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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaobera Stidiom fluorescencne znacenych polysacharidov.
Predmetom prace bolo pripravit’ a charakterizovat’ fluorescenéne znaceny dextran, chitosan,
hyaluronan aich derivaty. Tieto latky boli pripravené naviazanim fluorescencnej znacky
na polysacharid kovalentnou viazbou. Najskor boli pripravené vzorky polysacharidu, ktoré boli
oznacené fluoroférom. Ako vhodné pre tito metddu boli navrhnuté kombinacie FITC+dextran,
FITC+chitosan a fluoresceinamin+hyaluronan. Nasledne boli vzorky charakterizované
pomocou merania na fluorescenénom spektrometri, kde boli premerané fluorescencné
vlastnosti roztokov jednotlivych znacenych polysacharidov. Meranim bolo zistené, ¢i vznikli
kovalentné viazby medzi fluorescen¢nou znackou a polysacharidmi. Nakoniec bola porovnana
ekonomickd naroc¢nost’ vyroby tychto latok v porovnani s ndkupom komercnych analégov.

ABSTRACT

This bachelor’s dissertation deals with the study of fluorescence-marked polysaccharides.
The aim of this project was to develop and define fluorescence-marked dextran, chitosan,
hyaluronan, and their derivatives. These substances were developed by binding a fluorescent
marker and a polysaccharide through covalent bonding. First, we developed samples
of a polysaccharide that were marked with a fluorophore. For utilising this method,
we considered suitable the following combinations: FITC+ dextran, FITC+ chitosan,
and fluorescein amine+ hyaluronan. Following this, we defined these samples using
a fluorescence spectrometer, which allowed us to measure the fluorescence properties
of the derivatives of the selected marked polysaccharides. Using this measuring method,
we found that a covalent bond does occur between the fluorescent marker
and the polysaccharides. Finally, we compared the economic cost of developing these
substances, as opposed to buying them commercially.

KLUCOVE SLOVA
polysacharid, hyaluronan, dextran, chitosan, fluorescein izotiokyanat, fluorescencia
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1 UVOD

Prva zmienka o fluorescencii bola opisana v 16. storo¢i vd’aka pozorovaniu oblickového
dreva (lat. lignum nephriticum). Dal$im vyznamnym objavom bola v 19. storo¢i fluorescencia
fluoritov. Vyznamny objav vo fluorescencii priniesol George G. Stokes, a to Stokesov posun.
Fluorescencia ako veda zaznamenala v 20. storo¢i obrovsky posun vo vyskume. Dnes
sa fluorescenéné metoddy vyuzivaji v roznych oblastiach vedy a vyskumu. Vd’aka modernym
pristrojom a novym metddam sa fluorescencia dostava stale viac do popredia.

Polysacharidy s polymérne sacharidy, tvorené monosacharidovymi podjednotkami.
Pre polysacharidy sa vyuziva obecny vzorec Cn(H20)n-1. St nherozpustné vo vode
(len napuciavaju) a nemaju sladkt chut’. Polysacharidy tvoria vel'mi rozsirent skupinu latok.
Maju rozne funkcie (zasobné alebo stavebné). Ich Struktura je od linearnej az po vel'mi
rozvetvenu. Ak sa molekula polysacharidu sklada z jedného druhu monosacharidovych
jednotiek, hovorime o homopolysacharide. Heteropolysacharid oznacuje polysacharid tvoreny
z roznych druhov monosacharidovych jednotiek. Polysacharidy maju vel'a praktickych vyuziti.
Ludia konzumuji polysacharidy ako sucast’ stravy. Od staroveku l'udia pestovali plodiny,
napriklad pSenicu, ryzu ¢i iné zrna. Chapali, Ze potrebuji konzumovat’ tieto potraviny ako zdroj
energie. Polysacharidy sa vyuzivaju taktiez pri liecbe bakterialnych infekcii.
Niektoré polysacharidy chrénia bunky pred skodlivymi baktériami.

Vzhl'adom k tomu, Ze fluorescenéné znacenie polysacharidov u nas na fakulte eSte nebolo
skimané, nasledujuca bakalarska praca je zamerand na vyhl'adédvanie postupov kovalentného
naviazania fluorescencnej znacky na vybrané polysacharidy. K tymto ucelom boli vybraté
najvhodnejsie postupy pre viazanie fluoroférov na dextran, hyaluronan, chitosan a ich derivaty,
a to naviazanie FITC na dextran a chitosan, fluoresceinaminu na hyaluronan. Tymito postupmi
boli pripravené kovalentne znacené polyméry. Pomocou technik, ktoré st dostupné na Fakulte
chemickej sa vie dokazat vznik kovalentnej viazby medzi fluorescenénou znackou
a polysacharidom. Meranie sa uskuto¢nilo pomocou fluorescencnej spektrometrie.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polysacharidy
Termin "sacharid" pochdadza z gréckeho slova sakchar, ¢o znamena "cukor
alebo sladkost™ [1].

2.1.1 Struktira a vlastnosti

Polysacharidy moézu byt definované ako kondenzacné polyméry s vysokou molekulovou
hmotnostou (niekol’ko miliénov daltonov) zaloZzené na jednoduchych monosacharidovych
jednotkach. Jedna monosacharidova jednotka je spojend s d’alSou monosacharidovou jednotkou
glykozidickou védzbou [2]. Termin polysacharid sa pouziva pre materialy, ktoré obsahuji
viac ako desat’ cukrovych zvyskov. Polysacharidy mozu byt homopolyméry (napriklad
glykogén, Skrob, celul6za), ktoré obsahuju iba jeden typ monomérnych zvyskov
alebo heteropolyméry, ktoré pozostavaji z dvoch alebo viacerych roznych typov
monosacharidovych jednotiek. Heteropolysacharidy maju zlozité Struktury a mézu tiez byt
kovalentne spojené s proteinmi a lipidmi (napriklad proteoglykany a glykosfingolipidy) [3] [4].
Mozu byt neutralne (napriklad galaktomény, pullulany, dextrany), polyanidonové (alginat,
pektin, xantan) alebo polykationové (chitosany, aminocelul6zy) [5]. Polysacharidy mézu byt
VO vode nerozpustné, tvorit pravé roztoky, koloidné disperzie a gély. V zmieSanych
polysacharidovych systémoch moézu byt polyméry rozptylené a vytvaraju mnozstvo
interaktivnych stavov [6].

2.1.2 Vyuzitie

Polysacharidy su prirodzené makromolekuly univerzalneho vyskytu v Zivych organizmoch
[2]. Su v prirode Siroko distribuované a su produkované vSetkymi organizmami vratane rastlin,
zvierat a mikroorganizmov. Tieto molekuly majt rézne biologické funkcie, ako je skladovanie
energie ¢i ako bunkova komunikacia [3]. M6zu sa vyskytovat’ ako funkéné a Struktarne zlozky
buniek (napr. glykoproteiny a glykolipidy) [1].

2.2 Dextran

2.2.1 Struktira a vlastnosti

Dextrany, ktoré sa produkuji hlavne z druhov Leuconostoc, Lactobacillus, Streptococcus
a Weissella, sa lisia stupfiom a typom vetvy, diZkou retazca, distribuciou molekulovej
hmotnosti a konformaciou polymérneho retazca [7][8]. Okrem procesu prirodzenej fermentacie
moze byt dextran chemicky syntetizovany pomocou kationovej polymerizacie. Vyskyt tychto
baktérii v rafinériach cukru je zodpovedny za problémy v procesoch filtracie kvoli zvySenej
viskozite pritomnost'ou rozpustného dextranu [9]. Dextran spomal’uje rychlost’ krystalizacie
sachardzy a nepriaznivo ovplyviiuje tvar kryStalu [10].



Dextran je homopolymér pozostavaji z glukanu viazaného a-(1—6) s bocnymi retazcami
pripojenymi do poléh troch zikladnych jednotiek glukozy [9][10]. Okrem chemickej
modifikéacie a degradéacie kostry polyméru, NMR spektroskopia je jednou z najdolezitejSich
metod ziskavania podrobnych informacii o jeho Struktare [11][12].

o
Dextranase
OH
o
CH20H OH |
OH ch, a{1-6)}D-glucose
o]
OH 0
H
C ‘ OH |
O CH;,
OH I
OH
OH OH (])
a{1-3)-D-glucose ’
OH
 —O—
OH
_ Dextran oH

Obrazok 1: Vzorec dextranu [13]

Dextran je 'ahko rozpustny vo vode, dimetylsulfoxide, formamide, etylénglykole, glycerole.
Je vysokomolekularny a hydrolyzuje iba za vysoko kyslych alebo alkalickych podmienok [14].
Synteticky dextran ma vlastnosti podobné prirodnému produktu, ¢o sa tyka rozpustnosti,
optickej rotacie a spektroskopickych charakteristik. Molekulova hmotnost’ nativneho dextranu
je od 9-10° do 500-10° g/mol, mdze sa urcit rozptylom svetla, ultracentrifugaciou
¢i viskozimetriou. Reaktivita dextranu zahfna predovsetkym Stadium relativnej reaktivity
sekundarnych  ekvatoridlne orientovanych hydroxylovych skupin. Malé¢ percento
hydroxylovych skupin v dextrane je primarnych, hoci tento udaj sa mierne zvysuje pri nizkych
molekulovych hmotnostiach v dosledku prispevku z neredukujiacich koncovych skupin [10].

2.2.2 VyutZitie
Dextrdan s molekulovou hmotnostou 40 000, 60 000 a 70 000 g/mol (oznaceny
ako dextran 40, 60 a 70) v 6 alebo 10 % vodnych roztokoch, ktoré su v sucasnosti k dispozicii,



sa vyuzivaju na nahradenie miernych krvnych strat. Polymér v podstate nahradzuje krvné
proteiny, napriklad albuminy. Antitromboticky ucinok klinickych dextranovych frakeii
poskytuje profylaktické lieCenie hlbokej zilovej trombodzy a pooperacnej pl'icnej embdlie [24].
Znamy dextran produkovany Leuconostoc mesenteroides B-512F sa Siroko pouziva
ako nahrada krvnej plazmy kvoli nizkej antigénnosti, vysokej rozpustnosti vo vode a vysokej
biologickej stability v 'udskom krvnom obehu. Dextrany produkované Leuconostocom sa tieZ
aplikuju v potravinach (pekarske vyrobky) a v chemickom priemysle [15][16][17]. Aplikacia
dextranov sa rozSiruje na produkty starostlivosti o o¢i a starostlivost o pokozku kvoli
ich vynikajucej biokompatibilite, zvlh¢ujlicim vlastnostiam a stabilite [18]. Dextran nasiel tiez
popularitu v oblasti tkanivového inzinierstva, pretoze modze byt enzymaticky degradovany
dextranazou, ktora sa nachadza v tkanive cicavcov [19]. Mikrocastice dextranu su Studované
pre biomedicinske aplikacie od liekov a bunkovej terapie po diagnostiku a biosenzory [20].

2.2.3 Dextran DEAE

Dextrdn mdze byt prisposobeny tak, aby bol stabilnejsi a lepSie prisposobivy. Napriklad
derivat dextranu s vysokou molekulovou hmotnostou, polykationovy polymér DEAE dextran.
DEAE-dextran je chemicky modifikovany dextran, kde spajanie s dietylaminoetylovymi
skupinami vedie k amidacii dextranového retazca a tym k protonacii [23]. Vykazuje zlepSené
adjuvantné vlastnosti proti slintacke, krivacke ¢i venezuelskej encefalomyelitide koni
ucicavcov [21]. Dietylaminoetyl-dextran (DEAE-Dx) ma vynikajice vlastnosti,
ako je biologicka  odburatelnost’ [22]. Taktiez je to biokompatibilny derivat
s farmakologickymi a terapeutickymi vlastnost'ami [24].
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Obrdzok 2: Chemicka Struktiira DEAE- dextranu [23]



2.3 Chitosan

2.3.1 Struktira a vlastnosti

Chitosan alebo (1—4)-2-amino-2-deoxy-p-D-glukan patri medzi kationové polyméry.
Ziskava sa N-deacetylaciou chitinu, jednym z najpocetnejSich prirodzene sa vyskytujucich
polysacharidov [25]. Niektoré kvasinky a huby, napriklad Schizosaccharomyces pombe,
Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae ¢i Lentinus edodes , maju vo svojej bunkovej stene
chitin a chitosan. Mo6zu byt Tlahko kultivované v jednoduchych zivindch a pouzité
ako alternativny zdroj chitosanu [27]. V porovnani s chitinom ma vacSiu chemicka
a biochemicku reaktivitu. Chitosan je prirodny a biologicky rozlozite'ny biopolymér [26].

Molekula chitosanu ma tri reaktivne centrd: primarnu aminoskupinu, primarnu
hydroxyskupinu a sekundarnu hydroxyskupinu. Aminoskupina I'ahko podlieha kvarternizacii,
¢im sa zvySuje rozpustnost’ chitosanu vo vode a tvori komplexy s iéonmi kovov. Primérna
hydroxyskupina byva najCastejSie substituovana spojovacimi c¢lankami ,,spacery®,
na ktoré sa viaze aktivna zlozka - lie¢ivo alebo skupina, ktora je zodpovedna za cielenie lie¢iva
alebo zvySenie rozpustnosti vo vode. Sekundarna hydroxyskupina je modifikovana
predovsetkym za ucelom zvysit rozpustnost vovode [26]. Chitosan je rozpustny
iba vo vodnych roztokoch niektorych kyselin. Podlicha reakciam typickym pre aminy,
Z ktorych najdolezitejSie su N-acylacia a Schiffové reakcie [28].

Chemické vlastnosti chitosanu su nasledovné: je to linedrny polyamin, obsahuje reaktivne
aminoskupiny a hydroxylové skupiny, su to chelaty mnohych prechodnych kovovych i6nov.
Biologické vlastnosti chitosanu su: je biokompatibilny — prirodny polymér, je biologicky
odburatelny, bezpeény a netoxicky, viaze sa na bunky cicavcov a mikrobialne bunky,
je hemostatikum a fungistikum [28].

CH20H
i H
H
OH H
H
H NHCOCH3

Chitin

n

Chitosan

Obrdazok 3: Struktira chitinu a chitosanu [28]



2.3.2 Vyutzitie

Moze sa pouzit ako prostriedok na kontrolu permeability, lepidlo, ¢inidlo na vyrobu
a upravu papiera, chelata¢né ¢inidlo alebo ako chromatograficky nosi¢. Okrem toho sa moze
aplikovat’ na imobilizaciu enzymov [27]. Bolo navrhnuté, Zze chitosan méze byt pouzity
na inhibiciu fibroplazie pri hojeni ran a na podporu rastu tkaniva. VIdkna vyrobené z chitinu
a chitosanu su pouzitel'né ako absorbovatel'né stehy a obvézy. Okrem ich pouzitia v medicinske;j
oblasti maju vlakna chitosanu potencialne uplatnenie pri Cisteni odpadovych vod. Chitosan
je kompatibilny s mnozZstvom biologicky aktivnych zloziek obsiahnutych v kozmetickych
vyrobkoch: starostlivosti o vlasy, starostlivosti o plet a starostlivosti o ustnu dutinu.
Moze sa pouzivat’” v Samponoch a vo farbach na vlasy. Nachadza sa taktiez v krémoch,
pletovych vodéch ¢i lakoch na nechty. Chitosan sa moze pouzit’ v zubnych pastach, ustnych
vodach a zuvacke. Je tiez ucinny pri odstraiiovani ropy a ropnych produktov z odpadovych vod.
Regenerovany chitosan by mohol byt Siroko pouZzivany pre také procesy, ako je osmoza,
reverzna osmoéza, mikrofiltracia, odsol'ovanie, dialyza a hemodialyza. Biologicky odburatel'ny
chitosan méze posilnit’ recyklovany papier a zvysit' ekologickost’ obalov a inych vyrobkov.
Nahradil syntetické polyméry v oftalmologickych aplikaciach (kontaktné SoSovky, opticka
jasnost’, mechanicka stabilita, dostato¢na opticka korekcia). Antimikrobialne a hojivé vlastnosti
ran chitosanu spolu s vynikajucou schopnostou tvorby filmov robia chitosan vhodny na vyvoj
o¢nej bandaze SoSovky [28].

2.4  Trimetylchitosan

2.4.1 Struktira a vlastnosti

Trimetylchitosan bol prvykrat syntetizovany v polovici dvadsiateho storoCia a vtedy
bol pomenovany ako Macramin [29]. TMC sa moze syntetizovat' tromi vSeobecnymi
metddami: nepriamou trimetylaciou, priamou trimetylaciou a ochranou hydroxylovych skupin
chitosanu (v polohach C-3 a C-6) O-silylaciou. Trimetylchitosan je derivat chitosanu,
ktory je pozitivne nabity. Ma ovela $irSie rozmedzie pH rozpustnosti ako nemodifikovany
chitosan v dosledku pritomnosti protonovanych skupin (— N*(CH3)3) [30]. Pri jednokrokovej
metdde je kvarternizacia aj rozpustnost’ vo vode nizka. V dvojkrokovej metdde je minimalny
stupenn kvarternizacie 40 %, vo vode je optimalne rozpustny. V trojstupiovom sposobe
ma vysledny polymér vysSi stupenn kvarternizdcie (viac ako 80 %) kvoli dokonceniu
O-metylacie, ale jeho rozpustnost vo vode klesa v dosledku poklesu vodikovych vézieb
s vodou [31]. Tiez moze byt z velkej Casti odvodeny od chitosanu reakciou s jodmetanom
v prisnych bazickych podmienkach po rozpusteni v N-metyl-2-pyrolidone a pri pouziti
jodidu sodného ako katalyzatora [32].

Jeho molekulova hmotnost’ sa stanovuje gélovou permeacnou chromatografiou [32].
Polomer a polydisperzita trimetylchitosanovych polymérov s réznymi stupiiami kvarternizacie
sa urcuju pomocou vyluovacej chromatografie (SEC) a viacnasobného rozptylu laserového
svetla (MALLS) [33].



Rozpustny trimetylchitosan ma mukoadhezivne vlastnosti a vynikajuci ucinok zvySujtci
absorpciu aj pri neutralnom pH. TMC je navySe atraktivnou alternativou chitosanu
pre navrhovanie proteinom nabitych ¢astic ibnovym zosiet'ovanim [31].

Trimetylchitosan ziskal vel’ku pozornost’ v poslednych 15 rokoch vd’aka svojim vynikajacim
vlastnostiam biologickej odburatel'nosti, biokompatibility, vynikajiacej rozpustnosti vo vode
a antimikrobialneho potencialu. TMC moéze vykazovat’ baktericidnu aktivitu az 700krat vac¢siu
ako cisty chitosan [33].
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Obrazok 4: Chemicka Struktura trimetylchitosanu [32]

2.4.2 VyuiZitie

Trimetylchitosan mozno aplikovat vo  farmaceutickej a lekarskej oblasti,
ako aj v potravinarskom priemysle. Materialy na baze TMC, ako napriklad tenké filmy,
perlicky, termosenzitivne hydrogély, polyelektrolytové komplexy, nanocastice, a d’alsie mozu
byt navrhnuté ako matrice pre dodédvanie lieCiv. Trimetylchitosanovéa baktericidna aktivita
je najcielenej$im parametrom vo farmacii a medicine. Trimetylchitosan vykazuje svoj potencial
usmrtit’ niekol’ko typov baktérii, ako st Escherichia coli ¢i Staphylococcus aureus. Katiénova
vlastnost’ TMC umoziuje jeho spojenie s polyanidonovymi makromolekulami, ako je napriklad
heparin ¢i alginat sodny. Trimetylchitosanové vldkno mé potencial byt pouZité ako zlozka
pre hojenie ran, taktiez su vhodné na ortopedické aplikacie, formulacie zubnych zivic [34].

2.5 Hyaluronan

2.5.1 Struktiira a vlastnosti

Kyselina hyalurénova sa prvykrat spomina v roku 1934 Karlom Meyerom a jeho asistentom
Johnom Palmerom. Zistili, ze v sklenenom tele oka hovéddzieho dobytka je priehl'adna viskdzna
kvapalina. Vzhl'adom na jej fyzikalno-chemické vlastnosti (hyalos [greek- lat.]- priesvitné,
sklovité) a pritomnost’ kyseliny urénovej, tato latku nazvali ako kyselina hyalurénova [35].



Dnes je tato makromolekula naj¢astejSie oznacovana ako ,,hyaluronan®, ¢o odraza skutocnost’,
7e existuje in vivo ako polyanion a nie vo forme protonovej kyseliny [36].

Kyselina hyaluréonova (HA) je uhlohydrat, konkrétne mukopolysacharid, vyskytujici
sa prirodzene v zivych organizmoch. Je to biopolymér, ktory ma ddlezité biologické funkcie
V baktériach a vysSich zvieratach vratane 'udi. Nachadza sa vo vicSine spojivového tkaniva
aje koncentrovany najmi v synovialnej tekutine, sklovcovej tekutine oka, pupo¢nikovych
$narach. Hyaluronanové molekuly st priame ret’azce obsahujuce stovky alebo tisice cukrovych
jednotiek (sacharidov), ktoré su iba dvoch druhov: N-acetylglukozamin a glukuronat.
St spojené prostrednictvom striedajucich sa glykozidovych vézieb beta- 1,4 a beta- 1,3.
Tieto glykozidické vdzby pozostavaji zjedného atomu kyslika, ktory spdja jeden cukor
s druhym [37]. Pocet opakovanych disacharidov hyaluronanovej molekuly méze dosiahnut
10 000 a viac, je biopolysacharid s vysokou molekulovou hmotnostou ~ 4 milion daltonov.
Priemerna dizka disacharidu je ~ 1 nm [36][38].

V sucasnosti existuju dve konkurenéné metddy pre priemyselnti produkciu hyaluronanu,
ktoré sa extrahuji zo zivocisnych zdrojov, ako su o¢i hoviddzieho dobytka, hrebene kohttov
a mikrobidlna produkcia pomocou velkokapacitnych fermentorov. Tradi¢ny sposob vyroby
kyseliny hyalurénovej je zaloZeny na extrakcii rozpustadlom zo zivo¢isneho tkaniva. Baktérie,
o ktorych je zname, Ze st schopné syntézy hyaluronan st Streptokoky skupin A a C,
Streptococcus equi, Streptococcus equisimilis, Streptococcus pyogenes a Streptococcus uberis.
Baktérie Pasteurella multocida, produkuju kyselinu hyalurénovu v ich kapsulach. Streptococcus
zooepidemicus produkuje HA aktivované substraty (nukleotidové cukry) prostrednictvom
Specifickej viazanej membrany glykozyltransferazy, takzvané HA syntdzy. Sucasny

priemyselny vyrobny proces je vSak zalozeny na fermentacii mutovanych streptokokovych
buniek [39].
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pD-Glucuronic acid N-acetylglucosamine

Obrazok 5: Chemicka Struktura kyseliny hyaluronovej [38]

2.5.2 VyutZitie

Hyaluronan sa nachadza primarne v extracelularnej matrix, ale je preukazané,
ze sa vyskytuje aj v intracelularnej matrix. Medzi biologické funkcie kyseliny hyaluronove;j
patri udrzba elaskoviskozity kvapaliny, kontrola hydratacie tkaniva a transport. Hyaluronan
nie je cytotoxicky, vykazuje biokompatibilitu a je dobre biologicky odburatel'ny [38].



Prvé lekarske pouzitic hyaluronanu pre T'udi bolo vhodné ako doplnok sklovca v o¢nej
chirurgii koncom 50. rokov. Pouzity hyaluronan bol izolovany spociatku z 'udského pupo¢nika
a kratko potom z kohutovych hrebenov vo vysoko purifikovanej forme s vysokou molekulovou
hmotnostou. Tento pripravok je v stcasnej dobe Siroko pouzivany na oftalmologicku
viskochirurgiu [36][37]. Jeho upeviiovacie schopnosti a viskoelastické vlastnosti si Siroko
vyuzivané v lekarskych aplikaciach [40]. HA sa pouziva hlavne pri liecCbe osteoartritidy,
V kozmetike, v estetickej medicine, chirurgii, pri lokdlnom podavani lieciva a v tkanivovom
inzinierstve. Pripravky zaloZené na linearnej kyseline hyalurénovej sa pouzivaji na podporu
hojenia pri vSeobecnej lieCbe podrazdenia a poranenia koze, napriklad odreniny, oblasti
koznych Stepov, pooperatné rezy, popaleniny prvého a druhého stupna, metabolické
a vaskularne vredy ¢i otlaky. V oftalmologickej chirurgii sa pouzivaju fyziologické roztoky HA
na ochranu jemnych o¢nych tkaniv. V oftalmologii sa hyaluronan tiez pouziva ako U¢inna
zlozka mnohych ocnych kvapiek. Tiez je uzitocny pri zvySovani komfortu pri aplikacii
kontaktnych SoSoviek. Zosietované derivaty HA najdu uplatnenie najma v oblasti tkanivového
inzinierstva. V skuto¢nosti sa dermalne vyplne na baze HA stali najuspesnejsimi odpoved’ami
na sucasni masivnu poziadavku na nechirurgickt augmentaciu mékkych tkaniv. Intradermdlne
injekcie HA sa vyuzivaji na vyplnenie vrasok anazvySenie objemu miakkych tkaniv,
ako su pery a prsia. V kozmetike sa pouziva ako zvlh¢ujtca zlozka vd’aka svojej hydrofilnej
povahe [39].

2.6 Luminiscencia

Luminiscencia je proces, pri ktorom excitované molekuly prechadzaji do zakladného stavu
za suCasného vyziarenia energie — svetelného ziarenia a zanedbate'ného mnozstva tepla [41].
Je to prebytok Ziarenia nad tepelnym vyzarovanim telesa v tom pripade, ak ma toto prebytocné
Ziarenie kone¢nu dobu trvania, ktora podstatne prevysuje periodu svetelnych kmitov [42].
Excitovany stav (stav s vySSou energiou) vznika prijatim vymedzeného mnozstva (kvanta)
energie. Takyto energeticky stav je nestabilni a prechadzaju spit do zakladného stavu
za vyziarenia energie. Podl'a druhu budiacej energie rozliSujeme niekol’ko typov luminiscencie:
chemiluminiscencia (premena chemickej energie) a fotoluminiscencia (energia fotonu
UV- VIS Ziarenia) [41].

2.7 Fluorescencia

Fluorimetria je analytickd metdda vyuZivajuca schopnosti latok vysielat’ (emitovat)
po predchadzajucom prevedeni do vzbudeného (excitovaného) stavu fluorescencné ziarenie
Vv ultrafialovej alebo viditel'nej oblasti. K prevedeniu do vzbudeného stavu (k excitéacii vzorky)
je spravidla vyuZzivana absorpcia ultrafialového alebo viditeI'ného ziarenia [43].

Fluorescencia je fyzikalny jav, pri ktorom molekuly niektorych latok absorbuju svetelné
Ziarenie uréitej vlnovej dizky (excitacia) a ¢ast’ energie, ktora tymto spdsobom ziska vo vel'mi
kratkom &ase (10°*° s) opédt’ vyziari (emisia) v podobe svetla s dlhsou vinovou dizkou.
Tento posun vo vilnovej dizke (Stokesov posun) suvisi so stratou &asti energie
nefluorescencnymi procesmi (uvolnenie tepla, rezonan¢ny prenos na okolit¢é molekuly



a podobne). Rozdiel medzi absorpénym a emisnym maximom zodpoveda prave Stokesovmu
posunu. Absorpéné a emisné spektrum fluorescencnej latky je tiez ovplyviiované podmienkami
prostredia, ako je pH, koncentracia niektorych iénov alebo konjugacie s inymi molekulami [44].

Fluorescencna spektroskopia je v stcasnej dobe Siroko rozsireny pristup. Intenzivny rozvoj
prinasa nové postupy pre detekciu Struktur ¢i jednotlivych molekul. Jednym z hlavnych
dovodov ¢astého vyuzitia fluorescencnej spektroskopie je jej vysoka citlivost. Fluoreskujuce
molekuly moézu byt detekované pri vel'mi malych koncentraciach. Zdrojom tejto vysokej
citlivosti je vysoky kontrast voci pozadiu. U fluorescencie zvycajne mame jasny (svetly) signal
na temnom pozadi. Toto je dosiahnuté pouzitim dvoch filtrov, ktoré nam oddeli na zaklade
vinovych dizok excitaéné a emisné Ziarenie [44].

2.7.1 Princip fluorescencie

V zakladnom stave So vicSinou obsadzuji vzdy dva elektrony rovnaky elektronovy stav
s opaénym spinom. Takyto stav molekuly je oznacovany ako singletny. Po excitacii jedného
valen¢ného elektronu na elektronovu hladinu moézu elektrony zachovat' svoj celkovy spin,
¢o je vyznacené radom excitovanych singletnych stavov molekuly Si, Sz atd’. Po excitacii dva
elektrony nie st sparované a ich spinové kvantové ¢islo moze mat’ hodnotu 1. Molekula
sanachiadza v stave oznaCovanom ako tripletovy (Ti, T», ...). Kazdy elektronovy stav
je vdosledku vibracného pohybu molekuly tvoreny sériou vibraénych hladin. Hladina
elektronového stavu s najnizSou vibracnou energiou je oznacovand ako zdkladnd vibracna
hladina elektrénového stavu. V stave tepelnej rovnovahy sa za normalnych teplot prevazna Cast’
molekul nachddza na zakladnej vibracnej hladine stavu So. Pri absorpcii Ziarenia je energia
absorbovaného fotonu spotrebovana na prevedenie molekuly do excitovaného stavu [43].

Po absorpcii fotonu excitovana molekula vel'mi rychlo odovzdava ziskanu energiu svojmu
okoliu adostava sa postupne do nizSich excitovanych stavov. Pomalsi byva vicSinou
az neziarivy prechod zo zakladnej vibra¢nej hladiny prvého excitovaného stavu Si
do zakladného stavu So. Az medzi tymito hladinami sa vedl’a neZiarivych prechodov méze
uplatnit’ prechod spojeny S emisiou fotonu. Tato emisia Zziarenia je oznacovana
ako fluorescencia. Jej doba dosvitu po preruseni excitacie byva radovo 10 az 10 s. Vigsinou
az z hladiny S1 sa pripadne uplatni aj neziarivy medzisystémovy prechod do niektorého
z tripletnych stavov. Ziarivy prechod zo zakladnej vibraénej hladiny najnizSicho tripletného
stavu T1 do zékladného stavu So méa dlha dobu dosvitu 10° az 10 s adej sa oznaluje

ako fosforescencia [43].

2.7.2 Intenzita fluorescencie
Intenzitu fluorescencie v rovnovaznom stave pre absorbovany foton je mozné vyjadrit
ako funkciu vinovej dizky emitovanych foténov, ozna¢enych Fy, (Af) (v m™* alebo nm),

Fy(Ag)dAg =
J() /1( F) F (I)F (1)



kde o¢pje kvantovy vytazok fluorescencie definovany vyssie. F, (Ap) predstavuje
fluorescencné spektrum alebo emisné spektrum: odraza distribliciu pravdepodobnosti r6znych
prechodov z najnizSej Grovne vibracii S1 do réznych trovni vibracii So. Emisné spektrum
je charakteristické pre danu zluceninu.

V praxi merana intenzita fluorescencie v ustalenom stave I (Af) merana pri vinovej dizke
Ar je umerna F, (Ap) a poétu foténov absorbovanych pri excitaénej vinovej dizke Ae. Je vhodné
tento pocet fotonov nahradit’ absorbovanou intenzitou I, (Ag), ktora je definovana ako rozdiel
medzi intenzitou dopadajuceho svetla I, (Ag) a intenzita prechadzajiaceho svetla It (Ag):

Iy (Ag) =1y (Ag) — It (Ag) 2)

Ak mozeme kompenzovat vinovi zdvislost dopadajuceho svetla, jediny vyraz,
ktory sa ma vziat' do uvahy, je A (Ag), ktory predstavuje absorpéné spektrum. Korigované
excitatné spektrum je totozné s absorpénym spektrom, za predpokladu, ze existuje jeden druh
zakladného stavu. Na rozdiel od toho, ked’ je pritomnych niekol’ko druhov, alebo ked’ ide
0 jediny druh existujuci v roznych formach v zdkladnom stave (agregaty, komplexy, tautomérne
formy, atd’.), excita¢né a absorpéné spektra uz nie st superponovatel'né [45].

2.7.3 Jablonskiho diagram

Jabloniskiho diagram zobrazuje relativnu energiu molekuly v stave zdkladnom
a excitovanych stavoch pre dant nuklearnu geometriu. Predpokladé sa, Ze geometria vSetkych
stavov nie je prili$ rozdielna od geometrie stavu zakladného. Diagram nepopisuje tvar a vel'’kost’
molekuly anaviac vibra¢né hladiny zobrazené pre kazdy stav obvykle neodpovedaju
skuto¢nosti. V tomto diagrame su schematicky naznacené zakladné elektronové stavy
a fotochemické procesy [46].
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Obrdazok 6: Jablonskiho diagram (hodnoty v zatvorkdch ukazuju velkost rychlostnych
konstant pre jednotlivé procesy) [46]

Neziarivé procesy su v diagrame oznacené vinovkami a uskutociiuju sa medzi vibra¢nymi
rotanymi hladinami roéznych elektréonovych stavov: isoenergetickymi (vodorovne)
alebo s roznou energiou (zvisle). Ked'ze sa pri nich nemeni celkova energia systému,
nedochddza k emisii Ziarenia. Ziarivé procesy su charakterizované prechodom molekul
z vysSieho energetického stavu na nizsi (alebo naopak), teda vyZziarenim fotonu. V diagrame
st oznacované ako priame Sipky [46].

2.7.4 Stokesov posun

Sktimanie Jablofiskiho diagramu ukazuje, Ze energia emisie je zvyc€ajne niZ$ia ako energia
absorpcie. Fluorescencia sa typicky vyskytuje pri nizsich energiach alebo dlhsich vinovych
dizkach. Tento jav bol prvykrat pozorovany panom Georgeom Gabrielom Stokesom
v roku 1852. Zdrojom ultrafialovej excitacie bol zabezpedeny slneénym svetlom a modrym
sklenenym filtrom, ktory bol sucastou vitraZze. Tento filter selektivne prendsal svetlo
pod 400 nm, ktoré bolo absorbované chininom. Fluorescencia chininu sa vyskytuje blizko
450 nm a je l'ahko viditel'na [47].

Roztok chininu je bezfarebny, pretoZe sa absorbuje v ultrafialovom Ziareni, ktoré nevidime.
Modra farba prichadza len z a v blizkosti povrchu. Je to preto, Ze roztok chininu je relativne
koncentrovany a absorbuje celé UV ziarenie prvych niekol’ko milimetrov. Preto pan Stokes
pozoroval vnutorny efekt filtra. Po prechode cez roztok bolo svetlo "oslabené" a nebolo schopné
sposobit’ modra ziaru. Doslo k tomu, pretoze UV bolo odstranené a "oslabené¢" svetlo
uz nemohlo excitovat’ chinin. Energetické straty medzi excitaciou a emisiou su univerzalne
pre fluorescencné molekuly v roztoku. Jednou zo spolo¢nych pricin Stokesovej zmeny je rychly
rozklad najnizsej Grovne vibracii Si1. Okrem toho, fluoroféry sa vSeobecne rozkladaji na vyssie



urovne vibracii So, o ma za nasledok d’alSiu stratu excitacnej energie. Navyse na tieto ucinky
mozu fluorofory zobrazit’ d’alSie Stokesove posuny sposobené ucinkami rozpustadla, reakciami
excitovaného stavu, tvorbou komplexu a/ alebo prenosom energie [47].

2.7.5 Lambert — Beerov zakon

Lambert-Beerov zakon je matematickym prostriedkom na vyjadrenie ako je svetlo hmoty
(kvapalny roztok, tuha latka alebo plyn) absorbované. Vzhl'adom na vzorku absorbujucej latky
umiestnenej medzi dvoma paralelnymi oknami, ktoré prenasaji svetlo a predpokladaju,
ze svetlo intenzity lo dopada zl'ava, Siri sa v smere X, intenzita | klesa plynule zl'ava doprava
a kon¢i intenzitou It [48].

Roztok zavisi linearne od koncentracie absorbujicej molekuly, zlomkova zmena intenzity
svetla dl/ | moze byt zapisana ako:
dl (3)

——=acd
=acdx

Kde a je konstanta proporcionality. PretoZze a ani ¢ nezalezi na X, integracia medzi limitmi
lo na x=0 a I; v x=I, poskytuje
lo (4)

lnz=acl

Pre merania vykonané s kyvetami roznych dizok drahy, prenasana intenzita It exponencialne
klesa so zvysujucou sa dizkou drdhy. Alternativne prendsana intenzita exponencidlne klesa
S0 zvySujlicou sa koncentraciou a absorbujlica rozpustenou latkou. Absorbancia alebo opticka
hustota A je definovana ako

I
A=log1—0=ecd ©)
t

Kde &= a/ 2,303 je molarny extinkény koeficient, koncentracia ¢ a dizka drahy d [48].

2.7.6 Kvantovy vytazok

Fluorescencna schopnost’ latky opisuje kvantovy vytazok fluorescencie, ktory je definovany
ako pomer poctu fotonov vyziarenych latkou vo forme fluorescencie ku poctu fotonov latkou
absorbovanych. Umoziuje urcit’ Ziarivy tok prechédzajici vzorkou vo forme fluorescenéného
ziarenia vyjadren¢ho ako pocet foténov za jednotku Casu. Kvantovy vytazok je urCeny
podielom rychlosti vlastného fluorescenéného prechodu a celkovej rychlosti vSetkych dejov,
ktoré vychadzaju zo stavu Sy [43].



2.7.7 Zhasanie fluorescencie

Okrem dejov vysSie spominanych sa moze uplatnit’ aj vplyv dalSich komponentov
pritomnych v roztoku, ktoré deaktivuju stav Si1 a tak zhasaju fluorescenciu. Tieto latky
st oznacované ako zhasadla (anglicky "Quenchers"). Medzi najbeznejSie zhasadla patri kyslik
a tiez latky obsahujuce prvky s vys$im atomovym ¢islom. Aj samotna fluoreskujuca latka moze
pri  vySSich koncentraciach znizovat kvantovy vytazok. V tomto pripade hovorime
0 koncentracnom zhésani fluorescencie. M6Zu sa pri nom uplatnit’ rozne medzimolekularne
interakcie, ako je tvorba molekularnych asociatov v zakladnom ¢i excitovanom stave, prenos
energie a podobne [43].

2.7.8 Emisné a excita¢né spektrum

Emisné spektrum je zavislost' intenzity fluorescencie na vinovej dizke (alebo energii,
vinodtu, &i frekvencii) pri konstantnej vinovej dizke budiaceho Ziarenia. Excita¢né spektrum
je zavislost’ intenzity fluorescencie na vinovej dizke (alebo energii, vinodtu &i frekvencii)
pri konstantnej vinovej dizke emitovaného Ziarenia [49].

2.7.8.1 Absorpcia ziarenia
Absorpciu predstavuje interakcia latky X (atom, molekula) so ziarenim s hodnotou energie
odpovedajuce;j hv, pri ktorej latka energiu prijima:

X+ hv — X* (6)

Podl'a poctu roznych energetickych hladin latka absorbuje Ziarenie s réznymi frekvenciami.
Usporiadany subor vinovych dizok (frekvencii) Ziarenia, ktoré latka absorbuje sa nazyva
absorpéné Ziarenie. Absorbované vinové dizky st pre kazdt latku charakteristické.
Absorbované frekvencie su ukazovatelom kvalitativnym. Velkost' absorpcie sa vyjadruje
Vv jednotkach absorbancie [49].

2.7.8.2 Emisia ziarenia

Emisia je dej opacny nez absorpcia. Latka, ktord bola dodanim energie prevedena
do vyssieho energetického stavu, prechadza vo vel'mi kratkom ¢ase naspat’ spontannou emisiou
na niektory z nizsich energetickych stavov, niekedy az do zakladného stavu. Energie sa zbavuje
vysielanim Ziarenia hv, ktoré je pre danu latku charakteristické:

X* > X + hv @)

Podobne, ako je tomu u absorpcie, usporiadany stbor vinovych dizok, ktoré latka emituje
sa nazyva emisné spektrum [49].



2.7.9 Spektrofluorometer

Pri vicsine spektrofluorometrov je mozné zaznamenavat excitacné aj emisné spektra.
Takéto spektra mozu byt prezentované na vinovej dizke alebo na vinovom rozsahu. Svetlo
danej energie mozno opisat’ pomocou vlnovej dizky A a frekvencie v [47].

Pre idedlny pristroj by priamo zaznamenané emisné spektrum predstavovalo emisna
rychlost’ fotonu alebo emitovany vykon pri kazdej vlnovej dizke v intervale vlnovych dizok
uréenych Sirkami $trbin a disperziou emisného monochromatora. Podobne by excitacné
spektrum predstavovalo relativnu emisiu fluoroforu pri kazdej excitaénej vinovej dizke [47].

Obrazok 7 znazorniuje schematicky diagram spektrofluorometra na vSeobecné
pouzitie: tento pristroj ma xendénovu lampu ako zdroj svetla. Takéto Zziarivky st vhodné
z dovodu ich vysokej intenzity pri vsetkych vlnovych dizkach. Pristroj je vybaveny
monochroméatormi na vyber excitatnej atiez emisnej vlnovej dizky. Monochromator
Vv tejto schéme obsahuje dve mriezky, ktoré znizuju rozptylené svetlo. Oba monochromatory
st motorizované, aby umoznili automatické skenovanie vinovej dizky. Fluorescencia
je detekovana fotonasobi¢mi a kvantifikovand pomocou vhodnych elektronickych
zariadeni [47].

Schéma pristroja tiez ukazuje komponenty optického modulu. Okenice su urcené
na eliminaciu vzruSujuceho svetla alebo na uzavretie emisného kanéla. Rozdelova¢ luca
je umiestneny v drahe excitatného svetla. Tento splitter odraza Cast excitaéného svetla
k referen¢nej bunke, ktora vS§eobecne obsahuje stabilny referenény fluorofor. Rozdel'ovac luca
pozostava z tenkého Cistého kremena, ktory odraza priblizne 4 % dopadajuceho svetla. Intenzita
zo Standardného roztoku je typicky izolovand pasmovym filtrom a je Gmerna intenzite
vzru$ujuceho svetla [47].

Polarizatory su pritomné v dradhach excitdcie aj emisii svetla. Vo vSeobecnosti
su polarizatory odnimatel'né, takze moézu byt vloZené¢ iba na meranie fluorescencnej
anizotropie, alebo ked je potrebné zvolit konkrétne polarizované zlozky emisie
alebo excitacie [47].

Dalou uZito¢nou vlastnostou je schopnost umiestnit’ optické filtre do dréhy excitacie
alebo emisného svetla. Filtre st Casto potrebné, okrem monochromatorov, na odstranenie
neziaducich vlnovych dizok v budiacom ligi alebo na odstranenie rozptyleného svetla
z emisného kanala [47].
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Obrdzok T: Schematicky diagram spektrofluorometra [47]

2.7.10 Fluorescen¢né znacky

Pri latkach, ktoré st sami o sebe schopné fluorescencie hovorime o primarnej fluorescencii
(autofluorescencii). Fluorescencia sa moéze tiez vyvolat’ naviazanim fluorescenéného farbiva
alebo sondy na nefluorescencény ciel’ a indukuji tak sekundérnu (nepriamu) fluorescenciu.
Latky, ktoré st fluorescencie schopné, a ktoré pouZivame na fluorescencné farbenie sa oznacuju
ako fluorofory. Casto sti konjugované do komplexu fluorescenéné sondy s d’al§imi zlozkami,
napriklad s kratkymi retazcami nukleovych kyselin alebo protilatkami, ktoré Specifikuju
ich interakciu s cielovymi molekulami a $truktirami. Chemickou Strukturou su fluorofory
zvycCajne organické latky s aromatickymi kruhmi a delokalizovanymi elektronmi schopnymi
excitacie [44].

Fluorofory sa delia do dvoch vSeobecnych tried:

e vnutorné (intrinsic) - ktoré sa vyskytuja prirodzene,
e vonkajsie (extrinsic) - pridavaja sa k vzorkam, ktoré nemaji vhodné fluorescen¢né
vlastnosti.

Vonkajsie, ¢ize nevlastné fluorofory sa pouzivaju omnoho castejsie ako vnuitorné. Pridavaju
sa ku studovanej vzorke. AK sa viazu nekovalentne nazyvaju sa fluorescencné sondy, pokial



sanan viazu kovalentne, jednd sa fluorescencné znacky. Sluzia k znaceniu molekul,
ktoré chceme d’alej pozorovat’ [50].

Nevlastny fluorofor mozno delit’ do dvoch skupin:

1. latky, ktorych kvantovy vytazok fluorescencie sa nemeni po ich zavedeni
do biologického systému — su to fluorescencné farbiva, ktoré sa pouzivaju v klasickej
fluorescencii (napriklad fluorescein, akridinové oranz, ...)

2. latky, ktorych kvantovy vytazok fluorescencie sa silne meni pri vizbe na bunkové
Struktiry a zavisi na okoli fluoroféru (napriklad 1-anilinonaftalén-8-sulfonat
¢i 1,6- difenyl- 1,3,5- hexatrien)

Fluorescencné znacky su nevlastné fluorofory, ktoré sa k sledovanym biomolekuldm
(proteinom, peptidom, ligandom, oligonukleotidom a inym) viazu kovalentnou vézbou.
NajcastejSie sa pouzivaju na fluorescenénému znacenie proteinov, kedy sa kovalentne viazu
na ich aminové, sulthydrylové alebo histidinové bo¢né ret'azce, tiolové skupiny atd’ [51].

Medzi vyznamné fluorescencné znacky patria:

e fluorescein-5-izothiokyanat (FITC)

e tetrametylrhodamin-5 (a 6) -izothiokyanat (TRITC)
e 5-dimetylaminonaftalén-1-sulfonyl chlorid (DNS-CI)
4-chlor-7-nitrobenzofurazan (NBD-CI) [55].
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Obrdzok 8: Fluorescencné parametre vybranych fluorescencnych znaciek [51]

Kwvoli ich citlivosti, technickej jednoduchosti a rychlej dobe odozvy sa fluorescenéné sondy
ukazuju ako uzitocné nastroje v analytickom snimani a optickom zobrazovani. Hlavnymi
castami fluorescencénej sondy su signalizacnd jednotka (chromofor), spacer (chemicky mostik)
a viazbova jednotka (receptor). Manipulacia s tymito tromi komponentmi umoziiuje konstrukciu
sondy $pecificky prisposobenej konkrétnym cielom. Organické farbiva, ktoré absorbujt svetlo
vo viditeI'nej oblasti spektra (A = 400 - 700 nm), sa mézu pouzit’ ako fluorofory. Tieto farbiva



mozu obsahovat’ rozne funkéné skupiny. Obsahuje napriklad aminoskupinu, karboxylovu
kyselinu, karbonylovi skupinu, hydroxyskupinu, kyselinu sulfonovil a nitroskupinu,
ktoré modifikuju schopnost’ fluoroféru absorbovat’ svetlo. NajStudovanejSie zelené farbiva
st fluoresceiny. Cervené farbivd pochadzajii typicky zrhodaminov. Fluoresceinové
a rhodaminové farbiva maju vynikajtce optické vlastnosti, ako je dlha excita¢na vinova dizka
(A - 500 nm) a vysoké fluorescencné kvantové vytazky a extinkéné koeficienty,
a preto su Siroko pouzivané. Selektivne sondy sa pouzivaji v biochémii, imunohistochémii
¢i nanochémii. [52].

2.7.10.1 Fluorescein izotiokyanat

Fluoresceinové derivaty su najbeznejsimi fluorescencnymi ¢inidlami pre biologicky vyskum
kvoli ich vysokej absorptivite, vynikajucemu kvantovému vytazku fluorescencie a dobrej
rozpustnosti vo vode [53]. Farby na baze fluoresceinu a ich konjugaty maji niekolko
vykonnostnych charakteristik, ktoré mézu ul'ah¢it' alebo obmedzit pouzitie v urcitych
aplikaciach. Fluorescein zobrazuje:

e fluorescencny signdl, ktory je citlivy na zmeny pH,
e relativne Siroké spektrum fluorescencnych emisii,
e fluorescenc¢né kalenie pri konjugacii na biopolyméry [54].

Fluorescein izotiokyanat (FITC) je najpouzivanejSia fluorescencnd znacka pre pripravu
konjugatov s biologickymi molekulami. Toto xanténové farbivo je zvlast uzito¢né z niekol’kych
dovodov: konjugaty su l'ahko pripravené z dovodu rozpustnosti FITC vo vode, je jasne
fluoreskujiice kvoli jeho pomerne velkym extinkénym koeficientom, poskytuju vysoké
kvantové vytazky po konjugacii a ma nizku neSpecifickli vdzbu s vécSinou biologickych
tkaniv [55].
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Obrdzok 9: Fluorescein izotiokyanat [56]

Fluorescein je maximalne excitovany modrym svetlom a emituje primarne zelenu az zIta
fluorescenciu. Hoci sa excitatné spektrum fluoresceinu neprekryva so ziadnym z intenzivne
emisnej Spicky ortutovych oblukov, vystupna intenzita v rozmedzi 450 az 500 nm je dostato¢na



pre excitaciu fluoresceinu konven¢nou fluorescen¢nou mikroskopiou. Napriek vSeobecnej
uzitocnosti ma fluorescein niekol’ko nepriaznivych vlastnosti. Nie je fotostabilny, je citlivy
na zmeny pH a jeho emisné spektrum sa znacne prekryva s bunkovou autofluorescenciou [55].

Sondy obsahujice fluorescein maju jasny signal, su netoxické, maju mnoho moznych
reaktivnych miest vo svojich skeletoch. Fluorescein ma niekol’ko miest, na ktorych
mozu byt zavedené modifikacie, ako st hydroxylové skupiny, xanténova jednotka a fenylovy
kruh [52]. Anti-fluoresceinové protilatky mézu byt uzitoéné pri zosilneni slabého signalu [53].

2.7.10.2 Fluoresceinamin

Rhodaminy st derivaty xanténu, ktoré su Strukturdlne pribuzné s fluoresceinom,
ale s chemickymi substitiiciami posunt svoje excitaéné a emisné spektra na dlhsie vinové dizky.
Hoci konjugéty rhodaminu dosahuju nizsie kvantové vytazky ako fluoresceinové konjugaty,
st vSeobecne viac fotostabilnejsie a su necitlivé na zmeny pH [55].

HaoN 0
O

HO O OH

Obrazok 10: Fluoresceinamin [57]



3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

3.1 Fluorescencné znacenie chitosanu a jeho derivatov

Chitosan je studovany posledné desatrofia mnohymi vyskumnymi timami po celom svete.
Petra Osvaldova sa vo svojej diplomovej praci na Islandskej univerzite zaoberala
fluorescenénym znacenim polysacharidu, konkrétne chitosanu a jeho katidnovych derivatov
pre biologické Studie. Chitosan, amino-polysacharid vyrobeny z chitinu sa skuma kvoli
jeho vynikajucim biologickym, fyziologickym a farmakologickym vlastnostiam. Samotny
chitosan je nerozpustny v organickych rozpustadlach aj vo vodnych rozpustadlach, ale moze
byt’ chemicky modifikovany na pripravu derivatov s vhodnejsimi vlastnost'ami. Ako fluorofor
vyuzila fluoresceinamin. Chitosan mesylat rozpustila v deionizovanej vode. Fluorescein
izotiokyanat nasledne rozpustila v dimetylsulfoxide. Reak¢nu vialku ponorila do olejového
kapel'a a zmes vo vialke sa mieSala. Produkt fluorescein-chitosanu vyzrazala Vv acetone.
Nasledovala dialyza, po ktorej bola zmes lyofilizovana. Reakcia bola spolahliva
Vv pozadovanom rozsahu znacenia, aby nepriSlo k zmene aktivity poévodnych polymérov.
Syntetizované materialy boli aplikované v konfokalnej mikroskopickej vizualizacii na zistenie
interakcii medzi tymito polymérmi a jednou grampozitivnou baktériou (Staphylococcus aureus)
ajednou z druhu gramnegativnych baktérii (Escherichia coli), ktoré indikovali lokalizaciu
polymérov na vonkajSej strane baktérii. Taktiez sa venovala fluorescencne znacenému
trimetylchitosanu. Z vyslednych merani bolo dokazané, ze fluorescein-trimetylchitosan
bol umiestneny na povrchu bunky, ako aj v perinuklearnej oblasti buniek. Bol pozorovany
Vv zhlukoch pripominajucich vakuoly [58].

Qiang Yang, Li Shuai a Xuejun Pan zo Spojenych $tatov americkych navrhli postup,
pri ktorom chitosan rozpustili v zmesi dimetylformamidu a vodného roztoku kyseliny octove;j.
Potom do uvedeného roztoku pridali PSE rozpusteného v dimetylformamide. Reakcia
sa uskutocnovala 24 hodin pod atmosférou dusika za mieSania. Na konci reakcie pridavali
hydroxid sodny, az kym nedo$lo k vyzrazaniu. Sediment odfiltrovali, znovu rozpustili
V kyseline octove] a potom vyzrazali pridanim hydroxidu sodného. Vysledny svetlozlty
sediment oddelili filtraciou, premyli THF, a potom vysusili vo vdkuu. Fluorescenény chitosan
bol Gspesne syntetizovany jednoduchou substitu¢nou reakciou na aminoskupinach chitosanu
S N- hydroxysukcinimidovym esterom kyseliny I-pyréntomovej. Pyrén je typicka
fluorescencnd zlicenina, ktord sa Siroko pouZiva na pripravu fluorescenénych materidlov
na baze pyrénu. Na aminoskupinach chitosanu sa méze uskuto¢nit’ mnoho derivatizaénych
reakcii [59].

Vedci Z Pardubic sa zaoberali vyrobou fluorescencného
chitosan- g- (antracén- 9- yl) - 4,6- dichlor- [1,3,5] -triazin-2-aminu (CH-g-AT), ktory uspesne
pripravili cez nukleofilnt substituénu reakciu atomu chloru

triazinylu  N- (antracén- 9- yl) 4,6- dichlor- [1,3,5]- triazin-2-aminu s aminoskupinou
chitosanu. Struktara derivatov chitosanu bola dokazana pomocou FTIR-ATR, NMR, TGA
aDSC. Na potvrdenie zmeny intenzity fluorescencie boli pripravené rdzne vzorky
fluorescenéného polyméru réoznych moldrnych pomerov reaktantov. Bolo zistené, ze polymér
s velmi vysokou intenzitou fluorescencie mozno ziskat' uz pouzitim molarneho pomeru



chitosanu a fluoroforu 1: 0,3. Tvrdili, Ze nové derivaty chitosanu sa mozu pouzit’ na rézne
diagnostické lekarske aplikacie a v magnetickej rezonancii [60].

Roula B. Qagish a Mansoor M. Amiji sa pocas svojej prace zaoberali fluorescenciou
chitosanu. Ich postup zahtnal tieto kroky: Lyofilizovany chitosan rozpustili v roztoku kyseliny
octovej. K roztoku chitosanu za neustaleho mieSania pomaly pridali dehydratovany metanol.
FITC rozpustili v metanole a pridali ho do roztoku chitosanu. Reakciu medzi izotiokyanatovou
skupinou FITC a primarnou aminoskupinou d-glukozaminového zvysku chitosanu nechali
prebiehat’ hodinu v tme pri teplote miestnosti. FITC-chitosan vyzrazali v roztoku hydroxidu
sodného. Zrazeninu premyli deionizovanou vodou, pokym nebolo odstranené volné
fluorescencné farbivo. Znaceny polymér potom lyofilizovali. Pre Studie polarizacie bola
excitatna vinova dizka nastavena na 470 nm a emisna vinova dizka bola nastavena na 520 nm.
Nasyntetizovali chitosan znaceny FITC, aby mohli preskimat” mechanizmus interakcie
medzi chitosanom a mucinom metoédou fluorescencnej polarizacie. Zvysenie stupiia polarizacie
je indikatorom narastu molekulového objemu fluoroforu. Vysledky tejto Stadie ukazujd,
7e polarizacia fluorescencie je uzitocnou metddou na skiimanie asociacného spravania vo vode
rozpustnych fluorescenénych makromolekil, ako je spominany chitosan [61].

3.2 Fluorescencné znacenie hyaluronanu

Americky vedecky tim okolo Ryana Richa a Marka Mummerta vo svojom ¢lanku uviedli
metddu na detekciu aktivity HA-4zy s pouzitim fluorescen¢nej korelacnej spektroskopie (FCS)
a kyseliny hyaluronovej silne zatazenej fluoresceinom (HA-FI). Nadmerna expresia
hyaluronidézy bola pozorovana u mnohych typov rakoviny, ¢o naznacuje, Ze moze byt uzitocna
na diagnostiku. Ich praca bola zamerand na techniku detekcie hyaluronidazy pomocou
fluorescencénej korelacnej spektroskopie (FCS). Makromolekuly kyseliny hyaluronovej (HA)
boli znacené fluoresceinaminom. Hyaluronan bol kovalentne konjugovany s fluoresceinom.
Kyselinu hyaluronova rozpustili v deionizovanej vode. Do roztoku HA pridali dimetylsulfoxid.
Predbezne rozpusteny roztok fluoresceinaminu v DMSO pridali do reakénej zmesi. Nasledne
pridali acetaldehyd a cyklohexylizokyanid. Reakciu nechali prebiehat’ pri laboratornej teplote.
Potom roztok zriedili v zmesi etanol / guanidin HCI. HA nechali precipitovat’ cez noc pri nizke;j
teplote. Zrazeninu rozpustili v dH20, nasledne ziskanu latku nechali dialyzovat
proti deionizovanej vode. V pritomnosti hyaluronidazy sa kyselina hyaluronova Stiepi
na mensie, fluoresceinom znacené fragmenty. Takéto Stiepenie sa prejavuje zvysSenou
priemernou rychlostou difuzie fragmentov HA, zvySenou koncentraciou jednotlivych
fluorescenénych fragmentov HA a zvysenou intenzitou. VSetky tri vlastnosti monitorovali
pocas merani FCS, a to ako funkcia ¢asu a koncentracie hyaluronidazy. Dokazali, Ze predloZeny
sposob poskytuje citlivé meranie aktivity hyaluronidazy. Pritomnost HA-dazy moze byt
monitorovana pouzitim jej Stiepenia fluorescencne oznacenej HA. Jednym z pristupov
Jje meranie zmien polarizacie fluorescencie z oznacenej HA. FCS poskytuje analyzu fluktuécii
fluorescencie v Case z jednej alebo malého poctu molekal v mikroskopickom detekénom
objeme. Zo $tadie vyplynulo, Ze kombinacia fluorescenénej korelacnej spektroskopie a silne
zatazene] HA-FI1 poskytuje vel'mi citlivé prostriedky na detekciu pritomnosti HA-azy [62].



Anthony N. de Belder spolu s K. Ove Wikom vypracovali $tadiu, kde bol hyaluronat
oznaCeny fluoresceinovymi skupinami. Hyaluronat sodny rozpustili vo formamide.
Metylsulfoxid pridali spolu s hydrogenuhli¢itanom sodnym, dibutylcindilauratom a fluorescein
izotiokyanatom a reakénti zmes mieSali v parnom kupeli. Produkt zriedili vodou a vyzrazali
Vetanole. Zrazeninu nechali sedimentovat’ asupernatant nasledne dekantovali.
FITC- hyaluronat susili vo vakuu. Ziskali sa produkty so stupniami substiticie medzi 0,05
a 0,001. Pomocou fyzikalno- chemickej analyzy, ktora sa skladala z viskozimetrie, gélovej
chromatografie, merania sedimenta¢nych a difiznych koeficientov, materskej zluceniny
a produktov zistili, ze postupy fluorescenéného znacenia spdsobili len malu degradaciu
polysacharidu. Fluorescencne znacené polyméry boli Siroko pouzivané pre Studie
mikrocirkulacie, permeability tkaniv a distribucie tkaniv fluorescencnou mikroskopiou. Zistilo
sa vSak, Ze vzorky hyaluronatu znacené fluorescein izotiokyanatom, ktoré maji vyznamny
obsah proteinov, boli hnedo-oranzové, zatial’ ¢o vzorky s nevyznamnym obsahom boli ZIté.
Dalsia analyza fluorescenéného hyaluronatu ukazovala, Ze degradicia produktu pocas
oznacovania bola mald a oznacenie bolo jednotné. Celkovy zaver z ich merani je, Ze material
by preto mal byt’ vhodny na biologickt pracu [63].

Jednym zo zaujimavych typov pripravy fluorescen¢ne znacenej kyseliny hyaluronovej (HA)
sa zaoberal Rafal Fudala, ked” oznac¢il hyaluronan dvoma fluorférmi, a to fluoresceinaminom
a rhodaminom B. Tieto dva fluorofory st vhodné na prenos fluorescen¢nej (Foersterovej)
rezonanc¢nej energie (FRET), o mé4 za nasledok zhéaSanie fluoresceinu a zvySeni emisiu
rhodaminu. Studovali fluorescenéné vlastnosti HA — FRET v nepritomnosti a pritomnosti
enzymu hyaluroniddzy (HA-4za). Merania fluorescencie s ¢asovym rozliSenim indikuja viac
ako 50 % FRET v nepritomnosti HA-azy. V pritomnosti HA-azy sa FRET ¢asom zniZuje
arelativna intenzita fluorescencie fluoresceinu a rhodaminu sa presiva na fluorescein,
¢o indikuje uvolnenie FRET. Preukazal, Ze v sti¢asnosti je mozné pouzit’ sti¢asné merania
zelenej a Cervenej emisie HA — FRET. Toto moZe byt vyuzité na konStrukciu spol'ahlivého
zariadenia na snimanie HA-4zy. V koZi HA sluzi ako hlavna Strukturna zloZka v dermalne;j
extracelularnej matrici a ako vypliovy material v epiderme. Meral fluorescenéné spektrum
HA — FRET sondy v nepritomnosti a pritomnosti enzymu HA- 4zy. V nepritomnosti enzymu
nezaznamenal Ziadne zmeny vo fluorescencii HA — FRET. Poznamenal ze, pozorované
spektralne zmeny u HA — FRET fluorescencie zodpovedaju redukcii FRET v pritomnosti
enzymu HA-4zy. Uvedené merania ukazujl, Ze je mozné sledovat’ aktivitu HA-4zy zo zmien
v HA-FRET [64].

3.3 Fluorescenéné znacenie dextranu

Tim na cele s vedcami Anthonym N. de Belderom a Kirsti Granathovou zo svédskej
univerzity Uppsala sa vroku 1973 zacali zaoberat' fluorescencne znaenymi dextranmi.
Fluoresceinom znacené dextrany s aj v dneSnej dobre cennym materidlom pre Stidium
permeability a mikrocirkuldcie in vivo. Znacenie pomocou fluorescencie poskytuje znac¢né
mnozstvo vyhod oproti konvenénym farbiacim postupom, najma ovel’a nizsi stupen substitucie,
pri ktorom sa moézu uskutociovat merania fluorescencie. Fluorescein izotiokyanat,



ktory pozostaval z 5- a 6- izomérov, nechali reagovat s dextranom v metylsulfoxide
pri zvySenych teplotich za vzniku O- (fiuoresceinyltiokarbamoyl) dextranu, nazyvany
FITC- dextran. Reakciu katalyzovali dibutylcindilauratom. Depolymerizaca pocas reakcie bola
zanedbatel'na, ale upozornili, Ze je potrebné dbat na to, aby neboli pritomné ziadne kyslé
necistoty s Cinidlami. Hoci fluorescein-dextrany su uspokojivé pre vac¢sinu ucelov, alternativna
procedura s pouzitim fluoresceinyltriazinového derivatu by bola tiez i€innd. Stupen substiticie
fluorescein-dextranu bol stanoveny spektrofotometricky [65].

Francoise Meunier a Kevin J. Wilkinson zo Svaj¢iarska v roku 2002 publikovali ¢lanok,
Vv ktorom bol pouzity fluorescencny postup znaenia, ktory nenarusuje makromolekulové
konformadcie viazuceho sa derivatu, ktorym bol rhodamin R6113, na redukujtci koniec vo vode
rozpustného polysacharidu redukénou aminéaciou v pritomnosti kyanoborohydridu sodného.
Polysacharid, na ktorom sktimali fluorescen¢nu korelacnti spektrometriu bol dextran. Nové
techniky zalozené na fluorescencii, ako je fluorescen¢na korelaéna spektroskopia (FCS)
alebo skenovanie v blizkosti optickej mikroskopie znizuje limity detekcie a je mozné urcit
dolezité fyzikalno- chemické vlastnosti, ako su polymérne konforméacie a vel'kost’, preto maji
vel'ky vyznam pre fluorescencné znacenie polysacharidov bez naruSenia ich Struktirnej
konformacie. Derivatizaciu uskuto¢nili zavedenim kovalentnych védzieb medzi fluoroformi
a polysacharidmi. Na druhej strane kovalentné oznacovanie v§eobecne vyzaduje potencialne
kruté podmienky, ktoré by mohli viest' k degradécii polysacharidu. Aby sa tak zabranilo
konformaénym modifikaciam polysacharidu, reakcie sa musia uskuto¢nit’ pri minimalne
rusivych podmienkach pH, teploty a ionovej sily. Uviedli, Ze pre polysacharidy obsahujuce
karboxylové funkéné skupiny, fluorescencna znatka moze byt viazand cez amidovu vizbu
s pouzitim karbodiimidu, avSak tato funkénd skupina nie je pritomna vo vsetkych
polysacharidoch. Aminy mo6zu byt tiez naviazané na hydroxylové funkéné skupiny
polysacharidu s pouzitim bromkyanu. Okrem toho bromkyan pouZity na derivatizaciu je vel'mi
toxicky. Vysledkom bol systém, ktory bol dostatocne citlivy, aby umoznoval detekciu jednej
molekuly. Analyzu uskutoénili pri excitatnej vinovej dizke 488 nm pouzitim Ar-i6nového
lasera. Z vedeckej prace vyplyva, ze derivat rhodaminu R6113 bol naviazany kovalentne
na redukujice koncové skupiny niekol’kych polysacharidov. Klasickéd fluorescencia ukézala,
ze pritomnost’ fluoroféru nemodifikovala fluorescenciu R6113. Pomocou SEC, fluorescencnej
korelacnej spektroskopie a Tm-AFM sa ukézalo, ze konformacie molekul polysacharidu neboli
modifikované postupom derivatizacie [66].

Vedkyna Katherine Luby-Phelps navrhla postup fluorescenéného znacenia dextranu,
ktory zahfiial konverziu hydroxylovych skupin na O-karboxymetylétery a nasledni amidaciu
tychto skupin etyléndiaminom v pritomnosti vo vode rozpustného karbodiimidu. Tento derivat
aminoetylkarboxymetyl potom moZe reagovat priamo s amino-selektivnymi c¢inidlami,
ako su FITC a TRITC, na ziskanie fluorescencnych derivatov latky. Postup prace
bol nasledovny: Polysacharid dextran rozpustila \% timivom roztoku
uhli¢itan- hydrogenuhli¢itanu. Rozpustila ~ farbivo  tetrametylrhodamin  (TRITC)
v dimetylformamide (DMF) a pridala ho po kvapkach do uhli¢itan-hydrogenuhli¢itanového
pufra. Fluorescein izotiokyanat rozpustila v pufre. Roztok farbiva pridala do roztoku dextranu
a nechala inkubovat’. Nakoniec prebehla dialyza proti destilovanej vode, po ktorej nasledovala



lyofilizacia. Pocet karboxylov zavedenych do polyméru v prvom kroku je funkciou casu
a teploty. Kone¢ny stupen substitticie bol riadeny zmenou tychto parametrov v prvom kroku
a pouzitim nadbytku etyléndiaminu a nadbytku fluoroféru v nasledujicom kroku. Uprava
trvania karboxymetyla¢nej reakcie bola vtomto pripade nevyhnutna na dosiahnutie
pozadovaného stupnia substitucie. Vysledkom toho bolo, ze v zdsade moze byt dextran
oznaceny akymkol'vek ¢inidlom selektivnym na aminoskupinu [67].



4 EXPERIMENTALNA CAST

Tato kapitola obsahuje chemikalie, ktoré boli pouzité pri priprave fluorescenéne znac¢enych
polysacharidov, taktiez postupy, ako boli latky pripravované a metody merania vzniknutych
latok.

4.1 Pouzité chemikalie a pristroje

Polysacharidy

Dextran DEAE

CAS: 9064-91-9, ¢. sarze: BCBM1585, Sigma Aldrich
Hyaluronan sodny

Hya ¢. 15 (250-450 kDa), ¢. Sarze: 230215-E1

Chitosan

Cs6H103N9O39, My= 168 kDa, CAS: 9012-76-4, Sigma Aldrich
Trimetylchitosan

Fakulta chemicka VUT Brno

Fluorescencné znacky

Fluorescein izotiokyandt izomér |

C21H11NOsS, My = 389,38 g/mol, CAS: 3326-32-7, Sigma Aldrich
Fluoresceinamin

C20H13NOs, My= 347,32 g/mol, CAS: 3326-34-9, Sigma Aldrich

Ostatné pouZité chemikdlie

Deionizovana voda

H20, Systém ELGA

Aceton

C3HsO, My= 58,08 g/mol, CAS: 67-64-1, Penta s.r.o
Guanidin hydrochlorid

CHsN3-HCI, Mw= 95,53 g/mol, CAS: 50-01-1, Sigma Aldrich



Dibutylcindilauredt

C32He404Sn, M= 631,56 g/mol, CAS: 77-58-7, Sigma Aldrich
Dimetylsulfoxid

C2Hs0S, My= 78,13 g/mol, CAS: 67-68-5, Sigma Aldrich
Pyridin

CsHsN, Mw= 79, 1 g/mol, CAS: 110-86-1, Sigma Aldrich
Kyselina chlorovodikova

HCI, My= 36,46 g/mol, CAS: 7647-01-0 , Lach-ner
Kyselina octova

CH3COOH, My= 60,05 g/mol, CAS: 200-580-7, Lach-ner
Acetaldehyd

C2H40, My= 44,05 g/mol, CAS: 75-07-7, Sigma Aldrich
Cyklohexylkyanid

C7H110, Mw= 109,17 g/mol, CAS: 931-53-3, Sigma Aldrich

Pristroje
Fluorescencni spektrofotometer FS5 EDINBURGH INSTRUMENTS

Fluorescencny mikroskop MicroTime200 od firmy Picoquat

4.2 Priprava fluorescen¢ne znacenych polysacharidov

Vzorky pre studium interakcie sa skladaju z polysacharidu a fluorescencnej znacky. Vsetky
fluorescen¢ne znacené polysacharidy boli pripravené metddou tzv. kovalentnej vizby medzi
fluoroforom a polysacharidom. Pracovné postupy boli inSpirované postupmi, ktoré boli
spomenuté v kapitole 3.

4.2.1 Syntéza FITC- dextranu DEAE

Na analytickych vahach bol navazeny na vazenke 1 gram dextranu hydrochloridu.
Toto navazené mnozstvo dextranu DEAE bolo dané do kadicky. V odmernom valci
bolo odmeranych 10 ml dimetylsulfoxidu. Do dimetylsulfoxidu bolo pipetou pridanych
niekol’ko kvapiek pyridinu. Potom tychto 10 ml bolo pridanych do kadicky s navdzenym



dextranom. Nasledne bolo pridanych 0,1 g fluorescein izotiokyanatu (FITC), neskor bolo
Vo vazenke odvazenych na analytickych vahach 20 mg dibutylcindilauratu. Dibutylcindilaurat
bol kvantitivne prevedeny do kadicky so zmesou. Vzniknutd zmes bola premieSana a nasledne
zahrievana potrebné 2 hodiny pri vysokej teplote, ktora bola nastavena na 95 °C. Po 2 hodinach
reakcie bolo potrebné odstranit’ prebyto¢né nenaviazané farbivo fluorescein izotiokyanat.
Odstranenie ~ vol'ného farbiva sa uskutocnilo niekol’kymi precipitaciami vo vic¢Som
mnozstve etanolu. Nakoniec bol fluorescenéne oznaceny dextran odfiltrovany cez filtra¢ny
lievik. Filtrat bolo nutné vysusit’. SuSenie prebichalo 24 hodin v su$iarni pri 80 °C. Nasledujtci
den bolo ziskanych 0,7 g fluorescen¢ne zna¢eného dextranu DEAE, ktory mal hnedu farbu [65].

4.2.2 Syntéza FITC- chitosanu

Na analytickych vahach bolo navédzené potrebné mnozstvo polysacharidu na pokus.
Odvazenych 57 mg chitosanu bolo nasledne prevedenych do reakénej vialky. Toto mnoZstvo
bolo dané do odpipetovanych 2,5 ml deionizovanej vode. Vialka bola uzatvorena a bola dana
na vortex. Nasledne bola vialka dand na elektricki mieSacku, pokym nebol chitosan
V deionizovanej vode Uplne rozpusteny. Potom navazenych 0,9 mg fluorescein izotiokyanatu
(FITC) bolo rozpustenych vo vialke v 0,3 ml dimetylsulfoxide (DMSO), ktoré boli pridané
pipetou. Rozpusteny fluorescein izotiokyanat v dimetylsulfoxide bol pridany do reakénej vialky
spolu s magnetickym mieSadlom. Nasledne zmes vo vialke bola miesana na vortexe. Vialka
sreakénou zmesou bola dana do kadicky, v ktorej bol olej. Takto bola ponorena
vialka v kadi¢ke do olejového kupela. Reakcia prebichala pri teplote 80 °C. Roztok vo vialke
bol po cely c¢as reakcie mieSany. Reakcia vzniku fluorescenéne znaceného chitosanu
bola prerusena po 48 hodinach. Vysledny roztok bol ochladeny v l'adovom kupeli
na laboratérnu teplotu. Produkt bol nasledne vyzrdzany v 250 ml aceténu. Léatka
vzniknuta reakciou bola potom prefiltrovana sa na nuci s fritou pomocou filtracie za znizeného
tlaku. Pocas filtracie bol filtrat premyty trikrat 7 ml dimetylsulfoxidu. Po kazdom premyti
dimetylsulfoxidom nasledovalo okamzité zrazanie v 15 ml aceténu. Takto sa zabranilo strate
novovzniknutého produktu. Pevna latka bola rozpustena v kadicke, v ktorej bolo odmernym
valcom odmeranych 50 ml deionizovanej vody. Tato deionizovana voda bola okyslena par
kvapkami kyseliny chlorovodikovej. Nasledne bola uskutocnend rozsiahla dialyza
proti destilovanej vode. Dialyza prebichala pocas troch dni. Nakoniec bolo odstranené
rozpustadlo prostrednictvom lyofilizacie po€as dvoch dni. Po lyofilizécii bol ziskany vysledny
oranzovy produkt [58].

4.2.3 Syntéza FITC- trimetylchitosanu

Proces tvorby fluorescen¢ne znaceného trimetylchitosanu zacal tym, ze do reakcnej vialky
bolo pridanych, na analytickych vahach odvazenych 59,15 mg trimetylchitosanu (TMC),
ktory bol vyrobeny kolegynami na Fakulte chemickej. Toto mnozstvo TMC bolo rozpustené
vo vialke v 2 ml deionizovanej vode. Navazenych 5,89 mg fluoresceinizotiokyanatu (FITC)
bolo rozpustenych vo vialke v 1,4 mldimetylsulfoxide (DMSO). Celd reakéna zmes
bola pridana do vialky spolu s magnetickym miesadlom. Vo vialke bola zmes premiesana



na vortexe. Reakcia prebichala pocas potrebnych 46 hodin pri teplote 80 °C za neustaleho
miesania. Po ochladeni na laboratornu teplotu, bola nepotrebna voda odstranena v suSiarni [58].

4.2.4 Syntéza fluoresceiamin-hyaluronanu

Na vazenke odvazenych 1,25 mg hyaluronanu (Hya) bolo nasypanych do reakcnej vialky.
Nasledne bolo toto mnozstvo hyaluronanu rozpustené v 1 ml deionizovanej vode. Potom
do roztoku hyaluronanu bol pridany dimetylsulfoxid (DMSO), a to v pomere 1:2. Roztok
priebezne rozpusteného fluoresceinaminu v DMSO bol pridany k rozpustenému hyaluronanu
atak bola vytvorend potrebna kone¢na koncentracia tejto zmesi. Nasledne bol pridany
do reak¢nej zmesi acetaldehyd a cyklohexyl izokyanid. Obidve tieto latky boli pridané
v 0,04 % (obj./obj.). Reakcia bola uskutocnend potrebnych 16 hodin pri laboratorne teplote,
ktora bola 25 °C. Potom bol roztok zriedeny v pomere 1:14 v zmesi, ktora bola vytvorena
zmieSanim etanolu S guanidin HCl. Tato zmes bola vytvorend pomocou pomeru 50 ul 3 M
guanidin HC1 na 900 pul 100 % etanolu. Latku v roztoku bolo potrebné zrazit’. Roztok zmesi bol
ponechany precipitacii v mraznicke cez noc pri teplote -20 °C [62].

4.3 Metody merania

Pre meranie boli pripravené roztoky vzoriek FITC-dextranu a FITC-chitosanu rozpustenych
v destilovanej vode. Koncentracia roztoku vzoriek bola 50 mg/ 100 ml a tieto roztoky boli este
100krat zriedené.

Pre stanovenie vzniku kovalentnych vizieb medzi polysacharidmi a fluoroférmi boli pouZité
metody merania fluorescenénych spektier a anizotropie. Pre meranie excitaénych a emisnych
spektier vybranych fluorescenénych znaciek bol pouzity fluorescenény mikroskop
MicroTime200. Vsetky merania boli prevedené za konstantnej laboratornej teploty. Po ustaleni
teploty bol zapnuty pocitac, a potom nasledovalo spustenie samotného pristroje. Po iniciacii
in$trumentacie a vlozeni kyvety so vzorkou boli nastavené parametre merania (excita¢na vlnova
dizka 470 nm, laserova hlavica LDH-470 s frekvenciou 40 MHz, dichroik 405/467, objektiv
UPLanSapo 60x vodna imerzia, emisni filter 520/35, konfokalna $trbina 50 mikrometrov,
detektory SPCM-AQRH) a nasledovalo spustenie samotného merania.

Pri roztoku dextranu bola zmerana tiez anizotropia na fluorescen¢nom spektrofotometri FS5
EDINBURGH INSTRUMENTS. Na pristroji bola nastavena excita¢na vinova dizka na 490 nm
a vlnova dizka emisie na 520 nm.



5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Ked’ze priprava fluorescenéne znacenych polysacharidov na nasej Skole zatial’ nie je vel'mi
preskimand, vel'ka ¢ast’ mojej prace sa zaoberala ndjdenim vhodnej kombinacie fluorescencne;j
znacky a polysacharidu. Na zaklade literarnej reserse, ako vhodné polysacharidy boli zvolené
hyaluronan, dextran, chitosan aich derivaty kvoli ich vyhodnym vlastnostiam a dobrej
dostupnosti. Fluorofory pouzité Vvtejto praci boli derivaty fluoresceinu, konkrétne
fluoresceinamin a fluoresceinizotiokyanat, pretoze st naj¢astejSie pouzivané a 'ahko dostupné.

Hlavnou ulohou tejto prace bolo pripravit kovalentne viazané polysacharidy
s fluorescenénymi sondami a pokusit Sa zmerat pomocou fluorescencnej spektroskopie
ich fluorescenéné charakteristiky.

5.1 FITC-Dextran

Najlepsie vysledky mal dextran, u ktorého bolo fluorescen¢nou spektrometriou dokazané,
ze fluorescein izotiokyanat bol naviazany na tento polysacharid. Fluorescen¢ne znaceny
dextran-DEAE bol pripraveny bez problémov podl'a pracovného postupu uvedeného vyssie
v kapitole 4.2.1. Vyrobené mnozstvo takto znaCeného dextranu predstavovalo 585 mg.
Vysledny FITC- dextran je pevna latka hnedej farby (vid’ Obrazok 11).

Obrazok 11: FITC dextran-DEAE

Na meranie bol pripraveny roztok 50 mg/ 100 ml, ktory bol este stokrat zriedeny
(vid Obrazok 12).



Obrazok 12: Roztok FITC dextran-DEAE

Meranie roztoku takto pripraveného fluorescenéného polysacharidu zahfialo
zmeranie fluorescenénych vlastnosti pripraveného systému. Vzorka bola excitovana laserovym
la¢om s vlnovou dizkou 500 nm a snimané bolo naviazanie fluorescenénej znacky kovalentnou
viizbou na polysacharid. Emisia bola zmerana pri vlnovej dizke 520 nm (vid’ Obrazok 13).
Fluorescencnd znacka je teda pravdepodobne zaclenend do systému, ktory je tvoreny
molekulami dextranu. Toto zistenie teda koreSponduje s vysledkami, ktoré dosiahli pomocou
fluorescenénych merani vedci, ktorych postup bol pouzity. Pri merani fluorescencie sa na grafe
objavili necistoty v roztoku. Nasledne bol tento roztok dextranu podrobeny dialyze
proti deionizovanej vode. Vysledny roztok bol merany rovnakym sposobom ako pred dialyzou.

1 Emisni sken

Excitacni sker

Counts/1 06

Obrazok 13: Excitacné a emisné spektrum FITC dextran-DEAE



Na Obrazok 14 je znazorneny graf FITC dextran-DEAE. V tomto grafe je Zltou farbou
ohranicena Cast’, ktora ukazuje naviazanie fluorescencnej znacky na polysacharid.
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Obrazok 14: Graf FITC dextran-DEAE

Na Obrazok 15 a Obrazok 16 je meranie difiznych koeficientov FITC dextranu-DEAE
pomocou fluorescenénej korela¢nej spektroskopie. Hodnota difazneho koeficientu prvej
komponenty bola stanovena 517 pm?/s. Diftizny koeficient druhej komponenty 1,8 pum?/s.
Tato hodnota naznacuje naviazanie fluorescen¢nej znacky na polyméry.
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Obrazok 15: Zavislost korelacie na korelacnom case
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Obrazok 16: Rezidualna analyza

Obrazok 17 porovnava krivku pre fluorescein naviazany na polysacharid dextran-DEAE
a pre vol'nli nenaviazant sondu ziskanti pomocou fluorescencnej korelacnej spektroskopie.
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Obrazok 17: Volna sonda v roztoku v porovnani s naviazanou sondou na dextrdne

Na Obrazok 18 je zmerana distribtcia anizotropie a vyhodnotena hodnota anizotropie
ako distribu¢na krivka s danou priemernou hodnotou. Dextran-DEAE vykazuje relativne tzku
distribaciu a vysoka priemerntt hodnotu anizotropie, ktora je mierou vol'ného pohybu sondy.
Oranzova krivka ukazuje distribuciu hodnot anizotropii pre roztok s nenaviazanou sondou,
priemerna hodnota anizotropie je 0. Modra krivka ukazuje roztok zna¢eného DEAE, priemerna
anizotropie je 0.202, ¢o je v 50 % teoretického rozsahu anizotropie (-0.2 - 0.4).
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Obrdazok 18: Distribucia anizotropie

5.2 FITC-Chitosan

Chitosan znaceny fluoroférom bol pripraveny na zaklade pracovného postupu,
ktory je uvedeny v kapitole 4.2.2. Syntéza FITC- chitosanu. Na zaliatku boli pokusy
vykonavané s chitosanom, ktory sa celkom dobre nerozpustil vo vode. Takto ziskana latka bola
bledo-oranzovej farby (vid’ Obrazok 19: Nenaviazany FITC na chitosane). Hmotnost tejto
ziskanej fluorescenénej latky bola 36 mg. Fluorescenénym meranim pri vinovej dizke 490 nm
bolo zistené, Zze kvoli zhorSenej rozpustnosti chitosanu vo vode sa fluorescein izotiokyanat
spravne nenaviazal, apreto nevznikla medzi polysacharidom a fluroscenénou znackou
kovalentnd vézba. Tieto informacie nam napovedaju, Ze sonda sa nachddza v systéme
pravdepodobne nezaéleneného do polysacharidu a zostava vo forme vol'ného farbiva v roztoku.

Obrazok 19: Nenaviazany FITC na chitosane



Pri d’alSom pokuse sa chitosan rozptstal vo vode s par kvapkami zriedenej kyseliny octove;,
v ktorej sa chitosan rozpustil po dvoch dnoch na mieSacke. Po 2 dnioch sa chitosan
s fluoroforom rozpustil a vznikla zIta tekuta latka (vid’ Obrazok 20). Podl'a pracovného postupu
mala nasledovat’ filtracia, ktor v8ak nebolo mozné uskuto¢nit’, pretoze vznikla kvapalna latka,
z ktorej ani po vyzrazani nevznikla pevna latka.

Obrazok 20: Fluorescein isotiokyandt + chitosan

5.3 FITC-trimetylchitosan

FITC-trimetylchitosan bol pripraveny na zaklade pracovného postupu, ktory je uvedeny
v kapitole 4.2.3. Takto pripraveny roztok fluorescenéne znaceného trimetylchitosanu bol
na Petriho miske suSeny v suSiarni. Po vysusSeny zostalo na Petriho miske iba stopové mnoZstvo
latky, ktora mala oranzovt farbu. Mnozstvo tak malé, ktoré sa nedalo zvazit' vahami. Nasledne
sa malo pridat 29 ml zriedenej kyseliny octovej atento roztok mal byt extrahovany
etylacetatom.

Ak by sa nevyskytli problémy (minimdlne mnozstvo latky), bol by roztok
FITC-trimetylchitosanu nasledne merany na fluorescenénom spektrofotometri pri vinovej dizke
excitacie 490 nm a emisie 520 nm.

5.4 Fluoresceinamin-hyaluronan

Vo vybranom pracovnom postupe pripravy fluorescencne znacenej latky bolo navazenych
1,25 mg hyaluronanu. Toto malé mnozstvo bolo tazko zvazitelné na analytickych vahach.
Reakciou, ktora je popisana v kapitole 4.2.4, vzniknuty roztok bol dany do mraznicky,
kde mala vzniknat' zrazenina fluorescen¢ne zna¢eného hyaluronanu. Zrazeninu vSak nebolo
vidiet, pretoze do velkého mnozstva kvapaliny bolo pridané extrémne malé mnozstvo
hyaluronanu (vid’ Obrazok 21).



Obrazok 21: Roztok hyaluronanu s fluoresceinaminom

V pripade uspesne vzniknutej kovalentnej vdzby medzi hyaluronanom a fluoresceinaminom,
by bola zmerand fluorescencia. Excita¢na vlnova dizka je 496 nm avlnova dizka emisie
je 519 nm. Dal$im navrhovanym krokom je teda pripravenie hyaluronanu vo vi¢som mnozstve
a premeranie fluorescencie.

5.5 Ekonomicka naroc¢nost’
V nasledujicej Tabulka 1 st uvedené mnozstva a odhadované ceny fluorescencne
znacenych polysacharidov, ktoré boli pripravené postupmi uvedenymi v kapitole 4.2.

Tabulka 1: Odhadované ceny fluorescencne znacenych polysacharidov pripravenych
V laboratoriu

Nazov: Hmotnost’: Cena:
Fluorecein - kyselina hyalurénova 1mg 1 117,70 K¢
FITC-dextran 1g 1212,50 K¢

Chitosan fluorescein 10 mg 100 K¢

Priblizné ceny komer¢ne dostupnych ekvivalentov fluorescencne znac¢enych polysacharidov
od firmy Sigma-Aldrich su uvedené v Tabul’ka 2.



Tabulka 2: Ceny komercne dostupnych ekvivalentov

Nazov: Hmotnost’: Cena:
Fluorecein - kyselina hyalurénova 1mg 2 322,80 K¢
FITC-dextran 1g 7 831,60 K¢
Chitosan fluorescein 10 mg 5940,30 K¢




6 ZAVER

Cielom tejto bakalarskej prace bolo pripravit a charakterizovat’ fluorescencne znacené
polysacharidy, ktoré su zlozené z polysacharidu a fluorescenénej znaCky. Priprava tychto
zna¢enych polysacharidov bola zalozena na overenych postupoch, ktorymi sa zaoberali vedci
Z laboratorii po celom svete. Prvou nevyhnutnou ulohou bolo najst vhodné kombinacie
polysacharidu a fluoroforu, ktoré by medzi sebou vytvorili kovalentni vazbu. Nakoniec boli
vybrané ako polysacharidy dextran, chitosan a hyaluronam spolu so svojimi derivatmi
Vv kombinécii s fluorescein izotiokyandtom a fluoresceinaminom. K charakterizacii
fluorescencne znacenych polysacharidov bol pouzity spektrofluorometer.

K priprave takto kovalentnou vézbou znacenych polysacharidov boli pouzité hyaluronan
s fluoresceinaminom. Dalej boli dextran, chitosan aich derivaty oznaGené fluorescein
izotiokyanatom.

Merania na spektrofluorometre potvrdili aj vyvratili, ¢i polysacharidy boli naozaj oznacené
fluorescenénymi znackami. Medzi tymito dvoma zlozkami mala byt vytvorena kovaletna
vézba. Vysledky nasho merania sa V niektorych pripadoch zhoduju s vysledkami merani
vyskumov, podl'a ktorych sme postupovali pri znaceni polysacharidov. Zo Styroch pripravenych
fluorescenéne znacenych polysacharidov sa podaril iba jeden, a to FITC dextran-DEAE.

Nami navrhnuty spdsob pripravy fluorescencne znacenych polysacharidov spocivajuci
v kovalentnom naviazani fluorescencnej znacky na polysacharid sa ukézal Vv niektorych
pripadoch ako vhodny a pouzitelny na meranie fluorescencie. Mozeme teda konstatovat,
ze pouzitie fluorescenénej znacky fluoresceinu sa zda byt vhodnym a jednoduchym
prostriedkom pre meranie fluorescencie v okoli oblasti hodndt pre excitaciu 495 nm
a pre emisiu 519 nm.

Fluorescencne znacené polysacharidy su zlozité systémy. Ich priprava je ¢asovo narocna
hlavne kvoli naviazaniu fluoroféru na dany polysacharid. Na ich presnejSiu charakterizaciu
a vyvodenie komplexnejSich zaverov je potrebné vykonat’ eSte mnoho experimentov a merani.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

8.1 Pouzité skratky

Skratka Vyznam

TGA termogravimetrickd analyza

THF tetrahydrofuran

FTIR-ATR infraCervena spektroskopia s Fourierovou transformaciou- zoslabeny

celkovy odraz

DSC diferencialna skenovacia kalorimetria
HAaza hyaluronidaza

DMSO dimetylsulfoxid

HCI kyselina chlorovodikova

FCS fluorescencnd korelacna spektroskopia
TMC trimetylchitosan

dH20 deionizovana voda

FRET fluorescen¢na (Foersterova) rezonan¢na energia
TRITC tetrametylrhodamin-5 (a 6) -izothiokyanat
DMF dimetylformamid

FITC fluorescein izotiokyanat

HA kyselina hyaluronova

Hya hyaluronan

Da Dalton

DEAE dextran hydrochlorid

H20 voda

Ar argon

NaCl chlorid sodny

NMR nuklearna magneticka rezonancia

NaBH4 tetrahydridoboritan sodny

UVv-vIS ultrafialové- viditel'né svetlo



Tm-AFM
SEC
MALLS
atd’.

HA-FI

mikroskopia atbmove;j sily- rezim t'uknutia
vylucovacia chromatografia

viacnasobny rozptyl laserového svetla

a tak d’alej

kyselina hyalurénova silne zat'azena fluoresceinom

8.2 Pouzité symboly

Symbol
So

S1

T1

u

m

nm

F. (AF)
br

Ip

AE

Nazov velifiny

zakladna energetickd hladina
singletovy stav

tripletovy stav

mikro

meter

nanometer

vilnova dizka emitovanych fotonov
kvantovy vytazok fluorescencie
intenzita fluorescencie

excitaéna vlnova dizka

intenzita absorbovaného svetla
intenzita dopadajiceho svetla
intenzita prechadzajuceho svetla
absorbancia

konStanta proporcionality
koncentrécia

dizka

frekvencia

vinova dizka

moléarny extink¢ény koeficient



Planckova konStanta



