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ABSTRAKT

Tato prace byla zaméfena na zkoumdani agregatii hyaluronan-tenzid z hlediska stanoveni
agregacniho cCisla. Pomoci fluorescen¢ni spektroskopie byla stanovena hodnota kritické
micelarni koncentrace (CMC) cetyltrimethylamonium bromidu (CTAB) ve tfech rtiznych
rozpoustédlech (voda, fosfatovy pufr a fyziologicky roztok). Dale byl zkouman vliv ptidavku
nativniho hyaluronanu na hodnotu CMC. Bylo zji§téno, ze nejvétsi vliv na hodnotu CMC ma
rozpoustédlo, zatimco ptidavek hyaluronanu ovliviiuje CMC jen nepatrng.

Pomoci zhaseni fluorescence bylo zjisténo agregaéni Cislo (Nagg) CTAB a vliv pfidavku
nativniho hyaluronanu na hodnotu agregacniho cisla. Jako fluorescen¢ni sonda byl pouzit
pyren a jako zhaSe€e byly pouZity jod a cetylpyridiniumchlorid (CPC). Tenzid byl rozpustén
ve tfech riznych rozpoustédlech (voda, fosfatovy pufr a fyziologicky roztok). Bylo zjisténo,
Ze na hodnotu agregacniho Cisla ma vyrazny vliv nejen ptidavek hyaluronanu ale i pouzité
rozpoustédlo. Pti pouziti 10 mM CTAB rozpusténého ve fyziologickém roztoku byla hodnota
Nagg 119 + 4, zatimco v pufru byla tato hodnota polovi¢ni. Déle bylo zjisténo, Ze ve vétSiné
ptipadi, ptidavek hyaluronanu snizuje hodnotu agregacniho ¢isla.

ABSTRACT

This work focuses on examination of hyaluronan-sulfactant aggregates in term of
determination of aggregate number. The value of critical micellar concentration (CMC)
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) in three different solvents (water, phosphate
buffer and physiological solution). Next the effect of the native hyaluronan supplement on the
value of CMC was examined. It wasfound out that the solvent has the biggest effect on the
value of CMC whilst the hyaluronan supplement affects CMC only a little.

The aggregate number (Nagg) CTAB and the effect of the native hyaluronan supplement
were determined out by means of fluorescence quenching. Pyrene was used as a fluorescence
probe. Iodine and cetylpyridinium chloride (CPC) were used as quenchers. Sulfactant was
dissolved in three different solvents (water, phosphate buffer and physiological solution). Not
only the hyaluronan supplement but also the used solvent has the strong effect on the value of
the aggregate number. When using 10mM CTAB dissolved in physiological solution the
value of Nagg was 119 + 4 while the value was half in buffer. Then we found out that in most
cases the hyaluronan supplement reduces the value of the aggregate number.

KLICOVA SLOVA

Fluorescence, zhaseni fluorescence, pyren, hyaluronan, cetyltrimethylamonium bromid,
kritickd micelarni koncentrace, agregacni ¢islo, micely
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Fluorescence, quenching of fluorescence, pyrene, hyaluronan, cetyltrimethylamonium
bromide, critical micellar concentration, aggregation number, micelles
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1 UVOD

Hyaluronan je polysacharid vyskytujici se v mnoha tkdnich lidského tcla jako je kize,
chrupavka, sklivec, pupecni siitira a o¢ni rohovka [1]. Primérny 70 kg muz ma v téle zhruba
15 mg hyaluronanu. V kloubni chrupavce zodpovida pfedev§im za jeji pruZznost. V kiizi ma
nékolik funkci. Nejen Ze napoméha hydrataci kiize, ale je zapojen i do oprav a ochrany tkéni,
kdy napftiklad pfi vystaveni kiize UVB paprsky nastane vétsi produkce i degradace HY A a tim
dojde k zachyceni paprskd, které by se jinak dostaly do hlubsi vrstvy kiize.

Hyaluronan je latka télu vlastni, neni cytotoxickd, imunogenni ani tetratogenni. Hraje
dilezitou roli v mnoha biologickych procesech [2]. Naptiklad méa schopnost interagovat
s bunécnymi receptory. Patfi mezi nezbytnou komponentu extracelularni matrix. Je to
vyborny humektant, lubrikant a biologicky aktivni latka. Jeji biologické vlastnosti jsou zavislé
na molekulové hmotnosti (vysoka Mr: humektant, lubrikant, tkdnova hydratace [3], nizka
Mr: regulaéni molekula). Jako ptirozend soucast t€la mize byt vyuzita v biomediciné a to i
pti lécbe nékterych zhoubnych nadorovych onemocnéni. Prvni biomedicinsky produkt
hyaluronanu, Healon, byl vyvinut v roce 1980 spole¢nosti Pharmacia pro o¢ni chirurgii [4].
Dalsi vyznamné vyuziti HY A je pfi 1é¢bé osteoartritidy [5], [6], kde se do kloubniho pouzdra
aplikuji injekce s roztokem obsahujici hyaluronan.

Hlavnim cilem této prace je objasnéni agregacnich vlastnosti kationaktivniho tenzidu
CTAB bez a v pfitomnosti hyaluronanu. Jednou zpouzivanych metod poskytujicich
informace o micelarnich systémech je fluorescence a fluorescenéni zhéaseni solubilizované
sondy v micele [7]. V nejjednodussich ptipadech je zhaseni fluorescence popsano pomoci
Stern-Volmerovy rovnice [8], ve které je pomér intenzit fluorescence za nepiitomnosti
zhéasece k intenzité fluorescence v pfitomnosti zhaSece linedrni funkci koncentrace zhasSece.
Odchylky od linearity mohou byt zplsobeny nasycenim roztoku nebo ,superlinearitou®.
V piipadé¢ nasyceni se zhaSe¢ nedostane ke vSem molekuldm fluoroforu. Zhaseni tak
neprobihd v celém systému. ,,Superlinearita® je CastéjSi a obvykle nastava kvili rychlému
rozdéleni zhasece do prostoru obsahujici fluorofor [9]. Zhaseni mtize byt pouzito na zjisténi
pozice sondy v micele a ke studiu riiznych asociacnich vlastnosti zhaSece s micelou (CMC,
Nagg, polarita média) [10], [11]. Dalsi metodou na zjisténi agrega¢niho chovani koloidd, a to
pfedevsim zjiSténi agregacniho Cisla a kritické micelarni koncentrace, mize byt steady—state
fluorescenéniho zhaseni. Tato metoda vyzaduje pouziti hydrofobni fluorescenéni sondy, které
vykazuji rtizné fluorescencni charakteristiky zavislé na vlastnostech solubilizovaného média
[12].

Pro tuto préci jsme pouzili kationaktivni tenzid CTAB ve tfech rozpoustédlech (voda,
fosfatovy pufr o pH=7 a fyziologicky roztok). Jako jednoduchy model fyziologického
roztoku jsme pouzili 0,15M roztok NaCl. V prvni ¢asti jsme pomoci fluorescenéni
spektroskopie s vyuzitim pyrenu jako fluorescencnich sondy sledovali vliv ptidavku
nizkomolekuldrniho a vysokomolekuldrniho hyaluronanu na kritickou micelarni koncentraci
tenzidu v riznych rozpoustédlech. V druhé casti jsme se zabyvali studiem agregaéniho cisla
CTAB bez hyaluronanu a spouZitim nativniho hyaluronanu o dvou molekulovych
hmotnostech za pouziti metody zhaseni fluorescence. Hlavnim cilem prace je ziskat
parametry pro charakterizaci micelarnich vlastnosti s ohledem na jejich mozné vyuZiti jako
cilenych nosict 1éCiv.



V poslednich letech je nosicim lé€iv vénovana velkd pozornost a to hlavné v onkologii,
kde je pii 1é¢be vystaven 1é¢ivu cely organismus a tim je zptisobena systémova cytotoxicita.
Pfi pouziti nosic¢e by se mélo 1é¢ivo dostat ptfimo k tumoru a tim by se mély minimalizovat
vedlejsi U¢inky na cely organismus, jako je naptiklad leukopenie, vypadavani vlast, akutni
poskozeni ledvin, chronickd neurotoxicita, nevolnost [13] a anemie.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Tenzidy

Tenzidy jsou obecné latky, jejichz molekula se skladd z polarni (hydrofilni) a nepolarni
(lipofilni) ¢asti. Nepolarni ¢ast obvykle tvoti dlouhy uhlovodikovy fetézec, zatimco polarni
¢ast je tvofena vyrazné polarni skupinou, jako je napfiklad karboxylova skupina -COOH a
sulfonova skupina —SOsH [14].

Jsou to povrchové aktivni latky (PAL), které snizuji povrchovou ¢i mezifazovou energii a
proto se samovolné koncentruji na mezifaizovém rozhrani. Jelikoz tenzidy snizuji povrchové
napéti rozpoustédel, usnadnuji tak rozpousténi a odstranovani necistot. Proto se casto
pouzivaji v Cisticich a pracich prostiedcich [15]. Ve vodé¢ maji schopnost samovolné
agregovat a vytvaret micely [7].

2.1.1 Déleni tenzida

Tenzidy se déli podle ndboje na ionogenni a neionogenni. lonogenni se pak jesté déli na
kation/aniontové a amfotermni.

Mezi kationtové tenzidy patii napiiklad decylamonium bromid, cetylpyridinium bromid
(CPB) a cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) [16]. Aniontové tenzidy jsou dodecylsulfat
sodny (SDS) [17], kyselina cholova a decylsulfat sodny. Jako amfotermni tenzid je znam
3-(dodecyldimethylamonio)—I1—propanosulfonat nebo 1—(trimethylamonio)tetradekanoat.

Mezi neionogenni tenzidy pak ftadime polyoxyethylen(23)dodekanol (Brij 35),
polyoxyethylen(3)dekanol a polyoxyethylen(9,5)oktylfenol (Triton X-100). Na obrazku 1
muzeme vidéet prehled nékolika jmenovanych tenzida
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Obr. 1 Chemicka struktura: a) CTAB, b) SDS, c) TritonX—100, d) CPB

2.1.2 Micely

Micely jsou koloidni céstice jejichz tvar zéavisi na struktufe a koncentraci tenzidu
v roztoku. Jejich povrch je tvofen strukturami, jejichz interakce s rozpoustédlem je
energeticky vyhodna, a vnitini ¢ast je tvofena strukturami, jejichz interakce s rozpoustédlem
je nevyhodna. Ve vodném prosttedi je tedy povrch micely hydrofilni a vnitini ¢ast hydrofobni
[18]. V nepolarnim prostfedi se mohou tvofit tzv. inversni micely s obracenym uspoiadanim
polarnich a nepolarnich ¢asti. Velikost a tvar micel zavisi na koncentraci, teploté, molekularni
struktuie PAL a na charakteru mezimolekularnich sil [19].

Kritickd koncentrace tvorby micel (CMC) je koncentrace tenzidu, pii niz dochazi
k nasyceni povrchu a zacinaji se tvorit micely. Pfi koncentracich vysSich nez je CMC, jsou
micely stabilni. CMC je dand zejména strukturou tenzidu a je pro kazdy tenzid
charakteristicka. Je ovlivnéna predevSim teplotou a vlastnostmi rozpoustédla. CMC
neionogennich tenzidl byva zpravidla niz§i nez CMC ionogennich tenzida [19].

Micelarni roztoky jsou mikroheterogenni systémy a molekulové sondy jsou velmi dobré
nastroje k zjisténi micelarni struktury v rznych regionech systému [20].

Charakteristické vlastnosti micel se snazime objasnit kviili pochopeni raznych chemickych
a biologickych procesti [21]. Hlavni vlastnosti micelarniho systému je jejich kapacita
solubilizace molekul, které jsou jinak ve vod¢ nerozpustné [7]. To lze vysvétlit tak, ze ve
vodném prostiedi do sebe micela absorbuje hydrofobni molekulu. Tyto solubilizované
molekuly jsou pak rozdéleny mezi dvé faze (vodna faze a micelarni faze) [22]. Méfeni
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fluorescence je nejlepsi a nejpouzivanéj$i metoda k urceni téchto vlastnosti diky jeji vysoké
citlivosti.

Obr. 2 a) klasicka micela, b) obracend micela, c) valcovitd micela, d) laminarni micela [19]

2.2 Fluorescencni sondy

Fluorescencni sondy jsou nevlastni fluorofory, které se obecné d€li na tfi skupiny. Prvni
skupinou jsou vnitini sondy, jsou vSak vhodné pouze pro tizky okruh zkoumani. Dale jsou to
vnéjsi kovalentné vazané sondy a vnéjsi asociujici sondy. Posledni dv€é zminéné skupiny jsou
hojné vyuzivané, ale vzhledem k obtiznosti syntézy nékterych kovalentné vazanych sond, je
vétSina vyzkumul provadeéna s nekovalentné asociujicimi sondami. Tyto chemosenzory jsou
stale vice oblibené pro jejich snadné pouziti v roztoku [16].

To jestli je sonda hydrofobni, hydrofilni nebo amfifilni, je zdkladnim znakem
fluorescenéni sondy. Diky silnému vlivu okolniho prostiedi na fluorescenci jsou fluorescencni
sondy €asto pouzivany pii zkoumani chemickych, biochemickych a biologickych systémd.

Jsou vhodné pro jejich citlivost a selektivitu pomoci jejichz zmén jdou stanovit nékteré
vlastnosti v systému. Volba vhodné sondy ve fluorescencni spektroskopii je velice dulezita,
jelikoz prave jeji vlastnosti nam umozni ziskat tyto potiebné informace.

2.2.1 Pyren

Pyren je polycyklicky aromaticky uhlovodik, jehoz molekula se sklada ze Ctyr
kondenzovanych benzenovych jader v aromatickém systému. Je hydrofobni povahy. Patfi
mezi nejpouzivangjsi neutralni fluorescenéni sondy [23]. Je velmi vyhodné pouzit pyren pro
agregacni studie, krom¢ hodnoty kritické¢ micelarni koncentrace systému ndm umozni stanovit
1 polaritu micelarniho jadra.

Obr. 3 Pyren

Jeho emisni spektrum tvoii 5 piku, které ptislusi jednotlivym vibracnim ptechodim [24].
Pomér intenzit fluorescence prvniho a tfettho piku, I,/I3, udavd miru polarity v
mikroheterogennich systémech [25]. S rostouci polaritou se bude zvySovat intenzita prvniho
piku a intenzita tfetiho piku zlistane nezménéna.
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Obr. 4 Pyren v micele tvorené CTAB; zhdseni pyrenu pomoci nukleotidii [26]

2.3 Hyaluronan

V roce 1934 Karl Meyer a jeho asistent John Palmer popsali proceduru pro osamostatnéni
nového glykosaminoglykanu z hovéziho sklivce. Prokazali, ze tato substance obsahovala
kyselinu uronovou a aminocukr, ale neobsahovala sulfoester. Pojmenovali ji ,kyselina
hyaluronova“, ze spojeni slov hyaloid (sklivec) a uronové kyseliny. Dnes je tato
makromolekula nejcastéji oznacovana jako hyaluronan, a to proto, Ze existuje v Zivém
organismu ve formé polyamidu a ne ve formé kyseliny [27], [1].

Hyaluronan je polysacharid s polyanionickym charakterem [28]. Je to linearni
nerozvétveny polymer [29], ktery se sklada z opakujicich se jednotek D-glukorové kyseliny a
D-N-acetylglukosaminu [30], které jsou spojeny B-1,4 a B-1,3 glykosidickou vazbou [31]. Je
to linearni nerozvétveny polymer. Pocet opakujicich se disacharidickych jednotek v kone¢né
molekule hyaluronanu miize dosdhnout hodnoty 10000 a vice. Ma Siroké rozmezi
molekulovych hmotnosti (stovky kDa az desitky MDa).

, o ., CHzOH B
HO H
H OH L] H Dac,‘NH‘w
4
CHs

Obr. 5 Struktura hyaluronanu, kde ruzové zbarveni predstavuje hydrofobni, nepolarni,
oblast, zatimco modré zbarveni predstavuje poldarni oblast molekuly

Je pritomny v patefi obratlovcl, u strunatcli, v kapsulich nékterych druhli bakterii

Streptococcus a v kohoutich hiebincich. Je to vyznamny prvek skeletu lidského oka [32] a
kloubniho mazu. Také se vyskytuje v chrupavkach, kde v nepfitomnosti dalSich slozek
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vypliiuje objem tkan¢. Déle se vyskytuje v niZ§i koncentraci v matrici dalSich pojivych tkéani.
Nejvétsi mnozstvi hyaluronanu se vSak vyskytuje v kiizi a v pupecni $nife.

Ve fyziologickém roztoku je patef molekuly hyaluronanu stabilizovdna kombinaci
chemické struktury disacharidu, vnitinimi vodikovymi vazbami a vzajemnym ovlivnénim
s rozpoustédlem. Axidlni vodiky tvofi nepolarni, relativné hydrofobni fazi, zatimco rovinné
fetézce tvori polarni, hydrofilni fazi, tim vytvaii zkroucenou stuhovitou strukturu.

Velmi zajimava a dalezitd je doménova struktura hyaluronanu. Malé molekuly jako je
molekuly, jako proteiny, budou ¢astecné vyjmuty z domény kvuli jejich hydrodynamické
velikosti v roztoku. Jak je ukazano na obrazku 6b, sit’ hyaluronanu v domén¢ dovoluje ¢im dal
tim méné prostoru pro molekuly vétsi neZ je on sam. To vede k pomalejSimu rozptylu
makromolekul skrz sit’ a k jejich niz§i koncentraci v siti v porovnani s useky tvofenymi
okolnim hyaluronanem. Zajimavé je, ze fetézce hyaluronanu jsou stale v pohybu. Proto
statisticky mohou existovat vSechny velikosti pora sité, jen s riznou pravdépodobnosti. Coz
znamena, ze v zdsadé mohou pies hyaluronovou sit’ projit vSechny molekuly, ale s riznymi
mirami zpozdéni v zévislosti na jejich hydrodynamickych objemech [27].

2.3.1 Struktura hyaluronanu v roztoku

Zajimavou vlastnosti hyaluronanu rozpusténého v roztoku je jeho extrémné vysoka
viskozita a to i pfi nizkych koncentracich [33]. Retézce hyaluronanu obsahuji dva typy vazeb.
Prvni, sacharidové jednotky, které relativné udrzuji svlj tvar. Mezi témito rigidnimi
jednotkami existuji glykosidické vazby, které se k sobé véazou pies kyslik. A na kazdém
glykosidickém mistku existuje né€kolik konfiguraci. Pokud toto vynasobime poctem mistka
v dlouhém fetézci, dostaneme enormni mnoZstvi tvari molekuly. Molekula vypada jakoby
byla ndhodné uspotadana, ale neni.

Struktura je dvojnésobnd spirala (ne dvojSroubovice, kterd obsahuje dva fetézce), kde hraje
dilezitou roli ve stabilizaci struktury voda. Tato ,,paskova‘ struktura ukazuje mirné zakiiveni
v prumétu i v prostorové projekei [34].

a

Obr. 6 Struktura hyaluronanu v roztoku [27]
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Vyznam této sekunddrni struktury je, Ze spirdla obsahuje hydrofobni cast sklddajici se
z osmi jednotek CH (uhlikatych jednotek), ktera ma zhruba stejnou velikost jako kyselina
oktanova. Proto ma hyaluronan vlastnosti vysoce hydrofilniho materidlu, ale soucasné
obsahuje hydrofobni domény charakteristické pro lipidy, coz znamena, ze mé hyaluronan
amfifilni charakter [34].

2.3.2 Vyuziti hyaluronanu

Vysokéd kapacita zadrze vody a vysokd viskoelasticita déla z hyaluronanu jedine¢ny
biologicky material, ktery je vhodny pro riizné 1€kaiské, farmaceutické a kosmetické aplikace.
V soucasné dob¢ se s hyaluronanem setkavame i v bézném Zzivoté. Napiiklad diky své velké
zadrzi vody je hyaluronan obsazen v kosmetickych produktech k tomu, aby udrzel kuzi
mladou a svézi.
kloubnich zanéth [35]. HYA potlacuje degradaci chrupavky a vydani proteoglykanu
z extracelularni matrix v tkdnich chrupavky a dale chrani povrch chrupavky a redukuje
vnimani bolesti.

Jako dalsi typicka aplikace hyaluronanu v lékafstvi je v oftalmologii [28] pfi operaci
Sedého zakalu. Pti operaci je viskoelasticky materidl pouZit pro udrzeni operativniho prostoru
a chrani rohovou vrstvu a dalsi tkan¢ oka. Tim dovoli bezpe¢nou implantaci nové ¢ocky a
sniZi riziko poskozeni rohovky [36].

Hyaluronan mize také fungovat jako nosi¢ pro riizna 1éciva, coz se zacina vyuzivat pii
1é¢bé rakoviny.

2.4 Molekulova absorpcni spektroskopie v UV-VIS oblasti

Tato optickd metoda patii mezi nejstar$i fyzikdlné-chemické metody. Vynikéd piesnosti,
rychlosti, citlivosti a experimentalni nenaroc¢nosti. Sleduje absorpci elektromagnetického
zateni v intervalu od 200 nm do 800 nm [37]. Paprsek prochazi kyvetou, s ur¢itou tloustkou,
naplnénou méfenym roztokem a méfi se proslé zareni. Absorpcni spektra v roztoku maji
charakter past (nevyraznych piki) [38].
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Obr. 7 Zadkladni usporadani pro absorpcni spektroskopii
Tato metoda muze byt vyuzita i pro korekci dat ziskanych na fluorimetru.

2.5 Fluorescenéni spektroskopie

Fluorescence je spektroskopicka metoda spojend s piechodem elektronti na nizsi vibracni
hladinu zakladniho stavu Sy. Dochazi k ni pfi pfechodu molekuly z nulové vibra¢ni hladiny
excitované¢ho singletového stavu S; na rtizné vibracni hladiny zakladniho stavu S,. Tento
pfechod vyzaduje stejnou energii, jako byla excitacni energie pfi pfechodu na nizsi hladinu
excitované¢ho stavu. V excitovaném singletovém stavu je elektron v excitovaném orbitalu
sparovan opacnym spinem k druhému elektronu v orbitalu zakladniho stavu, proto je néavrat
do zékladniho stavu spinové dovoleny a probihd rychle emisi fotonu. Doba zivota
fluorescence je piiblizné 10 ns.
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Obr. 8 Zaikladni usporadani pro fluorescencni spektroskopii

Energie emitovaného zéafeni ve formé¢ fluorescence je mensi nebo rovna absorbované
energii. Diky tomu je fluorescen¢ni spektrum dané latky posunuto k vy$$im vlnovym délkdm
oproti absorpcnimu spektru [39].

Procesy, které se vyskytuji mezi absorbovanym a emisnim svétlem jsou obvykle
ilustrovany Jabtonski diagramem. Singletové stavy jsou zobrazené v diagramu jako Sy, S| a
S,. V kazdé z téchto energetickych hladin miZe fluorofor excitovat v n€kolika vibra¢nich
energetickych hladinach, oznacenych 0, 1, 2 atd.

Pohlceni elektronu nastava u molekul s nizsi vibra¢ni energii.

Nékres Jablonskiho diagramu ukazuje, ze vysilani energie je mensi nez jeji pohlceni.
Z toho divodu fluorescence nastdva pii nizsich energiich nebo pfti delSich vlnovych délkach
[40].
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Obr. 9 Jablonského diagram, kde A predstavuje absorbci magnetického zareni, F vyjadruje
fluorescenci a P je fosforescence, D predstavuje nezarivé prechody a E energii

Molekuly ve stavu S; a S; mizou podstoupit rotaci, pti které se zméni na tripletovy stav T
a T,. Vysilani elektronu z tripletového stavu je nazyvané fosforescenci a je posunuté k vétSim
vlnovym délkdm vzhledem k fluorescenci. Konverze mezi S; a T; je nazyvéana
mezisystémovym piechodem. Pfechod od T; zpét do singletového zakladniho stavu je spinové
zakazany. V tomto piipadé¢ mé elektron v excitovaném orbitalu stejn¢ orientovany spin jako
elektron v orbitalu zdkladniho stavu. Emise svétla je tu pomald. Doba zivota fosforescence se
pohybuje v fadu milisekund az sekund [39].

Fluorescencni spektra nam poskytuji kli¢ k ur€eni pozic sondy v micele. Je znamo, zZe
pozice sondy je dilezitd k interpretaci vysledkii zhdSeni fluorescence [9].

2.5.1 Zhaseni fluorescence

Bimolekularni deaktiva¢ni mechanismy, které zahrnuji pfenos energie z jedné molekuly na
druhou, charakterizuji zhaseni fluorescence [41]. Tento proces nastane, pokud je zhasec¢ v
blizkosti fluoroforu a objevuji se tu dva hlavni mechanismy: elektronovd vyména a nédbojovy
transport [42]. Mechanizmus zhaseni zavisi nejen na fluoroforu a zhaSe¢i, ale i na
vlastnostech rozpoustédla [43].

Zhaseni fluorescence muze byt vysvétleno pomoci vibracni relaxace prvniho
elektronového excitovaného singletového stavu. Deaktivace z excitovaného stavu je fizena
soupefenim mezi zafivymi a nezafivymi procesy. Rychlostni konstanta fluorescence pro
fluorofor je generovana prostiedim molekuly [44].

Kolizni zhaseni nastava, pokud je excitovany stav fluoroforu deaktivovany na kontaktu s
néjakou dalsi molekulou, zhdseCem. V tomto piipadée je fluorofor vracen zpét do zdkladniho
stavu a jeho molekuly se postupem ¢asu chemicky neméni [40].
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Zhaseni fluorescence mize nastat i diky mezimolekulové interakci mezi aromatickymi
chromofory, kde zména sily vazby vyvola excitaci, pti které vznikaji nové vibracni rezimy,
které poji excitované stavy se stavy zakladnimi [45].

Za zhéaseni mizou byt i mylné povazovany optické vlastnosti systému (vzorek, kyveta,
etc.): naptiklad vysokd optickd hustota nebo kalnost vzorku mize byt pfi¢inou snizeni
intenzity fluorescence.

Fluorescencni zhédseni solubilizované sondy v micele je jednou z nejpouzivanéjSich metod
ke zjisténi informaci o struktuie a dynamickych vlastnostech micelarniho systému [7].
Zhéaseni neutralni nebo nabitou molekulou miize byt pouzito pro rozsahlé zjisténi lokace
sondy v molekule a ke studiu riznych asociac¢nich vlastnosti zhasece s molekulou [10].

2.5.2 Zhasece fluorescence

ZhésecCe se pouzivaji ke snizeni intenzity fluorescence v systému. Vhodny zhasSec je ten,
ktery neovliviiuje tvar spektra, ale pouze snizuje intenzitu fluorescence s jeho zvySujici se
koncentraci. Jeho molekulova a elektronova struktura je ve zhaSecim mechanismu velmi
podstatna (udava pozici zhasece v micele) [43].

Jednim z nejvyznamnéjsich koliznich zhéasect je molekulovy kyslik, ktery zhasi témér
vSechny znamé fluorofory. Fluorofor se diky kysliku dostava do tripletového stavu. V tomto
stavu se pak postupné snizuje intenzita fluorescence.

Aromatické a alifatické aminy jsou G¢inné zhaSece u nesubstituovanych aromatickych
uhlovodikt (naptiklad fluorescence anthracenu je U¢inn¢ zhasena diethylanilinem). V tomto
ptipadé je pti¢inou zhaseni fluorescence tvorba excitovaného komplexu.

Zhaseni muze nastat i pti pridavku tézkych atomt, jako je brom, chlér a jod nebo pfi
ptidavku halogenidovych sloucenin, napiiklad jodbenzen. Tento typ zhaSeni charakterizoval
v roce 1926 Perrin [42]. ZhaSeni mlize nastat dvéma riznymi zpusoby:

a) tézky atom je ptitomny ve fluorescenni molekule (interni efekt tézkych atomtt)

b) tézky atom kovu je obsazen v molekule zhdSeCe (externi efekt tézkych atomi) [40].

Chlor je dobrym zhaSecem pro indol, karbazol a jejich derivaty [2bc], jod dobie zhasi
intenzitu fluorescence pyrenu [43].

2.5.3 Prehled o intermolekularnich deexcitacnich procesech excitaénich molekul
vedoucich k zhaseni fluorescence

2.5.3.1 Fenomenologické pribliovani

Fenomenologické pfiblizovani nastdva u intermolekularnich procesd, kde excitovana
molekula, M', a n&aka jind molekula Q, zhaZe¢, jsou v systému konkurenti s vnitini
deexcitaci molekuly M.

- Pripad A: Q je ve velkém prebytku

V tomto piipadé je vysokd pravdépodobnost, Ze v &ase excitace bude Q a M’ ve
vzdalenosti, kde je vyznamna interakce.

Pokud je tu pravdépodobnost nalezeni zhaSe¢e mensi nez 1, jedna se o statické zhaSeni.
V okamziku setkani Q disociuje s M.

Pokud je tu pravdépodobnost nalezeni zhaseCe rovna 1, je to piiklad fotoinduk¢éniho
pfenosu protonu ve vodnych roztocich z excitované kyseliny M. M" je ve chvili setkani ve
funkci pfijemce protonu.
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- Pripad B: Q neni ve velkéem prebytku

V tomto piipadé Q a M nejsou bshem doby fluorescence v kontaktu. Zhaseni se tu pak
muze vyskytovat jen pokud jsou mezimolekulové interakce ve vzdalenostech, které jsou kratsi
nez kolizni vzdalenost.

- Pripad C: Q neni ve velkém prebytku, ale interakce mezi Q a M je moznd béhem doby

fluorescence

Tento pfipad je oznaceny jako dynamické zhaSeni. Zde je bimolekularni excitovany proces
fizeny difuzi.

Pokud je Q identické s M, jedna se o samozhaseni bez vytvoreni produktd. Meziprodukt
(MM)’ je pak nazyvany excimerem [39].

2 k
M+ Q ——— (M*...Q) produkly
& k_!
b || kevs k1%
1Y ¥
M+Q 4 M...Q)
t

Obr. 10 Efekt mezimolekulovych fotofyzikalnich procesii na vysilani fluorescence, kde k; je
rychlostni konstanta druhého radu pro tvoreni paru (M*...Q), k.; je rychlostni
konstanta zpétné reakce prvniho radu, kg je rychlostni konstanta prvniho radu,
kv=(1/1y) je rychlostni konstanta pro skutecnou deexcitaci M “ahv je zariva
energie.

MiiZou nastat tfi ptipady rychlostni konstanty kg:
1) kgr>ky;, Q, k., 1/79. Tato reakce je difizné omezend a pozorovana rychlostni konstanta
pro zhaSeni, k,, je rovna rozptylu rychlostni konstanty &;.
2) kr<k;, Q, k., 1/7. V tomto ptipadé je rovnovaha reakce dosazena pied tvorenim
produkta.
3) kr<ki, Q, k., 1/7. Zde je k, < k;. Pak mGZzeme napsat k, = pk;, kde p je
pravdépodobnost setkani para v reakci, ¢asto nazyvana jako efektivita.

2.5.4 Dynamické zhaSeni

Excitované molekuly, které jsou v dob& excitace v kratké vzddlenosti od zhasece Q,
interaguji s nim v priméru v kratSich Casech nez ty, které jsou vic vzdaleny, protoze
vzajemny piistup vyzaduje delsi Cas pred zacatkem interakci. Takovéto prechodné jevy nejsou
dilezité pro mirné koncentrace zhasece v rozpoustédle, ale pro vétsi koncentrace vyznamné
jsou. Nasledkem téchto prechodnych jevii je Stern-Volmertv vztah.

Vétsi teplota ma za nasledek vétsi koeficient difuze, bimolekularni zhaSeci konstanty se
zvySuji se zvySujici se teplotou (rovnice 1) [46].
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Stern-Volmeriv vztah je obvykle dan % ku [Q], protoze se ocekava, ze — bude linearné

zavislé na koncentraci.

Je dulezité podotknout, Ze pozorovani linearniho Stern-Volmerova vztahu neprokéze, Ze
nastalo dynamické zhaSeni fluorescence. I statické zhaseni, jak je uvedené nize, méa za
nasledek linearni Stern-Volmerav vztah.

2.5.4.1 Stern- Volmeriim vitah

b _ Lo 10 1 012
p e _l+kq Ty [Q] 1+KSV[Q] (1)

- @ je kvantovy vytézek fluorescence bez pritomnosti zhasece
- @je kvantovy vytézek fluorescence v pfitomnosti zhaSece

- Iy je intenzita fluorescence bez pfitomnosti zhasece

- I je intenzita fluorescence v pfitomnosti zhaSece

- 1y je doba Zivota excitovaného stavu za neptitomnosti zhasece
- [O] predstavuje koncentraci zhaSece

- Ksy je Stern-Volmerova zhaSeci konstanta [47]

- Stern-Volmerova konstanta:

K, =k, 7, 2)
K., =t 3)
N2 kE

- kg je bimolekularni zhaSeci konstanta
- kye je konstanta kolizniho zhaSeni
- kg je konstanta excitovaného stavu

Pokud vime, ze se bude jednat o dynamické zhasSeni, bude Stern-Volmerova zhaseci
konstanta znacena K [48].

2.5.5 Statické zhaSeni

Termin statické zhaSeni naznaCuje bud’ excitaci sféry efektniho zhd&seni nebo tvofeni
zakladniho stavu nefluorescenéniho komplexu. Pfi tvoteni nefluorescentnich komplexti mezi
fluoroforem a zhaseCem komplex absorbuje svétlo a ihned se vraci do zakladniho stavu bez
vysilani fotonu.

Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci zhasece je snadno odvozena z disociacni
konstanty pro tvorbu komplexti. Tato konstanta je déna:

_[F-9]

s = TFlo) @

- [F - Q] je koncentrace komplexu
- [F] je koncentrace fluoroforu
- [0] je koncentrace zhagede
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Pokud se jednd o nefluorescen¢ni komplex, pak zlomek fluorescence —, ktera zlstava,

tika, ze celkova koncentrace fluoroforu je dana vztahem:

(7], =[F]+[F - 0] )

Po dosazeni [F], do disociagni konstanty dostaneme:

[Fl-[F]_ [F], 1

K = - —— (6)
IFlo]  IFlol o]

Z rovnic 5 a 6 dostaneme vztah pro intenzitu fluorescence:

4

—=1+K0] ()

¢

Z tohoto vztahu vypliva, ze zévislost % na koncentraci je linearni a je identicka

s pozorovanym dynamickym zhdSenim, jen zhaSeci konstanta je nahrazena disociacni
konstantou.

Molekuly zodpovédné za statické zhasSeni jsou naptiklad chinony, hydrochinony, puriny a
pyrimidiny [39].

2.5.5.1 Excitace sféry efektivniho zhaSeni

Nastava, pokud M* a Q nemize v dobé excitace ménit umérné k sobé své pozice
v prostoru. Perrin navrhl model, ktery predpoklada, ze zhéaseni fluorescence je kompletni,
pokud je Q umisténé uvnitt sféry objemu V, v prostfedi M. Pokud je zhaSe¢ vn¢ aktivni sféry,
nema to zadny vliv na M. Proto je intenzita fluorescence v roztocich snizena pfi ptidani Q, ale
fluorescence rozkladu po impulsni excitaci je nezménéna [39].

2.5.5.2 Tvoveni zakladniho stavu nefluorescenénich komplexii

Predpokladejme, Ze nefluorescencni komplex je rovnovazny podle rovnice:

M+Q o MO (8)

Délka excitovaného stavu nekomplexniho M je neovlivnéna v kontrastu s dynamickym
zhaSenim. Intenzita fluorescence se snizuje s pfidanim Q, ale fluorescence rozkladu po
impulsni excitaci je nezménéna [39].

2.5.6 Urceni statického a dynamického zhaseni

Charakteristicky rys Stern-Volmerovy rovnice pii kombinovaném zhaseni ukazuje
stoupajici zakifiveni vydutym smérem k ose y. Pak je dan pomér fluorescence vztahem:

%;:(HKD o)1+ &,[0) )

Statick¢é a dynamické zhaSeni se dd rozpoznat jejich odliSnou zavislosti na teplotu a
viskozitu. Vyssi teplota ma za nasledek rychlejsi rozptyl, coz znamena, ze je tu vétsi mnozstvi
dynamického zhasSeni. Vyssi teploty maji za nasledek odlouceni slabé vazanych komplext a
proto se tu vyskytuje mensi mnozstvi statického zhaseni [40].

Pro rozliSeni statického a dynamického zhaSeni je nejvhodnéjSi metoda méfeni
fluorescence po celou dobu zivota. Statické zhaseni odstranuje zlomek fluoroforu. Komplexni
fluorofory jsou nefluorescentni a jediny pozorovany fluorescein je znekomplexniho
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fluoroforu. Proto pro statické zhaSeni plati —> =1, ale pro dynamické zhaseni plati
T

[39].

2.5.7 Vyuziti zhaSecu v praxi

Jak u statického tak i u dynamického zhdSeni, musi byt fluorofor a zhase¢ v kontaktu.
Tento fakt ndm umoziuje cetné aplikace zhaSeni v praxi. Napiiklad, zhaSeci méfeni mizou
odhalit pfistupnost fluoroforu ke zhaseci. Pokud fluorofor umistime v interiéru membrany
nebo proteinu, které jsou pro zhaSeC¢ nepropustné, pak se nemulze vyskytovat zadné,
dynamické ani statické, zhaseni.

Efektivni vzdalenost (\/sz ), pres kterou se zhase¢ muze rozptylit béhem celé¢ doby
excitovaného stavu (z), je dana vztahem:

ax*)=+2D7 (10)

kde D je koeficient diflize. Z tohoto divodu muize zhédseni fluorescence odhalit rozptyl
zhaSecu pres mirné velké vzdalenosti, které jsou srovnatelné s velikosti proteinti a membran
[40].

2.5.8 Fotoindukovany pienos elektroni

Fotoindukovany transport elektroni (PET) je Casto zodpovédny za fluorescenéni zhéseni.
Je zapojen do Cetnych organickych fotochemickych reakci (fotosyntéza, umélé systémy pro
konverzi slune¢ni energie).

Fluorescenc¢ni zhaSeci experimenty poskytuji uzite¢ny nahled do ptestupnych procesii
elektroni, které se vyskytuji v téchto systémech [39].

2.5.9 Tvorba excimeri a exciplexi

Fluorescence excimeru je umisténa ve vysSich vlnovych délkach nez u monomeru a
neukéaze vibraci skupiny. Excimery tvofi aromatické uhlovodiky jako je naptiiklad naftalen
nebo pyren.

-

TN T :/':?_\‘.
(M) + (MY ._{QE,]

bk

Monomerni Excimerni

skupina skupina

I, o 4 Ve

Obr. 11 Excimerni formace s odpovidajici monomerni a excimerni skupinou [39]
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Niz8i pik na obrazku 11 predstavuje odpuzujici energii mezi dvéma molekulami
v zékladnim stavu. Horni pik, ktery je vztazeny ke dvéma molekulam (jedna znich je
v zakladnim stavu), ukazuje minimum tvofeni excimeru, ve kterém jsou dva aromatické kruhy
v urcité vzdalenosti.

Pokud jsou dva monomery propojeny kratkym volnym fetézcem, mohou byt vytvoreny
intramolekularni excimery.

Exciplexy jsou komplexy v exitovaném stavu. Jsou vytvofeny stietem excitované
molekuly (donorem nebo akceptorem elektronu) srozdilnou neexcitovanou molekulou
(akceptor nebo donor elektronu).

'D" + Ao (DAY (11)

'A" + D' (DAY (12)

Jako pfiklad exciplexu mizeme uvést excitovany stav komplexu antracenu a
N,N-diethylanilinu. Tento proces spociva v pfenosu elektronu zamino molekuly na
excitovanou antracenovou molekulu. V nepolarnich rozpoustédlech, jako je hexan, je zhaseni
doprovazeno Sirokymi strukturami emisnich skupin a exciplexni pas je ve vysSich vinovych
délkach nez u antracenu.

Tvoreni excimert a exciplexti jsou rozptylové fizené procesy. Fotofyzikalni efekty jsou tak
objevené v relativné vysokych koncentracich, to znamend, ze se béhem celé doby excitace
objevuje dostatecné mnozstvi srazek [39].

2.5.10 Fotoindukovany protonovy transfér

Molekuly vody jsou tu ve funkci bud’ akceptoru nebo donoru protonu, molekula bude tedy
v blizkém kontaktu s kyselinou nebo bude poskytovat zdklad excitovanému stavu
deprotonizace nebo protonizace.

Kyselé nebo =zasadité vlastnosti molekuly, kterd absorbuje svétlo, nejsou stejné
v zakladnim a excitovaném stavu. Jednim z moznych pfic¢in tohoto pozorovani mize byt
prerozdéleni elektronické hustoty. Nejzajimavéjsi ptipady jsou ty, kde jsou kyseliny a zasady
silngj§i v excitovaném stavu nez ve stavu zakladnim. V téchto pifipadech muze excitace
spustit fotoindukovany ptenos protonu. Pak kysely charakter akceptoru protonu muze byt
excitaci zvétSeny tak, ze pK* této skupiny v excitovaném stavu je mnohem nizsi nez pK ve
stavu zakladnim.

Ptenos protonu béhem celého excitovaného stavu zavisi na relativnich rychlostech
elektronu [39].

2.5.10.1 Stanoveni excitovaného stavu pK .

Pokud je excitace kyseliny siln¢jsi v excitovaném stavu nez ve stavu zédkladnim (pK*<pK),
je rovnovazna konstanta excitovaného stavu rovna:

K'="1 13)

- k; je rychlost reakce
- k_; je rychlost zpétné reakce

- Urceni prostirednictvim Forsterova cyklu

pK* muize byt spolu se spektroskopickymi méfenimi stanoveno ptes Forstertiv cyklus.
N,hv , +AH” =N hv, +AH° (14)
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- AH” a AH'je standardni molarni ioniza¢ni entalpie AH a AH*

- hv,,a hv, jsouenergetické rozdily mezi excitovanym a zakladnim stavem AH a A
- N, je Avogadrova konstanta.

Tato rovnost pak mize byt prepsana jako:

AH” —AH’ =N _(hv, —hv ) (15)
& A_*
AH
AH* -
hv,-(0-0)
h Van (0'0}
AH LA A

Obr. 12 Forstriv cyklus [39]

Pokud budeme ptfedpokladat, Ze se ionizacni entropie rovna rozdilu mezi entalpiemi,
miizeme standardni vlnovou (Gibbsovu) energii psat jako:

AG’ =—-RT InK =23RTpK (16)

AG” =—RTInK" =23RTpK’ (17)

- R je plynova konstanta

- T je absolutni teplota.

Ze vztahl 14-17 a ptevedenim Cetnosti do vinovych délek dostavame vztah:

PK —pK=21-10"(Va —van) (18)

Tato rovnice ukazuje, Ze emisni pas zdkladni formy je umistény ve vysSSich vinovych
délkach nez emisni pas kyselé formy. pK* je mens$i nez zakladni stav pK a AH* je silngjsi
kyselina nez AH.

Pouziti Forsterova cyklu je obtizné pokud:

a) se dva absorpcni pasy prekryvaji

b) se prevrati elektronické troveit béhem excitovaného stavu

¢) maji excitované kysel¢é a zasadité¢ formy rizny pocet orbitalil

d) jsou zmény na excitaci, v momenté¢ dipdlu, rizné v kysel¢ a v zasadité forme

- Mereni Steady state
Pokud je v dobé excitace ustalena rovnovaha, hodnota excitovaného stavu pK* se muize
urcit fluorimetrickou titraci pomoci rovnice:

9
Sot o)
¢

- 7,a 7o jsou doby excitovaného stavu

- k; a k_; jsou rychlostni konstanty
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- Urceni rychlostni konstanty pomoci zvoleného casu
Je to nejspolehlivéjsi metoda na urceni rychlostnich konstant k; a k.;. Je zaloZena na
experimentalné zvoleném case. Poskytuje hodnotu délky Zivota excitovaného stavu, ze které

se pak stanovuji k; a k., [39].

2.5.11 Prenos excitované energie

Energeticky pienos z excitované molekuly (z donoru) na molekulu, ktera je chemicky
ruzna (akceptor), se nazyva heterogenni pienos. Tento proces je mozny pokud vysilané
spektrum donoru ¢asteéné piekryva absorpéni spektrum akceptoru.

D'+A—>D+A" (20)

Pokud jsou donor a akceptor identické, jedna se o homogenni pfenos.

Pokud se proces miize opakovat sam, excitace se st€¢huje ptes nékolik molekul, jednd se o
transport excitace [39].

2.5.11.1 Zarivy pFenos energie

Je to dvoufazovy proces, kdy je foton emitovany donorem (D) zachyceny akceptorem,
ktery je chemicky rtzny (A) nebo identicky (D). Je pozorovany, pokud je primérna
vzdalenost mezi donorem a akceptorem vétsi nez vlnova délka. U tohoto procesu zéalezi na
spektralnim piekryti a na koncentraci.

D" > D+hv’ (21)

hv+A—>A" nebo D+hv—-D’ (22), (23)

Ma za nasledek snizeni intenzity fluorescence donoru v regionu spektralniho piekryti [39].

2.5.11.2 Nezaiivy pFenos energie

K excitaci nezatfivym prenosem energie (RET — resonance energy transfer) dochazi, kdyz
ve smeési molekul dochazi k absorpci pouze molekulami donoru, av§ak konecnym vysledkem
jsou excitované molekuly akceptoru, které budici zafeni neabsorbuji. Pii tomto pienosu
energie tedy nedochazi k emisi svétla donorem.

Nezativy pienos excitacni energie vyzaduje interakci mezi molekulou donoru a akceptoru.
Ptenos nastava, pokud se emisni spektrum donoru ptekryva s absorpnim spektrem akceptoru
(Obr. 13a) tak, aby nckteré vibra¢ni pfechody mély prakticky stejnou energii, jako
odpovidajici pfechody v akceptoru. Takové piechody jsou spiazené, neboli rezonanc¢ni
(obr. 13b) [39].
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abs. am. abs. &I

a b

Obr. 13 a) spektralni prekryv donoru a akceptoru, b) energie vibracnich prechodii donoru a
akceptoru [39]

Pienos energie miize vyplyvat zriznych mechanismi interakce. Vzijemné ovlivnéni
mohou byt zpiisobeny columbickymi silami a nebo mezimolekulovym orbitalnim piekryti.

2.6 Agregacni Cislo

Agregacni Cislo vyjadiuje pocet molekul tenzidu podilejicich se na struktufe micely. Je
jednim z charakteristickych znakti micely [20].

Agregacni Cislo se uruje pomoci zhaseni fluorescence sondy zabudované do micely [49],
kde se rychlost zhaseni snizuje se zvétSujicim se agregacnim c¢islem [50]. MUzeme ho ziskat
pomoci zjisténé doby zhéseni fluorescence (TRFQ)(rovnice 24-27), nebo pomoci poméru
intenzit fluorescence bez a s pritomnosti zhasece (rovnice 28) [51].

(1) = 4, exp{-4,t-4;[1-exp(-4,1)]} (24)
-4, =1,

- parametry A, az A4 dostaneme:

A, =k, + Kk O] =k, +5,[0] (25)

2 (1+K[M])(k‘ +kqm) 0T
k2
4; = - [Ql] = 5:[0] (26)
e+ Y[+
A, = kqm +k” 27)

- ko je rychlostni konstanta fluorescence za neptitomnosti zhasece

- k+ a k. jsou rychlostni konstanty zhésece pfi vstupu a vystupu z micely v tomto poradi,
+

- K= = je rovnovazna konstanta zhasece vazana k micele

- kym je rychlostni konstanta zhaSeni fluorescence uvnitf micely

- [O] a [M] jsou koncentrace zhaSece a micel v tomto potadi [18].

I o]

— =exp| —5 28
i p( m (28)
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- Ip a I jsou intenzity fluorescence bez a v pfitomnosti zhasece.
Z téchto vztahti miizeme zjistit koncentraci micely, z které pak urcime agregacni Cislo
pomoci vztahu:
Na _ Crenzidy — cMC
28 [ M]
Agregacni Cislo se urcuje pomoci linearni zavislosti koncentrace zhdSeCe na intenzité
fluorescence [24]:

1, NylO]
I [s]-cmc
- [O] je koncentrace zhalece
- [S] je koncentrace tenzidu
- CMC je kritickd micelarni koncentrace [12] (30)
Prvni, kdo pouzili metodu zhaseni fluorescence ke zjisténi agregacniho ¢isla v micele byly
Turro a Yekta [53]. UrCeni agregacniho Cisla se podle nich fidi nasledujicimi predpoklady:
- micely musi byt monodisperzni
- sonda a zhaSe¢ musi byt hydrofobni a lokalizované v micelach
- pozorovand fluorescence je vydana ze sondy lokalizované v micele

- nahodné spojeni sondy a zhasece s micelami je popsané Poissonovou rovnici [54]:

[52] (29)

(30)

n

P = x_' exp(—x) (31
n!

- n vyjadiuje mnozstvi zhasece

Agregacni Cislo muaze ovlivnit druh [55] a koncentrace tenzidu. Pii vysokych
koncentracich se agregacni Cislo zvySuje. Dale se tato hodnota miZze snizit, pokud je k;,< ko,
to je dané extrémné vysokou mikroviskozitou miceldrniho jadra. Agregac¢ni Cislo ovlivituje 1
teplota, ¢im je vys$i teplota, tim je vySsi agregacni Cislo [20].

Agregacni Cislo je ovlivnéné i pfidavkem soli. Pokud ptfidame do roztoku sil, vyrazné se
snizi CMC, coz znamena, ze agregacni Cislo bude vétsi [24].
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3 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

Jiz tadu let se vé&dci snazi vyrobit ucinny lék na nadorova onemocnéni, ktery by mél
minimalni vedlejsi ucinky na cely organismus, jako je naptiiklad leukopenie, vypadavani
vlasti, akutni poSkozeni ledvin, chronickd neurotoxicita, nevolnost [13] a anemie. Proto je
v soucasné dobé vénovana velka pozornost cilené distribuci 1é¢iv. Je tu potieba najit vhodnou
nosicovou Castici, ktera by reagovala se specifickym mistem ucinku, dokazala by na sebe
vazat 1é¢ivo dostateéné pevné, aby bylo dorucené na dané misto, ale taky dostatecné slabé,
aby na specifickém misté byla schopna 1é¢ivo uvolnit. Tato nosi¢ova Castice by dale méla byt
biokompatabilni a biodegradabilni, aby sama nezaté¢zovala organismus. Jednou z takovych
latek je hyaluronan [56].

Nejen ze nddorové builky obsahuji hyaluronan, ale bylo zjisténo, Ze nékteré druhy tumoru
na sebe vazou hyaluronan lépe nez normalni zdrava tkan. To je zpisobeno tim, Ze tyto druhy
tumoru v sobé obsahuji velké mnozstvi CD44 a RHAMM receptort [57], které patii mezi
primarni receptory hyaluronanu [58] a taky tim, ze tyto buiiky potfebuji HYA ke svému
dalsimu rastu [59]. Toto zjisténi vede k vytvoreni predklinického konjugatu lé¢ivo-
hyaluronan, ktery by mél eliminoval systémovou cytotoxicitu. Cai S. a spol zkoumali
konjugat cisplatina-hyaluronan, ktery je vyuzit v chemoterapii pii 1é¢bé lymfatickych uzlin.
Zjistili, Ze tento konjugdt snizuje systémovou cytotoxicitu a zvySuje koncentraci léCiva
(cisplatiny) pfimo v tumoru [56]. Bergamin M. a spol zkoumali u¢inek konjugatu HYA -
MTX, hyaluronan-methotrexat, na karcinom jater. Zjistili, Ze za pouziti konjugatu ma léc¢ivo
vys$si ucinek nez v ptipadé pouziti jen volného MTX. Tento efekt byl tim vétsi, ¢im byla vyssi
koncentrace receptoru CD44 v tumoru [60].

Protoze je HY A vysoce hydrofilni molekula a nékteré cytotoxické 1é¢iva jsou hydrofobni
povahy, tenzidy jsou Casto pouzivané latky ke zlepSeni rozpustnosti 1é¢iva. Proto je velmi
dilezité porozuméni interakei polymer-tenzid. Silu téchto interakei ovlivituje spousta faktord,
jako je naptiklad iontovy charakter, hydrofilni/hydrofobni povaha, konformace a flexibilita
polymeru [61]. Je pochopitelné, ze polyelektrolyty a tenzidy s opaénymi naboji tvoii pevné;jsi
spojeni diky iontovym interakcim nez polyelektrolyty a tenzidy se stejnymi ndboji [62]. Z
literarnich reSerzi [33] bylo zjiSténo, ze s hyaluronanem interaguji tenzidy, které maji v
alkylovém fetézci vice nez deset uhliki a Ze k jejich navazani staci jen velmi mala
koncentrace tenzidu. Pro tenzidy s krat§im fetézcem je tvorba volnych micel energeticky
preferovana pred navazanim na hyaluronan. Dale se autoii domnivaji, Ze interakce
hyaluronanu a kationaktivnich tenzidi (CTAB) vede ke tvorbé agregati podobnych micelam,
které jsou navdzany na ftetézci polyelektrolytu, avSak jsou mens$i nez odpovidajici volné
micely. Tento model je oznacovan jako struktura perlového ndhrdelniku ,,pearl necklace®.

Fluorescencni spektroskopie je hojné pouZivanou metodou ke zkoumani interakci tenzida
s jinymi molekulami [9], [16], [10], [61]. Jako nejvhodné&jsi fluorescencni sondy pro zjisténi
nékterych agregaénich charakteristik (CMC, Nagg, ...) byly vybrany pyren [7], [61], [30] a
nilska cerven [63].

Zjisténi agregacniho cCisla pomoci metody zhaSeni fluorescence [64] lze provést dvéma
méficimi modely. Prvni, koncentrace tenzidu je konstantni a méni se koncentrace zhasece.
Pak je Nagg stanoveno z linearni zavislosti In(@y/ @) a koncentraci zhaSece. Druha metoda,
koncentrace zhasece je konstantni a méni se koncentrace tenzidu. Nagg je pak stanoveno z
linearni zavislosti In(@y/®) a [ST'[11].
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Zjisténi agregacniho Cisla pomoci zhasSeni fluorescence bylo vyuzito naptiklad v pracich
[55] a [65], kde bylo pouzito 9-methyl anthracenu jako zhasece, fluorescenéni sondy
Ru(bipy);Cl, a tenzidu SDS. Déle v praci [11] bylo zjiSténo agregacni ¢islo n¢kolika druht
tenzidi (CTAB, TritonX-100,...) za pouziti fluorescen¢ni sondy 2-anthracen sulfonatu a CPC
jako zhésece.

Tabulka 1 Prehled hodnot agregacniho cisla CTAB z literatury

Rozpoustédlo CMC (mM) Nagg

2 mM CTAB® voda 1 81+3
2 mM CTAB® 0,01 M NaOH 0,52 1217
2 mM CTAB® voda 78
2 mM CTAB® voda 90
2 mM CTABY voda 90
10 mM CTAB® 0,9 % NaCl 0,08 55+ 1
10 mM CTAB® 0,9 % NaCl 61

(@) [7]

(b) [66]

(c) [66]

(d) [66]

(e) [11]

() [67]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy

Hyaluronan

Tenzid

Zhasece

Fluorescenéni
sondy

Rozpoustédla

Ostatni

HYA M,, = 650 kDa, nativni, Sarze 280407-D1
HYA My, = 1,434 MDa, nativni, Sarze 210306-D2

H H
CHO'Na+ CH,OH

H—O (0]

H
H
(o)
H YNH H

CH;

CTAB, cetyltrimethylammonium bromide, CAS: 57-09-0, Fluka,
Ultra > 99,0 %, Sarze 117K0732

CH, Br
+
e N——CH,
CH,

CPC, cetylpyridinium chloride, CAS: 6004-24-6, Sigma Aldrich,
Ultra 2 99,0 %, Sarze 075K 0200

I, Jod, CAS: 7553-56-2, Sigma Aldrich, Ultra =2 99,8 %

pyrene, CAS: 129-00-0, Fluka, puriss p.a. for fluorescence,
Sarze 430166/1

Voda, Mili-Q voda (Milipore Academic)

Aceton, LachNer s.r.o0., p.a., Ultra 2 99,5 %)

NaN3, azid sodny, CAS: 26628-22-8, LachNer s.r.o0., p.a.,
Sarze 311860902

NaCl, chlorid sodny, CAS: 7647-14-5, LachNer s.r.0., p.a.,
Sarze PP/2009/06278

KH,PO,, dihydrogenfosfore¢nan draselny, CAS: 7778-77-0, Lachema a.s.,

p.a., Sarze 40155039
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Na,HPOj, hydrogenfosforecnan sodny, CAS: 7558-79-4, LachNer s.r.0.,
Ultra =2 99,0 %, Sarze 304660306

Na;S,03, thiosiran sodny, CAS: 7772-98-7, Sigma Aldrich

skrobovy roztok (1% in water), indicator, ID: 24888425, Sigma Aldrich
KI, jodid draselny (20%), CAS: 7681-11-0, Sigma Aldrich

HC], kyselina chlorovodikova (1 mol'dm™), CAS: 7647-01-0, Fluka

4.2 Priprava zasobnich roztoki

4.2.1 Zasobni roztoky pyrenu

Zasobni roztok pyrenu 1 byl pfipraven tak, aby po rozpusténi v acetonu byla jeho
koncentrace 10 M. Zasobni roztok pyrenu 2 byl piipraven tak, aby po rozpusténi v acetonu
byla jeho koncentrace 1,48'10°° M.

4.2.2 Zasobni roztok jodu

Do sklenéné uzaviratelné nadoby bylo vlozeno nékolik Supinek jodu, které byly potom
zality vodou. Takto pfipravena smes byla vloZena na magnetickou michacku s ohfevem, kde
se nechala michat pfi teploté¢ 60°C pies noc. Pak byl roztok zfiltrovan. Kone¢né koncentrace
vodného roztoku jodu byla stanovena jodometrickou titraci pomoci Na,S,0s.

4.2.3 Zasobni roztoky tenzidu
Na analytickych vahach bylo navaZeno potfebné mnozstvi CPC tak, aby po rozpusténi ve
vodé byla koncentrace zasobniho roztoku 2-10~° M .

Na predvazkach bylo navazeno potfebné mnozstvi CTAB tak, aby po rozpusténi ve vode¢,
pufru a nebo fyziologického roztoku byla koncentrace zasobniho roztoku 0,1 M. Z tohoto
zasobniho roztoku byly potom pfipraveny roztoky o potiebné koncentraci (1,25 mM,
12,5 mM a 37,5 mM).

4.2.4 Zasobni roztok azidu sodného

Zasobni roztok azidu sodného byl piipraven tak, aby po rozpusSténi ve vod¢ byla jeho
koncentrace 0,5 M.

4.2.5 Zasobni roztok pufru (pH=7)

6,805 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného bylo rozpusténo v 500 mL vody. pH roztoku
bylo upraveno pomoci roztoku hydrogenfosfore¢nanu sodného (44,09 ¢ hydrogen-
fosfore¢nanu sodného bylo rozpusténo v 500 mL vody). Pufr byl stabilizovan vodnym
roztokem azidu sodného (na 100 mL pufru, 1 mL roztoku azidu sodného).

4.2.6 Zasobni roztok fyziologického roztoku

Na predvazkach bylo navéazeno pottebné mnozstvi chloridu sodného tak, aby po rozpusténi
ve vodé byla koncentrace zadsobniho roztoku 0,15 M.

4.2.7 Zasobni roztoky hyaluronanu

Na analytickych vahach bylo navazeno potiebné mnozstvi hyaluronanu (My =1,4 MDa)
tak, aby po rozpusténi ve vods byla koncentrace zasobniho roztoku 100 mg'dm™. Dale bylo na
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analytickych vahach navdzeno takové mnozstvi hyaluronanu (My =1,4 MDa), aby po
rozpusténi v pufru nebo fyziologickém roztoku byla koncentrace zasobniho roztoku
200 mgdm™. Pak bylo na analytickych vahach navaZeno potfebné mnoZstvi hyaluronanu
(M, =650kDa) tak, aby po rozpusténi ve vod¢ nebo fyziologickém roztoku, byla
koncentrace zasobniho roztoku 200 mg:dm™.

4.3 Priprava vzorki k méreni

4.3.1 Priprava vzorki ke zjisténi agrega¢niho ¢isla
4.3.1.1 Vzorky 1 mM CTAB

Do vialek bylo odpipetovano ~170 uL zasobniho roztoku pyrenu 2. Po odpateni
rozpoustédla byly pfipipetovany 4 mL 1,25 mM roztoku CTAB rozpusténého ve vodé€. Potom
byl pfipipetovan zasobni roztok jodu v rozsahu 0-50 pL, pfi¢emz koncentrace zasobniho
roztoku jodu byla 1 mM. Nakonec byly vSechny vzorky doplnény vodou na celkovy objem
5 mL. Vzorky byly tfepany na tfepacce pies noc. Bylo vytvofeno Sest paralelnich fad vzorki.

Do vialek bylo napipetovano 30 pL zasobniho roztoku pyrenu 1. Po odpateni rozpoustédla
byly pfipipetovany 4 mL 1,25 mM roztoku CTAB rozpusténé¢ho v pufru nebo fyziologickém
roztoku. Potom byl pfipipetovan zdsobni roztok jodu v rozsahu 0-140 pulL, pficemz
koncentrace zasobniho roztoku jodu byla 1 mM. Nakonec byly vSechny vzorky doplnény
rozpoustédlem na celkovy objem 5 mL. Vzorky byly tfepany na tfepacce pifes noc. Bylo
vytvoreno Sest paralelnich fad vzork.

4.3.1.2 Vzorky 10 mM CTAB

Do vialek bylo napipetovano 50 pL zasobniho roztoku pyrenu 1. Po odpafeni rozpoustédla
byly pfipipetovany 4 mL 12,5 mM roztoku CTAB rozpusténého ve vod¢, pufru nebo
fyziologického roztoku. Potom byl pfipipetovan zdsobni roztok jodu v rozsahu 0-200 pL,
pricemz koncentrace zdsobniho roztoku joédu byla 1 mM. Nakonec byly vSechny vzorky
doplnény vodou, pufrem nebo fyziologickym roztokem na celkovy objem 5 mL. Vzorky byly
tfepany na tfepacce pres noc. Bylo vytvoreno Sest paralelnich fad vzorki.

Dale bylo do vialek odpipetovano 50 pL zisobniho roztoku pyrenu 1. Po odpateni
rozpoustédla byly pfipipetovany 4 mL 12,5 mM roztoku CTAB rozpusténého ve vodé nebo
fyziologickém roztoku. Potom byl pfipipetovan zasobni roztok CPC v rozsahu
0-190 pL, pti¢emz koncentrace zasobniho roztoku CPC byla 2 mM. Nakonec byly vSechny
vzorky doplnény danym rozpoustédlem na celkovy objem 5 mL. Vzorky byly tfepany na
ttepacce pres noc. Bylo vytvoteno Sest paralelnich fad vzork.

4.3.1.3 Vzorky 30 mM CTAB

Do vialek bylo napipetovano 60 pL. zasobniho roztoku pyrenu 1. Po odpateni rozpoustédla
byly pfipipetovany 4 mL 37,5 mM roztoku CTAB rozpusténého ve vod¢, pufru nebo
fyziologického roztoku. Potom byl pfipipetovan zdsobni roztok jodu v rozsahu 0-300 pL,
pricemz koncentrace zdsobniho roztoku jodu byla 1 mM. Nakonec byly vSechny vzorky
doplnény vodou, pufrem nebo fyziologickym roztokem na celkovy objem 5 mL. Vzorky byly
tfepany na tfepacce pres noc. Bylo vytvoreno Sest paralelnich fad vzorki.
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4.3.1.4 Vzorky 1 mM CTAB v pritomnosti hyaluronanu (M,, =1,4 MDa)

Do vialek bylo odpipetovano ~170 uL zasobniho roztoku pyrenu 2. Po odpateni
rozpoustédla byly pfipipetovany 4 mL 1,25 mM roztoku CTAB rozpusténého ve vodé. Pak
bylo ptfidano 0,25 mL zasobniho roztoku hyaluronanu rozpusténého ve vode. Potom byl
pfipipetovan zdsobni roztok jodu v rozsahu 0-150 pL, pfi¢emZz koncentrace zdsobniho
roztoku jodu byla 1 mM. Nakonec byly vSechny vzorky doplnény vodou na celkovy objem
5 mL. Vzorky byly tfepany na tiepacce pies noc. Bylo vytvofeno Sest paralelnich fad vzorki.

Do vialek bylo odpipetovano 50 uL zasobniho roztoku pyrenu 1. Po odpateni rozpoustédla
byly pfipipetovany 4 mL 1,25 mM roztoku CTAB rozpusténého v pufru a nebo fyziologickém
roztoku. Pak bylo pfidano 0,375 mL zasobniho roztoku hyaluronanu rozpusténého pufru nebo
fyziologickém roztoku. Potom byl pfipipetovan zasobni roztok jédu v rozsahu 0-220 pL,
pricemz koncentrace zdsobniho roztoku joédu byla 1 mM. Nakonec byly vSechny vzorky
doplnény danym rozpoustédlem na celkovy objem 5 mL. Vzorky byly tfepany na tfepacce
ptes noc. Bylo vytvoieno Sest paralelnich fad vzorku.

4.3.1.5 Vzorky 10 mM CTAB v pritomnosti hyaluronanu (M,, =1,4 MDa)

Do vialek bylo odpipetovano 60 uL zdsobniho roztoku pyrenu 1. Po odpateni rozpoustédla
byly pfipipetovany 4 mL 12,5 mM roztoku CTAB rozpusténého ve vodé nebo ve
fyziologickém roztoku. Pak bylo pfidano:

a) 0,25 mL zasobniho roztoku hyaluronanu rozpusténého ve vod¢

b) 0,025 mL zasobniho roztoku hyaluronanu rozpusténého ve vodé

¢) 0,375 mL zésobniho roztoku hyaluronanu rozpusténého ve fyziologickém roztoku

d) 0,025 mL zasobniho roztoku hyaluronanu rozpusténého ve fyziologickém roztoku.

Potom byl pfipipetovan zasobni roztok jodu v rozsahu 0-250 pL, pficemz koncentrace
zasobniho roztoku jodu byla 1 mM. Nakonec byly vSechny vzorky doplnény danym
rozpoustédlem na celkovy objem 5 mL. Vzorky byly tfepany na tfepacce pies noc. Bylo
vytvoteno Sest paralelnich fad vzork.

Do vialek bylo odpipetovano 60 uL zasobniho roztoku pyrenu 1. Po odpateni rozpoustédla
byly pfipipetovany 4 mL 12,5 mM roztoku CTAB rozpusténého v pufru. Pak bylo ptidano
0,375 mL zasobniho roztoku hyaluronanu rozpusténého v pufru. Potom byl pfipipetovan
zasobni roztok jodu v rozsahu 0-350 pL, pficemz koncentrace zasobniho roztoku jodu byla
1 mM. Nakonec byly vSechny vzorky doplnény pufrem na celkovy objem 5 mL. Vzorky byly
tfepany na tfepacce pies noc. Bylo vytvofeno Sest paralelnich fad vzorkd.

Dale bylo do vialek odpipetovano 60 uL zasobniho roztoku pyrenu 1. Po odpateni
rozpoustédla byly pfipipetovany 4 mL 12,5 mM roztoku CTAB rozpusténého ve vodé nebo
fyziologickém roztoku. Pak bylo ptidano

a) 0,375 mL zasobniho roztoku hyaluronanu rozpusténého ve fyziologickém roztoku
b) 0,25 mL zasobniho roztoku hyaluronanu rozpusténého ve vodé

Potom byl pfipipetovan zasobni roztok CPC v rozsahu 0-190 pL, pficemz koncentrace
zasobniho roztoku CPC byla 2 mM. Nakonec byly vSechny vzorky doplnény danym
rozpoustédlem na celkovy objem 5 mL. Vzorky byly tfepany na tfepacce ptes noc. Bylo
vytvoreno Sest paralelnich fad vzorkd.
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4.3.1.6 Vzorky 10 mM CTAB v piitomnosti hyaluronanu (M,, =650 kDa)

Do vialek bylo odpipetovano 50 uL zasobniho roztoku pyrenu 1. Po odpateni rozpoustédla
byly pfipipetovany 4 mL 12,5 mM roztoku CTAB rozpusténého ve vod€ a nebo
fyziologickém roztoku. Pak bylo pifiddno 0,375 mL zasobniho roztoku hyaluronanu
rozpusténého v daném rozpoustédle. Potom byl pfipipetovan zdsobni roztok zhasece

a) jodu v rozsahu 0-350 pL, ptic¢emz koncentrace zasobniho roztoku jodu byla 0,66 mM
b) CPC v rozsahu 0-190 pL, pficemZ koncentrace zasobniho roztoku jodu byla 2 mM

Nakonec byly vSechny vzorky doplnény rozpoustédlem na celkovy objem 5 mL. Vzorky

byly tfepany na tfepacce ptes noc. Bylo vytvofeno Sest paralelnich fad vzorkd.

4.3.1.7 Vzorky 30 mM CTAB v pFitomnosti hyaluronanu (M,, =1,4 MDa)

Do vialek bylo odpipetovano 60 uL zasobniho roztoku pyrenu 1. Po odpateni rozpoustédla
byly pfipipetovany 4 mL 37,5 mM roztoku CTAB rozpuSténého ve vodé¢, pufru nebo ve
fyziologickém roztoku. Pak bylo ptidéno:

a) 0,25 mL zasobniho roztoku hyaluronanu rozpusténého ve vodé

b) 0,375 mL zasobniho roztoku hyaluronanu rozpusténého v pufru

¢) 0,375 mL zasobniho roztoku hyaluronanu rozpusténého ve fyziologickém roztoku.

Potom byl pfipipetovan zasobni roztok jodu v rozsahu 0-350 pL, pficemz koncentrace
zasobniho roztoku jodu byla 1 mM. Nakonec byly vSechny vzorky doplnény danym
rozpoustédlem na celkovy objem 5 mL. Vzorky byly tfepany na tfepacce pies noc. Bylo
vytvoteno Sest paralelnich fad vzork.

4.3.2 Priprava vzorkii ke zjisténi kritické micelarni koncentrace
4.3.2.1 Vzorky s vodou

Do vialek bylo odpipetovano 30 uL zasobniho roztoku pyrenu 1. Po odpateni rozpoustédla
byl pfidan zasobni roztok CTAB ve vodé tak, aby po doplnéni vzorku na 5 mL byla
koncentrace tenzidu v rozsahu 0,0005-1,5 mM. Pak bylo do vialek ptidano:

a) 0 mL zasobniho roztoku hyaluronanu rozpusténého ve vodé

b) 0,25 mL zéasobniho roztoku hyaluronanu (My, =1,4 MDa) rozpusténého ve vodé

¢) 0,025 mL zasobniho roztoku hyaluronanu (My, =1,4 MDa) rozpusténého ve vodé

d) 0,375 mL zasobniho roztoku hyaluronanu (M,, =650 kDa) rozpusténého ve vode¢.

Potom byly vzorky doplnény vodou na celkovy objem 5 mL.

4.3.2.2 Vzorky s pufrem

Do vialek bylo odpipetovano 40 puL zasobniho roztoku pyrenu 1. Po odpafeni rozpoustédla
byl pfidan zasobni roztok CTAB v pufru tak, aby po doplnéni vzorku na 5 mL byla
koncentrace tenzidu v rozsahu 0,001-20 mM. Pak bylo do vialek ptidano:

a) 0 mL zasobniho roztoku hyaluronanu rozpusténého v pufru

b) 0,375 mL zasobniho roztoku hyaluronanu (M, =1,4 MDa) rozpusténého v pufru.

Potom byly vzorky doplnény pufrem na celkovy objem 5 mL.
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4.3.2.3 Vzorky s fyziologickym roztokem

Do vialek bylo odpipetovano 40 puL zasobniho roztoku pyrenu 1. Po odpateni rozpoustédla
byl pfidan zasobni roztok CTAB ve fyziologickém roztoku tak, aby po doplnéni vzorku na
5 mL byla koncentrace tenzidu v rozsahu 0,0002-0,7 mM. Pak bylo do vialek ptidano:

a) 0 mL zdsobniho roztoku hyaluronanu rozpusténého ve fyziologickém roztoku

b) 0,375 mL zéasobniho roztoku hyaluronanu (M, =1,4 MDa) rozpusténého ve
fyziologickém roztoku

c) 0,025 mL zasobniho roztoku hyaluronanu (My =1,4 MDa) rozpusténého ve
fyziologickém roztoku

d) 0,375 mL zasobniho roztoku hyaluronanu (M, =650 kDa) rozpusténého ve
fyziologickém roztoku

Potom byly vzorky doplnény fyziologickym roztokem na celkovy objem 5 mL.

4.4 Meéreni vzorku

Emisni spektra byla pofizovana pomoci pfistroje Luminescence spectrometer
AMINCO — Bowman Series 2 s pouZzitim kyvety o optické draze 1 cm. Teplota cely s kyvetou
byla fizena obéhovym termostatem Grant s externim chlazenim. VSechna méteni probihala pfi
teploté 20 = 0.1 °C.

Emisni spektra pyrenu byly pofizovany pfi excitacni vlnové délce A =335 nm, emisni
vlnové délce A =392 nm a konstantni citlivosti rychlosti 5 nm/s s krokem 1nm. Byly
pozorovany zmény totalniho integralu.

Pti urceni kritické micelarni koncentrace byl pozorovan pomér fluorescenéniho maxima 1.
a 3. piku a excimeru a monomeru.

Hodnota kritické micelarni koncentrace byla vyhodnocena pomoci Boltzmannovy
rovnice:

A —A.
y=—r—0 N L,:m + A (32)
l+e &

Kde xj predstavuje inflexni bod a Ax predstavuje gradient [68].
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Obr. 14 Zobrazeni koncentracni rady

Kolem kritické micelarni koncentrace je jen velmi malo micel. Ukazuji to i1 intenzita
excimeru, ktera ma v okoli tohoto bodu mnohem vétsi hodnotu a intenzita monomeru, ktera
naopak klesd. Dochdzi k lokalnimu zakoncentrovani a intenzita fluorescence je soucet dvou
signalii (pyrenu sviticiho z vody a pyrenu, ktery uz je zabudovany v micele). Proto nam
v grafu vychézi S-kiivka a ne dvé rovné cary.
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Obr. 15 Zobrazeni koncentracni rady monomeru a excimeru

Vsechny vzorky byly proméfeny na fluorimetru a na UV-VIS spektrofotometru. Data byla
potom vyhodnocena pomoci korekce (viz. rovnice 33), ktera ndm eliminuje ptipadné zbarveni
nebo zakaleni roztoku:

_ 0,5(0.D.,,+0.D.,,,)
Fop = Fpgs 10 (33)

Corr

- Fcorje intenzita fluorescence s korekci

- Fops je intenzita fluorescence bez korekce

- 0.D.., je hodnota optické hustoty pii 335 nm

- O.D..y je hodnota optické hustoty o dané emisni vinové délce

Korekce byly provedeny tak, Ze pro vzorky byly naméteny absorp¢ni spektra v rozsahu od
200 nm do 600 nm s pomoci absorpcniho spektrometru Varian Cary Probe 50 s pouzitim
kyvety o optické draze 1 cm.

Obr. 16-18 ndzorné ukazuji jak se zméni fluorescencni spektra s pouzitim korekce.
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Obr. 16 Nameérenda fluorescencni nekorigovana spektra pro vzorky obsahujici 30 mM CTAB,
15 mgdm?™ hyaluronanu (M, = 1,4 MDa) v prostiedi fyziologického roztoku a
promeénnou koncentraci jodu
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Obr. 17 Naméiend absorpcni spektra pro vzorky obsahujici 30 mM CTAB, 15 mgdm™
hyaluronanu (M, = 1,4 MDa) v prostiedi fyziologického roztoku a proménnou
koncentraci jodu
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Obr. 18 Korigovand fluorescencni spektra pro vzorky obsahujici 30 mM CTAB, 15 mgdm™
hyaluronanu (M, = 1,4 MDa) v prostredi fyziologického roztoku a proménnou
koncentraci jodu
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni cast diplomové prace se zabyvala agregaci systémi kationaktivniho
tenzidu CTAB a hyaluronanu o riznych koncentracich a riznych molekulovych hmotnosti.
Zabyvala se predevSim zjisténim agregacniho cisla CTAB v tfech rliznych rozpoustédlech
(voda, fosfatovy pufr a fyziologicky roztok) bez a v pritomnosti hyaluronanu.

Hodnota agregacniho ¢isla byla zjiSt€éna pomoci zhdSeni intenzity fluorescence pyrenu
v CTAB. Agregacni ¢islo bylo ur€eno pomoci postupného pridavani zhasece, roztoku jodu
nebo CPC, do roztoku sondy s tenzidem bez a v pfitomnosti hyaluronanu. Vysledky pak byly

vyhodnoceny pomoci linearni zavislosti, ktera je dana koncentraci zhaSece a logaritmu @y/ @ :
1

k
- Kk 4
Ness [SDs]-cmc (34)

- kje smérnice piimky

Z rovnice 34 vypliva, Ze pro zjisténi agregacniho Cisla bude potieba zjistit 1 CMC tenzidu
pti konkrétnich podminkach. Tato hodnota se miize liSit a to nejen pouzitim riiznych metod
(fluorescence, povrchové napéti), ale 1 pouzitim stejné metody za riiznych podminek (sonda -
pyren, nilska Cerven). A jelikoz bylo pouzito k urceni agregacniho Cisla pouze pyrenu, i CMC
byla stanovena jen s pouZzitim pyrenu.

Tyto vysledky by mély ptispét k celkovému piehledu o interakcich mezi hyaluronanem a
kationaktivnim tenzidem, které budou pouzity k popisu téchto systémi s ohledem na budouci
pouziti v oblasti cilené distribuce 1écCiv.

42



5.1 Urc¢eni kritické micelarni koncentrace
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Obr. 19 Zavislost pomeéru 1,/I3 emisnich maxim pyrenu na koncentraci CTAB rozpusténého ve
vodé (priumer ze tri méreni).

Obrazek 19 zobrazuje zavislost poméru I;/I; emisnich maxim pyrenu na koncentraci
CTAB rozpusténé¢ho ve vodé. Obrazek 20 zobrazuje zavislost poméru I;/I3 emisnich maxim
pyrenu na koncentraci CTAB rozpusténého ve vodé s pridavkem vysokomolekularniho a
nizkomolekularniho hyaluronanu. Pomoci Boltzmanovy S-kifivky byla stanovena hodnota
CMC. Hodnota kritické¢ micelarni koncentrace CTAB bez ptidavku hyaluronanu byla rovna
0,94+0,002 mM. S ptidavkem vysokomolekularniho hyaluronanu o nizké koncentraci
nedoslo prakticky k zddné zméné¢ CMC, ale tato kiivka ma nejstrméj$i pribéh ze vsech
meéieni s vodou. Nejveétsi rozdil CMC mezi vzorky bez a s pfidavkem hyaluronanu jde vidét u
vzorku obsahujiciho vysokomolekularni hyaluronan o vyS$$i koncentraci. Pfi pouziti
nizkomolekularniho hyaluronanu mizeme na kiivce pozorovat jak kritickou agregacni
koncentraci (prvni pokles), kdy ndm v roztoku vznikaji prvni agregaty, vznik gelu (nartist
poméru 1,/I3), ktery se pii zvySujici se koncentraci tenzidu zase rozpusti, tak i kritickou
micelarni koncentraci (druhy pokles), kdy nam v roztoku zac¢inaji vznikat volné micely a
kterou jsme nakonec pouzili pro zjiSténi hodnoty agrega¢niho Cisla. Z obrazkti 19-20 lze
vycist, ze hodnoty polaritniho indexu u vSech vzorki se pohybuji ve zhruba stejném rozmezi.
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Obr. 20 Zavislost poméru 1,/I3 emisnich maxim pyrenu na koncentraci CTAB rozpusténého ve
vodé v pritomnosti hyaluronanu (prumer ze tri meéreni)
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Obr. 21 Zavislost pomeéru 1,/13 emisnich maxim pyrenu na koncentraci CTAB rozpusténého
v pufiru (priimer ze tii mérenti)
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Obr. 22 Zavislost poméru 1,/1; emisnich maxim pyrenu na koncentraci CTAB rozpusténého
v pufru v piitomnosti 15mg dm> hyaluronanu (Mr = 1,4 MDa), (priimér ze tii
mérent)

Obrazek 21 zobrazuje zavislost poméru I;/I3 emisnich maxim pyrenu na koncentraci
CTAB rozpusténého v pufru. Obrazek 22 zobrazuje zavislost poméru I;/I3 emisnich maxim
pyrenu na koncentraci CTAB rozpusténého v pufru s ptfidavkem vysokomolekuldrniho
hyaluronanu. Pomoci Boltzmanovy S-kiivky byla stanovena hodnota CMC. Hodnota kritické
micelarni koncentrace CTAB bez pfidavku hyaluronanu byla rovna 0,086+ 0,002 mM.
S pridavkem vysokomolekularniho hyaluronanu doslo k poklesu CMC na hodnotu
0,058 £ 0,006 mM. Rozdil mezi témito dvéma hodnotami CMC je velmi maly, takZze miZeme
fict, Ze ptidavek vysokomolekularniho hyaluronanu mé jen nepatrny vliv na zacatek tvorby
micel CTAB rozpusténého v pufru. Z obrazki 21-22 lze vycist, ze S-kfivka s ptidavkem
hyaluronanu mé& mnohem ostiejs$i sklon. Dale si miizeme vSimnout, Ze hodnoty polaritniho
indexu u vSech vzorka se pohybuji ve stejném rozmezi.
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Obr. 23 Zavislost poméru 1,/1; emisnich maxim pyrenu na koncentraci CTAB rozpusteného ve
fyziologickém roztoku (priumer ze tri meéreni)

Obrazek 23 zobrazuje zavislost polaritniho indexu na koncentraci CTAB rozpusténého ve
fyziologickém roztoku. Hodnota CMC stanovena pomoci Boltzmanovy S-kiivky méla
hodnotu 0,064 £0,002 mM. Miuzeme tedy fict, ze velky vliv na hodnotu CMC ma

Vv

naméfena ve fyziologickém roztoku. To mlze byt zpiisobeno iontovou silou, kterd byla
ovlivnéna danym rozpoustédlem.
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Obr. 24 Zavislost poméru 1,/1; emisnich maxim pyrenu na koncentraci CTAB rozpusténého ve
fyziologickém roztoku v pritomnosti hyaluronanu (priumeér ze tii méreni)

Obrazek 24 zobrazuje zavislost poméru I;/I3 emisnich maxim pyrenu na koncentraci
CTAB rozpusténého ve fyziologickém roztoku s pfidavkem nizkomolekuldrniho a
vysokomolekularniho hyaluronanu. Hodnota CMC pro vysokomolekuldrni hyaluronan
(c=15mg/L) byla 0,077 £0,002 mM, pro vysokomolekularni hyaluronan (¢ =1mg/L ) byla
0,068+0,00l mM a pro nizkomolekularni  hyaluronan (c=15mg/L) byla
0,073+ 0,002 mM. S ptidavkem hyaluronanu doslo ke zvySeni CMC. Rozdil mezi témito
hodnotami je velmi maly, takze miZeme fict, Ze ptidavek hyaluronanu ma opét jen nepatrny
vliv na zacatek tvorby micel. Z obrazku 24 lze vycist, Ze S-kiivka ma nejostiejsi sklon u
vysokomolekuldrniho hyaluronanu (¢ =1mg/L). Dale si mizeme vSimnout, ze hodnoty
polaritniho indexu u vSech vzorkl se pohybuji ve stejném rozmezi az na vysokomolekularni
hyaluronan s vétsi koncentraci, jehoz hodnota polaritniho indexu se 1i8i od ostatnich kiivek
cca 0 0,05 bodu. Tato kiivka ma také nejvétsi sklon.
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Tabulka 2 Hodnoty CMC v ruznych rozpoustedlech

Rozpoustédlo . Fyziologicky

P:)ostfedi Voda Mili Q Puir ! roztfk !

Bez HYA 0,94 + 0,005 0,086 + 0,002 0,064 + 0,002

15 mg'dm™ HYA (1,4 MDa) 0,058 + 0,006 0,077 + 0,002
5 mgdm™ HYA (1,4 MDa) 0,62 + 0,04

1 mgdm™ HYA (1,4 MDa) 0,068 + 0,001
0,5 mg'dm™ HYA (1,4 MDa) 0,94 + 0,01

15 mg'dm™ HYA (650 kDa) 0,82 + 0,07 0,073 + 0,002

5.2 Urdeni agregacniho ¢isla

Agregacni Cislo bylo méfeno za pomoci zhaSeni fluorescence pyrenu v riznych systémech.
Byly studovéany tii rtizné koncentrace CTAB (1 mM, 10 mM a 30 mM) ve tfech rtznych
rozpoustédlech (voda, pufr a fyziologicky roztok). Agregacni Cislo bylo stanoveno jak pro
samotny tenzid, tak 1 pro systém obsahujici rtzné piidavky nizkomolekularniho a
vysokomolekularniho hyaluronanu (viz. tabulky 3, 4, 5). Pfi pouZiti vody jako rozpoustédla,
byla nejvy$si koncentrace vysokomolekularniho hyaluronanu 5 mgdm™. Nad touto
koncentraci se v roztoku zacal tvofit gel, ktery byl pro nase méieni nezddouci.

V systémech byly pouzity dva typy zhasece, CPC a jod. CPC je hodné vyuzivany zhasec¢
fluorescence [11], [69]. Jenze v této praci byl pouzit systém obsahujici kationaktivni tenzid,
se kterym muze CPC, také kationaktivni tenzid, interagovat a tim ndm rozrusit cely systém.
Proto tu byla snaha nalezeni jiného typu zhasece. Bylo zjiSténo, ze jod, ktery ale neni
diskutovanym zhaSecem v nadmi pouzité literature, vykazuje podobné zhaSeci charakteristiky
jako CPC (obrazek 35). OvSem u jodu musime myslet na to, ze je chaotropni, coz znamena,
ze rusi interakce (vodikové vazby) v systému. Ale neinteraguje s tenzidem. Pro tuto praci byl,
jako hlavni zhésec, vybran jod a CPC byl pouzit pievazné pro srovnani vysledk.
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Obr. 25 Ukdzka zhadseni intenzity fluorescence pyrenu jodem v prostiedi 10 mM CTAB
rozpusténého ve fyziologickém roztoku a 15 mgdm™ hyaluronanu (Mr = 1,4 MDa).
5.2.1 Rozpoustédlo - voda

1,6 - X 1 mM CTAB
1.4 y = 184,96x 10 mM CTAB
2
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Obr. 26 Zavislost logaritmu pomeru intenzit fluorescence pyrenu bez/s pridavkem zhdsece na
koncentraci zhasece pro systém obsahujici pyren, CTAB rozpusteny ve vodeé a jod,
Jjako zhasec (primer z nékolika mereni)
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Obr. 27 Zavislost logaritmu pomeéru intenzit fluorescence pyrenu bez/s pridavkem zhdsece na
koncentraci zhasece pro systém obsahujici pyren, CTAB rozpustény ve vode,
5 mgdm™ hyaluronanu (Mr = 1,4 MDa) a jod, jako zhdsec (priimér z nékolika
mérent).
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Obr. 28 Zavislost logaritmu pomeéru intenzit fluorescence pyrenu bez/s pridavkem zhdsece na
koncentraci zhasece pro systém obsahujici pyren, 10 mM CTAB rozpustény ve vode,
t7i rizné koncentrace hyaluronanu s riiznou molekulovou hmotnosti a jod, jako
zhasec (prumer z nékolika méreni).
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Obrazky 26-28 znazoriuji zavislosti pfirozeného logaritmu @y/ @ na koncentraci zhasece.
Zaroven jsou na grafu zobrazeny linearni pfimky, kterymi jsou data prolozena a k nim
pfislusejici rovnice a hodnoty spolehlivosti. Jak jde vidét zobr 26-27, s ptidavkem
vysokomolekularniho hyaluronanu o vys$si koncentraci se smérnice ptimek snizi 2-3krat. Coz
se projevi i1 na agregac¢nim cisle, které bude mit vyrazné niz8§i hodnotu. Srovnani 10 mM
CTAB bez a v pfidavku hyaluronanu zjistime, ze nejvétsi hodnota smérnice piimky je
pozorovand ve vzorcich, které hyaluronan neobsahovali. Pak, jak je vidét na obrazku 28, je
koncentraci, naopak nejvétsi hodnota smérnice piimky je u vysokomolekuldrniho
hyaluronanu, ktery je ale ve vzorku obsazen v 10krat niz§i koncentraci.

5.2.2 Rozpoustédlo - pufr

0,9
08 X 1 mM CTAB
0’7 | 10 mM CTAB
’ >‘< A 30 mM CTAB
06
s 05 >‘f 5.9939
£ 04 y=11,506x ny_ ’0990’7‘
T 03 1 R*=0,9557 >‘< v
0,2 - y=4,2701x
0,17 R%=0,9763
O ) ]
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

koncentrace I, (mM)

Obr. 29 Zavislost logaritmu pomeéru intenzit fluorescence pyrenu bez/s pridavkem zhdsece na
koncentraci zhasece pro system obsahujici pyren, CTAB rozpustény v pufru a jod,
Jjako zhdsec (primeér z nékolika méreni).
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Obr. 30 Zavislost logaritmu pomeru intenzit fluorescence pyrenu bez/s pridavkem zhdsece na
koncentraci zhasece pro systém obsahujici pyren, CTAB rozpusteny v pufru,
15 mgdm™ hyaluronanu (Mr = 1,4 MDa) a jéd, jako zhdSec (priimér z nékolika
mérent).

Obrazky 29-30 znazoriuji zavislosti pfirozeného logaritmu @,/ @ na koncentraci zhasece.
Zaroven jsou na grafech zobrazeny linedrni pfimky, kterymi jsou data proloZena a k nim
ptislusejici rovnice a hodnoty spolehlivosti. Jde vidét, ze 1 mM CTAB rozpusténé v pufru
netvofi jednoduchou linedrni zdvislost. Proto jsme prolozili pfimkou jen data pocatecni
linedrni zavislosti. Dale to vypada, jakoby se ménil zplisob zhaseni. Pfi vysSich koncentracich
tenzidu tato anomalie mizi a hodnoty spolehlivosti tu maji mnohem vysS§i hodnotu
(0,9613-0,9963). To by se dalo vysvétlit pisobenim jodu, ktery je chaotropni a miize rozbijet
struktury micel. Tento jev jde ale vidét jen pii nizkych koncentracich tenzidu, coz znamena,
ze pti vyssich koncentracich CTAB je v systému pravdépodobné dostate¢né mnozstvi micel
na to, aby se do nich mohl jod zabudovat. Taky by se tu mélo brat v ivahu pasobeni pufru,
protoze v zddném dal§im rozpoustédle se ndm ani pii nizkych koncentracich tenzidu tento jev
neobjevil. Déle na obrazcich 29-30 bylo pozorovano, ze smérnice piimek bez piitomnosti
vysokomolekuldrniho hyaluronanu mély az 3kradt vysSi hodnoty nez v pfitomnosti
hyaluronanu. Coz znamena, Ze hodnoty agregacniho cisla v pfitomnosti hyaluronanu budou
mit vyrazné niz$i hodnotu nez hodnoty samotného tenzidu.
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5.2.3 Rozpoustédlo — fyziologicky roztok
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Obr. 31 Zavislost logaritmu pomeru intenzit fluorescence pyrenu bez/s pridavkem zhdsece na

koncentraci zhdsece pro systém obsahujici pyren,CTAB rozpusteny ve fyziologickém
roztoku a jod, jako zhasec (priumeér z nekolika méreni).
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Obr. 32 Zavislost logaritmu pomeru intenzit fluorescence pyrenu bez/s pridavkem zhdsece na
koncentraci zhdsece pro systém obsahujici pyren,CTAB rozpusteny ve fyziologickém
roztoku, 15 mgdm™ hyaluronanu (Mr = 1,4 MDa) a jéd, jako zhdsec (primér
z nekolika méreni).
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Obr. 33 Zavislost logaritmu pomeru intenzit fluorescence pyrenu bez/s pridavkem zhdsece na
koncentraci zhasece pro systém obsahujici pyren, 10 mM CTAB rozpustény ve
fyziologickém roztoku, tFi rizné koncentrace hyaluronanu s ruznou molekulovou
hmotnosti a jod, jako zhasec (primeér z nékolika méreni).

Obrazky 31-33 znazoriuji zavislosti pfirozeného logaritmu @,/ @ na koncentraci zhasece.
Zaroven jsou na grafu zobrazeny linedrni pifimky, kterymi jsou data prolozena a k nim
prisluSejici rovnice a hodnoty spolehlivosti. Na téchto grafech mizeme pozorovat vysoké
hodnoty spolehlivosti, coz ndm ukazuje, ze ma v tomto piipadé¢ zhaSeni opravdu linearni
charakter. Dale si mieme viimnout, 7e¢ az na jednu vyjimku (1 mgdm™ HYA,
Mr = 1,4 MDa), maji nejvétsi hodnoty smérnic ptfimek vzorky bez pfitomnosti hyaluronanu.
Coz znamena, ze pii ptidavku hyaluronanu dochazi k poklesu agregacniho cisla. To mtize byt
zpusobeno tim, ze kladné nabity povrch micel CTAB bude pfitahovat zaporné nabity fetézec
hyaluronanu. Hyaluronan interaguje s micelami ziejmé tak, ze fetézec hyaluronanu ¢aste¢né
obali micelu CTAB, jak je to zobrazeno na obrazku 34.

2
o~ %
S'o GNES

Obr. 34 Interakce polyelektrolytu s micelarnim systéemem [62]
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Pokud srovname smérnice piimek riznych ptidavkl hyaluronanu o riiznych Mr u 10 mM
CTAB zjistime, ze nejvyssi hodnotu ma ptidavek vysokomolekularniho hyaluronanu o nizsi
koncentraci. To mtze byt naptiklad zplisobeno Spatnym stanovenim CMC nebo pravé pfi této
koncentraci dochazi k takové interakci HYA s tenzidem, ze dochazi k tvorbé vétSich micel.
V ostatnich ptipadech je hodnota smérnice ptimky niz8i ve vzorcich s hyaluronanem nez u

samotného tenzidu.

5.2.4 Pouziti CPC

0,5 < ope y = 12,105x
R” = 0,9942 '

0,4 - Jod |
303 - '
g y=11,421x
) ' 2_
z o I R* = 0,995

| L
0,1 -
O :\ I

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04
koncentrace zhasece (mM)
Obr. 35 Zavislost logaritmu pomeru intenzit fluorescence pyrenu bez/s pridavkem zhdsece na

koncentraci zhdsece pro systém obsahujici pyren, 10 mM CTAB rozpustény ve vodeé a
dvou druhii zhasece, CPC a jodu (prumeér z nékolika méreni).
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Obr. 36 Zavislost logaritmu pomeéru intenzit fluorescence pyrenu bez/s pridavkem zhdsece na
koncentraci zhasece pro systém obsahujici pyren, 10 mM CTAB rozpustény ve
Sfyziologickém roztoku a dvou druhii zhasece, CPC a jodu (priimér z nékolika
mérent).
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Obr. 37 Zavislost logaritmu pomeru intenzit fluorescence pyrenu bez/s pridavkem zhdsece na
koncentraci zhasece pro systém obsahujici pyren, 10 mM CTAB rozpustény ve vode,

Smgdm™> hyaluronanu o Mr = 1,4 MDa a dvou druhii zhdSece, CPC a jédu (primér
z nékolika méreni).
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Obr. 38 Zavislost logaritmu pomeru intenzit fluorescence pyrenu bez/s pridavkem zhdsece na
koncentraci zhasece pro systém obsahujici pyren, 10 mM CTAB rozpustény ve
fyziologickém roztoku, 15mgdm ™ hyaluronanu o Mr = 1,4 MDa a dvou druhi
zhasece, CPC a jodu (primeér z nékolika méreni).
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Obr. 39 Zavislost logaritmu pomeéru intenzit fluorescence pyrenu bez/s pridavkem zhdsece na
koncentraci zhasece pro systém obsahujici pyren, 10 mM CTAB rozpustény ve vode,
15mgdm™ hyaluronanu o Mr = 650 kDa a dvou druhii zhdsece, CPC a jédu (priimér

z nékolika méreni).
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Obr. 40 Zavislost logaritmu poméru intenzit fluorescence pyrenu bez/s pridavkem zhdsece na
koncentraci zhasece pro systéem obsahujici pyren, 10 mM CTAB rozpustény ve
fyziologickém roztoku, 15mgdm™ hyaluronanu o Mr = 650 kDa a dvou druhii
zhasece, CPC a jodu (prumeér z néekolika méreni).

U CPC jsou vétsi chybové tsecky, coZ je dano tim, Ze do systému s tenzidem pfidavame
dalsi tenzid, ktery mize nejen zhaset intenzitu fluorescence pyrenu, ale mize dojit ke tvorbé
smésnych micel, které ndm pozorovany systém znacné narusi. Vysledky pak muzou
vykazovat zkreslené hodnoty agregacniho c¢isla. Hodnoty Nagg s pouzitim CPC jsou vyssi,
niz8i nebo stejné v porovnani s jodem. Coz znamend, Ze CPC nema mensi ucinnost zhaseni
nez jod, ale vysledky opravdu ovliviiuji interakce dvou tenzidii v systému a nebo chaotropni
jod.

Tabulka 3 Hodnoty agregacniho cisla I mM CTAB

Rozpouvété(?lo Voda Pufr Fyziologicky
Prostredi roztok
Zhaseé: 1,
Bez HYA 11+1 11+1 65+1
15 mgdm™ HYA (1,4 MDa) - 5+1 39+1
5 mgdm™ HYA (1,4 MDa) 21+1
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Tabulka 4 Hodnoty agregacniho cisla 10 mM CTAB

Rozpouvétéc}lo Voda Pufr Fyziologicky
Prostredi roztok
Zhase¢: 1,
Bez HYA 110 + 10 59+3 119+ 4
15 mgdm™ HYA (1,4 MDa) 22+ 1 88 +2
5 mgdm™ HYA (1,4 MDa) 44 +5
1 mgdm™ HYA (1,4 MDa) 144 + 6
0,5 mg'dm™ HYA (1,4 MDa) 104 + 1
15 mg'dm™ HYA (650 kDa) 95 + 3 116 +2
Zhaged: CPC
Bez HYA 103 + 12 78 +7
15 mgdm™ HYA (1,4 MDa) 86 + 8
5 mgdm™ HYA (1,4 MDa) 7242
15 mg'dm™ HYA (650 kDa) 71 +3 70+ 5
Tabulka 5 Hodnoty agregacniho cisla 30 mM CTAB
Rozpouvété(?lo Voda Pufr Fyziologicky
Prostredi roztok
Zhasec: 1,
Bez HYA 158 + 15 128 £ 11 172 + 13
15 mgdm™ HYA (1,4 MDa) 39+ 4 119+ 10
5 mgdm™ HYA (1,4 MDa) 71+4
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5.2.5 Srovnani Nagg
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Obr. 41 Srovnani agregacniho cisla 10 mM CTAB pomoci obsahu karboxylovych skupin
vdzanych na hyaluronan
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Obr. 42 Srovnani agregacniho cisla 10 mM CTAB pomoci celkové koncentrace HYA v
roztoku
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Z obrazku 41 jde vidét, Ze nizkomolekuldrni hyaluronan ndm, i pfi vyss$i koncentraci
karboxylovych skupin, hodnotu agregacniho Cisla takika nezméni. Dale z obrazk 41-42
vypliva, ze takika ve vSech ptipadech dochazi s pfidavkem hyaluronanu k poklesu
agregacniho cCisla. Jen v ptipadé CTAB rozpusténého ve fyziologickém roztoku doslo
v ptidavku 0,7 nM HYA k nértstu hodnoty Nagg. Coz znamend, Ze pii urcité koncentraci
HYA miize dojit k takovym interakcim systému, které zpisoby tvorbu vétSich agregatii. Pro
srovnani jsme ale pouzili jen Ctyfi body, takze porovnani hodnot mizeme povazovat jen za
orientacni.
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6 ZAVER

Byla provedena reSerSe na téma vyuziti zhaSeni fluorescence ve studiu agregacnich
chovani systému obsahujici polyaniont-tenzid-rozpoustédlo a na zaklad¢ této reserSe byl pro
zjisténi kritické micelarni koncentrace a agregac¢niho ¢isla koloidnich soustav vybran pyren,
jako nejvhodnéjsi fluorescencni sonda. Jako polyaniont byla pouzita sodna stl kyseliny
hyaluronové s dvéma riaznymi molarnimi hmotnostmi, 1,46 MDa a 650 kDa. Dale byl pouzit,
jako kationaktivni tenzid, CTAB, u kterého se, diky opacnému naboji, ptedpokladaji silng;si
interakce s HY A. Byl vybran také proto, Ze je oficidlné¢ doporucovan pro vyuziti v systémech
zaméfenych na cilené nosice 1éCiv. V pozorovanych systémech byly pouzity tfi druhy
rozpoustédel, 3x destilovana voda, fosfatovy pufr a fyziologicky roztok.

Pro zjisténi agregacniho Cisla pomoci zhaseni fluorescence je jednou z nejpodstatnéjSich
podminek nalezeni a volba vhodného zhéasece. V této praci byly pouzity dva typy zhasecu,
CPC a jod. Ovsem oba tyto zhaSece maji své pro i proti. CPC je kationaktivni tenzid, ktery po
pfidani do systému obsahujici CTAB, také kationaktivni tenzid, miize zpUsobit vzajemnou
interakci CPC-CTAB a tim rozbit cely systém. Jod je zase chaotropni latka, ktera miize
rozrusit vodikové interakce v daném systému. Po n€kolika experimentalnich pokusech bylo
zjisténo, ze pokud byl do systému piidan CPC, Casto bylo pro stejny systém ziskdno nékolik
ruznych hodnot agregacniho ¢isla. Proto byla vétSina zhaSecich experimentii provedena s
pouzitim jodu, u kterého byl pozorovan vyrazny problém jen u 1 mM CTAB rozpusténého v
pufru. Experimenty s CPC byly provedeny spiSe jen za ucelem srovnani vysledka ziskanych
pro dva odlisné typy zhasecu.

Pro stanoveni Nagg je nutné znat hodnotu CMC pro dany systém. Pfi stanoveni CMC byl
sledovan pomér 1. a 3. piku pyrenu v zavislosti na rostouci koncentraci CTAB v daném
rozpoustédle bez a v pfitomnosti HY A o rtizné koncentraci. Bylo zjisténo, ze nejvétsi vliv na
hodnotu kritické micelarni koncentrace mé rozpoustédlo. Ve vod¢ byla hodnota CMC bez
hyaluronanu 0,94 + 0,005 mM, v pufru 0,086 +0,002 mM a ve fyziologickém roztoku
0,064 + 0,002 mM. To je zplisobeno prevazné¢ iontovou silou roztoku. Nejvétsi vliv pridavku
hyaluronanu na CMC mé¢ly vzorky, kde byla pouzita jako rozpoustédlo voda. Zde se ménila
hodnota CMC s pfidavkem HYA v rozmezi 0,62-0,94 mM, pficemz nejvice byla hodnota
CMC ovlivnéna pridavkem vysokomolekularniho HY A o vyssi koncentraci. Za zminku vSak
stoji systém obsahujici nizkomolekuldrni hyaluronan-tenzid-vodu, kde byly na Boltzmanové
kiivce patrné dva zlomy, coz se da vysvétlit tim, Ze nejprve vznikaji agregaty CTAB-
hyaluronan (1. zlom) a potom volné micely CTAB (2. zlom). To znamend, Ze nasledné
vypocitand hodnota Nagg téchto systéml ndm da jen primérnou Nagg, protoze neni mozné
s jistotou fict, jak to v takovém systému vypada a tedy jestli bylo urCeno agregacni cislo
volnych micel, micel zkondenzovanych na fetézci HYA a nebo agregati micel s HYA. S
pouzitim fyziologického roztoku jako rozpoustédla byl s pfidavkem hyaluronanu zjistén
narast CMC, coz je s nejveétsi pravdépodobnosti zplisobeno elektostatickymi interakcemi.
Ovsem z vysledku je také patrno, Ze na posun CMC nem4 ptidavek hyaluronanu vyznamny
vliv, protoze hodnoty namétené pro systémy obsahujici hyaluronan (0,068-0,073 mM) jsou
velmi podobné s hodnotou kritické micelarni koncentrace CTAB bez hyaluronanu. Ani
v ptipad¢ pouziti pufru nedoSlo pii pfidavku hyaluronanu k vyraznému posunu CMC. To
mize byt dano tim, Ze vliv plsobeni pufru a HYA mél podobné elektrostatické interakce,
takze CMC systému CTAB-pufr bez a s piidavkem hyaluronanu nam pak da velmi podobné
hodnoty.
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Hlavnim cilem této prace bylo zjistit primérné hodnoty agregacniho cisla CTAB bez a
v pritomnosti nativniho hyaluronanu. Vliv hyaluronanu na hodnotu Nagg CTAB je rizny. Ve
vétSiné piipadi bylo zjiSténo, Zze ptidavek hyaluronanu snizuje hodnotu Nagg a nebo ji
nechava takika nezménénou. V této praci byly objeveny dva piipady, systém obsahujici
vysokomolekularni hyaluronan o niz§i koncentraci-10 mM CTAB-fyziologicky roztok a
vysokomolekularni hyaluronan-1 mM CTAB-vodu, kde naopak ptidavek HY A vyrazné zvysil
hodnotu agregacniho ¢isla. Je tedy pravdépodobné, Ze byla nalezena prave takova koncentrace
hyaluronanu, kterd zpusobuje tvorbu agregatii vétSich rozmért. Je zajimavé, Ze u pufru byl
pozorovan vzdy jen vyrazny pokles Nagg. Coz mize byt zplsobeno tim, Ze v systému
dochazi k tvorbé kompaktnéjSich agregati a nebo také chemickym slozenim pufru, které
pravdépodobné dokaze narusit nadmolekularni doménu hyaluronanu a tim ovlivnit cely
pozorovany systém. Pii porovnani vlivu hyaluronanu o dvou riznych molarnich hmotnostech
bylo zjisténo, ze nizkomolekuldrni hyaluronan nema vyrazny vliv na zménu agregacniho
¢isla. Ale pfi pouziti vysokomolekularniho HY A doslo, ve vétSiné piipadl, ke znaéné zméné
Nagg a to 1 ve velmi nizkych koncentracich.

Zavérem lze konstatovat, ze zadané cile prace byly splnény. Tato prace prfinesla Sirsi
prehled ucinku hyaluronanu na agregacni chovani kationaktivniho tenzidu CTAB. Ziskané
hodnoty by mohly byt vyuzity pti dal$im vyzkumu nosicovych systému na bazi hyaluronanu.
Zaroven tato prace upozornila na oblasti vhodné pro dalsi a bliz§i zkoumani, jako je naptiklad
nalezeni takového zhaseCe, ktery by nezptsoboval zaddné vedlejsi ucinky v pozorovaném
systétmu a nebo by byly tyto U¢inky dostatecné znamé. Dale se tu nabizi bliz§i zkoumani
interakci hyaluronan-tenzid jako naptiklad kolik micel je schopno se navéazat na hyaluronan a
také to zda se na HYA dokéze navazat itenzid, ktery je pfidan do systému obsahujici
hyaluronan-tenzid pozd¢ji (napt. po 24 hodinové solubilizaci).

63



7 SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

[10]

[11]

[12]

[13]

KAKEHI, K., et al. Hyaluronic acid: separation and biological implications. Journal
of Chromatography B [online]. 2003, vol. 797 [cit. 2010-02-11], s. 347-355. Dostupny
z WWW: <www.sciencedirect.com>.

MLCOCHOVA, P., et al. Preparation and characterization of biodegradable alkylether
derivatives of hyaluronan. Carbohydrate Polymers [online]. 2007, vol. 69 [cit. 2010-
02-11], s. 344-352. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

DRIMALOVA, E., et al. Degradation of hyaluronan by ultrasonication in comparison
to microwave and conventional heating. Carbohydrate Polymers [online]. 2005, vol.
61 [cit. 2009-11-27], s. 420-426. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.
Hyaluronan@3Dchem.com [online]. 2008 [cit. 2009-12-04]. Dostupny z WWW:
<http://www.3dchem.com/molecules.asp?ID=425>.

BALAZS, E. A., DELINGER, J. L., Ciba Foundation Symposium 143. 1989, [cit.
2010-02-11] s. 256.

BALAZS, E. A., et al. Clinical uses of hyaluronan. Novartis Foundation Symposium
[online]. 2007, vol. 61 [cit. 2010-02-11], s. 256-280. Dostupny z WWW:
<www.google.com>.

SANCHEZ, G. F., et al. Intramicellar energy transfer in aqueous CTAB solutions.
Journal of Luminescence [online]. 1996, vol. 69 [cit. 2009-12-01], s. 179-186.
Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

CUOMO, F., et al. Quenching efficiency of pyrene fluorescence by nucleotide
monophosphates in cationic micelles. Journal of Photochemistry and Photobiology A:
Chemistry [online]. 2009, vol. 202 [cit. 2009-09-05], s. 21-27. Dostupny z WWW:
<www.sciencedirect.com>.

CRAMB, D. T., et al. Fluorescence quenching mechanisms in micelles: the effect of
high quencher concentration. Journal of Photochemistry and Photobiology A:
Chemistry [online]. 2000, vol. 134 [cit. 2009-11-02], s. 87-95. Dostupny z WWW:
<www.sciencedirect.com>.

SARPAL, R. S., et al. The association parameters of bromide and iodide ions with
cationic micelles using steady state fluorescence quenching measurements. Journal of
Photochemistry and Photobiology A: Chemistry [online]. 1994, vol. 88 [cit. 2009-11-
29], s. 147-152. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

BHATTACHARYA, S. C., et al. Quenching of fluorescence of 2-anthracene
sulphonate by cetylpyridinium chloride in micellar solutions of Tweens, Triton X-100,
sodium dodecylsulphate (SDS) and -cetyltrimethylammonium bromide (CTAB).
Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry [online]. 1992, vol. 71 [cit.
2009-11-27], s. 147-152. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

AZUM, N, et al. Studies of mixed micelle formation between cationic gemini and
cationic conventional surfactants. Journal of Colloid and Interface Science [online].
2008, wvol. 328 [cit. 2009-12-18], s. 429-435. Dostupny z WWW:
<www.sciencedirect.com>.

BROWN, T. J. The development of hyaluronan as a drug transporter and excipient for
chemotherapeutic drugs. Current Pharmaceutical Biotechnology. 2008, vol. 9, [cit.
2010-02-18]s. 253-260.

64


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TFD-4GPW6J2-4&_user=10&_coverDate=09%2F21%2F2005&_alid=1297384722&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_cdi=5224&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=34&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=2a7de24acaa2804ffbd27ef385abc92d
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TFD-4GPW6J2-4&_user=10&_coverDate=09%2F21%2F2005&_alid=1297384722&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_cdi=5224&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=34&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=2a7de24acaa2804ffbd27ef385abc92d
http://www.3dchem.com/molecules.asp?ID=425
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TFD-4GPW6J2-4&_user=10&_coverDate=09%2F21%2F2005&_alid=1297384722&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_cdi=5224&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=34&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=2a7de24acaa2804ffbd27ef385abc92d

[14]
[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

Vyuziti tenzid v analytické chemii [online]. [cit. 2009-11-21]. Dostupny z WWW:
<http://tomcat.bf jcu.cz/sima/vybrane kapitoly/tenzidy anal.htm>.

Tenzidy. Wikipedie [online]. [cit. 2010-01-15]. Dostupny z WWW:
<http://cs.wikipedia.org/wiki/Tenzidy>.

BANDYOPADHYAY, P., et al. Surfactant-induced fluorescent sensor activity
enhancement of tryptophan at various pH. Chemical Physics Letters [online]. 2008,
vol. 457 [cit. 2009-09-08], s. 227-231. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.
EL-KEMARY, M. A, et al. Fluorescence decay of singlet excited-state of safranine T
and its interaction with ground-state of pyridinthiones in micelles and homogeneous
media. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy
[online]. 2002, vol. 58 [cit. 2010-02-22], s. 3011-3019. Dostupny z WWW:
<www.sciencedirect.com>.

WOLSZCZAK, M., et al. Characterization of non-ionic surfactant aggregates by
fluorometric techniques. Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry
[online]. 2002, vol. 147 [cit. 2008-02-14], s. 45-54. Dostupny z WWW:
<www.sciencedirect.com>.

BARTOVSKA, L. Fyzikdlni chemie povrchii a koloidnich soustav [online]. 2000, [cit.
2009-11-14]. Dostupny z WWW:
<http://www.vscht.cz/fch/cz/pomucky/bartovska/N403015.html>.

VASILESCU, M., et al. Aggregation numbers and microstructure characterization of
self-assembled aggregates of poly(ethylene oxide) surfactants and related block-
copolymers, studied by spectroscopic methods. Advances in Colloid and Interface
Science [online]. 2001, vol. 89-90 [cit. 2008-02-14], s. 169-194. Dostupny z WWW:
<www.sciencedirect.com>.

SINGH, S. T. Fluorescence behavior of intramolecular charge transfer probe in
anionic, cationic, and nonionic micelles. Journal of Colloid and Interface Science
[online]. 2007, vol. 311 [cit. 2008-02-14], s. 128-134. Dostupny z WWW:
<www.sciencedirect.com>.

IWUNZE, M. O. Binding and distribution characteristics of curcumin solubilized in
CTAB micelle. Journal of Molecular Liquids [online]. 2004, vol. 111 [cit. 2010-04-
13], s. 161-165. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

ALTAMIRANO, M. S., et al. Influence of Polarity and Viscosity of the Micellar
Interface on the Fluorescence Quenching of Pyrenic Compounds by Indole
Derivatives in AOT Reverse Micelles Solutions. Journal of Colloid and Interface
Science [online]. 1998, vol. 205 [cit. 2008-02-14], s. 390-396. Dostupny z WWW:
<www.sciencedirect.com>.

DONG, B., et al. Aggregation behavior of long-chain imidazolium ionic liquids in
aqueous solution: Micellization and characterization of micelle microenvironment.
Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects [online]. 2008,
vol. 317 [cit. 2008-02-14], s. 666-672. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.
PATRONI, S., et al. Effect of surfactant structure on the residual fluorescence of
micelle-based fluorescent probes. Journal of Colloid and Interface Science [online].
2007, wvol. 313 [cit. 2008-02-14], s. 638-644. Dostupny z WWW:
<www.sciencedirect.com>.

CUOMO, F., et al. Quenching efficiency of pyrene fluorescence by nucleotide
monophosphates in cationic micelles. Journal of Photochemistry and Photobiology A:

65


http://tomcat.bf.jcu.cz/sima/vybrane_kapitoly/tenzidy_anal.htm
http://cs.wikipedia.org/wiki/Tenzidy

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]
[37]
[38]
[39]
[40]

[41]

Chemistry [online]. 2009, vol. 202 [cit. 2009-11-05], s. 21-27. Dostupny z WWW:
<www.sciencedirect.com>.

HASCALL, C. V., Laurent, C. T. Dr. Hyaluronan: Structure and Physical Properties.
Glycoforum [online], 1997, [cit. 2010-02-15], dostupné z
<http://www.glycoforum.gr.jp/>.

PISARCIK, M., et al. Aggregation properties of sodium hyaluronate with Alkanediyl-
a,m-bis(dimethylalkylammonium Bromide) Surfactants in aqueous sodium chloride
solution. Journal of Colloid and Interface Science [online]. 2000, vol. 228 [cit. 2009-
10-08], s. 207-212. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

DAY, A. J., et al. Hyaluronan: polysaccharide chaos to protein organisation. Current
Opinion in Structural Biology [online]. 2001, vol. 11 [cit. 2009-12-06], s. 617-622.
Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

SANTOS, S. F., et al. Fluorescence Evidence for Formation of a Hyaluronate lon
Dodecyltrimethylammonium Bromide Complex. Journal of Colloid and Interface
Science [online]. 1994, vol. 164 [cit. 2010-04-01], s. 260-262. Dostupny z WWW:
<www.sciencedirect.com>.

STERN, R., et al. The many ways to cleave hyaluronan. Biotechnology Advances
[online]. 2007, vol. 6 [cit. 2009-11-29], s. 537-557. Dostupny z WWW:
<www.sciencedirect.com>.

PISARCIK, M., et al. Viscometric study of the sodium hyaluronate-sodium chloride-
alkyl-(n)-ammonium surfactant system. [International Journal of Biological
Macromolecules [online]. 1999, vol. 150 [cit. 2010-01-08], s. 207-216. Dostupny z
WWW: <www.sciencedirect.com>.

THALBERG, K., et al. Interaction between Hyaluronan and Cationic Surfactants.
Chemical Physics [online]. 1989, vol. 193 [cit. 2010-02-14], s. 1478-1483. Dostupny z
WWW: <www.pubs.acs.org/>.

SCOTT, J. E. Secondary and tertiary structures of hyaluronan in aqueous solution.
some biological consequences. Glycoforum [online], 1998, [cit. 2010-2-14], dostupné
z <http://www.glycoforum.gr.jp/>.

ASARI, A., et al. Molecular weight-dependent effects of hyaluronate on the arthritic
synovium. Archive of Histology and Cytology [online]. 1998, vol. 61 [cit. 2010-02-
14], s. 125-35.

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

SIMA, J. Spektrometrické analytické metody [online]. 1999 [cit. 2009-10-05].
Dostupny z WWW: <http://tomcat.bf jcu.cz/sima/analyticka chemie/spektrab.htm>.
Molekulova absorbance [online]. 2008 [cit. 2009-10-05]. Dostupny z WWW:
<http://fzp.ujep.cz/~synek/analytika/texty/>.

VALEUR, Bernard. Molecular Fluorescence. Weinheim (Federal Republic of
Gemany) : WILEY-VCH Verlog GmbH 69469, 2002. 399 s. ISBN 3-527-29919-X.
LAKOWICZ, Joseph R.. Principles of Fluorescence Spectroscopy. Kluwer Academic/
Plenum Publishers, New York 10013, 1999. 398 s. ISBN 0-306-46093-9.

KLAN, P.. Organicka fotochemie. 1.vydani, Brno: Vydavatelstvi MU, 2001. 121 s.
ISBN 80-210-2526-3.

66


http://www.glycoforum.gr.jp/
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WHR-45FC6P5-8V&_user=10&_coverDate=08%2F15%2F2000&_alid=1297487171&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_cdi=6857&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=776&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=9a84bb00e2f0b0d9f394b6aa691bbdb8
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WHR-45FC6P5-8V&_user=10&_coverDate=08%2F15%2F2000&_alid=1297487171&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_cdi=6857&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=776&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=9a84bb00e2f0b0d9f394b6aa691bbdb8
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WHR-45FC6P5-8V&_user=10&_coverDate=08%2F15%2F2000&_alid=1297487171&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_cdi=6857&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=776&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=9a84bb00e2f0b0d9f394b6aa691bbdb8
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WHR-45P0T3C-80&_user=10&_coverDate=04%2F30%2F1994&_alid=1297494982&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_cdi=6857&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=609&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=c9c14e3241a6acee1306136a935975ac
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WHR-45P0T3C-80&_user=10&_coverDate=04%2F30%2F1994&_alid=1297494982&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_cdi=6857&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=609&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=c9c14e3241a6acee1306136a935975ac
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TFR-3W1B2HK-S&_user=10&_coverDate=05%2F01%2F1999&_alid=1297503863&_rdoc=2&_fmt=high&_orig=search&_cdi=5233&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=105&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=b01941c717eb2f63f291ac5483b34892
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TFR-3W1B2HK-S&_user=10&_coverDate=05%2F01%2F1999&_alid=1297503863&_rdoc=2&_fmt=high&_orig=search&_cdi=5233&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=105&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=b01941c717eb2f63f291ac5483b34892
http://www.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HA02/HA02E.html
http://www.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HA02/HA02E.html
http://www.glycoforum.gr.jp/
http://www.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HA13/HA13E.html
http://www.glycoforum.gr.jp/
http://fzp.ujep.cz/%7Esynek/analytika/texty/

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

MARTINHO, J. M. G., et al. Fluorescence quenching of pyrene monomer and
excimer by CH3I. Chemical Physics [online]. 2001, vol. 264 [cit. 2009-09-25], s. 111-
121. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

MARTINHO, J. M. G. Heavy-Atom Quenching of Monomer and Excimer Pyrene
Fluorescence. Chemical Physics [online]. 1989, vol. 93 [cit. 2009-09-25], s. 6687-
6692. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

PANDEY, S., et al. Spectrochemical investigations in molecularly organized solvent
media: evaluation of nitromethane as a selective fluorescence quenching agent for
altemant PAils dissolved in micellar solvent media. Analytica Chimica Acta [online].
1996, wvol. 324 [cit. 2010-03-14], s. 175-181. Dostupny z WWW:
<www.sciencedirect.com>.

HIDALGO, J., et al. Fluorescence quenching of betacarboline (9H-pyrido[3,4-
blindole) induced by intermolecular hydrogen bonding with pyridines. Journal of
Luminescence [online]. 2007, vol. 127 [cit. 2008-04-09], s. 671-677. Dostupny z
WWW: <www.sciencedirect.com>.

LIU, B., et al. Fluorescence resonance energy transfer between acridine orange and
rhodamine 6G and analytical application in micelles of dodecyl benzene sodium
sulfonate. Journal of Luminescence [online]. 2006, vol. 188 [cit. 2008-04-09], s. 99-
105. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

CRAMB, D. T., et al. Fluorescence quenching mechanisms in micelles: the effect of
high quencher concentration. Journal of Photochemistry and Photobiology A:
Chemistry [online]. 2000, vol. 134 [cit. 2008-04-09], s. 87-95. Dostupny z WWW:
<www.sciencedirect.com>.

GAO, N., et al. Surface and micelle properties of novel multi-dentate surfactants.
Journal of Colloid and Interface Science [online]. 2007, vol. 314 [cit. 2008-04-09], s.
707-711. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

SULAK, K., et al. Photophysical study on aggregation of carboxylic
perfluoropolyether derivatives in water: Time resolved fluorescence quenching
measurements in the temperature range 297-333 K. Journal of Photochemistry and
Photobiology A: Chemistry [online]. 2007, vol. 191 [cit. 2008-04-09], s. 1-5.
Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

SOMASUNDARAN, P. Encyclopdia of Surface and Colloid Science. Columbia
University, New York FL 33487-2742, 2006, vol. 5, second edition.

UMLONG, 1. M., ISMAIL, K.. Micellization behaviour of sodium dodecyl sulfate in
different electrolyte media. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects [online]. 2007, vol. 299 [cit. 2008-04-09], s. 8-14. Dostupny z
WWW: <www.sciencedirect.com>.

SZAJDZINSKA-PIETEK, E., et al. Micellization behaviour of sodium dodecyl sulfate
in different electrolyte media. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects [online]. 2007, vol. 299 [cit. 2010-03-18], s. 8-14. Dostupny z
WWW: <www.sciencedirect.com>.

TURRO, N. J., YEKTA, A. Luminescent probes for detergent solution. A simple
method for determination of the mean aggregation number of micelles. J. Am. Chem.
Soc. 1978, vol. 100, s. 5951-5952.

ALMGREN, M. Energy transfer from micellar sodium phenylundecanoate to
solubilized naphtalene. Photochem. Photobiol. 1972, vol. 15, s. 297-309.

67



[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]
[67]

[68]

[69]

YEKTA, A., et al. Fluorescence Studies of Associating Polymers in Water:
Determination of the Chain end Aggregation Number and a Model for the Association
Process. Macromolecules. 1995, vol. 28 [cit. 2010-03-18], s. 956-966.

CAlI S., et al. Intralymphatic chemotherapy using a hyaluronan-cisplatin conjugate.
Journal of surgical research. Journal of Surgical Research [online]. 2008, vol. 147
[cit. 2009-10-23], s. 247-252.

KNUDSON, W. The hyaluronan Receptor, CD44. Glycoforum [online]. 2004, [cit.
2010-2-14], dostupné z <http://www.glycoforum.gr.jp/>.

DAY, A.J., PRESTWICH, G. D. Hyaluronan-binding Proteins: Tying Up the Giant.
Journal of Biological Chemistry [online]. 2002, vol. 277 [cit. 2010-02-14], s. 4585—
4588.

TOOLE, B. P. Hyaluronan in Morphogenesis and Tissue Remodeling.. Glycoforum
[online]. [cit. 2010-2-14], dostupné z <http://www.glycoforum.gr.jp/>.

MURANO, M., et al. In Vitro and In Vivo Antitumor Activity of a Novel Injectable
Hyaluronan-Methotrexate Conjugate.[online]. 2009, [cit. 2010-2-14], dostupné z
<http://www.eurand.com/pdf/EURX Posters 2009.pdf>.

YIN, D., et al. A fluorescence study of sodium hyaluronate/surfactant interactions in
aqueous media. Carbohydrate Research [online]. 2005, vol. 340 [cit. 2010-03-18], s.
1201-1206. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

MONTEUX, C., et al. Interfacial Microgels Formed by Oppositely Charged
Polyelectrolytes and Surfactants. 1. Influence of Polyelectrolyte Molecular Weight.
Langmuir [online]. 2004, vol. 20 [cit. 2010-03-18], s. 5358-5366. Dostupny z WWW:
<www. pubs.acs.org>.

BOEKEMA, E. J., et al. Two distinct mechanisms of vesicle-to-micelle and micelle-
to-vesicle transition are mediated by the packing parameter of phospholipid—detergent
systems. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes [online]. 2007, vol.
1768 [cit. 2010-04-03], s. 2681-2689. Dostupny z WWW: <www.pubs.acs.org>.
INFELTA, P. Fluorescence quenching in micellar solutions and its application to the
determination of aggregation numbers. Chemical physics letters. 1979, vol. 61, [cit.
2010-04-03], s.88-91.

SCHUCH, M., et al. Formation and Fluorimetric Characterization of Micelles in a
Micro-flow Through System with Static Micro Mixer. Sensors [online]. 2007, vol. 7,
[cit. 2009-12-03], s. 2499-2509. Dostupny z WWW: <www.google.com>.
SHABARTA, J. G., et al. Analytical chemistry. 1984, vol. 56, [cit. 2009-10-25], s.
1132A.

FENDLER, J. H., et al. Catalysis in Micellar and Macromolecular Systems. Academic
Press, New York. 1975, [cit. 20109-10-25], s 20.

AGUIAR, J., et al. On the determination of the critical micelle concentration by the
pyrene 1:3 ratio method. Journal of Colloid and Interface Science [online]. 2003, vol.
258 [cit. 2008-04-17], s. 112-116. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.
PANDEY, S., et al. Cetylpyridinium chloride micelles as a selective
fluorescence quenching solvent media for discriminating between alternant versus
nonalternant polycyclic aromatic hydrocarbons. Talanta [online]. 1997, vol. 45 [cit.
2009-11-13], s. 39-45. Dostupny z WWW: <www.sciencedirect.com>.

68


http://www.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HA02/HA02E.html
http://www.glycoforum.gr.jp/
http://www.glycoforum.gr.jp/
http://www.eurand.com/pdf/EURX_Posters_2009.pdf
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6THP-3SH5CYD-19&_user=10&_coverDate=12%2F12%2F1997&_alid=1303670646&_rdoc=2&_fmt=high&_orig=search&_cdi=5288&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=546&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=8281a06a92f853cd897f039284427524
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6THP-3SH5CYD-19&_user=10&_coverDate=12%2F12%2F1997&_alid=1303670646&_rdoc=2&_fmt=high&_orig=search&_cdi=5288&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=546&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=8281a06a92f853cd897f039284427524
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6THP-3SH5CYD-19&_user=10&_coverDate=12%2F12%2F1997&_alid=1303670646&_rdoc=2&_fmt=high&_orig=search&_cdi=5288&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=546&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=8281a06a92f853cd897f039284427524

8 SEZNAM SYMBOLU

Mr

PAL
CPB
CTAB
SDS
CPC

Brij 35
Triton X-100
CMC
HAY
kDa
MDa
CH

Ii/15

So, S1, S2

PET

o >

molekulova hmotnost

povrchové aktivni latka

cetylpyridinium bromid

cetyltrimethylamonium bromid

dodecylsulfat sodny

cetylpyridinium chlorid
polyoxyethylen(23)dodekanol
polyoxyethylen(9,5)oktylfenol

kritickd micelarni koncentrace

hyaluronan

kilodalton, 10° g mol '

megadalton, 10° g mol™

uhlikatd jednotka methenylové skupina

intenzita fluorescence 1./3. piku

elektronové stavy

tripletové stavy

excitovand molekula

zhése¢

excimer

rychlostni konstanta reakce

rychlostni konstanta zpétné reakce

rychlostni konstanta prvniho fadu

rychlostni konstanta pro skute¢nou deexcitaci M
doba Zivota excitovaného stavu

zafiva energie

bimolekularni zhaseci konstanta

efektivita (pravdépodobnost setkani parti v reakci)
intenzita fluorescence bez pritomnosti zhasece
intenzita fluorescence v pfitomnosti zhaSece
kvantovy vytézek fluorescence bez pritomnosti zhdsece
kvantovy vytézek fluorescence v pfitomnosti zhasece
koncentrace zhasece

Stern-Volmerova zhaSeci konstanta

konstanta kolizniho zhaSeni

konstanta excitovaného stavu

koncentrace komplexu

koncentrace fluoroforu

disocia¢ni konstanta

Stern-Volmerova konstanta pro dynamické zhaSeni
cela doba excitovaného stavu

koeficient diftize

fotoindukovany transport elektronti

akceptor

donor
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(DA)

N, agg

Fops
0. D,,

O. Do

exciplex

standartni entalpie

avogadrova konstanta

standartni gibbsova energie

plynova konstanta

absolutni teplota

nezarivy pfenos energie

zjisténi doby zhaSeni fluorescence

rychlostni konstanta fluorescence

rychlostni konstanta zhasece pti vstupu

rychlostni konstanta zhasece pfi vystupu

koncentrace micely

rovnovaznd konstanta zhaSece vdzana k micele
rychlostni konstanta zhaseni fluorescence uvnitt micely
agregacni Cislo

koncentrace tenzidu

mnozstvi zhasece

smérnice piimky

intenzita fluorescence s korekci

intenzita fluorescence bez korekce

hodnota optické hustoty pii dané excitované vinové délce
hodnota optické hustoty pii dané emisni vinové délce
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9 PRILOHY

Tabulka 6 Parametry filtru pro pyrenova data

HYA HYA HYA
vzorek pareft‘metry bez HYA 650 kDa 1,4 MDa 1,4 MDa
it 15 mgdm™ | 1 koncentrace | | koncentrace
X0 0,94 0,82 0,62 0,94
Ax 0,02 0,13 0,12 0,04
C"l;ﬁ(]?éve A 1,43+0,01 | 1,16 £0,02 1,44+ 0,01 1,42 +£ 0,01
A 1,07+0,01 | 1,06 +0,01 1,07 £ 0,01 1,08 £0,01
R’ 0,9987 0,9788 0,9917 0,9937
X0 0,086 - 0,058 ---
Ax 0,02 - 0,02 -—-
CTABv A 1,46 = 0,01 1,47 0,03
pufru
A, 1,06 + 0,01 1,09+ 0,01
R’ 0,9941 0,9906
X0 0,064 0,073 0,077 0,068
CTAB ve Ax 1,22 0,01 0,02 0,01
fyziologickém Ay 1,43 +£0,01 | 1,43 £0,01 1,48 £ 0,01 1,45 +0,01
roztoku A 1,07+0,01 | 1,07 +0,01 1,11 +0,01 1,07 +£ 0,01
R’ 0,9962 0,9978 0,9942 0,9980
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