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ABSTRAKT

Cilem této bakalarské prace je zjistit, zda by bylo mozné vyuzit nativni formu kyseliny
hyaluronové jako nosi¢ hydrofobnich 1é€iv pro cilenou distribuci v organismu.
Svou strukturou je kyselina hyaluronova linearni vysokomolekularni biopolysacharid,
ktery nachazime ve vétsiné zivych organismda. V lidském téle se vyskytuje ve vétSiné tkani,
jeho vysokou koncentraci nachazime zejména v pokozce a o¢nim sklivci. Podili se na mnoha
fyziologickych procesech a pro fungovani celého organismu je hyaluronan nezbytny.
Jeho vysoka koncentrace je také pozorovana u rakovinnych bunék, které obsahuji nékolik
receptord  pro hyaluronan. Mezi tyto receptory fadime CD44 a RHAMM.
Pravé interakce nosi¢ového systému kyseliny hyaluronové a hydrofobniho |éCiva s témito
receptory by mohla zajistit volny prichod pro IéCivo do postizené tkané, kde po uvolnéni
IéCiva dojde k usmrceni postizenych bunék. LéCivo by bylo tedy pfimo cilené na poSkozenou
tkan a nezatéZovalo by zbytek organismu, jak tomu v souasné dobé byva pfi lécbé
cytostatiky. Jako nosi¢ byla v této praci vybrana pravé nativni forma kyseliny hyaluronové,
kterou bézné najdeme v lidském organismu. Svymi vlastnosti nevynika nad ostatnimi
nosi¢ovymi systémy, ale svou biokompatibilitou a biodegradabilitou v organismu je vysoce
pfesahuje. Jako nosi¢ byla v praci vyuZita vysokomolekularni kyselina hyaluronova a misto
hydrofobniho Ié€iva byla pouzita latka podobnych vlastnosti, hydrofobni barvivo sudan red G.

ABSTRACT

The aim of this paper is to discover whether it is possible to use the native form of hyaluronic
acid as a hydrophobic drug carrier for a targeted distribution in the body. In its structure,
hyaluronic acid is a linear high molecular weight biopolysaccharide which is found in most
living organisms. Hyaluronan is involved in many physiological processes and therefore
is essential for the functionality of the human body. It is in most tissues of the human body,
high concentration is in the skin, the vitreous body and is also observed in cancer cells that
contain several receptors for hyaluronan. These receptors include CD44 and RHAMM.
The interaction of the hyaluronic acid delivery system and the hydrophobic medicinal with
these receptors could ensure a free passage for drugs to the affected tissue,
where the release of the drug would destroy the affected cells. The drug would directly target
the damaged tissue and did not burden the rest of the body like the cytotoxic agents do.
In this paper the native form of hyaluronic acid, which we normally find in the human
organism, was chosen as the carrier. Its properties do not stand above other carrier systems,
but its biocompatibility and biodegradability in the body greatly exceed them. High molecular
weight hyaluronic acid was used as a carrier and the hydrophobic dye sudan red G,
a substance of similar properties, was used instead of a hydrophobic drug.
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1. Uvop

V dnednim uspéchaném svété, ktery zene dopfedu rychly vyvoj, mizeme pozorovat viditelné
pokroky, které maji v Iékafském odvétvi velky vliv na I1éEbu rakovinného bujeni.
Tato bakalafska prace je zaméfena na zkoumani vlastnosti nativni formy kyseliny
hyaluronové a posouzeni, zda by byla vhodna jako nosi€ pro cilenou distribuci hydrofobnich
I&Civ v lidském organismu. K1é¢Ebé rakoviny se v souCasné dobé& pouZivaji zejména
cytostatika, ktera jsou nespecificky distribuovana v téle, dochazi tedy ke zbytecné zatézi
celého organismu, které je intoxikovano. Za odrazovy mustek pro efektivnéjsi a Setrné&jsi
IéCbu jsou v sou€asnosti povazovany nosiCe, které jsou diky svym vlastnostem schopny
dopravit IéCivo pfimo do mista plasobeni, cili tedy na pouze maligni tkan. Vzhledem ke svym
vlastnostem se jevi, Ze by se v této oblasti dalo vyuzit pravé kyseliny hyaluronové, kterou
nachazime ve vétsSiné tkani. Organismus by bez ni nebyl schopen fungovat, podili se totiz
na mnoha fyziologickych procesech. Vysokou koncentraci hyaluronanu nachazime
v pokozce, synovialni tekuting, ¢i o¢nim sklivci. Z hlediska |éCby rakovinného bujeni
je vyznamny jeho hojny vyskyt v okoli maligni tkané. Pfitomnost hyaluronanu je tam zejména
zpusobena pritomnosti receptord, které jsou schopny hyaluronan specificky navazat a poté
transportovat do tkané. Receptory schopné interakce s hyaluronanem nazyvame CD44
a RHAMM. V principu by mélo dochazet k tomu, Ze se do struktury hyaluronanu navaze
hydrofobni |éCivo, které je pomoci specifické interakce s receptory cilené dopraveno
do maligni tkané, kde dochazi k uvolnéni |éCiva, které nasledné usmrti postizenou buriku.
Vyuziti nativniho hyaluronanu v oblasti cilené distribuce 1&Civ tkvi zejména v jeho
biokompatibilité a biodegradabilité v organismu. Je znamo, Ze se k cilené distribuci 1€Civ
vyuzivaji i jiné latky. Jednou z téchto latek, které maiji obrovsky potencial, je modifikovana
forma kyseliny hyaluronové, ktera oproti nativni formé& obsahuje véts§i mnozstvi hydrofobnich
skupin schopnych navazat hydrofobni I&€ivo. DalSimi nosi¢i mizou byt liposomy, micely,
Ci hydrogely nebo nanoCastice. Pro distribuci IéCiv se jedna o latky vhodné, zejména svym
hydrofobnim charakterem a stabilitou. Oproti hyaluronanu se ale nejedna o latky télu vlastni,
proto je tato prace zaméfena pravé na hyaluronan, s jehoz pomoci by mélo dochazet
k mnohem Setrné&jSi IéCbé rakoviny.



2. TEORETICKA CAST

2.1. KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova by se obecné dala charakterizovat jako vysokomolekularni
polysacharid, ktery je tvofen dvéma pravidelné se opakujicimi podjednotkami.
Jedna se o slouéeninu, ktera se svou strukturou velmi podoba sachariddm a skupina
do které ji fadime, je nazyvana glykosaminoglykany. Dfive byla znama pod jménem
mukopolysacharidy. Kyselinu hyaluronovou lze zkracené oznadit jako HA, coz odpovida
jeji zkratce z anglického nazvu hyaluronic acid. Ve vétsiné pfipadl ji nachazime v zivych
organismech, kde se ale nevyskytuje ve své zakladni formé&, jako kyselina. V organismech
ji_nejCastéji nachazime ve formé soli, sodné. Jeji dalS§i formou je draselna sul.
Tuto sul obecné nazyvame hyaluronat. Setkavame se tedy bud s hyaluronatem sodnym
nebo draselnym. Zkracené je tato forma oznaovana jako ,hyaluronan®. Pravé hyaluronan,
ktery byl objeven pomérné nedavno, je neodmyslitelnou soucasti vSech zivych organism,
kde vykonava mnoho dulezitych biologickych funkci. Pfirozené ho najdeme skoro ve vSech
tkanich. Jeho vysokou koncentraci nachazime v oénim sklivci nebo pupecni Sndre.
V mensi mife je také obsazen v pojivové tkani i mezibunééné hmoté. Co se jeho zakladni
struktury tyCe, jedna se o nerozvétveny polymerni fetézec, ktery je tvofen disacharidovou
jednotkou. Tato podjednotka tvofena dvéma sacharidy, kterymi je kyselina D-glukuronova
a N-acetyl-D-glukosamin. Retézce hyaluronanu mohou byt velice dlouhé. Z toho Ize usoudit,
Ze se jedna o vysokomolekularni latku. V zavislosti na délce fetézce Ize ziskat latku
s obrovskou molekulovou hmotnosti, ktera se pohybuje az v fadu nékolika milién Dalton.
V lidském organismu se vyskytuji vysokomolekularni fetézce hyaluronanu s molekulovou
hmotnosti az do 5 MDa. Délka fetézce odpovidajici této molekulové hmotnosti mize
dosahovat az 10 um [1, 2].

2.1.1. HISTORIE
Kyselina hyaluronova byla poprvé objevena a izolovana v prubéhu 30. let 20. stoleti.
Pfesné feCeno byla popsana vroce 1934 Karlem Mayerem a jeho asistentem
Johnem Palmerem. Tato dfive neznama slouCenina byla zminénymi védci izolovana
z ocniho sklivce hovéziho dobytka. Z vysledkd svého vyzkumu vyvodili, Ze latka,
kterou izolovali, tvofi dvé sacharidové podjednotky. Jednu z téchto molekul se jim podafilo
identifikovat jako uronovou kyselinu. Tento objev dal za vznik nazvu této slouceniny.
Vznikl spojenim nazvu objevené kyseliny uronové a slova hyaloid, coz Ize prekladat jako
,cotka“. Kombinaci téchto slov nam vznikne kyselina hyaluronova. Tohle pojmenovani
se od objevu dobfe wuchytio a je stale pouzivano. Je dulezité podotknout,
Ze Karl Mayer a John Palmer v roce 1934 sice hyaluronan jako prvni izolovali a dali mu jeho
nazev, bohuzel nebyli schopni Uplné popsat jeho strukturu. Ta byla plné objasnéna
az v pozdéjSich letech, pfesnéji v 50. letech 20. stoleti. Védec, ktery odhalil celou strukturu
studovaného polysacharidu, nebyl nikdo jiny, nez jeji objevitel Karl Palmer, spolu
se svymi spolupracovniky. Co se dalSiho objasnovani struktury kyseliny hyaluronové tyce,
v roce 1986 bylo zjiSténo, ze se v organismu hylarunan prakticky nikdy nenachazi ve formé
kyseliny. Naopak ho nachazime ve formé soli sodné a nebo draselné. které jsou pro lidské
télo mnohem vyhodnéjsi z toho duvodu, Ze maji fyziologické pH. Struktura byla b&éhem let
plné objevena a prostudovana, ale i v dnesni dobé stale nalézame nové moznosti vyuZiti
hyaluronanu v mnoha odvétvich primyslu. Uz par let po objeveni byl hyaluronan primyslové
vyuzit. K prvnimu vétSimu komerCnimu vyuziti doSlo vroce 1942, kdy byla kyselina
hyaluronova patentovana pro vyuziti v pekarském pramyslu. Jeji vyuziti spocivalo v nahradé
vaje¢nych bilkG hyaluronanem. Kyselina hylauronova méla jiz od svého objevu potencial
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byt velice prospésnou latkou. V dalSich letech stale nabyvala na dllezitosti, a to diky jejimu
dalSimu prostudovani a odkryvani jedineénych vlastnosti. K prvnimu |ékafskému vyuziti
hyaluronanu doSlo v 50. letech. Byla tedy poprve vyuzita pro medicinské ucely, kde slouZila
jako nahrada o¢niho sklivce pfi operacich o¢i [1][3].

2.1.2. GLYKOSAMINOGLYKANY

Kyselina hyaluronova je dle své struktury a slozeni zafazovana do skupiny analogické
k sacharidm. Tato skupina nese oznaceni ,glykosaminoglykany“, dfive byly znamy
pod nazvem jinym nazvem, ,mucopolysacharidy“. Kromé kyseliny hyaluronové v této skupiné
nachazime mnoho dalSich polysacharidl, které byly podobné jako hyaluronan pojmenované
podle mista jejich objeveni. Jednim z dllezitych glykosaminoglykand je chondroitinsulfat,
ktery byl poprvé objeven v chrupavce. DalSim zastupcem je keratansulfat izolovany
zrohovky, nebo dermatansulfat, ktery byl poprvé izolovan zkGze neboli dermis.
Aby byla molekula polysacharidu fazena mezi glykosaminoglykany, musi splfovat urcité
pozadavky, které jsou pro vSechny zastupce této skupiny charakteristické. Polysacharidy
fazené do této skupiny jsou vzdy pfitomné ve formé nerozvétveného polymerniho fetézce
sloZzeného z dvou opakujicich se disacharidovych jednotek. Prvni podjednotku tvofi
glykosaminoglykanm ktery je aminosacharidem. Druha sacharidova slozka obvykle obsahuje
uronovou kyselinou, ktera je zdrojem zaporného naboje. Dle typu molekul jsou zaporné
nabité skupiny bud karboxylové, nebo sulfatové. Vyjimkou je keratansulfat, ten ve své
struktufe nahrazuje uronovou kyselinu galaktézou. VSechny slouc€eniny glykosaminoglykanu
maji v lidském organismu dulezitou ulohu. Néktera mista jejich plsobeni Ize lehce odvodit
Z jejich nazvu. Glykosaminoglykany maji riznou strukturu a paradoxné se za nejjednodussi
polysacharid nachazejici se v této skupiné povazuje kyselina hylauronova. Tato skutecnost
je dana tim, ze na rozdil od vSech ostatnich polysacharidi této skupiny, které obsahuji
sulfatovou skupinu, obsahuje hyaluronan karboxylovou skupinu. Obvykla molekulova
hmotnost glykosaminoglykanti se pohybuje vrozmezi 15— 20 kDa. Tento fakt ovSem
nemuzeme potvrdit u kyseliny hyaluronové, ktera ma velkou Skalu molekulovych hmotnosti.
Jedna se o dalsi vyznacny rozdil, ktery je tfeba vzit v potaz, protoZe hyaluronan nachazime
i v molekulovych hmotnostech v fadu miliond Dalton [1].

2.1.3. CHEMICKA STRUKTURA A STRUKTURA V ROZTOKU

Zakladni struktura kyseliny hyaluronové je ve formé nevétveného linearniho polysacharidu,
ktery je tvofen jednou disacharidovou podjednotkou, ktera se ve struktufe pravidelné
opakuje. Tato podjednotka je tvofena uronovou kyselinou a aminosacharidem. Cely nazev
téchto slou€enin je D-glukuronova kyselina a N-acetyl-D-glukosamin. Tyto dvé zakladni
slozky se navzajem propojuji pomoci glykosidickych vazeb (-1,4 a B-1,3, které jsou
kovalentniho charakteru. Glukuronova kyselina a N-acetylglukosamin jsou spojeny
B-1,3 vazbou. Naopak N-acetylglukosamin se na glukuronovou kyselinu navazuje
B-1,4 vazbou. Pravé diky tomuto pravidelnému stfidani glykosidickych vazeb B-1,4 a p-1,3
se kyselina hyaluronova nachazi v linearni formé bez moznosti vzniku postrannich fetézcu
[1, 2]. Struktura kyseliny hyaluronové je znazornéna na obrazku €. 1, kde Ize vidét jednotlivé
vazby B-1,3 a B-1,4.



D-glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin

Obrazek 1: kyselina hyaluronova [6]

Glykosidické vazby nejsou ale jediny druh vazeb, ktery se vfetézci nachazi.
Kazda glykosidicka vazba je navic stabilizovana diky pFitomnosti vodikovych mustk,
které tuto strukturu upeviuji. Pfitomnost B konfigurace zajistuje dostate¢né stabilni strukturu
disacharidu, ktera je pro dany systém energeticky nejvyhodnéjsi. K tomuto jevu dochazi diky
pfitomnosti rdznych skupin na podjednotkach disacharidu. Zahrnujeme mezi né vSechny
objemné skupiny, mezi které fadime skupiny hydroxylové a karboxyloveé, jenZz nachazime
na stericky pfiznivych ekvatorialnich pozicich. Naopak pokud se podivame na méné
objemné skupiny, mezi které u hyaluronanu fadime vodikové atomy, pozorujeme,
Ze se nachazi v pozicich axialnich, které jsou stericky méné vyhodné. Cely tento jev
prostorového uspofadani je dan tim, Zze se na jiz zminénych vyhodnych ekvatorialnich
polohach v fetézci nachazi polarni hydrofilni ¢ast, a na vodikovych atomech v axialni poloze
vznika takzvany ,hydrophobic patch®, jehoz charakter je nepolarni. Z tohoto usporadani
vznika charakteristicka struktura, ktera je pojmenovana podle svého tvaru, ktera pfipomina
sto€enou stuhu. Tato struktura vznika tak, ze jednotky sacharidu, které jsou mezi sebou
vazany kyslikem, maji tu schopnost, Ze dokazi rotovat kolem své osy o 360°, i kdyZ nemaji
ve svém pohybu naprostou volnost, vzhledem k jednotlivym konfiguracim vazeb v molekule.
Presnéji dochazi ktomu, Ze je kazda disacharidova jednotka vUiCi kazdé nasledujici
pretoCena o 180°. Dochazi tedy k tomu, Ze se s kazdou dvojici disacharidi dostaneme
na puvodni orientaci. Tim se vytvofi Sroubovice, ktera se vSeobecné oznacuje jako dvakrat
stoCena Sroubovice. V této struktufe se pravidelné stfidaji hydrofobni a hydrofilni oblasti.
V hydrofobnich oblastech kyseliny hyaluronové mulzeme pozorovat rlst agregatu,
ke kterému dochazi diky agregaci antiparalelnich fetézcl hyaluronanu po obou stranach.
Je v8eobecné znamo, Ze ma hyalunonan velice dobré hydrofilni vlastnosti a dokaze na sebe
navazat mnohonasobné vétsi mnozstvi vody, nez je jeji viastni hmotnost. Schopnost pojmout
obrovské mnozstvi vody se pohybuje az vfadu tisici z jeji plvodni hmotnosti.
NejCastéji se skyselinou hyaluronovou setkavame ve formé vodného roztoku,
kde se vyskytuje jako polyaniont. Pokud se hyaluronan nachazi ve vodném roztoku, dochazi
k tomu, Ze se hydrofobni Casti Fetézce pfibliZzuji a seskupuji tak, aby co nejvice zabranili
kontaktu s vodnym prostfedim, a nachazi se tedy v axialni poloze, ktera je pro n&j v ramci
energetickych moznosti nejvyhodnéjSi. S védomim, Ze se na hyaluronanu nachazi jak
vyrazné hydrofilni oblasti, tak i oblasti hydrofobni, mizeme jej zafadit mezi latky, které maji
amfifilni charakter. Dulezitou roli na vlastnostech hyaluronanu v roztoku udava vodné
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prostfedi, ve kterém se nachazi. Nejen v zavislosti na pH, ale i ze zavislosti na molekulové
hmotnosti nebo koncentraci ziskavame rtizné viskézni roztoky [1, 3, 4, 5].

2.1.4. VISKOZITA, MOLEKULOVA HMOTNOST A KONCENTRACE

Primarni struktura kyseliny hyaluronové je vzdy stejna, opakujici se disacharidova jednotka.
V zavislosti na zdroji, ze kterého se hyaluronan izoluje lze pozorovat znacné rozdily,
které jsou v prvni fadé dusledkem velice pestré Skaly molekulovych hmotnosti, se kterymi
je neoddélitelné spojena ruzna délka samotného fetézce. DalSim faktorem ovliviujici
vlastnosti a funkci hyaluronanu je stuperi polymerizace, ktery je rozdilny u rGznych zdroju,
kterymi jsou nejen lidské tkané. V pfipadé lidského organismu nachazime hyaluronan skoro
ve vSech tkanich, v nichz se vyskytuje v odliSnych molekulovych hmotnostech, které maji vliv
na finalni funkci hylauronanu. Pokud pracujeme s delSimi fetézci o vétSi molekulové
hmotnosti, mize byt dany hyaluronan pouzit jako lubrikant kloubl ¢&i organizator tkané,
jelikoz drzi tvar. Vysokomolekularni hyaluronan je téz hojné vyuzivan v pfipadech bezjizvého
hojeni. Na druhou stranu pokud je molekulova hmotnost mensi az stfedni, je vyuziti kyseliny
hyaluronové naprosto jiné. Funkce téchto molekul spociva ve vyuziti v procesech
informacnich, migracnich ¢i regulacnich. Dale se tyto nizko az stfedné dlouhé fetézce podili
na genové expresi makrofagl, endotelovych &i epitelovych bunkach. Z riznych zdrojl
se ziskava hyaluronan s molekulovymi hmotnostmi liSicimi se i v nékolika fadech.
V oénim sklivci Ize izolovat hyaluronan o pomérné nizké molekulové hmotnosti,
kter4 se nachazi vrozsahu 10°—10° Da. Naopak ze streptokokové struktury Ize ziskat
hyaluronan s molekularni hmotnosti pohybujici se okolo 10°—10°Da. Je$té vétsi
molekulovou hmotnost HA Ize najit v hifebinku kohoutd, kde hmotnost dosahuje velikosti
10° — 10’ Da. Na molekulové hmotnosti je kromé délky fetézce vysoce zavisla i viskozita.
Nizkomolekularni hyaluronan miva viskozitu niz8i, naopak vysokomolekularni roztoky
hyaluronanu jsou vysoce viskozni. S koncentraci je uzce spojeno i sitovani hyaluronanu,
a to jiz pfi nizSich koncentracich. U vysokomolekularniho hyaluronanu dochazi k velmi
intenzivnimu sitovani, které se projevuje u vSech molekul. U nizkomolekularnich roztoku
vznikaji oddélené oblasti tvofici sité. Tyto interakce jsou hojné vyuzivany pfi interakci
hyaluronanu s cizimi latkami, bilkovinného nebo lipidického charakteru. V tabulce €. 1
muzeme vidét vyskyt rGznych molekulovych hmotnosti hyaluronanu z rlznych ZivociSnych
zdrojui [1, 4, 5].

Tabulka €. 1: vyskyt kyseliny hyaluronové v rliznych tkanich a zivocisnych druzich [7]

tkan nebo télni tekutina | koncentrace [ug/ml]
lidské télo
pupecni Sndra 4100
synovialni tekutina 1400-3600
sklivec 140-340
dermis 200-500
epidermis 100
hrudni miza 0,2-50
modé 0,1-0,3
krevni sérum 0,01-0,1
ostatni zivoCichové
kohouti hifebinek 7500
krali¢i mozek 65
krali€i srdce 27
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2.1.5. ZDROJE A VYSKYT

Je vSeobecné znamo, ze se hyaluronan pfirozené nachazi ve vSech organismech,
ze kterych maze byt nasledné také izolovan. U vSech organismu se nachazi ve vétsiné tkani
v rliznych molekulovych hmotnostech. Napfiklad v télech savcu ji Ize najit v ocnim sklivci,
pokozce, mezibunétné hmoté, synovialni tekutiné. Pokud u lidi vezmeme v potaz celkové
mnozstvi hyaluronanu v jednotlivych tkanich, tak je jeji nejvétSi zastoupeni v pokozZce.
Kde je obsazena az polovina veSkerého mnozstvi, ta se nachazi jak v dermis, tak i epidermis
s primérnou hmotnosti 7 — 8 g na dospélého ¢lovéka. V mensim mnozstvi se také nachazi
v plicich, ledvinach, mozku, svalech a dalSich pojivovych tkanich. Nejmensi koncentrace
hyaluronanu byla nalezena v krevnim séru. Celkové mnozstvi kyseliny hyaluronové
se v lidském téle u dospélych jedincl pohybuje na hmotnosti okolo 20 g. V pocatcich badani
kyseliny hyaluronové byla jednim z vyznamnych zdrojid pupecni $ndra. Davodem bylo,
ze se jedna o tkan, ktera je povazovana u savcl za tkan s jeji nejvy$si koncentraci.
Nanestésti tento zdroj nebyl pro praktické vyuziti vyhodny a zdaleka nestacil na pokryti
veskeré produkce. Z toho duvodu se hledaly vhodné alternativy. Vhodnou nahradou se staly
zvifeci tkané, ve kterych byla hojné zastoupena kyselina hyaluronova, byly ji kohouti
hfebinky a kravsky o€ni sklivec. OvSem i tyto zdroje maji své omezeni. Jak z hlediska
mnozstvi, tak i izolace a Cdistoty produktu. V souCasnosti se tedy jako zdroj kyseliny
hyaluronové vyuzivaji zejména fermentaCni bakterie, které jsou schopny produkovat
hyaluronan vysoké Cdistoty bez cizorodych proteind. Fermentaéni bakterie vyuzivané
pro vyrobu kyseliny hyaluronové jsou zastupci rodu Streptococcus. Jedna se o bakterie
Streptococcus equi a Streptococcus zooepidemucus, které jsou schopné produkovat
hyaluronan ve velkém méfitku v porovnani s ostatnimi extrakénimi metodami. Kazda z téchto
bakterii je schopna syntetizovat hyaluronan v rdznych molekulovych hmotnostech.
Pokud tedy vyuzivame kyselinu hyaluronovou izolovanou z bakterie Streptococcus equi
ziskame jako produkt hyaluronan s niz8i molekulovou hmotnosti, nez =z bakterie
Streptococcus zooepidemucus, u které se molekulova hmotnost pohybuje v fadu
1,8-2MDa (1,5, 8].

2.1.6. SYNTEZA DEGRADACE
U metabolismu, tedy syntézy a degradace je dulezité, aby byla hladina koncentrace
hyaluronanu v jednotlivych tkanich stala. V lidském téle Ize pozorovat velice dynamicky
proces, pfi kterém jsou tyto opacné metabolismy v rovnovaze. V zavislosti na druhu tkané
vétSinou prevazuje jeden ztéchto procesU a zavisi na ni i doba zZivotnosti hyaluronanu.
Mezi tkané, ve kterych prevazuje syntéza, fadime dermis, je tomu tak z toho dlvodu,
Ze velké mnozstvi hyaluronanu, které je zde syntetizovano odchazi ztkané pryc.
Extrémné kratkou Zivotnost ma hyaluronan v krvi, kde se nachazi pouze par minut,
nez je degradovan. DalSim pfikladem jsou keratinocyty, které nachazime v epidermis,
jejich zivotnost velice mala, ¢asto to byva méné nez jeden den, dochazi zde k velice aktivni,
jak syntéze, tak i degradaci hyaluronanu. DelSi dobu zivotnosti ma hyaluronan nachazejici
se vchrupavkach, ma zde primérnou délku metabolismu 2-3tydny [1, 4, 9]
Je dulezité zduraznit, Zze v praxi se setkdvame se dvéma zakladnimi mechanismy,
pfi kterych dochazi k syntéze kyseliny hyaluronové. Prvni z nich probiha v savCich burikach
a bakteriich patficich do rodu Streptococcus, druhy zplsob je vyuzivan bakteriemi rodu
Pastreurella. V obou pfipadech se jedna o vysoce kontrolovany proces. U savCich bunék
a bakterii Streptococcus je hyaluronan syntetizovan na cytoplazmatické membrané.
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Pravé misto syntézy je jednim zrozdili, kterymi se kyselina hyaluronova odliSuje
od ostatnich glykosaminoglykanu, které se nejcastéji syntetizuji v Golgiho aparatu.
Tato syntéza byla poprvé demonstrovana roku 1959 na membrané bakterie Streptococcus.
Pro syntézu hyaluronanu je u této bakterie potfeba jediny protein, ktery je schopen vyuzivat
oba dva substraty sacharidl, které ji tvofi. Enzymem, ktery je zodpovédny za syntézu
hyaluronanu je hyaluronan syntaza, zkracen& HAS. Tento enzym vyZzaduje pouze Mg?
a dva UDP monosacharidové substraty (GIcUA-UDP a GIcNAc-UDP), ze kterych syntetizuje
novy fetézec. U savc€ich bunék se nachazi vice hyaluronan syntaz (HAS1, HAS2 a HAS3),
které vykonavaji svou funkci na rGznych mistech v ur€ity ¢as rlstu fetézce, starnuti,
Ci léCeni ran. Béhem syntézy dochazi k elongaci fetézce na redukujicim konci,
kde neni nutna pfitomnost primeru pro zahajeni syntézy. K iniciaci biosyntézy je vyZzadovana
pouze pritomnost UDP monosacharidovych substrati. Kazdy syntetizovany sacharid se poté
stava substratem pro dalSi nasedajici sacharid. Aby mohlo dochazet krustu Fetézce,
je potfeba, aby byla syntetizovana ¢ast postupné vytlaGovana pfes membranu
do extracelularni matrix. Proces elongace fetézce na membrané, je nazorné popsan
v obrazku €. 2. Diky tomuto procesu muzeme ziskat hyaluronan o velké molekulové
hmotnosti, kterou bychom nikdy nemohli ziskat, kdyby byl hyaluronan syntetizovan v Golgiho
aparatu, jako ostatni glykosaminoglykany [9, 10].

Hyaluronic acid

Hyaluronic acid
synthase 2 [HAS2)

N

EXTRACELULAR
SPACE

Plasma
membrane

‘ o0 \ uor-Jly
' o,
CYTOSOL uor—4ip UDP-D-glucuronic acid  vor-@i
UDP-N-acetyl-glucosamine uor-4ipy
N-acetyl-glucosamine @0

D-glucurenic acid L 4

Obrazek 2: syntéza kyseliny hyaluronové [11]

Degradace je proces opacny syntéze, pfi kterém dochazi ke $tépeni hyaluronového fetézce
na menSi useky. Tyto useky neboli fragmenty jsou vyuzivany v mnoha déjich, které probihaji
na bunécné dudrovni. U savcl je degradace zprostfedkovana tfemi typy enzymd,
které v organismu nachazime v rliznych formach intracelularné a v séru. Mezi tyto enzymy
fadime; hyaluronidazu, B-D-glukuronidazu a B-N-acetyl-hexosaminidazu. Kazdy z téchto
enzym( ma v procesu degradace hyaluronanu riznou ulohu. Hyaluronidaza je odpovédna
za Stépeni vysokomolekularniho hyaluronanu na menSi fragmenty, oligosacharidy.
Ukolem B-D-glukuronidazy a B-N-acetyl-hexosaminidazy je nasledna degradace vzniklych
oligosacharidovych  fragment  ods$tépenim  neredukujicich  terminalnich  cukra.
Produkty vzniklé degradaci jsou charakteristické velice nizkou molekulovou hmotnosti
a pro angiogennimi ucinky. Jednim z dasledkd snizeni molekulové hmotnosti Stépenim
hyaluronidazou, je s nim spojené snizeni viskozity hyaluronanu, které se projevi zvySenim
permeability tkani [3].
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2.1.7. LEKARSKE VYUZITi HYALURONANU

Kyselina hyaluronova je slou€enina, ktera si béhem let vybudovala vyznamné postaveni
v mnoha odvétvich Iékafského pramyslu. Hlavnim divodem jeho vyuziti v tomto odvétvi jsou
jeho vlastnosti, mezi kterymi je nutno zdlraznit schopnost biodegradability a biokompatibility.
Taky se nesmi opomenout, Ze se jedna o latku, ktera je télu vlastni a je neodmyslitelnou
soucasti mnoha fyziologickych procesu probihajicich v lidském organismu. JelikoZz se jedna
o latku télu vlastni, byva léEba pomoci kyseliny hyaluronové pro télo ¢asto nenasilna a velice
efektivni. Jednim z dulezitych vyuZiti hyaluronanu nalezneme v oftamologii, neboli o&nim
Iékafstvi. K vyuziti hyaluronanu v této oblasti doSlo uz v poc&atcich jejiho vyzkumu
v 50. letech 20. stoleti, vyuziti v této oblasti podporuje i to tvrzeni, Ze pravé z ocniho sklivce
byla tato latka poprvé izolovana a nachazi se vném v pomérné velkém mnoZstvi.
Hlavni pouziti hyaluronanu se zde uplatnilo v léCeni pfi operaci Sedého zakalu.
Ten je zde pouzivan jako ochranna tekutina, ktera b&éhem operace snizuje riziko zranéni
a chrani okolni tkané. Ktomuto uCelu se vyuziva hyaluronan s mensi molekulovou
hmotnosti, a to ztoho ddvodu, ze vysokomolekularni roztoky jsou moc viskézni, a tedy
nevhodné. Dale se snim voénim lékafstvi setkame v pfipravcich pro pééi o odi,
zejména u pripravka pro kontaktni ¢ocky [1, 3]. DalSim pfikladem je vyuziti hyaluronanu
v |éCbé kloubnich onemocnéni. Tohle uziti vychazi z toho, Ze synovidlni tekutina kolem
kloubl je misto jeho pfirozeného vyskytu, kde ma funkci lubrikace a mechanické podpory.
Pravé tyto poznatky vedly k tomu, Ze se zacal vyuZivat k jejich 1éCbé. Jednim z onemocnéni,
které se hyaluronanem daji 1éCit, je osteoartréza, ta ma za nasledek postupné znieni
kloubni chrupavky a méni jeji mechanické vlastnosti. V nejhorSich pfipadech dochazi
k uplnému zni€eni chrupavky. Tato nemoc postihuje zejména kolenni a kycCelni klouby.
Samotny hyaluronan se do postizené oblasti vpravuje injekéni podobou, a to po dobu
3 — 5 tydnu v tydennich intervalech. Tato Ié€ba ma za nasledek zlepseni vlastnosti synovialni
tekutiny, ochrany povrchu chrupavky a potladuje samotné ni¢eni chrupavky [1].
Je znamo, ze kyselina hyaluronova podporuje bezjizvé hojeni ran diky vysoké hydrofilité.
Pravé tato vlastnost se hojné vyuziva u pooperacni adheze, kdy HA vytvofi bariéru mezi
povrchy poskozenych tkani, které k sobé po operaci tésné pfiléhaji. Snizi se tak moznost
poskozeni tkané, tvorbu infekce, sristl nebo jizev pfi hojeni rany. Naopak se zvysi rychlost
a efektivita hojeni. Pro vétSi ucinnost je vétSina produktld v této oblasti modifikovana tak,
aby se prodlouzil €as pusobeni, protoze se jedna o ¢asové narocny proces. V tomto odvétvi
se vyuziva jak pfi hojeni ran, tak i u popalenin kuze a diabetickych defektd [1].
Dulezitou roli také ziskala v kosmetickém a dermatologickém pramyslu. Zde je vyuzivana
jako latka slouzici k regeneraci a hydrataci pokozky. Je to zpusobeno tim, Ze kyselina
hyaluronova, je silné hydrofilni latka. Hojné se pouziva v injekéni formé, kdy je hyaluronan
pfimo aplikovan do kize. Vyznamné pouziti je ve vyhlazeni vrasek a zvySuje pruznost
pokozky [1].

2.1.8. NOSIC HYDROFOBNICH LECIV
Pro vyuziti hyaluronanu jako nosiCe hydrofobnich 1éCiv musime vzit v potaz vyskyt
hydrofobnich oblasti, které se na molekule vyskytuji v pravidelnych intervalech na obou
stranach dvojité stoCené Sroubovice, ve které se hyaluronan nachazi v rozpoustédle.
Tyto hydrofobni oblasti, které nazyvame ,hydrophobic patch® nachazime v intervalech osmi
CH jednotek, které pfiblizné odpovidaji velikosti kyseliny kaprylové (oktanové).
| prfesto, Ze ma kyselina hyaluronova predevsim hydrofilni charakter, muzeme diky
pfitomnym hydrofobnim oblastem oznaCovat hyaluronan jako amfifilni molekulu.
Ve vodnych roztocich Ize velice dobfe sledovat oba charaktery, kterymi se hyaluronan
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vyznacuje. Hydrofilni oblasti jsou natoeny smérem do rozpoustédla, kterym byva voda.
Naopak hydrofobni oblasti jsou v takovém uspofadani, ze tvofi shluky tak, aby co nejvice
zamezily kontaktu svodnym prostfedim. Tento mechanismus nenachazime pouze
u hyaluronanu, dalS$i molekulou s podobnym chovanim, ktera vyuziva stability dvojité stoCené
helix je molekula DNA. Zde popsané interakce nazyvame hydrofobni vazby. Jedna se o druh
vazeb mezi hydrofobnimi konci na pfitomnych molekulach, u kterych se netvofi pevna
chemicka vazba. Pravé diky pfitomnosti téchto vazeb pozorujeme u hyaluronanu unikatni
vlastnosti, kterymi fada polymernich molekul nedisponuje. S tvorbou hydrophobic patches
je Uzce spjata koncentrace, ve které se roztok hyaluronanu nachazi v roztoku. Cim je roztok
koncentrovangjsi, tim vice ma hyaluronan tendenci sitovat se a tvofit agregaty.
Vysokomolekularni hyaluronan tvofi velice husté sité, kde v podstaté kazda molekula
interaguje s hydrofobnimi oblastmi vSech ostatnich molekul. Nizkomolekularni také tvofi
agregaty, ale ne tak intenzivné. Pravé téchto vlastnosti se vyuzZiva pfi navazani latek
hydrofobniho charakteru do struktury hyaluronanu. Jedna se o to, ze se dana hydrofobni
latka, v naSem pfipadé se jedna o hydrofobni 1é€ivo, navaZze pomoci hydrophobic patches
do struktury hyaluronanu v hydrofobnich oblastech, které jsou ve vodném roztoku chranény
uvnitf vytvofenych siti [4, 5].

2.1.9. VYUZITi HYALURONANU PRI KARCINOGENNICH PROCESECH
Pro vyuziti kyseliny hyaluronové jako nosice léCiv pfi IéCbé rakovinnych nador( nalézame
v souCasné dobé mnoho duvodd. VSeobecné se rakovina léCi pomoci IéCiv zvanych
cytostatika, které jsou nespecificky vpravovany do organismu, kde maji za funkci usmrceni
tumorovych bunék. Jedna se o IéCiva velice ucinna, ale jejich velkou nevyhodou je pravé ona
zminéna nespecifita, ktera ma za nasledek, Ze l|éCivo napada nejen postizené buriky,
ale i zdravé bunky, u kterych zastavuje bunééné déleni. Celkové |é€bu cytostatiky doprovazi
mnoho problému a vedlejSich efektd, kterymi jsou: ztrata vlasl, nevolnost a obvykle
i organova toxicita ve zdravych tkanich. Dale je zde problém s nedostateCnou koncentraci
léCiva v nadorové tkani, a velice uUzkym spektrem terapeutického indexu.
Kvdli témto negativhim dopadim na organismus se zacalo zkoumat, jaké latky by mohly
[é€bu pomoci chemoterapie nahradit, ¢i najit néjaké vhodné latky, které by IéCivo
transportovaly pfimo na misto pusobeni bez poni¢eni okolni zdravé tkané. Vyvojem nosicq,
které by vedly k cilenému transportu IéCiv, se zabyvalo v poslednich 30 letech mnoho védcu
a jako nosiCe byla vyzkouSena fada latek, mezi které mizeme zaradit konjugaty liposomu,
mikroCastice, protilatky ¢i nanocastice. Je zde i nékolik makromolekularnich nosicl, jednim
znich je pravé kyselina hyaluronova, ta se ukazala jako vhodna latka vzhledem
ke své afinité k tumoru a na absorpci hyaluronanu zprostifedkovanou receptory tumorovych
bunék. Cilem vyuziti hyaluronanu v Ié¢bé rakoviny je navazani l|éCiva hydrofobniho
charakteru do struktury nativniho hyaluronanu, ktery pak systematicky dopravi G¢innou latku
do tumoru, kde postupné uvolni Ié€ivo. Hyaluronan specificky interaguje s receptory,
které se ve znané mife vyskytuji na rakovinovych burkach. Kyselina hyaluronova
se vSeobecné nachazi skoro ve vSech tkanich téla, kde ma vyznamny vliv na fungovani
a chovani bunky. Mezi tyto tkané se zafazuje i maligni tkan,ve které je vyskyt kyseliny
hyaluronové velice hojny. Jeho velké mnozstvi nachazime také v extracelularni matrix,
v okoli bunék. Vyskyt hyaluronanu je pfedevSim spjat s receptory, které jsou nedilnou
soucasti membrany rakovinnych bunék. Tyto receptory se jmenuji CD44 a RHAMM a jsou
zodpovédné predevSim za migraci a rast bunék. Hyaluronan, ktery se diky témto receptorim
dostava do buriky ma za nasledek jiz zminény rist a migraci. Dale se diky hyaluronanu
dokaze lépe skryvat pfed imunitnim systémem, je to dano tim, Zze hyaluronan se v téle
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normalné vyskytuje, tim padem se dle imunitniho systému nejedna o moznou hrozbu
a buriku tedy neodstrani [12, 13, 14].

2.1.10. RECEPTORY HYALURONANU

Stézejni roli v transportu hyaluronanu jako nosiCe k cilenym tumorovym burikam maji
integralni receptory CD44 a RHAMM. Tyto receptory proteinového charakteru se staly
velkym pfedmétem vyzkumu pro svou pfitomnost v metastazich. Oba receptory fadime
do heterogenni skupiny receptort, které jsou schopné vazat hayluronan. Délime je dle jejich
extracelularni a bunéfné distribuci, a sekvenci, na které vazi hyaluronan.
CD44 i RHAMM fadime mezi bunéfné proteiny, které se li§i svym umisténim v bunce.
Glykoprotein CD44 je v8eobecné nejrozSifenéjsi a nejlépe prostudovany receptor vazajici
hyaluronan, ktery se nachazi ve vétsiné bunék. Charakterizujeme jej jako transmembranovy
glykoprotein hyaluronanu. Z divodu zna&ného vyskytu ve vétSiné typt bunék ho oznadujeme
jako hlavni receptor hyaluronanu. Mnoho funkci, které probihaji na receptoru CD44
jsou zpusobeny pravé pritomnosti ligandd hyaluronanu. Samotny receptor se nachazi
v nékolika izoformach, které jsou pro samotnou molekulu hyaluronanu nespecifické,
jsou tedy schopné vazat i jiné molekuly nez je hyaluronan. Stejné jako mnoho jinych
glykoproteinovych receptord je i CD44 schopen podstupovat rozsahlé posttranslacni
modifikace, které zahrnuji glykosylaci, €i fosforylaci. Tim padem je mozné, ze se CD44
nachazi v izoformé, ktera neni schopna vazat hyaluronan. Z funkci, které CD44 vykonava,
jsou vyznaéné pfedevsim; buné&na migrace béhem morfogeneze, angiogeneze a pro nas
nejvyznamnéjSi tumorova invaze a metastaze. Dale zajiStuje udrzeni, organizaci
a endocytozu v extracelularni matrix, ve které je v hojné mife pfitomny hyaluronan,
zprostfedkovava adhezi lymfocytl a koordinuje signaly v matrix, které se podili na Zivotnosti
bunék. Z pfehledu veskerych funkci a vlastnosti CD44 Ize vyvodit, ze z jednoho proteinu
muzeme ziskat Sirokou $kalu vyuziti pomoci malych zmén ve struktufe nebo expresi.
V praxi se receptor CD44 vyuziva predevS§im pro svou schopnost vazat hyaluronan
na povrchu rakovinovych bunék a poté jej endocytézou dostat dovnitf bufiky. Dochazi k tomu
tak, Ze se hyaluronan navaze na jednu ze Ctyf domén, kterou receptor CD44 obsahuje.
Jednou z nich je distalni doména, praveé ta je primarné odpovédna za navazani hyaluronanu
na receptor. Ostatni tfi domény maji jiné funkce, napfiklad doména proximalni odpovida
za izoformy, ve kterych se dany receptor nachazi, dochazi zde téz Kk pfipojeni
glykosaminoglykanu jako bo€nych Fetézcu. Transmembranova doména je jednoduchy
transmembranovy glykoprotein, ktery pousti latky pouze jednim smérem. Posledni doména
se nachazi uvnitf buriky a nazyvame ji cytoplasmaticka. Pokud v celém receptoru spravné
funguji vSechny domény, dochazi k efektivnimu pfesunu molekul a signalizaci v obou
smérech [3, 16, 17, 18]. Receptor CD44 je vidét i s popisem domén na obrazku €. 3.
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Obrazek 3: receptor CD44 [21]

DalSim receptorem podilejicim se na interakci a transportu hyaluronanu do rakovinovych
bunék je RHAMM receptor. Jedna se o receptor, ktery neni integralni, jeho vyskyt je rozliény,
nachazi se jak na povrchu bunky, tak i intracelularné. Jeho pfitomnost byla zaznamenana
v cytosolu a jadfe bunék. Vyskytuje se v mnoha formach jak uvnitf, tak i na povrchu burky,
jeho funkce jsou v zavislosti na misté pusobeni odliSné. Intracelularné ho nachazime
v rozpustné formé v centrosomu, kde je odpovédny za déleni bunék a regulaci bunééného
cyklu. Membranova forma, neboli umisténi na povrchu buriky zajistuje buné&Cnou migraci
a fokalni adhezi, jak v normalnich, tak i tumorovych bunkach [3, 19, 20].

2.2. UV-VIS SPEKTROSKOPIE

UV-VIS spektroskopie, celym nazvem spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti,
je analytickd metoda zabyvajici se kvantitativni a kvalitativni analyzou anorganickych,
organickych a biologickych latek. Tato metoda vyuziva principu molekulové absorpce,
ktera je zaloZzena na méfeni elektromagnetického zafeni v rozsahu vinovych délek
200—-800 nm [20, 21]. Princip této metody je vtom, Ze dochazi k absorpci energie
sledovanou latkou. Pfi tomto dé&ji dochazi k vyméné energie mezi casticemi a hmotou tak,
Ze pfi absorpci dochazi k excitaci valencnich elektrond, které se presouvaji do vysSSi
energetické hladiny. Timto pfesunem dochazi ke zméné rotacné vibracnich energetickych
stavl, které ma molekula v zakladnim stavu. VSeobecné se pfi zakladnich podminkach,
které se v laboratofi vyskytuji, nachazi molekuly v zakladnim elektronovém i vibraénim stavu.
Ozafenim vzorku ze zdroje, dochazi k pohlceni fotonu a nasleduje excitace molekuly
do vysSiho excitatniho stavu, ktera se zde nachazi po velmi kratkou dobu v fadech
nanosekund. Po této dobé& nasleduje proces deexcitace, kdy se molekula vraci
do zakladniho stavu [22, 23]. Stru€ny proces excitace a deexcitace neboli emise zarfeni
je popsan v obrazku ¢ 4.
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Obrazek 4: excitace a deexcitace molekul [24]

Pokud chceme méfit absorpci molekul pomoci UV-VIS spektroskopie, je nezbytné
charakterizovat si zakladni veliiny. Pro charakterizaci velikosti absorpce vyuzivame veli€iny
nazyvajici se absorbance A a transmitance T. Jedna se o veli€iny, které Ize popsat tak,
Ze jsou vUCi sobé inverzni. Je dulezité dodat, Ze jak u transmitance, tak i u absorbance
meéfime intenzitu paprsku svétla, ktery prochazi méfenym vzorkem. Rozdil je vtom,
Zze u absorbance méfime, kolik svétla bylo pohlceno méfenym vzorkem.
Naopak v pfipadé transmitance méfime, kolik svétla z pavodni intenzity paprsku proslo,
Cili nebylo vzorkem absorbovano. Pfi méfeni mizeme vyuzivat obé dvé veliCiny,
nejCastéji se vS8ak pracuje s absorbanci. Ddulezité je také zminit, Zze absorbance
je bezrozmérna veliina. Méfeni absorbance vychazi ze zakladniho vztahu, ktery je popsan
Lambert-Beerovym zakonem. Jeho matematické vyjadfeni udava zavislost absorpce
elektromagnetického zareni vzorkem. Pro vypocCet je nutné znat urcité parametry méfeného
vzorku a také cely, ve které se nachazi. Témito parametry jsou koncentrace vzorku
v roztoku ¢ [mol-l*], molarni absorpéni koeficient € [rmof*-cm™] a tloustku kyvety | [cm]
[22, 23].

Py
A=—logT=logF=c-e-l

V praxi dochazi k tomu, Zze mame meéfici celu, ve které se nachazi latka schopna absorpce.
Do této cely kolmo na povrch zafi paprsek charakteristického monochromatického svétla,
ktery ma urcitou vinovou délku a pocateCni energii Po. Pfi pruchodu paprsku celou,
ktera ma vzdy pfesné danou délku |, dochazi k tomu, ze Castice schopné absorpce
(atomy, ionty, molekuly) absorbuji energii tohoto paprsku a tim jeho intenzitu snizuji.
To vede ktomu, Ze paprsek svétla vychazejici zcely ma mensi energii nez puvodni
a oznaCujeme ho jak P. [22] Pro méfeni je nutno vzit v potaz skupenstvi latky schopné
absorpce, ktera se nejCastéji nachazi ve formé vodného roztoku. Aby se dosahlo vysoké
presnosti vlastniho méfeni, je vhodné pouzivat zfedéné roztoky. Vyuziva se toho z toho
ddvodu, ze pfi méfeni koncentrovanych roztoki dochazi k velmi intenzivni absorpci,
ktera se odrazi ve vysledné velikosti absorbance, ktera by neméla prekracovat hodnotu 1,
coz v pfipadé koncentrovanych roztokd neni mozné. V prlibéhu méfeni se roztok nachazi
v prihledné nadobé&, kterou muze prochazet svétlo. U spektrofotometri se vyuziva kyvet,
které maji vzdy definovanou tloustku |, ktera je nezbytna pro vypoclet absorbance.
Materialti, ze kterych jsou vyrabény kyvety, je mnoho. Casto se pii méfeni setkame
s plastovymi kyvetami, které jsou urCené na jednorazové pouZiti. Setkavame se ale
i se sklenénymi nebo kfemennymi kyvetami, které jsou kvalitngjsi. Vybér kyvety je vysoce
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zavisly na rozsahu vinovych délek, které jsou méreny. Pro méfeni v ultrafialové oblasti jsou
vyuzivany kyvety kiemenné [22, 23].

2.3. DYNAMICKY ROZPTYL SVETLA

Dynamicky rozptyl svétla, zkracené nazyvan DLS oznaCuje metodu, kterou se da velice
efektivné pozorovat a méfit velikost Castic latek, které difunduji ve svém rozpoustédle.
Jedna se o metodu neinvazivni, ktera nijak nedegraduje vzorek, neni potiebné velké
mnozstvi vzorku a samotné méfeni je velice rychlé, obvykle vfadu sekund az minut.
Mérené castice Casto nachazime ve formé koloidnich roztokd, emulzi, micel, liposom
nebo i pigmentl. Jejich velikost Ize ur€it pomoci pohybu, ktery vykonavaji. Tento pohyb
nazyvame Brownuv a jedna se o nahodny pohyb, ktery mUzeme pozorovat u takovych
Castic, jejichz velikost se nachazi v mikronové oblasti. Jedna se o tepelny pohyb, pfi kterém
se C(astice pfitomné vroztoku neustale srazeji, jejich smér a sila jsou nahodné.
PFi méfeni dopada na Castice monochromaticky paprsek laseru, ktery je ¢asticemi rozptylen
ve v8ech smérech a tim dochazi kinterakci s dalSimi &asticemi v méfeném roztoku.
Z divodu neustalého pohybu Castic nelze oznacovat intenzitu interakci mezi mérenymi
¢asticemi jako konstantni. V rlznych Casech se ¢astice nachazi na odliSnych mistech,
tim se méni jejich vzdalenost a intenzita rozptyleného svétla. Dochazi tedy k fluktuaci
intenzity rozptyleného svétla, které mulze byt zeslabovano nebo naopak zesilovano.
Dle fluktuace mizeme posoudit, jak se ¢astice pohybuji. K pomalému pohybu a tedy i malé
fluktuaci dochazi, pokud méfime velké Castice. V pfipadé malych &astic dochazi k pohybu
rychlejSimu a velikost fluktuace je vétsi, €im je d&astice mensi, tim se pohybuje
rychleji [25, 26, 27]. V prub&hu méfeni sviti paprsek laseru na vzorek a zafeni interaguje
s méfenymi Casticemi. Toto zafeni je monochromatické a diky schopnosti ¢astic vykonavat
Brownlv pohyb dochazi k Dopplerové posuvu po dopadu paprsku laseru na castici.
Dochazi pak ke zméné vinové délky dopadajiciho zafeni. Velikost €astic, jejichz velikost
je zavisld na rychlosti pohybu Ize spo€itat pomoci vztahu, ktery nazyvame
Stokes-Einsteinova rovnice, ktera ma tvar:

_ kg Ty
_6-7r-r]-dH

ve kterém znaci kg Boltzmannovu konstantu, Ty teplotu méfeni, n dynamickou viskozitu,
dy hydrodynamicky polomér a D znacici difuzni koeficient. Vystupem této metody byva
intenzita distribuce €astic, ktera se Casto pfevadi na objemovou distribuci [25, 26].
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3. PRAKTICKA CAST

Cilem této bakalarské prace bylo zjistit, zda je mozné vyuzit nativni formu kyseliny
hyaluronové pro cilenou distribuci 1é€iv, kde hyaluronan slouzi jako nosiCovy systém
pro hydrofobni léCiva. Pokud by tento postup pfipravy nosi€ového systému hydrofobnich
latek fungoval, jednalo by se o velice lehce pfipravitelny efektivni nosiCovy systém.
Pro potvrzeni, zda je hyaluronan pro tohle vyuziti vhodny, Ci nikoli, byly provedeny
experimenty, které mély zaklad v nepublikované bakalafské praci byvalého studenta
FCH. Jeho prace byla zalozena na interakci hydrofobniho  barviva
sudanu red G shyaluronanem ve vodném roztoku. Vyuzivalo se zde faktu,
ze polymerni Fetézec hyaluronanu obsahuje hydrofobni oblasti, oznaCované jako
hydrophobic patches, které by mély byt schopné navazat hydrofobni molekuly
do své struktury. K praci byla vyuzita nativni forma kyseliny hyaluronové bez jakychkoliv
uprav. Tato forma byla vyuzZita z divodu pfirozeného vyskytu v lidském organismu.
V3echny experimenty byly provedeny dvéma postupy, které jsou v této bakalarské praci
podrobnéji prostudovany. Prvnim znich bylo rozpu$téni praskového barviva
sudanu red G hydrofobniho charakteru a hyaluronanu. Obé latky byly pfed zalitim
rozpoustédlem smiseny. Tento postup se nezdal byt velice efektivni, proto se rozhodl
pro jiné feSeni, kdy nechal vysuSit pfipraveny roztok, znéhoz vznikl film,
ktery byl nasledné znovu rozpustén ve stejném objemu vody. Zda je realné mozné
solubilizovat sudanred G v hyaluronanu potvrzoval rdznymi metodami, vizualné
a spektrofotometricky. V této praci byly oba tyto postupy ovéfeny a také byla vyuzita
metoda tvorby filmG smési hyaluronanu a sudanu, ktera také navazuje na praci byvalého
studenta. Vzniklé fiimy byly nasledné rozpustény v puvodnim objemu vody,
poté experimentaln@ méfeny. Nejednalo se o jediné pouzité metody.
Bé&hem experimentd byly vS8echny roztoky vizualné pozorovany a hodnoceny,
dale se pomoci spektrofotometrie potvrdila pfitomnost rozpusténych latek v roztoku.
Pro zjisténi velikosti pfitomnych latek byla vyuZita metoda méfeni velikosti Castic,
zkracené DLS. Nakonec pro vizualizaci praskovych forem chemikalii a vzniklych filmu
byla vyuZita opticka a elektronova mikroskopie.

3.1. MATERIALY
= Kyselina hyaluonova: 1400-1600 kDa, ¢€.8. 181214-4-D1, Contipro a.s., Dolni Obrou¢
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Obrazek 5: struktura kyseliny hyaluronové [28]
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= Sudan red G: 278,31 g/mol, ¢.8. 1229-55-6, Sigma-Aldrich

Obrazek 6: struktura sudanu red G [29]

3.2. PRISTROJE

= Hitachi U3900H(Hitachi High Technologies America, Inc)
= Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments)

= Mikroskop opticky

= Mikroskop elektronovy

3.3. PRIPRAVA VZORKU

Pfiprava jednotlivych vzork(li probihala tak, Zze se praskovy hyaluronan navazil
na analytickych vahach. Navazka kyseliny hyaluronové Ccinila mnozstvi 0,01 g.
Poté doSlo ke smichani navazeného hyaluronanu s malym mnoZstvim sudanu red G.
K smichani téchto dvou latek dochazelo v suchém prostfedi, protoze v kontaktu s vodou
hyaluronan okamzité¢ zaCne sitovat, nebylo by teda mozné obé slozky smisit.
Po homogenizaci sypkych latek byla smés umisténa do zkumavky. V ni byla zalita 10 ml
destilované vody. Cely roztok byl poté peclivé protfepan. Vysledny roztok byl vysoce viskézni
a nechal se stat do druhého dne, aby doslo k rozptyleni a rozpusténi CasteCek sudanu red G.
Po rozptyleni &astic v roztoku doSlo k riznym postuplm upravy vzorkd, které byly nasledné
aplikovany na jednotlivé metody. V prvnim pfipadé se dané roztoky hned pouZily na méfeni
nebo se roztoky nechaly nékolik dni stat, poté doSlo k méfeni. V druhém pfipadé
se po rovnomérmném rozptyleni &astic vroztoku nechal roztok na Petriho misce,
kde doSlo k odpafeni vody, a vznikl film, ktery byl nasledné& rozpustén stejnym objemem
vody, po rozpusténi a homogenizaci roztoku doslo k méfeni.

3.4. MERENI
3.4.1. VIZUALNi POZOROVANI
Prvnim a nejjednodusSim zplsobem hodnocenim vzhledu a chovani roztoku,
bylo optometrické pozorovani. Tento zpusob vyhodnoceni probihal béhem celého roku,
protoze pred vSemi méfenimi bylo jasné vidét, v jakém stavu se dany roztok nachazi.
Bé&hem pozorovani chovani a vzhledu roztoku se bralo v potaz mnoho faktor(.
Jiz z letmého pohledu se dalo zhodnotit, jakou barvu vlastni roztok ma.
Barva jednotlivych roztokl byla hodnocena jiz od mirné narlzovélych az pruhlednych,
po syté razové roztoky. Roztoky se nachazely ve sklenénych zkumavkach,
které jsou pruhledné, diky tomuto materialu se dalo zhodnotit, zda jsou roztoky prahledné,
¢i nikoli. S rGzovou barvou se poji sudanred G, ktery je odpovédny za toto zbarveni.
Nanestésti se diky svym vilastnostem veSkery sudanred G nikdy pIné nerozptylil,
ani nerozpustil. Z toho ddvodu byly v roztoku pozorovany velikosti Castic jednotlivych
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nerozpusténych zrnek sudanured G, které mély tendence tvofit vétsi shluky barviva.
Tento faktor byl vysoce zavisly na zplsobu homogenizace samotnych praskl pred jejich
zaliti vodou a vzniku roztoku. Néjaky ¢as po vzniku roztoku se hodnotilo, zda vznikly roztok
vypada homogenné, ¢i nikoli, coz se poji s vétSimi c&asticemi sudanured G.
Vzhled vétSiny roztok(l byl hodnocen po zaliti rozpoustédlem, nasledné po rozpusténi
a rozptyleni sudanu red G, které bylo v ramci 1-2 dnd. V delSim Casovém intervalu byla
pozorovana postupna sedimentace nerozpusténych &astic sudanu red G, ktera byla zavisla
na velikosti jednotlivych &astic ¢i shlukd. Hodnotily se samoziejmé i nesedimentujici ¢astice
pritomné v roztoku. Dale se hodnotil vzhled roztoku po prefiltrovani filtrem o velikosti por
0,45 um vSemi vySe zminénymi postupy. U nékterych roztokl dochazelo vysusenim k tvorbé
filmu. Vzhled vzniklych filmG byl taktéZz optometricky hodnocen obdobnymi kritérii.
Mezi které Fadime barvu vzniklého filmu, velikost a Cetnost nerozpusténych ¢&astic
hyaluronanu a jeho prahlednost. Po nasledném rozpusténi filmu rozpoustédlem se vznikly
roztok hodnotil stejné jako vySe popsané roztoky.

3.4.2. VYPOCET RYCHLOSTI SEDIMENTACE CASTIC SUDANU RED G

Na vypocet rychlosti sedimentace jednotlivych &astic sudanu red G byla pouzita rovnice
pro vypocCet sedimentaCni rychlosti v gravitatnim poli. Videalnim stavu by ¢&astice
sudanu red G mély byt tak malé, Zze by na né v podstaté neméla plsobit gravitacni sila.
Jediné sily, které by se videalnim pfipadé vyskytovaly, jsou tepelny pohyb molekul,
ktery je oznaCovan vSeobecné jako Brownuv pohyb. OvSem castice, které se v roztoku
hyaluronanu nachazi, nejsou dostate¢né malé, nepodiéhaji tedy Brownovu pohybu,
ale pusobi na né gravitatni sila a dochazi kjejich postupné sedimentaci.
Rychlost sedimentace sudanured G je =zavisla na velikosti pfitomnych &astic.
DalSimi nezbytnymi parametry, na kterych je sedimentace zavisla, jsou hustota a viskozita
rozpoustédla, ve kterém se sedimentujici Castice nachazi. Musi se téz vzit v potaz viskozita
vodného roztoku hyaluronanu. Viskozita roztoku je vysoka, a to diky pouziti
vysokomolekularniho hyaluronanu, ktery je charakteristicky pro svou schopnost sitovat.
Obecné nplati, Ze vgravitatnim poli pusobi na ¢astice hmoty, znacené m,
gravitaéni zrychleni g. Pokud pracujeme s disperznim systémem, je nutno brat v uvahu
i vztlakovou silu. Pokud pracujeme s asticemi kulovitého tvaru nachazejicimi
se v disperznim prostfedi, vyuzivame k vypoctu rychlosti sedimentace vzorec oznacovany
jako Stokesova rovnice:

_2mp) L,
9 Ho

kde po, znali \viskozitu prostfedi, ve kterém se kulovité Castice nachazeji.
Rozdil hustot (o —po) sedimentujicich €astic a disperzniho prostfedi. Polomér kulovych
Casticr a gravitaéni zrychleni g. [30] Z rychlosti sedimentace se nasledné spocita Cas,
za ktery dané ¢astice urazi urCitou vzdalenost. V nasem pfipadé se jedna o vzdalenost 1 cm,
kterd byla pozorovana ve zkumavce sroztokem hyaluronanu a sudanured G.
Jelikoz se jedna o ustaleny stav, je rychlost sedimentace konstantni a Ize pro vypocCet pouzit
vzorec:

s=v-t
kde s znaci vySku, vspocltenou rychlost a t Cas, za ktery Castice sedimentuje [30].

Pro vypoCet byly vyuzity rdzné hodnoty velikosti viskozit a velikosti Castic.
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Jelikoz se jedna o teoreticky vypocet rychlosti sedimentace. Hodnoty viskozit byly uréeny
na velikost15000; 1000; 7000 a 1000 mPa-s. Velikost €astic byla pocitana s poloméry 10000;
5000; 1000 a 500 nm.

3.4.3. POZOROVANI CASTIC SUDANU RED G, HYALURONANU A JEJICH SMES

V PRASKOVE FORME A JAKO FILM PROSTREDNICTVIM MIKROSKOPIE
Pojmem mikroskopie rozumime optické metody vyuzivajici se k pozorovani objektd,
které jsou neviditelné pro lidské oko. Z optometrického méfeni je lidské oko schopno
rozeznat objekty, které jsou od sebe vzdalené nanejvy$s 0,2 mm. Pro rozliSeni struktur
mensich rozmérl je nutno vyuzivat pravé mikroskopy, které lze dale délit dle zplsobu
méfeni, Ci rozliSeni. Zakladni a nejCastéji vyuzivany mikroskop nazyvame opticky.
Tento typ mikroskopu vyuziva svételnych paprskl, proto je &asto nazyvan svételny.
Jednou z hlavnich ¢&asti tvofi optickd soustava, kterd se sklada z objektivu a okularu
obsahuijici soustavy ¢ocCek. DalSi Casti mikroskopu je osvétlovaci soustava se zdrojem
zareni. Jeho rozliSovaci schopnost je omezena vinovou délkou svétla, z toho divodu
muzeme pozorovat ¢astice do velikosti pfiblizné 0,25 um, coz v praxi znamena, ze ziskame
rozliseni az 1000 krat vétsi, nez je rozliSovaci schopnost lidského oka. Pfi méfeni sypké
formy sudanu red G, jeho smési s hyaluronanem a filmu jejich roztoku byl pouzit opticky
mikroskop Axio Observer Z1M. Vzorky byly postupné méfeny s rozliSenim 2,5 — 20 krat
vétSim nez postfehne lidské oko [31].

DalSim typem mikroskopu, ktery je ve vétSi mife vyuzivan pro pozorovani mikroskopickych
predmétu, je elektronovy mikroskop. Pracuje na tom principu, Ze misto svételnych paprski
vyuziva elektrony jako zdroj zareni a misto optickych CoCek obsahuje elektromagnetické
¢oCky. Ztoho dadvodu ma mnohem vy8Si rozliSovaci schopnost, ktera je dana
mnohonasobné mendi vinovou délkou elektronu v porovnani se svételnymi paprsky.
V elektronové mikroskopii se vyuziva dvou typu mikroskopl, mezi které fadime transmisni
neboli prozafovaci elektronovy mikroskop (TEM), ktery vzorkem prochazi. Druhym typem
je skenovaci neboli rastrovaci elektronovy mikroskop (SEM), ktery je vyuzivan
pouze k pozorovani povrchu vzorku. K pozorovani vzorku byl vyuZzit pravé rastrovaci
elektronovy mikroskop, ktery je schopen zobrazit povrch pozorovanych objektd s vysokym
rozliSenim a objekty jsou zobrazeny trojtrozmérné. V laboratofi se pracovalo s rastrovacim
elektronovym mikroskopem; Zeiss EVO LS10. Elektronové mikroskopy pracuji ve vakuu,
proto je nutno vyuzivat nejlépe bezvodé latky a prasky. V praskové podobé byly na SEM
mikroskopu pozorovany prasky sudanu red G, hyaluronanu a jejich smési. Tyto slouceniny
byly pfed méfenim naneseny na holder, na kterém byl prasek zachycen na pfilepenou
pasku. Dale se pozorovaly vzorky roztoku, které byly ve formé filmu. Tyto filmy vznikly pfimo
na holderech, které zachycuji vzorek. VSechny tyto vzorky byly nasledné pozlaceny,
Cimz ziskaly Sedou barvu, zlaceni probihalo ve vakuu po dobu 60 s proudem 13 mA.
Poté, byly vzorky umistény do mikroskopu. Méfeni neprobihalo hned, jelikoz je pro méfeni
vyzadovano vakuum s tlakem zhruba 107 Pa. Po dostate¢ném sniZeni tlaku probihalo
pozorovani vSech vzorkd s rdznym rozliSenim ve velkém rozsahu od 500 krat
az po 20000 krat zvétSeny vzorek [32].

3.4.4. MEREN| VZORKU NA SPEKTROFOTOMETRU HITACHI U3900H
VyuZitim  spektrofotometrie  byla  zjiStovana  pfitomnost  rozpusSténych  latek
v méfeném roztoku. Pokud se vroztoku nachazi rozpusténa latka, lze ji pozorovat
v absorpénim spektru piky odpovidajici maximalni intenzité absorbance dané latky,
které jsou znamé. Pfi méfeni bylo zjiStovano, zda se v roztoku nachazi sudanred G
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v rozpusténé nebo pouze rozptylené formé&. Pro méfeni byl vyuzit spektrofotometr
Hitachi U3900. Jako cela pro vzorek slouzila kiemenna kyveta, ktera byla ur€ena pro maly
objem vzorku, ¢ehoZ se vyuzivalo pfedevSim pfi filtrovani vzorku. Kfemenna kyveta byla
pouzita z divodu mérfeni v ultrafialové oblasti. Celé méreni probihalo v rozsahu od 800 nm
do 200 nm, jedna se tedy o celou viditelnou a ultrafialovou oblast. Toto Siroké spektrum bylo
meéfeno z divodu rozdilnych vinovych délek maxim absorpce sudanu red G i hyaluronanu.
AbsorpCni maximum hyaluronanu se nachazi v ultrafialové oblasti pfi 220 nm.
Naopak sudan red G ma maximum ve viditelné oblasti okolo 500 nm. Jako baseline zde
slouzilo rozpoustédlo roztoku sudanu s hyaluronanem, kterym byla voda.

3.4.5. MERENI VELIKOSTI CASTIC VZORKU NA ZETASIZERU NANO ZS

Pro méfeni distribuce velikosti &astic v  roztoku byl wvyuzit pfistroj
Zetasizer Nano ZS. VSechny méfeni probihaly v plastovych kyvetach, které jsou vhodné
na jednorazové pouziti. Pfed kazdym méfenim je nutno navolit teplotu, pfi které se méfi.
Pro zakladni podminky, které panuji v laboratofi, byla z divodu rychlejsi kalibrace zvolena
teplota 25 °C. Meérfeni vSech roztokl probihalo ve tfech opakovanich, ztoho kazdé
opakovani obsahovalo 15 béhd, z nichz kazdé trvalo 10 sekund. Z jednotlivych méfeni byla
ziskana prumérna distribuce velikosti ¢astic v roztoku. Tyto Udaje jsou obvykle zpracovavany
do grafu, ze kterych je ziskana zavislost intenzity na objemové distribuci ¢astic v roztoku.
Samotny pfistroj byl schopny méfit velikost &astic vjeho maximalnim rozsahu,
ktery je do velikosti 6 um. S velkou chybou se daly naméfit Eastice s velikosti az 10 um.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1. VIZUALNI POZOROVANI

Pozorovani vodnych roztokd hyaluronanu se sudanem red G bylo mozné hned po jejich
vzniku. Po zaliti homogenizované smési hyaluronanu a sudanu red G vodou bylo mozné
pozorovat chovani jednotlivych roztokd. Vzhledem ksilné hydrofilnim vlastnostem
hyaluronanu doslo k rychlému narustu viskozity roztoku, ktery byl pozorovan u vSech vzorka.
OvSem dalsi vlastnosti a barva jednotlivych roztokd bylo odlisné. Rozdilné chovani Ize
pozorovat na obrazku ¢&. 7. Vlevé zkumavce je roztok hyaluronanu a sudanured G,
pozorujeme, Ze ihned po vzniku nedoslo k uplnému rozptyleni €astic sudanu red G do celého
objemu roztoku. V pravé zkumavce je roztok, ktery byl tvofen pouze sudanem red G
rozptylenym ve vodé, ktery byl pfipraven pro porovnani obou roztokd.
Ve zkumavkach se smési hyaluronanu a sudanured G vznikaly pomérné velké shluky
sudanu red G, které byly obaleny hyaluronanem. Bubliny v roztocich byly pfitomné
v dusledku protfepavani roztoku pro lepsi homogenizaci roztoku. K rozpusténi téchto shluku
dochazelo béhem nékolika dnd, ale obvykle uz druhy den byla vétSina ¢astic sudanu red G
rozptylena. Intenzita zbarveni jednotlivych roztokd se liSila, samoziejmé zalezelo
na mnozstvi pfidaného sudanu red G, ale také na homogenizaci smési a rozptyleni malych
¢astic do roztoku. Barvy roztok(l se pohybovaly od skoro az prahlednych, po syté rizové.
Pribéh rozptylovani ¢astic sudanured G a jejich postupna sedimentace Ize pozorovat
na obrazku &. 8. Kde se vlevé zkumavce zachazi roztok sudanured G s hyaluronanem
a v pravé pouze sudan red G. Lze pozorovat, Ze roztok obsahujici hyaluronan je cely rizovy
a to vcelém objemu. Ktomu dochazi diky pfitomnosti hyaluronanu a jeho viskozité,
jimz vlivem jsou C&astice sudanured G zadrzovany a rozptyleny v celém objemu roztoku,
roztok se tedy jevi jako homogenni smés. V pravé zkumavce obsahujici pouze samotny
sudanu red G lze vidét, ze vétsina ¢astic rychle sedimentovala vlivem nizké viskozity vody.
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Obrazek 8: roztoky po odstati: leva zkumavka — hyaluronan se sudanem red G, prava zkumavka — sudan red G
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U roztokl samotného sudanuredG a vody dochazelo k sedimentaci veSkerého
sudanu red G v ¢asovém ramci cca jednoho tydne. U roztoku obsahujicich sudan red G
i hyaluronan bylo toto Casové obdobi delSi. K sedimentaci vétSiny viditelnych castic doslo
b&hem nékolika tydnu, roztoky byly poté naprosto ¢iré. Ciré roztoky byly pozorovany také
po prefiltrovani roztoka pres filtr s velikosti pora 0,45 um. RGzové zbarveni roztoku zmizelo
i pfi velmi intenzivnim zbarveni vzork(l pfed prefiltrovanim. V nepublikované bakalarské
praci, na kterou tato prace navazuje, se jevilo, ze by bylo mozné alespon C&astetné
solubilizovat sudanred G s hyaluronanem. Tohle tvrzeni bylo vyvraceno vysledky
pozorovani, ze kterych vySel ten zavér, Ze ¢astice sudanu byly ve vzorcich pouze rozptylené.
Tyto Castice postupem €asu sedimentovaly. Samotna sedimentace probihala velice pomalu
vzhledem k viskozité vodného roztoku hyaluronanu, ktery zmensoval rychlost sedimentace
a potlacil tak i sedimentaci u nejjemnéjsich ¢astic. U filml bylo pozorovano odli$né chovani.
Intenzita zbarveni jednotlivych roztoku zistavala bez vétSich odliSnosti. Jak po vzniku filmda,
tak i po opétovném zaliti rozpoustédlem. Sudan red G byl mnohem Iépe rozptylen v roztoku
v porovnani se stavem pred vznikem filmu. Sedimentace prakticky nebyla pozorovana,
kromé& minima pfitomnych vétSich Castic, takZe se i v delSim ¢asovém intervalu nepozorovala
vyrazna zmeéna zbarveni roztoku. Vznikly film mdzeme vidét na obrazku &. 9, kde je pfitomno
charakteristické razové zbarveni. Toto zbarveni se po rozpusténi filmu zasadné nezménilo.
OvSem, ihned po rozpusténi filmad nedochazelo ke vzniku homogenniho roztoku,
ale byla pozorovana pfitomnost nartzovélych kouskl vlaken, pravdépodobné se jedna
0 vldkna obarveného hyaluronanu sudanemred G. Tyto vlakna byla pozorovatelna
ve veétSiné pfipadu i po pruchodu filtrem s velikosti pord 0,45 um. Ztoho Ize usuzovat,
ze velikost téchto Castic byla mensi, nez jsou pory ve filtru. Vzniklé obarvené vliakna vidime
na obrazku ¢.10. Roztok prodly filtrem je c&iry, kromé narGzovélych vilaken.
Pred filtrovanim byl roztok obvykle v celém objemu nartzoveély, filtrem proSly pouze
naruzovéla vlakna hylarunanu o velmi malych rozmérech. Cely experiment byl zalozen na
nezvefejnéné praci studenta této fakulty, ktery pfi méfeni také ziskal roztok obsahujici
hydrofobni barvivo, tedy sudan red G navazany do struktury hyaluronanu pomoci tvorby
filmG. Lze tedy fFici, Ze se po znovu rozpusténi filma, které vznikly z roztok( obsahujici
hyaluronan asudanred G da ziskat, i kdyZz ve velice malém mnoZstvi, solubilizovany
sudan red G.
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Obrazek 9: film roztoku hyaluronanu a sudanu red G

Obrazek 10: prefiltrovany rozpustény film
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4.2.VYPOCET RYCHLOSTI SEDIMENTACE CASTIC SUDANU RED G
Pro pfiblizeni, jakou rychlosti mohly prakticky sedimentovat rozptylené ¢astice sudanu red G
byl pouzit empiricky vypocet pro rychlost sedimentace kulovych &astic v gravitaCnim poli.

2 (p—po) ,
vV=—- T .g

9 Ho

Ze spoctené rychlosti byl poté spocitan €as, za ktery urazi uréitou vzdalenost, v nasem
pfipadé pro nazornost byla pouzita vzdalenost 1 cm. Jelikoz byla presna velikost Castic
sudanu a viskozity neznama, byly provedeny vypoé&ty pro vice mozZnych velikosti Castic
i viskozity. Hodnoty viskozit, které byly k vypoCtu pouzity se pohybovaly v rozsahu
od 1000 do 15000 mPa-s. Tyto hodnoty zhruba odpovidaji viskozité hyaluronanu pouzité
molekulové hmotnosti, ktera byla 1400 — 1600 kDa [33]. Vysledky €ast sedimentace Castic
raznych velikosti v roztocich odliSnych viskozit mizeme vidét v tabulce &. 2. Pro hustotu
roztoku byla pouzita hodnota 1 g/cm?® a hustota sudanu red G byla 1,19 g/cm? [34].

Tabulka ¢. 2: doba sedimentace ¢astic sudanu red G

n [mPa-s] d [nm] v [m/s] t [dny] t [tydny]

500 6,903-10"* 16765,92 | 2395,13

Bp— 1000 2,761-10™ 4191,48 598,78
5000 6,903-10° 167,66 23,95
10000 2,761-10° 41,91 5,99

500 1,036-10™ 11177,28 | 1596,75

10000 1000 4,142-10™ 2794,32 399,19
5000 1,036:107° 111,77 15,97
10000 4,142:10° 27,94 3,99

500 1,479-10™ 7824,10 1117,73

T 1000 5,917-10™" 1956,02 279,43
5000 1,479-10° 78,24 11,18
10000 5,917-10° 19,56 2,79

500 1,036-10™"° 1117,73 159,68
S 1000 4,142-10™"° 279,43 39,92
5000 1,036:10® 11,18 1,60
10000 4,142-10® 2,79 0,40

Z vypoCtl je patrné, ze u Castic mensSich velikosti klesa rychlost sedimentace.
U viskozity dochazi k tomu jevu, ze s narlstem viskozity také klesa rychlost sedimentace.
Nejrychleji  tedy  sedimentuji  velké  &astice  vroztoku s malou  viskozitou.
Tento trend byl pozorovan i ve vSech vzorcich roztokG sudanured G a hyaluronanu.
Roztoky mély koncentraci hyaluronanu pohybujici se v hodnotach okolo 0,1%.
Ve zkumavkach s pfipravenymi roztoky Castice sedimentovaly v ¢asovém intervalu kolem
tfi tydnd. Coz se v porovnani s vétSinou vypoctenych hodnot v tabulce lisi, jelikoz rychlost
sedimentace vzorku byla rychlejsi.
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4.3. VYHODNOCENIi TVARU CASTIC SUDANU RED G, HYALURONANU A JEJICH SMESI

V PRASKOVE FORME A VE FORME FILMU PROSTREDNICTVIM MIKROSKOPIE
Pro blizSi pozorovani struktury roztoku hyaluronanu se sudanem red G byla vyuzita metoda
mikroskopovani. Bylo této metody vyuzito z toho dlvodu, Ze pfi optometrickém pozorovani
nelze urCit, zda se Castice sudanured G vroztoku pouze rozptyli nebo i rozpusti.
Pro blizSi posouzeni struktury v praskové podobé i ve formé filmu byla vyuZzita opticka
a elektronova mikroskopie. Jak u optické, tak i elektronové mikroskopie byly pfedevsim
pozorovany filmy, které byly pfipravené rozpusténim novych roztokG hyaluronanu
se sudanem red G. Byly ale pouzity i roztoky, kde byl film jiz jednou vysuSen a poté byl opét
rozpustén. Poté se znovu vysusil na film. Pro porovnani vidime na obrazcich €. 11 a €. 12,
desetkrat zvétSené filmy. Na snimcich u znovu rozpusténého filmu na obrazku ¢&. 12 vidime,
Ze nékteré pritomné Castice sudanu red G, které maji ¢ernou nebo nacervenalou barvu,
maji mensSi velikost, nez je to mu na obrazku ¢.11. Kazdopadné& lze pozorovat,
Ze pfitomny sudan red G neni rozpustén, ale pouze rozptylen. U vétSiho zvétSeni vidime
pouze cCastice sudanured G, které maji kolem sebe v dusledku lomu svétla Cervené
zbarveni. Opét pouze potvrzujeme, ze sudanred G je pouze rozptylen nikoli rozpustén.
Jak Ize vidét na obrazku ¢&.13. U znovu rozpusténého filmu je to obdobné,
jsou nékteré pozorované cCastice sudanured G menSich rozméru. Stejné jako
na predchozich snimcich €. 11 a 12.

Obrazek 11: film z roztoku hyaluronanu a sudanu red G
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Obrazek 13: film z roztoku hyaluronanu a sudanu red G

Pro nazornost byly také mikroskopovany praskové smési hyaluronanu se sudanem red G.
U 10 krat zvétSseného snimku vzorku praskové smési lze vidét na obrazku ¢. 14,
Ze je hyaluronan naprosto obalen ¢asteCkami sudanu red G, které predstavuji tmavé cCasti

31



na snimku, hyaluronan je pravdépodobné svétla Cast. Lze zde vidét porovnani s filmy,
které maji naprosto jinou strukturu, ktera je zplisobena vysusenim vodného roztoku.

Obrazek 14: praskova smés hyaluronanu a sudanu red G

Poté byly vzorky mikroskopovany pomoci elektronové mikroskopie, kde byly opét vyuzity,
jak filmy, tak i praskové formy hyaluronanu a sudanu red G. Pfi mikroskopovani praskové
smési pozorujeme, Ze veétsi Castice hyaluronanu jsou obalené malymi &asteCkami
sudanu red G. Tuto skuteCnost vidime na obrazku ¢&.15. Tohle méfeni probihalo,
protoZze z optického mikroskopu nebyl takovy snimek, ze kterého by bylo zfejmé,
jak jsou na sebe navazany &astice sudanu red G a hyaluronanu v praskové formé.
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SEM EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 I Probe= 80 pA

EVO LS 10 10pm WD = 10.0 mm Image Pixel Size = 116.2 nm Width = 119.0 pm ZEISS

1024 = 768 Mag= 250K X Chamber = 2.19¢ 003 Pa High

Obrazek 15: praskova smés hyaluronanu a sudanu red G

Filmy byly také mikroskopovany, vysledky muzZeme vidét na obrazcich ¢&. 16 a 17.
Na nich je patrné, Ze znovu rozpustény film, ktery byl starSi a déle vysychal ma castice
hyaluronanu, které jsou pfitomné na povrchu zna&n& poskozené. Céastice sudanured G
zde nejsou moc vidét. Je tomu tak z toho dlivodu, Zze se jedna o skenovaci mikroskopii a
skenuje se pouze povrch filmu. Castice sudanu red G jsou zde pravdépodobné rozptylené
v nizsi vrstvé filmu, kterd je skenovacimu elektronovému mikroskopu nedostupna.
Z pozorovani snimklU lze usoudit, Ze je zde i moznost, Ze by se mohly navazat
na hyaluronan, pouze ale v minimalnim mnozstvi, pokud vezmeme v potaz pozorovani
nartizovélych vilaken zrozpusténych fiimi. U obrazku €. 16 nevidime zadné castecky
sudanured G, je to pravdépodobné dano vySe zminénym skenovanim povrchu,
navic na to ma vliv to, Ze se nejednalo o roztok svy8Si koncentraci sudanured G.
Lze pouze vidét &astice hyaluronanu, které jsou ve formé ,Supinek”. Naopak na obrazku
€. 17 pozorujeme Castice sudanured G, které se vroztoku nachazi jako tmavsi Casti
v kontrastu s hyaluronanem. V tomto roztoku se nachazela vys$i koncentrace sudanu red G,
proto ho Ize na snimcich pozorovat. Velkou nevyhodou je stafi roztoku, které se podepsalo
na stavu jednotlivych &astic hyaluronanu, které jsou znacné& potrhané. Zabér na Castici
sudanu red G vidime na obrazku ¢&. 18, kde se svelkou pravdépodobnosti da tvrdit,
Ze se mala ¢asteCka sudanu red G do hyaluronanu navazala.
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SEM 5 EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 | Probe = 80 pA
EVO LS 10 ym WD = 10.0 mm Image Pixel Size = 58.08 nm Width = 59.47 pm ZEISS

1024 =768 Mag= 5.00 K X Chamber = 1.30e003 Pa High

Obrazek 16: film z roztoku hyaluronanu a sudanu red G

SEM 5 EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 | Probe= 80 pA
EVO LS 10 La WD = 10.0 mm Image Pixel Size = 58.08 nm Width = 59.47 pm ZEISX
1024 = 768 Mag= 5.00 KX Chamber = 1.11e 003 Pa High

Obrazek 17: znovu rozpustény film z roztoku hyaluronanu a sudanu red G
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SEM 3 EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 | Probe = 80 pA
EVO LS 10 L WD = 10.0 mm Image Pixel Size = 29.03 nm Width = 29.73 pm ZEISX

1024 * 768 Mag = 10.00 K X Chamber = 1.11e003 Pa High

Obrazek 18: znovu rozpustény film z roztoku hyaluronanu a sudanu red G zabér na ¢éastici sudanu

4.4. VYHODNOCEN| DAT NA SPEKTROFOTOMETRU HITACHI U3900H
Méfenim na spektrofotometru bylo zjiStovano, zda se pouzité latky nachazi ve vodném
roztoku rozpusténé nebo pouze rozptylené. Pokud se dana latka nachazela ve vzorku
rozpusténa, bylo ziskano spektrum, kde byla pfislusna latka, v naSem pfipadé kyselina
hyaluronova a sudanred G, rozpoznana diky pfitomnosti piku v oblasti, kde dochazi
k maximalni absorpci dané latky. VSechna méfeni probihala v celé ultrafialové a viditelné
oblasti vinovych délek. Celé spektrum se méfilo z toho divodu, Ze pouzité latky maji velmi
vzdalené absorpCni maxima. PFfitomnost rozpusténych latek byla dokazovana u vSech
vzorku. Jako prvni byly proméfovany roztoky hyaluronanu a sudanured G bez jakékoliv
upravy. Tyto roztoky byly proméfovany i po Zfiltrovani. V grafu na obrazku ¢&. 19
Ize pozorovat, Ze se v méfeném vzorku nenachazi vyrazny pik v oblasti, kde by mél byt
pfitomen rozpustény sudan G. Ten ma maximalni absorpci v oblasti vinovych délek kolem
500 nm. Lze ov8em pozorovat, Zze hodnota absorpce neni nulova. Spravné by se absorpcni
maximum ve formé piku mélo vyskytovat pouze u vinové délky absorpce sudanured G,
popfipadé hyaluronanu pfi 220 nm. U ostatnich vinovych délek spektra by méla byt absorpce
nulova. V grafu ale mizeme pozorovat, Zze nulova hodnota se nenachazi v zadném bodé
spektra, i kdyZz se jedna o hodnoty absorpce velice malé. Tento jev je pravdépodobné
zpusoben tim, Ze se vroztoku nachazely nerozpusténé casteCky sudanured G,
které odrazely a rozptylovaly paprsek svételného zdroje jinymi sméry, nez je smér paprsku
k detektoru. Je zde velka pravdépodobnost, ze tomuto jevu podiéhaly i makromolekuly
hyaluronanu, které byly také schopny rozptylovat prochazejici svétlo. Intenzita detekovaného
paprsku byla tedy mensi nez puvodni a hodnota absorpce tedy nebyla méficim pfistrojem
vyhodnocena na nulovou hodnotu. Je dllezité zdliraznit, Ze byl ve vSech méfenych vzorcich
viditelny pik hyaluronanu, ktery byl v roztoku rozpustén. Neni v grafech uveden vzhledem
kjeho vysoké absorpci zplUsobené vysokou koncentraci hyaluronanu v roztoku.
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Absorpce hyaluronanu se ve vSech roztocich v jeho absorpénim maximu pohybovala mezi
hodnotami 3,56-4. Vzhledem k nepfitomnosti rozpusténého sudanu red G
jiz u neprefiltrovanych vzorki se po prefiltrovani ve vzorcich rozpustény sudanred G
nenachazel. Z méfeni lze tedy usuzovat, ze se sudanred G po vzniku vodného roztoku
s hyaluronanem nijak nerozpusti, pouze se pfitomné c¢astice rozptyli v celém objemu
roztoku. Roztok tedy vypada homogenné, ale &astice jsou pouze zadrzovany vlivem viskozity
hyaluronanu. Z vysledkd nepublikované bakalafské prace, na kterou navazuji a znovu
opakuji jiz provedené experimenty bylo potvrzeno, Ze pokus o navazani hydrofobni latku
do struktury hyaluronanu je neudcinny. Dle navaznosti na nepublikovanou praci
se pokracovalo v experimentech, ale odliSnou metodou, pomoci filmu.
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Obrazek 19: zavislost absorbance na vinové délce roztoku hyaluronanu a sudanu red G

DalSi méfeni bylo provadéno se vzorky vzniklymi metodou filmu. Dochazelo k tomu,
Ze byly pfipravené roztoky vysuSeny, vznikl tedy film, ktery byl nasledné znovu rozpustén
v daném objemu rozpoustédla, vody. K méfeni byly vyuzity vzorky jak nepfefiltrované,
tak i nasledné prefiltrované. V grafu na obrazku €. 20 Ize pozorovat, Ze hodnota absorpce
neni v oblasti absorpce sudanu red G nulova, i kdyz se pohybuje na mnohem menS$i hodnoté
absorbance nez je absorpce u hyaluronanu. Z toho mizeme usuzovat, Zze je zde alespon
mala pravdépodobnost, Zze se d&ast sudanured G opravdu rozpustila v hyaluronanu.
Toto tvrzeni podporuje i to, Ze se vroztoku nachazely nartzovéla vlakna hyaluronanu,
v jejichz struktufe byl pravdépodobné sudanured G navazan. Dale je tohle tvrzeni
podpofeno naslednym méfenim prefiltrovaného vzorku pres filtr s velikosti pord 0,45 um,
kde se absorpce sudanured G stale nenachazi na nulové hodnoté, jak Ize vidét v grafu
na obrazku €. 21. Pokud se tedy porovnaji roztoky vzniklé metodou filmu a ty bez ni,
lze vidét znaCny posun v moznosti navazani sudanured G do struktury hyaluronanu.
V obou spektrech |ze zase pozorovat viditelny trend nenulové hodnoty absorpce v celém
méfeném spektru, ktery byl pravdépodobné zplsoben difrakci svétla nerozpusténymi
Casticemi sudanured G, ktery byl vroztoku pfitomny. Tim padem byla absorpce
vyhodnocena na jinou hodnotu, nez je nula. Timto experimentem se potvrdily vysledky
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nezvefejnéné prace, na kterou navazuji, kde byly téz ziskany vy$Si hodnoty absorpce
sudanu red G.
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Obrazek 20: zavislost absorbance na vinové délce roztoku hyaluronanu a sudanu red G

z rozpusténého filmu

220 320 420 520 620 720
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Obrazek 21: zavislost absorbance na vinové délce roztoku hyaluronanu a sudanu red G
z prefiltrovaného rozpusténého filmu
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4.5. VYHODNOCENI DAT VELIKOSTI CASTIC VZORKU NA ZETASIZERU NANO ZS

Vzhledem Kk vysledkim ziskanym ze spektrofotometrie byly vzorky podrobeny technice
dynamického rozptylu svétla, pfi které bylo zjiStovano, jaka je distribuce velikosti ¢astic
pfitomnych vroztoku. Pfi méfeni se ziskala objemova distribuce velikosti c&astic,
ze které bylo mozné posoudit, jak velké ¢&astice se ve vzorcich nachazeji.
Pouzity pfistroj Zetasizer Nano ZS byl schopen méfit Castice az do velikosti 6000 nm,
s velkymi nepfesnostmi bylo mozné méfit velikost ¢astic az do 10000 nm. Pfi méfeni vzorku
vodnych roztokd byly ovSem naméfeny velikosti Castic mnohem vétSich rozmérd,
nez je meéfici rozsah pfistroje. Nelze tedy s jakoukoli pfesnosti ur€it, jak velké Castice
ve skute€nosti jsou. Pfi pokusu urc€it, jak velké Castice se v roztoku nachazi, by byly ziskany
hodnoty zatizené obrovskou chybou. PfFistroj byl u vSech vzork( schopen urcit primérnou
velikost Castic, které byly ve vzorcich pfitomny. VétSina téchto hodnot se nachazela daleko
od hodnot méfitelného rozsahu pouzitého méficiho pfistroje, nebo v oblastech blizkych horni
hranici jeho maximalniho rozsahu. Nejedna se tedy o hodnoty, se kterymi by se v dusledku
velké nepresnosti méfeni dalo dale pracovat. Z toho divodu, nebylo pomoci této metody
mozno zjistit, zda se v roztoku nachazi rozpustény sudan red G. Pfitomnost velkych Castic
byla zpUsobena pfitomnym nerozpusténym sudanem red G. Diky jeho pfitomnosti nebylo
schopné ziskat reprodukovatelné vysledky pro potfeby bakalarské prace, proto se od této
metody upustilo.
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5. ZAVER

Ukolem této bakalarské prace bylo dikladné provéfit poznatky a zjisténi z predchozi prace
zaméfené na tohle téma, které se zabyva problematikou, zda je prakticky mozné vyuzit
nativni formu kyseliny hyaluronové jako nosi€¢ pro distribuci hydrofobnich I&Civ.
Bylo provedeno vice experimentalnich méfeni, které podporuji to tvrzeni, ze diky svym
vlastnostem neni nativnhi hyaluronan pro vyuziti jako nosiC 1éCiv  vhodny.
Provedené experimenty toto tvrzeni pouze podporuji. Hydrofobni latky, v nasem pfipadé
pouzité hydrofobni barvivo sudanred G neni ve vétSiné pfipadd schopné solubilizovat
s nativnim hyaluronanem. Dochazi pouze k rozptyleni malych &astic sudanu red G v celém
objemu vzorku. Tyto €astice jsou ve vzorku zadrzovany vlivem vysoké viskozity vodného
roztoku hyaluronanu. Rychlost sedimentace jednotlivych Castic byla zavisla
na jejich velikosti, ale v éasovém ramci nakonec sedimentovala vétSina ¢astic, toto vizualni
tvrzeni je podpofeno vypocltem rychlosti sedimentace, kde nékteré vypocétené odpovidaji
¢asum sedimentace c¢astic. DalSim dikazem pfitomnosti rozptyleného sudanured G,
nikoliv solubilizovaného, byla filtrace, pfi které dochazelo ve vétsiné pfipadld k naprostému
procisténi roztoku, ve kterém se jizZ nenachazel zadny sudan red G. Mikroskopie tohle tvrzeni
téz podporuje. A to ztoho dlavodu, ze lze ve vzorcich pozorovat jednotlivé Castice
sudanu red G, které jsou v roztoku rovnomérné rozptyleny. V delSim ¢asovém méfitku bylo
pozorovano, 2e dochazi Kk celkové sedimentaci sudanured G. Pokud ale roztok
sudanu red G protfepeme, dochazi opét k dispergaci ¢astic v roztoku. Z méfeni bylo ovSem
Zjisténo, Ze by bylo mozné Castecné hydrofobni barvivo navazat do struktury hyaluronanu.
Pokud se vyuziva latka, ktera obsahuje Castice velmi malych rozméru, ty Ize ziskat napfiklad
mletim, zvySi se tim jeho schopnost rozpustnosti v hyaluronanu. Pritomnosti malych Castic
podporuje dispergaci Castic, ty jsou roztoku taky vice zadrZzovany a celkové
se zvySi stabilita disperze. Pritomnost rozpusténého sudanu red G ve struktufe hyaluronanu
byl pozorovan u vzorkd, které vznikly metodou filmu. U nich pfi vysouSeni pravdépodobné
dochazelo k navazani malych ¢astic do struktury hyaluronanu. Vizualné byla pozorovana
pritomnost narGzovélych vliaken hyaluronanu, které byly viditeIné po rozpusténi filmu i jejich
nasledné filtraci. Z provedenych mérfeni Ize fici, Ze se s nejvétSi pravdépodobnosti nemlze
nativni forma kyseliny hyaluronové jako nosic¢e pro hydrofobni IéCiva vyuzit. Pro tyto systémy
jsou z hlediska vlastnosti a interakci sléCivem vhodné jiné latky nebo i napfiklad
modifikované formy kyseliny hyaluronové, které maji ve své struktufe zabudovanych vice
skupin vhodnych pro hydrofobni interakce. Nativni hyaluronan byl v této praci zvolen
pfedevSim z hlediska svého pfirozeného vyskytu v lidském organismu, oproti ostatnim
moznym latkam které se v sou¢asné dobé vyuzivaji.
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