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ABSTRAKT

V této bakaléské praci byl studovan vliv pH na agregaci polyefakt- tenzid za pouziti
fluorescekini spektroskopie a jako fluoreséan sonda byl pouzit pyren. Jako polyelektrolyt
byl pouzit hyaluronan o dvouiznych molekulovych hmotnostech. Byly pouzity dvaziely,
ionogenni kationaktivni tenzid cetyltrimethylamomiubromid (CTAB) a druhy byl
neionogenni tenzid polyoxyethylene (20) (TWEEN §2@%i méieni vlivu pH, v rozsahu
hodnot 3-10, nebyly pozorovany zadné vyznamnénynsystému. Systém je stabilniicv
zménam pH v pozorovaném rozmeziti RysSi koncentraci ionogenniho kationaktivniho
tenzidu (CTAB) a vy3Si molekulové hmotnosti hyahaou dochézelo k fazoveé separaci gelu.

ABSTRACT

In this bachelor thesis, was studied influence oM pon aggregation
polyelectrolyte-surfactant system using fluoreseespectroscopy and pyrene as fluorescent
probe was used. As polyelectrolyte, hyaluronan wlifferent molecular weight was used.
Two surfactants cationic surfactant cetyltrimetiytanium bromide (CTAB) and nonionic
surfactants polyoxyethylene (20) (TWEEN 20) wereded for interaction with hyaluronan.
In the pH range from 3 to 10, no signifact changeshe aggregate non-polar core was
observed. This mean system is stable against changke observed pH range. At system
with higher concentrations of cationic surfacta@TAB) and higher molecular weight
hyaluronan occurred phase separation and gel eanluss observed.
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hyaluronan, pyren, tenzidy, pH, fluoreséenspektroskopie
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1. UVOD

V tkanich lidskéhoda se vyskytuje latka, bez které bychom mdgezbolest& nechodili
nebo bychom nevidi, ale na druhou stranu bychom neumirali na rakovi Tento
polysacharid vyskytujici se wiki, ocnim sklivci, pupéni &ufe, chrupavce a synovialni
tekuting se nazyva hyaluronan. Hyaluronanu jalla vlastni latky vyuZziji nadorové a&které
bakterialni biiky. Tyto buiky se hyaluronanem obali a nechaji se pomehbd rvyZivovat
a pokud jsou dostate¢ vyzivovany, mohou se rozmnozZovat. Dokonce se mopims
hyaluronan dostat do krevnibeiste, které je zanese na vhagii misto k jejich Zivotu.

N¢které bakterie se z ochrannyciivddi obaluji hyaluronanem, této vlastnosti se vyuziva
k pramyslové produkci hyaluronanu. dfstém prostedi laboratée se gstuji bakterie kmene
Streptococcusa Pasteurella k produkci hyaluronanu. Hyaluronan je rozpustny wak
a je extréemd hydrofilni molekulou, na 1 mol hyaluronandigada 1000 mol vody, toho
se vyuzivd u humektaint(zvihéujici latky) a lubrikani. ProtoZe bakterie jsou schopny
poskytovat porérné veliké mnoZzstvi hyaluronanu, ro#k se i jeho pouziti v kosmetice
a medicig. Medicinské vyuziti hyaluronanu je Siroké. Vyuzeev oftalmologii fi vyméné
cocek, v ortopedii a revmatologii, kde se aplikujesymovialni tekutinygimz snizuje bolest
pii chozeni, vyuziva se také&ihojeni ran a v tkiédovém inZenyrstvi. ProtoZze se mnoZstvi
hyaluronanu v &Zi s wkem snizuje, fidava se hyaluronan do kosmetickydiippavki proti
vraskam. V kosmetice se vyuziva hyaluronanu takétanych plastickych operacich, jako
je nag. vyhlazovani vrasek.

Jak uz bylaeceno hyaluronan je latk&lt vlastni a jako takova ochtaje nddorové hiky
v dokg, kdy by bylo €&lo schopno s nimi bojovat a zahubit je. Ve chvillay je imunitni
systém odhali, je uzétSinou pozd na to aby se s nimi sdm vyadal. Ale i kdyZ jsou
nadorove biiky velké a peristaji v tumor, stale psabuji vyZivu, proto k sabstale pitahuji
hyaluronan. ProtoZe, zatim nejsme schopni dastat&inné I&cit rakovinu, hledaji se stéle
nové a noveé zsoby I&€by a indikace &nnych latek. Jednou z moZznych indikaci
je tzv. cileny nosi. Jako cileny nogiby mohl byt pouzit hyaluronan, na kterém by se poim
tenzidu mohli vytvéit dostateén¢ velké micely pro rozpushi I&iva, ale zarovi dostaténé
malé na to, aby proSly hkami lidského ¢la. Protoze v okoli tumoru se vyskytuje kyselé pH
je dilezité zjistit, jestli systém hyaluronan-tenzid hewliviiovan fiznymi hodnotami pH.



2. TEORETICKA CAST
2.1.Fluorescertni spektroskopie

Principem fluorescami spektroskopie je to, Ze elektrofijipe urkité kvantum energie
a diky tomu se dostane ze svého zakladniho engkghti stavu do excitovaného stavu.
Na zakladni elektronové hladintS) se molekula nachazi v singletovém stavu, to zmame
Ze ma odlisSny spin. Molekula ie ze zakladniho singletového stavw)(Prechazet
do singletového (S $) nebo tripletového (i T,) stavu. Tripletovy stav znamena, Ze hodnoty
spinovéhctisla jsou stejné. Excitovand molekula je nestalsilshazi se dostat&pdo svého
zéakladniho stavu, tohote dosahnout kil z&ivymi, nebo nezévymi piechody. Molekula
se miZze vramci excitace dostat nejen na vysSi singfetoebo tripletovy stav, ale také
na rekterou z vysSi vibranich hladin. Fechod z vysSich vibéaich hladin do zakladni
vibragni hladiny probih& vzdy netia¢, jde o vibr&ni desaktivaci. DalSi netigé prechody
mohou nastat mezi vySSimi energetickymi hladinatejng multiplicity (S-S;) nebo
(T2-Ty), tyto nezéivé prechody se ozraji jako vnitni konverze molekuly. #® vnitini
konverzi molekuly dochazi k tomu, Ze molekulegava pebyt&nou energii do okoli a tim
se dostava na nejnizsi vibra hladinu nizSiho energetického stavu. K regan prechodim
vétSinou nedochazi mezi singletovou hladingua&akladni singletovou hladinoy, protoze
mezi nimi je velky energeticky rozdil. Energetickgzdil, ktery je mezi excitovanymi
energetickymi hladinami S S, je niZ8i neZz mezi hladinami S S,.

Pokud molekula fechazi nezé/¢ z excitovaného singletového stavudd excitovaného
tripletového stavu Ta poté zvym prechodem do zakladniho energetického singletového
stavu g tak hovdime o fosforescenci. Pokud molekul@ghazi z excitovaného singletového
stavu $ do zakladniho energetického singletového stayvpiigym z&vym prechodem pak
hovaiime o fluorescenci. Intenzita fluorescence i foségence je zavisla na o molekul
v excitovaném stavu.iBchod z excitovaného do zakladniho stavu trva @sk10° s [1].
Prechody mezi jednotlivymi energetickymi hladinamijl@pe znézatuje Jabtéskiho
diagram.
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Obr. 1. Jabtoiskiho diagram [2]

V Jablaiskiho diagramu jsou #&é prechody vyzn&eny rovnymicarami a nezévé
piechody jsou vyzngeny vinovkami. B nez&ivych prechodech, které probihaji mezi
jednotlivymi vibranimi hladinami jednotlivych energetickych stawedochazi ke zén¢
celkové energie systému, proto nedochazi k emienza

Fluorescetini spektroskopie se diky své rychlosti, vysoké ldalie¢ a pongrné
jednoduché detekci vyuziva v cetack obott, jako jsou analyticka chemie, biomedicina
(identifikace a dleni burgk v pritokové cytometrii), genetickych analyzach a spodsiSich
obori. Fluorescence se také vyuziva jako ochranny prhvekkovek a najklad tonic
obsahuje chinin, ktery podléha fluorescenci [3].
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Obr. 2. Stokesv posuv [4]



Absorgini a fluorescedni spektrum jsou vzajemin zrcadlo¥ symetricka, avSak
fluorescekini spektrum je posunuto k vy3Sim vinovym délkarmuto jevu seikd Stokegv
posuv. Stoke®s/ posuv se zvysSuje s rostouci polaritou rozp#ldf proto jsme schopni
pomoci fluorescemich sond odhadnout polaritu rozpaata, fluoresceéni molekula musi
mit dip6l moment v excitovaném stavu vysSi nezkladnim stavu [5].

Excitacni
monochromator

Kyveta se vzorkem

Svetelny zdroj (xenonova
wwbojka)

Emisni
> monochromator

Obr. 3. Fluorimetr [6]
2.1.1. Fluorescertni sondy

Fluorescetini sondy jsou nevlastni fluorofory, které siédpvaji ke vzorku. Na vzorek
se vazou nekovalentracasto u toho rni svoje fluoresceimi vlastnosti [7].

Fluorescetini sondy roz8lujeme na vnini sondy a v§Si kovalent nebo nekovalentn
vazané sondy. NejlepSi jsou vmit sondy, kterych je velmi malo, takovymi sondami
jsou napiklad tryptofan v proteinech. Kovalertrvazané sondy sefipojuji k povrchow
aktivni latce, fetzci polymeru, fosfolipidu, bilkovi&i nebo polynukleotidim. Kovalentni
vazbu je mozné uskuteit na aminoskupi a na thiolové skupin V sowasné dob se
pouZzivaji fluorescein a rhodamin. Vzhledem k slugtit systému molekul a makromolekul
s kovalentd vazanymi specifickymi sondami, seit§ina n&feni provadi s nekovalerin
vazanymi sondami. Mista, kde dochazi k solubiliza®jSi sondy, seidi jejich chemickou
podstatou a vyslednou interakci, proto je zasabtarakter sondy, teniwe byt hydrofilni,
hydrofobni nebo amfifilni povahy. Pro wibsondy je dlezita znalost jeji citlivosti na tité
vlastnosti mikroprosedi, ve kterém se nachazi, jako je fildpd polarita nebo kyselost.
Volba vhodné fluoresceéni sondy rozhoduje o ziskani jednoamgch vysledk [8].

2.1.2. Pyren
Pyren je nejlépe excitovan&lem o vinové délce 335 nm, protoZi {eto vinové délce se

nachazi jeho excitai maximum. B fluorescegnim meteni s pyrenem se e vyuzit jak
emisniho tak excitaiho spektra.



U emisniho spektra se vyuzZivaji hodnoty intenzityofescence ip vinové délce 373 a
383 nm, neboli intenzity maxima prvnihq;(;) a tetiho (k) piku [9]. U emisniho spektra
muzeme vyuzit i intenzitu fluorescenc# plnové deélce 470 nm g), tato vinova délka je pro
pyren charakteristickd a ozhge se jako excimer. Hodnota intenzity fluoresceexeimeru
zavisi na pétu micel v systému. S rostouci koncentraci tenzidblizkosti jeho kritické
micelarni koncentrace, dochazi v systému k Jg@né micel, ve kterych fize byt pyren
rozpusén. Diky malému p&u micel v roztoku, obsahuje kazda micela vice je#nu
molekulu pyrenu a diky tomu pozorujeme isdrhodnoty intenzity fluorescence excimeru.
DalSim gidavkem tenzidu nad jeho CMC se zvySuje égiamicel v roztoku a tim dochazi
k poklesu intenzity fluorescence excimeru k nule.

Po gekrateni hodnoty CMC se intenzita fluorescence excinsaiauje. Emisni spektrum
pyrenu mizeme vyhodnotit ddma zmisoby. Prvnim a i@srgjSim zpisobem vyhodnocovani
je vyhodnocovani po#énu prvniho a itetiho piku, tento po#én se nazyva emisni polaritni
index (EmPI). Do grafu se vynaSi zavislost EmPlkoacentraci tenzidu a tato zavislost
se proklada Boltzmanovou sigmoidriivka, ze které se snadno zjisti hodnota CMC. Druhou
moznosti jak vyhodnotit emisni spektrum pyrenuyjiveieni ponéru excimeru ku monomeru
(E:M) a jeho nasledné vyneseni do grafu v zavislwstkoncentraci tenzidu. Tato zavislost
se neda prolozit Zzadnou znamou matematickou fumdtoito se za hodnotu CMC povazuje
koncentrace tenzidu,fipkterém je maximum po#énu E:M. Takto stanovena hodnota CMC
je pouze orientmi, protoZze nelze pro#it vSechny hodnoty koncentrace tenzidu. Emisni
spektrum pyrenu je vyobrazeno na obraZislo 4.

Pfi vyhodnocovani m&eni s pyrenem fEeme vyuzit také excitaiho spektra.
Z excita&niho spektra se vyberou hodnoty intenzity fluoreseenalezici vinovym délkam
333 a 338 nm, tyto hodnoty se daji do gam Pongr intenzity fluorescencerpvinové délce
333 nm ku intenzét fluorescence i vinové délce 338 nm se nazyva exaitapolaritni index
(ExPI). Excit&ni polaritni index se stejnjako emisni polaritni index vynési do grafu
v zavislosti na koncentraci tenzidu. Vyhodnoceniniki2 zavislosti probihd podobny
zpisobem ko u emisniho polaritniho indexu.
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Obr. 4. Emisni spektrum pyrenu, modrdé@rou je znazorén excimer v blizkosti CMC
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2.2.Molekulové absorpéni spektrofotometrie v UV-VIS oblasti

Absorpce zgeni ve viditelné a ultrafialové oblasti spektradi@na pechodem elektronu
mezi d¥ma a vice elektronovymi hladinami v molekule. Exe#nd molekula f@chazi
do zakladniho stavu bez radiace d&ivza energie se mi na tepelnougimz se zvysuje
kinetickd energie molekuly. UV-VIS spektrofotometseridi Bouguer-Lambert-Beerovym
zakonem, ktery vyjadje vztah mezi intenzitou dopadajiciho a proSlélterd, délkou
absorbujici vrstvy a koncentraci vzorku:

| =1, &%

kde €, je molarni absoimi koeficient [mol*cm™], | je délka absorbujici vrstvy [cm]

ac je koncentrace vzorku [m@l'].

V UV-VIS spektrofotometrii fizeme ngfit tyto veliciny:
I

Transmitance: T =I_ 0<T<1
0
|
T = N [ o0<T<100
0

Absorptance: a=100-T % 0<a <100
Absorbance: A= Iogll—0 =-logT )A)0

A=2-1ogT%

[1]
2.3.Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova se vyskytuje v polyaniontoeéni, proto se spiSe pouzivd nazev
hyaluronan. K. Mayer a J. W. Palmer vroce 1934lovay z ainiho sklivce dobytka
polysacharid s vysokou molekulovou hmotnosti, znanjgko hyaluronan [10].
Ve 30. a 40. letech 20. stoleti byl hyaluronanazéh také z éniho sklivce prasat, z roztdk
howzi krve, z batkerii streptokéka z kohoutich iebinki. Izolaci z kohoutichilebinki jsme
schopni dosahnout n&gich molekulovych hmotnosti HyA a to 3,5 — 4 MDa.

Na

o
Oz, CH;
HO
H —0 O 0
o OH
HO
MH }
OH
HsC \\O\ n
A B
Obr. 5. Dimerni jednotka hyaluronanu sloZena z D-glukur@nkyseliny (A)

a D-N-acetylglukosamuin (B)
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Kyselina hyaloronova je nerozpustna ve &okidezto hyaluronan je ve védozpustny,
negastji se pouziva hyaluronan sodny. Hyaluronan o niakécentraci rozpudhy ve voad
vytvéri koloidni roztok, se zvysujici se koncentraci sgSmje viskozita roztoku, viskozita
roztoku se zvySuje aZz do vytemi gelu.

Hyaluronan vytvé linearniifetzce skladajici se z dimernich jednotek, které sa sebou
vazou B(1- 3) glykosidickou vazbou. Monomerni jednotky, zeritd je dimer sloZzeny
jsou D-glukuronova kyselina (A) a D-N-acetylglukosa (B), monomerni jednotky se mezi
sebou vazouB(l-4) glykosidickou vazbou [11]. Hyaluronan je extrémhydrofilni
molekula, je to latka, ktera je&lt vlastni a je nezbytnym komponentem extracelilérn
matrixu.

Hyaluronan se vyskytuje ve vSech tkanich obratiogimhouti Kebinky, Kize, klouby
rohovka [10]) a vyskytuje se také u bakterialnimoekeStreptococcus Pasteurella ¢ehoz
se vyuziva k pimyslové produkci HyA. Hyaluronan se nevyskytujeostlin a dokonce se u
nich nevyskytuje ani nic co by bylo podobné hyahau.

2.3.1. Vyroba kyseliny hyaluronové

Hyaluronan se gmyslow vyrabi d¥ma hlavnimi zfsoby, jednim zfisobem je extrakce
ze zivaiSnych zdroj a druhym bakterialni produkce HyAtiextrakci ze ZiveiSnych zdroj
je dilezité nejprve rozbit strukturu, ze které se maekga hyaloronova izolovat.
Na rozruSeni struktury se pouzivajizné metody, ndap drceni, homogenizace, rozruseni
pomoci enzym nebo organickych rozpousiel. Tkar se zbavi krve a mohou se konzervovat
nebo susSit. VysusSené tk&rse nechaji nabotnat, po rozmixovani sefifiruje synovialni
tekutina a sklivec, tim se Wigti od pojivové tkaa. Z tkani se pakiznymi metodami separuji
proteiny a dochazi k uvaini HyA. Takto vyrobena HyA five obsahovatizné negistoty.
NejzavazijSi ne&istotou jsou bakterialni endotoxiny, kterych seesionizeme zbavit
sterilizaci, po které bakterie uwou, ale zanechaji po sbbpecifickou biologickou stopu, diky
které se prokéze jejiripomnost.

Pri bakterialni produkce je HyA syntetizovana jakdragelularni kapsule patogenniho
streptokoka skupiny A a C. Po fermentaci se hyal@drsodny ziska z&ftim kultivainiho
roztoku a naslednou filtraci. Takto ziskany hyahd#tosodny sedkolikrat precipituje pomoci
cetylpyridinium chloridu (CPC) a ethanolu, dokudnhéisty. Pro sniZzeni obsahu bilkovin
v hyauronanu se pouziva aktivni uhli.

2.4.Asociativni (micelarni) koloidy

Charakteristickou vlastnosti koldidje nag. schopnost rozptylovat viditelné &lo,
neprochazet péry bgsné membrany, vykazovat tzv. Browmnpohyb. Koloidy rozédlujieme
na hydrofobni a hydrofilni. Hydrofobni koloidy mafhensi povrchové n&p, na svém
povrchu vazou malo molekul vody, jsou malo stabildzyvaji se soly a patsem rkteré
lipidy a rekteré anorganické latky. Hydrofilni koloidy jsouabtlizovany hydraténim
obalem, ktery se twd na jejich povrchu. Nazyvaji se koloidni roztokyvaii je bilkoviny
glubularniho typu. Micely vznikaji z pravych roztokekterych nizkomolekularnich latek
vratnou asociaci [12]. Tenzid, neboli povrchaktivni latka, je sloZzena z hydrofilni hlavy,
kterou tvai polarni skupina a hydrofobniho konce, coz je ubtbkovy rettzec slozeny
z 8-18 uhlik.
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hydrofilni hlava ,
hydrofobni konec

/

Obr. 6. Struktura micelarniho koloidu

Povrchow aktivni latky @¢lime podle schopnosti disociovat ve ¥oda neionogenni
a ionogenni. Neionogenni PAL se skladaji z dlouhahtovodikovérettzce a polarnich,
neionogennich skupin, takovymi skupinami mohou hydroxylové nebo esterové skupiny,
a nejsou schopné elektrolytické disociace a nengadany naboj. Mezi neionogenni tenzidy
seradi polyoxyethylen (20), neboli TWEEN (20) (daléextu jen TWEEN).

lonogenni PAL se &i na kationtové, aniontové a amfoterni (naboj tyiceavisi
na pH) [13]. Aniontové ionogenni PAL jsou alkalickeéoli vysSich mastnych kyselin
(pfirozena mydla) a soli alkylsulfonovych kyselin (él&n mydla). Alkylsulfonové kyseliny
na rozdil od vysSich mastnych kyselinifvimicelarni koloidy, protoze kysela skupina <80
je na rozdil od skupiny —COOH ve vwbdostaténé disociovana. ® disociaci kationtovych
ionogennich PAL ve vad je aktivni kationt. Skupiny, které poskytuji Kkattp
jsou nap. oktadecylamonium chlorid, soli  ¢tyisytnych amonnych bazi
(cetyltrimethylamonium bromid CTAB) a pyridinovéosteniny substituované na atomech
dusiku (cetylpyridinium chlorid).
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Obr. 7. a) micela; b) reverzni micela c) laminarni (McBauad micela, d) mala
(Hartleyova) miceld14]

2.4.1. Kriticka micelarni koncentrace (CMC)

Roztok tenzidu (povrchayv aktivni latky) se od ostatnich roztokneliSi, do chvile
nez nastane hodnota kritické micelarni koncent@eC). Po pekraieni hodnoty CMC
se jednotlivé molekuly tenzidu &@ou shlukovat do systémznanych micely. Molekula
tenzidu niiZze tvdit micely, protoze jeden konec molekuly je polamidruhy nepolarni.
Pri vytvoieni micely ve vod dochazi ktomu, Ze nepolarni konce molekul se kshilu
uprosted micely a polarniasti molekul jsou orientovany do roztoku. Upiest micely
vznika nepolarni prostdi, ve kterém se mohou rozpatiShepolarni latky. Tyto micely
se hromadi  mezifazovém rozhrani a oviivji jeho vlastnosti, toho se vyuzivéi péreni
CMC. Micely vroztoku ovliviuji nag. povrchové nafii, osmoticky tlak, vodivost,
magnetickou rezonanci nebo solubilizaci [15].

2.4.2. Méreni kritické micelarni koncentrace
Hodnotu CMC tenzidu f¥e zjistit rekolika metodami. Obvyklymi metodami dgfeni
CMC jsou ngteni vodivosti, nsfeni povrchového n&fi a solubilizace fidaného barviva.

Mezi mérg obvyklé metody rfeni CMC serfadi infra&ervena spektrometrie, potenciometre,
NMR a fluoresceéni spektrometrie [13].
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3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Lécba nadorovych onemoéni se za poslednichekolik let vyrazré zlepSila, avSak stale
se potykd s problémem vedlejSicliizpalki, jako jsou vypadavani vlasnebo leukémie.
Z tohoto divodu se snazi &édci z celého ssta najit jiny zisob &by rakoviny. Jednou
z moznosti jak l&t nadorova onemoani je |&ba pomoci cilenych nasi. Existuje rikolik
druhi cilenych nosii, nag. mikrocastice [16], nangastice [17,18], liposomy [19] a
polymerni micely [20,21], zatim Zadny z dosud vytirch cilenych nogti nema dostateg
dobré vysledky nato, aby mohl byt pouzit praktickyposlednich letech se zme ¢ast
védai uchyluje ke zkoumani polymernich micel.

Bylo zjiSttno, Ze polymerni micely jsou mnohem stafj#h nez tenzidické micely.
Polymerni micely mohou ve svém wumitm jadru rozpoust hydrofobni slogeniny a diky
hydrofilnimu obalu a malé velikosti se mohou dlowludu v olshu pohybovatn vivo (neboli
Zivé) a nasledh se hromadit v nadorovych fikach [19]. Nador maze mit Siroky rozsah
hodnot pH, od velmi nizkych hodnot az po hodnoty palezené v normalnich tkanich.
Jiz v roce 1984 &déli, Ze hodnota pH butného prosedi mize mit vliv na dinnost Kiznych
lé¢ebnych pipravki [22].

Vroce 2008 byly studovany hydrogely, pomoci fpufo riznych hodnotach pH
v roztocich simulujicich zr&ni. Hydrogely byly pipravovany ze syntetickych aipdnich
polymefi jako jsou polyvinyl alkohol, dir-butylftalat, hydrochlorid tetracyklinu a Sterculia
guma ktera se ziskava ze stromu rostouciho feelrst a severni Indii. Tyto hydrogely byly
studovany za delem pouziti g efektivrgjSim hojeni ran, tentoipdpoklad byl v z&uru
potvrzen. Srés €chto polymed vytvori material, ktery ma lepSi mechanické vlastnosti,
biokompatibilitu a flexibilitu nez je tomu u jedrdiefych komponeni. Systémy byly
studovany pomoci Fourierovy transformace itdraeného spektra (FITR spektrometrie)
a pomoci UV-spektrometrie. [24].

Pomalé hojeni ran je jednou z hlavnicltelenych a ekonomickych otazek |é@i
dodnes. Kozni hojeni ran ma 3 faze:&amnozeni bugk a remodulace tkdén Tentoc¢lanek
se zabyva jiz znamymi metodaédi zragni. Zaretliva reakce kozni por&ni je zpisobena
cytokiny a chemokiny a s pH gradientem maji zasatimina buré¢nou funkci. Znény pH
prispivaji k opozdnému hojeni ran. V jgbéhu hojeni zraéni se pH niZze nenit disledkem
enzymové aktivity, proto se jako vhodné&dbné prosedky jevi biologicky rozlozitelné
polymery [23].

Extracelularni pH nadorové tk&ge vyznams nizsSi nez je tomu u normalni tkrkdezto
intracelularni pH maji ffiblizn¢ stejnou hodnotu. Tohoto pH gradientu by mohlojizito
k 1é¢beé rakoviny. Nador byl roezan a aplikovan na zadni nohu mysi s nasleghsledovan
rast nadoru v ufitych intervalech. Po dosazeni jiné velikosti nadoru, byly mysi
roziazeny doiti skupin. Na jedné skupirmysi bylo néteno pH, zbylé d& skupiny mysSi byly
léceny, k jedné skupthbyla kron® IéCiva pridana glukésa. Intracelularni pH nadoru bylo
méieno pomoci magnetické rezonance, hodnota pH bylsledd zjiSttna pomoci
chemického posunu anorganického fosfatu. Extra@elulpH nadoru bylo gieno pomoci
sondy, skle#ina mikroelektroda. V tomtolanku se zawfili na l1écbu rakoviny pomoci slabé
kyseliny nebo zasady. Zjistili, Ze pratk rakoviny by mohla byt vyvinuta chemoterapeutika,
na béazi slabé kyseliny o vhodném{R5].
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4. MATERIALY A METODY
4.1.Pouzité chemikalie

4.1.1. Polyelektrolyty

Nativni hyaluronan

Na®

o CH
0
\\\ 3
HO
H Lo ) 0
o OH
HO
MH
OH
HaC ——he._ n
\\O

HyA Mw = 106 kDa, CPN spol. s.r.0., Sarze 190707-E1

HyA Mw = 1,36 MDa, CPN spol. s.r.o., Sarze 050907-7

4.1.2. Fluorescertni sondy

Pyren — GgH1o

Mw = 202,25 dghol™, for fluorescence, Fluka GmbH, $arze 2049273, @AR9-00-0

4.1.3. Tenzidy
CTAB — cetyltrimethylamonium bromid —gH4.BrN
CH,
HC [
N Br
HsC CHs

Mw = 364,45 ghol™, Sigma-Aldrich, $ar?e 200-311-3, CAS # 57-09-0
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TWEEN 20 — polyoxyethylen (20)
0
o /\/\/\/\/\/\
o) CHs
o) OH
0
HO\(/\ /\%OH
o 0

Mw = 1227,54 ghol ™, Sigma-Aldrich, Sarze 087K01981, CAS # 9005-64-5

4.1.4. DalSi pouzité chemikalie
Octan sodny — §430,Na

H3C—{

O—Na

Mw = 82,03 dgiol ™, p.a., Lach-Ner s.r.o., CAS # 6131-90-4

Kyselina octova — €H,0,
0

ch\{

OH
Mw = 60,0516 ghol ™, p.a., Lach-Ner s.r.o., CAS # 64-19-7
Tetraboritan sodny dekahydrat —J8z0;[10H,0O
Mw = 381,37 ghol™, Lach-Ner, CAS # 1303-96-4

Hydroxid sodny — NaOH
Mw = 39,9971 ghol™, p.a., Lach-Ner Neratovice EINECS 215-185-5, CAE3#0-73-2

Kyselina chlorovodikova — HCI
Mw = 36,46 diol ™, 35 %, p.a., Lach-Ner s.r.0., $arze 231-595-7S@A647-01-0

Chlorid sodny — NaCl
Mw = 58,443 @ghol ™, p.a., Lach-Ner s.r.0., Sarze 231-598-3, CAS #7b45

4.2 .Pi¥iprava zasobnich roztoka a vzorki
4.2.1. Priprava zasobnich roztoki pufru
4.2.1.1. Zasobni roztok octanoveého tlumivého roziok

Pro g@ipravu tlumivého octanového roztoku o pH = 4,6 bplofeba nejéive pipravit
zasobni roztok kyseliny octové o molarni konceritég2 moldm 2 a roztok octanu sodného
o molarni koncentraci 0,2 nidm 3. Zasobni roztok kyseliny octové bytipraven zedsnim
12,01 cnd kyseliny octové 36% v 1 dinvody. Zasobni roztok octanu sodného hjpgven
rozpudtnim 16,416 g octanu sodného v 1°dmdy. Octanovy tlumivy roztok bylipraven
smichanim 510 cirkyseliny octové a pH bylo upraveno na 4ilavanim octanu sodného.
Pri pripraw toho tlumivého roztoku voda. Standatdibyla pouZzita voda, kterd byla
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purifikovana pistrojem Milliphore. Ripraveny zasobni roztok pufru byl skladovah p
laboratorni teplat

4.2.1.2. Zasobni roztok tlumivého roztoku MBaO,-NaOH podle Batese a
Bowera

Pro gipravu tlumivého roztoku N8,0,-NaOH podle Batese a Bowera o pH = 10 bylo
potreba pipravit zasobni roztoky tetraborittmu sodného o amil koncentraci
0,025 moldm™ a hydroxidu sodného o molarni koncentraci 0,1 @mol’. Zasobni roztok
tetraboritanu sodného byfipraven rozpugnhim 9,5343 g tetraboritanu sodného dekahydrat
v 1 dn? vody. Zasobni roztok hydroxidu sodného biippven rozpugnim 2 g hydroxidu
sodného v 500 cinvody. Tlumivy roztok NgB4O-NaOH podle Batese a Bowera byl
piipraven smichanim 500 értetraboritanu sodného a 183 thydroxidu sodného a vysledna
hodnota pH byla upravena na lifiddvanim vody. R ptipraw toho tlumivého roztoku voda,
ktera byla purifikovanaijstrojem Milliphore. Bipraveny zasobni roztok pufru byl skladovan
pii laboratorni teplat.

4.2.2. Z&asobni roztok HyA

Na analytickych vahach bylo navazenoipbhé mnoZstvi nativniho hyaluronanu a ten byl
nasledd rozpustn asi v 80 cri pufru. Po dokonalém rozpwsi hyaluronanu byl objem
upraven pomoci odémné baiky na 100 cm VSechny zasobni roztoky hyaluronan byly
uchovavany v lednici ip teplo€ do 5°C. Zasobni roztoky hyaluronanu bylyippaveny
o koncentraci 5 [@m>. Byl pouZit hyaluronan s molekulovou hmotnosti 1&®a
a 1,36 MDa.

Zasobni roztoky HyA (obmolekulové hmotnosti) bylyijpraveny v octanovém tlumivém
roztoku, v tlumivém roztoku N8,0,-NaOH podle Batese a Bowera a Vv roztoku
0,15 M NacCl.

4.2.3. Zasobni roztoky tenzidi

Na analytickych vahach bylo navadZzenoipbhé mnoZstvi tenzidu (CTAB a TWEEN)
a ten byl rozpugh asi v 80 cr pufru. Po dokonalém rozp@si byl objem upraven pomoci
odmsrné baiky na 100 cri V8echny zasobni roztoky vSech teriizioyly uchovavany p
laboratorni tepl@t Z&asobni roztoky CTAB o koncentracil8° a 0,1 modm™ a TWEEN
o koncentraci M0° a 1 moldm?® byly pripraveny v octanovém tlumivém roztoku,
v tlumivém roztoku NgB,O; podle Batase a Bowera a v roztoku 0,15 M NacCl.

4.2.4. Uréeni CMC CTAB a TWEEN v pufrech

Nejdrive byla navrhnuta vhodna koncewtra fada CTAB (resp. TWEEN), v jejimz
rozsahu se vyskytuje@dpokladana hodnota kritické micelarni koncentr@mekazdé vialky
bylo napipetovano 4@l zasobniho roztoku pyrenu o koncentrad®* moldm™, vysledna
koncentrace pyrenu ve vialkach byl@@® moldm™. Po odp#eni acetonu byl do vialek
pridavano patbné mnozstvi tenzidu CTAB (resp. TWEEN) a nazéyly vialky doplrény
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pufrem na objem 4 cm (octanovy tlumivy roztok nebo tlumivy roztok pBaO,-NaOH podle
Batese a Bowera). Vzorky bylygd samotnym gienim michany po dobu 24 hodin.

4.2.5. Zjistovani CMC CTAB a TWEEN v p¥itomnosti HyA v pufrech

M¢teni bylo provadno s dema typy nativniho hyaluronanu — 106 kDa a 1,36 MDa.
VSechny zasobni roztoky, tedy roztoky CTAB, TWEEMyaluronanu byly namichany
v octanovém tlumivém roztoku i tlumivém roztoku Bz0,-NaOH podle Batese a Bowera.
Koncentrace pyrenu v&enych vzorcich byla 20° moldm™. Fiprava vzork probiha
vzdy stejnym zpisobem: nejprve bylo do vialek napipetovanoigimé mnozZstvi pyrenu,
po odpaeni rozpou&dla, bylo gidano potebné mnozstvi tenzidu CTAB (resp. TWEEN),
nasled® byl do vialek pidan 1 cm® HyA o vysledné koncentraci Idm™ a molekulové
hmotnosti 106 kDa nebo 1,36 MDa. Nakonec byly vyodoplrény pufrem (octanovy
tlumivy roztok nebo tlumivy roztok NB8,0O-NaOH podle Batese a Bowera) na objem
5 cmi>. NeZ bylo provedeno samotnéimni, byly vzorky michany 24 hodin.

4.2.6. ZjiStovani vlivu pH na chovani CTAB a TWEEN v gritomnosti HyA

Vzorek pro ndteni vlivu pH byl gipraven tak, Ze bylo do uzaviratelné nadoby o objem
100 cni napipetovano pétbné mnoZstvi pyrenu, tak aby vysledna koncentmeenu
ve vzorku byla 210° moldm™ a poté bylo odpgeno rozpoudtlo. Do odngrné baky
o objemu 100 crhbylo odpipetovano p&tbné mnoZstvi tenzidu CTAB (TWEEN) a HyA
o molekulové hmotnosti 106 kDa (1,36 MDa) a molekeél koncentraci 1dm > a odngrna
baika byla doplgna po rysku roztokem 0,15 M NaCl a tento roztok jdlit do nadoby
s pyrenem. Taktoifpraveny vzorek byl fed samotnym &tenim michan po dobu 24 hodin.

Zasobni roztoky tenzid CTAB o koncentraci B0° a 0,1 modm™ a TWEEN o
koncentraci M0 a 1 moldm > a HyA byly gipraveny v roztoku 0,15 M NaCl.

Samotné r&eni bylo provadno tak, Ze vzorek v naddlbyl umisén na mich&ku a byl
do reho ponden pH-metr. Na pH-metru byla zj#ia hodnota pH afpdané hodndatpH bylo
prometeno fluorescetni spektrum, pokud byl vzorek zakalen, bylo péamo také absoipi
spektrum. Poté byl vzorek vracenégbyla upravena hodnota pH a cely postup se omdkov
Hodnota pH byla upravovana pomoci HCI do kyseléastbla pomoci NaOH do zasadité
oblasti.

4.3.Méreni absorgnich a fluorescernich spekter pyrenu

Méeieni fluorescetnich spekter bylo prové&do na pistroji Luminiscence spektrometr
AMINCO-Bowan Series 2 s xenonovou (150W) a zablesko(7W) lampou, byla pouZzita
kyveta o optické draze 1 cm. Teplota cely s kyvdigla udrzovana na hodrc25°C pomoci
obéhového termostatu Grant s externim chlazenim.

Nastaveni fluorimetru pro &eni s pyrenem:

emisni skenexitaini monochromator = 335 nm (excid vinova délka), 360-530 nm
(rozsah vinovych délek, ve kterém byloémeni provadno), 4/4  (velikost $tbiny
fluorimetru, tzv. bandpass pro excitace/emise),mSH (rychlost jakou bylo réeni
provadno).
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Pri méteni byl sledovan prvni pik (hodnota fluorescengerlpové délce asi 373 nm)eti
pik (hodnota fluorescenceip/inové délce asi 383 nm) a excimer (hodnota fsoence i
vinové délce 470 nm)

excita’ni sken:emisni vinova délka = 392 nm, 310-350 nm (rozsklowjch délek, ve
kterych bylo néteni provadno), 4/4 (velikost &rbiny fluorimetru, tzv. bandpass pro
excitace/emise), 5 nB1* (rychlost jakou bylo r¥eni provadno). Ri méteni byla sledovana
fluorescence i vinové délce 333 a 338 nm.

M¢éteni absorpnich spekter bylo provédo na pistroji UV-VIS spektrometru Varian typ
Cary 50 Probe. Absotpi spektra se #iila v rozsahu 200-800 nm s krokem 1 nm a rychlosti
400 nnis ™,

4.4.Vyhodnoceni
4.4.1. Stanoveni kritické micelarni koncentrace

Kritickd micelarni koncentrace se ¢uje ze zavislosti emisniho polaritniho indexu,
excitatniho polaritnino indexu a pairu excimeru ku monomeru na koncentraci tenzidu.
Emisni polaritni index (EmPI) je dan péram intenzity fluorescencefipvinové délce
373 nm ku intenzét fluorescence ip vinové délce 383 nm. Excitai polaritni index (ExPI)
je dan pordrem intenzity fluorescenceipvinové délce 333 nm ku intengifluorescence i
vinové délce 338 nm. E:M (excimer ku monomer) ponmtenzit fluorescenci ip vinové
délce 470 nm ku intenzifluorescenceipvinové délce 373 nm.

EmPI, ExPl a E:M se vynasSeji do grafu v zavislosti neénici se koncentraci tenzidu
(uréovani CMC) nebo na #&nicim se pH (vliv pH). Grafy pro dovani CMC se prokladaji
Boltzmanovou sigmoidniikvkou, ktera ma tvar:

ExPI(EmPI) = " T 4 min
1+e &
kde max a min jsou horni a dolni limity sigmoicdyje koncentrace tenzidyy je inflexni bod
sigmoidy aAx je gradient.
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Obr. 8. Charakteristické parametry Boltzomanovy sigmoldiviky

4.4.2. Korekce intenzity fluorescence

Korekce je nutné provétu vzorki, které jsou zakalené. Korekce se provadi vigr,
ale je nutné k tomu mit data z UV-VIS spektrometru.
Vzorec pro vypoet korekci:
Fk = F b EloovSEGAEx_AEM)

kde Fpsje fluorescenceipurcité vinové délce, Ax je absorbancerpexcitované vinové délce
sondy (v pipact pyrenu pi 335 nm) a Awm je absorbance fp vinové deélce, ktera
je korigovana.

4.5.Stanoveni chyby néireni

VétSina néfeni na ukovani CMC byla provasha ftikrat, proto jsou zavislosti v grafech
uvacné jako ptimérné hodnoty vSechrit métreni. Piimérna hodnota byla dena pomoci
funkce PRIMER v programu MS EXCEL. V grafech jsou také uvedehybové Us&ky,
které byly uteny jako smrodatna odchylka pomoci funkce SMODCH v programu
MS EXCEL. Meieni na vliv pH byla provagsha jen jednou.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Pokud chceme &t nemoci, které maji pHizné od normalnich hodnot pH v lidské#éret
je nutné znét vliv pH na pouzitéléo. V naSem fipact uvazujeme o kbé pomoci cilenych
nosca, ve kterych je uloZzeno d&o. Jako cileny no8i uvaZzujeme systém slozeny
z hyaluronanu a tenzidu, z tohotégvddu je nutné zjistit kritickou micelarni koncerdra
tenzidu v pitomnosti a bez fitomnosti hyaluronanuipraznych hodnotach pH, nasledje
nutné zjistit jaky vliv m& pH na agregéty hyaluroftanzid @i ménicim se pH.

V experimentalnicasti byla nejéive navrhnuta koncentfai fada a byla stanovena
kritickd micelarni koncentrace tenzidu CTAB (respWEEN) v pufrech g pH 4,6
a @i pH 10 v gitomnosti a bez ifitomnosti HyA. Nasledh byly urceny 2 koncentrace
tenzidi, pri kterych byl méten vliv pH. Koncentrace tenzidbyly ureny tak, aby jedna
koncentrace byla blizka CMC a druha koncentrace Isgpnasobkem CMC. Koncentrace
blizk4 hodnat CMC byla volena proto, aby bylo zjito, jaky je vliv pH na agregaci, jestli
micel ubyva neboiibyva, coz by bylo vidgt zmeénou velikosti hodnoty intenzity fluorescence
excimeru, a hodnota stonasobku CMC tenzidu, bylaneoproto, aby bylo zji§ho jaky vliv
ma pH na samotny systémieBpoklada se, Ze v blizkosti hodnoty CMC je v sysidejvice
agregal. Systémy, ve kterych koncentrace tenzidikafikanasobn prekratuje hodnotu
CMC, obsahuji krorhagregai také volné micely.

Zavislosti EmPI a ExPI byly prokladany Boltzmanoveigmoidni kivkou, ze které
nasledg byla zjiStna hodnota CMC. Zavislost E:M néie byt proloZzena Zadnou funkci,
protoze tato zavislost nebyla dosud matematickys@ona, hodnota CMC byla dgna
Z maxima poréru excimeru ku monomeru. Taktotena hodnota CMC je pouze orietria

5.1.Hodnoty CMC CTAB

25 0,6
03 & EmPI
21 105
. 197 +04
X 1,7
215+ 1033
E13-
11/ 102
09 L o1
0,7
0,5 0
55 -2

logc

Graf 1: Graf zavislosti EmPI, ExPI a E:M na logariti koncentrace CTAB v pufrii pH 4,6
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Graf 2: Graf zavislosti EmPI, ExPI a E:M na logamiti koncentrace CTAB vipomnosti HyA
106 kDa a koncentraci 1@m~ v pufru pi pH 4,6
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Graf 3: Graf zavislosti EmPI, ExPl a E:M na logamt koncentrace CTAB vipmnosti
HyA 1,36 MDa a koncentraci 1@m > v pufru gi pH 4,6

V grafech 1-3 jsou uvedeny zavislosti hodnot EnE#XPI a E:M na logaritmu koncentrace
CTAB pii pH 4,6. Z grafi vypliva, Ze po fidani hyaluronanu dochazi ocitych koncentraci
ionogenniho kationaktivniho tenzidu CTAB k fazowparaci. Z roztok se na mezifdzovém
rozhrani vytvéi gely. K fazové separaci dochazi pbodnot pH 4,6 a 10 a také k ni dochazi
v pritomnosti hyaluronanu o molekulové hmotnosti 10&K[1,36 MDa. VSechny natfené
hodnoty CMC CTAB byly uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1. Hodnoty CMC CTAB v pufrid pH 4,6 a 10

CMC (mM)
pH systém EmPI ExPI E:M
4,6 CTAB/pufr 0,195 0,167 0,2
10 CTAB/pufr 0,2892 0,2991 0,3
koncentrace fazové separace (mM)
46 CTAB+HyA 106 kDa/pufr 0,3
'~ CTAB+HyA 1,36 MDa/pufr 0,3
CTAB+HyA 106 kDa/pufr 0,05
CTAB+HyA 1,36 MDa/pufr 0,05

Z nantfenych hodnot CMC CTAB uvedenych v Tabulce 1, jeévitbzdilné chovani
CTAB v pufru v gitomnosti a bez #itomnosti hyaluronanuippH 4,6 a 10. Je zajimave,
Ze hodnota CMC CTAB v pufru bezifpmnosti hyaluronanu je nizSitippH 4,6 nez f
hodnot pH 10. U systéemu CTAB v pufru wipomnosti hyaluronanu dochazelo k fazové
separaci tlve, nez mohla byt stanovena hodnota CM@. pH 10 dochéazelo k fazové
separaci tlve nez pi pH 4,6.

5.2.Hodnoty CMC TWEEN

2,10 0,80
1,90 - T0.70
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Graf 4: Graf zavislosti EmPI, ExPl a E:M na logamti koncentrace TWEEN yipmnosti
HyA 106 kDa a koncentraci 1dm~ v pufru pi pH 4,6
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Graf 5: Graf zavislosti EmPI, ExPl a E:M na logamti koncentrace TWEEN yipmnosti
HyA 1,36MDa a koncentraci 1@m>v pufru pi pH 4,6

V grafech 4 a 5 jsou uvedeny zavislosti EmPI, EAPE:M na logaritmu koncentrace
TWEEN v pufru gi pH 4,6. Ri métenich nedochézelo k fazovym separacim pdapi
hyaluronanu jak tomu bylo u tenzidu CTAB. Bylo toapkpodobré zpisobeno tim,
Ze TWEEN je neionogenni tenzid a jako takovy reaggjhyaluronanem na zakéad
vodikovych mniistki nebo hydrofobnich interakci, kdezto CTAB reagujbyaluronanem
iontow. VSechny hodnoty CMC TWEEN byly zaznamenany v Tedba.

Tabulka 2. Hodnoty CMC TWEEN v pufraigpH 4,6 a 10

CMC M)
pH systém EmPI ExPl E:M
TWEEN/pufr 19,8 22,8 30-75

4,6 TWEEN+HyA 106 kDa/pufr 31,5 28,6 30-60

TWEEN+HyA 1,36 MDa/pufr 33,1 29,1 50
TWEEN/pufr 370 31,1 60

10 TWEEN+HyA 106 kDa/pufr 34,3 29,7 75
TWEEN+HyA 1,36 MDa/pufr 32,1 29,1 60

Z Tabulky 2. nizeme vyist, Ze hodnoty CMC TWEEN jsou si ve vSedippdech velmi
podobné. Vyjimku tvéi pouze ndteni CMC TWEEN v pufru $ pH 4,6. Je zajimave,
Ze hodnoty CMC zji&né pomoci porru E:M jsou dvojnasobkem hodnoty CMC zisé
z emisniho a excitaiho polaritniho indexu. Hodnoty pé&na E:M byly odeitany z grafi,
pokud v grafu nebylo mozné dir maximum pondru E:M, byl porgr uréen jako rozsah
hodnot, ve kterych se maximum dané zavislosti neicha
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5.3.Vliv pH na agregaty CTAB a HyA

Pro kazdé meni vlivu pH musely byt namichany 2 vzorky, k jednose pidavala HCI a
pH se posouvalo do kyselé oblasti a ke drunémuidéyal roztok NaOH a pH bylo ¢néno
do alkalické oblasti. Dva vychozi roztoky vzérkusely byt voleny také proto, Ze vychozi
hodnota pH byla 5-6.

1,6
-e—EmPI 1
1,4 —A—ExPI 1
EmPI 2
1,2 —A— EXPI 2
5
L
©
E 1,0 1
e
L
0,6 -
0,4 T T T T T T T
2,8 3,8 4.8 5,8 6,8 7,8 8.8 9,8

pH

Graf 6: Graf zavislosti EmPI a ExPI na pH pro CTABoncentraci B0* M v pftomnosti
HyA 106 kDa o koncentraci 1@ v NaCl
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Graf 7: Graf zavislosti EmPI a ExPI na pH pro CTABoncentraci B80* M v pitomnosti
HyA 1,36 MDa o koncentraci 14g v NaCl
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Graf 8: Graf zavislosti EmPI a ExPI na pH pro CTABkoncentraci 0,05 M viftomnosti
HyA 106 kDa o koncentraci 1 v NaCl

Stanoveni vlivu pH na agregaci CTAB o koncentrag@b(M v gitomnosti HyA 1,36 MDa
bylo provaéno vizualr€, protoZze doslo k fazové separaci a vykni gelu na mezifazovem
rozhrani. Fluorimetrické siieni mize byt provadno pouze s roztoky, ve kterych jétpmen
n¢jaky fluorofor, vtomto pipact pyren. Pyren byl rozpust v gelu, ktery se vylatil
ze vzorki, tudiz @i méfeni nedochéazelo k dostate odez¥ intenzity fluorescence ani
po zwtSeni citlivosti néfeni. Vizualk bylo zjiS€no, Ze zmina pH ma minimalni vliv
na zkoumany roztok. Snizenym pH na hodnotu 3 sstghlirym a nepatré se rozpustil, coz
je zpisobeno degradaci hyaluronanu. ZvySenim pH na hodbOt gelu nepatgn ubylo.
V obou gipadech byl roztok nad geletiry.

V grafech 6-8 je vynesena zavislost EmPI a ExPpiHaoztoku. Z graf je patrné, Ze vliv
pH na agregaci hyaluronan-CTAB neni vyrazny. | kdydfy vykazuji izné charakteristiky,
tak po blizSim prozkoumani je patrné, Ze hodnotynggd se liSi fadow v desetinach
(v jednom pipadu) v ostatnichifpadech je rozmezi do 5 desetin hodnot §ém
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5.4.Vliv pH na agregaty TWEEN a HyA
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Graf 9: Graf zavislosti EmPI a ExPI na pH pro TWEBM&oncentraci 40° M v pitomnosti
HyA 106 kDa o koncentraci 1@ v NaCl
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Graf 10: Graf zAvislosti EmPI a ExPl na pH pro TWEB koncentraci 40°M v
pritomnosti HyA 1,36 MDa o koncentraci 17§v NaCl
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Graf 11: Graf zAvislosti EmPI a ExPl na pH pro TWEB koncentraci 40°M v
pritomnosti HyA 106 kDa o koncentraci 274v NaCl
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Graf 12: Graf zAvislosti EmPI a ExPl na pH pro TWEB koncentraci 40°M v
pritomnosti HyA 1,36 MDa o koncentraci 17§v NaCl

V grafech 9-12 jsou vyneseny zavislosti EmPI a EndPpH roztoku. V grafech 9 a 10 byla
koncentrace TWEEN blizka hod&oCCMC, kdezto v grafech 11 a 12 byla koncentrace
TWEEN stonasobkem hodnoty CMC. V grafech 9 a 1@efze zavislosti EmPI a ExPI pro
kyselou a alkalickou oblast nenavazuji a hodnotygd EmPI a ExPI jsou v SirSim rozsahu
hodnot nez je tomu v grafech 11 a 12. V grafechktegych je koncentrace neionogenniho
tenzidu TWEEN blizka hodndtCMC, jsou zavislosti EmPI a ExPl na pH pro alkedic
oblast o d¥ desetiny vy3Si neZ pro kyselou oblast.
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6. ZAVER

Tato bakalésskd prace byla zaftena na sledovani vlvu pH na systémy
polyelektrolyt-tenzid. Cilem prace bylo zpracovitgrérni reSersi na téma sledovani vlivu pH
na systém polyelektolyt-tenzid a v rozsahu pH odgayicim fyziologickym podminkam.
Z téchto literarnich poznatk méla byt navrhnuta vhodnid metodika pro sledovachto
systént. V této bakaléské praci byly sledovany dva systémy, v obou systdnbyl jako
vhodny elektrolyt zvolen nativni hyaluronan. V piwn systému byl jako tenzid zvolen
ionogenni kationaktivni tenzid cetyltrimethylamomitoromid, ve druhém systému byl zvolen
neionogenni tenzid TWEEN 20.

Systémy polyelektrolyt-tenzid byly sledovany pomoftilorescerini spektroskopie,
za pouziti fluorescami sondy — pyrenu. Systém byl sledovarrda zgisoby. Nejprve byly
navrhnuty koncentemi fady, ve kterych se &nila koncentrace tenzidu ve vzorku. Pomoci
téchto koncentrénich fad byla zji&na kritickd micelarni koncentrace jednotlivych tiekiz
pii pH 4,5 a 10 v progedi pufru a poté i zarfpomnosti hyaluronanu.iPmeérenich byly
pouzity d¥ molekulové hmotnosti hyaluronanu a to 106 kDa3 MDa, ve v3ech #tenich
byl hyaluronan o koncentraci 1I1g.

Bylo zjisténo, Ze hodnoty CMC CTAB v pufru beZifpmnosti HyA jsou i pH 4,5 nizsi
nez @i pH 10. Zajimaveé je, Ze paigani HyA, & uz o molekulové hmotnosti 106 kDa nebo
1,36 MDa, se z&@l ve vzorcich tviit gel pri hodnot pH 10 i niZSi koncentraci tenzidu nez
pii hodnot pH 4,6. Vzorky s fidavkem hyaluronanu nemohly byt préi@ny, protozZe pyren,
na jehoz zaklatlje méfeni zaloZzeno, byl absorbovan v gelu a ne rozptylesetoku, tudiz
nedochazelo k dostdi®é intenzi¢ fluorescence. Tvorba gelu pdigani hyaluronanu dze
byt zpisobeno tim, Ze CTAB je ionogenni kationaktivni tdna jako takovy nese kladny
naboj. Hyaluronan neboli sodnéal kyseliny hyaluronove, nese zaporny naboj. CTABae
opany naboj nez hyaluronan a diky tomu by se dakdpokladat sil&Si interakce, nez
je tomu napiklad @i interakci hyaluronanu s neionogennim tenzidem BME

Hodnoty CMC TWEEN v jednotlivych pragtdich se od seb«ifis neliSily, vyjimku tvai
pouze hodnota CMC TWEEN v pufrdipH 4,5, ktera byla asi polasni oproti ostatnim
hodnotdm CMC. Zajimavé je, Ze hodnoty CMC TWEENt#jié pomoci porru intenzity
excimeru ku monomeru jsou asi dvojnasobkem hodmd€C @jistenych z pongri emisniho
i excitatniho polaritniho indexu.

Po zjiséni hodnot CMC tenzitl mohl byt sledovan vliv pH. Vliv pH na agregaty
hyaluronan-tenzid byl sledovan na vzorcich o objei®0 cni. Objem vzork musel byt tak
veliky, aby nedochazelo ketred’'ovani roztok pridavkem ¢inidla pro snizovani nebo
zvySovani pH. Snizovani pH bylo prowd pomoci HCI a zvySovani pomoci NaOH. Byly
pouzity d¥ koncentrace tenzida to koncentrace blizkda CMC a jeji stonasobna diadn
u hyaluronanu byly off pouzity d¥ molekulové hmotnosti, 106 kDa a 1,36 MDa,
koncentrace hyaluronanu v roztoku bylall’g

Z méieni je patrné, Ze pH neméili$ velky vliv na agregaty hyaluronan-tenzid. Vskeyé
oblasti nebyl prokazan zadny vlivt az se jednalo o ionogenni kationaktivni tenzid GTA
nebo neionogenni tenzid TWEEN. V alkalické oblagtito tak jasné neni. U vzdriCTAB je
ziejmeé Ze pH vliv na agregaty nema, kdybychom zasislemP1 a ExPI na pH pro kyselou a
alkalickou oblast proloZily rovnazkami s osow, tak bychom zjistili, Ze tyto rovnefky na
sebe navazuiji.
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Protoze vzorek o vyssSi koncentraci CTAB a vysSSigkgllové hmotnosti hyaluronanu hned
po namichani vytid gel, byla zavislost pH na tyto agregéaty studav@ouze vizuak
Vizualnim pozorovanim nebyly zj&ty zadné zreny oproti vychozim roztakn. Pokud ma
pH vliv na tento systém, pak neni tento vliv dastat veliky na to, aby byl sp#&n pouhym
okem.

Vzorky TWEEN o koncentraci blizké CMC a hyaluronashou molekulovych hmotnosti,
jsou zajimave tim, Ze hodnoty EmPI a ExPI jsoukalatké oblasti posunuty o jednu azédv
desetiny nad hodnoty EmPI a ExPI v kyselé obl&stivysSi koncentraci TWEEN jiz na sebe
hodnoty EmPI a ExPI navazuji. Pokud zanedbame Zakse hodnoty EmPI a ExPI vzajemn
liSi, miZeme prohlasit, Ze pH nema vyrazny vliv na agregggjuronan-TWEEN.

V této bakaléské praci bylo dosazeno vSech stanovenydh Bylo zjiS€no, Ze pH nema
vliv na agregaty hyaluronan-tenzid. Bylo také #ji&t, Ze vychozi pHéthto systém neni
okolo hodnoty 7, jak by se dalorqupokladat, ale je miénkyselé, okolo hodnoty 5-6.
Z tohoto divodu by bylo vhodné z#iiit agreg&ni ¢islo @i konkrétnich hodnotach pH.
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8. SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

CMC
HyA
CTAB
TWEEN
EmPI
ExPI
E:M

M

Da
CPC
PAL
NMR
UV-VIS

kriticka micelarni koncentrace

hyaluronic Acid — kyselina hyaloronovéa
cetyltrimethylamonium bromid

polyoxyethylen

emisni polaritni index

excit&ni polaritni index

excimer ku monomer

gol™

dgmol ™, jednotka, ktera se pouziva zejména v biochemii
cetylpyridium chlorid

povrcho¥ aktivni latky

nuklearni magnetick& resonance

ultrafialova a viditelna oblast elekromared&ho spektra
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9. PRILOHY

Priloha 1. Vylodeny gel na mezifazovém rozhrani vzorku obsahuypéi @,5 a 1 mM
CTAB a 106 kDa HyA/ppH 10

Priloha 2. Vylodeny gel na mezifazovém rozhrani a v roztoku vzalokahujici 0,2; 0,5
a5 mM CTAB a 1,36 MDa HyAipH 10
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