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ABSTRAKT

Predkladana bakalafska prace se zabyvala pfipravou kataniontovych vezikularnich systému,
které byly tvoteny tenzidy CTAB a SDS, pro studium jejich vzajemné interakce s polymerem
hyaluronanem pomoci méfeni Forsterova rezonancniho prenosu energie. Nejprve byly
pfipraveny koncentracni fady vezikularnich systému s fluorofory. Pouzitymi fluorofory byly
DPH, perylen a fluorescein. Poté byla méfena doba zivota fluorescence vybranych fluorofora,
metodou TCSPC. Nasledné byly méfeny charakteristiky pfipravenych vezikularnich systému
metodami DLS a ESL. Pro finalni méfeni interakce vezikuly s polymerem byl na zakladé vSech
provedenych méfeni zvolen vezikularni roztok, ktery obsahoval DPH o koncentraci 310~ mol/l
a hyaluronan. Byly testovany dvé molekulové hmotnosti hyaluronanu (300 a 900 kDa)
o hmotnostnich koncentracich 1, 5, 10, 50 a 100 mg/l. Méfenim bylo potvrzeno, ze dochazi
k jejich vzajemné interakci a tento systém by tedy mohl nalézt uplatnéni v medicinském
odvétvi.

ABSTRACT

The presented bachelor's thesis dealt with the subject of preparation of cationic vesicular
systems, formed by the CTAB and SDS surfactants, in order to study their mutual interaction
with the hyaluronan polymer using Forster resonance energy transfer measurements. First,
concentration series of vesicular systems with fluorophores were prepared. DPH, perylene and
fluorescein were used as fluorophores. Afterwards, the fluorescence lifetime of selected
fluorophores was measured by the TCSPC method. Then, the characteristics of the prepared
vesicular systems were measured using the DL.S and ESL methods. For the final measurement
of the interaction between the vesicle and the polymer, a vesiculation solution was chosen based
on all the measurements carried out, which contained DPH with a concentration of 3-107 mol/l
and hyaluronan. Two molecular weights of hyaluronan (300 and 900 kDa) were tested at mass
concentrations of 1, 5, 10, 50 and 100 mg/l. The measurement confirmed their mutual
interaction, thus this system could find application in the medical sector.
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1 UVOD

Vyzkum v oblasti novych forem a zptsobt podavani 1éCiv je stale vysoce aktualni. Nejen kvili
neustalému nartGstu piipadd rezistence vuci lécivim, ale také diky stale se rozvijejicim
technologiim umoziiujicim vyrobu inovativnich Iékovych forem a nosict pro cilenou distribuci
1éciva. Pomoci nejmodernéjsich technologii se objevuji nové a lepsi latky, které 1ze pouzit jako
nosice léCiva a zajistit tak efektivnéjsi distribuci léCiva v organismu nebo jeho fizené
uvolfiovani. Mezi aktudlni témata, ktera je potfeba v souvislosti s podavanim 1é¢iv studovat,
patii nejen samotny zptusob podavani 1éCiv, ale také konstrukce systému pro jejich podavani [1].

V soucCasnosti se ve farmaceutickém pramyslu jako nejvhodnéj$i pomocné systémy
pro podavani 1éCiv do lidského organismu jevi vezikularni systémy tvorené fosfolipidovou
dvojvrstvou. Jejich pouziti je v§ak omezené nedostatecnou schopnosti doposud znamych metod
k jejich spravnému oddéleni od 1éciva na zadaném misté ucinku. Jako vhodna alternativa se
nabizeji iontové vezikuly [2].

Mozna alternativa, ktera bude nabizet lep$i fyzikalné-chemické vlastnosti nez fosfolipidové
vezikuly, je vyvinout vezikularni systém z povrchové aktivnich latek, které jsou schopné
vytvotit struktury podobné membranovym vezikulam. Jednou z moznosti jsou neiontové
povrchové aktivni latky, které nalézaji své uplatnéni v kosmetickém pramyslu, ale jako systémy
pro podani 1éciv funk¢éné selhavaji, a to predevSim kvili nedostateCné stabilité, Castym
agregacim a pred¢asnému uniku léCiva ze systému. Proto se souCasny vyzkum vice zamétuje
na vezikuly iontové, které prokazuji vétsi stabilitu [3].

Kataniontové vezikuly jsou oproti fosfolipidovym vezikuldam vhodnéjsi nejen diky své
stabilité, ale také lepSi cenové dostupnosti. Jejich pfiprava je snadnd a nenaro¢na na dobu
ptipravy. Kataniontové vezikularni systémy rovnéz mohou nalézat lepsi uplatnéni v oblastech
genové terapie nez doposud pouzivané membranové vezikuly, protoze tvoii komplexy s DNA,
které lez aplikovat pii dorucovani genti. Vyzkum kataniontovych vezikul se proto zaméiuje
najejich stabilitu, Uc¢innost enkapsulace, propustnost membrany a schopnost uvolilovani
1éciva [4].

Pro pfipravu iontovych vezikularnich systému je mozné vybirat z celé fady povrchové
aktivnich latek a jejich riznych vzajemnych kombinaci. Pfi vybéru vhodnych povrchové
aktivnich latek je dualezité, aby nevykazovaly vysokou toxicitu a byly biokompatibilni pro
lidsky organismus. Zpusob, jak snizit toxicitu a zvySit stabilitu systému, je obaleni vezikuly
vhodnym polymerem, ktery bude biologicky odbouratelny.

Nezbytnym piedpokladem pro podéani 1éCiv kataniontovymi vezikulami s polymerem je
vzajemnd interakce vezikuly a polymeru. Tuto interakci 1ze dokazat méfenim rezonanéniho
prenosu energie. Rezonancni prenos energie muzeme méfit pomoci fluorescencnich metod.
Nabizeji se dvé metody, metoda ustalené fluorescence a Casové rozliSené fluorescence. Obé
metody nalézaji vyznamné uplatnéni v membranové biofyzice, av§ak metoda Casovée rozlisené
fluorescence je méne ovlivnéna dalsimi faktory (rozptyl svétla, efekt vnitiniho filtru). Tato
metoda je stale Castéji pouzivanad také diky rostouci dostupnosti, ke které pfispiva vyvoj
levnéjsich pulznich zdroja svétla [5].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fluorescence

Fluorescence patfi mezi luminiscenéni jevy, které jsou charakterizované schopnosti nékterych
latek vydavat za urcitych podminek viditelné nebo neviditelné zareni. Luminiscencni zafeni je
vzdy vyvolano dodanim néjaké energie, napt. vzniklé chemickou reakci (chemiluminiscence),
pusobenim elektrického pole (elektroluminiscence) ¢i dopadem elektromagnetického zafeni
(fotoluminiscence) [6].

K fluorescenci dochazi v dusledku absorpce dopadajiciho elektromagnetického zafeni
o urcité vinové délce (excitacni vinova délka) molekulou latky, ktera se excituje a pfi navratu
z excitovaného do zakladniho stavu zpétné emituje zafeni o jiné vinové délce (emisni vinova
délka) [6].

Pro jednoduchou vizualizaci absorpce a emise svételné energie slouzi Perrin-Jablonskiho
diagram (Obrazek 1), ktery znazomuje absorpci fotond, vnitini konverzi (IC), fluorescenci,
mezisystémové prechody (ISC), fosforescenci a jednotlivé elektronové a vibracni stavy
molekul. Elektronové stavy molekul 1ze obecné rozdélit na singletové (S, elektrony jsou
spinove parované) a tripletové stavy (T, jedna sada elektront je neparova). So oznacuje nejnizsi
energetickou hladinu. Molekula mize byt excitovana do vyssich singletovych stavu (Si, S2)
absorpci fotonu. Z excitovaného singletového stavu mize molekula ztracet energii vnitini
konverzi, po které nasleduje vibracni relaxace [7].
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ABSORPTION FLUORESCENCE PHOSPHORESCENCE
Obrazek 1: Perrin-Jabtonskiho diagram a znazornéni vinové délky pro jednotlivé jevy [8]
Vysvétlivky: absorption — absorpce; fluorescence — fluorescence; phosphorescence —
fosforescence



Kashovo pravidlo fika, ze k emisi dochazi ze stavu, ktery je energeticky nejblize zakladnimu
stavu. Molekula nachazejici se ve svém zakladnim singletovém stavu (So), muze byt
po absorpci fotonu excitovana na hladinu s vyssi energii, v zavislosti na energii absorbovaného
fotonu. Dusledkem wvnitini konverze a relaxace dochazi k emisi z nejnizsiho excitovaného
stavu S1 [9].

Cast energie primarniho absorbovaného zafeni je tedy deaktivovana tzv. nezafivymi
prechody (Obrazek 1) a emitované sekundarni fluorescencni zafeni ma proto nizsi hodnotu
energie. Jestlize pro tutéz latku spektralné rozlozime jak absorbované primarni zéafeni, tak
emitované sekundarni zafeni, ziskame absorpcni a emisni spektra, ktera jsou témert zrcadlove
opacnymi tvary, které se liSici pouze tim, ze fluorescencni (emisni) lezi v oblasti vysSich
vlnovych délek nez spektrum absorpéni. Obé spektra se zpravidla casteCné piekryvaji.

Stokesuv posun (Obrazek 2) popisuje vzdalenost mezi maximem absorp¢niho spektra
a maximem emisniho spektra [8].

>¥
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Obrazek 2: Stokestv posun [8]

2.1.1 Doba zivota a kvantovy vytézek fluorescence

Doba zivota fluorescence a kvantovy vytézek jsou dualezité vlastnosti fluoroforu, udavaji
dulezita selekéni kritéria v jednomolekularni fluorescencni spektroskopii [8].

Doba zivota fluorescence oznaCuje prumémou dobu, kterou molekula stravi ve svém
excitovaném stavu (singletovém stavu S1) nez dojde k emisi a vrati se do zakladniho stavu.
Pfi fluorescenci vzbuzené zafeni trva piiblizné 10 s. Doba nezafivych procesti fluorescence je
popsana rychlostni konstantou knra zafivé pfechody jsou popsany pomoci rychlostni konstanty
I'. Dobu zivota fluorescence lze vypocitat pomoci rovnice [10]:

1

- 1
Tk, (1)



Fluorescencni kvantovy vytézek je pomér fotont, které byly molekulou emitovany k poctu
fotont, které byly absorbovany. Nejvyssi kvantové vytézky se mohou blizit k jedné, nebudou
vSak nikdy vyssi nez jedna kvuli ztratam, které znazorruje Stokestv posun. Kvantovy vytézek
je popsan rovnici [10]:

Q="—"— )

2.2 Méreni fluorescence

Velmi dilezitymi analytickymi pfistupy v analytické a fyzikalni chemii jsou metody ustalené
fluorescence (ang. Steady-state) a Casove rozliSené fluorescence (ang. Time resolved).

Pomoci ustalené fluorescence miuzeme sledovat dlouhodobou primémou fluorescenci
vzorku po jeho ozafeni UV, viditelnym nebo blizkym IC svétlem. Svételnym zdrojem je
poskytovan konstantni tok fotonil. Jsou zaznamenavana excitacni a emisni spektra, ze kterych
1ze zjistit jejich maxima. Spektra zobrazuji zavislost intenzity emise nebo absorbance na vinové
délce. Méfi-li se pii nizkych koncentracich, méfena intenzita je zavisla na molarnim absorpénim
koeficientu fluoroforu. Méfeni spektra mize byt citlivé na vlivy prostfedi (napf. polarita, pH,
viskozita). Méfeni fluorescence v ustaleném stavu tedy umoziiuje detekci zmén intenzity
fluorescence konkrétniho fluoroforu pfi zméné podminek prostiedi [11].

Casové rozliSena fluorescence monitoruje fluorescenci vzorku jako funkci &asu po excitaci
svételnym pulzem. Tato analyticka technika se pouziva pii studiu v systémech Casoveé
rozli§eného fluorescenniho prenosu energie. Poskytuje pohled na dynamiku excitovaného
stavu. Méfeni je zalozeno na detekci poklesu intenzity nebo na zpozdéné detekci emise. Jsou
dvé metody, pomoci kterych je mozné Casové rozliSenou fluorescenci zméfit. Jedna se o pulzni
fluorimetrii a fazové modulacni fluorimetrii [11].

2.2.1 Casové korelované &itani jednotlivych fotonit TCSPC

TCSPC (ang. Time-Correlated Single Photon Counting) je jedna z nejcitlivéj§ich metod
pro stanoveni doby zivota fluorescence. Metoda je zaloZena na detekci emitovanych fotont
po excitaci molekuly. Vyuziva se pulzni svételny zdroj (laser, LED). Produkce svételného
pulzu predstavuje dobu, od které je zahajeno snimani signalu. Registrace prvniho vyzafeného
fotonu pro detektor znamena zastaveni pfijimani signalu. Po excitaci je zaznamenan pouze
jeden foton. Elektricky signal z detektoru je pak upraven pomoci diskriminatoru konstantni
frakce CFD (ang. constant fraction discriminator). Signdal je pomoci pfevodniku pfeveden
z Casového udaje na amplitudu. Pfevodnik od startovaciho signalu zacne generovat napéti, které
linearné roste s Casem. Po zaregistrovani emitovaného fotonu se napéti generovat piestane.
Vystupni signdl TAC (ang. time-to-Amplitude Converter) je pomoci ADC prevodniku
zpracovan a ulozen. Vystup z méfeni je histogram, ktery je vysledkem zaznamenavani
opakujiciho se procesu excitace molekuly a emise fotonu. Na zakladé vysokého poctu méteni
je v histogramu zaznamenano dohasinani fluorescence molekuly.
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Schéma meéfeni je zobrazeno na obrazku 3 [12, 13].

N\
D [

TAC: |- ADC | MEM “:

STOP

Pulzni svételny zdroj I

i DA e e/
| Detektor

Obrazek 3: schéma fluorimetru pro TCSPC [13]

2.3 Forsteruv rezonancni prenos energie FRET

K pfenosu emisni energie mize dochazet zafivymi nebo nezafivymi mechanismy. Pfi zafivém
prenosu elektronové energie mezi molekulou donoru a akceptoru dochazi k vyméné fotonu,
zatimco pii nezafivém prenosu energie k vymeéné fotonu nedochédzi. Pokud se v blizkosti
donoru vyskytuje vhodny akceptor, miize dojit k prenosu energie excitovaného stavu donoru
pfimo na akceptor, ktery nasledné€ emituje energii puvodné absorbovanou donorem, aniz by
doslo k vyzarfeni fotonu. V tomto piipadé se jednd o nezafivy pienos elektronové energie.
Nezafivym prechodem je tedy absorbovana energie pouze molekulami donoru a emitovana
pouze molekulami akceptoru [14].

Forstertiv rezonan¢ni pienos energie (ang. Forster resonance energy transfer, FRET) je typ
nezafivého prenosu energie, ktery se vyuziva ke sledovani molekularnich interakci. Sviij nazev
metoda nese podle Theodora Forstera, ktery v roce 1946 poprvé popsal rezonancni prenos
energie. Rezonan¢ni pienos energie je fyzikalni proces, pii kterém dochazi k pfenosu energie
z donorového fluorochromu v excitovaném stavu na akceptorovy chromofor v zakladnim stavu,
a to prostfednictvim slabé interakce dip6l-dipol. Podminkou uspésného rezonancniho prenosu
energie je dostatecna blizkost donoru a akceptoru, jedna se o vzdalenost 1-10 nm. Tuto
podminku spliiuji napfiklad fluorofory Cy3 a Cy5 (Obréazek 4 (A)). Podminka tak blizké
vzdalenosti mezi donorem a akceptorem ztézuje sledovani interakci mezi velkymi proteiny
¢i studium multiproteinovych komplexd. Dalsi podminkou je vhodna relativni orientace
emisniho dipolového momentu donoru a absorpéniho dipélového momentu akceptoru.
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donoru

Idealni orientace pro co nejvySsi efektivitu FRET je paralelni orientace
a akceptoru (Obrazek 4 (B)) [15].
FRET no FRET
Q L Y 4
i
”
1 R < 1.5 Rg (< 10 nm) R >> 1.5 Rg (>> 10 nm)

0.9
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Obrazek 4: Zobrazeni dostatecné blizkosti donoru a akceptoru pro uspésny rezonancni pienos
energie pro Cy3 a Cy5 (A); vhodna relativni orientace emisniho dipélového momentu donoru
a absorp¢niho dipolového momentu akceptoru (B) [15]

Vysvétlivky: FRET efficiency — FRET ucinnost; distance — vzddlenost

Musi byt splnéna také podminka spektralniho prekryvu emisniho spektra donoru s absorpcnim
spektrem akceptoru (Obrazek 5). Vzhledem k této podmince je nutno pocitat s ovlivnénim
signalu FRET emisi donoru do akceptorového kanalu a dale excitaci akceptorovych molekul
pfi vinové délce excitace donoru — tzv. spektralni prosakovani (ang. spectral bleed-through).
Dale je nutno provést korekce FRET signalu v akceptorovém kanalu vzhledem k externimu
signalu a signalu pfistroje (piistrojovy Sum, fluorescence pozadi, ...) [16].

1 3 5
492900
~ 2 4 =
N* N
™ 4

Cy5

Py
Py

UOISSIWT e

Excitation/Emission signal (a.u.)
e

T
750

T
775

T

600 625 650 675 700 725 800

Wavelength (nm)

450 475 500 525 550 575

Obrazek 5: spektralni prekryv emisniho spektra donoru (Cy3) s absorpcnim spektrem
akceptoru (Cy5) [15]
Vysvétlivky: excitation — excitace; emission — emise; overlap — spektralni prekryv;
wavelength — vinova délka
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K vytvoreni FRET-para (pary donor-akceptor) se vyuzivaji fluorescencni proteiny (FP),
organicka fluorescencni barviva, chelaty s lanthanoidy a anorganické polovodivé kvantové
tecky [15].

Utinnost FRET je definovana jako estd mocnina vzdalenosti mezi molekulou donoru
a akceptoru (r) [17]

1

1+ (RLO)‘" 3)

Epger =

Ro je charakteristicka vzdalenost, kde je ucinnost FRET 50 % (Obrazek 4 (A)). Pro vzdalenosti
menS$i, nez Ro je ucinnost FRET blizka jedné, zatimco pro vzdalenosti vétsi, nez Ro je u€innost
blizka nule. Hodnota Ro miize byt vypod&tena pomoci rovnice s parametry: x> (hel mezi dipoly),
Op (donorovy kvantovy vytézek), Na (Avogadrova konstanta), n (index lomu svétla) a J(A)
(integral spektralniho prekryvu mezi donorem v zakladnim stavu a akceptorem
v excitovaném stavu) [17]

1/6

20,7 K?-Qy
= : Jo| . 4
Ry 12805 N, J (&) “)

Utinnost maze byt také vypogitana na zakladé méfeni TCSPC, které nam poskytne informaci
o dobé¢ zivota donoru (z4) a dobé€ zivota donoru po pridani akceptoru (zaa) [18]

E=1——. 5)

Na zakladé jiz zminénych proménnych muze byt vypoctena rychlost pfenosu energie [18]
1 (Ro\°

ket = - (7) : (6)
2.3.1.1 VyuZiti FRET
Techniky zalozené na FRET jsou vyuzivany pii studiu fady biologickych procest jako napf.
interakce protein-protein, ktera je vyuzivanad pii prenosu signalu, u konformacnich zmén
proteinli, pii aktivaci/inhibici enzymi, v signalizaci prostfednictvim vapenatych kationtd,
k charakterizaci genové exprese ¢i studiu nukleovych kyselin. Nékteré ztéchto aplikaci
vyuzivaji k vizualizaci mikroskopické techniky, jiné jsou provadény in vitro. Techniky FRET
zalozené na geneticky modifikovanych fluorescencnich proteinech mély zasadni vyznam
v urceni struktury (rozdéleni do buné¢nych kompartment) a funkéni organizace buriky a dale
k sledovani pohybu proteint uvniti bunky [19].

24 Fluorofory

Fluorofory, nékdy oznacované jako fluorochromy, jsou latky schopné absorbovat a nasledné
emitovat svételnou energii specifické vinové délky. Fluorofory absorbuji viditelné svétlo, jehoz
zdrojem muze byt napfiklad xenonova vybojka nebo laser. Kazda molekula ma
charakteristickou excitacni vinovou délku. Po absorpci energie se elektron dostane na vyssi
energetickou urover a dosahne tak excitovaného stavu. Nasleduje uvolnéni energie ve formé
fotont a dochazi k fluorescenci. Mnozstvi uvolnéné energie ur¢i vinovou délku fotont a barvu
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pozorované fluorescence. Energie uvolnéna béhem fluorescence bude mit vétSinou delsi
vlnovou délku, nez byla pottebna pro excitaci [20].

Obecn¢ muzeme fluorofory rozdélit na wvnitfni (vlastni) a vn&j§i (nevlastni). Vnitinimi
fluorofory jsou latky svlastni fluorescenci, zatim co nevlastnimi fluorofory jsou latky
ptidavané ke vzorkim, které nemaji vhodné fluorescencni vlastnosti. Nevlastni fluorofory se
dale podle typu vazby dé€li na fluorescencni znacky a fluorescencni sondy. Fluorescencni
znaCky se na studované biomolekuly vazi kovalentn€, fluorescenéni sondy se naopak
na biomolekuly vazou prostfednictvim vazby nekovalentni [21].

2.4.1 Fluorescein

Fluorescein, systematickym nazvem 3',6'-dihydroxyspiro[2-benzofuran-3,9'-xanthen] -1-on, je
nevlastni fluorofor, ktery se elektrostaticky vaze na kladné povrchy. Jedna se o molekulu
citlivou na pH. Na obrazku 6 je znazornéno jeho absorpcni a emisni spektrum pfi hodnoté
pH9 [21].

Jedna se o chemickou latku na bazi xanténu, kterd ma velmi dobré fotofyzikalni vlastnosti,
mezi které se fadi vysoky absorpcni koeficient, vysoky kvantovy vytézek fluorescence, vysoka
fotostabilita a relativné dlouhé vlnové délky emisniho spektra. Pro své vlastnosti patfi
fluorescein mezi vyznamné fluorescencni znacky v oblastech biochemie a mediciny [22].

Fluorescein je pevna organicka latka Cervené barvy a je rozpustny ve vod¢. Jeho absorpcni
maximum je 494 nm a emisni maximum je 521 nm. Disodna sil fluoresceinu vykazuje
intenzivni zelenozlutou fluorescenci [23].

absorpce fluorescence

= T T T T T
350 400 450 500 S50 600 650
Obrazek 6: absorp¢ni a emisni spektrum fluoresceinu [21], struktura fluoresceinu jako
dianionu [22]

24.2 Perylen

Perylen je fluorofor, ktery se vaze ke vzorku pomoci nekovalentni vazby, jedna se tedy
o fluorescencni sondu. Mezi jeho vyuzivané fotofyzikalni vlastnosti patfi vysoky kvantovy
vytézek fluorescence, dlouhd zivotnost excitovaného singletového stavu a schopnost tvorit
excimery [24].

Perylen patii mezi polycyklické aromatické uhlovodiky, jejichz derivaty vykazuji vysoké
emisni zareni. Nalézaji uplatnéni v oblasti molekularni elektroniky a byvaji soucasti zatizeni,
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které vyzatuji svétlo. Polycyklické aromatické uhlovodiky vznikaji pfi nedokonalém spalovani
aromatickych latek (napf. uhli, ropy nebo plynu) [25].

Perylen se vyskytuje ve formé svétle zlutych krystalkd. Je nerozpustny ve vodé a je 1épe
rozpustny v rozpoustédlech, které maji mensi polaritu nez voda jako cyklohexan, toluen,
ethanol nebo aceton. Absorpéni maximum perylenu v acetonu je 434 nm. Struktura perylenu je
zobrazena na obrazku 7 [26].

Obrazek 7: struktura perylenu [27]
24.3 DPH

DPH (1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien) je fluorescen¢ni sonda. Jedna se o linearni uhlovodik se
tfemi dvojnymi vazbami a dvémi fenylovymi skupinami. DPH ve vodném prostiedi nevykazuje
fluorescen¢ni vlastnosti. V nepolarnich rozpoustédlech ma vysoky kvantovy vytézek. Na
zakladeé teéchto vlastnosti je vyuzivan pro studium biomembran a lipidd. Pfi vysokych
koncentracich dochéazi k samozhaseni. Absorpéni maximum DPH v methanolu je 350 nm
a emisni maximum je 452 nm. Struktura DPH je zobrazena na obrazku 8 [28].

\
\

\

Obrazek 8: struktura DPH [21]
2.5 Tenzidy

Tenzidy jsou povrchové aktivni latky (PAL), které maji amfifilni strukturu. Skladaji se z polarni
a nepolarni Casti. Polarni Cast je hydrofilni a vykazuje proto afinitu k vodé a polarnim
rozpoustédlim. Nepolarni Cast je hydrofobni nebo lipofilni a vykazuje afinitu k nepolarnim
rozpoustédlim. Amfifilni molekuly maji diky své dvoji afinité tendenci se v prostiedi
orientovat tak, aby byla polarni skupina orientovana do vodného prostiedi a nepolarni mimo
vodné prostredi. Amfifilni molekuly tedy migruji na fazové rozhrani (Obrazek 9). Ve velmi
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ziedénych vodnych roztocich tenzidy existuji jako monomery, ale po prekroceni kritické
micelarni koncentrace, CMC (ang. critical micelle concentration), dochazi ke spontanni
asociaci jednotlivych monomertt do riznych typt agregati (micel). Hodnota CMC je tedy
dilezitym parametrem charakterizujicim kazdou PAL [29].

Hydrocarbon

Obrazek 9: struktura micely a chovani v polarnim a nepolarnim rozpoustédle [29]
Vysvétlivky: hydrocarbon tail — uhlovodikovy chvost; polar head group — poldarni hlavicka;
oil — olej

Spontanni agregaci vznikaji micely razné morfologie (sférické, tyCinkovité a diskovité,
lamelarni nebo vezikularni). Samoskladani povrchové aktivnich latek je fizeno hydrofobnimi
a elektrostatickymi interakcemi. Parametrem, ktery urCuje, do jaké povrchové geometrie se
tenzidy zformuji, je tzv. kriticky pakovaci parametr, CPP (ang. critical packing parameter),

definovan vzorcem:

Fe= ()

kde v je objem hydrofobni Casti, /. je délka hydrofobni Casti tenzidu a ao je plocha hydrofilni
casti [30].
Hodnoty P. a struktury jim odpovidajici jsou zobrazeny na obrazku 10.
Spherical micelles Rod-like Micelles or Fibrils

§OTon " 0.3<P<0.5
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Obrazek 10: usporadani tenzidi podle hodnoty CPP [30]

Vysvétlivky: spherical micelles — sférické micely; rod-like micelles or fibrils — tycinkovité
micely nebo fibrily; vesicles — vezikuly; polymer nanoparticles — polymerni nanocdstice
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Agregaty PAL vykazuji specifické a uziteCné fyzikalné-chemické vlastnosti, naptiklad
reologické a biologické vlastnosti [31].

Podle charakteru mizeme tenzidy rozdélit na neiontové a iontové, jejichz molekuly nesou
urcity naboj a mohou tedy ve vodé disociovat a tvorit ionty. lontové tenzidy mizeme dale délit
na aniontové, kationtové a amfoterni [31].

Aniontové tenzidy vétSinou obsahuji sulfatovou nebo karboxylovou skupinu, jejich hlavni
vyuziti je v praskovych nebo kapalnych pracich prostredcich vyuzivanych v domacnosti [32].

Kationtové tenzidy obsahuji jako svou hydrofilni ¢ast kvartérni amoniovy iont. Kationtové
povrchové aktivni latky jsou pro své bakteriostatické ucinky vyuzivany jako dezinfekcni
prostfedky, dale se vyuzivaji jako antistaticka Cinidla a pro zmékcovani textilu [32].

Amfoterni tenzidy obsahuji ve své strukture jak kladng, tak zaporné nabity iont. Jedna se
o syntetické latky jako jsou betainy nebo sulfobetainy. Z pfirodnich latek se mezi amfoterni
povrchové aktivni latky fadi aminokyseliny a fosfolipidy [31].

Neiontové tenzidy netvori ve vodé ionty, jejich hydrofilni chovani zpisobuje polymerovany
glykolether nebo jednotka glukézy. Jsou syntetizovany piidavkem ethylenoxidu nebo
propylenoxidu k alkylfenolim, mastnym alkoholiim, mastnym kyselinam nebo amidim
mastnych kyselin. Hlavni vyuziti nasli jako detergenty, smacedla, emulgatory
a dispergatory [32].

25.1 CTAB

Cetyltrimethylamonium (CTAB), strukturnim nazvem hexadecyltrimethylamonium bromid, je
kvartérni amoniovy kladné€ nabity tenzid. Ve vodném prostfedi disociuje za vzniku kationtu
a menS$iho neaktivniho aniontu. Kladn€ nabita ¢ast dava tenzidu CTAB jeho povrchové aktivni
vlastnosti. Jedna se o vyznamné antiseptikum. Ma baktericidni G€inky proti grampozitivnim
bakteriim, ve vysokych koncentracich pak i proti nékterym gramnegativnim. Strukturni vzorec
CTAB je zobrazen na obrazku 11 [33].

CH4
P P P P N
H4C NI

Br
/" TCH
HSC 3

Obrazek 11: struktura CTAB [33]
2.5.2 SDS

Dodecylsiran sodny (SDS), nazyvan také Laurylsulfat sodny, je organicka sulfatova sul.
Ve vodé disociuje na ionty a snadno se vysrazi v pfitomnosti draselnych soli. SDS naléza
uplatnéni v chemickém pramyslu i jako ptidavek do Cisticich a kosmetickych produkti.
Pouziva se k Cisténi nukleovych kyselin, dokaze narusit zivoCisnou tkan a inhibovat enzym
RNéazu a DNazu. Naléza uplatnéni v elektroforetickych metodach vyuzivanych v biochemii
(SDS PAGE).
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Strukturni vzorec SDS je zndzornén na obrazku 12 [34].

0 _
\
HECW\\/A\MD/’ \D Na

Obrazek 12: struktura SDS [35]

2.5.3 DODAC

Dimethyldi-n-octadecylamonium chlorid (DODAC)/dimethyldioktadecylamonium chlorid
(DDAC) je kvartérni amoniovy tenzid, ktery ma kladny naboj. Ve vodé disociuje za vzniku
kladného iontu, ktery lze vyuzit pro udéleni kladného naboje vezikularnim systémum. Lze jej
vyuzit jako zmékcovac tkanin, dezinfekcni prostiedek, kondicionér ¢i do ptipravkt pro apravu
vlast. Strukturni vzorec DODAC je znazornén na obrazku 13 [36].

Cl /\/\/\/\/\/\/\/\/\
: CHj
H4C

RNWWWVCHS
/
3C

H

Obrazek 13: struktura DODAC [36]

2.6 Kataniontové vezikuly IPAs

Kataniontové vezikuly, IPAs (Ion pair amphiphiles), vznikaji smeési kationtovych
a aniontovych povrchové aktivnich latek. Tenzidy Casto vytvareji dvouvrstvé struktury, které
1ze vyuzit pro studium (jako modelové membrany) nebo jako nanonosice 1é¢iv a gent [37].
Zakladni strukturu kataniontovych vezikul tvofi nej¢astéji smés kladn€ a zaporn€ nabitych
jednotetézcovych povrchové aktivnich latek v ekvimolarnim poméru. Vysledna smes ma tedy
nulovy naboj. Do smési je vhodné pfidat dvouretézcovy tenzid, ktery ma naboj, aby se rizné
nabité vezikuly od sebe odpuzovaly a nedochazelo k jejich agregaci. Pro zvySeni stability
vezikularnich systémda, je mozné do smési pridat stabiliza¢ni prvek, napfiklad cholesterol [38].
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Konkrétnim prikladem kataniontové vezikuly je vezikula tvofena jednotetézcovym kladné
nabitym tenzidem CTAB, jednofetézcovym zaporn¢ nabitym tenzidem SDS, dvoufetézcovym
kladné nabitym tenzidem DODAC a cholesterolem. Struktura tenzidu je znazornéna
na obrazku 14 [39].

cholesterol

@_— CTAB

G SDS
@ DODAC

Obrazek 14: struktura stabilizované IPAs vezikuly ve vodném prostiedi [39]

2.6.1 Cholesterol

Cholesterol (cholest-5-en-33-ol) je steroidni latka pfitomna ve vSech zivocisnych tkanich. Jedna
se o prekurzor zluCovych kyselin, vitaminu D a steroidnich hormont. Cholesterol je také
vyznamnou slozkou struktury dvojvrstev biologickych membran. Ovliviiuje vlastnosti
membrany nékolika zptisoby. Méni fluiditu, stlacitelnost, tloustku, prinik vody a vnitini
zakfiveni lipidovych dvojvrstev. Je transportovan v krevni plazmé v§ech zivocichu [40].

Cholesterol se pouziva pii ptiprave nosicu pro podavani 1€¢iv a riznych terapeutickych latek,
jako jsou protinadorové latky, antimalarika a antivirotika. Pro tento cel je vhodny diky své
pfitomnost v bunéénych membranach a §iroké distribuci v téle. Struktura cholesterolu je
znazornéna na obrazku 15 [41].

H4C

Obrazek 15: struktura cholesterolu [40]
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2.7 Charakterizace vezikularnich systému

Pro charakterizaci pfipravenych vezikul, nebo pro studium jejich interakci s jinymi latkami, se
pouziva nékolik analytickych pfistupt, které se mohou vzajemné doplnovat. Hlavnimi
charakteristikami vezikul jsou velikost, lamelarita, chemické slozeni (kvalitativni
i kvantitativni), enkapsulacni kapacita, stabilita a fazové chovani [42].

Velikost vezikul je mozné urcit metodami zalozenymi na rozptylu svétla. K urceni lamelarity
liposomu je mozné pouzit napiiklad nuklearni magnetickou resonanci doplnénou transmisni
elektronovou mikroskopii. Chemické slozeni liposomii lze stanovit celou fadou
kolorimetrickych spektrofotometrickych metod, separace a nasledna kvantifikace jednotlivych
slozek muze byt provedena pomoci metod chromatografickych. Pro urCeni enkapsulacni
kapacity je nejprve nutné do vezikuly uzaviit vhodny hydrofilni marker (napfiklad
fluorescencni barvivo). Podle povahy enkapsulovaného markeru se pro naslednou kvantifikaci
pouzivaji metody spektrofotometrické, fluorescencni nebo elektrochemické. Stabilita ¢astic se
stanovuje pomoci elektroforetického rozptylu svétla. Ke studiu fazového chovani vezikul se
pouziva nuklearni magneticka resonance nebo elektronova spinova resonance [42].

2,71 DLS

Vyznamnou a nej¢astéji vyuzivanou technikou pro stanoveni velikosti vezikul a jejich
distribuci ve vzorku je dynamicky rozptyl svétla, DLS (ang. Dynamic light scattering), ktery
ma vysokou citlivost a minimalni pozadavky na objem vzorku [43].

Meéfeni dynamického rozptylu svétla je zalozeno na Brownové pohybu rozptylenych ¢astic
v kapaliné, kde se pohybuji nahodné vSemi sméry a raznou rychlosti, ktera je dana jejich
velikosti.  Mensi Castice se v rozpoustédle pohybuji rychleji, a proto bude intenzita
rozptyleného svétla v Case na malé Castici dosahovat vyrazné vyssi fluktuace, nez by tomu bylo
v pripadé velkych castic [43].

Schéma pristroje DLS je znazornéno na obrazku 16. Laser sviti na vzorek, ktery je umistén
v kyveté. Dopadajici laserové svétlo se rozptyli o ¢astice ve vzorku do vSech sméra. Rozptylené
svétlo se detekuje pod urCitym uhlem v prabéhu Casu a tento signal se pouziva k urCeni
difuzniho koeficientu a velikosti ¢astic pomoci Stokesovy-Einsteinovy rovnice:

kT
~ 6mmRy’

()

kde D je difuzni koeficient, kg je Boltzmanova konstanta, T je teplota, 7 je dynamicka viskozita
a Ry je hydrodynamicky polomér [44].

Laser

— ]

Detector

Obrazek 16: Schéma pfistroje pro méfeni DLS [44]
Vysvétlivky: detector — detektor
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2.7.2 ELS

Stanoveni stability vezikul, které se skladaji z nabitych Castic, je mozné pomoci metody
elektroforetického rozptylu svétla, ELS (ang. Electrophoretic light scattering). Pomoci této
techniky se méfi elektroforeticka pohyblivost ¢astic nebo molekul v roztoku a zeta potencial.
Hlavni rozdil od DLS je ten, ze méfeni probiha v oscilujicim elektrickém poli. Nabité Castice
se pohybuji v disledku elektromigrace v prub€hu elektroforézy. Nabita Castice se v elektrickém
poli pohybuje smérem k opacné nabité elektrodé [45].

Zeta potencial maji nabité Castice, které jsou ve styku s kapalinou obsahujici ionty. Jedna se
o povrchovy naboj, ktery pritahuje opa¢né nabité Castice nebo odpuzuje stejné nabité ¢astice
v roztoku. Castice v kapaling ma elektrickou dvojvrstvu (Obrazek 17), ktera se da rozdélit
na vnitini a vnéjs§i ¢ast. Vrstva iontd vazana na povrch Castice se nazyva Sternova vrstva
(vnitfni), tato vrstva je pevné vazana na Castici a pohybuje se s ni. Vrstva tvofena volné
vazanymi ionty je difuzni vrstva (vngjsi), neni pevné vazana na ¢astici a pohybuje se nezavisle
na c¢astici. Elektrostaticky potencial na hranici zminénych vrstev tzv. roviny skluzu je zminény
zeta potencial, ktery souvisi s povrchovym néabojem cCastice. K vypoctu zeta potencialu lze
pouzit Henryho rovnici:

2e-z- f(ka)
= —377 :
kde Us. je elektroforeticka pohyblivost, ¢ je dielektricka konstanta, z je zeta potencial, f{xa) je
Henryho funkce a n je absolutni viskozita [46].

e

(8)

Aby mohla byt Castice povazovana za stabilni musi byt hodnota zeta potencidlu mensi
nez -30 mV nebo veétsi nez +30 mV [47].

Electrophoresis

“NE +ve

Electrode Electrode

Slippingplane ()

Particle surface
(bo) Stern layer

Obrazek 17: zaporné nabita Castice s elektrickou dvojvrstvou v elektrickém poli [47]
Vysveétlivky: electrode — elektroda; electrophoresis — elektroforéza, particle surface — povrch
castice; Stern layer — Sternova vrstva; slipping plane — rovina skluzu
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2.7.3 Znaceni vezikul

Pro fluorescencni studie je nezbytné pii pripravé vezikuly tenzidy, které samotné zadnou
fluorescenci nevykazuji, opatfit vhodnym fluorescencnim barvivem. RozSifenymi
fluorescen¢nimi barvivy jsou naptiklad fluorescein, Nilska Cerven, Oregonova zeleni (derivat
fluoresceinu), perylen ¢i DiO (3,3 -dioktadecykloxakarbokyanin) [48].

2.8 Interakce vezikul s polymery

Vezikuly a povrchové aktivni latky v interakci s polymery, které jsou rozpustné ve vodeé maji
Sirokou Skalu vyuziti a tvori rizné fyzikalné-chemické mechanismy. Jejich interakce se pouziva
k dosazeni raznych ucinkd jako koloidni stability, emulgace, flokulace, strukturovani
aregulace reologie. Daji se pak pouzit pifi vyrobé kosmetickych produkt, potravin,
vezikularnich systémi pro transport 1€Civ a pii syntéze polymerd. U iontovych systému je
schopnost snizovat mezifazové napéti modifikovana pfitomnosti polymeru v roztoku [49].

2.8.1 Hyaluronan

Kyselina hyaluronova je vysokomolekularni biopolysacharid, ktery je dilezitou slozkou
pro zivé organismy od bakterii po ¢lovéka. Kyselina hyaluronova je pfirozené syntetizovana
membranovymi proteiny hyaluron syntazy a odbouravana hydrolytickym enzymem
hyaluroniddazou. Fyziologicky se v organismu vyskytuje ve formé sodné soli, tedy jako
hyaluronan ¢i hyaluronat. Polysacharid hyaluronan (Obrazek 18) je linearni polyaniont slozeny
z kyseliny D-glukuronové a N-acetylglukosaminu, obé jednotky jsou spolu spojeny
prostfednictvim beta-1,4 a beta-1,3 glykosidickych vazeb a tyto vazby jsou energeticky velmi
stabilni. Hyaluronan je velmi hydrofilni molekula s vysokou vazebnou kapacitou k molekulam
vody. Hydratovana molekula hyaluronanu mé gelovitou strukturu a v zévislosti na molekulové
hmotnosti plni fadu biologickych funkci, a to jak na bunétné Grovni, tak na Grovni tkani
¢i kloubnich spojeni. Naptiklad plni biologické funkce udrzovani elasticity a viskozity
tekutého vaziva a tkani, ve kterych fidi hydrataci a presun vody. Tim, ze hydratuje chrupavku
a ma viskoelastickou povahu pomaha v kloubech tlumit narazy a pasobi zaroven jako mazivo
(lubrikant). Diky své biokompatibilité se jedna o vhodnou latku do kosmetickych piipravka
a naléza vyuziti také v medicinskych odvétvich. Je zkoumana jako nosi¢ pro 1é¢iva pro rizné
zpusoby podani (oftalmologické, nosni, plicni, parenteralni a lokalni) [50].

OH
H

|_OH
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CH,

obrazek 18: struktura hyaluronanu [50]

22



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V této kapitole budou popsany vyzkumné projekty, které se zabyvaly studiem tvorby
micelarnich a vezikularnich systémt tvofenych z povrchové aktivnich latek za ucelem
enkapsulace 1éCiva a jeho distribuce v lidském organismu. Mezi zkoumané parametry, které se
v nasledujicich studiich objevuji, patfi zkoumani stability systému pomoci metod zalozenych
na rozptylu svétla, pfidani stabilizacniho prvku a interakce mezi donorem a akceptorem
pii méfeni rezonancniho pfenosu energie.

3.1 Studium kataniontovych vezikularnich systému

Stagnoli a kol. studovali toxicitu kataniontovych vezikularnich systéma AOT-BHD (bis(2-
ethylhexyl)sulfosukcinat benzyl-n-hexadecyldimethylamonium), (Obrazek 19). Vezikuly byly
tvoreny z ekvimolarni smési Na-AOT (1,4-bis(2-ethylhexyl)sulfosukcinat sodny) a BHDC
(benzyl-n-hexadecyldimethylamoniumchlorid). Jejich stabilita v kyselém prostfedi byla
meétena pomoci metod DLS a ELS a nasledné byla hodnocena jejich toxicita, a to jak pomoci
testll in vitro (test hemolyzy, test trypanové modii v leukocytech a MTT test ve fibroblastech)
a in vivo testa (Lethal dose 50, studium enzymatické aktivity a statisticka analyza). Testy in vivo
byly provadény na mySich. Pouze davka pod 0,05 mg/ml méla dostate¢né€ nizkou toxicitu a byla
oznaCena za biokompatibilni. Davky vyssi nez 2 mg/ml zplsobily snizenou rezistenci
Cervenych krvinek a davky 118,70 mg/kg zpuasobily 50% umrtnost pokusnych zvifat. Podle
vysledkt studie jsou pro oralni podani 1€kt vhodné pouze vezikularni systémy pii nejnizsich
koncentracich (pod 0,05 mg/ml) [51].

CH,

Obrazek 19: struktura AOT-BHD [51]

Jain a kol. zkoumali moznost zlepSeni rozpustnosti a stability kurkuminu ve vodé jeho
uzavienim do micely nebo vezikuly. Timto zpisobem by mohl byt kurkumin v biologickém
prostfedi ochranén pied pusobenim inaktivujicich enzymu. Jako nosi¢ pro kurkumin byla
zvolena kataniontova vezikula. Vezikuly byly zkoumany pomoci métfeni FRET, SANS
(ang. small-angle neutron scattering), DLS a ELS. Na tvorbu vezikul byly pouzity dvé sady
roztok, prvni obsahovala Ci2EMorphBr (4-methyl-4-(2-
(dodecyloxykarbonylmethyl)morfolin-4-ium bromid) a druhd sada obsahovala Ci2EMeImBr
(3-methyl-1-(dodecyloxykarbonylmethyl)imidazolium bromid), do obou roztoka byl pfidan
NaBut (butyrat sodny). Struktura pouzitych latek je zobrazena na obrazku 20. Jako
fluorescenc¢ni barvivo byl pouzit pyren a methylonranz. Z provedenych meéteni bylo zjisténo,
ze rozpustnost kurkuminu po uzavieni do kataniontové vezikuly byla zvySena z 0,0006 mg/ml
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na 0,80 mg/ml. Dale bylo zjisténo, ze uzavieni kurkuminu do vezikuly zlepSuje jeho fizené
uvolfiovani, degradovatelnost, biologickou dostupnost transdermalnim podanim a jeho
terapeutickou ucinnost [52].

0 0
0
B Br

+ r /\

N 0 N/ __——NH,
‘ 0 CH- HC . N

CH, 3

—

C12EMorphBr C12EMelmBr

o]

Na®
H4C o]
NaBut

Obrazek 20: struktura Ci2EMorphBr, Ci2EMelmBr a NaBut [52]

Dhawan a kol. studovali Sirokou §kalu povrchové aktivnich latek, které tvofily micely,
vezikuly nebo gelovité struktury a zkouSeli do nich enkapsulovat léCiva s riznymi
chemicko-fyzikalnimi vlastnostmi. Mezi zkoumané struktury patfila napt. vezikula tvofena
SDS a CTAB. Na charakterizaci vezikul byly pouzity mikroskopické techniky (Cryo-TEM,
Cryo-SEM, Field Emission SEM, Field Emission TEM), techniky zalozené na rozptylu svétla
(DLS, SANS, SAXS) a fluorescencni spektroskopické techniky. Bylo zjisténo, ze kataniontové
vezikuly nabizi alternativu ke kationtovym liposomtm, maji vys$§i stabilitu, ale nizsi ucinnost
enkapsulace. Autoti dosli k zavéru, ze kataniontové vezikuly maji velky potencial v genové
terapii a cilené distribuci 1éCiv [53].

Wang a kol. se zaméfili na studium interakce kataniontové vezikuly tvorené SDS a CTAB
s trojblokovym kopolymerem P123 (Poly(oxyethylen-b-oxypropylen-b-oxyethylen))
zauCelem zvySeni stability vezikularniho sytému. Byly pouzity metody TEM (Transmisni
elektronova mikroskopie), SANS a SANX (ang. Small-angle X-ray scattering). Studie
prokazala, ze smichani tenzidu SDS a CTAB vede ke tvorbé jednolamelarni vezikuly o tloust'ce
32 A (1071 m). Po ptidani kopolymeru se velikost zvétsila na 34 A. Zastoupeni SDS a CTAB
ve vezikule bylo v poméru 3:4. Piidani kopolymeru dodalo vezikule lepsi strukturni vlastnosti
a stabilitu. Autofi uvadi, ze studovany vezikularni systém nemusi byt vhodny pro distribuci
1é¢iv v organismu kvili vysoké cytotoxicité [54].

3.2 Studium vlivu pfidavku cholesterolu na stabilitu kataniontovych vezikul

Kuo a kol. zkouseli ptidat cholesterol jako stabiliza¢ni prvek ke kataniontové vezikule tvorené
povrchové aktivnimi latkami SDS, CTAB a DODAC. K vezikule byly pfidany rtzné
koncentrace cholesterolu a nasledné byly zkoumany zmény ve fyzikalni stabilité
kataniontovych vezikul. Ke studiu vezikul byly pouzity metody DLS, ELS a spektroskopicka
metoda FTIR (ang. Fourier-transform infrared spectroscopy). Méfeni prokéazalo, ze zaclenénim
cholesterolu do struktury vezikuly doSlo ke zvySeni jeji mechanické pevnosti a stability.
Cholesterol prodlouzil vzdalenost mezi stejn€ nabitymi skupinami a maximalizoval kontakt
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uhlovodikovych fetézcti (Obrazek 21). Nejstabilngjsi vezikuly bylo dosazeno pfidanim
43 molarnich % cholesterolu [55].
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Obrazek 21: zmeéna ve struktufe kataniontové vezikuly po pfidani cholesterolu [55]
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counterion binding — vazba protiiontii; tight packing — tésné baleni; disorder near the bilayer
center — neusporddanost v blizkosti dvouvrstvého centra

3.3 Studium interakce kataniontovych vezikul s hyaluronanem

Havlikova a kol. se zabyvali studiem interakce mezi hyaluronanem a kataniontovym
vezikularnim systémem. Kataniontové vezikuly byly tvofeny kladné nabitym jednofetézcovym
tenzidem hexadecyltrimethylamonium bromidem, zaporné nabitym jednofetézcovym tenzidem
dodecylsulfatem sodnym, dvoutetézcovym kladné nabitym tenzidem
dimethyldioktadecylamonium chloridem a cholesterolem. Pro vyzkum byly pouzity ctyfi
molekulové hmotnosti hyaluronanu (16, 418, 750 a 1670 kDa) a meéfeni byla provadéna
metodami DLS, ELS, HR-US (ang. High resolution ultrasonic spectroscopy) a ITC
(ang. Isothermal titration calorimetry). VSechny metody potvrdily interakci mezi vezikulami
a hyaluronanem. Pti zvySovani pfidavku hyaluronanu se zacaly tvorit agregaty, které se pfi jesté
vétSich pridavecich rozpadly disledkem zvySené elektrostatické aktivity. S postupnym
pfidavanim polymeru k vezikulam se zvétSovala velikost Castic a klesala hodnota zeta
potencialu. Interakce meéla charakter exotermické reakce. Prace prokéazala, ze hyaluronan
dokaze vezikularni systém stabilizovat i destabilizovat, a to v zavislosti na pfidaném mnozstvi.
Nejstabilngjsich systéma bylo dosazeno s molekulovou hmotnosti hyaluronanu mezi 400
az 800 kDa [56].

Holinkova a kol. studovali interakce kationtovych micel s hyaluronanem pomoci méfeni
FRET. Jako fluorescencni sonda byl pouzit perylen (donor) a fluorescein (akceptor). Autofi
zkouseli vytvorit dva micelarni systémy, prvni z CTAB a druhy ze Septonexu. Byla méfena
ustalena fluorescence, ¢asové rozliSena fluorescence a anizotropie. Bylo zji§téno, ze u obou
micelarnich systémi doSlo k interakci s hyaluronanem. Micely vytvofené Septonexem
vykazovaly nizsi vazebné hodnoty, kviili méné€ vhodné orientaci donoru a akceptoru v roztoku.
Dale bylo na zékladé¢ méfeni zjiSténo, ze hyaluronan tvoii kolem micel strukturu podobnou
perlovému nahrdelniku [57].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Pro splnéni cilt prace bylo potieba pfipravit vzorky studovanych vezikularnich systému
pouzitim nize uvedenych chemikalii. K charakterizaci pfipravenych vezikularnich systémui
byly pouzity nize vyjmenované pristroje.

4.1 Chemikalie

Tenzidy:
e hexadecyltrimethylamonium bromid (CTAB)
CAS: 57-09-0; Sigma Aldrich; ¢istota: >98 %, ¢. Sarze: SLCHO757
e Dodecylsiran sodny (SDS)
CAS: 151-21-3; Sigma Aldrich; Cistota: >99 %, €. Sarze: STBJ0633
e Dimethyldi-n-octadecylamonium (DODAC)
CAS: 107-64-2; Alfa Aesar; Cistota: > 97,0 %; . Sarze: 10147338
Polymery:
e Hyaluronan
FHA 300 Sz CSP; TdB Labs. Svédsko; &.
FHA 900 Sz CSP; TdB Labs. Svédsko; &.
Stabiliza¢ni prvky:
e Cholesterol
CAS: 57-88-5 Sigma Aldrich ¢istota: > 99,0 % ¢. Sarze: BCBK3087V
Fluorofory:
e Perylen
CAS: 198-55-0; Fluka; cistota: >99 %; €. Sarze: 1293053
e Fluorescein
CAS: 518-47-8; Sigma Aldrich; Cistota: neuvedeno; €. Sarze: BCCD3001
e 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH)
CAS: 1720-32-7; Fluka; Cistota: >98 %; C. Sarze: 1054132
Rozpoustédla:

arze: 20799
arze:20793

|72 LG 214

e Chloroform

CAS: 602-006-00-4; Penta s.r.0.; Cistota: > 99,8 %; C. Sarze: 2107210716
e Aceton

CAS: 602-006-00-4; Lach-Ner s.r.o.; ¢. Sarze: 606-001-00-8
e Deionizovana voda

Milipore, Purelab: ELGA

4.2 Pristroje

e Spektrofluorimetr FluoroCube, HORIBA

e Fluorescencni spektrofotometr FS5, Edinburgh Instruments
e Zetasizer nano ZS, Malvern Instruments

e Analytické vahy PIONEER, OHAUS

e Vortex MS2 Minishaker, IKA

e Ultrazvukovy Sonifikator SONOPLUS, BANDELIN

e Susarna Venticell, Brnénska Medicinska Technika a.s.
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4.3 Priprava prasku IPA

20 mM roztok CTAB byl pfipraven rozpusténim adekvatniho mnozstvi tenzidu v 500 ml
deionizované vody. Obdobnym zptusobem byl pfipraven roztok tenzidu SDS tak, aby vysledna
koncentrace byla stejna jako u CTAB. Oba roztoky se ponechaly pies noc michat. Nasledujici
den byly roztoky smichany v poméru 1:1 a nechaly se michat do dal§iho dne pfi teploté 30 °C.
Dalsi den byl roztok zfiltrovan pfi snizeném tlaku za pouziti Biichnerovy nalevky opatfené
specialnim filtranim papirem. Takto pfipraveny praSek byl vysuSen v suSarné pii 50 °C
po dobu 3 az 5 dni. Vysledny IPA prasek byl uskladnén ve vialce.

4.4 Priiprava vezikularnich systému

Do cisté reagencni lahve (Pyrex) bylo napipetovano takové mnozstvi roztoku prasku IPA
v chloroformu, aby pfi pozdési rehydrataci 60 ml deionizované vody, byla vysledna
koncentrace IPA 2 mM.

Dale byl ptipraven roztok DODAC v chloroformu tak, aby mél stejnou koncentraci jako roztok
IPA. K pfedem navazenému odpovidajicimu mnozstvi cholesterolu byly pipetovany roztoky
IPA a DODAC v poméru 9:1. Obsah cholesterolu v celkovém objemu ¢inil 43 molarnich %.
Po dukladném promichani na votrexu byly do vzniklého roztoku pridany sklenéné kulicky. Poté
byl roztok i s kulickami opét dukladné promichan na vortexu tak, aby se kulicky roztokem
obalily. Nasledné se nechal chloroform do druhého dne ze smési odpafit za obcasného michani,
aby se kulicky neslepily k sobé. Druhy den bylo mozné pozorovat, ze se chloroform odpafril
a kuli¢ky byly potazeny tenkym filmem. Ke kulickam bylo pfidano 60 ml deionizované vody.
Roztok byl zvortexovan a sonifikovan tyCovym dispergatorem az po dosazeni energie 25 kJ
pii 50 % amplitudé. Pred sonifikaci byl roztok zakaleny, po sonifikaci bylo mozné pozorovat
¢iry roztok (Obrazek 22).
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Obrazek 22: vezikularni roztok pfed sonifikaci (A) a po sonifikaci (B)
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4.5 Priprava koncentrac¢ni rady vezikul s DPH a perylenem

Byl pfipraven zasobni roztok DPH v acetonu a zasobni roztok perylenu v acetonu. Roztok DPH
byl pipetovan k vezikulam v takovém mnozstvi, aby vznikly roztoky v rozmezi koncentraci
od 1-10% po 1-10* mol/l. Stejnym zplisobem byly piipraveny vzorky s perylenem. Pro roztok
DPH bylo pfipraveno dal§i koncentra¢ni rozmezi od 2,5-10° po 5-10° mol/l a pro roztok
perylenu od 7,5-10° po 110" mol/l (Tabulka 1).

Tabulka 1: koncentrace fluoroforii ve vezikuldrnim roztoku

fluorofor ¢ [mol/l] fluorofor ¢ [mol/l] fluorofor ¢ [mol/l]
1,0-10° 2,5-10° 7,5-10°

2,5-10° 3,0:107 8,0-10°

DPH/perylen 5,0-10° DPH 3,5107 perylen 8,5 107
7,5-107 4.0-107 9,0-10°

1,0-10* 45-10° 9,5-107

- 5,0-107 1,0-10°

4.6 Priprava koncentracni rady fluoresceinu

Na zakladé predchoziho méfeni byla pro ty nasledujici vybrana fluorescencni sonda DPH.
Ke vzorkim obsahujicich vezikuly a DPH v koncentraci 3-103 mol/l byl nasledné pipetovan
fluorescein, tak aby jeho koncentrace odpovidala mnozstvi fluoresceinu obsazeného v roztoku
znaceného hyaluronanu (Tabulka 2).

Tabulka 2: koncentrace fluoresceinu ve vezikuldrnim roztoku, kterd odpovida mnoZstvi sondy
ve znaceném hyaluronanu s molekulovou hmotnosti 300 a 900 kDa

C fluorescein [Mol/l] C fluorescein [mol/1]
2,00-10°% 2,23-10%
1,00-1077 1,12-107
2,00-107 2,23-107
1,00-10°° 1,12-10°
2,00-10°° 2,23-10°

4.7 Priiprava znacenych vezikularnich systému s polymerem

K vezikularnim systémiim byl pipetovan DPH 3-10” mol/l a byly vytvoteny dvé& koncentraéni
fady. Do prvni koncentracni fady vzorkd se pfidal hyaluronan s molekulovou hmotnosti
300 kDa a do druhé koncentracni fady se pfidal hyaluronan s molekulovou hmotnosti 900 kDa.
Mnozstvi hyaluronanu bylo pipetovano tak, aby vzniklé koncentracni rozmezi hyaluronanu
ve vzorcich bylo 1-100 mg/l. Celkove bylo ptipraveno 10 vzorkid (Tabulka 3).
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Tabulka 3: hmotnostni koncentrace hyaluronanu ve vezikuldrnim roztoku

cm HA300 [mg/l] cm HA900 [mg/1]
1 1
5 5
10 10
50 50
100 100

4.8 Charakterizace vezikularnich systému

Charakterizace vezikul byla provedena pomoci pfistroje ZetaSizer Nano ZS. Teplota
pro vS§echna meéfeni byla kalibrovana po dobu péti vtefin na 25 °C. Velikost a polydisperzita
pfipravenych vezikularnich systémt byla méfena metodou dynamického rozptylu svétla.
Pro méfeni byla pouzita sklenéna kyveta a kazdé méfeni bylo opakovano tfikrat. Stabilita ¢astic
byla stanovena na zékladé naméteného zeta potencialu metodou elektroforetického rozptylu
svétla. Pfi méfeni zeta potencialu byla do sklenéné kyvety zavedena elektroda (dip cell)
a méfeni bylo opakovano pétkrat.

4.9 Meéreni excitace a emise fluoroforu

Meéfeni excitacnich a emisnich spekter zvolenych fluorofort bylo provedeno na fluorescen¢nim
spektrofotometru FS5, ktery vyuziva jako zdroj zafeni xenonovou lampu. Byly méfeny
pfipravené roztoky fluoroforti o koncentraci 1-10 mol/l.

Tabulka 4: fluorofory a rozpoustédla

fluorofor rozpoustédlo
DPH aceton, vezikularni roztok
perylen aceton
fluorescein deionizovana voda

4.10 Méreni FRET pomoci TCSPC

Vsechny pfipravené vzorky byly méfeny na Spektrofluorimetru FluoroCube. Byla méfena doba
zivota fluorescence fluorofort, které maji ve FRET paru funkci donoru. Pro méfeni byl pouzit
software DATA STATION. Pro méfeni doby zivota fluorescence perylenu byla pouzita dioda
emitujici svétlo vinové délky 369 nm a pro DPH dioda, kterd emituje svétlo o vinové délce
361 nm. Emisni monochromator byl u obou fluorofori nastaven na 440 nm. Vyhodnoceni doby
zivota fluorescence bylo provedeno pomoci softwaru DAS 6 analysis, ktery dokaze vyhodnotit
jednu az pét dob zivota podle exponencialni funkce:

i i
fG)=A+B, e T+ +B, e, ®)

kde i je Cas, A je korekEni parametr, B je pfedexponencialni funkce a T je ptislus§na doba zivota.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Doba zivota fluorescence byla stanovena metodou TCSPC. Vysledky méreni TCSPC byly
hodnoceny na zakladé parametru y* a zobrazeného pribé&hu rezidui prolozeni. Pouzitelné byly
vysledky s hodnotami y? lezicimi v intervalu 0,8 az 1,2. Niz§i &islo zna¢i dosazovani vyss§iho

Ptipravené koncentracni fady vezikul s DPH a perylenem byly charakterizovany méfenim
velikosti, polydisperzity a stability pomoci metod DLS a ELS. Vysledky téchto méteni jsou
uvedeny v tabulkach nize a jsou vyjadieny jako aritmeticky primér + smeérodatna
odchylka. U nékterych opakovanych meéfeni software vyhodnotil jako dostate¢né kvalitni
pouze jedno z nich, proto u téchto vysledkii neni uvedena smérodatna odchylka. Vzorky,
u kterych bylo na zdklad€ vizualniho pozorovani ziejmé, Ze jsou nestabilni (viditelna agregace),
nebyly dale méfeny, a proto v nize uvedenych tabulkach chybi néktera data vysledkt méreni.

V ramci predkladané prace byla méfena také doba zivota fluorescence vezikularnich systému
s DPH a fluoresceinem.

5.1 Optimalizace fluoroforu

Byla hledana co nejvyssi koncentrace fluorofort, kterou bude mozné do vezikularniho systému
pridat tak, aby se fluorofor nezhasel a vykazoval jenom jednu dobu zivota fluorescence. Pokud
by byla vybrana koncentrace, ktera vykazuje vice dob zivota, tak by z ni nebylo nasledné¢ mozné
urcit, jestli dochazi k rezonan¢nimu pfenosu energie mezi donorem a akceptorem. Byla také
hledana koncentrace, pfi které bude vezikularni systém stabilni a bude mit monodisperzni
charakter. Systém je stabilni, pokud je zeta potencial vyssi nez 30 mV nebo niz§i nez -30 mV.
O systému lze prohlasit, ze je monodisperzni, pokud index polydisperzity neni vétsi nez 0,3.

Vzorky byly méteny v den, kdy byl fluorofor pfidan do vezikularniho systému a den poté,
aby se zjistilo, jestli m4 na stabilitu vezikularnich systému a dobu zivota fluoroforu vliv ¢as.
Doba zivota fluorescence byla vzdy meéfena u fluoroforti, které mély funkci donoru, tedy
u perylenu a DPH.

5.1.1 Perylen

Jako prvni fluorofor pro studium FRET byl zvolen perylen, protoze mezi nejznameé;jsi
donor-akceptorové pary patii perylen-fluorescein. Pro méfeni byly zvoleny koncentrace 1-107
az 1-10™* mol/l. Koncentrace 7,5-107 a 1,0-10"* mol/l nebyly méfeny, protoze doslo k agregaci
hned po pridani fluoroforu do vezikularniho systému. U méfenych koncentraci nebyla nalezena
jedna doba Zivota, parametr y° byl po prolozeni monoexponencialni funkci pfili§ vysoky.
Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno po prolozeni namétenych dat triexponencialni funkci. Tyto
vysledky vSak také nebylo mozné brat za spravné, protoze procentudlni zastoupeni namétenych
Cast nebylo smysluplné rozlozeno. Nejvice mél byt zastoupen Cas v jednotkach nanosekund,
ktery odpovida nezhasenému stavu perylenu. Také u koncentrace 5-10” mol/l bylo pro &asy 7>
a 73 vyhodnoceno nulové procentudlni zastoupeni. Z toho Ize usoudit, ze software nedokézal
data spravné vyhodnotit a ned4 se spravnost dat uréovat pouze podle hodnoty y°. Na zakladé
meéfteni, které byly provedeny prvni den nebylo mozné vybrat vhodnou koncentraci. Naméfena
data jsou uvedena v tabulce 5. Byl sestrojen graf zobrazujici rozdil zhaseni u nejnizsi a nejvyssi
méfené koncentrace (Obrazek 23).
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Tabulka 5: hodnoty dob Zivota fluorescence (t), amplitudy (A) a ° mérené prvni den

¢ [mol/l] | exp. [-] ri[s] |A1[%]| w(s] |A2[%]| ws] |A3[%]| 7°[-]
monoexp. 7,08-10° | 100,00 - - - - 4,6480
1-10°5 biexp. 7,99-10° | 94,62 | 1,87-1019| 5,38 - - 1,5736
triexp.  [4,35-10'2] 99,90 | 8,52-10° | 0,08 | 4,24-10° | 0,01 |0,9613
2,5:10° biexp. 7,68-10° | 49,66 |1,50-10!'| 50,34 - - 1,4140
monoexp. 6,15-10° | 100,00 - - - - 3,2635
5105 biexp. [4,68-10"%| 99,83 | 6,27-10° | 0,17 - - 1,3796
triexp.  [2,97-1021 100,00 | 5,19-10° | 0,00 | 7,63-10° | 0,00 |0,8947
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Obrazek 23: vyhasinaci kfivka pro perylen o koncentraci 1-10 a 5-10 mol/l
Dalsi den byla naméfend data prolozend biexponencialni funkci, protoze

pro monoexponencialni nemél systém dostatek namétenych hodnot. Zastoupeni dob zivota
u obou koncentraci bylo 100:0 a u koncentrace 1-10° mol/l nebyla nalezena ani hodnota
odpovidajici dob¢ zivota perylenu. Nékteré vysledky byly softwarem vyhodnoceny nespravng,
proto byla zafixovana hodnota 8,16 ns, ktera odpovida dobé zivota perylenu. Po zafixovani
doby zivota byla spravnost vypocitanych dat na zakladé hodnoty x* stale nevyhovujici
(Tabulka 6). D4 se tedy predpokladat, ze perylen pii zvolenych koncentracich vykazuje vice
nez dvé doby zivota. VSechny zkoumané koncentrace byly pro pouziti na méfeni rezonancniho
prenosu energie, kde by byl perylen v roli donoru, pfili§ vysoké. Rozdil zhaseni u nejnizsi
a nejvyssi méfené koncentrace zobrazuje graf na obrazku 24.
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Tabulka 6: hodnoty dob Zivota fluorescence (), amplitudy (A) a x° mérené druhy den

¢ [mol/l] | exponenciaila [-] 71 [s] A1 [%] 72 [s] A2 [%] | 7°[-]
1-10° biexp. 2,96:10"| 100,00 | 3,16:10% | 0,00 | 1,5189
biexp. fixed 8,16:10° | 54,86 |1,78-107''| 45,14 | 1,5275
5510 biexp. 3,25-10'2| 100,00 | 7,80-10° [ 0,00 | 1,1321
’ biexp. fixed [8,16-10"°| 83,95 |1,78-10"2| 16,05 | 2,2350
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Obrazek 24: vyhasinaci kiivka pro perylen o koncentraci 1-107 a 2,5-10 mol/l

Perylen nebyl vhodny fluorofor ani na zakladé méfeni polydisperzity, protoze pii vSech
meétenych koncentracich byl vezikularni systém s perylenem polydisperzni. Polydisperzita
systému na druhy den jesté vzrostla (Tabulka 7). Pfidavky perylenu mély na vezikularni systém
destabilizacni ucinek.

Tabulka 7: méreni polydisperzity (PDI), velikosti (d) a zeta potencidlu (ZP) castic

¢ [mol/l] PDI [-] d [nm] ZP [mV]

vezikuly - 0,396 + 0,007 98 + 1 68,7+2.3
L den |22 10° | 0,390+ 0,003 118 + 1 44.6 +3,7

2,5-10° | 0,360+ 0,042 214 + 43 341412

perylen 5,0:10° | 0,586+ 0,339 554+ 22 212406
5 den 1,0-10° | 0,454 + 0,064 118+ 6 46,0+ 43

2,5-10° | 0,382+0,071 211+£2 36,8 £2.6

Protoze se méfenim prokdzalo, ze vezikularni systém potfebuje Cas na ustaleni stability
po pridani donoru, tak dal§i méfeni s perylenem bylo provedeno pouze den po jeho pridani
k vezikulam. Perylen byl dale pfidavan pouze v niz§ich koncentracich, protoze z ptvodni
koncentra¢ni fady nebylo mozné vybrat vhodné rozmezi. I tyto nizsi koncentrace ov§em nebyly
pro dalsi méfeni vhodné, protoze vSechny stile vykazovaly vice nez jednu dobu zivota
fluorescence. Piipravovat koncentracni fadu o jesté niz§ich koncentracich by uz nebylo vhodné,
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protoze by to snizovalo pravdépodobnost vytvoreni paru donoru s akceptorem. Na zaklade

téchto vysledki (Tabulka 8) se nadale s perylenem v méfeni uz nepokracovalo.

Tabulka 8:hodnoty dob zivota fluorescence (t), amplitudy (4) a y°

¢ [mol/l] | exp. [-] T1[s] [A1[%] 72 [s] A2[%) | w3[s] |A3[%]1| x*[-]
monoexp. | 7,88- 10 | 100,00 - - - - 3,5670
7,5-10¢ biexp. |4,38-10°] 95,08 | 1,49-1019] 4,92 - - 1,3593
triexp. |6,06-102 97,39 | 8,32:10” 244 13,47-10°] 0,18 1,0252
monoexp. | 7,90 10 | 100,00 - - - - 3,6818
8,0-10°¢ biexp. | 8,04:10° | 94,40 | 1,04-109] 5,60 - - 1,2700
triexp. |2,36-10712{ 100,00 | 8,39-10” 0,00 13,92-10°] 0,00 0,9249
monoexp. | 7,88: 10 | 100,00 - - - - 3,4644
8,5-10¢ biexp. | 8,03-10° | 95,60 |2,39-1019] 4,40 - - 1,2758
triexp. |3,95-1012 99,97 | 8,27-107 0,03 |3,13-10°] 0,00 0,9746
monoexp. | 7,84 10 | 100,00 - - - - 3,9180
9,0-10¢ biexp. | 8,00-10° | 94,65 |1,58-10°] 5,35 - - 1,3332
triexp. | 8,28-10° | 82,09 |2,88-10'' | 13,03 [3.,37-10°| 5,88 0,9990
monoexp. | 7,82 10 | 100,00 - - - - 3,8639
9,5-10¢ biexp. | 7,98-10° | 94,68 | 1,56-1019] 532 - - 1,2826
triexp. |4,29-102 99,91 | 8,28:10” 0,08 13,58-10°] 0,01 0,9672

5.1.2 DPH

Jako druhy fluorofor pro funkci donoru byl zvolen DPH. Métena doba zivota DPH byla delsi,
nez by se dalo oCekavat na zakladé teoretickych predpokladi a to proto, ze u DPH je ptechod
z energetické hladiny S1 do zdkladni hladiny So symetricky zakazany [58]. Prvni den jedné dobé
zivota fluorescence DPH na zakladé hodnoty ¥? odpovidala koncentrace 2,5-10° mol/l. Doby
zivota fluorescence a jejich amplitudy jsou zaznamenany v tabulce 9. Rozdil zhaseni u nejnizsi

a nejvyssi méfené koncentrace zobrazuje graf na obrazku 25.

Tabulka 9: hodnoty dob Zivota fluorescence (t), amplitudy (A) a x* méFené prvni den

¢ [mol/] exponenciala [-] 71 [S] A1 [%] 72 [S] Az [%] 12 [-]
monoexp. 1,11-10® 100,00 - - 1,3020
1,0-10° - — : — :
biexp. 1,13-10® 95,24 5.61-10° 4,76 1,1294
5 5.10°5 monoexp. 1,08-10% 100,00 - - 1,1799
’ biexp. 1,12-10® 94,46 5.80-10° 5,54 1,0022
monoexp. 1,02-108 100,00 - - 1,5363
5,0:-10° - — : — : :
biexp. 1,05-10°8 94,16 428107 5,84 1,0214
7,5:10°% biexp. 9.98-10° 91,14 1,60-10° 8,86 1,1505
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Obrazek 25: vyhasinaci kfivka pro DPH o koncentraci 1-107 a 7,5-10" mol/l

Dalsi den vzorky skoncentracemi 7,5-10° a 1,0-10* mol/l nebyly méfeny, protoze byla
ve vzorku pozorovana agregace. Méteni na druhy den prokazalo lepsi vysledky po prolozeni
monoexponencialni funkci. Na zakladé hodnot y? (Tabulka 10) bylo rozhodnuto, ze maximalni
koncentrace DPH, ktera vykazuje jednu dobu zivota fluorescence, bude hledana mezi
koncentracemi 2,5-10°-5-10 mol/l. Rozdil zhaSeni u nejnizsi a nejvyssi meéfené koncentrace
zobrazuje graf na obrazku 26.

Tabulka 10: hodnoty dob Zivota fluorescence (t), amplitudy (A) a x> mérené druhy den

¢ [mol/l] | exponenciala [-] 71 [s] A1 [%] 72 [s] A2[%] | 2% L]
1-10° monoexp. 1,13- 108 100,00 - - 1,1511
2,5:10°° monoexp. 1,11-10% | 100,00 - - 1,1780
5.10° monoexp. 1,06 108 100,00 - - 1,2917
biexp. 1,08:107 94,71 5,36-107 5,29 1,0879
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Obrazek 26: vyhasinaci kiivka pro DPH o koncentraci 1-10° a 5-10 mol/l
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Prvni den monodisperzni hodnoty vykazovaly koncentrace 2,5-10°-7,5-10 mol/l a stabilni
hodnoty zeta potencialu byly namé&ieny u koncentraci 1,0-10°-2,5-10" mol/l. Byly také méfeny
vezikuly, které neobsahovaly DPH. Méfeni PDI druhy den vykazovalo u c¢astic mensi
polydisperzitu. Hodnoty zeta potencialu se vyrazné nezmeénily a koncentrace, které byly
pfedchozi den meéfeny v nestabilni oblasti, na druhy den agregovaly, ¢imz se potvrdila
spravnost méfeni z prvniho dne. Méfenim se potvrdilo, ze nejvyssi moznou koncentraci DPH
je vhodné hledat vrozmezi koncentraci 2,5-10°-5,0-10° mol/l. Naméfené hodnoty jsou
zaznamenany v tabulce 11.

Tabulka 11: méreni polydisperzity (PDI), velikosti (d) a zeta potencidlu (ZP) castic prvni den

¢ [mol/l] PDI [-] d [nm] ZP [mV]

vezikuly - 0.396 0,007 08.4 < 1.2 68.7+2.3
1.0-105 | 0340+0011 1069+ 0.4 497+ 4.7

25100 | 0257+0,014 1143+08 413+25

lden 0005 | 0229+ 0,015 139.4 % 2.9 245+ 1.0

DPH 7510° | 0235+0,015 1942+3.0 140+ 04
1.0-10% | 0441 =0.043 3320+ 46 114+1.0

1.0-10° | 0279 £ 0,004 1025+ 06 506+ 1.8

2.den | 2.510° | 0,245 % 0,009 116,5+0.3 403 £ 2.0

50100 | 0,269 0,031 167.6+ 1.2 245+ 40

Na zakladé predchozich vysledkd, jsou dale uvadéna pouze data, ktera byla méfena jeden den
po pfidani fluoroforu, ktery slouzil jako hydrofobni donor. VSechna predesla méteni dokazala,
ze DPH potiebuje delsi dobu, aby se dostal do vezikularniho systému a doslo tak k ustaleni
zmén ve stabilitach a velikostech vezikularnich systémi. Na zakladé méfeni doby zivota
fluorescence se jako vhodné koncentrace jevily 3-107 a 3,5-107 mol/l, u obou byla naméfena
doba zivota odpovidajici DPH a hodnota y* byla téméf rovna jedné (Tabulka 12). Graf
zobrazujici zhaSeni u koncentrace 3-107 mol/l ukazuje obrazek 27.

Tabulka 12: hodnoty dob Zivota fluorescence (z), amplitudy (A) a x°

¢ [mol/l] | exponenciala [-] Ti[s] |A1[%] n2[s] |A2[%]| x°[-]
2,5:10°% monoexp. 1,08:10® | 100,00 - - 1,0985
3,0-10°° monoexp. 1,07-10® | 100,00 - - 1,0668
3,5:10°° monoexp. 1,07-10® | 100,00 - - 1,0089
4.0-10° monoexp. 1,06-10% | 100,00 - - 1,0911
’ biexp. 1,08-10% | 96,39 | 5,43-10° | 3,61 | 1,0002
45-10° monoexp. 1,06-10% | 100,00 - - 1,1506
’ biexp. 1,09-10% | 95,54 | 5,34-10° | 4,46 | 1,0004
5.0-10° monoexp. 1,05-10% | 100,00 - - 1,5181
’ biexp. 1,07-10% | 97,64 | 2,14-10° | 2,36 | 1,0673
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Obrazek 27: vyhasinaci kiivka pro DPH o koncentraci 3-10"> mol/l a prolozeni exponencialni
funkeci (Fit)

Meéfteni polydisperzity a zeta potencialu prokazaly, ze z vySe zvolenych koncentraci byla
nejvice piijatelna koncentrace DPH 3-10° mol/l. Tato koncentrace spltiovala podminky
monodisperzity i stability (Tabulka 13).

Tabulka 13: mérenti polydisperzity (PDI), velikosti (d) a zeta potencidlu (ZP) cdstic

¢ [mol/] PDI [-] d [nm] ZP [mV]
2.5-107 0,25 +0,02 106,3+1,7 303+1)5
3,0:107 0,24 £ 0,01 116,2 +0,4 314+1,3
3,5-107 0,28 +£ 0,02 121,8+0.9 302+13
DPH = : :
4,0-10~ 0,25 +0,01 1246 £23 26,1 £27
45-107 0,26 +£0,02 135,1+0,3 230+04
5,0-107 0,42 + 0,04 1799+ 1.2 22.8+0,9
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Dale bylo zmeéteno emisni spektrum DPH v micelarnim prostiedi a nasledné excitacni spektrum
fluoresceinu ve vodném prostredi, aby se potvrdilo, ze se prekryva emisni spektrum donoru
(DPH) a excitacni spektrum akceptoru (fluorescein) a ze budou splnény podminky pro FRET.
Obé provedena méfeni potvrdila, ze se vySe zminéna spektra prekryvaji a k rezonancnimu
prenosu energie muze dojit (Obrazek 28).
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Obrazek 28: prekryv emisniho spektra DPH ve vezikularnim prostredi a excitacniho spektra
fluoresceinu ve vodném prostiedi

5.2 Interakce vezikul s hyaluronanem

Predpoklada se, ze jednotlivé slozky ve vezikularnim roztoku nemaji rovnomeérnou distribuci.
V roztoku se mohou vyskytovat samostatné vezikuly, vezikuly obsahujici pouze donor,
vezikuly obsahujici donor s navazanym/i akceptorem/y a samotny znaceny polymer, jak je
znazornéno na obrazku 29.

Obrazek 29: znazornéni pravdépodobné distribuce ¢astic v roztoku, D (donor ve vezikule),
A (akceptor navazany na polymer), plna Sipka znazoriuje vétsi efektivitu pfenosu energie nez
Sipka teCkovana
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Ke zvolené koncentraci DPH 3-10° mol/l byl pfidavan hyaluronan, ktery byl znadeny
fluoresceinem. Namétfené hodnoty byly prokladany bi-, tri- a tetraexponencialni funkei.
Pfi prolozeni tetraexponencialni funkci vychazely zaporné hodnoty amplitud, proto byly tyto
vysledky vylouceny. U meéfeni zhaSeni samotného DPH zaporné amplitudy zaznamenany
nebyly, proto bylo prolozeni tetraexponencialni funkci zamitnuto jako vhodny matematicky
model. Nejlepsi x° vychazelo u prolozeni dat triexponencialni funkei, proto byla zvolena jako
vhodny matematicky model. Tento model nejlépe popisuje pribéh vyhasinaci kiivky.

Predpokladalo se nejvétsi zastoupeni nezhaseného DPH, protoze jeho koncentrace v roztoku
byla vyssi nez koncentrace fluoresceinu. Substituce fluoresceinu na polymeru byla nizsi nez
1 % (HA300- 0,8 %; HAoo - 0,9 %). Interpretace dat byla postavena na predpokladu, ze vzdy
bude existovat nenulova frakce nezhaSeného DPH, a proto byla pfi vyhodnoceni zafixovana
hodnota 71 odpovidajici nezhaSené dobé zivota fluorescence DPH.

Métenim bylo dokazano, ze DPH a fluorescein tvofi donor-akceptorovy par ve kterém
dochazi k rezonan¢nimu pfenosu energie. Nameétena data potvrzuji, Ze po pfidani fluoresceinu
do vezikularniho roztoku dochézi ke zhaseni DPH. Cas 71 patii nezhaenému DPH a ostatni
Casy jsou projev zhaSeni DPH fluoresceinem. DPH je hydrofobni molekula, ktera se v roztoku
nachazi v bezvodé casti vezikuly. Fluorescein je navazany na hyaluronanu, ktery se nachazi
ve vodném prostiedi kolem vezikuly. Na zakladé interakce DPH a fluoresceinu muazeme
potvrdit, Ze spolu interaguje 1 vezikula a hyaluronan. Naméfené hodnoty doby Zzivota
fluorescence, amplitudy a y*> pro pfislusné exponencialni funkce ukazuji tabulky nize
(Tabulka 14, Tabulka 15).

Tabulka 14: hodnoty dob Zivota fluorescence (t), amplitudy (A) a x> DPH ve vezikuldrnim
prostiedi s pridavkem hyaluronanu s molekulovou hmotnosti 300 kDa (1-100 mg/ml)

cm[mg/l] | exp. | 7i6ix[ns] | A1[%] |72[ns] | A2 [%] | 73 [ns] |A3 [%]| »° [-]
1 biexp. 11,8 88,95 6,7 11,05 - - 1,165
triexp.| 11,8 63,97 10,5 | 34,37 1.4 1,66 0,955

5 biexp. 11,8 89,16 6,4 10,84 - - 1,180
triexp.| 11,8 61,35 10,6 | 36,75 1,5 1,91 0,943

biexp. 11,8 86,67 6,5 13,33 - - 1,211

10 triexp.| 11,8 68,10 10,0 | 29,80 1,7 2,10 0,989
50 biexp. 11,8 68,70 6,0 31,30 - - 2,152
triexp.| 11,8 55,94 8,1 40,00 1,2 4,06 1,096

100 biexp. 11,8 59,71 6,3 40,29 - - 2,237
triexp.| 11,8 45,80 8,1 49,55 1,3 4,65 1,060
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Tabulka 15: hodnoty dob Zivota fluorescence (t), amplitudy (A) a x> DPH ve vezikuldrnim
prostredi s pridavkem hyaluronanu s molekulovou hmotnosti 900 kDa (1-100 mg/ml)

cm[mg/l] | exp. | 7isix [ns] | A1 [%] | r2[ns] | A2[%] | w3 [ns] |A3[%]| 22 [-]
1 biexp. 11,8 84,94 7,7 15,06 - - 1,096
triexp. 11,8 66,25 | 10,2 32,43 1,3 1,32 0,941

5 biexp. 11,8 85,76 7,2 14,24 - - 1,123
triexp. 11,8 71,73 9,8 26,88 1,1 1,40 0,91

biexp. Data nebyla k dispozici

10 triexp. 11,8 70,76 9,3 27,44 1,4 1,80 0,984
50 biexp. 11,8 73,16 5,7 26,84 - - 2,001
triexp. 11,8 58,17 8.4 37,30 1,4 4,54 1,029
100 biexp. 11,8 54,64 6,2 45,36 - - 2,852
triexp. 11,8 39,86 8,0 54,49 1,3 5,65 1,226

Triexponencialni model nejlépe popisuje pribéh zhaseni fluorescence DPH, ale zhasenych dob
zivota fluorescence DPH by ve skute¢nosti bylo vice, nez bylo uréeno pomoci triexponencialni
ktivky. Podle fyzikalnich predpokladii by mélo byt vice frakci zhasené doby zivota
fluorescence a vice moznych vzdalenosti mezi donorem a akceptorem. Proto je pro vypocet
efektivity rezonanc¢niho pfenosu energie potieba pocitat s prumérnou hodnotou zhasenych dob
zivota fluorescence:

At}
Tave = %» ©)

kde A; jsou amplitudy pfiisluSnych zhaSenych dob Zzivota a 7; jsou zhaSené doby zivota
fluorescence DPH. Vypoctena hodnota byla dosazena do vzorce pro vypocet efektivity
rezonan¢niho pfenosu energie:

T ave
Epgpr =1 — T, (10)

kde 7, je nezhaSena doba zivota fluorescence DPH. Takto vypoctena efektivita zohledriuje
distribuci castic a jejich vzajemné vzdalenosti. Neni vhodné interpretovat efektivitu
pro konkrétni vzdalenosti, protoze je nelze stanovit.
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Zavislost vypoctené efektivity na pfidané koncentraci hyaluronanu (300 a 900 kDa) znazoriiuje

graf na obrazku 30.
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Obrazek 30: efektivita rezonan¢niho pfenosu energie a zeta potencial pro vezikularni

systém s DPH a hyaluronanem (300 a 900 kDa)

Meéfeni byla provadéna pfi riznych koncentracich polymeru, ale obecné bylo v roztoku vzdy

vice vezikul nez polymeru. Vezikuly se vSemi pfidavky hyaluronanu mély polydisperzni

charakter, coz nasvédcuje tomu, ze nekteré vezikuly byly polymerem obaleny vice nez jiné
nebo nebyly obaleny vibec. Toto tvrzeni doklada obrazek v piiloze 6. Se zvySovanim

koncentrace hyaluronanu ve vzorcich postupné klesala hodnota zeta potencialu az do nestabilni
oblasti (Tabulka 16, Obrazek 30). Nestabilita téchto koncentraci byla potvrzena i vizualnim
pozorovanim. Z toho lze vyvodit, ze hyaluronan ma pfi vysSich koncentracich destabilizacni

ucinky.

Tabulka 16: méreni polydisperzity (PDI), velikosti (d) a zeta potencidlu (ZP) vezikuldrnich
systémii s pridavkem hyaluronanu s molekulovou hmotnosti 300 a 900 kDa

cm [mg/l] PDI [-] d [nm] ZP [mV]
vezikuly - 0,33+£0,03 912 65,7+49
1 0,37 £0,01 101 £1 57,8+54

5 0,36 £ 0,01 102 +£2 51,2+39

HA300 10 0,39+ 0,01 110+£2 414+£32
50 0,64 325 13,7+ 1,6

100 0,51+0,03 289 +4 -20+£0,8

1 0,35+ 0,01 98 + 1 612+22

5 0,38 £0,02 104 £1 427+29

HA900 10 0,34+ 0,01 1112 46,9 +£2,8
50 0,63 £0,03 211+£3 169+ 1,5
100 0,60 £ 0,10 468 + 12 -17,7+£0,2
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5.3 Porovnani interakce vezikul s fluoresceinem a znacenym hyaluronanem

Byla méfena doba zivota fluorescence DPH ve vezikulach, ke kterym byl ptidan dianion
fluoresceinu. Koncentrace pridavku fluoresceinu byly voleny tak, aby odpovidaly mnozstvi
fluoresceinu vazaného na hyaluronan. Z namétenych dat (Ptiloha 7, Pfiloha 8) byla vypoctena
ErreT postupem uvedenym vySe.

Pro porovnani interakce vezikul, ke kterym byl pfidan znaceny hyaluronan a fluorescein byly
vysledky vyneseny do histogramt (Obrazek 31, Obrazek 32). Hyaluronan s molekulovou
hmotnosti 300 kDa interagoval s vezikulou podobné jako hyaluronan s molekulovou hmotnosti
900 kDa. U hyaluronanu se Errer s piidavky zvySuje. Pfi pifidani cistého fluoresceinu je
zastoupeni Errer spiSe nahodné. Vysledky také ukazaly, ze pti méfeni hyaluronanu navazaného
na polymeru doSlo pii vysSich koncentracich k vyraznéjSimu zastoupeni zhaseného ¢asu DPH
nez pii interakci svolnym fluoresceinem (Obrazek 33, Obrazek 34). Lze tedy fici,
ze hyaluronan obaluje vezikulu a tim napomaha lepSimu vytvoreni donor-akceptorovych para
DPH-fluorescein.
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Obrazek 31: porovnani efektivity rezonancniho pfenosu energie u vezikularnich systéma
s ptidavkem hyaluronanu znaceného fluoresceinem s molekulovou hmotnosti 300 kDa
a s pridavkem fluoresceinu
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Obrazek 32: porovnani efektivity rezonancniho ptenosu energie u vezikularnich systéma
s pfidavkem hyaluronanu znaceného fluoresceinem s molekulovou hmotnosti 900 kDa
a s pridavkem fluoresceinu
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Obrazek 33: porovnani zhaseni DPH u vezikularnich systému s pfidavkem hyaluronanu
znaceného fluoresceinem s molekulovou hmotnosti 300 kDa a s ptfidavkem fluoresceinu
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Obrazek 34: porovnani zhaseni DPH u vezikularnich systému s pfidavkem hyaluronanu
znaceného fluoresceinem s molekulovou hmotnosti 900 kDa a s ptfidavkem fluoresceinu
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6 ZAVER

Kataniontové vezikularni systémy se jevi jako vhodnd alternativa pro podavani léCiv
do lidského organismu, protoze maji lepsi fyzikalné-chemické vlastnosti nez doposud
pouzivané fosfolipidové vezikuly. Nezbytnou podminkou pro vyuziti kataniontovych vezikul
je minimalizace jejich toxicity, C¢ehoz se da dosahnout obalenim vezikuly biologicky
odbouratelnym polymerem, ktery bude s vezikulou interagovat. Dikaz vzajemné interakce
vezikuly a polymeru méfenim rezonancniho prenosu energie byl jednim z cilti predkladané
bakalarské prace. Studované kataniontové vezikuly byly tvofeny z tenzidi SDS, CTAD
a DODAC, jako stabiliza¢ni prvek byl pfidan cholesterol.

Pro studium vzajemné interakce musely byt zvoleny vhodné donor-akceptorové pary.
Na zakladé literarni reSerSe byly jako donor-akceptorové pary fluorofori zvoleny
DPH-fluorescein a perylen-fluorescein. Nejprve byla pfipravena koncentra¢ni fada 2mM
vezikularniho systému s ptidavkem DPH o koncentracich 1-107 az 1-10* mol/l. Stejnym
postupem byly ptipraveny vzorky s perylenem. Méfenim pomoci metody TCSPC byly hledany
koncentrace fluorofort, které budou vykazovat pouze jednu dobu Zivota fluorescence. Dale
byla u vSech vezikularnich systému méfena jejich stabilita metodami zaloZenymi na rozptylu
svétla. Na zakladé€ vSech provedenych méteni byl jako vhodny fluorofor, ktery by spliioval
podminky pro funkci donoru ve studiu rezonancniho pifenosu energie, zvolen DPH
o koncentraci 3-10° mol/l. Samotné DPH bez piidavku akceptoru nevykazovalo zhaseni
fluorescence. Po pfidavku hyaluronanu, ktery byl znacen fluoresceinem (akceptor) u DPH bylo
meétfeno vice dob zivota fluorescence. Tyto vysledky potvrzuji, ze doSlo k rezonan¢nimu
pfenosu energie mezi donorem a akceptorem. Protoze DPH je hydrofobni a nachézelo se
v nepolarni ¢asti vezikularniho systému a interagovalo s fluoresceinem, ktery byl na polymeru,
1ze tedy fici, Ze spolu interaguji 1 vezikula a polymer.

Potvrzenim vzijemné interakce mezi vezikulou a polymerem jsou kataniontové vezikuly
vhodnym adeptem pro podrobnéjsi studium moznosti jejich uplatnéni jako nosice 1éCiv.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

8.1 Seznam pouzitych symboli

So
S1, $2
kIll'

J(R)

Td

Tda

nejnizsi energeticka hladina

vysSich singletoveé stavy

rychlostni konstanta popisujici nezafivé procesy fluorescence
rychlostni konstantou, popisujici nezafivé procesy fluorescence
doba zivota fluorescence

fluorescenc¢ni kvantovy vytézek

ucinnost FRET

vzdalenost

vzdalenost, kde je ticinnost FRET 50 %

uhel mezi dipdly

donorovy kvantovy vytézek

Avogadrova konstanta

index lomu svétla

integral spektralniho piekryvu mezi donorem v zékladnim stavu a

akceptorem v excitovaném stavu
doba zivota donoru

doba zivota donoru po pridani akceptoru
objem hydrofobni ¢asti

délka hydrofobni ¢asti tenzidu
plocha hydrofilni ¢asti
packing parameter

diftizni koeficient
Boltzmanova konstanta
teplota

dynamicka viskozita
hydrodynamicky polomér
elektroforeticka pohyblivost
dielektricka konstanta

zeta potencial

Henryho funkce

absolutni viskozita
koncentrace

hmotnostni koncentrace

cas

korek¢ni parametr
predexponencialni funkce
ptislusna doba zivota

Chi square

amplituda
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d
PDI
ZP

TAVG

velikost

polydisperzni index

zeta potencial

prumérna hodnota zhasenych dob zivota fluorescence

8.2 Seznam pouzitych zkratek

IC

ISC

S

T

uv

IC
TCSPC
CFD
TAC
FRET
DPH
PAL
CMC
CPP
CTAB
SDS
DODAC
IPAs
DLS
ELS
DiO
AOT-BHD
Na-AOT
BHDC
SANS

vnitini konverze

mezisystémovy prechod

singletovy elektronovy stav

tripletové elektronovy stav

ultrafialové zafeni

infraCervené zareni

time-Correlated Single Photon Counting
constant fraction discriminator
time-to-Amplitude Converter

Forster resonance energy transfer
1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien

povrchové aktivni latka

critical micelle concentration

critical packing parameter
cetrimoniumbromid

dodecylsiran sodny
dimethyldi-n-octadecylamonium chlorid
ion pair amphiphiles

dynamic light scattering),
electrophoretic light scattering).

3,3 -dioktadecykloxakarbokyanin)
bis(2-ethylhexyl)sulfosukcinat benzyl-n-hexadecyldimethylamonium
1,4-bis(2-ethylhexyl)sulfosukcinat sodny
benzyl-n-hexadecyldimethylamoniumchlorid
small-angle neutron scattering

Ci2EMorphBr 4-methyl-4-(2-(dodecyloxykarbonylmethyl)morfolin-4-ium bromid
Ci2EMeImBr 3-methyl-1-(dodecyloxykarbonylmethyl)imidazolium bromid

P123
TEM
SANX
FTIR
HR-US
ITC
HA300
HA900

Poly(oxyethylen-b-oxypropylen-b-oxyethylen)
Transmisni elektronova mikroskopie
Small-angle X-ray scattering
Fourier-transform infrared spectroscopy

High resolution ultrasonic spectroscopy
Isothermal titration calorimetry

hyaluronam s molekulovou hmotnosti 300 kDa
hyaluronam s molekulovou hmotnosti 900 kDa
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9 PRILOHY

intenzita norm. [-]

1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

intenzita norm. [-]

Excitace DPH
—— Emise DPH
310 360 410 460 510 560 610
vinova délka [nm]
Priloha 1: excitacni a emisni sken DPH
1,0
0,9 Excitace perylén
0,8 —— Emise perylén
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0 + ey e B

310 360 410 460 510 560
vinova délka [nm]

Priloha 2: excitacni a emisni sken perylenu
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1,0

0,9 Excitace fluorescein

0,8 —— Emise fluorescein
07
Eos
e
0,5
S
204
2
£03
0,2

0,1

370 420 470 520 570 620
vinova délka [nm]

Priloha 3: excita¢ni a emisni sken fluoresceinu

Ptiloha 4:vizualni pozorovani vezikularnich systému s ptidavkem hyaluronanu
s molekulovou hmotnosti 300 kDa (A) a 900 kDa (B)
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intenzita rozptyleného svétla norm. [-]

intenzita rozptyleného svétla norm. [-]

1,0 +
0,8 + =1 mg
L —5mg
I ——10mg
0,6 + 50 mg
3 —— 100 mg
i vez. prazdné
04 +
02 +
0,0 - m— — e}
10 100 1000 10000

velikost ¢astic (nm)

Ptiloha 5: zobrazeni velikosti Castic vezikularnich systému s ptidavkem hyaluronanu
s molekulovou hmotnosti 300 kDa

1,0 -
——1mg
0,8 - —5mg
—— 10 mg
50 mg
06 1 100 mg
vez. prazdné

0,2 1

LU S B S B B B B B B B B B e N S e N R RN S S S e

10 100 1000 10000
velikost ¢astic (nm)

Ptiloha 6: zobrazeni velikosti Castic vezikularnich systému s ptidavkem hyaluronanu
s molekulovou hmotnosti 900 kDa
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Priloha 7: hodnoty dob Zivota fluorescence (t), amplitudy (4) a y* DPH zhdSeného
Sfluoresceinem (2-10°-2-10° mol/l), jehoz koncentrace odpovida fluoresceinu obsazeného
v pridavcich hyaluronanu s molekulovou hmotnosti 300 kDa

c [moll] | exp. | minix[ns] | A1[%] | r2[ns] | A2[%] | =3 [ns] [A3[%] | 2 [-]
5.00-108 biexp.| 11,85 82,73 7,05 17,27 - - 1,688
’ triexp.| 11,85 64,79 9,72 33,39 0,62 1,82 1,067
1.00-107 biexp.| 11,85 82,88 6,95 17,12 - - 1,517
’ triexp.| 11,85 70,00 9,27 28,32 0,58 1,69 1,003
5.00-10”7 biexp.| 11,85 83,48 7,1 16,52 - - 1,505
’ triexp.| 11,85 65,87 9,78 32,46 0,67 1,67 0,993
1.00-10-6 biexp.| 11,85 79,75 7,05 20,25 - - 1,728
’ triexp.| 11,85 67,19 9,1 30,99 0,61 1,82 1,101
2.00-10° biexp.| 11,85 78,40 6,87 21,60 - - 1,864
triexp.| 11,85 57,81 9,6 39,74 0,92 2,45 1,125

Priloha 8: hodnoty dob Zivota fluorescence (z), amplitudy (A) a y* DPH zhdseného
Sfluoresceinem  (2,23-10%-2,23-10° mol/l), jehoz koncentrace odpovidd fluoresceinu
obsazeného v pridavcich hyaluronanu s molekulovou hmotnosti 900 kDa

c[mol/] | exp. |7ifix[ns] | A1[%] | ©2[ns] | A2[%] |z3[ns]|A3[%]| x°[-]
2.23-10% biexp. 11,85 83,86 7,30 16,14 - - 1,372
triexp. 11,85 54,89 | 10,46 43,37 1,17 1,74 1,045

1.12:107 biexp. 11,85 84,58 6,64 15,42 - - 1,818
’ triexp. 11,85 70,31 9,34 27,78 0,40 1,90 1,048
2.23-107 biexp. 11,85 83,43 6,57 16,57 - - 1,64
triexp. 11,85 70,76 9,07 27,36 0,5 1,88 0,969

1,12-10% biexp. 11,85 76,92 7,57 23,08 - - 1,56
triexp. 11,85 57,50 9,76 40,62 0,89 1,88 1,074

2.23-10° biexp. 11,85 78,40 6,89 21,60 - - 1,614
triexp. 11,85 64,31 9,13 33,61 0,89 | 2,08 1,053
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