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ABSTRAKT

Tato bakalatfska prace se zabyva studiem hydratacniho obalu kladn€ nabitych vezikuldrnich systémd.
Cilem prace bylo sledovat hydratacni obal a zjistit tak mnozstvi molekul vody v okoli pii riznych
stavech membrany. Dale také porovnani dvou vybranych fluorescencnich sond. Jako systémy byly
vyuzity kladné nabité vezikuldrni systémy slozeny ze dvou druhti tenzidd, a to ze zaporné nabitého SDS
a kladné nabitého CTAB. Pro stabilizaci byl k systému pfidan i dvou fetézcovy kladné nabity tenzid
DODAC. Diky tomuto tenzidu ziskaly vzniklé vezikularni systémy kladny naboj. Pro studium byly
vybrany tfi rizné koncentrace cholesterolu, které byly pfidany k systému, ato 20, 40 a 60 mol. %.
Studium bylo provedeno pomoci méteni emise fluorescence v zavislosti na rostouci teplote, kde teplotni
interval byl od 10 do 80 °C. Jako fluorescen¢ni sondy byly vybrany Laurdan a Prodan. Pro vyhodnoceni
byla vyuzita metoda generalizované polarizace. Laurdanu se diky své struktuie nachdzi zejména
V membranovém prostiedi, proto byla pro jeho vyhodnoceni postacujici metoda dvou vlnové
generalizované polarizace, ktera zahrnuje prispévky fluorescence pouze z membrany. Prodan ma oproti
Laurdanu kratsi uhlovodikovy fetézec, proto se zaclefiuje nejen do membrany ale také do vodného
prostfedi. Proto byla pro vyhodnoceni Prodanu vyuzita metoda tii vinové generalizované polarizace,
ktera zahrnuje i ptispevek fluorescence z vodného prostiedi. Vysledky ukazaly, Ze chovani obou sond
je velmi podobné. U vSech systému dochazelo s rostouci teplotou k poklesu hodnot generalizované
polarizace. Pfi nizkych teplotach se tedy membrana nachazi ve stavu pevném usporadaném. Se zvySujici
teplotou dochazi k premeéné do stavu kapalného neuspofadaného. S rostouci teplotou tedy dochazi
ke zvySovani poctu molekul vody. Zaroven se s rostouci koncentraci cholesterolu zvétSoval interval
fazového prechodu. Vysledky téz ukazaly, Zze hodnoty tii vinové generalizované polarizace Prodanu
jsou vzdy vyssi, jak hodnoty dvou vinové generalizované polarizace Laurdanu.

KLICOVA SLOVA:

kataniontové vezikuldrni systémy, iontovy amfifilni par, hydratacni obal, Prodan, Laurdan,
generalizovana polarizace



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the study of hydration shell of positively charged vesicular systems.
The aim of the work was to monitor the hydration shell and to find out the amount of water molecules
in the environment at different conditions of the membrane. Furthermore, a comparison of two selected
fluorescent probes were studied. Positively charged vesicular systems composed of two types
of surfactants were used, namely negatively charged SDS and positively charged CTAB. The two-chain
positively charged surfactant was also added, resulting a positively charged vesicular systems. Three
different concentrations of cholesterol were selected for the study and added to the system, namely 20,
40 and 60 mol. %. The study was performed by measuring the fluorescent emission as a function
of temperature. The temperature range was from 10 to 80 °C. As a fluorescent probe Laurdan
and Prodan were selected. For evaluation the method of generalized polarization was used. Due to its
structure, Laurdan is mainly found in the membrane environment, so the method of two-wavelength
generalized polarization, which includes fluorescence contributions only from the membrane, was
sufficient for its evaluation. Compared to Laurdan, Prodan has a shorter hydrocarbon chain, so its
distribution is not only in the membrane but also in the aqueous environment. Therefore, the method
of three-wavelength generalized polarization, which also includes the contribution of fluorescence from
the aqueous environment was used. The results showed that the behaviour of both probes is very similar.
In all systems, the values of generalized polarization decreased with increasing temperature. Thus, at
low temperatures, the membrane is in a solid ordered phase. With increasing temperature, it transforms
into a liquid disordered phase. Thus, with increasing temperature, the number of water molecules
increases. As the cholesterol concentration increased, the phase transition interval increased. The results
also showed that the values of Prodan’s three wavelength generalized polarization are always higher
than the values of Laurdan’s two wavelength generalized polarization.

KEY WORDS:

catanionic vesicular systems, ion pair amphiphile, hydration shell, Prodan, Laurdan, Generalized
polarization
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1 UVOD

Kataniontové vezikularni systémy lze vytvofit pomoci dvou opacné nabitych tenzidd. Ptikladem
takovych tenzidi je zaporne€ nabité SDS a kladné nabité CTAB. Spojenim téchto dvou latek vznika utvar
zvany IPA neboli iontovy amfifilni par. Takto vzniklé systémy nejsou sami o sobé stabilni, proto
se k nim piidavaji dalsi latky, jako je napiiklad dvou-fetézcovy kladné nabity tenzid DODAC, ktery
zaroven dava vzniklym vezikularnim systémim kladny naboj. Dale se pro stabilizaci pouziva
cholesterol.

Vzniklé vezikuldrni systémy maji tvar dutych kuli¢ek a jsou slozeny ze dvou casti — hydrofobni
a hydrofilni. Hydrofilni ¢ast je tvofena polarnimi hlavami, hydrofobni naopak nepolarnimi
uhlovodikovymi fetézci. Timto usporddanim se tak utvaii uzaviena dvojvrstva, kterd od sebe oddéluje
polarni prostfedi od nepolarniho. Tohoto uspotadani se vyuziva zejména ve farmaceutickém pramyslu,
kde se vezikularni systémy vyuzivaji zejména jako nosice 1éciv. Latky lipofilni povahy tak mohou byt
zadrzeny v membranové dvojvrstvé a pfeneseny na misto uréeni. Hydrofilni latky na druhou stranu
vnikaji do jadra vezikul, kde se nachazi polarni prostfedi. Kromé nosicovych systémt mohou také
uplatnit své vyuziti jako modelové biologické membrany.

Cilem prace bylo sledovat hydrata¢ni obal vezikularnich systémti pomoci fluorescencnich technik,
a zjistit tak mnozstvi molekul vody v okoli v zavislosti na riznych stavech membrany. Ke studiu byly
vyuzity tfi rizné koncentrace cholesterolu: 20, 40 a 60 mol. % a jako fluorescen¢ni sondy byly vybrany
Laurdan a Prodan. Studium bylo provedeno proméfenim emisnich spekter obou sond. Data byly
nasledn€ vyhodnoceny pomoci metody generalizované polarizace.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Tenzidy

Tenzidy jsou povrchové aktivni latky (PAL), které jsou schopny se hromadit na mezifazovém rozhrani
a snizovat tak mezifazovou energii soustavy. Jedna se 0 amfipatické neboli amfifilni molekuly, které
jsou slozeny ze dvou casti (Obrazek 1a). Prvni ¢asti je hydrofilni hlava tvofena polarni skupinou
rozpustnou ve vodé. Druhou ¢asti je hydrofobni neboli nepolarni chvost, ktery je tvofen uhlovodikovym
fetézcem. Molekuly se nafazovém rozhrani orientuji tak, Ze jejich hydrofilni hlavicky sméfuji
do polarni faze, zatimco hydrofobni chvost smétfuje do faze nepolarni (Obrazek 1b) [1].

Tenzidy se rozdéluji do dvou skupin podle jejich schopnosti disociovat ve vodném roztoku.
Tonogenni, kam spadaji aniontové, kationtové a amfoterni tenzidy a na neionogenni. Jak jiz napovida
Z nazvu, ionogenni tenzidy vytvaieji ionty po jejich rozpusténi ve vodé. Dochazi zde K rozstépeni
iontové vazby mezi molekulami a k naslednému vytvoteni solvatacniho obalu okolo iontl. Tvorba
solvata¢niho obalu je zplsobena G¢inkem vody, ktera je polarnim, a tedy dobie solvatujicim prostredim.
Neionogenni tenzidy na rozdil od ionogennich ionty nevytvaieji. Povrchové efekty jsou zde vazany
na strukturu celé molekuly [2]. Mezi zastupce ionogennich tenzidd fadime latky obsahujici funkéni
skupiny —COOH, —SOsH nebo amoniové soli. Naopak u zastupcii neionogennich jde predevsim
0 hydroxylové nebo esterové skupiny [1]. Amfoterni tenzidy obsahuji jak anion, tak kation. Diky
ptitomnosti obou iontl je Ize kombinovat jak s kationovymi, tak s aniontovymi tenzidy [3].

Hydrofobni ¢ast Hydrofilni ¢ast

b)
§ ; § ; g Nepolarni prostredi
@ @ @ > @

Polarni prostieni

Obrazek 1: a) schéma tenzidu, b) orientace tenzidu ve vodném prostredi.

2.1.1 Aniontové tenzidy

Tato skupina patii mezi nejrozsitenéjsi tenzidy. Jejich disociaci vznikaji povrchové aktivni anionty.
Mezi nejvyznamnéjsi a nejvice pouzivané aniontové tenzidy fadime zejména alkalické soli vysSich
mastnych kyselin (mydla). Tvofi tedy vyznamnou ¢ast toaletnich i ostatnich mydel, kromé toho také
pusobi jako odpénovace. Dale sem patii naptiklad soli alkylsulfonovych kyselin (umélda mydla),
sulfosukcinaty, tauridy nebo sarkosinaty [1],[3].

2111 SDS

Dodecylsiran sodny je aniontovy tenzid, ktery se diky svym vlastnostem hojné vyuziva v fadé Cisticich
a hygienickych prostiedkt. Jedna se 0 sodnou sl organosulfatu, tvofenou jednim uhlikovym fetézcem
obsahujici 12 uhlikovych atomia. Hydrofilni ¢ast je tvofena zaporné nabitou sulfatovou skupinou
(Obrazek 2). Je to tuha hoilava latka, toxicka pii styku s kiizi, nefadi se ale mezi karcinogenni latky.
Mize také zptisobovat vazné poranéni o¢i a dychacich cest [4].
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Obrazek 2: Chemicka struktura SDS.

2.1.2 Kationtové tenzidy

Pii disociaci ve vodé tvoii povrchové aktivni kationty [1]. U vétSiny kationtovych tenzidu je kation
tvofen kvartérnim dusikovym atomem, tj. jedna se 0 kvarterni amoniové soli, a to zejména chloridu.
Mezi kationtové tenzidy fadime napftiklad i soli alkylaminti. Kvarterni amoniové soli vétSinou obsahuji
jeden az tfi alkyly. Maji mikrobicidni a avivazni G€inky, proto se n€které z nich vyuzivaji zejména jako
antiseptika, ptsobici pfedev§im proti grampozitivnim mikroorganismiim. Dale se kationtové tenzidy
vyuzivaji pti piipravé kondicionaénich pfipravka pro vlasovou kosmetiku [3].

Pfitomnost aniontovych a kationtovych tenzidd ve vodném roztoku zpisobuje jejich vzajemné
srazeni a Vytvoreni nerozpustné srazeniny tzv. aglomeratu. Tim se rusi jejich antisepticky a emulgacni
ucinek. Pro zachovani tohoto ucinku se vyuzivaji tenzidy, které maji v molekule kromé& ionické casti
i neionickou, ktera zajistuje rozpusténi vzniklého aglomeratu ve vodé [3].

21.2.1 CTAB
Hexadecyltrimethylamonium bromid, téZ centrimoniumbromid, se fadi mezi amoniové kvarterni soli.
Jeho hydrofobni ¢ast je tvofena fetézcem s 16 atomy uhliku. Hydrofilni hlava je pak tvotfena dusikem
ananijsou navazany tii methylové zbytky (Obrazek 3). Je to pevna, bila a slabé zapachajici latka,
zpusobujici podrazdéni kize a dychacich cest [5].

Pouziva se zejména pro tvorbu pufrovych roztoku pro extrakci DNA. Dalsi vyuziti miizeme najit jako
antiseptické ¢inidlo proti bakteriim a houbam. Vyznamné se také pouziva pii vyrobé kondicionérti pro
vlasovou kosmetiku [6].

fC Hs
+ Br
4 TCH,
H,5C
Obrazek 3: Chemicka struktura CTAB.

2.1.2.2 DODAC
Dimethyldioktadecylamonium chlorid patii mezi kationtové tenzidy. Jeho hydrofilni hlava je tvofena
kladné¢ nabitym atomem dusiku, na ktery se vaZzou dva methylové zbytky. Jeho hydrofobni cast
je narozdil od vy$e zminéného CTAB tvotfena dvéma uhlovodikovymi fetézci, z nichz kazdy obsahuje
18 atomui uhliku (Obrazek 4). Jedna se o bilou pevnou latku, téméf nerozpustnou ve vode [7].

Stejné jako ostatni kladné nabité tenzidy Se vyuziva zejména v Cisticich a dezinfek¢énich prostfedcich
¢i ve vyrobceich vlasové kosmetiky, zejména v kondicionérech. Dfive tvoril hlavni soucast avivaze [7].

CH -

S
H3CWWWN

| ™vCH,

H3C B
Obrazek 4: Chemicka struktura DODAC.
2.1.3 Micely

Ve velmi zfedénych roztocich tvoti PAL pravé roztoky. Po dosazeni urcité koncentrace, zvané kriticka
molarni koncentrace (CMC), dochazi k tvorbé agregatii a vniku utvard koloidnich velikosti. Vzniklé



utvary se pak nazyvaji micely (Obrazek 5) [1]. Ne kazda amfipaticka molekula je schopna asociovat
na micely. Molekuly vysSich alkoholi nebo karbonylovych kyselin nejsou natolik hydrofilni,
aby zpisobily dostate¢nou rozpustnost latek s dlouhym hydrofobnim fetézcem. V roztoku existuji pouze
pti mnohem nizsich koncentracich nez koncentrace potiebné k dosazeni CMC, a tedy vytvoieni micel.
Podminky umoznujici vznik micel spliuji nejlépe ionogenni tenzidy [8].

Y
Sty
UC%%\/L& Hydrofobni jadro micely

Obrdzek 5: Schéma tvorby micely z tenzidu.

Hydrofilni povrch

Hodnoty CMC se pohybuji v rozmezi 10-° az 10 mol. I'*. Zavisi na mnoha faktorech, které ovliviiuji
hodnotu CMC. Vyssi hodnoty maji surfaktanty s rozvétvenymi uhlikatymi fetézci nebo nasobnymi
vazbami. Klesajici hodnota CMC naopak znaci rostouci délku fetézce, ptitomnost aromatického jadra
nebo ptitomnost nékterych latek, jako jsou napiiklad alkoholy se stiedni délkou fetézce. Tonogenni
tenzidy maji hodnoty CMC obecné vys$si nez neionogenni [9].

Tvar micel zavisi na tvaru molekul surfaktantu a také na jeji koncentraci. Ve vodnych zfedénych
roztocich se tvofi kulové neboli sférické micely. Tento typ micel je nejcastéjsi. Molekuly PAL
se seskupi tak, Ze jejich uhlovodikové fetézce jsou spolu vzajemné propojeny a tvoii jadro micely,
zatimco jejich polarni hlavy sméfuji ven (Obrazek 5). Koncentrovangjsi roztoky tvoii micely valcové
(ty¢ové) a laminarni (vrstevnaté). S rostouci koncentraci roztoku roste rozmér micel a uhlovodikové
fetézce se zacinaji orientovat spiSe rovnobézné. Kulovité micely se tak méni na valcové (Obrazek 6a).
Pfi jesté vétsim zvétSovani koncentrace se z valcovych micel stavaji micely laminarni (Obrazek 6b).
Ty jsou slozeny ze dvou vrstev PAL, které jsou Kk sobé obraceny svymi uhlovodikovymi fetézci [1],[9].

Existuji 1 tzv. obracené micely, které vznikaji v nevodném neboli nepolarnim prostiedi. Jejich jadro
je tvofeno polarnimi hlavami, zatimco nepolarni uhlovodikové konce smétuji ven (Obrazek 6c¢) [1].

a) b) c)

it

S

Obrazek 6: Tvary micel. a) valcové b) laminarni c) obrdcené.
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To, jak budou PAL agregovat, respektive jaky typ micely budou tvofit, urcuje tzv. kriticky sbalovaci

parametr (z angl. packing parameter) Pc:
p-_" (2.1)

¢ aO'lc'

kde v je objem, ktery zaujima hydrofobni ¢ast fetézce, ao je plocha vyhrazena na povrchu micely pro
hydrofilni skupinu a I je efektivni délka hydrofobniho fetézce. Hodnota P, <0.33 znacdi tvorbu
sférickych neboli kulovych micel, hodnota 0,33 <P_.<0,5 tvorbu cylindrickych micel a pfi hodnoté
0,5<P_.<1 se budou tvofit Gtvary zvané vezikuly. Pro hodnoty P.> 1 budou vznikat obracené micely

[10].

2.1.4 Kataniontové vezikuldrni systémy

Jak jiz z nazvu vyplyva, kataniontové vezikuly jsou tvofeny jak kationtovymi, tak aniontovymi tenzidy.
Diky jejich opa¢né nabitym iontim spolu interaguji na zakladé elektrostatickych interakci mezi
polarnimi skupinami a vytvareji tak pseudo-dvoufetézcové struktury (Obrazek 7). Diky této struktufe
mohou byt povazovany za pseudo-dvoutetézcové tenzidy. Tato struktura se také oznacuje jako iontovy
amfifilni par (IPA z angl. ion pair amphiphile) [11].

K formaci IPA muZe dochazet n€kolika zptisoby. Prvnim z nich je metoda iontové vymény. Tato
metoda vyuziva vhodného iontoménice, ktery pfeménuje aniontové a kationtové PAL na jejich
protonované a hydroxydové formy. Dalsi metoda piipravy je metoda extrakce, kdy se ve vodé smicha
ekvimolarni mnozstvi opa¢né nabitych tenzidl a nasledné pomoci organického rozpoustédla dochazi
k extrakci. Posledni metodou je metoda precipitacni. Zde dochazi opét ke smichani ekvimolarnich
mnozstvi opaéné nabitych tenzidi ve vodé jako v predchozim piipadé. Rozdil je ale v tom, Ze poté
nedochazi k extrakci ale k odstranéni protiontii pomoci opakovaného vymyvani a centrifugace [11].

CTIAB + SDS = IPA IPA + DODAC + Cholesterol cIPA

Obrazek 7: Vlevo tvorba IPA pomoci kationtového a aniontového tenzidu, vpravo schéma kataniontového vezikulu.
Oranzové - kationtové a aniontové tenzidy, modré - DODAC, zelené — cholesterol.

Struktura vezikul setedy sklada z uzaviené dvojvrstvy, kterda oddé€luje vnitini vodni prostredi
od vnéjsiho (Obrazek 7). Této jejich struktury se vyuziva zejména ve farmaceutickém primyslu, kde
slouzi jako nosice lé¢iv. Aktivni molekuly lé¢iva lipofilni povahy se tak mohou enkapsulovat
vV membranové dvojvrstvé. Naopak 1é¢iva hydrofilni, jsou zapouzdieny v jadru vezikuly ve vodném
prostiedi. Kataniontové vezikuly se pak dale mohou vyuZzivat také jako modely pro biologické
membrany zejména diky jejich vysoké stabilit¢ a biokompatibilité [12]. Kromé& farmaceutického
prumyslu se ale vezikuly vyuzivaji i v technologickych oblastech, jako je kosmeticky primysl nebo
vyroba nano-struktur [13].

Kataniontové vezikuly ptipravené pouze z Cistych iontovych amfifilnich part ve vodni fazi vykazuji
malou stabilitu a maji tendenci agregovat. Proto se k nim ptidavaji dvou-fetézcové tenzidy, které
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zvySuji jejich stabilitu a brani agregaci. Pfikladem takového tenzidu je vySe zminény DODAC. Ten
se vmezeii do membrany vezikul a vyztuzi ji [11]. Diky DODAC zaroven ziskaji membrany vezikul
stejny naboj, budou mezi nimi tak pfevladat vzajemné odpudivé sily, které budou branit jejich agregaci
[14]. Kromé& samotné piitomnosti dvou-fetézcového tenzidu ma také na stabilitu vliv délka jeho
uhlovodikového fetézce. Dalsi moznosti stabilizace vezikularnich systému je ptidani cholesterolu [15].
2.1.4.1 Cholesterol

Jedna se 0 latku steroidni povahy, ktera se bézn¢ vyskytuje v lidském téle. Je dilezitou soucasti nervi
anékterych hormonti ale zejména je soucCasti fosfolipidové dvojvrstvy biologickych membran,
kde piispiva k jeji stabilizaci. Fluidita a permeabilita membrany je tak diky cholesterolu mnohem nizsi.
Cholesterol je stejné jako tenzidy slozen ze dvou d&asti. Nejvétsi ¢ast predstavuje hydrofobni
uhlovodikovy fetézec, tvoteny nékolika steroidnimi kruhy. Druhou pomémé malou ¢€asti je polarni
hydroxylova skupina (Obrazek 8). Diky tomuto sloZeni se cholesterol fadi mezi amfifilni latky. Vznika
jednak biosyntézou z acetyl-koenzymu A ale takeé je ptijiman potravou [16].

UC_cH,

CH5

CHy

HO
Obrazek 8: Chemicka struktura cholesterolu.

Zakomponovani cholesterolu do membrany kataniontovych vezikul zptisobuje oddaleni opacné
nabitych skupin tenzidG tvofici membranu. Toto oddaleni ma za nésledek sniZeni elektrostatické
pritazlivosti mezi opacn¢ nabitymi tenzidy, a tedy zvySeni stability membrany vezikul. Cholesterol
zaroven snizuje tendenci protiontd se vazat na nabity povrch vezikulu, ¢imz se zvySuje neuspotfadanost
a tim také stabilita [14].

Systémy neobsahujici cholesterol se mohou nachazet ve dvou fazich, v pevné uspotfadané nebo
Vv kapalné neusporadané fazi. Zaclenénim cholesterolu dochazi k vytvoreni faze nové, ato kapalné
uspotadané. Stav, kdy dochazi k pfeméné zpevného uspofddaného stavu do stavu kapalného
neusporadaného se nazyva fazovy prechod. Pti teplotach, které jsou nizsi, jak teplota fazového prechodu
se membrana nachdzi v pevném uspotradaném stavu. ZvySovanim teploty dochazi k pfeméné na stav
kapalny neuspotadany. V této fazi jsou teploty vyssi, jak teplota fazového prechodu. S piidavkem
cholesterolu dochazi k ovlivnéni vlastnosti membrany, jako je fluidita nebo pravé teplota fazového
ptrechodu [17].

2.2 Fluorescence

Fluorescence je jednim z luminiscen¢nich jevi. Konkrétné se jedna o fotoluminiscenci, pii které
se molekula zbavuje nadbytku energie, poté co pohlti (absorbuje) elektromagnetické zafeni.
K fotoluminiscencnim déjim patii také jev zvany fosforescence. Mezi nejvyznamnéjsi rozdil téchto
dvou jevi patii zejména doba trvani emise zafeni. U fluorescence je tato doba mnohem kratsi. Tyto
procesy znazoriuje Perrin-Jabtonskiho diagram (Obrazek 9) [18].

Vétsina molekul se nachazi na zakladni energetické hladiné a jejich elektrony se vyskytuji
v zakladnim singletovém stavu So. Poté, co molekula pohlti svételnou energie ur¢itého kvanta, dojde
k excitaci elektront ze zakladni energetické hladiny So do nékteré z vibrac¢nich hladin energeticky
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vysSich stav S; (resp. Sz). Tento jev se nazyva absorpce. Jedna se 0 velmi rychly proces Vv jednotkach
10 s. Poté, co je molekula vyexcitovana, Se vraci zpét na zékladni energetickou hladinu, pfi¢emz
vyzafuje (emituje) energii. Tomuto jevu se fika fluorescence [18].

Kromé¢ fluorescence dochazi ik jingym deexcita¢nim jevim. Jedna se 0 vnitini konverzi, vibraéni
relaxaci a mezisystémovy piechod. Vnitini konverze je dé€j, pti némz dochazi k pfechodu mezi dvéma
elektronickymi stavy se stejnym spinem (S1—Sg, resp. S>—S1). U vibra¢ni relaxace dochazi k piechodu
molekuly na zakladni hladinu ptislusného elektronicky excitovaného stavu. V poslednim jevu —
mezisystémovy piechod, dochazi k prechodu ze singletového stavu do tripletového, pti¢emz dochazi
k obraceni spinu elektronu. Vy$e zminéné déje patii mezi tzv. nezafivé prechody, pii nichz sice dochazi
k uvolnéni energie, ale nedochazi k emisi zafeni [18].

Poslednim déjem je tzv. fosforescence. Zde po excitaci do singletového stavu S; dochazi nejprve
k pfechodu mezi systémy do tripletového stavu T1 a nasledné k deexcitaci zpét na zakladni energetickou
hladinu Sy, pficemz dochazi k emisi zafeni. Na rozdil od emise fluorescence, ktera se pohybuje okolo
10° a7 108 s, je emise fosforescence mnohem delsi. Pohybuje se okolo 10#az 10% s. Také ma mensi
energii a intenzitu, tudiz dosahuje vétsich vinovych délek [18].

yY — Energeticka hladina Vibraéni relaxace
2 L WAVAVAVAVAVAVAYE Absorpee ~~A - Vniting konverze
A — -
S, Ehuoresesnos A Mezisystémovy piechod
— Fosforescence
7'y
A % I f
NVVVWVWWW
S
1
Tl
v v
v
v
v v
So

Obrazek 9: Schéma Perrin- Jablonskiho diagramu.

2.2.1 Fluorescenéni sondy

Fluorescenéni sondy spadaji pod skupinu latek nazyvajici se fluorescenéni barviva. Ty se poté dale déli
na dvé skupiny latek - fluorofory a fluorochromy. Fluorofory se pak dale déli na vnéjsi (vlastni) a vnitini
(nevlastni). Vnitini fluorofory zplsobuji vnitini fluorescenci bunék. Mezi tyto latky fadime
napf. proteiny ¢i chlorofyl. Fluorescenéni sondy patii naopak mezi fluorofory vnéjsi, proto jsou tedy
ke studovanému vzorku piidavany a vazou se na né pomoci nekovalentnich vazeb, pfi¢emz méni své
fluorescencni vlastnosti [19].

2.21.1 Laurdan

Laurdan (6-Dodecanoyl-2-dimethylaminonaftalen) setadi mezi tzv. solvatochromni sondy.
Solvatochromni sondy patii mezi nejstar$i a nejrozsitencj$i membranové sondy. Pii excitaci vykazuji
silné zmény jejich dipdlovych momentd. Interakce dipol-dipél a specifické interakce (vodikové mustky)
téchto sond s jejich prostiedim zptsobuji zménu energie elektronickych piechodt sondy, atim
posouvaji maxima jejich excita¢nich a emisnich spekter [20].
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Laurdan je hojné vyuzivana fluorescenéni sonda zejména pro studium vezikul (Obrazek 10). Diky
své citlivosti na polaritu prostiedi se pouziva k detekci a studiu fazovych pfechodti v membranové
dvojvrstvé. Stav, vjakém se membrana vyskytuje, ovliviiuje mnozstvi molekul vody nachazejicich
se V membrané. Jestlize je membrana v tuhém stavu, hydrofobni fetézce jsou uspotradany a hydrofilni
hlavy tak maji moznost se vice sbalit. Diky tomuto uspofadani se tak pocet molekul vody v membrané
snizi. V kapalném stavu je tomu naopak. Hydrofobni fetézce jsou tedy neuspotfadany, hydrofilni hlavy
se nedokdzou dostate¢né ptiblizit a molekuly vody tak maji moznost vice proniknou do membrény. Lze
tedy fict, Ze pfi zméné stavu z neusporadaného na uspofaddany dochazi k vypuzeni molekul vody

Z membrany [21].
0

CHq
H 3'3 'HN
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CHy
Obradzek 10: Chemicka struktura Laurdanu.

Rozdilny stav membrany, a tedy irozdilny obsah vody v membrané zpisobuje posuny emisniho
spektra. Napiiklad v membrané obsahujici fosfatidylcholin se jeho emisni maximum 1isi pfiblizné
0 45 nm Vv zavislosti na fluidit¢ membrany. Emisni maximum Laurdanu je 435 nm, kdyZ je membrana
V tuhém stavu, zatimco v tekutém stavu Cini tedy 480 nm. Tenhle posun emisniho maxima svédci
0 zméné poctu molekul vody, popiipadé 0 zméné jejich polohy [21].

Typ fosfolipidu, ze kterého je membrana slozena, souvisi sice s teplotou fazového piechodu, avsak
nesouvisi uz s vyse zminénymi spektralnimi posuny Laurdanu. Nezavisi tedy na tom, zda jsou polarni
¢asti molekul kladné ¢i zaporné nabity. Nezavisi také ani na pH prostiedi [22].

2.2.1.2 Prodan

Prodan (6-propionyl-2-dimethylaminonaftalen) je podobné jako Laurdan velmi citliva sonda na polaritu
prostiedi (Obrazek 11) [23]. Fluorescenéni emisni maximum Prodanu silné zavisi na tom, jaké je jeho
okoli. Napfiiklad v systému sloZzeném z reverznich micel v heptanu s riznym obsahem vody, byly
pozorovany tfi maxima, a to pii vlnovych délkach 390, 413 a 503 nm [24]. V malych unilamelarnich
vezikulach SUV (z angl. small unilamellar vesicules) byly pozorovany maxima dvé, a to pfi vlnovych

délkach 440 nm a 520 nm [25].
0
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Obrdzek 11: Chemicka struktura Prodanu.

Kvili rozdilnym délkam uhlovodikového fetézce Laurdanu a Prodanu se tyto dvé sondy vyznamné
1i$i pii rozdéleni mezi polarni prostfedi a membranovou dvojvrstvu. Zatimco Laurdan se zaclenuje
zejména do membranové dvojvrstvy a poskytuje tak fluorescenéni signal z membrany, Prodan
se rozdéluje mezi dvé Casti — jedna jeho cast se stejné jako Laurdan zacleiiuje do membrany, jeho druha
¢ast ale ziistava na povrchu v polarnim prostiedi. Tohoto se vyuziva prave pro studium membran, kdy
Prodan pfinasi informace zejména z povrchové oblasti membrany, oproti Laurdanu, ktery
je v membran¢ zakotven 0 néco hloubégji [23][24].
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K tomu, aby se zohlednil piispévek fluorescence Prodanu i ve vodném prostiedi se zavadi metoda
tiivinové generalizované polarizace, ktera umoziuje uréit rozdéleni sondy mezi dvojvrstvu a vodu [23].

2.2.2 Generalizovana polarizace

Jak jiz bylo zminéno vySe, emisni maxima Laurdanu i Prodanu ve dvojvrstvé jsou zavisla na stavu,
ve kterém se membrana nachazi. V gelovém stavu membrany je emisni maximum okolo 440 nm.
Ve stavu tekutého krystalu se emisni maximum zvysuje na zhruba 490 nm. Pfi zvySeni teploty nad
teplotu fadzového ptechodu, tedy teploty, kdy se méni stav membrany zpevného uspotaddaného
na kapalny neuspotradany, dochazi k posunu emisniho maxima k vyssim vlnovym délkam. Tento posun
emisniho spektra je pfipisovan procesu zvanému dipolarni relaxace [26].

U obou sond se nachazi tzv. dipolovy moment, ktery je zptisoben rozdélenim parcialnich nabojt mezi
dvé oblasti, a to mezi jejich 2-dimethylamino a 6-karbonylovou ¢ast. Tento dipélovy moment se pfi
excitaci zvySuje amuze zpusobit preorientovani dipoli rozpoustédla. Energie, kterda je potfebna
k reorientaci rozpoustédla, snizuje energii excitaéniho stavu sondy, atim dochazi k posunu jejiho
emisniho spektra. K takovémuto posunu k vy$§im vinovym délkam dochazi pouze u polarnich
rozpoustédel. Cim je rozpoustédlo polarngjsi, tim vétsi posun bude. Napiiklad emisni maximum pro
Laurdan v dodekanu je 380 nm, v dimethylsulfoxidu 460 nm a v methanolu 490 nm [26].

Pro kvantitativni méfeni toho, zda jsou molekuly Laurdanu (popi. Prodanu) obklopeny vice gelovou
fazi nebo fazi tekutou, se zavedla funkce zvana dvou vinova generalizovana polarizace (2WGP). S tim,
Vv jakém stavu (fazi) se nachazi membrana, souvisi i jeji polarita. Proto lze fict, Ze pomoci GP se také
kvantitativné zji$t'uje polarita membrany [27]. Pro vypocet 2WGP existuje nasledujici vzorec:

Ig-1) (2.2)

L+ 1)

2wWGP =

kde Iq je intenzita pfi maximalni emisni vlnové délce ve stavu pevném uspotradaném a | je intenzita
maximalni emisni vinové délky ve stavu tekutém neusporadaném. Z hodnot GP Ize tedy poznat, v jakém
stavu se membrana nachazi.

Jestli-ze sledujeme zavislost GP na vinové délce a hodnoty GP ziistavaji konstantni, pak se membrana
nachazi ve stavu pevném. Naopak pro stav kapalny hodnoty GP rovnomérné klesaji. Membrana se vak
nemusi nachazet pouze ve stavu pevném nebo ve stavu tekutém. Tyto dvé faze spolu mohou koexistovat.
Pro tento piipad koexistence obou fazi, hodnoty GP rovnomérné€ stoupaji. Priklady znazornénych déju
muZeme vidét v nasledujicim grafu (Obrazek 12) [26].
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Obrazek 12: Hodnoty GP pro jednotlivé stavy membrdny pii riiznych excitacnich vinovych délkdch [26].
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Obecné jsou hodnoty GP limitovany hodnotami -1 a +1. Limitni hodnota +1 zna¢i pevny uspotfadany
stav membrany, kterd neni solvatovana, naopak hodnota -1 znaci kapalny neusporadany stav pii uplné
solvataci. Hodnoty GP tedy nejsou nizsi jak -1 ale zaroven nejsou vyssi jak +1, coz miizeme opét vidét
i na pfedchozim grafu (Obrazek 12) [28].

Jak jiz ale bylo zminéno, Prodan ma oproti Laurdanu mnohem krat$i uhlovodikovy fetézec
arozdéluje setedy dodvou prostiedi, ato domembranového adovodného [23]. Dvou vlnova
generalizovana polarizace (2WGP) sice umoznuje kvantitativni charakterizaci membranové polarity,
nicméné pro zisk hodnot emise pouze z membranového prostoru, se zde zavadi metoda tiivinové
generalizované polarizace (3WGP). Taumoziiuje odeéteni emise Prodanu z vodného prostiedi
od membranového, a tak zisk hodnot emise pouze z membrany [27].

2.2.3 Instrumentace

K méfeni fluorescence se vyuzivaji zejména spektrofluorimetry (Obrazek 13). Typické je pravouhlé
geometrické uspotradani, kde excitaéni paprsek dopadajici na vzorek je v pravém thlu s paprskem, ktery
ze vzorku vychazi. Mezi zékladni prvky kazdého spektrofluorimetru patii zdroj zateni, monochromator,
cela s kyvetou se vzorkem a detektor. Jako zdroje fluorescence jsou vyuzivany zdroje s vyssi intenzitou
vyzatovani, mezi které patii zejména xenonové vybojky. U modernich fluorimetrii jsou to pak
elektronicky fizené pulsni xenonové lampy, které se vyuzivaji zejména u vzorki nestabilnich na svétle
a diky pulstim tak dochazi k ovlivnéni tzv. fotovybéleni. Vyhodou je také moznost detekce zpozdéné
fluorescence. U spektrofluorimetru se dale vyuZziva dvojice monochromatorti (emisni a excita¢ni). Zde
je mozna regulace Sifky vstupni §térbiny, coz umoziiuje optimalizovat intenzitu signalu. V dne$ni dobé
se pouzivaji zejména miizkové monochromatory, osazené konkavnimi miizkami, které¢ funguji
soucasné jako kolimatory zareni. Diky takovému uspofadani neni jiz nutné kolimovat zafeni pomoci
kolimaénich zrcadel. Jako detektory se hojné vyuZivaji fotonasobice. Stejné jako monochromatory,
i detektory rozliSujeme dva. Referenéni, ktery koreluje excita¢ni spektrum a detekéni k detekci emise.
Vzorkovaci prostor je vétSinou tvoten kyvetou, kterd ma vSechny ¢tyfi strany ciré. Nékdy se misto kyvet
mohou vyuzivat také tenké trubice zvané kapilary. Pro regulaci teploty se také vyuzivaji termostatované
drzaky kyvet. U n€kterych fluorimetri se také mohou vyuzivat tzv. polarizatory, které umoziuji
detekovat polarizovanou fluorescenci [29]. Nicméné u metody generalizované polarizace se vSak
polarizatory nevyuZivaji, a¢ mize byt nazev zavadé&jici [26].
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Obrazek 13: Schéma spektrofluorimetru.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1 Priprava a stabilita kataniontovych vezikul

Chin-Jung Wu a kol. studovali pfipravu a stabilitu kataniontovych vezikul v zavislosti na koncentraci
kladné nabitého dvou-fetézcového tenzidu a na délce uhlovodikového fetézce. Jako kationtovy tenzid
zde byl pouzit CTAB (hexadecyltrimethylamonium bromid) a jako aniontovy tenzid SDS (dodecylsiran
sodny). Pro zlepSeni stability vezikul byl k systému CTA-DS (IPA) pfidan rizné dlouhy kladné nabity
dvou-tetézcovy tenzid (DXDAB): DTDAB (ditetradecyldimethylamonium bromid), DHDAB
(dihexadecyldimethylamonium bromid) a DODAB (dioktadecyldimethylamonium bromid). Pomoci
metody dynamického rozptylu svétla (DLS) byla sledovana velikost a také zeta potencial vzniklych
vezikul. Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci byla taktéz vyuzita. Nejdiive byla
sledovana stabilita v zavislosti na koncentraci DXDAB. Pti koncentraci Xpypyp <0,3 byly vzniklé
CTA-DS/DXDAB systémy velmi nestabilni. Po zvyseni koncentrace na 0,3 < Xpyp p <0,5jiZ systémy
vykazovaly zna¢nou stabilitu. U systémi, které obsahovaly DHDAB a DODAB byla pii koncentracich
Xpxpap =0,4 20,5 zjisténa pritomnost vezikul s velikosti vétsi jak 3 000 nm a u systému DODAB
i ptitomnost vezikul s velikosti mensi jak 10 nm. Nicméné tyto vzniklé systémy mély zanedbatelny vliv
na stabilitu systému. Pfi zvySovani koncentrace DXDAB by tak mohla stabilita systému stoupat. Dale
byl sledovan zeta potencial, ktery v zavislosti na koncentraci DXDAB ztstaval konstantni na hodnoté
priblizné 55 mV. Ze ziskanych hodnot je tedy patrné, Ze vzajemné elektrostatické odpuzovani vezikul
neni hlavnim faktorem pro zlep$eni stability vezikul. Dale bylo zjisténo, Ze systémy obsahujici DHDAB
a DODAB pfi koncentraci Xpyp,p > 0,3 vykazuji také vysokou stabilitu. Tyto systémy se vyznacuji
delsim uhlovodikovym fetézcem, proto lze fict, Ze stabilita vezikul déle zavisi na délce uhlovodikového
fetézce [30].

Studie An-Tsung Kuo a kol. zkoumala vliv cholesterolu na kladné nabité kataniontové vezikuly.
Jako TPA zde byl opét pouzit systém HTMA-DS jako v piedchozim ptipadé a jako dvou-fetézcovy
tenzid DTDAB. Se zvySujicim ptidavkem cholesterolu se zvySovala hodnota zeta potencialu. Toto
zjisténi poukazuje na to, ze s pfidavkem cholesterolu se zvySuje elektrostatické odpuzovani vezikul, coz
naznacuje jejich zvysenou stabilitu. Kromé koncentrace cholesterolu byl také sledovan vliv poméru
koncentraci IPA/DTDAB (konktrétné 5/5, 7/3 a 9/1). Zde bylo zjisténo, Ze se zvySujici se koncentraci
DTDAB se podobné jako u cholesterolu, zvysSuje hodnota zeta potencidlu. Z nasledujici tabulky
(Tabulka 1) je patrné, Ze systém je nejstabilnéjsi pii koncentraci cholesterolu X_;,,; = 0,43 pii poméru
koncentraci IPA/DTDAB 9/1, resp. 7/3. Naopak nejmén¢ stabilni systém je pii poméru IPA/DTDAB
1/9 pti koncentraci cholesterolu X_;,; = 0,10 resp. 0,20 [14].
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Tabulka 1: Hodnoty primeérné velikosti, polydisperzniho indexu, zeta potencialu a doby stability v zavislosti na
poméru koncentraci IPA/DTDAB a na koncentraci cholesterolu [14].

VezikularnisystémsriznouX,, Primérnavelikost[nm] Polydisperzniindex Zetapotencidl[mV] Doba stability [den]

IPA/DTDAB =91

0 & & 44 0

0.10 60+5 0239+ 0.015 472 241
030 80+15 0252 +0.032 56+ 1 42
043 105+8 0277 +0.010 60+2 ~270
IPA/DTDAB =73

0 9146 0.096 + 0.001 49+3 2046
0.10 6245 0.115+0.001 5241 95+49
030 60+2 0.192 +0.039 5141 147 + 47
043 8245 0.215+0.019 66+2 ~270
IPA/DTDAB = 5/5

0 114+ 10 0.121 +0.001 45+1 96+22
0.10 78+13 0.124 +0.001 5241 94.+40
030 5842 0.158 +0.014 53+1 411
043 78+11 0223 +0.019 7546 167 +37

3.2 Studium fosfolipidovych vezikul pomoci fluorescen¢nich technik

Ewa K. Krasnowska a kol. studovali fluorescenéni spektra Prodanu a Laurdanu v zavislosti na rtiznych
stavech membrany. Jako fosfolipidy byly vybrany DPPC jako gelovy stav membrany a fosfolipidy
DLPC jako tekuty stav membrany. Dale bylo pouZito ekvimolarni mnozstvi obou fosfolipidi. Diky
rozdilné délce uhlovodikovych fetézcti obou sond a jejich rizné afinité k membrang, jsou lokalizovany
Vv riznych mistech membrany a mohou se tak lisit svymi fluorescenénimi vlastnostmi. Nejprve byly
sledovany excita¢ni a emisni GP spektra Prodanu i Laurdanu (Obrazek 14).

PRODAN LAURDAN
excitace emise excitace emise
0.6 0.0 0.65 0.3
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Obrazek 14: Emisni a excitacni GP spektra pri 25 °C pro Prodan a Laurdan [23].

U tekuté krystalické faze (DLPC) ukazaly jak excita¢ni, tak emisni GP spektra Prodanu velmi
podobnou zavislost na vinové délce jak u Laurdanu. Hodnoty GP tedy klesaly se zvysujici se excitacni
vlnovou délkou a zvySovaly s emisni vinovou délkou. U gelové faze (DPPC) se jiz spektra pro obé
sondy lisila. U excitacniho spektra Prodanu hodnoty GP nejprve rostly se zvysujici se vinovou délkou
a nasledné klesaly. U emisniho spektra nebyla pozorovana zadna primérné zévislost na vlnové délce.
Pii koexistenci obou fazi DLPC-DPPC (mix) ukazala obé Prodanova spektra velmi podobnou zavislost
jako u DLPC. Tyto zjisténi naznacuji, ze pti rozdéleni sondy mezi dvé prostiedi by Prodan preferoval
tekutou fazi pred gelovou.
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Dale byla vypoétena polarizace fluorescence Prodanu pomoci emisnich spekter, a to v DPPC
anasledné ve vodé. Ze ziskanych dat, které mtizeme vidét na Obrazku 15 je patrné, ze Se zvysujici
se emisni vlnovou délkou klesd hodnota polarizace. U systému DPPC po dosaZzeni vinovych délek
vétsich jak 470 nm nastava prudky pokles polarizace a hodnoty se zadinaji pfiblizovat hodnotam
polarizace naméfenych ve vode.

0.4
DPPC

03}
S
§ 02
]
=
n?‘ 0-1 1 \ﬁo—'ﬁ-‘.“‘

H20

0'910 430 450 470 490 510 530 550

VInovadélka [nm]

Obrdazek 15: Polarizacni spektrum emise Prodanu ve vezikuldch a ve vodé pii teploté 10 °C [23].

Pro ziskani emise fluorescence Prodanu ve vodé a GP hodnot v membrané byla vyuzita metoda tii
vinové generalizované polarizace (3wGP). Pro méfeni intenzity emise byly vybrany téi vinové délky
tak, aby se co nejvice maximalizovalo oddéleni pfispévku emise z riznych prostiedi. Emisni spektra
Prodanu v riznych fazich mizeme vidét v nasledujicim grafu (Obrazek 16). Vybrané vinové délky tedy
byly nasledujici: 7;=420 nm, /,=480 nm a /3 = 530 nm.

420 480 530

" Gel (DPPD)

® Tekuta krystalicka faze
(DLPC)

A Mix (DLPC-DPPC)
O Voda

Intenzita (normalizovana) [-]
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Obrdzek 16: Normalizovand emisni spektra Prodanu pro rizné faze [23].
Pro vypocet 3wGP zde byl vyuzit nasledujici vzorec:

Rir-1 3.1)

3wGP = :
W Ro+1
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kde

a kde

(3.2)

(3.3)

(3.4)

Nasledné byly porovnany excitacni spektra Prodanu z 2wGP a 3wWGP pro rizné faze (Obrazek 17).
Pro viechny vzorky bylo méfeni provedeno pii 25 °C. Zadny zasadni rozdil neni pozorovany pro faze
tekutého krystalu (DLPC) ani pro koexistenci dvou fazi (DLPC-DPPC) pti porovnani hodnot z 2wGP
a 3wGP. Naopak u gelové faze (DPPC) je rozdil jiz patrny. U 3wGP je pozorovano linearni chovani
Vv zavislosti na vinové délce oproti 2wGP.
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Obrazek 17: Excitacni spektra Prodanu pro 2wGP a 3wGP pro rizné fdaze [23].

--- 2wGP
DLPC:DPPC=111 —  3wGP

Pro potvrzeni toho, Ze se Prodan rozd€luje vice mezi tekutou fazi nez gelovou, byl vypocitan

rozdélovaci koeficient (Cp) pro jednotlivé faze. Hodnoty mizeme vidét v Tabulce 2.

Tabulka 2: Rozdélovaci koeficient pro jednotlivé faze [23].

Fiize Cp [101]

DPPC 14

DLPC 505
DLPC-DPPC (1:1) 221

Z tabulky je patrné, Ze rozdéleni Prodanu mezi DLPC a vodu je asi 36krat vétsi nez jeho rozdéleni mezi
DPPC a vodu, coz tedy potvrzuje piedchozi vysledky [23].

Dalsi studie Ewa K. Krasnowska a kol. se zabyvali studiem vlastnosti membrany obsahujici
cholesterol pomoci fluorescence. Jako fluorescenéni sonda byl vyuzit Prodan. Ten se, jak jiz bylo
dokézano v predchozi studii, diky své struktufe nenachazi pouze v membrané, ale ¢astecné se rozdeluje
i do vodného prostiedi. Diky tomu byla ke studii vybrana metoda tfi vinové generalizované polarizace
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(3wGP), ktera umoziuje rozliseni spekter pro ob¢ prostfedi. Pro tuto metodu byly opét vybrany tii
vlnové délky jako v ptredchozim ptipadé, tedy [;=420 nm, /,= 480 nm, /3=530 nm, Ve kterych byla
meéfena intenzita fluorescence. Fosfolipidové vezikuly byly trojiho typu, opét stejné jako v piedchozi
studii. Prvni tedy byly sloZzeny pouze z DLPC, druhé z DPPC atfeti byly slozeny smichanim
ekvimolarniho mnozstvi dvou piedchozich. Ze vSech systéma byly ziskany emisni spektra jak
v pfitomnosti cholesterolu, tak pti absenci. Bylo zjiSténo, zZe v systému obsahujici DPPC jiz pfi
ptitomnosti 1 mol. % cholesterolu, se emise v ¢ervené oblasti vyrazné snizila a pti 3 mol. % jiz byla
sotva detekovatelna. U systému, které obsahovaly vice jak 3 mol. % cholesterolu, jiz detekce
prodanovych molekul ve vodé nebyla vibec zjistitelna. Pii porovnani dat z 2wGP s daty z 3wGP byly
zjistény znaéné rozdily pti koncentraci cholesterolu od 0 do 3 mol. %.

3wGP 10.4

o N

0.6 T ) 0.3

%
0.5 2wWGP 10.2 E
> l M >
03 —"30 20 30 a0 50 °%°

Cholesterol mol.%

Obrdazek 18: Hodnoty 2wGP a 3wGP v zavislosti na koncentraci cholesterolu [27].

Z grafu je patrné (Obrazek 18), ze hodnoty pro 2wGP se rapidné zvysily pii koncentraci cholesterolu
0 az 3 mol %, naopak hodnoty pro 3wGP zustavaly konstantni. Nad koncentraci 3 mol. % cholesterolu
jiz byly hodnoty pro obé metody konstantni, nicméné hodnoty 2wGP ziistavaly niz$i jak pro 3wGP.
Tyto data naznacuji, Ze i pii vice jak 3 mol. % cholesterolu jsou stale Prodanové molekuly piitomny

ve vodném prostiedi, a tedy nutnost vyuziti metody 3wGP pro studium fluorescence Prodanové sondy
[27].
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Chemikalie

Dodecylsiran sodny

M,,=288,38 g/mol, CAS: 151-21-3, Sigma Aldrich
Hexadecyltrimethylamonium bromid

M,,=364,45 g/mol, CAS: 57-09-0, Sigma Aldrich
Dimethyldioctadecylamonium chlorid

M,,=686,50 g/mol, CAS: 107-64-2, Sigma Aldrich
Cholesterol

M,,=386,65 g/mol, CAS: 57-88-5, Sigma Aldrich
Chloroform

M,,=119,38 g/mol, CAS: 67-66-3, Sigma Aldrich
Aceton

M,,=58,08 g/mol, CAS: 67-64-1, Sigma Aldrich
Prodan

M,,=227,30 g/mol, CAS: 70504-01-7, Sigma Aldrich
Laurdan

M,,=353,54 g/mol, CAS: 74515-25-6, Sigma Aldrich
Deionizovana voda

Systém ELGA

4.2 Shrnuti cili prace

Tato prace navazuje na mezinarodni projekt GACR 19-14024J s National Cheng Kung University na
Taiwanu. Cilem prace bylo sledovat hydratacni obal kladné nabitych vezikularnich systémd, a tedy
zjistit mnozstvi molekul vody v okoli pfi riznych stavech membrany. Ke studiu systémi byly vybrany
celkem tfi rizné koncentrace cholesterolu, a to 20, 40 a 60 mol. %. Studium bylo provedeno pomoci
meéteni emise fluorescence V zévislosti na rostouci teploté. Jako fluorescencni sondy byly vybrany
Laurdan a Prodan. Ob¢ sondy maji velmi podobnou stavbu molekuly s tim rozdilem, ze sonda Laurdan
ma delsi uhlovodikovy fetézec, jak Prodan. Diky tomuto uspofadani se Laurdan za¢lefiuje do membrany
mnohem hloubéji, oproti Prodanu, ktery zlistava vice na povrchu. Jako vyhodnocovaci metoda byla
vybrana metoda generalizované polarizace. Pro Laurdan byla postacujici metoda dvou vlnové GP, ktera
zahrnuje ptispévky pouze z membranového prostiedi. Pro Prodan, ktery vykazuje fluorescenci jak
vV membranovém, tak i ve vodném prostiedi jiz muselo dojit k modifikaci této metody, aby byl zahrnut
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i ptispeévek z vodného prostiedi. Proto pro vypocet Prodanu byla vyuzita metoda tii vinové GP. Pro
méfeni byla vyuzita spektrofluorimetrie. Zavérem prace je porovnani obou sond Laurdanu a Prodanu.

4.3 Pouzité metody

4.3.1 Priprava IPA

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky tenzidi CTAB a SDS. Roztoky byly pfipraveny navazenim
ptislusného mnozstvi tak, aby vysledny objem ¢inil 500 ml a vysledna koncentrace 20 mM. Takto
ptipravené roztoky se nechaly michat po dobu 24 hodin. Nasledné byly roztoky tenzidt smichany
v poméru 1:1 a opét michany po dobu dalSich 24 hodin pfi teploté 30 °C. Po ukonceni michani byla
vznikla srazenina centrifugovana po dobu 10 minut pfi 3500 ot/min a nasledné filtrovana za snizeného
tlaku ptes Biichnerovu nalevku. Vznikly prasek IPA v podobé filtracniho koldce byl dan do susarny
asuSen po dobu 3dni pii teplot¢ 50 °C. Takto piipraveny prasek IPA byl ponechan v suché
zaparafilmované vialce.

4.3.2 Pripava cIPA + cholesterol

Nejprve byly ptipraveny zasobni roztoky IPA v chloroformu a DODAC v chloroformu. Z piipravenych
roztokii se odpipetoval takovy objem, aby bylo dodrzeno jejich smichani v pozadovaném pomeéru,
tj. 9:1. Nasledné bylo do suché pyrexky navazeno takové mnozstvi cholesterolu, aby vysledny roztok
obsahoval 20, 40 a 60 mol. % cholesterolu. K nému byl ptidan objem zasobniho roztoku IPA a DODAC
v pozadovaném poméru. Takto pfipraveny chloroformovy roztok byl zvortexovan a nasledné k nému
byly ptidany sklenéné kulicky. Poté bylo v§e opét zvortexovano a chloroformova faze se nechala odpafit
do druhého dne. V pribéhu dochazelo k promichani. Po odpateni chloroformové faze doslo k vytvoreni
tenkého filmu na kulickach, ktery byl rehydratovan 60 ml deionizované vody. Nasledné bylo vse opét
zvortexovano a poté sonifikovano ty¢ovym dispergatorem pii 50 % amplitudé do dosaZzeni pozadované
energie 25 kJ.

4.3.3 Priprava vzorki na solubilizaci

Ihned po sonifikaci byly nejprve pfipraveny vzorky pro méfeni emise Prodanu a Laurdanu
ve vezikulach. Do dvou suchych vialek bylo napipetovano vzdy po 4 ml pfipravenych cIPA
s pozadovanou koncentraci cholesterolu. Nasledné se ke vzorkiim ptidaly fluorescencéni sondy.
Do prvni vialky byla pfidana fluorescenéni sonda Laurdan (v acetonu), do druhé Prodan (v acetonu).
Objem sondy byl vypo&ten tak, aby vysledna koncentrace sondy ¢inila 10 M a vysledny objem vzorku
byl 4 ml. VSechny vzorky byly pfipraveny timto zptisobem celkem tiikrat. Ptipravené vzorky
se zaviCkovaly a nechaly zvortexovat. Poté bylo vicko odstranéno a vzorky se nechaly stat po dobu
5 minut, aby doslo k odpafeni acetonu. Po ub&éhnuti 5 minut se vzorky opét zavickovaly a byly dany
do susarny, kde byly ponechany po dobu 24 hodin pi#i teploté 25 °C za soucasného tiepani.

Nasledné byly pfipraveny vzorky pro méfeni emise Prodanu ve vodé obdobnym zptsobem. Do vialek
byly napipetovany 4 ml deionizované vody misto cIPA s cholesterolem. Nasledné byla opét pridana
fluorescen¢ni sonda Prodan a dale jiz byl postup stejny jako v pfedchozim ptipadé s tim rozdilem,
ze takto ptipravené vzorky jiz nemusely byt ponechany v susarné, ale byly dany pouze do digestote, kde
byly opét ponechany po dobu 24 hodin za sou¢asného tfepani. | zde byly vzorky pfipraveny celkem
trikrat.

4.3.4 Spektrofluorimetrie

Vsechny pfipravené vzorky byly nasledné proméfeny na spektrofluorimetru Edinburgh Instruments
FS5. Vzorky obsahujici 20 a 60 mol. % cholesterolu byly pied samotnym méfenim sonifikovany
ve vodni lazni pfi teploté 70 °C do odkaleni. Vzorky obsahujici 40 mol. % cholesterolu nemusely byt
sonifikaci podrobeny. Odkalené vzorky byly nasledné dany do kfemenné kyvety a umistény do mérné
cely spektrofluorimetru. Jako mérna cela byla pouzita SC-25 pro teplotni skeny. Zdrojem zafeni zde
byla vyuzita xenonova lampa. Nasledné byly pomoci programu Fluoracle zméteny emisni spektra pro
teplotu v rozmezi 10 az 80 °C. Pro méfeni Laurdanu byla nastavena maximalni excita¢ni vinova délka
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na 350 nm a maximalni emisni vlnova délka 480 nm. Sken byl proveden v rozmezi vinovych délek 400
az 550 nm. Pro méfeni Prodanu ve vezikulach byla nastavena maximalni excita¢ni vlnova délka
na hodnotu 380 nm a maximalni emisni vlnova délka na 430 nm a sken byl proveden v rozmezi 400 az
600 nm. Poslednim méfenim byl Prodan ve vodé. Zde byla nastavena maximalni excita¢ni délka 380 nm
a maximalni emisni vinova délka 520 nm. Sken byl jako v pifedchozim pfipadé proveden v rozmezi
vlnovych délek 400 az 600 nm. Pro vSechny méfeni byla volena Siika Stérbin tak, aby intenzita
fluorescence byla optimalni. Po celou dobu méteni byly vSechny vzorky promichavany.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Priprava IPA

Roztoky tenzidi CTAB a SDS byly po ponechani 24 hodin za soucasného michani ¢iré. Po jejich
nasledném smichani se objevil bily zakal, ktery se po dal§im michani po dobu 24 hodin proménil v bilou
srazeninu. Vznikla sraZenina byla po centrifugaci a nasledné filtraci ponechana v susarné po dobu 3 dni
a nasledné byla zvazena. Vytézek prasku IPA ¢inil 2,1008 g.

5.2 Priprava cIPA + cholesterol

Po odpafeni chloroformové faze a porehydrataci, byly vSechny vzorky zakaleny. Nasledovala
sonifikace pomoci ty¢ového dispergatoru pii 50 % amplitudé (model HD 3 200, Bandelin Electronic
GmbH & Co. KG). Po dosaZeni pozadované energie 25 kJ byly vzorky obsahujici 20 a 40 mol. %
cholesterolu jiz bez zakalu a vykazovaly opalescenci. Vzorky obsahujici 60 mol. % cholesterolu byly
i po sonifikaci stale mirn¢ zakaleny. Po pfidani ptislusné fluorescencni sondy a po ponechani vzorki
v susarné po dobu 24 hodin za sou¢asného michani byly vzorky obsahujici 20 a 60 mol. % cholesterolu
opét zakaleny a byly nasledné opét podrobeny sonifikaci ve vodni lazni. U vzorku obsahujiciho
20 mol. % cholesterolu doslo opét k téméf tplnému vymizeni zakalu (Obrazek 19), nicméné u vzorku
obsahujici 60 mol. % cholesterolu zakal opét zcela nevymizel. U vzorkd obsahujicich 40 mol. %
cholesterolu se ani po 24 hodinach zakal neobjevil (Obrazek 20).

e - — -
Obrazek 19: Vzorky Prodanu obsahujici 20 mol. % cholesterol. Vievo pred sonifikaci pomoci vodni lazné, vpravo
po sonifikaci.

Obrdazek 20:Vzorky Prodanu obsahujici 40 mol.% cholesterolu po 24 hodinach od sonifikace pomoci ty¢ového
dispergatoru.
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Vzorky pfipravené smichdnim deionizované vody a fluorescen¢ni sondy Prodan byly zcela ¢iré. Ukazky
vzorkt obsahujici Prodan s 60 mol. % cholesterolu a Prodan v deionizované vodé jsou uvedeny
v kapitole 9.1 v Priloze.

5.3 Emisni spektra a intenzita fluorescence

U vSech vzorklli byla proméfena emisni spektra v zavislosti na teploté. Teplotni rozsah méfeni byl
od 10 do 80 °C. U vzorku, které obsahovaly fluorescenéni sondu jak Laurdan, tak Prodan ve vezikulach,
dochazelo s rostouci teplotou k posunu spekter k delsim vinovym délkam. Naopak u vzorku obsahujici
fluorescencni sondu Prodan v deionizované se spektrum s rostouci teplotou neposouvalo k delsim ani
krat$im vlnovym délkam ale zlistavalo stejné, pouze se ménila intenzita. Ukazky emisnich spekter pro
vzorky obsahujici 40 mol. % cholesterolu a Prodan v deionizované vodé jsou uvedeny v kapitole
9.2 v Piiloze.

Dale byla sledovana intenzita fluorescence. Hodnoty intenzit byly vypocteny jako suma intenzit v§ech
vlnovych délek pro danou teplotu. Tyto hodnoty byly nasledné vyneseny do grafii jako zavislost
intenzity fluorescence na teploté. U vSech vzorkt dochazelo s rostouci teplotou k poklesu intenzity.

Nejdtive byly porovnany intenzity u vzorka obsahujici 40 mol. % cholesterolu. Na nasledujicim grafu
(Obrazek 21) mizeme vidét zavislost intenzity fluorescence na teploté pro systém obsahujici Prodan
se 40 mol. % cholesterolu, Laurdan se 40 mol. % cholesterolu a systém Prodan v deionizované vodé.
Z grafu je patrné, Ze intenzita pro systém obsahujici Laurdan je vyrazné vyssi, jak u systému obsahujici
Prodan. U dvou systémi obsahujici Prodan, tedy Prodan ve vezikulach a Prodan v deionizované vodé
jsou hodnoty intenzity srovnatelné. Intenzita Prodanu ve vod¢ je o néco mensi, jak intenzita Prodanu
ve vezikulach obsahujicich 40 mol. % cholesterolu. Priabéh poklesu intenzity systémi obsahujici
fluorescencni sondu ve vezikuldch vytvaii S-kiivku. Naopak systém Prodanu ve vodé vytvari
exponencialni zavislost.

—>— Prodan ve vezikulach
45E+07 T
—>— Laurdan ve vezikulach
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Obrazek 21: Zavislost intenzity fluorescence na teploté u riiznych systémii pro obsah cholesterolu 40 mol. %
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Nasledujici graf (Obrazek 22) porovnava systémy s Prodanem a Laudanem se 60 mol. %
cholesterolu a dale systém Prodan v deionizované vodé. Chovani vy$e zminénych systému je velmi
podobné, jako u systému obsahujici 40 mol. % cholesterolu. Nejvyssich hodnot intenzity tedy dosahuje
systém obsahujici Laurdan. Pfi porovnani intenzit systému Prodan ve vezikulach s 60 mol. %
cholesterolu a Prodan v deionizované vod¢ dosahuje tentokrat o néco vétSich intenzit systém
s Prodanem ve vodé. Pokles intenzit vytvari opét S-kiivku u systémut S fluorescenéni sondou
ve vezikulach. Se zvySenim obsahu cholesterolu na 60 mol. %, doslo k poklesu hodnot intenzity oproti
systému se 40 mol. %.

3,5E+07 T —>— Prodan ve vezikulach
—>— Laurdan ve vezikulach
3,0E+07 I —>¢— Prodan ve vodé
2 5E+07 +
2,0E+07
156407 1
1,0E+07 |
5,0E+06 1
00E+00 e e ey
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

T [°C]
Obrazek 22: Zavislost intenzity fluorescence na teploté u riiznych systémii pro obsah cholesterolu 60 mol. %

Nejmensich hodnot intenzit dosahovaly systémy s 20 mol. % cholesterolu (Obrazek 23). Pro kazdy
systém (Prodan s 20 mol % cholesterolu, Laurdan s 20 mol. %) byly vzdy provedeny tii stejna méfeni.
Z Obrazku 23 je patrné, Ze pro kazdé méteni, jednoho a toho samého systému, vychazely tfi rizné
intenzity. Proto nemohlo dojit kjejich zprimérovani, jako v pfipadech systémid se 40
a 60 mol. % cholesterolu. Odchylky méteni pro systémy Prodan s 20 mol. % cholesterolu a Laurdan
s 20 mol. % cholesterolu jsou tedy pfili§ vysoké. Divodem velkého rozptylu hodnot intenzit muze byt
fakt, ze systémy obsahujici 20 mol. % cholesterolu, jsou pomérné nestabilni. Proto se v systému mohou
nachazet vezikuly o nestejnych rozmérech a pfi nasledném meéfteni intenzity tak mize dojit k naméteni
rozdilnych intenzit. Nicméné i tak je patrné, ze i zde dochazi k poklesu intenzity s rostouci teplotou.
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Obrazek 23: Zavislost intenzity na teploté u systémii obsahujici fluorescencni sondu Prodan a Laurdan se
20 mol. % cholesterolu a systém Prodan v deionizované vodé.

Pfi porovnani dvou systému obsahujici Prodan, tedy Prodan ve vezikulach obsahujicich 20 mol. %
cholesterolu a Prodan v deionizované vodg, je intenzita Prodanu ve vodé vyssi, zejména pii nizsich
teplotach. S rostouci teplotou dochézi k vyrovnani intenzit.

Intenzita fluorescence vzorku obsahujici Prodan byla vyrazné niZsi, jak u vzorkt obsahujici Laurdan
pii vSech koncentracich cholesterolu. Divodem nizsi intenzity Prodanu v porovnani s Laurdanem je to,
ze se Prodan vyskytuje i ve vodném prostiedi, které samotnou intenzitu fluorescence snizuje.

Hodnoty intenzit systému obsahujici Prodan v deionizované vod¢, jsou nizsi, jak vSechny systémy
obsahujici Laurdan, zaroven jsouale vyS$$i, jak systémy obsahujici Prodan s20 a 60 mol. %
cholesterolu.

Porovnani intenzity vSech vySe zminénych systému v zavislosti na teploté najdeme v nasledujicim
grafu (Obrazek 24).
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Obrazek 24: Graf zavislosti intenzity na teploté pro jednotlivé systémy. Kiizky — Prodan, kosoctverce — Laurdan.
Cervend — 20 mol. % cholesterolu, tmavé modrd — 40 mol. % cholesterolu, fialova — 60 mol. % cholesterolu,
zelend — Prodan ve vode.

5.4 Generalizovana polarizace

5.4.1 Generalizovana polarizace Laurdanu
Ke sledovani fazového piechodu membrany a zjisténi polarity v okoli sondy, atedy i ke zjisténi
mnozstvi molekul vody v membrang, byla vyuzita metoda generalizované polarizace. Pro Laurdan byla
vybrana metoda dvou vinové GP (2wGP). K vypoctu byl pouzit vzorec (2.2). Intenzity byly vybrany pfi
vlnovych délkach 7,=440 nm, jako intenzita pfi maximdlni emisni vinové délce ve stavu gelu, tedy
V pevném stavu a /;=490 nm jako intenzita pfi maximalni emisni vinové délce v kapalném stavu.
Nejprve byl pozorovan systém obsahujici 20 mol. % cholesterolu. Pfi niz$ich teplotach je hodnota
2wGP nejvyssi, coz naznaCuje nizky obsah molekul vody v okoli sondy. Membrana se v této fazi
nachazi v pevném uspoiadaném stavu a molekuly vody tak nemohou snadno pronikat do membrany.
S rostouci teplotou se hodnoty 2wGP snizuji, ¢imZ dochazi ke zvySovani poctu molekul vody v okoli
sondy a membrana tak postupné piechazi do kapalného neuspotfadaného stavu. V rozmezi teplot
od 25 do 50 °C kfivka klesd mnohem strméji, coz naznacuje fazovy piechod. V tomto stavu se zacina
vytvaret kapalna neusporadana faze, avSak pevna usporadana faze jeste také zcela nevymizela.
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Obrazek 25: Graf zavislosti 2wGP Laurdanu na teploté pro systémy obsahujici 20, 40 a 60 mol. % cholesterolu.

Dale byl sledovan systém obsahujici 40 mol. % cholesterolu. Zde, stejné jako v pfedchozim ptipadé,
jsou pii nizkych teplotach hodnoty 2wGP vysoké, coz opét znaci pevny uspofadany stav membrany
a maly obsah molekul vody okolo sondy. S rostouci teplotou hodnoty 2wGP opét klesaji, ¢im dochazi
k vytvaieni kapalné neuspotradané faze a zvyseni obsahu molekul vody v membrang.

Oproti sytému obsahujici 20 mol. % cholesterolu, zde doslo ze zvétSeni teplotniho intervalu fazového
prechodu. Zaroven v oblasti nizsich teplot, tedy ve stavu, kdy se membrana nachazi v pevné fazi, doslo
k poklesu hodnot 2wGP. Naproti tomu u vysSich teplot, a tedy v kapalném stavu membrany doslo
naopak ke zvyseni hodnot 2wGP.

U posledniho sytému, a tedy systému obsahujici 60 mol. % cholesterolu, byl pozorovan obdobny
prubéh jako v piedchozim piipadé, kdy s rostouci teplotou opét klesaly hodnoty 2wGP, a tedy dochazelo
k zvySovani obsahu molekul vody v membrané. U systému obsahujici 60 mol. % cholesterolu, doslo
k jesté vétsimu zvétSeni teplotniho intervalu fazového pirechodu. Zaroven v oblasti vysokych teplot
doslo opét k dal§imu zvyseni hodnot 2wGP, naproti tomu v oblasti nizkych teplot doslo k nepatrnému
zvyseni 2wGP.

Vsechny systémy (Laurdan s 20, 40 a60 mol. % cholesterolu) byly prolozeny pomoci Ctyf
parametrového Boltzmannova sigmoidniho modelu. Pro vypocet modelu byla vyuzita nasledujici
rovnice:

_ max - min . (5.1)
Y T T aeax M,

kde max a min urcuje Y soufadnice pfislusné plochy, Xo ur€uje X soufadnici inflexniho bodu a dx znaci
sklon odpovidajici zavislosti [31].

Zavislost 2wGP na teploté vSech vyse zminénych systém mizeme vidét na Obrazku 25 a vypoctené
hodnoty 2wGP Laurdanu taktéz pro systémy obsahujici 20, 40 a 60 mol. % jsou k dispozici v kapitole
9.3.1v Priloze.

54.2 Generalizovana polarizace Prodanu
Dale byl sledovan systém obsahujici fluorescencni sondu Prodan. Laurdan mé oproti Prodanu delsi
uhlovodikovy fetézec, ktery se zaclefiuje do membranové ¢asti. Proto k jeho méfeni postauje metoda
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dvou vinové GP, kdy se berou intenzity pouze z membranového prostiedi. Naproti tomu Prodan, ktery
ma uhlovodikovy fetézec kratsi, setak vyskytuje jak v membranovém prostiedi, tak iV prostiedi
vodném. Proto zde jiz nebude metoda 2wGP, ktera zahrnuje pouze ptispévky z membranového prostiedi
stacit, ale vyuZije se metoda tii vinové GP (3wWGP), ktera umoziiuje zahrnuti piispévkul intenzit pravé
Z vodného prostiedi.

V kapitole 3.2 je uvedena studie Ewa K. Krasnowska a kol., kde pro vypocet 3wGP byly vybrany tfi
vinové délky, ato /;=440 nm jakozto intenzita pii maximalni emisni vinové délce v pevném stavu,
1,=480 nm jako intenzita pii maximalni emisni vinové délce ve stavu kapalném a /3=530 nm jakozto
maximalni emisni vlnova délka pro systém Prodan v deionizované vodé. S vyuzitim téchto vinovych
délek byly nasledné vypocteny hodnoty 3wGP pomoci rovnic (3.1) az (3.4). Pro rovnici (3.3) byla
ve studii Ewa K. Krasnowska a kol. vypoctena konstanta ks, pro vSechny systémy stejna s fixni
hodnotou k3, =2,8 [23]. Pfi aplikaci rovnic (3.1) az (3.4) na nami pfipravené systémy, konstanta ks,

nezustavala konstantni, ale s rostouci teplotou klesala (Tabulka 3).

Tabulka 3: Vypoctené hodnoty konstanty ksp pro jednotlivé teploty.

T [°C] ka2
0 470 + 0,03
15 [441 + 0,01
20 4,301 + 0,006
25 | 4,09 + 003
30 |384 + 0,03
35 372 + 0,03
40 |355 + 0,05
45 333 + 0,02
50 |320 £ 0,04
55 | 305 + 0,02
60 |28 + 0,04
65 |280 + 0,03
70 | 265 + 0,02
75 |2,515 + 0,006
80 |246 + 0,03

Proto musela byt rovnice (3.1) modifikovana do nasledujici podoby:

3wGP= ([M‘W’_ Wp440. IWR) ) (1M480_ WP480' IWR) (5.2)
(IM44()_ WP44()' 1 WR) + (IM48()_ WP48()' 1 WR)

kde Iy, aly,, jsOU intenzity z membranového prostfedi pro vlnové délky 440 nm a 480 nm,

w,

Pago

a WP480 jsou vodni parametry pro vinové délky 440 nm a 480 nm z vodného prostiedi a lwr je tzv.

vodni reference pro vinovou délku 580 nm z membranového prostiedi.

Pro vypocet vodnich parametri plati:

_ m (5.3
Pao 1 Wsso ,
popt.
_ Wiy (5.4)
Paso 1 W58(),
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kde Iy, Iy,ga Iy, jsou intenzity pfi vinovych délkach 440, 480 a 580 nm z vodného prostiedi.

Kromé modifikace rovnice pro vypocet 3wGP byla také misto vinové délky 530 nm jakozto
maximalni emisni vinové délky pro systém Prodan v deionizované vodg, ktera byla vyuzita ve studii
Ewa K. Krasnowska a kol., vybrana vinova délka 580 nm. Divodem posunuti této vinové délky je to,
ze pro odstranéni prispévku fluorescence z vodného prostiedi, a tedy zisk dat pouze z membrany,
je nutno vybrat takovou vinovou délku, pii které je intenzita fluorescence Prodanu ve vodé relativné
vysoka, zaroven ale neovlivituje, nebo ovliviiuje jen minimalng, piispévek fluorescence z membrany.
VInova délka 530 nm je sice hodnota, pfi které dosahuje systém obsahujici Prodan v deionizované vodé
nejvyssi intenzity, nicméné zasahuje i do prispévku fluorescence z membrany. Intenzita fluorescence
pti vlnové délce 580 nm ve vodé je sice 0 néco nizsi jak pii 530 nm, nicméné piispévek z membrany
zde zasahuje minimaln¢ (Obrazek 26).
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Obrazek 26: Graf normalizované intenzity fluorescence Prodanu na teploté. Cervend - maximum emise z pevného
uspordadaného stavu membradny, oranzovd - maximum emise z kapalného neusporadaného stavu membrany, modra
- maximum emise z vodného prostredi.

| zde byly zkoumany celkem 3 systémy s riznym obsahem cholesterolu, a to 20, 40 a 60 mol. %.
Nasledné byly vypocteny hodnoty 3wGP dle rovnic (5.2) az (5.4). Dle vypoétenych hodnot je patrné,
ze VSechny systémy obsahujici Prodan vykazuji velmi podobné chovani jako systémy s Laurdanem.
U vSech systéml zde dochazelo s rostouci teplotou k poklesu hodnot 3wGP. Zaroven se zvétSoval
teplotni interval fazového prechodu. (Obrazek 27).

Vsechny systémy (Prodan s 20, 40a 60 mol. % cholesterolu), byly opét prolozeny pomoci
Boltzmannova modelu vypocitaného dne rovnice (5.1).

Pfi nizkych teplotach jsou hodnoty 3wGP Prodanu pro vSechny koncentrace cholesterolu srovnatelné.
Srostouci teplotou se zvétSuje jejich rozdil. Dlivodem muze byt to, Ze pii nizkych teplotach, kdyz
se membrana nachazi ve stavu pevném usporadaném, se molekuly vody nemohou pfili§ pieorientovavat
a ménit tak svoji polohu. V této fazi tak, nema obsah cholesterolu na vodu v okoli membrany takovy
vliv. Naopak pfi vyssich teplotach, kdyz se membrana nachézi ve stavu kapalném neuspotfadaném, maji
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molekuly vody vétsi moznost se pohybovat, a proto ma v této oblasti cholesterol na vodu Vv okoli
membranu vetsi vliv.
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Obrazek 27: Zavislost 3SWGP na teploté u systému S ruznym obsahem cholesterolu.

Vypoétené hodnoty 3wGP Prodanu pro systémy obsahujici 20,40 a 60 mol. % jsou k dispozici
v kapitole 9.3.2 v Piiloze.

5.4.3 Porovnani generalizované polarizace Laurdanu a Prodanu

U vSech systémt obsahujicich jak fluorescen¢ni sondu Laurdan, tak fluorescenéni sondu
Prodan, dochazi se zvysujici teplotou k poklesu hodnoty GP. Membrana se tak v prib&hu méni ze stavu
pevného uspotfadaného, kdy se v okoli vyskytuje maly obsah molekul vody, do stavu kapalného
neuspotadaného, kdy se Vv okoli naopak vyskytuje molekul vody vice.

Stav ptechodu zpevné faze dokapalné se nazyva fazovy piechod. U vzorku s Laurdanem
a 20 mol. % cholesterolu byl interval fazového pfechodu piiblizné stejny, jako u systému obsahujici
Prodan s 20 mol. % cholesterolu. Obdobn¢ tomu bylo i u systému se 40 a 60 mol. %. s tim, Ze S rostouci
koncentraci cholesterolu dochazelo ke zvétsovani teplotniho intervalu fazového piechodu.

Dale byla sledovana oblast vysokych teplot, tedy stav, kdy se membrana nachazi v kapalné
neuspotadané fazi, v zavislosti na rostouci koncentraci cholesterolu. U systémti s Laurdanem dochazelo
V této oblasti s rostouci koncentraci cholesterolu k nartistu hodnot 2wGP. U systémil obsahujici Prodan
dochazelo s rostouci koncentraci cholesterolu také ke zvySovani hodnot 3wGP. AvSak u systémil
S Prodanem byl nartist hodnot 3wGP mnohem vyraznéjsi, jak u hodnot 2wGP Laudanu (Tabulka 4).

Hodnoty 3wGP u systému s Prodanem obsahujici 60 mol. % cholesterolu dokonce zutstaly i pfi
vysokych teplotach v kladné oblasti. Nejvétsich hodnot GP v kapalné neuspotfaddané oblasti tedy
dosahuji oba systémy pii koncentraci cholesterolu 60 mol. %, naopak nejmensich pti koncentraci
20 mol. % cholesterolu.
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Tabulka 4: Minimdlni hodnoty 2wGP Laurdanu a 3wGP Prodanu pro jednotlivé koncentrace cholesterolu.

Minimalni hodnoty GP
mol. % cholesterolu | Laurdan 2wGP Prodan 3wGP
20 -0,338 + 0,018 | -0,29 + 0,02
40 -0,280 + 0,008 | -0,015 + 0,011
60 -0,154 + 0,002 | 0,217 <+ 0,016

V oblasti nizkych teplot, tedy ve stavu pevném uspoiadaném, byl pribéh u obou sond opét shodny.
U sytému obsahujici Laurdan u vzorku se 40 mol. % cholesterolu doslo k poklesu hodnot 2wGP oproti
systétmu s 20 mol. %. U systému obsahujici 60 mol. % cholesterolu doslo poté k opétovnému
nepatrnému zvyseni. U vzorkt obsahujici Prodan byl pozorovan stejny priubéh. U systému s 40 mol. %
cholesterolu doslo tedy k poklesu 3wGP a pii zvyseni koncentrace cholesterolu na 60 mol. % se hodnoty

svvr

zmény u 2wGP.

Tabulka 5: Maximdalni hodnoty 2wGP Laurdanu a 3WGP Prodanu pro jednotlivé koncentrace cholesterolu.

Maximalni hodnoty GP
mol. % cholesterolu | Laurdan 2wGP Prodan 3wGP
20 0,467 + 0,011 [ 0,519 + 0,019
40 0,326 = 0,007 [ 0,504 + 0,004
60 0,3380 + 0,0016 | 0,5051 + 0,0006

Nejvétsich hodnot 2wGP i 3WGP v oblasti nizkych teplot dosahuji tedy obé& sondy pii koncentraci
cholesterolu 20 mol. %, nejnizsich naopak u systému obsahujici 40 mol. %.

Pfi porovnani systému 2wGP Laurdanu a 3wGP Prodanu (Obrazek 28) je patrné, ze oba systémy
vykazuji velmi podobné chovani. S rostouci teplotou klesaji jak hodnoty 2wGP Laurdanu, tak hodnoty
3wWGP Prodanu. Dochazi tedy ke zméné stavu membrany z pevného uspoiadaného na kapalny
neusporadany, a tim zaroven dochazi k nartstu obsahu vody v okoli sondy. Dale také dochazi s rostouci
koncentraci cholesterolu ke zvétSeni teplotniho intervalu fazového prechodu.
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Obrazek 28: Graf zavislosti 2wGP Laurdanu a 3wGP Prodanu na teploté pro ruzné koncentrace cholesterolu.
Kiizky — Laurdan , kosoctverce — Prodan, cervend — 20 mol. %, tmavé modrd — 40 mol. %, fialova 60 mol. %
cholesterolu.

Z ptedchoziho grafu (Obrazek 28) je patrné, Ze hodnoty 3wGP Prodanu jsou vzdy vyssi, jak hodnoty
2wWGP Laurdanu. Déle 1ze vidét, ze s rostouci koncentraci cholesterolu roste i rozdil mezi hodnotami GP
Laurdanu aProdanu (Obrazek 29). Nejmensi rozdil jetedy u systému obsahujici 20 mol. %
cholesterolu, nejvétsi naopak u 60 mol. %.

U systému obsahujici 20 mol. % cholesterolu dochazi nejprve k mirnému narustu rozdilu WGP
hodnot. Po dosazeni teploty 30 °C nasleduje pokles hodnot aodteploty 70°C dochazi jen
k velmi mirnému zvyseni. Nejvétsi rozdil hodnot wGP pro systém obsahujici 20 mol. % cholesterolu je
pti teploté 30 °C. Naopak nejmensich rozdili se dosahuje v oblasti vysokych teplot.
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Obrazek 29: Zavislost rozdilu wGP Prodan-Laurdan na teploté pro systémy obsahujici 20, 40 a 60 mol. %
cholesterolu.

Pro systém obsahujici 40 mol. % cholesterolu se pribéh mirné lisi. Nejprve dochazi opét k nartstu
rozdilu wGP az do teploty 45 °C. Od této teploty zacnou hodnoty naopak mirné klesat. U tohoto systému
je tedy nejvétsi rozdil pfi teploté 45 °C. Nadruhou stranu s nejmensim rozdilem se setkavame pfi
nizkych teplotach.

U posledniho systému, ktery obsahuje 60 mol. % cholesterolu se prubéh lisi od piedchozich dvou.
Zde dochazi k nartstu rozdilu v celém teplotnim rozsahu s vyjimkou intervalu teplot od 75 do 80 °C,
kdy dojde k mirnému poklesu. Zde tedy nejmensi rozdil WGP nastava v oblasti nizkych teplot. Naopak
nejvétsich rozdilt WGP se dosahuje pii vysokych teplotach.

Z namétenych dat je patrné, Ze s rostouci koncentraci cholesterolu se zvétSuje rozdil mezi 2wGP
Laurdanu a 3wGP Prodanu, a zaroven se maximalni rozdil posouva K vy$sim teplotam.

Tabulky maximalnich a minimalnich rozdild wGP Prodan-Laurdan pro systémy s riznou koncentraci
cholesterolu, mtizeme vidét v nasledujicich tabulkach (Tabulka 6) a (Tabulka 7).

Tabulka 6: Teploty, pri kterych se dosahuje nejvétsiho WGP Prodanu-Laurdan pro koncentrace cholesterolu 20,
40 a 60 mol. %.

Maximalni rozdil 2wGP Laurdanu
a 3WGP Prodanu

mol.% cholesterolu T [°C]
20 30
40 45
60 75
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Tabulka 7: Teploty, pri kterych se dosahuje nejmensiho rozdilu WGP Prodan-Laurdan pro koncentrace

cholesterolu 20, 40 a 60 mol.

Minimalni rozdil 2wGP Laurdanu
a 3WGP Prodanu

mol.% cholesterolu

T [°C]

20
40
60

70
10
10
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6 ZAVER

Tato bakalarska prace se zabyva studiem hydratacniho obalu kladné nabitych vezikularnich systémi.
Cilem prace bylo sledovat hydratacni obal a zjistit tak mnozstvi molekul vody v okoli pii riznych
stavech membrany. Déle také porovnani dvou vybranych fluorescen¢nich sond. Sledované systémy byly
slozeny ze dvou opacné nabitych tenzidl, ato zaporné nabitého SDS akladné nabitého CTAB.
Pro stabilizaci byl k systému pfidan i dvou-fetézcovy kladné nabity tenzid DODAC, ktery zapticinil
kladné nabiti vezikularnich systému, a cholesterol. Pro studium byly pouzity celkem tii rdzné
koncentrace cholesterolu, a to 20, 40 a 60 mol. %. Studium bylo provedeno mé&fenim emise fluorescence
v zavislosti na teploté, kde teplotni rozsah byl od 10 do 80 °C. Jako fluorescencni sondy byly vyuZzity
Laurdan aProdan. Laurdan, diky svému pomérné¢ dlouhému uhlovodikovému fetézci se nachazi
zejména v membranovém prostiedi, proto pro jeho vyhodnoceni postacuje metoda dvou vlnové
generalizované polarizace. Oproti tomu Prodan ma uhlovodikovy fetézec kratsi a diky tomu se rozdéluje
do dvou prostiedi. Do prostiedi membranového, stejné jako Laurdan, ale zaroven také do prostredi
vodného. Proto je nutno pro jeho vyhodnoceni vyuzit metodu ti'i vinové generalizované polarizace, ktera
umoziuje zahrnuti piispévkil jak z membranového prostiedi, tak prave i z vodného.

U vSech systémt dochazelo s rostouci teplotou k poklesu intenzity. Systémy obsahujici Laurdan
dosahovaly vyrazné vysSich intenzit, jak systémy obsahujici Prodan. Dtivodem je fakt, ze se Prodan,
oproti Laurdanu, vyskytuje ive vodném prostiedi, které samotnou intenzitu fluorescence sniZuje.
U systému s Prodanem dosahoval nejvétSich hodnot intenzit systém, obsahujici 40 mol. % cholesterolu,

Hodnoty dvou vlnové generalizované polarizace Laurdanu klesaly s teplotou pii vSech koncentracich
cholesterolu. Toto chovani naznacuje, Ze pfi nizkych teplotach se membrana nachazi ve stavu pevném
uspofadaném, kdy se v okoli membrany vyskytuje maly obsah molekul vody. S rostouci teplotou
pfechazi membrana do stavu kapalného neusporadaného, kdy se Vv okoli membrany zvysi i obsah
molekul vody. S rostouci koncentraci cholesterolu také dochazelo ke zvétSovani intervalu fazového
prechodu.

Pfi vypoctu hodnot 3wGP Prodanu dle studie Ewa K. Krasnowska a kol. [23] se nase vysledky
neshodovaly s vysledky vyse uvedené studie. Proto musela byt navrhnuta nova rovnice pro vypocet tii
vlnové generalizované polarizace Prodanu, ktera zahrnuje celkem tfi intenzity, dvé ztoho
z membranového prostredi (ve stavu pevném uspofadaném a ve stavu kapalném neuspoiadaném) a tieti
Z vodného prostiedi. Po vypoctu 3wGP Prodanu pro vSechny systémy s rtiznym obsahem cholesterolu
vykazovaly hodnoty 3wGP obdobné chovani jako u 2wGP Laurdanu. S rostouci teplotou tedy dochazelo
k poklesu hodnot 3wGP, a to pii vSech koncentracich cholesterolu. Tyto vysledky tedy opét naznacuji,
Ze pii nizkych teplotach, a tedy v pevném uspotadaném stavu membrany je vV okoli maly obsah molekul
vody a se zvysujici se teplotou a pfeménou membrany do stavu kapalného neuspotfadaného, se pocet
molekul vody zvySuje. Zaroven opét dochazelo ke zvétSovani teplotniho intervalu fazového prechodu.

Obé¢ sondy vykazuji velmi obdobné chovani pfi vSech koncentracich cholesterolu. Fluorescenéni
sonda Laurdan dosahuje tedy vyssich intenzit jak Prodan. Naopak porovnanim hodnot 2wGP Laurdanu
a 3wWGP Prodanu se doslo ke zjisténi, ze hodnoty 3wGP Prodanu dosahuji vyssich hodnot, jak 2wGP
Laurdanu. NejmenSich rozdild mezi generalizovanymi polarizacemi obou sond se dostdva
pti koncentraci cholesterolu 20 mol. % a naopak nejvétsich pii koncentraci 60 mol. %. S rostouci
koncentraci cholesterolu tedy dochazi ke zvétsovani rozdilu mezi 2wGP Laurdanu a 3wGP Prodanu.

Z namétenych dat tedy neni zcela patrnd piesna lokalizace Prodanu, respektive jeho podil
V membranové a vodné oblasti. Zménou koncentrace cholesterolu ziejmé nedochazi k vyraznym
zménam, které by poskytly vice informaci o Prodanovém rozde€leni. K této problematice tedy stale
existuje mnoho otazek, jejichz odpoveéd’ by mohla byt nalezena napiiklad vyuzitim TRES neboli ¢asové
rozlisenych emisnich spekter (z angl. Time resolved emission spectra). Dal§im fesenim by také mohlo
byt studium zmén poméru koncentraci IPA:DODAC, kdy by dochézelo ke zméné stability membrany.
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Poptipad€ navazanim polymeru nebo jinych latek na povrch vezikul. Piikladem takové polymeru mize
byt naptiklad hojn¢ vyuzivany hyaluronan.
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8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam pouzitych zkratek

PAL
SDS
CTAB
DODAC
CMC
IPA
clPA
SUV

GP
2wGP
3wGP
DTDAB
DHDAB
DODAB
DLS
DPPC
DLPC
TRES

povrchove aktivni latky

dodecylsiran sodny
hexadecyltrimethylamonium bromid
dimethyldioktadecylamonium chlorid
kritickd molarni koncentrace

iontovy amfifilni par

kladné nabité kataniontové vezikularni systémy
malé unilamelarni vezikuly
generalizovana polarizace

dvou vlnova generalizovana polarizace
tii vlnova generalizovana polarizace
ditetradecyldimethylamonium bromid
dihexadecyldimethylamonium bromid
dioktadecyldimethylamonium bromid
dynamicky rozptyl svétla
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-fosfocholin

Casové rozliSena fluorescencni spektra

8.2 Seznam pouzitych symboli

Pc

Vv

kriticky sbalovaci parametr

objem, ktery zaujima hydrofobni ¢ast fetézce

plocha vyhrazena na povrchu micely pro hydrofilni skupinu a

efektivni délka hydrofobniho fetézce

zakladni energeticka hladina

energeticky vyssi hladiny

tripletovy stav

intenzita

intenzita fluorescence pii maximalni emisni vinové délce v gelovém stavu
intenzita fluorescence pfi maximalni emisni vinové délce v tekutém stavu
vilnova délka

teplota

intenzita z membranového prostiedi

vodni paramer z vodného prostiedi

vodni reference z vodného prostiedi
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intenzita z vodného prostiedi
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9 PRILOHA
9.1 Vzorky pred a po sonifikaci

Obrazek 30: Vzorky Prodanu obsahujici 60 mol. % cholesterol. Vlevo pred sonifikaci pomoci vodni ldzné, vpravo
po sonifikaci.

T ——

Obrazek 31: Vzorky obsahujici Prodan v deionizované vode.

9.2 Emisni spektra
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Obrazek 32: Emisni spektrum Laurdanu s obsahem cholesterolu 40 mol. %.
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Obrazek 33: Emisni spektrum Prodanu s obsahem cholesterolu 40 mol. %.
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Obrazek 34: Emisni spektrum Prodanu v deionizované vode.
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9.3 Generalizovana polarizace

9.3.1 Generalizovana polarizace Laurdanu

Tabulka 8: Vypoctené hodnoty 2wGP Laurdanu pii urcitych teplotach pro systémy obsahujici
20, 40 a 60 mol. % cholesterol.

Obsah cholesterolu

20 mol. % 40 mol. % 60 mol. %
T [°C] 3wG 3wGP 3wGP
10 0,467 + 0,011 | 0,326 + 0,007 | 0,3380 + 0,0016
15 0,431 + 0,009 | 0,291 + 0,005 | 0,2999 + 0,0013
20 0,383 + 0,017 | 0,251 + 0,006 | 0,2624 + 0,0018
25 0,32 + 0,03 0,203 + 0,005 | 0,2243 + 0,0009
30 022 + 0,03 0,156 + 0,004 | 0,182 <+ 0,004
35 0,08 + 0,04 0,108 + 0,002 | 0,142 + 0,002
40 -0,041 + 0,018 | 0,058 + 0,005 | 0,104 + 0,005
45 -0,144 + 0,007 | 0,003 <+ 0,005 | 0,063 =+ 0,006
50 -0,215 + 0,005 | -0,048 =+ 0,004 | 0,027 + 0,004
55 -0,259 + 0,011 | -0,0987 + 0,0018 | -0,014 + 0,003
60 -0,295 + 0,014 | -0,150 <+ 0,003 | -0,051 + 0,007
65 -0,313 + 0,016 | -0,196 =+ 0,004 | -0,083 + 0,004
70 -0,328 + 0,013 -0,234 + 0,004 | -0,117 =+ 0,003
75 -0,34 + 0,02 -0,2665 + 0,0015 | -0,247 + 0,006
80 -0,338 + 0,018 -0,280 <+ 0,008 | -0,154 + 0,002

9.3.2 Generalizovana polarizace Prodanu

Tabulka 9: Vypoctené hodnoty 3wGP Prodanu pri urcitych teplotdach pro systémy obsahujici 20, 40 a 60 mol. %
cholesterol.

Obsah cholesterolu

20 mol. % 40 mol. % 60 mol. %
T [°C] 3wG 3wGP 3wGP
10 0,519 + 0,019( 0,504 + 0,004|0,5051 + 0,0006
15 0,512 + 0,012 0,491 + 0,006 0,483 £ 0,003
20 0,476 + 0,012| 0,470 + 0,003| 0,474 + 0,005
25 0,43 + 0,02 0,440 + 0,004| 0,461 + 0,009
30 0,35 + 0,030,417 + 0,005| 0,438 =+ 0,002
35 0,20 + 0,04 {0,384 + 0,005| 0,420 + 0,006
40 005 =+ 0,030,350 + 0,007| 0,403 =+ 0,002
45 -0,07 + 0,02 ({0,311 + 0,005| 0,375 + 0,011
50 -0,149 + 0,009 0,258 + 0,008| 0,348 + 0,006
55 -0,206 + 0,009 0,206 + 0,002| 0,331 + 0,011
60 -0,242 + 0,007 0,158 + 0,007| 0,300 + 0,007
65 -0,270 + 0,015 0,102 + 0,012 0,273 + 0,009
70 -0,29 + 0,02 (0,054 + 0,009| 0,253 + 0,011
75 -0,301 + 0,009 0,008 + 0,005| 0,236 =+ 0,005
80 -0,29 + 0,02 [-0,015 + 0,011 0,217 + 0,016
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