe vodu. Polarni hydrofilni funkéni skupiny jsou nejprve hydratovany a vodu
podileji se na této hydrataci oznaCujeme jako primarné¢ vazanou. V disledku této
hydratace struktura bobtna a umoznuje kontakt vody s hydrofobnimi funkénimi
skupinami, coz vede k vytvofeni hydrofobné-vazané vody, nazyvané jako sekundarné
vazand voda. Primarn¢ a sekundarné vazana voda je souhrnné oznacovana jako celkové
vazana voda. Dalsi voda mtiZze byt absorbovana ptisobenim osmotickych sil polymernich
fetézcll vici dalSimu ziedéni. Proti dalSimu bobtnani vSak stoji retrakéni sila zpisobena
spojenim fetézcli v uzlovych oblastech a hydrogel dosdhne rovnovéazné urovné
nabobtndni. Tato tzv. volna voda vypliiuje mezery mezi fetézci nebo vypliiuje pory

hydrogelu.

Propojeni jednotlivych fetézci polymeru pomoci uzlovych oblasti dava hydrogelu
nckteré vlastnosti tuhych latek jako je napf. elasticita a pevnost, pfitomnost velkého
mnozstvi vody dava struktute ptizptisobivost typickou pro pfirodni tkang.

Nékteré hydrogely mohou snadno zmeénit své vlastnosti v reakei na vnéjsi podnéty,
jako je napriklad teplota, pH, iontova sila, pfidani elektrolytu aj. V zavislosti na zméné
prostiedi se projevi zména v integrité hydrogelu nebo v obsahu vody ve struktuie, cehoz
muze byt vyuzito naptiklad pii cileném uvolnovani 1éCiv.

Pro aplikace hydrogelil v tkdflovém inZenyrstvi a cileném uvoliovani 1éCiv je klicovou
vlastnosti biodegradabilita a biokompatibilita. Biodegradovatelné gely obsahuji slabé
vazby bud’ v polymernim fetézci, ptipadné v uzlovych oblastech a tyto vazby mohou byt
za fyziologickych podminek chemickou nebo enzymatickou cestou stépeny.
Biokompatibilitou rozumime schopnost hydrogelu nezplsobovat poSkozeni a ne-
vyvolavat neZadouci reakci organismu. Biokompatibilni musi byt jak hydrogel,
tak produkty vznikajici pii jeho degradaci uvniti organismu [24, 25, 26]. Tyto vlastnosti
maji pfedev§sim hydrogely pfipravené z pfirodnich materiali. Oproti tomu syntetické
hydrogely zpravidla nedisponuji biokompatibilitou a biodegradabilitou, avsak jejich
vyhodou je exaktn€ definovana struktura, jejiz modifikaci mize byt téchto vlastnosti
dosazeno [27].

2.5.2 Vyuziti hydrogeli

Hydrogely jsou diky svym unikatnim vlastnostem systémy s Sirokou moznosti vyuziti
Vv biologickych, medicinskych 1 primyslovych oblastech. Diky biokompatibilité
a biodegradabilit¢ mnohych hydrogelti je mozné je vyuzivat v medicin¢ jako systémy
pro fizené uvolilovani 1€¢iv, kdy 1éc¢iva latka je zabudovéna do hydrogelu a poté mlize byt
nekolika zpiisoby v zavislosti na vlastnostech systému cilené uvoliiovana, napt. difuzné
kontrolovanym uvoliiovanim nebo reakci na podminky lokalniho prostiedi. MozZna je
aplikace v tkanovém inzenyrstvi, kdy byva hydrogelu vyuzito jako tzv. scaffoldu, tedy
leseni pro rist novych tkani. Mezi jiz rozsifené aplikace patii kryti ran tzv. mokrymi
obvazy, které mohou diky své prodysnosti, pfilnavosti a schopnosti udrzet v ran¢ idealni
prostiedi pro hojeni vyrazné¢ zkratit dobu regenerace. Dlouho vyuzivanou aplikaci je také
vyroba kontaktnich ¢ocek, kde se hydrogel ukazal jako vhodny material z hlediska
mechanickych a optickych vlastnosti, propustnosti pro kyslik a vlhkosti povrchu.
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Dalé je mozné hydrogely vyuzivat naptiklad jako prostfedky pro absorpci tézkych
kovli nebo raznych barviv z zivotniho prostfedi a odpadnich vod. Zde je vyuZzivano
nabitych funkénich skupin nachdzejicich se ve vnitini struktufe hydrogelu, které mohou
s atomy kovu ¢i jinymi polutanty tvorit komplexy a tim je absorbovat [26, 28].

2.6 Polyelektrolyty

Makromolekularni polymerni latky obsahujici ionizovatelné funkéni skupiny oznacujeme
jako polyelektrolyty. Po rozpusténi ve vhodném rozpoustédle funkéni skupiny disociuji
a zanechavaji fetézec nabity, vzniké tedy makroion o velkém poctu elementarnich nabojt
a stejny pocet malych iontd opa¢ného naboje, protionti [29]. Podle povahy disociujicich
skupin je délime na polyelektrolyty obsahujici kyselou skupinu (-COO-, OSO3),
polyelektrolyty s bazickou funkéni skupinou (-NH3s") a na elektrolyty amfoterni, které
obsahuji oba tyto druhy (napf. proteiny). U amfortenich molekul zavisi mira disociace
na pH, pfi vysoké hodnoté pH jsou disociovany pouze kyselé skupiny, zasadité skupiny
disociaci nepodstupuji a molekula je nabita zaporné. Pti nizkém pH disociuji pouze
zasadité¢ skupiny a néboj molekuly je tedy kladny. Pfi stfedni hodnoté¢ pH dochazi
k ¢aste¢né disociaci obou skupin a vznika obojetny iont, tzv. amfiont. V izolelektrickém
bod¢ je vyrovnan pomér kladnych i zépornych skupin a celkovy naboj molekuly je
nulovy. Vlastnosti makromolekul, které podléhaji v roztoku disociaci, jsou ovliviiovany
mezimolekuldrnimi disperznimi silami a silami elektrostatickymi. Elektrostatické sily se
vSak ve velké mife zmenSuji, pokud je v roztoku obsazen kromé¢ vysokomolekularniho
elektrolytu i v malém mnozstvi elektrolyt nizkomolekularni [17].

2.7 Hyaluronan (HyA)

V roce 1934 Karl Meyer v oénim sklivci dobytka objevil a izoloval latku, kterou
nazval kyselina hyaluronova. Bylo zjisténo, Ze se jednd o polysacharid obsahuji kyselinu
D-glukoronovou a N-acetyl-D-glukosamin, ale jest¢ dvé dalsi desetileti nebylo
objasnéno, Ze tento polysacharid tvofi opakujici se B(1-3), B(1-4) spojena disacharidova
jednotka. Byly objeveny rovnéz dal§i zdroje pro izolaci kyseliny hyaluronové,
a to naptiklad hiebinek kohoutd nebo pupecni $itra [30]. Za dilezity je povazovan rok
1937, kdy F. Kendall izoloval hyaluronan z kapsul streptokokovych bakterii skupin
A aC. Tento uspeéch mél velky vyznam predevsim z praktického hlediska, jelikoz
do dnesni doby je izolace hyaluronanu z bakterialnich zdroji nejekonomictéjsi zpusob
jeho primyslové produkce [31]. V Zivych organismech se kyselina hyaluronova
vyskytuje pfedevsim v extracelularni matrix. V lidském téle je ji nejvice obsaZeno
Vv synovidlni kapaling, v pupecni $iilife a v ocnim sklivei. Pfiblizné€ polovina z celkového
obsahu kyseliny hyaluronové v organismu se nachazi v kizi. Kromé funkce jako kotvici
matrix pro bunky vykazuje v kiizi mnoho dulezitych uloh. Kyselina hyaluronova ma
schopnost ve své struktufe zadrzovat vodu a tim muZe meénit objem ¢i stlacitelnost
pokozky. Také ma schopnost ovlivitiovat proliferaci, diferenciaci a opravu bunék, slouzi
1 pro zachytavani volnych radikald vzniklych pomoci ultrafialového slune¢niho zéateni
a brani poSkozeni nebo zniCeni bunck. V synovialni kapaling, kterd obsahuje vysokou
koncentraci vysokomolekularni kyseliny hyaluronové, plni funkci kloubniho lubrikantu
a slouzi pro absorbovani narazi [32].
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2.7.1 Vlastnosti

Kyselina hyaluronova se piedevsim vyskytuje ve formé své sodné soli, tedy jako
hyaluronan. Strukturné se jedna o linearni polysacharid, ktery se sklada z opakujicich se
disacharidovych jednotek tvofenych D-glukoronovou kyselinou a N-acety-D-
glukosaminem, které spojuje glykosidicka vazba B(1-3) a B(1-4). HyA fadime mezi
skupinu glukosaaminoglykant, je jejich nejjednodussim c¢lenem a jako jediny neni
kovalentné spojen s jadrovymi proteiny, neni syntetizovan v Golgiho aparatu a neni
sulfatovan (viz. obrazek 6). Molekulova hmotnost HyYA muze dosahovat hodnot
az 10" Da [32].

- 7
NH n
OH Q:< H
D-glukoronova CH,
kyselina N-acetyl-D-glukosamin

Obrazek 6: Strukturni jednotka hyaluronanu [33]

HyA je velmi silné hygroskopickou latkou, coz je pravdépodobné klicova vlastnost
ptispivajici k jeho velkému funkénimu vyuziti v zivych organismech. Viskoelastické
vlastnosti odkazuji k moznosti tlumit narazy a vykazovat lubrika¢ni schopnosti.
Jedine¢né reologické vlastnosti byvaji hojné vyuzivany v o¢nim 1ékatstvi [34].

Ve fyziologickém roztoku je molekula hyaluronanu vyztuzena pomoci kombinace
vazeb mezi disacharidy, vnitinimi vodikovymi miustky a interakcemi s molekulami
rozpoustédla. Axidlni atomy vodiku ve struktufe HyA vytvareji nepoldrni, Castecné
hydrofobni oblasti, zatimco ekvatorialni ¢asti fetézce tvoii polarni, tedy vice hydrofilni
cast. Molekulu HyA 1ze tedy povazovat za amfifilni [35].

2.7.2 Vyuziti

Hyaluronan vykazuje nékolik dilezitych vlastnosti, které umoziuji jeho Siroké pouziti
v mediciné a farmacii, a to jak lidské, tak 1 zvifeci. Jednd se piedevSim o jeho
biodegradabilitu, biokompatibilitu, vysokou hygroskopicitu a jeho mechanické
a viskoelastické vlastnosti. Dulezity je také fakt, Ze struktura HyA se v rGznych
organismech nelisi a jeho pouziti nezptsobuje nezadouci reakci imunitniho systému [36].

V dermatologii a pii plastickych operacich je vyuzivan k augmentaci, pro vyplnéni
oblicejovych vrasek a jizev. Vysokomolekularni HyA rovnéZ podporuje hojeni Cerstvych
ran na kiizi 1 dlouhotrvajicich ran chronickych, diky svym antioxidacnim G¢inkiim byva

-----

Vv oftalmologii a o¢ni chirurgii, jelikoz se jedna o hlavni ¢ast o¢niho sklivce. DlleZitym
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pouzitim je CasteCnd nahrada ztrat oc¢niho sklivce pti operacich Sedého zdkalu nebo
pii implantaci umélé o¢ni Cocky. V ortopedii a revmatologii se pouziva HyA
k viskosuplementaci, tedy k aplikaci do kloubnich prostori vyplnénych synovialni
tekutinou, ¢ehoz byva toho vyuzivano pii 1é¢bé kloubnich zranéni a pooperacni terapii
nebo pfi 1éCbe revmaticke artritidy, pii které dochdzi mimo jiné k degradaci biopolymert,
tedy i HyA, obsazenych v synovialni tekutiné. Hyaluronanu byva také vyuzito
pro separaci hojicich se tkani po operacich a k zabranéni nezadoucich adhezi a tvorbé
jizev [36]. Dalsi moznou aplikaci je vyuziti pro tvorbu nosi¢ovych systému 1é¢iv, kde je
opct velkou vyhodou oproti nékterym jinym systémim biokompatibilita
a biodegradabilita. Rozvijené je ptedevsim pouziti HyA nosi¢i pro cytostatika, které
mohou pfi cesté organismem k nadorovym bunikdm poskozovat i zdravé délici se bunky
a tim zptusobovat vazné nezadouci ucinky. Mozné je také pouziti v tkanovém inzenyrstvi,
kde je HyA pouzit pro tvorbu hydrogelu, ktery nasledné slouzi jako scaffold pro rust
novych bunék a tkani [37].

2.8 Dextran

2.8.1 Historie

V minulosti vedly k pouziti dextranu piedevsim v oblasti klinické praxe dvé cesty.
Prvni znich bylo hledani netoxické nahrady krevni plasmy a druhou studium
mikrocirkulace a tokovych vlastnosti krve. Pfedev§im v obdobi po druhé svétové valce
a po zacatku valky v Koreji, kdy nastal akutni nedostatek krevnich transfuzi, bylo potteba
nalézt vhodny substituent pro krevni plasmu. V roce 1954 ve Svédsku zjisténo, Ze roztoky
dextranu o urc€ité molekulové hmotnosti by praveé pro tento ucel mohly byt vhodnym
kandidatem. Od té doby ve Svédsku, nékterych jinych zemich Evropy a v USA probihaly
klinické testy, které nasledné tuto hypotézu potvrdily a umoznily rozvoj pouziti dextranu
nejen pro nahradu plasmy, ale i pro dalsi terapeutické vyuziti [38].

2.8.2 Struktura a vyuziti

Dextran patii mezi homopolysacharidy, jeho strukturu tvoifi opakujici se jednotky
monosacharidu a-D-glukopyranosy. Monosacharidové jednotky jsou nejcastéji spojeny
pomoci a(1-6) glykosidické vazby. Ve struktuie se mohou objevit i vazby a(1-2), a(1-3),
a(1-4), které zplisobuji vétveni polysacharidového fetézce dextranu. Dextran je nejcastéji
produkovan bakterialnim kmenem Leuconostoc mesenterioid pomoci enzymatického
pusobeni na molekuly sachar6zy. Dextran mohou produkovat i jiné bakterialni kmeny,
vysledné produkty se vSak li§i typem sitovani a mnoZstvim vétveni, stejné tak jako
poctem monosacharidovych jednotek. Tyto zmény ve velikosti molekul a jejich struktute
poté ovliviiuji vlastnosti, jako je naptiklad viskozita nebo schopnost prochazeni skrze
semipermeabilni membrany. Pro klinické pouziti jsou vyuzivany pifedevSim tfi typy
dextranu, a to nizkomolekularni dextran s priimérnou molekulovou hmotnosti 40 000 Da,
dextran se stfedni molekulovou hmotnosti, jejiz praimérna hodnota ¢ini 75 000 Da
a vysokomolekularni dextran s primérnou molekulovou hmotnosti 150 000 Da. Jak jiz
krevni plasmy. K tomuto ucelu je vyuZzit dextran se stfedni molekulovou hmotnosti.
Dals$im pouzitim je napf. vyuziti dextranu jako antithrombotického ¢inidla [38, 39].
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2.9 Tenzidy

Tenzidy, nékdy nazyvany také jako povrchové aktivni latky, jsou organické slou¢eniny,
které¢ se uz pii malé koncentraci hromadi na fazovém rozhrani a zplsobuji snizeni
povrchového napéti. Jedna se o amfifilni molekuly, obsahujici hydrofobni ¢ést
oznacovanou jako nepolarni ocas a hydrofilni ¢ast nazyvanou hydrofilni hlavicka. Z toho
davodu jsou tenzidy rozpustné v organickych nepolarnich rozpoustédlech i ve vode¢.
V zévislosti na pouzitém rozpoustédle je vzdy jedna ¢ast molekuly tenzidu rozpustna
(Iyofilni ¢ast) a druha ¢ast nerozpustna (lyofobni cast) [40, 41].

Tenzidy dé¢lime podle charakteru hydrofilni skupiny. Rozeznavame dvé hlavni
skupiny tenzidd, ionické a neionické. Ionické dale délime na anionické (anionaktivni),
které obsahuji nejcastéji karboxylovou nebo sulfatovou skupinu a jsou celosvétove
nejpouzivanéjsimi tenzidy. Jejich piikladem jsou naptiklad soli vysSich mastnych
kyselin, tedy mydla. Kationické (kationaktivni) tenzidy obsahuji atom dusiku nesouci
kladny néaboj, jedna se o aminy nebo kvartérni amoniové soli. Aminy funguji jako
povrchové aktivni latka pouze v protonované formé, nejsou proto pouzitelné za vysokého
pH, oproti tomu kvartérni amoniové soli nejsou k hodnoté pH citlivé. Amfoterni tenzidy
obsahuji kladné i z&porné nabitou funkéni skupinu a jejich vlastnosti se méni v zavislosti
na pH systému, kladné nabitou skupinou je nejcastéji amoniova skupina, zaporné pak
karboxylova. Neionické tenzidy obsahuji bud’ polyetherovou nebo polyhydroxylovou
jednotku jako polarni skupinu, nejéastéji je polarni skupinou polyether slozeny
z oxyethylenovych jednotek vzniklych pii polymeraci ethylen oxidu [41].

2.9.1 Tvorba micelarnich soustav

Jednou z vlastnosti tenzidli vychazejici z jejich amfifilni struktury je schopnost tvofit
micely. Pfi ur¢ité koncentraci tenzidu v roztoku nastavaji zmény ruznych fyzikalné-
chemickych vlastnosti. Tato koncentrace je nazyvana kritickd micelarni koncentrace
(CMC) a predstavuje nejvyssi koncentraci, ve které se tenzid v roztoku vyskytuje jeste
v molekulové (iontové) forme. Hodnota CMC je pro kazdou povrchové aktivni latku
specifickd a jeji hodnoty kolisaji v rozmezi 10° az 10 mol-dm=. Nad hodnotu CMC
v roztoku dochdzi k asociaci molekul ve vétsi Gtvary, které se nazyvaji koloidni micely.
Pti vysSich koncentracich tenzidu, nez je hodnota CMC, mtzu dojit jesté ke druhé zméné
vlastnosti v roztoku. Tyto zmény nastavaji z divodu zmény v typu agregace, interakce
micela-micela, micela-monomer aj. Tuto koncentraci oznacujeme jako tzv. druhou CMC.

Ve vodném prostiedi agregaty tenzidl vznikaji z uhlovodikovych fetézci, jejichz
hydrofilni (lyofilni) ¢asti jsou umistény na vné&j§im povrchu, micely. Diky tomu dochazi
K minimalnimu styku mezi hydrofobni (lyofobni) ¢asti molekuly a vodnym prostiedim.
Za pticinu této agregace je povazovana velka kohezni sila mezi molekulami vody, ktera
pfevysuje pfitazlivou silu uhlovodikovych fetézci mezi sebou 1 pfitazlivost mezi
molekulami vody a fetézci, v disledku c¢ehoz dojde k vytésnovani uhlovodikovych
fetézcl z roztoku a Kk naslednému poklesu Gibbsovy energie systému. Pokud se jedna
0 ionicky tenzid, polarni skupiny disociuji a kolem micel je vytvotena elektricka
dvojvrstva tvofend protionty vzniklymi pfi disociaci. V nevodném prostfedi mohou
vznikat tzv. obracené micely, u nichz je jadro tvofeno polarnimi skupinami
a uhlovodikové fetézce jsou orientovany smérem k nepolarnimu vnéjSimu prostredi.
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Proces tvorby micel ovliviwuje nékolik parametrd, naptiklad hodnota CMC s rostouci
délkou uhlovodikového fetézce klesa. V1iv hydrofilni skupiny ovliviiuje CMC tak, ze
ptistejné délce uhlovodikového ftetézce je CMC neionickych tenzidii vys$si
nez U ionickych. Déle mohou hodnotu CMC ovliviiovat také teplota, tlak, tvofené
protionty a piimési v roztoku [17].

2.9.2 Micelarni struktura

Struktura micely zavisi na mnoha parametrech, mezi néz patii koncentrace, teplota,
struktura tenzidu, charakter mezimolekularnich sil aj. V roztocich o malé¢ koncentraci
(avSak nad hodnotou CMC) vznikaji malé tzv. Hartleyovy micely. Tyto micely jsou
kulovitého tvaru a uhlovodikové fetézce tenzidii jsou vzajemné propleteny a tvofi jadro
micely, polarni skupiny jsou orientovany do vnéjSiho vodného prostedi. Polomér micely
je pfiblizné roven délce molekuly tenzidu a micelu tvoii mezi 50 a 150 molekul.

Se zvétSujici se koncentraci roztoku roste i velikost micel, uvnitf kterych se
uhlovodikové fetézce zacinaji orientovat stdle vice navzdjem rovnobézné. Kulovité
micely se nejprve transformuji na valcovité utvary a nasledné pfi jesté vétsi koncentraci
vznikaji laminarni micely, zvané také jako McBainovy, tvofené dvéma vrstvami tenzida,
které jsou k sobé orientovany uhlovodikovymi zbytky a polarni skupiny smétuji ven.
Laminarni micely ionickych tenzidi maji mens$i naboj nez sférické, nebot’ pii velké
koncentraci, ktera je potfebna k jejich vzniku, je snizena mira disociace polarnich skupin.
Z toho divodu se laminarni micely ukladaji viici sobé rovnobéznég, sousedni molekuly
jsou k sob¢ natoCeny povrchy, na kterych jsou hydratované skupiny molekul tenzidu.
Diky vzajemnému charakteristickému uspoifadani laminarnich micel mohou roztoky
s dostate¢nou koncentraci prechazet v gel [17].

2.9.3 Septonex

Karbethopendecium bromid, zndmy pod komerénim nazvem jako Septonex, je
kationaktivnim tenzidem. Molekula Septonexu je tvoiena dlouhym uhlovodikovym
fetézcem tvoricim hydrofobni ¢ast a kvartérni amoniovou skupinou, kterd tvoii Cast
hydrofilni (obrazek 7). Ma formu bilého az nazloutlého prasku, vykazuje vysokou
rozpustnost ve vodg€, ethanolu a chloroformu. Vodné roztoky Septonexu pii zamichani
vyrazné péni. Pouzivan je jako antisepticky a antimikrobialni ptipravek [42].

Obrazek 7: Struktura Septonexu [43]
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2.9.4 SDS

Dodecylsulfat sodny (SDS) je zastupcem anionaktivnich tenzidu. Jeho hydrofobni ¢ast
tvoii dvanécti uhlikaty fetézec a &ast hydrofilni tvoii sulfatova skupina (obrazek 8). Casto
nalézd své vyuziti v proteomice pro solubilizaci nebo extrakci hydrofobnich C¢i
agregovanych bilkovin a k separaci proteini pomoci PAGE-SDS elektroforézy. SDS
ovlivituje a méni sekundarni a tercialni struktury proteini pomoci iontovych (interakce
s ,,hlavickou* tenzidu) a hydrofobnich interakci (interakce s hydrofobnim ,,ocasem®)
[44].

0

/0
/\/\/\/\/\/\0’\\8\/
0-Na*

Obrdzek 8: Struktura SDS [45]
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3 SOUCASTNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Prace vypracované na Fakulté chemické

Ve své bakalarské préaci se Lenka Kohutova zabyvala piipravou fyzikalnich geli na bazi
hyaluronanu a piedev§im studiem interakce mezi roztokem HyA a opa¢né nabitym
tenzidem cetyltrimethylammonium bromidem (CTAB) v prostiedi fyziologického
roztoku (0,15 M roztok NaCl). Byl studovan vliv molekulové hmotnosti Hya, koncentrace
roztoku Hya a poméru vaznych mist na fetézci hyaluronanu a tenzidu na mnozstvi susiny
v hydrogelu. Z dosazenych vysledkt bylo zjisténo, Ze molekulova hmotnost HyA, stejné
tak jako pomér vaznych mist, nemaji vliv na vysledné mnozstvi susiny. Tuto hodnotu
vSak vyznamn¢ ovliviiovala koncentrace vychoziho roztoku HyA. Dale bylo zkoumano,
kolik vody je schopen pojmout zpét vysuseny hydrogel a bylo docileno obdobnych
zaveérl, jako pfi studiu obsahu suSiny. Nasledné bylo pouzito metody fluorescencni
spektroskopie k zjisténi vlivu molekulové hmotnosti HyA a poméru vaznych mist HyA
aCTAB na tvorbu excimerd a zménu spektralnich charakteristik. Vzorky
pro fluorescen¢ni spektroskopii byly pfipraveny tak, Ze z pozadované¢ho objemu
zasobniho roztoku fluorescenc¢ni sondy bylo odpateno rozpoustédlo a na odparek bylo
nalito pozadované mnozstvi tenzidu. Nasledné bylo ptislusné mnozstvi tenzidy se sondou
smichdno ve zkumavce s pfisluSnym mnozstvim roztoku hyaluronanu, smés byla
protfepana a odstfedéna. Roztok ve zkumavce se rozdélil na dvé faze, horni fazi tvoril
supernatant, spodni fazi gel. Pouzitymi sondami byly pyren, 1,3-bis(pyren-1-yl)propan
(P3P) a Prodan. U P3P byla pozorovana emise excimeru, u pyrenu vSak nikoliv. Bylo
prokazéano, ze molekulova hmotnost neovlivitluje pomér excimeru k monomeru pro P3P,
stejn¢ jako pomér prvniho a tfetiho piku u pyrenu. Pomér vaznych mist mezi HyA
a tenzidem ovliviloval pouze pomér excimeru a monomeru u fluorescen¢ni sondy P3P.
Spektra Prodanu byla pouzZita pro vizualizaci procest suseni a bobtnani [46].

Ve své diplomové praci Lenka Kohutova navéizala na problematiku fyzikalnich
hyaluronanovych gelt a pfedevsim na studium interakce HyA s opacn¢€ nabitymi tenzidy
v prostfedi fyziologického roztoku. Soucéasti prace bylo zjiSténi obsahu suSiny
piipravenych hydrogell, a to v zavislosti na molekulové hmotnosti HyA a koncentraci
roztoku HyA a tenzidu CTAB. Vysledkem bylo zjisténi, Ze se snizujici se koncentraci
HyA se zvySovala hodnota obsahu suSiny a naopak. Riist obsahu suSiny se zvySujici se
molekulovou hmotnosti byl nepatrny. K popisu procesu suseni bylo pouZzito suSinovych
kiivek. Dalsi ¢ast prace se zabyvala charakterizaci geli pomoci procesu bobtnani,
konkrétné zjiSténi mnozstvi vody, které je schopen hydrogel pfijmout zpét po svém
vysuseni. Zde bylo dosazeno obdobnych vysledkil, jako pfi studiu mnozstvi suSiny
Vv hydrogelu. Nésledné byly gely studovany pomoci reologie. Bylo zjiSténo, Ze pfi nizké
smykové rychlosti je hodnota viskozity zasobnich roztoki HyA wvysSi s rostouci
koncentraci HyA, zatimto u geld je tomu naopak [47].

Ve své diplomové praci se Anna Holubova zabyvala hydrogely vznikajicimi fazovou
separaci hyaluronanu s opac¢né nabitymi tenzidy cetyltrimethylamonium bromid
a Septonex. Pozornost byla zaméfena predevSim na charakterizaci vnitiniho chovani
hydrogelu, k ¢emuz byla pouzita metoda fluorescencni korelacni spektroskopie a jeji
upravena varianta dvouohniskova fluorescenéni korelacni spektroskopie. Pomoci téchto
metod bylo stanoveno difuzni chovani fluorescen¢nich sond Atto 488 a nilské Cervené.
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Vysledky obou spektroskopickych metod byly porovnatelné, fluorescencni sondy
interagovaly s CTAB, nicméné Atto 488 oproti nilské ¢erveni vykazovala pouze slabou
interakci se Septonexem. Rovnéz bylo prokazano, ze interakce mezi sondami a tenzidy
byly ovlivnény pouzitou molekulovou hmotnosti hyaluronanu [48].

Katefina Satorova vypracovala diplomovou praci zabyvajici se tim, jaké je rozdéleni
tenzidu pii fazové separaci v systému polymer-tenzid. Polymerem byl zvolen hyaluronan
sodny s riznou molekulovou hmotnosti a tenzidem CTAB. Experimenty byly provedeny
Vv prosttedi fyziologického roztoku (0,15 M NaCl). Pouzitou analytickou metodou
ke studiu rozdéleni tenzidu pii fazové separaci byla UV-VIS spektroskopie,
prostiednictvim které byly sledovany barevné komplexy, jenz tvoii CTAB spolu
s kyselinou pikrovou v chloroformu. Byla provedena méfeni pro gely s ¢tyfmi riznymi
sloZzenimi, konkrétné se jednolo o gel tvoteny 2% HyA + 200mM CTAB, 2% HyA + 50
mM CTAB, 0,5% HyA + 200 mM CTAB a 0,5% HyA + 50 mM CTAB. Postupné bylo
provede celkem pétkrat promyti geld 0,15 M roztokem NaCl, diky ¢emuZz bylo
pfi porovnavani dat z promyvani zjiSténo, jaka cast tenzidu je v gelech zadrzovana
elektrostaticky a stericky. Stanoveni obsahu tenzidu bylo provedeno u nové ptipravenych
geld 1 u gelti 2 a 4 mésice starych. Bylo zjisténo, ze obsah CTAB v riznych ¢asovych
intervalech od pfipravy se nelisi, coZ poukazuje na stabilitu syst¢ému. Také bylo
prokézano, ze na distribuci CTAB ma vliv predev§im ptivodni koncentrace CTAB a HyA
[49].

Jan Kotoucek ve své diplomové praci studoval deprotonacni charakteristiky
fluorescenénich sond a-naftolu a HPTS v prostiedi komplext slozenych z hyaluronanu
oruznych molekulovych hmotnostech a kationaktivnich tenzidi  Septonexu
a cetyltrimethylamonium bromidu. K méfeni byly pouzity dvé fluorescenéni metody,
konkrétn¢ ustalend a Casové rozliSena fluorescenéni spektroskopie. Pomoci ustalené
fluorescence byly stanoveny kritické agregaéni koncentrace tenzidd a také hodnoty pKa"
systémill. Metoda Casové€ rozliSené fluorescence byla pouZita pro zjisténi deprotonacnich
konstant a primérné délky doby Zivota fluorescence. Diky porovnani naméfenych dat se
systémem polystyrensulfonat-tenzid byl posuzovan vliv hydrata¢niho obaly molekul
hyaluronanu na vzniknuti komplexu hyaluronan-tenzid. Byly prokazany velké rozdily
mezi deprotona¢nimi charakteristikami v zavislosti na pouZzitém tenzidu a zvolené
molekulové hmotnosti hyaluronanu. Ze ziskanych vysledka vyplyva, ze hydrata¢ni obal
je lokalizovan v blizkosti disociované karboxylové skupiny, v misté interakce s kladnym
nabojem tenzidu za nasledného vzniku komplexu. Nasledné bylo vyuZito zhaSeni pyrenu
pomoci cetylpyridinium chloridu (CPC) pro stanovené agrega¢niho Ccislo tenzidu
Septonexu o0 koncentraci 20mM, zjisténa hodnota Cinila 104 molekul. Pomoci CPC byla
rovnéz zjisténa lokalizace a-naftolu v micelach CTAB, tedy v komplexu polymeru
s CTAB [50].

Interakci hyaluronanu a tenzidu v prostfedi fyziologického roztoku se ve svém ¢lanku
zabyvala Tereza Halasova a spol. Ke studiu téchto interakci bylo pouzito metod
tenziometrie a flluorescence za vyuziti fluorescencnich sond pyrenu a nilské Cerveni.
Mg¢fteni ukazala, ze piestoze by piitomnost NaCl méla potlacovat interakce opacéné
nabitych polyelektrolytii a tenzidd, tak jsou interakce v nékterych systémech hyaluronan-
tenzid pfitomny i pfes ionickou povahu tenzidu. Pomoci sond bylo prokizéano, Ze
dochazelo k tvorbé agregatii (micel) za urcitych koncentraci tenzidi, pfedevsim pokud se
V systému nachézi také hyaluronan. Pfitomnost hyaluronanu méla nejvétsi vliv na tvorbu
agregatti za pouziti neionického Tween 20 a kationického CTAB [51].
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Jakub Mondek a spol. publikoval ¢lanek popisujici studium inteakce polyelektrolytu
a surfaktantu pomoci fluorescen¢ni sondy zvané akridinova oranz (AO). Studovany byly
systtmy na bazi hyaluronan-AO, hyaluronan-CTAB, polystyrensulfonat-AO
a polystyrensulfonat-CTAB, experimenty byly provadény ve vodném prostiedi.
Za pouziti steady-state fluorescence, Casové rozlisSené fluorescence a dimer:monomer
absorptniho poméru AO bylo definovano, jak Se tvofi dimerni struktury AO
na polymernim fetézci molekuly polyelektrolytu. Byla sledovana signifikantni tvorba
dimert na polystyrensulfonatovém i hyaluronanovém fetézci, nicméné u hyaluronanu
byly pozorovany mnohem slabsi elektrostatické interakce. Po piidavku tenzidi bylo
patrné zvySeni intenzity fluorescence, coz indikovalo disociaci dimernich struktur AO
na monomery a nahrazeni molekul AO na polymernim fetézci molekulami tenzidu. Déle
bylo zjisténo, ze molekuly tenzidu se k fetézci vazi pred dosazeni kritické micelarni
koncentrace [52].

3.2 Pouzité fluorescen¢ni sondy

Ewa K. Krasnowska a spol. publikovala v roce 1998 ¢lanek, ve kterém popisuje
pouziti Prodanu jako fluorescen¢ni sondy pro studium povrchti membran a konkrétné se
zabyvala tim, jakym zpisobem je mozné od sebe odlisit ve fluorescenénim spektru
ptispévky fluorescence Prodanu z vodného prostiedi a z prostiedi lipidické faze. Snahou
bylo rovnéz zjistit, jaké je rozdéleni sondy pravé mezi tyto prostfedi a také mezi fazi
gelovou a fazi tekutych krystalti fosfolipidi. Za timto Gcelem byla predstavena metoda
tzv. tif vlnné generalizované polarizace (3WGP) vyuzivajici méfeni intenzity emise
Prodanu pfi tfech rozdilnych vinovych délkach (420 nm, 480 nm, 530 nm) vybranych tak,
aby doslo k co nejvetsimu oddéeleni piispévkil fluorescence z ostatnich prostiedi. Pomoci
naslednych vypocti bylo zjisténo, Ze Prodan se pfednostné nachazi v prostredi tekutych
krystalii fosfolipidii a ze jeho rozdéleni mezi vodnou f4zi a mezi membranu zaleZi
na struktufe dvojvrstvy [53].

Arlin Jose Amali a spol. studovali v roce 2011 pouziti sondy HPTS jako sondy
pro detekci pH a koncentraci amoniaku Vv prostfedi. Navrzen byl systém tvofeny
mikrokapsulemi sestavajicimi se z nanocastic kiemiku spojenych pomoci poly-L-lysinu
a trisodium citratu, do kterého byla sonda HPTS zainkorporovéna. Timto byl ziskan
odolny indikatorovy systém pro detekci za fyziologickych podminek. Sledovanim
vlastnosti sondy pod kontinualnim ozafenim bylo zjiSténo, ze v mikrokapsulich sonda
vykazuje velkou miru fotostability. Hodnota pH byla méfena pomoci excitace fluoroforu
pfi dvou riznych vinovych délkéach, konkrétné 402 a 455 nm a naslednému sniméni
pomeéru intenzity emise pii 530 nm pii excitaci t€émito dvéma riznymi vinovymi délkami.
Systém se ukazal byt vhodny pro méfeni hodnoty pH v rozmezi 5,8-8,0 a Gspésné
aplikovatelny pro zjisténi koncentrace amoniaku v rozmezi 0—1,2 mM [54].
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3.3 Interakce hyaluronan-tenzid

Studiem interakce mezi hyaluronanem a kationaktivnimi tenzidy se vénovali ve své
praci Kyrre Thalberg a Bjorn Lindman. Zabyvali se interakcemi mezi hyaluronanem
sodnym a alkyltrimethylamonium bromidy o rtizné velikosti uhlovodikového fetézce,
tyto interakce byly sledovany pomoci fazové separace, vodivosti, NMR samo-difuze
astudia solubilizace barviv. Z vysledkii bylo mozné vyvodit, ze vazani tenzidi
k fetézciim hyaluronanu nastava, pokud alkylovy fetézec tenzidu obsahuje 10 nebo vice
uhlikovych atomu. Také bylo zjiSténo, ze navazani na hyaluronan je slabsi nez u vétSiny
jinych karboxylatovych polyelektrolyta kviili nizké linearni hustoté naboje hyaluronanu.
Dalsi pozorovani, jako naptiklad vazani protionti ¢i solubiliza¢ni sila tenzidi vazanych
na fetézec polyelektrolytu vici nenabitym hydrofobnim barviviim, indikuji struktury
miceldm podobnych clusteri vazanych na polyelektrolytovy fetézec. Pokud je dosazeno
urcitého stupné vazani, komplexy HyA-tenzid pfestavaji byt rozpustné a nastava fazova
separace. Koncentrace tenzidu, pfi které fazova separace nastava, se nachazi vysoko
nad hodnotou kritické micelarni koncentrace. Rovnéz bylo zjisténo, ze kvili
elektrostatickém efekttim, které uptfednostiiuji volné micely pied micelami navazanymi
K fetézci hyaluronanu, se pii velkém nadbytku tenzidu sraZenina vznikla pii fazové
separaci opé€t rozpusti, coz je zapti¢inéno tim, ze pii velkém zvySeni koncentrace tenzidu
se zmensi jeho iontova aktivita v disledku ¢ehoz se zmensi i sila vazby k polyiontu [55].

Ve své dalsi praci se Thalberg a spol. zabyval interakci mezi zaporné nabitym
hyaluronanem a kladné nabitymi tenzidy decyl- (C1oTAB) a dodecyl- (C12TAB)
trimethylamonium bromidy. Systém byl zkouman pomoci H NMR samo-difuznich
meéteni a také pomoci Casove rozliSené fluorescence za pouziti pyrenu jako fluorescenéni
sondy a dimethylbenzofenonu jako zhasedla. Bylo zjisténo, ze pro C10TAB byla kriticka
agregaéni koncentrace mirné niz$i nez kriticka micelarni koncentrace a pro C12TAB byla
hodnota kritické agregacni koncentrace pfiblizné¢ poloviéni oproti CMC. Kriticka
agregacni koncentrace rovnéz zavisi na koncentraci hyaluronanu. Pii steady-state
fluorescenénim méfeni se spektrum pyrenu v roztoku tenzidu v ptitomnosti hyaluronanu
téméf nezménilo oproti spektru bez pridavku hyaluronanu, z ¢ehoZ bylo usouzeno,
Ze za ptitomnosti hyaluronanu je stile pfitomna micelarni struktura molekul tenzidu.
Fluorescen¢ni doba zivota pyrenu 7, se diky interakci mezi tenzidem a polyelektrolytem
zvysila z davodu schopnosti polyelektrolytu vytla¢it bromidové ionty ze struktury
micelarniho povrchu. Se zvySujici se délkou uhlovodikového fetézce tenzidu se
fluorescen¢ni doba Zivota zvySovala znatelnéji. Hodnota 7, se také méni s pomérem
hyaluronanu a tenzidu v systému [56].

Thalberg se svou vyzkumnou skupinou se také zabyval tim, jak délka uhlovodikového
fetézce tenzidu a molekulova hmotnost polyelektrolytu ovliviiuji fdzové chovani systému
kationaktivni tenzid a zaporné¢ nabity polyelektrolyt. Jako tenzidy zde vystupuji
alkyltrimethylammonium bromidy a jako polyelektrolyt hyaluronan. V systému bylo
mozné pozorovat fdzovou separaci, pii ktera vznikla jedna faze s velkou koncentraci
polyelektrolytu i tenzidu a druha faze ve formé velmi zfedéného vodného roztoku. Bylo
potvrzeno, ze se zvetSujici se délkou uhlovodikového fetézce tenzidu se také zveétsi oblast,
kterou zaujimd dvoufazovy region ve fazovém diagramu. ZmenSeni molekulové
hmotnosti polysacharidu vyustilo pouze v mirné posunuti dvoufazového regionu, velikost
této oblasti také téméf ovlivnéna nebyla [57].
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3.4 Hydrogely s inkorporovanou fluorescen¢ni sondou

Petra Holinkova a spol. se ve své praci zabyvala studiem mikroviskozity
hydrofobnich a hydrofilnich nanodomén hyaluronovych hydrogelii v procesu starnuti
gelti pomoci metody fluorescencni ustalené anisotropie s vyuzitim fluorescen¢nich sond
perylenu, ktery byl pouzit pro studium hydrofobnich nanodomén a rhodaminu 6G,
pouzité¢ho pro hydrofilni nanodomény. K ptipravé hydrogelti byl pouzit hyaluronan
0 molekulové hmotnosti 750-1000 kDa a kationaktivni tenzid CTAB. Zasobni roztoky
hyaluronanu o pfislusné koncentraci byly pfipraveny rozpusténim latek v 0,15 M roztoku
NaCl. Proces gelace probihal ve sklenénych zkumavkach. Nejprve bylo do zkumavky
ptidano takové mnozstvi prislusné sondy, aby vysledna koncentrace fluoroforu ve vzorku
ginila 10® M a poté bylo odpaieno rozpoustédlo. Nasledné bylo pfidano pfisluiné
mnozstvi tenzidu a roztok byl 24 hodin michan na tfepacce. Dalsi den bylo pridano stejné
mnozstvi roztoku hyaluronanu, smés byla promichéna na vortexu a opét ponechéna po 24
hodin na tfepacce. Nasledna méfeni poté probihala po 1, 7 a 14 dnech od pfipravy
ptislusnych vzorkt. Ze ziskanych vysledki bylo zjisténo, ze mikroviskozita hydrofobnich
domén se pii procesu starnuti témétf nemeéni a tyto domény neprochazi s postupujicim
¢asem znatelnymi strukturnimi zménami. To ovSem neplati pro hydrofilni nanodomény,
jejichz viskozita s postupem casu klesa, coz znaci strukturni zmény v téchto oblastech
hydrogelové matrice [58].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Hyaluronan sodny
Hya ¢. 17 (250-450 kDa), ¢. sarze: 230215-E1, Contipro a.s.
Dextran hydrochlorid
CAS: 9064-91-9,C. sarze: BCBM1585, Sigma Aldrich
Septonex (Karbethopendecinium bromid)
Mw = 422 g/mol, CAS: 151-21-2, ¢. Sarze: SLBT3991, Sigma Aldrich
SDS (dodecylsiran sodny)
Mw = 288,38 g/mol, CAS: 9064-91-9, ¢&. sarze: SLBT3991, Sigma Aldrich
Prodan (6-propionyl-2-(dimethylamino)naftalen
Mw = 227,30 g/mol, CAS: 70504-01-7, Sigma Aldrich
HPTS (sodna siil 8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonové kyseliny)
Mw = 524,39 g/mol, CAS: 6358-69-6, Sigma Aldrich
[2,6-Bis(2-pyridyl)fenyl-C,N,N"|chloroplatina(II)
Mw = 461,80 g/mol, CAS: 241818-94-0, Sigma Aldrich
Chlorid sodny
Mw = 58,44 g/mol, CAS: 7647-14-5, ¢. sarze: 1903200314
Deionizovana voda
Systém ELGA
Pouzita rozpoustédla:
Ethanol; Mw = 46,07 g/mol, CAS: 64-17-5
Methanol; Mw = 32,042 g/mol, CAS: 67-56-1
Isopropanol; Mw = 60,1 g/mol, CAS: 67-63-0
Acetonitryl; Mw = 41,05 g/mol, CAS: 75-05-8
Dimethylsulfoxid; Mw = 78,13 g/mol, CAS: 67-68-5
T-butanol; Mw = 74,12 g/mol, CAS: 75-65-0
Aceton; Mw = 58,08 g/mol, CAS: 67-64-1
Chloroform; Mw = 119,378 g/mol, CAS: 67-66-3
Toluen; Mw = 92,14 g/mol, CAS: 108-88-3
Cyklohexan; Mw = 84,14 g/mol, CAS: 110-82-7
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Chemikalie pouzité pro pripravu pufri:
Monohydrat kyseliny citronové CsHgO7-H20; Mw = 187,13 g/mol, CAS: 142-47-2

Dodekahydrat hydrogenfosforecnanu sodného NaxHPO4-12 H20; Mw = 358,14 g/mol,
CAS: 10039-32-4

Dihydrogenfosfore¢nan draselny KH2PO4; Mw = 136,09 g/mol, 7778-77-0
Hydroxid sodny NaOH; Mw = 39,99 g/mol, CAS: 1310-73-2

Dekahydrat tetraboritanu sodného Na;B4O7-10 H20; Mw = 381,38 g/mol,
CAS: 1303-96-4

Kyselina chlorovodikova HCI, Mw = 36,46 g/mol, CAS: 7647-01-0

4.2 Piiprava vzorki

4.2.1 Priprava zasobnich roztoki

Pro ptipravu hydrogeli na bazi hyaluronanu a Septonexu byl pouzit hyaluronan
0 molekulové hmotnosti 250-450 kDa. K ptipravé zasobniho roztoku byl pouzit roztok
NaCl o koncentraci 0,15 M. Tento roztok byl pfipraven rozpusténim 8,776 g NaCl
v 1 litru deionizované vody. Nasledné bylo rozpusténo v 50 ml 0,15 M roztoku NaCl
takové mnozstvi hyaluronanu, aby byla nasledné pozadovand koncentrace zasobniho
roztoku Hya 2 hm. %. Poté byl pfipraveny zasobni roztok Hya ponechan michat
na magnetické michacce do dalSiho dne, aby doSlo kuplnému rozmichani
a homogenizaci. Zasobni roztok byl uchovavan v lednicce.

Dale byl ptipraven zasobni roztok Septonexu 0 koncentraci 200 mM. Pro jeho ptipravu
bylo opét pouzito roztoku NaCl o koncentraci 0,15 M. V 100 ml roztoku NaCl bylo
rozpusténo takové mnozstvi Septonexu, aby vysledna koncentrace pfipraveného roztoku
dosahovala pozadované hodnoty. Do dal§iho dne byl roztok michdn na magnetické
michacéce pro kompletni rozmichani Septonexu a homogenizaci smési. Zasobni roztok
byl uchovavan pfti laboratorni teploté.

K pfipravé gelt na bazi dextranu a SDS bylo pouzito zasobniho roztoku dextranu
0 koncentraci 4 hm. %. Tento zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim takového
mnozstvi dextranu v 50 ml 0,15 M roztoku NaCl, aby bylo dosazeno pozadované
koncentrace. Roztok byl poté michan do dalSiho dne na magnetické michacce pro uplné
rozmichani dextranu a homogenizaci smési. Zasobni roztok byl uchovavan v lednicce.

Zasobni roztok SDS byl pfipraven o koncentraci 400 mM. Pro jeho pfipravu bylo
rozpusténo ve 100 ml 0,15 M roztoku NaCl takové mnozstvi, aby bylo dosazeno
pozadované koncentrace. Roztok byl poté do dal§iho dne michdn na magnetické michacce
pro uplné rozmichani tenzidu a homogenizaci smési a poté uchovavan pii laboratorni
teploté.

Zasobni roztok fluorescen¢ni sondy prodanu byl pfipraven tak, Ze bylo rozpusténo
0,0030 g prodanu v 20 ml acetonu, vysledna koncentrace zasobniho roztoku c¢inila
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6,599-10* M. Zasobni roztok HPTS byl pfipraven rozpusténim 0,0079 g HPTS v 30 ml
deionizované vody, koncentrace zasobniho roztoku ¢&inila 5,022-10* M. Zasobni roztok
komplexu platiny byl jiz dodan, jako rozpoustédlo byl pouzit aceton a koncentrace
zasobniho roztoku &inila 5-10% M. Zasobni roztoky fluorescenénich sond byly
uchovavany v lednici.

4.2.2 Priprava pufri

Pro studium chovani sondy HPTS v prostfedi o rizném pH byl pfipraven soubor pufrii.
Nejprve byly piipraven pufry pro pH v rozmezi hodnot 4-5,5. Pro pfipravu téchto pufri
bylo navazeno 2,101 g monohydratu kyseliny citronové, navazka byla pievedena
do odmérné bariky a doplnéna na 100 ml deionizovanou vodou, poté bylo navazeno
7,162 g dodekahydratu hydrogenfosforecnanu sodného, navdzka byla pifevedena
do odmérné barky a doplnéna na 100 ml deionizovanou vodou. Pro ptipravu pufru
0 hodnot¢ pH 4 bylo smichano 29,4 ml 0,1 M CeHgO7-H2O a 20 ml 0,2 M
NazHPO4-12 H20. Pro hodnotu pH 4,5 bylo smichano 26,7 ml 0,1 M CgHsO7-H20
a23ml 0,2 M NazHPO4-12 H20. Pro hodnotu pH 5 bylo smichano 24,3 ml 0,1 M
CeHgO7-H20 a 25,7 ml 0,2 M NaxHPO4-12 H20. Pro hodnotu pH 5,5 bylo smichano
22,2ml 0,1 M CsHsO7-H20 a 27,8 ml 0,2 M Na:HPO4-12 H>O0.

Pufry pro hodnotu pH 6-7,5 byly pfipraveny z dihydrogenfosfore¢nanu draselného
a hydroxidu sodného. Bylo navazeno 0,408 g NaOH, navazka byla ptevedena do odmérné
baiiky a doplnéna na objem 100 ml deionizovanou vodou. Poté bylo navdzeno 1,361 g
KH2POs4, navazka byla pfevedena do odmérné bainky a doplnéna na objem 100 ml
deionizovanou vodou. Pro pufr o hodnoté pH 6 bylo smichano 10 ml KH2PO4 a 1,12 ml
NaOH. Pro pufr o hodnoté 6,5 bylo smichano 10 ml KH2PO4 a 2,78 ml NaOH. Pro pufr
o0 hodnoté pH 7 bylo smichano 10 ml KH2PO4 a 5,82 ml NaOH. Pro pufr o hodnoté pH
7,5 bylo smichano 10 ml KH2PO4 a 8,22 ml NaOH.

Pufry pro hodnotu pH 8-9 byly pfipraveny z dekahydratu tetraboritanu sodného
a kyseliny chlorovodikové. Bylo navazeno 0,9534 g Na:BsO7:10 H20, navaZzka byla
pifevedena do odmérné banky a doplnéna na objem 100 ml deionizovanou vodou.
Kyselina chlorovodikova byla nafedéna deionizovanou vodou na koncentraci 0,1 M.
Pro piipravu pufru o pH 8 bylo smichano 10 ml NaBsO7-10 H20 a 4,1 ml HCI.
Pro ptipravu pufru o pH 8,5 bylo smichano 10 ml Na2B4O7-10 H20 a 3,04 ml HCI.
Pro piipravu pufru o pH 9 bylo smichano 10 Na2B4O7-10 H20 a 0,92 ml HCI.

Pufry pro hodnotu pH 9,5-10 byly piipraveny z dekahydratu tetraboritanu sodného
a hydroxidu sodného. Bylo navazeno 0,9534 g Na,B4O7-10 H20, navazka byla pfevedena
do odmérné banky a doplnéna na objem 100 ml deionizovanou vodou. Bylo navazeno
0,403 g NaOH, navazka byla pfevedena do odmérné batky a doplnéna na objem 100 ml
deionizovanou vodou. Pro pufr o hodnoté pH 9,5 bylo smichano 10 ml Na,B4O7-10 H.0
a 1,76 ml NaOH. Pro pufr o hodnoté pH 10 bylo smichano 10 ml Na>B4O7-10 H>O
a 3,76 ml NaOH.

Vyse popsané hodnoty pH piipravenych pufrii byly zjiStény jako pouze orientacni,
hodnoty pH vSech pfipravenych pufri byly zméfeny pomoci pH metru a byly
zaznamenany.
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Tabulka 1: Nameérené skutecné hodnoty pH pufiu

Teoretické 4 |45| 5 |55| 6 |65 7 | 75| 8 [85| 9 |95 | 10
pH [-]
Sl;ﬁe[‘file 4,01|445|505| 55 | 6 |646| 69 |742|7,95 844|885 941|995

4.2.3 Priprava vzorkii pro charakterizaci fluorescencnich sond v riznych
prostredich

Pro pfipravu vzorkl pro studium fluorescenénich sond Prodanu a komplexu platiny
Vv riznych prosttedich bylo nejprve do vialky napipetovano takové mnozstvi zasobniho
roztoku fluorescenéni sondy, aby vysledna koncentrace sondy ve vzorku &inila 5-10° M.
Nésledné bylo odpateno ptivodni rozpoustédlo. Poté bylo do vialek napipetovano 5 ml
rozpoustédla, ve kterém byly sledovany fluorescencni vlastnosti sond a uzaviené vialky
byly ponechany k protfepani na tfepacce do dalSiho dne. Stejné¢ bylo postupovano
pii sledovani zmény fluorescence sond v tenzidech. Pro sondu HPTS byl pouzit obdobny
postup, pouze s tim rozdilem, ze plivodni rozpoustédlo odpatfeno nebylo. Podobné bylo
postupovano pii piipravé vzorkll pro studium sondy HPTS V prostiedi o razném pH,
kdy bylo do vialky k 5 ml ptislusného pufru napipetovano takové mnozstvi HPTS, aby
vysledna koncentrace fluorescenéni sondy ve vzorku &inila 5-10° M.

4.2.4 Priprava hydrogeli s inkorporovanymi fluorescenénimi sondami

Vsechny hydrogely byly pfipraveny metodou tzv. mokré cesty za pouziti pfedem
pfipravenych zasobnich roztokli polymerti a tenzidl. Proces tvorby geli probihal
ve vialkach. Nejprve bylo do vialek napipetovano ptislusné mnozstvi fluorescenéni sondy
tak, aby vyslednd koncentrace sondy ve vzorku ¢inila 5-10° M pro Prodan a HPTS,
pro komplex platiny pak 1,66-10° M. Poté bylo odpafeno ptivodni rozpoustédlo sondy.
Vyjimku tvofila sonda HPTS u které rozpoustédlo odpafeno nebylo. Nésledné bylo
do vialek napipetovano 3 ml zasobniho roztoku polymeru a 3 ml zasobniho roztoku
tenzidu. Vialky byly zavickovany a promichany na vortexu. Poté byly ponechany
do dalsiho dne na tfepaéce. Stejny postup byl pouzit pro gely na bazi hyaluronanu
a Septonexu 1 pro gely na bazi dextranu a SDS.

4.3 Pouzité metody

4.3.1 Charakterizace fluorescencnich sond v ruznych prostiedich pomoci
stacionarni fluorescence

Pro stanoveni chovani fluorescencnich sond v riznych prostiedich bylo pouzito
metody staciondrni fluorescenéni spektroskopie. Pro méfeni excitacni a emisnich spekter
vybranych fluorescen¢nich sond bylo pouzito fluorimetru Aminco-Bowman Series 2.
Pro ovladani pfistroje a prvotni zpracovani dat byl pouzit program AB2 dodavany
vyrobcem a nasledné vyhodnoceni bylo provedeno v progamu MS Excel. VSechna
méfteni byla provedena za laboratorni teploty.

36



Pro méfeni excitaénich a emisnich spekter komplexu platiny byl nastaven excitacni
monochromator na 380 nm a emisni monochrométor na 490 nm. Sitka $térbiny byla
U excitace i emise nastavena na 4 nm, rychlost skenovani na 3 nm/s. Excita¢ni spektrum
bylo zaznamenavano v rozmezi od 300-450 nm, emisni spektrum v rozmezi 400-600 nm.
Byla sledovana zména tvaru spekter, posun excita¢niho a emisniho maxima a zména
intenzity fluorescence v zavislosti na zmén¢ prostiedi.

Pro méfeni excita¢nich a emisnich spekter fluorescenéni sondy Prodan byl nastaven
excitatni monochromator na 360 nm, nastaveni emisniho monochromatoru bylo
pfi méfeni ménéno pro lepsi citlivost pfistroje z toho dliivodu, ze se emisni maximum
spektra Prodanu velmi vyrazné posunuje v zavislosti na polarité prostiedi, ve kterém se
sonda nachazi (emisni maximum pro cyklohexan bylo zjisténo kolem 390 nm, pro vodu
se hodnota maxima rovnala 520 nm). Rovnéz bylo ménéno napéti na detektoru, které
ovlivituje jeho citlivost, a tedy zaznamendvanou intenzitu fluorescence, avSak
neovliviiuje tvar spektra, ktery byl u tohoto méfeni sledovan predevsim. Sitka $térbiny
bylau excitace i emise nastavena na 4 nm, rychlost skenovani na 3 nm/s. Excita¢ni spektra
byla zaznamenévana v rozmezi od 290 do 450 nm a emisni spektra v rozmezi od 370-
600 nm (370-650 nm pro roztoky tenzidd a vodu).

Pii méfeni excitaéni a emisnich spekter sondy HPTS v riznych rozpoustédlech byl
excitaéni monochromator nastaven na 400 nm, nastaveni emisniho monochromatoru bylo
upravovano podle posunu spektra. Sitka §térbiny pro excitaci i emisi ¢inila 4 nm, rychlost
skenu 3 nm/s. Excita¢ni spektrum bylo snimano v rozmezi 300-550 nm, emisni spektrum
VvV rozmezi 390-600 nm.

Charakteristiky sondy HPTS byly zkoumany také v prostfedich (pufrech) o rizné
hodnoté pH. Pro tato méfeni byl excita¢ni monochromator nastaven na hodnoty 405 nm
a450 nm, emisni monochromator na 510 nm. Siika §térbiny byla u excita¢niho i emisniho
monochromatoru nastavena na 4 nm. Excitani spektrum bylo méfeno v rozpéti 300—
550 nm, emisni spektrum v rozpéti 460—620 nm bylo méfeno pro obé zvolené excitacni
vinové délky. Rychlost skenu byla 4 nm/s.

4.3.2 Stanoveni fluorescenénich charakteristik vybranych sond z prostiedi
hydrogeli

Pro méteni fluorescencnich charakteristik vybranych fluorofort z prosttedi hydrogelu
bylo pouzito pfistroje Fluorolog od spole¢nosti Horiba Scientific, data byla zpracovana
pomoci programu FluorEssence doddvaného vyrobcem a nasledné také v programu MS
Excel. Méfeni bylo provedeno pomoci dvojice optickych kabelt, z nichZ jeden slouzil
jako zdroj excitacniho zareni a druhy slouZil pro zachyceni fluorescence. Méteni bylo
provadéno takovym zptsobem, Ze vrstva hydrogelu byla nanesena na podlozni sklicko,
které bylo poté vlozeno do nastavce slouziciho K odstinéni okolniho zafeni. Do otvort
V nastavci byly vloZzeny konce obou kabelt tak, aby sméfovaly na skli¢ko se vzorkem.

Pro méteni hydrogell s inkorporovanym komplexem platiny byl nastaven excita¢ni
monochromator na 380 nm a emisni monochromator na 500 nm. Excitacni spektra byla
zaznamenavana v rozsahu 280-450 nm a emisni spektra v rozsahu 400-650 nm. Siika
Stérbin pfi méfeni Cinila 5 nm, coZ platilo pro méteni charakteristik vSech vybranych
fluoroford. Pro meéfeni charakteristik sondy Prodan byl nastaven excitacni
monochromator na 360 nm a emisni monochromator na 500 nm. Excita¢ni spektrum bylo
snimani v rozsahu 290-450 nm a emisni spektrum Vv rozsahu 400-650 nm. Pro sondu
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HPTS byl nastaven excitatni monochromator na 405 nm a 450 nm a emisni
monochromator na 530 nm. Excitani spektra byla snimana v rozmezi 280-500 nm
a emisni spektra v rozmezi 460—600 nm pro ob¢ zvolené vinové délky excitace.

Pro komplex platiny a Prodan bylo stejné nastaveni pouzito i pro méteni z prostiredi
vysusenych hydrogelti. Pro HPTS byla zvolena vinova délka excitace 370 nm a emisni
sken byl naméfen v rozmezi 380-600 nm. Vrstva hydrogelu byla nanesena na podlozni
sklicko, které bylo poté vlozeno do susarny vyhiaté na 50 °C. Hydrogel byl vysusovan
,dokud neztratil prahlednost, nasledné¢ bylo suSeni pferuSeno a byly zméieny
fluorescenéni charakteristiky sondy inkorporované v hydrogelu. Poté byl hydrogel na 30
minut opét vlozen do suSarny a nasledné¢ byly znovu zméfeny fluorescencni
charakteristiky. Dvoji suseni bylo provedeno kvuli tomu, aby bylo ovéfeno, zdali se
spektralni vlastnosti sondy z obou méifeni shoduji a suSenim tedy bylo dosazeno stavu
rovnovazné vlhkosti hydrogelu s okolnim prosttedim.

Pro studium hydrogelli s inkorporovanou sondou Prodan a HPTS pomoci
fluorescencni mikroskopie bylo vyuzito systému MicroTime 200, jehoz soucésti je
inverzni mikroskop Olympus IX 71.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Charakterizace vybranych fluorescenc¢nich sond v riiznych
prostiedich

Prvnim krokem pii zaméru pracovat s fluorescencnimi sondami by méla byt jejich
aspon CasteCna charakterizace, ktera ndm napovi, jaké jsou jejich spektralni vlastnosti
arovnéz jaké mizeme ocekavat chovani sondy ve studovanych systémech. Pro nadmi
vybrané sondy Prodan, komplex platiny a HPTS byl zvolen soubor rozpoustédel,
uvedenych v tabulce 2, které vytvorily prostfedi pro studium vlastnosti vybranych
fluoroforti. Zvolena byla rozpoustédla od siln€ nepolarnich, jako je naptiklad cyklohexan
az po siln€ polarni rozpoustédla, jako je naptiklad methanol nebo voda. Chovani sond
bylo rovnéz sledovano v tenzidech Septonexu a SDS, které jsou jednou ze slozek
ptfipravovanych hyaluronanovych potazmo dextranovych hydrogelti, coz nam nasledné
umozni 1épe porozumét chovani fluorescencnich sond v prostfedi hydrogelu a pomiize
nam v predikci lokalizace sond v hydrogelovém systému.

Tabulka 2: Pouzitd rozpoustédla serazena podle orientacni polarizovatelnosti Af, ¢ znaci
dielektrickou konstantu a n2° index lomu [2]

Rozpoustédlo e[-] n2® [-] Af[]
Voda 78,39 1,3325 0,320
Methanol 33,62 1,3288 0,309
Acetonitril 38,80 1,3442 0,306
Ethanol 25,07 1,3611 0,290
Aceton 20,70 1,3587 0,284
Isopropanol 17,90 1,3772 0,272
DMSO 48,90 1,4770 0,265
t-butanol 12,50 1,3878 0,252
Chloroform 4,81 1,4459 0,149
toluen 2,38 1,4961 0,013
Cyklohexan 2,02 1,4266 -0,001

Ve vyse uvedené tabulce jsou sefazena pouzitd rozpoustédla podle jejich klesajici
orientacni polarizovatelnosti Af, coz je parametr kombinujici dielektrickou konstantu
aindex lomu prostfedi. Na tomto parametru pak zavisi polarizace molekul fluoroforu
v prosttedi a nasledné¢ solvatochromni efekty. Orientacni polarizovatelnost byla
vypoctena dle nasledujici rovnice:

e—1 n? -1
2¢e+1 2nz2+1

Af = f(e) — f(n?) = (®)

kde ¢ znaci dielektrickou konstantu a n znac¢i index lomu [2].
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5.1.1 Komplex platiny

Komplex platiny [2,6-Bis(2-pyridyl)fenyl-C,N,N']chloroplatina byl z vybranych sond
pro nas nejméné znamou molekulou, o které¢ bylo i v dostupnych zdrojich k nalezeni
pomérné malé mnozstvi informaci. Proto bylo kli¢ové ovéfit a piipadné definovat dulezité
spektralni vlastnosti tohoto fluoroforu, jako jsou excita¢ni a emisni maxima a schopnost
fluoroforu vykazovat fluorescenci z riznych prostredi za dostate¢né intenzity. Tato sonda
byla vybréna diky jejim unikatnim vlastnostem, pfedevS§im velmi dlouhé dobé Zivota
fluorescence, diky ¢emuz by mohla byt vyuzita naptiklad pro studium pienosu energie
v hydrogelovych systémech.

Znize uvedenych excita¢nich spekter (obrazek 9) fluoroforu v riznych roz-
poustédlech je patrné, ze nejvyssi intenzitu fluorescence sonda vykazuje pii excitaci
vlnovou délkou pfiblizné 380 nm. Pouze u toluenu a cyklohexu, tedy siln¢ nepolarniho
prostiedi, je excitatni maximum posunuto k 390 nm. V prostfedi dimethylsulfoxidu
a vody je v celém excitaénim spektru minimalni intenzita, z ¢ehoz se dalo pfedpokladat,
ze v téchto prostiedich sonda viibec nebo témét vilbec nebude vykazovat fluorescenci,
coz bylo nésledné potvrzeno pii skenu emisniho spektra.
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350 acetonitril
300 ethanol
o aceton
< 250
E isopropanol
% 200
= —— dimethylsul
150 foxid
t-butanol
100 chloroform
50 toluen
0 cyklohexan
300 320 340 360 380 400 420 440

A [nm]
Obrazek 9: Excitacni spektra komplexu platiny v riiznych prostiedich

V emisnim spektru (obrazek 10) bylo patrné pro vSechny prostiedi kromé vody
a dimethylsulfoxidu maximum intenzity fluorescence pii vlnovych délkach okolo
hodnoty 490 nm. Emisni maximum vykazuje s klesajici polaritou prosttedi posun smérem
k Cervené oblasti spektra, tedy tzv. bathochromni posun, avSak pouze v jednotkach
nekolika nanometrti. Intenzita emise byla ve vSech prostiedich relativné nizka, nejvyssi
hodnoty dosahovala v prostfedi chloroformu, z ¢ehoz by bylo mozné usoudit, Ze
fluoroforu vyhovuje spiSe nepolarni prostiedi.
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Obrazek 10.: Emisni spektra komplexu platiny v riiznych prostredich

V prostiedi obou pouzitych tenzidii byl pozorovan markantni rozdil ve spektralnich
vlastnostech sondy (obrazek 11). Z excita¢niho spektra vyplyva, ze maximalni intenzita
emise by v prostiedi SDS m¢la nastat pii excitaci v okoli 375 nm, pro prostfedi Septonexu
neni zadny vyraznéjsi pik v excita¢nim spektru pozorovan. U kationaktivniho Septonexu
je v emisnim spektru zietelny pouze velmi nizky pik s maximem intenzity pti 496 nm,
u anionaktivniho SDS je zfetelny pik s maximem pii 486 nm, ktery v maximu vykazuje
témer desetindsobnou intenzitu oproti Septonexu. Tvarem se spektrum v SDS podoba
spektrim ve vétsing rozpoustédel, nicméné s mnohem vétsi intenzitou fluorescence, tedy
lze pfedpokladat, Ze interakce sondy s tenzidem SDS nebo jeji zaclenéni do micelarni
struktury fluorescenci podporuje. Oproti tomu spektrum sondy z prostiedi roztoku
Septonexu, vykazujici velmi nizkou intenzitu, by mohlo napovidat o urcité formé zhaSeni
fluorescence komplexu platiny v tomto systému, at’ uz statického nebo dynamického.
Moznym vysvétlenim by byl pfedpoklad, ze fluorescenci komplexu zhasi velmi silné
polarni prostiedi. K tomuto vysvétleni ptispiva témét nulova intenzita fluorescence sondy
ve vodném prostredi (viz. obrazek ¢€.10), tudiz by se dalo predpokladat, ze sonda se
do micel Septonexu bud’ téméf nezaclenuje, nebo je pfitomna piedev§sim Vv povrchové
vrstvé prostoupené molekulami vody a jeji fluorescence je tedy zhasena, zatimco u micel
tvotenych SDS se sonda zacleni do hydrofobniho jadra a ke zhaseni nedojde.
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Obrazek 11: Excitacni spektrum (vievo) a emisni spektrum (vpravo) komplexu platiny v tenzidech
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5.1.2 Prodan

Fluorescen¢ni sonda prodan byla zvolena pro jeji schopnost reagovat zménou svych
spektralnich vlastnosti v zavislosti na polarit¢ svého okolniho prostiedi, ¢imz se stdva
vhodnym prostfedkem pro studium polarity hydrogelovych ¢i jinych, naptiklad
membranovych, systémut. Prodan v riznych prosttedich vykazuje rizné velky Stokestiv
posun, tedy posun maxima intenzity emisniho spektra, které se se vzristajici polaritou
prostiedi posunuje blize k ¢ervené oblasti spektra. Abychom ziskali vice informaci
0 velikosti téchto posunii a chovani Prodanu v riznych prostfedich vzhledem k zaméru
pouzit tuto sondu pro studium hydrogelovych systémii, byla tato sonda zkoumana nejprve
opét v prostiedich (rozpoustédlech) o rtzné polarité a také v piislusnych tenzidech
tvoticich slozku nasledné nami zkoumanych hydrogela.

Pro vyhodnoceni byla excita¢ni i emisni spektra Prodanu pro vétsi ptehlednost
normalizovana, intenzita fluorescence v kazdém bod¢ spektra byla podélena maximalni
hodnotou intenzity. Maximum intenzity fluorescence se Vv excitaénich spektrech
pro rizna rozpoustédla meéni v rozpéti necelych 30 nm, konkrétné v rozmezi od 344 nm
pro cykloxenan az po 369 nm pro ethanol, zadna p¥ima souvislost mezi polohou maxima
a polaritou rozpoustédla zde patrna neni (obrazek 12).
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Obrazek 12: Excitacni spektra sondy prodanu v riiznych prostiedich

Oproti tomu v emisnich spektrech je viditelny posun vinové délky, pii které nastava
maximum intenzity, se zménou polarity prostiedi (obrazek 13). Tento jev je nazyvan jako
tzv. solvatochromismus, konkrétné solvatochromismus pozitivni, kdy se vzrastajici
polaritou rozpoustédla dochazi k bathochromnimu posunu. Pro nase méteni to miizeme
nejlépe ilustrovat na ptikladu cyklohexanu a vody, tedy nejméné a nejvice polarniho
prostiedi, kdy pro cyklohexan nastdvd maximum intenzity emise zafeni pii vinové délce
389 nm, zatimco pro vodu je toto maximum posunuto o vice nez 100 nm smérem
k Cervené oblasti spektra, nachazi se pti vinové délce 521 nm. Rovnéz bylo zjisténo, ze
posuny ve spektru presné¢ nekoresponduji se zmeénou orientacni polarizovatelnosti
prostiedi, jako jednoho z parametri piimo ovliviiujiciho solvatochromni posuny,
na druhou stranu vSak pro nami zvolené prosttedi pfimo sleduji zménu relativni polarity
(viz tabulka 3).
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Tabulka 3: Shrnuti efektu prostredi na spektralni viastnosti prodanu [2, 59]

Prostredi Excitaéni Emisni Stokestav Relativni Orientaéni
max. [nm]  max. [nm] posun polarita [-] polarizovatelnost
[nm] [-]
voda 363 521 158 1,000 0,320
methanol 367 498 131 0,762 0,309
ethanol 369 488 119 0,654 0,290
isopropanol 366 473 107 0,546 0,272
acetonitril 365 464 99 0,460 0,306
DMSO 366 462 96 0,444 0,265
t-butanol 353 457 104 0,389 0,252
acetonitril 353 442 89 0,355 0,284
chloroform 365 438 73 0,259 0,149
toluen 353 413 60 0,099 0,013
cyklohexan 344 389 45 0,006 -0,001
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Obrazek 13: Emisni spektra prodanu v riiznych prostredich

Z emisnich spekter prodanu v prostfedi tenzidii mizeme vypozorovat, ze sonda se
naléza ve zkoumaném systému ve vice prostiedich liSicich se svou polaritou. Sonda se
tedy nachazi pravdépodobné jak ve vodném prostiedi, tak zabudovana v miceldrnich
strukturach tvofenych molekulami tenzidd. V obrazku 14, ve kterém jsou srovnany
spektra z prosttedi tenzidl a tiech raznych rozpoustédel o rtizné polarité miizeme vidét,
Ze maximum emise sondy v prostfedi obou tenzidl nastalo pfiblizn€ pti hodnoté vinové
délky 500 nm a jejich spektra Casteéné piekryvaji jak spektrum ze silné polarniho
prostiedi vody, tak méné polarniho prostfedi isopropanolu i nepolarniho prostredi
chloroformu. Proto Ize piedpokladat, Ze emisni spektrum z prostiedi tenzidu je spektrum
slozené z prispévki fluorescence zriznych casti micelarniho systému, tedy jak
Z palisadové vrstvy, tak z hydrofobnich jader, pfipadné z volného vodného prostiedi.
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Obrazek 14: Emisni spektrum prodanu z prostredi roztoku tenzidii

513 HPTS

Fluorescen¢ni sonda HPTS byla pro tuto praci zvolena kvili jeji schopnosti reagovat
zménou svych spektralnich vlastnosti na hodnotu pH prostfedi, ve kterém se sonda
nachazi. Informace o pH prostiedi jsou ziskdvany z poméru intenzity fluorescence
Vv maximu emisniho spektra za dvou rtznych excitacnich vlnovych délek 405 nm
a450 nm, kdy jedna odpovida excitaci protonované formy sondy a druha formy
deprotonované.

Pro zjisténi zakladnich charakteristik sondy bylo provedeno méfeni excitacnich
a emisnich skeni sondy rozpusténé v riznych prostiedich, jako tomu bylo u ptedchozich
sond, avsak s vyjimkou toluenu a cyklohexanu, jelikoz HPTS je jako siln¢ polarni latka
Vv téchto nepolarnich rozpoustédlech nerozpustna. V excitatnim spektru (obrazek 15)
muzeme vidét maximum pti 405 nm, které odpovida protonované formé sondy.
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Obrazek 15: Excitacni spektra HPTS v ruznych prostredich
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V emisnim skenu mizeme vidét, Ze sonda reaguje na zménu polarity svého okolniho
prostiedi, coz je patrné z posunu maxim emisnich spekter a ze zmény jejich tvaru,
napiiklad v prostfedi dimethylsulfoxidu se nachazi maximum emise pfi 410 nm
a pro methanol pti 510 nm (obrazek 16). Emisni spektrum sondy z vodného prostiedi,

které by mohlo vykazovat podobnost s emisnimi spektry sondy obsazené v hydrogelu,
ma maximum intenzity pii 511 nm.
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Obrazek 16: Emisni spektra HPTS v ruznych prostredich
Excita¢ni spektra sondy z prosttedi obou pouZzivanych tenzidl vykazuji podobnost,

pievazuje protonovana forma sondy s maximem 405 nm. V prostiedi tenzidu je patrné,

ze mala frakce sondy se nachazi v deprotonované formé, coz indikuje mirné zvyseni
intenzity fluorescence v oblasti okolo 450 nm (obrazek 17).

600

th
(=1
(=)

500

[

£y

(=1

(=]
=
=
=

Intenzita [-]
()
S
S
o
=]
S

Intenzitra [-]

—— Septonex
—SDS
200 200
100 100
0 0
300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 390 410 430 450 470 490 510 530 550 570 590
A [nm] A [nm]

Obrazek 17: Excitacni (vievo) a emisni (vpravo) spektra HPTS v prostredi tenzidii
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V emisnim spektru Z prosttedi SDS miizeme vidét jeden pik s maximem 510 nm, ktery
svym tvarem 1 polohou odpovida emisi z prosttedi vody, 1ze tedy piedpokladat, ze vétSina
molekul sondy se nachazi nezabudovana do micelarnich struktur a emituje tedy
z vodného prostiedi nebo z povrchu micel, kde se naléza obklopena molekulami vody.
V prostiedi roztoku Septonexu miizeme rozeznat dva piky s maximy 430 a 530 nm, coz
svéd¢i o tom, ze sonda se pravdépodobné nachazi ve vice prostfedich a emituje z vodného
prostiedi i z micelarni struktury, nebo Ze dochézi k tvorbé asociatu.

Pro sondu HPTS, ktera zménami svych spektralnich charakteristik reaguje na pH
chova v prostiedi o rizné hodnot¢ pH. Pro tento ucel byl piipraven soubor pufri
v rozmezi pH od 4,01-9,95, ve kterém byly vlastnosti HPTS zkoumany. Pro zjis§t'ovani
pH pomoci fluorescence sondy HPTS je pouzivan pomér intenzity fluorescence
pfiexcitaci dvéma rGznymi vlnovymi délkami, které odpovidaji protonované
a deprotonované formé sondy. Nejprve tedy byla proméfena excitaéni spektra sondy
ve vSech piipravenych pufrech (obrazek 18). Bylo zjisténo, ze pro pH nizsi nez 7, tedy
Vv kyselé oblasti Skaly pH, se nachédzi excitatni maximum v okoli 405 nm odpovidajici
protonované form¢ sondy. V pufrech o pH vyssim jak 7, tedy v zasadité oblasti, dochazi
k deprotonaci hydroxylové skupiny sondy a excitaéni maximum se posunuje k vys$§im
vinovym délkam, konkrétné k 450 nm.
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Obrdzek 18: Excitacni spektra HPTS v prostiedich o riizném pH

Diky tomuto zjisténi tedy byly zvolené pro excitaci vlnové délky 405 nm a 450 nm.
Nasledné¢ tedy byly snimany emisni skeny za excitace témito vlnovymi délkami.
Pfi nastaveni excitacniho monochrométoru na 405 nm Ize sledovat v emisnim spektru
pokles intenzity fluorescence v maximu spektra, nachazejicim se pti 510 nm, se zvySujici
se hodnotou pH prostiedi (obrazek 19). Lze tedy sledovat zvySujici se miru deprotonace
hydroxylové skupiny sondy nastavajici se zvySujici se hodnotou pH. V opacném piipade,
kdy byla excitace provadéna svételnym paprskem o vinové délce 450 nm, Ize v emisnim
spektru sledovat zvySujici se intenzitu fluorescence v maximu 510 nm se zvySujici se
hodnotou pH, coz odpovid4d deprotonaci sondy, kterd nastavéd v alkalickém prostiedi
(obrazek 20).
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Obrazek 19: Emisni spektra HPTS v prostiedich o rizném pH pri excitaci 405 nm
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Obrazek 20: Emisni spektra HPTS v prostiedich o rizném pH pri excitaci 450 nm

Z namé&fenych dat intenzity fluorescence pii dvou riznych excitanich délkach
v prostiedi o nami znamém pH, uvedenych v tabulce 4, byla nasledné sestrojena
kalibra¢ni kiivka (viz. obrazek 21), ktera nam umozni pomoci dosazeni poméru intenzity
emise fluorescence v maximu 510 nm pii excita¢ni vinové délce 405 nm a 450 nm zjistit
hodnotu pH vzorku obsahujici HPTS. Z pomérii intenzity fluorescence pii excitaci
405 nm a 450 nm byly vypocitany dekadické logaritmy a vypoctené hodnoty byly
vyneseny do grafu na osu y, hodnotami pro osu x byly hodnoty pH prostiedi, ve kterych
se sonda nachéazela (tento postup vychazi ze ¢lanku uvedeném v seznamu citaci
pod cislem [54]).
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Tabulka 4: Hodnoty pouzité pro sestaveni zavislosti poméru intenzity fluorescence pri excitaci
405 nm a 450 nm na pH prostiedi

pH [] 405 [-] l4s0 [-] laos/laso[-] ~ 10Q laos/laso [-]
4,01 262,41 1,42 183,69 2,26
4,45 270,47 1,60 169,31 2,23
5,05 266,08 2,96 89,89 1,95
5,50 264,35 5,67 46,63 1,67
6,00 269,40 13,82 19,49 1,29
6,46 257,61 36,94 6,97 0,84
6,90 211,68 96,00 2,21 0,34
7,42 163,22 187,27 0,87 -0,06
7,95 128,09 251,18 0,51 -0,29
8,44 103,94 278,65 0,37 -0,43
8,85 99,59 292,01 0,34 -0,47
9,41 93,81 289,46 0,32 -0,49
9,95 97,13 299,14 0,33 -0,49
2,5
2,0
— 15
810
£ o5
g
— 00 y = -0,9274x + 6,8045
05 R?=0,9955
-1,0
4,0 45 5,0 55 6,0 6,5 7,0 75 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0
pH []

Obrazek 21: Kalibracni kiivka zavislosti hodnoty logaritmu poméru intenzity fluorescenci sondy
HPTS pri excitaci 405 nm a 450 nm na hodnoté pH prostredi
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Jak mizeme vidét na obrazku 21, mezi hodnotami pH 5,5-7,5 vykazuje zavislost témét
linedrni charakter. Tento usek byl tedy prolozen spojnici trendu ve tvaru piimky, jejiz
rovnice v obecném tvaru tvaru:

1
log—= = —k[pH] + q (6)

nam dava vypoctovy vztah pro pomérné piesné zjisténi hodnoty pH prostiedi pomoci
fluorescence sondy HPTS, pokud se hodnota pH nachéazi pravé v rozmezi 5,5-7,5.
Pro zjisténi pH prostfedi, ve kterém se nachazi fluorofor HPTS, je tedy tfeba hodnotu
logaritmu podilu intenzity fluorescence sondy pii excitaci vinovymi délkami 405 nm
a 450 nm dosadit do nami ziskané rovnice:

y = —0,9274x + 6,8045 @)

za proménnou Yy a poté vyjadiit hodnotu proménné X, ktera predstavuje hodnotu pH
zkoumaného prostredi. Miizeme tedy konstatovat, Ze pouZiti fluorescencni sondy HPTS
se zda byti vhodnym a jednoduchym prostiedkem pro méteni pH v hydrogelovych
systémech v okoli oblasti hodnot pH 5,5-7,5.
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5.2 Méreni stacionarnich fluorescencnich charakteristik vybranych
fluorescenénich sond z prostiedi hydrogela

Hlavnim ukolem této prace bylo pfipravit fazové separované hydrogely
s inkorporovanymi fluorescen¢nimi sondami a poté se pokusit zméfit pomoci stacionarni
fluorescenéni spektroskopie jejich fluorescenéni charakteristiky. Cilem tedy bylo nejen
meéteni charakteristik vybranych sond, které by ndm napovédélo o vlastnostech danych
hydrogelovych systému, ale nejprve ovéieni, zdali je viibec mozné a proveditelné pomoci
stacionarni fluorescence hydrogelové systémy zkoumat a ptipadné navrhnout vhodny
zpusob méfeni. Pi1 méfeni hydrogelovych systému totiz mohou vzniknout problémy, jako
je naptiklad zakaleni hydrogelu nebo vznik vzduchovych bublin v jeho struktute, které
by mohly vyrazné zkreslit nebo ptipadn¢ znemoznit méteni kvili rozptylu svétla. Nami
navrzeny zpusob méfeni spocivajici v naneseni tenké vrstvy hydrogelu na kryci sklicko
a nasledné vyuziti optickych kabelti k méfeni fluorescence, vice popsany v kapitole 4.3.2
a schématicky zakreslen na obrazku 22, se ukazal byti jako vhodny a pouzitelny.
Fluorescence je sbirdna pfedevsim z povrchové vrstvy hydrogelu naneseného na sklicku,
coz eliminuje vyse uvedené piekazky, které by nastaly napt. pii méfeni fluorescence gelu
v obvyklé kiemenné kyveté.

v

/

Obrdzek 22: Schématicky ndakres méreni fluorescence z prostredi hydrogelii pomoci optickych
kabelii

5.2.1 Hydrogely s inkorporovanym komplexem platiny

Jak jiz bylo zjisténo, komplex platiny vykazuje pomeérné nizkou intenzitu
fluorescence, a to predevsim v silné polarnim vodném prostiedi. Excitaéni maximum této
sondy se pohybuje kolem 380 nm a emisni maximum kolem 490 nm. Emise sondy
z prostiedi roztoku tenzidu Septonexu se velmi podoba emisi z prostiedi vody, tudiz 1ze
predpokladat, Zze se zde nachazi sonda v siln¢ polarnim prostifedi a pravdépodobné se
ptili§ nezaclenuje do micelarnich struktur nebo je na jejich povrchu. Oproti tomu
vroztoku tenzidu SDS sonda emituje zafeni s mnohem vétsi intenzitou a Ize
predpokladat, Ze se sonda zacleiiuje do nepolarniho micelarniho jadra. Obdobné chovani
sondy muzeme sledovat z prostiedi nami ptipravenych hydrogelovych systémii.
Hydrogel na bazi dextranu vykazuje vyrazné vyssi intenzitu fluorescence, nez je tomu
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U hydrogelu na bazi hyaluronanu a to i za faktu, ze koncentrace komplexu platiny je
V hyaluronanovém hydrogelu o tad vyssi, nez je tomu v hydrogelu dextranovém.
Excitaéni maximum se pro gel na bazi HyA nachazi pii 365 nm, pro dextranovy hydrogel
je maximum posunuto k 380 nm (obrazek 23). V emisnim spektru dextranového gelu
mizeme vidét maximum pii 487 nm, spektrum odpovida tvarem i polohou maxima emisi
z prostfedi roztoku SDS. Sonda se tedy nachéazi pravdépodobné ptedevsim zaClenéna
do micelarnich struktur tvofenych molekulami tenzidu. V emisnim spektru sondy
zZ prosttedi hyaluronanového hydrogelu je patrny pouze nizky pik s maximem pii 517 nm,
jinak je intenzita emise vzhledem k pouzité koncentraci sondy relativné nizka (obrazek
24). Tyto informace nam napovidaji, ze sonda se nachazi v systému pravdépodobné
nezaclenéna do struktur hydrogelu a micel a ziistava ve vodném prostiedi, kde dochazi
K jejimu zhaseni.
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Obrazek 23: Excitacni spektra komplexu platiny z hydrogelového prostiedi

100000
80000
S 60000 —_—
= HyA gel
c
i)
< 40000 —— DEAE gel
20000
0
400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640

A [nm]

Obrdzek 24: Emisni spektra komplexu platiny z hydrogelového prostiedi
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Rovnéz bylo provedeno méfeni fluorescencnich charakteristik sondy ve vysuSeném
hydrogelu. Pro kazdy hydrogel byly provedeny celkem tfi méfeni. Prvni métfeni probéhlo
po susSeni probihajicim tak dlouho, dokud hydrogel neztratil prihlednost a vizualné byl
povazovan za suchy. Po prvnim méfeni byl hydrogel na dalSich 30 minut umistén
do susarny a poté opét proméfen. Zména v tvaru spektra by indikovala, ze v prvnim
piipadé jesté¢ gel nebyl dostatecné vysuSen. Je dilezité poznamenat, ze hydrogely se
nedaly povazovat za absolutné¢ zbavené vody, ale byly pouze vysuseny do stavu
rovnovazné vlhkosti vici okolnimu prostiedi. Tieti méfeni probéhlo po pievrstveni
vysuseného hydrogelu vrstvou vody.

Ze ziskanych fluorescencnich spekter z prostiedi dextranovych hydrogell neni patrna
zadna signifikantni zména ve tvaru spektra nebo poloze maxima intenzity oproti
nabobtnanému hydrogelu, a to jak pro vysusené gely, tak pro gely po rehydrataci (obrazky
25 a 26). Zvyseni intenzity fluorescence souvisi se zvySenim koncentrace sondy
ve vzorku kvali odpafeni vétSiny vodného prostiedi ze systému. Naopak
U hyaluronanovych hydrogelti 1ze pozorovat po vysuseni v excitacnim i emisnim spektru
zménu jak tvaru spektra, tak intenzity fluorescence. Spektrum ma podobnost se spektrem
z prostiedi dextranovych hydrogelti s maximem intenzity emise pii 490 nm. Po nasledné
rehydrataci se vSak opét méni tvar spektra a rapidné klesd intenzita fluorescence
a spektrum opét zaujima tvar jako U nabobtnaného hydrogelu, coZz podporuje tezi, Ze
fluorescence komplexu platiny je zhaSena siln€ polarnim vodnym prostfedim.
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Obrazek 25: Excitacni spektra komplexu platiny z prostredi vysuSenych a rehydratovanych
hydrogelii; cislo 1 predstavuje prvni suseni, cislo 2 druhé suseni a ¢islo 3 rehydratovany hydrogel
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Obrazek 26: Emisni spektra komplexu platiny z prostiedi vysuSenych a rehydratovanych
hydrogelii; cislo 1 predstavuje prvni suseni, ¢islo 2 druhé suseni a ¢islo 3 rehydratovany hydrogel

5.2.2 Hydrogely s inkorporovanou sondou Prodan

Jak jiz bylo potvrzeno piedeslymi méfenimi, fluorescencni sonda Prodan je vhodnym
prostfedkem pro studium polarity systémd, jelikoz reaguje posunem maxima emisniho
spektra na polaritu svého okolniho prostiedi. Toho by nasledné mohlo byt vyuZito
pro studium raznych mikrodomén, které se v hydrogelovych systémech vyskytuji, at’ uz
se jednd o micelarni jadra, micelarni palisaidovou vrstvu, vodné prostredi ¢i fetézce
hyaluronanu, jelikoZ tyto mikrodomény se mimo jiné li§i svou polaritou.

Jak mizZeme vidét v normalizovanych excitacnich i emisnich spektrech Prodanu
z prosttedi hydrogelového systému, excitacni i emisni spektra se podobaji spektrim
z prosttedi roztoku pfislusného tenzidu (obrazky 27, 28). Emisni maximum se
pro hyaluronanovy hydrogel nachazi v 496 nm, pro dextranovych hydrogel v 497 nm.
Z podobnosti mezi spektry z hydrogelového prostiedi a z prostiedi roztokl tenzidu
muzeme usuzovat, ze distribuce sondy v obou systémech je podobna a Prodan bude
obsazen predevsim ve strukturach micel, a to jak v jejich hydrofobnim jadte, tak
Vv palisddové vrstvé nebo na povrchu micel. Tento pifedpoklad podporuje skutecnost, ze
emisni spektrum Prodanu v micelarnim roztoku je spektrum slozené, skladajici se
z piispévkl emise sondy z prostiedi o rtizné polarité, jako je ilustrovano na obrazku 14.
S fetézci polyelektrolytu sonda pravdépodobné piili§ neinteraguje. VySe zminéné zjisténi
plati jak pro hyaluronanové, tak pro dextranové hydrogely.
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Obrazek 27: Excitacni spektra Prodanu z prostredi hydrogelit v porovnadni s excitacnimi spektry
Z prostiedi prislusnych tenzidi

0,9
0.8 Prodan HyA
Prodan DEAE
0,7
—SDS

o
D

— Septonex

Intenzita [-]
o o o 9
N w &~ (2}

o
[

0

400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
A [nm]

Obrdzek 28: Emisni spektra Prodanu z prostredi hydrogelii v porovnani s emisnimi spektry
Z prostiedi prislusnych tenzidi

V emisnich spektrech Prodanu z prostfedi vysuSené¢ho hydrogelu mizeme u obou
druhii hydrogelll vidét velmi vyrazny posun ke krat§im vinovym délkdm (obrazek 30).
Tento posun je zptusoben rapidnim ubytkem vodného prostiedi zpiisobenym vysuSenim
hydrogelu, tedy vyraznym ubytkem siln€ polarniho prostredi, ze kterého mohla sonda
vykazovat fluorescenci. Po pievrstveni vysuseného hydrogelu vodou a jeho rehydrataci
je patrny zpétny posun k vyssim vinovym délkdm zptisobeny zvySenim polarity systému.
U dextranovych hydrogelii tento posun probihal pozvolnéji, jelikoz vysuSeny hydrogel
mél vizualn€ kompaktnégjsi strukturu nez gel hyaluronanovy a jeho rehydratace probihala
pomaleji. V excitaénim spektru k vyraznym zménam nedoslo (obrazek 29).

54



1000000

Prodan HyA1

900000 Prodan HyA2

800000 Prodan HyA3

700000 Prodan DEAE1
= 600000 Prodan DEAE2
'g 500000 Prodan DEAE3
£ 400000

300000

200000

100000

0 /\—

290 310 330 350 370 390 410 430 450
A

Obrazek 29: Excitacni spektra sondy Prodanu z prostiedi vysuSeného a rehydratovaného
hydrogelu, ¢islo 1 znaci prvni suSeni, ¢islo 2 druhé suseni a cislo 3 méreni po rehydrataci
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Obrdzek 30: Emisni spektra sondy Prodanu z prostredi vysuSeného a rehydratovaného hydrogelu,
c¢islo 1 znaci prvni susent, cislo 2 druhé suSeni a cislo 3 méreni po rehydrataci

5.2.3 Hydrogely s inkorporovanou sondou HPTS

Fluorescenéni sonda HPTS umoznuje jednoduché zjisténi hodnoty pH hydrogelovych
systémi. Oproti standartnim UV-VIS acidobazickym indikatorim pouziti sondy HPTS
umoziuje vyuziti pokrocilejSich technik, jako je Casové rozliSena fluorescence nebo
vizualizace pomoci fluorescencniho mikroskopu, kterd by umoznila mimo jiné napiiklad
vytvofeni mapy vzorku zobrazujici distribuci hodnot pH v systému.

Prvnim dulezitym krokem, popsanym v kapitole 5.1.3, bylo vytvofeni kalibra¢ni
ktivky zavislosti logaritmu poméru intenzity fluorescence pii excitaci 405 nm a 450 nm
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na hodnoté pH prostiedi. Poté jiz bylo mozné ptistoupit k méfeni fluorescence HPTS
z prostedi hydrogelt. Z excita¢niho spektra HPTS lze usoudit, Zze pH hydrogelu bude
Vv kyselé oblasti, jelikoz vyrazné€ prevazuje maximum pfi excitaci 405 nm, které odpovida

protonované forme sondy (obrazek 31).
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Obrazek 31: Excitacni spektra HPTS z prostiedi hydrogelii
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Obrdzek 32: Emisni spektra sondy HPTS z prostiedi hydrogelu pri excitaci 405 nm a 450 nm

Nésledné byl na zakladé namétenych emisnich spekter (obrazek 32) vypocitdn pomér
intenzity fluorescence pii excitaci pomoci zéafeni o vinové délce 405 nm a 450 nm,
pro hyaluronanové hydrogely bylo poc¢itano s intenzitou emise pii vinové délce 530 nm,
pro dextranové hydrogely byla zvolena pro vypocet intenzita pifi vinové délce 510 nm.
Z téchto pomértu byly nasledné vypocitany dekadické logaritmy a jejich hodnota byla
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dosazena do rovnice kalibra¢ni kfivky, kterd je zobrazena na obrazku 21, diky ¢emuz byla
vypoctena hodnota pH hydrogelového prostiedi, ve kterém se sonda HPTS nachézela.
Hodnoty intenzity potiebné pro vypocet pH i vypoctené hodnoty jsou obsazeny
v tabulce 5. Hodnota pH hydrogelu na bazi hyaluronanu byla vypoctena na 5,78
a pro hydrogel na bazi dextranu se hodnota pH rovnala 5,81. Mirn¢ kysela hodnota pH
odpovidd tomu, ze se sonda HPTS nachazi v hydrogelech piedev§im v protonované

formé, coz bylo dokézano tim, Ze excitaéni maximum sondy se nachdzi pfi vinové délce
405 nm.

Tabulka 5: Namérené hodnoty intenzity a vypocitané hodnoty pro zjisteni pH hydrogelového
prostredi pomoct sondy HPTS

HyA DEAE
los [-] 79208,3 908728
laso [-] 2849,71  3470,32

Laos/ 1150 [-] 27,79 26,18

Iog |405/|450 [-] 1,44 1,42

pH [] 578 5,81

Po vysuseni hydrogelu mizeme vidét vyrazné posunuti emisniho spektra (obrazek 34)
smérem k modré oblasti zpisobené odstranénim polarniho vodného prostiedi, jelikoz
sonda HPTS se ukazala byti citlivou k polaritnim zménam prostiedi, jako je viditelné
na obrazku ¢.16. Po prevrstveni vysusené¢ho hydrogelu vodou a jeho rehydratovani je
mozné vidét zvySovani intenzity fluorescence v oblasti maxim intenzity spekter
nabobtnanych hydrogeli zptisobené prostupovanim molekul vody do struktury gelu.
V excitacnim spektru k Zddnym vyznamnéj$im posuniim nedochézi (obrazek 33). Zmény
V intenzité fluorescence souvisi se zménou objemu prostiedi, ze kterého sonda emituje,
v disledku odpafovani nebo dodavani vody.
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Obrdzek 33: Excitacni spektra HPTS z prostiedi vysuSenych a rehydratovanych hydrogelii, ¢islo
1 znaci prvni suseni, ¢islo 2 druhé suseni a ¢islo 3 méreni po rehydrataci
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Obrazek 34: Emisni spektra HPTS z prostredi vysusenych a rehydratovanych hydrogeli, cislo 1
znaci prvni suseni, Cislo 2 druhé suSeni a cislo 3 méreni po rehydrataci

5.3 Pouziti fluorescenéni mikroskopie

Z predeslych méfeni bylo usouzeno, ze sondy Prodan a HPTS by mély byt vhodné
pro studium hydrogelli pomoci metody fluorescen¢ni mikroskopie, a to diky tomu, ze
vykazuji dostate¢nou intenzitu fluorescence, a predevsim mohou byt excitovany pomoci
dostupnych laserovych hlavic. Oproti tomu komplex platiny vykazoval zejména
Vv hydrogelech tvotenych hyaluronanem-Septonexem velmi nizkou intenzitu fluorescence
a pravdépodobné v téchto systémech dochazelo ke zhaSeni sondy. Pro méfeni
na mikroskopu byly pouzity pouze gely na bazi hyaluronanu a Septonexu.

Pro sondu Prodan byly potizeny snimky pomoci metody FLIM (Fluorescence Lifetime
Imaging), coz je technika, ve které je kontrast pofizenych obrazkl zalozen na rozdilnych
dobach zivota fluoroforu ve vzorku. Vzorek byl excitovan laserovym paprskem o vinové
délce 370 nm a sniméan byl sken o velikosti 300x300 pixeld. Byla provedena dvé méfeni,
prvni s emisnim filtrem 440/40 a druhé s filtrem 520/35.
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Obrazek 35: FLIM skeny hydrogelu s inkorporovanou sondou Prodanem, vievo sken za pouZiti
emisniho filtru 440/40, vpravo za pouziti filtru 520/35
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Z potizenych obrazki je patrné, Ze mnohem vétsi intenzita emise nastdva v okné
tvofeném emisnim filtrem 520/35, tedy v oblasti, kdy emise Prodanu odpovida silné
polarnimu prostedi (obrazek 35). Toto zjisténi tedy koresponduje s vysledky, kterych
bylo dosazeno pomoci stacionarni fluorescence Prodanu z hydrogelového prostredi.

Pro sondu HPTS byly rovnéz potizeny obrazky pomoci FLIM, tentokrat vSak nebylo
pouzito riznych emisnich filtrii, ale byly pouzity dva excitacni zdroje, jeden o vlnové
délce 405 nm a druhy o vinové délce 440 nm. Velikost potfizeného skenu byla opét
300x300 pixelt.
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Obrazek 36: FLIM skeny hydrogelu s inkorporovanou sondou HPTS, vlevo excitace sondy
vinovou délkou 405 nm, vpravo excitace vinovou délkou 440 nm

Mezi obéma excitacemi je patrna mirn¢ odlisna distribuce intenzity, a tedy
I odpovidajicich dob zivota HPTS (obrazek 36). Excitace HPTS vinovou délkou 405 nm
pfislusi protonované formé sondy a excitace 440 nm by méla pfisluSet deprotonované
formé. Nicméné neni mozné predpoveédét, jestli pfi pouziti vlnové délky 440 nm
nedochazi k ¢aste¢né excitaci protonovanych molekul sondy. Moznym feSenim by tedy
bylo pouziti excitacniho zdroje o vinové délce 470 nm pro excitace deprotonovanych
molekul sondy ve vzorku.

Pro sondu HPTS bylo rovnéZz provedeno méteni v rezimu PIE TCSPC, tedy Pulsed
Interleaved Excitation Time Correlated Single Photon Counting, spocivajici v excitaci
vzorku dvéma po sob¢ jdoucimi, avsak dokonale oddélenymi pulsy o riznych vinovych
délkach a nasledné detekci jednotlivych vyzafenych fotonl. Z potizené mapy hydrogelu
se sondou HPTS bylo vybrano pét bodu (obrazek 37), pro které byla provedena excitace
nejprve vinovou délkou 405 nm a poté 440 nm a byl sledovan pocet jednotlivych fotonti
zachycenych detektorem pfi jednotlivych excitacich.
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Obrazek 37: Mapa hydrogelu se sondou HPTS zobrazujici vybrané vody pro PIE méreni

Z poctu zachycenych fotont bylo zjisténo, Ze toto méfeni neodpovidd nami ziskanym
informacim ze stacionarni fluorescence. Jelikoz bylo zjisténo, Ze excitani maximum
405 nm odpovida protonované formé sondy a také, Ze pH hydrogelu je v kyselé oblasti
asonda by se v jeho struktufe méla vyskytovat pfedevsim pravé v protonované formé,
tak by dle predpokladu mél pocet fotonti zachycenych pfi excitaci 405 nm pievySovat
pocet fotond zachycenych pfi excitaci sondy 440 nm excitaénim pulsem. Trend vSak byl
pro tato méfeni piesné opacny, vyssiho poctu detekovanych fotonli bylo dosazeno
pfi excitaci 440 nm (obrazek 38). Proto vtomto piipadé neni mozné vychazet
ze zavislosti intenzity emise pfi excitaci 405/450 nm na pH, ziskané pfi méfeni pomoci
stacionarni fluorescence, ale pro dal§i méfeni pomoci PIE TCSPC bude nutné prozkoumat
zavislost poc¢tu detekovanych fotoni pfi excitaci 405/440 nm na pH prostredi. Dal§im
navrhovanym krokem je tedy pfipraveni roztokd pufrii o zndmém pH se sondou HPTS
a proméfeni zavislosti detekovanych fotonti na hodnoté pH. Poté bude mozné urcit, jestli
tato zavislost bude v ur€itém rozsahu pH vykazovat linearni charakter a bude tedy
pouzitelnd pro zjistovani pH hydrogelti nebo jinych vzorkii touto metodou. Dal$im
moznym smérem je také studium ovliviiovani doby Zivota fluorescence sondy HPTS
ruznym pH prostredi.
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Obrazek 38: Zavislost poctu detekovanych fotonii na dobé Zivota fluorescence HPTS prFi excitaci
pulsy o vinové délce 405 nm (prvni pik zavislosti) a 440 nm (druhy pik zavislosti), cervena cisla
predstavuji  pocet detekovanych fotonii v tisicich, modrda Ccisla pomér mezi hodnotami
detekovanych fotonii
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6 ZAVER

Cilém této bakalafské prace bylo charakterizovat pomoci metody stacionarni
fluorescence vybrané fluorescenéni sondy Prodan, HPTS a komplex platiny [2,6-Bis(2-
pyridyl)fenyl-C,N,N Jchloroplatina(ll) v riznych prostfedich, nasledné piipravit fazové
separované¢ hydrogely na bazi interakce polyelektrolyt-tenzid a stanovit stacionarni
fluorescencni charakteristiky inkorporovanych sond 2z hydrogelového prostredi
a na zaklad¢ mereni odhadnout lokalizace téchto sond v hydrogelové matrici a vyhodnotit
ziskané informace o vlastnostech pfipravenych hydrogela.

Nejprve tedy byl sestaven soubor rozpoustédel s riznou polaritou, ve kterych byly
sondy rozpustény a byly prométeny jejich zékladni fluorescen¢ni charakteristiky pomoci
metody ustalené fluorescence. Pro komplex platiny, vybrany kvili jeho vyjimeénym
fluorescen¢nim vlastnostem, jako je naptiklad velmi dlouha doba zivota, byla zjisténa
pro vétsinu prostredi velmi nizkd intenzita fluorescence a excitacni maximum pii 380 nm
a emisni maximum pii 490 nm. Vyjimku tvofilo vodné prostredi, kdy byla intenzita
fluorescence téméf nulova, coz napovida o mozném zhaSeni. V roztoku tenzidu
Septonexu byla opét zjisténa velmi nizkd intenzita fluorescence, coz znaci, Ze sonda se
Vv tomto piipadé nezacleituje do micel, nebo pouze do jejich povrchovych struktur, kde je
v kontaktu s molekulami vody a dochazi ke zhaseni. U roztoku tenzidu SDS je naopak
patrnd vyrazng vyssi intenzita, coZ znaci, Ze se sonda zabudovava do hydrofobnich ¢asti
micel.

Pro sondu Prodan, reagujici na polaritu prostiedi, byly sledovany pfedev§im posuny
maxima intenzity fluorescence emisniho spektra v zavislosti na konkrétnim prostredi.
Se zvysujici se polaritou rozpoustédla byl sledovan vyrazny bathochromni posun maxima
intenzity emise, pro silné polarni vodné prostfedi se maximum nachéazelo pii 521 nm,
pro nepolarni cyklohexan pifi 389 nm. Excita¢ni maxima pro vSechna rozpoustédla se
nachdzela v rozmezi ptiblizné¢ 340-360 nm. Emisni spektra prodanu z roztoku tenzidi
ukazuji, Ze se sonda nachdzi v prostfedich o rGzné polarit¢ a je tedy zabudovana
do ruznych ¢asti tohoto systému.

Charakteristiky sondy HPTS reagujici na pH prostiedi byly rovnéZz sledovany
ve vybranych rozpoustédlech, ale predevsim byl pro tuto sondu pfipraven soubor pufri
0 hodnoté pH pfiblizn€ 4-10, ve kterych byla sledovana zavislost intenzity fluorescence
HPTS pfi excitaci vinovymi délkami 405 nm a 450 nm, tedy pii vlnovych délkach
odpovidajicich protonované a deprotonované¢ formé sondy, na hodnoté pH prostiedi.
Z namétenych dat byla sestrojena kalibracni kiivka této zavislosti a bylo zjiSténo,
ze sonda je vhodna pro relativné presné méfeni pH v oblasti 5,5-7,5. V prostiedi roztoku
tenzidu SDS vykazuje emisni spektrum velkou podobnost s emisnim spektrem z prostiedi
vody, sonda je tedy pravdépodobné lokalizovana na povrchu micel nebo se do nich
nezaclefiuje a zlstava ve vodném prostiedi. V prostiedi tenzidu Septonexu mizeme vidét
vV emisnim spektru dva piky, sonda je tedy lokalizovdna ve vice prostfedich,
pravdépodobné na povrchu 1 uvnitf micel, nebo u ni dochézi k tvorbé¢ asociati.

Dal8im krokem bylo pfipraveni fazové separovanych hydrogelti s inkorporovanymi
fluorescenénimi sondami. Byly pfipraveny dva druhy hydrogeld, prvni na bazi
hyaluronanu a Septonexu a druhy na bazi dextranu a SDS. Nasledné byly zméteny
charakteristiky sond z hydrogelového prostiedi pomoci ustalené fluorescence. Jako
zpusob méteni bylo zvoleno pouziti optickych kabeli, z nichz jeden piivadél excitaéni
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zareni a druhy snimal fluorescenci vzorku nanesené¢ho na podloznim sklicku. Emisni
spektrum komplexu platiny v hyaluronanovém hydrogelu se ukazalo byti diametralné
odlisné od spektra v dextranovém hydrogelu. V prvnim pfipadé nebyl v emisnim spektru
pozorovan zadny vyraznéjsi pik a intenzita emise byla velmi nizka, sonda se nachazela
V hydrogelové matrici pravdépodobné lokalizovana na povrchu micel nebo ve volném
vodném prostiedi a dochazelo nejspise k zminénému zhaSeni zpiisobenému polarnim
vodnym prostiedim. V pfipadé¢ dextranovych hydrogeli je patrny pik pfiblizné
pii 480 nm a sonda je lokalizovdna pravdépodobné v hydrofobni ¢asti micel.

Spektralni vlastnosti sondy Prodan z prosttedi hydrogelt se tvarem spektra i polohou
maxima podobaji fluorescenci z roztokl ptislusnych tenzidi, Ize tedy predpokladat, ze se
sonda nachazi lokalizovana v rliznych ¢astech miceldrnich struktur a s fetézci
polyelektrolyta ptilis neinteraguje.

Pro sondu HPTS byla provedena méfeni intenzity emise pro excitacni vinové délky
405 nm a 450 nm a nésledné€ bylo vyuzito rovnice vytvotené kalibra¢ni kiivky zavislosti
poméru intenzity emise fluorescence pii téchto excitacnich vinovych délkach na hodnoté
pH prostiedi a bylo vypocitano pH hydrogelt, které pro hyaluronanovy hydrogel €inilo
5,78 a pro dextranovy 5,81.

Pro vSechny gely byla rovnéz provedena méfeni ve vysuSeném stavu a po nasledné
rehydrataci. U vSech hydrogeli byly ve spektrech pozorovany zmény souvisejici
S odpafenim polarniho vodného prostfedi, u Prodanu a HPTS doslo k posunlim smérem
k modré oblasti souvisejicich se snizenim polarity systému. U hyaluronového hydrogelu
s inkorporovanym komplexem platiny doslo po vysuSeni k vyraznému nartstu intenzity
fluorescence, coz opét podporuje predpoklad, Ze tato sonda je zhdSena polarnim vodnym
prostfedim. Po rehydrataci se charakteristiky vSech hydrogelti vratily do ptivodnich
hodnot nabobtnanych gelt.

Ze ziskanych informacich o vlastnostech zkoumanych sond a jejich chovani
Vv hydrogelovém prostfedi bylo usouzeno, Ze sondy Prodan a HPTS jsou diky svym
vlastnostem rovnéZ vhodné pro pouZiti s dalSimi technikami, pfedevSim s Casové
rozliSenou fluorescenci a fluorescenéni mikroskopii. Nasledné byla provedena zakladni
méfeni pomoci fluorescenéniho mikroskopu metodami FLIM a PIE TCSPC, které tento
predpoklad k dalsimu vyuziti Prodanu a HPTS podporuji. Proto dalsi vyzkum v oblasti
studovani vlastnosti hydrogelti pomoci vybranycg fluorescencnich sond by mohl
pokracovat praveé smérem k vyuziti t€chto pokrocilejSich fluorescen¢nich technik.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Seznam zkratek

HyA
DEAE
SDS
CMC
CTAB
P3P
CPC
AO
PIE
TCSPC
FLIM

Hyaluronan

Dextran

Dodecylsulfat sodny

Kritickd micelarni koncentrace
Cetyltrunethylamonium bromid
1,3-bis(pyren-1-yl)propan
Cetylpyridinium chlorid
Akrydinova oranz

Pulsed Interleaved Excitation
Time Correlated Single Photon Counting
Fluorescence Lifetime Imaging

Seznam symboli

Kvantovy vytézek

Rychlost zativého ptechodu
Rychlost nezativého prechodu
Doba zivota fluorescence
Index lomu

Dielektricka konstanta
Dip6lovy moment

Rychlost svétla

Planckova konstanta
Onsageruv radius

Intenzita fluorescence

Orientacni polarizovatelnost
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9 PRILOHY

Obrazek 39: Fluorimetr Aminco Bowman Series 2, na kterém byla providena meéreni
pro charakterizaci vybranych sond v riznych prostredich

Obrazek 40: Fluorimetr Fluorolog pouzivan pro méreni fluorescence sond z prostredi hydrogelii,
vyuzivano bylo ndstavce s optickymi kabely
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Obrazek 41:Usporadani pro méreni fluorescence sond z prostiedi hydrogelu, do ndstavce
slouziciho pro odstinéni okolniho svétla jsou privedeny optické kabely, z nichz jeden privadi
excitacni zdreni a pomoci druhého je snimdana emise fluoroforu,; vzorek hydrogelu je nanesen
na kryci sklicko, polozen na obdélnik z plastu neodrazejici zareni a vioZen pod opticke kabely

Obrazek 42: Pripravené hydrogely na bdzi hyaluronanu a Septonexu s inkorporovanymi
fluorescencnimi sondami
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Obrazek 43: Hydrogely na bazi dextranu a tenzidu SDS, vilevo nevysuseny hydrogel, vpravo
hydrogel po 1,5 hodiny suseni

Obrazek 44: Fluorescencni sonda Prodan v prostredich rizné polarity, osvicena pod UV lampou;
riizné barevna fluorescence zpiisobena solvatochromnim efektem
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