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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva vyuzitim fluorescence ve studiu hydrofilnich polymert,
konkrétn¢ pak studiem polymeru polyvinylpyrrolidonu, karboxymethylcelulézy, hovéziho
sérového albuminu a hyaluronanu. Nejprve byla métena intenzita fluorescence aniontové
formy 3-hydroxynaftolové kyseliny, kterd podstupuje intramolekuldrni pfenos protonu
Vv excitovaném stavu, dale pak byla métfena anisotropie steady-state fluorescence 3-hydroxy
naftolové kyseliny a také doba Zivota této fluorescencni sondy. Z naméfenych dat byla
posuzovana interakce sondy S hydratacnim obalem polymeru ve vodném prostiedi stanovenim
vazebné konstanty systému polymer — fluorescen¢ni sonda. Byla zjisténa interakce aniontové
formy sondy shydrataénim obalem polymeru  hovéziho albuminu (BSA),
polyvinylpyrrolidonu (PVP) a karboxymethylcelulozy (CMC). U hyaluronanu nebyla
prokazana interakce aniontu fluorescenéni sondy S hydratacnim obalem z divodu repulze
mezi nabojem sondy a hyaluronanem.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the use of fluorescence in the study of hydrophilic polymers
such as polyvinylpyrrolidone, carboxymethylcellulose, bovine serum albumin,
and hyaluronan. The first measurement was a fluorescence intensity of the anionic form
of 3-hydroxy naphtholic acid which undergoes an intramolecular proton transfer in the excited
state then the steady-state fluorescence anisotropy of 3-hydroxy naphtholic acid and also
the lifetime of the fluorescent probe. The measured data were evaluated in terms of interaction
of the fluorescence probe with hydration shell of polymer in an aqueous environment
by determination of a binding constant of the system, polymer - fluorescent probe.
The interaction between anionic form of the probe with polymer was found in BSA, PVP
and CMC systems. There was no interaction of fluorescent probe with hydration shell
of hylauronan due to charge repulsion between the probe and hyaluronan.

KLICOVA SLOVA

Steady-state fluorescence, ¢asové rozliSena fluorescence, anisotropie fluorescence, ESIPT,
hyaluronan, vazebna konstanta.

KEY WORDS

Steady-state fluorescence, time-resolved fluorescence, fluorescence anisotropy, ESIPT,
hyaluronan,binding constant
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1 UVOoD

Vyvoj syntetickych polymernich 1é¢iv nachdzi v dnesni dob¢ vSestranné uplatnéni pii 1é¢be
protinadorovych onemocnéni. Zakladnim pfedpokladem je studium vztahu mezi chemickymi,
fyzikalnimi a biologickymi vlastnostmi téchto latek, od kterého se pak odviji vybér
a konkrétni aplikace polymeru. Pozadavky na tyto latky jsou vysoké. Biologicky aktivni latka
by méla byt v pritbéhu transportu neaktivni, neméla by se ukladat v téle a ani by neméla byt
vyluovana z t€la ven. V takové formé by méla byt schopna dopravit se do daného mista a zde
se aktivovat. Dale by 1é¢ivo mélo byt biodegradabilni, a to véetné metabolitd.

Jednou 7z latek, ktera odpovida témto pfisnym pozadavkim na biodegradabilitu
a biokompatibilitu, je hyaluronan. Hyaluronan se dnes ziskava mikrobialni fermentaci
zZ bakterialnich kultur Bacilus subtilis a Streptococcus equi. Oproti diivéjSimu zdroji, kterym
byly o¢ni sklivce a kohouti hiebinky, je tento mikrobialni zdroj komeréné dostupnéjsi,
a tak idiky tomu dochazi k vzristajicimu uplatnéni této laky v biomedicing, farmacii
a v tkanovém inzenyrstvi.

Proto se ve své bakaldiské praci zabyvam studiem této latky a také dalSich slibnych
polymert, které by mohly v budoucnu najit uplatnéni jako transportni média pro cilenou
1écbu. Intramolekularni pfenos protonu v excitovaném stavu slouzi k pochopeni mnoha
chemickych a biologickych reakci, v mém ptipadé pak ke studiu hydrofilniho obalu
polymert.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Luminiscence

Luminiscence je samovolné zafeni, vznikajici jako piebytek zafeni nad tepelnym zarenim,
pevnych nebo kapalnych latek, pii kterém dochazi u citlivych molekul k emisi zafeni
cestou. Latky schopné luminiscence se nazyvaji luminofory. Generovani luminiscence
prostiednictvim excitace molekul ultrafialovym nebo viditelnym svétlem se nazyva
fotoluminiscence. Fotoluminiscence se rozd€luje v zavislosti na elektronové konfiguraci
excitovaného stavu a charakteru emise na dv¢ kategorie - fluorescenci a fosforescenci [1].

2.2 Fluorescence

Jev nazvany fluorescence poprvé popsal v roce 1892 britsky védec George Gabriel Stokes
U mineralu fluoritu (kazivce), ktery emitoval modré zareni.

Jde o vlastnost nékterych konjugovanych polycyklickych aromatickych molekul absorbovat
zateni o dané vlnové délce a vyzatovat zaieni o delsi vinové délce a mensi energii po kratky
gasovy interval, pohybujici se vfadu 10® sekund. Pfi absorpci zafeni dochazi k excitaci
molekuly a pfechodu elektronu ze zakladniho singletového stavu, do stavu excitovaného.
Po excitaci dochazi kjevu zvanému vibracni relaxace, neboli nezafivému piechodu,
pii kterém excitovany elektron, nachéazejici se v dané vibracni vyssi energetické hlading,
pfechod na plvodni energetickou hladinu So z nejnizs$i vibracni energetické hladiny Si
se nazyva zafivy piechod a tento piechod je spinové povolen. Pokud dojde k dodani energie
elektronu v tripletovém stavu, mize se tento elektron dostat do singletového stavu, ze kterého
sestupuje do zdkladniho stavu. Tento ptfechod je oznacen za zpozdénou fluorescenci
a je doprovazen emisi zafeni [1].

2.3 Fosforescence

Fosforescence trva podstatné déle nez fluorescence, a to v fadu milisekund az sekund. Delsi
Zivotnost je zplsobena spinové zakazanym prechodem, kdy excitovany elektron mé stejny

A4

spin jako parovy elektron v zakladnim stavu. Hladina T1 ma nizsi energii nez Si a zafivy

cvwr

nez fluorescence [1].



2.4 Jablonského diagram
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Obr. 1 — Jablonského diagram

Jablonského diagram (viz Obr. 1) vyznacuje jednotlivé pochody excitace a deexcitace,
energetické stavy molekul a ptfechody mezi nimi.

Zakladni energeticky nejnize polozena elektronova hladina je oznacena jako So, energeticky
bohatsi elektronové hladiny s postupné narustajici energii, obsahujici excitované elektrony,
jsou znaceny jako Si a S». Jednotlivé Cary zobrazuji piechody v Jablonského diagramu.
Modrie je oznacena absorpce, zelen¢ fluorescence, cervené fosforescence; hnédd barva znaci
vibraéni relaxace, oranzova vnitini konverze a fialova pak mezi systémové prechody [1].

Elektron se v excitovaném stavu nachazi ve vys$si energetické hlading, kde muze zaujmout
nékterou z jejich vibracnich hladin. Po excitaci, diive nez dojde k emisi, dochéazi ke ztraté
- dochazi k takzvané vibra¢ni relaxaci. Pti nasledné deexcitaci dochazi k zafivym a nezafivym
pfechodim. K zafivym piechodiim patfi luminiscence, k nezatfivym pak vibra¢ni relaxace,
vnitini konverze, konformacni zmény a fotochemické pochody [1].

Vnitini konverze je pfechod mezi elektronovymi stavy se stejnou multiplicitou spinu.
K ptechodu dochézi z diivodu vétsi energetické blizkosti energetickych hladin. Vibracni
hladina excitovaného stavu se nachazi ve stejné energetické tirovni jako dana vibrac¢ni hladina
nizs§iho elektronového stavu [1].



2.5 Stokesiiv posun
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Obr. 2 — Stokesiiv posun

Stokesuv posun (viz Obr. 2) je rozdil mezi maximy emisniho a absorpéniho spektra.
Energie emise je mensi nez energie absorpce, coz je zpusobeno vlivem nezatfivych
deexcitacnich pochodli, vedoucich ke ztraté energie excitované molekuly. Ztraty jsou
zpusobeny skrze vibra¢ni relaxace a vlivem rozpoustédla. To ma za nasledek posun emisniho
zateni k vét§im vinovym délkam [1].

U velkého mnozstvi molekul se uplatituje zrcadlova symetrie absorpéniho a emisni spektra,
a to proto, ze absorpce i emise z odpovidajicich Si vibra¢nich hladin ma stejnou relativni
pravdépodobnost [1].

2.6 Vavilovovy postulaty

1. Pii stokesovském buzeni fotoluminiscence, kdy frekvence excitacniho zareni je véEtsi
nebo rovna frekvenci priseCiku emisniho a excitatniho spektra, nemiize byt energeticky
vytézek luminiscence veétsi nez 1.

2. Pfi antistokesovském buzeni, kdy je frekvence excitacniho zafeni mensi nez frekvence
prasec¢iku emisniho a excitacniho pasu, klesd energeticky vytézek luminiscence s ristem
tohoto rozdilu, a to tim rychleji, ¢im je nizsi teplota.

Z Vavilovovych postulatd vyplyva, ze kvantovy vytézek fluorescence je nezavisly
na excitacni vinové délce, je tedy mozno excitovat jakoukoliv vlnovou délkou z excitacniho

vV

spektra s ohledem na nejvyssi odpovidajici absorpci [7].

2.7 Kvantovy vytézek

Je pomér emitovanych fotonii k mnozstvi absorbovanych fotont, definovany vztahem:

10



I
C+k, 1)

kde Q je kvantovy vytézek, I je rychlostni konstanta zaiivého piechodu, knrje rychlostni
konstanta nezafivého ptfechodu. Tyto rychlostni konstanty urcuji rychlost vyhasinani
excitované¢ho stavu. Tento vztah plati pouze v ustaleném stavu. Kvantovy vytézek se blizi
k jedni¢ce za predpokladu velkého rozdilu miry zafivého a nezativého prechodu [1], [7].

Q=

2.8 Franck-Condoniiv princip

Elektrostatickymi interakcemi dipdl-dipdl nebo dipol-indukovany dipdl mezi molekulami
fluoroforu a rozpoustédla dochazi v roztocich k solvataci molekul fluoroforu. Pfi méifeni
fluorescence dochazi vlivem rozdilnych dipdlovych momentl a polarizovatelnosti molekul
ke zménam ve spektrech. Doba potifebna pro molekulovou relaxaci je delsi nez doba
elektronového prechodu a zaroven kratsi nez je zZivotnost excitovaného stavu molekuly. Emise
tedy probihd ze stavu rovnovazné konfigurace. Energie emitovaného fluorescenéniho zareni
je mensi nez energie Cisté elektronového ptechodu, protoze se Cast absorbované energie
spotfebuje na relaxaci molekul rozpoustédla v pfitomnosti fluoroforu.

2.9 ZhasSena fluorescence

Zhéseni je proces snizeni kvantového vytézku fluorescence bez zmény fluorescenéniho
spektra. RozliSujeme dynamické a statické zhaSeni. Jako zhéSece mohou pusobit molekuly
halogent, amidii a také molekularni kyslik.

Pii dynamickém, neboli srazkovém zhaseni dochazi k jeho deaktivaci, tedy k nezativému
navraceni fluoroforu na zakladni hladinu, a to sraZkou s molekulou zhéasece. Pravdépodobnost
srazky je pfimo Umérna koncentraci zhaSece. Pokles intenzity fluorescence dynamickym
zhaSenim je popsan Sternovou-Volmerovou rovnici:

)
L=k, G, @

kde @q je kvantovy vytézek fluorescence bez zhasece, @ je kvantovy vytézek v piitomnosti
zhéasece, Cq je koncentrace zhésece, to je zde doba dohasindni fluorescence bez ptritomnosti
zhaseCe, t je doba dohasinani v pfitomnosti zhaseCe, Kqje zhasSeci konstanta, vyjadifena
vztahem:

kq =Ty -k, 3
kde fo je ucinnost zhaseni, ktera se pro standardni zhaSece blizi k jednicce, ko je difuzni
biomolekularni rychlostni konstanta.

Oproti dynamickému zhaSeni dochazi u statického zhaseni ke zméné¢ struktury molekul,
kdy po kontaktu fluoroforu a zhasece vznika nefluorescencni komplex.

2.10 Zpozdéna fluorescence

Jedna se o termalni excitaci molekuly nachézejici se v nejnizsi hladin€ tripletového stavu

v
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Obr. 3 — vratny prechod mezi T1 a S1 hladinou

na hladinu Sy, je vinova délka emitovaného zafeni stejna jako u fluorescence. Rozlisujeme E
aP typ zpozdéné fluorescence. Pokud k excitaci dochdzi po srdzce dvou molekul
Vv tripletovém stavu, dojde k odevzdani energie neexcitované molekule, a ta piejde
do excitovaného singletového stavu. Zpozdéna fluorescence (typ P) byla prvné pozorovana
u pyrenu. Typ E, ktery byl poprvé pozorovan u eosinu, probiha u pevnych latek za doprovodu
zahfivani systému, coZ je zpusobeno statickou fluktuaci elektrond. Jedna se o jedno fotonovou
absorpci s linearni zavislosti intenzity emise a intenzity excita¢niho zafeni [7].

2.11 Stacionarni a ¢asové rozliSena fluorescence

Pti stacionarni fluorescenci je fluorescence métena pii konstantnim osvétleni v ustaleném
stavu. Ozafovani vzorku probihd kontinudlnim svételnym paprskem a je zaznamenavana
intenzita emitovaného zéateni. Vystupem jsou pak emisni a excitacni spektra. Emisni spektrum
vyjadfuje zavislost intenzity fluorescence na vlnové délce emitovaného zafeni,
a to pii konstantni vinové délce excitaniho zateni. Excitacni spektrum zobrazuje zavislost
intenzity fluorescence na vlnové délce budiciho zatfeni. Pti absorpci dochézi ke ztratam vnitini
energie diky vnitini konverzi a vibra¢ni relaxaci, a emisni spektra jSou posunuta smérem
Kk vyssi vinové délce oproti absorpénim spektrim, viz Stokestv posun (Obr. 2) [1].

Casové rozlisena fluorescence zkouma zménu intenzity emitovaného zafeni fluoroforu
v zavislosti na Case. Fluorofor v roztoku je vystaven impulzu svétla, jehoz vinova délka
je kratsi nez doba excitovaného stavu. Deexcitaci molekul 1ze vyjadfit zékladni kinetickou

il en{-2) ’

kde [A"] je koncentrace excitovaného fluoroforu v ¢ase t, [A"]o pfedstavuje koncentraci
excitovaného fluoroforu v ¢ase, kdy se t=0 a T zde ptedstavuje dobu Zivota excitovaného
stavu [1].

Jednou ze zékladnich charakteristik fluoroforu je doba Zivota excitovaného stavu.
Tato doba nezavisi na excitacni vinové délce a lze ji vyjadrit pies intenzitu fluorescence,
ktera je imé&rné koncentraci excitovanych molekul:

t
=1, -exp(—;}, )
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kde | je intenzita fluorescence excitovaného fluoroforu v Case t, lo predstavuje intenzitu
fluorescence v case t=0 a 7 ptedstavuje dobu zivota [1].

2.11.1 Metoda TCSPC

Jednou z technik méfeni doby zivota excitovaného stavu fluoroforu je metoda Casové
korelovaného s¢itani fotoni TCSPC (time-correlated single photon counting). Tato pulzni
metoda vyuziva faktu, ze pravdépodobnost detekce jednoho fotonu v daném c¢ase po vyzareni
excita¢niho pulzu je pfimo umérna intenzité fluorescence. Presnost korelacni kiivky poklesu
zavisi na poétu detekovanych signali. Cim je podet detekovanych fotond vétsi, tim presndjsi
je poklesova kitivka.

Pfi samotném méfeni na jeden detekovany foton pfipada nekolik desitek excitacnich pulzt
a je zaznamenavan ¢as mezi excitacnim pulzem a detekci fotonu. Vystupem je histogram,
kde osa x je rozdé€lena na Casové kanaly a osa y predstavuje poCty detekovanych fotoni
v odpovidajicim kanalu. Histogram nabyva tvaru postupné se snizujici vlny, coz je zptisobeno
jednak pulzni excitaci, ale také podminkou detekce jednoho fotonu na nékolik desitek
excitacnich pulzt.

2.12 Anisotropie fluorescence

Pti excitaci fluoroforu polarizovanym svétlem se excituji ty molekuly fluoroforu, které mayji
vektor absorpéniho tranzitniho momentu ve stejné roving, jako je rovina polarizace. Dochazi
tedy k fotoselektivni excitaci fluoroforu. Tranzitni moment zavisi na osach molekuly a ma
definovanou orientaci. V roztoku jsou molekuly fluoroforu uspofadany nahodné. Excituji
se jen ty molekuly, které maji tranzitni dip6l ve stejném smeéru jako je elektricky vektor
polarizovaného svétla [1].

Nepolarizované svétlo ze zdroje prochazi ptes polarizator. Vznika tak polarizovany
paprsek, ktery kmita v jedné roviné¢ a nasledné dopada na kyvetu obsahujici fluorofor.
Interakci paprsku vznikd depolarizované svétlo. Mira depolarizace je uréena meéfenim
intenzity fluorescence, ktera je métena pred detektorem kolmo na pfichozi rovinu svétla
polarizovaného polarizatorem [1].

Stupeii polarizace p a anisotropie fluorescence r je vyjadien vztahy:

. III_IT _ III_IT
() () R

kde i je intenzita rovnobézného a |7 intenzita svétla kolmého na smér polarizace budiciho
zafeni.

2.13 Fluorescencni sondy

Fluorescencni sondy neboli fluorofory jsou latky schopné fluorescence, které se na rozdil
od fluorescenc¢nich znacek vazou ke sledované struktufe nekovalentné. Dnes je znamo nékolik
tisic fluorescencnich sond, naptiklad pyren, prodan, 1-anilio-8-naftalensulfonova kyselina
(ANS), p-toulidinyl-6-naftalen sulfonova kyselina (TNS), a-naftol a 3-hydroxynaftolova
kyselina (3HNA).
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2.14 Hyaluronan
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Obr. 4 — Hyaluronan

Hyaluronan (viz Obr. 4) je polysacharid ze skupiny glykosaminoglykand, sestavajici
z disacharidickych jednotek monosacharidi kyseliny glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu.
Tyto jednotky jsou spojené B 1-3 disacharidickou vazbou, disacharidické jednotky jsou
spojovany B 1-4 glykosidickymi vazbami v polymer dosahujici az 10 000 disacharidovych
jednotek. Hyaluronan je organismu vlastni latka, vyskytujici se u vSech obratlovct,
nachdzejici se v extracelularnim prostoru, kde je jeho hlavni funkci vazani vody, interakce
s dalSimi Castmi extracelularniho matrixu za tvorby vnitini struktury a kotveni bun¢k interakci
S bunéénymi receptory. Polymer obsahuje velké mnozstvi hydroxylovych skupin, tvoficich
hydrofilni ¢ast, které jsou schopny véazat velké mnoZzstvi vody. Hyaluronan je dobfe rozpustny
ve vod¢ diky nébojové repulsi karboxylovych skupin. V roztoku tvoii otacejici se Sroubovici.
Hyaluronan svysokou  molekulovou = hmotnosti  neni  biologicky  aktivni,
avsSak se snizujicim se stupném polymerace se jeho biologicka aktivita zvySuje. Kromé
polymert se tvoii také biologicky aktivni hyaluronové fragmenty [6].

Protoze je surovy hyaluronan charakteristicky velkou rozpustnosti a Spatnou mechanickou
odolnosti, tvoii se navazdnim vhodného ligandu a néslednym spojovanim jednotlivych
fetézcl trojrozmérnd struktura, hydrogel. Takto pfipravené hydrogely jsou poté pouzivany
ve tkanovém inzenyrstvi a k tvorb& nosi¢u 1é¢ivych latek [6].

14



2.15 Karboxymethylceluléza (CMC)
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Obr. 5 — Karboxymethylceluloza

Karboxymethylceluléza (viz Obr. 5) je derivat pfirodné ziskané celuldzy.
Karboxymethylova skupina je vdzana na hydroxylovou skupinu monomeru celul6zy. Ziskava
se reakci alkalické celulozy sjeji sodnou soli v organickém médiu. Diky polarité
karboxymethylové skupiny je CMC dobfe rozpustna ve vod¢. Nevyhodou je jeji nizka
odolnost vi¢i hnilobé a svétlu. Vyuzivd se predevSim V potravinaiském primyslu
jako zahustovadlo. Karboxymethylcelul6za ma lepsi absorpéni vlastnosti nez 100% celuloza,
ale s rostouci iontovou silou roztoku klesa schopnost absorpce.

2.16 Polyvinylpyrrolidon (PVP)

(o

Obr. 6 - Polyvinylpyrrolidon

Poly (N-vinyl-2-pyrrolidon) (viz Obr. 6) je flexibilni, nahodné stoceny polymer,
ktery je vysoce rozpustny ve vodé a v organickych rozpoustédlech. Vyznacuje se vysokou
chemickou stabilitou a vysokou schopnosti tvorby komplexd.

2.17 Hovézi sérovy albumin (BSA)

Hovézi sérovy albumin je tvofen jednim polypeptidovym tetézcem obsahujicim
583 aminokyselin, které jsou stabilizované intramolekularnimi disulfidickymi mustky. Izoluje
se ze séra skotu Cohnovym procesem na zakladé rozdilné rozpustnosti sérovych proteind
pfi rizném pH. Se svymi vlastnostmi se podoba lidskému albuminu a v laboratofich se uziva
jako nosny protein, ktery je odolny viéi zménam pH [12].
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3 RESERSE

Debabrata Mandal a spol. zkoumali vroce 1998 intramolekularni pfenos protonu
V excitovaném stavu sondy a-naftol v micelach. Deprotonace byla sledovana ve tiech typech
micel, a to v neiontové (Triton X-100), aniontové (CTAB - cetyltrimethylamonium bromid)
a kationtové (SDS - dodecylsiran sodny). Pravé v organizovanych soustavach, jako jsou
micely, dochézi k vyraznému snizeni rychlosti pfenosu protonu. V zakladnim stavu molekula
zustava v neiontové formé, v excitovaném stavu se snadno deprotonuje za vzniku aniontu,
ze kterého dochézi k emisi. Ve vodném prostiedi se pii méfeni ¢asové proménné fluorescence
neiontové formy zobrazuje pokles intenzity a aniontova forma vykazuje pocatecni rist
intenzity nasledovany poklesem. Ve vodnych roztocich dochéazi k deprotonaci a-naftolu
za 35 pikosekund. V dusledku rychlé deprotonace ve vodném roztoku je intenzita emise
neutrdlniho a-naftolu extrémné nizka, a objevuje se pouze emise aniontové formy.
V alkoholech je vSak deprotonace vyrazné¢ potlacena a diky tomu je pozorovana emise
neutralni formy.

Aromatické aminy a fenoly se stavaji vice kyselymi v excitovaném stavu a jejich konstanta
acidity (pKa) klesa o n€kolik jednotek v porovnani se zakladnim, neexcitovanym stavem [8].

Anitha C. Kumar a spol. ve své praci sledovali pouzitelnost fluorescen¢ni sondy a-naftolu
jako fluorescenéni sondy pro zkoumani hydratace polymerd, konkrétné pak polyvinylalkoholu
(PVA). Tento polymer mé vysoké vyuziti v biomedicinskych aplikacich diky své variabilité,
malé toxicité, vysoké biologické kompatibilité¢ a stupni bobtnani. Polymerni hydrogely jsou
zasitovany v trojrozmérnou strukturu obsahujici vodu. Chovani vody je ovlivnéno stupném
spojeni polymeru s vodou. Byly zjistény tii slozky vody v hydrogelech — voda vazana
Vv polymeru, délici se na nemrznouci a mrznouci slozku, a voda volna. Celkovou hmotnost
vody ptitomné v hydrogelu tvofi soucet jejich dvou ¢asti, nemrznouci a mrznouci slozky.
Nemrznouci ¢ast obsahuje molekuly vody, které jsou pfimo spojeny s fetézcem polymeru
dvéma vodikovymi vazbami. Pokud je do gelu pfidavana dalsi voda, tyto dvé vodikové vazby
jsou pferuseny. Jedna zlstavd pevn€ vazana na polymer a dalSi tvoii vazbu s nevazanou
vodou. Toto spojeni méni chovani vody pii procesu ochlazovani [9].

Fluorescen¢ni sondy zalozené na pfenosu protonu v excitovaném stavu umoznuji zjistit
strukturni a dynamické informace o organizovanych systémech jako jsou micely, lipidové
membrany, polymerni gely a dutiny cyklodextrinu. a-naftol emituje z excitované neutralni
formy (350 nm), pokud je pfitomen v hydrofobnim prostiedi organizovaného média.

Je-li sonda zaclenéna do struktury PVA, dochazi ke sniZeni intenzity neiontové formy
a-naftolu a nartistu intenzity aniontové formy, ktera je velmi citlivd na stupenn hydratace
polymeru. Tato sonda je tedy schopna reagovat na mnozstvi vazané vody v polymeru a jeho
celkovou hydrataci [9].

Hirdyesh Mishra a spol. studovali chovani 3HNA v riznych rozpoustédlech a za riznych
podminek. Experimenty ukazuji, Ze 3HNA pii fotoexcitaci vykazuje dvé emisni spektra.
Absorpce a emise je ovlivnéna koncentraci sondy, zvolenym rozpoustédlem, pH, teplotou
a excitaéni vlnovou délkou. V polarnim rozpoustédle, etanolu, se srostouci koncentraci
3HNA (od 10° do 102 M) pohybovalo absorpéni maximum od 355-361 nm.
V etanolu, okyseleném ptidavkem 0,1 M H2SOa, bylo absorpéni spektrum lehce posunuto,
absorpéni maximum dosahovalo hodnoty 366 nm. Emisni spektrum se sklad4 ze dvou ¢ésti.
Prvni ¢ast dosahuje maxima pii vinové délce 421,5 nm (V pasmo), druha ¢ast pti 581 nm
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(R pasmo). Emisni spektrum se méni se zménou excita¢ni vinové délky. Intenzita R pasma

roste ze zvysujici se excitacni vinovou délkou, naopak u V pasma se intenzita snizuje [10].
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Obr. 7 — 3HNA existuje ve dvou zdakladnich formdch, P a R. Prvni forma, oproti druhé,
podstupuje ESIPT za vzniku tautomeru.

Anirban Pal, a spol. studovali strukturu vody v blizkosti fetézce polymeru
N-vinyl-2-pyrrolidynu (PVP). PVP je flexibilni a ndhodné stoeny polymer, ktery je dobie
rozpustny ve vodé a také v jinych organickych rozpoustédlech. Pro svou chemickou stabilitu
a velkou komplexotvornost je jednim z nejpouzivanéjsich polymerd.

Koncentrace polymeru v roztoku byla zvolena nizka (Mr = 40 000), stejné tak koncentrace
sondy 3HNA (20uM), aby nedochazelo k polymerizaci. Ke studii byl uzit intramolekularni
pfenos protonu v excitovaném stavu (ESIPT). 3HNA vykazuje dvé maxima. Pro normalni
emisi pii 418 nm a pro ESIPT emisi v rozmezi 495-515 nm. Mira interakce mezi sondou
apolymerem byla urCena vypoftem vazebné konstanty dle vztahu Benesi-Hilderbrand
méfenim intenzity fluorescence: [ ]

F.-F 1
GRS ®
X 0 ,

kde F. je intenzita fluorescence pro maximalni koncentraci polymeru, Fo je intenzita
fluorescence bez polymeru a Fx je intenzita pro kazdou danou koncentraci mezi F« a Fo.
L je hodnota koncentrace a K je vazebna konstanta.

Se zvysujici se koncentraci polymeru dochazelo ke zvySovani intenzity emise 3HNA,
vlnova délka se pohybovala od 514 nm pro roztok bez polymeru az po 507 nm v roztoku
s nejvyssi koncentraci polymeru. Kvantovy vytézek wvzrostl Ctyinasobné v pritomnosti
polymeru oproti nulové koncentraci polymeru a hodnota vazebné konstanty se pohybovala
v fadu 10%.

Dielektrickym métenim byla zjiSténa existence tii typll vody. Prvni typ je Cista voda, druhy
typ je zkresleny shluk, sestdvajici z péti molekul vody na jednotku PVP, tieti typ
je neusporadana struktura mezi fetézci polymeru [11].

Pro uréeni vazebné konstanty z anisotropie steady-state fluorescence je nutné zavést
predpoklad tvorby komplexu v poméru 1:1. Vazebnou konstantu systému polymer-sonda
vyjadiuje vztah:
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[FP] F,-C,
K = = , (9)
[F]'[P] - Fb)'Co'[P]
kde Fy je ¢ast sondy 3HNA vazané na polymer, (1-F,) pfedstavuje koncentraci 3HNA,

ktera na polymer neni vazana, a Co piedstavuje celkovou koncentraci fluorescenéni sondy.
Pozorovana anisotropie ESIPT emise 3HNA v rostouci koncentraci polymeru je vyjadiena
vztahem:

r:Ff'Qf'rf+Fb'Qb'rb 10
Ff'Qf+Fb'Qb , ( )
kde F: predstavuje ¢ast sondy nevazané na polymer a Fy ¢ast sondy vazané na polymer,
Qf a Qb predstavuji kvantovy vytézek volné a vazané sondy a rfa I'b jsou anisotropie méiené
pro volnou sondu a sondu vazanou na polymer. Ztoho vyplyva, ze cast sondy,
ktera je zakomponovana do polymeru vyjadiuje vztah:

(r_rf)

[(r - rf)+[gj}<rb - r)] (1)
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Vybaveni a pristroje
4.1.1 Fluorolog

K méfeni fluorescencnich spekter fluoroforu a anisotropie byl pouzit pfistroj od firmy
Horiba Scientific, umoziujici fluorescencni analyzu méfenim emisnich a excitacnich spekter.
Fluorescence byla detekovana v pravouhlém uspoiadani. Pro excitaci byla pouzita Xe vybojka
(450 W). Vodni lazni byla udrzovéna teplota pro méfeni 22 °C. Ke zpracovani dat
steady-state fluorescence a anisotropie byl pouzit software FluorEssence, HORIBA Jobin
Yvon Inc.

4.1.2 Fluorocube

Ptistroj vyrabi jiz zminéna firma Horiba Scientific, k dispozici je sada NanoLED
(260 nm- 740 nm) o pracovni frekvenci 1 MHz. Diky TBX pikosekundovému detektoru méfi
piistroj v rozliseni 20 ps/kanél. Rozsah méfenych dob Zivota fluoroforu se pohybuje od 101
do 10®s. Méfeni je mozno provadét za konstantni teploty 22 °C diky piipojené vodni ldzni.
Na zpracovani dat byl pouzit software DataStation, HORIBA Jobin Yvon Inc.

4.1.3 Pouzité chemikalie

Hyaluronan CPN spol s.r.o

Sarze:071207-P1
CMC Sigma-Aldrich Chemistry CAS: 9004 32 4
(karboxymethylceluloza) M=90 kDa Sarze: 1001112535
PVP Sigma-Aldrich CAS: 9003 39 8
(polyvinylpyrrolidone) M=40 kDa Sarze: 101362498
BSA Sigma-Aldrich Life Science CAS: 9048 46 8
(hovézi sérovy albumin) M= 66 430 Sarze: 1000599797
a-naftol Sigma-Aldrich, ReagentPlus® CAS: 90 15 3

Sarze: 101256259
3HNA CAS: 92706

Sarze: 101291110
Voda Mili-Q Milipore academic
Ethanol Ing. Petr Svec - PENTA Sarze: 220313

4.1.4 Priprava zasobniho roztoku hyaluronanu

Na analytickych vahach bylo navdzeno 1,5019 g hyaluronanu. Navazené mnozZstvi bylo
kvantitativng pievedeno do odmérné baiky o objemu 100 cm®. Uplnym rozpusténim
anaslednym doplnénim roztoku po rysku vodou Mili-Q byl pfipraven zasobni roztok
hyaluronanu o koncentraci 15,019 g - dm™,
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4.1.5 Priprava zasobniho roztoku karboxymethylcelul6zy

Na analytickych vahach bylo navazeno 3,6488 g karboxymethylcelulézy o relativni
molekulové hmotnosti 90 kDa. Navazené mnozstvi bylo kvantitativné ptrevedeno do odmérné
baiiky o objemu 100 cm®. Uplnym rozpusténim a naslednym doplnénim roztoku po rysku
vodou Mili-Q byl pfipraven zasobni roztok karboxymethylcelulézy o koncentraci
402,975 pmol - dm,

4.1.6 Priprava zasobniho roztoku polyvinylpyrrolidonu

Na analytickych vahach bylo navazeno 1,6049 g polyvinylpyrrolidonu o relativni
molekulové hmotnosti 40 kDa. Navazené mnozstvi bylo kvantitativné ptfevedeno do odmérné
baiiky o objemu 100 cm®. Uplnym rozpusténim a naslednym doplnénim roztoku po rysku
vodou Mili-Q byl pfipraven zéasobni roztok polyvinylpyrrolidonu o koncentraci
401,225 pmol - dm,

4.1.7 Piiprava zasobniho roztoku hovéziho albuminu

Na analytickych vahach bylo navézeno 0,0635 g hovéziho albuminu o relativni molekulové
hmotnosti 66430 g * mol™. Navazené mnozstvi bylo kvantitativné pfevedeno do odmérné
baiiky o objemu 100 cm®. Uplnym rozpu§ténim a naslednym doplnénim roztoku po rysku

vodou Mili-Q byl pfipraven zasobni roztok hovéziho albuminu o koncentraci
9,5589 pmol * dm,

4.1.8 Priprava zasobniho roztoku fluorescen¢ni sondy

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,0193 g 3HNA o relativni molekulové hmotnosti
188,18 g-mol?. Navazené mnozstvi bylo kvantitativné prevedeno do odmérné barky
0 objemu 50 cm®. Uplnym rozpusténim a naslednym doplnénim roztoku po rysku ethanolem
(ethanol na UV-VIS) byl ptipraven zasobni roztok 3HNA o koncentraci 0,002051 mol - dm,

4.1.9 Priprava vzorki

Do vialek bylo napipetovano 73 udm® roztoku fluorescenéni sondy v ethanolu,
rozpoustédlo bylo nasledné odpateno za laboratorni teploty a do vialek byl napipetovan dany
objem polymeru a vody Mili-Q (viz Tab. 1), aby celkovy objem vzorku ¢&inil 5cm?®
a aby koncentrace sondy ve vzorku byla 30 umol - dm=. Vzorky byly ponechany na tfepacce
do druhého dne.

Takto byly od kazdého polymeru vytvoteny tii fady obsahujici fluorescencni sondu 3HNA
a jedna fada bez fluorescencni sondy.
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Tab. 1 — Koncentracni rada hyaluronanu, karboxymethylcelulozy, polyvinylpyrrolidonu
a albuminu. Objem kazdého vzorku byl doplnén na 5 cm™.

Vzorek Chya VHya Cemc Veme Cpvp Vpvp Cssa VBsa
[g-dm®] | [udm?] | [umol - dmS] |[udm?®]| [umol - dm?] | [udm?] | [umol - dm®] | [ndm?]

a 0,0 0 0 0 0 0 0,0 0
b 0,5 166 20 247 20 249 1,0 523
C 1,0 333 50 617 50 623 2,0 1046
d 3,0 999 100 1233 100 1246 3,0 1569
e 50 1665 200 2467 200 2492 4,0 2092
f 7,0 2330 300 3700 300 3739 5,0 2615
g 9,0 2996 400 4933 400 4985 6,0 3138
h 12,0 3995 9,6 5000
i 13,0 4328
i 15,0 5000

4.2 Méreni doby Zivota, anisotropie a emisnich spekter

4.2.1 Fluorolog

Méfeni fluorescenénich spekter a anisotropie 3HNA v riznych koncentracich polymeru
bylo provadéno za konstantni teploty 22 °C pro excita¢ni vinovou délku 350 nm, emisni
vinovou délku 360-610 nm a pro excita¢ni a emisni Sté€rbinu 0 velikosti 3 nm.

4.2.2 Fluorocube

Odezva lampy byla zjisténa méfenim rozptylujiciho zafeni koloidniho roztoku oxidu
ktemic€itého pro nastaveni monochromatoru NanoLED lampy na vinovou délku 361 nm
a za pouziti filtri pro sniZeni intenzity lampy pii nadmérném zahlceni detektoru. Méfeni
vzorkll bylo provadéno za konstantni teploty 22 °C a za pouZiti monochromatoru nastavené¢ho
pro vinovou délku 510 nm. Nastaveni pfistroje: coaxial delay 65 ns, TAC range 50-100 ns,
pocet fotontt v maximu 10000, repetition rate 1MHz, sync delay 0-50 s, velikost $térbin byla
nastavena na 32 nm. M¢teni byla provadéna v reverznim usporadani.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Steady-state fluorescence

Interakce mezi polymerem a fluorescenc¢ni sondou 3HNA byla zkoumana urcenim vazebné
konstanty. Vazebna konstanta byla ziskdna vyhodnocenim intenzity ESIPT emise 3HNA
pomoci metody Benesi-Hilderbrand [11]. Vykreslenim zavislosti [Fw -F, ]/[FX - FO]

na pievracené hodnoté koncentrace pfidaného polymeru a néaslednym prolozenim ziskanych
bodii pfimkou byla posuzovéna jak linearita piimky, tak i vazebna konstanta ziskana
ze smérnice rovnice.

Vysledna spektra byla ziskdna zprimeérovanim hodnot intenzit tfi fad vzorkd po odectu
rozptylu prostiedi méfenim vzorku bez fluorescencni sondy.

6,0 -
5,5 1 [
5,0 1
4.5 -
E’ 4,0-_
I>< 3,5'
LL .
= 3,04
o J
'-'.-8 2,51
L 20 X
1,5 1
1,0 -
0,5 ! I ! I ! I ! I ! |
0,000 0,011 0,022 0,033 0,044 0,055

1/[L]

Obr. 8 - Zavislost [Fu-Fol/[Fx-Fo] na prevrdcené hodnoté koncentrace polymeru PVP
pri konstantni koncentraci sondy 3HNA 20 uM.

Polyvinylpyrrolidon slouzil jako kontrolni méteni, byl vybran na zaklad¢ literarni reSerse,
K posouzeni spravnosti pouzitych metod a vypoctl. Je zde viditelny narast intenzity ESIPT
emise fluorescencni sondy 3HNA se vzrlstajici koncentraci polymeru polyvinylpyrrolidonu
(viz Obr. 12). Prilozeny graf (viz Obr. 8) =zobrazuje body ziskané metodou
Benesi-Hilderbrand, z linearniho pribéhu se vzestupnou tendenci byla prolozenim kiivkou
stanovena vazebnéa konstanta pro systém 3HNA — PVP na 1,27 - 10* M!. Vazebn4 konstanta
tohoto systému ziskana z literarni reSerse, byla stanovena na hodnotu 0,9 - 10* M uzitim
metody Benesi-Hilderbrand. Hodnoty vazebnych konstant se lisi jen nepatrné.

22



Zde je zvyseni intenzity ESIPT emise fluoroforu zpiisobeno interakci aniontové formy
fluoroforu s hydrofilni ¢asti fetézce PVP.
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Obr. 9 — Zavislost [Fo-Fo]/[Fx-Fo/] na prevracené hodnoté koncentrace polymeru BSA
pri konstantni koncentraci sondy 3HNA 30 uM.

U hovéziho albuminu byl zaznamendn nartst intenzity ESIPT emise fluorescen¢ni sondy
3HNA se vzrlstajici koncentraci albuminu. Emisni spektrum 3HNA vV pfitomnosti BSA je
uvedeno v seznamu piiloh (viz Obr. 20). Body ziskané metodou Benesi-Hilderbrand maji
linearni charakter. Je tedy mozné je prolozit ptimkou (viz Obr. 9). Z postupného zvySovani
intenzity ESIPT emise 3HNA a zlinearniho pribéhu piimky byla stanovena vazebna
konstanta systému 3HNA — BSA, ato 1,56 - 10°[M™].

Da se tedy usoudit interakce fluoroforu sfetézcem polymeru. Aniontova forma sondy
se zde vaze na hydrataéni obal fetézce, coz zpusobuje narist ESIPT emise fluoroforu
v emisnim spektru. Vazebnd konstanta je u tohoto systému vyssi nez u systému kontrolniho
méfeni 3HNA — PVP, kde hodnota vazebné konstanty dosahovala fadt 10*. Lze usoudit v&tsi
miru interakce sondy s polymerem BSA.
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Obr. 10 — Zavislost [Fx-Fol/[Fx-Fo/ na prevracené hodnoté koncentrace polymeru Hya
pri konstantni koncentraci sondy 3HNA 30 uM.

U hyaluronanu neni viditelny narist intenzity ESIPT emise 3HNA s koncentraci polymeru
(viz Obr. 13). Body ziskané metodou Benesi-Hilderbrand nevykazuji linearni pribéh, nedala
se tedy stanovit vazebna konstanta prolozenim bodt ptimkou (viz Obr. 10).

Fluorescen¢ni sonda v tomto piipadé neinteraguje s hydrofilni ¢asti fetézce polymeru.
Aniontova forma sondy je odpuzovana zapornym nabojem na fetézci hyaluronanu,
ktery vznika disociaci karboxylové skupiny, jez dava hyaluronanu zaporny naboj.
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Obr. 11 — Zavislost [Fo-Fo]l/[Fx-Fo] na prevracené hodnote koncentrace polymeru CMC
pri konstantni koncentraci sondy 3HNA 30 uM.

Dalsim zkoumanym polymerem je CMC. Tento polymer obsahuje, stejné jako hyaluronan
mnozstvi karboxylovych skupin, ale je také velmi hydrofilni. Da se tedy pfedpokladat,
ze interakce polymer — sonda bude ovlivnéna piitomnosti téchto skupin.

Emisni spektra karboxymethylcelulozy (viz Obr. 21) vykazovala nerovnomérny nartst
intenzity ESIPT emise 3HNA. Body ziskané metodou Benesi-Hilderbrand maji linearni
charakter se vzristajici tendenci (viz Obr. 11), bylo je tedy mozno prolozit ptimkou.
Ze vzestupného trendu piimky bylo moZn0 stanovit vazebnou Kkonstantu systému
CMC - 3HNA na 4,37 - 103 M,

Nerovnomérny nardst intenzity mize byt zptisoben vysokou viskozitou roztoku polymeru
a moznym CasteCnym zesitovanim polymeru, nicméné linearni pribéh zvySovani intenzity
s koncentraci je zde patrny. Da se tedy fict, Ze se aniontova forma fluoroforu 3HNA vazala
na hydratacni obal fetézce karboxymethylcelulozy. Hodnota vazebné konstanty je pro tento
systém niz§i nezZ pro kontrolni syst¢tm 3HNA — PVP kde se hodnota vazebné konstanty
pohybovala v ¥adu 10*. Diivodem muze byt odpuzovani sondy zapornym nabojem na fetézci
karboxymethylceluldézy, ktery zde ovSsem neni tak silny jako v pfipadé hyaluronanu.
Proto se na hydrofilni ¢ast vaze pomérn¢ mensi frakce aniontové formy sondy nez v ptipadé
méteni systému PVP, nebo BSA.

Nize jsou uvedeny emisni spektra polymeru polyvinylpyrrolidonu a hyaluronanu. Jak bylo
feCeno, polyvinylpyrrolidon zde slouzi jako kontrolni méfeni, emisni spektra vykazuji
postupny narust intenzity ESIPT emise 3HNA (viz Obr. 12). Intenzita fluorescence 3HNA
se v pritomnosti hyaluronanu neméni rovnomérné (viz Obr. 13), ale kolisa okolo jedné
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hodnoty, tak nebylo mozné stanovit vazebnou konstantu, ztoho plyne, ze se sonda
neadsorbovala na vodu vazanou k polymeru.
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Obr. 12 — Fluorescencni spektra 3HNA s rostouci koncentraci PVP, (a) 400 uM, (b) 300 uM,

(c) 200 uM, (d) 100 uM, (e) 50 uM, (f) 20 uM a (g) 0 uM pri konstantni koncentraci 3HNA
20 uM.
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Obr. 13 — Fluorescencni spektra 3HNA s rostouct koncentraci Hya, (a) 15 g/, (b) 13 g/l,

(©)12g/l, (d)9 g/, (e) 7g/l, (f) 5 g/l, (g) 3 g/l, (h) 1 g/l, (i) 0,5 g/l a (j) 0 g/l pri konstantni
koncentraci 3HNA 30 uM.
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5.2 Casové rozliSena fluorescence

Méfenim Casove rozliSené fluorescence byla zjiSténa doba zivota fluoroforu.
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Obr. 14 — Doba zZivota fluoroforu systému PVP — 3HNA v zavislosti na koncentraci polymeru
pri konstantni koncentraci 3HNA 20 uM.

U kontrolniho méfeni polymeru polyvinylpyrrolidonu byla prolozenim vyhasinani intenzity
ESIPT emise fluoroforu 3HNA ve vodném roztoku, neobsahujici ptfidany polymer PVP,
jedno-exponencialni funkci zjisténa doba zivota volného fluoroforu 1,65 ns. S rostouci
koncentraci polymeru byl pokles prokladan dvou-exponencialni funkci a primérna doba
zivota fluoroforu vzrostla na hodnotu 5,52 ns s postupnym procentudlnim nartistem podilu
doby zivota fluoroforu vazaného na fetézec polymeru (viz Obr. 14). V systému PVP — 3HNA
bylo dosazeno limitni hodnoty doby zivota fluoroforu. Pro koncentrace PVP 300 a 400 uM
se doba Zivota ustélila na hodnoté 5,52 ns. Hodnoty dob Zivota fluoroforu a jejich relativni
amplitudy jsou uvedeny v seznamu piiloh (viz Tab. 2).

27



4,2 -

3,6 - x X

3,0 1

— 241

1,8 1

1,2 ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' 1
4 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
[BSA] x10M

Obr. 15 — Doba zivota fluoroforu systému BSA — 3HNA v zavislosti na koncentraci polymeru
pri konstantni koncentraci 3HNA 30 uM.

Prolozenim poklesu intenzity ESIPT emise fluoroforu 3HNA ve vodném roztoku,
neobsahujici pfidany polymer BSA, jedno-exponencidlni funkci byla zjiSténa doba Zivota
volného fluoroforu 1,68 ns. Naslednym pfidanim polymeru BSA byl pokles intenzity
prokladan dvou-exponencidlni funkci. S rostouci koncentraci polymeru se prodluzovala
I primérnad hodnota doby Zivota fluoroforu az na 4,05 ns. Se zvySujici se dobou Zivota rostla
i relativni amplituda doby Zivota fluoroforu vazaného v polymeru BSA (viz Obr. 15). Dale je
mozné z grafu pozorovat dosazeni limitni hodnoty. Pro koncentrace vétsi jak 6 uM
dosahovala hodnota doby Zivota fluoroforu 4,05 ns a s rostouci koncentraci na 10 uM se jiz
doba zivota vyrazné neprodluzovala. Hodnoty dob zivota fluoroforu a jejich relativni
amplitudy jsou uvedeny v seznamu piiloh (viz Tab. 3).
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Obr. 16 — Doba zivota fluoroforu systéemu Hya — 3HNA v zavislosti na koncentraci polymeru
pri konstantni koncentraci 3HNA 30 uM.

Meéfenim poklesu intenzity a naslednym prolozenim jedno-exponencialni funkci u roztoku
neobsahujici pfidany hyaluronan byla stanovena doba Zivota volného fluoroforu na 1,67 ns
(viz Obr. 16). Pokles intenzity u roztokd obsahujici postupné se zvySujici koncentraci
polymeru nevykazoval interakci sondy s fetézcem. Pokles byl pro celou koncentra¢ni fadu
prokladan pouze jedno-exponencialni funkci a stanovena doba zivota fluoroforu
se pohybovala mezi hodnotou 1,67-1,70 ns. Tato hodnota odpovida dob& zivota volného
fluoroforu ve vodném prostiedi.

Aniontova forma fluoroforu 3HNA se tedy nevaze na hydrata¢ni obal hyaluronanu,
coz je zpusobeno silnou repulzi mezi nabojem 3HNA a hyaluronanu, ktery ma piedevsim
diky disociovanym karboxylovym skupindm zaporny néboj. Hodnoty dob Zivota fluoroforu
a jejich relativni amplitudy jsou uvedeny v seznamu ptiloh (viz Tab. 4).
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Obr. 17 — Doba zivota fluoroforu systému CMC — 3HNA V zavislosti na koncentraci polymeru
pri konstantni koncentraci 3HNA 30 uM.

U polymeru karboxymethylceluldzy byly prvni dva poklesy proloZeny jedno-exponencialni
funkci, doba zivota fluoroforu se pohybovala od 1,66-1,70 ns. Pro koncentraci polymeru vyssi
jak 50 uM byl pokles intenzity prokladan dvou-exponencialni funkci. Doba zivota fluoroforu
se zvySovala aZ k hodnoté 2,85 ns s postupnym procentudlnim zvySovanim doby Zzivota
vazaného fluoroforu (viz Obr. 17). Z linearniho pribéhu grafu je patrné, ze doba Zivota jesté
nedosdhla limitni hodnoty a ma tendence se Snartistem koncentrace dale prodluzovat.
Aniontova forma fluoroforu se tedy vaze na polymerni fetézec CMC, ale jiz pii koncentraci
400 uM byl roztok vysoce viskozni a dalsim zvySovanim koncentrace by se zkomplikovala
priprava vzorkd. Hodnoty dob Zivota fluoroforu a jejich relativni amplitudy jsou uvedeny
Vv seznamu priloh (viz Tab. 5).

5.3 Anisotropie

Hodnoty steady-state anisotropie mohou byt pouZzity na urceni vazebné konstanty systému
polymer — 3HNA. Vazebna konstanta je urena zlomkem K-[P]zFb /(1— Fb), kde data
ziskana méfenim steady-state anisotropie byla pouzita k urCeni frakce molekul fluoroforu
vazaného na polymerni fetézec, tzv. Fo. Vynesenim zavislosti F,/(1-F,) na koncentraci
polymeru [P] a prolozenim ziskanych boda pfimkou linearni regrese vychazejici z pocatku
soufadnicového systému byla urCena vazebna konstanta daného systému K [11].

Vysledné hodnoty anisotropie systému byly zjistény zprimérovanim méfenych hodnot.
Pro kazdy systém byla méfena anisotropie pétkrat.
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M¢étfenim anisotropie syst¢tmu PVP — 3HNA, bylo dosazeno limitni hodnoty,
kdy anisotropie s rostouci koncentraci polymeru stoupala, ale pro koncentraci vy$$i jak
300 uM se anisotropie vyrazné¢ neménila. Namétené hodnoty anisotropie se pohybuji od
0,0129 do 0,0415 (viz Obr. 18). Body ziskané z grafu zavilosti F,/(1—F,) na koncentraci

polymeru byly proloZeny pfimkou linearni regrese. Takto byla stanovena hodnota vazebné
konstanty pro systém PVP — 3HNA na 1,63 - 10* M1, Vazebna konstanta, pro stejny systém,
stanovena metodou Benesi-Hilderbrand dosahovala niz§i hodnoty a to 1,27 - 10* M1, Tento
nepatrny rozdil je pravdépodobné zpiisoben viskozitou, kterd roste s rostouci koncentraci
polymeru.

Anisotropie systému BSA — 3HNA vykazovala rostouci tendenci (viz Obr. 22) s rostouci
koncentraci pfidaného polymeru, a to od 0,0121 pro vzorek bez ptidaného polymeru,
az po 0,196 pro fluorofor vazany na fetézec. Z grafu je patrné dosazeni limitni hodnoty
anisotropie, kdy od koncentrace polymeru vétsi jak 6 uM se jiz anisotropie systému vyrazné
neméni, nestoupd. ProloZenim zavislosti F, /(1—F,) na koncentraci polymeru a naslednym
proloZzenim téchto bodi byla stanovena vazebna konstanta systému BSA — 3HNA
na 6,99-10°M?1  Vazebnd konstanta, pro stejny systém, stanovend metodou
Benesi-Hilderbrand dosahovala niz§i hodnoty a to 1,56-10° M. Ovsem obé& konstanty
se pohybuji ve stejném tadu, tedy 10° coz znadi vyssi podil sondy interagujici s fetézcem neZ
u kontrolniho méfeni systému PVP. ZvySeni hodnoty konstanty ziskané z anisotropie
je pravdépodobné zplisobeno viskozitou, ktera se s rostouci koncentraci zvysuje a ovliviiuje
hodnotu anisotropie.

U systému Hya — 3HNA se méfena anisotropie pohybovala od 0,00342 do 0,00482,
coz odpovidd hodnoté anisotropie fluoroforu nevazaného na polymer. Nebyla zaznamenana
zadna tendence rustu anisotropie a nemohla byt stanovena hodnota vazebné konstanty tohoto
systému (viz Obr. 19). Protoze se anisotropie téméf neménila, respektive se pohybovala
v fadu 1073, Ize usoudit, Zze nedochazelo k interakci sondy a hydrata¢niho obalu hyaluronanu.

Systtm CMC — 3HNA vykazoval rGst anisotropie s koncentraci polymeru,
avSak nebylo dosazeno limitni hodnoty anisotropie pro tento systém. Z vynesené zavislosti
anisotropie na koncentraci pfidaného polymeru (viz Obr. 23) je patrné, Ze anisotropie
systtmu by nadale rostla pii zvySovani koncentrace, nebylo tedy dosazeno nasyceni.
Byla zjisténa vazebna konstanta systému proloZzenim bodlu ziskanych vypoctem frakce
vazaného polymeru na koncentraci. Vazebna konstanta systtmu CMC — 3HNA byla
stanovena na 1,16-10* M. Vazebna konstanta, pro stejny systém, stanovena metodou
Benesi-Hilderbrand dosahovala hodnoty 4,37 - 10° M. Jako u piedeslych méfeni hodnota
vazebné konstanty urCend méfenim anisotropie je véts$i neZ vazebna konstanta uréena
méfenim intenzity ESIPT emise. Rozdil v hodnoté vazebnych konstant je dan vysokou
citlivosti anisotropie na viskozitu roztoku. Tento rozdil je nejvice patrny praveé
u karboxymethylcelulozy, kdy byl roztok na pohled vysoce viskézni a i hodnoty vazebnych
konstant se li§i vice nez u predchozich systémid. Proto nemiizeme vazebnou konstantu
systtmu CMC — 3HNA porovnavat s ostatnimi systémy, nebot je zatizena velkym
zkreslenim.

Nize uvedené grafy zobrazuji zavislost anisotropie systému PVP — 3HNA a Hya — 3HNA
na koncentraci polymeru. Meéfeni anisotropie polymeru polyvinylpyrrolidonu slouzilo
jako kontrolni méfeni, z grafu je patrny ndrGst anisotropie i dosazené limitni hodnoty
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(viz Obr. 18). Pro systém Hya — 3HNA nevykazovala méfeni anisotropie vyrazné zmény
ani rostouci tendenci (viz Obr. 19). Graf zachycuje nepatrnou zménu anisotropie,
ktera mtize byt zptisobena rostouci viskozitou systému.
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Obr. 18 — Anisotropie steady-state fluorescence systému PVP — 3HNA v zavislosti
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Obr. 19 — Anisotropie steady-state fluorescence systému Hya — 3HNA v zavislosti
na koncentraci polymeru pri konstantni koncentraci 3HNA 30 uM
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6 ZAVER

Cilem bakalafské prace Dbylo zkoumani hydrofilniho obalu hyaluronanu,
karboxymethylcelulozy a hovéziho albuminu méfenim steady-state fluorescence, steady-state
anisotropie fluorescence a ¢asové rozlisené fluorescence pii teploté 22 °C. M¢feni interakce
polymeru polyvinylpyrrolidonu a fluorescen¢ni sondy 3HNA bylo na zaklad¢ literarni reSerse
zvoleno jako kontrolni, k potvrzeni spravnosti méfeni a vypoctu.

Nejprve byla méfena intenzita ESIPT emise fluorescenéni sondy 3HNA v systém
PVP — 3HNA. Méfenim ESIPT emise byla stanovena vazebna konstanta na 1,27 - 10* ML,
Byla uréena vazebna konstanta z anisotropie fluorescence pro stejny systém na 1,63 - 10* M2,
Tyto hodnoty vazebnych konstant odpovidaji konstantam zjisténym z literarni reserSe, kde je
pro metodu Benesi-Hilderbrand stanovena vazebna konstanta na 0,9-10*M? a zdat
steady-state anisotropie na 1,4-10* M. Timto méfenim byla ovéfena spravnost postupu
I pouzitych vypocti. Doba zivota fluoroforu pro tento systém byla v bakalaiské praci uréena
na 1,65 ns pro systém bez polymeru a 5,52 ns pro systém vazaného fluoroforu. Doba zivota
fluoroforu z literarni reSerSe se pohybovala od 1,5 do 5,5 ns, coz odpovida i méfeni
Vv bakalatské praci.

Dale byla méfena intenzita ESIPT emise fluorescenéni sondy 3HNA
Vv ptitomnosti hovéziho albuminu. M¢éfenim byla stanovena vazebna konstanta metodou
Benesi-Hilderbrand na 1,56 - 10° M. Déle byla stanovena vazebnd konstanta z anisotropie
fluorescence a to na 6,99 - 10° M. Obé& vypodtené vazebné konstanty odpovidaji interakci
ve stejném systému, tedy BSA — 3HNA, s konstantni koncentraci sondy 3HNA 30 puM.
Pozorovany rozdil mezi vypoctenymi konstantami je zpGsoben viskozitou, ktera s rostouci
koncentraci stoupa a ovliviiuje anisotropii. U toho systému dochazi k vazani aniontové formy
fluoroforu na hydrata¢ni obal polymeru. Tento pifedpoklad byl potvrzen méfenim doby Zivota
fluoroforu ¢asoveé rozlisenou fluorescenci. Metodou TCSPC byla také stanovena prodluzujici
se doba zivota fluoroforu a to z 1,68-4,05 ns s postupnym nardstem doby zivota fluoroforu
vazaného na fetézec.

Me¢tend intenzita ESIPT emise systému Hya — 3HNA se s rostouci koncentraci neménila
ani za pouziti vysoce koncentrovaného roztoku hyaluronanu (15 g/l). Aniontova forma
se na fetézec nevazala z divodu zaporného naboje na fetézci hyaluronanu zptisobeného
pfedevSim disociaci karboxylové skupiny. Tento ptedpoklad byl potvrzen méfenim
anisotropie  fluorescence, kdy se hodnota anisotropie pohybovala v rozmezi
3,42-10°- 4,82-10%, a rovnéZ méfenim doby Zivota fluoroforu, kdy naméfend doba Zivota
na zéklade¢ literarni reserSe odpovida dob¢ zivota volného fluoroforu, tedy 1,67 — 1,70 ns.

Jako posledni byl méfen systém karboxymethylcelulozy, ke zjisténi vlivu pfitomnosti
karboxylovych skupin na interakci sondy s polymerem. V systému karboxymethylcelulozy
dochézelo k interakci aniontové formy 3HNA s hydrofilnim fetézcem, ovSem vazebna
konstanta byla niz§i nez u predchozich méfeni systémi PVP a BSA. SniZeni frakce sondy
vazané na hydratacni obal CMC mohlo byt zplsobeno praveé piitomnosti karboxylovych
skupin a jejich disociaci. Metodou Benesi-Hilderbrand byla stanovena vazebna konstanta
na4,37-10°M?' a pro anisotropii na 1,63-10*M™. Zrostouciho trendu doby Zivota
fluorescence, kdy nebylo dosazeno limitni hodnoty pro interakci CMC — 3HNA, se da fici,
Ze pii zvySujici se koncentraci polymeru ve vzorku by se mohla vazat s fetézcem jesté vétsi
¢ast fluoroforu, ovsem dal$i zvySovani nemohlo byt pro vysokou viskozitu provedeno, nebylo
tedy dosazeno nasyceni. OvSem hodnota vazebné konstanty ziskana z anisotropie
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fluorescence je relativné vysoka oproti metodé Benesi-Hilderbrand a to z dvodu vysoké
viskozity métenych roztoku.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ESIPT
Hya
CMC
PVP
BSA
CTAB
SDS
PVA
3HNA
TNS
ANS
TCSPC
Feo

Fo

Fx

L

excited state intramolecular proton transfer
hyaluronan

karboxymethylcelul6za

polyvinylpyrrolidon

hovézi sérovy albumin

cetyltrimethylammonium bromid

dodecylsiran sodny

polyvinylalkohol

3-hydroxy naftolova kyselina
p-toulidinyl-6-naftalen sulfonova kyselina
1-anilio-8-naftalen sulfonova kyselina
time-correlated single photon counting

intenzita fluorescence pro maximalni koncentraci polymeru
intenzita fluorescence bez polymeru

intenzita pro kazdou danou koncentraci

koncentrace polymeru

vazebna konstanta

anisotropie fluorescence

intenzita kolmého svétla

intenzita rovnobézného svétla

stupen polarizace

koncentrace excitovaného fluoroforu Case t
koncentraci excitovaného fluoroforu v ¢ase, kdy se t=0
doba Zivota excitovaného stavu

intenzita fluorescence v case t

pfedstavuje intenzitu fluorescence v Case, kdy se t=0
rychlostni konstanta

rychlostni konstanta nezatfivého pfechodu

kvantovy vytézek fluorescence bez zhasece
kvantovy vytézek v pritomnosti zhasece
koncentrace zhasece

doba dohasinani fluorescence bez ptitomnosti zhasece
doba dohasinani v pfitomnosti zhaSecCe

zhaseci konstanta

ucinnost zhaseni
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9 PRILOHY

10000000 ~

7500000 -

5000000 -

Intenzita (CPS)

2500000 -

.;';f//
0 T T T = T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600

vinova délka (nm)

Obr. 20 — Fluorescencni spektra 3HNA s rostouct koncentraci BSA, (a) 9,6 uM, (b) 6 uM,

(€) S uM, (d) 4 uM, (e) 3 uM, (f) 2 uM, (g) 1 uM a (h) 0 uM pri konstantni koncentraci sondy
3HNA 30 uM.
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Obr. 21 — Fluorescencni spektra 3HNA s rostouct koncentraci CMC, (a) 400 uM,
(b) 300 uM, (c) 200 uM, (d) 100 uM, (e) 50 uM, (f) 20 uM a (g) 0 uM p¥i konstantni
koncentraci sondy 3HNA 30 uM.
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Obr. 22 — Anisotropie steady-state fluorescence systému BSA — 3HNAV zdvislosti
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Obr. 23 — Anisotropie steady-state fluorescence systému CMC — 3HNAV zadvislosti
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na koncentraci polymeru pri konstantni koncentraci 3HNA 30 uM
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Tab. 2 — Doby zZivota fluoroforu (t1, T2) a jejich prislusné amplitudy (A1, A2)

Cevp [umol - dm?] | 11[ns] Al T2[ns] A; T primer [NS]
0 1,65 100% - - 1,65
20 1,70 67,42% 6,57 32,58% 3,29
50 1,82 47,31% 6,58 52,69% 4,32
100 2,00 36,72% 6,58 63,28% 4,90
200 2,22 30,35% 6,61 69,65% 5,28
300 2,51 30,48% 6,73 69,52% 5,44
400 2,63 29,96% 6,76 70,04% 5,52
Tab. 3 — Doby zivota fluoroforu (t1, T2) a jejich prislusné amplitudy (A1, A2)
Cgsa [umol - dm~] T1[ns] A1 T2[ns] Az T primer [NS]
0 1,68 100% - - 1,68
1 1,69 86,10% 5,69 13,90% 2,25
2 1,79 77,62% 6,08 22,38% 2,75
3 1,89 68,94% 6,30 31,06% 3,26
4 2,00 64,88% 6,49 35,12% 3,58
5 2,03 63,95% 6,46 36,05% 3,63
6 2,15 61,38% 6,61 38,62% 3,88
10 2,28 59,20% 6,63 40,80% 4,05
Tab. 4 — Doby zZivota fluoroforu (t1, T2) a jejich prislusné amplitudy (A1, A2)
Chya[g - dm™¥] T1 [NS] A T2[ns] A, T primer [NS]
0 1,67 100% - 1,67
0,5 1,66 100% - 1,66
1 1,65 100% - 1,65
3 1,67 100% - 1,67
5 1,67 100% - 1,67
7 1,67 100% - 1,67
9 1,70 100% - 1,70
12 1,69 100% - 1,69
13 1,69 100% - 1,69
15 1,71 100% - 1,71
Tab. 5 — Doby zZivota fluoroforu (t1, T2) a jejich prislusné amplitudy (A1, A2)
Ccmc [pmol - dm®] | 11 [ns] A1 T2[ns] Az T pramer [NS]
0 1,66 100% - 1,66
20 1,69 100% - - 1,69
50 1,62 95,51% 6,30 4,49% 1,83
100 1,63 94,46% 7,18 5,54% 1,94
200 1,68 91,30% 8,74 8,70% 2,30
300 1,70 87,47% 8,89 12,53% 2,60
400 1,73 85,33% 9,35 14,67% 2,85
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