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ABSTRAKT

Metodou fluorescencni spektroskopie byl zkoumén vliv zplsobu pfipravy systému
hyaluronan-fluorescen¢ni sonda na vzajemné interakce ve vodném prostiedi. Bylo navrzeno
nékolik experimentt, pro které byly jako fluorescenéni sondy vybrany pyren, prodan, perylen
a difenylhexatrien (DPH). Prvni skupina experimentt byla zalozena na ovéfeni zavéri z prace
T. Brownové¢ a byla zaméfena na prostou interakci hyaluronanu a hydrofobni latky. Ve druhé
fad¢ experimentii byl hyaluronan vysouSen za zvySené teploty a poté k nému byla pfidana
fluorescenc¢ni sonda. Tato metoda méla rozrusit hydratac¢ni obal hyaluronanu a zpfistupnit tak
hydrofobni casti ftetézce pro fluorofor. Ve tfeti skupiné experimenti byla interakce
hyaluronanu a fluoroforu podpoiena lyofilizaci. Pfestoze v prvni skupiné experimentd bylo
zahrnuto Siroké spektrum koncentraci sondy, nepodafilo se prokazat interakce mezi latkami
VvV systému. Stejné tak meéfeni s pfedsusenym hyaluronanem nenaznacuje, ze by v systému
dochazelo k interakcim. Naopak metoda lyofilizace se zhlediska interakce mezi
hyaluronanem a hydrofobni latkou jevi jako u¢inna.

SUMMARY

The method of fluorescence spectroscopy was applied for the studying of the way of the
hyaluronan-fluorescence probe system's preparation on mutual interaction in water. Several
experiments with fluorescence probes pyrene, prodan, perylene and diphenylhexatriene
(DPH) had been submitted. The first part of the experiments deals with the verification of the
results of T. Brown's work and it was focused on the study of simple interaction between
hyaluronan and hydrophobic compounds. In the second part of the work hyaluronan was dried
at higher temperature followed by adding of the fluorescence probe. The aim of this method
was the distraction of hyaluronan's moisture packaging and the opening up the hydrophobic
parts of the chain for the fluorophore. The interaction of hyaluronan and fluorophore was
supported with the freeze-drying in the third group of the experiments. Although wide
concentration ranges of fluorescence probes had been tested in the first experiments, the
interactions hadn’t been observed. The similar results were obtained in the second part of the
experiments. On the other side the method of freeze-drying appeared to be effective.
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UVOD

Hyaluronan je latka znama od poloviny 30. let. 20. stoleti. Je to latka, ktera ma v lidském
téle mnoho dulezitych roli. Mize jit o role kladné, jako hydratace pokozky, pohyblivost
kloubli nebo dobra pruhlednost a lom o¢niho sklivce, miva ale i zaporné role. Tumor, ktery se
vytvoii v téle, ma zvySenou afinitu k hyaluronanu, obali se vrstvou z této latky a pro imunitni
systém se pak stava ,,neviditelnym®. Na povrchu nadoru je $t€pen enzymy na oligosacharidy,
které navic zhoubné bujeni podporuji. Jak uz ale byva ve védé zvykem, i zaporné vlastnosti
l1ze vyuzit ve sviij prospéch. Pravé zvysena afinita rakovinnych bun¢k miize byt vyuzita pti
vyvoji takzvanych cilenych nosiCovych systémi. Kombinace riznych typt 1éCiv
s hyaluronanem jsou zkoumany uz dlouhou dobu. Hyaluronan v téchto systémech plni funkci
nosice, jenz aktivni latku dopravi k nadoru, kde se 1é€ivo uvolni a miiZze plsobit selektivné.

Jednou z latek, ktera efektivné ptisobi na nadory je cisplatina. Je to ale latka, ktera je silné
toxicka také pro zdravou tkan. Cai a spol. [1, 2] zkoumali konjugat hyaluronan-cisplatina a
dosli k zavéru, ze tento konjugat vyznamné snizuje systémovou toxicitu, zvySuje koncentraci
cisplatiny pfimo v tumoru a navic je pak 1é¢ivo télem Iépe snaseno. Doxorubicin je hojné
pouzivané protinadorové antibiotikum. Upadhyay a spol. [3] jej rovnéz zkombinovali
v konjugéatu s hyaluronanem. Vysledkem byla zvySena koncentrace 1é¢iva v nadorovych
buitkdch. Mimo to se doxorubicin ze systému do téla uvoliioval vice nez tyden, coz podporuje
rovnomérnou distribuci latky k nddoru. VétSina 1éCiv je narozdil od hyaluronanu
hydrofobniho charakteru. Jako pomocna latka se do takovych systému casto ptiddvaji tenzidy,
jez v konjugatu tvoii polymerni micely. Brownova ve svém ¢lanku [4] uvadi, Ze hyaluronan
je schopen solubilizovat hydrofobni latky a délat s nimi komplexy.

Hlavnim cilem této prace je navrhnout a provést experimenty, jez by potvrdily nebo
vyvratily existenci interakci mezi nativnim, nijak neupravenym hydrofilnim hyaluronanem
a hydrofobnimi latkami. Prvni skupina experimentd je zaméfena na prostou interakci latek.
Hyaluronan byl pouzity ve velmi nizkych koncentracich. V zavislosti na koncentraci
hyaluronanu bylo nutné jit s koncentraci fluorescen¢nich sond k extrémné nizkym hodnotam.
To bylo potieba kvuli omezeni rusivé fluorescence volnych sond v roztoku. Nékteré ze sond
se totiz pies sviij hydrofobni charakter ¢aste¢né rozpoustéji ve vode.

Hyaluronan jako siln€¢ hydrofilni latka je schopen kolem sebe vazat vodu, at’ uz se jedna
0 vlhkost ze vzduchu, vodu v roztoku, nebo jde o molekuly vody vazané velmi blizko fetézce.
Tato nejbliz§i voda mé pravdépodobné organizovany charakter a brani hydrofobnim latkadm
vV navdzani se k axidlnim vodikim na fetézci. Proto v dals$i skupiné experimentii byla
interakce hyaluronanu a fluoroforu podpofena rozruSenim hydrataéniho obalu polymeru.
Hyaluronan byl za zvySené teploty vysouSen, V dalSim piipad€é byl systém lyofilizovan.
Ziskani poznatkil v této oblasti pak mliZe pfinést nové metody jak pfipravovat cilené nosicové
systémy pifimo z nativniho hyaluronanu bez nutnosti chemické modifikace a omezit tak
nezadouci ucinky lécby v oboru onkologie.



TEORETICKA CAST

2.1 Hyaluronan

Hyaluronan, v literatufe také oznacovany jako kyselina hyaluronova, je linearni
polysacharid slozeny ze dvou opakujicich se disacharidovych jednotek. D-glukoronova
kyselina a N-acetyl-D-glukosamin jsou stfidavé propojeny B-1,3 a B-1,4 glykosidickou
vazbou (Obr. 1) [5]. Poprvé byl izolovan v roce 1934 Karlem Meyerem za asistence Johna
Palmera z hovéziho sklivce. Pravé oni pojmenovali tuto latku kyselina hyaluronova ze
slovniho spojeni hyaloid a uronova kyselina. Dnes se jiz upiednostituje nazev hyaluronan,
protoze in vivo se vyskytuje pfevazné ve formé sodné nebo draselné soli [6].
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D—glukuronova kyselina N-acetyl-D—glukosamin | n

Obr. 1: Chemicka struktura hyaluronanu

Tento polysacharid je velmi dileZitou slozkou zivych organismi. Bakterialni kmeny
Streptococcus a Pasteurella si syntetizuji kapsulu slozenou z hyaluronanu. T¢lo napadeného
organismu pak bakterii ukrytou v hyaluronové kapsule nepovazuje za patogen a nevytvari
protilatky [7]. U obratlovct je hlavni soucasti extracelularnich matrix (ECM), vyskytuje se ve
sklivci, synovidlni tekutin€, oocytech, ale 1 chrupavkach a kloubech. Primyslova vyroba se
zaméfuje na izolaci hyaluronanu z kohoutich hiebinku (takto 1ze ziskat hyaluronan s vysokou
molekulovou hmotnosti, ale ma vyssi obsah necistot), nebo z kapsul bakterii (naopak lze
ziskat velmi Cisty hyaluronan, ale s niz$i molekulovou hmotnosti) [8].

V téle savcll ma hyaluronan nékolik tloh. Ma-li vysokou molekulovou hmotnost, je
vybornym lubrikantem (mazadlo napt. v kloubech) a humektantem (plnidlo k udrzeni tvaru
napt. v o€nim sklivci). Hyaluronan s nizkou molekulovou hmotnosti je regulacni molekulou.
Je ptitomny také v ranych stadiich vyvoje embrya a v pupe¢ni $ndfe [9]. Tato ,,jednoducha®
molekula ma tedy v Zivém svété znacné mnoZstvi biologickych funkci.

2.1.1 Struktura v roztoku

V roztoku se chova jako polyaniont s amfifilni strukturou. Oba cukry tvorici zakladni
jednotku jsou spojeny glykosidickou vazbou, kterd v B konfiguraci umoziuje prostoroveé
objemnym skupinam pftejit do stericky vyhodné ekvatorialni polohy, na molekule tak vznika
polarni oblast. Naproti tomu vodikové atomy zaujimaji axialni polohu, ¢imz na molekule
vznika nepolarni oblast tzv. ,,hydrophobic patch* (Obr. 2) [5].
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Obr. 2: Ekvatorialni a axidalni polohy na molekule hyaluronanu, cervené jsou zndazornény
nepoldrni oblasti a modre poldrni oblasti [11]
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Retézec hyaluronanu je v roztoku stabilizovan nékolika zptisoby. Nejpevnéjsi jsou vazby
v samotnych cukernych kruzich, ty jsou pomérné neménné a fixuji tvar cukernych zbytki.
Naproti tomu glykosidické vazby mezi témito cukernymi kruhy dévaji moznost otaceni a jsou
stabilizovany intramolekuldrnimi vodikovymi mustky. Dilezitou roli ve stabilizaci molekuly
hraje i prostiedi, tedy interakce s rozpoustédlem. V fetézci jsou pak disacharidové jednotky
pootoceny vzdy o 180° vzhledem k nésledujici jednotce. Tato struktura je oznacovana jako
dvakrat sto¢ena Sroubovice. Kazdou druhou otacku se cukerné jednotky dostavaji do ptivodni
orientace. Na fetézci hyaluronanu se tedy opakuji hydrofobni a hydrofilni oblasti po zhruba
stejné dlouhych tsecich [10].

Je-li hyaluronan takto stabilizovan, tvofi doménové struktury, které by méli byt schopny
pojmout do sebe malé molekuly (Obr. 3). Protoze je tato doména dynamicka a neustale se
pohybuje, méni se i velikost prostoru vV doméné a tim i pravdépodobnost pruniku rizné
velkych molekul do domény. Ve vodném prostredi se fetézec stoci tak, ze hydrofilni
ekvatoridlni strana bude natocena do roztoku a hydrofobni axidlni vodiky budou stoceny do
domény [11]. Pravé tyto vodiky by pak mohly interagovat s hydrofobnimi latkami, jako jsou
fluorescencni sondy.

Obr. 3: Struktura hyaluronanu v roztoku [11]

2.1.2 Hyaluronan v mediciné

Protoze je hyaluronan latka, kterd se v téle vyskytuje bézn¢, snazi se moderni medicina
vyuzivat jeho vlastnosti. Hyaluronan neni cytotoxicky, imunogenni ani teratogenni, naopak je
biokompatibilni a biodegradabilni. Je pfirozenou slozkou ECM a interaguje s bunikami.

Vyuziva se napiiklad v oftalmologii, protoze je pfirozenou soucésti ocniho sklivce. Pii
operaci Sedého zakalu tak udrzuje operativni prostor a navic chrani ostatni tkané oka. Nova
¢ocka je tak bezpetné implantovana [12]. Jeho lubrikaéni vlastnosti jsou uplatiovany pii



1é¢bé kloubii a chrupavek, kde diky viskoelasticité chrani povrch chrupavky a snizuje vnimani
bolesti [13]. A jeho schopnost vazat velké mnozstvi vody se vyuziva v piipravcich na hojeni
ran (Obr. 4) apopalenin, vytvari vlhké prostiedi a urychluje hojeni (poopera¢ni rany,
diabetické defekty) [14].

odvod exudatu,

odpartovani vody
gaza/polyuretanova péna

HYIODINE
kyselina hyaluronova
jod+jodid draseny

ni¢eni bakterii

bakterie

rustové a nutric¢ni
faktory pritahované
kysleinou hyaluronovou

,hasavani,, vody

Obr. 4: Princip hojeni rany pripravkem Hyiodine [14]

V posledni dob¢ se vénuje velkd pozornost zkoumani nosi¢ovych systému v oblasti 1écby
riznych druhd rakoviny. Rakovinné buiiky produkuji uréité mnozstvi hyaluronidaz, které
Stépi fetézce hyaluronanu na oligosacharidy. Oligosacharidy mohou podporovat zhoubné
bujeni, ¢imz se zabezpecuje prostor pro rozristdni nadoru. NosiCové systémy vyuzivajici
hyaluronan pak mohou dopravit u¢innou latku piimo k rakovinnym bunkam a pusobit tak
selektivng, zatimco rovnomérna distribuce latek (naptiklad pomoci chemoterapie) ohrozuje
I zdravou tkan v téle [15].

2.2 Fluorescence

V molekule, kterd absorbuje kvantum svételné energie, dojde ke zméné elektronové
konfigurace. Ze zékladniho stavu Soo se tak elektron dostane do nejbliz§iho volného orbitalu
s vys§i energii v excitovaném stavu S1*. Ze stavu S’ pak miiZe elektron piejit do tripletového
stavu Ty* mezisystémovym prechodem. V singletovém stavu maji elektrony opacny spin,
zatimco u tripletového stavu jsou spiny elektront paralelni. Singletovy stav je z kvantové-
mechanického hlediska pravdépodobnéjsi. Takto vybuzené elektrony pak ptirozené piechazeji
zpét do zakladnich stavii riznymi procesy, coz se nejcastéji znazornuje pomoci Jabtonskiho
diagramu (Obr. 5).

Jde-li o nezafivé procesy (v diagramu znazornény vinovkou nebo pieruSovanou Sipkou),
zvysi se tepelna energie systému. Tyto procesy jsou velmi rychlé, fadové se pohybuji okolo
10* sekund. U zéafivych procesit (v diagramu znazornény plnou Sipkou) systém emituje
svétlo o konkrétni vinové délce, kterd je pro dany systém charakteristicka. Souhrnné se tyto
procesy oznacuji jako luminiscence a podle doby dosvitu se déli na fluorescenci
a fosforescenci.



Fosforescence je v porovnani s fluorescenci proces pomalejsi a fadové trva 107*-107
sekund. Delsi doba dosvitu je zptisobena tim, Ze v excitovaném stavu elektron dvakrat meéni
svilj spin. Poprvé pfi mezisystémovém prechodu z S:° do Ti* a podruhé pii samotné
deexcitaci z T:° do S¢*. Tyto mechanismy emisi znaén& zpomali. Naopak spinové povoleny
pfechod z excitovaného stavu S;° do zakladniho stavu Sg* zpiisobuje oproti fosforescenci
pomérné rychlou emisi. Antiparalelnimu spinu elektronu v excitovaném orbitalu nic nebrani
v piechodu do orbitalu v zékladnim stavu. Fluorescence tak trva fadové 107°-107° sekund
[16].
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Obr. 5: Jablonskiho diagram

2.2.1 Zakony pro fluorescenci

Fluorescence se fidi nékolika pravidly a zdkony. Prvnim z nich je Stokeslv zakon, podle
kterého je vinova délka emise pii fotoluminiscenci vétSi nebo rovna vinové délce excitaéniho
svétla. V praxi to znamend, Ze excitani svétlo ztrati ¢ast své energie (obvykle praveé
nezarivymi procesy), a tim se prodlouzi vlnova délka svétla emitovaného pii deexcitaci.
Z tohoto pravidla také vychazi tzv. Stokesiv posun (Obr. 6). U jednoduchych molekul
fluorofort je emisni sken oproti absorpci zrcadlové otoCeny a posunuty ke vétSim vinovym
je vice ¢i méné odlisny. To je zplsobeno mnoha procesy, které na molekule v pribchu
absorpce a emise probihaji. Rozdil mezi maximy absorp¢niho a emisniho spektra se nazyva
Stokestiv posun.
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Stokestv posun

mtenzita

absorbece elise

vinova délka
Obr. 6: Stokesitv posun mezi maximy absorpcniho a emisniho maxima

Dalsim je Kashovo pravidlo, které fikéa, ze pted emisi fluorescenéniho kvanta dochézi
k relaxaci vibra¢ni energie a vnitini konverzi, coz ma za nasledek, Ze fluorescenéni piechod
nastava z nejniz$i vibraéni hladiny prvniho excitovaného stavu S;°. Je to zpiisobeno malym
energetickym rozdilem mezi vy$§imi excitovanymi stavy a zakladnim vibraénim stavem S;°.

Podle tfetiho, tzv. Vavilovova pravidla, kvantovy vytéZzek a doba Zivota excitované¢ho
stavu nezavisi na vinové délce excita¢niho zareni.

2.2.2 Instrumentace

Fluorescen¢ni skeny jsou meéfeny na spektrofluorimetru, ktery se skldda z nékolika
hlavnich soucasti (Obr. 7). Jako zdroj svétla se obvykle vyuZivaji xenonové vybojky, jejichz
hlavni vyhodou je velka intenzita pfi vSech vinovych délkach a Siroky rozsah vinovych délek.
Svételny paprsek pak prochdzi excitatnim monochromatorem, coz je zafizeni slozené ze
soustavy zrcadel. Zde se podle natoCeni zrcadel vymezi konkrétni vinova délka budiciho
zateni, kter¢ dopadd na kyvetu se vzorkem umisténou v cele. Emitované svétlo dopada do
emisniho monochromatoru, jenZ je umistén kolmo od vzorku vzhledem k excitaénimu
monochromatoru. Ten obdobnou soustavou zrcadel vymezuje vinovou délku zareni, které
dopada na detektor. Pomoci programu v pocitaci se nastavuji jednotlivé parametry pro méfeni
a vysledkem je emisni nebo excitacni sken.

Pti méfeni vzorkil, na kterych dochazi k velkému rozptylu svétla, je mozné pouzit celu
s polarizatory, které navic ke vzorku a ze vzorku propusti jen linedrné¢ polarizované svétlo.
Protoze zéateni, které prochazi polarizatorem ke vzorku, se rozptyli ve stejné roviné
a emitované zareni se Sifi vSemi smeéry, je polarizator za vzorkem pootoCen o 90°. Tim je
rozptyl svétla potlacen, ale je také sniZena intenzita detekované fluorescence.
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Obr. 7: Schéma fluorimetru

2.2.3 Fluorescen¢ni sondy

Fluorescen¢ni sondy jsou organické latky, které absorbuji budici svétlo. Nasledna
deexcitace pak poskytuje pro danou sondu charakteristicky emisni sken. Obvykle jsou to
aromatické uhlovodiky a uhlovodiky s konjugovanymi dvojnymi vazbami. Navic fluorescenci
podporuji elektron-donorni skupiny (-N(CHs),;, -NH(CH3), -NH,, —OH, —OCHj3), naopak
elektron-akceptorni skupiny (-NO;, —CN, -CHO, —COOH) intenzitu fluorescence snizuji.

Na fluorescenci ma silny vliv nékolik fyzikalnich vlastnosti (polarita, pH, viskozita,
iontova sila, teplota, tlak nebo pfitomnost zhdsect). Fluorofory jsou proto pouzivany pro
zkoumani fyzikéalné-chemickych a biochemickych vlastnosti systémi. Volba fluorescencni
sondy je kliCovou soucasti experimentu ve fluorescencni spektroskopii, protoze praveé
specifické vlastnosti a reakce sond poskytuji potfebné informace.

2.3 Lyofilizace

Lyofilizace, nebo také suSeni mrazem, je metoda, kterd se bézn€ pouziva ve farmacii
a biotechnologickém primyslu pro zlepSeni stability produktd. Vzorky jsou zmrazeny,
umistény na lyofilizator a zahtaty za velmi nizkého tlaku. Po odsublimovani rozpoustédla
vznikne porézni kola¢ s velmi nizkou vlhkosti, ktery muze byt dlouhodob¢ uchovavan [17].

V této praci se vychazi z predpokladu, Ze hyaluronan je v roztoku obklopen ochrannou
vrstvou vody (pravdépodobné organizované), ktera brani prichodu hydrofobni latky do
domény. Z tohoto diivodu je nutné odstranit ze vzorku co nejvétsi mnozstvi vody. Aby byl
tento proces U¢inng&jsi, voli se sucha cesta.
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2.3.1 Proces lyofilizace

Prabéeh lyofilizace se déli do tii krokd. Prvnim je mrazeni, béhem kterého je kapalny
vzorek zchlazen. Postupné se tvoifi krystaly rozpoustédla a tim se zvySuje koncentrace
zbyvajiciho roztoku. Tento vysoce koncentrovany a viskozni roztok nasledné také tuhne.
Miize byt amorfniho, krystalického, nebo kombinovaného charakteru.

Druhym krokem je tzv. primarni suSeni. V tomto kroku dochdzi za snizené¢ho tlaku
k sublimaci ledovych krystali rozpoustédla ze zmrazené¢ho produktu. Vzniklé pary prochazi
susenou ¢asti produktu na povrch a dale pokracuji komorou pfistroje na kondenzator. Ten je
udrzovan pii teplot€ i méné€ nez —50 °C a vzniklé pary zde kondenzuji a mrznou. V nadob¢ se
vzorkem tak vznikne porézni kola¢. Pory odpovidaji mistim, kterd byly obsazeny ledovymi
krystaly.

Nasleduje sekundarni suseni, kdy je ze vzorku odstranéna absorbovana voda (v piipadé
hyaluronanu ochranna vrstva vody), kterd béhem prvniho kroku nebyla oddélena ve formé
ledu a tedy neodsublimovala. Na Obr. 8 je na fazovém diagramu vody naznaen princip
lyofilizace [18].

p (Pa) |

kapalna faze

plynna faze

"
I g

273.16 T&)

Obr. 8: Fazovy diagram vody s naznacenou lyofilizacni cestou

2.3.2 Instrumentace

Lyofilizator se sklada ze susici komory, kde jsou umistény police pro nadoby se vzorky,
které budou lyofilizovany. Police jsou opatieny teplotnimi c¢idly. Na suSici komoru
navazuje komora s kondenzatorem. Soucasti lyofilizatoru je série vakuovych pump
dosahujicich podtlak az v rozmezi 440 Pa v zavislosti na typu pfistroje [18].
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2.3.3 Vyuziti ko-rozpoustédla
Idealni lyofilizatni medium mé vysoky tlak nasycenych par, bod tani okolo pokojové
teploty, vyssi viskozitu a nizkou toxicitu. Lyofilizace by vlivem rozpoustédla méla byt rychla

a kompletni, tak aby vznikl kvalitni kolac.

Cisty terc-butanol (TBA) je diky svym vlastnostem vhodnym médiem pro lyofilizaci. TBA
tvoii jehlicovité krystaly, které jsou ve vzorku volné ulozeny. Diky takovym krystalim
vzniklé pary pfi sublimaci sndze opoustéji kolac, ktery je pak méné nachylny ke kolapsu.
Sublimace Cistého TBA je vice nez 2,5 krat rychlejsi, presto je TBA pii lyofilizaci v Cistém
stavu uzivan jen vyjimecné. Mnohem Ccastéji se TBA vyuziva ve smési s vodou jako
ko-rozpoustédlo [19, 20]. Pro tuto praci byla jako smés rozpoustédel vybrana voda
a terc-butanol v poméru 4:1. Obr. 9 znazoriuje fazovy diagram této binarni smési.
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Obr. 9: Fazovy diagram systému voda-tercbutanol [21]
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EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy

Hyaluronan M,, = 650 kDa, CAS 9004-61-9, CPN spol. s r.o., ¢. Sarze 280407-D1
M,, = 1,46 MDa, CAS 9004-61-9, CPN spol. s r.o., ¢. Sarze 141008-E1

~ Na
o 0
~
H—-0 0
HO
OH
Pyren CAS 129-00-0, Fluka, puriss p.a. for fluorescence, ¢. Sarze 430166/1

Prodan N,N-dimethyl-6-propionyl-2-naphylamin
CAS 70504-01-7, Fluka, for fluorescence, ¢. Sarze 445882/1
o
[ o
HSC\N
CH3
Perylen CAS 198-55-0, Fluka, puriss for fluorescence, €. Sarze 1293653

DPH 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien
CAS 1720-32-7, Fluka, for fluorescence, ¢. Sarze 1054132

Ostatni demineralizovana voda: Millipore Academic
aceton: CAS 67-64-1, LachNer spol. s r.o.
methanol: CAS 67-56-1, LachNer spol. s r.o.
terc-butanol: CAS 75-65-0, LachNer spol. s r.o.



3.2 Metody

3.2.1 Priprava zasobnich roztoki

Zasobni roztoky fluorescencnich sond o riznych koncentracich byly pfipraveny v t¢kavém
rozpoustédle — aceton nebo methanol. Zasobni roztoky hyaluronanu byly pfipraveny ve vode¢.
Hyaluronan s vyssi molekulovou hmotnosti nebo roztok s vyssi koncentraci bylo nutné nechat
rozpoustét déle, nez hyaluronan s nizkou molekulovou hmotnosti a mélo koncentrované
roztoky. Vzorky byly uloZeny v lednici pii 4 °C.

3.2.2 Priprava vzorki pro ovéreni zavéra T. Brown

Do vialek bylo napipetovano takové mnozstvi fluoroforu v t€kavém rozpoustédle, aby po
odpaieni rozpoustédla a doplnéni na objem 4 ml (roztokem hyaluronanu, vodou) byla ve
vialkach pozadovana koncentrace sondy. Odpafovani probihalo za laboratorni teploty a za
snizeného tlaku. Hyaluronan pouzity pro tuto fadu experimenti mél molekulovou hmotnost
650 kDa. Vialky poté byly ponechany na tiepacce obvykle 24 hodin pfi laboratorni teploté.

3.2.3 Priprava vzorku s predsuSenym hyaluronanem

Navazka piiblizné 0,02 g hyaluronanu (M,, = 1,46 MDa) byla v kadinkach ponechana pii
120 °C po dobu 1 hodiny v susarné. Poté byly kadinky vlozeny do exsikatoru a po
vychladnuti byly navazky opét zvazeny. Do kadinek bylo napipetovano takové mnozstvi
fluoroforu v tékavém rozpoustédle, aby po odpateni rozpoustédla a dopInéni vodou na objem
20 ml byla v kadinkach pozadovand koncentrace sondy. Po odpafeni rozpoustédla za
laboratorni teploty a sniZzeného tlaku byly vzorky dosuSeny v susarné pii 120 °C po dobu
30 minut. Poté bylo ke vzorkiim napipetovano 20 ml vody a po diikladném promichani byly
do tfi vialek napipetovany 4 ml takto pfipravené¢ho roztoku. Ke vzorkiim byly piipraveny
vzdy dva slepé vzorky ve vod¢ tak, aby koncentrace pfislusné sondy byla stejnd. Takto
pfipravené vzorky byly ponechany na tfepacce 24 hodin pfi laboratorni teplot¢.

3.2.4 Priprava vzorku pro lyofilizaci

Do lyofilizacnich nadobek bylo napipetovano takové mnozZstvi fluorescencéni sondy
v tékavém rozpoustédle, aby po odpafeni rozpoustédla a doplnéni na objem 50 ml (10 ml
TBA, 40 ml roztoku hyaluronanu) byla v nadobkach pozadovana koncentrace sondy.
Odpatovani probihalo za laboratorni teploty a za snizené¢ho tlaku. Hyaluronan pouzZity pro
tuto fadu experimentit mél molekulovou hmotnost 650 kDa. Nadobky byly vlozeny
do nadoby s ethanolem o teploté —20 °C, ve které rotovaly a po zamrznuti smési na sténach
byly umistény do mrazaku o teplot¢ —30 °C. Poté probihala lyofilizace pii teplot¢ —50 °C a
tlaku mensim nez 13,3 Pa dokud nevysublimovala rozpoustédla (voda a TBA). Po ukonéeni
lyofilizace byly vzorky zvézeny a rozdéleny na dvé stejné Casti. Prvni ¢ast byla ihned
rehydratovana 10 ml vody a po rozpusténi vzorku byly do dvou vialek napipetovany 4 ml
takto pfipraveného roztoku. Druhd ¢ast byla v suSarné dosusena pii 60 °C po dobu 30 minut,
poté byla znovu zvéazena, rehydratovana 10 ml vody a po rozpusténi vzorku byly do dvou
vialek napipetovany 4 ml takto ptfipraveného roztoku. Ke vzorklim byly ptipraveny vzdy dva
slepé vzorky ve vod¢ tak, aby koncentrace ptislusné sondy byla stejna. Takto pfipravené
vzorky byly ponechéany na tiepacce 24 hodin pfi laboratorni teplotg.
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3.2.5 Méfeni vzorki na fluorimetru AMINCO Bowman series 2

Veskeré méteni bylo provadéno pfi teploté 20 °C.

Pro vzorky obsahujici pyren byl emisni sken méfen v rozsahu 360-530 nm s krokem
5nm's* a excitatni sken vrozsahu 310-340nm skrokem 5nm's?, excitadni
monochromator byl nastaven na 335nm a emisni monochromator na 392 nm.
Monochromatory jsou béhem méfeni skend nastavovany kvili citlivosti pfistroje. V emisnim
spektru byly sledovany intenzity prvniho maxima (373 £1nm) a tfettho maxima
(383 £ 1 nm) a byl zaznamenavan totalni integral pod kifivkou emisniho skenu. V excitacnim
spektru byly sledovany intenzity pti 333 nm a 338 nm.

Pro vzorky obsahujici prodan byl emisni sken méfen v rozsahu 380-650 nm s krokem
5nm's ™, excitatni monochromator byl nastaven na 360 nm a emisni monochromator na
520 nm. Byla sledovana intenzita a poloha maxima a byl zaznamendvan totalni integral pod
kiivkou emisniho skenu.

Pro vzorky obsahujici perylen byl emisni sken méten v rozsahu 420-600 nm s krokem
5nm-s ™, excitaéni monochromator byl nastaven na 410 nm a emisni monochrométor na
440 nm. Byl zaznamenavan totalni integral pod kiivkou emisniho skenu.

Pro vzorky obsahujici DPH byl emisni sken méfen v rozsahu 400-600 nm s krokem
5nm's ™, excitatni monochromator byl nastaven na 385 nm a emisni monochrométor na
426 nm. K méfeni byla pouzita cela s polarizatory (viz kapitola 2.2.2). Byl zaznamenavan
totalni integral pod kifivkou emisniho skenu.

3.2.6 Méfeni vzorki na UV-VIS spektrometru Varian Cary 50 Probe

Vzorky, u kterych bylo tieba provést korekce, byly proméfeny na UV-VIS spektrometru
Vv kyveté o praiméru 1 cm v rozsahu 200-600 nm.

3.3 Vyhodnoceni dat

U vsech sond byla pozorovana intenzita fluorescence systému voda-hyaluronan-sonda
V porovnani se slepym vzorkem. Fluorescen¢ni sondy jsou hydrofobni latky a jsou tedy ve
vod¢ nerozpustné (popf. jen malo), intenzita fluorescence je tedy velmi slaba. Naopak je-li
fluorofor solubilizovan v hydrofobnim prosttedi, intenzita fluorescence je vysoka. Vychazelo
se tedy z predpokladu, Ze interakce hyaluronanu a téchto hydrofobnich latek bude mit za
nasledek zvySeni intenzity oproti slepému vzorku.

Pyren je fluorescen¢ni sonda, ktera je schopna reagovat na zménu polarity prostiedi. To se
projevi na emisnim 1 excitacnim spektru. Proto byla u pyrenu krom¢ intenzity fluorescence
pozorovana i hodnota polaritniho indexu. Pomér ptechodu 0-0 (pii vlnové délce 373 nm)
a prechodu 0-2 (pti vinové délce 383 nm) dosahuje v polarnim prostiedi hodnot asi 1,7,
zatimco v nepolarnim prostfedi vyska piku pifi 373 nm klesne a hodnota poméru se pohybuje
okolo 0,5 (EmPI). To je znazornéno na Obr. 10. U excitaéniho skenu byl pak zjistén pomér
intenzit fluorescence pfi vinovych délkach 333 nm a 338 nm (ExPI).
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Obr 10: Emisni spektra pyrenu v roztoku n-heptanu a vody

Prodan je dal$i sonda, ktera reaguje na polaritu prostfedi. Na tento fluorofor ma vliv
relaxace rozpoustédla. Kdyz je sonda obklopena viskéznim polarnim prostiedim (napf.
hydrofilni polymer hyaluronan), dochézi k ,,Red Edge Excitation Shift (REES) efektu. Jedna
se 0 nevazebnou interakci ovlivnénou disperznimi silami. Obvykle je relaxace okoli velmi
rychld. Tyto sily ji ale zpomaluji a ona je tak srovnatelnd s dobou zivota fluoroforu.
ZvySujeme-li vinovou délku excitace a zaroven dochazi k batochromnimu posunu maxima
fluorescence, dokazali jsme interakce mezi sondou a polymerem. Emisni maximum prodanu
V polarnim prostiedi je 530 nm, zatimco v nepolarnim prostiedi je to asi 405 nm (Obr. 11)
[16]. U prodanu tedy byla kromé intenzity fluorescence sledovana i vinova délka emisniho
maxima.
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Obr. 11: Fluorescencni spektra prodanu v cyklohexanu (1), chlorbenzenu (2),
dimethylformamidu (3), ethanolu (4) a ve vode (5)

18



DPH (Obr. 12) a perylen (Obr. 13) nemaji v polarnich roztocich detekovatelnou
fluorescenci. Jednd se o silné hydrofobni sondy v polarnich rozpoustédlech témér
nerozpustné. U téchto fluorofor tedy postacilo sledovat intenzitu fluorescence, respektive
totalni integral pod kiivkou.
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Obr. 12: Absorpcni (a) a fluorescencni (b) sken DPH v ethanolu
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Obr. 13: Absorpcni a fluorescencni sken perylenu

3.4 Korekce

Intenzita fluorescence miZe byt znacné zkreslena naptiklad u zakalenych vzorkid. SniZeni
fluorescence zpUsobuje také wvnitini filtraéni efekt. Pti excitaci je svétlo absorbovano
fluorofory, které pak emituji mimo detektor, jednd se o vnitini filtracni efekt prvniho druhu.
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Pfi emisi mize byt svétlo reabsorbovano fluorofory a ty jsou pak také vyexcitovany. Nasledné
emituji mimo oblast detektoru a jde o tzv. vnitini filtrani efekt druhého druhu.
Fluorescenc¢ni spektra je pak nutné korigovat podle vzorce [22]:
_ 0,5-(0OD,, +0ODg, )
Fror = Fpoz 10 i : (1)

kor
kde Fior je korigovana intenzita fluorescence, Fpo, je naméfend intenzita fluorescence, ODex je
opticka hustota pii excitacni vinové délce a ODgny je opticka hustota pfi emisni vinové délce.
Vztah pro optickou vinovou délku je:

op, ==, @

kde A je absorbance a | je délka optické drahy. A protoze vzorky byly pro korekce méfeny na
UV-VIS spektrometru v kyvete¢ o délce 1cm, tak ziskame vztah pro korigovanou
fluorescenci:

F

kor

— Fpoz 1095 PectAm) (3)
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VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem experimentalni ¢asti bakalarské prace bylo prozkoumat vzajemné interakce systému
hyaluronan-hydrofobni latka. Veskeré experimenty byly provadény ve vodném prostiedi.
Hyaluronan pouzivany v této praci mél molekulovou hmotnost 650 kDa, popiipadé
1,46 MDa. Jako sondy pro fluorescenéni spektrometrii byly pouzity pyren, prodan, perylen
a DPH. Cilem téchto méieni je ziskani informaci o interakcich v systémech hyaluronanu
a hydrofobnich soluti s ohledem na vyuziti téchto poznatkl v oblasti cilenych nosict 1é€iv,
jakozto alternativni a perspektivni 1écby rakoviny.

4.1 Ovéreni zavéra T. Brown

Byly pripraveny koncentraéni fady pyrenu a prodanu od 1-10™° mol-1™* do 5-107*° mol-1™".
Koncentrace hyaluronanu se pro rizna méieni liSila. Nejprve byly vzorky zméfeny bez
pritomnosti hyaluronanu. Poté byla provedena méfeni s hyaluronanem o koncentraci 3 mg-17%,
50 mg-1"* a 100 mg-1"* pro pyren (90 mg-1"* pro prodan).
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Obr. 14: Emisni a excitacni (vloZeny graf) sken pyrenu o koncentracich sondy 1-10~° mol-| -
5-10"° molI™* bez pridavku hyaluronanu
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Obr. 15: Emisni a excitacni (vloZeny graf) sken pyrenu o koncentracich sondy 1-10~° mol-1 -
5-10"* molI"* a koncentraci hyaluronanu 3 mg-™*
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Obr. 16: Emisni a excitacni (vloZeny graf) sken pyrenu o koncentracich sondy 1-10~° mol-I -
5-10"*° mol-I"* a koncentraci hyaluronanu 50 mg-~*
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Obr. 17: Emisni a excitacni (vloZeny graf) sken pyrenu o koncentracich sondy 1-10~° mol-I -
5-10"*° mol-I"* a koncentraci hyaluronanu 100 mg-1™*

Na Obr. 14-17 jsou znazornény jednotliva spektra koncentra¢nich fad pyrenu s riznym
pridavkem hyaluronanu. Jak je patrné, niz&i koncentrace nez 1-10”" mol-I™* jiz spektrometr
nebyl schopen detekovat. Emisni skeny jsou si v podstaté¢ velmi podobné pro vSechny
pridavky hyaluronanu. Na Obr. 16 a 17 je vidét maly narist intenzity fluorescence, coz by
mohlo naznacovat, Ze pyren je alespoil ¢astecné€ solubilizovan v hydrofobnim prostfedi. Po
vyhodnoceni EmPI, ktery ve vSech pfipadech dosahoval hodnot okolo 1,45, lze ale toto
tvrzeni zamitnout. Tyto hodnoty polaritnich indexd jsou pfili§ vysoké na to, aby se jednalo
o0 pyren fluoreskujici z domén hyaluronanu.

VlozZzené grafy pak znazoriiuji excitacni skeny téchto systémi. Intenzita fluorescence
vV tomto piipad& nevzrostla ani po p¥idavku hyaluronanu o koncentraci 50 mg-1™* a 100 mg-1™.
ExPI nabyval hodnot okolo 2,0. I tyto hodnoty polaritnich indext jsou typické pro pyren
solubilizovany v hydrofilnim okoli. VeSkerd namétfenad data emisnich a excitacnich skeni
ajejich polaritnich indexti nenaznacuji, Ze by v systému hyaluronan-pyren, ktery byl
pfipraven pouhym smichanim sloZek ve vodném prosttedi, dochdzelo k interakcim. Bylo tedy
tteba navrhnout zplsoby ptipravy roztoki, které by podpofily interakce mezi latkami
V systému.
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Obr. 18: Emisni sken a zavislost polohy emisniho maxima na excitacni vinové délce (viozeny
graf) prodanu o koncentracich sondy 1-10~> mol-1*=5-107*° mol-I ™ bez pridavku
hyaluronanu
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Obr. 19: Emisni sken a zavislost polohy emisniho maxima na excitacni vinové délce (vlozeny
graf) prodanu o koncentracich sondy 1-10~° mol-1*=5-107*° mol-I ! a koncentraci
hyaluronanu 3 mg-~*
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Obr. 20: Zavislost polohy emisniho maxima na excitacni vinové délce prodanu o
koncentracich sondy 1-10~° mol-1*=5-707*° mol-I™* a koncentraci hyaluronanu 50 mg-1™*
(vlevo) a 90 mg-1~* (vpravo)

Obr. 18 a 19 zobrazuji emisni spektra koncentra¢nich fad prodanu s riznym ptidavkem
hyaluronanu. Jak je vidét, intenzity fluorescence jsou velmi podobné. Stejn€ jako u pyrenu
koncentrace niz$i nez 1-107" mol-I"* jiz spektrometr nebyl schopen detekovat. Polohy piki
jsou v obou ptipadech stejné a neni znatelny zadny posun k niz§im vinovym délkam. Pro
uplnost byly do téchto grafti vlozeny zavislosti vinové délky emisniho maxima na budici
vlnové délce pii fluorescenci. V pfipadé solubilizace prodanu v hydrofobni oblasti
hyaluronové domény se ocekavalo, ze kiivka bude mit stoupajici tendenci. S minimalnimi
odchylkami vSak vlnové délky emisniho maxima dosahovaly hodnot 520 nm, coz
jednoznacéné ukazuje, ze prodan byl solubilizovan ve vodném prostiedi.

U experimentl s pfidavkem hyaluronanu o koncentraci 50 mg-I™ a 90 mg-1™* jiz byla
méfena pouze zavislosti vinové délky emisniho maxima na budici vinové délce (Obr. 20).
Rozpéti budicich vlnovych délek bylo mirné rozsifeno. Ani v téchto grafech vSak nejsou
zavislosti rostouci a vlnové délky emisnich maxim se pohybuji okolo 520 nm. Vysledky
experimentll s prodanem tak potvrzuji zavéry experimentli s pyrenem. K interakcim
Vv systému hyaluronan-hydrofobni latka nedochazi.

4.2 Interakce s piedsusenym hyaluronanem

Jako prvni zplsob podpory interakci ve zkoumaném systému latek byly navrzeny
experimenty s predsusenym hyaluronanem. Vychazelo se z ptedpokladu, ze hyaluronan je
latka, ktera k sobé intenzivné vdze vodu. Ve vodném roztoku jsou axialni vodiky pro
fluorofor nepfistupné, protoze jim v cesté stoji jak voda v okoli tak nejbliz§i voda na
hyaluronovém fetézci. Byly pfipraveny experimenty se sondami (pyren, prodan)
o koncentraci 5-10 °® mol-I™". Hyaluronan mé&l ve vzorcich koncentraci 1 g1'. Vzorky
S predsuSenym hyaluronanem pak byly porovnavany se vzorky pfipravenymi prostym
smichanim fluoroforu s hyaluronanem bez piedsouseni.
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Obr. 21: Emisni a excitacni (vloZeny graf) sken pyrenu o koncentraci sondy 5-10”° mol-I™*
a koncentraci hyaluronanu 1 g-1™*
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Na Obr. 21 je zn4zornén emisni sken pyrenu o koncentraci sondy 5-10°° mol-I™". Cervena
kiivka je spektrum slepého vzorku a zelené spektrum bylo ziskano ze systému s pfedsusenym
hyaluronanem o koncentraci 1 g-1*. Intenzita zafeni slepého vzorku je vyssi neZ u vzorku
s pfredsuSenym hyaluronanem. Nedoslo-li Kk narustu intenzity, lze pifedpokladat, ze
K interakcim hyaluronové domény a fluoroforu nedochézi. To Ze ale intenzita tak vyznamné
Klesla, je v rozporu s ofekavanim. Moznym vysvétlenim muze byt nedostate¢né kvantitativni
pfevadéni vzorkli mezi jednotlivymi nadobami, protoze pfiprava vzorkll s piredsusenym
hyaluronanem byla slozitéjsi. Na intenzitu fluorescence proto nelze nahlizet jako na
jednoznacny indikator. Jako v ptedchozich ptipadech proto byly vyhodnoceny EmPI, které
dosahovaly hodnot 1,43 (pro slepy vzorek) a 1,42 (pro vzorek). Tyto hodnoty emisnich
polaritnich indext indikuji pyren fluoreskujici zvodného prostiedi. Nedostatecné
kvantitativni pfevadéni roztoku by na EmPI nemélo mit vliv. Vysledky téchto experimenta
tedy také nenaznacuji, Ze by v systému dochazelo k interakcim.

Ve vloZeném grafu je zndzornén excitacni sken téchto vzorkl. ExPI nabyvaji hodnot 1,85
(pro slepy vzorek) a 1,81 (pro vzorek). Polaritni indexy v tomto experimentu také naznacuji,
ze pyren byl pfitomen v polarnim prostfedi. Pravdépodobné k interakcim nedoSlo a pyren se
do hydrofobnich kavit hyaluronanu nenavazal.

Obr. 22 zobrazuje emisni sken prodanu o koncentraci sondy 5-10° mol-1"%. Trend, ktery
byl naméfen pii experimentech s pyrenem, zastava stejny. Intenzita fluorescence slepého
vzorku, jenz je v grafu znazornén Cervenou kiivkou, je vy$si nez u vzorku s piedsusenym
hyaluronanem. Vysvétleni téchto naméfenych hodnot je totozné s predchozim experimentem.
Vzhledem k tomu, Ze vlnové délky emisniho maxima dosahovaly hodnot 520 nm, da se
piedpokladat, Ze spolu hyaluronan a prodan pravdépodobné neinteragovaly.

4.3 Podpora interakce lyofilizaci

Vzhledem Kk tomu, ze podpora interakci ptredsouSenim hyaluronanu nepfinesla kladné
vysledky, byl navrzen jiny zpiisob jak zpfistupnit hydrofobni vodiky na fetézci hyaluronanu
fluorescenénim sondam. Dal$i metodou, jak rozruSit hydratacni obal hyaluronanu a zbavit ho
nejblize vazané vody, je lyofilizace. Prvni sada méfeni byla provedena pro sondy (pyren,
prodan) o koncentraci 5-107° mol-1%. Hyaluronan mél ve vzorcich koncentraci 1 g1,
Lyofilizované vzorky byly porovnavany se vzorky piipravenymi prostym smichanim sondy
s hyaluronanem.
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Obr. 24: Emisni sken prodanu o koncentraci sondy 5-10~° mol-1™* a koncentraci hyaluronanu
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Obr. 23 znéazorfiuje, emisni sken pyrenu o koncentraci 5-10°° mol-I™* a koncentraci
hyaluronanu 1 g-I™. Cervena kiivka je sken slepého vzorku, ktery byl pfipraven smichanim
hyaluronanu a sondy ve vodném prostiedi. Zelené spektrum patii vzorku upravovanému
lyofilizaci a modra kiivka odpovidéa vzorku, u kterého byl lyofiliza¢ni kolac¢ navic dosuSovan
30 minut pii teploté 60 °C. Jak je z grafu zfejmé, intenzita fluorescence slepého vzorku je
oproti lyofilizovanym vzorkum vyss$i. Diivod mize byt shodny s experimenty s piedsusenym
hyaluronanem, tedy nedostate¢né kvantitativni pfevadéni mezi jednotlivymi kroky ptipravy.
Hodnota EmPI pro slepy vzorek byla 1,46, coz dle ptedpokladu odpovida pyrenu
fluoreskujicimu z vodného prostiedi. OvSem EmPI pro lyofilizované vzorky klesly a mély
hodnotu 1,20. Na pocatku kiivky obou vzorki je navic znatelny rozptyl zpisobeny zakalem
vzorkd. Prestoze byly provadény korekce, nepodafilo se rozptyl zcela potlacit. Protoze
vysledna kiivka je souctem emise pyrenu a rozptylu, da se predpokladat, Ze intenzita prvniho
piku bude proporcionalné nizsi. Je tedy pravdépodobné, Zze i EmPI bude nizsi. Na vlozeném
grafu s excitatnimi skeny je rovnéz viditelny pokles intenzity vzorkd vzhledem k slepému
vzorku. ExPI ale klesl z hodnoty 1,74 (pro slepy vzorek) na hodnotu 1,23 (pro vzorky).
Poklesy polaritnich indexii jsou vyznamné, a je tedy pravdépodobné, Ze doSlo k interakcim
mezi fluorescencni sondou a hydrofobni ¢asti fetézce hyaluronanu.

Na Obr. 24 je emisni sken prodanu o koncentraci 5-10~° mol-I™* a koncentraci hyaluronanu
1.g-I"". Trend s intenzitou slepého vzorku a lyofilizovanych vzorki ziistava zachovéan. Posun
vlnové délky emisniho maxima je navic velmi maly. Nelze proto jednoznacné fict, Ze
Kk interakcim mezi hyaluronanem a sondou doslo. Ziskana data odpovidaji spiSe sondé ve
vodném prostiedi.

Ve druhé sadé¢ meéteni byly jako sondy pouzity pyren, perylen a DPH o koncentraci
5-107° mol-I"™". Koncentrace hyaluronanu byla zvysena na 3 g-I™*. Lyofilizované vzorky byly
porovnavany se vzorky pfipravenymi prostym smichanim fluoroforu s hyaluronanem.
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Obr. 25: Emisni a excitacni (vloZeny graf) sken pyrenu o koncentraci sondy 5-10”° mol-I "
a koncentraci hyaluronanu 3 g+ *
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Obr. 26: Emisni sken perylenu o koncentraci sondy 5-10~° mol-I™* a koncentraci hyaluronanu
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Obr. 27: Emisni sken DPH o koncentraci sondy 5-10~° mol1™* a koncentraci hyaluronanu
3¢l

30



Obr. 25 zobrazuje emisni sken pyrenu o koncentraci sondy 5-107° mol-I™* a koncentraci
hyaluronanu 3 g-1™%. \ porovnani s experimentem, kde byla koncentrace hyaluronanu 1 g-17%,
je intenzita fluorescence u vsech spekter vyssi. To je mozné vysvétlit tim, ze pii vyssi
koncentraci hyaluronanu se ve vzorku vytvoii vétsi mnozstvi domén. Do téchto domén se
tedy vejde vétsi mnozstvi hydrofobni latky, kterd s doménou interaguje a pii experimentu
emituje. EmPI klesly z hodnoty 1,46 (pro slepy vzorek) na 1,10 (pro vzorky). Opét je zde
navic nutné pocitat s rozptylem na pocatku obou kiivek pro vzorky. Na vlozeném grafu jsou
znazornéna excitacni spektra téchto vzorkt. ExPI slepého vzorku je 2,34 a u vzorki klesa na
1,50. Podporu interakci lyofilizaci je tedy u téchto experimentii mozné pokladat za uc¢innou.

Na Obr. 26 je emisni sken perylenu. Perylen je velmi hydrofobni sonda, ktera je ve vodé
nerozpustnd. Tomu odpovidaji i namétend data. Ktivka pro slepy vzorek jasn¢ znazoriuje, ze
se sonda vibec nerozpustila, a proto byl u slepého vzorku naméfen nulovy signal. Naproti
tomu intenzita emise u vzorkd prudce vzrostla, coz odpovid4d perylenu solubilizovanému
V hyaluronovych doméndch s nizsi polaritou.

Obr. 27 znéazornuje emisni spektra vzorkd s DPH. Tato sonda ma stejné jako perylen silné
hydrofobni charakter. Intenzita emise lyofilizovanych vzork je v porovnani se slepym
vzorkem velmi intenzivni. Ze slepého vzorku nebyla fluorescence detekovana. Tedy
i experimenty s touto sondou jednozna¢né dokazuji, Ze po lyofilizaci doslo Kk interakcim mezi
hyaluronanem a hydrofobnimi latkami.
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ZAVER

Tato prace byla zaméfena na vyzkum interakci nativniho hyaluronanu a hydrofobnich
latek. Prvni ¢ast experimentll byla zalozena na ovéteni prace T. Brown. Protoze ve svych
¢lancich neuvedla, jak vzorky piipravovala, byly experimenty voleny tak, aby bylo zahrnuto
Siroké spektrum koncentraci sond. Piesto se nepodafilo prokdzat interakce mezi fluorofory
a hyaluronanem pii pfipravé roztokii pouhym smichanim téchto latek, resp. jejich roztokd...
Predpokladalo se, Ze pfipadna interakce mezi hyaluronanem a hydrofobnimi latkami by méla
za nasledek zvysSeni intenzity fluorescence, nebo snizeni polaritnich indexi pii experimentech
s pyrenem.

Ve druhé Césti prace byl hydratacni obal hyaluronanu narusovan pouhym vysousenim za
zvySené teploty. Tyto experimenty také nedokazaly interakci mezi fluorofory
a hyaluronanem. Ani intenzita fluorescence, ani polaritni indexy neprokazaly piesun
fluorescenénich sond do hydrofobnich oblasti na fetézci hyaluronanu. Pravdépodobné je
kinetika zpétné rehydratace rychlejsi nez interakce mezi témito latkami, nebo vysouSeni
hyaluronanu bylo nedostatecné.

Tteti fada experimentl vyuzila lyofilizace jako podpirné metody, ktera by byla schopna
rozrus$it hydrata¢ni obal hyaluronanu. Tato metoda se z hlediska interakce mezi hyaluronanem
a hydrofobnimi latkami jevi jako Ui€inna. Tento zavér je podpofen snizenim polaritnich indexti
u experimentli s pyrenem, nebo prudkym nariistem intenzity fluorescence siln¢ hydrofobnich
sond (perylen, DPH).

32



SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]
[15]

[16]

Cai, S., Xie, Y., Bagby, T., Cohen, M., Forrest, M.: Intralymphatic chemotherapy using
a hyaluronan-cisplatin conjugate. Journal of surgical research, 2008, ro¢. 147, ¢. 2,
S. 247-252

Cai, S., Xie, Y., Davies, N., Cohen, M., Forrest, M.: Pharmacokinetics and disposition
of a localized lymphatic polymeric hyaluronan conjugate of cisplatin in rodents. Journal
of pharmaceutical sciences, 2010, ro¢. 99, ¢. 6, . 2664-2671

Upadhyay, K., Bhatt, A., Mishra, A., Dwarakanath, B., a spol.: The intracellular drug
delivery and anti tumor activity of doxorubicin loaded poly(g-benzyl L-glutamate)-b-
hyaluronan polymersomes. Biomaterials, 2010, ro¢. 31, ¢. 10, s. 2882—-2892

Brown, T.: The development of hyaluronan as a drug transporter and excipient for
chemotherapeutic drugs. Current pharmaceutical biotechnology, 2008, ro¢. 9, ¢. 4,
s. 253-260

Cowman, K. M., Matsuoka, S.: Experimental approaches to hyaluronan structure.
Carbohydrate research, 2005, ro¢. 340, ¢. 5, s. 791-809

Vandamme, E., De Baets, S., Steinbiichel, A., Biopolymers — Polysaccharides 1. Wiley-
VCH Verlag GmbH, 2002, 532 s., ISBN 3-527-30226-3

Weigel, P.: Bacterial hyaluronan synthases. Glycoforum [online], 2004,
[cit. 23. 2. 2011], http://www.glycoforum.gr.jp/

Elias, H.: Macromolecules.Volume 2: Industrial polymers and Syntheses. Wiley-VCH
Verlag GmbH, 2007, 635 s., ISBN 978-3-527-31173-6

Day, A., Sheenan, J.: Hyaluronan: Polysaccharide chaos to protein organisation.
Current opinion in structural biology, 2001, ro¢. 11, ¢. 5, s. 617-622

Scott, J.: Secondary and Tertiary Structures of Hyaluronan in Aqueous Solutions. Some
Biological Consequences.  Glycoforum  [online], 1998, [cit. 27.2.2011],
http://www.glycoforum.gr.jp/

Hascall, V., Laurent, T.: Hyaluronan: Structure and Physical Properties. Glycoforum
[online], 1997, [cit. 27. 2. 2011], http://www.glycoforum.gr.jp/

ASARI, A., et al. Medical application of Hyaluronan. Glycoforum [online], 2000,
[cit. 2009-11-20], http://www.glycoforum.gr.jp/

ASARI, A., a spol. Molecular weight-dependent effects of hyaluronate on the arthritic
synovium. Archive of Histology and Cytology. 1998, ro¢. 61, ¢. 2, s. 125-35.

Hyiodine [online]. [cit. 3.3.2011], http://www.hyiodine.cz/

Girish, K., Kemparaju, K.: The magic glue hyaluronan and its eraser hyaluronidase:
A biological overview. Live Sciences, 2007, ro¢. 80, ¢. 21, s. 1921-1943

Valeur, B.: Molecular Fluorescence: Principles and Applications. Wiley-VCH Verlag
GmbH, 2001, 381 s., ISBN 3-527-29919-X

33



[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

Tsinontides, S., Rajniak, P., Pham, D., Hunke, W., Placek, J., Reynolds, S.: Freeze
drying-principles and practice for successful scale-up to manufacturing. International
journal of pharmaceutics, 2004, ro¢. 280, ¢.1-2, s. 1-16

Abdelwahed, W., Degobert, G., Stainmesse, S., Fessi, H.. Freeze-drying on
nanoparticles: Formulation, process and storage consideration. Advanced drug delivery
reviews, 2006, ro¢. 58, ¢. 15, s. 1688-1713

Ni, N., Tesconi, M., Tabibi, E., Gupta, S., Yalkowsky, S.: Use of pure t-butnol as a
solvent for freeze-drying: a case study. International journal of pharmaceutics, 2001,
roc. 266, ¢. 1-2, s. 39-46

Wittaya-Areekul, S., Nail, S.: Freeze-drying of tert-butyl alkohol/water cosolvent
systems: effects of formulation and process variables on residual solvents. Journal of
pharmaceutical sciences, 1998, ro¢. 87, ¢. 4, s. 491-495

Kasraian, K., DelLuca, P.: Thermal analysis of the tertiary butyl alcohol-water system
and its implications on freeze-drying. Pharmaceutical research, 1995, ro¢. 12, ¢. 4,
s. 484-490

Lakowicz, J.: Principles of fluorescence spectroscopy. 3rd edition. Springer, 2006,
954 s. ISBN 0-387-31278-1

34



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

7.1 Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

ECM extracelularni matrix
TBA terc-butanol

DPH difenylhexatrien

EmPI emisni polaritni index
ExPI excitacni polaritni index

7.2 Seznam symbolt

Symbol Vyznam

My molarni hmotnost

S¢° zékladni stav molekuly se zdkladni vibra¢ni hladinou

S* zakladni stav molekuly s vys$si vibra¢ni hladinou

S;° prvni excitovany singletovy stav molekuly se zédkladni vibra¢ni hladinou
e prvni excitovany singletovy stav molekuly s vyssi vibracni hladinou
T, prvni excitovany tripletovy stav molekuly se zédkladni vibra¢ni hladinou
% prvni excitovany tripletovy stav molekuly s vyssi vibracni hladinou

Fror korigovana intenzita fluorescence

Fpoz namé&iena intenzita fluorescence

OD, opticka hustota

ODex opticka hustota pfi excitacni vinové délce

ODem opticka hustota pii emisni vlnové délce

A absorbance

Aex absorbance pii excitacni vinové délce

Acm absorbance pii emisni vinové délce

délka optické drahy
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