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1 PREDSTAVENI AUTORA

Filip Mravec se narodil roku 1981 v Ostravé-Vitkovicich. Po stfedni Skole vystudoval
Fakultu chemickou VUT, kde absolvoval vroce 2004 obor Spotrebni chemie. Poté
nastoupil k doktorskému studiu oboru Fyzikalni chemie pod vedenim prof. Miloslava
Pekare, které zakoncil v roce 2008 obhajobou diserta¢ni prace “Aggregation Behaviour of
Polysaccharides in Aqueous Solutions”.

Mezi roky 2004-2009 byl na pozici vyzkumnik ve firmé CPN spol. s.r.o. a od roku 2010 je
odbornym asistentem na Vysokém uéeni technickém v Brné, Fakulté chemické, Ustavu
fyzikalni a spotrebni chemie.

Odborné zaméreni je rozdéleno do dvou oblasti. Jednou z nich je zaméreni na popis
chovani a vlastnosti biopolymert (hyaluronan, dextran, polyhadroxybutyrat) a jejich
aplikace v mediciné a farmacii. Predmétem intenzivniho zkoumani jsou interakce mezi
témito polymery a nizkomolekularnimi latkami, které povedou k systémtm pro cilenou
distribuci 1é¢iv. Z dalSich aplikaci biopolymeri jsou v soucasnosti intenzivné zkoumany
hydrogely na bazi fazové separace s uvazovanou aplikaci v hojeni ran.

Druhou odbornou oblasti je oblast fluorescen¢ni spektroskopie se zamérenim na
fluorescenc¢ni mikroskopické techniky jako fluorescencni Kkorelacni spektroskopie -
Casové rozliSeni, dvouohniskova, dvoubarevnid a dvoufotonova, cCasové rozliSené
zobrazovani, anizotropni zobrazovani, techniky rezonan¢niho prenosu energie a jejich
aplikace v zobrazovani. VSechny tyto techniky jsou vyuzivany nejen ve studiu nosicovych
systémil a hydrogeld, ale maji presah i do dalSich vyzkumnych smért jako je vyzkum
nanodiamanti, kvantovych tecek nebo vyzkumu DNA.



2 UvVOoD

Tato habilitac¢ni prace si dala za cil popsat vyuziti jevu fluorescence v rtizné slozitych
koloidnich systémech, které zahrnuji jak micely, tak rtzné ¢asti Zivych systémi na
bunécné drovni. Autor habilitacni prace k témto obéma tématiim pristupuje s respektem
kjejich sifi, a proto se v této praci objevi nékteré vybrané a zobecnéné principy, jak
kvantové mechanicky jev pomaha v odhalovani vlastnosti a zakonitosti v Zivych i neZivych
systémech.

3 OBECNE I PRAKTICKY O FLUORESCENCI VE VYZKUMU
KOLOIDU

Fluorescence je jev, ktery je spjaty s konkrétnimi c¢asticemi zvanymi fluorofory.
V predchozi vété je zamérné uzito slova ,Castice, protoZe fluorofory mohou byt celé
organické molekuly, ¢asti organickych supramolekul nebo napi. riizné druhy krystald.
Tyto castice jsou obklopeny svym okolim, které je vice ¢i méné ovliviiuje. Pokud je toto
ovlivnéni zndmo a je kvantifikovatelné pomoci dané fluorescenc¢ni charakteristiky, stava
se z daného fluoroforu silny nastroj ke zkoumani vlastnosti pravé tohoto okoli. Je potieba
mit vSak stale na mysli, Ze fluorofory jsou ovliviiovany lokalnim prostiedim a Ze béhem
standardnich experimenti dostavame vysledné charakteristiky jako kombinaci signalu ze
vSech prostredi, typtl okoli, ve kterych se dany fluorofor nachazi. Nastésti v tomto i jinych
pripadech si fluorescenc¢ni spektroskopie dokazZe poradit, a dokonce tato spektra od sebe
oddélit (napft. technika ¢asové rozliSena emisni spektroskopie). Lokalnost fluoroforu lze
vymezit obéma sméry, a to pomoci jevi, kdy se excitovana energie z fluoroforu ztrati.
Prvni znich je tvorba excitovanych dimert (obecné excitovanych komplext), kdy
napriklad u latky pyren byla stanovena vzdalenost 0,353 nm!. Obecné tak nejmensi
vzdalenost pro ovlivnéni fluoroforu lze definovat jako rovnovazny bod, kdy jesté
nedochazi k repulzi elektronovych obald. Nejvétsi vzdalenost, kdy se ovliviiuje konkrétni
fluorofor, pak miZe byt vzata z dosahu jevu rezonancni prenos energie, kdy mliZze byt
fluoroforu odebrana excitovana energie az na vzdalenost 10 nm (100 A). Samostatnou
kapitolou pak budou jevy, které ovliviiuji fluorofor vazany na supramolekularni komplex
vétsSineZz 10 nm a zabranuji napriklad rotaci toho komplexu.

3.1 FLUORESCENCNI CHARAKTERISTIKY

Jako fluorescen¢ni charakteristiky minime vlastnosti svétla emitovaného
prislusnym fluoroforem nebo fluorescencni castici. Jednotlivy foton ma dvé zakladni
charakteristiky - energii (vlnovou délku) a rovinu polarizace vii¢i ndmi stanovenému
vztaznému systému. Soubor fotont ze skupiny fluoroforid pak ma pak Sirsi distribuci
energii i rovin polarizace. Ty odpovidaji energetické a ¢asové narocnosti nezarivych

1 Mezirovinna vzdalenost dimeru dle Birks, ]. B. Rep Prog Phys 38 (1975), 903-974



procesu v excitovaném stavu (rtizné druhy relaxace, prenosu naboje) a pravdépodobnosti
zativych prechodi znejnizsiho vibra¢niho stavu prvniho excitovaného stavu (i
relaxovaného) na rtizné vibracni hladiny zakladniho stavu - Kashovo pravidlo. RozloZeni
pravdépodobnosti (Cetnosti) prechodu pro jednotlivé energie emitovanych fotont
oznacujeme jako emisni spektrum a distribuci rovin polarizace pak zjednoduSujeme
promitnutim jednotlivych rovin do dvou zakladnich rovin - horizontalni (x-y rovina) a

vertikalni (y-z rovina).
3.1.1 Stokestiv posun

VySe uvedené charakteristiky budou platné pro vSechny druhy luminiscence i
radiace bez ohledu na excitacni mechanismus. Pokud je zdrojem excitace
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Obrdzek 1 Absorpcni a emisni spektrum komercniho optického zjasriovaciho prostiedku Leucophor SAC (Archroma). Vpravo
fotky roztokii komerc¢nich OZP Leucophor.

elektromagnetické zareni, pak miiZzeme porovnat energetickou ztratu emitovaného svétla
neboli energetickou naroc¢nost nezarivych procesti, porovnanim se svétlem excitacnim.
Tento posun k niz§im energiim a tim k vy$$im vinovym délkam je obecnym Kashovym
pravidlem? a posun mezi elektronové ekvivalentnimi piechody SJ—SYpro excitaci a
S?—>SY pro emisi Stokesovym posunem. Na tomto posunu jsou zaloZeny napiiklad
technologie optickych zjastiovacich prostifedkt, které absorbuji v blizké UV a viditelné
fialové oblasti (350-410 nm) a emituji svétlo v modré casti spektra (400-480 nm). Tedy
k emisnimu spektru a distribuci polarizace pribyl obecné posun emisniho spektra od
excitacniho (absorpc¢niho)3.

2 Jako Kklasicka vyjimka byva uvadén izomer naftalenu azulen, ktery, na rozdil od naftalenu, ma pomérné
vysoky dip6lovy moment, protoZe je ve skuteCnosti tvofeny tropyliovym kationtem a
cyklopentadienylovym aniontem. V tomto piipadé pak i takto mala organicka molekula emituje zareni
ve viditelném spektru s nenulovym kvantovym vytézkem z hladiny S9.

3 Dalsi vyjimka z pravidel se tyka disledku Kashova zakona, ktery postuluje, Ze emisni spektrum je
nezavislé na pouzité excitatni vlnové délce. Vjistych pripadech (polarni molekula ve viskéznim
polarnim prostredi) v dlisledku ¢asové shody relaxace okoli a doby Zivota excitovaného stavu dochazi
k posunu maxima emise s posunem excita¢ni vinové délky - anglicky Red Edge Excitation Shift. Tento
posun miiZze byt zajimavy z hlediska prokazani slabé interakce fluoroforu napt. s polymery, nebo
naopak nese informace o struktute okolniho prostredi.



3.1.2 Anisotropie

Pokud mame zdroj excitacniho zareni s definovanou rovinou polarizace, mizeme
projekce rovin polarizace jednotlivych fotonii vztdhnout prave k této roviné a obdrZet tak
stejnojmennou charakteristiku ,polarizace” nebo pri zahrnuti vSech potencidlnich rovin
polarizace castéji pouzivanou veli¢inu anisotropie. Pokud tedy stanovime intenzitu

fluorescence v roviné polarizace shodné s excitacni rovinou /; a vroviné k nf kolmé I,

o v . . P s Jviag s Iy—1 Iy—1
miiZzeme polarizaci vyjadrit jako p = 1" =L

Iy+21,”

= a anisotropii jako r =
|+

3.1.3 Doba Zivota

Dalsi velmi dileZitou charakteristikou je stredni doba, po kterou trva zareni, pokud
excitacni zareni vyhasne. Jeden elektron se vrati na zakladni hladinu v daném konkrétnim
case, elektrony skupiny fluoroforti vykazuji v ¢ase navratu distribu¢ni charakter, ktery
popisuje adekvatné kinetika prvniho radu. Stredni dobou trvani v tomto piipadé je doba,
kdy pocet excitovanych elektronti klesne na hodnotu 1/2,71828... (reciproka hodnota
Eulerova c¢isla). V takovém pripadé pak v daném case je 67 % elektront jiz v zakladnim
stavu a 33 % zlstava v excitovaném stavu. Charakteristicky Cas je tak rychlostni
konstantou této reakce a je oznacovan jako doba Zivota excitovaného stavu. Pokud nehraji
roli Zddné nezarivé procesy, pak tato doba je oznacovana jako zariva (radiac¢ni) doba
Zivota. Nezarivé procesy, které realnou dobu Zivota excitovaného stavu ovlivni, jsou
vétSinou vysledkem interakce realného fluoroforu s redlnym prostiedim a stanovena
doba Zivota je tedy charakteristicka pro danou kombinaci fluorofor-prostiedi. Pokud
srovname zarivou dobu fluorescence s dobou ovlivnénou vSemi dal$imi procesy
excitovaného stavu, dostavame efektivitu zarivého procesu, ktera se nazyva kvantovy

vytézek (o).
3.1.4 Intenzita fluorescence

Nezanedbatelnou vlastnosti je samoziejmé i celkovy pocet fotonli v daném
spektralnim rozmezi za jednotku casu - intenzita fluorescence. Z definice intenzity
fluorescence vyplyva omezeni této charakteristiky* - je zavisld na tfech na sobé
nezavislych veli¢inach: a) molarnim extinkénim koeficientu; b) koncentraci; c) kvantovém
vytézku. Tyto tfi veliciny mohou vyrazné ovlivnit stanovenou hodnotu, a proto tato
hodnota nemusi byt spolehlivou charakteristikou ohledné informaci vlastnosti okoli.
Naprtiklad pfi vybarvovani bunék neni redlné ovlivnitelny kone¢ny pocet molekul
fluoroforu, ktery dana burka absorbuje. Dale, pti vysoké koncentraci fluoroforti mtize
dochazet interakci v excitovaném stavu ke sniZovani kvantového vytézku bez ovlivnéni
extinkéniho koeficientu (pyren a jeho derivaty) nebo dojde k riiznym typtim agregace,

R

které méni jak extinkcni koeficient, tak kvantovy vytézek (H a ] typy agregace - akridinova

4 Intenzita fluorescence F je definovana vztahem F =k -1, @ - (1 —10"%2°!), kde kje pristrojova
konstanta, Iy je intenzita dopadajictho zareni, @ je kvantovy vytézek, 1 je molarni extinkéni koeficient,
¢ je molarni koncentrace fluoroforu/castice a I je optickd draha v centimetrech. Pokud je pohlceno
méné nez 2 % dopadajiciho zareni, rovnice prechadzinatvar: F = k-I,-®-¢;-c- L.



oranZz, hemicyaninova barviva, atd.). Z toho plyne, Ze intenzita fluorescence, mimo piisné
definované podminky, neni vhodnou fluorescen¢ni charakteristikou a neni vhodné ji tak
napiiklad pouzivat do rovnic vyjadrujici Stern-Volmerovu Kkinetiku nebo Foérstertv
rezonan¢ni prenos energie.

3.1.5 Fluktuace fluorescence

DalSi vyuziti intenzity spociva v zaznamenavani jeji casové zmény. Pokud tato
¢asova zména ma periodicky charakter, fluktuuje, mizeme pomoci vhodné matematické
metody tuto periodicitu odhalit a ptiradit ji amplitudu a charakteristicky ¢as. Tento Cas
miiZe byt dale interpretovan podle zdroje fluktuaci jako transla¢ni nebo rotacni difizni
koeficient, rychlostni konstanta chemické reakce apod. Amplituda je prirazena stfrednimu
poctu cCastic vdaném misté pozorovani. Pokud intenzita fluorescence nefluktuuje, ale
klesa nebo stoupa, jedna se o dalSi techniky, které se vyuZivaji na odhaleni mobility
jednotlivych fluorofori nebo ¢astic tyto fluorofory nesoucich.

Pro analyzu koloidnich systémi jsou tedy k dispozici:

e tvar a pozice emisniho spektra,

e doba zZivota jeji distribuce pro rtizné vinové délky,

e anisotropie - stiedni hodnota, rozlozeni béhem doby Zivota, distribuce pro
razné vinové délky,

e intenzita fluorescence a jeji fluktuace.

Ke vSem vyse zminénym charakteristikdm lze ptiradit jeSté prostorovou distribuci pfti
pouziti napt. konfokalniho mikroskopu s moZnosti skenovani nebo jeho ekvivalentni
varianty.

Intenzita fluorescence Posun spektra Doba Zivota
| B AL—> ;_‘ F(O) = Fy eV,
- F, f

1
) I .~

Keative + Knezdrive

kelg - (e-1-c)

I = - # e A b
e, =~ A~ A< td

Intenzita fluorescence = f{[¢as) Zména tvaru Anisotropie

I I HA A .(}-) o g T-H-T

F T n- * Viem
Tg: = 0000
0©
o
. 0
11|'|11 11||| 09"

l t .

Obrdzek 2 Prehled fluorescencnich charakteristik a jejich vybranych zdvislosti.



3.2 NAVRH OBECNEHO STUDIA AGREGACNICH PROCESU

Vramci spoluprace s komercénimi vyrobci hydrofobné modifikovanych derivata
polymeri vznikla potfeba stanovit konecnym poctem krokd, zda vysledny derivat spliiuje
kvalitativni vlastnosti poZadované pro nosicovy systém.

NiZe uvedené schéma (Obrazek 3) ukazuje takovyto navrh. Sleduje cestu moZnych
jednoduchych testli a navrhuje i dalsi moznosti vyuZiti derivatd, které nesplni o¢ekavané
hodnoty. Schéma neni vyCerpavajici z hlediska finalizace nosicového systému, nicméné
miuze tvorit dobry zaklad jako prvni série testli a pomoct tak v prvni fazi vyradit nevhodné
nebo neagregujici systémy.

Zakladni testovani spociva ve vyuZiti tii typové odliSnych fluorescencnich sond.
Perylen je velmi omezené rozpustny ve vodé (1,58:10-2 mol-L-1 pii 25 °C)5 a preferuje
nejnepolarnéjsi c¢asti agregati (logaritmickd hodnota rozdélovaciho koeficientu
log Kow = 6,30)6. Pyren je nejpouzivanéjsi sonda pro studium pribéhu agregace diky
citlivéjsi reakci na zménu polarity, coZ mu praveé umozinuje jeho vyssi rozpustnost ve vodé
(6,68-107 mol-L-1 pri 25 °C)7 a niz8i rozdélovaci koeficient olej/voda (log Kow = 4,88)8.
1-anilinonaftalen-8-sulfonat amonny (ANSA) je nejrozpustnéjsi z uvazovanych sond (dle
produktového listu dodavatele 0,16 mol-L-1)?, nicméné i tato vykazuje fluorescenci pouze
po navazani do hydrofobnich domén bilkovin, micelarni palisadové vrstvy apod.

Uvaha je nasledujici: pokud dany systém rozpustny ve vodé je schopny solubilizovat
perylen, znamena to, Ze i pres hydrofilni charakter obsahuje velmi nepolarni jadro.
Pomoci pyrenu je pak moZno popsat agregacni proces daného systému a rozhodnout,
jestli systém agreguje vramci jedné molekuly (roubované kopolymery formujici
polymerni micely jako intramolekularni agregaty), nebo je to vicemolekulovy proces
(intermolekularni agregaty amfifilnich latek nebo blokovych kopolymert).

V pripadé intramolekularnich agregatii odpadaji potize se zredénim daného
systému. Velké bioaktivni molekuly nemaji vétSinou jednotny charakter
polarni/nepolarni, ale obsahuji ¢asto skupiny nebo oblasti s riiznou afinitou k prostiedi.
Takovéto molekuly se pak mohou ¢astec¢né solubilizovat, ¢astecné adsorbovat na nosic.
V tomto pripadé je takova latka vystavena prostredi, které mize ovlivnit jeji funkci nebo
miiZe byt uvolnéna na nevhodném misté, pripadné adsorbovana nepolarnimi doménami
pritomnych supramolekularnich agregatd. U tohoto typu agregati je pak potieba

5 Yalkowsky, S.H., He, Yan, Jain, P. Handbook of Aqueous Solubility Data Second Edition. CRC Press, Boca
Raton, FL 2010, p. 1216

6 Andersson, J.T., Schrader, W. Anal Chem 71 (1999), 3610-3614

7 Miller, M.M. et al. Environ Sci Technol 19 (1985) 522-529

8 Hansch, C,, Leo, A., Hoekman, D. American Chemical Society. (1995), 137
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/docs/Sigma/Product_Information_Sheet/a3125pis.pdf (2.5.2018)



solubiliza¢nimi nebo lokaliza¢nimi testy prokazat rozmér a kvalitu hydrofobni domény a
lokalizaci aktivni latky.

Intermolekularni agregaty jsou tvoreny obvykle desitkami aZ stovkami
nizkomolekularnich amfifilnich latek pripadné jednotkami az desitkami molekul
blokovych kopolymert (di-blok, tri-blok). Takovéto systémy jsou dle velikosti svych
monomerd a piedpokladanému typu agregatii - micely nebo vezikuly - predikovatelné co
do solubiliza¢nich schopnosti vii¢i riizné velkym solubilizatim. U téchto latek nastava
problém s jejich praktickym pouzitim, kdy se napft. pti intravenéznim podani naiedi dana
smés az 1 000krat. V tomto pripadé je vhodné volit pro tyto aplikace agregaty na bazi
liposomi, které se po formovani pti fedéni nerozpadaji. Dalsim pomocnym méiitkem
bude hydrofilné-lipofilni rovnovaha (hydrophilic-lipophilic balance), ktera napftiklad
pomoci sumy prispévki jednotlivych skupin pomitize urcit afinitu amififilni latky
k polarnimu nebo nepolarnimu prostredi.

Varianta, kdy ze systému sviti jen ANSA, znamena, Ze hydrofobni domény jsou malé
a pouze na povrchu, respektive Ze jsou dostupné pravé jen ty na povrchu. V tomto ptipadé,
pokud ma systém néjakou pridanou hodnotu, je pfipravu potreba rozsirit o fyzikalné-
chemické postupy zahrnujici napriklad dialyzu z roztoku latek ve smési rozpoustédel
vhodnych pro obé slozky oproti vodé, lyofilizaci roztoku latek ze smési rozpoustédel apod.
Piipadné solubilizaty ve formé fluorescencnich sond nebo aktivnich latek je potreba
pridavat ve vétsiné pripadi do vychozi smési pred napf. dialyzou.

Poslednim méfitkem bude rozmér samotného agregatu spolec¢né s charakterem
jeho povrchu. V pripadé stanoveni rozmeéru agregatu (hydrodynamického poloméru), 1ze
s uspéchem vyuzit metodu fluorescencni korela¢ni spektroskopie, ktera je vhodna i pro
studium stability nebo pripadné sorpce ostatnich latek na systém v daném prostredi.
Obecné se uvadi, Ze pro uspésSnou dlouhodobou cirkulaci v téle (EPR effect), je potreba
drZet rozméry agregatu mezi 5 aZ 200 nm (nékde uvaddéno uzsi rozmezi 10-100 nm)19,
coZ jsou rozmeéry, se kterymi idedlné pracuje metoda FCS!l. Pro uUplnost zminény
charakter povrchu, idealné bez sorpce bilkovin, hydrofilni.

Metoda fluorescen¢ni sondy ma jednu vyhodu, kterd spociva v tom, Ze netestuje
,prazdné“ agregaty, ale podava prehled o téch, které obsahuji fluorescen¢ni sondu.
Mérenim vlastnosti takovychto agregatii je zaklad pro solubiliza¢ni testovani pripadnych
nosicovych systému. Lze tedy Fici, Ze pokud se nepodafi ,vybarvit“ agregat fluorescenc¢ni
sondou, pak pravdépodobné nebude moZné tento systém ,naplnit” aktivni latkou stejného
charakteru. Existuji aktivni latky, které fluoreskuji (vitaminy A, E, Bz; cytostatikum
doxorubicin apod.) a lze je pouZit pro vyzkum i kvantifikaci solubilizace danymi systémy.

10 Petros, R.A., DeSimone, ].M. Nat Rev Drug Discov 9 (2010), 615-627
11 Velmi cenné review Koynov, K., Butt, H.-]., Curr Opin Colloid In 17 (2012) 377-387
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Obrdzek 3 Workflow schéma vyuZiti fluorescencni spektroskopie pro studium agregujicich systémii s uvazovanym
vyuZitim v nosicovych systémech.

?

Pokud tedy se systém ukaze jako vhodny pro pienos dané latky a vysledny komplex
opét bude v prijatelném rozsahu velikosti, miZe nasledovat pokrocilejsi testovani
systémi, které mohou byt zaloZeny na pokrocilejsich fluorescencnich technikach.

Jako prvni miiZeme uvést lokalizaci dané latky nebo fluoreskujiciho analogu v ramci
agregatu pomoci mistné selektivnich zhasect fluorescence. Nejucinnéjsim zhaseCem je
atom jodu, ktery muize byt pouzity jako soucast organického nebo anorganického
komplexu. Pro exponované fluorofory umisténé ve vnéjsich vrstvach agregatii je a¢innym
zhaSeCem anion iodu, nejcastéji ve formé KI. Hloubéji zanotfené fluorofory, které se
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pohybuji v palisddové vrstvé, se pouziva 3-iodpropanova Kyselina nebo
cetyltrimethylamonium chlorid. Fluoreskujici latky zanorené do hydrofobniho jadra zhasi
fenyliodid12.

Druhou technikou, kterou lze uspéSné vyuzit, je fluorescencni korelacni
spektroskopie, vyuZzitelna pro stanoveni nizkych koncentraci latek a je tak pouzitelna ve
studiu uvoliiovani aktivnich latek. Z méreni zaroven vyplyva, jestli fluoreskujici latka je
rozpu$téna v molekuldrni formé, nebo je soucasti vétSiho agregatu - tyto informace
poskytuje difuzni koeficient.

3.3 OMEZENI, PROBLEMY... A JEJICH MOZNE RESENI

Technika fluorescencni spektroskopie bude citliva na podobné problémy jako
jakakoliv spektroskopie vyuzivajici spektralni oblast 200 az 800 nm, respektive az
1 500 nm. Problémy se mohou tykat jak samotné instrumentace, tak i charakteru vzorku.
Opomenuti téchto omezeni pak vede ke Spatné interpretaci namérenych dat.

3.3.1 Excitace a detekce

Standardni spektrofluorimetry nebo luminiscen¢ni spektrometry maji rozsah
excitacnich vlnovych délek dany rozsahem excitatniho zdroje, kterym byva nejcastéji
xenonova vybojka. Tyto vybojky jsou pro praktické pouziti vybaveny vrstvou, ktera
absorbuje vinové délky do cca 250 nm z divodu omezeni tvorby ozonu, nicméné toto
zmenSuje dostupny excitacni rozsah. Kromé zdroji s vice ¢i méné kontinualnim spektrem
emitovanych vinovych délek lze pouzit jeSté diskrétni laserové zdroje, které maji velmi
uzkou distribuci vinovych délek a je tak omezena jejich univerzalnost. V soucasnosti jsou
na trhu dostupné takzvané ,bilé lasery” nebo ,superkontinualni lasery“, které kombinaci
krystalii nebo laserovych barviv pokryvaji aktualné spektralni rozsah 400-900 nm, coz
opét neni prilis praktické z diivodu chybéjicich vinovych délek pod 400 nm. Z hlediska
rozptylu excitacniho paprsku, ktery byva casto pritomny v koloidnich systémech.

3.3.2 Kompenzace rozptylu a vysoké koncentrace fluoroforti

Rozptyl (Rayleightiv)je nepifimo umérny c¢tvrté mocniné vinové délky a je tedy
vyhodnéjsi pouzit vinovou délku 800 nm spiSe neZ 400 nm. Nutnou podminkou ovSem je
ziskat shodné informace pri pouziti rizné vinové délky. To lze reSit pouZitim sond
s vyrazné posunutou absorpci k blizké infracervené casti, které maji obdobnou reakci na
studovanou veli¢inu. V tomto pripadé je ale nutné mit i prislusny detektor, citlivy na
prislusnou oblast, coZ v soucasnosti neni jednoduché.

12 Deumié, M., El Baraka, M., Quinones, E. ] Photoch Photobio A 87 (1995), 105-113
12



Pokud neni mozné zménit fluorofor, je potfeba co nejvice potlacit rozptyl svétla
v takovychto systémech. V tomto pripadé se rozptyl tyka i emitovanych vinovych délek,
protoZe o ty jde predevsim. V zdsadé lze pouZzit tii rizné pristupy: 1) zménit trajektorii
excitace a emise; 2) pouzit polarizatory a 3) kompenzovat spektralni prostupnost pro
rizné vinové délky pomoci absorp¢ni spektrofotometrie - potlaCeni vnitrnich filtra¢nich
efektl I. a II. druhu.

Ex.

Obrdzek 4 Riizné zptisoby excitace za pouZiti specidlnich kyvet. Obrdzek schematicky ukazuje, jak Ize za pouZiti specidlnich
kyvet dosdhnout riiznych zptisobti excitace. a) pravouhld excitace (RA); b) excitace povrchové vrstvy (FF); c) mimostiedovd
excitace (0OC).

1) Zmeéna trajektorie souvisi s riznym tthlem mezi excitacnim emisnim paprskem. Ve
vétsSiné pripadi ,klasickych” stolnich spektrofluorimetri se uziva pravouhlé
usporddani, které byva nazyvano anglicky ,right-angle“ (Obrazek 4). Dal$imi
moZnostmi jak excitovat a posléze snimat jsou napriklad tzv. ,front-face” (snimani
z predni povrchové vrstvy) pripadné ,off-center(mimostiedova excitace). Tyto
typy geometrii jsou vyuzivany prednostné v pripadech, kdy jsou vzorky prilis
koncentrované (z hlediska fluoroforu), zakalené nebo pevné. Ve vétsiné pripadu
se pro tato méreni vyrabéji specidlni kyvety, které jsou kompatibilni se
standardnim kyvetovym prostorem.

2) Pouziti polarizatorii znacné zeslabuje excitatni a detekovany proud fotont,
nicméné muize pomoci, zvlasté pokud je potieba vykreslit spektrum latky s velmi
malym Stokesovym posuvem v zakalené disperzi. Polarizatory se pouZivaji
v kolmé konfiguraci (horizontdlné umistény emisni polarizator odfiltruje vétSinu
rozptyleného vertikalné polarizovaného excitatniho zareni, protoZe rozptylené
svétlo udrzuje ptivodni smér polarizace) nebo je ponechan excitacni polarizator
vertikdlné a emisni je nastaven na hodnotu magického uhlu 54,7°. Toto
samozirejmé neplati vzidy ideadlné a podle typu materidlu (pritomnosti riiznych
chirdlnich center) dochazi rizné ke staceni roviny polarizace rozptyleného svétla.

3) Posledni pristup je nejzadsadnéjsi a pro vykreslovani spekter a ndsledné pouZzivani
intenzity fluorescence, at jako integral pod spektrem nebo pri jedné vinové délce,
je absolutné nezbytny. Pomoci absorp¢niho spektrofotometru lze otestovat vzorek
pro spektralni propustnost na vSech excita¢nich i emisnich vinovych délkach a pro
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danou optickou drahu (rizna pfi rliznych geometriich). Standardné se vztahuje
pozorovana intenzita fluorescence na transmitanci pri dané excita¢ni a emisni
vinové délce. Prakticky se provadi méreni v kyveté s optickou drahou 1 cm tak, aby
absorp¢ni spektrum zahrnulo vSechny excitacni a emisni vinové délky. Obdrzené
hodnoty absorbance se vztidhnou khodnoté optické drahy a dostavame
univerzalni veli¢inu optickd hustota (optical density, OD), kterda vyjadruje
zeslabeni vzorku absorpci a rozptylem. Tato veli€ina se pak nasobi danou optickou
drahou [ pro excitaci a emisi (v pravouhlé konfiguraci obé 0,5 cm) a jeji negativni
hodnota jako mocnina c¢isla deset pak putuje do jmenovatele pro korekci
pozorované intenzity fluorescence. Korekéni vztah pak je:

Frorigovana = Fpozorovana * 10%ex"ODex . 1(lem ODem,

3.3.3 Priprava vzorkii pro spektroskopii

VétsSina koloidnich systéml nevykazuje fluorescenci sama o sobé, tzv.
autofluorescenci, ale je potreba je fluorescen¢né vybarvit. Fluorescen¢ni barveni je
obecné dvou typl: a) metoda fluorescen¢ni znacky (angl. Fluorescence labeling); b)
metoda fluorescenc¢ni sondy (angl. Fluorescence probing).

V prvnim pripadé dochazi k chemickému navazani fluoroforu na danou koloidni
castici, coz mize samoziejmé zménit jeji chovani v roztoku. Chemicka vazba fluoroforu je
tak prijatelnd povétSinou pro velké a rigidni polymery (polysacharidy, bilkoviny).
Nevyhody tohoto pfistupu jsou jiZ zminéné ovlivnéni vlastnosti koloidu a pripadna
nestabilita vazby, protoZe fluorofor nema vétSinou sdm o sobé afinitu k mistu, ke kterému
je fyzikalné vazan. Z méreni spekter, intenzity fluorescence nebo doby Zivota nelze urcit,
jestli je méren komplex koloid-znacka nebo smés koloid + fluorofor. To lze odhalit
pokrocilejsimi mérenimi jako je fluorescen¢ni korela¢ni spektroskopie nebo anisotropie.

Metoda fluorescencni sondy prinasi jina uskali. Jedno znejvétSich je konkrétni
lokalizace v heterogennich systémech, protozZe fluorofory se v tomto pripadé rozdéluji
v systému dle své afinity k danému prostiredi. Rozdélovani v mnoha pripadech podléha
rovnovaze a je tedy obtiZné najit jednu fluorescen¢ni sondu jen na jednom misteé.

Dalsi problém mize predstavovat vnaseni fluorescencni sondy do systému.
V predchozim oddile jsme ukazali, Ze optimalni koncentrace fluoroforu pro méreni na
klasickém spektrofluorimetru je radové 10-7 mol-L-1. Minimalni objem vzorku pro méreni
ve standardni kyveté s optickou drahou 1 cm je 3 mL resp. naplnéni kyvety o zakladné
1 x 1 cm do vySky 3 cm. Pokud tedy zvolime zakladni objem vzorku treba 5 mL, je celkové
latkové mnoZstvi fluoroforu ve vzorku 5-10-10 mol. Pri stfedni molekulové hmotnosti
500 g'mol! je pak celkova navazka pro jeden vzorek 2,5-10-7 g, coZ je mimo moZnosti
piimého vazeni. Toto se fesi dvéma rliznymi zptlisoby s ohledem na rozpustnost sondy ve
vodé:
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a) Fluorofory rozpustné ve vodé je mozno pripravit ve formé o tii rady
koncentrovanéjstho zasobniho roztoku, neZz je poZadovana finalni
koncentrace. V piipadé vzorku o konecném objemu 5mL je moZné
k danému systému pridat napriklad 5 pL zdsobniho roztoku a zapocitat
redéni, nebo redéni zanést jiz do pripravy daného sytému.

b) Elegantnéj$i varianta je vyuZivana u vzorkd nerozpustnych ve vodé.
Obdobné se pripravi o tri rady koncentrovanéjsi roztok fluoroforu
v tékavém rozpoustédle - idealné acetonu, pripadné chloroformu nebo
methanolu. Do prazdné vialky se napipetuje piislusné mnozstvi zasobniho

roztoku a rozpoustédlo se nechd vytékat. Priprava vzorkil pro mikroskopii

Piiprava mikroskopickych vzorki je velmi rozmanitd a zalezi na druhu vzorku a
poZadované analyze - jiné podminky budou platit pro méreni fluktuace fluorescence
v koloidech jiné pro mapovani pH v zZivych bunkach. Popsat komplexni pripravu
mikroskopickych vzorkii prekracuje ramec této prace, nicméné nékteré specifické
metody fixace a pripravy vzorkd budou popsany v kapitolach s konkrétnimi praktickymi
priklady.

vV

Pokud se zamérime pouze na vybarvovani vzorki, pak mame pted sebou tii mozné
situace: 1) vzorek je fluorescentni; 2) vzorek je nefluorescentni; 3) vzorek nevykazuje
pozadovanou fluorescenci, a navic je zivy.

V prvnim pripadé je problém, pokud je vzorek ,dobrym*“ (vysoka absorpce, vysoky
kvantovy vytézek) fluoroforem nebo fluorescentni ¢astici. Pro méreni parametrii pomoci
fluorescenc¢ni korelacni spektroskopie plati omezeni poctu ¢astic v pozorovaném objemu.
Pokud je tedy studovana koncentrac¢ni zavislost, musi se rozmezi drZzet v daném,

v absolutnich hodnotach nizkém, koncentra¢nim rozsahu.

Pokud pracujeme s nefluorescentnim vzorkem, pak postup vybarveni bude zaviset
na charakteru vzorku a prislusné formy fluoroforu. Pro aplikace vyuzivajici fluktuaci
intenzity je opét nutné drZet koncentraci fluoroforu v nanomolarni koncentraci. Vzorky
o definované koncentraci se velmi obtizné pripravuji a finalni vzorek neni takika mozné
zkontrolovat jinym analytickym postupem. Jako nejoptimalnéjsi se jevi postup, kdy
pomoci znamého extinkéniho koeficientu nebo pripravené kalibra¢ni zavislosti
stanovime koncentraci vzorku s absorbanci v rozmezi 0,1-0,5.

Treti varianta je nejkomplikovanéjsi a paradoxné zaroven nejjednodussi.
Jednoduchost spociva v existenci spousty predpripravenych postupti a kiti, které celou
véc znacné ulehcuji. Zivé buiiky je potieba s barvivem a pomocnymi latkami kultivovat
v optimalnim prostredi, které umozni prinik latky pres membrany.
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3.4 PYREN JAKO FLUORESCENCNI SONDA

Vyuziti pyrenu jako fluorescenc¢ni sondy je spojeno s jeho vcelku unikatni reakci na
polaritu svého mikrookoli. Obecné se da rici, Ze intenzita prvniho vibra¢niho prechodu
(59 - 59, lokalizovaného okolo 373 nm) a spole¢né s nim i druhy (S — S, lokalizovany
okolo 378 nm) zvySuji svou hodnotu pti prechodu z nepolarniho do polarniho prostiedi.
Ostatni pfechody jsou ovlivnény pouze minimalné, a tak tfeti vibra¢ni prechod (S{ — SZ,
lokalizovany okolo 383 nm) je pouZivany jako referen¢ni. Pomér intenzit téchto pirechodt
[1/13 (Py 1:3 apod.) je pak imérny polarité daného mikrookoli. Tento pomér bude nadale

oznacovany v praci jako emisni polaritni index se zkratkou EmPI.
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Obrdzek 5 Excitacni a emisni spektra pyrenu v poldrnim a nepoldrnim prostredi.

DalSim pouZivanym parametrem je tzv. excitacni polaritni index, oznacovany jako
v literature jako I333:I338 nebo I338:1333, ddle oznaCovany jako ExPI. Tento pomér vychazi
z rozdilné absorpce pyrenu v polarnim (~333 nm) a nepolarnim (~338 nm) prostiedi.
Tento pas patfi prechodu oznacovanému jako La (So—S2)13. ProtoZe neni vzidy
jednoduché presné urcit pozici maxima absorpce, vyuziva se faktu, Ze pik prechodu
neméni pri zméné polarity sviij tvar (pri zachovani stejné Sitky Stérbiny), ale jen se
hypsochromné/bathochromné posunuje. V tomto piipadé je rozsah ExPI $irsi neZ u EmPL.
Skute¢nou hodnotu poméru mizou ovlivnit vSechny efekty rozsitujici obecné spektralni

pasy.

Tretim parametrem, pochazejicim z emisniho spektra, je zastoupeni excimeru.
Excimer je tvoreny sandwichovou strukturou skladajici se zexcitované molekuly a
molekuly v zakladnim stavu. Vzdalenost mezi molekulami je 3,53 A [1]. Proces formovani
je bimolekulovy proces, ktery je zavisly na koncentraci a difiznim koeficientu. Tento
proces zhasi monomerni emisi a sam emituje zareni, které je posunuté k niZsim energiim
(maximum 450-470 nm) a je posunuty i v ¢ase.

13 Wilhelm, M. et al. Macromolecules 24 (1991), 1033-1040
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Ctvrtym parametrem je intenzita fluorescence, ktera je oviem ovlivnéna extinkénim
koeficientem, koncentraci a kvantovym vytéZkem. Spojenym parametrem je doba Zivota,
ktera je ovSem v pripadé pyrenu extrémné dlouha ve stovkach nanosekund!4. To
umoziuje vyuziti casového rozliSeni od dalSich fluoroforli, nicméné jeji délka je zaroven
komplikaci, protozZe typické doby Zivota jsou v jednotkach nanosekud. Je jesté dilezité
zminit, Ze pokud v oblastech tvorby excimeru je potieba zuzit (vhodnym emisnim filtrem,
monochromatorem a $irkou Stérbiny) oblast detekce mimo emisi excimeru. Vzhledem
k tomu, Ze je casové posunuty vii¢i emisi monomeru, nebude vyhasinaci krivka odpovidat
vazenému souctu jednotlivych exponencialnich krivek, ale projevi se jako proces, ktery je
nutné odecist a ma zapornou hodnotu amplitudy.

3,35A

¥

excimer

Intenzita

monomer

/\ excitacni puls

Fluorescence (a.u.)

360 380 400 420 440 460 480 500 520 DOba zlvota (nS]

Vlnova délka (nm)

Obrdzek 6 Emisni spektrum monomeru a excimeru pyrenu (vlevo). Casovy profil intenzity fluorescence po krdtkém
excitacnim pulzu (zelené) z pohledu monomeru (Cervené) a excimeru (modrd).
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Obrdzek 7 Boltzmannova krivka jako model priibéhu zmény polaritnich indexti na koncentraci agregujicich systémii okolo
kritické agregacni koncentrace.

VSechny ¢tyti parametry lze vyuzit ke studiu koloidnich systémi a nékteré priklady
jsou v nasledujici kapitole. Vybrané aplikace. V pouziti pyrenu ve vyzkumu asociativnich

14 Nakajima, A. Bull Chem Soc Jpn 46 (1973), 2602-2604
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koloidii je potfeba zminit dllezitou publikaci skupiny z Malagy!>. V roztoku roste
koncentrace tenzidu pres hodnotu kritické micelarni koncentrace za pritomnosti pyrenu
a pozorované emisni parametry EmPI a ExPI vykazuji typickou sigmoidni zavislost, kterou
popisuje Boltzmannova funkce (Obrazek 7). Tato c(tyfparametricka funkce ma tfi
charakteristické hodnoty - prvni zlom, poloha inflexniho bodu a druhy zlom. V této praci
byl porovnanim napf. s vodivostnim mérenim navrhnut parametr poméru hodnoty x-ové
souradnice inflexniho bodu a gradientu zmény. Tento parametr pak ukazuje, jestli jako
hodnotu kritické agregacni (micelarni) koncentrace vyuzit inflexni bod nebo druhy zlom.
Jestli je vySsi neZ hodnota ,10 je vhodné jako agregacni koncentraci brat druhy zlom,
pokud je niZsi, tak inflexni bod.

4 VYBRANE APLIKACE FLUORESCENCE VE VYZKUMU KOLOIDU

4.1 Nativni hyaluronan

Studium nativniho hyaluronanu, sodné soli kyseliny hyaluronové, pomoci
fluorescencéni spektroskopie je velmi obtizné. Samotna Kyselina hyaluronova
nefluoreskuje a je ji tak tifeba modifikovat. Chemicka modifikace, navazani fluorescen¢ni
znacky, pak mulze zménit charakter a interakcéni vlastnosti takto modifikovaného
polymeru. Takto znacené polymery jsou financné nakladné nebo narocné z hlediska
pripravy - predevsim purifikace. Dalsi variantou je pouZziti fyzikalniho afinitniho znaceni,
které vpripadé hyaluronanu zahrnuje nejvhodnéji skarboxylovym aniontem
D-glukoronové podjednotky.

Pro fyzikalni interakci tak bude nejvhodnéjsi pouZzit malé fluoreskujici kladné nabité
molekuly, jako je naptiklad akridinova oranZz (AO). Hydrochlorid této fluorescen¢ni sondy
(AO+) nese kladny naboj, ktery se miize vazat na karboxylové skupiny D-glukuronové
podjednotky hyaluronanu. Akridinovd oranZ je zaroven typem barviva, které od
koncentrace cca 5-10-> mol-L-1 ve vodném prostiedi tvoii v zdkladnim stavu komplexy,
tzv. H-typ agregatl (sandwichovy typ agregace)®. Tyto komplexy, dimery a oligomery,
jsou spojeny prenosem elektronu a vznikem excitonu (Obrazek 8)17. Vysledkem
zformovani dimerd je hypsochromni posun absorpce (465 nm, 3-pas)!8 oproti absorpci
monomeru (492 nm, a-pas), potlaceni fluorescence monomeru a vznik bathochromné
posunutého emisniho pasu dimeru, ktery je kvantové mechanicky zakazany, a proto velmi
slaby19. Pokud je pritomné vhodné vazné misto pro molekulu AO+ (karboxylovy aniont),
je mozno pozorovat formovani agregatli uz pii radové nizSich koncentracich. Zménou
koncentrace vaznych mist nebo AO+ pak mizeme studovat interakci a rozloZeni

15 Aguiar, J., Carpena, P., Molina-Bolivar, J.A., Ruiz, C.C. J Colloid Interface Sci 258 (2003), 116-122
16 dal$im typem je J-typ agregace, oznacovany jako ,head-to-tail“

17 dle Bayda, M. et al. Dalton Trans 46 (2016), 1914-1926

18 oligomer absorbuje pii 450 nm a je oznacovan jako y-pas

19 napt. Costantino, L. et al. | Chem Eng Data 29 (1984), 62-66

nebo Peyratout, C., Donath, E., Daehne, L. ] Photoch Photobio A 142 (2001), 51-57
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dostupnych vaznych mist polymeru pro interakci s molekulou AO+. Pokud chceme
studovat zmény ve vétSim rozsahu, miize byt piekazkou koncentrace, kdy se tvori dimery
AO+ samostatné v roztoku. V piripadé hyaluronanu nas zajimaji vyssi koncentrace, proto
neni vhodné postupné pridavani AO+, protoZe by nebylo mozné rozhodnout, jestli je
tvorba dimerG podminéna pritomnym volnym vaznym mistem, nebo vysokou
koncentraci AO+ v roztoku.
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Obrdzek 8 ZjednodusSeny Perrin-Jabtoriskiho diagram pro tvorbu excitonovych pdsiti pri H-typu agregace Akridinové
oranze. Zkratka ,A" znaci proces absorpce, ,F* fluorescenci a ,IC + VR” nezdrivou deaktivaci procesem vnitini konverze a
vibracéni relaxace.

Pro popis koncentra¢nich zmén je pouZivdn misto primych hodnot koncentrace
pomér poctu vaznych mist a molekul AO+, ktery se oznacuje jako pomér P/D.

Pomoci agregujici sondy AO+ byla studovdna pomoci intenzity fluorescence
koncentracni rada nativniho hyaluronanu a vliv iontové sily na interakci sonda-polymer
pti konstantni koncentraci AO+. Byly obdrzeny atypické vysledky, které byly publikovany
jako cast rozsahlejsiho c¢lanku zahrnujici i pozdéji intenzivné studované interakce
hyaluronanu a kladné nabitého tenzidu?2°.

Za prvni atypicky vysledek lze povaZovat, Ze minimum zavislosti bylo nalezeno pri
hodnoté (P/D)e = 3. Tato hodnota je 6x vétsi neZ teoretickd hodnota bodu ekvivalence. To
miiZe mit nékolik diivodd. Jedno z vysvétleni by mohlo byt, Ze ne vSechny karboxylové
skupiny jsou stericky dostupné a Ze tuto dostupnost ovliviiuje konformace polymeru
vroztoku a samotna nenulova velikost iontu AO+. To by ovSem znamenalo, Ze pro
interakci je dostupnych necelych 17 % pritomnych vaznych mist. Pokud vezmeme
v uvahu, Ze skuteCna koncentrace v bodé ekvivalence je 20 mg-L-1, potom vime, Ze se
pohybujeme ve velmi zifedéném rezimu a mtzeme vyloucit intermolekularni interakce.
Ze sekundarni struktury hyaluronanu plyne, Ze kazdy dal$i monomer je otoCen viici
predchozimu o 180°. Pokud by tedy struktura retézce v roztoku kopirovala povrch koule,
ktery neni proniknutelny pro AO+, byla by, v nejhorSim moZném piipadé orientace

20 Mondek |., Mravec, F. et al Langmuir 30 (2014), 8726-8734
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karboxylové skupiny kolmo ke kulové plose, dostupna jen polovina karboxylovych
skupin. Dal$i pokles by pak mohl ptipsan sterickym faktortim. Alternativni vysvétleni by
pak znamenalo, Ze vazna mista jsou stericky dostupnd, ovSem nejsou ionizovana. Toto
alternativni vysvétleni ovSem stoji proti predpokladu, Ze hyaluronan je 100% sodnou soli
kyseliny hyaluronové a faktu, Ze i zbyvajici karboxylové skupiny maji své pKa?! mezi
hodnotami 3-4, coZ pri pH roztoku hyaluronanu 6-7 znamena plnou disociaci. Zde je na
misté ovSem poznamenat, Ze i podle Specifikac¢nich listi vyrobci mize pH nabyvat
kyselého charakteru, coz by v pripadé soli slabé kyseliny a silné zasady nemélo byt moZné.

DalSim atypickym vysledkem je chovani intenzity fluorescence a poméru Ap:Am pri
zvySujici se koncentraci polymeru. Vtomto pripadé za bodem ekvivalence nastava
ocekavany narist intenzity fluorescence a pokles poméru absorbanci. U poméru
absorbanci pak dochazi ke dvojité zméné trendu, kdy nariast intenzity fluorescence je
doprovazen nartstem a naslednym poklesem poméru Ap:Am. Toto chaotické chovani
poméru lze snad dat do souvislosti i s faktem, Ze celkovy narftst fluorescence neni prudky
a jsou zde oblasti se silné se prekryvajicimi chybovymi tiseckami.

Nejpiekvapivéjsi vysledek ovSem nastava pti prekroceni hodnoty P/D = 100. V této
oblasti, kdy méa pocet vaznych mist o dva rady prevysSovat pocet molekul barviva dochazi
k opétovnému poklesu fluorescence spojené s nartistem obsahu dimeru. Pokles dosahuje
minima pti hodnoté P/D =1 000, coZ odpovida koncentraci hyaluronanu cca 7 g-L-1 (!).
V nasledujici oblasti P/D od 1000 do 3000 pak nasleduje strmy nariist intenzity
fluorescence spolu s poklesem obsahu dimeru. Pro toto podivné chovani pripada v ivahu
teorie, kterd zahrnuje fakt, Ze pii hodnoté P/D = 142 je koncentrace hyaluronanu 1 g-L-1,
coz znamena piechod ze zfedéné do poloziedéné oblasti22. V této fazi pak retézce mohou
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Obrdzek 9 Srovndni nepublikovanych zdvislosti poméru absorpce oligomeru k monomeru (a, ¢ernd) a zdvislost absorpce
dimeru k monomeru (b, oranZovd). Doplnéno o publikovanou zdvislost dimeru k monomeru (modra).

21 Mero, A., Campisi, M. Polymers 6 (2014), 346-369

22 Polozredéna oblast, oblast kde dochazi k propleteni retézcli (chain entanglement), byla stanovena
(Fouissac, E.; Milas, M.; Rinaudo, M. Macromolecules 26(1993), 6945-6951.) pomoci souc¢inu koncentrace a
relativni molarni hmotnosti na hodnotu 280 000 g L-1. To znamen4d, Ze v rozsahu relativnich molarnich
hmotnosti 300 000-1 400 000 jsou prechodové koncentrace 0,93-0,2 g L1
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preferovat vzajemné interakce a tvorit vnitini, pro AO+ nedosazitelné, domény. Zaroven
miiZe hrat roli i fakt, Ze nabitd AO+ bude zachytavana na povrchu takovychto agregatt a
nebude penetrovat do vnitini ¢asti k volnym vaznym mistlim. Tato teorie ovSem dobie
nevysvétluje nahly narlst fluorescence se zvysujici se koncentraci, pokud ovSem pfri
koncentraci odpovidajici P/D = 1 000 nedojde k dalsi zméné systému, ktera by znamenala
uvolnéni domén pro snadnéjsi penetraci AO+ a roztok hyaluronanu by tak neptesel do
»gelu podobné” faze.

SHRNUTI: Podrobnou analyzou absorpénich/excita¢nich spekter a emisnich
mulzeme podpofit nebo vyvratit domnénky o chovani koloidnich systémt. Na zakladé
tohoto ,tridéni“ hypotéz pak zlistanou konkrétni otazky, ze kterych vyplyva, jaké
instrumentalni techniky pouZit k jejich zodpovézeni.

4.2 Derivaty hvaluronanu

Studium derivatl hyaluronanu, mj. hlavniho polymeru extracelularni matrix, bylo
soucasti obhajené disertacni prace autora?3. Na zakladé tohoto vyzkumu pak byly sepsany
tii publikacni vystupy?4 2526, piicemz nejdllezitéjSim byl vystup v Colloid and Polymer
Science [26], a poznatky byly prezentovany také vramci riznych Kkonferencnich
piispévki.

Alkyl derivaty hyaluronanu?’ jsou roubovanymi kopolymery hyaluronanu u kterych
lze ménit typ alkylového fetézce, stupen substituce a molekulovou hmotnost vychoziho
polymeru. U takovéhoto typu derivatu lze ocekavat koncentracné zavislé agregacni
chovani, které mize mit typové dva hlavni mechanismy a jeden prechodny. Prvni
mechanismus je zaloZen na predpokladu, Ze dany modifikovany polymer neni schopen

Obrdzek 10 Struktura hydrofobné modifikovaného hyaluronanu.

23 Mravec, F. Aggregation behavior of polysaccharides in aqueous solutions. Brno, 2008. 119 s. Diserta¢ni
prace na Fakulté chemické Vysokého uceni technického v Brné, Ustavu fyzikalni a spotfebni chemie.
Vedouci disertacni prace doc. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.

24 Mravec, F., Pekar, M. Chemické listy, 99 (2005), 594-595

25 Mravec, F. et al. Chemické listy, 2008, 102 (2008), 1096-1096

26 Mravec F., Pekat, M., Velebny, V. Colloid Polym Sci, 286 (2008), 1681-1685

27 Mlcochova P. et al. Biopolymers 82 (2006), 74-79
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vytvorit intramolekuldrni agregat (nmapi. kvili nizkému stupni substituce nebo
nedostatecné ohebnosti polysacharidové kostry) a bude tedy mit svou hodnotu agregacni
koncentrace. Druhy mechanismus je zaloZen na vzniku intramolekularnich derivata.
Kombinovany agregat si lze predstavit jako intramolekularni agregat, ktery od jisté

v v

koncentrace vaze dalSi retézce tak, Ze nevytvari nové hydrofobni domény.

e

Vliv stupné substituce a vychozi molekulové hmotnosti na hodnotu agregacni
koncentrace popisuje publikace v Colloid Polym Sci [26] a podrobné se ji vénuje disertani
prace [23]. Sirsi diskusi si zaslouZi ovSem studium mechanismu agregace. Pravé pti
rozvahach, jak popsat nejlépe dany systém pomoci fluorescenc¢ni spektroskopie, vzniklo
schéma uvedené v kapitole 3.2 (Obrazek 3).

Zakladni myslenka rozdéleni intra- a intermolekularnich agregatii ve vodnych
roztocich spociva ve sledovani koncentra¢ni zmény vybraného parametru, napriklad

polarity okoli sondy.
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Obrdzek 11 Schématické zndzornéni moznych koncentracnich zdvislosti fluorescencnich parametrii z vodnych roztokii
roubovanych kopolymerti.

Pokud budeme systém sledovat pomoci polaritni sondy, ktera ovSem nema nulovou
emisi zvodného prostredi (napf. pyren nebo prodan), bude situace slozitéjsi.
U intramolekulovych agregati bude postupné klesat hodnota polaritniho parametru a
ristintenzita do konstantni hodnoty. Zavislosti parametru a intenzity fluorescence budou
u intermolekuldrnich agregatii mit tvar klesajici resp. u intenzity fluorescence rostouci
S-krivky. Je potreba ovSem upozornit na vyznamné odchylky u fluorescencnich sond,
které tvori excitované dimery, jako je pravé pyren. VysSe popsané jednodussi piipady
shrnuje graficky Obrazek 11.
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Samostatnou diskusi si zaslouzi i prechodny typ agregatu, kdy ke vznikajicim
agregatiim napf. intramolekuldrnim se od jisté koncentrace navazi dalsi retézce. Takovéto
agregaty maji prakticky dopad na vyuZiti nosicovych systémii. Po navazani dalSiho retézce
se zvétSi agregat, ale neni vytvorena novd hydrofobni doména. Toto lze prokazat
napriklad tak, Ze se ke studovanym fluorescentnim charakteristikam prida i sledovani
fluktuace intenzity (fluorescencni korelacni spektroskopie), ze které se pres stanoveni
difuzniho koeficientu prida informace o velikosti agregatu. V takovém piipadé bude
sledovana velikost s koncentraci narfistat, aniz by se ménila intenzita fluorescence -
polarita hydrofobni domény se nebude ménit nebo bude jen velmi malo klesat
v souvislosti se zapojenim dalSich hydrofobnich retézctli do jiz vzniklé domény. Predstavu

o agregatech vzniklych z roubovanych kopolymert shrnuje Obrazek 12.

KOMBINOVANY

INTRAMOLEKULARNIAGREGAT INTERMOLEKULARNIAGREGAT AGREGAT

‘_ g ..polyaniont 'VW\I ...alkylovy retézec

Obrdzek 12 Schématické zndzornéni typii agregdtii tvorenych roubovanym polymerem

Z publikovanych dat vyplyva, Ze pribéh zavislosti pro dany typ agregatu odpovida
formovani intermolekuldrniho agregatu. Zavislosti emisnich parametrt tvori S-krivku,
ktera znamena, Ze v jistém nizkém koncentra¢nim rozmezi pridavek derivatu nevytvari
hydrofobni domény schopné solubilizovat fluorescenc¢ni sondy. Polaritni parametry, jako
je EmPI od pyrenu nebo poloha maxima u Nilské cervené, ziistavaji na hodnotach
odpovidajicich vodnému prostiedi. Za povSimnuti stoji ovsem celkovy pribéh S-krivky.
Pii podrobnéjsi analyze derivatu s nejniZsi molekulovou hmotnosti 30 kg-mol-1 a stupném
substituce 30 % je zavislost vyrazné komplikovanéjsi, nez nabizi model Boltzmannovy
S-krivky. Pro stanoveni agregacni koncentrace, jako inflexniho bodu zavislosti, je potieba
vyuzit fyzikalnich limitaci hodnot parametri, kterych mtize dosahnout dana fluorescencni
sonda. Ty se pak zadaji jako omezeni (constraints) pro fitovaci program. ObdrZena
hodnota je pak samozrejmé zatiZzena vétsi chybou z hlediska statistiky, nicméné mensi
chybou z hlediska skutecnosti. Je potieba i uvazit, Ze derivat s tak nizkou molekulovou
hmotnosti obsahuje jen cca 80 monomernich jednotek, které se mohou chovat rozdilné ve
srovnani s takrka o dva rady vétSimi molekulami.

Rozdil v priibéhu agregace lze alternativné popsat pomoci gradientu poklesu dalsich
sledovanych parametri. Samotna hodnota gradientu, oznac¢ovana jako ,Ax“ nebo ,dx", je
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zavisla na koncentra¢nim rozsahu. Pomér inflexniho bodu a gradientu, navrZeny v praci
Aguiara [15], 1épe reflektuje strmost zmény polaritniho indexu. Dle tabulky v obrazku pak
miiZeme porovnat strmost jednotlivych zavislosti.
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Obrdzek 13 Reinterpretované zdvislosti dle [23] s vloZenou analyzou pomeéru pozice inflexniho bodu a gradientu

zavislosti. Popis v legendé je molekulovd hmotnost v kg-mol-1/stuperi substituce v %.

Obrazek 13 ukazuje vybrana data se shodnym stupném substituce, z vloZenych hodnot

vyplyva, Ze pomér je nizky a nevykazuje vyznamny trend v ramci zmény molekulové

hmotnosti. S ohledem na vySe zminénou praci pak mizeme Kkonstatovat, Ze agregace

vtomto typu agregatii odpovidd agregaci ionogennich tenzidi, a tak tvorbé

intermolekularnich agregatu.

SHRNUTI: P#i souc¢asné tirovni znalosti a dostupnosti technik by bylo vhodné zvolit
pii studiu téchto systému pokrocilejsi metody, jako je predevsim fluorescencni korelacni
spektroskopie. Pti zpracovani disertacni prace a publikaci byla vétSina technik jen obtiZzné
dostupng, proto byl hledan alternativni pristup ke studiu pribéhu agregace.

4.3 Interakce polymeri a amfifilnich molekul

Vyzkum v této oblasti je vice nez vhodny pro studium pomoci fluorescencni
spektroskopie. Obecné lze od interakce mezi polymerem a amfifilni latkou ocekavat
drivéjsi vznik hydrofobnich domén a/nebo stabilizaci agregatii amfifilnich molekul.
Specialnim ptipadem pak je tvorba fazové separovanych systémi, kdyz pres destabilizaci
koloidniho roztoku dostavame velmi stabilni hydrogelovou matrici.

Studium interakce mezi polymery, specifictéji mezi polyelektrolyty a opacné
nabitymi tenzidy, probiha v ramci Fakulty chemické VUT od roku 2008. Prvotni motivaci
pro studium téchto interakci byla tvorba stabilizovanych koloidnich castic, ktera by
v sobé kombinovala vyhody hydrofilnich, biokompatibilnich polyelektrolyti a zaroven
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umoziiovala solubilizaci nepolarnim a amfifilnim latkdm. Takovéto systémy by byly
formovany na zakladé fyzikalnich sil, dominantné na zakladé nabojovych interakci.
Fyzikdlné vazané agregaty by pak také nebranily biodegradaci jednotlivych sloZek
systému.

Nejcastéji se ve studiich objevuje biopolymer hyaluronan, u kterého je hlavnim
diivodem vyuziti jeho biokompatibilita a zaroven biodegradabilita. Jak se podle ziskanych
vysledkt jevi, tak jeho nejvétsi slabinou je potieba interakce se silné kladnym tenzidem,
kvartérnim amoniovym iontem. SoubéZné se studiem struktury agregatii mezi
hyaluronanen a amoniovymi tenzidy probihaly i testy biokompatibility na vybranych
bunéfnych kmenech na spolupracujicim pracovisti, které byly publikovany
v zahrani¢nich casopisech?829, Soucasti téchto vyzkumid nebyla fluorescencni
spektroskopie, pouze navrh a piriprava komplexi, proto nebudou dale podrobné
rozebirany.

4.3.1 Interakce polyelektrolytii a opacné nabitych tenzidti

Zakladnim predpokladem je, Ze malé ionogenni amfifilni molekuly budou
v pritomnosti opacné nabitého retézce tvorit hydrofobni domény diive neZ v roztoku bez
polymeru za stejnych termodynamickych podminek. Pokud sledujeme rostouci
koncentraci tenzidu v pritomnosti polymeru ve vodném prostiedi, mizeme na zakladé
citlivosti metody sledovat vazani tenzidu na polymer spojenou s indukci a po vysyceni
vSech potencialnich vaznych mist pak tvorbu volnych agregata v roztoku. Obecny vyvoj
z pohledu fluorescenc¢ni sondy pyren, emisni polaritni index s intenzitou fluorescence a
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Obrdzek 14 Model zdvislosti pyrenovych parametrii emisniho polaritniho indexu (e), intenzity fluorescence (M) a
zastoupeni excimeru (®) v pfipadé konstantniho obsahu polyaniontu hyaluronanu (&) a rostouci koncentrace
kationaktivniho tenzidu (&) ve vodném prostiedi. Sipky oznacuji zacdtek indukované agregace (kritickou agregaéni
koncentraci, CAC) a pri nasyceni retézce pak kritickou miceldrni agregaci (CMC). Protionty nejsou zobrazeny.

28 Kalbacova, M.; Verdanova, M.; Mravec, F.; Halasova, T.; Pekat, M. Colloid Surface A 460 (2014), 204-208
29 Sauerova, P., Verdanova, M. Pilgrova, T. Venerova, T. Mravec, F.; Kalbacova, M.; Pekaf, M.
Colloid Surface A 483 (2015),155-161
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zastoupenim excimeru, shrnuje Obrazek 14. Ve vyvoji parametri mizZeme najit pét
oblasti, oznaCenych rimskymi Cislicemi I-V, a které jsou graficky prezentovany.

e OblastIje typicka pro z vody emitujici fluorescenc¢ni sondu.

e Oblast II odpovida poklesu polaritniho indexu, bud na zakladé mixovani signalu
z polarnich a nepolarnich ¢asti koloidniho roztoku nebo na zakladé postupného
formovani indukovanych micel,

e Oblast III je nejkomplikované;jsi oblasti, protoZe zde mizZe dojit k velkému mnozstvi
jevil. Popsand zavislost predpokladd, Ze dalsim pridavkem tenzidu budou obsazena
dalSi vazna mista polymeru, kde se budou indukovat micely.

e Oblast IV odpovida formovani prebytku tenzidu do volnych micel v roztoku. Dochazi
kvazani zbylych molekul pyrenu a poklesu polaritniho indexu, opét narfista
zastoupeni excimeru.

e Oblast V je finalni oblasti, pridavek tenzidu navysuje pocet micel, polaritni index se
neméni, excimer se vytraci a intenzita fluorescence by méla dosahnout maximalni
hodnoty.

NavrZené schéma vsak piredpoklada jisté chovani polymeru a tenzidu. U tenzidu se
predpoklada, Ze tvori sférické micely a nedochazi u ného nad Kkritickou micelarni
koncentraci k faizovym prechodim v daném koncentracnim rozsahu. U polymeru se
predpoklada vysoka stabilita a hydrofilita. Podrobnym studiem interakce mezi
cetyltrimethylamonium bromidem (CTAB) nebo carbethopendecinium bromidem
(Septonex)a hyaluronanem se zabyva prace publikovand v International Journal of
Biological Macromolecules3 a interakci ve vodném prostiedi se zvySenou iontovou silou
spolecna publikace v Colloid Surface A z roku 201131,
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Obrdzek 15 Grafickd interpretace pripadu, kdy dochdzi k fazové separaci. Oblast oznacend pismenem ,S* koresponduje se
Zluté oznacenou oblasti na fotce, kde Ize vidét pod UV-lampou vzorky s pyrenem a Nilskou Cerveni, u nichZ doslo k fazové
separaci a ndsledné depozici gelové fdze na okraje vialek. Vzorky doplriuje shodnd fotka s Olejovou Cervent.

30 Pilgrova, T., Venerova, T., Mravec, F., Pekar, M. International Int ] Biol Macromol 112(2018), 241-249
31 Halasova, T., Krousk3, ]., Mravec, F., Pekat, M. Colloid Surface A 391 (2011), 25-31
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Na zadkladé téchto dat pak je nutné upravit tento model pro konkrétni pripad
interakce ve vodnych roztocich hyaluronanu a CTAB, jak shrnuje Obrazek 15. V tomto
obrazku pribyla mezi oblasti Il a IV oblast oznacena pismenem ,S* kde dochazi k fazové
separaci, tvorbé srazeniny, ktera prechazi na gel. Tento gel Ize pozorovat, pokud systém
obsahuje hydrofobni barvivo. To samo o sobé je dikazem, Ze tento gel zachovava
hydrofobni domény, které mohou solubilizovat nepolarni latky. O zachovani nepolarnich
domén svédci i pozorovatelna emise Nilské cervené, ktera je ve vodném prostredi
zhaSena.

Metoda fluorescen¢ni sondy je tedy velmi elegantni metodou studia interakce,
zvlasté pokud je k dispozici viceparametrovy systém, jako pyren. V kazdém pripadé je
méfreni vhodné doplnit i typem sondy, kterd neemituje z vodného prostiredi a je tak
schopna prinést informace ohledné formované hydrofobni domény.

Pokud upravime iontovou silu roztoku na fyziologickou hodnotu 0,15 mol-L-1,
vymizi dvojzlomovy pribéh i priibéh s fazovou separaci, agregace odpovida jednoduché
Boltzmannové kfivce a zlomova ¢ast je posunuta k niz§im koncentracim (viz [31]). Jako
zajimavy miizeme oznacit vliv pridavku hyaluronanu, ktery naopak posouva agregacni
hodnoty k vy$§im hodnotam (Obrazek 16). Pokud porovname parametr xo/Ax pak pro
CTAB dostavame hodnotu 0,048, pro nizkomolekularni hyaluronan 0,095 a
vysokomolekularni 0,060. Jak Ize pozorovat, pomér v pritomnosti hyaluronanu se zvysil,
nicméné zlstava velmi nizky, a tak jako agregacni koncentrace je bran inflexni bod
proloZené zavislosti. Posun agregacni koncentrace dobfte ilustruje i zavislost obsahu

excimeru.

18 CTAB
ol MHyA
o1 MHyA

EmPI (-)

1,0
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 0,0001 0,001 0,01 01 1

C
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IM =90 kg'mol! ™ =1 400 kg'mol*

Obrdzek 16 Zdvislost emisniho polaritniho indexu (adaptovdno z [31]) a poméru excimer:monomer (nepublikovand data)
na koncentraci kationaktivniho tenzidu ve vodé v pritomnosti hyaluronanu o koncentraci 1 g-L1 a iontové sile 0,15 M
upravené NaCl.
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4.3.2 Fdzovd separace v systému polymer-tenzid za vysokych koncentraci

Z predchozi kapitoly vyplynulo, Ze pri specifické kombinaci podminek dochazi u
systémi k fazové separaci a tvorbé hydrogelové faze. Toto by se dalo vyuzit ke tvorbé
nové tiidy hydrogelli, protoZe, jak je patrné z fotek (Obrazek 15), jsou i v prostredi
hydrogelu zachované nepolarni domény.

Pro praktické vyuziti je ovSem tvorbu hydrogelu potieba vyrazné navysit. Z praxe
plyne, Ze toto nelze udélat ve vodném roztoku, protoZe opacné nabité tenzidy vytvari
s hyaluronanem sraZeninu v procesu purifikace a izolace opacné nabitych polymert. Jak
bylo zjiSténo, pokud je vsystému pritomné zvySené mnozstvi nizkomolekuldrniho
elektrolytu, prechazi systém ve vysokych koncentracich na hydrogel, obdobné jako
v nizkych koncentracich bez zvySené iontové sily.

Vznikly systém obsahuje jak vodnou fazi, tak i fazi micelarni, ktera se miize od
standardni micely lisit. Diky této strukture mohou byt v gelu inkorporovany jak
hydrofilni, tak hydrofobni slozky, pripadné i supramolekularni castice, které budou
zadrZeny stericky.

uv VIS

ptvodni

vysuSeny

, .«
rehydratovany v

gel: 2 % hm. 650 kg-mol* + 100 a 200 mM CTAB

Obrdzek 17 Vizualizace vysychdni a rehydratace hydrogelu pomoci sondy prodan.

Pokud do hydrogelu inkorporujeme vhodnou sondu, miizeme pozorovat napiiklad
jeho prechod na xerogelovou formu. Vhodnou fluorescen¢ni sondou je prodan, vykazujici
modrou emisi v nepolarnim prostredi a zelenou emisi v prostredi vodném. Ve fazové
separovaném hydrogelu pak diky pritomnosti polarnich i nepolarnich domén vykazuje
smiSenou emisi, ktera se jevi pti pozorovani jako tyrkysova. Pii postupném suseni se pak
emise posouva s ubytkem vody postupné do modré oblasti, ktera odpovida emisi pouze
nepolarnich domén. Pri pridavku vody se struktura s postupujici rehydrataci obnovuje a
emise hydrogelu pod UV-lampou je opét tyrkysova (Obrazek 17).

Dal$im zajimavym pokusem je blizsi vyzkum fluidity hydrofobnich domén ve fazové
separovaném hydrogelu. Ktomuto pokusu Ize vyuZit specidlni sondu P3P
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(1,3-bis(pyren-1-yl)propan),

ktera vykazuje ve fluidnim prostiredi tyrkysovou

excimerovou fluorescenci a v prostredi o vysoké viskozité pak modrofialovou

fluorescenci monomeru. Jak bylo pozorovano, z micelarniho prostredi vykazuje P3P

tyrkysovou fluorescenci. To odpovida predpokladu vysoké fluidity micely. ZajimavéjSim

faktem je, Ze shodnou fluorescenci pak vykazuje i hydrogel (Obrazek 18 vlevo nahote),

ktery je jinak mechanicky velmi pevny. To lze interpretovat tak, Ze:

a) micely jsou interakci s polymerem nezménéné,

7

b) micely fizuji do vétSich agregatli, micelarnich kanali nebo supermicel,

c) pozorovand excimerni fluorescence nepochazi z formovani vnitiniho excimeru, ktery

vyZaduje vysokou fluiditu, ale z prekryvu jednotlivych pyrenylovych skupin diky

blizkému kontaktu a zakoncentrovani.
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vysuSeny
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gel: 2 % hm. 650 kg-mol* + 100 a 200 mM CTAB
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Obrdzek 18 Vizualizace vysychdni a rehydratace hydrogelu pomoci viskozitni sondy P3P. Na grafu vpravo je excitacni a
emisni spektrum P3P a ve vloZeném grafu nepublikovand data zdvislosti poméru intenzity excimeru k intenzité
monomeru na viskozité. Viskozitni rada byla pripravena kombinaci methanolu a glycerolu v riiznych objemovych

pomeérech.

gel: 2 % hm. 1400 kg-mol* + 200 mM CTAB

Obrdzek 19 Porovndni emise P3P a pyrenu ve
shodnych moldrnich mnoZstvich fluorofort
v prostriedi fdzové separovaného hydrogelu.

Pokud zvazime moznost c), ta byla testovana
monomernim pyrenem. Do gelu bylo inkorporovano
molarné dvojndsobné mnoZstvi pyrenu neZ sondy
P3P. Hydrofobni sondy jsou predsolubilizovany do
roztoku tenzidu, ktery je nasledné smisen s roztokem
polymeru. Po excitaci 365 nm vzorek gelu s P3P
vykazuje tyrkysovou fluorescenci a vzorek s pyrenem
fialovou fluorescenci monomeru. Vtomto pripadé
vylucujeme moznost c).

MoZnost a) neni prili§ pravdépodobna na
zakladé predchozich kapitol. I v pripadé zvysené
iontové sily pomoci nizkomolekularniho elektrolytu
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dochazi k interakci mezi fetézci v nizkych koncentracich obou sloZek a k fazové separaci
ve vysokych koncentracich. Tato varianta miiZe i mit i svou specidlni verzi, kdy budeme
uvazovat, Ze k vazani retézcli je vyuzita jen velmi mala ¢ast tenzidu a zbylé micely se
pohybuji volné v disperznim prostredi bez interakce s retézcem.

Jako nejpravdépodobnéjsi moZnost se pak jevi varianta b). K této varianté lze pridat
méreni pomoci sledovani fluktuace fluorescence hydrofobni sondy Nilska Cerven. V tomto
pripadé pak nejsou zajimavé primo stanovené hodnoty, ale samotny fakt, Ze fluktuaci lze
nameérit. Vysvétleni pomoci micelarni faze je pak velmi pravdépodobné, i kdyz nelze

vyloucit i vySe zminénou specialni variantu, kdy systém obsahuje volné micely.
4.3.3 Interakce v systému polymer-lipid

V predchozich kapitolach jsme ukazali vyuziti fluorescen¢ni spektroskopie pfri
studiu interakce mezi standardnimi jednoretézcovymi kationaktivnimi tenzidy a
hyaluronanem s diskutabilnim stupném neutralizace/disociace. RozsirenéjSimu vyuziti
téchto systémi v mediciné brani prevazné tenzidova slozka.

zOna interakce \

§ e neionogennf tenzid
51| e

ol kationicky lipid

amfoterni lipid

Obrdzek 20 Grafickd reprezentace uvazovanych smésnych agregacnich systémii.

Fluorescen¢ni spektroskopie byla pouzita pii studiu ndhrady standardnich tenzidi
biologicky akceptovatelnymi variantami. Rlizné piistupy shrnuji publikované prace3233.34,
Metody maji spole¢ny zaklad v pouziti smésnych systémi. Navrhovana zakladni ivaha
stoji na myslence vyuziti amfoternich nebo neionogennich systémt dopovanych
amfifilnimi latkami nesoucimi kladny naboj.

Fluorescence byla vyuZita ve studiu pro potvrzeni nebo vyvraceni nabojové
interakce mezi fosfolipidem DPPC (dipalmitoylfosfatidylcholin) a hyaluronanem
obdobné, jak bylo popsano v kapitole 4.1. K danému mnoZstvi hyaluronanu bylo pridano

32 Mravec, F.; Klucakova, M.; Pekal, M. Fluorescence Spectroscopy Study of Hyaluronan-Phospholipid
Interactions. In Advances in Planar Lipid Bilayers and Liposomes. Burlington: Academic Press, 2011. p. 235-
255.ISBN: 978-0-12-387720-8.

33 Burdikovs, J., Mravec, F., Pekat, M. Colloid Polymer Sci 294 (2016) 823-831

34 Burdikovs, |.; Soln4, I.; Doskodil, L.; Mravec, F.; Pekat, M. Colloid Polymer Sci 295 (2017), 1131-1140
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takové mnozstvi akridinové oranZe, aby pomér P/D dosdhl hodnoty 3. Dale byl do
systému pridan DPPC v konec¢né koncentraci 5, 20 a 50 mg-L-1, coZ jsou hodnoty nad
stanovenou agregacni (vesikularni) koncentraci pomoci pyrenovych charakteristik, ktera
je priblizné 1 mg-L-1 (dle [32]).

JakjiZz bylo zminéno vySe, pro potvrzeni interakce je vhodné sledovat nejen intenzitu
fluorescence, ale zaroven  pomér  zastoupeni dimeru k  monomeru
z absorp¢niho/excitatniho spektra, jak shrnuje Obrazek 21. Zobrazena data ukazuji, Ze
vramci chyby lze pozorovat ndarlst intenzity fluorescence aZ pri padesatindsobku
stanovené agregacni koncentrace. Dllezitym ukazatelem je fakt, Ze tento nariist nelze
pripsat rozpadu dimert, ale naopak dochazi spiSe k nartstu poméru D:M. V tomto ptipadé
miiZzeme tedy takika vyloucit, Ze by mezi DPPC a hyaluronanem $lo o nabojovou interakci.
Jedno z moznych vysvétleni je, Ze interakce mezi fosfolipidovym agregatem (liposomem)
pro fetézec hyaluronanu nedostupna ze sterickych divodd, piipadné Ze liposomy z DPPC
vykazuji velmi nizky negativni zeta-potencial mezi -1 aZ -2 mV35.
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Obrdzek 21 Zavislost intenzity fluorescence a poméru dimer:monomer z emisniho, respektive absorpcniho spektra
akridinové oranze v pritomnosti hyaluronanu (P/D = 3) za rostouci koncentrace fosfolipidu DPPC. Data dle [32], doplnéna.
Velmi zajimavé vysledky dostaneme, pokud nechame interagovat neionogenni
micelarni systém dopovany DPPC. Zvolime-li napriklad jako neionogenni systém
dodecylmaltosid, potfebujeme znat, kolik molekul tenzidu tvori jednu micelu. K tomu lze
opét vyuZzit fluorescencni spektroskopii, kdyZ stanovime zavislost zhaSeni pyrenu
cetylpyridinium chloridem, ze které lze urcit agregacni cislo micely dodecylmaltosidu
[33]. Ktakovéto micele bylo pridano takové mnozstvi DPPC, aby molarni pomér
npppc/Nmicel byl mezi 1 a 1,5. Takto pripraveny systém pridavame opét k hyaluronanu
s nasorbovanou akridinovou oranzi a vysledek shrnuje Obrazek 22.

35 Rlzni auto¥i, napriklad Henriksen, 1. et al. Int ] Pharma 101 (1994), 227-236
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Data z experimentu s komplexem ukazuji, Ze ,roziedéni“ amfoterniho fosfolipidu
v neionogenni micele prineslo zpohledu fluorescence uspéch ve formé narlstu
fluorescence doprovazena poklesem zastoupeni dimeru. V tomto pripadé Ize povazovat
interakci mezi hyaluronanem a komplexem jako elektrostatickou.
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Obrdzek 22 Zdvislost intenzity fluorescence a poméru dimer:-monomer z emisniho, respektive absorpéniho spektra akridinové
oranZe v pritomnosti hyaluronanu (P/D = 3) za rostouci koncentrace komplexu dodecyl maltosidu a DPPC v moldrnim poméru

98:1. Modré krizky indikuji vychozi hodnoty fluorescence a D:M pro systém bez pridavku komplexu.

Chovani smésnych systéml lze popsat velmi komplexné pomoci dalsSich
fluorescencnich technik a sond. Smés amfoterniho fosfolipidu DPPC a kationaktivniho
lipidu DPTAP (1,2-dipalmitoyl-3-trimetylamonium-propan) byla popsana nejen pomoci
pyrenu z hlediska agregace, ale byly vyuZity i anizotropni difenylhexatrien pro studium
stupné organizace lipidové vrstvy (Lipid Order Parameter) a polaritni Laurdan, pro
stanoveni fazového prechodu lipidii ze zmény piitomnosti vody v nejblizsim okoli [34].

4.4 Fluorescentni ¢astice

Pokrocilé mikroskopické techniky byly vyuzity ve studiu dvou odliSnych koloidnich
systémi - nanodiamantt s dusikovymi vakancemi3¢ a kvantovych tecek37.

4.4.1 Nanodiamanty

Velmi rozsahla, teoretickd i experimentalni, studie pracoval s modelovanim,
pifipravou a stanovenim magnetickych a optickych vlastnosti nanodiamanti
s N-vakancemi a riznym zptisobem terminace. Fluorescencni spektroskopie, ve formé
casové rozliSené fluorescencni mikroskopie (FLIM), byla vyuZita pro stanoveni dob Zivota

36 Kratochvilova, I; Sebera, J.; Ashcheulov, P.; Golan, M.; Ledvina, M.; Mi¢ov4, J.; Mravec, F.; Kovalenko, A;
Zverev, D.; Yavkin, B.; Orlinskii, S.; Zali§, S.; Fierova, A.; Richter, |.; Sefc, L.; Turanek, J. / Phys Chem C 118
(2014), 25245-25252

37 Nejdl, L.; Zitka, ].; Mravec, F.; Milosavljevi¢, V.; Zitka, O.; Kopel, P.; Adam, V.; Vaculovicova, M. Microchim
Acta 184 (2017), 1489-1497.
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excitovaného stavu téchto systémli v pevném stavu. Pro rozsahlost této studie se
v publikaci objevily pouze shrnuté vysledky popisujici jednotlivé experimenty.

Obrazek 23 zachycuje emisi agregatu nanodiamantu (oxidovany a Zihany) pri
excitaci 375 nm fluorescence byla zaznamenavana spektralné od 405 nm. Jak Ize vidét,
v tuhém stavu jsou nanodiamanty agregované v riizné velkych atvarech, coZ stéZuje jejich

praktickou aplikovatelnost a zahrnuje pro znaceni bunék dalsi, dezintegracni, krok.

2168

(2H) VLIZNALNI

Obrdzek 23 Obrdzky agregdtu nanodiamantii ziskané pomoci FLIM. Vlevo je obrdzek interpretovdn pouze v intenzitnim
rozsahu, vpravo pak v kombinaci s rozsahem dob Zivota.

4.4.2 Kvantové tecky

Kvantové tecky patii jiz dlouhou dobu k oblibenym fluorofortim. Lze je pripravit

’

zraznych prekurzord napriklad pomoci UV zareni za stabilizacniho efektu
2-sulfanylbutandiové kyseliny.
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Obrdzek 24 Schématickd reprezentace uspordddni experimentu pro stanoveni tempordlnich a difiiznich parametrii pri
fotogeneraci kvantovych tecek..

Pomoci Fluorescentni korela¢ni spektroskopie byl studovan vznik a zména
emisnich a difiznich vlastnosti u systému Cd:Se. Jako prvni bylo potreba systém nastavit
pomoci méreni jiZ vytvorenych kvantovych tecek pro spravné urceni doby Zivota,
difazniho koeficientu a koncentrace vznikajicich QD. Je tedy nutné stanovit parametry
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konfokalniho objemu, nastavit pocet fotoni dopadajici na detektor38 a stanovit frekvenci
excitacniho pulzu laserové hlavice pro spravné stanoveni doby Zivota. K nastaveni tohoto
systému se tak pristupuje iterativné.

Obdobné obtiznym ukolem je pak i fyzickd priprava experimentu, nebot pro
spravnou genezi kvantovych tecek je potieba vinové délky ~250 nm. ProtoZe jadrem
systému je epifluorescencni inverzni mikroskop, bylo pristoupeno k iluminaci seshora.
Malé mnozstvi roztoki prekurzort bylo umisténo na kryci sklicko a nad néj byla umisténa
iluminac¢ni dioda. Celkova vzdalenost neptresahla 1 cm. Situace je schematicky zobrazena
na nasledujicim obrazku (Obrazek 24).

Obrazek 25 shrnuje obdrZenda data pfi monitorovani geneze kvantovych tecek a
ukazuje i Siroké moZnosti multiparametrické analyzy. Tento experiment tak ukazuje, Ze i
pres sloZitéjsi a ¢asové naroc¢néjsi adaptaci méric soustavy pro dany experiment, je
fluorescence velmi elegantnim a silnym nastrojem pro stanoveni koloidnich i
luminiscen¢nich vlastnosti.

4.5 Biokoloidni systémy

Fluorescence ve formé fluorescen¢ni mikroskopie je zasadnim védeckym nastrojem
ve studiu bunék. Celou kapitolu by zabral asi jen vycet technik, které se pouzivaji pro
zobrazovani, detekci nebo studium téchto Zivych systémi (sekvenace DNA, DNA Ccipy,
pratokova cytometrie, microscale thermophoresis, imunologie,...).
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38 Pouzité detektory maji své omezeni, kdy pri celkové intenzité 2-106 fotontl-s! se vypinaji. Celkovou
intenzitu ovliviiuje mimo jiné i frekvence laserové hlavice, kterd tuzce souvisi se stanovitelnym rozsahem
dob Zivota.
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Ve vyzkumu se pouZziva bud fluorescence prirozené se vyskytujicich latek, nebo
cilené vybarvovani. Obrazek 26 ukazuje kompozitni RGB obrazek ziskany z analyzy FLIM
kvasinky Cystofilobasidium capitatum a jednotlivé barevné kanaly, které prislusi typickym
¢astim ziskanym z globdlni fitovaci analyzy. Ta seCte Casové informace ze vSech bodi
obrazku do jedné vyhasinaci krivky. Pri excitaci 467 nm v rozsahu emisnich vinovych
délek 520 = 35 nm jsou nalezeny tri €asy, z nichZ dva delsi odpovidaji riznym formam
flavinG (riboflavin, flavinmononukleotid, flavinadenindinukleotid) a posledni, velmi
kratky, pak karotenoidtim.

Pti studiu Zivych systémi je obecné nutné pouzit slozitéjsi piistup. Je nutné ziskat
zjednoho skenu tvarové a funk¢ni informace. Tato nutnost vyplyva napriklad
z fotovybélovani nebo obtiZzného zpisobu fixace, kdy je malé mnozZstvi bakterialni
suspenze, typicky 50 uL, pfevrstveno a promichano s horkym 2-3%roztokem agar6zy na
krycim skle
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[swus]lzl

&
=
o
=
Z
L

0.7 ns

Obrdzek 26 Kompozitni RGB obrdzek autofluorescence C. capitatum z FLIM analyzy. Zeleny kandl zobrazuje
fluorescenci karotenoidii.

4.5.1 Strukturni studie

Metoda fluorescen¢ni sondy v kombinaci s FLIM byla vyuzita pfi studiu akumulace
zasobniho polymeru polyhydroxyalkanoatu (PHA) v bakteriich Cupriavidus necator H16
pri kultivaci s porovnanim s neprodukénim mutantem C. necator PHB-43°.

Pro vizualizaci vnéjSich vrstev bylo pristoupeno kvyuZiti modrého (Cervena
excitace, Cervena emise) amfifilniho barviva DiD®%9, které neprochazi pres vnéjsi vrstvy.
DiD® lze ovSem excitovat i vilnovou délkou pro excitaci Nilské cervené. Proto bylo
pristoupeno ke kombinaci spektralniho ¢asového rozliSeni se stridajici se excitaci (PIE,
pulsed-interleaved excitation). Pri excitaci se stridaly zeleny a Cerveny laser s frekvenci
20 MHz, signal byl rozdéleny na dva detektory ve spektralnich oblastech Zluta

39 Mravec, F.; Obruca, S. et al. FEMS Microbiol Lett 363 (2016), 1-6.
40 1,1'-Dioktadecyl-3,3,3",3"-tetramethylindodikarbocyanine, 4-chlorobenzenesulfonat

35



550 + 49 nm a ¢ervena 690 = 70 nm. Zluty signal byl detekovan mezi 0-25 ns, ¢erveny
mezi 25-50 ns. Tak bylo docileno, Ze jeden z kanali zobrazoval pouze emisi z granuli a
druhy obrys bakterie.

Situaci shrnuje Obrazek 27. DalSim zajimavym vysledkem je intenzitni profil
vybarvené granule, ktery lze proloZit Gaussovou krivkou. Takové rozloZeni znamen3, Ze
lipofilni barvivo probarvilo celou granuli a neni zachyceno jen na povrchu.

Vysledky ziskané pomoci fluorescen¢ni mikroskopie jsou v dobré shodé se
zjisténymi vysledky pomoci elektronové mikroskopie a pomohly zjistit, Ze maximalni
objemové procento granuli je okolo 40 %.

Pulse-Interleaved Excitation Spektralné rozlisené detektory Time-gating

G exc./Y det./0-25 ns

Cerveny
DiD +
NR signal**

TIME [ns}-

* signal z lipofilni faze
** signdl z povrchovych a relativné hydrofilnich oblasti

Obrdzek 27 Prehled nastaveni experimentu pro stanoveni zastoupen{ granuli PHA v bakteriich. Adaptovdno dle [39].
4.5.2 Studie cytoplazmy

Pokud jsou bunky vystaveny stresu jako  teplota/chlad nebo
hypertonickému/hypotonickému prostiedi, miiZou byt ovlivnény vlastnosti cytoplazmy.
Z dilezitych vlastnosti cytoplazmy mohou byt ovlivnény viskozita nebo pH pripadné i
koncentrace nizkomolekularnich elektrolyti. Timto mohou byt ovlivnény transportni
vlastnosti cytoplazmy nebo elektrostatické interakce latek v cytoplazmé interagujici.

Pro studium fyzikalné-chemickych vlastnosti cytoplazmy se vyuZivaji napf.
prislusné sondy reagujici na pH, chelata¢ni €inidla pro ionty i ,trackery” pro sledovani
délenti. Je zarovent mnoho technik, jak dostat fluoreskujici ¢inidlo do bunék#1.

Tento pristup byl pouZit ve studii dopadu hypertonického prostredi na bakterie
produkujici granule (C. necator H16) a mutantni kmen (C. necator PHB-4)42. Fluorescen¢ni
mikroskopie byla jedna ztechnik zahrnujici elektronové mikroskopie, Ramanova

41 ATP, pinocytdza, elektroporace, fuze s kationickymi lipidy, fize s cervenymi krvinkami, mikroinjekce,
bombardovani mikroprojektily, sklenéné kulicky, ultrasonifikace, ... viz. Molecular Probes Handbook, A
Guide to Fluorescent Probes and Labeling Technologies, 11th Edition, ISBN: 0982927916

42 Obruca, S., Sedlacek, P., Mravec, F. et al. New Biotechnol 39 (2017), 68-80
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spektroskopie, plynova chromatografie a thermogravimetrie. Vysledky z fluorescen¢ni
casti vyzkumu ukazaly rozdily mezi H16 a PHB-4 v reakci na hypertonické prostredi.
Zatimco priimérné pH u obou kment je bez vétSich rozdili ve standardnim prostredi
(7,4-7,5), v hypertonickém prostredi je pokles pH vyraznéjsi u neprodukéniho kmene
PHB-4. To by mohlo ukazovat na protrZeni buné¢né membrany a rychlejsi rozvrat
neprodukujiciho PHB-4. FLIM obrazky také ukazuji jednotlivé PHB-4 bakterie velmi
neostfe sdifuznimi okraji vhypertonickém prostfedi ve srovnani s prostifedim
standardnim.

Mapovani viskozity piineslo v chovani obou kmeni rozdilné vysledky a podpofilo
interpretaci zmény pH. Vliv hypertonického prostredi znamenal zvySeni hodnoty
anisotropie u H16 a pokles u PHB-4, coZ by Slo vysvétlit tak, Ze u H16 doslo k zahusténi
vnitiniho prostredi v diisledku osmézy a u PHB-4 k protrzeni membrany a roziedéni
vnéjSim prostiredim. Pozoruhodny fakt je, Ze ve standardnim prostfedi vykazuje
anisotropie sondy BCECF vyssi hodnotu u PHB-4 nez H16. Toto miZe souviset
s mySlenkou lokalizace sondy nebo hydrolytického aparatu, ktery umoZznuje vyssi rota¢ni
pohyb sondy u H16 neZ u PHB-4.

Obdobné Ize pohliZet i na rozloZeni intenzity fluorescence u FLIM obrazku. Zatimco
je u PHB-4 intenzita rozloZena viceméné rovnomeérné v celé bakterii, u H16 jsou vidét
mista svyss$i a niz$i intenzitou. Jednim z mozZnych vysvétleni je rozdilné misto, kde
probihad hydrolyza esteru fluorescentni sondy. U PHB-4 by to pak znamenalo, Ze
hydrolyza probiha u buné¢né membrany, u H16 v mezigranularnim prostoru nebo na
povrchu granule.

4.5.3 UV protektivita

Fluorimetr lze pouzit i jinym zplisobem neZ jen k méreni emisnich/excita¢nich
vlastnosti. Geometrie fluorimetru, kdy je excitacni a detek¢ni systém viici sobé v ihlu 90°,
umoznuje sledovat naptiklad rozptylené svétlo. Tuto techniku je moZno brat jako variantu
nefelometrie, kdy je pozorovan Tyndallliv jev43. Tato technika byla pouZita pfi studiu
rozptylujicich vlastnosti PHB granulich*t. Jeden zmyslenych dtsledkii pritomnosti
granuli je ochrana bunécnych systému proti UV zareni. Tato myslenka byla testovana
kultivacnimi testy, priitokovou cytometrii pro stanoveni Reaktivnich forem kysliku a
rozptylovymi technikami. Pokud porovname pfi shodném nastaveni pristroje a shodné
absorbanci vzorku kmen H16 a PHB-4, zjistime, Ze rozptyl H16 je vyraznéjsi nez u PHB-4
a to nejvice pravé v UV oblasti. To by potvrzovalo zjisSténé vysledky, kdy kmen H16
vykazoval v dalSich testech vyssi odolnost proti UV zareni nez bez granuli kmen PHB-4.

43 Rozptyl svétla na koloidnich (a vétSich) ¢asticich.
44 Slaninova, E., Sedlacek, P., Mravec, F. et al. Appl Microbiol Biotechnol 102 (2018), 1923-1931
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5 ZAVER

Tato habilitacni prace se zabyva vyuZitim vybranych fluorescen¢nich technik ve
studiu rtzné komplexnich koloidnich systémt - od roztokii polymeri po
mikroorganismy. Na praktickych prikladech bylo ukazano, Ze fluorescencni techniky od
spektroskopickych po mikroskopické jsou velmi silnym nastrojem pro vyzkum Zivé i
nezivé prirody. MnozZstvi technik se neustale rozviji, zvlasté pak v oboru vysoce rozliSené
mikroskopie, a mnoZzstvi fluorescenc¢nich sond a znacek pro riizné aplikace je obrovské.

Uvedené praktické priklady nemély ukazat jen S$ifi fluorescencnich technik
dostupnych vramci Fakulty chemické, ale zabyvaly se i hlubSi interpretaci jiz
publikovanych vysledki. Spravna interpretace ziskanych dat se da totiz povazovat za
pozorované struktury nevykazuji vlastni fluorescenci. ObtiZnost interpretace
namérenych dat lze snizit, pokud je dostupnych vice technik. Jako vhodnym, ne-li rovnou
nezbytnym, dopliikem stacionarni fluorescenc¢ni spektroskopie je dynamicka casové
rozliSend spektroskopie nebo obdobné dynamickd technika meéreni fluorescenéni
anisotropie (byt je vétSinou porizovana ve staciondrnim maédu). Pokud je k dispozici i
mikroskopicka technika fluktua¢ni spektroskopie (napt. FCS), jsou pak dostupné veskeré
charakteristiky daného fluoroforu - interakce v excitovaném stavu a mobilita v daném
prostiedi.

Tento souhrnny prehled pak také ukazuje, Ze je zde velmi Siroké pole pro rozvoj
dal$ich technik na FCH VUT, které nebyly v praci zminéné, ale ve kterych pokracuje
vyzkum

38



6 ABSTRACT

This habilitation thesis deals with the use of selected fluorescence techniques in the study
of variously complex colloidal systems - from polymer solutions to microorganisms.
Practical examples have shown that fluorescence techniques from spectroscopic to
microscopic are a very powerful tool for research into both living and inanimate nature.
A number of techniques are constantly evolving, especially in the field of high resolution
microscopy, and the amount of fluorescent probes and markers for different applications
is huge.

These practical examples should not only show the breadth of fluorescence techniques
available within the Faculty of Chemistry, but also deal with deeper interpretation of
published results. The correct interpretation of the obtained data can be considered the
most complicated part of the use of fluorescence techniques, especially when the
observed structures do not exhibit their own fluorescence. The difficulty of interpreting
the measured data can be reduced if more techniques are available. A suitable, if not
necessary, complement to stationary fluorescence spectroscopy is dynamic time resolved
spectroscopy or a similarly dynamic technique for measuring fluorescence anisotropy
(although it is usually acquired in stationary mode). If a microscopic fluctuation
spectroscopy technique (eg, FCS) is available, then all the characteristics of the
fluorophore - the excited interaction and the mobility in the environment - are available.
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