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ABSTRAKT

Tato prace je zaloZzena na zkoumani agnei@@ chovani cukernych tenzic snglycero-
dipalmitoylphosphatidylcholinu (DPPC) ve vodném gifedi a na studiu interakci
v systtmech neionogenni tenzid-DPPC a neionogenehzid-DPPC-hyaluronan.
Z neionogennich tenzidbyly pouZity cukerné tenzidy. Chovani jednotlivysysténi bylo
zkouméano pomoci fluoreso&m spektroskopie. Byly zjihy hodnoty kritickych miceléarnich
koncentraci (CMC) pouzitych cukernych tengzigpoiatek agregace DPPC, vliv DPPC na
agregaci cukernych tenZida vliv hyaluronanu na systém neionogenni tenzi(ROPDale
byla ugena CMC CPC (cetylpyrimidium chlorid), jenz byl @ituna zhaseni fluorescencg p
uréeni agregeénich cisel cukernych tenzid Fri méreni byly pouzity fluorescemi sondy
pyren, perylen, nilsk&ervei, akridinova oranz a hydrofobni barvivo sudanseevei.

ABSTRACT

This work is based on investigation of aggregatehavior of sugar surfactants asi
glycero-dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) in &qpus environment and on study of the
interactions in nonionic surfactant-DPPC and DPBGionic surfactant-hyaluronan systems.
Sugar surfactants were used from non-ionic sunféstarhe behavior of each systems was
studied by fluorescence spectroscopy. Values oicarimicellar concentrations (CMC) of
sugar surfactants, begining of aggregation of DPBEPC aggregation effect of sugar
surfactants and the effect of hyaluronan on théesyson-ionic surfactant-DPPC has been
investigated. Also CMC of the CPC (cetylpyrimidiuohloride), which was used for
fluorescence quenching in the determination of egate numbers of sugar surfactants, has
been determined. Fluorescent probes pyrene, peryleile red, acridine orange and
hydrophobic dye sudan red were used for measurement
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hyaluronan, neionogenni tenzid, fosfolipid,é&smé micely, fluorescence, fluores¢ensondy
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hyaluronan, non-ionic surfactant, phospholipid, edixmicelles, fluorescence, fluorescence
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1 UvoD

Kyselina hyaluronova. Tato na prvni pohled nezayidnaila latka je pro své unikatni
vlastnosti¢lovékem jiz poradu let hoji vyuZivana. Nejprve byla pouZitdi pécbé popalenin
a koznich yedi, pozdji v oftalmologii, dale pi vyZivé kloubi a v kosmetickych ifpravcich
pro redukci vrasek a regeneraci. Fenoménem dnedyijd vyzkum hyaluronanu jako nosi
pro cilenou distribuci &v, a to zejména v pro I&bu rakoviny. Hyaluronan je vhodny
z hlediska biokompatibility i biodegradability akembinaci s vhodnym tenzidem by mohl
byt utvaren systém, ktery je rozpustny ve ¥alzarové je schopen nést hydrofobni latku.

Jiz byla prostudovan&ada systétin s iznymi druhy tenzid, avSak ve #tSin¢ pripadi
nebyly tyto tenzidy zcela biodegradabilni. Prots@ha najit jinou povrchéwaktivni latku,
jez bude dokonale biologicky odbouratelna. Nejjetirg$i je hledat tuto latku mezi latkami
piirozere se vyskytujicimi v lidskéméte. Fosfolipidy jsou spolu s proteiny hlavni sloako
burg¢nych membran, jsou tedy také biokompatibilni. Ne@tjose ale jako klasické tenzidy,
misto kulovitych micel tvii vesikularni Gtvary zvané liposomy. DalSi nevyhade jejich
nizka rozpustnost ve védlednou z moznosti jak eliminovat nevyhody fogidli a sodasré
vyuzit jejich vyhody, je kombinace s tenzidem, fedii klasické micely. Jeigjmé, Ze o@t
budeme hledat latky, jez je lidsk&éa schopno snadno odbourat. Takovymi latkami mohou
byt nekteré slodeniny ze skupiny alkyl-glykosid neboli cukernych tenzid Tyto tenzidy
jsou neionogenni, polarnfast je tvaéena kyslikovymi atomy iftomnymi v cukernych
kruzich. Smichanim fosfolipidu a zn¢imeho cukerného tenzidu mohou vzniknout agregaty
bud’ lamelarni nebo micelarni, coz zavisi na pamkoncentraci fosfolipid/tenzid. Zidodu
nizké rozpustnosti pouzitého fosfolipidu ve wodbyly studovany systémy s nizkou
koncentraci fosfolipidu, kdy by &y vznikat sngsné micely. Naplni této prace je studium
chovani jednotlivych sloZzek ve vodném ptesdi, studium systému neionogenni tenzid-
fosfolipid a nasledicelého systému neionogenni tenzid-fosfolipid-hsahan.

Ze skupiny fosfolipid byl vybran 1,2-dipalmitoyknglycero-3-phosphatidylcholin
a z alkyl-glykosid dodecylf-D-maltosid s déma cukernymi kruhy spojenymi glykosidickou
vazbou a dvanacti uhlikovyniettzcem, a oktyB-D-glukopyranosid pouze s jednim
cukernym kruhem a osmi uhlikovyfattzcem. Zmigné dva cukerné tenzidy se tedy od sebe
liSi velikosti polarnitasti a délkou nepolarnitietézce.



2 TEORETICKA CAST

2.1Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova jako takova byldigravena jiz v druhé polovén devatenéctého
stoleti, avSak poprvé byla spolellipopsana az vroce 1934 Karlem Mayerem a Johnem
Palmerem, jez ji izolovali z heéxiho sklivce. Kyselina, kterou vysrazeli, obsahaval
uronovou kyselinu. Nazev kyselina hyaluronova jéveken zhyalos (sklovity) a uronova
kyselina[1].

2.1.1Struktura

Kyselina hyaluronova je vysokomolekularni linegpolysacharid sloZzeny z opakujicich se
glykosacharidovych jednotek, kyseliny D-glukoronogéN-acetylglukosaminu spojenych
B-1,4 a (-1,3 glykosidickou vazbouQpr. 01). Ok& cukerné jednotky umaiji vSem
rozlehlym skupinam (n&phydroxyly a karboxylové skupiny) zaujimat stesickyhodrgjSi
ekvatorialni pozice, zatimco malé atomy vodiku @raaji stericky mé& vyhodné axiélni
pozice. Tudiz je struktura disacharidové jednotipini. MnoZstvi disacharidovych jednotek
tvoricich jednu molekulu hyaluronanui#e doséhnout @tu 10 000 i vice, s molekulovou
hmotnosti 4 MDa. Rmérna délka disacharidové jednotky je okolo 1 nm [2].

OH OH
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n

Obr. 01 Struktura kyseliny hyaluronové

2.1.2Uspa¢adani hyaluronanu v roztoku

Ve fyziologickém roztoku je patemolekuly hyaluronanu vyztuzena kombinaci chemické
struktury disacharidovych jednotek, wnitch vodikovych vazeb a interakci s rozpédi&m.
Axialni vodikové atomy tvid nepolarni, relativéh hydrofobni oblast, zatimco ekvatorialni
skupiny tvdi polarni, hydrofilni¢ast, proto kyselina hyaluronova formuje v roztokwlgury
podobné zkroucenym pis (Obr. 02) [2].

Obr. 02 Usparadani hyaluronanu v roztoku [2]



Retézec hyaluronanu obsahuje dva druhy spojeni. Priuti,ccukerny kruh, je relativn
neohebny. Meziémito pevnymi cukernymi jednotkami jsou glykosidickazby, kazda tato
vazba je sloZzena z kyslikového atomu spojujicilimyecukernou jednotku s druhou. Vazby
vychazejici z kyslikového atomu jsou orientovanytvaru ,V“. Substituenty ipojené na
tyto vazby mohou voklhrotovat. Akoli vypocet a molekulova modelace ukazuji, Zze kolem
vazeb neni mozZzné zaujmout vSechny teoretické raggoi okolo molekuly kysliku
v glykosidickém nistku, protoze cukerné jednotky si mohou navzajéeshgret, pesto je zde
nekolik moznych usptadani na kazdémimtku. Znasobeningthto moznych usgéadani na
kazdém nistku p@&tem mistki v celémietézci dostaneme ohromné mnozstvi moznychitvar
kazdé molekuly. Usgadani hyaluronanu v roztoku se proto zda byt nadodie neni.
Struktura hyaluronanu v roztoku je ug@dana, kazda disacharidova jednotka je pmota
0 180 ° oproti pedchozi a nasledujici jednotcéekzci. Dwe otateni (360 °) navracitvodni
orientaci, proto je tato struktura nazyvana ,twtdfbelix (dvakrat stéena Sroubovice) [3].

2.1.3Vyskyt a pouZiti hyaluronanu

V lidském €le se hyaluronan vyskytujeievazré ve formg¢ sodné soli. Hyaluronan je
v lidském organismu ipozert zastoupen nd&fklad v kiZi, kloubech nebo synovialni
tekutind. Kyselina hyaluronova je vyuzivana jiz fadu let v mnoha medicinskych aplikacich.
Je biokompatibilni a biodegradovatelna, tudiz b wttanky idedlni jako sloZkaciga. Na
trhu jiz existujerada I€iv a kosmetickych fipravkia obsahujici kyselinu hyaluronovou. Jedna
se zejména o daofiky stravy pro kloubni vyzZivu, nosni kapkypletové krémy. Fenoménem
dnesni doby je vyzkum kyseliny hyaluronové pro poydi lécbé rakoviny, kde by I&a
pomoci cilenych nosovych systéra mohla nahradit chemoterapii.

2.2 Povrchowé aktivni latky (PAL)

2.2.1Struktura

Povrchow¥ aktivni latky neboli tenzidy jsou amfifilni latkgbsahujici polarni a nepolarni
cast Obr. 03). Polarnicast (hydrofilni hlava) rize byt reprezentovana riédggad amoniovou
nebo sulfatovou skupinou nebo i cukernym zbytkempdarnicast (hydrofobni konec) byva
tvorena uhlikovymiettzcem.

Polami hlava
/ Nepolami konec

/

Obr. 03 Struktura tenzidu

PAL se d&li podle naboje, ktery je lokalizovan na poladisti molekuly, na ionogenni
a neionogenni. Neionogenni tenzidy nemaji nabojpakaritu jsou odposdné napiklad
kyslikové atomy (cukerné tenzidy). Mezi ionogenanzidy paiti kationaktivni, jeZ jsou
nabité klada (cetyltrimethylamonium bromid (CTAB), cetylpyrimign chlorid (CPCQC)),



a zaporg nabité anionaktivni tenzidy (dodecyl-sulfat sod(8§DS)). Posledni skupinou
z hlediska naboje polarni skupiny jsou zwiterioj@g, maji na polarni hlaviokalizovany jak
kladny, tak i zaporny naboj, jejich vysledny nabayisi na pH okolniho prasdi (DPPC).

2.2.2Usparadani PAL v roztoku

V polarnim rozpousgtlle molekuly tenzidu automaticky zaujimaji takovpalohu, aby
nepolarni konec nebyl vystaven polarnimu pedit Nejprve dojde k nasyceni povrchu
kapaliny Qbr. 04), poté se z#naji v roztoku tvéit agregaty zvané micelyOpr. 05a).
Analogicky je tomu v nepolarnim rozpoé&die, kde se tvid obracené micely(br. 05b).
Koncentrace, { niz dojde k nasyceni povrchu kapaliny molekuldaenzidu, a zé&naji se
v roztoku tvdit micely, se nazyva kritickd micelarni koncentrg€MC). Vzniklé micely
nemusi mit kulovity tvar, mohou byt zpléi, elipsoidni [4], coZ z&visi na podminkach
méieni [5]. Elipsoidni micela ma hlavni osu az dvakd&lSi nez osu vedlejSiripemz
vedlejSi osa neni kratSi nez pokarkruhu, ktery by mdla kulovitd micela stejného tenzidu. Je
tedy Zejmé, Ze elipsoidni micely budou mit vysSi agtegaislo [4].

AL

Obr. 04 Hladina rozpougidla nasycena molekulami tenzidu

S g
Gr W

Obr. 05 a) struktura micely v polarnim prasidi, b) struktura micely v nepolarnim
prostedi

Agregahni cislo je p@&et molekul tenzidu, které tvibjednu micelu. Jak jiz bylo uvedeno
vySe, micela sloZzena z molekul stejného tenzidzermit izné agregai cislo v zavislosti
na tvaru micely. Obeénplati, Ze s rostouci délkou uhlovodikovétettzce agregani cislo
stoupd, a naopak s riatajici velikosti polarni hlavy molekuly tenziduregani ¢islo klesa.



2.3 Fosfolipidy

Jak uz vyplyva z nazvu, fosfolipidy paido skupiny tuk. Jsou odvozeny od glycerolu.
Maji amfifilni strukturu, nepolarniast tvdi uhlikové zbytky mastnych kyselin, polarfdist je
slozena z fosfatové skupiny a dalSi polarni skugetiianolaminu, cholinu, glycerolu, atd.)
(Obr. 06a). Ve vod (polarnim rozpoustle) se jednotlivé molekuly fosfolipidu orientuji
stejre jako molekuly tenzidu tak, aby nepoladaisti nebyly v kontaktu s rozpoddtem, tvdi
se hydrofobni domény a molekuly sé& pysSich koncentracich fosfolipidu seskupuji do
dvojvrstvy Obr. 06b). Tim se liSi od klasickych tenZidjez i @i vysokych koncentracich
tvori kulovité micely. Diky této vlastnosti jsou fosfulbdy hlavni sloZkou bunych
membran.  Nejvyznangsimi  fosfolipidy jsou lecitiny, kefaliny, kardigin,
fosfatidylinositol.

~d Polami hlava

—— Nepolami konce

a) b)
Obr. 06 a) Struktura fosfolipidu (cholinu), b) Fosfolipidd dvojvrstva

2.4 Smésné micely

Je-li vroztoku pitomno vice druth molekul tenzidu, mohou se vyie snésné micely.
Velikost a tvar srésnych micel zavisi na velikosti obou molekul tenzida sile interakce
hydrofobnich domén (uvazujeme-li polarni rozpsdkt) a na charakteru agref@ajez vytvai
samotné molekuly tenzidu, které jsou v nadbytkudyT@okud bude v nadbytku tenzid
vytvérejici dvojvrstvy (fosfolipid) v fitomnosti klasického tenzidu, molekuly tohoto tehei
budou zalenény v dvojvrst¥. Naopak, je-li vroztoku nadbytek klasického telzi
vytvarejici kulovité micely v gitomnosti fosfolipidu, bude tvar sfsnych micel blizky
kulovitému tvaru. Mezigmito piipady existuje fechodnd oblast, kdy koncentrace fosfolipidu
a tenzidu jsou si blizké, vytigji se agregaty jak lamelarni, tak micelarni [4].

Duvodem vyzkumu sisnych micel je nizk& rozpustnostkterych amfifilnich latek, které
jsou biokompatibilni a biodegradabilni, a jsou paienalnimi slozkami no&ovych systén.
S vhodnymi tenzidy, jez podporuiji jejich solubilizapak tvdi smesné micely [6].

2.5Fluorescence

Molekuly se pirozere vyskytuji v zakladnim energetickém stavu s elakgro
lokalizovanymi na hladi & s nejnizS§i moznou energii. Tento stav je vyso@bilst.
Absorpci kvanta sitla ziskavaji elektrony energii aqrhézeji do stavu excitovaného. Za

10



absorpci s#tla je zodpowdny atom nebo skupina atdmtzv. chromofor. Typickymi
organickymi chromofory jsou konjugovamésystémy. Existuji dva typy excitovanych siav
stav singletovy (g, kde jsou spiny antiparalelni, a stav tripletqly) s paralelnimi spiny.
Z hlediska symetrie je praypodobrjsi stav §, kde nedochazitppiechodu ze stavupoXke
zmené spinu. Excitovany stav je zé@ nestabilni, elektrony se snaZzi ,zbavit“ energiey a
doséahly stabilniho zakladniho stavu. Jednim zesalpu deaktivace je #aa deaktivace —
fluorescence a fosforescencéi fRiorescenci pechézi elektron ze singletového stavet zjp
stavu §, trva 10° aZ 10°s. Ri fosforescenci se dostava elektron z tripletovétavu do
stavu 3, fosforescence je spojena sedmou spinu, proto trva delsi dobu — 1@z 16 s.
DalSim zmisobem deaktivace jsou néx& prechody — vibrani relaxace, vnihi konverze
a mezisystémovyipchod. B vibratni relaxaci je energie excitovaného stavavedena na
vibracni energii, ktera je naslednlisipovana ve forgtepla. Elektrony mohou podléhat také
izoenergetickym zgmam, vnitni konverzi, kde nedochazi ke &mi spinu, i
mezisystémovém ipchodu ke zmn¢ spinu dochazi. Jednotliveéigthody znazadiwuje
Jabtaskiho diagram@br. 07).

Fy 7 Vnutini _
i y; konverze - ) -
S { > { Vibracni
N . \
- 3 / — 2 relaxace
——
\ | (,' ] T‘)
] ] -
. . )
) ! Mezisystémovy
’ ( ( - )
. prechod
S A ¥ ‘» . )
1 F o
)
¥
) T,
Absorpce { ' Fluorescence
) 4
Y
¥ ) 4
So So

Obr. 07 Jabtaiskiho diagram

2.5.1Instrumentace

Méreni fluorescence je realizovano pomoci spektroitnetru. Ten je tvien rekolika
hlavnimi ¢astmi — zdrojem sitla, kterym byva xenonova nebo titiva vybojka, exciténim
monochromatorem pro vyb poZzadované excitai vinové délky zéeni, celou se vzorkem,
emisnim monochromatorem pro selekci vinové délkpsSigho z#eni, a detektorem.
Spektrofluorimetr byva propojen s@tacem s vhodnym softwarem pro vyhodnoceni
excitatnich a emisnich spekter. Uspdani spektrofluorimetru byva pravouhlé, jak je
znazorrno naObr. 08.
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Pfi méreni exciténiho skenu je na emisnim monochromatoru nastavenstdntni vinova
délka z&eni, neni se exciténi vinova délka a je zaznamenavana intenzita fhamece
v zavislosti na excitai vinové délce, vysledkem je excitd sken. B méteni emisniho
skenu je tomu analogicky, ziskavame emisni sken.

Kyveta se vzorkem

Excita¢ni monochromator

Zdroy _ Emisni monochromator
Xe vybojka

Obr. 08 Schéma spektroflourimetru

2.5.2Fluorescertni sondy

Fluoreskujici molekuly jsou pouzivany jako sondy pyzkum fyzikal@-chemickych,
biochemickych a biologickych systéndiky silnému vlivu okolniho prostdi na fluorescenci.
Fluorescetini sondy se &i do i skupin, vnitni (vlastni) sondy, W)jSi kovalent® vazané
sondy a vajSi asociujici sondy. Vrihi sondy jsou idedlni, ale je zde jen malo zastpag.
tryptofan v proteinech). Vyhodou #8ich kovalentd vazanych sond oproti ¥$im
asociujicim sondam je, Ze je znama jejich pozia.nikolik raznych vrgjSich sond
kovalentrt vdzanych na tenzidyettzce polymei, fosfolipidy, proteiny¢i polynukleotidy.
AvSak syntéza makromolekul s kovalehtvézanymi sondami je pafimé slozita, proto je
vétSina vyzkumu provasha s nekovalentnimi asociujicimi sondami. Mistoe kidbchazi
k rozpoustni vrgjSich sond, je weno chemickou povahou sond a vyslednymi specifickym
interakcemi uvnit sondovaného systému. Podstatny je charakter sehgwgrofilni (pyranin),
hydrofobni (pyren) nebo amfifilni (12(1-pyrenyl)dedcinova kyselina) [7].

2.5.2.1 Pyren

Pyren je polyaromaticky uhlovodik, jehoz struktjgarysoce symetricka.rBchod $—S;
je u €chto slokenin zakazany z hlediska symetrie. Spektrum pyreawibra&né rozliSenou
strukturu, na polartokoli jsou zavislé pouzeikteré vibr&ni prechody. PFechod 0-0 je sikh
zavisly na polarit okoli (tzv. Haniiv efekt), je zn&eny ,1" a je lokalizovan u vinové délky
373 nm emisniho skenu.idghod 0-2 je ozravany jako refereti, zn&eny ,3“
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a lokalizovan u vinové délky 383 nm. Pro vyhodndac&C se do grafu vynasi pa@m
intenzity pasu ,1“ k intenz# pasu ,3“ — emisni polaritni index (EmPI) v zavigiona
koncentraci tenzidu. Data se vyhodnocuji Boltzmawoozavislosti. EmPI dosahuje v siln
polarnim prosedi hodnot okolo 1,7, v nepolarnim piesti hodnot menSich nez 1, obvykle i
0,5. Emisni sken pyrenu je vykreslenQ@iar. 09.

DalSi charakteristicky pas pyrenu se nachazi uwdraélky 470 nm, je nazyvan jako pas
excimeru. Excitovany dimer, neboli excimer, je dimenikly spojenim dvou molekul
stejného druhu, jedné v zakladnim stavu a jednétaeu excitovaném. Excimer setbe
tvorit, je-li v roztoku gebytek molekul pyrenu oproti mnoZstvi hydrofobnidomén
v roztoku (tzn. okolo hodnoty CMC, kdy je v roztokytvorené malé mnoZzstvi micel)fiP
vysoké koncentraci excimeru v roztoku stoupa intantuorescence ip 470 nm Qbr. 09).
Do grafu se vynaSi zavislost pdm intenzity fluorescence pasu excimeru k inténzit
fluorescence pasu monomeru (,1“) na koncentraditen— Ex:Mo.

Charakteristické pasy pyrenu nalezneme i v exgita (absorpnim) skenu. Pogr
intenzity fluorescenceip492 nm s excitaci ip 333 nm a excitaci i 338 nm se nazyva
excitani polaritni index — ExPI. Jeho do grafu vynese#dstost na koncentraci tenzidu se
vyhodnocuje stejh jako EmPI Boltzmannovou Sikkou. Ziskana ,x“-ova saadnice
inflexniho bodu odpovida CMC pouzitého tenzidu.

—polarni prostedi
—nepolarni progedi

—Vysoka koncentrace excime

Intenzita fluorescence

360 380 400 420 440 460 480 500 520
A, NM

Obr. 09 Emisni sken pyrenu v polarnim prsti (— ), v nepolarnim progdi (— ), pi
vysoké intenztpasu excimeru-¢ )

2.5.2.2 Nilska cervei

Nilska cervai je dalSi Zasto vyuzivanych fluoresc&mich sond [8, 9, 10]. Na rozdil od
pyrenu ale neemituje #ni z vodného prasdi, pouze z hydrofobnich domén vyitenych
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micel. Intenzita fluorescence z polarniho piredt tedy bude velice nizka, po uteai micel
dojde k naiistu intenzity fluorescence. V emisnim spektru mlslerveré v nepolarnim
prostedi nalezneme dva piky s maximem intenzity okofmvé délky 525 nm, se istajici
polaritou prostedi se maximum posouva k vinovym délkam 600—65@rruhy pik zanika.

2.5.2.3 Akridinova oranz

Akridinova oranz je fluorescéni sonda, ktera se ®@estji pouziva ve form
hydrochloridu pro zajighi rozpustnosti ve vodném priedi. Ve Zedném roztoku se
vyskytuje ve forrd monomeru, H vysSi koncentraci AO dochazi k tveérblimeru. Zatimco
monomer vykazuje vysokou intenzitu fluorescencégninita fluorescence dimeru je nizka,
protoze je zAvy piechod zakazany. Viftomnosti kyseliny hyaluronové se tato kationakitivn
fluorescekini sonda vaze na karboxylové skupiny HYAi Wy3SSi koncentraci AO dochazi
k zakoncentrovani AO na vaznych mistech HYA a t¥attmeru AO na HYA. H urcitém
pongru P/D jsou pra¥ vSechna vazna mista HYA obsazena dimery AO.&&D vyjaduje
pongr koncentrace vaznych mist na HYA ke koncentraci ZQe se vychazi zipdpokladu,
Ze na 400 mol HYA ppada 1 mol vaznych mist (karboxylovych skupin)nibepongr P/D,
kdy jsou vSechny karboxylové skupiny HYA obsazemyaty AO je roven 3, jak ukazalo
meieni, avSak @& by byt 0,5 @i Uplné disociaci karboxylovych skupin.

V absorgnim spektru AO nalezneme charakteristické aksorpasy, p vinové délce
465 nm se nachazi absomppas dimeru, {492 nm absorgni pas monomeruQbr. 10).

0,25

0,20

0,15 A

0,10 A

0,05 A

0,00 . r r
450 470 490 510 530 550

A, NM

Obr. 10 Absorgni spektrum AO
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2.5.3Zhéaseni

Zhéseni je jeden z moznychigphi deaktivace excitovaného stavu. Excitovana molekula
interaguje s molekulou zh&%ea enese nadj piebyte&nou energii. Schéma procesu zhaseni
muze byt znazorno takto:

A+Q-[A-Q"->A+Q",
kdeA* je excitovana molekul& je molekula zha%e aA je molekula v zakladnim stavu.

2.5.4Vnit¥ni filtra ¢ni efekt a excimery
Pri vysoké koncentraci latky (fluoroforu) se mnohdyzsije intenzita fluorescence. Je to

zapicinéno jednak tim, Ze s rostouci koncentraci fluorofoestoupa intenzita fluorescence
linearre, protoZe dochazi k reabsorpci emitovanéherdaa také tim, Ze excitovanid molekula
muze interagovat s molekulou téhoz druhu v zakladstavu podle schématu (zejména

v pripact aromatickych latek):
A+ A" > [A—A]" - AAY,
kde AA* je excitovany dimer, neboli excimer. Tento jewnsgyva vnitni filtracni efekt.

Déale miZze byt intenzita fluorescence snizenaiipad, Ze rekteré molekuly neemituji
z&aeni snérem k detektoru.

2.5.5Stanoveni agregéniho ¢isla zhaSenim

Stanoveni agredaihocisla zhaSenim je pafmé jednoduché a spolehliva metoda. Spoléha
se vyhradd na nefeni intenzity fluorescence. StupezhaSeni fluorescence flouroforu
rozpuséného v micelach pomoci zhésge ktery je dokonale roZen mezi micely, zavisi
zejmeéna na koncentraci tenzidu, jehoz agrepéislo ma byt uteno [11]. Agregéni ¢islo je
vypocteno podle nasledujiciho vzorce:

_ Ctenzidu — CMC

Nogg =
In’0. 0]
kde Cenziguj€ koncentrace tenzidu ve vzorci€@iVIC je kriticka micelarni koncentrace tenzidu,

lo al je intenzita fluorescenceditena jako totalni integral emisniho skenu bez &tomnosti
zhasSée a [Q] je koncentrace zhase.

)

2.6 Absorpéni méreni

Absorgni mefeni jsou realizovdna pomoci spektrofotometru, jew#i intenzitu sétla
proslého vzorkem. Spektrofotometr je slozeny zeojediz&eni, jimz byva halogenova
Zarovka se spojitym spektrem ve viditelné a ikdraené oblasti, vodikova nebo deuteriova
vybojka jako zdroje ultrafialového #ni, @gipadre xenonova vybojka se spektrem ve
viditelné, ultrafialové a blizké infearvené oblasti. Dale spektrofotometr iivo
monochromator, kterym #ie byt vhodny interferémi filtr nebo optické rfizka.
Monochromatické sitlo pak dopada na kyvetu se vzorkem, kdégst s¥tla pohlcenagéast
prochazi a dopada na detektor. Schémaiasidni je zobrazeno 2br. 11.
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Absorpcni

é\,

Monochromator

Kyveta se vzorkem  Detektor
Zdro)

Obr. 11 Schéma spektrofotometru

Hodnota absorbance s&upodle vztahu:
Iy

I
A= —logl— = logT,
0

kdelp je intenzita s¥tla vychazejiciho ze zdrojeje intenzita swtla proSlého vzorkem.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Eidelman, Blumenthal a Walter studovali sloZzeni s#&snych micel DPPC a oktyl
glukosidu novou technikou zaloZzenou n&remi efektivity fenosu rezonami energie mezi
dvéma lipofilnimi fluorescednimi sondami, které byly ve vzorciclkijpmny ve stopovém
mnoZstvi. Metoda RET (resonance energy transfer)zgwzena na pra¥godobnosti
piitomnosti donoru v micele bezimnosti akceptoru v téZze micele. Tato metodarfe p
studium slozeni s#snych micel vhodna, protoZze studovatéstice jsou malé a zhaseni
probihd bd’ zcela, nebo neprobihailvec, coz zavisi pouze na tom, zda je v téZze micele
piitomen donor a akceptor zardve Stupé zhaSeni fluorescence donoru je mirou
pravdépodobnosti, zda je vjedné micelefitpmen donor i akceptor, ktera souvisi
s piamérnym paitem molekul DPPC ve stané micele.

Bylo zjisttno, Ze stechiometrické sloZzeni &nych micel DPPC a oktyl glukosidu je ve
studovaném rozsahu koncentraci DPPC nezavisléhoak@ncentraci (6500uM). Zavislost
stechiometrie sgsnych micel na koncentraci oktyl glukosidu je shivdngedpokladem
idealniho smichavani dvou amfifilnich latek veésmych micelach a tyto siené micely
mohou byt povazovany za rozliSitelnou fazi [4].

Maza, Lopez a kolektiv zkoumali zngny v rozpou&tni jednovrstevnych liposoinDPPC
zpiusobené skupinou alkylglukosids délkou alkylovéhdetzce G az Gy). Molarni zlomky
alkyl glukosid-DPPC a roztbvaci koeficient dvojvrstva/vodna faze byly staany
pozorovanim zin béhem solubilizace pomoci statického rozptylé&tlr Narist hodnoty
CMC (nebo pokles délky alkyloveh@tzce detergentu) ma za nasledekastsschopnosti
detergentu saturovat nebo solubilizovat liposomyPDPa netekavany pokles afinity
k dvojvrstvam. Celkova bilanceédhto dvou opénych tendenci ukazuje, Zze oktyl glukosid ma
nejvySsi schopnost saturovat a solubilizovat lipmgozatimco dodecyl glukosid projevuje
vysoky stupé rozcleni v liposomech nebo vysokou afinitu k dvojvestZ praktického
hlediska pouZiti nonyl glukosidu redukujélpizné 2,5krat koncentraci pf#bnou k saturaci
nebo solubilizaci 1 mM liposomu DPPC v porovnapbgebnym mnoZzstvim oktyl glukosidu
[12].

Maza a Parra zkoumali interakce mezi neionogennim tenzidem dgld@altosidem
a liposomy phosphatidylcholinu (PC). Dodecylmaliosikazuje vySSi schopnost saturovat
a solubilizovat liposomy PC a vySsi afinitugnto strukturam nez oktylglukosid. Cilem bylo
poruseni lamelarni struktury PC a formovanésnych micel PC-dodecylmaltosid. Zjistili, Zze
koncentrace volného dodecylmaltosidu pod urovnpooztni lamelarnich struktur je nizSi
nez jeho CMC a na urovni rozpo&sit vykazuje hodnoty stejné, jako je hodnota jehoM
Toto ukazuje, Ze z#my v propustnosti a rozpowsi membran jsou fedem ukené
pasobenim monomeru tenzidu a ugdim sndsnych micel [13].

Rupp, Steckela Miller zkoumali, zda i jiné tenzidy, nez jimi jiz studovazltove soli,
jsou schopné tud ciré roztoky v Sirokém rozsahu koncentra¢i ywySSim obsahu DPPC.
Zvlastnim cilem této prace bylo najit systémésnych micel s unimodalni distribuci velikosti
¢astic, s tim, Ze je znamo, Ze tenzédgto tvdi s fosfolipidy vezikuly misto sasnych micel.

Na zaklad pievedeni konceptu ,packing“ parametru, ktery pogsupolekularni
uspdadani jednoho druhu amfifilnich latek, k popisu amgace dvou tuznych drulid
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amfifilnich latek (ve vod nerozpustnych fosfolipida tenzid tvoricich snésné micely) byl
zkouman vliv povrchové molekularni geometrie naogriost tenzidl tvorit smesné micely

s fosfolipidy. Vysledky studie ukazuji, Ze ,packingarametr je pouzitelny (pro testované
tenzidy) k popisu jejich schopnosti titosmesné micely s DPPC. Molekuly tenzidu s velkou
polarni hlavou budou mit hodnotu ,packing” param&®P) niZSi, naopak fosfolipid s@&aa
hydrofobnimirettzci budou mit vysSi hodnotu ,packing” parametru [6]

PP = 0,5 (DPPC) PP<0,5 Smés
& W .\
——

S

Dvojvrstva Micela Smésna micela

Obr. 12 Hypotetické usp@dani srdsné micely sloZzené z molekuly amfifilni latky
nekuzelovitého tvaru (DPPC) a molekulou tenziduzelovitého tvaru [6]

Rei, Coutinho a kolektiv studovali interakce mezi DPPC a neionogennim temai
polyoxyethylenem 7 lauryl éterem {£;) métenim fluorescence pyrenu (konkré&tbyl
zkouman por&r Ex:Mo). Projevila se vyznamna preasociace exaimmrenu v zakladnim
stavu, ktera byla vyznamy$i v micelach nez v premicelarnich Gtvarech. Veé¢sram
systému pyren dokazal zaznamenatmmuspdadani ze sgsnych dvojvrstev ve sésné
micely [14].

Carion-Taravella, Chopineau, Ollivion a Lesieur studovali agregai chovani
dipalmitoylphosphatidylcholinu (DPPC) smichanéhodadecyl beta-D-glucopyranosidem
(DG) a/nebo dodecyl beta-D-maltosidem (DM) v puf&tudie zdraziuje, Ze tyto dva
tenzidy se chovaji zcela op&, kdyZ jsou z&lerény ve dvojvrstvach DPPC.tiPhodnot
molarniho zlomku tenzid/lipid niz8i nez 1,8 je DMinn¢jSi v solubilizaci DPPC nez DG,
ktery pasobi jako sloZzka v souboru lipidu.tiPekvimolarnim ponsru DM/DPPC jsou
dvojvrstvy DPPC zcela solubilizované ve &mé micely, zatimco ekvivalentni 8nDPPC-
DG formuje uzaiené dutiny schopné ve vinim objemu zadrzovat latky rozpasé ve
vock.

Ve ftiisloZzkovém systému DPPC-DG-DMigavek molekul DM k vezikuldm vyt¥enych
ze snési DPPC-DG indukuje jejich solubilizaci ve 8smé micely. S postupnym zvySovanim
poneru DM-DPPC nastavaji 4 hlavni faze: (i) dvouvrstaénelarni struktury, (ii) gedni
oblast, kde vedle sebe koexistuji lamelarni a raroél shluky, (iii) kompletni nahrazeni
dvojvrstev smisnymi micelami a (iv) vyvoj systému smem k jednofazovym doménam.

18



Prechod od dvojvrstev ke sisnym micelam (nebo obraggmmize byt indukovan zgmou
teploty [15].

Ronchetti, Quaglino a kolektiv zkoumali interakci hyaluronan-fosfolipid pomoci
negativnino barveni a elektronové mikroskopie. #&fdbpidovym suspenzim (DPPC
a lecitin) byl gidan hyaluronan otiznych molekulovych hmotnostech, 0,17 MDa, 0,74 MDa
a 1,9 MDa. Po 24 hodinach az sedmi dnech jemnébmiphavani a inkubovaniipiznych
teplotach byla pozorovana #Zma v uspeadani jednovrstevnych i vicevrstevnych vezikul
v dasledku gidani hyaluronanu. Vzniklé struktury se podobalyf@®vanym membranam
a 12-nm valekam s tendenci tvidt listy. Tyto struktury byly pozorovany pouze fifgmnosti
vysokomolekularniho hyaluronanu, kdeztditgmnost nizkomolekularniho hyaluronanu
zpasobila rozpad liposotna formovani skolika kratkych valéki.

Uspaadani fosfolipid bylo vyraz@ ovlivnéno gritomnosti hyaluronanu a nové struktury
vzniklé z interakci meziétito dwma latkami se zdaji byt spiSe nezavislé n&amdnim
uspdadani fosfolipid (jednovrstevné nebo vicevrstevné) i na druhu fgséu (DPPC nebo
lecitin), zatimco jsou z&a¢ ovlivnény molekulovou hmotnosti hyaluronanu.

Po inkubaci suspenze DPPC s 1,9 MDa hyaluronarfeBOC po dobu delSi nez 2 hodiny
se pivodni 15 az 30 nm Siroké jednovrsteveédstice DPPCradily v linearni agregaty a
formovaly vzajemi propojené kréatkéetézce. Tytorettzce pocase ndly tendenci spojovat se
ve vlakna uzsi, nez byla vliaknayodni, s ténst konstantni $kou 12 nm, a seskupovaly se
v miizku (pletivo). Po 48hodinové inkubaci nebyly paadginy Zadné izolovanéastice.
Navrzeny model pro interakci hyaluronan-fosfolipgdzobrazen n®br. 13, kde molekuly
hyaluronanu fisobi jako centralni viakno radi&lobklopené dvojvrstvou fosfolipidu [16].

Fosfolipidova dvojvrstva

Molekuly vody

Hyaluronan

Obr. 13 Navrzeny model interakce hyaluronan-fosfolipid [9]

Crescenzi, Taglienti a Ronchetti zkoumali interakce mezi vysokomolekularnim
hyaluronanem a liposomy DPPC v pufru. Vysledné radkularni struktury byly
pozorovany pomoci negativniho barveni a elektromaikoskopie a byly charakterizovany
pomoci vodivostnich technik. Potvrdila se existesopramolekularnich kompléxDPPC
a vysokomolekularniho hyaluronanu. Tyto komplexy m®hou objevovat v synovialni
tekuting, kde jsou hyaluronan a DPPC hlavnimi slozkamiohou byt odpogdné za unikatni
fyziologické vlastnosti DPPC [17].
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Pouzité chemikalie

Polyaniont kyselina hyaluronov4, 0,31 MDa, CPN spd.r.o., ¢ Sarze:
160607-9-D7, dale HYA

OH OH
° O
OH

0
NH |
oé\

n

Cukerné tenzidy dodecy-D-maltosid, CAS: 69227-93-6, dale C12Mal
Fluka,> 99,0 %,. Sarze: 1363358,
Sigma,> 98,0 % . Sarze: 109K1053

HO
o HO o
/%/O\/\/\/\/\/\/
HO (0)
HO Ok HO OH

oktyl-B-D-glukopyranosid, CAS: 29836-26-8, dale C8Pyr
Sigma-Aldrich,> 98,0 %.¢. Sarze: 107K0715
Sigma-Aldrich,> 98,0 %.¢. SarZze: 119K1444

HO
o)

/%/O\/\/\/\/
HO

HO OH

Tenzid hexadecylpyridiniumchlorid monohydrat, CAS: 6004-24-6,

Sigma-Aldrich,2 99,0 %, SigmaUltra, Sarze: 075K0200, dale CPC

N

Z oo

WWM/\CH

3

Fosfolipid 1,2-dipalmitoytsn-glycero-3-phosphatidylcholin, CAS: 63-89-8,
Sigma-Aldrich,2 99,0 %.¢. Sarze: 078K5203, dale DPPC
0

0 ’u\/\/\/\/\/\/\/\
M
/\N*/\/ O_"D?O\/\/O\ﬂ/\/\/\/\/\/\/\/
/ o o)
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Fluorescetini sondy: pyren, CAS: 129-00-0, Fluka, puriss. pfoa fluorescence¢. Sarze:
430166/1

nilska cervai, CAS: 7385-67-3, Fluka, for fluorescence, Sarze:
1285118

perylen, CAS: 198-55-1, Fluka, puriss for fluoresme ¢. Sarze:
384079/1

hydrochlorid hydrat akridinové oranze, CAS: 65-61Sxyma-Aldrich,
¢. Sarze: 02220TE, dale AO

T
- HCI - xH20
iy
N N N~

Hydrofobni barvivo: sudanowéervei G, CAS:1229-55-6, Fluka&, Sarze: 401930/1
OH -
QP
-N
"

Rozpou&tdla: voda (Milli-Q Academic, MiliPore)
nasyceny roztok pyrenu (T(M) ve vod

chloroform, CAS: 67-66-3, Sigma-Aldrich, for UV-sgescopy, Sarze:
PP/2008/05926/0
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4.2 Metody

4.2.1P¥iprava vzorka

Byly namichany zasobni roztoky cukernych tefizi@PC, HYA a AO ve vodl z&sobni
roztoky DPPC ve vag] nasyceném roztoku pyrenu a v chloroformu a zasaatoky pyrenu,
perylenu, sudanovéervergé a nilskécervergé v acetonu. Koncentrace C12Mal ve ¥dthila
0,01 M, C8Pyr 0,1 M, CPC 5 TOM, HYA 4 g dm* a 0,024 g di? a koncentrace DPPC ve
vods, nasyceném roztoku pyrenu i v chloroformu 1 gtidoncentrace fluorescenich sond
a hydrofobniho barviva vifslusném rozpou&tlle cinila fadows 107 M.

Zasobni roztok HYA o koncentraci 4 g dhbyl piipraven tak, Ze bylo navaZeno fediné
mnoZstvi HYA, jez bylo zalito polovnim mnozstvim vody a ponechano na laboratorni
michace dokud nebylo veSkeré mnozstvi HYA rozpnét Poté byl roztok v odénné baice
doplnn vodou na Hslusny objem. Z&sobni roztok HYA o koncentraci2d,@ dm® byl
pripraven Zedsnim roztoku HYA o koncentraci 4 g dfh

Zasobni roztoky DPPC ve vod v nasyceném roztoku pyrenu bylippaveny tak, Ze
piislusné mnozstvi DPPC bylo rozpirkt v 1 ml chloroformu, chloroform byl odfen
a odparek DPPC bylrelit ptisluSnym objemem vody nebo nasyceného pyrenovétiokn
Poté byly tyto zasobni roztoky sonifikovany 30 mimpki teplot 45 °C. Vzorky byly
pripraveny vcirych sklergnych vialkach o objemu 10 a 15 ml. Vzorky obsahufi© byly
piipraveny do plastovych zkumavek gekryty PARAFILMEM.

4.2.1.1 Méieni CMC cukernych tenzil
Pri pripraw roztoki cukernych tenzifl bylo do vialek napipetovano gebné mnozstvi
zasobniho roztoku pyrenu v acetonu, aby vysledmdwtrace pyrenu ve vzorciémila
tadow 10° M. Po odp#eni acetonu byly do vialekiipraveny roztoky tak, Ze ndjde byl
napipetovan zasobni roztok tenzidu a poté byl dwoplmodou na objem 4 ml. Takto
piipravené vzorky byly ponechany-424 hodin naiepace @i laboratorni teplat

4.2.1.2 Méireni CMC DPPC
* S nilskouwferveni

Roztoky pro ndieni CMC DPPC byly fipraveny podob# jako roztoky cukernych tenzig
jejichz piprava je popsana vySe. Misto zasobniho roztokenuwywv acetonu bylo do vialek
pipetovano tolik zasobniho roztoku nilst&rvert v acetonu, aby vysledna koncentrace nilské
ervers ve vzorcichtinila fadow 107 M. Jako z&sobni roztok DPPC byl pouZit roztok DPPC
ve VocE.

* V nasyceném roztoku pyrenu

Byl ptipraven zasobni roztok DPPC v nasyceném pyrenoegtoku o koncentraci DPPC
1 g dm*. Postupi bylo jehoredsnim nasycenym pyrenovym roztokertfigpaveno 20 vzork
s nejniz&i koncentraci DPPC 2,520 dni*. Fipravené roztoky byly kratce promichany.
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4.2.1.3 Méieni vlivu DPPC na agregaci cukernych tenzid

Do vialek bylo pipetovano tolik zasobniho roztokdP®C v chloroformu, aby vysledna
koncentrace DPPC ve vzorcich byla 0,005 g%nresp. 0,07 g diil). Po odpeeni
chloroformu byly do vialek namichany roztoky cukgrh tenzidi tak, Ze nejtive do nich
bylo napipetovano ffsluSné mnoZzstvi zasobnich roziolenzidi a poté doplény vodou na
objem 4 ml. Takto fpravené roztoky byly sonifikovany 30 minut peplot 45 °C.

Po 12-24 hodinach piejpavani roztok na tepace (i laboratorni teplat byly ze vzorki
odpipetovany 3 ml do vialek, do nichZz byloregdem napipetovano gebné mnoZstvi
zasobniho roztoku pyrenu v acetonu tak, aby po fetpaacetonu afani gisluSného
objemu tenziduginila vysledna koncentrace pyrenu ve vzorciduow 10° M. Takto
piipravené vzorky byly ofi ponechany 12—-24 hodin napace i laboratorni teplat

Byly namichany ii koncentragni fady srostouci koncentraci cukerného tenzidu
a konstantni koncentraci DPPC.

4.2.1.4 Méieni CMC CPC

Pro nefeni CMC CPC byly namichanyitrady roztok s rostouci koncentraci CPC.
Nejdiive byl do prazdnych vialek pipetovan zasobni rozaondy, pofipact hydrofobniho
barviva. Jednaada roztok byla namichana s perylenem, drutza obsahovala nilskou
cervai, a teti fada byla namichana se sudanowewveni. Koncentrace perylenu, nilské
serveré a sudanovéervers byla ve vzorcicltadow 10° M.

4.2.1.5 Méreni agregé@niho ¢isla C12Mal, C8Pyr, sisi C12Mal s DPPC a s#si
C8Pyr s DPPC zh&asSenim pomoci CPC

Pro nefeni agregéniho cisla C12Mal a C8Pyr byly namichany roztoky s komisth
koncentraci cukerného tenzidu arostouci koncenten@Sée. Koncentrace cukerného
tenzidu byla vysSi nez jeho CMC, koncentrace C12Malzorcicktinila 2 mM, koncentrace
C8Pyr 30 mM. Pro ®ifeni agregéniho ¢isla sngsi C12Mal s DPPC a C8Pyr s DPPC byly
obdobr namichany roztoky s konstantni koncentraci culkerndenzidu, konstantni
koncentraci DPPC a rostouci koncentraci CPC. Hadkatcentrace cukerného tenzidu byla
vy38i nez hodnota CAC ssi cukerného tenzidu a DPP@& koncentraci DPPC 0,005 g dfn
Koncentrace C12Mal ve vzorcich byla 0,04 mM, konae C8Pyr 5 mM. Jako sonda byl
pouZit pyren s koncentraci v jednotlivych vzorci€R® M.

4.2.1.6 Méieni vlivu HYA na interakci DPPC s cukernymi tenzidy

Do vialek bylo pipetovano ptgbné mnoZstvi zasobniho roztoku DPPC v chlorofoity,
vysledna koncentrace DPPC ve vzorcich byla 0,0081d. Po odp#eni chloroformu byly do
vialek namichany roztoky cukernych tenzithk, Ze nejtive do nich bylo napipetovano
piislusné mnozstvi zasobnich rozidlenzich a poté doplény vodou na objem 3 ml. Takto
piipravené roztoky byly sonifikovany 30 minutipgeplog€ 45 °C. Po 3 hodinach byl do
roztoki primichan 1 ml zasobniho roztoku HYA o koncentracgdm?. Vysledna
koncentrace HYA ve v8ech roztocich byla 1 gdnByly namichany vzdy 3 koncentrs
rady.
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Po 2G-24 hodinach prdéepavani roztok na tepace @i laboratorni teplat byly ze vzork
odpipetovany 3 ml do vialek, v nichZ bylo po othrd acetonu pétbné mnozZstvi pyrenu
s vyslednou koncentraci ve vzorcighdow 10° M. Takto fipravené vzorky byly of
ponechany 20-24 hodin nigpace @i laboratorni teplat

4.2.1.7 Méieni interakci HYA, C12MAIl a DPPC

Do sklergnych vialek byly pipraveny 4ml roztoky DPPC s Cl2Mal se datmjici
koncentraci DPPC i C12Mal za konstantniho pamejich koncentraci tak, aby u vzaérk
s koncentraci C12Mal nad jeho CMGigadala na jednu micelu alespgedna molekula
DPPC. Takto ppravené roztoky byly sonifikovany 30 minuit peplot 45 °C a roztoky byly
promichavany nai¢pace do dalSiho dnefiplaboratorni teplat Poté bylo do plastovych
zkumavek napipetovano gebné mnozZstvi zédsobniho roztoku HYA o koncentraci
0,024 g dm®, a takové mnoZstvi AO, aby vysledna koncentrace v vzorcich byla
510° M a pongr P/D byl roven 3. Sis HYA a AO byla promichana. Poté byliimichany
3 ml predem pipravenych roztok. Dale byly gipraveny roztoky obsahujici pouze AO a AO
s HYA s vySe zmignymi koncentracemi ve veéd Fripravené roztoky byly &hem 24 hodin
n¢kolikrat promichany.

4.2.2Zpracovani vysledki

4.2.2.1 Pyren

Excitatni a emisni spektra pyrenu byla&imna pomoci fistroje AMINCO-Bowman Series
2. Byl mgien emisni sken v rozsahu 360-520 nm a extitsken v rozsahu 320—-340 nm. Pro
emisni méreni byla pouzita excitai vinova délka 335 nm, pro exaitd neieni byla
nastavena emisni vinova délka na 392 nm. Z emissikeou byla zaznamenavana intenzita
fluorescencel (pfi 373 nm), 4 (383 nm) ad (470 nm). Z excitétniho skenu byly sledovany
hodnoty intenzity fluorescenceipuznych excitanich vinovych délkach (333 nm a 338 nm).

* Stanoveni CMC

Do grafu byly vyneseny zavislosti EmPI, ExPl a Ewr:Mha koncentraci tenzidu
(koncentrace tenzidu byla v grafu vynesena v |logaeckém netitku).

Hodnota kritické micelarni koncentrace byla ziskdmaloZenim zavislosti EmPI nebo
ExPI na koncentraci tenzidu Boltzmannovotivkou. Jeji charakteristické body jsou
vykresleny naDbr. 14a. Hodnota bodw, odpovida hodnétCMC.

Rovnice Boltzmannovyikvky:

Al_ 2
——=x; T 42,

1—e Ax
kde AJ/A; je ,y“-ova sowadnice prvniho/drunhého zlomu, je nezavisle progmna, X, je
hodnota nezavisle pramné v inflexnim bodu ax je gradient.

EmPI, ExPI =

Pfi méfeni vice shodnych koncentrdch fad byl vypd@ten pémér nantienych dat
a pomoci funkce SMODCH v programu MSExcell byly g¥f@ny snérodatné odchylky
nantienych dat. Tyto odchylky byly vyneseny do grafpodol& chybovych Usigek.
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» Stanoveni agregaihocisla

Pii mefeni agregéniho cisla byla zaznamendvana hodnota totalniho integealisniho
skenu v rozsahu 36820 nm, do grafu byly vyneseny hodnotyirpzeného logaritmu
z pontru intenzity fluorescence beziipmnosti zhase (o) a intenzity fluorescence
v pfitomnosti zhasee ve vzorku ). Data byla proloZzenativkou prochazejici bodem [O; 0]
jak je uvedeno n®br. 14b. Agregani ¢islo pak bylo uteno podle vztahu:

_ Ctenzidu — cMC
© o mlg)
kde cenziqu j& koncentrace tenzidu ve vzorcidh,al je intenzita fluorescence dfena jako
totalni integral emisniho skenu bez aritggmnosti zhaSee.

N,

- »
‘-jl.\ A;, prvni Zlom g
— { y=kx
; | S :
! =) P
%-- 4 x, inflexnibod | g 3
3] L\ ] e
II\ "1‘\. dIl.lh\" om
1‘1\/.\ 43 7 .
Koncentrace tenzidu, x Koncentrace tenzidu, x
a) b)
w
Q
4
g .
e ;
< /
1
b
k= CMC. x
£ Ny
6 /
[

Koncentrace tenzidu, x
c)
Obr. 14 a) Znazor@ni Boltzmannovy zavislosti prodeni CMC; b) Zavislost Inudl na
koncentraci zhage, vyhodnoceni proloZzenimimkou prochazejici bodem [0; 0];
c) Zavislost totalniho integralu emisniho skenus@@bance) na koncentraci tenzidu,
vyhodnoceno metodousjse’iku

4.2.2.2 Nilska ¢erveai

Emisni spektrum nilskéervert bylo meteno pomoci fistroje AMINCO Bowmanseries 2.
Byl méren emisni sken v rozsahu 480-750 nm.

Pomoci programu Origin byl zji&t totalni integral intenzity fluorescence v rozsakib25
do 750 nm. Zji&né hodnoty byly vyneseny do grafu v zavislosti rmndentraci tenzidu
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a vyhodnoceny metodou im&tiku dvou gimek, jak je uvedeno n®br. 14c. Data ped
zlomem byla zpimérovana a do grafu byla zakreslentimka odpovidajici vyptiené
konstané. Data za zlomem byla proloZengimkou a byla vyp&tena hodnota fisetiku
téchto dvou pimek, jenz odpovida hodro€MC.

4.2.2.3 Sudanové’ervai

Pro ugeni CMC CPC byla pro#itena absorni spektra fipravenych vzorik pomoci
pristroje Varian Cary Probe 50 v rozsahu od 200 dbr80. Do grafu byly vyneseny hodnoty
absorbanci i vinové délce 500 nm v zavislosti na koncentraenzidu a data byla
vyhodnocena metodoujseiku dvou gimek Obr. 14¢), stejré jako v @ipact dat ziskanych
pii méreni s nilskowerveni.

4.2.2.4 Perylen

Protoze fluorescence perylenu ve vzorcich byla e@afitomnym CPC, nebyla pomoci
piistroje  AMINCO Bowmanseries 2 zaznamendna emise zarky byly prongieny
a vyhodnoceny stejnym #pobem jako vzorky obsahujici sudanoveunvei. Do grafu byly
vyneseny hodnoty absorbandii pinové délce 440 nm v zavislosti na koncentrasizidu
a data byla vyhodnocena metodotsgatiku dvou gimek Obr. 14c).

4.2.2.5 Akridinova oranz

Emisni spektrum akridinové oranze bylasieno pomoci fistroje AMINCO Bowman
series 2. Byl m‘en emisni sken v rozsahu 500-650 nm. Byla zaznardaadvinova délka,
pii niz byla intenzita fluorescence nejvyssi, a imienfluorescence ip této vinové délce.
Dale byl zaznamenan totalni integral intenzity fescence v rozsahu od 500 do 650 nm.
Také bylo zndfeno absorgni spektrum pomocitfstroje Varian Cary Probe 50 a do grafu byl
vynesen porr absorbance ip 465 nm (absofni pas dimeru) k absorbancti p492 nm
(absorgni pas monomeru).

4.2.2.6 Korekce dat

Hodnota intenzity fluorescencetie byt zkreslena reabsorpci emitujicihéend. Intenzita
z&eni dopadajiciho na detektor je poté nizSi. Prete gipadt, kdy jsou vzorky viditela

zakalené, provadi korekce dat podle vztahu

FkOT =F, 100,5'(0Dex+0Dem)’

kde ODe/OD¢nm je opticka hustotaip excitatni/emisni vinové délce;ops je experimentak
zjisténa intenzita fluorescence.

Pomoci pistroje Varian Cary Probe 50 byla n&ena absofni spektra jednotlivych
vzorki v kyvetach o optické drdze 1 cm v rozmezi od 208@0 nm. Opticka hustota vzorku

je v tomto gipadt rovna absorbanci.

Fror = Fops - 100'5.(AeX+Aem);

kde Ae/Acmj€ absorbancerpexcitatni/emisni vinoveé délce.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni CMC C12Mal
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Obr. 15 Zavislost EmPI a po#nu Ex:Mo na koncentraci C12Mal

Obr. 15 vykresluje zavislosti EmPI na koncentraci C12Ma#yvislost byla proloZzena
Boltzmannovou kvkou a byla ziskana hodnota CMC C12Mal, jeZz jedera vlab. O1
Dale Obr. 15 znazotiuje zavislost porru Ex:Mo na koncentraci C12Mal, je zaznamenan
narist pongru v oblasti koncentraci okolo CMC C12Mal.

Zavislost ExPl na koncentraci C12Mal byla taktébl@iena Boltzmannovouftikkou
a ziskana hodnota CMC je zaznamenamaly. 01

Tab. 01: Namérené hodnoty CMC C12Mal, hodnoty spolehlivosti a tablovana hodnota

Namérené hodnoty Referetini hodnoty
Zavislost | CMC [mM] | Spolehlivost CMC [mM] Zdroj Metoda
EmPI 0,21 0,9993 0,17 [18] Fluorimetnie
ExPI 0,19 0,9936 0,17 [19] ITC
Pramér | 0,20+ 0,01 0,15 [19] DLS
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5.2 Stanoveni CMC C8Pyr
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Obr. 16 Zavislost EmPI a po#nu Ex:Mo na koncentraci C8Pyr

Obr. 16 znazotiuje zavislost EmPI a patru Ex:Mo na koncentraci C8Pyr. Zavislost EmPI
byla proloZena Boltzmannovou zavislosti a byla aiskhodnota CMC C8Pyr, jeZ je uvedena
v Tab. 02 Zavislost porru Ex:Mo vykazuje vakst okolo CMC C8Pyr, ale i v oblasti nizSich
koncentraci. Prvni nast mize byt disledkem vzniku premicelarnich agreigapied
vytvorenim pravych micel. U zavislosti EmPI na koncent@&Pyr neni pozorovan vyrazny
pokles v oblasti stejnych koncentraci C8Pyr.iipadt C12Mal Zadny vrst pongru Ex:Mo
v oblasti koncentraci ipd CMC zaznamenan nebyl. U menSich molekul C8Pgy te
pravdépodobré doslo k vytvdeni rékolika hydrofobnich domén, a tdixoncentraci fiblizné
desetkrat vySSi nez je CMC C12Maligbpzné desetkrat nizSi nez je CMC C8Pyr. V roztoku
je tedy gitomno velké mnozstvi molekul, ty by seilsnpred hodnotou CMC formovat na
povrchu hladiny. Z nattenych hodnot je patrné, Zetiepd CMC vznikaji v roztoku agregaty,
jez pred vytvaenim pravych micel nezanikaji, spiSe jigibgva a poté se shlukuji v micely.

Tab. 02: Hodnota CMC C8Pyr, hodnota spolehlivosti a tabelovaa hodnota

Namérena hodnota Referetini hodnota
Zavislost| CMC [mM] [Spolehlivost| CMC [mM] Zdroj Metoda
EmPI 23,22 0,9993 23 [20] Kalorimetrieg
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5.3 Studium agregace DPPC

Pro prvni studium agregace DPPC bylo namichanepelR7 vzork s koncentraci DPPC
10° g dmi®az 1 g dri® ve vods. Jako sonda bylaiptomto msteni pouZita nilské&erve.
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log Goppc

Obr. 17 Zavislost totalniho integralu emisniho spektrak®lgervere na logaritmu
koncentrace DPPC.

Obr. 17 znazotiuje zavislost totélniho integralu emisniho spekitské cervere v rozsahu
od 525 do 750 nm na koncentraci DPPC. Kade jsou patrné dva zlomyfiRinou prvniho
zlomu miZze byt prvni zmina usp#adani molekul v roztoku, tedy vznik prvnich agrégat
(CPA — koncentrace patku agregace). Druhy zlonitguistavuje fermenu vzniklych agregat
pravdépodobré v micely (CMC). Data byla vyhodnocena metodousgtiku dvou giimek.
Zjistené hodnoty CPA a CMC jsou uvedenyab. 03

Pro dalSi mifeni CMC DPPC bylo postupnnamichano 20 roztdk v nasyceném
pyrenovém roztoku v koncentr@m rozmezi DPPC 2,4 10g dni® a 1 gdm®. Postup
michani je uveden v kapitole 4. Byly provedeny koee nangienych dat, avSak data
korigovana a bez korekci s#li$ nelisila. Data niZze uvedend jsou korigovana.
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Obr. 18 Zavislost EmPI a ExPI na koncentraci DPPC.

Obr. 18 znazotiuje zavislost EmPI a ExPI na koncentraci DPPC, &l a ExPI byla
proloZena Boltzmannovymitivkami a ziskané hodnota CMC DPPC jsou uvedeigly. 03
Dale byly z paramelr Boltzmannovych zavislosti vypteny koncentrace, jez odpovidaji
prvnimu zlomuA;. P této koncentraci probihaji prvni 2my v objemu systému, tedy nejen
na jeho fazovém rozhrani. Tuto koncentraci ¢ama CPA.

Tab. 03: Namérené hodnoty CPA A CMC DPPC

Sonda Zavislost | CPA[gdm™] | CMC [g dm™]
EmPI 0,00434 0,0138
Pyren
ExPI 0,00260 0,0110
Nilsk& ¢ervein | Tot. Integral 0,00488 0,0185
Pramér 0,0039 0,0144
Odchylka 0,0012 0,0038

Hodnoty CPA DPPC ziskané ze zavislosti ExPI na &otraci DPPC se od dvou ostatnich
hodnot liSi. Pro studium vlivu DPPC na agregaci k@aRa C8Pyr byla vybrana koncentrace
piiblizng CPA DPPC, tedy 0,005 g din

5.4 Studium vlivu DPPC a snési DPPC a HYA na agregaci C12Mal

Byl studovan vliv DPPC a stsi DPPC a HYA na agregaci C12Mal. Nasledujici grafy
(Obr. 19-21) srovnavaji zmi#gna neieni se zavislostmi ziskanymii pnéteni CMC C12Mal.
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Obr. 19 EmPI v zavislosti na koncentraci C12Mal proesn@12Mal a DPPC, C12Mal,
DPPC a HYA a samotny C12Mal

Na Obr. 19 je znazordno srovnani zavislosti EmRiistého C12Mal, sisi Cl2Mal
a DPPC a sisi C12Mal, DPPC a HYA na koncentraci C12Mal. &nmobsahujici C12Mal
a DPPC vykazuje pokles EmPI okolo koncentrace C120J@1 mM a nasledny nast
v rozmezi koncentraci 0,04-0,1 mM. Lokalni poklesnFE miZe znamenat tvorbu
premicelarnich agregat nasledny viist jejich rozpad fed utvdenim pravych micel.
Nasleduje pokles EmPI, jehoz inflexni bod odpov@éIC snesi C12Mal a DPPC (p
koncentraci DPPC 0,005 g dfh Po ffidavku DPPC k C12Mal doslo k malému sniZeni
hodnoty CMC, coz je vice patrné z ngamych hodnot uvedenychfab. 04. Zavislost EmPI
na koncentraci C12Mal pro s C12Mal a DPPC byla proloZzena¢dva Boltzmannovymi
zavislostmi. Prvni zlom odpovida kritické agreégiakoncentraci (CAC), tedy koncentraci,
kdy dochazi v systému ke vzniku prvnich agrégéthydrofobnim jadrem. Prolozeni
zavislosti je zobrazeno ibze 1 naObr. 29. Ziskané hodnoty CAC a CMC jsou uvedeny
v Tab. 04 V Tab. 04 jsou také vypsany parametry Boltzmannovy zavislpst proloZzeni
zavislosti pro sis C12Mal a DPPC pouze jednou Boltzmannovéivkiou. Fi proloZeni
jednou Boltzmannovou ikvkou maji zavislosti niz&i spolehlivost a vy$sidhoty chf.
S pidavkem HYA ke srési C12Mal a DPPC nedoSlo k vyra&im zmeénam v chovani
celého systému ani k dalSimu poklesu CMC celéhdésys Zavislost byla proloZzena
Boltzmannovou kvkou a byla zji&na hodnota CMC s#si, hodnota CAC zjigha nebyla,
protoze v oblasti nizSich koncentraci Cl12Mal nenda&istost charakteristicky sigmoidni
prabéh.
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Obr. 20 ExPI v zavislosti na koncentraci C12Mal proesn€12Mal a DPPC, C12Mal,

DPPC a HYA a samotny C12Mal
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Obr. 21 Pomer Ex:Mo v zavislosti na koncentraci C12Mal proesn©12Mal a DPPC,

C12Mal, DPPC a HYA a samotny C12Mal
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Obr. 20 znazotiuje srovnani zavislosti ExRiistého C12Mal, ssi C12Mal a DPPC
a snési C12Mal, DPPC a HYA na koncentraci C12MalO#r. 20 je patrny vyrazny pokles
ExPI po gidani DPPC k C12Mal. Stejrjako u EmPI i zde dochazi u 8sn C12Mal s DPPC
k lokalnimu poklesu a néstu ExPl a to v oblastech stejnych koncentraci Cdl2)dko
u zavislosti EmPI na koncentraci C12Mal, coZ patjezvznik premicelarnich agregat
Stejre jako u zavislosti EmPI na koncentraci C12Mal pde pokles CMC sisi. Zavislost
ExPlI na koncentraci C12Mal pro &8s Cl2Mal a DPPC byla také proloZzenacma
Boltzmannovymi zavislostmi, ziskané hodnoty CAC M jsou uvedeny \Wab. 04
Zavislost ExPI na koncentraci C12Mal pro&sn€12Mal, DPPC a HYA byla proloZena stejn
jako u EmPI pouze jednou Boltzmannovaivkou, ziskana hodnota CMC ggi je uvedena

v Tab. 04

Obr. 21 vykresluje zavislosti posmu Ex:Mo pro ¢isty C12Mal, smis C12Mal a DPPC
a smés C12Mal, DPPC a HYA na koncentraci C12Mal. Z tohgtafu je mozné usuzovat, Ze
dochazi ke snizeni CMC gigavkem DPPC i HYA k C12Mal. Zarougika, Ze s fidavkem
DPPC a HYA kCi12Mal dojde ke vzniku agregdt oblasti koncentraci Cl2Mal

0,02-0,1 mM v fipact snesi

Cl2Mal

0,005-0,1 mM u sisi C12Mal, DPPC a HYA.

a DPPC, a v oblasti

koncentraci

Tab. 04: Hodnoty CMC a CAC pro C12Mal a jeho snési

SIS Poée'_[ Boltz. Parametr Zavislost
kiivek EmPI ExPI

= CMC [mM] 0,2126 0,1917

é 1 R? 0,9993 0,9936

© chi? 4,05 10° 4,48 10*
CAC [mM] 0,01617 0,01489

R 0,9917 0,9916

< chi? 1,02 10° 6,81 10°

& 2 CMC [mM] 0,1557 0,1432

* R 0,9891 0,9961

:%,5 chi? 5,35 10" 1,44 10°

O CMC [mM] 0,1589 0,1497

1 R 0,9787 0,9619

chi? 8,59 10" 1,20 102

ciU b CMC [mM] 0,1286 0,1215
=g % 1 R 0,9935 0,9945
e chi2 2,38 10° 1,80 10°

Cl2Mal

Piidavkem DPPC o koncentraci 0,005 g dnk C12Mal dochézi k vyraznému sniZeni

hodnoty CMC. Bidavkem HYA o koncentraci 1 gdmke sngsi C12Mal a DPPC k
vyraznému snizeni hodnoty CMC jiz nedochazi. dsi@12Mal a DPPC dochazi k agregaci
okolo koncentrace C12Mal 0,015 mM, hodnoty CAC praés Cl2Mal, DPPC a HYA
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ziskany nebyly, protoZe data nebylo mozné prolBditzmannovou zavislosti. @br. 21 je
v8ak mozné usuzovat, Ze dochazi k jejimu snizeriis{vhodnoty pogru Ex:Mo v oblasti
nizsich koncentraci nez u gsn C12Mal a DPPC).

Pro dalSi nsieni vlivu DPPC na agregaci C12Mal byly namichanghiodné koncenttai
fady Cl12Mal s fedchozim rifenim, ovSem do roztdkbylo pimichano ¥tSi mnoZstvi
DPPC. Nejdive byla zjiS&na rozpustnost DPPC ve wd to tak, Ze byly namichariyyri
roztoky DPPC ve va#ls koncentraci DPPC nad jeho CMC, a to 0,07-0h{.dRoztoky
jsou zobrazeny v iloze 2 naObr. 31 od nejkoncentrovaigiho. Pro dalSi gfeni byla
vybrana koncentrace DPPC v jednotlivych vzorci€¥ @ dm?®.

Namétena data vykazuji velké odchylk@r. 32 v Filoze 3), zejména v oblasti nizSich
koncentraci C12Mal, zaroienebyl zaznamenan Zadny trend zavislosti, coz bgisobeno
zékalem roztok a vysrazenim DPPC. V oblasti vysSich koncentrak@Mal data vykazuiji
velice malé odchylky, a to proto, Ze roztoky bybkdnalegiré. Z toho je mozné usuzovat, ze
piitomnost C12Mal ve vySSich koncentracich (nad j€idC) napomaha k rozpousi
DPPC. Vzhled vybranych roztblfe vyobrazen n®br. 33 a 34v Filoze 4.

5.5 Studium vlivu DPPC a snési DPPC a HYA na agregaci C8Pyr

Vliv DPPC a DPPC spote¢ s HYA na agregaci C8Pyr byl studovan stejnynisgiem
jako v pipadt C12Mal popsanym vySe. Koncentrace DPPC i HYA ligké stejné.

Obr. 22 srovnava zavislosti EmRiistého C8Pyr, sisi C8Pyr a DPPC a sisi C8Pyr,
DPPC a HYA na koncentraci C8Pyr. &obsahujici C8Pyr a DPPC vykazuje pokles EmPI
okolo koncentrace C8Pyr 2 mM. Mirny pokles EmPblasti koncentraci vyrazmpired CMC
C8Pyr mize znamenat tvorbu premicelarnich agrégdtd utvdenim pravych micel. Na
rozdil od smisi C12Mal a DPPC, u sfai C8Pyr a DPPC nedochazi kétgpvnému néistu
EmPI, tedy pravépodobré nedochazi k rozpadu vytkenych agregét Poté nasleduje prudky
pokles EmPI k hodnotdm charakteristickym pro vomiely C8Pyr, jehoz inflexni bod
odpovidd CMC sisi C8Pyr a DPPC {p koncentraci DPPC 0,005 g dfi Po fridavku
DPPC k C8Pyr také doslo k malému sniZzeni hodnotyCCbbZ je vice patrné az z parametr
Boltzmannovych zavislosti uvedenychTab. 05 Pro zjiSéni hodnot CAC a CMC byla
zéavislost EmPI na koncentraci C8Pyr proloZzenanty Boltzmannovymi zavislostmi. Toto
proloZeni je znazoemo v Riloze 1 naObr. 30. Ziskané hodnoty jsou uvedenylab. 05
V Tab. 05 jsou také uvedeny parametry Boltzmannovy zavisj@stproloZzeni pouze jednou
Boltzmannovou kvkou. Fi tomto proloZeni byla ziskana data celkow nizSi hodnotou
spolehlivosti a vy3si hodnotou €hiS gidavkem HYA ke smsi C8Pyr a DPPC doslo
k poklesu hodnoty CAC s#si, zatimco k poklesu CMC celého systému nedoShvistost
byla proloZzena dtma Boltzmannovymikvkami, jejichZz parametry jsou uvedenyirab. 05.

Obr. 23 zobrazuje srovnani zavislosti ExPl&nC8Pyr a DPPC a s C8Pyr, DPPC
a HYA na koncentraci C8Pyr. Tato zavislost potvezuznik premicelarnich agregabkolo
koncentrace C8Pyr 2 mM pro ssnC8Pyr a DPPC, okolo koncentrace C8Pyr 0,4 mM pro
smés C8Pyr, DPPC a HYA. Zavislost ExPI na koncent@8Pyr pro sms C8Pyr a DPPC
byla proloZzena dsma Boltzmannovymi #vkami, ziskané hodnoty CAC a CMC jsou také
uvedeny vlab. 05 U obou snisi je mozné pozorovat prvni agregaci jiz u konaaarC8Pyr
0,03 mM, avSak u sési C8Pyr, DPPC a HYA vykazuji data velké odchylky.
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Obr. 22 EmPI v zavislosti na koncentraci C8Pyr proésni€8Pyr a DPPC, C8Pyr,
DPPC a HYA a samotny C8Pyr
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Obr. 23 ExPI v zavislosti na koncentraci C8Pyr progsnC8Pyr a DPPC, C8Pyr,
DPPC a HYA a samotny C8Pyr
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Obr. 24 Pomer Ex:Mo v zavislosti na koncentraci C8Pyr proésnC8Pyr a DPPC,
C8Pyr, DPPC a HYA a samotny C8Pyr

Obr. 24 porovnava zavislosti pofru Ex:Mo ¢istého C8Pyr, sisi C8Pyr a DPPC a siwi
C8Pyr, DPPC a HYA na koncentraci C8Pyr. Z tohotaflgmeni patrné snizeni CMC &sh
pitidavkem DPPC a HYA. Je zde pozorovatelny vyrazngupovzniku premicelarnich
agregai s pridavkem HYA oproti srési HYA neobsahujici k nizSim koncentracim C8Pyr.

Tab. 05: Hodnoty CMC a CAC pro C8Pyr a jeho snési

Smes Potet Boltz. | parametr Zavislost
kFivek EmPI ExPI
< CMC [mM] 23,22 -
o 1 R? 0,9993 -
© chi? 5,95 10° -
CAC [mM] 1,797 1,603
R? 0,9513 0,9713
g 5 chi? 9,37 10° 9,15 10*
o CMC [mM] 19,86 19,26
+ R 0,9989 0,9997
§ chi® 6,39 10° 3,88 10°
O CMC [mM] 17,34 18,04
1 R? 0,9792 0,9385
chi? 8,72 10* 9,32 10°
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Smés Potet Boltz. | parametr Zavislost
k¥ivek EmPI ExPI

CAC [mM] 0,4380 0,4531
g R? 0,9168 0,8481
T ) chi? 1,87 10* 2,42 10°
O CMC [mM] 20,11 19,94
a R’ 0,9958 0,9921
+ chi? 2,36 10* 1,1410°
a CMC [mM] 20,42 14,47
3 1 R? 0,9583 0,9043
chi? 1,55 10° 1,18 102

Pridanim DPPC o koncentraci 0,005 g drk C8Pyr dochazi ke sniZzeni hodnoty CMC a ke
tvorbé premicelarnich agregat s hodnotou CAC 1,780,14 mM. S pidavkem HYA
o koncentraci 1 g dr a molekulové hmotnosti 0,31 MDa ke &hC8Pyr a DPPC nedochazi
ke snizeni CMC s#si, avSak dochazi ke snizeni CACésim

Déle byly steji jako u C12Mal namichany roztoky s vy$$im obsahd?®© (0,07 g dit)
a rostouci koncentraci C8Pyr. Vzorky s koncent@g&Pyr pod jeho CMC afh nebyly Ciré,
proto nebyly prorovany, jsou vyobrazeny oze 5 naObr. 35. Vzorky s koncentraci
C8Pyr nad jeho CMC zakalené nebyly, Ize tedy i padelobrt jako u C12Mal pedpokladat,
Ze C8Pyr o vysoké koncentraci podporuje solubilizdePC.

5.6 Stanoveni CMC CPC

Aby bylo mozné stanovit hodnoty agrégéo cisla cukernych tenzid a jejich sngsi
s DPPC, bylo nutné stanovit CMC pouzitého zb&SEPC, protoZze se jedna o tenzid.
Koncentrace tenzidu v objemu roztoku je niZsi rediojcelkova koncentrace, jelikoZz nejprve
dojde k nasyceni povrchu roztoku tenzidem a tinsikigeni koncentrace tenzidu v objemu
roztoku. Tento fakt neni mozno zanedbatiip@c, kdy koncentrace zasobniho roztoku je
blizkd CMC tenzidu a pt#bujeme-li davkovat mnozstvi tenzidu zcelagmw.

Pro stanoveni CMC CPC byly namichany celkéntady roztok, v jedné byla pouZzita
jako sonda nilskéervei a byl zaznamenan totalni integral emisniho skgieoz zavislost na
koncentraci CPC je zobrazena fbr. 25, v dalSitad® byl pouzit perylen, avSak jeho
fluorescence byla zhaSena CPC, proto byla zaznamagea jeho absorbance, jejiz zavislost
na koncentraci CPC je taktéz znazom naObr. 25. Ve freti koncentréni fadt bylo pouzito
hydrofobni barvivo sudanovéerver a byla pronifena absorbance vzdrikpodobr jako
v pripadt perylenu Qbr. 25).
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Obr. 25 Zavislost totalniho integralu emisniho spektrak@lgervere (O) a absorbanci
sudanoveervere (& ) a perylenuf ) na koncentraci CPC

Stoupajicicasti Kivek byly proloZzeny linearnimi regresemi a metodmiseiku dvou
piimek byly stanoveny hodnoty CMC CPC, které jsounaazenany Wab. 06. V Tab. 06
jsou rovrgz vypsany tabelované hodnoty CMC CPC, liSi se ppdigzité metody, vSechny
nantiené hodnoty spadaji do intervalu hodnot tabelovianyc

Tab. 06: Namérené a tabelované hodnoty CMC CPC

Naméirené hodnoty

Sonda/barvivo CMC [mM]
Nilsk& cervai 0,8038
Sudanov&ervei 0,9013
Perylen 0,9371
Praimér 0,8807 £ 0,069(

D

Tabelované hodnoty

Metoda CMC [mM] | Zdroj
Povrchové n&p 0,82 [21]
Vodivost 0,98 [22]
Spektrofotometrig 0,66 [22
Povrchové nafti 0,87 [23]

5.7 Stanoveni agregéniho ¢isla cukernych tenzidi a jejich smési s DPPC

Agregahni ¢islo C12Mal a C8Pyr bylo geno, aby bylo mozné zjistit, kolik molekul DPPC

piipada na jednu micelu C12Mal nebo C8Pjir gané koncentraci DPPC. Agreéga cislo
premicelarnich agregébylo ugeno pro srovnani velikosti micel a premiceléarnigregat.

Byly ptipraveny roztoky s konstantni koncentraci C12MalC&8Pyr vySSi nez jejich
piislusna CMC a vistajici koncentraci zh&%e (CPC). Dale byly namichany &sn

cukerného tenzidu (C12Mal a C8Pyr) a DPPC, v nlpyia koncentrace obou slozek a tedy i

jejich pon®r konstantni a véthto roztocich také viistala koncentrace zhd&®e

38



2,5
y =~ 39.075x y = 14,868x ?
R?=0,9891 D
2,0 - R2 =0,9829
1,5 -
=
£ y = 7,890x
1,0 1 R2=0,954
Oci2Mal
0.51 © C8Pyr
A C8Pyr + DPPQ
0,0 # . .
0 0,05 0,1 0,15 0,2

Cepc: MM

Obr. 26 Zavislost In §/I na koncentraci CPCp stanoveni agregaihoisla C12Mal,
C8Pyr a smasi C8Pyr a DPPC

Ze sngrnic primek, které vznikly proloZenim ziskanych zavisldstly/l na koncentraci
zhasée (CPC), byly vypéteny hodnoty agredaich cisel C1l2Mal, C8Pyr a agregat
vzniklych smichanim C8Pyr a DPPC. N&ené hodnoty jsou vypsanyhab. 07. V pripac
smesi C12Mal s DPPC data nevykazovala zadnou zavjstwatdpodobré diky nestabili
vzniklych agregat, proto nebylo ufeno agregéi ¢islo agregat C12Mal a DPPC.

Tab. 07: Naméirené a zjiS€né hodnoty agregénich ¢isel
Cl2Mal C8Pyr | C8Pyr + DPPC

Naméiené hodnoty Ngg 64 +6 101 +4 26+ 2
N 132; 70-140 | 27-100 -
Referenéni hodnoty 209
Zdroj [24]; [25] [26] -

Namstené hodnoty jsou na hranicich hodnot jiivd zaznamenanych. Siroky rozsah
agregénichcisel souvisi s mnoZstvim tiamicel (agregdi), které mohou tenzidy twib.

5.8 Studium interakci HYA, C12Mal a DPPC

Interakce HYA, Cl12Mal a DPPC byly studovany za ptouAO. Vzorky obsahovaly
konstantni koncentraci AO a HYA s péram P/D rovnym 3. Po#én koncentraci C12Mal
a DPPC byl konstantni. P@mkoncentraci byl volen tak, abyigkoncentracich nad CMC
Cl12Mal gipadala na jednu micelu alespgedna molekula fosfolipidu, s ohledem na jeho
nizkou rozpustnost.
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Obr. 27 Zavislost haxa poneru Asss/Agg2 Na koncentraci C12Mal a DPPC

Na Obr. 27 je znazortina zavislost jax @ pontru AsedAsgz; Na koncentraci Cl2Mal

a DPPC. Maximumplax @ minimum Ags/Asg2 bylo ziskano rérenim intenzity fluorescence
a absorbanci vzorku AO ve wadkdy AO je v roztoku ve forghmonomeru, minimumgly
a maximum Ass/Asg, bylo ziskano rrenim intenzity fluorescence a absorbanci vzorku AO
ve vod v pritomnosti HYA, kdy by mila byt AO v roztoku pevazri v dimerni forng.
Intenzita fluorescence stoupa s koncentraci C12MalDPPC, v oblasti koncentraci
0,004-0,008 mM dochazi k lokalnimu niéstu a poklesu a v oblasti koncentraci nad 1 mM
dochéazi k prudkému n@stu nad maximumghyx Lokalni naéist v oblasti nizSich koncentraci
muze znamenat tvorbu premicelarnich agrégdénz se navazi na HYA a tim dojde
k uvolreni AO ve forn€ monomeru a zvyseni intenzity fluorescence, a kieégti zanikaji.
Ve srovnani s gfenim vlivu HYA a DPPC na agregaci C12Mal z kapitélyl dochazi
k tvorké agregai v oblasti nizSich koncentraci C12Mal a navic Sinioncentraci DPPC
v pfitomnosti HYA o nizSi koncentraci. Pro vysheni prudkého ndistu u nejvyssich
koncentraci C12Mal a DPPC byly namichany roztoky vi&Ovod a ethanolu a byl zkouman
vliv polarity prostedi na intenzitu fluorescence AO.

Na Obr. 28 je znazortina zavislost jax Na objemovych procentech ethanolu, neboli na
polaritt prostedi. Se vaistajicim objemovym podilem ethanolu polarita piexdit klesa
a intenzita fluorescence AO stoupa. Toze vyswtlovat prudky vzist intenzity fluorescence
AO naObr. 27, kde Zejme doslo k fluorescenci AO z hydrofobnich jader derych micel.
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Dale byla zavislostax na koncentraci DPPC a C12Mal prolozenanda gimkami a byla
zjiSténa ,x“-ova souadnice, jez by mohla odpovidat CMC &mn V Tab. 08 je uvedena
hodnota koncentrace C12Mai €MC snesi. Tato hodnota je jen o trochu niZsi nez hodnota
CMC ¢istéeho C12Mal, coz odpovida malénmiidavku DPPC.

Tab. 08: CMC smési C12Mal a DPPC &istého C12Mal

Parametr

Cl2Mal + DPPC

Cisty C12Mal

CMC [mM]

0,1892

0,2022

V zavislosti pordru AsedAsgz, Neboli relativni koncentraci dimeru, na koncecit@12Mal
a DPPC n&br. 27 je rekolik zlomi. Nejprve byl zaznamenan prudky astrpi koncentraci
stejné, jako byl zaznamenan istrl,,. Déale zavislost klesa wholika zlomech, avSak zlomy
nijak nesouviseji se zlomy v zavislostis
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6 ZAVER
Byla provedena reSerSe na téma interakce hyaluffmsdolipid a na téma tvorba sisnych
micel v systému neionogenni tenzid-fosfolipid gejech zakladech byly vybrany dva vhodné

biokompatibilni neionogenni tenzidy — dode@ymaltosid a oktylB-D-glukopyranosid
a fosfolipid — DPPC.

Interakce byly zkoumany pomoci fluoreséenspektroskopie. Byly vyuzity fluorescar
sondy pyren, perylen, nilskéerver a akridinovd oranZz a hydrofobni barvivo sudanova
cervai.

Byly urceny kritické micelarni koncentrace zmanych tenzid, u DPPC byla wena
koncentrace ptatku agregace a kritickd micelarni koncentraceeD#ll studovan systém
neionogenni tenzid-fosfolipid a systém neionogertenzid-fosfolipid-hyaluronan za
konstantni koncentrace fosfolipidu a byly vyhodmocekritické agregéni koncentrace
a kritické micelarni koncentrace. Dale bylac¢ama kritickd micelarni koncentrace
cetylpyrimidium chloridu a ten byl naslegipouzit jako zhaSepii stanoveni agregaiho
¢isla pouzitych neionogennich tenzid jejich agregdts DPPC.

Na zéklad stanoveni CPA a CMC DPPC bhyly vybranydwncentrace DPPC fipnichz
byl studovan vliv DPPC na agregaci C12Mal a C8Py,005 g di® a0,07 g dm°. Bylo
Zjisténo, Ze pidavkem DPPC o koncentraci 0,005 g dikneionogennimu tenzidu se snizuje
CMC tohoto tenzidu a zaroigsou zavislosti EmPI a ExPI na koncentraci tenzithou
zlomové. Zavislosti byly proloZzeny nejprve jedngak dv¥ma Boltzmannovymi kvkami.
ProloZzeni déma Kivkami vykazovalo vysSi spolehlivosti a nizsi hotnohi kvadrat. Prvni
zlomy byly vyhodnoceny jako kritické agrega koncentrace. iP téchto koncentracich
dochéazi pravépodobré k tvorbs premicelarnich agreggt jez jsou tvéeny molekulami
Cl12Mal (resp. C8Pyr) a DPPC. Byl zde zaznamenadilrazagregaci C12Mal a C8Pyr,
zatimco zavislosti vifijpack C8Pyr byly¢isté dvou zlomové, u C12Mal dochazi po prvnim
zlomu k ogtovnému néistu hodnoty EmPI (ExPIl). @odem niZe byt nizkd stabilita
agregal tvorenych molekulami Cl2Mal a DPPC.ritlavkem DPPC o koncentraci
0,07 gdm® k C12Mal i C8Pyr doslo k vysraZeni vzérks nizkou koncentraci tenzidu,
zatimco vzorky s vysokou koncentraci tenzidu (redmb JCMC) bylyciré. Data nevykazovaly
Zadnou zavislost, proto nebyla dale vyhodnocovénra.tedy pedpokladat, Ze koncentrace
C12Mal (resp. C8Pyr) nad jejich CMC podporuje sdinéci DPPC.

Pridavkem HYA do systéemu C12Mal-DPPC nedoSlo k vyyazremenam v agregaci.
Zavislost byla proloZzena pouze jednou Boltzmannokivkou, protoZze prvni zlom neth
charakteristicky sigmoidni pbéh. Porovnanim paramétrpii proloZeni jednou vkou
vtomto systému a v systému Cl2Mal-DPPG@Zeme fict, Zze doSlo k mirnému snizeni
hodnoty CMC. Prawpodobré mohlo dojit s pidavkem HYA k rozruSeni malo stabilnich
premicelarnich agregéata proto nebyl zaznamenan charakteristicky sigmoptibeh pri
poklesu hodnot EmPI (resp. ExPI).

V systému C8Pyr-DPPC doSleiggavkem HYA ke snizeni CAC sfsi a ke zminé hodnoty
CMC nedoSlo. Hdavek HYA ma na systémigjm¢ opany efekt nez vfipact systému

Vit TN N s
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Bylo stanoveno agregai ¢islo C12Mal, C8Pyr a jejich stsi C8Pyr-DPPC { koncentraci
DPPC 0,005 g dil. V piipadt smssi C12Mal-DPPC agregai ¢&islo stanoveno nebylo,
protoZe data nevykazovala zadnou zavislost, graadbbré diky nizké stabilit agregat, jez
byla naruSena fffomnosti zhade. Agregéni cislo C8Pyr se snizilo poftigdani DPPC
priblizné na ¢tvrtinu, utvaené premicelarni agregaty budou prpatobré vyrazré mesni
nez micely utvéené pouze molekulami C8Pyr.

Pomoci fluorescami sondy AO byly studovany interakce v systému CaRPPPC-HYA
s konstantnim po#mem koncentraci C12Mal/HYA a konstantni koncentreldfA. Byla
stanovena CMC systému, tato hodnota se liSila jemnmaln¢ od hodnoty CMC¢isteho
Cl12Mal. Dale bylo zji&no, Ze pi vysoké koncentraci DPPC a C12Mal dochazi k prodké
zvySeni intenzity fluorescence, AO prapddobré fluoreskuje z nepolarniho présti, tedy
z hydrofobnich domén utvenych micel.

Zawrem lze konstatovat, ze zadané cile prace bylyésglnPrace poskytla informace
ovlivu hyaluronanu na systém &smych micel tvéenych neionogennim tenzidem
a fosfolipidem. Z pouzitych neionogennich terizide jevi jako vhod¥Si v systému
smésnych micel oktylB-D-glukopyranosid. DalSi vyzkum by proto mohl byanien na
studium kvality hydrofobnich domén gemych micel tveéenych snglycero-
dipalmitoylphosphatidylcholinem a oktHD-glukopyranosidem pro pouziti ve farmacii jako
cileného nogioveho systému, péipac v kosmetice.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

PAL
CTAB
CPC
SDS
DPPC
Cl2Mal
C8Pyr
CMC

CPA
CAC

povrcho¥ aktivni latka
cetyltrimethylamonium bromid
cetylpyrimidium chlorid
dodecyl-sulfat sodny
snglycero-dipalmitoylphosphatidylcholin
dodecyB-maltosid
oktylg-D-glukopyranosid

kriticka micelarni koncentrace
zakladni stav molekuly

excitovany singletovy stav molekuly
excitovany tripletovy stav molekuly
emisni polaritni index

excité&ni pas excimeru : excitai pas monomeru
excit&ni polaritni index

akridinova oranz (hydrochorid hydrat)
hyaluronan

koncentrace vaznych mist pro sondu
koncentrace fluorescém sondy
agregani ¢islo

mol dm’®

mmol dm?®

koncentrace géatku agregace

kritick& agregéni koncentrace

46



9 SEZNAM PRILOH

Priloha 1:

Ptiloha 2:

Ptiloha 3:

Priloha 4:

Ptiloha 5:

Riklady prolozeni zavislosti EmPI na koncentraci KaP (C8Pyr) d¥ma
Boltzmannovymi kivkami

Fotografie roztakDPPC s koncentraci DPPC 0,1-0,07 gdm

Graf zavislosti EmPI a pém Ex:Mo na koncentraci C12Mal pro &m
C12Mal a DPPC o koncentraci 0,07 g dm

Fotografie vzoik srostouci koncentraci Cl12Mal a koncentraci DPPC
0,07gdm® a vzorki snejniz8i, nejvy3si koncentraci Ci12Mal
a stejné koncentraci DPPC 0,07 g'dm

Fotografie vzofk s koncentraci DPPC 0,07 g @na koncentraci C8Pyr

s
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10 PRILOHY

10.1P¥iloha 1
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EmPI, —
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Obr. 29 Zavislost EmPI na koncentraci C12Mafildad prolozeni dgma
Boltzmannovymifkvkami u C12Mal
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Obr. 30 Zavislost EmPI na koncentraci C8Py¥jklad prolozeni déma
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10.2Ptiloha 2

Obr. 31 Roztoky DPPC ve véd klesajici koncentraci DPPC 0,1-0,07 g dm

10.3Priloha 3
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Obr. 32 Zavislost EmPI a poenu Ex:Mo na koncentraci C12Mal pro gsmC12Mal a

DPPC o koncentraci 0,07 g dfn
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10.4Priloha 4

Obr. 33 Vzorky s rostouci koncentraci C12Mal a s obsahe®©®B koncentraci
0,07 g dm?®

Obr. 34 Vzorek s nejnizsi (1C — 0,0001 mM) a nejvysSi 2@GnM) koncentraci
C12Mal a stejné koncentraci DPPC 0,07 gdm

10.5Priloha 5

Obr. 35 Vzorky s koncentraci DPPC 0,07 g dra koncentraci C8Pyr a) nejnizsi (1C —
0,01 mM) a nejvyssi (20C — 70 mM), bedni (10A — 0,6 mM) a nejvyssSi (20A)
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