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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva zkoumdnim jednotlivych systémi smési hyaluronant. Veskeré smési
hyaluronanti byly pfipraveny pii molekulovych hmotnostech 15-30 kDa, 80-150 kDa nebo
1500-1750 kDa. Tyto jednotlivé molekulové hmotnosti byly kombinovany v riiznych
pomeérech, nejéasteji vsak v pomérech 70:30, 50:50 a 30:70. Pro vS§echny namichané vzorky byl
pouzit tenzid Septonex s rozdilem posledniho experimentu, kdy bylo pouzito také CTAB.
Zpocatku byly vzorky gelt pfipraveny suchou cestou z jednotlivych praskd, pii presné
vypocitanych navazkach. Veskeré roztoky byly ale ptipraveny mokrou cestou, pomoci
zasobnich roztokl o pfesné¢ vypocitanych koncentracich. Fyzikalni gely byly tedy piipraveny
kombinaci Septonexu a riznych molekulovych hmotnosti hyaluronanu. Vznikaly nepravidelné
tvary, které bychom mohli charakterizovat jako ,,kulicky* ¢i ,,perlicky*. Po odstani vzorku se
v urcitém Case jednotlivé Casti gelu slévaly do jedné vrstvy gelu. S fyzikalnimi gely bylo
provedeno n¢kolik experimentt, pfi kterych bylo zkoumano predev§im chovani smési a rozdily
zpuisobené jinou molekulovou hmotnosti. Veskeré fyzikalni ¢i chemické vlastnosti byly
pozorovany predevs$im vlastnim okem, popsany a na zavér vyfotografovany. Pti experimentech
bylo pouZito hydrofobni barvivo olejova ¢erven, které slouzilo k lepSimu vizudlnimu porovnani
vzorkli mezi sebou. Poslednim experimentem bylo reologické méfeni, pii kterém bylo mozné
charakterizovat viskozitu jednotlivych vzorki.

ABSTRACT

This work is focused on study of individual systems of hyaluronan mixtures. All mixtures of
hyaluronans they were ready at molecular weights of 15-30 kDa, 80-150 kDa, or 1500-
1750 kDa. These individual molecular weights were combined in different ratios most often in
ratios of 70:30, 50:50 and 30:70. Septonex surfactant was used for all mixed samples and CTAB
was used for last experiment too. At first the gel samples were prepared by a dry route of
individual powders with accurately calculated batches. All solutions were prepared wet route
with stock of exactly calculated concentration. Physical gels were prepared by combinations of
Septonex and hyaluronan with the different molecular weights. In solution formed irregular
shapes which we could describe as "marbles" or "beads". After the sample was to stand, the
individual ,,marbles* of the gel were formed whole mass. Was done too many experiments with
physical gels, which has been carried out behavior of mixtures hyaluronans with different
molecular weights. All physical and chemical properties were observed by the eye, described
and in the and were photographed. Was used hydrophil dye in experiments and served for better
visualize comparison samples between themselves. The last experiment was rheological
measurement with which is possible characterize viscosity od individual samples.
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1 UVOD

V dnesni dobé se hydrogel studuje prevazné kviili vlastnostem, jako je kompatibilita nebo
biodegradace. Avsak jednou z nejvyznamnéjSich schopnosti hydrogelu je schopnost zadrzovat
velké mnozstvi vody. Diky této schopnosti je slovo ,, hydro “ zékladem nédzvu a druha ¢ast jména
tvoti slovo gel, pochazejici z latinského slova gelatus, v piekladu zmrzly, v jiném ptipadé,
nehybny. Jeho doslovny pieklad tedy tiké ,,nehybna voda®. Toto oznaceni znaci povahu gelu
na rozhrani tekuté a pevné faze.

Jedinecné fyzikalni vlastnosti téchto hydrogelti zptisobuji zajem o jejich vyuziti v mnoha
oblastech mediciny. V kosmetologii ¢i dermatologii hraji gely dulezitou roli svou znacnou
hydrofilitou, diky které jsou schopny vysoké hydratace i1 regenerace pokozky. Gely jsou
vyuzivany jako u¢inna vypln vrasek, k hojeni ran, ¢i v plastické chirurgii. Velmi velkym
pfinosem hydrogell je také schopnost postupného uvoliiovani 1é¢iv do téla a s tim souvisejici
prodlouZeni délky Gc¢inku 1é¢ivého ptipravku v organismu. Elongaci procesu uvoliiovani 1é¢iva
v téle se zaroven snizuje pravdépodobnost vyskytu vedlejSich a nezadoucich ucink.

Dnes lze za nejznaméjsi a nejdiskutovanéjsi hydrogely povazovat vysoce koncentrované
roztoky kyseliny hyaluronové, které hraji velmi dalezitou roli v Zivych organismech, coz z nich
¢ini biomateridl pro rtizné lékarské aplikace. Svymi vysokymi molekulovymi hmotnostmi
spojenymi s viskoelastickymi a reologickymi vlastnostmi byly k témto t¢elim predurceny. Pro
pouziti kyseliny hyaluronové v aplikacich je velmi dillezita jeji charakteristika. Hlavnimi jsou
jeji fyzikélni a chemické vlastnosti jako napi. rozpustnost, viskozita, molekulovd hmotnost
se odvijeji dalsi vlastnosti.

Hlavni mySlenkou mé bakalaiské prace bylo kombinovani riiznych molekulovych hmotnosti
v riznych pomérech a sledovani vlastnosti samotného chovani namichanych smési vzniklych
hyaluronanti. Diky charakterizaci téchto smési je ndsledné¢ mozné upravovat ¢i predpovidat
vlastnosti, které by mohly byt vyuzity pifi dalSim vyzkumu aplikaci ptedevsim pro farmacii.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Makromolekularni gely

2.1.1 Charakterizace geli

Gel je v podstaté trojrozmérna makromolekularni sit’ charakteristicka svou makroskopickou
velikosti a elastickymi vlastnostmi. Jestlize dojde k vytvoreni dostatecného mnozstvi spoju,
muze se z linearniho polymeru, nebo jeho roztoku, vytvofit sit’. Jestlize pfi¢ina vzniku uzli, a
tedy 1 sité, tkvi v mezimolekuldrnim ptisobeni fyzikalnich sil (van der Waalsovy, bipolarni sily,
vodikové vazby), jedna se o fyzikalné sitované gely. Oproti tomu v kovalentné sitovanych
gelech jsou pfitomny uzly vytvofené pomoci chemické reakce. Podle toho, zda hydrogel
obsahuje rozpoustédlo, délime gely na lyogely a xerogely. V ptipadé vysuseni lyogelu vznika
kompaktni xerogel, ktery zmensi sviij objem ptiblizn€ o objem odpatfeného rozpoustédla. Pokud
je ke xerogelu pfidano rozpoustédlo, dochdzi k procesu bobtndni a vzniku gelu. Jedna se o
vratny proces, k némuz dochdzi u lyofilnich koloidl. Pokud neni opét vytvoten gel, tak jde o
nevratny proces, jez nastava u lyofobnich koloidii. Pfevod gelu na polymerni roztok neni
dosazitelny u kovalentné sitovanych geli. Opétovnym zahtatim lze docilit pfevod gelu na
polymerni roztok.

Gely nejsou tekuté, alespon pii mensich napétich se nedeformuji trvale, nybrz vratné. Tyka
se to i lyogelt, kdy je elasticita zajiSténa tim, ze je lyogel prostoupen spojitou makromolekuldrni
siti [1].

2.1.2 Vlastnosti gela

Gel je schopen odolavat te¢nému napéti az do urcité hodnoty, pod kterou se chova jako elastické
tuhé téleso. Pti mensich napétich se nedeformuji trvale, ale pouze vratné. Elasticita gelu je
zajisténa makromolekularni siti. Pfi menSich napétich se nedeformuji trvale, ale vratne. Nékteré
fyzikalni gely, vS§ak mohou pomoci mechanického plisobeni, naptiklad protfepani, piejit z gelu
na koloidni roztok. Je to zptsobeno tim, Ze mechanické sily narusi fyzikalni sily, které poutaji
prostorovou sit’. Pokud nechame koloid v klidu stat, opét se obnovi plivodni struktura gelu.
Tento jev se nazyva tixotropie. Gely jsou také, téméf stejné jako pivodni koloidni roztok,
elektricky vodivé. Elektrickd vodivost se téméf neméni u hydrogelti obsahujicich soli v
porovnani s ptislusSnym ptivodnim roztokem. Naproti tomu u velkych molekul rozpusténych v
gelu je difuzni i elektroforetickd pohyblivost snizena [2], [3].

2.1.3 Vznik gela

Proces vzniku gelu nazyvame obecné gelace, pii které dochazi ke spojovani molekul linearniho
polymeru a jeho roztoku, ¢imz se vytvofi dostate¢né mnozstvi spojli, a vznika prostorova sit’.
Molekuly mezi sebou mohou byt navzajem propojeny, fyzikalné nebo chemicky. Fyzikalni gely
vznikaji na zdklad¢ fyzikélnich interakci mezi fetézci, jako jsou napt. vodikové mustky, van
der Waalsovy sily nebo hydrofobni interakce. Témto gelim se také tik4 fyzikalné sitované.
Chemické gely vznikaji zesitovanim kovalentnimi vazbami, které jsou mnohem pevnéjsi a
odoln¢jsi nez fyzikalni. Takto vzniklym geltim se fika kovalentn¢ sitované.



Na pribéh gelace mé znacny vliv teplota. Zvysena teplota je nezadouci, nebot’ dochazi k
rustu intenzity tepelného pohybu jednotlivych segmenti a klesa tak pocet vazeb mezi
makromolekulami spole¢né s dobou trvani. Dal§im faktorem, ktery ovliviiuje priabeh gelace, je
koncentrace. Zde plati, Ze vzrust koncentrace poméha k tvorb¢ geli, protoze tak vzriista ¢etnost
srazek makromolekul, ¢imzZ se zvySuje pocet vazeb. Znacny vliv ma i pH, z toho divodu, Ze
gelace probiha nejlépe pii hodnoté pH, kterd odpovida izoelektrickému bodu [4].

Obrazek 1: Priklad gelace: Sitovani linearniho polymeru — vulkanizace kaucuku [5]

2.1.4 Hydrogely

Hydrogel je odborné definovan jako dvou nebo vice sloZkova soustava prostorové sité
polymernich fetézclti a vody, ktera vypliiuje misto mezi makromolekulami. V zavislosti na
sloZzeni muze zadrZovat rizné mnozstvi vody. Pfirozen¢ se vyskytuji jako polymerni sité
kolagenu, Zelatiny, nebo mohou byt uméle syntetizovany. Jedna se o biomaterialy, které pfi
kontaktu s krvi, télnimi tekutinami a tkani projevuji dobrou biokompatibilitu. Hydrogely maji
nejvetsi vyuziti v biomedicing. Jsou bézn€ pouzivany naptiklad pro vyrobu kontaktnich cocek,
nosicl 1é¢iv a obvazll. V poslednich dvou desetiletich byly pfirodné vytvarené hydrogely stale
Castéji nahrazovany syntetickymi, které¢ maji del§i zivotnost a vyS$i pevnost. Syntetické
polymery maji dobie definovanou strukturu, ktera se da upravit tak, aby byl schopny degradovat
a fungovat presné tak, jak je potfeba. Hydrogely mohou byt syntetizovany z €isté syntetickych
slozek [6].

hydrogely na bazi HA jsou velmi slibnymi materidly pro obnovu a regeneraci riznych tkani.
Tradiéni hydrogely na bazi HA jsou makroskopické sité, které se skladaji z nidhodné
propojenych fetézcti HA. Molekuly 1¢kti v siti bez jakékoliv kovalentni vazby nebo jinych
specifickych interakci se rychle uvolnuji v disledku relativné velké velikosti port. Pokud se
sitovaci reakce provadi v mikroskopické reakéni nadobg&, mohou se tvofit ¢astice hydrogelu
HA (HGP, mikrogely nebo nanogely) [7].

2.2 Hyaluronan

Hyaluronan je vysokomolekularni bipolysacharid, ktery byl objeven Meyerem a Palmerem
v roce 1934 ve sklivei hovéziho dobytka. Hyaluronan je oznaceni pro sul kyseliny hyaluronové,
9



nejcastéji sodné nebo draselné. Jedna se o linedrni nerozvétveny stiidavy polymer slozeny ze
dvou monosacharidl: B (1,4) -N-acetyl-D-glukosamin a 8 (1,3) -D-glukuronovou kyselina.
Délka tetézce HA se pohybuje od 0.200 do 10 MDa, pti¢emz nejbéznéjsi velikost je v rozmezi
2-5MDa [8].
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Obréazek 2: Struktura hyaluronatu sodného [8]

Mimo jiné se hyaluronan nachazi v mnoha dal$ich substratech jako je kiize, kloubni tekutina
nebo extracelularni matrice. Mezi jeho charakteristické vlastnosti patii schopnost se rozpoustet
ve vodé za vzniku viskoelastického roztoku. Dilezitd charakteristika je, Zze se zvySujici se
koncentraci se zvySuje viskozita. Vodikova vazba mezi sousednimi sacharidy je velmi
vyznamna pro stanoveni fyziologickych vlastnosti HyA, avSak dal§im dilezitym faktorem,
ktery ovliviiuje fyzikélni vlastnosti, je iontova sila [9]. Jednou ze zajimavych a efektivnich
metod pfi ziskavani hyaluronanu je bakterialni produkce pomoci kmenti Streptococcus equi a
Streptococcus zooepidemicus. Pti této metod¢ muize byt produkovano daleko vétsich vytézka,
neZ muze byt pomoci extrakéni metody. V soucasné dobé v§ak miize byt k dispozici hyaluronan
z riznych zdroji, které ndm miiZze poskytnout HyA o riznych molekulovych hmotnosti pfi
rizné vlhkosti nebo cistoté. Necistoty v hyaluronanu mohou vznikat pii provadéni procesu
purifikace, kde se mohou objevit i latky, jako jsou nukleové kyseliny, bilkoviny, chlorid sodny
nebo tézké kovy [10].

2.2.1 Velikost polymeru hyaluronanu

Charakteristickym znakem pro polymery hyaluronanu je délka fetézcl. Pro kazdou délku
(velikost), nebo molekulovou hmotnost, je nékolik vlastnosti.

Vysokomolekularni hyaluronan ma obvyklou molekulovou hmotnost 4-10>-2-10* kDa a
patii mezi nejdelsi molekuly extracelularni matrix. Jedna se o jednu z nejvice nabitych molekul
a pfi rozpousténi ve vodé je schopny bobtnat. Tento polymer je schopen ptijmout velké
mnozstvi vody za vzniku hydratovaného polymeru, jenz je schopen vyplilovat prostor a
hydratovat tkan€. Obecné je vysokomolekularni hyaluronan schopen podporovat celistvost
tkani a potlacovat zanét. Tyto vysokomolekularni polymery jsou tedy extraceluldrni a maji
Siroké pole riiznych regulacnich a strukturnich funkci.

-----

[12].
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2.2.2 Aktivita spojena s riznou molekulovou hmotnosti hyaluronanu

Diky jednoduché a primarni struktufe maji molekuly hyaluronanu Siroké vyuziti a Castou
antagonistickou funkci v zavislosti na velikosti molekuly. Obecné feceno, velké polymery
matrixového charakteru vypliuji volné prostory, plisobi antagonicky a zaroven
imunosupresivné. Stiedné¢ velké polymery s 25-50 disacharidovymi jednotkami maji
protizanétlivé ucinky, jsou angiogenni a imunostimulacni. Naopak mensi oligosacharidy se
vyznacuji antiapoptickymi G€inky a indukuji proteiny.

Co se ty¢e molekulovych hmotnosti HA, molekuly o hmotnosti 0,2 MDa jsou zodpoveédné
za prezivani perifernich eozinofilnich krevnich bunék. HA o velikosti 3-6 MDa vykazuji G¢inky
s mechanismem, ktery zahrnuje zvySenou expresi faktoru stimulujiciho granulocyty a
makrofagy. Dal$im u¢inkem muiZze byt zvySovani produkce ristového faktoru f1 u eozinofili.
U nizkomolekularnich HA jsou uc€inky stimulac¢ni na produkci metaloelastazy v alveoldrnich
makrofazich u mysi, a naopak inhibuji produkci cytokinti indukovanych nizkomolekularnimi
fragmenty makrofagli u mysich v kostni dieni.

Velké mnozstvi vyzkumt védct naznacCuji zasadni rozdily biologické odpovédi na
vysokomolekularni a nizkomolekularni hyaluronan. Bohuzel neni v souc¢asné dobé¢ ziejmé, jaké
je vysvétleni pro tyto rozdily [12], [13].

2.2.3 Hydrofobni oblasti v hyaluronanu

Hyaluronan je latka, kterd je v nativni form¢ pfevazné hydrofilni. To je hlavnim limitujicim
faktorem pro tvorbu interakci s hydrofobnimi latkami. Dfive bylo zaznamenano, Ze hyaluronan
ve dvojité Sroubovici mé hydrofobni domény. Ve vysledku to tedy znamena, Ze hyaluronan ve
svoji struktufe obsahuje jak vysoce hydrofilni material, tak hydrofobni domény, které¢ mohou
byt charakteristické napft. pro lipidy. Je tedy amfifilni.

Tyto hydrofobni oblasti se ve vod¢ shlukuji k sob¢, tim redukuji velikost povrchu
interagujiciho s vodou. Tento mechanismus fidi vznik membran a dale pfispiva 1 ke stabilité
struktury dvouSroubovice DNA. Pro popis toho jevu miiZzeme pouzit pojem hydrofobni
interakce [14], [15].
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Q—= hydrofébni ¢ast

Obrazek 3: Zobrazeni interakce mezi fetézci hyaluronanu. Retézce A a B znazoriiuji zobrazeni, kde
cervené oblasti znaci hydrofobni mista na stfidajicich se stranach polymerniho fetézce. Krouzky dale
reprezentuji acetamidovou skupinu a ¢tverecky karboxylovou skupinu [15].

2.2.4 Struktura hyaluronanu v roztoku

Vysledna struktura hyaluronanu v roztoku je vysledkem kombinace chemické struktury
disacharidu a vnitinich vodikovych vazeb, vznikajicich interakcemi s rozpoustédlem. Relativné
hydrofobni fazi tvofi nepolarni axidlni vodikové atomy, zatimco ekvatorialni bo¢ni fetézce tvori
spiSe hydrofilni, polarni fazi ptipominajici zakroucenou strukturu.

Primarni struktura v roztoku tvofi roztadhnuté a nahodné svinuté klubko, které zabira velkou
doménu v roztoku. V této doméné je molekulova hmotnost hyaluronanu ve skute¢nosti velmi
mald. Domény jednotlivych molekul se v roztoku tedy mohou piekryvat pouze v ptipadé,
jestlize je koncentrace hyaluronanu vyssi nez 1 mg/ml.

Nasledkem doménové struktury hyaluronanu je, ze malé molekuly, jako je voda, spolu
s elektrolyty, mohou volné difundovat pfes doménu, zatimco vétsi molekuly, jako jsou
napiiklad bilkoviny, pfes tuto doménu projit jiz nemohou. Cim jsou tedy molekuly vétsi, tim
obtiznéji mohou difundovat ptes sit’ hyaluronanu a tim je jejich koncentrace mensi. Volné
fetézce hyaluronanu se v roztoku stile pohybuji a vytvafeji tak pory rtznych velikosti.
Statisticky mohou existovat pory se vSemi velikostmi, avSak s riznou pravdépodobnosti. To
znamena, ze je v podstaté mozné, aby kazdd molekula difundovala pfes doménu hyaluronanu
ruznou rychlosti, ktera zavisi na vlastnim hydrodynamickém objemu [16].
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2.3 Tenzidy

2.3.1 Charakterizace tenzida

Tenzidy, taktéz povrchové aktivni latky (PAL), se fadi do skupiny organickych latek, které se
jiz pti nizkych koncentracich hromadi na mezifazovém rozhrani a snizuji mezifdzovou energii.
Tenzidy vykazuji povrchovou aktivitu, ktera se projevuje pénénim roztoku.

Nézev tenzid je odvozen z latinského slova ,, fensio “ (napéti) a slouzi k nahrazeni ptivodniho
dlouhého oznaceni, pravé pro povrchové aktivni latky.

Z chemického hlediska délime tenzidy na aniontové, kationtové, neionické a amfoterni [17],
[18].

2.3.2 Struktura tenzida

Molekula tenzidu obsahuje dipolarni asymetrickou strukturu, kterd ma za nasledek amfifilni
vlastnosti. Tenzid obsahuje rozdilné skupiny. Skupiny s velkou afinitou k rozpoustédlu a
naopak skupiny, které rozpoustédlo odpuzuji. V ptipad¢, ze je rozpoustédlem voda, jedna Cast
molekuly je pfitahovana (hydrofilni ¢ast) a odpuzovana od organickych nepolarnich agens.
Dalsi ¢ast molekuly je od vody odpuzovana (hydrofobni ¢ast) a k lipidim naopak ptitahovana.
Hydrofilni ¢asti molekuly je v nejcastéjSim ptipad¢ polarni nebo siln¢ iontova skupina a u
lipofilni ¢asti je nejcastéjs$i uhlovodikovy radikéal s rozvétvenou nebo linearni strukturou
tvofeny 12-18 uhlikovymi atomy [18].

polarni (hydrofilni) ¢ast

nepolarni (hydrofobni) ¢ast

Obrazek 4: Schéma struktury molekuly tenzidu

2.3.3 Tvorba micel

Tenzidy v roztoku se formuji na agregaty, tzv. micely. K jejich tvorbé dochéazi pti dosazeni
kritick¢ micelarni koncentrace. Kriticka koncentrace micel CMC je koncentrace povrchove
aktivniho ¢inidla, pfi které a nad kterou se tvoti micely. Pro roztoky povrchové aktivnich latek
muze byt stanoveno métenim povrchového napéti pii riiznych koncentracich. Pod CMC klesa
povrchové napéti se zvysujici se koncentraci tenzida, jak se zvySuje pocet povrchové aktivnich
latek na rozhrani. Na rozdil od CMC je naopak povrchové napéti roztoku konstantni, protoze
koncentrace mezifdzové povrchové aktivni latky se jiz neméni.

Tato charakteristika tenzidi je dilezitym jevem, jelikoZz dané molekuly se chovaji jinak
vazané v micele a jinak jako volné v roztoku. Proces je umoznén diky struktuie molekuly

tenzidu s jednim koncem nepoldrnim a druhym polarnim. Orientace tenzidi v micelach je
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zavisla na okolnim prostfedi. V lyofilnim (polarnim) obvykle vodném prostiedi se tenzidy
orientuji nepolarnimi fetézci dovniti micely a polarni skupinou vné, ktera v podstaté tvoti vnéjsi
ochranny obal hydrofobniho jadra. Micela se v tomto pfipadé stdva polarnim agregatem s
vysokou rozpustnosti ve vodé. V lyofobnim prostiedi je tomu naopak.

Schématickou strukturu micely je mozné vidét na Obr. 5, kde se micely tvoii uz pii nizkych
koncentraci tenzidu. V tomto pfipadé€ je na obrazku vyobrazena micela s hydrofilni dutinou.
Tato micela vznika v nepolarnim prostiedi a typickym znakem jsou hydrofilni hlavy sméfujici
do stiedu a hydrofobni konce smétujici do rozpoustédla. Tyto micely oznaCujeme jako inverzni.
Opakem inverzni micely je micela s hydrofobni dutinou, kterd se tvofi v polarnim prostiedi.
Struktura této micely je naopak jak u inverzni a mize pfipominat uzavienou kulicku, kde jsou
na povrchu hydrofilni hlavy a ve stfedu hydrofobni konce [19].

hydrofobni usek

H,0 .VVW‘M’\
o

hydrofilni dsek

Obrazek 5: Struktura micely s hydrofilni dutinou tvofend v nepolarnim prostedi — inverzni micela
[20]

2.3.4 Déleni tenzidu

Tenzidy se podle naboji na polarni hlavé déli na anionaktivni, kationaktivni, amfoterni a
neionické. Amfoterni tenzidy obsahuji v polarni hlavé jak kladny, tak zdporny néboj. Jejich
vysledny naboj zavisi na pH. Tato prace se zaméfuje na kationaktivni tenzidy. VétSina
kationaktivnich tenzidi je zaloZena na dusikovém atomu, ktery nese kladny naboj a tvori
aminov¢ a kvarterni amoniové skupiny.

Kvarterni amoniové slouceny nejsou pH senzitivni na rozdil od aminti, které nemohou byt
pouzity pii vysokém pH. Jejich biologicka degradace je oproti anionaktivnim tenzidim obecné
hors$i. Nemohou se kombinovat zaroven s anionaktivnimi tenzidy, protoZe by se vysrazely. Maji
také mikrobicidni u€inek, diky kterému nalezly vyuziti naptiklad jako pesticidy. Mimo jiné jsou
pouzivany jako slozka do avivazi a kondicionéra [21], [22].

2.3.4.1 Aniontové tenzidy

Aniontové tenzidy patii do nejvétsi skupiny povrchové aktivnich latek, predstavuji tedy 70—
75% celosvétové spotieby. Do této skupiny lze fadit mydla, alkylsulfaty, alkylsulfonaty,
alkensulfonaty a spoustu dalSich. Aniontové tenzidy maji velmi nizky naklad na vyrobu, oproti

dalSim skupinam, proto se tedy uzivaji ve vétSim objemu.
Ve vodném prostfedi molekuly tenzidu disociuji na zéporn€ nabity organicky iont a diky
tomu podporuji sorpci necistot, které nesou vétSinou kladny néboj. Proti-iontem je vétSinou
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sodikovy iont. Mezi kladné vlastnosti aniontovych tenzidi patfi snizovani oxidacnich
schopnosti mikroorganismi a pii vysSich koncentraci jsou schopny také sniZzovat Cinnost
nitrifikacnich bakterii. Jsou vSak nestalé v kyselém prostiedi, ale naopak nejvice stalé a aktivni
v alkalickém prostiedi [22], [23].

Ptikladem mutize byt Laurethsulfonat sodny na Obr.6, ktery se vyuziva v mnoha vyrobcich
pro osobni hygienu. V chemické struktufe se uvadi ,,n“, které zastupuje pfislusné cislo.
V ptipad¢ komer¢niho produktu, ktery ma heterogenni systém, jak v délce alkylového fetézce,
tak v poctu ethoxylovych skupin, je ,,n* jejich primér. U téchto komer¢nich piipravki je

obvykle n=3.
O\\ //O
S O
Nat —0” ~O , CioHas

Obréazek 6: Ptiklad aniontového tenzidu-Laurethsulfat sodny (SLES) [24]

2.3.4.2 Kationtové tenzidy

V ptipadé¢ kationtovych tenzidi se jedna o slouceniny s jednou nebo vice funkénimi skupinami,
které ve vodném prostiedi disociuji. Vznikaji kladn¢ nabité organické ionty vykazujici
povrchovou aktivitu. Nejvyznamnéjsi z kationtovych tenzidl jsou kvartérni amoniové a
pyridiniové slouceniny, které maji v molekule alesponi jeden dlouhy hydrofobni fetézec.
VétSina kationtovych surfaktantii jsou zaloZeny na atomu dusiku, jenz nese kladny néboj.
Kvartérni amoniové soli jsou povaZovany za antistatické prostiedky, diky vysoké antistatické
ucinnosti. Na zdklad€é snizovéani tfeni mezi vlakny a také mezi vldkny a kiuZzi se spolu
s ethoxylaty pouzivaji jako bézné avivaze i vlasové kondicionéry. Vykazuji také smaceci,
emulgacni a dispergacni vlastnosti. Oproti anionickym tenzidim maji obecné nizsi biologickou
rozlozitelnost a jsou toxické. Nejaktivngjsi jsou v kyselém a neutrdlnim prostfedi, a naopak
nejméng stale v prostiedi alkalickém [22], [25].

cl:H3 Br~
H3C(H2C)15—N*-CHjs
CH,

Obrazek 7: Priklad kationtového tenzidu-Hexadecyltrimethylamonium bromid (CTAB) [26]

2.3.4.3 Amfolitické tenzidy

Amfolitické tenzidy jsou charakteristické tim, ze ve svoji struktuie obsahuji dvé hydrofilni
skupiny, kyselou a zasaditou. Tyto dvé skupiny udé€luji tenzidu pravé amfoterni charakter.
Kysely charakter ve struktufe tenzidu ma aminoskupina, a naopak zasadity charakter karboxy-
skupina. Disociuji tedy v zavislosti na pH prostiedi na zaporné nebo kladné ionty. V ptipadé
tvorby soli je pH elektroneutralni.

Amfolytické tenzidy maji velmi dobré detergencni i jiné vlastnosti. Jsou dobie biologicky
rozlozitelné, netoxické a maji mikrobialni ucinky. Miizeme je pouzit v kombinaci s velkou
fadou kationickych, anionickych i neionickych tenzidi, se kterymi se uplatituji pozitivni
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synergické ucinky. Diky svym vlastnostem jsou perspektivni, a to i v oboru konzervace a
restaurovani. Jsou vSak nejdraz§imi z tenzidu.

Typickymi ptiklady jsou aminokyseliny, které Ize ziskat z ptirodnich materialii, nebo naopak
jsou syntetizovany uméle.

Jednim z ptikladu amfolytického tenzidu je Kokamidopropyl betain, ktery je vyobrazeny na
Obr. 8. Jedna se o velmi vyznamnou latku, kterd ma Siroké vyuziti predev§im v kosmetice.
Jednou z funkei je schopnost napomahat tvorbé pény v Samponech a zaroven pénu stabilizovat.
V kondicionérech a ostatni kosmetice je vyuzivana jako emulgator. Dale ma také hydratacni a
jemné dezinfek¢ni ucinky [22], [27], [28]. 5

/\/\/\/\/\)J\ T S N+/YO
/N

H

Obrazek 8: Priklad amfolitického tenzidu-Kokamidopropyl betain [29]

2.3.4.4 Neionické tenzidy

Neionické tenzidy obsahuji ve své struktufe hydrofilni skupiny, které v§ak ve vodé nedisociuji.
Tyto skupiny jsou vazany ptimo, nebo pies dalsi funkéni skupiny na hydrofilni ¢ast molekuly.
Rozpustnost tenzidii ve vodé nalezicich do této skupiny je dana pfitomnosti funkéni skupiny
v molekule, kterd méa k vod¢ vysokou afinitu. Ve vod¢ se rozpousti diky svym hydrata¢nim
vlastnostem. Hydrofobni ¢ast molekuly tvoii alkylovy fetézec, nebo alkylem substituovany
aromaticky uhlik.

V tomto pfipad¢ se jednd o nejvice zastoupenou a nejrozSifenéjSi skupinu povrchové
aktivnich latek, do které miZzeme tadit napt. Alifatické alkoholy, alkylfenoly, estery mastnych
kyselin a polymery. Nejsou vSak pfili§ stalymi tenzidy v silné kyselém a siln¢ alkalickém
prostiedi [22], [30].

0

/\/\/\/\/\)LHWDH
K/DH

Obrazek 9: Priklad neionického tenzidu-Kokamid diethanolamin (Cocamide DEA) [31]

2.3.5 Interakce tenzidu s polyelektrolyty

Vyzkumem interakce polyelektrolytu a opa¢né nabité¢ho tenzidu ve vodném roztoku se v
poslednich desetiletich zabyvalo mnoho védci. Timto zplisobem lze ptipravit hydrogely, které
jsou dnes vyuzivané hodné v primyslu, potravinaistvi a ve farmacii. Diky této kombinaci
ziskavaji hydrogely specidlni vlastnosti, naptiklad vylepSenou stabilitu a povrchovou aktivitu.
K interakci dochazi jiz pifi velmi malé koncentraci tenzidu. Je také dokézano, Ze se micely v
pfitomnosti polymeru tvofi jiz pfed dosaZenim kritické micelarni koncentrace. Vznik micel v
téchto komplexech se da vyuzit naptiklad k rozpusténi hydrofobnich latek v hydrogelu. Pro
klinické aplikace musi tyto hydrogely byt také biokompatibilni a biodegradabilni. Pro toto
pouziti se nabizi pravé hyaluronan, nebot’ ma tyto pozadované vlastnosti [32].
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2.3.6 Septonex

Karbethopendeciniumbromid (systematicky nazev) je ucinnou latkou antiseptickych a
dezinfekénich piipravka prodavanych prave pod znackou Septonex.

Jednd se o kvartérni amoniovou slouceninu pouzivanou v mediciné predevsim jako
antiseptikum a dezinfek¢ni latka. Pti béznych podminkéch je Septonex bily az nazloutly prasek,
ve vodném roztoku po protfepani péni. Da se dobie rozpustit ve vodé i ethanolu.

2.4 Reologie

2.4.1 Charakteristika reologie

Pocatky reologie sahaji do roku 1928, kdy byla zkouméana americkym fyzikem E. C.
Binghamem a jeho spolupracovniky. Jedna se o védni disciplinu, kterd popisuje tok hmoty a
deformaci. Jeji podstatou neni charakteristika hmotnostniho toku, ale vztahy mezi deformaci,
rychlosti jeji zmény a napétim. Nézev je tvoien z feckych slov ,,rhein® a ,,logos®, coz Ize ptelozit
jako nauka o toku. K popisu reologie se vyuziva modelu dvou planarnich paralelnich desek.
Spodni deska je staticka a je na ni nanesen vzorek kapaliny. Horni deska o ptesné definované
plose A je naopak pohybliva. Jeji pohyb vyvolava sila F a po celou dobu pohybu je v definované
vysce h. Viskozita vyvolana pohybem, ktery zptisobi posun desky, je popsdna Newtonovym
visk6éznim zékonem.

Obrazek 10: Vypocet smykového napéti a smykové rychlosti pomoci dvouvrstvého modelu se
smykovou plochou A, itkou mezery h, smykovou silou F a rychlosti v [33]

T
n=-
Y

Rovnice 1: Newtonlv zakon viskozity, kde T te¢né napéti a y smykova rychlost
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Tecné napéti 7 je definované jako népor, ktery piisobi v te¢ném sméru, vyvolany plsobici
silou F na danou plochu A. Smykova rychlost y je definovana jako podil konecné délky v (po
deformaci) a ptivodni délky & (pfed deformaci). Dal§imi matematickymi Gpravami lze ziskat
dalsi druhy viskozit [33], [34].

2.4.2 Rotacni testy

Rotacni testy s reometrem lze provadét v jednom ze dvou provoznich rezimt, které se lisi v
pfednastavenych parametrech. Prvni zptlisob je prezentovat rychlost pomoci rychlosti otaceni
nebo smykové rychlosti. To simuluje procesy, které jsou zavislé na rychlosti proudéni nebo
objemovém pritoku, jako je nandSeni natérd Stétcem nebo natért stiikdnim nebo proudénim
trubkou. Druhym zptsobem je pfednastaveni hnaci sily pomoci krouticiho momentu nebo
smykového napéti. Tyto testy simuluji aplikace zavislé na sile, jako je sila potfebna k zahdjeni
cerpani materialu v klidu, k vytlaovani tésnicich materidld z patrony, nebo pasta z
trubky. Pfevod to¢ivého momentu na smykové napéti a rychlost ota¢eni na smykovou rychlost
a naopak [33].

2.4.3 Newtonské kapaliny

Latky, které se chovaji podle newtonova viskozitniho zakona, se nazyvaji jako newtonské
kapaliny. Jedna se o Cisté kapaliny nebo velmi ziedéné roztoky nebo pro roztoky polymert o
nizkych molekulovych hmotnostech. Roztok vysokomolekularniho hyaluronanu se tak chova
pii extrémnich smykovych rychlostech, kdy se viskozita blizi nule pfip. nekonecnu (zaleZi na
velikosti smykové rychlosti). Pro newtonské kapaliny plati, Ze zvySovanim smykové rychlosti
linedrné roste teCné napcti. Zaroven plati nezavislost dynamické viskozity na smykové
rychlosti. Rychlost ristu deformace pti konstantnim te¢ném napéti je zavisla na viskozité [35].

2.4.4 Nenewtonské kapaliny

Vsechny ostatni tekutiny, které nesplituji tento idedlni tok, se nazyvaji nenewtonské. Tyto
tekutiny nedodrzuji Newtontv zékon viskozity. Je mozné je rozdé&lit do tii zakladnich skupin.
Tyto skupiny jsou pseudoplastické, diletantni a plastické. Pseudoplastické kapaliny vykazuji
obrovsky pokles ve viskozité v ptipad¢, kdy je smykova rychlost zvySena z nizkych hodnot do
vysokych. Pii ptisobeni urcité sily nebo tlaku, mize byt vice latky pfinuceno rizné téct nebo
naopak, musi byt vice energie redukovano k udrzeni pozadovaného toku. Do této skupiny patti
velké mnozZstvi dileZitych slouCenin. Patii zde emulze, suspenze nebo disperze, ptesnéji
roztoky a taveniny polymerti nebo rizna mydla. Diletantni kapaliny vykazuji zvySeni viskozity
kdykoli je zvySena smykova rychlost. Diletantni chovéani je mozné nalézt naptiklad ve vysoce
koncentrovanych suspenzich. Plastické kapaliny se popisuji stejn¢ jako pseudoplastické, ale
aby u téchto kapalin doslo k toku, je potfeba, aby doSlo k ptekroc¢eni prahového smykového
nap¢ti neboli meze toku. U téchto kapalin je potfeba dodat dostate¢né velkou silu zvenci, aby
doslo k ptekroceni pozadovaného bodu. Plastickymi kapalinami jsou naptiklad zubni pasty
nebo piirodni kaucukové polymery [35], [36].
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2.4.5 Meéreni reologickych vlastnosti hyaluronanu

Hyaluronan je zajimavy svymi unikétnimi mechanickymi vlastnostmi. Diky t€émto vlastnostem
je velmi atraktivni nejen pro l1ékare ¢i kosmetiky, ale je velmi oblibeny i v oblasti dalSich
vyzkumli u chemikii. Hyaluronan méa velmi vysokou viskozitu a vyznaCuje se svym
viskoelastickym chovanim 1 pfi malych koncentraci. Jak tedy tyto vlastnosti méfit a sledovat
zmeény pii riznych podnétech?

K méfeni specifickych vlastnosti hyaluronanu se vyuziva pravé obor reologie, nazyvana taky
jako mechanika tekutin a tcles. Zajimaji nas vlastnosti jako viskozita, a jeji proménlivost
v zavislosti na mechanickém zatizeni vzorku nebo napftiklad elasticita. Definice elasticity je
schopnost materidlu absorbovat mechanické Soky do své struktury, aniz by doslo k naruseni.
Viskozita ndm charakterizuje schopnost kapaliny téci, nebo jak je material ,,husty*.

Ptistrojem na méfeni reologickych vlastnosti materidlli se nazyva rota¢ni reometr. Tento
ptistroj je schopen vzorek hyaluronanu mechanicky deformovat otacenim rotujiciho senzoru o
rizné geometrii riznou rychlosti pfi riznych sildch. Mechanicky podnét mize byt vyvolan
oscilacnim pohybem senzoru s riznou intenzitou. Vysledkem rotace senzoru jsou informace
zejména o viskozité a tokovych vlastnostech hyaluronanu, naopak informaci o elasticité nam
poskytne oscilacni pohyb senzoru.

Vystupem rota¢nich testi muaze byt zaznam viskozity v zavislosti na intenzité otacenim
senzoru, jednd o tzv. tokovou kiivku. Tekutiny, u nichz se viskozita neméni se nazyvaji
newtonské. V ptipad¢ hyaluronanu vSak vykazuji chovani nenewtonskych kapalin, kdy se
viskozita je zprvu konstantni a vysoka pfi velmi nizkych zatézi a po zvyseni viskozita rychle
klesa.

Tyto vlastnosti hyaluronanu se vyuzivaji pro o¢ni kapky, které jsou schopné ziistat déle na
povrchu oka a po mrknuti se dobte roztiraji po celém povrchu. To tedy zajisti i¢inné plisobeni
1é¢ivého piipravku a jeho distribuci na povrchu oka [37].

Obrazek 11: Reometr ARG2
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V roce 1934 Karl Meyer a John Palmer objevili polysacharid s extrémné vysokou molekulovou
hmotnosti, ktery byl izolovany ze sklivce oka skotu. Jednalo se o kyselinu hyaluronovou, ktera
byla déale v obdobi mezi lety 1948-1951 nékolika chemiky zkoumdana a béhem druhé poloviny
stoleti byla kyselina hyaluronové objevena i v dalSich tkanich a tekutinach u zvitat i lidi. Bylo
zjisténo, ze je velmi vhodna pro klinické aplikace, piedevSim pro oc¢ni chirurgii, 1écbu
onemocnénych kloubt a také pro estetickou medicinu. Lékarské studie kyseliny hyaluronové
zahrnuji hlavni roli v oblasti hojeni ran, embryogenezi, rozvoj imunitni odpovédi,
onkologickych a infekcnich chorobach, procesech starnuti [38]. Dalsi vlastnosti kyseliny
hyaluronové je velmi dobrd kompatibilita a biologickd odbouratelnost. Dale ma schopnost
rozpoznavat specifické receptory, které jsou nadmérné exprimovany na povrchu nadorovych
bunck, tyto Iéky tak mohou byt cileny pfesné na né. Kyselina hyaluronova proto ptitahovala
velkou pozornost jako vehiculum, které slouzi pfedev§im pro snadnéjsi pfipravu ¢i podavani
1éciv [39].

V piipad¢ interakci hyaluronan—tenzid se jednd o systémy, které je mozno vyuzit také
k ptenosu 1éc€iv, a to diky schopnosti rozpusténi hydrofobni latky, v naSem piipadé 1écCiva,
v tenzidu a s pomoci hyaluronanu dopravit na pozadované misto u¢inku. V ptipad¢ komplexi
hyaluronan—tenzid se jedna o systémy, u kterych studie prokdzala, Ze maji rtizné ucinky na
ruzné typy lidskych bunék. HyA pfedstavuje uzZite¢ny modulator, predev§im se Septonexem
nebo CTAB, cytotoxického ucinku na riznych trovnich. Potencialni aplikace pro tyto
komplexy zahrnuji systémy praveé pro dodani 1é€iv ¢i nukleovych kyselin, nosice barviv nebo
pro vyrobu kosmetiky [40].

Piivodné se o interakce mezi hyaluronanem a kationaktivnim tenzidem podrobné zabyval
Kyrre Thalberg a Bjorn Lindman a to hnedka z n¢kolika moZnych hledisek [41]. Tato prace
zkouma interakce mezi hyaluronanem ve formé sodné soli s alkyltrimethylamonium bromidy,
pomoci metody fazové separace, NMR vlastni diflize, vodivosti a solubilizace barviv.
Vysledkem poukazuji na moZnou vazbu povrchové aktivni latky na hyaluronan, jediné
v ptipad¢ tenzidu s deseti nebo vice uhliky v alkylovém fetézci.

3.1 Prace na téma interakce hyaluronan-tenzid

V dizertacni praci Ing. Tereza Halasova [42] zkoumala interakce hyaluronanu a amfifilnich
molekul. Tato prace se snazi pfispét k vyvoji cilenych nosict 1é¢iv zkoumanim jednoho
z vyuzitelnych systémiti. Soucésti je nejen vyzkum interakci hyaluronanu a rtiznych amfifilnich
molekul pomoci metody fluorescen¢ni sondy ale 1 vyzkum kondenzovanych fazi, vznikajicich
na zaklad€ interakce mezi hyaluronanem a opacné nabitym tenzidem. Vénovand pozornost
témto nosicim léciv, byla zejména proto, ze maji fadu vyhod, jako napiiklad postupné
uvolnovani latky. Vysledkem této prace byl fakt, ktery poukazuje na to, Ze po ptidavku
hyaluronanu do roztoku tenzidu dojde k pfekrotné interakci mezi obéma komponentami a také
k tvorbé dalSich agregatti, které difunduji pomaleji nez volné natazeny samostatny fetézec.
S ¢asem vSak dochazi k rovnomérnéjSimu rozdéleni tenzidovych molekul podél fetézce. Diky
reologickym testim pak byly zjisténé mechanické a tokové vlastnosti gelii a na zakladé toho
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uréené, ze se jedna o viskoelastcké kapaliny. Vlastnosti téchto viskoelastickych kapalin jsou
pak do jist¢ miry laditelné a Ize je ovlivnit hlavné pouzitou molekulovou hmotnosti
hyaluronanu. Cim vys§i totiz bude, tim bude ve vysledné kondenzované fazi posilen jeji
elasticky charakter na ukor viskozity. To znamena, Ze pii pouziti delSiho fetézce HyA vzniklé
»gely htife teCou, ale jejich mechanicka odolnost je vyssi.

V bakalarské praci Milan Herzog [43] zkoumal interakce mezi tenzidem a negativné
nabitym bioplomyrem hyaluronanem sodnym. Zvoleny byly dva kationické tenzidy:
cetyltrimethylammonium bromid (CTAB) a tetradecyltrimethylammonium bromid (TTAB).
Pro studium téchto interakci byla zvolena dynamicka tenziometrickd metoda — metoda
maximalniho tlaku v bublin€. Vliv konstantniho pfidavku hyaluronanu byl sledovan o dvou
molekulovych hmotnostech, a to 90 a 1400 kDa na zménu hodnoty povrchového napéti pii
zvySovani doby zivota bubliny. Ziskané vysledky o interakci hyaluronan-tenzid slouzily
k popisu dynamického chovani tenzida a také v oblasti distribuce 1éCiv.

Jedna z publikaci Krouské J., Pekare M. a Kluc¢akové M. [44] z roku 2017 se zabyva
studiem interakci mezi hyaluronanem a kationovymi povrchové aktivnimi latkami. Byla
studovana termodynamika tvorby micel kationtovych povrchové aktivnich latek
tetradecyltrimethylamoniumbromidu (TTAB) a cetyltrimethylamoniumbromidu (CTAB) s
pfidavkem hyaluronanu se dvéma molekulovymi hmotnostmi ve vodném roztoku pomoci
titracni kalorimetrie. Makroskopicka separace fazi, ktera byla detekovana kalorimetricky a také
vodometricky, nastava v ptipad¢€, kdyz jsou ndboje na povrchové aktivni latce a hyaluronanu
vyvazené. V pripad¢ turbidimetrie a potenciometrie vSak ukazaly interakce hyaluronan-tenzid
pii velmi nizkych koncentraci povrchové aktivnich latek. Pozorované rozdily mezi t€mito
systémy ptipravenymi s CTAB a TTAB ukazuji, Ze kromé elektrostatickych interakci, které
pravdépodobné pievazuji, hraji hydrofobni ulinky také vyznamnou roli v interakcich
hyaluronanu s kationtovymi povrchové aktivnimi latkami.

U dalsi publikace se Kargerova A. s Pekafem M. [45] zabyvali ultrazvukovou studii
interakci hyaluronanu se Septonexem, jako jeden ze zastupct farmaceutického kationtového
surfaktantu. Interakce mezi hyaluronanem a kationtovou povrchové aktivni latkou byly
studovany za pouziti ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozlisenim. Ve vodném roztoku
byly identifikovany ¢tyfi rGzné oblasti interakce v uzkém intervalu koncentraci povrchové
aktivnich latek. Naproti tomu v 0,15 mol/l roztoku NaCl byly pozorovany pouze dv€ hlavni
oblasti. Hyaluronan-Septonex agregaty byly obecné méné stlacitelné nez monomery Septonexu
nebo micely a jejich tvorba ve vodé nebyla vyznamné ovlivnéna molekulovou hmotnosti
hyaluronanu. V pfitomnosti NaCl byl vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu hlubsi, coz lze
pfipsat jeho konformacni citlivost na iontovou silu v kombinaci s jeho tlohou jako protiont
povrchové aktivniho €inidla. Interakce s hyaluronanem-Septonexem byly blize interakcim s
CTAB nez s TTAB. Rozdily ve struktufe nebo Krafftové teploté (rozpustnost) mezi
Septonexem a CTAB se tedy v té€chto interakcich vyznamné neodrazily. V této praci byly také
stanoveny zakladni charakteristiky povrchové aktivniho ¢inidla Septonex.

3.2 Prace s riznymi molekulovymi hmotnostmi HyA

Charakterizace hyaluronanu a jeho interakce s tenzidy byla zkoumdana ultrazvukovou
spektroskopii a densitometrii v dizertacni praci z roku 2014 [46]. Autorka prace Ing. Andrea
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Kargerova se zaméfila na fyzikalné-chemické interakce hyaluronanu o molekulové hmotnosti
od 10 do 1750 kDa s kationickymi tenzidy. Prace se zaméiuje se na studium kritické micelarni
(CMC) a agregacni (CAC) koncentrace tenzidl v pfitomnosti a nepfitomnosti hyaluronanu o
ruzné molekulové hmotnosti. V namétfenych a ziskanych datech 1ze pozorovat vyznamné zlomy
v ultrazvukové rychlosti, které nam ve vysledku ukazuji zmény v systému hyaluronan-tenzid.

Diplomovéa prace Be. Jana Trtka [47] zkoumd interakce hyaluronanu o rdznych
molekulovych hmotnosti se zvolenym tenzidem CAE. VSechna méteni v této diplomové praci
se provadélo ve vodném prostiedi a v prostiedi 0,15 M NaCl. Urceni molekulové hmotnosti
povrchové aktivni latky bylo provadéno technikou SEC-MALS—dRI. Naopak pro uréeni
kritické micelarni koncentrace byly zvoleny techniky ultrazvukové spektroskopie s vysokym
rozliSenim a jako doplitkova metoda byla zvolena technika tenziometrie.

Dalsi praci, ktera se zajima o tuto problematiku je dizertacni prace Ing. Jitky Krouské [48].
V této préaci zkoumala vliv hyaluronanu na micelizaci tenzidi riznymi fyzikalné-chemickymi
metodami. Pro tuto praci byly zvoleny dva kationaktivni tenzidy, a to
tetradecyltrimethylammonium bromid (TTAB) a cetyltrimethylammonium bromid (CTAB).
Dale je sledovan vliv rizné molekulové hmotnosti pouzitého hyaluronanu a délka alkylového
fetézce tenzidu. Vysledkem jsou hodnoty kritické micelarni nebo agregacni koncentrace
tenzidu. V neposledni tad¢, tak jako v predeslych pracich, se diskutuje vyuziti agregati jako
mozné nosice pro cilenou distribuci 1é¢iv.

Tato moje bakalaiska prace lehce navazuje na praci diplomovou, kde se Kamila VaSickova
[49] zamé&fuje na interakci smési hyaluronanti o rizné molekulové hmotnosti s tenzidem CTAB.
V této praci byly zkoumany systémy o dvou molekulovych hmotnosti hyaluronanti 17 kDa a
1,4 MDa s kationativnim tenzidem CTAB s hydrofobnim barvivem. Pfi interakci vznikaly
¢astice podobné¢ kulickam, které mély razné velikosti a plavaly v roztoku. Celd tato diplomova
prace se zabyva charakterizaci podminek, za kterych tyto Castice vznikaji, konkrétné za jakych
koncentraci CTAB s pouZzitim riznych iontovych sily.

3.3 Prace vytvorené mimo VUT Fakultu chemickou

Mimo fakultu byly sepsany dalsi prace a ¢lanky, které se zabyvaji podobnou problematikou.
Jednou z praci se zabyvali Nicolas Duceppe a Maryam Tabrizian [50]. Byly zkoumany
faktory ovliviujici u€innost transfekce nanocastic chitosanu a kyseliny hyaluronové s velmi
nizkou molekulovou hmotnosti. Tato prace popisuje nanocastice vyrobené z kyseliny
hyaluronové jako novych potencialnich nosi¢li pro dodévani genii. Molekulové hmotnosti HA
byly cilené ménény pro ziskani €astic v rozmezi 100nm. Ve vysledku byla pouzita molekulova
hmotnost HA 64 kDa v poméru 1:4 s chitosanem s molekulovou hmotnosti 5 kDa. Snimky
nanocastic pofizené v suchych podminkach ukdzaly sférické céstice. Optimalni pH pro
trasfekci se pohybovalo od 6,4 do 6,8 pro 0,25 pg plazmidu na jamku s inkubacni dobou 4
hodiny. Za pouziti v téchto podminek se transferovalo 1 % bunék ve srovnanim s 0,7 %
ziskanymi pro DNA za stejnych podminek. Ve vysledku lze fici, Ze tato vysoka transfekcni
hustotou HA fetézce pro snadné uvolnéni DNA, coz ¢ini vhodny systém pro cilené dodavani
gendl.
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Ve své praci Ucinek riiznych molekulovych hmotnosti hyaluronanu na fyziologii fagocytii
[51] se Mgr. Daniela Viackova, PhD. zabyvala studiem G¢inkl vysoce ¢isténého HA o presné
definované molekulové hmotnosti, které¢ byly testovany na mySich peritonealnich a plicnich
makrofagovych bunécnych liniich. Dalsi ¢ast této prace byla zaméfena na hodnoceni u¢inki
riznych molekulovych hmotnosti HA na oxidativni vzplanuti lidskych fagocyti. Aktivace
lidskych krevnich fagocytd HA o rizné molekulové hmotnosti byla detekovana na zakladé
produkce reaktivnich kyslikovych metabolitii, v pfitomnosti nebo neptitomnosti lidského
sérového albuminu nebo kolagenu pomoci metody s luminolem zesilené chemiluminiscence.
Ve vysledku této prace bylo zjisténi, ze v ptipadé HA o riznych molekulovych hmotnostech,
nema nijak vyrazny vliv na zivotnost bun¢k. VSechny testované molekulové hmotnosti HA,
vSak vétSinou zvysily spontanni produkci reaktivnich kyslikovych metaboliti nezavisle na
prostiedi, ve kterém byly vzorky inkubovany.

V bakalaiské praci, kterd byla publikovana na Univerzité¢ v Pardubicich, se Eva Prikopova
[52] vénovala spolu se syntézou derivatu kyseliny hyaluronové pomoci anhydridu kyseliny
hexanové i studiu vlivu molekulové hmotnosti toho derivatu na jeho fyzikalné chemické
vlastnosti pomoci vybranych analytickych metod.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Cil prace

Cilem mé bakalatské prace bylo pfipravit fyzikalni gely kombinaci roztoku tenzidu a
hyaluronanu. Tyto gely namichat v riznych pomérech hyaluronant pti rozdilné molekulové
hmotnosti a Septonexu. Na zakladé riznych experimentii jednotlivé pfipravené fyzikalni gely
charakterizovat, a nakonec podrobit reologickému méfeni. Na zaver porovnat vlastnosti gelt
s gely vytvofenymi s jinym tenzidem (CTAB) a zhodnotit pouzitelnost ¢i aplikovatelnost téchto
systémi pro farmacii.

4.2 Pouzité chemikalie

Hyaluronan HyA My=(15-30) kDa CPN spol. s. r. 0., Sarze 213-6481
HyA M;,=(80-130) kDa CPN spol. s. r. 0., Sarze 260315-E2
HyA M;=(1500-1750) kDa CPN spol. s. r. 0., Sarze 160218-E1

Tenzidy Septonex, karbethopendecinium bromid, CAS: 511SEP003
)

/I\;\ Br

CTAB, hexadecyltrimethylammonium bromid,
CAS: H5882-IKG

(;;H3 Br-
H3C(H2C)15—N*-CHg
CHs
Hydrofobni barvivo Olejova cerven, oil red, 1-(2,5-dimethyl-4-/2,5-dimethylfenyl

(fenyldiazenyl)azonaftalen-2-olu, CAS: 09755-1006

DLW
N N
OH

Rozpoustédla Aceton

Ostatni NaCl, chlorid sodny, ethanol
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4.3 Pouzité metody

4.3.1 Priprava vzorku
4.3.1.1 Interakce nizkomolekularni i vysokomolekuldrni HyA s tenzidem

Byl pfipraven zasobni roztok tenzidu o koncentraci 200 mmol/l. Jako vhodny tenzid pro
zkoumani interakci s nizkomolekularni a vysokomolekularni HyA byl zvolen Septonex. Dale
byly namichany 2% zésobni roztoky HyA s molekulovou hmotnosti 15-30 kDa, 80-130 kDa a
1500-1750 kDa. VSechny zasobni roztoky byly minimaln€ pfes noc ponechany na michacce
pro dikladné rozpusténi a rozmichani vSech roztoki. Po ptipravé zasobnich roztoki z nich byly
namichané jednotlivé smési, ve kterych byl vzdy pouzity Septonex v objemu 3 ml a pro dalsi 3
ml 2% HyA se vSemi molekulovymi hmotnostmi. Jednotlivé namichané vzorky byly
ponechédny pfes noc na michacce a byl pozorovan vznikajici hydrogel. Zasobni roztoky byly
vyfotografovany.

4.3.1.2 Interakce smési Hya s tenzidem

Byly pouzity zasobni roztoky 2% HyA, které byly namichany pfi prvnim experimentu. Pro
smési vSech vzorkil byly pouZity zasobni roztoky 2% HyA s molekulovou hmotnosti 15-
30 kDa, 80-130 kDa a 1500-1750 kDa, kter¢ byly smichany se zasobnim roztokem Septonexu.
Septonex byl do vzorku napipetovan v objemu 3 ml, zbylé 3 ml vzorku byly napipetovany a
namichany v riznych pomérech. Poméry byly nasledujici: 50:50, 70:30, 30:70. Pii michani byl
pii vSech vzorcich pouzit vysokomolekularni HyA, ktery byl doplnén HyA s nizkou nebo
sttedni molekulovou hmotnosti.

Tabulka 1: Hodnoty objem jednotlivych HyA pfi pfipraveé vzorki

50:50 70:30 30:70

15-30 kDa 1,5 ml 2,1 ml 0,9 ml
1500-1750 kDa 1,5 ml 0,9 ml 2,1 ml
80-130 kDa 1,5 ml 2,1 ml 0,9 ml
1500-1750 kDa 1,5 ml 0,9 ml 2,1 ml

Po napipetovani jednotlivych objemt pfislusSnych poméri do vzorkl byly roztoky fadné
zhomogenizovany a do druhého dne ponechény na michacce. Vzorky byly nasledné popsany a
vyfotografovany.

4.3.1.3 Interakce bez vnéjsiho zasahu

Pti tomto experimentu byl postup pfipravy stejny, jako pfi interakci smési HyA s tenzidem.
Podrobny popis je sepsan v odstavci 3.2.1.2. Jedinym rozdilem bylo, ze pii piipravé nebyl
pouzit zadny mechanicky zisah. Vzorky tedy nebyly dokonale zhomogenizovany ani
ponechany na michacce. Behem nasledujicich hodin byly vzorky vyfotografovéany.

4.3.1.4 Zahf¥ivani, vysuSovani, ultrazvuk a michdni vzorkii

Pro tento experiment byly pouzity vzorky, které jsem si pfipravila jiz diive pro sledovani
interakci HyA a Septonexu bez vnéjsiho zasahu. Pro dalsi pokusy byly vzorky ponechany na
michacce alesponi 12 hodin. Z fady namichanych vzorki byly dva ponechdny v susarné na 50
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°C po dobu 24 hodin. Tyto vzorky byly poté vyfotografovany. Dalsi dva vzorky z fady roztokl
byly umistény do ultrazvukové 1azné pii 30 °C po dobu 3 hodin a nasledné popsany. Posledni
dva vzorky z fady roztoki byly michdny s riiznou intenzitou na michacce, vortexu a pii
pozorovani byly zapisovany zmény. Vzorky byly nésledné vyfotografovany.

4.3.1.5 Stabilita v NaCl a EtOH

Byly ptipraveny vzorky HyA se Septonexem suchou cestou. Pfi pfipravé byly jednotlivé

navazeny, predem vypocitané navazky HyA spolu se Septonexem a chemikélie byly dobie
zhomogenizovany.

Tabulka 2: Hodnoty navazek jednotlivych praskti HyA a Septonexu

50:50 70:30 30:70
15-30 kDa 0,0317 g 0,0454 g 0,0194 g
1500-1750 kDa 0,0357 g 0,0184 g 0,0422 g
Septonex 0,2503 g 0,2533 ¢ 0,2690 g

80-130 kDa 0,0294 g 0,0395 g 0,0194 g
1500-1750 kDa 0,0324 g 0,0186 g 0,0431 g
Septonex 0,2620 g 0,2699 g 0,2518 g

Po zhomogenizovéni jednotlivych praskl byl pfidan do vialky roztok NaCl o koncentraci
0,15 M v objemu 6 ml. Tyto vzorky byly ponechany na michacce po dobu 24 hodin a ptipraveny
tak pro dal$i experiment. Po pfipravé téchto vzorkli jsem pozorovala stabilitu vzniklého gelu
v NaCl a EtOH. Jako nejdiive bylo ze 4 roztokii ve vialkach odlité veskeré mnoZzstvi NaCl a
nasledné dolito novym NaCl o stejné, plivodni koncentraci. Byly pozorovany a popsadny zmény
gelu v Cerstvém NaCl a vzorky vyfotografovany.

U zbylych 2 vzorki byla pozorovana stabilita v EtOH, tak, Ze byl do vialky s gely, byl pfidan
1 ml ethanolu. Byly pozorovany zmény a vzorky nésledné vyfotografovany.

4.3.1.6 Difuze barviva pii interakci gelit o riizné molekulové hmotnosti

Byly pfipraveny 4 vzorky vysokomolekularniho hydrogelu napipetovanim ptiblizné 3 ml 1500-
1750 kDa 2% HyA z ptipraveného zasobniho roztoku v pfedchozim experimentu a 3 ml
Septonexu ze zasobniho roztoku. Tyto 4 vzorky byly ponechdny na michaéce po dobu 24 hodin.

Dale byl piipraveny zasobni roztok olejové Servend o koncentraci 5-10° M. Navazka olejové
cerven¢ o hmotnosti 0,1221 g byla pfevedena do zédsobni lahve o velikosti 100 ml a byla
doplnéna 60 ml Acetonem. Barvivo srozpoustédlem bylo dokonale zhomogenizovéno.
Ptipraveny roztok s olejovou Cerveni byl napipetovan do vialek po 60 pul, aby byla vysledna
koncentrace 5-10°° M, tak jako v zasobnim roztoku. Z barviva byl odpaten aceton po dobu 1
dne. Po odpafeni rozpoustédla zlstalo ve vialce pouze barvivo, ke kterému byl napipetovan
Septonex o objemu 3 ml. Tyto vzorky byly umisténé do ultrazvukové lazné na 15 min s teplotou
30 °C pro dokonalou solubilizaci barviva do zdsobniho roztoku tenzidu. Nakonec byla do
vzorkl napipetovana smés HyA v pomérech 70:30 a 30:70, kdy prvni dil HyA vzdy odpovidal
molekulové hmotnosti o 15-30 kDa a druhy dil odpovidal HyA o molekulové hmotnosti 1500-
1750 kDa. Tyto vzorky byly ponechdny na michacce po dobu minimalné 24 hodin a spolu
s neobarvenymi vzorky nésledné vyfotografovany.
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Obrazek 12: Pripravené neobarvené gely z vysokomolekularni HyA a obarvené gely olejovou
Cerveni o konc. 5-10°%M s riiznymi poméry HyA

Vzniklé gely byly na sebe navrstveny do zkumavek tak, ze vzdy obarveny gel olejovou
¢erveni byl uprostfed mezi vrstvami vysokomolekularnich gelti. Byla pozorovana difundace
obarvenych geli do gelli neobarvenych. Veskeré zmény byly zaznamenavany a zkumavky po
casovém intervalu jednoho tydne fotografovany.

4.3.1.7 Reologie

Byly pfipraveny 2 zasobni roztoky tenzidd. Prvnim byl zasobni roztok Septonexu o koncentraci
200 mmol/l, ktery byl pfipraven smichanim 100 ml 0,15 M NaCl s navazkou 8,45 g prasku
Septonexu a druhy byl zasobni roztok CTAB o stejné koncentraci, ktery vznikl smichanim 100
ml 0,15 M NaCl spolu s navazkou 7,29 g prasku CTAB. Déle byly ptipraveny zasobni roztoky
2% HyA s molekulovou hmotnosti 15-30 kDa a 1500-1750 kDa. Tyto v§echny z4sobni roztoky
byly umistény na michacku a po dobu 24 hodin intenzivné michény.

Pomoci téchto zasobnich roztokli byly namichané vzorky vzdy o pfesném objemu
jednotlivych zasobnich roztokil zaznamenané do tabulky 3 a 4 a nasledné vyfotografovany.

Tabulka 3: Hodnoty objemt1 jednotlivych HyA pfi ptiprave vzorki se Septonexem

1 2 3 4 5
Pomér HyA 50:50 30:70 70:30
Nizkomolekularni 3 ml - 1,5 ml 0,9 ml 2,1 ml
Vysokomolekularni - 3 ml 1,5 ml 2,1 ml 0,9 ml
Septonex 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml
Tabulka 4: Hodnoty objemu jednotlivych HyA pfi ptipravé vzorki s CTAB
1 2 3 4 5
Pomér HyA 50:50 30:70 70:30
Nizkomolekularni 3 ml - 1,5 ml 0,9 ml 2,1 ml
Vysokomolekularni - 3ml 1,5 ml 2,1 ml 0,9 ml
CTAB 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml




Obrazek 13: Jednotlivé vzorky ze zasobnich roztokl Septonexu a CTAB pro reologické méfeni

Veskeré namichané vzorky byly podrobeny reologickému méfeni.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Interakce nizkomolekularni i vysokomolekularni HyA s tenzidem

Na Obr. 14 jsou vyfotografované zasobni roztoky 2% HyA a Septonexu v roztoku NaCl, které
byly dale pouZity pfi experimentu, ze kterého vznikal hydrogel. Vzorky vznikly michanim
jednotlivych HyA a Septonexu a to vzdy v poméru 1:1 ve vysledném poméru 6 ml.

Zasobni roztoky HyA maji odliSné molekulové hmotnost (15-30kDa, 80-130kDa a 1500-
1700kDa).

Obrazek 14: Jednotlivé zasobni roztoky 2% HyA o rizné molekulové hmotnosti a zasobni roztok
Septonexu o koncentraci 200mmol/l

5.2 Interakce smési HyA s tenzidem

Pti interakci smési HyA s tenzidem byl pozorovan vznik hydrogelu. Tyto hydrogely vznikaly
michanim riznych pomérd 2% HyA ze zésobnich roztokdi o rGznych molekulovych
hmotnostech. Vznikaly jasné viditelné ¢astice riznych tvard, které se pohybovaly na dn¢ vialky
v roztoku. Veskeré vzorky, které vznikly touto interakci, jsou vyobrazeny na Obr. 15.

Na pohled je zfejmé, Ze se ¢astice 1i8i nejen svym tvarem ale i svoji velikosti. Tyto odliSnosti
jsou zaloZeny na zavislosti riznych pomérii vysokomolekularni a nizkomolekularni HyA pfi
michani téchto vzorkdi. Smichanim vysokomolekularni a nizkomolekularni HyA v poméru
70:30, kde byla pievazné zastoupend HyA o molekulové hmotnosti 15-30 kDa, vznikaly
castice, které¢ mély dle mého odhadu nejmensi priimér a pii pokusu o homogenizaci téchto
Castic Sli tak nejlépe rozmichat do roztoku. Naopak u opacného poméru 30:70, pii pfevazném
zastoupeni HyA o molekulové hmotnosti 1500-1750 kDa, vznikaly céstice s nejvetSim
primérem, které zaujmuly nejvetsi plochu na dné roztoku, oproti vzorklim s jinymi pomery. Pfi
snaze o rozbiti Castic s vét§Sim pomérem to nebylo snadné, avSak pfi intenzivnim michani a
tfepani se Castice rozbiji na ¢astice o mensim poloméru.

V piipad¢ interakei sttedné molekuldrni s vysokomolekularni HyA se ¢astice zacinaji slévat
do jedné vrstvy, ktera je usazena na dné vialky. Neni tedy mozné dokonale rozeznat jednotlivé
castice pouhym okem. Pfi vétsi frekvenci michani se ¢astice postupné uvoliiuji v malé mife, ale
predevsim se vrstva gelu odlepi ode dna vialky a zaujme tvar velké hydrogelové kulicky.
Castice vytvorené z jednotlivych HyA 30:70, kde je ve vétsing zastoupeny stfednd molekulovy
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HyA, oproti vysokomolekulovému, maji uvolnéné ¢astice, pti snaze o rozbiti, nejmensi prameér.
Naopak u poméru 70:30, ktery obsahuje vice vysokomolekuldrni HyA, nejsou jednotlivé,
uvolnéné Castice prili§ viditelné. Nelze tedy s jistotou fici, zda tyto uvolnéné ¢astice maji vetsi
pramér, jsou vSak mén¢ ochotny homogenizovat.

Castice, které se tvoii v jednotlivych vzorcich, by se daly piifadit ke tvaru kuli¢ky, nebo
perlicky. VE&fim, ze by mohly zaujmout i jiné tvary, ale vlivem stalého michani, pfi stejnych
otackach, dochazi ke tvorbé Castic, pravé podobné pecickam ¢i kulickam.

Obrazek 15: Rada vzork(, které byly piipraveny michanim réiznych poméras HyA ze zasobnich
roztokd spolu se Septonexem o koncentraci 200 mmol/l
Prvni tfi vialky obsahuji 2% HyA s molekulovou hmotnosti 15-30 kDa s 1500-1750 kDa
Dalsi tii vialky obsahuji 2 % HyA s molekulovou hmotnosti 80-130 kDa a 1500-1750 kDa

5.3 Interakce bez vnéjsiho zasahu

Na Obr. 16 je mozné vidét experimentalni fadu, které byly piipravené ze zadsobnich roztokut pti
riznych pomérech a zarovén z rtiznych molekulovych hmotnosti 2% HyA se zdsobnim
roztokem Septonexu 200mmol/l. Po napipetovani pfesnych dili roztoki do kone¢ného objemu
6 ml byly tyto vzorky vytografovany. Je tedy mozné pozorovat vznikajici gel jesté pred
umisténim na michacku ¢i jiného mechanického zasahu. Tyto jednotlivé vzorky jsou lehce
zakalené a vysokomolekularni hyaluronan s molekulovou hmotnosti 1500-1750 kDa se usazuje
na dné vialky. Vznikajici hydrogel se tedy pohybuje u dna ve vzorku a tvarem pfipomina
nepravidelné Castice.

Obrazek 16: Rada vzorkii se smési 2% HyA a Septonexu bez mechanického zasahu
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5.4 Zahtivani, vysuSovani, ultrazvuk a michani vzorku

Vzorky s hydrogelem ptipravené pro experiment bez vnéjsiho zasahu, byly ndsledné ponechany
24 hodin na michacce a pouzity pro dalsi experimenty. Jako prvni byly 2 vzorky umistény do
susarny pti 50 °C po dobu 24 hodin. Vzorky po vytazeni ze susarny zménily viskozitu a staly
se tak vice tekutymi. U téchto stejnych vzorki byla slita kapalina nad hydrogelem a znova
umistény do susarny pfi stejnych podminkéch. Tyto vzorky byly v susarné ponechany dalsich
24 hodin a po vytazeni popsdny. Na dn¢ vialky, kde byl ptivodné hydrogel, vznikala vrstva
¢astecné popraskaného xerogelu, ktery se po pridani roztoku opét zménil na hydrogel.

Pti zahtivani dalsi 2 vzorki se roztoky zakoncentrovali a spolu s tim vznikal i méné tekouci
gel. Tyto vlastnosti mél gel i po zchlazeni roztoku.

Dalsi 2 vzorky poslouzily k experimentu v ultrazvukové 1azni pti 30 °C po dobu 3 hodin, po
ktera byly vloZzeny na michacku, kde se alespon po dobu 12 hodin michaly a homogenizovaly.
Po vytazeni vzorkli z michacky byly roztoky vyfotografovany. Na Obr. 17 je mozné vidét
vznikajici Castice, které byly rozbity prave diky ultrazvuku a intenzivniho michani.

Obrazek 17: Vzorky hydrogelt po 24 hodin v susarné pti
50 °C a vzorek po intenzivnim michani na michacce

5.5 Stabilita gelu v NaCl a EtOH

Na Obr. 18 je na dné vialky mozné vidét gel, ktery vznikl smichanim zasobniho roztoku 2%
HyA a Septonexu po 24 hodin na michacce. Nasledné byla oznacena vySka hladiny, vznikly
roztok nad gelem byl slit do kadinky a vzorky vyfotografovany. Jako dalsi bylo na vznikly gel
nalit novy roztok NaCl po oznacenou risku a vzorek byl ponechdn 24 hodin na michac¢ce. Dalsi
den byly pozorovany zmény gelu v ¢erstvém roztoku NaCl. Stabilita vzniklého gelu v Cerstvém
roztoku nebyla nijak zvlast ovlivnéna. Mnozstvi gelu odpovidalo objemu pted i po piidani
Cerstvého NaCl. Jedind viditelnd zména byla v tuhosti gelu. V pfipadé gelu, ke kterému byl
pridan novy roztok NaCl a byl michan po dobu 24 hodin, byl tuzsi a vice se trhal. Gely jsem
pozorovala pouhym okem a na gel, ktery byl smichan s ¢erstvym roztokem NaCl bylo potieba
vynaloZit méné sily k tomu, aby doslo k rozthnuti ¢i oddéleni menSich ¢astic pomoci pinzety.
V dalsi vialce byla provedena zkousSka stability gelu v roztoku ethanolu. Nejdfive byla
oznacena hladina roztoku a roztok nad gelem byl slit. Dale byl doplnén ethanol po vyznacenou
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risku a béhem chvilky se hydrogel srazil a z prihledného gelu byly vytvofeny bilé sraZeniny.
Tyto srazeniny byly velmi tuhé a viskozitou nepfipominaly gel ani trosku. V ptipadé snahy o
oddéleni Casti srazeniny se naopak hmota velmi tahla.

— P .I‘.

Obrazek 18: Vzorky oznacené Al, A2, A3 pfi experimentu po odliti veSkerého roztoku nad gelem a
vzorek B1 pfi experimentu srazeni s EtOH

5.6 Difuze barviva pfi interakci gelii o riizné molekulové hmotnosti

Pfi tomto experimentu byla pozorovéana difuze barviva v obarveném gelu olejovou Cerveni,
ktery byl pfipraven smichanim Septonexu a 2% HyA pii poméru 70:30, kde byla pievazné
zastoupena molekulovd hmotnost 1500-1750 kDa a zbytek zastoupené molekulové hmotnosti
15-30 kDa. Ciry gel byl ptipraven pouze z molekulové hmotnosti 1500-1750 kDa. V prvni &asti
Obr. 19 je mozné vidét, jak byly jednotlivé gely na sebe navrstveny do zkumavky o priméru
0,9 cm, kdy pfiblizna hodnota tloustky vrstvy obarveného gelu byla 1,5 cm a celkova vyska
vSech geli 5 cm. Zkumavku byla umisténa do stojanu a po dobu péti tydnii probihala samovolna
difuze. Tato zkumavka byla kazdy tyden fotografovana a byly pozorovany jeji zmény, které je
mozné vidét na dalSich ¢astech fotografie.

Obrazek 19: Zkumavka pfi zkoumani schopnosti difundace jednotlivych
geli fotografovana kazdy tyden v pribéhu 5ti tydni.

Jak je mozné vidét na prvni fotografii, potizené v 1. tydnu, ihned po pieneseni gelti do
zkumavky, rozhrani mezi jednotlivymi gely bylo velmi dobfe viditelné. Nezadoucim vlivem
byl vSak fakt, ze pii davkovani jednotlivych gelti do zkumavky, vznikaly vzduchové bubliny,
které mohly experiment znehodnotit a mit tak negativni dopad na difuzi. Jelikoz se jednd o
experiment, ktery mizeme zhodnotit pouze vlastnim okem, bez jakéhokoliv méicni, je z
fotografii pofizenych v dalSich tydnech jasné, Ze barvivo difundovalo do vysokomolekularniho
bezbarvého gelu. K tomuto déji mohly ptispét prave vzniklé bubliny, které mohly mit tendenci
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vzlina k povrchu a tim tak promichat jednotlivé gely. Dalsi moznost, jak vysvétlil déj ve
zkumavce, mohla byt riznd hustota geli. Jelikoz byly bezbarvé gely pfipravené pouze
z vysokomolekuldrniho gelu, jejich hustota mohla byt vyssi. Tento bezbarvy gel se proto mohl
drzet u dna zkumavky, aniz by doslo ke smichani s barvivem. Naopak vrstva neobarveného
gelu, umisténa nad barevnym gelem, mohla mit tendenci klesat a proto mohlo dojit k obarveni
a rozmichani barevného gelu.

Ve vysledku je mozné fici, Ze pti tomto experimentu nelze dokonale zhodnotit difuzi barviva
v gelech o riznych molekulovych hmotnosti. Pti dalSim experimentu tohoto typu, bych piisté
doporucila Iépe vytesit ddvkovani, aby se predeslo velkému mnozstvi unikajicich vzduchovych
bublin a naslednému promichani ve zkumavce.

5.7 Reologie

Pti reologickém méteni byl pouzity ptistroj reometr ARG2. Reometr obsahuje vhodny otaceji
rotujici senzor, u kterého je mozna volba vhodné geometrie. V mém ptipad¢ se jednalo o
geometrii § mm deska-deska. Pomoci této geometrie a nastavené sily, kterou reometr vynalozi,
bylo mozné zméfit specifické vlastnosti vzorkt, které byly vyneseny do grafii a nasledné
popsany.

5.7.1 Tokové kiivky

V prvnim piipadé byla métena zavislost viskozity na smykové rychlosti. Toto méfeni bylo
nastavené na typ testu ,,Steady state flow* v logaritmickém métitku, pfi teploté 25 °C a rozsahu
od 0,01 do 1000 piislusnych jednotek.
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Obrazek 20: Zavislost viskozity na smykové rychlosti pro vzorky, které byly ptipraveny ze zasobniho
roztoku Septonexu, urcitého podilu vysokomolekularni 2% HyA se zvySujicim se podilem
nizkomolekularni 2% HyA
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Obrazek 21: Zavislost viskozity na smykové rychlosti pro vzorky, které byly pfipraveny ze zasobniho
roztoku CTAB, urc¢itého podilu vysokomolekularni 2% HyA se zvySujicim se podilem nizkomolekularni
2% HyA

K reologickému meétfeni byly pouzity vzorky vzniklé smichdnim tenzidu a rtznych
molekulovych hmotnosti hyaluronanu. Méfilo se celkem 8 vzorki ve 2 riznych fadach. V prvni
fad¢ byly vzorky pfipraveny se Septonexem a v druhé tfadé€, byly totoznym postupem
ptipraveny vzorky s CTAB. Vzorky byly pfipraveny s klesajicim pomérem molekulové
hmotnosti 1500-1750 kDa. V prvnim méteném vzorku byl tedy pouze vysokomolekuldrni gel
a posledni vzorek obsahoval pomér 30:70, kde ptevazovala molekulova hmotnost HyA 15-30
kDa. Ve dvou tadach stenzidy byl pfipraven i gel, kde byla zastoupena pouze nizka
molekularni hmotnost. V tomto ptipadé€ vSak nedoslo k vytvoteni gelu a nebylo tak mozné ho
méfit.

Jednotlivé tokové kiivky, v Grafu 1 a 2, znazoriuji charakter vSech vzorkd, pfedev§im
charakterizuji viskozitu pii ur€ité smykové rychlosti. U zméfenych vzorki jsou v piipadé
nizkych hodnot smykové rychlosti hodnoty viskozity vysoké a v podstaté linearni. Tyto
kapaliny miZeme charakterizovat jako newtonské. Nariistem smykové rychlosti viskozita
znaén¢ padé u kazdého vzorku az do faze, kdy se hodnoty smykové rychlosti blizi tisici, kde
nastava opét konstantni oblast, pfi nizké viskozité. Ke konci tedy také vykazuji newtonsky
charakter.

Pro porovnani kiivek u vzorkli se Septonexem je nepatrnd odliSnost a dochdzi k vétSim
vykyviim oproti vzorkiim s CTAB. Vzorky se Septonexem se tedy zdaji ndpaditéjsi. Z mého
pohledu jsou zmény velmi nepatrné a mezi vzorky se Septonexem a vzorky s CTAB neni velky
rozdil. AvSak vysledky musime zohlednit z diivodu 1 méteni, které nebylo opakovano. Pro vétsi
pfesnost vysledki bychom museli vzorky nékolikrat za sebou pfemétovat, to vSak nebylo
mozné, nejen z diivodu ¢asového vytizeni reometru na fakulté.
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5.7.2 Modulové krivky

Jako dalsi byla zmétena zavislost viskoelastického modulu na frekvenci oscilaci. Toto méfeni
bylo nastavené na typ testu Frequency sweep v logaritmickém méftitku pii teploté 25 °C a
rozsahu prtislusnych jednotek od 0,01 do 100. Jako strain-sweep byla nastavena hodnota 8.
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Obrazek 22: Zavislost viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci pro vzorky geld, které byly
pfipraveny ze zasobniho roztoku Septonexu, urcitého podilu vysokomolekularni 2% HyA se zvySujicim se
podilem nizkomolekularni 2% HyA
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Obrazek 23: Zavislost viskoelastickych moduli na frekvenci oscilaci pro vzorky gelt, které byly
pfipraveny ze zasobniho roztoku CTAB, urcitého podilu vysokomolekularni 2% HyA se zvySujicim se
podilem nizkomolekularni 2% HyA

Chovani latek 1ze také popsat pomoci modulovych kiivek. Pro tyto kiivky je charakteristicky
bod, ktery vznika piekiizenim modull. Tento bod se oznacuje jako ,,cross-over* a vznika po
zmgéteni zavislosti elastického a visk6zniho modulu na frekvenci oscilaci. Je tedy ziejmé, Ze
tento bod vznikd protnutim kiivky viskézniho modulu a kfivky elastického modulu. Praveé
v tomto bod¢ dochézi k rovnovaze mezi moduly a tento stav 1ze charakterizoval jako G"'=G".

Obecné lze tici, ze pti nizsi frekvenci oscilaci se hodnoty modult pohybuji v niz§im rozsahu
a vykazuji viskozni charakter, tedy plati G"">G’. Naopak pii vysSich hodnotach frekvence
oscilace jsou hodnoty viskézniho modulu stoupaji, vykazuji elasticky charakter a plati G"'<G".

V mém piipad¢ Ize vzorky charakterizovat podobné. Jsou tedy pted cross-over bodem jako
viskozni latky, kde se projevuje ztratovy modul, a naopak v dalsi ¢asti se projevu ten elasticky.
Pro ptedstavu, vzorek se Septonexem a vysokomolekularni HyA mél hodnotu cross-overu 0,64
jednotek, vzorek pfipraveny ze Septonexu a pomeéru 50:50 nizkomolekularniho a
vysokomolekuldrniho Hya, mél hodnotu o néco vyssi: 0,64 jednotek. V piipadé vzorku
ptfipravenych z CTAB byly hodnoty cross-overu o néco vyssi. Pfikladem je vzorek pfipraveny
z CTAB a poméru 50:50 nizkomolekularniho a vysokomolekularniho Hya, jeho hodnota Cini
0,72 jednotek. V ptipadé¢ vzorku CTAB a poméru 70:30 hyaluronanii byla hodnota 0,83
jednotek. Vysokomolekularni hyaluronan s CTAB mél naopak ze vSech hodnotu nejvyssi, a to
1,4 jednotek. Ve vysledku lze fici, ze mezi hodnotami jsou pouze malé rozdily a je tam mozné
vidét jistou podobnost.
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6 ZAVER

Stanovené cile této bakalaiské prace byly splnény. Cilem prace bylo navrhnout rizné
kombinace molekulovych hmotnosti hyaluronanu vhodnych pro interakce s kladn¢ nabitym
Septonexem, na zakladé interakci charakterizovat pfipravené fyzikalni gely a zhodnotit jejich
vyuziti a aplikovatelnost systému ve farmacii. Nejprve byla provedena literarni reSerse na toto
téma, kde bylo zjisténo, ze v ptripad¢ problematiky interakce hyaluronan-tenzid se zabyva velké
mnozstvi praci, avSak u kombinaci rtiznych molekulovych hmotnosti hyaluronanu s tenzidy
nikoliv. V druhé ¢asti jsem se seznamila s veSkerou pouzitou metodikou pii této praci.

Jako pocateCni experiment byla provedena zékladni piiprava gelii, aniz by byly
zkombinovany molekulové hmotnosti hyaluronanu. Byla pfipravena fada vzorkl ze zdsobnich
roztokld Septonexu a HyA mokrou cestou a tada stejnych vzorkd pfipravena suchou cestou
pomoci Septonexu a HyA v sypkém stavu. Dal$i experimenty byly zaloZené na ptipraveé vzorka
pfi riznych pomért riznych molekulovych hmotnosti. Nejcastéji vSak byly vzorky namichané
v pomérech 50:50, 70:30, 30:70 z vysokomolekuldrni a nizkomolekularni HyA. Pouzité
molekulové hmotnosti byly 15-30 kDa, 80-130 kDa a 1500-1750 kDa.

Ptipravené fady vzorkl byly podrobeny riznym technikdm a experimentiim, které slouzily
k blizsi charakterizace téchto systému.

V ptipad€ vzorkd, vznikajicich z riznych poméra pfi riznych molekulovych hmotnosti,
vznikaji Castice, které se velmi podobali nepravidelnym perlickam ¢i kulickdm, které vSak
nem¢li staly tvar a pii delSim stani se slévali do jedné gelové vrstvy. Tyto vzniklé ¢astice byly
pozorovany a byl zjistovan vliv riznych pomérti vysokomolekularni a nizkomolekuldrni HyA
pfi piipravé.

Jeden z experimentl byla interakce gelti bez vnéjSiho zasahu, kde byl pozorovéan predevsim
vznik téchto castic a popsan jejich vzhled. U vzorkl, které byly pfipraveny pouze
z nizkomolekularni HyA a Septonexu nevznikal Zadny gel, ale pouze ¢iry roztok. Naopak u
vzorkl s vysokomolekuldrni HyA vznikal gel, ktery hife tekl, netvofil Zadné perlicky, ale
zaujimal prostor po celém dnu vialky. V fadé¢ s HyA o molekulové hmotnosti 15-30 kDa a
1500-1750 kDa vznikaly 1épe viditelné perlicky, které i po chvilkovém stani byly velmi dobie
rozeznatelné a slévaly se az po del§i dobé, opakem vSak byla fada pfipravena s HyA o
molekulové hmotnosti 80-150 kDa a 1500-1850 kDa. U téchto dvou molekulovych hmotnosti
vznikaly téz ¢astice podobné perlickdm, avsak po chvilkovém stani v klidu se ¢astice slévaly
do jedné gelové vrstvy. Takto popsané tady jsou vyfoceny na Obr. 16. Je nutné vSak
podotknout, ze perlic¢ky, které byly vytvofeny v poméru 70:30, kde byla pfevazné zastoupena
molekulova hmotnost HyA 15-30 kDa oproti 1500-1750 kDa, vznikaly dle mého odhadu
snejmensim pramérem. Naopak perlicky v opacném zastoupeni se tvofily s nejveétSim
primérem.

Pti dalSich experimentech perlicek bylo zkouméno piedevsim jejich chovani pfi riznych
mechanickych a fyzikalnich silach, které na né putsobily a také jejich stabilita v riznych
roztocich. Bylo zkoumano chovani gelt a jejich ¢astic pii zvysujici se teploté, v ultrazvuku pfi
30 °C nebo pfi riznych otdckéach pfi michani. Vysledkem téchto zasahti na vytvotené perlicky
byl pouze fakt, ze zahtivani vedlo ke snizeni viskozity gell. Jinak nevznikal zadny viditelny
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rozdil. Co se stability tyce, chovani gelu v novém roztoku NaCl dochézelo pouze k mirnému
zvySovani viskozity jednotlivych ¢astic v roztoku a ke zhorsSeni stavu tuhosti. V piipad¢ pfidani
roztoku EtOH dochézelo k Gplnému vysrazeni gelu a vznikala bila srazenina.

Jeden z experimentll byl vénovan sledovani difuze barviva gell pii rdznych molekulovych
hmotnosti. Pro lepsi viditelnost difuze, byl jeden z geli namichanim v poméru 70:30
s vysokomolekuldrni a nizkomolekularni HyA a obarven hydrofilnim barvivem, olejovou
¢erveni. Spolu s obarvenym gelem byl pfipraven gel smichdnim vysokomolekuldrni HyA se
Septonexem. Pripravené gely byly na sebe navrstveny tak, ze obarveny gel byl uprostfed mezi
vrstvami neobarveného gelu. Po dobu péti tydnti byla sledovana samovolna difuze barviva. Po
kazdém tydnu byla zkumavka s gely vyfotografovana a popsana u Obr. 19. Vysledkem byla
CasteCna difuze, kterd mohla byt zplisobena piedevSim vznikem bublin pifi davkovani
jednotlivych vrstev gelt. Vlivem unikani bublin k povrchu vSak mohl byt tento experiment
znehodnocen.

Poslednim experimentem bylo reologické méfeni, které slouzilo nejen ke charakterizaci
systému, ale také k porovnani rozdili mezi vzorky pfipravené se Septonexem a vzorky
ptipravené s CTAB. Byly pfipraveny 2 fady roztok se vzristajicim obsahem nizkomolekularni
HyA. Jedna tfada vzorkl byla pfipravena s tenzidem Septonexem a druhd tada s tenzidem
CTAB. Takto pripravenym vzorkiim geli za stejnych podminek byla métena zavislost viskozity
na smykové rychlosti. Dalsi méfend zavislost byla zavislost viskoelastického modulu na
frekvenci oscilaci a zavislost viskoelastickych modult na amplitudé deformace. Vysledkem
meéfeni byly tokové kiivky, které popisuji viskozitu pii ur€ité smykové rychlosti a l1ze tak
charakterizovat, zda se jedna o newtonské ¢i nenewtonské kapaliny. Naopak modulové kiivky
nam popisuji viskozni nebo elasticky charakter jednotlivych vzorkl a ptektizenim kiivek nam
vznikd bod, zvany cross-over, ktery znaci protnutim kiivky viskézniho modulu a kiivky
elastického modulu. Vesker¢ tyto zmétené zavislosti byly vyneseny do grafii a v kapitole 5.7.
nalezité popsany. Pro porovnani zavislosti je ale zfejmé, Ze se tyto systémy od sebe nelisi ve
velké mife a lze fici, Ze si jsou podobné. Béhem vyhodnocovani bylo vSak nutné zohlednit
chybu v méfeni z divodu malého poctu opakovanych méteni, které nebylo mozné provézt
z diivodu vytiZeni reometru a také proto, Ze bylo pfipraveno mensi mnozstvi gelu.

Zavérem je mozné fict, ze se jedna o heterogenni systémy, které jsou velmi slozité na
charakterizaci. Kazdy gel vytvofeny smichanim riznych pomérit riznych molekulovych
hmotnosti ma odlisné vlastnosti. Témito vlastnostmi mlze byt rlizna viskozita, tvorba razné
velikych ¢astic v roztoku, schopnost ¢astic se slévat do jedné vrstvy, ale 1 rozdilna vodivost. Je
tedy ziejmé, ze kombinaci riznych poméri a molekulovych hmotnosti se daji ovlivnit fyzikalni
a chemickeé vlastnosti vzniklého gelu. VEfim, Ze tento jev je velmi piinosnym pro dalsi vyzkum
téchto systém, ktery by mohl mit ptiznivé Gcinky pro aplikovatelnost 1é¢iv pro ¢loveéka.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam pouzitych zkratek

HyA hyaluronan

HA kyselina hyaluronova

CTAB hexadecyltrimethylammonium bromid

EtOH ethanol

PAL povrchoveé aktivni latky

CMC kritickd miceldrni koncentrace

SEC-MALS size exclusion chromatography — multi angle laser light scattering

8.2 Seznam pouzitych symboli

tené napéti

smykova rychlost

sila

plocha

smykova rychlost

vzdalenost

komplexni modul pruznosti ve smyku
elasticky modul

viskozni modul
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Obrazek 24: Graf zavislosti viskoelastickych moduld na amplitudé deformace pro roztok
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Obrazek 25: Graf zavislosti viskoelastickych modulti na amplitud¢ deformace pro roztok

z vysokomolekularni 2% HyA a CTAB
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Obrazek 26: Graf zavislosti viskoelastickych moduld na amplitudé deformace pro roztok
z vysokomolekularni a nizkomolekularni 2% HyA v poméru 70:30 a Septonexu
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Obrazek 28: Graf zavislosti viskoelastickych modulti na amplitud¢ deformace pro roztok
z vysokomolekularni a nizkomolekularni 2% HyA v poméru 70:30 a CTAB
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Obrazek 29: Graf zavislosti viskoelastickych moduld na amplitudé deformace pro roztok
z vysokomolekularni a nizkomolekularni 2% HyA v poméru 50:50 a Septonexu
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Obrazek 30: Graf zavislosti viskoelastickych modult na amplitudé deformace pro roztok
z vysokomolekularni a nizkomolekularni 2% HyA v poméru 50:50 a CTAB
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Obrazek 31: Graf zavislosti viskoelastickych moduld na amplitudé deformace pro roztok
z vysokomolekularni a nizkomolekularni 2% HyA v poméru 30:70 a Septonexu
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Obrazek 32: Graf zavislosti viskoelastickych modulti na amplitud¢ deformace pro roztok
z vysokomolekularni a nizkomolekularni 2% HyA v poméru 30:70 a CTAB
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