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ABSTRAKT

Pomoci izotermické titracni kalorimetrie byl studovan vliv koncentrace tenzidové slozky
a teploty na interakce hyaluronanu a katanionickych vezikularnich systémi. Méteni bylo
provedeno pii dvou riznych koncentracich tenzidové slozky a tfech hodnotach teploty.
Dutivodem studovani téchto interakci je moznost, ze by tyto systémy spolecné s hyaluronanem
mohly v budoucnosti slouzit jako nosi¢e 1éciv. Katanionické vezikularni systémy byly
pfipraveny z kationického tenzidu CTAB, z anionického tenzidu SDS a z kladné nabitého
dvouretézcového tenzidu DODAC. Pro vSechna méfeni byl vyuzivan roztok zaporn€ nabitého

hyaluronanu o koncentraci 0,5 mM.

ABSTRACT

The influence of various concentrations of surfactant component and various temperatures
on interactions of hyaluronan with catanionic vesicular systems were examined using
isothermal titration calorimetry. The measurements were performed at two different
concentrations of surfactant component and three temperature values. The reason for studying
the interactions was to explore the possibility of these systems serving as carriers of drugs
in the future. Catanionic vesicular systems consisted of a cationic surfactant CTAB, an anionic
surfactant SDS and of a positively charged two-chain surfactant DODAC. The solution

of negatively charged hyaluronan with concentration of 0,5 mM was used for all measurements.
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1 UVOD

Vezikuly jsou systémy, které jsou tvofeny zjedné nebo vice zakfivenych dvouvrstvych
membran uspofadanych do tvaru obalu. Jsou vyuzivany hlavné k transportu 1€Civ,
jelikoz jsou schopné zachytit pozadované latky do jejich vnittku, a nasledné tyto latky zase
uvolnit do wvnéjSiho prostiedi kontrolovanym zptsobem. Prikladem jsou liposomy,
které umoznuji transport nukleové kyseliny do bun¢k. Jejich nevyhodou jsou vyS$si potizovaci
naklady. Moznou alternativou jsou tzv. katanionické vezikularni systémy. Tyto systémy,
které jsou financné méné nakladné, se skladaji ze smési opacné nabitych povrchové aktivnich
latek.

Kyselina hyaluronova je polysacharid, ktery se sklada z B(1,3)-D-glukuronové kyseliny
a P(1,4)-N-acetyl-D-glukosaminu. Samotnou kyselinu hyaluronovou nemuzeme nalézt
za fyziologickych podminek v zivém organismu, protoze podléha rychlé degradaci a jeji roztok
je velmi kysely. V piirod€, a tudiz i v lidském téle, mizeme nalézt tento polysacharid pouze
ve formé soli. Hyaluronan v lidském téle udrzuje elastoviskozitu kapalnych pojivovych tkéani
a jelikoz je v téle schopen vazat vodu a mazat pohyblivé Casti t€la, kontroluje hydrataci tkani

a transport vody.

Hyaluronan je také atraktivni molekulou vyuzivanou k transportu 1éciv. Problémem je, ze se
jedna o vysoce hydrofilni biopolymer, tudiz ho nelze vyuzit k transportu nepolarnich latek.
Proto je tfeba vyuzit urcité latky, které jsou schopny solubilizovat tyto nepolarni latky. To je
mozné vyuzitim povrchové aktivnich latek, které ve vysledném komplexu slouzi jako
solubilizacni domény.

Téma bakalaiské prace je soucasti projektu s ndzvem Hyaluronan-kataniontové vezikularni
komplexy, ktery probiha od roku 2019 az do 2021. Néaplni projektu je studium interakci,
struktury, fyzikalnich vlastnosti a stability. Na tomto projektu se podileji tymy z FCH VUT

a také tymy z National Cheng Kung University, Taiwan.



2 CiL PRACE

Prace je zaméfena na studium interakci hyaluronanu a katanionickych vezikularnich systému
pfi riznych experimentalnich podminkach. Hlavnim cilem této prace bylo realizovat navrzené
experimenty pomoci izotermické titracni kalorimetrie a na zakladé ziskanych vysledka

posoudit vliv koncentrace tenzidové slozky a teploty na tyto interakce.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Tenzidy

Tenzid je organicka latka, ktera je tvofena z molekul obsahujici dvé Casti, a to ¢ast hydrofilni
a hydrofobni. Takové molekuly se nazyvaji amfifilni. Hydrofilni ¢4st ma velkou afinitu k vodé
a je nejCastéji tvorena alkylem. Hydrofobni cast ma naopak velkou afinitu k nepolarnim
rozpoustédlim a muze obsahovat 8 az 22 uhlikovych atomu. Fyzikalné chemické vlastnosti

tenzidu jsou pak dany timto protichidnym chovanim hydrofilnich a hydrofobnich skupin [1].

Pokud znacné prevazuje hydrofobni c¢ast, pak se latka stava prakticky nerozpustnou
ve vodée a bude se tak z objemu vodné faze vysazovat. Ma-li naopak prevahu hydrofilni ¢ast,

pak se latka velmi dobfe rozpousti ve vodé a mize se chovat i jako elektrolyt [2].

Hydrofilni ¢ast

Hydrofobni ¢ast
Obrazek 1: Molekula tenzidu [3]

Tenzidy jsou charakteristické tim, ze snizuji mezifazovou, resp. povrchovou energii
a to tak, ze se adsorbuji na fazovém rozhrani jiz pii nizké koncentraci. V soustave
kapalina-plyn se vlivem této adsorpce snizuje povrchové napéti a v soustavé kapalina-pevna
latka nebo kapalina-kapalina se snizuje mezifazové napéti [4].

Pti zvySujici se koncentraci dochazi ke stavu, kdy je fazové rozhrani zcela zaplnéno molekulami
tenzidu. Dusledkem toho dochazi ke spojovani (agregaci) jednotlivych molekul tenzidu
do agregata zvanych micely, avSak je nutné dosahnout urcité koncentrace tenzidu, pfi které se
zaCinaji tvorit micely. Tato koncentrace se nazyva kriticka micelarni koncentrace (CMC)

a pro kazdy tenzid mé urcitou charakteristickou hodnotu [1].

Tenzidy, které se oznaCuji i jako povrchové aktivni latky (PAL), mizeme nalézt hlavné
v pracich, Cisticich a mycich prostiedcich, kde jsou soucasti detergenti. Detergenty kromé
tenzid obsahuji i dopliujici slozky, které zlepsuji jejich GiCinek. Povrchova aktivita tenzidl se

napf. u prani vizualné projevuje pénénim [4].



Tenzidy také stabilizuji nebo v piipadé potieby zptusobuji rozpad disperznich soustav, snizuji
tfeni, urychluji a zjednodusuji puvodni technologické procesy. Dale ovliviiuji a zlepSuji

fyzikalné-mechanické vlastnosti materialQ, surovin a vyrobku [2].
3.1.1 Klasifikace tenzidu

Tenzidy je mozné klasifikovat napf. podle typu hydrofilni nebo hydrofobni ¢asti,
podle aplikace nebo podle biologické rozlozitelnosti. NejCastéji se ale vyuziva klasifikace

podle charakteru hydrofilni slozky, resp. podle jeji schopnosti disociovat na ionty [3].

Na zéklad¢ tohoto kritéria se tenzidy dé€li na ionické a neionické. Ionické tenzidy se dale déli
na anionické, kationické a amfoterni [3]. Tyto terminy by se mély pouzivat misto diive

uzivanych nazvi: anionaktivni, kationaktivni a neionogenni tenzid [5].

Ionické tenzidy obsahuji funkéni skupiny, které ve vodném roztoku disociuji, pficemz vzniknou
zaporn€ nebo kladné nabité ionty. Tyto ionty jsou nositelem povrchové aktivity. Neionické

tenzidy obsahuji polarni nedisociované skupiny, tudiz ionty netvoii [6].
C}/\/\/\/‘\/\ Neionicke

@ Kationické

Obrazek 2: Délenti tenzidii podle jejich hydrofilni casti [3]

Anionicke

3.1.2 Anionické tenzidy

Anionické tenzidy se podle typu hydrofilni skupiny déli na karboxylaty (-COQO"), sulfaty
(-0S03), sulfonaty (-SO3), fosfaty (-OPOsH; -OPOs*) a fosfonaty (POs;H; PO3>).
Karboxylaty jsou chemicky stabilni a pouzitelné pti hodnotach pH 6-14. Dale chemicky stabilni
v pouzivaném rozsahu hodnot pH 0-14 jsou pouze sulfonaty a fosfonaty. Sulfaty jsou estery

kyseliny sirové a fosfaty jsou estery kyseliny fosforecné, a jsou tedy hydrolyzovatelné [1].
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Mezi nejznaméjsi anionicky tenzid patii mydlo a v soucasnosti se ho vyrabi pfiblizné tolik jako
vSech ostatnich tenzidi dohromady. Sodné i draselné mydlo je vybornym detergentem a je
snadno biologicky rozlozitelné [1]. Velmi casto pouzivanou povrchové aktivni latkou

ze skupiny alkylsulfatd je dodecylsulfat sodny (SDS) [7].
3.1.2.1 Dodecylsulfat sodny (SDS)

Dodecylsulfat sodny je organicka sodna stl, jejiz molekulova hmotnost je 288,38 g/mol. Jde
o hotlavou a drazdivou latku, ktera se nachazi ve formé bilého az krémové zbarveného prasku
s charakteristickym zapachem [8]. SDS ma Sirokou skalu aplikaci, je soucasti odmastovact
motort, Cisticich prostiedki na podlahy a v nizSich koncentracich je i soucasti Samponu
a zubnich past. V biotechnologiich se bézné pouziva pro lyzu bunék béhem extrakce DNA

nebo RNA. SDS se také vyuziva v PAGE-SDS technice pro denaturaci proteina [9].

Obrazek 3: Dodecylsulfdt sodny [10]
3.1.3 Kationické tenzidy

Kationické tenzidy jsou sloucCeniny obsahujici jednu nebo vice funkénich skupin,
které ve vodném roztoku disociuji na povrchové aktivni kladné nabité ionty [3]. Kationtem je
obvykle dusikovy atom bud’ ve formé soli aminu (primarniho, sekundéarniho, terciarniho), nebo
Cast€ji ve forme kvarterni amoniové soli (-N*(CH3)3CI") [1].

Niz8i aminy obsahujici 1 az 4 uhliky se rozpoustéji ve vodé a volny elektronovy par dusikového
atomu tvorfi vodikové mustky s molekulami vody [1]. Vys$si aminy s fetézcem dlouhym

12 az 14 uhlikt jsou lipofilni (rozpustné v tucich) a ve vod€ se nerozpoustéji [1, 11].

Vlastnosti amina se méni v zavislosti na hodnoté pH, kdy vys$si mastné aminy jsou pii hodnoté
pH < 8 kationické tenzidy a pifi hodnoté pH nad 11 neionické tenzidy. Naproti tomu kvarterni
amonioveé soli jsou disociovany v celém intervalu hodnot pH a jsou to tedy kationické tenzidy

v celém rozsahu hodnot pH [1].

Kationické tenzidy jsou kompatibilni vzijemné mezi sebou, také jsou kompatibilni
s amfoternimi tenzidy (s aminokyselinami pouze pii hodnotach pH < 4) a neionickymi tenzidy
[1].
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Mezi kationické tenzidy patii alkylaminy, coz je skupina s nizkou povrchovou aktivitou,
dale soli kvarternich amoniovych zasad a soli pyridiniovych zasad. U soli kvarternich
amoniovych zasad obsahuje hlavni uhlovodikovy fetézec 12 az 18 uhlikti a zbyvajici tfi fetézce
jsou bud’ methylové nebo ethylové skupiny. Protiontem byva obvykle halogenidovy aniont [3].

Nejznamé)§im zastupcem této skupiny je cetyltrimethylammonium bromid (CTAB) [7].
3.1.3.1 Cetyltrimethylmammonium bromid (CTAB)

Cetyltrimethylammonium bromid neboli cetrimonium bromid je kvarterni amoniova sul,
ktera je jednou ze slozek cetrimidovych antiseptik [12]. CTAB se nachéazi ve formé bilého
prasku a jeho molekulova hmotnost je 364,45 g/mol. Je také rozpustny ve vodé¢, ethanolu

a chloroformu [13].

Obrazek 4: Cetyltrimethylammonium bromid [14]

Kationické tenzidy se také vyznacuji tim, ze nemaji detergencni vlastnosti, jelikoz se sorbuji
kladn€ nabitou ¢asti molekuly na povrchy se zapornym nabojem, ktery ziskavaji disociaci
nékterych svych funkénich skupin [1]. Toho se vyuziva u mikroorganismi, kde vytvorenim
adsorpcni vrstvy dojde k naruSeni jejich metabolické funkce, coz postupné vede
az k jejich zaniku. Vyznam kationickych tenzidt tedy spociva v jejich germicidnich ucincich,
diky ¢emuz jsou hojné aplikovany v lékarské praxi do lécebnych masti, dezinfekénich

ptipravku a jako antiseptika (Ajatin, Septonex, Septosan) [3].
3.1.4 Amfoterni tenzidy

Amfoterni tenzidy maji v molekule kladné 1 zaporn€ nabitou hydrofilni skupinu, tudiz je jejich
molekula navenek elektroneutralni. Tenzidy lze povazovat za amfoterni, pokud je jejich
anionicka a kationicka skupina zcela disociovana, tedy kdyz tvofi vnitini sal (amfion) [1].

Vyhodou téchto tenzidii je kombinovatelnost s ostatnimi typy a také dobra snasenlivost
s pokozkou a sliznicemi. Nevyhodou je pak nerozpustnost ve vétsing organickych rozpoustédel,

proto jsou amfoterni tenzidy vyuzivany vyhradné jen v kosmetice [3].
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3.1.5 Neionické tenzidy

Neionické tenzidy neobsahuji ve strukture své molekuly zadny naboj. Lze je rozdélit
do dvou skupin, na polyhydroxysloueniny a na oxyethylenaty [1]. Jejich rozpustnost
ve vode je zajisténa pomoci funkénich skupin v molekule (aminoskupiny, etherické
a hydroxylové skupiny) [3].

Priblizné 50 % svétové produkce povrchoveé aktivnich latek pfipada na organické anionické
tenzidy, dalSich 40 % pak pfipada na tenzidy neionické, zbylych 10 % predstavuji tenzidy

kationické a zlomek procenta amfionické tenzidy s hlavnim vyuzitim v kosmetice [7].
3.2 Micely

Jak uz bylo feCeno v kapitole 3.1, micely se zacinaji tvofit az pii dosazeni kritické micelarni
koncentrace (CMC) tenzidd, kdy fazové rozhrani je zcela zaplnéné molekulami tenzidu

a dasledkem toho dochazi k agregaci molekul do micel [1].

Hodnoty CMC jsou zavislé na typu tenzidu, na jeho struktufe a vlastnostech hydrofobni
a hydrofilni skupiny. Obecné plati, ze CMC ionickych tenzidii je vyssi nez neionickych,
avsak hodnoty nejsou vysoké. CMC ionickych tenzid se nachazi v fadech 102 M a CMC
neionickych v fadech 10* M [3]. Cim del3i je uhlovodikovy fetézec a &im jsou mensi odpudivé
sily, kterymi na sebe pusobi hydrofilni skupiny v povrchu, tim je nizsi kriticka micelarni
koncentrace [15]. Kromé dostatecné koncentrace je pro vznik micel z anionickych
a kationickych tenzida nutné, aby teplota systému byla vyssi nez tzv. Krafftova teplota. Zatimco
pod touto teplotou se ionické tenzidy téméf nerozpoustéji, po dosazeni Krafftovy teploty
dochazi diky tvorbé agregati ke znaénému zvySeni rozpustnosti. U neionickych tenzida

zvySeni teploty vede ke snizeni rozpustnosti a vzniku zakalu [3].

Jednotlivé molekuly jsou v micelach usporadany tak, aby byly minimalizovany nezadouci
interakce. To znamena, ze ve vodném prostfedi jsou minimalizovany interakce
mezi hydrofobnimi fetézci a vodou, coz vede k takovému usporadani, kdy hydrofilni ¢asti
sméfuji ven a hydrofobni fetézce smétuji do stiedu micely. Takto vznika tzv. klasicka micela.
V piipad€ pfitomnosti nepolarniho rozpoustédla vznika tzv. inverzni micela, kdy hydrofilni

casti micely sméfuji do stfedu micely, zatimco hydrofobni ¢asti tvofi jeji povrch [3].
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Obrazek 5: Micela v polarnim prostredi (a), micela v nepoldrnim prostiedi (b) [3]

Dalsi vyznamnou vlastnosti micelarnich roztoki PAL je tzv. solubilizace. Solubilizace je
schopnost PAL rozpoustét latky, které jsou v Cistém rozpoustédle nerozpustné a na tomto
principu je prave zalozeno Cisténi zneCisténych povrcht (detergence). Pii detergenci se nejprve
molekuly PAL naadsorbuji na povrch znecisténé latky a na povrch pfilinajicich necistot.
V dusledku toho dochazi ke snizeni povrchového napéti mezi roztokem a necistotou, a tudiz
i ke zvySeni smacivosti necistoty v rozpoustédle. Necistoty se poté uvoliiuji z povrchu
a uzaviené v micele mezi molekulami PAL prechazi do roztoku. Vlivem solubilizace se
ptvodné hydrofobni necistoty méni na hydrofilni, a tim je zajisténo, ze se necistota nemuze

zpét pripoutat k Cistému povrchu [7].
3.3 Vezikuly

Vezikuly jsou tvofeny z jedné nebo vice zakiivenych dvouvrstvych membran uspofadanych
do tvaru obalu, kde vné&jsi 1 vnitini povrch obalové dvojvrstvé membrany je tvofen hydrofilnimi
skupinami, které minimalizuji styk hydrofobnich fetézct s vodou. Dosahuji rozmérii od desitek
nanometri do desitek (vyjimecné az stovek) mikrometri. Vezikuly se dé€li na unilamelarni
a multilamelarni. Unilamelarni vezikuly jsou tvofeny pouze jedinou dvojvrstvou a vezikuly
multilamelarni obsahuji vice dvojvrstev. Pokud je vezikula tvofena pouze jedinou amfifilni
slozkou, pak je vezikula metastabilni a mé tak dlouhou, ale vzdy konecnou zivotnost a poté
prechazi v lamelarni dvojvrstvu. Stabilni vezikuly l1ze pfipravit vytvorenim kovalentnich vazeb
mezi molekulami tvofici obal, coz je mozné napt. kdyz tyto molekuly obsahuji jednu nebo vice
polymerovatelnych skupin. Vezikuly jsou dulezité v mediciné jako nastroj davkovani 1éciv
a také v kosmetice. Oproti micelam maji vyhodu ve vétsi kapacité pro enkapsulaci (ukladani

do ochranného obalu) hydrofilnich latek a jejich transport v organismu [15].
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Obrazek 6: Schéma struktury unilameldrni vezikuly tvorené amfifilnimi molekulami s jednou

hydrofilni skupinou a dvéma hydrofobnimi retézci [15]
3.3.1 Katanionické vezikularni systémy

Vezikuly jsou tedy vyuzivany hlavné k transportu 1é¢iv, fizenému uvolfiovani a bioseparaci.
To je zalozeno na schopnosti vezikul zachytit pozadované latky do jejich vnitiku, a poté tyto
latky zase uvolnit do vnéjsiho prostiedi kontrolovanym zptisobem. Piikladem jsou liposomy,
které jsou vyuzivany pro genovou terapii a umoziuji transport nukleové kyseliny do bunék.
Problémem je, ze je pomérné obtizné je pripravit a také, Ze maji omezenou stabilitu a dobu
pouzitelnosti [16]. Z hlediska vysokych nakladu je praktické vyuziti liposomt omezené [17].

V poslednich letech se rozvinula nova skupina samosestavenych amfifilnich agregata
ato tzv. katanionické vezikularni systémy. Tyto vezikularni systémy maji na rozdil od liposomt
velké vyhody. Katanionické vezikularni systémy se tvoii spontdnné a maji delSi pouzitelnost
nez takové syntetické vezikuly, které jsou nestabilni, takze se znich poté tvori lamelové
dvojvrstvy. Také maji nizkou cytotoxicitu a jsou finanéné dostupnéjsi [16]. Vezikularni
systémy, které jsou tvoreny z hydrofilni a hydrofobni ¢asti, mohou enkapsulovat hydrofilni

1 hydrofobni latky [17].
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Katanionické vezikuly se skladaji ze smési opacné nabitych povrchové aktivnich latek [18].
Mezi polarnimi skupinami plsobi elektrostatické interakce [17]. Smési opacné nabitych
povrchové aktivnich latek 1ze rozdélit do dvou typu: katanionické smeési a amfifilni iontovy par
(IPA). Katanionické smési obsahuji protionty, zatimco u amfifilniho iontového paru jsou
protionty odstranény. IPA oproti katanionickym smésim netvoii spontanné vezikuly,
takze k vytvoreni vezikul je potfeba urcitd mechanicka energie. Velikost, naboj a propustnost
katanionickych vezikul 1ze upravit pomoci zmény teploty, koncentrace, molarniho poméru

a délkou retézce kationickych a anionickych latek [18].

SO =

kationtové a aniontové katanionicka povrchové aktivni latka
povrchové aktivni latky

katanionicka vezikula

Obrazek 7: Spontdnni tvorba katanionickych vezikul [19]

IPA je slozen ze dvou sparovanych jednofetézcovych opacné nabitych aktivnich latek
se stejnym molarnim pomérem. Tvofi spiSe dvojvrstvé vezikuly nez micely. Katanionické
vezikuly tvorené z IPA ve vodné fazi obvykle vykazuji Spatnou stabilitu, protoze snadno
agreguji, a tak si dlouho neuchovaji svoji velikost. Pomoci inter-vezikularnich
a intra-vezikularnich interakci lze zlepsit stabilitu vezikul. U intra-vezikularnich interakci je
mozné zvySit stabilitu pouzitim IPA svice fetézci, které zlepSi tésnost membrany nebo
pfidanim cholesterolu a mastné kyseliny, coz zptisobi zménu molekularniho obalu a zménu
interakci uvniti dvojvrstev. U inter-vezikularnich interakci 1ze ptidavkem iontovych povrchové

aktivnich latek zvysit elektrostatické odpuzovani mezi vezikulami [17].
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3.4 Kyselina hyaluronova

3.4.1 Historie

V roce 1934 Karl Meyer a jeho kolega John Palmer izolovali dfive neznamou chemickou latku
ze sklivee skotu. Zjistili, ze tato nezndma latka obsahuje dvé molekuly cukru, z nichz jednou
byla kyselina uronova. Pojmenovali tak tuto neznamou latku kyselinou hyaluronovou, coz je
tedy slozenina feckého slova hyalos = sklo a kyseliny uronové. Poprvé vSak byla kyselina
hyaluronova komeréné€ vyuzita az v roce 1942, kdy Endre Balazs pozadal o patent na jeji pouziti

jako nahrady vaje¢ného bilku v pekéarenskych vyrobcich [20].
3.4.2 Chemicka struktura

Kyselina hyaluronova je nesulfatovany glykosaminoglykan a po chemické strance se jedna
o nevétveny mukopolysacharid, ktery je slozen z [(1,3)-D-glukuronové kyseliny
a B(1,4)-N-acetyl-D-glukosaminu v poméru 1:1 [21].

OH CH,OH
2
0

2,

CH,
Obrazek 8: Chemicka struktura kyseliny hyaluronové [21]

Kromé nazvu kyseliny hyaluronové se vyuziva i nazev hyaluronan, ktery se vyuziva vice proto,
ze tento polysacharid je v pfirodé piitomen ve formé soli, a ne ve formé kyseliny.
Tato stl se sklada z anionti hyaluronanu a kationtu (sodik, draslik, vapnik atd.). Protoze
samotna kyselina hyaluronova podléhda rychlé degradaci a jeji roztok je velmi kysely,
nemuzeme ji nalézt za fyziologickych podminek v Zivém organismu, ale pouze v chemickych
laboratotich. Kyselinu hyaluronovou i hyaluronat sodny lze rozpustit ve vodé, kde disociuji
na stejny anion. Jejich rozdilem je, ze kyselina hyaluronova se vytvaii z jejich soli, naptiklad
pomoci iontoménicu, které vymeénuji sodné kationty za vodikové. Hyaluronat sodny je pak

produkovan zvitaty/mikroorganismy jako kone¢ny pozadovany produkt [22].
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Obecné kyselina hyaluronova je bila latka, jejiz molekulova hmotnost se pohybuje
mezi n¢kolika stovkami tisic az miliony [23]. Co se tyka bezpecnosti, tak kyselina hyaluronova
je biokompatibilni, je tedy bezpeCna pro pouziti a nebyla u ni nalezena zadna znamka
cytotoxicity [24].

Dalsi dulezita fyzikalné-chemicka vlastnost kyseliny hyaluronové spociva v jeji
stereochemické struktute. Jeji polysacharidovy fetézec vykazuje asymetrickou distribuci svych
hydrofilnich a hydrofobnich postrannich fetézct. Na jedné strané€ je polysacharidovy fetézec
hydrofobni, na druhé strané je pak hydrofilni. Tato vlastnost hraje velmi dilezitou roli ve svém
biologickém chovani a také v 1ékarskych aplikacich [25].

pii velmi nizkych koncentracich, coz mize pfispivat k neobvyklym reologickym vlastnostem

[20].

Obrazek 9: Usporadani kyseliny hyaluronové v roztoku — pds s modrymi (hydrofilnimi) a Cervenymi

(hydrofobnimi) plochami [26]
3.4.3 Hyaluronan v lidském téle

Hyaluronan se v lidském téle nachazi jako slozka extracelularni matrix. Hlavni funkci
hyaluronanu v téle je udrzovat elastoviskozitu kapalnych pojivovych tkani, jako je kloubni
synovialni a ocni sklovita tekutina. Dale také kontroluje hydrataci tkani a transport vody,
protoze je v téle schopen vazat vodu a mazat pohyblivé ¢asti tela, jako jsou klouby a svaly.

Diky své konzistenci a privétivosti pro tkané€ se vyuziva hojné v produktech pecujicich o plet
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[20]. Pozoruhodné mnozstvi hyaluronanu je také ptitomno v plicich, ledvinach, mozku

a svalech, ale velmi malo v jatrech. Nejnizsi koncentrace hyaluronanu je v krevnim séru [27].

Uloha hyaluronanu v lidském t&le je silné zavisla na molekulové hmotnosti. Obecné tedy plati,
ze hyaluronan s vysokou molekulovou hmotnosti nejevi prakticky zadnou biologickou aktivitu
ve smyslu regulace pochodt v organismu a slouzi tedy hlavné jako strukturni jednotka. Naopak
hyaluronan s nizkou molekulovou hmotnosti ma velky vliv na rizné pochody v tkanich
a burikach. Bylo dokazano, ze ¢im nizsi molekulova hmotnost je, tim vyssi je biologicka aktivita
[28].

Metabolismus hyaluronanu je velmi dynamicky. Nekteré buriky, jako jsou napftiklad
chondrocyty v chrupavkach, aktivné syntetizuji a katabolizuji hyaluronan po celou dobu
zivotnosti tkané. Syntéza je obvykle vyvazena katabolismem, ¢imz se udrzuje konstantni
koncentrace ve tkani. Jsou ale 1 bunky, které bud pievazn€ syntetizuji, nebo katalyzuji.
Prikladem jsou buriky v dermis, které aktivné syntetizuji vice hyaluronanu nez katabolizuji.
Odhaduje se, ze téméf jedna tietina celkového hyaluronanu v lidském téle je béhem primérného

dne metabolicky odstranéna a nahrazena [26].

O hyaluronanu tedy slychame nejvice v souvislosti s tély obratlovct, ale mtizeme jej nalézt také
u nékterych Prokaryot (Streptococcus ¢i Pasteurella aj.), kde je soucasti bunécné stény [21].
V této bakalarské praci se bude pracovat s kyselinou hyaluronovou, ktera se vyrabi ve firme
Contipro a.s. a kde ziskavaji kyselinu hyaluronovou zbunécnych stén bakterii druhu
Streptococcus zooepidemicus. Tyto bakterie nepredstavuji zadné riziko pro ¢lovéka, protoze
jsou zbaveny vSech patogenti. Pomoci procesu kvaseni a nasledného Cisténi vznika kyselina
hyaluronova v podobé prasku, nebo dalsich forem [29].

V poslednich letech se kyselina hyaluronovd a jeji derivaty pouzivaji i1 jako nosice
pro podavani steroidnich 1€Civ, polypeptidd, proteinovych 1éCiv, ale i riznych protirakovinnych
1éciv. Tento typ nosiCe l1éCiva muze velmi vyznamné prodlouzit dobu zdrzeni 1éCiva v misté

podani, zvysit biologickou dostupnost a snizit nezadouci ucinky [30].
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3.51zotermicka titracni kalorimetrie

Izotermickd titrani kalorimetrie (ITC) je metoda, kterd slouzi k charakterizaci
intermolekularnich interakci s nizkou, ale 1 s vysokou afinitou. Je to tedy technika, ktera je
zalozena na meéfeni tepla, které je generovano nebo absorbovano pii interakci
mezi dvéma molekulami. Vyuziva se ke stanoveni konstant stability, stechiometrie, entalpii
a za urcitych podminek entropii, Gibbsovych volnych energii a zmén tepelnych kapacit [31].
Vztah mezi volnou energii (G), entalpii (H) a entropii (S) systému molekul popisuje nasledujici
rovnice:
AG = AH —TAS (1)

Vazebnad entalpie AH je z molekularniho hlediska teplo spojené se vznikem, zanikem
a deformaci chemickych vazeb, tudiz obvykle popisuje zmény v poctu a typu vodikovych
mustk(. Pokud je hodnota AH negativni, pak dochazi ke zvySeni a zesileni vodikovych mustka.
Naopak hodnota AH je pozitivni, jestlize dochazi k zaniku ¢i zeslabeni vodikovych mustkt
[32].

Termodynamické parametry interakce je mozné méfit bez imobilizace, modifikace nebo
znaCeni vazebnych partneri a také bez omezeni molekulové hmotnosti. U ITC lze latky
studovat v roztoku, ale také v suspenzi, jelikoz zakal nebo barva vzorkd nema zadny vliv

na meéfeni [31].
3.5.1 ITC pristroj

Na obrazku 10 je zobrazen typicky ITC pfistroj, ktery se sklada ze dvou identickych cel,
které jsou umisténé v adiabatickém plasti. Jedna cela se plni vodou nebo pufrem a slouzi Cisté
jako reference. Druha cela, mérna, se plni jednou slozkou zkoumané reakce. Ob¢ cely se béhem
experimentu udrzuji v tepelné rovnovaze (AT = 0). Plast’ obklopujici cely je chlazen, tudiz

k udrzeni cel a jejich obsahu na experimentalni teploté je tfeba urcita energie [33].
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Obrazek 10: Schématické znazornéni pristroje [34]
3.5.2 ITC méreni

Pfi méfeni je do cely sroztokem makromolekul postupné pfidavan roztok vazajici se
molekuly — ligandu. V prubéhu titrace dochazi k obsazovani vazebnych mist ligandem, kdy
pii uplném obsazeni vazebnych mist dojde k nasyceni a v roztoku se poté nachézi volny ligand.
Béhem interakce makromolekuly s ligandem dochazi k tepelnym efektim, které se projevi
rozdilem teplot cely referencni a mé&mé. Tento rozdil je detekovan termoclankem, ktery je
umistény v prostoru mezi celami. Termoclanek zajiStuje zménu pifisunu elektrické energie
pro vyrovnani teplot obou cel. Pfi exotermické reakci se pfi vazbé molekul uvoliiuje teplo,
proto se prisun energie snizi. Pokud se ale pfi vazbé molekul teplo spotiebovava, jde o reakci
endotermickou a pfisun energie se zvysi. Na obrazku 11 je zobrazen graf, ktery zaznamenava
zménu dodavané energie v zavislosti na Case. Nasledné se provadi korekce na tepelné vlivy,
které jsou spojené s fedénim ligandu a michanim. Korekce se provadi odectenim referencni
kiivky ziskané pii méteni za stejnych podminek, ale bez pfitomnosti makromolekul v roztoku

[32].
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Obrazek 11: Graf funkce casu, kde se teplo uvolnilo pri interakci dvou interakcnich partnerii [34]

Integraci vznika graf zavislosti entalpie na molarnim poméru mezi interakénimi partnery [34].
Vysledna sigmoidalni kiivka je pak tvofena body, které udavaji vazebnou entalpii ptislusnou
ke kazdému pridavku ligandu do reakce [33]. Z tohoto grafu (viz obrazek 12) je pak mozné

urcit hodnotu asociacni konstanty (Ka), entalpii (AH) a stechiometrii interakce (n) [34].
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Obrazek 12: Graf zavislosti entalpie na moldrnim poméru interakcnich partnerii [34]
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Tématika interakci hyaluronanu a povrchové aktivnich latek je wvelice inovativni,
a proto studium téchto interakci pomoci izotermické titracni kalorimetrie neni zatim §iroce
popsano. Tato kapitola je vénovana nékterym objevum z védeckych publikaci tykajicich se
prave téchto interakci. Kromé kalorimetrie jsou zde uvedeny i jiné instrumentalni metody.
Obecné hyaluronan je velmi atraktivni molekulou pro pouziti v systémech cileného podavani
1ékt, protoze bunky jsou schopné rozpoznat hyaluronan pomoci specifickych receptora
v bunéné membran€. Problémem je, Ze se jedna o vysoce hydrofilni biopolymer, tudiz ho nelze
vyuzit k cilenému dodéavani nepolarnich latek. Jelikoz mnoho potencialné ucinnych I1éciv je
hydrofobnich, je tfeba vyuzit urcité latky k vytvoteni hydrofobni domény schopné solubilizovat
tyto nepolarni latky. K tomuto tcelu lze pouzit povrchové aktivni latky, které ve vysledném
komplexu slouzi jako solubilizaéni domény. Uloha hyaluronanu pak spo&iva v rozpustnosti
ve vodé, biokompatibilité a cileni [35].

J. Krouskd a kol. studovali termodynamiku tvorby micel kationickych povrchové aktivnich
latek TTAB a CTAB spfidavkem hyaluronanu a bez n¢&. Pomoci kalorimetrie a
konduktometrie byla detekovana makroskopickd fazova separace, ktera nastava,
kdyz jsou naboje povrchové aktivni latky a hyaluronanu vyvazeny. Naopak pomoci
turbidimetrie a potenciometrie byly prokazany interakce hyaluronanu a povrchové aktivnich
latek jiz pfi nizkych koncentracich povrchové aktivni latky. Pozorované rozdily mezi systémy
ptipravenymi pomoci TTAB a CTAB naznacuji, ze kromé elektrostatickych interakci hraji
vyznamnou roli pii této interakci 1 hydrofobni ucinky [35].

Na interakce hyaluronanu a povrchové aktivnich latek se také zaméfili T. KrutiSova a kol.
s cilem pfipravit nanocastice pro cilené dodavani hydrofobnich 1é¢iv. Pro toto méfeni byly
pouzity zasobni roztoky hyaluronanu a CTAB ve vodném roztoku a také v 0,15 M roztoku
chloridu sodného. Byla pozorovana ptitomnost zakalu a Castice byly zkoumany pomoci metody
dynamického rozptylu svétla a Dopplerovy laserové velocimetrie. Bylo zji§téno, ze rozpusténi
hyaluronanu v roztoku chloridu sodného dava mensi velikost ¢astic nez rozpusténi hyaluronanu
o stejné koncentraci ve vodném roztoku. Narust velikosti agregatti byl pozorovan pobliz bodu
nulového naboje, kdy systém v tomto bodé vykazuje nulovy zeta potencial a minimalni

stabilitu, kterd ma za nasledek separaci fazi [36].

Je tfeba ale zminit, ze nékteré kationické povrchové aktivni latky, jako CTAB a Septonex, jsou

Skodlivé pro urcité typy bunck. Tuto problematiku studovali P. Sauerova a kol., kdy byl
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testovan cytotoxicky ucinek komplexit CTAB-HA a Septonex-HA na lidské bunécné
typy — osteoblasty, keratinocyty a fibroblasty. Bylo zjisténo, ze tyto komplexy snizuji
cytotoxicitu vyvolanou samotnymi povrchové aktivnimi latkami. Tato studie tedy odhalila,
ze hyaluronan predstavuje uzite€ny moduléator cytotoxického ucinku CTAB nebo Septonexu
na raznych arovnich [37].

An-Tsung Kuo a kol. se naopak zabyvali studiem vlivu cholesterolu na stabilitu katanionickych
vezikularnich systémi. Katanionické vezikularni systémy byly vytvofeny z amfifilniho
iontového paru HTMA-DS a z dvoufetézcového kladn€é nabitého tenzidu DTDAB. Tyto
systémy se studovaly v piitomnosti a nepiitomnosti cholesterolu. Uginky cholesterolu
na stabilitu byly zkoumany analyzou velikosti, zeta potencialu a pomoci infraervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci. Katanionické vezikuly pfipravené z IPA obvykle
vykazuji $patnou fyzickou stabilitu tim, Ze agreguji nebo nemohou dlouhodobé uchovévat
velikost. Pro zvySeni stability byly navrzeny inter-vezikularni a intra-vezikularni metody
zalozené na pridani DTDAB a cholesterolu k amfifilnimu iontovému paru. Experiment ukazal,
ze pridanim cholesterolu do vezikul se zvysi stabilita, jelikoz pfitomnost cholesterolu zvysuje
vzdélenost mezi nabitymi skupinami molekul tvoficich vezikuly. Kromé toho také snizuje
tendenci protiiontu vazat se na povrch vezikul, coz vede k vyraznéj§imu nabojovému

charakteru vezikul [38].
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

Tabulka 1: Pouzité chemikdlie

Molekulova hmotnost Vyrobce CAS
CTAB 364,45 g/mol Sigma Aldrich 57-09-0
SDS 288, 38 g/mol Sigma Aldrich 151-21-3
DODAC 586,64 g/mol Alfa Aesar 107-64-2
Cholesterol 386,65 g/mol Sigma Aldrich 57-88-5
Chloroform 119,38 g/mol PENTA 67-66-3
Hyaluronan sodny 250-450 kDa Contipro a.s. 9067-32-7

5.2 Piiprava zasobnich roztoku

5.2.1 Priprava katanionickych vezikul (cIPA)

Ptiprava cIPA o poméru 9:1 zahrnovala ¢asti obsazené v nasledujicich bodech:

a) Priprava prasku IPA
Ptislusné mnozstvi cetyltrimethylammonium bromidu (CTAB) bylo zalito 1 1 deionizované
vody tak, aby vysledna koncentrace roztoku tenzidu c¢inila 20 mM. Stejnym zpisobem byl
ptipraven 1 zasobni roztok dodecylsulfatu sodného (SDS) o stejné vysledné koncentraci.
Roztoky se nechaly pres noc michat a dalsi den se smichaly v poméru 1:1. Vznikly roztok se
opét ponechal pfes noc michat pfi teplote 30 °C a poté nasledovala centrifugace (10 min
pii 3500 otacek/min) a filtrace za snizeného tlaku na Biichnerové nélevce. Ziskany prasek IPA
byl ususen na Petriho misce v susarn€ a uskladnén v suché vialce.
b) Priprava zasobniho roztoku IPA v chloroformu a DODAC v chloroformu
Zasobni roztok IPA v chloroformu byl pfipraven rozpusténim pfipraveného zasobniho roztoku
IPA v chloroformu tak, aby vysledna koncentrace roztoku €inila 2 mM. Stejné tak byl pfipraven
zasobni roztok dimethyldi-n-octadecylammonium chloridu (DODAC) v chloroformu o stejné
vysledné koncentraci.
¢) Priprava kladné nabitych katanionickych vezikularnich systému cIPA

s cholesterolem (43 mol. %)
Do suché nadoby Pyrex bylo navazeno urcité mnozstvi cholesterolu a k tomuto mnozstvi byl
nasledné pridan zasobni roztok IPA v chloroformu a zasobni roztok DODAC v chloroformu

v poméru 9:1, tak aby celkova koncentrace byla 2 mM. Do vzniklého roztoku byly pfidany
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sklenéné kulicky a roztok byl zvortexovan. Nasledn€ byl roztok ponechan pies noc, aby se
odpafila chloroformova faze. Dalsi den byl vznikly tenky film na sklenénych kulickach
rehydratovan deionizovanou vodou. Rehydratovany roztok byl opét zvortexovan a sonifikovan
tyCovym dispergatorem, dokud nebylo dosazeno energie 25 kJ, pfi amplitudé 50 %.
Po sonifikaci byl vzorek pfipraven na méfeni.

Timto zpusobem probihala i pfiprava druhého roztoku cIPA, jen zasobni roztok IPA
v chloroformu a DODAC v chloroformu byly smichany v poméru 7:3.

Vypocet koncentrace tenzidové slozky:

Vysledna koncentrace 2 mM cIPA se prepocitava pro kladné naboje, v tomto pripade
pro DODAC, ktery v roztoku tvoii 10 % (v ptipadé pomeéru 9:1) anebo 30 % (v ptipadé poméru
7:3). Jelikoz vezikuly tvoti vng&jsi a vnitini povrch, je tfeba prepocitanou koncentraci vydélit
dvéma. Koncentrace tenzidové slozky tvotici cIPA je tedy 0,1 mM (pomér 9:1) a 0,3 mM
(pomér 7:3).

5.2.2 Priprava zasobniho roztoku hyaluronanu

Zasobni roztok hyaluronanu o koncentraci 0,2 g/l a molekulové hmotnosti 250-450 kDa byl
pfipraven pifed méfenim a byl skladovan v lednici.

Vypocet koncentrace hyaluronanu:

Jelikoz software u ITC pristroje pracuje pouze s jednotkami mM, je tifeba koncentraci
hyaluronanu pfepocitat. Pomoci podilu koncentrace hyaluronanu 0,2 g/l a molekulové
hmotnosti jedné disacharidové jednotky hyaluronanu 421 g/mol se ziskala vysledna

koncentrace 0,5 mM.
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5.3 Kalorimetrické méreni

Kalorimetrické méfeni probihalo na izotermickém titraénim kalorimetru MicroCal PEAQ-ITC
(viz obrazek 13), kde se ligand vstfikoval do mérné cely typicky v 0,5 az 2 pl pfidavcich.
Ligandem byl zaporné€ nabity hyaluronan o koncentraci 0,5 mM, ktery byl vstfikovan do mérné
cely obsahujici roztok cIPA o poméru 9:1 nebo o poméru 7:3. Pro lepsi pfehled o obsahu
tenzidovych slozek tvotici cIPA je misto koncentrace tenzidové slozky v dalSich kapitolach
uvadeén pouze pomer téchto slozek. Méreni probihalo pfi tfech teplotach, a to pfi 25 °C jakozto

pfti laboratorni teploté, dale pfi optimalni teploté lidského téla 37 °C, a poté pfi extrémni teplote

50 °C. Kazdé méfeni bylo zopakovano dvakrat, aby mohla byt data nakonec zprimérovana.

/ We
e

Obrazek 13: MicroCal PEAQ-ITC [39]
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Studie interakci hyaluronanu a katanionickych IPA (cIPA)

Vystupem z izotermického titracniho kalorimetru je graf zavislosti tepelného toku na cCase.
Pomoci tohoto grafu bylo studovano, zda za riznych experimentalnich podminek dochazi

mezi hyaluronanem a cIPA k interakci. Pro tuto studii nebyly dalezité konkrétni hodnoty.

Pokud mezi hyaluronanem a cIPA dochazi k interakci, pak dochazi k zakalu, a to se projevi
v grafu tak, ze misto viditelnych jednotlivych pridavki (které se projevi rozlisitelnym pikem
v titraéni kfivce) vznika Sum. Nazorna ukazka vzniku interakce hyaluronanu s cIPA o poméru

9:1 a pfi teploteé 37 °C je zobrazena v grafu na obrazku 14.

(8]

_o —r—-(—l W

tepelny tok [pW]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
t [min]
Obrazek 14: Graf zavislosti tepelného toku na case; titrace hyaluronanu do cIPA

o poméru 9:1 pri teploté 37 °C

Na tomto grafu lze vidét, ze na zaCatku meéfeni vznikaji piky s nejvétsi intenzitou,
které predstavuji jednotlivé piidavky hyaluronanu do cIPA. Nasledné béhem titrace vznika
Sum, kdy je interakce nejvice patrna a kdy dochazi k postupnému obsazovani vazebnych mist.
Poté se jednotlivé piky v grafu zmensSuji a na konci méfeni dochézi k tzv. saturaci, coz znamena,

ze jsou vSechna vazebna mista obsazena.
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Pokud naopak k interakci mezi hyaluronanem a cIPA nedochazi, pak zadny Sum v grafu
nevznikd a v grafu jsou vidét jen jednotlivé pridavky hyaluronanu do cIPA v podobé stejné
velkych piktu. Jak vypada titrace, pii niz k interakci nedochazi, znazorfiuje obrazek 15
obsahujici graf zavislosti tepelného toku na Case. V tomto pfipadé byl hyaluronan titrovan
do cIPA o poméru 7:3 a pfi teploté 37 °C.

1_

RN

tepelny tok [UW]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
t [min]

Obrazek 15: Graf zavislosti tepelného toku na case; titrace hyaluronanu do cIPA

o poméru 7:3 pri teploté 37 °C

Pro spravné vyhodnoceni naméfenych vysledkid bylo také tieba provést slepy experiment,
to znamena provést titraci do méfici cely, kde je jen rozpoustédlo bez vzorku. Pfi vyhodnoceni
se tato data odecCetla od realného experimentu, abychom ziskali informaci o skutecném prabehu
interakci bez vlivu fedéni vzorku. Integraci t€chto dat pomoci softwaru byly ziskany hodnoty
zmény entalpie odpovidajici jednotlivym pfidavkim hyaluronanu do cIPA a hodnoty
koncentrace hyaluronanu. Pro kazdy systém byl tak vytvoren graf zavislosti zmény entalpie
na koncentraci hyaluronanu, ktery by mél mit v nejidealn&jSim ptipadé tvar sigmoidalni kiivky.
Inflexni bod v tomto grafu pak znazoriuje nejvetsi zmeénu pii titraci, coz predstavuje nejvetsi
intenzitu interakce. Nasledné prolozenim bodd vhodnym modelem se mohou ziskat parametry

Gibbsovy rovnice, a to celkovou zménu entalpie, Gibbsovu energii a entropii.
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6.2 Interakce hyaluronanu a katanionickych IPA (cIPA) o poméru 9:1

Titraci hyaluronanu do cIPA o poméru 9:1 pfi tiech raznych teplotach a naslednou integraci
nametfenych dat byl vytvofen graf zavislosti zmény entalpie na koncentraci hyaluronanu,

kde je porovnavan vliv poméru cIPA 9:1 na interakce. Tento graf zobrazuje obrazek 16.

40 1

20 A %
p: 4

i ff%ié%%%iiii%ii

3
‘.5 20 Jf-
5 P o
-40 - .
X hyaluronan do cIPA (9:1) pii 25 °C
60 | X hyaluronan do cIPA (9:1) pii 37 °C
X hyaluronan do cIPA (9:1) pii 50 °C
-80 T T T T T T T 1
0,00 0.01 0.02 0.03 0,04 0.05 0.06 0,07 0.08

¢ [mM]

Obrazek 16: Graf zdavislosti zmény entalpie na koncentraci hyaluronanu, titrace hyaluronanu

do cIPA o poméru 9:1 pri v§ech trrech teplotdch

Na grafu je patrné, ze pomeér 9:1 cIPA umoziiuje vznik interakci. Vznik interakci usuzujeme
na zakladé toho, ze se hodnoty entalpie na zacatku titrace méni. Potvrzovaly nam to i vystupy
z ITC, kde se jednotlivé piky v pribéhu méfeni zmensovaly a vznikl ndm Sum (viz obrazek 14).
Nejvice patrné interakce jsou okolo hodnoty koncentrace hyaluronanu 0,01 — 0,02 mM. Graf
mimo jiné obsahuje i smérodatné odchylky v podobé chybovych usecek. Velké odchylky jsou

zpusobeny tim, ze v téchto bodech dochazi k interakci a ta je pfi jednotlivych méfeni jina.
6.3 Interakce hyaluronanu a katanionickych IPA (cIPA) o poméru 7:3

Z nameéfenych dat vzniklych pfi titraci hyaluronanu do cIPA o poméru 7:3 pii vSech tiech
teplotach byl stejnym zpusobem byl vytvoren graf zavislosti zmény entalpie na koncentraci

hyaluronanu (viz obrazek 17).
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Obrazek 17: Graf zavislosti zmény entalpie na koncentraci hyaluronanu, titrace hyaluronanu

do cIPA o poméru 7:3 pri viech tiech teplotdch

V grafu je porovnavan vliv poméru 7:3 na interakce. Oproti pfedchozimu grafu je patrné, Ze se
hodnoty entalpie o tolik nelisi, 1ze tedy konstatovat, ze k zadnym interakcim nedochézi. To nam
také potvrzovaly vystupy z ITC, kde nam vznikaly stejné velké piky (viz obrazek 15). Béhem
titrace probihaly exotermické dé&je, jelikoz hodnoty entalpie se pohybuji v zapornych
hodnotéch.

Je tfeba ale zminit dva body v grafu (viz obrazek 17), které vznikly na zacatku meéteni
pfi teploté 25 °C a které se hodnotami velmi odlisuji od ostatnich. To je zptsobeno tim, Ze se
data z dvou meéfeni za stejnych podminek zprimérovaly, kdy pfi jednom méfeni doslo

k vychyleni dvou pikd. K interakci zde tedy také nedochazi.

Teoreticky by ale cIPA o poméru 7:3 mély s hyaluronanem interagovat vice nez cIPA o poméru
9:1, protoze obsahuji vétsi podil kladného naboje, ¢imz by meélo byt zajisténo vice moznych
vazebnych mist pro interakce s hyaluronanem. Tomu ale tak neni. Jednou z pfic¢in mize byt to,
Ze je tento systém méné stabilni nez cIPA o poméru 9:1. Méné stabilni systém se muze
projevovat tak, ze tvoii agregaty a dlouhodobé si neuchovava svoji velikost. Tvorbou agregati
se pak snizuje pocet vazebnych mist pro hyaluronan, ¢imz se snizuje i moznost vzniku interakce

s hyaluronanem.
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6.4 Vliv teploty na interakce hyaluronanu a katanionickych IPA (cIPA)

Na zékladé toho, ze by systém hyaluronan a cIPA mohl jednou slouzit jako nosi¢ 1écCiv,
studovalo se, jak by se tento systém choval pfi urcitych teplotach (25, 50 °C), a hlavné
pii teploté lidského téla (37 °C). Pro vétsi prehlednost vlivu kazdé teploty na interakce
o dvou riznych pomérech cIPA byly vytvoreny celkem tfi grafy zavislosti zmény entalpie

na koncentraci hyaluronanu.
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Obrazek 18: Graf zdvislosti zmény entalpie na koncentraci hyaluronanu; titrace hyaluronanu

do cIPA o poméru 9:1 a 7:3 pri 25 °C

Obrazek 18 zobrazuje graf pro titraci hyaluronanu do cIPA o poméru 9:1 a o poméru 7:3
pfi teploté 25 °C. Tato teplota ma rozdilny vliv, jelikoz pfi titraci s pomérem cIPA 9:1 dochazi

k interakci, zatimco s pomérem cIPA 7:3 k interakci nedochazi.

Rozdilny vliv na interakce ma 1 teplota 37 °C, to pfedstavuje obrazek 19, ktery jasn¢ vystihuje
situaci. Pfi titraci hyaluronanu do cIPA o poméru 9:1 se hodnoty entalpie vyrazné méni. Je zde
také vidéet tvar sigmoidalni kiivky, kdy se hodnoty entalpie na zaatku méfeni pomalu zvySuji,
poté nasleduje prudké zvysSeni hodnot entalpie a na konci jsou hodnoty entalpie prakticky
konstantni. Behem této titrace dochéazi k pfechodu exotermické reakce na endotermickou.
Naopak pii titraci hyaluronanu do cIPA o poméru 7:3 vidime, ze se hodnoty entalpie od sebe

tolik nelisi, zde interakce neuvazujeme.
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Obrazek 19: Graf zdavislosti zmény entalpie na koncentraci hyaluronanu, titrace hyaluronanu

do cIPA o poméru 9:1 a 7:3 pri 37 °C
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Obrazek 20: Graf zdavislosti zmény entalpie na koncentraci hyaluronanu, titrace hyaluronanu

do cIPA o poméru 9:1 a 7:3 pri 50 °C

Pti méfeni pii posledni teploté 50 °C, u které byl studovan vliv na interakce, by se mohlo zdat,
ze k interakci pfi titraci hyaluronanu do cIPA o poméru 9:1 nedochédzi. Tomu tak ale neni.
Z vystupu ITC sice nebyl vidét intenzivni Sum, ale vzniklé piky se v pribéhu méfeni prudce
zmensSily. Je zde tedy patrna interakce, avS§ak o mensi intenzité. Pfi titraci s pomérem cIPA 7:3

a teploté 50 °C k interakci nedochazi.
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7 ZAVER

Tato bakalarska prace se zabyvala studiem vlivu koncentrace tenzidové slozky a teploty
na interakce hyaluronanu a katanionickych vezikularnich systéma. Teoreticka Cast se zabyvala
charakterizaci tenzidd, které jsou dualezité pro pfipravu katanionickych vezikularnich systéma,
dale samotnymi vezikulami a kyselinou hyaluronovou. Také zde byla popsdna metoda
izotermické titracni kalorimetrie, ktera byla vyuzita pii méfeni.

V experimentalni ¢asti byl popsan postup piipravy vzorka a prub€h méfeni. Samotné méfeni
bylo zalozeno na titraci zaporné€ nabitého hyaluronanu do cIPA slozenych z kationického
tenzidu CTAB, z anionického tenzidu SDS, a z kladné nabitého dvouretézcového tenzidu
DODAC. Méfeni bylo provedeno pii dvou riiznych koncentracich tenzidové slozky (pomér 9:1,
pomeér 7:3) a pfi tfech hodnotéach teploty (25, 37 a 50 °C).

Na zakladé ziskanych vysledka bylo zjisténo, Ze pfi titraci hyaluronanu do cIPA o poméru 9:1
dochazi k interakcim, a to pfi vSech tfech teplotach. Interakce se odlisuji v intenzite, pfi¢emz
nejméné intenzivni interakce nastava pii 50 °C. Naopak pfi titraci hyaluronanu do cIPA
o pomeéru 7:3 nedochazi k zadné interakci, a to ani pti jedné teploté.

Bylo tedy zji§téno, ze pomér tenzidovych slozek 9:1 tvoficich cIPA umoziiuje interakce,
zatimco pomér 7:3 ne. Teoreticky by ale cIPA opoméru 7:3 mély vice interagovat
s hyaluronanem, jelikoz obsahuji vétsi podil kladného naboje (30 %) nez cIPA o poméru 9:1
(10 %). Zvysenim poméru kladného naboje by tak mélo vzniknout vice moznych vazebnych
mist pro interakce. Tomu tak ale neni. Jednou z moznych pfi¢in mize byt mensi stabilita,
ktera se muze projevovat tvorbou agregati, ¢imz by se snizila moznost vzniku interakce
s hyaluronanem. Jedinym moznym dikazem, ze by cIPA o poméru 7:3 byly méné stabilni, nam
dokazuje fakt, ze pripraveny roztok cIPA o poméru 7:3 byl zakalenéjsi nez roztok cIPA
o poméru 9:1.

Na zékladé vzniku interakce pfi titraci hyaluronanu do cIPA o poméru 9:1 a pii teploté 37 °C

je mozné na zaver fict, ze by jednou tento systém mohl slouzit jako nosi€ 1éciv v lidském téle.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

9.1 Seznam zkratek

cIPA
CMC
CTAB
DODAC
DTDAB
HA
HTMA
IPA

ITC
PAL
SDS
TTAB

katanionické vezikularni systémy

kritickd micelarni koncentrace
cetyltrimethylammonium bromid
dimethyldi-n-octadecylammonium chlorid
ditetradecyldimethylammonium bromid
hyaluronan
hexadecyltrimethylammonium-dodecylsulfat
amfifilni iontovy par

izotermicka titracni kalorimetrie
povrchové aktivni latka

dodecylsulfat sodny

tetradecyltrimethylammonium bromid
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9.2 Seznam symbolu

c koncentrace

pcal mikrokalorie

AG zména volné energie

g gram

AH zmena entalpie

Ka asociacni konstanta
kDa kilodalton

kJ kilojoule

M jednotka molarni koncentrace (g/mol)
mM milimol na decimetr krychlovy
min minuta

mol mol

mol. % molarni procento

1 litr

ul mikrolitr

n stechiometrie interakce
AS zmena entropie

T absolutni teplota

AT zmeéna teploty

t cas

uw mikrowatt

°C stupeni Celsia
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