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ABSTRAKT

V ramci této diplomové prace byly z hlediska mikroviskozity zkoumany kataniontové vezikuly
tvofené pseudodvouretézcovym komplexem CTA-DS a pro jejich stabilizaci byl pouzit
dvoutetézcovy tenzid DODAC a cholesterol. Vzorky kataniontovych vezikul obsahovaly 23;
43 a 53 mol. % cholesterolu. Kataniontové vezikuly byly pfipraveny pro vizualni pozorovani,
nasledn¢ byla metodou DLS stanovena stabilita a takto pfipraveny systém byl dale zkouman.
Mikrovizkozita byla stanovena metodou méfeni fluorescencni anizotropie. Méfeni bylo
provedeno za vyuziti fluorescencnich sond laurdanu pro studium vnéj$i ¢asti membrany
a difenylhexatrienu pro studium vnitini ¢asti membrany. Tato metoda byla ur¢ena jako vhodna,
jelikoz odrazi stavy membrany. V préci byla dale pro studium mikroviskozity ve dvojvrstveé
vezikuly vyuzita sonda 1,3-bispyrenylpropan (P3P) tvofici intramolekularni excimery. Pro
vyuziti techniky molekuldrnich rotori byla pouZita sonda dikyanovinyljulolidin (DCVJ).
Ukazalo se, ze v ptipadé sondy DCVJ je technika molekularnich rotorti prakticky nepouzitelna,
a to z toho divodu, ze mé sonda pfi zvoleném teplotnim rozsahu nizky kvantovy vytézek.
Taktéz pii tvorbé excimeru sondy P3P nedochazi k oéekavanym vysledkim, kataniontové
vezikuly tuto tvorbu ziejmé nepodporuji, jelikoz jsou pfilis tésné spjaty. Tento typ sondy je pro
zvoleny systém pouzitelny s urcitym omezenim.

ABSTRACT

In this master ‘s thesis, catanionic vesicles formed by the pseudo-double-chain complex
CTA — DS were investigated from the point of view of microviscosity. Samplesand of cationic
vesicles contained 23, 43 and 53 mol. % of cholesterol and the double-chain surfactant
DODAC. Cationic vesicles were prepared for visual observation, their stability was determined
by DLS and the prepared system was further investigated. Microviscosity was determined from
fluorescence anisotropy. To study the outer part of the membrane, laurdan fluorescent probes
were used whereas diphenylhexatriene was used for the inner part of the membrane. This
method has been proven to be suitable because it reflects the conditions of the membrane.
Moreover, a 1,3-bispyrenylpropane probe forming intramolecular excimers was used to study
the microviscosity in the vesicle bilayer. The dicyanovinyljulolidine (DCVJ) probe was applied
in the case of the molecular rotor technique. It has been shown that in the case of the DCVJ
probe, the molecular rotor technique is practically unusable, due to the fact that the probe has
a low quantum yield at low temperatures. Also, the excimer formation of P3P probes does not
lead to the expected results. The cationic vesicles do not seem to support this formation, as they
are too closely related. This type of probe can be used for the selected system with some
restrictions.
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1 UVOD

V poslednich letech jsou stale vice zkoumany lipozomalni systémy, nebo systémy jim podobné
jako napftiklad kataniontové vezikuly, pro cileny transport 1é¢iv. Hlavni rozdil mezi lipozomy
a kataniontovymi vezikuly je ve slozeni. Lipozomy jsou tvofeny fosfolipidy, naproti tomu
kataniontové vezikuly jsou slozené z opacné nabitych tenzidd, které vytvareji tzv. iontovy
amfifilni par. I pres potencialni vyuziti se kataniontové vezikuly vyznacuji nizkou fyzikalni
stabilitou. K potlaceni tohoto nepfiznivého jevu se velmi Casto vyuzivaji stabilizaéni latky jako
je naptiklad nabity dvouietézcovy tenzid a cholesterol. Cholesterol je v urcitych koncentracich
vyuzivan jako stabilizacni ¢inidlo zejména pii piipravé lipozomti. Ma schopnost vyztuzit
membranu vezikuly a zvysit rigiditu dvojvrstvy. Vys$s$i obsah cholesterolu mize mit
I destabilizacni efekt. Vysoky obsah cholesterolu miuze byt totiz pfi¢inou krystalizace
uhlovodikovych fetézcl, ktera ma za nasledek jiz zminénou nestabilitu. Stabilizaci
u kataniontovych vezikul podporuje zaclenéni nabitého dvoufetézcového tenzidu. Ke
stabilizaci dochdzi z diivodu vzniku ndboje na povrchu vezikuly, diky némuz nastava jev
zvany repulze — odpuzovani jednotlivych vezikul, a tim je omezena interakce. Nabita vezikula
ma navic schopnost interagovat sopacné nabitymi (bio)polymery pies elektrostatické
interakce, ¢imz lze potencidlné¢ zvysit biokompatibilitu. Biokompatibilita je klicova zejména
pro vyuziti aplika¢niho potencialu jakozto nosica 1é¢iv.

Tato prace se zabyva pfipravou kladné nabitych kataniontovych vezikul S rozdilnym
obsahem cholesterolu, sledovanim jejich chovani pti riznych teplotich, a okrajové také
interakci s opaéné nabitym polymerem (hyaluronanem sodnym). Ke stabilizaci vezikul byl
vyuzit dvouretézcovy tenzid DODAC a cholesterol, zaroven bylo provedeno posouzeni, jaky
vliv ma pritomnost polymeru na vezikularni systém. Nejdiive bylo provedeno vizualni
pozorovani, nasledovala charakterizace pomoci metod dynamického a elektroforetického
rozptylu svétla. Dale byl sledovan vliv obsahu cholesterolu na membranu vezikul, a to pomoci
fluorescenénich sond a techniky anizotropie. Méfeni anizotropie bylo provedeno S pouzitim
fluorescenénich sond, laurdanu pro studium vné&jsi ¢asti membrany a difenylhexatrienu pro
studium vnitini ¢asti membrany. V praci byla dale pro studium mikroviskozity ve dvojvrstvé
vezikuly vyuzita sonda 1,3-bispyrenylpropan tvofici intramolekularni excimery. Pro vyuziti
techniky molekularnich rotorti byla pouzita sonda dikyanovinyljulolidin (DCVJ).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Povrchové aktivni latky

Povrchov¢ aktivni latky (tenzidy) maji schopnost se pii nizkych koncentracich hromadit na
fazovém rozhrani a tim snizovat mezifazovou energii celkové soustavy [1]. Jsou to organické
slouceniny majici ve své struktufe dveé ¢asti, poldrni hydrofilni ¢ast a nepolarni hydrofobni
Cast. Proto je mizeme nazyvat latkami amfifilnimi. Polarni ¢ast, oznaCovana jako hlava,
obsahuje hydrofilni funk¢ni skupiny jako napi. —-COOH. Nepolarni chvost je tvofen dlouhym
uhlovodikovym fetézcem [2].

olarni .
P . prostiedi

nepolarni

Cvwr

ve kterém se tenzidy vyskytuji, orientuji tak, aby zaujimaly pro né co nejvyhodné&jsi usporadani.
Samouspotadani povrchove aktivni latky na rozhrani polarniho a nepolarniho prostiedi vidime
na Obrazku 1. Hydrofilni ¢ast tenzidu bude mit tendenci orientovat se k polarnimu prostiedi
a hydrofobni chvost vykazuje afinitu k nepolarnimu prostiedi [3].

Hydrofilni ¢ast povrchové aktivni latky mize mit kladny nebo zadporny naboj nebo nemusi
nést naboj vibec. Podle toho d¢lime tenzidy na aniontové, kationtové, amfoterni nebo
neiontové. Povrchové aktivni latky se pak déli podle jejich schopnosti disociovat ve vodném
prostfedi na latky ionické a neionické. Toto chovani je popsano na Obrazku 2 [4].

Neionické

. Anionické
Kationické r—Ionické

Amfoterni

Obrazek 2: Rozdéleni tenzidii [4].

Pro ionické tenzidy je charakteristicka schopnost tvofit ionty po rozpusténi ve vodé. lonty
se tvoii tak, ze se v misté iontové vazby oddali nabitd Cast, oproti pivodni struktuie
za nepiitomnosti rozpoustédla. Kolem kazdého mista, ve kterém je lokalizovan naboj se diky
vod¢ vytvoii solvataéni obal. Tato skupina se déle rozdéluje na anionické, kationické
a amfoterni tenzidy. Anionické jsou tenzidy, které jsou zdkladem detergentli uzivanych
u praSkovych i kapalnych pracich prostfedkl, mydel a dalSich. Jedn4d se o skupinu casto
vyuzivanou v prumyslu. Do této skupiny se fadi napt. dodecylsulfat sodny (SDS). Hlavni
funkéni skupiny jsou karboxylova skupina nebo skupina sulfonova. Mezi kationické se tadi
slouceniny s jednou nebo vice kladné nabitymi funkénimi skupinami. Vyuzivaji se jako
avivazni prostfedky, ve vlasové kosmetice nebo jako dezinfekéni a antiseptické latky, jez maji



mimo jiné 1 mikrobicidni efekt. Obsahuji kvartérni dusikovy atom nesouci kladny néboj, jedna
se tedy o0 kvarterni amoniové soli, a to chloridy nebo methosulfaty. Klasickym piikladem této
skupiny je triethylhexadecylamoniumbromid nebo naptiklad hexadecyltrimethylamonium
bromid (CTAB). Amfoterni tenzidy ve své struktufe obsahuji jak anion, tak kation, coz
umoziuje kombinaci s kationickymi i s anionickymi tenzidy. V zavislosti na pH se poté chovaji
jako aniontové v alkalickém prostfedi a v kyselém jako kationtové tenzidy. Vyskytuji se
v Samponech, tekutych mydlech ¢i v koupelovych pénach. Do této skupiny fadime napiiklad
lecitin [4].

Neionické tenzidy se ve vodném roztoku nedisociuji a nevytvari tak ionty. Struktura tenzidu
proto musi obsahovat hydrofilni Casti, aby byla slouc¢enina schopna se ve vod¢ rozpustit.
V textilnim primyslu jsou neionické tenzidy vyuzivany jako lubrikanty a antistatické
a apretacni prostiedeky a jednim ze zastupcu je naptiklad dodecylether tetraethylenglykol [5].

2.1.1 Hexadecyltrimethylamonium bromid

Cetrimoniumbromid/hexadecyltrimethylamonium bromid (CTAB) je kationovy tenzid. Jako
hexadecyltrimethylamoniovy kation (CTA") je G€innym antiseptickym ¢inidlem, jeho G¢inky
jsou jak baktericidni, tak fungicidni [6].

Pouziva se pro vyrobu pufrovych roztokii pro extrakci DNA. Siroce se pouzival pii syntéze
zlatych nanocéstic. V bézném zivoté ho miizeme nalézt v nékterych kosmetickych produktech
jako jsou naptiklad kondicionéry na vlasy. Stejné jako vSechny tenzidy tvoii ve vodnych
roztocich micely [7].

CH
/ 3
P N N P N N N -
H5C NG, Br 0

CH
HaC 3

Obrdzek 3: Nalevo lze vidét strukturni vzorec CTAB, napravo je vyobrazeno schéma molekuly, kde
hydrofilni ¢ast (hlava) s kladnym ndbojem a danym protiiontem (Br) je znacena zelené. Ddle je zde

patrny tzv. hydrofobni chvost.
2.1.2 Dodecylsiran sodny

Dodecylsiran sodny (SDS) je povrchové aktivni latka amfifilniho charakteru. Hydrofilni
povahu ma SDS diky sulfatové skupiné€ a za hydrofobicitu je zodpovédny dvanacti uhlikaty
fetézec, kterym je tvoiena druhd ¢ast molekuly. Bézné se diky svym disticim vlastnostem
pouziva jako odmast’ovadlo ¢i myci prostfedek. SDS se vyuziva v biochemickych laboratotich
pfi elektroforéze proteini v metodé PAGE-SDS, kde ptisobi jako denaturaéni ¢inidlo a zaroven
udéluje uniformitu naboje, diky ¢emuz mohou byt proteiny po vlozeni napéti separovany [8].

0
HSCWWO_S_O' Na \/\.
4 "

Obrdzek 4: Nalevo Ize vidét strukturni vzorec SDS, napravo je schéma molekuly, Kde je hydrofilni cast
(hlava) se zdpornym ndbojem adanym protiiontem (Na*) znacena cervené. Ddle je zde patrny
tzv. hydrofobni chvost.



2.2 Samouspoiadani tenzidi

Pfi zvySujici se koncentraci povrchové aktivni latky v roztoku dochazi k samousporadani. Tuto
schopnost, maji povrchové aktivni latky ukotvenou ve své struktufe. Vlastnost je podminéna
amfifilni povahou. V pfipadé, ze zvySujeme koncentraci povrchové aktivni latky v daném
prostiedi, dochazi nejprve k tvorbé filmu na mezifazovém rozhrani, pak po piekroceni urcité
hrani¢ni koncentrace se zacinaji molekuly organizovat v micely (Obrazek 5). Tato koncentrace
je oznacovana jako kriticka micelarni koncentrace (CMC). Kriticka micelarni koncentrace je
bod, kdy se v roztoku za¢nou vytvaret micely neboli nejvyssi mozna hodnota koncentrace, pii
které je tenzid v roztoku v molekulové nebo iontové formé. Pridavkem polymeru do roztoku
tenzidu, mtze dochazet k agregaci pii niz$i koncentraci. Po dosazeni CMC se zméni mnoho
fyzikalné-chemickych vlastnosti roztoku, protoze dochazi ke vzniku micel. Jmenovité se jedna
o zménu moléarni vodivosti, elektrické vodivosti, osmotického tlaku a povrchového napéti. Na
vzhled vysledné micely (valcovy tvar, kulovy nebo jiny) ma vliv koncentrace tenzidu, pH,

teplota a iontova sila. Povrch micely je vzdy shodny s polaritou daného prostiedi,
viz Obrazek 5 [5].

b

o

Polarni prostiedi

Povrchové napéti

¥
CMC log C
Obrdzek 5: Pribéh tvorby micel [9; 5].

Vliv na prostorové uspofadani ma predevSim geometrie povrchové aktivni latky. Pravé
geometrie molekuly rozhoduje o tom, zda bude dochazet k tvorbé micel nebo zda se bude jednat
napiiklad o vezikuly, ptipadné se budou tvofit dalsi uskupeni, viz Tabulka 1. K predikci
vysledného uskupeni se vyuziva tzv. kriticky sbalovaci parametr. Kriticky sbalovaci
parametr (P) je bezrozmérnou veli¢inou, ktera nam udava, jaka bude pievladat orientace
tenzidli v daném prostredi. Je dan rovnici (1):

ao * lC’ (1)

kde a, je plocha hydrofilnich hlav, které tvoti vnéjsi povrch, v je objem hydrofobni ¢asti a [,
je maximalni délka natazené¢ho hydrofobniho fetézce [10].
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Tabulka 1: Usporadani tenzidii v prostoru a jim prislusné hodnoty kritického parametru baleni 52[11].

Kriticky sbalovaci parametr Prostorové uspotradani
P <0,33 sférické micely
0,33 <P<0,50 cylindrické nebo diskovité micely
0,50<P<1,00 vezikuly
P>1 obracené micely
2.3 Vezikuly

Vezikula zaujima uskupeni kulovitého charakteru a je tvofena dvojitou vrstvou s hydrofobni
a hydrofilni doménou. Za objasnéni mechanismu regulujiciho vezikularni transport v lidskych
bunikach obdrzeli v roce 2013 americti bunééni biologové James E. Rothman a Randy W.
Schekman spolu s némeckym biochemikem Thomasem C. Siidhofem Nobelovu cenu za
fyziologii nebo 1ékatstvi [12].

Vezikuly se tvofi ve vodnych roztocich z povrchové aktivnich latek, lipidi nebo napiiklad
blokovych kopolymera. Tvoii je jedna nebo vice vrstvena kulovité zakiivena membrana.

i
o

Hydrofilni povrch

Obrdzek 6: Schématické znazornéni vezikuldrniho systému [13].

Jedna se o duté sférické systémy, které maji jak hydrofilni, tak hydrofobni ¢ast. Jsou tvofeny
dvouvrstvou membranou, jejiz struktura je vyobrazena na Obrazku 6. Dvojvrstva vezikuly je
tvofena z ditvodu neochoty kontaktu hydrofobnich fetézci s okolnim polarnim prostiedim,
nejéastéji vodnym roztokem. Vezikuly mohou byt jak unilamelarni (jednovrstvé) tak
multilamelarni (vicevrstvé). Napiiklad syntetické i ptirodni fosfolipidy vytvareji vezikuly
zvané lipozomy. Vezikularni systémy jsou vyuzitelné jak na poli mediciny jako nosice 1éCiv,
tak v kosmetickém prumyslu. Vyhoda téchto vezikularnich systémut tkvi v jejich vyssi
enkapsula¢ni kapacit€¢ oproti micelarnim systémim a snadnéjSimu transportu latek
organismem [1].

Stejné tak jako se fosfolipidy, po dosazeni urcité koncentrace, za vhodnych podminek ve
vodném prostiedi orientuji do vezikularniho uskupeni, mohou se duté dvouvrstvé struktury
(vezikuly) za vhodnych podminek vytvaret zkladné¢ a zaporné nabitého surfaktantu.
Schématicky nakres procesu tvorby vezikul je zobrazen na nasledujicim Obrazku 7 [14].
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2.3.1 Kataniontové vezikuly

Kataniontové vezikuly jsou jednim typem vezikularnich systémii, vznikaji ze smési iontovych
amfifilnich para (IPA, z angl. ion pair amphiphile). Prvni zminky o spontannim procesu
tvorby vezikul z IPA ve své praci diskutuji Kaler a kolektiv. Popisuji skute¢nost, Ze se vezikuly
mohou tvofit samovolné, a to po smiseni kationtovych a aniontovych jednofetézcovych
povrchove aktivnich latek [15].

Proces tvorby kataniontovych vezikul je podminén smichanim kationtovych a anionovych
povrchové aktivnich latek v ekvimolarnim mnozstvi, pak se diky elektrostatickému pisobeni
mezi polarnimi skupinami vytvaii pary. Po precipitaci se tento zbytek po odstranéni protiiontd
nazyva iontovy amfifilni par (IPA, pseudo dvouietézcovy tenzid). Par tvoii pravé dva opacné
nabité tenzidy. Tento tenzid ma pomérné dost objemnou polarni hlavu. Diky tomu maji IPA
uskupeni tendence tvofit ve vodnych roztocich vezikuly s dutym jadrem a nedochdzi k tvorbé
micel, jak je schematicky znazornéno na Obrazku 7 [16]. Upiednostnéni tvorby vezikul pied
tvorbou micel nasvédcuje i fakt, ze kriticky sbalovaci parametr takovychto vezikul je vyssi [17].

SDS

CTAB IPA

Obrdzek 7: Schéma vzniku kataniontové vezikuly tvorené zdaporné nabitym tenzidem SDS (Cervené)
a kladné nabitym CTAB (zelené) [18].

Slouceniny, které se nejCastéji vyuzivaji pro tvorbu téchto vezikul jsou alkylamonium
alkylsulfaty nebo sulfonaty. Kataniontové vezikuly s dvéma symetrickymi alkylovymi fetézci,
u kterych je poc€et atoml uhliku mensi nebo roven deseti, jsou téméf nerozpustné ve vodé.
Kataniontové vezikuly s krat§imi fetézci jsou naopak ve vod¢ rozpustné [19].

2.3.2 Stabilizace vezikularniho systému

Vezikuly obsahujici pouze IPA (bez dalSich latek) nevykazuji pfilisnou fyzikalni stabilitu.
Dochazi zejména k vzajemnému shlukovani a agregaci vezikul, coZz nasledné¢ zpiisobuje
rozdilné vlastnosti, zménu velikosti vezikul, snizeni stability, a hlavné¢ neschopnost tyto
vezikuly dlouhodobé skladovat. Redenim je vyuziti riiznych stabilizaénich &inidel [20].

Pro zvySeni stability se do kataniontového systému piidava napf. nabity dvouietézcovy
tenzid, ktery membranu zahu$t'uje. Dodani uniformniho naboje vezikulam ve vzorku dochazi
k jejich elektrostatickému odpuzovani, v dusledku ¢ehoz se eliminuje agregace. Pfidanim
nabitého tenzidu se na povrchu vezikuly vytvaii vazebnd mista, kladn€ nebo zaporné nabita
podle volby dvoufetézcového tenzidu. Tim Si zabezpecuje interakci s polyelektrolytem jako
naptiklad hyaluronanem nebo nukleovymi kyselinami. Pfikladem takového dvouietézcového
tenzidu muze byt i dioktadecyldimethylamonium chlorid (DODAC). Dalsi latkou, ktera
zvySuje stabilitu kataniontovych systému je cholesterol [21].
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2.3.2.1 DODAC

Dimethyldi-n-octadecylamonium chlorid (DODAC) je dvoufetézcovy kladné nabity tenzid.
Jedna se o kvartérni amoniovou sil, kterou tvoii dva fetézce o 18 uhlicich a dva methylové
zbytky. Je to bild pevna latka majici vlockovitou strukturu. Je soucasti naptiklad antistatickych
¢inidel v kosmetickych ptipravcich nebo se vyuziva jako katalyzator v organickych syntézach.
V minulosti se pridaval také do avivazi, ale kvili své nizké biodegradabilité byl jeho vyskyt
Vv téchto piipravcich omezen [22].

Ptitomnost kladné nabitého dvoufetézcového tenzidu ve dvoujvrstvé vezikuly udéluje
povrchu kladny néboj, diky kladné nabité polarni hlavé, coz vede ke zvyseni elektrostatického
odpuzovani mezi jednotlivymi vezikulami, a tedy k jejich stabilizaci [23].

Cl

HaC
\N+/\/\/\/\/\/\/\/\/\CH

HSC/ MW
CH.

Obrdazek 8: Strukturni vzorec DODAC [24].

3

3

2.3.2.2 Cholesterol

Jedna se o steroidni latku, ktera je pfitomna v lidském téle, pomdha zpracovavat tuky a také je
nepostradatelnou soucasti bunéénych membran. Strukturu molekuly cholesterolu lze vidét na
Obrazku 9. Bunécnou membranu stabilizuje, ale zaroven je nechava do jist¢ miry volnou,
fluidni. Fluidita je nezbytna pro cely metabolismus a fungovani bun¢k [25].

CHg

H,C CHy
CH,

HO

Obrazek 9: Strukturni vzorec cholesterolu [26].

Stabiliza¢ni funkce cholesterolu ve vezikule funguje podobné jako v biomembrané. Tim, ze
se zabuduje do struktury, dochazi ke zvétSeni vzdalenosti mezi polarnimi hlavami, které se
navzdjem odpuzuji. Zaroven se sniZi tendence protiiontd vézat se na povrchu vezikuly.
Pfitomnost cholesterolu v membrané vytvaii membranu rigidnéjsi a tim ji stabilizuje [23].

2.3.3 Vyuziti kataniontovych vezikul

Vezikularni struktury jsou diky své hydrofobni a hydrofilni doméné& vhodné pro enkapsulaci
jak hydrofilnich, tak hydrofobnich materialti coz je vyznamné pro nosice 1é¢iv. V tomto je
velky potencial vyuziti vezikul [20].

Diky tomu, ze kataniontové vezikuly nesou kladny naboj mohou interagovat s molekulami
DNA, jelikoz ta je zaporn€ nabitd. Vytvari tak spolecné komplex, diky kterému mohou
vstupovat do builky endocytézou. Tento piiznivy jev pienosu DNA vezikulami je
komplikovana vytvafenim agregatl mezi jednotlivymi vezikulami, coz vede ke sniZeni
ucinnosti genové transfekce komplexu vezikula—-DNA. Tento negativni jev je nadéle
predmétem vyzkumu [17].
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Potencial vyuziti komplexu tenzida at’ uz to jako nosicti 1é¢iv nebo DNA pienasect nemiize
byt naplno vyuzit. Piekazkou je v piipadé komplext tenzida toxicita, nepiiznivy vliv tenzida
na bunécnou sténu zivych buné€k, kde plisobi cytotoxicky. Zmirnéni téchto negativnich vlivi je
umoznéno zaclenénim latky pro buiky vlastni, jako napiiklad hyaluronanu [27].

2.3.4 Interakce s biopolymery

Interakce mezi tenzidy (vezikuly z nich vzniklych) a polymernimi latkami je pfedmétem zajmu
mnoha vyzkumu. Jednoznacnym divodem je fakt, Ze jejich kombinaci ziskdvame komplex
vyuzitelny v chemickém, kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Vysledkem interakce
mohou byt zmény spektroskopickych, reologickych, mezifazovych a dalSich fyzikalné-
chemickych vlastnosti, coz ovliviiuje funkci i pouzitelnost pfipravovaného produktu.

Pii interakcich polymerd s povrchové aktivnimi latkami mize dochazet k adsorpci, reakci
mezi molekulami povrchové aktivni latky a fetézcem polymeru. Reakci mezi polymerem
amicely nebo vezikuly povrchové aktivni latky, muze dochazet i ke vzniku agregaénich
komplexu [28].

2.3.4.1 Hyaluronan

Hyaluronan je linearni piirodni polysacharid fadici se mezi glykosaminoglykany. Chemicka
struktura hyaluronanu obsahuje disacharidickou jednotku slozenou z kyseliny D-glukuronové
a N-acetyl-D-glukosaminu. Tyto kyseliny jsou spojeny prostfednictvim p-1,4 a (-1,3
glykosidickych vazeb [29].

Pii fyziologickém pH, mé kazda karboxylovd skupina zdporny ndboj, ktery miize byt
vyrovnan kationty Na*, K*, Ca** a Mg?*. Ve vodném roztoku se kyselina hyaluronova nabije
zaporné a tvoii stl, takzvany hyaluronan (Hya), jehoZ struktura je zndzornéna na Obrazku 10.
Jde o silng hydrofilni latku, ktera je schopna vazat velké mnozstvi vody. Molekuly vody se vazi
na karboxyl a acetamid H-mustky a stabilizuji tak sekundarni strukturu biopolymeru [30].

NH H
A
6~ opy ©

Obrazek 10: Struktura disacharidové jednotky hyaluronanu [31].

V lidském tele zastdva hyaluronan riznou roli podle toho, jaké dosahuje molekulové
hmotnosti. Hyaluronan s vysokou molekulovou hmotnosti organizuje extracelularni matrix.
Nizkomolekularni hyaluronan ma funkci informa¢ni molekuly a mizeme jej nalézt
Vv poskozené tkani. Vysokomolekularni hyaluronan v téle znaci neposkozenou, normalni tkan,
zatimco nizkomolekularni hyaluronan v téle indukuje zanét nebo poranéni tkané [32].

Hyaluronan se uz od roku 1950 vyuziva pfi operacich o¢i, jako nahrada o¢niho sklivce. Své
vyuziti nalezl v mediciné¢ diky svym unikdtnim vlastnostem a faktu, Ze je pro télo vlastni.
Pozdéji se s nim pracovalo v rtiznych oblastech naptiklad v dermatologii, ortopedii a pfi lécbé
kardiovaskularnich onemocnéni. V klinické medicing se pouziva jako diagnosticky marker pfi
1é¢be rakoviny nebo revmatoidni artritidy. Dale se uplatiluje v oftalmologii a v kosmetickém
prumyslu. V aplikované biochemii a enzymologii se vyuziva jako substratu pro kvantitativni
stanoveni enzymu hyaluronidazy[31].
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2.4 Fluorescence

Fluorescence se spolecné s fosforescenci a opozdénou fluorescenci ftadi mezi
fotoluminiscenéni procesy. Jsou to procesy, pii kterych dochézi vlivem absorpce
elektromagnetického zatfeni k excitaci elektrontii do energeticky vyss$i hladiny (stav Si)
a nasleduje de-excitace, elektron se vraci na zakladni hladinu (So). Pfebyte¢na energie, ktera
vznika pfti prechodu z vyssich na nizsi energetické hladiny s sebou nese emisi v ultrafialové
a viditelné oblasti. Aby k tomuto jevu — emisi zafeni (zafeni, které sledujeme prostfednictvim
detektoru) dochdzelo, musi mu pfedchazet absorpce zareni o vhodné vinové délce. Valencni
elektron dané molekuly nachdzejici se ve svém singletovém, zakladnim stavu dokdze
absorbovat pravé takové mnozstvi energie (vlnovou délku), ktera odpovida velikosti energie,
kterou potiebuje elektron, aby se dostal do vysSiho energetického stavu. Absorpci energie
vidime graficky znazornénou na Obrazku 11. Dale zde vidime zptisoby, jakymi se dany elektron
dokaze dostat zpét do zdkladniho stavu So. Déje se tak zafivymi a nezafivymi piechody.
Molekula mlze ¢ést energie vydat nezarivé, nejcastéji piedanim tepla rozpoustédlu, ve kterém
se nachazi (rizové znazornéno na Obrazku 11), snizi tak svij energeticky stav a nasledné
Z nejnizsi hladiny vyssiho energetického stavu dochazi k uvolnéni energie ve formé svétla [33].

Pfi fluorescenci excitovand molekula emituje ze singletového stavu, pficemz elektron
zaujimajici excitovany orbital ma antiparalelni, tedy opac¢ny, spin nez elektron v zakladnim
stavu. Pfechod excitovaného elektronu zpét na zakladni hladinu je spinové povoleny. Doba
dohasinani je obvykle fadové 1078 s. Takovymto molekulam, které pii absorpci svétla nasledné
vykazuji fluorescenci, fikdme fluorofory. Zpravidla se mezi tyto molekuly fadi organické
aromatické uhlovodiky a heterocykly [34].

Fosforescence je emise fotonu z tripletového excitovaného stavu, kde elektron
V excitovaném orbitalu ma paralelni, tedy stejny, spin jako elektron v zakladnim stavu. Pfechod
excitovaného elektronu zpét na zakladni hladinu je spinové zakdzany. Doba dohasinani
u fosforescence je fadové 10°-10° s. Poslednim moZnym procesem vyzafeni energie ve formé
svétla je zpozdéna fluorescence. Je to zafivy prechod ze singletového stavu jako
u fluorescence, ale vyznacuje se del§i dobou dohasinani danou ¢asem, po ktery je molekula
V metastabilnim tripletovém stavu. Emisni spektrum je totoZzné s emisnim spektrem
fluorescence. Z divodu velkého rozdilu energii mezi stavy S1 a T1 se bézné nevyskytuje
v uhlovodicich s aromatickym kruhem [35].

vibracni relaxace
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Obrazek 11: Perrin-Jablonskiho diagram. Plnou Sipkou jsou zndazornény zarivé prechody a prechody

a prerusovanou piechody nezarivé [34].
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2.4.1 Fluorescencni zakony

Stokestuv zakon nam objasnuje, pro¢ je emisni spektrum fluoroforu posunuto oproti spektru
absorpénimu. Rika, Ze vhodna vinova délka emise pfi luminiscenci je vétsi nebo takika stejna
oproti vlnové délce excitatniho paprsku svétla. Energie se z Casti spotiebuje na vnitini
piechody, coz ma za nasledek to, ze emisni spektrum je od absorpéniho posunuto doprava,
Kk vy$8im vlnovym délkam (nizsi energii) [34].

Stokestiv posun
R e

Excitace Emise

Intenzita

1 Il 1 1

500
Vlnova délka (nm)

Obrdzek 12: Stokesiv posun a zrcadlovd symetrie absorpcniho (excitace) a emisniho spektra
(fluorescence) [35].

Dalsim zakonem je Kashovo pravidlo, které je pfimo spojeno se Stokesovym zakonem.
Podle tohoto zdkona pifed samotnou emisi fluorescencniho kvanta dochéazi k vibra¢nim
pfechodiim a vnitini konverzi, a to z toho divodu, aby k excitaci (fluorescenci) dochdzelo
Znejnizsi vibraéni hladiny prvniho excitovaného stavu, jak je vidét na Obrazku 11
v Perrin-Jabtonskiho diagramu [35].

Tietim fluorescenénim zékonem je tzv. Vavilovo pravidlo. Podle né&j jsou kvantovy vytézek
a doba trvani excitovaného stavu molekul v roztoku nezavislé na vlnové délce budiciho zateni.

Z toho vyplyva, Ze emisni spektra jsou nezavisla na vinové délce excitace [34].
2.4.2 Doba zivota fluorescence

Doba zZivota excitovaného stavu (1) je urCena prumérnym casem, ktery molekula stravi
V excitovaném stavu pied ndvratem do stavu zakladniho a s tim spojenou emisi. Obecné je doba
zivota fluorescence kolem 1078 s. Diilezité je mit na védomi, Ze doba Zivota excitovaného stavu
je statistickym udajem. Fluorofory emituji elektromagnetické zafeni nahodné a doba Zivota je
prumérnou hodnotou jednotlivych ¢asovych udaji popsanych distribu¢ni kiivkou. Protoze
fluorescence je ndhodny jev, vétsina fluoroforii emituje v jiném case, nez je doba Zivota. Pro
vybér vhodného fluoroforu pro dané fluorescenéni méteni je potieba znat jeho excitacni
a emisni spektra, kvantovy vytézek i jeho dobu Zivota [36].

2.4.3 Fluorescenéni sondy

Fluoroflory jsou ¢asti, nebo celé molekuly zodpovédné za jev fluorescence a mizeme je délit
na nevlastni a vlastni. Vlastni neboli vnitini fluorofory, jsou soucasti chemické slouceniny,
které u konkrétni latky vyvolavaji fluorescenci. Nevlastni fluorofory jsou mnohem
vyuzivanéjsi skupinou. Jsou to slouCeniny, které se ptidavaji k urcité latce, kterd sama o sob¢
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nema schopnost fluoreskovat. Podle typu vazby, jakou se vazi fluorofory k molekule
rozliSujeme: kovalentné vazané sondy (fluorescencni znacky) a fyzikaln€ vazané (fluorescencni
sondy). Fluorescen¢ni znacky se k pozorované latce vazi prostfednictvim kovalentni vazby.
Obvykla mista navazani jsou povrchové aktivni latky, fosfolipidy, proteiny a polynukleotidy
a dalsi [34].

Fluorescenéni sondy se k pozorované latce vazi prostfednictvim nekovalentni vazby. Tim,
ze se spoji sonda a sledovana latka se obvykle zméni fluorescen¢ni vlastnosti pouzité
fluorescencni slouceniny. Navic jsou sondy siln¢ zavislé na vlastnostech prostfedi (okolnim
pH, polarité prostiedi, viskozit¢ nebo naptiklad pfitomnosti latky, ktera zhdsi vyzatrovanou
fluorescenci). Dulezita je proto spravna volba sondy pro dany experiment [35].

2.4.3.1 Difenylhexatrien

1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien je fluorescen¢ni sonda, zkracené¢ DPH, vyuzivajici se pro studium
fluidity membran. Patfi mezi nejpouzivangjsi anizotropni sondy. Radi se do skupiny
hydrofobnich sond, prakticky nevykazujici fluorescenci ve vodném prostiedi. Pokud se ale
nachazi v prostfedi napiiklad membran nebo v jiném lipofilnim prostfedi vykazuje vysokou
intenzitu fluorescence [37].

Molekula sondy mé vélcovy charakter. Polarizace fluorescence je velice citlivd na zménu
orientace podélné osy, jelikoz podélna osa je rovnob&zna s emisnim a absorpcnim transmisnim
momentem. Z ptedpokladu, ze molekula DPH v izotropnim prostiedi rotuje taktéZz izotropné
vyplyva, Ze se zvySujici se namétenou anizotropii fluorescence DPH klesé fluidita prostiedi
a roste usporadanost [38].
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Obrdzek 13: Nalevo na obrazku je zndzornéno emisni a excitacni spektrum difenylhexatrienu
v hexanolu, koncentrace DPH 1-10°°; vpravo je vyobrazen strukturni vzorec difenylhexatrienu [39].

Absorp¢ni maximum sondy je 355 nm a emisni maximum 425 nm v prostiedi hexanolu.
Doba Zivota v membranach je 7,9 ns pii 37 °C. Molekulova hmotnost DPH je 232,33 g-mol™.
Tato sonda je vysoce hydrofobni o fundamentalni anizotropii 0,395. Pravé z davodu jeji
lipofilni povahy je cCasto pouzivana ke studiu fosfolpidovych nebo obecné lipidickych
dvojvrstev a membran. V pripadé, Ze se dostane do hydrofobniho prostiedi, vykazuje vysokou
fluorescenci, zatimco nesolubilizovana sonda ve vodném prostiedi neposkytuje znac¢nou
fluorescenéni odpovéd’ a tim nedochazi ke zkresleni vypovidajici hodnoty fluorescencni
odpovédi v prostiedi membrany [38].
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2.4.3.2 Laurdan

Laurdan je organicka sloucenina, ktera se pouziva jako fluorescencni barvivo ve fluorescencni
mikroskopii. Pouziva se ke zkoumani vlastnosti membran, charakterizaci fosfolipidovych
na fazové piechody, jakozto i na dalsi zmény ve fluidité, nebo samotna citlivost pro ptestup
vody membranami a ttvary jim podobnymi [40].

Na Obrazku 14 je strukturni vzorec laurdanu. Vzhledem k ¢astecnému rozlozeni naboje mezi
amino a karbonylovymi skupinami v molekule ma naftalenova ¢ast dipélovy moment, ktery po
excitaci vyrazné ovliviiuje molekulu a zptuisobuje pieorientovani okolnich dip6li rozpoustédla,
ve kterém se nachdzi. Z tohoto divodu je schopen fluorescence a je vyuzitelny na poli
elektronové mikroskopie. V siln¢ polarnich prostiedich vykazuje laurdan emisi posunutou
k vyssim vlnovym délkam diky dipolarnim relaxa¢nim procesum [41].
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Obrdzek 14: Napravo je strukturni vzorec laurdanu, nalevo zobrazeno zaclenéni laurdanu do membrdany
dle [42] Parasassi a spol.

Diky své struktufe a svym fluorescenénim charakteristikam je laurdan velmi uzite¢ny ve
studiich dynamiky lipidovych dvojvrstev. Hydrofobni konec umoziuje solubilizaci barviva
Vv lipidové dvojvrstve, zatimco naftalenova cast molekuly zlistdva na Grovni glycerolovych ¢asti
fosfolipidli membrany. To znamend, Ze fluorescencni ¢ast molekuly je umisténa smérem
k vodnému prostiedi (Obrazek 14), coz umoziuje preuspotradani dipolu rozpoustédla a emisi
laurdanu. Uspotadani molekul rozpoustédla v okoli sondy vyzaduje energii. To snizuje energii
excitované sondy, coz se odrazi v ¢erveném posunu v emisnim spektru [42].

V dodekanu Ize pozorovat maximum emise u 380 nm, v polarnim methanolu pak u 490 nm.
Ve vodném prostiedi ale prakticky nefluoreskuje, vykazuje zde dobu Zivota méné nez 100 ps.
V organickych rozpoustédlech a membranach vykazuje silnou fluorescenci a dobu Zivota
zhruba 4-8 ns [43].

2.5 Mikroviskozita a jeji stanoveni pomoci fluorescen¢nich sond

U latek tvotici membranové struktury, jako vezikuldrnich systémul nebo naptiklad lipida se
piedpoklada, Ze membrana neni tvofend homogenni fazi, ale mohou zde byt pfitomny riizné
faze, které mohou dynamicky koexistovat. V pripade, obsahuje-li fetézec dvojnou vazbu je
vyrazné sniZzena teplota tani dvojvrstvy. Fluidita takovéto membrany je znacna, déale se
vyznacuje chaotickymym uspofadanim hydrofobniho jadra dvojvrstvy, oznacuje se jako faze
kapalna-neusporadana (z angl. liquid-disorder). Naproti tomu vezikuly tvofené del$imi
uhlovodikovymi pfimymi fetézci, mohou byt uspotfadany tésnéji, vyznacuji se vyssi teplotu tani
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omezenou fluiditu, ktera je oznaCovana jako pevna-uspoiadana (angl. solid-ordered) faze.
U membran vezikul obsahujici steroly jako cholesterol, ktery se vmezefuje mezi acylové
fetézce v hydrofobni ¢asti, dochazi ke zménam fluidity. Na jednu stranu cholesterol zabranuje
nadmérné neuspoiadanosti jako je tomu u kapalné-neuspotfadané a na druhou stranu udrzuje
fluiditu podobné jako tomu je u pevné-uspoiadané. Dochazi tak ke vzniku aplné€ nové faze
nesouci nazev kapalna-usporadana (z angl. liquid-ordered), ktera je uspotfadana diky gelové
fazi, ale presto pietrvava ¢aste¢né ve fluidnim stavu [44].

Ve fluorescen¢nich technikdch udava viskozitni z4t€z na molekulu sledované sondy difuzni
koeficient. Ten, at’ uz to jako rotacni nebo translacni difizni koeficient, umoziuje vyhodnoceni
fluidity mikroprostiedi naptiklad v oblasti membran nebo jiné oblasti v mikro métitku. Ackoli
bylo navrzeno velké mnozstvi vztahti pro piepocet difiizniho koeficientu na viskozitu prostiedi
neexistuje vztah, ktery by vyhovoval. VétSina znich plati pouze pro pevné koule
makroskopického meéftitka, za které fluorescencni sondu povazovat nelze, predev§im diky
velikosti jeji molekuly, kterd byva stejné velkd nebo mensi nez molekuly tvofici okolni
prostfedi, které se mad pomoci ni charakterizovat. Dalsi problémy vznikaji v ptipadé
organizovanych soustav, napfiklad u vezikuldrnich systémi, biologickych membran apod.,
které nejsou izotropni. Z toho vyplyva, ze pomoci fluorescen¢nich sond nejsme schopni ziskat
absolutni hodnotu viskozity, jakozto makroskopického parametru [34].

Jednim z mikroskopickych pfistupi feSeni problému viskozity vyvinuli Gierer a Wirtz [45].
Jejich teorie bere v tivahu konecnou tloustku vrstvy rozpoustédla a existenci vakanci mezi
molekulami (tzv. volny objem). Fluorescencni sonda se totiz v prostfedi mize pohybovat
dvéma riznymi mechanismy (viz Obrazek 15). Bud'to klasickym Stokesovym mechanismem
(diftizni proces probiha s posunem molekul rozpoustédla), nebo Giererovym mechanismem,
ktery popisuje volnou objemovou difuzi, pii které se rozpuSténa molekula st€huje do volnych
vakanci mezi molekulami rozpoustédla [34].

Stokes Volny objem
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Obrdazek 15: Difuzni translacni procesy. Zelené je zndzornéna rozpusténa molekula, bile molekuly

rozpoustédla, kdy je srovnatelna velikost molekul.

Volba vhodné metody zavisi na systému, ktery ma byt studovan. Napiiklad pro studium
viskozity zkoumanych vezikularnich systéma se kvili rusivym vliviim difaze hodi vice pouziti
molekularnich rotord nebo fluoroforu, ktery vytvati intramolekularni excimer, poptipadé
metoda méteni anizotropie fluorescence.
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2.5.1 Molekularni rotory

Jako molekularni rotory jsou ozna¢ovany molekuly, u kterych v excitovaném stavu dochazi ke
zméné jejich geometrie. Ta vznika v disledku vnitini rotace specifickych skupin, zménou
spojenou s prenosem naboje. Rotaci brani prostredi, ve kterém se sonda vyskytuje a projevi se
to na kvantovém vytézku fluorescence, ktery je pifimo Umérny viskozité prostredi dle
nasledujici rovnice:

Pr
1 —¢r

kde a,k jsou konstanty, ¢f je kvantovy vytézek fluorescence a 7 je viskozita. V piipadé, ze je
zmeéna teploty pficinou zmény viskozity ma vztah nasledujici podobu:

b _
1 —¢p

kde b,k jsou konstanty, ¢ je kvantovy vytézek fluorescence a 1 je viskozitaa T je teplota.

= an’, ()

b(n/T)", ©)

Ekvivalentni viskozita naméfend metodou molekularnich rotorti bude vzdy mensi, nez je
skute¢na makroskopickd viskozita prostiedi. To je podminéno existenci volného objemu
molekul prostedi a také srovnatelnou velikosti rotujiciho segmentu sondy s velikosti molekul
Vv okoli [46].

2.5.1.1 Dikyanovinyljulolidin

Dikyanovinyljulolidin (DCVJ) je nejbéznéjsim z pouzivanych molekularnich rotort. Pfenos
intramolekularniho naboje probiha mezi dusikem julolidinové skupiny, jako donorem
elektrond, a nitrilovou skupinou, viz Obrazek 16. Je-li intramolekularni rotace inhibovana
vysokou viskozitou mikroprostiedi, rovnovaha relaxace posouva smérem k vys$$im radiaénim
relaxa¢nim rychlostem. Jinymi slovy, intenzita fluorescence se zvySuje se zvySenou viskozitou
solventu [46].

N
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Obrazek 16:Strukturni vzorec dikyanovinyljulolidinu, dusik julolidinové skupiny je zndzornén

Cervene, dusiky nitrilové skupiny zelené [44].
2.5.2 Tvorba intramolekulirniho excimeru

Intramolekularni excimery maji dva fluorofory. Molekula je tvofena dvéma identickymi
fluorofory propojenych jednoduchym fetézcem, ktery je do zna¢né miry pruzny. Tvorba tohoto
typu excimeru vyzaduje tésné piibliZzeni obou fluoroforti. PtibliZzeni je mozné v disledku vnitini
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rotace fluorofori v pribéhu doby zivota excitovaného stavu. Ve fluidnim prostiedi je
dominantni excimerova emise, se zvySujici se viskozitou prostfedi roste emise monomeru [47].

2.5.2.1 Bispyrenylpropan

Intramolekularni excimer je zpravidla tvofen dvéma fluorescenénimi skupinami propojenymi
jednoduchym mustkem, tak je tomu i v pfipadé molekuly sondy 1,3-bis(1-pyrenyl) propanu
(P3P), jejiz struktura je vyobrazena na Obrazku 17. Molekula obsahuje dvé pyrenylové skupiny,
které mohou tvofit intramolekularni excimer v dasledku konformac¢nich zmén, které spojuji
excitované a neexcitované chromofory. Oc¢ekava se, ze tento proces bude efektivnéjsi ve vice
tekutém prostiedi, z tohoto ditvodu lze pro odhad lokalni viskozity v mikroprostfedi pouzit
pomér intenzity excimeru k emisnim maximtm ve fluorescen¢nich spektrech P3P [48].

Obrazek 17: Strukturni vzorec bispyrenylpropanu [48].
2.5.3 Anizotropie fluorescence

Mg¢fteni anizotropie fluorescence se da vyuzit jak pro zkoumani chemickych latek, tak
v oblastech biochemie, fyziky a v neposledni fadé v 1ékaiskych vyzkumech. V této metodé se
provadi kvantitativni analyza interakce mezi fluorescenéné znacenymi a fluorescencné
neznacenymi molekulami. Celé méteni je ovlivnéno fotoselekci. Excitace fluoroforu nastava
diky ptisobeni paprsku polarizovaného svétla.

Vezme-li se do tivahu svétlo, jako elektromagnetickou vinu skladajici se ze slozky elektrické
a magnetickeé, jsou jednotlivé slozky na sebe kolmé. Zdroj svétla, pokud nejsou pouzity
polarizatory se sklada s elektrické a magnetické slozky Sifici se ve vSech rovinach, smérech.
Toto je pfi méfeni anizotropie nevyuzitelné, proto se pouzivaji polarizatory. Polarizator vybere
pouze jednu rovinu, a tak ziskavame linearné polarizované svétlo, kdy kmita elektricka slozka
Vv jedné roviné, coz je pro méfeni dilezité. Pokud je dany systém fluoroforti excitovan linearné
polarizovanym zafenim, molekula a jeji fluorofory orientované ve stejné roving, jako elektricky
vektor budiciho zafeni, jsou excitovany prednostné, viz Obrazek 18. Nastava jev zvany
fotoselekce, popisuje pravdépodobnost absorpce fotontl a jejich naslednou excitaci [49].

II ) II. |
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nedochézi k absorpci  maximalni absorpce absorpce je
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Obrdzek 18: Fotoselekce, cernd Sipka zobrazuje rovinu polarizovaného svétla, zelené je zndzornén

prechodovy moment molekuly [34].
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Je-li tedy vzorek ozaren polarizovanym svétlem, nastava excitace pouze téch molekul majici
vhodnou orientaci vzhledem ke zdroji, budicimu paprsku. Orientace fluoroforti ve vzorku tedy
ovliviiuje signal. Vhodné orientované fluorofory absorbuji, poté depolarizuji, to znamena, ze
béhem své doby Zivota podléha molekula fluoroforu rotatnimu pohybu a nasleduje emise
zateni. V duasledku toho, Ze se molekula pootocila emituje fotony k detektoru pod jinou rovinou
oproti rovin¢ budiciho zafeni a tento rozdil pfistroj zaznamena. Dochazi k pootoceni roviny
polarizovaného svétla s rtznou pravdépodobnosti V porovnani s rovinou budiciho zafeni,
kterou byla molekula uvedena do excitovaného stavu. Tento jev je zavisly na viskozité
prostiedi, velikosti molekuly (rota¢ni difuzi) a vlastni rychlosti molekuly. Z toho tedy plyne, Ze
Vv prostiedi nizké viskozity, kde fluoroforim nebrani nic v pohybu, se bude hodnota anizotropie
blizit k nule. Naopak u velké molekuly fluoroforu v prostiedi vysoké viskozity bude namétrena
hodnota nejvyssi [35].

V piipadé¢ anizotropnich prostredi, jakymi jsou lipidové dvojvrstvy, tekuté krystaly, nebo
membranové systémy, kde je rotaénimu pohybu sondy branéno, plati Perrinova rovnice:

o 14 T
r® o @
kde r,, je fundamentalni anizotropie, r(t) je steady-state anizotropie, ¢ je rota¢ni korelacni Cas

(pootoceni molekuly o 1 radian ¢ = 6%).
Py

Hodnota fundamentalni anizotropie se da, pomoci Perrinovy rovnice, vyuzit ke zjiSténi
napfiklad rota¢niho diftizniho koeficitentu:

D — kgT )
Y 6-Vn’

kde V je objem castice, n je viskozita prostfedi, kz je Boltzmannova konstanta a T je absolutni
teplota, pro kterou v piipadé sférické castice plati Stokestv-Einsteiniv vztah. V téchto
ptipadech neklesa hodnota anizotropie k nule, ale k rovnovazné hodnot¢ reo.

Je nutné mit na paméti, Ze rozdily v hodnoté ustalené anizotropie vyplyvajici ze zmény
vngjSich podminek, napiiklad teploty, nemusi byt jen pfic¢inou zmény rychlosti otaceni
molekuly sondy, ale také vlivem zmény jeji doby Zivota.

Anizotropie je aditivni veli¢ina. Celkova anizotropie je dana souctem individualnich
anizotropii. Miize byt do znacné miry ovlivnéna rozptylem (elasticky rozptyl svétla), ktery
ovliviluje rovinu polarizace. VSechny naméfené slozky anizotropie 1; pfispivaji k celkové
intenzit¢ fluorescence jednotlivych frakei f; =1I;/I, a souctem individudlnich anizotropii
ziskavame celkovou anizotropii:

r= S ©)
l

V ptipadé, je-li ptfitomen rozptyl svétla, u zakalenych vzorkd, je v disledku toho hodnota
naméfené anizotropie nabyva vyssich hodnot [34].

2.6 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS, zanglického dynamic light scattering) se fadi mezi
jednoduché neinvazivni metody, u kterych neni potfeba piedchozi kalibrace. Tato technika
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umoziuje urCit velikost ¢astic a jejich distribuci. Vyuziva se pro méfeni vzorkli obsahujici
micely, polymery, proteiny nebo napiiklad nanoc¢astice [50;49].

Pii méfeni jsou Castice v neustalém, neusporadaném tepelném pohybu (Browniv pohyb)
atim dochazi ke zméné frekvence dopadajiciho a odrazeného zatfeni, dochazi tedy
k Dopplerové jevu. Z tohoto diivodu je dal§im nazvem pro tuto techniku kvazielasticky rozptyl
svétla (QELS) [51].

M¢ti-li se velikost cCastic je stanovovan tzv. hydrodynamicky pramér, respektive
hydrodynamicky polomér. Hydrodynamicky polomér je polomér hypotetické koule, ktera
difunduje se stejnou rychlosti jako méfena ¢astice. V koloidnich disperzich jen velmi ziidka
existuji systémy ve formé rigidni koule, se kterou tato technika pocita, proto je toto méfeni
hypotetické [52].

2.6.1 Stanoveni velikosti pomoci DLS

Molekuly v roztoku difunduji Brownovym pohybem. Podle toho, jak se ¢astice pohybuje viici
detektoru, frekvence rozptylen¢ho zateni se bud’ zvysuje, nebo snizuje a tim vznikd fazovy
rozdil mezi rozptylenymi vlnami a dochazi k interferenci. Plati tedy, ze ¢im rychleji se
molekuly pohybuji, tim rychleji se méni intenzita rozptyleného zatfeni. Rychlost zmény
intenzity rozptylené¢ho zafeni piimo zavisi na pohybu molekuly. Pohyb molekuly ovliviiuje
teplota (¢im je vyssSi, tim rychleji se molekuly pohybuji), viskozita rozpoustédla (¢im
viskdznéjsi je rozpoustédlo, tim mensi rychlosti se molekuly pohybuji) a velikost ¢astic (¢im
vetsi jsou Castice, tim pomalejs$i rychlosti se pohybuji). Pokud jsou teplota a vlastnosti
rozpoustédla konstantni, pak je zména intenzity rozptylené¢ho svétla pfimo umérna velikosti
molekuly. Tato veli¢ina se nazyva hydrodynamicky polomér. Pokud by se molekuly v roztoku
chovaly stacionarnég, pak by mnozstvi rozptyleného svétla bylo konstantni. V polydisperznich
systémech se pohybuji ¢astice vice velikosti, pak vyslednd korelacni funkce je sloZitéjsi nez
u systému monodisperznich. Dolni hranice méficiho rozsahu se pohybuje okolo 0,5 nm
a maximum okolo 3 um, protoze vétsi Castice jiz nepodléhaji Brownovu pohybu [53].
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Intenzita rozptyleného svétla Korelaéni funkce Distribuce velikosti

Obrazek 19:Rozdil mezi fluktuaci intenzity signdlu u malych a velkych castic, rozdil v korelacnich
kirivkdach a vysledné distribuci [54].
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Metoda je zaloZena na méfeni rychlosti jiz zminéného Brownova pohybu. Pro zméfeni této
rychlosti je tieba posvitit na Gastice laserem. Castice rozptyluji svétlo, které je snimano pod
urcitym thlem. Rozptylené svétlo od méfenych Castic podléha interferencim konstruktivnim
nebo destruktivnim. V disledku ndhodného neustalého pohybu castic dochazi ke zménam
vzdalenosti mezi Casticemi a tim i k fluktuaci intenzity rozptyleného svétla s ¢asem. To je
analyzovano autokorelatorem, ktery vytvoii korelaéni kiivku (Obrazek 19) [54]. Z korelacni
kiivky jsme pak schopni dopocitat hydrodynamicky prumér d na zakladé znalosti teploty pti
méfeni T a viskozity rozpoustédla n, pomoci Stokes—Einsteinovy rovnice:

L T
~ 6mneD’ (7)

kde kg je Boltzmanova konstanta a Dje difizni koeficient [49].
2.7 Elektroforeticky rozptyl svétla

Na rozdil od analyzy velikosti Castic se metoda elektroforetického rozptylu svétla (ELS)
pouziva k charakterizaci povrchového néboje koloidu, ¢astic v kapalném disperznim prostiedi
velikosti nanometri az jednotek mikrometrti. Vyznamnou vlastnosti ¢astic koloidu je, ze
V porovnani s Casticemi vét§imi neZ zminéné rozmezi, maji obrovsky specificky povrch,
v dusledku toho rozhrani ¢astice a kapaliny mize silné ovlivnit fyzikalni vlastnosti koloidnich
disperzi napf. dispergovatelnost nebo stabilitu [55].

Zakladnim fyzikalnim principem elektroforetického rozptylu svétla je jev elektroforéza. Pti
niz dochazi k pohybu nabitych ¢astic dispergovanych v prostiedi vlivem elektrického pole.
ELS je technika pro méteni elektroforetické mobility ¢astic koloidnich systémii. Vystupem této
metody je hodnota elektroforetické pohyblivosti a zeta potencialu [56].

2.7.1 Stanoveni zeta potencialu metodou ELS

V blizkosti nabité Castice dispergované v prostiedi dochazi ke vzniku elektrické dvojvrstvy.
Vnitini ¢ast této dvojvrstvy je tvofena ziontd majici opacny naboj, nez ma dispergovana
Castice. Tato vrstva je vazana pevné a nazyva se Sternova vrstva. Vngéjsi €asti je diftzni vrstva,
ktera obsahuje jak souhlasné, tak opac¢né€ nabité¢ molekuly jako dispergovand ¢astice. Vnéjsi
vrstva je vazana s mensi pevnosti. Slozeni difizni vrstvy je zavislé na koncentraci, pH nebo
naptiklad iontové sile [57].

Castice se zapornym i s
povrchovym nabojem

Rovina skluzu . = i

Obrdzek 20: Schématicky ndkres jednotlivych édsti elektrické dvojvrstvy [57].
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Dochazi zde k elektroforéze, tedy tyto nabité Castice se po vloZeni napéti zatnou pohybovat
k opa¢n¢ nabité elektrodé. Rovinou skluzu je mySlena hypoteticka rozhrani mezi pohybujici se
Castici a vrstvou rozpoustédla. Zeta potencial je potencidl na této roviné mezi Castici
a rozpoustédlem, Casto je oznaCovan jako elektrokineticky potencial [58].

Jednotlivé casti elektrické dvojvrstvy a rovinu skluzu sledované castice vidime na
Obrazku 20. Méfi-li se zeta potencidl, vyuzivame mérné cely s elektrodami, kde vyuzivame
elektrického pole. Métené Castice se béhem elektroforézy pohybuji a rozptyluji dopadajici laser.
Diky tomuto udaného pohybu elektrickym polem se méni frekvence ptivodniho a rozptyleného
zateni. Jedna se o tzv. Dopplertv jev. Pivodni paprsek je rozdélen na dvé casti. Jedna je
povazovana za referenci, druhd je soustiedéna na vzorek. Pti pohybu ¢astic vlivem pusobeni
elektrického pole, dojde ke kolisani intenzity rozptyleného svétla s frekvenci umérnou rychlosti
Castic. Tuto informaci pak piebira pocita¢, software Zetasizer Nano, a vytvafi frekvencni
spektrum, ze kterého lze vypocitat elektroforetickou pohyblivost, a tedy i zeta potencial. Na
zaklad¢ znalosti zeta potencidlu jsme schopni urcit, zda se jedna o stabilni nebo nestabilni
disperzi. Pokud se zeta potencial disperze nachazi v rozmezi od —30 mV do 30 mV, tak se jedna
o nestabilni disperzi, kdy odpudivé elektrostatické sily nejsou dostatecné a dochazi k agregaci
castic. Zda se zeta potencial disperze nachazi pod ¢i nad timto rozmezim tak mluvime o stabilni
disperzi a elektrostatické sily jsou dostateéné pro zabranéni agregace [59].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Soucasny stav feSené problematiky je rozdélen do dvou podkapitol. Prvni kapitolou je
3.1 Studium systému s vyuZitim fluorescen¢nich sond, tato kapitola pojednava o studiu
zkoumanych kataniontovych vezikul nebo systémtm jim podobnym, jako jsou lipozomy nebo
membranové systémy, fluorescencnimi technikami. Prace jsou orientovany na vyuziti
fluorescenc¢ni sondy laurdanu, DPH, DCVJ a P3P. Ve druh¢ casti se kapitola 3.2 Priprava,
zvySeni fyzikalni stability a sniZeni toxicity kataniontovych vezikul zabyva samotnou
pfipravou a vylepSenim vlastnosti pfipravovanych kataniontovych vezikul.

3.1 Studium systému s vyuZitim fluorescen¢nich sond

Ve své praci popisuji studium lipozomalnich systémt Harris a kol., studovali membrany
tvofené dipalmitoylfosfatidylcholinem za pouziti fluorescenéni sondy laurdanu. Predmétem
vyzkumu bylo zhodnoceni pouzité¢ sondy laurdanu, zda je tato fluorescenéni latka schopna
reagovat na rozdily v usporadani dvojvrstvy a zmény fluidity v zavislosti na zménach teploty.
Pro zhodnoceni vyuzili mimo jiné techniku fluorescenéni anizotropie. Vezikuly (lipozomy)
tvotené dipalmitoylfosfatidylcholinem (DPPC) s riznym obsahem cholesterolu (0 %, 10 %,
15 %, 20 %, 25 %, 30 % a 40 %). Cisty DPPC ma piechod z uspoiadané pevné faze do
neusporadané kapalné faze pii 41,5 °C (stanoveno kalorimetricky) [60]. Vzorky méfeny od 50
do 25 °C s krokem 5 °C. Intenzita fluorescence pii 435 nm (excitace 350 nm) byla méfena
S excitacnimi a emisnimi polarizatory paralelné, poté kolmo. K dosazeni teploty piechodu doslo
mezi 40 a 45 °C. Fazovy piechod z pevné uspotfadané faze do kapalné neuspoiadané faze byl
pozorovan jako pokles hodnot anizotropie z 0,25 na 0,12. Zallenéni riznych mnoZzstvi
cholesterolu do membran za Gicelem vytvoreni stabilniho systému nezptisobilo zvySeni teploty
piechodu. Naproti tomu cholesterol snizil jednotlivé rozdily namétenych hodnot anizotropie,
lipozomy s vy$§im obsahem cholesterolu mély membranu rigidngj$i, coz je patrné na
naméfenych hodnotach anizotropie, jak je graficky znazornéno na Obrazku 21. Laurdan pro
stanovovany systém odrazel zmény ve fluidité fosfolipidovych membran [61].
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Obrdazek 21: Graf zavislosti fluorescencni anizotropie laurdanu, méreno na vzorcich lipozomii S riiznym
obsahem cholesterolu, na zmeéné teploty. Koncentrace cholesterolu: plné ctverce (0 %), ctverce bez
wplné (10 %), piné trojuhelniky (15 %), trojuhelniky bez vypiné (20 %), plné obrdcené trojuhelniky
(25 %), obracené trojuhelniky bez vypiné (30 %), kiizky (40 %) [61].
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Licio a kolektiv vyuzili méfeni anizotropie za pomoci fluorescen¢ni sondy laurdanu
demonstrovali zmény viskozity v prosttedi lipidovych membran. Studovali strukturu a polaritu
povrchu fosfolipidové dvojvrstvy tvofené DMPG (dimyristoylfosfatidylglycerol). Pii
interpretaci vysledkt fluorescencni anizotropie brali do ivahu pfitomnost dvou emisnich pasem
ve spektru laurdanu. Pii vinové délce 480 nm je naméteni anizotropie z volného excitovaného
stavu, pii 430 nm je anizotropie métfena ze dvou excitovanych stavil. Interpretaci tedy fesi se
zohlednénim dvou dob Zivota excitovaného stavu laurdanu, prvni kratkou nereagujici na
polaritu a druhou souvisejici s pfenosem naboje [62].

Lee a spol. ve svém ¢lanku diskutuji stabilitu kataniontovych vezikul, méfenim anizotropie
za vyuziti hydrofobni sondy difenylhexatrienu. Vezikuly pfipravili ze smési CTA-DS
v kombinaci s riznym molarnim zlomkem DHDAB (dihexadecyldimethylamonium bromid)
ptesnéji s obsahem 0,1;0,3 a 0,5. Ve vzorcich obsahujici 0,1 DHDAB byly vytvofeny extrémné
nestabilni vezikuly a nebyla ziskana spolehlivd data pro vyhodnoceni. Primérnou velikost
vytvofené¢ kladné nabité kataniontové vezikuly stanovili na 90 nm. Také se zvySenim
ptidavkem DHDAB (XpHpae = 0,5) bylo oproti vzorkiim obsahujicim 0,3 DHDAB pozorovan
nartist kladného néboje vezikuly, ktery byl pozorovan méfenim zeta potencidlu, ktery vzrostl
Z 15mV na 34mV. Také Zivotnost poukazuje na zvySeni dlouhodobé¢ stability vezikuldrniho
systému. U vezikul s obsahem (XpHpag = 0,3) byla stanovena dlouhodoba stabilitana 3 + 1 den,
s dalSim zvySenim obsahu DHDAB (XpHpas = 0,5) vzrostla dlouhodobé stabilita na 35+ 14 dni.
Za Ucelem ziskdni informaci o baleni kataniontovych vezikul vyuzili hydrofobni sondu DPH.
Pro kataniontové CTA-DS / DHDAB vezikul ve vodé¢, bylo zjisténo snizeni hodnoty
anizotropie fluorescence v piipadé, kdyz byl XoHpas zvysen z 0,3 na 0,5 (0,453 na 0,376). Tyto
vysledky naznadily fakt, Ze vezikularni dvojvrstva se stala fluidnéjsi pfi vysokém xpHpas, coZ
lze pricist zvySené elektrostatické interakci mezi kladné nabitymi skupinami v molekule
DHDAB [63].

Analyzu mikroviskozity membrany s inkorporovanym 1éCivem ve své praci provedli
Poojari a spol. Zvolenym 1é¢ivem byl hydrofobni 1¢k (ITZ) a pro studium byla zvolena sonda
diphenylhexatrien. Pomoci této sondy ziskali informace o organizaci membrany obsahujici jak
fluorescenéni sondu DPH za ptitomnosti ITZ. Vysledky ukazaly, ze samotnd sonda ma
zanedbatelny dopad na strukturni vlastnosti lipidové membrany a funguje dobie. Ptesto
Vv pfipad¢ dotace membrany rozmérnym lé¢ivem bylo ovlivnéno méfeni anizotropie
fluorescence a namétfené hodnoty zkresleny. Vysledky ukéazaly, ze meétfeni fluorescence
anizotropie DPH nemusi pfedpoveédét poradi, a baleni lipidové dvojvrstvy dotované
molekulami 1é¢iva, Ze umisténi a orientace DPH mohou byt ovlivnény pfitomnosti jinych
molekul nez lipidl ve dvojvrstve, zejména velkych, tuhych, amfipatickych molekul, které se
orientuji rovnobézné s povrchem membrany. Tim padem, pouziti DPH v systémech s ptisadami
vyzaduje opatrnou interpretaci udaje o fluorescencni anizotropii s ohledem na mozné ucinky
ptisad na chovani DPH [64].

Wen a kol. provedli experimenty na unilamelarnich vezikulach vytvotfenych z di-n-
octadecyl-dimethylamonium bromidu (DODAB), di-n-hexadecyl-dimethylamonium bromidu
(DHAB), di-n-dodecyl-dimethylamonium bromidu (DDAB) a dalsich. Pouzili fluorescencni
sondu P3P o koncentraci 10”° mol-dm™. Vyuzivaji sondu P3P pro stanoveni sol gel pfechodu
(zménach ve fluidit¢) membrany pifi zménach teploty. M¢feni byla provedena na
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spektrofluorimetru Spex FluoroMax-2 s excita¢ni vinovou délkou 346 nm pro P3P. Pomér
intenzity monomeru k excimeru IM / IE byl stanoven méfenim 11/ IE, kde 11 (376 nm) je prvni
fluorescen¢ni vibracni pas monomeru. V zavéru shrnuji, ze tato sonda kvalitativné odréazi
rozdily ve stavech membrany [65].

James A. Levitt a spol. zkoumaji fluorescen¢ni anizotropii molekularnich rotord. Jako
molekularni rotor vyuzili ve své praci 9- (2,2-dikyanovinyl) julolidin (DCVJ), jako sondu
vhodnou pro stanoveni mikroviskozity prostfedi kolem fluoroforu [66].

3.2 Priprava, zvySeni fyzikalni stability a sniZeni toxicity kataniontovych vezikul

Martina Havlikova a spol. se zabyvali tématem kataniontovych vezikul stabilizovanych
dvouretézcovym tenzidem a cholesterolem. Ve své praci posuzuji vliv méniciho se obsahu
cholesterolu na fyzikalni kratkodobou i dlouhodobou stabilitu a vlastnosti kataniontovych
vezikul. Vyzkum byl proveden na kataniontovych vezikulach sestavajicich z IPA a kladné
nabitého dvoufetézcového surfaktantu chloridu dioctadecyldimethylamonného (DODAC)
v molarnim poméru 9:1. Pro tvorbu iontovych amfifilnich péard wvyuzili bromid
hexadecyltrimethylamonny (CTAB) spolecné s opacné nabitym dodecylsulfatem sodnym
(SDS), schéma piipravy viz Obrazek 22.

. IPA DODAC cholesterol
SDS > CHy
LY + -+ oy
CTAB O DS- Chy CH,
CTAY o J

-
L

Obrdzek 22.: Schéma pripravy kataniontové vezikuly z IPA obsahujici DODAC a cholesterol [67].

Primérna velikost vezikul byla stanovena za pouziti metody dynamického rozptylu svétla
a zeta potencial byl méfen elektroforetickym rozptylem svétla (ELS). Nejvyssi dlouhodoba
stabilita byla urCena pro vezikuly obsahujici 43 a 53 mol. % cholesterolu, vezikuly s timto
obsahem nemély tendence spolu agregovat, srazet se a vytvaret zakalené roztoky, cemuz
nasvédcuji 1 vysledky méfeného zeta potencidlu, kde byly naméfeny hodnoty v kladné stabilni
oblasti nad 30 mV. Vysledky jsou znazornény V nasledujicim grafu na Obrazku 23.
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Obrazek 23: Zavislost priumérné velikosti a zeta potencidalu V case pro vzorky obsahujici 43 mol.%
cholesterolu (Cervené kiivky) a 53 mol.% cholesterolu (modré krivky) [67].

Zména ve fluidit¢ membrany byla studovana fluorescenéné za pouziti sondy laurdanu
(koncentrace ve vzorku 5 - 10" M). Emise laurdanu byla méfena na fluorimetru Edinburgh
Instruments za laboratorni teploty diky teplotnimu modulu (Peltier), vzorek byl udrzovan
homogenni diky kontinualnimu michani. Pfidavky cholesterolu mély za nasledek zvétSeni
velikosti vezikul a tim i zvétseni povrchu vezikuly za sou¢asného sniZzeni povrchového naboje.
V disledku toho doslo ke sniZeni poctu interakci s vodou a zaroven klesla uspotadanost vody
v okoli vezikul [67].

Ve své praci se Chih-Jung Wu a kol. zaméfuji na ptipravu kladné nabitych kataniontovych
vezikul a pokouSeli se o zvySeni jejich fyzikalni stability a o zvySeni rigidity membrany.
Zkoumany systém byl tvofen vezikuly CTA-DS (ptipraveny z roztokt tenzidd CTAB a SDS)
s kladn€ nabitym dvouotetézcovym tenzidem bromidem dialkyldimethylamonnym (DXDAB)
v riznych molarnich pomérech od 0,1 do 0,5. Byly pouzity DXDAB s délkou alkylovych
fetézci 14 (DTDAB), 16 (DHDAB) a 18 (DODAB) uhlikt. Stabilita kladné nabitych
kataniontovych vezikul byla nasledné zkouména pomoci méfeni zeta potencidlu, metodou
dynamického rozptylu svétla. Kladné nabité kataniontové vezikuly, ke kterym byl piidan
DXDAB v molarnim poméru nizsi nez 0,3 nevykazovaly pfiliSnou fyzikalni stabilitu. Vzorky
s molarnim pomérem dvoutetézcového tenzidu, nad 0,3 se jevily stabilnéji, presto k vyraznému
posunu hodnoty zeta potencidlu u té€chto vzorkli nedoSlo. Tyto vysledky naznacuji, Ze
elektrostatické piisobeni nebylo hlavnim faktorem pro zlepSeni stability. Pfedpokladem je, Ze
DXDAB se dvéma symetrickymi alkylovymi fetézci mé vyznamny vliv na baleni vezikuly
z IPA tvotené CTA-DS. Zménou baleni se zlepsi stabilita vyslednych vezikul. Se zvySujicim
se obsahem DXDAB muZe dojit k vytésnéni kladného fetézce CTAB a vytvaii se komplex
DXDA-DS. Toto ma za nasledek vyc¢lenéni hlavové skupiny a tim ke sniZzeni vzniku defektnich
struktur v procesu baleni. Dalsim dosazenym poznatkem je fakt, Ze s rostouci délkou fetézce
DXDAB dochazi ke zvySovani molekularni interakce ve vezikuldrni dvojvrstvé, ¢imz je
inhibovano rozpousténi kladného CTAB a tim dochézi ke zvyseni stability systému. Na druhou
stranu rozdil v délce hydrofobniho fetézce ve vezikulach CTA-DS s DODAB by mohl zptisobit
rozpad vezikul na dvouvrstvé fragmenty, coz vedlo k nestabilité pti dlouhodobém skladovani.
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Proto se jako nejvhodnéjsi dvouietézcovy tenzid ukdzal DHDAB, ktery ma stejné¢ dlouhé
fetézce jako CTAB a zéaroven dostatecné silné molekularni interakce nez u DTDAB.
Dvouvrstvd struktura katanionickych vezikul byla potvrzena enkapsulaci hydrofobni
fluorescenéni sondy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrienu méfena fluorescen¢ni depolarizace.
Nameéfena hodnota fluorescen¢ni anizotropie pro katanionické vezikuly byla 0,25. Hodnoty
fluorescencni anizotropie pro vezikuly v kapalném krystalickém stavu a micely jsou obvykle
mensi nez 0,2 a hodnoty pro vezikuly v gelovém stavu jsou vys$i nez 0,2. Hodnota
fluorescencni anizotropie 0,25 pro smé¢s CTAB-DS/DTDAB znaci vytvofeni vezikularni
struktury [17].

Dalsi praci zaméfenou na zkoumani u¢inka cholesterolu na zlepSeni fyzikalni stability
kataniontovych vezikul vypracovali An-Tsung Kuo a kol. Své studie provedli na
kataniontovych vezikulach tvofenych iontovymi amfifilnimi pary (CTA-DS) v kombinaci
S dvoufetézcovym tenzidlem DTDAB. Experimentdlni vysledky ukazaly, ze zaclenénim
cholesterolu do vezikul CTA-DS/DTDAB doslo k narGstu fyzikalni stability vezikul. Navyseni
stability je pri¢itano zménam v baleni dvoujvrstvy. U vezikul obsahujici cholesterol doslo ke
zvétSeni vzdalenosti mezi nabitymi hlavovymi skupinami, zarovei se snizila tendence vaznosti
protiiontd na povrch vzniklé vezikuly. Dal$im ptiznivym faktorem ptitomnosti cholesterolu
vV membrané byla maximalizace kontaktu mezi sousednimi uhlovodikovymi fetézci, ¢imz se
zlepsSila mechanickd pevnost dvouvrstvy. Vysledky studie vedly ke zjisténi, Ze obsah
cholesterolu do 30 mol. % podporoval tvorbu malych vezikul, vétsi velikost vezikul se tvofila
S nartstajicim mnozstvim. Celkovy dopad obsahu cholesterolu 43 mol. % mél i v této studii
pozitivni vliv na stabilitu systému tvofeného z katanionovych vezikul slozenych z IPA
(CTA - DS) s dvouietézcovym tenzidem DTDAB v poméru 9:1, stabilita byla stanovena na
vice nez 270 dni [68].

100

- »
T 80 2
= /
ot o’ )
Q 7
5 60 P 2, =
b= | — >#—<5===34" CTA-DSDTDAB
% 40P/’ e é 9/1
5 B A 73
B . 55

20 | | 1 1 1

0,0 01 02 03 04 05 06
Xchol

Obrdzek 24:Graf zavislosti zeta potencidlu na obsahu cholesterolu. Modre je zndzornén pomér

CTA-DS : DTDAB; 9:1, zelené 7:3 a ¢ervené 5:5 [68].

Cytotoxicitu systémi hyaluronan-tenzid studovali na nasi fakulté P. Sauerova, T. Pilgrova,
M. Pekart a M. Hubalek Kalbacova. Pro studii pouzili komplexy HA-CTAB a HA-Septonex
a testovali jejich cytotoxicky efekt na lidské osteoblasty, keratinocyty a fibroblasty. Ke svému
vyzkumu vyuzili systém s koncentraci tenzidi 3, 6 a 8 pmol-dm™, koncentraci hyaluronanu 5 a
500 mg/l. Bylo prokazano, Ze hyaluronan skutecné snizuje cytotoxicitu obou tenzidd, a to
Vv jakékoli z uvedenych kombinaci koncentraci [27].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

V této kapitole budou piedstaveny pouzité chemikalie, dale ptiprava vzorka a metody, které
byly pouzity v ramci feSeni diplomové prace.

4.1 Chemikalie

Tenzidy

Hexadecyltrimethylamonium bromid (CTAB)

CAS: 57-09-0 /s
. . P VN P P P P
Sigma Aldrich HsC PN

H,e”  CHs
Cistota: > 98,0 %
¢. Sarze: SLCHO757

Br

Dodecylsulfat sondy (SDS)

CAS: 151-21-3
Sigma Aldrich N

=0

Na’

O:(f
OI

Cistota: > 98,5 %

¢. Sarze: SLBT3991
Dimethyldi-n-octadecylamonium chlorid (DODAC)
CAS: 107-64-2 o

Alfa Aesar o WMA
CHy

éistota: > 97,0 %
¢. Sarze: 10147338

Ostatni

Cholesterol CHs

CAS: 57-88-5 i,
Sigma Aldrich cHy

Cistota: > 99,0 %
¢. Sarze: BCBK3087V
Hyaluronan

CAS: 9067-32-7
Contipro Biotech s.r.o.
C. Sarze: 213-6481

Mr: 16 kDa
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Fluorescencni
sondy

1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH)

CAS: 1720-32-7
Fluka

Cistota: > 98,0 %
¢. Sarze: 1054132

6-dodecanoyl-2-dimethylaminonaftalen (Laurdan)

CAS: 74515-25-6
Sigma Aldrich
Cistota: > 97,0 %

¢. Sarze: BCBP1244V

1,3-bis (1-pyrenyl) propan (P3P)

CAS: 61549-24-4
Molecular probes
éistota: > 97,0 %
¢. Sarze: 45B1-2

Dikyanovinyljulolidin (DCVJ)

CAS: 58293-56-4
Fluka

Cistota: > 97,0 %
¢. Sarze: 405729/1

CH;

NC

Rozpoustédla

Chloroform

CAS: 602-006-00-4
Penta s.r.o.

Cistota: > 99,8 %
¢. Sarze: 2107210716

Aceton

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

¢. Sarze: 606-001-00-8

Deionizovana voda

Milipore, Purelab: ELGA

CHCI3

CH3COCHs

H.0
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4.2 Pristroje

Fluorescencni spektrofotometr FS5
Zetasizer nano ZS

Analytické vahy

Mikropipety

Vibrac¢ni michadlo

Centrifuga

Vortex
Ultrazvukovy Sonifikator

EDINBURGH INSTRUMENTS
Malvern Instruments

Denver Instrument, Mdl BC 100
Finnpipette, Eppendorf Research

IKA MS2 Minishaker
Rotofix 32

MS2 Minishaker
HD 3 200 Bandelin Electronic GmbH & Co. KG
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4.3 Shrnuti cili prace a volba pozorovaného systému

Podle zadani byly vyhledany techniky ke studiu viskozity v oblasti vezikularni dvojvrstvy,
membrany. M¢feni bylo provedeno v teplotnim rezimu od 15 °C do 65 °C. Pro metodu
fluorescencni anizotropie byly pouzity sondy DPH jako sonda odhalujici zmény uvnitt
membrany vezikuly (hydrofobni ¢asti) a dale sondy Laurdan, ktera je schopna odrazet zmény
na povrchu vezikuly. Dalsi moznou metodou pro studium mikroviskozity ve dvojvrstvé
vezikuly bylo vyuziti sondy tvofici intramolekularni excimery, vV tomto pfipad¢ byl vybran
bispyrenylpropan (P3P) a pro techniku molekularnich rotori sonda dikyanovinyljulolionu
(DCVI).

Na zaklad¢ daného tématu byl zkoumany vezikularni systém tvoien tenzidy CTAB a SDS
vytvarejici iontovy amfifilni par. Dale pro stabilizaci vezikuldrniho systému byl ptidan
dvoutetézcovy tenzid DODAC, pfesnéji vzdy v poméru 9:1, a na zakladé literatury byly
zvoleny tii koncentrace cholesterolu a to 23; 43 a 53 mol. %. Pro takto ptipravené vezikuly
bylo provedeno vizualni pozorovani a nasledné porovnana stabilita vzniklého vezikularniho
systému. Velikost vezikularniho systému byla méfena metodou DLS a metodou ELS byl
naméien zeta potencidl, jako ukazatel stability. Nad ramec prace byl vytvotfen experiment, kdy
byla zkoumana mikroviskozita vezikularni dvojvrstvy s piidavkem biopolymeru hyaluronanu,
jakozto polymeru s potencialem snizit cytotoxické vlastnosti celkového systému.

4.3.1 Priprava vezikuliarniho systému

Pro ptipravu vezikularniho systému tvoreného iontovymi amfifilnimi pary (IPA) byl nejprve
vytvoien zdsobni prdsek IPA, ze kterého bylo nasledné odvazeno potiebné mnozstvi pro
ptipravu zasobniho vezikularniho systému s pozadovanym mnozstvim cholesterolu. Zasobni
prasek byl vytvofen navaZenim pfislusného mnozstvi tenzidu CTAB, tak aby vysledna
koncentrace roztoku tenzidu byla 20 mM. Navazené mnozstvi bylo zalito 11 deionizované
vody. Stejnym zpusobem byl pfipraven zasobni roztok SDS, kdy vysledna koncentrace byla
také 20 mM. V dalSim kroku byly smichany zasobni roztoky CTAB a SDS v ekvimolarnim
poméru, tedy v poméru 1:1, a roztok byl michan po dobu 24 hodin pii 30 °C, aby doslo k uplné
precipitaci. Nasledné¢ byl 10 minut centrifugovan pii 3500 otackach za minutu. Supernatant byl
spole¢né se sedimentem filtrovan za snizeného tlaku tak, aby byla ziskana srazenina, ktera byla
nasledné promyta na filtru, kvuli odstranéni protiiont. Poté byl vytézek filtrace susen pfi
teploté 50 °C.

Pro ptipravu vezikul bylo rozpusténo v chloroformu potifebné mnoZzstvi zasobniho prasku
IPA, tak aby vyslednd koncentrace byla 2 mM. Déle byl pfipraven roztok DODAC
Vv chloroformu o téze koncentraci. Tyto roztoky byly smichany v poméru 9:1 a bylo jim zalito
pfedem navazené mnozstvi cholesterolu, podle toho, jaka koncentrace cholesterolu byla
piipravovana (23 mol. %; 43 mol. % nebo 63 mol. %). K takto piipravenému roztoku byly
ptidany sklenéné kulicky a roztok byl vortexovan. Poté doslo k odpateni chloroformové faze.
Po odpateni byl vznikly film na sklenénych kuli¢kédch rehydratovan zvolenym objemem
deionizované vody (60 ml). Pak prob¢hla sonifikace ultrazvukovym ty¢ovym dispergatorem
s pouzitou amplitudou 50 %, tak aby byla vzorku udélena energie 25 kJ, kdy po sonifikaci
vznikl ¢iry/opalescentni vzorek. Pomoci metody DLS byla ovéfena spravnost piipravy, kdy se
vezikuly vzniklé timto postupem vyznacuji velikosti okolo 90 nm. Takovyto vzorek bylo
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mozné vyuzit pro dal§i experimenty (méfeni velikosti, zeta potencidlu, pozorovani,
fluorescencni znaceni) po nafedéni na koncentraci 1 mM.

>

Sonifikace

Obrazek 25: Zobrazeni vzorku pred (vlevo) a po sonifikaci (vpravo), kdy dochazi ke vzniku

kataniontovych vezikul.
4.3.2 Priprava znacenych vezikul

Pro ptipravu zasobniho roztoku byly fluorescen¢ni sondy (DPH; Laurdan, DCVJ, P3P)
rozpustény ve vhodném rozpoustédle (acetonu), tak aby vyslednd koncentrace v zdsobnim
roztoku byla 10 mol-dm=. Z tohoto zasobniho roztoku bylo pipetovano pozadované mnozstvi,
aby vysledna koncentrace ve vzorku byla 10® mol-dm™, poté bylo rozpoustédlo odpateno
a byly ptidany piipravené vezikuly 0 dané koncentraci. Sonda byla solubilizovana do druhého
dne a vzorek byl pfipraven pro méfeni anizotropie V piipadé¢ sondy DPH, Laurdanu, a pro
méteni fluorescence byly pouzity vzorky obsahujici fluorescenéni sondy DCVJ a P3P.

4.3.3 Priprava systému vezikul s pridavkem hyaluronanu

Pro studium interakce vezikul s biopolymerem byl na zaklad¢ reSerSe zvolen hyaluronan. Pro
experimenty byl vybran hyaluronan o molekulové hmotnosti 16 kDa. Byla pfipravena
koncentra¢ni fada hyaluronanu o zvolenych koncentracich 0,005 g/l; 0,02 g/l; 0,035 g/I;
0,05 g/l; 0,065 g/l a 0,08 g/l a vysledna koncentrace vezikul byla vzdy 1 mM. Takto piipravené
vzorky byly michany rychlosti 230 otacek za minutu pfi konstantni teploté a nasledovalo
vizualni pozorovani a méfeni velikosti a zeta potencidlu. K méfeni mikroviskozity bylo
zapotiebi pouzit znacené vezikuly fluorescenéni sondou.

4.3.4 Charakterizace vezikularnich systémi

Pti feSeni diplomové prace se pro charakterizaci a potvrzeni vzniku chténého vezikularniho
systému vyuzivalo méteni distribuce velikosti ¢astic a zeta potencidlu na piistroji ZetaSizer
Nano ZS (Malvern Instruments), ktery ma jako zdroj zafeni HeNe laser s vinovou délkou
633 nm.

Distribuci velikosti ¢astic jsme byly schopni ur¢it pomoci dynamického rozptylu svétla.
Meéfeni probihalo ve sklenénych kyvetach pii 25 °C nasledné pti 37 °C a 50 °C, doba kalibrace
byla nastavena na 30 vtetin. Poloha v kyveté, pii které laser snimal rozptyl ¢astic ve vzorku,
byla nastavena na fixni hodnotu 1,00. Kazdy vzorek byl proméfen nejméné tiikrat a z té€chto
méteni byl proveden primér. Vysledkem byla namétend zavislost intenzity rozptyleného svétla
na velikosti Castic. Stfedni hodnota velikosti ¢astic byla pouZzivana pro vyhodnocovani. Tato
hodnota byla ziskana z inflexniho bodu korela¢ni kiivky. Pro vyhodnoceni jsme si mohli
dovolit pouzivat stfedni velikost ¢astic, pouze u vzorka s polydisperznim indexem (PDI) pod
hodnotou 0,5.
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Zeta potencial byl urcen pomoci metody elektroforetického rozptylu svétla, vypocten
Smoluchowského modelem pro vodné prostiedi. Méfeni probihalo pii 25 °C pomoci dip cell
elektrody, pficemz doba temperace byla 10 vtefin. Zeta potencial pro kazdy vzorek byl ziskan
prumérem ze tii méteni.

4.3.5 Méreni mikroviskozity

Pro méteni mikroviskozity ptipravenych vzorki kataniontovych vezikul bylo vyuZzito méteni
anizotropie fluorescence s vyuzitim fluorescen¢nich sond laurdanu a difenylhexatrienu (DPH).
Dalsim zvolenym pfistupem odhalujicim chovani mikroviskozity je vyuziti molekularnich
rotorti a fluorescencni sondy DCVIJ. Posledni vyuZzitou sondou je bispyrenylpropan (P3P)
tvofici intramolekularni excimer.

Pro meéfeni anizotropie fluorescence byl vyuzit fluorimetr FS5 — EDINBURGH
INSTRUMENTS. Pii méfeni emisnich spekter anizotropie byl nastaven excitacni a emisni
monochromator v 90°, §itka Stérbiny byla nastavena na 2,5 nm pro vzorky obsahujici DPH
a 4,0 nm pro vzorky obsahujici Laurdan, excitacni monochromaétor byl pro vzorky obsahujici
DPH a Laurdan nastaven na vlnovou délku 350 nm. Vysledny sken byl méten pro DPH
v rozsahu od 395 nm do 495 nm s krokem 4 nm. Sken pro Laurdan byl méfen v rozsahu 400 nm
do 580 nm, rovnéz s krokem 4 nm. Ve spektru byly zaznamenavany hodnoty intenzity
fluorescence. Integracni ¢as byl nastaven na 0,4 s. Emise DPH a laurdanu byla méfena na
spektrofluorimetru v rozmezi teplot 15-65 °C s nastavenou piesnosti + 0,5 °C diky teplotnimu
modulu (Peltier), vzorek byl udrzovan homogenni diky kontinuadlnimu michani. Vsechny
teplotni skeny byly provedeny v reverznim rezimu, aby bylo zabranéno srazeni nestabilnich
vzorkl pii nizkych teplotach. Fluidita membrany byla stanovena jako ustalena fluorescencni
anizotropie.

Pro méfeni za vyuziti techniky tvorby intramolekularnich excimera byl vyuzit fluorimetr
FS5 — EDINBURGH INSTRUMENTS. Pii méfeni spekter byla nastavena Sitka $térbiny na
1,0 nm, pro vzorky obsahujici P3P byl nastaven excitatni monochromator na vinovou délku
300 nm. Me¢ieni bylo provedeno bez polarizatort. Vysledny sken byl méfen v rozsahu od
370 nm do 570 nm s krokem 1nm. Ve spektru byly zaznamenavany hodnoty intenzity
fluorescence. Integra¢ni ¢as byl nastaven na 0,1 s. Emise byla méfena na spektrofluorimetru
v rozmezi teplot 15-65 °C s nastavenou piesnosti + 0,5 °C diky teplotnimu modulu (Peltier),
vzorek byl udrZzovan homogenni diky kontinualnimu michani. VSechny teplotni skeny byly
provedeny Vv reverznim rezimu, aby bylo zabranéno sraZzeni nestabilnich vzorkt pii nizkych
teplotach. Vysledky byly zaznamenany a jsou diskutovany v ¢asti vysledky a diskuze.

Pro méfeni za vyuziti techniky meolekularnich rotori byl vyuzit fluorimetr FS5 —
EDINBURGH INSTRUMENTS. Pii méfeni spekter byla nastavena §itka Sté€rbiny na 1,0 nm,
pro vzorky obsahujici DCVJ byl nastaven excitaéni monochromator na vinovou délku 300 nm.
Mgéfeni bylo provedeno bez polarizatort. Vysledny sken byl méfen v rozsahu od 450 nm do
550 nm s krokem 2 nm. Ve spektru byly zaznamenavany hodnoty intenzity fluorescence.
Integracni ¢as byl nastaven na 0,15s. Emise byla meéfena na spektrofluorimetru
v rozmezi teplot 15-65 °C s nastavenou presnosti + 0,5 °C diky teplotnimu modulu (Peltier),
vzorek byl udrZzovan homogenni diky kontinualnimu michani. VSechny teplotni skeny byly
provedeny Vv reverznim rezimu, aby bylo zabranéno sraZeni nestabilnich vzorki pfi nizkych
teplotach. Vysledky byly zaznamenany a jsou diskutovany v ¢asti vysledky a diskuze.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledky jsou rozdéleny do jednotlivych podkapitol. Prvni z nich je vizualni pozorovani,
jelikoZz nestabilita kataniontovych vezikul se projevuje tvorbou okem viditelnych Ccastic,
srazeniny. Dalsi ¢4sti je instrumentélni stanoveni stability vezikuldrniho systému, tedy méieni
zeta potencidlu, stanoveni velikosti pfipravenych vezikul a také indexu polydisperzity. Po
ziskani informaci o samotnych kataniontovych vezikulach se pozornost piesouva k dalsi ¢asti
tedy samotné charakterizaci mikroviskozity vezikularni dvojvrstvy, a to nejprve metodou
fluorescencni anizotropie a poté technikou vyuzivajici molekularni rotory, a nakonec tvorbou
intramolekularnich excimert.

5.1 Vizualni pozorovani

Ukazatelem stability vzniklého vezikularniho systému je naméfeny zeta potencial nebo méfeni
distribuce velikosti ¢astic. Navic je nestabilita vezikuldrniho systému také viditelnd na
pripravenych vzorcich, coz se projevuje tvorbou srazenin ve vzorku, proto bylo provedeno
vizualni pozorovani pfipraveného systému, ktery byl sledovan po dobu 1 tydne. Méteni
velikosti a zeta potencialu bylo provedeno pro teploty 25 °C, 37 °C a 50 °C.

Vizualni pozorovani bylo provedeno jako prvotni experiment. Bylo potfeba zajistit, aby
piipravovany vezikularni systém byl stabilni, tzn. aby s nim bylo mozno pracovat, nesmi byt
zakaleny. Fluorescen¢ni méteni je mozné provadét pouze u nezakalenych vzorki (u zakalenych
vzorkt pusobi signal z rozptylu rusivé, a dokonce muze i pievladat nad samotnou emisi
fluorescence). Dale naptiklad znaceni fluorescenéni sondou vyzaduje ¢asovou stalost, jelikoz
inkorporace, zavedeni sondy do prostiedi, bylo provadéno v pribéhu 24 hodin. Vysledny
vzorek po sonifikaci ultrazvukovou sondou byl opalescentni, jak je vidét na Obrazku 26.
Znacny zakal byl u vzorkl obsahujici 23 mol. %, stejné jako u vzorkii s 63 mol. % cholesterolu,
vzorky obsahujici 43 mol. % cholesterolu byly opalescentni. V prib&hu péti dni se vV ramci
jednoho vzorku vizualni stav neménil, nevytvarely se zde okem viditelné zmény, jako sraZzeniny
nebo viditelngjsi zakal. Navic na vzniklou opalescenci nemélo vliv ani teplotni namahani pfi
méteni vzorka.

denl. den4. denS5. denl. den4.

93 mol.% cholesterolu 43 mol.% cholesterolu 63 mol.% cholesterolu

Obrazek 26: Ukdazka vybranych pripravovanych vzorkii kataniontovych vezikul.
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5.2 Stabilita pripravovanych kataniontovych vezikul

Pii méfeni zeta potencialu vzorkd vezikul obsahujicich 23 mol. % cholesterolu byla
predpokladana namétena hodnota v nestabilni oblasti (—30 mV do 30 mV). Tento ptipraveny
systém byl oznacen jako nestabilni uz z vizualniho pozorovani. Ov§em namétené hodnoty zeta
potencialu se zdanlive vyskytuji ve stabilni oblasti. Toto je mozné si vysvétlit tak, ze piipravena
vezikula je kataniontova, obsahuje na povrchu kladné nabité polarni hlavy dvouretézcového
tenzidu, naméfeny zeta potencial je tedy navysSen o kladny ndboj a naméiime tak hodnoty okolo
35 mV, prestoze je systém nestabilni. Tomu nasvédcuje i tvar korelacnich kiivek, kdy jejich
prubéh neni hladky (Obrazek 27). Vzorky s 23 mol. % cholesterolu vykazovaly vysokou
nestabilitu. Tato nestabilita méla za nasledek vysokou opakujici se hodnotu standardni
odchylky. Z tohoto divodu méfeni nevedlo ke stanoveni srovnatelnych vysledku distribuce
velikosti. Namisto jednoho piku v distribuci odpovidajici dané velikosti vezikul se v grafu
nachazi dva piky, jeden okolo 100 nm, zachycujici vezikuly zatim nezagregované a druhy pik
u 700 nm vezikuly agregujici. Kvili nestabilit¢ systému doslo k agregaci, vedouci k tvorbé
polydisperzniho systému, na co poukazuje i polydisperzni index, hotnota PDI viz Tabulka 2.
Obecné se uvadi jako piijatelnd hodnota PDI pro monodisperzni vzorek pod 0,3 [69]. Zména
teploty na systém neméla ptiliSny efekt, systém byl nestabilni uz pti laboratorni teploté, zvySeni
teploty nemélo vyznamny vliv na namétené vysledky.
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Obrdazek 27: Grafické zndzornéni priimérného vysledku méreni DLS pro vzorek kataniontovych vezikul
s obsahem 23 mol. % cholesterolu pri teploté 25 °C. Napravo je zndzornéna korelacni kiivka, nalevo

distribuce velikosti castic.

Vezikuly obsahujici 43 mol. % cholesterolu se jiz jevily podle vizualniho pozorovani jako
stabilni systém. Tyto vysledky podporuji i experimenty zaznamenané v reSersni ¢asti, kdy byly
pravé kataniontové vezikuly obsahujici 43 mol. % cholesterolu stanoveny jako kratkodobé
i dlouhodob¢ stabilni. Zeta potencial téchto vezikul byl posunuty dal do stabilni oblasti, nez
tomu bylo u vzorkl s niz§im obsahem cholesterolu, pfestoze zminény kladny naboj byl zde
obsazen ve stejné¢ mife. Hodnota zeta potencidlu je kladna z diivodu ptitomnosti kladného
naboje, jeji hodnota je vyssi ve srovnani se vzorky obsahujici 23 mol. % cholesterolu, coz je
déano zvysenou stabilitou systému. Zeta potencial méteny pii 25 °C byl stanoven na 42 + 1 mV.
S ristem teploty se tato hodnota v ramci chyby méfeni neméni, z toho vyplyva, ze vytvoreny
systém s takovymto mnozstvim cholesterolu je v daném rozmezi teplot stabilni, zeta potencial
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neklesd do nestabilni oblasti. Velikost byla stanovena pii 25 °C na 98 &+ 4 nm, coz je velikost
korespondujici s velikosti kataniontovych vezikul nalezenych v ¢lancich (105 + 8 nm [68]).
Stejné jako zeta potencial i distribuce velikosti je v ramci chyby neménna. Polydisperzita byla
stanovena na hodnotu blizké 0,3 jedna se tedy o monodisperzni vzorek, jak je vidét i na tvaru
distribucnich kiivek.
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Obrdzek 28: Grafické zndzornéni méreni distribuce velikosti pro vezikuly obsahujici 43 mol. %
cholesterolu. Distribuce velikosti pro riizné teploty je zndzornéna vlevo, korelacni krivky odpovidajici

mérenym teplotam vpravo.

Poslednim studovanym systémem jsou vezikuly obsahujici 63 mol. % cholesterolu. Dle
vizualniho pozorovani byl tento systém zakaleny obdobné jako u 23 mol. %, naméfené hodnoty
zeta potencialu se posunuly do kladné oblasti, to poukazuje na ptidavek kladné nabitého tenzidu
DODAC. Hodnoty PDI maji vzorky obsahujici 63 mol. % cholesterolu vyssi nez 0,3 pro dany
teplotni rozsah. Vysledky vSech méfeni jsou shrnuty v Tabulce 2. Tyto vzorky se jevily jako
zakalené bez ohledu na pisobeni teploty. To poukazuje na fakt, Ze cholesterol je stabiliza¢ni
latka pouze v uritych mnozZstvich. S jeho vys$$i molarni koncentraci podle namétenych
vysledkl klesé stabilita systému. ZvySena hladina cholesterolu v membranach miize mit za
nasledek jeji naruSeni a mize membranu poskodit [70]. Oproti vezikuldm s 43 mol. %
cholesterolu vzrostla velikost na cca 135+ 1 nm pii 25 °C. Tato zména odpovida tomu, ze
k vezikulam bylo pfidano vice cholesterolu, a to takové mnozstvi, které je jesté schopné se
dostat do prosttedi vnitini membrany vezikuly. Cholesterol zptisobi, Ze se od sebe polarni hlavy
vice vzdaluji, a to ma vliv na usporadani vezikuly. Takovato vezikula se pfi jejim vzniku neni
schopna zabalit do tak malého prostoru, a proto doslo k narGstu jeji velikosti.
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Obrdazek 29: Grafické zndzorneni priimérného vysledku mereni DLS pro vzorek kataniontovych vezikul
s obsahem 63 mol. % cholesterolu pri teplote 25 °C. Napravo je zndzornéna korelacni kiivka, nalevo

distribuce velikosti castic.

Podle méteného zeta potencidlu a velkosti vykazovaly nejvyssi stabilitu vezikuly obsahujici
43 mol. % cholesterolu, stejné tak tomu bylo i u vizualniho pozorovani. Tyto vezikuly vytvarely
opalescentni roztoky a byly vhodné pro méfeni anizotropie fluorescence. Vezikuly s takovymto
obsahem cholesterolu se jevi jako vhodné i pro piipadné dalsi experimenty v kombinaci
s biopolymery. Vezikuly s niz§im (23 mol. %) nebo naopak s vyssim (63 mol. %) obsahem
cholesterolu vytvarely spiSe zakalené roztoky, cemuz nasvédcuji i vysledky zeta potencialu
a velikosti, kdy u 23 mol. % nebyla velikost méfitelna.

Pro vSechny piipravované vezikuly s obsahem cholesterolu 23; 43 a 63 mol %, nedoslo
vlivem teploty ke zméné jejich velikosti nebo hodnoty PDI. Vysledky jsou shrnuty v nasledujici
Tabulce 2.

Tabulka 2:Namérené hodnoty zeta potencidlu metodou ELS a velikosti a polydisperzniho indexu
metodou DLS.

ol % cholesteroly | TEPIO® Velikost Index polydisperzity | zeta potencial
[°C] [nm] (PDI) [mV]
25 - 0,796 £ 0,193 344+04
23 37 - 0,978 + 0,031 353+19
50 - 0,720 £ 0,224 36,4+0,2
25 98+ 4 0,364 + 0,033 42,0+0,9
43 37 97+1 0,317 + 0,049 39,3+1,8
50 93+1 0,279 £ 0,013 392+1,1
25 135+1 0,375 + 0,005 50,1+15
63 37 121+3 0,398 + 0,048 51,4+1,3
50 121 +1 0,443 £ 0,014 39,8+1,9
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5.3 Méreni mikroviskozity pomoci anizotropie fluorescence

Fluorescencni emisni anizotropie byla stanovena jako rozsah linearni polarizace fluorescencni
emise po fotoselekci z opticky izotropniho vzorku. V praktickych aplikacich musi byt
zohlednén G faktor. Do cely pfistroje byl vzdy vlozen méfeny vzorek a za pomoci teplotniho
modulu Peltier byla udrzovana teplota, homogenita vzorku pii zménach teploty byla udrzovana
kontinudlnim michdnim. Prométeni vzorku probihalo v reverznim mddu, tedy v teplotach od
65 °C do 15 °C a méieni bylo provadéno vzdy s krokem 5 °C. V kazdé z téchto teplot byl
proveden sken intenzit signalu fluorescence, poté byla anizotropie fluorescence vypoctena
podle nésledujici rovnice:

r = G(Aem) : IVV(Aem) - IVH ()lem) (8)
G(/lem) ' IVV(/lem) +2- IVH (Aem)’

kde G je G-faktor a Iy ; Iyy intenzita signalu paralelné a kolmo vzhledem k orientaci paprsku
budiciho zareni.

5.3.1 Studium za pomoci fluorescen¢ni sondy DPH

U této sondy byla sledovana zména jeji hodnoty anizotropie, kterd je pfimo iimérna viskozité
mikroprostiedi sondy. Jednozna¢nou vyhodou je, Ze se sonda také pouziva ke studiu ucinkt
ptidaného cholesterolu, jelikoZ se nachdzi v prostredi lipofilni ¢asti membrany, ve stejné oblasti
vezikuly jako cholesterol. Diky aditivnimu zakonu anizotropie jsme tedy schopni ziskat
komplexni informace o zménach stavu membrany jako celku. Na nasledujicim Obrazku 30 je
ukazka emisniho skenu, takovato data jsou vhodna k dal$imu vyhodnoceni. Na tomto méfeném
vzorku nebyl viditelny zékal a vzorek byl pouze opalescentni. Rozptyl by tak na namétend data
nem¢l mit vliv a data by neméla byt nadhodnocena.
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Obrazek 30: Ukazka emisniho skenu pro méreny vzorek obsahujici kataniontové vezikuly s obsahem

cholesterolu 43 mol. % a sondu DPH o koncentraci 10°° mol-dm=, méreno pri 15 °C.
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Obrazek 31: Ukdzka namérenych hodnot anizotropie pro teploty od 15 °C do 65 °C, pro vzorek
obsahujici kataniontové vezikuly s 43 mol. % cholesterolu a DPH o koncentraci 10° mol-dm™.

Graf na Obrazku 31 zobrazuje prib¢h zmény hodnot anizotropie v zavislosti na vlnové
délce. Jednotlivé hodnoty byly vypolteny viz rovnice 7. Jak je v grafu patrné pii jakékoli
z méfenych teplot je prubéh kiivek monoténni. Hodnoty nepiesahuji limitni anizotropii sondy
DPH (0,395) [38], coz poukazuje na to, ze rozptyl nenadhodnocuje namétena data.
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Obrazek 32: Graf zavislosti namérené hodnoty anizotropie na teploté pro kataniontové vezikuly
obsahujici 23; 43 a 63 mol. % cholesterolu s pouzitou sondou DPH o koncentraci 10° mol/dm?,

U vzorkd s 43 mol. % cholesterolu naméfena hodnota anizotropie monotonné klesa
s rostouci teplotou. Rostouci teplota zpusobuje tani membrany, ovlivnénim jeji fluidity se
zvySuje pohyblivost sondy a tim se snizuje naméfend hodnota anizotropie. Jinymi slovy fluidita
systému je ovliviiovana zvysujici se teplotou, coz se na naméiené hodnoté anizotropie projevuje
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jejim snizenim. Je-li zvySovana teplota, zvysuje se pohyblivost sondy v daném mikroprostiedi,
ta mize svobodnéji rotovat, a tedy nedochazi k polarizaci v dusledku ¢ehoz, klesa hodnota
namétené anizotropie, jak je vidét v grafu na Obrazku 32. Zajimavé je, Ze zvySujici se procento
cholesterolu by mélo tvofit rigidnéj$i membranu vezikuly a byla proto o¢ekavanad namétena
hodnota anizotropie vyssi u vezikul s 63 mol. % cholesterolu, piesto byla naméfena anizotropie
u téchto vzorkt nizsi, oproti vzorkim s 43 mol. % cholesterolu. V piipadé vzorki obsahujici
63 mol. % cholesterolu, je zde cholesterolu uz takové mnozZstvi (molarné je zde vice
cholesterolu nez samotnych IPA tvoficich vezikuly), ze dochazi k lipidickym raftim.
A v disledku tohoto jevu mize byt sonda DPH z prostfedi membrany vytlacena. Proto jak
vidime v grafu na Obrazku 32 v daném rozsahu nedochazi ke zménam namétenych hodnot.
Extrémni mnozstvi cholesterolu (jak 23, tak 63 mol. %) nema na kataniontové vezikuly
ptiznivy dopad. Jak bylo potvrzeno u vzorkd obsahujici 23 mol. % cholesterolu, kdy se
naméfené hodnoty anizotropie pohybuji pod hodnotami, které byly naméfeny u 43 mol. %
s viditelnym propadem. U téchto naméfenych dat je navic patrna i nejvétsi smérodatna
odchylka. Tyto data budou navic nejspiSe nadhodnocena, jelikoz pravé u vzorkli obsahujici
23 mol. % cholesterolu se vyskytoval znaény zékal (pfi¢ina rozptylu).

5.3.2 Studium za pomoci fluorescen¢ni sondy Laurdanu

Tato sonda byla vybrana pro studium vnéj$i ¢asti membrany. Na nasledujicim Obrazku 33 je
v grafu zdznam emisniho spektra laurdanu.
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Obrdzek 33: Ukdzka emisniho skenu pro méreny vzorek obsahujici kataniontové vezikuly s obsahem
cholesterolu 43 mol. % a sondu Laurdanu o koncentraci 10°® mol-dm=, méreno pri 15 °C.

U laurdanu se k vyhodnoceni vyuzivaji dvé oblasti — modra pro vinové délky od 420 do
460 nm, anebo cervena oblast od 520 do 550 nm. Dtvodem je piitomnost né¢kolika rizné
relaxovanych fluorofort. Pro vyhodnoceni dat anizotropie byla vyuzita ¢ervena oblast tedy od
520 do 550 nm, jelikoz v tomto rozmezi byla data zatizena mens$i chybou méfeni. Naméfené
hodnoty jsou niz§i z divodu relaxovaného stavu fluoroforu, toto se déje z divodu hydratace
membrany.
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Obrazek 34: Ukdzka namérenych hodnot anizotropie pro teplotni rozpéti od 15 °C do 65 °C, pro vzorek
obsahujici kataniontové vezikuly s 43 mol. % cholesterolu a Laurdan o koncentraci 1-10°° mol-dm™.

Naméfené hodnoty anizotropie Laurdanu vykazuji podobnosti se sondou DPH v jejich
zavislostech na teploté (Obrazek 35). Piesto jsou namétené hodnoty ponizeny oproti predeslym
vysledkiim méfené anizotropie pro sondu DPH. Je to ddno tim, Ze hodnota anizotropie pro
sondu Laurdan je vzata ze spektralni oblasti, kdy dochézi k relaxaci rozpoustédla, cervena
oblast. Laurdan ma v této spektralni oblasti v bezprostfedni blizkosti voln¢ se pohybujici
molekuly rozpoustédla, coz vede k poniZzeni naméfené hodnoty anizotropie. Se zvySujici se
teplotou, pak anizotropie Laurdanu obdobné jako u DPH klesa. U stabilnich vezikul s obsahem
43 mol. % je srustem teploty viditelna klesajici tendence. To odrazi zvySovani fluidity
membrany vezikuly. Extrémni mnozstvi cholesterolu (jak 23, tak 63 mol. %) nema, stejné jako
u predeslé sondy, na kataniontové vezikuly ptiznivy dopad. Jak je vidét u vzorku s 23 mol. %
cholesterolu je opét viditelny propad.
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Obrazek 35:Graf zavislosti namérené hodnoty anizotropie na teploté pro kataniontové vezikuly
obsahujici 23;43 a 63 mol. % cholesterolu s pouzitou sondou Laurdan o koncentraci 10° mol-dm?,
Hodnoty anizotropie Laurdanu vyhodnoceny pro ervenou vinovou oblast (od 520 do 550 nm).
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5.4 Interakce s biopolymerem hyaluronanem

Tento experiment byl proveden jako pilotni prizkum toho, jak se bude interakce biopolymeru
hyaluronanu projevovat na fluidit€¢ vezikularniho systému za pouziti techniky anizotropie
fluorescence. Nejprve bylo provedeno vizualni pozorovani pro zvolenou fadu koncentraci
hyaluronanu o molekulové hmotnosti 16 kDa. Experimenty byly ¢asové omezeny, jelikoz
samotny hyaluronan v roztoku po deseti dnech degraduje. (Jak uvadi ve své studii Simulescu
aspol., kdy po desatém dni zalina degradace nejstabilngjsiho sledovaného vzorku
hyaluronanu [71].)

5.4.1 Vizualni pozorovani

Podle vizualniho pozorovani interakce nenastala ihned po smichani kataniontovych vezikul
S hyaluronanem, ale jak je vidét na Obrazku 32 vizualné byly zmény jasné po 4. dnu. V piipadé
vzorkd obsahujici vezikuly s 23 mol. % cholesterolu (Obrazek 36 A; B) v interakci
s hyaluronanem bylo patrné pouhym okem zakaleni a agregace zvlasté u vzorka 2; 3 a 4.
Opalescentni roztok byl vytvofen u vzorkli obsahujici vezikuly 43 mol. % cholesterolu
s hyaluronanem, kdy doslo opét po ¢tvrtém dnu k vysraZeni u téchto koncentraci. V piipadé
vzorki s nejvy$$im obsahem cholesterolu (63 mol. %) doslo k posunu. Vysrazené koncentrace
byly vzorky 3; 4 a 5.

Vysrazeni uréitych koncentraci mize byt zpisobeno vazbou kataniontovych vezikul na
pfidany hyaluronan. Vazba je umoZnéna diky kladnému ndboji na vezikule a zdporné nabitému
fetézci hyaluronanu, na zdklad¢ elektrostatického pftitahovéani. V ptipad¢, jestlize doslo
k interakci kataniontové vezikuly, pokud se nachazi v dostatecné blizkosti od zaporné nabitého
polymeru, dochazi k agregaci. Vzniklé komplexy jsou velikostné vétsi a zacinaji sedimentovat
Vv roztoku vzorku. Takovéto agregaty jsou okem viditelné.

1. DEN — — 4. DEN

Obrazek 36: Vizuadlni pozorovani interakce hyaluronan/kataniontové vezikuly pro vymezeni stabilni
oblasti. Koncentrace hyaluronanu 0 g/I; 0,005 g/I; 0,02 g/l; 0,035 g/l; 0,05 g/lI; 0,065 g/l a 0,08 g/l
(vzorky O az 6). Obrazky A, B s vezikulami obsahujici 23 mol. % cholesterolu; C a D 43 mol. %
cholesterolu a E a F obsahujici 63 mol. % cholesterolu.
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5.4.2 Méreni mikroviskozity pomoci anizotropie fluorescence

Vizualnim pozorovanim byla vyznacena stabilni oblast pro dany systém vezikula/hyaluronan
a byla vymezena oblast pro méteni anizotropie fluorescence s vyuzitim fluorescencnich sond.
M¢teni bylo provedeno pouze s vezikuly obsahujicimi 43 mol. % cholesterolu, ostatni vzorky
obsahujici jiné procento cholesterolu se pii delsi ptiprave, kdy bylo potieba solubilizovat sondu,
srazely a nebyly vhodné pro méfeni anizotropie. Ptipravené vzorky obsahovaly vzdy
cholesterol (43 mol. %) a dale hyaluronan o molekulové hmotnosti 16 kDa o0 koncentraci 0 g/l
(vzorek 0), 0,005 g/l (vzorek 1) 0,05 g/l (vzorek 4), 0,065 g/l (vzorek 5) a 0,08 g/l (vzorek 6).

Vysledna data méfeni anizotropie jsou zobrazena viz Obrazek 37 a Obrazek 38. Pro
vyhodnoceni naméfenych hodnot laurdanu byla vyuzita ¢ervena oblast 520-550 nm, kde byla
emise fluorescencniho signalu stabilni a bez poklesti, a méfeni v této oblasti zaznamenava
hodnoty s nizs$i hodnotou anizotropie, to v8ak bylo zatizeno nejmensi chybou. Z naméfenych
dat nejdou usuzovat rozdily mezi samotnymi piipravenymi vezikuly (bez ptidavku
hyaluronanu, vzorek 0) a ostatnimi vzorky. Moznym vysvétlenim je tedy to, ze samotné
navazani vezikul na biopolymer nijak mikroprostiedi membrany a jejiho blizkého okoli
neovlivituje. DalS§im z moznych vysvétleni toho, Ze v namétenych hodnotach nevidime rozdily,
je fakt, Ze jsme vybirali pouze vzorky ze stabilni oblasti a je tedy mozné, ze interakce, kterd by
odrazela zmény v mikroprostiedi je pouze v oblasti tvorby agregat (vzorky 2 a 3). Tyto vSak
nejsou vhodné pro méteni anizotropie fluorescence z diivodu obsahu rozptylujicich castic.
Interakce hyaluronanu s kataniontovymi vezikularnimi systémy za téchto stanovenych
podminek se zvolenymi sondami bud’to neodrazi zmény v mikroprostiedi, nebo k zadnym
zménam ve fluidit€ membrany v pfitomnosti hyaluronanu nedochézi.
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Obrazek 37: Namérené hodnoty anizotropie pro vybrané vzorky (vezikula/hyaluronan, koncentrace
hyaluronanu viz legenda) s fluorescencni sondou DPH o koncentraci /-10°° mol-dm™,
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Obrdzek 38. Nameérené hodnoty anizotropie pro vybrané vzorky (vezikula/hyaluronan, koncentrace
hyaluronanu viz legenda) s fluorescencni sondou Laurdanu o koncentraci 1-10° mol-dm?, pro cervenou

oblast.

5.5 Méreni mikroviskozity pomoci tvorby intermolekulirnich excimeru

K experimentim byla vyuZita sonda P3P, jako sonda tvofici intermolekularni excimer. Méfeni
bylo provedeno se vzorky kataniontovych vezikul obsahujicich 43 mol. % cholesterolu, jakoZzto
vzorkl s nejvyssi stabilitou. Namétené spektrum je na nasledujicim Obrazku 39.
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Obrazek 39: Fluorescencni spektrum
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kataniontovych vezikul obsahujici 43 mol. % cholesterolu. Méreno pro teplotni rozpéti od 10 do 65° C.

47



Ve spektru na Obrazku 39 jde jasn¢ vidét izozbesticky bod, kde se protinaji jednotliva
spektra. Tento bod rozdéluje oblast od 370 do 450 nm, kde se nachazi sonda ve svém
monomeru, od oblasti od 450 do 570 nm kdy dochazi k tvorbé excimeru. Tvorba excimeru je
ztratova, jak je vidét na poklesu intenzity signalu v grafu na Obrazku 39.

Na nasledujicim grafu (Obrazek 40) je normalizované fluorescenéni spektrum. Jak je z grafu
patrné nejveétsi zastoupeni excimeru je pii 65 °C, sonda ma pfi této teploté nejveétsi volnost
pohybu, tudiz se vyskytuje v nejvice fluidnim prostiedi. S klesajici teplotou se, jak se dalo
ocekavat, stava prostredi rigidnéjsi, coz se projevi na mensi tvorb¢ excimeru.
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Obrazek 40: Normalizované fluorescencni spekrum sondy P3P o koncentraci 1-10° mol-dm?3v prostiedi
kataniontovych vezikul obsahujici 43 mol. % cholesterolu. Méreno pro teplotni rozpéti od 10 do 65° C.

Intenzita excimeru na nasledujicim Obrazku 41 je zobrazena cervené a roste se zvysujici se
teplotou. Hodnoty pii vysSich teplotach se pfiblizuji intenzitdim monomeru. Intenzita excimeru
by méla byt n¢kolikanasobné vyssi, dominantné&jsi, oproti intenzité monomeru, ale dosahuje
relativné nizkych hodnot. Tato sonda je proto zfejmé vhodné&jsi pro fluidnéjsi systémy, nez je
nas zvoleny (kataniontové vezikuly tvofené CTA — DS). Za ptedpokladu fluidnéjSiho slozeni,
mensiho obsahu cholesterolu, vSak neni studovany systém stabilni. Dal$i nevyhoda této
fluorescenéni sondy spociva v dostupnosti, jelikoz v sou¢asnosti neni komeréné dostupna.
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Obrdzek 41:Graf zavislosti intenzity fluorescence na teploté, zobrazujici intenzitu signalu monomeru

a excimeru pro kazdou z teplot.
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5.6 Méreni mikroviskozity pomoci molekularnich rotori

Posledni technikou, ktera méla odrazet mikrovizkozitni zmény je vyuziti sondy DCVJ]
a molekularnich rotort. Jak je ale z nasledujiciho grafu (Obrazek 42) vidét, nastava zde hned
nékolik problému. Jasn¢ viditelny je pik u 505-510 nm. Tento pik je zptusobeny rozptylem.
Presto, Ze toto méfeni bylo provadéno na nejstabilnéjSim vzorku obsahujici kataniontové
vezikuly s obsahem cholesterolu 43 mol. % a tento vzorek se jevil jako opalescentni, pii
intenzité mé&feného signalu je zde rozptylovy pik patrny, coz omezuje pouzitelnost dat této ¢asti
spektra. Dalsim problémem je samotna intenzita signalu, ktera je v blizkosti meze detekce
ptistroje, tedy spada skoro do Sumu.

Problém byl totiz s nastavenim samotného experimentu, kdy se kviili zdkalu vzorku nedala
pouzit excitacni vlnova délka, kterd by lezela v maximu absorpce. Vysledny métfeny signal
I pfesto, ze vzorek obsahoval dostatecné mnozstvi pouzité sondy molekularniho rotoru nebyl
dobry. Jednou z pfi¢in mize byt to, Ze dané prostiedi neni dostatecné viskdzni. Jak je vidét
v grafu na Obrazku 42 ani pii 10 °C, kdy je prostfedi nejrigidnéjsi neni signal znac¢ny. To je
zifejmé zpisobeno tim, ze se sonda kvuli cholesterolu, kterou membrana obsahuje, nedokaze
dostat do oblasti membrany. Proto v rotaci molekularniho rotoru nic nebrani a méteny signal je
Vv oblasti blizké Sumu. Tento problém by mélo vyfeSit méfeni Casoveé rozliSené fluorescence,
ktera v Case provadéné prace nebyla k dispozici. K samotnému hodnoceni dat tak zistava pouze
uzky pouzitelny pas v oblasti od 476 do 500 nm.
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Obrazek 42: Fluorescencni spektrum mérené sondy DCVJ o koncentraci 1-10°° mol-dm™ v prostiedi
kataniontovych vezikul obsahujici 43 mol. % cholesterolu. Méreno pro teplotni rozpéti od 10 do 65° C.
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6 ZAVER

V resersni Casti diplomové prace byly podle zadani vybrany techniky pro charakterizaci
stanoveni viskozity membrany vezikuldrniho systému. Zkoumanym objektem byly
kataniontové vezikuly tvofené iontovymi pary CTA-DS, kdy bylo na zékladé reserSe ur¢eno
mnozstvi cholesterolu na 23, 43 a 63 mol. %. Dalsi stabiliza¢ni latkou byl dvoufetézcovy tenzid
DODAC. Pro takto ptipravené vezikuly bylo provedeno vizualni pozorovani a nasledné byla
stanovena stabilita vzniklého vezikularniho systému. Byla méfena velikost metodou DLS
a metodou ELS byl naméfen zeta potencidl, jako ukazatel stability. Méfeni mikroviskozity
probihalo v teplotnim rezimu od 15 °C do 65 °C. Pro hodnoceni viskozity byly vybrany tfi
metody, technika méfeni anizotropie fluorescence, u které byly pouzity dvé fluorescencni
sondy. Prvni sondou byl difenylhexatrien, (DPH), jako sonda odrazejici zmény uvnitf
membrany vezikuly a druhou pouZitou sondou byl laurdan, ktery je schopen odrazet zmény na
povrchu vezikuly. Dalsi zvolenou metodou pro studium viskozity ve dvojvrstvé vezikuly bylo
vyuziti sondy tvofici intramolekularni excimery. V tomto ptipadé byl vybran bispyrenylpropan
(P3P) a pro techniku molekularnich rotort sonda dikyanovinyljulolionu (DCVJ). Nad ramec
prace byl vytvoien experiment, kdy byla zkoumana mikroviskozita vezikularni dvojvrstvy
s ptidavkem biopolymeru hyaluronanu, jakozto polymeru s potencidlem snizit cytotoxické
vlastnosti celkového systému.

Vysledny vzorek kataniontovych vezikul po sonifikaci ultrazvukovou sondou byl
opalescentni. Zna¢ny zakal byl u vzorkt obsahujici 23 mol. %, stejné jako u vzorkt s 63 mol. %
cholesterolu, coz ovlivnilo méteni fluorescenéni anizotropie. Vzorky obsahujici 43 mol. %
cholesterolu byly opalescentni. V prub¢&hu péti dni se vizualni stav neménil, nevytvarely se zde
okem viditelné zmény, jako sraZeniny nebo viditelngjsi zakal. Navic na vzniklou opalescenci
nemélo vliv ani teplotni namahani pti méfeni vzorki. Jako nejvice stabilni se, uz dle vizualniho
pozorovani, jevily vzorky obsahujici 43 mol. % cholesterolu. Toto potvrzuje i instrumentalni
posouzeni stability, kdy velikost pfipravenych vezikul byla stanovena pti 25 °C na 98 + 4 nm,
coz je velikost korespondujici s velikosti kataniontovych vezikul nalezenych v ¢lancich
(105+8 nm [68]). Zeta potencial méfeny pii 25 °C byl stanoven na 42 +1 mV. S ristem
teploty se tato hodnota v ramci chyby méfeni neméni, z toho vyplyva, ze vytvofeny systém
s takovymto mnoZstvim choleterolu je v daném rozmezi teplot stabilni, zeta potencial neklesl
do nestabilni oblasti. Vezikuly snizsim (23 mol. %) nebo naopak s vyssim (63 mol. %)
obsahem cholesterolu vytvarely spiSe zakalené roztoky, ¢emuz nasvédcuji 1 vysledky zeta
potencialu a velikosti, kdy u 63 mol. % byla velikost stanovena na 135 + 1 nm pf#i 25 °C, a pro
obsah 23 mol. % nebyla velikost méfitelna.

Nameéfené hodnoty anizotropie laurdanu vykazuji podobnosti se sondou DPH v jejich
zavislostech na teploté. Presto jsou naméfené hodnoty sondy laurdanu ponizeny oproti
vysledkiim métené anizotropie pro sondu DPH. Toto je zptisobeno tim, ze hodnota anizotropie
pro sondu laurdan je vzata ze spektralni oblasti, kdy dochazi k relaxaci rozpoustédla, Cervené
oblasti. Laurdan ma v této spektralni oblasti v bezprostfedni blizkosti voln¢ se pohybujici
molekuly rozpoustédla, coz vede k ponizeni naméfené hodnoty anizotropie. Se zvySujici se
teplotou, pak anizotropie laurdanu obdobné jako u DPH klesa. Tato metoda, at’ uz pii pouziti
sondy DPH nebo laurdanu, je vhodna pro zvoleny systém a u stabilnich vzorki (kataniontové
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vezikuly s obsahem cholesterolu 43 mol. %) odrazi zmény, které se déji s membranou vlivem
teploty.

Pro zbylé dvé metody byly pouzity pouze kataniontové vezikuly obsahujici 43 mol. %
cholesterolu, jelikoz tyto vzorky byly opalescentni, nebyly zakalené, a také byly
Z ptipravovanych vzorkli nejstabilnéjsi. Pro fluorescencni sondu byla méfena spektra pro
jednotlivé vzorky se zménou teploty, postupné od 10 do 65 °C. Z hlediska zhodnoceni
pouzitelnosti sondy P3P pro zvoleny systém je jeho aplikace omezena, to zejména z divodu
jeho komeréni dostupnosti. Déle nizky vytézek signalu u vzniklého excimeru nasvédcuje tomu,
ze samotné prostiedi viici velké molekule P3P i pfi vysoké teploté neni dostatecné fluidni. Podle
dosazenych vysledk je sonda P3P vhodna pro vice fluidni prostiedi, coz je problém pro zadany
systém, ktery by byl za takovychto podminek nestabilni.

Posledni pouzitou metodou je vyuziti molekularnich rotord za pouziti fluorescencni sondy
DCVI. Tato technika byla zhodnocena jako nevhodna pro zvoleny systém kataniontovych
vezikul tvofené iontovym amfifilnim parem s obsahem cholesterolu. Tato sonda ziejmé $patné
reaguje na pritomnost cholesterolu v membran¢, a ztoho divodu ma malou intenzitu
fluorescence. Navic byla kvuli pfitomnému rozptylu k hodnoceni naméfenych dat vyuzitelna
pouze mala ¢ast spektra.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

8.1 Seznam symboli

Symbol Nazev veliciny

P Kriticky sbalovaci parametr

a Plocha hydrofilnich hlav

v Objem hydrofobni ¢asti

[, Maximalni délka natazeného hydrofobniho fetézce
T Doba Zivota excitovaného stavu

dr Kvantovy vytézek fluorescence

n Viskozita

To Fundamentalni anizotropie/ limitni anizotropie
r Steady-stane anizotropie

1) Rotac¢ni korela¢ni Cas

kg Boltzmanova konstanta

T Absolutni teplota

8.2 Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

DODAC Dimethyldi-n-octadecylamonium chlorid
CTAB Cetrimoniumbromid/hexadecyltrimethylamonium bromid
SDS Dodecylsiran sodny

CMC Kriticka micelarni koncentrace

IPA lontovy amfifilni par

DPH Difenylhexatrien

DCVJ] Dikyanovinyljulolidin

P3P Bispyrenylpropan

DLS Dynamicky rozptyl svétla

ELS Elektroforeticky rozptyl svétla

DPPC Dipalmitoylfosfatidylcholin

DMPG Dimyristoylfosfatidylglycerol

DHDAB Dihexadecyldimethylamonium bromid
DODAB di-n-octadecyl-dimethylamonium bromid
DHAB di-n-hexadecyl-dimethylamonium bromid
DDAB di-n-dodecyl-dimethylamonium bromid
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