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ABSTRAKT

Pomoci fluorescenéni spektroskopie byl zkouman vliv pfidavku nativniho hyaluronanu na
CMC vybranych tenzidi (Tween 20, BETADET THC 2, SDS, CTAT a CTAB) ve
fyziologickém roztoku (0,15 M NacCl). Jako fluorescen¢ni sondy byly pouZity nilské Cerven a
pyren. Nejvétsi vliv na CMC byl zaznamenan u kationaktivnich tenzidd. Blize byl zkouman
systém cetyltrimethylamonnium bromid-hyaluronan. Byly provedeny solubilizaéni
experimenty s pouzitim hydrofobniho barviva stidanové cervené G a pomoci zhaSeni
fluorescence bylo méteno agregacni Cislo systému. Jako zhase¢ byl pouzit cetylpyridinium
chlorid (CPC) a jako zhaSend molekula pyren. Bylo zjisténo, ze pifidavek hyaluronanu
(nativniho 1 hydrofobizovaného) snizuje agregacni €islo systému.

ABSTRACT

The effect of native hyaluronan addition on CMC of excluded surfactants (Tween 20,
BETADET THC 2, SDS, CTAT a CTAB) in physiological solution (0,15 M NaCl) has been
investigated by fluoresence spectroscopy with Pyrene and Nile red as probes. The greatest
influence on CMC has been observed in systems with cationic surfactant. System of
cetyltrimethylamonnium bromid has been closely studied. Solubilization experiments with a
hydrophobic dye Sudan red has been realized and aggregation number of this system has been
determinated via fluorescence quenching with cetylpyridinium chloride as quencher and
Pyrene as fluorescence probe. Addition of hyaluronan (native or hydrophobicaly modified)
reduces aggregation number of system.

KLICOVA SLOVA
hyaluronan, interakce, tenzidy, fluorescenc¢ni spektroskopie, pyren, nilska ¢erven
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1 UVOD

Ptedstavme si nezndmou substanci. Tato latka vypada na prvni pohled velice obycejné.
Nema zadnou zvlastni barvu, je prosté jen bild. Nevoni ani nezapacha. Mohla by se dokonce
zdat nezajimava. Jestli si néco podobného myslel i jeji objevitel, kdyZ ji poprvé v roce 1934
izoloval, to uz se nedozvime. V kazdém pripadé¢ vSak objevil slouceninu, kterd se stala
fenoménem dne$ni doby a to nejen diky svym unikatnim chemickym a fyzikalnim
vlastnostem, ale také proto, Ze hraje dilezitou roli v téle kazdého z nés. Podili se mimo jiné i
na samotném vzniku nového Zivota, kdy je ptfitomna v ranych stadiich vyvoje embrya. Tehdy
v roce 1934 byla objevena na prvni pohled nezajimava bila substance, jez je uz dlouha léta
zkoumdna a s neutuchajicim zdjmem bude zkoumana dal, protoze se toho o ni musime jeste
mnoho dozvédéet. Kyselina hyaluronova.

Naésledujici prace je zaméfena na vyzkum interakci a agrega¢niho chovéni v roztocich
obsahujicich anionaktivni polyelektrolyt hyaluronan a vybrané tenzidy. Jako jednoduchy
model fyziologického roztoku je pouzit 0,15 M roztok NaCl. V prvni ¢asti je pomoci
fluorescencni spektroskopie s vyuzitim dvou riznych fluorescencnich sond (pyren, nilska
cerven) sledovan vliv pfidavku nizkomolekuldrniho a vysokomolekuldrniho hyaluronanu na
kritickou micelarni koncentraci tenzidu. Jako tenzidy byly pouzity Tween 20 (neionogenni),
SDS (anionaktivni), CTAT, CTAB (kationaktivni) a BETADET THC 2 (amfoterni) jako
zastupce ze skupiny alkylovanych betainli spojujicich strukturu tenzidu a aminokyseliny v
jedné molekule. V druhé ¢&ésti je blize zkoumén systém obsahujici kationaktivni tenzid
CTAB, nativni hyaluronan o dvou molekulovych hmotnostech a hydrofobné¢ modifikovany
derivat hyaluronanu. U téchto systéml je za pomoci zhdSeni fluorescence stanovovano
agregacni Cislo a s pouzitim hydrofobniho barviva jsou sledovany solubiliza¢ni vlastnosti
systémi. Hlavnim cilem préce je ziskat poznatky o vySe uvedenych systémech s ohledem na
jejich mozné vyuziti jako cilenych nosici 1éCiv.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Hyaluronan

Tento polysacharid se v zZivém organismu nevyskytuje ve formé kyseliny, ale pfevazné v
disociované form¢ sodné a draselné soli. Ve vodném roztoku je polyaniontem. Nazev
hyaluronan zahrnuje kyselou formu i sil. Molekula této biologicky multifunkéni latky je
ptisné linearni polymer slozeny z opakujicich se disacharidovych jednotek obsahujicich
D-glukuronovou kyselinu a N-acetyl-D-glukosamin, které jsou stfidavé spojeny p-1,4 a
B-1,3 glykosidickou vazbou. Tyto vazby jsou stabilizovany intramolekularnimi vodikovymi
mustky. Primdrni struktura molekuly mé charakteristick¢ disledky pro jeji sekundarni
strukturu v roztoku. Glukéza v B konfiguraci, se kterou jsou spojeny oba cukry, dovoluje
prostorové objemnym skupindm zaujmout stericky vyhodnéjsi ekvatoridlni polohu, zatimco
malé vodikové atomy obsazuji mén¢ stericky vyhodné axidlni polohy. Jednim z dasledk
tohoto usporadéani je vyskyt hydrofobnich oblasti v fetézci tzv. ,.hydrophobic patch®, které
jsou tvofeny jiz zminénymi axialnimi vodiky viz (Obr. 1) [1].

H3C \ ax
\O

D—glukuronova kyselina N-acetyl-D—glukosamin n

Obr. 1: Zéakladni struktura molekuly hyaluronanu obsahujiciho 3 1—3-glykosidickou vazbu a
B 1—4-glykosidickou vazbu.

Pravdépodobné mnoho z biologickych roli hyaluronanu zavisi na jeho amfifilni struktuie
a tim potazmo na schopnosti interagovat s membranami, protoze diky ,,hydrophobic patch*
je schopen vazat se na fosfolipidy, které jsou hlavni komponentou membran. Bylo prokazano,
ze hyaluronan zvySuje flexibilitu membrany cervenych krvinek a ze se aktivné ucastni
biologickych procesii jako bunécna adheze, migrace a proliferace [4].

Nejvyznamnéj$im mistem vyskytu hyaluronanu jsou tkané obratlovci. Je hlavni soucasti
extracelularnich matric, ve kterych se diferencuje vétSina tkani, ale je také nepostradatelnou
soucasti tkani dospélych, kde se stava strukturdlnim organizatorem extracelularniho matrix
diky tomu, Ze je schopen vazat se na jeho ostatni komponenty, jako je naptiklad hyalektinova
ttida proteoglykand [5]. V urcitych ptipadech zastdva hyaluronan roli hlavni komponenty
napf.: ve sklivci lidského oka, synovidlni tekutin€ nebo oocytech, kde ovlivituje ovulaci. Dale
je dulezitou soucasti chrupavek. Jeho vodné roztoky jsou velmi viskozni. Soucasné
mechanické studie synovialni tekutiny dokazuji, ze vysokomolekuldrni hyaluronan hraje
dilezitou roli v kloubech, kde snizuje tieni a tlumi narazy [6].

Primyslové se hyaluronan diive vyrabél z kohoutich hiebinkli a néktefi vyrobci tohoto
zpusobu stale vyuZivaji, ale poté co bylo zjiSténo, Ze n&které kmeny Streptokokli obsahuji



polysacharid, ktery ma shodnou strukturu se savéim hyaluronanem, zameéftila se primyslova
vyroba spiSe na jejich vyuziti. Jednim z vyhod této technologie je pfiprava velmi Cistého
polymeru.

2.1.1 Hyaluronan a uspoiiadana struktura v roztoku

S ohledem na primarni a sekundéarni strukturu hyaluronanu vyslovil Scott predpoklad, ze
fetézce hyaluronanu zaujimaji v roztoku strukturu, kterou popisuje jako ndhodné svinutou
stuhu ,,random coil*“ [4]. Nahodnost systému hyaluronan ve vodé je vSak v rozporu s
podstatou evoluce Zivych organismii. Cim vice je totiz systém nahodny, tim méné informaci
takovy systém nese a tento fakt se prakticky vylucuje se strategii pokroku zivych organismi,
ktera spociva ve schopnosti redukovat entropii a pfedat tak co nejvice informaci, coz vede k
reprodukovatelnosti a schopnosti vyvoje. Proto vznikla snaha pohlizet na biomolekulu
hyaluronanu, zastvajici v organismu mnoho klicovych funkci, jako na systém zaujimajici
preferované tvary.

Retézec hyaluronanu obsahuje dva druhy vazeb. Jednim druhem jsou vazby v cukernych
kruzich, které¢ jsou pomérné neménné a do jisté miry fixuji tvar jednotlivych cukernych
zbytkl. Mezi témito rigidnimi jednotkami je pak dalSi druh vazeb tzv. glykosidické vazby,
které se skladaji z kyslikového atomu spojujiciho jeden cukr s druhym. Tyto glykosidické
vazby jsou stabilizovany intramolekularnimi vodikovymi mistky ozna¢enymi na Obr. 2
teCkovanou c¢arou. Jak je také z obrazku vidét, voda hraje dilezitou roli ve stabilizaci
struktury. Z kyslikového atomu zapojeného do glykosidického miistku vychazeji dvé vazby
majici tvar pismene ,,V“. Substituenty pfipojené na jejich koncich mohou rotovat o 360°.
Ackoli vypocty a molekularni modelovani ukdzaly, ze ze sterickych diivodi nemaji cukerné
kruhy naprostou svobodu v tom jakou konfiguraci kolem kyslikového atomu zaujmou, piesto
je zde n€kolik moznych uspofadani pro kazdy druh glykosidického miistku. Nasobek téchto
moznosti poctem mustkll v dlouhém fetézci hyaluronanu vyjadfuje enormni pocet moznych
tvart jedné molekuly. Proto se uspofadéani fetézce miize zdat ndhodnym, ale neni.

Nuklearni magnetickd resonance potvrdila pfitomnost uspordadané struktury ftetézce
hyaluronanu v roztoku, ve které je kazda disacharidova jednotka pootocena o 180° vici té
pred ni a za ni v fetézci. Dveé otacky (celkoveé 360°) prinasi zpét ptivodni orientaci. Z tohoto
divodu je tato struktura popisovana jako dvakrat stoend Sroubovice ,,two-fold helix* (ne
dvojita Sroubovice, ,,double helix*“ ve které jsou zapleteny dva fetézce jak tomu je napt. u
DNA). Zajimavé je, Ze chondroitin, keratan nebo dermatan také preferuji ve vodném roztoku
podobnou dvojité sto¢enou Sroubovici ,,two-fold helix“. Vyznam této sekundarni struktury,
jako dusledek jednoduché sekvence cukrl, se stava ziejméjsi, pokud vezmeme v Uvahu, ze
hyaluronan ve ,,two-fold helix* ma v fetézci po zhruba stejn¢ dlouhych usecich hydrofobni
oblasti tzv. ,hydrophobic patch®, jako dusledek axialni orientace vodikli v sekundarni
struktute [4]. Pfitomnosti hydrofilnich i hydrofobnich oblasti se tak molekula fadi do rodiny
amfifilnich latek. Nepolarni oblasti v molekule jsou tvofeny axidlnimi vodikovymi atomy,
zatimco ekvatorialni strana fetézce tvoii vice polarni hydrofilni oblast. Nasledkem toho
molekula hyaluronanu zaujimé ve fyziologickém roztoku strukturu, jez je pomérné€ ndro¢na na
prostor a zabird rozlehlou doménu. V zavislosti na koncentraci polymeru se domény
jednotlivych molekul mohou navzajem piekryvat. Doménova struktura hyaluronanu ma velmi
zajimavé a nemén¢ dulezité disledky. Malé molekuly jako je voda, elektrolyty nebo ziviny
mohou volné difundovat rozpoustédlem uvnitit domény. AvSak velké molekuly jako jsou
proteiny budou z domény caste¢né¢ vypuzovany z divodu jejich hydrodynamické velikosti v



roztoku. Cim budou molekuly vétsi, tim méné prostoru pro né v doméné hyaluronanu bude.
To vede k pomalejsi difuzi velkych makromolekul skrz a k jejich vyssi zadrzi oproti okolnimu
prostfedi, kde se hyaluronan nevyskytuje. Zajimavé je, ze efektivni velikost pori v siti se
kontinudln¢ meéni. Statisticky tedy mohou existovat péry vsech velikosti, ale s rtznou
pravdépodobnosti. To v principu znamend, ze molekuly vSech velikosti mohou projit skrz sit’
hyaluronanu, ale s rlznym stupném retardace zavisejicim na jejich hydrodynamickém
poloméru [7].
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Obr. 2: Tetrasacharid obsazeny v fetézci hyaluronanu skladajici se ze dvou opakujicich se
disacharidovych jednotek vykazujicich v roztoku preferovanou konfiguraci. G = zbytek
kyseliny glukuronové, N = N-acetylglukosamin. Te¢kovana ¢ara znazornuje vodikové vazby,
které jsou potencionalné ptitomné v kazdém tetrasacharidu hyaluronanu. V nevodném
rozpoustédle (dimethyl sulfoxid), vodny mistek mezi acetamidem (N;) a karboxylem (Gy) je
nahrazen pfimou vodikovou vazbou.

2.1.2 Sitovani hyaluronanu

Retézce hyaluronanu asto agreguji navzajem, ¢aste¢nd tomu napomaha interakce mezi
hydrofobnimi oblastmi. Ploch4 sekundarni struktura podobné stuze mé fascinujici vlastnosti,
ob¢ strany jsou identické, ale jedna strana stuhy bézi v opatném sméru k druhé, jsou
antiparalelni. To v principu znamena, Ze co je mozné na jedné stran€ pasky, je mozné také na
druhé. Agregaty mohou ,,rast” z obou stran. Elektrostatickd repulze mezi zapornymi néboji,
ktera by podporovala disociaci agregatil, je pfekondna nejen hydrofobnimi interakcemi, ale
také vodikovymi mustky mezi acetamidovou a karbonylovou skupinou. Avsak interakce,
které drzi sit’ pohromadé jsou pomérné slabé, takze agregaty se tvori a disociuji v zavislosti na
fyzikéalné-chemickych podminkach a teplot¢.

Elektronova mikroskopie ukazala Zze byly formovany sité s Sestihrannou strukturou uz pfi
velmi nizké koncentraci hyaluronanu (1 pgmL™). Sit¢ tvofené vysokomolekularnim
hyaluronanem jsou v podstaté¢ nekone¢né. Kazda molekula hyaluronanu je v nich spojena se
vSemi ostatnimi. PfestoZze nizkomolekuldrni hyaluronan také tvofi sit€ pii nizkych
koncentracich, tyto jsou ostrivkovité, separované jedna od druhé [4].
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Obr. 3: Zobrazeni interakce mezi dvéma fetézci hyaluronanu.

Obr. 3 znazorfiyje interakci mezi dvéma fetézci hyaluronanu. A a B jsou zobrazeni
molekuly hyaluronanu, cervené oblasti zna¢i hydrofobni mista na stfidajicich se stranach
polymerniho fetézce, kruhy reprezentuji acetamidovou skupinu a ctverce karboxylovou
skupinu. C znazornuje schéma mozného duplexu mezi dvéma molekulami hyaluronanu v
bo¢nim nahledu. Stejné struktury jsou mozné pro chondroitin, keratan a dermatan, nebo pro
smés dvou z nich vcetné¢ hyaluronanu. Dvé participujici molekuly jsou navzajem
antiparalelni. Te¢kované &ary ohraniuji kazdou cukernou jednotku. Cervené pasy znaéi
hydrofobni mista. Zaktiveni v kazdé molekule viditelné na A a B presn¢ kopiruje zakiiveni
druhé molekuly v antiparalelnim uspotadani, takze dvé molekuly zapadnou piesné do sebe.
Hydrofobni mista potom pfiléhaji tésn¢ k sob¢ a acteamidové a karboxylové skupiny jsou ve
vzdalenostech vodikovych mustki.”

2.2 Biosyntéza hyaluronanu

Za syntézu hyaluronanu jsou odpovédné specifické transmembranové enzymy s nazvem
hyaluronansyntazy. Jsou to jediné enzymy s vice funkcemi. Syntéza primérného fetézce
hyaluronanu, ktery obsahuje deset tisic disacharidovych jednotek, pfedstavuje pro buiku
znacny vydej energie. Proto neni piekvapujici, Ze syntéza hyaluronanu je ve vétsin¢ bunék
pevné regulovéna.
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2.2.1 Bakterialni syntéza

Prestoze se to mize zdat zvlastni, nékteré bakterie jsou schopny produkovat hyaluronan
stejné jako savci. Tyto mikroorganismy vytvofili jasnou a jednoduchou strategii jak napadat
hostitelsky organismus. Bakterie jako jsou Streptococcus equisimilis, Streptococcus pyogenes
nebo Pasteurella multocida, coz jsou lidské 1 zvifeci patogeny, jsou schopny skryt se pred
imunitnim systémem jejich hostitelll, tak ze se obklopi tenkou vrstvou hyaluronanu. Tato
vyhodna dovednost jim umoznuje snadnéji napadat hostitelské savci organismy, protoze jimi
syntetizovany hyaluronan, tvorici na jejich povrchu ochrannou bariéru, ma stejnou strukturu
jako hyaluronan v sav¢ich tkdnich. Bakterie proto nejsou snadno rozpoznatelné imunitnim
systémem a hostitelsky organismus se tedy neni schopen u¢inn¢ branit [8].

2.2.2 Syntéza hyaluronanu v lidskych bunkach

VétsSina glykosaminoglykant, mezi které hyaluronan patii, je v zivém organismu
sysntetizovana v Golgiho aparatu uvniti buniky a poté jsou pfipojeny k jadernym proteintim.
Na rozdil od nich, hyaluronan je syntetizovan v plazmatické membrané a neni spojen s
zadnym jadernym proteinem. Za jeho syntézu v lidském organismu je odpovédna trojice
hyaluronan syntaz, které jsou oznacovany jako HAS1, HAS2 a HAS3. Samotna syntéza
biopolymeru probihd na vnitini strané bunécné membrany, kde ptislusna hyaluronan syntdza
stiidavé vaze na fetézec monosacharidové jednotky a nariistajici polymer je tak vytlacovan
skrz membranu ven z builky. Mimo ni je hyaluronan schopen tvofit komplexy s proteiny
schopnymi tento polysacharid vazat a stava se tak soucasti pericelularniho obalu. Spole¢né s
ostatnimi glykosaminy se také podili na vzniku nadmolekularnich struktur zvanych
proteoglykany a stava se tak organizatorem extracelularni matrix.

2.2.3 Metabolismus hyaluronanu

U vétSiny druhii véetné clovéka je systémova kinetika hyaluronanu velmi dobie
ustanovena. Jeho metabolismus je velmi dynamicky. Nékteré bunky jako jsou chondrocyty v
chrupavkach aktivné syntetizuji a katabolyzuji hyaluronan béhem celé¢ doby Zivota tkang.
Koncentrace hyaluronanu se v jednotlivych tkanich Siroce lis§i [9]. Syntéza je obvykle
vyvazovana katabolysmem, aby byla udrzena konstantni koncentrace v tkani. Metabolické
studie ukézaly, ze doba zivota molekuly hyaluronanu v chrupavce je normalné dva az tfi
tydny. Dal$im ptikladem bun€k aktivné syntetizujicich a katabolyzujicich hyaluronan jsou
keratinocyty v epidermis. V tomto piipadé je doba Zivota molekuly hyaluronanu piekvapiveé
kratka, méné nez jeden den. Odbouravani hyaluronanu je velmi ucinné. Doba Zivota v
krevnim ob&hu se pohybuje v rozmezi 2-6 min a celkovy ubytek u dospélého ¢loveéka ¢ini 10-
100 mg za den. Nejvice hyaluronanu je odbouravéno v endotelidlnich buiikach jater pomoci
endocytozy.

2.3 Vlastnosti vody jako hlavniho biologického prostiredi

Jak vime, zZivot se vyvinul ve vod¢ a je na ni stale absolutné zavisly. Vlastnosti vody maji
proto zéasadni dulezitost pro vSe zivé a z toho divodu o nich bude kratce pojednano v
nasledujicich kapitolach

Specifické vlastnosti vody se stavaji ziejmymi v ptipad¢€, kdy jsou srovnany s jinou ji
podobnou molekulou napf.: metan. Obé molekuly maji podobnou molekulovou véhu 1
velikost. Piesto je bod varu vody o vice nez 250 °C vyssi nez u metanu. Pfi teplotach které
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panuji na povrchu zemé je voda kapalnd, zatimco metan je plynny. Vysoky bod varu vody je
vysledkem jeji vysoké entalpie vypafovani, kterd je duisledkem nerovnomérné distribuce
elektronii uvnitt molekuly. Dva vrcholy tetraedricky tvarované molekuly vody jsou zaplnény
nesdilenymi elektrony, ostatni dva pak vodikovymi atomy. Vysledkem je, Zze vazba H-O-H
ma lomeny tvar. Navic vazby O—H jsou diky vysoké elektronegativité kysliku polarizovany.
Jedna strana molekuly tedy nese parcialni zadporny ndboj, zatimco druha je kladné nabita.
Prostorova separace kladného a ziporného ndboje davd molekule vlastnosti elektrického
dipolu. Molekuly vody jsou proto pritahovany jedna ke druhé podobné jako malé magnety a
jsou také spojeny vodikovymi vazbami. Pii vypafovani vody je k pferuseni téchto interakci
potieba dodat velké mnozstvi energie. V kontrastu s tim molekula metanu neni dipolarni, a
proto interaguje navzajem pouze slabé. Toto je diivod pro¢ se metan vypatuje pti velmi nizké
teploté.

Dipolarni povaha molekul vody uptfednostituje formaci vodikovych mistkll. Kazda
molekula se mize chovat bud jako donor nebo jako akceptor vodikové vazby a mnoho
molekul v tekuté vodé je proto spojeno vodikovymi miistky. Casto vznika tetraedralni sit
molekul znama jako vodni klastry. Jak klesa teplota, proporce klastri vody rostou, dokud
voda nezacne krystalizovat.

2.3.1 Hydratace

Na rozdil od vétsiny ostatnich kapalin je voda excelentni rozpoustédlo pro ionty. Podle
naboje iontu se dipolarni molekuly vody uspotfddavaji kolem n¢j v pravidelném tvaru. Tvofti
tak hydrata¢ni slupku a zastit'uji centralni ion pted opacné nabitymi ionty. Kovové ionty se
proto casto vyskytuji ve formé hexahydratd. Elektricky nabité skupiny v organickych
molekulach (naptf. karboxylaty, fosfaity a amoniové skupiny) jsou také velmi dobie
hydratované a pfispivaji k rozpustnosti celé slouceniny ve vodé. Neutrdlni molekuly s
n¢kolika OH skupinami, jako je glycerol nebo cukry, jsou také snadno rozpustné, protoze
mohou tvofit vodikové miistky s molekulami vody. Cim vétsi jsou rozméry polarnich
funkénich skupin v molekule, tim vice jsou slouceniny rozpustné ve vodé¢ (hydrofilni). V
kontrastu s tim, molekuly které se skladaji vyhradné nebo z velké vétSiny z uhlikli jsou ve
vod¢ rozpustné $patné nebo vibec. Tyto slouc¢eniny jsou nazyvany hydrofobnimi.

2.3.2 Usporadani amfifilnich latek ve vodé

Latky tvortici asociativni koloidy maji tzv. amfifilni strukturu. Obecné to znamena, Ze
molekula obsahuje skupiny, které svou afinitou k rozpoustédlu zarucuji zna¢nou rozpustnost a
soucasn¢ jina ¢ast molekuly je sama o sobé v daném rozpoustédle nerozpustna.

Latky svySe popsanou strukturou jsou diky schopnosti snizovat povrchové napéti
kapaliny oznaCovany jako povrchové aktivni latky (PAL) nebo také tenzidy. Podle schopnosti
disociovat ve vodném roztoku se tyto latky déli na ionogenni (anionaktivni, kationaktivni
amfoterni) a neionogenni. Neionogenni tenzidy nedisociuji, nemaji vyrazné lokalizovany
naboj, hydrofilni skupiny a polarni ¢ast je zde tvorena naptiklad vétSim poctem kyslikovych
atoma v molekule. Ionogenni tenzidy ve vodé disociuji, tim vznika povrchové aktivni iont. U
amfoternich PAL zavisi naboj aktivniho iontu na pH roztoku. U kationaktivnich tenzidi
vznikd disociaci povrchové aktivni kation. Anionaktivni tenzidy disociuji za vzniku
povrchove aktivnich aniontii. Patii sem hlavné alkalické soli vyssich mastnych kyselin.
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Zvlastnim typem povrchové aktivnich molekul mohou byt také derivatizované betainy,
které v sobé spojuji strukturu amfifilni latky a aminokyseliny. Betain obecné je chemicka
sloucenina obsahujici kladné nabitou funkéni skupinu jako je amonium nebo fosfonium a
zaroven obsahuje negativné nabitou funkcni skupinu jako je naptiklad karboxylovy zbytek,
ktery nemiZe ptiléhat ke kladné nabité skupiné v molekule. V biologickych systémech slouzi
mnoho betainii jako osmolyty, latky zabranujici osmotickému stresu. Nejznaméj$im
zastupcem patficim svoji strukturou mezi betainy i aminokyseliny je trimethylglycin casto
nazyvany také glycin betain. Jeho alkylované derivaty jsou pouzivany jako kvarterni
amoniové amfoterni tenzidy.

Obr. 4: Struktura trimethylglycinu

2.3.3 Micely

V roztocich tenzidl vznikaji samovolné agregaty koloidni velikosti zvané micely, jejichz
tvorbu ovliviiuje cela fada faktort. Bezpochyby nejvyznamnéj$im z nich je struktura amfifilni
latky, zanedbatelny vSak neni ani vliv teploty a sloZeni systému. Diky ptechodu tenzidu do
agregovan¢ho stavu dochédzi ke wvzristu entropie, pficemz hnaci silou agregace jsou
hydrofobni interakce.

Se zacatkem agregace je také spojen pojem kriticka micelarni koncentrace (CMC), coz
jejimz piekroceni dochazi ke vzniku micel. Hodnota CMC je ovliviiovana zejména strukturou
tenzidu, vlastnostmi rozpoustédla a také teplotou. U neionogennich tenzidd je zpravidla mensi
nez v piipadé ionogennich tenzida. Fakt, Ze v roztoku doslo k vyznamnym zménam, potvrzuje
i skute¢nost, ze pii CMC dochézi ke znaénému zlomu na kiivkach koncentracnich zavislosti
nekterych fyzikalné-chemickych vlastnosti. Napiiklad povrchové napéti do CMC strmé klesa
a pfi jejim prekroCeni se jiz téméf neméni. Moldrni vodivost nejprve mirné klesa a po
dosazeni CMC nastava prudky pokles. Také koncentrani zavislosti hustoty a viskozity
vykazuji zlomy, i kdyZ u té€chto vlastnosti uz nejsou tak vyrazné.

2.3.4 Vznik micel

Pii postupném rozpousSténi tenzidu se hydrofobni ¢asti amfifilnich molekul snaZzi
minimalizovat kontakt s vodnym prostiedim, proto se nejdiive samovolné hromadi na
povrchu kapaliny a tim sniZuji jeji povrchové napéti. Orientace molekul na povrchu kapaliny
je hydrofobnimi ¢astmi zroztoku a hydrofilnimi do roztoku. Kdyz je cela plocha povrchu
nasycena takto uspofadanymi molekulami, nemohou uz se dals$i molekuly v povrchové vrstvé
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hromadit. V tomto okamziku bylo dosazeno CMC. Pii jejim piekroCeni dochazi ke vzniku
agregatl jiz zminénych micel. Nepolarni ¢asti amfifilnich molekul nachéazejici se uvnitt
objemu roztoku, se stdle snazi minimalizovat kontakt s vodnym prostiedim, a proto se
orientuji navzdjem k sob&. Na povrchu takto vzniklych micel se potom nachdzi hydrofilni
¢asti molekul. V uvahu musime brat i fakt, ze tento typ micel vznika bézn¢ z ionogennich
tenzidd, proto je povrch micely jesté obklopen protionty, které tvoti vnéjsi difizni dvojvrstvu.

S tvorbou micel souvisi 1 pojem agregacni ¢islo, coZ je pocet molekul tenzidu tvoficich
jednu micelu. Agregaéni Cislo roste s délkou uhlovodikového fetézce a klesa s velikosti
plochy, kterou na povrchu micely zaujima jedna polarni skupina. Ta zavisi nejen na velikosti
polarni skupiny, ale také na odpudivych silach, kterymi na sebe sousedni povrchové skupiny
pusobi.

2.3.5 Solubilizace

Vyznamnou vlastnosti micelarnich roztokl, kterd souvisi se strukturou micel, je
solubilizace, coz je schopnost rozpoustét 1 latky v Cistém disperznim prostifedi nerozpustné.
Mechanismus solubilizace mize byt rizny. Amfifilni organické latky (alkoholy, aminy) se
rozmist'uji v micelach analogicky k molekulam tvoficim samotnou micelu a to tak, Ze jejich
uhlovodikové fetézce smétuji dovnitt micel a polarni skupiny do vodné faze. Solubilizace
polarnich latek probihd na povrchu micely nebo vjeji tésné¢ blizkosti. NejcastéjSim
mechanismem solubilizace je ale rozpousténi nepolarnich latek v jadru micely. Pfitom roste
velikost micel a to hlavné proto, ze solubilizaci se zvét$i objem hydrofobniho jadra.

Solubilizace ma velky prakticky vyznam, protoze na tomto principu funguji praci a jiné
Cistici prostiedky. Pokud se vSak zaméfime na vyznam pro vyzkum PAL a tudiz i
hyaluronanu, pak diky solubilizaci mame moznost do jadra micely inkorporovat rizné
hydrofobni latky a to vcetné fluorescencnich sond. Timto zplisobem ziskame systém, ktery
muzeme zkoumat metodami fluorescenc¢ni spektroskopie.

2.4 Fluorescence

Absorpce svétla organickou molekulou v zakladnim stavu (Sy) zptlisobi excitaci elektronu,
ktery piejde z pivodné nizko leziciho orbitalu do nejbliz§iho neobsazeného orbitalu s vyssi
energii. Takto mize dojit k vytvotfeni jednoho ze dvou elektronové rozdilnych excitovanych
stavl. Prvni je tzv. singletovy stav (S;), kde jsou spiny obou elektronti antiparalelni.
Vytvofeni tohoto excitovaného stavu je z  kvantové-mechanického hlediska
nejpravdépodobnéjsi. Druhou moznosti je tripletovy stav (T;), v némz jsou spiny elektrond
paralelni. Fotofyzikdlni chovani organickych molekul je nejcastéji ilustrovano pomoci
Jabtonskiho diagramu, ktery zobrazuje relativni energie molekuly v zékladnim stavu a stavech
excitovanych. Nezafivé procesy jsou v diagramu oznaceny nejcastéji vinovkami a uskuteciuji
se mezi vibracné-rota¢nimi hladinami rGznych elektronovych stavi. Jelikoz se pfi nich
neméni celkova energie systému, nedochdzi kemisi zafeni. Zatfivé procesy jsou
charakterizovany vyzarenim svételného kvanta (fotonu) a jsou oznaceny jako piimé Sipky
(Obr. 5).
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Obr. 5: Jabtonskiho diagram

Excitovand molekula se mlze zbavit piebytecné energie riznymi deaktivacnimi procesy.
Jsou to bud’ fotochemické reakce, nebo nezétivé procesy, pii kterych se zvysi tepelna energie
svétla, tj. vyzarenim svételného kvanta. Obecné se tyto déje nazyvaji luminiscence a patii
mezi n¢ fluorescence a fosforescence. Jsou to primarni fotochemické procesy, které jsou za
béznych podminek spontdnnimi dé&ji. Fosforescence je emise svétla z tripletovych
excitovanych stavli, ve kterych ma elektron v excitovaném orbitalu stejné orientovany spin
jako elektron v orbitalu zakladniho stavu. Pfechod do zadkladniho stavu je spinové zakazan a
emise svétla je pomald. Doba zivota fosforescence se pohybuje v fddu milisekund az sekund.
Fluorescence je nasledkem spinové dovoleného ptechodu obvykle z rovnovazné hladiny stavu
S| do nekteré z vibracnich hladin zakladniho stavu Sy. V excitovaném singletovém stavu je
elektron v excitovaném orbitalu sparovan opacnym spinem k druhému elektronu v orbitalu
zakladniho stavu, proto je navrat do zakladniho stavu spinové dovoleny a probihd rychle
emisi fotonu. Doba zivota fluorescence je pfiblizné 10 ns [10].

Fluorescence se fidi n¢kolika hlavnimi pravidly. Prvnim z nich je Stokestiv zakon, ktery
fikd, ze vlnova délka luminiscencni emise pii fotoluminiscenci je vétsi nebo rovna vinové
délce excitacniho svétla (Aem > Aex). Prakticky to znamenad, Ze svétlo, které excituje elektrony,
ztrati ¢ast své energie, coz se projevi na prodlouzeni vinové délky emitovaného svétla. DalSim
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je tzv. Kashovo pravidlo, podle kterého dochazi pted emisi fluorescen¢niho kvanta k relaxaci
vibracni energie a vnitini konverzi, coz ma za nasledek, ze fluorescencni pfechod nastava
z nejnizsi vibracni hladiny prvniho excitovaného stavu S;. Je to z toho diivodu, Ze energeticky
rozdil mezi vy$$imi excitovanymi stavy a stavem S; je velmi maly a nezafiva pfeména
z téchto stavll do zakladniho stavu je velmi rychla. Existuji ale vyjimky proti tomuto pravidlu
v pripadg, ze energeticky rozdil mezi S, a S; je srovnatelny s energii deaktivace do zakladniho
stavu. Tfetim principem je Vavilovovo pravidlo, které tvrdi, Ze kvantovy vytézek a doba
trvani excitovaného stavu slozitych molekul v roztoku nezavisi na vinové délce budiciho
zateni. To znamend, Ze emisni spektra jsou nezavisla na vlnové délce excitace. Pti hlubSim
zkoumani je v§ak Vavilovovo pravidlo pouze disledkem Kashova pravidla.

Kazda fluoreskujici molekula mé& dv€ charakteristickd spektra. Excitaéni spektrum
vystihuje relativni u€innost riznych vlnovych délek excitujiciho zafeni pfi vyvolani
fluorescence. Je to tedy zavislost intenzity fluorescence méfené pii konstantni vinové délce na
ménici se vlnové délce excitujiciho zafeni. Excitacni spektrum by meélo byt shodné
s absorpénim spektrem, ale ve skutecnosti se li$i, obsahuje totiz jen ty péasy absorpcniho
spektra, kde dochazi k zarivé deexcitaci, tj. vzniku fluorescence.

Emisni spektrum ukazuje zévislost intenzity fluorescence na jeji vlnové délce pii
konstantni vinové délce excitace. Emisni spektrum byva zrcadlovym obrazem spektra
absorpc¢niho, coz je zptisobeno tim, ze absorpce i emise z odpovidajicich si vibracnich hladin
maji stejnou relativni pravdépodobnost. Rozdilu v energiich mezi maximy absorpcniho a
emisniho pasu se fikd Stokeslv posuv. Vyjimky z pravidla zrcadlové symetrie jsou obvykle
disledkem rozdilného geometrického usporadani atomovych jader v excitovaném stavu oproti
usporadani ve stavu zékladnim.

2.4.1 Fluorescen¢ni sondy

Diky tomu, Ze okolni prostfedi (polarita, pH, iontova sila, viskozita, tlak, teplota nebo
pfitomnost zhaSe¢ll) ma silny vliv na fluorescenci, jsou fluoreskujici molekuly bézné
pouzivany jako sondy pro zkoumani fyzikalné-chemickych i biochemickych a biologickych
systémui. Fluorescencni sondy mohou nabidnout bohatstvi informaci a jsou pouzitelné
v Siroké Skale odvétvi. Obecné se tyto molekuly déli na tii skupiny. Prvni skupinou jsou
vnitini sondy, jsou vSak vhodné pouze pro uzky okruh zkoumani. Dale jsou to vnéjsi
kovalentné vazané sondy a vnégj$i asociujici sondy. Posledni dvé zminéné skupiny jsou hojné
vyuzivané, ale vzhledem k obtiZznosti syntézy nékterych kovalentné vdzanych sond, je vétSina
vyzkumt provadéna s nekovalentné asociujicimi sondami.

2.4.2 ZhaSeni

Kromé unimolekuldrnich zhasecich procesii (emise, nezafiva deaktivace) existuji také
bimolekularni zhéaseci procesy, které zahrnuji pfenos energie z jedné molekuly na druhou.
Tento jev se obecné nazyva zhdSenim. Je to vSak Siroky termin, ktery zahrnuje procesy
odehravajici se riznymi mechanismy, ale jejichz zakladni princip vystihuje schéma:

Mon® —2— Mon, (1)
kde Mon* vyjadiuje excitovany stav molekuly, Mon zakladni stav molekuly a Q je zhaSe¢
[11]. Hlavnimi fotofyzikalnimi procesy zodpovédnymi za zhaSeni fluorescence jsou kolize s
atomem tézkého kovu, ptrenos elektronu, protonu nebo energie a také tvorba excimeru nebo
exciplexu.
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2.4.3 Excimer jako forma zhaSeni

V mnoha ptipadech se stava, ze zvysenim koncentrace latky se snizuje fluorescence. Je to
zpisobeno tim, ze se tvofi stechiometricky komplex molekul, z nichZ jedna je v zdkladnim a
druha v excitovaném stavu MonMon*. Tento komplex je nazyvan excitovany dimer zkracené
excimer. V takovémto piipadé funkci zhaSece Q prebird samotna molekula fluoreskujici latky
Mon, a proto se jedna o samozhaSeni. Excimer je vSak v emisnim spektru charakterizovan
vlastnim emisnim pasem, ktery se objevuje pii vyssich vinovych délkdch nez pas monomeru a
nevykazuje vibronovou strukturu. I tak se vSak jedna o bimolekularni zhaseci proces, protoze
k narlstu fluorescence excimeru dochazi na tkor fluorescence monomeru.

r

2.4.4 Stanoveni agregacniho ¢isla pomoci zhaSeni

vvvvv

¢islo, neboli primérny pocet molekul tenzidu v jedné micele viz. kapitola 2.3.4. Zplsob
méfeni agregacéniho Cisla pomoci spektrofluorimetrie je zaloZzen na zhdSeni fluorescencni
sondy pomoci hydrofobniho zhéasece. Predpokladejme roztok obsahujici koncentraci micel
[C] a makroskopickou koncentraci zhaSece [Q]. Pokud Q je voleno tak, Ze je obsazeno v
micelarni fazi, potom molekuly zhasece budou distribuovany mezi ptistupné micely. Pokud
fluoreskujici molekula D, kterd je také kompletné asociovand v micele, je nyni pfidana do
systétmu, D se rozdéli mezi micely obsahujici zhiSe¢ a mezi prazdné micely. Podle
Poissonova statistického rozdéleni pak plati:
Q]

1L —eld , (2)

IO
kde Iy a I je intenzita fluorescence piisluSejici vzorku bez obsahu zhédSece a s obsahem
zhasece. [C] je spojeno s makroskopickou koncentraci tenzidu [S] a hledanym agrega¢nim
C¢islem N,ge podle vztahu:

- [Volny monomer]

S
GRUELLL , o
agg
kde se koncentrace volného monomeru v rovnovaze s micelarnimi agregaty rovna kritické

micelarni koncentraci. Kombinaci obou vztahii dostaneme vyraz:

[ [Q]'Nagg
WRCECYS @

2.4.5 Instrumentace

Obr. 6 znazoriuje schéma hlavnich komponent spektrofluorometru. Kazdé zatizeni tohoto
typu mé nékolik hlavnich soucasti. Prvnim z nich je zdroj svétla, jako ktery vétSinou slouzi
xenonova vybojka. Tyto lampy jsou Siroce vyuzitelné, protoze maji vysokou intenzitu pti
vSech vinovych délkach a rozsah jejich vlnovych délek zacina u 250 nm. Svétlo vychazejici z
vybojky pak prochazi dalsi soucasti pristroje, excitatnim monochromatorem, ktery vymezuje
konkrétni vlnovou délku excitaéniho zafeni, kterd poté dopada na vzorek. Ten byva obvykle
umistén v drzéku kyvety, jez se v pfistroji nachazi na rohu pravého uhlu, ktery sviraji oba
monochromatory. Svétlo emitované vzorkem dopadd na emisni monochromator, ktery
vymezuje vinovou délku zéfeni, které¢ nasledné dopadne na detektor. Vystupem méteni je pak
fluorescenéni spektrum a to bud’ emisni nebo excita¢ni, podle toho, ktery z obou
monochromatort se ucastni analyzy.
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CELA SE VZORKEM

ZDROJ SVETLA EXCITAéNj r
(Xe vybojka) MONOCHROMATOR [ /
4 . 4
EMISNI
MONOCHROMATOR

FLUORESCENCNI

SPEKTRUM
DETEKTOR

Obr. 6: Schéma spektrofluorimetru

V idedlnim pfipadé by komponenty spektrofluorimetru mély mit nasledujici
charakteristiky: zdroj svétla by mél poskytovat konstantni pocet fotona pii vSech vinovych
délkach, fotony by mély prochazet monochromatory pii vSech vinovych délkach se stejnou
ucinnosti, t¢innost monochromatort by méla byt nezdvisla na polarizaci a detektor by mél
detekovat fotony vSech vinovych délek se stejnou uéinnosti.

2.4.6 Nelinearita a vnit¥ni filtrac¢ni efekt

Diilezitym piedpokladem pro piesnost méfeni je fakt, ze intenzita fluorescence je umérna
koncentraci fluoroforu. Toto vSak plati pouze v omezeném rozsahu optickych hustot. Pfi
vysSich koncentracich fluoroforu se objevuje odchylka od linearity, kterd je nazyvana jako
vnitini filtracni efekt a je jednim z faktord, které jsou schopny zkreslit pfesnost méfenych
fluorescencnich spekter co se intenzity fluorescence tyce. Tyto efekty mohou snizit intenzitu
excitaéniho zafeni nebo namétené fluorescence, protoze dochazi k reabsorpci jiz emitovaného
fluorescencniho zateni. Relativni dilezitost kazdého procesu zavisi na optické hustoté vzorku,
excitacéni a emisni vinové délce.
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2.5 Soucasny stav FeSené problematiky

Nosice 1éCiv jsou zkoumdany a vyvijeny uz desitky let [12], zvlaStni diraz je pak v
[13], jako jsou napiiklad biokompatibilita, biodegradabilita, schopnost interagovat pfimo se
specifickym mistem ucinku, vazat 1é¢ivo dostateéné pevné, aby bylo doruceno na toto misto a
pfitom dostate¢né slabé, aby bylo schopno uvolnit se a pfejit na aktivni formu. Dilezitou
vlastnosti je také, aby rozkladem nosicového systému nevznikaly latky toxické pro
organismus, nebo aby nedochazelo k nezddoucimu ukladani skodlivych zbytki v téle. Takové
mnozstvi pozadavki na jediny systém ¢ini vyvoj cilenych nosi¢ovych systémut nelehkym.

Hyaluronan je diky své biokompatibilité, unikétnim chemickym a fyzikdlnim vlastnostem
a schopnosti interagovat s receptory na povrchu bun¢k povazovan za molekulu vhodnou pro
pouziti v cilené distribuci 1é¢iv [14]. Klicovym problémem chemoterapeutickych 1éCiv je totiz
nespecificka distribuce, kterd vede k systémové toxicité. Mnoho bun¢k tumort vSak vykazuje
neregulovanou expresi receptori pro hyaluronan, coz zplsobuje, Ze tato molekula ma
vysokou afinitu k nddorovym buitkkam. Tento fakt vedl k ptedklinickému vyvoji biokonjugati
HyA-cytotoxin, které vyuzivaji hyaluronan jako jednotku rozpoznavajici tumor [15]. Cai S. a
spol. [16] zkoumali konjugaty hyaluronan-cisplatina jako intralymfaticka chemoterapeutika a
zjistili, Ze tyto konjugaty maji vyssi ucinnost nez volné 1€¢ivo a jsou také organismem lépe
snaseny. Kafedjiiski K a spol. [17] syntetizovali a charakterizovali konjugat hyaluronanu a
ethylesteru cysteinu (HyA-Cys) a vytvofili tak zaklad pro nové nosi¢ové systémy s lepSimi
mukoadhezivnimi vlastnostmi a nizs$i rychlosti biodegradace. Ponékud komplexnéji se
problémem zabyvali Esposito S. a spol. [18]. Popisuji produkci biodegradabilnich
mikrocastic s pouzitim riznych typt hyaluronanu jako jsou nativni hyaluronan, esterifikovany
derivat hyaluronanu Hyaff 11p50 (50% karboxylovych skupin na fetézci hyaluronanu je
esterifikovano benzylalkoholem) a vnitin€ zesitovany derivat hyaluronanu. Byl hodnocen
vliv polymeru a procesu vyroby na charakteristiky vznikajicich mikroc¢éstic (morfologie,
solubiliza¢ni kapacita) a na profil uvoliovani Ié¢iva.

Jednim z uvaZovanych zplisobl jak pfipravit cilené nosice léCiv je vyuZiti interakci
tenzidu a polyelektrolytu. Tyto systémy spojuji vyhody obou latek, diky hydrofobni doméné
tvofené tenzidem je agregat schopen solubilizovat 1é€ivo a hyaluronan slouzi jako jakasi
adresa, zabezpecujici cileni na bunky tumoru. Tento model je vSak zna¢n¢ zjednoduseny a pii
jeho bliz§im zkoumdéni pfistupuje mnoho novych problému. Jednim z nich je napiiklad
stabilita hyaluronanu v krevnim fecisti, kterym by mél byt konjugat s 1écivem distribuovan
[19]. Zékladni nutnosti vSak zlstava charakterizovat interakce v téchto systémech a vznikajici
agregaty polyelektrolyt-tenzid, v tomto konkrétnim ptipadé pak hyaluronan-tenzid. Timto
problémem se pro systémy obsahujici kationaktivni tenzid a hyaluronan velmi obsahle
zabyvali Thalberg, K. a spol. [20]. Byly zkoumany interakce mezi sodnou soli hyaluronanu a
alkyltrimethylamonium bromidy s riznymi délkami fetézce (8, 9, 10, 12, 14 a 16 uhlikd) a to
pomoci metod fazové separace, vodivosti, NMR a solubilizace barviv. Ziskané vysledky
demonstruji, Ze s hyaluronanem interaguji tenzidy, které maji v alkylovém fetézci vice nez
deset uhlikl a Zze k jejich navazani staci jen velmi mala koncentrace tenzidu. Pro tenzidy s
krat§$im fetézcem je tvorba volnych micel energeticky preferovana pied navdzanim na
hyaluronan. Bylo zjisténo, ze v pfipad¢ hyaluronanu se tenzid vaze slabé&ji nez v piipadé
jinych polyelektrolyti (alginat, pektat) a to pravdépodobné diky nizké hustoté naboje na
fetézci hyaluronanu. Shrnuti vysledkti vede k domnénce, Ze interakce hyaluronanu a
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kationaktivnich tenzidii tohoto typu vede ke tvorb& agregatli podobnych miceldm, které jsou
navazany na fetézci polyelektrolytu, avSak jsou mensi nez odpovidajici volné micely. Tento
model je oznacovan jako struktura perlového ndhrdelniku ,,pearl necklace* [26]. V jistém
stupni navazani tenzidu na hyaluronan vSak komplexy nejsou dale rozpustné a dochazi k
fazové separaci a vzniku precipitatd, které mohou byt znovu rozpustény bud’ po piidani
velkého nadbytku tenzidu, nebo nizkomolekuldrniho elektrolytu, jejichz efekt je v podstaté
analogicky. Z vysledkl vodivostnich méfeni je dale patrné, Ze kromé kationtd tenzidu je na
kostfe hyaluronanu vazana také ¢ast bromidovych protiontd, coz je jeden z divodi proc se
mluvi o agregitech podobnym miceldm s protionty dvojiho druhu, to jest bromidovym a
karboxylatovym ndlezicim polymeru. Disociované karboxylové skupiny mohou totiz snizovat
elektrostatickou repulzi mezi kladnymi naboji tenzidu, coZz mize vést k tomu, ze micela
vazand na hyaluronanu je stabilngj$i, nez ptislusna volna micela. Solubiliza¢ni experimenty
potvrzuji tuto domnénku, protoze komplexy tenzidu s hyaluronanem jsou schopny rozpustit
hydrofobni barvivo a to i pfesto, Ze ptidavek barviva do systému, miize znamenat ¢astecné
ruseni interakci. Pfedpoklada se, Ze se vzriistajici koncentraci polyelektrolytu budou agregaty
vice stabilni. Pokud ale vzrasta koncentrace polyelektrolytu, stabilita volnych micel vzroste a
jejich tvorba bude upfednostnéna pted tvorbou vazanych micel. Pfi dostatecné vysoké
koncentraci elektrolytu tedy vazani tenzidu na polyelektrolyt klesa.

Dale se tento autor zabyval fdzovym chovanim systému TTAB-HyA-voda. Vysledkem
bylo vytvoteni fazového diagramu pro tento systém, jehoz hlavnim znakem je dvoufazovy
region ve tvaru kapky zacinajici v rohu diagramu pftislusejicimu vodé¢ a ktery je zcela uzavien
jednofazovou oblasti. Navic jeho tvar vykazuje znanou nesymetrii, takze roztok
koncentrovaného polyelektrolytu mize rozpustit znaéné velké mnoZzstvi tenzidu, zatimco
koncentrovany roztok tenzidu se po pridani elektrolytu téméf ihned fazové separuje. Fazove
separované¢ komplexy HyA-tenzid transformuji na prihledny isotropicky gel s relativné
vysokym obsahem vody. Pfitomnost této gelové faze obsahujici okolo 70 % vody reflektuje
vysokou hydrofilitu vysledného komplexu.

Zkouman byl také efekt jednoduché soli (NaBr) na fazovou separaci systému
CTAB-HyA. Pfidani nizkych koncentraci polyelektrolytu vede ke zmenSeni dvoufazového
regionu ve fazovém diagramu systému a pii dosazeni jisté hranice koncentrace soli (250 mM)
uz fazova separace neprobiha. Po dal§im piidavku soli (500 mM) se fazovéa separace muze
znovu objevit, ale jeji charakter je zcela odliSny, zahrnuje separaci na roztok bohaty na tenzid
a na roztok bohaty na polymer. Z vysledka plyne, Ze ptidana siil redukuje interakce mezi
polyelektrolytem a tenzidem, coz by znamenalo, ze velka cast interakce je elektrostatické
povahy.

Dale byl zkouman vliv délky fetézce tenzidu a molekulové vahy polyelektrolytu na
fazové chovani tenzidu (alkyltrimethylammonium bromid) a polyelektrolytu (hyaluronan).
Delsi uhlikovy fetézec tenzidu ma za nasledek vétsi dvoufazovy region ve fazovém diagramu,
zatimco sniZzovani molekulové vahy polyaniontu vede pouze k nepatrnym zméndm v jeho
poloze. Celkové vzato ma zména molekulové vahy polymeru na fazovy diagram jen maly
vliv.

Stejny tym vyuzil k vyzkumu interakci hyaluronanu a alkyltrimethylamonnium bromidi
také fluorescencni spektroskopii. Fluorescenéni spektra pro pyren v roztoku tenzidu s i bez
obsahu hyaluronanu se ukazala byt témét identickd, coz indikuje podobnou strukturu micel v
pfitomnosti hyaluronanu. Agregacni ¢isla nejsou pfitomnosti hyaluronanu pftili§ ovlivnény.
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Fluorescen¢ni spektroskopie se ukdzala byt obecné vhodnou metodou ke zkoumani
interakci tenzid s jinymi molekulami [27]. Pro detekci hydrofobnich domén a stanoveni
CMC systému polyanion-tenzid a polyanion-aminokyselina byly vybrany jako nejvhodné;jsi
sondy pyren [30] a nilska ¢erven [37].

Yin D. a spol. [41] zkoumali pomoci fluorescen¢ni spektroskopie interakce mezi sodnou
soli hyaluronanu a riznymi tenzidy-anionaktivni (SDS) a neionogrnni (Tween 80,
Cremophor EL) s pouzitim pyrenu jako sondy. Z vysledkd vyvodili, Ze s Tween 80 a
hyaluronan interaguji vzajemn¢ jen velmi slabé a Cremophor EL neinteraguje s hyaluronanem
viubec. Dale pak zjistili, Ze sodna sl hyaluronanu ovliviluje agregaci SDS stejné jako
pridavek elektrolytu, CMC se snizuje. Dale byl zkouman vliv piidavku sacharidu na agregaci
v systému. Nizri G. a spol. [42] zkoumali pomoci fluorescen¢ni spektroskopie interakce mezi
SDS a polyelektrolytem poly(diallyldimethylamonnium chloride), kterda vede k formaci
nanocastic dispergovanych ve vod¢. Morfologie vyslednych nanocastic a jejich schopnost
solubilizovat hydrofobni molekuly byla hodnocena. Solubilizace byla testovana pyrenem a
nilska ¢erven byla pouzita jako solvatochromni sonda.

Pomoci fluorescencni spektroskopie je vSak mozno stanovit i jiné charakteristiky
micelarniho systému [43] jako je naptiklad agregacni Cislo. Turro N. J. a spol. [44] vyuZili
zhéseni fluorescence ke stanoveni agregacniho Ccisla dodecylsiranu sodného, pficemz
pouzivali jako fluorescentni donor Ru(bipy)s>", jako zhase¢ 9-methylantracen.
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3 MATERIALY A METODY

3.1 Materialy

Hyaluronan

Derivaty

Tenzidy

HyA M, = 90,53 kDa, nativni, CPN, Sarze 050607

HyA M, = 1,434 MDa, nativni, CPN, Sarze 210306-D2

AcylHex1 (AcH1), My, = 50 kDa , hydrofobizovany, stupeii substituce
10 % CPN

. o
Na
0. o 0
H——O 0 HO °
HO. 0
OH NH
el

- Jdn

OH

TWEEN® 20, Polyethylene glycol sorbitan monolaurate,
CAS: 9005-64-5, Sigma, Ultra > 99,0 %, Sarze 087K01981

’E\/O (CH,),—CHj,
z

o

SDS, dodecylsulfat sodny, CAS: 151-21-3; Sigma, Ultra for molecular
biology > 99,0 %, Sarze 1256726

(0}
NaJr

H,C=(CH,),,~CH,—0—8—0"

(0]
CTAT, cetyltrimethylammonium tosylat, CAS: 138-32-9; Sigma,
Sarze SL07421
CH,

H,C—(CH,), 5—1iI+—CH3

CH,
CTAB, cetyltrimethylammonium bromide, CAS: 57-09-0, Sigma,

Ultra > 99,0 % Sarze 117K0732
CH; Br

;
H3C—(CH2)15—T—CH3

CH,
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AMK

Fluorescencni sondy

Hydrofobni barvivo

Rozpoustédla

Ostatni

BETADET® THC-2, Disodium cocoamphoacetate, CAS: 19744-29-3
Sarze PGR0091127

+

O Na
o O
Jk /\/N\/\ o
H3;C=(CH,),(=CH, NH 0/\[r Na*

(0]

pyren, CAS: 129-00-0, Fluka, puriss p.a. for fluorescence,
Sarze 430166/1

S

nilska Cerven, CAS: 7385-67-3, BioChemika, for fluorescence
> 98,0 %, Sarze 1381468

HsC—\N / N
o QO
(o)

SR, sudanova Cerven G, CAS: 1229-55-6, Fluka, > 96,0 %,
Sarze 401930/1

Mili-Q voda (Milipore Academic)

aceton, LachNer s.r.0., p.a.

NaNG3, azid sodny, CAS: 26628-22-8, LachNer s.r.o0., p.a.,

Sarze 311860902

NaCl, chlorid sodny, CAS: 7647-14-5, LachNer s.r.0., p.a.,

Sarze 304530306

NaBr, bromid sodny, CAS: 7647-15-6, Fluka, purum p.a.,

Sarze 363547/1

CPC, Cetylpyridinium chlorid, CAS: 6004-24—6, Sigma, > 99,0 %,
Sarze 115K0073
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava vzorku

Byly pfipraveny zasobni roztoky fluorescencnich sond v té¢kavém rozpoustédle (aceton) a
dale pak zasobni roztoky pouZivanych tenzidli a hyaluronanu v 0,15 M roztoku NacCl, jako
nejjednodussim modelu fyziologického roztoku. Zasobni roztoky hyaluronanu byly
stabilizovany azidem sodnym, tak aby konec¢nd koncentrace azidu sodného v roztoku cinila
0,05 %. Tyto roztoky stejn¢ jako zasobni roztoky fluorescenénich sond byly skladovany v
lednici pfi teploté 4° C. Zasobni roztoky tenzida byly skladovany pfi laboratorni teploté.

Pii ptipravé vzorkl byly pouzity tmavé sklenéné vialky o objemu 10 mL, do kterych bylo
napipetovano takové mnozstvi zasobniho roztoku fluorescenéni sondy (107* M) v t&kavém
rozpoustédle (aceton), aby po odpaieni rozpoustédla a doplnéni vzorku na celkovy objem,
byla kone&na koncentrace sondy v roztoku fadové 10° M. Do takto piipravenych vialek byl
pipetovan roztok vzorku, ktery jiz obsahoval vSechny slozky, tj. tenzid ve fyziologickém
roztoku, popf. hyaluronan, tenzid a to vSe ve fyziologickém roztoku. Postup michani
jednotlivych slozek byl nasledujici. Nejdiive byl pipetovan pfislusny objem zasobniho
roztoku hyaluronanu, tak aby jeho koncentrace ve vzorcich byla konstantni (0,1 % hm.) a do
néj byl poté pfidavan zéasobni roztok tenzidu v rizném mnozstvi, tak aby se dosédhlo
proménné koncentrace tenzidu ve vzorcich. Nakonec byl vzorek doplnén na celkovy objem
0,15 M roztokem NaCl a byl ponechan minimaln¢ 12 hod na michacce pfti laboratorni teploté.

Ptislusné koncentracni fady jednotlivych tenzidii byly navrhovany podle tabelovanych
hodnot kritické micelarni koncentrace viz. (Tab 1) a to tak, aby nejvyssi koncentrace tenzidu
dostatecné prevySovala tabelovanou hodnotu CMC a pfitom nedos$lo k vysrdzeni vzorku. V
ptipadech, kdy nebyla tabelovana hodnota CMC nalezena (BETADET THC 2, CTAT), byla
nejdiive prométena Sirokd koncentracni fada tenzidu v ptislusném prostiedi. Na zaklad¢ této
zjisténé hodnoty byla pfipravena koncentracni fada tak, aby bylo dosazeno ptfedpokladané
hodnoty agregacni (micelarni) koncentrace mezi Ctvrtym a patym nejkoncentrovanéj$im
vzorkem navrhované rady.

Tab 1: Tabulka tabelovanych hodnot CMC pro vybrané tenzidy

tenzid tabelovana hodnota CMC
Tween 20 0,06 mM;( 25°C)"; voda
SDS 1,62 mM; Ny = 112; 25°C; 0,1 M NaCl [45]
CTAB 1 mM; (25°C)*, voda/ 0,1 M KClI, 0,06 mM, 22°C [46]

a...hodnota udana na strankach vyrobce

Déle byly pfipraveny vzorky pro sledovani agregacniho chovani a schopnosti
solubilizovat pro systémy s konstantni koncentraci hyaluronanu a s proménnou koncentraci
tenzidu CTAB. Do sklenénych vialek byl pipetovan zéasobni roztok hydrofobniho barviva
sudanové ¢ervené v tékavém rozpoustédle a aceton byl ponechan odpafit. Poté bylo do vzorkt
pipetovano rizné mnozstvi tenzidu, tak aby se v koncentra¢ni fad€¢ nachazely vzorky jak pod
tak nad hranici CMC tenzidu ve fyziologickém roztoku. Déle bylo do vzorkli pipetovano
ptislusné mnozstvi zasobniho roztoku hyaluronanu, tak aby jeho kone¢na koncentrace byla
0,1 % hm. Byly pfipraveny koncentracni fady s obsahem HyA 90,5 kDa, HyA 1,4 MDa a
hydrofobizovaného derivatu AcH1. Pro srovnani byla pfipravena také fada bez obsahu
hyaluronanu pouze s tenzidem CTAB.
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Na zéklad¢ vysledki zkoumdni solubiliza¢niho a agregacniho chovani se sudanovou
¢erveni byla zvolena koncentrace tenzidu (0,5 mM), pti které bylo méfeno agregacéni Cislo.
Pro ptipravu vzorkii na métfeni agregacniho cCisla byl nejdiive pfipraven zdsobni roztok
tenzidu, do kterého byla den pfedem rozpusténa fluorescencni sonda pyren. Zasobni roztok
byl minimalné 12 h ponechan na michacce. Potfebné mnozstvi tohoto zdsobniho roztoku bylo
pipetovano do vialek, tak aby konecna koncentrace tenzidu ve vSech vzorcich byla stejna
(0,5 mM). Poté bylo do vzorku pipetovano potiebné mnozstvi 0,15 M roztoku NaCl pro
doplnéni vzorku na celkovy objem 5 ml. Jako tfeti komponenta byl do vzorkd pipetovan
zasobni roztok CPC, tak aby prvni vzorek v fad€é zhase¢ neobsahoval a poté, aby koncentrace
zhasSece ve vzorcich postupné stoupala. Jako posledni byl do vzorku pipetovan zasobni roztok
ptislusného hyaluronanu.

3.2.2 Méreni a vyhodnoceni dat
3.2.2.1 Pyren

Fluorescencni emisni spektra byla méfena na fluorimetru AMINCO Bowman Series 2. Pii
méfeni vzorkii obsahujicich pyren byl monochromator excitace nastaven na 336 nm a
monochromator emise na 392 nm. Méfeny byly emisni skeny v rozsahu od 360 nm do
540 nm, pfi rychlosti skenu 5 nm s'. Sledovany byly intenzity prvniho (I;, 373 nm) a tietiho
(Is, 384 nm) maxima v emisnim spektru pyrenu a z poméru téchto hodnot I,/I3 (polaritni
index) byla stanovena CMC [47].

Standardni vyhodnoceni takto ziskanych dat bylo provadéno pomoci proloZeni ziskanych
zavislosti Boltzmannovou kiivkou. Obr. 7 znédzoriiuje tuto kiivku a jeji charakteristické
parametry.

_A+4
2
inflexni bod

X0

koncentrace tenzidu (x )

Obr. 7: Boltzmannova zavislost a jeji charakteristické parametry
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Rovnice sigmoidni kiivky je déna jako:

A—A
yzl—x_xzo"'Az, (5)
l+e ™

kde proménnéd y odpovida poméru hodnot I;/I5 emisnich maxim pyrenu, nezavisla proménna
x oznacuje celkovou koncentraci tenzidu, 4; a 4, je horni a spodni limita sigmoidni kiivky. x
je inflexni bod a Ax je pfimo spojeno s rozsahem nezavislé proménné, ve kterém probiha
nahla zména zavislé promeénné [53].

3.2.2.2 Nilska cerven

Pro nilskou cervenn byl excitaténi monochrométor nastaven na 550 nm a emisni
monochromator na 638 nm. Sledovana byla intenzita a poloha maxima emisniho piku a dale
byl pro vyhodnoceni pouzit také totalni integral emisniho spektra v rozmezi od 610 nm do
700 nm. Takto naméfend data maji charakteristicky prubéh, intenzita fluorescence a totalni
integral emisniho spektra jsou v oblasti pted CMC konstantni a po dosazeni CMC nasleduje
nariist. Vyhodnoceni probihd metodou pruseciku dvou piimek. Stoupajici ¢ast zavislosti je
proloZena linedrni regresi do jejiz rovnice je dosazena primérnd hodnota intenzity nebo
totalniho integralu z konstantni ¢asti kiivky a takto je vypoctena CMC viz. (Obr. 8) [54].

Xeme

koncentrace tenzidu (x)

Obr. 8: Standardni vyhodnoceni dat ziskanych nilskou ¢erveni pomoci metody priseciku
dvou kiivek

Nameéfend data posunu emisniho maxima nilské Cervené maji charakteristicky sigmoidni
tvar a proto je k jejich vyhodnoceni pouZita vySe zminéna Boltzmannova zavislost. Jako CMC
je brana koncentrace tenzidu odpovidajici inflexnimu bodu. Stejna zavislost je pouzita také k
vyhodnoceni dat intenzity fluorescence a totalniho integralu emisniho spektra nilské cervené,
ale to jen v piipad¢, Zze dojde k saturaci signalu. Potom je jako hodnota CMC brana
koncentrace pti které na kiivce nastava prvni zlom, coz je adekvatni k vyhodnoceni pomoci
priseciku dvou ptimek.
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3.2.2.3 Agregachni Cislo

Pii méfeni agregacniho c¢isla byl jako donor pouzit pyren a jako zhase¢ kosurfaktant CPC.
Charakteristickd naméfena data maji tvar linearni zavislosti s po€atkem v bodé ,,0“. Tyto
zéavislosti byly prolozeny pomoci linedrni regrese a smérnice k ziskané piimky slouzila k
vypoctu agregacniho ¢isla dle nasledujiciho vztahu:

Ny, = ([S]_[CMC])'k’ (6)

kde [S] znaci koncentraci tenzidu.

3.3 Korekce

Jednim z faktorl, které jsou schopny zkreslit pfesnost méfeni fluorescence je vnitini
filtra¢ni efekt viz. kapitola 2.4.6. Proto byla fluorescen¢ni spektra korigovana podle vztahu:

F —-F .100,5-(ODGX+ODL,M) %

kor obs 5
kde Fops je experimentalné ziskand fluorescence, OD¢y je opticka hustota pii excitaéni vinové
délce a ODgy, je optickd hustota pii emisni vinové délce. Tento vztah dobte koriguje vnitini
filtra¢ni efekt i zakal samotného vzorku [56].

Korekce byly provedeny tak, Zze pro vzorky byly naméfeny absorp¢ni spektra v rozsahu
od 200 nm do 800 nm s pomoci absorpéniho spektrometru Varian Cary Probe 50 s pouZzitim
kyvety o optické draze 1 cm. V tomto ptipad¢ se optickd hustota vzorku odpovida jeho
absorbanci. Vztah vyse po dosazeni vypada:

F =F . 100’5'(Aax+Aem) (8)

kor obs s

kde A je absorbance pii excitani vinové délce a A, je absorbance pii emisni vinové délce.
Obr. 9 zobrazuje naméfend absorp¢ni spektra pro vybrané vzorky, které byly pouzity pro
korekci. V tomto ptipadé€ byly vzorky zakaleny a jak je vidét na obrazku zakal rostl s rostouci
koncentraci CTAB. Obr. 10 a Obr. 11 zndzornuji nekorigovana a korigovana fluorescenéni
spektra prislusnych vzorkl. Rozdil mezi nimi je patrny a tim také smysl korekci. Korigované
spektrum totiz pfesné odpovida znamému chovani nilské cervené kdy s rostouci koncentraci
CTAB roste pocet micel, to znamena Ze se solubilizuje stale vice sondy a intenzita
fluorescence se zvysuje.
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Obr. 9: Namétena absorpéni spektra pro vzorky obsahujici konstantni koncentraci AcH1
0,1 % hm. a proménnou koncentraci CTAB
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Obr. 10: Naméfena fluorescenéni nekorigovana spektra pro vzorky obsahujici konstantni
koncentraci AcH1 0,1 % hm. a proménnou koncentraci CTAB
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Obr. 11: Korigovana fluorescencni spektra pro vzorky obsahujici konstantni koncentraci
AcHI1 0,1 % hm. a proménnou koncentraci CTAB

3.4 Statistika

Vsechna méfeni byla provddéna minimalné¢ tiikrat. Prezentované zéavislosti z
asbsorpcnich a emisnich méfeni jsou primérem ze vSech méteni, provedenych na danych
vzorcich. K jednotlivym bodim zavislosti byla stanovena smérodatna odchylka, pomoci
programu MS EXCEL. Smérodatné odchylky jednotlivych bodt jsou v grafech znazornény
jako chybové tusecky. U nekterych méfeni velikost chybové tsecky neptesahuje velikost
bodu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni ¢ast diplomové prace si klade za cil blize prozkoumat agregaci v
systétmech obecného slozeni polyanion-tenzid-fyziologicky roztok a polyanion-
aminokyseliny-fyziologicky roztok. Jako polyanion byla pouZita sodna sl kyseliny
hyaluronové s rlznymi molarnimi hmotnostmi, déale byly vybrany tenzidy Tween 20
(neionogenni), SDS (anionaktivni), CTAT, CTAB (kationaktivni) a BETADET THC 2
(amfoterni) jako zastupce ze skupiny alkylovanych betaind, spojujicich strukturu tenzidu a
aminokyseliny v jedné molekule. Jako jednoduchy model fyziologického roztoku zde slouzil
0,15 M roztok NaCl. Vysledky ziskané nasledujicimi méfenimi by mély prispét k celkovému
prehledu o interakcich mezi hyaluronanem a tenzidy nebo hyaluronanem a amfifilnimi
aminokyselinami a to s cilem charakterizovat tyto systémy s ohledem na budouci pouziti v
oblasti cilenych nosici 1éCiv.

4.1 Tween 20

1,50
1,45 % O bez HyA
fit
1,40 @\%\ L1 HyA 90,5 kDa
- fit
1,35 \é\ A HyA 1,4 MDa
N\ fi
1t
1,30 -

= 125 - %
1,20 - \
\\1\
1,15 7 N\
1,10 %
1,05 A O B A A m
1,00 \ \ \ \ \ T T

-3,0 -2,5 -2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
log ¢ (Tween); mM

Obr. 12: Zavislost poméru I;/I3 emisnich maxim pyrenu na logaritmu koncentrace tenzidu
Tween 20
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Obr. 13: Posun emisniho maxima nilské ¢ervené v zavislosti na koncentraci tenzidu
Tween 20.
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Obr. 14: Zavislost totalniho integralu emisniho spektra nilské ¢ervené v rozmezi od
610 nm do 700 nm na logaritmu koncentrace tenzidu Tween 20.



Obr. 12 zobrazuje zavislosti poméru I;/I3; emisnich maxim pyrenu na logaritmu
koncentrace tenzidu a to pro tenzid ve fyziologickém roztoku a dale pro tento systém s
pfidavkem nizkomolekuldrniho a vysokomolekularniho hyaluronanu. Jak je patrné z
uvedenych zavislosti, pfitomnost hyaluronanu zvysuje agregacni koncentraci Tweenu 20 a to
bez ohledu na molekulovou hmotnost pouZzit¢ho hyaluronanu. Jak ukazuji stanovené
parametry Ax z prolozeni kiivek (viz. Tab 4 v pftiloze 1), je pokles kfivek pro vzorky s
hyaluronanem pozvolngj$i, coZz znamena, Ze piidavek tenzidu neméni polaritni index tak
rychle, jako v pfipadé vzorku bez obsahu hyaluronanu. To naznacuje, Ze jen pomérna ¢ast
molekul tenzidu se ucastni formovani domény, ktera je schopna solubilizovat fluoreskujici
latky. Zbyla frakce tenzidu miize interagovat s hyaluronanem za vzniku indukovanych
asociatll s velmi vysokou polaritou domény.

Tyto vysledky v kazdém ptipad¢ naznacuji interakci mezi obéma komponentami, coz je
zajimavé s ohledem na to, Ze Tween 20 patii mezi neionogenni tenzidy. Ve své struktufe vSak
obsahuje ne¢kolik OH skupin, které mohou tvofit vodikové mistky s molekulami vody, diky
tomu je tenzid rozpustny ve vodé¢ a tyto OH skupiny mohou pravdépodobné tvofit vodikové
mustky i s molekulou hyaluronanu v oblasti karboxylové skupiny, nebo miize byt molekula
Tweenu ke kostfe molekuly hyaluronanu slabé vazana pies vodné mustky mezi karboxylovou
skupinou polymeru a OH skupinou tenzidu. Pozvolngjsi pokles polaritniho indexu by mohl
ukazovat na cetnou tvorbu asociati HA-tenzid, které nejsou kompaktni a obsahuji velké
mnozstvi vody, kterd polaritu formované domény zvysuje. Je pravdépodobné, Ze ve vyssich
koncentracich (nad 0.1 mM) je signdl z téchto asocidtl "prekryt" signdlem z hyaluronanem
neovlivnénych micel Tweenu 20. Toto tvrzeni by mohlo byt podpofeno faktem, ze konecna
hodnota polaritniho indexu v roztoku s hyaluronanem, odpovidd hodnoté, kde je v daném
prostiedi pfitomen pouze Tween.

Na zietel by také mélo byt brano, Ze Tween 20 je pomérné objemna molekula a pokud
vezmeme v uvahu strukturu fetézcti hyaluronanu ve vodé, jednou z moznosti, jak by bylo
mozné vysvétlit pokles CMC jsou sterické ditvody. Dulezitym faktem vSak zlstava, Ze kvalita
agregatl, co se tyce polarity v mikrookoli fluorescencni sondy zlistava u vSech vzorki stejna,
protoze pomér I,/I3 charakterizujici polaritu, klesa stale ke stejnym hodnotam.

Obr. 13 znazornuje zavislosti posunu emisniho maxima nilské Cerven¢ na logaritmu
koncentrace tenzidu. Vysledky viceméné koresponduji s pfedchdzejicim grafem. Ve vzorcich
obsahujicich hyaluronan dochazi k posunu maxima dfive, coz indikuje nizsi CMC a
maximum se také posunuje pomaleji, coz odpovidd pozvolngj§imu poklesu zavislosti
polaritniho indexu u vzorki s hyaluronanem.

Na Obr. 14 miizeme vidét zavislosti totalniho integralu emisniho spektra nilské ervené v
rozmezi od 610 nm do 700 nm na logaritmu koncentrace tenzidu. Tyto vysledky jsou v
rozporu s predchozimi grafy a to z toho diivodu, Ze pro vzorky s hyaluronanem ukazuji nartst
CMC. Moznym divodem mohou byt fotofyzikalni vlastnosti samotné fluorescencni sondy,
kterd na rozdil od pyrenu ve vodé nefluoreskuje. Posun maxima nilské Cervené je jev Cisté
zavisly na polarité prostredi, jeji maximum se i v oblasti, kde je intenzita fluorescence velmi
nizka, posouva k niz§im vlnovym délkam, jak polarita mikrookoli sondy klesé a ta se dostava
do hydrofobnéjsiho prostiedi. Vyhodnoceni na zaklad¢ intenzity fluorescence, realizované
jako zavislost totalniho integralu emisniho spektra, je ve své podstaté zaloZeno na rostoucim
poctu solubilizovanych molekul sondy. V ptipadé nilské cervené hraje roli fakt, ze
fluorescence je zhdSena ve vodném prostiedi a fluorescenéni signdl tedy piichdzi z
kompaktnich domén s velmi nizkym obsahem vody. Tento jev miize nastat o poznani pozd¢ji
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nez kdyZ je hydrofobicita jadra agregdtu detekovana posunem maxima. To je také jeden z
hlavnich divodu, pro¢ jsou hodnoty CMC stanovené pomoci intenzity fluorescence vétSinou
vy$si nez hodnoty stanovené posunem maxima. K nartstu fluorescence dochézi ve chvili, kdy
se jiz polaritni indexy, zalozené na méfeni pyrenu i nilské cervené vyrazné¢ nemeéni a kvalita
domény je z hlediska pouzitych fluorescencnich sond konecnd. To muize vést k potvrzeni
domnénky, Zze domény formované pred timto narGstem jsou siln¢ ovlivnény interakci s
hyaluronanem. Zde je ale také jasné vidét, jak rozdilna fotofyzikéalni podstata méfeni, byt s
jednou stejnou molekulou fluorescenéni sondy, ovliviiuje vyslednd data a je nutno si tento
fakt uvédomit pii zpétné interpretaci vysledkl. To je také jednim z hlavnich divodii pro€ jsou
pii zavéreéném shrnuti hodnot CMC uvedeny pro nilskou ¢erven zvlast hodnoty ziskané na
obou rozdilnych principech.

4.2 BETADET THC 2
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Obr. 15: Zavislost poméru /I3 emisnich maxim pyrenu na logaritmu koncentrace tenzidu
BETADET THC 2
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Obr. 16: Posun emisniho maxima nilské ¢ervené v zavislosti na koncentraci tenzidu
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Obr. 17: Zavislost totalniho integralu emisniho spektra nilské ¢ervené v rozmezi od
610 nm do 700 nm na logaritmu koncentrace tenzidu BETADET THC 2
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Obr. 15 znazoriiuje zavislost poméru I;/I3; emisnich maxim pyrenu na logaritmu
koncentrace pro systémy obsahujici BETADET THC 2 pouzivany vétSinou do kosmetickych
prostiedki. Svou strukturou se vSak prakticky fadi mezi aminokyseliny. Na grafu je jasné
patrné, ze v ptitomnosti hyaluronanu se neméni ani CMC ani kvalita formovanych agregatu.
Kfivky maji stale stejny pribéh i tvar.

Obr. 16 znazornuje posun emisniho maxima nilské Cervené v zavislosti na koncentraci
tenzidu. Zde je opét vidét, ze CMC se téméf neméni. Pouze se zvySujici molekulovou
pouze sterickymi diivody.

Obr. 17 zndzoriiuje zavislost totdlniho integralu emisniho spektra nilské cervené
logaritmu koncentrace tenzidu. PrestoZe je na grafu vidét mirny posun CMC k vyS§im
hodnotdm za pfitomnosti hyaluronanu, tato zména je pouze minimalni a proto s ohledem na
predchozi grafy je moZno konstatovat, Ze ve vzorcich nedochéazi k Z4dné vyraznéjsi interakci
mezi hyaluronanem a tenzidem.

4.3 SDS
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4-EB 5 - m a fit
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Obr. 18: Zavislost pomé&ru I;/I3 emisnich maxim pyrenu na logaritmu koncentrace tenzidu
SDS
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Obr. 19: Posun emisniho maxima nilské ¢ervené v zavislosti na koncentraci tenzidu SDS
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Obr. 20: Zavislost totalniho integralu emisniho spektra nilské Cervené v rozmezi od

610 nm do 700 nm na logaritmu koncentrace tenzidu SDS
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Obr. 18 znazoriiuje zavislost polaritniho indexu na logaritmu koncentrace tenzidu. Jak je
vidét z grafu hodnoty CMC se jen velmi malo méni, je zde viditelny maly pokles CMC pro
vzorky s obsahem hyaluronanu, pro oba tyto vzorky vychazi prakticky stejna CMC. Jejich
ktivky se lisi pouze svym sklonem, kdy parametr Ax roste s rostouci molekulovou hmotnosti
hyaluronanu. Tento narist, je vSak minimalni (viz. Tab 4 v ptiloze 1). Kiivka pro vzorek bez
obsahu hyaluronanu mé pak shodny sklon jako kiivka pro vzorek HyA 90,5 kDa. Celkovée se
vSechny kiivky pohybuji ve stejném rozmezi polaritniho indexu, coz indikuje stejnou kvalitu
vznikajicich agregatu.

Obr. 19 zobrazuje posun emisniho maxima nilské Cervené v zavislosti na koncentraci
tenzidu. Vyvoj polarity ureny pomoci posunu maxima této sondy je odliSny od chovani,
které indikoval pyren. Jak je vidét z grafu rozdil mezi kiivkami je jasné patrny. Nejvyssi
CMC ma tenzid pouze ve fyziologickém roztoku a pridavek hyaluronanu CMC opét snizuje,
ale daleko znatelngji a navic CMC klesa s rostouci molekulovou hmotnosti. Lisi se také sklon
ktivek, kdy parametr Ax (viz. Tab 4 v pfiloze 1) roste s rostouci velikosti molekuly
hyaluronanu.

Obr. 20 zobrazuje zavislost totdlniho integralu emisniho spektra nilské Cervené na
logaritmu koncentrace. Jak je patrno z grafu v tomto pfipadé musely byt pro ziskani hodnot
CMC vyuzity dva zplsoby vyhodnocenim protoze u vzorkli obsahujicich hyaluronan doslo k
saturaci signalu nilské cervené. V t&chto piipadech, byla jako hodnota CMC brana
koncentrace pfi které nastavad na kiivce prvni zlom. U vzorku bez hyaluronanu nebyla
saturace signalu pozorovana, a to ze dvou moznych divodi. Bud’ saturace nenastava a nebo
nastava az pii vysSSich koncentracich, které nebyly v rdmci méfené koncentracni fady
postihnuty. Sir$i koncentra¢ni fada SDS nebyla piipravena diky v literatufe dobfe popsanému
chovani SDS ve fyziologickém roztoku a diky tomu, ze ke stanoveni CMC byla stavajici
koncentra¢ni fada dostacujici. Jak je na grafu vidét ptidavek hyaluronanu ve shodé€ s ostatnimi
meétenimi snizuje CMC tenzidu, kterd klesa s rostouci molekulovou hmotnosti, stejné jako v
ptipadé vysledki ziskanych pomoci posunu maxima nilské ervené. Vysledky namétené pro
dodecyl sulfat sodny koresponduji s vysledky publikovanymi v podobné studii pomoci
fluorescencni spektroskopie [41].
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Obr. 21: Zavislost pomé&ru I;/I3 emisnich maxim pyrenu na logaritmu koncentrace tenzidu
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Obr. 22: Posun emisniho maxima nilské ¢ervené v zavislosti na koncentraci tenzidu CTAT
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Obr. 23: Zavislost totalniho integralu emisniho spektra nilské ¢ervené v rozmezi od 610 nm
do 700 nm na logaritmu koncentrace tenzidu CTAT

Obr. 21 znazornuje zavislost polaritniho indexu na logaritmu koncentrace tenzidu CTAT.
Jak je patrno z grafu a z hodnot Ax (viz. Tab 4 v pfiloze 1) kiivky pro vzorek bez obsahu
hyaluronanu a s HyA 90,5 kDa maji velmi podobny sklon. Kiivky jsou pouze vii¢i sobé
posunuty v ose polaritniho indexu. Rozdil mezi maximalnimi hodnotami polaritniho indexu
¢ini 0,08, a rozdil mezi minimalnimi hodnotami polaritniho indexu ¢ini 0,05 (viz. Tab 4 v
priloze 1). Hodnota CMC se v ptfitomnosti HyA 90,5 kDa mirné zvySuje. Kiivka piislusejici
vzorku s obsahem HyA 1,4 MDa je narozdil od toho vyrazn€ posunuta k vyssi hodnot¢ CMC
a od zbyvajicich kiivek se lisi také sklonem, ktery je pozvolngjsi. Hodnoty jejiho
maximalniho a minimalniho polaritniho indexu se pohybuji ve stejném rozmezi jako pro
samotny tenzid ve fyziologickém roztoku.

Obr. 22 zobrazuje zavislosti posunu emisniho maxima nilské Cervené na koncentraci
tenzidu. Jak je vidét na grafu oba vzorky s obsahem hyaluronanu vykazuji vyssi CMC, coz je
1181 od chovani stanoveného pyrenem. Zde totiz naopak vykazuje pozvolnéjsi pokles vzorek s
obsahem HyA 90,5 kDa a vzorek s HyA 1,4 MDa klesd nejostieji, coZ potvrzuji hodnoty
parametru Ax (viz. Tab 5 v pfiloze 2). To mize zpisobovat ponékud ,.exoticky* protiiont u
tohoto tenzidu, ktery je také jednim z divodd, pro¢ byl pro podrobnéjsi métfeni vybran
totozny tenzid ale s bromidovym protiontem.

Obr. 23 znazoriiuje zavislost totadlniho integralu emisniho spektra nilské Cervené na
logaritmu koncentrace tenzidu. Zde jsou vysledky dosazené pomoci vyhodnoceni na zakladé
posunu maxima a intenzity fluorescence nilské Cervené totozné. Piidavek hyaluronanu vede
ke zvySeni CMC.
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Obr. 24: Zavislost poméru I;/I3 emisnich maxim pyrenu na logaritmu koncentrace tenzidu
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Obr. 25: Posun emisniho maxima nilské ¢ervené v zavislosti na koncentraci tenzidu CTAB
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Obr. 26: Zavislost totalniho integralu emisniho spektra nilské ¢ervené v rozmezi od 610 nm
do 700 nm na logaritmu koncentrace tenzidu CTAB

Obr. 24 zobrazuje zavislost polaritniho indexu na logaritmu koncentrace tenzidu. Z grafu
je patrné, Ze hodnoty polaritniho indexu u vSech vzorki se pohybuji ve stejném rozmezi az na
vzorek s HyA 1,4 MDa, jehoz minimalni hodnota polaritniho indexu se li§i od ostatnich
kiivek cca o 0,1 bodu, tato kiivka ma také nejvetsi sklon. Nejostiejsi sklon mé v tomto
piipad¢ zavislost ptislusejici vzorku bez obsahu hyaluronanu a déle pak sklon kiivek roste s
rostouci molekulovou hmotnosti hyaluronanu. Oba vzorky obsahujici nativni hyaluronan pak
dosahuji v ramci chyby stejné hodnoty CMC, tato je vyssi nez pro vzorek bez hyaluronanu.
Zavislost naméfend pro hydrofobizovany derivat hyaluronanu AcH1 neni na grafu zobrazena
cela, protoze za ucelem stanoveni CMC byla pouzita pouze ¢ast kiivky zobrazujici prvni
zlom, cela zavislost bude diskutovana v nasledujicich kapitolach. Hodnota CMC pro tento
vzorek se jen mirné liSi od hodnoty pro vzorek bez obsahu hyaluronanu.

Obr. 25 zobrazuje zévislosti posunu emisniho maxima nilské cervené na koncentraci
tenzidu. Z grafu je patrné, ze hodnota CMC je v piipadé¢ vzorkli s obsahem nativniho
hyaluronanu vys$$i nez pro samotny tenzid, zatimco v ptipadé hydrofobizovaného derivatu je
tomu naopak. CMC je nizsi nez u vzorku bez hyaluronanu. Z parametrt prolozeni dat Ax (viz.
Tab 5 v ptiloze 2) je dale vidét, Ze nejstrméjsi pokles vykazuje kiivka pro vzorek tenzidu ve
fyziologickém roztoku, velmi podobnym sklon ma také kiivka pro AcH1 a dale pak sklon
ktivky roste s rostouci molekulovou hmotnosti nativniho hyaluronanu.

Obr. 26 zobrazuje zavislost totalniho integralu emisniho spektra nilské Cervené na
CMC. Pro oba vzorky vysledky opét ukazuji velmi podobnou hodnotu CMC, ktera je vyssi
nez pro vzorek bez obsahu hyaluronanu, coz koresponduje s vysledky ziskanymi pomoci
pyrenu. Hydrofobizovany derivat se v tomto piipadé svou CMC fadi mezi vzorek bez
hyaluronanu a vzorky hyaluronan obsahujici. Zde vSak na rozdil od pyrenovych dat dochazi k
posunu jeho CMC k vys$S§im hodnotdm ve srovnani se samotnym tenzidem ve fyziologickém
roztoku.
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Tab 2: Shrnuti namétenych CMC

) HyA HyA
tenzid metoda bez HyA 90, 5ykDa 1.4 1}\]/IDa AcH1
pyren 0,048 £ 0,001 | 0,014 +£ 0,001 | 0,014 + 0,002
Tween 20 NR max 0,035+ 0,002 | 0,003 + 0,000 | 0,003 + 0,000
NR intenzita | 0,027 = 0,008 | 0,051 + 0,002 | 0,044 + 0,001
pyren 1,040 +£ 0,010 | 0,740 + 0,000 | 0,800 + 0,030
SDS NR max 0,700 £ 0,010 | 0,290 + 0,020 | 0,250 + 0,040
NR intenzita | 0,840 = 0,020 | 0,700 = 0,040 | 0,950 = 0,020
pyren 0,140 £ 0,010 | 0,100 = 0,010 | 0,100 + 0,000
BETADET NR max 0,080 £ 0,010 | 0,060 + 0,000 | 0,050 = 0,010
NR intenzita | 0,140+ 0,010 | 0,240 = 0,040 | 0,260 £+ 0,020
pyren 0,056 £ 0,001 | 0,072 + 0,000 | 0,150 = 0,050
CTAT NR max 0,043 £ 0,000 | 0,140 + 0,010 | 0,080 £ 0,000
NR intenzita | 0,059 + 0,001 | 0,120 + 0,010 | 0,090 = 0,010
pyren 0,062 + 0,002 | 0,120 + 0,020 | 0,110 + 0,020 | 0,050 + 0,010
CTAB NR max 0,030 + 0,003 | 0,076 + 0,003 | 0,058 + 0,002 | 0,020 + 0,010
NR intenzita | 0,040 £+ 0,000 | 0,107 £ 0,001 | 0,085 + 0,020 | 0,060 = 0,010

Tab 2. shrnuje namétené hodnoty CMC pro jednotlivé systémy. V piipad€é neionogenniho
tenzidu Tween 20 se kritickd micelarni koncentrace stanovena pomoci pyrenu a pomoci
posunu maxima nilské Cervené snizuje a pro oba pouzité druhy hyaluronanu ma stejnou
hodnotu. Zajimavé je, ze hodnoty stanovené pomoci posunu maxima jsou fadoveé nizsi nez
hodnoty ziskané z pyrenovych dat. Samostatnym divodem k zamysleni je dale fakt, ze
hodnoty CMC stanovené na zaklad¢ vzristu intenzity fluorescence maji naprosto opacny
trend. CMC s piridavkem hyaluronanu roste. Tento rozpor je z hlediska rozdili ve fotofyzice
jednotlivych sond diskutovan v kapitole 4.1. Spole¢nou vlastnosti ziistava jediné fakt, ze
CMC vzorkl obsahujicich hyaluronan je pro obé molekulové hmotnosti podobna, coz by
znamenalo, Ze molarni hmotnost molekuly hyaluronanu nema na interakci vliv.

Jako zastupce anionaktivnich tenzidii byl zvolen dodecylsiran sodny. U toho typu tenzidu
byla piedpokladana Zadnd nebo pouze minimalni interakce. Jak je vidét z hodnot CMC
ptidavek hyaluronanu snizuje CMC, jedinou vyjimkou je stanoveni pomoci intenzity
fluorescence nilské Cervené, kde vysla u vzorku obsahujiciho 1,4 MDa vyssi CMC nez pro
vzorek bez hyaluronanu. Pokud se jednd o hodnoty ziskané pomoci méfeni s pyrenem a
pomoci posunu maxima nilské cervené, CMC vzorkli s obéma typy hyaluronanu je
srovnatelnd, opét se tedy naskyta domnénka, ze molekulova hmotnost polyaniontu nema vliv.

Déle je zde zajimavy tenzid, ktery se svou strukturou fadi mezi aminokyseliny, jeho
interakce s hyaluronanem, je ale jak je vidét z hodnot CMC, minimalni. Naméfené hodnoty
jsou totiz velmi podobné a u nékterych vzork se v ramci chyby kryji. CMC se tedy s
ptidavkem hyaluronanu neméni.

Nejsilngjsi interakce byly piedpokladany u kationaktivnich tenzidi. Jako prvni zastupce
byl vybran cetyltrimethylammonium tosyldt. Namétené hodnoty CMC ukazuji na nartist
CMC s ptidavkem hyaluronanu, coz by indikovalo interakci, kterd je v tomto piipad¢ logicka
a predpokladana. AvSak tento tenzid méa ponékud nezvykly protiiont a proto byl pro ovéteni a
bliz§i prozkouméni zvolen odpovidajici tenzid s bromidovym protiiontem (CTAB). Jednim z
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hlavnich divoda pro volbu CTAB je také fakt, ze je jako jeden z mala doporucovan pro
aplikace spojené s cilenymi nosi¢i 1éCiva. U tohoto tenzidu byl také proveden dopliujici
experiment s hydrofobné modifikovanym hyaluronanem. Jak je vidét z vysledkti uvedenych v
tabulce v ptipadé pridavku nativniho hyaluronanu dochazi opét ke zvyseni CMC, coz
koresponduje s vysledky ziskanymi pro CTAT. Dale by se také dalo opét konstatovat, Ze
molekulova hmotnost hyaluronanu ma pouze minimalni vliv na posun CMC, protoze hodnoty
u obou pouzitych typil hyaluronanu o riiznych velikostech molekuly se 1i8i jen velmi malo.
Zajimavé vysledky vSak pfinesl hydrofobné¢ modifikovany hyaluronan u kterého byl diky
navazanym alkylovym fetézcim predpoklad silnéjsi interakce s tenzidem, protoze by se mohl
chovat castecné jako kosurfaktant, coz by zaroven s elektrostatickou silou podpofilo interakci.
Hodnoty CMC pro tento typ derivatu se vSak nijak zvlaSt nelisi od hodnot namétenych pro
samotny tenzid ve fyziologickém roztoku.

4.5.1 CTAB s pridavkem hydrofobné modifikovaného derivatu

Velmi zajimava je zavislost velikosti totalniho integralu emisniho spektra nilské ervené
na logaritmu koncentrace naméfend pro tenzid CTAB s pfidavkem 0,1 % hm. hydrofobné
modifikovaného derivatu hyaluronanu AcHI (Obr. 27). Tato zavislost totiz vykazuje dva
zlomy, ¢imz se 1isi od kiivek naméfenych pro vzorky s obsahem nativniho hyaluronanu, na
kterych se objevoval pouze jeden zlom. Toto indikuje jiny typ interakce, coz je pro
hydrofobizovany derivat pochopitelné. Za ucelem urceni CMC pro porovnani s ostatnimi
vzorky byl pouZit prvni zlom na kiivce, ktery indikuje vznik prvnich agregatl. Tyto jsou s
nejvetsi pravdépodobnosti tvofeny interagujicimi molekulami hyaluronanu a tenzidu. Druhy
zlom na kfivce miize znamenat vytvoteni zcela odliSného typu agregati, a je pravdépodobné,
ze za touto koncentraci je v roztoku dostatek molekul tenzidu, aby byly schopny tvofit volné
micely a signal z téchto volnych micel pak prekryje signal sondy z agregati CTAB-AcHI.
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Obr. 27: Zavislost totalniho integralu emisniho spktra nilské ¢ervené na logaritmu
koncentrace CTAB pro vzorek s obsahem hydrofobné modifikovaného derivatu hyaluronanu
AcHI
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4.5.2 Excimer v systémech CTAB-HyA
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Obr. 28: Srovnani koncentracnich zavislosti Ig/Iy a polaritniho indexu systému
CTAB/AcH1/fyziologicky roztok.

Dalsim sledovanym parametrem pii méfeni koncentracnich fad CTAB s pyrenem je
pomér emisniho pdsu excimeru ku emisnimu pasu monomeru. Excimer je excitovany dimer,
tvofeny dvéma molekulami pyrenu, z nichz jedna je v excitovaném a druha v zdkladnim
stavu. Obecné vznika pfi vysokych koncentracich sondy v daném prostfedi. Pfitomnost
excimeru se ve fluorescenénim spektru projevuje poklesem intenzity fluorescence
monomerniho pyrenu a zaroven vznikem vibra¢né nerozliSeného emisniho pasu pii vySSich
vlnovych délkach, ktery je obvykle lokalizovany ~470 nm. Bathochromni posun je zptsoben
poklesem energie v disledku interakce excitované molekuly pyrenu s neexcitovanym
pyrenem. Intenzita tohoto emisniho pasu je pifimo Umérna difuznimu koeficientu a tedy
nepiimo imérna mikroviskozité v okoli fluorescencni sondy. BéZn¢ se intenzita fluorescence
excimeru Ig vyjadiuje jako pomér této intenzity ku intenzit¢ emisniho pasu monomeru Iy
(373 nm).

V ptipadé stanoveni agrega¢niho chovani tenzidu pomoci pyrenu se pouziva velmi malé
mnozstvi sondy (fadové 10° M), které neni dostatetné pro tvorbu excimeru v &istych
rozpoustédlech.. V namétfenych fluorescencnich spektrech pro koncentracni fady tenzidu je
vSak péas excimeru pifitomen a ze zavislosti polaritniho indexu vyplyva, Ze dosahuje
maximalni intenzity v okoli CMC (viz. Obr. 28). To mlze byt zpisobeno lokalnim
zakoncentrovanim pyrenu v hydrofobnich doménach pfi nizké koncentraci micel, nebo ve
vznikajicich premicelarnich agregatech. Po dosazeni CMC a vzrustu koncentrace micel
excimer opét vymizi, coZ znamena rovnomeérngj$i distribuci sondy v systému.

Obr. 29 zobrazuje vliv pritomnosti hyaluronanu na koncentracni zavislost Ig/Iy; pro tenzid
CTAB. Lokalizace maxima zavislosti excimeru odpovidd CMC, ¢imZ potvrzuje vysledky
ziskané pomoci ostatnich méfeni.
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Obr. 29: Zavislosti Ig/Im na logaritmu koncentrace CTAB ve fyziologickém roztoku a za
pfitomnosti nativniho a modifikovaného hyaluroanu.

4.5.3 Solubiliza¢ni experimenty se sudanovou ¢erveni

Pro zjisténi agrega¢niho chovani a schopnosti systémul solubilizovat byly ptipraveny
vzorky s ruznou koncentraci tenzidi a zéaroven s konstantni koncentraci pftislusného
hyaluronanu. Tyto vzorky byly pfidany k hydrofobnimu barvivu (stddnova ervenl) a bylo
sledovano, jak jsou vzorky schopny barvivo rozpustit. Pro tyto vzorky byly pfipraveny také
blanky s Umyslem zméfit a porovnat absorbanci ve vzorku obsahujicich pouze tenzid a
ptislusném vzorku s obsahem hyaluronanu se stejnou koncentraci tenzidu. Zjisténi absorbance
vSak nebylo moZné, protoZe pii vysSich koncentracich tenzidu se vyskytuje zékal, ktery vSak
neni stejny ve vzorku a v blanku. Zjisténi absorbance tedy nebylo mozné. Faktem vsak
zUstava, Ze pokud nebyl zakal ve vzorku a blanku stejny, potom piidani hydrofobniho barviva
a potazmo také jakékoli jiné hydrofobni latky systém ovliviiuje. S nejvétsi pravdépodobnosti
je hydrofobni molekula schopna indukovat tvorbu agregati pfi nizs§i koncentraci tenzidu.
Tento fakt, je dalezit¢ mit na paméti pokud se do vzorku ptidava jakakoli hydrofobni latka,
tedy samoziejmé 1 hydrofobni fluorescenéni sonda. To potazmo znamend, Ze pomoci
fluorescenéni spektroskopie charakterizujeme systém se solubilizovanou hydrofobni latkou a
tudiz se nedad predpokladat, Ze tento systém by mél bez rozpusténé hydrofobni latky stejné
vlastnosti. AvSak s ohledem na ucel zkoumani téchto systémi jako nosic¢ti hydrofobniho
1é¢iva jsou informace o ,prazdném*™ systému nepotfebné a naopak agregaty se
solubilizovanou sondou jsou pfesn¢j$im modelem.
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Obr. 30: Fotografie solubilizaénich experimentii. Rada K obsahuje pouze tenzid CTAB ve
fyziologickém roztoku, fada L obsahuje HyA 90,5 kDa, fada M obsahuje HyA 1,4 MDa a
fada N obsahuje hydrofobizovany derivat AcH1.
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Vysledky které jsou zobrazeny na Obr. 30 vSak stale vypovidaji o schopnosti systému
solubilizovat hydrofobni barvivo. Prvni tii vzorky v fad¢ barvivo nerozpoustéji, koncentrace
tenzidu v téchto vzorcich je pod CMC. Zména nastava u vzorku 4, kde je jiz sidanova Cerven
rozpusténa, stejné jako ve vzorku 5. Koncentrace tenzidu v téchto vzorcich jiz presahla CMC.
Pti nejvyssi koncentraci tenzidu (vzorek ¢€.6) 2 mM CTAB, coz odpovida Ctyficetindsobku
CMC tenzidu ve fyziologickém roztoku, dochazi ke vzniku srazeniny, ve které je zadrzena
vétSina rozpusténého barviva. Pomoci téchto vzorkli byla zvolena koncentrace tenzidu, pfi
které bylo méfeno agregacni Cislo. Jako nejvhodnéjsi byla zvolena koncentrace 0,5 mM
(vzorek 4), protoZe pii této koncentraci je systém jiZ schopen solubilizovat hydrofobni latku,
ale koncentrace neni dost vysoka, aby se agregaty tenzidu s polyelektrolytem vysrazely. Tato
koncentrace zhruba odpovida desetindsobku CMC tenzidu ve fyziologickém roztoku.

4.5.4 Agregacni Cislo

Za pomoci zhaSeni bylo méfeno agregacni Cislo u vybranych systémt obsahujicich
0,5 mM CTAB a 0,1 % hm. hyaluronanu. Pouzity byly oba typy nativniho hyaluronanu a také
hydrofobizovany derivat. Agregaéni cCislo bylo také stanoveno pro samotny tenzid ve
fyziologickém roztoku. Jako zhaSe¢ zde byl pouZit kosurfaktant CPC a jako zhaSena molekula
fluorescen¢ni sonda pyren, solubilizovana uvniti agregati. Hodnoty namétenych agregacnich
¢isel jsou uvedeny v Tab 3. K vypoctu agregacniho Cisla je nutnd hodnota CMC (viz.
kapitola 2.4.4), ktera se vSak mize liSit a to nejen pokud je stanovena riznymi metodami
(fluorescence, povrchové napéti), ale 1 v rdmeci jedné metody (pouziti riznych fluorescenénich
sond — pyren, nilskd Cervenl) a dokonce také pfi pouziti jediného systému (stanoveni na
zaklad¢ intenzity fluorescence nebo posunu maxima nilské cervené). Diulezité tedy je
uvédomit si, jaké informace miize zvolena sonda o systému ptinést. Pro vypocet hodnot v Tab
3 byly pouzity CMC systémil stanovené pomoci intenzity fluorescence nilské ¢ervené a to s
ohledem na fotofyzikalni vlastnosti této sondy. Intenzita fluorescence nilské Cervené totiz
vzroste pouze v piipad¢ pokud se sonda vyskytuje v hydrofobnim prostfedi, coZ znamena, Ze
v systému jsou pii dané koncetraci pritomny agregaty, jejichz kvalita se za touto hranici
neméni. V Uivahu musi byt bran také fakt, ze s ohledem na stabilitu systému, byla vybrana
pomérné nizka koncentrace tenzidu, aby se zamezilo fazové separaci. Z toho plyne, ze rozdil
koncentrace tenzidu a CMC, ktery je k vypoctu potieba, je nizky, coz miize byt zdrojem
komplikaci a neptesnosti, zvlasté proto, Ze nepatrnd zména v CMC pouzité pro vypocet se
znatelné projevi na hodnoté agregacniho ¢isla.

Jak je vidét z vyslednych hodnot (Tab 3) nejvyssi agregacni Cislo ma tenzid ve
fyziologickém roztoku. Ptidavek nativniho hyaluronanu agregac¢ni ¢islo sniZuje, pfi¢emz pro
ob¢ pouzité molekulové hmotnosti hyaluronanu, jsou hodnoty velmi podobné. Samotna
molekulovd hmotnost pouzZitého hyaluronanu mé tedy na zménu agrega¢niho cisla jen
minimalni vliv. K dalSimu sniZzeni agregacniho cisla pak dochéazi ptidanim hydrofobné
modifikovaného derivatu hyaluronanu. Otadzkou vSak zlstava, zda ma tato zména agrega¢niho
¢isla vliv na velikost micel a pokud ano, tak jaky. V kazdém ptipadé€ vsak hodnoty polaritniho
indexu naméfené s pyrenem prokazuji, Ze hydrofobicita jadra vyslednych agregatd, je
priblizné stejna, coz by indikovalo vznik zhruba stejné kompaktnich agregati.
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Tab 3: Naméfend agregacni Cisla pro systémy obsahujici 0,5 mM CTAB a 0,1 % hm.
hyaluronanu

Nagg
bez HyA 129+ 16
HyA 90,5 kDa 90+ 6
Hya 1,4 MDa 73+ 6
AcHI1 50+ 4

Obr. 31 znazoriiuje zavislost piirozeného logaritmu Iy/I na koncentraci zhasece. Zaroven
jsou na grafu zobrazeny linedrni piimky, kterymi jsou data proloZena a k nim pfislusejici
rovnice a hodnoty spolehlivosti. Na prvni pohled se vSak ze sklonu pfimek ned4 usuzovat o
agregacnim cisle, protoze pro jeho vypocet se pouziva hodnota CMC, kterd se pro jednotlivé
systémy muze lisit.

2
18 - O bez HyA
L6 | |FHYA905KDal y = 229738x - 0,0186
” || AHyA 1,4 MDa R? = 0,9935
L4716 AcHI
1,2
= 14 y=281026x +0,0225
= 2 _
= 08 R™=0,9875
0,6 - y = 175461x + 0,0709
04 - R%?=0,96
y = 114482x + 0,0099
0,2 R? = 0,9871
0 &r \ \ \ I I
OE+00 1E-06 2E-06 3E-06 4E-06 5E-06 6E-06 7E-06 8E-06
¢ (CPC),M

Obr. 31: Zavislost pfirozeného logaritmu Iy/I na koncentraci zhasece.
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5 ZAVER

Byla provedena reSerse na téma vyuziti fluorescencni spektroskopie ve vyzkumu systémui
polyanion—tenzid—fyziologicky roztok a polyanion—aminokyselina—fyziologicky roztok.
Fluorescen¢ni spektroskopie se ukazala byt vhodnou metodou pro charakterizaci interakci a
agregacniho chovani téchto systému. Pro stanoveni kritické micelarni koncentrace systémi
byly jako nejvhodnéjsi fluorescencni sondy zvolen pyren a nilska Cerven. Dale byl pro blizsi
zkoumani vybran systém kationaktivni tenzid CTAB-hyaluronan. Pro tento systém byly
provedeny dopliiujici pokusy v podobé& solubilizaénich experimntli s hydrofobnim barvivem
sudanovou ¢erveni a méteni agregacniho ¢isla pomoci zhaseni fluorescence.

Jako polyanion byla pouzita sodna sil kyseliny hyaluronové s riznymi molarnimi
hmotnostmi, dale byly vybrany tenzidy Tween 20 (neionogenni), SDS (anionaktivni), CTAT,
CTAB (kationaktivni) a BETADET THC 2 (amfoterni) jako zastupce ze skupiny
alkylovanych betainti, spojujicich strukturu tenzidu a aminokyseliny v jedné molekule. Jako
jednoduchy model fyziologického roztoku zde slouzil 0,15 M roztok NaCl. Vysledky
namétené s pyrenem pro systém Tween 20-hyaluronan ukazuji, ze piidavek hyaluronanu do
systému snizuje CMC, coz potvrzuji 1 vysledky ziskané vyhodnocenim posunu maxima nilské
Cervené. V rozporu s timto zjisténim jsou vysledky vyhodnocené z naridstu intenzity
fluorescence nilské Cervené, realizované jako integral emisniho spektra. Tyto totiz indikuji
posun CMC naopak k vys$sim hodnotdm. Tento rozpor miize byt zplisoben samotnou
podstatou méfeni s nilskou Cerveni a je diskutovan v pfislusné kapitole. V kazdém ptipadé
vSak ziskané vysledky naznacuji, ze v systému dochazi k interakci, ktera vsak zfejmé neni
elektrostatick¢é povahy, protoze Tween 20 se fadi do skupiny neionogennich tenzidi.
Tween 20 vSak ve své struktufe obsahuje nékolik OH skupin, které jsou schopny tvofit
vodikové mistky s vodou a proto je pravdépodobné, Ze jsou schopné pies vodikové poptipadé
vodné mustky interagovat s hyaluronanem.

Dalsim z pouzitych tenzidi byl alkylderivat trimethylglycinu spojujici ve své molekule
strukturu tenzidu a aminokyseliny BETADET THC 2. Ptidavek hyaluronanu do systému
obsahujiciho tenzid vSak za dan¢ho pH nijak vyrazn€ neovlivnil jeho CMC a da se
predpokléadat, ze nedochazi k zddné vyrazné interakci mezi obéma komponentami.

Jako zastupce anioaktivnich tenzidi byl zvolen dodecyl sulfat sodny. Ptidavek
hyaluronanu do systému obsahujici tento tenzid zpisobuje mirné snizeni CMC a tedy
hyaluronan zde ma stejny efekt jako pfidavek nizkomolekularniho elektrolytu. Tyto vysledky
koresponduji s vysledky analogického méteni v literatute [41].

Nejvétsi diraz byl kladen na interakce hyaluronanu a kationaktivnich tenzidi, coZ je
logické s ohledem na to, Ze diky opaénym nabojiim obou molekul se predpoklada nejsilnéjsi
interakce. Z této skupiny byly vybrany dva zastupci liSici se pouze protiontem (CTAT,
CTAB). Pro oba tyto tenzidy byl zji§tén nartst CMC s pfidavkem hyaluronanu, coz potvrzuje
interakci s nejvétsi pravdépodobnosti elektrostatické povahy. Navic z vysledkl je patrné, Ze
molekulova hmotnost hyaluronanu nema na posun CMC velky vliv, protoze hodnoty
naméfené pro oba typy hyaluronanu jsou velmi podobné. Pro blizs§i zkoumani byl pak vybran
tenzid CTAB. Jednim z divodi pro volbu tohoto tenzidu byl také fakt, ze je oficialné
doporucovan pro vyuZiti v systémech zamétenych na cilené nosice 1éc¢iva. S CTAB byla
provedeny dopliujici pokusy v podob¢ solubilizacnich experimentli a méfeni agregacniho
gisla. UCelem solubilizaénich experimentli bylo zjistit schopnost systémii s ménici se
koncentraci tenzidu rozpoustét hydrofobni latku (sudanova cerveil). Pomoci téchto
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experimentll byla zjiSténa koncentrace tenzidu (0,5 mM), pii které je roztok schopen
solubilizovat hydrofobni latku, ale pfitom koncentrace tenzidu neni dost vysoka na to, aby
systém zkolaboval a agregity se vysrdzely, coz nastavd az cca pii Ctyficetindsobku CMC
tenzidu. Protoze vzorky byly ponechany pies noc na michacce, srazenina byla usazena na skle
nad hladinou roztoku. Pro zajimavost byl proto proveden pokus o vizualizaci sraZeniny také
se sudanovou Cerveni (viz Obr. 32 a Obr. 33 v piiloze 3 a 4). Bylo zjisténo, Ze se srazenina
transormuje na gel, coZ je v souladu s vysledky, které obdrzel Thalberg a spol. [21]. DalSimi
experimenty bylo méfeni agregacniho Cisla pomoci zhaSeni fluorescence. Jako zhase¢ byl
pouzit kosurfaktant CPC a jako zhaSena molekula pyren solubilizovany uvniti agregatu.
Ptidavek hyaluronanu (nativniho i hydrofobn¢ modifikovaného) snizuje agregacni cislo
systému, pfi¢emz hodnoty pro nizkomolekularni a vysokomolekularni nativni hyaluronan jsou
velmi podobné, coz indikuje, ze molekulovd hmotnost pouzit¢ho hyaluronanu ma na zménu
hydrofobn¢ modifikovaného derivatu hyaluronanu. Zde je dobré uvédomit si, Ze hodnoty
polaritnitho indexu pro tyto systémy naméfené s pyrenem prokazuji, zZe hydrofobicita
vyslednych agregati je priblizné stejna, coz indikuje vznik pfiblizné¢ stejné¢ kompaktnich
agregatl. V kazdém piipad¢ vysledky ukazaly, Ze agregaty jsou nad kritickou agregacni
koncentraci schopny solubilizovat hydrofobni latku, coz je jeden z neodmyslitelnych
pozadavkil na nosiové systémy.

Zavérem lze konstatovat, ze zadané cile prace byly splnény. Prace tak poskytla Sirsi
prehled o vlivu hyaluronanu na agrega¢ni chovani vybranych tenzidii s ohledem na pouZiti
téchto systému jako nosi¢ovych systémul. Zaroven upozornila také na oblasti vhodné pro dalsi
a bliz8i zkoumadni, jako je naptiklad tvorba excimeru v systémech obsahujicich polyanion a
tenzid v uzSim koncentraénim rozmezi kolem CMC tenzidu, hydrofobni vlastnosti geld,
vznikajicich vysrdZzenim systémll hyaluronan—kationaktivni tenzid, a jejich schopnost nést
hydrofobni latku, nebo bliz§i zkoumani vlastnosti hydrofobnich domén vznikajicich agregatu,
napiiklad pomoci fluorescen¢nich sond citlivych na mikroviskozitu.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

7.1 Seznam zkratek

Zkratka
AcHI1
AMK
CMC
HyA
PAL

Vyznam

hydrofobizovany derivat hyaluronanu AcylHex!1
aminokyselina

kriticka micelarni koncentrace

hyaluronan

povrchové aktivni latka

7.2 Seznam symboli

Symbol
[C]
D

I

I

I3

Iy

M
Mon
Mon"
MonMon~
Nagg
Q
[Q]
[S]
So

Sy

N

T

T>

A

Nézev veliCiny

koncentrace micel v roztoku

fluoreskujici mlekula, donor

intenzita fluorescence v pfitomnosti zhaSece
intenzita fluorescence monomeru

intenzita fluorescence tietiho vibra¢niho pasu
intenzita fluorescence bez ptritomnosti zhasece
mol dm™

zakladni stav molekuly

excitovany stav molekuly

excimer

agregacni Cislo

zhése¢

koncentrace zhasece

koncentrace tenzidu

zakladni stav molekuly

prvni excitovany singletovy stav molekuly
druhy excitovany singletovy stav molekuly
prvni excitovany tripletovy stav molekuly
druhy excitovany tripletovy stav molekuly
vilnova délka
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8 SEZNAM PRILOH

Pfiloha 1:
Ptiloha 2:
Pfiloha 3:

Ptiloha 4:

Parametry fitovacich sigmoidnich kiivek pro pyrenova data

Parametry fitovacich sigmoidnich kiivek pro posun maxima nilské cervené
Fotografie vizualizace gelu vzniklého ve vzorku s obsahem 1 mM CTAB a
0,1 % hm. AcHI ve fyziologickém roztoku

Fotografie vizualizace gelu vzniklého ve vzorku s obsahem 25 mM
CTAB/0,1 % hm. AcHI ve fyziologickém roztoku
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9 PRILOHY

9.1 Prilohal

Tab 4: Parametry fitu pro pyrenova data

parametry fitu

. , HyA HyA
tenzid pro pyrenova bez HyA 90, 5ykDa 14 1}\]/IDa AcHI1
data
X0 0,05 0,02 0,01
Ax 1,39 1,92 1,83
Tween 20 Ay 1,43+0,01 | 1,41 +0,01 1,41+ 0,01
A 1,04 +0,02 | 1,03+0,01 1,03+ 0,01
R? 0,9862 0,9980 0,9957
X0 1,03 0,74 0,80
Ax 1,11 1,11 1,20
SDS Ay 1,37+0,01 | 1,38+0,01 1,42 £ 0,01
A 0,90+0,01 | 0,88+0,01 0,89 +0,01
R? 0,9959 0,9969 0,9964
X0 0,14 0,10 0,10
Ax 1,49 1,38 1,62
BETADET Ay 1,44+0,01 | 1,45+0,01 1,44 £ 0,01
A 0,91 +0,01 | 0,88+0,01 0,88 +£ 0,02
R? 0,9981 0,9988 0,9939
X0 0,06 0,07 0,14
Ax 1,22 1,37 1,83
CTAT Ay 1,45+0,01 | 1,37+0,01 1,42+ 0,01
A> 1,08+0,01 | 1,03+0,01 1,08 £ 0,01
R’ 0,9855 0,9980 0,9885
X0 0,06 0,13 0,11 0,05
Ax 1,22 1,37 1,83 1,44
CTAB Ay 1,43 +£0,01 1,43 +£0,01 1,42 +£ 0,01 1,41 +£0,02
A 1,07+0,01 | 1,06 +0,01 1,01 +£0,02 1,07 £ 0,01
R? 0,9962 0,9959 0,994 0,9805
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9.2 Priloha 2

Tab 5: Parametry fitu pro posun maxima nilské cervené

parametry fitu
pro posun

HyA

HyA

tenzid maxima nilské bez HyA 90,5 kDa 1,4 MDa AcHI
cervené
Xo 0,034 0,003 0,003
Ax 1,14 1,89 1,58
Tween 20 Ay 656,3 657,5 656,1
A 630 631,5 631,2
R? 0,9921 0,9937 0,9968
X0 0,70 0,27 0,21
Ax 1,14 1,29 1,33
SDS Ay 654,8 654,5 652,0
A 638,7 639,7 639,0
R’ 0,9724 0,9987 0,9827
X0 0,07 0,06 0,05
Ax 1,21 1,21 1,34
BETADET Ay 656,4 655,7 655,0
A 630,0 630,2 630,0
R? 0,9908 0,9963 0,9933
Ax 0,04 0,10 0,08
Ax 1,04 1,24 1,01
CTAT A 655,0 654,7 655,1
A 636,6 635,9 635,1
R? 0,9980 0,9984 0,9967
Ax 0,06 0,13 0,11 0,05
Ax 1,01 1,19 1,28 1,04
CTAB Ay 655,0 655,7 655,0 654,0
A 636,5 635,7 635,7 635.4
R? 0,9892 0,9967 0,9923 0,9967
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9.3 Priloha3

Obr. 32: Vizualizace gelu vzniklého ve vzorku s obsahem 1 mM CTAB/0,1 % hm. AcH1
ve fyziologickém roztoku

9.4 Priloha 4

Obr. 33: Vizualizace gelu vzniklého ve vzorku s obsahem 25 mM CTAB/0,1 % hm.
AcHI ve fyziologickém roztoku
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