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Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zabyva studiem vlastnosti a vyuziti hydrogelii na bazi
tyraminovaného hyaluronanu. Prvni Cast pojednava 0 obecné charakteristice hydrogelt
a kyseliny hyaluronové, jejich vlastnosti, syntéze a vyuziti. Druha ¢ast je experimentalni a je
zameétena na mefeni zékladnich vlastnosti hydrogeli na bazi tyraminovaného hyaluronanu.
Cilem této prace je modifikovat tyto hydrogely ptidavkem tenzidovych micel a vytvofit tak
vV nich domény schopné solubilizovat hydrofobni latky. Vybrané tenzidy byly zkoumany
z hlediska jejich rozpustnosti ve vodé a v roztoku PBS, poté byly piipraveny hydrogely
obsahujici micely vybranych tenzidd. Pridavek tenzidu neovlivnil mechanické vlastnosti
hydrogeli. Déle bylo zkoumano uvolhovani hydrofobniho barviva z modifikovanych
hydrogeltl do roztoku PBS. Po studovanou dobu pravdépodobné& nedochazelo k uvolniiovani
barviva. Jako nejvhodné&jsi se jevi tenzid Tween 40, pfedev§im z divodd dobré rozpustnosti

ve vodném prostiedi.

Abstract

This thesis deals with the study of properties and use of TS-NaHY hydrogels. The first
part describes the general characteristics of hydrogels and hyaluronic acid, its properties,
synthesis, and utilization. The second part is focused on the experimental measurement of the
fundamental properties TS-NaHY hydrogels. The aim of this study is to modify the
hydrogels addition of surfactant micelles and create them in a domain capable of solubilizing
a hydrophobic substance. The selected surfactants were examined for their solubility in water
and in PBS solution, then hydrogels containing micelles of selected surfactants were
prepared. The Addition of surfactant did not affect the mechanical properties of hydrogels.
Furthermore, the release of the hydrophobic dye from the modified hydrogels into the PBS
solution was investigated. Dye release is unlikely to occur at the time of study. The surfactant

Tween 40 appears to be most suitable, especially for reasons of good aqueous solubility.
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1 UVvOD

V soucasné dobé se stale rozviji vlastnosti hydrogelu, které jsou zalozené na rtizné bazi,
vV nasem piipadé zkoumame hydrogely na bazi tyraminovaného hyaluronanu. Hydrogely

maji Siroké vyuziti ve zdravotnictvi, tkanovém inzenyrstvi, v kosmetické oblasti atd..

Kyselina hyaluronova, dfive naprosto neznama latka, byla objevena v roce 1934 Karlem
Mayerem a Johnem Palmerem. Svého prvniho 1€katrského vyuziti se dockala az ke konci
padesatych let 20. stoleti. KH je linearni polysacharid, vyskytujici se Vv lidském téle
v pomérné¢ vysoké koncentraci. Kyselinu hyaluronovou muzeme najit v lidském téle
vV kozni tkani, synovialni tekutiné a o¢nim sklivci. Je jednou ze slozek pojivovych,
epitelialnich a nervovych tkani. Diky t€émto vyznamnym vlastnostem a hlavné jelikoz se
vyskytuje v lidském téle, je hodné vyznamna v estetické medicin¢ a kosmetice. V estetické
mediciné je vyuzivana v plastické chirurgii naptiklad pro vyplné ryh, vrasek, dopliovani
drobnych asymetrii na nose, po zékrocich a dalSich estetickych operaci. Déle se vyuziva
v kosmetice a je aplikovana do ruznych krému a geli. KH se pii vyssSich koncentracich

vyznacuje pomérné velkou viskozitou a vytvari gel.

Cilem nasledujici prace je prozkoumani hydrogeld vznikajicich z hyaluronanu, ktery byl
modifikovan tyraminem. Diivodem, pro¢ jsem si vybrala tuto praci, kterd se zabyva
studiem vlastnosti hydrogeld tyraminovaného hyaluronanu, je ziskani novych poznatka
zZ této problematiky v riznych oborech a snazit se rozvijet vyuziti kyseliny hyaluronové
jako soucast hydrogelt, dale zkoumat a zlepSit vlastnosti hydrogeli na bazi
tyraminovaného hyaluronanu. Prace obsahuje kratkou reSerSi, kterd pojednava o

vyuzitelnosti a vlastnostech hydrogelli tyraminovaného hyaluronanu.

V této praci se snazime aplikovat hydrofobni latky do vytvafeného hydrogelu vzniklého
na bazi tyraminovaného hyaluronanu a optimalizovat vlastnosti hydrogeli, tak aby

hydrogel slouZil jako nosi¢ovy systém pro hydrofobni latky.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronovd, znama také jako hyaluronan nebo hyaluronat, je linearni
polysacharid-glykosaminoglykan o velké molekulové hmotnosti, ktery se sklada ze dvou
opakujicich se disacharidovych jednotek tvofenych z N-acetylglukosaminu a kyseliny
glukuronové, které jsou propojeny B(1,4) a f(1,3) glykosidickou vazbou [1]. Hyaluronan je
zvlasté atraktivni pro tkanové inzenyrstvi a opravy, ma pro toto vyuziti vhodné fyzikalné
chemické vlastnosti. Déle je sou¢asti extracelularnich matric vétSiny savcich tkani, pfispiva

k biologickym a fyzickym funkcim téchto tkani a ma vynikajici biokompatibilitu [2].

CO0 " CH,OH
O
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Obr. 1: Struktura disacharidové jednotky kyseliny hyaluronové.

2.1.1  Charakteristika kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova je dulezitym komponentem mezibunécnych hmot. Je jednou ze
slozek pojivovych, epitelidlnich a nervovych tkdni. T¢lo clovéka obsahuje asi 15 g
hyaluronové kyseliny. Kyselina hyaluronova se vyskytuje v kizi, synovialni tekutin€, nebo
v o¢nim sklivci. Vyskytuje se také v pupecni $ndie, v plicich, ledvinach, mozku a ve
svalové tkani. Narozdil od ostatnich glykosaminoglykanti neexistuje zadny dikaz o jeji
vazb¢ na bilkoviny. Diky specifické vazbé vytvaiejici se na povrchu bunék a na proteinech
extracelularnich hmot se HA aktivné podili na bunécné signalizaci. Interakce mezi
proteinem a ligandem stabilizuje matrix chrupavky a zprostiedkovava signaliza¢ni kaskady
napiiklad pro pohyblivost bunék, bunéfnou proliferaci a morfogenezi. Mezi
nejvyznamngjsi vlastnosti kyseliny hyaluronové patii jeji viskoelasticita, pficemz roztoky
kyseliny hyaluronové kombinuji visk6zni vlastnosti kapalin a elastické vlastnosti pevnych
latek. Mezi dalsi vlastnosti kyseliny hyaluronové patii jeji vysoka afinita k vode, a proto

ma dokonalé hydrata¢ni ucinky [3].



Mezi nejdulezitéjsi vlastnosti kyseliny hyaluronové patii schopnost vazat vodu, pojme
priblizn¢ tisicindsobek své hmotnosti. Také ma prostiednictvim negativniho ndboje
proteoglykanu schopnost vymeénovat ionty - jednomocné proti dvojmocnym kationtim.
Brani prostupu virti a bakterii do bunky pies pericelularni matrix. Dale ma schopnost
lubrikovat pohyblivé ¢asti téla, jako jsou naptiklad svaly. Kyselina hyaluronova patii mezi
nejvice hydrofilni molekuly v pfirodé, a proto muze byt oznaCovana jako piirodni

hydrata¢ni latka [4].

2.1.2  Syntéza Kkyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova je v organizmu syntetizovana pomoci fibroblast a dalsich bun¢k
pojivové tkané. Bunécna syntéza HA je komplikované regulovatelny proces. VétSina
z glykosaminoglykanli je syntetizovana prostfednictvim enzymdu, které se nazyvaji
hyaluronan-syntazy. Enzym hyaluronan-syntaza vytvaii dlouhé, linearni polymery
z opakujicich se disacharidovych jednotek hyaluronanu. Béhem syntézy je do rostouciho
fetézce stiidavé pripojovana kyselina glukuronova a N-acetylglukosamin. Substratem pro
tuto syntézu jsou aktivované sacharidy s navazanym uridindifosfatem (UDP-glukuronova
kyselina a UDP-N-acetylglukosamin). Jde o membranové proteiny, které jsou u obratlovci
piitomny ve tfech formach: HAS1, HAS2 a HAS3. Integralni proteiny prochazi ptes
cytoplazmatickou membranu a jsou tak propojeny s prostory na obou stranach membrany
(cytosol a extracelularni prostor). Narozdil od perifernich membranovych proteind jsou
asociovany jen s jednou stranou membrany, tedy bud’ s vnitini cytosolovou, nebo s vnéjsi

extracelularni [5].

2.1.3  Vyuziti kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova ma silné hydratacni a regeneracni U€inky. Diky své konzistenci
a piivétivosti ke tkanim je pouzivana pii redukci vrasek, hydrataci suché pokozky
aregeneraci kiize. KH je biokompatibilni a poskytuje rozmanité vyuziti pro medicinské
a farmaceutické aplikace. Je vyuzivana k lokélni 1é€bé popélenin, koznich viedl a také
jako regeneraéni podpora po zranéni michy. Kyselina hyaluronova je uréena i pro pouziti
v o¢ni chirurgii. Chrani jemné o¢ni tkang, predevsim endotel rohovky, pied posSkozenim
béhem chirurgického vykonu, vyuZziva se i jako nahrada sklivce pfi operaci Sedého zdkalu
nebo implantaci ¢ocky. Dale se uziva k docasnému vyplnéni prostoru piedni o¢ni komory

a k ochrané o¢nich tkani [4].



-----

aplikace (tzv. viskosuplementace). Dalsi mozna aplikace je periartikularni, naptiklad
pii podvrtnuti kotniku. K vyznamnému pouzivani patii augmentace v plastické chirurgii

[4].

2.1.4  Sitovani kyseliny hyaluronové

Hyaluronan je schopen agregace sam se sebou. Procesu agregace hyaluronanu
napomahaji vazby mezi hydrofobnimi oblastmi. Sekundarni slozeni ma pozoruhodné
vlastnosti, vznikaji dvojnasobné fetézce. Tyto fetézce jsou totozné, ale také jsou
antiparalelni. Agregaty jsou schopné riist na obou koncich. Kvili tomu, Ze jsou oba fetézce
polyaniony, dochazi mezi nimi k vzniku elektrostatické repulze, coz zpisobuje disociaci
agregatd. Tato sila je vyvazovana jak hydrofobnimi interakcemi, tak i vodikovymi mustky.

Vodikové mistky vznikaji mezi karboxylovymi a acetamidovymi skupinami [6].

Obr. 2: Na obrazku A a B Ize vidét molekule hyaluronanu. Cervené oblasti jsou hydrofobni oblasti.
Ctverce predstavuji karboxylové a kruhy acetamidové skupiny. Na obrdzku C vidime moznost
dvojndsobného antiparalelniho retézce hyaluronanu [6].

10


https://cs.wikipedia.org/wiki/Osteoartr%C3%B3za
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Intraartikul%C3%A1rn%C3%AD_aplikace&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Intraartikul%C3%A1rn%C3%AD_aplikace&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/wiki/Viskosuplementace
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Periartikul%C3%A1rn%C3%AD_aplikace&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Periartikul%C3%A1rn%C3%AD_aplikace&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/wiki/Podvrtnut%C3%AD_kotn%C3%ADku

2.2 Gely

Gely jsou tuhé nebo polotuhé soustavy, rosolovité povahy. Obvykle vznikaji
rozpousténim siln¢ solvatujicich latek v kapaling. Gel je slozen z vysokomolekularnich
latek, maji rozdilné slozeni latky a rozpoustédla, odborné se nazyvaji hydrogely. Hydrogel
je trojrozmérnd makromolekularni sit. Tato sit’ vznikd z linedrniho polymeru. Vnitini
struktura sit¢ muze byt propojend bud’ chemickymi vazbami, nebo fyzikalnimi vazbami.
Dusledkem pak muze byt krystalizace, tvorba komplext atd. Hydrogely reprezentuji velice
podstatnou skupinu, respektive skupenstvi materiali. Spousta ¢asti lidského téla je tvotena
pravé hydrogely kuptikladu pojivové tkan€, sklivec nebo rohovka. Tyto komplexni
systémy nachdzeji plnou fadu aplikaci v mnoha odvétvich lidské ¢innosti, v prvni fadé v

oblasti péce o zdravi a kosmetika [9].

Z fyzikalné-chemického hlediska se jedna o koloidni soustavy, v kterych je disperznim
podilem pevna latka a disperznim prostfedim voda. V nekterych ptipadech voda tvoii az
99,9 % celkové hmotnosti hydrogelu, zatimco pevného podilu je zde zastoupené pouze
mizivé mnozstvi cca 0,1 %. Hydrogel je definovan jako dvou nebo vice slozkova soustava,
uspofddand do prostorové sit€, polymernich fetézcti a vody, kterd vypliuje misto mezi
makromolekulami. V zavislosti na struktufe muize byt zadrzovano rozmanité mnozstvi

vody [7].

Hydrogely se ptirozené vyskytuji jako polymerni sité¢ kolagenu, Zelatiny, nebo mohou
byt uméle syntetizovany. Jsou to velmi slibné biomateridly, které pfi styku s krvi, télnimi
tekutinami a tkani projevuji pozitivni biokompatibilitu [8]. Tradi¢ni podnéty, které
vyvolavaji odezvu hydrogelt, jsou pH, teplota a iontova sila. Hydrogely maji nejvétsi
pouziti v biomedicing. Jsou b&Zné pouZzivany napiiklad pro vyrobu kontaktnich cocek,

superabsorbenttl, nosi¢l 1é¢iv a obvazu [10].

2.2.1  Vznik geli

Gely vznikaji procesem, ktery se nazyva gelace. Je to proces, pii némz se spojuji
koloidni castice disperzniho podilu v souvislou strukturu. Vytvafenim a postupnym
zpeviiovanim prostorové sit€¢ — vznika gel. Tento proces je charakterizovan tzv. bodem
gelace. Dochazi ptitom k vytvoreni trojrozmérné sitovité struktury, ve které se monomerni
jednotky spojuji v uzly. Proces gelace mize byt vyvoldn nékolika zplsoby: muze byt

uskutecnén zménou fyzikalniho stavu roztoku, chemickou reakci ¢i bobtnanim. Zména
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mize byt zpusobena napiiklad teplotou, zménou pH roztoku, ¢i omezenou rozpustnosti

nékterych latek v riznych rozpoustédlech [11].

2.2.2  Déleni gelu

Dle toho zda obsahuji nebo neobsahuji rozpoustédlo, délime gely na:

e Reverzibilni gely — pifi vysuSeni dochazi ke zmenSeni jejich objemu a vzniku
kompaktnich xerogelti. Reverzibilni gely mohou tedy vznikat gelaci roztokl
vysokomolekularnich latek nebo bobtnanim xerogelu [12].

e Ireverzibilni gely — pfi vysuseni nedochazi k zmenseni jejich objemu. Objem zGstane

stejny, jako mél ptivodni lyogel. Ireverzibilni gely vznikaji gelaci lyofobnich soli [12].

(2) (b) (c)
Obr. 3: Ireverzibilni gel (a) s izotermickymii casticemi, (b) s jehlicovymi Cdsticemi, (c)
S detickovymi casticemi [11].
e Lygogely — obsahuji kapalné disperzni prostfedi [11]. V ptipadé vodného prostiedi
mluvime o hydrogelech.
e Xerogely — vznikaji vysusenim lyogelu. Objem xerogelu je mensi pfiblizné o objem
odstranéného rozpoustédla. Xerogel je vratny. Timto zpisobem se makromolekularni

gely 1isi od gelti vzniklych z lyofébnich solt, jejichz vysuseni je nevratné [11].

2.2.3  Vlastnosti geli

I kdyz gely obsahuji kapalné disperzni prostedi, vykazuji urcité mechanické vlastnosti,
které jsou charakteristické pro tuhou fazi. Gely jsou schopné se chovat jako elasticka tuha
latka, pfed dosaZenim urcité hodnoty tzv. kritické napéti. Hodnota kritického napéti je
piimo umérnd koncentraci vazeb a jejich stabilité. Tato hodnota je zavisla na poctu uzli,

tzn. ¢im vice je vazeb mezi fetézci polymeru, tim je mensi moZnost zmény tvaru
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makromolekuly a tim pevnéjsi bude i prostorova sit. Reverzibilni gely s kovalentnimi

vazbami, které naopak obsahuji malé mnozstvi uzll, vykazuji elastické vlastnosti [12].

Gely, které maji fyzikalni spoje, nesou tixotropni vlastnosti. Plati to jak v ptipadé
reverzibilnich geli tak i ireverzibilnich gelt. V ptipad¢, ze pfitazlivé sily putsobici
v sitovité struktufe jsou malé, dochazi ke zméné suspenze na sol [12].
Mnozstvi spoji narlistd postupné s Casem u reverzibilnich i1 u ireverzibilnich geli, jez
nejsou v termodynamické rovnovéze. Dojde ke zmenseni sitovité struktury. Cast kapaliny,
ktera byla pfitomna v gelu, vytéka a nastane dé&j synereze, coZz je samovolné vytékani

kapaliny z geld, ktery starne v disledku smrstovani [12].

chamicke
vazby

o:_g;. mern
musticy

Obr. 4: Kovalentné sitované gely [12].

2.2.4  Bobtnani gelu

Bobtnani je proces, pii kterém dochazi k pohlcovani nizkomolekularniho rozpoustédla
xerogelem. Tim se zvétSuje objem xerogell, a vznika lyogel, ve kterém se vyskytuje
pohlcovana kapalina, ta vytvaii disperzni prostfedi. Bobtnani se uskuteéiuje pouze
u reverzibilnich gelii. Bobtnani ovlivituje nékolik podminek, jako naptiklad pfitomnost
nizkomolekularnich latek v prostfedi. Teplota ovliviiuje rychlost bobtnani, ¢im je vyssi
teplota, tim je bobtnani rychlejsi. Bobtnani je specifickym ptfipadem rozpousténi, prestoze
je velmi odlisné od roztaveni nizkomolekularnich latek. V prvni fazi se do xerogelu
difunduje jen rozpoustédlo, vysokomolekularni latky do rozpoustédla nedifunduji, jelikoz
jsou spoutané V gelu. Z tohoto diivodu neni vidét rozplyvani rozhrani mezi obéma fazemi.
Je mozné pozorovat pouze zvétSovani objemu gelu a posun fazového rozhrani. Bobtnani

V této fazi se podoba vice osmoze nez difuzi [12].
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RozliSujem dva typy bobtnani geli. Bobtnani omezené a neomezené:

e Omezené bobtnani je d&j, pii kterém dochazi k pohlcovani kapaliny xerogelem.
Pohlcovani se zastavi v tseku elastického lyogelu a dal$i mnozstvi kapaliny uz neni
pohlcovano, i kdyz je v piebytku.

e Neomezené bobtnani je dé€j, pfi némz dochazi k pohlcovani kapaliny xerogelem, které

se nezastavi ve fazi lyogelu. Xerogely s fyzikalnimi spoji bobtnaji neomezene¢.

2.3 Hydrogely na bazi tyraminovaného hyaluronanu

Chemicka modifikace HA je zaméfena na dvé hlavni funkéni skupiny - hydroxylové a
karboxylové skupiny. Tyto skupiny jsou pouzivany V rtiznych oblastech chemie vcetné:
esterifikace a reakce zprostfedkované karbodiimidem. Tyto techniky jsou pouzivané pro
zesiténi HA pro tvorbu hydrogelii s dynamickymi fyzikalnimi vlastnostmi. Ov§em zahrnuji
pouziti biologicky nekompatibilnich chemikalii, zptisobujicich toxicitu, ktera vede ke

ztraté zivotaschopnosti bunék a tkani naptiklad v pfipadé zesitovani in vivo [2].

Ptekonani téchto komplikaci je hlavnim ukolem pti vyvoji pokrocilych chemickych
metod pro tvorbu HA hydrogelu. Biokompatibilni HA hydrogel je napiiklad foto-
zesitovatelny HA hydrogel, ktery vyuziva disulfidické reaktivni skupiny k tvorbé
syntetickych ECM  hydrogeltt pro aplikace v tkédnovém inzenyrstvi. Extraceluldrni
matrixové (ECM) hydrogely poskytuji né€kolik vyhod, jedna z nich je schopnost zaplnit
nepravidelné tvarovany prostor a schopnost uchovani inherentni biologické aktivity nativni
matrice. Nicméné¢ materidlové vlastnosti ECM hydrogeli a ucinek téchto vlastnosti na

chovani buné€k nejsou stale dobie prozkoumany ani uplné pochopeny [2].

2.4 Tyramin

Tyramin (4-hydroxyfenyl ethylamin) je pfirozené se vyskytujici slou¢enina monoaminu
a stopovych aminii odvozenych z aminokyseliny tyrosinu. Tyramin pisobi jako
katecholamin - uvolnujici ¢inidlo. Pfedevsim neni schopny piejit hematoencefalickou
bariéru, coz ma za nasledek nepsychoaktivni periferni sympatomimetické wcinky.
Hypertenzni krize mtze nésledovat po poziti potravin bohatych na tyraminové spojeni

s inhibitory monoaminooxidazy (IMAO) [13].

Tyramin se vyskytuje vSeobecné v rostlinach a zvifatech, je metabolizovan enzymem

monoaminooxidazy. V potravinach se casto produkuje dekarboxylaci tyrosinu b&hem
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fermentace nebo rozkladu. Mezi potraviny, které obsahuji znaéné mnozstvi tyraminu, patii
potencidln¢ zkazené nebo nakladané maso. Dalsi potraviny, které obsahuji znacné
mnozstvi tyraminu, jsou napiiklad cokoldda a alkoholické napoje. V laboratofi mize byt

tyramin syntetizovan riznymi zptsoby, zejména dekarboxylaci tyrosinu [14].

HO

NH,

Obr. 5: struktura tyraminu.

2.4.1  Hyaluronan substituovany tyraminem (TS-HA)

Hyaluronan substitovany tyraminem se vyrabi dvoustupfiovym procesem. Nejdiive se
tyramin navaze na hyaluronan za vzniku hyaluronanu substitovaného tyraminem (TS-
NaHy). Vznikly TS-NaHy slouzi jako meziprodukt pro tvorbu hydrogelti tyraminovaného
hyaluronanu. Nasledn¢ se k TS-NaHy ptidava peroxidaza a peroxid vodiku za vzniku

hydrogelu modifikovaného tyraminovanym hyaluronanem [15].

TS-HA fascie se zesitovanim, vykazuji zvySeni poctu makrofagl, velkou bunéénou
odezvu a niz§i hustotu bunék podobnou fibroblastim. Makrofagy a obrovské bunky
funguji tak, ze fagocyt6zou a degradovanymi implantovanymi biomateridly, vylucuji
reaktivni meziprodukty kysliku, kyselin a proteolytickych enzymu, jako je matrixova
metaloproteinaza (MMP). MMP se podili na degradaci proteinit ECM a nésledném poklesu

mechanickych vlastnosti matrice [16].

I kdyz tato konkrétni pfiprava TS-HA-oSetfené fascii nebyla u¢inna pii modulaci zanétu
nebo zachovani mechanickych vlastnosti fascii, tak tyto poznatky budou pouzivané dale,
aby se zkoumala 1écba TS-HA s imyslem modulovat zanét, zvysit fibroblasty pomoci

infiltrace, a v dusledku mechanicky podporovat regenerace funk¢ni hostitelské tkané [16].

Sousedni tyraminové adukty mohou byt zesitény za vzniku tyraminovych mustkd, coz
ma za nasledek, ze hydrogely HA nejsou nachylné k hydrolyze a maji koncentracni

odolnost vici hyaluronidaze [2].
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Obr. 6: Hyaluronan substitovany tyraminem — TS-HA.

2.5 Dvoustupiiova enzymaticka zesit’ovaci metoda pro
vyrobu hydrogeli na bazi tyraminovaného hyaluronanu

Enzymatické zesit'ujici metody se objevily jako alternativni cesta k pfekonani sloZitosti
spojené s chemickymi metodami zesiténi. Transglutaminazy jsou pouzivané K tvorbé
hydrogelt z latek, jako jsou napiiklad polyetylenglykol, kolagen, Zelatina a polypeptidy.
Kienova peroxidaza (HRP) zprostfedkovana zesiténim tyraminovych aduktii je pouzivana

také pro tvorbu HA hydrogelu [2].

Faktor XIII byl také v posledni dobé pouzit k vytvoteni peptid-PEG hydrogelu.
V poslednich letech byly pouzivany biomateridly, vytvofené prostiednictvim zesiténi
konjugovanych tyraminovych polymert pomoci kienovou peroxidazou (HRP), ve snaze
udrZet biologickou kompatibilitu a poskytovat moZznost zesitovani in vivo. Piiklady téchto
chemikalii  zahrnuji: HRP sitovany alginat, dextran, karboxymethylcelulézu

a polyaspartovou kyselinu [2].
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25.1 Modifikace HA

Tvorba amidové vazby, mezi volnymi karboxylovymi skupinami na HA molekule
a volnymi aminovymi skupinami na molekuldch tyraminu, se provadi pomoci bé&zné
karbodiimidové reakce. Reakce zahrnuje aktivaci karboxylové skupiny s EDC (ethylen
dichlorid), pro vytvofeni reaktivni O-acyl isomocoviny (meziprodukt). Nukleofilni atak
aminoskupiny, tyraminovym elektronem, na elektronové dificitni karbonylovy uhlik GICA
(glykolat permeazy) vytvari pozadovany amid a kovalentni vazbou navazany tyramin na
molekulu HA. EDC (ethylen dichlorid), se ptevede na nereaktivni acylmocovinovou formu
EDC. N-hydroxysukcinimid je navrhnut jako katalyzator k usnadnéni EDC reakce tvorbou
aktivniho esteru, ¢imz se minimalizuje vedlejsi reakce, ktera vytvaii kromé tyraminu na
TS-HA i dalsi adukty. Tyto adukty se neucastni nasledujici zesit'ovaci reakce a jsou tudiz

povazovany za neproduktivni a nezadouci [2].

Neproduktivni adukty vznikaji v disledku dvou riznych vedlej$ich reakci. Prvni je
typickd pro konven¢ni karbodiimidové chemikalie. Reaktivni meziprodukt O-acyl
isomocoviny (popsan vyse) podléha intramolekularnimu piesmyku za vzniku
N-acylmocovinového aduktu na HA. Dva odlisné adukty jsou mozné v duasledku

asymetrického charakteru molekuly EDC [2].

N-acylmocovinovy adukt zanika in vivo v pribéhu ¢asu z HA pomoci neenzymatické
hydrolyzy, kterd regeneruje nativni HA karboxylové skupiny a uvoliiuje EDC ve své
acylmocovinové podobé. To mize byt pfiznivé pro aplikace na hojeni ran, jelikoZ bylo

-----

sepse (otrava krve) [2].
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Obr. 7: (A) 1H NMR (Nukledrni magnetickd rezonance) spektrum pro tyraminem substituovany HA
(TS-HA) syntetizovany za pouziti moldarniho poméru EDC na tyramin 1. (B) Aromaticka oblast 1H
NMR spektra pro TS-HA pripravena za pouziti molarniho poméru EDC na tyramin 0,1[2].

Druha vedlejsi reakce je jedine¢na diky chemikalii karbodiimidu zahrnujici molekuly
obsahujici hydroxyfenylovou skupinu, jako je naptiklad tyramin. Reakce EDC
(ethylendichlorid) pfimo na hydroxyfenylovou skupinu tyramin (at’ jiz volné v roztoku,
nebo jiz kovalentné vazan na HA prostiednictvim své aminoskupiny) tvoii tyramin-o-EDC

adukty na HA [2].

Opét dva odlisné adukty jsou mozné v disledku asymetrického charakteru molekuly
EDC. Kdyz se tvoii z volného tyraminu v roztoku, oba tyto chemické druhy si zachovavaji
svou Volnou aminoskupinu, ktera se mize podilet na stejném nukleofilnim ataku
z reaktivniho meziproduktu  o-acylisomoc€oviny, jak je popsdno vysSe pro tyramin

s naslednym kovalentnim pfipojenim ke karboxylovym skupinam na HA [2].

Nicmén¢, narozdil od tyraminu, tyramin-O-EDC adukt neni schopen podilet se na
enzymatické zesitovaci reakci, protoZze nema zadné extrahovatelné fenolické, hydroxylové

vodikové atomy (nyni obsazeny EDC) [2].
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B. Adukty tyramin-0-EDC

Obrazek 8: Schéma potencidlnich neproduktivnich reakcénich aduktii na TS-HA: (A) N-
acylmocovinové adukty,; a (B) tyramin-O-EDC adukty. R1 = CH,CHs, R2 = CH,CH,CH,NH +
(CH ;) 2CI- aR3 = CH,CH; [2].

Substituce na tyraminovy hyaluronan a jiné adukty z neproduktivni vedlej$i reakce
zavisi na molarnim poméru tyraminu a karbodiimidu pouzitém v prib&hu substitucni
reakce (krok 1). Vysledky naznacuji, Ze substituce relativné malého mnozstvi tyraminu je
zadana k tvorbé hydrogeli a nechava vétSinu disacharidi hyaluronanu nezménénych.
Dostacujici pfirodni hyaluronanové struktury se udrZzuji pro umozZnéni rozpozndni a
spojovani b-HABP a navazaného komplexu kyseliny hyaluronové, ktery se bézn¢ nachazi

Vv biologické chrupavce [2].

2.6 Reologie

Z teckého slova RHEOS (tok, proud) je odvozen ndzev oboru reologie. Zakladateli této
mezioborové védy jsou: chemik Eugene Cook Bingham a stavebni inzenyr Markus Reiner.
Reologie je nauka o toku latek. Charakterizuje deformace pevnych latek, plyni nebo

kapalin ptisobenim vnéjsich sil. Tyto deformace mohou byt elastické nebo neelastické.
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V piipadé, Ze se jedna o elastickou deformaci, a pisobime-li na té€leso silou mensi nez je
hodnota kritického napéti, po ukonceni pisobeni této sily, se téleso vraci do ptivodniho
stavu. Pokud ptisobime na téleso vétsi silou nez je hodnota kritického (te¢ného) napéti, po

zastaveni Vlivu této sily, se t€leso nevraci do starého tvaru, ale ztraci svou elasticitu a tece

[17].

Na méfeni reologickych vlastnosti materiali se pouziva pftistroj reometr. Diky reometru
je vzorek, ktery se méfi bud’ deformovan otdenim rotujiciho senzoru, nebo oscilacnimi
pohyby senzoru. Pomoci oscilaci senzoru dostavame informace o miie elasticity vzorku.
Zatimco rotaci senzoru zjistime informace o viskozité a tokovych vlastnostech métené¢ho

vzorku [17].

U materialti, kde povaZzujeme viskozitu za latkovou konstantu, plati pro tecné napéti

Newtonuv zakon:

du
T=n-a=n-D

Zde je 7 te¢né napéti, n je dynamicka viskozita, du je vzajemna rychlost pohybu
smykovych rovin vzdalenych o dx a D je tzv. smykova rychlost. Dynamicka viskozita 7, je
zavisla na teploté a tlaku. Pti zvySujici se teploté u kapalin klesa a u plyni roste. Pokud ji

podglime hustotou, p, zjistime hodnotu kinematické viskozity v [m?/s] [17].

2.6.1 Reologie gelii

Jak jiz bylo feceno vyse gely jsou disperze tuhych latek v kapalinach, které se fadi mezi
viskoelastické materialy. Gely vykazuji vlastnosti tuhych latek az do urcité hodnoty
kritick€ého napéti, po prekroceni tohoto napéti, gel prestava aplikovanému napéti odolavat.

Pevnost uzli ve struktufe gelt a koncentrace ma velky vliv na hodnotu te¢ného napéti [18].

Urcité typy gelt maji pti smykovém usilovani tixotropni znaky. Nejdrive gely vykazuji
vysokou viskozitu, ktera se vlivem smykového namahani postupné snizuje. K ziskani
puvodni struktury je potfeba nechat gel n¢jakou dobu v klidu, poté dochazi ke zvySovani
hodnoty zdéanlivé viskozity a pfiblizovani k pivodni hodnoté. Béhem smykového
namahani dochazi nejdiive K naruseni nejméné stabilnich vazeb. Dojde tak k rozpadu gelu
na velké Casti, které nemaji tendenci vracet se do ptivodniho stavu. Také se vyskytuje
opa¢ny piipad, kdy jr vznik gelu zptisoben mechanickym namahanim, v této situaci jde o

reopexii [18].
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Pasobime-li deformac¢nim napétim velmi rychle, elasticita se vyskytuje i u plyna a
vody. Reologické vlastnosti materialti charakterizuje tzv. Debofino Cislo.

T
At
kde T vyjadfuje materialovy ¢as a At délku trvani deformacniho procesu. Pro idealné

De

elastické materialy je T i De rovno nekone¢nu. Pro idealné neelastické kapaliny je T=0
a De tedy také 0. Pii nizkych hodnotach De se latky chovaji jako vazké kapaliny, pfi
vysokych hodnotach jako pruzna télesa [18].

2.7 Tenzidy

Vétsina 1é¢iv se nerozpoustéji ve vod€, jednou z moznosti, jak je dostat do téla, je
schovavat je do tenzidi anebo je navazat do hydrogeli. Proto jsme v této praci vybrali
tenzidy neiontové na bazi cukru, které jsou povolené pro kosmetické vyuziti. Mezi vybrané
tenzidy patii sorbitan monopalmitat, polyoxyethylen sorbitan monopalmitat (Tween 40) a

sachardza palmitat.

O

OH
CH3(CH2),3CH2AO e

OH

Obr. 9: Sorbitan monopalmitdt.

o)
SN CH,00CC 5Hs,
H(OCH,CHy),0 L O(OCH,CHy)H
O(OCH,CH,),H arbre=20

Obr. 10: Polyoxyethylen sorbitan monpalmitat (Tween 40).
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Obr. 11: Sacharéza palmitat.

Tyto tenzidy jsou tfidou emulgatori pouzivanych v nékterych 1é¢ivech a pro piipravu
potravin. Casto se pouzivaji v kosmetice napiiklad k rozpusténi esencialnich olejii do

ptipravki na bazi vody [19];[20];[21].

Tenzidy jsou nedilnou souc¢asti nasich zivoti, jsou zékladni slozkou modernich pracich
prostiedki. Terminem tenzidy se oznacuji slouceniny organickych latek. Tenzidy jsou také
nékdy nazyvané surfaktanty, nebo-li povrchové aktivni latky (PAL). Spoleénym znakem
vSech tenzidi je fakt, ze v malé koncentraci se hromadi na mezifazovém rozhrani, a tim
snizuji jeho povrchové napéti. Fazové rozhrani oznacuje plochu, ktera rozdéluje dveé faze
a to kapalina/kapalina, kapalina/pevna latka nebo kapalina/plyn. Na fazovém rozhrani se
shlukuji molekuly tenzidi, kde pronikaji na povrch rozpoustédla a na rozhrani dvou fazi se
absorbuji a vytvoii monomolekularni vrstvu. ZvySenim koncentrace rozpousténého tenzidu

dochazi ke snizovani povrchového napéti [22].

Tenzidy se pouzivaji hlavné v Cisticich a pracich prostiedich, dale jako soucasti

emulznich, smacecich a zmékcovacich prostiedka [22].

Hlavicka
Micela
0o
Hydrofobnl fetézec .o' "o.
o 9
o
NS
‘C') .Q‘. ..
H;C/\/\/\/\/\/\O ﬁ o° "Na
| [
Hydrofobni éast Hydrofilni ¢ast

Sodium dodecy| sulfat

Obr. 12: Struktura molekuly detergentu (sodium dodecyl sulfit).
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Znaky tenzidt jsou dany jejich chemickou stavbou. Molekula se sklada ze dvou Casti
hydrofobni a hydrofilni. Dlouhy uhlikaty fetézec, ktery je hydrofobni (lipofilni). Hydrofilni
hlavicka je schopna hydratace. Hydrofilni skupina tenzid se hydratuje ve vodném
prostiedi molekulami vody, piechazi do roztoku a hydrofobni c¢ast molekuly je

vytésiiovana z roztoku kohezni silou [22].

V ptipadé, ze se do vody prida latka, ktera je nerozpustna, dochazi ke vzniku dvou
vrstev, které se po promichani rychle rozvrstvi. Poté co se tenzid pfida do vody, dochazi
k asociaci jeho molekul na rozhrani obou kapalin tak, Ze hydrofobni ¢ast se orientuje
k latce a hydrofilni k vodé¢. Takto dochazi i ke snizeni povrchového napéti a po promichani
vznika emulze. Podobnym stylem se molekuly tenzidu orientuji na povrchu pevnych latek,
které disperguji. Toto dispergovani je tak silné, Ze postihuje i tuhé latky, které se vyskytuji

na povrchu jiné tuhé latky. Tim je umoznéno jejich odstranéni vodou (umyti) [22].

2.7.1 Déleni tenzidu

Tenzidy je mozné klasifikovat podle riznych kritérii - chemické struktury, podle jejich
funkce. Dulezitou vlastnosti je déleni tenzidi na zakladé hydrofilni (polarni) skupiny na
iontové a neiontové. Dle disociace tenzidi ve vodném prostedi se iontové tenzidy déli na

kationtové, aniontové a amfoterni [22].
Tenzidy:
e Jontové — iontove tenzidy jsou amfifilni slou¢eniny schopné disociovat ve vodé.

o Kationtové: oznacuji se téZ jako invertni mydla. Ve vodném prostfedi maji
kladny naboj. Vyznamnou slozkou je rozsahly organicky kation, vétSinou byva
kvarterni amoniova baze. V ptipadé€ jejich plisobeni na né ve vodnim prostiedi

nemaji vliv rozpusténé kationty. Nejvyznaméjsi jsou kvartérni amoniové soli

alifatickych, alifatickoaromatickych amint a soli pyridinu [23].

o Aniontové: aniontové tenzidy jsou slouceniny, které obsahuji jednu nebo vice
funk¢nich skupin. Ve vodném prostiedi maji zaporny naboj. Disociuji za tvorby
povrchové aktivnich kationtd. Podle chemické struktury je miuzeme rozdélit do

¢ty nejpouzivangjsich skupin aniontovych tenzidu [23].
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= karboxylové kyseliny
= derivaty sulfonovych kyselin
= derivaty kyseliny sirové

= derivaty kyseliny fosfore¢né

o Amfoterni: dle hodnoty pH ve vodném prostiedi ziskaji zaporny nebo kladny
naboj, a nebo jsou elektricky neutralni [23].
e lecitiny - jsou fosfolipidy, ziskdvané nejCastéji ze soji. Maji HLR
ptiblizn¢ 10, proto se mizou pouzivat pro stabilizaci emulzi jak o/v tak
v/o.
e zelatina - je amfoliticka povrchové aktivni latka, nejvice se vyuziva jeji
schopnost tvoftit gely a slizy.

e alkylbeatiny - pouzivaji se v kosmetice.

e Neiontové — neiontové tenzidy jsou neschopné elektrolytické disociace, obvykle se
skladaji z uhlovodikového fetézce, ktery obsahuje polarni i neionogenni skupiny.

Tyto skupiny (esterové, hydroxylové skupiny) zajist'uji rozpustnost slouc¢enin [23].

2.7.2  Princip pusobeni tenzidu

Zékladnimi znaky, které charakterizuji tenzidim jejich detergen¢ni zpusobilost, jsou
jejich amfifilni charakter a tendence produkovat micely. Tenzidy pii piijatelné koncentraci
vytvaii micely s nepolarnim jadrem. Necistoty vii¢i tomu jsou nepoldrniho charakteru,
budou se tedy lehce uzavirat uvnitt micel, coz zpusobi jejich odstranéni. Na Obrazku ¢islo

13 jsou zobrazeny dil¢i faze ¢isticiho pribéhu [24].
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Obr. 13: Princip piisobeni tenzidii [24].



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Hyaluronan sodny substitovany tyraminem — TS-NaHY, Lifecore.

Kienova peroxidaza, Sigma Aldrich.

Peroxid vodiku, Penta.

Polyoxyethylen sorbitan monopalmitat (Tween 40), Sigma Aldrich.
Sorbitan monopalmitat, Sigma Aldrich.

Sachardza palmitat, Sigma Aldrich.

Sudan 111, Sigma Aldrich.

PBS - (Phosphate Buffered Saline), fosfatovy roztok s 0,15 M NaCl, VWR.

3.2 Pristroje

Termogravimetr Q5000, TA Instrument.
Analytické a pfesné vahy, Denver instrument.
Ttepacka, Heidolph VIBRAMAX 100.

Reometr ARG2, TA Instrument.

UV-VIS spektrofotometr, HITACHI - U-3900H.

3.3 Priprava hydrogeli tyraminovaného hyaluronanu

Chemikalie, které¢ byly pouzivany pro tvorbu hydrogeli tyraminovaného hyaluronanu
jsou: 250 mg kyselina hyaluronaova modifikovana tyraminem ve formé& prasku (TS-

NaHY), 25 ml (10U/ml) kienova peroxidaza a 5 ml 1% peroxidu vodiku.

Nejprve bylo smichdno 250 mg hyaluronanu sodného, ktery je modifikovany
tyraminem, s 25 ml 10U kienovou peroxidazou. Nasledné jsem nechala TS-NaHy asi tii
hodiny protiepat na tfepacce, aby doslo k efektivnimu rozpusténi TS-NaHy s kienovou
peroxidazou. Poté byl roztok TS-NaHy s peroxidazou ulozen v chladném prostiedi (lednice
t = 2-8 °C), aby Iépe ztuhl.

Nasledujici den bylo ptidano k smési TS-NaHy s peroxidazou 5 ml 1% peroxidu vodiku
za vzniku hydrogelti na bazi tyraminovaného hyaluronanu. Kienova peroxidaza je enzym,

ktery katalyzuje oxidaci riznych latek za pfitomnosti H,O, Peroxid vodiku funguje jako
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zdroj Oy, ktery se méni na H,O. Po pfidani peroxidu vodiku a kienové peroxidazy dochazi
k sitovani hydrogelu do trojrozmérnych struktur. Tato reakce TS-NaHY s H,0; a kienovou
peroxidazou muze byt provadéna in situ. Po smiSeni vSech tii slozek se po kratké dobé cca

1-3 minut vytvoii husty, nerozpustny hydrogel.

Obr. 14: hydrogel tyraminovaného hyaluronanu.

3.3.1 Stanoveni obsahu vody v hydrogela

Pfi suseni bylo odebrano do tiech zvazenych Petriho misek piiblizné 1 g hydrogelu na
bazi tyraminovaného hyaluronanu. VSechny tii misky byly dany pies noc do suSarny, poté

zvazeny. SuSeni probihalo pii 60°C, aby nedoslo k degradaci hyaluronanu.

Suseni hydrogelu bylo provadéno, za ucelem zjisténi kolik % vody obsahuje 1 gram

hydrogelu, a také abychom se ptesved¢ili, zda je hydrogel schopny znovu nasat vodu.

Hmotnost Petriho misky: Hmotnost navazeného hydrogelu:

m; (Petriho miska) = 8,5714 g m; (gel) =0,9033 g

m; (Petriho miska) = 8,4260 g m, (gel) = 1,0818 g

m3 (Petriho miska) = 8,9374 g m3 (gel) = 1,2413¢g

Hmotnost (gelu + Petr. misky) po vysuSeni:  Hmotnost vzniklé susiny:

m; (susina + petr.miska) = 8,5868 g m; (susina) = 8,5868 — 8,5714 = 0,0154 g
m; (susina + petr.miska) = 8,4435 g m; (susina) = 8,4435 — 8,4260 = 0,0175 g
M3 (susina + petr.miska) = 8,9542 g M3 (susina) = 8,9542 — 8,9374 = 0,0168 g

Vypocet obsahu susiny (xerogelu) v hydrogelu:

m; (xerogel) = 1,71%
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Tabulka 1: Vysledky stanoveni obsahu xerogelu

Hmotnost geli [g]

Hmotnost xerogelu [g]

Hmostnost xerogelu [%0]

0,9033 0,0154 1,71

1,0818 0,0175 1,62

1,2413 0,0168 1,35
Prumér 1,56 %

Pomoci suseni hydrogelu byla zjisténa hmostnost xerogelu a obsah vody v 1 g hydrogelu.
Dle vySe uvedenych hodnot bylo zjist€éno, Ze hmotnost Xerogelu odpovida 1,56%

hmotnostnich procent a hmotnost vody v hydrogelu 98,44%.

3.3.2  Analyza bobtnani xerogeli

Pii provadéni nabobtnani xerogelii bylo postupovéano tak, ze k vySe piipravenym
xerogeliim bylo pridano 5 ml destilované vody. Xerogely byly ponechany ve vod¢ dva dny.
Poté byly nabobtnané xerogely zvazeny a byla vypocitana hmotnost vody, kterou byl xerogel

schopny nasat.

Ukazka pro vypocet hmotnosti nasaté vody v %:

Pfipraveny gel — suSeni 60°C — xerogel (m;) — +H>0 — bobtnani — znovu gel (my).

m%:u.loo
m2

~0,8871-0,0154

m, %
0,8871

-100=98,26%

Tabulka 2: Vysledky stanoveni obsahu vody po nabobtnadni

Hmotnost suSiny [g]

Hmotnost geli po
nabobtnani [g]

Hmotnost geli po
nabobtnani [%]

0,0154 0,8871 98,26
0,0175 0,8275 97,89
0,0168 0,3822 95,60
Priamér 97,3%

Prostfednictvim nabobtnanych xerogell bylo zjisténo, ze xerogel je schopen znovu nasat
vodu, tzn. systém je tedy vratny. Zjistilo se, jaky obsah vody je xerogel schopen zpétné nasat.

Byla vypocitaina hmotnost vody po nabobtnani v %, ktera vysla 97,3% H,0.
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3.3.3  Orientacni stanoveni rozpustnosti tenzidi ve vodé a PBS

Kosmetické neiontové tenzidy sorbitan monopalmitat, Tween 40 a palmitat sachardzy

byly rozpoustény ve vodé za studena a za tepla zahfivanim na 45°C.

Rozpousténi tenzidl ve vod€ za studena probihalo tak, Ze do tfech zkumavek bylo pfidano
zhruba do vyse 1cm od kazdého druhu tenzidi, do zkumavky poté bylo nalito zhruba 4-5 ml
deionizované vody. Zkumavky, které obsahovaly roztoky tenzidt s vodou byly ponechany tii
dny v laboratofi, aby mél tenzid ve vodé dostatek Casu na rozpousténi. Béhem rozpousténi
tenzidi ve vodé byly zkumavky nékolikrat protiepany, aby se urychlil proces rozpousténi. Po
ttech dnech byly roztoky tenzidd s vodou zfiltrovany a kazdy filtrat byl dan do pfedem
zvazené hlinikové misky. Filtrat s hlinikovou miskou byl znovu zvazen na analytickych
vahach. Néasledné probihalo suSeni filtratu v susarn€ na 105°C abychom zjistili kolik gramt

tenzidl bylo rozpousténo.

Vysledkem rozpousténi tenzidii ve vodé za studena bylo odhaleno, ze tenzidy jsou ve
vod¢ rozpustné, ale rozpousténi trvd dlouho a mnozstvi rozpusténych tenzidll je minimalni.
Bylo rozpousténo 0,0125 g palmitatu sachardézy a 0,0009 g sorbitanu monopalmitatu ve

3-5 ml vody.

Obr. 15: Rozpusténé tenzidy ve vodeé.

Rozpousténi tenzidi ve vodé za tepla zahfivanim na 45°C probihalo stejnym vyse
popsanym postupem. Odlisnost byla pouze vtom, Ze zkumavky s roztoky tenzidi byly

ponechany v susarné na 45°C jeden den. Nasledujici den byly zkumavky odebrany ze
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suSarny a roztok byl zfiltrovan, zvazen a déle suSen v susarn€. UspéSné rozpousténi bylo
vidét uz tehdy, kdyz byly zkumavky odebrany ze susarny. Roztoky tenzidd byly ¢irejsi nez

pfi rozpousténi za studena.

Rozpousténim tenzidt ve vodé zahtivanim na 45°C, jsme dosahli lepsich vysledku. Bylo
rozpusténo 0,0795 g palmitatu sachardézy a 0,001 g sorbitanu monopalmitatu. Vzhledem
k tomu, ze vyrobce prekurzord hydrogelu dodava roztoky ptipravené v PBS, zkoumali jsme
dale rozpousténi tenzidi v PBS za studena apii zahtivani na 45°C. Béhem rozpousténi
tenzidli za studena bylo pfidano zhruba 0,1-0,5 g z kazdého druhu tenzidi, nasledné byl
ptidan roztok PBS. Zkumavky byly ponechany 1 den pfi laboratorni teploté. Dalsi den byly
roztoky tenzidi v PBS zfiltrovany a filtraty s hlinikovou miskou byly zvazeny a suSeny
v susarné na 105°C. Vysledkem susSeni bylo zjisténo, ze 0,0063 g palmitatu sachardzy

a 0,0024 g sorbitanu monopalmitatu se rozpustilo ve 3-5 ml PBS .

Dal$im pokusem pii rozpousténi tenzidi v PBS bylo zahtivani za tepla na 45°C, bylo
postupovano obdobné, pouze roztok byl ponechan v susarné 24 hodin a nasledné byly
roztoky zfiltrovany, suseny a zvazeny. Pfi rozpousténi tenzidi v PBS za tepla bylo dosazeno
nejlepSich vysledkl ze vSech pokust. Bylo ziskano 0,0935 g palmitatu sacharozy a 0,1060 g

sorbitanu monopalmitatu.

Zvyse zjisténé hodnoty rozpustnosti tenzidi v PBS byly vypocitany koncentrace
jednotlivych tenzidi. Volba koncentrace tenzidl byla 0,5 g/l podle hodnoty rozpustnosti
tenzidt v PBS.

Pro pfipravu roztoku PBS s pfidavkem tenzidovych micel, které budou vyuZivany pfi
piipravé dalSich novych hydrogeld, jsem postupovala nasledné. Bylo zvazeno 0,05 ¢
Z kazdého druhu tenzidd, k pfislusSnému mnoZstvi tenzidi bylo pfidano 100 ml PBS. Roztok
tenzidi s PBS byl protfepan a ponechan v susarné 24 hodin. Druhy den byly roztoky
odebrany ze susarny. Dalsim krokem bylo ptfidani malého mnozstvi praskového barviva
Sudanu 1l ke kazdému roztoku tenzidi v PBS. Roztok okamzit¢ po piidani Sudanu
zCervenal diky pFitomnosti micel. Piipravené roztoky byly ponechany v klidu dalsi den, aby

rozpousténi Sudanu v pripraveném roztoku bylo uplné.
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Obr. 16: a) Roztok PBS s tenzidy b) Roztok PBS s tenzidy a Sudanem.

K odstranéni nerozpusténého podilu Sudanu v roztoku PBS s tenzidy byly vsechny tfi
roztoky PBS s tenzidy zfiltrovany. Filtrat PBS s tenzidem sorbitan monopalmitat byl zcela
¢iry, coz ukazuje na velmi slabou solubilizaci Sudanu, a proto roztok PBS s tenzidem
sorbitan monopalmitat nebyl déle pouzivan v ptipravé hydrogelu. Po filtraci roztoki zbylych
tenzidu byly ziskany cervené roztoky solubilizovaného Sudanu. Dle vyrazné cervené barvy
tenzidl tweenu bylo zji§téno, Ze Sudan se v roztoku tenzidu Tween 40 rozpoustél vice nez v

roztoku tenzidu palmitatu sacharozy v PBS, ktery mél nartizovélou barvu.

Obr.17: Filtraty roztokii tenzidit v PBS se solubilizovanym Sudanem.
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3.3.4  Priprava hydrogeli s obsahem tenzidi

Pro pfipravu novych hydrogelti bylo spotfebovano 0,0625 g TS-NaHY, 0,00043 g
kitenové peroxidazy, 6 ml roztoku PBS z vySe piipraveného roztoku, ktery obsahuje jeden
druh tenzidu, sachar6za palmitat nebo Tween 40, a 1,25 ml 1% preoxidu vodiku. Nejdiive
bylo zvazeno 0,00043 g peroxidazy, ktera byla nasledné rozpusténa v 6 ml roztoku PBS
s tenzidem sachardza palmitat. Po smichani vSech slozek byl, po kratké dobé cca 1-5 minut,

vytvoten husty, nerozpustny hydrogel.

Dalsi hydrogel byl ptipraven obdobnég, pouze se lisilo slozeni tenzidu. Druhy hydrogel byl

ptipraven s roztokem PBS a tenzidem Tween 40.

Obr. 18: Hydrogely se Sudanem solubilizovanym v miceldch tenzidii.

3.3.5 Spektrofotometrické méreni

Pomoci pfistroje UV-VIS spektrofotometr HITACHI byly zméteny piipravené roztoky
PBS s tenzidy. Ptipravené roztoky byly nejdiive zfiltrovany a nasledné byla zméfena jejich
absorbance v zavislosti na vlnové délce. Méfenim bylo zjisténo, kolik barviva Sudanu se
rozpustilo v tenzidech Tween 40 a sachardze palmitatu. Prostfednictvim spektra lze vidét, ze
za stejnych podminek se rozpustilo vice Sudanu v tweenu 40 neZ v palmitatu sachardzy.
Filtrat z roztoku PBS s tenzidem sorbitan monopalmitat nebyl zméten na spektrofotmetru,

jelikoz uz u filtrace bylo pouhym okem vidét, Ze se barvivo Sudan v ném nerozpustilo.
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Graf ¢. 1: Zavislost absorbance na vinové délce.

3.3.6  Uvolnovani barviva Sudan z hydrogeli

S nové vytvoienymi hydrogely obsahujicimi tenzid a barvivo Sudan bylo zkoumano,
jestli dochazi k uvoliiovani hydrofobniho barviva Sudanu do roztoku PBS. Bylo postupovano
nasledovné - do dvou zkumavek bylo ptidano zhruba 1 cm pfipravenych hydrogeld s tenzidy
sachar6za palmitat a Tween 40 se solubilizovanym Sudanem. Dal§im krokem bylo piidani
roztoku PBS do zkumavek. Bylo sledovano, jestli se ¢iry roztok PBS obarvi ¢ervenym nebo
lehce nardzovélym barvivem Sudanem. Prostfednictvim spektrofotometru bylo odhaleno, ze
Kk barveni roztoku PBS hydrofobnim Sudanem nedochazelo ani po tfech hodinach, hydrogely
byly ponechany i nadale v roztoku PBS a sledovalo se uvolnovani hydrofobniho Sudanu

Z hydrogelt.

—

12,6721

Obr. 19: Roztoky PBS s hydrogely.
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Po dvou dnech sledovani uvoliiovani Sudanu z hydrogelti, pomoci méfeni na
spektofotometru bylo ovéfeno, zda opravdu nedochazelo k uvoliovani barviva Sudanu
z hydrogelti. Roztoky PBS s hydrogely byly zfiltrovany, ze ziskanych filtrati byla nasledné

zmeériena jejich absorbance v zavislosti na vinové délce pomoci spektrofotometru.

Pomoci experimentu uvoliovani barviva Sudan z hydrogelt bylo zjisténo, Ze k uspé$nému
uvolnovani hydrofobniho barviva Sudan do roztoku PBS ani po 14 dnech nedochazelo, je
mozné, ze k uvoliovani je nutnd delsi doba. Vzhledem k tomu, Ze intenzita cerveného
zbarveni hydrogeli se béhem téchto pokusii snizovala (pozorovano pouhym okem), je toto
zjisténi prekvapivé. Pro objasnéni pozorovanych skutenosti bude nutny dopliujici vyzkum
nad rdmec této prace. Je mozné, ze pti uvolilovani micel s barvivem dochazi k jejich rozpadu
(velmi nizka koncentrace tenzidu) a oddéleni nepozorovatelného mnozstvi Sudanu ze

systému.

3.3.7 Reologické méreni hydrogeli

Rizné kapaliny teCou rizné pomalu nebo rychle. U hydrogelu je typické, Ze v sobé
kombinuji jak kapalnou, tak i tuhou latku. Je znamo, ze vétSina hydrogeli v sobé kombinuje
viskozni a elastickou slozku. Pomoci reologickych méfeni odhalime vlastnosti hydrogelu,
jeho viskozni a elasticky modul. Viskézni modul hydrogelti popisuje, jak tece, zatimco
elasticky modul popisuje, jak je pruzny. Viskézni modul je oznaovan jako G'’, elasticky
modul G’. Prostednictvim reologickych méteni se tyto dva moduly odhali. Jestlize je G™

vétsi nez G” pievlada teceni, kdyZz G 'prevySuje G*’ prevlada elastické pruZeni.

Pied kazdym reologickym méfenim gell je nutné zjistit linearni viskoelastickou oblast,
tzv. zavislost modulu na deformaci. Méfenim na reometru byla zjisténa vhodna hodnota
deformace v linearni viskoelastické oblasti hydrogelt bez pfidavku tenzidd, ktera se rovnala
0,2%. Zjisténa hodnota linearni konstantni oblasti se dale vyuziva pii méfeni
viskoelastickych ktivek, kde je deformace konstantni, ale frekvence je meénitelnd. U této
konstantni deformace, kterou jsem vybrala, je dale méfeno G""a G'v zavislosti na frekvenci.
V priloze na grafu ¢. 9 lze pozorovat zavislost viskozniho a elastického modulu na deformaci

1 linearni viskoelastickou oblast.
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Graf'¢. 2: Zavislost viskézniho a elastického modul na frekvenci.

Dle vysledki méteni na reometru bylo zjisténo, ze u hydrogeld prevazuje elasticky modul

nad viskdéznim.

K ziskani informaci o reprodukovatelnosti ptipravy hydrogell a reologickych méfeni byl
piipraven novy hydrogel a byly méfeny jeho reologické vlastnosti. Novy pfipraveny hydrogel
byl pfipraven nasledné. Bylo spotiebovano 250 mg TS-NaHY, dale byl ptipraven 1% peroxid
vodiku v PBS z 30% H,0, tak, Ze bylo smichano 29 ml PBS s 1 ml 30% H,0,. Jako dalsi
krok bylo pfipravit ze 150 U/mg kienové peroxidazy ve formé prasku 25 ml HRP ve formé
roztoku. K pripravé 25 ml kienové peroxidazy bylo navazeno 0,0017 g HRP, k navazenému
mnozstvi kienové peroxidazy bylo pfidano 25 ml PBS. A poté byla pfipravena HRP ke
smichani s 250 mg TS-NaHY. Poté ke smési 25 ml HRP a 250 mg TS-NaHY bylo ptidano 5
ml 1% H,0;, z pfipravené¢ho peroxidu vodiku. Pomoci reometru byla zjisténa linearni
viskoelasticka oblast hydrogelu. Z linearni oblasti byla vybrana hodnota deformace 0,5%,
ktera je vidét v piiloze na grafu ¢. 10. Vybrana hodnota deformace byla dale pouzita ve

frekvenénich testech. Také bylo zjisténo, ze u hydrogelu ptevazuje elasticky modul.
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Graf ¢. 3: Zavislot viskézniho a elastického modulu na frekvenci.

Pro zjisténi zda-li se vlastnosti hydrogeld na bazi tyraminovaného hyaluronanu
od hydrogelt bez ptidavku tenzidi, byly zméfeny pomoci reometru hydrogely s piidavkem
tenzidl. V pfiloze na grafu ¢. 11 a 12 mizeme pozorovat zavislost viskézniho a elastického

modulu na deformaci.

Ziskana hodnota deformace 0,5% byla dale vyuZzivana pifi méfeni viskoelastickych kiivek,

kde byla deformace konstantni, ale frekvence ménitelna.
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Graf ¢. 4: Zavislot viskozniho a elastického modulu na frekvenci.
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Vysledky méfeni hydrogelt s pfidavkem tenzidi se vyrazné neliSily od vysledka
ziskanych pro hydrogely bez pfidavku tenzidd. U hydrogelii s pfidavkem tenzidi obdobné
jako u hydrogeli bez tenzidi ptevazuje elasticky charakter, tedy hydrogely maji vice
elasticky charakter nez viskozni. Pridavek tenzidi nema vliv na reologické vlastnosti

hydrogeli.

3.3.8  Termogravimetricka analyza hydrogeli

Termogravimetr slouzi ke sledovani zmén hmotnosti vzorku v zavislosti na teploté (nebo
Case). Pomoci TGA byla métena vlhkost hydrogeli, kde dochazi k degradaci materialu
béhem zahtivani. Pfistroj zaznamenava hmotnost panvicky se vzorkem. Méfeni na TGA
probihalo v dusikové atmosféfe. Vzorek byl vystaven tepelnému namahani a na citlivych

mikrovéahach byla sledovana zména jeho hmotnosti.

Vysledkem méteni na pristroji TGA je termogravimetricka kiivka, ktera uvadi okamzitou
hmotnost vzorku v zavislosti na teploté. Méteni probihalo v dusikové atmosféte, po 5°C do
200°C. Dle frafu ¢. 11 lze vidét zaznam prubéhu poklesu hmotnosti vzorku. Jednotlivé
poklesy hmotnosti vzorku vypovidaji o zménach v hydrogelu v pribéhu zahtivani. Zelena
kiivka popisuje hmotnost vzorku, modra kiivka je matematicka derivace hmotnosti vzorku.
Vysledkem termogravimetrického méfeni bylo zjisténo, Ze vlhkost v hydrogelech byla
98,21%.

Ukazka vypoctu ubytku vody v hydrogelu pomoci TGA méfeni:

Gbytek(H ,0) 98,22 + 98:;17 +9824 _oos10
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Graf ¢. 5: Termogravimetricka krivka.
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Graf ¢. 6: Termogravimetricka kiivka.
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Graf ¢. 7: Termogravimetricka kiivka.

Pro dosazeni dokonalych a jistych vysledkt byl piipraven novy hydrogel bez piidavku
tenzidii a bylo méfeno mnozstvi vody Vv hydrogelu pomoci termogravimetru. Z méfeni na
termogravimetru jsme ziskali podobné vysledky jako u prvniho hydrogelu. Obsah vody
v hydrogelu byl 97,66%.
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Graf'¢. 8: Termogravimetricka krivka.
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Prostfednictvim TGA byla zméfena vlhkost novych vytvofenych hydrogeli s obsahem
tenzidii sacharoza palmitat a Tween 40. V ptiloze na grafu ¢. 13, 14, 15 a 16 lze vidét, ze
hydrogel sobsahem tenzidu sachardza palmitat obsahoval 97,77% vody a hydrogel
s obashem tenzidu Tween 40 obsahoval 97,75% vody. Bylo zjisténo, ze ptidavek tenzida

nema vliv na obsah vody v hydrogelech.

4 DISKUZE

Prvni c¢ast této prace se vénuje kyseliné hyaluronové - jejim vlastnostem, vyuziti,
a modifikace hyaluronanu tyraminem a jeho nasledného vyuziti v pfipravé hydrogel. Tato
prace se zabyva také riznymi druhy hydrogeld véetné jejich mozného vyuziti. Hydrogely
reprezentuji velmi podstatnou skupinu, respektive skupenstvi material, nejen proto, Ze
spousta ¢asti lidského téla, jako jsou pojivové tkang, sklivec nebo rohovka, jsou tvoteny
pravé hydrogely. Gely se uplatiiuji v mnoha odvétvich lidské ¢innosti, zejména pak v oblasti

péce o zdravi a kosmetiky.

V druhé ¢asti prace byly vybrany tenzidy neiontové pro kosmetické ucely jako napiiklad
sachar6za palmitat, sorbitan monopalmitat a Tween 40. Dale byl pouzit hyaluronan
modifikovany tyraminem od znamé firmy Lifecore a dal§i potiebné chemikalie k tvorbé
hydrogeli, které jsou vyse popsané v kapitole 3.3. Byly vytvofené hydrogely bez piidavku
a s pridavkem tenzid. Také byla prozkoumana modifikace hydrogeld micelami vhodného
tenzidu a jejich uvoliovani z hydrogelu do roztoku PBS. V prvni fad¢ byly zkoumany rtizné
vlastnosti hydrogelu na bazi tyraminovaného hyaluronanu bez ptidavku tenzidu, byly méfeny
reologické vlastnosti hydrogelt, zda ptevazuje elasticky nebo viskozni modul. Pomoci
termogravimetrie bylo také zkoumano, kolik zhruba obsahuji tyto hydrogely mnozstvi vody.

U hydrogelt s obsahem tenzidi byly métené stejné experimenty, popsané vyse.

Ze vsech tenzidl dosahl tenzid Tween 40 nejlepsich vysledku rozpustnosti jak Ize usoudit
z grafu ¢.1. Tenzid sachardza palmitat byl také rozpustny v PBS, ale méné nez ptedchozi

zminény.

Tenzid sorbitan monopalmitat se ze vSech vybranych tenzidii rozpousti nejhiif. Pomoci
filtrace roztoku PBS s barvivem Sudanem a tenzidem sorbitan monopalmitat bylo zjisténo, ze
sorbitan monopalmitat neni rozpustny, a proto dale nebyl pouzivan pfi ptipravé hydrogelt
s obsahem tenzidu. RovnéZz bylo zkoumano uvolfiovani barviva Sudan z hydrogeld

s obsahem tenzidu do roztoku PBS.
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5 ZAVER
Cilem této prace bylo zkoumat, zlepsit a modifikovat tyto hydrogely na bazi

tyraminovaného hyaluronanu piidavkem tenzidovych micel a vytvofit tak v nich domény

schopné solubilizovat hydrofobni latky.

Vysledkem této studie bylo odhaleno, Ze nejlepsi ze tiech vybranych tenzidl, pro
modifikaci hydrogelt pomoci jejich micel, je tenzid Tween 40. Tento tenzid, jinym nazvem
Polyoxyethylen sorbitan monpalmitate, je ze vSech tenzidd nejvice rozpustny. Tenzid
sachar6za palmitat je rozpustny, ale méné¢ nez Tween 40. Sorbitan monopalmitat je
nerozpustny, nebylo ho vhodné aplikovat do hydrogelti, protoZze by nesplnil pozadované cile.
V porovnani vSech tenzidd je polyoxyethylen sorbitan monopalmitat (Tween 40) rozhodné

nejvhodnéjsim tenzidem pro modifikace hydrogeld.

Bylo prozkoumano uvoliovani barviva Sudan z hydrogelu obsahujici tenzid Tween 40 a z
hydrogelu obsahujici tenzid sacharéza palmitat do roztoku PBS. Tenzid sorbitan
monopalmitat, kvili jeho nevhodnym vlastnostem, nebyl modifikovan do hydrogelu na bazi
tyraminovaného hyaluronanu. Na konci této studie nedoslo k uvoliovani hydrofobni latky,
Vv naSem piipadé barviva Sudan, do roztoku PBS z hydrogelii na bazi tyraminovaného
hyaluronanu s pfidavkem tenzidovych micel. Vzhledem k tomu, Ze intenzita cerveného
zabarveni hydrogelti se béhem téchto pokusi snizovala (pozorovano pouhym okem), je toto
zjisténi prekvapivé. Pro objasnéni pozorovanych skutecnosti bude nutny dopliujici vyzkum
nad rdmec této prace. Je mozné, Ze pii uvolilovani micel s barvivem dochazi k jejich rozpadu
(velmi nizkd koncentrace tenzidu) a oddé€leni nepozorovatelného mnozstvi Sudanu ze

systému.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam pouzitych zkratek
KH kyselina hyaluronova

ECM extracelularni matrix

HRP kienova peroxidaza

TGA termogravimetr

TS-NaHY hyaluronan substitovaného tyraminem
PBS fosfatovy roztok s 0,15 M NaCl
HA hyaluronan

EDC ethylendichlorid

IMAO inhibitory monoaminooxidazy
GlcA glykolat permeéazy

PAL povrchové aktivni latka

8.2 Seznam pouzitych symboli
G’ elasticky modul

G” visk6zni modul

At délka trvani deformacniho procesu
De deboftino ¢islo

du smykova rychlost

p hustota

n dynamicka viskozita

T teCné napéti
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