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ABSTRAKT

S vyuzitim izotermické titracni kalorimetrie byly studovany vlastnosti tenzidii ve vodg,
interakce opacné¢ nabitych tenzidi ve vodé a interakce v systému obsahujicim
didecyldimethylamoniumchlorid (DDAC), hyaluronan a amfifilni iontovy par (IPA). Pro
studium vlastnosti tenzidii ve vod¢ a jejich vzijemnych interakci byly vybrany dva
kationaktivni tenzidy, a to cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) a karbethopendecinium
bromid (Septonex), a anionaktivni tenzid dodecylsulfat sodny (SDS). Vybrand molekulova
hmotnost hyaluronanu byla 250-450 kDa. Pomoci kalorimetru TAM III byla stanovena kriticka
micelarni koncentrace vybranych tenzidii a entalpie studovanych interakci. Kalorimetr
Microcal PEAQ-ITC byl vyuzit k prokdzani interakci v systému obsahujicim hyaluronan,
DDAC a IPA a ke stanoveni entalpie téchto interakci.

KLICOVA SLOVA

hyaluronan, tenzid, amfifilni iontovy par, kritickd micelarni koncentrace, izotermicka titrani
kalorimetrie



ABSTRACT

Properties of surfactants in water, interactions between oppositely charged surfactants and
interactions in system containing didecyldimethylammonium chloride (DDAC), hyaluronan
and ion pair amphiphile (IPA) have been studied using isothermal titration calorimetry. For the
study of properties of surfactants in water and their mutual interactions, two cationic surfactants
have been chosen, namely cetyl trimethylammonium bromide (CTAB) and
carbethopendecinium bromide (Septonex), and an anionic surfactant sodium dodecyl sulfate
(SDS). For hyaluronan, a molecular weight of 250-450 has been chosen. Critical micelle
concentration of the chosen surfactants and enthalpy of the investigated interactions have been
determined using the TAM III calorimeter. To prove the interactions in system containing
hyaluronan, DDAC and IPA and to determine enthalpy the Microcal PEAQ-ITC calorimeter
has been used.

KEYWORDS

hyaluronan, surfactant, ion pair amphiphile, critical micelle concentration, isothermal titration
calorimetry
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1. UVOD

Vezikularni systémy jsou uzaviené sférické struktury, jejich vnitini faze je oddélena od okoli
strukturou dvojvrstvy. Vzhledem k tomu, ze obsahuji jak hydrofilni, tak hydrofobni ¢ést,
umoznuji enkapsulaci hydrofilnich i hydrofobnich latek. Kataniontové vezikuly, vytvorené
z kataniontovych povrchové aktivnich latek nebo amfifilnich iontovych para se aktudlné jevi
jako mozna nahrada soucasnych nosicu 1é¢iv nebo DNA nosicu.

Hyaluronan je kopolymer, tvofeny kyselinou D-glukuronovou a N-acetyl-D-glukosaminem.
Je to telu pfirozend latka, interaguje s bunéénymi receptory (biologicky aktivni latka) a ma
jedinecné fyzikalné-chemické vlastnosti, diky kterym je zodpovédnd za mnoho funkci a
muzeme ji lokalizovat na Grovni tkani, bun¢k i molekul. Jiz od objeveni v roce 1934 se stal
hyaluronan pfedmétem nesc¢etného mnozstvi vyzkumti, pro sviij obrovsky aplika¢ni potencial.

Téma prace bylo zvoleno na zakladé¢ projektu s nazvem Hyaluronan-kataniontové
vezikularni komplexy — interakce, struktura, fyzikdlni vlastnosti a stabilita, probihajicim
v letech 2019 — 2021, na kterém se podileji tymy z FCH VUT v Brn¢ a z National Cheng Kung
University, Taiwan. Projekt je zaméfen na studium interakci kataniontovych vezikuldrnich
systému a aniontového polymeru hyaluronanu, jeZ mize mit vliv na stabilitu a vlastnosti téchto
systémud, vyuzitim pokrocilé ultrazvukové spektroskopie, pokrocilé fluorescencni
spektroskopie a pokrocilych kalorimetrickych technik.

Tato bakalaiské prace shrnuje vysledky tykajici se stanoveni kritické micelarni koncentrace
samotnych tenzidi pomoci izotermické titraéni kalorimetrie. Nésledné¢ byla provedena
charakterizace interakci ve slozit€jSim systému (interakce kladné nabitych vezikularnich
systému a zaporn¢ nabitého hyaluronanu).



2. CIL PRACE

Cilem prace bylo optimalizovat izotermickou titra¢ni kalorimetrii (ITC) pro charakterizaci
vybranych systému tenzidll a pro ovéieni existence interakci v systému obsahujicim IPA, tenzid
a zaporng& nabity polyelektrolyt HA.

Na zakladé¢ literarni reSerSe byly vybrany tenzidy CTAB, SDS a Septonex a metodou ITC
byla stanovena jejich CMC ve vod¢. Pro naslednou studii vzajemnych interakci opacné
nabitych tenzidi byly na zadkladé projektu vybrany tenzidy CTAB a SDS ve vhodnych
koncentracich. Metodou ITC byly sledovany interakce amfifilnich komplexti intovych part
téchto vybranych tenzidli s kladn€¢ nabitym, dvoufetézcovym tenzidem DDAC a zaporné
nabitym HA.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Tenzidy

Tenzid neboli povrchové aktivni latka je organicka sloucenina, kterd uz pti nizké koncentraci
snizuje povrchovou, ptipadné mezifazovou energii tim, ze se koncentruje na fizovém rozhrani.
Molekula tenzidu ma amfifilni charakter. Hydrofobni ¢asti molekuly tenzidu je uhlovodikovy
fetézec a na ném je navazan polarni substituent, napiiklad -COO™ nebo -NR3", piedstavujici
hydrofilni ¢ast molekuly. V kapalin¢ se tenzid hromadi v jeji povrchové vrstvé. Polarni ¢ést
s hydrofilni skupinou je orientovana do polarni faze a nepolarni uhlikaty fetézec do faze
nepolarni [1,2].

Tenzidy maji Sirokou Skdlu vyuziti — jako detergenty, Cistici prostiedky, pouzivaji se
v kosmetice, pro enkapsulaci a transport 1é¢iv nebo také jako stabilizatory emulzi. Vodné smési
negativné a pozitivné nabitych tenzidl vykazuji jedine¢né samoagregacni vlastnosti zpiisobené
silnymi elektrostatickymi interakcemi opacné nabitych skupin a hydrofobnimi silami
nepolarnich fetézct [3,4].

Podle naboje hydrofilni skupiny miizeme tenzidy délit na ionogenni a neionogenni,
ionogenni muzeme dale rozdélit na anionaktivni, kationaktivni a amfoterni [2,4].

hydrofilni hlava hydrofobni fetézec
/\/\/\/\/\ neionogenni
- /\/\/\/\/\ anionaktivni

+ /\/\/\/\/\ kationaktrvni
- N + /\/\/\/\/\ amfoterni

Obrazek 1: Rozdéleni tenzidii |5]
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3.1.1. Anionaktivni tenzidy

Anionaktivni tenzidy jsou nejrozsifenéjsi skupinou tenzidi. Roc¢ni produkce tenzidi je
pfiblizné 15 milioni tun, z toho 60 % jsou tenzidy anionaktivni [4]. Jejich polarni skupina nese
ve vodném prostiedi zaporny ndboj a jejich aktivita je nejvyssi v mirné alkalickém prostiedi,
v kyselém prostiedi jsou nestabilni. Jedna se o latky bézné pouzivané jako soucast mydel,
zubnich past nebo pracich praska. Nejcastéji pouzivanymi anionaktivnimi tenzidy jsou
alkylsulfaty a alkylbenzensulfonaty [1,6,7].

3.1.2. Kationaktivni tenzidy

Kationaktivni tenzidy piedstavuji necelych 10 % celkové produkce tenzidi [4]. Ve vodném
prostfedi maji kladny naboj. Maji antistatické, dezinfekéni, zmékcovaci a mikrobicidni u€inky,
kterych lze vyuzit ve farmaceutickém, textilnim a kosmetickém primyslu. Nejcastéji se
pouzivaji kvarterni amoniové soli s fetézcem dlouhym 12 az 18 uhlikd, s chloridovym nebo
methosulfatovym protiionem. Tyto soli nejsou pfili§ citlivé na zmény pH a Ize je vyuzit
v Sirokém rozmezi pH. Kationaktivnimi tenzidy jsou také soli alkylamini, ale pouze v kyselém
prostiedi. V neutradlnim a zasaditém pH ztraceji kationicky charakter (stil aminu pfechazi na
amin a ten se vylouci z roztoku) [1,6].

3.1.3. Dodecylsulfat sodny

Dodecylsulfat sodny je sodna stl organosulfatu s 12 uhlikd dlouhym fetézcem a sulfatovou
skupinou. Jeho sumarni vzorec je C12H25NaO4S, molekulova hmotnost 288,38 g/mol a kriticka
micelarni koncentrace ve vodé 8,3 mmol-dm™ pfi 25 °C [8]. SDS je bila, krystalick4, hoflava
latka, za béznych podminek stabilni. Neni toxickd, ale mize vyvolat alergickou reakci [9].
Casto se vyuziva v biotechnologiich polymer a v biochemii, je soudasti gelu pro
elektroforetickou separaci proteinti [10].

Q
Wo_%_o- Na*

O

Obrazek 2: Dodecylsulfat sodny [11]

3.1.4. Cetyltrimethylamonium bromid

Cetyltrimethylamonium bromid, té¢Z hexadecyltrimethylamonium bromid nebo cetrimonium
bromid je kvarterni amoniova slou¢enina tvofend 16 uhlikli dlouhym fetézcem a kvarternim
dusikem, ktery vaze dalsi 3 methylové skupiny. Jeho sumarni vzorec je Ci9H42BrN, molekulova
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hmotnost je 364,46 g/mol [12]. Kritickd micelarni koncentrace CTAB ve vodé pii 25 °C je
0,9 mmol-dm™ [13]. CTAB je pevna bila latka s antiseptickymi u¢inky. Pouziva se pii izolaci
DNA, uréovani molekulové hmotnosti proteini v elektroforetickych systémech, urovani
kritické micelarni koncentrace detergentii nebo v kosmetickém pramyslu [14].

GHs
H3C_+N_CH3

H3C/\/\/\/\/\/\/\) Br

Obrazek 3: Cetyltrimethylamonium bromid [15]

3.1.5. Septonex

Septonex (systematickym ndzvem karbethopendecinium bromid), stejné¢ jako CTAB, je
tenzid, ktery nese ve vodném prostedi kladny ndboj. Jeho sumarni vzorec je C21HaBrNO»,
molekulova hmotnost je 422,5 g/mol [16]. Kriticka micelarni koncentrace Septonexu ve vodé
pii 25 °C je 0,8 mmol-dm™ [17].

o~ ™

Obrazek 4: Septonex [18]

3.1.6. Micely

Pii malych koncentracich tvofi tenzidy pravé roztoky. Teprve aZ po dosazeni urcité
koncentrace v systému dojde k agregaci molekul rozpusSténé latky do utvari koloidnich
velikosti — micel. Tato koncentrace se nazyva kritick4d micelarni koncentrace a kolisa v rozmezi
107 az 10 mol-dm™ [19]. CMC je definovana jako koncentrace tenzidu pti dané teploté, kdy
se vytvofii prvni micela [20].

12
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Obrazek 5: Struktura micely ve vodném prostredi [21]

vvvvv

podle polarity prostfedi. Neochota molekul tenzidu 1nteragovat s molekulami prostfedi je
pri¢inou jejich asociace. Pokud je prostfedim voda (polarni prostiedi), dochazi k natoceni
hydrofilnich skupin do ni a hydrofobni fetézce se orientuji dovnitt tvaru tak, aby nebyly
v kontaktu s polarni latkou [19,20]. Tento jev je zndzornén na obrazku 5.

Tvorba micel je ovliviiovana chemickou strukturou tenzidu. Obecné plati, Ze s rostouci
delkou uhlikového fetézce CMC klesa. Pokud nese hydrofilni skupina néboj, je CMC niZsi nez
u neionogennich tenzidii (u neionogennich zavisi zejména na rozmérech hydrofilni skupiny).
CMC zavisi také na ndboji protiionu — se zvySujicim se mocenstvim klesa. Dale je tvorba micel
ovliviiovana pfimésemi, napiiklad jednoduchymi anorganickymi elektrolyty, které snizuji
CMC, a také teplotou (rostouci teplota zvySuje CMC) a nepatrné i tlakem [19].

3.1.7. Vezikuly

Vezikuly jsou duté sférické struktury tvofené PAL, lipidy nebo blokovymi kopolymery ve
vodném roztoku. Jsou tvofené z jedné nebo vice zakiivenych dvouvrstvych membran, které
obklopuji interni vodnou mikrofazi a oddéluji ji od vodného disperzniho prostfedi. Vngjsi a
vnitini povrch dvojvrstvy je tvofen hydrofilnimi skupinami, a tim je téméf zamezeno styku
hydrofobnich fetézci s vodou. Vezikuly dosahuji rozmérti od desitek nanometrii az po stovky
mikrometrti. Podle poc¢tu dvojvrstev délime vezikuly na unilamelarni a multilamelarni.
Unilameléarni vezikula, zobrazena na obrazku 6, je tvofena pouze jednou dvouvrstvou, zatimco
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multilamelarni nékolika na sebe navrstvenymi dvojvrstvami. Vezikuly se uplatiiuji v medicing
jako nastroj pro davkovani 1éciv. Oproti micelam maji vyhodu v mnohem vyssi enkapsula¢ni
kapacité¢ hydrofilnich latek, které mohou organismem transportovat [22].

Obrazek 6: Unilamelarni vezikula [23]

3.1.8. Kataniontové vezikularni systémy

Mezi stejné nabitymi molekulami PAL piisobi odpudivé elektrostatické sily, které vedou ke
vzniku micel. Ve smési kationaktivnich a anionaktivnich PAL putisobi pfitazlivé elektrostatické
sily mezi opacné€ nabitymi polarnimi skupinami a po odstranéni protiionti zstava dvoufazovy
amfifil (IPA). IPA jsou tedy obecné tvofeny sparovanim dvou opacné nabitych PAL a mohou
byt povazovany za PAL se dvéma nepolarnimi fetézci (kazdy z nich je ale vazan na jinou
skupinu) [24,25].

Ve vodném prostiedi jsou kataniontové vezikuly ptfipravené z IPA nestabilni, mohou se
snadno slu¢ovat nebo agregovat a nemohou tedy dlouhodobé drzet stabilni rozméry. Jedna
z moznosti, jak zlep$it jejich stabilitu, je upravit inter-vezikularni nebo intra-vezikularni
interakce. Intra-vezikularni naptiklad pfidavkem cholesterolu a mastnych kyselin — Ize
dosdhnout zmény baleni molekul do dvojvrstvy a interakci ve dvojvrstve. Inter-vezikularni
interakce lze upravit naptiklad ptfidavkem anionaktivni PAL, kterd zvySsi elektrostatickou
repulzi mezi jednotlivymi vezikulami [24,26].

Problematika vezikularnich systému ziskava pozornost zejména jejich potencidlem stat se
nosici lé¢iv. Vezikuly tvorené lipidy (liposomy) jsou netoxické a biodegradabilni, jejich povrch
je mozno riizné modifikovat a tim omezit vedlejsi ucinky a vylepsit efekt 1é¢iva. Diky tomu
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jsou liposomy vyuzivany jako nosice 1éki a DNA, praktické vyuziti ale znaén¢€ omezuje jejich
nakladna produkce. Kataniontové vezikuly, ptfipravené z PAL nebo IPA, jsou mnohem levné;jsi
a dostupnéjsi a jevi se jako jejich mozné nahrada pro transport 1é¢iv a DNA [24,26].

3.2. Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova byla poprvé izolovana ve druhé poloviné devatenactého stoleti. Jeji
struktura byla poprvé popsana az v roce 1934 Karlem Meyerem a Johnem Palmerem, kteii ji
izolovali z o¢niho sklivce skotu a konstatovali, Ze obsahuje uronovou kyselinu. Dalsi studie
prokazaly, ze izolovana latka je vysokomolekularni, negativné nabity polysacharid. Nazev této
latky je slozenina slov hyalos (fecky sklovity) a uronova kyselina. Protoze v roztoku disociuje
a vyskytuje se v iontové podob¢, oznacuje se Castéji jako hyaluronan [27,28].

3.2.1. Chemicka struktura hyaluronanu

z disacharidovych jednotek. V ramci této jednotky se vaze kyselina D-glukuronova
s N-acetyl-D-glukosaminem B-(1—3) glykosidovou vazbou, jednotlivé jednotky jsou na sebe
v linearnim fetézci vazany B-(1—4) glykosidovymi vazbami. Pocet opakujicich se jednotek
v jedné molekule mize dosahovat az 10 000, to odpovida molekulové hmotnosti ptiblizné
4-10° g/mol, délka fetézce je pak az 10 pm [29,30].

Oba tyto monosacharidy opakujici se v fetézci HA jsou odvozeny od glukézy v konfiguraci
beta. To umoznuje vS§em objemnym skupinam (hydroxylovym, karboxylovym) byt ve stericky
vyhodné ekvatoridlni poloze, a diky tomu jsou tyto disacharidové jednotky energeticky velmi
stabilni [30].

ole} CH,0H
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O ----M"‘—-.
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N\CH,
kyselina D-glukuronova N-acetyl-D-glukosamin

Obrazek 7: Struktura hyaluronanu [31]
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3.2.2. Bunécna syntéza hyaluronanu

Bunécna syntéza HA je unikdtni a vysoce kontrolovany proces. VEtSina ostatnich
glykosaminoglykanti je syntetizovana v Golgiho komplexu. Syntéza HA na rozdil od syntéz
téchto molekul nevyzaduje vazbu na jaderny protein k zahéjeni polymerace a probiha tedy na
vnitini strané cytoplazmatické membrany, odkud je polymeraci prodluzujici se fetézec
okamzité vytlacovan do extracelularniho prostoru nebo muze zlstavat uvniti buniky. Timto
procesem vznika fetézec o velké molekulové hmotnosti. Retézec narlistid pfipojovanim
monosacharidové jednotky z uridindifosfoglukuronové kyseliny a
uridindifosfo-N-acetylglukosaminu za uvolnéni molekul UDP na redukujici konec molekuly.
HA vytlaceny z builkky se miize uvolnit nebo ziistat na jejim povrchu a tvofit periceluldrni
matrix [30,32,33].

Ptirozen¢ je HA syntetizovan tfidou integralnich membranovych proteini (IMP) zvanou
hyaluronan syntazy, konkrétné u obratlovci rozliSujeme HAS1, HAS2 a HAS3. IMP je
molekula proteinu nebo shluk nékolika molekul, které se vétSinou rozpinaji na povrchu
biologickych membran (v ptipadé HAS na povrchu cytoplazmatické membrany), na kterych
jsou potiebné pii uvodnich krocich biochemické purifikace vznikajicich molekul. Enzym HAS
prodluzuje  fetézec HA  stfidavym  napojovanim  kyseliny  D-glukuronové a
N-acetyl-D-glukosaminu. Jednotlivé enzymy HAS se od sebe lisi katalytickou aktivitou a
molekulovou hmotnosti produkti, které syntetizuji [30,33].

3.2.3. Vyskyt hyaluronanu a jeho funkce

V lidském téle se HA nachédzi ve formé¢ soli (disledkem fyziologického pH), bézn¢ se
vyskytuje jako soucast mezibunééné hmoty, je v téle zastoupen i1 v tekutinach a ve vétSing
tkénich, ale jeho mnozstvi v jednotlivych organech se vyrazné lisi. Funkce HA se odviji od jeho
struktury. HA nese v roztoku zaporny néboj, a to mu umoznuje vazat velké mnoZzstvi vody a
tvofit viskdzni gel, reguluje tedy hydrataci tkani. Dobfe hydratovana extracelularni matrix
(ECM) je vhodnym prostfedim pro migraci a proliferaci bunék. Nejvyssi koncentrace HA je
v synovialni tekutin€é kloubii, kde diky svym viskoelastickym vlastnostem plni lubrikacni
funkci, v mozku je jeho koncentrace mnohondsobné nizsi. Diky svym vlastnostem hraje zasadni
roli také v biomechanickych vlastnostech mnoha tkéni (naptiklad zvySuje viskoelasticitu
ocniho sklivce) [34,35].

HA se také uplatiiuje pfi mnoha fyziologickych a patofyziologickych déjich. Pokud se objevi
v organismu zanét, dochazi k vyrazné nadprodukci HA, ktery se vdze na membranové receptory
zanétlivych bunék. K nadprodukei také dochazi pti metastdzovani nadorti nebo pfi imunitnich
onemocnénich [34].

3.2.4. Biodegradace hyaluronanu

Vzhledem k tomu, Ze se HA vyskytuje téméf ve vSech tkanich a jeho koncentrace v riznych
tkanich se zasadné 1isi, je nutné udrzovat rovnovahu mezi jeho produkci a degradaci. V ECM
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se vyskytuje HA o vysoké molekulové hmotnosti a svymi vazbami na dal$i makromolekuly se
podili na vlastnostech mezibunécné hmoty. Aby se mohla molekula HA uvolnit z téchto vazeb,
musi byt nejprve degradovdna. Na degradaci HA ve vétsi mife se podileji enzymy zvané
hyaluronidazy, u lidi je jich celkem Sest: HYAL1, HYAL2, HYAL3, HYAL4, PH-20 a
HYALPI1 [32,34].

Nejveétsi podil na degradaci HA v somatickych bunkach maji HYAL1 a HYAL2. HYAL?2 je
enzym nachazejici se v plazmatické membrang, ktery $tépi fetézce velkych hmotnosti na
molekuly o hmotnosti asi 20 kDa (50 disacharidovych jednotek). Nasledné¢ HYALT spole¢né
s B-D-glukuroniddzou a B-hexosaminidazou degraduji tyto molekuly na monosacharidy nebo
na kratké fragmenty HA. Tento d&j probihad v lysozomech (HYALI1 se ale vyskytuje také
v plazmé¢, synovialni tekutiné a v moci). O roli dalSich hyaluronid4z je ale zndmo mnohem
méné. Pro HYAL3 existuji dikazy prokazujici ur¢itou schopnost degradovat HA, SPAMI je
enzym uplatiujici se pii fertilizaci. Pro HY AL4 diikazy potvrzujici jeho katalytickou ¢innost
neexistuji [32].

3.2.5. Hyaluronan v biotechnologiich

V poslednich letech se zafina vyrazné zvySovat biotechnologické vyuziti HA pro rizné
Ggely, od medicinského vyuziti, az po kosmetické piipravky. Siroké spektrum aplikaci na Zivé
systémy je dano vysokou hygroskopicitou, viskoelasticitou, zna¢nou biokompatibilitou a
dalsimi vlastnostmi. Biotechnologické vlastnosti HA se odvijeji od struktury tohoto polymeru.
Vsechny objemné funkcéni skupiny jsou umistény ve stericky vyhodnych ekvatoridlnich
polohach, coz umoziuje jeho chemickou modifikaci. V axialnich polohach, které jsou pro
derivace nevhodné, jsou umistény atomy vodiku [34,36].

Na obrazku 8 jsou zobrazeny pasovité struktury, kter¢ HA tvoti ve vodném roztoku. Tyto
fetézce se do sebe zaplétaji uz pii velmi nizkych koncentraci (1 mg/ml) a mohou také tvofit
dvousSroubovice — timto jevem jsou vysvétlovany neobvyklé reologické vlastnosti HA.
Spiralovity fetézec HA mutze vazat az tisicindsobek své hmotnosti vody. Fyzikalni vlastnosti
predurcuji HA gel k vyuziti napfiklad jako ndhradu za synovidlni tekutinu. Viskozita HA
roztoku se zvySuje s rostouci koncentraci, elasticita s velikosti polymeru [34].
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Obrazek 8: Usporadani hyaluronanu v roztoku [37]

3.3. lIzotermicka titrac¢ni kalorimetrie

Izotermickd titracni kalorimetrie je technika, kterou je mozné s velkou citlivosti a
presnosti urcit termodynamické parametry chemické reakce. Jedna se o titraci, pfi niz prichazi
ligand do kontaktu s makromolekulou pfi konstantni teploté. Jednou z hlavnich vyhod techniky
je, ze pro méteni staci jen malé mnozstvi vzorku. Technika je postavena na termodynamickém
principu — interakce dvou molekul vede k uvolnéni nebo pohlceni tepla, podle toho, jestli je
reakce exotermické nebo endotermicka. Ze vztahu mezi zménou entalpie (4H) a zménou vnitini
energie systému (4E) vyplyva, ze mnozstvi tepla (¢) absorbovaného nebo uvolnéného odpovida
zméne entalpie, za predpokladu, Ze je v systému konstantni tlak:

AH = AE + PAV (1)
AE =q+W =q — PAV 2)
AH = q — PAV + PAV =¢q 3)

Vymeéna tepla je jev doprovazejici vSechny fyziologické reakce, a proto nachéazi ITC vyuziti
také v této oblasti [38,39,40].
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M¢éienim pfi izotermickém a izobarickém déji stanovime vazebnou konstantu (K), reakéni
stechiometrii (n), zménu volné energie (4G°), entalpie (4H°) a entropie (45°). Jedinou analyzou
muzeme tedy stanovit celkovy termodynamicky charakter molekularni vazby [41].

3.3.1. Instrumentace ITC

Kalorimetr, ve kterém probiha ITC, sestava ze dvou cel — referencni a mérné. Cely jsou
identické, vyrobené z inertniho, vysoce vodivého kovu. Jsou umistény v adiabatickém plasti a
kontakt mezi nimi je zprosttedkovan termoelektrickym zatizenim. Pokud pii reakci dojde
k uvolnéni nebo pohlceni tepla, termoelektrické zafizeni dava odezvu ohtivaciim, které
kompenzuji tento teplotni rozdil a vraci cely na pivodni teplotu. Termoelektrické zatizeni
pracuje na zékladé Peltier-Seebeckova principu — pifimo prevadi rozdil teplot na elektrické
napéti a obracen¢ [42,43].

Pfi experimentu je méfen teplotni rozdil mezi mérnou a referencni celou — vystupem méteni
je zavislost tepelného toku na ¢ase. Pokud je reakce exotermickd, hodnoty tepelného toku se
pohybuji v zapornych hodnotdch, coz reprezentuje mnozstvi energie, které je potieba ze
systému odebrat pro jeho udrzeni na konstantni teploté. Naopak pfii endotermické reakci jsou
hodnoty tepelného toku kladné. Kdyz je mérné cele konstantné¢ dodavana energie a termoclanky
detekuji zménu teploty mezi celami, energie dodavana mérné cele je snizena nebo zvySena
umérné zmeéng teploty tak, aby doslo k navratu do rovnovéazného stavu [38,39].

3.3.2. Referencni cela

Referencni cela se obvykle plni vodou nebo pufrem. Vysledky méfeni pro celu s vodou a
pufrem byvaji Casto velmi podobné, a proto se pro jednoduchost Castéji plni referencni cela
vodou. Obecné se postupuje tak, zZe se referen¢ni cela plni roztokem o stejné tepelné kapacité
jako ma rozpoustédlo mefeného vzorku. V kazdém ptipad¢ plati, Ze se do mérné cely davkuje
stejny objem vody nebo pufru jako je objem vzorku v méfici cele [38].

3.3.3. Injekéni jehla a mérna cela

Ptidavky titra¢niho Cinidla jsou do méfici cely davkovany sttikackou s pomoci automaticky
fizené pumpy. Jehla stiikacky miZze slouzit jako michaci mechanismus, ale mizZe byt i od
michadla oddélend (zalezi na ptistroji), titracni ¢inidlo je pak obvykle doddvano nad horni ¢ast
lopatek michadla. Doddavané objemy zé&visi na objemu cely pfistroje a na tepelném toku
generovaném pii experimentu. Objemy piidavki by mély byt nastaveny tak, aby pocet ptidavka
byl dostate¢ny na to, aby byl z méfeni dostate¢ny pocet zaznamenanych bodii, zarovei ale musi
byt ddvkovany objem takovy, aby kazdy ptidavek vyprodukoval zna¢nou zménu tepla [38].
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3.3.4. Experiment ITC

Titrace mohou probihat dvéma zplsoby (kontinudlni nebo pfirastkova titrace), pficemz
Castéji se pouziva pririistkova titrace. Typickym vystupem této metody je termogram zobrazeny
na obrazku 9. V horni ¢asti obrazku 9 je graf zavislosti tepelného toku na case. Kazdy pik
predstavuje piidavek titratniho Cinidla do mérné cely. Ve spodni ¢asti obrazku 9 je graf
zavislosti zmény entalpie na molarnim poméru, ziskany integraci pikti. Molarni pomér je podil
latkového mnozstvi titra¢niho ¢inidla a titrovaného roztoku. Jednotlivymi body je prolozena
kiivka a je =ziskdn inflexni bod [38], ze kterého stanovime reak¢ni stechiometrii,
v experimentech provedenych pro ucely této prace odpovida kritické micelarni koncentraci
tenzidll, z rozdilu entalpie na pocatku a na konci experimentu stanovime celkovou entalpii
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Obrazek 9: ITC termogram [38]
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4. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Tato kapitola nabizi shrnuti studii a objevii z védeckych publikaci, zaméfenych na interakce
opacn¢ nabitych tenzidu a interakce tenzidid s polyelektrolyty, zejména pak s hyaluronanem, a
protoze je tato prace uzce spjata s ITC, bude také vénovana pozornost této technice.

Pocatky izotermické titrani kalorimetrie spadaji do devadesatych let dvacatého stoleti,
do doby, kdy zacal vyvoj vysoce citlivého vybaveni pro kalorimetrii. Techniku ptfedstavili svétu
v roce 1990 ve svém ¢lanku Ernesto Freire a kol. Na vyvoj techniky se ve své praci zaméfil
R. J. Falconer [44]. Diky komer¢né dostupnému vybaveni a rozSifeni techniky se mnozstvi
publikaci odkazujici se na ITC kazdym rokem zvySuje. Metoda nalezla okamzité uplatnéni ve
studiu proteint, lipidd, nukleovych kyselin, polysacharidi a syntetickych molekul. Prudky
vyvoj techniky probihal pfiblizné do roku 2010. V dnesni dobé je jiz ITC rozvinutou technikou,
pristroje jsou obsluhovany pies uzivatelsky privétivy software a funguji automaticky.

vvvvvv

ITC pti zkouméani asociaci tenzidi. Konstatuji, ze ITC je jedina technika, kterou Ize pfi studiu
agregacniho chovani koloidnich systémtl jedinym experimentem pfimo stanovit
termodynamické parametry (kritickou micelarni koncentraci a entalpii micelizace), a Ze vyuZziti
ITC v této oblasti je nevyhnutelné.

Jiz dlouhou dobu je zndmo, Ze opacné nabité tenzidy CTAB a SDS mohou tvofit rizné typy
agregati. Ve smiSenych roztocich mohou tvofit nékolik typt micel, smiSené monolamelarni a
multilamelarni vezikuly nebo jejich nerozpustné produkty. Na interakce tenzidit CTAB a SDS
se ve své praci zamé&fili A. Mal, S. Bag, S. Ghosh a S. P. Moulik [3]. Vlastnosti tenzidl byly
zkoumany zvlast’ pro koncentraci niz$i, nez je jejich CMC, pro koncentraci odpovidajici jejich
CMC a pro koncentraci vyssi, nez jejich CMC. Jejich fazové chovani a kritické koncentrace
vezikul byly stanoveny turbidimetrii, konduktometrii a kalorimetrii. Tvorba vezikul byla
dokazéna fluorescencni anizotropii. Rozméry vezikul byly méfeny dynamickym rozptylem
svétla, zeta potencidl systéml se v zavislosti na jejich sloZeni pohyboval v kladnych 1
zapornych hodnotach. ZvySovani teploty nahrdvalo pfechodu vezikul na smiSené¢ micely.
Tvorba amfifilnich komplexti iontovych pari byla dok4dzdna konfokalni fluorescencni
mikroskopii. V zavérech studie poukazuje na potencidlni vyuzitelnost stabilnich vezikul
k enkapsulaci a transportu 1éCiv, v biotechnologiich nebo k syntéze nanomaterialti.

Na interakce tenzidl s hyaluronanem se jiz na konci osmdesatych let dvacatého stoleti
zam¢fili K. Thalberg a B. Lindman [46]. Jako tenzid pouzili alkyltrimethylamonium bromid
s fetézcem obsahujicim 8 az 16 uhlikd. K charakterizaci interakci pouZili separaci fazi,
vodivostni méteni, NMR a solubilizaci barviv. Vyzkum prokazal, ze hyaluronan interaguje
s tenzidy obsahujicimi fetézec dlouhy minimalné€ 10 uhlikl a tvofi s nimi ve vodé nerozpustné
komplexy, kdy tenzid tvoii na fetézci hyaluronanu agregaty podobné micelam. Pii vysoké
koncentraci tenzidu se tvofi sraZenina, kterou je mozné dalSim pifidavkem tenzidu opét
rozpustit.

Na termodynamiku tvorby micel tenzidd CTAB a TTAB, s pfidavkem hyaluronanu a bez
ndj, se vroce 2016 zaméfili J. Krouskd, M. Pekaf, M. Klu¢dkova, B. Sarac a
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M. Bester-Rogac [47]. Kalorimetrii a konduktometrii bylo dokézéano, ze pii vyrovnani naboje
hyaluronanu a opacn¢ nabitého tenzidu dochazi k makroskopické fazové separaci.
Turbidimetrie a potenciometrie odhalila interakce hyaluronan-tenzid pfi velmi nizkych
relativnich koncentracich. Z rozdill interakci hyaluronanu s CTAB a TTAB Ize odvodit, Ze na
systém hyaluronan-tenzid maji mimo elektrostatickych interakci vliv také interakce hydrofobni.

Interakce hyaluronan-tenzid ve velmi zifedénych roztocich studovali T. Pilgrova,
T. Venerova, F. Mravec a M. Pekar [48]. Bylo pozorovano fazové chovani téchto systémi ve
vodném prostiedi, s koncentraci hyaluronanu 2-100 mg/l. Fluorescen¢ni sonda odhalila tvorbu
micelarnich struktur tenzidu na hyaluronanu pii znacné nizsich koncentracich, nez je CMC.
Tato studie, vyuzivajici fluorescenci, potvrzuje jeden ze zavéri predchozi zminéné studie —
hlavni parametr, ovliviiujici fazové chovani téchto systémi, je pomér ndboje tenzidu a
hyaluronanu. Agregaty byly skladovany 3 mésice pii teploté 4 °C. V téchto podminkéch byly
stabilni. Tyto agregaty byly téZ podrobeny zahtivani a chlazeni v rozmezi 10-50 °C, fedéni a
piidavku 0,15 mol-dm™ NaCl. Zména teploty v uvedeném teplotnim rozsahu stabilitu
neovlivnila, fedéni a ptidavek soli vedli k rozpadu komplexu hyaluronan-tenzid.

Komplexy tenzidli maji potencial stat se nosic¢i 1éciv a DNA. Piekézkou v tomto vyuziti je
jejich toxicita pro nékteré typy bunék. Tento problém je vSak mozné zmirnit zaclenénim
hyaluronanu do komplexu s kationickym tenzidem. Cytotoxicitu systémi hyaluronan-tenzid
studovali P. Sauerova, T. Pilgrova, M. Pekat a M. Hubdlek Kalbacova [49]. Pro studii pouzili
komplexy HA-CTAB a HA-Septonex a testovali jejich cytotoxicky efekt na lidské osteoblasty,
keratinocyty a fibroblasty. Koncentrace obou tenzidf byly 3, 6 a 8 pmol-dm™, koncentrace HA
5 a 500 mg/l. Bylo prokazéano, Ze hyaluronan skute¢né sniZzuje cytotoxicitu obou tenzidd, a to
ve vSech kombinacich uvedenych koncentraci.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Pouzité chemikalie

Tabulka 1: Pouzité chemikalie

Vyrobce Molekulova hmotnost Sarze CAS
CTAB Sigma Aldrich 364,45 g'mol! H5882-1KG 57-09-0
SDS Sigma Aldrich 288,38 g'mol! L3771-100G 151-21-3
Septonex GNB Chem, a.s. 422,48 g-mol™! 511SEP003 10567-02-9
Hyaluronan sodny Contipro, a.s. 250-450 kDa 9067-32-7

5.2. Pouzité pristroje

5.2.1. Kalorimetr TAM III, TA Instruments, USA

TAM 111 je vicekandlovy mikrokalorimetr spolecnosti TA Instruments. Poskytuje flexibilni
meéfeni s vysokou citlivosti a vysokym vykonem. Do mikrokalorimetru je mozné umistit (dle
konkrétniho dostupného vybaveni a prisluSenstvi) rizné typy méficich cel (kalorimetrti) podle
typu experimentu (titrace ITC, uzaviené ampule nebo celu pro stanoveni rozpoustéci entalpie).
Pokud je pfistroj vybaven vice pozicemi pro méfeni, 1ze provadét vSechna méfeni zaroven.
Jedinym omezenim je to, Ze vSechny kalorimetry jsou fizené jednim termostatem, proto lze
méfit najednou jen pii jednom teplotnim nastaveni. Objem méfici cely pro ITC je v nasem
ptipadé 1 ml a stiikacky pro davkovani ptidavki 250 pl. Vrtulové michadlo se nasazuje na
hiidel, ktera slouzi jako drzak méfici cely.
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Obrazek 10: TAM I11 [50]

5.2.2. Kalorimetr Microcal PEAQ-ITC, Malvern, UK

Microcal PEAQ-ITC je vysoce citlivy kalorimetr, ktery se hodi k charakterizaci
molekularnich interakci malych molekul, proteint, nukleovych kyselin a dalSich biomolekul
nebo k méteni kinetiky enzymi. Teplotni rozsah je 2-80 °C, objem mérné cely je 200 pl a objem
stiikacky 40 pl. V tomto piipadé slouzi davkovaci jehla zaroven jako michadlo.
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Obrazek 11: Microcal PEAQ-ITC |51]

5.3. Priprava zasobnich roztoki

5.3.1. Priprava zasobnich roztoki tenzidu

Po ptfevedeni navazky do odmérné banky a doplnéni vodou byl vzdy roztok tenzidu
ponechan 24 hodin na magnetické michacce. Timto zpisobem byly pfipraveny zasobni roztoky
CTAB o koncentraci 20 mmol-dm, Septonexu o koncentraci 20 mmol-dm= a SDS o
koncentraci 160 mmol-dm™. Pro potfeby jednotlivych méfeni byly potom tyto zasobni roztoky
fedény tak, abychom po skonceni experimentu ziskali vhodnou titra¢ni kfivku pro vyhodnoceni
micelarni nebo agregac¢ni koncentrace.

5.3.2. Priprava zasobniho roztoku hyaluronanu

Zasobni roztok hyaluronanu o koncentraci 0,1 g/l s molekulovou hmotnosti 250-450 kDa
(molekulova hmotnost byla zvolena na zéklad¢ projektu) byl pfipraven minimalné 24 hodin
pfed méfenim. Poté byl skladovan v lednici.
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5.3.3. Priprava IPA

Zasobni roztok IPA pouzity pro ucely této prace byl pfipraven a dodan kolegy z FCH VUT
v Brné podilejicimi se na projektu. Postup pfipravy je uveden v nésledujicich odstavcich.

5.3.3.1. Priprava zdasobniho prasku IPA

Byly ptipraveny roztoky CTAB a SDS o koncentracich 20 mmol-dm?, jez byly nasledné
smichany v poméru 1:1 a ponechany na michacce pii teploté 30 °C. Roztok byl odstfedén pfi
3500 otackach za minutu, filtrovadn na Biichnerové nalevce za snizeného tlaku a byl ziskan
zasobni prasek IPA.

5.3.3.2. Priprava zasobnich roztokii v chloroformu
Byly piipraveny zasobni roztoky IPA v chloroformu a DDAC v chloroformu o
koncentracich 2 mmol-dm™ a 4 mmol-dm™.

5.3.3.3. Priprava cIPA + cholesterol (43 mol. %)
Roztoky cIPA (IPA v chloroformu) byly ziskany kombinaci zasobnich roztoki [IPA a DDAC
v chloroformu v poméru 9:1 (celkova koncentrace 2 a 4 mmol-dm™).

5.3.4. Méreni na kalorimetru TAM II1

Kalorimetr TAM I1I byl vyuzit pro studium CMC vybranych tenzidi ve vodé a nasledné ke
studiu interakci CTAB a SDS, opa¢né nabitych tenzidi. Referencni cela kalorimetru
obsahovala vzdy 1 ml vody, vSechny experimenty probihaly pfi teploté 25 °C a rychlost michani
byla 100 otacek za minutu.

Do mémé cely bylo vzdy napipetovano 750 ul titrovaného roztoku, pifi studiu CMC
jednotlivych tenzidl vZdy voda a pfi studiu interakci opacné nabitych tenzidii vodny roztok
CTAB.

Stiikacka s pistem a kapilarou byla pipetou naplnéna titra¢nim ¢inidlem, pii stanoveni CMC
tenzidii vzdy vodnym roztokem daného tenzidu a pfi studiu interakci opaéné nabitych tenzidi
vodnym roztokem SDS. Naplnénd stiikacka byla nasledné umisténa do automatické pumpy a
jeji kapilara byla zasunuta skrz hiidel do méfici cely.

V softwaru byly nésledné nastaveny parametry titrace. Samotna titrace zapocala po ustaleni
elektrického signalu ptistroje. V 50 ptidavcich titraéniho €inidla po 5 pl ptes kapilaru byl tedy
objem mérné cely doplnén na konci titrace na celkovy objem 1 ml. Intervaly mezi pfidavky
byly 20 minut.

Kazdy pridavek titratniho c¢inidla zpisobil tepelnou zménu systému, kterou piistroj
zaznamenal. Vystupem méfeni byla zavislost tepelného toku na Case a tato surova data byla
zpracovana a prepocitana na zavislost zmény entalpie na koncentraci titra¢niho ¢inidla.
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5.3.5. Méreni na kalorimetru Microcal PEAQ-ITC

Kalorimetr Microcal PEAQ-ITC byl vyuzit pro studium interakci systému IPA a DDAC
v chloroformu o koncentracich 2 mmol-dm™ a 4 mmol-dm™ s roztokem HA. Nejprve byl
proveden tento experiment s pouzitim kalorimetru TAM 111, ale bylo zji§téno, Ze tyto interakce
jsou velmi slabé a poskytuji nizké zmény signalu na titracni kiivce (nelze rozliSit signal
pfidavku od Sumu). Proto byl pro tento typ experimentli zvolen pfistroj s vétsi citlivosti, coz
umoznilo ziskat uspokojivéjsi titracni kiivku. Méfeni probihalo pfi teploté 25 °C.
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

6.1. Studie CMC tenzidi a jejich vzajemné interakce

Tabulka 2: Tabelovana hodnota CMC tenzidii CTAB [13], SDS [8] a Septonexu [17] pFi 25 °C

tenzid CMC [mmol-dm™]
CTAB 0,9
SDS 8,3
Septonex 0,8

Nejprve byla metoda ITC vyuZita ke stanoveni kritické micelarni koncentrace tenzidi. Do
750 ul vody bylo titrovano 250 pl vodného roztoku tenzidu a cilem bylo zvolit koncentrace
roztoku tenzidu tak, aby bylo CMC dosazeno v prib¢hu analyzy. Z vystupu takto nastavené¢ho
méfeni je pak mozné mimo CMC vy¢ist i celkovou entalpii reakce a dalsi parametry.

Pro CTAB a Septonex bylo tohoto efektu docileno volbou 20 mmol-dm™ roztoku. Pfikladem
vystupu ze spravné nastavené¢ho méteni je termogram zobrazeny nize, ze kterého je patrné, ze
prvni ptidavky tenzidu do vody generuji znacny tepelny tok. Po né€kolika ptidavcich se reakce
dostava do inflexniho bodu, kdy koncentrace tenzidu odpovida CMC v daném rozpoustédle,
produkovany tepelny tok se s kazdym ptfidavkem snizuje, az je tenzid v nadbytku a dalsi
pridavky plsobi v systému minimalni tepelnou zménu. Tepelny tok je energie, kterou je potieba
do systému ptidat, nebo ze systému odebrat, pro udrzeni systému na konstantni teplot¢.
Z nam¢tenych negativnich hodnot tepelného toku mizeme konstatovat, Ze probehly déj byl
endotermického charakteru.
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tepelny tok [uW]

t [h]

Graf 1: Termogram z kalorimetru TAM III; titrace 20 mmol -dm™ CTAB do vody

Stejnym zptisobem by se stanovila i CMC tenzidu SDS, ale experiment se nepodafilo
realizovat tak, aby se data dala snadno vyhodnotit. Bylo provedeno nékolik titraci SDS do vody,
které v§ak nemé&ly uspokojivé vysledky z n¢kolika diivodli: signal s velkym ptispévkem Sumu,
nevhodné zvolend koncentrace zdsobniho roztoku tenzidu, aj., proto se v dal§im textu pracuje
jen s hodnotami CMC uvadénymi v literatute.
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AH [kJ/mol]

Integraci naméfenych surovych dat dostaneme zévislost zmény entalpie na koncentraci

titraéniho Cinidla, kterd ma tvar S-kiivky. Nazornou ukazkou je nize zobrazeny graf 2, ktery

byl timto zplisobem ziskan z grafu 1.
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inflexni bod

Ceap [mmol-dm-3]

Graf 2: Integrace zdaznamu titrace 20 mmol-dm™ CTAB do vody
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Nasledovala studie interakci opa¢né nabitych tenzidi. Bylo provedeno nékolik analyz,
roztoky kladné€ nabitych tenzidi CTAB a Septonexu o riznych koncentracich byly titrovany
ruzné koncentrovanymi roztoky zaporné¢ nabitého SDS. Oc¢ekavanych vysledkt, ze kterych lze
jasn& popsat pribéh titrace, bylo dosazeno titraci 10 mmol-dm™ vodného roztoku CTAB
60 mmol-dm™ vodnym roztokem SDS. Kombinace CTAB-SDS je stéZejni v projektu, v jehoz
ramci prace probihala, proto byla pouzita ve vSech dalSich méfenich.
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Graf 3: Termogram z kalorimetru TAM III; titrace 60 mmol -dm™ SDS do 10 mmol-dm™ CTAB

Prvni ptidavky opét zplsobuji znacné tepelné zmény. Tentokrat je patrné, ze v systému
zpocatku probihaly exotermické déje.

Za povsimnuti stoji porovnani tepelného toku generovaného pfi titraci roztoku tenzidi do
vody a pfi titraci roztoku tenzidu do roztoku opacné nabitého tenzidu. Zatimco v prvnim
ptipad¢, kdy tenzid interagoval s Cistou vodou, absolutni hodnota tepelného toku neptesdhla
12 uW, pii interakci opacné nabitych tenzidi tato hodnota piesahuje 250 uW. Z tohoto jevu
muzeme vyvodit zaver, ze mezi opacné nabitymi tenzidy existuji interakce, které jsou mnohem
siln€j$i, neZ interakce tenzidu s molekulami vody. Kvantifikovat, jak pfesné se sila téchto
interakei 181, nebylo tcelem této prace. Z t€chto méfeni to nelze stanovit, protoze byly voleny
ruzné koncentrace tenzidl pro jednotlivé experimenty, a to proto, aby bylo z vystupu méteni
mozné popsat, k jakym déjim z hlediska termodynamiky v prib¢hu titrace dochazi.
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Po vytitrovani CTAB zptsobuji dalsi pfidavky SDS minimdlni tepelné vykyvy v systému,
d¢j je endotermicky. Diivod téchto tepelnych jevi je stejny, jako u tvodnich titraci tenzida do
vody — tenzid titrovany do mérné cely pfistroje interaguje s vodou a je pohlceno malé mnozstvi
tepla. Toto méfeni bylo zaroven vyuzito ke stanoveni kritické micelarni koncentrace tenzidu
SDS.

Plochy pikti byly zintegrovany a ziskana hodnota tepla byla pouzita pro konstrukci diagramu
zavislosti zmény entalpie na koncentraci titraéniho ¢inidla. Kazdy systém byl minimalné trikrat
prométen a naméiené hodnoty byly v programu MS Excel zprimérovany a vyneseny do grafu,
vcetné¢ smérodatnych odchylek v podobé chybovych usecek. Stézejnimi tenzidy v projektu,
v jehoz ramci tato prace probihala, jsou CTAB a SDS, proto jsou méfeni, ze kterych vycteme
jejich CMC spolecné v grafu 4, a protoze CTAB a Septonex maji podobné hodnoty CMC a
jejich stanoveni probihalo stejnym zplisobem, nebylo mozné zobrazit vysledky v jednom grafu,
aniz by se prekryvaly a byly neptehledné. Vysledna data pro Septonex jsou v grafu 5.

inflexni bod

30 A

3 g |
E 230 ]
H
v
= .

-50 - T II*:II 60 mM SDS do 10 mM CTAB

lT 1] [ +20 mM CTAB do vody
70 71 J
JTT 711
[1fggtl

¢ [mmol-dm]

Graf 4: Titrace 60 mmol-dm™ SDS do 10 mmol-dm™ CTAB; titrace 20 mmol-dm> CTAB do vody; na vodorovné ose je

vzdy koncentrace titracniho cinidla
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Graf 5: Titrace 20 mmol-dm™ Septonexu do vody

Kriticka micelarni koncentrace tenzidi CTAB a Septonexu byla stanovena z grafu 4 a
grafu 5. CMC tenzidu CTAB je 0,9 mmol-dm™ a CMC Septonexu je 0,8 mmol-dm>. Tyto
stanovené hodnoty CMC odpovidaji tabelovanym hodnotam, uvedenym v tabulce 2. Namétena
CMC tenzidu SDS je 8,0 mmol-dm™, o 4 % nizsi, né tabelovana CMC. Odchylka mohla byt
zpisobena kolisanim signalu v pfistroji pii méfeni. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 3.
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6.2. Studie interakci kataniontovych vezikularnich systémii a hyaluronanu

Ptipraveny roztok HA o koncentraci 0,1 g/l byl titrovan dodanym IPA a DDAC
v chloroformu o celkové koncentraci 2 mmol-dm= a 4 mmol-dm™. Cilem studie bylo dokazat
interakce v tomto systému technikou ITC. Vysledky méfeni obou koncentraci prokézaly
totozny trend.

AH [kJ/mol]

1,0 -
0.5 1 X 4 mM IPA a DDAC do 0,1 g/l HA (250-450 kDa)
T 2 mM IPA a DDAC do 0,1 g/l HA (250-450 kDa)
004
-0,5 1 T
o
-1,0 - %% | T 7
B | T -[ T
% 1 T
ﬂ*ﬁé@% R
L L+ 7 L I 1
1,5 - I
_2,0 T T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

¢ [mmol-dm-]

Graf 6: Titrace 2 a 4 mmol-dm™ IPA a DDAC v chloroformu do 0,1 g/l HA (250-450 kDa); na vodorovné ose je
koncentrace IPA a DDAC v chloroformu

Zavislost zmény entalpie na koncentraci IPA a DDAC v chloroformu, titrovaného
do roztoku hyaluronanu, je zobrazena v grafu 6. Je patrné, Ze se entalpie v pribchu analyzy
méni. Z toho miizeme usuzovat, Ze v systému, obsahujicim IPA tvofeny SDS a CTAB, kladné
nabity tenzid DDAC a zaporn€ nabity polyelektrolyt HA, skute¢n€ dochazi k interakcim a tyto
interakce lze prokazat metodou ITC. Méfeni bylo nutné provést na kalorimetru Microcal
PEAQ-ITC, ktery je citlivéjsi nez TAM III. Zatimco entalpie interakci opacné nabitych tenzid
se pohybovaly v fadech stovek kJ/mol, interakce IPA a DDAC s hyaluronanem maji entalpii
v rozsahu jednotek kJ/mol.
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6.3. Shrnuti vysledkii

Tabulka 3: Tabelované a namérené hodnoty CMC tenzidii

. CMC [mmol-dm™]
tenzid
tabelovana | namérenad
CTAB 0,9 0,9+0,1
SDS 8,3 8.0+0,3
Septonex 0,8 0,8+0,1

Tabulka 4: Namérena reakcni entalpie

systém AH [kJ-mol™]
CTAB-voda -10
Septonex-voda -10
SDS-CTAB 80
IPA-HA -1,4

Pro ucely této prace byla aproximaci z grafi stanovena reakcni entalpie (odectenim konecné
entalpie od entalpie na poc¢atku titrace) a také byly timto zpisobem prokazany a porovnavany
sily interakci v pozorovanych systémech. V navazujici praci by mélo byt provedeno vice
meéteni se zaméfenim dalsi parametry, které Ize kalorimetrii stanovit.
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ZAVER

Interakce tenzidli s vodou, opacné nabitych tenzidi ve vodném prostiedi a systému
obsahujicich IPA v chloroformu, kladné nabity tenzid a zaporn€ nabity hyaluronan byly
studovany metodou ITC. Ugelem prace bylo optimalizovat metodu pro uéely charakterizace
agregacniho chovani tenzidi a tvorby komplexu hyaluronanu a kladn¢ nabitého tenzidu.

Na pocatku prob¢hla kalorimetrickd studie chovani samotnych tenzidi ve vodé
s o¢ekavanim, Ze po optimalizaci pouzité koncentrace vodného roztoku tenzidu pro titraci do
vody bude mozné z namétenych vysledkli vyhodnotit kritickou micelarni koncentraci. Takto
byla stanovena CMC Septonexu a CTAB. CMC tenzidu SDS byla stanovena pti nasledném
studiu interakci opacné nabitych tenzida.

Pro studium chovani opacn¢ nabitych tenzidi ve vodném prostiedi byly vybrany systémy
SDS-CTAB a SDS-Septonex o riznych koncentracich. Byla stanovena CMC SDS, a také byly
ziskany poznatky o agregacnim chovani pozorovanych systémi. Z naméfenych hodnot
muzeme prohldsit, ze interakce mezi opacné nabitymi tenzidy jsou mnohem silnéjsi, nez
interakce tenzidu s molekulami vody — jejich absolutni hodnoty entalpii jsou mnohem vyssi,
neZ absolutni hodnoty entalpie interakci tenzidii s vodou. Metodou ITC je t¢Z mozné stanovit
dalsi termodynamické parametry téchto systému, jako jsou zména Gibbsovy energie, zména
entropie, vazebna konstanta nebo reakéni stechiometrie, to v§ak nebylo hlavnim ucelem této
prace.

Nasledovala studie systém sestavajicich z kataniontovych vezikuldrnich systému tvofenych
tenzidy CTAB a SDS, kladn¢€ nabitého tenzidu DDAC a zaporné€ nabitého polyelektrolytu HA.
Tyto vezikuldrni systémy, obsahujici jak hydrofobni, tak hydrofilni ¢ast, umoziuji enkapsulaci
hydrofobnich i1 hydrofilnich latek a maji potencidlni vyuziti v mediciné jako nosice léCiv a
DNA. Stabilitu a vlastnosti téchto systému je mozné ovlivnit pfitomnosti hyaluronanu, ktery
s kladné nabitymi tenzidy tvoii komplexy. Tenzidy tvofi micelarni struktury na hyaluronanu
pfi mnohem niZSich koncentracich, nez je jejich CMC ve vodé a hyaluronan zaroveil sniZuje
jejich toxicitu. Ugelem této ¢asti prace bylo dokazat, Ze interakce v tomto systému skuteéné
existuji a zadroven vyuzit metodu ITC pro tyto Gcely. Pti titraci IPA a DDAC v chloroformu do
vodného roztoku HA byla naméfena zména entalpie, a tim byla dokazéana tvorba téchto interakci
metodou ITC. Jejich sila je mnohem mensi, nez u vSech ostatnich studovanych systémii, coz je
disledkem velmi nizké koncentrace tenzidu, se kterym HA interaguje. Slaba intenzita téchto
interakci z pohledu ITC zde byla o¢ekéavana.

Na stanoveni zminénych termodynamickych parametri, kterym se tato prace nevénuje, by
mohla byt zaméfena navazujici prace. Také by se mohla vénovat vlivu molekulové hmotnosti
hyaluronanu na vlastnosti komplexu tenzid-hyaluronan. Pro ucely této prace byla pouzita
sttedni molekulova hmotnost, dal§i prace by mohla byt zamétena na velmi nizkou a velmi
vysokou. Tenzidy v komplexu s hyaluronanem jsou vnimany jako potencialni nahrada
soucasnych nosicti 1éCiv, proto by se pro tyto ucely navazujici prace méla také zaméfit na
parametry interakci tohoto komplexu pfi télesné teploté (vSechna méfeni v této praci probihala
pti 25 °C).
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1. Seznam zkratek

ZKkratka
CMC
ITC
IPA
DDAC
HA
CTAB
SDS
DNA
PAL
HASI
HAS2
HAS3
IMP
ECM
HYALI
HYAL2
HYAL3
HYALA4
PH-20
HYALPI1
cIPA

Vyznam

kriticka micelarni koncentrace
izotermicka titracni kalorimetrie
komplex amfifilnich iontovych pari
didecyldimethylamonium chlorid
hyaluronan
cetyltrimethylamonium bromid
dodecylsulfat sodny
deoxyribonukleova kyselina
povrchové aktivni latka
hyaluronan syntdza 1

hyaluronan synzéaza 2
hyaluronan syntaza 3

integralni membranovy protein
extracelularni matrix
hyaluronidéaza 1

hyaluronidaza 2

hyaluronidéza 3

hyaluronidéaza 4

hyaluronidaza PH-20
hyaluronoglukosaminidaza 1
komplex amfifilnich iontovych para v chloroformu
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8.2. Seznam symboli

Symbol

g
mmol-dm
°C

mol

dm?

kDa
mmol

Nazev veli¢iny
gram

milimol na decimetr krychlovy

stupen Celsia

mol

decimetr krychlovy
mikrometr
miligram

zmeéna entalpie
zména vnitini energie
teplo

tlak

prace

vazebna konstanta
reakeni stechiometrie
zména entropie

cas

sekunda

mikrowatt
kilojoule
kilodalton

milimol

hodina

litr

mililitr

mikrolitr

milimol na decimetr krychlovy
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