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ABSTRAKT

V této bakaléské praci byly studovany vlastnosti vodnych roatokyaluronanu a
cetyltrimethylamonium bromidu pomoci fluores¢rhsondy akridinové oranze. Nejprve byla
zkoumana interakce akridinové oranze a hyaluron&ylo sledovano emisni a absonp
spektrum akridinové oranZze. Bylo z§igb, Ze na karboxylovych skupinach hyaluronanu
dochéazelo k tvorb dimeit akridinové oranze. Dale byla studovana interaketglitimethyl
amonium bromidu se systémem akridinovd oranz - uhgabn. Bylo zji&no, Ze
kationaktivni tenzid vytléoval dimery akridinové oranze a sam se vazal nadsgtové
skupiny hyaluronanu. Tim doSlo k rozpadu dimerudakové oranZze na monomery.

Duvodem, pré byla tato prace zatrena na studovani vlastnosti vodnych roitok
hyaluronanu s kationaktivnim tenzidem je ten, Zetéy hyaluronan — tenzid by mohl byt
piinosem pro vyzkum nagivych systém pro cilenou distribuci 8v.

ABSTRACT

In this bachelor thesis were studied propertiesaguieous solutions of hyaluronan and
celytrimethylamonnium bromid with help of acridineange as fluorescence probe. At first,
this thesis was focused on interactions of acridin@nge and hyaluronan. Emision and
excitation spectra of acridine orange were obsenRekult of these measurement was
bonding of acridine orange dimer to carboxylic graf hyaluronan. Next studied interaction
was interaction of cetyltrimethyl amonium bromidthvacridine orange — hyaluronan system.
Result of these interaction was, that moleculesatibnactive surfactant pushed away dimers
of acridine orange and took place of dimer of angdorange on carboxylic group of
hyaluronan. Dimer of acridine orange was changadritonomers.

The reason why this thesis was focused on studygoéus solutions of hyaluronan with
cationactive surfactant is benefit of hyaluronasufactant system in research of transport
system for target distribution of drugs.

KLi COVA SLOVA

Kyselina hyaluronova, akridinova oranz, asonigrocesy, tenzidy
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1 UVOD

V dnesni dob, predevSim diky Zivotnimu stylu lidi, se zvySuje ¢pb onemocéni
rakovinou. Tato skut@ost je dvodem k vyzkumu novych &, schopnych rakovinotvorné
bunky nicit.

Jak vime, chemoterapeutika jsou schopna rakovinodeo buiku zniit. BohuZzel
chemoterapie nezasahne jen postizené misto, &dleelPloSnym zasahem do organismu je
také sniZzenadinnost cytostatika. Proto jeakbZitym faktorem @ vyvoji protirakovinnych
léCiv jejich cilenost, tedy aby skutes pasobily pouze v postizeném mis#i vyvoji téchto
noskovych systém hraje dilezitou roli biokompatibilita l&iva a cilenost I&va.

Jak zajistit, Ze l&vo opravdu dorazi do postizeneého mista? Nejléf@Ulaktera je v hojné
mife obsaZena v postizeném rsidtlagiklad v rakovinné bice se ve zvySené koncentraci
vyskytuje kyselina hyaluronova a diky kyselimyaluronové také rakovina metastazuje.
Kyselina hyaluronova je biokompatibilni latka, kiese zcelaifrozere vyskytuje v lidském
téle. Mimo rakovinné biky se vyskytuje najklad ve sklivci oka nebo ve vazivové tkani
(synoviélni tekutina), kde zaji8je hladky pohyb kloulh Dale je nafiklad nezbytnou
sowtasti extracelularni matrix. Vzhledem k biokompditibia k vysokému obsahu kyseliny
hyaluronové v rakovinnych likdch se pfedpoklada, Ze by se nosvy systém obaleny
kyselinou hyaluronovou #h dostat pimo krakovinné bice a po vsebani nosie
s hyaluronanem rakovinnou itkou by se I&vo uvolnilo a buiku zniilo. Tim by nebyla
zasaZena jindast organismu, pouze postizené misto.

Samotny hyaluronan ale nedoké&Ze dopravivténa postizené misto. K tomu je zafedti
dalSi latka, ktera se bude vazat na hyaluronanr@av@adokaze pojmout t#vo. Idealnimi
latkami v tomto pipadt jsou tenzidy. Kationaktivni tenzidy by sesimbyt schopné vazat na
disociované karboxylové skupiny hyaluronanu a n#zidy obec# tvoii agregaty schopné
ve svém gedu rozpustit hydrofobni latku, tedy régad hydrofobni léivo. Takovyto
komplex |&€iva, tenzidi v podolg micel a polyelektrolytu hyaluronanu by byl ideami
nosicem I&iv, a to nejen pro kbu rakoviny.

Hyaluronan jecasto spojovan s hojenim ran, kdy sépiguje hyaluronanu organizace
pojivovée tkdm v mist smstu. Proto se pouzivad vekterych gipravcich na hojeni ran.
Hyaluronan zaji€uje vihké prosedi a rozpadd se na kratké polysacharidy nebo
oligosacharidy s reguai aktivitou.

V dnesni dob je ale jednou z nejroz&injSich aplikaci hyaluronanu kosmetickyaprysl.
VétSina hyaluronanu v lidskénglé se nachazi v pokoZce. Hyaluronan dokaze vyhktzov
vrasky a hydratuje pokozku, proto jéidavan do kosmetickychiipravka proti vraskam.
Problémem je, Ze hyaluronan se pozvolfieopert odbourava, takze vrasky nevyhladi @pin
ale v podstatje pouze schova a krém je nutno nanaset staleuznov

Dale se hledd mozZnost upla&th hyaluronanu nagklad v tkhiovém inZenyrstvi a dale se
aplikuje jiz napiklad v oftalmologii, ortopedii nebo revmatologii.



2 TEORETICKA CAST

2.1. Molekularni absorpéni spektrofotometrie v UV/VIS oblasti

Zaklady molekularni absotpi spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné a$ii spektra
byly polozeny jiz okolo roku 1670 britskymédcem sirem Isaacem Newtonem. Newton
objevil, Ze se sitlo sklad4 ze spektra barev, a to od fialové bgrgyervenou. UV/VIS
spektrofotometrie umdaitije nagiklad identifikaci néfeného vzorku nebo takéceni slozeni
absorbujicich komponent.

2.1.1. Princip molekularni absorpéni spektrofotometrie v UV/VIS oblasti

Molekularni absorgni spektrofotometrie v UV/VIS #ti absorpci zéeni v ultrafialové
(UV) a viditelné (VIS) oblasti sttelného spektraredenymi roztoky molekul, coz znamena,
Ze se P méteni vyuziva ubytku intenzity ¥éni, ktery vznikne absorpci igéi nerenym
vzorkem. Bi interakci molekuly se Zénim dochazi k energetickym &nam v elektronovych
orbitalech a dochazi kechodu elektronu do excitovaného stavu. Oblast kabteve které
jsou lokalizovany elektronové ig@chody v piibéhu absorpce 2zani je chromofor.
Chromoforem mzZe byt napiklad hydratovany kation, komplex nebo seskupewiméat
v organické molekule.

2.1.2. Z&kladni veli¢iny

Na kyvetu obsahujici roztok vzorku dopadégatok lo. Prosly zéivy tok | je zeslaben o
odrazené, rozptylené a absorbovanéé

2.1.2.1. Transmitance
TransmitanceT, je relativni¢ast proslého 2éni.Casto se uvadi v procentech:

T=" neboT = I'— [100(%), (1)

0 0

kdelo je dopadajici Zévy tok al je proSly zéivy tok.

2.1.2.2. Absorbance
Absorbance, nebo také extinkce, je zaporny deksidagaritmus transmitance:

A=-logT =- Iogll— (2)

0

Pokud je absorpce &ni nulova, transmitance je jednotkova (100%).



2.1.2.3. Lambert — Beeniv zadkon

Lambert — Bedlv zdkon udava vztah mezi intenzitou dopadajicihpr@slého z#eni,
délkou absorbujici vrstvy a koncentraci¢teného vzorku (analytu). Absorbanci Ize
matematicky definovat také diky Lambert - Beeroakanu (Obr. 1]1]:

A=¢c[t, (3)

kde ¢ je molarni absokmi koeficient (konstanta pro danou latku za dangodminek p
urcité vinové délce), je tlou¥ka absorbujici vrstvy (&Sinou tlouska kyvety) ac je
koncentrace ®feného vzorku. Absorbance je bezréznd veltina a je pimountrna
koncentraci a tlou¥e absorbuijici vrstvy.

Obr. 1 Absorpce sitelného paprsku prochazejiciho kyvetou, kde dopadajici zévy tok,
I, je prosly zéivy tok, c je koncentracedieného vzorku, | je opticka drahaf& kyvety) ar
je absorghi koeficient (charakterizuje, jak lehce materi@bo medium propusti &elny
paprsek).

Lambert - Beeiv zakon plati pouze praedné roztoky, pro monochromatickéreai, a to
v homogennich i heterogennich systémech. V hetardge systémech (n#glad
v koloidnich roztocich) dochazi k odchylkdm od &ngho ptibéhu zavislosti absorbance na
koncentraci vzorku vlivem difazniho rozptylu fedi. Absorbance roztoku je v podstat
ameérna pa&tu absorbujicicltastic a zavisi na jejich povaze.

2.1.3. Absorpéni kiivky v UV a VIS

Absorgni kiivky predstavuji zavislost absorbované nebo pramésSizd&ivé energie na
vinové délce, vin&tu nebo kmitdtu. Obvyklym z&znamem je alefikka zavislosti
absorbované #&é energie na vinové délce (Obr. 5). Oblasti extrich bod na Kivce maji
obvykle Gaussovsky (symetricky) ixé¢h a odpovidaji typickym elektronovymqehodim
v molekule.



VEtSi patet extrémnich badna absorgni kiivce je dikazem ¥tSiho pdétu elektronovych
piechod: v absorbujici molekule, existencet$iho p@tu struktur téZe latky nebo¢tgiho
poctu riznych absorbujicich anatyt roztoku za danych podminek.

Na absorpni kiivky maji vliv rizné faktory. Nafiklad zvySeni teploty posouvimax
k delSim vinovym délkam. Vysok& koncentrace inetirsoli néni tvar absorgnich spekter.
DalSimi faktory, které maji vliv na abs@rp spektra, jsou vliv tenzig vliv rozpoustdla a
instrumentalni vlivy.

2.2. Luminiscenéni spektrometrie

2.2.1. Fotoluminiscence

Po absorpci primarniho #ni molekulou mze dojit k emisi sekundarniho reai
z excitovanych molekul. Tento jev se nazyva fotahietence. B absorpci zéeni gechazi
elektron ze zakladni singletové hladiny & vzbuzeného stavu (singl&’). Obecr se

elektronové stavydi na singletové a tripletove (Obr. 2):

Singletovy stav: Dvojice elektrdrma opény (antiparalelni) spin.
Tripletovy stav: Dvojice elektranma stejny (paralelni) spin.

Podle toho, z kterého #dhto dvou stal se elektron navraci do zakladniho stawtinte
fotoluminiscenci ndluorescenciafosforescenci

¢ T
H T T

zakladni singletovy  excitovany singletovy excitovany tripletovy

Obr. 2 Z&kladni singletovy, excitovany singletovy a exeity tripletovy stav

2.2.1.1. Fluorescence

Termin fluorescence byl poprvé pouzit Georgem (&hdam Stokesem v jeho praci z roku
1852. Termin fluorescence byl odvozen z nazvu ralnefluoritu, ktery emitoval modrou
fluorescenci.

Po absorpci Z&ni se excitovana molekula navraci do zakladnibwustza sotasného
vyz&eni fotonu. Tentoi@chod se nazyvéivy prechod Jednim z tyf z&ivého fechodu je
piechod elektronu z excitovaného stavu d® zakladniho stavu,STento jev se nazyva
fluorescence Elektron se riwze zdive vratit do z&kladniho stavu pouze z nejnizsi Jibfa
hladiny. Pokud se excitovany elektron nachazekkaré z vysSich vibtmich hladin,

piechdzi do nejnizsi vibkai hladiny gechodem, ktery je nazyvamit/ni konverzenebo
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vibracni relaxace Jednd se o neddy piechod. Excitovany elektron, kteryig$el do
tripletového stavu se e gisunem energie znovu dostat do singletového stavrdeSstavu
S: se elektron vraci do zakladniho stawiz& sodasného vyzéni fotonu a je pozorovana
zpozdna fluorescenc€Obr. 3). Z toho plyne, Ze proces zp&ié fluorescence je analogicky
k mezisystémovémuipchodu z §do T;, pouze probiha opgag.

2.2.1.2. Fosforescence

Muze nastat situace, kdy prdime nezfivy prechod ze singletového stavy 1% hladinu
T1, kdy je gechod spojen se zZmou spinového stavu. Tent&jdse nazyvanezisystémovy
singletového stavu s vysSimi hladinami tripletovésiavu. Z tripletového stavu;Tse
excitovany elektron navraci do zkladniho stayuz& sodasné ztraty energie ve foém
fotonu. Tento § se nazyvdosforescenc€Obr. 3). Tripletovy stav molekuly ma nizsi energi
nez gislusny singletovy excitovany stav, takzeghod do zakladniho stavu je spojen s emisi
z&eni o delSi vinové délce, ne#i fluorescenci. Protoze molekula setrvava v triglém
stavu pondrné dlouho, niize ztratit svou energii snaze jinymi pochody negfdmescenci,
nag. kolizi s molekulami rozpou&d|ia.

VR
f— 3 T
e 2
é a VK
S, — :
— % T,
Absorpce zpozdna fluorescence
¢ ) fosforescence
S —
¥ ¥ o
fluorescence

Zakladni stav

Obr. 3 Jabtaiskiho diagram — energetick&gehody pi vzniku fluorescence a fosforescence.
Prrechody: VR — vibréni relaxace, VK — vnihi konverze, MP — mezisystémoxgyagmod

Luminiscergni z&ivy tok roste s mnozstvim absorbovanéhéend kvantovym vyizkem
luminiscence (tj. porem udavajicim piet emitovanych fotaln a absorbovanych fotan
Luminiscenci nefiznivé ovliviiuje vysSi teplota, ktera zvySuje prépddobnost neziévych
piechodi [5].

Fluorescence i fosforescence trva i p@rpSeni budiciho #ani. Rozdil je vtom, Ze
fluorescence, ktera se vyskytuje hlawnparach, kapalinach a roztocich, td@® az 10° s
po ukorgeni osetlovani, kdeZto fosforescence trva4#7 rékolik hodin, popipads i dni[8].
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2.2.2. Emisni a excita&ni spektra molekul

Emisni a exciténi spektra jsou zaznamenavana pomoci spektrofl@ebmmJe-li ndrena
zavislost intenzity fluorescence (luminiscence) kitdm rozsahu vinovych délekfip
konstantni exciini vinoveé délce, je tato zavislost nazyvamisnimspektrem. Je-li gfena
zavislost intenzity fluorescence pritzné exciténi vinové délky p konstantni emisni vinové
délce, je toto spektrum nazyvaexcitacni.

2.2.2.1. Emisni spektrum

Emisni spektrum je vizném vytZzku excitovano kteroukoliv vinovou délkou v oblasti
excitatniho spektra a je ovlivmo riznou citlivosti detektoru v zavislosti na vinovéade
Existuji 3 druhy emisnich spekti]:

1) Atomova neboliarova spektra:
Jsou emitovana volnymi atomy v plynném stavu. Kewyituji ¢ary ve viditelné
spektralni oblasti (vlivem nizkého ionizdho potencidlu) a nekovy emitujéry
v ultrafialové oblasti pod 200 nm (vlivem vysokébaizatniho potencialu).

2) Molekulova neboli pasova spektra:
Sestavaji z mnoha blizko sebe urrigthcar, které splyvaji v pasy

3) Kontinualni spektra:
Vyzaiuji je pevné, kapalné i plynné latky. Vypaani je rozdleno nepetrzit na
cely rozsah vinovych délek a toto r@ihi zavisi na teplét

2.2.2.2. Excita¢ni spektrum

Excitaéni spektrum je v podstatzjednoduSené absd@rmd spektrum analytu, protoze jen
n¢ktera absorni maxima vyvolavaji fluorescenci. Intenzita exéitdho maxima je totozna
s intenzitou absotmiho maxima fi konstantni intenz# emise zdroje v daném rozsahu
vinovych délel3].

2.2.3. Zhaseni fluorescence

Zhéseni fluorescencergalstavuje jakykoli proces snizeni intenzity fluocersce vzorku.
ZhéSeni vychézejici z koliznich tefi mezi molekulami fluoroforu (latka schopn&
fluorescence) a zha&e se nazyvé@lynamickézhaseni. Jestlize se molekuly fluoroforu vazi na
molekuly zh43&e, nazyva se toto zhaSestatické ZhaSeni vSeobeérbylo a je intenziva
studovano v souvislosti s biochemickymi systénigdpvsim kuli molekularnim interakcim
v biologickém systému, které maji za nasledek ztiaSenz vede ndjklad ke zjiSéni
vaznosti mezi molekulami.

V pripact dynamického zh&Seni musi zh&gbfundovat ke fluoroforu &hem doby, ve
které se molekula fluoroforu vyskytuje v excitovanétavu. B kontaktu se fluorofor vraci
do z&kladniho stavu, ale bez emise fotoniti.sRtickém zhaSeni se vytitdkomplex mezi
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fluoroforem a zha&em, ktery nefluoreskuje. U statického i dynamick&hdSeni musi byt
fluorofor a zhasev kontaktu[10].
Existuji tyto typy zhaSeni fluorescen&:

1) Koncentr&ni (samo)zhéseni fluorescence (Vavilov):
Od uckité mezni koncentrace, c(prahova koncentrace analytu) dochazi k poklesu
kvantového vy#zku fluorescence (podil ptu emitovanych fotoin a absorbovanych
fotona). Dusledkem jsou neelastické srazky excitovanych madlskuolekulami analytu
v zakladnim stavu (mozna také asociace molekul)ekdy analytu absorbuji ¥éni, ale
neemituji. Energie je vyé@na formou tepelné energie.

2) Vnitini konverze molekul:
V dusledku kolizi excitovanych molekul s neexcitovanydochézi ke ztrét energie
excitované molekuly na nezée formy energie. Ztraty se zvysuji s rostoucidep, dale
ztraty zavisi na koncentraci molekul, na viské&zrdztoku apod.

3) Vnitini filtracni efekt prvniho druhu:
Detektor spektrofluorimetru detekuje emistead pouze z centraldasti kyvety (z jejiho
stredu). Nez dopadajici #ni dosahne &du kyvety, znéna cast dopadajiciho ¥éni je
absorbovanaipd dosazenim centralsasti kyvety. Tento efekt ma za nasledek snizeni
intenzity fluorescence.

4) Vnitini filtraéni efekt druhého druhu
Obsahuje-li roztok dalsi chromofor, ktery absorbsygtlo pii blizké vinové délce jako
fluoreskujici produkt analytu, tak se chromofor \chgako filtr, ktery k produktu analytu
propusti jertast dopadajiciho zéni.

5) Strukturni a konfiguréni zmény molekul (organickych):
Prevod molekuly do tripletového stavu (tvorba volnébaadikdlu s neparovymi
elektrony, ktery je velmi reaktivni).f€chod na slozSi sloweniny (diméry). Vzniklé
sloweniny nemusi fluoreskovat.fiPstrukturni a konfiguréni zméné miaze excitovana
molekula gejit do zakladniho stavu bez vyeai nového z&ni. K tomu jsou nachylné
latky s volrgjSi strukturou, vola ot&ivé ¢asti molekul. Dochazi k degradaci elektronové
energie na vibrni energie.

6) Vliv cizich ionta:
Pokles kvantového w§zku fluorescence vifiomnosti cizich iont a latek. Stupezhaseni
roste s polarizovatelnosti  respektive s deformiaiJi s rostouci  kovalentni
charakteristikou.
Zhageni aniontyF" < NO, < SG~ < ax (COO) < Cl< Br< SCN< -

Zhaseni kationty: Cu®,Ni*" ,F&" [F& ,Mi" (kationty s neobsazenymi d-orbitaly;
Mn*,Fe" ,Hg" < UQ"' < Co, Nk F&< Ce Ct)

Dusledkem je pohiceni elektronu ze vzbuzené hladingréskujiciho chelatu analytu
v neobsazeném d-orbitalu, coZz mé& za nasledek zm@mionavratu excitovaného
elektronu do zakladni hladiny.

13



2.3. Nevlastni fluorescence

K latkdm, které sami nemaji schopnost fluoreskeeaffidavaji nevlastni fluorofory. Diky
nevlastnim fluorofakrm vznika nevlastni fluorescence. Pokud se na samjovzorek vazi
kovalentrg, nazyvaji sefluorescedni znaky. Pokud se vazi nekovaleginjednd se o
fluorescedni sondy[11].

2.3.1. Fluorescertni znatky

Fluorescetini znaky jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledovaniiomolekulam
(proteimim, peptidim a jinym) vazi kovalentni vazbou. Bdagtji se pouZivaji
k fluorescetinimu znaeni proteii, kdy se kovalenth vazi na jejich aminové nebo
histidinové bani rettzce, thiolové skupiny, atd. Majizné vyuZiti nafiklad v imunologii
nebo v histochem|il1].

2.3.2. Fluorescertni sondy

Fluorescetini sondy jsou nevlastni fluorofory, které se kedslané struktie vazi
nekovalents a ¢asto pitom meni své fotofyzikalni vlastnosti. Volba fluorescain sondy je
nejdilezitéjSi sowasti ve fluorescami spektroskopii, protoZze préyeji vlastnosti umaiji
ziskat patebné informace. V s@éasné dob existuje nefeberné mnozstvi fluoresaarich

sond[11].

Akridinova oranz

Akridinova oranz, neboli 3,6-bis(dimethylamino)akn (Obr. 4) je Kkationaktivni
fluoresceni sonda snadno rozpustnd ve &odle schopnd reagovat s biologickym
materialem jako ndgklad DNA a RNA. Zejména schopnost reagovat s DNARMA je
davodem zajmu o tuto sondii4]. Samotnd DNA ani RNA nefluoreskuji. Pokud je ke
Sroubovicim pidana akridinova oranz, tak se tato sonda na Sxockelektrostaticky navaze
a dochazi u AO ke zénam v absorgni a fluoresceni ¢asti spektra. Pokud se AO navéze na
DNA, emituje zelenou fluorescenciip530 nm. Pokud se AO navdZze na RNA, emituje
cervenou fluorescenciiw40 nm [23].

Obr. 4 Akridinova oranz

Ve zZiednych roztocich existuje AO pouze jako monomer. RBojauale koncentrace AO
vy33i nez2M0° molddm® [16], dochéazi k agregaci monomeru na dimer. Tvorba dime
zhasi fluorescenci monomeru, ale i dimer je schdfuoyeskovat, ikdyZ jeho intenzita bude o
mnoho nizsi nez intenzita samotného monomerikaRem tvorby dimeru jsou absom
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spektra akridinové oranze (Obr. 5). Monomer ma giéed maximum pi 490nm a dimer
ma absorfni maximum P 465nm. Srostouci koncentraci dimeru klesa ahsorp
maximum monomeru a absérp maximum dimeru se zvySuje. DalSimkdzem agregace
monomeru na dimer jsou fluores¢an spektra AO. S rostouci koncentraci sondy roste
intenzita fluorescence az do chvile agregace monamkakmile se dimer Zme tvdit,
intenzita fluorescence prudce klesa.

0,25
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0,15 -

A 0,1 -

0,05 -

-0,05 T T T T T T
200 280 360 440 520 600 680

A (nm)

Obr. 5 Absorp’ni spektrum akridinové oranze

Akridinova oranZz se vyuZziva pro zkoumani interagolymer — sonda a sonda — sonda
v biopolymerech a v syntetickych polyelektrolytedhazba sondy na polyelektrolyt trbe
poskytnout mnoho informaci o chemické a fyzikalodsta vaznych mist polymeru a o
uspdadaniietézce polymeryl17].

2.4. Asociani procesy

2.4.1. Asociativni (micelarni) koloidy
Existuje skupina latek, kterd jen za nizkych komamn tvai pravé roztoky, ale po

piekrateni ukité koncentrace jejich molekuly asociuji a vyteja koloidni ¢astice. Tyto
polymolekularni Gtvary se nazyvaji micely a latikygeré se chovaji timto zgobem, jsou
ozna&ovany jako micelarni neboli asociativni koloify2].

Tyto soustavy byvaji klasifikovany jako lyofilnirgtoZe jsou v daném disperznim piesi
rozpustné a nepiabuji untlou stabilizaci. Velikost i fyzikalni vlastnosti ©@l jsou uéeny
okamzitymi stavovymi vetinami (tedy teplotou, tlakem, koncentraci vlastrdoncentraci

pridanych latek) a nezavisi na historii systému. ilpokystémy jsou reverzibilni.
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2.4.1.1. Molekularni struktura micelarnich koloid 4

Schopnost vytv@&t micely je podmigna zvlasStni strukturou molekul, tzv. tenkid
Molekula tenzidu je amfipaticka neboli amfifilnj, tnusi se skladat z lyofilriasti, ktera ma
tendenci se v daném priedi rozpoust, a z lyofobnicasti, ktera je naopak v témZze presii
nerozpustna (Obr. 6). Neochota lyofolsasti ke kontaktu s molekulami rozpotdia je pak
pii¢cinou asociace. Ve&sSire piipadi se jedna o povrchéwaktivni latky (PAL) rozpustné ve
vodk, jejichz molekuly obsahuji siégnhydrofilni polarni skupinu, ktera je schopna Zdjis
rozpustnost ve vag a silre hydrofobni nepolarntést, tedy jeden nebo vice uhlovodikovych
fetzci. Aby dochazelo k asociaaidhto latek, musi mit povrchéwaktivni latky dostatné
dlouhy uhlovodikovyetézec. Podle toho, zda a jak podléha hydrofilni skapglektrolytické
disociaci, se &i micelarni koloidy na ionogenni a na neionogemetioli neutralni. lonogenni
se je& dale &li na kationaktivni, anionaktivni a amfoterni.

hydrofilnicast — hlava hydrofobr&st — uhlovodikovyetézec

e

Obr. 6 Amfifilni molekula (tenzid)

2.4.1.2. Vznik micel

Zredné roztoky micelarnich koloidse vyznauji charakteristickym gib¢hem zavislosti
raznych fyzikalnich vlastnosti na koncentraci. Vekyeh Zedinich tvai micelarni koloidy
pravé roztoky. B urcité koncentraci nastavaji ndiwkach koncentrénich zavislostitiznych
fyzikélné-chemickych vlastnosti ostré zlomyi Bto ukité koncentraci dosahuje hydrofobni
c¢ast molekuly tenzidu minimalniho styku s vodou. ol&oncentrace se nazyva kriticka
micelarni koncentrace (CMC). Je to nejvySSi mozoackntrace, ip niz je asociativni
povrchow aktivni latka v roztoku i@vazrée v molekulové (iontové) fortn Casto tato
koncentrace kolisa v rozmezi 1@z 10° molldm™ [13]. Nad CMC dochazi k tvoib
asociah molekul rozpudné latky ve ¥tSi celky, koloidni micely. Tvorbu micely také
charakterizuje tzv. agregai nebo asociani ¢islo. Totocislo udava, kolik molekul tenzidu se
podili na struktte micely.

Pri  vysSich koncentracich se nafivkach koncentrénich zavislosti tznych
fyzikélné-chemickych vlastnosti objevuje dalsi zlonte@oklada se, Zeripina tohoto jevu,
ktery nastavaiptvz. druhé CM{J13], jsou znEny v typu agregacg.3].

Pti mnohem nizSich koncentracich nez je kriticka hdice koncentrace, dochazi k tvérb
tenzidu v micelarni forg nikoliv vSak ktvorls micel. Koncentrace ip které se tvti
takovéto typy agregét je nazyvana kritick& agregya koncentrace (CAJRO].

2.4.1.3. Struktura micel ve zifedéném vodném roztoku

Existence micel byla potvrzena mnoha experimentalnmietodami, ale o jejich velikosti a
tvaru, zvla3t v koncentrovagSich roztocich, existuje mnohdznych gedstav. Velikost a
tvar micel zavisi na koncentraci, teglostruktde PAL, charakteru mezimolekularnich sil,
atd. Métenim rozptylu s#tla byla potvrzena dondnka, Zze micely ve iednych roztocich
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maji kulovy tvar, proto se mluvi o sférickych migeth (Obr. 7). Na povrchu jsou molekulam
vody vystaveny hydrofilni skupiny, zatimco hydrofbluhlovodikovérettzce jsou sdruzeny
v jadru micely tak, aby jejich kontakt s vodou lbgl nejmensj13].

AN
Ny

Obr. 7 Struktura micely

2.4.1.4. Obracené (reverzni) micely

Nekteré amfifilni molekuly vytvéeji v nepolarnich rozpou&tlech micely, jejichz jadro
tvori polarni skupiny, zatimco uhlovodikowéttzce sngiuji ven do nepoléarniho prdeti
(Obr. 8). Kriticka micelarni koncentrace u obracenynicel je ¢Zko definovatelna, protoze
oblast pechodu z pravého roztoku na koloidni roztok pokr§wai interval koncentraci. Sén
polarni jadro micely velmi ocho&nrozpousti vodu, coz ma za nasledek zvySeni hodnoty
asocig&niho ¢isla (ale i pes zvySeni asodiaiho ¢isla reverznich micel bude totislo stale
mensi, nez asodiai ¢islo micel vytvdenych v polarnim rozpougtle). Kwili polarnimu
jadru byva velmi obtizné ipravit dokonale bezvodé roztoky. Jadro reverzncetyi je
vhodnym prostedim pro katalyzudkterych chemickych reakci.

~p
&

Obr. 8 Struktura obracené (reverzni) micely

2.4.2. Solubilizace

Mnohé hydrofobni nebo amfifilni sléaniny, které se ve vodnych roztocich malo rozpousti
nebo slodeniny které se ve vodnych roztocich nerozpousibee, se rozpousti lépe v
micelarré-koloidnim roztoku. Tento jev je nazyvan solubitieaLze jej pozorovat pouzéip
koncentraci vysSi nez CMC, z toho vyplyva, Ze sitizdivand latka neni v koloidnim roztoku
piitomna v disperznim prasidi, ale je zdenéna do micely.
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Nepolarni latky se rozpougt v jadru micely, amfifiini molekuly (tzv. kosurkéanty) se
rozmig’uji v micelach tak, Ze jejich uhlovodikowétzce smdtuji dovnit micel a polarni
skupiny do vodné faze. Polarni latky jsou solubidiany na povrchu micely nebo &shé
blizkosti jejiho povrchu (Obr. 913].

°§§ O%O
T %

OW kosurfaktant negolarni latka rozpustina v_adru micely O polarni latka

Obr. 9 Solubilizace a) kosurfaktaiit b) nepolarnich latek, c¢) polarnich latek
solubilizovanych na povrchu micely

2.4.3. Koloidni roztoky vysokomolekularnich latek

Roztoky vysokomolekularnich latek jsou pravé roytokejich¢astice se neskladaji jako
micely z mnoZzstvi malych molekul, ale jsou to jetiné molekuly velkych rozrara, tedy
Gtvary vazané chemickymi val&mimi silami.

Zredkny roztok vysokomolekularni latky je takovy roztok,némz jsou jednotliva
makromolekularni klubka od sebe @tiha spojitou fazi rozpou&tla (Obr. 10a). Klubka se
sttidaji s oblastmi nulové koncentrace polymeru, caoianzena, Ze iedkny roztok je
koncentr&n¢ nestejnorody.

Je-li koncentrace vysokomolekularni latky zvySovatmaté miry, kdy domény klubek
vypini cely prostor roztoku a Z@maji se navzajem tekryvat (Obr. 10b), iestava platit
definice pro redény roztok[12].

a) b)

Obr. 10 Roztoky vysokomolekularnich latek ggdny roztok, b) koncentrovany roztok
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2.4.4. Roztoky vysokomolekularnich elektrolyti

Molekuly fady vysokomolekularnich latek obsahuji ionogennipgky a jsou schopné
v roztoku vytvdet ionty, tedy disociovat. Tyto vysokomolekulartglerolyty jsou nazyvany
polyelektrolyty. Pray takovym gikladem polyelektrolytu, p#&ciho do skupiny
polyelektrolyti obsahujicich kyselé skupiny, je kyselina hyaluk@no kterd obsahuje
karboxylové skupiny.

Chovani makromolekul, které v roztoku elektrolyticklisociuji, je ovlivieno krong
mezimolekularnich disperznich sil i silami elektadikymi. Pokud neobsahuje roztok zadny
jiny elektrolyt krong¢ vysokomolekularniho, vliv elektrostatickych sil yelky, ale podstatn
se zeslabujeffdavkem i malého mnoZzstvi nizkomolekularniho eldlgtu.

Linearni makromolekula obsahujici pouze nabojenéte) znaménka se jen malo svinuje
v klubko a ve pedinych roztocich existuje spiSe ve farmatazenéhoetézce (Obr. 11a). To
je zpisobeno velkymi odpudivymi silami mezi souhlasmabitymi skupinami. Tvar
makromolekuly je ale ovliwn i malymi op&né nabitymi ionty gitomnymi v roztoku. Tyto
ionty vytvaeji kolem makromolekuly iontovou atmosféru ¢pého naboje, ktera zeslabuje
odpudivé dinky elektrostatickych sil. lontovou atmosférou neysSleno takové rozlozeni
iontd, kdy v blizkém okoli centralniho ionturqvladacetnost ioni s op&nym znaménkem
(protiiontl) nad ¢etnosti iont souhlasa nabitych (koioni). PFridavkem nizkomolekularniho
elektrolytu stoupd iontova sila roztoku, iontovénasféra se kolem nabitych skupin &tige a
makromolekula se sviji v klubko. Ke svinutivodre natazenéhdetézce stai jiz malé
piidavky elektrolytu. Podobny vliv jako malyigdavek nizkomolekularniho elektrolytu ma i
zvySeni koncentrace polyelektrolytu. U amfoternimehkromolekul, u kterych se pravidéln
sttidaji kladné a zaporné naboje, is#zec svinuje do civkovitého nebo spiralovitého tvaru
(Obr. 11b)[13].

Obr. 11 Struktura vysokomolekularnich elektralyg) makromolekula se souhlasnymi naboji
ve zedném roztoku bez nizkomolekularniho elektrolytu, amfoterni makromolekula
s pravidel® se stidajicimi kladnymi a zapornymi naboji

2.5. Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova je vysokomolekularni, bioldgic odbouratelny, netoxicky a
nehdlavy linearni polysacharid, ktery objevili v rocO34 Karl Meyer a jeho asistent John
Palmer. Izolovali ji ze sklivce h@rzich @&i. Nazev kyselina hyaluronova vznikl ze slov
hyaloid (sklivec) a uronova kyselina. Nagtji je tato latka oznéovana jakohyaluronan
[21].
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Kyselina hyaluronova nabizi mnoho klinickych uptetih Prvni klinické pouziti kyseliny
hyaluronové se datuje do roku 1968, kdy byly popale I&eny ciSttnou kyselinou
hyaluronovou. Od té doby si kyselina hyaluronov&laacestu do té# vSech oblasti
mediciny[19].

2.5.1. Chemicka struktura

Z hlediska chemické struktury se hyaluronan skiZel&tale se opakujicich sacharidovych
jednotek, a to z kyseliny D-glukoronové a A\Bacetylglukosaminu. Jednotlivé sacharidové
jednotky se k sabvazi beta—1,4 a beta—1,3 glykosidickymi vazbantir(Q2).

OH OH
O&Lﬁ&
10 HO
Ho 0
OH

0
NH |
o%\

n

Obr. 12 Chemicka struktura kyseliny hyaluronové

2.5.2. Metabolismus kyseliny hyaluronové

Metabolismus hyaluronanu je velmi dynamicky.ékhéré buiky, jako napiklad
chondrocyty v chrupavkéach, akt&syntetizuji a katabolizuji hyaluronan po celyggjzivot.
Studie &chto metabolisrin ukazaly, Ze pokas rozpadu hyaluronanu v chrupavkach se
pohybuje okolo dvou azrit tydni. DalSim gikladem bugk, které aktivé syntetizuji a
rozkladaji hyaluronan, patkeratinocyty v pokozce. V tomtotipad je polaas rozpadu
hyaluronanu podstatmizsi. Je mensSi nez dgzi].

2.5.3. Vyskyt a vlastnosti kyseliny hyaluronové

Hyaluronan se vyskytuje u vSech obratlbwveebo u streptokak U ¢lovéka se ve vysoke
koncentraci vyskytuje v kozni tkani, v kloubech ael oinim sklivci. Ma unikatni
hygroskopické, reologicke a viskoelastické vlastinos
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Fluorescetini sonda akridinova oranz je v sagné dob mnoho vyuzivana na vyzkum
biologickych molekul, jako jsou proteifi6], [25] nebo nukleové kyselinf23], [26], [27],
[28]. Zejména se vyuziva schopnosti dimeru AO zhagetdkscenci. Fluorescemi vlastnosti
sondy hraji dleZitou roli v porozumdni mechanismu tvorby mnoha molekulovych komplex
se sondou a nebo jsou diky sendholekulové komplexy detekovany vipdé nebo
organismu.

K detekci proteifi mize slouzit komplex anionaktivniho tenzidu s akrdiou oranZzi.
Anionaktivni tenzid podporuje tvorbu dimeru AO. Rdkje do systému anionaktivniho
tenzidu s AO pdan protein, tak protein s anionaktivnim tenzidesaguji za vzniku
komplexu a zarovejsou rékteré dimery AO peminény na monomery. Detekce proteinu je
zajiStna pra¢ rozpadem dimdér na monomery. JelikoZ je intenzita fluorescence edim
mnohem nizSi nezZ intenzita fluorescence monomerterjto rozpad, tedy i detekce proteinu,
nasledovan zvysenim intenzity fluorescefid.

Aplikace akridinové oranZze se také uplge pidetekci rekterych hormonalnich reakci
v organismu. Ke zjighi, jestli proteinkinasa C hraje roli v interakcietzulinu a fistového
hormonu, byl testovan efekt akridinové oranze maodenni aktivitu obou hormdén
Akridinova oranz je silnym inhibitorem kinasy C. A@rela zastavila dinek inzulinu a
rastového hormonu, zatimco 9-akridin karboxylova kpse analog akridinové oranze
neinhibujici kinasu C, nethna inhibici Zadny vliv. Z toho plyne, Ze se akniova oranz
piimé hormonalni vazby nedstnila a Zze kinasa C owuiuje reakce inzulinu aistového
hormonu[25].

Akridinové oranZze se dale vyuZziva migad v Zivotnim prosedi. S intenzivni aplikaci
syntetickych detergefitse stalo monitorovaniiedevsim anionaktivnich tenzidve vod
dulezitym tématem. AkridinovA oranZ je schopna velikealitné detekovat zejména
anionaktivni tenzidy. DalSi latkou schopnou detekoanionaktivni tenzidy s podobnou
piesnosti jako akridinova oranz je methylenova imaikji nevyhodou je ale peba
organickéehainidla pro extrakci methylenové mid24].

Ve vyzkumu nukleovych kyselin je akridinova oragimti nepostradatelnd. Je to avedu,
Ze akridinova oranz dokaze od sebe spoléhtigliSit dvouetzcovou a jednieitzcovou
nukleovou kyselinu, a to emisi zelené, respektigevené fluorescence. Toho se vyuziva
nagiklad @i rozliSeni fyziologického stavu mikroorgani8mNagiklad rychle rostouci
organismus ma vysoky obsah RNA, zato neaktivnidrakbbsahujedtSinou fevazié DNA.
Proto bude akridinovd oranZz vdzana na rostoudkuiwemitovat pedevsSim fi 640 nm a
akridinova oranz vazana na neaktivninkw predevSim @ 530 nmr. VyuZiva se toho
nagiklad @i stanoveni rezistivity antibiotikati bakteriim[29].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité chemikalie

Kyselina hyaluronova CPN spol. s. r. o. (kyselina hyaluronovd kosmetjck
M, =1,36 MDa)
Cislo Sarze: 050907 — 7

Fluoresceréni barviva Acridine orange hydrochloride hydrate: Sigma-Altric

Chemie GmBh, proddu a vyzkum
Cislo Sarze: 02220TE
Povrcho aktivni latky Cetyltrimethyl amonium bromid: Sigma-Aldrich Chemi
GmBh, pro molekularni biologii
Cislo Sarze: 1406508

4.2. Pristroje a zaizeni

Analytické vahy Denver instrument BC-BC-100
Mikropipety Finnpipette, Biohit, Vitrum
Magnetické michadlo Heidolph MR Hei-Standard
Vibraéni michadlo MS2 Minishaker
Luminiscencéni spektrometr, AMINCO-Browman, Series 2
Zdroj z&eni Xenonova lapma 150 W, Zableskova lampa 1 W
Monochromatory Nizka konkavni holografickd, iontévepena
RozmeziA 220 - 850 nm
Presnosi +0,5nm
Opakovatelnosk + 0,25 nm
Rychlost skenu 3 - 6000 nm/min

Z primarniho  zdroje polychromatického fedi vstupuje 2Z&ni do niizkového
monochromatoru 1 (excitai), kde se vybere #éni o vhodné vinové délce excitace.
Selektivni paprsek o ipsré definované vinové délce prochdztekennou kyvetou se
vzorkem, ktera je umi&ta v jeho optické draze. Dochazi k excitaci elektrakoumaného
vzorku. Fluorescence je pozorovana v kolméngranke snéru paprsku primarniho #eéni,
aby primarni z#&eni prochazejici kyvetou neruSilo¢tani fluorescence. Proto jsou druhy
monochromator (emisni) i detektor undist v kolmém smiru ke kyvet. Emisni zéeni
prochazi monochromatorem 2, kde je stanovena jéfav& délka a pomoci detektoru je
zjisténa intenzita fluorescence (Obr. 18).
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Obr. 13 Schéma jednopaprskového spektrofluorimetru Aminmenian, ktery se sklada ze
zdroje z&eni, exciténiho monochromatoru, kyvetového prostoru pro vzomkisniho
monochromatoru a detektoru.

UV-VIS Spektrofotometr, Cary 50 Probe

Zdroj z&eni Xenonova pulzni lampa
Monochromator Czerny-Turner 0,25 m
RozmeziA 190 — 1100 nm
Opakovatelnosk +0,1 nm
Max rychlost skenu 24 000 nm/min
Detektor 2 kemikové diody

UV-VIS spektrofotometr je Zé&eni, které réi absorpci zéeni v UV a VIS oblasti
swtelného spektra. Zaznamemichito nereni jsou absokmi spektra rsreného vzorku.
Zatizeni se sklada ze zdrojefeni, monochromatoru (zde se ziska monochromatiéieniz
tedy zdeni o utité vinové délce), kyvety se vzorkem a detektoruléiektoru je zaznamenan
Ubytek intenzity monochromatickéhoreai prochazejiciho vzorkem.

Iy Monochromatoy |, |
Zdroj ) Vzorek Detektor

Obr. 14 Schéma UV-VIS spektrofotometru

4.3. Piiprava zasobnich roztok fluoresceréni sondy

Na analytickych vahach bylo navazen®5 mg barviva AO. Toto mnoZstvi bylo
kvantitativre prevedeno da25ml odngrné baiky. Po rozpu&ni navazky byl roztok dopém
mili-Q vodou po rysku. Byl takifpraven odnirny roztok AO o koncentrac®810* mold™.
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4.4, Priprava zasobnich roztoki hyaluronanu

Na analytickych vahach bylo navazerRD,4 mg hyaluronanu. Toto mnoZstvi bylo
kvantitativre prevedeno dol00 ml odneérné baiky. Po rozpu&ni navazky byl roztok
doplren mili-Q vodou po rysku. Byl takijpraven zasobni roztok hyaluronanu o koncentraci
0,304 moLJ*

Na analytickych vahach bylo navazer@il,1 m¢ hyaluronanu o molarni hmotnosti
1,36 MDa. Toto mnozstvi bylo kvantitatiZnpievedeno dol00 ml odmérné baiky. Po
rozpusSéni navazky byl roztok dopém mili-Q vodou po rysku. Byl tak fjpraven zasobni
roztok hyaluronanu o koncentra@j311 ¢gr*.

4.5. Priprava zasobnich roztoki tenzidu

Na analytickych vah&ch bylo navadzeno 2,7344 g tengetyltrimethyl amonium bromidu.
Toto mnozstvi bylo kvantitativn prevedeno do250 ml odnmerné baiky. Po rozpu&ni
navazky byl roztok dopbn mili-Q vodou po rysku. Byl takijpraven zasobni roztok CTAB
o koncentracB10? mold™.

4.6. Pr¥iprava vzorki

4.6.1. Interakce fluorescertni sondy s polyelektrolytem
Do plastovych zkumavek bylo napipetovano 14, 3zasobniho roztoku fluoresaar

sondy akridinové oranze. Vysledna koncentrace AQkeenavkach byl&s[10° mold™. Do
kazdé zkumavky bylo k fluorescém sond@ pridavano ze zasobniho roztokizné mnozstvi
kyseliny hyaluronové tak, aby po nasledném déplrzkumavek mili-Q vodou na vysledny
objem 3 ml byla vytvaena koncentkmi fada o 20 vzorcich v koncentram rozsahu
kyseliny hyaluronovéd gd™* az3010™" g.

Vzorky pro zUZzenou koncentfiai fadu byly gipraveny stejnym zjsobem jako
v predchozim fipac. Zmeéna byla pouze v koncentms fadt, kterd ¢inila 16 vzorki
v koncentranim rozsahu kyseliny hyaluronowgd™ az 3110° dIT.

4.6.2. Interakce tenzidu se systémem polyelektrolyt — flugscertni sonda

Do plastovych zkumavek bylo napipetovano 1d,3zasobniho roztoku fluoresaar
sondy akridinové oranze. Vysledna koncentrace AQkeenavkach byl&s[10° mold™. Do
kazdé zkumavky, kromblanku, bylo ze zasobniho roztoku napipetovand® fr, kyseliny
hyaluronové. Naslednbylo do kazdé zkumavkyijplavano ze zasobniho roztoktzné
mnozstvi tenzidu CTAB tak, aby po dogihi zkumavek mili-Q vodou na vysledny objem
3ml byla vytvaena koncentkmi fada o 21 vzorcich v koncentrdm rozsahu
CTAB 0 mold™ az 2710° mdIIt.

Vzorky pro dalSi maeni s tenzidem bylyifpraveny stejnym zjsobem jako v fedchozim
piipads. Zména byla pouze v koncentma fad, ktera ¢inila 40 vzorki v koncentranim
rozsahu CTABO mold™ az 4110° mdIT.
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4.7. Vlastni méreni

4.7.1. Méreni emisnich spekter

Na luminiscefinim spektrometru bylo &ieno emisni spektrum akridinové oranzg p
emisni vinové délcéd30 nm a excit&ni vinové délce492 nm v rozsahu vinovych délek od
450 nm do 750 nir. Byl studovanist a pokles intenzity fluorescence v zavislostpoatru
P/D, kde P je molarni koncentrace vazebnych mistspndu, v tomto fijpad koncentrace
karboxylovych skupin nachazejicich se #etzci hyaluronanu a D je koncentrace
fluorescewni sondy (AO).

4.7.2. Méreni absor@nich spekter

Na UV-VIS spektrofotometru bylo &eno absorni spektrum akridinové oranze
v rozsahu vinovych délek o800 nm do 700 nrr. Byl studovan st a pokles pogtu mezi
absorgnim maximem dimeru a absdérgm maximem monomeru. Dale byla absworip
spektra pouzita pro korekce emisnich spekter aloidh oranze.

4.8. Korekce emisnich spekter

Vlivem vnitiniho filtratniho efektu prvniho druhu je pozorovana intenziteorescence
mensi nez skut@a intenzita fluorescence. Protoze imiiffiltracni efekt niize zkreslit ndrené
zavislosti, je patba odstranit vnihi filtracni efekt pomoci nasledujiciho vyfia:

1
7[(:0Dex+ODem)

F = I:obs D'OZ ’ (4)

corr

kde Fcorr je korigované intenzita fluorescenégys pozorovana intenzita fluorescenGhey je
opticka hustotaip excitatni vinové délce &©Demje opticka hustotaipemisni vinove délce.
ProtoZe mezi optickou hustotou a absorbanci piashv

oD="2% (5)

muze byt opticka hustota nahrazena absorbantipagt, Ze je k niéfeni pouzivana kyveta o
tloug’cel cm.

25



5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. Interakce fluorescertni sondy s polyelektrolytem

Akridinova oranz se na kyselinu hyaluronovou vawesgednictvim karboxylovych skupin,
které jsou rozmishy po celémietzci hyaluronanu. Obeénplati, Ze 400 moti kyseliny
hyaluronové mal mol karboxylovych skupin. # studiu interakce fluorescéni sondy a
hyaluronanu byl pouZzit modelovyfgdpoklad, Ze se na kazdou disociovanou karboxylovou
skupinu vaze pravjedna molekula AO a teprve po nasledném zvySencéwtrace AO
dochézi ke tvorbdimer.
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Obr. 15 Zavislost intenzity fluorescence sondy na podihckatraci vazebnych mist kyseliny
hyaluronové a koncentrace fluoreseéeh sondy AO. R konstantni koncentraci AO
(5C10° mold™) byl rostouci porr P/D zajisen rostouci koncentraci hyaluronanu ve
vzorcich.

OblastA: Prvni gidavky hyaluronanu Zpsobily zvySeni intenzity fluorescence. Ke zvyseni
pravdEpodobré doslo kwili interakci samotnych monomeAO v roztoku s hyaluronanem a
molekuly AO se z&aly vazat na karboxylové skupiny hyaluronanu.

Oblast B: Doslo k poklesu intenzity fluorescence. Vzhleddavelikosti chybovych
useek (Obr. 16) existuji dvmoZzné interpretaceriginy déji v oblastiB. Bud’ se karboxylové
skupiny postup# sytily monomery akridinové oranze nebo k poklestenzity fluorescence
doslo kwli tvorbé dimeiti AO, i kdyZ jeS¢ nebyly obsazeny vSechny karboxylové skupiny.
Narist intenzity fluorescence v této oblasti by protamenal nasledné syceni karboxylovych
skupin monomery akridinové oranze az do nasyceachv&arboxylovych skupin, tedy do
maximalni hodnoty intenzity fluorescence.

OblastC: Pokles intenzity fluorescence vugledku tvorby dimer AO. Nésledkem bylo
zhaSeni fluorescence.

Oblast D: Intenzita fluorescence dosahla v této oblastihevéokélniho minima, coz
znamena, Ze se v této oblasti nachazi bod ekvigaléfento bod bude praysbdobr mezi
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koncentracemi hyalurona@y510° ¢t a 7,510° ¢JI*. Bodem ekvivalence je takovéa

koncentrace hyaluronanu, kdy se vSechny jeho kgtbwe& skupiny nasyti dimery AO. Po
zjisténi priblizné koncentrace tohoto bodu (obld3} byly tomuto vysledku fizptisobeny
dalSi ngteni tak, Ze byla zGZena koncexitreéada @iblizn¢ na oblasD.

OblastE: Vzhledem k chybovym ugkam v této oblasti nedochazi k vyrg@im znmeénam
intenzity fluorescence. NargsrEjSi ueni cju v oblastiE by byla zapaebi nereni o vice
vzorcich a o specift¢jSim rozsahu koncentfai fady, ale i tak é¥eni @iblizné nazndila, co
by se v této oblasti mohlo odehravat. Pegoatiobré doslo dvakrat k rozpadu dinieAO na
monomery a nasledrk opetovné tvorlg dimeru.
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Obr. 16 Snerodatna odchylka interakce kationaktivni fluores@rénsondy se zapoen
nabitym polyelektrolytem. /4 konstantni koncentraci AO5(10° mold™) byl rostouci
poner P/D zajiStn rostouci koncentraci hyaluronanu ve vzorcich.

Opakovanim n&eni interakce fluoresceéni sondy se zapognnabitym polyelektrolytem
byla ziskdna s#rodatna odchylka tohoto dreni (Obr. 16). B nizSich pomdrech P/D jsou
odchylky &tSi nez pi vysSich pondrech P/D. \étSi odchylky @i nizSich ponsrech P/D jsou
pravdépodobré zpisobeny tim, Ze se doéchto vzorki pipetovalo mensi mnozstvi
hyaluronanu, nez do vzarkpti vysSich porarech P/D.
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Obr. 17 Interakce kationaktivni fluorescémi sondy se zapo#gmabitym polyelektrolytem. Na
hlavni ose graf zavislosti intenzity fluorescenagon@ru P/D (cervere zobrazené body). Na
vedlejSi ose graf zavislosti pera absorbance dimeru (465 nm) a absorbance monomeru
(492 nm) ku pogtu P/D (mode zobrazené body). /P konstantni koncentraci AO
(5C10° mold™) byl rostouci porr P/D zajisen rostouci koncentraci hyaluronanu.

Porovnanim grafu interakce kationaktivni fluoreseeénsondy se zapo&n nabitym
polyelektrolytem s pogrem absorbance dimeru ku absorbanci monomeru grpamP/D
(Obr. 17), byla o¥iena tvorba dimeru.iPnizSich porgrech P/D neni tvorba dimeru patrna,
ale u koncentrace hyaluronar@s5010° g™, tedy giblizné u pongru P/D=1,3, prudce

klesla intenzita fluorescence a zamyverudce vzrostl posr absorbance dimeru ku
monomeru, coZ znamena intenzivni tvorbu dimefibligné od nasyceni karboxylovych
skupin monomerem AO.

5.2. Interakce fluorescertni sondy s polyelektrolytem (zUZen& koncentkiani Fada)

Po zjiséni priblizného pomdru P/D, @i kterém by mdla byt WtSina disociovanych
karboxylovych skupin obsazena dimery AO, byla z@Zkoncentréni fada na rozsah paim
P/D 1 — 15 (Obr. 18). Byl ziskan koncovy bod tigatedy koncentrace hyaluronanii lgeré
jsou vSechny dostupné disociované karboxylové skupasyceny dimery akridinové oranze
a idedl® Zadné molekuly AO nejsou v monomerni férmbsazeny v roztoku. V grafu je
tento bod ozngen jako P/a. Bod P/ya ma hodnotuP/D = 3 (koncentrace hyaluronanu
60103 g '), coz znamena, Ze na jednu molekulu akridinové@zeatipadnou 3 disociované
karboxylové skupiny hyaluronanu. V idealnifigadt by se na jednu molekulu CO@¢ly
navazat 2 molekuly AO a tim bydaa byt kazda karboxylova skupina nasycena gjégnim
dimerem akridinové oranze. Ztoho plyne, Ze ideddaéinota poréru P/D by ngla byt
P/D=0,E. Tato skuténost ukazuje, Ze vyget pongru P/D je pouze orientai. Faktor

ovliviujici nanmétenou hodnotu P/D fize byt napiklad stupé disociace hyaluronanu nebo
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napgiklad skuténost, Ze akridinova oranz e tvadit jak dimery, tak i oligomery. Po#én
P/Dua byl pouzit pro dalSi gieni s CTAB. Byl pouZzit z tohowodu, Ze vtomto bad
dosahuje hodnota intenzity fluorescence svého nanim
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Obr. 18 Zavislost interakce Kkationaktivni fluoreséah sondy s negativn nabitym
polyelektrolytem na po#ru P/D. P konstantni koncentraci AO5(10° mold™) byl
rostouci porar P/D zajiStn rostouci koncentraci hyaluronanu ve vzorcich. ©@gavynesena

v logaritmickém r¥itku
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5.3. Interakce tenzidu se systémem polyelektrolyt — fluesceréni sonda
Prvni meéfeni s tenzidem jiz ifblizné naznaily, jak se bude systém polyelektrolyt — AO
chovat v pitomnosti tenzidu.
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Obr. 19 Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci BTXSechny vzorky obsahovaly
konstantni mnozstvi AG[10° mold™), konstantni mnoZstvi hyaluronan®[@0° g ™) a

rostouci mnozstvi CTAB

Z grafu (Obr. 19) plyne, Ze byl studovan &gtr a pokles intenzity fluorescence na
koncentraci CTAB.

OblastA: Jiz prvni gidavek CTAB do vzorku s konstantni koncentracidikdvé oranze a
hyaluronanu zfsobil nafist intenzity fluorescence, coz bylotigobeno vyisrenim dimeru
akridinové oranze z disociované karboxylové skupkagionaktivnim CTAB. Vy&sninim
dimeru AO dosSlo krozpadu dimeru AO na monomeryirm t ke zvySeni intenzity
fluorescence. Zthto vysledk nebylo mozZzno fesrt urit, jestli se v pouZitych
koncentracich CTAB vazi samotné monomery tenzidlkarboxylové skupiny hyaluronanu
nebo jestli se na COGskupiny vazi tenzidy v micelarni foem Z tohoto divodu byla
v dalSich ndfenich roz&ena koncentii fada o vzorky s nizsi koncentraci CTAB.

Oblast B: Koncentrace ve vzorcich v obladsi se stale vice blizi kritické micelarni
koncentraci. Existuji dvmoZznosti interpretacgiginy sniZeni intenzity fluorescence. Za prvé
doSlo k poklesu intenzity fluorescence proto, Zwiddy za&aly agregovat na karboxylovych
skupinach hyaluronanu v micely, agregaci tenzidunsanily jiné karboxylové skupiny a
doSlo k ogtovnému navazani akridinové oranze a k t¢odiomeru. Diky ogtovné tvork
dimeru doSlo ke sniZzeni intenzity fluorescence. Hotu moznosti poklesu intenzity
fluorescence byla zéna konformace hyaluronanu vlivem navazéni micel 8TA

PravdpodobrjSi z obou moznosti je ale sniZzeni intenzity flsoence z @vodu ogtovne
tvorby dimeru. Na grafu (Obr. 20) je znatelné snizmnoZzstvi dimeru paraleirs prvnimi
piidavky tenzidu, tedy se zvySenim intenzity fluoes®e. Nasledné sniZeni intenzity
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fluorescence doprovazi mirny dar mnozstvi dimeru akridinové oranze, coz by mohlo
znamenat agregaci tenzidu a uvolnkarboxylovych skupin. Pragdodobné tvorba micel na
vaznych mistech anionaktivniho hyaluronanu je zm&na na obrazku 21 (Obr. 21) .
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Obr. 20 Interakce tenzidu se systémem polyelektrolyt +dkee@ni sonda. Na hlavni ose
graf zavislosti intenzity fluorescence na koncesitr@TAB (mode zobrazené body). Na
vedlejSi ose graf zavislosti pera absorbance dimeru (465 nm) a absorbance monomeru
(492 nm) na koncentraci CTABupow zobrazené body). VSechny vzorky obsahovaly
konstantni mnozstvi AG[10° mold™), konstantni mnozstvi hyaluronan®[@0° g ™) a

rostouci mnozstvi CTAB

OblastC,D: OblastC a D nemohla byt z&hto nefeni dostatén¢ interpretovana, protoze
k bliz§imu poznéni &t v oblastiC aD jsou zapaebi dalSi mteni i s jinymi fluorescaetmnimi
sondami neZz pouze s akridinovou oranzi. Tato skot plati i pro fesné weni cju
v oblasteclA aB.

Anionaktivni hyalurona

Kationaktivni micel:

Obr. 21 Znazorrni komplexu negativmabitého hyaluronanu s kationaktivnimi micelami
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Pri dalSich méfenich s tenzidem byla prace z#gena na koncentracerquevSim daleko
pied kritickou micelarni koncentraci CTAB, a to zaddiivodu, aby bylo zji%no, jestli se na
fettzec hyaluronanu vazi nejprve samotné molekuly tenmebo pimo tenzidy v micelarni
form¢. P métenich (Obr. 22) byl studovanast a pokles intenzity fluorescence na
koncentraci CTAB.

. HA
0,2 T T T T T T

1,E-07 1,E-06 1,E-05 1,E-04 1,E-03 1,E-02 1,E-01 1,E+00

CctaB

Obr. 22 Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci BTXSechny vzorky obsahovaly
konstantni mnozstvi AG[10° mold™), konstantni mnozstvi hyaluronan®[@0° g ™) a

rostouci mnozstvi CTAB

OblastA: Bod HA, ktery se nachéazi u hodnoty 0,223, je vzorek sankyaluronanem (bez
pridani tenzidu). Jak plyne z grafu, tak s prvnifidgvkem i minimalniho mnozstvi tenzidu
se zvySuje intenzita fluorescence, coZz pépadiobrr znamena vyisreni dimeru AO
molekulami tenzidu. Nasledndochazi u koncentrac810° molddm?® k poklesu intenzity
fluorescence. JelikoZz se tato koncentrace nachkzikob kritické agregéni koncentrace
CTAB, tak by sniZeni intenzity fluorescence mohia piipsano tvor tenzidu v micelarni
forme, ale ne tvorb pravych micel. To by znamenalo, Ze zvySeni intignffuorescence
v oblastiB je zpisobeno poutanim tenZids micelarni fornd nafetzec hyaluronanu, coz ma
za nasledek uvoémi nékterych karboxylovych skupin a &mou tvorbu dimeru AO.

Oblast B: Tato ¢ast grafu ma shodny {eéh jako oblastA a B zavislosti intenzity
fluorescence na koncentraci CTAB na obrazku 19 (O®y.

Srovnanim nagiené zavislosti intenzity fluorescence na koncent@EAB s pongry
absorbanci i 465 nr a 492 nm (Obr. 23) bylo zji&no, Zze zvySeni intenzity fluorescence,
paralel& nasledované snizovanim koncentrace dimeru, bylsageno rozpadem dimeru
akridinové oranze na monomery. Z toho plyne, Zéngednoznost, jak mohl byt dimer AO
uvolnén z karboxylové skupiny hyaluronanu, je vg#ai dimeru molekulami tenzidu. Jelikoz
dochéazelo k ndistu intenzity fluorescence v mnohem mensSich komaeith, nez je kriticka
micelarni koncentrace CTAB nebo kriticka agr&@gsoncentrace CTAB, dochazelo nigye
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k navazani samotnych molekul tenzidu. Jak se vadliedné agregaty tenzidu na hyaluronan
neni z ¢chto vysledk prikazné. | kdyz dochazi ke snizeni intenzity fluoee®e okolo
kritické micelarni koncentrace CTAB, coz bylm za nasledek agregaci tenzidu a u¥nin
vaznych mist pro dimer AO, tak pémabsorbanci tyto zéw nepotvrzuje.

12 0,85
L 2
1,0 o ¢ + 081
' o oo * L S TN ° '
* L . *
o, .« % . -
08+ NS S ¢ + 0,77
I¢ *
06 - Y ° ¢ +0,73
* *
@, *
. % oo, L P
04 . %% O + 0,69
0%“
L 2
0,2 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0,65
1,E-07 1,E-06 1,E-05 1,E-04 1,E-03 1,E-02 1,E-01 1,E+00
CCTAB

Obr. 23 Interakce tenzidu se systémem polyelektrolyt +dhee@ni sonda. Na hlavni ose
graf zavislosti intenzity fluorescence na koncesitr@TAB (mode zobrazené body). Na
vedlejSi ose graf zavislosti pera absorbance dimeru (465 nm) a absorbance monomeru
(492 nm) na koncentraci CTABupow zobrazené body). VSechny vzorky obsahovaly
konstantni mnozstvi AG [10° mold™), konstantni mnozstvi hyaluronan® @0 g ™) a
rostouci mnozstvi CTAB
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6 ZAVER

Cilem prace bylo prozkoumat interakce kationaktiVitiorescetini sondy akridinove
oranze s polysacharidem kyselinou hyaluronovou aled& prozkoumat interakce
kationaktivniho tenzidu se systémem kyselina hyalava — akridinova oranz.

Prvni prace praktick&asti byly zamifeny na zkoumdni interakci mezi kationaktivni
fluorescekni sondou akridinovou oranzi a polyelektrolytem lby@nanem. Redpokladem
bylo, Ze se bude kationaktivni sonda vazat na @isané karboxylové skupiny hyaluronanu.
Ve vzorcich bylo obsazeno konstantni mnozstvi #soekini sondy a rostouci mnozstvi
hyaluronanu. B méteni emisnich spekter akridinové oranZze dochazetistk a poklesu
intenzity fluorescence. Vlivem vazby monomeru akmgé oranZze na disociované
karboxylové skupiny hyaluronanu dochazelo kisér intenzity fluorescence, zatimco vlivem
vazby dimeii akridinové oranze dochéazelo k poklesu intenzityrféscence. Hledana byla

e

s

intenzity fluorescence byly naffeny mezi koncentracemi hyaluronardy510° gt az
7,5010° ¢gart. Absorgnimi spektry akridinové oranZe bylo &eno, Ze pokles intenzity
fluorescence byl Zjsoben dimery AO. Dimer akridinové oranze ma totidsagni
maximum @i 465 nm a monomer akridinové oranZéi p492 nm. Vynesenim zavislosti
pomeru t€chto dvou hodnot na pairu P/D bylo zjis¢no, Ze se dimer Zal tvait priblizné od
poneru P/D, kterému odpovida i paétek poklesu intenzity fluorescence. tivzjisteni
piesréjSi hodnoty bodu ekvivalence byla ziZzena konceénfréada hyaluronanu na rozmezi
poméru P/D 1- 15 Bylo ziskdno minimum intenzity fluorescencé jpodnot pomneru
P/D = 3, takze pi koncentraci hyaluronanG10° molI™.

Koncentrace hyaluronan6CL0° mold™ byla pouzita pro ifeni s tenzidem. Ve vzorcich
bylo obsazeno konstantni mnoZstvi akridinové orakbastantni mnozstvi hyaluronanu a
rostouci mnozstvi tenzidu CTAB. N&sbva néfeni ukazala, Zze po prvninfigni tenzidu
dochéazelo ke zvySeni intenzity fluorescence, cohlmdyt zmisobeno pouze vyttanim
dimeru AO tenzidem a naslednym rozpadem dimeru A@onomery. Nebylo moZzndgsré
urcit, jestli se na hyaluronan vazaly samotné mononmmerigo tenzidy v micelarni form
Blizko kritické micelarni koncentrace doSlo k pakleintenzity fluorescence. K poklesu
intenzity fluorescence doslo &utvorbou micel a uvoknim karboxylovych skupin
hyaluronanu, coz by &b za nasledek a@povné navazani dimeru AO, nebo doslo vlivem
navazani micel na hyaluronan ke & konformace hyaluronanu. Praégsné uteni dju za
kritickou micelarni koncentraci jsou nutna dal&iremi i s jinymi fluorescaetmimi sondami,
popipadt pouZziti jinych metod.

DalSi nefeni byla sousedina od koncentraci hlubokdga kritickou micelarni koncentraci
az po kritickou micelarni koncentraci CTAB. Byla&§no, Ze pi prvnim gidani tenzidu,
jehoz koncentrace byla hlubokorep kritickou micelarni koncentraci ifgd kritickou
agregéni koncentraci, dochazelo ke zvySeni intenzity riisaence. ZvySeni intenzity
fluorescence znamenalo, Ze monomery tenzidu dgtkly dimery AO. Okolo kritické
agregani koncentrace CTAB doSlo k poklesu intenzity fiesecence, coz by znamenalo
vazani tenzidu v micelarni fokmale ne tvorbu micel. Srovnani s absoimi spektry ale tyto
vysledky nepotvrdilo. Potvrdilo pouze vazbu monomena karboxylové skupiny
hyaluronanu.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL

Ases
Asgo

akridinova oranz
cetyltrimethylamonium bromid
dopadajici zévy tok

prosly zdivy tok

transmitance

absorbance

molarni absorni koeficient
koncentrace

tloug’ka vrstvy

deoxyribonukleova kyselina
ribonukleova kyselina

vinova délka

povrchow aktivni latka

kriticka micelarni koncentrace
vazebna mista polymeru
koncentrace fluorescémi sondy
intenzita fluorescence
absorbanceipvinové délce 465 nm
absorbanceipvinové délce 492 nm
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8 PRILOHY

Priloha 1Luminiscedni spektrometr, AMINCO-Browman, Series 2
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