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ABSTRAKT

V této bakalafské praci byly studovany interakce mezi hyaluronanem a kationtovym
septonexem pomoci stacionarni a ¢asové rozliSené fluorescence vyuzitim fluorescenéni sondy
pyrenu a 1-naftolu. Nejprve byla zjisténa kriticka micelarni koncentrace septonexu. V ptipadé
obou fluorescen¢nich sond byla studovana oblast pod a nad kritickou micelarni koncentraci.
Bylo zjisténo, ze 1-naftol podléhd velmi rychlé deprotonaci ve vodném roztoku, zatimco
V pfitomnosti micel je rychlost deprotonace vyznamné snizena. V systému hyaluronan —
septonex se ukazalo, ze tvorba agregatti nastava pii nizSich koncentracich, neZ je tomu u
systému bez hyaluronanu. Molekuly sondy jsou nad kritickou micelarni koncentraci
pravdépodobné rozdéleny mezi hyaluronan — septonex agregaty a volné micely.

ABSTRACT

In this bachelor thesis were studied interactions between hyaluronic acid and cationic
septonex by steady-state and time-resolved fluorescence with fluorescence probes pyrene and
1-naphthol. At first was determined critical micelle concentration of septonex. In the case of
both fluorescence probes was studied area below and above critical micelle concentration. It
was found, that 1-naphthol undergo very fast deprotonation in aqueous solution, while in the
present of micelles the rate of deprotonation is ¢ significantly retarded. In the system of
hyaluronic acid — septonex it was observed, that formation of aggregates occurs at lower
concentrations than in the system without hyaluronic acid. Molecules of probe are probably
distributed between hyaluronic acid — septonex aggregates and free micelles above critical
micelle concentration.

KLICOVA SLOVA

Kyselina hyaluronova, tenzid, pyren, 1-naftol, pfenos protonu v excitovaném stavu,
stacionarni a ¢asové rozliSena fluorescence

KEY WORDS

Hyaluronic acid, surfactant, pyrene, 1-naphthol, excited state proton transfer, steady-state
and time-resolved fluorescence
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1 UVOD

ey ee

vyuzitim jsou stale jest¢ na zacatku. Je fe¢ o kyselin¢ hyaluronové. V dne$ni dob¢ je tato latka
znama 1 Siroké vetejnosti jako piisada v nosnich sprejich ¢i v kosmetickych piipravcich proti
vraskam. Jeji potencidl ale saha mnohem vyse. Vyzkum kyseliny hyaluronové je soustfedén
na vyvoj nosici pro cilenou distribuci 1é¢iv a to z divodu, ze s rakovinou je spojena stale
vysoka umrtnost. Bylo prokazano, ze na povrchu rakovinnych bunék se hojné vyskytuji
receptory CD44 a RHAMM, které na sebe vazi hyaluronan. V téchto mistech se hyaluronan
nachdzi ve vysoké koncentraci, coz vede kurychleni ristu nadoru a jeho metastdzam.
Imunitni systém se diky hyaluronanu proti rakovinnym buiikdm nebrani. Jedna z moznosti
lécby rakovinného bujeni je podavéani cytostatik. Jejich plisobenim je zastaven rist
nadorovych bunék. Problémem vsak je, Ze je tento efekt nespecificky a zasahuje i zdravou
tkan, coz zpusobuje silné nezadouci ucinky jako je nevolnost, ztrata vlast, zvraceni atp.

Cilena distribuce 1é¢iv by vSak mohla tyto potize vyfesit. Do organismu by se vpravilo
polymerni micelarni 1é¢ivo tvofené hyaluronanem s navazanym kationtovym tenzidem.
Léciva latka zakomponovana v jadie micely by se tak dostala ve vysoké koncentraci piimo
Kk rakovinnym butnikam a to pravé diky interakci hyaluronanu s receptory CD44 a RHAMM.
Byla by tak zajisténa dostatecné selektivni a efektivni 1écba bez vSech nezadoucich ucinkda.

V této bakalatské praci je studovan systém hyaluronan s kationtovym tenzidem pomoci
staciondrni a ¢asové rozliSené fluorescence. Stacionarni a ¢asové rozliSend fluorescence patii
mezi nejrozsitenéjsi metody, které popisuji fyzikalni, chemické a biologické systémy. Jsou ale
vyuzivany 1 v klinické chemii, pfi monitorovani prostfedi, buné¢ném zobrazovani ci
genetickych analyzach. Pomoci téchto metod mizeme odhalit mnoho informaci o daném
systému, napt. K jakym interakcim v systému dochazi a jak se bude dany systém chovat.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Luminiscence

Luminiscence je emise svétla jakékoliv latky, ktera nastava excitaci elektronu ptisobenim
jiného zateni, naptiklad tepelného zareni atp. Existuje vice druhti luminiscence, napf.
chemiluminiscence (patii sem i bioluminiscence), fotoluminiscence atd. Fotoluminiscence se
déli v zavislosti na povaze excitovaného stavu. Jedna se o fosforescenci a fluorescenci.

2.1.1 Fosforescence

Fosforescence je emise svétla vychézejici z tripletového excitovaného stavu, ve kterém ma
elektron v excitovaném orbitalu stejné orientovany spin jako elektron v zakladnim stavu.
Ptechod do zakladniho stavu je zakazany. Fosforeskujici latky zati po nékolik minut, zatimco
se excitovany elektron pomalu vraci do zakladniho stavu [1].

2.1.2 Fluorescence

Sir John Frederick William Herschel v roce 1845 poprvé pozoroval fluorescenci chininu,
ktery je pfitomny naptiklad v toniku. Je mozZné vidét slaby modry odlesk na povrchu toniku,
ktery je vystaven ultrafialovému zafeni. V excitovaném singletovém stavu maé elektron
opatny (antiparalelni) spin s elektronem v zakladnim stavu. Pfi navratu elektronu ze
singletového stavu S; do zakladniho stavu Sp dochéazi velmi rychle k emisi fotonu. Doba
zivota fluorescence je vifadu nanosekund. Fluorescence se vyskytuje nejCastéji u
aromatickych molekul, zfidka pozorujeme fluorescenci 1 u anorganickych molekul [2].
Takové latky, které mohou po absorpci zéafeni ¢ast pfijaté energie vyzafit ve formée svétla, se
nazyvaji fluorofory. Jedna se o vyzareni ze singletového stavu, nikoliv z tripletového.

2.1.3 Fluorescencni sondy

Fluorescencni sondy se vyuzivaji pro cilené znaceni molekul. Jednd se o nevlastni
fluorofory, které se ke zkoumané molekule védZou nekovalentné a méni pfitom své
fluorescenéni vlastnosti. Dilezitym faktorem k poskytnuti potfebnych informaci je volba
fluorescenéni sondy. Napiiklad pfi pouziti akridinové oranZe jako fluorescencni sondy
muzeme vizualizovat a identifikovat chromozomy nukleovych kyselin, naopak pouzitim
2-p-toluidinonaftalen-6-sulfonatu 1ze zkoumat polaritu prostiedi [3].

2.1.31 Pyren

Jedna se o polycyklicky aromaticky uhlovodik, ktery sestava ze Ctyf spojenych
benzenovych kruhii a ktery se vyznacuje vysokou symetrii.

Pyren je Casto vyuZzivana fluorescen¢ni sonda, kterd reaguje na polaritu prostiedi. Pfi
zkouméni polarity prostfedi se vyuziva intenzita fluorescence pii vinové délce A = 373 a
383 nm, coz odpovida prvnimu a tietimu vibra¢nimu pasu. Pomér intenzit téchto dvou pasu -
l1/l3 se oznacuje jako emisni polaritni index (EmPI), ktery poskytuje informaci o polarité

Vv okoli pyrenu, ¢ehoz se vyuziva pii stanoveni kritické micelarni koncentrace (CMC) [4], [5].
8



Obr. 1: Struktura pyrenu

Kolem kritické micelarni koncentrace vznika excimer (Ex), jehoz maximum intenzity
fluorescence se nachazi pii vilnové délce A = 470 nm. Pfi stanoveni CMC se vyuziva také
pomér excimer ku monomeru (Ex:Mo). Maximum intenzity fluorescence monomeru se
nachdzi pfi vinové délce A = 373 nm, kterd odpovida prvnimu emisnimu piku pyrenu.
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Obr. 2: Emisni spektrum pyrenu, kde se koncentrace tenzidu zvysuje od 1 po 3 kolem kritické
micelarni koncentrace

2.1.3.2 1-Naftol

1-Naftol je aromaticka uhlovodikova sloucenina s chemickym vzorcem CioH;OH. Za
normdlnich podminek je to bezbarva krystalicka latka. Hydroxylova skupina naftolu je
mnohem reaktivné&j$i nez u fenold. Jedna se tedy o fluorescenc¢ni sondu, ktera diky
reaktivnosti hydroxylové skupiny podstupuje pienos protonu v excitovaném stavu [14], [15].



OH

Obr. 3: Struktura 1-naftolu
2.1.4 Jablonskiho diagram

Procesy, ke kterym dochazi mezi absorpci a emisi svétla, jsou obvykle ilustrovany pomoci
Jabtonskiho diagramu. Diagram zndzornuje zakladni a dvé excitované singletové hladiny So, S;
a Sp. V kazdé z téchto elektronovych energetickych hladin mtze fluorofor existovat v celé
fad¢ vibracnich energetickych hladin 0, 1, 2 atp. Pfechody mezi stavy jsou ilustrovany
svislymi ¢arami. Po absorpci svétla je fluorofor excitovan do vyssi vibra¢ni hladiny bud’ S,
Sz nebo i vySe Absorpce a emise se vyskytuji prevazné u molekul s nejnizsi vibraéni energii.
Molekuly v kapalnych roztocich se rychle uvoliuji do nizsi vibra¢ni hladiny S;. Jedna se o
tzv. vibracni relaxaci. Nezarivy piechod elektronu z vyssiho excitovaného stavu na nizsi
excitovany stav je oznacovan jako vnitini konverze. Molekuly, jejichz dvojice elektronli
Vv excitovaném tripletovém stavu maji stejny (paralelni) spin, v S; podléhaji konverzi spinu do
prvniho tripletového stavu T1. Emise z T; se nazyva fosforescence. Piechod elektronu z S1 na
T1 se nazyva mezisystémovy piechod. Pfechod elektronu z T; na zékladni singletovy stav je
zakazany. Pfechod z S; na Sy se nazyva fluorescence.

A
E

S —o

Mezisystémovy prechod
S, - e

Absorpce

Obr. 4: Jabfonskiho diagram
2.1.5 Stacionarni a ¢asové rozliSena fluorescence

Me¢fteni fluorescence muze byt klasifikovano do dvou typli méfeni: stacionarni a casové

vvvvvv
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osvétlen kontinudlnim paprskem svétla a je méfena intenzita fluorescence. Dostavame stiedni
hodnotu intenzity fluorescence. Intenzita stacionarni fluorescence je dana rovnici [1]:

_ —t/t _
|SS_I|O-e dt=1,7,
0

kde t je doba zivota a |, je intenzita fluorescence v ¢ase t=0. Hodnota |, zavisi na

koncentraci fluoroforu. Intenzita stacionarni fluorescence je tedy piimo umérna dob¢ Zivota.
Casové rozlisena fluorescence se vyuZiva pii méfeni poklesu anizotropie fluorescence a

poklesu intenzity v case, diky kterym dostdvame informaci o dob& zivota fluoroforu.
Anizotropie fluorescence poskytuje informace o rotacnich pohybech fluoroforu. Vzorek je
vystaven pulzu budiciho zafeni. Délka pulzu je obvykle krat$i nez doba Zivota vzorku. Casové
rozliSena fluorescence je Siroce vyuzivana diky informacim, které jsou dostupné z udajii ve
srovnani se stacionarnim métfenim. Stacionarni méfeni poskytne pouze primérnou hodnotu
intenzity fluorescence. Mnoho informaci o molekule je tak ztraceno. Casové rozlisené méfeni
fluorescence poskytuje informace o dobé¢ setrvani fluoroforu v excitovaném stavu a poc¢tu dob
zivota. Naptiklad makromolekuly miiZzou existovat ve vice nez jedné konformaci a doba
Zivota vazané sondy muze na konformaci zaviset. Vyhasinani fluorescence mtize ukdzat dvé
doby zivota a tedy piitomnost vice nez jednoho konformac¢niho stavu. Pfi pfenosu energie
vyhasinani fluorescence ukazuje, jak jsou akceptory distribuovany v prostoru kolem donort.
Casové rozlisena fluorescence ukazuje, zda je zhaseni v diisledku dynamického zhaseni nebo
vzniku komplexu s fluoroforem v zakladnim stavu. Intenzita a anizotropie ¢asové rozliSené
fluorescence je ddna exponencidlni zavislosti [1]:

Il =1,-e""

r=r e tlo.
kde 0 je rota¢ni korelacni Cas, za ktery se molekula otoc¢i o jeden radian a r, je anizotropie

v ¢ase t = 0. Rotacéni korela¢ni ¢as zavisi na velikosti molekuly a jeji molekulové hmotnosti.

2.15.1 Metoda time — correlated single — photon counting

Pii metod¢ time — correlated single — photon counting (TCSPC) je vzorek excitovan pulsem
svétla. Podminky TCSPC jsou takové, aby byl detekovan méné nez jeden foton na excitacni
puls. Rychlost detekce je zpravidla jeden foton na sto excita¢nich pulst. Je méfen ¢as mezi
excitatnim pulsem a pozorovanym fotonem, ktery je ulozen v histogramu. Osa x histogramu
udava Casové Useky, tzv. kandly a osa y pocet detekovanych fotond pro dany casovy usek.
Pokud je detekovan méné nez jeden foton na excitac¢ni puls, histogram ma klesajici pribeh
podobajici se ving.

11
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Obr. 5: Princip TCSPC [1]

Pro méfeni ¢asového zpozdeéni mezi excitaci a emisi se pouziva specializovand elektronika.
Experiment zacina excitacnim pulzem, ktery vybudi fluorofor ve vzorku a posila signal do
elektroniky. Tento signal prochazi ,,costant fraction discriminator (CDF), ktery pfesn¢ zméfi
Cas pfichodu pulsu. Tento signal pak prochézi ,time-to-amplitude converter” (TAC), ktery
generuje schodek napéti linearné se zvysujici s ¢asem na nanosekundovém casovém useku.
Druhy kanél detekuje signél z jediného fotonu. Cas p¥ichodu signalu detekovaného fotonu je
presné urcen pomoci CFD, ktery posild signél k zastaveni rastu napéti. TAC nyni obsahuje
napéti imérné Casovému zpozdéni Ar mezi excitatnim a emisnim signalem. V piipadé
potieby je napéti zesileno pomoci ,,programmable gain amplifier (PGA) a pfevedeno na
¢iselnou hodnotu pomoci ,,analog-to-digital converter (ADC). Aby se minimalizovaly
chybné hodnoty, je signal omezen na dany rozsah napéti. V piipad¢, Ze signdl neni v tomto
rozsahu, je tato udalost potlatena pomoci ,,window discriminator* (WD). Napéti je prevedeno
na digitalni hodnotu, ktera je ulozena jako jedna udalost s méfenym Casovym zpozdénim.
Histogram je méfen opakovanim tohoto procesu nékolikrat za sebou. V soucasné dobé se
témet vSechna méteni provadi v reverznim modu, ktery Setii elektroniku. Proces je stejny jako
v pfedchozim pfipad€ s vyjimkou, ze emisni puls spousti TAC a excitani puls zastavuje
TAC. Tento postup je uzivan diky vysoké rychlosti opakujicich se pulstt modernich zdroju
pulsniho zafeni. TAC musi byt resetovan a vynulovan pted kazdym spusténim pulsu, ktery
trva jen omezenou dobu. Jestlize startovaci signal dorazi pfili§ brzy, TAC mtlze byt stile
vyresetovan. Pulsy emise spousti TAC a excita¢ni puls zastavuje TAC.
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Obr. 6: Schéma TCSPC [1]

2.2 Prenos protonu v excitovaném stavu

V tivodu Ize poznamenat, Ze dynamika reakci v poldrnim rozpoustédle je fizena solvataci.
Nejjednodussi piiklad takové reakce je disociace kyseliny: HA— H™ + A™. V nepolarnim
prostfedi je tento proces endotermicky a nevyhodny diky vysoké energetické bariéte.
Disociace kyseliny v polarnim rozpoustédle se stava vyhodnou diky solvataci produktd
(proton a anion) a pfechodnému stavu. Bylo prokazano, ze dynamika solvatace molekulami
vody je vyrazné pomalejsi v organizovanych utvarech [15].

Acidita a bazicita mnoha molekul se méni v excitovaném stavu. 1-naftol je v zakladnim
stavu slaba baze, ale ve vodném roztoku v excitovaném stavu je silnou kyselinou. Takové
molekuly, které se stavaji kyselinou pfi excitaci fotonu, se nazyvaji fotokyseliny. Ptenos
protonu v excitovaném stavu (ESPT) 1-naftolu je velmi rychly ve vodném prostredi. ESPT by
mél byt snadnéjsi v prostfedi methanolu diky tomu, ze methanol je lepsi akceptor protonu nez
voda. Nicmén¢ k ESPT I-naftolu v prostiedi methanolu nedochazi. V organizovanych
utvarech napf. cyklodextrinu ¢i micelach a lipidech je stericka piekazka pro molekuly vody
K solvataci neutralni molekuly nebo iontu mnohem vétsi nez ve vode. V disledku sterické
prekazky a dalSich lokélnich interakci je pohyb molekul vody v téchto organizovanych
utvarech vysoce omezeny. NedostateCnd solvatace molekul a iont (H+ a A*)l-naftolu

vyrazn¢ zpomaluje ESPT v cyklodextrinu [21], micelach [22] a lipidech [23] v rozsahu o 1-2
fady ve srovnani s vodou. Rozpoustédla pusobi na ESPT 1-naftolu (R*OH) v mnoha
ohledech. Rozpoustédlo ovlivituje difuzni separaci a rekombinaci zdvojené¢ho aniontu (R*O*)
a protonu. Pfenosem protonu v excitovaném stavu lze zjistit, jak se chova systém polymer-
tenzid a jak spolu interaguji ve vodnych roztocich [6], [9], [10].

Ve vodnych roztocich polymery snadno tvoii agregaty s tenzidy nad hodnotu konkrétni
koncentrace znamé jako kriticka asociacni koncentrace (CAC) [9], [10] diky hydrofobnimu
efektu. To se stavd u stejné nabitého tenzidu a polymeru a u opacné nabitych pievlada
elektrostaticka interakce. CAC pro systém polymer — tenzid je casto mnohem niz§i nez
kritickd micelarni koncentrace (CMC). V ptitomnosti polymeru v tenzidu nad CMC, systém
obsahuje polymer-tenzid agregaty a nevazané micely.
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Schéma 1: Kinetické schéma popisujici pfen0s protonu v excitovaném stavu:

- kPT . kdiss .
(ROH) +H,0 < (RO™"..H,0")> RO~ +H,0"
1 Keon L Kro ! Ko
ROH RO" RO"

Pfenos protonu v excitovaném stavu sestava z nc¢kolika krok: ultra rychld deprotonace
tvofi zdvojeny iontovy par (RO’*....H30+), ktery je nésledovan rekombinaci a také jeho
disociaci. ESPT v komplexu polymer — tenzid je v souladu s modelem perlového nahrdelniku
[11], [12]. Dle modelu perlového nahrdelniku si mizeme piedstavit usporadani micel
Vv fetézci polymeru. Agregaty systému polymer — tenzid tvoti fadu sférickych micel, které jsou
obklopené ¢astmi fetézce polymeru. Sférické micely predstavuji korale a makromolekularni
fetizky ptedstavuji vldkno. Toto usporadani piipomina perlovy nahrdelnik, podle kterého je
tento model pojmenovan.

R
LI
S

Obr. 7: Uspordddni micel v Fetézci polymeru dle modelu perlového nahrdelniku [14]
2.2.1 Intramolekularni pfenos protonu v excitovaném stavu

Vznik ICT (vnitini pfenos naboje) ukazuje, ze distribuce elektronu muze byt rizna pro
fluorofor v zakladnim nebo excitovaném stavu. To miZze vést ke zménam ionizace
V excitovaném stavu. Jeden z pfikladli je intramolekuldrni pfenos protonu v excitovaném
stavu (ESIPT). Nejprve dojde k excitaci molekuly a poté k uvolnéni ¢asti ptebyteéné energie
ve form¢ zafeni. Zaroven ale mlze dojit k pfenosu protonu pies vznikajici intramolekulérni
vodikovou vazbu nebo vazbu mezi molekulou rozpoustédla, pfi¢emz vznika tautomer, ktery
uvolni ¢ast energie ve formé zafeni o jiné vinové délce. Proces ESIPT muze probihat velmi
rychle, protoZe je pfeneseny proton jiz u akceptoru protonu v okamziku buzeni.

2.3 Asociativni (micelarni) koloidy

Jedna se o nizkomolekularni latky, které tvoii pravé roztoky. Avsak po pirekroceni urCité
koncentrace molekuly zacinaji asociovat a vytvaii ¢astice koloidnich rozmért, tzv. micely.
Vlastnosti téchto roztokli zavisi na okamzitych fyzikalnich podminkéch, napf. na teplot¢,
tlaku a koncentraci. Micelarni koloidy jsou tedy reverzibilni systémy [17].
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Molekula téchto roztokd musi byt amfifilni neboli amfipatickd a skladd se z lyofilni a
lyofobni ¢asti. Lyofilni ¢ast ma velkou afinitu k rozpoustédlu a je tedy v daném prostiedi
rozpustna, zatimco lyofobni ¢ast ma malou afinitu k rozpoustédlu a je v daném prostiedi
nerozpustnd. Diky kontaktu s rozpoustédlem je lyofobni ¢ast micelarniho koloidu pfi¢inou
asociace. Molekula musi obsahovat silné polarni skupinu a dostatecné dlouhy uhlovodikovy
fetézec. Tyto latky nazyvame také jako povrchové aktivni latky (PAL), protoze snizuji
povrchové napéti, nebo také tenzidy ¢i detergenty.

lvofilni cast

@ rnnnn

Ivofobni cast

Obr. 8: Struktura povrchové aktivni latky, kde lyofilni ¢ast — hlava prredstavuje silné polarni skupinu a
lyofobni cast dlouhy uhlovodikovy retezec

2.3.1 Déleni povrchové aktivnich liatek

Povrchové aktivni latky délime na iontové (kationtové, aniontové nebo amfoterni) a na
neiontové neboli neutralni podle toho, jak jsou ve vodném prostiedi schopné disociovat.
Mezi aniontové PAL patii alkalické soli vys$sich mastnych kyselin (pfirozend mydla). Skupina
COOQO" je ve vodé rozpustna, zatimco uhlovodikovy fetézec predstavuje Cast nerozpustnou.
Dal8im ptfikladem je siln¢ kyselda skupina —SOzH. Soli alkylsulfonovych kyselin tvofi také
micely, napt. dodecylsulfat sodny Ci,H,s0SO3Na. Mezi kationtové PAL patii pyridinové
slou€eniny, které jsou substituované na atomech dusiku a soli Etyfsytnych amonnych bazi,
napt. cetyltrimethylamonium bromid C;9H42BrN nebo septonex C,;HaBrNO,. Neiontové
PAL nejsou schopné disociace a nemaji tedy naboj. Obsahuji vétSinou aminové, hydroxylové
nebo esterové skupiny a dlouhy uhlovodikovy fetézec. Mezi neiontové PAL patii napf.

dodecylether tetraethylenglykolu.
0

P

HAC 0 CH,

+

HyC —N*—CH, Br

CHy
Obr. 9: Kationtovy tenzid septonex

2.3.2 Vznik micel

Ve velkych ziedénich tvofi micelarni koloidy pravé roztoky. Zavislosti riznych fyzikalnich
vlastnosti na koncentraci vykazuji zlom pfii ur¢ité koncentraci, ktery pozorujeme jen u téchto
roztokli. Tato koncentrace je oznaCovana jako kritickd miceldrni koncentrace. Kriticka
micelarni koncentrace je nejvyssi koncentrace, pii které se PAL vyskytuje v molekulové
(iontové) formé. Tato koncentrace je specifickd pro kazdy tenzid. Ve vodném prostiedi je
dosazeno minimalniho styku mezi molekulami rozpoustédla a lyofobni ¢asti molekuly. PAL
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se orientuji nepolarnim fetézcem dovnitf micely a polarni skupinou ven. Uvniti micely tak
vznikd nepolarni prostiedi, kde mohou byt rozpusStény latky hydrofobniho charakteru.

Nad hodnotu CMC asociuji molekuly rozpusténé latky ve vétsi celky — micely. Na kiivce
zavislosti fyzikalnich vlastnosti na koncentraci PAL nastadva dalsi zlom, ktery je pfipisovan
tzv. druhé CMC [18], pii které nastava zména v typu agregace, ¢i zména interakce
micela — micela, monomer — micela atp. Micely maji ve zfedénych roztocich kulovy tvar,
mluvime proto o sférickych micelach [17]. V koncentrovanych roztocich vznikaji lamelarni
micely slozené ze dvou vrstev PAL.

A
AN

Obr. 10: Struktura micely

2.3.3 Obracené micely

V nékterych ptipadech v nevodném prostiedi vznikaji tzv. obracené micely. Uhlovodikoveé
fetézce smefuji ven do nepoldrniho prostiedi, zatimco jadro tvoti polarni skupiny. Kriticka
micelarni koncentrace vSak byva obtizné definovana. Pfechod z pravého roztoku na koloidni
nastava v $irokém intervalu koncentraci. Siln¢€ polarni jadro micely snadno solubilizuje vodu,
takze je velmi obtizné pfipravit bezvody roztok. Jadro obracené micely je diky své polarité
vhodnym prostiedi pro katalyzu nékterych chemickych reakei.

ZnS

Obr. 11: Struktura obrdcené micely

2.4 Hyaluronan

Kyselina hyaluronova byla poprvé izolovana v roce 1934 z hovéziho sklivce Karlem
Meyerem a jeho asistentem Johnem Palmerem. Jedna se o pfirozené se vyskytujici linearni
biopolysacharid, ktery se skladda ze dvou opakujicich se disacharidovych jednotek.
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Disacharidova jednotka se skladd z monomeru D-glukuronové kyseliny a monomeru
N-acetylglukosaminu.

2.4.1 Chemicka struktura hyaluronanu

Kyselina D-glukuronova je spojena s N-acetylglukosaminem glykosidickou vazbou -1,3.
Jednotlivé disacharidové jednotky se spojuji v polymer glykosidickou vazbou -1,4. VSechny
objemné skupiny disacharidu (hydroxylové, karboxylové) jsou ve stericky vyhodné
ekvatorialni pozici, zatimco vSechny malé vodikové atomy zaujimaji méné vyhodnou axialni
pozici. To znamena, ze struktura disacharidu je energeticky velmi stabilni. Axialni vodikové
atomy predstavuji hydrofobni Cast, zatimco ekvatoridlni boc¢ni fetézce predstavuji hydrofilni
cast [19].

Pocet opakujicich se disacharidovych jednotek muze ptesahovat 10 000 a molekulova
hmotnost se tak mize pohybovat kolem 4 MDa, coz je 400 daltond na kazdy disacharid.
Délka fetézce pak muze dosahovat 10 pum, coz je délka primérného erytrocytu (Cervené
krvinky).

Ve vodném prostiedi podléha karboxylovd skupina disociaci. Na zaporné nabitou
karboxylovou skupinu se pak iontovou silou mohou navézat kationty. Hyaluronan je schopen
pojmout vodu (az tisicinasobek vlastni hmotnosti). Je to umoznéno diky jeho struktute, ktera
nese velké mnozstvi hydroxylovych skupin.

OH
COOH

T po
T~
HO OH

NH- »
/
CH5CO

Obr. 12: Struktura kyseliny hyaluronové

2.4.2 Vyskyt, vlastnosti a pouziti hyaluronanu

Hyaluronan se vyskytuje prakticky ve vSech tkanich obratlovct. Nachazi se ve vétSing
pojivovych tkanich (v synovialni tekutin€, o¢nim sklivci, pupecni $ntte), v kuzi, ledvinach,
plicich, mozku, svalové tkani a v kohoutich hiebincich. Je také vazany v mezibunécném
prostoru (matrix). Vyskytuje se v organismu spiSe jako sodna ¢i draselna sil.

Hyaluronan vykazuje riizné biologické u¢inky v zavislosti na molekulové hmotnosti. Cim
napomaha dobré pohyblivosti kloubu jako lubrikant, v kuzi zajistuje spravnou hydrataci a
udrzuje tvar (o¢ni bulva). Je také biokompatibilni, biodegradabilni a imunogenni. Hyaluronan
je diky svym unikatnim vlastnostem hojné vyuzivan v mnoha odvétvich klinické mediciny,
napt. pi1 doplnéni kloubni tekutiny, v ocni chirurgii, usnadiiuje hojeni a regeneraci ran a také
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nachazime jeho vyuziti v cilené distribuci 1é¢iv nebo v kosmetickém primyslu jako ptipravek
proti vraskam.

2.4.3 Syntéza a odbouravani hyaluronanu

Bunécéné syntéza hyaluronanu je unikatni a velmi fizeny proces. Hyaluronan je pfirozené
syntetizovan enzymem hyaluronan syntdzou (HAS). Jedna se o integralni membranové
proteiny, které jsou pevné vazané k membrané. HAS spojuje aktivovanou glukuronovou
kyselinu  (UDP-glukuronovou  kyselinu) s aktivovanym  N-acetylglukosaminem
(UDP-N-acetylglukosaminem). Hyaluronan je syntetizovan na vnitinim povrchu plazmatické
membrany a poté je vysouvan z buiiky do extracelularniho prostoru.

Odbouravani hyaluronanu je zplGsobeno enzymem hyaluroniddzou, ktery Stépi
vysokomolekularni hyaluronan na oligosacharidy [19].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Kalyanasis Sahu et al. se v€novali problematice studia pfenosu protonu v excitovaném
stavu Vv systému protein — tenzid. Pfenos protonu v excitovaném stavu pyraninu
(8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonat) byl studovan v komplexu lysozym — CTAB pomoci
fluorescen¢ni  spektroskopie. Aniontova sonda pyranin velmi silné vaze kationtovy tenzid
CTAB. Pyranin ve vodném roztoku vykazuje dva hlavni piky Vv absorpénim spektru, které
jsou priipisovany protonované form¢é (ROH) a deprotonované formé¢ (RO’) [8]. Pomoci
stacionarni fluorescence bylo zjisténo, ze po piidani lysozymu do vodného roztoku pyraninu
doslo ke zvySeni intenzity fluorescence ROH a soucasné ke snizeni intenzity fluorescence
RO". Pomér intenzit fluorescence ROH a RO™ forem naznacuje potlaceni pfenosu protonu
Vv excitovaném stavu pyraninu v piitomnosti lysozymu. Lysozym a CTAB tvofi supra-
molekularni utvary diky hydrofobni interakci, ve které je rychlostni konstanta pienosu
protonu vyrazn¢ zmensena. Rychlostni konstanta deprotonace neutralni formy a rekombinace
a disociace zdvojeného iontového paru uvnitf agregati lysozym — CTAB je vys§i nez
v micelach CTAB. To poukazuje na rozdilnost prostiedi pyraninu v agregatech
lysozym — CTAB oproti prostiedi v micelach CTAB [13].

Sukul et al. se zabyvali studii interakce mezi polymerem polyvinylpyrrolidonem (PVP)
s aniontovym tenzidem dodecylsulfatem sodnym (SDS) vyuZitim pfenosu protonu
V excitovaném stavu pomoci 1-naftolu. Bylo prokazano, Ze 1-naftol podléha velmi rychlé
deprotonaci ve vodném roztoku. Pokud v bezprostfednim okoli molekul 1-naftolu nebude
dostupny adekvatni po¢et molekul vody, bude pienos protonu v excitovaném stavu do znacné
miry potlacen. Pokud se 1-naftol vaze ve vodném roztoku Vv agregatech organizovanych do
utvard napt. micel a cyklodextrinu, pocet molekul vody kolem 1-naftolu klesa a dochazi tak
k vyraznému potlaceni pfenosu protonu v excitovaném stavu (ESPT). Stanoveni rychlosti
ESPT 1-naftolu vazaného do PVP — SDS agregati bylo studovano pomoci ¢asové rozlisené
fluorescence neutralni a aniontové formy. Bylo prokazano, ze v nepfitomnosti SDS se
1-naftol nevaze na polymer PVP.

Autofi dospéli k zavéru, ze 1-naftol se snadno vaze do PVP — SDS agregatt. Preruseni
intenzity neutralni formy je ptipisovano CAC pro dany systém a je 10 krat nizsi nez CMC
SDS. V komplexu PVP — SDS drtiva vétsina molekul viibec nepodléha deprotonaci. Na rozdil
od SDS micel zistava anion 1-naftolu vazan v PVP — SDS komplexu. Souhrnem lze fici, ze
mikroprostiedi sondy v PVP — SDS komplexu je velmi odlisné od prostiedi SDS micel.
V PVP — SDS komplexu jsou Vv podstaté dvé ruzna prostfedi. V jednom z nich polymerni
fetézec chrani molekuly 1-naftolu pfed molekulami vody, coZ ma za nasledek témér uplné
potlaceni deprotonace. Ve druhém prostiedi zlstava sonda castecné vystavena molekuldm
vody. Ale ptenos protonu v excitovaném stavu je mnohem pomalejsi, nez kdyZ je sonda ve
vodném roztoku zcela vystavena molekulam vody [14].

P. Dutta et al. studovali pienos protonu v excitovaném stavu pomoci 1-naftolu v systému
polymer hydroxypropylceluléza (HPC) — tenzid SDS. ESPT 1-naftolu je vyrazné zpomalen
v HPC — SDS agregatech nad CAC. Nad CMC SDS jsou molekuly 1-naftolu rozlozeny mezi
HPC — SDS agregaty a mezi volné micely SDS. Interakce mezi polymerem a tenzidem vede
k formaci perlového nahrdelniku. Souhrnem lze fici, Ze se I1-naftol snadno vaze do

HPC — SDS agregati a ESPT 1-naftolu je vyrazné zpomalen v agregatech, které obsahuji
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HPC a tenzid SDS. Vykresleni podilu intenzit fluorescence aniontové a neutralni formy
ukazuje preruseni, které odpovida CAC SDS pro HPC.
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Obr. 13: Zavislost poméru intenzit fluorescence aniontové a neutralni formy I-naftolu na koncentraci
SDS [15]

Emisni spektra ukazuji, ze drtiva vétSina molekul 1-naftolu v agregatech HPC — SDS viibec
nepodléha deprotonaci. Intenzita fluorescence neutralni formy je snizena. HPC — SDS
agregaty zpusobuji mnohem vétsi zvySeni intenzity fluorescence neutralni formy, nez které
jsou zpusobeny micelami SDS. Zména intenzity fluorescence neutralni formy 1-naftolu
(R'OH) s HPC a SDS naznatuje, 7e mikroprostfedi 1-naftolu vHPC — SDS se¢ mén

s koncentraci SDS. Anion 1-naftolu vazaného v HPC — SDS vykazuje jinou dobu Zivota nez v
prostiedi vody. Nad CMC, kdy jsou tvofeny volnymi molekulami tenzidu SDS micely, jsou
molekuly 1-naftolu rozdéleny mezi HPC — SDS agregity a micely. Se zvySovanim
koncentrace SDS se piispévek 1-naftolu v SDS micelach zvysuje [15].

Kombarova a Il'ichev se vénovali studiu pifenosu protonu ve vodnych roztocich
poly(methakrylové kyseliny) (PMA) vyuzitim fluorescenéni sondy 1-hydroxypyrenu (HP).
Vyuzitim FTIR bylo zjisténo, ze protolyticka fotodisociace 1-hydroxypyrenu ve vodeé je velmi
pomala. Mald rychlostni konstanta pifenosu protonu v excitovaném stavu je neménnd
se diky velmi pomalé reakci s vodou vyuziva jako idealni fluorescencni sonda pii studiu
bimolekularni reakce pienosu protonu. Bylo zji§téno, ze polyanion PMA je neefektivni jako
akceptor protonu pro excitovany HP. ESPT mezi HP a PMA byl vyznamné urychlen
v ptitomnosti kationtového tenzidu, ale jen v pfipadé, ze byly vytvofeny agregaty
polymer — tenzid (kde [DTAC] > CAC) a HP byl solubilizovan v téchto agregatech. Data
casové rozlisené fluorescence ukazuji, ze kinetika pfenosu protonu reakce v kationtovych
tenzidovych utvarech stabilizovanych reaktivnim polyaniontem se vyrazné 1i8i od ziskanych
vysledkii v pfitomnosti malého protiionu. Fluorescenéni data dokazala kooperativni
protonizaci PMA v HP lokalizovaném v komplexu PMA — DTA. To je pfisuzovano selektivni
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protonaci COO" skupin, které intereaguji s fotokyselinami. Zavislost pH ptfechodu muize byt
spojena s konforma¢nimi zménami v komplexu polymer — tenzid [16].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Kyselina hyaluronova Contipro Biotech s.r.o. (M, =936 kDa)
Cislo Sarze: 213-4160

Fluorescencni sondy 1-Naftol: Sigma-Aldrich Chemie
CAS: 90-15-3
Cislo Sarze: BCBJ8068V

Pyren: Fluka
CAS: 129-00-0
Cislo 3arze: 430166/1

Povrchové aktivni litka Septonex: GNB chem, a.s.
CAS: 10567-02-9
Cislo sarze: 910SEP002

4.2  Pristroje a zatizeni
4.2.1 Pristroj Fluorolog

Na pfistroji Fluorolog HORIBA Jobin Yvon byla méfena stacionarni fluorescence. Jako
excita¢ni zdroj byla pouzita xenonova vybojka (450 W) a byla snimana intenzita fluorescence
v kolmém sméru na excitacni paprsek.

Polychromatické zafeni prochédzi excitatnim monochromatorem, kde je vybrana urcita
vlnova délka. Toto zafeni prochdzi kyvetou se vzorkem s optickou drahou 1 cm. Dochazi
k vybuzeni fluoroforu a po prichodu emisnim monochromatorem Se snima emitované svétlo
pomoci fotonasobice.

Monochromator ‘\,Ie:ma cela se vzorkem
Excitacni
vinova délka
Emisni vinova
délka
#| Deteltor
Xe lampa Monochromator

Obr. 14: Schéma méreni staciondrni fluorescence

4.2.2 Pristroj Fluorocube

Na pristroji Fluorocube HORIBA Jobin Yvon byla méfena ¢asové rozlisena fluorescence.
Tento piistroj vyuziva metodu TCSPC (viz kapitola 2.1.5.1). Je pouzivana sada excitacnich
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NanoLED diod s pracovni frekvenci 1 MHz. Piistroj diky TBX pikosekundovému detektoru
méii s rozliSenim az 20 pikosekund/kanal.

4.3  Priprava zasobnich roztoki fluorescencni sondy

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,0144 g 1-naftolu. Toto mnozstvi bylo kvantitativné
ptevedeno do 100 ml odmérné baiky. Po rozpusténi navazky byl roztok doplnén methanolem
po rysku. Byl tak pfipraven odmérmy roztok 1-naftolu o koncentraci 1-10° mol- 1.

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,0040 g pyrenu. Toto mnoZstvi bylo kvantitativné
ptevedeno do 100 ml odmérné banky. Po rozpusténi navazky byl roztok doplnén acetonem po
rysku. Byl tak pfipraven odmémy roztok pyrenu o koncentraci 2-10™* mol-17*.

4.4  Priprava zasobnich roztokil hyaluronanu

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,0072 g hyaluronanu o molarni hmotnosti 936 kDa .
Toto mnozstvi bylo kvantitativné¢ pievedeno do 100 ml odmérné bailkky. Po rozpusténi
navazky byl roztok doplnén mili-Q vodou po rysku. Byl tak pfipraven zdsobni roztok
hyaluronanu o koncentraci 70 mg-17".

4.5 Priprava zasobniho roztoku tenzidu

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,2538 g tenzidu septonexu. Toto mnozstvi bylo
kvantitativné prevedeno do 100 ml odmérné baiiky. Po rozpusténi navazky byl roztok doplnén
mili-Q vodou po rysku. Byl tak pfipraven zasobni roztok septonexu o koncentraci
6-10~° mol-17*.

4.6  Priprava vzorku
4.6.1 Priprava vzorki pro méreni Kritické micelarni koncentrace

Do sklenénych vialek bylo napipetovano 25 pl zasobniho roztoku fluorescenéni sondy
pyrenu a rozpoustédlo bylo odpafeno v digestofi. Vysledna koncentrace pyrenu ve vialkach
byla 10° mol-1™". Do kazdé vialky bylo k fluorescenéni sondé pfidavano ze zasobniho
roztoku rizné mnozstvi septonexu tak, aby po nasledném doplnéni mili-Q vodou na vysledny
objem 5 ml byla vytvofena koncentra¢ni fada o 14 vzorcich v koncentracnim rozsahu
septonexu 2-10~* mol-1"*az 6-107° mol- 1™,

Do sklenénych vialek bylo napipetovano 50 pl zasobniho roztoku fluorescencni sondy
1-naftolu a rozpoustédlo bylo odpateno v digestofi. Vysledna koncentrace 1-naftolu ve
vialkach byla 10~ mol-1™". Vzorky byly pfipraveny stejnym zpiisobem jako v predchozim
ptipadé. U septonexu byla pfipravena koncentracni fada také o 14 vzorcich v rozsahu
2-10* mol-1™"az 6-10"° mol- 1™ bez fluorescenéni sondy 1-naftolu.

4.6.2 Interakce tenzidu se systémem polyelektrolyt — fluorescen¢ni sonda

Do sklenénych vialek bylo napipetovano 50 pl zasobniho roztoku fluorescen¢ni sondy

1-naftolu a rozpoustédlo bylo odpatfeno v digestofi. Vysledna koncentrace 1-naftolu ve
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vialkach byla 107° mol-1™*. Do kazdé vialky bylo ze zasobniho roztoku napipetovano
500 pl kyseliny hyaluronové. Vysledna koncentrace kyseliny hyaluronové ve vialkach byla
7 mg-1"'. Nésledné bylo do kazdé vialky pfidavano ze zdsobniho roztoku réizné mnozstvi
septonexu tak, aby po nasledném doplnéni mili-Q vodou na vysledny objem
5 ml byla vytvofena koncentra¢ni fada o 20 vzorcich v koncentraénim rozsahu septonexu
1-10° mol-1™"az 1,5-107 mol-17*.

Vzorky pro dalsi méfeni s tenzidem byly pfipraveny stejné jako v predchozim piipadé. Jako
fluorescenéni sonda byl pouzit pyren ve vysledné koncentraci 1-107° mol- 1.

4.7  Vlastni méreni
4.7.1 Méreni emisnich spekter

Na Fluorologu HORIBA Jobin Yvon bylo méfeno emisni spektrum pyrenu pii excitaéni
vinové délce 335 nm a emisni sken byl méfen v rozsahu vinovych délek 350 — 550 nm
s krokem 1 nm. Stérbina u excitaéniho monochrométoru byla nastavena na 1,5nm a u
emisniho monochromatoru na 2 nm. Bylo také proméfeno emisni spektrum 1-naftolu pfi
excitatni vlnové délce 300 nm a emisni sken byl méfen vrozsahu vlnovych délek
310 — 580 nm s krokem 1 nm. Stérbiny u excitaéniho i emisniho monochromatoru byly
nastaveny na 2 nm.

4.7.2 Méreni dob Zivota 1-naftolu

Byla studovana neutralni forma (ROH) 1-naftolu pti vinové délce 350 nm a aniontova

forma (RO") 1-naftolu pii vinové délce 450 nm. Pro méfeni neutralni formy byl nastaven
emisni monochromator na 350 nm, celkové zpozdéni bylo nastaveno na 65 ns, rozsah TAC
byl nastaven na 50 ns a cyklus vyhasinani byl zopakovan 10 000krat. Pro méfeni aniontové
formy byl emisni monochromator pienastaven na 450 nm, rozsah TAC byl pfenastaven na
100 ns a celkové zpozdéni bylo nastaveno na 115 ns. VSechna méfeni byla provedena
Vv reverznim modu (viz kapitola 2.1.5.1).
Pro méfeni dob zivota 1-naftolu byla pouZita NanoLED dioda o vlnové délce 301 nm. Po
proméfeni prvniho vzorku byla zjiSt€na odezva diody, tzv. prompt pomoci roztoku oxidu
kiemicitého. Nastaveni promptu bylo totozné jako u prvniho proméfeného vzorku s vyjimkou
emisniho monochromatoru, ktery byl nastaven na excitacni vlnovou délku pouzité NanoLED
diody. Byly pouzity neutralni filtry, které zeslabuji intenzitu excita¢niho zateni.

4.8  Vyhodnoceni

4.8.1 Stanoveni kritické micelarni koncentrace

Kritickd micelarni koncentrace byla stanovena pomoci fluorescen¢ni sondy pyrenu. Byl
studovan pokles poméru intenzity fluorescence prvniho a tfettho emisniho piku pyrenu
(EmPI). Emisni polaritni index v zavislosti na logaritmu koncentrace tenzidu vykazuje
sigmoidni prub¢éh, ktery lze popsat Boltzmannovou sigmoidni kiivkou. Rovnice
Boltzmannovy sigmoidni kiivky je popsana nasledujicimi ¢tyfmi parametry:
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kde y odpovida poméru Ii/l3, Ay je maximum a A, je minimum na ose y, X je celkova
koncentrace tenzidu, X pfedstavuje inflexni bod a Ax je gradient. Hodnota kritické micelarni
koncentrace vychazi z inflexniho bodu Xo.

y=A2

x0

y=A1

Obr. 15: Boltzmannova sigmoidni kiivka

Kriticka micelarni koncentrace byla stanovena také pomoci fluorescencni sondy 1-naftolu.
Byl studovan rist intenzity fluorescence pii vinové délce 350 nm. Byl pozorovan rozptyl pti
vinové délce 320 nm, takze byly nejdiive od sebe odecteny intenzity fluorescence namétené
s fluorescen¢ni sondou od intenzit namétenych bez fluorescenéni sondy. Kritickd micelarni
koncentrace 1-naftolu byla ur¢ena pomoci priuseéiku dvou ptimek. Prvni linearni zavislost
odpovida intenzitdm fluorescence neutralni formy 1-naftolu ptfed vzristem a druha linearni
zavislost odpovida vzristu intenzitdm fluorescence neutralni formy 1-naftolu.

4.8.2 Studium kinetiky 1-naftolu

V programu DAS6 byla vyhodnocena data fluorescen¢nich poklesti. Pomoci vhodné
exponencialni funkce byly stanoveny doby Zivota a jejich procentudlni zastoupeni. Z téchto
udaju byla vypocitana rychlostni konstanta pfenosu protonu neutralni formy 1-naftolu podle
nasledujicich vztahi [20]:

Rt
Py
T

R, +4

P R+1

kde 7, je doba zivotaa A, je relativni zastoupeni dané doby zivota.

Rychlostni konstanty fluorescence neutralni a aniontové formy byly vypocitany jako
pfevracend hodnota nejdelsi doby Zivota, avSak pro tuto praci nejsou dilezité.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1  Méreni kritické micelarni koncentrace septonexu s pyrenem

Parametr x, byl odecten ze sigmoidni Boltzmannovy kiivky v programu Origin a hodnota

kritické micelarni koncentrace byla stanovena na 0,67 + 0,04 mM. Podobna hodnota byla
uvedena Vv praci Cermakové a kolektivu, ktefi publikovali hodnotu kritické micelarni
koncentrace septonexu 0,77 mM [24].

1,6 0,3
E EmPI
1,5 —— Sigmoidni krivka
- 0,2
<& Ex:Mo
= 1,4 §
- 0,1
1,3 - %
1,2 T 0,0
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Obr. 16: Zavislost emisniho polaritniho indexu a poméru excimer ku monomeru pyrenu na logaritmu
koncentrace septonexu

Intenzity nékterych vibracnich pasi pyrenu ukazuji, Ze je velmi citlivy na prostiedi,
zejména na polaritu. Jedna se o pomér prvniho a tfettho emisniho piku zndmy jako emisni
polaritni index. Pod kritickou micelarni koncentraci (v nepiitomnosti micel) je hodnota
emisniho polaritniho indexu vysoka a pohybuje se kolem 1,5 (viz Obr. 16). Nad kritickou
micelarni koncentraci (v pfitomnosti micel) emisni polaritni index klesa, jelikoZ se sniZila
polarita v okoli pyrenu, coz znamena, ze se pyren solubilizoval do micel. U septonexu
muZeme pozorovat prudky pokles kiivky ve chvili, kdy se zacaly v roztoku tvofit micely.

Po koncentraci 0,5 MM dochazi k ristu poméru Ex:Mo. V roztoku se zacinaji tvofit
agregaty. Nejvyssi bod tohoto poméru 0 koncentraci 0,7 mM odpovida kritické micelarni
koncentraci stanovené pomoci Boltzmannovy sigmoidni kiivky. Po této koncentraci se
snizuje intenzita fluorescence excimeru pii vinové délce 470 nm a tak klesa i pomér Ex:Mo.

5.2  Meéreni kritické micelarni koncentrace septonexu s 1-naftolem

Hodnota kritické micelarni koncentrace byla stanovena na 0,60 + 0,05 mM pomoci metody
priseciku dvou pfimek.
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Obr. 17: Zavislost intenzity fluorescence 1-naftolu pii 350 nm na logaritmu koncentrace septonexu

Ve vodném prostiedi je intenzita fluorescence neutralni formy 1-naftolu pti 350 nm velmi
nizka, zatimco intenzita fluorescence aniontové formy pii 450 nm je o dost vyssi Se zvySujici
se koncentraci tenzidu zistavaji intenzity fluorescence neutralni i1 aniontové formy
nezménény aZ do koncentrace, ktera se blizi kritické micelarni koncentraci. U 1-naftolu zacala
rast intenzita fluorescence okolo CMC, coz je u septonexu 0,67 mM (viz Obr. 17). Nad
kritickou micelarni koncentraci se intenzita fluorescence neutralni formy zvysuje. V roztoku
se zacinaji tvofit micely. Intenzita fluorescence neutrdlni formy mirné prevysuje aniontovou
formu. V systému se ale pofdd aniontova forma I-naftolu vyskytuje, takze je nékolik
moznosti, kde se v micele 1-naftol nachazi. To miZze znamenat, ze molekuly 1-naftolu se
nachazi bud’ na rozmezi Sternova vrstva — hydrofobni jadro micely nebo je ¢ast molekul
1-naftolu ve Sternové vrstvé poutana elektrostaticky (jedna se o aniontovou formu) a druha
c¢ast molekul 1-naftolu (jedna se o neutralni formu) se mize nachazet v jadie micely.

Pokud by byly vsechny molekuly 1-naftolu rozpustény v jadru micely, nachéazel by se
vlastné v tekutych uhlovodicich a intenzita neutrdlni formy 1-naftolu by ptevySovala
aniontovou formu. Respektive pfenos protonu v excitovaném stavu by viceméné neprobihal,
asi jako v piipadé methanolu (viz Obr. 18).
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Obr. 18: Viiv pridavku methanolu na prenos protonu I-naftolu ve vodném roztoku

Z emisnich spekter 1-naftolu mizeme vypozorovat, ze ve vodném roztoku je intenzita

neutralni formy 1-naftolu velmi malé oproti aniontové forme. S rostoucim podilem methanolu
ve vodném roztoku se intenzita aniontové formy Il-naftolu snizuje a zaroven se zvySuje
intenzita neutralni formy. V ptipadé bezvodého roztoku tvofeného pouze methanolem se
intenzita neutralni formy 1-naftolu rapidné zvysila a aniontovda forma vymizela, coZ

poukazuje na to, Ze pfenos protonu v excitovaném stavu v methanolu neprobiha.

Tabulka 1: Jednotlivé doby Zivota, jejich relativni zastoupeni a rychlostni konstanta prenosu protonu
neutrdlni formy 1-naftolu

c[M] | ziIns] | 7o [ns] | 73 [ns] | Ay [%] | A, [%] | As [%] | Ker [ns™]
1 2,E-04 0,03 245 9,65 92,18 2,66 5,16 31,05
2 3E-04 0,03 144 8,15 91,96 2,23 581 31,08
3 4,E-04 0,03 1,67 8,06 91,14 243 6,44 28,02
4 5E-04 0,02 1,73 8,35 93,33 2,1 458 40,78
5 6,E-04 0,03 1,62 8,31 92,26 2,75 4,99 35,77
6 7,E-04 0,03 1,23 8,18 89,21 3,66 7,12 30,69
7 8,E-04 0,12 0,92 6,85 70,87 16,19 12,94 7,23
8 9,E-04 0,08 091 741 75,45 14,25 10,3 10,11
9 1,E-03 0,09 1,39 8,88 66,79 15,29 17,92 9,15
10 2,E-03 0,07 0,86 7,58 69,05 19,39 11,56 11,17
11 3,E-03 0,18 0,82 6,15 49,93 36,12 13,95 371
12 4,E-03 0,30 0,96 6,88 52,85 33,72 13,43 2,42
13 5E-03 0,23 0,87 6,77 49,93 37,32 12,74 2,98
14 6,E-03 0,19 0,95 7,89 49,69 38,29 12,02 345
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Sonda muze byt lokalizovana v micelarnim systému na riznych mistech (ve vod¢, uvnitt
micel ¢i na rozhrani micela — voda). Metodou ¢asové rozliSené fluorescence byly vypocitany
rychlostni konstanty pfenosu protonu neutralni formy 1-naftolu (viz Tabulka 1). Z tabulky lze
vypozorovat, ze jednotlivé doby Zivota se viceméné neméni kromé nejkratsi doby zivota, tzv.
rise time [22]. Procentualni zastoupeni této doby Zivota se s rostouci koncentraci tenzidu
snizuje. Pfenos protonu v excitovaném stavu 1-naftolu je do koncentrace 0,7 mM velmi
rychly. Znamena to tedy, ze molekuly 1-naftolu jsou dostatecné obklopeny molekulami vody.
Do této koncentrace se molekuly tenzidu koncentruji na fadzovém rozhrani voda — vzduch.
Avsak po ptekroceni této koncentrace se rychlostni konstanta deprotonace snizi. Souvisi to
s tim, ze v roztoku se zacinaji tvofit agregaty. DalSi zména nastava po ptekroceni koncentrace
3 mM, kdy se rychlostni konstanta deprotonace vyrazné snizi. V roztoku se zvySuje pocet
micel ¢i jejich velikost s rostouci koncentraci tenzidu. Nad CMC se minimalizuje piispévek
volného I-naftolu ve vodném prostiedi, protoze témét vSechny molekuly sondy jsou vazany
do micel, coz plyne z nizké rychlostni konstanty deprotonace.

5.3 Interakce septonexu s hyaluronanem o koncentraci 7 mg/L

5.3.1 Interakce septonexu a hyaluronanu pomoci fluorescen¢ni sondy pyrenu
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Obr. 19: Zavislost emisniho polaritniho indexu a poméru excimer ku monomeru pyrenu na logaritmu
koncentrace septonexu v piitomnosti hyaluronanu a bez hyaluronanu

Koncentrace hyaluronanu 7 mg/L byla takto zvolena proto, Ze se v této nizké koncentraci
neobjevuje zakal. Emisni polaritni index byl nepatrné snizen na hodnotu 1,46 (viz Obr. 19). To
mize byt zpisobeno ptidanim hyaluronanu, jehoz axialni vodikové atomy jsou hydrofobniho
charakteru. Z grafu lze vypozorovat, ze doslo k posunu CMC. To je pravdépodobné
zapfi¢inéno tim, Ze zaporn¢ nabity hyaluronan je elektrostatickymi silami poutin ke
kationtovému tenzidu. Né&jakou roli by vSak mohly hrat i hydrofobni interakce hyaluronanu a
uhlovodikového fetézce tenzidu. V programu Origin byla stanovena kritickd micelarni
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koncentrace septonexu na 0,31 + 0,02 mM, coz je asi dvakrat mensi hodnota nez pro systém
bez ptidavku hyaluronanu. To znamena, Ze micely se tvofi V roztoku jiZ pii niz§i koncentraci
po pridani hyaluronanu. U koncentrace 0,04 mM dochazi k poklesu emisniho polaritniho
indexu. Chybova usecka je zde zanedbatelna, takze pokles EmPI je zplsoben zménou
prostiedi, ne odchylkou. Jedna se tedy o kritickou asociaéni koncentraci, pfi niz se zacinaji
tvofit v roztoku hyaluronan — septonex agregaty. Pokles EmPI mize byt v porovnani se
snizenim emisniho polaritniho indexu pii tvorbé micel okolo CMC zpisoben i zdsahem
hydrata¢niho obalu hyaluronanu do struktury micely, takze pyren by byl vice odhalen
molekulam vody nez v ptipad¢ pravych micel. Nad kritickou micelarni koncentraci je pyren
pravdépodobné rozdélen mezi hyaluronan — septonex agregaty a mezi volné micely
septonexu. Vytvoreni agregatl pii koncentraci 0,04 mM potvrzuje i pomér Ex:Mo, ktery se
zvysil. Pokud vezmeme v uvahu chybovou usecku u bodu pii koncentraci 0,3 mM, pomér

Ex:Mo by byl zde nejvyssi a zarovenn odpovida i stanovené kritické miceldrni koncentraci
pomoci Boltzmannovy sigmoidni kiivky.

5.3.2 Interakce septonexu a hyaluronanu pomoci fluorescené¢ni sondy 1-naftolu
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Obr. 20: Zavislost intenzity fluorescence 1-naftolu pri 350 nm na logaritmu koncentrace septonexu
Vv pritomnosti hyaluronanu a bez hyaluronanu

Z grafu lze vypozorovat (viz Obr. 20), ze doslo k nepatrnému posunu kritické micelarni
koncentrace po pfidani hyaluronanu. Micely se zacaly tvofit v roztoku pfi nepatrné nizsi
koncentraci tenzidu nez je tomu u systému bez hyaluronanu. Dochazi totiz k navazani zaporné
nabitého hyaluronanu ke kationtovému tenzidu. Pfedpoklddalo se zvySeni intenzity
fluorescence neutrdlni formy 1-naftolu pfi koncentraci 0,04 mM, protoze v piipadé pyrenu
doslo k poklesu EmPI. Zadné zvyseni viak nenastalo.
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Obr. 21: Emisni spektrum I-naftolu

V emisnim spektru je patrné (viz Obr. 21), Ze neutralni forma 1-naftolu je velmi mala oproti
aniontové form¢ pied kritickou micelarni koncentraci. Pii koncentraci 0,3 mM az 0,5 mM
muzeme vidét prvni narust intenzity neutralni formy 1-naftolu. P#i koncentraci 3 mM
neutralni forma 1-naftolu roste a blizi se aniontové formé 1-naftolu a jiz pti koncentraci 5 mM
neutralni forma mirné ptevysuje aniontovou formu 1-naftolu. Tedy i po pfidani hyaluronanu
se molekuly 1-naftolu nad kritickou micelarni koncentraci mohou nachazet bud’ na rozmezi
Sternova vrstva — hydrofobni jadro micely nebo je ¢ast molekul 1-naftolu ve Sternoveé vrstvé
poutana elektrostaticky (jedna se aniontovou formu) a druhd ¢ast molekul 1-naftolu (jedna se
o neutralni formu) se mize nachazet v jadie micely.

Metodou casové rozliSené fluorescence byly vypocitdny rychlostni konstanty pienosu
protonu neutralni formy 1-naftolu (viz Tabulka 2). Pfi nizkych koncentracich tenzidu jsou
rychlostni konstanty pfenosu protonu velmi vysoké aZ do koncentrace 0,007 mM. Poté
dochdzi ke snizeni rychlostni konstanty pfenosu protonu mezi koncentraci 0,3 mM az
0,5 mM, coz poukazuje na vznik agregatli. Pravdépodobné v roztoku vznikaji micely nebo se
Vv roztoku nachézi vétsi mnozstvi agregatii. Kolem koncentrace 6 mM je rychlostni konstanta
pfenosu protonu asi 2krat mensi v prostfedi hyaluronanu neZ v nepfitomnosti hyaluronanu,
takZe v pfitomnosti hyaluronanu je pfenos protonu vice potlaceny.

Pti koncentraci 0,3 mM septonexu byla rychlostni konstanta deprotonace po piidani
hyaluronanu sniZena ve srovnani s Cistym septonexem, coz muze byt zpiisobeno tim, Ze se
k sobé hyaluronan s tenzidem elektrostaticky poutaji, Cili v roztoku dochéazi ke vzniku
hyaluronan — septonex agregatii. Po ptidani hyaluronanu do roztoku se tedy zacinaji tvofit
agregaty mnohem dfive, nez je tomu v pfipad¢€ systému bez hyaluronanu. PobliZ koncentrace
0,5mM dochédzi k vyznamnému sniZeni rychlostni konstanty pfenosu protonu. Kriticka
micelarni koncentrace tedy nastava kolem této koncentrace, coz se shoduje s vypoctem CMC
septonexu pomoci pruse¢iku dvou piimek, ktera byla stanovena na 0,41 mM. Kolem
koncentrace 1 mM nastava dalsi zlom. To mlze byt pfipisovano malé piistupnosti molekul
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1-naftolu, ktery se nachazi v micele, vuc¢i molekulam vody. Molekuly 1-naftolu jsou

pravdépodobné rozdéleny mezi hyaluronan — septonex agregity a micely nad kritickou

micelarni koncentraci.

Tabulka 2: Jednotlivé doby Zivota, jejich relativni zastoupeni a rychlostni konstanta prenosu protonu
neutrdlni formy I1-naftolu

c[M] | zy[ns] | 7, [ns] | zs [ns] | Ay [%] | A, [%] | As [%] [Ker [ns™]
1 1,E-06 0,02 1,41 7,75 92,68 2,02 5,30 41,02
2 3,E-06 0,01 1,57 7,86 98,26 0,56 1,17 81,96
3 5,E-06 0,02 1,68 8,01 91,73 2,87 5,40 38,92
4 7,E-06 0,02 1,39 7,55 94,57 1,58 3,85 50,51
5 9,E-06 0,04 1,50 7,57 86,09 4,45 9,47 22,29
6 2,E-05 0,04 1,13 7,18 88,34 3,66 8,00 22,40
7 4,E-05 0,03 1,22 7,75 89,86 3,85 6,29 28,99
8 6,E-05 0,04 1,47 7,58 87,73 4,79 7,48 21,47
9 8,E-05 0,03 1,42 7,65 91,76 2,98 5,28 28,74
10 9,E-05 0,04 1,53 7,67 89,57 4,43 6,01 21,73
11 3,E-04 0,04 1,12 6,19 88,14 6,01 5,85 24,11
12 5,E-04 0,07 1,14 6,30 76,78 13,18 10,05 11,97
13 7,E-04 0,06 1,01 5,59 74,34 16,91 8,75 14,59
14 9,E-04 0,09 0,76 4,79 50,96 34,40 14,65 6,92
15 1,E-03 0,25 0,88 4,83 43,12 37,15 19,73 2,65
16 3,E-03 0,33 0,87 4,59 40,52 38,45 21,03 2,13
17 5,E-03 0,33 0,86 4,50 34,03 42,96 23,02 2,00
18 7,E-03 0,34 0,89 4,85 35,93 41,26 22,81 1,98
19 9,E-03 0,57 3,06 10,78 67,48 22,71 9,82 1,40
20 2,E-02 0,42 1,16 6,02 48,08 32,75 19,17 1,76
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6 ZAVER

Bakalarska prace byla vénovana studiu interakci v systému hyaluronan — septonex pomoci
stacionarni a Casové rozliSené fluorescence. Jako fluorescencni sonda byl pouzit pyren a
1-naftol. Pyren byl vybran pro svou citlivost na polaritu v jeho okoli a 1-naftol byl vybran
z toho divodu, ze v excitovaném stavu podstupuje pfenos protonu, ktery je citlivy na
pfitomnost vody. Ve vSech vzorcich maji obé sondy i hyaluronan konstantni koncentraci.

Nejdiive byla stanovena kriticka micelarni koncentrace septonexu s pyrenem o koncentraci
107° mol-1™* na hodnotu 0,67 + 0,04 mM pomoci Boltzmannovy sigmoidni kiivky. Méfeni

bylo také provedeno s 1-naftolem. Kriticka micelarni koncentrace septonexu byla stanovena
na hodnotu 0,60 + 0,05 mM pomoci priseciku dvou ptimek. Vysledky se nepatrné 1isi, avSak
CMC stanovena pomoci obou metod je zatizena urcitou chybou. Byl studovan pokles EmPI
pyrenu a kolem koncentrace 0,5 mM se jiz v roztoku zacaly tvofit agregaty.

U 1-naftolu o koncentraci 10 mol-1™" byla pozorovana neutralni forma (350 nm) a

aniontova forma (450 nm). Nad kritickou micelarni koncentraci se intenzita fluorescence
neutrdlni formy zvysila. Jelikoz intenzita neutralni formy 1-naftolu byla nepatrné vyssi nez
aniontova forma, molekuly 1-naftolu se mohly nachazet bud’ na rozmezi Sternova vrstva —
hydrofobni jadro micely nebo ¢ast molekul 1-naftolu byla ve Sternové vrstvé poutana
elektrostaticky (jedna se o aniontovou formu) a druha ¢ast molekul l-naftolu (jedna se o
neutralni formu) se mohla nachazet v jadfe micely. Byly spocitany rychlostni konstanty
pfenosu protonu V excitovaném stavu 1-naftolu pomoci dob zivota a jejich relativni
zastoupeni. Bylo zjiSténo, ze do koncentrace tenzidu 0,7 mM je rychlostni konstanta
deprotonace velmi rychld. AvSak po vzniku agregati byla tato konstanta sniZena. Po
piekroceni koncentrace tenzidu 3 mM byla rychlostni konstanta deprotonace vyrazné sniZena,
coz naznacuje, ze nad CMC jsou vSechny molekuly 1-naftolu vazany do micel.

Dale byly studovany interakce hyaluronanu o koncentraci 7 mg-1"a septonexu pomoci

pyrenu. Po pfidani hyaluronanu doslo k posunu CMC, tedy micely se zacaly tvofit v roztoku
pii nizsich koncentracich nez je tomu u systému bez hyaluronanu. Zaporné nabity hyaluronan
je elektrostaticky poutan ke kationtovému septonexu. U koncentrace 0,04 mM doslo k
poklesu emisniho polaritniho indexu. Jedna se o CAC, pfi niz se zacaly tvofit v roztoku
hyaluronan — septonex agregaty nebo muze byt pokles EmPI v porovnani se snizenim
emisniho polaritniho indexu pfi tvorbé micel okolo CMC zptisoben i zdsahem hydratacniho
obalu hyaluronanu do struktury micely, takZe pyren by byl vice odhalen molekulam vody nez
Vv piipad¢ pravych micel.

Interakce hyaluronanu a septonexu byly studovany také pomoci 1-naftolu. Po ptidani
hyaluronanu se CMC septonexu snizila. Kolem koncentrace tenzidu 0,5 mM se zacaly
V roztoku tvofit agregaty, doslo ke zvySeni neutralni formy 1-naftolu. Nad kritickou micelarni
koncentraci neutralni forma 1-naftolu mirné pfevySuje aniontovou formu. Metodou Casové
rozliSené fluorescence byly vypocitany rychlostni konstanty pfenosu protonu neutralni formy
1-naftolu. Pfi nizkych koncentracich septonexu jsou rychlostni konstanty pfenosu protonu
velmi vysoké az do koncentrace 0,007 mM. Poté doSlo ke sniZeni rychlostni konstanty
pfenosu protonu, coz poukazuje na vznik agregatl. Pti koncentraci 0,5 mM doslo k dal§imu
snizeni rychlostni konstanty pienosu protonu. Pravdépodobné v roztoku vznikaly micely nebo
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se v roztoku nachazelo vétsi mnozstvi agregatd. Kolem koncentrace 6 mM byla rychlostni
konstanta pienosu protonu asi 2krat mens$i v prostfedi hyaluronanu, takze v pfitomnosti
hyaluronanu je ptenos protonu vice potlaceny. Tim, ze se hyaluronan elektrostaticky ptipouté
na septonex, vznika mensi prostor pro navazani molekul 1-naftolu. 1-Naftol se tedy vaze do
jadra micely, coz vyplyva zporovnani rychlostnich konstant pfenosu protonu bez
hyaluronanu a v pfitomnosti hyaluronanu, kdy je ESPT 2krat vice potlaen v pfitomnosti
hyaluronanu, takze je vétsi mnozstvi molekul sondy rozpusténo v jadie micely.

1-Naftol, ktery podstupuje pfenos protonu v excitovaném stavu, se ukazal jako vhodna
fluorescen¢ni sonda pro vyzkum interakei hyaluronanu a septonexu diky extrémni citlivosti
pfenosu protonu v excitovaném stavu na ptritomnost vody. Tyto systémy budou jest¢ dale
zkoumany.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CMC
CAC
CTAB
PAL
EmPI
TCSPC
CDF
TAC
PGA
ADC
WD
ESPT
ESIPT
HAS
ROH
RO
PVP
SDS
HPC
PMA
HP

- W
= N}

kriticka micelarni koncentrace
kriticka asociaéni koncentrace
cetyltrimethylamonium bromid
povrchové aktivni latka

emisni polaritni index

time — correlated single — photon couting
constant fraction discriminator
time-to-amplitude converter
programmable gain amplifier
analog-to-digital converter

window discriminator

prenos protonu v excitovaném stavu
intramolekularni pfenos protonu v excitovaném stavu
hyaluronan syntaza

neutralni forma

aniontova forma
polyvinylpyrrolidon

dodecylsulfat sodny
hydroxypropylcelul6za
poly(methakrylova kyselina)
1-hydroxypyren

mol-dm

Dalton

hyaluronan, kyselina hyaluronova

rychlostni konstanta fluorescence neutralni formy
rychlostni konstanta fluorescence aniontové formy

rychlostni konstanta pfenosu protonu
zakladni singletova hladina

prvni excitovana singletova hladina
druha excitovana singletova hladina

prvni tripletovy stav
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8 PRILOHY

Priloha 1: Pristroj Fluorolog Jobin Yvon

Priloha 2: Pristroj Fluorocube Jobin Yvon
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Priloha 3: Jednotlivé doby Zivota a jejich relativni zastoupeni aniontové formy a rychlostni
konstanta fluorescence aniontové formy a neutrdlni formy I-naftolu

c[M] | zins] | 7o [ns] | v5 [ns] | Ay [%] [ A, [%] | As[%] |Keo- [ns™1|Kgon [Ns™]
1 2,E-04 - 0,94 8,09 - 1,72 98,28 0,12 0,10
2 3,E-04 - 0,75 8,08 - 16 984 0,12 012
3 4,E-04 - 112 8,11 - 1,77 98,23 0,12 0,12
4 5,E-04 - 1,06 8,07 - 2,67 97,33 0,12 012
5 6,E-04 - 1,04 8,06 - 2,7 97,3 0,12 0,12
6 7,E-04 - 1,04 8,03 - 2,83 97,17 0,12 012
7 8,E-04 - 112 8,06 - 3,93 96,07 0,12 0,15
8 9,E-04 - 115 8,04 - 8,53 9147 012 0,13
9 1,E-03 - 119 8,04 - 15,24 84,76 0,12 011
10 3,E-03 - 122 7,95 - 50,68 49,32 0,13 0,16
11 4,E-03 - 117 7,81 - 5745 42,55 0,13 0,15
12 5E-03 - 122 7,82 - 64,74 35,26 0,13 015
13 6,E-03 - 119 7,72 - 69,18 30,82 0,13 0,13

Priloha 4: Jednotlivé doby Zivota a jejich relativni zastoupeni aniontové formy a rychlostni
konstanta fluorescence aniontové a neutrdlni formy 1-naftolu v pritomnosti hyaluronanu

c[M] | za[ns] |z, [ns] | 75 [ns] | Ay [%] | Ay [%] | As [%] [Kro- [N5™] [Keon [ns™]
1 1E-06 - 1,49 8,23 - 231 | 97,69 012 0,13
2 3E-06 - 135 8,19 - 188 | 9812 012 0,13
3 5,E-06 - 0,70 8,16 - 141 | 9859 012 0,12
4 7,E-06 - 131 8,16 - 187 | 9813 012 0,13
5 9,E-06 - 1,23 8,17 - 188 | 9812 012 0,13
6 2,E-05 - 384 8,34 - 612 | 9388 012 0,14
7 4,E-05 - 373 841 - 757 | 9243 012 0,13
8 6,E-05 - 4,05 8,35 - 616 | 9384 012 0,13
9 8,E-05 - 087 8,19 - 186 | 9814 012 0,13
10 | 9E-05 - 1,09 8,20 - 193 | 9807 012 0,13
11 3E-04 - 1,00 8,13 - 301 | 9699 012 0,16
12 5E-04 - 1,02 8,08 - 322 | 9678 012 0,16
13 7E-04 - 122 8,08 - 372 | 9628 012 0,18
14 | 9E-04 - 125 8,06 - 739 | 9261 012 0,21
15 1E-03 - 127 8,04 - 1323 | 86,77 012 0,21
16 3,E-03 - 131 7,92 - 51,72 | 4828 013 0,22
17 5,E-03 - 131 7,55 - 67,7 323 013 0,22
18 7E-03 | 024 125 736 | -1024 | 8453 | 2571 014 0,21
19 9E-03 | 027 125 716 | -1174 | 899 | 2184 014 0,09
20 | 2E-02 | 025 127 675 | -1291 | 9794 | 1497 015 0,17
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