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ABSTRAKT

Tato praca popisuje moznosti stanovenia membranovych vlastnosti vezikularnych systémov
tvorenych amfifilnymi iontovymi parmi (IPA), ktoré boli pripravené zmiesSanim kladne
a zaporne nabitymi povrchovo aktivnymi latkami, konkrétne kladne nabitym tenzidom
karbethopendecinium bromidom (Septonex) a zaporne nabitym dodecylsulfatom sodnym
s pridavkom dioktadecyldimetylamonium chloridu a cholesterolu z dévodu zvysenia stability.
Takéto systémy su potencidlnymi nosi¢mi lieCiv a teda ich dosledné charakterizacia je velmi
dolezita pre d’alsi vyskum. V tejto praci su popisané moznosti §tidia membranovych vlastnosti
takychto systémov pomocou spektrometrickych metod, konkrétne fluorescencnej anizotropie a
generalizovanej polarizacie, ktorymi bola zistovanad fluidita a solvatacia dvojvrstvovej
membrany v zavislosti na mnozstve pridaného cholesterolu a zmene teploty. Dalej bola
sledovana vel'kost’ a stabilita pripravenych vezikularnych systémov vytvorenych z novych
amfifilnych parov pomocou techniky dynamického a elektroforetického rozptylu svetla
a nakoniec zistena teplota fazového prechodu pouzitim metddy diferencnej skenovace]
kalorimetrie.

KPucové slova

Amfifilny iontovy par, kataniontovy vezikularny systém, dynamicky rozptyl svetla, zeta
potencial, koeficient polydisperzity, fluorescencna anizotropia, generalizovana polarizacia.
DPH, Laurdan, diferen¢na skenovacia kalorimetria



ABSTRACT

This work describes the possibility of determining the membrane properties of vesicular
systems formed by ion pair amphiphile (IPAs), which were prepared by mixing positively and
negatively charged surfactants, namely the positively charged surfactant carbethopendecinium
bromide (Septonex) and negatively charged surfactant sodium dodecyl sulphate with the
addition of dioctadecyldimethylammonium chloride and cholesterol for stability enhancement.
Such systems are potential drug carriers and hence their careful characterization is very
important for further research. In this work, the possibilities of studying the membrane
properties of such systems using spectrometric methods, namely fluorescence anisotropy and
generalized polarization, by which the fluidity and solvation of the bilayer membrane were
detected as a function of the amount of added cholesterol and the change in temperature, are
described. The size and stability of the prepared vesicular systems formed from the new
amphiphilic pairs were investigated by dynamic and electrophoretic light scattering, and finally,
the phase transition temperature was detected using differential scanning calorimetry method.

Keywords

Ion pair amphiphile (IPA), catanionic vesicular system, dynamic light scattering, zeta potential,
polydispersity index, fluorescence anisotropy, generalized polarization, DPH, Laurdan,
differential scanning calorimetry
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1 UVOD

Kataniontové vezikularne systémy st v poslednych rokoch cielom mnohych vyskumov ako
potencialne nosiCové systémy pre cieleny transport lieCiv, vitaminov, ¢i napr. DNA. Ich
vyhodou su pomerne nizke néaklady na pripravu, avSak tieto systémy vykazuju oproti
lipozomom nizSiu stabilitu aich vyskum je stale v zaCiatkoch. Kataniontové vezikularne
systémy pouzité v tejto praci sa skladaju z amfifilnych iontovych parov (IPA) tvorenych opacne
nabitymi povrchovymi latkami ato konkrétne karbethopendecinium bromidom (Septonex)
a zaporne nabitym dodecylsulfatom sodnym. Prave z dovodu zvysenia fyzikalnej stability bol
pridany dvojretazcovy surfaktant dioktadecyldimetylamonium chlorid a cholesterol.
Cholesterol ma pri vhodne zvolenych koncentraciach stabilizacny efekt na dvojvrstvoveé
membrany, ktoré tvoria cely vezikularny systém. Spravne zvoleny pridavok cholesterolu je
vSak kl'iCovy, v malej koncentracii nevykazuje pozadovany efekt a naopak vo vel'mi vysokych
koncentraciach sposobuje jeho nadmerné mnozstvo destabilizacny efekt.

V tejto praci boli sledované membranové vlastnosti kataniontovych vezikularnych systémov
s roznymi pridavkami mol. % cholesterolu pri réznych teplotach. Navrhnutymi technikami bola
sledovana fluidita (tekutost’) vnutornej Casti membrany prostrednictvom fluorescencnej
anizotropie s pouzitim sondy DPH. Vyuzitim vypoc¢tu hodnoty generalizovanej polarizacie
fluorescencnej sondy Laurdan boli ziskané informéacie o vonkajSej Casti membrany, a teda
o hydratacnom obale vezikuly. Velkost castic jednotlivych vezikularnych systémov aich
stabilita boli skontrolované technikami dynamického a elektroforetického rozptylu svetla
a jednotlivé vysledky vyhodnotené a diskutované optimalne mnozstvo cholesterolu pri priprave
kataniontovych vezikularnych systémov tvorenych novymi amfifilnymi iontovymi parmi
tvorenymi z tenzidov Septonex a SDS ako potencialne nosice lie¢iv pre d’alsi vyskum.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Povrchovo aktivne latky

Tenzidy (povrchovo aktivne latky), su latky, ktoré znizuji povrchové napétie rozpastadiel.
Patria medzi organické zluCeniny, ktoré sa uz pri nizkej koncentracii hromadia na
medzifazovom rozhrani, teda hranici medzi dvoma nemiesitelnymi fazami a tym dokazu znizit
vol'ni medzifazovu energiu sustavy [1]. Schopnost’ tenzidov hromadit’ sa na fazovom rozhrani
je sposobena Struktirou ich molekul, ktori oznacujeme ako amfifilnti. Na obr. 1 je zobrazeny
jeden z pouzivanych tenzidov v praxi, a to stearan sodny, na priklade ktorého je vidiet, ze
tenzidy tvoria dve zakladné Casti. Polarna Cast’ (hlava), teda hydrofilna skupina, ktora ma vel'ka
afinitu k vode a nepolarna Cast’ (tzv. chvostik), ktory je najcastejSie tvoreny alkylovym alebo
alkylarylovym zbytkom, ma naopak vel'ku afinitu k nepolarnym rozpastadlam. Alkyl moze byt
bud’ linearny, alebo rozvetveny, avSak castejSie a optimalnejSie z hl'adiska biologickej
rozlozitel'nosti su linearne alkylové zbytky s obsahom uhlikov v intervale 8 az 22 (najCastejSie

viak 12 az 18) [2].
\/\/\/\/

nepolarna ¢ast’ - polarna éast’ -

hydrofobny ret'azec hvdrofilng skupina

Obr. 1: Struktitra tenzidu na priklade stearanu sodného.

Tieto povrchovo aktivne latky mdézeme klasifikovat’ na zdklade mnoho hladisk, napriklad na
zaklade iontového charakteru, teda hydrofilnej Casti, kedy ich delime na ionické, ktoré sa d’alej
delia na anionické, kationické a amfotérme a tenzidy neionické, ktoré sa dalej delia na
oxyethylenaty a polyhydroxyzluceniny [1].

2.2 Kationické tenzidy

Povrchovo aktivnou ¢ast'ou kationického tenzidu je kation. Je to najcastejsie dusikovy atom vo
forme soli aminu (primarneho, sekundarneho, tercidrneho), alebo vo forme kvartérnej
amoniove] soli, teda chloridy alebo methosulfaty. Soli alkylaminov su tiez kationickymi
tenzidmi, ale iba v kyslej oblasti, pri strednych alebo vyssich hodnotach pH stracaju kationicky
charakter (sol' aminu prechadza na amin, ktory je nasledne vyluceny z roztoku). Kationické
tenzidy nemaju detergencné vlastnosti, pretoze sa svojou kladne nabitou Castou molekuly
adsorbuji na zaporne nabité povrchy, Co je podstatou ich antistatického, zmakcovacieho
a mikrobicidneho uc¢inku [1,2].



2.2.1 Septonex

Septonex (karbethopendecinium bromid), zobrazeny na obr. 2 je kvartérna amoniova zlucenina,
s molekulovou hmotnostou 422,49 g/mol, ktori zarad'ujeme medzi kationické tenzidy. Za
beznych podmienok je to biely az nazltly kryStalicky prasok, ktorého vodny roztok pri
pretrepani silne peni. Je I'ahko rozpustny vo vode, 96 % liehu a v chloroforme. Pouziva sa ako
dezinfek¢na latka ¢i antiseptikum [3]. Tento tenzid mé baktericidny u€inok na gram-pozitivne
baktérie a tento ucinok klesa s klesajucim pH. Naopak alkohol tito a¢innost’ zvysuje [4].

0
/\/\/\/\/\/\/\%J\O/\
/I\r\ Br

Obr. 2: Struktira Septonexu [5].

2.2.2 Dioktadecyldimetylaménium chlorid

Dioktadecyldimetylamonium chlorid skratene DoDAC, zaradujeme medzi kvartérne amoniové
soli. Tento kladne nabity dvojretazcovy surfaktant je za laboratornych podmienok biela pevna
latka Supinkovitého charakteru s molekulovou hmotnostou 586,64 g/mol. Mdézeme ho najst
ako sucast v mnohych dezinfekénych ¢i Cistiacich prostriedkov, kde sa vyskytuje ako prisada
do kozmetiky a vlasovych kondicionérov vd’aka svojim antistatickym u¢inkom [6].

Tento dvojretazcovy tenzid sa vyuziva ako stabilizatné Ccinidlo pri priprave roztoku
vezikularnych systémov, tym ze zvysuje stabilitu systému. Udel'uje totiz povrchu kladny naboj,
¢o vedie k zvySeniu elektrostatického odpudzovania medzi jednotlivymi ¢astami membran
vezikul [7].

CH 3, N'V\/\/\/\/\/\/\/\/\
CH 3/ '\CI-/\/\/\/\/\/\/\/\
Obr. 3: Struktira DoDAC [8)].

2.3 Anionické tenzidy

Anionické tenzidy sa podla typu hydrofilnej skupiny delia na karboxylaty (-COO"), sulfaty
(-OS03"), sulfonaty (-SO3"), fostaty (-OPO3H") a fosfonaty (-PO3H"). Vo vodnom prostredi st
disociované na zaporne nabity 16n a tym podporuju sorbciu necistot, ktoré vacsinou nesu naboj
kladny. Vyuzitie nachadzaju ako sucast vyrobkov pre osobni hygienu, pracie a Cistiace
prostriedky, takisto v kozmetickych a Cistiacich prostriedkoch, kde posobia ako emulgatory [9].

2.3.1 Dodecylsulfat sodny

Dodecylsulfat sodny zarad'ujeme medzi anionické povrchovo aktivne latky, ako zobrazuje jeho
Struktira na obr. 4. Sklada sa z 12 uhlikového nepolarneho retazca pripojeného
k polarnej zaporne nabitej sulfatovej skupine. Molekulova hmotnost’ SDS je 288,37 g/mol [10].
SDS je neprchava, vo vode rozpustnad latka srozdelovacim koeficientom (logpow = 1,6).
Nachadza sa v kozmetike pri rozpustani a odstrafiovani necistot, ale pouziva sa napriklad aj
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ako emulgator a prisada, ktora umoziiuje tvorbu peny. Najdeme ho teda v Sampodnoch,
kondicionéroch, mydlach, ¢istiacich kozmetickych pripravkoch a podobne [11].

O O
Y °
a

S.o N
HSC/\/\/\/\\/\/\\O/ ~5

Obr. 4: Struktira SDS [12].

2.4 Samousporiadavanie tenzidov
Fyzikalne vlastnosti roztokov tenzidov v zavislosti na ich koncentracii vykazuju zlom, ktory
u nich nastava vzdy pri rovnakej koncentracii. Ide o fyzikalne vlastnosti ako molarna vodivost,
povrchové napitie, ¢i osmoticky tlak [2].

Tato koncentracia sa nazyva kritickd micelarna koncentracia, z angl. critical micellar
concentration (CMC). Je to koncentracia povrchovo aktivnej latky, pri ktorej sa koncentracia
tenzidu ako jednotlivych molekul uz nezvysuje, roztok je nimi tzv. nasyteny a zacinaju sa
vytvarat micely. Pohybuje sa obvykle v rozmedzi 10~ az 10~ mol/dm?. Pre roztok povrchovo
aktivnej latky ju mozno urcit meranim povrchového napétia pri roznych koncentraciach.
V logaritmickom grafe povrchového napétia v zavislosti od koncentracie povrchovo aktivne;j
latky sa nachadzaju dve linearne oblasti, pod a nad CMC (vid’ obr. 5). CMC sa preto mdze
odcitat’ v mieste prieseCnika extrapolaciou prislusnych vyrovnavacich ciar [13].

A

0000 COC GO0 O O 00D 0O

Povrchové napétie

=N X-1-X-N-F.T .7 NN -B-N -1

CMC

>

Koncentracia tenzidu

Obr. 5: Povrchové napiitie ako funkcia koncentracie povrchovo aktivnej ldatky [13].

Micely patria medzi najjednoduchsie samousporiadavajuce sa latky. V dnesnej dobe ich
vieme charakterizovat pomocou rozlicnych technik a postupov atieto poznatky poskytujua
zaklad pre pochopenie zlozitejSich koloidnych systémov, ako napriklad lipozémov ¢i vezikul.
Mo6zu nadobudat’ rézne tvary, kedy usporiadanie tenzidov v roztoku zavisi od charakteru
pouzitého rozpustadla. NajcCastejsi, gulovity tvar vznikd v polarnom prostredi, teda napr. vo
vode. Pouzitim takéhoto rozpustadla vznikaju aj micely laminarne ¢i valcovité. V pripade
pouzitia nepolarneho rozpustadla vzniknu tzv. reverzibilné (obratené micely) [14].
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Tvorba micel, agregéacia, je pochod, kedy su malé castice (v nasom pripade molekuly
povrchovo aktivnych latok) zhromazd'ované do vacsich utvarov (agregatov) bez toho, aby
dochadzalo k naruSeniu fazového rozhrania medzi jednotlivymi Casticami a disperznym
prostredim, ¢i zmenSeni plochy ich povrchu. Takéto Castice si zachovavaju svoju ,identitu
a stracaju iba svoju kineticka nezavislost'. Agregat sa teda pohybuje ako celok, tzv. kineticka
jednotka [15]. Jednym z charakteristickych znakov micely, ktory udava pocet molekul tenzidu
flou tvorenych je tzv. agregacné (asociacné) cCislo. VSeobecne utvar zlozeny z molekul
rovnakého tenzidu, mo6ze mat rdzne agregacné Cislo v zavislosti na jeho tvare. Plati, ze
agregatné &islo stipa so zvySujicou sa dizkou hydrofobneho retazca a naopak klesa
s narastajucou velkostou hydrofilnej Casti tenzidu. V praxi sa ako metodda stanovenia
agregacného Cisla vyuziva metoda rozptylu svetla, ¢i technika zhaSania fluorescencie, ktoré
okrem hodnoty agregacného cisla poskytuji informacie o distribucii vel'kosti micel, ¢i odhad
ich tvaru [16].

Rozhodujucim faktorom pre usporiadanie tenzidov v roztoku je tzv. kriticky zbalovaci
parameter (Ps). Je to bezrozmerna velicina dana rovnicou:

a, 1.’ (1)

kde v je objem hydrofobnej Casti tenzidovych molekul, a,je plocha hydrofilnych hlav a /. udava
maximalnu dizku hydrofobneho refazca.

Hodnota kritického zbalovacieho parametra v zéavislosti na priestorovom usporiadani
povrchovo aktivnej latky je uvedena v Tab. I a na obr. 6 je zobrazené geometrické usporiadanie
Castic v zavislosti na tomto parametri.

Tab. 1:Priestorové usporiadanie tenzidov na zdklade hodnoty kritického zbalovacieho parametra [17].

Hodnota P Priestorové usporiadanie
P<0,33 Sférické micely
0,33 az 0,50 Cylindrické alebo diskové micely
0,50 az 1,00 Vezikuly
1,00 Planarne dvojvrstvové membrany
> 1 Reverzné (obratené) micely
R;=R-=R Ri=R>=-R
i R Ro=ea Ri=Ki=co
P_.,-— 1/3 1/3< P_-c"': 172 Pa"._ / F_r-'.'h !

Obr. 6: Hodnota kritického zbalovacieho parametra prezentovana geometrickymi modelmi [18)].
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2.5 Vezikuly

Vezikularne systémy su vysoko usporiadané zoskupenia, ktoré sa vytvoria, ked sa urcité
amfifilné latky dostanu do styku s rozpustadlom (vodou) a hodnota kritického zbal'ovacieho
parametra je vrozmedzi 0,50 az 1,00. Mozu byt tvorené lipidmi (lipozoméalne vezikuly),
povrchovo aktivnymi latkami, €i napriklad blokovymi kopolymérmi. Lyofilna €ast tychto
amfifilnych molekual (hlavicky) buda po kontakte s vodou ochotne smerovat’ k rozpustadlu
a naopak hydrofdbna Cast’ (chvostiky) sa budu vyznacovat neochotou kontaktu s rozpustadlom
a vytvoria tzv. dvojvrstvu [19].

Vezikula moéze byt tvorena jednou takouto dvojvrstvou amfifilnych latok (unilamelarna) i
viacerymi (multilamelarna). Ich velkost sa moze pohybovat v rozmedzi mikro az nano-
rozmerov. Unilameléarne vezikuly zaujimaja velkost < 100 nm a delia sana SUV, LUV a GUV
(Small/Large/Giant unilamelar vesicles), a multilamelarme vezikuly (MLV ¢ MVYV)
s viacerymi dvojvrstvovymi membranami vo svojom vnutri, ktoré mézu dosahovat’ velkosti az
5 000 nm [20]. Na obr. 7 su znazornené rozne velkosti vezikul, na ktorom je zjavné, ze
s rastiicou vel'kost'ou vezikuly rastie aj jej lamelarita.

Velkost vezikuly

A
MLV 2 -4 um
GUV 10- 100 nm
() LUV =50nm
SUV < 50 nm

>
Lamelarita

Obr. 7: Rozne velkosti vezikul [21].

2.5.1 Kataniontové vezikularne systémy

Prvy priklad spontannej tvorby kataniontovych vezikul bol uvedeny bol autormi Kaler a kol.
Nasledne na to bol v roku 2010 tento termin zavedeny. Spojenim opacne nabitych povrchovo
aktivnych latok, teda zmieSanim kationovych a anionovych jednoretazcovych tenzidov za
urcitych dodrzanych podmienok pripravy vznikaju amfifilné iontové pary, tzv. IPA (z angl. ion
pair amphiphile). Su to napriklad fyzikalne faktory zodpovedné za agregaciu vo vodnom
prostredi (hydrofobne a Van der Waalsove interakcie medzi uhlovodikovymi retazcami
a elektrostatické interakcie medzi nabitymi hlavami). Takéto amfifilné iontové pary potom
tvoria uz spominané kataniontové vezikularne systémy, ktoré mézu mat’ réznu vel'kost, podla
toho akymi povrchovo nabitymi latkami su tvorené, ako zobrazuje obr. 8 [23].
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Obr. 8: Vznik kataniontovej vezikuly spojenim kladne a zaporne nabitého tenzidu.

Pozadovana velkost’ pre Castice eventualne pouziteIné ako nosice lie¢iv je cca 100 nm.
Vel'kost a stabilita Castic sa da ovplyvnit uz pri ich priprave, napriklad pouzitim vhodnych
parametrov ultrazvukovej dispergacie. Kriticky zbalovaci parameter je pri tvorbe
kataniontovych vezikul v pripade zmesi aniontovych a kationovych povrchovo aktivnych latok
VACSi, ¢im sa da zdovodnit, ze tieto amfifilné iontové pary uprednostiiuja tvorbu vezikul pred
micelami [24].

Vezikuly tvorené povrchovo aktivnymi latkami sa v poslednych rokoch stali predmetom
vyskumu cieleného transportu latok, ako su lieCiva, €i vitaminy. Zistilo sa, ze vezikuly maju
vyznam v imunologii, membranove] biologii, diagnostickych technikach a najnovsie aj v
genetickom inzinierstve. Vezikuly moézu zohravat vyznamni tulohu pri modelovani
biologickych membran a pri transporte a cieleni aktivnych latok [20]. Dal§im predmetom
vyskumu je interakcia s hyaluronanom, telu vlastného polysacharidu [25].

2.5.2 Amfifilné iontové pary

Existuju tri hlavné metody pripravy amfifilnych povrchovo aktivnych latok. Typické priklady
formovania IPA st i6novou vymenou, metddou zrdzania a extrakénou metddou, pricom vSetky
tri tieto metddy zahfiiaju mieSanie ekvimolarnych pomerov dvoch opacne nabitych
surfaktantov [18].

Metoda iontovej vymeny zahfiia pouzitie vhodnej iontovo-vymennej zivice, kedy ide
o premenu anidnovych a kationovych povrchovo aktivnych latok na ich protonizovanu
a hydroxidova formu. Nasledne sa zmieSanim tychto upravenych latok vykona acidobazicka
reakcia, pri ktorej je ziskand IPA. Pri extrakémej metéde sa IPA pripravuje zmieSanim
ekvimolarnych mnozstiev opacne nabitych povrchovo aktivnych latok vo vode, po ktorej
nasleduje extrakcia vhodnym organickym rozpustadlom (napriklad chloroformom). Je
docielené oddelenie tzv. chloroformovej faze, v ktorej je rozpustena samotna IPA a vodnej
faze, v ktorej sa nachadzaju protiionty. Metéda zrazania sa odliSuje tym, ze IPA sa ziskava
ako zrazenina a zvy$né protiionty si odstranené opakovanym premyvanim vodou a naslednym
odstred’ovanim [23].
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2.5.3 Cholesterol ako membranovy stabilizator

Cholesterol je neoddelitel'nou sucastou membran eukaryotickych buniek. Je to steroidna latka,
ktora mé& vtele mnoho vyznamov, ako napriklad tvorbu Zzl€ovych kyslin, biosyntézu
steroidnych hormonov, ¢i syntézu vitaminu D. Ako m6zme vidiet na obr. 9, cholesterol nema
naboj, ale vdlaka OH skupine je slabo amfifilny. Vyznamne ovplyviiyje Strukturu a fyzikalne
vlastnosti membran, kedy hlavnym faktorom, ktory podmiefiuje zmenu fyzikalnej stability
dvojvrstvovych membran, je prave Struktara cholesterolu [7, 26].

Obr. 9: Struktira cholesterolu [27.]

Cholesterol je klI'ic¢ovou molekulou pri riadeni tekutosti a usporiadania membran a d’al§ich
fyzikalne-chemickych parametrov. Pridanie cholesterolu bune¢ni membranu stabilizuje, ale
zarovei ju do urcitej miery nechava fluidna, ked’ze fluidita je pre spravne fungovanie buniek
nepostradatel'na. Hra tiez regulacnut tlohu v rezistencii voci antibiotikam a imunitnej odpovedi
buniek proti virusom tym, ze stabilizuje membranu proti Strukturdlnemu poskodeniu [28].
Zabudovanie cholesterolu do dvojvrstvovej membranovej Struktury spdsobi zvacSenie
vzdialenosti medzi nabitymi polarnymi skupinami povrchovo aktivnych latok, ktoré sa
navzajom odpudzuju. Na druhej strane znizi tendenciu protiiontov viazat sa na povrchu
vezikuly, ¢o vedie k zvySeniu jej nabojového charakteru. Pritomnost cholesterolu
v dvojvrstvovych Struktarach vezikal s obsahom dvojretazcového kladného surfaktantu
zlepSuje inter—vezikularnu elektrostatickii odpudivost a taktiez upravuje intra—molekulové
balenie, ¢im sa vyrazne zlepsi fyzikalna stability vezikuly [7].

2.6 Stiadium membranovych vlastnosti

Biologické membrany tvoria vSadepritomné ohraniCujuce Struktury, ktoré obklopuju a
rozdel'uju vSetky bunky a organely. Dvojvrstvové usporiadanie je znak, ktory je spolo¢ny pre
vSetky biologické membrany. Od roku 1839, ked’ Schleiden a Sehwann uverejnili tedriu bunky,
sa objavilo mnozstvo teoretickych modelov Struktiry membran. Experimentalne modely
poskytuji pohlad na pohybovi dynamiku a staticku Strukturu niektorych izolovanych
kompartmentov biologickych membran. Vezikuly st len jednym typom z mnohych
experimentalnych modelov biomembran [29].

Predpoklada sa, ze latky tvoriace dvojvrstvovi membranu, ako napriklad tenzidy vo
vezikularnom systéme maju za fyziologickych podmienok tendenciu existovat v tekutej,
homogennej faze. Obsah pridavnych latok, ktoré s ich sucastou vSak moze za spravnych
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podmienok spdsobit’ prechod fazovymi prechodmi. Podobne, ako zname prechody medzi
kvapalnou, pevnou aplynnou fazou jednoduchsSich systémov, tieto fazové prechody
predstavuju zmeny entropie systému prostrednictvom reorganizacie zloziek systému v reakcii
na zmeny vol'nej energie systému [30].

Kvapalna—neusporiadana faza Lq (z angl. liquid-disordered phase) je vysoko tekuty stav
membrany, ktorej fluidita je znacna a vyznacuje sa nepravidelnym usporiadanim jednotlivych
kompartmentov. Nastava to napriklad v pripade, Ze retazec obsahuje dvojitu védzbu a je teda
vyrazne znizena teplota topenia dvojvrstvy. Naopak vo vezikulach pozostavajucich z tenzidov
tvorenych dlh§imi uhl'ovodikovymi retazcami su silnej§ie Van de Waalsove interakcie. To
vedie k tesnejSiemu usporiadaniu s vy$Sou teplotou topenia. Takato faza sa nazyva pevna—
usporiadana faza S, (z angl. solid-ordered phase) avyznacuje sa obmedzenou fluiditou
(viz obr. 10). Tretia faza, tzv. kvapalna— usporiadana faza L, (z angl. liquid-ordered phase)
je akysi hybrid kvapalnej neusporiadanej a pevnej usporiadanej faze. Pri dostato¢ne vysoke;j
koncentracii sterolov, ako napriklad cholesterolu, dochadza ku zmenam fluidity. Pridanie
dostato¢nej koncentracii cholesterolu vedie k tesnejSiemu usporiadaniu kompartmentov. Na
druhej strane to ale posobi proti nadmernej usporiadanosti, ako je to u pevnej usporiadanej faze.
Vysledkom je teda kvapalna usporiadana faza s vlastnostami usporiadanej gélovej faze, ale
Ciastocne pretrvavajuca vo fluidnom stave [29, 30].

a) kv&illné neusporiadana faza

i ereann® N
TR

Pridanie

cholesterolu g é d
b) pevna usporiadana faza % ég l:l %

TR
AU

Obr. 10: Membranoveé faze: a) kvapalna neusporiadana fiza, b) pevna usporiadanad faza, c) vznik
kvapalnej usporiadanej faze pridanim cholesterolu [31].
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2.7 Fluorescencia

Fluorescencia je fotoluminiscenény proces, pri ktorom molekuly niektorych latok absorbuju
svetelné Ziarenie uritej vinovej dizky (excitacia) a Cast’ takto ziskanej energie za vel'mi kratky
Gas opif emituje (emisia) vo forme svetla s dlh§ou vlnovou dizkou, teda s nizSou energiou
ainou farbou. Okamzita, kratkodobéd fotoluminiscencia sa nazyva fluorescencia, zatial Co
dlhsie trvajuca oneskorena fotoluminiscencia nesie nazov fosforescencia [32]. Fluorescencia
nastava, ked dochadza k emisii ziarenia z excitovaného elektronového stavu prostrednictvom
jedného alebo viacerych spontannych energetickych prechodov. Ako zobrazuje obr. 11, na
ktorom je znazorneny Perrin-Jablonskiho diagram, pri tychto procesoch dochadza vplyvom
absorpcie elektromagnetického ziarenia k excitacii elektronov na energeticky vyssSiu hladinu
(S1) a nasledne dochadza k deexcitacii spat na hladinu zakladnt (So). Elektron sa méze dostat’
spat do zéakladného stavu viacerymi spOsobmi ato konkrétne ziarivymi a neziarivymi
prechodmi. Ziarivé prechody su fluorescencia a fosforescencia. V pripade fluorescencie je
emisia svetla po excitacii vel'mi rychla a po odstraneni zdroja ziarenia fluorescencia okamzite
zmizne. Fosforescencia sa vyznaCuje tym, ze emisia ziarenia prebieha pomaly, pretoze
elektrony st v metastabilnom stave, dosahuju energetické hladiny, z ktorych sa nemézu l'ahko
vratit’ na zakladnu uroven. V pripade fosforescencie teda emisia ziarenia pretrvava urcity cas
po odstraneni zdroja ziarenia. Preto je ¢as zhasinania fluorescencie a fosforescencie odliSny.
Cas zhasinania je priemerny &as, poas ktorého je molekula v excitovanom stave, kym déjde
k emisii Ziarenia, u fluorescencie je < 10%a pri fosforescencii je > 10" sekundy [33, 34].

Pri neziarivych prechodoch nedochéddza k vyziareniu fotonu a energia je rozptylena napr.
teplom. Prikladom je vnutorna konverzia, prechod, ktory nastane medzi dvoma elektronickymi
stavmi rovnakej spinovej multiplicity [35].

5
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L wr , . :
[ i T mutomz? 5
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Obr. 11: Diagram energetickych hladin molekuly zobrazujuci cesty deaktivdcie excitovaného stavu:
vr oznacuje vibracnu relaxaciu, ic je vautornd konverzia, ec je vonkajsia premena a isc zndzornuje
medzisystémovy prechod [35].
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Dal§im neZiarivym prechodom je napr. vibratna relaxacia, ¢o je prechod medzi vibraénymi
hladinami smerom k najnizSej energetickej hladine. Medzisystémovy prechod je neziarivy
prechod, pri ktorom dochadza k zmene multiplicity a nastava, ked’ elektron prejde zo stavu S1
(singletovej hladiny) do tripletového stavu (T1). Tento proces je ale malo pravdepodobny,
pretoze je spinovo zakazany a teda trva dlhsiu dobu ako vysSie opisané neziarivé prechody [36].

2.7.1 Fluorescen¢né zakony

Zrkadlové pravidlo — Tvar emisného spektra je zrkadlovym obrazom spektra absorbéného.
Tento symetricky charakter spektier je sposobeny rovnakymi prechodmi v emisii a absorpcii.a
podobnosti energetickych vibra¢nych hladin So a St [33].

Stokesov posun — OznaGuje rozdiel medzi excitatnou a emisnou vinovou dizkou. Emisné
Ziarenie ma mengiu energiu ako excitatné, teda nastava posun k vy$§im vinovym dizkam, ¢o
vedie k posunu emisného spektra od excitacného smerom k infracervenej oblasti, ako zobrazuje
obr. 12. Tato vlastnost je vyuzivana pri pouziti fluorescencnych sond a farbiv, kedy je vinova
dizka lasera pouzitého na excitaciu niz§ia, ako vinova dizka emitovaného fluoroforu [35].

Stokesov posun
<~

Emisia

Excitacia

Intenzita

J L L ' ' L L J ) 4 ' L 1
Y v T ' T L2 T T T T T

400 500 X ) 600
Vinova dlika (nm)

Obr. 12: Zndzornenie Stokesovho posunu [34].

Kashov zakon — Tento zakon priamo suvisi so Stokesovym posunom a toto pravidlo hovori,
ze emisia fotonov nastdva v znaCnom vytazku iba z najnizSieho excitovaného stavu danej
molekuly. Aby tohto stavu mohlo byt dosiahnuté, tak pred vlastnou emisiou fluorescen¢ného
kvanta dochadza k vibracnym prechodom a vnutornej konverzii, a to tak, ze dochadza
k excitacii (fluorescencii) z najnizsej vibracnej hladiny prvého excitovaného stavu, ako je
vidiet' v Perrin-Jablonskiho diagrame na obr. 11 [35].

Vavilovo pravidlo — désledkom Kashovho pravidla je Vavilovo pravidlo, ktoré hovori, ze
kvantovy vytazok luminiscencie a doba trvania excitovaného stavu molekul vo vSeobecnosti
nezavisi od vlnovej dizky excitacie [35].
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2.7.2 Fluorofory

Fluoroféry (fluorescencné farbiva) su akékol'vek latky, ktoré po oziareni svetlom urcitej
vlnovej dizky (z viditelnej alebo UV oblasti) su schopné spitne vyzarovat svetlo. Absorpciou
svetla st excitované elektrony, a vratenim do zakladného stavu sa prebytocna energia vyziari
ako svetlo. To spdsobi, ze fluorofor zacne svietit’ v excitatnom svetle. Vyzarované ziarenie ma
nizsiu energiu a dlhsiu vinova dizku ako excitatné Ziarenie. Vlastné fluorofory su zodpovedné
za prirodzenu, tzv. autofluorescenciu. Nevlastné fluorochromy sa po pridani do systému viazu
na cielové Struktiry bud kovalentne (fluorescenéné znacky), alebo nekovalentne
(fluorescencné sondy) [34]. Fluorescencné sondy su nevlastné fluorofory, ktoré sa
nekovalentne viazu na skimanu §truktaru, pricom ¢asto menia svoje fluorescencné vlastnosti.
Spravna volba fluorescencnej sondy je kluCovou sucCastou experimentu fluorescencnej
spektroskopie, pretoze jej vlastnosti umoziuju ziskat potrebné informécie. Pomocou réznych
fluorescencnych sond sa Studuju vlastnosti biologickych systémov suvisiacich s bunkovymi
membranami, ako su napr. transport a metabolizmus lipidov v zivych bunkach, membranovy
transport, membranovy potencial, ¢i mikroviskozita membran a tepelné fazové prechody [37].

2.7.2.1 Laurdan

Laurdan (6-dodekanoyl-2-dimetylamino naftalén) je jednou =z najpouzivanejSich
fluorescencnych sond na rozpoznavanie faz lipidovych membran, tj. na sledovanie prechodu
lipidového gélu do tekutej krystalickej fazy, ktora vykazuje vysoku citlivost na polaritu
prostredia [38]. Laurdan vlozeny do lipidovych membran, vykazuje jedinecné vlastnosti
v porovnani s inymi fluorescenénymi sondami, ako napr. citlivost na fazové prechody,
pritomnost vody v membrane, ¢o nam poskytuje informécie o penetracii vody, vlastnosti
suvisiacej s fluiditou membrany [39].

Na obr. 13 je znazorneny Struktirny vzorec laurdanu. Jeho hydrofobny koniec umoziuje jeho
zabudovanie v lipidovej dvojvrstve. Naftalénova cast laurdanu je umiestnena smerom
k rozpustadlu (vodnému prostrediu), ¢o umoziuje preskupenie dipolu rozpuastadla a emisiu
laurdanu. Specifikou tejto sondy je existencia dvoch typov excitovanych stavov. Ked laurdan
absorbuje ziarenie, vytvori sa tzv lokalne excitovany stav LE ( z angl. locally excited). Tento
stav sa moze zmenit na tzv. stav CT (z angl. charge- transfered), teda stav s prenesenym
nabojom, ktory je energeticky menej bohaty. Toto preskupenie si vyzaduje energiu, a preto
znizuje energiu excitovanej sondy, ¢o sa prejavuje Cervenym posunom v emisnom spektre,
pretoze membrana sa meni z gélovej na tekutokrystalicku fazu [41].

CHy Ca

\C."J

2 " b)

Obr. 13: a) Struktira laurdanu, b) Zabudovanie laurdanu do membrany [40].
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Zmeny obsahu vody v membrane spdsobuji posuny v emisnom spektre laurdanu ktoré sa
kvantifikuji vypoctom generalizovanej polarizacie (GP), ktora je definovana vztahom:

Ig —Ig

GP = ——,
Ig + Iy (2

kde Iz oznacuje intenzitu fluorescencie emisného maxima v modrej oblasti spektra viditelného
ziarenia, Ig je intenzita fluorescencie emisného maxima v Cervenej oblasti spektra viditeI'ného
ziarenia. Vypocitana hodnota generalizovanej polarizacie potom urcuje, ¢i je vzorka v gélovej
faze [42, 43].

2.7.3 Anizotropia fluorescencie

Vo fyzike je anizotropia jav, pri ktorom sa fyzikalne vlastnosti latky menia v zavislosti od
smeru, v ktorom sa tieto vlastnosti meraju. Opakom je izotropia. Vo fluorescencii, ak k excitacii
dochadza svetlom kmitajucim v jednej rovine, fluorescencna emisia sa ¢asto polarizuje a tato
urovenl polarizacie emisie je vyjadrena veli¢inou anizotropia. Umoziuje kvantitativnu analyzu
interakcii medzi fluorescencne oznacenymi a neoznacenymi molekulami, €o je kl'iCovy aspekt
merania. Meranie anizotropie fluorescencie je vyuzivané v lekarskych, fyzikalnych C¢i
chemickych vyskumoch., ako napriklad zmena fluidity membrany v réznych podmienkach
[44].

Povod polarizovanej fluorescencie je zalozeny na existencii prechodovych dipolovych
momentov pre absorpciu a emisiu ziarenia fluoroforu, kedy st tieto momenty abstraktne
orientované pozdiZ uréitych smerov vnutri jeho chemickej §truktiry. Nie su paralelné, zvierajt
navzajom pevny uhol. Interakciu excitacného ziarenia s molekulou je mozné popisat’ ako
interakciu elektrickej zlozky elektromagnetického pola svetelnej vlny s absorpénym
prechodovych momentom molekuly [45].

Pravdepodobnost, ze molekula absorbuje svetelné kvantum je priamo imerna druhej mocnine
kosinusu uhlu 6, ktory zviera vektor intenzity elektrického pol'a s vektorom absorpéného
prechodového momentu. Molekuly, ktoré maju prechodovy moment paralelne orientovany so
smerom budenia (6 = 0), su excitované s maximalnou pravdepodobnost’ou, naopak, pri § =90 °
je pravdepodobnost’ absorpcie nulova. VSeobecne su teda po excitacii vybudené iba fluorofory
s nenulovym absorpénym prechodovym momentom, pricom tato pravdepodobnost’ klesa
s rasticim odklonom od smeru budenia. Tento jav nazyvany fotoselekcia ma za nasledok vyssie
spominant priestorovu distribuciu vybudenych molekul. O tom, ako sa dané anizotropia prejavi
v emisii, rozhoduju depolarizaéné mechanizmy, a to hlavne rotacna difuzia (rotacny relaxacny
cas fluoroforu). Doba zivota excitovaného stavu je dost’ dlha na to, aby sa vybudena molekula
pohla. Tym sa smer emisného prechodového momentu zmeni a molekula vyziari do nového
smeru, ¢im nastane pokles povodnej anizotropie [45].

Anizotropia zavisi od viskozity prostredia, velkosti molekuly (rota¢na diftizia) a vlastnej
rychlosti molekuly. Z toho vyplyva, Ze v prostredi s nizkou viskozitou, kde fluorofory nie st
brzdené vo svojom pohybe, sa anizotropia bude blizit nule. Naopak, v pripade vel'kej molekuly
fluoroforu v prostredi s vysokou viskozitou je namerana hodnota najvyssia [33].
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Obr. 14: Princip merania anizotropie fluorescencie [45].

Jednym z vyjadreni anizotropie fluorescencie je stupei polarizacie p, ktory sa vyjadruje ako:

In—1,

P=1,+1 3)

kde pri paralelnej (kolmej) orientacii emisného a excitacného polarizatora meriame intenzitu
emisie ako I;; — vertikalna, emisna a I; — horizontalna, excitaCna.

Vztah pre anizotropiu fluorescencie potom je:

. Iy — 1)
Iy+2-1, 4)

Tieto zlozky st ale v skutoCnosti ovplyvnené citlivostou detekéného systému a tiez
kvantovym vytazkom fluoroforu a d’al§Simi faktormi. Vztah je teda korigovany faktorom:

G = Iy /[ Inn 5

Indexy pri danej zlozke oznacuju orientaciu excitaéného a emisného monochromatora, ktora
je vertikalna alebo horizontalna. Vyslednym vzt'ahom na vypocet anizotropie potom je:

I (4% vh

"= Ly + 2G1L, OF

21



2.7.3.1 DPH

Fluorescencna sonda 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrién, skratene DPH, je sonda pouzivana pre
stanovenie zmien dynamického stavu systémov obsahujucich dvojvrstvovi membranu. Tato
latka ma molekulovi hmotnost 232,32 g/mol a jej Struktara je zobrazena na obr. 15 [46]. Je to
hydrofobna sonda, z Coho vyplyva, ze ma vysoku afinitu k hydrofébnym oblastiam membrany.
Je pre fiu charakteristické, ze skoro nevykazuje fluorescenciu vo vodnom prostredi, zato
v lipofilnom, membranovom prostredi ano, a to vo vysokej intenzite [47].

-l

Obr. 15: Struktiira molekuly DPH [48)].

Pri ziareni vzorky so zabudovanou sondou DPH, bude svetlo absorbované molekulami DPH,
ktoré su orientované paralelne k smeru polarizovaného svetla. Ak interakcia DPH sondy s
membranovymi fosfolipidmi umoziuje jej volnu rotaciu, bude sa orientovat’ horizontalne.
V membranach je pohyb sondy obmedzeny polohou fosfolipidov a sonda osciluje s membranou
v obmedzenom rozsahu. Sonda sa pohybuje s fosfolipidmi v membrane, a preto sa bezne
pouziva na meranie tekutosti (fluidity) membrany. Z toho vyplyva, ze so zvySujucou sa
nameranou anizotropiou fluorescencie DPH klesa fluidita prostredia a jeho usporiadanost’ sa
zvysuje [49].

it

—1 1(t) }

Obr. 16: Anizotropia fluorescencie sondy DPH pri mozZnych umiestneniach jej molekul v
membrdnovej dvojvrstve [45].
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2.8 Dynamicky rozptyl svetla

Dynamicky rozptyl svetla (z angl. Dynamic light scattering) je technika urCovania profilu
distribucie Castic s vel'kost'ou zasahujucou az do oblasti pod 1 nm. Medzi takéto Castice radime
napr. disperzné, koloidné systémy alebo proteiny. Ide o neinvazivnu techniku merania vel'kosti
Castic, ¢i molekulovej hmotnosti bez nutnosti predoslej kalibracie [50].

2.8.1 Stanovanie vel’kosti castic

Typické aplikacie dynamického rozptylu svetla su charakterizacia Castic, emulzii alebo
molekul, ktoré boli rozptylené alebo rozpustené v kvapaline. Ked su Castice rozptylené v
kvapaline, pohybuju sa ndhodne vSetkymi smermi. Princip Brownovho pohybu spociva v tom,
ze Castice sa neustdle zrazaju s molekulami rozpustadla. Tieto zrazky spOsobuji prenos
urcitétho mnozstva energie, ktora spdsobuje pohyb castic. Prenos energie je viac-menej
konStantny, a preto ma vacsi ucinok na mensie Castice. V ddsledku toho sa menSie Castice
pohybuju vacsou rychlostou ako vacsie Castice. Analyza tychto fluktudcii intenzity poskytuje
rychlost’ Brownovho pohybu [51, 52].
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Obr. 17: Rozdiel medzi fluktudciou intenzity u a) velkych , b) malych castic v roztoku [53].

Vztah medzi rychlostou a vel'kostou cCastic je dany Stokes—Einsteinovou rovnicou, ktora
nam umoziuje vypocitat’ hydrodynamicky polomer Castice (1y):

_ kBT
e, D @

kde ks je Boltzmannova konStanta, T je termodynamicka teplota, 77, viskozita rozpustadla a D
je difuzny koeficient zisteny pomocou Statistickej analyzy [52].
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Zakladnou poziadavkou Stokes-Einsteinovej rovnice je, ze pohyb Castic musi byt zalozeny
vyluéne na Brownovom pohybe. Ak dochadza k sedimentacii, nedochadza k nahodnému
pohybu, ktory by viedol k nepresnym vysledkom. Preto zaciatok sedimentacie oznacuje hornu
hranicu velkosti pre merania DLS. Naopak, spodna hranica velkosti je definovana pomerom
signal/Sum. Malé Castice nerozptyluju vela svetla, co vedie k nedostato¢nému signalu merania
[52].

2.8.2 InStrumentacia DLS

Hlavnou komponentou pristroja je laser. NajcastejSie pouzivany laser je 4 mW He\\Ne laser s
vlnovou dizkou 633 nm. Laserovy zdroj poskytuje zviazok koherentného monochromatického
svetla. DalSou Gastou je atenuator (zoslaboval), mozny zmeny intenzity vykonu lasera
znizenim jeho intenzity. Monochromatické koherentné ziarenie dopada na kyvetu so vzorkou.
Kyvety su sklenené alebo vyrobené z priesvitného plastu, v zavislosti na pouzitom rozpust'adle.
Minimalny pozadovany objem vzorky je 1-2 ml. Ziarenie je nasledne zachytené optickymi
prvkami. V novSich pristrojoch je intenzita rozptyleného svetla merand na detektoroch
umiestnenych pod uhlom 173 stupiiov na detekciu spatného rozptylu pouzivany na detekciu
Castic o vySSej koncentracii. Detektor umiestneny pod uhlom 90 stupriov bol pouzivany
v starSich pristrojoch. Poslednymi Castami su korelator, ktory spracovava intenzitu rozptylu
svetla jednotlivych merani a software, ktory informéaciu o vel'kosti ¢astic vyhodnocuje [54, 55].
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Obr.18: Schematické zobrazenie inStrumentdcie pristroja na meranie DLS [54].
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2.9 Elektroforeticky rozptyl svetla a stanovenie zeta potencialu

Elektroforeticky rozptyl svetla, bezne oznacovany ako ELS (z angl. Electrophoretic light
scattering), je analytickd metdda, ktorou sa meria elektroforeticka pohyblivost suspenzie Castic
alebo makromolekul. Pri elektoforetickom rozptyle svetla sposobuje pohyb cCastic oscilujuce
elektrické pole, ktoré pdsobi na Castice a vznika elektroforéza. Pri tomto jave su nabité Castice
suspendované v elektrolyte pritahované smerom k elektréde s opacnym nabojom [54].

Monochromatické laserové ziarenie prechadza cCasticami vzorky, ktord je prevedena do
sklenenej kyvety, s vlozenou dip celou s meracou elektrodou, ktora do systému vnasa napétie.
Vrstva kvapaliny obklopujuca Casticu je rozdelend na dve: vnutorna oblast’, nazyvana Sternova
vrstva, kde su i6ny pevne viazané, a vonkajsia, difizna oblast, kde st i6ny viazané menej
pevne. V difuznej vrstve existuje teoreticka hranica, v ramci ktorej i6ny a Castice tvoria stabilny
celok. Ked’ sa Castica pohybuje (napr. v dosledku gravitacie), i6ny vnutri hranice sa pohybuju
spolu s fiou, ale vSetky 16ny za hranicou sa s ¢asticou nepohybuju. Tato hranica sa nazyva tzv.
rovina sklzu. Potencial, ktory existuje na tejto hranici, je zndmy ako potencial zeta [56].
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Obr. 19: zndzornenie elektrickej dvojvrstvy a zeta potencidlu [56].

Vel'kost zeta potencialu naznacuje potencidlnu stabilitu koloidného systému. Ak maju
vSetky Castice v suspenzii vel'ky zaporny alebo kladny zeta potencial, potom maju tendenciu sa
navzajom odpudzovat’ a nemaju tendenciu flokulovat’ (vlockovat). Systém je elektrostaticky
stabilny, ak ma dostato¢ne zaporny alebo dostato¢ne kladny zeta potencial a odpudivé sily sa
dostatoCne vel'ké. Ak vSak maju Castice nizke hodnoty zeta potencialu, potom neexistuje sila,
ktora by zabranila zhlukovaniu ¢astic a ich flokulécii. VSeobecna deliaca ¢iara medzi stabilnou
a nestabilnou suspenziou sa zvy&ajne nachadza na urovni +30 mV alebo -30 mV. Castice
povazujuce sa za stabilné maju zeta potencial pozitivnejsi ako +30 mV, alebo negativnejsi ako
-30 mV. Faktory, ktoré ovplyviiuje zeta potencial, su pH, i6nova sila, koncentracia a pod. [56].
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2.10 Diferen¢na skenovacia kalorimetria

Diferen¢na skenovacia kalorimetria (DSC) je analyticka technika, ktora meria mnozstvo
uvol'neného alebo absorbovaného tepla pocas zahrievania alebo chladenia v ur¢itom rozsahu
teplot. DSC sa pouziva na meranie zmien entalpie fyzikalnych a chemickych vlastnosti
materidlu v zavislosti od teploty alebo casu. Tato metoda umoziuje identifikaciu
a charakterizaciu tepelnych vlastnosti materialov a taktiez sa pouziva na urcenie teploty, pri
ktorej dochéadza k urcitym fazovym prechodom, fuzii ¢i krystalizacii [57].

Tato metoda je vel'mi citliva a ahko pouzitel'na a jej pouzitim vieme zistit' teplotu fazového
prechodu jednotlivych latok v roztoku. Pri merani je vzorka ohrievané a nasledne chladena
a meranie prebieha spolu s referencnou (kontrolnou) vzorkou, kedy signal fazového prechodu
vychadza z momentalneho tepelného rozdielu oboch vzoriek. Dochadza bud’ k uvoltiovaniu
tepla (exotermickej reakcii) alebo k spotrebovavaniu tepla, teda reakcii endotermickej a pri
merani DSC je charakterizovana ako pik v grafe. Obr. 20 prezentuje schematické zobrazenie
DSC termogramu s typickymi termalnymi prechodmi charakterizovanymi prisluSnou teplotou,
kedy Ty je teplota skelného prechodu od¢itana v inflexnom bode plynulého narastu tepelného
toku (J/s), T je teplota krystalizacie odCitana v lokalnom minime exotermického piku a Tm je
teplota topenia v maxime piku endotermického prechodu. Celkové teplo topenia alebo
krystalizacie sa ziska integraciou piku [57, 58].

tepelny tok —»

Ti—' ] T{: Tm

teplﬁta —

Obr. 20: DSC termogram [57].

Rozli§ujeme dva zakladné typy DSC analyzatorov a to DSC s kompenzaciou prikonu alebo
s tepelnym tokom. Hlavny rozdiel je v umiestneny meranej a referencnej vzorky, kedy u DSC
s kompenzaciou prikonu su vzorky umiestnené v dvoch identickych kalorimetrickych celach.
Ak v meranej vzorke neprebieha ziadny dej, tak st obe vzorky zahrievané rovnakou rychlost'ou
urCenou zadanym teplotnym programom. Ak ale v Studovanej vzorke prebehne dej
endotermického ¢i exotermického charakteru, zacne jeho teplota zaostavat' alebo je naopak
vys$sia ako teplota referencnej vzorky a ddjde k vyrovnaniu teplot vzoriek pridanim ¢i ubratim
energie .U DSC s tepelnym tokom su referencna aj Studovana vzorka umiestnené v rovnake;j
kalorimetrickej cele na samostatnych teplotnych ¢idlach. Sa spojené tepelnym mostom.
Rozdiely teplot sposobené endotermickymi €1 exotermickymi dejmi st zaznamenavané ako
tepelny tok, ktory je nasledne prevedeny na energeticky ekvivalent [59].
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

V nasledujucej kapitole je uvedena literarna resers, v ktorej je Studovany vplyv cholesterolu na
pripravu a stabilitu kataniontovych vezikularnych systémov. Su vyuzité aj studie zaoberajuce
sa tymto vplyvom na lipozémy, ktoré su svojou funkciou a Struktirou najviac tymto systémom
podobné. Uvedené Studie sa zaoberali uCinkami cholesterolu na membranové vlastnosti
vezikularnych systémov, ako su hydraticia membrany a fluidita, vyuzitim technik
fluorescencnej anizotropie a generalizovane] polarizdcie na objasnenie Struktary
membranovych vlastnosti kataniontovych vezikularnych systémov.

3.1 Vyuzitie fluorescencie Laurdanu na sledovanie zmien fluidity fosfolipidovej
membrany

Laurdan je fluorescencna sonda, ktora zistuje zmeny fazovych vlastnosti membran vd'aka
svojej citlivosti na polaritu prostredia membranovych dvojvrstiev. V tejto praci sa Faith M.
Harris a kol. venovali testovaniu, ¢i sa metoda fluorescencie Laurdanu dé pouzit na rozliSenie
zmien vo fluidite membrany skimanim teplotnej zavislosti GP laurdanu a fluorescenc¢ne;j
anizotropie vo vezikulach tvorenych DPPC (dipalmitoylfosfatidil cholinom). Bol pozorovany
fazovy prechod z pevnej usporiadanej faze (So — solid-ordered) do kvapalnej neusporiadane;j
faze (Ld — liquid-disordered) ako pokles hodnot generalizovanej polarizacie laurdanu z 0,7 na
0,14 a takisto znizenim hodnot fluorescencnej anizotropie z 0,25 na 0,12. Skiimané boli aj rozne
mnozstva pridaného cholesterolu (0 az 40 mol. %.) Pridanim cholesterolu nenastal posun
v teplote fazového prechodu DPPC, avsak ufinkom cholesterolu doslo k znizeniu rozdielov
medzi jednotlivymi nameranymi hodnotami anizotropie a teda pridavok vacSieho mnozstva
cholesterolu spdsobil, ze membrana bola viac rigidna. Pomocou merani GP Laurdanu sa zistili
zmeny v usporiadani fosfolipidov a tekutosti membrany [60].

3.2 Vplyv cholesterolu na stabilitu kladne nabitych kataniontovych vezikil
An-Tsung Kuo a kol. sa zaoberali vplyvom rozneho obsahu cholesterolu na fyzikalnu stabilitu
a molekularne balenie kataniontovych vezikul zlozenych z amfifilného iontového paru HTMA-
DS s pridanim dvojretazcového kladne nabitého surfaktantu DTDAB. Efekt cholesterolu na
fyzikalnu stabilitu vezikal bol skimany pomocou dynamického a elektroforetického rozptylu
svetla k zisteniu vel'kosti Castic a zeta potencidlu a taktiez pomocou infracervenej analyzy
s Fourierovou transforméciou. Vysledky ukazali, ze pridanie cholesterolu k roztoku zvysilo
fyzikalnu stabilitu tychto vezikal. Zaclenenim sterolového kruhu do vezikularnej membrany sa
totiz zvacsila vzdialenost medzi nabitymi funkénymi skupinami a tym sa zvy$il samotny naboj
vezikuly (inter — vezikularny efekt) a zaclenenie cholesterolu takisto spdsobilo mechanické
spevnenie membrany (intra — vezikularny efekt) [61].

Martina Havlikova a kol. sa v ramci Studie zaoberali vlastnostami spojenymi s vplyvom
cholesterolu na stabilitu vezikularnych systémov HTMA-DS s pridavkom DoDAC. Pridana
koncentracia cholesterolu sa pohybovala v rozmedzi 0 mol. % az 73 mol. %. Vlastnosti tychto
systémov boli Studované pomocou DLS, ELS a doplnené technikami ultrazvukovej
spektroskopie (HRUS) a generalizovanej polarizacie. Bolo zistené, ze systémy s obsahom
cholesterolu pod 23 mol. % vykazovali nestabilitu, kedze hodnota zeta-potencialu tychto
vzoriek sa nachadzala v nestabilnej oblasti. Vizudlne pozorovanie taktiez ukazovalo na
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nestabilné vzorky, kedZe boli pomerne dost’ zakalené. Systémy s obsahom cholesterolu
v rozmedzi 33 az 53 mol. % boli vizualne Cire a stabilita bola potvrdena aj hodnotou zeta-
potencialu v stabilnej oblasti. V oblasti nad 63 mol. % cholesterolu boli vzorky uz znova
zakalené a menej stabilné, ¢o suvisi s uz vel'mi vysokym obsahom cholesterolu. Ak systém
obsahuje prili§ vysoké mnozstvo cholesterolu, nastava krystalizacia hydrofobnych retazcov
povrchovo aktivnych latok, ¢o sposobuje destabilizaciu celého vezikularneho systému. Na
Stidium membranovych vlastnosti boli vyuzité techniky ultrazvukovej spektroskopie
a generalizovanej polarizacie. Prostrednictvom merania GP bolo zistené, ze u vzoriek
s obsahom cholesterolu 23, 53, 63 a 73 mol. % je hodnota generalizovanej polarizacie vyssia,
¢o znaci nizku fluiditu systému a systém sa teda nachadza vo faze So (solid-ordered). Vzorky
s pridavkom 33 a43 mol. % cholesterolu mali zo vSetkych uvedenych vzoriek najnizsie
hodnoty GP, ¢o predpoklada vyssiu fluiditu systému a teda to, Ze systém sa nachadzal vo faze
Ld (liquid-disordered) ateda mal aj vySSiu solvaticiu membrany. Porovnanim vSetkych
uvedenych technik ateda DLS, ELS, GP a HRUS bol znac¢ny vysledok, ze kataniontové
vezikularne systémy HTMA-DS s pridavkom DoDAC v pomere 9:1 vykazuji najstabilnejsi
systém, ak je k nim pridanych 43 mol % cholesterolu [62].

3.3 Ucinky cholesterolu na $truktiru a tekutost’ membrén lipozémov
a kataniontovych vezikul

Chia-Yu Cheng akol. sa vtejto $tudii zaoberali u€inkami cholesterolu na usporiadanie
a tekutost’ dvojvrstvovych membran vo vezikularnych systémoch DeTMA-DS, DeTMA-TS
a DTMA-DS. Na porovnanie boli pouzité lipozomalne vezikuly tvorené lipitdmi DPPC. Tieto
latky boli vybrané na zaklade svojej teploty fazového prechodu, kedy u DTMA-DS je tato
teplota (41,4 °C) podobna teplote fazového prechodu DPPC (42,2 °C). DeTMA-DS a DeTMA-
TS boli vybrané na pozorovanie vplyvu asymetrickych retazcov. Tieto latky maju teplotu
fazového prechodu 30,9 °C (DeTMA-DS) a 30,6 °C (DeTMA-TS) Membranové aspekty boli
skimané pomocou metody fluorescencnej anizotropie a velkost' Castic pomocou metddy
dynamického rozptylu svetla. K roztokom vezikularnych systémov bol pridavany 2 mM
cholesterol v rozmedzi 0 — 50 mol. %. Tieto systémy boli d’alej sonifikované a bola stanovena
vel'kost” a zeta potencial pomocou DLS a ELS a taktiez vyobrazené pomocou transmisného
elektronového mikroskopu. Na meranie pomocou metddy anizotropie fluorescencie bola
pouzita sonda DPH. Meranie prebiehalo pomocou fluorescencného spektrometra LS-55, kedy
bola sonda DPH excitovana pri vinovej dizke 360 nm a jeho emisia bola pri vinovej dizke
460 nm a meranie prebiehalo v rozmedzi teplot od 15 do 60 °C. Z vysledkov vyplynulo, ze
vel'kost kataniontovych vezikul sa zvdcSovala s rasticou koncentraciou cholesterolu, ale tato
velkost odpovedala vzniku kataniontovych vezikularnych systémov, o sa potvrdilo aj
metédou TEM. Z merani anizotropie DPPC vyplyva, ze pri teplote nizSej ako je teplota
fazového prechodu konkrétnej latky sa znizovala aj hodnota anizotropie, ¢o naznacuje zvySenu
fluiditu dvojvrstvy a znizenie jej usporiadanosti. Naopak, pridanim cholesterolu do dvojvrstvy
nad teplotou fazového prechodu prislo k zvySeniu hodnét anizotropie, Co naznacuje znizenu
fluiditu membrany a zvySené usporiadanie dvojvrstvy. Tento efekt sa oznacCuje ako tzv.
disordering effect. Z vysledkov taktiez vyplyva, ze za hranicou Xcnor = 0,3 presli termogramy
fluorescencnej anizotropie DPPC lipozomov od sigmoidalneho k monotonnemu znizovaniu so
zvySujucou sa teplotou, ¢o naznacuje, ze sa vytvorila fadza membrany tzv. Lo (z angl. liquid
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ordered), teda kvapalna usporiadana faza. Tento graf hodndt fluorescencnej anizotropie DPPC
lipozomov zobrazuje obr. 21 vlavo. Vpravo na obrazku si zobrazené hodnoty fluorescenc¢ne;j
anizotropie pre kataniontové vezikularne systémy tvorené komplexom DTMA-DS
a cholesterolom [63].

2 mM DPPC/Chol 2 mM DTMA-DS/Chol
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Obr. 21: Grafy hodnét anizotropie DPPC a IPA (DTMA-DS) v zavislosti na teplote [63].

Zaujimavé je, ze termogramy hodnot fluorescenénej anizotropie membran kataniontovych
vezikul sa monoténne zvySovali s pridavkom cholesterolu pri vSetkych testovanych teplotach.
To naznacuje, Ze cholesterol ma len kondenza¢né a usporiadacie UCinky na kataniontové
vezikuly nad aj pod Tm. Tymto sa li§i od typického disordering efektu a kondenzacnych
ucinkov cholesterolu pozorovanych v DPPC dvojvrstve pod a nad Tm. Vysledkom Studie
vznikol predpoklad, ze membrany kataniontovych vezikularnych systémov maju vyssiu fluiditu
a niz§iu usporiadanost’ v porovnani s dvojvrstvovou membranou DPPC s nizkym obsahom
cholesterolu. Toho je dosiahnuté z dovodu, ze kataniontové dvojvrstvy vo faze So (solid-
ordered) st viac neusporiadané a tekutejSie v porovnani s fazou So membrany DPPC. To
naznacuje, ze kataniontové dvojvrstvy a DPPC dvojvrstvy maju podobnu Struktiru a fluiditu
membran vo faze Ld (liquid-disordered). So zvySovanim koncentracie cholesterolu sa
termogramy fluorescencnej anizotropie monotonne zvySuju. To naznacuje, ze kondenzécia
cholesterolu pridanim k dvojvrstvam DPPC vezikal postupne zmenSuje rozdiel medzi
katanionovymi a DPPC dvojvrstvami [63].

3.4 Vplyv cholesterolu na membranové vlastnosti kataniontovych parov
amfifilnych vezikul pri roznych teplotiach

Martina Havlikova a kol. Studovali vplyv cholesterolu na vlastnosti vezikularnych membran

amfifilnych i16novych parov pri réznych teplotaich. Bol vybrany komplex HTMA-DS

s pridavkom 10 mol. % DoDAC. Skumany bol §iroky rozsah koncentracii cholesterolu a to

v rozmedzi (0 — 73) mol. % v teplotnom rozsahu (10 — 80) °C. Bola sledovana distribucia

vel'kosti cCastic pomocou DLS, tekutost membrany pomocou fluorescencnej anizotropie
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s vyuzitim fluorescencnych sond DPH a TMA-DPH a zmena pohyblivosti vody v povrchove;j
vrstve membrany pomocou generalizovanej polarizacie s pouzitim sondy Laurdan. Bolo
zistené, 7e v stabilnych systémoch (s pridavkom cholesterolu v rozsahu 23 -53 %), ktoré spiiaju
podmienku unimodalnej vel'kosti s hodnotou PDI nizSou ako 0,3, teplota prakticky nema vplyv
na velkost vezikularnych systémov. Naopak, pri skimani hydratacie a tekutosti membrany sa
zistili vyznamné zmeny tychto parametrov, ktoré vS§ak nemaju vplyv na kratkodobu stabilitu
tychto vezikularnych systémov. Z vysledkov §tudie je zjavné, ze pri zvySovani teploty hodnota
fluorescencnej anizotropie klesala. Ako zobrazuje obr. 22, krivka hodnot fluorescencnej
anizotropie systémov s nizkym pridavkom cholesterolu vykazovala sigmoidny charakter, ktory
vSak s narastajucou koncentraciou cholesterolu pomaly mizol a hodnoty krivky sa znizovali
monoténne. Znamena to teda, Ze so zvySovanim pridavku cholesterolu je pokles fluorescencnej
anizotropie s narastajucou teplotou mensi. D4 sa teda predpokladat’ Ze s rastiicou teplotou rastie
aj fluidita membrany a znizuje sa jej usporiadanost. Bola premerana aj hodnota generalizovanej
polarizacie, ktora poskytuje predstavu o solvataénych vlastnostiach daného vezikularneho
systému. Tak ako pri hodnotach fluorescencnej anizotropie, aj pri generalizovanej polarizacii
sa so zvySujucou sa teplotou znizovala hodnota GP a pri nizkych koncentraciach pridaného
cholesterolu mala krivka sigmoidny charakter a s vy§§im obsahom cholesterolu sa charakter
krivky staval monotonne klesajiicim. Znamena to teda, ze pri vysSich teplotach su vezikuly
solvatované viac a su v tzv. Lo (liquid-ordered) taze a pri nizsich teplotach zasa v So (solid-
ordered) fazi [64].
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Obr. 22: Zavislost hodnot anizotropie na teplote pre vybrané koncentrdcie cholesterolu [64].
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité chemikalie
Karbethopendicinium

bromid (Septonex)

Dodecylsulfit sodny (SDS)

Dioktadecyldimetylamonium
chlorid (DoDAC)

Cholesterol

6-lauroyl-2-(N,N-
dimethylamino)
naftalén (Laurdan)

1,6-difenyl -1,3,5-hexatrién
(DPH)

Chloroform

Aceton

Deionizovana voda

Mw = 422,49 g/mol
CAS: 10567-02-9
GNB chem a.s.

¢. Sarze: 511SEPO003

Mw = 288,38 g/mol
CAS: 151-21-3
Sigma Aldrich
¢. Sarze: SLBT3991

My, = 586,64 g/mol
CAS: 107-64-2
Alfa Aesar

C. Sarze: 10147338

Mw = 386,65 g/mol
CAS: 67-66-3
Sigma Aldrich

C. Sarze: 26732-25G-F

Mw = 353,54 g/mol
CAS: 74515-25-6
Sigma Aldrich

C. Sarze: BCBK4653V

Mw = 232,33g/mol
CAS: 1720-32-7
Sigma Aldrich

¢. Sarze: 1054132

CAS: 67-66-3
Penta s.r.o.

¢. Sarze: 602-006-00-4

CAS: 67-64-1
Lach-Ner s.r.o.

¢.8arze: PP/2013/00914

Milipore,
Purelab: ELGA

CH3;COCH;3

H-O
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4.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy

Vibracné miesadlo

Vortex

Ultrazvukovy sonifikator
Fluorescencny spektrometer FS5
Zetasizer NANO ZS

Mikro-kalorimeter PEAQ-DSC

Denver Instrument, MdI BC 100

IKA MS2 Minishaker

MS2 Minishaker

Bandelin SONOPULS UW 3200 so sondou
VS70T

Edinburgh Instruments

Malvern Instruments, UK

Malvern Instruments, UK
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4.3 Zhrnutie ciel’ov prace

Vzhl'adom na sucasny stav rieSenej problematiky, teda literarnej reserSe uvedenej v kapitole 3
boli vybrané vhodné techniky na §tudium a charakterizaciu membranovych vlastnosti tychto
systémov. Jednym z cielom prace bolo vybrat vhodny postup pripravy a charakterizacie
systémov na baze iontového paru obsahujuceho karbethopendicinium bromid, teda Septonex.
Tento tenzid je $pecificky pre Cesku republiku ajeho vyhodou je teda dobra dostupnost
aj finan¢na stranka. Bol zvoleny postup pripravy IPA metddou extrakcie a nasledne Standardna
priprava vezikularnych systémov pridanim dvojretazcového surfaktantu z dovodu zvysSenia
stability a pouzitie metddy ultrazvukovej dispergacie k dosiahnutiu unilamelarnych vezikul.

Na zaklade najdenych vyskumov zaoberajicich sa §tidiom membranovych vlastnosti boli
zvolené techniky merania fluorescencnej anizotropie a generalizovanej polarizacie, ktoré
prezentuju vlastnosti membrany ako tekutost (fluidita) a hydratacia u vzoriek s réznym
pridavkom cholesterolu. Na meranie fluorescencnej anizotropie bola zvolena sonda DPH a na
techniku generalizovanej polarizacie fluorescencna sonda Laurdan. DPH je sonda, ktoréd pri
merani anizotropie dokaze odhalit’ zmeny vo vnutri vezikularnej] membrany a Laurdan zasa na
povrchu vezikuly. Taktiez na zéklade literarnej reSerse bola zvolena koncentracia pridaného
cholesterolu v rozmedzi 0 az 40 mol. % a to konkrétne 0, 10, 20, 30 a 40 mol. % cholesterolu.
Nakoniec technika dynamického rozptylu svetla spolu s elektroforetickym rozptylom svetla
boli zvolené na charakterizaciu vezikularnych systémov ako celku, a to konkrétne zmeranim
ich velkosti astability v defi pripravy adoplnkova technika diferencnej skenovacej
kalorimetrie na zistenie teploty fazového prechody jednotlivych vzoriek tychto systémov.

4.4 Pracovné postupy

4.4.1 Priprava zasobného prasku IPA

Bola zvolena koncentracia povrchovo aktivnych latok nad hodnotou ich kritickej molarnej
koncentracie. Na ziskanie tejto koncentracie bola na analytickych vahach navazena potrebna
navazka karbethopendicinium bromidu (Septonex) a dodecylsulfatu sodného (SDS). Obe tieto
navazky boli rozpustené v 250 ml deionizovanej vody. Tieto zasobné roztoky tenzidov boli
ponechané na magnetickej mieSacke do druhého dna, aby sa docielilo tplnej homogenizacie.
Tieto roztoky boli dalsi deri zmieSané v ekvimolarnom pomere aopiat ponechané na
magnetickej mieSacke na docielenie dostatonej homogenizacie. Po dostatocnom Case
(priblizne 3 dni) bol k tomuto roztoku postupne pridavany chloroform, v pomere 1:1.
Naslednym vytrepavanim bolo zanedlho dosiahnuté oddelenie tzv. chloroformovej a vodne;j
faze. IPA, teda v tomto pripade komplex SEPT-DS, je vo vode nerozpustny a teda bol sucastou
chloroformovej faze. Vo vodnej faze sa nachéadzali protiiony, ktoré sa oddelili od ostatnych
molekul. Chloroformova faza bola ponechana na pozvol'né odparenie a tak vznikol biely prasok
IPA, ktory bol kvantitativne prevedeny do suchej vialky a uchovavany pri laboratornej teplote.
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4.4.2 Priprava vzoriek IPA s pridavkom kladne nabitého tenzidu a r6znymi obsahmi
pridaného cholesterolu

Na zaklade potreby dosiahnutia vhodnej koncentracie kataniontovych vezikularnych systémov

vychadzajuci z predoslych uz prebehnutych vyskumov, bol ur€eny pozadovany objem na 60 ml

a pozadovana koncentracia na 120 mM. Navazky zasobného prasku IPA a DoDAC boli

rozpustené v prisluSnom objeme chloroformu. Tieto hodnoty st uvedené v Tab. 2 a Tab. 3.

Tab. 2: Vypocitana hodnota navazky IPA a objemu chloroformu na dosiahnutie poZadovanej
koncentracie IPA.

¢ iea [IMM] m rpa [ImM] 'V chloroform [ml]
120 0,3647 5

Tab. 3: Vypocitana hodnota navazky DoDAC a objemu chloroformu na dosiahnutie pozadovanej
koncentrdacie DoDAC.

¢ ponAC [mM] m popAc [mM] V chioroform [ml]
120 0,0483 0,7

Na pripravu vSetkych vzoriek bol pouzity rovnaky postup pozostavajici zo zmieSania
zasobného roztoku IPA a zasobného roztoku DoDAC v pomere IPA:DoDAC 9:1 k dosiahnutiu
1 ml roztoku kladne nabitého kataniontového vezikularneho systému (cIPA). Tento objem bol
nasledne doplneny navazkou cholesterolu vypocitanou v Tab. 4 k dosiahnutiu koncentracii 10,
20, 30 a40 mol. % cholesterolu v roztoku cIPA. Na dosiahnutie 0 mol. % cholesterolu
v roztoku nebol pridany k roztoku cIPA Ziaden cholesterol.

Tab. 4: Vypocitané hodnoty navazky cholesterolu k dosiahnutiu roztoku cIPA s obsahom
pozadovanych mol.% cholesterolu.

C cholesterol [MOl. % ] m cholesterol [g] Verra[pl] V pobac [ul]
0 0 900 100
10 0,0052 900 100
20 0,0116 900 100
30 0,0199 900 100
40 0,0309 900 100

Do sklenenej 100 ml nadoby z pyrex skla, ktorej obsah tvorilo prislu§né mnozstvo IPA,
DoDAC a cholesterolu boli pridané sklenené gul'dcky. Obsah bol zvortexovany, aby bolo
dosiahnuté ¢o najvacsej homogenizacie roztoku. Nasledne boli otvorené nadoby ponechané
24 hodin na odparenie chloroformu v digestore s odtahom. Vysledkom bol vznik tenkého filmu
na sklenenych guldckach. Nasledovala technika ultrazvukovej dispergacie. Pouzitie tejto
metddy je v procese pripravy kataniontovych vezikul zasadné, pretoze pouzitim dostatocne
vel'kej ultrazvukovej energie je dosiahnuty vznik unilamelarnych vezikal zvacsich,
multilamelarnych. Pritomnost unilamelarnych vezikul je nevyhnutné pre pozorovanie

membranovych vlastnosti vezikularnych systémov pomocou d’alSich technik. K vzniknutému
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tenkému filmu po odpareni cholesterolu bol nasledujuci den pridany objem 60 ml
deionizovanej vody. Roztoky sréznymi mol. % cholesterolu boli sonifikované pomocou
ultrazvukového dispergatora Bandelin SONOPULS UW 3200 pomocou prislusnej
ultrazvukovej sondy. Sonifikécia prebiehala pri najvhodnejSich parametroch dispergacie na
pripravu kataniontovych vezikularnych systémov. Bola konkrétne pouzita energia 25 000 J a
amplituda 50 %. Postupne boli sonifikované vSetky pripravené vzorky.

4.4.3 Dynamicky rozptyl svetla a zeta potencial

Metoda dynamického a elektroforetického rozptylu svetla bola vyuzitd na kontrolu vel'kosti
a stability pripravenych vezikularnych systémov. Bol pouzity pristroj ZetaSizer Nano ZS od
firmy Malvern Instruments, UK, ktory ma ako zdroj ziarenia 10 mW He-Ne laser s vinovou
dizkou 633 nm. Distribiicia vel’kosti astic bola uréena pomocou dynamického rozptylu svetla
v rezime size. Meranie prebiehalo v sklenenych kyvetach pri teplote 25 °C. Bol nastaveny Cas
kalibracie a meranie prebiehalo v troch sériach po 10 merani. Taktiez bola nastavena aj poloha
v kyvete, kedy laser snimal rozptyl jednotlivych Castic vo vzorke, na fixnu hodnotu 1,00.
Z tychto troch sérii meranie bol nasledne vytvoreny priemer.

Zeta potencial bol urCeny pomocou elektroforetického rozptylu svetla v rezime zeta.
Hodnota zeta potencialu urcuje stabilitu vzorky a meria sa pomocou sklenenej kyvety, do ktorej
je vlozena dip cela s meracou elektrodou. Ta do systému pusta napitie a nasledne sa na tomto
vlozenom napéti sleduje odozva. Hodnoty zeta potencialu st potom vypocitané pomocou
Smoluchowského modelu, ktory sa vyuziva na meranie zeta potencialu u vzoriek v polarnom
prostredi. Parametre pristroja boli nastavené podobne ako pri rezime size, avSak pocet sérii bol
nastaveny na 5 opakovani. Z tychto opakovani bol nasledne takisto vytvoreny priemer. Boli
premerané 3 série vzoriek sroznym obsahom cholesterolu v rozmedzi (0 — 40 mol. %).
Distribucia vel'kosti Castic aj zeta potencial boli premerané pre jednotlivé vzorky vypocitané
ako priemer tychto 3 sérii.

4.44 Priprava znacenych vezikil fluorescenénymi sondami

Fluorescencné sondy (DPH a Laurdan) boli rozpustené vo vhodnom rozpustadle, v naSom
pripade v acetone tak, aby vysledna koncentracia zasobného roztoku bola 10* mol-dm™. Do
sklenej vialky bol napipetovany objem 4 ml vezikul zo vSetkych roztokov s réznym obsahom
cholesterolu. Do kazdej vialky bola potom pridana fluorescencna sonda Laurdan v acetone
o objeme 40 pl k dosiahnutiu vyslednej koncentracie 10° mol-dm™. Ked'ze acetdn je prchavé
rozpustadlo, vzorky boli ponechané 10 minut stat, obCasne boli premieSané a nasledne boli
vzorky so sondou ponechané na solubilizaciu na trepacke do druhého dia, kedy bola zmerana
generalizovana polarizacia. Rovnaky postup bol zvoleny aj pre sondu DPH, ktora bola pridana
do vzoriek na meranie fluorescencnej anizotropie.

4.4.5 Stidium membranovych vlastnosti kataniontovych vezikularnych systémov

Meranie generalizovanej polarizacie prebiechalo prostrednictvom fluorescen¢ného
spektrometra FS5 od firmy Edinburgh Instruments (s modulom SC-25). Jednotlivé vzorky
vezikularnych systémov s roznymi pridavkami cholesterolu a solubilizovanou sondou Laurdan
boli premerané v kremennej kyvete do ktorej bolo vlozené magnetické mieSadlo. MieSanie
vzorky bolo zapnuté a boli nastavené jednotlivé parametre pristroja. Strbiny boli nastavené
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podl'aintenzity, v rozmedzi 2 az 3 nm. Excita¢né maximum 350 nm, emisné maximum 480 nm,
bez pouzitia polarizatorov. Emisné spektrum bolo merané v rozsahu 400 az 550 nm, s krokom
1 nm, dwell time 0,15 s. Premeriavana teplota bola zvolena v rozmedzi 15 az 80 °C s krokom
5 °C v reverznom teplotnom mode. Stabilizacny Cas €inil 180 sekiind. Boli premerané 3 série
vzoriek s roznym obsahom cholesterolu v rozmedzi (0 — 40 mol. %). Generalizovana
polarizacia bola taktiez premerana aj u roztokov micel SDS a Septonex, taktiez v troch sériach
merani.

Pre meranie fluorescencnej anizotropie bol takisto vyuzity fluorescencény spektrometer FS5 —
Edinburgh Instruments. Vzorky s pridanou sondou DPH boli pomocou kremennej kyvety
vlozené do pristroja, mieSanie bolo zapnuté a nastavili sa jednotlivé parametre. Nastavenie
Strbin sa takisto odvijalo podla intenzity, v rozmedzi 2 — 3 nm. Excitacné maximum 350 nm,
emisné maximum 430 nm so zapnutymi polarizatormi. Metdda merania: Emisné anizotropné
spektrum s rozsahom 395 az 495 nm, s krokom 4 nm, dwell time 0,4 s. Premeriavana teplota
takisto zvolena vrozmedzi 15 az 80 °C skrokom 5°C vreverznom teplotnom mode.
Stabiliza¢ny cas taktiez Cinil 180 sekund. Premerané boli znova 3 série vzoriek s roznym
obsahom cholesterolu v rozmedzi (0-40 mol. %). Fluorescen¢na anizotropia bola premerana aj
u roztokov micel SDS a Septonex, taktiez v troch sériach merani, ako u generalizovanej
polarizécie.

4.4.6 Priprava micelarnych systémov Septonex a SDS znacenych fluorescen¢nymi
sondami

Na porovnanie vysledkov boli pripravené aj micely z tenzidov Septonex a SDS. Potrebna
navazka jednotlivého tenzidu bola rozpustena v prisluSnom objeme deionizovanej vody
a ponechand mieSat’ do druhého diia na dosiahnutie maximalnej homogenizacie. Nasledujuci
den bol do sklenej vialky napipetovany objem 4 ml roztoku micel a do kazdej vialky bol pridany
objem 40 ul fluorescencnej sondy Laurdan alebo DPH v acetone k dosiahnutiu vyslednej
koncentracie 10 mol-dm™. Vzorky boli ponechané 10 minat stat, ob&asne boli premiesané
a nasledne boli ponechané na solubilizaciu na trepacke do druhého dia, kedy bola zmerana
generalizovana polarizacia u vzoriek s pridanou sondou Laurdan a fluorescencné anizotropie
u vzoriek s nasolubilizovanou sondou DPH.

4.47 Meranie teploty fazového prechodu pomocou techniky diferencnej kompenzacnej
kalorimetrie

Vzorky kataniontovych vezikul, pripravené rovnako ako pri predoslych metodach boli na druhy
deni po sonifikacii zmerané pomocou kalorimetru PEAQ-DSC od firmy Malvern Instruments,
UK. Na meranie bolo pouzitych 200 ul vzorky a rozsah teplot bol nastaveny v rozmedzi
5 —40 °C. Rychlost’ ohrevu bola nastavena na 90 °C/h a rychlost’ chladenia na 60 °C/h. Vzorky
boli merané spolu s referencnou vzorkou, ktora bola vtomto pripade voda a meranie
referencnej vzorky prebiehalo rovnakym sposobom ako vzoriek kataniontovych vezikul.
Nasledne boli vysledky spracované.

36



5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky prace v tejto Casti su rozdelené do 4 podkapitol. Je potrebné, aby Castice vzoriek
kataniontovych vezikularnych systémov spifiali ur&ité podmienky, aby sa s nimi dalej dalo
pracovat na urovni dalSich vyskumov. Tieto parametre, ako su velkost Castic, stabilita
a disperzita boli preverené u vSetkych vzoriek pomocou metédy DLS a ELS. V druhej Casti
vysledkov je potom uvedeny samotny vyskum membranovych vlastnosti Castic tychto vopred
skontrolovanych vzoriek. Pomocou techniky fluorescencnej anizotropie a generalizovanej
polarizacie boli zmerané a stanovené zmeny ako vo vnutri vezikularnej membrany, tak na
povrchu samotnej vezikuly, kedy boli zmerané aj jednotlivé micelarne koloidy pouzivanych
tenzidov. V poslednej podkapitole je pomocou techniky DSC stanovena teplota fazového
prechodu jednotlivych vzoriek.

5.1 Velkost’ a stabilita vezikularnych systémov s r6znym obsahom cholesterolu
Jednotlivé vzorky kataniontovych vezikal s roznym obsahom cholesterolu boli premerané
v deni pripravy, ihned” po rehydratacii pozadovanym objemom deionizovanej vody a po
ultrazvukovej dispergacii. Velkost a stabilita Castic v tychto vzorkach bola ur€end pomocou
metddy dynamického a elektroforetického rozptylu svetla.
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Obr. 23: Vzorky vezikularnych systémov s réznym obsahom cholesterolu kratko po aplikdcii
ultrazvukovej dispergdcie.

Boli pripravené a nasledne premerané 3 sady vzoriek SEPT-DS s pridavkom DoDAC a
s obsahom cholesterolu v rozmedzi (0 — 40) mol. %. Pomocou metddy dynamického rozptylu
svetla bola ur¢ena velkost a koeficient polydisperzity jednotlivych Castic v konkrétnych
vzorkach. Pozadovana vel'kost Castic, v tomto pripade kataniontovych vezikul sa pohybuje
v rozmedzi (90 — 120) nm. Doélezitym faktorom, ktory je mozné ziskat pomocou techniky
dynamického rozptylu svetla je koeficient polydisperzity Pdl. Je to parameter, ktory
reprezentuje distribuiciu velkostnych populécii Castic vo vzorke. Jeho Ciselna hodnota sa
pohybuje medzi O — 1, kedy hodnota 0,0 reprezentuje uplne monodisperzni vzorku a hodnota
1,0 vysoko polydisperzny systém. Pozadovana hodnota PdI vezikularnych systémov je udavana
do hodnoty + 0,3. Za touto hranicou sa systém totiz uz nepovazuje za dostatocne monodisperzny
a nie je vhodny a pouzitel'ny na d’alsi vyskum [65, 66].
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Pomocou techniky elektroforetického rozptylu svetla bol u vSetkych 3 sérii vzoriek urCeny
potencial zeta. Hodnota zeta potencialu urcuje stabilitu vzorky. Vzorku mozno povazovat’ za
nestabilnu, ak je jej zeta potencial v oblasti od -30 do + 30 mV, v opa¢nom pripade su
povazované za stabilné [56].

Ako priklad merania distribuicie velkosti Castic je obr. 24. uvedenad vzorka s pridavkom
40 mol.% cholesterolu spolu s korela¢nou krivkou. Graf zobrazuje distribuciu vel'kosti Castic,
ktora vznikla spriemerovanim vysledkov 3 sérii vzoriek. Korelacna krivka zobrazuje hladky
priebeh merania. Vel'kost' Castic bola stanovend na 104 £ 7 nm. Tuto hodnotu distribucie
vel'kosti mézeme povazovat' za vhodnu, s ¢im suvisi aj koeficient polydisperzity, nachadzajuci
sa na hranici hodnoty 0,3 ako je uvedené v Tab. 5. Hodnota zeta potencialu sa nachadza
v stabilnej oblasti, teda nad 30 mV. Zeta potencial je kladny, hodnota 56+ 10 mV, ¢o
potvrdzuje aj fakt pridania kladného naboja dvojretazcového surfaktantu DoDAC.
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Obr. 24: Nalavo grafvelkosti Castic vzoriek s pridavkom 40 mol. % cholesterolu a napravo
korelacna krivka.

Grafy vel'kosti cCastic systémov s pridavkami cholesterolu 10, 20, 30 a40 mol % aj
s prislu§nymi korelaénymi krivkami s znazornené v PRILOHE na obr. 34 aZ obr. 37. Sthrnné
vysledky distribucii Castic, koeficienty polydisperzity a zeta potencialu vzoriek si uvedené v
Tab. 5. Tieto vysledky nezobrazuju az tak velké rozdiely vo vel'kosti a stabilite jednotlivych
vzoriek. AvSak, vzhl'adom na vysledky merani jednotlivych sérii, konkrétne u vzoriek
s pridavkom 0 a 10 mol. % cholesterolu, naymé vzhl'adom na vy$§iu priemernu vel'kost’ Castic
a vyssi koeficient polydisperzity, nie je takto nizky, ¢i dokonca ziadny pridavok cholesterolu
vhodnou volbou pre pripravu kataniontovych vezikularnych systémov SEPT-DS s pridavkom
DoDAC.
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pridavkami cholesterolu.

Tab. 5: Vysledky velkosti castic, koeficientu polydisperzity a zeta potencidlu vzoriek s roznymi

Cchol [mol. %] Z- average [nm] PdI [-] Zeta potencial [mV]
0 116,5+21,3 0,450 + 0,120 519+3,5
10 124,5+ 10,9 0,460 £ 0,063 425+11,0
20 123,6 22,4 0,393 £ 0,063 51,7+6,3
30 101,7 £ 13,5 0,394 + 0,075 55,6 +5,3
40 103,5 £ 6,50 0,395 £ 0,140 56,2 +9,7

Vzorky s pridavkami 30 a 40 mol. % cholesterolu sa javia pomocou tychto metod ako vhodnou
vol'bou. Ich hodnoty vel'kosti Castic sa nachadzaji v oblasti cca 100 nm, na zaklade hodnot
koeficientu polydisperzity mozno systém povazovat za hranicne monodisperzny a zeta
potencial tychto Castic sa nachadza v stabilnej kladnej oblasti. Nasledujuci graf na obr. 25

zobrazuje  priemerné velkosti jednotlivych  vzoriek s pridavkami  cholesterolu
v rozmedzi ( 0 —40) mol. %.
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Obr. 25: Graf priemernych hodndt velkosti castic vzoriek s pridavkom cholesterolu v rozmedzi
(0 —40) mol. %.
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5.2 Stadium membranovych vlastnosti kataniontovych vezikularnych systémov
s pridavkom cholesterolu

5.2.1 Urcenie hydratacie membrany pomocou vypoctu generalizovanej polarizacie
Charakter generalizovane] polarizacie je zaznamenavanie intenzity emisie pri dvoch réznych
polarizaciach. Vyhodou pouzitia sondy 6-lauroyl-2-(N,N-dimethylamino) naftalénu (Laurdan)
je, ze tato sonda vykazuje vlastnosti polarizacie v dvoch réznych oblastiach. Pri vypocte
generalizovanej polarizacie bol pouzity nasledujuci vzorec:

Ig — Iy Laa0 — 490 (8)

- GP =
o+ Iy

GP =
Lyao + lsoo

kedy Ip zobrazuje emisiu v modrej oblasti (konkrétne pre Laurdan pri maxime 440 nm)
a Ip zobrazuje emisiu v Cervenej oblasti (konkrétne pre Laurdan pri maxime 490 nm), priCom
hodnota generalizovanej polarizacia nadobuda rozmedzie od -1 do +1. Hodnota GP +1 oznacuje
nehydratovanu, uplne usporiadani membranu. Hodnota GP -1 zasa presny opak, a to uplne
neorganizovanu, fluidni membranu. Plati teda, Ze ¢im je hodnota generalizovanej polarizacie
vys$Sia, tym je fluidita membrany nizSia a klesé aj hydratacia a rastie usporiadanost’ [67].

Meranie generalizovanej polarizacie prebehlo podla nastavenia uvedeného v kap.4.4.5. pre
vSetky vzorky, priCcom u kazdej vzorky boli zmerané jej 3 sady. Na obr. 26 je zobrazeny priklad
emisného spektra Laurdanu pre vzorku s pridavkom cholesterolu 40 mol. %. Postupnym
znizovanim teploty nastava posun kriviek grafu k vy§§im intenzitdm emisie, kedy je znacne
vel’ky posun pri vlnovej dizke 440 nm, teda v modrej oblasti spektra. Narasta teda hodnota I,
¢o sa premietne vo vypocte ako zvySena konecna hodnota generalizovanej polarizacie.
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Obr. 26: Graf zavislosti intenzity fluorescencie sondy Laurdan v zavislosti na vinovej dizke (pre
vzorku s pridavkom 40 mol%. cholesterolu).
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Tieto namerané hodnoty intenzity fluorescencie pre rozne teploty boli pomocou vzorca (8)
vysSie prepocitané a vysledna hodnota generalizovanej polarizacie pre vsetky vzorky je
zobrazena na obr. 27.
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Obr. 27: Zavislost hodnot generalizovanej polarizacie na teplote pre vzorky s roznymi
koncentrdciami mol. % cholesterolu.

Vyhodnotenie vysledkov generalizovanej polarizacie jednotlivych vzoriek zobrazuje, ze
najvyssia hodnota generalizovanej polarizacie u vSetkych vzoriek bola namerana pri najnizsej
teplote (15 °C), ¢o ukazuje na vysoku rigidnost’ a teda nizku fluiditu membrany, co znamena,
ze membrana sa nachadzala v stave usporiadanej faze. Postupnym zvySovanim teploty sa ale
hodnota GP u vSetkym vzoriek postupne znizuje, ¢o znamend ze membrana vezikuly sa
postupne stava fluidnejSou, rastie neusporiadanost, teda tekutost, Co suvisi v viacSou
solvataciou a teda obsahom véc§ieho mnozstva vody. Je zrejmé, ze hodnoty generalizovane]
polarizacie su tym vySsSie, ¢im vySsi je pridavok mol. % cholesterolu. Znamena to, ze so
zvySujucim sa pridavkom cholesterolu sa membrana stava viac usporiadanejSou, dochadza
k niz§ej intenzite hydratacie membrany, ¢o sa ale so zvySujicou teplotou znizuje.
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5.2.2 Urcenie mikroviskozity membrany prostrednictvom fluorescencnej anizotropie

Stanovenie anizotropie fluorescencie bolo uréené ako rozsah linearnej polarizacie emisie
fluorescencie po fotoselekcii jednotlivych vzoriek. Jednotlivé merania vSetkych sérii vzoriek
s rtoznym obsahom cholesterolu prebiehali v rozmedzi teplot od 15 do 80 °C, pricom vzorka
bola zahriata na teplotu 80 °C , pri ktorej bola zmerana hodnota anizotropie a d’alSie meranie
prebiehali vzdy pri teplote o5 °C nizSej. Pri kazdej teplote bol nasnimany sken intenzity
fluorescencného signalu a nasledné vypocitana fluorescencna anizotropia pomocou vztahu:

r= G (Aem) : IVV (Aem) - IVH (Aem) 9)
G (Aem) : IVV (Aem) +2- IVH (Aem)

kedy G oznacuje G faktor, viac vysvetleny v kap. 2.7.3, Iy a Iy su intenzity signalu vertikalne
a horizontalne vzhl'adom na orientaciu luca budiaceho Ziarenia.

Meranie fluorescencnej anizotropie prebehlo podla nastavenia uvedeného v kap.4.4.5.
pomocou fluorescencnej sondy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrién (DPH) u vSetkych vzoriek
s roznym pridavkom mol.% cholesterolu, kedy pre kazdu vzorku bolo meranie uskuto¢nené pre
3 sady. Pridanim prave tejto sondy k systémom kataniontovych vezikil mozno sledovat
viskozitu mikroprostredia, ktora je priamo imerna hodnote anizotropie. Vyhodou tejto sondy
je aj to, ze je schopna sa po solubilizacii zabudovat do lipofilnej Casti membrany, kde sa
nachadza aj cholesterol a teda sme vd’aka nej schopni sledovat’ u¢inok pridavku cholesterolu
a nadobudnut’ informacie o celkovych zmenach stavu membrany. Na obr. 28 je zobrazeny
priklad emisného skenu pre vzorku s pridavkom cholesterolu 40 mol. % pri teplote 80 °C.
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Obr. 28: Priklad emisného skenu vzorky s pridavkom 40 mol. % cholesterolu a sondou DPH pri

teplote 80 °C.
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Na obr. 29 su uvedené hodnoty fluorescencnej anizotropie v zavislosti na vinovej dizke, ktoré
boli vypocitané pomocou vzorca (9). Namerané hodnoty sa nachadzaju pod limitnou hodnotou
anizotropie DPH sondy (0,4) a priebeh kriviek je monotonny, ¢o naznacuje vhodne namerané

data [68].
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Obr. 29: Priklad nameranych hodndt anizotropie vzorky s pridavkom 40 mol. % cholesterolu.

Suhrnné priemerné hodnoty fluorescencnej anizotropie pre vSetky pripravené vzorky su
uvedené na obr. 30.
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Obr. 30: Zavislost hodndt fluorescencnej anizotropie na teplote pre vzorky s roznymi pridavkami

mol. % cholesterolu.
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Vyhodnotenie vysledkov merania fluorescencnej anizotropie jednotlivych vzoriek
zobrazuje, ze najvyssia hodnota anizotropie u vsetkych vzoriek bola takisto namerana pri
najnizse] teplote (15 °C) aje viditeI'ny pokles so zvySujucou sa teplotou vzorky. Znizovanim
hodnoty anizotropie sa zvySuje fluidita membrany. Naopak, pridanim cholesterolu k systému
kataniontovych vezikul prislo k zvySeniu hodndt anizotropie, ¢o naznacuje znizenu fluiditu
membrany a zvySené usporiadanie dvojvrstvy, nastava teda tzv. disordering effect.

5.2.3 Stidium membranovych vlastnosti micel tvorenych tenzidmi Septonex a SDS
Urcenie hodnot generalizovanej polarizacie micelarnych systémov tvorenych tenzidmi
Septonex a SDS prebiehalo rovnako ako u predoslych vzoriek. Obr. 31 prezentuje porovnanie
vypocitanych hodndt generalizovanej polarizacie vezikil s roznym pridanym mnozstvom
cholesterolu a micel tvorenych rovnakymi povrchovo aktivnymi latkami ako skimané
vezikuly. Ako je uz na prvy pohl'ad zjavné, hodnoty GP micelarnych systémov su vel'mi nizke,
avSak nezasahuju pripustni hranicu -1, ktora oznacuje uplne neorganizovanu, fluidnu
membranu. Je vidiet, Ze hodnoty generalizovanej polarizacie sa so zvySujucou teplotou skoro
nemenia. Hodnoty generalizovanej polarizacie micel tvorenych tenzidom SDS su nizsie, ako
hodnoty namerané pre micely obsahujuce Septonex, ¢o vypoveda o tom, ze tieto micely sa
nachadzaju v mierne usporiadanejSom stave ako micely tvorené tenzidom SDS. Z grafu taktiez
vyplyva, ze namerané hodnoty generalizovanej polarizacie sa skoro nemenia v zavislosti na
teplote, ¢o dokazuje o plnej hydratacii tychto micel.
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Obr. 31: Porovnanie hodndt generalizovanej polarizdcie v zavislosti na teplote u kataniontovych
vezikul s roznym obsahom cholesterolu a micelarnych systémov.
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Hodnoty fluorescencnej anizotropie micelarnych systémov tvorenych tenzidmi Septonex
a SDS takisto prebiehalo rovnako ako u predoslych vzoriek kataniontovych vezikul. Na obr. 32
je zobrazena porovnanie vypocitanych hodnoét anizotropie vezikal s rdéznym pridanym
mnozstvom cholesterolu a micel tvorenych rovnakymi tenzidmi ako skumané vezikuly.
Hodnoty anizotropie jednotlivych micel nevykazuju v zavislosti na teplote vyznamné zmeny
a tieto hodnoty dokazuju zvysenu fluiditu membrany micel, takze ich plnu hydratovanost’.
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Obr. 32: Porovnanie hodnét fluorescencnej anizotropie v zavislosti na teplote u kataniontovych
vezikul s roznym obsahom cholesterolu a micelarnych systémov.

5.3 Meranie fazového prechodu pomocou DSC

Stanovenie teploty fazového prechodu bolo u vSetkych vzoriek urené pomocou techniky
mikrokalorimetrie a vysledky su zobrazené na obr. 33. Uvedeny graf obsahuje iba informacie
ziskané postupnym chladenim vzoriek, teda pri znizovani teploty, postupne v rozsahu
40-5°C. Je to zddvodu porovnania informacie o membranach jednotlivych vzoriek
s predoSlymi informaciami ziskanymi pomocou techniky fluorescenc¢nej anizotropie
a generalizovanej polarizacie, kde takisto prebiehalo meranie za postupného znizovania teploty.
Vysledky merania udavaju, ze s postupnym narastom pridavku cholesterolu sa znizuje teplota,
pri ktorej zacina zmena fazového prechodu vzoriek. Tieto oblasti tepldt, v ktorych fazovy
prechod nastava, sa pohybuju v oblasti 15 °C a nizsej. Vd’aka tomuto poznatku je teda zjavné,
preco u vzoriek kataniontovych vezikularnych systémov tvorenych tenzidmi Septronex a SDS
nedochadza pri merani fluorescencenej anizotropie a generalizovane] polarizacie
k sigmoidnému prechodu membran z So — pevnej usporiadanej faze do Lo — kvapalnej
usporiadanej faze. Merania totiz prebiehali v teplotnej oblasti za teplotou fazového prechodu,
kedy sa membrana uz nachadzala v stave kvapalnej usporiadanej faze.
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Obr. 33: Hodnoty teplét fazového prechodu vzoriek vezikiil s ré6znym obsahom cholesterolu.
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6 ZAVER

Cielom tejto diplomovej prace bolo Studium membranovych vlastnosti kataniontovych
vezikularnych systémov tvorenych novymi amfifilnymi parmi pozostavajucich z povrchovo
aktivnych latok Septonex a SDS. Septonex (Karbethopendicinium bromid) je povrchovo
aktivny kationicky surfaktant, ktorého vyskyt avyskum je charakteristicky pre Cesku
republiku. Vyskum kataniontovych vezikularnych systémov obsahujucich tento tenzid je
v zaciatkoch, avSak zistenim vhodnosti pouzitia tejto latky sa otvaraji nové moznosti vo
vyskume kataniontovych vezikularnych systémov ako potencialnych nosi¢ovych systémov
lieCiv.

V resSerSnej Casti diplomovej prace boli vyhladané a nasledne zvolené vhodné techniky pre
charakterizaciu vzniknutych castic vezikularnych systémov obsahujucich amfifilny par
SEPT- DS s obsahom kladného dvojretazcového surfaktantu DoDAC. Na zéklade literarne;j
reSerSe bol zvoleny aj pridavok mol. % cholesterolu, ktory by dostatoCne reprezentoval
rozmedzie pridaného cholesterolu. Zvolené vzorky obsahujuce ziadny cholesterol, 10, 20, 30
a 40 % cholesterolu boli ihned” po priprave premerané pomocou metdody dynamického
a elektroforetického rozptylu svetla. Vysledky distribucie vel'kosti ¢astic a urCenie stability
Castic pomocou hodnoty zeta potencidlu udavaju, ze vzorky s pridavkom cholesterolu
v rozmedzi (20 —40) mol. % vykazuji vhodnejsie Castice, ked’ze vel'kosti Castic a hodnoty
koeficientu polydisperzity sa pohybuju v pozadovanych hodnotach.

Najvhodnejsie vysledky boli pozorované u vzoriek s pridavkom 40 mol. % cholesterolu, kedy
koeficient polydisperzity PdI bol u vsSetkych vzoriek najnizsi, shodnotou 0,395 + 0,140,
distribucia vel'kosti Castic sa nachadzala v pozadovanom rozmedzi (90 — 120) nm, Castice
vykazovali velkost 104 + 7nm a zeta potencial sa nachadzal s stabilnej, kladnej oblasti
s hodnotou 56 £ 10 mV. Cholesterol totiz zabudovanim do dvojvrstvove] membrany spdsobi
zvéacSenie vzdialenosti medzi nabitymi polarnymi skupinami povrchovo aktivnych latok, ktoré
sa navzajom odpudzuju, ¢im upravuje ako intra—molekulové vlastnosti, tak aj zlepSuje inter—
vezikularnu elektrostaticki odpudivost’ a tym sa zlepSuje stabilita vezikuly. Je teda zrejmé, ze
nizSie hodnoty pridavku cholesterolu neudavaju dostatoéné vysledky pre pozadované Castice.
Na zaklade literarnej reserSe bol zvoleny maximalny pridavok mol. % cholesterolu na
40 mol. %, ked’ze sa predpoklada, ze vyssie hodnoty pridavku cholesterolu by vykazovali
nestabilné systémy, pretoze pridanie vysSieho mnozstva cholesterolu sposobi, ze v systéme je
vyS§Si pomer cholesterolu ako samotnych IPA a dochadza k vzniku tzv. lipidovych raftov, ¢o su
domény bohaté na steroly a sfingolipidy, nachadzajuce sa v membrane. M6zu ovplyviiovat
fluiditu samotnej membrany [69]. Ku konkrétnejSiemu stanoveniu najvhodnejSiecho mnozstva
cholesterolu by bolo vSak potrebné previest aj testy dlhodobe;j stability jednotlivych vzoriek.

Techniky pouzité k Stidiu membranovych vlastnosti vzniknutych kataniontovych vezikul boli
takisto zvolené na zaklade literarnej reSerSe. Pomocou fluorescencnej anizotropie s pouzitim
sondy DPH bola skimana fluidita membrany, konkrétne jej vnatornej Casti. Meranie vSetkych
vzoriek prebiehalo v rozsahu teplot (15 — 80) °C. Najvyssia hodnota anizotropie u vSetkych
vzoriek bola namerana pri najnizsej teplote (15 °C) a so zvySujucou sa teplotou vzorky sa
postupne hodnota anizotropie znizovala. Znizovanie hodnoty anizotropie udava zvySovanie
fluidity membrany. Postupnym zvySovanim pridavku cholesterolu dochadzalo k zvySeniu
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hodnét anizotropie. Z ¢oho napokon vyplyva, ze najvyssiu hodnotu anizotropie vykazovala
vzorka s pridavkov cholesterolu 40 mol. % pri najnizsej teplote (15 °C) o naznacuje znizenu
fluiditu membrany a teda udava najviac usporiadana dvojvrstvu.

Metoda vypoctu generalizovanej polarizacie vykazuje obdobné vysledky. Bola pouzita
fluorescen¢na sonda Laurdan, ktora vdaka svojej chemickej Strukture sprostredkovava
informécie o vonkajSej Casti membrany a teda o hydratacnom obale vezikuly. Najvyssia
hodnota generalizovane] polarizacie u vSetkych vzoriek bola namerana pri najnizsej teplote
(15 °C), ¢o ukazuje na vysoku rigidnost’. Postupnym zvySovanim teploty az k teplote 80 °C sa
hodnota GP u vSetkym vzoriek postupne znizuje, o znamena ze rastie neusporiadanost
membran a teda sa zvysuje aj tekutost’, o suvisi s va¢Sou hydrataciou a teda obsahom viacsieho
mnozstva vody. Postupnym zvySovanim pridavku cholesterolu dochadzalo k zvySeniu hodnot
generalizovanej polarizacie. Znamena to teda, ze najvysSiu hodnotu GP vykazovala vzorka
s pridavkov cholesterolu 40 mol. % pri najnizsej teplote (15 °C) ¢o naznacuje znizenu fluiditu
a hydrataciu membrany, a teda udava najviac usporiadani dvojvrstvu s najnizsim obsahom
vody.

Tieto vysledky mozno vysvetlit tym, ze teplota fazového prechodu, teda prechod membran
z fazy neusporiadanej do faze usporiadanej sa u SEPT-DS nachadza v oblasti pod meranych
15 °C, ako zobrazuje doplnkové meranie pomocou metody diferencnej skenovacej kalorimetrie
(DSC). Ked'ze teplota fazového prechodu vsetkych vzoriek je pod hranicou 15 °C, nedochadza
u merani anizotropie aj generalizovane] polarizacie k sigmoidnému charakter kriviek, ale
nastava postupné monotonne klesanie hodnot Znamena to, ze v rozsahu tepldt 15 — 80 °C,
zostupnym meranim nenastane membranovy prechod z Lo — kvapalnej usporiadanej faze do
So — pevnej usporiadanej faze ani pri roznych pridavkoch cholesterolu, ked’ze k tomuto
prechodu pravdepodobne dochadza pri teplotach pod 15°C aniz§ich. Toto nastavenie sa
odvijalo od nastaveni pre predoslé skimané vzorky s obsahom tenzidov CTAB, av§ak zaverom
tejto prace je, ze kataniontové vezikularne systémy s obsahom tenzidu Septonex maju fazovy
prechod posunuty k niz§im teplotam.
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Obr. 34: Graf'velkosti castic a distribucna krivka vzoriek bez pridavku cholesterolu
10,0 1 1,0 1
8,0 1 = 0,8 A
=
2
(>
6,0 A E 06
=}
i
40 1 204 -
o
=
201 £ 024
A F
0,0 T T T ] 0.0
1 10 100 1000 10000 1 100, 10000 1000000
Velkost’ ¢astic (nm) Cas (us)

Obr. 35: Graf velkosti Castic a distribucnd krivka vzoriek s pridavkom 10 mol.% cholesterolu
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Obr. 36: Graf'velkosti Castic a distribucna krivka vzoriek s pridavkom 20 mol.% cholesterolu
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Obr. 37: Graf'velkosti Castic a distribucna krivka vzoriek s pridavkom 30 mol.% cholesterolu
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