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Abstrakt

Prace se zabyva vlivem fruktosy, glukoronové kyseliny, glukosy a manosy na fluorescen¢ni
charakteristiky sondy Click fluor pomoci staciondrni a c¢asové rozliSené fluorescencni
spektroskopie. M¢tila se detailné spektra pro Siroky rozsah koncentraci sacharidi (do 3M).
Zména intenzity fluorescence po pfidani sacharidii se vyuzila pro vypocet vazné konstanty
komplexu Click-fluor/sacharid. Pro glukosu a fruktosu se také zméfily kiivky dohasinani
fluorescence. Poslednim tématem byla vazba znacky Click-fluor na poly(ethylen glykolovy),

PEG, polymerni fetézec s navazanymi molekulami glukosy jako koncovymi skupinami, glc-

PEG-glc.

Z méteni vyplyva, Ze nejveétsi afinitu ma znacka Click-fluor na fruktosu, kdezto tvorba esteru
s glukosou je velmi slaba. V emisnim spektru byly pozorovany celkem tfi pasy. Jeden odpovida
nenavazané znacce, druhy nestabilni formé esteru s cukrem a tieti stabilni cyklické formée esteru
s cukrem. V Casové rozliSené fluorescenci znacky Click-fluor sice byly patrné zmény u
vlnovych délek odpovidajicim esteru s glukosou, ne vSak pfili§ vyrazné. Z emisnich spekter
komplexu Click-fluor a polymer glc-PEG-glc. 1 z hodnot stfednich dob Zivota fluorescence

vyplyvé, ze dochdzi k relativné silné vazbé znacky na glukosou modifikovany polymer.

Hlavnim zjisténim je, Ze tato sonda neni pfili§ vhodna pro detekci volné glukosy, ale vazba na

dalsi studované sacharidy byla pomoci staciondrni fluorescenéni spektroskopie detekovatelna.

Klic¢ova slova: fenylboronové kyseliny, fluorescence, sacharidy



Abstract

This paper deals with influence of fructose, glucuronic acid, glucose and mannose on the
fluorescence characteristics of probe Click fluor using stationary and time resolved
fluorescence spectroscopy. The spectra were measured for a wide range of concentrations (up
to 3M), and the change in fluorescence intensity after the addition of carbohydrate was used to
calculate the binding constants of the Click fluor/saccharide complex. Also time resolved
fluorescence was measured for glucose and fructose, The last topic was the linking of Click-

fluor to poly(ethylene glycol), PEG, with glucose at the end of the chain, glc-PEG-glc.

The measurements show that the affinity of the Click-fluor for fructose is the greatest, on the
other hand formation of the ester with glucose is very weak. Three strips were observed in the
emission spectrum. One corresponds to the unbound probe, the second unstable ester form with
sugar, and the third stable cyclic form of the sugar ester. In the time-resolved fluorescence of
Click-fluor, changes in the wavelengths corresponding to the carbohydrate ester were seen, but
not too pronounced. From the emission spectra of complex Click-fluor/glc-PEG-glc polymer
and even lifetime fluorescence values, suggests that there is relatively strong binding of the

probe to the glucose-modified polymer.

The main finding is that this probe is not suitable for detection of free glucose, but the binding

to other studied carbohydrates was detected by stationary fluorescence spectroscopy.

Key words: phenylboronic acid, fluorescence, carbohydrates
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Uvod a Cile prace

Sledovani hladiny sacharidu v téle je dalezité v diagnostice a 1é¢be riznych nemoci piredevsim
diabetu. Sacharidy jsou organické hydroxyslouceniny obsahujici v molekule karbonylovou
skupinu. Pfitomny jsou ve vSech organismech, kde plni vyznamné funkce. Tvoii energetickou

zasobu organismu a jsou jednou ze zakladnich zivin heterotrofnich organismu.

Fluorescencni znacky jsou znamy jako ucinné sondy, které slouzi k zobrazovani a také
k monitorovani vlastnosti studovanych systémi na molekularni irovni. Divodem je citlivost
fluorescen¢nich znacek na polaritu, viskozitu, pH, pfitomnosti nékterych iontd a dalSich
slou¢enin ve svém okoli. VSechny tyto vlastnosti d¢laji z fluorescence jednu
z nejpouzivangjSich metod pro studovéani fyzikdlné chemickych a biofyzikéalnich procesii

v nano- a mikro-systémech.

Fenylboronova kyselina a jeji derivaty jsou vyznamnym senzorem pro detekci zejména
sacharidi pomoci elektrochemickych, fluorescen¢nich a kolorimetrickych technik. Divodem
je skutecnost, ze pii fysiologickém rozsahu pH se dobie vazi s dioly za vzniku cyklickych
estertl. V ptipad¢ fluorescencni detekce se fada praci zabyvajici se fenylboronovymi kyselinami
soustfed’'uje na procesy spojené s procesy zhdSeni a prenosu excitaéni energie. DalSimi
dilezitym tématem je otazka selektivity vzhledem k sacharidiim, jelikoz vétSina zndmych
znacek ma afinity k fruktose mnohem vétsi nez ke glukose. Déle je snaha posunout konstanty
kyselosti fenylboronovych kyselin do oblasti fyziologického pH pomoci syntézy novych

derivatu.

PredloZena prace se zabyva fluorescenénim chovanim sondy Click-fluor pomoci stacionarni a
casove rozliSené fluorescencni spektroskopie. Jelikoz tato sonda vytvari estery se sacharidy,
byl studovan vliv glukosy, manosy, fruktosy a glukuronové kyseliny na fluorescenc¢ni
charakteristiky znacky Click-fluor. Toho bylo vyuZito pro vypocet vazné konstanty Click-
fluor/sacharid. Poslednim tématem je vazba znacky Click-fluor na poly(ethylen glykolovy),
PEG, polymerni fetézec s navazanymi molekulami glukosy jako koncovymi skupinami, glc-
PEG-glc. Toho lze vyuzit pfi studiu nanostruktur, které tento polymer vytvaii pomoci

fluorescencni spektroskopie, zejména pro lokalizaci molekul glukosy v téchto nanostrukturach.

Préci jsem vypracovala béhem bakalarského studia na Katedfe fyzikalni a makromolekularni
chemie, PfF UK, pod vedenim Dr. Pavla Mat¢jicka. Mty prispévek spocival v ptiprave vzorkd,

méteni fluorescencnich spekter a ¢asove rozliSenych kiivek dohasinani fluorescence a nasledné



zpracovani nameienych dat pod dohledem svého Skolitele a konzultanta. Vliv nékterych
sacharidi na fluorescen¢ni spektra znacky Click-fluor byl jiz v literatufe popsan, ¢asove
rozliSené méfeni vSak dosud publikovano nebylo. Znacka Click-fluor a polymer glc-PEG-glc
byly syntetizovany Mgr. Davidem Vrbatou, za coz bych mu chtéla podékovat. Vlastni prace je
rozdélena na tfi ¢asti: prvni ¢ast je piehled feSené problematiky od zékladnich vlastnosti cukrii
po vazbu fenylboronovych kyselin na sacharidy. Druha ¢ast popisuje experimentalni ¢ast prace

a tfeti Cast se shrnuje namérené vysledky a jejich interpretaci.



Ptehled feSen¢ problematiky

Sacharidy

Sacharidy jsou organické hydroxyslouceniny obsahujici v molekule karbonylovou
(aldehydovou nebo ketonovou) skupinu a jejich derivaty (deoxycukry, aldonové, alduronové
kyseliny a glykosidy). Pfitomny jsou ve vSech organismech, kde plni vyznamné funkce. Tvofi
zéklad nekterych strukturnich molekul. Jsou také soucasti (deoxy)ribonukleotidi v molekulach
DNA, RNA nebo enzymii (ATP). Tvoii energetickou zasobu organismi a jsou jednou ze

zékladnich zivin heterotrofnich organismi.

Zakladni dé€leni sacharidi je na monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy.
Monosacharidy jsou zékladni sacharidy, které jiz nelze délit bez rozstépeni C-C vazby. Podle
poctu uhlikovych atomli se monosacharidy dé€li na triosy, tetrosy, pentosy, hexosy a heptosy.
Monosacharidy se dale muzou vazat glykosidovymi vazbami na oligosacharidy (2-10

monosacharidovych jednotek) nebo polysacharidy (10 a vice jednotek).

Monosacharidy se dale dé€li na aldosy a ketosy. Aldosy obsahuji aldehydovou skupinu. Mezi
biologicky nejdulezitéjsi patii D-glukosa, D-manosa a D-ribosa. Ketosy obsahuji ketoskupinu

a mezi biologicky nejdiilezitéjsi patii D-fruktosa.

Protoze chemie sacharidl a jejich derivati hraje dilezitou roli pii metabolickych cestach,
detekovani jejich ptitomnosti a koncentrace je nezbytné pro riizné procesy v medicing a
primyslu. Pfedev§im detekovani glukosy ma velky vyznam, kdyz transport glukosy v lidském
organismu je spojen s ur¢itymi chorobami: cystickd fibroza, diabetes a rakovina. Nedavné
vyzkumy potvrdily, Ze pfesnd kontrola hladiny glukosy v krvi u diabetikli snizuje riziko
dlouhodobych nasledki, jako jsou slepota, selhani ledvin, infarkt a gangréna. Primyslové
aplikace jsou $iroké, od kontroly fermentacniho procesu po potvrzeni enantiomerni Cistoty

syntetickych 1éki.!?

Glukosa

D-Glukosa, nékdy nazyvana jako hroznovy cukr, dextrosa patii mezi aldohexosy (Obrazek 1).
a-D-glukosa mé pouze hydroxylové skupiny na 1. a 2. uhliku a 2. a 4. uhliku mifici stejnym
smérem. Druhd forma B mé4 hydroxylové skupiny na 1 a 3 uhliku a 2. a 4. uhliku mifici na
stejnou stranu kruhu. Ostatni hydroxylové skupiny mifi na jinou stranu kruhu. Ve vodném

roztoku se ustavuje rovnovaha se slozenim 36% a-D-glukosa a 64% B-D-glukosa. Glukosa je



stavebni slozkou mnoha oligosacharidu a polysacharidia. Vznika v rostlinach pti fotosyntéze a

je vyznamnym zdrojem energie savcu.

Obrizek 1: Struktura (A) a-D-glukosy a (B) f-D-glukosy.

Fruktosa
Fruktosa je nejrozsifencjsi ketohexosou a také nejsladSim cukrem (Obrazek 2). a-D-
fruktofuranosa ma hydroxylové skupiny na 1. a 3. uhliku, 2. a 4. uhliku, také 4. a 5. uhliku
mifici na stejnou stranu kruhu. B-D-fruktofuranosa ma skupiny na 2. a 3. uhliku a 4.a 5. uhliku

mifici na stejnou stranu kruhu.

Obrazek 2: Struktura (A) o-D-fruktofuranosy a (B) p-D-fruktofuranosy.
Manosa

Manosa je epimer glukosy (Obrazek 3). To znamend, Ze se li§i konfiguraci OH skupiny na
druhém uhliku. U a-D-manosy hydroxylové skupiny na 2. a 3. uhliku mifici na stejnou stranu
kruhu. Na druhou stranu f-D-manosy mifi hydroxylové skupiny na 1. a 2. uhliku, 1. a 3. uhliku,
2. a 3. uhliku mifici stejnou stranu kruhu. V roztoku v rovnovazném stavu je 67% o-D-manosy

a 33% B-D-manosy.

OH
H OH
“LOH  OH
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Obrazek 3: Struktura (A) o-D-manosy a (B) -D-manosy.



Glukuronova Kkyselina

Glukoronova kyselina je jednim z derivati glukosy (Obrazek 4). Vznika oxidaci uhliku

v poloze 6. Jeji a forma ma hydroxylové skupiny na 1. a 3. uhliku a 2. a 4. uhliku mifici na

stejnou stranu kruhu; § forma ma skupinu na 1. a 2. uhliku, 2. a 4 uhliku mifici na stejnou stranu

kruhu.

Obrazek 4: Struktura (A) a-D-glukuronové kyseliny a (B) p-D- glukuronové kyseliny.

Fluorescence

Emise zafeni, ke kterému dochézi pti spinové dovolenému prechodu z nékteré vibracni hladiny
excitovaného singletového stavu Sp, do nékteré vibraéni hladiny energeticky nizsiho stavu S; se
nazyva Fluorescence. Podle Kashova pravidla obvykle dochézi pied emisi k relaxaci vibra¢ni
energie a vnitini konverzi, takze fluorescencni prechod nastava ze zakladni vibra¢ni hladiny
prvniho excitovaného stavu S; do nékteré vibra¢ni hladiny zakladniho stavu So. Emitované
zéfeni je charakterizovano vétsi vlnovou délkou a niz$i energii nez zafeni excitacni (tzv.

Stokesiiv posun).

S:
i
T,

S = I 2

: T,

]

L -

S : = p

Obrazek 5: Zjednodusené schéma Jablonského diagramu (vyznam symbolii je uveden v textu).

Energetické prechody popisuje takzvany Jablonského diagram (Obrazek 5), kde Sx predstavuje
singletové stavy, Tx tripletové a vodorovné Cary piedstavuji vibracni hladiny. Plné Sipky
sméfujici nahoru predstavuji potencialni absorp¢ni pfechod mezi singletovymi stavy. Plné

Sipky sméfujici dolli, pfedstavuji urcité fluorescentni piechody. Prazdné Sipky znézornuji
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vnitini konverzi. Dvojita Sipka o, pfedstavuje mezisystémové kiizeni (smér vpravo) a

opozdénou fluorescenci (smér vlevo). Sipky oznacené [ predstavuji fosforescenci.

Vybérové pravidlo fidi mozné piechody z nulového vibra¢niho stavu jednoho elektronového
stavu do vibra¢niho stavu jiného elektronového stavu. Ale ne vSechny ptechody jsou
uptednostiiovany. Pravdépodobnost piechodu zalezi na prekryti vibracnich vinovych funkcich

téchto dvou stavii (Franckiv-Condontv princip).

Emise fotonu ve velkém souboru excitovanych molekul je zcela ndhodna. Pravdépodobnost
emise je pro vSechny molekuly stejnd. Pro tyto soubory je pocet molekul, které emituji foton za
jednotku casu, dN/d¢, ptimo tmérny poctu molekul, N, které zistavaji excitované. Plati tato
diferenciélni rovnice popisujici d¢je, které se fidi kinetikou 1. fadu

an kN (D
dt ’

kde k je kladna konstanta imérnosti a ma vyznam rychlostni konstanty. ReSeni rovnice vede
k exponencidlnimu poklesu intenzity fluorescence I(z) v Case ¢t zpocateCni intenzity Iy

v pocate¢nim Case #.

-2)

1(H)=1,e ™, (2)

kde 7y je stfedni doba zivota fluorescence. Pro vétSinu fluoroforti se stfedni doba Zivota

fluorescence pohybuje v fadu jednotek az desitek nanosekund.

Kdyz emise fotonu je jediny proces, pii kterém dochézi k deexcitaci, pak je sttedni doba zivota

nepiimo imérna rychlostni konstanté emise:

1
To=1" 3)
e

kde k. je rychlostni konstanta emisnich ptechodu.

Casto fluorescenéni kiivka dohasinani (kfivka intenzity fluorescence proti ¢asu) nemtize byt
vyjadiena jednou exponencialou. To miiZze byt zpiisobeno ptfitomnosti necistot, ale neni to vzdy
pravidlem. K deexcitaci mize dochazet také vlivem zhéasecich procesi, pfenosem energie na
akceptor, apod. V takovém piipad¢ se intenzita fluorescence vyjadiuje jako soucet nékolika

exponencialnich funkci a celkova intenzita se rovna:

1(t) = Z'ai - e_TLi, (4)
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kde, a; znaci pfedexponencidlni faktor jednotlivych exponencidl a z; jsou jednotlivé doby Zivota.
V takovém piipad¢ mizeme vyjadfit sttedni dobu Zivota 7, jako vaZeny prumeér jednotlivych
slozek 7;, (které vsak obecné nemusi mit fyzikalni vyznam!), kde vahou je pfislusna frakéni

intenzita F; = a,5/Zi(ai )

tn=) Fr (5)

Fluorescenéni zobrazovani

Fluorescen¢ni znacky maji velky vyznam v zobrazovacich technikéch, napt. v konfokalni
fluorescen¢ni mikroskopii. Metoda je vyuzitelnd pro ptimé prozkoumani chemie bunky a
porozuméni jejich funkei. Ma tadu vyhod, jako velkd citlivost, zobrazeni v redlném case,
relativné jednoduchou piipravu vzorki, apod. V medicinskych aplikacich jsou duilezité
zobrazovaci techniky zejména v blizké infracervené oblasti (NIR) a hluboké Cervené oblasti
(deep/far red), protoze miiZe projit az nékolika centimetry tkan€. Tohoto se da vyuzit pti detekci

rakoviny a dalsich nemocich jesté v raném stadiu.*

Casové rozliSena fluorometrie

Casové rozligena fluorometrie studuje kinetiku dohasinani fluorescence. Po kratkém pulsu, kdy
dochazi k excitaci, se intenzita fluorescence v Case meéni v zavislosti na deexcitaCnich
procesech. Nejcastéji se pouziva metoda casove korelovaného ¢itani fotond. Pouzivaji se pulsni
lasery nebo diody, které produkuji velice kratky a rychle se opakujici puls. K detekci je nutny
citlivy fotonasobi¢. Méfenim excita¢niho pulsu a prvniho emitovaného fotonu umoZnuji
detektory urcit ¢as mezi témito d&ji. Mé&fena $kola Casu je rozdélena na 103 az 10* intervalu.
Kazdému intervalu odpovida kanal, do n¢hoz se zaznamenava pocet registrovanych fotonti. Pro

piesné méfeni je nutné registrovat 10% az 10° foton.

Samotné méfeni se provadi nepifimo formou histogramu, ktery se konstruuje pfii
mnohonasobném opakovani experimentu, pfi kterém se méfi doba od okamziku excitace do
registrace prvniho emitovaného fotonu. Intenzita excitace musi byt béhem experimentu nizka.
Dalsi nutnou podminkou je relativné nizkéd frekvence excitacnich pulzl. Takto se zabrani
registraci dvou fotontli zaroven, a potom naméfeny histogram piedstavuje zavislost dohasinani
fluorescence na Case. Pfi méfeni se kromé& Poissonova Sumu (Sum pfi pocitani fotonil) objevuji
1 systematické chyby. Ty mlZou pochdzet od excitacniho zdroje a elektroniky, mrtvy cas

detektoru nebo nahromadéni pulsii.
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Sacharidové senzory

Mnoho polymernich systémua detekce sacharidl je enzymatickd, kde glukoso-oxidaza nebo
glukoso-dehydrogenaza je imobilizovana v membrané propustné pro molekuly glukosy. To ma
vSak né€kolik nevyhod. Za prvé detekce je specifickd jenom pro nekolik sacharidl a za druhé

enzymatické senzory jsou pfilis citlivé na vnéjsi podminky a dochazi k jejich rozkladu.’

Dalsi moznosti detekce sacharidii jsou zalozeny na nekovalentnich interakcich, pfedevsim na
vodikovych vazbach. V tomto ptfipadé vSak zejména pii malych koncentracich cukri je

limitujicim faktorem znaénd solvatace senzorti, coz znesnadiuje vazbu sacharidu.>

Fenylboronova kyselina je velice vyuzivanym chemo/biosenzorem pro detekci sacharidii a
dalsich polyoli elektrochemickymi, fluorescencnimi a dal$imi metodami. Pfedevsim proto, ze
pfi fysiologickém rozsahu pH se dobie vaze nadioly za vzniku cyklickych esteri.
Fenylboronové kyselina v bazickém roztoku kovalentné reaguje s cis 1,2 nebo 1,3-dioly a
vytvoii péti nebo Sesti¢lenny kruh. Tato reakce je reversibilni a nespotiebovava se pfi ni analyt,
coz ji déla idedlni pro design senzorti. Boronové kyseliny se dobfe vazi nejenom
s monosacharidy ale i s oligo- a polysacharidy ptitomné ve vnéjs$i bunééné membrané. Hlavni

problém tkvi ve zhaSeni znadek, kterému se ¢asto neda vyhnout.”

K pochopeni interakce mezi fenylboronovou kyselinou a diolem je dilezité znat strukturu
kyseliny a jednotlivé rovnovahy pii vazbé boronové kyseliny k diolu (viz Obrazek 6). Boronové
kyseliny jsou slabé Lewisovy kyseliny, kde na elektrondeficientni atom boru dochazi k vazbé
molekuly vody za soucasného uvolnéni protonu. Podobné se mohou vazat i dal§i Lewisovské
baze. Trigonalni forma je neutralni s hybridizaci sp?, ale tetraedrick4 forma je zaporné nabita
s hybridizaci sp®. Fenylboronova kyselina mlize reversibilné vytvaret cyklické estery s dioly,

jak je znazornéno na Obrazku 6 dole.’
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Obrdzek 6 — Acidobazické reakce fenylboronovych kyselin a jejich vazba s dioly. Cislo 1 je fenylboronova kyselina, 2 je zdporné
nabita tetraedricka forma, 3 zaporné nabity tetraedr esteru, ktery je kyselejsi nez samotna fenylboronova kyselina (ma
hybridizaci sp?), 4 je ester fenylboronové kyseliny v trigonaini formé (hybridizace sp?)

Optimalni podminky pro reakce znazornéné na Obrazku 6 jsou stale pfedmétem intenzivniho
studia. Zaprvé, optimalni pH pro vytvofeni vazby mezi fenylboronovou kyselinou a diolem je
nad hodnotou pK, samotné fenylboronové kyseliny. U béznych znacek zaloZenych na
fenylboronové kyseliné k tomu dochazi pti zna¢né alkalickém pH > 12, coz je pro bio-aplikace
nepfiznivé. Je zndmo, Ze snizenim pK, kyseliny vzroste vazebni konstanta vzniku esteru. Snizit
pK. kyseliny Ize naptiklad tim, Ze se v blizkosti boronové skupiny navaze tercialni amin, ten
nejenom snizi pK,, ale také snizi thel O-B-O, ktery dale zvySi Lewisovskou kyselost
fenylboronové kyseliny. Zadruhé, zména boronové kyseliny na jeji ester vede k sniZeni pK, a

za tfeti, pufr nema za4dny vliv na vazebnou konstantu a tim padem na celou reakci.

Vazna konstanta fenylboronovych kyselin s jednotlivymi cukry a pouZivanymi fluorescen¢nimi
znackami pro detekci cukrti (naptiklad Alizarin S) se lisi. Pro vétSinu znacek je poradi stability

s cukry v tomto potadi: fruktosa > galaktosa > manosa > glukosa.’

Dva nejdillezitéjsi mechanismy pro vytvafeni efektivnich sacharidovych znacek je
fotoindukovany elektronovy transfer (Photoninduced electron transfer — PET)!®!! a vnitini

pienos naboje (internal charge transfer — ICT)!>!3

Svétlem indukovany elektronovy transfer (PET) je ptenos elektronu mezi molekulou donoru

(D) a molekulou akceptoru (A) po navazani sacharidu na senzor. Pfed samotnym pienosem
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elektronu je donor svételné excitovan. Pii pienosu dochédzi k redukci donoru a oxidaci

akceptoru a tim padem se z donoru stane radikal kation a z akceptoru radikal anion.

hv
D+A—>D"+A (6)
D*+AV—> D+.+A_. (7)
prenos
elektronu

K elektronovému transferu dochazi, kdyz HOMO (nejvyssi obsazeny molekulovy orbital) ma

o0 néco vétsi energii nez HOMO orbital akceptoru.'®!3

Vyzkum v oblasti senzort cukrii se soustifed’'uje na syntézu znacek selektivnich pro glukosu.
Zhi Cao a kol. (2009) syntetizoval dv¢ sacharidové znacky, které jsou rozpustné ve vod¢ a
velice dobfe se vazou na glukosu (Obrazek 7). Dobfe se k ni vazi i pti pH = 7,4, kdy se intenzita

fluorescence zvysila az 2-5 krat. Hlavnim problém je stile vyrazna afinita téchto znacek k

fruktose.'¢
— s ] Bi{OH),
i !
KO3S—{’ - J F: 4
Y~ M )
/ ; .‘_.-_ W 5
e—/ "0

Obrazek 7 —Priklady fluorescencnich znacek zalozenych na fenylboronové kyseliné s velkou afinitou ke glukose.

Diboronové znacky zacinaji mit vétsi vyznam neZ znacky s jednou boronovou kyselinou kvili
vétsSimu poctu vazebnych mist. To vede k vétsi vazebné afinité a tudiz lepSimu oznaceni nebo
zobrazovani. Selektivita k riznym cukriim se da upravit podle vzdalenosti mezi boronovymi
kyselinami nebo volbou vhodného fluoroforu. Diboronové kyseliny se predev§im pouZzivaji
jako znacku pro glukosu. Znacka s glukosou vytvaii 1:1 cyklicky ester a vyuziva strukturni
vlastnost glukosy, Ze se mlze k boronové kyselin¢ vazat na dvou mistech. Mezi nevyhody

diboronovych kyseliny patfi pfedev$im naroéna vyroba a $patna rozpustnost ve vodé.!”
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Click-fluor

HO__ _OH
B

N

—
—

N
'l
N=

Obrazek 8 — Struktura znacky "Click-fluor”

Nazev ,,Click-fluor* navrhl Scrafton a kol., ktery tak pojmenoval generaci fluorofort, které
vznikaji z nefluorescenénich ¢asti takzvanou ,.click reakci®. Obecné jsou tyto typy reakci
zalozeny na reakci mezi azidem a terminalnim alkinem katalyzované méd’'nymi ionty, kdy se
vytvoii 1,2,3-triazolovy kruh (Obrazek 8 a 9). Vyhodou reakce je jeji spolehlivost, specificita
a biokompatibilita. Tato reakce ma velké vyuZiti nejenom pfi vytvaieni fluorescencnich znacek,
ale 1 pfi vytvareni 1€kl nebo novych materiald. ,,Click chemistry ma potencial rychle vytvaret
fluorescencni senzory pro sacharidy z azidl boronové kyseliny a jakéhokoliv fluoroforu

nesouciho terminalni alkyn.'®

H,C- I

1
_." I". ~g~"

| + ... AT o
L

HaC CH,
I:H-_,

Obrdazek 9 — Obecné schéma tvorby fluorescencni znacky pomoct ,, click reakce . Kruh predstavuje jakykoliv fluorofor.

Systematicky nazev zkoumané znacky je 2-((4-fenyl-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)methyl)fenylboronova kyselina. Jeji excitacni vinova délka je 276 nm. Tato znaCka sama o
sob¢ ma malou fluorescenci (maly kvantovy vytézek), ktera vSak prudce vzroste po pridani

cukru a vzniku pfislusného esteru s fenylboronovou kyselinou.

Zvyseni fluorescence pii pfidani cukru mize byt vysvétleno tim, Ze pfi normalni fluorescenci
lokaln¢ excitovaného stavu 1,2,3 triazolového donoru senzoru je potlaceno pfenosem energie
na neutralni fenylboronovy akceptor, na slabou Lewisovskou kyselinu. Kdyz se pfida sacharid,

na boronovém centru dojde ke zvySeni kyselosti a tvorbé zdporn¢ nabité tetragonalni formy. Pfi
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téchto podminkach, pienos energie z 1,2,3-triazolového kruhu je nevyhodny a fluorescence

znacky Click-fluor vazané na cukr se obnovi.

Poradi vazby na zakladé vazebné konstanty jednotlivych cukrii se oproti vyse popsanému lisi.
Podle Scratfon a col. je stabilita komplexu Click-fluor/cukr v potfadi manosa > fruktosa >
galactosa > glukosa. Scratfon pfisuzuje zménu v selektivité pritomnosti akceptoru vodikové

vazby na 1,2,3 triazolovém kruhu.'

Vypocet vazebné konstanty

Pro vypocet vazebné konstanty K. se pouziva Benesi-Hildebrandova rovnice. Ustavuje se

rovnovaha:
Boronova kyselina + cukr 2 Boronovy ester (8)
[B] + [C] = [BC], 9

kde [B] je koncentrace boronové kyseliny, [C] je koncentrace cukru a [BC] je koncentrace
boronového esteru. Pfi stanoveni K. se hodnota [C] méni, avSak [B] je konstantni. Pfi

ptedpokladu, Ze [C]>>[B] se definuje vazebna konstanta jako

K, = (10)

Dale plati: [B]o = [B] + [BC] (koncentrace fenylboronovych kyselin ve v§ech formach) a [Q]o

= [C] + [BC] (koncentrace cukrl ve vSech formach).

[BC]

Ka =BT, — [BCD = (Qls — 1BC)

(11)
Kdyz [C]>>[B], tak [Clo — [BC] = [Clo = [C] a kdyzZ I je intenzita fluorescence pted pfidanim
cukru a 47 je zména intenzity po piidani cukru, tak plati:
[B] x I, = [B] = ml, (12)
[BC] «x Al = [BC] = nAl, (13)

Kde m a n jsou konstanty, ktera zaviseji na teplot€, molarni koncentraci fenylboronové kyseliny

a optické draze excita¢niho paprsku. Po dosazeni vztaha (12) a (13) se dostane rovnice

= = = (14)
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Upravou se dostane linedrni tvar

Iy n ><1_I_n
Al mK, [C] m

(15)

Vyneseni grafu zavislosti /p/41 na 1/[C] lze experimentalné urcit vazebnou konstantu K, jako

podil smérnice:tisek.’
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Material a Metody

Material

Fluorescencni znacka Click-fluor byla pfipravena v nasi laboratofi Mgr. Davidem Vrbatou

bat

OH OH Q (o}
~. Ny~

podle jim navrzeného postupu:

Br 130°C, Toluen, 4 h Br

1)
Obrazek 10 — Prvni reakcni krok.

Syntéza 1: 1,00 g (4,67 mmol) brommethyl fenylboronové kyseliny a 0,55 g (4,74 mmol)
pinakolu bylo odvdzeno do 100 ml banky a rozpusténo v 50 ml toluenu. Baiika byla opatiena
aparaturou podle Dean-Starka a reakéni smés byla ponechéana pti 130°C po dobu 4 h. Po
vychladnuti bylo piebytecné rozpoustédlo odpareno a produkt byl rekrystalizovan ve smési
EtOH/H,0O Y. VysusSeny produkt byl bezbarva krystalicka latka o hmotnosti 1,31 g (95 %).
Struktura produktu byla ovéfena pomoci 'H-NMR.

o o] o o)
Ng” g
NaN3
Br DMF, r.t, 18 h N3
1 )

Obrazek 11 — Druhy reakcni krok.

Syntéza 2: 1,31 g (4,37 mmol) 1 a 0,34 g NaN3 bylo odvazeno do 50 ml baiiky a obsah byl
rozpu$tén v 10 ml DMF. Reakéni smés byla ponechéana pfi laboratorni teploté¢ po dobu 24 h.
Reakéni smés byla prefiltrovana (NaBr) a filtrat byl zahustén na vakuové odparce. Odparek byl

dale rozpustén v malém mnoZstvi DCM (20 ml) a 3% vytfepan s nasycenym roztokem NaCl.
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Organicka faze byla zakoncentrovana na vakuové odparce a preCiSténa chromatograficky
(Silikagel, Eluent - Hex/EtOAc, 5/1, Rf = 0,94). Produkt byl jemné& nazloutla viskézni kapalina
o hmotnosti 1,02 g (89 %). Struktura produktu byla ovéfena pomoci 'H-NMR.

N
° 60°C, CuBr, Acetone, PMDETA, 18 h N

?) 3
Obrazek 12 — Treti reakcni krok.

Syntéza 3: 245 mg (0,95 mmol) latky 2 bylo odvazeno spolecné se 115 mg fenylacetylenu a 20
mg PMDETA do ovalné 100 ml banky uzaviené trojcestnym kohoutem. Reakéni smés byla po
dobu 20 min promyvana argonem a poté bylo ptfiddno, proti pozitivnimu tlaku inertniho plynu
(Ar), 10 ml acetonu. Reakéni smés byla odplynéna tfemi vymrazovacimi cykly s tekutym
dusikem. Uzaviena batika byla pfesunuta do Gloveboxu a pod inertnim plynem (Nz) bylo
pfidano 5 mg (3,510 2 mmol katalyzatoru CuBr). Uzaviena reakéni smés byla vlozena do
bloku vyhfatého na 55°C a ponechana po dobu 18 h. Po vychladnuti byla reak¢ni smés dvakrat
prefiltrovana pfes maly sloupec bazické aluminy a filtrat byl zahustén na vakuové odparce.
Odparek byl ¢istén pomoci kolonové chromatografie (Silikagel, Eluent: Hex/EtOAc, 7/3, Rf =
0,80). Produkt byl bila krystalické latka o hmotnosti 310 mg (91 %).

S o
O\B/O

\B /OH
= 1) NalO, ,THF/H,0, 15 min, r.t. - y
N AN »> N 7
N 2)HCL 4 h, r.t. N
3 (C))

Obrdzek 13 — Ctvrty reakcni krok.

Deprotekce 3: 269 mg (0,75 mmol) bylo navazeno do 25 ml baiiky a rozpusténo ve 2 ml smési
THF/H20 (1/1). Do reakéni smési bylo za laboratorni teploty ptisypano 214 mg (0,11 mmol)
NalOgs a po 15 min. bylo pfiddno 1 ml 1M HCI a reak¢éni smés byla ponechéna po dobu 4 h.

Vysledna reakéni smés byla extrahovana ethylacetdtem (3x5ml), organické faze byly slouceny
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a extrahovany nasycenym roztokem NaCl (3x15ml). Organickd faze byla vysuSena nad
bezvodym MgSO4 a zakoncentrovdna na vakuové odparce. Odparek byl 2x rekrystalizovan

z acetonu. Produkt byl bilé krystalicka latka o hmotnosti 130 mg (72%).

Poté byla znacka Click-fluor rozpusténa v 19 ml fosfatového pufru (0,01 M fostatovy pufr;
0,0027 M KCI; 0,13 M NaCl, pH=8,44, vyrobeno firmou Sigma-Aldrich) a 24 ml methanolu,

koncentrace zasobniho roztoku byla 1,53x10™* mol/l.

Polymer poly(ethylen glykol) skoncovymi glukosovymi skupinami glc-PEG-glc byl
syntetizovan Mgr. Davidem Vrbatou [informace o syntéze a charakterizaci polymeru je ochoten

sdélit osobné]. Struktura polymeru je zobrazena ve Schématu 5:

o H__J
il H"I'{_’: ri ™ aH
"--_],’.f;."-_-_'.- b F _ow
B H
T
o S 0 Y 4

Obrazek 14 — Struktura polymeru glc-PEG-glc.

Vsechny cukry (D-glukosa, D-manosa, D-fruktosa, D-glukoronové kyselina) byla zakoupeny
od firmy Sigma-Aldrich s Cistotou >99%.

Piiprava vzorki

Rozpusténim 1,8019 g glukosy, manosy a fruktosy v 10 ml fosfatového pufru se ptipravily
jednotlivé zasobni roztoky o koncentraci 1 M. Rozpusténim 1,9414 g glukoronové kyseliny se
piipravil jeji 1 M roztok. Ze zésobnich roztokl se pfipravily jednotlivé vzorky podle Tabulky

1 do celkového objemu 0,4 ml.
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Tabulka 1 - objemy a koncentrace cukru, pufru a znacky pouzité pro pripravu vzorkii

c cukr [M] V cukr [pl] ¢ Click-fluor V  Click-fluor V pufru [pl]
M] (]

0,1 40 1,67-10° 4.4 355
0,2 80 315
0,3 120 275
0,4 160 235
0,5 200 195
0,6 240 155
0,7 280 115
0,8 320 75
0,9 360 35

Zasobni roztoky s koncentraci 3 M byly pfipraveny rozpusténim 5,4047 g glukosy, fruktosy a

manosy v 10 ml fosfatového pufru. 1,7 M zésobni roztok glukoronové kyseliny se pfipravil

z 5,8242 g a 15 ml fosfatového pufru. Z téchto roztoki se poté ptipravily jednotlivé vzorky pro

glukosu, fruktosu a manosu podle Tabulky 2 na celkovy objem 0,5 ml.

Tabulka 2 - objemy a koncentrace cukrii, pufiu a znacky pouzité pro pripravu koncentrovanéjsich vzorkii

c cukru [M] V cukru [pl] ¢ Click-fluor V Click-fluor V pufru [pl]
[M] [pl]

3 500 1,67-10° 5,5 0

2,5 417 83

2 333 167

1.5 250 250

1 167 333

Vzorky pro glukuronovou kyselinu se pfipravily podle néasledujici Tabulky 3.

Tabulka 3 - objemy, koncentrace glukuronové kyseliny, pufiu a znacky pro pripravu koncentrovanéjsich vzorkii

¢ cukru [M] V cukru [pl] ¢ Click-fluor V Click-fluor V pufru [pl]
[M] [pl]

1,7 481 1,67-10° 5,5 19

1.5 425 75

1,3 368 132

1,1 312 188

1 283 217
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Metody

Stacionarni fluorescen¢ni spektroskopie

Mg¢éteni fluorescence probihalo na piistroji Horiba Yobin Ivon. Excitace byla nastavena na 276
nm, excitacni St€rbina 8 nm. Emise se méfila v oblasti 295-500 nm a emisni Sté€rbina 6 nm.

Meéfilo se zaroven nekorigované i korigované spektrum. Opticka draha v kyveté byla 10 mm.

Casové rozliSena fluorescené¢ni spektroskopie

Pro méteni Casové rozliSené fluorescence se pripravily nové vzorky pouze s glukosou a

fruktosou podle Tabulky 4.

Tabulka 4 - koncentrace, objemy a hmotnost cukru, znacky a pufru pro pripravu vzorkii pro casové rozlisenou fluorimetrii

c cukr [M] m cukr [mg] V Click-fluor [pl] V pufr [ml]
0,25 22,5 4,34 0,5

0,5 45,0

0,75 67,5

1 90,0

2 180,0

Mg¢filo se na pfistroji Horiba Yobin Ivon vybavené ¢asové korelovanym modulem pro ¢itani
jednotlivych fotonti a NanoLED excita¢ni zdrojem. Mé&feni se nacitalo do 1000 kanala a
ukoncilo se pti nacteni 5000 fotonli v maximu. Pro vzorky s fruktosou se méfily dvé emisni
delky 310 a 420 nm a pro vzorky s glukosou se méfily tii emisni délky — 310 nm, 350 nm a 420
nm. Sitka §térbiny byla nastavena na 8 nm. Pro naméfeni profilu excita¢niho profilu laserové
diody byla pouzita disperse polystyrenového latexu, excitacni 1 emisni vinova délka byla 282

nm a §itka $térbiny 2 nm.
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Vysledky a diskuze

Fluorescence znacky Click-fluor — vliv sacharidu

Smichanim jednotlivych roztokii cukra a roztoku znacky ,,Click-fluor byly pfipraveny roztoky
o ruznych koncentracich cukrti, ale konstantni koncentrace fluoroforu (viz Tabulky 1-3). Poté
se u vSech vzorkli proméfilo fluorescenéni spektrum s excitaéni vinovou délkou 295 nm a
emisni délkou od 295 do 500 nm. Prace se zaméfila na proméieni zavislosti publikovanych
drive (Citace ¢. 19). Zvlastni pozornost se vénovalo vazbé znacky Click-fluor na glukosu
s ohledem pro vyuziti pfi studiu polymeru glc-PEG-glc (viz Obrazek 14). Vazba fenylboronové
kyseliny na dioly je pfedevsim ovlivnéna povahou cukru, jestli hydroxylové skupiny smétuji
na stejnou stranu kruhu, jinak neni vazba tak silna. Také pocet mist, na ktera se fenylboronova
kyseliny miize navazat je dilezity. Rozdilné afinity k cukrim, lze taky vysvétlit vznikem

vodikovych vazeb mezi znackou a cukrem.

Fruktosa
Obecné vétSina sacharidovych fluorescencnich znacek ma nejlepsi afinitu k fruktose, ktera také
vykazuje nejvétsi intenzitu pii vysokych koncentraci. Stejné je to v ptipadé znacky Click-fluor.
Korigované fluorescen¢ni spektrum je na Obrazku 15. Intenzita vykazuje dvé maxima. Jedno

pfi vinové délce 303 nm a druhé maxim pti 420 nm.

—O0M

—0,1M
—0,2M
— 0,3 M
—04M
—05M
—0,6M
—0,7M
—0,8 M
—0,9M
—1,0M
—15M
—20M
—25M
—30M
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Obrazek 15 — Korigované emisni spektrum znacky Click-fluor po pridani fruktosy (koncentrace uvedeny v grafu).
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Zavislosti intenzity na koncentraci se v kazdém maximu li§i. Pii emisni délce 303 nm je
nejvyssi intenzita fluorescence pii nulové koncentraci cukru a minimalni pfi koncentraci 3 M.

Z n¢ho je také patrné, Ze, az na nepfesnosti, intenzita monotonné klesa s koncentraci (Obrazek
16).
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Obrazky 16 a 17 — Zména intenzity fluorescence pri 303 nm (vlevo) a 420 nm (vpravo) znacky Click-fluor po pridant fruktosy.

V druhém maximu, emisni délky 420 nm, je priib&h zavislosti jiny (Obrazek 17). Nejmensi
intenzitu ma znacka bez pfitomnosti cukru a nejvétsi pii koncentraci cukru 2,5 M. (Intenzita pii
3 M je statisticky odlehly vysledek.) Pribéh zavislosti je hyperbolicky s asymptotou. Pii

koncentraci vys$i nez 2,5 M se intenzita méni malo.

Prabéh zévislosti v jednotlivych maximech ukazuje, ze n€kde musi byt izosbesticky bod, ve
kterém je intenzita fluorescence pfi vSech koncentracich cukru stejna. I pies experimentalni
nepresnosti je tento bod patrny pii 353 nm. Z toho plyne, Ze v systému jsou pfitomny minimalné
dvé formy znacky Click-fluor: Prvni mé pés pifi 303 nm a odpovida volné znacce. Druhd forma

odpovida esteru znacky se sacharidem a ma emisni maximum pii 420 nm.

Glukuronova kyselina

Odlisné fluorescen¢ni spektrum ma znacka navazana na glukoronovou kyselinu. Jeji spektrum
obsahuje jenom jedno vyrazné maximum pii 303 nm, jinak je intensita fluorescence relativné

nizka, jak je vidét na Obrazku 18.
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Obrazek 18 — Korigované emisni spektrum znacky Click-fluor po pridani glukuronové kyseliny (koncentrace uvedeny v grafu,).

Pfi emisni vinové délce 303 nm je zéavislost na ptitomnosti cukru podobné jako v ptipadé
fruktosy, linearné klesa (Obrazek 19). Maximalni intenzita je pii nulové koncentraci cukru a

minimalni pii koncentraci 1,5 M. Tento pas odpovida volné znacce.
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Obrazky 19 a 20 — Zmeéna intenzity fluorescence pri 303 nm (vlevo) a 420 (vpravo) znacky Click-fluor po pridani glukuronové
kyseliny.

Pro porovnani se 1ze podivat 1 na zavislost intenzity na koncentraci cukru pii 420 nm (Obrazek
20), coz je pas znacky navazané na glukuronovou kyselinu. Zavislost je podobna jako v ptipadé
fruktosy, avSak nartist intenzity neni tak vyrazny. Pfi malych koncentracich je linearni a poté
se sklapi. Celkovy prubéh zavislosti je hyperbolicky s asymptotou pii koncentraci 1,5 M a dal

se pravdépodobné intenzita neméni, na uréeni neni dostatek dat.
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Glukosa

Korigované spektrum s glukosou se od korigovaného spektra s glukoronovou kyselinou pfilis
nelisi (Obrazek 21). Coz se da ocekavat, kdyz glukoronova kyselina je derivatem glukosy. Také

obsahuje jedno vyrazné maximum pii vinové délce 303 nm a déle intenzita klesa.

I [a.u. x107]

T T T T T i T ) !
300 350 400 450 500
A [nm]

Obrazek 21 — Korigované emisni spektrum znacky Click-fluor po pridani glukosy (koncentrace uvedeny v grafu,).

Korigované spektrum se hodné 1i$i od nekorigovaného (neuvedeno, 1ze poskytnout na Zadost
recenzenta), v ném se objevuji tfi pasy s tiemi maximy. Jedno je pii vinové délce 303 nm (volna
znacka), druhé pii 350 nm a tieti pii 420 nm (znacka navazana na sacharid). Hypoteticky pas
pfi 350 nm je patrny také u ostatnich sacharidi, ale neni tak vyrazny. Pas mtze odpovidat
vibronickému pasu volné znacky, nebo néjaké formé& komplexu znacky s cukrem (napft. vazba

pouze s jednou hydroxylovou skupinou, popt. trigonalni forma esteru s cukrem).

Obrazek 22 zobrazuje zavislost intenzity na koncentraci pii 303 nm. Jak je patrno, intenzita
s koncentraci linearné klesa. V druhém maximu pii 350 nm je situace slozitéjsi (Obrazek 23).
Pti niz§ich koncentraci intenzita strmé linedrné klesa. Poté ptiblizn€ u koncentrace 1 M je pred¢l
a intenzita roste do maxima pii 2,0 M koncentraci a poté znovu klesa. V ptipad¢€, ze pas pti
350 nm odpovida jisté formé Click-fluoru, pak koncentrace této klesd s koncentraci glukosy.
Mohl by to byt ester znacky pouze s jednou OH-skupinou, ktery s rostouci koncentraci cukru

piechézi na cyklickou formu esteru (pas 420 nm).
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Obrazky 22, 23, 24 — Zména intenzity fluorescence pri 303 nm (nahore vlevo), 350nm (nahore vpravo) a 420 nm (dole
uprostred) znacky Click-fluor po pridani glukosy.

Posledni maximum je pfi vlnové délce 420 nm, kdy je zavislost také zajimava (Obrazek 24).
Bod 2 M je statisticky odlehly. Intenzita nejdfive stoupad az do maxima pti koncentraci 0,7 M
a poté mirn¢ klesa. Z toho plyne, ze cyklicky ester znacky s glukosou sice vznikd, avSak pouze

v omezeném mnoZstvi a narust intensity fluorescence je zatizen Sumem a neni proto tak patrny.

Manosa

Posledni spektrum je spektrum komplexu znacky s manosou (Obrazek 25). Pribéh zavislosti
intenzity na vinové délce je velmi podobny jako u ostatnich cukrii kromé fruktosy. Stejné jako
glukosa tak nekorigovana spektra manosy maji tii pasy s maximy v 303 nm, 350 nm, 420 nm.
Pfi emisni vlnové délce 303 nm neni patrny témét Zadny trend v zavislosti intenzity na
koncentraci (Obrazek 26). Také pti vinové délce 350 neni patrny Z4dny vyrazny trend (Obrazek
27). Posledni maximum je pii 420 nm (Obrazek 28). Zde je patrny trend stejny jako u ostatnich

cukrti — hyperbola s asymptotou, ktera objevi okolo koncentrace 3,0 M.
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Obrazky 26, 27, 28 — Zména intenzity fluorescence pri 303 nm (nahore vlevo), 350nm (nahore vpravo) a 420 nm (dole
uprostred) znacky Click-fluor po pridani manosy.

Porovnani v§ech cukrua

Na Obrazku 29 je relativni intenzita fluorescence (pomér intenzity fluorescenci v piitomnosti

cukru ku intenzité pti nulové koncentraci cukru) pti vinové délce 303 nm, coz odpovida emisi
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Cisté znacky Click-fluor. Z ného Ize zjistit, které cukry jsou nejvice ovlivnény piitomnosti
cukru. Nejvyraznéjsi pokles pasu pii 303 nm byl pozorovan pro fruktosu (Obrazek 29, cerna
ktivka), intenzita se snizi az na 60% puvodni nulové intenzity, dale pak pro glukuronovou

kyselinu. Hodnoty jsou vSak znac¢né zatizeny chybou méteni (Sumem).
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Obrazky 29, 30, 31 — Zména relativni intenzity fluorescence pri 303 nm (nahore vlevo), 350nm (nahote vpravo) a 420 nm (dole
uprostied) znacky Click-fluor pro studované sacharidy.

Pti vinové délce 350 nm, coz odpovida hypotetické formé esteru znacky s cukrem, je
nejvyraznéjsi pokles intensity pozorovan pro glukosu (Obrazek 30, Cernd kiivka) a to az na 40%

plivodni intenzity. Pokles tohoto pasu je vyraznéjsi nez v ptipadé pasu pii 303 nm.

NejdulezitéjsSim ukazatelem tvorby esteru znacky Click-fluor se sacharidy je zvySeni intenzity
fluorescence pfi vinové délce 420 nm (Obrazek 31). Nejmensi efekt je u glukosy a manosy, kdy
se intenzita zvétsi pouze 1-2 krat. Intenzita pro glukoronovou kyselinu se zvétsi pouze 3 krat.
Zdaleka nejvétsi zvétseni fluorescence je u fruktosy, jak se ostatng predpokladalo.”

Relativni intenzita fluorescence se zveétsi az 13-krat.

Vypocet vazebné konstanty Click-fluor/sacharid

Pro vypocet vazebné konstanty znacky Click-fluor na sacharidy jsme pouZili rovnici (15). Kdy

se sestrojil graf zavislosti hodnoty I/Al na reciproké hodnoté koncentrace cukru ¢’!. K vypoétu
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jsme pouzili nariist intenzity pti emisni vinové délce 420 nm, ktera odpovida vzniku cyklického
esteru znacky s pfislusnym sacharidem. Ptilozené grafy (Obrazky 32-35) ukazuji, Ze vSechny
zavislosti jsou v principu linearni, avSak graf pro glukosu je nevyhodnotitelny z diivodu velké
chyby u relativnich intenzit fluorescence, kde malé rozdily v intenzitdch vedly k nesmysIn¢
velkym hodnotdm //Al. Naméfené grafy proto bylo mozné prolozit linedrni funkci s pouzitim
rovnice 15. Z parametra prokladu Ize vypocitat vaznou konstantu K, jako podil usek/smérnice.
Pti fitovani pro manosu nebyly staticky odlehlé vysledky zahrnuty do vypoctu. Jak je vidét
z prislusného grafu, vazebnou konstantu pro glukosu nebylo mozné urcit. Z vazebnych konstant

(viz Tabulka 5) je zfejmé, ze nejveétsi vaznost na znacku Click-fluor ma fruktosa.
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Obrazky 32, 33, 34, 35 — Vynos dle rovnice 15 pro vazbu znacky Click-fluor s fruktozou (nahore vlevo), glukuronovou kyselinou

(nahore vpravo), glukosou (dole vlevo) a manosou (dole vpravo).

Tabulka 5 - Vazebné konstanta pro komplex cukr/Click-fluor

cukr K, [M]
fruktosa 0,848
glukoronova kys. 0,698
glukosa -
manosa 0,115
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Dohasinani fluorescence zna¢ky Click-fluor — vliv sacharidi

Casové rozlisenou fluorescenci znacky Click-fluor jsme méfily pouze pro dva sacharidy:
glukosu a fruktosu (slozeni vzorkli uvedeno v Tabulce 4). Divodem byl fakt, Ze fruktosa
vykazuje nejveétsi zmeény ve fluorescencnim spektru a glukosa naopak nejmensi. Cilem bylo
dukladné prostudovat fotofyzikalni chovani jednotlivych forem znacky Click-fluor, jak byly
detekovany ve fluorescencnich spektrech (pasy pii 310 nm, 350 nm a 420 nm). Vysledné kiivky
piipadech souctem nékolika exponencial dle Rovnice 4. Proklad se provadél tak, aby parametr
v* byl co nejblize 1 a aby residua prokladu byla rovnomérné rozloZena v podobé sumu. Kiivky
dohasinani jsou uvedeny na Obrazcich 31-35. Vyhodnocené doby zivota a frakéni intenzity jsou

shrnuty v Tabulkéach 6-8.

Tabulka 6 — Doby zivota fluorescence pro znacku Click-fluor s fruktosou

Doba zZivota [ns]

koncentrace fruktosy [M] @ emise p¥i 310 nm emise pri 420 nm
0 3,13 -

0,25 3,49 3,13

0,5 3,09 3,14

0,75 3,19 3,18

1 3,18 3,19

2 3,13 3,21

10000

10000

Emise 420 nm Koncentrace fruktosy

—0,25M
——0,5M
—0,75M
—1,0M
—2,0M
ex. puls|

Emise 303 nm Koncentrace fruktosy

1000

100

Counts
Counts

Obrazky 36, 37 — Dohasinani fluorescence znacky Click-fluor v pritomnosti fruktosy pri emisnich vinovych délkach 310 nm
(vlevo) a 420 nm (vpravo).

Na kiivkach dohasinani fluorescence je patrny vyrazny prispévek rozptylu svétla k signalu
fluorescence (tvar kiivky totoZny s tvarem excitaéniho pulzu). Pfi vyhodnocovéni se to

projevilo nutnosti prokladat kiivky exponencialou s dobou zivota vyrazné nizsi nez 1 ns. Tato
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slozka je vSak artefakt a neni zahrnuta do vysledkt v Tabulkach 6-8. Z toho divodu byla emise

pti 310 nm, aby se minimalizoval vliv rozptylu.

Z vysledku pro fruktosu (Obrazky 36, 37 a Tabulka 6) je patrné, ze doba Zivota Cisté znacky se

neméni s koncentraci cukru a je piiblizné 3,2 ns a vSechny kiivky jsou jedno-exponencialni.

Minimalni jsou také rozdily pii vinové délce 420 nm odpovidajici znacce navazané na fruktosu.

Také tady jsou vSechny kiivky exponencialni s jednou slozkou doby Zivota fluorescence. To

znaci, Ze v systému je jen jedna forma cyklického esteru s konstantni dobou Zivota.

Tabulka 7 — Doby Zivota fluorescence pro znacku Click-fluor s glukosou

Doba zZivota [ns]

koncentrace glukosy [M]

0
0,25
0,5
0,75
1

2

Counts

10000

emise pri emise pri 350 nm emise pri 420 nm
310 nm

3,13 - - - -

3,27 1,04 5,01 1,10 5,11
3,29 1,60 5,36 1,64 5,21
3,12 1,25 4,58 1,29 6,26
2,93 1,15 4,90 1,16 6,43
2,82 1,93 5,93 1,11 6,62
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1000

100 ‘

Counts

Koncentrace glukosy

——O0M
——0,25M
——05M
——0,75M
—1,0M
—20M
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100
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—10M
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60 0

10000

Emise 420 nm  Koncentrace glukosy

1000 W —0,75M

100

i

t[ns]

60

Obrazky 38, 39, 40 - Dohasinani fluorescence znacky Click-fluor v pritomnosti glukosy pri emisnich vinovych délkach 310 nm
(vlevo nahore), 350 nm (vpravo nahore) a 420 nm (dole).
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Na obrazcich 38-40 a v Tabulkdch 7 a 8 jsou shrnuty vysledky pro ¢asové rozliSena méteni
Click-fluoru v ptitomnosti glukosy. Jsou zde uvedeny doby zivota pro glukosu ve vsech tfech
emisnich maximech (310 nm — ¢istd znacka; 350 nm — hypotetickd forma esteru s glukosou;
420 nm — cyklicka forma esteru s glukosou). Z tabulky i z jednotlivych grafa je patrné, Ze se
doba zZivota Cist¢ znaCky nemeéni s koncentraci glukosy (emise métené pii 310 nm). Pii
exponencialami. V Tabulce 8 jsou uvedeny frakéni intenzity pii obou vinovych délkach (v
tabulce odpovidaji hodnotam doby zivota) a také primérna doba zivota, ktera se vypocitala
podle vztahu (5). Zmény jsou pomérné malé a data je obtizné interpretovat. V tomto piipad¢ je
tvorba esteru znacky s glukosou nizkd, v roztoku existuje nékolik forem, jejichz podil se

s koncentraci cukru méni. To se odrazi v mirnych zménéch stiednich dob zivota.

Tabulka 8 — Frakcni intenzity a stredni doby Zivota fluorescence pro znacku Click-fluor s glukosou pro dohasinani prolozena
dvojexponencialni funkci.

Frakéni intenzita [%] Stiedni doba Zivota [ns]
koncentrace [M] | emise pii 350nm | emise pii 420nm | emise pri | emise pri
350 nm 420 nm
0,25 40,10 59,90 37,20 62,80 3,41 3,61
0,5 45,50 54,50 38,24 61,75 3,64 3,84
0,75 43,32 56,68 37,56 32,45 3,14 4,39
1 43,42 56,58 37,57 62,43 3,27 4,45
2 57,13 42,87 41,64 58,31 3,64 4,32

Vazba znacky Click-fluor na polymer glc-PEG-glc

Fluorescencni spektrum znacky Click-fluor v pfitomnosti polymeru glc-PEG-glc s dvéma
navazanymi molekulami glukosy na koncich se vyrazné odliSuje od spektra Click-fluoru s
nizkomolekularni glukosou (Obrazek 41). Prvni rozdil je v samotné intenzit€ fluorescence, kde
vzorek s polymerem ma intensitu niz$i asi o 3 fady. Koncentrace polymeru glc-PEG-glc byla
navrzena tak, aby koncentrace molekul glukosy byla 1 M, aby byly vysledky porovnatelné
s experimentem s glukosou. Z diivodu malého mnozstvi pfipraveného polymeru nebylo mozno
proméfit vétsi poCet koncentraci. Druhy rozdil je v posunu maxim emisnich past oproti
spektriim s nizkomolekularni glukosou. Ve spektru jsou patrné tfi pasy. Prvni se objevuje pfi
vlnové délce 306 nm (odpovida Cisté znacce, posun spektra je nevyrazny). Dalsi maxima jsou
pti vinovych délkach 370 nm (bud’ vibronicky pés Cisté znacky, nebo jista forma komplexu
s glukosou) a 500 nm, coz by mélo odpovidat cyklickému esteru znacky Click-fluor s glukosou.
V ptipad¢ past odpovidajicim esterim s polymerem je posun spekter vyrazny.
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Obrazky 41, 42 - Korigované fluorescencni spektrum (vlevo) a dohasinani fluorescence (vpravo) znacky Click-fluor
v pritomnosti polymeru glc-PEG-glc o koncentraci molekul glukosy 1 M a koncentraci polymeru 327 g/l.

Vysledky ¢asove rozliSené fluorescence jsou uvedeny na Obrazku 42 a stiedni doby zivota pro
jednotlivé emisni pasy jsou uvedeny v Tabulce 9. Doba Zivota Cisté znacky je stejné jako ve
vSech predeslych piipadech (asi 3,1 ns), coz ukazuje, Ze pfitomnost polymeru v roztoku nemé
vliv na spektralni chovani ¢isté znacky. Stiedni doby Zivota pro pasy 370 nm a 500 nm, jsou
vyrazné niz8i nez u nizkomolekularni glukosy. Navazany fetézec polymeru ma ziejme vliv na
elektronovou strukturu znacky a miizou zde hrat roli 1 zhaSeci mechanismy (snizeni dob zivota).
Vyrazné€ odlisné doby Zivota pro emisni vlnovou délku 350-370 nm naznacuje, Ze tento pas

skute¢né odpovida jisté forme esteru s cukrem.

Tabulka 9 — doby zivota fluorescence znacky Click-fluor v pritomnosti polymeru Click-fluor pro riizné vinové délky emise.

Vinova délka [nm] Stiedni doba Zivota [ns]
310 3,08
370 2,43
500 2,02
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Shrnuti a Zavér

V ptedlozené bakalaifské praci byl studovan vliv sacharidii (glukosa, manosa, fruktosa a
glukuronova kyselina) na spektralni chovani fluorescencni znacky Click-fluor. Tato sonda
obsahuje ve sv¢é struktufe fenylboronovou kyselinu a mtize proto slouzit jako senzor cukra. Byla
detailn¢ proméfena emisni spektra pro Siroky rozsah koncentraci cukri (do 3 M). Zména
intenzity fluorescence po ptidani sacharidii byla pouzita pro vypocet vazné konstanty Click-
fluor/sacharid. Pro fruktosu a glukosu byly déale zméteny kiivky dohasinani fluorescence.
Spektralni chovani znacky Click-fluor bylo také zméteno pro roztok polymeru glc-PEG-glc,

ktery obsahuje molekuly glukosy na koncich polymerniho fetézce.

Z namé&fenych fluorescenénich charakteristik vyplyva, Ze nejvétsi afinitu ma znacka Click-fluor
na fruktosu, kdezto tvorba esteru s glukosou je velmi slabd. V emisnim spektru byly
pozorovany celkem tfi pasy. Jeden odpovida nenavazané znacce, druhy nestabilni formé esteru
s cukrem a tfeti stabilni cyklické formé esteru s cukrem. Z nartstu intenzity fluorescence
posledni zminéné formy lze vypocitat vaznou konstantu znacky na sacharid. V piipad¢ ptilis
malého naristu intenzity jako je tomu u glukosy, vSak nelze tuto konstantu vyhodnotit.
V casovée rozliSené fluorescenci znacky Click-fluor sice byly patrné zmény u vinovych délek
odpovidajicim esteru se sacharidem. Pozorované zmény vSak nejsou pfili§ vyrazné a jejich
interpretace neni jednozna¢nd. Poslednim studovanym systémem byla vazba znacky Click-
fluor na polymer glc-PEG-glc. Z emisnich spekter i z hodnot stfednich dob Zivota fluorescence

vyplyva, Ze dochazi k relativné silné vazbé znacky na glukosou modifikovany polymer.

Zavérem lze konstatovat, ze znacka Click-fluor neni pfili§ vhodna pro detekci volné glukosy,
ale vazba na dal$i studované sacharidy byla pomoci stacionarni fluorescencni spektroskopie
detekovatelna. Casové rozlisena méfeni nepfinasi pfili§ novych informaci o vazbé znacky na
sacharidy. Ve spektrech vSak byla detekovana nové forma esteru znacky s cukry. Velmi slibné
vysledky vSak pfinesla studie vazby Click-fluoru na polymer s navdzanym sacharidem. To
otvird nové moznosti pro studium polymernich nanostruktur obsahujici sacharidy pomoci

fluorescencni spektroskopie do budoucna.
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