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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva studiem inkorporace vezikularnich systémii do hydrogell na
bazi polysacharidii. Zvolené vezikularni systémy byly ,,lon Pair Amphiphile* ¢astice (IPA), které
jsou tvoteny cetrimetylamonium bromidem, dodecylsulfatem sodnym,
dioktadecyldimethylamonium chloridem a cholesterolem. Prace je rozdélena na dvé ¢asti. V prvni
¢asti byly zkoumany interakce mezi IPA vezikulami a hyaluronanem sodnym a interakce mezi
IPA vezikulami a polystyrensulfonatem sodnym. Bylo zji$téno, ze k interakcim dochazi, avsak se
na jejich zakladé nepodafilo pfipravit hydrogel. V druhé ¢asti prace byly IPA vezikuly
inkorporovany do agardézového gelu pii zahfivani. Pro inkorporaci byly pouzity castice o dvou
riiznych koncentracich a to 1 mmol-1™* a 2 mmol 1. Vliv &astic na vlastnosti gelu byl pozorovan
pii reologickém méfeni. Vysledky ukézaly, Ze v gelu s inkorporovanymi ¢asticemi je vyrazné
delsi linearni viskoelasticka oblast a také to, Ze nedochazi k interakci mezi ¢asticemi a gelem, ale
¢astice pouze vypliuji prazdna mista v gelové siti. Odli§né chovani geld s rozdilnou koncentraci
IPA ¢astic nebylo pozorovano.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the incorporation of wvesicular systems into
polysaccharide — based hydrogels. The chosen vesicular systems were lon Pair Amphiphile
vesicles (IPA), which consists of cetrimethylammonium bromide, sodium dodecyl sulfate,
dioctadecyldimethylammonium chloride and cholesterol. The work is divided into two parts. In
the first part, interactions between IPA vesicles and sodium hyaluronan and interactions between
IPA vesicles and sodium polystyrene sulfonate were studied. Even though interactions occured,
it was not possible to prepare a hydrogel based on these interactions. The second part of this work
deals with incorporation of IPA vesicles into an agarose — based gel when heated. Particles of two
different concentrations (1 mmol-1"* and 2 mmol-1*) were used. The effect of the IPA particles
on the properties of the gel was observed with rheological measurements. The results showed that
the gel with incorporated particles has a longer linear viscoelastic region and that there were no
interactions between the IPA particles and the gel. The particles only fill the gaps of the gel
network. Different behaviour within the gels with different concentrations of IPA vesicules was
not observed.
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1 UVOD

Vezikuly jsou ¢astice, které mohou byt tvofeny amfifilnimi molekulami, jako jsou fosfolipidy, tenzidy
¢i steroly ve vodném prostiedi. Jejich zakladni struktura je tvoiena jednou ¢i vice dvojvrstvymi
membranami, které maji hydrofilni a hydrofobni ¢ast. Diky této struktuie jsou vhodnym prostiedkem
pro pouziti jakozto nosiCe lécCiv. Enkapsulace 1éCiv do mezimembranového prostoru vezikul
S hydrofilnim povrchem mutze byt zvlasté vyhodna, jedna-li se o 1é¢ivo hydrofobni, které pies klizi samo
neprochazi.

IPA vezikuly (zkratka z anglického lon Pair Amphiphile, ¢esky iontovy amfifilni par) jsou tvofeny
kationickymi a anionickymi tenzidy, které dohromady tvoii tzv. pseudo dvojtetézcovy tenzid, ten je
tvofen dvéma hydrofilnimi hlavami a dvéma hydrofobnimi ocasy. IPA vezikuly jsou diky nizsi cené
a jednoduché piipravé vhodnou potencionalni nahradou liposomu, které také byvaji vyuzivany jakozto
nosice 1éCiv.

Kyselina hyaluronova je posledni dobou velmi popularni v Iékafstvi i kosmetice, diky své
biokompatibilité a fyzikalné — chemickym vlastnostem. Velmi Casto se vyuziva pro tvorbu fyzikalné
sitovanych hydrogell, které jsou vyuzivany napiiklad pro tzv. vlhké hojeni ran. Tento zptsob hojeni
ma vyhody vtom, Ze pifi ném nedochazi k vysychani rany, coZ ptedchazi tvorbé jizev a strupt
na pokozce a také dochazi k urychleni hojeni.

Vyuziti v 1€kaistvi maji také agarozové hydrogely, které se daji pouzit pro cileni 1é¢iv nebo jakozto
scaffoldy v tkanovém inZenyrstvi, kdy hydrogel slouZi jako mechanicka opora pro rist bunék.

Teoreticka Cast této bakalarské prace se zaméfuje na charakterizaci jednotlivych latek zkoumanych
v ramci ¢asti experimentalni. Dale také na vznik a aplikace hydrogelt a vezikularnich systém.
Na teoretickou ¢ast je navazano literarni reSersi, kterd se zabyva tématy souvisejicimi se zadanim
bakalaiské prace. Experimentalni ¢ast poté popisuje pfipravu IPA vezikul, jednotlivych vzorki
a koncentracnich fad. Je zde také popsan zplsob kontroly spravnosti ptipravy IPA vezikul pomoci
dynamického rozptylu svétla (DLS) a princip reologického méfeni agarézovych gelt. Vysledky a jejich
zhodnoceni jsou poté uvedeny V posledni ¢asti této prace.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Gely

Gely jsou ze strukturalniho hlediska disperzni systémy tvofeny trojrozmérnou siti, ktera vytvari
souvislou strukturu prostupujici celym disperznim prostfedim. Na rozdil od vétsiny disperznich soustav
je tedy v piipadé gelti spojité nejen disperzni prostiedi, ale i disperzni podil. Castice v gelech nejsou
schopné nezavislého pohybu, pohybovat se mohou pouze pohyby vibra¢nimi. To je dano silami
zpusobujicimi adhezi disperznich ¢astic v koloidnim roztoku. Tyto sily mohou byt jak chemické,
tak fyzikalni [1].

Gely maji v dusledku svého usporadani mechanické vlastnosti typické pro tuhou fazi, i presto, ze
disperzni prostfedi je kapalné. Vysusenim gelu (neboli odstranénim disperzniho prostiedi) vznika
xerogel. Pivodni gely s obsahem disperzniho prostiedi se nazyvaji lyogely [1].

Podle chovani ve vysuseném stavu lze gely rozd¢lit na reverzibilni a ireverzibilni. Gely reverzibilni
neboli elastické pfi vysouseni zmensSuji svilj objem za vzniku kompaktnich xerogelti, schopnych zpétné
piechazet do puvodniho stavu, pfijimanim disperzniho prostfedi, bobtnanim. Gely ireverzibilni,
neelastické, maji po vysuSeni téméf stejny objem, jako puvodni lyogel. Pti styku s rozpoustédlem
absorbuji pouze uréité mnozstvi kapaliny, do piivodniho stavu se nevraceji. Pfeména neelastického gelu
na xerogel je tedy nevratna [1, 2].

2.1.1 Vznik gelu

Vznik geld zavisi na typu gelu, tedy na tom, zda se jedna o reverzibilni ¢i ireverzibilni gel. Reverzibilni
gely mohou vznikat gelaci, z roztoku vysokomolekularnich latek nebo bobtnanim xerogeli. Bobtnani je
absorbovani nizkomolekularniho rozpoustédla xerogelem, coz vede ke zvySovani hmotnosti a objemu
xerogelu za vzniku lyogelu. Bobtnani miiZze byt omezené a neomezené. Gely ireverzibilni pak vznikaji
gelaci lyofilnich solt [1, 2].

2.1.1.1 Reverzibilni gely

Gelace vysokomolekularnich latek je proces, pti kterém se vytvaii a postupné zpeviiuje prostorova sit’
spojovanim molekularnich fetézcii v celistvou strukturu. Mista, na kterych dochazi ke spojeni fetézct,
se nazyvaji styéné body neboli uzly a mohou byt fyzikalni nebo chemické povahy [1].

U fyzikalné sitovanych geld dochézi ke spojovani fetézcii polymert pisobenim fyzikalnich sil, jako
jsou van der Waalsovy sily, polarni sily nebo vodikové mustky, do uzli. Asociace mize byt vyvolana
snizenim afinity vysokomolekuldrni latky k rozpoustédlu, ¢ehoz 1ze dosdhnout napt. snizenim teploty
nebo pridavkem S$patného rozpoustédla. Vlastnosti fyzikalng sitovanych gelii jsou ovliviiovany rozdily
v uzlovych oblastech jednotlivych geld, jako jsou rizna struktura, velikost, pevnost a doba trvani
uzlovych oblasti [1, 2].

Jestlize gel vznika nepravidelnou asociaci makromolekul, vznikaji fyzikalnim sitovanim amorfni
gely. Pokud se pii vzniku gelu ukladaji ¢asti linearnich makromolekul rovnobézné, vytvaii se v téchto
mistech krystalicka mtizka a vznikaji gely s krystalickou strukturou, tzv. krystality s amorfnimi
oblastmi. Mechanickym propletenim fetézcti v dasledku tepelného pohybu dochdzi ke vzniku geli
s geometrickym sitovanim [2].
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Obrazek 1: Reverzibilni gely se strukturou tvorenou (a) chemickymi vazbami, (b) fyzikdalnimi amorfnimi spoji, (C)
Sfyzikalnimi amorfnimi spoji, (d) geometrickym sitovanim [2].

2.1.1.2 Ireverzibilni gely

Jak jiz bylo zminéno, ireverzibilni gely vznikaji gelaci lyofilnich sold. K té obvykle dochazi snizenim
agregatni stalosti soustavy. NaruSenim ochranné vrstvy disperznich ¢astic dochazi ke ztraté povrchové
stability nékterych ¢asti, k vzajemnému spojovani ¢astic a vzniku prostorové sité, v jejichz mezerach je
uzavieno disperzni prostiedi [2].

2.1.2 Vlastnosti geli

Jak jiZ bylo zminéno, gely maji mechanické vlastnosti typické pro tuhy stav. Gel je tedy schopen
odolavat teénému napéti az do hodnoty, pod kterou se chova jako elasticky tuhé téleso. Tato hodnota se
nazyva hodnota kritického napéti, jeji velikost zavisi na koncentraci uzli a na jejich pevnosti. Gely,
které obsahuji v jednotce objemu maly pocet vazeb, mivaji znaéné elastické vlastnosti. S rostoucim
poétem vazeb v8ak moznost zmény tvaru makromolekuly klesa [1].

Typickou vlastnosti pro nékteré gely je tixotropie. Jedna se o schopnost nové gelace (obnoveni
puavodnich vazeb) poté, co byl gel protiepanim pieveden na sol a ponechan v klidu. Elektricka vodivost
gelll zlstava téméf stejnd jako v pivodnim roztoku, také difuzivita gelu je jen malo mensi nez
Vv ptvodnim solu, i pfes prudké zvySeni viskozity soustavy pii gelaci [1, 2].

2.1.3 Hydrogely

Hydrogely patii mezi nejcastéji studované tiidy biomateriali. Diky své chemické a strukturalni
univerzalnosti se vyuzivaji v fadé aplikaci. Jedna se o trojrozmérnou sit’ polymera bobtnajicich ve vode,
se schopnosti zadrzet velké mnozstvi vody. Hydrogely jsou pievdzné tvoreny z biopolymerti nebo
z polyelektrolyta [3].

Hydrogely maji diky vysokému obsahu vody velmi podobny stupeii pruznosti jako tkan€. Schopnost
hydrogeld absorbovat vodu je zplsobena hydrofilnimi funkénimi skupinami pfipojenymi
na polymernim fetézci. Zarovet jsou v§ak hydrogely odolné vii¢i rozpousténi, tato vlastnost je zajisténa
pti¢nymi vazbami mezi fetézci sité [4].

Existuji hydrogely pfirodni a syntetické. Vyhodou syntetickych geld je jejich dlouhd zivostnost,
vysoka kapacita pro absorpci vody a vysokd pevnost. Syntetické polymery mohou byt rGzné
upravovany, lze tedy ptizptsobit jejich funkénost. Nezanedbatelnou vyhodou je také jejich stabilita,
vuci teplotnim vykyvam [4].



Mnozstvi vody, které je hydrogel schopen absorbovat zavisi na pouzitém polymeru, na jeho povaze
a na hustoté spoji v siti. V nabobtnaném stavu byva mnohem vys$si hmotnostni podil vody nez
hmotnostni podil polymeru. Vyuziti téchto biopolymerd je velmi rozmanité. Pouzivaji se napf. na
vyrobu hygienickych vyrobkt, jako systémy pro dodavani 1éCiv, v tkdnovém inzenyrstvi nebo také
v zemé&d¢lstvi ¢i potravinaistvi [4].

2.2 Hyaluronan

Kyselina hyaluronova je jednou z nejuniverzalngjsich makromolekul v pfirodé. Byla popséana v roce
1934 Karlem Meyerem a Johnem Palmerem poté, co se jim podatilo izolovat tuto slouc¢eninu ze sklivce
skotu. Dnes je ¢astéji oznacovana jako hyaluronan, jelikoz se tento polysacharid v organismu vyskytuje
pouze v podobé soli [5].

Molekula hyaluronanu je linearni polymer skladajici se z uronové kyseliny a aminocukru, piesnéji
z kyseliny D-glukuronové a DN-acetylglukosaminu, které jsou navzajem stidavé spojeny B-1,4 a f-1,3
glykosidovymi vazbami. Oba tyto cukry jsou prostorové piibuzné glukéze, ktera v f konformaci
umoziuje, aby vSechny jeji objemné skupiny byly ve stericky vyhodné&jSich ekvatorialnich polohach
a vSechny malé atomy vodiku zaujimaly stericky méné vyhodné axialni polohy. Toto usporadani zajisti
zakladni struktuie molekuly hyaluronanu vysokou energetickou stabilitu [5].

V roztoku polymerni fetézce hyaluronanu zaujimaji tvar nahodné svinutého klubka tzv. ,,random coil*.
Tyto fetézce se navzajem proplétaji pti velmi nizkych koncentracich, coz mize vést k neobvyklym
reologickym vlastnostem, jez délaji zroztokd hyaluronanu idealni lubrikaéni ¢inidla. Pfi vysSich
koncentracich maji roztoky vysokou viskozitu, ktera je v§ak zavisla na smyku [6].

Hyaluronové fetézce obsahuji dva typy vazeb. Jednim typem jsou cukernaté kruhy s pomérné pevnou
strukturou. Mezi nimi se nachazi glykosidické vazby, které se skladaji z jednotlivych atomi kyslikd,
slouzici ke vzajemnému spojeni cukrd. Z téchto atoma kysliku vychazeji dvé vazby, které smétuji ve
tvaru pismene V. Substituenty navazany na koncich téchto vazeb mohou rotovat o 360°, ze sterickych
divodd vsak neni mozné zaujmout vSechny existujici konfigurace kolem atomu kysliku, jelikoz
cukernaté jednotky jsou piili§ objemné a navzajem si zavazeji. I pies tento fakt v8ak existuje velka
spousta konfiguraci, ve kterych se hyaluronan mutze vyskytovat. Vypada to tedy, Ze uspofadani fetézce
je nahodné, ve skuteénosti tomu tak ale neni [7].

COOH FHZDH
| 5 ] o
‘é H/H H
H

OH H T HO H Clj_

| | | |

H OH H NHCOCH,

D - glukukorova kyselina N - acetylglukosamin

Obrazek 2: Chemickd struktura hyaluronanu [5].
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2.2.1 Sitovani hyaluronanu

Retézce hyaluronanu jsou schopny interagovat mezi sebou, také diky vazbam vytvofenych mezi
hydrofobnimi oblastmi. Planarni sekundarni struktura hyaluronanu ma ob¢ strany fetézce identické.
Jedna strana je vSak opacna k té druhé, jsou tedy vzajemné antiparalelni. To, co je mozné na jedné strané,
je diky této skute¢nosti mozné i na druhé strané fetézce. Agregaty tedy mohou pfibyvat z obou stran [7].

Cg
[

Obrazek 3: Sitovani hyaluronanu A a B zobrazuji molekulu hyaluronanu, cervend mista zndazornuji hydrofobni
oblasti, kruhy znazornuji acetamidovou skupinu a ctverce karboxylovou skupinu. C zndzornuje moznou interakci
mezi dvéma molekulami hyaluronanu, které jsou k sobé antiparalelni [7].

= hydrofébni oblast

2.2.2 Zdroje hyaluronanu

Nejprve byl hyaluronan ziskavan ze zvitecich tkéni, jako jsou pupecni siiry, kiize nebo kohouti
hieben. Pravé kohouti hieben byval nejcastéji pouzivanym zdrojem, ma vsak své nevyhody. Vzhledem
k tomu, ze hyaluronan je v komplexu s proteoglykany, je obtizné a nakladné jej z tkané izolovat. Dal$im
problémem jsou zpftisiujici se regulacni kontroly pro pouZivani materialti ze zvifecich zdroju pro
biomedicinské aplikace kvuli obavam z kontaminace. Tkan¢ jako zdroj hyaluronanu tedy nejsou
dostacujici a jsou potieba alternativni zdroje [8].

Alternativou jsou lidské a zviteci bakterie, které produkuji hyaluronan a jsou vyuZivany pro vyvoj
fermenta¢nich procest. Konkrétné se jedna o streptokoky skupiny A a C. Jejich vyhodou je, Ze se
teoreticky jedna o neomezeny zdroj, u kterého nehrozi sezonni vykyvy nebo variace mezi jednotlivymi
vyrobnimi davkami, pokud je striktné dodrzovan vyrobni proces. Pfi pouziti téchto streptokokti se
hyaluronan vyrabi ve form¢ kapsule o vysoké molekularni hmotnosti, ktera je snadno oddélitelna od
mikroorganismd, stale je ale potfebnd rozsahla purifikace pro dosazeni dostate¢né Cistoty materialu.
Na rozdil od hyaluronanu ziskavaného =z kohoutiho hfebene, nejsou vtomto piipadé obavy
z kontaminace a piitomnosti toxickych necistot [8].
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2.3 Polystyrensulfonat sodny

Polystyrensulfonat sodny neboli sodna stl kyseliny polystyrensulfonové je organicka sloucenina,
ktera se diky svym siln€ hydrofilnim vlastnostem snadno rozpousti ve vod¢. Jedna se o bily prasek, ktery
ma ve vodé schopnost gelovatét [9].

Tento polymer se vyznacuje tim, ze se jedna o iontoménic¢, coz znamena, ze dokaze uvolinovat sodné
ionty a misto nich vazat ionty jiné. Této vlastnosti se vyuziva v medicing, pti 1écbé hyperkalémie
(zvysena hladina drasliku v krvi), kdy je vylu¢ovan piebytek drasliku z organismu v travicim traktu tak,
ze z polystyrensulfonatu sodného jsou uvoliiovany kationty sodiku a jsou nahrazovany pravé kationty
drasliku [10].

A°
Ma 5
“‘xo,-/ \\‘\0

Obrazek 4: Chemicka struktura polystyrensulfiatu sodného [9].

2.4 Agardza

Agar6za je ptirodni polysacharid ziskavany z Cervenych motskych fas, tvotfeny opakujicimi se
podjednotkami P — D — galaktopyranosilu a 3,6 —anhydro — o — L — galaktopyranosilu. Jedna se
0 gelujici slozkou agaru, ktera tvoii 50 — 90% jeho objemu, druhou slozkou je agaropektin [11].

D-galaktosa 3,6-anhydro-L-galaktosa

Obrazek 5: Chemicka struktura agarézy [12].
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Po rozpusténi ve vodg, tvoii agardza termoreverzibilni gely. Gelovaténi miize nastat pouze tehdy, kdyz

jsou Casti fetézcl agardzy usporadany. Jelikoz agardza neni v organickych rozpoustédlech bézné
rozpustna, jeji schopnost gelovatét ve vodnych roztocich je zjevné zplisobena strukturou vody.
V zavislosti na jeji molekulové hmotnosti, koncentraci a poctu postrannich skupin, se teplota gelovaténi
agar6zy méni od 30 — 40 °C do 80 — 90 °C. Ptitomnost kysliku a vodiku na postrannich fetézcich tohoto
polymeru podporuje jeho samogelujici vlastnosti. Proces gelace probihd ve tfech krocich, témi jsou
indukce, gelovaténi a stav pseudorovnovahy, kdy vodikové vazby a elektrostatické interakce vedou
k vytvofeni Sroubovicové struktury molekuly agarézy a k naslednému vytvofeni gelu. V dusledku
pritomnosti vodikovych mustkd dochazi ke vzniku agar6zového gelu bez potieby pouziti toxickych
sitovacich ¢inidel, coz zarucuje jeho biokompatibilitu [13, 14].
Diky jeji biokompatibilité, termoreverzibilnimu gelovaténi a dal§im fyzikalné chemickym vlastnostem,
je agar6za vhodna k pouziti jako biomaterial pro bunéény rist ¢i k fizenému cileni 1é¢iv. Urcitou
nevyhodu v tomto vyuziti mize predstavovat omezena adheze bun€k a pomalad rychlost degradace
[11, 14].

Agardzové gely jsou vyuZivany Vv ortopedické chirurgii, zejména jako docasna leSeni (scaffolds) pro
kostni bunky a ristové faktory v oblasti tkanového inzenyrstvi. Pro podporu regenerace kosti jsou prave

vvvvvv

agarozovych geld je v dermatologii jakozto vstiebatelné plnivo pro upravy jemnych tkani a rta [15].
2.5 Tenzidy

Tenzidy jsou organické povrchové aktivni latky (PAL), tedy latky snizujici povrchové napéti na
fazovych rozhranich, se schopnosti se hromadit na fazovém rozhrani jiz pfi nizkych koncentracich
a vyznamné tak snizovat povrchové napéti. Typicka je pro né jejich amfifilni neboli amfipaticka
struktura. To znamena, Ze ve své molekule obsahuji jak hydrofilni, tak i hydrofobni ¢ast. Hydrofilni
¢ast, nejCastéji polarni skupina, je co nejvice pfitahovana k vodé¢, naopak hydrofobni ¢ast tvotrena
uhlikatym fetézcem se snaZi kontakt s vodou co nejvice minimalizovat [16].

Hydrofilni
cast

Hydrofobni
cast

Obrazek 6: Struktura molekuly tenzidu [13].

Smeési tenzidd a jinych latek s detergencnimi vlastnostmi se nazyvaji detergenty. Detergencnimi
vlastnostmi se rozumi jejich schopnost pfevadet necistoty z pevného povrchu do objemové faze roztoku.
Tenzidy se déli podle charakteru hydrofilni slozky na ionické a neionické, pficemz ionické tenzidy se
dale déli na aniontové, kationtové a amfoterni [16, 17].
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O Neionické

Q/W\/\/\ Anionické
@ Kationické
@/\@/'\/\/\N\ Amfoterni

Obrazek 1: Déleni tenzidil podle charakteru hydrofilni slozky [16].

2.5.1 Kationické tenzidy

Kationické tenzidy jsou slouceniny, které obsahuji alespon jednu funkéni skupinu, jez ve vodném
roztoku disociuje na kladné nabité ionty. Diky této vlastnosti jsou velmi silné adsorbovany na pevné
povrchy sopaénym, tedy zapornym, nabojem. Vytvofenim adsorpéni vrstvy na povrchu
mikroorganismd jsou kationické tenzidy schopny narusit jejich metabolické funkce, coz muize postupné
vést az k usmrceni téchto mikroorganismi. Znamena to tedy, ze tyto tenzidy maji germicidni G€inky,
kterych se hojné vyuziva v lékaiskych a farmaceutickych aplikacich napftiklad pfi vyrobé 1é¢ebnych
masti, desinfekénich prostiedki a antiseptik (Septonex) [16].

Dalsimi vyznamnymi vlastnostmi kationickych tenzidu, kterych se vyuziva v textilnim primyslu pii
vyrob¢ avivazi a v kosmetice pii vyrobé vlasovych kondicionért, jsou jejich antistatické a zmé&kcujici
ucinky. Nevyhodou téchto sloucenin je jejich horsi biologicka rozlozZitelnost a vyssi cena [16].

Mezi tenzidy skladnym nabojem patii alkylaminy, soli kvartérnich amoniovych soli a soli
pyridiniovych zéasad.

2511 CTAB

Cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) je kationicky tenzid, ktery se skldd4 z fetézce Sestnacti uhliki
a hlavy, kterd je tvofena kvartérni amoniovou soli. Jedna se o bily krystalicky praSek se slabym
zapachem, ktery se Casto vyuziva v kosmetice pro své schopnosti snizovat povrchové napéti a zlepSovat
konzistenci a pénivost vyrobku [18].

I ptes svou ucinnost, ma pouziti tohoto tenzidu jisté nevyhody, a to pfedevsim proto, Ze je povaZzovan
za drazdivou latku, kterd naruSuje ochranny film pokozky, mtze poskodit o¢i a vyvolat alergickou
reakci. Dal$im tskalim je jeho nebezpecnost pro zivotni prostiedi. Z téchto ditvodi je v EU jeho pouziti
regulovano, kdy maximalni povoleny limit pro pouziti této latky jako konzervantu je 0,1%. Pii dodrZeni
povolené koncentrace je vSak CTAB pro pouziti v kosmetice bezpeény [18].

2.5.1.2 DODAC

DODAC nékdy také DDAC je zkratka pro dvoufetézcovy kationicky tenzid s nazvem
dimethyldioctadecylamonium chlorid. Je dodavan ve formé bilych plisku, je hydrofobni a téméf
nerozpustny ve vodé. Pro tuto povrchove aktivni latku je typicka tvorba dvouvrstvych struktur, proto se
Casto vyuziva pro tvorbu modelovych fosfolipidovych membran. Bézné se pouzivd ve vlasové
kosmetice a vyrobcich pro domacnost [19, 20].
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2.5.2 Anionické tenzidy

Jedna se o jedny znejrozsifenéjSich latek s nejucinngj$imi detergen¢nimi vlastnostmi, které ve
vodném prostiedi disociuji na zaporn€ nabity anion, jenz je nositelem povrchové aktivity a na neaktivni
kation. Nejvyssi aktivitu tyto tenzidy vykazuji v mirné alkalickém prostfedi, v kyselém prostiedi jsou
ve veétSiné piipadl nestalé. Anionické tenzidy se rozd€luji do nékolika skupin na zakladé druhu
ionizované funk¢ni skupiny, a to na soli karboxylovych kyselin, alkylsulfaty, sulfonaty a estery kyseliny
fosfore¢né [16].

2.5.2.1 SDS

SDS neboli dodecylsulfat sodny se sumarnim vzorcem Ci2H2s0SO3Na je anionicky tenzid bilé barvy
patfici do skupiny alkylsulfatt. Alkylsulfaty jsou soli alkylesterti kyseliny sirové, maji tedy vysokou
povrchovou aktivitu i v kyselém prostiedi. Sulfatova skupina, ktera se nachazi na konci uhlikového
fetézce, snadno podléha hydrolyze. Pouziti alkylsulfatd je vyhodné z hlediska jejich dobré rozpustnosti
ve vodé a relativné jednoduché a cenové dostupné vyroby [16].

Nejcastéji se SDS vyuziva v pracich prascich pro svou schopnost rozpoustét a odstrafiovat necistoty.
Dale ho také najdeme v S8amponech, zubnich pastach, mydlech ¢i Eisticich kosmetickych ptipravcich.
Jedna se o latku, ktera mtze vysuSovat, a tak zplisobovat problémy jedinciim s citlivou ¢i ekzematickou
pokozkou [21].

2.5.3 Tenzidy ve farmacii — systémy rizeného davkovani lé¢iv

Velké mnozstvi 1é¢iv se nedostane na uréité misto v pozadované koncentraci a tim padem jejich ucinek
neni dostateény. Vzajemnymi interakcemi mezi tenzidy a l1éCivem vSak mize byt dosaZeno rozdilné
rozpustnosti a propustnosti ur¢ité latky v lidském té€le a tim muze dochazet ke zlepSeni stupné cileni.
Tenzidy jsou vyuzitelné také pro piesné cileni 1é¢iva k uréitému organu nebo zlepSeni stability 1é¢ivé
latky. Pro tyto aplikace jsou pouZivany napf. lecitin, glyceryl monostearat nebo lanonin [16].

2.6 Vezikularni systémy

Vezikularni systémy jsou V poslednich letech zkoumany pro pouziti jako alternativa nosic¢t 1é¢iv.
Vyhodou téchto systémii je podobnost vezikul se strukturami ptitomnymi v organismu, diky které jsou
vezikularni systémy netoxické a biodegradabilni. Naopak, ne pfili§ pifizniva je jejich proménliva
efektivita zavisejici na slozeni a poctu lipidovych lamel, na elektrickém néaboji a dalSich vlastnostech
vezikul [22].

Dutlezitou schopnosti vezikularnich systémt jakozto nosict 1€Civ je jejich schopnost pronikat do kiize.
Zpisobi, jakymi se tyto molekuly do kiize transportuji je vice, jednim z nich je napf. pranik
transcelularnimi a intercelularnimi strukturami. Déle je mozny prostup koznimi adnexy, coz jsou
derivaty ktze, jako napf. potni a mazové zlazy, nehty a vlasy. Zasadni otazkou, co se cileni 1éCiv tyce,
je také to, jak transportni molekuly poznaji, na jaké misto maji dané 1é¢ivo dorucit. Pii feSeni tohoto
problému se vyuziva tzv. EPR efektu (Enhanced Permeation and Retention effect), tedy efektu
zvySené¢ho pruniku a zadrzovani daného 1éCiva. Jednd se o zpiisob pasivniho nahromadéni latek
s vysokou molekulovou hmotnosti (1é¢iv) uvnitt pevnych nadorti, v disledku zhoubného bujeni
nadorovych bunék spojeného s nedokonalou lymfatickou drenazi (odvodem) [22, 23].
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2.6.1 Vezikuly

Vezikuly jsou duté utvary tvofeny jednou ¢i vice dvouvrstvymi membranami, které jsou
Vv nejjednodussich piipadech setfazenymi do kulovitého tvaru. Hydrofobni fetézce se sefazuji tak, aby
byly otoeny smérem K sobé a sméfovaly tak do stfedu kruhového obalu, vnitini i vnéj§i povrch obalu
je naopak tvofen hydrofilnimi skupinami. Tyto membrany v sobé tedy uzaviraji inertni vodnou
mikrofazi, z vnéj$i i vnitini strany jsou pak obklopeny vodnym prostredim [24].

Rozmeéry vezikul mohou byt od desitek nanometri az vyjimecné po stovky mikrometrti. RozliSujeme
dva typy vezikul, a to unilamelarni a multilamelarni. Jak uz nazev napovida, unilamelarni vezikuly jsou
tvofeny jednou dvojvrstvou, zatimco multilamelarni vezikuly tvofi dvojvrstev vice, ty jsou pak
uspofadany podobné jako vrstvy cibule [24].

Obrazek 8: Schéma struktury unilameldarni vezikuly [24].

V roztocich je vezikulami/micelami preferovan takovy tvar, pfi kterém je uloZeni molekul ve
vezikulach/micelach co nejkompaktnéjsi. Ur€it tvar micely nam umoznuje veli¢ina zvana Glozny faktor:

v
Yo =1 (1)

kde V je objem zaujimany hydrofobni ¢asti molekuly, A je plocha na povrchu micely, kterou zabira
hydrofilni skupina a | je efektivni délka hydrofobniho fetézce [24].

Jsou-li vezikuly pfipravovany ze smési dvou amfifilnich latek, které se navzajem lisi hodnotou
ulozného faktoru, ziskavame tak vezikuly termodynamicky stabilni. V takovémto piipadé je latka
s men$i hodnotou plochy uzaviena do vnitini strany kruhovité uspotfadané dvojvrstvy, latka s vyssi
hodnotou plochy je naopak v okoli vnéjsi ¢asti membrany. Stabilni vezikuly mohou vznikat také tvorbou
kovalentnich vazeb mezi molekulami tvofici obal vezikul [24].

2.6.1.1 Liposomy

Liposomy jsou uzaviené vezikuly tvofeny jak pfirodnimi, tak syntetickymi fosfolipidy. Jejich
fyzikalngé-chemické vlastnosti, stabilitu a chovani v organismu ovliviuje slozeni lipidd, pH, teplota ale
také jejich velikost Ci zplsob pfipravy. Podle poctu lamel lze lipoSomy dé€lit na unilamelarni
a multilamelarni. Malé unilamelarni vezikuly jsou idedlnimi nosi¢ovymi systémy pro 1éky, jelikoz diky
své velikosti snadno pronikaji do extravaskularnich prostorti, liposomy multilamelarni jsou naopak
vhodné jako nosice lipofilnich latek, diky vysokému obsahu lipida [25].
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Liposomalni nosi¢ové systémy se pouzivaji v dermatologickych a kosmetickych pfipravcich za
ucelem zlepSeni vpravovani 1é¢iv do klize coz je zaroven spojeno se zvySenim jejich Uc€innosti.
Pti posuzovani vlivu lipoSomt na transport 1€¢iv do poZzadované tkang je potieba sledovat dva aspekty,
a to reten¢ni a zesilujici uc¢inek. Retencni ucinek vyjadiuje schopnost lipoSomi akumulovat 1é¢ivo ve
stratum corneum (ve vné&jsi vrstvé pokozky). Zesilujicim Géinkem se rozumi zvySeni pronikani 1é¢iva
do stratum corneum [22].

2.6.2 Amfifilni iontové pary

Amfifilni iontové pary (anglicky ion pair amphiphiles, zkratka IPA) jsou univerzalni vezikularni
prekurzory, které jsou tvotfeny parem kationickych a anionickych amfifilti. Tento amfifilni par je drzen
pohromadé diky elektrostatickym interakcim. Pouzitim rtiznych tenzidi muze byt dosazeno tvorby
rozdilnych vezikul s riznymi vlastnostmi, jako je velikost, zeta — potencial a polydisperzita. Jejich
zna¢nou vyhodou jsou nizké vyrobni naklady a moznost pfipravy kombinaci riznych tenzidu [26, 27].

2.6.3 IPA vezikuly

Kationické vezikuly maji kulovity tvar s hydrofobnimi a hydrofilnimi doménami. Diky této struktuie
a pritomnosti domén mohou byt do vezikul enkapsulovany rizné hydrofilni ¢i hydrofobni latky, coz je
vhodny ptedpoklad pro jejich pouziti jakozto nosi¢t 1é¢iv. Konkrétné IPA vezikuly mohou byt vhodnou
nahradou liposomd, také diky levnéjsim vyrobnim nakladim a moznosti pfipravy kombinaci riznych
tenzidu [27].

Vyuziti v medicinskych aplikacich v§ak mtize byt negativné ovlivnéno moznou toxicitou jednotlivych
komponentt, ze kterych jsou IPA vezikuly tvofeny. Moznym feSenim, jak tento negativni vliv zmirnit,
je pouZiti stabiliza¢ni slozky, ktera zvysi biokompatibilitu celého systému. Dal$i nevyhodou IPA vezikul
pripravenych ¢isté z iontového amfifilniho paru je jejich nizsi stabilita. Z tohoto divodu je pfi jejich
ptipraveé Casto pridavan 43 mol. % cholesterol, ktery je znamym stabiliza¢nim ¢inidlem a je také ¢asto
vyuzivan pii pripravé liposomi. Dal$im zpusobem, jak zvysit stabilitu celého systému, je piidani
nabitych dvoufetézcovych tenzidl. Vysledné vezikuly poté maji stejny naboj a prevladaji mezi nimi
odpudivé interakce. Nabité kationické vezikuly mohou navic umoznovat interakci s opa¢né nabitymi
biopolymery, jako je napiiklad hyaluronan, které poté zvysuji biokompatibilitu vezikul [26].

2.6.4 Polyelektrolyty

Polyelektrolyty jsou slouceniny polymert, na jejichz povrchu se nachazi ionizovatelna skupina
nesouci pozitivni nebo negativni naboj V prostfedi s neutrdlnim pH. V porovnani s nenabitymi
polymery, diky silnym elektrostatickym interakcim v jejich roztocich, maji polyelektrolyty specialni
vlastnosti, jako jsou vyborna rozpustnost ve vod¢, moznost V sob¢ uzaviit a vazat velké mnozstvi vody
a také schopnost siln€ interagovat s opacné€ nabitymi povrchy a makromolekulami. Diky témto
vlastnostem jsou polyelektrolyty ¢asto vyuzivany k tipravé povrchi [28].

2.7 Interakce polyelektrolyt-tenzid

Interakce mezi polyelektrolytem a tenzidem je rozsahle zkoumana z diivodu jejich mozného vyuziti
jako nosi¢u 1é¢iv. Navazani polyelektrolytu na opacné nabitou amfifilni latku za vzniku komplexu je
uskutecnovano prevazné prostfednictvim elektrostatickych sil, svou roli vSak hraji také hydrofobni
interakce. Vzajemna interakce je ovliviiovana chemickym sloZenim, hustotou a umisténim naboje
a flexibilitou fetézce [29].
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Koncentrace, pfi které dochazi k asociaci elektrolytu a tenzidu se nazyva kritickd agregacni
koncentrace (CAC). V okamziku dosazeni hodnoty CAC zacinaji agregaty tenzidl tvofit struktury
obdobné micelam, ke kterym jsou pfipojeny polyelektrolytické fetézce. CAC v roztocich tenzidi
a polyelektrolytd ma niz$i hodnotu, nez je hodnota kritické micelarni koncentrace (CMC) pro Cisty
tenzid, diky pritomnosti polyelektrolytickych fetézcl, které umoznuji energeticky piiznivéjsi tvorbu
micel pii nizsich koncentracich. CMC je hodnota koncentrace, které musi dosahovat povrchové aktivni
latka, aby doslo ke vzniku micel [1, 30].

2.8 Reologie

Reologie je védni obor zabyvajici se tokem a deformaci hmoty zptisobenymi vnéj$imi mechanickymi
silami. U zkoumaného materialu se mohou projevovat dva mezni typy chovani, a to chovani elastické
a viskdzni. Elastické chovani, které je typické pro tuhé latky, se projevuje tim, Ze po odstranéni ptisobeni
vn&jsi sily na danou latku, dojde k vratnému vymizeni vzniklé deformace. Energie vynalozena na
deformaci je tedy ukladana a nasledn€ uvolnéna po relaxaci tuhé latky. Naopak pii chovani viskdznim,
které je charakteristické pro tekutiny, ptisobenim vnéjsi sily hmota tece, pii jejimz odstranéni dochazi
pouze k zastaveni toku, nikoli k jeho obraceni. Energie vynaloZena pii viskéznim chovani je nevratné
pfeménéna na teplo. Systémy nachazejici se mezi témito dvéma meznimi typy chovani se nazyvaji
viskoelastické a jejich odezva na plisobeni vnéjsi sily zalezi na dobé¢, kterou tato sila ptisobi. Takovymto
chovanim se vyznacuje fada koloidné disperzich systému [1].

2.8.1 Newtonuav zakon

Newtoniv zakon vyjadiuje vztah mezi teénym napétim a rychlosti deformace jako pfimou uméru, kdy
konstantou umeérnosti je dynamicka viskozita:

B du, _ D
Txy =N dy = -n-r )

kde Ty je te¢né napéti (N-m) plisobici ve sméru x v roviné kolmé k 0se Y, Ux je rychlost toku ve sméru
0sy X, duy/dy nebo D je rychlost deformace a 1 je dynamicka viskozita [1].

Dynamicka viskozita je mirou vnitiniho odporu, ktery je kladen dvéma sousednimi vrstvami kapaliny
pii vzdjemném pohybu, jeji rozmér je kg'm™-s™, coz miize byt vyjadieno také jako Pa-s. Podil dynamické
viskozity a hustoty je oznaCovan jako viskozita kinematicka. Reciproka dynamicka viskozita je poté
oznacovana jako fluidita neboli tekutost. Kapaliny, pro které je, pro danou teplotu a tlak, viskozita dobie
definovanou veli¢inou, ktera neni v piipad¢ laminarniho toku zavisla na velikosti te¢ného napéti nebo
rychlosti deformace, jsou oznaCovany jako newtonovské. Kapaliny, které se Newtonovym zdkonem
nefidi, a tedy pomér napéti a rychlost deformace pro né¢ konstantni neni, se oznacuji jako
nenewtonovské. Mezi nenewtonovské kapaliny patii fada koloidné disperznich systému [1].

Pro nenewtonovské kapaliny plati rovnice analogickd Newtonoveé rovnici:

t=n-Db, 3)

kde n je tzv. zdanliva viskozita, ktera jiz neni konstantou pro danou latku, ale zavisi na rychlosti
deformace nebo te¢ném napéti [31].
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2.8.2 Vlastnosti viskoelastického materialu

Nejcastéji pouzivanou metodou pro zjistovani viskoelastickych vlastnosti je amplitudovy oscilacni
test, ke kterému je vyuzivan rotacni reometr. Pfi oscilacnim testu je vzorek nadavkovan na spodni,
stacionarni desku, zatimco horni deska osciluje pii daném smykovém napéti nebo s urcitou mirou
smykové deformace. Na spodni desce je poté méfena druha proménna (napéti nebo deformace) [32].

Pomér aplikovaného napéti na meétené deformaci se nazyva komplexni modul G*, jedna se o vyjadieni
kvantitativni miry tuhosti materialu nebo popiipadé odolnosti k deformaci:

=y @

Komplexni modul se sklada ze dvou slozek, a to ze slozky elastické a viskdzni. Elasticka slozka, znama
pod nazvem pamétovy modul G’, je slozka realna. Druh4, imaginarni slozka, se poté nazyva jako modul
ztratovy G’’. Vztah mezi jednotlivymi slozkami komplexniho modulu mtze byt vyjadien jako:

G* =G +G" )

Gll

G*

5 G'
P

Obrazek 9: Geometricka zavislost komplexniho modulu a jeho slozek [32].

Pfi méteni viskoelastickych charakteristik je dtlezité, aby meétfeni byla provadéna v linearni
viskoelastické oblasti LVO, pfi které jsou napéti a deformace imérné a pamétovy a ztratovy modul je
zde konstantni, coZ znamena, Ze v této oblasti nedochazi k poruseni materialu [32].

G'

— o —

kriatka LVO >
)

dlouha LVO

T

Obrazek 10: Znazorneéni rozdilnych LVO u rozdilnych materialii [32].

19



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V této casti bude rozebran soucasny stav zkoumaného tématu. Jelikoz se jedna o problematiku
pomérné novou, neexistuje piili§ literatury, kterd by odpovidala pfimo zadanému tématu, a proto zde
bude zminéno nékolik podkapitol, které s tématem uzce souviseji, a které mohou byt vyuzity k dalsimu
zkoumani inkorporace vezikularnich systému do hydrogeld.

3.1 Nosice pro cileni lé¢iv

Cileni 1é¢iv je velmi rychle se rozvijejici disciplina, kterou se zabyva tada laboratoii po celém svéte
a je kliCova pro naplnéni komer¢niho a terapeutického potencialu 1€kt a 1é¢ivych produktt. Cileni 1é¢iv
je obecné rozdéleno do kategorii, podle cesty, kterou je 1é¢ivo dodavano do lidského organismu. Muze
byt zavedeno bud’ systémové do celého téla — poté se jedna o fizené uvolnovani, nebo byt cileno na
urcité organy — Vv tomto piipadé jde o cilené uvoliiovani. Systémy pro cileni 1é¢iv jsou vyvijeny tak, aby
co nejvice zvySovaly ucinnost 1é¢iva, aby byla potfeba co nejmensi davka a aby se zaroveit maximalné
snizily vedlejsi ucinky [33-35].

Pro to, aby bylo dosazeno co nejlepsich vysledku pti cileni 1éCiv, je potieba, aby systémy slouzici jako
nosi¢e mély urcité vlastnosti. Nezalezi vSak pouze na nosici jako takovém, ale i na tom, jaké dodavané
1é¢ivo bude pouzito. Tuto problematiku ve svém piehledovém ¢lanku fesi Petrak K. [36] kde uvadi, ze
pozadovaného uc¢inku léku miZe byt dosazeno, pokud dochazi k fyzickému kontaktu mezi 1ékem a jeho
fyziologickym cilem. Nevhodnymi 1é¢ivy pro cileni jsou podle tohoto ¢lanku takova 1éCiva, ktera neni
mozno zadrzet v misté pisobeni dostateéné dlouhou dobu. Také 1éky s vysokou specifitou pro dosazeni
a interagovani s fyziologickymi cili nejsou pro cileni vhodné.

Singh R.P. a spol. [37] ve svém ¢lanku uvadi, ze vhodnymi systémy, které dokazou splnit pozadavky
na nosiée 1é¢iv, uvedeny Vv prvnim odstavci, jsou fosfolipidy, diky jejich vyjime¢né biokompatibilité
a také diky jejich amfifilité, kterd umoznuje fosfolipidim dosahnout lepSiho terapeutického ucinku
cilenych 1é¢iv. Nevyhodou pii pouziti fosfolipidu je fakt, Ze jsou z téla rychle vylu¢ovany.

Pro cileni 1é¢iv jsou také ¢asto vyuzivany hydrogely, jelikoz 1é¢iva zde mohou byt snadno zapouzdiena
a pozdé&ji snadno uvolnéna [38]. Liu Y. a Liang D. [39] tak spole¢né vytvorili systém pro cileni 1é¢iv,
ktery obsahoval jak hydrogel jakozto matrici, tak i liposomy, slouzici k samotnému dodavani 1é¢iv,
a ziskali tak systém s kontrolovanym dvou-krokovym uvolfiovanim IéCiva. Vznikly systém
hydrogel — liposom je vhodny pro cileni riiznych 1é¢iv s riznymi vlastnostmi.

3.1.1 Transdermalni cileni lé¢iv

Jednou z velmi vyznamnych moznosti, jak 1é¢ivo aplikovat do organismu, je transdermalni zpisob
podavani 1é¢iv, ktery je umoznén diky velikosti a snadné piistupnosti plochy kuze. Cileni 1é¢iv skrz kzi
ma nékolik vyhod, jako naptiklad moznost pouziti specialnich néplasti ke kontrolovanému
a postupnému uvoliiovani potiebného mnozstvi 1é¢iva. Dalsi vyhodou je také nebolestivé vpraveni
1é¢iva do téla pacienta nebo moznost ukonceni dodavani 1é¢iva, pokud jsou pozorovany projevy toxicity
nebo vedlejsich ucinki. Existuji vSak i nevyhody omezujici vyvoj transdermalnich systémi pro cileni
1éciv, a to naptiklad fakt, ze mnoho 1ékti se nepodaii pres kiizi dostat v dostatecnych koncentracich
[40, 41].

O hydrogelech pouzivanych pro transdermalni cileni 1éka se ve svém ¢lanku zminuje Shery J a spol..
Aby byly hydrogely vhodné pro aplikovani na pokozku, musi mit vynikajici biokompatibilitu,
biologickou rozlozitelnost, pruznost, snadnou aplikaci, dostate¢né¢ mékkou konzistenci a vysoky obsah
vody. Samoziejmé musi byt také nealergenni. Diky hydrataénim u¢inkim, kterymi hydrogely ptisobi na
ktzi, miize dojit ke zvysSeni transportu 1éCiv ptes klzi.
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Nair A.B. a spol. [42] se pokusili vytvofit hydrogel urceny k transdermalnimu cileni 1é¢iv. K ptiprave
hydrogelu byla vyuzita gellanova guma, carbopol (také carbomer) a polyethylenglykol o riznych
koncentracich. Nejvhodnéjsi fyzikalné-chemické vlastnosti ze vSech piipravenych hydrogelt se zdal mit
ten, ktery obsahoval 75 mg hydrochloridu, 300 mg gellanové gumy, 150 mg carbopolu, 20 ul
polyethylen glykolu, 1 ml polysorbatu 80, 10 ml ethanolu a 30 ml vody. Bylo zjisténo, ze vétsi vliv na
viskozitu gelu nez gellanova guma, mél carbopol. Koncentrace gellanové gumy ovliviiovala rychlost
uvolnovani 1é¢iva. Ethanol a polysorbatu 80 plnily v hydrogelu funkci latek zvySujicich rozpustnost.

Jina vyzkumna skupina vedena stejnym védcem Nair A.B. a spol. [43] pfipravila transdermalni naplast
alfuzosin hydrochloridu na bazi hydrogelu. Tato naplast byla vytvoiena s cilem nahradit oralni terapii
alfuzosinem, ktera je spjata se znaCnym mnozstvim nezaddoucich ucinkd. Vyhodou pfi vyuziti naplasti
je zvySena ucinnost 1é¢iva. Pro piipravu této naplasti byly vyuzity latky zlepSujici penetraci 1é¢iv do
kize a to polyethylenglykol, isopropylmyristat, polypropylenglykol, mentol a L-methionin v jednotné
koncentraci.

V poslednich desetiletich se k transdermalnimu cileni 1é¢iv hojné vyuzivaji vezikularni systémy, jako
jsou napftiklad liposomy. Tyto nosice jsou navrzeny tak, aby usnadiiovaly prichod molekul 1é¢iva skrz
kizi a aby uchovavaly jejich biologické vlastnosti. Zménou struktury liposomi a pouzivanim riznych
materialdl pii jejich pfipravé, se daji pfipravit stabiln€jsi liposomy s riznymi unikatnimi vlastnostmi.
Diky lipidovym slou¢eninam ve struktufe liposomd, je mozné zménit povrchovy naboj liposomu [44].

O zpuisobu vpraveni 1é¢iv do liposomu se ve svém ¢lanku zmiinuje Alavi M. a spol. [45] V piipadé
zapouzdieni 1€kt hydrofilnich dochazi ke hydrataci smési lipidi a hydrofilni latek, léky tedy
prostfednictvim této metody mohou vstoupit do liposomového jadra, zatimco dalsi materialy zustavaji
na vnéjsi strané liposomu. V piipadé hydrofobnich 1é¢iv dochazi k jejich zapouzdieni do fosfolipidové
dvojvrstvy.

Bhatia A. a spol. [46] vytvofili liposomalni nosi¢ obsahujici 1ék tamoxifen pro transdermalni vyuziti
k 1é¢bé koznich nemoci. Nejlepsi vysledky byly ziskany s takovym nosi¢em, u néhoZ byl pomér
mnozstvi 1éku ku mnoZstvi lipidu (1ék v pg: lipid v mg) 38,3:1. Liposomy byly v tomto nosi¢i pouzity
Z toho divodu, ze poskytuji hydrataéni podminky, diky kterym je mozno 1é¢ivo snadné&ji udrzet mezi
dermalnimi vrstvami. Pfi pouziti liposomil jako nosi¢ovych systémi byla sledovana mnohem vyssi
ucinnost a vyss§i schopnost zadrZeni 1é¢iva ve vrstvach kiize nez pfi vyuziti roztoku nebo karbopolového
gelu obsahujiciho tamoxifen.

3.2 IPA vezikuly

Diky hydrofilnim skupinam na jejich povrchu, které snadno prochazeji skrz kizi, mohou IPA vezikuly
slouzit jako potencionélni nosice 1é€iv. Jejich zna¢nou nevyhodou, jak jiz bylo zminéno vySe, je vSak
obsah tenzidl v jejich struktufe, které mohou zapficinovat moznou toxicitu téchto systémil. Jednim
Z feSeni, jak celkovou toxicitu systému snizit, je vyuziti interakci mezi zaporn€ nabitym hyaluronanem
a kladn¢ nabitymi IPA vezikulami [26].

Interakce mezi hyaluronanem a kationickymi IPA vezikulami slozenymi z HTMA — DS, DODAC
a cholesterolu byly studovany M. Havlikovou a spol. [26] K experimentu byl vyuzit hyaluronan
o molekulové hmotnosti 16, 418, 750 a 1670 kDa, kdy vzajemné interakce byly sledovany pii pouziti
ruznych pomért kladnych a zapornych naboji. K charakterizaci vzajemnych interakci byly pouzity tfi
rizné metody, a to dynamicky rozptyl svétla, ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim
a izotermicka titracni kalorimetrie. VSechny uvedené metody potvrdily vazbu mezi vezikulami
a polymerem.
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Obrazek 11: Zobrazeni elektrostatickych interakci mezi IPA vezikulou a hyaluronanovym retézcem [26].

M. Havlikovou a spol. [47] se také zabyvali vlivem cholesterolu na teplotni stabilitu IPA vezikul.
Jejich cilem bylo zjistit, pfi kterych koncentracich cholesterolu jsou vezikuly teplotné nejstabilnéjsi.
Zkoumané koncentrace cholesterolu byly 0 — 73 % a zkoumana teplota byla od 10 — 80 °C. Bylo zjisténo,
ze, V piipad¢ stabilnich systémd, teplota nema prakticky zadny vliv na velikost vezikul. Pomoci DLS
bylo zjisténo, Ze vzorky o obsahu cholesterolu od 23 do 43 mol. % se v daném teplotnim rozmezi jevily
jako stabilni.

3.3 Hydrogely na bazi hyaluronanu

Hydrogely jsou hojné¢ vyuZzivané v tkanovém inzenyrstvi diky jejich podobnosti s tkanovou
extraceluldrni matrix, diky schopnosti podporovat proliferaci a migraci bun¢k a také diky schopnosti
kontrolovaného uvoliovani 1é¢iv a minimalni mechanické drazdivosti ostatnich tkani. Pfi pfipravé
biomateriali vhodnych pro tkaniové inzenyrstvi se také Casto vyuziva hyaluronan sodny, protoze se
jednd o cenové dostupny a vysoce reprodukovatelny materidl. Glykosaminoglykan nachézejici se ve
struktufe hyaluronanu mu dava jeho viskoelastické vlastnosti, vybornou biokompatibilitu
a biodegradabilitu. V soucasné dob¢ jsou tedy hydrogely na bazi hyaluronanu podrobovany velkému
mnozstvi vyzkumt pro vyuziti v biomedicinskych aplikacich pfii cileni 1éCiv, v tkaflovém inzenyrstvi
nebo také v regenerativni medicing [48, 49].

Hydrogel vyroben z hyaluronanu, polyvinylfosfonové kyseliny a chitosanu (HA/PVPA/CS hydrogel)
byl ptipraven Phuc D.H a spol. [50] pro pouziti jako bioadhezivum na hojeni ran. Pfi jeho studovani
bylo zjisténo, Ze hydrogel mél trojrozmérnou, vysoce porézni strukturu s pory o velikosti v rozmezi od
25um do 125um, coz je idedlni pro proces hojeni. Délka degradace byla kolem dvou tydna
a antibakterialni test ukazal, ze hydrogel se projevuje schopnosti piedchazet infekci proti E. Coli.
In vivo studie tohoto hydrogelu ukazala, Ze imunitni systém hydrogel neodmitnul, tedy ze je
biokompatibilni. Uginnost hojeni za pouziti tohoto hydrogelu byla porovnana s Gi¢innosti hojeni rany
bez zasiti a poté s béznym Sitim. V ptipadé 1écby rany bez jakéhokoliv uzavieni trvalo hojeni déle a po
zahojeni rany vznikla jizva. V porovnani s bézné §itou ranou mélo vyuziti hydrogelu jako bioadheziva
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vice vyhod, jako naptiklad krat$i dobu hojeni a snizeni bolesti pacienta. Vytvotreny hydrogel tedy splnil
zakladni pozadavky a ma schopnost vylepSovat proces hojeni ran.

Lee H.Y. a spol. [51] ve své studii pfipravili silanem modifikovany hydrogel na bazi hyaluronanu,
stabilizovany sol — gelem, uréeny pro dodavani 1é¢iv. Takto vytvofeny hydrogel vykazoval skvélou
biokompatibilitu a biologickou stabilitu bez vyvolavani nezadoucich ucinkt. Pfi zavedeni 1é¢iva do
hydrogelu byla vyuZita technika, ktera k zapouzdieni vyuziva sol — gel, bez nutnosti pouziti jakychkoliv
chemickych reagentt, diky ¢emuz dochazi k trvalému uvoliovani 1é¢iva. Jako modelovy 1€k pro
zavedeni do hydrogelu byl zvolen vancomycin, kdy antibakterialni testy ukazaly jeho zvySenou
ucinnost.

Vpravovani Vysychani
léciva .
zmenSovani

OH
_'0 = e O __~__SI-OH . molekula 1é¢iva = _Br
OH Q

Obrazek 12: Schéma vpravovani léciva do silanem modifikovaného hydrogelu [51].

Hydrogely na bazi hyaluronanu maji své uplatnéni také v tkanovém inzenyrstvi, pfi regeneraci tkani.
Miranda D.G. a spol. [52] vytvorili hydrogelovy skelet na bazi chitosan — hyaluronové kyseliny pro
regeneraci parodontalni tkang, tedy tkdné obklopujici zuby za cilem 1écby paradentdzy. Toto leSeni ma
slouzit jako uméla matrice, kterd mechanicky podporuje buiiky periodontalniho vazu. LeSeni chitosan —
hyaluronova kyselina bylo pfipraveno lyofilizaci neboli suSenim mrazem, které zajistilo porézni
strukturu hydrogelu vhodnou pro tkanové inzenyrstvi. Hydrogelové leSeni bylo podrobeno gama a UV
sterilizaci, kdy nedoslo k Zadnym vyznamnym morfologickym zménam.

3.4 Inkorporace vezikularnich systémii do hydrogelu

V posledni dobé se ¢im dal tim vice vyzkumi zabyva inkorporaci vezikularnich systémt do
hydrogelii, za Gcelem zlepSeni vlastnosti hydrogelu, jako jsou mechanické vlastnosti, vlastnosti
stimulacni odezvy a kontrolované uvoliovani lé¢iva. Vezikuly v hydrogelech slouZi jako zasobniky
1é¢iva, které umoziuji zvysenou penetraci 16¢iv a daliich kosmetickych chemikalii do kiize. Upravou
jejich sloZeni nebo povrchu miize byt zménéna rychlost uvoliovani léciva nebo afinita k cilenému mistu.
I kdyz ptiprava takovychto hydrogeli byla mnohdy uspé$na pro urcity typ 1éciva, doposud se nepodatilo
pripravit takovy hydrogelovy nosic, ktery by uspokojil vS§echny pozadavky na doddvani riznych typt

23



1é¢iv do lidského organismu. Z tohoto dtivodu je stale potieba dal§iho zkoumani inkorporace vezikul do
hydrogela [53, 54].

Uvolnovanim 1é¢iv z hydrogelové matice obsahujici neiontové vezikularni systémy, niosomy, nabité
modelovymi molekulami jako je kalcein, nilska Cerven, ibuprofen nebo kofein, se ve své ¢lanku zabyva
Mariaecci C. a spol. [54]. K piipravé takového hydrogelu byla vyuZita polysacharidova smés karobové
gumy a xantanu v pomeéru 1:1 pii 60 °C pro zachyceni vezikul naplnénych molekulami 1é¢iva. Méteni
velikosti ukazalo, ze pti pouziti kalceinu nebo kofeinu, tedy pti pouziti hydrofilnich molekul, doslo
K mirnému vzristu velikosti vezikul. Pfi testovani rychlosti uvolnovani kofeinu a ibuprofenu
z niosomového gelu bylo zjisténo, ze hydrofilngjsi kofein je z hydrogelu uvoliiovan mnohem rychleji.
Vsechny studie uvolnovani ukazaly, ze nedoSlo k poskozeni hydrogelové matrice pii uvoliovani
niosomu s 1é¢ivy. Podle in vitro testi je kombinace vlastnosti obou vybranych systému, tedy niosomi
a polymerni sit€, mozna. Takto pfipraveny hydrogel dokaze chranit integritu vezikul a zaroven vede k
pomalému uvolnovani inkorporovanych modelovych molekul z polysacharidového systému, zda se tedy
byt vhodnym pro topické pouZiti pii 1é¢bé dermalnich onemocnéni.

Fosfatidylcholinové liposomy, za ucelem zpomaleni uvoliiovani 1é¢iv, se do hydrogelu chitosanu
pokusil inkorporovat Billard A. a spol. [55] s cilem vytvofit zcela biokompatibilni a biodegradabilni
systém, bez vyuziti vnéjsiho sitovaciho Cinidla. Pfi tvorbé tohoto hydrogelu byly pfedem piipravené
liposomy suspendovany do roztokti chitosanu a nasledné byl zahajen proces gelace polymeru.
Z reologickych vlastnosti, které se téméf shodovaly s reologickymi vlastnosti samotného hydrogelu,
bylo zfeteln¢ vidét, Ze inkorporace liposomi nijak neomezovala tvorbu gelu. Pfitomnost liposomi
v hydrogelu byla potvrzena pomoci fluorescenéniho mikroskopu, liposomy byly znaCeny
karboxyfluoresceinem. Byla testovana rychlost uvoliiovani 1é¢iva z chitosanového hydrogelu bez
liposomt a s liposomy. Vysledky ukazovaly rychlej$i uvoliiovani 1é¢iva z hydrogelu bez obsahu
liposomu, ¢imz bylo potvrzeno zpozdéné uvoliiovani diky obsahu vezikularniho systému.

3.5 Agarozové hydrogely v tkannovém inZenyrstvi

Agardza je piirodni polymer s jedine¢nymi vlastnostmi, kterymi jsou vyborna biokompatibilita,
schopnost termoreverzibilniho gelovaténi a fyzikalné — chemické vlastnosti, umoznujici jeji pouziti
jakozto materialu pro bunény rust ¢i fizené dodavani 1é¢iv. Diky témto vlastnostem, vykazuji
agar6zové hydrogely podobnost s extracelularni matrix, coZ ma za nasledek zvySeny zajem o pouzivani
tohoto polysacharidu pro aplikace v tkanovém inZenyrstvi. Jak jiz bylo zminéno vySe, CasteCnym
problémem, pro vyuziti agarézy jako substratu pro bunéény rist, mize byt omezena ptilnavost bunck
na tento substrat [14].

Piipravou agar6zového hydrogelu vhodného pro bunéénou adhezi se ve svém ¢lanku zabyval Sakai
S. a spol. K piipravé takovéhoto gelu vyuzili kombinaci agar6zy a chemicky sitované Zelatiny, ¢imz
bylo dosazeno zmén v mechanické pevnosti a tuhosti v porovnani s gelem vytvotenym pouze z agardzy.
Tyto zmény vlastnosti mély za nasledek zlepSeni bunétné adheze bunék na agardzovy substrat [56].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Chemikalie Vyrobce Specifikace
Hyaluronan sodny ¢. Sarze: 200117 -3

M = 1910 kDa
Polystyrensulfonat sodny Sigma Aldrich CAS: 25704 -18-1
Deionizovana voda Deonizovana pomoci

ptistroje Purelab Flex

Cetrimonium bromid CTAB Sigma Aldrich ¢. Sarze: 102301222
CAS: 57-09-0
Dodecylsulfat sodny (SDS) Sigma Aldrich ¢. sarze: 101923757
CAS: 151-21-3
Didecyldimethylamoniumchlorid (DODAC) Alfa Aestar ¢. Sarze: 10147338
CAS: 107-64-2
Cholesterol Sigma Aldrich ¢. sarze: 101303985
CAS: 57-88-5
Chlorid Sodny Penta ¢. Sarze: 2106210616

CAS: 7647 - 14 -5

Agar6za Sigma Aldrich Type |, low EEO
¢. Sarze: A6013

4.2 Priprava zasobnich roztoku polymeri

Zasobni roztoky hyaluronanu o koncentraci 1 g/l a polystyrensulfonatu o koncentraci 2 g/l byly
pfipraveny rozpusSténim pottebné navazky jednotlivych polymerii v deionizované vodé¢ a nasledné byly
uchovavany v zasobnich lahvich v lednici.

4.3 Priprava zasobniho roztoku IPA vezikul

Pro pfipravu IPA vezikul bylo nejprve potieba si pripravit chloroformovy zaklad IPA zasobniho
prasku a DODAC v poméru 9:1. Zéasobni prasek IPA byl pfipraven podle postupu uvedeného v ¢lanku
WU Chih-Jung a spol. [57]. Struéné, K ptipravé IPA prasku bylo rozpusténo potiebné mnozstvi CTAB
v 1 litru deionizované vody tak, aby koneéni koncentrace roztoku byla 20 mmol-1"*. Obdobnym
zpuisobem byl pfipraven také zasobni roztok SDS. Tyto roztoky byly promichdny na michacce
a nasledné zcentifugovany. Po centrifugaci byla provedena filtrace, tou byl ziskan zasobni prasek IPA,
ktery bylo potieba vysusit.

V jedné vialce byla rozpusténa takova navazka IPA v chloroformu, aby vysledna koncentrace roztoku
po rehydrataci uréitym objemem deionizované vody byla 2 mmol-1"%. V dalsi vialce bylo v uréitém
mnozstvi chloroformu rozpusténo takové mnozstvi DODAC, aby jeho vysledna koncentrace byla stejna,
jako koncentrace IPA v chloroformu. Dale byl do zasobni lahve navazen cholesterol o takové hmotnosti,
aby vysledna koncentrace byla 43 mol. %. Do zasobni lahve byl také napipetovan roztok IPA a DODAC
v chloroformu v poméru 9:1. K takto ptipravenému roztoku byly pfidany sklenéné kulicky a roztok byl
zvortexovan a ponechan v digestoii do druhého dne, aby se chloroform odpatil.
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Dalsi den byl film na sklenénych kuli¢kach rehydratovan deionizovanou vodou, roztok byl
zvortexovan a sonifikovan sonikatorem Bandelin SONOPULS HD 3200. Byla pouzita sonda VS 70T
pii 50% amplitud¢ a nacitdna byla energie 25 klJ.

4.4 Kontrola spravnosti pripravy IPA vezikul

Pro ovéfeni spravnosti piipravy zasobniho roztoku IPA byl pouZit piistroj Zetasizer Nano ZS od firmy
Malvern Instrument, ktery pracuje na principu dynamického rozptylu svétla pii vinové délce 633 nm.
S vyuzitim tohoto pfistroje bylo mozné stanovit primérnou velikost ¢astic v roztoku, a také jejich
{ — potencial.

Pro stanoveni velikosti pfistroj pracoval v rezimu size pfi konstantni teploté 25 °C. Méfeny roztok byl
napipetovan do sklenéné kyvety a byly nastaveny parametry méteni. Samotné méfeni probihalo ve tfech
opakovanich. Jeho vysledkem byl graf zavislosti intenzity na velikosti ¢astic. Pozadovana primérna
velikost IPA vezikul se pohybuje v rozmezi od 80 — 100 nm.

Pfi stanovovani { — potencialu pfistroj pracoval v rezimu zeta. Do sklenéné kyvety se vzorkem byla
ponofena elektroda a opét byly nastaveny parametry méfeni. V piipadé méfeni { — potencialu bylo
provedeno pét opakovani. Hodnoty poukazujici na spravnost piipravy jsou vyssi nez 30 mV.

4.5 Priprava rady vzorki o riznych pomérech naboji ve vodném prostiredi
Pro studovani interakci mezi kladné nabitymi IPA vezikulami a zaporné nabitym polymerem

(hyaluronanem sodnym ¢i polystyrensulfonatem sodnym), byla pfipravena fada vzorkli o riznych
pomérech naboji (anglicky Charge Ratio, zkratka CHR).

_ mol (—) naboje

CHR (6)

~ mol (+) ndboje

Celkovy objem vSech vzorku byl 6 ml, kdy 3 ml byly vzdy tvofeny IPA zasobnim roztokem a dalsi
3 ml roztokem polymeru o rtizné koncentraci. Pomér naboji se tedy ménil v zavislosti na koncentraci
zéaporné nabitého polymeru v roztoku. Cim vice polymeru v roztoku bylo, tim byla hodnota CHR vy33i.

Jako prvni pfii piipravé vzorki byl do suchych a &istych vialek napipetovan potiebny objem
polyelektrolytu (hyaluronanu ¢i polystyrensulfonatu), ktery byl nasledné doplnén deionizovanou vodou
na 3 ml. Vialky byly uzavieny a ponechany na tfepacce po dobu 30 minut. Poté byly proti cernému
pozadi ptidavany 3 ml zasobniho roztoku IPA, vzorky byly zvortexovany a byly pozorovany interakce
mezi jednotlivymi slozkami. Vzorky byly sledovany po dobu jednoho tydne ztoho divodu, Ze pfii
nékterych hodnotaich CHR dochéazelo k interakcim az s postupem casu. Po tydnu byly vzorky
zcentrifugovany.

Na tivod byla sestavena fada o velkém rozmezi CHR, konkrétné od hodnoty 0,1 po hodnotu 20, z toho
divodu, aby bylo zjisténo, pfi jakych pomérech naboji dochéazi k viditelnym interakcim v podobé
vlocek a srazenin mezi IPA a polyelektrolytem. Dale pak byla sestavena fada o mensich rozestupech
pro konkrétn€jSi pozorovéani. V piipadé¢ hyaluronanu to bylo rozmezi 1-2 a V pifipadé
polystyrensulfonatu 1,6—2,8. Ptiprava fady vzorki byla tfikrat opakovana.

4.6 Priprava koncentracni fady vybranych pomérii naboju v prostiedi chloridu
sodného

Z ptedchozich experimentti byly vybrany pro oba polyelektrolyty, tedy pro hyaluronan a pro
polystyrensulfonat, tfi hodnoty CHR, pro které byla sestavena koncentracni fada chloridu sodného.
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Zména iontové sily byla provadéna s cilem ovlivnéni jednotlivych interakci mezi kladn€ nabitymi IPA
vezikulami a zdporn¢ nabitym polyelektrolytem.

Jednotlivé poméry naboju byly voleny tak, aby bylo pokryto celé rozmezi, pfi kterém dochazelo
k viditelné interakci. Byly tedy vzdy zvoleny dvé krajni hodnoty a poté hodnota uprostied, ktera
odpovidala nejvyraznéjsi interakci, tedy nejvyraznéjsi srazenin€. Pro hyaluronan byly vybrany hodnoty
CHR 1,3; 1,5 a 1,7. Pro polystyrensulfonat byly zvoleny hodnoty 1,8; 2 a 2,2.

Jednotlivé vzorky byly pfipraveny obdobné jako ve vodném prostiedi, roztokem NaCl o rizné
koncentraci byl fedén piidavek polyelektrolytu, samotna ptiprava IPA vezikul nebyla nijak pozménéna.
Rozmezi koncentraci NaCl bylo voleno od 0,05 mol-1™* do koncentrace 1 mol-1*. Stejné jako v piipadé
reakci ve vodném prostfedi byl celkovy objem roztokd 6 ml, kdy 3 ml byly tvofeny roztokem
polyelektrolytu o rizné koncentraci a 3 ml roztokem IPA vezikul. Ptiprava vzorkd byla provedena ve
ttech opakovanich.

4.7 Priprava agarézovych gela

JelikoZ se v ramci prvni ¢asti experimentu nepodatilo pfipravit hydrogel na zaklad¢ elektrostatickych
interakci mezi kladnymi IPA ¢asticemi a zaporné nabitym polyelektrolytem, byla zahdjena nova série
experimentt, jejichz cilem bylo inkorporovat ¢astice IPA do agarézového gelu pii zahfivani.

Nejprve byl ptipraven referen¢ni vzorek agarézového gelu rozpusténim potfebného mnozstvi prasku
agardzy v ur¢itém mnozstvi deionizované vody za stalého michani a zahtivani do 85°C, tak aby kone¢na
koncentrace byla 1%. Obdobnym zpisobem byly také ptipraveny 1% agarézové gely sIPA
vezikulami, stim rozdilem, Ze agarézovy prasek byl rozpustén v zasobnim roztoku IPA vezikul
a v zasobnim roztoku IPA vezikul zfedéném na polovinu.

Takto pfipravené gely byly pfekryty parafilmem a do druhého dne byly ulozeny v exsikéatoru s vodou,
aby se predeslo ztraté vody z hydrogelu. Jednotlivé gely byly stejnym zplisobem pfipraveny tiikrat.

4.8 Reologické méreni

Reologické méfeni bylo realizovano na reometru AR G2 firmy TA Instruments, druhy den po piipravé
agardzovych gelt. Pro zjisténi vlivu IPA cCastic na vlastnosti agar6zového gelu, do kterého byly tyto
Castice inkorporovany, byly provedeny amplitudové testy, které poskytuji informaci o linearni
viskoelastické oblasti. Pouzité nastaveni amplitudového testu bylo tzv. strain sweep, pii kterém je
zvolena amplituda deformace. Pro samotné méteni bylo zvoleno uspofadani deska — deska, jako méfici
geometrie byla pouzita ocelova deska o pruméru 40 mm.

V programu Rheology Advantage Instrument Control AR, ktery slouzi k nastaveni a ovladani
pfistroje, byly nadefinovany podminky méfeni. Pfed jednotlivymi méfenimi, po nadavkovani vzorku,
byl vzdy proveden tempera¢ni krok trvajici 120 s, ktery slouzil k zotaveni vzorku po nadavkovani
a k jeho kalibraci na pozadovanou teplotu. Po méfeni byla data pienesena do programu Rheology
Advantage Data Analysis, ve kterém byla vyhodnocena hodnota miry deformace, pii které byl
pozorovan bod piekiizeni elastického a viskézniho modulu, tzv. cross — over point. Dalsi zpracovani dat
bylo poté provedeno v programu MS Excel.

Pro kazdy ptipraveny gel bylo métfeni opakovano ttikrat. Z jednotlivych méteni byly v programu MS
Excel vypocteny primérné hodnoty pamétovych moduld, ztraitovych modulii a amplitud deformace.
Z téchto hodnot byly sestrojeny grafy zavislosti jednotlivych modulii na amplitudé deformace. Dale
byly, za i¢elem porovnani vlastnosti ptipravenych gell, vypoéteny velikosti linearnich viskoelastickych
oblasti pro jednotlivdi méfeni a hodnoty bodl piekiizeni, tyto hodnoty byly nasledovné také
zprumeérovany.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Priprava IPA vezikul a kontrola jeji spravnosti

Poté, co byl film na sklenénych kuli¢kach rehydratovan 60 ml deionizované vody, doslo k zakaleni
roztoku. Sonifikace zpusobila jeho odkaleni a roztok zistal mirné opalescentni. Pomoci DLS byla
uréena velikost a { — potencial pfipravenych vezikul. Velikost se vzdy pohybovala v rozmezi
90 — 100 nm a { — potencial kolem hodnoty 65 mV, coz potvrzovalo spravnou piipravu IPA ¢astic.
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Graf 1: Graf zavislosti intenzity na velikosti IPA vezikul
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5.2 Rada vzorki o riznych CHR ve vodném prostiedi (HyA — IPA)

10000

Ptidanim 3 ml IPA vezikul ke 3 ml roztoku hyaluronanu sodného o riznych koncentracich dochazelo
k riznym reakcim, které jsou podrobngéji popsany v tab. ¢. 1.

Tabulka 1: popis vzorkii prvni fady CHR Hya: IPA ve vodném prostiedi

CHR 0,1 0,5 1 1,5 2
opalescentni,
HYA opalescentni, opalescentni, mén¢ pruhledny vznik bilé opalescentni,
y prihledny prihledny nez piedchozi sraZeniny neprithledny
vzorky
CHR 3 5 7 10 20
opalescentni, opalescentni
HVA velmi malo opalescentni, opalescentni, p e ’ opalescentni,
Y prihledny az mirng prihledny | mirné pruhledny cithledny prihledny
nepruhledny p Y
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Bylo zjisténo, Ze ke tvorbé srazeniny dochazi pouze pii CHR o hodnoté 1,5. To tedy znamena, Ze pti
této hodnoté a v jejim okoli dochazi k silné interakci mezi zaporné nabitym hyaluronanem a kladné
nabitymi IPA vezikulami. Pro detailn&jsi informace o vzajemnych interakcich byla tedy vytvoiena nova
fada pravé v okoli hodnoty CHR 1,5. Vysledky pozorovani jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Z tabulky je patrné, ze se srazeniny V krajnich vzorcich fady CHR tvofily postupné, zatimco ve
vzorcich ve stiedu zvolené fady CHR jiz k zadnym vyraznym zménam nedochazelo. Toto chovani bylo

Mrwe

poméru naboju, nez pii jejich krajnich hodnotach.

Tabulka 2: Popis vzorkit Hya: IPA pro uzsi fadu CHR ve vodném prostiedi

CHR 1 1,2 1,3 1,4 1,5
opalescentni opalescentni, mirné bila
HyA (ihned) mirrilé rithle d;1' témet opalescentni, bila sraZenina sraFenina
P y nepruhledny nepruhledny
. opalescentni, , 1 oy
HyA (po1h) | Opalescentni, témeF nevyraznd bild |y e ning bild
mirné prihledny . , srazenina srazenina
nepruhledny
CHR 1,6 1,7 1,9 2
znik bilé mimé mimé opalescentni
HyA (ihned) Zraienin opalescentni, opalescentni, nI; rithledn ;)
y neprithledny neprithledny p Y
s nevyrazna bila opalescentni, opalescentni,
HyA (po 1 h) bilé srazenina srazenina neprithledny neprithledny

Vzorky 0 CHR 1 az 1,7 se dale uz nijak neménily. Ve vzorku s CHR 1,9 v8ak béhem nasledujicich
4 dni také vznikla velmi nevyrazna sraZenina, viditelna pouze proti svétlu. Jeji vznik byl potvrzen po
zcentrifugovani vzorkl pii 4000 otackach za minutu po dobu 15 minut. Po odstfedéni se objevila
srazenina také ve vzorku, jehoz CHR bylo rovno 2.

Obrazek 13: Vzorky Hya:IPA ihned po smichani, bilym pismem oznaceny hodnoty CHR
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1,3

3 1.4
e

Obrazek 14: Vzorky Hya:IPA po jedné hodiné, bilym pismem oznaceny hodnoty CHR

5.3 Rada vzorki o riznych CHR ve vodném prostiedi (PSS — IPA)

Obdobné jako pii reakcich IPA vezikul s hyaluronanem sodnym, byla i v pfipad¢é reakci IPA
s polystyrensulfonatem sodnym jako prvni pfipravena fada pokryvajici Siroké rozmezi charge ratio.
Reakce jsou podrobné&ji popsany v tabulce ¢. 3. DileZité je zminit, Ze sraZenina vznikajici u reakce
polystyrensulfonatu s IPA vezikulami, méla velmi odlisny vzhled od té, kterd vznikala pii reakci
hyaluronanu s témito vezikulami. Zatimco v ptipad¢ interakce IPA s hyaluronanem dochazelo ke vzniku
vlocek, v pripadé polystyrensulfonatu srazenina pusobila spise jako husty zakal. Také ji na rozdil od
predchazejicich srazenin bylo mozné tfepanim rozmichat do roztoku, kdy po chvili stani se opét objevila.

Tabulka 3: Popis vzorkit PSS: IPA, pri Siroké radé CHR ve vodném prostiedi

CHR 0,1 0,5 1 1,5 2
Nevyrazner velmi slabe' slabé , opalescentni, vznik bilé
PSS opalescentni, opalescentni, opalescentni, cithledny sraZenin
prihledny prithledny prithledny p Y y
CHR 3 5 7 10 20
, , . slabé velmi slabé
opalescentni, opalescentni, opalescentni, . f
PSS rithledn® cithledny cithledny opalescentni, opalescentni,
p Y P y P y prithledny prithledny

Z tabulky je patrné, Ze srazenina se objevila pouze ve vzorku s CHR rovno 2. Stejnym zptisobem jako
pfi experimentech s hyaluronanem, byla tedy vytvotena uzsi fada CHR kolem hodnoty 2, pro detailnéjsi
pozorovani vzajemnych interakci, ty jsou popsany v tabulce ¢. 4. Opét zde dochdzelo k postupné tvorbé
srazenin. Ve vzorcich o CHR 2,1 a 2,2 se vytvofily srazeniny az postupné, po tfech dnech jiz byly stejné
vyrazné, jako sraZeniny ve vzorcich o CHR 1,8 — 2.
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Tabulka 4: Popis vzorkit PSS: IPA pro uzsi fadu CHR ve vodném prostredi

CHR 1,6 1,8 1,9 2 2,1
opalescentni, mirné
PSS (ihned) témet bila srazenina bila srazenina bila srazenina opalescentni,
nepruthledny neprithledny
opalescentni,
PSS (po 1 h) témer bila sraZenina bila sraZenina bila srazenina | bila srazenina
nepruthledny
CHR 2,2 2,4 2,6 2,8
foy mirné
mirne opalescentni opalescentni opalescentni
PSS (ihned) opalescentni, palescentni, At prihl >, “hledny ’
neprithledny mirné témef pruhledny pruhledny
neprithledny
. 1z . opalescentni, ,
pss oty | it | oot | Tl o
P y neprithledny p y

Obrazek 15: Vzorky PSS:IPA po jedné hodine, bilym pismem oznaceny hodnoty CHR

5.4 Koncentraé¢ni Fada vybranych CHR v prostfedi NaCl (HyA — IPA)

Postupnym piidavanim 3 mol-1™" roztoku NaCl k roztoku hyaluronanu byly pfipraveny roztoky
o rizné iontovée sile. Popis vzorkl byl proveden za 24 hodin, jelikoz ihned po pfidani IPA vezikul do
roztoku hyaluronanu doslo k vytvoteni vyrazného zakalu, pfes ktery nebylo mozné pozorovat interakce
Vv roztoku. Vzorky jsou popsany V tabulce €. 5. Jednotlivé vzorky byly sledovany po dobu jednoho tydne,
k zadnym dal$im zménam vsak jiz nedochazelo. Po tydnu byly vzorky zcentrifugovany, odstiedéni vak
také zddnou zménu nezpusobilo.
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Tabulka 5: Popis vzorkii IPA:HyA v prostiedi NaCl

I1—
0,05 0,1 0,15 0,3 0,5 0,7 1
CHR |
usazena | jemnéjsi t::l}rlozsil;:é’ bily zdkal bily zakal u
13 azena - Jemne prostt v horni ¥z bily zékal | bily zakal
srazenina | bily zakal husta Sasti hladiny
srazenina cas
bilé 12 e s e s bily zakal u
15 viogkyu | Dild o bilyzakal g0l by akal | PV KLU gy
d srazenina | a vlocky hladiny ,
na