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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyvala studiem interaksiogennich a amfifilnich
fluoresceknich sond s polyelektrolyty. Vyzkum chovaschto koloidnich systéinby mohl
pomoci v objaséni interakci mezi polyelektrolyty a tenzidy. Cildlo zjistit, zda uvedené
sondy jsou vhodné pro takovyto vyzkum.

Vtéto praci byly pouzity dva elektrolyty, konkrétnpolystyrensulfondt sodny
a hyaluronan. Byla studovana interakce mezi nirffluarescednimi sondami: 4-Di-2-Asp,
dodecylakridinovou oranzi, methylenovou ripdiO a DiA. Poté byl do tohoto systému
piidavan kationtovy tenzid cetyltrimethylamonium bidm Vzorky byly prozkoumany
pomoci metod fluorescéni a UV/VIS spektroskopie. Byla &fena emisni a absami
spektra uvedenych sond.

Duvodem, pré byly pokusy provéaghy pra¥ s €mito sondami, byl fedpoklad, Ze diky
piitomnému kladnému naboji se budou tyto sondy edekdticky vazat na zaparmabity
polyelektrolyt. U fluorescamich sond dodecylakridinové oranzi a methylenovéiirse také
piedpokladala tvorba diméri jinych agregail. U sondy 4-Di-2-Asp rly byt pozorovany
zmeny intenzity fluorescence a absémfch spekter v souvislosti gipadnou tvorbou
agregai. V literatire nebyly zatim agregaty 4-Di-2-Asp popsany. ¥oghu mefeni toto
nebylo jednoznén¢ prokdzano. Jednoztrda tvorba dimer byla pozorovdna pouze
u dodecylakridinové oranzi.

Sondy DiO a DIA byly pouzity pouze ve studiu inteca s polyelektrolyty. Tyto
fluorescekini sondy se projevily jako nevhodné, jelikoZ sébsgaly na stny zkumavek.

Bylo zjiSttno, Ze v systému polyelektrolyt-sonda jsou fluoeesei sondy z komplexu
vytésiovany cetyltrimethylamonium bromidem, ktery se \‘amésto nich. Tenzid interagoval
s vaznymi misty polyelektrolytu — se zapdmabitymi skupinami.

ABSTRACT

This diploma thesis studied the interaction of coand amphiphilic fluorescent probes
with polyelectrolytes. The research of such cobbidystem could be helpful in deeper
understanding of interactions between polyelecteslyand surfactants. The aim of this thesis
was to determine whether ionic or amphiphilic psobee suitable for this research.

Two polyelectrolytes, sodium polystyrene sulfonated hyaluronan were used in this
study. Interactions of polyelectrolytes with fluscent probes (4-Di-2-Asp, methylene blue,
dodecyl acridine orange, DiO and DiA) were studiedhis work. Then cationic surfactant
cetyltrimethylamonium bromide was added to thistays Samples were studied using
fluorescence and UV/VIS spectroscopy. Emissionabsbrption spectra of these probes were
recorded.

This experiment was based on hypothesis that dpeditive charge these probes will bind
to the negatively charged polyelectrolyte. Formatiof dimers or other aggegates was
presumed for fluorescent probes dodecyl acridia@@e and methylene blue.

When 4-Di-2-Asp was used,changes in fluorescentensity and absorption spectra
in connection with possible formation of aggregat@s supposed to be observed.

It should be noted that formation of dimers for 42DAsp is not described in literature.
The formation of dimers wasn't clearly demonstratieding the measurement. Formation
of dimers was observed only with dodecyl acridirenge.



Probes DiO and DIiA were used only in the studyhef interaction with polyelectrolytes.
These fluorescent probes showed up as inappropetause they adsorbed on tube walls.

When cationic surfactant was added to hyaluronaoréiscent probe system, surfactant
pushed away fluorescent probe and bonded eledioadha to negatively charged groups
of polyelectrolyte.

KLi COVA SLOVA

kyselina hyaluronova, polystyrensulfondt sodny, hyiehova motl 4-Di-2-Asp,
dodecylakridinova oranz, DiO, DIA, tenzidy, asosiat vlastnosti
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hyaluronic acid, sodium polystyrene sulfonate, yietie blue, 4-Di-2-Asp, dodecyl
acridine orange, DiO, DIA, surfactants, associafik@perties
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1 UvOoD

Studiem koloidnichtastic a systéfh se zabyvd mnohoédeckych pracovnik Pra je
vlastre dalezité tyto systémy studovat? | kdyz si to lneukdomujeme, jsou nedilnou
souwasti naseho Zivota a doprovazeji naséténa kazdém kroku a zivot bez nich bychom si
uz nedokazali fedstavit.

Koloidni ¢astice se nachazeji v naSefte ta mizeme je nalézt také v zubni pagtracim
prasku anebo v mydle, které nam gréiky tmto systéerim umoziuji smyt neistoty. Take
mnohé potraviny maji koloidni charakter — fi&gjad ml&né vyrobky. Koloidnicastice jsou
také vyuzivany v Iékatvi jako cilené nose I&iv.

Abychom potenciél koloidnich systémmohli naplno vyuZzit, jefeba poznat lépe jejich
vlastnosti, cozZ je nam umo3m pomoci zn&ni koloidnichéastic fluorescetmimi sondami
a jejich naslednou fluorescenci. Fluorescence naskypuje cenné informace o chovani
makromolekul i biologickych systéima tim nam pomaha pochopit procesy odehravajici se
jak v naSemdle, tak i v naSem okoli.

Kyselina hyaluronova se uphatje v lékdstvi diky svym protizatlivym G¢inkam
a vyuziva se také hajnv kosmetice a to diky svému hydratéamu (&inku. V oblasti cilené
distribuce Iéiv méa silny potencial, ndfklad @i lécbé rakoviny, jelikoZz je obsazena
v rakovinotvornych biikkach. Diky obsahu kyseliny hyaluronové mohou rakowiorné
buiky metastazovat. iedpoklada se, Zze pokud by nmsiy systém obsahoval kyselinu
hyaluronovou, dostal by se snaze k rakovinotvornymikam. Timto by se eliminovaly
nezadouci &inky celkové I€by, v piipad rakoviny chemoterapie.

V této praci byly studovany interakce s kyselingralbronovou a polystyrensulfonatem
sodnym, jelikoZ jsou to latky biokompatibilni a Auané pedevsim v medicin



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA) je vysokomolekularni latkktera byla poprvé izolovana
ze sklivce ¢i skotu a popsana roku 1943 Karlem Meyerem a jesistemtem Johnem
Palmerem. Jméno dostala tato vSestranna biomolekidsti dle svéhotvodu a zasti diky
své struktie. Nazev je odvozen od slova ,hyaloid“, coz znam&i&ec a poté z anglického
nazvu ,uronic acid‘€esky uronova kyselina, kterou ve své strisktobsahuje.
aby odpovidal mezinarodni nomenkiasacharid a zarové odrazel fakt, Zze se tato latka
muze vyskytovat viznych formach, jak ve forén kyseliny tak i jeji soli. Vdle
se nevyskytuje jako kyselina nybrz jako polyanibh

2.1.1 Chemicka struktura

Hyaluronan je linearni polysacharid nalezici do psky latek znamych jako
glykosaminglykany. Je vyt¥eny z opakujicich se disacharidickych jednotekoTatinotka
obsahuje kyselinubD-glukuronovou a N-acetylb-glukosamin. Mezi d&mito slozkami
se vyskytuji dva typg-glykosidickych vazeb a to 1-3 a 112.

%acO0H 2 CH,0H °CH,0H S9C00H

() (b)

Obr.1 Spojeni disacharidickych jednotek v kys&lmyaluronovég-glykosidickou vazbou
(@) 1-3 (b) 1-4[3]

Obk¢ cukerné jednotky jsou prostorbpodobné glukdze, u kteréfvkonfiguraci zaujimaji

Obr. 2 Struktura hyaluronanu — prostorové uspdani funknich skupir{4]



Toto usp#adani molekulu stabilizuje a zardvetakto usptddané vodiky vytva
hydrofobni oblasti a postranigttzce oblasti hydrofilni. Tyto oblasti maji vliv nargkturu
hyaluronanu ve fyziologickych roztocich, ve kteryah molekula hyaluronanu &téa tvai
strukturu gipominajici stuhyl].

Obr. 3 Struktura hyaluronanu v roztoKg]

Hyaluronan syntazy (viz kapitola 2.1.3) jsou schomytvorit dlouhy linearnifetzec,
jehoz pdet disacharidickych jednotektre dosahnout az deseti tisic. Molekulova hmotnost
tak mize dosahnout 4 milidn Da (jelikoz molekulovd hmotnost jedné disachakéic
jednotky ¢ini 400 Da), coZ fedstavujeiettzec dlouhy az 10um pi pramérné délce
disacharidu 1 nm. Vijfpadt, Ze by se hyaluronan rozpinal po celé své détsala by se
jeho délka pblizn¢ praméru délky lidského erytrocyt[6].

2.1.2 Vyskyt a funkce

Hyaluronan je viizné mfe pfitomen téndi ve vSech biologickych tekutinach a tkanich
vSech obratlovt. Také je obsazen v kapsulich §&i ochranna vrstva)ékterych bakterii.
Naopak u hub, rostlin a hmyzu se tento polysachesid/skytuje vibec.

V organismu se hyaluronan vyskytujetznych formach a pini také&zné funkce. Mze
hrat roli plniva, iontog vyménného filtru, promotéra butiné migrace. Podili se
na embryonalnim vyvogi hraje dilezitou roli v hojeni a regeneraci tkan

Vlidském €le se hyaluronan vyskytuje ndidad v extracelularni  matrix
(vysokomolekularni hyaluronan), kde slouzi jakoulkstirni podpora a scaffold (,leSeni®)
pro diferenciaci tkani a bgk. Dale se nachazi ve sklivci, kde je hlavni stavgbdnotkou
¢i v synovialni tekutis, ve které slouzi jako lubrikant a zardv@omaha tlumit narazy.
NejveétSi mnozZstvi hyaluroanu v naSeriet obsahuje &Ze, ve které se nachazfilgizné
polovina z celkového mnoZzstjd].

2.1.3 Metabolismus

Metabolismus hyaluronanu je dynamicky. Existujiuiky, které syntetizuji hyaluronan
po celou dobu svého Zivota, jako hiigad chondrocyty v chrupavkach. Metabolické studie
ukazaly, Ze polas rozpadu takto syntetizovaného hyaluronanu je t@edhy, avSak
u keratinocytt v epidermis je to mé&mez jeden defb].
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Hyaluronan je firozerg syntetizovan v btkdch Golgiho aparatu pomodi integralnich
membranovych protein zvanych hyaluronan syntazyU obratlové se vyskytuji iti typy
téchto protei: HAS1, HAS2 a HASS.

U savd je pak enzymaticka degradace hyaluronanu vysledkiamity tii typa enzymi:
hyaluronidazy, B-b-glukuronidazy a pB-N-acetyl-hexosaminidazy. Obecn Ize fici,
Ze hyaluronidaza &bi vysokomolekularni hyaluronan na mensi oligosadiiaa zbylé dva
enzymy se podili na degradaci oligosacharidovyafyrfrenti. Pisobeni produkt degradace
hyaluronanu ma za nasledek zvySenintké permeability, proto se vyuziva hyaluronan
ve spojeni s jinymi léKy k urychleni jejich rozmli, jako je tomu ndfklad v ani chirurgii,
kde je pouzit v kombinaci s lokalnimi anestetikyphdto faktu vyuzivaji i &které bakterie,
které produkuji hyaluronidazu, aby zvySily svou ifitbskrz &lesné tkaa [1].

2.1.4 Vyroba

Pavodre byla HA izolovana z mnohaiznych zdroj — sklivce, pupéni sury, kohoutich
hiebinki apod. Extrakce hyaluronanu z kohoutichielinlka celila v3ak néamitkam
na pouzivani latek ziwssného @vodu v biomedicinskych a farmaceutickych aplikacich
Proto byla vyvinuta mikrobialni fermentace jakoeatiativni zfisob vyroby. Prvni takto
komekné vyrobena HA byla z bakterie kmene Streptococcuzepmemicus, kterytstava
stéle BZn¢ pouzivanym kmenei].

2.1.5 Vyuziti

Kyselina hyaluronova, stejntak jako jeji rozkladné produkty, je uzivanatzmych
oblastech mediciny. Biologické vlastnosti fragniese liSi od jejich $tSich prekurzatr.
Vysokomolekularni HA vykazuje protizéthive, antiangiogenni a imunosupresivni vlastnosti,
naopak dedreé velké fragmenty jsou angiogenni a imunostimioia Tato rozmanit§ada
vlastnosti zavisejici na pm disacharidickych jednotek, umafe uzivat HA v #@znych
lékaskych aplikacich (tkéoveé inZenyrstvi, cilena distribuceie, kvalitnéjSi hojeni ran atd.),
k cemuz pispiva i jeji biologicka odbouratelnost, biokompdiia a hydratani (inky.

Kyselina hyaluronova a jeji derivaty se vyuZzivajpdhrag citlivé tkarg, k vyplreni
a rozsfeni tkaovych prostor, k oddeni pojivovych tkani p zrarénich, ¢imz se zabuguje
jejich adhezi a fedchazi se tvogbnadnérnych jizev, k ochrah zdravé i zraéné tkar
proti vlivu sucha a Skodlivych faktbra v neposlednfacé k nahrad a doplrni tkaiovych
tekutin (napiklad doplreni poskozené synovialni tekutiny u artritickych ipatl
prostednictvim intra-artikularnich injekcj®].

Z dalSich konkrétnichifkladia vyuZziti mizeme zminit dermatologii a plastickou chirurgii,
ve které se hyaluronanem vypji vrasky¢i rty a pouziva se takéripopbnow hlasivek|[8].

V oftalmologii je hlavni vyuZiti ndhrada tekutinysklivci oka ztracené négixlad bthem
operace Sedeho zakalu. Pouziva se tak&k I@oruch @niho povrchuc¢i v kombinaci
s jinymi molekulami, pokud p&tbujeme do oka dostat i jinowi¢ou latku k I&bé infekci

[9].
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2.2 Polystyrensulfonat sodny

Polystyrensulfonat sodny je hydrofilni iontovy polgr, ktery je velmi dale rozpustny
ve vodE a nerozpustny v nizSich alkoholech.

Obr.4 Monomerni jednotka polystyrensulfonatu sodn@lod

V pevné fornd se vyskytuje jako jemny prasek bile krémové az sitle hredé barvy.
Bod tani je 450C a jeho hustotaip25°C nabyva hodnoty 0,80tamn™. Fripravovan byva
polymerizacii kopolymerizaci styrensulfonatu sulfonaci polystyrenid1,12]

Své uplatani naSel polystyrensulfonatigrevsim v Iékistvi, kde se pouziva kdée
hyperkalemie, coz je porucha homeostaze draslikiunip je jeho koncentrace v plagm
zvySena nad hranici normy, tedy nad 5,3 mdml®. Fi této nemoci je nejohrozé&gim
organem srdce, ie také nastat zvySena nervosvalova drazdivastikova paralyz§l 3].

Podstatou vyuziti polystyrensulfonatu je v tomtdppc procescast&ného uvahovani
iontd sodiku, které jsou nahrazeny ionty drasliku — f@di/ funkci iontomnice. Tento proces
je uskuténovan i prichodu intersticialnim traktemjgvazrié vSak v tlustém geve. Pribéh
je relativre pomaly, mize trvat hodiny az dny a jeho efektivita se pohgbakolo 33%.
Pacientm je Iék podavan ve forérsuspenze perorémebo rektala [12].

V sowasné dob se zkouma vyuziti polystyrensulfonatu také jakaikamce@niho
prostedku a zarove mikrobicidu. Mikrobicid je chemicky prostdek, ktery je pouZivan
Zenou a zabiji, neutralizuje nebo blokuje virus Hi\WalSi patogenjli4]. Krom¢ toho je
antimikrobiélré aktivni také proti lidskému papillomavitti oparu. V preklinickych studiich
bylo zjiS€no, Ze polystyrensulfonat inhibuje spermie a brardnikani @lozniho hlenu
do hrdla. Ukazalo se také, Ze polystyrensulfon&azyje antikoncefmi (€inek po rekolik
hodin[15].

2.3 Koloidni disperzni systémy

Disperzni soustava je systém, kteryitvdve casti, gicemz jednatést je disperzni podil,
ktery je rozptylen ve forghcastic ve spojitéem prosdi nazyvajici se disperzni priesti.
V roztocich je zastoupeno disperzni pfedt rozpousidlem a disperzni podil rozpgabu
latkou. Povaha disperzniho systému jéouanaiadou faktoii. Jedna se hla¥no velikost
rozptylenych¢dstic ¢i jejich tvar, p@et fazi v systému, interakce me#sticemi a okolnim
prostedim, vzajemneé interakce meaisticemi a také povrchové a elektrické viastnesstic.
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Disperzni systémy jsou na zakéadelikosti ¢astic rozdlovany do rkolika skupin,
mezi kterymi je vSak plynulyiechod[16].

e analyticky disperzni systémy — systémy s nejmensg#sticemi (do 1 nm) jsou
roztoky nizkomolekularnich latek, ve kterych jsaspérznim podilem molekuly
¢i ionty.

» Kkoloidr¢ disperzni systémy — systémy obsahugéstice v rozmezi od 1 nm
do 1um

* mikrodisperze — systémy s veliko&éistic od Jum do 10um

* makrodisperze — systémy obsahuji@stice pozorovatelné jiz pouhym okem
(nad 10um)

Castice koloidniho disperzniho systému vykonavagibdl tepelny pohyb neZastice
v analytickych disperzich, ale intenzé@i neZ v hrubych. Intenzita tohoto pohybu roste
se stupsm disperzity, jelikoZ roste et ¢astic a tim i poet vzajemnych srazelCastice
vyvolavaji maly osmoticky tlak, ktery roea roste s rostoucim stugm disperzity.

Koloidni systéemy maji také charakteristickou schugtin- tvdit gely, coz jsou systémy
s trojroznérnou siti vytvéejici souvislou strukturu, kter4 prostupuje celynspdrznim
prostedim. Disperzni prostdi i disperzni podil jsou zde spojité.

Koloidni disperzni soustavyiheme dale rozdit [16]:

» Lyofobni disperze (koloidni disperze) — heterogesystémy, ve kterych disperzni
prostedi a disperzni podiliedstavuji d¥ rizné faze. Tyto faze jsou od sebe
odckleny fazovym rozhranim, které ma vyrazny vliv ngcle vliastnosti. Takovéto
systémy mohou vznikat dispergaci z makraféigondenzaci z pravych roztok

* Lyofilni koloidy (koloidni roztoky) — homogenni kamidni systémy, ve kterych
disperzni podil s disperznim prisdim tvdi jednu fazi. Jsou to pravé roztoky
makromolekul, které jsou stalé a vznikaji samovoinyrozpoustnim.
Tento samovolny vznik je podmim afinitou makromolekul k disperznimu
prostedi.

» Asociativni (micelarni) koloidy — systémy vznikdjisamovolnou reverzibilni
asociaci nizkomolekularnich latek s amfifilni sturou v pravém roztoku.
Mezi vzniklymi asociaty a molekulami v roztoku s&avuje rovnovaha.

2.4  Asociani procesy
2.4.1 Asociativni (micelarni) koloidy

Pokud zvolime vhodné rozpoudlo, poskytne nam aita skupina nizkomolekularnich
latek ve velkém iedéni pravé roztoky. Pokud koncentracghto latek pekradi urcitou
hranici, z&nou utvdet castice koloidnich rozemi. Tyto polymolekularntastice se nazyvaji
micely a latky, které se takto vroztocich chovggpu oznaovany jako micelarni
¢i asociativni koloidy.

Tyto systémy byvaji ozgavany jako lyofilni. Od lyofobnich systémse IliSi tim,
Ze nevyZaduji uglou stabilizaci. Koncentrace i fyzikalni vlastnostiicel jsou utovany
okamzitymi stavovymi vetinami (teplotou, tlakem, vlastni koncentraci i kentraci
pifidanych latek) a nezavisi na historii soustavy, mleu ugeny okamzitym stavem.
Asociativni koloidy jsou reverzibilni soustaja].
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2.4.2 Molekularni struktura asociativnich koloid &

Aby molekula byla schopna vytig€t micely, musi mit @itou strukturu. Je vyZadovano,
aby molekula obsahovala &wasti a to lyofilni a lyofobni. Lyofilni¢ast molekuly
je nositelem rozpustnosti vdaném pfedi a vykazuje velkou afinitu k rozpo&dhu.
Lyofobni ¢ast je naopak v daném prieti nerozpustna. Latky, které maji tuto strukturu,
se nazyvaji amfifilni neboli tzv. tenzidy.

hydrofobni¢ast — uhlovodikovyetézec hydrofilnicast — hlava

e

Obr.5 Amfifilni molekula

Molekula, jez tvéi micely ve vodném prostdi, obsahuji hydrofobni nepolaraést
(uhlovodikovytetézec) a silé hydrofilni polarni skupinu, ktera je schopna Zdji®zpustnost
ve voct. VétSinou se jedna o povrcheaktivni latky (PAL).

Podle schopnosti koloidnich povrchovych latek pbadté elektrolytické disociaci, je
muzeme rozdlit do nékolika skupin. Do skupiny ionogennich tenzighdime latky, které jsou
schopny disociace a dale j8iche na aniontové a kationtové. Skupina neionogagmténzid
zahrnuje latky neschopné elektrolytické disocidcg.

2.4.3 Kritickd micelarni koncentrace

Velmi ziedkné roztoky micelarnich koloid vytvareji tzv. pravé roztoky, které jsou
charakteristické zavislosti fyzikalnich w@h na koncentraci. i#® ur¢ité koncentraci
na Kivkach nastava vyrazny zlom, ve kterém dochaziukiké zn¢n¢ fyzikalné-chemickych
vlastnosti roztoku. Koncentraceii fkteré dochézi ke zlomu, se nazyvéa kriticka miggla
koncentrace (CMC).

CMC nam uéuje koncentraci, v niz v systému dochazi k agregaaiekul rozpu&né
latky do utvad koloidnich rozrngdrd, které nazyvame micely. Tato koncentrace je tapeyssi
mozna, Pi niz se jedt v roztoku vyskytuje rozpuda latka ve forrd molekul.

Tvorbu micel Ize také charakterizovat pomoci tayega&niho ¢i asoci&niho cisla, které
nadm udava, z kolika jednotlivych molekul se vysi@dnicela sklad§lL6].

CMC maze byt stanovena pomoci koligativnich vlastnostéré jsou ufeny pa@tem
disperznichiastic v objemové jednotce. Mezi koligativni viagttigpati nagiklad osmoticky
tlak, snizeni bodu tanii zvysSeni bodu varu. Pokud jegkraiena CMC, osmoticky tlak
stoupa se zavislosti na koncentraci mnohem pomaileji v roztoku jehoz koncentrace je
nizsi nez CMC. Poipkrateni mezni hranice koncentrace vykazuji zlomovogrmmi jiné
vlastnosti jako povrchové nép, molarni vodivost anebo rozptyl&ia.

U roztoki s vySSi koncentraci se v zavislosti na fyzik&hemickych vlastnostech
vyskytuje i druhy zlom, coZz naz&ige, Ze jsou v roztoku ifiomny i micely jiného
nez kulovitého tvar(i7].
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2.4.4 Struktura micel

2.4.4.1Micely ve vodném prostedi

Existence micel byla potvrzena mnoha experimentélpostupy, ale v w@eni jejich tvaru
melo zasadni vliv mfeni optickych vlastnosti, konkré&npomaoci rozptylu sstla. Takto bylo
dokazéno, Ze ve vodnych roztocich vznikaji tzv.tldgovy neboli sférické micely. Tyto
micely jsou kulovité agregaty, v nichz uhlovodikoi&gzce sn¢iuji dovnit (aby jejich
kontakt s vodou byl minimélni) a tiiotak jadro micely a jejichZ polarni skupiny &mji
do rozpousidla (Obr. 6)16].
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Obr. 6 Struktura sférické (Hartleyovy) micely

Kromé rozpoustdla ma vliv na agregaci také molekularni struktaeamotné amfifilni
molekuly. Vznikajici agregat je ovitwvan vzajemnym po#mem velikosti a tvaru hydrofilni
a hydrofobnicasti. Tento porr je vyjdden pomoci bezrozémné veltiny, kter4 se nazyva
kriticky agreg&ni parametr (the critical packing parameter — CPP).

-V
CPP=—, (@B
kdeV predstavuje objem hydrofobiésti molekuly, ktery zaujima v prostorje plocha

povrchu hydrofilni hlavy, kterou zaujim& na rozhiragregatu d je délka hydrofobniho
retézce.

P N~y

a

Obr. 7 Grafické znazoreni kritického agregéniho parametru
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V zavislosti na velikosti CPP mohou vznikat v raat¢18]:
»  sférické micely -CPP< (Obr. 8a)
»  vélcovité micely — < CPP< (Obr. 8b)

e laminéarni micely -€PP~1(Obr. 8c)
* reverzni micely -€PP>1 (Obr. 8d)

(a) (b) (©) (d)
Obr. 8 Prehled morfologie dalSich moznych agregd]

2.4.4.2Reverzni obracené micely

V nevodném prosedi se v Bkterych gipadech mohou t\d tzv. obracené neboli reverzni
micely (Obr. 9). Na rozdil od micel ve vodném predt je jejich jadro tvieno polarnimi
skupinami, zatimco uhlovodikovédetzce smdiuji ze stedu ven a jsou v kontaktu
s nepolarnim prostdim. CMC u takovychto systénje ©zké definovat, jelikoZ k jf@chodu
z pravého roztoku na koloidni dochazi v Sirokéremvelu koncentradiL6].
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Obr.9 Reverzni (obrdcend) micela

2.4.5 Solubilizace

Solubilizace je vyznamnou vlastnosti asociativri{oloidi, ktera Uzce souvisi se stavbou
micel. Tato schopnost umiidje rozpoustt i latky, které jsou istém disperznim prastdi
nerozpustné. Solubilizaci I1ze pozorovat jen, pojaitoncentrace micelarniho koloidu vyssi
nez kriticka micelarni koncentrace.

Proces solubilizace je zaloZzen na tom, Ze soluvéina latka je &lenovana do micely.
Mechanismus tohoto procesu se liSi podle molekuktroktury rozpougné latky. Nepolarni

latky se ve vodném prasdi rozpou&fi v jadru micel (Obr. 10a). Amfifilni latky
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(surfaktanty) se v micele untigi tak, Ze jejich polarni skupiny situji vn¢ micely, tedy
do vodné faze, a uhlovodikoyvezce dovnit jadra micely (Obr. 10b). Solubilizace polarnich
latek se uskutgiuje na povrchu micely nebo v jefisné blizkosti (Obr. 10c).

Vyznam solubilizace je prakticky, jelikoz se terjev uplatiuje @i detergenci, ktera
je podstatou prani a myti6].
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Obr. 10 Solubilizace (a) nepolarnich latek (b) kosurfaktafd) polarnich latek

2.4.6 Koloidni roztoky vysokomolekularnich latek

DalSi latky, které jsou schopny uteé koloidni systémy, jsou makromolekuly. Zde vSak
nejsou disperznicastice tvadeny shlukem jednotlivych malych molekul, jako jemio
v pripact asociativnich koloid, avsak jednotlivymi molekulami koloidnich rozn. V téchto
tzv. lyofilnich koloidech se tedy jedn& o utvaryedé jsou vazadny chemickymi vatgmmi
silami.

U vysokomolekularnich latek zavisi vlastnosti neja roznérech, ale i na strukie
molekul a jejich tvaru. Dle tvaru mohou byt vysokaekularni latky rozdleny na linearni
¢i vétvené polymery, nekokiaé sfovité struktury a globularni makromolekuly. &hto
uvedenych slotenin jsou schopny t¥d koloidni roztoky pouze linearni a globularni
polymery. Jako globularni jsou ozmeany trojrozrdrné molekuly, které maji omezené
rozmery.

2.4.6.1Roztoky vysokomolekularnich neelektrolyfi

Molekula linearniho polymeru #ize v roztoku vlivem tepelného pohybu nelisgbenim
vngjSich sil nenit swvij tvar. Toto otéeni je dovoleno otévosti ¢lend uhlikovéhotetzce
kolem spojnic se sousednimi uhliky. Tvar, ktery tboucestou vznika, se nazyva
makromolekularni klubko.

Ve zZtednych roztocich jsou od sebe makromolekuly dostetezdaleny, takze prostor
mezi nimi a mezi makromolekularnimi klubky je vygn molekulami rozpouétla.

V roztoku se pak nachazejiarg svinutéietzce, jejichz konformace seémi s¢asem. Stupe
svinuti makromolekuly zavisi na interakci s rozgediem a také na interakcich méeiezci.
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Dle interakci mezi rozpouXtlem a vysokomolekularni latkou beme rozpoustla
rozclit na:
 dobra — objem klubka se #&$uje, jelikoZz se makromolekula snazi vystavit
pusobeni rozpoustlla co nej¢tSi svoucast
» S3patna — klubko je co nejvice svinuté, jelikoz rkala ugednostiuje vazby
mezi jednotlivymiretzci
» indiferentni (théta) — makromolekuly se navzajeroutignuji
V roztocich s wtSi koncentraci dochazi k propleteni jednotlivyettzca, ¢imz vznika
spojita avSakidka struktura. Tento systémeplstavuje fechod ke géim [16].

(@) (b)
Obr. 11 Roztoky vysokomolekularnich latek (gdny roztok, (b) koncentrovany roztdk/]

2.4.6.2Roztoky vysokomolekularnich elektrolyti

Vysokomolekularni elektrolyty (polyelektrolyty) jadatky, které jsou schopny disociace,
protoZze obsahuji ionogenni skupiny. Diehto skupin je mizeme rozdliit do ne¢kolika
skupin:

» kyselé — obsahujici kyselé skupiny (hapOSOs; zde pati i kyselina hyaluronova
obsahujici karboxylové skupiny)

» bazické — obsahujici zasadité skupiny (napvH3)

» amfoterni — obsahujici jak kyselé tak i zasaditgsky.

Chovani elektrolyticky disociujicich makromolekul raztoku ovliviuji  krome
mezimolekularnich disperznich sil také sily elegtatické. Nenachazi-li se v roztoku jiny
elektrolyt nez vysokomolekularni, je vliv elektrastkych sil znan¢ velky. Je vSak
oslabovan fidavkem malého mnoZzstvi nizkomolekularniho eleigttol

Pokud linearni makromolekuly obsahuji pouze nalst@ného znaménka, maji malou
tendenci svinovat se v klubko. VeegzkEnych roztocich se pak spiSe vyskytuji ve férm
natazenéheetézce, coz je zjpsobeno odpudivymi silami mezi souhl&srabitymi skupinami.

Amfoterni latky, u kterych se pravidelrstidaji kladné a zaporné naboje maji tendenci
se svinovat do spiralovitého Utvaru.

18



Nizkomolekularni ionty fitomné v roztoku maji vliv na tvar makromolekulbgak u latek
obsahujicich pouze jeden naboj tak i u latek anridata.

i+ _+ =
+\ -
i +
\ Ao
+!_ +
(a) (b)

Obr. 12 Struktura vysokomolekularnich elektralytia) makromolekula se souhlasnymi
naboji, (b) amfoterni makromolekulh6]

2.5 Zaklady absorpéni spektrofotometrie v UV-VIS oblasti spektra

Spektrofotometrie v UV-VIS oblasti se za obdobi havéuzivani stala jednim
mohou byt pouzity jiné techniky, avSak zadna tigenkonkurovat UV-VIS spektrofotometrii
v jednoduchosti, univerzalnosiirychlosti[20].

Proto jsou také UV-VIS spektrofotometry volbotdiny laboratdi, které se zabyvaji
identifikaci ¢i mérenim organickych i anorganickych latek v Sirokél&k@odukti a proces,
jako nagiklad nukleovych kyselin, bilkovin, potravingig ¢i hnojiv [21].

2.5.1 Princip absorpéni spektrofotometrie v UV-VIS oblasti

V molekularni absoni spektrofotometrii se &ti mnozstvi absorbovaného ultrafialového
(UV) ¢i viditelného (VIS) zéeni zednymi roztoky molekul. Touto metodou tedy Zjigeme
do jaké miry a které vinové délky jsou roztokemIpowany.

Podminkou pro absorpci i ve viditelné nebo dlouhovingdésti ultrafialového spektra
je piitomnost elektroi s dostaténé nizkou exciténi energii. Tyto elektrony absorpci fotonu
prijimaji energii, diky které dochazi k excitaci dleku na jednu z mnoha vildr@ich
a rot&nich hladin. Takto se vytvavelmi blizké absofni cary ve spektru splyvajici v pés.
Absorgni spektra vdchto oblastech jsou proto svou podstatou elektrarsofunkini skupina
obsahuijici tyto elektrony se nazystéromofor[22].

2.5.2 Zakladni vztahy

Pokud na kyvetu, kterd obsahuje roztok absorblgily, dopada Zéy tok @, poté
prosly zdivy tok ® poklesne na nizSi hodnotu. Toto zeslabeni jgidapno odrazenim,
rozptylenim a pohlcenim (absorpcigta.

2.5.2.1Transmitance

Transmitance je vyj@dnim relativnicasti proSlého z&ni. Pokud jsou zanedbany ztraty
vzniklé odrazem a rozptylem na&sfich kyvety, pak je transmitance vyjéda jako porr
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proSlého a dopadajiciho ia&ho toku. Oznéuje se pismenem T &asto je uvaeha
v procentech.

T =2 nebo také T = — - 100(%). )

2.5.2.2Absorbance

Absorbance neboli extinkce je zapornym dekadickymgatitmem pevracené hodnoty
transmitance. Pokud je absorpce roztoku rovna feileylova i absorbance. Transmitance je
v tomto gipadt naopak jednotkova (10092p].

A = —logT = log% 3)

2.5.2.3Lambert-Beerav zakon

Dle Lambert-Beerova zakona je absorbance roztdkagumerna koncentraci absorbujici
latky v roztoku a tlouXe absorbujici vrstvy. Tato zavislostibe byt vyjadena rovnici
ve tvaru

A=¢-c-l, 4)

kde c predstavuje latkovou koncentradi,tlou§’ku absorbujici vrstvy &, je molarni
absorgni koeficient (Obr. 1323].

Absorgni koeficient je vellina charakteristicka pro danou latku v daném pedsta je
zavisla také na vinové délcetii fkteré je provagho netreni. Absorbance je vélna, ktera
setradi mezi aditivni. Je-li $¥lo absorbovano v roztoku vice slozkami, je koréeabsorbance
rovna sodtu jednotlivych absorban22].

c, e

/

Obr. 13 Znazorrni absorpce sitelného paprskusp priichodu kyvetou

Lambert-Beelv zakon je platny pouze za ditych podminek. Plati pouze
pro monochromatické ¥éni a #edsné roztoky o koncentracidadow mensich nez I6M.
Dale musi byt v roztoku pouze jedna absorbujicika¢24].
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2.5.3 Absorpéni kFivky

Absorgni kiivky jsou vyjadenim zavislosti absorbovaného nebo proméio s¥tla
na vinové délce, kmitau ¢i vinoétu. Obvyklym zdznamem jetikka zavislosti absorbance
na vinové délce.

A=f() ()

Na absorpni kiivky ma vliv mnoho éznych faktot. Mezi tyto faktory pai nagiklad
teplota, ktera se projevuje nejvice wednych roztocich. Poté ma vliv iontové sila roztoku,
vlivem které mohou byt zémény tvary absorgnich Kivek. Fisobenim rozpou&tla mize
dochazet k hypsochromningit bathochromnimu posunu. U hypsochromniho efekizthépi
k posunu vinové délky absamiho signalu skrem k menSim vinovym délkam.
U bathochromniho efektu dochazi k posunucage snérem. Absorgni spektra jsou také
ovliviiovana pitomnosti tenzid, ktera zjisobuje posuinqax @ vzfist molarniho absogpiho
koeficientu[25].

2.6 Luminiscenéni spektrometrie

Termin luminiscencepochazi z latinského slodamen coz znamena vipkladu s¥tlo.
Tento pojem oznaije vlastnost latky uvébvat energii emitovanim stelného z#eni.
Podle povahy absorbované energigizeme Iuminiscenci roztit na fotoluminiscenci
(energie byla absorbovana ve f@rrawtelného z#eni), chemiluminiscenci (energie byla
dodana chemickou reakci), bioluminiscenci (enerdigla dodana progdnictvim
biologickych pochod) a elektroluminiscenci (energie byla dodanmsgibenim elektrického
pole). Z hlediska analytického vyuZziti ma nggi vyznam fotoluminiscendeé].

2.6.1 Fotoluminiscence

Zakladem je skutmost, Ze i absorpci primarniho %éni gechazi elektron ze zakladni
energetické hladiny do excitovaného stavéhdn esunu elektronu z excitovaného stavu
zpéatky do zakladniho, tzv. deexcitace, dochazi oklpkci sételného z&eni systému.
Pti fotoluminiscenci je excitace iniciovana UV, Rviditelnym z&enim.

Alexandr Jablaski roku 1953 sestavil diagram, ktery popisuje jepyobihajici
pii fluorescenci doprovazené&anymi energetickymi fechody z jednotlivych hladin, které
nazval singlety a tripletf27].

Singletovy stav je, kdyZz dva elektrony ticd par maji opény spin a tripletovy stav je,
kdyZ tyto elektrony maji shodny spin.

L
I N

=0

(@) (b) (€)

Obr. 14 Zakladni singletovy (a), excitovany singletovygl@xcitovany tripletovy stav (c)
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Fotoluminiscenci dime na dva samostatné jevy fluorescencia fosforescencia to
dle toho, z jakého excitovaného stavu se elekteamati do stavu zakladniho.

2.6.1.1Fluorescence

Poprvé popsal jev fluorescence roku 1842 Sir Ge@geriel Stokes. Pojmenoval tak
luminiscenci, kterou pozorovakippouziti mineralu, ktery se nazyva fluorit (kaziyeodtud
nazev fluorescence Kratce nato po #&m objevil Sir John Frederick Wiliam Herschel
fluorescenci v roztoku chininj27].

Fluorescencepati mezi z#@ivé prechody, i kterych se excitovana molekula navraci
do pivodniho stavu za vyténi fotonu. U fluorescenceigrhazi excitovany elektron
z energeticky vysSiho singletového stavu tildad S) do stavu o niZsi energii {5
Pt tomto jevu se elektron e navratit do stavu o niZSi energii pouze z ngblvibrani
hladiny. Tudiz se io tomto procesu uplatije i vibracni relaxace(piechod z vysSi vibeai
hladiny na nizsi). # fluorescenci nedochazi ke 2n¢ spinu[28].

Vinova délka emitovaného &ni je zpravidla vysSi neZ igdni absorbovaného, ma tedy
nizsi energii. Tomuto jevu s@&a Stoke8v posun (posun vinovych délek), ktery je vyvolan

nez&ivymi prechody mezi vibrénimi hladinami29].

2.6.1.2Zpozdéna fluorescence

Pokud se excitovany elektron nachazi na tripletdaéint a je mu dodana energiejiae
se navratit z&t do singletového stavu. Odtud se poté vgmén fotonu vraci na zakladni
hladinu, jako je tomuipfluorescenci. Tento jev nazyvampoZzdna fluorescenceprotoze je
pii tomto procesu delSi doba dohasinaniZapmna setrvanim elektronu na tripletové hladin

2.6.1.3Fosforescence

Pokud dojde v systémurkezisystémovémuigzhodu coZ je pechod ze singletového 1S
do tripletového () stavu, nize tento excitovany elektron vy#asvou gebyt&nou energii
ve formg fotonu a tim se dostat na singletovy zakladni &Y. Tento z#éivy prechod
se nazyvafosforescence Jelikoz ma tripletovy stav nizZSi energii nez $iovy stav,
je vyz&ena vinova délkaa&tsi, nez pi fluorescenci.

2.6.2 Jablonskiho diagram

Jablaskiho diagram (Obr. 15) nazarnilustruje procesy, které mohou nastat
pii excitovanych stavech elektrdnPo absorpci gtelného kvanta mohou elektronieghazet
ze zakladniho singletového stavu do excitovanyamglsiovych ¢i tripletovych staw.
Na rozdil od pechodu mezi singletovymi stavygehod do stavu tripletového je doprovazen
Zmeénou spinu.

K uvolréni energie poté dochézi pomoctiz@ch i nezdivych prechodh.

K nez&vym prechodim fadime vnitni konverzi (VK), mezisystémovyiechod (MP)
a vibrani relaxaci (VR).

Pti vibra¢ni relaxaci dochazi kipchodu z vysSi vibeai hladiny na nizsi v ramci jedné
singletové¢i tripletové hladiny. B vnittni konverzi elektron i@chézi z vyssi singletove
hladiny do nizSi aifp mezisystémovemipchodu dochazi ke zZme spinu a elektronigchazi
z hladiny singletové na tripletovou.
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K z&ivym piechodim ftadime jiz zmidnou fluorescenci, zpo#dou fluorescenci
i fosforescencj28].

'y
E — VK
A LY,
S, A MP
S, Ea Y, —
T,
<«—Absorpce—
Fosforescence
| 4
 J 1
Sl] 0

Obr. 15 Jablaiskiho diagram

2.6.3 Excitaéni a emisni spektra molekul

Excitaéni a emisni spektrum ziskame &enim latky, ktera je schopna luminiscence,
za pomoci spektrofluorimetrufifmeieni exciténiho spektra je pe¥mastavena vinova délka
na emisnim monochromatoru & pnéfeni emisniho spektra je nastavena napevno vinova
délka excitdaniho monochromatoru. U exait@ho spektra se v podstgedna o zjednoduSené
absorgni spektrum rfené latky.

U emisnich spekter fie byt analyt excitovan kteroukoliv vinovou délkauoblasti
excitatniho spektra. Ovliiovano je také citlivosti detektoru v zavislosti viaové délce.
Emisni spektrum vyjadje pravépodobnost zdvého pechodu z excitovaného stavu
v zavislosti na emisni vinové délf2s].

2.6.4 ZhasSeni fluorescence

Zhaseni fluorescence je procesj gterém dochazi ke snizeni kvantového ¢iigt
fluorescence, aniz by se émilo fluorescetni emisni spektrum. &dy se spolu
s koncentrenim zhaSenim objevuje emisni pas excimerové fleerese, ktery je posunut
vzhledem k vinovym délkam fluorescence izolovanyaiekul.

Zhaseni lze rozdit na dva typy -dynamickéastatické

K dynamickému zhaSeni dochazi tehdy, je-li excibgvéluorofor deaktivovan srazkou
s molekulou zhase a timto se vraci do zakladniho stavu pesktictvim nezéveho
piechodu. B tomto procesu nedochézi k chemickym ¢mdm. Naopak statické zh&Seni
je doprovazeno chemickou #Znou, jelikoz se P kontaktu fluoroforu a zhase vytv&i
komplex, ktery nevykazuje fluorescenci.

NejcastjSim zhaseem fluorescence i fosforescence je molekularniikys$tluorescenci
také zhaseji atomy halogefbrom, j6d)25].
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Typy zhaSeni fluorescen{z5]

1.

2.7

Koncentr&ni (samo)zhaSeni fluorescence

Od ucité hranéni koncentrace (tzv. prahova koncentrace analytaghdézi
k poklesu kvantového wiku. Tento jev je idkledkem neelastickych srazek
mezi excitovanymi molekulami a molekulami v zakladnstavu, které zéni
absorbuji, ale neemituji ho. Energie je unsidna ve forré tepla.

Vnitini konverze molekul

Jako disledek srazek excitovanych molekul s neexcitovanjiastava disipace
energie na ne&é formy. Ztraty se zvySuji s rostouci teplotoujsmu také
ovliviiovany koncentraci molekul, viskozitou roztoku atd.

Vnitiné filtra¢ni efekt
Pri tomto procesu dochazi k absorpci sekundarnihdoeamého zé&ni molekuly
v roztoku analytu a nastavéefryv excit&niho a emisniho spektra.

Zhaseni emitovanéhoizhi nadbytkendinidla

Absorbuje-li¢inidlo (¢i jiné sloweniny gitomné v roztoku)  blizké vinové délce
jako fluoreskuijici latka, dochazi k absorpci prinio zdeni gednosts cinidlem.
Tedy jiz nestéi z&eni pro excitaci produktu analytu.

Strukturni a konfiguréni zmeny molekul (organickych)

Je-li molekula pevedena do tripletového stavu, dochazi k tvonmIného
biradikalu s neparovymi elektrony. Tento biradij@helmi reaktivni. Uskuigiuje

se fechod na slozifSi sloweniny (dimery, excimery), které nemusi fluoreskovat
Pri strukturni a konfiguréni zméné miazZe excitovana molekulagit do zakladniho
stavu bez vyz@ni nového z&ni.

Vliv cizich ionta

Pokles kvantoveho v§Eku miZze byt zafic¢inén i pritomnosti cizich iorit a latek.
Stupaé zhaSeni v tomtoifpac roste s polarizovatelnosti a s rostouci kovalentni
charakteristikou.

ZhaSeni aniontyF~ < NO3 < SO3~ < ac < (C00)?~ < Cl” <Br~ <SCN™ < I~
ZhaSeni kationtyCu?*, Ni%t, Fe?*, Fe3*, Mn?* (kationty s vakantnimi d-orbitaly)
Mn?2*, Fe?*t, Hg?* < U0O3" < Co, Ni < Fe3* < Cu < Cr3t

Pohlceni elektronu z excitované hladiny fluorestibfp chelatu analytu

v neobsazeném d-orbitalu ma za nasledek zneindznavratu excitovaného
elektronu na zakladni hladinu.

Vlastni a nevlastni fluorescence

Fluorescenci Ize roztit na vlastni a nevlastni. Vlastni fluorescen@ [@zorovat u latek,
které obsahuji tzv. vlastni nebo vnit fluorofory, které se v nichipozere nachazeji.
U burgk je dana vlastni fluorescence hlavproteiny, ve kterych jsou hlavnimi fluorofory
aromatické aminokyseliny (nagryptofan, fenylalanigi tyrozin).
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U nevlastni fluorescence se ke studovanému vzddary nema vhodné fluoresaam
vlastnosti, pidava tzv. vijSi, neboli nevlastni fluorofor. Vifpac, Ze se nevlastni fluorofor
vaze ke sledované molekule pomoci kovalentni vaelina se dluorescewni znaky. Pokud
se vaze nekovalentnnazyvaji sefluorescedni sondy Je dilezité, aby kroms specifické
vazby nevlastniho fluoroforu na substrat, tato eazitenaruSovala funkce biologickych
systéni. Pouzivaji se ndjklad ke zn&eni membran a vizualizaci a identifikaci chromoziom

2.7.1 Fluorescer¥ni znacky

Fluorescetini znaky by meli mit vysokou intenzitu fluorescence a byt stabiln
pii souvislém ozéovani.

Nejcastji jsou pouzivany k fluorescénimu zngeni proteii, kdy se kovalenthvazou
na jejich aminové, sulfhydrylové nebo histidinovécmi fettzce, thiolové skupiny atd.
Fluorescetini znaky maji své uplaténi nagiklad v imunologii, histochemiti v afinitni
chromatografi{30].

NejznangjSimi fluorescetnimi zna&kami jsou fluoresceinizothiokyanét, ktery se nayazu
na sekundarni protilatky a je hon vyuzivdn @i imunofluorescenci [31]

a tetrametylrhodaminizothiokynat pouZzivany jako ws®larni barvivo kjiz zmimému
fluoresceinizothiokyanat[82].

2.7.2 Fluorescertni sondy

Fluorescetini sondy jsou latky, které po navazani ke sledowanétue vyrazg méni
svij kvantovy vytzek a rkdy i spektralni vlastnosti. Samotné v roztoku bywaalo
fluorescerni.

Volba spravné fluoresceéni sondy je dlezita, jelikoZ jeji vlastnosti jsou zasadni
pii ziskavani paebnych informacj30].

4-Di-2-Asp

neboli  4-(4-(Diethylamino)styryl)-N-Methylpyridinm  jodid je  kationaktivni
mitochondrialni barvivo oranzové barvy s velkym K&®ovym posunem, kteréude byt
pouzito k obarveni nesynaptickych nervovych z&koim nezavislych na neuronové akivit

[33].
HaC
B
|f\ S \r|:|-|3
b

-

HaC
Obr. 16 Struktura fluorescemmi sondy 4-Di-2-Asf34]

Aminostyrylpyridiniova barviva se tak&asto pouZzivaji jako substraty pro funk analyzu
transporh biogennich amiin[35].
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DiO, DIA

Tyto sondy pdaf do skupiny lipofilnich fluoresc&nich barviv, ktera se pouzivaji
ke zn&eni burcnych membran a jinych hydrofobnich struktur. Flsoence dchto
na prostedi citlivych barviv je vyraz& zvySena, pokud jsou &denény do membran
¢i navazany na lipofilni biomolekuly. Po aplikaci marky tato barviva difunduji cné
buné¢nou membranou, coz vede k zbarveni celikipw optimalni koncentrag¢B6].

DiO neboli 3,3'-Dioctadecyloxacarbocyanine perciiige sonda, ktera je Siroce vyuzivana
jako fluorescetni membranové barvivo. Ma obe&cmizSi difuzni rychlost nez sonda Dil
(1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbauy@ perchlorét; lipofilni membranové
barvivo), se kterou s&asto spolén¢ pouziva.

Cloy

Obr. 17 Struktura fluorescami sondy Di(37]

DIA, neboli 4-(4-dihexadecylaminostyryl)-N-methyiiginium jodid ozn&ovana take
nékdy jako 4-Di-16-Asp je membranové barvivo, kterénahem rychleji difunduje
burg¢cnymi seénami nez DIO. Ma velmi Siroké emisni spektrum &zm byt detekovano
zelenym, oranzovynii ¢ervenym filtrem[38].

HSC_ND,CHZCH @N[ECthsCHalz

I
Obr. 18 Struktura fluorescami sondy DiA39]

Methylenova mod¥

Methylenova motl (MB) je heterocyklicka slotenina, kterd& ma mnoho drlulpouziti
v riznych oblastech, jak je néklad biologieci chemie. B pokojové teplat se vyskytuje
ve forme prasku bez zapachu, ktery ma taelenou barvu. Po rozpust ve vod vznikne

modry roztokj40].
" ;
-~ :: : n Cl
H C +_,_,.-'CH
3 \N o o M 3

I
H5C CH3

Obr. 19 Struktura fluorescemmi sondy Methylenovd mofi1]
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Dodecyl akridinova oran:
Dodecyl akridinova orani{DAO) neboli 2,8-bis(dimethylamino)-1@edecyl-acridinium
bromid jekationaktivni fluorescami sonda amfifilniho charakte

CH
N< 3
CH,

7N
AN AN AN NS

CH
N< 3
CH,

Obr. 20 Dodecyl akridinova orar

2.7.3 H a J typ agregace

Shlukovani molekubarviv v roztokuéi na rozhrani pevné a kapalné faz€gstym jeven
v chemii barviv, ktery vznika vlivem silich mezimolekularnich van der Waalsovy
interakci. Agregaty vzniklé roztoku vykazuji fetelné zminy vabsorgnim spektrt
ve srovnani se spektremonomeru. U agredatl-typu dochazi kbathochromnimu posun
a u agregdit H-typu kposunu hypsoromnimu. U bathochromniho posunu dochazi kengr
spektralniho pasu absorpce, odrazivosti, propustddposunu emisniho spektra moleki
k vySSim vinovymdélkam. ktéto situaci Mize dojit na zakladzmeny v prostedi, jakou je
napiklad zmeéna polarity.Bathochromni posun je jev pozorovatelny u molekypbbvspekte
Bathochromni efekt byvackdy ozn&ovan jakocervenyposuna hypsochromni jako posi
modry. U hypsochromniho efektu dochaz posunu maxima absorpce nizS§im vinovym
délkam, tedy je zde posumkodrécasti spektre

Obecr se vi, Ze jak Hyp agregatu tak i-typ se skladaji paralel@& uspdadanyct
molekul barviva tzvplane to plan, tedy rovinami molekul k s@ H-dimery se seskupu
k sok® zrcadlow (tzv. headto tail) zatimco J-dimery naopd&2].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Fluorescertni sonda 4-Di-2-Asp

Jiz roku 1987 byl uskudeén pokus, ve kterém byla zhodnocena schopnost
18 kationaktivnich mitochondridlnich barviv obarvtiva nervova zakameni. Jednim
Z nej&inngjSich barviv byl 4-Di-2-Asp, jehoZz podro§gi studie pak prokazaly, Ze toto
barvivo nema Zadny trvaly vliv na struktufifunkci nervovych zakaoteni[43].

Roku 1998 byla popsana technika, ktera kombinovatanfokalni mikroskopii
(ta umoiovala mozZnost zobrazovani prostorovych vétatezi buikami) za pouziti barviva
4-Di-2-Asp a Rhodamin-alphabungarotoxinu k obarveadetylcholinovych receptor
v neuromuskularnich spojich, aby byly I1épe pochgpeiologické aspekty vyvoje, starnuti
téchto spoji i patologické podminky jako néjglad poruchy neuromuskularninéemosu.

Nervova zakoteni ve svalech dosjych Zijicich mySi byla zbarvena pgéawbarvivem
4-Di-2-Asp (pouZziti této sondy je omezeno na paugitvivo, jelikozZ to je ,vital-dependent
marker®), které ozndlo v téchto zakomenich ¢asti obsahujici mitochondrie. V tomto
experimentu se ukéazalo, Ze barvivo 4-Di-2-Asfizem byt pouzito i ve svalech, které jsou
cerstw odebrany pokusnému #eti. Bylo zjiS€no, Ze touto technikou mohou byt dogiy
stavajici vySebvaci metody anatomie nervovych zakemi a takeé jejich patolog[d4].

U mysSi bylo toto barvivo také pouzito k zbarveninéiu v plicnich neuroepitelialnich
organech obsahujici senzory které se podili nalaeigdychani[45]. Barvivo 4-Di-2-Asp
ukazalo jas# fluoreskujici skupiny busk v epitelu dychacich cept6].

Z dalSich wvyuziti tohoto barviva iBeme jmenovat obarveni nervovych zalemi
v krélicim epitelu rohovky ¢ v krysim epidermis, u Zab a hadzviditelréni
neuromuskularniho spojeni jakoz i vizualizace iaegv lidského choroid{47](cévnatka -
souwast oka, vrstva mezi sitnici &limou. Obsahuje krevni cévy vyZivujici strukturyaok
a pigment, ktery absorbuje nadbytekttva brani tak jeho rozptyl48].

Barvivo 4-di-2-Asp bylo také vyuzZitofpstudiu stability a vlastnosti uva@vani ¢astic
biodegradabilni polyml&é kyseliny(PLA), které byly aplikovany na modeldké pokozky.
Prednttem studie bylo zjistit, zda wie z&lernéni hydrofilni ¢i lipofilni molekuly zlepSit
stabilitu ¢astic PLA na povrchu te. Castice PLA byly ozngny hydrofilnim
fluorochromem 4-di-2-Asp a takeé lipofilnim fluoradmem Bodipy 630/650. Byly zkouméany
zmeény morfologie c¢astic po jejich inkubaci na povrchuiZe pomoci elektronové
mikroskopie, zatimco fluorescé&m mikroskopie a pitokova cytometrie byla pouzita
k pozorovani penetracéastic do vlasovych folikdl a uvohovani fluorochromu. Bylo
zjiSteno, Ze c¢éstice, na kterych byl navazan Bodipy 630/650 mycténto fluorochrom
uvolovaly a Ehem rkolika hodin po aplikaci na povrchike nenily svou ¢asticovou
morfologii. Castice ozn&né barvivem 4-di-2-Asp naopak udrzovaly tvar a skantré
uvolovaly navazany fluorochrom po dobu az 16 hodin.

Tyto vysledky ukazaly, zéastice PLA, pestoZe je jejich vodna disperze stala, ztraceji
pii styku s Kizi cast&né swij tvar. Stabilitacastic by mohla byt vylepSena pomoci modifikace
chemické struktury a lipofility navazanych fluoreomi. Mohly by tak byt pipraveny
castice PLA s adekvatnimi fyzikarchemickymi vlastnostmi vhodnymi pro aplikactilych
latek navazanych n&dhtocésticich[49].
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3.2 Fluorescertni sondy DiO, DiA

Fluorescetini karbocyaninové barvivo DiO (spét@ s Dil) ma rozsahlou historii pouZiti
v burg¢né biologii. V 80. letech bylo objeveno, Ze tatovibaa mohou byt vyuzita k ozidani
neurorii. Bylo také zji&no, Ze hlavnim mechanismem translokaohto molekul je lateralni
(boeni) difaze [50]. Ozn&ovani neurof timto zmisobem probiha ve fixovanych tkanich
(chemicky chra#ny pred rozpadem)iiblizné 0,2-0,6 mm za den a v Zivych tkanich rychleji
ato az 6 mm za den diky aktivnimu transportu Warvidako indikator neurénse DiO
pouziva ve spojeni s Dil. Fixované tkgeou v rekterych gipadech zbarvovany pomoci DiA
[51].

Vyzkumy ukazuji, Ze DiA je ve vicebarevném osm#ni spoléné s Dil lepSim
neuronovym indikatorem nez DiO. Difuze DiA je v maranach rychlejSi a zarave
je rozpustrijSi nez DiO, coZz usnadje zn&eni buiky [52]. Spojeni &hto barviv bylo
pouzito ve studii, ktera &ha za cil uéit, kdy sitnice a primarni zrakovaita vytvai prvni
axon a také kdy se navzajem spoji tghu embryonalniho vyvoje fretk3].

Pomoci &chto barviv byla také zkoumana interakce mezi skopimisnich aferentnich
(privackjici informace do centralniho nervového systémujnaxa jejich cilovymi neurony
ve vyvijejici se krysi misgp4].

Tym z univerzity Jadavpur v Indii studoval absmp a fluoresceini spektra DiO
ve vodném i nevodném prastli, ve kteréem byl obsazen vapg fosfatidylcholin (PC), ktery
hral roli modelové membrany. Disperze lipigle vod tvori liposomy o jednotné velikosti,
coz se ukéazalo jako idealni pro studium spektrhlnfotofyzikalnich a dalSich vlastnosti
predpokladanych u lipidovych dvojvrstev.

V nevodném prosédi (v cyklohexanu) bylo pozorovano, Ze se stouapdoncentraci
barviva dochazelo k mirnému sniZzeni normalni (maroi fluorescence ip 513 nm
a objevovalo se nové maximum a té plnové délce 548 nm. Tento pas fluorescence
je povazovan za fluorescenci excimeru. fitgmnosti PC bylo pozorovano maximum pouze
pii 510 nm, coz nasdcuje tvorlE komplexu. Byly zndieny i doby Zivota, které potvrdili
existenci jednoho komplexu ¥ippmnosti PC oproti dtma formam v jeho néfiomnosti.

Vysledky této studie tedy prokazaly existenci koexpl barviva (v zakladnim
i excitovaném stavu) s PC. Byl tak&inén pokus wit polaritu mikroprostedi pomoci
spektralnich studii barviva v PC liposomu nebo tiMAC reverzni micele, ktera se nachazela
v prostedi 0 znamé poladf55].

3.3 Fluorescertni sonda Methylenova modt

Aby bylo porozumsno fotochemickému chovani methylenové ifdq#iB) v pripadech,
kdy interaguje s biomolekulami (zejména s membrapabyly studovany jeji vlastnosti
v systémech obsahujicich dodecylsiran sodny (SR$jivoda elektrostatické fitazlivosti
se tv@i SDS-MB komplexy, které #mi vlastnosti micel i barviva. Btenim povrchového
napsti se ukazalo, Ze CMC SDS klesa v zavislosti nastajici koncentraci MB. iRdavek
MB tedy usnaduje vznik micel a CMC je dosazen& mmnohem nizSich koncentracich. Tento
efekt je nejspiSe Zigoben tvorbou kompléxmezi SDS a MB. R nizké koncentraci SDS
bylo pozorovano, Ze absa@rg spektrum nabyva maximaip80 nm, coz odpovida absorpci
dimeru. Naopak ip vétSi koncentraci SDS a stejné koncentraci barviwdo Ipozorovano
absorgni maximum pi 665 nm, které odpovida monomerni férm
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Obr. 21 Znazorrni tvorby dimeru methylenové niofb6]

Pomer Asgd/Agess nAam tedy udava kvalitativni odhad koncentrace dime vzorku. Bylo
pozorovano, Ze tento p@mse zvySoval s koncentraci SDS az do 3 mM a paitél klesat.
Na pitomnost dimeru Ize také usuzovat z gom maximalni intenzity fluorescence |
a mnoZzstvi sitla absorbovanéharipexcitaini vinové délce ( 580 nm — §gq). Poner I/fsgo
klesa, pokud jeifitomen dimef57].

Portugalsky tym &dci se zabyval studii spektra methylenové maaby bylo pochopeno
jeji chemické chovani. Byla pratiovana spektra tohoto barviva ve ¥ddve sngsi etanolu
a vody, které byly namichany wanych pondrech. Autdi se snaZili prokdzat, Ze absonp
maximum gipisované existenci dimeru je ve skiriesti zgisobeno rozdily v iontové sile
roztoki. Tvrdi, Ze zminy spektra methylenové middsou zpisobeny vlastnostmi prasdi
(rozpoustdlo, pritomnost jinych molekul) a Ze ma také vliv strukiwolvataniho obalu
kolem chromoforu. Bylo pozorovano, Ze v rozpeédich s iznou dielektrickou konstantou
zustavali pozice a tvar pasu velmi podobny. U vodn&zdoku byla intenzita pasu vzdy nizsi
v porovnani s progdim obsahujici etanol. Takto ziskané vysledky tegiy existenci
dimeru, avSak podgiidi teorii vlivu iontové sily na tvar a pozici abgagnich pas [56].

3.4 Fluorescerni sonda DAO

ReSerSe se zabyva studiem fluoregnérsondy nonylakridinovou oranzi (NAO) misto
DAO z toho divodu, Ze dostupnych informaci o DAO sérd velice malo. Zagieni se na
nonylakridinovou oranz vychazi ze strukturni podmdins dodecylakridinovou oranZzi.

NAO, ktera se od DAO liSi v délce uhlikovéheitzce pouze ofit uhliky, se pouziva
k fluorescetini vizualizaci lipozomi a mitochondrii progednictvim reakce s kardiolipinem
(CL), ktery se vyskytuje ve viiti mitochondrialni membr&n[58] je zasadni slaieninou
pro detekci apopt6zy (typ programované &imé smrti)59].

Interakce mezi NAO a CL lze studovat pomoci ab&uigh spekter. # nizkych
koncentracich volné NAO ma absomp spektrum své maximun¥ipd95 nm. Na absotpi
kiivce je patrny pik (maximumip474 nm), ktery prezentuje absorpci dimerni forkO.
Se zvySujici se koncentraci se maximum posouvéresm k 474 nm, coZz poukazuje
na zvySenou tvorbu dimeru. | ¥ipmnosti CL se absorpce NAGip195 nm sniZuje, tedy
dochazi k vymizeni monomerni formy a naop#&k4d4 nm nabyva maximalni hodnoty, tedy
se tvdi dimery[60].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Polyelektrolyty
Hyaluronan
Mw=502 kDa; Contipro Biotech s.r.@islo Sarze: 170106-D1

Polystyrensulfat sodny
Mw=1 MDa; CAS: 25704-18-1; Sigma — Aldrictislo Sarze: MKAA1218V

Fluorescewni barviva
DAO: Dodecylakridinova oranz: Acridine orange-10ddoyl bromide
M=514,59 gmol™; CAS: 41387-42-2; Flukasistota> 97 %

4-Di-2-Asp:
Mw=394,29 gmol™}; CAS 105802-46-8; BioChemika (Fluka), for fluoresce,> 97,0%

MB: Methylenova moti
M.=319,85 gmol™}; CAS 7220-79-3; Sigma — Aldrich

DiA: 4-(4-dihexadecylaminostyryl)-N-methylpyridimu jodid
M.=758,98 gmol™*; CAS 114041-00-8; Sigma — Aldrictislo Sarze: D4167

DiO: 3,3'-Dioctadecyloxacarbocyanine perchlorat
M.=881,70 gmol™}; CAS 34215-57-1; Sigma — Aldrich

Povrchov aktivni latky
CTAB: Cetyltrimethyl amonium bromid
Mw=364,46 gmol™; CAS: 57-09-0; SERVAZistota> 99 %

DalSi pouzité chemikalie

Methanol

Mw=32,04 gmol™*; CAS: 67-56-1; Sigma — Aldrictgjstota> 99%

Voda

M.=18,015 gmol™*; voda byla pegistsna pomoci Hstroje PURELAB Flex (ELGA
LabWater)

4.2 Piistroje a zaizeni

Analytické vahy Denver instrument
Automatickeé pipety Biohit ,Finnpipette, Vitrum
Magnetické michadlo Heidolph MR Hei-Standard
Vibracni trepaka MS2 Minishaker

UV-VIS Spektrofotometr Cary Probe 50, Varian
Luminiscergni spektrometr  Fluorolog HORIBA Jobin Yvon
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4.2.1 UV-VIS Spektrofotometr
Tabulkal Parametry — Cary Probe 50

Zdroj z&eni xenonova lampa
Monochromatory Czerny-Turner 0,25 m
Rozmezi\ 190 — 1100 nm
Opakovatelnost +0,1 nm

Max rychlost skenu 24000 nm/min
Detektor 2 kemikoveé diody

UV-VIS spektrofotometr je Z&eni pouZivané pro &eni elektronovych absafpich
spekter. Cary Probe 50 je spektrofotometr, jehqioidgslani je jednopaprskové a sklada se
ze zdroje z#eni, monochrométoru, na¢émz se ziskavd monochromatickérerd (zd&eni
0 urité vinove délce), dale kyvety se vzorkem a nakatetektoru (Obr. 6).

Iy Iy, Kyveta I

Zdroj Monochromator > Deteltor
] ! ge vzorkem

h 4

h 4

Obr. 22 Schéma jednopaprskového UV-VIS spektrofotometry @rabe 50

4.2.2 Luminiscenéni spektrometr

Tabulka 2 Parametry — Fluorolog HORIBA Jobin Yvon

Zdroj z&eni xenonova lampa
Monochromatory Czerny-Turner

Detektor S1-PMT (R928), PbS, InGaAs
Rozmezi detektoru PMX 185 — 900 nm

Rychlost skenu 150 nm/s

Polychromatické Z&ni vychazejici z primarniho zdroje vstupuje do ite¥aiho
monochromatoru, kde se vyberdeard 0 vhodné vinové délce excitace. Déle paprsaiesr®
definované vinové délce prochazekennou kyvetou se vzorkem, ktera lezi v jeho keétic
draze. Dojde k excitaci elektrbnzkoumaného vzorku. Fluorescence je poté pozorovana
ve snéru kolmém ke swiru paprsk primarniho zgeni. Emisni zé&eni nasled& prochazi
emisnim monochromatorem, kde je vybrandslpsna vinova délka a pomoci detektoru
je zjis€na intenzita fluorescence (Obr. PIB].
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Obr. 23 Schéma jednopaprskového spektrofluorimetru HORIBBIn Yvon

4.3 Piiprava zasobnich roztola
4.3.1 Zasobni roztoky hyaluronanu

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,999 6 gurgalnu o molekulové hmotnosti
502 kDa. Navazka bylarpvedena do odémné baiky o objemu 100 ml a po rozpust tohoto
mnoZstvi byl roztok dopkn vodou po rysku. Takto byl fipraven zasobni roztok
o koncentraci 0,999 6 §'l

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,403 2 gurgalnu o molekulové hmotnosti
502 kDa. Navazka bylarpvedena do odémné baiky o objemu 100 ml a po rozpust tohoto
mnoZstvi byl roztok dopkn vodou po rysku. Takto byl fipraven zasobni roztok
o koncentraci 4,032 0 gl

Ze zésobniho roztoku 4,032 0 §#ylo do odngrné baiky o objemu 100 ml odpipetovano
10 ml. Poté byl roztok dopdén vodou po rysku. Ze zasobniho roztoku o koncentrac
4,032 0 g1 byl takfedsnim pipraven zasobni roztok o koncentraci 0,403 2-g-|

Ze zasobniho roztoku 0,403 2 §4ylo do odndrné baiky o objemu 100 ml odpipetovano
10 ml. Poté byl roztok dopém vodou po rysku. Ze zasobniho roztoku o koncentrac
0,403 2 g1 byl takfedsnim pripraven zasobni roztok o koncentraci 0,040 3'g-|

4.3.2 Zasobni roztok polystyrensulfonatu sodného

Na analytickych vahach bylo navazeno 1,0005g giptgnsulfonatu sodného
o molekulové hmotnosti 1 MDa. Navazka byléeyedena do odémné baiky o objemu
100 ml a po rozpu&hbi tohoto mnozstvi byl roztok dogn vodou po rysku. Takto byl
piipraven zasobni roztok o koncentraci 10,005 T.g-|

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,1006 g giptgnsulfonatu sodného
o molekulové hmotnosti 1 MDa. Navazka byléeyedena do odémné baiky o objemu
100 ml a po rozpu&hbi tohoto mnozstvi byl roztok dogn vodou po rysku. Takto byl
piipraven zasobni roztok o koncentraci 1,006 U'g-|
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Ze zasobniho roztoku 1,006 0°§ylo do odndrné baiky o objemu 100 ml odpipetovano
10 ml. Poté byl roztok dopém vodou po rysku. Ze zasobniho roztoku o koncentrac
1,006 0 g-1* byl takiedsnim pipraven zasobni roztok o koncentraci 0,100 8-g:|

4.3.3 Zasobni roztoky fluorescerknich sond

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,007 9 g réscetini sondy 4-Di-2-Asp.
Toto mnozstvi bylo kvantitativhpievedeno do plastové oédmé baiky o objemu 100 ml
a po rozpug&ni navazky byl roztok dopém vodou po rysku. Takto bylfijpraven vodny
roztok sondy 4-Di-2-Asp o koncentraci 2,003 9*1@ol-I™.

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,0259 g résceini sondy DAO.
Toto mnozstvi bylo kvantitativh prevedeno do plastové oédmé baiky o objemu 25 mi
a po rozpug&ni navazky byl roztok dopém methanolem po rysku. Takto bykigraven
zasobni roztok sondy DAO v metanolu o koncentra@l2 3-10* mol-™.

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,006 4 grésiceini sondy MB. Toto mnozstvi
bylo kvantitativié pirevedeno do plastové odmé baiky o objemu 100 ml a po rozpsst
navazky byl roztok dopkmn vodou po rysku. Takto bylfipraven vodny roztok sondy MB
o koncentraci 2,000 9-10mol-I'.

U pokugi s fluorescetnimi sondami DiO a DiA byly pouzity jiz ffpravené zasobni
roztoky. Zasobni roztok DiO byl¥praven rozpughim 23,7 mg barviva v 250 ml acetonu.
Tento zasobni roztok &htedy koncentraci 1,075 2-T0mol-I. Z&sobni roztok DiA byl
pfipraven rozpu&him 5 mg v 250 ml acetonu. Tento zasobni roztak tedy koncentraci
2,635 1-10° mol-I'™.

4.3.4 Zasobni roztoky tenzidi

Na analytickych vahach bylo navazeno 3,646 3 gideneetyltrimethylamonium bromidu
(CTAB). Poté bylo toto mnozstvi kvantitat&rmpievedeno do odeémné baky o objemu
100 ml a doplano vodou po rysku. Takto bykipraven zasobni roztok CTAB o koncentraci
0,1 mol-T%,

Ze zéasobniho roztoku 0,1 mot-bylo do odngrné baiky o objemu 100 ml odpipetovano
10 ml. Poté byl roztok dop#m vodou po rysku. Takto byedinim pipraven zasobni roztok
o koncentraci 0,01 mol

4.4 Priprava vzorka
4.4.1 Interakce fluorescentni sondy s polyelektrolytem

Do plastovych zkumavek bylo néjde napipetovano ifslusné mnozstvi kyseliny
hyaluronové (polystyrensulfonatu sodného) ze zésblmztoki, poté bylo pidano gislusnée
mnoZstvi zasobniho roztoku fluoreséehsondy (4-Di-2-Asp, MB) a nakonec byl@igano
piisluSné mnozstvi vody.

Fluorescetini sonda DAO bylaiidavana do vzorkjako posledni. Bylo takdinéno proto,
Ze byl pouzit methanolovy zasobni roztok, jelikezssnda velice Spatmozpoustla ve vod.
Z&sobni roztok DAO byl namichan v takové koncemtraby do vzorku byl pipetovan
co nejmensi objem (1@) a methanol tak co nejmé&wvlivioval zkoumany systém.
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Pokud by byl methanolipd namichanim vzotkodpd&ovan, sonda by byla siérsorbovana
na plastovy povrch zkumavek (diky jejimu amfifiinincharakteru) a vysledna koncentrace
DAO ve vzorku by byla odliSna.

U fluoresceminich sond DIiO a DiA, které byly rozpésy v acetonu, bylo nejire
do sklegnych vialek ¢i plastovych zkumavek napipetovano takové mnoZzgégobniho
roztoku sondy, aby po odfsmi rozpou&dla a doplgni vzorku na celkovy objem byla
konesna koncentrace sondy v roztokadow 10° u DiO a 107 u DiA. Do takto pipravenych
vialek (zkumavek) byly dale pipetovany dalSi slo¥kprku (polyelektrolyt, voda).

Celkovy objem kazdého vzorkginil 4 ml. Konena koncentrace fluoresagrich sond
ve vzorku a také koncentiri rozmezi polyelektrolytu jsou uvedeny v tabulce 3

Tabulka 3 Prehled koncentraci jednotlivych  fluoreséeith sond ve  vzorku
a koncentranich rozmezijdavaného polyelektrolytu

Fluorescetni Kone&ina koncentrace Koncentr&ni Koncentr&ni
sonda sondy ve vzorku | rozmezi hyaluronany rozmezi PSSNa
[mol-I™] [9-17] [9-17]

4-Di-2-Asp 1-10° 0-95 0-95
MB 1-10° 0-95 0-8.2
DAO 5.10° — 0-28,2

DiO 2,016-10° 0-1,625 0-1,238

DIA 4,941-10’ 0-5,95.10 0 — 3,038-10

4.4.2 Interakce systému fluorescefini sonda — polyelektrolyt s tenzidem

Do plastovych zkumavek bylo néjde napipetovano ifslusné mnozstvi kyseliny
hyaluronové (polystyrensulfonatu sodného), daleo lpyidano utité mnoZzstvi zasobniho
roztoku fluorescetni sondy (4-Di-2-Asp, MB), izné mnozZzstvi tenzidu z odpovidajicich
z&sobnich roztaka nakonec bylofidano gislusné mnozstvi vody.

Fluorescetini sonda DAO byla i v tomtoffpadt pridavana do vzorkjako posledni.

Celkovy objem vzorku byl 4 ml. Kogaa koncentrace fluoresaarich sond ve vzorcich
byla shodna s koncentracemi uvedenymi v tabdlc8. Koncentrani rozsah fidavaného
tenzidu byl u v8ech pokiisnezi 0 mol1* az 5-10° mol-I™%.

4.5 M éreni vzorka

Kazdé néteni bylo tikrat opakovano. Vysledné hodnoty zaznamenané fegrabyly
vyhodnoceny pomoci programu EXCEL, ke stanovenérgdatné odchylky byla pouZita
funkce SMODCH. V grafech jsou smodatné odchylky zobrazeny pomoci chybovych
useek.

4.5.1 Méreni absorgnich spekter

Pomoci UV-VIS spektrofotometru bylo zieno absorfni spektrum vzonk obsahujicich
fluorescekni sondy v rozmezi vinovych délek od 350 nm do 660u DAO a 4-Di-2-Asp
avrozmezi vinovych délek 450 nm az 750 nm u MBmBci absorgnich spekter byly
provedeny korekce emisnich spekter.
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4.5.2 Méreni emisnich spekter

Pomoci luminiscetniho spektrometru byla zifena emisni spektra fluores¢eich sond
4-Di-2-Asp, MB a DAO pi prislusnych emisnich a exaitach vinovych délkach vizném
rozsahu vinovych délek (viz tabulka 4). Byl sledovanirst a pokles intenzity fluorescence
v zavislosti na powru P/D, kde P fedstavuje molarni koncentraci vazebnych mist pnalso
(koncentrace zapogmabitych skupin n#etzci polyelektrolytu) a D fedstavuje koncentraci
fluorescexni sondy.

Tabulka4 Prehled emisnich, excitaich vinovych délek a rozsahu vinovych délek
jednotlivych rareni

Fluorescetni Excitatni vinova Emisni vinova délkay Rozsah vinovych
sonda délka [nm] [nm] délek [nm]
4-Di-2-Asp 470 610 480 — 750
MB 520 672 540 — 850
DAO 493 520 500 — 750

4.6 Korekce emisnich spekter
Presnost msfeni fluorescence txe byt zkreslenauenymi faktory. Jednim z nich je
i vnitine filtracni efekt. Z tohoto dvodu byla emisni spektra korigovana podle vztahu:

. 100,5'(Aex+Aem)’ (6)

Fcorr obs

kde Aex je absorbancerpexcitatni vinové délce &emje absorbancerpemisni vinové délce.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo uskéné experimenty k odfeni vyuZziti fluoresceimich
sond ve studiu koloidnickastic gedevsim na bazi hyaluronanu. Nejprve byly provedeny
experimenty s hyaluronanem a se systémem hyalwtemaid, které vSak ukazaly, Ze
hyaluronan prawpodobrg neni dostata¢ silnym polyelektrolytem a dkteré vysledky
Z €chto n&feni jsou sporné a obtiEnnterpretovatelné. Zthto divodi byl pouzit i dalsi,
synteticky polyelektrolyt polystyrensulfonat sodnento polyelektrolyt a systémy n&m
zaloZzené (s ifpdavkem tenzidu) byl nejprve studovan pomoci flsoeni sondy DAO a to
z toho divodu, Ze tato sonda byla jiz pouzita v baks#té praci, kde byla @vena tvorba
dimeri a to pra¢ v systémech zaloZzeném na hyaluronanu. Timtélachiyt ukdzano typické
chovani sondy tudci dimery H typu projevujici se posunem abgofph maxim k niz§im
vinovym délkdm. S pomocithto vysledk mohou byt interpretovany i vysledky dalSich
sond (MB, 4-Di-2-Asp), jelikoz u sondy MB s&zni vyzkumni pracovnici neshoduji, zda tato
sonda tvéi dimery ¢i nikoliv (viz kapitola 3.3) a u sondy 4-Di-2-Aspejsou V literatie
dimery vibec popsany.

5.1 Interakce fluorescertni sondy s polystyrensulfonatem sodnym

Retézec polystyrensulfonatu obsahuje zagonabité sulfonové skupiny-803), pomoci
kterych je schopen na sebe vazat kationtové molekigiené veltiny byly také studovany
v zavislosti na powru P/D. P pedstavuje koncentraci vazebnych mist, tedy sulfgdov
skupin. Plati, Ze 205 mblpolystyrensulfonatu obsahujéilizné 1 mol sulfonovych skupin.
D predstavuje koncentraci fluoreseéeamn sondy v roztoku.

5.1.1 Fluorescertni sonda DAO

Pt interpretaci vysledk mereni s fluorescaemi sondou DAO bylo vychdzeno ze strukturni
analogie této sondy s fluores¢an sondou NAO, u které byla v literd&upopsana tvorba
dimer, jejichz absorbance nabyvd maximalni hodnoty 474 nm. Bylo vychazeno také
z predpokladu, Zze DAO je ve vodném roztoktitgmna v monomerni foré kterd u DAO
nabyva maximalni hodnotyfip493 nm (uvedeno vyrobcem). Byla brana v Gvahuétak
hydrofobni interakce, kterd mohlatgwmbit tvorbu agregatjiného typu (premicelarni Gtvary)

Tvorba dimed byla také o¥iena pomoci postu absorbance dimeru {A) ku absorbanci
monomeru (Ag3), ktera je zaznamenana v grafu spodes intenzitou fluorescence (Obr. 24).

Oblast A (Obr. 24): Vgrafu je patrné, Ze s prvnipidanim malého mnoZstvi
polystyrensulfonatu doslo k sniZzeni intenzity flesecence oproti intenzit fluorescence
samotné sondy (v grafu zobrazeno pomoci modiénky). Tento pokles byl Zjsoben
navazanim fluoresceéni sondy naietzec polystyrensulfonatu. S dalSinfigavkem se
intenzita fluorescence zvysila.

Oblast B: Poté dochazi k prudkému snizeni intenflitgrescence vitsledku tvorby
dimer, coz je potvrzeno i zvySujicim se pé&mm Az4/As9 P P/D=3 byla pozorovana
nejnizsi intenzita fluorescence. Tento baedstavuje tzv. koncovy bod titraceii faterém
jsou vSechny disociované karboxylové skupiny nasyceolekulami barviva. V grafu je
tento bod ozngen jako (P/D) Tato hodnota odpovida koncentraci polystyrensidifo
3,125-10°g-l"Y. Vtomto bod tedy dochazi k nasyceni zapdrnabitych skupin dimery
¢i oligomery DAO.
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Oblast C: Se viastajici koncentraci polystyrensulfonatu dochaziytaznému ndistu
intenzity fluorescence a zaravk poklesu poréru absorbanci, coz &ki o tom, Ze se dimery
s pibyvajicimi  vaznymi misty rozpadaji na monomernirnia ¢i mohlo dochazet
k redistribuci molekul DAO podéktzce polystyrensulfonatu.

Hodnota (P/D) byla pouzita v dalSim zkoumani interakce tenzidUAB se systémem
fluorescekini sonda-polystyrensulfonat.
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Obr. 24 Porovnani zavislosti intenzity fluorescence (feodzobrazené body) a permi
absorbance dimeru ku absorbanci monomeru;{A493 cerver® zobrazené body)
na podilu koncentraci vazebnych mist polystyreosatti sodného a koncentrace
sondy. Zleva doprava roste koncentrace polystylémsatu ve vzorcich,
koncentrace sondy je konstantni (5°1ol-*). Osa x je vynesena v logaritmickém
meritku.  Modra @imka znazotuje intenzitu fluorescence bezriganého
polystyrensulfonatu, tedy samotné sondy.

DalSim dikazem tvorby dimeru fize byt porovnani absafpich spekter vzorks tiznou
koncentraci polystyrensulfonatu (Obr. 25).

Pro zakresleni do grafu byly vybragyii reprezentativni vzorky, aby byla znazéma
zmena ve tvaru absoipiho spektra visledku tvorbyi rozpadu dimerni formy DAO.

Modie vykreslené spektrum zna#aje vzorek s nulovou koncentraci polystyrensulfanat
Je patrné, Ze absdrd kiivka nabyva maxima v okoli 493 nm (maximum absorpce
monomeru), coZ potvrzuje, Ze je sonda ve vodnénokaziitomna ve formi monomeru.

Cerrs je poté vykresleno absami spektrum vzorku, jehoZ P/D=(P/B3. V tomto bod
dochazi k nej§tsi tvorke dimett, coz je také potvrzeno tvarem absmiho maxima, kterému
schazi vykresleny pik odpovidajici monomeru.

Cervena kivka nalezi vzorku, jehoz P/D=50, zde lIze pozoroegktovny nanst
monomerniho piku. Rozdil v maximech absorbance diraenonomeru se sniZuje.
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Kiivka vykreslena zeleénnalezi bodu o hodndtP/D=2000. Zde Ize pozorovat absolutni
pievahu monomerniho pikuiipemz pik dimeru je zdeffpomen jiz v minimalni nie.
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Obr. 25 Absorg’ni spektra vzork s riznou koncentraci polystyrensulfonatu a konstantni
koncentraci fluoresceni sondy DAO (5-I8 mol-r*). Modra Kivka — P/D=0;
cerna kivka — P/D=3;cervena Kivka — P/D=50; zelen&skvka — P/D=2000

5.1.2 Fluorescertni sonda 4-Di-2-Asp

U sondy 4-Di-2-Asp nebyly v literate nalezeny experimenty potvrzujigi vyvracejici
tvorbu dimeru. Pokud bychom na interpretaci &@gnych dat pohliZeli z hlediska tvorby
dimen (¢i jinych agregal) pak v oblasti A dochazi ke snizovani intenzityoflescence prév
z davodu jejich tvorby a navazani molekul sondy 4-DA®p naretézec polystyrensulfonatu
(Obr. 26).

V oblasti B pozorujeme intenzitu fluorescenéiblizné konstantni v rozsahu P/D 5 az 100.
Toto miZze byt zfisobeno vysycenim vaznych mist polystyrensulfonBgmto Siroky rozsah
nizké intenzity fluorescence tbe byt zfisoben tim, Ze pokud neni v roztoku dostadée
koncentrace polystyrensulfonatu (aby molekuly 42BEAsp mohly zaujimat vazna mista
naretzci, ktera jsou od sebe vzdalsi), pak molekuly sondygsobi i mezi sebou ki
malym vzajemnym vzdalenostem.

Dale v oblasti C dochazi k prudkému it intenzity fluorescence, ktera je nejspiSe
zpiusobena redistribuovanim molekul 4-Di-2-Asp podgttzce polystyrensulfonatu. Tento
neobvykle prudky ndist mize byt také podgen zvySenim viskozity roztoku vasledku
stoupajici koncentrace polystyrensulfonatu.

JelikozZ v literatie nebyly dostupné informace o maximu absorpce dimger v grafu
vynasena zavislost maxima absorpce na P/Dzdvhe pozorovat, Zze ma stejnyalpth jako
intenzita fluorescence.
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Obr. 26 Zavislost maxima absorbance (oranZaobrazené body) a intenzity fluorescence
(zelew zobrazené body) sondy 4-Di-2-Asp na pamP/D. Osa X je vynesena
v logaritmickém r¥itku. Zleva doprava roste koncentrace polystyreosaltu
ve vzorcich, koncentrace sondy je konstantni {1-Ifol-I'). Zelena pimka
znazonuje intenzitu fluorescence beziganého polystyrensulfonatu, tedy samotné

sondy.
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Obr. 27 Zavislost intenzity fluorescence (zelexobrazené body) sondy 4-Di-2-Asp a jeji
maximalni absorbance (oranzowobrazené body) na podilu P/D — detéhn
pohled — zobrazeni (P/B10. Osa x je vynesena V logaritmickémeritku,
koncentrace polystyrensulfonatu roste zleva doprava
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Minimalni intenzity fluorescence bylo dosazenid B/D=10 (Obr. 27), coz ipdstavuje
koncentraci polystyrensulfonatu 2,05-46-. Tato hodnota koncentrace byla poté pouZita
pii zkoumani interakce sondy 4-Di-2-Asp se systémelyspyrensulfonat-tenzid CTAB.

Maxima absorpce vynesena v grafu (Obr. 26) s iittemZluorescence vychazela zfani
absorpce vrozsahu 350 az 650 nm. Nakonec bylykyzpromgteny ve ¥tSim rozsahu
vinovych délek¢imz se zjistilo, Ze pod hodnotou 350 nm nabyva gdesgosondy 4-Di-2-Asp
dalsiho maxima (Obr. 28). Lzerqupokladat, Zze toto druhé maximumize poukazovat
na tvorbu agregéaf avSak nelze s titosti fici ¢i dimerniho charakteru. Druhé maximum
se z&alo objevovat jiz i P/D=1. Maximalni hodnoty nabyvalaipP/D=75. S postupnym
piidavanim polystyrensulfonatu toto maximum slablozaovu nabyvalo na intenzit
maximum pedpokladané monomerni formy, které vykazovalo mipgsun k delSim
vinovym délkam, coz poukazuje na tvorbu J-agrie{f&2].

V grafu (Obr. 28) je tmay mode vykreslena absorpce vzorku, jehoz P/D=0, tmav
cervere P/D=2, jasa cervert P/D=(P/D)=10, zeles P/D=75, oranzay P/D=1000 a sitle
modie P/D=4634 (coz byla nejvyssi mozna hodnota P/D).
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Obr. 28 Absorpgni spektra vzork s rniznou koncentraci polystyrensulfonatu a konstantni
koncentraci fluoresceni sondy 4-Di-2-Asp (1-I0 mol-I*). Modra Kivka —
P/D=0; tmaw cervena Kivka — P/D=2; jas@ cervena Kivka P/D=10; zelenakvka
— P/D=75; oranzova kvka — P/D=1000 a sitle modra Kivka — P/D=4634

Na zaklad mereni absorbance vestéim rozmezi vinovych délek byl vypivan pongr
absorbanceipdpokladaného agregatu fluorestransondy 4-Di-2-Asp (Aeg) ku absorbanci
monomerni formy (Avg(Obr. 29). Lze pozorovat, Ze zavislost pom Az,dAs70 na P/D
stoupa s klesajici intenzitou fluorescence a tedyopg&ny pribéh nez zavislost M. na P/D.
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Tento pordr nAm tedy poukazuje na to, Ze snizZeni intenaityrééscence je nasledkem tvorby
piedpokladanych agredatiuoresceini sondy 4-Di-2-Asp.
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Obr. 29 Zavislost poreru absorbance agregatu ku absorbanci monomerni yofonanzoy
zobrazené body) a intenzity fluorescence (zeteirazené body) sondy 4-Di-2-Asp
na pongru P/D. Osa x je vynesena Vv logaritmickérd7ithku. Zleva doprava roste
koncentrace polystyrensulfonatu ve vzorcich, kanaea sondy je konstantni
(1-10°mol-T"). Zelena pimka znazotuje intenzitu fluorescence beziganého
polystyrensulfonatu, tedy samotné sondy.

5.1.3 Fluorescertni sonda Methylenova modt

Dle dostupné literatury, ve které sge@poklada tvorba dimérfluorescetini sondy MB,
monomer nabyva maxima absorbande yinové délce 665 nm a dimefripvinové délce
580 nm. V &chto zdrojich se uvadi, zefifmmnost dimeru rize byt potvrzena hodnotou
poneru absorbance dimeru ku absorbanci monomesgy#ess)[57].

Oblast A (Obr. 30): Po fmani polystyrensulfonatu k fluorescenm soné 4-Di-2-Asp
doSlo k poklesu intenzity fluorescence a zatoueAristu pongru absorbanci dimeru
ku monomeru. Tato skuteost poukazuje na to, Zze v systému dochazi k naaazaenolekul
sondy naetézec polystyrensulfonatu a také k tvédimer.

V rozmezi P/D, které je v grafu vymezeno jako obl8s je intenzita fluorescence
konstantni a poim Asg/Ages klesa. V této oblasti se také nachazi bod ekunede(P/D),
pii kterém jsou prawtgpodobré vSechna vazna mista na polystyrensulfonatu vysydanery
sondy. Stejs jako pi zkoumdni systému 4-Di-2-Asp-polystyrensulfonaylob dosazeno
minimalni intenzity fluorescencei@/D=10, coz pedstavuje koncentraci polystyrensulfonatu
2,05.10% g-I'". Tato hodnota koncentrace byla poté pouZitalpumani interakce sondy MB
se systéemem polystyrensulfonat-tenzid CTAB.
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V oblasti C byl pozorovan vist intenzity fluorescence, coz odpovidalo i pozar@@mu
poklesu pordru absorbanci &J/Asss V této oblasti P/D dochaziggmeé k rozpadu dimer

na monomery.
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Obr. 30 Porovnani zavislosti intenzity fluorescence (z&leobrazené body) sondy MB

a poneru absorbance dimeru ku absorbanci monomenrgoAesss, riiZow zobrazené
body) na podilu koncentraci vazebnych mist polgesulfonatu sodného
a koncentrace sondy. Zleva doprava roste konceatrgmlystyrensulfonatu
ve vzorcich, koncentrace sondy je konstantni {1-fbl-I'). Osa x je vynesena
v logaritmickém w¥itku. Zelena pmka znazotuje intenzitu fluorescence
bez pidaného polystyrensulfonatu, tedy samotné sondy.

Tvary absorpnich spekter nazgaji pritomnost dimeru (Obr. 31). V grafu je tnéav
oranzov vykreslena absorpce vzorku, jehoz P/D&ére P/D=0,25; mote P/D=2;¢ervere
P/D=10 a zelenP/D=500.

U vzorku jehoz P/D=(P/R¥10 je patrné, Ze maximum absorpce dimerevaZuje

nad absorpci

monomeru.

fluorescekini sondy MB.

Tyto ziskané vysledky padpoteorii

o tvorkk dimen
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Obr. 31 Absorg’ni spektra vzork s riznou koncentraci polystyrensulfonatu a konstantni
koncentraci fluoresceni sondy MB (1-10 mol-I'*). OranZova kvka — P/D=0;
cerna livka — P/D=0,25; modra fvka — P/D=2;cervend Kivka — P/D=10 a zelen&
krivka — P/D=500

5.1.4 Fluorescertni sondy DiO a DiA

Po gipraw vzorki obsahujicich fluoresceéni sondy DIO a DiA bylo zji$nho, Ze se sik
sorbuji jak na sklo, tak i na plastovy povrch (O82.a 34) a toi interakci s hyaluronanem
i polystyrensulfonatem. Tato skdtest je zg@sobena silnym amfifilnim charakterem
uvedenych sond, tudiz nebylo mozné je pouzit idkaléxperimentech, jelikoz koncentrace
sond ve vzorcich nebyla stejnai@gna. Také intenzita fluorescence byla velmi kesaoz
bylo potvrzeno f vyhodnoceni i vyp&enou smirodatnou odchylkou, ktera nabyvala
vysokych hodnot (Obr. 33).

Obr. 32 Ukazka sorpce fluorescém sondy DiO na sklemy povrch vialek (oranzovy lem)
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Obr. 33 Ukazka chybovych U&k pi mereni interakce mezi fluoresagm sondou DiA
a hyaluronanem. V grafu je vynesena zavislost mityfluorescence na peainu P/D.
Osa x je vynesena V logaritmickémerftku. Zleva doprava roste koncentrace

hyaluronanu pi konstantni koncentraci (4,94110mol-I"") sondy DiA ve vech
vzorcich.

Obr. 34 Ukazka sorpce fluorescemi sondy DiA na povrch plastovych zkumavek

| pies sorpci fluoresceéni amfifilni sondy DiA na plastovy povrch zkumave&ery byl
jasre viditelny (Obr. 34) byly g méteni interakce DiA s polystyrensulfonatem chyboveé
useky v nizSich P/D, tedy v nizSich koncentracich pofyensulfonatu oproti chybovym
use&kam ve vysSich koncentracich zanedbatelné (Obr. Eslkow méla intenzita
fluorescence stoupajici charakter.
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Obr. 35 Zavislost intenzity fluorescence na pom vaznych mist polystyrensulfonatu
ku koncentraci sondy, ktera byla ve v&ech vzork@tstantni (4,941-16 mol-).
Zleva doprava roste koncentrace polystyrensulfona@sa x je vynesena
v logaritmickém r¥itku. Modra gimka znazotuje fluorescenci bez Falaného
polystyrensulfonatu, tedy samotné sondy

Pricinou  rozdilu chybovych Ggek byla nejspiS stoupajici koncentrace
polystyrensulfonatu. Sonda DiA ma velkou afinitumkzifazovému rozhrani diky svému
amfifilnimu charakteru, tedy se po odeai silé sorbovala na rozhrani plast-vzduch.
Po gidani vody a polystyrensulfonatutistala tato afinita nenaruSenaii PzvySovani
koncentrace polystyrensulfonatu vipéhu koncentréni fady se z&la sonda DiA nejspiSe
vazat na polystyrensulfonét (polystyrensulfonat D$tahoval“ do roztoku). Tento proces se
vSak nejspiSe odehraval t&nou rychlosti a intenzitou, coZ tgobilo nerovnorrné
rozpuséni fluorescenni sondy DiA v roztoku a tim i velké chybové tisg v této oblasti.

5.2 Interakce fluorescertni sondy s hyaluronanem

Kationtové fluorescami sondy se na kyselinu hyaluronovou vazi geastictvim zapor&
nabitych karboxylovych skupin, které se vyskytup pelé délceietzce hyaluronanu.
Interakce mezi vaznymi misty hyaluronanu a fluoeeseimi sondami byly studovany
pomoci n&feni intenzity fluorescence v zavislosti na gomP/D, kde P fedstavuje péet
vazebnych mist hyaluronanu (koncentraci karboxytbvy skupin). Obech plati,
Ze 402,3 mal kyseliny hyaluronové obsahujefilizné 1 mol karboxylovych skupin.
D predstavuje koncentraci fluoreséeamn sondy v roztoku.
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5.2.1 Fluorescertni sonda 4-Di-2-Asp

Oblast A (Obr. 36): Po fmani malého mnozstvi hyaluronanu byl zaznamenamymi
pokles intenzity fluorescence oproti integzftuorescence samotné sondy, ktera je v grafu
zobrazena zelenouimkou. SnizZeni intenzity fluorescence je nejspf@iessabeno navazanim
sondy 4-Di-2-Asp na karboxylové skupiny hyaluronaudalsimi pidavky hyaluronanu
zustavala intenzita fluorescenceilpizné konstantni. NejnizSi intenzity fluorescence je
dosaZzeno id P/D=4. Tento bod i@dstavuje tzv. koncovy bod titracej gterém jsou vSechny
disociované karboxylové skupiny nasyceny molekulbarviva. V grafu je tento bod z¥en
jako (P/D). Bod (P/D) =4 predstavuje koncentraci hyaluronanu 1,62, Hodnota
(P/D) byla pouzita v dalSim zkoumani interakce tenzidlAB se systémem fluoresoari
sonda — hyaluronan.

Oblast B: Po dosaZeni koncentrace Z3d doslo k néiistu intenzity fluorescence.
Tento naifist intenzity by mohl byt zjsoben rozpadem agre@ati rozprostenim molekul
sondy 4-Di-2-Asp podélettzce hyaluronanu. Ve vysokych hodnotach P/D bylcopmzano,
Ze i kdyz intenzita fluorescence rostla, maximureagbance stavalo piblizné konstantni.
Stejre jak u interakce 4-Di-2Asp-polystyrensulfonat zdéze hrat roli charakter prasdi
(vySSi viskozita roztoku) a podporovat tak fluoessd.
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Obr. 36 Zavislost maxima absorbance (oranZaobrazené body) a intenzity fluorescence
(zelew zobrazené body) sondy 4-Di-2-Asp na podilu komaentvazebnych mist
hyaluronanu a koncentrace sondy. Zleva dopravaerdsincentrace hyaluronanu
ve vzorcich, koncentrace sondy je konstantni {1-ibl-I'). Osa x je vynesena
v logaritmickém r¥itku. Zelena pimka znazotuje intenzitu fluorescence bez
pridaného hyaluronanu, tedy samotné sondy.
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V piipact interakce hyaluronanu s fluores¢eh sondou 4-Di-2-Asp nebylo pozorovano
pii m&teni absorbanci jiné maximum jako tomu bylo u irkeeas polystyrensulfonatem.
S piidavkem hyaluronanu se pouzeinh intenzita absorbance (Obr. 37), ale nedochazi
k Zddnému rozeznatelnému posunu maxima absorbangE&knci niz§im vinovym délkam.
NejnizSi absorbance byla vykazovana systémgm/p=(P/D)=10.

Tvary absorpnich spekter v tomtoifpad neprokazuji tvorbu dimeru. V grafu jeéte
modie vykreslena absorpce vzorku, jehoz P/D=0, orahZeAD=4, zelets P/D=15, ¢errg
P/D=250 a&ervereé P/D=2375 (maximalni dosazitelna hodnota P/D).
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Obr. 37 Absorgni spektra vzork s nriznou koncentraci hyaluronanu a konstantni
koncentraci fluoresceni sondy 4-Di-2-Asp (1-I0 mol-I'). Swtle modra kivka —
P/D=0; oranzova kivka — P/D=4; zelenavka — P/D=15;cern& Kivka — P/D=250
a cervena Kivka — P/D=2375

5.2.2 Fluorescertni sonda Methylenova modt

V piipact interakce fluorescé&ni sondy MB a hyaluronanu je patrné, Ze po prvnim
piidavku tohoto polyelektrolytu dochazi ke kolisanienzity fluorescence kolem hodnoty
intenzity fluorescence samotné sondy, coz je wg(@br. 38) znazokmo zelenou fimkou
(Oblast A).

V oblasti B dochazi se zvySovanim koncentrace mhgahnu ke sniZzeni intenzity
fluorescence a zarokeke zvySeni powru absorbanci dimeru ku monomeru. To by
poukazovalo na tvorbu dimer avSak porovname-li graf interakce MB
s polystyrensulfonatem, jsou tyto &ny jak v intenzi¢ fluorescence, tak v hodriopomeru
Assd/Asss zanedbatelné. Lze tedygupokladat, Ze ke tvokbdimeru v gitomnosti kyseliny
hyaluronové dochazi jen v maléiméi nikoliv. Pfi méreni interakce fluoresceéni sondy MB
s hyaluronanem bylo zj&to, Ze nejmenSi intenzita fluorescence nastakiaPpD=50.
Tento bod je v grafu oziien jako (P/D)a odpovida koncentraci hyaluronanu 2*pr.
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Hodnota (P/D) byla pouzita v dalSim zkoumani interakce tenzidUAB se systémem
fluorescekini sonda-hyaluronan.
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Obr. 38 Porovnani zavislosti intenzity fluorescence (z&leobrazené body) sondy MB
a poneru absorbance dimeru ku absorbanci monomenrgoAesss, riiZow zobrazené
body) na porru P/D. Zleva doprava roste koncentrace hyaluronameuvzorcich,
koncentrace sondy je konstantni (I1ol-'). Osa x je vynesena v logaritmickém
meritku.  Zelend fmka znazotuje intenzitu fluorescence bezriganého
hyaluronanu, tedy samotné sondy.

Pti interakci fluorescetni sondy MB s hyaluronanem nedochazelo kegrgmtvaru
absorgnich spekter (Obr. 39). Se zvysujici se koncenthg@luronanu se pouze ém
intenzita absofmiho maxima. VSechnytivky maji maximum kolem 665 nm, coZ odpovida
maximu absorbance monomeru.

Tvary absorpnich spekter v tomtoffpact neprokazuji tvorbu dimeru. V grafu je tnéav
modie vykreslena absorpce vzorku, jehoz P/DZ6rvert P/D=3, zeled P/D=9, ktera
se frekryva s tma¥ modrou kivkou pro P/D=0, fialog P/D=(P/D)e=50 (nejnizsi hodnota
absorbance), stle mode P/D=500 a oranzévP/D=2375 (maximalni dosazitelna hodnota
P/D), ktera nabyva nejvyssi intenzity absorbance.

49



0,7

550 570 590 610 630 650 670 690 710 730 750
A [nm]

Obr. 39 Absorgni spektra vzork s nriznou koncentraci hyaluronanu a konstantni
koncentraci fluoresceni sondy MB (1-I8 mol-I"). Tma¥ modra kivka — P/D=0,
cervend Kivka — P/D=3, zelenasvka — P/D=9, ktera je vfekryvu s tma&modrou
krfivkou pro P/D=0, fialovd kvka — P/D=(P/D)e=50, sstle modra Kivka —
P/D=500 a oranzova pro P/D=2375

5.3 Interakce tenzidu CTAB se systémem fluoresc&mi sonda-
polystyrensulfonat sodny

K sestaveni koncentfaichiad pro néreni interakce mezi systémem fluoresgdrsonda-
polystyrensulfonat sodny a tenzidem CTAB, byly goubodnoty (P/D), které byly ziskany
z predchozich n¥eni

5.3.1 Fluorescertni sonda DAO

Pfi studiu interakce mezi tenzidem CTAB a systémenuorfscedni sonda-
polystyrensulfonat, byla #&iena intenzita fluorescence v zavislosti na koneentCTAB
ve vzorku, za konstantni koncentrace DAOMD(® M) a konstantni koncentrace
polystyrensulfonatu (zvoleno dle (PdR)které byla 3,125-18¢g-™.

Chovani tenzidu v systému fluoreséeih sonda-polystyrensulfonat bylo studovano také
pomoci pomdri absorbance dimeru ku absorbanci monomegd A3 (Obr. 40).

V oblasti A dochazi k néstu intenzity fluorescence (zaravedoprovazena vistem
poneru A474A493) oproti vzorku jehoz P/D=(P/R)ve kterém je fitomen pouze systém
fluorescekni sonda-polystyrensulfonat (znadzémo modrou pimkou). Vzfist intenzity
fluorescence je Zsoben pravébodobré vytésiovanim dimel tenzidem CTAB z vaznych
mist polystyrensulfonatu a jejich naslednym rozpadeaoztoku na monomerni formu.

Oblast B je oblasti nastu intenzity fluorescence a zardévpoklesu pordru absorbanci
dimeru ku monomeru. Tentotiich ukazuje na rozpad dinier
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S prekratenim koncentrace tenzidu 17i@nol-I'* dochazi ke zmng pribshu pongru
absorbanci. Tento jev ie byt spojen sipkrateni tzv. kritické agredgami koncentrace
(CAQC), ktera je pblizn¢ o jeden koncentiai fad nizsi, nez CMJ61]. Fri této koncentraci
dochazi k tomu, Ze se jednotlivé molekuly kumuhgifazovém rozhrani.

Mezi oblasti C a D doSlo kigkraieni CMC tenzidu CTAB (0,9 mM). TakZe dochazelo
k vytésnovani molekul sondy z vaznych mist polystyrensidfana tim ke virstu intenzity
fluorescence. V oblasti Cugtava jiz intenzita fluorescenceritgizné konstantni krom
posledniho bodu, ktery iwie poukazovat na évnou tvorbu dimerwi navazani molekul
fluorescekini sondy v podobkosurfaktantu do micel tenzidu.

1,5E+07 1,2

1,2E+07

9,0E+06 - % } @
L 3 } 2 <

% %; 08

S

<

le
¢

6,0E+06 - *

3

b - 06
3,0E+06 - o ¢ onesy S
1,0E+04 : : : - 0,4

1E-5 1E-4 1E-3 1E-2 1E-1
Cerag [M]

Obr. 40 Zavislost porru absorbance dimeru ku absorbanci monomeriy4(As93 cervere
zobrazené body) a intenzity fluorescence (modobrazené body) sondy DAO
na vzestajici  koncentraci tenzidu CTAB, 7ip konstantni  koncentraci
polystyrensulfonatu i fluorescém sondy DAO. Osa X je vynesena Vv logaritmickém
meritku.  Modra @imka znazotuje intenzitu fluorescence vzorku, jehoz
P/D=P/Ds=3. V tomto vzorku je koncentrace sondy 5*ifiol-I* a koncentrace
polystyrensulfonatu 3,125-10g-I™.

5.3.2 Fluorescertni sonda 4-Di-2-Asp

Pii studiu této interakce byla dfena intenzita fluorescence v zavislosti na koneentr
CTAB ve vzorku, za konstantni koncentrace 4-Di-pA&10 > M) a konstantni koncentrace
polystyrensulfonatu (zvoleno dle (PdR)ktera byla 2,05-16 g-™.

Oblast A (Obr. 41): ® piidani tenzidu CTAB je pozorovan rigt intenzity fluorescence
(zelert zobrazené body) oproti vzorku, ktery obsahuje pougolystyrensulfonat
a fluorescetni sondu 4-Di-2-Asp (v grafu znazeéno zelenou fimkou). Dochazelo tedy
nejspise k vysiovani agregatz vaznych mist polystyrensulfonatu.
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Prudky pokles intenzity fluorescence mezi oblasta B koreluje sfekrotenim CAC
CTAB. V této oblasti koncentraci dochaziepn¢ k tvorke agregéi, které jsou podobné
miceldm (avSak jsou menSich rami) a jsou navazany ngetzci polyelektrolytu. Tento
model interakce je ozavan jako ,perlovy nahrdelnilf62].

V oblasti B, tedy oblasti s koncentraci CTAB niksiteZ je jeho CMC byla pozorovana
priblizné konstantni intenzita fluorescence. Mirny pokletemzity fluorescence na konci
oblasti B, je pravépodobr zpisoben navdzanim molekul sondy 4-Di-2-Asp naibiose
micely tenzidu CTAB.

Po pgekrateni CMC dochazi k naéstu intenzity fluorescence (Oblast C). Stejjako
u hyaluronanu je tento n#st spojen s vytv@nim micel tenzidu CTAB (0,9 mM), které
vytésiuji molekuly barviva z vaznych mist polystyrensuobitu.

Maximum absorpce (oranzé&wzobrazené body) ma mezi oblastmi A a B a potélasnibC
opany pribéh nez intenzita fluorescence na rozdil od ostatngkut&nénych experimerit
K objasreni této skuteénosti, by bylo paeba dalSich cilenzanttenych experimeiit
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Obr. 41 Zavislost maxima absorbance (oranZaobrazené body) a intenzity fluorescence
(zeler zobrazené body) sondy 4-Di-2-Asp naistjici koncentraci tenzidu CTAB
ve vzorcich obsahujicich konstantni mnozstvi feaa@ni sondy 4-Di-2-Asp
a konstantni koncentraci polystyrensulfonatu. Osg »wynesena v logaritmickém
meritku.  Zelena @mka znazotuje intenzitu fluorescence vzorku, jehoz
P/D=P/Ds=10. V tomto vzorku je koncentrace sondy 1>1fol-I* a koncentrace
polystyrensulfonatu 2,05-10g-T™.
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5.3.3 Fluorescertni sonda Methylenova modt

Pfi studiu interakce mezi systémem methylenova ipadystyrensulfonat a tenzidem
CTAB byla neiena intenzita fluorescence v zavislosti na koneentCTAB ve vzorku,
za konstantni koncentrace MB@™° M) a konstantni koncentrace polystyrensulfonatu
(zvoleno dle (P/D), ktera byla 2,05- 16 g-™.

V oblasti A (Obr. 42) doSlo k vyznamnému @stu intenzity fluorescence oproti interzit
fluorescence vzorku, ktery obsahoval pouze fluaasd sondu MB a polystyrensulfonat
(v grafu znazoréno zelenou fimkou). Vzfist intenzity fluorescence je doprovazen stejn
vyznamnym poklesem pairu absorbanci &dAsss. Oba dva pibéhy zavislosti ukazuji
v této oblasti na rozpad dinteti agregat na monomerni formu.

V oblasti B nedochazi k zadnym vyraznym émam, intenzita fluorescence i pdm
absorbanci stavaji konstantni. Z tohoto giehu lze usuzovat, Ze fluoresémn sonda
je pritomna v roztoku v monomerni fogmn jelikoz byla vyEsrena jiz malym pidavkem
CTAB z vaznych mist polystyrensulfonatu. Na to pamlje i zasadni zéna v intenzi
fluorescence spojena serotenim nikoliv CMC CTAB ale jiz s odpovidajici CAC @B.
Tenzid CTAB a polystyrensulfonat k solnaji tudiz mnohem &si afinitu nez sonda MB-
polystyrensulfonat.

1,5E+07 1
A B
* S e § s
. %508
1,2E+07 - * - 0,8
¢
9,0E+06 - - 06 3
o
<
e B
6,0E+06 - - 0,4 <
T G 0000000 C 0o o &
3,0E+06 - - 0,2
0,0E+00 : : . : 0
1E-5 1E-4 1E-3 1E-2 1E-1 1E+0

Cera [M]

Obr. 42 Porovnani zavislosti intenzity fluorescence (z&leobrazené body) sondy MB
a poneru absorbance dimeru ku absorbanci monomenrgoAesss, riiZow zobrazené
body) na rostouci koncentraci tenzidu CTAB ve \izbrobsahujicich konstantni
mnozstvi fluoresceéni sondy MB a konstantni koncentraci polystyreosififu. Osa
X je vynesena v logaritmickémefitku. Tmav zelend pimka znazotuje intenzitu
fluorescence vzorku, jehoz P/D=RA10. V tomto vzorku je koncentrace sondy
1-10° mol-I"* a koncentrace polystyrensulfonatu 2,051 ™.
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5.4 Interakce tenzidu CTAB se systémem fluoresc&mi sonda-
hyaluronan

5.4.1 Fluorescertni sonda 4-Di-2-Asp

P studiu této interakce byla ¢fena intenzita fluorescence v zavislosti na koneentr
CTAB ve vzorku, za konstantni koncentrace 4-Di-BA%10° M) a konstantni koncentrace
hyaluronanu (zvoleno dle (P/D)ktera byla 1,6-18 g-T™.

Oblast A (Obr. 43): Pofani tenzidu CTAB do systému fluoreséehsonda-hyaluronan
byl zaznamen&n mirny niét intenzity fluorescence oproti vzorku, ktery dimaal pouze
fluorescekni sondu a hyaluronan. Se zvySujici se koncent@IAB dochazi k velmi
mirnému poklesu intenzity fluorescence, coZebyt spojeno s interakci oziea&anou jako
.perlovy nahrdelnik‘[62]. V této oblasti koncentracigimé¢ dochazi k tvorb agregai, které
jsou podobné micelam (avSak jsou menSich goi)ra jsou navazany riattzci hyaluronanu.

Oblast B: Bi dosaZeni koncentrace CTAB 1-i@nol-I'* intenzita fluorescence vykazuje
narst, steji jako hodnota maxima absorbance. Tent@stje nejspiSe spojen sgracenim
CMC tenzidu CTAB (0,9 mM). Poripkraieni této hrargini koncentrace se v roztoku #o
micely, které vy&siuji molekuly barviva z vaznych mist hyaluronanu achézeji se tudiz
v roztoku v monomerni forén
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Obr. 43 Zavislost maxima absorbance (oranZ@obrazené body) a intenzity fluorescence
(zeler zobrazené body) sondy 4-Di-2-Asp naistjici koncentraci tenzidu CTAB,
ve vzorcich obsahujicich konstantni mnozstvi feaa@ni sondy 4-Di-2-Asp
a konstantni koncentraci hyaluronanu. Osa x je sgna Vv logaritmickém dritku.
Zelena pimka znazotuje intenzitu fluorescence vzorku, jehoz P/D=4D V tomto
vzorku je koncentrace sondy I3fnhol-I* a koncentrace hyaluronanu
1,6-10% g-I'.
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5.4.2 Fluorescertni sonda Methylenova modt

Pri studiu interakce mezi systétmem methylenova isilg@luronan a tenzidem CTAB byla
métena intenzita fluorescence v zavislosti na koneentCTAB ve vzorku, za konstantni
koncentrace MB (0> M) a konstantni koncentrace hyaluronanu (zvoldeq®@/D)), ktera
byla 2-10* g-T"™.

Oblast A (Obr. 44): Ndist intenzity fluorescence je doprovazen mirnym gsé&n poréru
Asgo/Ages. Tyto dw veliciny zde maji opény pribéh a dle teorie o tvogbdimeri poukazuji
na jejich rozpad.

V oblasti B se koncentrace CTAB pohybuje kolem CK® mM). V koncentracickésns
pod CMC dochazi k poklesu jak intenzity fluoresaen@ak i pongru absorbanci &dAsss.
Po gekrateni olg dvé tyto zavislosti prudce stoupaji. V oblasti C pttenzita fluorescence
stoupa stejt jako ponér absorbanci. U vzotkv oblasti B a C (v koncen®aim rozmezi
5.10% az 1-10° mol-I™) byl pozorovan zékal, ktery se v3ak u posledniabudrzorki vycefil.

S timto jevem raze byt spojen prudky pokles intenzity fluorescemawblasti D. Zakal byl
nejspise zfpsoben navazanim micel tenzidu CTAB na vazna migtdutonanu v takové
mite, Ze snizil&ast&né jeho rozpustnost ve véd objevil se zakal. Navazanim na tato mista
se zarov uvolnila MB do roztoku a zvysSila tak intenzitu dikescence.

Stejny piibéh intenzity fluorescence a p@énm absorbanci dimeru ku monomeru
nekoresponduiji s teorii tvorby dimeru, jelikoz tvardimeru, na kterou poukazuje ttajici
poner AssdAsss intenzitu fluorescence zhaSi a ne naopak.rd§gjSimu objasani této
skute&nosti by bylo pateba dalSich cilenzamérenych experimeit
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Obr. 44 Porovnani zavislosti intenzity fluorescence (z&leobrazené body) sondy MB
a pomeru AsgdAses (riiZow zobrazené body) na rostouci koncentraci tenzidAECT
ve vzorcich obsahujicich konstantni mnozstvi faaam@ni sondy MB a konstantni
koncentraci hyaluronanu. Osa x je vynesena v lagackém rgFitku. Tmav zelena
primka znézotuje intenzitu fluorescence vzorku, jehoz P/D=RAD. V tomto
vzorku je koncentrace sondy 1-1énol-I"* a koncentrace hyaluronanu 2°1@-I".
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo prozkoumat inteeakwezi polyelektrolyty (hyaluronan,
polystyrensulfonat sodny) a ionogennimi fluoreso@mi sondami (DAO, 4-Di-2-Asp, MB,
DiO, DiA). Déle také provest experimenty k&beni vyuZziti €chto sond ve studiu interakci
polyelektrolytu s tenzidem.

Prvni studie byly zagteny na interakci mezi ionogennimi sondami a hyalan@m.
Jelikoz vSak tyto pokusy ukazaly, Ze hyaluronani radostaténé silnym polyelektrolytem
arekteré zé&chto vysledk byly obtizré interpretovatelné, byl pouZit i synteticky
polyelektrolyt, a to polystyrensulfonat sodny. Tepblyelektrolyt a systémy na&m zalozené
byly nejdive studovany pomoci fluoresaar sondy DAO, jelikoZ byla tato sonda pouZivana
jiz v praibéhu bakaléské prace, ve které byla &ena tvorba dimérv systémech zaloZenych
na hyaluronanu. S pomoci vysledkweieni interakce DAO s polystyrensulfonatem a jeho
systémy byly interpretovany i vysledky dalSich s@iidB, 4-Di-2-Asp).

Studie zamena na zkoumani interakce mezi polystyrensulfon&eimnogenni sondou
byla realizovana sgi sondami (DAO, 4-Di-2-Asp, MB, DiO, DiA). Byloigdpokladano, ze
se molekuly sondy budou vézat na vaznd mista pogstulfonatu (na zapafnnabité
sulfonové skupiny) a pdjpad zde tvdit dimery ¢i jiné agregaty. Vzorky jednotlivych
meéteni byly namichany tak, aby obsahovaly konstantnozstvi ionogenni fluorescem
sondy a aby bylo dosazeno rostouci koncentracestyognsulfonatu. # vlastnim ngeni
emisnich spekter byl sledovan pokles austrintenzity fluorescence vlivem vzajemnych
interakci mezi sondou a polystyrensulfonatem. Taadbmefi (agregai) byla doprovazena
poklesem intenzity fluorescence a naopak rozpacedintagregéi) zvySovanim intenzity
fluorescence.

Ucelem tchto experimerit bylo nalézt takovou koncentraci polystyrensulfongti které
bude intenzita fluorescence nabyvat minimalni hogielikoz v tomto bod by mély dimery
obsadit vSechny disociované sulfonové skupifitomné naetézci polystyrensulfonatu.

V prabéhu mefeni se sondami DiO a DiA bylo pozorovano, Ze s&goljak na skleény
tak i plastovy povrch ip interakci s hyaluronanem i polystyrensulfonateebylo tedy
mozné nalézt minimalni hodnotu intenzity fluoressera také nebylo mozné tyto sondy
pouzit v dalSich experimentech se systémem poliyelgktenzid. Koncentrace sond
ve vzorcich totiz nebyla zigtlodu sorpce stejna &gsna, coz dogdcovala kolisava intenzita
fluorescence a také vysoké hodnotyesmdatnych odchylek, které byly graficky znazém
pomoci chybovych ugek.

s

hodnotam intenzit fluorescence v jednotlivych expentech

Sonda Interakce s hyaluronanem Interakce s pobrssyifonatem
(P/D) Odpovidajici (P/D) Odpovidajici
koncentrace [g1] koncentrace [g-]
4-Di-2-Asp 4 1,61072 10 2,05102
MB 50 210° 10 2,0510°°
DAO — — 3 3,1280°

Tvorba dimelt (agregéi), ktera zaficinila pokles intenzity fluorescence, byla
demonstrovana pomoci zieni absorpnich spekter. U vynaSenych pé&m absorbanci
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v zavislosti na P/D bylo u fluoresasrich sond DAO a MB vychazeno z odbornyitanka.
U sondy 4-Di-2-Asp nebyly v literate dimery popsany. Bylo vychazeno tedy z s&mnych
dat a pozorovaného maxima absorbanceradgokladaného agregatu. Tvorba dinéyla
také znazorégna pomoci samotnych absonich spekter.

Bylo zjisténo, Ze pi interakci ionogennich fluoresc&mich sond s polystyrensulfonatem
vykazovaly namsiené hodnoty absorbancifigpmnost dimel. Na tuto skuténost
poukazovaly jak hodnoty pafmi absorbanci dimeru (agregatu) ku monomeru, tadtrigdiva
spektra, u kterych bylo véd pokles a vaist maxima jak dimerni tak i monomerni formy,
v pripadt sondy 4-Di-2Asp i posun maxim absorbanci k deMimovym délkam.

V piipact interakci s hyaluronanem jiz nebyly vysledky tadnoznané, jelikoz jak
u sondy 4-Di-2-Asp tak u MB bylo pozorovano, Zze apsni spektra negni svou polohu
atvar ale pouze intenzitu. \fipad¢ sondy MB byl rozsah po#nu absorbance dimeru
ku monomeru ve velmi malém rozsahu a u sondy 4-Bs@ nemohl byt vyp&ten, jelikoz
nedochazelo k vykresleni piku agregatu.

Koncentrace polyelektrolyty v beédekvivalence byly také pouZzityfipméreni interakci
s tenzidem. Vzorky obsahovaly konstantni mnozstmogenni fluoresceéni sondy a také
konstantni mnoZstvi polyelektrolytu s rostoucim @steim tenzidu CTAB. Interakce mezi
systémem polyelektrolyt-fluorescar sonda byly sledovany také pomocéreni emisnich
a absorpnich spekter.

Pt interpretaci &chto experimerit byla uvazovana tvorba dimeti agregaib jiného typu.

V piipack, Ze ionogenni fluorescé&mi sonda tvéi dimery ¢i agregaty naretzci
polyelektrolytu, je zpsoben vzist intenzity fluorescence wgnénim do roztoku
a naslednym rozpadem na monomerni formu. lonogéoofescetini sonda je nejive
vytésiovana molekulami CTAB a porgkraceni jeho CMC i utvienymi micelami CTAB.
Pokles intenzity fluorescence by byligoben optovnym utvdenim dimei (agregét).

V prab¢hu diplomové prace bylo zji&to, Ze ionogenni fluorescér sondy jsou vhodné
pro vyzkum koloidnich systéim zejména pro vyzkum syntetického polyelektrolytu —
polystyrensulfonatu sodného a systenve kterych je obsazen. Pro vyzkum kyseliny
hyaluronové se jevi pouzité fluores¢ensondy mé#& vhodnou volbou, jelikoZz ifp interakci
s timto polyelektrolytem nelze jednozna poukazat na tvorbu dimeki agregat. Obecr
slabsi interakce mezi fluoresémimi sondami a hyaluronanem mohla bytisgbena
pusobenim sterického efektu, svinutimiczce ¢i velikosti solvataniho obalu, ktery branil
lepSimu pistupu sondy ketzci hyaluronanu.

57



v

LITERATURA

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

NECAS, J., BARTOSIKOVA, L.: Hyaluronic acid (lajuronan):a review.
Veterinarni medicina2008, vol. 53n0. 8, s. 397-411

KOGAN, G., SOLTES, L.: Hyaluronic acid: a natlirbiopolymer with a broad
range of biomedical and industrial aplicatidistechnology Letters2007, vol. 29
no. 1, s.17-25

POGANY, P., KOVACS, A.: Theoretical study of &lyronan oligosaccharides.
Structural chemistry2010, vol. 21no. 6, s. 1185-1194

Structure and synthesi sof hyalurondanline], [cit. 2013-03-28]. Dostupné z:
<http://www.nature.com/nrc/journal/v4/n7/box/nrc13BX1.html>

HASCALL, V. C., LAURENT, T. C.: Hyaluronan: Structure and Physical
Properties Glycoforum [online]. 1997, [cit. 2012-12-10]. Dagphé z:
<http://www.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HBBIAO1E.htmI>

PETHRICK, R. A.. Handbook of Polymer Research: Monomers,
Oligomers,Polymers and Compositésew York: NOVA PUBLISHERS, 2007.
459 s. ISBN 978-1-60021-652-0.

LIU, L., LIU, Y.: Microbial production of hyaluronic acid: currentade, challenges
and perspectivesMicrobial Cell Factories [online]. 2011, [cit. 2BD3-28].
Dostupné z: <http://www.microbialcellfactories.camhtent/pdf/1475-2859-10-
99.pdf>

ROHRICH, R. J., GHAVAMI, A, CROSBY M. A.: Theote of hyaluronic acid
Fillem (Restylane) in facial cosmetic Sumery: rewiand technical considerations.
Plastic and reconstructive surger3007, vol. 120no. 6, s. 41-54

Hyaluronic acid for the Ocular Surfacfonline], [cit. 2013-03-28]. Dostupné z:
<http://www.eyecareeducators.com/site/hyaluronia dor_the_ocular_surface.ht
m>

Sodium_polystyrene_sulfonate.svg [online], [cit. 2013-03-28]. Dostupné z:
<http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/&8dium_polystyrene_sulfon
ate.svg >

Sigma-ALdrich  Poly(sodium 4-styrenesulfonatgpnline], [cit. 2013-03-28].
Dostupné z:
<http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/altii€34574?lang=en&region=C
z>

Sodium Polystyrene Sulfonate powder (Major Pharmacals [online], [cit. 2013-

03-28].Dostupné z:
<http://dailymed.nIlm.nih.gov/dailymed/druginfo.cfrd265317>

58



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

Draselny iont a poruchy jeho homeostdeyline], [cit. 2013-03-28]. Dostupné z:
<http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=2848>

Mikrobicidy [online], [cit. 2013-03-28]. Dostupné z: <http://mmaaids-
hiv.cz/mikrobicidy.htmI>

MAUCK, C. K., WEINER, D. H.: Single and mullip exposure tolerance study of
polystyrene sulfonace gel: a phase | safety andosgbpy studyContraception
2004, vol. 70no. 1, s. 77-83

BARTOVSKA, L., SISKOVA, M.:Fyzikalni chemie povreha koloidnich soustav
4. vyd. Praha: VSCHT, 2001. 192 s. ISBN 80-7080-875

POUCHLY, J.:Fyzikalni chemie makromolekularnich a koloidnichstav 2. vyd.
Praha: VSCHT, 2001. 198 s. ISBN 80-7080-422-X

Aggregation amphiphiler Molekile zu Mizellen, Ddgpkichten und Vesikeln
[online], [cit. 2013-03-28]. Dostupné z: <http://wmtu-
chemnitz.de/physik/ OSMP/Soft/ws0607_V10.pdf>

Spherical polymer micelles: nanosized reaction els8s[online], [cit. 2013-04-
03]. Dostupné z:
<http://rsta.royalsocietypublishing.org/content/8&%51/2863/F1.expansion.html>

ThermoSpectronic: Basic UV-VIS Theory, Concepts Apglications [online].
2008, [cit. 2012-12-17]. Dostupné z: <http://wwvempl.uoguelph.ca/research/
homepages/raizada/Equipment/RaizadaWeb%20Equipri2@mi-s/5B.%20UV%
20VIS%20theory%20ThermoSpectric.pdf>

Basic UV/Visible Spectrophotometrjonline], [cit. 2012-12-17]. Dostupné z:
<http://www.biochrom.co.uk/download/72>

KLOUDA, P.: Moderni analytické metody2. vyd. Ostrava: Pavel Klouda, 2003.
132 s. ISBN 80-86369-07-2

Introduction to Ultraviolet-Visible Spectroscopy (W [online], [cit. 2012-12-
17]. Dostupné z: <http://www.le.ac.uk/spectrasclaas/Introduction%20t0%20
UV-Vis%20Spectroscopy.pdf>

SINICA A.: Spektrofotometrie ve viditelné oblasti spektfanline]. 2010,
[cit. 2012-12-17]. Dostupné z: < http://www.vsclafanl/lach1/5_ Foto.pdf >

SOMMER, L.: Analytickd spektrometrie I1. vyd. Praha: Statni pedagogické
nakladatelstvi, 1986. 173 s.

NEMCOVA, 1., CERMAKOVA, L., RYCHLOVSKY, P.: Sepktrometrické
analytické metody. IPraha: Univerzita Karlova v Praze — NakladatélKarolinum,
2004. 166 s. ISBN 80-246-0776-X

59



[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

The Fluorescence Phenomgpnline]. 2004, [cit. 2013-03-18]. Dostupné z:
<http://www.zeiss.com/C125716F004E0776/0/74E9CS5AEFLCF2C12571770069
EQED/$File/Innovation_14 4.pdf>

LAKOWICZ, J. R.: Principles of fluorescence spectrosco@/ vyd. Baltimore:
School of medicine (University of Maryland), 20@%4 s. ISBNJ-387-31278-1.

Principy fluoresceeni spektroskopie[online], [cit. 2013-03-18]. Dostupné z:
<http://psych.If1.cuni.cz/fluorescence/Default.htm>

Vlastni a nevlastni fluorofory; vlastni luminiscenburek, fluorescerini sondy a
znacky [online]. [cit. 2013-03-21]. Dostupné z:
<http://fotoskladka.tk/school/statnice/Vlastni_avlastni_fluorofory.pdf >

Metoda live/dead jako monitorovaci metoda kvalitpabgmentace aneb vyuZiti
fluorescedni mikroskopie v bioremediai praxi [online], [cit. 2013-03-21].
Dostupné z:
<http://www.ekomonitor.eu/sites/default/files/somp@012/10 grigel_ft.pdf>

Rhodamine-labeled  Antibodies [online],  [cit. 2013-03-21].  Dostupné z:
<http://www.kpl.com/catalog/categories.cfm?Catal@y17&Category _1D=410

4-Di-2Asp [online], [cit. 2012-11-07]. Dostupné z:
<http://products.invitrogen.com/ivgn/product/D289>

4-(4-(Diethylamino)styryl)-N-Methylpyridinium  lodéd [online], [cit. 2012-11-
07]. Dostupné z:
<http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/flut&é806?lang=en&region=CZ>

Probes for Following Receptor Binding and Phagosiggonline], [cit. 2012-11-
07]. Dostupné z:
<http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Refersi®dolecular-Probes-The-
Handbook/Probes-for-Endocytosis-Receptors-and-lban@els/Probes-for-
Following-Receptor-Binding-Endocytosis-and-Exocygdgml>

DiO perchlorate [online], [cit. 2012-11-07]. Dostupné z:
<http://aatbio.com/gen4prst.pl?Cid=22066 >

3,3 -Dioctadecyloxacarbocyanine Perchlorate [online], [cit. 2012-11-
07]. Dostupné z: <https://products.invitrogen.cag/product/D275?1CID=search-
product>

FluoProbes Dil, DIiD, DiO. DiR. DiA[online], [cit. 2012-11-07]. Dostupné z:
<http://www.interchim.fr/ft/4/46804A.pdf>

4-(4-(Dihexadecylamino)styryl)-N-Methylpyridiniurodide [online], [cit. 2012-11-
07]. Dostupné z: <http://products.invitrogen.comgfilproduct/D3883>

60



[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

Methylene Blue [online], [cit. 2012-11-07]. Dostupné z:
<http://len.wikipedia.org/wiki/Methylene_blue >

Methylene Blue Solution [online], [cit. 2012-11-07]. Dostupné z:
<http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/flukab15?lang=en&region=CZ>

H and J aggregates [online], [cit. 2013-04-22]. Dostupné z:
<http://www.dstuns.iitm.ac.in/teaching-and-
presentations/teaching/undergraduate%20course$/'stBlicture-and-energetics-of-
biomolecules/presentations/H-%20and%20J-%20Aggesgad f>

MAGRESSI, L., PURVES, D., LICHTMAN, J. W.: Fuescent Probes that Stain
Living Nerve TerminalsThe Journal of Neouroscienc&987,vol. 7, no. 4, s. 1207-
1214

MARQUES, M. J., SANTO NETO, H.: Imaging neurastular junctions by
confocal fluorescence microscopy: individual enthdaseen in whole muscles with
vital intracellular staining of the nerve terminalhe Journal of Anatomyl998,
vol. 192, no. 3, s. 425-430

DE PROOST, I., PINTELON, I., WILKINSON, W. JRurinergic signaling in the
pulmonary neuroepithelial body microenvironmentavweted by live cell imaging.
The FASEB Journak009,vol. 23, no. 4, s. 1153-1160

4-Di-2-Asp, Selective marker od neuroepithelial Iboth living lung slices od
different animal species [online]. [cit. 2012-11-07].  Dostupné  z:
<http://www.focusonmicroscopy.org/2005/PDF/053_&lion. pdf >

Probes for Followinf Receptor Binding, Endocytosiad Exocytosis[online].
[cit. 2012-11-20]. Dostupné z: <http://www.mobitde/probes/docs/sections/
1601.pdf>

Velky lékasky slovnik — choroideponline]. 2008, [cit. 2012-11-20]. Dostupné z:
<http://lekarske.slovniky.cz/pojem/choroidea>

RANCAN, F., TODOROVA, A.: Stability of polylae acid particles and repase of
fluorochromes upon topical application on humam skiplants European Journal
of Pharmaceutics and Biopharmaceutizf12 vol. 80, no. 1, s. 76-84

HONIG, M. G., HUME, R. I.: Dil and DiO: versé fluorescent dyes for neuronal
labelling and pathway tracin@rends in Neuroscience®012,vol. 12, no. 9, s. 333-
341

Lipophilic tracers — Dil, DiO, DiD, DiA, and DiRonline]. 2008, [cit. 2013-02-20].
Dostupné z: <http://tools.invitrogen.com/conterstisfanuals/mp00282.pdf>

Tracers for Membrane Labeling — Section 1{o#line]. 2008, [cit. 2013-02-20].
Dostupné z: <http://www.invitrogen.com/site/us/emfte/References/Molecular-

61



[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

Probes-The-Handbook/Fluorescent-Tracers-of-Cellgflotogy-and-Fluid-
Flow/Tracers-for-Membrane-Labeling.html#head3>

JOHNSON, J. K., CASAGRANDE, V. A.: Prenatal védopment of axon
aoutgrowth and connectivity in the ferret vsualtégs Visual Neurosciengel993,
vol. 10, no. 1, s. 117-130

SNIDER, W. D., ZHANG, L.: Interactions betwe®worsal Root Axons and Their
Target Motor Neurons in Developing Mammalian Spicard. The Journal of
Neurosciencel992 vol. 12, no. 9, s. 3494-3508

BHOWNIK, B. B., BASU, S., RAY, D.. Photophysit studies of
3,3’ dioctadecyloxacarbocyanine dye in model biaabgimembranes and different
solvents Chemistry and Physics of lipid2001,vol. 109, no. 2, s. 175-183

TAFULO, P. A. R.,, QUIEROS, R. B., GONZALES-AGLAR, G.: On the
,concentration-driven methylene blue dimerizati@pectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscop09,vol. 73, no. 2, s. 295-300

JUNQUIERA, H. C., SEVERINO, D.: Modulationofetylene blue photochemical
properties based on adsorption at agueous micedtaation. Physical Chemistry
Chemical Physic2002,vol. 4, no. 11, s. 2320-2328

Velky lekasky slovnik: kardiolipin [online]. [cit. 2013-04-03]. Dostupné z:
<http://lekarske.slovniky.cz/lexikon-pojem/kardmin>

Apoptéza a nekroza [online]. [cit. 2013-04-03]. Dostupné z: <
http://www.biomach.cz/biologie-bunky/apoptoza-naac

PETIT, J.-M., MAFTAH, A., RATINAUD, M.-H.: 10NNonyl acridine orange
interacts with cardiolipin and allows the quanafion of this phospholipid in
isolated mitochondrig&ur. J. Biochemvol. 209, s. 267-273

STIBORSKY, Filip. Srovnavaci studie interakci tenzid hyaluronanem a jinymi
polyelektrolyty FCH-DIP0626/2011. Dostupné Z:
<http://hdl.handle.net/11012/4837>

DEGREVE, L., CALIRI, A.: Geometric constrainis polymer chaos: analysis on
the pearl-necklace model by Monte Carlo simulatiwurnal of molekule structure,
1995, vol. 335, s. 123-127

62



8

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

DiO

DIiA
4-Di-2-Asp
HA

Da

PAL
CMC
CPP
uv
VIS

S, S, S
T, T
Dil

MB
DAO
PLA
PC
SDS
CL
CTAB
P

D

I

A
AmaX

As74, Asg3, Asgo, Aees
CAC

3,3'-Dioctadecyloxacarbocyanine perchlorét
4-(4-dihexadecylaminostyryl)-N-methylpyridiniujodid
4-(4-(Diethylamino)styryl)-N-Methylpyridium jodid
kyseliny hyaluronova

dalton, jednotka molekulové hmotnosti, pouzivana

pievazr v biochemii 1 Da = 1 [ghol™
povrchow aktivni latky

kriticka micelarni koncentrace

kriticky agregai parametr
ultrafialovacast elektromagnetickéhoiedi
viditeln&cast elektromagnetickéhoizdi
dopadajici zévy tok

prosly zdivy tok
transmitance
absorbance

molarni absorni koeficient

molarni koncentrace

délka optické drahy

vinova délka

zkratka pro mol ™

infracervenaiast elektromagnetickéhoieai
singletovy stav fislusné energetické hladiny
tripletovy stav pislusné energetické hladiny
1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocacyanine
perchlorat

methylenova mogd

dodecylakridinova oranz

polymlé&na kyselina

fosfatidylcholin

dodecylsiran sodny

kardiolipin

cetyltrimethylamonium bromid

polymer — vazné mista

koncentrace barviva, fluorescem sondy
intenzita fluorescence

absorbance

maximum absorbance
absorbanceipptislusné vinové délce
kriticka agregéni koncentrace
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