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ABSTRAKT

Tato diplomovd priace se zabyvala studiem interakci ionogennich a amfifilnich
fluorescenc¢nich sond s polyelektrolyty. Vyzkum chovani téchto koloidnich systémt by mohl
pomoci v objasnéni interakci mezi polyelektrolyty a tenzidy. Cilem bylo zjistit, zda uvedené
sondy jsou vhodné pro takovyto vyzkum.

V této prici byly pouzity dva elektrolyty, konkrétn€¢ polystyrensulfondt sodny
a hyaluronan. Byla studovdna interakce mezi nimi a fluorescenénimi sondami: 4-Di-2-Asp,
dodecylakridinovou oranzi, methylenovou modii, DiO a DiA. Poté byl do tohoto systému
pfidavdn kationtovy tenzid cetyltrimethylamonium bromid. Vzorky byly prozkoumany
pomoci metod fluorescenéni a UV/VIS spektroskopie. Byla méfena emisni a absorp¢ni
spektra uvedenych sond.

Dutvodem, pro¢ byly pokusy provadény pravé s témito sondami, byl pfedpoklad, ze diky
ptitomnému kladnému ndboji se budou tyto sondy elektrostaticky vdzat na zdporn€ nabity
polyelektrolyt. U fluorescen€nich sond dodecylakridinové oranzi a methylenové modfi se také
predpokladala tvorba dimert ¢i jinych agregati. U sondy 4-Di-2-Asp mély byt pozorovany
zmeny intenzity fluorescence a absorpCnich spekter v souvislosti s pfipadnou tvorbou
agregatd. V literatufe nebyly zatim agregiaty 4-Di-2-Asp popsdny. V pribéhu méfeni toto
nebylo jednoznacné prokdzano. Jednoznacna tvorba dimeri byla pozorovana pouze
u dodecylakridinové oranzi.

Sondy DiO a DiA byly pouZity pouze ve studiu interakce s polyelektrolyty. Tyto
fluorescenc¢ni sondy se projevily jako nevhodné, jelikoZ se sorbovaly na stény zkumavek.

Bylo zjiSténo, Ze v systému polyelektrolyt-sonda jsou fluorescencni sondy z komplexu
vytésfiovany cetyltrimethylamonium bromidem, ktery se vdzal misto nich. Tenzid interagoval
s vaznymi misty polyelektrolytu — se zdporné€ nabitymi skupinami.

ABSTRACT

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

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

This experiment was based on hypothesis that due to positive charge these probes will bind
to the negatively charged polyelectrolyte. Formation of dimers or other aggegates was
presumed for fluorescent probes dodecyl acridine orange and methylene blue.

When 4-Di-2-Asp was used,changes in fluorescence intensity and absorption spectra
in connection with possible formation of aggregates was supposed to be observed.

It should be noted that formation of dimers for 4-Di-2-Asp is not described in literature.
The formation of dimers wasn't clearly demonstrated during the measurement. Formation
of dimers was observed only with dodecyl acridine orange.



Probes DiO and DiA were used only in the study of the interaction with polyelectrolytes.
These fluorescent probes showed up as inappropriate, because they adsorbed on tube walls.

When cationic surfactant was added to hyaluronan-fluorescent probe system, surfactant
pushed away fluorescent probe and bonded electrostatically to negatively charged groups
of polyelectrolyte.
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dodecylakridinové oranz, DiO, DiA, tenzidy, asociativni vlastnosti
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1 UVOD

Studiem koloidnich Céstic a systému se zabyva mnoho védeckych pracovniki. Pro¢ je
vlastné dilezité tyto systémy studovat? I kdyZ si to pln€ neuvédomujeme, jsou nedilnou
soucdsti naseho Zivota a doprovazeji nds témet na kazdém kroku a Zivot bez nich bychom si
uz nedokdzali predstavit.

Koloidni ¢astice se nachazeji v naSem téle a miZzeme je nalézt také v zubni pasté, pracim
prasku anebo v mydle, které nam prave diky témto systémum umoziuji smyt necistoty. Také
mnohé potraviny maji koloidni charakter — napifiklad mlé¢né vyrobky. Koloidni ¢4stice jsou
také vyuzivany v 1ékafstvi jako cilené nosice 1éCiv.

Abychom potencidl koloidnich systémt mohli naplno vyuZit, je tfeba poznat 1épe jejich
vlastnosti, coZ je ndm umoZnéno pomoci znaceni koloidnich ¢4stic fluorescenénimi sondami
ajejich néslednou fluorescenci. Fluorescence ndm poskytuje cenné informace o chovani
makromolekul i biologickych systémt a tim ndm poméha pochopit procesy odehravajici se
jak v naSem téle, tak i v naSem okoli.

Kyselina hyaluronova se uplatiiuje v 1ékarstvi diky svym protizanétlivym u¢inkim
a vyuziva se také hojné€ v kosmetice a to diky svému hydrataCnimu d¢inku. V oblasti cilené
distribuce 1éCiv md silny potencidl, napiiklad pfi 1écbé rakoviny, jelikoZ je obsazena
v rakovinotvornych bunikiach. Diky obsahu kyseliny hyaluronové mohou rakovinotvorné
buriky metastdzovat. Predpokldadd se, Ze pokud by nosiCovy systém obsahoval kyselinu
hyaluronovou, dostal by se sndze k rakovinotvornym buikdm. Timto by se eliminovaly
nezadouci ucinky celkové 1écby, v piipadé rakoviny chemoterapie.

V této prici byly studovédny interakce s kyselinou hyaluronovou a polystyrensulfondtem
sodnym, jelikoZ jsou to latky biokompatibilni a vyuZivané pifedev§im v mediciné.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronovda (HA) je vysokomolekuldrni ldtka, kterd byla poprvé izolovana
ze sklivce oCi skotu a popsdna roku 1943 Karlem Meyerem a jeho asistentem Johnem
Palmerem. Jméno dostala tato vSestrannd biomolekula z ¢asti dle svého pivodu a z ¢asti diky
své struktufe. Ndzev je odvozen od slova ,,hyaloid®, coZ znamend sklivec a poté z anglického
nazvu ,,uronic acid* ¢esky uronova kyselina, kterou ve své struktufe obsahuje.
aby odpovidal mezinarodni nomenklatufe sacharidi a zdroven odrazel fakt, Ze se tato latka
muZe vyskytovat vruznych formdach, jak ve formé kyseliny tak i jeji soli. V téle
se nevyskytuje jako kyselina nybrz jako polyanion [1].

2.1.1 Chemicka struktura

Hyaluronan je linedrni polysacharid nélezici do skupiny latek zndmych jako
glykosaminglykany. Je vytvofeny z opakujicich se disacharidickych jednotek. Tato jednotka
obsahuje kyselinu D-glukuronovou a N-acetyl-D-glukosamin. Mezi témito sloZkami
se vyskytuji dva typy B-glykosidickych vazeb a to 1-3 a 1-4 [2].

S4CO0H 60 CH,0H 8°CH,OH SCooH

(a) (b)

Obr. 1 Spojeni disacharidickych jednotek v kyseliné hyaluronové B-glykosidickou vazbou
(a) 1—3 (b) 1—4 [3]

Obé¢ cukerné jednotky jsou prostorové podobné glukdze, u které v B-konfiguraci zaujimaji

Obr. 2 Struktura hyaluronanu — prostorové uspordddni funkcnich skupin [4]



Toto uspofdddni molekulu stabilizuje a zdroven takto uspofddané vodiky vytvari
hydrofobni oblasti a postranni fetézce oblasti hydrofilni. Tyto oblasti maji vliv na strukturu
hyaluronanu ve fyziologickych roztocich, ve kterych se molekula hyaluronanu stici a tvofi
strukturu pfipominajici stuhu [1].

Obr. 3  Struktura hyaluronanu v roztoku [5]

Hyaluronan syntdzy (viz kapitola 2.1.3) jsou schopny vytvofit dlouhy linedrni fetézec,
jehoz pocet disacharidickych jednotek muZe dosdhnout az deseti tisic. Molekulovd hmotnost
tak mize dosdhnout 4 milionii Da (jelikoZz molekulovd hmotnost jedné disacharidické
jednotky cini 400 Da), coz predstavuje fetézec dlouhy az 10 um pii prumémé délce
disacharidu 1 nm. V pfipad¢€, Ze by se hyaluronan rozpinal po celé své délce, rovnala by se
jeho délka ptiblizné prameéru délky lidského erytrocytu [6].

2.1.2 Vyskyt a funkce

Hyaluronan je v rizné mife piitomen témeér ve vSech biologickych tekutindch a tkanich
vSech obratlovci. Také je obsazen v kapsulich (vnéjsi ochranna vrstva) nékterych bakterii.
Naopak u hub, rostlin a hmyzu se tento polysacharid nevyskytuje vibec.

V organismu se hyaluronan vyskytuje v riznych formach a plni také rizné funkce. Muze
hrit roli plniva, iontové vyménného filtru, promotéra bunécné migrace. Podili se
na embryondlnim vyvoji ¢i hraje dilezitou roli v hojeni a regeneraci tkané.

Vlidském téle se hyaluronan vyskytuje naptiklad v extracelularni matrix
(vysokomolekuldrni hyaluronan), kde slouzi jako strukturni podpora a scaffold (,leSeni®)
pro diferenciaci tkdni a bunek. Déle se nachdzi ve sklivci, kde je hlavni stavebni jednotkou
¢i v synovidlni tekutin€, ve které slouzi jako lubrikant a zdroven pomdhd tlumit nérazy.
Nejveétsi mnozstvi hyaluroanu v nasem téle obsahuje kiuZe, ve které se nachdzi pfiblizné

polovina z celkového mnoZstvi [6].

2.1.3 Metabolismus

Metabolismus hyaluronanu je dynamicky. Existuji 1 bunky, které syntetizuji hyaluronan
po celou dobu svého Zivota, jako naptiklad chondrocyty v chrupavkédch. Metabolické studie
ukdzaly, Ze poloCas rozpadu takto syntetizovaného hyaluronanu je 2-3 tydny, avSak
u keratinocytll v epidermis je to méné nez jeden den [5].
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Hyaluronan je pfirozené syntetizovan v buiikdch Golgiho apardtu pomoci tii integrdlnich
membranovych proteinti zvanych hyaluronan syntdzy. U obratlovel se vyskytuji tii typy
téchto proteini: HAS1, HAS2 a HAS3.

U savcu je pak enzymaticka degradace hyaluronanu vysledkem aktivity tfi typd enzymu:
hyaluroniddzy, p-D-glukuroniddzy a [-N-acetyl-hexosaminiddzy. Obecné lze fici,
7Ze hyaluroniddza Stépi vysokomolekuldrni hyaluronan na mensi oligosacharidy a zbylé dva
enzymy se podili na degradaci oligosacharidovych fragmentt. Pisobeni produkti degradace
hyaluronanu ma za nésledek zvySeni tkdfiové permeability, proto se vyuZivd hyaluronan
ve spojeni s jinymi 1éky k urychleni jejich rozptyleni, jako je tomu napiiklad v o¢ni chirurgii,
kde je pouZit v kombinaci s lokdlnimi anestetiky. Tohoto faktu vyuZivaji i nékteré bakterie,
které produkuji hyaluroniddzu, aby zvysily svou mobilitu skrz télesné tkané [1].

2.1.4 Vyroba

Plvodné byla HA izolovana z mnoha riznych zdroji — sklivce, pupecni $nury, kohoutich
hiebinkli apod. Extrakce hyaluronanu z kohoutich hiebinki celila vSak namitkam
na pouzivani latek zivocisného puvodu v biomedicinskych a farmaceutickych aplikacich.
Proto byla vyvinuta mikrobidlni fermentace jako alternativni zptisob vyroby. Prvni takto
komerc¢né vyrobend HA byla z bakterie kmene Streptococcus zooepidemicus, ktery zastava
stile b&Zn¢ pouzivanym kmenem [7].

2.1.5 Vyuziti

Kyselina hyaluronovéd, stejné tak jako jeji rozkladné produkty, je uZivdna v rtznych
oblastech mediciny. Biologické vlastnosti fragmenti se 1isi od jejich vétSich prekurzoru.
naopak stfedné velké fragmenty jsou angiogenni a imunostimulacni. Tato rozmanitd fada
vlastnosti zavisejici na poc¢tu disacharidickych jednotek, umoziuje uzivat HA v raznych
lékarskych aplikacich (tkafiové inZenyrstvi, cilend distribuce 1éCiv, kvalitn€jsi hojeni ran atd.),
k ¢emuz pfispivé i jeji biologickd odbouratelnost, biokompatibilita a hydratacni ucinky.

Kyselina hyaluronova a jeji derivaty se vyuzivaji k ochrané citlivé tkdnég, k vyplnéni
arozsiteni tkanovych prostor, k oddéleni pojivovych tkani pifi zranénich, ¢imZ se zabranuje
jejich adhezi a predchdzi se tvorbé nadmérnych jizev, k ochrané zdravé i zranéné tkédné
proti vlivu sucha a Skodlivych faktort a v neposledni fadé k ndhradé a doplnéni tkanovych
tekutin (napfiklad doplnéni poSkozené synovidlni tekutiny u artritickych pacientd
prostfednictvim intra-artikularnich injekci) [6].

Z dalsich konkrétnich piikladt vyuziti mizeme zminit dermatologii a plastickou chirurgii,
ve které se hyaluronanem vypliluji vrasky ¢i rty a pouziva se také pifi obnové hlasivek [8].
V oftalmologii je hlavni vyuZiti ndhrada tekutiny v sklivci oka ztracené napiiklad behem
operace Sedého zdkalu. Pouzivd se také k 1écb&é poruch ocniho povrchu ¢i v kombinaci
s jinymi molekulami, pokud potfebujeme do oka dostat i jinou 1éCivou latku k 1écbé infekci

[9].
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2.2 Polystyrensulfonat sodny

Polystyrensulfondt sodny je hydrofilni iontovy polymer, ktery je velmi dobfe rozpustny
ve vodé a nerozpustny v niz§ich alkoholech.

Obr. 4 Monomerni jednotka polystyrensulfondtu sodného [10]

V pevné forme se vyskytuje jako jemny prasek bilé i krémové az svétle hnédé barvy.
Bod téani je 450 °C a jeho hustota pii 25 °C nabyva hodnoty 0,801 g-cm'3 . Pfipravovan byva
polymerizaci ¢i kopolymerizaci styrensulfonétu ¢i sulfonaci polystyrenu [11,12].

Své uplatnéni naSel polystyrensulfonat pfedev§Sim v lékafstvi, kde se pouzivd k 1écbé
hyperkalemie, coZ je porucha homeostaze drasliku, pfi niZ je jeho koncentrace v plazmé
zvySend nad hranici normy, tedy nad 5,3 mmol-dm™. Pii této nemoci je nejohrozen&jsim
organem srdce, muzZe také nastat zvySena nervosvalova drazdivost ¢i celkova paralyza [13].

Podstatou vyuZiti polystyrensulfondtu je v tomto piipad€ proces Castecného uvolfiovani
iontd sodiku, které jsou nahrazeny ionty drasliku — pln{ tedy funkci iontoménice. Tento proces
je uskutecnovan pii prachodu intersticidlnim traktem, pfevazné vSak v tlustém stieve. Prubéh
je relativné pomaly, maze trvat hodiny az dny a jeho efektivita se pohybuje okolo 33%.
Pacientiim je 1€k podavan ve formé suspenze perordlné nebo rektalné [12].

V soucasné dobé se zkoumd vyuziti polystyrensulfondtu také jako antikoncep&niho
prostredku a zdrovenn mikrobicidu. Mikrobicid je chemicky prostfedek, ktery je pouZivan
Zenou a zabfiji, neutralizuje nebo blokuje virus HIV a dal§i patogeny [14]. Kromé& toho je
antimikrobidlné aktivni také proti lidskému papillomaviru ¢i oparu. V preklinickych studiich
bylo zjiSténo, Ze polystyrensulfondt inhibuje spermie a brani pronikdni déloZniho hlenu
do hrdla. Ukézalo se také, Ze polystyrensulfondt vykazuje antikoncep¢ni dcinek po nékolik
hodin [15].

2.3 Koloidni disperzni systémy

Disperzni soustava je systém, ktery tvoii dvé ¢4sti, pfiCemZ jedna ¢4st je disperzni podil,
ktery je rozptylen ve formé& Castic ve spojitém prostiedi nazyvajici se disperzni prostiedi.
V roztocich je zastoupeno disperzni prostfedi rozpoustédlem a disperzni podil rozpusténou
latkou. Povaha disperzniho systému je urCovana fadou faktord. Jedna se hlavné o velikost
rozptylenych Céstic Ci jejich tvar, pocCet fazi v systému, interakce mezi C¢dsticemi a okolnim
prostiedim, vzdjemné interakce mezi Casticemi a také povrchové a elektrické vlastnosti ¢astic.
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Disperzni systémy jsou na zdkladé velikosti €astic rozd€lovany do nékolika skupin,
mezi kterymi je vSak plynuly prechod [16].

e analyticky disperzni systémy — systémy s nejmens$imi Cdsticemi (do 1 nm) jsou
roztoky nizkomolekuldrnich latek, ve kterych jsou disperznim podilem molekuly
¢i ionty.

e koloidné disperzni systémy — systémy obsahujici Cédstice v rozmezi od 1 nm
do 1 pm

¢ mikrodisperze — systémy s velikosti ¢astic od 1 pm do 10 pm

¢ makrodisperze — systémy obsahujici Castice pozorovatelné jiz pouhym okem
(nad 10 um)

Castice koloidniho disperzniho systému vykondvaji slabsi tepelny pohyb neZ &astice
v analytickych disperzich, ale intenzivné&jSi neZ v hrubych. Intenzita tohoto pohybu roste
se stupném disperzity, jelikoZ roste podet &astic a tim i podet vzdjemnych srazek. Céstice
vyvoldvaji maly osmoticky tlak, ktery rovnéz roste s rostoucim stupném disperzity.

Koloidni systémy maji také charakteristickou schopnost — tvofit gely, coZ jsou systémy
s trojrozmérnou  siti vytvafejici souvislou strukturu, kterd prostupuje celym disperznim
prostiedim. Disperzni prostedi i disperzni podil jsou zde spojité.

Koloidni disperzni soustavy muZeme dale rozdélit [16]:

e Lyofobni disperze (koloidni disperze) — heterogenni systémy, ve kterych disperzni
prostiedi a disperzni podil predstavuji dvé ruzné faze. Tyto faze jsou od sebe
oddéleny fdzovym rozhranim, které ma vyrazny vliv na jejich vlastnosti. Takovéto
systémy mohou vznikat dispergaci z makrofag ¢i kondenzaci z pravych roztoku.

e Lyofilni koloidy (koloidni roztoky) — homogenni koloidni systémy, ve kterych
disperzni podil s disperznim prostiedim tvoii jednu f4zi. Jsou to pravé roztoky
makromolekul, které jsou stilé a vznikaji samovolnym rozpousténim.
Tento samovolny vznik je podminén afinitou makromolekul k disperznimu
prostredi.

e Asociativni (micelarni) koloidy — systémy vznikajici samovolnou reverzibilni
asociaci nizkomolekuldrnich ldtek s amfifilni strukturou v pravém roztoku.
Mezi vzniklymi asocidty a molekulami v roztoku se ustavuje rovnovaha.

2.4 Asociacni procesy
2.4.1 Asociativni (micelarni) koloidy

Pokud zvolime vhodné rozpoustédlo, poskytne ndm urcitd skupina nizkomolekuldrnich
latek ve velkém zfedéni pravé roztoky. Pokud koncentrace téchto latek piekroci urcitou
hranici, zanou utvaret ¢astice koloidnich rozméri. Tyto polymolekuldrni Castice se nazyvaji
micely a latky, které se takto v roztocich chovaji, jsou oznaCovany jako miceldrni
¢i asociativni koloidy.

Tyto systémy byvaji oznaCovany jako lyofilni. Od lyofobnich systému se 1i$i tim,
Ze nevyzaduji umeélou stabilizaci. Koncentrace i fyzikdlni vlastnosti micel jsou urCovédny
okamZzitymi stavovymi veliinami (teplotou, tlakem, vlastni koncentraci i koncentraci
pfidanych latek) a nezdvisi na historii soustavy, ale jsou ureny okamZitym stavem.
Asociativni koloidy jsou reverzibilni soustavy [17].
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2.4.2 Molekularni struktura asociativnich koloidu

Aby molekula byla schopna vytvafet micely, musi mit urcitou strukturu. Je vyZadovano,
aby molekula obsahovala dvé casti a to lyofilni a lyofobni. Lyofilni ¢ast molekuly
je nositelem rozpustnosti v daném prostfedi a vykazuje velkou afinitu k rozpoustédlu.
Lyofobni Cast je naopak v daném prostfedi nerozpustnd. Latky, které maji tuto strukturu,
se nazyvaji amfifilni neboli tzv. tenzidy.

hydrofobni ¢4st — uhlovodikovy fetézec hydrofilni ¢4st — hlava

e

Obr. 5 Amfifilni molekula

Molekula, jez tvofi micely ve vodném prostiedi, obsahuji hydrofobni nepoldrni Cast
(uhlovodikovy fetézec) a siln€ hydrofilni poldrni skupinu, kterd je schopnd zajistit rozpustnost
ve vode. Vétsinou se jednd o povrchove aktivni latky (PAL).

Podle schopnosti koloidnich povrchovych latek podléhat elektrolytické disociaci, je
muzeme rozdélit do nékolika skupin. Do skupiny ionogennich tenzidu fadime latky, které jsou
schopny disociace a ddle je délime na aniontové a kationtové. Skupina neionogennich tenzidt
zahrnuje latky neschopné elektrolytické disociace [17].

2.4.3 Kriticka miceldarni koncentrace

Velmi ziedéné roztoky miceldrnich koloidi vytvareji tzv. pravé roztoky, které jsou
charakteristické zavislosti fyzikdlnich veli€in na koncentraci. Pfi urCité koncentraci
na kfivkédch nastdvd vyrazny zlom, ve kterém dochdzi k prudké zmén¢ fyzikdlné-chemickych
vlastnosti roztoku. Koncentrace, pfi které dochdzi ke zlomu, se nazyva kritickd miceldrni
koncentrace (CMC).

CMC ndm urCuje koncentraci, v nizZ v systému dochdzi k agregaci molekul rozpusténé
latky do ttvarta koloidnich rozmért, které nazyvame micely. Tato koncentrace je také nejvyssi
moznd, pii niZ se jesté v roztoku vyskytuje rozpusténd latka ve forme molekul.

Tvorbu micel lze také charakterizovat pomoci tzv. agregacniho ¢i asociacniho ¢isla, které
ndm uddva, z kolika jednotlivych molekul se vyslednd micela sklad4 [16].

CMC muze byt stanovena pomoci koligativnich vlastnosti, které jsou urCeny poctem
disperznich Céstic v objemové jednotce. Mezi koligativni vlastnosti patii naptiklad osmoticky
tlak, sniZeni bodu tdni ¢i zvySeni bodu varu. Pokud je prekroCena CMC, osmoticky tlak
stoupd se zdvislosti na koncentraci mnohem pomaleji, nezZ v roztoku jehoZ koncentrace je
niz8§i nez CMC. Po prekroCeni mezni hranice koncentrace vykazuji zlomovou zmeénu i jiné
vlastnosti jako povrchové napéti, molarni vodivost anebo rozptyl svétla.

U roztokti s vyssi koncentraci se v zdvislosti na fyzikalné-chemickych vlastnostech
vyskytuje 1 druhy zlom, coZ naznaCuje, Ze jsou v roztoku pifitomny i micely jiného
nez kulovitého tvaru [17].
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2.4.4 Struktura micel
2.4.4.1 Micely ve vodném prostredi

Existence micel byla potvrzena mnoha experimentalnimi postupy, ale v urceni jejich tvaru
mélo zdsadni vliv méfeni optickych vlastnosti, konkrétnéji pomoci rozptylu svétla. Takto bylo
dokdzdno, ze ve vodnych roztocich vznikaji tzv. Hartleyovy neboli sférické micely. Tyto
micely jsou kulovité agregity, v nichz uhlovodikové fetézce sméfuji dovniti (aby jejich
kontakt s vodou byl minimdlni) a tvoii tak jddro micely a jejichZ polarni skupiny sméfuji
do rozpoustédla (Obr. 6)[16].

Obr. 6 Struktura sférické (Hartleyovy) micely

Kromé rozpoustédla ma vliv na agregaci také molekuldrni struktura samotné amfifilni
molekuly. Vznikajici agregat je ovliviiovan vzdjemnym pomerem velikosti a tvaru hydrofilni
a hydrofobni ¢4sti. Tento pomér je vyjaddfen pomoci bezrozmérné veliCiny, kterd se nazyva
kriticky agregacni parametr (the critical packing parameter — CPP).

14
cPP=-, (1)
kde V predstavuje objem hydrofobni ¢4sti molekuly, ktery zaujimd v prostoru, a je plocha

povrchu hydrofilni hlavy, kterou zaujimd na rozhrani agregitu a [/ je délka hydrofobniho
fetézce.

P N~y

a

Obr. 7 Grafické zndzornéni kritického agregacniho parametru
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V zavislosti na velikosti CPP mohou vznikat v roztoku [18]:
e sférické micely - CPP< 3 (Obr. 8a)
e vilcovité micely - = < CPP< = (Obr. 8b)

¢ Jamindrni micely — CPP~1(Obr. 8c)
e reverzni micely — CPP>1 (Obr. 8d)

(a) (b) (© (d)
Obr. 8 Prehled morfologie dalsich moZnych agregdtu [19]

2.4.4.2 Reverzni obracené micely

V nevodném prostiedi se v nékterych piipadech mohou tvofit tzv. obrdcené neboli reverzni
micely (Obr. 9). Na rozdil od micel ve vodném prostiedi je jejich jadro tvoreno poldrnimi
skupinami, zatimco uhlovodikové fetézce sméfuji ze stiedu ven a jsou v kontaktu
s nepolarnim prostiedim. CMC u takovychto systému je tézké definovat, jelikoZ k pfechodu
z pravého roztoku na koloidni dochdzi v Sirokém intervalu koncentraci [16].

Obr. 9 Reverzni (obrdcend) micela

2.4.5 Solubilizace

Solubilizace je vyznamnou vlastnosti asociativnich koloidu, kterd uzce souvisi se stavbou
micel. Tato schopnost umoZiiuje rozpoustét i latky, které jsou v Cistém disperznim prostredi
nerozpustné. Solubilizaci 1ze pozorovat jen, pokud je koncentrace miceldrniho koloidu vyssi
nez kritickd miceldrni koncentrace.

Proces solubilizace je zaloZen na tom, Ze solubilizovand latka je vcClefiovdna do micely.
Mechanismus tohoto procesu se liSi podle molekuldrni struktury rozpousténé latky. Nepolarni
litky se ve vodném prostiedi rozpoustéji v jadru micel (Obr. 10a). Amfifilni léatky
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(surfaktanty) se v micele umistuji tak, Ze jejich polarni skupiny sméfuji vné micely, tedy
do vodné faze, a uhlovodikové fetézce dovnitt jddra micely (Obr. 10b). Solubilizace poldrnich
latek se uskuteCiiuje na povrchu micely nebo v jeji t€sné blizkosti (Obr. 10c).

Vyznam solubilizace je prakticky, jelikoz se tento jev uplatiiuje pii detergenci, kterd
je podstatou prani a myti [16].

Yy H & g’
5 $ $
H &
W, L) 2 iy
T, o
W,

o« % ¢

(2) (b) (©)
Obr. 10 Solubilizace (a) nepoldrnich ldtek (b) kosurfaktantii (c) poldrnich ldtek

2.4.6 Koloidni roztoky vysokomolekularnich latek

Dalsi latky, které jsou schopny utvéret koloidni systémy, jsou makromolekuly. Zde vSak
nejsou disperzni Céstice tvofeny shlukem jednotlivych malych molekul, jako je tomu
v piipadé€ asociativnich koloidu, avsak jednotlivymi molekulami koloidnich rozmért. V téchto
tzv. lyofilnich koloidech se tedy jednd o utvary, které jsou vdzdny chemickymi valencnimi
silami.

U vysokomolekuldrnich latek zdvisi vlastnosti nejen na rozmeérech, ale i na struktufe
molekul a jejich tvaru. Dle tvaru mohou byt vysokomolekuldrni latky rozdéleny na linedrni
¢i vétvené polymery, nekonecné sitovité struktury a globuldrni makromolekuly. Z téchto
uvedenych sloucenin jsou schopny tvofit koloidni roztoky pouze linedrni a globuldrni
polymery. Jako globuldrni jsou oznaCoviny trojrozmémé molekuly, které maji omezené
rozmery.

2.4.6.1 Roztoky vysokomolekularnich neelektrolytu

Molekula linearniho polymeru muze v roztoku vlivem tepelného pohybu nebo pusobenim
vngjsich sil meénit svij tvar. Toto otdCeni je dovoleno otacivosti ¢lent uhlikového fetézce
kolem spojnic se sousednimi uhliky. Tvar, ktery touto cestou vznikd, se nazyva
makromolekularni klubko.

Ve ziedénych roztocich jsou od sebe makromolekuly dostate€né vzdéleny, takZe prostor
mezi nimi a mezi makromolekuldrnimi klubky je vyplnén molekulami rozpoustédla.
V roztoku se pak nachdzeji rizné svinuté feté€zce, jejichZ konformace se méni s Casem. Stupeni
svinuti makromolekuly zavisi na interakci s rozpousStédlem a také na interakcich mezi fetézci.
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Dle interakci mezi rozpoustédlem a vysokomolekuldrni litkou muaZeme rozpoustédla
rozdélit na:
e dobrd — objem klubka se zvétSuje, jelikoz se makromolekula snaZzi vystavit
pusobeni rozpoustédla co nejvetsi svou Cast
e Spatnd — klubko je co nejvice svinuté, jelikoZ molekula upfednostiiuje vazby
mezi jednotlivymi fetézci
¢ indiferentni (théta) — makromolekuly se navzdjem neovliviiuji
V roztocich s vétsi koncentraci dochézi k propleteni jednotlivych fetézcl, ¢imz vznika
spojitd avSak fidka struktura. Tento systém predstavuje prechod ke gelim [16].

(a) (b)

Obr. 11 Roztoky vysokomolekuldrnich ldtek (a) ziedény roztok, (b) koncentrovany roztok [17]

2.4.6.2 Roztoky vysokomolekularnich elektrolytu

Vysokomolekuldrni elektrolyty (polyelektrolyty) jsou latky, které jsou schopny disociace,
protoze obsahuji ionogenni skupiny. Dle téchto skupin je muzeme rozdélit do nékolika
skupin:

e kyselé — obsahujici kyselé skupiny (napt. - OSOs3; zde patii i kyselina hyaluronova
obsahujici karboxylové skupiny)

e bazické — obsahujici zdsadité skupiny (napt. - NH3)

e amfoterni — obsahujici jak kyselé tak i zdsadité skupiny.

Chovéani elektrolyticky disociujicich makromolekul v roztoku ovliviiuji kromeé
mezimolekuldrnich disperznich sil také sily elektrostatické. Nenachdzi-li se v roztoku jiny
elektrolyt nez vysokomolekuldrni, je vliv elektrostatickych sil znacné velky. Je vSak
oslabovén prfidavkem malého mnozstvi nizkomolekuldrniho elektrolytu.

Pokud linedrni makromolekuly obsahuji pouze naboje stejného znaménka, maji malou
tendenci svinovat se v klubko. Ve zfedénych roztocich se pak spiSe vyskytuji ve formé
natazeného fetézce, coZ je zpusobeno odpudivymi silami mezi souhlasné nabitymi skupinami.

Amfoterni latky, u kterych se pravidelné stiidaji kladné a zdporné ndboje maji tendenci
se svinovat do spirdlovitého utvaru.
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Nizkomolekularni ionty pfitomné v roztoku maji vliv na tvar makromolekul a to jak u latek
obsahujicich pouze jeden ndboj tak i u ldtek amfoternich.

+
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+

I
1 —

(a) (b)

Obr. 12 Struktura vysokomolekuldrnich elektrolytu (a) makromolekula se souhlasnymi
ndboiji, (b) amfoterni makromolekula [16]

2.5 Zaklady absorpéni spektrofotometrie v UV-VIS oblasti spektra

Spektrofotometrie v UV-VIS oblasti se za obdobi svého uZivani stala jednim
z nejdualezitéjSich analytickych néstroji v moderni laboratorni praxi. V mnoha aplikacich
mohou byt pouZity jiné techniky, av§ak zddna nemtze konkurovat UV-VIS spektrofotometrii
v jednoduchosti, univerzdlnosti ¢i rychlosti [20].

Proto jsou také UV-VIS spektrofotometry volbou vétSiny laboratofi, které se zabyvaji
identifikaci ¢i méfenim organickych i anorganickych latek v Siroké Skéle produktd a procesu,
jako napfiklad nukleovych kyselin, bilkovin, potravin, 1é€iv ¢i hnojiv [21].

2.5.1 Princip absorp¢ni spektrofotometrie v UV-VIS oblasti

V molekulédrni absorpni spektrofotometrii se méii mnozstvi absorbovaného ultrafialového
(UV) ¢i viditelného (VIS) zarfeni zfedénymi roztoky molekul. Touto metodou tedy zjistujeme
do jaké miry a které vlnové délky jsou roztokem pohlcovéany.

Podminkou pro absorpci zafeni ve viditelné nebo dlouhovinné €asti ultrafialového spektra
je pritomnost elektront s dostatecné nizkou excitacni energii. Tyto elektrony absorpci fotonu
pfijimaji energii, diky které dochézi k excitaci elektronu na jednu z mnoha vibracnich
arotaCnich hladin. Takto se vytvaii velmi blizké absorpni Cary ve spektru splyvajici v pas.
Absorpcni spektra v téchto oblastech jsou proto svou podstatou elektronova a funk¢ni skupina
obsahujici tyto elektrony se nazyva chromofor [22].

2.5.2 Zakladni vztahy

Pokud na kyvetu, kterd obsahuje roztok absorbujici latky, dopada zétivy tok ®,, poté
prosly zarivy tok ® poklesne na nizZS$i hodnotu. Toto zeslabeni je zapfi€inéno odrazenim,
rozptylenim a pohlcenim (absorpci) svétla.

2.5.2.1 Transmitance

Transmitance je vyjaddienim relativni ¢4sti proslého zafeni. Pokud jsou zanedbdny ztrity
vzniklé odrazem a rozptylem na sténdch kyvety, pak je transmitance vyjddiena jako pomér
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pros§lého a dopadajiciho zéafivého toku. Oznaluje se pismenem T a cCasto je uvddeéna
v procentech.

T =2 nebo také T = — - 100(%). )

2.5.2.2 Absorbance

Absorbance neboli extinkce je zdpornym dekadickym logaritmem prevridcené hodnoty
transmitance. Pokud je absorpce roztoku rovna nule, je nulovd i absorbance. Transmitance je
v tomto piipad€ naopak jednotkova (100%)[22].

A= —logT = log% 3)

2.5.2.3 Lambert-Beeruv zakon

Dle Lambert-Beerova zdkona je absorbance roztoku piimo imérnd koncentraci absorbujici
latky v roztoku a tloust’ce absorbujici vrstvy. Tato zavislost miZe byt vyjadfena rovnici
ve tvaru

A=¢-c-|, 4)

kde ¢ predstavuje latkovou koncentraci, [ tloustku absorbujici vrstvy a &; je molarni
absorp¢ni koeficient (Obr. 13)[23].

Absorpcni koeficient je veli€ina charakteristickd pro danou latku v daném prostiedi a je
zavisla také na vinové délce, pti které je provddéno méfeni. Absorbance je veliCina, kterd
se fadi mezi aditivni. Je-li svétlo absorbovano v roztoku vice sloZkami, je kone€nd absorbance
rovna souctu jednotlivych absorbanci [22].

[

Obr. 13 Zndzornéni absorpce svételného paprsku pri priichodu kyvetou

Lambert-Beeriv zdkon je platny pouze za urCitych podminek. Plati pouze
pro monochromatické zéfeni a zfed&né roztoky o koncentracich fadové mengich nez 107> M.
Déle musi byt v roztoku pouze jedna absorbujici slozka [24].
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2.5.3 Absorpéni kiivky

Absorpcni kiivky jsou vyjaddienim zdvislosti absorbovaného nebo propusténého svétla
na vlnové délce, kmitocCtu ¢i vlno€tu. Obvyklym zdznamem je kfivka zdvislosti absorbance
na vlnové délce.

A=f) ®)

Na absorp¢ni kiivky ma vliv mnoho riznych faktord. Mezi tyto faktory patii naptiklad
teplota, kterd se projevuje nejvice ve zfedénych roztocich. Poté ma vliv iontova sila roztoku,
vlivem které mohou byt zménény tvary absorpCnich kiivek. Pisobenim rozpoustédla muze
dochdzet k hypsochromnimu ¢i bathochromnimu posunu. U hypsochromniho efektu dochdzi
k posunu vlnové délky absorpcniho signdlu smérem k menSim vlnovym délkdm.
U bathochromniho efektu dochdzi k posunu opaénym smérem. Absorpcni spektra jsou také
ovliviiovana piitomnosti tenzidd, kterd zptisobuje posun Ay, a vzrast molarniho absorpéniho
koeficientu [25].

2.6 Luminiscen¢ni spektrometrie

Termin [uminiscence pochézi z latinského slova lumen, coz znamend v piekladu svétlo.
Tento pojem oznacuje vlastnost latky uvolilovat energii emitovianim svételného zéreni.
Podle povahy absorbované energic muZeme Iluminiscenci rozdé€lit na fotoluminiscenci
(energie byla absorbovédna ve formé svételného zareni), chemiluminiscenci (energie byla
doddna chemickou reakci), bioluminiscenci (energie byla doddna prostiednictvim
biologickych pochodii) a elektroluminiscenci (energie byla doddna pasobenim elektrického
pole). Z hlediska analytického vyuZiti ma nejvétsi vyznam fotoluminiscence [26].

2.6.1 Fotoluminiscence

Zékladem je skuteCnost, Ze pti absorpci primdrniho zafeni prechdzi elektron ze zdkladni
energetické hladiny do excitovaného stavu. Béhem pfesunu elektronu z excitovaného stavu
zpitky do zdkladniho, tzv. deexcitace, dochdzi k produkci svételného zafeni systému.
Pti fotoluminiscenci je excitace iniciovdna UV, IR ¢i viditelnym zafenim.

Alexandr Jablonski roku 1953 sestavil diagram, ktery popisuje jevy probihajici
pfi fluorescenci doprovdzené raznymi energetickymi pfechody z jednotlivych hladin, které
nazval singlety a triplety [27].

Singletovy stav je, kdyZ dva elektrony tvofici par maji opaCny spin a tripletovy stav je,
kdyz tyto elektrony maji shodny spin.

E J*SlgLT
L, 1o,

Sp

() (b) (©

Obr. 14 Zdkladni singletovy (a), excitovany singletovy (b) a excitovany tripletovy stav (c)
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Fotoluminiscenci délime na dva samostatné jevy — fluorescenci a fosforescenci, a to
dle toho, z jakého excitovaného stavu se elektron navraci do stavu zdkladniho.

2.6.1.1 Fluorescence

Poprvé popsal jev fluorescence roku 1842 Sir George Gabriel Stokes. Pojmenoval tak
luminiscenci, kterou pozoroval pfi pouZiti minerélu, ktery se nazyva fluorit (kazivec), odtud
nazev fluorescence. Kriatce nato po ném objevil Sir John Frederick Wiliam Herschel
fluorescenci v roztoku chininu [27].

Fluorescence patii mezi zéatrivé prechody, pifi kterych se excitovand molekula navraci
do puvodniho stavu za vyzafeni fotonu. U fluorescence prechdzi excitovany elektron
z energeticky vys$iho singletového stavu (napfiklad S;) do stavu o niz8i energii (So).
Pii tomto jevu se elektron miZe navrdtit do stavu o niZ$i energii pouze z nejblizsi vibracni
hladiny. TudizZ se pfi tomto procesu uplatiiuje i vibracni relaxace (ptechod z vyss§i vibracni
hladiny na niZsi). Pfi fluorescenci nedochdzi ke zméné spinu [28].

VInové délka emitovaného zdfeni je zpravidla vySSi nez zdfeni absorbovaného, ma tedy

niz$i energii. Tomuto jevu se fikd Stokestv posun (posun vinovych délek), ktery je vyvolan
nezarivymi prechody mezi vibraénimi hladinami [29].

2.6.1.2 Zpozdéna fluorescence

Pokud se excitovany elektron nachazi na tripletové hladiné a je mu doddna energie, muze
se navratit zpét do singletového stavu. Odtud se poté vyzdfenim fotonu vraci na zdkladni
hladinu, jako je tomu pfi fluorescenci. Tento jev nazyvame zpoZdénd fluorescence, protoze je
pii tomto procesu del§i doba dohasindni zapfi¢inénd setrvanim elektronu na tripletové hlading.

2.6.1.3 Fosforescence

Pokud dojde v systému k mezisystémovému prechodu, coz je piechod ze singletového (S;)
do tripletového (T;) stavu, muzZe tento excitovany elektron vyzéfit svou piebyteCnou energii
ve form& fotonu a tim se dostat na singletovy zdkladni stav (Sgp). Tento zafivy pfechod
se nazyva fosforescence. Jelikoz ma tripletovy stav niZS$i energii neZ singletovy stav,
je vyzéarend vlinova délka vétsi, nez pri fluorescenci.

2.6.2 Jablonskiho diagram

Jablonskiho diagram (Obr. 15) nédzorné ilustruje procesy, které mohou nastat
pfi excitovanych stavech elektront. Po absorpci svételného kvanta mohou elektrony piechazet
ze zékladniho singletového stavu do excitovanych singletovych ¢i tripletovych stavu.
Na rozdil od pfechodu mezi singletovymi stavy ptechod do stavu tripletového je doprovdzen
zmenou spinu.

K uvolnéni energie poté dochazi pomoci zativych i nezarivych prechodu.

K nezatfivym prechodim fadime vnitini konverzi (VK), mezisystémovy piechod (MP)
a vibrac¢ni relaxaci (VR).

Pfi vibracni relaxaci dochédzi k pfechodu z vy$si vibracni hladiny na nizs§i v rdmci jedné
singletové ¢i tripletové hladiny. Pfi vnitini konverzi elektron pfechdzi z vySSi singletové
hladiny do niz§i a pti mezisystémovém piechodu dochdzi ke zmeéné spinu a elektron pfechazi
z hladiny singletové na tripletovou.

22



K zafivym prechodim fadime jiz zminénou fluorescenci, zpozdénou fluorescenci
1 fosforescenci [28].

E — VK
A i ", Y,
S,
A MP
S, A —
T, —
+«—Absorpce—
Fosforescence
|| 4
v 1
Sl] 0

Obr. 15 Jablonskiho diagram

2.6.3 Excitacni a emisni spektra molekul

Excita¢ni a emisni spektrum ziskdme zmétenim latky, kterd je schopna luminiscence,
za pomoci spektrofluorimetru. Pfi méfeni excitaCniho spektra je pevné nastavena vinova délka
na emisnim monochromdtoru a pifi méfeni emisniho spektra je nastavena napevno vlnova
délka excitacniho monochrométoru. U excita¢niho spektra se v podstaté jednd o zjednoduSené
absorpCni spektrum métené latky.

U emisnich spekter mizZe byt analyt excitovan kteroukoliv vlnovou délkou v oblasti
excitacniho spektra. Ovliviiovdno je také citlivosti detektoru v zdvislosti na vlnové délce.
Emisni spektrum vyjadiuje pravdépodobnost zafivého piechodu z excitovaného stavu
v zavislosti na emisni vlnové délce [25].

2.6.4 Zhaseni fluorescence

Zhé&Seni fluorescence je proces, pii kterém dochdzi ke sniZeni kvantového vytézku
fluorescence, aniz by se meénilo fluorescenéni emisni spektrum. Neékdy se spolu
s koncentracnim zhdSenim objevuje emisni pds excimerové fluorescence, ktery je posunut
vzhledem k vlnovym délkam fluorescence izolovanych molekul.

ZhaSeni 1ze rozdélit na dva typy — dynamické a statické.

K dynamickému zhdSeni dochdzi tehdy, je-li excitovany fluorofor deaktivovdn srdzkou
s molekulou zhaSeCe a timto se vraci do zdkladniho stavu prostfednictvim nezéfivého
pfechodu. Pii tomto procesu nedochdzi k chemickym zméndm. Naopak statické zhaSeni
je doprovdzeno chemickou zmeénou, jelikoz se ptfi kontaktu fluoroforu a zhédsSeCe vytvaii
komplex, ktery nevykazuje fluorescenci.

NejcastéjsSim zhaSecem fluorescence i fosforescence je molekuldrni kyslik. Fluorescenci
také zhaseji atomy halogent (brém, jod)[25].
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Typy zhéSeni fluorescence [25]

1. Koncentra¢ni (samo)zhaseni fluorescence
Od urcité hranicni koncentrace (tzv. prahovd koncentrace analytu) dochdzi
k poklesu kvantového vytézku. Tento jev je dusledkem neelastickych srazek
mezi excitovanymi molekulami a molekulami v zdkladnim stavu, které zafeni
absorbuji, ale neemituji ho. Energie je uvoliiovdna ve form¢ tepla.

2. Vnitini konverze molekul
Jako dusledek srazek excitovanych molekul s neexcitovanymi nastidva disipace
energie na nezdrivé formy. Ztraty se zvySuji srostouci teplotou a jsou také
ovliviiovdny koncentraci molekul, viskozitou roztoku atd.

3. Vniting filtraCni efekt
Pfi tomto procesu dochdzi k absorpci sekunddrniho emitovaného zareni molekuly
v roztoku analytu a nastdva prekryv excitacniho a emisniho spektra.

4. ZhaSeni emitovaného zafeni nadbytkem cinidla
Absorbuje-li €inidlo (€i jiné slou€eniny pfitomné v roztoku) pii blizké vinové délce
jako fluoreskujici latka, dochdzi k absorpci primédrniho zafeni prednostné Cinidlem.
Tedy jiz nestaci zafeni pro excitaci produktu analytu.

5. Strukturni a konfigura¢ni zmény molekul (organickych)
Je-li molekula ptevedena do tripletového stavu, dochdzi k tvorbé volného
biradikdlu s neparovymi elektrony. Tento biradikél je velmi reaktivni. UskuteCiiuje
P1i strukturni a konfigura¢ni zméné muze excitovana molekula pfejit do zakladniho
stavu bez vyzareni nového zéreni.

6. Vliv cizich iontu
Pokles kvantového vytézku mize byt zapfiCinén i pfitomnosti cizich iontd a latek.
Stupeti zhdSeni v tomto piipad€ roste s polarizovatelnosti a s rostouci kovalentni
charakteristikou.
Zh4seni anionty: F~ < NO3 <S03~ < ac < (CO0)?” < ClI" <Br~ <SCN~ < I~
Zh4seni kationty: Cu?*, Ni?*, Fe?*, Fe3*, Mn2" (kationty s vakantnimi d-orbitaly)
Mn?*, Fe?*, Hg?* < UO3" < Co, Ni < Fe3* < Cu < Cr3*t
Pohlceni elektronu z excitované hladiny fluoreskujictho cheldtu analytu
v neobsazeném d-orbitalu md za ndsledek znemoZnéni ndvratu excitovaného
elektronu na zdkladni hladinu.

2.7 Vlastni a nevlastni fluorescence

Fluorescenci 1ze rozdélit na vlastni a nevlastni. Vlastni fluorescenci 1ze pozorovat u latek,
které obsahuji tzv. vlastni nebo vnitini fluorofory, které se v nich pfirozené nachézeji.
U bunék je déna vlastni fluorescence hlavné proteiny, ve kterych jsou hlavnimi fluorofory
aromatické aminokyseliny (napf. tryptofan, fenylalanin ¢i tyrozin).
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U nevlastni fluorescence se ke studovanému vzorku, ktery nemd vhodné fluorescencni
vlastnosti, priddva tzv. vnéjsi, neboli nevlastni fluorofor. V pfipadé€, Ze se nevlastni fluorofor
véaze ke sledované molekule pomoci kovalentni vazby, jednd se o fluorescencni znacky. Pokud
se vaze nekovalentné, nazyvaji se fluorescencni sondy. Je dulezité, aby kromé specifické
vazby nevlastniho fluoroforu na substrat, tato vazba nenaruSovala funkce biologickych
systému. PouZivaji se napfiklad ke znaCeni membran a vizualizaci a identifikaci chromozomu.

2.7.1 Fluorescen¢ni znacky

Fluorescenéni znacky by meéli mit vysokou intenzitu fluorescence a byt stabilni
pii souvislém ozafovéni.

Nejcastéji jsou pouzivany k fluorescencnimu znaceni proteini, kdy se kovalentné vazou
na jejich aminové, sulfhydrylové nebo histidinové bocni fetézce, thiolové skupiny atd.
Fluorescenéni znacky maji své uplatnéni napiiklad v imunologii, histochemii ¢i v afinitni
chromatografii [30].

Nejzndméj$imi fluorescenénimi znackami jsou fluoresceinizothiokyanat, ktery se navazuje
na sekunddrni protilitky a je honé vyuZivdn pfi imunofluorescenci [31]
a tetrametylrhodaminizothiokynédt pouZivany jako sekunddrni barvivo kjiz zminénému
fluoresceinizothiokyandtu [32].

2.7.2 Fluorescencni sondy

Fluorescen¢ni sondy jsou latky, které po navdzéani ke sledované struktutfe vyrazné¢ méni
svij kvantovy vytéZzek a nékdy i spektrdlni vlastnosti. Samotné v roztoku byvaji malo
fluorescen¢ni.

Volba spravné fluorescencéni sondy je dulezitd, jelikoz jeji vlastnosti jsou zdsadni
pfi ziskdvani potrebnych informaci [30].

4-Di-2-Asp

neboli  4-(4-(Diethylamino)styryl)-N-Methylpyridinium  jodid je  kationaktivni
mitochondridlni barvivo oranzové barvy s velkym Stokesovym posunem, které muze byt
pouZzito k obarveni nesynaptickych nervovych zakonceni nezdvislych na neuronové aktivité

[33].
HsC j

M

\|

— i CH;
Obr. 16 Struktura fluorescencni sondy 4-Di-2-Asp [34]

Aminostyrylpyridiniové barviva se také Casto pouZivaji jako substraty pro funk¢ni analyzu
transportd biogennich aminu [35].
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DiO, DiA

Tyto sondy patii do skupiny lipofilnich fluorescencnich barviv, kterd se pouZivaji
ke znaCeni bunéénych membrdn a jinych hydrofobnich struktur. Fluorescence téchto
na prostfedi citlivych barviv je vyrazné zvySena, pokud jsou zacClenény do membrin
¢i navdzdny na lipofilni biomolekuly. Po aplikaci na buiky tato barviva difunduji pficné
bunénou membranou, coz vede k zbarveni celé buiiky v optimdlni koncentraci [36].

DiO neboli 3,3'-Dioctadecyloxacarbocyanine perchlorét je sonda, kterd je Siroce vyuZivdna
jako fluorescenéni membrdnové barvivo. M4 obecné nizsi difuzni rychlost nez sonda Dil
(1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorat; lipofilni membrinové
barvivo), se kterou se Casto spolecné pouZiva.

= & & iy
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CH, CH
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Obr. 17 Struktura fluorescencni sondy DiO [37]

DiA, neboli 4-(4-dihexadecylaminostyryl)-N-methylpyridinium jodid oznaCovdna také
nekdy jako 4-Di-16-Asp je membranové barvivo, které mnohem rychleji difunduje
bunéénymi sténami nez DiO. Ma velmi Siroké emisni spektrum a muze byt detekovano
zelenym, oranZzovym ¢i ¢ervenym filtrem [38].

HSC_ND, CH=CH @N[[CH2]1SCH3]Q

I
Obr. 18 Struktura fluorescencni sondy DiA [39]

Methylenova mod¥r

Methylenova modi (MB) je heterocyklicka sloucenina, kterd ma mnoho druha pouZiti
v riznych oblastech, jak je napiiklad biologie ¢i chemie. Pti pokojové teploté se vyskytuje
ve form¢ prasku bez zdpachu, ktery ma tmavé zelenou barvu. Po rozpusténi ve vod€ vznikne
modry roztok [40].

M Cl

Obr. 19 Struktura fluorescencni sondy Methylenovd modr [41]
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Dodecyl akridinova oranz
Dodecyl akridinovd oranZ (DAO) neboli 2,8-bis(dimethylamino)-10-dodecyl-acridinium
bromid je kationaktivni fluorescencni sonda amfifilniho charakteru.

CH
N< 3
CH,

CH
N< 3
CH,

Obr. 20 Dodecyl akridinovd oranz

2.7.3 H aJ typ agregace

Shlukovéani molekul barviv v roztoku ¢i na rozhrani pevné a kapalné faze je Castym jevem
v chemii barviv, ktery vznikd vlivem silnych mezimolekuldrnich van der Waalsovych
interakci. Agregity vzniklé v roztoku vykazuji zfetelné zmeény v absorpénim spektru
ve srovndni se spektrem monomeru. U agregatt J-typu dochazi k bathochromnimu posunu,
a u agregati H-typu k posunu hypsochromnimu. U bathochromniho posunu dochazi ke zméné
spektrdlniho pasu absorpce, odrazivosti, propustnosti ¢i posunu emisniho spektra molekuly
k vy$§im vlnovym délkam. K této situaci muze dojit na zdkladé zmeény v prostiedi, jakou je
napiiklad zména polarity. Bathochromni posun je jev pozorovatelny u molekulovych spekter.
Bathochromni efekt byv4 né€kdy oznacovan jako cerveny posun a hypsochromni jako posun
modry. U hypsochromniho efektu dochdzi k posunu maxima absorpce k nizZ§im vlnovym
délkam, tedy je zde posun k modré Casti spektra.

Obecné se vi, Ze jak H-typ agregitu tak i J-typ se sklddaji z paralelné uspofddanych
molekul barviva tzv. plane to plane, tedy rovinami molekul k sobé. H-dimery se seskupuji
k sobé¢ zrcadlové (tzv. head to tail) zatimco J-dimery naopak [42].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Fluorescenc¢ni sonda 4-Di-2-Asp

Jiz roku 1987 byl uskuteCnén pokus, ve kterém byla zhodnocena schopnost
18 kationaktivnich mitochondridlnich barviv obarvit Zivd nervovd zakonCeni. Jednim
z nejucinngjSich barviv byl 4-Di-2-Asp, jehoZ podrobné&jsi studie pak prokazaly, Ze toto
barvivo nemd Zadny trvaly vliv na strukturu ¢i funkci nervovych zakonceni [43].

Roku 1998 byla popsdna technika, kterd kombinovala konfokdlni mikroskopii
(ta umoznovala moznost zobrazovani prostorovych vztahti mezi burikami) za pouZiti barviva
4-Di-2-Asp a Rhodamin-alphabungarotoxinu k obarveni acetylcholinovych receptora
v neuromuskuldrnich spojich, aby byly 1épe pochopeny biologické aspekty vyvoje, starnuti
téchto spoju i patologické podminky jako napfiklad poruchy neuromuskularniho pfenosu.
4-Di-2-Asp (pouziti této sondy je omezeno na pouZiti in vivo, jelikoZ to je ,,vital-dependent
marker*), které oznacilo v téchto zakonlenich ¢4sti obsahujici mitochondrie. V tomto
experimentu se ukazalo, Ze barvivo 4-Di-2-Asp muZe byt pouZito i ve svalech, které jsou
Cerstveé odebrdny pokusnému zvifeti. Bylo zji$téno, Ze touto technikou mohou byt doplnény
stdvajici vySetfovaci metody anatomie nervovych zakonceni a také jejich patologie [44].

U mySi bylo toto barvivo také pouZito k zbarveni bun€k v plicnich neuroepitelidlnich
orgdnech obsahujici senzory které se podili na regulaci dychdni [45]. Barvivo 4-Di-2-Asp
ukdzalo jasné fluoreskujici skupiny bun€k v epitelu dychacich cest [46].

Z dalsich vyuziti tohoto barviva muZeme jmenovat obarveni nervovych zakonceni
v krdli¢im epitelu rohovky ¢i v krysim epidermis, u Zzab a hadi =zviditelnéni
neuromuskuldrniho spojeni jakoZ i vizualizace inervace lidského choroidu [47](cévnatka -
soucast oka, vrstva mezi sitnici a bélimou. Obsahuje krevni cévy vyZivujici struktury oka
a pigment, ktery absorbuje nadbytek svétla a brani tak jeho rozptylu)[48].

Barvivo 4-di-2-Asp bylo také vyuzito pfi studiu stability a vlastnosti uvolfiovani Céstic
biodegradabilni polymlécné kyseliny(PLA), které byly aplikovany na model lidské pokozky.
Predmétem studie bylo zjistit, zda mize zaclenéni hydrofilni ¢i lipofilni molekuly zlepsit
stabilitu &4stic PLA na povrchu kize. Céstice PLA byly oznateny hydrofilnim
fluorochromem 4-di-2-Asp a také lipofilnim fluorochromem Bodipy 630/650. Byly zkoumany
zmény morfologie castic po jejich inkubaci na povrchu kize pomoci elektronové
mikroskopie, zatimco fluorescenéni mikroskopie a pratokovd cytometrie byla pouzita
k pozorovani penetrace castic do vlasovych folikuld a uvoliovédni fluorochromu. Bylo
zjisténo, Ze Castice, na kterych byl navdzdn Bodipy 630/650 rychle tento fluorochrom
uvolnovaly a béhem nékolika hodin po aplikaci na povrch kize ménily svou Casticovou
morfologii. Céstice oznatené barvivem 4-di-2-Asp naopak udrZovaly tvar a konstantnd
uvoliiovaly navdzany fluorochrom po dobu az 16 hodin.

Tyto vysledky ukdzaly, Ze Castice PLA, pfestoZe je jejich vodna disperze stdld, ztraceji
pfi styku s kuzi ¢astecné svuj tvar. Stabilita castic by mohla byt vylepSena pomoci modifikace
chemické struktury a lipofility navdzanych fluorochromti. Mohly by tak byt pfipraveny
castice PLA s adekvatnimi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi vhodnymi pro aplikaci 1éCivych
latek navdzanych na téchto Casticich [49].
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3.2 Fluorescenc¢ni sondy DiO, DiA

Fluorescen¢ni karbocyaninové barvivo DiO (spolecné s Dil) m4 rozsdhlou historii pouZiti
v bunécné biologii. V 80. letech bylo objeveno, Ze tato barviva mohou byt vyuzita k oznafeni
neuronu. Bylo také zjisténo, Ze hlavnim mechanismem translokace téchto molekul je lateralni
(bo¢ni) difize [50]. Oznacovani neuronu timto zpusobem probihd ve fixovanych tkéanich
(chemicky chrdnény pfed rozpadem) pfiblizné 0,2-0,6 mm za den a v Zivych tkdnich rychle;ji
ato aZ 6 mm za den diky aktivnimu transportu barviva. Jako indikator neuront se DiO
pouZzivé ve spojeni s Dil. Fixované tkan¢ jsou v ne€kterych piipadech zbarvoviany pomoci DiA
[51].

Vyzkumy ukazuji, Ze DiA je ve vicebarevném oznaCovani spolecné s Dil lepSim
neuronovym indikdtorem nez DiO. Difuze DiA je v membranidch rychlejsi a zdroven
je rozpustnéjsi nez DiO, coz usnadiiuje znaceni buiiky [52]. Spojeni téchto barviv bylo
pouzito ve studii, kterd méla za cil urcit, kdy sitnice a primarni zrakova klra vytvoii prvni
axon a také kdy se navzdjem spoji v prubéhu embryonalniho vyvoje fretky [53].

Pomoci téchto barviv byla také zkouména interakce mezi skupinou miSnich aferentnich
(privadéjici informace do centrdlniho nervového systému) axonu a jejich cilovymi neurony
ve vyvijejici se krysi miSe [54].

Tym z univerzity Jadavpur v Indii studoval absorpéni a fluorescencni spektra DiO
ve vodném i nevodném prostiedi, ve kterém byl obsaZen vajeCny fosfatidylcholin (PC), ktery
hral roli modelové membrany. Disperze lipidi ve vodé tvoii liposomy o jednotné velikosti,
coz se ukdzalo jako idedlni pro studium spektrdlnich, fotofyzikdlnich a dalSich vlastnosti
pfedpoklddanych u lipidovych dvojvrstev.

V nevodném prostiedi (v cyklohexanu) bylo pozorovano, Ze se stoupajici koncentraci
barviva dochdzelo k mirnému sniZeni normdlni (monomerni) fluorescence pfi 513 nm
a objevovalo se nové maximum a to pii vinové délce 548 nm. Tento pds fluorescence
je povazovan za fluorescenci excimeru. V ptitomnosti PC bylo pozorovdno maximum pouze
pfi 510 nm, coZ nasvédCuje tvorbé komplexu. Byly zmétfeny i doby Zivota, které potvrdili
existenci jednoho komplexu v pfitomnosti PC oproti dvéma formdm v jeho nepfitomnosti.

Vysledky této studie tedy prokdzaly existenci komplexu barviva (v zdkladnim
i excitovaném stavu) s PC. Byl také ucinén pokus ur€it polaritu mikroprostiedi pomoci
spektrdlnich studii barviva v PC liposomu nebo uvniti PC reverzni micele, kterd se nachdzela
v prostiedi o zndmé polarité [55].

3.3 Fluorescencni sonda Methylenova modr

Aby bylo porozuméno fotochemickému chovédni methylenové modii (MB) v pfipadech,
kdy interaguje s biomolekulami (zejména s membrdnami), byly studovédny jeji vlastnosti
v systémech obsahujicich dodecylsiran sodny (SDS). Z divodu elektrostatické pfitazlivosti
se tvoii SDS-MB komplexy, které méni vlastnosti micel i barviva. Méfenim povrchového
napéti se ukdzalo, ze CMC SDS klesa v zavislosti na vzrustajici koncentraci MB. Pridavek
MB tedy usnadiiuje vznik micel a CMC je dosaZeno pti mnohem niZ§ich koncentracich. Tento
efekt je nejspiSe zpusoben tvorbou komplexti mezi SDS a MB. Pii nizké koncentraci SDS
bylo pozorovano, Ze absorp¢ni spektrum nabyvd maxima pii 580 nm, coZ odpovida absorpci
dimeru. Naopak pfi vétsi koncentraci SDS a stejné koncentraci barviva, bylo pozorovino
absorpCni maximum pii 665 nm, které odpovidd monomerni formé.
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Dimer

Obr. 21 Zndzornéni tvorby dimeru methylenové modri [56]

Pomeér Asgo/Ages ndm tedy udavd kvalitativni odhad koncentrace dimeru ve vzorku. Bylo
pozorovdno, Ze tento pomer se zvySoval s koncentraci SDS aZ do 3 mM a poté zacal klesat.
Na pfitomnost dimeru Ize také usuzovat z poméru maximdlni intenzity fluorescence I
a mnozstvi svétla absorbovaného pfi excitani vlnové délce (pti 580 nm — fs539). Pomér Ig/fsgg
kles4, pokud je pfitomen dimer [S7].

Portugalsky tym védct se zabyval studii spektra methylenové modfi, aby bylo pochopeno
jeji chemické chovéni. Byla proméfovéna spektra tohoto barviva ve vode i ve smési etanolu
a vody, které byly namichany v riznych pomérech. Autofi se snazili prokazat, Ze absorpcni
maximum pfipisované existenci dimeru je ve skuteCnosti zpusobeno rozdily v iontové sile
roztokl. Tvrdi, Ze zmény spektra methylenové modfi jsou zpusobeny vlastnostmi prostiedi
(rozpoustédlo, pifitomnost jinych molekul) a Ze ma také vliv struktura solvatatniho obalu
kolem chromoforu. Bylo pozorovéano, Ze v rozpoustédlech s riznou dielektrickou konstantou
zustavali pozice a tvar pasu velmi podobny. U vodného roztoku byla intenzita pasu vZdy niZsi
v porovndni s prostfedim obsahujici etanol. Takto ziskané vysledky nepotvrdily existenci
dimeru, avSak podpofili teorii vlivu iontové sily na tvar a pozici absorp¢nich pasu [56].

3.4 Fluorescenéni sonda DAO

ReSerSe se zabyvd studiem fluorescencni sondy nonylakridinovou oranzi (NAO) misto
DAO z toho diivodu, Ze dostupnych informaci o DAO sondé¢ je velice mélo. Zaméfeni se na
nonylakridinovou oranZ vychazi ze strukturni podobnosti s dodecylakridinovou oranZi.

NAO, kterd se od DAO Ili8i v délce uhlikového fetézce pouze o tfi uhliky, se pouziva
k fluorescencni vizualizaci lipozomt a mitochondrii prostfednictvim reakce s kardiolipinem
(CL), ktery se vyskytuje ve vnitini mitochondridlni membrané [58] je zdsadni slouceninou
pro detekci apoptdzy (typ programované bunécné smrti)[S9].

Interakce mezi NAO a CL lze studovat pomoci absorpénich spekter. Pii nizkych
koncentracich volné NAO ma absorpcni spektrum své maximum pti 495 nm. Na absorp¢ni
kfivce je patrny pik (maximum pfi 474 nm), ktery prezentuje absorpci dimerni formy NAO.
Se zvySujici se koncentraci se maximum posouvd smérem k474 nm, coZ poukazuje
na zvySenou tvorbu dimeru. I v pfitomnosti CL se absorpce NAO pti 495 nm sniZuje, tedy
dochézi k vymizeni monomerni formy a naopak pfi 474 nm nabyva maximdlni hodnoty, tedy
se tvofii dimery [60].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Polyelektrolyty
Hyaluronan
M,,=502 kDa; Contipro Biotech s.r.0., Cislo Sarze: 170106-D1

Polystyrensulfat sodny
M,,=1 MDa; CAS: 25704-18-1; Sigma — Aldrich, ¢islo Sarze: MKAA1218V

Fluorescencni barviva
DAO: Dodecylakridinové oranz: Acridine orange-10-dodecyl bromide
M,,=514,59 g-mol_l; CAS: 41387-42-2; Fluka; Cistota> 97 %

4-Di-2-Asp:
M,,=394,29 g-mol'l; CAS 105802-46-8; BioChemika (Fluka), for fluorescence, > 97,0%

MB: Methylenova modf
M,,=319,85 g-mol'l; CAS 7220-79-3; Sigma — Aldrich

DiA: 4-(4-dihexadecylaminostyryl)-N-methylpyridinium jodid
M,,=758,98 g-mol'l; CAS 114041-00-8; Sigma — Aldrich, Cislo Sarze: D4167

DiO: 3,3'-Dioctadecyloxacarbocyanine perchlorit
M,=881,70 g'mol™"; CAS 34215-57-1; Sigma — Aldrich

Povrchové aktivni ldtky
CTAB: Cetyltrimethyl amonium bromid
M,,=364,46 g-mol'l; CAS: 57-09-0; SERVA; cistota > 99 %

Dalsi pouZité chemikdlie

Methanol

M,,=32,04 g-mol'l; CAS: 67-56-1; Sigma — Aldrich; Cistota > 99%

Voda

M,,=18,015 g-mol'l; voda byla precisténa pomoci pfistroje PURELAB Flex (ELGA
LabWater)

4.2 Pristroje a zarizeni

Analytické vahy Denver instrument
Automatické pipety Biohit ,Finnpipette, Vitrum
Magnetické michadlo Heidolph MR Hei-Standard
Vibracni tfepacka MS?2 Minishaker

UV-VIS Spektrofotometr Cary Probe 50, Varian
Luminiscen¢ni spektrometr ~ Fluorolog HORIBA Jobin Yvon
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4.2.1 UV-VIS Spektrofotometr
Tabulka 1 Parametry — Cary Probe 50

Zdroj zareni xenonova lampa
Monochromatory Czerny-Turner 0,25 m
Rozmezi A 190 — 1100 nm
Opakovatelnost A +0,1 nm

Max rychlost skenu 24000 nm/min
Detektor 2 kfemikové diody

UV-VIS spektrofotometr je zafizeni pouzivané pro meéteni elektronovych absorpCnich
spekter. Cary Probe 50 je spektrofotometr, jehoZ uspotfddani je jednopaprskové a sklada se
ze zdroje zéafeni, monochromdtoru, na némz se ziskdvd monochromatické zareni (zéatreni
o urcCité vlnové délce), ddle kyvety se vzorkem a nakonec detektoru (Obr. 6).

Iy Iy, Kyveta I

Zdroj Monochromator Deteltor
] ‘ ge vzorkem -

h |

k |

Obr. 22 Schéma jednopaprskového UV-VIS spektrofotometru Cary probe 50

4.2.2 Luminiscencni spektrometr

Tabulka 2 Parametry — Fluorolog HORIBA Jobin Yvon

Zdroj zareni xenonové lampa
Monochromatory Czerny-Turner

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

Rychlost skenu 150 nm/s

Polychromatické zafeni vychdzejici z primdrniho zdroje vstupuje do excita¢niho
monochromatoru, kde se vybere zafeni o vhodné vinové délce excitace. Ddle paprsek o piesné
definované vlnové délce prochdzi kfemennou kyvetou se vzorkem, kterd lezi v jeho optické
draze. Dojde k excitaci elektronti zkoumaného vzorku. Fluorescence je poté pozorovana
ve sméru kolmém ke sméru paprskii primarniho zareni. Emisni zafeni ndsledné prochazi
emisnim monochromatorem, kde je vybrdna pfisluSnd vlnova délka a pomoci detektoru
je zjiSténa intenzita fluorescence (Obr. 22)[18].
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Obr. 23 Schéma jednopaprskového spektrofluorimetru HORIBA Jobin Yvon

4.3 Priprava zasobnich roztoku
4.3.1 Zasobni roztoky hyaluronanu

Na analytickych vahdch bylo navdZeno 0,999 6 g hyaluronanu o molekulové hmotnosti
502 kDa. Navézka byla prevedena do odmérné bariky o objemu 100 ml a po rozpusténi tohoto
mnoZzstvi byl roztok doplnén vodou po rysku. Takto byl pfipraven zdsobni roztok
o koncentraci 0,999 6 g-l'l.

Na analytickych vahdch bylo navdZeno 0,403 2 g hyaluronanu o molekulové hmotnosti
502 kDa. Navézka byla prevedena do odmérné bariky o objemu 100 ml a po rozpusténi tohoto
mnoZzstvi byl roztok doplnén vodou po rysku. Takto byl pfipraven zdsobni roztok
o koncentraci 4,032 0 g-l'l.

Ze zéasobniho roztoku 4,032 0 g-l'1 bylo do odmérné bariky o objemu 100 ml odpipetovano
10 ml. Poté byl roztok doplnén vodou po rysku. Ze zdsobniho roztoku o koncentraci
4,0320 g-l'1 byl tak fedénim pfipraven zdsobni roztok o koncentraci 0,403 2 g-l'l.

Ze zisobniho roztoku 0,403 2 g-17! bylo do odmérné baiiky o objemu 100 ml odpipetovano
10 ml. Poté byl roztok doplnén vodou po rysku. Ze zdsobniho roztoku o koncentraci
0,403 2 g-l'1 byl tak fedénim pfipraven zdsobni roztok o koncentraci 0,040 3 g-l'l.

4.3.2 Zasobni roztok polystyrensulfonatu sodného

Na analytickych vahiach bylo navdzeno 1,0005 g polystyrensulfonitu sodného
o molekulové hmotnosti 1 MDa. Navédzka byla pfevedena do odmérné bariky o objemu
100 ml a po rozpusténi tohoto mnoZstvi byl roztok doplnén vodou po rysku. Takto byl
piipraven zésobni roztok o koncentraci 10,005 0 g-17.

Na analytickych vahich bylo navdzeno 0,1006 g polystyrensulfonitu sodného
o molekulové hmotnosti 1 MDa. Navédzka byla pfevedena do odmérné bariky o objemu
100 ml a po rozpusténi tohoto mnoZstvi byl roztok doplnén vodou po rysku. Takto byl
piipraven zdsobni roztok o koncentraci 1,006 0 g-17".
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Ze zéasobniho roztoku 1,006 0 g-l'1 bylo do odmérné bariky o objemu 100 ml odpipetovano
10 ml. Poté byl roztok doplnén vodou po rysku. Ze zdsobniho roztoku o koncentraci
1,006 0 g-l'1 byl tak fedénim pfipraven zdsobni roztok o koncentraci 0,100 6 g-l'l.

4.3.3 Zasobni roztoky fluorescenc¢nich sond

Na analytickych vahdch bylo navdzeno 0,007 9 g fluorescencni sondy 4-Di-2-Asp.
Toto mnozstvi bylo kvantitativné pfevedeno do plastové odmérmé bariky o objemu 100 ml
a po rozpusténi navazky byl roztok doplnén vodou po rysku. Takto byl pfipraven vodny
roztok sondy 4-Di-2-Asp o koncentraci 2,003 9-10™* mol-1™".

Na analytickych vahdch bylo navdZzeno 0,0259g fluorescenéni sondy DAO.
Toto mnozstvi bylo kvantitativné pfevedeno do plastové odmeérné bariky o objemu 25 ml
a po rozpuSténi navazky byl roztok doplnén methanolem po rysku. Takto byl pfipraven
zéasobni roztok sondy DAO v metanolu o koncentraci 2,013 3- 10~ mol-1™%.

Na analytickych vahich bylo navdZeno 0,006 4 g fluorescen¢ni sondy MB. Toto mnoZstvi
bylo kvantitativné pfevedeno do plastové odmérné bariky o objemu 100 ml a po rozpusténi
navazky byl roztok doplnén vodou po rysku. Takto byl pfipraven vodny roztok sondy MB
o koncentraci 2,000 9- 10~ mol-17".

U pokusi s fluorescencnimi sondami DiO a DiA byly pouzity jiz pfipravené zdsobni
roztoky. Zasobni roztok DiO byl pfipraven rozpusténim 23,7 mg barviva v 250 ml acetonu.
Tento zdsobni roztok meél tedy koncentraci 1,075 2.10™ mol-I"!. Z4sobni roztok DiA byl
pfipraven rozpusténim 5 mg v 250 ml acetonu. Tento zdsobni roztok mél tedy koncentraci
2,635 1107 mol-1™".

4.3.4 Zasobni roztoky tenzidu

Na analytickych vahach bylo navaZeno 3,646 3 g tenzidu cetyltrimethylamonium bromidu
(CTAB). Poté bylo toto mnoZstvi kvantitativné prevedeno do odmeérné bariky o objemu
100 ml a doplnéno vodou po rysku. Takto byl pfipraven zdsobni roztok CTAB o koncentraci
0,1 mol-17".

Ze zésobniho roztoku 0,1 mol-1™! bylo do odmérné bariky o objemu 100 ml odpipetovano
10 ml. Poté byl roztok doplnén vodou po rysku. Takto byl fedénim pfipraven zdsobni roztok
o koncentraci 0,01 mol-17".

4.4 Priprava vzorku
4.4.1 Interakce fluorescencni sondy s polyelektrolytem

Do plastovych zkumavek bylo nejdfive napipetovdno piisluSné mnozstvi kyseliny
hyaluronové (polystyrensulfonatu sodného) ze zasobnich roztoku, poté bylo pfidano prislusné
mnoZzstvi zdsobniho roztoku fluorescen¢ni sondy (4-Di-2-Asp, MB) a nakonec bylo pfiddno
piisluSné mnozstvi vody.

Fluorescen¢ni sonda DAO byla ptiddvana do vzorka jako posledni. Bylo tak u¢inéno proto,
Ze byl pouzit methanolovy zdsobni roztok, jelikoZ se sonda velice Spatné rozpoustéla ve vode.
Zasobni roztok DAO byl namichdn v takové koncentraci, aby do vzorku byl pipetovdn
co nejmensi objem (10 pl) a methanol tak co nejméné ovliviioval zkoumany systém.
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Pokud by byl methanol pfed namichanim vzorkli odpatfovén, sonda by byla siln€ sorbovdna
na plastovy povrch zkumavek (diky jejimu amfifilnimu charakteru) a vysledna koncentrace
DAO ve vzorku by byla odliSn4.

U fluorescencnich sond DiO a DiA, které byly rozpustény v acetonu, bylo nejdiive
do sklenénych vialek ¢i plastovych zkumavek napipetovdno takové mnoZstvi zdsobniho
roztoku sondy, aby po odpafeni rozpoustédla a doplnéni vzorku na celkovy objem byla
kone&nd koncentrace sondy v roztoku fadové 107 u DiO a 1077 u DiA. Do takto piipravenych

vialek (zkumavek) byly ddle pipetovany dalsi slozky vzorku (polyelektrolyt, voda).
Celkovy objem kaZdého vzorku ¢inil 4 ml. Konecnd koncentrace fluorescencnich sond
ve vzorku a také koncentracni rozmezi polyelektrolytu jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3 Prehled koncentraci  jednotlivych  fluorescencnich  sond ve  vzorku
a koncentracnich rozmezi priddvaného polyelektrolytu
Fluorescencni Kone¢na koncentrace Koncentracni Koncentraéni
sonda sondy ve vzorku rozmezi hyaluronanu rozmezi PSSNa
[mol-1"] [g17] [g17]
4-Di-2-Asp 1-107° 0-9,5 0-9,5
MB 1-107 0-95 0-82
DAO 5-107° - 0-82
DiO 2,016:107° 0- 1,625 0-1,238
DiA 4,941-107 0-59510" 0-3,038-10""

4.4.2 Interakce systému fluorescen¢ni sonda — polyelektrolyt s tenzidem

Do plastovych zkumavek bylo nejdfive napipetovdno piisluSné mnozstvi kyseliny
hyaluronové (polystyrensulfondtu sodného), ddle bylo pfiddno urcité mnoZstvi zdsobniho
roztoku fluorescencni sondy (4-Di-2-Asp, MB), rizné mnozZstvi tenzidu z odpovidajicich
zasobnich roztokl a nakonec bylo pfidano pfislusné mnozstvi vody.

Fluorescen¢ni sonda DAO byla i v tomto piipadé ptidavana do vzorka jako posledni.

Celkovy objem vzorku byl 4 ml. Konecnd koncentrace fluorescencnich sond ve vzorcich
byla shodna s koncentracemi uvedenymi v tabulce €. 3. Koncentraéni rozsah ptiddvaného
tenzidu byl u viech pokusd mezi 0 mol-I™" az 5-107 mol-1™".

4.5 Méreni vzorku

Kazdé méfeni bylo tfikrdt opakovdno. Vysledné hodnoty zaznamenané v grafech byly
vyhodnoceny pomoci programu EXCEL, ke stanoveni smeérodatné odchylky byla pouZita
funkce SMODCH. V grafech jsou smeérodatné odchylky zobrazeny pomoci chybovych
usecek.

4.5.1 Méreni absorpcénich spekter

Pomoci UV-VIS spektrofotometru bylo zméfeno absorpéni spektrum vzorkti obsahujicich
fluorescen¢ni sondy v rozmezi vinovych délek od 350 nm do 650 nm u DAO a 4-Di-2-Asp
avrozmezi vlnovych délek 450 nm az 750 nm u MB. Pomoci absorpnich spekter byly
provedeny korekce emisnich spekter.
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4.5.2 Méreni emisnich spekter

Pomoci luminiscenéniho spektrometru byla zmé&fena emisni spektra fluorescencnich sond
4-Di-2-Asp, MB a DAO pri piislusnych emisnich a excitacnich vlnovych délkach v rizném
rozsahu vinovych délek (viz tabulka ¢. 4). Byl sledovan rust a pokles intenzity fluorescence
v z4vislosti na poméru P/D, kde P predstavuje moldrni koncentraci vazebnych mist pro sondu
(koncentrace zdporné€ nabitych skupin na fetézci polyelektrolytu) a D pfedstavuje koncentraci
fluorescencni sondy.

Tabulka 4 Prehled emisnich, excitacnich vinovych délek a rozsahu vinovych délek
Jjednotlivych méreni

Fluorescenéni Excitacni vlnova Emisni vlnova délka Rozsah vlnovych
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 meéfeni fluorescence muZe byt zkreslena raznymi faktory. Jednim z nich je
i vnitiné filtracni efekt. Z tohoto divodu byla emisni spektra korigovana podle vztahu:

Feorr = Fops 100'5.(Aex+Aem): (6)

kde A je absorbance pfi excitacni vinové délce a Ay, je absorbance pii emisni vinové délce.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo uskutecnit experimenty k ovéteni vyuZiti fluorescencnich
sond ve studiu koloidnich Castic predev§im na bazi hyaluronanu. Nejprve byly provedeny
experimenty s hyaluronanem a se systémem hyaluronan-tenzid, které vSak ukdzaly, Ze
hyaluronan pravdépodobné neni dostateCné silnym polyelektrolytem a néekteré vysledky
z téchto méfeni jsou sporné a obtizné interpretovatelné. Z téchto divodia byl pouzit i dalsi,
synteticky polyelektrolyt polystyrensulfondt sodny. Tento polyelektrolyt a systémy na ném
zaloZené (s pfidavkem tenzidu) byl nejprve studovian pomoci fluorescencni sondy DAO a to
z toho duvodu, Ze tato sonda byla jiz pouzita v bakalafské praci, kde byla ovéfena tvorba
dimerQ a to pravé v systémech zaloZeném na hyaluronanu. Timto chtélo byt ukazéano typické
chovani sondy tvofici dimery H typu projevujici se posunem absorpénich maxim k niz§im
vlnovym délkdam. S pomoci téchto vysledki mohou byt interpretovany i vysledky dalSich
sond (MB, 4-Di-2-Asp), jelikoZ u sondy MB se rizni vyzkumni pracovnici neshoduji, zda tato
sonda tvoii dimery €i nikoliv (viz kapitola 3.3) a u sondy 4-Di-2-Asp nejsou v literatuie
dimery viibec popsany.

5.1 Interakce fluorescencni sondy s polystyrensulfonitem sodnym

Retézec polystyrensulfondtu obsahuje zdporn& nabité sulfonové skupiny (- SO3), pomoci
kterych je schopen na sebe vdzat kationtové molekuly. Méerené veli€iny byly také studovany
v zévislosti na poméru P/D. P predstavuje koncentraci vazebnych mist, tedy sulfonovych
skupin. Plati, Ze 205 moli polystyrensulfonatu obsahuje pfiblizn€ 1 mol sulfonovych skupin.
D predstavuje koncentraci fluorescencni sondy v roztoku.

5.1.1 Fluorescené¢ni sonda DAO

Pii interpretaci vysledki méfeni s fluorescencni sondou DAO bylo vychédzeno ze strukturni
analogie této sondy s fluorescen¢ni sondou NAO, u které byla v literatufe popsdna tvorba
dimert, jejichZ absorbance nabyvd maximalni hodnoty pii 474 nm. Bylo vychdzeno také
z predpokladu, Zze DAO je ve vodném roztoku pfitomna v monomerni forme, kterd u DAO
nabyvd maximdlni hodnoty pii 493 nm (uvedeno vyrobcem). Byla brdna v uvahu také
hydrofobni interakce, ktera mohla zpusobit tvorbu agregatt jiného typu (premiceldrni ttvary)

Tvorba dimert byla také ovéfena pomoci poméru absorbance dimeru (A474) ku absorbanci
monomeru (Ay93), kterd je zaznamendna v grafu spolecné s intenzitou fluorescence (Obr. 24).

Oblast A (Obr. 24): V grafu je patrné, Ze sprvnim pfiddnim malého mnoZstvi
polystyrensulfoniatu doSlo k sniZeni intenzity fluorescence oproti intenzit¢ fluorescence
samotné sondy (v grafu zobrazeno pomoci modré piimky). Tento pokles byl zpusoben
navazdnim fluorescencni sondy na fetézec polystyrensulfondtu. S dal§im pfidavkem se
intenzita fluorescence zvySila.

Oblast B: Poté dochazi k prudkému sniZeni intenzity fluorescence v dusledku tvorby
dimerQ, coz je potvrzeno i zvySujicim se pomérem Au7a/As93. Pfi P/D=3 byla pozorovina
nejniZ8i intenzita fluorescence. Tento bod predstavuje tzv. koncovy bod titrace, pfi kterém
jsou vSechny disociované karboxylové skupiny nasyceny molekulami barviva. V grafu je
tento bod oznaCen jako (P/D).. Tato hodnota odpovidd koncentraci polystyrensulfonatu
3,125-107° g-l'l. V tomto bod€ tedy dochdzi k nasyceni zdporn€ nabitych skupin dimery
¢i oligomery DAO.
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Oblast C: Se vzrustajici koncentraci polystyrensulfonatu dochazi k vyraznému narastu
intenzity fluorescence a zdroven k poklesu pomé&ru absorbanci, coZ svéd¢i o tom, Ze se dimery
s piibyvajicimi vaznymi misty rozpadaji na monomerni formu ¢i mohlo dochazet
k redistribuci molekul DAO podél fetézce polystyrensulfonatu.

Hodnota (P/D). byla pouZita v dalsim zkoumdni interakce tenzidu CTAB se systémem
fluorescen¢ni sonda-polystyrensulfonat.
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Obr. 24 Porovndni zdvislosti intenzity fluorescence (modre zobrazené body) a pomérii
absorbance dimeru ku absorbanci monomeru (A4 74/Aq493; Cervené zobrazené body)
na podilu koncentraci vazebnych mist polystyrensulfondtu sodného a koncentrace
sondy. Zleva doprava roste koncentrace polystyrensulfondtu ve vzorcich,
koncentrace sondy je konstantni (5-1 07% mol-I”"). Osa x je vynesena v logaritmickém
méritku. Modrd prFimka zndzorfiuje intenzitu fluorescence bez prFidaného
polystyrensulfondtu, tedy samotné sondy.

Dal$im dikazem tvorby dimeru muze byt porovnani absorpcnich spekter vzorkl s riznou
koncentraci polystyrensulfonatu (Obr. 25).

Pro zakresleni do grafu byly vybrdny Ctyfi reprezentativni vzorky, aby byla zndzornéna
zména ve tvaru absorpcniho spektra v disledku tvorby ¢i rozpadu dimerni formy DAO.

Modfe vykreslené spektrum zndzorfiuje vzorek s nulovou koncentraci polystyrensulfonatu.
Je patrné, Ze absorpéni kfivka nabyvd maxima v okoli 493 nm (maximum absorpce
monomeru), coZ potvrzuje, Ze je sonda ve vodném roztoku pritomna ve formeé monomeru.

Cerné je poté vykresleno absorpéni spektrum vzorku, jehoz P/D=(P/D).=3. V tomto bod&
dochazi k nejvetsi tvorbé dimert, coz je také potvrzeno tvarem absorpéniho maxima, kterému
schazi vykresleny pik odpovidajici monomeru.

Cervend kiivka ndlezi vzorku, jehoz P/D=50, zde lze pozorovat op&tovny narist
monomerniho piku. Rozdil v maximech absorbance dimeru a monomeru se sniZuje.
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Kftivka vykreslend zelen¢ nélezi bodu o hodnoté P/D=2000. Zde lze pozorovat absolutni
pfevahu monomerniho piku, pficemZ pik dimeru je zde pfitomen jiZ v minimalni mite.
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Obr. 25 Absorpcni spektra vzorkii s riiznou koncentraci polystyrensulfondtu a konstantni
koncentract fluorescencni sondy DAO (5-107° mol-I"!). Modrd kfivka — P/D=0;
Cernd krivka — P/D=3; Cervend kiivka — P/D=50; zelend krivka — P/D=2000

5.1.2 Fluorescenc¢ni sonda 4-Di-2-Asp

U sondy 4-Di-2-Asp nebyly v literatufe nalezeny experimenty potvrzujici ¢i vyvracejici
tvorbu dimeru. Pokud bychom na interpretaci naméfenych dat pohliZeli z hlediska tvorby
dimert (¢i jinych agregdtl) pak v oblasti A dochézi ke snizovani intenzity fluorescence praveé
z divodu jejich tvorby a navazani molekul sondy 4-Di-2-Asp na fetézec polystyrensulfonatu
(Obr. 26).

V oblasti B pozorujeme intenzitu fluorescence pfiblizné€ konstantni v rozsahu P/D 5 aZ 100.
Toto miZe byt zpusobeno vysycenim vaznych mist polystyrensulfondtu. Tento Siroky rozsah
nizké intenzity fluorescence muze byt zpusoben tim, Ze pokud neni v roztoku dostatecnd
koncentrace polystyrensulfondtu (aby molekuly 4-Di-2-Asp mohly zaujimat vaznd mista
na fetézci, kterd jsou od sebe vzdalenéjsi), pak molekuly sondy pusobi i mezi sebou kvuli
malym vzdjemnym vzdalenostem.

Dale v oblasti C dochazi k prudkému nértstu intenzity fluorescence, kterd je nejspise
zpusobena redistribuovanim molekul 4-Di-2-Asp podél fetézce polystyrensulfonatu. Tento
neobvykle prudky narist muZe byt také podpofen zvySenim viskozity roztoku v disledku
stoupajici koncentrace polystyrensulfonatu.

Jelikoz v literatufe nebyly dostupné informace o maximu absorpce dimeru, je v grafu
vynaSena zdavislost maxima absorpce na P/D. MuZeme pozorovat, Ze ma stejny prubéh jako
intenzita fluorescence.
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Obr. 26 Zdvislost maxima absorbance (oranZové zobrazené body) a intenzity fluorescence
(zelené zobrazené body) sondy 4-Di-2-Asp na poméru P/D. Osa x je vynesena
v logaritmickém méritku. Zleva doprava roste koncentrace polystyrensulfondtu
ve vzorcich, koncentrace sondy je konstantni (1107 mol-l""). Zelend primka
zndzornuje intenzitu fluorescence bez pridaného polystyrensulfondtu, tedy samotné

sondy.
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Obr. 27 Zdvislost intenzity fluorescence (zelené zobrazené body) sondy 4-Di-2-Asp a jeji
maximdlni absorbance (oranZové zobrazené body) na podilu P/D — detailnéjsi
pohled — zobrazeni (P/D).=10. Osa x je vynesena v logaritmickém méritku,
koncentrace polystyrensulfondtu roste zleva doprava.
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Minimélni intenzity fluorescence bylo dosazeno pii P/D=10 (Obr. 27), coz predstavuje
koncentraci polystyrensulfonétu 2,05-107 g-l'l. Tato hodnota koncentrace byla poté pouzita
pfi zkoumdni interakce sondy 4-Di-2-Asp se systémem polystyrensulfonét-tenzid CTAB.

Maxima absorpce vynesend v grafu (Obr. 26) s intenzitou fluorescence vychdzela z méfeni
absorpce v rozsahu 350 aZz 650 nm. Nakonec byly vzorky proméfeny ve veétSim rozsahu
vlnovych délek, ¢imzZ se zjistilo, Ze pod hodnotou 350 nm nabyv4 absorpce sondy 4-Di-2-Asp
dalsiho maxima (Obr. 28). Lze predpokladat, Ze toto druhé maximum muiZe poukazovat
na tvorbu agregatd, avSak nelze s urcitosti fici ¢i dimerniho charakteru. Druhé maximum
se zaCalo objevovat jiz pfi P/D=1. Maximalni hodnoty nabyvala pfi P/D=75. S postupnym
pfidavdnim polystyrensulfondtu toto maximum sldblo a znovu nabyvalo na intenzité
maximum pfedpoklddané monomerni formy, které vykazovalo mirny posun k delSim
vlnovym délkam, coz poukazuje na tvorbu J-agregata [42].

V grafu (Obr. 28) je tmavé modfe vykreslena absorpce vzorku, jehoz P/D=0, tmavé
Cervené P/D=2, jasné€ Cerven¢ P/D=(P/D).=10, zelené¢ P/D=75, oranzové P/D=1000 a svétle
modie P/D=4634 (coz byla nejvys§i mozna hodnota P/D).
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Obr. 28 Absorpcni spektra vzorkii s riiznou koncentraci polystyrensulfondtu a konstantni
koncentraci fluorescencni sondy 4-Di-2-Asp (1-1 07 mol-lI”'). Modrd kiivka —
P/D=0; tmavé Cervend kiivka — P/D=2; jasné Cervend krivka P/D=10; zelend krivka
— P/D=75; oranZovd k¥ivka — P/D=1000 a svétle modrd krivka — P/D=4634

Na zdkladé¢ meéfeni absorbance ve vétsim rozmezi vlnovych délek byl vypoc&itdn pomér
absorbance predpoklddaného agregatu fluorescencni sondy 4-Di-2-Asp (Aspp) ku absorbanci
monomerni formy (A470)(Obr. 29). Lze pozorovat, Ze zdvislost poméru Aszxo/As70 na P/D
stoupa s klesajici intenzitou fluorescence a tedy ma opa¢ny prabéh nez zavislost Ay.x na P/D.
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Tento pomeér ndm tedy poukazuje na to, Ze sniZeni intenzity fluorescence je nasledkem tvorby
predpokladanych agregati fluorescencni sondy 4-Di-2-Asp.
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Obr. 29 Zdvislost poméru absorbance agregdtu ku absorbanci monomerni formy (oranzové
zobrazené body) a intenzity fluorescence (zelené zobrazené body) sondy 4-Di-2-Asp
na poméru P/D. Osa x je vynesena v logaritmickém méritku. Zleva doprava roste
koncentrace polystyrensulfondtu ve vzorcich, koncentrace sondy je konstantni
(1-107°mol-I”"). Zelend primka zndzornuje intenzitu fluorescence bez pridaného
polystyrensulfondtu, tedy samotné sondy.

5.1.3 Fluorescenc¢ni sonda Methylenova modr

Dle dostupné literatury, ve které se piedpokldada tvorba dimert fluorescenéni sondy MB,
monomer nabyvd maxima absorbance pii vlnové délce 665 nm a dimer pfi vlnové délce
580 nm. V téchto zdrojich se uvadi, Ze pfitomnost dimeru muZe byt potvrzena hodnotou
pomeéru absorbance dimeru ku absorbanci monomeru (Asgo/Acss)[S7].

Oblast A (Obr. 30): Po pfiddni polystyrensulfondtu k fluorescenéni sondé 4-Di-2-Asp
doSlo k poklesu intenzity fluorescence a zarovei narustu pomeéru absorbanci dimeru
ku monomeru. Tato skute€nost poukazuje na to, Ze v systému dochdzi k navazovani molekul
sondy na fetézec polystyrensulfonétu a také k tvorbé dimert.

Vrozmezi P/D, které je v grafu vymezeno jako oblast B je intenzita fluorescence
konstantni a pomér Asgp/Acss klesd. V této oblasti se také nachdzi bod ekvivalence (P/D)e,
pii kterém jsou pravdépodobné vSechna vaznd mista na polystyrensulfondtu vysycena dimery
sondy. Stejn€ jako pfi zkoumdni systému 4-Di-2-Asp-polystyrensulfonat, bylo dosaZeno
minimdlni intenzity fluorescence pii P/D=10, coz pfedstavuje koncentraci polystyrensulfonatu
2,05-107 g-l'l. Tato hodnota koncentrace byla poté pouZita pfi zkoumadni interakce sondy MB
se systémem polystyrensulfonat-tenzid CTAB.
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V oblasti C byl pozorovan vzrust intenzity fluorescence, coz odpovidalo i pozorovanému

poklesu

pomeéru absorbanci Asgy/Ages. V této oblasti P/D dochézi ziejmé k rozpadu dimera

na monomery.

Iy

Obr. 30
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Porovnadni zdvislosti intenzity fluorescence (zelené zobrazené body) sondy MB

a poméru absorbance dimeru ku absorbanci monomeru (Assy/Acsss, riiZové zobrazené
body) na podilu koncentraci vazebnych mist polystyrensulfondtu sodného
a koncentrace sondy. Zleva doprava roste koncentrace polystyrensulfondtu
ve vzorcich, koncentrace sondy je konstantni (1 107 mol-l™"). Osa x je vynesena
v logaritmickém méFitku. Zelend primka zndzorfiuje intenzitu fluorescence
bez pridaného polystyrensulfondtu, tedy samotné sondy.

Tvary absorpCnich spekter naznacuji pfitomnost dimeru (Obr. 31). V grafu je tmavé
oranZove vykreslena absorpce vzorku, jehoz P/D=0; Cerné P/D=0,25; modfe P/D=2; Cerven¢
P/D=10 a zelen¢ P/D=500.

U vzorku jehoz P/D=(P/D).=10 je patrné, Ze maximum absorpce dimeru pievaZzuje
nad absorpci monomeru. Tyto ziskané vysledky podporuji teorii o tvorbé dimera
fluorescen¢ni sondy MB.
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Obr. 31 Absorpcni spektra vzorkit s ruznou koncentraci polystyrensulfondtu a konstantni
koncentraci fluorescencni sondy MB (1 107 mol-I”). Oranzovd kfivka — P/D=0;
Cernd krivka — P/D=0,25; modrd k¥ivka — P/D=2; Cervend k¥ivka — P/D=10 a zelend
krivka — P/D=500

5.1.4 Fluorescencni sondy DiO a DiA

Po ptipravé vzorkli obsahujicich fluorescen¢ni sondy DiO a DiA bylo zjisténo, Ze se silné
sorbuji jak na sklo, tak i na plastovy povrch (Obr. 32 a 34) a to pfi interakci s hyaluronanem
i polystyrensulfoniatem. Tato skuteCnost je zplsobena silnym amfifilnim charakterem
uvedenych sond, tudiZ nebylo mozZné je pouzit v dalSich experimentech, jelikoZ koncentrace
sond ve vzorcich nebyla stejnd a presnd. Také intenzita fluorescence byla velmi kolisava, coz
bylo potvrzeno pii vyhodnoceni i vypoctenou smérodatnou odchylkou, kterd nabyvala
vysokych hodnot (Obr. 33).

Obr. 32 Ukdzka sorpce fluorescencni sondy DiO na sklenény povrch vialek (oranZovy lem)
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Obr. 33 Ukdzka chybovych iisecek pri méreni interakce mezi fluorescencni sondou DIA
a hyaluronanem. V grafu je vynesena zdvislost intenzity fluorescence na poméru P/D.
Osa x je vynesena v logaritmickém méritku. Zleva doprava roste koncentrace
hyaluronanu pri konstantni koncentraci (4,941 1077 mol-l™") sondy DIiA ve vSech
vzorcich.

Obr. 34 Ukdzka sorpce fluorescencni sondy DiA na povrch plastovych zkumavek

I pres sorpci fluorescencni amfifilni sondy DiA na plastovy povrch zkumavek, ktery byl
jasné viditelny (Obr. 34) byly pfi méfeni interakce DiA s polystyrensulfondtem chybové

vV vV

usecky v nizSich P/D, tedy v nizSich koncentracich polystyrensulfondtu oproti chybovym

useCkdm ve vysSich koncentracich zanedbatelné (Obr. 35). Celkové méla intenzita
fluorescence stoupajici charakter.
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Obr. 35 Zdvislost intenzity fluorescence na poméru vaznych mist polystyrensulfondtu
ku koncentraci sondy, kterd byla ve vsech vzorcich konstantni (4,941 1077 mol-I”").
Zleva doprava roste koncentrace polystyrensulfondtu. Osa x je vynesena
v logaritmickém méritku. Modrd primka zndzoriuje fluorescenci bez pridaného
polystyrensulfondtu, tedy samotné sondy

Pti¢inou rozdilu chybovych dseCek byla nejspi§ stoupajici  koncentrace
polystyrensulfondtu. Sonda DiA m4 velkou afinitu k mezifdzovému rozhrani diky svému
amfifilnimu charakteru, tedy se po odpateni silné sorbovala na rozhrani plast-vzduch.
Po ptidani vody a polystyrensulfondtu zastala tato afinita nenarusena. Pfi zvySovani
koncentrace polystyrensulfonatu v prubéhu koncentracni fady se zacala sonda DiA nejspiSe
vazat na polystyrensulfonat (polystyrensulfondt DiA ,,stahoval® do roztoku). Tento proces se
vSak nejspiSe odehraval sruznou rychlosti a intenzitou, coZ zpusobilo nerovnomeérné
rozpusteni fluorescencni sondy DiA v roztoku a tim 1 velké chybové usecky v této oblasti.

5.2 Interakce fluorescenéni sondy s hyaluronanem

Kationtové fluorescenc¢ni sondy se na kyselinu hyaluronovou vézi prostfednictvim zdporné
nabitych karboxylovych skupin, které se vyskytuji po celé délce fetézce hyaluronanu.
Interakce mezi vaznymi misty hyaluronanu a fluorescenénimi sondami byly studovany
pomoci méteni intenzity fluorescence v zdvislosti na poméru P/D, kde P pfedstavuje pocet
vazebnych mist hyaluronanu (koncentraci karboxylovych skupin). Obecné plati,
7e 402,3 moli kyseliny hyaluronové obsahuje priblizné 1 mol karboxylovych skupin.
D predstavuje koncentraci fluorescencni sondy v roztoku.
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5.2.1 Fluorescenc¢ni sonda 4-Di-2-Asp

Oblast A (Obr. 36): Po ptfiddni malého mnozZstvi hyaluronanu byl zaznamendn mirny
pokles intenzity fluorescence oproti intenzité fluorescence samotné sondy, kterd je v grafu
zobrazena zelenou piimkou. SniZeni intenzity fluorescence je nejspiSe zplisobeno navazanim
sondy 4-Di-2-Asp na karboxylové skupiny hyaluronanu. S dalS§imi piidavky hyaluronanu
zUstavala intenzita fluorescence piiblizné konstantni. Nejniz§i intenzity fluorescence je
dosazeno pii P/D=4. Tento bod ptredstavuje tzv. koncovy bod titrace, pfi kterém jsou vSechny
disociované karboxylové skupiny nasyceny molekulami barviva. V grafu je tento bod znacen
jako (P/D).. Bod (P/D). =4 ptedstavuje koncentraci hyaluronanu 1,6:107 g-l'l. Hodnota
(P/D). byla pouzita v dal§im zkoumadni interakce tenzidu CTAB se systémem fluorescencni
sonda — hyaluronan.

Oblast B: Po dosazeni koncentrace 4-107 g-1"" dolo k ndrdstu intenzity fluorescence.
Tento ndrdst intenzity by mohl byt zptisoben rozpadem agregati Ci rozprostfenim molekul
sondy 4-Di-2-Asp podél tfetézce hyaluronanu. Ve vysokych hodnotdch P/D bylo pozorovéno,
Ze i kdyzZ intenzita fluorescence rostla, maximum absorbance zistavalo pfiblizné konstantni.
Stejné jak u interakce 4-Di-2Asp-polystyrensulfonat zde muze hrat roli charakter prostiedi

N 4

(vyssi viskozita roztoku) a podporovat tak fluorescenci.
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Obr. 36 Zdvislost maxima absorbance (oranZové zobrazené body) a intenzity fluorescence
(zelené zobrazené body) sondy 4-Di-2-Asp na podilu koncentraci vazebnych mist
hyaluronanu a koncentrace sondy. Zleva doprava roste koncentrace hyaluronanu
ve vzorcich, koncentrace sondy je konstantni (1 107 mol-l™"). Osa x je vynesena
v logaritmickém méritku. Zelend primka zndzornuje intenzitu fluorescence bez
pridaného hyaluronanu, tedy samotné sondy.
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V ptipadé€ interakce hyaluronanu s fluorescencni sondou 4-Di-2-Asp nebylo pozorovano
pfi méfeni absorbanci jiné maximum jako tomu bylo u interakce s polystyrensulfondtem.
S ptidavkem hyaluronanu se pouze méni intenzita absorbance (Obr. 37), ale nedochdzi
k Zddnému rozeznatelnému posunu maxima absorbance k vy$§im ¢i niz§im vlnovym délkdm.
Nejnizsi absorbance byla vykazovéna systémem pii P/D=(P/D)=10.

Tvary absorp¢nich spekter v tomto piipadé€ neprokazuji tvorbu dimeru. V grafu je svétle
modfe vykreslena absorpce vzorku, jehoz P/D=0, oranZové P/D=4, zelen¢ P/D=15, Cerné
P/D=250 a Cervené P/D=2375 (maximalni dosazitelna hodnota P/D).
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Obr. 37 Absorpcni spektra vzorkii s riiznou koncentraci hyaluronanu a konstantni
koncentract fluorescencni sondy 4-Di-2-Asp (1 107 mol-I""). Svétle modrd kiiivka —
P/D=0; oranZova kiivka — P/D=4; zelend kiivka — P/D=15; Cernd krivka — P/D=250
a cervend krivka — P/D=2375

5.2.2 Fluorescenc¢ni sonda Methylenova modr

V ptipad€ interakce fluorescenni sondy MB a hyaluronanu je patrné, Ze po prvnim
piidavku tohoto polyelektrolytu dochédzi ke kolisdni intenzity fluorescence kolem hodnoty
intenzity fluorescence samotné sondy, coz je v grafu (Obr. 38) zndzornéno zelenou piimkou
(Oblast A).

V oblasti B dochdzi se zvySovdanim koncentrace hyaluronanu ke sniZeni intenzity
fluorescence a zdroven ke zvySeni poméru absorbanci dimeru ku monomeru. To by
poukazovalo na tvorbu dimert, avSak porovname-li  graf interakce @MB
s polystyrensulfondtem, jsou tyto zmény jak v intenzité fluorescence, tak v hodnoté poméru
Asgo/Acss zanedbatelné. Lze tedy pfedpoklddat, Ze ke tvorb& dimeru v pfitomnosti kyseliny
hyaluronové dochdzi jen v malé mite Ci nikoliv. Pfi méfeni interakce fluorescen¢ni sondy MB
s hyaluronanem bylo zjiSténo, Ze nejmenSi intenzita fluorescence nastdva pii P/D=50.
Tento bod je v grafu oznacen jako (P/D). a odpovida koncentraci hyaluronanu 2107 g-l'l.
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Hodnota (P/D). byla pouzita v dalsim zkoumdni interakce tenzidu CTAB se systémem
fluorescen¢ni sonda-hyaluronan.
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Obr. 38 Porovndni zdvislosti intenzity fluorescence (zelené zobrazené body) sondy MB
a poméru absorbance dimeru ku absorbanci monomeru (Assy/Acsss, riiZové zobrazené
body) na poméru P/D. Zleva doprava roste koncentrace hyaluronanu ve vzorcich,
koncentrace sondy je konstantni (1-1 0™ mol-I”"). Osa x je vynesena v logaritmickém
méritku. Zelend primka zndzorfiuje intenzitu fluorescence bez prFidaného
hyaluronanu, tedy samotné sondy.

Pii interakci fluorescencni sondy MB s hyaluronanem nedochdzelo ke zmeéné tvaru
absorpCnich spekter (Obr. 39). Se zvySujici se koncentraci hyaluronanu se pouze méni
intenzita absorpcniho maxima. VSechny kfivky maji maximum kolem 665 nm, coZ odpovida
maximu absorbance monomeru.

Tvary absorp¢nich spekter v tomto piipad€ neprokazuji tvorbu dimeru. V grafu je tmavé
modie vykreslena absorpce vzorku, jehoz P/D=0, cervené¢ P/D=3, zelen¢ P/D=9, kterd
se prekryvad s tmavé modrou kfivkou pro P/D=0, fialové P/D=(P/D)e=50 (nejnizsi hodnota
absorbance), svétle modie P/D=500 a oranzové P/D=2375 (maximdlni dosazitelnd hodnota
P/D), kterd nabyva nejvyssi intenzity absorbance.
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Obr. 39 Absorpcni spektra vzorkii s riiznou koncentraci hyaluronanu a konstantni
koncentract fluorescencni sondy MB (1-1 0™ mol-I""). Tmavé modrd krivka — P/D=0),
Cervend krivka — P/D=3, zelend kiivka — P/D=9, kterd je v piFekryvu s tmavé modrou
krivkou pro P/D=0, fialovd krivka — P/D=(P/D)e=50, svétle modrd krivka —
P/D=500 a oranzovd pro P/D=2375

53 Interakce tenzidu CTAB se systémem fluorescen¢ni sonda-
polystyrensulfonat sodny

K sestaveni koncentracnich fad pro méfeni interakce mezi syst¢émem fluorescencni sonda-
polystyrensulfonét sodny a tenzidem CTAB, byly pouZity hodnoty (P/D)e, které byly ziskany
z predchozich méteni

5.3.1 Fluorescené¢ni sonda DAO

Pfi studiu interakce mezi tenzidem CTAB a systémem fluorescencni sonda-
polystyrensulfondt, byla méfena intenzita fluorescence v zdvislosti na koncentraci CTAB
ve vzorku, za konstantni koncentrace DAO (5-10°° M) a konstantni koncentrace
polystyrensulfonétu (zvoleno dle (P/D).), kterd byla 3,125 107 g-l'l.

Chovaéni tenzidu v systému fluorescencni sonda-polystyrensulfondt bylo studovédno také
pomoci poméra absorbance dimeru ku absorbanci monomeru A474/A493 (Obr. 40).

V oblasti A dochazi k narGstu intenzity fluorescence (zdroven doprovdzena vzristem
poméru Ays74/Ase3) oproti vzorku jehoz P/D=(P/D)., ve kterém je pfitomen pouze systém
fluorescen¢ni sonda-polystyrensulfonat (znazornéno modrou pifmkou). Vzrast intenzity
fluorescence je zpusoben pravdépodobné vytésnovanim dimert tenzidem CTAB z vaznych
mist polystyrensulfondtu a jejich ndslednym rozpadem v roztoku na monomerni formu.

Oblast B je oblasti narastu intenzity fluorescence a zaroven poklesu poméru absorbanci
dimeru ku monomeru. Tento prubéh ukazuje na rozpad dimerda.
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S prekro¢enim koncentrace tenzidu 11107 mol1™" dochédzi ke zméné prubéhu pomeéru
absorbanci. Tento jev muZe byt spojen s prekroCeni tzv. kritické agregacni koncentrace
(CAC), kterd je pfiblizné€ o jeden koncentracni fad nizsi, nez CMC [61]. Pfi této koncentraci
dochdzi k tomu, Ze se jednotlivé molekuly kumuluji na fizovém rozhrani.

Mezi oblasti C a D doslo k ptekro¢eni CMC tenzidu CTAB (0,9 mM). TakZe dochdzelo
k vytésnovani molekul sondy z vaznych mist polystyrensulfonatu a tim ke vzristu intenzity
fluorescence. V oblasti C zustava jiz intenzita fluorescence priblizné konstantni kromé
posledniho bodu, ktery mize poukazovat na opétovnou tvorbu dimeru ¢i navazani molekul
fluorescen¢ni sondy v podobé kosurfaktantu do micel tenzidu.
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Obr. 40 Zdvislost poméru absorbance dimeru ku absorbanci monomeru (A474/A493, Cervené
zobrazené body) a intenzity fluorescence (modre zobrazené body) sondy DAO
na vzristajici - koncentraci  tenzidu  CTAB, pri  konstantni  koncentraci
polystyrensulfondtu i fluorescencni sondy DAO. Osa x je vynesena v logaritmickém
méritku. Modrd primka zndzorfiuje intenzitu fluorescence vzorku, jehoZ
P/D=P/D.=3. Vtomto vzorku je koncentrace sondy 5-107° mol-l”! a koncentrace
polystyrensulfondtu 3,125-1 03 g-l_l.

5.3.2 Fluorescenc¢ni sonda 4-Di-2-Asp

Pii studiu této interakce byla meéfena intenzita fluorescence v zdvislosti na koncentraci
CTAB ve vzorku, za konstantni koncentrace 4-Di-2-Asp (1- 107 M) a konstantni koncentrace
polystyrensulfonétu (zvoleno dle (P/D).), kterd byla 2,05 107 g-l'l.

Oblast A (Obr. 41): Pti pridani tenzidu CTAB je pozorovan narast intenzity fluorescence
(zelené¢ zobrazené body) oproti vzorku, ktery obsahuje pouze polystyrensulfonat
a fluorescencni sondu 4-Di-2-Asp (v grafu zndzorné€no zelenou ptimkou). Dochazelo tedy
nejspiSe k vytéstiovani agregati z vaznych mist polystyrensulfonatu.

51



Prudky pokles intenzity fluorescence mezi oblasti A a B koreluje s prekrocenim CAC
CTAB. V této oblasti koncentraci dochdzi ziejmé k tvorbé agregatd, které jsou podobné
miceldm (avSak jsou mensich rozmérd) a jsou navdzany na fetézci polyelektrolytu. Tento
model interakce je oznaCovan jako ,,perlovy ndhrdelnik* [62].

V oblasti B, tedy oblasti s koncentraci CTAB nizsich nez je jeho CMC byla pozorovana
pfiblizn€ konstantni intenzita fluorescence. Mirny pokles intenzity fluorescence na konci
oblasti B, je pravdépodobné zplisoben navdzanim molekul sondy 4-Di-2-Asp na tvorici se
micely tenzidu CTAB.

Po prekroceni CMC dochdzi k ndrastu intenzity fluorescence (Oblast C). Stejné jako
u hyaluronanu je tento narust spojen s vytvofenim micel tenzidu CTAB (0,9 mM), které
vytésiiuji molekuly barviva z vaznych mist polystyrensulfonétu.

Maximum absorpce (oranZové zobrazené body) m4 mezi oblastmi A a B a poté v oblasti C
opacny prubéeh nez intenzita fluorescence na rozdil od ostatnich uskutecnénych experimenta.
K objasnéni této skutecnosti, by bylo potieba dalSich cilené zaméfenych experimentu.
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Obr. 41 Zdvislost maxima absorbance (oranZové zobrazené body) a intenzity fluorescence
(zelené zobrazené body) sondy 4-Di-2-Asp na vzriistajici koncentraci tenzidu CTAB
ve vzorcich obsahujicich konstantni mnoZstvi fluorescencni sondy 4-Di-2-Asp
a konstantni koncentraci polystyrensulfondtu. Osa x je vynesena v logaritmickém
méritku. Zelend primka zndzorfiuje intenzitu fluorescence vzorku, jehoZ
P/D=P/D,=10. V tomto vzorku je koncentrace sondy 1 107 mol-l”" a koncentrace
polystyrensulfondtu 2,05-1 0 g-l_l.
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5.3.3 Fluorescenc¢ni sonda Methylenova modr

Pfi studiu interakce mezi systémem methylenovd modf-polystyrensulfonit a tenzidem
CTAB byla méfena intenzita fluorescence v zdvislosti na koncentraci CTAB ve vzorku,
za konstantni koncentrace MB (1-10° M) a konstantni koncentrace polystyrensulfonétu
(zvoleno dle (P/D).), kterd byla 2,05-107 g-17,

V oblasti A (Obr. 42) doslo k vyznamnému ndristu intenzity fluorescence oproti intenzité
fluorescence vzorku, ktery obsahoval pouze fluorescenéni sondu MB a polystyrensulfonat
(v grafu znazornéno zelenou pifmkou). Vzrist intenzity fluorescence je doprovdzen stejné
vyznamnym poklesem poméru absorbanci Asgy/Ages. Oba dva prubéhy zavislosti ukazuji
v této oblasti na rozpad dimert ¢i agregati na monomerni formu.

V oblasti B nedochdzi k Zddnym vyraznym zméndm, intenzita fluorescence i pomer
absorbanci zustavaji konstantni. Z tohoto pribéhu lze usuzovat, ze fluorescen¢ni sonda
je pritomna v roztoku v monomerni formé, jelikoZz byla vytésnéna jiZ malym piidavkem
CTAB z vaznych mist polystyrensulfonatu. Na to poukazuje i zdsadni zmeéna v intenzité
fluorescence spojena s prekrocenim nikoliv CMC CTAB ale jiz s odpovidajici CAC CTAB.
Tenzid CTAB a polystyrensulfondt k sobé maji tudiZz mnohem vétsi afinitu nezZ sonda MB-
polystyrensulfonat.
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Obr. 42 Porovndni zdvislosti intenzity fluorescence (zelené zobrazené body) sondy MB
a poméru absorbance dimeru ku absorbanci monomeru (Assy/Acsss, riiZové zobrazené
body) na rostouci koncentraci tenzidu CTAB ve vzorcich obsahujicich konstantni
mnoZstvi fluorescencni sondy MB a konstantni koncentraci polystyrensulfondtu. Osa
x je vynesena v logaritmickém méritku. Tmavé zelend pFimka zndzorfiuje intenzitu
fluorescence vzorku, jehoZ P/D=P/D,=10. V tomto vzorku je koncentrace sondy
1107 mol-I”" a koncentrace polystyrensulfondtu 2,05-1 0 g-l_l.
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54 Interakce tenzidu CTAB se systémem fluorescen¢ni sonda-
hyaluronan

5.4.1 Fluorescencni sonda 4-Di-2-Asp

Pfi studiu této interakce byla méfena intenzita fluorescence v zdvislosti na koncentraci
CTAB ve vzorku, za konstantni koncentrace 4-Di-2-Asp (1- 107 M) a konstantni koncentrace
hyaluronanu (zvoleno dle (P/D).), kterd byla 1,610 g-l'l.

Oblast A (Obr. 43): Po ptidani tenzidu CTAB do systému fluorescencni sonda-hyaluronan
byl zaznamendn mirny narust intenzity fluorescence oproti vzorku, ktery obsahoval pouze
fluorescencni sondu a hyaluronan. Se zvySujici se koncentraci CTAB dochédzi k velmi
mirnému poklesu intenzity fluorescence, coz miiZe byt spojeno s interakci oznaovanou jako
»perlovy ndhrdelnik* [62]. V této oblasti koncentraci zfejmé dochdzi k tvorbé agregati, které
jsou podobné micelam (avSak jsou mensich rozméra) a jsou navazany na fetézci hyaluronanu.

Oblast B: Pii dosaZeni koncentrace CTAB 1-10™ mol-1™" intenzita fluorescence vykazuje
narust, stejn€ jako hodnota maxima absorbance. Tento narist je nejspiSe spojen s prekro¢enim
CMC tenzidu CTAB (0,9 mM). Po prekroceni této hrani¢ni koncentrace se v roztoku tvoii
micely, které vytésiuji molekuly barviva z vaznych mist hyaluronanu a nachdzeji se tudiz
v roztoku v monomerni forme.
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Obr. 43 Zadvislost maxima absorbance (oranZové zobrazené body) a intenzity fluorescence
(zelené zobrazené body) sondy 4-Di-2-Asp na vzriistajici koncentraci tenzidu CTAB,
ve vzorcich obsahujicich konstantni mnoZstvi fluorescencni sondy 4-Di-2-Asp
a konstantni koncentraci hyaluronanu. Osa x je vynesena v logaritmickém méritku.
Zelend primka zndzornuje intenzitu fluorescence vzorku, jeho? P/D=P/D,=4. V tomto
vzorku je koncentrace sondy 1 J07 mol-l”! a  koncentrace hyaluronanu
1,6-1072 g™
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5.4.2 Fluorescenc¢ni sonda Methylenova modr

Pfi studiu interakce mezi systémem methylenovd modi-hyaluronan a tenzidem CTAB byla
merfena intenzita fluorescence v zavislosti na koncentraci CTAB ve vzorku, za konstantni
koncentrace MB (1-107> M) a konstantni koncentrace hyaluronanu (zvoleno dle (P/D).), ktera
byla 2-107" g17".

Oblast A (Obr. 44): Narast intenzity fluorescence je doprovazen mirnym poklesem poméru
Asso/Agss. Tyto dvé veliCiny zde maji opacny prubéh a dle teorie o tvorbé dimert poukazuji
na jejich rozpad.

V oblasti B se koncentrace CTAB pohybuje kolem CMC (0,9 mM). V koncentracich tésné
pod CMC dochdzi k poklesu jak intenzity fluorescence, tak i pomeru absorbanci Asgy/Acss.
Po prekroCeni obé dve tyto zdvislosti prudce stoupaji. V oblasti C poté intenzita fluorescence
stoupd stejné jako pomér absorbanci. U vzorkd v oblasti B a C (v koncentracnim rozmez{
5-10*az 11072 mol-1"™") byl pozorovan zakal, ktery se vSak u poslednich dvou vzorka vycefil.
S timto jevem muze byt spojen prudky pokles intenzity fluorescence v oblasti D. Zdkal byl
nejspiSe zpusoben navazanim micel tenzidu CTAB na vaznd mista hyaluronanu v takové
mife, Ze snizila ¢4steCné jeho rozpustnost ve vodé a objevil se zdkal. Navdzdnim na tato mista
se zaroven uvolnila MB do roztoku a zvysila tak intenzitu fluorescence.

Stejny prubéh intenzity fluorescence a pomeéru absorbanci dimeru ku monomeru
nekoresponduji s teorii tvorby dimeru, jelikoz tvorba dimeru, na kterou poukazuje vzrastajici
pomeér Asgo/Acgss intenzitu fluorescence zhdsi a ne naopak. K presnéjSimu objasnéni této
skuteCnosti by bylo potieba dalsich cilené zameétenych experimentu.

3, 0E+07 0.6
A B C D
2,56407 - ; #& r 05
s
s iﬁﬁ - 0.4
2,0E+07 - §} 0
§ -3
o <
Iy 3 } 03 %
. } ss| @ 2
1,5E+07 - <
-l N
i<
L
1,0E4+07 -
LOE+0 Py L 3 0.1
5,0E+06 T T T 0
1E-5 1E-4 1E-3 1E-2 1E-1
ccrap [M]

Obr. 44 Porovndni zdvislosti intenzity fluorescence (zelené zobrazené body) sondy MB
a poméru Assp/Asss (ruZové zobrazené body) na rostouci koncentraci tenzidu CTAB
ve vzorcich obsahujicich konstantni mnoZstvi fluorescencni sondy MB a konstantni
koncentraci hyaluronanu. Osa x je vynesena v logaritmickém méritku. Tmavé zelend
primka zndzornuje intenzitu fluorescence vzorku, jeho? P/D=P/D.=50. V tomto
vzorku je koncentrace sondy 1-1 07 mol-I"" a koncentrace hyaluronanu 2-1 0’ g-l_l.
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo prozkoumat interakce mezi polyelektrolyty (hyaluronan,
polystyrensulfondt sodny) a ionogennimi fluorescen¢nimi sondami (DAO, 4-Di-2-Asp, MB,
DiO, DiA). Déle také provést experimenty k ovéreni vyuZiti téchto sond ve studiu interakci
polyelektrolytu s tenzidem.

Prvni studie byly zaméfeny na interakci mezi ionogennimi sondami a hyaluronanem.
Jelikoz vSak tyto pokusy ukdzaly, Ze hyaluronan neni dostatecné silnym polyelektrolytem
anékteré ztéchto vysledki byly obtizné interpretovatelné, byl pouZzit i synteticky
polyelektrolyt, a to polystyrensulfondt sodny. Tento polyelektrolyt a systémy na ném zaloZené
byly nejdfive studovdny pomoci fluorescen¢ni sondy DAO, jelikoZ byla tato sonda pouZivana
jiz v prabéhu bakalaiské prace, ve které byla ovéfena tvorba dimert v systémech zaloZzenych
na hyaluronanu. S pomoci vysledku méfeni interakce DAO s polystyrensulfonidtem a jeho
systémy byly interpretovény i vysledky dalSich sond (MB, 4-Di-2-Asp).

Studie zamétfend na zkoumadni interakce mezi polystyrensulfondtem a ionogenni sondou
byla realizovéna s péti sondami (DAO, 4-Di-2-Asp, MB, DiO, DiA). Bylo pfedpoklddéno, ze
se molekuly sondy budou védzat na vaznd mista polystyrensulfondtu (na zdporné€ nabité
sulfonové skupiny) a popiipadé zde tvofit dimery Ci jiné agregity. Vzorky jednotlivych
meéfeni byly namichdny tak, aby obsahovaly konstantni mnoZstvi ionogenni fluorescencni
sondy a aby bylo dosazeno rostouci koncentrace polystyrensulfondtu. Pfi vlastnim méfeni
emisnich spekter byl sledovan pokles a vzrust intenzity fluorescence vlivem vzdjemnych
interakci mezi sondou a polystyrensulfonatem. Tvorba dimera (agregit) byla doprovdzena
poklesem intenzity fluorescence a naopak rozpad dimert (agregati) zvySovanim intenzity
fluorescence.

Ucelem téchto experimentfi bylo nalézt takovou koncentraci polystyrensulfonatu, pfi které
bude intenzita fluorescence nabyvat minimélni hodnoty, jelikoZ v tomto bodé€ by mé€ly dimery
obsadit v§echny disociované sulfonové skupiny pfitomné na fetézci polystyrensulfonatu.

V prubéhu méfeni se sondami DiO a DiA bylo pozorovano, Ze se sorbuji jak na sklenény
tak 1 plastovy povrch pfi interakci s hyaluronanem i polystyrensulfonidtem. Nebylo tedy
mozné nalézt minimdlni hodnotu intenzity fluorescence a také nebylo mozné tyto sondy
pouzit v dalSich experimentech se systémem polyelektrolyt-tenzid. Koncentrace sond
ve vzorcich totiz nebyla z divodu sorpce stejnd a presnd, coz dosvédCovala kolisava intenzita
fluorescence a také vysoké hodnoty smérodatnych odchylek, které byly graficky zndzornény
pomoci chybovych dsecek.

Tabulka 5 P/D a jim odpovidajici koncentrace polyelektrolytu odpovidajici nejniZsim
hodnotdm intenzit fluorescence v jednotlivych experimentech

Sonda Interakce s hyaluronanem Interakce s polystyrensulfondtem
(P/D). Odpovidajici (P/D). Odpovidajici
koncentrace [g-l'l] koncentrace [g-l'l]
4-Di-2-Asp 4 1,6:1072 10 2,05:107*
MB 50 2:107° 10 2,05:107
DAO - - 3 3,125:107

Mowe

Tvorba dimerd (agregatd), kterd =zapfiCinila pokles intenzity fluorescence, byla
demonstrovdna pomoci zmefeni absorpCnich spekter. U vynaSenych poméru absorbanci
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v zavislosti na P/D bylo u fluorescen¢nich sond DAO a MB vychdzeno z odbornych ¢lankd.
U sondy 4-Di-2-Asp nebyly v literatufe dimery popsany. Bylo vychdzeno tedy z naméfenych
dat a pozorovaného maxima absorbance u pfedpokladaného agregatu. Tvorba dimert byla
také zndzornéna pomoci samotnych absorpcnich spekter.

Bylo zjiS$téno, Ze pii interakci ionogennich fluorescencnich sond s polystyrensulfondtem
vykazovaly nameéfené hodnoty absorbanci pritomnost dimertd. Na tuto skuteCnost
poukazovaly jak hodnoty pomért absorbanci dimeru (agregatu) ku monomeru, tak i jednotliva
spektra, u kterych bylo vidét pokles a vzrast maxima jak dimerni tak i monomerni formy,
v ptipadé sondy 4-Di-2Asp i posun maxim absorbanci k del$im vinovym délkam.

V ptipad€ interakci s hyaluronanem jiz nebyly vysledky tak jednoznacné, jelikoz jak
u sondy 4-Di-2-Asp tak u MB bylo pozorovano, Ze absorp¢ni spektra neméni svou polohu
atvar ale pouze intenzitu. V piipadé sondy MB byl rozsah pomeéru absorbance dimeru
ku monomeru ve velmi malém rozsahu a u sondy 4-Di-2-Asp nemohl byt vypocten, jelikoz
nedochdzelo k vykresleni piku agregatu.

Koncentrace polyelektrolyty v bodé€ ekvivalence byly také pouZzity pfi méfeni interakci
s tenzidem. Vzorky obsahovaly konstantni mnoZstvi ionogenni fluorescencni sondy a také
konstantni mnoZstvi polyelektrolytu s rostoucim mnoZstvim tenzidu CTAB. Interakce mezi
systémem polyelektrolyt-fluorescencni sonda byly sledovany také pomoci métfeni emisnich
a absorpcnich spekter.

Pii interpretaci téchto experimentl byla uvazovana tvorba dimera ¢i agregata jiného typu.
V ptipad€, Ze ionogenni fluorescencni sonda tvoii dimery ¢i agregity na fetézci
polyelektrolytu, je zpusoben vzrust intenzity fluorescence vytésnénim do roztoku
andslednym rozpadem na monomerni formu. Ionogenni fluorescencni sonda je nejdiive
vytésfiovana molekulami CTAB a po prekroCeni jeho CMC i utvofenymi micelami CTAB.
Pokles intenzity fluorescence by byl zptisoben opétovnym utvarenim dimert (agregatu).

V prabéhu diplomové prace bylo zjisténo, Ze ionogenni fluorescenéni sondy jsou vhodné
pro vyzkum koloidnich systéml, zejména pro vyzkum syntetického polyelektrolytu —
polystyrensulfonatu sodného a systémd, ve kterych je obsazen. Pro vyzkum kyseliny
hyaluronové se jevi pouzité fluorescencni sondy méne vhodnou volbou, jelikoZ pfi interakci
s timto polyelektrolytem nelze jednoznacné€ poukazat na tvorbu dimert ¢i agregatd. Obecné
slab$i interakce mezi fluorescencnimi sondami a hyaluronanem mohla byt zpusobena
pusobenim sterického efektu, svinutim fetézce Ci velikosti solvatacniho obalu, ktery branil
lepSimu piistupu sondy k fetézci hyaluronanu.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

DiO

DiA
4-Di-2-Asp
HA

PAL
CMC
CPP

VIS

m’}Heoe

~

LT o

So, S1, S2
Ty, T

MB
DAO
PLA

A4, Ago3, Asgo, Agss
CAC

3,3'-Dioctadecyloxacarbocyanine perchlorat
4-(4-dihexadecylaminostyryl)-N-methylpyridinium jodid
4-(4-(Diethylamino)styryl)-N-Methylpyridinium jodid
kyseliny hyaluronova

dalton, jednotka molekulové hmotnosti, pouZivand
prevdzng v biochemii 1 Da =1 g-mol™

povrchové aktivni latky

kritickd miceldrni koncentrace

kriticky agregaéni parametr

ultrafialova cast elektromagnetického zafeni

viditelnd Cast elektromagnetického zafeni

dopadajici zéfivy tok

prosly zérivy tok

transmitance

absorbance

molérni absorp¢ni koeficient

molarni koncentrace

délka optické drahy

vlnova délka

zkratka pro mol-I™!

infracervend ¢4st elektromagnetického zareni
singletovy stav piislu§né energetické hladiny
tripletovy stav piislu§né energetické hladiny
1,1'-Dioctadecyl-3,3,3",3'-tetramethylindocarbocyanine
perchloréat

methylenovd modf

dodecylakridinova oranz

polymlécna kyselina

fosfatidylcholin

dodecylsiran sodny

kardiolipin

cetyltrimethylamonium bromid

polymer — vaznd mista

koncentrace barviva, fluorescencni sondy
intenzita fluorescence

absorbance

maximum absorbance

absorbance pfti piisluSné vinové délce
kritickd agregacni koncentrace
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