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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva hydrofobnimi interakcemi nativniho hyalorunanu s vybranymi
soluty. Na zdklad¢ literarnich reSerSi byly vybrany fluorescencni sondy a fluoreskujici
biologicky aktivni latky, které se vyuzivaji pravé ke studiu koloidnich roztokt biopolymert,
ato 6-(p-toluinido)-2-naftalensulfonova kyselina (polaritni sonda), lipofilni vitamin
(¥)-a-tokoferol, pyren (polaritni sonda) a hydrofilni vitamin riboflavin.

V experimentalni ¢asti byl studovan vliv rozpoustédel srtiznou polaritou, respektive
relativni permitivitou, na emisni spektra. Byly studovany interakce nativniho hyaluronanu
s TNS, déle interakce s vlivem iontové sily, které vSak nebyly prokazany, coz bylo
pravdépodobné zpiisobeno dostatecné silnym solvatatnim obalem hyaluronanu. Prokéazani
interakce se podatilo aZ po procesu lyofilizace a nasledné rehydratace vzorkt. Dalsi studium
interakci bylo provadéno s biologicky aktivni latkou riboflavinem, a to pomoci méfeni REES
efektu v nativnim hyaluronanu o riznych koncentracich a ridznych molekulovych
hmotnostech. Nedochéazelo vsak k posunim emise, a tak se nepodafilo prokéazat interakce
riboflavinu s HA v rdmci zvolenych koncentraci. Pouzitim dal$i biologicky aktivni latky —
a-tokoferolu bylo zkoumano asociativni chovani hyalorunanu a také byla sledovana
anizotropie fluorescence a-tokoferolu v riznych koncentracich a molekulovych hmotnostech
nativniho hyaluronanu. Anizotropie fluorescence dosahovala vysokych hodnot v porovnani
s referencnim roztokem smési glycerol-ethanol, které vSak zavisely vice na molekulové
hmotnosti nez na koncentraci hyaluronanu. Prokazani interakci hyaluronanu bylo studovano
také pomoci polaritni sondy pyren v riiznych koncentracich a molekulovych hmotnostech
hyaluronanu. Pomér 1:3 nevykazoval koncentra¢ni zavislost v rdmci vybranych koncentraci
a7 na molekulovou hmotnost 253,9 kg mol . Jak o-tokoferol, tak i pyren byly podrobeny
lyofilizaci a nésledné rehydrataci, coz vedlo ke zlepSeni interakci téchto sond s hyaluronanem.

ABSTRACT

The diploma thesis is based on the study of hydrophobic interactions of the native
hyaluronan with selected solutes. On the basis of a literature search were chosen fluorescent
probes and fluorescing biologically active substances, which are useful for investigation of
colloids as 6-(p-toluidino)-2-naphthalenesulfonic acid (polarity probe), lipophilic vitamin
a-tocopherol, pyrene (polarity probe) and finally hydrophilic vitamin riboflavin.

In the experimental part of this thesis was studied the influence of solvents with different
polarities, or more precisely dielectric constant, on the emission spectra, as well. There were
investigated interactions of native hyaluronan with TNS and then interactions, which were
influenced by ionic strength. Such influenced interactions were not observed, that was
probably due to the strong solvation’s wrapping of the hyaluronan. Interactions were observed
after the process of lyophilisation followed-up by the rehydratation of the samples. For the
next study of interactions the riboflavin was chosen and was investigated the REES effect in
the native hyaluronan in different concentrations of its different molecular weights. In this
case were not observed any shifts in the emission maximum with the excitation wavelength
shift and that is why the interactions of hyaluronan with riboflavin were not demonstrated in
the field of chosen concentrations. By using another biologically active substance —
a-tocopherol was investigated the associative behaviour of hyaluronan and moreover was
observed anisotropy of a-tocopherol in different concentrations of different molecular weights
of native hyaluronan. The anisotropy reached high values in contrast to the reference solute
that was the mixture of glycerol and ethanol. The anisotropy depended more on the molecular
weight than on the concentration of hyaluronan. Interactions of hyaluronan were also studied
by using the polarity probe pyrene in different concentrations of different molecular weights
of the hyaluronan. The pyrene 1:3 ratio did not show the concentration dependence within the
chosen concentrations except for the molecular weight 253.9 kg mol™'. Both probes



a-tocopherol and pyrene were performed by the process of lyophilisation followed-up by the
rehydratation, which improved interactions of these probes with hyaluronan.

KLICOVA SLOVA

Fluorescence, fluorescenéni sondy, 6-(p-toluinido)-2-naftalensulfonova kyselina,
(¥)-a-tokoferol, pyren, riboflavin, relaxace rozpoustédla, REES efekt, emisni anizotropie.
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1 UvVOD

Vzhledem kjiz dlouhodobé spolupraci Fakulty chemické v Brné s Ceskou
biotechnologickou firmou Contipro Group s.r.o, ktera se zabyva vyrobou hyaluronanu a jeho
modifikované formy, byla diplomova prace zalozena na studiu interakci pravé tohoto
polysacharidu, ktery by se diky své sekundarni struktufe mohl stdit dobrym nosi¢em
hydrofobnich latek.

Kyselina hyaluronova, ktera je pfirozenou soucasti lidského téla, zajiStuje dokonalou
hydrataci pokozky. ZvySené mnozstvi kyseliny hyaluronové obsahuje i1 lidské embryo, jemuz
narusta ocasek, ktery dal$im vyvojem opét zmizi a nenechava za sebou jedinou jizvu. A tento
poznatek je dualezitym predpokladem ktomu, ze pravé kyselina hyaluronova zajistuje
optimalni organizaci pojivové tkdn¢ v misté sristu — hojeni. Po narozeni ma clovek
410°kg mol™ dlouhy fetdzec kyseliny hyaluronové, ktery se s vékem zkracuje. A proto
dochdzi k poklesu obsahu vody ve vazivu, sniZzuje se imunitni schopnost a s tim souvisejici
zhorSovani vlastnosti pokozky. Vznikaji vrasky, klesa pruznost a objevuji se poruchy tvorby
vlasu. Tento pokles molekulové délky fetézce zplisobuji volné radikidly a béhem Zivota
prodélané infekce, které jsou vzdy doprovazeny ucinky hyaluronidaz — enzymu S$tépicich
kyselinu hyaluronovou. Pokud se aplikuje vysokomolekuldrni komplex, miize aktivovat
tvorbu vlastniho hyaluronového komplexu o vétsi délce. Vysledkem je pak mladistvi vzhled
pokozky (regenerace i po opalovani), pozitivni vliv na kvalitu vlasi a v neposledni fad¢
zlepseni pohyblivosti pohybového aparatu.

Diky svym jedinecnym hydratacnim a elastickym vlastnostem nachézi kyselina hyaluronova
uplatnéni 1 v o¢ni chirurgii. Uvazuje se také o vyuziti modifikovaného hyaluronanu jako
nosicového systému pii 1é€bé nadorovych onemocnénich.

VSechny experimenty byly provadény v nativnim hyaluronanu o rtznych molekulovych
hmotnostech. Nasledné mély byt studovany i nové modifikované hyaluronany, ale kvuli jejich
nedofesené syntéze nebyly k dispozici. A tak se hlavnim studovanym systémem tedy stal
predevsim nativni hyaluronan. Studovanymi hydrofobnimi latkami byly fluorescenéni sondy
— TNS a pyren a biologicky aktivni latky — lipofilni vitamin a-tokoferol a ve vod¢ velmi slabé
rozpustny vitamin riboflavin, které byly zvoleny na zaklad¢ literarnich reSersi. Interakce
nativniho hyaluronanu s vybranymi sondami a latkami byly zkoumdny pomoci
fluorescencnich technik, které poskytuji Siroké spektrum informaci o vlastnostech
zkoumanych latek. Mezi hlavni sledované veli€iny patfila emisni spektra a jejich maxima,
intenzity fluorescence, popfipad¢ hodnoty anizotropie.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova

Vroce 1934 Karl Meyer a jeho asistent John Palmer popsali proces izolace nového
glukosaminu ze sklivce hovéziho oka. Prokézali, ze tato latka obsahuje ,,uronic acid“
a aminocukr. Z toho vznikl samotny nazev kyseliny, a to slozeny ze dvou slov. Prvnim z nich
je hyaloid, coz je sklivec, a druhym uronova kyselina. Jde tedy o polysacharid, ktery je tvofen
neustdle se opakujicim fetézcem disacharidovych jednotek, D-glukuronové kyseliny
a N-acetyl-D-glukosaminu. Tyto disacharidové jednotky jsou mezi sebou vazany
glykosidickou vazbou -1,4 a 3-1,3 (Obr. 1). [1], [2]
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Obr. 1 Struktura kyseliny
2.1.1 Struktura v roztocich

Ve fyziologickych roztocich je hlavni fetézec molekuly kyseliny vyztuzen vodikovymi
vazbami, které vznikaji mezi disacharidovymi jednotkami kyseliny a molekulami vody.
Dochazi tedy k vzdjemnému ovliviiovani s rozpoustédlem. Axidlni uhliky vytvareji nepolarni
tedy hydrofobni cast, zatimco ekvatoridlni Casti fetézce vytvareji vice polarni, respektive
hydrofilni ¢ast. Takto vzniké struktura ve tvaru zkroucené stuhy. Z toho vyplyva, ze molekula
hyaluronanu ve fyziologickych roztocich nabude roztaZzenou spiralovitou strukturu, ktera
zaujima velikou doménu (Obr. 2).

Doménova struktura hyaluronanu ma velmi zajimavé a dulezité disledky. Malé molekuly
jako je voda, elektrolyt a Ziviny mizou voln¢ difundovat rozpoustédlem uvniti domény.
Zatimco velké molekuly jako jsou proteiny, které¢ budou z domény ¢astecné vyjmuty kvili své
hydrodynamické velikosti v roztoku.

Vsechny molekuly projdou siti hyaluronanu, ale budou zpomaleny v zédvislosti na jejich
hydrodynamickém objemu.

Hodnota pK karboxylovych skupin na zbytcich glukuronové kyseliny je 3-4 v zavislosti
na iontovych podminkach. Pfi pH 7 jsou tyto skupiny pfevazné ionizovany a molekula
hyaluronanu se stava polyaniontem, ktery se stavd vyménnym kationem parového iontu
slouzici k udrzeni neutralniho naboje. Ridici tok elektrolytu pies polyaniontovou doménu
muze vést k vhodné separaci naboje a k vytvoteni potencialniho proudéni.
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Obr. 2 Model hyaluronové stuhy v trojrozmerné domeéné

2.1.2 Vyskyt

Kyselinu hyaluronovou najdeme u vSech obratloveli a u nékterych Zivocichil s hibetni
strunou. Mtizeme ji nalézt i u nékterych druhii Streptokokti, kteti parazituji na enzymatickém
mechanismu kvili své syntéze na obratlovcich jako hostitelich.

Kyselina hyaluronova je soucasti extracelularni hmoty. Nachazi se v synovialni tekuting,
kde méa za ukol zvySovat viskozitu tekutiny. Spole¢né s lubricinem patii mezi dilezité
lubrika¢ni komponenty.

V neposledni fadé je kyselina hyaluronova nepostradatelnou soucasti kloubni chrupavky.
Vznikaji zde proteoglykanové agregaty, které se napojuji pomoci spojovacich proteinti na
vlakno kyseliny hyaluronové a vznika velika makromolekula. Tyto agregaty absorbuji vodu,
coz ma pozitivni vliv na pruznost chrupavky a jeji odolnost vii¢i tlaku. Splnuje tedy funkci
mazadla. Molekulova véha kyseliny hyaluronové v chrupavce s vékem klesa, prestoze se jeji
mnozstvi zvysuje.

Svou vyznamnou roli hraje kyselina hyaluronova i v kiizi, kde je jeji funkce spojena
s posilenim tkan¢. Pokud je klize vystavena pfilisSnému UVB zafeni, dochazi k uzehu a bunky
Skary prestanou kyselinu produkovat. To ma za pfi¢nu zvySeni stupné degradace. [1]

2.1.3 Funkce

Kyselina hyaluronova vyskytujici se v extracelularnim prostoru interaguje s bunikami
pomoci specifickych receptort. Jednim z hlavnich je receptor CD44. Patii mezi adhezivni
receptory transmembranovych glykoproteini a je vyznamnou proteoglykanovou slozkou
mezibunéné hmoty. Proteoglykanova forma receptoru CD44 ma vysokou afinitu i k dalSim
tkanovym slozkam jako je kolagen a osteopontin, stejné tak i ristové faktory a cytokiny.
Interakce kyseliny hyaluronové a receptoru CD44 musi byt regulovana. Cytokiny tedy
aktivuji bunky, které maji na povrchu kyseliny hyaluronové, a tak dochazi ke zvySeni vazby
mezi receptorem CD44 a kyselinou hyaluronovou. Cely proces probihd na molekularni
urovni. [1], [3]

2.14 Syntéza

Kyselina hyaluronova je syntetizovana skupinou integralnich membranovych proteind,
nazyvanych hyaluronan syntetazy. Obratlovci maji tii typy téchto membranovych proteinii —

10



HAS1, HAS2 a HAS3. Tyto tii enzymy prodluzuji fetézec kyseliny hyaluronové opakovanym
ptipojovanim kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu na vznikajici polysacharid dokud
nedojde k jeho vytlaceni ptes bunécnou membranu do extracelularniho prostoru.

Syntéza kyseliny hyaluronové probihd fermenta¢nim procesem za ti¢elem ziskat funkéné
schopné polymery.

Samotny vyzkum je zaméfen na produkci kyseliny hyaluronové v Streptococcus
Zooepidemicus. Studie je zaméfena zejména na vliv procesnich parametrii na vlastnosti
spojené s molekulovou hmotnosti, kterd hraje velmi vyznamnou roli. Nizka teplota ristu
(28 °C), vysoka pocate¢ni koncentrace glukosy (40 g L") a provzdusiovani kultury patii
Proces michani a pH molekulovou vahu kyseliny hyaluronové neovliviuji.

Enzymy hyaluronan syntdzy patfi mezi membranové enzymy a fidi dvé rdzné
enzymatické aktivity, tzv. soutézici procesy. Patii sem biosyntéza kyseliny hyaluronové a rist
samotné bunky bakterii. Tyto dva procesy soutézi o omezené zdroje uhliku, dusiku a energie.
Pokud je rychlost riistu bunky nizka, dochéazi k syntéze kyseliny hyaluronové glukosou
aktivovanymi prekurzory (UDP-GIcA a UDP-GIcNAc).

UDP — GlcA + UDP — GlcNAc + (HA) | — otz (HAY  + 2UDP (1)

n+1

Stupen produkce kyseliny hyaluronové roste, kdyz klesa rychlost ristu bunky. Hustotu
enzymd, které syntetizuji kyselinu hyaluronovou nejde ménit, proto se vyssi rychlost
produkce da ptisoudit vyssi rychlosti polymerizace v syntézach. Zvysena aktivita syntéz mize
vychazet z vyssi koncentrace mezibunécného substratu, ktery je vysledkem nizké rychlosti
rustu. [1]

2.2 Micelarni (asociativni) koloidy

Zvoli-li se vhodné rozpoustédlo, poskytuji nékteré nizkomolekularni latky ve velkych
ziedénich pravé roztoky, ale pii dosazeni urcité koncentrace asociuji jejich molekuly tak, ze
vznikaji ¢astice koloidnich rozméru s relativné nizkou molekulovou hmotnosti. Takto vzniklé
polymolekularni utvary se nazyvaji micely a latky stimto chovanim se oznacuji jako
micelarni, resp. asociativni koloidy.

Micelarni koloidy vznikaji samovolnym rozpousténim a jejich vylu¢ovani z roztoku se
fidi termodynamickymi zakony fazovych rovnovah. Jejich vlastnosti zavisi na okamzitych
fyzikéalnich podminkach — teploté, tlaku, koncentraci vlastnich i pfidanych latek. Micelarni
koloidy jsou termodynamicky stabilni (do jisté miry lze pouzit termodynamiku pravych
roztokll) a reverzibilni systémy. K nejznaméj$im micelarnim koloidim rozpustnym ve vodé
patii mydla, detergenty a tenzidy. [4], [5]

2.2.1 Struktura molekul asociujicich povrchové aktivnich latek

Schopnost vytvaret micely je podminéna zvlastni strukturou molekul. Vyzaduje, aby
molekula obsahovala skupiny, které svou velkou afinitou k rozpoustédlu zarucuji znacnou
rozpustnost (lyofilni), a aby soucasné¢ druha cast molekuly byla sama o sobé v daném
prostfedi nerozpustna (lyofobni). Takovéto molekuly se oznacuji jako amfipatické, respektive
amfifilni (Obr. 3). VEtSinou jsou to povrchove aktivni latky (PAL) rozpustné ve vod¢. Lyofilni
¢ast (hlava) je tvorena solemi nebo polarné nabitymi ¢asticemi, zatimco lyofilni ¢ast (ocas)
tvofi uhlovodikovy fetézec.
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hydrofilni ¢ast
(polarni)

hydrofobni ¢ast
(nepolarni)

Obr. 3 Amfipaticka molekula

2.2.1.1 Tvorba micel

Pii vzniku micely jsou molekuly PAL orientovany hydrofilnimi ¢astmi molekuly
k molekulam vody, zatimco hydrofobni ¢asti se uzaviraji uvnitt micely. Primarni tvar micel
pfti jejich vzniku je kulovity. Pokud je ovSem koncentrace molekul PAL v roztoku dostate¢na,
dochazi k dalsimu spojovani molekul. Pivodné tedy kulovita micela se tvarové méni v micely
cylindrické nebo lamelarni (Obr. 4).

a) b) c)

Obr. 4 Schématické zndazornéni micel: a) kulovitého tvaru, b) vidkniteho tvaru, c)
lamelarniho tvaru.

2.2.2 Kriticka micelarni koncentrace

Je to koncentrace, pfi které se v pravém roztoku miceldrniho koloidu zac¢inaji tvofit
micely. Ke vzniku micely je tfeba, aby rozpustnost PAL byla vy$si nez CMC (nékteré PAL
jsou pii laboratorni teploté malo rozpustné a kvuli zvySeni rozpustnosti se zvysuje teplota).
Teplota, pii které PAL dosdhne CMC, je Krafftiv bod Tk, jehoz hodnota zavisi na délce
hydrofobni &asti molekuly. Pro réizné latky kolisi CMC v rozmezi od 10~ do 10~ mol L™".
Pod touto koncentraci je micelarni koloid v systému pouze ve formé unimernich molekul,
zatimco nad touto koncentraci dochazi k asociaci molekul do vétsich celki. [5], [6]
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Faktory ovlivitujici CMC

= Vliv chemické struktury
Predevsim zavisi hodnota CMC na struktuie uhlovodikového tetézce PAL, potom na
vlastnostech hydrofobni a hydrofilni skupiny i opa¢né¢ nabitych iontd.

»  Struktura uhlovodikového Fetézce
Hodnota CMC s rostouci délkou uhlovodikového fetézce klesa. V homologické tade
1ze zavislost CMC na poctu uhlikti nc vyjadfit vztahem

InCMC=A-B'n,_, (2)

kde A je konstanta zavisejici na teplot¢ pro danou homologickou fadu, povaze
amnozstvi hydrofilnich skupin a na substituentech v uhlovodikovém fetézci.
Konstanta B se méni s poc¢tem iontovych skupin.
Rozvétveni uhlovodikového fetézce a pritomnost dvojnych vazeb vede ke zvySeni
CMC (jedna dvojna vazba zvySuje CMC 3 - 4krat).

»  Vliv hydrofilni skupiny
Je dan povahou a zejména nabojem. Pii stejné délce uhlovodikového fetézce je CMC
neionogennich PAL niz8i nez u ionogennich.

»  Vliv protiiontii vzniklych disociaci PAL
CMC klesa se zvySujicim se nabojem protiiontt.

= Vliv teploty a tlaku
Hodnota CMC se srostouci teplotou muize zvySovat (u ionogennich PAL) nebo
sniZzovat (u neionogennich PAL).
Zména CMC s rostoucim tlakem je mala i v oblastech velmi vysokych tlakd.

= Vliiv piimési
Jednoduché anorganicke elektrolyty snizuji hodnotu CMC.
Neelektrolyty se projevuji riizné:
a) polarni latky: maji komplexni G¢inky — zvysuji CMC
b) nepolarni latky: snizuji CMC (solubilizace do micely a zvétSovani objemu) [4]

2.2.3 Solubilizace

Patfi mezi vyznamnou vlastnost micelarnich koloidi. Je to tedy schopnost rozpoustét
ilatky v Cistém disperznim prostiedi nerozpustné. Mechanismus solubilizace je razny.
Nepolarni latky se rozpoustéji v jadie micely (Obr. 5a), zatimco polarni organické latky se
rozmist'uji v micelach tak, Ze jejich uhlovodikové fetézce smetuji dovnitt micel a polarni ¢asti
do vodné faze (Obr. 5b). Polarni latky s kratSimi fetézci jsou adsorbovany na povrchu micely
nebo v té€sné blizkosti povrchu (Obr. 5c¢). Pii solubilizaci roste hmotnost micel PAL nejen
v disledku molekul solubilizat zabudovanych do micely, ale také proto, ze se solubilizaci
zvétsi objem hydrofobniho jadra a musi se zvétsit i pocet molekul PAL tvoticich micelu.

Solubilizace ma velky prakticky vyznam pfi detergenci (prani zneciSténych povrchi
pusobenim PAL), miceldrni katalyze (orientovani a koncentrace molekul solubilizovanych
v micelach vede ke zménam kinetiky chemické interakce), emulzni polymeraci nenasycenych
uhlovodikii (pfi syntéze latexti). Nachdzi uplatnéni ve farmaceutickém a kosmetickém
pramyslu nebo pii vyrob¢ herbicidi, insekticidi ¢i fungicidi.

V systémech s nepolarnim rozpoustédlem, kde vznikaji micely s hydrofilnim jadrem
a hydrofobnim povrchem, dochézi k tzv. obrdcené solubilizaci, které se nejcastéji vyuziva
v potravinarském pramyslu. [5]
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Obr. 5 a) Solubilizace nepolarnich latek malymi micelami aniontové PAL b) solubilizace
polarné-nepolarnich latek malymi micelami aniontové PAL c) solubilizace polarnich
latek s kratSim retézcem

2.3 Fluorescencni spektroskopie

Za zakladatele a jednoho z prvnich prukopnika fluorescencni spektroskopie 1ze povazovat
irského matematika a fyzika George Gabriela Stokese. Narodil se 13. srpna 1819 ve mésté
Sligo v Irsku. Béhem studii odesel do Anglie, kde se na univerzité v Cambridge pozdé&ji stal
profesorem matematiky a zalozil prvni fyzikalni laboratotf. Zabyval se studiem matematiky,
mechaniky, matematické a experimentalni fyziky, teorie vysSich fad, hydrodynamiky,
rovnovahy pruznych téles, teorie moitskych vin a hlavné studiem spektra absorpce,
interference a polarizace svétla a difrakce. Stokes dokazal, Ze fluoreskujici latky se stavaji
svételnymi, absorbuji-li svétlo na né dopadajici tak, ze svétlem jsou molekuly hmoty uvadény
do vibra¢niho pohybu. Stokes se déale zabyval absorbci svétla (zkoumal ultrafialové paprsky)
a doplnil teorii duhy.

S fluorescencnimi metodami se mizeme setkat nejen v biochemickém a biofyzikalnim
vyzkumu, ale 1 v klinické chemii, genetickych analyzach a pfi monitorovani prostredi.

Fluorescencni spektroskopie je jednou z hlavnich metod, ktera slouzi ke studiu uspotadani
a dynamiky biologickych i modelovych membran diky své rozsahlé ¢asové Skale a vysoké
citlivosti. [7], [8]

2.3.1 Luminiscence

Luminiscence je spontanni zafeni pevnych téles nebo kapalnych latek, které vznika jako
ptebytek zateni télesa nad urovni jeho tepelného zafeni v urcité spektralni oblasti pfi dané
teploté. Toto zafeni ma jesté uréitou dobu doznivani, tedy trva i po dobu budiciho u¢inku.

Lze fici, ze luminiscence je d¢j, pfi kterém zatfeni o krats$i vinové délce vyvola v latce
urcitého slozeni zafeni o delsi vinové délce.

Vznika excitaci atomil pilsobenim jiného zafeni a naslednym navratem atomu
do zakladniho stavu. Timto dojde k vyzafeni fotonu. Luminiscenci lze tedy pozorovat po
jejim ozéfeni jinym zdrojem zafeni.

Muzeme ji rozdé€lit na fluorescenci, fosforescenci a zpozdénou fluorescenci. [8], [9]

14



2.3.1.1 Fluorescence

Fluorescence je luminiscenc¢ni jev, kdy emise zaieni z excitovaného elektronového stavu
nastane jednim ¢i vice energetickymi pfechody. Tento jev kon¢i ihned s osvitem, je tedy
pozorovatelny pouze béhem buzeni a po jeho vypnuti mizi. Doba dohasindni se obvykle
pohybuje okolo 10%s. Fluorescence je tedy spinové dovoleny zéfivy piechod vétsinou
z rovnovazné vibracni hladiny stavu S; do nékteré z vibracnich hladin zékladniho stavu Sy
(Obr. 8). Vyjimkou je fluorescence azulenu, kdy energeticky rozdil mezi S, a S; je
srovnatelny s energii deaktivace do zakladniho stavu. (timto je poruSeno Kashovo pravidlo
viz. 2.3.3.3). Emise svétla je vtomto pfipadé spontanni (excitované Castice ztraci energii
vyzarenim za absence vné¢jSiho zdroje zafeni). Rychlostni konstanta takového emise je znama
jako Einsteinliv faktor A4, ktery poskytuje informaci o jeho dobé Zivota. Vyjadiuje se pomoci
vztahu

I=A41X], 3)
kde I je intenzita emitovaného svétla (energie vyzatena na 1 m’ plochy za 1s =1 = 1/4)
a [X] je koncentrace excitované molekuly.

Doba zivota t charakterizuje ¢as, po ktery bude elektron v excitovaném stavu. Je

definovana jako ¢as potiebny k poklesu na 1/e hodnotu pocate¢ni intenzity

T:k—, (4)

kde k. je rychlostni konstanta poklesu emise. Doba zivota fluorescence je oproti fosforescenci
kratsi, ale proces fluorescence je velmi rychly a spinové ,dovoleny” diky zachovani
multiplicity. Rychlostni konstanta fluorescence se pohybuje od 10° — 10° 5.
Intenzita fluorescence je charakterizovana vztahem
I =1,,®; =qu)f(1_e_£0dc)’ (5)
kde It je intenzita fluorescence, Ls je intenzita absorbovaného svétla a @¢ je kvantovy vytézek
fluorescence.
Fluorescence je nejpravdépodobnéjsi deaktivaéni proces u atomi za nizkych tlaki.
Naproti tomu nékteré molekuly nefluoreskuji viibec nebo pouze velmi slabé.
Existuji jednoduché obecné principy, podle kterych lze odhadnout, zda bude molekula
fluoreskovat:
» Absorpce musi nastat zafenim o vlnové délce, ktera nezpiisobi chemickou disociaci.
»  Mezisystémovy piechod S; — T; musi byt dostatecné pomaly, aby fluorescenci
nekonkuroval.
* Bimolekularni procesy (intramolekularni pienos energie nebo elektronu, fotochemicka
reakce, atd.) nesmi konkurovat.
»  Geometrickd usporddani molekuly (rigidita nebo planarita konjugovaného systému)
pozitivné ovliviiuji G€innost fluorescence.
Nejjednodussim typem fluorescence je rezonancni fluorescence, pii které se emituje
zateni o jedné vlnové délce jako zafeni absorbované. Lze ji pozorovat pouze v plynné fazi za
nizkych tlaka.

2.3.1.2 Fosforescence

Fosforescence je kvantové-mechanicky ,,zakdzand“ luminiscence, coz ma za nasledek
delsi dobu zivota ve srovnani s fluorescenci. Fosforescence je emise zéfeni z déle trvajiciho
metastabilniho elektronového stavu (tripletovy), ktery je energeticky niZze nez stav vznikly
absorpci svétla (singletovy) (Obr. 8). Delsi doba Zivota ma za nasledek kvantové-mechanicky
»zakazany“ zafivy pfechod T — So, nebot’ dochazi ke zmén€ multiplicity. Rychlostni
konstanta fosforescence se pohybuje od 1072 do 10*s”'. Diky dlouhym dobam Zivota
fosforeskujicich stavii je srazka s jinou molekulou nejcastéjsi pficinou jejich deaktivace,
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a proto je fosforescence viditelna pouhym okem je malo ¢astd. OvSem vyjimkou je piipad,
kdy tento tip deaktivace neni potlacen. Tohoto lze dosdhnout v tuhych (rigidnich) médiich,
kde molekuly nejsou schopny difize a bimolekularni deaktivace je ptili§ pomala.

Stejné jako u fluorescence i u fosforescence dochazi k poruseni Kashova pravidla (2.3.3.3)
v ptipad¢ fosforescence anthracenu. A to tak, ze energeticky rozdil mezi T, a T; je
srovnatelny s energii deaktivace do zdkladniho stavu.

2.3.1.3 ZpoZidénd fluorescence

Zpozdéna fluorescence je zafivy piechod ze stejného singletového stavu (S;) jako
u fluorescence, ovSem s delSi dobou dohasinani danou ¢asem, béhem kterého je molekula
v metastabilnim tripletovém stavu. Mezi mechanismy zpozdéné fluorescence patii triplet-
tripletovd anihilace (fluorescence typu P) a termicky aktivovand zpoZzdéna fluorescence
(fluorescence typu E).

Fluorescence typu P je emise zafeni v souvislosti s pfechodem S; — Sy s dobou Zivota
emitujiciho stavu, kterd je srovnatelnd sdobou zivota tripletového stavu. Souvisi
s bimolekularni interakci mezi dvéma tripletovymi stavy, kterd umozZni vznik jednoho
excitovaného singletového stavu (emituje zareni) a jednoho stavu zakladniho dle rovnice

A'(T)+AY(T) > AT(S,)+ AT(S,). (©)
Nazev této fluorescence je odvozen od molekuly pyrenu, u kterého byla pozorovana.

Fluorescence typu E se projevuje pii tepelné aktivaci, ktera zptisobi zpétny piechod z T,
do S;. Jeho nazev je odvozen od nidzvu molekuly barviva eosin, u kterého byl tento typ
fluorescence pozorovan. [9]

2.3.2 Spektra molekul

Absorpci kvanta zéafeni se molekuly dostdvaji do excitovaného stavu, pficemz se méni
1 vibracni energie molekul. Kazdéa fluoreskujici molekula mé dvé charakteristickd spektra —
excitacni a emisni.
= Excitacni spektrum
Je to zjednoduSené absorpéni spektrum analytu, které je ovlivnéno rozlozenim
kiivky emise zdroje v pfedem daném oboru vinovych délek. Excitacni spektrum
vystihuje relativni U¢innost riznych vinovych délek excitujiciho zafeni pii vyvolani
fluorescence. Je to tedy zavislost intenzity fluorescence (méii se pii konstantni vinové
délce) na vinové délce excitujiciho zafeni. Pasy excitatniho spektra by mély byt
totozné s pasy spektra absorp¢niho. Ve skuteCnosti se vSak casteCné 1isi, protoze
excitacni spektrum obsahuje jen ty pasy absorpéniho spektra, kde dochézi k zativé
deexcitaci — fluorescenci.
»  Emisni spektrum
Je vrizném vytézku excitovano kteroukoliv vlnovou délkou v oblasti
excitacniho spektra a je ovlivnéno riznou citlivosti detektoru v zavislosti na vinové
délce. Emisni spektrum je tedy zavislosti intenzity fluorescence na vlnové délce
excitujictho zarfeni. Toto spektrum byva vétSinou obrazem spektra absorpéniho a je
mozné jej excitovat zarenim kterékoliv vinové délky nachazejici se uvniti absorpcniho
pasu. [11],[12]

233 Zikony a postulaty

2.3.3.1 Stokesiiv zakon

Vlnova délka luminiscen¢ni emise pii fotoluminiscenci je vét§i nebo rovna vinové plose
excitaéniho svétla (Aem > Aex). [8]
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2.3.3.2 Stokesiiv posuy

Je to rozdil vlnovych délek absorp¢niho a emisniho maxima. Emitované zareni ma vétsi
vlnovou délku a proto nizsi energii (Obr. 6). [12]

absorpce fluorescence

{

Stokesiiv posuv

Obr. 6 Schéma Stokesova posuvu a zrcadlové symetrie

2.3.3.3 Kashovo pravidlo

Rikd, ze pted emisi fluorescencniho kvanta obvykle dochdzi k relaxaci vibracni energie
a vnitini konverzi, z ¢ehoz plyne, Ze fluorescencni prechod nastava z nejnizsi vibra¢ni hladiny
excitovaného stavu S;.

2.3.3.4 Vavilovy postuldty

= Pfi stokesovském buzeni fotoluminiscence, kdy frekvence excitatniho zéafeni (vex) je
vétsi nebo rovna frekvenci prisefiku emisniho a excitacniho pasu, nemilze byt
energeticky vytézek luminiscence vEtsi nez jedna.

* Pfi antistokesovském buzeni, kdy je frekvence excitacniho zafeni (vex) mensi nez
frekvence priseciku emisniho a excitacniho pasu, energeticky vytézek luminiscence
klesa s ristem tohoto rozdilu, a to tim rychleji, ¢im je niZsi teplota. [8]

2.3.3.5 Vavilovo pravidlo

Je dusledkem Kashova pravidla a fika, Ze kvantové vytézky fluorescence a fosforescence
nezavisi na energii excitujiciho zareni.
2.3.3.6 Jermolajevovo pravidlo

Také je dusledkem Kashova pravidla a fika, ze soucet kvantového vytézku fluorescence
a fosforescence se blizi jedné. [9]
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2.3.3.7 Zadkon zrcadlové symetrie

Zrcadlova symetrie mezi absorpnim a fluorescenénim pasem (Obr. 6) plati pro mnoho
organickych molekul. Je zplisobena tim, ze absorpce i emise z odpovidajicich si vibra¢nich
hladin maji stejnou relativni pravdépodobnost. VéEtSina absorbujicich 1 emitujicich molekul se
nachazi v rovnovdzném vibracnim stavu, kdy vibracni struktura zdkladniho i excitovaného
stavu maji stejnou strukturu. Po absorpci piechazi elektron zrovnovazné vibracni hladiny
stavu Sy na vysS$i vibracni hladinu stavu S;. Teprve potom nastava zatfivy pfechod na vyssi
vibra¢ni hladinu stavu Sy a dal$i vibracni relaxace. Vyjimky tohoto zakona jsou dasledkem
rozdilného geometrického uspofadani atomovych jader v excitovaném stavu vici stavu
zakladnimu. [8]

2.3.3.8 Franck — Condoniiv princip

OkamZité po absorpci neni excitovana molekula v rovnovdzném stavu, ale do rovnovahy
se dostane az po vyrovnani sil, které na ni ptisobi.

Ptechod elektronti je rychlej§i nez pohyb jader. Kdyz dochazi k absorpci, ma
molekula v excitovaném stavu stejnou pozici a moment atomovych jader jako ve stavu
zakladnim. Excitovand molekula mé tedy vys$si energii nez v zdkladnim stavu, do kterého
molekula prechdzi dodate¢né (Obr. 7). [10]
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Obr. 7 Schématické zobrazeni Franck — Condonova principu (I — rovnovazna konfigurace
v zdakladnim stavu, 2 — nerovnovaznd konfigurace v excitovaném stavu = Franck —
Condonuv stav, 3 — rovnovazna konfigurace v excitovaném stavu, 4 — nerovnovaznad
konfigurace v zakladnim stavu = Franck — Condoniiv stav)

234 Jablonskiho diagram

Jabtonskiho diagram (Obr. 8) slouzi kilustraci fotochemie organickych molekul.
Zobrazuje jednotlivé elektronové a vibronové (vibracné-elektronové) stavy a zaroven
nejdilezité)si aktivacni a deaktivacni procesy. Aktivaéni procesy jsou doprovazeny absorpci
zéfeni, zatimco deaktivacéni jsou doprovazeny bud emisi zafeni — zafivé procesy nebo
zvySenim tepelné energie systému — nezafivé procesy. Kazdy z procesii je charakterizovan
rychlostni konstantou.

V diagramu jsou zakresleny rtzné energetické hladiny, kde tu¢né linky piedstavuji
elektronové energetické hladiny a tenké linky oznacuji vibrac¢ni energetické stavy. Zativé
procesy reprezentuji rovné piimé Sipky, zatimco nezafivé procesy jsou oznaceny Sikmymi
a zahnutymi Sipkami.
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Zarivé procesy jsou charakterizovany piechodem molekul zvySSiho do nizsiho

energetického stavu nebo naopak, tedy vyzatenim svételného kvanta (4v). Patii sem:
»Dovolend* singlet — singletova absorpce (So + #v — S| nebo Sp + hv — S»).

= |, Zakazana“ singlet — tripletova absorpce (So + hv — T)).

= Dovolena* triplet — tripletova absorpce.

= _Dovolend“ singlet — singletovd emise (S; — hv + Sy), tzv. fluorescence,

charakterizovana rychlostni konstantou k.
» | Zakézana“ triplet - singletovd emise (T, — hv + Sy), tzv. fosforescence,
charakterizovana rychlostni konstantou k.

Nezativé procesy se uskuteCiiuji mezi vibraéné-rotacnimi hladinami rdznych
elektronovych stavil, a to bud’ mezi isoenergetickymi stavy nebo s rtiznou energii. Pfi téchto
procesech se neméni celkova energie systému, a tak nedochazi k emisi zareni. Patii sem:

= Dovoleny*“ pfechod mezi stavy se stejnou spinovou multiplicitou (S, — S)),

tzv. vnitini konverze, charakterizovana rychlostni konstantou k.. (ic = internal
conversion)
» Zakdzany“ pfechod mezi excitovanymi stavy s rozdilnou spinovou multiplicitou
(S1 — T)), tzv. mezisystémovy prechod, charakterizovany rychlostni konstantou #kis.
(isc = intersystem crossing)

» Pfechod zvysSich vibracnich stavii do stavu zdkladniho za uvolnéni tepla je
tzv. vibracni relaxace (v.r.). 8], [9]
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hv hv (k)
v A\ 4
v \ 4

Obr. 8 Schéma Jablonskiho diagramu

235 Fluorescenéni sondy

Fluorescencni sondy jsou vnéjsi, resp. nevlastni fluorofory, ptidavajici se ke vzorkiim,
které nemaji vhodné fluorescenéni vlastnosti a vdZzou se na n¢ nekovalentni vazbou. Jejich
funkci je ménit fluorescencni vlastnosti — zvySovat, resp. snizovat intenzitu emise, posouvat
emisni maxima, ménit ¢as vyhasinani. Volba vhodné fluorescen¢ni sondy se pro experimenty
stava klicovym bodem, nebot’ prave jeji vlastnosti umoziuji ziskat potfebné informace.
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2.3.5.1 TNS

Sonda 6-(p-toluinido)-2-naftalensulfonova kyselina (Obr. 9) patfi mezi aromatické
sulfonové kyseliny, které slouzi ke studiu dynamické polarity. S rostouci polaritou prostiedi
se jeji emisni spektrum posouva k vysSim vlnovym délkam. Kvantovy vytézek fluorescence
TNS se silné¢ méni pfi vazbé na bunétné struktury a zdvisi na bezprostfednim mikrookoli
fluoroforu. [14]

Patii mezi nejpouzivanéjsi sondy, které slouzi k ur€eni hydrofobicity vazebnych mist a ke
studiu zmén v konformaci u nékterych protein, ke studiu biologickych membran
a micelarnich systémil. Divodem zévislosti této sondy na polarit€¢ zvoleného prostiedi je
intermolekularni pfenos naboje, specifické interakce rozpoustédla a sondy, mezisystémovy
pfechod do tripletového stavu a monofotonickd fotoionizace. VSechny tyto procesy si
navzajem konkuruji, a tak Ize jen tézko stanovit, ktery z nich prevlada.

Po ptidavku TNS do zkoumaného roztoku se zvySuje intenzita fluorescence, protoZe
dochdzi kjeho navazani se na hydrofobni mista. TNS nefluoreskuje ve vodé (polarni
prostiedi), ale v organickych rozpoustédlech nebo v hydrofobnim prostiedi (prostfedi o nizké
polarite). [15], [16], [17]

% _on

HC
o
NH

Obr. 9 TNS

2.3.5.2 Pyren

Pyren (Obr. 10) patifi mezi polycyklické aromatické uhlovodiky. Ma vysokou symetrii,
s kterou je spojovan prvni singletovy absorpéni ptechod (Sp — S;) a ktery je z hlediska
symetrie zakazany. Jednotlivé zakazané vibratni piechody siln€ zéavisi na polarité
rozpoustédla a tedy i fluorescencni spektra pyrenu jsou velmi citlivd na polaritu mikrookoli,
coz znamena, ze slouzi jako vhodna sonda k jeho charakterizaci. Nékteré emisni pasy jsou
nezménény, zatimco ostatni se odliSuji v intenzité na zaklad¢ sily interakce s rozpoustédlem
(ptechod 0-0).

Je to sonda vhodna pro fluorescencni spektroskopii kviili svému vysokému kvantovému
vytézku a dobé Zivota fluorescence. Pyren zaujima dimerovou strukturu, kterd stejné jako
excimer vykazuje vysokou fluorescenci. Excimer je dimer v excitovaném stavu, jehoz doba
zivota je velmi kratka, a pohybuje se faddové v ns. Vznika spojenim excitované molekuly
s nexcitovanou. Fluorescenc¢ni pas, ktery odpovida excimeru se zpravidla vyskytuje u vysSich
vlnovych délek nez monomer a nevykazuje vibracni pasy. Pyrenu se vyuziva pii zkoumani
miry propustnosti vody do micel koloidnich systému a také ke stanoveni kritické micelarni
koncentrace. [17]
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Obr. 10 Pyren
2.3.6 Fluoreskujici biologicky aktivni latky

2.3.6.1 Riboflavin

Tento vitamin (Obr. 11) je znamy pod dal$imi nazvy jako vitamin B, nebo vitamin G.
Riboflavin je Zluté az oranzové zluté ptirodni barvivo, které se velmi slabé rozpousti ve vode.
Riboflavin fluoreskuje, je odolny vici vysokym teplotdm a rozkldda se na svétle. Rostliny
a mikroorganismy jej dokdzi syntetizovat, ale zivo€ichové a tedy i Clovék ho musi pfijimat
v potrave. Zdrojem riboflavinu jsou kvasnice, vejce, ryby, hovézi a veptfové maso a vyskytuje
se 1v tvarohu a kakau. [18]

Riboflavin je pro zivé organismy nepostradatelny, protoze hraje dulezitou roli pfi
metabolismu, zejména pii pfeméné karbohydrath na cukr. Podili se dale na enzymatické
¢innosti zasahujici do redukéné — oxidacnich procest bunék. Riboflavin je pfedevsim zdrojem
vodiku pfti latkové vymeéné proteinl a tukl. Vodikové vazby riboflavinu jsou velmi podobné
vazbam thyminové baze, a proto se vazi na aktivni centrum. Riboflavin fungujici jako
fluorescenéni sonda miize tedy slouZit k selektivni detekci pyrimidinové nukleové baze —
thyminu. Zarovenl i struktura riboflavinu (Obr. 11), zejména jeho tricyklicky systém,
umoznuje maximalni hydrofobni shlukovéni s thyminem pravé v aktivnim centru enzymu.
[19]

H
H——OH
HO——H
HO—71—H
HO—1—H
H—TH
= NH

HyC
Obr. 11 Riboflavin

2.3.6.2 a-tokoferol

a-tokoferol, neboli vitamin E (Obr. 12) se tfadi do skupiny latek isoprenoidni povahy,
které jsou rozpustné v tucich. Snadno se oxiduje, a to i1 v ptipadé jednoelektronového pienosu.
a-tokoferol je velice dilezitym antioxidantem v téle a pusobi jako ochrana lipidovych
struktur, protoze zabranuje oxidaci vysoce nenasycenych vysSSich mastnych kyselin.
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Antioxidacni G¢inky znamenaji také to, Ze se a-tokoferol ucastni destrukce nebo neutralizace
volnych radikald, které poSkozuji bunééné membrany. Kromé antioxida¢niho pisobeni
stabilizuje a-tokoferol membranové struktury a ovliviluje propustnost membrany pro malé
molekuly.

Tento vitamin se v téle uchovava jen po velmi kratkou dobu. Najdeme ho v maésle
a v mnoha rostlinnych materidlech jako jsou pSeni¢né klicky, soja, burské ofisSky, ale také
v mase savcl. Nedostatek a-tokoferolu vede ptfedevSim ke ztraté reprodukéni schopnosti
a svalové dystrofii. [20], [21]

HO
CHs CHy CH;
O CH;
Obr. 12 a-tokoferol
2.3.7 Vliv rozpoustédla na emisi fluorescence

Emise fluorescence je ovliviiovana celou skdlou nejriznéjSich faktort jako je interakce
mezi fluoroforem a kolem né&j se shlukujicimi se molekulami rozpoustédla (zavisi na polarité
rozpoustédla), organické a anorganické slouceniny, teplota, pH a lokalizovana koncentrace
daného fluoroforu. Vliv téchto parametrii je riizny v zavislosti na pouzitém fluoroforu,
zatimco absorp¢ni a emisni spektra stejné jako kvantovy vytézek jsou mnohem vice ovlivnéna
zvolenym prostiedim. Ve skutecnosti je vysoka citlivost fluorescence spojena s interakcemi,
které se objevuji v prostiedi béhem doby Zzivota excitovaného stavu. Fluorofor miize byt
ruzné vlastnosti pokud jde o interakce s prostfedim v excitovaném stavu vzhledem ke stavu
zakladnimu.

Energetické rozdily zakladniho a excitovaného stavu fluoroforu pfispivaji zméné
dip6lového momentu, ktery skute¢né zplsobuje pifeskupeni molekul rozpoustédla okolo
fluoroforu. Avsak Franck - Condonitv princip (2.3.3.8) tik4, Ze pii excitaci fluoroforu je jeho
molekula excitovana do vys§i energetické hladiny v mnohem krat§Sim case neZ je doba
reorientace molekul rozpoustédla okolo fluoroforu. Vysledkem je tedy ¢asova prodleva mezi
samotnou excitaci a reorientaci molekul rozpoustédla okolo solvatovaného fluoroforu, ktera
ma zpravidla vétsi dipélovy moment v excitovaném stavu nez v zakladnim.

Fluorofor je excitovan do vysSich vibracnich hladin prvniho excitovaného stavu S, kdy
dochazi ke ztraté prebytecné energie do molekuly rozpoustédla podle toho, jak rychla, resp.
rozpoustédla ptispivaji ke stabilizaci a snizovani energie excitovaného stavu svou reorientaci
— relaxace rogpoustédla (Obr. 13). To mad vliv na sniZovani energie mezi zékladnim
a excitovanym stavem, ktery vyusti v erveny posun (k vysSim vinovym délkdm) emise
fluorescence.

Dale plati, ze ¢im vy$si je polarita rozpoustédla, tim nizsi je energie relaxace a tim vétsi je
cerveny posun emisniho spektra fluorescence. Na relaxaci ma také vliv viskozita prostiedi.
Pokud je prostfedi dostatecné viskozni, aby umoznilo reorientaci molekul rozpoustédla,
nastava emise ze stavu, ktery je blizky stavu Franck — Condonovu (2.3.3.8), a nedochazi tak
k zddnému posunu fluorescenéniho spektra. Polarita fluoroforu urCuje ptesné citlivost
excitovaného stavu k relaxaci rozpoustédla. Z ¢ehoz vyplyva, Ze nabité fluorofory maji
mnohem vétsi vliv nez fluorofory nepolérni. [17], [22]
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Obr. 13 Relaxace rozpoustédla

... fluorofor s dip6lovym momentem

... fluorofor bez dip6lového momentu,
resp. s minimalnim dipdl. momentem

2.3.8 REES efekt

2.3.8.1 Vyznam

REES (Red Edge Excitation Shift) efekt je definovan jako posun vinové délky emisniho
maxima fluorescence smérem k vysSim vinovym délkam, ktery je zplisoben posunem
excitacni vinové délky smérem do Cervené oblasti absorpéniho pasu. Vznika pomalou relaxaci
(reorientaci) rozpoustédla okolo excitovaného fluoroforu, ktery mé pohybové omezenou
funkci v molekule rozpoustédla v bezprostiedni blizkosti fluoroforu. A prave diky této
blizkosti je mozné zkoumat parametry samotného prostiedi (reprezentované relaxaci molekul
rozpoustédla) za pouziti fluoroforu jako referencni skupiny.

2.3.8.2 Vznik

REES efekt vznikl na zdkladé zmény interakce fluorofor — rozpoustédlo v zdkladnim
a excitovaném stavu. Tato zména je doprovazena zménou dipdlového momentu fluoroforu pii
excitaci a zménou rychlosti, jakou jsou molekuly rozpoustédla schopny se reorientovat okolo
excitovaného fluoroforu. U polarniho fluoroforu nastane dipolarni interakce s rozpoustédlem
v zékladnim stavu kvlili minimalizaci energie tohoto stavu. Dale se dip6lovy moment zméni
pii excitaci, kdy se molekuly rozpoustédla musi reorientovat okolo nového excitovaného
stavu, aby zaujaly nejvyhodnégj$i uspotadani. Toto pfizplisobeni se dipolarni interakce
molekul rozpoustédla k fluoroforu se skladd ze dvou krokti. Prvnim z nich je pterozdéleni
elektront v okoli molekul rozpoustédla kviili zménénému dipélovému momentu excitovaného
stavu fluoroforu a druhym znich je fyzikalni reorientace molekul rozpoustédla okolo
excitovaného stavu fluoroforu. [23]
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2.3.8.3 Podminky vzniku

Hlavnim kritériem vzniku REES efektu je polarni a pohybové omezené prostiedi stejné
jako polarni fluorofor, ktery je schopen se v zdkladnim stavu vhodné orientovat okolo
molekul rozpoustédla. Dale by mélo dochézet ke zméné dipdlového momentu fluoroforu pii
excitaci. Pokud je polarni fluorofor ve viskdznim prostiedi, kde je jeho pohyblivost omezena,
je mozné zaznamenat zavislost emisniho maxima fluorescence na excita¢ni vlnové délce.
Zatimco kdyZz se polarni fluorofor nachdzi v mélo viskoznim prostedi k podobné zavislosti
nedochdzi. V neposledni fadé je podminkou, aby doba reorientace rozpoustédla okolo
fluoroforu v excitovaném stavu byla del$i nebo srovnatelna s dobou Zivota fluorescence.

Je mozné tento efekt ovlivnit i teplotou. Pokud se teplota zvysi, zvysi se také stupen
reorientace rozpoustédla a emise bude dominovat od relaxa¢nich stavli rozpoustédla. S vyssi
teplotou se tedy ocekava i pokles REES efektu.

REES efekt tedy zavisi jak na vlastnostech fluoroforu samotného, tak na prostiedi,
s kterym interaguje.

2.3.8.4 Aplikace

Tento efekt se pouziva ke zkouméni dynamickych vlastnosti rozpoustédel, modelovych
membran a bilkovin. Aplikace REES na biologické systémy byla omezena hlavné na indol,
tryptofan a dal$i fluorescencni sondy ve viskoznich rozpoustédlech a pti vazani bilkovin. [24]

239 Emisni anizotropie

Svétlo je elektromagneticka vina a tedy tvoreno elektrickou a magnetickou slozkou, které
jsou na sebe kolmé. Pii pfirozeném svétle nemaji tyto slozky vyhodnou orientaci, ale pfi
linearn¢ polarizovaném svétle kmita elektricka slozka v jednom sméru, resp. roviné. Kdyz
jsou fluorofory, jejichz ptechodovy moment je orientovan ve sméru elektrického vektoru,
ozatreny linearné polarizovanym svétlem, dochazi k jejich prednostni excitaci. Tento jev je
nazyvan fotoselekce (Obr. 14). Nebot' rozdéleni excitovanych fluorofor je anizotropni, je
i emise fluorescence povazovéana za anizotropni. Stupefl polarizované emise je popisovan

pomoci anizotropie. [17]
-9 nedochdazi k absorpci

maximalni absorpce

absorpce # 0520,

rovina
polarizovaného
svétla

Obr. 14 Fotoselekce
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2.3.9.1 Excitace polarizovanym svétlem

Zékladem meéfeni anizotropie je meéfeni excitace fluoroforu polarizovanym svétlem.
VétsSinou se méti horizontalné polarizovana excitace s orientaci v roving zy (Obr. 15). Detekce
probiha jak ve sméru kolmém, tak ve sméru shodném se smérem excitacni polarizace.

ZDROJ

Obr. 15 Schématické usporadani pro méreni anizotropie

2.3.9.2 Priabéh méreni

Nejprve dojde k absorpci fotonu fluoroforem a diky interakci kmitavé elektrické slozky
vstupujiciho zafeni a pfechodovym dipdlovym momentem, ktery vznikl elektronovym stavem
molekul fluoroforu, dochézi k excitaci. Pfednostné se excituji ty fluorofory, které maji vektor
absorpcniho piechodového momentu shodny s rovinou polarizace. Béhem doby Zivota
fluorescence vykona molekula jako celek pfevdzné rotacni pohyb 1 za ptedpokladu, ze
absorpéni a emisni pfechodové momenty jsou orientovany souhlasn€. Pfi emisi je tedy
molekula jiz otoena o urcity uhel a polarizace emitovaného zafeni se neshoduje se zafenim
absorbovanym. Nastava depolarizace. [25] Pti¢inami depolarizace jsou odlisné absorpéni
a emisni prechodové momenty, torzni vibrace, Browntiv pohyb a pienos excitacni energie na
jinou molekulu s rozdilnou orientaci. [17] Depolarizaci Ize eliminovat pouzitim prostiedi
o vysoké viskozité, které brzdi rotaci molekuly. Zatimco pii pouziti fluidniho prostfedi by
byla emise zcela depolarizovana. [25]
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2.3.9.3 Charakteristické vztahy

M¢étenim thlu mezi prechodovymi dipélovymi momenty excitace a emise se urcuje stupen
polarizace

III — IJ_
= L 7
P=1 5T (7
a nebo anizotropie
I,-1
T ®)
I +(2'IJ_)

kde I, je intenzita pro nastaveni emisniho a excitaniho polarizatoru vertikalné a 1, je

intenzita pro nastaveni emisniho polarizatoru horizontdln€ a excitaCniho polarizatoru
vertikalng.
Jiz zminovany vztah mezi anizotropii a viskozitou popisuje Perrinova rovnice
r, RTz

()~ Vo~
kde 1y je fundamentdlni anizotropie v case 0 s (nedochézi k Zddnému pohybu fluoroforu), <r>

)

je limitni anizotropie (experimentalné zjisténa hodnota), R je molarni plynova konstanta, T je
teplota zkoumaného roztoku v K, 7 je doba Zivota fluoroforu v excitovaném stavu, V je
objem molekuly a # je dynamicka viskozita prostredi. [26]

2.3.9.4 Aplikace

Anizotropniho méfeni se vyuziva ke stanoveni viskozitnich pomérti v okoli sondy, rigidity
membran i geometrie excitovanych stavi. [26] Z fluorescencni anizotropie lze ziskat
informace o molekulové vaze, tvaru, velikosti a pohyblivosti molekul, o fyzikalnich
vlastnostech biologickych membran fazovych piechodii nebo tekutosti, resp. viskozité
prostiedi. [17]
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3

3.1

3.2

EXPERIMENTALNI CAST

Pouzité chemikalie

Fluorescencni sondy:

TNS: (6-(p-toluinido)-2-naftalensulfonova kyselina): Fluka GmbH, pro
fluorescenci se stupném Cistoty > 97%, M, = 313,88,
CAS [7724-15-4], viz. (2.3.5.1)

Pyren: Fluka GmbH, pro fluorescenci se stupném cCistoty > 99 %,

M, = 202,26, CAS [129-00-0], viz. (2.3.5.2)

Fluoreskujici biologicky aktivni latky:

Riboflavin: Fluka GmbH, pro HPLC se stupném ¢istoty > 98 %, M, = 376,38,
CAS [83-88-5], viz. (2.3.6.1)

(¥)-a-tokoferol: Fluka GmbH, pro HPLC se stupném cistoty > 97 %, M, = 430,72,
CAS [1019-41-0], viz. (2.3.6.2)

Kyselina hyaluronova: CPN spol. s.1.0.

HA —M,, = 740 kg mol '

HA — Nr. 030206 (M, = 100,5 kg mol ™)

HA — Nr. 060306/180705/24 (M,, = 253,9 kg mol )
HA — Nr. 050206-D1 (M, = 1390 kg mol ")

Hy Silk — Nr. 280407-D1 (M,, = 650 kg mol ™)

Rozpoustédla:

Methanol: Fluka GmbH; pro UV-spektroskopii; M, = 32,04; CAS [67-56-1]

Ethanol: Lach-Ner, S.I.0.; pro  UV-spektroskopii; M, =46,07;
CAS [200-578-6]

Propan-1-ol: Fluka GmbH; pro UV-spektroskopii; M; = 60,10; CAS [71-23-8]

Oktan-1-ol: Sigma Aldrich, s.r.o; M; = 130,23; CAS [11,261-5]

Aceton: Fluka GmbH; pro UV-spektroskopii; M, = 58,08; CAS [11,261-5]

Dimethylsulfoxid: Fluka GmbH; pro UV-spektroskopii; M; = 78,13; CAS [67-68-5]

Acetonitril: Fluka GmbH; pro UV-spektroskopii; M, = 41,05; CAS [75-05-8]

Cyklohexan: Riedel-de Haén ®; M, = 84,16; CAS [110-82-7]

Terc-butylalkohol: Reanal Budapest; M, = 74,12

Ostatni:

NaCl: Lach-Ner, s.r.o.; M, =58,44; CAS [7647-14-5]
KClI: Lach-Ner, s.r.o.; M; = 74,56, CAS [7447-40-7]
CaCl,: Lach-Ner, s.r.o.; M, = 147,02; EINECS [233-140-8]

Pouzité pristroje

Analytické vahy Denver Instrument (min. 0,001 g, max. 220 g)
Automatické pipety: Biohit, Vitrum, Finnpipette

Magnetické michadlo Heidolph Mr 3002 S

Rotacni michadlo Heidolph Reax 2

Zahvivani Heidolph EKT 3001

Vortex IKA ® MS2 Minishaker MS2
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Obr.
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Ultrazvuk Bandelin Sonorex Digitech

Elektricky teplomér Gryf 310 (50 °C — 200 °C), senzor Ni
Lyofilizator Labconco Freeze Dry Systém/Freezone ® 4,5
Luminiscencni spektrometr  Fluo-AMINCO-Bowman ® Series 2

Zdrojem polychromatického zatfeni je xenonova lampa (150 W), jejiz paprsky
vstupuji do miizkového excitatniho monochromatoru, kde dochézi k selekci zatreni
vhodné excitacni vlnové délky. Paprsek o definované vinové délce dale prochazi
kiemennou kyvetou se vzorkem, kde dochazi k vybuzeni elektroni zkoumaného
vzorku. Fluorescence je pozorovana ve sméru kolmém ke sméru zdroje
polychromatického zatfeni, aby nedochazelo k ruSeni méfeni. Z tohoto divodu je také
emisni monochromator a detektor umistén v kolmém sméru ke kyveté se zkoumanym
vzorkem. Po priichodu emisniho zafeni emisnim monochromatorem je stanovena jeho
vlnova délka a detektorem nésledné zjiSténa intenzita fluorescence (Obr. 16). [28]

16 Schématické usporadani méreni pomoci jednopaprskového Iluminiscencniho
spektrometru AMINCO-Bowman ® Series 2 (Monochromator (1) — excitacni,
Monochromator (2) — emisni)

Zasobni roztoky fluorescenénich sond a fluoreskujicich biologicky

aktivnich latek

TNS, riboflavin, pyren, a-tokoferol

Na analytickych vahach bylo navazeno 5,8; 1,8; 50 mg a 1,08 g fluorescen¢ni sondy,
které bylo kvantitativné pievedeno do odmérné baiiky o objemu 500; 10; 50; 100 mL
a doplnéno po rysku acetonem. Pfipraveny roztok fluorescenéni sondy mél molarni

koncentraci 3,70-107°; 4,78 -107; 0,05; 2,47-107 mol L',
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3.4

Standardni postup pripravy vzorku pro vSechny vybrané sondy

Ze zasobniho roztoku fluorescencni sondy bylo do vialek (objem vialky je cca 10 mL)
odpipetovano urcité mnoZzstvi sondy, fddoveé v pL. Nasledné bylo za atmostérického
tlaku odpafeno rozpoustédlo, ve kterém byla dana sonda rozpusténa. Ve vSech
ptipadech to byl aceton. Poté byly do vialek pipetovany roztoky podle zkoumanych
vlivi a interakei vzdy v celkovém objemu 5 mL. Vzorky, vyjimaje ¢istd rozpoustédla,
byly cca 12 hod promichdvany na rotaénim michadle a nakonec byla proméiena
intenzita fluorescence emisniho a v nékterych ptipadech i excita¢niho zareni a také
emisni anizotropie.
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4 VYSLEDKY A VYHODNOCENI{

4.1 Experimenty s polaritni sondou TNS

Vysledna koncentrace sondy ve vzorku byla vzdy 3,7-10™° mol L™

4.1.1 Vliv polarity prostiedi na intenzitu emisniho zareni TNS

4.1.1.1 Polaritni Fada rozpoustédel

Do vialek se sondou bylo odpipetovano 5 mL vybranych rozpoustédel - methanol,
ethanol, propanol a oktanol, tak aby tvofila polaritni fadu.

Polarita roztoku je charakterizovana fyzikalni veli¢inou nazyvanou relativni permitivita &,
a existuji jeji tabelované hodnoty pro rizné rozpoustédla.

»

polarita

Ir (a.u.)

O B I I I I I I I I 1
370 390 410 430 450 470 490 510 530 550
A (nm)
Obr. 17 Zavislost velikosti intenzity fluorescence a posunu vinové deélky emise TNS
v methanolu, ethanolu, propanolu a oktanolu (crns = 3,7. 1 0° mol Lfl,
Aex = 300 nm)
Tab. I Relativni permitivity pouzitych rozpoustédel, namérené intenzity fluorescence a emisni
maxima fluorescence
rozpoustédlo & Ir (a.u.)  Aey (NM)
MeOH 33,62 3,2 438
EtOH 25,07 5,1 426
PrOH 20,30 6,0 421
OkOH 10,34 6,6 419
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Z grafu (Obr. 17) je ziejmé, ze s rostouci polaritou prostiedi, a tedy i s rostouci
relativni permitivitou prostfedi dochazi k bathochromnimu posunu emise TNS. Tento posun
¢ini od nejméné polarniho oktanolu k nejvice polarnimu methanolu 19 nm (Tab. I).

Nejvyssich hodnot intenzity fluorescence (Tab. I) dosahovala sonda TNS v nejméné

Cvwr

organickych rozpoustédel respektuje pokles intenzity fluorescence se vzriistajici permitivitou.

4.1.1.2 Smési rozpoustédel s vodou

Byla pfipravena fada péti riznych objemovych poméri methanolu ve smési s injekéni
vodou a pro porovnani ve stejnych koncentracich i smes propanolu s injekéni vodou.

Pro relativni permitivitu smési plati vztah

EaB =Era Mo TE B Hps (10)
kde ¢ ,, ¢, je relativni permitivita rozpoustédla A, respektive rozpoustédla B a u,, u; je

molarni zlomek rozpoustédla A, respektive rozpoustédla B ve smési.

Tab. II Vypoctené hodnoty relativnich permitivit smési methanol/voda propanol/voda
pouzitych rozpoustedel, namérené intenzity fluorescence a maxima emise

fluorescence
W (%) smés MeOH/voda smés PrOH/voda
€ Ir (a.u.) Aem (nm) | & Ir (a.0)  Aem (nm)

0 78,59 6,0 415 78,59 6,0 415
20 61,74 6,0 417 59,07 6,0 414
50 56,11 6,4 416 49,45 8,8 443
70 39,25 13,1 447 29,93 16,8 440
100 33,62 20,1 438 20,30 24,6 421

Bylo zjisténo, Ze s rostouci relativni permitivitou smési rozpoustédlo/voda dochazi ke
sniZovani intenzity emitovaného zéfeni. Dle tabulky (Tab. II) m4 smés methanol/voda vyssi
relativni permitivitu nez smés propan/voda a tedy lze fici, ze organické rozpoustédlo
methanol je vice polarni nez propanol. Diivodem je vétsi zhaSeni intenzity fluorescence ve
smési methanol/voda nez je tomu tak u smési propanol/voda. V grafu (Obr. 18) je ze
zavislosti intenzity fluorescence na objemovém zlomku rozpoustédlo/voda vidét jeji
exponencialni narst se zvysSujicim se objemovym zlomkem smési. Piidavkem vétsiho
mnozstvi vody do smési rozpoustédlo/voda dochéazelo ke zvySovani polarity prostfedi okolo
sondy TNS, a tak bylo podporovano zhaseni emitovaného zafeni.

Z grafu (Obr. 18) je zfejmé, Ze maxima emise a jejich posuny nevykazuji Zadny trend.
Navic dochazi k neptedpokladanym interakcim TNS ve vode. Maximum emise se od nejméné
polarniho vzorku posunuje hypsochromné, coz neodpovidda charakterizaci provedené
v predeslém experimentu (4.1.1). Z toho lze usuzovat, ze dochazi k jinym interakcim TNS ve
vod¢ nez v organickych rozpoustédlech. Piedpokladem zavislosti emisnich maxim byl
lineérni, ptipadné exponencialni prabeh.
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Obr. 18 Zavislost intenzity fluorescence TNS na objemovém zlomku smési rozpoustédlo/voda
a zavislost emisniho maxima na relativni permitivite smési rozpoustédlo/voda
(Aex = 300 nm)

4.1.2 Studium interakce nativniho hyaluronanu s TNS

Do vialek se sondou bylo pfidavano ur¢it¢é mnoZstvi hyaluronanu doplnéné injekéni
vodou, tak aby vznikla koncentracni fada HA.

Ke studiu interakci byly vybrany hyaluronany o riznych molekulovych hmotnostech —
100,5; 740; 1390 kg mol .

Hodnoty intenzity fluorescence (Obr. 19) nevykazuji Zadny trend v zavislosti na obsahu
HA v roztoku. Nejvyssi hodnoty intenzit fluorescence (Tab. III) jsou u nejvyssi pouzité
molekulové hmotnosti HA. Podle intenzity fluorescence nedochazi k rozdilim mezi vodou
a HA. Nedochdzi ani k posunim emisnich maxim, pouze u koncentrace 0,05 gL' v 740
a 1390 kg mol ™' HA dochazi k posunu maxima o 4 nm viéi jinak konstantnim hodnotim
emisnich maxim.

Pomoci smérodatnych odchylek bylo zjisténo, Ze k,nejveétsim* posuniim emisniho
maxima dochazelo u nejvyssi molekulové hmotnosti. Z toho lze usoudit, ze posun emisniho
maxima zavisi vice na molekulové hmotnosti HA neZ na jeji koncentraci. A stejné tak je tomu
u zjisténych prumérnych hodnot intenzit fluorescence. Dochazi ke zvySeni intenzity
fluorescence s rostouci molekulovou hmotnosti HA. Ale spise je to velka fluktuace nez trend.
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Tab. III Namérené hodnoty intenzity fluorescence TNS, emisni maxima, jejich priimérné
hodnoty a smérodatné odchylky

100,5 kg mol™ 740 kg mol™ 1390 kg mol™
c(g L_l) Aem. max (NM)  Ip(a..) |Aem max (M)  Ip(a.u.) |Aem. max (nm) Ig(a.u.)
0,000 414 8,0 414 8,0 414 8,0
0,005 414 7,7 414 7,5 416 8,3
0,050 414 7,6 418 8,1 418 8,1
0,500 416 7,8 414 7,9 414 8,2
2,500 415 7,7 416 8,0 415 8,3
5,000 415 7,7 414 8,1 411 8,1
primér 414,67 7,75 415,00 7,93 414,67 8,18
sm.odch. 0,75 0,15 1,53 0,20 2,13 0,11
8,4
A
A
8,2 A
X X
&
. 8,01 X
=
g X
78 - ¢
< 100,5 S s
76 X 740
’ o 4 1390
X
7,4 T T T T T T 1
2.5 22,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
log (¢)

Obr. 19 Zavislost intenzity fluorescence TNS na logaritmu koncentrace hyaluronanu pro
ruzné molekulové hmotnosti (cyys = 3,7 . 1 0°° mol L*I, Aex = 300 nm)

4.1.3 Vliv iontové sily na interakce nativniho hyaluronanu se sondou TNS

Bylo piidavano konstantni mnozstvi HA (cua = 2,5 g L™ v celkovém objemu) a riizna
mnozstvi soli k vytvofeni koncentra¢ni fady. Vzhledem k tomu, Ze sonda TNS je zaporné
nabita stejné jako HA, jsou voleny pravé roztoky soli, aby odstinily ndbojovou repulzi. Cilem
experimentu bylo zvysit interakci TNS s HA.

Ke studiu interakci byly vybrany tfi nativni hyaluronany o rizné molekulové hmotnosti -
100,5; 253,9; 740 kg mol™. Vodné roztoky soli byly NaCl, KCl a CaCl,. Intenzita
fluorescence emisniho zatfeni byla proméfena pii vysokeé citlivosti a pfi nastaveni §itky Stérbin
na 8 nm.
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Tab. IV Posuny emisnich maxim (AA) vztazené kvode, intenzity fluorescence TNS
a vypoctené iontové sily pridavanych soli kHA o ruznych molekulovych

hmotnostech
100,5 kg mol™ 253,9 kg mol™ 740 kg mol™
I (mol LY Ig (au.) AL (nm) |Ir(a.u.) AA(nm) |Ig(a.u.) AA(nm)
NaCl 0,01 4,6 1 2,2 3 4,7 2
0,10 4,5 0 2,3 4 4,7 4
0,20 4,5 2 2,4 -1 4,7 2
0,50 4,6 0 2,5 5 4,5 6
KCl 0,01 4,5 2 2,2 2 4,7 0
0,10 4,5 2 2,1 -1 4,8 5
0,20 4,5 2 2,4 0 4,8 3
0,50 4,7 5 2.3 2 4,5 1
CaCl, 0,03 4.4 2 2,4 0 4,7 7
0,30 4,6 2 2,7 2 4,8 6
0,60 4,5 1 2,4 3 4,8 5
1,50 4,5 2 2,6 1 4,5 6

V tabulce (Tab. IV) jsou uvedeny odchylky maxima emisniho zafeni vztaZzena k maximu
emise vody. V ramci jedné molekulové vahy HA a po ptidavku jednotlivych soli dochazelo
k minimalnim bathochromnim posuniim vlnovych délek emisnich maxim u molekulové
hmotnosti  100,5 kg mol' . Naopak u nejvySe zvolené molekulové hmotnosti HA
(740 kg mol™") vramci experimentu dochézelo k nejvétsim bathochromnim posuntm
emisnich maxim. A to predevsim po pridavku vodného roztoku soli CaCl, tento posun ¢inil
5 — 7 nm. Tento posun znamena posun do hydrofobné;si oblasti. Dochazi tak pravdépodobné
k interakci TNS s HA. Opét posun emisniho maxima zdavisi pfedev§im na molekulové
hmotnosti.

Intenzita fluorescence emisniho zateni TNS fluktuovala u jednotlivych molekulovych
hmotnosti v rdmci jedné hodnoty intenzity, jak je vidét u grafu (Obr. 20), ktery je uveden pro
iontovou silu vodného roztoku CaCl,. Nejniz§i hodnoty intenzit fluorescence byly
u molekulové hmotnosti 253,9 kg mol™" a nejvy3si pak u 740 kg mol™'. Z toho vyplyva, Ze
intenzita fluorescence spise zdvisela na molekulové hmotnosti nez na typu nebo ptidavku soli.
Po ptidani soli v porovnani s pfedchozim experimentem (4.1.2) dochazelo 1 pii jejich nizkém
ptidavku ke zhaseni fluorescence az o 50 %.

V kone¢ném vysledku lze fici, ze se nepodatilo snizit repulze mezi TNS a HA, ale vlivem
iontovych sil dochazelo ke zhaSeni intenzity fluorescence.
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Obr. 20 Priklad ucinku iontove sily roztoku CaCl, na intenzitu fluorescence TNS v HA
o riznych molekulovych hmotnostech (L., = 300 nm)

4.14 Vliv teploty na studium vlivu iontové sily na interakce nativniho hyaluronanu
se sondou TNS

Ke studiu interakci byly vybrany tfi nativni hyaluronany o riizné molekulové hmotnosti
stejn¢ jako v pfedeslém experimentu (4.1.3) a stejné tak byly zvoleny i vodné roztoky soli.
U kazdé soli byla navic pridana nejvice koncentrovana sil, a to v koncentraci 1 mol L™
Intenzita fluorescence emisniho zafeni byla méfena pii dvou riznych teplotich, a to pfi
30°C+1°Ca50°C+£1°Cpodobu 1 hod. Cilem bylo snizeni repulzi mezi TNS a HA a také
podpofeni u¢inku nizkomolekularniho elektrolytu, a tak posilit interakci mezi TNS a HA.
Oproti pfedchozimu experimentu (4.1.3) doslo ke snizeni citlivosti métfeni na 770 V, coz je
cca 0 23 % niz§i vici plivodni hodnoté, 1 kdyZ nastaveni Sitky Sté€rbin bylo opét na 8 nm.

Cilem tohoto experimentu bylo zvySovanim teploty métenych vzorki ovlivnit interakci
HA s TNS a podpofit vliv soli, respektive ofekdvanym jevem bylo posileni interakce
a navazani sondy TNS na hydrofobni mista HA.

Dle tabulky (Tab. V) nedochéazi ani k zddné zévislosti emisnich maxim vzhledem ke
zvySujici se teploté. V porovnani s predeSlym experimentem (4.1.3) lze konstatovat, ze
vlivem zvySovani teploty dochdzi k mirnému bathochromnimu posunu maxima emise. Je
ziejmé, ze repulze mezi TNS a HA jsou stale dosti silné. S ¢asovych diivoda vsak nebyla
sledovana zavislost na Case.
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Tab. V Posuny emisniho maxima v zavislosti na teploté a vlivu iontové sily pridavanych soli
k HA o riiznych molekulovych hmotnostech (kg mol™)

30 °C 50 °C
100,5 253,9 740 100,5 253,9 740
I }\'em30 )\'em30 ;\'emS() }\'emS(] }\'emS(] }\'emS(]
(mol L_l) (nm) (nmm) (nm) [(mm) (nm) (nm)
NaCl 1,00 418 419 421 418 421 418
0,50 417 420 419 421 418 419
0,20 417 418 418 418 416 416
0,10 416 419 419 421 418 415
0,01 418 416 415 418 417 414
KCl 1,00 418 417 418 418 418 418
0,50 414 416 416 415 420 418
0,20 417 416 415 417 417 415
0,10 420 417 419 414 416 415
0,01 416 416 419 418 416 413
CaCl, 3,00 419 417 418 418 418 416
1,50 420 420 417 418 418 418
0,60 419 419 421 418 417 420
0,30 419 417 421 417 417 416
0,03 419 417 414 417 414 417

Jak je vidét z grafu (Obr. 21), nedochédzelo u zkoumanych vzorkl ke zvySeni intenzity
fluorescence se zvysujici se teplotou, ale pravé naopak. Z grafu je také vidét, ze u koncentrace
soli 1 mol L™ dochazi k unifikaci zavislosti. Obdobny trend byl pozorovan i u ostatnich soli
CaCl, a KCl. Dasledkem unifikace 1 mol L™ soli je pravdépodobn& vznikajici presyceni
iontl, ke kterému u ostatnich niZSich koncentracich soli nedochazi. Graf je vynesen zdmérné
v §ir§Sim rozmezi intenzit fluorescence, aby nedochdzelo ke zkresleni, ze jsou zmény
v intenzitdch razantni, zatimco dochazi jen k jejich fluktuaci f4dové okolo jedné intenzity.
Nelze také ve vysokych koncentracich vylou¢it zhaSeni fluorescence volného TNS
chloridovymi aniony.

Se zvysujici se teplotou u vyssi molekulové hmotnosti dochazi k degradaci fetézce HA.
Zav€rem lze fici, ze ani zménou teploty nedochéazelo k interakcim HA s TNS, coz je
pravdépodobné zptisobeno silnym hydrataénim obalem HA, ktery je tieba narusit.
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Obr. 21 Priklad zavislost intenzity fluorescence na iontové sile vodného roztoku NaCl (HA —
100,5 kg mofl, cus = 2,48 . 107 mol Lfl, Aex = 300 nm), legenda je uvedena ve °C

4.1.5 DalSi postup pro interakci HA s TNS — proces ,,0il-in-water emulsion“

Na zéklad¢ literarni reSerSe bylo pouZito procesu ,,0il-in-water emulsion* (Obr. 22). Tato
metoda je obecné zalozena na pfipravé vodného roztoku kopolymeru (resp. polymeru
obsahujicimu hydrofilni a hydrofobni segmenty), ke kterému je pfidavan roztok sledované
latky (Ié¢ivo, sonda) rozpustény ve vodé nerozpustném tékavém rozpoustédle, ktery chceme
na dany kopolymer navazat, vtomto piipadé je to TNS. Utelem je tedy vytvofit emulzi
olej/voda, kdy skrze interakci rozpoustédla s hydrofobnimi segmenty fetézce (prfedpoklada se
preferovani interakce HF-segment-olej) dojde i ke zprostfedkovani interakce mezi aktivni
latkou a danym hydrofobnim segmentem. Vznikne tak agregat polymer-olej-latka, ktery je
orientovany hydrofobnimi segmenty smérem k ¢asticim rozptyleného rozpoustédla.
K agregaci micely se sledovanou latkou zacne dochazet pti vytékani rozpoustédla. Jako
t€kavé ve vodé nerozpustné rozpoustédlo byl pouzit oktanol a zvolena molekulova hmotnost
HA byla 650 kg mol . [27]

®
® e
..‘.... < Tr» O (3200
organické vytékani
rozpoustédlo

micela polymeru ve vodé

W kopolymer

... sledovana latka

Obr. 22 Schématické znazorneni procesu ,, oil-in-water emulsion
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Byl pipraven roztok hyaluronanu o koncentraci 5 g L', do kterého byla pfidéana sonda
TNS rozpusténa v oktanolu. Oktanol se s vodou nemisi a jak ukézaly polaritni experimenty,
v danych koncentracich je TNS v oktanolu dobie rozpustné. Celkem byly pfipraveny dva
vzorky TNS v oktanolu s hyaluronanem, které se nechaly cca 24 hod stat, aby mohlo
rozpoustédlo vytékat. K plnému vytékani oktanolu ale nedoslo, protoze malad ¢ast oktanolu
zUstala plavat na hladin€ roztoku. Jeden ze vzorkli byl nasledné¢ 30 minut sonifikovan na
ultrazvuku a druhy ponechén stat.

Tab. VI Namérené hodnoty intenzity fluorescence a posunu maxima emise zareni TNS

vzorky Aem (nm) g (a. u.)
referen¢ni 413 7.9
nesonifikovany 412 4,3
sonifikovany 409 3,0

Do kyvety byl odebiran pomoci pipety vzorek tak, aby se tam nedostal nevyt€kany
oktanol. V tabulce (Tab. VI) je vidét hypsochromni posun maxima emise o 4 nm do
hydrofilni oblasti u vzorku, ktery byl sonifikovan. Naopak u nesonifikovaného vzorku
nedochézelo k zddnému vyraznému posunu, pouze k 50 % snizeni intenzity fluorescence vici
referenénimu vzorku, coZz byl hyaluronan s TNS. Intenzita fluorescence nevykazuje mozné
interakce TNS s HA, ale vzhledem k posunu maxima emise pravdépodobné k navazani
ur¢itého mnoZstvi TNS na sekundarni strukturu HA dos$lo. Netspéchem je pravdépodobné
nevytékany oktanol, ve kterém mohla zistat pomérnd ¢ast TNS, kterd se nedostala do
vodného roztoku hyaluronanu.

4.2 Experimenty s riboflavinem

Vysledna koncentrace sondy ve vzorku byla vzdy 4,810 mol L™

4.2.1 Vliv polarity prostfedi na intenzitu emisniho zareni riboflavinu

4.2.1.1 Polaritni iada rozpoustédel

Do wvialek bylo pfidavano 5 mL organického rozpoustédla (w=100%) a 2,5mL
organického rozpoustédla s 2,5 mL injekéni vody (w =50 %). Zvolend rozpoustédla jsou
uvedena v tabulce (Tab. VII) 1 s uvedenymi hodnotami relativnich permitivit. Zamérné byla
vybrana rozpoustédla zastupujici témét celou eluotropni fadu.

V tabulce (Tab. VII) jsou uvedena rozpoustédla s klesajici relativni permitivitou,
respektive s klesajici polaritou. Pii porovnani intenzit fluorescence v rozpoustédlech ma
coz je ze zvolenych rozpoustédel to s nejvyssi relativni permitivitou, kde je intenzita naprosto
identicka v obou koncentracich rozpoustédla. V poloviénim objemovém hmotnostnim zlomku
rozpoustédel dochazelo ke sniZzovani intenzity fluorescence a k bathochromnimu posunu
emisnich maxim vic¢i ¢istému rozpoustédlu (Obr. 23). Tento posun ¢ini v priméru cca 9 nm
v zavislosti na pouzitém rozpousStédle. Maximum emise se ve vSech rozpoustédlech
s w =100 % pohybuje od 520 do 523 nm.
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Tab. VII Zjistené hodnoty intenzity a posun vinovych délek emise fluorescence riboflavinu

rozpoustédlo W (%)  Aemmax (nm) If (a.u.)
DMSO (e:=47,0) 50 446 3,5
100 511 3,5
ACETONITRIL (g, =37,5) 50 446 9,5
100 511 9,8
MeOH (e:=32,6) 50 522 54
100 519 6,7
EtOH (e:=24,3) 50 523 6,1
100 514 6,7
ACETON (e:=20,7) 50 522 59
100 502 9,2
PrOH (e:=4,8) 50 520 53
100 516 6,6

Z grafu (Obr. 23) je také ziejmé, ze absorpcni pas riboflavinu je dosti Siroky, jakoby
dochdzelo k rozdéleni maximalniho piku na dva mensi, coz by mohlo pfisluSet dalSimu
vibratnimu pésu riboflavinu. Toto rozdéleni piku se projevilo piedevs§im v Cistych
rozpoustédel a nejvice pak v DMSO, acetonitrilu a acetonu.

10 —— DMSO
. — PrOH
—— Acetonitril
7 —— Aceton
- 6 MeOH
=
& 5-
=
4
3 |
2 |
1 |
0 \ \ \ \ T \ |
460 480 500 520 540 560 580 600
A (nm)

Obr. 23 Fluorescencni spektra riboflavinu v Cistych rozpoustédlech - DMSO, acetonitril,
methanol, ethanol, aceton a propanol ukazujici vliv polarity zvoleného prostredi
(Aex = 445 nm)
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4.2.1.2 Smési rozpoustédel s vodou

Do vialek byla pfiddvana organickd rozpoustédla (methanol, ethanol a propanol) smichana
v riznych objemovych pomérech s injekéni vodou, aby celkovy objem smési ve vialce byl
S mL.

K charakterizaci prostfedi kromé relativni permitivity slouZzi také polaritni parametr, coz
je fyzikalni veliCina, ktera zohlednuje dielektrickou konstantu (pii 20 °C) a index lomu (pii
20 °C) zvoleného rozpoustédla a slouzi k charakterizaci zvoleného prostiedi. Jeho hodnoty se
pohybuji od 0,001 v cyklohexanu po 0,3201 ve vod¢€. Vztah pro jeho vypocet je

-1 n’-1
Af=f(e)—f(n?)=2"" - , 11
() ( ) 2¢+1 2n* +1 (1)
kde ¢ je relativni permitivita a n je index lomu daného rozpoustédla.

Tab. VIII Polaritni parametry zvolenych cistych rozpoustédel [17]

rozpoustédlo Af

voda 0,3201
MeOH 0,3090
EtOH 0,2900
Pr-1-OH 0,2739

Polaritni parametr smési byl vypocitan ze vztahu

Af mix (lurozpous“téolo/ voda f;ozpouitéolo) + (luvoda/ rozpoustéolo ’ fvoda) ’ (12)
kde trozpousiedionods J€ molarni zlomek rozpoustédla ve smési, tvoda/rozpoustcaio J€ Mmolarni zlomek
vody ve smési a f'je polaritni faktor rozpoustédla, resp. vody.

Tab. IX Vypocitané hodnoty polaritnich parametri smési rozpoustédlo/voda, nameérené
intenzity a posun vinovych délek emise fluorescence riboflavinu

w MeOH/voda EtOH/voda PrOH/voda
(%) Afnix Ip(au)  Aem(mm) |[Afny Ip(an)  Aen(nm) |Afynic Ir(a)  Aen (nm)
0 0,32 5,5 525 0,32 3,9 525 0,32 5.8 526
10 032 55 526 0,32 4,7 523 0,32 6,0 523
30 032 63 525 0,32 5,5 523 0,32 6,1 522
50 032 68 524 0,31 6,0 523 031 7,1 521
70 031 7,0 522 0,31 6,1 520 0,30 74 520
100 031 75 519 029 6,8 519 027 9,0 519

V grafu (Obr. 24) je exponencialni pokles intenzity fluorescence se zvySujicim se
polaritnim faktorem ve vSech méfenych smésich. Ve smési methanol/voda dochazelo
k nejmensim rozdilim intenzit fluorescence (Tab. IX), zatimco k pozvolnému poklesu
intenzity dochdzelo unejméné polarni smési propanol/voda. Po pridavku vody
k rozpousteédlim byl roztok vice polarni adochdzelo tak k vyznamné podpofe zhaSeni
emitovaného zareni riboflavinu, coz mize byt zpisobeno snizenim doby zivota excitované¢ho
stavu.
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Obr. 24 Zavislost intenzity fluorescence riboflavinu na polaritnim faktoru smési

rozpoustédlo/voda a zavislost emisniho maxima vinové délky fluorescence
riboflavinu na polaritnim faktoru smési rozpoustédlo/voda (Aey = 445 nm)

V grafu (Obr. 24) je pozorovan bathochromni posun maxima emise se zvySujicim se
polaritnim faktorem. U smési ethanol/voda dochdzi u 90 % aZ 50 % obsahu vody (Tab. IX) ke
stagnaci, tedy setrvani maxima emise na 523 nm. Posun maxim emise Cinil usmési
methanol/voda a ethanol/voda od nejméné polarni k nejvice polarni smési 6 nm a u smési
propanol/voda byl zaznamenan tento posun 7 nm. Pfidavek vody k rozpoustédlu ma pozitivni
vliv na interakci prostiedi s riboflavinem. Dochazi k posunu emisniho maxima do hydrofobni
oblasti.

4.2.2 Studium hydrofobnich interakei riboflavinu s nativhim hyaluronanem

pomoci méfeni REES efektu

Do vialek bylo pridavano urcité mnozstvi hyaluronanu, aby jeho koncentrace byla 0; 0,05;
0,5a5 gL " a doplnéno injekéni vodou na celkovy objem 5 mL.

Pro experiment byly zvoleny c¢tyfi molekulové hmotnosti nativniho hyaluronanu, a to
100,5; 253,9; 740; 1390 kg mol .

Béhem experimentu byla ménéna excitatni vlnova délka, avSak k posunu maxima
emisniho piku riboflavinu v riznych koncentracich hyaluronanu (ani v razné volenych
molekulovych hmotnostech — jsou uvedeny pouze zji§téné hodnoty HA o M, = 740 kg mol )
nedochazelo. Ménila se pouze intenzita fluorescence, kterd svych maxim dosahovala pii
excitaci 465 nm (Obr. 25). Nejvyssi hodnota intenzity fluorescence byla zaznamenana ve
vod¢ pii excitaci 465 nm (Tab. X). Naopak nejniz$i intenzita fluorescence byla namétena
v nejvice koncentrovaném hyaluronanu — 5 g L' pii excitaci 425 nm.

Vysledkem experimentu je neprokazani REES efektu, respektive hydrofobnich interakci
HA s riboflavinem, v rdmci zvolenych oblasti koncentraci 1 v rdmei vybranych molekulovych
hmotnosti HA.
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Tab. X Zmény emisnich maxim v zavislosti na menéné excitacni vinové délce riboflavinu

v riiznych koncentracich nativniho hyaluronanu o M,, = 740 kg mol™

0gL™”’ 0,05g L' 05gL" 50L7"

)\'ex (nm) )\tem IFem )\'em IFem )\tem IFem )\'em IFem
(nm) (a.w.) (nm) (aw.) (mm) (a.uw.) (nm) (a.u.)

425 524 6,0 528 2,6 521 2,7 525 2,0
430 523 6,6 526 2.8 527 29 524 23
435 526 73 526 32 524 3.2 523 25
440 525 7.9 524 45 526 3.5 524 2,7
445 525 7.9 527 35 524 3,6 524 2.8
450 524 93 526 4,1 528 4,2 526 3,2
455 527 8,7 524 3.8 525 39 525 3,0
460 525 93 523 4,1 523 4,2 527 3,0
465 525 9,9 524 44 523 4,6 525 3,5

Ir (a.u.)

4,5
4,0 1
3,5 1
3,0 1
2,5 1
2,0 1
1,5
1,0 1

0,5

0,0

exc. 425 nm
——exc. 430 nm
exc. 435 nm
exc. 440 nm
—— exc. 445 nm
—exc. 450 nm
——exc. 455 nm

——exc. 460 nm

——exc. 465 nm

475 500 525 550 575 600 625

A (nm)

Obr. 25 Priklad vyvoje emisnich spekter riboflavinu v zavislosti na posunu vinové délky emise

4.3

(cia = 0,05g L a M, = 740 kg mol!, dex = 445 nm)

Experimenty s a-tokoferolem

Vysledna koncentrace sondy ve vzorku byla vzdy 1,97-107 mol L.

4.3.1

Vliv polarity prostiedi na intenzitu emisniho zareni a-tokoferolu

Do wvialek bylo pipetovano 5 mL vybranych organickych rozpoustédel — DMSO,
acetonitril, methanol, ethanol, terc-butanol, propanol, cyklohexan a n-hexan. Cilem
experimentu bylo sledovat vliv posunu maxima emise v zavislosti na relativni permitivité
rozpoustédla.
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Tab. XI Namérené hodnoty intenzit fluorescence a posuny emisniho maxima o-tokoferolu

rozpoustédlo & () Aemmax (nm) If (a.u)
DMSO 48,90 329 8,9
Acetonitril 38,80 326 9.1
MeOH 33,62 326 8,3
EtOH 25,07 329 9,0
PrOH 20,30 328 9,0
terc-butylalkohol 12,47 328 9,0
cyklohexan 2,02 326 6,3
n-hexan 1,89 322 5.9

V tabulce (Tab. XI) jsou uvedeny intenzity fluorescence emisniho zafeni a-tokoferolu,
organickém rozpoustédle n-hexanu. Intenzita fluorescence méla stoupajici trend do relativni
permitivity ethanolu, pak dochédzelo u methanolu k poklesu a nasledoval opét pozvolny
nartist. Nejlépe o-tokoferol svitil v organickych rozpoustédlech s vysokou relativni
permitivitou, tedy ve vice polarnim prostiedi.

Posuny emisniho maxima zavisely na polarité rozpoustédla. Pohybovaly se v rozmezi od
322 do 329 nm. Posuny emisnich maxima byly bathochromni do hydrofobni oblasti.

10 ~
9 -
8 MeOH
. —— Cyklohexan
n-hexan
~ 07 —— Acetonitril
= — EtOH
s 5
< — DMSO
)
4 - —— Propanol
3 | Terc-butylalkohol
2 -
1 —
0 -
300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450
A (nm)

Obr. 26 Fluorescencni emisni spektra a-tokoferolu v organickych rozpoustédlech s riiznou
relativni permitivitou (L. = 295 nm)
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4.3.2 Asociace nativniho hyaluronanu s a-tokoferolem
Do vialek bylo pfidavano uré&ité mnozstvi HA (M, = 100,5 kg mol ™) a doplnéno injekéni

vodou tak, aby byla vytvofena koncentracni fada.

Tab. XII Intenzity fluorescence, posun emisniho maxima a pouhym okem pozorovatelnd,

resp. nepozorovatelnd fazovd separace o-tokoferolu

c@Lh

dem (nm) Iy (a.u.) Fazova separace o -tokoferolu

0,000
0,001
0,005
0,010
0,020
0,030
0,040
0,050
0,100
0,200
0,400
0,500
1,000
2,500
5,000

328
328
327
328
327
328
327
328
327
327
328
327
328
328
328

5,2
4,6
8,5
6,6
8,0
6,7
6,1
3,7
7,9
7,4
4,6
7,2
3.8
4,5
8,1

ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ne
ano
ne
ne
ne
ne
ne

Hodnoty intenzit fluorescence nevykazuji Zadnou zavislost (Obr. 27), jsou velmi

proménlivé. V nizkych koncentracich HA aZ do koncentrace 0,5 g L™ navic bylo pouhym

okem patrné, Ze se a-tokoferol zcela nerozpustil 1 pies dlouhodobé (12 h) michani a v roztoku
zustaval fazove separovany. Navic jak je vidét z tabulky (Tab. XII), nedochazelo ani k posunu
maxima, které bylo neménné takze a-tokoferol se zkoumanym roztokem HA neinteragoval.

Cast ho ulpéla i na sténach vialek, takZe ve zkoumaném roztoku zistavala pravdépodobné jen
mald ¢ast pivodné naddvkované koncentrace
u kterych byl a-tokoferol fazové separovany.

V tabulce jsou uvedeny koncentrace HA,

Ve tedy nasvédéuje tomu, Ze a-tokoferol s HA o molekulové hmotnosti 100,5 kg mol™
ve zvolenych koncentracich neinteraguje.
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Obr. 27 Zavislost intenzity fluorescence a-tokoferolu na koncentraci hyaluronanu

o molekulové  hmotnosti  100,5 kg mol™, kterd je v logaritmickém méFitku.
(Zex = 295 nm)

4.3.3 Studium hydrofobnich interakci a-tokoferolu s nativnim hyaluronanem
pomoci méfeni REES efektu

Do vialek bylo ptiddvano uréité mnozstvi hyaluronanu, aby jeho koncentrace byla 1 g L™
a doplnéno injekéni vodou na celkovy objem 5 mL. Dal$i pouzitou metodou zkoumdéni
hydrofobnich interakci a-tokoferolu s HA je méteni REES efektu.

Pro experiment byla zvolena molekulova hmotnost nativniho hyaluronanu 100,5 kg mol ™.

Béhem experimentu byla ménéna excitacni vinova délka a nedochdzelo k posunu maxima
emisniho piku o-tokoferolu. Piedpokladem tuspé&sné interakce HA s a-tokoferolem byl
bathochromni posun emisnich maxim do hydrofobni oblasti.

Me¢nila se pouze intenzita fluorescence, kterd svého maxima dosahovala pii excitaci
295 nm a po dosaZeni tohoto maxima nastal klesajici trend intenzity fluorescence.

Vysledkem experimentu je neprokazani REES efektu, resp. hydrofobnich interakci HA
s a-tokoferolem v ramci zvolené koncentrace a molekulové hmotnosti HA.

4.3.4 Méreni anizotropie a-tokoferolu

4.3.4.1 a-tokoferol ve smési glycerol/ethanol

Na zéklad¢ literarni reSerSe byl proveden experiment s méfenim anizotropie a-tokoferolu,
kdy tato metoda slouzi ke zjisténi vlastnosti biopolymert. Jako referencni prostiedi byl
vybran glycerol, ktery je diky pfitomnosti hydroxylovych skupin polarni molekulou
a neomezitelné se misi s vodou a jednoduchymi alkoholy, jako je ethanol nebo methanol.
Dalsim diivodem pro¢ byl zvolen pravée glycerol je kvili jeho viskozité, diky které dochazi ke
zpomaleni rotace molekuly.
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Do vialek bylo odvazeno urcité mnozstvi glycerolu a doplnéno ethanolem. Vzorky byly
michany 8 hodin.

Tab. XIII Stanovené hodnoty maxim polarizované emise, intenzity fluorescence emisniho
zareni smési glycerol/ethanol pri nastaveni polarizatoru vertikalné-vertikalne
a vertikalné-horizontalné

Polarizatory hmotnostni procenta dem (nm) Ig (a.u.)
\'AY% 80 % glyc. + 20 % EtOH 330 5,8

85 % glyc. + 15 % EtOH 329 5,8

90 % glyc. + 10 % EtOH 331 4,5

95 9% glyc. +5 % EtOH 331 4,0
VH 80 % glyc. + 20 % EtOH 325 2,6

85 % glyc. + 15 % EtOH 327 3,2

90 % glyc. + 10 % EtOH 325 2,7

95 % glyc. +5 % EtOH 328 2,1

Tab. XIV Stanovené hodnoty anizotropie fluorescence a totalni intenzity a jejich odchylky
v zavislosti na koncentraci smeési glycerol/ethanol pri nastaveni polarizatori
vertikalné-vertikalné a vertikalné-horizontalné

hmotnostni procenta r AE Lot (a.u.) AE
80 % glyc. +20 % EtOH 0,1037 0,0107 19,33 0,04
85 % glyc. + 15 % EtOH 0,1117 0,0149 14,33 0,09
90 % glyc. + 10 % EtOH 0,1454 0,0039 11,46 0,12
95 % glyc. +5 % EtOH  0,1900 0,0051 8,55 4,94

a-tokoferol se ve smési rozpustil, protoZe se v roztoku nevyskytoval fazoveé separovany.
Hodnoty anizotropie a-tokoferolu (Tab. XIV) rostou se zvysujicim se obsahem glycerolu ve
smési. NejvySsi hodnoty anizotropie bylo tedy dosazeno ve vzorku s nejvice viskdéznim
obsahem, tzn. u nejvysSich obj. % glycerolu. S klesajicim obsahem glycerolu ve smési
glycerol/ethanol dochdzelo ke zvySeni totalni intenzity fluorescence. Z ¢ehoz vyplyva, ze
a-tokoferol ma vyssi intenzitu fluorescence v méné viskdznich roztocich, kde nedochazi k tak
velkému zpomalovani rotace molekul jako je tomu ve viskdéznéjSich roztocich.

Pii rozlisném nastaveni polarizatorti (Tab. XIII) dochdzi k posunu maxima emise, a to
k posun bathochromnimu pii nastaveni polarizatori vertikalné-vertikdlné vic¢i nastaveni
polarizatora vertikalné-horizontaln€. Tento posun ¢ini fadové 5 nm. Dochazi také k poklesu
intenzity fluorescence o 50 %. Tyto rozdily jsou zplsobeny tim, Ze pfi nastaveni polarizatort
vertikalné-horizontdlné se zaznamenava pouze depolarizovana fluorescence, zatimco pii
nastaveni vertikalné-vertikdlné€ je zaznamenavana jak emise fluorescence, tak i rozptyl svétla.

V grafu (Obr. 28) jsou pak pro srovnani vyneseny intenzity fluorescence smési
glycerol/voda pii odliSném nastaveni polarizatorii pro nejméné a nejvice viskdzni ptipravené
vzorky.
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—— V'V - 80 % glyc. + 20 % EtOH
87 —— VH - 80 % glyc. + 20 % EtOH
—— VV - 95 % glyc. + 5 % EtOH
7 1 VH - 95 % glyc. + 5 % EtOH

305 325 345 365 385 405 425 445
A (nm)

Obr. 28 Zavislost intenzity fluorescence smesi glycerol/ethanol na posunu emisniho maxima
o-tokoferolu pri nastaveni polarizatoru vertikalné — vertikdalné a vertikdalné
horizontdlné pro ruzné koncentrované vzorky (L., = 295 nm)

4.3.4.2 a-tokoferol v nativnim hyaluronanu

Do vialek bylo pfidavano urcité mnozstvi nativniho hyaluronanu a doplnéno injekéni
vodou s cilem ziskat koncentracni fadu. Pro experiment byly vybrany ctyfi molekulové
hmotnosti hyaluronanu — 100,5; 253,9; 740; 1390 kg mol'. Vzorky byly 24 hod michany
a poté 5 hod nechany stat.

Anizotropie o-tokoferolu byla meéfena kvili neprokazatelnym hodnotdm intenzity
fluorescence. Dal$im diivodem vybéru bylo to, Ze anizotropie nezavisi na kvantovém vytézku
a v neposledni fadé je to kviili jeho vysoké polarité a také na zaklad¢ literarni reserse,ve které
byl pomoci méfeni anizotropie zkouman vliv pohyblivosti a-tokoferolu v lipidové dvojvrstve.
[29]

Tab. XV Stanovené hodnoty maxim polarizované emise, intenzity fluorescence emisniho
zdreni, anizotropie fluorescence a totalni intenzity a jejich odchylky v zavislosti na
koncentraci HA (M,, = 100,5 kg mol™) pri nastaveni polarizitorii vertikdlné-
vertikalné a vertikalné-horizontdlné

\"A% \'A% VH VH
c(g L'l) Aem (nm) Ip(an) Aegy (nm) Ip(au) r(-) AE It (au) AE
1 328 5,8 323 2,6 0,3236 0,0038 9,942 0,108
5 328 5,4 325 2,3 0,3167 0,0107 9,339 0,281
10 327 5,0 324 1,9 0,3572 0,0086 8,116 0,187
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Tab. XVI Stanovené hodnoty maxim polarizované emise, intenzity fluorescence emisniho
zareni, anizotropie fluorescence a totalni intenzity a jejich odchylky v zavislosti na
koncentraci HA (M,, = 253,9 kg mol™) pfi nastaveni polarizitorii vertikilné-
vertikalné a vertikalné-horizontalné — vzhledem k nedostupnosti vyssi koncentrace
HA, nebylo moné proméFit i koncentraci 10 g L™

\'A% \AY VH VH
c(g L'l) Aem (nm) Ip(an) Aegy(nm) Ip(au) r(-) AE Iot. (a.u.) AE
1 330 6,3 328 3,0 0,2469 0,0049 12,380 0,180
5 326 7,0 322 4,0 0,2655 0,0025 13,680 0,099

Anizotropie byla méfena i u vzorkil s vys$si molekulovou hmotnosti, ale hodnoty kvuli
zakalenosti vzorkl dosahovali ptili§ vysokych hodnot, a tak nejsou ve vyhodnoceni uvedeny.

0,38 -
0,36 - o
0,34 -
0,32 © o

~ 0,30 -

= 0,28 -
0,26 - X ©100,5
X X 253,9

0,24
0,22 ~
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Obr. 29 Zavislost anizotropie fluorescence o-tokoferolu na koncentraci HA o riznych
molekulovych hmotnostech (Aex = 295 nm)

Z namétenych hodnot je vidét, Ze hodnota anizotropie je velmi vysokd, coz bylo
zpusobeno jiz zmiflovanym vysokym zdkalem vzorkl. Ale doslo k rozpusténi a-tokoferolu,
protoZe se jiz v roztoku fazove neseparoval, coz bylo pouhym okem patrné.

Pfi porovnani intenzit fluorescence pii prichodu rizné nastavenych polarizatort
(Tab. XV) a (Tab. XVI) lze fici, Ze pfi nastaveni polarizatort vertikalné-horizontalné dochazi
k jejimu poklesu o 50 — 70 %, coz je zptisobeno pievazujici orientaci molekul ve vertikalnim
sméru. Stejné jako u referenniho vzorku smési glycerol/voda dochazi k bathochromnimu
posunu maxima emise.

Pfi vyneseni zavislosti anizotropie fluorescence na koncentraci HA o riznych
molekulovych hmotnostech (Obr. 29) neni pozorovatelny zadny trend. Pouze lze fici, ze
hodnota anizotropie fluorescence zéalezi vice na molekulové hmotnosti HA nez na zméné jeji
koncentrace. U HA o vys$i molekulové hmotnosti byly hodnoty anizotropie vyssi. Stejné tak
se neprojevil Zadny trend v zavislosti totalni intenzity na koncentraci HA (Obr. 30). OvSem na
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rozdil od anizotropie dosahovala totalni intenzita vySSich hodnot u nizSich molekulovych
hmotnosti HA.

V porovnani s pfedchozim experimentem (4.3.4.1) byly hodnoty anizotropie vyss$i, coz
pravdépodobné nasvédcuje vice polarnimu prostiedi, které bylo vytvofeno u HA. Nejen
vysoké hodnoty anizotropie nasvédCuji probihajici interakci, ale 1 zdkal méfenych vzorka
a-tokoferolu s HA.
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Obr. 30 Zavislost celkové intenzity fluorescence o-tokoferolu na koncentraci HA o riiznych
molekulovych hmotnostech (Ao = 295 nm)

4.4 Experimenty s polaritni sondou pyrenem
Vysledna koncentrace sondy ve vzorku byla vzdy 2,5-10™" mol L™,

4.4.1 Vliv polarity prostiedi na intenzitu emisniho zafeni pyrenu

Do vialek bylo pipetovano 5 mL vybranych organickych rozpoustédel — voda, aceton,
DMSO, acetonitril, methanol, ethanol, terc-butanol, propanol, chloroform, cyklohexan
a n-hexan.
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Tab. XVII Vypoctené hodnoty poméru intenzit fluorescence I/l v zavislosti na relativni
permitivite rozpoustedla

rozpoustédlo &, () pomér Iy/Iiy

voda 78,590 1,45
DMSO 46,700 1,70
acetonitril 37,500 1,71
methanol 33,620 1,36
ethanol 25,070 1,11
aceton 20,700 0,96

propan-1-ol 20,300 0,87
terc-butanol 12,470 1,13
chloroform 4806 1,21
cyklohexan 2,023 0,53
n-hexan 1,890 0,51

V tabulce (Tab. XVII) jsou uvedeny intenzity ve vzajemném poméru, znamém jako 1:3,
ktery je obrazem polarity mikrookoli pyrenu. Cislo 1 symbolizuje piechod 0-0, ktery zavisi na
polarité prostfedi a nachdzi se u vinové délky 373 nm, zatimco ¢islo 3 piedstavuje prechod
0-2, ktery je pasem referencnim u vlnové délky 383 nm. Jak je vidét, dosahuje tento pomér
v polarnim prostiedi hodnot 1,11 az 1,45, zatimco v méné polarnim je to okolo 0,51 az 0,96.
Jakousi hranici je hodnota poméru odpovidajici jedné.

4.4.2 Studium interakci pyrenu s hyaluronanem

Do vialek byla postupné pipetovdna riiznd mnozstvi nativniho hyaluronanu a doplnéna
injekéni vodou, aby vznikla koncentra¢ni fada. Pro tento experiment byly vybrany ctyii
molekulové hmotnosti hyaluronanu — 253,9; 650; 740; 1390 kg mol .

Tab. XVIII Pomeéry intenzit fluorescence pyrenu 1:3 v riiznych koncentracich hyalorunanii
o riizné molekulové hmotnosti

253,9 kg mol”' 650 kg mol”' 740 kg mol”' 1390 kg mol

c@gL™) Iy 1i/Tin Ii/Iin Ii/Iin
0,005 1,44 1,46 1,26 1,45
0,050 1,44 1,45 1,46 1,42
0,500 1,45 1,48 1,43 1,45
5,000 1,23 1,44 1,34 1,43

Jak je vidét na obrazku (Obr. 31) pomér 1:3 nevykazoval koncentracni zdvislost v ramci
vybranych koncentraci aZz na molekulovou hmotnost 253,9 kg mol™ a 650 kg mol™, kdy
dochdzi k poméru a naznaku S-kiivky. Na zéklad¢ nezévisle se ménicich poméri 1:3 lze fici,
ze interakce pyrenu s rizné koncentrovanymi roztoky HA jsou nahodilé a nevykazuji zadny
trend. Podle srovnani s pfedchozim experimentem (4.4.1), zejména porovnanim hodnot
poméru 1:3 z tabulky (Tab. XVIII) lze fici, ze hodnoty poméru dosahuji vysokych hodnot
jako v polarnim prostfedi vody.
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Obr. 31 Zavislost poméru 1:3 na logaritmu koncentrace pro rizné molekulové hmotnosti HA
(Aex = 335 nm)

4.4.3 Studium asociace hyaluronanu s pyrenem

Do kadinky byl pifidan hyaluronan o koncentraci 5gL' o molekulové hmotnosti
650 kg mol™'. Vzorek byl zahiivan a michan pfi teploté 50 °C + 2 °C a postupné po 2, 3, 4
a 12 hodinach bylo odebirano 5 mL vzorkd, které se nechaly vychladnout a néasledné byly
proméieny.

Tab. XIX Pomer 1:3 ovlivneny konstantni teplotou a dobou odbéru

t (hOd) I]/ I[[[

2 1,35
3 1,35
4 1,34
12 1,32

Jak je vidét z tabulky (Tab. XIX), nedochéazelo k radikdlnim zménam poméru 1:3
v zé&vislosti na teploté, a tedy ani zvySenim teploty nedoslo k podpoteni hydrofobni interakce.
Pomér 1:3 vykazoval pouze mirny pokles. Teplota tedy interakci neovliviiuje. Jedina
zavislost, kterd je viditelna z grafu (Obr. 32), je zéavislost intenzity fluorescence emisniho
zafeni pyrenu na dobé ohfevu. Dochazelo tedy k poklesu intenzity fluorescence pyrenu
s dobou ohfevu vzorku. Po 12 hod ohfevu intenzita poklesla cca o 60 %. Pfi delSim sledovani
této zavislosti by podle stavajicich vysledkit mohlo dojit ke snizeni poméru 1:3 a tedy
1 k hydrofobnim interakcim pyrenu s HA.
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Obr. 32 Fluorescencni spektrum pyrenu v hyaluronanu ovlivnéné dobou ohievu
(Zex = 335 nm)

4.4.4 Dalsi postup pro interakci HA s pyrenem — proces ,,0il-in-water emulsion*

Stejné jako u sondy TNS (4.1.5) byla na zékladé€ stejné literarni reSerSe provedena metoda
,oil-in-water emulsion* pro pyren. Jako tékavé ve vod¢ nerozpustné rozpoustédlo byl pouzit
chloroform a zvolena molekulova hmotnost HA byla 650 kg mol .

Tab. XX Vypoctené hodnoty pomeru 1:3

vzorky Ii/Iin

referencni 1,290
sonifikovany 1,294
nesonifikovany 1,437

Byl pipraven roztok hyaluronanu o koncentraci 5 g L', do kterého byl pfidavan pyren
v chloroformu. Stejné byly pfipraveny dva vzorky, které se nechaly cca 24 hod stat, aby doslo
k vytékani rozpoustédla. K uplnému vytékani ovSem nedoslo, protoze maléd ¢ast chlorofomu
zustala na rozdil od oktanolu lezet na dné kédinky, protoze ma vétsi hustotu nez voda. Jeden
ze vzorki byl nasledné 30 min sonifikovan na ultrazvuku a druhy ponechén stat.

V tabulce (Tab. XX) je vidét, ze v porovnani s referenénim vzorkem nedochézelo
u sonifikovaného vzorku k Zadné zméné poméru 1:3. Zatimco u vzorku, ktery se ponechal stat
je zifeymy narast poméru, a to smérem do hydrofilni oblasti. Nedochazelo ani ke zméndm
intenzity fluorescence, ktera zlstavala téméf neménnd. Nepodafilo se tedy dostatecné
podpofit interakci pyrenu se zvolenym hyaluronanem.
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4.5 Proces lyofilizace u TNS, a-tokoferolu a pyrenu

Lyofilizace je suSeni vymrazovanim a fadi se mezi nejSetrnéj$i metodu piipravy suchych
latek. Pti lyofilizaci se vyuziva fyzikalniho jevu sublimace ledu, coZ je bezprostfedni pfimy
ptechod z pevné faze do faze plynné. Pro vysuSovani se vlozi pfipravend latka ve zmrzlém
stavu do vakuové komory. Za vakua sublimaci ledu se uvolnénd vodni para zachytdva
namrzanim na kondenzatoru, ktery je vychlazen na velmi nizkou teplotu. Vakuové ¢erpadlo
ma za ukol od¢erpavat vzduch z vakuové komory. Aby dochézelo k sublimaci ledu, musi byt
mnohem vyssi teplota okoli (pfimé kontaktni teplo), coz je docileno susenim v zabrusovych
batikach vné€ vakuové komory. [30]

Byly pfipraveny tfi vzorky o celkovém objemu 15 mL. Koncentrace jednotlivych sond
byla dodrzena jako u vSech piedeslych experimenti, 650 kg mol' hyaluronan mél
koncentraci 5 g L™ a dale byl ptidan dvacetiprocentni terc-butanol. Vzorky byly promichany
amrazeny Vv lihové 1dzni 24 hod. Poté byly 12 hod uchovany v mrazicim boxu pfi teploté
30°C £1°C. Nasledovala faze lyofilizace na lyofilizatoru (teplota —50°C £1°C, tlak
125 . 10~ mbar) po dobu 24 hod. Kone&nou fazi byla rehydratace vzorkd.

Tab. XXI Zjistené hodnoty intenzit fluorescence a posuni maxima emise, respektive pomer
1:3 v zavislosti na procesu lyofilizace

pied lyofilizaci po lyofilizaci
sonda dem (NM) Ir (a.u.) dem (nm)  Ip (a.u.)
TNS 417 3,5 427 6,3
o-tokoferol 315 9,9 315 8,3
pyren I]/ I[[[ 1 ,5 II/ IIII 1 , 1
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Obr. 33 Fluorescencni spektrum pyrenu v zavislosti na posunu vinove délky emise (proces
lyofilizace, Ao = 335 nm)



V tabulce (Tab. XXI) je u sondy TNS zaznamenan posun emisniho maxima do
bathochromni oblasti o 10 nm, coz nasvédCuje tomu, ze proces lyofilizace a nésledné
rehydratace vzorkl pfispél k prokdzani hydrofobni interakce hyaluronanu s polaritni sondou
TNS a doSlo tedy kjejimu navdzani na sekundarni strukturu HA. Narlst intenzity
fluorescence TNS byl padesatiprocentni vi€i nelyofilizovanému vzorku. Dals§i zkoumanou
sondou byl a-tokoferol, u kterého metoda lyofilizace neméla na interakci vliv. Dochazelo
pouze k mirnému poklesu intenzity fluorescence. Vzhledem k tomu, Ze métfeny vzorek
a-tokoferolu byl po rehydrataci kalny, bylo provedeno jeho nafedéni (Obr. 34), kdy 1 po dosti
velkém natedéni vzorkli byla intenzita fluorescence vysokd. Zakaleni vzorku mohlo byt
zpusobeno uplnym rozpusténim sondy. a-tokoferol nebyl totiz v roztoku fazové separovany.
A posledni méfenou sondou byl pyren. Jak je patrné jiz z grafu (Obr. 33), dochéazelo k naristu
intenzity fluorescence a tedy i ke snizeni poméru 1:3 (Tab. XXI), coz znamena posun do
hydrofobni oblasti a tedy prokazani hydrofobni interakce pyrenu s HA.
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Obr. 34 Fluorescencni spektrum a-tokoferolu v zavislosti na posunu vinové délky emise
(proces lyofilizace, Ao,y = 295 nm)
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5 ZAVER

Cilem prace bylo prozkoumat hydrofobni interakce kyseliny hyaluronové se zvolenymi
fluorescen¢nimi sondami a fluoreskujicimi biologicky aktivnimi latkami. Spektralni vlastnosti
fluoroforti jsou ovliviiovany vlastnostmi jejich mikrookoli a pii vhodné interakci fluoroforti
s kyselinou hyaluronovou dochézi ke zméndm spektralnich vlastnosti. Téchto zmén se
vyuzivd ke stanoveni viskozitnich poméri v okoli sondy, geometrie excitovanych stavi,
pohyblivosti, velikosti a tloustky molekul a dalSich. Zadané cile diplomové prace byly
splnény. NedoSlo pouze k prozkoumani modifikovanych hyaluronanti, které nebyly
k dispozici vzhledem k jejich nedofesené syntéze, v porovnani s nativnim hyaluronanem.

Jako prvni byl sledovan vliv eluotropni fady organickych rozpoustédel na emisi
fluorescencniho zareni polaritni sondy TNS. Prostfedi byla zvolena podle rostouci relativni
permitivity methanol, ethanol, propanol a oktanol. S rostouci relativni permitivitou prostredi
dochézelo k bathochromnimu posunu emise a také k poklesu intenzity fluorescence. Poté byly
pro potvrzeni zavislosti pfipraveny polaritni fady methanolu a stejné tak i pro propanol pro
srovnani. S rostouci relativni permitivitou smési rozpoustédlo/voda dochéazelo ke snizovani
intenzity emitovaného zafeni. Smés methanol/voda ma vyssi relativni permitivitu nez smés
propanol/voda, a proto lze fici, Ze methanol je vice polarni nez propanol. Pfidavanim vody do
smési rozpoustédlo/voda dochdzelo ke zvySovani polarity prostiedi okolo sondy TNS. Dalsi
vybranou sondou byl pyren, jehoz vliv polarity byl studovan pomoci poméru 1:3. Tento
pomér v polarnim prostiedi dosahoval hodnot 1,11 az 1,70, zatimco v méné polarnim je to
okolo 0,51 az 0,96. Jakousi hranici je hodnota poméru odpovidajici jedné. U riboflavinu byla
provedena charakterizace prostfedi pomoci vybranych organickych rozpoustédlech a v jejich
padesatiprocentnich roztocich. Vysledkem byl exponencidlni pokles intenzity fluorescence se
zvySujicim se polaritnim faktorem. Ve smési methanol/voda dochazelo k nejmensim rozdilim
intenzit fluorescence, zatimco k pozvolnému poklesu intenzity dochdzelo u nejméné poléarni
smési propanol/voda. Po ptidavku vody byl roztok vice polarni a dochazelo tak k vyznamné
podpofe zhdSeni emitovaného zareni riboflavinu, coz miZe byt zplisobeno snizenim doby
zivota excitovaného stavu. Stejna charakterizace byla provedena i pro o-tokoferol, ale
v zéavislosti na relativnich permitivitach rozpoustédel. Intenzita fluorescence méla stoupajici
trend do relativni permitivity ethanolu, pak dochdzelo u methanolu k poklesu a nasledoval
opét pozvolny nartst. Nejlépe a-tokoferol svitil v organickych rozpoustédlech s vysokou
relativni permitivitou, tedy ve vice polarnim prostedi. Posuny emisniho maxima zavisely na
polarité¢ rozpoustédla. Pohybovaly se v rozmezi od 322 do 329 nm a byly bathochromni do
hydrofobni oblasti.

Dale byly studovany interakce nativniho hyaluronanu (100,5; 740; 1390 kg mol ') s TNS.
Hodnoty intenzity fluorescence nevykazovaly zadny trend v zavislosti na obsahu HA
v roztoku. VSe nasvédCuje tomu, Ze TNS s HA hydrofobné neinteraguje. Nedochazi ani
k bathochromnimu posunu emisnich maxim, pouze u koncentrace 0,05gL™' v 740
a 1390 kg mol”' HA dochazi k posunu o 4 nm viéi jinak konstantnim hodnotim. Podle
polohy emisnich maxim dochazi k interakci TNS s HA v modré hypsochromni oblasti
spektra. Pomoci smérodatnych odchylek bylo zjiSténo, ze k ,,nejvétSim* posuniim emisniho
maxima dochazelo u nejvyssi zvolené molekulové hmotnosti. U a-tokoferolu nevykazovaly
hodnoty intenzit fluorescence Zzddnou zavislost, byly velmi proménlivé a nedochdzelo ani
k posunu maxima. P¥i nizkych koncentracich HA az do 0,5 g L' navic bylo pouhym okem
pozorovatelné, Ze se a-tokoferol zcela nerozpustil i pies cca dvanactihodinové michani. Cést
ho ulpivala ina sténach vialek. Sonda a-tokoferol s HA tedy také neinteraguje. A dalsi
zkoumanou sondou byl pyren, jehoZ pomér 1:3 nevykazoval koncentracni zdvislost v rdmci
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vybranych koncentraci a? na molekulovou hmotnost 253,9 kg mol'a 650 kg mol™, kde
dochazelo k poklesu poméru a naznaku S-kiivky.

Hydrofobni interakce hyaluronanu s TNS byly dale podporovany iontovou silou —
vodnymi roztoky NaCl, KCI a CaCl, v riznych koncentracich. U zddného hyaluronanu vSak
nedochazelo k zadnym zménam, pouze k fluktuaci intenzity fluorescence. Intenzita
fluorescence spiSe zavisela na molekulové hmotnosti nez na typu nebo ptfidavku soli. Po
pfidani soli dochéazelo 1 pfi jejich nizkém piidavku ke zhéasSeni fluorescence az o 50 %.
U nejvyse zvolené molekulové hmotnosti HA (740 kg mol™') dochazelo oproti nejniZsi
molekulové hmotnosti (100,5 kg mol™) k bathochromnim posuntim emisnich maxim. A to
predevsim po piidavku vodného roztoku soli CaCl, tento posun ¢inil 4 — 5 nm. Tento posun
znamena posun do hydrofobni oblasti, kdy miize dochazet k interakci TNS s HA. VSechny
vzorky byly prométeny jesté pii teploté 30 °C a 50 °C, kterd méla sniZit repulzi mezi TNS
a HA, ale ke sniZeni se zménou teploty nedochézelo, coz je pravdépodobné zptsobeno silnym
hydrata¢nim obalem HA, ktery je tfeba narusit.

Pomoci méteni REES efektu byly studovany interakce riboflavinu s HA. Byla ménéna
excitaéni vlnova délka a sledovan posun maxima emisniho piku riboflavinu v riznych
koncentracich hyaluronanu. Posun nebyl zaznamenan, pouze dochazelo ke zméné intenzity
fluorescence, kterd maxima dosahovala pfi excitaci 465 nm. Nepodafilo se prokdzat REES
efekt, respektive hydrofobni interakce HA s riboflavinem, v ramci zvolenych oblasti
koncentraci ani v ramci vybranych molekulovych hmotnosti HA. REES efekt byl studovan
i u a-tokoferolu, kdy se ménila pouze intenzita fluorescence, ktera svého maxima dosahovala
pii excitaci 295 nm a po dosazZeni tohoto maxima nastal klesajici trend intenzity fluorescence.

U oa-tokoferolu byla z divodu neprokazatelnosti intenzity fluorescence a na zaklade
literarni reSerSe meéfena anizotropie a jako referenéni prostiedi byla vybrana smés
glycerol/ethanol. Hodnoty anizotropie nevykazovaly specificky trend. V HA byly naméfeny
vysoké hodnoty anizotropie, coz bylo pravdépodobné zptisobeno zakalenim vzorki a jejich
viskozitou, protoze velikost anizotropie souvisi s viskozitou prostfedi a také s velikosti
fluoroforu a makromolekuly. Vysledkem experimentu je, Ze hodnota anizotropie fluorescence
zalezi vice na molekulové hmotnosti HA nez na zméné jeji koncentrace. U HA o vyssi
molekulové hmotnosti byly hodnoty anizotropie mnohonasobn¢ vyssi.

Pro usnadnéni interakce HA s TNS a pyrenem byla dle literarni reSerSe pouzita metoda
»oil-in-water emulsion®. Jeden z pfipravenych vzorkd s TNS byl ponechan v klidu a druhy
byl sonifikovan. Nastal hypsochromni posun maxima emise o 4 nm do hydrofilni oblasti
u vzorku, ktery byl sonifikovan. U nesonifikovaného vzorku nedochdzelo k zadnému
vyraznému posunu, pouze k 50 % snizZeni intenzity fluorescence vic¢i vzorku referenénimu.
Nepodatilo se tedy prokazat interakci sondy TNS s HA. Stejny proces byl aplikovan 1 pro
pyren, ale pomér 1:3 zlistal nezménén.

Za Ucelem naruSeni silného solvata¢niho obalu HA byla pouzita metoda lyofilizace pro
TNS, a-tokoferol a pyren. U sondy TNS byl po lyofilizaci zaznamenan posun emisniho
maxima do bathochromni oblasti o 11 nm, coz nasvédcuje tomu, Ze byly prokazany
hydrofobni interakce hyaluronanu s polaritni sondou TNS a doslo tedy k jejimu navazéni na
sekundarni strukturu HA. U a-tokoferolu nedochazelo k posunu emisniho maxima, dochazelo
pouze k mirnému poklesu intenzity fluorescence. A posledni studovanou sondou byl pyren.
Dochazelo u néj k nariistu intenzity fluorescence a 1 ke sniZzeni poméru 1:3, coZ znamena
posun do hydrofobni oblasti a tedy prokézani hydrofobni interakce pyrenu s HA.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

HA kyselina hyaluronova

UDP-GIcA uridindifosfat glukuronova kyseliny

UDP-GIcNAc uridindifosfat N-acetyl-glukosamin

UDP uridindifosfat

PAL povrchovée aktivni latka

CMC kritickd micelarni koncentrace

TNS 6-(p-toluinido)-2-naftalensulfonova kyselina

REES Red Edge Excitation Shift, posun vlnové délky emisniho maxima

fluorescence smérem k vysSim vinovym délkam
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