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ABSTRAKT

V diplomové praci byl studovan rezonam pienos energie mezi perylenem a
fluoresceinem v roztoku tetradecyltrimethylamoniuorbidu (TTAB) a vliv pridavku
nativniho a modifikovaného hyaluronanu n&ininost genosu. Bylo zji&ino, Ze pidavek
nativniho hyaluronanu podporujecinost Fenosu energie ip nizSich koncentracich
fluoresceinu a fidavek modifikovaného hyaluronanu oviiyje maximalni hodnotu dosazené
acinnosti.

Pt stanovovani hodnoty kritické micelarni koncenea(CMC) bylo zjis€no, Ze pidavek
hyaluronanu vyrazhovlivnil hodnotu CMC TTAB, data nazraji nejen tvorbu micel, ale
také tvorbu agregathyaluronanu s TTAB.

Pomoci zhaSeni fluorescence pyrenu cetylpyridinioloriddem (CPC) byla vyp&tena
agregéni ¢isla TTAB a TTAB s giidavkem nativnih@i modifikovaného hyaluronanu. Bylo
zjisteéno, Ze gidavek hyaluronanu do roztoku TTAB&mi hodnotu piimérného agregaiho
¢isla. Pomoci zhaSeni fluorescence bylo také zkoumada dochazi k vygné rozpuséné
hydrofobni latky mezi micelami TTAB a jaky m&idavek modifikovaného hyaluronanu vliv
na tuto vynénu. Vysledkem experimentu bylo, Ze za danych podkik vymene rozpusténé
latky nedochazi ani vsamotném TTAB ani vTTAB #dgavkem modifikovaného
hyaluronanu.

ABSTRACT

In this thesis resonance energy transfer betweemylggee and fluorescein in
tetradecyltrimethylammonium bromide (TTAB) solutiomas studied. The influence of
addition of native or modified sodium hyaluronata cesonance energy transfer was also
investigated. The addition of native sodium hyahate supports energy transfer at lower
fluorescein concentrations and the addition of niedi sodium hyaluronate influences the
maximal value of energy transfer effectivity.

Strong influence on the critical micelle conceniwat (CMC) values with the addition of
sodium hyaluronate during CMC of TTAB determinatias investigated. The data indicates
not only micelles formation, but also formation afjgregates of sodium hyaluronate with
TTAB.

Aggregation numbers of TTAB with addition of natiaad modified sodium hyaluronate
by the quenching of pyrene by cetylpyridinium chtw (CPC) was investigated. The addition
of sodium hyaluronate into the solution of TTAB ciges the average mean aggregation
number. Solute exchange between micelles of TTABd dhe influence of addition of
modified sodium hyaluronate on this exchange wa® ahvestigated. No solute exchange
between micelles in TTAB and in TTAB with added mfield sodium hyaluronate was
discovered during this experiment.
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1. UVOD

Koloidni roztoky jsou roztoky, které obsahujastice o velikosti v rozmezi 1-1000 nm.
Mezi tyto roztokyiadime i roztoky tenzid, popipadt biopolymefi. Tenzidy jsou amfifilni
molekuly, které sniZuji povrchové n&pkapalin.

Latky, které obsahuji hydrofobni a hydrofilni donyénsou schopny organizovat se ve
vodk. Agregaty, které vytviji nazyvame micely. ¥Sina vlastnosti micelarniho systému
vyplyva z jeho schopnosti inkorporovat do své stuug Siroky vyker molekul, napiklad
lécCiva.

V sowasné dob je zvySovan zajem o nalezenihy proti rakoviré. Chemoterapie, ktera
se nefastji vyuzivd ma hodg vedlejSich dinka na lidsky organizmus a neni moc deb
snasena. Proto je snaha vyvinout kosy systém léiv tak, aby byl dole snasen ausobil
jen tam, kde ma. Pro vy vhodného systému pro distribuci¢lé je dalezité, aby dana
molekula, ktera agregaty vytiida je schopna néstd&o, byla co nejvice biokompatibilni
a biodegradovatelna. Jednou takovou molekulou godlymer, zvany hyaluronan, ktery je
piitomen v mnoh&astech lidskéhata, & uz jde o klouby, kZi nebo synovialni tekutinu.

Zajem o hyaluronan v posledni dblvzrostl diky jeho asociativnim vlastnostem a jeho
potencialni aplikaci v kosmetice, farmacii a mediciNemodifikovana kyselina hyaluronova
nasSla dlezité uplatdni v chirurgii a davkovani &v. Derivatizaci hyaluronanu Ize
piizpusobit fyzikalre chemické vlastnosti podle poZadovanych aplikacgi 21 Diky jeho
biokompatabili¢ a reologickym vlastnostem roste vyuZiti hyaluronafako sowast
synteticky vyrobenych matric pro ,scaffolding” tka§3].

Zmeény v metabolismu hyaluronanu, jeho distribuce akiten byly dokumentovany ip
mnoha nemocech jako je artritida, imunitni a &faé poruchy, pulmonarni a cévni nemoci
nebo rakovina [4, 5]. Jedna znejésSpEjSich medicinskych aplikaci je déni
osteoartritidy [6]. Vzhledem ktomu, Ze biologickiéinkce hyaluronanu zavisi na jeho
molekulové hmotnosti, byl zkouman efekt dvou hyalani s riznymi molekulovymi
hmotnostmi na osteoartitidu a traumatickou arttitig7]. Hodre rozSiena aplikace
hyaluronanu je v oftalmologii n&fklad pri operaci Sedého zakalu [8].

Dva nejdilezit¢jSi receptory hyaluronanu v lidskérélé jsou CD44 [9], ktery je umighy
na povrchu bitky a RHAMM [10], ktery zprostedkovava pohyblivost hyaluronanutighé
tumory, nap. epithelialni, stevni, Zaludeéni, tumor vajéniku a akutni leukémie, maji velky
pocet receptak CD44 a RHAMM. V disledku toho tyto biiky vykazuji zvySené vazani a
internalizaci hyaluronanu. Mechanismus vazani hyalanu na receptor CD44 dosud neni
objasrn, ale uvadi se, Ze CD44 obsahuje specialni vazetisto pro hyaluronan [9].

Vysoka specifita tumoru kinterakcim receptoru CD&thyaluronanem a vysoka
biokompatibilita hyaluronanu inspirovala k vyttemi konjugatu hyaluronanu s cytotoxinem
k cilené I€b¢ tumoru. Konjugace nizkomolekularniho hyaluronarayt®toxickymi léky jako
je paclitaxel, doxorubicin, mitomycin C a maselngsklina byla jiZz popsana v litetaitel
Konjugace hyaluronanu s paclitaxelem vyuZziva dilagiilovou vazbu ke karboxolovym
skupindm hyaluronanu a ukazalo se, Ze se tentoug@hijdostane do rakovinnéitky pomoci
CD44 receptai tizenych endocytdzou, kde nasledioslo k uvolrni aktivniho 1éku [11, 12].

Mytomycin C byl k hyaluronanuifpojen amidovou vazbou mezi Iékem a karboxylovymi
skupinami polymeru. Tento konjugat projevuje vynika ucinky pii potlacovani metastazi
rakoviny [13]. Byla studovana s#a esteit hyaluronanu s kyselinou retinovou a maselnou pro
lé¢bu akutni promyelocytické leukémie [14].



V této praci se snazime zjistit, zda v tenzidickysystémech dochazi kenosu energie
a jaky je vliv pridavku nativniho a modifikovaného hyaluronanu dbdtm systému naipnos
energie. Diky tomu je mozné ziskat informace o dmv micelarnich systéin bez
a v @itomnosti hyaluronanu. Pokud bude dochazetdnpsu energie, bude mozné zjistit
vzdalenost dvou fluorofdra g zvoleni vhodné dvojice fluorofdarbude mozné odhadnout
velikost agregdt, které tenzid vytvéi. MoZnost studovat vliv idavku nativniho ¢i
modifikovaného hyaluronanu na vliv na velikost agf@ muze byt ugujici pro schopnost
solubilizace daného systému. Pomoci splyvani micele mozné odhadnout jak je systém
schopen ,udrzet" solubilizovanou latku uvihiticel, coz miZze byt ugujici vlastnost pro
cilenou distribuci l8iv.
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2. TEORETICKA CAST

Tato kapitola se zabyva teoretickymi poznatky, &t¢ggou dilezitymi podklady pro tuto
praci. Na jejim zéatku se zabyvame tenzidy, jakoZzto modelovym systémeoté samotnym
hyaluronanem a #fici metodou, tedy molekulovou absénd a emisni spektroskopii.
Posledni¢ast této kapitoly se zabyva rezofaim prenosem energie, zhaSenim a rozdilem
v mechanismu mezi nimi.

2.1 Tenzidy

Povrcho¥ aktivni latky, které dale vykazugiistici, emulgani a sméeci (£inky nazyvame
tenzidy. U tchto slodenin jsou pozorovany vilastnosti podobné vlastnosteatogickych
membran a jsou pozorovany také katalytickéniy.

2.1.1Struktura a vlastnosti tenzida

Tenzidy neéni energetické po#my na fazovém rozhrani, coZz se projevuje snizenim
povrchového nafii kapalin a adsorpci monomeru tenzidu na fazoveémmhrani. Tyto
sloweniny maji asockni schopnosti, i urcité koncentraci jejich monomery asociuji za
vzniku wtSich agregd@itmicel. Této koncentraci seéika kritickd micelarni koncentrace.
Zakladni vlastnosti tenzidjsou dany jejich amfifilni strukturou s asymetrigk dipolarnim
charakterem. V molekule tenzidu je vzZdy lokalizogapolarni a nepolarnéast rizného
charakteru. Podle naboje se obvykle tenzidly da ionogenni a neionogenni.

a)

+

H3C\/\/\/\/\/NH3 Br
b)

H3C
\ +/CH3 _
H3C\/\/\/\/\/\/N\ Br
CHj,
c)
HsC N|+ Xy Cl
Na =
’ A
H3C\/\/\/\/\/S\\/

Obrazek 1: a) decylamonium bromid, b) dodeclytringgmonium bromid,
c) cetylpyridinium chlorid, d) dodecylsulfat sodny

lonogenni tenzidy jsou nailad decylamoniumbromid, dodecyltrimethylamoniumimid
(DTAB), tetradecyltrimethylamoniumbromid (TTAB), t@trimethylamoniumbromid
(CTAB), dodecylsulfat sodny (SDS), dodekanoat sqdBy(dodecyldimethylamonio)-1-
propansulfonat nebo 1-(trimethylamonio)tetradekanoa
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Neionogenni tenzidy jsou polyoxyethylen(3)dekangiplyoxyethylen(9,5)oktylfenol
(Triton X-100) a polyoxyethylen(23)dodekanol (B8&$). Na obrazku 1 iveme vidt piehled
n¢kolika vySe jmenovanych tenzid

2.1.2 Micely

Micely vytvareji amfifiini molekuly, tedy molekuly obsahujici [@oni ,head-group”
a jeden nebo vic dlouhych nepolarnich ,tail-groupBblarnicast je hydrofilni a nepolarni
cast je hydrofobni. Tvorba micel probiha tak, Ze geolarnim rozpoustle izoluji
hydrofobni konce tenzida v nepolarnim rozpousdle hydrofilni.

Kritickd koncentrace tvorby micel (CMC) je konceate tenzidu, f niz dochazi
k nasyceni povrchu a Zmaji se tvait micely. i koncentracich vysSich nez je CMC, jsou
micely stabilni. CMC je dand zejména strukturou Zidm a je pro kazdy tenzid
charakteristickd. Je ovliwma pedevSim teplotou a vlastnostmi rozpawua. CMC
neionogennich tenzidbyva zpravidla nizsi nez CMC ionogennich. Agr&giacisio (Nag je
pocet molekul tenzidu, které t¥d micelu. \V&tSinou se jeho hodnota pohybuje v rozmezi
10-100. Teti charakteristickou vealinou je micelarni hmotnost, kterd vyjage hmotnost
jednoho molu micel.

Obrazek 2: a) klasicka micela, b) obracena micelpyalcovita micela, d) laminérni micela [15]

Na obrazku 2 mizeme vidt nékteré typy micel. Klasické micely vznikaji z ionogeich
tenzidi v polarnich rozpoustllech a jadra &hto micel jsou tvéena hydrofobnimi
uhlovodikovymiftetzci (vlastnosti kapalného uhlovodiku). Vedle sfégich micel byvaji
pozorovany i micely cylindrické, hexagondlni a lad@ini.
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2.2 Hyaluronan

Hyaluronan je pitomny v pojivovych tkanich a hraje zasadni rolmnoha biologickych
procesech jako je hydratace tkanorganizace proteoglykén v extracelularni matrix
a diferenciace bugk.

2.2.1 Historie a chemicka struktura

Vroce 1934 se Karlu Meyerovi a jeho asistentovi dg@do izolovat novy
glykosaminglykan, ktery obsahoval kyselinu &ooou a aminocukr, ale Zadny sulfoester.
Tuto sloweninu nazvali kyselina hyaluronova. Dnes se ji oféeitkd hyaluronan, protoZim
Vivo existuje v iontoveé forra jako polyanion.

B D¢c_‘NH '

4
CH3z

Obrazek 3: Chemicka struktura hyaluronanu [16]

Struktura hyaluronanu je tvena déma sacharidovymi jednotkami, které jsou spojeny
sttidajicimi se beta-1,4 a beta-1,3 glykosidickymi lvami. Jeji zakresleni deme vidt na
obrazku 3.Cerverg jsou zvyrazgny axialni vodiky, které jsou zodpssné za nepolarni
charaktercasti hyaluronanu (vizervené pozadi). Modrym pozadim je oZeaa polarniast
molekuly.

2.2.2 Polymerni struktura a struktura v roztoku

Enzymy syntetizujici hyaluronan vyte§i
Siroké linearni polymery s opakujici s
disacharidovou  strukturou  hyaluronan
a stidavym gidavkem glukuronové kyseliny
a N-acetylglukosaminu. Ret opakujicich se
disacharidovych jednotek v kompletn
molekule mize dosadhnout 10000 a vice |
molarni hmotnost je kolem 4 miligng mol™.
Molekula o 10 000 disacharidovych jednote |
muze mit délku az 1Qum. '

Pat¢ molekuly hylauronanu je ve
fyziologickém roztoku vyztuzena kombinac
chemické struktury disacharidu, internic |
vodikovych vazeb a interakcemi
s rozpous&tdlem. Obrazek4: Struktura hvaluronanu roztokt [16]
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Axialni atomy vodiku tvéi nepolarni, relativéd hydrofobnicésti, cimz vytv&i zkroucenou
stuhovitou strukturu (viz obr. 4). Stle modra krychle reprezentuje doménu klubka
v roztoku. Stidajici se modré aervenécasti molekuly reprezentuji stuhovitou strukturu
s modrymi (hydrofilnimi) aéervenymi (hydrofobnimigastmi.

Dusledky doménové struktury hylauronanu jsou velnjimavé a dilezité. Malé molekuly,
jako je voda, elektrolyty a Ziviny mohou valrifundovat rozpougtlem do vnitku domény.
AvSak velké molekuly, jako jsou proteiny jsotést&né vyrazeny z domény il jejich
hydrodynamické velikosti v roztoku.

Sit" hyaluronanu v domeénponechdva mensi prostor pro molekuly, které jsétsiv To
vede k pomalejSi difuzi makromolekul siti a k jéjinizS§im koncentracim v siti v porovnani
s Useky tvéenymi okolnim hyaluronanemRetézce hyaluronanu se v roztoku neustéle
pohybuji a diky tomu se #mi velikost efektivnich pinika v siti. Statisticky existuji vSechny
velikosti pof, jen s iGznou pravdpodobnosti, coz principidn znamend, Ze vSechny
molekuly mohou projit hyaluronovou siti, ale t®nymi stupni zpomaleni, které zavisi na
jejich hydrodynamickych objemech.

2.2.3 Usp&adana struktura v roztoku

Retézce hyaluronanu obsahuji dva typy vazeb. Prvni,
sacharidové jednotky, relatig¥rudrzuji swij tvar. Mezi €mito
rigidnimi jednotkami existuji glykosidické vazbyteké se
k sok® vazou pres kyslik. Na kazdém glykosidickémustku
existuje rgkolik moznych konfiguraci. KdyZ vynasobime tuto
moznost pétem mistki v dlouhémietézci dostaneme velmi
vysoky paet tvafi molekuly. Usp@adani molekuly vypada
jako kdyby bylo nahodné, ale neni.

Struktura je dvojnasobna spirdla (ne dvojSroubagvice
ktera obsahuje dvaetizce), ve které velmi @ezitou roli
hraje i voda. Tato jakoby paskova struktura ukazojgna
zalfiveni jak v ptimétu, tak i v prostorové projekci viz
obrazek 5.

Vyznam této sekundarni struktury je, Ze dvojitarafa
obsahuje rozsahlou hydrofobnéast o velikosti osmi
uhlikovych atond, coz je zhruba stejna velikost, jakou ma
kyselina oktanova. TakZe hyaluronan ma vlastnogsoce
hydrofilniho materidlu a zarovie obsahuje hydrofobni Obrazek 5: Struktura hylauronanu;
domény charakteristické pro lipidy. Molekula je ted 1-primet, 2- prostorova projekce,
amfifilni. 3- pohled podél osy dvojnasobné

spiraly [16]
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2.2.4 Metabolismus hyaluronanu a jeho viskoelastiak vlastnosti

Metabolismus hyaluronanu je vysoce dynamickykteré buiky, jako jsou chondrocyty
v chrupavkéach, aktivh syntetizuji a katabolizuji hyaluronanétem doby Zivota tk&h
Syntéza je obvykle v rovnovaze s rozkladerigpmz v tkéni Aistava konstantni koncentrace
hyaluronanu. Metabolické studidikaji, Ze poléas rozpadu molekuly hylauronanu
v chrupavce je obvykle 2—3 tydny. Péls rozpadu hyaluronanu v krvi je vSak velmi kratky,
jen rekolik minut.

V n¢kterych gipadech v bitkkdch gevlada syntéza nebo rozklad hyaluronanu. iNdad
v buinkach kozni vrstvy pevazuje syntézaipd rozkladem.

Koncentrace hyaluronanu v tkanich fasto vySSi neZz secekava, kdyz jednotlivé
molekuly udrzuji jejich rozbalené doménové struktu¥e wétSiné pripadi je hyaluronan
organizovan do extracelularni matrix pomoci spekifich interakci s ostatnimi
makromolekulami v matrix. Vysokomolekularni hyalaenm ve vysokych koncentracichige
tvofit zapletené molekularni sitdiky stérickym interakcim a vlastni asociaci mezuvnit
jednotlivych molekul. Ten druhyifpad se objevuje, pokud Usek hydrofoldasti vyztuzené
patége molekuly interaguje reversibiirs hydrofobnim povrchem na srovnatelném Useku jiné
molekuly nebo v jin&asti té samé molekuly. Tyto 8ivykazuji jiné vlastnosti nez izolované
molekuly hyaluronanu. NZou klast odpor rychlému, kratce trvajicimu tokui si tim
vykazuji elastické vlastnosti, které mohouitSiuzné sily uvnit sit. Na druhou stranu,
pomaly, dlouhotrvajici tok tekutiny tize cast&né separovat a srovnat molekulyfigemz
povoluje pohyb a projev viskdznich vlastnosti malek

2.3 Molekulova absorgni spektrometrie v UV — VIS oblasti

Tato metoda pat mezi nejstarSi a nejoblib&8i fyzikalne-chemické metody. Jergsna,
rychld, citliva a experimentathnenargéna [17]. Molekulova absotmi spektrometrie sleduje
absorpci elektromagnetickéhoigai v UV a VIS oblasti, tedy v rozsahu od 200 da08tm.
Pti absorpci z&eni v UV nebo VIS oblasti spektra, dojde k elektowému pgechodu
valertniho elektronu. Zname éRolik typt piechodi. Prechody dovolené —ze zakladni
singletové do excitované singletové hladimyx ~ 10°~10° | mol*cm™. Prechody spino¥
zakadzané — malo pravdodobné pechody ze zakladni singletové do excitované triplét
hladiny; emax~10° I mol*cm™. Prechody symetricky zakazanémax~ 10° | mol*cm™;
vibrace jader molekuly vede k diferenci v razeni elektrori a tim ke znéné¢ dipdlového
momentu molekuly aigchodu elektroin Za absorpci zi@ni v UV-VIS je odpo¥dna funkni
skupina v molekule a ozdgje se jako chromofor.
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2.4 Fluorescerni spektroskopie

Pii absorpci sételného kvanta molekulou dojde ke #m elektronové konfigurace na
konfiguraci odpovidajiciho excitovaného stavuiéd dojit k vytvdeni jednoho ze dvou
elektrono¥ rozdilnych excitovanych stav Singletovy stav (9, kde jsou spiny obou

vibracni relaxace

v

% vnitini 54 g
konverze F [

T,
v
absorpce
dDs0rpce fluorescence

fosforescence
¥ =3
h J L 4 y=2
Sy L4 =
v=0

radiacni pfechody (s ucasti fotonu)
weoeeer.. neradiacni prechody (bez afasti fotonu)

Obrazek 6: Jabtgskiho diagram

elektroni antiparalelni (spin elektronu sehem gechodu nerni) a tripletovy stav (1), kde
jsou spiny obou elektranparalelni. Pokud se molekula zbawepyt&né energie emisi stla,
hovaime o luminiscenci. Luminisceni jevy jsou definovany na zakladmultiplicity
excitovaného stavu, ktery emituje. Pokud dochaeinksi ze singletového stavu, jedna se
o fluorescenci, pokud dojde k mezisystémovénechodu a nasledrk emisi z&eni, jedna se

o fosforescenci (viz obr. 6). Fluorescence je poeelmi rychly (k~ 16-10 s™) a spinow
,2dovoleny“ diky zachovani multiplicity. DelSi dob&vota fosforescence jefiny nasledek
.Zakdzaného" zévého prechodu z tripletového stavu na stav singletovyikgt se ngni
multiplicita.

2.4.1 Kvantovy vytzZek fluorescence

Kvantovy vytZek fluorescencedr je podil excitovanych molekul, které se vrati do
zakladniho stavu s vy¥énim fotorii. Jinymi slovy je to podil p&tu emitovanych foto@
k poctu absorbovanych fotdn S pouZzitim doby Zivota Z2éani mizeme kvantovy vyZek
definovat:

T
D= ®
Tr

kde 7z je doba zivota excitovaného stavu &r, je z&iva doba zivota. Diky nahodné
odchylce niize kvantovy vygZzek byt ungrny doké Zivota excitovaného stavu nidklad

16



v piipact dynamického zh&Seni nebo teplotnich rozdiTypicky priklad, kdy kvantovy
vytéZek fluorescence neni zasazenémami doby Zivota excitovaného stavu je vyiteoi
komplexu v zékladnim stavu, ktery nefluoreskujea(eké zhaseni).

Je velmi dobe znamo, Ze kyslik zhasi fluorescenci (i fosforemige ale jeho efekt na
kvantovy vytZzek a dobu Zivota sith zavisi na povaze slégeniny a média. Nagklad
sloweniny s dlouhou dobou Zivota (ndklad pyren) jsou citlivé na iitomnost kysliku.
Oproti tomu ve visk6znim meédiu neni zh&Seni kystikpilis ucinné. ZhasSeni kyslikem se
muzeme vyvarovat tim, Ze nechame roztokem bublatidusbo argon.

2.4.1.1 Stanoveni kvantovych ki fluorofor i

Kvantové vytZzky se tSinou utuji podle fluorescetniho standardu, tzn. sléeniny,
kterd ma znamy kvantovy wiek a ideald sphiuje urita kritéria (nap. dostupné isté
forme, fotochemicky stalé, vysoky kvantovy ek, apod.). K minimalizaci népsnosti se
vybird standard, ktery se excitujéi gtejné vinové délce jako sléanina a emisni spektrum
pokryva stejny rozsah.irBhled standarfdnajdeme v tabulce 1.

Tabulka 1: Pehled standarfdk uréeni kvantového vyku [18]

Rozsah (nm) Slodenina T?f Clgta Rozpousgdlo K\)/;g;oe\:(y
270-300 Benzen 20 Cyklohexan 0,05 + 0,02
300-380 Tryptofan 25 Voda, pH 7,2 0,14 £ 0,02
300—-400 Naftalen 20 Cyklohexan 0,23 £0,02
315-480 2-aminopyridin 20 0,1 M4ASQ, 0,60 £ 0,05
360—-480 Anthracen 20 Ethanol 0,27 £ 0,03
400-500 9,10-difenylanthracen 20 Cyklohexam 0,9nae2
400-600 Chinin sulfat dihydréat 20 0,5 M,HO, 0,546
600—650 Rhodamin 101 20 Ethanol 1,00 + 0,02
600—-650 Krystalova viole 20 Methanol 0,54 £ 0,03

Fluorescetini spektra redinych roztoki (A <0,05) slodeniny a standardu musi byt
pofizovana za stejnych podminek (rtagitlivost detektoru fluorimetru). Dale se musi
kontrolovat teplota, protoze kvantovy ¥yek je zavisly na teplét Pokud je pouZzitotzné
rozpoustdlo pro standard a pro sléeninu, je poteba zahrnout index lomu.

Grad, néx

x = %¥sr” >
Grads; ng_

(@)

kde @, predstavuje hledany kvantovy \&tek, @, je kvantovy vytzek standardun je
index lomu rozpoustla, ve kterém se nachazi stanovovana latkg, je index lomu

rozpoustdla, ve kterém je rozpudt standard a Grada Gradrjsou sngrnice gimkovécasti
zavislosti k. = f (A) pro stanovovanou latku a pro standard
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2.4.2 Fluorescemini sondy

Fluorescetini sondy jsou nevlastni fluorofory, které se kedsleané struktte vazou
nekovalentg a ¢asto gitom meni své fluoresceimni viastnosti. Volba fluorescéni sondy je
klicovou souwasti experimentu ve fluoresaem spektroskopii, nelibpravw jeji vlastnosti
umo#iuji ziskat potebné informace. Existuji sondy citlivé na polariaménu pH neboiteba
na viskozitu okolniho progedi.

2.4.3 Rezona#ini pfenos energie
Studium rezonatniho prenosu energie je technika, kterd pomaledit fotofyzikalni

procesy a posledni dobou nabyva sta&sSiho ohlasu. Je jednoduSe zaloZena rengsu
energie, ktery je zavisly na vzdalenosti donorukaeptoru, a jeji aplikace nachazeji Siroké

DONOR AKCEPTOR O*
abs. cml. Iahs. 2m. I:\E A " J A*
3 2 1 1 2 3
L Y
D v A
vinova délka '
a) b) rezonawini prechody

Obrazek 7: Spektralnifekryv donoru a akceptoru, b) Energie vildrdach pechod: donoru a
akceptoru [18]

pole pisobnosti. Diky jeji citlivosti na vzdalenost sedahetoda stala efektivnim prastikem
k méieni vzdalenosti v kritku nanometk a ke zkoumani molekulovych interakci.

Pfenos energie se uskdtgije z&vymi a nezdivymi mechanismy. K zivému
(trivialnimu) prenosu energie dochazi, kdyz excitovana molekulaodoemituje zé&eni, ktere
je nasledn reabsorbovano molekulou akceptoru.

K excitaci nezévym pienosem energie (RET — resonance energy transfehadd, kdyz
ve snesi molekul dochazi k absorpci pouze molekulami den@vsak kongnym vysledkem
jsou excitované molekuly akceptoru, které budictend neabsorbuji. P tomto prenosu
energie tedy nedochazi k emisigda donorem.

Nezd&ivy pienos excitani energie vyZzaduje interakci mezi molekulou donarakceptoru.
Pfenos nastava, pokud se emisni spektrum doniekrjiva s absormim spektrem akceptoru
(Obr. 7a) tak, aby &které vibr&ni prechody nély prakticky stejnou energii, jako odpovidajici
piechody v akceptoru. Takovégrhody jsou sfazené, neboli rezonani (obr. 7b).

Rychlostni konstantaipnosu energie je zavisla na rozsahiekpyti emisniho spektra
donoru a absokmiho spektra akceptoru, kvantovém &Xku donoru, vzajemné orientaci

18



piechodovych dip6l momefit donoru a akceptoru a na vzdalenosti mezi donorem
a akceptorem.

2.4.3.1 Forsterova formulace dipol — dipélovéhdgmosu ve velké vzdalenosti

Forster odvodil nasledujici vztah pro rychlostninktantu penosu jak z klasickych tvah,
tak i na zéklad kvantové mechaniky:

k;’.d =k, [&} :i[&} (3)

r 3L

kde k je rychlostni konstanta emise donorj, jeho doba Zivota bezipnosu, r je vzdalenost
mezi donorem a akceptorem (z&edpokladu, Ze sechem Zivota donoru neéni) a R, je
kriticky Forstefiv polomer, tedy vzdalenost, ip které jsou penos a spontanni rozklad
excitovaného stavu donoru st&jn pravdpodobné. Jeho vyget ze ziskanych
spektroskopickych dat je nasledny:

9000(In10)x2®P° ¢
R = 0 KD 1 (e () @
A 0

kde k* je orient&ni faktor, @7 je fluorescenni kvantovy vytZzek donoru bez ignosu
energie, n je pimérny index lomu média, d je normalizované spektrum donoru tak, Ze

J'I b (4)dA =1, aea je molarni absorgni koeficient akceptoru. Po zjednodusSeni ziskame:
0

R, = 0,210{/<2<I>Dn4]0 1, (A)e, MMWT (5)

Orientani faktorx? nabyva hodnot od 0 (vifpad, Ze jsou pechodové momenty kolmé) do 4
(v pripact, Ze gechodové momenty lezi na stejnémce). Pokud jsouiechodové momenty
rovnokszné,® = 1.

Pokud se molekuly mohou vainot&et rychlosti, ktera je o mnoho vySSi nez rychlost
deexcitace donoru, imérna hodnota orientaiho faktoru je 2/3, v rigidnim médiu je jeho
hodnota 0,476.

Uginnost fenosu je spojena s p@nem (RLJ :
0

E-—1 (6)

6
1+ -
R0

50% CEinnost je v gipadk, Ze vzdalenost mezi donorem a akceptorem je rdvdesterovu
poloméru. Uginnost Fenosu niZze byt zapsana takeé v této fokm
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T I
E= ——3:1—— (7)

p I

kde 75 a 7, jsou délky Zivota v excitovaném stavu donoru bezgitomnosti akceptoru ha
lo jsou intenzity fluorescence donoru ¥ifwmnosti akceptoru a bez ni.

2.4.3.2 U¢ovani vzdalenosti pomoci RET na supramolekularnio@ni

Forstefiv rezonakni pienos energie @Ze byt pouzit jako ,spektroskopické pravitko“ pro
vzdalenosti v rozmezi 10-100 A. Vzdalenost meziatem a akceptorem by a byt bihem
doby Zivota donoru konstantni ast$i nez 10 A, aby se zamezilo interakcim na kratké
vzdalenosti.

1,0 -
0,91
0,8 1
0,7 1
0,6 1

0,4 1
0,3 1
0,21
0,1+
0,0 \ \ \ \
0,0 0,5 1,0 15 2,0

IRo

Obrazek 16: Piibeh Ucinnosti prenosu energiespruiznych porsrech
vzdalenosti donoru a akceptoru ku kritickému pafamR,

Predpokladejme fipad, kdy se donor i akceptortde volrg ot&et rychlosti vysSi nez je
rychlost [fenosu energie, takZe oriettd faktor k* je 2/3. Vzdalenost mezi donorem
a akceptorem tedy fize byt utena pomoci stacionarnihoépeni ges hodnotu &innosti

pienosu (viz vztah 6):
1 1/6
r= (E‘ j Ry ®)

Mohou byt pouZity i stacionarni metody, pomoci kterych je moznéituécinnost genosu
energie.
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1) Pokles fluorescence donoru )
Prenos zfisobi pokles kvantového witku donoru. Winnost enosu je dana:

E:l—q)—g 9)
q)D

kde ®) a @, jsou kvantové vyizky donoru bez a vifitomnosti akceptoru. Vzhledem
k tomu, Ze Ize ziskat pouze relativni kvantové &y, jedina pozorovaci vinova délka je
posta&ujici a druhda je vybrana tak, Ze akceptor neemitljé&ky tomu vztah 9 mZe byt
vyjadien pomoci absorbancitipexcitaini vinové délce donorul, a intenzit fluorescence
donoru bez a viitomnosti akceptoru:

AU 1o (i)

0, e (10)
Ay (o) 15(Aoi4p")

Faktor A/Ap vychazi z polowiniho pispevku akceptoru k celkové absorpciipexcitatni
vinové délce. Jeieéba ¥novat pozornost vnihimu filtraénimi efektu zgisobenému absorpci
akceptoru p emisni vinové délce donoru.

2) Porovnani absorgniho a excitaniho spektra
Korigované exciténi spektrum reprezentuje vztah:

Lo (4, 257) = CO, [A, () + Ao (A)E] (11)

kdeC je konstanta (fistrojovy faktor). Absorpni spektrum je definovano:
AA) = AL () + Ay (2) (12)
V piipact Uplného penosu (E=1) jsou tato spektra po normalizaci najn®u vysSku
identick&. Pokud je hodnota E niZSi nez 1, exsifgpas odpovidajici donoru je relatid/nizsi

nez absorgni pas. Porovnani absaimiho a exciténiho spektra ize byt provedenoipdvou
vinovych délkachi, a 4, odpovidajicich abso#pim maximim donoru a akceptoru. Pokud

donor \ibec neabsorbujeip i, , mizeme napsat:

e M) [ A G0 A7) AA(zD)} 13
A (o) 1A i) A()

3) Zvyseni fluorescence akceptoru
Intenzita fluorescence akceptoru je #ipgadt pienosu energie zvySena. Porovnani
intenzity fluorescence bezipomnosti fenosu poskytujedinnost:

£_A) 'g“@ﬂi\m) 1 (14)
Ay (o) | Ta(Ap,437)

Absorbance akceptorutip(4,) je hodre mala a tedy d&zko netitelna, proto nize dochazet
k velkym chybam @ vypoctech E.
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Prvni metoda se zd& byt viciima nez druhd aréti, nicmég nemuZze byt pouzita
v piipact velmi nizkého kvantového v§ku donoru.

Casow rozliSena emise poskytujeimé informace o rychlostni konstanbez problén,
které vyplyvaji z vnitniho filtratniho efektu.

2.4.4 ZhasSeni, Stern-Volmerova kinetika

Stern Volmerova rovnice je zakladni rychlostni ramenzhaSeni fluorescencegiéinou je
do grafu vynaSena zavislost pém intenzit na koncentraci zh&%e (Stern-Volmerova
zavislost), pokud je zavislost linearni, &mice pimky je hodnota
Stern-Volmerovy konstanty. Pokud je zndma doba tavexcitovaného stavu bezipmnosti
zhasée, je pak mozne vypitat rychlostni konstantu zhaseqi

Rychlostni konstantk, je uvazovana jakéasow nezavisla.

%=II—O=1+ quo[Q]:1+ KSV[Q] (15)

kde lp al jsou intenzity fluorescence bez a fitpmnosti zhaSge aKsy je Stern-Volmerova
konstanta. Tato konstanta vyjage citlivost fluoroforu ke zha&%e Ma nizkou hodnotu nap
v micelach nebo v jiném prasdi, kde neni mozny kontakt flouroforu a zhége

Bylo rozpoznano &kolik ptipadi, ve kterych intermolekularni procesy zahrnuji sdut
mezi excitovanou molekulu (M*) a zha&m (Q).

1) Existuje velky nadbytek Q, to znamena, Ze exjesttysoka pravépodobnost, Zze M* a Q
jsou v dol& excitace tak blizko, Ze jejich vzajemné interakeeelmi vyznamna. Pak je
potreba vzajemnéhaoiiblizeni obou molekul éhem doby Zivota excitované molekuly.
Pokud je pravépodobnost toho, Ze se zhéSeach&zi ve vzdéalenosti, kdy e
reagovat s M* mensi nez 1, tato situace odpovidfickému zhaseni.

2) Zhaseé neni v nadbytku, nicménneni mozné fblizeni M* a Q kthem doby
excitovaného stavu, protoZze doba Zivota excitovanstavu je piliS kratkd nebo je
piilis viskozni médium. ZhaSeni se tedy projevi jeakpd je vzajemnda interakce
vyznamna i ve vzdalenostecktsi nez je kolizni. To je fipad nezAvého genosu
energie na dlouhé vzdalenosti a vyskytuje se u kulekteré maji vzajemnou
vzdalenost ¥tSi nez 8 nm.

3) Zhaseé neni vnadbytku, ale je mozné K, Kg
piiblizeni M* a Q hkthem doby Zivota  M*+Q —=(M*..Q) — produkty
excitovaného stavu. Tento bimolekulérnl'huNmF”m . lm:”m
proces je kontrolovan difuzi a typ tohoto
zhéseni je dynamické zhasSeniii RysSich M+Q —= (M..Q)
koncentracich zhad&e se mimo dynamické
zhaSeni mze objevit i statické. Schémz
dynamického zh&Seni iweme vidt na
obrazku 8.

Obrazek 8: Reakni schéma dynamického
zhaSer[18]
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Pokud Q je stejna sl@enina jako M (samozhéSeni bez teni produkd), komplex (MM*)
se nazyva excimer (nebo excitovany dimer) a madastni fluorescetni spektrum a dobu
zivota.

Kinetick& analyza schématu na obrazksio 8 rozliSuje ti hlavni ptipady:

1) kg >> kl[Q], k., i: bimolekularni proces je limitovany difuzik, = ki, rychlostni
To
konstanta difuze je vyjdgna Smoluchowskeho rovnici:
k, =42NR.D (16)

kde R. je nejkratSi kontaktni vzdalenost (v cm), D je jedny difuzni koeficient a N je
Na/1000. NejkratSi kontaktni vzdélenost sétSinou pd@itd jako sodet polonEri obou
molekul (Rs pro sondu a B pro zhase&). Vzajemny difuzni koeficient je sd@et dvou
transl&nich difaznich koeficierit vyjadieny Stokes-Einsteinovou rovnici:

D =D, + D, :?—T(é+é] (17)
7

kde k je Boltzmannova konstanta,je viskozita média, 4 je koeficient, ktery m& hodnotu 6
pro kulovité a 4 pro ploché hratmi podminky.

Difazni koeficient ma ve #Sin¢ rozpoustdel pri pokojové teplo¢ hodnotu fadow
107 e s Pokud maji R a R, iadow stejné hodnoty, pak rychlostni konstanta difdze je
piiblizné rovna 8RT/3,.

2) ke <<k, [Q], k_1>>i : rovnovahy se dosahnégulevsim tvorbou produikt
To
3) ke ma stejnotradovou hodnotu nebo nizsi nez ostatni rychlostmiskanty:k, je mensi nez
ky a mize byt napsana vztahem:
Ky =Pk (18)

kdep je pravdpodobnost setkani a reakce pé&tasto nazyvanadinnost).

Pro reakce kontrolované difuzi jgeba zdiraznit, Ze ziskana hodnota rychlostni konstanty

zhéSeni j@asow zavisla. Ve skuténosti, excitované fluorofory M*, které jsou blizkthaSée

Q, v dolz excitace reaguji v iméru kratSi dobu, nez ty co jsou od sebe vzdéj&in protoze
jejich vzajemné fiblizeni vyZaduje del&tas nez zéne reakce. DleZity nasledek toho je, Ze
kiivka poklesu fluorescence na Uplnéntatku po pulzni excitaci, je timto ovliwma. Tyto
piechodné efekty nejsou vyznamnérti pnizSich koncentracich zha& v kapalnych
rozpoustdlech, ale p vysSich koncentracich zha®eci viskdéznim rozpougdle uz jsou
znatelné.
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2.4.4.1 Dynamickeé (kolizni) zhaSeni

Dynamické zhaSeni je popsano Stern-Volmerovou mdyniiz vztah 15. Pokud vime, Ze
zhéseni jeciste dynamické, pak fevracena hodnota konstantys\Kodpovida koncentraci
zhaSee, kdy je &innost zhaSeni 50%.

Zda je zhasSeni dynamické lze zjistitérenim ¢asow rozliSené fluorescence. Pokud plati

F T e u C iw .
rovnostF0 =2 |zefici, Ze jde o dynamické zhaseni.
T

2.4.4.2 Statické zhaSeni, rozsah efektivhiho zhdsen

Pokud M* a Q nemni v prostoru svoji vzajemnou polohuétem doby Zivota
excitovaného stavu M* (visk6zni média, rigidni me#), navrhl Perrin model, ktery pokladéa
zhésSeni za uplné, pokud je zh&&tuovan ve sfée efektivniho zhaseni, ktera ma objem Vq
situovany vedle flouroforu M. Pokud je zh&Senimo tuto sféru, nema na M Zadny vliv.
Nicmére intenzita fluorescence klesne pdigani Q, ale ubytek fluorescence po pulzni
excitaci Zistane nepoznamenén. Prapddobnost, Ze se zh&Seachazi vtomto objemu
vystihuje Poissonovo rozteni:

p (V" o (19)

kde (n) je primérny poset zhasei vobjemu Vg, (n) =V¢Na[Q], pticemz Ny je
Avogadrovocislo a V je efektivni sféra zhaseni. Praymbdobnost, Ze se vtomto objemu
nenachazi zadny zhase

P=e" (20)

ProtoZe intenzita fluorescence je &méa Ry, Perinriv model gechazi v

'|—° - expW, N, [Q) (21)

Oproti Stern-Volmero¥ rovnici zavislost neni lineérni, ale vykazuje tiakeni pri vysSich
koncentracich zha&e. i nizSich koncentracich zhas&eje graf linearni stefhjako v pripact
Stern-Volmerovy rovnice. Vynesenim zavislosti p@m intenzit proti koncentraci zh&&e
dostaneme Y
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2.4.4.3 Statické zh&Seni, tvorba nefluoreskujicikemplexu

Pokud dochazi k tvokbnefluoreskujiciho komplexu, doba Zivota excitoviaoéstavu, na
rozdil od dynamického zhasSeniistane nezminénd. Intenzita fluorescence roztoku klesa
srostouci koncentraci zh@&®e ale pokles fluorescence po excitaci pulzerastane
neznménény. Chinony, hydrochinony, puriny a pyrimidiny jsoznamé tim, Ze zjsobuji
statické zhaSeni. Rozdil mezi &@ba zmirknymi modely statického zh&Seni je zakreslen na
obrazku 17.

« Sféra efektivniho zhaseni

polomer zhaseci sféry
A ey e
W @

i - 3 3
. 1-_______"\_?)

STATICKE ez e
bez emise o oviivrina fluorescence

ZHASENI
o \ sTvorba nefluoreskujiciho komplexu v zakladnim stavy

; _ M+ Q === MQ
b | I:hﬁ:l Y
I ¥ 'l:r'_:i:(@ . .rh_‘\_ - - ,a-(rl"i\"
- bez emise =~ - @ '@ pezemise
: 0 Q 2
bez emise @ @ ©)

Obrézek 17: Dva typy statického zhaSeni: na horabrézku je zndzoema sféra efektivniho zhaseni,
na spodnim obrazku je uvedefigad tvorby nefluorescentniho komplexu [29]

Za predpokladu, Ze intenzita fluorescence jedinéd koncentraci (veredénych roztocich),
je mozné napsat tento vztah:

"2 =1+ K] (22)

Stejre jako ve Stern-Volmeroy vztahu (viz vztah 15) dostaneme linearni zavisl@ge
nedochazi zde ke zZndm doby Zivota excitovaného stavu, kdezto u dymrdétio zhaSeni
ano. V rekterych gipadech mze tvorbou takového komplexu dojit ke gnéam v absorgnim
spektru. Pokud se ale toto nestane, interakce lspd& nespecificka a tudiz je model sféry
efektivniho zhaseni vhodjsi.

2.4.4.4 Sodasné statické a dynamickeé zhaseni

Muze dojit sodasre ke statickému i dynamickému zhaseni. To se projesdchylkach
linearity zavislosti ¢/| na koncentraci zhase.

Napred pgredpokladejme fipad statickeho zhasSeni, kdy dochazi k twonefluoreskujiciho
komplexu. Pondr I/l ziskany z dynamického zhaSeni je fmiita vynasobit pogrem
fluoreskujicich molekul @ch, které nejsou s@asti komplexu). Po ditych Upravach je
mozné vztah vystihujici po#én zapsat takto:

II—O =1+ (Kg, + Ks)[Q]+ KSVKS[Q]2 (23)
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Ocekava se tedy zakeni snérem nahoru. KonstantyKsy a Ks Ize ziskat proloZenim
zavislosti nebo z grafu, kdy vyraz [(10/1)-1]/[Qgjfunkci koncentrace zh&%e Tato zavislost
by m¢la byt lineérni.

Pokud uvazujeme model efektivni sféry zhaseni, onigtahu 23 dostaneme:

2 = @+ Ky [QD exefv, N, Q) 24

Tato rovnice popisuje ndiklad zhaseni kyslikem. Zéikeni snérem nahoru mze byt také
zpasobeno pechodnymi efekty, stefnjako u dynamického zhéSeni. Obrazek 18 shrnuje
razné gipady zhaseni dohromady s moznymvddy odchylek od linearity Stern-Volmerovy

rovnice.
DYNAMICKE ZHASENI STATICKE ZHASENI
kolizni proces sféra efektivniho zhaSeni |tvorba nefluorescentniho komplgxu
%_'JT’ __\T_g._. +H,, [0 _Iﬂ: exp{V N,[Q]} II—:% =1+K:[Q]

STERN-VOLMER K=k 1,
leg i)

T

ardidad O

o ] i = . i @ o
- - + I A A& 1 + R 4 4% .
+ prechodné efekty | dynamické zhaseni ldynamlcke zhaseni
= (14K, [Qllexp(V,N.[Q) = 1K Q1=K Q)
- log It
.--.-'.-""d 11 - (i »
L 1
¥ I 1
a (<] o =]

%=[1+|{H_}[Q]'} w

[

Obrazek 18: Rozdily mezi dynamickym a statickyndeidn [29]
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2.4.5 Rozdily mezi fFenosem energie a zhasenim

Jakykoli proces, ktery Zisobuje Ubytek i

fluorescence rize byt povazovan za zhageni. Zhage *y * = 8 —f<
je vysledek ztraty energie fluoroforu ve fokntepla. b—sod—d  re-sd '
Rezonafni prenos energie snizuje intenzit ¥
fluorescence donoru a dochazi teposu energie -¢ ——l - — TS
k akceptoru, ktery rize a nemusi byt fluorescentn J | } JRET,

Na obrazku 9 je zakresleno schém@mosu energie. " -7

Fluorofor ma dva elektrony v nejvySe obsazeny *° Y ";’:- = :;

molekulovych orbitalech (HOMO). Absorpci &la
molekulového orbitalu (LUMO). Pokud dojde
e k ptenosu energie, excitovany elektron donoru
) se vrati do zékladniho stavu a sasré se
{::' 8 G excituje elektron akceptoru.
Na obrazku 10 je schematicky zakresleno

zhésSeni fluorescence. Aby doslo ke zhaseni, je
e S potrebny kontakt fluoroforu a zha&e, aby

Quenching

—— = heal spolu mohly interagovat elektronové oblaky

& a0 o0 o6 obou molekul. Pokud nastane kontakt mezi
L. F o i Y a&sm
Obréazek 10: Schéma mechanismu Zhééeniexc!tovanym fluoroforem ,a, Zh, ’

[19] excitovany elektron se vrati zpatky do

zakladniho stavu. Fluorofor ndrbe emitovat a
energie je vyzéena ve formd tepla. Dhlezity poznatek je, Ze zatimco k zh&Seni dochazi
v disledla interakci fluoroforu a zhage na kratkou vzdalenost, tedy musi se potkat,
k pienosu energie dochazi dipolovymi interakcemi nasSidelzdélenosti, tzv. interakce
prostorem.

Co se t¢e &innosti p'enosu energie nebo zhaseni, tak k Wipge pouZzit stejny parametr,
doba Zzivota flouroforu (donoru) a rychlostni kon#fa grenosu energie nebo rychlostni
konstanta zhaSeni.

Uginnost enosu energie je dana vztahem:

E, -t (25)
—tke(r)
b
kde kr je rychlostni konstantarpnosu energie vyjdédna vztahem 6. €innost zhaseni je dana
obdobnym vztahem:

B =t — kelr) (26)
—+ke(r)

o
kde ks je rychlostni konstanta zhaSeni vyiada:

ke(r)=A-e# (27)
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Obréazek 11: Porovnani vlivu
vzdalenosti na dinnosti zhaseni,
resp. g'enosu energie [19]

kde r je vzdalenost stdi fluoroforu a zhaseée, r. je
nejkratSi vzdalenost molekularniho kontaktu. A je
konstanta, u které se regdpokladd hodnota
~10%s™. Hodnotap byva obvykle kolem 1 AL,
Vztahy 3 a 6 nam ukazuji jak zhaSeni #&epos
energie zavisi na vzdalenostech. Na obrazku 11 jsou
vynesené zavislosticinnosti zhaseni pdp prenosu
energie na vzdalenosti. Ztohoto obrazku je patrny
rozdil mezi zhasSenim af@nosem energie z hlediska
vlivu vzdalenosti na &innost.
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3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V této kapitole jsou shrnuty s¢éasné poznatky zkoumané problematiky ziskané pomoci
internetové a literarni reSerSe. Je zdiehted sodasného vyuZziti metody rezonariho
pienosu energie a zkoumanieposu energie v micelarnich systémech a vliv jejith
vlastnosti na tentoipnos. Déle kapitola obsahuje vyuZziti zhaSeni flsoemce v koloidnich
systémech.

3.1 Rezonawni prenos energie

Rezonatini prenos energie je vyuzivan zejména Kemi vzdalenosti v biomolekulach
a supramolekularnich shlucich [18, 20-25]. Poskytnformace o vzdalenostech v rozmezi
10-100 A [26]. Protoze hlavni charakteristikéeposu energie spiva ve vzdalenosti mezi
donorem a akceptoremgtéina studii rezonamiho geenosu energie se zabyva strukturalni
charakterizaci membranovych systefa7].

Interakce komponent, které se vyskytuji na povrdburgk jsou ovlivreény presnou
konformaci molekul. Zrny konformaci mohou byt kontrolovdny metodou rezwimaho
pienosu energie s vysokotigsnosti.[20-22, 28, 29].

Tato metoda je veliceipsna, neinvazivni a umdidje monitorovat hodé aspeki funkci
hormonalnich receptor které jsou dlezité pro kontrolu signalu transdukce endokrinnich
cest. Fluorescemi rezonatini pienos energie se e pouzit k vyhodnoceni odpédi na
specialni hormonalni podty vrealném case. Metoda umadaitije studovat membranové
proteiny a je také vyznamny nastroj k z§ist funkci proteiri [30]. Je také znn¢ rozSiena
ve vyuziti ke studiu struktury, konformace, progsteé distribuce a shlukovani komplexnich
protein [28].

Jako disledek rezonaimiho grenosu energie je fotodynamick@nnost, které sefasto
vyuziva ¥ lécbé rakoviny [28, 31]. Kinetika elektronové energie dalsi vzdalenost mezi
molekularnimi sondami, které jsou rozptyleny nelhemicky navazany na mikroheterogenni
systém, jako jsou micely, polymerni klubka v roztpknikroemulze, je uznavana jakgigny
nastroj k prozkoumani morfologie mikroheterogennglystému stegn dobre jako interakce
mezi rozpu&tnou latkou a progedim na molekularni trovni [28, 32, 33].

Analyza ubytku fluorescence umiaje ziskat parametry jako je jonérné agregéni cislo
[33, 34], rychlostni konstanta intramicelarniho zbéi a rychlostni konstanty spojené
s vazbou sondy a zha&ek micele [34].

V posledni doB se rezonaéni prenos energie vyuziva pro mnoho aplikacich iifldpd
detekce DNA a pizkum proces v Zivych buikach [35].

Dale se penos energie zkouma v tenzidickych systémech [33,28, 33-44], studuje se
vliv normalnich a reverznich micel [23, 37—-40], wihdboje tenzidu naipnos energie [41,
43] a vliv koncentrace tenzidu [25, 26, 40]. Dikyngndm &innosti grenosu energie mezi
dvéma stejnymi fluorofory viizré nabitych tenzidech Ize odhadnout uniist flourofoni
v systému [43].
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3.2 Zhaseni

ZhéSeni funguje pouze tehdy, kdyZ jsou fluorofortedSe v kontaktu nebo jsou od sebe
vzdaleny mé#, nez jsou nap roznery bunky. Lze tedy pomoci zhaSeni dilr umisgni
fluorofora v membranach [45]. Pyren a jeho derivaty jsou umé@dluorofory utené ke
zh&sSeni diky dlouhé debzivota jejich excitovanych st@iv Pokud neni zhagev piimé
blizkosti u fluoroforu, je moznédhem zivota excitovaného fluoroforu kmu pridifundovat.
Zhaseni je tedy ovlivéno difuznim koeficientem a dobou Zivota zhaSendhorbforu. Pyren
muze byt zhasen halogenidy [45, 46], tvorbou exciplex kovy, nap. Ag® [47] nebo
aminokyselinami jako je na&fklad tryptofan [48]. Pomoci zhaSeni je moZnéiuagreg&ni
¢islo micelarnich systétn[46, 49].

ZhasSeni halogenidy se pouzivd ke stanoveniodna faze
umiseéni fluoroforu nap. v membras, i 0
micelarnich  systémech. Jodid draselny je §—OH O\/OH O\/OH

hydrofilni slowenina a zhasi fluorofory ve vodné H
fazi. !
3-jodpropanova kyselina zhasi v palisadové wstv

a 10-joddekanova kyselina zhasi | I3A

v hydrokarbonovécasti micely nebo membrany.

Podle toho, ktery zuvedenych zhaésebude

zhésSet fluorescenci flouroforu Ize tedy odhadnout

umiseni fluoroforu v micele ¢i membrag viz

obrazek 12 [45]. |
Pomoci tvorby nebo naopak rozpadu excimeru 110A

pyrenu byla studovana vyma této hydrofobni

latky mezi micelami neionogenniho a

ionogenniho tenzidu. U neionogenniho tenzidu Obrazek 12: Umighi jodidovych

dochazi k vyning pomoci splynuti dvou micel, zhaSeéu v membrag[45]

kdy vznikd ,supermicela“, kterd se naslédn

rozcli zpét na dw micely. Proces je charakterizovan rychlostni kansbu druhéhdadu a

neni zavisly na charakteru rozp&sé latky. U ionogennich tenzidpievliddd mechanismus

prvniho fadu, bez fitomnosti soli jsou micely stabilni i&kolik dni. Mechanismus této

vymény spa@iva ve vytvdaeni submicely obsahujici rozpasou latku, kterd nasledrsplyne

s jinou micelou [50]. Schéma uvedenych mechariigeruveden na obrazku 13.

Lipidickéa faze
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Obrazek 13: MozZnosti vyény rozpudné latky v micelarnim progtdi. Nahde pednostni
mechanismus vymny u neionogennich tenzigdole p-ednostni mechanismus w§my u ionogennich
tenzid: (Py = pyren)
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4. MATERIALY A METODY

V této kapitole se seznamime sgravou zasobnich roztéka vlastnostmi pouzitych
fluoroford, s @istroji, na kterych byla r¥ena absorni a fluorescetni spektra a s metodami,
které se pouZzivaji na vyhodnocenéinnosti grenosu energie, vyget vzdalenosti dvou
fluorofori a v neposlednifact s metodami, kterymi se vyhodnocuje zhéaSeni fluceese.

4.1 Pouzité chemikalie

Aceton p.a. (Lach-Ner spol. s.r..99,5 %)

Acylhexl (CPN spol. sr.0.), hyaluronan modifikoyarhexylovymi retézci, stupé
substituce 10 %

Acylhex2 (CPN spol. sr.0.) hyaluronan modifikovariyexylovymi fetézci, stupé
substituce 40 %

Cetylpyridinium chlorid (Sigma Aldrichz 99,0 %,¢. Sarze 075K0200)

Disodna 8l fluoresceinu (Flukag. Sarze 1407491)

Hyaluronan (M, = 106 kDa , CPN spol. s r.a¢, Sarze 190707-E1)

Hyaluronan (M, = 418 kDa , CPN spol. s r.og, Sarze 140807-8-D7)

Hyaluronan (M, = 1,36 MDa , CPN spol. s r.o¢, Sarze 050907-7)

Chloroform (Flukaz> 99,8 %, pro UV-spektroskopi,. Sarze 1364637)

Methanol (Sigma Aldrich> 99,8%, pro UV-spektroskopit. Sarze 1283468)

Perylen (Flukaz 99,0 %, pro fluorescenct, Sarze 384079/1)

Pyren (Flukax> 99,0 %, pro fluorescenct, Sarze 430166/1)

Tetradecyltrimethylamonium bromid (Fluka,98,0 %,¢. Sarze 1377175)

4.1.1 Riprava zasobnich roztoki fluorofor b

Zasobni roztok perylenu byl fpraven v chloroformu a jeho koncentrace byla
1,19 10% mol dni>. Zasobni roztok disodné soli fluoresceinu byippaven v methanolu tak,
aby jeho koncentrace byla 2,00°mol dn®. Z&sobni roztok pyrenu v acetonu byl
piipraven tak, aby jeho koncentrace byla“ol dmi>.

4.1.2 Riprava vzorki pro pienos energie v TTAB

Bylo odpdaeno takové mnoZstvi zasobniho roztoku perylenu lerdfiormu, aby jeho
koncentrace po doptmi na 200 mltenzidlem TTAB o koncentraci 10 mmoldnbyla
1 10° mol dni®. Tento roztok byl michanies noc. Do sklemych vialek byla odp&na
raizna mnozstvi zasobniho roztoku fluoresceinu v mgtartak, aby po dopkni na 5 ml
roztokem perylenu v TTAB, vznikla koncentrd@ ftada fluoresceinu vrozmezi
10°-5 10™ mol dn>. Byly piipraveny ti paralelnitady vzorki.
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4.1.3 Fiprava vzorka pro pienos energie v TTAB v Fitomnosti nativniho hyaluronanu

Byl ptipraven zasobni roztok perylenu v TTAB tak, Ze kentrace perylenu byla
1,25 10° mol dni> a koncentrace tenzidu byla 12,5 mmoldm

Do sklergnych vialek bylo pipetovano uzné mnoZzstvi nativniho hyaluronanu
0 Mr=418kDa tak, Ze po fidani 4 ml roztoku perylenu vTTAB byla vyt¥ena
koncentréni fada hyaluronanu vrozmezi 0,0005-0,02 %i¢gmZ koncentrace perylenu
a tenzidu #stala konstantni. Tyto vzorky bylydpany na fiepace ges noc. Do jinych
sklerenych vialek bylo napipetovano takové mnoZstvi zashb roztoku fluoresceinu
v metanolu tak, aby po odpeni rozpoudtdla a gipipetovani 4 ml vytvéeného roztoku
perylenu v TTAB a hyaluronanu, byla jeho koncengacozmezi
10°-5 10“ mol dmi®,

Pro vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu n&pos energie bylo ke 40 ml zasobniho
roztoku perylenu v TTAB fipipetovano takové mnozstvi hyaluronanu, aby jelhwotnostni
zlomek po dopléni na 50 ml byl 0,002 %. Takto bylyiraveny ti roztoky s pouZzitim
hyaluronanu o Mr 106 kDA, 418 kDa a 1,36 MDa. Ddesknych vialek bylo napipetovano
takové mnozstvi zasobniho roztoku fluoresceinu ¥anelu, aby po odgani rozpou&tdla
a pripipetovani 4 ml vytvéeného roztoku perylenu v TTAB a hyaluronanu, bykhqg
koncentrace v rozmezi 19-5 10* mol dni>,

4.1.4 Riprava vzorka pro prenos energie v TTAB v Fitomnosti modifikovaného
hyaluronanu

Modifikovany hyaluronan Acylhexl (ACHX1) a Acylhex2ZACHX2) je vlastre
hyaluronylester kyseliny hexanove, kdy kyselina &eava tvdi ester s primarnim
hydroxylem N-acetylglukosaminow#&sti hylauronanu. Rozdil mezi ACHX1 a ACHX2 je ve
stupni substituce. Vifjpadk ACHX1 je stupaé substituce 10 %, kdezto wipad ACHX2
je 40 %.

Byl ptipraven zasobni roztok perylenu v TTAB tak, Ze kentrace perylenu byla
1,25 10° mol dni > a koncentrace tenzidu byla 12,5 mmoldm
Do sklergnych vialek bylo pipetovano izné mnozstvi modifikovaného hyaluronanu
Acylhex1l a Acylhex2 tak, Ze poftjéni 4 ml roztoku perylenu v TTAB byla vyt¥ena
koncentr&ni fada hyaluronanu vrozmezi 0,0005-0,02 %i¢gmZz koncentrace perylenu
a tenzidu #stala konstantni. Tyto vzorky bylydpany na fiepace pes noc. Do jinych
sklerénych vialek bylo napipetovano takové mnoZstvi z&sbb roztoku fluoresceinu
v metanolu tak, aby po odpeni rozpou&tdla a gipipetovani 4 ml vytvéeného roztoku
perylenu v TTAB a hyaluronanu, byla jeho koncengaaozmezi 10°-5 10 mol dni™>.

4.1.5 Riprava vzorki pro ur éeni CMC

Do sklergnych vialek bylo napipetovano 50 ZR pyrenu v acetonu. Po odfeni
rozpoustdla bylo gipipetovano takové mnozstvi ZR TTAB, aby po dogihna 5 ml byla
jeho koncentrani fada v rozmezi 0,002—10 mmol dinKe kaZzdé koncentiai fads bylo
pripipetovano takové mnozstvi ZR nativniho hyaluromaaby jeho koncentrace ve vzorku po
doplréni na 5 ml byla 0,01 %; 0,002 % a 0,0005 %. K ostat koncentranim fadam bylo
pripipetovano takové mnozstvi ZR modifikovaného hyahanu ACHX1 a ACHX2, aby jeho
koncentrace ve vzorku po dogim na 5 ml byla 0,02 %; 0,002 % a 0,0005 %.
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4.1.6 Riprava vzorkua pro ur ¢eni agrega&niho ¢isla TTAB

Do sklerénych vialek bylo napipetovano 50 ul zasobniho r&mtgyrenu. Po odgeni
rozpoustdla byly pipipetovany 4ml 12,5 mmoldm roztoku TTAB, potom byl
piipipetovan cetylpyridinium chlorid (CPC) vrozsah0-100 pl, picemZ koncentrace
zasobniho roztoku CPC byla 1,68 10nol dm™. Nakonec byly vSechny vzorky doginy
MiliQ vodou na konény objem 5 ml. Koncentrace TTAB ve vzorcich byladye
10 mmol dm?®. Vzorky byly trepany naiepaice ffes noc. Byly vytvéeny ti paralelnitady
vzorki.

4.1.7 Riprava vzorka pro uréeni agreg&niho ¢isla TTAB v pritomnosti nativniho
hyaluronanu

Do sklerénych vialek bylo napipetovano 50 ul zasobniho r&mtgyrenu. Po odpgani
rozpoudtdla byly pipipetovany 4 ml 12,5 mmol dm roztoku TTAB, potom byl
pripipetovan cetylpyridinium chlorid (CPC) vrozsah0-100 ul, gicemZ koncentrace
zasobniho roztoku CPC byla 1,68 2enol dn™. Nasled byl piipipetovan roztok nativniho
hyaluronanu o Mr = 418 kDa tak, Ze koncentrace byahanu ve vzorku po dopini na 5 ml
MiliQ vodou byla 0,01 %, 0,002 % a 0,0005 %. Vzorkyly trepany naiepace ges noc.
Pro kazdou koncentraci hyaluronanu byly vyiteoy ti paralelnirady.

4.1.8 Hiprava vzorka pro uréeni agreg&niho ¢isla TTAB v pritomnosti
modifikovaného hyaluronanu

Do sklerénych vialek bylo napipetovano 50 ul zasobniho r&mtgyrenu. Po odpgani
rozpoudtdla byly pipipetovany 4 ml 12,5 mmol dm roztoku TTAB, potom byl
pripipetovan cetylpyridinium chlorid (CPC) vrozsahQ-100 ul, picemZ koncentrace
zasobniho roztoku CPC byla 1,68 30mol dm. Nasled# bylo piipipetovano takové
mnoZstvi derivatu ACHX1 a ACHX2, aby po dopim MiliQ vodou na 5ml byla jeho
koncentrace ve vzorku 0,02 %, 0,002 % a 0,0005 %oy byly trepany naiepace pges
noc. Pro kazdou koncentraci hyaluronanu byly vyery i paralelnirady.

4.1.9 Fiprava vzorka pro stanoveni vymény rozpusténé hydrofobni latky mezi micelami

Do dvou sklegnych vialek bylo napipetovano 100 pl zasobniho o&mt pyrenu, po
odpdeni rozpoustdla byly gipipetovany 4 ml 12,5 mM roztoku TTAB. Vzorky bylgepany
pies noc naiepace. Druhy den byla prvni vialka dogina vodou na objem 5 ml a do druhé
vialky bylo pripipetovano takové mnoZstvi zdsobniho roztoku ACHAly po doplgni na
5 ml byla jeho koncentrace ve vzorku 0,02 %.

Do jinych dvou skleanych vialek bylo napipetovano 200 ul zasobniho tkmdCPC, poté
byly pripipetovany 4 ml 12,5 mM roztoku TTAB. Vzorky bylitepany pes noc naiepace.
Druhy den byla prvni vialka dopéma vodou na celkovy objem 5 ml. Do druhé vialky byl
pripipetovano takové mnozstvi zasobniho roztoku ACHy po doplgni na 5 ml byla jeho
koncentrace ve vzorku 0,02 %.
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Do péaté skledné vialky bylo odp#&eno 50 pl zasobniho roztoku pyrenu, po a@pé
rozpou&tdla bylo gipipetovano 5 ml 10 mM roztoku TTAB. Takto bylipraven refereéni
vzorek

VSechny vzorky byly vioZeny na noc do ledky. Prvni a teti, a druhy &tvrty vzorek byl
smichandsnré pied metenim.

4.2 Méreni absorgnich a fluorescernich spekter

Absorgni spektra byla ¥ena na UV-VIS spektrometru Varian typ Cary 50 Probe
vrozsahu 200-800 nm s krokem 1 nm rychlosti 600mm. K méteni fluoresceénich
spekter byl pouZzit luminiscéni spektrometr Aminco-Bowman Series 2 s xenonovou
(150 W) a zableskovou (7 W) lampou. &lici rozsah je 220-850 nm, rychlost skenu je
3-6000 nm/min, pesnost mieni je £ 0,5 nm. Mieni byla provadna pi teplot 20 °C,
neni-liteceno jinak.

Excitatni vinova délka perylenu byla 411 nm, intenzita diascence perylenu byla
odeiitana @i 450 nm a to z dvodu zavedeni korekci spekter. Perylefi #50 nm jes¥
dostaten¢ fluoreskuje a zarovejeho absorbancerptéto vinové délce je minimalni, dochazi
tedy k co nejmenSimu zkresleni vyslédklivem reabsorpce perylenu. Emisni spektrum
perylenu s fluoresceinem bylo ipovano v rozsahu 420-600 nm.

Excitatni vinova délka pyrenu byla 335 nm, emisni spektropio paizovano v rozsahu
360-520 nm. Kvypétam agreganiho cisla TTAB byl pouzit totalni integral emisniho
spektra v daném rozsahu.tiPstanovovani vyrdny rozpusné hydrofobni latky mezi
micelami byla jednotliva spektra i@ovana v teplotnim rozsahu 5-50 °C.

4.3 Vyhodnoceni

4.3.1 Korekce intenzity fluorescence

P méteni p‘enosu energie je poZzadovano, aby akceptor neabgalrpb excitatni vinové
délce donoru. Pokud tomu tak neni, je nutné zavéshé korekce na hodnoty naiené
intenzity fluorescence donor@.im vic akceptor fi této vinové délce absorbuje, tim rychleji
klesa intenzita fluorescence donoru a vysledky jsoané zkreslené.

DalSi korekce je nutné zavést, abychom piliaefekt reabsorpce emitujiciho &ni
akceptorem. Z&ni, které dopadne na detektor je tedy nizSi a tefekbsorpce se projevi
nizSimi hodnotami intenzity fluorescence.

E _E '100’5'(ODlex+ODlem)
kor  poz

(28)
kde FRor zn&i korigovanou intenzitu fluorescenceyoF je intenzita fluorescence, kterou
nametime na pistroji a ODex @ OD,em jsOu optické hustoty vzorkuipexcitatni a emisni
vinové délce v tomto p@di.

Korigovana intenzita fluorescence je tedy zvySengehkost zvySeni je dana optickymi
hustotami pi excitatni a emisni vinové délce. Hodnota 0,5 v exponentplyva z geometrie
meieni fluorescence, kdy je &telny paprsek fokusovan dopréstl kyvety a vyzéené s¥tlo
vychazi ze sedu kyvety.
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4.3.2. Vyhodnoceni dinnosti pfenosu energie

Nejdiive je nutné vypoitat prekryvovy integral donoru a akceptoru v daném predi
Jeho hodnotu je mozné sfitat dle Simpsonova pravidla [25] tak, Ze po &eni emisniho
spektra donoru a absdampiho spektra akceptoru ve stejném rozsahu vinowdgélek se ziskané
hodnoty dosadi do vztahu:

TID(/I)-gA(/l)-/i“d/I
J:O

P (29)
j | (A)dA

kde Ip je intenzita fluorescence donorg, je molarni extinkni koeficient akceptoru a je
vinova délka.

Dosazenim vyp&tené hodnoty do vztahu & 5 vypocteme Forsterv kriticky polomér Ro.
Pokud bude vzdalenost obou fluoraforovna hodnat Forsterova kritického polo#nu,
Gcinnost genosu energie bude 50 %.

Ucinnost genosu energie je mozné ziskat analyzou Gbytku #scence donoru dle
vztahu 7. Nanmirené intenzity fluorescence je nutné korigovat vapkola 4.3.1. Z nagtené
zavislosti &innosti geenosu energie na koncentraci akceptoru ziskame m@ri hodnotu
Gcinnosti @'enosu energie, z niz je mozné gftat vzdalenost dvou fluoroférpodle vztahu 6.

4.3.3 Stanoveni agregiiho ¢isla

Metoda stanoveni pmérného agregaiho cisla je zaloZzena na zhaSeni fluorescence.
Poissonovo rozileni popisuje distribuci fluoroforu a zh&%e v micelarnim prosedi.
Fluorofor emituje zéeni pouze tehdy, kdyZ okupuje prazdnou micelu, tedy zhasee.
Nameéfeny pongr intenzit fluorescence viftomnosti zhasge a bez vyjatlje rovnice:

| _[Q1
—=eM (29)

l 0

kde [Q] je koncentrace zha&e a [M] je koncentrace micel, ktera se gfé ze znamé
koncentrace tenzidu a jeho hodnoty CMC. Vztah 28cpazi v:

| N

= g-ome @ (30)

kde Ny je stanovované agregai cislo a [S] je koncentrace tenzidu. N&fena zavislost
poneru intenzit fluorescence bez a vifpmnosti zhas& na jeho koncentraci je tedy linearni
a snérnice této pimky je primo unerné agregénimucdislu.
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4.3.4 Stanoveni kritické micelarni koncentrace

Kritickd micelarni koncentrace tenzidu se da stanoapriklad pomoci pyrenu. Po#n
intenzit fluorescence prvniho (373 nm)iattho (383 nm) maxima je velice citlivy parametr
na polaritu okoli. Vynesenim zavislosti pérma 1:3 na koncentraci tenzidu ziskame
Boltzmannovu kivku, ze které je mozné stanovit CMC (viz obrazeR).1Tuto Kivku
popisuje rovnice:

__AA

y= 14 e(x—xO)/Ax + AZ (31)

kde A a A; je maximalni a minimalni dosazend hodnotge koncentrace tenziduyx je
gradient ax je inflexni bod.

1,5+

1,4+

1,3+

1,2 1

[1/13

1,1+

1,0 1

0,9- A,

0,8 T T CMCZ \ \ 1

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5

Koncentrace tenzidu
Obrazek 14:Charakteristické parametry klesajicitBolannovy kvky slouZici ke stanoveni CMC

KdyZz prolozime namenou zavislost sigmoidni Boltzmannovouivkou v programu
Origin, vystupem ziskdme vSechny hodnotyipbhé pro vypdet CMC. Aguiar a kol. ve své
praci naznail zpusob, jakym lze ufit vyslednou hodnotu kritické micelarni koncentrazela
pouzit hodnotu inflexniho bodu (CMQa obr. 13) nebo hodnotu druhého zlomu (CM@

obr. 14). Toto rozhodne pain Aﬁ' Pokud je jeho hodnota nizsi nez 10, je pouZitdrta
X

inflexniho bodu, pokud je tento pam vétSi nez 10, je pouZzita hodnota druhého zlomu,
tedy CMG [51].
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4.3.5 Stanoveni vyriny rozpusténé hydrofobni latky mezi micelami

Z vyslediia experimentd, které slouzily k uéeni agregéniho ¢isla systému bylo mozné
zjistit, jaky je pongr fluoroforu (pyrenu) a zhage (CPC), aby i méieni intenzity
fluorescence pyrenu bylo znatelné, Ze je pyren ahdJento porr je uveden v kapitole
4.1.8. ProtoZe se &ni intenzita fluorescence s teplotou, bylo nutngied znefit referereni
vzorek, tedy jak klesa intenzita fluorescence pwrendaném systému beziipmnosti
zh&Sée. Porovnanim poklesu intenzity fluorescence snrighh vzorki (jeden vzorek
obsahuje micely se solubilizovanym pyrenem a drulgorek obsahuje micely s CPC)
s referednim vzorkem ziskame informace, zda vlivem teplobgkdazi k vymgné pyrenu mezi
micelami.

4.3.6 Stanoveni chyby réiFeni

Vzorky byly pripraveny ve tech kopiich, picemz vysledné hodnoty vynesené v grafech
jsou paimeérné hodnoty miteni €chto paralelnich vzork Grafy byly zpracovany v programu
MS Excel a chybové usky, které jsou zndzoemy v rékterych grafech byly vytvieny
pomoci funkce SMODCH, tedy jedn&a se o&odatné odchylky, které byly dané rozdilem
nameétrenych hodnot vyse zménych paralelnich vzork
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4.4 Vlastnosti pouzitych fluorofori

4.4.1 Perylen
Perylen je hydrofobni fluorofor (viz. obr. 15), kieje v soasné
dok® hodre studovan v biologickych, medicinskych a chemicky:
systémech, a toipdevsim diky jeho schopnosti solubilizovat
uvnitt micely [25, 52]. Diky vysokému kvantovému wyku .

spektrem pyrenu, byla tyta dvojice sond pouzita pkoumani

rezonadiniho prenosu energie ip navazani na viakna DNA [53].

Diky G¢innému genosu energie mezi perylenem a riboflavinem lze

perylen pouzit k detekci vitaminu ,Bv Iékovych tabletach. Tato Obrazekl5: Pervler
metoda je jednoduché, citlivi a rychla [29].

a velkému spektralnimuigkryvu absorpniho spektra s emisnin O

4.4.3 Fluorescein

Je to fluorofor, ktery se né&astji vyuZiva
v mikroskopii jako znakovat. Jeho absokmi maximum
ve vod je 494nm a emisni maximum 521 nmiiP A\
460 nm se objevuje tzv. izosbesticky bod. Fluoresee O
této molekuly je velice vysok&d a ma velmi kratkoaldl
Zivota (kolem 3-4 ns). Jeho strukturuizeme vidt na
obrazku 16. Ve vodném roztoku existuje &kolika AN
formach v zavislosti na pH. Jedna se o kation (at%c.) o
maximum 437 nm), neutralni molekulu, monoanion Obrazek 16: Fluorescein
a dianion (abs. maximum 490 nm).

OH

X

O

4.4.4 Pyren
Pyren je jedna z nejpouzivgBich fluoresceénich sond.
Fluorescetini spektrum pyrenu ve védvykazuje gt hlavnich piki. OO
Pomer prvniho (monomer) afetiho piku je citlivy parametr, kterym
charakterizuje polaritu okolniho presdi [51, 54]. Znény v jeho “
spektralnim chovani (po¥n 1 : 3) jako funkce koncentrace tenzidu
se vyuziva ke stanoveni CMC a jinych micelarnichretkteristik.
Jeho charakteristicka tvorba excimerti pySSich koncentracich
pyrenu v systému se vyuziva kéeni mikroviskozity jeho okoli. Tvorba excimeru f&ena
difaznim koeficientem, ktery je né&mo unerny viskozig€ prostedi.

Pyren se také pouziva kdaeni agregéniho ¢isla tenzidi, které se ziskd zhasenim jeho
fluorescence. Jako vhodny zh&$e pouzivan naiiklad TPC [55] nebo CPC [56].

Obrazek 17: Pvre
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Frenos energie mezi perylenem a fluoresceinemv TTAB

Pokud se emisni spektrum donoru (peryleigkpyva s absommim spektrem akceptoru
(fluorescein), MiZze excitace donoru #gobit nezévy pienos energie k akceptoru., ktery se
nasleds projevi Ubytkem fluorescence donoru. Na obrazkujd&nézorgn piekryv &chto
spekter.

—— Perylen - fluorescence
Fluorescein - absorbance

1,04
0,9 1
0,8 1
0,7 1
0,6 -
0,5
0,4+
0,3
0,2 1
0,1+
0,0 \ \ \ \ \ ——
420 440 460 480 500 520 540

Intenzital

Vinova délka, nm

Obrazek.18: Normalizovana fluorescence perylenbbsoabance fluoresceinu

Vysledny gekryvovy integral, ktery byl vyp&ten podle Simpsonova pravidla [25], ma
hodnotu 1,2 10°M ™ cm®. Vyposet piekryvového integralu naztiaje vztah 29. Forstéw
kriticky polom¢r je piimo unerny hodno# pirekryvového integralu, viz vztah 5. Pro tento
systém je jeho hodnota 43,9 A.

Pro vypaet FoOrsterova kritického pologru je mimo jiné poteba znat hodnotu
kvantového vyZku donoru, v naSemifpact perylenu. Jeho hodnota se da vyftat buf
pomoci standardu (viz. kapitola 2.4.11) nebo ponmm@mé hodnoty v jiném rozpousie.
Perylen méa definovany kvantovy Wiek v n-hexanu, jehoz hodnota je 0,98. Pomoci wztah
byla ziskana hodnota kvantového &%ku perylenu v TTAB. Hodnota sémice gimkovych
Casti zavislosti F =f(A) pro perylen vn-hexanu a vTTAB je znazeéma v grafu na
obrazku 19. Vysledna hodnota kvantovéhoéziu perylenu v TTAB je 0,38. Tato hodnota
byla pouzita pro vypéet Forsterova kritického pologru.
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Obrazek 19: Zavislost integrované intenzity fluaesce perylenu na jeho absorbanci v n-hexanu
av10 mMTTAB

50 -

Intergovana intenzita fluorescenc

Uginnost enosu energie je zavisla na vzdalenosti donoruceptoru, konkrété na jeji
Sesté mocnih Zarovei vSak mizeme @innost grenosu energie vyj&d ze zneieného Ubytku
fluorescence donoru viz vztah 10. V micelarnim éysti byl pouZzit hydrofobni donor
(perylen), ktery se if@dnostg solubilizuje uvnit micelarniho jadra a hydrofilni akceptor
(fluorescein), ktery @stava ve vodném prasdi. V naSem fipact byla pouZita takova
koncentrace perylenu, Ze ne kazda micela, ktedztoku vznikla, obsahovala perylen. Tim,
Ze se zvySovala koncentracéidaného fluoresceinu, byla zvySovana prgwadobnost, Ze
micely TTAB, které obsahuji perylen budou elektaigstky interagovat s alespojednou
molekulou fluoresceinu a tim dojde kgnosu energie. Cilem bylo nalézt takovou koncemtrac
fluoresceinu, kdy vSechny micely obsahujici perylateragovaly s fluoresceinem a tim by
byla &innost genosu energie maximalni, kterou Ize vtomto systédwmsahnout. V tom
piipad by byla (Einnost fenosu energie v zavislosti na koncentraci fluoraac&onstantni.

Pri méteni Ubytku intenzity fluorescence bylo nutné zaudstekce, protoze koabsorpce
fluoresceinu (fi jeho vySSich koncentracich¥ipexcitatni vinové délce perylenu a nasledna
reabsorpce emitovanéhoieai fluoresceinem ziaé¢ zkreslily vysledky. Takove zkreslené
méteni mizeme vigt na obrazku 20.

41



1,0+ . . . .
0,9 .
0,8 -
0,7
0,6 -
W 0,5+
0,4
0,3 1
02 ¢
0,1

0,0 * T T T T ]
0,E+00 1,E-04 2,E-04 3,E-04 4 E-04 5,E-04

[Fluorescein], mol dmi®

Obrazek 20: Zavislostdinnosti p'enosu energie na koncentraci fluoresceinu
ziskana z nekorigovanych dat

Z grafu je patrné, Ze dinnost fenosu ma od koncentrace fluoresceinti03 moldm™
hodnotu 1. To by z definice zavislosticiAnosti prenosu energie na vzdalenosti donoru
a akceptoru znamenalo, Ze oba fluorofory jsowsném kontaktu. Toto je ale vyléano
z divodu umiséni obou fluorofofi v roztoku.

V ¢lancich, které se zabyvajifgnosem energie v micelarnim presti, autéi zminéné
korekce bd’ nezavadli, nebo se zminili o efektu koabsorpce donoru aegitoru, ale dale to
nijak nerozvadli. Korekce (viz kapitola 4.3.1), kterou navrhujeakowicz [19], byla pro nas
systém vyhovuijici. Jak tyto korekce ovlivnily vydiea data, je mozné witina obrazku 21.

Autori ¢lanki také wtSinou uvedli @innost genosu pi maximalni koncentraci akceptoru,
kterou si sami zvolili, aniz by se zminili, jak s&ystém chova ip vysSich koncentracich.
V micelarnim systému je problém, Ze fluorofory rajspevié navazany a &innost fenosu
energie je tedy zavisla na tom, jestli se donor kxeptor v systému potkaji, nikoli na
vzdalenosti, protoZze v naSentipac, kdy mame hydrofobni donor a hydrofilni zapérn
nabity akceptor vroztoku kationaktivniho tenzidjg v micelarnim systému vzdalenost
konstantni (to je zjpsobeno tim, Ze hydrofobni donor se zabuduje déwnitely a akceptor
se diky elektrostatickym interakcim bude nachazkydrofilni ¢asti micely, tedy nebude se
volné pohybovat vroztoku a vzdalenost obou fluordgfaledy Ize brat jako konstantni).
Zvysovanim koncentrace akceptoru tedy zvySujemeds@odobnost, Ze se donor i akceptor
v systému potkaji a fienos energie prabne. Ri nizSich koncentracich akceptoru je

v s

pienosu energie tedy neni maximalni, kterou lze ¥&ys dosahnout a nelze tedy s jeji
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pomoci pditat vzdalenost donoru a akceptoru. Maximaldin@osti g'enosu Ize doséhnout
Vv piipac, Ze dalSi pidavek akceptoru nafenos energie jiz nebude mit vliv.

Méfenim byla ziskdna maximalnicianost, kterou lze vtomto systému dosahnout. Jeji
hodnota je 0,95 + 0,02, cozduje, Ze vzdalenost obou fluorofoje 27,0 + 2 A. V literatie je
uvedeno, ze hydrodynamicky polémmicely TTAB je 27 + 1,4 A [56], Gorski a Kalus ve
své praci uvedli, Ze vysledkem jejichébeni polongru micely pomoci SANS je hodnota
polomgru 25,5+ 0,1 A [57], coz naziaje, Ze nami vypéitana hodnota je realna vzhledem
k umisgni obou fluorofofi v systému.

1,0
0,9
0,8 1
0,7
0,6 *
w 0,5
0,4
0,3
0,2 1
0,1-*
0,0 ! ! ! ! !
0,E+00 1,E-04 2,E-04 3,E-04 4,E-04 5,E-04

[Fluorescein], mol dm®

Obrazek 21 :Zavislostdinnosti p‘enosu energie na koncentraci fluoresceinu ziskana z
korigovanych dat (pimer ze t'ech nereni)
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5.1.1 Vliv pi¥idavku HA na G¢innost pifenosu energie v TTAB

Ve vodném roztoku jeiedpoklad, Ze kladh
nabity povrch micel TTAB bude iftahovat
zaporrg nabity fettzec hyaluronanu. V naSem
piipact byl pouzit hyaluronan s molarni o
hmotnosti 418 kDa. Porovnanim ¢ignosti
pienosu energie v samotném TTAB &#ech
raiznych  koncentracich hyaluronanu bylo
zjisttno, Zze @i nizSich  koncentracich
fluoresceinu hyaluronan podporuje femos
energie (viz obradzek 23). Velikost chybovych
Use&ek danych srrodatnou odchylkou
negrekradi velikost bodi zndzorgnych v grafu.  Obrazek 22: Interakce polymeru s micelarnim
To naznduje, ze hyaluronan interaguje systémem [58]
s micelami zejm¢ tak, zetetzec hyaluronanu
castén¢ obali micelu TTAB, jak je zobrazeno na obrazku Z2yaluronan tak zamezi
fluoresceinu s onou micelou interagovat a tim seéZispaet micel, se kterymi rize
fluorescein interagovat. Dojde tedy ke zvySeniin@osti geenosu energie ip nizSich
koncentracich fluoresceinutifkoncentraci fluoresceinu ¢ = 3 Tmol dm™ dojde k navyseni
acinnosti @enosu na maximalni moznou hodnotu v tomto systémpiipadt samotného
TTAB dochazi kmaximélni &nnosti penosu az P koncentraci fluoresceinu
4 10*mol dm™. Hodnota maximalni &innosti spad4 do rozmezi chybyé&teni penosu
energie v TTAB bez fitomnosti hyaluronanu, tedy nedochazi ke¢mém ve vzdalenostech
fluorofora vliivem piidavku nativniho hyaluronanu.

1,0 1
0o A & o 4
0,8 1
:
0,6 1 é
w 0,5
04§ O TTAB
0.31 O TTAB + 0,0005% HA
02- A TTAB +0,002% HA
0.1 § & TTAB +0,02% HA
0,0K% \ \ \ ‘ |
0,E+00 1,E-04 2,E-04 3,E-04 4,E-04 5,E-04

[Fluorescein], mol dm®

Obrazek 23: Vliv koncentrace hyaluronanu rna@ninost penosu energie (M = 418 kDa)
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5.1.2 Vliv molarni hmotnosti hyaluronanu na innost pienosu energie v TTAB

Byl studovan vliv molarni hmotnosti nativhiho hyatwmanu na penos energie v TTAB.

Do roztoku byl gipipetovan hyaluronan oueznych molekulovych hmotnostech (106 kDa,

418 kDa a 1,36 MDa),

koncentraci hyaluronanu, tedy 0,002 %.

Na obradzku 24 je znazon vliv jednotlivych molekulovych hmotnosti hyaluranu.

ale zarowevSechny vzorky obsahovaly stejnou hmotnostni

Z grafu je patrné, Zelizna molarni hmotnost nevyvolala vyznamny efektngteené hodnoty

acinnosti @enosu energie jsou téth totoZzné a vejdou se do rozmezi, které jeemé
smerodatnou odchylkou. Ani v tomtoffpack velikost chybovych useek negrekraii velikost

bodi znazorrnych v grafu.

1,0
0,9-
0,8-
0,7
0,6-

W 0,5-
0,4-
0,3-
0,2
0,1-

0,0 &

$

& TTAB + 106 kDa HA
O TTAB + 418 kDa HA
X TTAB + 1,36 MDa HA

0,E+00 1,E-04 2,E-04 3,E-04 4,E-04

[Fluorescein], mol dm®
Obrazek 24: Vliv pidavku 0,002% hyaluronanu @znych Mr na penos energie
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5.1.3 Viliv pridavku derivatu hyaluronanu ACHX1 na U ¢innost pirenosu energie v TTAB

Prabéh zavislosti @innosti g'enosu energie na koncentraci fluoresceinu byl tslkéovan
v pifitomnosti modifikovaného hyaluronanu. Jak jiz bysano vySe, derivat ACHX1 je
modifikovan hexylovymiettzcem na primarni alkoholové skugimN-acetylglukosaminové
¢asti monomeru. Stupesubstituce je 10 %, tedy 10 % vSech monoineroztoku obsahuje
hexylovy fetézec. Diky tomu by mohly micely n&etézci hyaluronanu zkondenzovat tak, Ze
hexylovyietzec by fisobil jako kosurfaktant v micele.

Jak je vidt z grafu na obrazku 25, fpnizSich koncentracich fluoresceinu nedochéazi
k vyznamné podp@® penosu energie, jako tomu bylo vipac ptidavku nativniho
hyaluronanu, &koli k dosaZzeni maximalni dinnosti penosu st& nizSi koncentrace
fluoresceinu nez v samotném TTAB, podéhako v pritomnosti nativniho hyaluronanu. Graf
zarovei naznauje vysSi hodnotu celkové dosazengnhosti f'enosu v tomto systému, coz
ukazuje na zmenSeni velikosti micel, pogac muze dochazet k deformaci tvaru micel tak,
Ze dojde k piblizeni perylenu a fluoresceinu. Maximalni dosaZedmodnota &innosti je
0,98 + 0,01, coZ wwje, Ze vzdalenost dvou sond je v tomto systému228, coZ je 0 5 A
mére, nez v gipadt samotného TTAB. Chybové U8ey znaici smérodatnou odchylku
hodnot ziskanou zédch nEfeni nepesahuji velikost bailznazorgnych v grafu.

1.0+

0,9 -

0,8 @
0,7 -

01 g8

W 05 o TTAB
0,4 @ & TTAB + 0,02% ACHX1
0,3
02 A TTAB + 0,002% ACHX1
0,1 ﬁ 00 TTAB + 0,0005% ACHX1.
0,0 1 1 1 T 1
0,E+00 1,E-04 2,E-04 3,E-04 4,E-04 5,E-04

[Fluorescein], mol dmi®

Obrazek 25: Vliv koncentrace ACHX1 nérinost penosu energie v TTAB (@mer ze tech nerreni)
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5.1.4 Vliv pridavku derivatu hyaluronanu ACHX2 na U ¢innost pirenosu energie v TTAB

Derivat ACHX2 se od derivatu ACXHL1 liSi stupm substituce, tedy goeem hexylovych
fettzch na monomer. JeStse nepedpoklada, Ze by derivat ve vodném ptedi agregoval,
ale v micelarnim systémuie ovlivnit jeho viastnosti.

Jak je vidt z grafu na obrazku 26, fpnizSich koncentracich fluoresceinu nedochazi
k vyznamné podp@ prenosu energie, stajpako tomu bylo v pipads pridavku ACHX1. Jak
ale mizeme vidt, dochazi také k navyseni maximalndinnosti grenosu energie, tedy ke
zmenSeni vzdalenosti obou fluorofiorMaximalni dosaZzen&céinnost genosu ma hodnotu
0,975 + 0,015, coZ znamena, Ze vzdalenost fluoiojer24,5 + 1,5 A. Opt tedy dochéazi ke
zmenSeni velikosti micel oproti samotnému TTAB, kdydalenost perylenu a fluoresceinu
byla 27,0 £ 2 A. | vtomto pipadt chybové Us&ky nepresahuji velikost baiil vyznaienych
v grafu.

1,0
0,9 -
0,8 -
0,7 - a
0,6 B

w 0,5

oPd
(O
OB

0,4 - &

03" O TTAB
02 O TTAB + 0,0005% ACHX2
8 ATTAB + 0,002% ACHX2
0.1% O TTAB + 0,02% ACHX2
0.0 @ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0,E+00 1,E-04 2,E-04 3,E-04 4,E-04 5,E-04

[Fluorescein], mol dni®

Obrazek 26: Vliv koncentrace ACHX1 nérninost penosu energie v TTAB (@mer ze tech néreni)
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5.2 Stanoveni kritické micelarni koncentrace TTAB vpritomnosti nativniho a
modifikovaného hyaluronanu

Stanoveni kritické micelarni koncentrace v nami pbtch systémech je nezbytné pro
stanoveni agred@aiho ¢isla €chto systém. Pridavek op&né nabitého hyaluronanu e
zpasobit zn&né zneény v hodnotach CMC.

Vypocet kritické micelarni koncentrace pomoci pyrenupgepsan v kapitole 4.3.4. Jiz
porovnanim tvaru Boltzmannovyikky Ize urit, zda gidavek hyaluronanu mééaky vliv
na kritickou micelarni koncentraci TTAB. N&jlad z grafu na obrazku 27 Ize ¥igt, Ze i
vy&sich koncentracich hyaluronanu je hodnota CMESinheZ 1 mmol diff, coZ je nizsi, nez
hodnota CMC samotného TTAB ve VOCMCrrag = 3,2 + 0,4 mmol di’). Ziejmé dochéazi
k interakcim s hyaluronanem tak, Ze ji#i pizkych koncentracich TTAB kondenzuji micely
na fetézci hyaluronanu a vznikaji tedy agregaty TTAB-hyanan. V gipadt nejmensiho
piidavku hyaluronanu fiivka vykazuje dva zlomy. Prvni zlom by nazeal tvorbu jiz
zmirgnych agregdt, pricemz ¥ vysSich koncentracich TTAB jegmé mnoZstvi tenzidu tak
velké, Zze dochazi k tvotbmicel ve volném roztoku a natrikce tedy dochazi k druhému
zlomu. Hodnota koncentraceii fxteré nastava druhy zlom se blizi hodt&titické micelarni
koncentrace TTAB bez iftomnosti hyaluronanu. Vymgtené hodnoty CMC ve vSech
zkoumanych systémech jsou shrnuty v tabulce 2.

1,6
1,5 PN P
1,4
o
= 1,3
1,2
11.] © TTAB+0,01%HA
=11 O TTAB+0,002% HA
A TTAB + 0,0005% HZ
1,0 T T T )
0,001 0,01 0,1 1 10

[TTAB], mmol dm

Obrézek 27: Vliv pidavku nativniho hyaluronanu na kritickou miceldkaincentraci TTAB

Tabulka 2: Hodnoty kritické micelarni koncentraceTAB v piitomnosti fiznych koncentraci
nativniho¢i modifikovaného hyaluronanu udané v mmoldm

Hmotnostni koncentrace hyaluronanu ve vzorku
Systém 0.01 % 0.02 % 0.002 % 0,0005 % 0,0005 %
1. zlom 2. zlom
TTAB + HA (418 kDa) | 0,474 — 0,393 0,139 5,053
TTAB + ACHX1 — 0,495 0,335 — 2,972
TTAB + ACHX2 — 0,083 0,056 0,014 2,415
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5.3 Stanoveni agregéniho ¢isla TTAB ve vodném roztoku

Agregani ¢islo tenzidu Ize uiit napgiiklad pomoci zhaSeni. V naSenipact byl zhaSen
pyren pomoci CPC. Se zvysujici se koncentraci CB€hdzi k poklesu intenzity fluorescence
pyrenu, jak je vidt na obradzku 27. #rozeny logaritmus podilu intenzity fluorescencegyu
bez gitomnosti zha& ku intenzit¢ fluorescence v jehoiftomnosti je linearni zavislost (viz
obr. 28) a hodnota sémice gimky je primo ungrnd agregénimucdislu viz vztah 30.

1100+
1000 -+
900 - ,
§ 800 - rostouci koncentrace CPC
3 700 -
(]
§ 600 - \ —0 moldm-3
% 500 - — 1,0E-05 mol dm-3
GEJ 400 - —2,0E-05 moldm-3
= —— 3,4E-05 moldm-3
= 300 -
200 -
100
O I T T T T T 1
360 380 400 420 440 460 480

VInova délka, nm

Obrazek 27: Pokles intenzity fluorescence pyrengiidéni rizného mnozstvi CPC

Nami stanovend gmérna hodnota agregaiho ¢isla 10mM TTAB i 20 °C je 133 + 1.
Chyba ntgteni je ot dana smirodatnou odchylkou gfeni tech paralelniclfad a v grafu na
obrazku 28 je znazo#ma chybovymi Usgkami. Gorski a Kalus stanoviliip stejné teplat
hodnotu 126 + 2, icem? koncentrace TTAB byla 105,3 mmol ahi57].
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0,7
0,6 -
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y = 19450x
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0,3
0,2
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0,0E+00 5,0E-06 1,0E-05 1,5E-05 2,0E-05 2,5E-05 3,0E-GH=-085

[CPC], mol dm®

Obrézek 28: Zavislostirozeného logaritmu podilu intenzit fluorescencegmnu
bez a v pitomnosti CPC na koncentraci CPC ¢ner ze t'ech narenti)

5.3.1 Vliv pridavku nativniho hyaluronanu na agregahni ¢islo TTAB

Pro tyto experimenty byl vybran hyaluronan s molanmotnosti 418 kDa. Byl sledovan
vliv ptidavku hyaluronanu aizné koncentraci na pmérné agregéni ¢islo TTAB. Vzhledem
k tomu, Ze pi vyhodnocovani CMCdchto systém bylo zjiSt€no, Ze se i&jme tvori agregaty
jiz pti mnohem niz8i koncentraci nez je CMC samotného BTAvysledné hodnoty
pramérnych agregénich ¢isel nemusi nic vypovidat o velikosti mice&l agregal. Hodnoty
vypoétenych agregaich ¢isel viz tabulka 3. Ze s#mnic zavislosti pirozeného logaritmu
podilu intenzit fluorescence bez a fifpmnosti zhas&e se da odhadnout zma viskozity
hydrofobni domény agredgat(obrazek 29). Zhaseni mimo jiné zavisi i na difiran
koeficientu progiedi, snizeni hodnoty stmice vySe zmi#né zavislosti ukazuje, Ze se pyren
zhasi life, tedy je mozné, Ze dochazi ke zvySeni viskozitiyrase zabrauje interakci pyrenu
s CPC.

Tabulka 3: Vypdtené hodnoty agredamich ¢isel TTAB ve smdsi s nativhim hyaluronanem
o M, =418 kDa

Vzorek Nag
10 mM TTAB 133+1
10 mM TTAB + 0,0005% HA 103 +13
10 mM TTAB + 0,002% HA 168 + 15
10 mM TTAB + 0,01% HA 112 +10
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¢ TTAB + 0,0005% HA y = 20535x
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[CPC], mol dm™

Obrazek 29: Zavislostirozeného logaritmu podilu intenzit fluorescencegmu bez a v fitomnosti
CPC na koncentraci CPC v systému TTAB a HAifpfr ze t'ech nerenti)

5.3.2 Vliv pridavku derivatu ACHX1 na agregaéni ¢islo TTAB

Stejrg jako u nativniho hyaluronanu, byl sledovaniidavek i modifikovaného
hyaluronanu. Na obrazku 30t@eme vidt, Ze velmi nizké koncentrace vliv na agréga
¢islo TTAB nemaji. Vzhledem k tomu, Ze hodnota CM@hoto systému je té#h totozna
s hodnotou CMC TTAB ve vad Ize porovnavat hodnoty simic obou gimek. Jakmile
koncentrace ACHX1 vzroste na hodnotu 0,002 %, ageigcislo se mird zvysi. Hi
koncentraci 0,02% ACHX1 ve vzorku dojde &pke sniZzeni pimérného agregaiho cisla
systéemu. Ribéh zavislosti pondru intenzit pyrenu 1:3 nazdgje, Ze vtomto systému
dochazi k tvord agregai jiZz pii crrag ~ 0,5 mmol dm®, piicem? Kivka nevykazuje dva
zlomy, da se tedyiedpokladat, ze v systému existuji pouze agregasiurgnan-TTAB. Je
tedy pravépodobné, Ze vypitené agregai cislo vtomto systému stanovuje velikost
agregai, které se vytviily. Opét je diskutabilni, zda je vhodné usuzovat z vymmmych
agregénich cisel na velikost agregat Vypoctena agregani cisla v gitomnosti Giznych
koncentraci ACHX1 viz tabulka 4. Z&ény hodnot smrnic primek zavislosti udanych na
obrazku 30 Ize diskutovat stejako v pfitomnosti nativniho hyaluronanu.

Tabulka 4: Vypdtené hodnoty agregaich ¢isel TTAB ve sndsi s modifikovanym hyaluronanem
ACHX1

Vzorek Nag
10 mM TTAB 1331
10 mM TTAB + 0,0005% ACHX1 138+ 3
10 mM TTAB + 0,002% ACHX1 165+4
10 mM TTAB + 0,02% ACHX1 1075
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Obrazek 30: Zavislostirozeného logaritmu podilu intenzit fluorescencegmu bez a v fitomnosti
CPC na koncentraci CPC v systému TTAB a ACHXZr(gr ze tech nereni)

5.3.3 Vliv pridavku derivatu ACHX2 na agregaéni ¢islo TTAB

Byl studovan také vliv fidavku derivatu ACHX2. Co se & vypcaiitanych hodnot
agregénich ¢isel, maji stejny charakter jako wgxichozich fipadech. Jen Ize obetifiici, Ze
v predchozich fipadech se hodnoty agregeéch ¢isel @i stejnych koncentracich hyaluronanu
vice blizily k sok, kdeZto v gipact ptidavku ACHX2 je rozdil znatel)Si. V pripads
hodnoty smrnice @imky v zavislosti na obrazku 31 lzéci, Ze pokud budeme interpretovat
sklon gimky jako ukazatel viskozity domény, dochazi k aiakjSimu nafistu viskozity u
vzorku s nejvysSi koncentraci ACHX2.

Tabulka 5: Vypdtené hodnoty agredaich ¢isel TTAB ve sndsi s modifikovanym hyaluronanem
ACHX2

Vzorek Nag
10 mM TTAB 1331
10 mM TTAB + 0,0005% ACHX?2 142+ 6
10 mM TTAB + 0,002% ACHX2 199 +10
10 mM TTAB + 0,02% ACHX2 82+ 20
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Obrazek 31: Zavislostirozeného logaritmu podilu intenzit fluorescencegmu bez a v fitomnosti
CPC na koncentraci CPC v systému TTAB a ACHX2r{gr ze tech nereni)

5.3.4 Vyména rozpusSt&né hydrofobni latky mezi micelami TTAB a vliv p¥Fidavku
modifikovaného hyaluronanu na tuto vymeénu

Byly piipraveny vzorky pyrenu rozpudtého v micelach TTAB a CPC rozpgsgho
v TTAB. Predpoklad byl, Ze pokud dojde po smichakihto odalené piipravenych vzork
k vyméné pyrenu mezi micelami, dojde ke zhaSeni fluoresegmgrenu diky interakci s CPC.
Pomer poctu micel, koncentrace pyrenu a koncentrace CPC Awdlen takovy, aby {
zhaSeni po smichani vzdrkloSlo k ubytku fluorescence zhruba na poloviriy@gdni hodnoty
intenzity. Micely ionogennich tenzidjsou stabilni &kolik dni [50], proto bylo zkoumano,
zda dochazi ke splyvani micel TTAB vlivem zvySergplbty v horizontu jedné hodiny.
Protoze intenzita fluorescence klesa s teplotod, g¥ipraven refereéni vzorek, kdy byla
sledovana intenzita fluorescence pyreriu rpstouci teplat (viz obrazek 32). Porovnanim
poklesu intenzit fluorescence pyrenu v refé@m a néteném vzorku Ize zjistit, zda dochazi
k vyméné pyrenu mezi micelami. Na obrazku 32 je nazexa trend poklesu intenzity
fluorescence referéniho vzorku. Jak rizeme viét na obrazku 32, trend poklesu v obou
meérenych systémech je stejny jako u refefeino vzorku. Vzhledem k tomu, Zefipzadné
teplot€ nedoslo k ndhlému poklesu intenzity fluorescenzefici, Ze ke splynuti micel a tedy
vymeéné pyrenu mezi micelami nedoslo.
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Integrovana intenzita fluorescence
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Obrazek 32: Pokles intenzity fluorescence pyremneuh teploty
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6. ZAVER

Cilem prace byla reSerSe na téma vyuZiterppsu energie ve studiu agrégech a
asociativnich procésv koloidnich roztocich biopolyméra navrh experimeitzamtienych
na studium penosu energie v koloidnich roztocich na bazi hyatanu a vlivu fyzikals-
chemickych podminek.

Pomoci internetové a literarni reSerSe bylo Zpstjakym zgisobem Ize vyhodnotitignos
energie. Rezon&ni prenos energie slouZi jako ,spektroskopické pravitkae tedy s jeho
pomoci utit vzdalenosti napiklad v biomolekulach ¢i supramolekularnich shlucich.
Vhodnym zvolenim fluorescénich sond a tenzidje mozné odhadnout velikost agrefjat
které dany tenzid tvd. Byl vybran hydrofobni perylen (donor), zapérnabity hydrofilni
fluorescein (akceptor) a kationaktivni tenzid TTAByto fluorofory maji vysokou hodnotu
prekryvového integralu, tedy 1,2 T§M~ cm® a hodnota kritického Forsterova polérn ve
vybraném systému je 43,9 A, coz znamena, Zze pokudbb tyto sondy od sebe vzdaleny
43,9 A, &innost renosu energie bude 50 %. Pro vypbForsterova polo#iu je nutné znat
kvantovy vygzek donoru v daném prdasdi, v micelarnim prosedi TTAB byla hodnota
kvantového vwZku perylenu 0,38. Analyzou uUbytku fluorescence vein pidavku
fluoresceinu byla zji$ha maximalni hodnotadinnosti frenosu energie mezi perylenem a
fluoresceinem v roztoku TTAB (0,95 + 0,02), cozuje, Ze vzdalenost sond je 27,0 + 2 A.

Ktomuto systému byl fidavan nativni ¢i modifikovany hyaluronan viznych
koncentracich a byl sledovan vliv jehadigavku na dinnost genosu energie. Vifpac
nativniho hyaluronanu dochéazelo k podpoprenosu energie ip nizSich koncentracich
akceptoru, také bylo dosaZzeno maximalnéindosti genosu P niZSi koncentraci
fluoresceinu, avSak hodnota maximalndinhosti se nezrnila. Byl také studovan vliv
molarni hmotnosti nativniho hyaluronanu n&epos energie a bylo zji&to, Ze i stejné
koncentraci hyaluronanu ve vzorku vliverizné molarni hmotnosti ke ztnam nedochazi.
Pridavek derivatu hyaluronanu Acylhexl a Acylhex2 ma& penos energie trochu jiny vliv.
Nedochazi k vyznamné podigoprenosu energieipnizSich koncentracich fluoresceinu, avSak
byla ziskana vyssi hodnota maximalrinnosti g'enosu energie (0,98 + 0,005 proigavek
Acylhexl a 0,975+ 0,015 proifmavek Acylhex2), coz znamena zmenSeni vzdalenosti
fluoroforas o 2-5A. Lze tedytici, ze doSlo ke zmenSeni micel vlivemiigavku
hydrofobizovaného derivatu.

Analyzou ubytku fluorescence Ize také vyhodnotita&éni. Pomoci statického zhaseni
v micelarnim prostedi Ize ukit napriklad primérné agregéni ¢islo v systému. Jako fluorofor
byl pouzit pyren a jako zha&ecetylpyridinium chlorid, ktery psobi jako kosurfaktant. Pro
stanoveni agregaiho ¢isla je nutné znat hodnotu CMC systému. StanoveRICCbylo
provedeno pomoci pyrenu, kdy byl sledovan gormtenzit 1:3 v zavislosti na rostouci
koncentraci TTAB bez a viftomnosti nativnihasi modifikovaného hyaluronanu whkolika
koncentracich. CMC samotného TTAB ve vodyla 3,2 + 0,4 mmol dni, vlivem pridavku
hyaluronanu se #mila v rozmezi 0,014-5,053 mmol dfh piicem? nejvice byla hodnota
CMC ovlivnéna giidavkem derivatu Acylhex2. Vifpadt ptidavku nativniho hyaluronanu a
derivatu Acylhex1 nebylo ovlivni tak velké a mira ovlivéeni CMC byla téndt totoZna. B
nejniz§im pidavku hyaluronanu byly na Boltzmannokiivce, ktera slouzi k vyhodnoceni
CMC, patrné dva zlomy, coz nazhge, Ze nejprve mohou vznikat agregaty TTAB-
hyaluronan a potom micely TTAB. Diky tomuto zg#ii nam nasledhvypoitena agregai
¢isla €chto systém ziejmé ne‘eknou nic o velikosti agregé@téi micel, protoZze neni mozné
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s ugitosti odhadnout, jak to v takovém systému vypadi&ady jestli bylo uteno agregéni
¢islo micel, micel zkondenzovanych na&etézci hyaluronanu ¢i agregalh micel
s hyaluronanem.

Pomoci zhasSeni fluorescence Ize také zkoumat, zahari k vyngné rozpuséné latky
mezi micelami. Byl pipraven roztok pyrenu rozpugteho v miceladch TTAB a vedle¢nbyl
piipraven roztok rozpu8hého CPC v micelach TTAB. Vifpad splynuti micel by po
smichani vzork doslo ke kontaktu pyrenu s CPC a intenzita fluocesxe by poklesla. iP
meéieni vlivu rostouci teploty na intenzitu fluorescenpyrenu bylo zji&no, Ze ke zhaseni
nedochazi. Stefntomu tak bylo i v gitomnosti derivatu Acylhex1. Lze tedyci, Ze pokud
bude v tomto systému solubilizovana hydrofobni #gtkenglo by dojit k jeji vymené mezi
micelami za podminek, ip kterych byl experiment provéd, tedy v teplotnim rozsahu
5-50 °C a wasovém horizontu jedné hodiny.
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8. SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

ACHX1 Acylhexl1, modifikovany hyaluronan, stupsubstituce 10 %
ACHX2 Acylhex2, modifikovany hyaluronan, stupsubstituce 40 %
CMC kriticka micelarni koncentrace

CPC cetylpyridinium chlorid

CTAB cetyltrimethylamonium bromid

Da 1 dalton = 1 g mot (jednotka pouZivana v biochemii)
DNA deoxyribonukleovéa kyselina

DTAB  decyltrimethylamonium bromid

HOMO nejvySe obsazeny molekulovy orbital (highestopied molecular orbital)
I3A 3-jodpropanova kyselina

DA 4-jodbenzoova kyselina

[10A 10-joddekanova kyselina

LUMO  nejniz8i neobsazeny molekulovy orbital (lowestoccupied molecular orbital)

M mol dm’

M* excitovana molekula

MM* excitovany dimer (excimer)

Nag agregéni ¢islo

Q zhaseé

RET rezonadini prenos energie (resonance energy transfer)

SANS malouhlovy rozptyl neutrd@n(single angle neutron scattering)
SDS dodecylsulfat sodny

TPC tetradecylpyridinium chlorid

TTAB tetradecyltrimethylamonium bromid

TX100 polyoxyethylen(9,5)oktylfenol (Triton X-100)

UV-VIS ultrafialova a viditelna oblast elektromagiwkého spektra

ZR zasobni roztok
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9. SEZNAM PRIiLOH

Prilohal UV-VISIBLE Spektrofotometr, Cary 50 Probe

Priloha 2 Luminiscewni spektrometr, AMINCO-Bowman, Series 2

Priloha 3 Céast koncentrani 7ady fluoresceinu v roztoku perylenu v 10 mM TTAB
Ptiloha 4 Céast koncentrani 7ady fluoresceinu v roztoku perylenu v 10 mM TTAB

oswtlena UV-Imapou
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10. PRILOHY

Priloha 1:UV-VISIBLE Spektrofotometr, Cary 50 Probe

Priloha 2:Luminisceini spektrometr, AMINCO-Bowman, Series 2
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Priloha 4:Cast koncentrani 7ady fluoresceinu v roztoku perylenu v 10 mM TTARtlena
UV-lampou
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