VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

KATANIONTOVE VEZIKULARNI SYSTEMY

CATANIONIC VESICULAR SYSTEMS

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Romana Repova
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Filip Mravec, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2018



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani bakalarské prace

Cislo prace: FCH-BAK1220/2017

Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie
Studentka: Romana Repova

Studijni program: Chemie a chemické technologie
Studijni obor: Chemie pro medicinské aplikace
Vedouci prace: Ing. Filip Mravec, Ph.D.
Akademicky rok: 2017/18

Nazev bakalarské prace:

Kataniontové vezikularni systémy

Zadani bakalarské prace:

1) ReSerSe na téma pripravy a vyuziti kataniontovych komplexu.

2) Na zakladé reSerSe a z dostupnych latek navrhnout slozeni, zpUsob pfipravy a charakterizaci
kataniontovych komplexu.

3) Experimentalné ovéfit navrzeny zplsob pfipravy pomoci zvolenych charakteriza¢nich technik.

4) Zhodnotit postup pFipravy a diskutovat vyuzitelnost pfipravenych komplexd v medicinskych
a farmaceutickych aplikacich.

Termin odevzdani bakalarské prace: 21.5.2018

Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplard na sekretariat Gstavu. Toto
zadani je soucasti bakalarské prace.

Romana Repova Ing. Filip Mravec, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.
student(ka) vedouci prace vedouci Ustavu

prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.
dékan

V Brné dne 31.1.2018

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkynova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaobera kataniontovymi vezikuldrnymi systémami. Ciel'om prace
bolo pripravit’ a charakterizovat’ tieto systémy. Kataniontovy vezikuldrny systém sa sklada
z kladne a zaporne nabitej povrchovo aktivnej latky. Ako kladne nabité PAL boli vybraté
latky CTAB, CTAC, TTAB, DTAB a zaporne nabity tenzid SDS. Na zvySenie stability
kataniontovych vezikularnych systémov bol pridavany kladne nabity tenzid DODAC
v r6znych koncentraciach. Kataniontové vezikuldrne systémy boli charakterizované pomocou
metody merania dynamického rozptylu svetla, zeta potencidlu a fluorescencnej korelacne;j
spektroskopie. Pomocou dynamického rozptylu svetla a merania zeta potencialu bola uréena
velkost’ systémov a ich stabilita. Fluorescen¢nou korela¢nou spektroskopiou bol sledovany
diftzny koeficient systémov.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with catanionic vesicles. The aim of the study was to prepare
and characterize these systems. The catanionic vesicles are composed of cationic (CTAB,
CTAC, TTAB, DTAB) and anionic surfactants (SDS). The physical stability of the vesicles
was enhanced with the addition of cationic surfactant DODAC.The catanionic vesicles were
characterized by the measurement of the dynamic light scattering, zeta potencial and
fluorescence correlation spectroscopy. The size and stability of the system were determined
using dynamic light scattering. Difussion coefficient of the system was analyzed using
fluorescence correlation spectroscopy.

KreUCOVE SLOVA

Kladne nabitd povrchovo aktivna latka, zaporne nabitd povrchovo aktivna latka, dvojfazovy
amfifil, kataniontovy vezikularny systém, dynamicky rozptyl svetla, fluorescencné korelacna
spektroskopia.

KEYWORDS
Cationic surfactant, anionic surfactant, ion pair amphiphile, catanionic vesicles, dynamic light
scattering, fluorescence correlation spectroscopy.
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1 UvoD

Vezikularny systém je uzavrety duty sféricky objekt. Od vonkajSieho prostredia je
oddeleny 3trukturou dvojvrstvy. Struktiira systému sa sklada z hydrofobnej a hydrofilnej Gasti,
a tak umoziuje enkapsulaciu hydofébnych aj hydrofilnych materidlov. Lipozoémy su tvorené
fosfolipidovou dvojvrstvou. Ich prakticka aplikacia je vSak obmedzena kvoli vysokym
nakladom pri priprave. Kataniontové vezikularne systémy sa skladaju z opacne nabitych
povrchovo aktivnych latok. Povrchovo aktivne latky s 'ahko dostupné a lacné. Vdaka tomu

su v poslednej dobe tieto systémy povazované za mozné nahrady stcasnych nosi¢ov lieciv
alebo DNA nosicov [1, 2].

Cielom tejto prace bolo preskimat’ moznosti pripravy kataniontovych vezikuldrnych
systémov. Na pripravu systémov boli pouzité rdzne kombinécie opacne nabitych tenzidov. Na
ich charakterizaciu boli zvolené metody dynamického rozptylu svetla, meranie zeta potencialu
a fluorescencna korela¢na spektroskopia. Pomocou metddy dynamického rozptylu svetla bolo
mozné potvrdit’ pritomnost’ vezikularnych systémov v pripravenych vzorkach.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Tenzidy

Tenzid je povrchovo aktivna latka (PAL), ktora znizuje povrchové napitie a medzifazova
energiu sustavy na faizovom rozhrani. Tam sa tenzid hromadi uz pri nizkych koncentraciach.
Ide o prirodzent snahu systému dosiahnut Go najnizSiu energiu. StruktGra pozostava
z hydrofilnej a hydrofobnej Casti. Ak je rozptastadlom voda, hydrofilna ¢ast’ je pritahovana
k nej a naopak hydrofobna ¢ast’ ¢o najviac obmedzuje kontakt s rozpustadlom. Hydrofobnu
zlozku tvoria dlhé uhl'ovodikové retazce (linearne nerozvetvené alkylové retazce, rozvetvené
alkylové retazce, nenasytené retazce alkénov, alkylbenzény, alkylnaftalény, fluoroalkylové
skupiny, polydimetylsiloxany) [3].

Podla schopnosti hydrofilnej skupiny podliehat’ elektrolytickej disociacii delime tenzidy
na neionogénne a ionogénne, kde patria kationaktivne, anionaktivne a amfoterné [3].

Hydrofilna ¢ast’ Hydrofobna ¢ast’

Neionogénne /\/\/\/\/\
Anionaktivne — /\/\/\/\/\

Kationaktivne /\/\/\/\/\
+
Amfoterné R
- + /\/\/\/\/\

Obrdzok 1: Struktiira a rozdelenie tenzidov [4]

2.1.1 Anionaktivne tenzidy
Anionaktivne tenzidy nestt VO vodnom prostredi zaporny naboj. Ich aktivita je najvysSia
Vv mierne alkalickom prostredi. V kyslom prostredi st nestéle.

Soli karboxylovych kyselin

Alkalické soli organickych monokarboxylovych kyselin a ich derivaty vykazuji stredne
vysoku povrchovu aktivitu. V kyslom prostredi nastava potlacenie disocidcie organicke;j
kyseliny. Vplyvom vépenatych a horecnatych i6nov vytvaraju zrazeniny a stracaji povrchovu
aktivitu.

Alkylsulfaty

Soli alkylesterov kyseliny sirovej maju vysoku povrchovu aktivitu v kyslom prostredi
vd’aka sulfatovej skupine na konci retazca, ktora l'ahko podlieha hydrolyze. Alkylsulfaty su
dobre rozpustné vo vode a zlac¢eniny, ktoré obsahuju linearne alkyly, st dobre biologicky
rozloziteI'né. Najzname;jsi predstavitel tejto skupiny je dodecylsulfat sodny [3].



2.1.1.1 Dodecylsulfat sodny (SDS)

Dodecylsulfat sodny je chemicky sodna sol' organosulfatu. Organosulfat sa
sklada z 12 uhlikov aje pripojeny k zaporne nabitej sulfatovej skupine. Uhlovodikovy
retazec je nepoldrny a sulfitovd skupina poldrna. Vdaka tejto Struktire ma amfifilny
charakter. Jeho kritickd micelarna koncentracia (CMC) v Cistej vode je pri 25 °C 8,2 mM. Je
to biela latka takmer bez zapachu, ktora moze byt’ vo forme krystalov, vlociek alebo prasku.
Je stabilny za beznych skladovacich podmienkach, ale treba zabranit’ zahrievaniu, pretoze je
horlavy. Jeho detergentné vlastnosti sa uplatiuji vo vyuziti ako Cdistiaci prostriedok,
Vo vlasovych Sampodnoch, pastach a taktiez ako prisada do plastov, farbiv a lakov. SDS ma
nizku toxicitu a ziadne chronické ucinky, avSak u niektorych jedincov moéze spdsobit
alergicku reakciu vo forme ekzému [5, 6, 7].

Q
/\/\/W\/\O—ﬁ—O' Na*

O

Obrdzok 2: Struktira dodecylsulfitu sodného [8]

2.1.2 Kationaktivne tenzidy

Kationaktivne tenzidy vo vodnom prostredi disociuju a vytvaraju kladne nabité iony.
Vd'aka kladnému naboju sa m6zu adsorbovat’ na pevny povrch, ktory je nabity zaporne. Maji
germicidne, antistatick¢é a zmédkcovacie U¢inky. To vyuziva farmaceuticky, kozmeticky
a textilny priemysel. Medzi kationaktivne tenzidy patria:

e Alkylaminy, ktoré vykazuju nizku povrchovu aktivitu.

e Kvartérne amoéniové soli si najpouzivanejSou skupinou. Uhlovodikovy retazec sa
pohybuje v rozmedzi 12 az 18 uhlikov a protiion je halogenidovy anion. Tieto soli nie
st pH senzitivne, a tak sa daji pouZit' v roznom rozmedzi pH. Najzname;j$i zastupca
je hexadecyltrimetylaménium bromid.

e Soli pyridiniovych zasad, ktoré vykazuju vysoka povrchovu aktivitu [3, 9].

2.1.2.1 Hexadecyltrimetylamonium bromid (CTAB)

Hexadecyltrimetylamonium bromid, inak nazyvany aj ako cetrimoniumbromid alebo
cetyltrimetylamoniumbromid (CTAB), je kvartérna amoniova zlicenina. Jej retazec sa sklada
zo 16 uhlikov kladne nabit¢tho atému dusika stromi metylovymi skupinami.
Hexadecyltrimetylamoniovy kation ma antiseptické u¢inky voc¢i hubam a baktériam. Je to
biela pevna latka, ktord sa vyuziva pri izolacii DNA, pri syntéze zlatych nanocastic
a v kozmetickom priemysle [10, 11].



Obrdzok 3: Struktira CTAB [12]

2.2 Micelarne koloidy

Nizkomolekularne latky vytvaraja vo vel’kych zriedeniach pravé roztoky, ale pri urcitej
koncentracii asociuji molekuly do tej miery, Ze vznikaju koloidné disperzné Castice — micely.
Latky chovajiice sa tymto sposobom sa nazyvaji micelarne alebo asociativne koloidy.
Micelarne koloidné roztoky vznikaju samovolnym rozpustenim. Tvar, Struktira a priemerny
rozmer micely je zavisly na fyzikalnych podmienkach a vlastnosti st urené okamzitym
stavom systému. Z toho vyplyva, Zze micelarne koloidy su reverzibilné systémy [13, 14].

2.2.1 Molekularna Struktira micelarnych koloidov

Aby molekula mohla vytvarat’ micely, musi byt amfifilna. Micely sa skladaji z hydrofilnej
a hydrofobnej Casti a Vv zavislosti od polarity prostredia, v ktorom sa nachadzaju nastane
natoCenie ich Casti k rozpustadlu. Jej neochota interagovat’ s molekulami rozpustadla je
nasledne pri¢inou asociacie. Povrchovo aktivne latky (PAL) rozpustné vo vodnom prostredi
musia obsahovat’ rozsiahlu hydrofébnu nepolarnu cast, ktora je tvorend dlhym
uhl'ovodikovym retazcom a silne hydrofilnu polarnu skupinu, ktord zabezpeci rozpustnost’
vo vode. Do skupiny micelarnych koloidov rozpustnych vo vode patria mydla, detergenty
a tenzidy [13, 14].

Hydrofilnd hlava <

Hydrofobny refazec <

o230
G

Micela

Obrdzok 4: Struktira a vznik micel

2.2.2  Vznik micel

Tenzidy sa zhromazd’uji na fazovom rozhrani uz pri nizkych koncentraciach, aby
minimalizovali povrchové napétie rozpustadla. Pri postupnom zvySovani koncentracie
dochadza k tvorbe agregatov amfifilnych molekul. Tato koncentracia, pri ktorej zaént vznikat’
vécsie zhluky (micely) sa nazyva kriticka miceldrna koncentracia (CMC). CMC sa pohybuje
v rozmedzi 10™ az 10”° mol-dm™.
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Obrazok 5: Zobrazenie priebehu tvorby micel [15]

Pri kritickej micelarnej koncentracii sa menia mnohé fyzikalno-chemické vlastnosti
(hustota, viskozita, povrchové napitie, osmoticky tlak) roztoku PAL. Struktiru micel
ovplyviiuje prostredie, v ktorej vznika. V polarnom prostredi tvoria jadro navzajom prepletené
uhl'ovodikové retazce povrchovo aktivnych latok a polarne skupiny sa nachéadzajt
na vonkajSom povrchu micely. Hydrofébne Castice molekal PAL su tak v miniméalnom styku
s molekulami  vody. V nepolarnom prostredi je jadro tvorené polarnou skupinou
a uhl'ovodikové retazce smeruju von do prostredia. Tieto micely sa nazyvaju reverzné. DalSie
faktory, ktoré ovplyviiuji CMC su teplota, dizka, $truktira uhlovodikového retfazca
a vlastnosti hydrofilnej skupiny [16, 17].

Vlastnost KMK [o
n
7 r
Y
rd
= ’
Koncentracia

Obrdzok 6: Fyzikalne viastnosti roztokov povrchovo aktivnych latok [16]
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V zriedenych roztokoch vznikaji sférické gulovité micely. Velkost' polomeru micely je
priblizne rovnaka ako dizka molekuly PAL. Pri zvy3enych koncentraciach PAL v roztoku
narasta velkost micely a usporiadanie uhlovodikovych retazcov je rovnobezné. Utvary sa
menia z gulovitych na valcovité a pri eSte vySSej koncentracii vznikaju laminarne micely
zlozené z dvoch vrstiev PAL. Vo vrstve st uhl'ovodikové retazce k sebe navzajom obratené
a polarne skupiny smeruji von. Laminarne micely spadaju do skupiny nesférickych micel

[16, 17].
Qq;ié%
i B il
52 8

o S A S gl O
s 0 %%%%% OJ;;??&%%

Micela Reverzna micela Lipidova dvojvrstva Vezikula

)

Obrdzok 7: Typy miceldarnych koloidov [18]

2.2.3 Nesférické micely

Medzi nesférické micely patria cylindrické, valcovité ttvary, kedy plast tvoria polarne
skupiny a nepolarna ¢ast’ je ukryta vo vnutri micely. Laminarne micely sa skladaju z dvoch
prilahlych rovinnych vrstiev s polarnymi skupinami orientovanymi do vody a nepolarnymi
retazcami smerujicimi k retazcom druhej vrstvy. V pritomnosti dvoch hydrofébnych
retazcov mozu vznikat’ dvojvrstvové membrany, vezikuly a obratené micely. Tvar micely je
vzdy zavisly na primarnej amfifilnej molekule a koncentracii roztoku [13].

2.2.3.1 Vezikuly

Vezikuly su duté Struktary tvorené povrchovo aktivnymi latkami, lipidmi alebo blokovymi
kopolymérmi vo vodnom roztoku. St tvorené jednou alebo viacerymi do kruhu zakrivenymi
dvojvrstvovymi membranami. VonkajSia a vnatorna ¢ast’ dvojvrstvovej membrany je tvorena
hydrofilnymi skupinami a hydrofobne retazce st orientované do vnutra dvojvrstvy, atak je
zamedzeny kontakt s vodou. Vonkajsie disperzné prostredic je oddelené obalom, ktory
obklopuje inertnti vodnu fazu. Vezikuly rozdelujeme na unilamindrne a multilaminarne.
Unilaminarne vezikuly st zlozené len z jednej dvojvrstvy a multilaminarne s tvorené
viacerymi dvojvrstvami, ktoré si na seba navrstvené. Prirodné a syntetické fosfolipidy
vytvaraju vezikuly, ktoré sa nazyvaju lipozomy. Vezikuly maju dolezité postavenie
v kozmetickom priemysle a v medicine ako nastroj davkovania lie¢iv. Vyhodou vezikul oproti
micelam je v ich vdésej enkapsulacnej kapacite a transporte latok v organizme [13].

12
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Obrazok 8: Unilamindrna vezikula tvorend amfifilnymi molekulami s jednou hydrofilnou skupinou
a dvomi hydrofobnymi retazcami [13].

2.3 Kataniontové vezikularne systémy

Kataniontové vezikuly sa skladaji zo zmesi katidnovych a anionovych povrchovo
aktivnych latok vdaka elektrostatickému pdsobeniu medzi polarnymi skupinami hlavy.
V cistom povrchovo aktivnom ¢inidle medzi dvoma podobne nabitymi hlavovymi skupinami
posobi odpudzujuca elektrostaticka interakcia, ktora zvySuje volnli energiu a vytvoria sa
micely. Na druhej strane, v katanionickych zmesiach elektrostaticka interakcia medzi dvoma
rozdielne nabitymi hlavnymi skupinami znizuje volnu energiu za vzniku stabilnej
kataniontovej vezikuly. Po odstraneni protiidbnov zo zmesi sa zvySok nazyva dvojfazovy
amfifil (IPA). IPA je vSeobecne tvoreny sparovanim dvoch jednoret'azcovych protilahlych
povrchovo aktivnych latok v rovnakom molarnom pomere. Tieto dva retazce ale nie su
kovalentne viazané na rovnaka hlavnt skupinu. IPA je povaZovany za povrchovo aktivnu
latku so pseudodvojnym retazcom. IPA tvoria radSej vezikuly ako micely. Vysvetluje to
kriticky parameter balenia, ktory sa pouZiva na predpovedanie Struktiry agregatov povrchovo
aktivnych latok vo vodnom prostredi. Kritické balenie IPA je vicsie ako jeho prekurzory na
tvorenie micel v doésledku toho, Ze sa znizi efektivna plocha hlavy. Tvorba vezikal je
spontanny proces [1].

+ 00
- “‘ NaBr

SDS IPA
CTAB

Obrdzok 9: Vytvorenie IPA z SDS a CTAB [19]
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Zaporne nabita + kladne nabita
povrchovo aktivna latka

Kataniontovy vezikularny systém

Obrazok 10: Vznik kataniontového vezikuldarneho systému

2.3.1 Tvorba kataniontovych vezikul

Zluceniny, ktoré sa najCastejSie vyuzivaju pre tvorbu vezikal, st alkylaménium
alkylsulfaty alebo sulfonaty. Kataniontové vezikuly s dvoma symetrickymi alkylovymi
ret'azcami, u ktorych je pocet atdbmov uhlika mensi nanajvys rovny 10, st takmer nerozpustné
vo vode. Taktiez aj v pripade, Zze si vezikuly z asymetrickych alkylovych retazcov, kde je
jeden dlhy (pocet uhlikov je vacsi nanajvys rovny 11) a jeden kratky (pocet uhlikov je mensi
nanajvys rovny 9). Kataniontové vezikuly s krat$imi retazcami st rozpustné vo vode a tvoria
micelarne roztoky [2].

2.3.2 Geometria kataniontovych vezikul

Geometria povrchovo aktivnych latok méa hlavnu ulohu pri definovani agrega¢ného
spravania kataniontovych vezikal. Druh agregatov zavisi od hodnoty parametra kritického
balenia P :

aO b lC’ (1)

kde ap je minimalna medzifazova oblast’ obsadend hlavnou skupinou, v je objemal; je
maximalna dizka hydrofébneho chvosta v natiahnutom stave. Pokial bude P < 0,33
povrchovo aktivna latka je schopna tvorit’ sférické micely. Valcovité alebo diskovité tvary sa
budt vytvarat’ pri 0,33 <P, <0,5. Pri tvorbe vezikal by mala byt hodnota P, medzi 0,5 a 1.
Pre hodnotu rovnt 1 vznikaju rovinné dvojvrstvy a pri Pc> 1 sa tvoria obratené micely.

Na zéklade kritického parametra balenia méZeme povedat’, Ze u¢inna plocha medzifdzovej
hlavnej skupiny kazdého IPA partnera mozZe byt podstatne menSia ako plocha pre kazdu
jednotlivll povrchovo aktivnu latku. Je to vd’aka elektrostatickému posobeniu medzi hlavnymi
skupinami a udrzuje sa hydrofobny objem koncov povrchovo aktivnych latok.

Velky rozdiel v dizke hydrofobneho chvosta stabilizuje tvorbu vezikal s kratkymi
koncami, ktoré sa nachddzaju vo vnutri dvojvrstvy. To umoZiiuje energeticky priaznivé
balenie dlh§im koncom vo vonkajSej vrstve. Vnutorné a vonkajSie membrany musia mat
rovnaké a spontanne zakrivenie [20].
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2.3.3 Aplikacia

Kataniontové vezikuly mozu interagovat s molekulami DNA, ktoré si zéporne nabité.
Vytvori sa komplex, vd’aka ktorému mozu vstupovat’ do bunky prostrednictvom endocytézy.
Vezikuly tvoria agregéaty, o vedie k nizkej génovej transfekénej ucinnosti komplexov
vezikul/DNA. Skimanie moznosti zlepSenia je v procesoch viacerych studii [21].

Vezikularne struktary vd’aka svojej hydrofébnej a hydrofilnej oblasti dokézu enkapsulovat’
hydrofilné aj hydrofébne materidly. Tato vlastnost’ vyzdvihuje potencidl vezikil v aplikacii
podavania lieCiv a taktiez aj riadeného uvolfiovania lieciv [1].

2.4 Dynamicky rozptyl svetla

Disperzné sustavy vykazuji charakteristické optické vlastnosti. Optické vlastnosti
ovplyviiuje velkost’ castic, elektrickd vodivost a absorpcia svetla latkou. Po dopade
svetelného Iuca na vzorku sa svetlo rozptyli alebo absorbuje, a tym sa znizi intenzita Ziarenia.
Velkost' efektov je zavisld na vlastnostiach &astic v systéme ana vinovej dizke svetla.
V disperznych systémoch, ktoré¢ obsahuju koloidné Castice a Castice o vécSich rozmeroch sa
uplatiiuje hlavne rozptyl svetla.

Dynamicky rozptyl svetla (DLS) je metdda, ktora vyuziva meranie intenzity rozptyleného
svetla z laserového zdroja. Touto metddou sa urCuje velkost Castic a distribucia velkosti
Castic v submikronovej oblasti. Monochromatické koherentné ziarenie dopada na vzorku, kde
st rozptylené Castice. Nasledne je Ziarenie zachytené optickymi prvkami, pomocou ktorych sa
meria intenzita rozptyleného svetla. Principom merania velkosti Castic je sledovanie rychlosti
Brownovho pohybu. Castice sa pohybuji v kvapaline nahodne a uréitou rychlostou. Intenzita
rozptyleného svetla sa meni v zavislosti na pohybe &astic. Cim rychlejie sa Gastice pohybuju,
tym rychlejSie sa meni intenzita rozptylen¢ho svetla. Zmena intenzity rozptyleného svetla je
priamo umerna vel’kosti molekul za predpokladu, ze teplota a viskozita rozpustadla je znama
a konstantna. Difizny koeficient sa uréi Statickou analyzou. Nasledne sa velkost’ Castic (dp)
vypocita pomocou Stokes-Einsteinovej rovnice:

kB * T
dy = —>——,
6-m-1n, D (2)
kde kg je Boltzmannova konstanta, T termodynamicka teplota, 7o viskozita rozptstadla a D
diftzny koeficient [22, 23, 24, 25].

2.5 Zeta potencial

Vicsina kvapalin obsahuje iony, ktoré v koloidnych systémoch nesu naboj. Ak je nabita
Castica v Styku s inymi iénami roztoku, za¢nu sa k jej povrchu pritahovat’ opacne nabité iony.
I6ny, ktoré sa zoskupia okolo povrchu castic vytvoria spolu s povrchom Castice dve vrstvy.
Tieto vrstvy sG navzajom opaéne nabité atvoria tak elektrickti dvojvrstvu. Elektricka
dvojvrstva sa sklada z vnutornej Casti, ktora sa nazyva Sternova vrstva. [ony st v tejto vrstve
viazané na povrch Castice pevne. Vonkajsia Cast’ je tvorena pritahovanymi ionmi opacného
znamienka, ktoré st viazané elektrickymi a absorpénymi silami. Tieto i6ny, ktoré su
vzdialenejSie od povrchu Castice, vytvaraji difuznu vrstvu. Vo vnutornej vrstve sa idny
nepohybujt, ale v difuznej vrstve ano. Difuzna vrstva sa vyznacuje teoretickou hranicou.
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I6ny sa po aplikécii napétia vo vnutri tejto hranice budu pohybovat’ s ¢asticou a vonkajsie
iony nie. Toto rozhranie je oznacované ako rovina sklzu. Potencial, ktory vznikd na tejto
hranici sa nazyva zeta potencial. Zeta potencial sa meni podl'a vzdialenosti od povrchu
Castice. Ak ma systém dostato¢ne zaporny alebo kladny zeta potencial a odpudivé sily su
dostatocne velké, systém je elektrostaticky stabilny. Nestabilny systém sa vyznacuje
hodnotami od —30 mV do 30 mV.

Elektroforeticky rozptyl svetla meria, ako rychlo sa castice pohybuju v kvapaline
po aplikovani elektrického pola. Pri znamej rychlosti Castice, vel'kosti aplikovaného pola
a zahrnuti konstant ako je viskozita a dielektricka konstanta vzorku, mozeme vypocitat’ zeta
potencial. Pri merani zeta potencidlu je vela faktorov, ktoré ovplyvituji meranie, napriklad
zmena koncentracie roztoku, hodnota pH a pridanie elektrolytu [22, 23, 25].
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@ ® * ® o

Castica so zapornym ndbojom na
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e ®
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(&)

..................... Povrchovy potencial ‘
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4
@ .......................................................... | Sternov potenciél ‘
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© Bty S ‘ Zeta potencial ‘
@ e @ .............................................

‘ Vzdialenost’ od povrchu Castice ‘

Obrazok 11: Elektricka dvojvrstva a zeta potencial [26]

25.1 InStrumenticia

Ako zdroj svetla sa pouziva laser na oziarenie vzorku v kyvete. Za zdrojom svetla sa
nachadza zoslabovac€, ktory znizuje intenzitu laserového lucu. U vel'mi koncentrovanych
vzorkéch alebo pri merani vel'kych castic je to dolezité z toho dovodu, aby nedochadzalo
Kk pretazeniu detektora. Nasledne je zaradeny detektor, ktory meria intenzitu rozptylené¢ho
svetla. Zetasizer Nano obsahuje detektor, ktory snima bud’ pod uhlom 173° alebo 90°.
Pri uhle 173° sa jedna o spitny rozptyl svetla. Svetelny 14¢ vtedy neprechadza celou vzorkou,
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ma krat§iu opticki drahu a moZeme merat vzorky aj o vy$Sej koncentracii. Dal§im
komponentom je digitalny korelator, ktory spracovava intenzitu rozptylu svetla v ¢asovych
usekoch a nasledne informacie vyhodnoti pocitac [22, 25, 27].

Laser ||

Zoslabovac U A e
L_\ Detektor

Detektor

]
%x% L 9°°| (B) | Korelator
Kyveta

so vzorkom

Obrazok 12: Schéma pristroja na meranie zeta potencialu [28]

2.6 Fluorescencia

Fluorescencia je jav, pri ktorom molekula v zékladnom singletovom stave (Sg) po absorpcii
svetla prejde z orbitalu s najnizSou energiou do najblizSicho neobsadeného orbitalu s vyssou
energiou. Vtedy dochadza k excitacii elektronu. Excitované stavy mozu nastat’ dva. Prvy je
singletovy stav (S1), vV ktorom maju elektrony antiparalelné spiny. Druhy je tripletovy stav
(T1) a spiny elektronov su paralelné, tu sa jedna o tzv. zakazany spin. Jablonskiho diagram
popisuje schému zobrazenia energii molekul v zakladnom a excitovanom stave.
Pri fluorescencii nastane spinovo povoleny prechod z rovnovaznej hladiny singletového stavu
do niektorého z vibraénych hladin zakladného stavu. Po absorpcii svetla o urcitej vinovej
dizke nastava emisia, ktorej vyziarené svetlo ma dlhsiu vlnova dizku, niZ8iu energiu a int
farbu. Tento posun (Stokesov posun) vznika ako dosledok straty energie neziarivymi
prechodmi [29, 30].
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Obrazok 13: Stokesov posun [31]

2.6.1 Fluorescenéné sondy

Fluorescencné sondy (fluorofory) su najcastejSie organické latky, ktoré vykazuju
fluorescenciu. Na §truktaru viazanej molekuly sa mozu viazat kovalentne aj nekovalentne
amenia svoje vlastnosti. Fluorofory sa rozdel'uju do troch skupin: vnutorné, vonkajsie
kovalentne naviazané a vonkajSie asocia¢né fluorofory. Vnutorné fluorofory sa vyskytuju
prirodzene, patria sem napr. proteiny, NADH, NADPH. VonkajSie kovalentne viazané
fluorofory sa oznacujii ako florescenéné znacky. Fluorescenéné znaCky sa vyuzivajl
najcastejsie k znaceniu bielkovin, napr. fluorescein. Vonkajsie asociacné fluorofory, zname
aj ako fluorescen¢né sondy, st obvykle aromatické zlu¢eniny, polyaromatické uhlovodiky
alebo heterocykly a viazu sa nekovalentne. Vyber sond sa uskuto¢iuje predovsetkym podl'a
jej struktiry a charakteru: amfifilny, hydrofilny, hydrofobny [32, 33].

2.6.1.1 DiIA

Sonda DiA alebo 4-(4-dihexadecylaminostyryl)-N-methylpyridinium jodid je lipofilna
fluorescen¢na sonda. Vyuziva sa ako membranové farbivo. Sklada sa z dvoch alkylovych
koncov, ktoré st orientované paralelne k fosfolipidovému acylovému retazcu. Jej emisné
spektrum je vel'mi Siroké a mdze byt detekované zelenym, oranZovym a ¢ervenym filtrom

[34].
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Obrdzok 14: Struktira DiA [34]
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Obrazok 15: DiA — emisné spektrum je zndzornené plnou ciarou, excitacné spektrum ciarkovanou
Ciarou [34].
2.6.1.2 DiD
Sonda DiD alebo 1,1’-dioktadecyl-3,3,3",3 -tetramethylindodikarbokyanin perchlorat
taktiez patri do skupiny lipofilnych fluorescenénych sond. Vyuziva sa na oznaCovanie
bunkovych membran. Jej emitované ziarenie sa nachadza Vv Cervenej oblasti. Silnl
fluorescenciu vykazuje po zacleneni do membrany a vo vode fluoreskuje len slabo. Ma

mimoriadne vysoky extinkény koeficient a zivotnost kratkych excitovanych stavov
v lipidovych prostrediach [35].

H,C CH
34 CH, H,C 3
/)— (CH=CH),—CH
)+ \
((|:H2)17 (csz)w
clo,

Obrdazok 16: Struktira DiD [35]
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Obrazok 17: DiD — emisné spektrum je zndzornené plnou ciarou, excitacné spektrum ciarkovanou
Ciarou [35].

2.6.2 Fluorescen¢na korelacna spektroskopia
Fluorescencna korelacna spektroskopia (FCS) je metdda, ktora sleduje ¢asoviu zmenu

intenzity fluorescencie, ktora je priradena fyzikalnemu alebo chemickému parametru, ako je
napriklad transla¢ny difizny koeficient, rychlost’ toku, rychlostna konsStanta chemickej
reakcie, rotacny difuzny koeficient, molekulova hmotnost” alebo agregacia.

Molekuly v konfokalnom objeme emituju fluorescenéné ziarenie. To je nasledne prenasané
mikroskopom na detektor. Intenzita fluorescencie je uréena priemernym poctom molekul
V konfokalnom objeme. Pri vstupe molekuly do objemu sa intenzita fluorescencie zvysi,
pri vystupe sa nasledne znizi. Dobu fluorescenénej zmeny uréuje rychlost’ diftizie molekul
a vel'kost’ konfokalneho objemu. Konfokalny objem byva 0,3 az 1 fl.

V metéde FCS je hlavnou zlozkou konfokalny mikroskop. Konfokalny mikroskop patri
do skupiny klasického optického mikroskopu, ktory skenuje sledovanti vzorku a vytvara jej
obraz. Avsak v FCS mikroskop umoznuje sledovat’ ¢asové zmeny intenzity fluorescencie.
Doélezitou podmienkou je fluorescencia vzorky, ktora sa docieli fluorescenénym znacenim,
pokial’ vzorka nevykazuje vlastnu fluorescenciu. Fluorescen¢nd sonda musi byt vybrana tak,
aby mala vysoky kvantovy vytazok a aby vydrzala vysoku intenzitu Ziarenia v ohnisku
mikroskopu. Staticka analyza fluorescenéného signalu ur¢i priemernt dobu molekuly
v detek¢nom objeme, koncentraciu danej latky a dobu Zivota fluoroforu, ktora predstavuje ako

dlho molekula zostala v excitovanom stave.

Fluorescencnd korelacnéd spektrometria umoziuje zobrazit' jednu molekulu, celé casovo
rozliSené obrazky FLIM, kros-korelacni FCS, ¢asovo rozliSentt FCS a €asovo rozliSenu kros-

korela¢nu FCS [36, 37, 38].

2.6.2.1 InStrumentdcia
Hlavnou sucastou je konfokalny fluorescenény mikroskop. Ako zdroj ziarenia sa pouziva

laser. Vo fluorescenénom mikroskope ziarenie excituje fluorofory vzorky. Excitovany
fluorofor emituje fluorescenciu 0 nizsej energii nez je excitacné ziarenie. Emitované ziarenie
je izolované pomocou filtrov a fluorescencia je snimana objektivom. Pomocou dichorického
zrkadla je emisné Ziarenie odrazené spét’ a emisny filter prechadza az do detektoru. Tymto sa
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oddeli excitatné a emisné ziarenie. Konfokdlna Strbina ,,pinhole,, sa nachadza v detekcnej
Casti optickej drahy. Sluzi na odklonenie neziaducého signalu z oblasti mimo ohniskovu
rovinu. NajcastejSie sa pouziva objektiv S vodnou imerziou, ale méze byt pouzita aj olejova

imerzia [39, 40].
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Obrazok 18: Instrumentacia FCS [41]
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

3.1 Kladne nabité kataniontové vezikuly

Chih-Jung Wua aspol. sa vo svojej §tadii zamerali na pripravu kladne nabitych
kataniontovych veziktl za predpokladu zvySenia stability systému a tesnosti membrany.
Kataniontové vezikuly CTAB-DS boli zmieSané s kladne nabitou povrchovo aktivnou latkou
dialkyldimetylaménium bromidom DXDAB V r6znych molarnych pomeroch od 0,1 do 0,5.
Stabilitu kladne nabitych kataniontovych vezikul nasledne skiimali pomocou merania zeta
potencialu.

Kladne nabité kataniontové vezikuly, ku ktorym bolo DXDAB pridané v molarnom
pomere nizSom ako 0,3 vykazovali zlu fyzicka stabilitu. Od molarneho pomeru 0,3 bola
stabilita veziktl vyssia s vy$§im molarnym pomerom DXDAB. Avsak zeta potencialy vezikul
neboli vyznamne zmenené so zvySenim DXDAB. To naznacuje, ze elektrostatické posobenie
nebolo hlavnym faktorom pre zlepsenie stability. Predpoklada sa, ze DXDAB, ktoré ma dva
symetrické alkylové retazce zohrava ulohu pri zmene balenia CTAB-DS. Zmenou balenia sa
zlepsi stabilita vezikul. So zvySovanim DXDAB by sa mohol premiestnit’ kladny retazec
CTAB avytvorili by sa DXDA-DS. To by nasledne viedlo k vy¢nievaniu hlavnej skupiny
atym k zniZeniu chybného balenia. S rasticou dizkou retazca DXDAB by sa zvySovala
molekularna interakcia vo vezikuldrnej dvojvrstve, ¢o by inhibovalo rozpustenie kladného
CTAB azlepsila by sa stabilita systému. Avsak zhoda s dizkou hydrofébneho retazca
vo vezikule by mohla spdsobit’ rozpadnutie vezikal na dvojvrstvové fragmenty. Téato
nestabilita sa preukazuje u dlho skladovanych vezikul [1].

3.2 UtinKy spolurozpi$t’adla na stabilitu kataniontovych vezikiil

Shao-Jen Yeh aspol. skuamali u¢inok pridavania réznych koncentracii spolurozptstadla
na stabilitu kataniontovych vezikl. Ako spolurozpustadla pouzivali alkoholy s kratkymi
alkylovymi retazcami (metanol, etanol, 1-propanol, 1-butanol). Dokaz meranim dynamického
rozptylu svetla preukazal, Ze by vezikuly mohli byt’ G€inne stabilizované pridanim vhodného
mnozstva 1-propanolu a 1-butanolu. Zivotnost bola pozorovana az 1 rok a 132 dni
pre 5% roztok 1-butanolu a 15% roztok 1-propanolu. Stabilita je zavisla na koncentracii
pomocného rozpustadla. Stabilita vezikal sa zvySovala so zvySenim koncentracie pomocného
rozpistadla az dosiahla maximum. Dalej sa uz so zvySovanim koncentricie znizovala. Po
dosiahnuti maxima sa vezikuly rozpadli na samostatné IPA. Vysvetlenie efektov
spolurozpustadla je zalozené na strednej dielektrickej konStante.

Pridanie spolurozptstadla, ktoré znizuje strednt dielektrickii kon$tantu roztoku moze
vyvolat’ dva protikladné ucinky na interakcie medzi zmieSanym rozpustadlom a IPA.
Pri znizovani dielektrickej konStanty zmieSanych rozpustadiel zvySenim koncentracie
spolurozpustadla sa na jednej strane zosilni solvofobny ucinok hydrofilnych hlavnych skupin
IPA a na druhej strane bude zoslabena hydrofébna chvostova ¢ast’ IPA. Tieto dva protikladné
ucinky sa navzdjom vyvazuju a vedu k zmenam stability vezikal. V celom rozsahu vedu
k 3 efektom: zvySenie stability vezikularneho stavu, zmensenie stability vezikularneho stavu
a stav molekularnej disperzie. Na objasnenie mechanizmu efektov, ktoré vznikaju pridanim
alkoholov ako spolurozpustadiel je potreba previest’ eSte vel'a experimentov [42].
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Obrazok 19:Schematické znazornenie efektu pridania spolurozpustadla na formovanie
kataniontovych vezikul. Krivka a zndzornuje solvofobny icinok na hlavné skupiny IPA, b solvofébny
ucinok na chvostové skupiny IPA, c¢ celkovy solvofobny ucinok na IPA [42].
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Obrdzok 20: Vplyv koncentracie spolurozpustadla na formovanie vezikul [42]

3.3 ZvySenie fyzikdlnej stability kladne nabitych Kkataniontovych vezikul
Vv pritomnosti chloridu vapenatého

IPA a dvojity retazec kladne nabitej povrchovo aktivnej latky
dimetyldimyristylamoniumbromidu  vytvaraju  kladne nabité kataniontové vezikuly.
Tieto vezikuly by mohli mat’ potencialnu aplikaciu pri prenose génov. Kataniontové vezikuly
mozu interagovat’ s molekulami DNA za tvorby komplexov, ktoré moézu vstupovat’ do bunky
pomocou endocytézy. Stadium fyzikalnych vlastnosti nevirusovych vezik@l pouZitych ako
nosice DNA na prenos génov sa stava popularnym. AvSak kataniontové vezikuly tvoria
agregaty, ¢o vedie k nizkej transfekcnej génovej ucinnosti komplexu vezikula-DNA. Mnohé
Stidie sa preto zaoberaju zvySovanim ucinnosti génovej transfekcie komplexov vezikula-
DNA auvadzaju, ze pritomnost’ chloridu vapenatého vo vodnej faze ma potencial zlepsit’
ucinnost’ transfekcie génov. Chen-Hsuan Lee aspol. sktmali, ¢i pridanie chloridu
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vapenat¢ho bude mat’ kladny alebo zaporny ucinok na fyzikalnu stabilitu vezikularneho
systému a aky vplyv mé na vezikuldrny systém cholesterol.

Bolo preukazané, Ze chlorid vapenaty ma na fyzikalnu stabilitu vezikuldrneho systému
negativny vplyv, pretoze stabilita sa znizila. ZacClenenie cholesterolu vSak moéze zlepsit
fyzikdlnu stabilitu vezikal aj v pritomnosti chloridu vapenatého vo vysokej koncentrécii.
Pri zaCleneni cholesterolu sa pohyb alkylového retazca zvysil a molekularne balenie bolo
menej usporiadané. Po zacleneni cholesterolu do systému nadobuda dvojvrstva charakter
fluidnej vrstvy, a tym je vezikularny systém stabilny [43].
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Obrdzok 21: Zaclenenie cholesterolu do vezikuldrneho systému [43]
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Chemikalie
Zaporne nabita povrchovo aktivna ldtka

Dodecylsulfat sodny SDS
Vzorec: CH3(CH,);:0SO3Na

w = 288,38 g/mol
CAS: 205-788-1
Sigma Aldrich
Kladne nabita povrchovo aktivna latka
Hexadecyltrimetylamonium chlorid CTAC
Vzorec: CH3(CH,)1sN(CI)(CH3)3
M, = 320 g/mol
CAS: 112-02-07
Sigma Aldrich
Hexadecyltrimetylamonium bromid CTAB
Vzorec: CH3(CH,)1sN(Br)(CHa)s
M, = 364,45 g/mol
CAS: 57-09-0
Sigma Aldrich
Tetradecyltrimetylamonium bromid TTAB
Vzorec: CH3(CHy)13N(Br)(CHs)s
M, = 336,41 g/mol
C .3arze: 214-290-3
CAS: 1119-97-7
Fluka Analytical
Dodecyltrimetylamonium bromid DTAB

Vzorec: CH3(CH,)1:N(CHzs)3Br



M,, = 308,35 g/mol

CAS: 1119-94-4

Sigma Aldrich

Dioctadecyldimetylamonium chlorid DODAC
Vzorec: [CH3(CH,)17]2N(CI)(CH3),

M,, = 586,65 g/mol

CAS: 107-64-2

Alfa Aesar

Fluorescencéné sondy

DiA
4-(4-dihexadecylaminostyryl)-N-methylpyridinium jodid
M, = 933,87 g/mol

CAS: 41085-99-8

Sigma Aldrich

DiD

1,1’-dioktadecyl-3,3,3",3 "-tetramethylindodikarbokyanin perchlorat
CAS: 1639-15-3

Sigma Aldrich

Nilska cerven

CAS: 7385-67-3

M, =318,37 g-mol™

Sigma Aldrich

Deionizovana voda

H,0, Systém ELGA

Chloroform

CAS: 67-66-3

Penta s.r.o.



Aceton
CAS: 67-64-1
Penta s.r.o.
Metanol
CAS: 67-56-1
Penta s.r.o.
4.2 Pouzité metédy

4.2.1 Priprava vodného roztoku kladne nabitej povrchovo aktivnej latky

Bol pripraveny 20 mM vodny roztok rozpustenim 1,4419 g dodecylsulfatu sodného
v 250 ml deionizovanej vody. Roztok bol dosledne premieSsany na mieSacke do vytvorenia
¢ireho roztoku.

4.2.2 Priprava vodného roztoku zaporne nabitej povrchovo aktivnej latky

Bol pripraveny 20 mM vodny roztok rozpustenim 1,6 g hexadecyltrimetylamonium
chloridu v 250 ml deionizovanej vody, 1,82309g hexadecyltrimetylamonium bromidu
v 250 ml deionizovanej vody, 1,6821 g tetradecyltrimetylamonium bromidu v 250 ml
deionizovanej vody a 1,5427 g dodecyltrimetylamonium bromidu v 250 ml deionizovanej
vody. Roztok bol miesany na mieSacke az dokym Sa nevytvoril ¢iry roztok.

4.2.3 Priprava IPA

20 mM roztoky opacne nabitych povrchovo aktivnych latok boli zmieSané a den
ponechané na precipitaciu pri izbovej teplote. Nasledne sa zrazenina oddelila od vodnej fazy
centrifugaciou 5 500 ot/min. Vytvorena zrazenina sa prefiltrovala a precistila deionizovanou
vodou. Filtra¢ny kola¢ bol suSeny v suSiarni pri 50 °C pocas 3 dni, ¢im bol ziskany prasok
IPA.

4.2.4 Priprava kataniontovych vezikularnych systémov

Vytvoreny prasok IPA bol rozpusteny v5 ml chloroformu. Chloroform bol odpareny
na magnetickej mieSacke za vzniku tenkého filmu. Tenky film bol nésledne hydratovany
30 ml deionizovanej vody. Roztok bol vortexovany, aby sa tenky film rozpustil
Vv deionizovanej vode. Po rozpusteni filmu bol roztok sonifikovany 60 minut pri teplote 70 °C.

Tabulka 1: Prehlad’ kataniontovych vezikularnych systémov vytvorenych kombindciou réznych
povrchovo aktiviych latok

Kataniontové vezikularne systémy
Hexadecyltrimetylamonium chlorid + dodecylsulfat sodny CTAC-DS
Hexadecyltrimetylamdnium bromid + dodecylsulfat sodny CTAB-DS
Tetradecyltrimetylamonium bromid + dodecylsulfat sodny TTAB-DS
Dodecyltrimetylaménium bromid + dodecylsulfat sodny DTAB-DS
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4.2.5 Priprava kladne nabitych kataniontovych vezikularnych systémov

Vytvoreny prasok IPA bol zmieSany s roznymi navazkami dioktadecyldimetylamonium
chloridu, aby vysledna koncetracia v roztoku bola 10 hm. %, 30 hm. % a 50 hm. %. Nasledne
bolo pridanych 5 ml chloroformu. Chloroform bol odpareny za vzniku tenkého filmu. Tenky
film bol hydratovany 30 ml deionizovanej vody aroztok bol vortexovany, aby doslo
k rozpusteniu vSetkych Castic. Nasledne bol roztok sonifikovany 60 minut pri teplote 70 °C.

4.2.6 Priprava fluorescencne zafarbenych kataniontovych vezikularnych systémov
Zasobny roztok nilskej Cervene bol pripraveny navazenim 0,015 9 g nilskej cervene.
Navazka bola kvantitativne prevedena do odmernej banky s objemom 100 ml a odmerna
banka bola doplnena po rysku aceténom. Vysledna koncentracia roztoku bola 10™ mol-dm?,
Nésledne zvolenim vhodného riedenia bol pripraveny roztok o koncentracii 107 mol-dm™.
Zasobné roztoky DiA a DiD boli pripravené rovnakym spésobom ako nilska ¢erven. Navazky
boli rozpustené v metanole. Vysledna koncentracia roztokov fluorescenénych sond DiA
aDiD bola 10" mol-dm™. Potrebné mnozstvo florescenénej sondy bolo napipetované
dovialky anasledne bolo rozpustadlo odparené. Kataniontové vezikularne systémy
rozpustené vo vode boli pridané k sonde. Nasledovalo vortexovanie vzorky pre uplne
rozpustenie Castic a sonifikacia po dobu 60 minat pri 70 °C. Vysledna koncentracia
fluorescen¢nej sondy v kataniontovych vezikuldrnych systémov bola 10" mol-dm™,

4.2.7 Dynamicky rozptyl svetla a zeta potencial

Meranie velkosti Castic prebiehalo na pristroji ZetaSizer Nano ZS od firmy Malvern
Instrument v rezime Size. Pri merani velkosti Castic bola vzorka prevedena do kyvety
a na pristroji boli nastavené parametre merania. Bolo potrebné nastavit, ze rozpustadlom
v tomto pripade bola voda, teplota 25°C apouzita kyveta bola plastova. Meranie
prebiehalo 10 sekund v 3 opakovaniach. Vysledkom merania je graf v zavislosti intenzity
na velkosti Castic a taktiez korelacna krivka, ktora nam zobrazuje priebeh merania.

Meranie zeta potencialu nas informuje o stabilite systému. Meranie prebiehalo
narovnakom pristroji len Vv rezime zeta. V tomto pripade bola kyveta naplnena vzorkou
a do nej bola ponorena dip cela s meracou elektrodou. Meracou elektrodou sa do systému
vkladd napitie a pristroj sleduje néslednt fazovli odozvu na vloZenom napiti. Potrebné
parametre pre meranie boli nastavené ako u merania vel'kosti Castic.

Pre toto meranie bolo mozné pouzit vzorky tri TTAB-DS, DTAB-DS a CTAB-DS.
CTAC-DS nebolo mozné zmerat’. Castice u tejto vzorky boli viditené okom.

4.2.8 FCS - Systém MicroTime 200

Pristroj na meranie fluorescenénej korelacnej spektroskopie sa sklada z mikroskopu
Olympus IX 71 s dvoma imerznymi objektivmi a jednym suchym objektivom, excitaéného
zdroja, pulznej laserovej diddy o vinovych dizkach 375,470,510 a 640 nm a $tyroch
nezavislych detekénych kanalov. V pristroji sa nachadza taktiez externy spektrograf s CCD
kamerou Newton, ktory snima stacionarne fluorescencné spektra stcasne s konfokalnym
experimentom.
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Pre tento experiment bol pouzity mikroskop s objektivom s vodnou imerziou, excitaény
zdroj o vinovej dizke 470 nm, emisny filter 690/70 a detektor t-SPAD 1. Bola sledovana
Casova fluktuacia. Namerané data boli sledované pomocou programu SymPhoTime 64
a vyhodnocované pomocou programu MS-Excel. Pre meranie FCS boli vybrané kataniontové
vezikularne systémy CTAB-DS a TTAB-DS + 10 hm. % DODAC. Tieto systémy boli
vybrané po merani DLS a tak aby Castice neboli v roztoku systému viditené okom.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Priprava IPA

Pripravené roztoky samostatnych tenzidov boli ¢ire. Po zmieSany roztoku kladne nabitej
PAL a zaporne nabitej PAL sa vytvorila zrazenina, ktord bola odstredena a ususend. Ziskané
vytazky IPA st uvedené v tabulke 2.

Tabulka 2: Vytazok IPA

Kataniontové vezikularne systémy Vytazok
CTAC-DS 0,0270 g
CTAB-DS 0,0685 g
TTAB-DS 0,7234 g
DTAB-DS 2,0012 g

5.2 Priprava kataniontovych vezikularnych systémov

Pripravené kataniontové vezikuldrne systémy mali v kazdom pripade iny vzhlad.
Vo vzorke CTAC-DS boli ¢astice viditelné okom. Preto tato vzorka nebola pouzita pre d’alsie
merania. CTAB-DS mal jemny biely zékal a bol vhodny pre nasledujice meranie DLS a zeta
potencialu. Vo vzorkach TTAB-DS bol viditel'ny zékal, a tak bolo pre nasledujiice merania
pouzité 10-nasobné riedenie. Vzorka DTAB-DS obsahovala v roztoku gélovitii zrazeninu
a pri pridavkoch DODAC vznikol gélovity roztok. Tieto vzorky boli pouzité len pre meranie
DLS a zeta potencialu.

Tabulka 3: Vzhlad roztoku kataniontovych vezikul

Kataniontovy vezikularny systém VzhPad vzorky

Jemné biele sfarbenie

CTAC-DS Castice viditelné okom
Jemny biely zakal
CTAB-DS Castice neviditeI'né okom
Biely zékal
TTAB-DS Castice neviditeI'né okom
+10 hm. % DODAC Biela gélovita zrazenina
na dne
+ 30 hm. % DODAC Jemné biele sfarbenie
+ 50 hm. % DODAC Jemné biele sfarbenie
Gélovita zrazenina
DTAB-DS v roztoku
Castice neviditeI'né okom
+ 10 hm. % DODAC G¢élovity roztok
+ 30 hm. % DODAC Biely gélovity roztok
+ 50 hm. % DODAC Biely gélovity roztok
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Obrazok 22: Vlavo je mozné vidiet vzorky CTAC-DS, CTAC-DS + nilska cerven. Vpravo sa
nachadzaju vzorky CTAB-DS, CTAB-DS + nilska cerveri.

Obrazok 23: Pripravené vzorky z lava TTAB-DS, TTAB-DS + nilska cerven, TTAB-
DS + 10 hm. % DODAC, TTAB-DS + 30 hm. % DODAC, TTAB-DS + 50 hm. % DODAC

Obrazok 24: Pripravené vzorky z lava DTAB-DS, DTAB-DS + nilska cervenn, DTAB-
DS + 10 hm. % DODAC, DTAB-DS + 30 hm. % DODAC, DTAB-DS + 50 hm. % DODAC
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5.3 Dynamicky rozptyl svetla
Na obrazku 20 je znazornena vzorka CTAB-DS, u ktorej bolo mozné pozorovat’ Castice

okolo 100 nm, ale prevladali Castice s velkostou 1000 nm. Korela¢na krivka mala idealny
priebeh.

Castice TTAB-DS nadobudaju velkosti len do 100 nm. U 10 hm. % pridavku DODAC sa
taktiez velkosti pohybovali okolo 100 nm, avSak u vysSich pridavkov bolo vyznamné
zastapenie Castic okolo 1000 nm. U 50 hm. % pridavku sa dokonca castice s rozmerom
100 nm v systéme nenachadzali. V tomto pripade vysoky pridavok spdsobil tvorbu velkych
agregatov. Korela¢né krivky vysSich pridavkov poukazuji na intenzivnu distribiciu a data st
zatazené velkou chybou.

Velkosti Castic systtmu DTAB-DS sa pohybuji v rozmedzi od 100 nm do 1 000 nm.
Korela¢na krivka v tomto pripade nevykazuje ideadlny priebeh, d’alSie vzorky uz sa priblizuju
k idealnemu priebehu korelacnej krivky. Pridavok 10 hm. % a30 hm.% DODAC zvysil
pocet cCastic o velkosti 100 nm. Stale je ale vic¢Sie zastupenie Castic s velkostou okolo
1000 nm. V tomto pripade 50 hm. % pridavok DODAC nadobtdal najlepsie vysledky
a Castice sa nachadzali v rozmedzi 100 nm.

Hodnota okolo 100 nm zodpoveda vezikularnemu systému, a tak v niektorych pripadoch
bola potvrdena pritomnost’ kataniontovych vezikal.

Intenzita (%)

10 100 1000 10000
Velkost’ ¢astic (nm)

Obrdzok 25: Graf zavislosti intenzity na velkosti castic pre vzorku hexadecyltrimetylaménium
bromidu s dodecylsulfatom sodnym
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Obrdzok 26: Graf zavislosti intenzity na velkosti castic pre vzorku tetradecyltrimetylaménium
bromidu s dodecylsulfatom sodnym a 10, 30, 50 hm. % pridavkami dioktadecyldimetylaménium
chloridu
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Obrazok 27: Graf zavislosti intenzity na velkosti castic pre vzorku dodecyltrimetylamonium
bromidu s dodecylsulfatom sodnym a 10, 30, 50 hm. % pridavkami dioktadecyldimetylamoénium
chloridu
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Obrdzok 28: Korelacna krivka pre vzorku hexadecyltrimetylaménium bromidu s dodecylsulfdatom

sodnym
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Obrazok 29: Korelacna krivka pre vzorku tetradecyltrimetylamonium bromidu s dodecylsulfatom
sodnym a 10, 30, 50 hm. % pridavkami dioktadecyldimetylaménium chloridu
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Obrazok 30: Korelacna krivka pre vzorku dodecyltrimetylamonium bromidu s dodecylsulfatom
sodnym a 10, 30, 50 hm. % pridavkami dioktadecyldimetylaménium chloridu

5.4 Zeta potencial

Hodnoty zeta potencialu poukazuji na to, Ze pripravené vzorky su stabilné, az na vzorky
TTAB-DS + 50 hm. % DODAC a DTAB-DS + 10 hm. %
pohybuje v rozmedzi —30 az 30 mV. Vezikularne systémy st na povrchu kladne nabité, na ¢o
poukazuju kladné hodnoty zeta potencialov. V pripade DTAB-DS bola hodnota zeta
potencialu zaporna. Vezikularny systém je teda na povrchu nabity zaporne. Néasledné
pridavky kladne nabitej povrchovo aktivne; latky DODAC vSak zeta potencial zmenili
a povrch systému sa nabil kladne za vzniku kladne kataniontového vezikularneho systému.

Tabulka 4: Namerané hodnoty zeta potencidalu a velkosti castic

DODAC. Ich potencial sa

Kataniontové vezikularne Zeta potencial | Priemer cCastic
systemy [MV] [nm]
CTAB 56,27+1,9 565,30
TTAB-DS 64,80 = 1,82 78,55
TTAB-DS + 10 hm. % DODAC 38,63+ 0,9 150,10
TTAB-DS + 30 hm. % DODAC | 33,30+ 1,00 1858,00
TTAB-DS + 50 hm. % DODAC 16,67 + 1,03 18900,00
DTAB-DS -33,40 + 0,26 1185,00
DTAB-DS + 10 hm. % DODAC]| 13,30+0,95 307,60
DTAB-DS + 30 hm. % DODAC| 26,87 + 1,37 539,80
DTAB-DS + 50 hm. % DODAC]| 43,20+ 0,46 216,10
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5.5 FCS

Pre meranie boli zvolené vzorky CTAB-DS a TTAB-DS + 30 hm. % DODAC na zaklade
predoslého merania DLS. Ako prva fluorescencna sonda bola pouzitd nilska Cerven, ktora je
hydrofobna a zabudovala sa do systému kataniontovych vezikul. Intenzita fluorescencie vSak
bola nizka anasledne bola ziskana nizka korelacia. Pre d’alSie meranie boli vybrané
fluorescencné sondy DiA a DiD, ktoré sa typicky pouZzivaji v lipozomalnych Struktirach
a pri dvojretazcovych tenzidoch. DiA aDIiD sa zabudovava do palisadovych vrstiev
z vonkajsej strany. Fluorescencné sondy DiA a DiD poskytli dostatoéne silny signal a
primerané vysledné hodnoty. Fluorescen¢na sonda DiA poskytovala nizsi signal ako sonda
DiD.

Vzorka CTAB-DS poskytla s obidvoma sondami priblizne rovnaké vysledky a preukazali
sa vezikularne systémy 0 velkosti 56 a 82 nm.

Na obrazku 26 je zobrazeny ,,TimeTrace* — celkovy ¢asovy zdznam fluktuacie u vzorky
TTAB-DS + DiD . Priebeh krivky ndm popisuje vyskyt vezikularnych systémov a spojenych
agregatov, ktoré vytvaraju vel’ké Castice. Vel'ké Castice predstavuju vysoké piky, ktoré su ale
zastapené v malom mnozstve. Tieto Castice maji vysoky difizny Cas, ktory predstavuje nizky
difuzny koeficient. Nasledne boli vel'ké Castice vyfiltrované vybranim iného rozmedzia Casu,
v ktorom sa nenachadzajua. Prvé rozmedzie ¢asu bolo 59 — 285 s. V tomto pripade sa vSak este
vyskytovali vécSie Castice, ktoré skreslovali priebeh krivky zobrazenej na obrazku 28.
V rozmedzi ¢asu 205 — 285 s sa v grafe vyskytovali len mensie Castice a krivka nadobudala
vyhovujuci priebeh priblizujuci sa svojim koncom k nule.

UTTAB-DS +30 hm. % DODAC s fluorescen¢nou sondou DiA sa vyskytovali dva
difazne Casy. Tieto dva difizne ¢asy odpovedaji 2 ré6znych populdcidm vo vzorke. Populacie
mohli vzniknat pridanim DODAC a zac¢lenenim jeho réznej koncentracie do vezikularnych
systémov. Castice okolo 100 nm predstavuji 39 % a mensie Gastice okolo 10 nm Vv zastipeni
61 %. Malé castice mozu predstavovat’ nezbalené IPA, ktoré fluktujii okolo vezikularnych
systémov. Fluorescen¢na sonda DiD vytvorila triplet so svojou vlastnou amplitidou a dva
difizne casy. V tomto pripade sa vo vzorke vyskytovali velké castice okolo 800 nm
Vv zastupeni 34 % a vezikularne systémy do 100 nm Vv zastipeni 66 %. U fluorescen¢nej sondy
DiD je zastipenych menej Castic ako u sondy DiA. AvSak ¢im je viac Castic, tym je menSia
difazny charakter. Tato nezhoda moéze byt zélezitostou vyberu Specifickych oblasti, ktorti
musime brat’ do tvahy. Velkost' Castic bola vypocitand pomocou zistenych difiznych
koeficientov podl'a Stokes-Einsteinovej rovnice, ktora je popisana v kapitole 2.4.
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Obrdzok 31: Timetrace — celkovy casovy zdznam fluktudcie
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Obrdzok 32: Autokorelacna funckia z celého rozsahu u vzorky TTAB-DS + 30 hm. % DODAC
S florescencnou sondou DiD
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Obrazok 33: Autokorelacnd funkcia vyhodnotend z casového useku 59 — 285 vzorku TTAB-DS
+ 30 hm. % DODAC s florescencnou sondou DiD
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Obrazok 34: Autokorelacnd funkcia vyhodnotend z casového useku 205 — 285 vzorku TTAB-DS
+ 30 hm. % DODAC s florescencnou sondou DiD
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Obrdzok 35: Zavislost intenzity fluorescencie na ¢ase vzorku TTAB-DS + 30 hm. % DODAC
s florescencnou sondou DiA. N priebehu krivky sa vyskytujii dva difiizne casy.
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Obrazok 36: Zavislost intenzity fluorescencie na case pre vzorku TTAB-DS + 30 hm. % DODAC
s florescencnou sondou DiD. V pripade tejto sondy sa v priebehu Krivky zobrazil triplet T, ktory ma
svoju amplitudu. V pokracovani krivky sa nachadzaju dva difuzne casy.
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Tabulka 5. Difuzne koeficienty CTAB-DS a vypocitané velkosti castic

Kataniontovy | Fluorescencna lel'lz.ny Velkost’
o1 koeficient| ", .
vezikularny sonda D castic
systém ; nm
y [um®s] [nm]
CTAB-DS DiA 43+059| 56+7
CTAB-DS DiD 29+0,37| 82+10

Tabulka 6: Difiizne koeficienty TTAB-DS + 30 hm. % DODAC a vypocitané velkosti castic

) i L Difuzny koeficient Percentualne
Kataniontovy Fluorescencna D zastiipenie
vezikularny systém sonda [nm?sY]
D1 D2 D1 D2
TTAB-DS . 0 o
+30 hm.% DODAC DiA 32+4.2 15+0,18 | 61% | 39%
66%
TTAB-DS . 0
+30 hm.% DODAC DiD 0,273+0,074 | 29+0,16 | 34%
Velkost’ | Velkost’
Kataniontovy castic castic
vezikularny systém [nm] [nm]
D; D,
TTAB-DS
+30hm.% DODAC | ¥l | 199+19
TTAB-DS
+30 hm.% DODAC | 87°* 237 82£ 5
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6 ZAVER

Cielom tejto prace bolo navrhnit' zlozenie anaslednt pripravu kataniontovych
vezikularnych systémov. Spoésob pripravy kataniontovych vezikal bol overeny pomocou
metddy merania dynamického rozptylu svetla a fluorescencnej mikroskopie. Dynamickym
rozptylom svetla bola charakterizovana velkost’ vezikularnych systémov a stabilita bola
urcena pomocou zeta potencialu.

Kataniontové vezikularne systémy sa pripravuju zo zmesi kladne a zaporne nabitych
povrchovo aktivnych latok. Ako kladne nabité povrchovo aktivne latky boli pouzité CTAB,
CTAC, TTAB, DTAB a zaporne nabity tenzid SDS. Roztoky opacne nabitych PAL boli
pripravené v koncentracii 20 mM. Po ich zmiesani sa vytvorila zrazenina, ktora predstavovala
systém IPA. Zrazenina bola odstredena a premytd, aby sa odstranili protiony. Kataniontové
vezikularne systémy vznikli rozpustenim IPA v chloroforme, ktory bol odpareny za vzniku
tenkého filmu. Tenky film bol nasledne rozpusteny vo vode a sonifikovany. Z vybratych latok
sa pomocou metédy DLS potvrdila pritomnost’ vezikal vo vzorkach CTAB-DS, TTAB-DS.
Zeta potencial nadobudal kladné hodnoty a systém bol stabilny. Vo vzorke DTAB-DS bola
pritomnost’ veziktl len vo velmi malom mnoZstve. Zeta potencial bol v tomto pripade
zaporny a systém bol stabilny. Vzorka CTAC-DS obsahovala ¢astice viditeI'né okom.

Kataniontové vezikuldrne systémy vykazuji nizku stabilitu, a tak sa pre zvysSenie stability
pouzil pridavok kladne nabitej PAL DODAC na vytvorenie kladne nabitého kataniontového
vezikularneho systému. DODAC bolo pridavané k IPA v 10 hm. %, 30 hm. % a 50 hm. %.
Zeta potencialy boli u TTAB-DS po pridavku 10 hm. % a 30 hm. % DODAC znizené, ale
stale bol systém stabilny. ZvySenie stability sa skor preukdzalo v zmene balenia systému.
Systém TTAB-DS s 50 hm. % pridavkom DODAC vsak uz nebol stabilny. DTAB-DS, ktory
mal zaporny zeta potencial pri pridani 50 hm. % DODAC zmenil svoj zeta potencial
na kladny a systém bol stabilny. U pridavku 10 hm. % a 30 hm. % bol systém nestabilny.

Na meranie FCS bola vybrata ako sonda nilska Cerven, ktora sa zabudovala do systému
kataniontovych vezikul a vSak poskytovala nizku intenzitu fluorescencie. Pre d’alSie merania
bola pouzita sonda DiA a DiD, ktora uz poskytovala dostatocnu intenzitu fluorescencie.
Fluorescen¢na sonda DiA poskytovala vyssiu intenzitu fluorescencie ako DiD, ¢o mohlo byt’
sposobené ich odliSnou Struktirou a naslednym naviazanim sa do systému. DiA ma linearnu
struktiru asonda DiD ma hlavnu cast, zktorej vychadzaji dva uhlovodikové retazce.
Z pripravenych Kataniontovych vezikularnych systémov bola pre toto meranie vybrata vzorka
CTAB-DS a TTAB-DS + 30 hm. % DODAC.

U vzorky CTAB-DS nam obidve sondy poskytli priblizne rovnaky signal. Velkost
pri sonde DiA bola stanovena na 56 + 7 nm a u DiD 82 = 10 nm.

Vzorka TTAB-DS + 30 hm. % DODAC s fluorescencnou sondou DiA poskytovala dva
diftizne Casy. Tieto dva difizne Casy poukazuji na vyskyt dvoch populécii vo vzorke, ktoré
mohli vzniknit’ rozdielnym zaclenenim DODAC do systému. Nachddzali sa tu Castice okolo

100 nm, ktor¢é predstavovali 39 % a mensie Castice okolo 10 nm v zastiipeni 61 %, ktoré mozu
predstavovat’ nezbalené IPA. U vzorky TTAB-DS + 30 hm. % DODAC s fluorescenc¢nou
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sondou DiD sa vyskytol triplet s vlastnou amplitidou a nasledne dva difizne ¢asy. V tomto
pripade sa vo vzorke nachadzala populacia s ¢asticami o velkosti okolo 800 nm v zastpeni
34 % a vezikularne systémy do 100 nm Vv zastipeni 66 %. Populacia s Casticami o vel'kosti
800 nm moze predstavovat’ spojené agregaty.
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8 ZOZNAMPOUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

Skratka
CMC
PAL
IPA
CTAB
CTAC
TTAB
DTAB
SDS
DODAC
DiA
DiD
DLS
FCS
FLIM
NADH
NADPH
Pc

Vyznam skratky

kritickd micelarna koncentracia

povrchovo aktivne latky

dvojfazovy amfifil

hexadecyltrimetylaménium chlorid
hexadecyltrimetylamonium bromid
tetradecyltrimetylaméonium bromid
dodecyltrimetylamoénium bromid

dodecylsulfat sodny
dioktadecyldimetylamoénium chlorid
4-(4-dihexadecylaminostyryl)-N-methylpyridinium jodid
1,1’-dioktadecyl-3,3,3",3 -tetramethylindodikarbokyanin perchlorat
dynamicky rozptyl svetla

fluorescencnd korelacna spektroskopia

doba zivota fluorescencia snimana mikroskopom
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinadenindinukleotidfosfat

parameter kritického balenia

objem

maximalna dizka

minimélna medzifazova oblast’

velkost’ Castic

Boltzmannova konStanta

termodynamickd teplota

viskozita rozpustadla

difizny koeficient

zékladny singletovy stav

singletovy excitovany stav

tripletovy stav
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