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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace je zaméfena na studium systému kationaktivni tenzid — hyaluronan. Pomoci
fluorescencni spektrometrie byla stanovena kriticka micelarni koncentrace
karbethopendeciniumbromidu (Septonex) ve tifech prostfedich — voda, 0,15 M NaCl, pufr PBS, se
ttemi fluorescencnimi sondami — pyren, perylen, nilska cerven. Bylo zjisténo, Zze fyziologické
prostiedi (pufr a NaCl) snizuji hodnotu CMC o tad. Pti experimentech s nativnim hyaluronanem doslo
k vytvoteni srazenin a tvorbé gelu. V dalsi ¢asti bylo studovano agrega¢ni chovani nového biologicky
prijatelného amfoterniho tenzidu tetradecylfosfocholinu(TPC) v prostfedi vody a NaCl v zavislosti na
rostouci molarni molekulové hmotnosti hyaluronanu. Jako fluorescen¢ni sonda byl pouzit perylen .
Tato méteni prokazala, Ze molarni molekulova hmotnost ani zména iontové sily nema vliv na hodnotu
CMC a nedochazi tak k interakcim s hyaluronanem. Poslednim studovanym tenzidem byl 1, 2-
dihexadekanoyl- 3- dimetylammonium- propan (DPTAP), ktery je vSak nerozpustny ve vodé. DPTAP
je rozpustny v chloroformu, av§ak po odpafeni chloroformu a po ptidani hyaluronanu doslo k jeho
srazeni.

Ziskané vysledky zatim potvrdily, ze z hlediska studia agregace pomoci fluorescenéni spektroskopie
nové kationaktivni tenzidy TPC a DPTAP nejsou vhodné pro komplexaci s hyaluronanem.

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on the study of a system of cationic surfactant — hyaluronan. Using
fluorescent spectroscopy the critical micellar concentration of Carbethopendecinium bromide
(Septonex) was determined in three environments — water, 0,15 M NaCl, and buffer PBS, with three
fluorescent probes — pyrene, perylene, and nile red. It was found that the physiological environments
(buffer and NaCl) reduce the value of CMC about one order. During the experiments with native
hyaluronan, precipitate and gel formation were observed. The following part dealt with aggregate
behaviour of the new biologically acceptable amphoteric surfactant tetradecylfosfocholine (TPC) in
the environment of water and NaCl according to the increasing molar molecular weight of hyaluronan.
As a fluorescent probe perylene was used. These measurements showed that the molar molecular
weight or a change of ionic force has no effect on the value of CMC and therefore there are no
interactions with hyaluronan. The last surfactant to study was 1,2-dihexadecanoyl-3-
dimetylammonium-propan (DPTAP), which is water insoluble. DPTAP is soluble in chloroform, but
after evaporation of chloroform and after addition of hyaluronan, it precipitated.

The results so far, have confirmed that in terms of research of aggregation by fluorescence
spectroscopy the new cationic surfactants TPC and DPTAP are not suitable for complexation with
hyaluronan.
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Hyaluronan, pyren, perylen, nilska ¢erven, DPH, tenzidy, fluorescen¢ni spektroskopie
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1 UVOD

Rychlé Zivotni tempo a moderni zptisob Zivota pfispél k rozsiteni civiliza¢nich chorob, jako
je rakovina. Podle statistického priuzkumu bylo zjisténo, Ze v roce 2007 zemielo na rakovinu
jen v Evropé 1,7 miliéna lidi a 1ékafi zaznamenali 3,2 miliénd novych ptipadd. Tato hroziva
Cisla vedou védce zcelého svéta k vyzkumu novych 1éCiv. 1 ptes prevratné pokroky
v mediciné se stale nepodafilo vyvinout 1é¢ivo, které by zbyteéné¢ nezasahovalo cely
organismus postizené¢ho ¢loveéka a nemélo vedlejsi t¢inky, jako je vypadavani vlast a celkové
oslabeni organismu.

Lidské télo je ze 70 % tvoieno vodou a vétSina soucasnych 1éCiv je ve vodném prostiedi
nerozpustna. Dalsi nevyhodou IéCiv je jejich rychlé vylouceni z organismu a nutnost
opakovaného dodavani, coz mize vést k vytvofeni odolnosti proti G¢innym latkam nebo
chronické toxicité. Jednou z nadé€ji vyzkumu cilenych 1é¢iv je kyselina hyaluronova. Tento
nenapadny biopolymer v sob¢ ukryva vlastnosti, které by mohly vyvoj cilenych 1é¢iv vyrazné
ovlivnit. Kyselina hyaluronova je té€lu vlastni latka, nachazi se v o¢nim sklivci, kazi, svalech a
je soucasti synovialni tekutiny a extracelularni matrix. V hojné miie se nachazi v nadorovych
bunikach. Postizené bunky vyuzivaji kyselinu hyaluronovou k vytvafeni vlaken, které po
urcité dobé vytvori sit, diky které je nadorova buiika dokonale vyzivovana a muze se dale
rozSifovat 1 do jinych casti téla. Nadorové bunky obsahuji receptory CD44 a RHAMM, které
interaguji s kyselinou hyaluronovou. Proto se pfedpoklada, ze by cilené 1écivo s kyselinou
hyaluronovou mohlo zabezpecit distribuci a uvolnéni lé¢iva piimo do nddorové bunky.
Samotnéa kyselina hyaluronova to nedokaze, potfebuje na sebe navazat latku, ktera bude v
sob¢ mit zabudované 1é¢ivo.

Takovou latku predstavuji naptiklad kationaktivni tenzidy tvofici kulovité ¢éastice zvané
micely, které ve svém stiedu maji opacné prostfedi, nez ve kterém jsou rozpustény. To
znamena, ze ve vodé je vnitini prostiedi micely hydrofobni a dokaze v sobé rozpustit latky ve
vodé nerozpustné, v naSem piipadé hydrofobni 1é¢ivo. Tenzid by mél byt schopen navazat se
na disociované karboxylové skupiny hyaluronanu a tim vytvofit komplex cileného nosice
léciva. Teorie zni velice jednoduse, ale realita je trochu jina. K tomu, aby bylo vytvofeno
idealni 1é¢ivo, se musime o interakcich hyaluronanu a kationaktivnich tenzidech mnohé
dozvédet.

Nasledujici prace se zabyva studiem agregaci kationaktivnich tenzidi v riznych prostiedich
pomoci fluorescencni spektroskopie. Pro praci byly vybrany tifi kationaktivni tenzidy:
Septonex, DPTAP a TPC. Jako nasttel byly provadény experimenty Septonexu s pyrenem,
perylenem a nilskou ¢erveni. Experimenty byly provadény ve tfech prostfedich: voda, 0,15 M
roztok NaCl a fosfatovy pufr PBS jako fyziologické prostedi. Pro omezené mnozstvi novych
tenzidi DPTAP a TPC, kdy na vSechny experimenty musel vystacit 1 g, byla vybrana jako
fluorescencni sonda perylen v prostiedi vody a 0,15 M NaCl. Dale bylo studovano chovani
tenzidli v zavislosti na koncentraci a rostouci molarni molekulové hmotnosti hyaluronanu.

Vychozi koncentrace kyseliny hyaluronové ve vzorcich byla 1 g/l a molarni molekulova
hmotnost byla 73 kDa, 300 kDa a 1,46 MDa.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova
2.1.1 Historie

Kyselinu hyaluronovou objevil v roce 1934 Karl Mayer a John Palmer v o¢nim sklivci
skotu. Jeji nazev je odvozen od feckého slova Hyalos (sklo) a uronové kyseliny. V té dobg tito
dva panové urcité netusili, ze substance, kterou objevili, se stane jednou z nejzajimavéjsich
piirodnich makromolekul. Kyselina hyaluronova se v mediciné poprvé pouzila v padesatych
letech 20. stoleti v o¢ni chirurgii jako nahrada o¢niho sklivce [1]. Z pocatku byla izolovana z
pupecni $iiiry a pozdéji z kohoutich hiebend.

V roce 1986 se do podvédomi dostava nazev hyaluronan, protoze kyselina hyaluronova se v
organismu nachazi jako sodna ¢i draselna stl. Postupem casu se izolace kyseliny hyaluronové
vyvijela a byla ziskdvana 1 z jinych zdroji. Vlastnosti této bilé substance byly studovany v
mnoha laboratotich po celém svété. Kyselina hyaluronova je latkou, kterd nedala a nedé spat
mnoha védctim a jeji vlastnosti nés jeSté mohou zajimave prekvapit.

2.1.2 Vyskyt

Hyaluronan je piirodni polysacharid a nachazi se v zivych organismech. Je soucasti
pojivovych, epitelovych a nervovych tkani. Nejvétsi zastoupeni ma v o¢nim sklivei,
synovialni tekutiné a kuzi [4]. Dale se nachazi v pupecni $idife a tvoii slizovité obaly vaji¢ek
nékterych organismi. Zna¢né mnozstvi HyA bylo objeveno také v plicich, ledvinach, mozku
a svalech. Moderni zptisob vyroby je zaloZen na specialné¢ modifikovanych streptokocich, ze
kterych je HyA izolovana o vysoké molekularni hmotnosti a ¢istotée.



2.1.3 Vlastnosti a pouziti

2.1.3.1 Chemické a fyzikalni viastnosti

Kyselina hyaluronova je linearni polysacharid s velkou molekulovou hmotnosti (Obr. 1).
Sklada se z opakujicich se disacharidovych jednotek kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-
glukosaminu spojenych stfidavé glykosidickymi vazbami 3 (1,4) a 3 (1,3). Pocet monomeri v
molekule HyA miuze dosahovat az 10 000 a vice [3]. Molekulova hmotnost se pohybuje okolo
4 mil. g'mol™ (kazda disacharidovéa jednotka cca 400 g'mol™). Axialni atomy vodiku tvoii
nepolarni hydrofobni ¢ast, zatimco odvraceny fetézec tvoii hydrofilni ¢ast, ¢imz dojde
k vytvofeni spiralové konfigurace, ktera je velmi stabilni [1]. Hyaluronan agreguje ve vodé
pomoci specifickych interakci a vytvari sitované struktury i pii velice nizkych koncentracich.
Hyaluronan se ve vodé rozpousti za vzniku vysoce viskdzniho roztoku pii vysoké molekulové
hmotnosti [2]

Obr. 1 Strukturni vzorec kyseliny hyaluronové
2.1.3.2 Biologické vlastnosti [5]

e vaze na sebe vodu (pojme az tisicinasobek své hmotnosti)

e brani ukladéani kolagenu a tim podporuje bezjizvé hojeni

e ma analgeticky ucinek

e plisobi jako antioxidant

e v kloubni tekutin¢ slouzi diky svym viskoelastickym vlastnostem jako lubrikant a
tlumi€ narazli

2.1.3.3 Pouziti

Diky svym unikatnim hydrataénim a elastickym vlastnostem ma HyA Siroké spektrum
vyuziti jak v kosmetice, tak farmacii. Ve farmacii je to zejména piiprava lé¢iv pro kloubni
onemocnéni a nekteré druhy rakoviny [4], dale se pouziva v o¢ni chirurgii a hojeni jizev.
V kosmetice se vyuziva K piipravé krému a geld proti vraskam a starnuti pleti.



2.2 Luminiscence

K luminiscenci dojde pouze tehdy, pokud latka absorbuje svétlo o urcité vinové délce A a
tim piejde do excitovaného stavu. Absorpce trva 1:107 s a doba trvani excitovaného stavu se
pohybuje okolo 11077 — 1-10’ s,

Luminiscence je jev, pii kterém dojde k emisi ultrafialového, viditelného nebo
infracerveného svétla latkou. Emise nastava pii navratu elektronu na zakladni stav z vyssi
energetické¢ hladiny (excitovaného stavu) na zékladni hladinu. Elektronové stavy vétSiny
organickych molekul se déli na singletové (Sparovany spin) nebo tripletové stavy (stejny
spin). Podle typt pfechodu, které v molekule probihaji, délime luminiscenci na fosforescenci
a fluorescenci [6].

excitovany ERCitovany
singletowy stav tripletovy stav

S

Zalladnd
sthgletowy stav

Obr. 2 Typy prechodui pri excitaci — Sipky zndzornuji orientaCi spinit pri jednotlivych
prechodech. Tripletova hladina lezi nize nez singletova

Absorpce energie je spojend s prechodem vazebnych, poptipadé nevazebnych elektront v
molekule do protivazebnych molekulovych orbitali. Singletovy excitovany stav — elektrony
maji antiparalelni spin, pfechod je povoleny a intenzita absorpce je vysokd. Tripletovy
excitovany stav — elektrony maji stejny spin, pfechod je zakazany = méné pravdépodobny,

v v

2.2.1 Fosforescence

Elektron po absorpci ur¢ité vinové délky A ptejde nezativym piechodem z excitovaného
stavu S; na Ty, protoZze pfechod zSp na T; je zakdzany nebo malo pravdépodobny.
Fosforescence je emise fotonl z tripletového stavu T; na zdkladni hladinu So. Doba Zivota
elektronu ve stavu T; je 10— 10?s.
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2.2.2 Fluorescence

Fluorescence je jev, kdy latka po excitaci elektromagnetickym zafenim o vhodné vinové
délce ptfi navratu do zakladniho stavu Sy vyzafi energii ve forme fotonu o niz$i energii (tzn.
pfi normalni jednofotonové excitaci vyzaii svétlo o Stejné nebo delsi vinové délce nez
excitacni zafeni). V nékterych piipadech mize dochéazet i k jevu, ktery nazyvame zpozdéna
fluorescence. Je to jev, pii kterém dojde k pfechodu elektronu z tripletové hladiny Ty na S; a
teprve potom dojde k fluorescenci. Doba dosvitu je del§i neZ normalni fluorescence.

ZhasSeni fluorescence Ize definovat jako bimolekularni proces, ktery snizuje kvantovy
vytézek fluorescence beze zmény fluorescencniho emisniho spektra. Muze byt disledkem
riznych procesti. Srazkové neboli dynamické zhaSeni nastava, kdyz je fluorofor v
excitovaném stavu deaktivovan (navraci se nezatfivé do zakladniho stavu) ptfi srazce s
molekulou zhaSece. Molekuly nejsou pifi tomto procesu chemicky zménény. Pti statickém
zhaseni dojde po kontaktu fluoroforu a zhasece k vytvoteni nefluorescen¢niho komplexu.
Samozhaseni je zhaseni fluoroforu jim samotnym, nastava pii jeho vysokych koncentracich
[7]. Mezi nejcastéjsi zhaseCe fluorescence patii molekularni kyslik O, a vlivem vnitini
konverze zhasi fluorescenci halogeny, zejména brom a jod. Na Obr. 3 jsou znazornény

vSechny typy pfechodt elektronu po absorpci elektromagnetického zareni.

Singlet Triplet
s 5 )
WVibratnd
Wnitind konwverze

/ relazace
_ ; / Mezisystémory

T e S prechod

Si

Energie

Fluorescence Fosforescence

_____ EEEE SD

Zakladni stav
------------ * neradiacnd pfechody (bez Udast fotomy)
— radiatni prechody (s utast fotom)

Obr. 3 Jabfonskiho diagram
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Mirou intenzity fluorescence je kvantovy vytézek, ktery vyjadiuje pomér poctu kvant latkou
emitovanych K poc¢tu kvant absorbovanych za jednotku ¢asu. Kvantovy vytézek je vyjadien
vztahem:

Q: = L (1)
TokCS4k, T '
Qr — kvantovy vytézek

krS — rychlostni konstanta pro piechod ze stavu S;

knrs — rychlostni konstanta zahrnujici neradiacni ptechody

7 —doba trvani excitovaného stavu

2.2.2.1 Vnitini filtraéni efekt

Intenzita fluorescence je zavisla na optické hustoté vzorku, geometrii méfeni a osvétleni.
Nejbézngjsi pouzivand geometrie pro métfeni fluorescence je pravouhlé uspofadani, kdy
dochazi k detekci fluorescence ze stredu kyvety. Pokud je optickd hustota vzorku nizka,
paprsek prochazi sttedem kyvety a pokles intenzity fluorescence je minimalni. Jestlize je
opticka hustota vzorku vysoka nebo je-li vzorek siln¢ zakalen, dochazi k rozptylu svételného
paprsku a intenzita fluorescence je vyrazné ovlivnéna [8], [9].

2.2.3 Neradia¢ni prrechody

2.2.3.1 Vibracni relaxace
Je velice rychly ptechod bez tcasti fotonu. Dochazi pouze k vyzafovani tepelné energie. Po

vV

v v

vvvvvvvv

singletového stavu Sy. Vibra¢ni hladiny téchto dvou stavi jsou velice blizko u sebe, a proto
elektron miize piechazet bez vyrazné zmény energie.

2.2.3.3 Mezisystémovy piechod

Dochazi k prechodu elektronu ze stavu S; do vyssiho vibra¢niho stavu T; a pak nasledné
vibra¢ni kaskadou do stavu. T:°. Tento proces zahrnuje zménu spinu elektronu a je malo
pravdépodobny.

2.2.4 Anizotropie fluorescence

Mgéfeni anizotropie se hojné vyuziva v biochemii ke studiu fluidity membran, velikosti a
tvarQi biomolekul.

Meéteni anizotropie je zaloZzeno na fotoselektivnim buzeni fluoroforu polarizovanym
svétlem. Pfednostné se excituji ty fluorofory, které maji vektor absorpcniho tranzitniho
momentu V roviné polarizace [12]. Tranzitni moment molekuly ma definovanou orientaci
s ohledem na osy v molekule. V izotropnim roztoku je nahodné uspotadani fluoroforu. Po
excitaci polarizovanym svétlem dochdzi k excitaci jen téch molekul fluoroforu, které mayji
tranzitni dipol molekuly ve stejném smeéru jako elektricky vektor polarizovaného svétla. Tato
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fotoselektivni exitace vede k ¢astecné orientaci molekul fluoroforu a k ¢astecné polarizaci
emise fluorescence [9]. Na Obr. 4 je znazornéno klasické rozvrzeni pti méteni fluorescencni
anizotropie.

Fl
Zdvroj - \L’? / T
\
nepulﬂzuvmué-/ l (j{?
svétlo

I P

Detelktor

Obr. 4 Schematické zndazornéni méreni anizotropie — ze zdroje vychdzi nepolarizované svetlo,
které projde polarizatorem Py a tim vznikne polarizovany paprsek, ktery kmita v jedné roviné.
Tento paprsek dopada na kyvetu se vzorkem. Interakci vzorku s paprskem miiZe dojit k jeho
depolarizaci. Mira depolarizace je urcend mérenim intenzity fluorescence rovnobézné
a kolmo na prichozi rovinu sveétla polarizovaného polarizatorem P,[18].

Fluorescen¢ni anizotropie r je definovana nésledujicim vztahem:
— III IJ_ (2)
I, -21,

I, —excitacni a emisni polarizator nastaven horizontaIné
|, — emisni polarizator horizontalné a excita¢ni polarizator vertikalné

Pro vyhodnoceni vysledkii je potfeba znat hodnotu fundamentdlni anizotropie ro, kterd
udava hodnotu anizotropie pii nulovém pohybu molekuly fluoroforu. Tato teoretickd hodnota
dosahuje maxima 0,4 a pokud jsou absorp¢ni a piechodové momenty molekuly k sobé kolmé
muze nabyvat i zapornych hodnot[12]. Zavislost anizotropie na viskozité prostiedi vyjadiuje
Perrinova rovnice:

I, .
fo_q. RT-r 3)
r V.n
R — univerzalni plynova konstanta; T — termodynamicka teplota; r — doba Zivota

fluoroforu; V. — hydrodynamicky objem sondy; 7 — viskozita
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2.2.5 Fluorescenéni sondy

Zdaleka ne vSechny molekuly fluoreskuji po absorpci UV-VIS. Fluorescenci vykazuji tzv.
fluorescencni sondy a znacky, ke kterym fadime nckteré organické latky se systémem
dvojnych konjugovanych vazeb, polovodiCové nanocastice ¢i fluorescenéni proteiny [11].
Fluorescen¢ni sondy nesou oznaceni ty molekuly, které se ke sledované struktuie vazou
nekovalentni vazbou. Naopak fluorescenéni znacky se vazi vazbami kovalentnimi [7].

2.2.5.1 Pyren

Pyren je polycyklicky aromaticky uhlovodik, jehoz molekula se sklad4 ze ctyf spojenych
benzenovych jader. Pyren je symetricky a citlivy na polaritu svého okoli. Vibra¢ni struktura
emisniho spektra pyrenu je v koloidnich roztocich skoro vzdy dobie rozlisena. Na Obr. 4 jsou
vyznacéeny jednotlivé piechody. Prechody 2,4,5 jsou zaznamenany jen v ¢istém rozpoustédle.
pti 373 nm a je zavisly na polarité okoli. Pfechod I3 pti 384 nm [12]. Pti vinové délce 470 nm
je hodnota intenzity fluorescence Ig charakteristicka pro tvorbu excimeru pyrenu. Jedna se o
stechiometricky komplex molekul a tvofi se interakci excitované molekuly s molekulou
v zakladnim stavu: M* + M — D*. Pro stanoveni CMC se pouziva pomér intenzity
fluorescence emisniho spektra EmPI (pomér I1/13). V polarnim prosttedi ma pomér hodnotu
cca 1,7 a v nepolarnim 0,5. Pti koncentracni zavislosti Ize pomér EmPI vynést na logaritmu
koncentrace a prolozit Boltzmanovou S-kfivkou. Z niZze uvedené rovnice pak vypocitime
hodnotu CMC — maximum, minimum, inflexni bod (Xp), gradient (Ax):

EmPI = MXT:” +min

1+e & (4.)

Ezxcitaind spektrum pyrenu

Ermiend spelctnum pirenu

mtenzta lucrescence

mtenrita fluorescence
1

A \

3600 380 400 4200 440 460 430 310 315 320 325 3300 335 340

Obr. 5 Emisni a excitacni spektrum pyrenu a naznaceni vibracnich prechodii
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2.2.5.2 Perylen

Patii také do skupiny polycyklickych aromatickych uhlovodiki a je tvofen ze dvou molekul
naftalenu spojenych vazbou C-C v polohach 1 a 8 obou molekul. Ve vodném prostiedi
nedochazi k detekci intenzity fluorescence. ZvySovani intenzity fluorescence je zptisoben
pritomnosti hydrofobniho prostfedi (micely, agregaty). Perylen je vhodnou sondou pro
stanoveni CMC a agrega¢niho chovani systému. Perylen ma absorpéni maximum okolo
438 nm a emituje okolo 440 nm.

excitace

350 370 380 400 450 490 530 570

vinova deélka [mn]

Obr. 6 Emisni a excitacni spektrum perylenu

2.2.5.3 Nilska Cerveri

Dalsi hojné pouzivanou fluorescen¢ni sondou citlivou na polaritu svého okoli je nilska
cervenl. Se zvySujici se polaritou klesd intenzita fluorescence a maximum vinové délky
emisniho spektra se posouvd k vy$Sim hodnotdm. V polarnim prostfedi se maximum
pohybuje okolo 640-650 nm, v nepolarnim prostfedi maximum klesa az na 610 nm.

excitace ernise

400 450 500 550 600 650 700 750 800

vinova deéllca [nm]

Obr. 7 Emisni a excitacni spektrum nilské cervené v glycerolu
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2.2.5.41,6-difenylhexa-1,3,5-trien (DPH)

Je mald organickd molekula podavajici informace o svém mikrookoli, jako je polarita a
viskozita. Tato sonda mé praktické vyuziti ve znaCeni membran, je nepolarni a ve vodé
prakticky nerozpustnd, tudiz veskeréd fluorescence pochazi z nepolarniho prostfedi. Excita¢ni
maximum nastava pii vinové délce 360 nm a emisni maximum pii 430 nm [19].

2.3 Asociativni koloidy

Ve vhodném rozpoustédle poskytuji nékteré nizkomolekularni latky ve velkém ziedéni
pravé roztoky, ale pfi ur€ité koncentraci asociuji jejich molekuly do té miry, ze vytvareji
castice koloidnich rozméra (1-1000 nm). Tyto Utvary se nazyvaji micely a latky, které se
chovaji timto zptisobem, oznacujeme jako micelarni neboli asociativni koloidy.

Micelarni koloidni roztoky vznikaji samovolnym rozpousténim tenzidd v daném
rozpoustédle. Vlastnosti téchto roztoki a vlastnosti micel (tvar, velikost, struktura) zavisi na
okamzitych fyzikalnich podminkach (tlak, teplota) a na vlastni koncentraci a koncentraci
piidanych latek. K micelarnim koloidim rozpustnym ve vod¢ patii mydla, synteticka
smacedla, které¢ zname pod oznac¢enim detergenty, surfaktanty nebo tenzidy [10].

2.4 Tenzidy

Terminem tenzidy se oznacuji skupiny organickych latek, jejichz spolecnou vlastnosti je, ze
pti nizké koncentraci v soustavé jsou schopny hromadit se na mezifazovém rozhrani a tak
snizovat jeho povrchové napéti. Pojmem fazové rozhrani je mySlena plocha, kterd oddé€luje
dvé faze. Témito fazemi mohou byt kapalina/kapalina, kapalina/pevna latka nebo
kapalina/plyn. K hromadéni molekul tenzidu na fazovém rozhrani dochazi tak, ze molekuly
tenzidu difunduji na povrch kapalné taze (rozpoustédla), kde se adsorbuji na rozhrani dvou
fazi a vytvofi monomolekularni vrstvu. ZvySovanim koncentrace rozpusténého tenzidu bude
dochazet ke snizeni povrchového napéti [13].

2.4.1 Struktura tenzida

Molekula tenzidu musi byt amfifilni (obojetnd), tj. musi se skladat z ¢asti lyofilni, ktera ma
tendenci rozpoustét se v daném prostiedi, a z lyofobni ¢asti, ktera je vtémze prostiedi
nerozpustna. Pokud je rozpoustédlem voda, nazyvame tyto ¢asti hydrofobni a hydrofilni.

Hydrofobni ¢ast tvoii jeden nebo vice uhlovodikovych fetézcti. Neochota hydrofobni ¢asti
k interakci s vodou je pak zodpovédna za proces asociace. Podle toho, jak hydrofilni skupina
podléha disociaci, délime tenzidy na ionogenni (anionaktivni, kationaktivni, amfoterni) a
neionogenni neboli neutralni [10].

Hydrofilnihlava Hydrofobniocas

Obr. 8 Struktura tenzidu
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2.4.1.1 Kationaktivni tenzidy

Drtiva vétSina kationotovych tenzidi je zalozena na atomu dusiku nesouciho kladny
naboj[14]. Nejdalezitéjsi jsou aminové a kvartérni amoniové soli. Aminové  tenzidy  jsou
zavislé na prostiedi, ve kterém jsou rozpustény a zavisi na hodnoté pH [13],[14]. Obecny
vzorec kvartérni amoniové soli je znazornén na Obr. 9, kde X= CI, Br, CH3;0SOs,
C,Hs0S037, CH3COO™ a Ri-R4 jsou jednoduché nebo substituované alkyly, z nichz alespon
jeden musi obsahovat 8 — 18 uhlikovych atomi v linedrnim fetézci. Alkylova skupina mtze
byt ptipojena i k aromatickému jadru. Délka alkylového fetézce, jejich substituce a pfitomnost
arylové skupiny v molekule kvartérni amoniové slou¢eniny urcuje jeji vlastnosti a pouziti.
Kvartérni soli (chloridy, bromidy, octany, apod.) jsou dobfe rozpustné¢ ve vodé a v
alkoholech. Se zvysujici se teplotou jejich rozpustnost roste. Kationaktivni tenzidy maji
vyznamné antibakterialni u€inky. Usmrcuji bakterie, plisné a kvasinky. Pouzivaji se proto
jako antiseptika, desinfek¢ni ¢inidla, bakteriocidy, fungicidy a deodoranty [13].

_ P

Rj_ R2
N
/N

RS R4

XE}

Obr. 9 Obecny vzorec kvartérni amoniové soli

2.4.2 Zakladni vlastnosti micel

2.4.2.1 Kriticka miceldarni koncentrace

Micely se tvoii pouze nad kritickou micelarni koncentraci (CMC). Tato koncentrace nebyva
prili§ vysokd, pohybuje se v rozmezi 107 az 10> M. Koloidni soustava pod touto hodnotou se
nachazi pouze ve stavu unimernich molekul, nad hodnotou CMC vSechny molekuly asociuji
do micel. Kriticka micelarni koncentrace zavisi na délce a struktufe uhlovodikového fetézce.
Hodnota CMC s rostouci délkou uhlikového fetézce klesa. Zavislost CMC na délce uhlikatého
fetézce je vyjadiena vztahem pro ionogenni micelarni koloidy:

INCMC =A-B-nc (5.)
kde A je konstanta zavisla na teploté, povaze hydrofilnich skupin a substituentech uhlikového
fetézce; konstanta B se méni spoctem iontovych skupin; 7ncudavd pocet uhlika
Vv fetézci [15]. S kritickou micelarni koncentraci souvisi i pojem agregadni Cislo, které udava
pocet monomert uvnité jedné micely [16].
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2.4.2.2 Struktura micel

Jadro micely mé vzdy opacny charakter nez pouzité rozpoustédlo. Uvniti micely tenzidu ve
vodném prostiedi je tedy nepolarni prostfedi. Timto zplisobem muzou tenzidy ve vodném
prostiedi udrzet latky jinak ve vode€ nerozpustné.

1022
X7y

micela 5 hydrofobni domenou micela s hydrofilni domeénou

Obr. 10 Micely v poldarnim a nepoldarnim prostiedi

Velikost a tvar micel zavisi na teploté, koncentraci, struktuie PAL a charakteru
mezimolekularnich sil. Ve ziedénych roztocich nad CMC se tvoii malé kulovité micely zvané
Hartleovy micely, jejichz uhlovodikové fetézce jsou navzajem propleteny — tvofi jadro micely
a jejich polarni skupiny sméfuji navenek (do vody). Polomér takového agregatu je piiblizné
roven délce molekuly PAL. S rostouci koncentraci roztoku se zvétSuje rozmér micel a
uhlovodikové fetézce se v nich stdle vice orientuji navzdjem rovnobézné. Pii vétSich
koncentracich vznikaji tzv. mezofaze — hexagonalni a laminarni (McBainovy) micely,
slozené ze dvou vrstev PAL, které jsou k sobé obraceny uhlovodikovymi fetézci a ionogenni
skupiny sméfuji ven. Stavbou piipominaji dvojrozmérny krystal. Laminarni micely se
ukladaji navzdjem rovnobézné, ptfi¢emz sousedni molekuly jsou k sob& obraceny povrchy, na
kterych jsou hydratované skupiny molekul PAL. V dasledku tvorby laminarnich micel a jejich
charakteristického uspofadani mohou dostate¢né koncentrované roztoky piechazet v gel [17].

Obr. 11 a) Hartleova (kulovitd) micela, b) hexagondlni micela, ¢c) McBainova (lamindrni)
micela [17]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Nové kationtové transfektanty (tenzidy) jsou pouzivany zejména V genové terapii pro
komplexaci s DNA a vytvoieni takzvanych lipoplex nebo polyplexti [20]. Genova terapie
spociva ve zméné exprese genu Cloveéka [21] a vyvstavaji zde uréita rizika a otazky: Jak
vpravit gen do bunky bez jejiho poskozeni a aby nedoslo k jejimu nadorovému bujeni? Jak
vyfadit vadny gen a misto n&j spravné spustit ten dobry? Je to viibec etické? Uginné nosice
zalozené na nukleovych kyselinach jsou klicovym faktorem této terapie. Nevyhody spojené
s uzivanim virovych vektori, zejména téch, které souviseji se zdravotnimi riziky, vedly védce
rozvijet alternativni metody pro dodani genu zaloZenych na biologicky pfijatelnych
kationaktivnich transfektantech [22]. Na rozdil od virovych vektord, jsou tyto systémy znamy
jako ne — virové nosice a jsou bezpecnéjsi pii pouzivani in vivo [20].

Thalberg a Lindmant [23] zaméfili své studium na interakci kationtovych tenzidd s
hyaluronanem v zavislosti na délce alkylového fetézce tenzidu. Pro chovéani systému
hyaluronan — kationaktivni tenzid pouzili nasledujici metody: fazova separace,vodivost, NMR
a solubilizace barviv. Vysledky jejich métfeni ukazaly, ze k navazani tenzidu na hyaluronan
sta¢i velmi nizkéd koncentrace tenzidu c; a pocet uhlika v alkylovém fetézci tenzidu musi byt
minimaln¢ deset. Tenzidy s krat§im fetézcem vytvoii volné micely, protoze je to energeticky
vyhodnéjsi. Hodnota koncentrace ¢; se€ nachazi pod CMC a s rostoucim poctem uhliki v
fetézci hodnota ¢; klesa. Také bylo prokdzano, ze vazba hyaluronu s tenzidem je slabsi, nez
S jinym polyelektrolytem.

Lendemans a spol. [24] se zabyvali nahrazenim fosfolipidové slozky v ISCOMech (imunitné-
stimulované komplexy) kationaktivnim DOTAPem. Fosfolipidy jsou nezbytnou slozkou
ISCOMu a umoznuji vznik dobie definovatelnych struktur piipominajicich klec s typickym
rozmérem 40 — 100 nm. Koloidni struktura byla tvofena DOTAPem, Quil-A (Quillaja
saponin)a cholesterolem. Vzorky byly pfipravovany pomoci hydratace lipidového filmu
dialyza¢nimi technikami. Tvofeni této struktury bylo pozorovano jen u slozeni DOTAPu
S nizkym hmotnostnim pomérem (mén€ nez 25%), coz nezpusobuje Zzadnou zménu
negativniho (-potencidlu koloidni castice. Vysoky hmotnostni podil DOTAPu zpiisobuje
fazovou separaci a tim nedochazi k zaclenovani DOTAPu do Quil-A a cholesterolu k
vytvoieni ¢astic o kleci podobné struktuie (Cage-like structures). Proto se zatim neuvazuje o
piipravé ekvivalentl kationtovych imunitné-stimulovanych komplex.

DOTAP je popularni transfektant pro cross-membranové dodani molekul DNA diky
schopnosti komplexace s anionaktivni DNA [29].

Filion a Phillips [25] studovali kationaktivni lipidy vytvatejici velmi stabilni komplexy s
DNA nebo dioleoylfosfatidyletanolaminem (DOPE), které mohou destabilizovat endosomalni
kompartment buriky a spustit uvoliiovani nukleové kyseliny do cytoplasmy. V této praci byly
vyhodnocovany ucinky liposomi s obsahem kationaktivnich lipidd na produkci oxidu
dusnatého NO a tumor nekrotizujici faktor — oo (TNF— a ), dva dalezité imunostimulatory.
Produkce NO aktivuje makrofagy a zabranuje specifické imunitni reakci. TNF — a je
produkovan makrofagy, ptsobi proti virim a nddorovému bujeni a zvySuje u¢innost Ba T —
lymfocyt. Vysledky prokazaly, ze komplexy tvofené DOPE a kationaktivnimi lipidy jsou
toxické pro makrofagy a lidské buiiky U937, ale nejsou toxické pro T — lymfocyty. Potadi
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toxicity liposomil je nasledujici: DOPE / DDAB > DOPE / DOTAP > DOPE / DMTAP >
DOPE / DPTAP > DOPE / DSTAP.

Cilem prace Regelin a spol. [26] bylo pozorovani biofyzikalnich parametrt a transfekénich
vlastnosti analogi DOTAPu (DOTAP, DSTAP, DPTAP,DMTAP, DLTAP). Analogy DOTAPu
byly pouzity bud’ samostatné nebo s ptidavkem cholesterolu nebo DOPE. Hlavni metodou
bylo méfeni anizotropie v zavislosti na teploté. V experimentech byl pouzit nepolarni
fluorofor DPH (1,6-diphenylhexa-1,3,5-trien), ktery se zcela zacletiuje do hydrofobni ¢asti
lipidové dvojvrstvy. Vysledky méteni prokazaly, ze vSechny cCisté analogy DOTAPu jsou
nestabilni za normalnich podminek, ale po ptfidani cholesterolu ¢i DOPE se jejich stabilita
zvySuje. Velikost liposoml se samostatnymi analogy je 23 — 58 nm, liposom / cholesterol
53 — 95 nm, liposom / DOPE 20 — 160 nm. Anizotropni kiivky ¢istych analogli vykazovaly
piit  37°C  vysoké hodnoty anizotropie charakterizujici rigidni (tuhy) stav
DPTAP,DSTAP,DMTAP nebo nizké hodnoty, charakterizujici fluidni (tekuty) stav DLTAP.
Po pfidani DOPE, byly anizotropni kiivky srovnatelné s ¢istymi analogy, kdeZto cholesterol
snizil hodnotu anizotropie.

Tato skupina védci Lei, Rahim, Quinn a Segura [27] se zabyvala vytvofenim nového

procesu zvaného ,nanocasticovd enkapsulace®, ktery dokaZze zaclenit koncentrované
a neagregované nanocastice do rtiznych struktur gelu. V této studii bylo dokazano, ze kyselina
hyaluronova a fibrinové hydrogely s koncentrovanymi a neagregovanymi polyplexy mohou
byt vhodné pro genové dodani in — vivo a in — vitro. Ve studii byla testovana velikost
polyplexti bez pritomnosti HyA a fibrinu a s jejich pfitomnosti pomoci dynamického rozptylu
svétla (DLS). Bylo zjisténo, Zze DNA/PEI polyplexy dosahovaly rozmér 50 — 100 nm, kdezto
v pritomnosti 1% HyA byla velikost okolo 1 pm.
McKiernan a spol. [28] studovali kationtové dvojvrstvy DPTAP a DMTAP pomoci
fluorescen¢ni spektroskopia a AFM (mikroskopie atomarnich sil). Jako fluorescen¢ni sonda
byl pouzit NDB (((7-nitro-2-1, 3-benzoxadiazol-4-yl)-amino)caproyl) phospholipid. Malé
unilamelarni lipidové méchyiky byly vytvofeny pomoci ultrazvuku v prostiedi vody nebo soli
s ptidavkem 2, 3, 5, nebo 0 % mol NBD-PC. Tyto vzorky byly zahfivany a ochlazovany na
laboratorni teplotu. Fluorescen¢ni snimky ukazaly, Ze ohtivani a ochlazovani vyustilo ke
zvyseni tvorby vytvareni krystala (fraktali) u DPTAPu, zatimco DMTAP s krat§im acylovym
fetézcem vytvoril prodlouzené trojihelnikové domény. Bylo také prokazano, Ze rostouci
koncentrace sondy ma vliv na morfologii lipidové dvojvrstvy. Pii 2 % DNB — PC byly
domény vétsi, pti obsahu 3 a 5 % doslo k jejich zmenSovani.

Tetradecylfosfocholin je strukturni analog myristoylu lysofosfatidylcholinu, ktery je
stabilné€j$i a nepodléha tolik hydrolytickému Stépeni. TPC je ¢asto pouZivan jako prostiedek
pro proteinovou solubilizaci a byl pouzit jako nosi¢ pro in vivo a in vitro genovou terapii a
byly prokazany protinadorové Gc¢inky [30].

Zeisig a spol. [31] se zabyvali ve svém vyzkumu vlivem alkylfosfolipidové membrany
(APLs) na pfenos gent in vivo a in vitro pomoci ,LacZ reporter gene“ a cytosinové
deaminazy (CD). Lipoplexy tvoiené z tetradecylphosphocholine / dimethyldioctadecylamine
Icholesterol / dioleylphosphoethanolamine byly vybrany jako zprostfedkovatelé transfekce.
Bylo zjiSténo, Ze tyto komplexy z alkylfosfolipidii zvySuji uc¢innost pii pfenosu genll vV genoveé
terapii.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Polysacharidy

Hyaluronan

OH OH
0 O
P A%
OH

0
N
02\

n

73 kDa HyA Silk; CPN s.r.o.; ¢. §.: 071207 — P1
300 kDa HyA Silk; CPN s.r.0.; ¢. §.: 160708 — E1
1,46 MDa HyA Silk; CPN s.r.o.; €. §.:141008 — E1
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4.1.2 Fluorescencni sondy

Pyren C6H10

N/

N

Mr = 202,25 CAS: 129-00-0 ¢&. §.: 430166/1 Fluka, Cistota > 99,0 %

Perylen CyoHi,

Mr = 252,31 CAS: 198-55-0 ¢. §.: 384079/1 Fluka, Cistota> 99,0 %

Nilska ¢erven CyoHisN,O,

rCH3

0 N_-CHs
X jij/
N

Mr = 318,37 CAS: 7385-67-3 ¢.5.: 1381469 BioChemika, Cistota > 98%

1,6-difenylhexa-1,3,5-trien (DPH)

g

U

Mr = 232,32 ¢. §.: 1054132 Sigma Aldrich, ¢istota 98 %

~F
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4.1.3 Tenzidy

Septonex Cy1H44BrNO,
[1-(ethoxykarbonyl)pentadecyl] trimethylamoniumbromid

M/WV\‘)LDﬁ
+

A Br

!

Mr = 422,48 CAS 10567-02-9 ¢. §.: 910SEP002 GNB Chem, a.s.

16:0 TAP C33H76NO4C|
1,2-dipalmitoyl-3-trimethylammonium-propan

O
PSS S
0" NS
\/\/\/\/\/\/\/\"/O H Cl

@)

Mr = 646,467 CAS 139984-36-4 ¢. §.: 160TAP-28, Avanti Polar Lipids, Inc.

TPC C9H42NO4P

tetradecylfosfocholin
0

/P\
H;C O O .CH
RN VTl B e
O | “CHy
CHjy

Mr = 379,515 CAS 77733-28-9 ¢.5.: 140CP-10, Avanti Polar Lipids, Inc.

4.1.4 Dalsi chemikalie

Aceton CH3COCH3
Mr = 58,08 CAS: 67-64-1 Lachner s.r.o., p.a.,Ultra>99,5 %

Chlorid sodny NaCl
Mr = 58,44 CAS 7647-14-5 ¢&. §.: 06278, Lachner s.r.o.

Dihydrogenfosfore¢nan sodny NaH,PO,
Mr = 137,99 CAS 7558-80-7 ¢. §.: 00261, Lachner s.r.o.

Dodekahydrat hydrogenfosforeénanu sodného — Na;HPO4-12H,0
Mr = 358,14 CAS 10039-32-4 ¢. §.: 0,6156, Lachner s.r.o.

Chloroform CHCI;
Mr = 119,378 CAS 67-66-3

Voda H,O
deionizovana voda systémem Milli — Q, Academic, Millipore, Inc.
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4.2 Pracovni postupy
4.2.1 Zasobni roztoky fluorescen¢nich sond

Zasobni roztoky pouzitych fluorescencnich sond byly pfipraveny v acetonu v rozmezi
koncentraci 10 az 10"°M a byly uchovéany v chladu.

4.2.2 Zasobni roztok pufru PBS

Fosfatovy pufr PBS o pH 7,4 byl pfipraven navazenim 2,83 g hydrogenfosfore¢nanu
draselného; 0,19 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného a 8 g chloridu sodného a doplnénim
vodou do 1000 ml.

4.2.3 Zasobni roztoky HyA

Pottebné mnozstvi hyaluronanu bylo navdzeno na analytickych vahach a doplnéno cca na
70-80 ml a pro lepsi rozpusténi byl tento roztok umistén na par hodin, ptipadné¢ do druhého
dne na magnetickou michacku. Po dokonalém rozpusténi byl doplnén objem na 100 ml
vodou.

4.2.4 Zasobni roztoky tenzidi

Po rozpusténi potiebné navazky byl roztok tenzidu kvantitativné pfeveden do odmérné
banky a dopInén po rysku na vysledny objem 100 ml. Takto pfipraveny zasobni roztok byl
uchovavan pfti laboratorni teploté.

4.2.5 Priprava vzorki

Byla ptipravena koncentracni fada, ktera zahrnovala koncentraci tenzidu minimaln¢ pies tfi
rady. Koncentracni fada obsahovala cca 18 vzorkl. Do vialek bylo napipetovano adekvatni
mnozstvi fluorescen¢ni sondy tak, aby koncentrace ve vysledném vzorku byla fadove 10°M
a bylo odpateno rozpoustédlo. Dale bylo do vialek pipetovano urcité mnozstvi zasobniho
roztoku tenzidu a doplnéno na vysledny objem 4-5 ml. Vzorky s HyA byly piipravovany tak,
aby vysledna koncentrace HyA ve vialce byla 1 g/l. Vzorky se vzdy nechaly tfepat na
tfepacce do druhého dne a nasledné byly zméteny na spektrofluorimetru.
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4.2.6 Méreni

Pro stanoveni agrega¢niho chovani byla zvolena fluorescenc¢ni spektroskopie. VSechny
ptipravené koncentra¢ni fady byly proméfeny na luminiscenénim spektrometru AMINCO
Bowman Series 2. Polychromatické zafeni z primarniho zdroje (xenonova vysokotlaka
vybojka) prochazi pies miizkovy monochromator (Czerny — Turner), kde dojde k vybrani
paprsku o pozadované vinové délce A. Tento paprsek dale prochazi kiemennou kyvetou se
vzorkem, lezicim Vv optické draze paprsku. Tim dojde k excitaci elektronii ve vzorku.
Fluorescence je méfena kolmo k primarnimu paprsku, proto je druhy monochromator (emisni)
umistén kolmo ke vzorku. Pomoci detektoru (fotondsobi¢, fotodioda) je méfena intenzita
fluorescence.

4.2.6.1 Nastaveni p¥istroje

Podle vybrané fluorescen¢ni sondy byly nastaveny excita¢ni a emisni monochromatory
podle nasledujici tabulky. Rychlost skenu byla nastavena na 5 nm/s a $ifka $térbiny 4/4.

Tab. 1 Nastaveni spektrofluorimetru

pyren nilska Cerven perylen
excitace/emi 336/392 560/630 410/440
se nm nm nm
excitaéni 300 - 350 B B
sken nm
., 360 — 540 580 — 700 430 — 600
emisni sken
nm nm nm

4.2.6.2 Stanoveni CMC Septonexu ve vodé; 0,15 M NaCl a pufru PBS

Nejprve byla navrhnuta koncentra¢ni fada Septonexu v rozmezi koncentraci 510°-9-10°
M. Rada byla navrzena tak, aby piedpokladand CMC byla ptiblizné v poloving koncentra¢ni
fady. Vzorky byly namichiany podle bodu 4.2.5 a 4.2.6. Koncentracni fada byla vzdy
namichana tfikrat, aby byly uréeny chybové usecky pii vyhodnocovani naméfenych dat. Jako
fluorescencni sondy byly pouzity pyren, perylen a nilska ¢erven. Nastaveni monochromatora
ptistroje podle bodu 4.2.7.1.

4.2.6.3 Zjist’ovani agregacniho chovani Septonexu a HyA ve vodé

Pro méfeni byla pouzita stejnd koncentracni fada, ktera byla upravena o ptidavek roztoku
hyaluronanu tak, aby vysledna koncentrace ve vzorku byla 1g/l. Pro méteni byl vybran nativni
hyaluronan 300 kDa.

4.2.6.4 Stanoveni CMC tetradecylfosfocholinu TPC

NavrZena koncentrani fada TPC o 16 vzorcich byla namichana v rozmezi koncentraci
1,5:10° — 0,3 M. Jako fluorescenéni sonda byl pouZit perylen, ktery je vhodny pro stanoveni
CMC a agregacniho chovani tenzidd.
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4.2.6.5 Stanoveni agregacniho chovani TPC a HyA ve vodé a 0,15 M NaCl

Byly vybrany tfi typy nativniho hyaluronanu — 73 kDa, 300 kDa a 1,46 MDa. Vzorky byly
proméieny ve vodném prostiedi a poté byla upravena iontova sila pfidanim 111 pl
nasycen¢ho roztoku NaCl (o koncentraci 5,4 M). Vzorky s upravenou iontovou silou se
nechaly po dobu 24 hodin tfepat na tfepacce a nasledné byly zméfeny. Pouzitd fluorescencni
sonda byl opét perylen.
4.2.6.6 Méfeni anizotropie

Pro studium chovani hyaluronanu s TPC bylo provedeno méfeni anizotropie na ptistroji
FLUOROCUBE. Jako fluorescen¢ni sonda byl pouzit DPH a vzorky obsahovaly konstantni
koncentraci TPC 0,26 mM s ménici se koncentraci hyaluronanu. Pro méteni byl vybran
nativni hyaluronan o molarni molekulové hmotnosti 73 kDa a 1,46 MDa. Nastaveni pfistroje
bylo nasledujici: excitace 385 nm a emise 450 nm.

4.2.7 Vyhodnoceni dat

Pro stanoveni kritické micelarni koncentrace existuje mnoho zptsobti, vzdy vSak zalezi na
pouzité fluorescencni sondé, protoZze kazd4d sonda ma sva specifika. Jak jiZz bylo zminéno
vbodé 2.2.4.1, pro vyhodnoceni naméfenych dat s pyrenem se nejcastéji vyuziva jeho
emisniho spektra. Do grafické zavislosti se vynasi hodnota EmPI, coz je pomér intenzit
fluorescence pii vinovych délkach 373 nm a 382 nm. Tento pomér se vynasi v zavislosti na
logaritmu koncentrace tenzidu. Vysledna zavislost vykazujici sigmoidni tvar se da prolozit
v programu Origin Boltzmanovou S — k¥ivkou, jejiz tvar je popsan rovnici 4.

mazs

i—h o %

Obr. 12 Prolozeni dat sigmoidni krivkou a stanoveni hodnoty CMC

Stanoveni kritické miceldrni koncentrace pro perylen a nilskou Cerven je jednodussi a pro
ob¢é sondy velice podobné. Nameéfend data maji jedno pifipadné¢ dvouzlomovy charakter.
Konstantni nebo jen nepatrna rostouci ¢ast odpovida oblasti pted CMC a intenzita
fluorescence je minimalni. Strmé rostouci ¢ast vykazuje oblast nad CMC a je linearni.
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V nékterych ptipadech dochazi k dalsimu zlomu, ktery je opét konstantni a vykazuje oblast
dosazeni maxima fluorescence v disledku uplného rozpusténi sondy do systému [12].
Prolozenim konstantni a linedrni ¢asti pfimkami dostaneme jejich prusecik, ktery odpovida
vysledné hodnoté CMC. Do grafické zavislosti se miize vynasSet intenzita fluorescence nebo
totalni integral.

Intenzta fluorescence

y=ax~+b

Obr. 13 Idedlni zavislost intenzity fluorescence na logaritmu koncentrace pro vyhodnoceni
dat s nilskou cerveni a perylenem

Kazdé¢ méfeni bylo provadéno tiikrat. Vysledné grafy v této praci jsou vyhodnoceny z
prumérnych hodnot téchto méfeni. Ke vS§em méfenim byla v programu MS EXCEL pouzita
funkce SMODCH, ke stanoveni smérodatné odchylky métfeni. V grafech jsou smérodatné
odchylky znazornény chybovymi useckami.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro lepsi pochopeni agrega¢niho chovani Septonexu byly nejprve zjistovany hodnoty
kritické micelarni koncentrace ve vodé a dvou fyziologickych roztocich 0,15 M NaCl a pufru
PBS o vysledném pH = 7,44 + 0,01 bez piidavku hyaluronanu za pouziti tfi riznych
fluorescenc¢nich sond.

5.1 Vysledky méFeni Septonexu
5.1.1 Stanoveni CMC s pyrenem

1,6

1,5 - | ¥¥ i—f—i

14

H®

1,3 -

EmPI

1,2 -

1,1 -

1,0 -

0,9

-5,5 -5,0 -4,5 -4,0 -3,5 -3,0 -2,5 -2,0 -1,5
log ¢ Septonex [M]

¢ voda + Nadl ¢ PBS —fit

Obr. 14 Zavislost EmPI pyrenu na logaritmu koncetrace Septonexu v prostredi vody, NaCl
a PBS. Zavislosti jsou prolozeny Boltmanovou kirivkou

Do grafické zavislosti (Obr. 14) byl vynesen pomér EmPI na logaritmu koncentrace
Septonexu ve tfech zvolenych prostredich. Vysledky vykazuji typické sigmoidni kiivky, ze
kterych lze odvodit hodnotu kritické micelarni koncentrace. Jak je vidét, hodnota CMC je ve
vodném prostiedi fddové vyssi nez v NaCl a pufru PBS. Méfenim bylo prokazéno, ze
fyziologické prosttedi snizuje hodnotu kritické micelarni koncentrace tenzidu.

Tab. 2: Zjistené hodnoty CMC Septonexu Vv riiznych prostredich

prostiedi CMC [mM]
voda 0,775 £+ 0,008
0,15 M NaCl 0,060 + 0,018
pufr PBS 0,068 + 0,018
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5.1.2 Stanoveni CMC s perylenem
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Totalni integral
H

300000 -

100000 -

_100000 T T T T T T T
-5,5 -5 -4.5 -4 -3,5 -3 -2,5 -2 -1,5
log c [M]
¢ voda ¢ PBS —fit

Obr. 15 Srovnani priitbéhu mereni CMC Septonexu V prostiedi vody a pufru PBS s perylenem
Jjako fluorescencni sondou. Sipkami jsou vyznaceny zlomy 1 a 2.

Pro lepsi vyhodnoceni dat byla do grafu (Obr.15) vynesena zavislost totalniho integralu
fluorescence perylenu na logaritmu koncentrace Septonexu. Méfeni bylo provedeno i
v prostfedi 0,15 M NaCl, vykazujici stejny prub¢h jako v prostiedi pufru PBS a pro lepsi
piehlednost nebylo zahrnuto do grafu. Vysledné hodnoty CMC jsou uvedeny v Tab. 3.
Nulové hodnoty intenzity fluorescence odpovidaji hodnotam koncentrace pied CMC, za
hodnotou CMC dochazi ke zvySeni intenzity fluorescence. Vysledné kiivky vykazuji
dvouzlomovy charakter, vysledna data Ize prolozit sigmoidni kiivkou. Zlom 1 odpovida
tvorbé micel a prolozenim konstantni a linearni ¢asti ziskame hodnotu kritické micelarni
koncentrace. Zlom 2 nastava pii vysSich koncentracich tenzidu a dochéazi pravdépodobné
k Gplné solubilizaci sondy do systému.

Tab. 3: Zjistené hodnoty CMC Septonexu pro riizna prostiredi

prostiedi CMC [mM]
voda 3,661 + 0,062
0,15 M NaCl 0,747 £ 0,065
pufr PBS 0,932 £ 0,057

Z tabulky je opét patrné, Ze fyziologické prostfedi snizuje hodnotu kritické micelarni
koncentrace Septonexu
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5.1.3 Stanoveni CMC s nilskou ¢erveni
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Obr. 16 Zavislost totdlniho integrdlu a emisniho maxima na logaritmu koncentrace
Septonexu s nilskou cerveni jako fluorescencni sondou ve vodném prostiedi. V grafu je
vyznacena oblast zacdatku tvorby micel.

Vysledky méfeni s pouzitim nilské ¢ervené maji shodny prubéh jako méteni s perylenem.
Meéieni bylo provedeno ve tfech prostiedich — voda, NaCl, pufr. Opét se potvrdil trend snizeni
kritické micelarni koncentrace v prosttedi NaCl a pufru oproti vodnému prostiedi. V grafu je
vynesena 1 zavislost na emisnim maximu nilské ¢ervené. Pti nizkych koncentracich tenzidu se
emisni maximum pohybuje okolo 655 — 645 nm. Tato oblast vykazuje polarni prostiedi a
intenzita fluorescence je zde minimalni (nulova). Pii zvysujici se koncentraci tenzidu dochazi
k poklesu emisniho maxima az k 637 nm a dochazi ke zvyseni intenzity fluorescence vlivem
tvorby micel a tudiz sniZovani polarity prostiedi. Prvni zlom je oznacen v grafu koleckem a
odpovida hodnot¢ kritické micelarni koncentrace.
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Obr. 17 Pribéh zavislosti totdlniho integralu na logaritmu koncentrace Septonexu Vv prostredi
0,15 M NaCl s nilskou cerveni

V prostiedi NaCl dochazi ke sniZzeni hodnoty kritické miceldrni koncentrace SeptoneXu.
Oproti vodnému prosttedi dochazi k lepSimu pozorovani druhého zlomu. Jak je vidét, data l1ze
prolozit sigmoidni ktivkou, ale dulezitou roli hraje prvni zlom, ktery odpovida kritické
micelarni koncentraci.

Tab. 4: Zjistené hodnoty CMC Septonexu Vv riznych prostiedich

prostiedi CMC [mM]
voda 1,072 +£0,018
0,15 M NaCl 0,518 £ 0,017
pufr PBS 0,827 + 0,059

Vysledky stanoveni CMC Septonexu tfemi riznymi sondami ukazuji, Ze je nutné zvazit
charakteristické body — zlomy, jednotlivych naméfenych zéavislosti, ze kterych se odecita
vysledna hodnota CMC. Dale je nutno brat v uvahu metodu stanoveni pouZzité sondy — mozné
pti¢iny, které vedou ke zméndm jejich fluorescencnich charakteristik. V ptfipadé méteni
Septonexu by bylo dosazeno konzistentnich vysledkd s pyrenovou metodou u perylenu — jako
charakteristicky bod vezmeme bod od zacéatku riistu intenzity fluorescence a u nilské Cervené
(emisniho maxima) ur¢ime-li charakteristickym bodem koncentraci, od které se poloha
emisniho maxima prakticky neméni.
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5.1.4 Studium agregace Septonexu s hyaluronanem ve vodé

Pro méfeni vlivu hyaluronanu na agregacni chovani Septonexu byl vybran nativni
hyaluronan o molarni molekulové hmotnosti 300 kDa a jeho vyslednd koncentrace ve
vzorcich byla 1 g/l, coz odpovida koncentraci hyaluronanu v lidském téle. Pro upravenou
koncentracni tadu Septonexu byla pouzita jako fluorescencni sonda pyren. Pii vysSich
koncentracich se zacaly vytvaret bilé¢ sraZzeniny a zdkal. Pro leps$i vizudlni pozorovani byly
vzorky namichdny s nilskou cCerveni. Vizudlni pozorovani je shrnuto v Tab. 5. Diky
pritomnosti srazenin tyto vzorky nebyly proméfeny na spektrofluorimetru.

Tab. 5: Vizudlni pozorovani vzorkii Septonexu ve vode s 300 kDa HyA (1g/l)

koncentrace pozorovani
vzorek M
[mM] pyren nilské &ervet
1-7 0,005 - 0,009 ¢iré ¢iré
8_15 0.2 2.0 bez za}<ah-1/ bila rizovy lem/b,116
srazenina srazeniny/bez zakalu
16 — 18 5,0-9,0 zakal/ bila zakal/sraZzeniny

srazenina
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5.2 Vysledky méreni TPC
5.2.1 Stanoveni CMC tetradecylfosfocholinu ve vodé a NaCl

Pfedpokladana hodnota CMC tohoto tenzidu nesouciho kladny i zaporny naboj je podle
vyrabé&jici firmy Avanti Polar Lipids, Inc. 0,12 mM. Pro ovéfeni této hodnoty byla navrhnuta
koncentrac¢ni fada. Méfeni CMC bylo provedeno ve vod¢ a 0,15 M NaCl, jako fluorescencni
sonda byl vybran perylen.

75000
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L 4 * o * ¢ @

_5 000 T T T T T

Totalniintegral
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Obr. 18 Zavislost totdlniho integralu intenzity fluorescence na logaritmu koncentrace TPC
ve vodném prostredi a NaCl bez HyA s perylenem

Naméiena data vykazuji pouze jednozlomovy charakter, prolozenim konstantni a linedrni
Casti byla vypoCtena hodnota CMC, ktera je shodna s predpokladanou CMC. Hodnoty
kritickych micelarnich koncentraci v obou prométenych prostiedich se od sebe nelisi, coz
muze byt zpiisobeno obojetnym ndbojem tenzidu TPC a tudiz upravend iontova sila nema na
hodnotu kritické micelarni koncentrace vliv.

Tab. 6: Namérené hodnoty CMC tetradecylfosfocholinu

prostiedi CMC [mM]
voda 0,117 + 0,003
0.15MNaCl 190 4 0002
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5.2.2 Agregacni chovani systému TPC — hyaluronan
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Obr. 19 Zavislost totalniho integralu na logaritmu koncentrace TPC s 73 kDa HyA ve
vodném prostiedi a NaCl s perylenem
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Obr. 20 Zavislost totdlniho integrdlu na logaritmu koncentrace TPC s 300 kDa HyA ve
vodném prostredi a NaCl s perylenem

Roztoky hyaluronanu o molarni molekulové hmotnosti 73 kDa a 300 kDa nejsou samy o
sob&é moc viskozni a pridavek téchto hyaluronanti K TPC nezptisobil Zadnou zménu v chovani.
Hodnota CMC zistala stejna jak v prostfedi vody, tak v prostiedi NaCl. Jedinou zménu,
kterou mizeme sledovat po zmeéné iontové sily, je snizeni intenzity fluorescence v prostiedi
NaCl.
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Obr. 21 Zavislost totdlniho integralu perylenu na logaritmu koncentrace TPC s 1,46 MDa
HyA v prostredi vody a NaCl

Pridavek 1,46 MDa HyA Kk tenzidu TPC opét nezptisobilo zadnou zménu v hodnoté CMC.
Témito méfenimi bylo zjisténo, Ze nezavisi na molarni molekulové hmotnosti hyaluronanu ani
na zvoleném prostfedi. Podle vysledku je patrné, Ze tenzid TPC pravdépodobné
s hyaluronanem nema ochotu reagovat. Toto chovani je asi zpusobeno amfoternim
charakterem, na rozdil od latek, které mohou oddisociovat néktery z protiiontii. Zaporny naboj
TPC pravdépodobné brani interakcim s anionaktivnim polymerem hyaluronanu.

Tab 7: Vysledky méreni TPC V riiznych prostiedich

prostiedi vode 0,15 M NaCl
bezHYA 11720003 0,120+ 0,002

73 kDa 0,10740,009 0,106 = 0,005
300 kDa 0116 +0,006 0,106+ 0,001
1,46 MDa

0,114 + 0,001 0,111 + 0,002
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Obr. 22 Srovnani viivu molarni molekulové hmotnosti hyaluronanu na agregacni chovaini
TPC ve vodném prostredi s perylenem
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Obr. 23 Srovnadni vlivu molarni molekulové hmotnosti hyaluronanu na agregacni chovani
TPC v prostiredi NaCl s perylenem

Na Obr. 22 a Obr. 23 je viditelné, Ze opravdu nedochazi ke zménam chovani tenzidu TPC
Vv zavislosti na rostouci molarni molekulové hmotnosti hyaluronanu. Na Obr 23 se pouze
odliSuje intenzita fluorescence pifi 1,46 MDa hyaluronanu, kterd je o néco vétSi nez
V ostatnich ptipadech.
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5.2.3 Méreni anizotropie
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Obr. 24 Zavislost anizotropie na ménici se koncentraci hyaluronanu s konstantni koncentraci
tenzidu TPC v prostiedi Milli Q s DPH jako fluorescencni sondou

Me¢éieni anizotropie bylo vybrano pro studium mikroviskozity systému hyaluronan — TPC.
Koncentrace TPC byla konstantni — 0,26 mM (coZ je hodnota nad kritickou micelarni
koncentraci) a koncentrace HyA se pohybovala v rozmezi 0,01 -1 g/l , respektive 1,4 g/l pro
HyA 73 kDa. Namétené anizotropie se v zavislosti s rostouci koncentraci hyaluronanu téméf
neméni, dochazi jen k nepatrnému rustu anizotropie, viz. Obr. 24.

5.3 Vysledky méreni DPTAPu

Bylo zjisténo, ze kationaktivni tenzid DPTAP je nerozpustny ve vod¢ a proto nemohla byt
navrzena koncentracni fada namichana klasickym postupem jako u piedchozich pouzitych
tenzidi. Literatura uvadi, ze kriticka micelarni koncentrace se pohybuje okolo 0,07 mM [32].
DPTAP je rozpustny v chloroformu, ale chloroform jako organické rozpoustédlo by rusil
méfeni intenzity fluorescence. Diky neselektivnimu rozpousténi by v chloroformu
pravdépodobné nedoslo k vytvoteni klasickych micel ale spiSe reverznich.

Rozpusténim DPTAPu v chloroformu byl pfipraven vzorek o celkovém objemu 10 ml a
koncentraci 1 g/l. Poté bylo do vialek napipetovdno malé mnozstvi tohoto vzorku a
chloroform byl odpaten, na dné vialky zistal bily povlak tenzidu. Do téchto vialek bylo
napipetovano 4 ml vody a tenzid se nerozpustil ani po vloZeni do ultrazvuku. Do jinych vialek
bylo ptiddno 1000 ml hyaluronanu o molarni molekulové hmotnosti 300 kDa a 1,46 MDa a
doplnéno vodou na 4 ml doslo k vytvofeni srazenin, které se podobaly jemnym vlaknim.
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6 ZAVER

Tato prace byla zaméfena na studium interakci kationaktivnich tenzidii s nativnim
hyaluronanem v riznych prostfedich v zavislosti na molekulové hmotnosti hyaluronanu. Prvni
Cast prace obsahuje seznameni s pouzitou metodou spektrofluorimetrii, pouzitych
fluorescencnich sond a charakteristikou tenzidi. Déle byly shroméazdény literarni poznatky o
vyuziti novych tenzidi TPC a DPTAP. Bylo zjisténo, Ze tyto tenzidy se vyuzivaji v genové
terapii a ptripravuji se z nich polyplexy, coz jsou komplexy téchto tenzidi s DNA. Druha ¢ast
je zamefena na zpracovani vysledki méfeni navrzené experimentalni metody.

Pro studium chovani kationaktivnich tenzidi s hyaluronanem byly vybrany nasledujici
tenzidy — Septonex, TPC a DPTAP. Pro studium agregace Septonexu byly vybrany tii
fluorescencni sondy — pyren, perylen a nilska Cerven. Nejprve byla stanovena kriticka
micelarni koncentrace Septonexu V prostiedi vody, 0,15 M NaCl a pufru PBS. Namétené
hodnoty CMC téchto tii prosttedi potvrdily, Ze fyziologické prostiedi snizuje hodnotu CMC 0
fad oproti vodnému prostiedi. Po pfidani nativniho hyaluronanu o molarni molekuloveé
hmotnosti 300kDa a vysledné koncentraci ve vzorcich 1 g/l doslo k vytvoteni viditelnych
bilych sraZenin. Vznik téchto sraZenin je zplsoben diisledkem intenzivni interakce Septonexu
S opa¢né nabitym hyaluronanem. Tvorba srazenin se projevila pfi koncentraci Septonexu,
ktera se nachazi jesté pred kritickou micelarni koncentraci a pti koncentracich vyssich, coz je
pro kationtové tenzidy b&Zné.

Druhym pouzitym tenzidem byl amfoterni tetradecylfosfocholin. Pro studium agregac¢niho
chovani TPC bylo zvoleno prostfedi vody a 0,15 M NaCl. Jako fluorescencni sonda byl pouzit
perylen, jakozto vhodna sonda pro stanoveni agrega¢niho chovani tenzidt. Dale byl zjistovan
vliv rostouci molarni molekulové hmotnosti hyaluronanu. Zvolené molarni molekulové
hmotnosti hyaluronanu byly 73 kDa, 300 kDa a 1,46 MDa. Méfenim bylo zjisténo, Ze molarni
molekulovd hmotnost ani zména iontové sily nema vliv na kritickou micelarni koncentraci
TPC. Je to pravdépodobné zpiisobeno amfoternim charakterem TPC, ktery nepodporuje
interakci s hyaluronanem, ktera by se projevila na formovani hydrofobni domény. Bylo
provedno i jedno méfeni anizotropie s fluorescen¢ni sondou DPH v zavislosti na rostouci
koncentraci hyaluronanu Toto méfeni také prokazalo, ze TPC s hyaluronanem neinteraguje,
nedochazelo k zddnym zménam hodnot anizotropie.

Poslednim tenzidem byl 1,2dipalmitoyl-3-trimethylammonium-propan. Bylo zjisténo, Ze
DPTAP je nerozpustny ve vodé€ a proto nemohly byt namichany vzorky stejnym zpiisobem
jako u ptedchozich dvou tenzidi. DPTAP se velice dobie rozpustil v chloroformu. Po
odpatfeni organického rozpoustédla a po pfidani hyaluronanu doSlo k vytvofeni bilych
srazenin.

Vysledky této prace zatim dokazuji, ze z hlediska studia agregace pomoci fluorescenéni
spektroskopie TPC ani DPTAP nejsou vhodné pro komplexaci s hyaluronanem a ptipadné
ptipravé cilenych 1é€iv. Na provedené experimenty by méla navazat dalsi prace, napiiklad
pfidani jiného tenzidu k TPC a DPTAP a tim podpofit interakci s hyaluronanem. Septonex se
naopak chova jako klasicky kationtovy tenzid a tento systém by si zaslouZil samostatnou
studii.
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8 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

A vlnovéa délka

So zéakladni stav

S1 prvni excitovany singeltovy stav

S druhy excitovany singeltovy stav

T, prvni excitovany tripletovy stav

HyA kyselina hyaluronova

Mr molarni molekulova hmotnost

Da jednotka molarni molekulové hmotnosti, pouzivana v biochemii, 1 Da
odpovida 1g/mol

CMC kriticka micelarni koncentrace

PAL povrchové aktivni latky

UV-VIS ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického zareni

PAL povrchové aktivni latka

TPC tetradecylfosfocholin

DOTAP 1,2-dipalmitoyl-3-trimetylammonium-propan

DPTAP 1,2-dipalmitoyl-3-trimetylammonium-propan

DMTAP 1,2-dimyristoyl-3-trimetylammonium-propan

DSTAP 1,2-distearyl-3-metylammonium-propan

DLTAP 1,2-dioleyloxy-3-metylammonium-propan

DOPE dioleoylfosfatidyletanolamin

DDAB didecyldimetylammonium bromid
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9 PRILOHY

Piiloha 1  Vybrané vzorky Septonexu s 300 kDa HyA, kdy se tvori mlécny zdikal a
srazeniny. Vysledna koncentrace HyA ve vzorcich byla 1g/l.

¢islo ¢ Septonexu
vzorku [mM]

13B 0,8

14 B 0,9

15B 2

16 B 5

17B 7

9C 0,4
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