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ABSTRAKT

S vyuzitim  riznych  fyzikalné-chemickych metod byly studovany  systémy
biopolymer-tenzid. Jako biopolymer byl zvolen hyaluronan sodny o vysoké
(1400-1600 kDa), stfedni (250—450 kDa) a nizké (8—15 kDa) molekulové hmotnosti. Déle
byly vybrany dva kationické tenzidy — cetyltrimethylammonium bromid (CTAB)
a karbethopendecinium bromid (Septonex), které s opa¢né nabitym hyaluronanem poskytuji
polyelektrolytové komplexy. S vyuzitim pfistroje Zetasizer Nano ZS byla prostfednictvim
dynamického rozptylu svétla sledovana kriticka agregacni koncentrace tenzidu v systému,
dana zménou Z-priméru velikosti ¢astic a zeta potencialu. Metodou SEC-MALS bylo
popsano konformaéni uspotfadani hyaluronanu o rdznych molekulovych hmotnostech
a charakterizovany polyelektrolytové komplexy hyaluronan-tenzid po dosazeni bodu
agregace. lIzotermicka titracni kalorimetrie (ITC) byla vyuzita pro stanoveni kritické
agregacni koncentrace tenzidu sledovanim tepelnych zmén doprovazejicich agregaci systému.
Bylo zjisténo, ze s rostouci molekulovou hmotnosti tato koncentrace klesa, a naopak.

ABSTRACT

Biopolymer-surfactant systems have been studied by using different physico-chemical
methods. As the biopolymer, it was chosen high (1400—-1600 kDa), medium (250—450 kDa)
and low (8-15 kDa) molecular weight sodium hyaluronate. Two cationic surfactants —
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) and carbethopendecinium bromide (Septonex)
were selected to provide polyelectrolyte complexes with oppositely charged hyaluronan.
The critical aggregation concentration of the surfactant in the system was monitored
by dynamic light scattering (Zetasizer Nano ZS). SEC-MALS method was used
for the description of the conformation of sodium hyaluronate of different molecular weights
and polyelectrolytes complexes hyaluronan-surfactant after reaching the aggregation point.
Isothermal titration calorimetry (ITC) was used to determine the critical aggregation
concentration of the surfactant by monitoring the thermal changes accompanying
the aggregation of the system. It was found out that the increasing molecular weight
of hyaluronan in these systems decreases the critical aggregation concentrations
and conversely.
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1 UVOD

Kyselina hyaluronova (HA) patii mezi jedny z nejpozoruhodnéjsich prirodnich material(,
jehoz chemické, fyzikalni ¢i fyzikalné-chemické vlastnosti a biologické funkce vychazeji
z molekularni struktury s nenahraditelnym aplikacnim potencialem. Neni divu, ze se jiz
od roku 1934, kdy byla poprvé objevena Karlem Mayerem a Johnem Palmerem, stala
pfedmétem mnoha studii a vyzkumd, které v dnesni dobé nadale pokracuji a védci z celého
svéta stale roz§iruji poznatky o tomto biokompatibilnim polysacharidu. Kyselina hyaluronova
je nedilnou soucasti lidského téla, kde plni mnoho biologickych funkci. Ve velkém mnozstvi
se nachazi v ocnim sklivci, synovialni tekutiné a kuazi, tvoii patficnou cast mezibunécné
hmoty a tkani. V dnesni dobé se kyselina hyaluronova ziskava fermentaci z bunéénych stén
bakterii rodu Streptococcus.

Povrchové aktivni latky neboli tenzidy jsou nejuniverzalnéj§imi produkty chemického
pramyslu, se kterymi se setkavame téméf dennd. Casto byvaji sou¢asti mycich, pracich
a dezinfek¢nich prostiedki, vyskytuji se jako prisady v kosmetickych produktech a interakci
s jinymi polymery poskytuji vhodné systémy s potencialnim vyuzitim v mediciné€ a farmacii.
Amfifilni charakter tenzidG umoziuje témto organickym molekulam vyskytovat
se v roztocich v rizném nadmolekularnim uspofadani, které ovliviiuje zejména jejich
koncentrace. Schopnosti vytvaret agregaty za urcitych interakénich podminek bylo vyuzito
v této diplomové praci.

V teoretické casti diplomové prace jsou popsany zéakladni charakteristiky a vyuziti
hyaluronanu sodného a povrchové aktivnich latek se zaméfenim na kationické tenzidy. Prace
poskytuje informace o interakcich biopolymer-tenzid, vzniku polyelektrolytovych komplext
a moznostech jejich charakterizace z fyzikalné-chemického hlediska s vyuzitim metod
rozptylu svétla a tepelnych zmén systému. Jako biopolymer byla vybrana kyselina
hyaluronova a z tenzidi byl vybran CTAB (cetyltrimethylamonium bromid) a Septonex
(karbethopendecinium bromid).

Prakticka ¢ast nabizi pifehled o ziskanych wvysledcich z experimentalnich méfeni
na pristrojich Zetasizer Nano ZS, SEC-MALS a TAM III, které nam napomohly
charakterizovat a blize prozkoumat tvorbu a chovani polyelektrolytovych komplext
v systému hyaluronan-tenzid.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova, jakozto ptirozené se vyskytujici vysokomolekularni polysacharid, je
vyznamnym biopolymerem s dilezitymi biologickymi funkcemi, a to zejména v lidském téle.
Primarné tvoii dualezitou soucast extracelularni matrix, perikularniho prostoru a vétsiny
pojivovych tkani. Kyselina hyaluronova je pfirozené syntetizovana tfidou integralnich
membranovych proteinii nazyvanych hyaluronan syntazy a degradovana skupinou enzymad,
tzv. hyaluronidazami. Za fyziologickych podminek se vyskytuje ve formé polyelektrolytu
s pridruzenymi sodnymi kationty, a proto ¢astéji nese oznaCeni hyaluronat, resp. hyaluronan
sodny [1, 2].

2.1.1 Struktura hyaluronanu

Primarni fetézec tohoto pomérné jednoduchého, nevétveného glykosaminoglykanu tvorti
linearni uspotradani s opakujicimi se disacharidovymi jednotkami N-acetyl-D-glukosaminu
a D-glukuronové kyseliny, sttidavé spojenymi glykosidickymi vazbami 3 (1 — 4) a f (1 — 3).
Pocet opakovanych disacharidii v kone¢né molekule hyaluronanu miize dosahnout i vice
nez 10 000, pfi¢emz se celkova molekulova hmotnost obvykle pohybuje mezi 10* az 10’ Da
(kazdy disacharid ma ptiblizné 400 Da, s primérnou délkou 1 nm) [1, 3, 4].

coo”~ CH,OH
O
1 &FH
8]
OH H
H OH H NHCOCH,
Kyselina D-glukuronova N-acetyl-D-glukosamin

Obr. 1: Chemickd struktura kyseliny hyaluronoveé [1]

Beta konfigurace umoziiuje, aby byly vSechny velké, polarni skupiny (OH-, COQO")
a anomerni uhlik na sousednim sacharidu ve vyhodné ekvatorialni roving, zatimco vSechny
malé atomy vodiku obsazuji méné stericky vyhodné axialni polohy. Molekula disacharidu
se tak stava energeticky velmi stabilni [1].

OH
o ONa

0 HO 0
0
T HO <
. 0

H NH -n

Obr. 2: Struktura hyaluronanu sodného [5]

Sekundarni strukturu hyaluronanu determinuji pravé vazby B (1 — 3) a B (1 — 4), diky
kterym mohou molekuly mukopolysacharidového fetézce zaujmout pravotoCivou nebo
levotocivou helikalni konformaci, a to oto¢enim disacharidové jednotky o 180° vzdy
vzhledem k nasledujici. Mezi funk¢nimi skupinami, jako je NH, OH nebo C=0O pusobi
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intramolekularni vodikové vazby, zajiStujici vznik pevné dvousroubovice. V zavislosti
na prostiedi je mozné pozorovat dve€ stabilni uspofadani polysacharidového fetézce,
viz Obrazek 3 [6].

A

Obr. 3: Sekunddarni struktura HA v DMSO roztoku (A), sekunddrni struktura HA ve vodném
prostredi (B) [7]

Se zvySujici se koncentraci hyaluronanu v roztoku jsou zesileny vodikové vazby mezi
acetamidovymi a karboxylovymi skupinami riznych hyaluronanovych fetézcii a spolecné
s interakcemi hydrofobnich ¢asti podporuji tvorbu terciarni struktury v listovém usporadani

[6].

Obr. 4: Schematické zndzornéni terciarni struktury HA ve vodném prostredi [7]

Hydrofobni a vodikové vazebné interakce v kombinaci s elektrostatickym odporem
umoznuji agregaci velkého poctu molekul, coz vede k tvorbé molekularni site, tedy kvartérni
struktury hyaluronanu [8].

2.1.2 Chovani hyaluronanu v roztocich

Hydrofilni ¢ast molekuly je zodpovédna za schopnost hyaluronanu vazat se na vodu
mnohem vice nez vétsina jinych polymert. Ve vodném roztoku vznika vodikovy mustek mezi
aminem a karboxylovymi skupinami pfitomnymi v hyaluronanu a molekulou vody
(Obrazek 4), kde hraje vodikovy mustek dulezitou roli pfi stabilizaci struktury tohoto
polysacharidu [8].
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Obr. 5: Vznik vodikovych miistkii v linedrnim retézci HA (8]

Roztoky hyaluronanu vykazuji vzhledem k jejich hydrofilni povaze velmi neobvyklé
reologické vlastnosti. Ve vodném prostfedi vytvafi hyaluronan viskoelasticky roztok
v zavislosti na jeho molekulové hmotnosti, na koncentraci a pH roztoku a na smykovych
vlastnostech. Hyaluronan s vysokou molekulovou hmotnosti je pfevazné elasticky pii nizkych
smykovych rychlostech, zatimco nizkomolekularni hyaluronan se chova prevazné viskozné.
Pti nizkych koncentracich se fetézce hyaluronanu navzijem splétaji za vzniku pevného gelu
apri vysSich koncentracich maji extrémné vysokou viskozitu (10 mg/ml HA zvysSuje
viskozitu vody az 5 000nasobné€), proto jsou hyaluronanové roztoky oznacovany
za pseudoplasticky material. Tyto ojedinélé vlastnosti umoziuji Siroké vyuziti haluronanu
v fadé medicinskych aplikaci [1, 8, 9].

2.1.3 Vyskyt kyseliny hyaluronové v lidském téle

Pritomnost kyseliny hyaluronové je nejvice spojovana s tély obratlovci, kde plni mnoho
dilezitych  biologickych  funkci, které se  vztahuji  kjejim  molekularnim
a fyzikalné-chemickym vlastnostem. V lidském téle se HA prevazné vyskytuje jako stavebni
jednotka extracelularni matrix, ucCastni se specifickych interakci a bunécné signalizace.
Zarovenl ovliviiuje zanétlivé a autoimunitni reakce, proliferaci a diferenciaci bunek. Takeé
urychluje regeneraci tkani, hraje dilezitou roli v embryogenezi, zasahuje do procesu
angiogeneze a moduluje kancerogenezi [9, 10].

HA v extraceluldrni matrix

Na rozdil od jinych glykosaminoglykanovych molekul, které jsou syntetizovany v Golgiho
aparatu, je HA syntetizovana v plazmatické membran€é vysoce specializovanymi
membranovymi proteiny — hyaluronansyntazami (HAS). Existuji tfi izoformy HAS piitomné
u savCich druht, z nichz ma kazda dvé odlisné vazebné domény pro aktivni tzv. UDP-cukry.
HAS alternativné pridavaji aktivni monomer kyseliny glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu
na reduk¢ni konec rastového polymeru a neredukujici konec sacharidového fetézce
se presouva do extracelularniho prostoru porem ve strukture HAS [2].

10



PRODLUZUJICI SE

PLAZMATICKA
MEMBRANA

CYTOPLAZMA

&‘* N-ACETYL-D-GLUKOSAMIN

KYSELINA GLUKURONOVA e
vpP O

1)) SR

Obr. 6: Polymerizace HA transmembranovymi proteiny [2]

Na syntéze hyaluronanu v lidském téle se podileji pfedevsim fibroblasty, chondrocyty
a keratinocyty a HA se tak stava stavebnim prvkem mezibunééné hmoty mékkych pojivovych
tkani. V lidském téle se nejvysSsi obsah HA nachazi v synovialni tekuting, pupecniku,
ve sklivei oka a v kuzi [9, 10].

HA jako signdlni molekula

HA se vaze v extracelularni matrix na buriky a dal$i slozky prostfednictvim specifickych
a nespecifickych interakci. Na povrchu raznych typa bunék byly identifikovany
hyaluronanové receptory, které se podileji na bunécné signalni transdukci. Patfi mezi
n¢ CD44, RHAMM, LYVE-1, HARE, Layilin a receptor TLR4. CD44 a RHAMM, které jsou
v dne$ni dobé nejvice sledovanymi a zaroven nejlépe charakterizovanymi receptory, svou
pfitomnosti ovliviiuji proces vzniku nadorovych bunék [1, 9].

CD44 je transmembranovy glykoprotein, na ktery se kompetitivné vazi polymery HA.
Nachazi se na leukocytech, endotelu, na parenchymovych i epitelialnich buiikach. CD44 ma
nejméné 17 raznych izoforem a kromé funkce receptoru pro HA slouzi také jako mediator
vyzravani, adheze a prestupu aktivovanych T-lymfocyti z krevniho fecisté¢ do mista zanétu.
Rovnéz koordinuje signaly pro bunécné prezivani a smrt [1, 9].

Buiiky maji nékolik specifickych receptorti rozpoznavajicich hyaluronan, mezi nimiz je
CD44 pravdépodobné nejdulezitéjsim, co se tyCe potencialu pro aplikaci v cilené distribuci
1éciv [12].

RHAMM, neboli CDI68 neni na rozdil od CD44 transmembranovym proteinem
a na bunécnou membranu je napojen zvenci. Mize tak snadno interagovat s pfitomnymi
glykosaminoglykany. Ugastni se bun&&né migrace, urychluje piipravnou (G2) a mitotickou
(M) fazi bunécného cyklu a podporuje novotvorbu cév [9].
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2.1.4 Polysacharidy jako nosice l1é¢iv

Polysacharidy jsou v dnesni dobé nejatraktivnéj§imi a nejslibnéj§imi biomaterialy
v nanomedicin€ vzhledem k jejich zna¢nému vyskytu v pfirodé€, nizké cené pii zpracovani,
biokompatibilité, rozlozitelnosti, netoxicité, rozpustnosti ve vodé a bioaktivité. Existence
velkého mnozstvi reaktivnich funkénich skupin na polysacharidovém fetézci umoziluje
snadnou chemickou ¢i biochemickou modifikaci pro syntézu hydrogeld v fadech nanometrd,
a to na bazi polysacharidi s riznymi strukturami [13].

Nanogely jsou disperze hydrogelovych nanocastic vytvorenych z fyzikalné nebo chemicky
zesiténych polymernich siti, které jsou povazovany za systém dodavani 1éku nové generace.
Nanocastice s rozméry od 10 do 1000 nm vykazuji jedinené vlastnosti (vysoky obsah vody,
velka plocha pro multivalentni biokonjugaci, volitelna velikost a schopnost adsorbovat a nést
jiné slouceniny), které z nich Cini idealni struktury v systému cileného dodavani 1éka.
V disledku pomémé velké (funkcni) plochy mohou nanocastice enkapsulovat nebo
imobilizovat velké mnozstvi protinadorovych 1éciv bud’ prostfednictvim kovalentnich nebo
nekovalentnich interakci. Distribuce 1éCiv se tak mohou ucastnit nanogelové systémy slozené
z biokompatibilnich a biologicky rozlozitelnych proteinovych (kolagen, albumin, fibrin)
a polysacharidovych (chitosan, kyselina hyaluronova, heparin, chondroitin sulfat, agaroza,
alginat) polymert [13].

Mezi nejvice prozkoumané metody zaClenéni 1éCiva do téchto systému patii pirimé
ptidavani 1é¢iva do roztoku nanogeldi. Retézce polymert jsou zesitény v pritomnosti malého
1é¢iva nebo makromolekuly, kde maji 1éCiva nasledné moznost difundovat do porti nanogelt.
Protinadorova 1é¢iva jsou zapouzdiena do nanogelové matrice prostiednictvim nekovalentni
interakce a jejich uvolfiovani v organismu je fizeno kontrolovanou difuzi (v zavislosti
na velikosti pord nanogelll), viz Obrazek 7a. Léciva mohou byt také kovalentné vazana
na matrici nanogelt v hydrogelovém systému a jejich uvolfiovani je hlavné fizeno rychlosti
hydrolyzy polymernich fetézci a chemickym nebo enzymatickym Stépenim vazby
polymer-lécivo, viz Obrazek 7b [13].

(a)

(b)

Obr. 7: Schematické zaclenéni léciva do nanogelové struktury [13]
(a) Primé zaclenéni léciva do nanogelové matrice prostiednictvim difiize
(b) Kovalentni konjugace léciva na polysacharid a tvorba nanogelu
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HA jako potencidlni nosic léciva

Za posledni tii desetileti byla HA a jeji derivaty klinicky pouzivana jako léCivy piipravek
v fadé léCebnych aplikaci, zahrnujicich pifedev§im oftalmologii, chirurgii, hojeni ran
a ortopedickou chirurgii a revmatologii. Hyaluronan pfedstavuje vysoce hydrofilni
biopolymer s dokonalou hydrataci, ktery za normalnich podminek nelze pouzit
pro inkorporaci hydrofobniho léCiva. Pro jeho specifické vlastnosti a moznost zabudovat
ucinné 1éky do molekuly HA, musi byt tato struktura chemicky modifikovana za vzniku
hydrofobni domény. Pravé diky pfitomnosti multifunkénich skupin (jako je karboxylova
skupina kyseliny glukuronové, priméarni a sekundarni hydroxylové skupiny a N-acetylové
skupiny) mize dochazet k takovym zménam ve strukture HA, které mohou vést i ke zméné
vlastnosti derivatd HA, vCetné jejich hydrofobicity a biologické aktivity [12, 13].

Nejcastéjsi zpusoby chemické modifikace HA zahrnuji esterifikaci a amidaci
karboxylovych skupin a etherifikaci a esterifikaci hydroxylovych skupin HA. V soucasné
dobé jsou ve velké mife zkoumany aplikace HA nanogel jako vezikulum farmaceutickych
ptipravku pii poskytovani 1ékt pro 1écbu rakoviny. Mnoho nadora rezistentnich na léky
arakovinové kmenové buinky vykazuji vysoké hladiny receptoru CD44, proto Iék
konjugovany na HA nebo zapouzdieny do struktury HA nanogell ziskaji cilové burky
pfes receptory CD44, ¢imz bude umoznéno intracelularni podavani 1éka [13].

Bylo prokéazano, ze kombinace HA s povrchové aktivni latkou muize vést k tvorbé asociata,
v nichz se hydrofobni struktura surfaktantu podili na solubilizaci hydrofobni latky a HA hraje
roli biokompatibilniho nosice a cileného distributora konkrétniho 1éciva [12].

2.2 Povrchové aktivni latky

Pojem povrchové aktivni latky (PAL) znaci souhrnny ndzev pro organické latky, znamé
také jako tenzidy (z némeckého tenside) nebo surfaktanty (z anglického surfactant), které
zpusobuji zménu vlastnosti daného prostiedi na fazovém rozhrani soustavy. Pfi nizkych
koncentracich se na tomto rozhrani hromadi za soucasného ovliviiovani energetickych
pomeért, coz se projevi snizenim mezifazového ¢i povrchového napéti [14, 15, 16].

Tyto vlastnosti vyplyvaji z fyzikalné-chemické struktury molekuly tenzidu, ktera vykazuje
bipolarné asymetricky charakter. Jedna se o tzv. amfifilni molekulu s polarni i nepolarni
funkéni skupinou ve struktufe. Nachazi-li se tato molekula ve vodé nebo vodném prostredi,
lze oznalit protichudné Casti molekuly za hydrofilni (resp. lipofobni) s velkou afinitou
k tomuto rozpoustédlu a hydrofobni (resp. lipofilni), kterd se snazi co nejvice zamezit styku
s rozpoustédlem. Chovani PAL v roztoku zavisi na poméru obou casti, které charakterizuje
hodnota HLB (hydrofobic-lipophilic balance) udavajici praktické vyuziti tenzida [14, 17, 18].
Z chemického hlediska jsou tenzidy organizovany do linearni nebo rozvétvené struktury,
kterou doprovazi nasycené, popt. nenasycené uhlovodikové fetézce. Tyto nepolarni fetézce,
nejcastéji s 12—18 uhlikovymi atomy, vykazuji alkylovy nebo alkylbenzenovy charakter.
Pro polarni skupinu je naopak typicka pritomnost heteroatomu (O, S, P, N), které byvaji Casto
soucasti funk¢nich skupin (alkohold, thiolt, ethert, estert, sulfatd, sulfonatd ...) a mohou
nést CastecCny nebo cely naboj [15, 19].
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Obr. 8: Struktura micely a molekuly PAL

Chemicka a fyzikalni struktura udava povrchové aktivnim latkam specifické vlastnosti.
Nejen, ze usnadiiuji smaceni povrchu a odstraniovani necistot, ale predevsim ovliviiuji procesy
v heterogennich  soustavach na rozhrani dvou, popfipadé¢ tfi fazi, maji vliv
na fyzikalné-chemické vlastnosti materialt a aktivné se podileji na biochemickych procesech
v zivych organismech [14].

OvSem podstatnym znakem molekul tenzidd je schopnost formovat se v roztocich
do riznych nadmolekularnich atvart, zvanych micely. Ke vzniku téchto koloidnich agregata
s usporadanou strukturou dochazi mezi nepolarnimi fetézci tenzidi na zakladé pusobeni
van der Waalsovych sil a za soucasného zvySovani koncentrace tenzidu v roztoku.
Ve vodném prostiedi jsou micely orientovany polarni (hydrofilni) ¢asti k vode€, zatimco
v nepolarnim prostiedi vznikaji tzv. inverzni resp. reverzni micely s opacnym usporadanim
hydrofilni a hydrofobni ¢asti PAL. Koncentrace, pfi které se za¢nou tvorit micely, se nazyva
kritickd micelarni koncentrace (CMC), ktera vyrazné méni nékteré fyzikalné-chemické
vlastnosti tenzidu [17, 18, 19].

Tenzidy lze rozdélit podle nékolika kritérii do riznych skupin a tfid. NejCastéji ale
rozhoduje o rozdéleni tenzid( charakter hydrofilni, tedy polarni ¢asti molekuly PAL a jeji
schopnost nebo neschopnost disociovat ve vodném prostiedi. Z hlediska iontového charakteru
uvazujeme PAL jako skupinu ionickych tenzida, které lze dale délit podle naboje polarni
skupiny na kationické, anionické a amfoterni, resp. zwitterionické. Skupina neionickych
tenzidl neni schopna ve vodném prostiedi disociovat na ionty [14, 19, 20].

| KATIONICKE

~| IONOVE ANIONICKE

TENZIDY AMFOTERNI

“—| NEIONOVE

Obr. 9: Klasifikace PAL podle typu hydrofilni slozky
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2.2.1 Kationické tenzidy

Povrchovou aktivitu kationickych tenzidid nese jedna nebo vice funkénich skupin, které
ve vodném prostiedi disociuji na kladné nabité ionty. Nejvétsi zastoupeni této skupiny
ionickych tenzid zaujimaji sloucCeniny s pfitomnosti kladné nabitého atomu dusiku
v molekule. Nejcastéji se jedna o soli amint a kvartérni amoniové soli, v jejichz struktufe jsou
vSechny vodiky aminu nahrazeny organickymi substituenty, at’ uz uhlovodikovym fetézcem,
alkylarylovou nebo arylovou skupinou. Opacny ion pak muze poskytovat halogenid, siran,
acetat a dalsi skupiny tohoto typu [19, 21].

Kationtové PAL lze ziskat reakci terciarniho aminu s alkyla¢nimi ¢inidly (methylchlorid,
methyljodid, dimethylsulfat, benzylchlorid) za vzniku struktury s kladné nabitym centrem
dusiku. Tato reakce se nazyva kvarternizace a obvykle probihd pifi zvySené teploté a/nebo
v pfitomnosti rozpoustédla. Je-1i k dispozici pouze jeden delsi alkylovy fetézec a ostatni
fetézce jsou methylové skupiny, teprve pak tato reakce dosahuje urcité Cetnosti produkti [16].

R»] R1

/ @I o)
Re=N_ + Ry=X —— R;=N-R, X

R2 R3

Obr. 10: Pribéh kvarternizace [22]

Prestoze jsou kationické PAL obecné drazsi nez anionické ¢i neionické, jejich specifické
vlastnosti jim zaji§tuji uplatnéni v fadé aplikaci. VétSina znich je biologicky aktivnich
a vykazuji baktericidni a/nebo bakteriostatické ucinky. Pusobi jako antistaticka Cinidla
v prostfedcich na zmekc€ovani tkanin, inhibitory koroze a flota¢ni Cinidla. Benzalkonium
a alkyltrimethylamoniumchlorid nebo bromid se pouzivaji jako antiseptické latky, dezinfekéni
prostiedky a sterilizacni Cinidla. Velky vyznam kationickych tenzidi patii kosmetickému
prumyslu, kde se vyskytuji nejcast€ji ve vlasovych kondicionérech v podobé kvartérnich
amoniovych soli, kde jeden substituent tvori peptid [21, 23, 24].

S ur¢itymi vyjimkami nelze vétSinu kationickych tenzidi kombinovat s anionickymi,
nebot’ se vzajemné srazeji za vzniku nerozpustného aglomeratu. Lze kombinovat jen ty typy,
které maji v molekule kromé ionické casti 1 neionickou cast, zajistujici rozpustnost
ve vodném prostiedi. Nutno podotknout, ze pfitomnost kationického tenzidu v receptuie
podporuje vlastnosti anionickych PAL [16, 24].

2.2.2 Charakterizace cetyltrimethylammonium bromidu (CTAB)

Cetyltrimethylammonium Bromide, jinym nazvem Hexadecyltrimethylammonium
Bromide, s molekulovym vzorcem Ci9H4#BrN, je bily nebo témér bily krystalicky prasek
s molekulovou hmotnosti 364,5 g/mol, fadici se mezi kationické tenzidy typu kvartérni
amonioveé soli [25].

CH3*

CHy | _cHs
\/\/\/\/\/\/\/\/N\ o
CH3

Obr. 11: Strukturni vzorec CTAB
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CTAB je dobie rozpustny ve vodé, snadno rozpustny v ethanolu (96%), mirné rozpustny
v acetonu a chloroformu a nerozpustny v etheru, diethyletheru a benzenu [25, 26].

Pti alkalickém pH pusobi antisepticky vuc¢i grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim.
Pouziva se jako jedna ze slozek tlumivého roztoku k izolaci rostlinné DNA a nukleovych
kyselin a také naSel wvyuziti pro stanoveni molekulovych hmotnosti proteind
v elektroforetickych systémech [27].

CTAB se diky svym pomérné vysokym nakladim obvykle pouziva pouze ve vybranych
kosmetickych vyrobcich, nejvice v kondicionérech a Samponech proti lupim a seborrhoické
dermatitidé v 1-3% koncentraci [28, 29].

Stejné jako u vétsSiny povrchové aktivnich latek tvofi CTAB ve vodnych roztocich micely
s CMC v rozmezi 0,92 az 1 mmol-dm™ a je tedy vhodny pro stanoveni kritické micelarni
koncentrace detergenti. Pii 30 °C tvori micely s agregacnim Cislem 75-120 (v zavislosti
na metodé stanoveni, pramémé ~ 95) a stupném ionizace a. = 0,2-0,1 [27].

2.2.3 Charakterizace Septonexu

Karbethopendecinium bromid, sumarnim vzorcem C2Hu4BrNO;, castéji uvadény
pod ndzvem Septonex patii mezi kvartérni amoniové soli s mirné antiseptickymi
a baktericidnimi vlastnostmi. Za béznych podminek se jedna o bily az slabé nazloutly
krystalicky prasek s molekulovou hmotnosti 422,49 g/mol. Je snadno rozpustny ve vodg,
ethanolu (96%) a chloroformu [30, 31]. Ve vodném prostfedi dochazi ke vzniku micel
pfi dosazeni kritické micelarni koncentrace pohybujici se pfiblizné okolo 0,8 mmol-dm™
(pti 25 °C) [32].

Agregaéni ¢islo 20mmol-dm™ roztoku Septonexu bylo stanoveno pomoci zhaseni pyrenu
cetylpyridinium chloridem na hodnotu 104 molekul [33].

0
/\/\/\/\/\/\/\Hko/\
+
/T ~N Br-

Obr. 12: Strukturni vzorec Septonexu

2.3 Polyelektrolyty

Polyelektrolyty (PE) patii mezi vysokomolekularni latky, které nesou podél polymerniho
fetézce postranni skupiny schopné ve vodném prostredi elektrolytické disociace za vzniku
makroiontu o velkém poctu elementarnich naboju a protiiontu o pfislu§ném poctu opacnych
naboju. NejcCastéji rozdélujeme polyelektrolyty pravé podle povahy skupin schopnych
disociace:

» PE obsahujici kyselé skupiny (-COOH, —OSO3H)
» PE obsahujici bazické skupiny (-NHb>)
» amfoterni PE obsahujici zasadité i kyselé skupiny (bilkoviny) [34].

Typ disociacnich skupin v polyelektrolytech urcuje jejich rozpustnost ve vodé a v jinych
polarnich rozpoustédlech. Silné kyselé skupiny disociuji prakticky aplné, zatimco slabé
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kyselé a slabé zasadité skupiny disociuji pouze do urcitého stupné. U amfoternich
makromolekul jsou pifi vysokych pH disociovany pouze kyselé skupiny, pii nizkych pH
disociuji jen zasadité skupiny. Bude-li pH vykazovat stiedni hodnoty, pak disociuji ¢astecné
kyselé i zasadité skupiny za vzniku obojetnych ionti (amfiiontt). Pfi disociaci stejného poctu
kladnych i zéapornych naboji dosahuje molekula hodnoty pH, oznacované jako
tzv. izoelektricky bod a celkovy naboj makromolekuly je tedy nulovy a sama molekula
se chova jako elektroneutralni [35, 36].

Disociaci iontovych skupin miize byt podpofen vznik elektrostatickych interakci, v jejichz
disledku dochazi ke zménam vlastnosti polymerd. Chovani PE také vyrazné ovliviiuje
iontova sila roztoku. Pfi niz§i iontové sile zaujimaji PE natazeny tvar, a to diky odpuzujici sile
uvnitt molekul. Pokud se iontova sila roztoku zvy$i, PE maji tendenci se smr§tovat.
Vzhledem k této zvlastni povaze jsou PE velmi dilezité v fadé riznych farmaceutickych
a biomedicinskych aplikacich, a to zejména diky existenci rozdilného stupné velikosti,
stabilite, viskozité nebo i morfologii polyelektrolytovych komplexa (PEC) [37].

2.3.1 Charakterizace polyelektrolytu

Polyelektrolyty lze charakterizovat pomoci nekolika metod, které tak umoziuji ziskat
prehled o nejdilezitéjsich vlastnostech studovaného systému.

Makromolekularni ~ vlastnosti PE mohou byt stanoveny pouzitim nékterych
chromatografickych metod, jako je frakcionace tokem v poli, elektroforéza a vylucovaci
chromatografie. Molarni hmotnost PE lze urCit metodou tenze par.

Metody rozptylu svétla se §iroce pouzivaji k charakterizaci PE, zejména ve formé roztoku.
Mohou poskytnout podrobné informace o velikosti Castic, tvaru a hmotnosti rozptylenych
Castic, interakci mezi Casticemi a rozpoustédly a o polydisperzi. DalSim typem analytické
metody je ultracentrifugace uréujici molekulové hmotnosti PE v rozmezi 100-10% g/mol.
Vyuziva pasobeni odstiedivé sily na PE roztok, coz vede k sedimentaci makromolekul, ktera
souvisi s molarni hmotnosti daného polyelektrolytu.

Potenciometrické metody slouzi k odhadu iontovych aktivit (H* iontu) za pouziti
selektivnich a referencnich elektrod. Umozniuje souCasné stanoveni pH, pKa a stupné
ionizace, které charakterizuji PE. NMR spektroskopii lze ziskat informace o chemickém
slozeni makromolekul i o molekularni dynamice [37].

2.4 Polyelektrolytové komplexy

Polyelektrolyty maji tendenci diky elektrostatické interakci mezi jednim nebo vice opacné
nabitymi PE fetézci vytvaret ve vodném prostfedi trojrozmérné makromolekularni struktury —
polyelektrolytové komplexy (PEC). K PE komplexaci dochazi nejen mezi dvéma PE fetézci,
ale také muze dochazet ke vzniku systému PE-lécivo, PE-nukleova kyselina i PE-povrchové
aktivni latka. Ke vzniku téchto celkt taktéz prispivaji van der Waalsovy sily, vodikové vazby,
hydrofobni a dipolové interakce, aniz by bylo tfeba pouzit zesit ovaci Cinidla [37].

PEC maji ve srovnani s jinymi polymery jedinecné vlastnosti. Nejsou rozpustné ve vétsing
béznych rozpoustédel a jejich elasticita se méni v zavislosti na vlhkosti prostiedi. V mokrych
podminkach jsou PEC velmi pruzné, zatimco za sucha jsou znacné tvrdé a kiehké. PEC jsou
propustné pro vSechny elektrolyty, ale nepropustné pro makrocastice [37].
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Tvorba PEC mlze mit vyznamny vliv na rozpustnost polymeru, reologii systému, vznik
zakalu a vodivost polymerniho roztoku. Kromé toho muze dojit ke skokové zméné elektrické
vodivosti, mechanickych vlastnosti a propustnosti systému. Proces podilejici se na tvorbe
PEC probiha ve tfech krocich:

1. Primarni komplex vznika ihned po smiseni opacné nabitych roztokii PE v disledku
pasobeni Coulombovy sily. Tento proces je velmi rychly.

2. Intrakomplex: proces formace uvniti intrakomplexti zahrnuje vznik novych vazeb
a/nebo modifikaci polymernich fetézcti. Jedna se o prechodny stav, ktery obvykle trva
1-2 hodiny.

3. Interkomplex: Treti krok zahrnuje agregaci sekundarnich komplext zejména
prostfednictvim hydrofobnich interakci [37, 38].

Tvorba polyelektrolytového komplexu je obvykle, ale ne vzdy nezavisla na poméru obou
makromolekul a potadi michani. Hnaci silou tvorby komplexu je z velké Casti narust entropie
zpusobeny uvolnénim protiionti s nizkou molekulovou hmotnosti. Vytvoreni PE komplext
pfimo zavisi na stupni ionizace kationtovych a aniontovych polymert, hustoté naboju a jejich
distribuci, na koncentraci polymert a jejich poméru, stejné€ tak i na dobé trvani interakce
a teploté reakcniho média [39].
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Obr. 13: Proces tvorby polyelektrolytovych komplexii [37]

PE komplextim se v poslednich letech ptiklada velka pozornost diky jejich potencialnimu
pouziti pfevazné v oblasti mediciny. PEC pusobi jako systémy nosice 1€kt pro enzymy nebo
DNA, diky schopnosti nabitych ¢astic snadno interagovat do tohoto komplexu. Lze je pouzit
jako membrany, slouzi k izolaci a frakcionaci proteind, zajistuji cilenou distribuci nukleovych

18



kyselin. Dale jsou vhodné pro vazbu farmaceutickych produktd, pro pifipravu mikrokapsli
k podavani 1ékt, vyuzivaji se jako membrany pro dialyzu, kontaktni ¢ocky, napodobeniny
enzyml, i jako nanocCastice pro cilené doruceni tkanovych struktur. PEC jsou vhodné
provyvoj biosenzoru, enzymovou imobilizaci a vyuziti naSly také jako hydrogely
pro dodavani proteind a peptidd. Uastni se lé¢eni chronobiologickych onemocnéni a vyvoje
vakcin pro zvySeni imunitni odpovédi na antigeny [37].

24.1 Komplex polyelektrolyt-tenzid

Vazba povrchové aktivnich latek na opacné nabité polyelektrolyty je souhrou pusobeni
silnych elektrostatickych interakci mezi nabojem PE a opacné nabitymi , hlavickami® tenzidu
i hydrofobnich interakci mezi alkyly tenzidu a hydrofobnich ¢asti PE fetézcli. Vznikaji tak
polyelektrolyt-tenzid ~ komplexy  (PES-C) rizného  tvaru, velikosti, stability,
s pritomnosti/nepfitomnosti  uspofadanych  struktur, sriznymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi a moznosti aplikace. Pfevazné se jedna o komplexy vysoce stabilni,
stechiometrické, ve vodé nerozpustné [40, 41].

PAL mohou interagovat s polyelektrolyty ve formé menSich agregati po dosazeni
tzv. kritické agregacni koncentrace (CAC), ktera je niz§i nez kritickd micelarni koncentrace
Cist¢ PAL v roztoku. V pfitomnosti dostatecného mnozstvi PAL vznikaji prvni micely
navazané na PE fetézce. Dalsi zvySeni koncentrace tenzidu vede k tvorbé prebytku volnych
micel. Model zvany perlovy ndhrdelnik zjednoduSené popisuje interakci polymer-tenzid
a pouziva se jako obecny pohled na vazebné procesy (viz Obrazek 14) [40, 42].
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Obr. 14: ITC krivka zobrazujici vazebny proces systému surfaktant-polyelektrolyt [43]

Srazeni PES-C z vodného roztoku je doprovazeno konfiguracni/konformacni zménou
polymernich fetézci a rozdily v pruznosti/tuhosti. V disledku toho tvofi vysoce
kondenzované molekuly surfaktantu micely, které jsou schopny spontanniho sestavovani
molekul (tzv. self-assembly”) do kubickych, 2D hexagonalnich nebo lamelarnich
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mezostruktur v zavislosti na hustoté/distribuci naboje polyelektrolytu, na koncentraci soli
v roztoku, teploté systému a za podminek termodynamické rovnovahy [40, 44].

2.4.2 Polyelektrolytovy komplex hyaluronan-kationicky tenzid

Hyaluronan  predstavuje jedineCny  biopolymer s typickymi  viskoelastickymi
a hydratacnimi vlastnostmi. Vzhledem ke karboxylové skupiné zbytku kyseliny glukuronové
nese molekula HA negativni néboj a vroztoku s fyziologickym pH se chova jako
polyelektrolyt, respektive polyanion. Vysokomolekularni hyaluronan se vyskytuje hlavné
v pojivovych tkanich obratlovcl, kde interaguje s jinymi molekulami — proteoglykany
a proteiny. Na druhé strané nizkomolekularni hyaluronan je zapojen do mnoha zakladnich
bunéénych procest diky specifickym interakcim s receptory bunécného povrchu.
V organismu se HA dostava do styku s fadou molekul a tento fakt podporuje studium
interakci HA s riznymi druhy molekul vedoucich k jeho vyuziti v 1ékarstvi a farmacii. Nabizi
se zejména cilena distribuce 1é¢iv, kde hyaluronan nasel své nejvétsi vyuziti [45, 46].

Masivni hydrata¢ni obal zamezuje vyuziti hyaluronanu k ptfimému a cilenému dodavani
nepolarnich latek. Vzhledem ktomu, ze mnoho potencialné ucinnych 1é¢iv vykazuje
hydrofobni charakter, je tfeba molekulu hyaluronanu chemicky modifikovat za vzniku
hydrofobnich domén, které umoziiuji dopravovat ve vodé nerozpustné latky. Chemickou
modifikaci pomoci navazanych ligandi a sitovacich reakci vSak muize dojit k ovlivnéni
biologické funkce a biokompatibility hyaluronanu, doprovazené zmeénou jeho
fyzikalné-chemickych vlastnosti. Lze tak docilit vzniku trojrozmérnych struktur,
tzv. hydrogeld, které nachazi uplatnéni ve tkanovém inzenyrstvi pfi tvorbé scaffoldl, hojeni
ran a popalenin, ale i1 jako nosice 1éCiv [45, 47].

Chemické modifikace biopolymerti mohou byt obecné vyuzity k pfipojeni jak biologicky
aktivni latky, tak molekuly zabezpecujici fyzikalni interakce mezi molekulami. Takovou
skupinou molekul jsou povrchové aktivni latky, které mohou slouzit ve vysledném PES
komplexu jako solubilizujici domény, zatimco hyaluronan zajistuje rozpustnost ve vode¢,
biokompatibilitu a cilové vlastnosti téchto nove vzniklych nosiCovych systéma [45, 48].

Mnozstvi probihajicich interakci hyaluronan-tenzid zéalezi na mnoha parametrech, avSak
jeden z nich je obzvlasté dulezity, a sice hovofime o molekulové hmotnosti hyaluronanu.
Oblast fizené distribuce 1€Civ je omezena na piipravu roztoki v ptitomnosti NaCl, kde vice
interakci vykazuje nizkomolekularni HA. Naopak vysokomolekularni HA na sebe dokaze
navazat vice tenzidu ve vodném prostiedi. Tyto interakce obecné probihaji v prostiedi NaCl
obtiznéji, a to v dusledku deformace prostorové struktury hyaluronanu, ktera ma za nasledek
snizeni poctu dostupnych vazebnych mist pro dal§i molekuly surfaktantu [49].

Interakce mezi hyaluronanem a kationtovymi povrchové aktivnimi latkami tvoti komplexy
v raznych koloidnich formach, od soli az po gely. Jsou-li smichany vodné roztoky
hyaluronanu a kationtové PAL, Casto pozorujeme separaci fazi v izoelektrickém bodé (IEP).
Bylo zjisténo, ze precipitovana faze sedimentuje a nakonec po n€kolika hodinach az né€kolika
dnech nebo tydnech vznikd malé mnozstvi vysoce viskozniho gelového materialu. Nutno
podotknout, ze hyaluronan interaguje pouze s povrchoveé aktivnimi latkami, které mayji
v alkylovém fetézci deset nebo vice uhlikovych jednotek, jako je napt. CTAB nebo
Septonex — materialy vybrané pro studium komplexd hyaluronan-tenzid v této diplomové
praci [50, 51].
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2.5 Metody studia polyelektrolytovych systému

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.3.1, polyelektrolytové komplexy lze charakterizovat
pomoci nékolika metod. Mezi nejCasteji vyuzivané patii spektroskopické metody, metody
rozptylu svétla, turbidimetrie, tenziometrie, konduktometrie a potenciometrie, termicka
a strukturni analyza, rentgenova a elektronova mikroskopie, fluorescencni techniky
i membranové separani metody. Zvlasté metody rozptylu svétla se zdaji byt velmi vhodné
pro ziskani komplexnich informaci o struktufe PEC, a to zejména v kombinaci statického
a dynamického rozptylu svétla [52].

V publikacich nalezneme vyuziti metody rozptylu svétla pro charakterizaci PE komplext
ztidkakdy, proto se tato technika stala pfedmétem diplomové prace. Stejné tak se budu
v nasledujicich kapitolach vénovat izotermické titratni kalorimetrii, kterd umoziuje ziskat
prehled o procesu agregace hyaluronanu v pfitomnosti povrchové aktivnich latek, nebot’ udaje
o termodynamice takovychto interakci nejsou v literature témért k dispozici [45].

2.5.1 Metody rozptylu svétla

Koloidni soustavy lze charakterizovat na zakladé jejich optickych vlastnosti, které jsou
zavislé zejména na velikosti, elektrické vodivosti a absorpci svétla koloidnich ¢astic tvoftici
disperzni fazi. Hlavni postaveni ve studiu té€chto systémi zaujima absorpce a rozptyl svétla,
na kterych je zalozena metoda dynamického rozptylu svétla a elektroforetického rozptylu
sveétla [53].

Dynamicky rozptyl svétla

Obecné 1ze fici, ze dynamicky rozptyl svétla (DLS, z angl. Dynamic Light Scattering), také
znam jako fotonova korelacni spektroskopie (PCS) nebo téz kvazielasticky rozptyl svétla, je
technika vhodna pro méteni velikosti ¢astic v submikronové oblasti [54, 55].

Metoda DLS je zaloZena na méfeni casovych zmén fluktuaci intenzity rozptyleného svétla
z laserového zdroje Casticemi, které podléhaji Brownovu pohybu v dasledku nahodné srazky
s okolnimi molekulami kapaliny. Interakci laserového paprsku s Casticemi dochazi
k interferenci, ktera zavisi na vzdalenosti mezi castici a detektorem, pfiCemz se meni
vzdalenost, kterou musi urazit rozptylené svétlo k detektoru. Cim rychleji se &astice pohybuji,
tim rychleji se meéni intenzita rozptyleného svétla. Vysledkem jsou fluktuace intenzity
rozptyleného zateni okolo jeji praimémé hodnoty [53, 56, 57].

Okamzitou hodnotu fluktuace v case Tt vyjadiuje pro monodisperzni systém
tzv. autokorela¢ni funkce g(7):

g(r)=exp{— ﬂ (1)
C

kde 1c je tzv. relaxacni Cas (doba potfebna k navratu fluktuace k primérné hodnoté intenzity
rozptyleného svétla) [57], respektive muzeme autokorelacni funkci definovat timto vztahem:

N (6F(t)- oF (t + 7)) ,
g(r) o) @)

21



kde vyrazy v ostrych zavorkach znaci pramérou ¢asovou hodnotu a & okamzitou odchylku
signalu od jeho primérné hodnoty. Autokorelacni funkce ma své maximum pro malé T,
pro delsi Casy 1 funkce klesa k nule [58].

Relaxacni Cas souvisi s difuznim koeficientem D rozptylujicich ¢astic, ktery lze vyjadrfit
nasledujici rovnici:

D=-%, 3)

kde ¢ je absolutni hodnota vinového vektoru, dana vinovou délkou dopadajiciho svételného
paprsku A a thlem 0, pod kterym je méfena intenzita rozptyleného svétla [57]:

—ﬂ-sinigj 4
5 N2 @

Pfi samotném méfeni piistroj nejprve urci tzv. translacni difuzni koeficient Ccastic,
prostfednictvim kterého lze ze Stokes-Einsteinovy rovnice stanovit velikost ¢astic v systému,
interpretovanou jako hydrodynamicky polomér ¢astic Ru:

ky T

R, =—F——,
" 6x-n,-D

®)

kde ks je Boltzmanova konstanta, T je absolutni teplota a 70 je dynamicka viskozita
disperzniho prostiedi. Ziskana veli¢ina odpovida pruméru koule, ktera by méla za stejnych
podminek stejny difuzni koeficient, jaky byl naméten pro analyzovanou ¢astici [55].

Nespornymi vyhodami DLS je rychly a jednoduchy pribéh meéfeni, ktery obvykle trva
od n¢kolika desitek sekund do 10 minut. Techniku lze vyuzit pfi analyze velikosti ¢astic
srozmery i men§imi nez 1nm, maximalné vSak 4 um. Analyza vyzaduje pouze malé
mnozstvi vzorku v fadu mikrolitra [57].

Své vyuziti nasla metoda dynamického rozptylu svétla zejména pifi presném stanoveni
velikosti Castic v suspenzich. Lze ji vyuzit pfi charakterizaci emulzi, micel, liposomu, latext
i pigmentd a stejné tak nasla tato technika uplatnéni v biologické a mikrobiologické oblasti
pti ziskavani informaci o bakteriich, virech, proteinech ¢i DNA [57].

Zetasizer Nano ZS a princip stanoveni velikosti castic

Na principu rozptylu zareni pracuje pfistroj Zetasizer Nano ZS, ktery se nejcasteji pouziva
k méfeni velikosti Castic, elektroforetické mobility proteint, ke stanoveni zeta potencialu
koloidii a nanocastic. Je vhodny k méfeni mikroreologickych vlastnosti roztokli proteint
a polymerd. Umoziuje také méfeni molekulové hmotnosti a druhého virialniho koeficinetu A
makromolekul a kp — interak¢éniho parametru DLS. Zafizeni mize byt vyuzito u techniky
SEC (vylucovaci chromatografie) nebo FFF (frakcionace tokem v poli) jako detektor velikosti
castic [59].

Zetasizer Nano ZS méfi velikost castic vrozmezi 0,3 nm az 10 um, velikost Castic
pii méfeni zeta potencidlu od 3,8 nm do 100 um a stanovuje molekulovou hmotnost v rozmezi
342 Da az 2x10" Da [60].
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Zetasizer se sklada ze Sesti hlavnich komponent. Jako zdroj svétla vyuziva Cerveny
laserovy paprsek o vlinové délce 633 nm, ktery prochazi vzorkem uvnitf cely. VétSina
laserového paprsku prochazi vzorkem piimo, avSak jeho urcita Cast je rozptylena Casticemi
zkoumaného vzorku. K meéfeni tohoto rozptyleného svétla se pouziva detektor umistény
v uhlu 175° (NIBS —neinvazivni detekce zpétného rozptylu) nebo v thlu 90° vzhledem
ke sméru laserového paprsku. Pokud je detekovano piili§ mnoho svétla, detektor muze byt
pretizen, a proto je soucasti zafizeni zeslabovac, ktery snizi intenzitu laserového paprsku,
atim iintenzitu rozptyleného svétla. Toho se vyuziva u vzorkll s vyss§i koncentraci nebo
s vetsi velikosti ¢astic [60].
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Obr. 15: Schéma pristroje Zetasizer Nano ZS zobrazujici 6 hlavnich komponent:
laser (1), cela (2), detektor (3), zeslabovac (4), korelator (5) a pocitac (6) [60]

Detekovany signal intenzity rozptylu je pfedan k digitdlnimu zpracovani tzv. korelatorem,
ktery porovna zmeénu intenzity rozptylu béhem po sobé jdoucich casovych intervald.
Informace z korelatoru jsou predany ke zpracovani do pocitace, kde software Zetasizer
stanovi velikost ¢astic v daném systému [60].

Stanovent zeta potencialu pomoci Zetasizeru Nano ZS

Obdobn¢ jako typicky DLS systém popsany vySe, Zetasizer obsahuje pro méfeni zeta
potencialu sedm hlavnich komponent. Jako zdroj svétla vyuziva laserovy paprsek, ktery
béhem méfeni zeta potencialu rozdéluje kompenzacni optika na dva paprsky, které poté putuji
odlisnymi sméry. Jeden slouzi jako referen¢ni paprsek a druhy dopada na kyvetu se vzorkem.
Laserovy paprsek prochazi stfredem vzorku, kde soucasn€ dochézi k jeho rozptyleni, které je
detekovano pod uhlem 12,8°. K omezeni pietizeni detektoru je pred kyvetu umistén
zeslabovac, ktery snizuje intenzitu zafeni laserového paprsku a zarovedl i intenzitu
rozptyleného svétla [60].
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Obr. 16: Schéma sedmi komponent pristroje ZetaSizer Nano ZS pii mé¥eni zeta potencialu:
laser (1), cela (2), detektor (3), digitdlni procesor signalu (4), pocitac (5), zeslabovac (6),
kompenzacni optika (7), dopadajici (A), referencni (B) a rozptyleny paprsek (C) [60]

Bude-li pusobit na celu se vzorkem elektrické pole, ¢astice se zacnou pohybovat a zptisobi
tak fluktuaci intenzity detekovaného svétla, kdy frekvence fluktuace by méla byt umérna
rychlosti pohybu castic ve vzorku. Referencni a rozptyleny laserovy paprsek prochazi
optickou soustavou sestavajici z n&kolika Eogek. Cocky paprsky sloudi a dopravi na detektor.
Detektor poskytne tyto informace digitdlnimu procesoru signalu a nasledné jsou informace
pfedavany do pocitaCe. Software Zetasizer vytvoii na zakladé dat frekvencni spektrum,
pomoci kterého lze vypocitat elektroforetickou mobilitu Castic, a tim 1 urcit hodnotu zeta
potencialu aplikaci Henryovy rovnice:

U, - 2ezf (ka) , ©)
3n

kde hodnota z znaci zeta potencial, Ug elektroforetickou pohyblivost Castic, ¢ je dielektricka
konstanta a # viskozita prostiedi. Hodnota Henryovy funkce f(ka) zavisi na dané aproximaci
(hodnota 1,5 dle Smoluchowskiho aproximace, tj. pro Castice vétsi nez 0,2 um dispergované
v elektrolytu o vice nez 10~ molarni soli; hodnota 1 dle Hiickelovy aproximace, tj. pro malé
castice s nizkou dielektrickou konstantou) [56, 60].

Princip elektroforetického rozptylu svétla

Technika pro meéfeni elektroforetické mobility castic koloidnich systémi se nazyva
elektroforeticky rozptyl svétla (ELS), jehoz zakladnim fyzikalnim principem je jev zvany
elektroforéza, pii které dochazi k pohybu castic disperzni faze v elektrickém poli. Primarné
se metoda ELS pouziva k charakterizaci povrchovych naboji koloidnich Castic v kapalném
disperznim prostiedi. Vzhledem k malym rozmérim maji koloidni Castice extrémné velky
specificky povrch, ktery mize ovlivnit chovani koloidnich systémt na fazovém rozhrani,
zejména stabilitu a dispergaci [61].

Kolem kazdé nabité koloidni castice se seskupuji opacné nabité ionty a na povrchu
takovéto Castice vznikaji dvé nabité vrstvy oznafované jako elektrickd dvojvrstva. Kapalna
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vrstva obklopujici Castice tvori dvé oblasti. Vnitini (Sternovu) vrstvu, kde ptasobi adsorpcni
sily a ionty jsou pevné vazany k povrchu Castice a vzdalengjsi, difuzni oblast, kde jsou tyto
sily zanedbatelné. Diky pfitomnosti povrchového naboje existuje mezi povrchem koloidnich
Castic a roztokem urcity potencidlovy rozdil. Elektrochemicky potencial je dan celkovym
potencidlovym rozdilem mezi povrchem Castice a objemem kapaliny, zatimco
elektrokineticky potencial ({ potencial, zeta potencial) se vyskytuje na rozhrani mezi difuzni
Casti elektrické dvojvrstvy a tenkou vrstvou protiiontii poutanych k povrchu Castice [53, 56].

o «—>! elektricka dvojvrstva
° B, ©

Castice se zapornym
povrchovym nabojem

TR ,\(—u— Sterniiv potencial

L,.(— potencial zeta

vzdalenost od povrchu &astice

Obr. 17: Stermiv difuizni model elektrické dvojvrstvy [56]

Elektricky naboj dvojvrstvy charakterizuje a zaroveri ovliviiuje stabilitu koloidnich
systému jako dusledek existence elektrokinetickych efektt, tedy kinetickych déju
zpusobenych vlivem elektrického pole. Jsou znamy Ctyfi zakladni typy elektrokinetickych
jeva, které jsou souCasné vyuzitelné pro urCeni hodnoty elektrokinetického potencialu.
Hovorime nejcastéji o elektroforéze, dale pak o elektroosmoze, sedimentacnim potencialu
a potencialu proudéni [53, 56].

Béhem méfeni se sleduje rychlost, kterou se nabité Castice pohybuji k opacné nabité
elektrodé metodou ELS, respektive metodou laserové dopplerové velocimetrie (LDV), ktera
vyuziva rozptylu svétla v thlu 17° v kombinaci s referen¢nim paprskem. Intenzita signalu
zaCne kolisat a frekvence fluktuace imémé odpovida rychlosti pohybu cCastic. Ze ziskané
elektroforetické mobility 1ze jednodusSe pii znalosti viskozity a permitivity rozpoustédla urcit
zeta potencial systému [56, 62].

Zeta potencial ({) odpovida naboji difuzni ¢asti dvojvrstvy a je mirou interakce Castic. Je-li
stanovena hodnota zeta potencialu v rozmezi —30 az 30 mV, vypovida o nestabilité systému.
Castice nemaji dostateéné velky naboj k tomu, aby se odpuzovaly, a mize tak dochazet
k agregaci a vzniku asociati. Koloidni systém je nejmén¢ stabilni, je-1i zeta potencial nulovy
a je tedy dosazeno tzv. izoelektrického bodu. Nejdulezit€jsim parametrem, ktery ovliviiuje
zeta potencial je pH. Pfi nizkém pH ziskaji Castice kladny naboj a 1 kiivka zeta potencialu
v zavislosti na pH bude kladna a naopak [56].
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Jak je zfejmé ze schématu Sternova difuzniho modelu elektrické dvojvrstvy (Obrazek 17),
celkovy potencialovy rozdil se sklada z poklesu potencialu difuzni ¢asti dvojvrstvy a z rozdilu
potencialti mezi vrstvami. Je-li vlozen do systému elektrolyt, difuzni vrstva se bude stlacovat
a stale vice opacné nabitych iontl bude prechazet do adsorpcni vrstvy. Zeta potencial se bude
snizovat tak dlouho, nez dosahne témeét nulové hodnoty. Naopak fedénim systému dochézi
k rozsifeni difuzni vrstvy a nartstajici hodnot€ zeta potencialu [53].

Zetasizer Nano ZS kombinuje jak metodu DLS, tak 1 ELS a umoziiuje soucasné stanovit
velikost ¢astic 1 zeta potencial.

2.5.2 SEC-MALS

Jednim z nejdulezit€jSich parametrt, diky kterym lze charakterizovat polymery, je jejich
molekulova hmotnost. Pro jeji stanoveni se jako nejvhodnéjsi jevi technika SEC-MALS, ktera
kombinuje rozmérové vyluCovaci chromatografii (SEC, =zangl. size exclusion
chromatography) s detektorem typu MALS (z angl. Multi angle light scattering) vyuzivajici
staticky rozptyl svétla méfeny ve vice Uhlech. Tato metoda dokaze presné urcit absolutni
molekulovou hmotnost polymert bez pouziti standardd a je schopna pokryt Siroké spektrum
molekulovych hmotnosti [63].

Typické experimentalni usporadani SEC-MALS, které kombinuje detektor MALS
s analyzou koncentrace pomoci absorpce UV/VIS nebo diferencialni refraktometrie (dRI)
znazortiuje Obrazek 18 [64, 65].

ZASOBNIK SEC KOLONA

MOBILNI FAZE
INJEKTOR
FILTR

Obr. 18 Schéma pristroje SEC-MALS s UV a dRI detektorem [65]

Pristroj SEC-MALS se sklada ze zasobniku kapalné mobilni faze, kterd je pomoci
vysokotlaké pumpy dodavana pres filtr az do komory, kde se misi se vzorkem. Ten je pomoci
autosampleru vstfikovan do mobilni faze v podobé ziedéného roztoku. Smés putuje
do kolony, jejiz napln (stacionarni fazi) tvoii gelovy material s kontrolovanou velikosti pord,
kterymi biomolekuly difunduji na zéklad¢ rozdilu velikosti jejich molekul [65, 66].

Molekuly penetruji pory v riznych stupnich, pficemz nejmensi molekuly mohou pronikat
nejdale do struktury péra. V disledku toho se nejprve eluuji makromolekuly v prazdném
objemu kolony (s nejkrat§imi retencnimi Casy), nasledované mensimi molekulami s klesajici
velikosti. Neyjmensi molekuly pak eluuji v elucnim objemu kolony a jejich retencni Cas
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je vetsi. Tento princip je obecné znam jako hlavni separacni mechanismus SEC nazyvany
sterické vylouceni [66, 67].
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Obr. 19: Difundujici molekuly analyzovaného vzorku skrz gelovou matrix v SEC koloné [68]

Po separaci v kolon¢ vstupuji molekuly do MALS detektoru, kde jsou ozafovany paprskem
svétla a jejich hmotnostni koncentrace v elu¢nim rozpoustédle muze byt sledovana jednim
nebo vicero detektory. Existuje mnoho typu detektort, které mohou byt soucasti systému
SEC-MALS a lze je rozd¢lit do dvou hlavnich kategorii — detektory citlivé na koncentraci
(napt. detektory dRI, UV a RI) a detektory citlivé na molekulovou hmotnost (detektory
rozptylu svétla) [68].

Intenzita rozptyleného svétla je snimana detektory statického rozptylu svétla umisténymi
pod raznymi uhly. Pocet uhli v systému MALS se muze pohybovat od 2 do 20, pfiCemz je
rozptyl detekovan soucasné v kazdém uhlu. Signal z detektoru je preveden do prislusného
softwaru, ktery poskytne data k vytvoreni grafu zavislosti rozptyleného svétla na uhlu
detekce. Extrapolaci thlu detekce na nulovou hodnotu a prostfednictvim Rayleighova poméru
Ry 1ze vypocitat molekulovou hmotnost makromolekul My analyzovaného vzorku:

K-c 1
:[M—j'Pg +2A.c, (M

w

kde K je konstanta, A> druhy viridlni koeficient a ¢ koncentrace makromolekuly. Funkce
rozptylu Py se rovna jedné, jestlize je velikost molekuly mensi nez 10 nm. Za téchto
podminek 1ze rovnici zjednodusit:

R, =M K-c (®)

Metoda SEC-MALS umoziuje také vypocitat gyracni polomér a stanovit tak velikost molekul
[69, 70].
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2.5.3 Izotermicka titracni kalorimetrie (ITC)

Izotermicka titraéni kalorimetrie (z anglického Isothermal Titration Calorimetry — ITC)
patii mezi analytické metody pouzivané ke studiu Sirokého spektra biomolekularnich interakci
v roztoku. Tato metoda pomé&me rozsahle zkouma vazebné interakce makromolekul s malymi
ligandy, proteiny, nukleovymi kyselinami, stejné tak i s kovy nebo léCivy. Jejim principem je
piimé méfeni tepla, které se pfi interakci dvou latek absorbuje nebo uvoliuje [71, 72].

Experimenty se provadi titraci reaktantu do roztoku vzorku obsahujiciho dalsi reaktant
pottebny pro reakci. V naSem pfipadé se jedna o titraci roztoku CTAB/Septonexu do roztoku
hyaluronanu o rizné molekulové hmotnosti, pficemz reakce probihaji za konstantni teploty.
Kazdy ptidavek je ale doprovazen tepelnymi efekty a tak lze z jediné kalorimetrické titrace
ziskat aplny termodynamicky popis interakéniho systému a presné stanovit vSechny vazné
parametry, jako je vazebnd konstanta (kp), stechiometrie interakce (n), entalpie (4H)
a entropicky pfispévek (-TAS) [43, 71, 73].

Izotermicky kalorimetr TAM 111

Izotermicky mikrokalorimetr TAM III predstavuje vicekanalovy, mikrokalorimetricky
systém od spolenosti TA Instruments, ktery poskytuje ultracitlivé méteni tepelného toku.
K provadéni opakovanych nebo raznych typi experimenti je vybaven Ctyimi na sobé
nezavislymi kalorimetry. Mikrokalorimetrie je univerzalni technika, ktera za pomoci TAM III
umoziuje studium tepelné aktivity vSech chemickych, fyzikalnich i biologickych procest.
Je zcela nedestruktivni a neinvazivni pro vzorek. Ziidka vyzaduje jakoukoliv pfedchozi
upravu vzorku. Touto metodou lze zkoumat pevné latky, kapaliny 1 plyny. Na rozdil od jinych
analytickych technik poskytujicich snimky dat, mikrokalorimetrie dava pribézné data
v realném Case vzhledem k soucasné probihajicimu procesu. TAM III vyuziva patentovanou
technologii termostatu na bazi kapaliny (s pfesnosti 0,0001 °C) — mineralniho oleje, ktery
rychle odvadi teplo a minimalizuje teplotni gradienty v systému. Termostat je fizen
softwarem TAM Assistant "™ [74].

Pro ucely této diplomové prace byl vyuzit jeden z dostupnych modulti — nanokalorimetr
pro izotermickou titrani kalorimetrii. Pfi experimentu se vyuziva méfici a referencni cela,
obé o pracovnim objemu 1 ml. Referen¢ni cela je naplnéna rozpoustédlem (v nasem piipade
vodou) a v meéfici cele probiha titrace tenzidu do roztoku polyelektrolytu za neustalého
michani. Jednotlivé ptidavky tenzidu jsou fizeny automatickou pumpou [43].

Po kazdém ptidavku tenzidu dojde v méfici cele k reakci, coz se projevi nartistem nebo
poklesem signalu tepelného toku. Tedy dojde ke zméné teploty mezi méfici a referencni
celou, kterou doprovazi vznik piku, jenz je timto piistrojem kompenzovan. Aby byla splnéna
podminka izotermické reakce, signal je vzdy smérovan k nulové hodnoté. Pocet pikt vzdy
odpovida poctu ptidavki tenzidu v priabéhu experimentu [43].
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Obr. 20: Hlavni soucasti titracniho kalorimetru TAM 111 [75]

V piipadé€, ze pozorovana reakce je exotermickd, tedy dochéazi k uvolfiovani tepla, bude
potiebné dodat cele se vzorkem mén¢ tepla, aby byla udrzena tepelna rovnovaha s referencni
celou. Tato zména tepla je zaznamendna v grafu jako funkce cCasu (Obrazek 21A)
a po integraci lze vytvofit v softwaru zéavislost entalpie na molarnim poméru reagujicich
substanci (Obrazek 21B). Pokud béhem probihajici reakce mezi dvéma reaktanty nedochazi
k jinym entalpickym zménam, lze celkovou zménu volné energie interakce (AG) a entropicky
prispévek interakce (—74S) vyjadfit pomoci nasledujiciho vztahu:

AG=AH —TAS =—RTIn K, €))

kde T je absolutni teplota a R je univerzalni plynova konstanta [43].

A B 0 4 polag=® 1
T e
titrace =
% o
g | bod =21 [
¢ ekvivalence '.6
£
zatatek s ‘
titrace Wb R n
cas => 2
0 &5 48 43 a8

molarni pomér

Obr. 21: Teplo uvolnéné pri interakci dvou interakcnich partnerii je zaznamenano jako funkce
Casu (A); po integraci jako zavislost entalpie na moldrnim poméru interakcnich partnerii (B) [43]

Podle sméfovani tepelného toku mizeme z grafu okamzit€ posoudit, zda se jedna o reakci
exotermni nebo endotermni. Zaporna hodnota reakcni entalpie (tj. teplo se uvoliuje) indikuje,
ze v reakci pfevlada energie uvolnéna pii tvorb€ vazeb v produktu, zatimco kladna hodnota
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entalpického prispévku A4Hy (tj. teplo se spotfebovavad) naznaCuje, ze v reakci prevlada
energie spotfebovand na Stépeni vazeb. Reakéni zména entropie souvisi s vyslednou
neusporadanosti d€je, pricemz zaporné hodnoty A4Sy predstavuji klesajici neusporadanost
systému v dusledku titrac¢nich reakci. Kladné hodnoty entropického pfispévku pak naznacuji,
Ze se neusporadanost systému zvysuje [76].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Tato kapitola nabizi prehled kliCovych objevi dostupnych z védeckych publikaci,
tykajicich se pfipravy a vzniku polyelektrolytovych komplexi hyaluronan-tenzid a jejich
charakterizace pomoci riznych instrumentalnich metod.

Predmétem diplomové prace je studium interakci hyaluronanu a kationickych tenzidd,
proto bude i nasledujici vycet informaci omezen na tuto problematiku.

Jednou z prvnich pralomovych praci zabyvajici se interakci hyaluronanu a kladné nabitého
tenzidu, pfesnéji alkyltrimethylamonium bromidu, je ¢lanek Thalberga a kol. [77]. Vyzkum
byl proveden s uvedenym tenzidem o razné délce uhlikového fetézce, majici 8, 9, 10, 12, 14
a 16 uhlikovych jednotek. K charakterizaci daného systému vyuzili autofi této prace metodu
NMR, solubilizaci barviv, méfeni vodivosti systému i pozorovani separace fazi. Ziskané udaje
prokazaly, ze HA je schopen interakce pouze s takovymi povrchové aktivnimi latkami, které
maji ve struktufe deset nebo vice uhlik(i, aby doslo ke vzniku ve vodé rozpustnych komplexua.
Tedy pii reakci HA a tenzidu o 8 a 9 uhlicich v alkylovém fetézci dochézi k fazové separaci
a srazeni, doprovazené vznikem malého mnozstvi vysoce viskdzniho gelového materialu.
Diulezitym védeckym piinosem je fakt, Ze interakce mezi HA a opacné€ nabitym tenzidem
vedou ke tvorbé agregati podobnych micelam vazajicich se na polyelektrolytovy fetézec.

Tento systém byl o nékolik let pozdéji zjednodusene simulovan jako model tzv. perlového
nahrdelniku v ¢lanku Goswami a kol. [41], ktery ale plati pouze pro ziedéné systémy.
Ukazuje, jak hustota naboje PE fetézce ovliviiuyje strukturu a dynamiku komplexu
polyelektrolyt-povrchove aktivni latka. VE&dci zjistili, ze se zvySujicimi se hodnotami hustoty
naboje na hlavnim fetézci se méni struktura komplexu z tzv. perlového nahrdelniku na témér
sféricky tvar.

Fukada, Suzuki a Seimiya [78] prezentovali studii interakci mezi hyaluronanem sodnym
a decyltrimethylamonium bromidem (DTAB), pro kterou vyuzili méfeni viskozity
a dynamickych smykovych moduli. Vyzkum omezili pouze na oblast s velkym prebytkem
povrchové aktivni latky. Dosli k zavéru, ze hyaluronan a DTAB tvofi kompaktni komplexy,
jejichz velikost se zvySuje se zvySujici se koncentraci surfaktantu, nasledované zvySenim
vnitini viskozity a hustoty spleteni hyaluronanovych fetézca.

Polyelektrolytovymi komplexy a jejich odpovédi na pfidavek NaCl se zabyval ve svych
pracich Dautzenberg [79, 80], ktery se zaméfil zejména na Casovou zavislost strukturalnich
zmén PEC, ke kterym dochdzi po rychlém pifidani NaCl. V souvislosti s vyuzitim
polyelektrolytového komplexu jako nosi¢e enzymid bylo zkoumano chovani mezi Na-PSS
a Na-PMA jako polyanionty a polykationtem PDADMAC a jejich ndhodnymi kopolymery
s akrylamidem. S vyuzitim turbidimetrie a viceuhlého statického rozptylu svétla prokazal, ze
u komplexu se silnymi iontovymi skupinami dochazi po pridavku soli k sekundarni agregaci
a flokulaci, zatimco pfi nizké iontové sile byla pozorovana dezintegrace Castic. Tato studie
ukazuje, ze 1 malé mnozstvi soli v pfitomnosti PECs mize ovlivnit jejich praktické vyuziti,
zejména v oblasti nosi¢ovych systému 1€Civ nebo enzyma.

Dal§i zpraci zaméfenou na chovani komplexu hyaluronan-tenzid ve fyziologickém
prostiedi je prace Halasové a kol. [12]. Piitomnost chloridu sodného muize potlacit interakce
mezi polyelektrolytem a opacné nabitou povrchové aktivni latkou, presto bylo pomoci
techniky fluorescen¢ni sondy (pyren) prokazano, ze v nékterych systémech, jako je komplex
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hyaluronan-tenzid, tyto interakce pretrvavaji, aniz by byl bran zfetel na iontovou povahu
PAL. V pfitomnosti hyaluronanu dochazi k tvorbé agregatt (micel) v urcitém koncentratnim
rozmezi pridaného tenzidu. Nejvétsi vliv hyaluronanu byl pozorovan u neionického tenzidu
Tween 20, kdy doSlo k vyraznému poklesu CMC. U kationického CTAB se CMC
v pfitomnosti hyaluronanu vyrazné zvysila, pravdépodobné ptisobenim silnych hydrofobnich
interakci alkylovych fetézci CTAB s malo polarnimi Castmi hyaluronanu. Tenziometrie
neprokazala témer zadné zmény v CMC takovychto systému.

Jak naznacuje Clanek Lapitskyho a kol. [81], interakce mezi polyelektrolytem a povrchoveé
aktivni latkou lze charakterizovat jedine¢nou metodou — izotermickou titracni kalorimetrii
(ITC), pricemz je méteno teplo, které je absorbovano nebo generovano pii interakci mezi
molekulami. ITC se pouziva jak k ureni agregacnich parametri PAL, tak i k dalS§im
termodynamickym parametrim systému.

Metodu ITC vyuzil pro zkoumani interakce mezi riznymi polysacharidy a iontovymi PAL
ve vodnych roztocich Bao a kol. [82]. Pouzili Sest riznych kombinaci neutralnich, pozitivnich
a negativné nabitych polysacharidi (methylceluldza, chitosan a k-karagenan) s aniontovymi
a kationtovymi PAL (SDS, CTAB). Karagenan pfedstavuje typicky aniontovy polysacharid,
zatimco CTAB zastupuje kationtovou PAL. Vysledky ITC prokazaly silnou hydrofobni vazbu
a elektrostatické interakce mezi polymernim fetézcem a molekulami surfaktantu. Interakce
takového systému je velmi blizkd na$i studii a nékolika dalSim védeckym publikacim
z Fakulty chemické, VUT Brno, jako je napf. prace Krouské [83]. Riznymi
fyzikalné-chemickymi metodami byl studovan vliv zaporné¢ nabitého HA (s riznou
molekulovou hmotnosti a koncentraci) na agregacni vlastnosti kationtové PAL — CTAB
a TTAB (trimethylamonium bromid). Méfenim povrchového napéti vySe zminénych PAL
v roztoku 0,15 mol-dm™ NaCl s pridavkem hyaluronanu bylo prokdzano, ze agrega¢ni
koncentrace CTAB a TTAB nebyly ovlivnény pifidavkem hyaluronanu a nedoslo k fazové
separaci. Naopak v pfitomnosti vody hyaluronan snizuje pouze hodnoty povrchového napéti,
ale neovliviluyje agregatni oblast. Pro popis interakci HA-CTAB a HA-TTAB
z termodynamického hlediska byla pouzita mikrokalorimetrie, pfiCemz byly prokazany
elektrostatické interakce a fazova separace systému. Ta je u HA-CTAB posunuta do vyssi
koncentrace tenzidu a HA-TTAB se posune do niz§i koncentrace tenzidu.

Na predchozi praci pozdéji navazala Krouska a kol. [45] studiem termodynamiky tvorby
micel kationtovych tenzidi (CTAB a TTAB) si bez pfidavku hyaluronanu ve vodném
prostfedi metodou titracni kalorimetrie. Interakce byly pozorovany nejprve vizualné,
kdy béhem titrace roztoku PAL do roztoku hyaluronanu se nové vznikly systém zménil
z ¢irého na nepruhledny, poté na zakaleny a na konci experimentu byla pozorovana fazova
separace az do vysrazeného stavu. Kalorimetrie ukazala, ze separace fazi nastava, jsou-li
naboje na surfaktantu a HA v rovnovaze. Naproti tomu turbidimetrie a potenciometrie
prokazaly, ze k interakci hyaluronanu a povrchové aktivni latky dochazi jiz pti velmi nizkych
koncentracich PAL. Také byly pozorovany rozdily mezi systémy HA-CTAB a HA-TTAB.
Bylo zjisténo, ze se na interakci hyaluronanu a povrchové aktivni latky vedle
elektrostatického pusobeni vyznamné podili také hydrofobni acinky.

K charakterizaci polydisperzity hyaluronanu vyuzila v publikaci KrutiSova a kol. [84] dvou
metod:  dynamického rozptylu svétla a Laserové dopplerovy velocimetrie.
Za elektrostatického pusobeni byly pfipraveny nanocastice kyseliny hyaluronové s kladné
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nabitou molekulou CTAB ve vodném prostiedi i ve fyziologickém roztoku (0,15 mol.dm™
NaCl). Bylo zjisténo, ze systém HA-tenzid tvori Castice v jednotkach stovek nanometrt a tato
velikost ¢astic byla v roztoku NaCl mens$i nez ve vod€. Vysledky studie ukazaly, ze vétsi
agregaty vznikaji v blizkosti bodu nulového naboje, zarovenl ma systém HA-CTAB nulovy
zeta potencial a takova nestabilita systému vede k oddéleni fazi. Stabilitou nanocastic
tvorenych hyaluronanem a kationickym tenzidem Septonexem se zabyva prace Pilgrové
a Pekare [85]. Tenzid tvofi hydrofobni jadro nanocéstic, zatimco hyaluronan hydrofilni obal.
S vyuzitim metod DLS a fluorescencni spektroskopie bylo prokazano, ze nanocastice
HA-tenzid jsou ovliviiovany celou fadou faktort, jako je teplota, iontova sila roztoku i doba
skladovani, pficemz molekulova hmotnost HA ovliviiuje stabilitu tohoto systému nejméng.
Pripravené nanocastice ale nevykazovaly dostateCnou stabilitu k tomu, aby byly schopny
po zfedéni systému udrzet aktivni hydrofobni latky v jadru.

Védeckym  Clankem  vyznamné  prispél  dooblasti  medicinskych  aplikaci
Felipe A. Oyarzun-Ampuero a kol. [86], ktery se zabyval vyvojem novych Ilékovych
nanonosi¢i nazyvanych hyaluronanové nanokapsle (HA nanokapsle). Ty jsou slozené
z lipidového jadra a obalu tvoreného kyselinou hyaluronovou. Byly pfipraveny technikou
umoziujici tvorbu polymerniho plasté kolem lipidového jadra vyuzivajici kationicky tenzid
(CTAB, BKC (benzalkonium chlorid)) jako mezifazovy mustek. Nanokapsle maji slouzit jako
intracelularni nosiCovy systém pro hydrofobni [é¢iva (chemoterapeutika: paclitaxel
a docetaxel) s hlavnim vyuzitim zejména pro 1é¢bu rakoviny. Studie in vitro na bunécnych
kulturach (NCI-H460 bunécna linie rakoviny) nasledné prokazala, ze diky zapouzdieni
docetaxelu v jadru nanokapsli se vyrazné zvysuje jeho cytotoxicita.

K charakterizaci hyaluronanu pouzil Waters a Leiske [87] 7 riznych vzorkli HA. Ukazalo
se, ze jedinecna kombinace pfistroje MALS, diferencialniho viskozimetru a refraktometru
se SEC je idealni sestavou pro zkoumani vlastnosti biopolymeru HA, vcetné absolutni
molekulové hmotnosti, informaci o poloméru a distribuci molekulové hmotnosti. Hodnoty
byly v souladu s daty z predeslych let.

Chytil a spol. [46] vyuzili kombinaci technik SEC-MALS a ITC k charakterizaci
makromolekularnich vlastnosti interakce hyaluronanu (nativniho 1 modifikovaného)
s povrchoveé aktivnimi latkami — SDS a DTAB ve vodném prostiedi. Prudké zmény
endotermickych entalpii béhem titrace HA-DTAB svéd¢i o silné elektrostatické interakci
a tvorbé komplexnich agregatti. Naopak tepelné zmény titrace HA-SDS neodhaluji zadnou
vazebnou reakci, pouze snizeni CMC povrchové aktivni latky. Vysledky experimentd
prokazuji vhodnost metody ITC pro studium interakci prezentovaného typu. Grafy naznacuyji,
ze modifikace HA vyznamné neméni jeho makromolekularni chovani. Metoda SEC-MALS
ukazala vétsi perzistencni délku, tedy 1 vétsi tuhost u modifikovaného fetézce, nez u fetézce
nativniho HA.

Studii vlastnosti polyelektrolytovych komplext hyaluronan/chitosan se zabyval Laleveé
akol. [88]. Byly zkoumany kritické parametry, které ovliviiuji proces tvorby HA/CH
komplext a predstavuji pfechod z homogennich vodnych roztokti na koloidni suspenze nebo
gelové koacervaty. K charakterizaci systému autofi aplikovali vizualni pozorovani
v kombinaci s DLS a reologickymi vlastnostmi PECs. Pro kontrolu tvorby komplexi téchto
dvou polysacharidi vyuzili ptfidavku NaCl do PE roztoku k zobrazeni elektrostatickych
naboju obou polyelektrolytid. Bylo prokazano, ze vlastnosti vzniklych komplext jsou zavislé
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na molarni hmotnosti, stupni acetylace chitosanu i na zbytkové koncentraci soli. Pfi nizkém
poméru naboju (r = nNH3*/nCOO") se systém vyskytuje ve formé koloidnich suspenzi,
pii zvySeni poméru naboje vytvaii koacervaty. Ve které formé€ se bude komplex HA/CH
vyskytovat zavisi na molekulové hmotnosti chitosanu. HA 1 chitosan jsou zndmy pro své
jedine¢né biologické vlastnosti, a proto jsou perfektnimi biomateridly vhodnymi ke studiu
HA/CH a dalsich polyelektrolytovych systémd.
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4 CIL PRACE

Prace je zaméfena na interakce mezi zaporné nabitym hyaluronanem a opacné€ nabitymi
povrchoveé aktivnimi latkami. Na zaklad€ literarni reSerSe byli zvoleni jako zastupci tenzida
CTAB a Septonex, ktefi poskytuji vazbou na hyaluronan polyelektrolytové komplexy. Jednim
z hlavnich cili je stanoveni entalpie micelizace a kritickych koncentraci povrchové aktivnich
latek, které mohou v pfitomnosti hyaluronanu s riznou molekulovou hmotnosti vytvaret
micely Ci agregaty.

Predpoklada se, ze s vyuzitim metody dynamického rozptylu svétla a izotermické titracni
kalorimetrie 1ze charakterizovat systém hyaluronan-tenzid ve vétSim rozsahu, nez nabizi jiné
védecké publikace vyuzivajici pro studium takovychto ¢i obdobnych komplexti odlisné
instrumentalni metody. Nové poznatky o chovani kationickych povrchové aktivnich latek
v pfitomnosti hyaluronanu jsou zasadni pro pifipadné pouziti takového komplexu v cilené
distribuci léCiv.

Prace by méla piispét k zodpovézeni otazek tykajicich se aplikaci povrchové aktivnich
latek v kombinaci s hyaluronanem a pouziti vhodnych metod pro vytvoreni pozadovaného
systému, vyuzitelného k ptipadné inkorporaci 1éCiva a nasledné aplikaci v medicing.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Charakterizace materialu

5.1.1 Hyaluronan sodny

Hlavnim materidlem pouzivanym pro experimenty v této diplomové praci byl polysacharid
hyaluronan sodny (Contipro, a.s., Dolni Dobrou¢). Pro ucely této prace byly zvoleny tfi
molekulové hmotnosti hyaluronanu.

Tab. 1: Vybrané vzorky hyaluronanu sodného

Material Molekulova hmotnost Sarze
LMW HA 8-15 kDa 213-6147
MMW HA 250-450 kDa 230215-E1
HMW HA 1400-1600 kDa 181214-4-D1

5.1.2 Tenzidy

Dale byly v této diplomové praci pouzity dva kationické tenzidy, a to CTAB a Septonex
(Sigma Aldrich).

Tab. 2: Vybrané kationické tenzidy

Material Molekulova hmotnost Sarze CAS
CTAB 364,45 g-mol’! SLBJ9504V 57-09-0
Septonex 422,28 g-mol! 511SEPT003 10567-02-9

Jako rozpoustédlo byla u vSech pfipravovanych vzorki pouzita ultradista voda ze systému
PureLab flex ELGA.

5.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy
K navazovani pfislu§ného mnozstvi tenzidi a hyaluronanti byly pouzity analytické vahy
224A od firmy DENVER INSTRUMENT, s ptesnosti na 0,0001 g a vazivosti do 220 g.

Zetasizer Nano ZS

Pro méfeni velikosti ¢astic a zeta potencialu byl pouzit piistroj Zetasizer Nano ZS od firmy
Malvern Instruments spole¢né s pfipojenym titratorem MPT-2 Multi Purpose stejné firmy.
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Velikost castic a molekul:

rozsah méreni:
princip méfenti:

minimalni objem vzorku:

citlivost

Zeta potencial
rozsah méfeni:
princip méfenti:

minimalni objem vzorku:

presnost:

Molekulova hmotnost
rozsah méfeni:
princip méfenti:

minimalni objem vzorku:

0,3 nm —10 mikrona
dynamicky rozptyl svétla
12 ul

0,1 mg/ml (lysozym)

3,8 nm — 100 mikronu

elektroforeticky rozptyl svétla

150 pl (20 pl za pouziti diftizni bariéry)

0,12 yum-cm/Vs ~ pro  vodni  systémy
pouzivajici standardni referen¢ni material

980 Da — 20 MDa
staticky rozptyl svétla
12 ul

TAM 111

Charakterizace tepelnych zmén systému HA-tenzid a urCeni entalpie micelizace bylo
provedeno pomoci vicekanalového izotermického mikrokalorimetru TAM III od spolecnosti
TA Instruments (USA), s vyuzitim titra¢ni cely o objemu 1 ml.

SEC-MALS

Molekulova hmotnost vzorka byla stanovena pomoci pfistroje SEC-MALS. Analyzovany
vzorek je nejprve nastiiknut do kolony, ve které probiha separace podle velikosti Castic.
Pro ucely této prace byla pouzita kolona PL aquagel-OH MIXED 8 um (vhodna pro méteni
molekulové hmotnosti v rozsahu 6 000 Da az 10 000 000 Da), respektive kolona
PL aquagel-OH 30 (pro méfeni molekulové hmotnosti v rozsahu 100 Da az 60 000 Da).
SEC-MALS kolony byly vyrobeny firmou Agilent Technologies (USA). Predseparované
frakce analyzovanych vzorkt nasledné vstupuji do jednotlivych detektorti. V ramci méfeni
byl pouzit MALS detektor (DAWN HELEOS 1I), diferencni viskozimetr (VISCOSTAR 1I)
a diferencni refraktometr (OPTILAB T-REX), které jsou dodavany firmou Wyatt Technology
(USA).

Déle bylo pouzito bézné laboratorni sklo, mikropipety a dal§i laboratorni vybaveni.
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5.3 Priprava vzorku

5.3.1 Srazeci experimenty

Pro ptesnéjsi uréeni vhodné koncentrace tenzidu potiebné pro sledovani vzniku komplexu
beéhem titrace byly nejprve provedeny tzv. srazeci experimenty ve vialkach mimo méfici cely
pfistroji, aby bylo mozné pozorovat agregaci vizualné. Tyto experimenty slouzily jako
simulace méfeni v piistrojich, to znamena, ze k roztoku hyaluronanu byl jednorazové pridan

roztok tenzidu v takovém poméru, v jakém bude na konci titraci.
Do priihledné vialky byly vzdy napipetovany 2 c¢cm® zasobniho roztoku hyaluronanu

o koncentraci 5 g-dm™ a takové mnozstvi 20 mmol-dm™ tenzidu, aby koneéna koncentrace
tenzidu v roztoku odpovidala predem zvolené koncentra¢ni fadé (0,1; 0,75; 1, 5;
10 mmol-dm™). Vialky byly uzavieny, protfepany a ponechany na vodorovném povrchu
k vizualnimu pozorovani.

5.3.2 Priprava zasobnich roztoku pro méreni velikosti ¢astic a zeta potencialu

Na analytickych vahach bylo navazeno ptislu§né mnozstvi hyaluronanu sodného o dané
molekulové hmotnosti, které bylo nasledné rozpusténo v 50 ml ultracisté vody. Timto
zplsobem byly pfipraveny zasobni roztoky HA o koncentraci 1 g-dm™— (1400-1600 kDa),
o koncentraci 2 g-dm™> (250-450 kDa) a o koncentraci 5 g-dm™> (8-15 kDa). Vzorky byly
pro perfektni rozpusténi ponechany na magnetické michacce po dobu cca 24 hodin.
Pripravené zasobni roztoky hyaluronanu sodného byly uchovavany v lednici pfi teploté
do5°C.

Zasobni roztoky kationickych tenzidi (CTAB, Septonex) byly pfipraveny navazenim
prislusného mnozstvi tenzidu do lahve se Sroubovacim uzévérem a doplnény ultracistou
vodou na pozadovany objem. Poté byla lahev se vzorkem ponechana na magnetické michacce
az do uplného rozpusténi tenzidu. Timto zpisobem byly pfipraveny zasobni roztoky CTAB
i Septonexu o koncentraci 20 mmol-dm™, které byly nadale uchovavany pii laboratorni
teploté.

5.3.3 Priprava zasobnich roztoku pro mikrokalorimetrii

Pfipravené zasobni roztoky hyaluronanu sodného o koncentraci 1, 2i 5 g-dm™ pro méfeni
velikosti ¢astic byly vyuzity také pro izotermickou titra¢ni kalorimetrii.

Zasobni roztoky tenzidu pro ITC byly pfipraveny obdobnym zpisobem jako v bod€ 5.3.2,
stim rozdilem, Ze byla zvolena koncentrace CTAB i Septonexu nejprve 50 mmol-dm>.
Takova koncentrace se pozdéji ukazala jako nevhodna, proto byly pfipraveny také zasobni
roztoky tenzidi o koncentraci 35 mmol-dm™ rozpusténim daného mnozstvi tenzidu
v ultracisté vode. Nadoby s pfipravovanym zasobnim roztokem byly do uplného rozpusténi
tenzidu ponechany na magnetické michacce.

5.3.4 Priprava zasobnich roztoku a vzorku pro méreni na pristroji SEC-MALS

Zasobni roztoky hyaluronanu sodného o koncentraci 1, 2 a 5 g-dm™> byly piipraveny
stejnym zpusobem jako vbodé 5.3.2. Jednotlivé zasobni roztoky byly prefiltrovany
pres stiikackovy filtr s pory o velikosti 0,45 um do sklenéné vialky o 2 cm?. Takto pfipravené
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vzorky byly podrobeny méfeni na pfistroji SEC-MALS za ucelem charakterizace piesné
molekulové hmotnosti HA.

S vyuzitim vysledkt z titraCniho stanoveni kritickych agregacnich koncentraci tenzida
v roztocich hyaluronanu o dané molekulové hmotnosti na pfistroji Zetasizer Nano ZS byly
také pripraveny systémy HA-CTAB a HA-Septonex za bodem této kritické agregacni
koncentrace. Vzdy ke 2 ml zasobniho roztoku HA o koncentraci 1, 2 a 5 g-dm™> bylo
do sklenéné vialky napipetovano piislusné mnozstvi 20 mmol-dm™ tenzidu, jak ukazuje
nasledujici tabulka:

Tab. 3: Priprava systému HA-CTAB a HA-Septonex pro analyzu SEC-MALS

Material CTAB CTAB Septonex Septonex
[wd] [mM]* (] [mM]*
HMW HA 350 3,5 450 4,5
MMW HA 800 8 700 7
LMW HA 1000 10 900 9

* kone¢na koncentrace tenzidu v roztoku

Takto pripravené vzorky byly ponechany na magnetické michacce po dobu nékolika hodin
a poté prefiltrovany pres stiikackovy filtr s pory o velikosti 0,5 pm do sklenéné vialky
o2cm’. Cilem bylo ovefit, zda pii filtraci dojde k odstranéni vzniklych agregati
hyaluronan-tenzid a dojde tak k prudkému poklesu molekulové hmotnosti vzorku.

5.4 Popis nastaveni méreni

5.4.1 Meéreni na pristroji Zetasizer Nano ZS

Pted kazdym meéfenim bylo napipetovano 10 ml zasobniho roztoku hyaluronanu o dané
molekulové hmotnosti do plastové zkumavky se zavitem, do niz bylo vloZzeno magnetické
michadlo. Zkumavka s titrovanym roztokem byla nasledné pfipevnéna k autotitratoru MPT-2.
Dalsi zkumavka se zavitem byla naplnéna 20 mmol-dm™ zasobnim roztokem CTAB nebo
Septonexu a umisténa do pozice vyzadujici nasavani titracniho cinidla. Rovnéz byla
k autotitratoru pfipevnéna kapilarni kyveta DTS1070.

V softwaru Zetasizer (mod Size and Zeta Potencial) byl nastaven prabéh titracnich
experimenti. Vzorky byly vytemperovany na 25 °C po dobu 60 s, pfiCemz byl roztok
hyaluronanu titrovan roztokem tenzidu. V nastaveni softwaru byla jako material vybrana
kyselina hyaluronova a jako rozpoustédlo voda.

Kazdy bod analyzy nam poskytl informaci vzdy o tfech métenich zeta potencialu a tfech
méfenich Z-primeéru velikosti Castic. Koncentracni rozmezi bylo nastaveno pro HMW HA
od0 do 5 mmol-dm—>, pro MMW HA a LMW HA-Septonex od 0 do 7 mmol-dm™
a pro analyzu LMW HA-CTAB bylo toto rozmezi nastaveno od 0 do 10 mmol-dm™
vzhledem k detekci izoelektrického bodu az nad hodnotami koncentrace 9 mmol-dm .

Ziskané hodnoty zeta potencialu a velikosti ¢astic z provedenych méteni byly v programu
MS Excel zpraimérovany a byly stanoveny jejich smérodatné odchylky. Tyto odchylky jsou
v grafech zobrazeny v podobé chybovych usecek.
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5.4.2 Meéreni na pristroji SEC-MALS

Jednotlivé vzorky byly mikrostfikackou injektovany na pfislu§nou kolonu za soucasného
pfivodu mobilni faze autosamplerem. Jako mobilni faze byl pouzit dusi¢nan sodny
o koncentraci 0,1 mol-dm™ s ptidavkem azidu sodného o koncentraci 5 mmol-dm™. Objem
nastfiku kazdého analyzovaného vzorku do systému byl 100 pl a pratok timto systémem byl
nastaven na 0,6 cm® za minutu, s vyjimkou vzorkd s HMW HA, u kterych byl priitok nastaven
na 04 cm¥min proto, aby bylo zabranéno tzv. degradaci ,stiihem® fetézce
vysokomolekularni HA. Jako inkrement indexu lomu byla zadana hodnota 0,165 cm? g,
ktera pfislusi kyselin€ hyaluronové. VSechna naméfend data byla vyhodnocena pomoci
softwaru Astra 6.1 a nasledné exportovana do programu MS Excel, kde byla dale zpracovana.

5.4.3 Meéreni na pristroji TAM III

Pred samotnou analyzou na pfistroji TAM III bylo do cely o objemu 1 ml napipetovano
750 ul  zasobniho roztoku hyaluronanu sodného. Cela se vzorkem byla pfipevnéna
k nanokalorimetru s michadélkem a ten vlozen do kalorimetrického bloku pfistroje TAM IIL
Referencni cela byla naplnéna 1 ml destilované vody. Rychlost michani byla nastavena
prostfednictvim softwaru TAM Assistant ™ na hodnotu 100 rpm.

Pomoci sklenéné pipety byl vzorek tenzidu pieveden do stiikacky s pistem a ocelovou
kapilarou. Stiikacka byla umisténa do automatické pumpy a kapilara zasunuta skrz hridel
az do spravné polohy v méfici cele.

Pro takto pfipraveny systém byly pomoci softwaru nastaveny parametry pro titracni
experimenty a to tak, ze vzdy po 15 minutach doslo k pfidavku 5 pl tenzidu (titraéniho
¢inidla) do roztoku hyaluronanu, aby konecny pocet pfidavki dosahl 50 (tedy zbyvajicich
250 pl do celkového objemu cely 1 ml).

V kazdém bod¢€ analyzy (po kazdém piidavku tenzidu) byla zméfena tepelna zména
systému a priistrojem vyhodnocena plocha kazdého piku v joulech. Plochy pika v zavislosti
na pridavku a aktualni koncentraci tenzidu v systému byly v programu MS Excel prepocitany
na zménu entalpie 4H (kJ/mol). Nasledné byly sestrojeny grafy entalpické zmény systému
HA-CTAB a HA-Septonex v zavislosti na koncentraci.

Stejnym zpusobem a za stejnych podminek byly také proméfeny slepé vzorky (blanky).
K 750 pl zésobniho roztoku hyaluronanu byla namisto tenzidu titrovana destilovana voda,
vzdy po 5 pl po 15 minutach. Naméfena data byla nésledné zpracovana v programu
MS Excel.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Charakterizace hyaluronanu

Pro charakterizaci presné molekulové hmotnosti studovanych vzorkti hyaluronanu byla

vyuzita metoda SEC-MALS, pracujici na principu separace molekul na koloné podle
molekulového sita. Vysledné chromatogramy s kfivkami molekulovych hmotnosti a jejich
distribuce podél piku daného vzorku jsou uvedeny v piiloze této diplomové prace.

Tab. 4: Charakteristika pouzitych vzorkii LMW, MMW a HMW hyaluronanu

Material Molekulova hmotnost Koncentrace HA
[kDa] [mg/ml] MHS(a)
LMW HA 7,9+0,1 3,36=0,23 0,823+0,006
MMW HA 258.3£1.5 1,50+0,16 0,484+0,026
HMW HA 1420,1£16.,5 0,72+0,10 0,498+0,010

Nameéfena data vyhodnocena programem Astra 6.1 nam kromé presné molekulové
hmotnosti hyaluronanu také poskytuji informace o pfesné koncentraci hyaluronanu v roztoku.
Stejné tak bylo mozné pomoci detektoru VISCOSTAR II stanovit konformaci molekuly
hyaluronanu prostfednictvim Mark-Houwink-Sakurada (MHS) grafu, vyjadfujici vztah mezi
vnitini viskozitou roztoku a molarni hmotnosti HA. Ziskané hodnoty MHS(a)
pro nizkomolekularni hyaluronan napovidaji, ze se jedna o linearni polymer v dobrém
rozpoustédle. Hodnoty stfednémolekularniho a vysokomolekularniho HA blizici se 0,5
odpovidaji klubkovité konformaci linearniho polymeru v theta rozpoustédle, viz Tabulka 4.

6.2 Srazeci experimenty

Vzhledem ktomu, ze byl pro tyto experimenty zvolen hyaluronan sodny o nizké
molekulové hmotnosti (8-15 kDa), byla jak u systému HA-CTAB, tak 1 u systému
HA-Septonex pozorovana pouha zména zakaleni roztoku. Se zvySujici se koncentraci tenzidu
pfechdzi roztok ztransparentniho, pfes mirné zakaleny az k mlé€nému zabarveni.
Predpoklada se, Ze zména v mléCné zabarveni znai pocCatek tvorby agregati a vznik
PE systému HA-tenzid, ktery se ukéazal znateln&jsi u systému HA-CTAB.

Obr. 22 Vizudlni pozorovani vzniku systému HA-CTAB a HA-Septonex pomoci srazecich experimentil
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Obrazek 22 predstavuje fotografii pofizenou beéhem srazecich experimentd, ktera
zachycuje smési tenzidi s hyaluronanem beéhem vizualniho pozorovani. Lze odvodit, ze
u vzorki HA-CTAB by se mozna kriticka agrega¢ni koncentrace tenzidu v roztoku mohla
pohybovat mezi 5-10 mmol-dm™>, u systému HA-Septonex dochazi k syt&jsimu zakaleni
az v oblasti kolem 10 mmol-dm >,

Vypozorované koncentracni rozmezi tenzidi bylo vyuzito pro nastaveni parametri méfeni
na pristroji Zetasizer Nano ZS, avSak piesné koncentrace tenzida pro detekci agregace tenzidu
s biopolymerem byly nalezeny az béhem téchto titracnich experimentu.

6.3 Meéreni velikosti ¢astic a zeta potencidlu

Titracni analyza smési tenzidi s hyaluronanem ruznych molekulovych hmotnosti
poskytuje dokonaly pfehled o pocatku agregace a vzniku polyelektrolytového komplexu,
ktery je charakterizovan sledovanim zmén velikosti Castic a zeta potencidlu v zavislosti
na pridavku tenzidu. Titrace doprovazi také zména polydisperzity systému.

Pro titracni experimenty byly pouzity roztoky kationickych tenzidi — CTAB a Septonexu,
které byly titrovany do pfisluiného roztoku hyaluronanu o koncentraci 1 g-dm?, 2 g-dm™
nebo 5 g-dm™,

Obrazek 23 predstavuje titrani kiivky ziskané b&hem titrace 20 mmol-dm™ tenzidu
do roztoku stfednémolekularniho hyaluronanu (2 g-dm™).
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Obr. 23: Graf zavislosti Z-priiméru velikosti Castic na koncentraci tenzidu; titrace CTAB/Septonexu
do roztoku MMW HA

Z namétenych dat byla sestrojena zavislost Z-prameéru velikosti ¢astic (nm) na koncentraci
(resp. na pfidavku) tenzidu v mmol-dm™. Z Obrazku 23 je zfejmé, ze k naristu velikosti
Sastic dochazi pii koncentraci cca 4,3 mmol-dm™ Septonexu v systému a pfi koncentraci
pfiblizné& 4,7 mmol-dm™ CTAB v systému.
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Pro urCeni hodnoty kritické agregacni koncentrace byla zvolena metoda praseCiku dvou
rovnic regresnich pifimek. Z vyse uvedenych zavislosti (Obrazek 23) je mozné pozorovat
agregaci molekul pii skokovém narastu Z-pruméru velikosti Castic. Byly proto vybrany
vhodné body pfed a po této agregaci, které byly nasledné prolozené primkami s odliSnymi
smérnicemi. PraseCik téchto pifimek odpovida hledané CAC, ktera znaci pocatek agregace
provazejici vznik polyelektrolytového komplexu.

Tabulka 5: Kriticka agregacni koncentrace systému hyaluronan-tenzid, Zetasizer Nano ZS

Kritick4 agregaéni/micelarni* koncentrace (mmol-dm)

Material
CTAB Septonex
voda* 0,921 [27] 0,8 [32]
HMW HA 2,0+£0,4 2,0£0,2
MMW HA 4,0+0,4 4,0+0,2
LMWHA 6,0+0.2

Ze ziskanych hodnot CAC je ziejmé, ze se snizujici se molekulovou hmotnosti
hyaluronanu se zvysSuje CAC tenzidu v systému a naopak. Tato skuteCnost plati pro oba
studované systémy, HA-CTAB i HA-Septonex. Stanovena hodnota CAC u vzorkia
vysokomolekularniho HA s CTAB je vyssi nez v systému se Septonexem. CAC dana titracni
analyzou tenzidu do roztoku MMW HA je pro CTAB i1 Septonex téméf totozna.

Titraci 20 mmol-dm™ CTAB do roztoku nizkomolekularniho hyaluronanu bylo zjisténo,
ze ke skokovému nartstu Z-priméru velikosti ¢astic dochazi az v koncentracni oblasti tenzidu
9-10 mmol-dm™. Vzhledem k tomu, Ze titrace je omezena maximalnim moznym objemem
20ml a vsystétmu HA-CTAB se vtomto okamziku nachéazel stejny podil hyaluronanu
i tenzidu, titrace neprobehla do uplného konce tak, aby byl bod vzniku PE systému ziejmy.
Aby bylo mozné tuto titraci dokoncit, pravdépodobné by bylo potfeba navysit koncentraci
tenzidu, abychom ziskali pozadovana data pro sestrojeni titracnich kiivek CAC. Z Casovych
divodi nebylo mozné titrace tenzidu o vyssi koncentraci do roztoku nizkomolekularniho
hyaluronanu provést.

Béhem titracni analyzy systému HA-tenzid byla také zméfena mobilita Castic prevedena
na velikost zeta potencialu (mV).
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Obr. 24: Zavislost zeta potencidlu na koncentraci tenzidu; titrace Septonexu do roztoku MMW HA

Z méfeni zeta potencialu béhem titracnich experimentd vyplyva, ze s rostoucim piidavkem
kationického tenzidu k zaporné nabitému hyaluronanu se absolutni hodnoty zeta potencialu
pfiblizuji k nule, pficemz systém dosahuje tzv. izoelektrického bodu. Hodnota IEP
je charakteristickym bodem, ktery vyjadiuje nejmensi stabilitu daného systému a jeho zeta
potencial je roven nule.

Obrazek 24 zobrazuje naméfené hodnoty zeta potencidlu béhem titraci Septonexu
(20 mmol-dm™) do roztoku stfednémolekularniho HA. Tyto hodnoty byly v programu
MS Excel zpramérovany a vyneseny do grafu vCetné jejich smérodatnych odchylek v podobé
chybovych usecek. Hodnoty se zanedbatelnou odchylkou nejsou opatfeny chybovymi
useckami. Z Obrazku 24 lze vycist, ze zpocatku titrace nabyva systém hyaluronan-tenzid
vyrazné€ zapornych hodnot zeta potencialu (—52 mV), které se s rostouci koncentraci tenzidu
priblizuji IEP. Pravé v okoli nulového zeta potencidlu dochéazi k fazové separaci systému,
ktery se nasledné snazi zaujmout co nejstabilnéj$i charakter a zeta potencial se blizi
ke kladnym hodnotam (az 17 mV).

Systém zprvu vykazuje pomeérné stabilni chovéni, kdy jsou hodnoty zeta potencialu
pod —30 mV. V oblasti okolo —30 mV zacina byt systém nestabilni, coz se projevuje rychlym
poklesem absolutni hodnoty zeta potencidlu smérem k nule. Vynesend pieruSovana Cara
v grafu zobrazuje body [4,1;-22], znazorfiyjici pocatecni nestabilitu systému, kterou provazi
vznik agregatd. Tato uvaha je v souladu s clankem [56], ktery uvadi, ze Castice se zeta
potencidlem v rozmezi —30 mV az +30 mV se povazuji za nestabilni a mohou s jinymi
Casticemi v systému vytvaret nadmolekularni atvary.

6.4 Analyza polyelektrolytovych komplexi pomoci ITC

Dalsi metodou pro analyzu chovani systému hyaluronan-tenzid a stanoveni kritické
agregacni koncentrace tenzidid v téchto systémech byla izotermicka titracni kalorimetrie.
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Vystupem z analyzy jednotlivych vzorka byl vzdy titrani zaznam sledujici tepelné zmény
systému po pridavku 5 pl v daném case.

-15 A

-20 4

tepelny tok (uW)

-25 A

-35 . }

cas (hod)

Obr. 25: Typicky titracni zaznam systému hyaluronan-tenzid z mikrokalorimetru TAM 111 (titrace
35 mmol-dm™ CTAB do HMW HA pri 25 °C)

Obrazek 25 znazoriiuje piiklad surovych dat titrace 35 mmol-dm™ CTAB do roztoku
vysokomolekularniho hyaluronanu. Je zieymé, ze z pocatku titrace dochazi k extrémnim
tepelnym vykyvim v systému HA-tenzid a probihajici reakce jsou endotermického
charakteru.

V okoli koncentrace tenzidu 3 mmol-dm™ dochazi k pfevraceni sméru piku nad osu x, coz
odpovida vzniku PE komplexu. Pfi zvySujici se koncentraci tenzidu nad tuto hodnotu dochazi
k rozmivani ostrého tvaru piku, coz je zpusobeno vznikem dalSich agregatii v cele a souCasné
prudkym narastem viskozity vzorku doprovazené piipadnou tvorbou nehomogenni struktury,
diky pritomnosti gelové faze nebo srazeniny. Na konci experimentu, od koncentrace tenzidu
zhruba 6,5 mmol-dm™, pozorujeme jiz velmi slabou intenzitu signalu, kdy je vsechen
hyaluronan v méfici cele vytitrovan tenzidem.

Plochy pikd byly zintegrovany a ziskané teplo reakce v jednotkach kJ/mol bylo pouzito
pro vytvoreni entalpogramu znazoriujiciho zménu tepla v zavislosti na koncentraci tenzidu
CTAB (Obrazek 26) nebo Septonexu (Obrazek 27).

Kazdy vzorek byl proméfen nejméné dvakrat a naméfené hodnoty byly v programu
MS Excel zpramérovany a vyneseny do grafu vcetné jejich smérodatnych odchylek. Tyto
odchylky jsou v grafu zobrazeny v podobé chybovych usecek. U nékterych bodi nejsou
chybové usecky zobrazeny z divodu zanedbatelné hodnoty smérodatné odchylky.
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Obr. 26: Titrace CTAB do roztoku vysokomolekuldrni HA (14001600 kDa)
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Obr. 27: Titrace Septonexu do roztoku vysokomolekuldrni HA (1400—-1600 kDa)

Obrazky 26 a 27 znazoriiuji pribéh tepelnych zmén systémit HA-CTAB a HA-Septonex
za stejnych podminek. S-kfivky wvykazuji z pocatku titrace endotermicky dé&j, kdy AH
dosahuje hodnot < 0 az do hodnoty inflexniho bodu, ve kterém zaina systém nabyvat
exotermického charakteru. V tomto bodé€ je ziejma formulace PE komplexu za tvorby
agregatl a lze urcit hodnotu CAC tenzidu.

Vyhodnoceni kritické agregacni koncentrace tenzidu kazdého meéfeného vzorku bylo
provedeno prostfednictvim programu Origin 7.5. Z namétenych dat byla sestrojena zavislost
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zmeény entalpie na koncentraci tenzidu a z derivace této kfivky v programu Origin byla
zjisténa hodnota CAC.

Tabulka 6: Vysledné hodnoty kritické agregacni koncentrace systému hyaluronan-tenzid, ITC

Kriticka agregaéni/micelarni* koncentrace (mmol-dm)

Material
CTAB Septonex
voda* 0,9-1 [27] 0,8 [32]
HMW HA 3,0+0,3 2,0+0,1
MMW HA 6,0+0.,5 5,0£1,0
LMWHA e e

Stanovené hodnoty CAC tenzidu v analyzovaném syst¢ému HMW i MMW HA-CTAB
se obecné ukazaly vyssi nez u systému HMW a MMW HA-Septonex. Lze tedy fici, ze vznik
agregati za tvorby PE komplexu je znatelnéjsi u systému s pridavky Septonexu. Zaroven
je patrné, ze se zvySujici se molekulovou hmotnosti hyaluronanu se snizuje CAC tenzidu
a ke tvorbé polyelektrolytt dochazi diive, nez s o fad niz$i molekulovou hmotnosti HA.

Ziskana data z titraci destilované vody do roztoku hyaluronanu o riznych molekulovych
hmotnostech nam poskytla informace o signalech velmi zanedbatelné intenzity, které timto
potvrzuji  fakt, Zze pfidavek tenzidu doroztoku hyaluronanu zasadné ovliviiuje
tfyzikalné-chemické vlastnosti daného systému.

Vhodnou koncentraci tenzidu pro ITC bylo nutné nékolika méfenimi nalézt. Nejprve byla
zvolena stejna koncentrace tenzidu jako u titraCnich experimentl na pfistroji
Zetasizer Nano ZS, tedy 20 mmol-dm™, nicméné tepelnd zména a pechod v exotermicky dgj
nebyly dostateCné znatelné. Proto byla provedena také titracni analyza danych systému
s tenzidy o niz§i 1 vys§i koncentraci. Vhodnou koncentraci tenzidu pro ITC se ukazala
koncentrace 35 mmol-dm™, aviak pouze pro systémy s hyaluronanem o stiedni nebo vysoké
molekulové hmotnosti. Systémy s nizkomolekularni HA se nepodafilo touto metodou
proméfit tak, aby bylo mozné z naméfenych dat stanovit hodnotu CAC tenzidu.

6.5 Analyza polyelektrolytovych komplexa pomoci SEC-MALS

Pro charakterizaci jiz vzniklych polyelektrolytovych komplext na bazi hyaluronan-tenzid
byla vyuzita metoda SEC-MALS.

Tab. 7: Namérena data smési hyaluronan-tenzid za bodem agregace, SEC-MALS

Koncentrace hyaluronanu

) 1 mg/ml 2 mg/ml 5 mg/ml
Tenzid pik 1 pik 1 pik 1 pik 2
c c c
M, [kDa] [mg/ml] M., [kDa] [mg/ml] M., [kDa] [mg/mli] My [kDa]
CTAB 11 0,03 15 0,03 3 0,6 60
Septonex 1425 0,01 8 0,01 3 1 31
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Tabulka 7 zahrnuje hodnoty molekulové hmotnosti a pfislusné koncentrace fragmentu
hyaluronanu, ktery byl detekovan v prefiltrovaném roztoku puvodni smesi CTAB/Septonexu
s LMW, MMW a HMW hyaluronanem. Vysok4 hodnota molekulové hmotnosti 1425 kDa
u systému HMW HA se Septonexem naznacuje, ze v odfiltrovaném roztoku pravdépodobné
zustala pivodni molekula hyaluronanu, nicméné z koncentracniho zaznamu je ziejmé, ze
se jedna pouze o stopové mnozstvi. Nizké molekulové hmotnostt u HMW a MMW HA
s CTAB i Septonexem naznacuji, ze témef vSechen hyaluronan zagregoval s danym tenzidem
a v eluatu zustala nepatrna ¢ast puvodni molekuly HA. Veskeré zmény molekulovych
hmotnosti, tedy 1 koncentraci, se pii ziskavani dat projevily vznikem piku. U pfefiltrovaného
roztoku pavodni smési nizkomolekularniho hyaluronanu s CTAB i1 Septonexem zuUstala
pfevazna cast hyaluronanu (vzhledem knaméfené pomémé vysoké koncentraci)
nezagregovana (Tabulka 7, pik 1), pfesto bylo mozné v roztoku detekovat i agregaty o vyssi
molekulové hmotnosti (Tabulka 7, pik 2).

Tab. 8: Koeficient polydisperzity pro polyelektrolytovy komplex hyaluronan-tenzid, SEC-MALS

Systém Koeficient polydisperzity
[Mw/Mn]
HMW HA/CTAB 1,17
MMW HA/CTAB 1,06
LMW HA/CTAB 1,04
HMW HA/Septonex 1,65
MMW HA/ Septonex 1,49
LMW HA/ Septonex 1,06

Tabulka 8 charakterizuje polyelektrolytové komplexy vytvorené agregaci kationického
tenzidu se zaporn€ nabitym hyaluronanem o raznych molekulovych hmotnostech z hlediska
velikosti Castic obsazenych v systému, vyjadfenych jako koeficient polydisperzity.
Pro monodisperzni systém se tento koeficient rovna 1 a roste s rostouci polydisperzitou
systému. Naméfena data potvrzuji, ze se zvySujici se molekulovou hmotnosti hyaluronanu
v systému piibyva pocet Castic ruznych velikosti ve vzorku a zvySuje se tak neuniformita
systému. Vyssi polydisperzitu v naSem pripadé vykazuje systém HA-Septonex.
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6.6 Porovnavani vysledku z jednotlivych metod

Tato kapitola poskytuje prehledny souhrn a porovnani vysledku z titra¢ni analyzy systému
hyaluronan-tenzid prostfednictvim metody rozptylu svétla a zmény tepelného toku.

Tabulka 9: Porovnani vyslednych hodnot CAC ziskanych metodou rozptylu svétla a ITC

Kriticka agregaéni koncentrace (mmol-dm™)

Material Zetasizer ITC
CTAB \ Septonex CTAB \ Septonex
HMW HA 2,0+0.4 ‘ 2,0+0,2 3,0+0.3 ‘ 2,0+0,1
MMW HA 4,0+0.4 ‘ 4,0+0,2 6,0+0,5 ‘ 5,0£1,0
LMWHA e I T T — | e

Pro porovnani vyslednych hodnot CAC ziskanych vybranymi metodami byla pro ptehled
zhotovena Tabulka 9. Pro oba zkoumané systémy HA-CTAB i HA-Septonex (obéma
metodami) plati, ze se zvySujici se molekulovou hmotnosti hyaluronanu klesa hodnota CAC
azménu fazové separace lze detekovat pfi nizs§i koncentraci tenzidu v systému. CAC
pro systém s HMW HA byla pfiblizné stejna pro CTAB 1 Septonex jak u metody rozptylu
svétla, tak i izotermickeé titracni kalorimetrie, prestoze vychozi koncentrace tenzidl se lisily
(DLS: 20 mmol-dm™; ITC: 35 mmol-dm?). Komplex MMW HA-Septonex dosahl obéma
metodami priblizné stejné CAC, ale u systému MMW HA-CTAB se tato hodnota lisila. Vyssi
CAC byla uréena z dat namétenych metodou ITC. Obecné plati, ze u systému HA-Septonex
dochézi k fyzikéalné-chemickym zménam drive nez u systému HA-CTAB.

Vzhledem kvysoké hodnot¢ IEP u LMW HA-CTAB nebylo mozné stanovit
prostfednictvim Zetasizeru CAC tohoto systému. Ani metodou ITC nebylo mozné ziskat
CAC, jelikoz pfi titraci tenzidu do roztoku nizkomolekularniho HA doslo pouze k nepatrnym
tepelnym zménam.

Z méfeni vyplyva, ze metoda svyuzitim dynamického rozptylu svétla je vhodna
pro charakterizaci systému HA-tenzid, ackoliv by bylo tfeba u systémia s LMW HA-CTAB
zvysit koncentraci tenzidu tak, aby byl laserovy paprsek schopen vznikajicim koloidnim
systémem projit. Izotermicka titracni kalorimetrie je metodou vhodnou k charakterizaci
systtmu HA-tenzid pouze v oblasti vysoké a stiedni molekulové hmotnosti
HA (250-1600 kDa) a pouze vurCitém koncentratnim rozmezi daného tenzidu
(cca 35 mmol-dm).

49



7 ZAVER

Interakce zaporné nabitého hyaluronanu o rizné molekulové hmotnosti a kationickych
povrchové aktivnich latek byly studovany ve vodnych roztocich riznymi
fyzikalné-chemickymi metodami s cilem optimalizovat tyto metody pro ucely charakterizace
tvorby polyelektrolytovych komplext typu biopolymer-tenzid a zaroven ziskat piehled
o0 agregaCnim chovani vybranych povrchové aktivnich latek (CTAB a Septonexu).

Nejprve byly provedeny srazeci experimenty v prahlednych vialkach pro vizualni
pozorovani agregace systému hyaluronan-tenzid jako simulace méfeni v pfistrojich, které
nam poskytly rozmezi koncentraci vhodnych pro titracni experimenty. Z prostého pozorovani
bylo zifeymé, ze u systému HA-CTAB byl pocCatek agregace znatelnéjSi, nez u systému
HA-Septonex, z divodu vzniku sytéjsiho zakalu.

Polyelektrolytové komplexy byly nasledné podrobeny titratni analyze s vyuzitim
dynamického rozptylu svétla na pristroji Zetasizer Nano ZS. Agregace sytému byla sledovana
meéfenim Z-pruméru velikosti Castic a zeta potencialu v zavislosti na pridavku tenzidu.
Z naméfenych hodnot velikosti Castic byly stanoveny hodnoty CAC pro jednotlivé systémy
hyaluronan-tenzid, s vyjimkou syst¢ému LMW HA-CTAB, u kterého je pravdépodobné nutné
zvysit koncentraci tenzidu pro detekci CAC. Pro oba zkoumané systémy (HA-CTAB,
HA-Septonex) plati, ze se zvySyjici se molekulovou hmotnosti hyaluronanu se snizuje CAC
a naopak. Hodnoty zeta potencialu nam poskytly piehled o stabilit¢ danych systémd,
resp. komplexti. Bylo zjisténo, ze k formulaci PE komplext dochazi jiz pii zapornych
hodnotach zeta potencidlu a s rostoucim ptidavkem tenzidu se tyto hodnoty pfiblizuji bodu
IEP, narista pocet agregati v systému, dochazi k fazové separaci asystém vykazuje
nestabilni chovéani. Po dosazeni IEP se systém opé€t snazi co nejrychleji zaujmout stabilni
charakter, coz vyjadiuje narast zeta potencialu smérem ke kladnym hodnotam.

Titratnimi experimenty jsme ziskali pfesné koncentrace povrchové aktivnich latek,
pti kterych dochazi ke vzniku agregatti s hyaluronanem. Abychom si ovéfili, zda je opravdu
veskery hyaluronan vytitrovan roztokem tenzidu, byly pfipraveny smési hyaluronan-tenzid
zabodem agregace. Tyto systémy byly podrobeny SEC-MALS analyze sledujici
molekulovou hmotnost a koncentraci hyaluronanu a index polydisperzity daného komplexu.
Stanovené nizké hodnoty molekulovych hmotnosti HA a jeho koncentraci potvrzuji, Ze téméf
veSkery hyaluronan zagregoval s danym tenzidem, nicméné u puvodni smési LMW HA
s CTAB i Septonexem zustala pievazna cast hyaluronanu nezagregovana. Z toho lze
usuzovat, ze interakce LMW HA s témito tenzidy probihaji odliSnym zptisobem a tenzidy se
na kratsi fetézec HA vazou za jinych vazebnych podminek. Hodnoty PDI rostly se zvySujici
se molekulovou hmotnosti hyaluronanu; v systému tedy pfibyvaji Castice riznych velikosti
azvySuje se neuniformita systému. VysS§i polydisperzitu obecné vykazuje systém
HA-Septonex.

Metodou SEC-MALS byly také stanoveny piesné molekulové hmotnosti pouzitych vzorku
hyaluronanu a zarover jeho konformacni uspotradani v roztoku.

Posledni ¢ast experimentalni prace byla zaméfena na studium polyelektrolytovych
komplext ztermodynamického hlediska s vyuzitim izotermické titracni kalorimetrie. Data
byla vyhodnocena ve formé tepelné zmény beéhem probihajici interakce HA-tenzid
doprovazené vznikem agregati. Fazovou separaci systému naznacuji titracni kiivky a stejné
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jako v pfipadé titraCni analyzy na Zetasizeru také vizudlni pozorovani komplexu
hyaluronan-tenzid v méfici cele po skonCeni experimentu. Metoda poskytla hodnoty CAC
pouze pro systémy s HMW a MMW HA, kdy je fazova zména systému s CTAB pozorovana
pii vysSich koncentracich oproti systémim se Septonexem. I tato metoda potvrdila, ze
molekulova hmotnost HA ma vliv na pocatek agregace; ¢im vyssi byla molekulova hmotnost
HA, tim byly detekovany niz§i hodnoty CAC tenzidu v roztoku.

Prestoze byla charakterizace polyelektrolytovych komplexti v podstat€ omezena pouze
na systtmy s HMW a MMW HA a s urCitymi koncentracemi tenzidd, pouzité techniky
se ukazaly vhodnymi pro charakterizaci tvorby polyelektrolytovych komplexti v systému
hyaluronan-tenzid. Vzhledem k tomu, ze byly interakce mezi HMW a MMW hyaluronanem
a povrchové aktivnimi latkami prokazany a zaroveinl byly zjistény hodnoty CAC vybranych
tenzidl, l1ze povazovat vzniklé koloidni systémy za vhodné matrice pro zaclenéni ucinnych
latek, vyuzitelnych v cilené distribuci 1é¢iv.

Vysledky této prace mohou otevfit prostor pro dalsi studie stejného ¢i obdobného systému
typu hyaluronan-tenzid a zaroven muze piispét k nastaveni vhodnych poméra hyaluronanu
a kationickych tenzidi pfi pfipravé téchto hydrogelovych systémt s naslednou aplikaci
v oblasti mediciny.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

9.1 Seznam zKkratek

Zkratka Vyznam

HA kyselina hyaluronovéa (hyaluronic acid)

DMSO polarni rozpoustédlo dimethylsulfoxid

HAS hyaluronansyntazy, enzymy zodpovédné za syntézu hyaluronanu

UDP-cukry uridindifosfat navazany na molekulu sacharidu, ktery nabyva
aktivni formy; pyrimidinovy nukleotid; prekurzor uridintrifosfatu

CD44 receptor HA glykoproteinové povahy vyskytujici se na povrchu
bunék

RHAMM receptor pro HA zprostrfedkovavajici bunéénou mobilitu

LYVE-1 HA receptor znacici endotelie lymfatickych cév

HARE HA receptor pro endocytozu

Layilin integralni membranovy receptor HA

TLR4 molekulami receptor vedouci k produkci zanétlivych cytokinu,
vyvolavajicich aktivaci vrozeného imunitniho systému

PAL povrchové aktivni latka

HLB hydrofilné-lipofilni rovnovaha (hydrofobic-lipophilic balance)

CMC kriticka micelarni koncentrace (critical micellar concentration)

CTAB cetyltrimethylamonium bromid

DNA kyselina deoxyribonukleova (deoxyribonucleic acid)

PE polyelektrolyt (polyelectrolyte)

PEC polyelektrolytovy komplex (polyelectrolyte complex)

NMR nuklearni magneticka rezonance (nuclear magnetic resonance)

PES-C polyelektrolyt-surfaktant ~ komplex  (polyeleytrolyte-surfactant
complex)

CAC kriticka agregacni koncentrace (critical aggregation concentration)

IEP izoelektricky bod (isoelectric point)

DLS dynamicky rozptyl svétla (dynamic light scattering)

PCS fotonova korelacni spektroskopie (photon correlation spectroscopy)

SEC rozmérové  vyluCovaci  chromatografie  (size  exclusion
chromatography)

FFF frakcionace tokem v poli (field flow fractionation)

NIBS neinvazivni detekce zpétného rozptylu (non-invasive back-scatter)

ELS elektroforeticky rozptyl svétla (electrophoretic light scattering)

LDV laserova Dopplerova velocimetrie (laser Doppler velocimetry)

MALS staticky rozptyl svétla méfeny ve vice thlech (multi-angle light
scattering)

UV/VIS ultrafialova a viditelna oblast elektromagnetického spektra
(ultraviolet-visible)

dRI diferencni refraktometr (differential refractive index detector)

RI index lomu (refractive index)
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ITC
DTAB
Na-PSS
Na-PMA
PDADMAC
SDS
TTAB
BKC
HMW
MMW
LMW
rpm

9.2 Seznam symbolu

Symbol
Da

nm

mg

ml

g

mmol
dm?
°C

o
pKa
AH
kJ

izotermicka titraCni kalorimetrie (isothermal titration calorimetry)
dodecyltrimethylamonium bromid

polystyren sulfonat sodny (sodium polystyrene sulfonate)
polymetakrylat sodny (sodium polymethacrylate)

poly (diallyldimetylamonium chlorid)

dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)
tetradecyltrimethylamonium bromid

benzalkonium chlorid (benzalkonium chloride)

vysoka molekulova hmotnost (high molecular weight)
sttedni molekulova hmotnost (medium molecular weight)
nizkd molekulova hmotnost (low molecular weight)
otacky za minutu (revolutions per minute)

Nazev veliiny

Dalton

nanometr

miligram

mililitr

gram

milimol

decimetr krychlovy

stupeti Celsia

stupefi ionizace

disociacni konstanta

zmeéna entalpie

kilojoule

autokorelacni funkce

difuzni koeficient

velikost rozptylového faktoru
Ludolfovo cislo

vlnova délka dopadajiciho svétla ve vakuu
uhel rozptylu

hydrodynamicky polomér ¢astic
Boltzmannova konstanta

absolutni teplota

dynamicka viskozita disperzniho prostiedi
mikrometr

druhy virialni koeficient
interak¢éni parametr
elektroforeticka pohyblivost ¢astic
dielektricka konstanta
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flka)
2,0 Z

viskozita prostiedi
Henryova funkce

zeta potencial

milivolt

molekulova hmotnost
opticka konstanta
koncentrace makromolekuly
funkce thlové zavislosti na rozptyleném svétle
Rayleightiv pomér

zmeéna entalpie

zmena entropie

Zmeéna Gibbsovy energie
univerzalni plynova konstanta
mikrokalorie

kilokalorie

pomeér naboju

pocet molekul

kilodalton

mikrolitr

centimetr

megadalton

centimetr krychlovy

prumér Castice
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10 PRILOHY
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Priloha 1: SEC-MALS, Chromatograficky signdl vzorkit HA a jejich molekulova hmotnost
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Priloha 2: DLS, Graf zavislosti Z-priiméru velikosti castic na koncentraci tenzidu, titrace
CTAB/Septonexu do roztoku MMW HA
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Priloha 3: DLS, Graf zavislosti zeta potencidlu na koncentraci tenzidu; titrace CTAB/Septonexu
do roztoku HMW HA
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