VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

HYDROGELY HYDROFOBIZOVANEHO HYALURONANU A
MICEL

HYDROGELS PREPARED FROM HYDROPHOBIZED HYALURONAN AND MICELLES

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. Kristyna Dankova

AUTHOR

VEDOUCI PRACE prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.
SUPERVISOR

BRNO 2021



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani diplomové prace

Cislo prace: FCH-DIP1488/2020 Akademicky rok:  2020/21
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie

Studentka: Bc. Kristyna Dankova

Studijni program:  Chemie pro medicinské aplikace

Studijni obor: Chemie pro medicinské aplikace

Vedouci prace: prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.

Nazev diplomové prace:

Hydrogely hydrofobizovaného hyaluronanu a micel

Zadani diplomové prace:

1. Provést reSersi na téma hydrofobizovany hyaluronan a jeho vyuziti v mediciné, popf. kosmetice.
Zamérit se zejména na hyaluronan modifikovany palmitoylem.

2. Seznamit se se zakladnimi principy pfipravy hydrogeltt kombinaci hydrofobizovanych (bio)polymer
a micelarnich roztoku.

3. Na zakladé reSerSe navrhnout laboratorni postupy pfipravy hydrogeld z palmitoyl-hyaluronanu
a micelarni formy vhodného tenzidu. Zaméfit se pfedevsim na tzv. biotenzidy na bazi sacharidd (napf.
(do)decylglukosid).

4. Ovérit navrzené postupy, navrhnout a provést charakterizaci ziskanych gelu.

5. Zhodnotit moznosti vyuziti palmitoyl-hyaluronanu k pfipravé hydrogell zadanym postupem; vytycit
pfipadné dal$i sméry badani v dané oblasti.

Termin odevzdani diplomové prace: 30.7.2021:
Diplomova prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplari na sekretariat Ustavu. Toto
zadani je sou&asti diplomové prace.

Bc. Kristyna Darikova prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc. prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.
student(ka) vedouci prace vedouci Ustavu

prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

V Brné dne 1.2.2021 N
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkynova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na pfipravu hydrogel hydrofobizovaného derivatu kyseliny
hyaluronové palmitoyl hyaluronanu v pfitomnosti micel biotenzidu decyl glukosidu, tenzidu
triton X-100 a jejich naslednou charakterizaci pomoci vybranych testl reologie a infracervené
spektrometrie. Byl pozorovan vliv metody pfipravy, druhu a koncentrace tenzidu a celkové
pfitomnosti micel na vlastnosti vysledného hydrogelu. Mimo jiné byla provedena zkouska na
botnani, ktera pfinesla pozitivni vysledky pro budouci vyzkum.

ABSTRACT

This Master's thesis is focused on the preparation of hydrogels based on a hydrophobic
derivative of hyaluronic acid palmitoyl hyaluronan in presence of biosurfactant decyl
glucoside’s micelles and micelles of surfactant triton X-100. For followed characterization were
chosen rheological tests and infrared spectrometry. There was observed influence of
preparation method, type and concentration of surfactant and presence of micelles on final
features of the hydrogel. Moreover, an experimental test of swelling was performed with
interesting results for future research.
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1 UvoD

Biomaterialy zahrnujici hydrogely jsou a budou nedilnou souc&asti mediciny. Jejich vyuziti je
zaméreno na nosice pro cileny pifenos IéCiv, matrice pro tkanové inzenyrstvi a regenerativni
medicinu a spoustu dalSich. Jelikoz jde o materialy ur€ené pro pfimy kontakt s lidskym télem,
jsou na né kladeny vysoké naroky nejen z hlediska biokompatibility a biodegradability. Jejich
vyvoj proto mize byt mnohdy naro¢nou a velkou vyzvou.

Hydrogely tvofi trojrozmérna sit vzajemné propojenych fetézcl polymeru. Kromé této sité
zaujima vétSinu objemu hydrogelu voda, diky které ma tento material své specifické
viskoelastické vlastnosti a pfedpoklad biokompatibility. Pfipravu hydrogell je mozné provadét
fyzikalnimi i chemickymi metodami. V ramci této prace byly pfipraveny fyzikalné sitované
hydrogely bez vzniku kovalentnich vazeb.

Palmitoyl hyaluronan je hydrofobné modifikovany derivat kyseliny hyaluronové.
Hydrofobni fetézce tohoto polymeru jsou ve vodném roztoku schopny interagovat a veést
k agregaci a pfipadné az tvorbé gelu. Stejné tak jsou schopny inkorporace do vnitini Casti
micel, kde se nachazi preferované hydrofobni prostfedi. Pravé interakce palmitovych fetézct
tohoto hyaluronanu s micelami a s tim souvisejici gelace jsou pfedmétem vyzkumu predlozené
diplomové prace.

Cile této diplomové prace zahrnuji teoretické zpracovani dostupnych informaci
o hydrofobizovaném hyaluronanu s konkrétnim zaméfenim na palmitoyl hyaluronan,
seznameni se obecné s principy interakci hydrofobizovanych biopolymert a micel
a moznostmi pfipravy hydrogelu sitovanim pomoci téchto interakci.

Dale se prace zabyva experimentalnim ovéfenim dvou navrzenych zplUsobl pfipravy
hydrogel palmitoyl hyaluronanu a micel vybranych tenzidd vychazejicich ze ziskanych
teoretickych poznatkl. Zastupci tenzidu jsou decyl glukosid a triton X-100. Oba tenzidy byly
cilené vybrany diky svému neiontového charakteru, aby pribéh gelace nenaruSovaly
elektrostatické interakce. Pozornost je vénovana hlavné decyl glukosidu, ktery je oznacovan
jako biotenzid s pfedpokladem vyuziti pro medicinské aplikace.

V ramci experimentalni ¢asti byla provedena charakterizace vzniklych gelt navrzenymi
analytickymi metodami reologie a infraCervena spektrometrie z jejichz vysledku bylo cilem
odvozeni vlastnosti pfipravenych gelt a vyhodnoceni vhodnosti postupu jejich pfipravy
zvolenou metodou. Na zavér jsou uvedeny navrhy pro budouci sméfovani vyzkumu této
problematiky.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Biopolymery

Polymer je makromolekularni latka slozena z mnohonasobné se opakujicich molekul jednoho
¢i vice druht atomu nebo jejich skupin spojenych do fetézce v takovém mnozstvi, Ze pfidanim
nebo odebranim jedné &i vice jednotek se nezméni fyzikalni ani chemické vlastnosti této
latky [1].

Pojem biopolymery charakterizuji dvé zakladni kritéria: (1) zdroj surového materialu a (2)
schopnost biodegradability neboli rozkladu pomoci pfirozenych biologickych procest. Na
zakladé téchto kritérii mohou byt biopolymery rozdéleny do nasledujicich tfi kategorii.

e Biopolymery A, tvofeny obnovitelnymi surovinami, biodegradabilni.
e Biopolymery B, tvofeny obnovitelnymi surovinami, nejsou biodegradabilni.
e Biopolymery C, vyrobeny z fosilnich paliv, biodegradabilni [2].

Biopolymery kategorie A jsou bud produkovany biologickymi systémy (zvifata, rostliny,
mikroorganismy) nebo vznikaji syntézou z materiall biologického puvodu. Patfi zde veSkeré
proteiny (napf. kolagen, albumin), polysacharidy (napf. Skrob, chitosan, hyaluronan)
a nukleové kyseliny (DNA, RNA), ale inapfiklad mikroorganismy produkované
polyhydroxyalkanoaty (PHA) nebo synteticky pfipravena kyselina polymlééna [2].

Do kategorie Biopolymery B mohou byt zafazeny polyamidy z ricinového oleje, bio-PVC
(biopolyvinyl chloridy) nebo pfirodni pryz a jantar [2].

Biopolymery C jsou vyrobeny zropy nebo zemniho plynu ajsou certifikovany jako
biodegradabilni a kompostovatelné. Patfi zde napfiklad polykaprolakton (PCL) a polybutylen
sukcinat (PBS) [2], [3].

2.1.1 Polysacharidy

Polysacharidy (spadajici do biopolymerl kategorie A) jsou vysokomolekularni latky tvorené
monosacharidovymi jednotkami spojenymi glykosidickou vazbou do dlouhého fetézce. Diky
vice druhum opakujicich se podjednotek, riznym typum glykosidické vazby a stupni vétveni
jsou strukturné rozmanité. V zivych organismech plni dulezitou zasobni a stavebni funkci.
Mnoho polysacharidd mize také obsahovat necukerné slozky anorganického €i organického
puvodu, tyto struktury se pak dale nazyvaji heteroglykosidy. Patfi mezi né napfiklad
glykosaminoglykany [2], [4].

Glykosaminoglykany (GAG) neboli mukopolysacharidy jsou derivaty slozené
z disacharidovych jednotek hexosamint (N-acetylglukosamin nebo N-acetylgalaktosamin)
a uronovych kyselin (glukuronova aiduronova). Patfi mezi né kyselina hyaluronova,
chondroitinsulfaty, dermatosulfaty, keratansulfaty a heparansulfaty. Navazanim GAG na
takzvané proteinové jadro vznikaji strukturné sloZitéjSi proteoglykany. Zminéné
glykosaminoglykany tvofi az 95 % molekuly proteoglykant. Zbylé procenta zaujima bilkovinna
sloZzka. Podrobnéjsi struktura je vyobrazena na obrazku 1. Samotné GAG i od nich odvozené
proteoglykany jsou dulezitymi sloZkami mezibunééné hmoty a pojivovych tkani. Jakozto
vysoce hydrofilni molekuly na sebe vazou znacné mnozstvi vody a zajistuji tak nezbytnou
hydrataci tkani [4], [5], [6].



Polysacharidy obecné maji vhodné reologické vlastnosti, schopnost zadrZzovat vodu a tvofit
souvisly film. Tyto ajejich dalsi fyzikalni a chemické vlastnosti umozhuji Siroké vyuziti
polysacharidll v potravinarstvi a primyslu jako emulgatory, stabilizatory a zahustovadla.
Jejich plvod z zivych organism( navic ve vétSiné pfipadl zajiStuje netoxicky charakter
a biodegradabilitu, coz jsou jedny z dualezitych hodnot udrziteIného rozvoje. Polysacharidy jsou
proto v dnesSni dobé hojné vyuzivany pfi vyvoji materidld vhodnych pro farmacii
a kosmetiku [2].

Proteoglykanovy agregat

chondroitin sulfat —— osovy protein

spojovaci protein \
)

kyselina hyaluronova—— ¢

keratan sulfat /
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jednotka

LA L
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Obrazek 1: Struktura proteoglykanu [4]

2.1.1.1 Hydrofobizované polysacharidy

Polysacharidy mohou byt chemicky nebo fyzikalné modifikovany za ucelem zmény/vylepSeni
vlastnosti nativnhiho materialu, ke kterym muze patfit viskozita, hydrofilni/hydrofobni charakter,
povaha polyelektrolytu, schopnost gelace, aktivita biologicky aktivnich (napf.
antikoagulacnich) polysacharidu a dalsi. Atraktivni medicinské aplikace selektivné upravenych
polysacharidl zahrnuji pfipravu permeabilnich membran, matric pro cileny pfenos a fizené
uvolfiovani IéCiv, procesy souvisejici s obnovenim biologického materialu po pouziti afinitni
chromatografie, elektroforézy €i imobilizaci enzymU( a bunék [7].

Zatimco hydrofilni kostra ¢ini polysacharid ve vodném prostfedi rozpustnym,
u hydrofobnich skupin dochazi k intramolekularnim asociacim a tvorbé reversibilnich
trojrozmérnych siti &i micelarnich struktur. Tyto asociace jsou mimo jiné mistem s vysokou
afinitou k interakci s povrchové aktivnimi latkami (PAL). Bylo dokazano, Ze po pfidani PAL do
roztoku obsahujiciho hydrofobizovany polysacharid, dochazi k markantni zméné reologickych
vlastnosti. Tento jev je vSak silné zavisly na mnozZstvi pfidané PAL. Téma interakce
hydrofobizovanych polysacharidd a PAL je dale rozvedeno v kapitole 2.3 Interakce
hydrofobizovanych biopolymert a micel [8].

Existuje vice zpusobu, jakymi lze hydrofobné modifikované polysacharidy pfipravit.
U chemické modifikace jde obecné o navazani hydrofobnich skupin do postranniho fetézce i
koncového useku Fetézce hlavniho [8]. PFiprava polysacharidd s hydrofobnim charakterem
zahrnuje reakce rliznych derivat( uhlovodik(. Pfiklady takovych reakci zobrazuje schéma na
obrazku 2, kde s polysacharidem reaguje:



Halogenderivat a vysledna molekula je ether (Obrazek 2 a).
Epoxid a vysledna molekula ether (Obrazek 2 b, c).
Halogenderivat a vysledna molekula ester (Obrazek 2 d).
Anhydrid a vysledna molekula ester (Obrazek 2 e).

. Isokyanat (Obrazek 2 f) [9].

+  X-
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kde AN\ = piirodni polysacharid a jeho derivaty
X = Cl, Brnebo |

= alkylovy hydrofobni fetézec

Obrazek 2: Syntéza hydrofobné modifikovanych polysacharid( za pouZiti riznych derivatu uhlovodikt
S hydrofobnim charakterem [9]

U fyzikalnich postupl dochazi k povrchové upravé polysacharidu, a to napfiklad pouzitim
studeného plazmatu nebo laseru. Cilem je zvySeni drsnosti povrchu a snizeni jeho povrchové
energie. Povrch Ize taktéz potahovat riznymi polymery, kde jsou na polysacharid navrstveny
dalSi molekuly a upevnény pomoci nevazebnych interakci. Na rozdil od chemické upravy zde
nedochazi ke vzniku kovalentnich vazeb. Jedna z technik nekovalentniho navazani polymeru
je zobrazena na obrazku 3, kde v prvnim kroku je pouzita “layer by layer” depozice
polyelektrolytu, nasleduje sol-gel srazeni oxidu kfemicitého a poté pfipojeni perfluorovanych
molekul [10].
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Obrazek 3: Metoda "layer by layer” depozice vyuZita k modifikaci celulézy [10]

2.1.2 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA) je linearni polysacharid tvofeny opakujici se disacharidovou
jednotkou sloZenou z kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu. Chemicka struktura
této jednotky je zobrazena na obrazku 4 v &asti A. Jednotky jsou do fetézce spojeny
3-1,4-glykosidickou vazbou. Jeji fyzikalni vlastnosti a biologicky ucinek zavisi na molekularni
hmotnosti, ktera mze dosahovat az 108 Da. Pri fyziologickém pH maiji karboxylové skupiny
aniontovy naboj, ktery mlze byt vyvazen kationty prvk( Na, K, Ca a Mg [11]. Ve vodném
prostiedi tedy nese HA negativni naboj a tvofi silné hydrofilni soli, které se oznacuji jako
hyaluronan nebo hyaluronat. Mimo jiné molekuly vody obklopujici molekulu HA spojuji
karboxylové a acetamidové skupiny pomoci vodikovych mustku a stabilizuji tak sekundarni
strukturu do jednoretézcové levotoCivé Sroubovice. Diky hydrofobnim interakcim
a mezimolekularnim vodikovym vazbam dochazi zejména u vysokomolekularni HA k agregaci
a tvorbé rozsifenych sitovych struktur. Hydrofobni a hydrofilni ¢asti molekuly jsou spolu
s vodikovymi vazbami naznaceny na obrazku 4 v ¢asti B [11].
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D-glukoronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin

A OH OH
(8]
“eee O QO
O HO .
HO 0 s somn
OH NH
():<
L CH,y _ n
B CH;
(){
OH NH
0
(8}
0 HO
8
NH HOH(
0—"‘< \ TH ' 0
CHy
Hydrofilni skupiny ~ Hydrofobni ¢asti Vodikova vazba

Obrazek 4: A. Chemicka struktura disacharidové jednotky HA, B. Zobrazeni vodikovych vazeb
v molekule [11]

2.1.2.1 Biosyntéza a degradace

Kyselina hyaluronova patfi do skupiny GAG, které jiz byly zminény v textu vyse. Na rozdil od
ostatnich GAG neprobiha bunééna syntéza HA v Golgiho aparatu, ale pomoci integralnich
membranovych proteind zvanych hyaluronan syntazy (HAS1, HAS2 a HAS3). Tyto enzymy
tvofi dlouhé polymerni fetézce stfidavym pfipojovanim kyseliny glukuronové a N-
acetylglukosaminu v jejich aktivované formé obsahujici molekulu UDP. Naopak degradace je
usavcu zajisténa plsobenim tfi enzymU: hyaluronidaza, (-D-glukoronidaza a
B-N-acetylhexosaminidaza [12]. Vtéle se tyto enzymy nachazi v riznych formach,
intracelularné, ale ivséru. V prvnim kroku $tépi hyaluroniddza molekuly HA o vysoké
molekulové hmostnosti na mensi oligosacharidy, které jsou dale degradovany ucinkem dalSich
dvou zminénych enzymu. Hydrolyzou HA, jakozto hlavni slozky mezitkarfiové bariéry, snizuje
hyaluronidaza jeji viskozitu a tim zvySuje permeabilitu tkané. Z tohoto divodl se v mediciné
vyuziva ve spojeni s nékterymi lIéky, aby doslo k urychleni jejich dodani a disperze. Nékteré
bakterie jako napfiklad Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes et pneumoniae
a Clostridium perfringens produkuji hyazu za ucelem zvySeni mobility v télnich tkanich
a zaroven jako antigenni maskovani pfed ucCinkem fagocytézy burikami imunitniho
systému [12].
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2.1.2.2 Biologicky vyznam a mechanismus ucinku

Hyaluronan je v lidském téle téméf vSudypfitomny a je vyznamnou soucasti synovialni tekutiny
a extracelularni matrice (ECM). Jakozto vysoce hydroskopicka molekula hraje dualezitou roli
v zajisténi hydratace tkani a osmotické rovnovahy. Zajimavosti je, ze jeho podstatné mnozstvi
se kromé& ECM mékkych pojivovych tkani a kiize nachazi také v oénim sklivci a pupeéni Sire.
Navzdory jednotné a jednoduché primarni struktufe maji polymery HA mimofadné rozsahlé
a mnohdy protichudné biologické funkce v zavislosti na velikosti molekuly. Zatimco
vysokomolekularni HA ma imunosupresivni a anti angiogenni vlastnosti, stfedné velké
angiogenni, tj. podporuji tvorbu/remodelaci krevni kapilarni sité. V kazi se vyznam HA mimo
jeji hydrataci zaméfuje na zachytavani volnych radikalt vznikajicich pusobenim UV zafeni,
které zpUsobuji koznim burikdm oxidacni stres, pfipadné poskozeni jejich genetického
materialu a naslednou degeneraci a zanik. V chrupavce funguje HA jako strukturni komponent
ECM, konkrétné tvofi pomoci specifickych interakci HA-bilkovina agregaéni centrum velkého
chondroitinsulfatového proteoglykanu agrekanu [12], [13]. Agrekan ziskava diky této interakci
gelovou strukturu a zajiStuje tak chrupavce dulezitou odolnost v tlaku. Jeho schopnost vazat
hyaluronan hraje dulezitou roli pfi zprostfedkovani interakci chondrocyt-chondrocyt
a chondrocyt-ECM [14]. Samovolné molekuly vysokomolekularni HA vyskytujici se
v synovialni tekutiné poskytuji nezbytné promazani kloubud, tlumi narazy, snizuji tfeni
pohybujicich se kosti a celkové opotfebeni kloubu. U zanétlivych stavi pfi artritickych
onemocnénich je vysokomolekularni HA degradovan reaktivnimi formami kysliku a ztraci
potfebnou viskozitu k promazani kloubu a tlumeni narazl, coz vede k zhorSeni pohyblivosti
a bolesti kloubt [13].

Kromé pasivni funkce strukturni molekuly, plsobi HA taktéz jako signalni molekula
interagujici s povrchovymi receptory bunék a ma vliv na jejich proliferaci, diferenciaci, migraci
a celkovou regeneraci tkani. Hlavnim receptorem HA je multifunkéni transmembranovy
glykoprotein CD44, ktery je soucasti témér vSech druhu lidskych bunék a existuje v mnoha
izoformach [11]. Mimo HA mlze CD44 interagovat taky s rlstovymi faktory, cytokiny a ECM
proteiny. Uvnitf buriky je CD44 spojen s cytoskeletem a umoznuje tak propojeni HA pravé se
strukturou cytoskeletu. Interakce HA-CD44 je sou€asti mnoha intracelularnich signalnich drah
fidicich vySe zminéné procesy a vlastnosti bunék a hraje dllezitou roli pfi zanétu a hojeni ran.
V pfipadé abnormalni aktivity téchto signalnich kaskad muze naopak dojit k maligni
transformaci bunék a tvorbé nadoru, jak je napfiklad znamo u rakoviny slinivky bfidni, prsu &i
plic [11].

2.1.2.3 Produkce aizolace HA

Poprvé byl hyaluronan izolovan v roce 1934 z hovézi o€ni bulvy. Na konci 50. let 20. stoleti
nasledovalo prvni medicinské vyuziti HA (izolovaného z pupecni $ilry) jako nahrada sklivce
pfi operaci o€i. Mezi dalSi biologické tkang, ze kterych byla HA extrahovana patfi kohouti
hfebinky a ZraloCi kGize. JelikoZ se HA v biologickém materialu nachazi vétSinou v komplexu
s jinymi biopolymery vyzaduje izolace vedouci k ziskani Cisté molekuly mnoho separacnich
kroku, a pfestoZze doSlo bé&hem poslednich let k jejich zdokonaleni, vysledkem byl vzdy
polydisperzni a neuspokojivy vytézek. Navic existuje riziko kontaminace proteiny, které by
mohly zpusobit imunitni reakci, nebo nukleovymi kyselinami, priony &i viry, které mohou vést
k pfenosu infek&nich chorob. Nehledé na to, Ze jde taktéz o vysoce nakladny proces [11], [15].
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Diky jedineénym vlastnostem (biokompatibilita/biodegradabilita, mukoadhezivita,
viskoelasticita, hydroskopicnost a jiné) a u€inkim (protizanétlivé a imunosupresivni) roste
zajem o aplikaci HA v riznych smérech exponencialnim zpUisobem a stejné tak jeji spotfeba.
Cilem dnesni doby, a zaroven i velkou vyzvou pro vyzkum, je optimalizace vyrobnich procesu
HA za ucelem ziskani produktu, které budou splfiovat vysoké naroky na Cistotu a bezpecnost,
dostatecnou vytéznost a zarover budou dosazitelné z hlediska naklada [11], [15].

V souCasnosti je komer¢ni produkce HA, kromé udstupujici izolace ze zvifecich tkani,
pokryta zejména biotechnologicky mikrobialni fermentaci. Prvnimi bakteriemi, které byly
k produkci vyuzivany, jsou streptokoky, konkrétné napfiklad kmen Streptococcus equi.
Optimalni podminky fermentace pro dosazeni vysokomolekularni HA o hodnoté 3,5—
3,9-10° Da zahrnuji teplotu 37 °C, pH 7 a pfitomnost laktézy nebo sachardzy. Aplikaci HA
v mediciné ziskanou touto metodou umoznuje jeji konzervovanost neboli vysoka mezidruhova
podobnost. Nicméné jelikoz jsou tyto bakterie producenty fady toxinu, pfednost dostavaji jing,
rekombinantné upravené kmeny bakterii (Bacillus, Agrobacterium, E. coli, Lactococcus). Ani
ty vSak v porovnani s metodou izolace nejsou o moc vyhodnéjsi. Pfi fermentaci zvySuje HA
viskozitu média, coz ve velkych objemech vede k nedostateCnému promichavani a nizkému
prenosu kysliku. Casto je tedy obtizné dosahnout vyssiho vytézku, nez je 6—7 g/l. Velkou
vyzvou vtom pfipadé zUstava i polydisperzita, které je vysoce zavisla na podminkach
kultivace. A stejné tak jako u zivo€iSnych tkani, i u bakterialni buriky je mozna kontaminace
vyvolavajici imunitni reakci. Proto je sou€asny vyvoj soustfedén na moznost nebunécného
produkéniho systému (in vitro) za vyuziti izolovanych HAS enzym(. Timto zpUsobem Ize
produkovat vysokomolekularni HA s nizkou polydisperzitou, nicméné vytézek zlstava velmi
nizky [11], [15].

2.1.3 Modifikace kyseliny hyaluronové

Nativni HA ma od urcité koncentrace schopnost pomoci fyzikalnich interakci samovolné tvofit
gelové struktury, které by mohly byt diky své biokompatibilité, biodegradabilité a afinité
k receptoru CD44 idealnim materialem nosicovych systém( zejména pro Iéky na rakovinu.
Nevyhodou nativnich siti je vSak jejich nizka stabilita. Ve vodném prostfedi se rychle
rozpou$téji a v prostiedi fyziologickém jsou vysoce citlivé vicéi enzymu hyaluronidaza.
V lidském téle je pfiblizné jedna tfetina celkového obsahu hyaluronanu denné degradovana
a preformovana. Plazmaticky polo€as nativni HA je u zdravych jedincu je 2,5-5,5 minut [16].
VylepSeni téchto nedostatkl pro specifické potfeby a aplikace umozniuji chemické modifikace
struktury HA. Zaroven se ale pfi navrhovani novych syntetickych derivati dba zejména na
zachovani pozitivnich vlastnosti pfirozené formy HA jako je jiz zminéna biokompatibilita,
biodegradabilita a schopnost mukoadheze [11]. Hydrofobni modifikace umoziiuji v zavislosti
na stupni substituce upravu hydrofilniho charakteru a rychlosti degradace. Napfiklad pfipojeni
aminokyselin do struktury HA znaéné zvySuje rezistenci vii¢i enzymatické degradaci. Dikazem
toho je studie porovnavajici eliminacni polo€as nativni a modifikované HA v nadorové tkani.
Zatimco distribuce byla po 5 min pro obé latky témér identicka, k eliminaci nativni HA doslo
pfiblizné v intervalu 8 hodin, zatimco modifikovana HA byla v nadorové tkani identifikovatelna
ve vysoké koncentraci i po uplynuti 48 hodin [16].

Chemické modifikace primarné zahrnuji dvé aktivni mista molekuly, a to hydroxylové
a karboxylové funkéni skupiny, které umoznuji pfipojeni lipidd, I&Civ, polymert &i dalSich
bioaktivnich molekul [16]. Kromé toho Ize dale provést chemickou modifikaci aminoskupiny,
kterou Ize aktivovat pomoci deacetylace N-acetylovych skupin. VSechny ftfi tyto funkcni
skupiny |ze modifikovat pomoci dvou metod, které jsou zalozeny na stejnych chemickych
reakcich, ale vedou k riznym produktim. Tyto reakce se nazyvaji konjugace a sitovani.
Konjugace spociva v navazani monofunkéni molekuly do jednoho fetézce pomoci jedné
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chemické vazby, zatimco k sitovani se vyuzivaji polyfunk&ni slou¢eniny za ucelem propojeni
vice Fetézcu nativni nebo konjugované HA dvéma nebo vice kovalentnimi vazbami. Obé
metody, vcetné konecné struktury vyslednych derivatd, jsou schematicky zobrazené na
obrazku 5 ajsou obecné vyuzivany k riznym ucelim. Konjugace umoznuje modifikaci HA
rdznymi molekulami s cilem ziskani nosi¢ovych systému pro cileny pfenos I&Civ s vylepSenymi
vlastnostmi a ohledem na nativni molekulu. Zatimco u&elem sitovani je zlepSeni
mechanickych a reologickych vlastnosti a snizeni rychlosti degradace ve srovnani s nativni
HA. Sitovanim vznikaji derivaty s delSi Casovou odolnosti v misté aplikace a lepSim
uvolhovanim. Tyto metody modifikace Ize vyuzit napfiklad i s bioaktivhimi molekulami pro
aplikace zahrnujici tkanové inzenyrstvi a vyvoj nosi€ovych systéma [11].

A CHEMICKA KONJUGACE CHEMICKE SITOVANI
HA fetézec W e T i HA fetézec i Tt NP i T S e N
+ +
Monofunkéni x—@ Bifunkéni —@—x

ligand i ligand

[ .4
Konjugovana Zesitovana
HA HA

Nativni HA Konjugovand HA Zesitovana HA

Obrazek 5: Modifikace pomoci konjugace a sitovani, B. Nativni, konjugovana a zesitovana struktura
HA [11]

Obecné se chemicka modifikace HA provadi v kapalné fazi. Jelikoz je ale HA silné
hydrofilni, vychazeji nékteré reakce z jejich konjugatd. Ty jsou vSak zavislé na hodnoté pH
roztoku a vyzaduji kyselé nebo alkalické prostredi, které vS§ak nemuze byt pfili§ silné, aby
nedoslo k degradaci HA struktury. Pokud jsou pouzité reagenty citlivé na hydrolyzu, provadi
se reakce v bezvodych organickych rozpoustédlech jako je dimethylsulfoxid (DMSQO) nebo
dimethylformamid (DMF) [11]. Ktomu je v8ak potfeba pFfevést nativni HA na
tetrabutylamoniovou (TBA) sul, ktera je rozpustna v organickém prostfedi a zvySuje se tim
reak¢ni €as a naklady. DalSi nevyhodou pouziti organickych rozpoustédel jsou pfiliS dlouhé
procesy Cisténi. Pro vyrobu produktl k injekénimu podani, implantatovych nosicu, systému
s pfenosem |éCiv a 3D struktur pro enkapsulaci zivych bunék je potfeba zajistit efektivni, levné
a bezpecné metody vyvoje HA derivatu o vysoké kvalité a Cistoté [11].
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K charakterizaci derivatll Ize uplatnit rdzné metody v zavislosti na zkoumanych
vlastnostech. K ur€eni stupné substituce je mozné vyuzit spektroskopické metody zahrnujici
infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci (FTIR) nebo nuklearni magnetickou
rezonanci (NMR). Hodnoceni mechanickych vlastnosti obsahuje charakterizaci mikrostruktury,
reologii, schopnost botnani a zadrzovani vody, vyhodnoceni stability v zavislosti na pH, teploté
a Case. Biokompatibilitu Ize testovat pfimo na zivych burikach nebo pomoci imunochemickych
metod [16].

2.1.3.1 Palmitoyl hyaluronan

Alkyl derivaty HA hydrofobniho charakteru Ize obecné pfipravit metodou acylace, ke které se
vyuzivaji zejména anhydridy mastnych kyselin, jejich chloridy nebo kyseliny samotné
v pfitomnosti katalyzatoru. Palmitoyl hyaluronan, jehoz struktura je zobrazena na obrazku 6,
tedy vznika navazanim alkylového fetézce kyseliny palmitové na hydroxylové skupiny HA.

FEN O
H3C (CH2)

R = H-, CH3-(CH3)14-CO- O—

Obrazek 6: Struktura derivatu palmitoyl hyaluronanu [18]

Stupen substituce je zavisly na podminkach reakce. Rozpustnost tohoto biopolymeru ovliviuji
dva parametry: a) molekulova hmotnost, b) stupen substituce. S rostouci hodnotou téchto
parametrll rozpustnost ve vodé klesa. Testy biokompatibility provedené na mysich bunéénych
liniich nevykazuiji vliv na Zivotaschopnost bunék. Vyrobce Contipro uvadi mozné vyuziti tohoto
derivatu k biomedicinskym aplikacim, jako je dodani léCiv, membrany a nosie na bazi
mikrovlaken a zajisténi anti-adheze membran pro vnitini chirurgii [17], [18].

2.1.4 Vyuziti HA a jejich derivata

Jak jiz bylo zminéno, nativni HA ma diky svym unikatnim biologickym, fyzikalnim a chemickym
vlastnostem Siroké moznosti vyuziti v mediciné, farmacii, potravinarstvi a kosmetice. To samé
se tyka i vylepSenych derivatl této latky. Jednou z moznych aplikaci jsou systémy pro pfenos
léCiv. At uz samostatné nebo v kombinaci s jinymi latkami vznikaji prolécCiva, povrchové
upravené liposomy, nanoCastice, hydrogely ajiné [11]. Cilem konjugace farmakologicky
aktivnich latek na HA je pfiprava proléku s vysSi stabilitou a terapeutickou u€innosti ve
srovnani s voln& podanym Iécivem. Uginku se dosahne ve chvili, kdy dojde k poruseni vazby
spojujici Iék s HA, v idealnim pfipadé v konkrétnim cilovém bodé. Na HA mohou byt navazany
latky s mistnim isystémovym uéinkem. Napfiklad s antidiabetickymi peptidy jako exendin
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vykazuje derivat pfi testovani na mySich prodlouZeny biologicky polo€as a hypoglykemicky
ucinek a zlepSenou inzulinotropni aktivitu oproti volné formé IéCiva. Konjugaci s fosfolipidy Ize
docilit pfipravy povrchové modifikovanych liposomu [11]. Chemickou modifikaci Ize provést
bud pfed formulaci samotnych liposomu, nebo i po ni na vnéjSim obalu. Na povrch liposomu
Ize kromé toho navazat HA inekovalentné pomoci iontovych interakci nebo technikou
hydratace lipidového filmu. Takto upravené liposomy vykazuji slibné vlastnosti pro pfenos
léCiv. Zvysuji stabilitu Ié€Civa v krevnim fecCisti, prodluzuji jejich biologicky polo€as, redukuji
systémovou toxicitu, zvysuiji jejich prostupnost pfes tkané a zajistuji prodlouzené uvolfovani.
Potencial maji zejména v protirakovinné terapii, kde by mohly zajistit bezpe¢né a ucinné
dodani léCiva do mista potfeby [11].

VySe zminéné systémy mohou najit své uplatnéni v riznych oblastech mediciny. Nadmérna
exprese CD44 v nadoroveé tkani a fakt, ze jde o pfirozeny receptor HA, znamena potencial pro
aktivni cileni I&Civ proti rakoviné. NanonosiCové systémy lipidového a polymerniho charakteru
nebo IéCiva navazané pfimo na fetézec HA se zaméfenim konkrétné proti CD44 jsou
pfedmétem zkoumani. Schopnost rozliSeni nadorovych a zdravych bunék slibuje ucinnéjsi
a presnéjsi usmrceni nadoroveé tkané a zaroven minimalizaci vedlejSich u¢inku a toxicity mimo
cilovou oblast [19].

V dermatologii muze byt HA a jeji derivaty ve formé obvazu, filmd nebo hydrogelt pfinosné
zejména pfi lécbé podrazdéné pokozky, hojeni ran, viedl a popalenin. S procesem starnuti
ztraci kiize hydrataci, pruznost, objem a pfibyvaji vrasky. HA se proto mimo jiné v poslednich
letech Siroce vyuziva k pfipravé dermalnich vyplni, které po injekénim zavedeni do kize nebo
pod ni opravuji nedokonalosti pleti [11]. Podobny ucel maji i kosmetické pfipravky obsahuijici
HA nebo jeji derivaty, a navic diky schopnosti odstranovat volné radikaly i ¢astec¢né chrani
pokozku pfed Skodlivym uc€inkem UV zafeni. Jelikoz je HA taktéz pfirozenou soucasti oka,
i zde se hojné vyuziva pfi [é€bé onemocnéni, chirurgickych zakrocich nebo nodeni ocnich
cocCek. Je soucasti mnoha ocnich pfipravki a kapek. Vyuziti derivatdl HA ma v tomto sméru
taktéZz potencial, zejména pro svou vétsi odolnost k degradaci, nicméné tyto latky jsou
prozatim teprve ve fazi vyzkumu [11].

V pfipadé onemocnéni kloubu, jako je napfiklad artritida, je HA podana intraartikularni
injekci (podani pfimo do kloubu), kde mimo doasného obnoveni viskozity synovialni tekutiny
(HA je v téle degradovana do 24 hodin) pozitivné podporuje syntézu nové HA synovialnimi
bufkami, stimuluje proliferaci chondrocytl a snizuje degradaci chrupavky. Jako latky
podporujici  viskozitu kloubni tekutiny jsou s delSim biologickym polo€asem atim
i terapeutickym ucinkem aplikovany nékteré derivaty HA [11].

Vysokomolekularni HA ma v téle pfiznivy vliv na spravnou funkci hornich idolnich
dychacich cest a své misto ma tedy i pfi léCbé zanétlivych onemocnéni, alergické rymé,
astmatu a dalSich [11].

2.2 Tenzidy

Tenzidy nebo taky povrchové aktivni latky (PAL) jsou slou€eniny organického puvodu, které
jsou schopny se jiz pfi nizkych koncentracich hromadit (adsorbovat) na fazovém rozhrani
a snizovat tak povrchové napéti soustavy kapalina-vzduch nebo mezifazové napéti
v soustavach obsahujici kapaliny/pevné latky/vzduch. Mezifazové/povrchové napéti udava
mnozstvi prace, které je potieba k zvétSeni plochy rozhrani [20], [21]. PAL jsou specifické
svym amfifilnim charakterem, tj. ¢ast molekuly je lyofilni (rozpustna v dané kapaling) a druha
¢ast lyofobni (nerozpustna v dané kapaliné). Ve vztahu k vodé Ize potom &asti oznacit jako
hydrofilni a hydrofobni, jak je uvedeno i na obrazku 7. V soustavé olej ve vodé (za béznych
podminek dvé vzajemné nemisitelné faze) se PAL adsorbuje na rozhrani hydrofilni hlavi¢kou
ve vodné ¢asti a hydrofobnim ocaskem v oleji, dojde tak ke snizeni mezifazového napéti, coz
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umoznuje rozptyleni oleje ve vodé ve formé& malych kapek a vznika takzvana emulze. Svou
adsorpci zamezuji PAL tendenci shlukovani kapek do vétSich celkll a oddéleni obou fazi. Jinak
feCeno emulze stabilizuji a jsou proto v praxi oznacovany jako emulgatory &i stabilizatory
[20], [21].

ocasek

et Q"mf;’.
= %

A) molekuly tenzidu B) micela C) inverzni micela

Obrazek 7: A) Struktura molekuly tenzidu, B) usporadani micely v polarnim prostfedi (napriklad
voda), C) usporadani inverzni micely v nepolarnim prostredi (napfiklad olej)

Hydrofobni ¢ast molekuly je tvofena alkylovym fetézcem o délce 8—18 atomu uhliku, ktery
muze byt linearni i vétveny. Na jednom z koncl fetézce je navazana hydrofilni hlavicka. Délka
fetézce, stuper vétveni a umisténi hydrofilni ¢asti jsou parametry urcujici fyzikalné-chemické
vlastnosti PAL. Podle iontového charakteru polarni ¢asti molekuly Ize tenzidy rozdélit na:

o lontové
o  Aniontové (-COO", —=S0O4?", =SO3~, -PO4+%)
o) Kationtové (—NHs*, — NH>"™-)
o) Zwitteriontové (-COO~, —NH3z")

o Neiontové [20].

DalSi charakteristickou viastnosti tenzidl je, kromé jejich schopnosti adsorpce na fazovém
rozhrani, specificka schopnost agregace. Koncentrace, pfi které dochazi ke vzniku takzvanych
micel, se nazyva kriticka micelarni koncentrace (CMC). Jde o mechanismus, pfi kterém se
molekuly shluknou tak, aby zabranily lyofobnim skupindm kontaktu s rozpoustédlem a doslo
ke snizeni volné energie systému [20]. Uspofadani micely je tedy dano povahou rozpoustédia,
v polarnim prostfedi jsou s nim v kontaktu hydrofilni hlavi¢ky, kdezto v nepolarnim prostiedi
zaujima micela inverzni strukturu, kde jsou v kontaktu s rozpoustédlem hydrofobni ¢asti. Obé
struktury jsou nastinény na obrazku 7. Molekuly PAL maiji ve formé micel odlisné vlastnosti
v porovnani s molekulami osamocenymi. Po dosazeni CMC lze tedy pozorovat fyzikalni
zmény roztoku. Pouze volné molekuly PAL jsou schopny sniZzovat povrchové/mezifdzové
napéti a jevy jako smaceni i pénéni jsou na koncentraci t&chto molekul zavislé. Po dosazeni
CMC dochazi k zastaveni poklesu povrchového napéti a naristu osmotického tlaku a hodnoty
téchto parametrll zlUstavaji konstantni. Zatimco hodnota rozptylu svétla diky tvorbé micel
narGsta, hodnota molarni vodivosti klesa. Uvedené vlastnosti jsou spolu s dalSimi graficky
zobrazeny na obrazku 8 [20].

Stejné tak jako PAL, jsou i amfifilni kopolymery schopny po dosazeni své CMC tvofit micely.
Pramér téchto micel se pohybuje v rozmezi od nékolika desitek po stovky nanometrd. Oproti
PAL micelam maji polymerni micely vySSi stabilitu, pomalejSi disociaci a nizké hodnoty
CMC [20].
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Obrazek 8: Zmeéna fyzikalnich vlastnosti roztoku po dosazeni CMC tenzidu [22]

2.2.1 Stanoveni kritické micelarni koncentrace

Vyrazné zmény nékterych fyzikalnich vlastnosti roztokd pfi dosazeni CMC lze vyuzit u fady
metod ke stanoveni hodnoty této koncentrace. Mezi nejbéznéjsi metody, které dokadzou zménu
nékteré z vlastnosti zaznamenat a zmérit, Ize zahrnout méfeni vodivosti, povrchového napéti
a fluorescencni spektroskopii, ale Ize vyuzit i kapilarni elektroforézu, IR spektrometrii, NMR,
méfeni solubilizace barviva a jiné [23].

PAL jsou schopny sniZzovat mezifazové napéni do dosazeni kompletni saturace povrchu.
Poté dochazi k jejich shlukovani v roztoku a hodnota napéti se dale neméni. Bod zlomu
v zavislosti napéti na koncentraci tedy udava hodnotu CMC. Metodu méfeni povrchového
napéti Ize obecné vyuzit pro vSechny druhy tenzidd [24].

Omezeni pouze na iontoveé tenzidy ma metoda pro stanoveni vodivosti. lontové PAL se pod
hodnotou CMC chovaji jako silny elektrolyt, jsou plné disociovany a vedou elektricky proud.
PFi tvorbé micel se mnozZstvi nabitych ¢astic schopnych pfenosu naboje snizi, coz se projevi
snizenim vodivosti. Z grafického vyjadfeni zavislosti vodivosti na koncentraci Ize opét odedist
hodnotu CMC v bodé zlomu [24].

Dalsi béZznou metodou ke stanoveni CMC je fluorescencni spektroskopie s pouzitim
fluorescen¢niho barviva. Nej¢astéji vyuzivany je pyren, organicka slouc€enina s nizkou
rozpustnosti ve vodé. Intenzita emisniho spektra pyrenu je zavisla na polarité okolniho
prostfedi, emisni polaritni index EmPI klesa s poklesem polarity rozpoustédla. Hodnota tohoto
parametru tedy s rostouci koncentraci PAL klesa. Nad CMC dochazi k zabudovani pyrenu do
struktury micel a hodnota zlstava témér konstantni. Grafické vyjadieni EmPI jako funkce
koncentrace PAL vykazuje sigmoidalni charakter, jak je vidét i na obrazku 9 a lze jej vyuzit
ke stanoveni CMC [25].
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Obrazek 9: Zavislost emisniho polaritniho indexu EmPI pyrenu na koncentraci tenzidu [25]

2.2.2 Vliv tenzidd na absorpci léciva

Povrchové aktivni latky mohou mit znaény vliv na absorpci 1éCiva. Svym u€inkem mohou
zvySovat Ci sniZzovat jeho prostup skrz biologickou membranu a dale mohou ovliviiovat i jeho
biologickou aktivitu diky plsobeni na receptory vazajici I&é€ivo nebo enzymy zodpovédné za
jeho degradaci [21]. V gastrointestinalnim traktu mize naruSeni membrany vést k usnadnéni
prostupnosti. Pokud v3ak dojde k agregaci PAL a inkorporaci léCiva, které je jinak
v gastrointestinalni tekutiné snadno rozpustné, do micel, prostupnost je naopak inhibovana.
PFiznivy efekt na absorpci ma inkorporace do micel naopak u IéCiv se Spatnou rozpustnosti,
protoZe je absorpce na rychlosti rozpousténi zavisla. Uvolfiovani takovych 1éCiv z tablet i
tvrdych Zelatinovych tobolek Ize urychlit pfidanim PAL do jejich obsahu [21].

Snizeni mezifazového napéti ucinkem PAL pfispiva k rychlejSi rozpustnosti pevnych
Iékovych forem, atedy i k nasledné absorpci, nejen v gastrointestinalnim traktu. Absorpce
jodidu sodného, obsazeného v Cipku pro rektalni podani, byla v pfitomnosti PAL rychlejSi
a zda se i pfimo umérna mife snizeni mezifazového napéti. PAL navic naruSuje hlenovou
vrstvu a lépe tak zpfistupfiuje rektalni membranu pro prestup légiva touto bariérou. Uginek
PAL je v8ak zavisly na povaze léCiva. V nékterych pFipadech, jako napfiklad u fenolovych
latek, muze dochazek ktvorbé komplexu PAL-IéCivo, coz miru absorpce snizuje. PAL
neiontové povahy podobné polyethylenglykolim lze vyuzit jako Cipkové zaklady pro léCiva
rozpustna jak ve vodé, tak v oleji [21].

| u transdermalniho zpusobu podani 1éCiva maji PAL svUj vyznam. Penetraci latek pfes kiUZi
brzdi bariérova vrstva pokozky, ktera télo chrani pfed prinikem toxinu, bakterii a nadmérnou
ztratou vody. NaruSenim a solubilizaci lipidové vrstvy pokozky a interakci s keratinem zvySuiji
iontové PAL transdermalni absorpci l1€Civ a usnadriuji jejich prichod do systémového obé&hu.
To, zda je u€inek zadouci €i nezadouci, zavisi na typu PAL, jeji koncentraci, typu a délce
expozice a individualnimu stavu pokozky [26].
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2.2.3 Biotenzidy

Povrchové aktivni latky pfirodniho puvodu zahrnuji amfifiini molekuly z rostlinnych,
zivoCiSnych a mikrobialnich zdroji. Patfi mezi né& glykolipidy, lipoproteiny, komplexy
polysacharidll s proteiny a fosfolipidy. V organismech jsou kromé& stavebnich jednotek
biomembran, stejné tak jako v primyslu, vyuzivany ke zlep$eni rozpustnosti, jako emulgatory,
k Upravé povrchll apod. [27]. K dodrzeni oznacgeni ,biotenzid“ by mély k ziskani produktu vést
separacni metody bez pouziti organické syntézy. Pfikladem zcela pfirodniho tenzidu muze byt
fosfolipid lecitin, ktery |ze izolovat z vajeéného Zloutku &i s¢ji. Jako biotenzidy vS§ak mohou byt
oznaceny i PAL, kde pouze jedna ¢ast (hydrofobni nebo hydrofilni) je zcela pfirodniho puvodu.
Patfi mezi né napfiklad alkylglukosidy sloZzené ze sacharidové jednotky pfirodniho pivodu
a mastného alkoholu, ktery se pfipravuje prevazné zrostlinnych oleju transesterifikaci
triglyceridu a naslednou redukci metylesteru na alkohol [27].

Pfirodni PAL byly objeveny koncem 60. let minulého stoleti pfi vyzkumu uhlovodikové
fermentace a byla jim vénovana pozornost jako alternativnim latkam k syntetickym tenzid(m,
oproti kterym jsou méné toxické a Iépe rozlozitelné, ale taktéz vykazuji biologickou aktivitu. A
pravé fermentace je nejCastéjSi metoda vyuzivana k vyrobé biotenzidl [28]. Bakterie mohou
vytvafet PAL nizkomolekularni, které snizuji povrchové/mezifazové napéti, nebo
vysokomolekularni schopné se pevné vazat k povrchu. Mikrobialni puvod a zpUsob syntézy
charakterizuje jednotlivé molekuly a umoziiuje vznik rozmanitych struktur s variabilnimi
vlastnostmi [29].

2.2.3.1 Decyl glukosid

Decyl glukosid je neionogenni biotenzid fadici se do skupiny jiz zminénych alkyl glukosida.
Vznika kondenzaci mastného alkoholu dekanolu a glukdzy. Alkyl glykosidy obecné mohou byt
zcela odvozeny z pfirodnich obnovitelnych zdroju, pokud mastné alkoholy pochazeji
z kokosoveého ¢&i palmového oleje a glukéza nebo pfisludny polysacharid z kukufi€ného,
bramborového nebo obilného Skrobu. Struktura molekuly je uvedena na obrazku 10. Decyl
glukosid je povazovan za nedrazdivou slou€eninu, nevysusujici pokozku a vyuziva se
v zejména kosmetice do pfipravkll na plet avlasy, opalovacich krém(, dezinfekénich
prostfedkl aj. Byl posouzen i jako vhodny pro lidi s citlivou pokozkou a déti. Nicméné od roku
2003 jsou alkyl glykosidy s rostoucimi pfipady alergie jako vedlejSich u€inkl povazovany za
potencialni kozni alergeny zpusobujici kontaktni dermatitidu [30], [31].

CH,OH

HO (9]
HO
HO

D\/W
Obrazek 10: Struktura decyl glukosidu [20]

2.3 Interakce hydrofobizovanych biopolymert a micel

Navazanim hydrofobnich skupin do struktury polysacharidu vede k vytvofeni amfifilni
molekuly, ktera je nasledné schopna samovolné asociace pomoci hydrofobnich interakci.
Dochazi tak ke slabé agregaci a narUstu viskozity. Agregaci, atim zlepSeni reologickych
vlastnosti, Ize vSak jesté zesilit pfidanim povrchové aktivni latky, kterd ma tendenci interagovat
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s hydrofobnimi skupinami polysacharidu s stabilizovat tak asociace mezi jeho fetézci.
Nicméné tento efekt je silné zavisly na poméru koncentraci pouzitého tenzidu a polysacharidu.
Tato zavislost je pékné znazornéna na obrazku 11, kde pfi vhodném poméru koncentraci
vytvofené micely tenzidu upeviiuji spojeni fetézcl a umoznuji tak vznik sité. A naopak
v pfipadé nadmérného mnozstvi micel dochazi k blokaci hydrofobnich skupin a k sitovani
nedochazi [20].

polymerni

molekuly
Pridavek Pridavek
tenzidu tenzidu
—_— oy —_— P
C
~ 7N
!
N

hydrofobni fetézce

Slaba agregace
Zesilené interakce vlivem tenzidu

Pridavek Krz."
N A
- 2

Preruseni interakci vlivem vysoké
koncentrace tenzidu

Obrazek 11: ZplGsob interakce hydrofobné modifikovaného polysacharidu a micel [20]

Tento fakt dokazuje i grafické vyjadfeni zavislosti viskozity na koncentraci tenzidu na
obrazku 12. Pfidavek dodecylsulfatu sodného (SDS) do roztoku hydrofobné modifikované
ethyl(hydroxyhyethyl)celulézy zplsobil nejprve vysoky narlst viskozity, coz dokazuje
schopnost interakci a sitovani, a hned nasledné jeji strmy pokles, jelikoz nadmérné mnozstvi
micel poruSi vazby a zabranuje vzajemnému navazani fetézcl. Timto zpisobem mohou byt
pfipraveny hydrogelové struktury, které maji velky potencial v mediciné jako nosiCové systémy
léCiv Ci v tkdnovém inzenyrstvi pro kultivaci bunék nebo pfipadné jako kosmetické zaklady [20].
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Obréazek 12: Grafické vyjadreni zmény viskozity roztoku v zavislosti na koncentraci tenzidu [20]
2.4 Hydrogely

Polymerni trojrozmérné sité dvou nebo vice slozek obsahuijici v fetézci silné hydrofilni skupiny,
diky kterym jsou schopny vazat velké mnozZstvi vody, aniz by doslo k jejich rozpousténi, se
nazyvaji hydrogely. Voda mlze byt pfimo vazana na polymerni fetézec nebo volné zachycena
v strukture siti a v zavislosti na vlastnostech polymeru, povaze a hustoté vazeb muize zaujimat
az 99 % obsahu. Diky takto vysokému obsahu vody jsou hydrogely biokompatibilni [32]. Jako
prvni jsou pfi kontaktu s vodou hydratovany hydrofilni skupiny a vytvari se takzvana primarné
vazana voda. Nasledkem toho struktura nabobtna a dochazi k vystaveni hydrofobnich skupiny
interakcim s vodou za vzniku sekundarné vazané vody. Zbyla voda vyplfiujici meziprostor sité
se oznacuje jako volna voda [33]. V nékterych pfipadech mlze byt botnani gelu reverzibilni
amulze dochazet kdramatickym zménam objemu v zavislosti na fyzikalnich (teplota,
elektrické/magnetické pole, svétlo, tlak, zvuk) achemickych (hodnota pH, slozeni
rozpoustédla, iontova sila) podminkach prostfedi. V reakci na tuto vlastnost Ize pfipravit gely
s kontrolovatelnou odezvou [34]. Trojrozmérnou strukturu drzi pohromadé kovalentni pfi¢né
vazby, iontové sily, vodikové vazby, hydrofobni interakce, fyzické propleteni Fetézcd nebo
kombinace uvedenych interakci [35]. Hydrogely jsou vicefazové materidly slozené z porézni
pevné latky vyplnéné velkym mnozstvim kapalného rozpoustédla, ale vykazuji mechanické
vlastnosti typické pro materialy pevného skupenstvi. Do ur€ité hodnoty teCného napéti, ktera
zavisi na poctu a pevnosti vazeb, jsou hydrogely elastické a k jejich deformaci neni potfeba
vynaloZit velkou silu. Cim vice vazeb se na soudrznosti struktury podili, tim méné prostoru
zustava pro pruznost materialu a elasticita se snizuje [36].

Hydrogely Ize rozdélit podle rGznych kritérii (plvod, slozeni polymeru, konfigurace, druh
sitovani, elektricky naboj) do nékolika kategorii. Nejzakladné&jsi rozdéleni je podle pivodu na
prirodni a syntetické. V zavislosti na typu monomeru se déli na homopolymerni, kopolymerni
nebo multipolymerni. Podle uspofadani struktury na krystalické, semi-krystalické a amorfni.
A jednou z dalSich moznosti je rozdéleni do dvou kategorii podle chemické &i fyzikalni povahy
sitovych uzll a nasledné podle jejich pevnosti [34].
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2.4.1 Zpusoby pripravy hydrogelt

Obecné Ize hydrogely pfipravit ze syntetickych nebo pfirodnich polymer( takzvanou gelaci,
kdy dochazi k postupnému navazovani makromolekularnich fetézcl a zvétSovani struktury.
Zpocatku si rozvétveny polymer zachovava rozpustnost a oznacuje se jako sol. Postupné vSak
s narustajici velikosti a vétvenim rozpustnost klesa az do kritického bodu, kdy se zac¢ne
vytvaret samotny gel. Pfechod z izolovanych rozvétvenych molekul polymeru do jedné velké
molekuly tvofici strukturu hydrogelu se nazyva sol-gel pfechod. Gelace mize probihat dvéma
zpusoby, a to bud fyzikalnim nebo chemickym sitovanim [33]. Fyzikalni gely Ize dale délit na
silné nebo slabé. Slabé fyzikalni gely maji nestalé reverzibilni vazby tvofené slabymi
vazebnymi interakcemi, které se neustale rizné rozpadaji a znovu formuiji. Oproti tomu silné
fyzikalni gely maji mezi polymernimi fetézci za danych experimentalnich podminek silné
a stalé vazby ajsou analogy chemicky sitovanych gell, kde dochazi k tvorbé pevnych
kovalentnich vazeb a taktéz vzniku pevného hydrogelu. Tfi procesy, které chemicka gelace
zahrnuje je kondenzace, vulkanizace a adi¢ni polymerizace [33]. Videalnim pfipadé
zesitovanim vznika elasticky material s vyvazenou rychlosti degradace a dostateCnou
pevnosti pro cilené aplikace [34].

2.4.2 Vyuziti hydrogell v mediciné

Hydrogel obecné je povazovan za biokompatibilni material, jelikoz diky nizké mezifazové volné
energii hydrofilniho povrchu pfi styku s télni tekutinou nemaji okolni proteiny a buriky tendenci
na jeho povrchu ulpivat a zaroveh mékka a elasticka struktura omezuje mozné podrazdéni
okolnich tkani. Zaroven musi byt dany gel a jeho produkty degradace kompatibilni s imunitnim
systémem [33].

Prvnim  hydrogelem pro biomedicinské aplikace se stal vroce 1960
poly(hydroxyethyl)methakrylat (PHEMA) synteticky pfipraveny dvéma ¢&eskymi védci
Wichterlem a Limem. Tento material byl vyuzit k vyrobé& prvnich kontaktnich ¢ocek [37].

Kromé biokompatibility déla hydrogely vhodnym materidlem pro kontakt s lidskym télem
i podobnost vlastnosti s ECM. V tkanovém inzenyrstvi je in vivo regenerace tkani jednou
z moznych aplikaci, které toho vyuZzivaji. Vlastni bufiky pacienta jsou vpraveny do struktury
hydrogelu obsahujici rustové faktory, ziviny a dalSi potfebné latky pro proliferaci bunék a rist
tkané. Tento systém burikam zajiStuje dokonalou nahradu pfirozeného prostredi a je udrzovan
in vitro, dokud nejsou buriky pfipraveny k transplantaci [38]. Hydrogely pro tkanové inzenyrstvi
vS8ak musi splfiovat fadu parametru jako je dostate€na velikost poru pro inkorporaci a rust
bunék, umoznéni jejich adheze, dostateCna pevnost, schopnost degradace ¢i rozpusténi,
uvolfhovani potfebnych latek, sterilizovatelnost aj. Konkrétni aplikace a vyzkum jsou zaméfreny
napfiklad na hojeni ran na kuazi, regeneraci zubni dfené, naprav srde¢niho onemocnéni
a regeneraci kosti. Kromé vyuziti v regenerativni mediciné pro vyvoj pfirozenych nahrad tkani
a organu umoznuije prostiedi hydrogelu blizsi fyziologické podminky pro biologické testovani
Mimo jiné in vitro testovaci modely zalozené na lidskych burikach mohou byt pfinosné pro
vyvoj avyzkum ve farmaceutickém prumyslu, jednak z etického hlediska jako nahrady
testovani na zvifatech, ale ikumoznéni dukladnégjSich a pfesnéjSich studii toxicity,
metabolismu a zivotniho cyklu léCiv pfed jejich vpusténim do klinickych studii a tim snizeni
¢asové naro¢nosti, nakladul a rizika klinického testovani [38].
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Hydrogely mohou dale slouzit jako matrice pro pfenos IéCiv, pomoci které Ize fidit rychlost
uvolhovani |éCiva, jeho zacileni, omezeni degradace béhem distribuce a zamezeni vzniku
vedlejSich ucinkd. Cilem je kontrolované a neinvazivni podavani zejména agresivnich léciv
jako jsou napfiklad chemoterapeutika pfi [éCbé nadorového onemocnéni [38].

Kromé vySe uvedenych prikladd jsou hydrogely dale vyuzivany ¢i studovany napfiklad jako
alternativy pro plastickou chirurgii, materialy ke kultivaci bakterii i jako matrice pro gelovou
elektroforézu [38].

2.5 Reologie

Reologie je véda zabyvajici se abnormalnim chovanim kapalnych, pevnych ¢i kombinovanych
materiald, na které se diky jejich vlastnostem nevztahuji modely Hookova zakona o deformaci
a Newtonova zakona o viskozité. Takovym chovanim je mySlena deformace a tok materialu
jako reakce na pusobeni vngjsi sily. Pfedmétem reologie jsou latky jejichz zavislost deformace
na pusobicim napéti neni linearni [39], [40]. Takové latky jsou v pfipadé kapalin ozna¢ovany
jako nenewtonské kapaliny. Podle toho, zda jejich viskozita s rostoucim rychlostnim
gradientem klesa nebo roste mohou byt dale rozdéleny na (pseudo)plastické a dilatantni, viz.
obrazek 13. Oproti tomu newtonské kapaliny jsou idealné viskézni, jejich viskozita je
charakteristikou dané kapaliny a hodnota je nezavisla na velikosti te€ného napéti
a rychlostnim gradientu. V pfipadé pevnych latek je idealnim chovanim dokonale elasticka
odezva, tj. deformace je Umérna napéti a po pusobeni sily opét zmizi. Chovani realnych
materialll vSak zahrnuje jak viskdzni, tak elastickou slozku a oznacCuji se proto jako
viskoelastické. Reologie je multidisciplinarni véda s vazbou na fyziku z hlediska vysvétleni
a pfedpovédi reologickych vlastnosti na zakladé molekularni struktury a zakonu fyziky
a svazbou na chemii skrz chemické parametry (molekulova hmotnost a jeji distribuce,
chemicka struktura, mezimolekularni interakce) pfimo ovlivAujici reologicke vlastnosti, ¢imz je
umoznéno syntetizovat materialy s pozadovanymi vlastnostmi [39], [40].

Dilatantni kapalina

- Newtonska kapalina

Pseudoplasticka
kapalina
b

y

Obrazek 13: Tokové kfivky zavislosti viskozity na smykové rychlosti pro rizny charakter materialti [41]
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Zakladni reologické vlastnosti (viskozita, mez toku, modul pruznosti) se méfi pomoci
technik reometrie a jsou dulezité nejen pro charakterizaci technickych vlastnosti materialu, ale
i ke kvalitativnimu stanoveni. Matematickym vyjadfenim tokovych vlastnosti kapalin jsou
reologické stavové rovnice a tokové kfivky. Jak kapaliny, tak pevné latky mohou byt podrobeny
méfeni pomoci rotacnich a oscilacnich reometrl. K stanoveni vlastnosti latek
s viskoelastickym chovanim, mezi které patfi i hydrogely, slouzi tokovy test, relaxaéni test
a oscila¢ni testy [40], [42].

o Oscilaéni amplitudovy test: slouzi k popisu deforma¢niho chovani v nedestruktivnim
deformacnim rozsahu a na stanoveni horni hranice tohoto rozsahu. Méfeni probiha pfi
konstantni frekvenci a rostouci amplitudé deformace. Vysledkem je stanoveni limitu
linearni viskoelastické oblasti LVO, do kterého je material schopny odolavat deformacni
sile. Z hodnot elastického a viskézniho modulu Ize urcit, zda v materialu pfevazuje
charakter pevné latky nebo kapaliny [43].

e Oscilaéni frekvenéni test: slouzi kpopisu Casové zavislého chovani vzorku
v nedestruktivni deformaéni oblasti. Tento test probiha pfi rostouci frekvenci a konstantni
hodnoté amplitudy deformace stanovené z LVO oscilaéniho amplitudového testu, ktery by
mél samotnému frekvenénimu testu predchazet. Vysoké frekvence simuluji rychlou
pohyblivost béhem kratkych &asovych Usek( a nizké frekvence pomaly pohyb pfi
dlouhych €asovych usecich. Mimo jiné slouZi tento test k uréeni, zda se material chova
jako kapalina a te€e nebo ma stabilni pevnou konzistenci [43].

o Tokovy test: slouzi stanoveni zavislosti viskozity na smykové rychlosti, ze které lze
odvodit, zda ma material charakter pseudoplasticky, dilatantni ¢i newtonské kapaliny [43].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Cilem této kapitoly je nastinéni rozvoje vyzkumu hydrofobné upravenych biopolymerd, ktery
saha az do minulého stoleti, ale aktivné pokracuje i v dnesni dobé. Vybér je zaméren hlavné
na upravu kyseliny hyaluronové a nasledné vyuziti jejich derivatl v mediciné a dale také na
interakce hydrofobnich biopolymeru s tenzidy, potazmo micelami.

Namétem pro téma této prace byl ¢lanek SAU, et al. [44] z knihy Polymers in Aqueous
Media o hydrofobné modifikované hydroxyethylceluléze a mimo jiné interakcich tohoto
derivatu s tenzidy. V publikaci je uvedeno, ze v zavislosti na iontové povaze tenzidu a jeho
koncentraci maji interakce vliv na vyslednou viskozitu systému. V experimentu s oleatem
sodnym doslo se vzrUstajici koncentraci tohoto tenzidu nejprve k prudkému narustu viskozity
a poté k prudkému poklesu. Velikost piku byla zavisla na koncentraci polymeru, avsak jeho
maximum bylo spojeno s konkrétni koncentraci tenzidu. Z toho vyplyva, ze narlst viskozity
nebyl zplsoben specifickymi interakcemi polymeru s tenzidem, ale souvisi s kritickou
micelarni koncentraci a tvorbou micel. Navazanim hydrofobnich fetézct vice molekul do jedné
micely vznikne polymerni sit, coz zpusobi prudky narust viskozity. S narlstem micel vSak
ubyva propojeni a dojde naopak k zablokovani hydrofobnich fetézcd, jako jiz bylo vysvétieno
na obrazku 11 [44].

Cilem prace MLCOCHOVA, et al. [45] byla ptiprava lyofilnich derivatd HA navazanim
alkylového fetézce na hydroxylové skupiny a zaroven zanechani neporusené karboxylové
skupiny. Dale zkoumani vlivu reakénich podminek na vysledné fyzikalni a chemické vlastnosti
produktu. Derivaty byly pfipraveny reakci HA s alkylaminy a hydroxylové skupiny aktivovany
bromkyanem. Bé&hem studie se podafilo docilit pfipravy nékolika alkylderivati hyaluronanu
s pozadovanym stupném substituce a zachovanou karboxylovou skupinou. Stupen substituce
Ize regulovat pomoci reakCnich podminek, napfiklad hodnotou pH. V pfipadé aktivace
polysacharidu bromkyanem muize nasledna reakce napfiklad s peptidy Ci proteiny trvat nékolik
hodin. V tomto pfipadé nebyl prokazan vyrazny vliv reakéni doby na molekulovou hmotnost
produktu nebo stupen substituce. V obou pfipadech doSlo pouze k mirnému poklesu, ale
zaroven doslo i k mirnému zvySeni rozpustnosti. Byla prokazana biologicka odbouratelnost
srovnatelna s nativnim HA a Castecna rozpustnost ve vodé. Materidly jsou povazovany za
potencialné vhodné kandidaty k tvorbé cilenych doru€ovacich systému [45].

Studie OH, PARK, KIM, et al. [46] se zamé&fila na zkoumani vlivu chemické modifikace HA
struktury na jeji naslednou distribuci v téle. Méfeni bylo provedeno pro cilenou, dlouhotrvajici
distribuci terapeutik na bazi nukleotidl, peptidd a proteind s vyuzitim in vivo metody
bioimaging v realném €ase pomoci konjugace HA a kvantovych te€ek. Vysledek testovani na
mysSich ukazuje, Ze derivaty se stupném substituce 35 mol. % byly pfitomny zejména v okoli
hrudniku, zatimco derivaty se stupném distribuce 68 mol. % byly rozdistribuovany rovnhomérné
po celém téle. To znamena, zZe derivaty HA s nizkou modifikaci maji dostate¢nou vazebnou
afinitu k HA receptorim, a proto dochazelo k jejich hromadéni zejména v jatrech, kde probiha
degradace HA. Zavislost distribuce derivatl v téle na jejich stupni substituce muze hrat
dalezitou roli v pfipravé systému pro podavani léCiv. Derivaty s nizkou modifikaci mohou byt
vyuzity k cilenému dodani IéCiva do tkani obsahujici receptory HA, {j. jatra, ledviny, nadorova
tkan. Zatimco vysoce modifikované derivaty maji potencial pro dlouhotrvajici konjugaci s l1éCivy
a moznost opozdéného uvolfiovani. Kazdopadné je metoda bioimaging v realném case
vhodnym nastrojem ke zkoumani biologickému fungovani riznych derivatd a jejich
naslednému porozuméni a vyuZziti pro medicinské aplikace O.

Cilem vyzkumu FOGLAROVA et al. [47] byla ptiprava palmitoyl hyaluronanu s riiznou
molekulovou hmotnosti a stupném substituce pro naslednou pfipravu ve vodé nerozpustnych
tenkych filmu pro medicinské aplikace. Vybrany derivat HA byl pfipraven esterifikaci kyseliny
palmitové s hydroxylovou skupinou HA. Vysledné produkty byly analyzovany pomoci NMR
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dale vyuzity k pfipravé tenkého filmu. Kone¢ny material byl podroben nékolika zkouskam
zahrnuijici vizualizaci struktury a drsnost povrchu, méfeni tloustky, stanoveni mechanickych
vlastnosti, schopnost botnani a interakce s zivymi burikami. Vysledkem je Uspésné vytvoreni
filmd z nékolika vzorkd palmitoyl hyaluronanu jednoduchou a nakladové nenaro¢nou metodou
bez pouziti sitovacich Cinidel &i nebezpeénych rozpoustédel. Pfipravené filmy byly pruzné
a homogenni s velmi hladkym povrchem a jejich mechanické vlastnosti a schopnost botnani
bylo dano povahou pouzitého palmitoyl haluronanu, coz do budoucha umoZzhuje ziskani
zadoucich vlastnosti vybérem vhodného derivatu HA. V pfipadé molekulové hmotnosti okolo
80 kDa byl vysledny material pfilis kiehky Vzorky s vysokym stupném substituce vykazovaly
dobré tahové vlastnosti a nizSi botnani. Stuper substituce naopak nemél vliv na cytotoxicitu
a pfilnavost bunék. Vysledky potvrzuji vhodné vlastnosti filmi pro aplikaci v tkanovém
inzenyrstvi nebo hojeni ran [47].

Taktéz tym SOGORKOVA et al. [48] pracoval s palmitoyl hyaluronanem s cilem ziskat
material pro tkanové inzenyrstvi. V tomto pfipadé vSak neslo o pfipravu tenkych filma, ale
pfipravu ve vodé nerozpustnych, biodegradabilnich textilnich vidaken spletenych do nosné
struktury. Pfipraveny material byl sice biokompatibilni, ale nevykazoval dostatecnou
povrchovou interakci s burikami, jelikoz je palmitoyl hyaluronan vysoce hydrofobni a negativné
nabity a buriky preferuji spiSe mirné hydrofilni a pozitivné nabité substraty. Cilem prace proto
byla uprava povrchu vilaken rlznymi biomaterialy (fibronektin fibrinogen, laminin,
methakrylovana Zelatina, kolagen) a vylepSeni bunééné afinity a adheze. Adsorpce byla
zajisténa hydrofobnimi interakcemi proteinl s palmitoyl hyaluronanem. Stabilita, tloustka
povlaku a biologicka rozlozitelnost celého systému byla vyhodnocena a porovnana u vSech
vzork(l. Pro testovani adheze byly pouzity lidské dermalni fibroblasty a mezenchymaini
kmenové bunky. Prilnavost bunék byla u stejnych materiali vyznamné rozdilna. Adheze
povlaku fibronektinu byla navic uspésné zkoumana pro ucel obnovy srde¢ni tkané. Material by
tedy mohl byt vhodny jako bunécny nosi¢ pro tkanové inzenyrstvi zaméfené na infarkt
myokardu [48].

PANMAI et al. [49] se vénovali studiu interakci hydrofobné& modifikovaného polymeru
(konkrétné celuldzy) s tenzidy CTAB a TTAB. Pfitomnost hydrofobniho polymeru zpasobila
agregaci tenzidu a tvorbu micel v koncentraci pfiblizné dvakrat nizsi, nez je jejich standartni
CMC. Zaroven s pribytkem tenzidu zpoc€atku postupné narlstala viskozita roztoku diky
zapojeni hydrofobnich fetézcl do tvorby smiSenych micel atim vznikajicimu propojeni
molekul. Pozdéji byly s narustem koncentrace tenzidu smiSené micely naruseny a viskozita se
znacné sniZila. Méfeni zahrnovala fluorescenéni spektroskopii a reologii [49].

Prace BU et al. [50] je zaméfena na charakterizaci interakci hydrofobné modifikovaného
alginatu s raznymi typy tenzidd v porovnani s interakcemi nativniho alginatu. Cilem prace bylo
objasnit faktory, které na tyto interakce maji vliv. Pro zaznamenani zmén dynamickych
vlastnosti smési a jejich porovnani bylo provedeno reologické méreni viskozity a turbidity. Pro
strukturalni zmény systému na urovni molekul byl vyuzit malouhlovy rozptyl neutron (SANS).
Pro stanoveni vlivu naboje na interakce polymeru s tenzidem byly postupné provedeny
experimenty s aniontovym (SDS), kationtovym (CTAB, Gemini) a neutralnim (Brij 35)
tenzidem. Cisty alginat i jeho modifikace maji naboj zaporny. U nativniho roztoku alginatu
doslo po pfidani tenzidl k poklesu viskozity. Hlavné v pfipadé kationtovych tenzidl viskozita
klesala s rostouci koncentraci tenzidu. DoSlo k tomu pravdépodobné kvuli tvorbé velkych
agregatu s nizkym stupném propojeni (totéz prokazovalo i méfeni turbidity a SANS). Mirny
pokles nastal i v pfipadé pfidavku SDS. Oproti tomu neutraini tenzid Brij 35 zplsobil v nizkych
koncentracich mirny narust viskozity, pravdépodobné diky tvorb& micel, které nasledné
propojily fetézce. Grafické porovnani pro jednotlivé tenzidy Ize najit na obrazku 14. Zcela jiné
vysledky bylo mozné pozorovat v pfipadé hydrofobniho derivatu alginatu. Po pfidavku SDS
doslo k narustu viskozity s maximem v koncentraci 3 mM. Dlvodem byly silné interakce, které
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jsou v8ak nasledné s vys8i koncentraci tenzidu narudeny, a proto poté doslo opét k mirnému
poklesu. Vyraznéjsi narlst viskozity byl pozorovan v pfipadé kladné nabitych tenzid(i. PFic¢inou
jsou kromé hydrofobnich interakci i elektrostatické sily zpusobuijici spole€¢né agregaci a tvorbu
propojenych komplext. V pfipadé SDS diky stejnému naboji dochazi k odpuzovani
a elektrostatické interakce chybi, proto Ize pozorovat hodnotu viskozity nizsi. Na obrazku 15
Ize vidét, ze oproti nativnimu alginatu, kde vznikaji spojenim s kladnymi tenzidy jiz zminéné
agregaty s nizkym propojenim, interakce stejnych tenzid( u derivatu pouze zvySuji silu
asociaci, zatimco struktura neni naruSena. U hydrofobniho alginatu pfitomnost Brij 35
pravdépodobné zpusobil rozpad a zamezeni vzniku novych hydrofobnich asociaci svymi
dlouhymi hydrofilnimi Fetézci, které u micel tvofi hydrofilni obal, jak je znazornéno na
obrazku 15, coz ve vysledku zpUsobilo pokles viskozity [49].

a) nativni alginat
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Obrazek 14: Grafické porovnani naméfené viskozity pro systémy alginatu a jeho hydrofobniho
derivatu s ruznym typem tenzidi [49]
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Obrazek 15: Schématické zobrazeni tvorby a povahy komplex( alginatu a jeho hydrofobniho derivatu
s rtiznymi druhy tenzidd [49]

LI et al. [51] se ve své praci zaobirali studiem reologickych vlastnosti hydrofobné
modifikované hydroxyethyl celulézy (HEC) pfipravené reakci s bromdodekanem. V pribéhu
experimentu byla méfena viskozita roztoku, vztah viskozity a smykové rychlosti, povrchové
napéti, molekulova hmotnost, FTIR analyza, teplota skelného pfechodu a mikromorfologie.
Z méfeni zdanlivé viskozity byla stanovena agregacni koncentrace systému na 0,25 g/dl.
Systém je schopen tvofit intramolekularni a intermolekularni hydrofobni asociace. Nad
hodnotou agregacni koncentrace prevladaji intermolekularni interakce zajiStujici vznik
molekularnich siti, které zlepSuji hydrodynamicka objem a vedou k prudkému narustu
viskozity. Pfi méfeni smykové rychlosti vykazoval material zpocCatku pseudoplastické
vlastnosti. Prudky pokles zdanlivé viskozity znamenal naruSeni slabych hydrofobnich interakci,
které drzely pohromadé strukturu sité. Po odstranéni tlaku se hydrofobni asociace obnovily,
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a navic i vylepsily. Po pfidavku NaCl do roztoku doslo k zvySeni polarity a vzniku silnéjSich
interakci. Pfi koncentraci pfiblizné 6 hm. % NaCl byla viskozita roztoku maximalni. Poté zacalo
dochazet kfazové separaci aviskozita opét klesla. Taktéz bylo dokazano, Ze nejprve
dochazelo ktvorbé mikro agregaci a zvySovani lokalni viskozity pfed narustem celkové
viskozity systému. Mimo jiné byla prokazana dobra tepelna stabilita a povrchova aktivita tohoto
materialu [51].
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4 EXPERIMELNTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie
Palmitoyl hyaluronan sodny DS 11 %, MW 216 kDa CAS: 600-08-12, Contipro a.s.

Obsah vody: 17,39 % Cislo $arze: E16-310118-B
Palmitoyl hyaluronan sodny DS 44 %, MW 55 kDa CAS: 600-08-05, Contipro a.s.
Obsah vody: 12,62 % Cislo $arze: E16-190618-B
Palmitoyl hyaluronan sodny DS 37 %, MW 990 kDa CAS: 600-08-15, Contipro a.s.
Obsah vody: 12,81 % Cislo $arze: M16-280817-B
Decyl B-D-glukopyranosid CMC: 2,2 mM CAS: 58846-77-8, Sigma-Aldrich
Cislo 8arze: SLCC2090
Triton X-100 CMC: 0,209 mM CAS: 9002-93-1, Sigma-Aldrich

Cislo $arze: STBG1336V
Deionizovana voda Elga, Purelab

4.2 Priprava zasobnich roztoku

Vybrané koncentrace palmitoyl hyaluronanu byly 0,5; 5; 10 g/l rozpoustédla. Koncentrace
tenzid( byly vybrany jako nasobky pfislusné hodnoty kritické micelarni koncentrace, jelikoz je
predpokladano, ze je vznik gelu zavisly na poméru micel vi¢i mnozstvi polymeru. Béhem
experimentu bylo pracovano s nasledujicimi nasobky: 2x; 2,5x; 5x; 7,5x; 10x; 15x; 20x; 25X;
30x; 50x; 100x.

4.2.1 Zasobni roztoky palmitoyl hyaluronanu

Pro dosazeni vybranych koncentraci byly vypocitany navazky pfislusnych palmitovych
derivatd hyaluronanu s ohledem na jejich obsah vody. Ty byly nasledné navazeny na
analytickych vahach a k latce byl napipetovan potiebny objem vody. Roztok byl umistén na
magnetickou michacku po dobu 24 hodin pfi 250-300 otackach. Poté byl skladovan v lednici
pfi 5 °C.

4.2.2 Zasobni roztoky tenzida triton X-100 a decyl glukosid

Vypocitané mnozstvi bylo navazeno na analytickych vahach. Nasledné byl k navazce
napipetovan stanoveny objem vody. Roztok byl michan sklenénou tyCinkou do uplného
rozpusténi a skladovan pfi laboratorni teploté v pfipadé tritonu X-100 a v lednici pfi 5 °C pro
decyl glukosid.

4.3 Pracovni postupy pripravy vybranych hydrogelu

4.3.1 Metoda smichani dvou roztoku

Do vialky byly napipetovany 3 ml roztoku tenzidu a nasledné pfidany 3 ml roztoku palmitoyl
hyaluronanu. Smés byla ponechana pro pozorovani pfi laboratorni teploté a poté ulozena do
lednice pfi 5 °C.

4.3.2 Metoda rozpusténi palmitoyl hyaluronanu v roztoku tenzidu

Do vialky bylo na analytickych vahach navazeno vypocitané mnozstvi palmitoyl hyaluronanu
s ohledem na pfislusny obsah vody a poté byl napipetovan pozadovany objem vybraného
roztoku tenzidu. Smés byla na 24 h umisténa na magnetickou michacku s 250-300 otackami.
Poté byl vzorek skladovan v lednici pfi 5 °C.
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4.4 Metodika charakterizace hydrogelt

4.4.1 Vizualni stanoveni toku

Vzorky pfipraveny Metodou smichani dvou roztokd byly sledovany v ¢asech O h, 2 h, 4 h, 6 h,
a 24 h. Vizualni vyhodnoceni toku bylo provedeno po 24 h, jak je zobrazeno i na obrazku 16
a zaznamenano do tabulky. Vzorky pfipraveny Metodou rozpousténi palmHya v roztoku
tenzidu byly vizualné vyhodnoceny po 24 h na michacce. Vysledky byly taktéZz zaznamenany
do excelové tabulky. Podle vysledkl byl nasledné stanoven uzSi vybér vzorka pro dalSi
charakterizaci.

Obrazek 16: Porovnani toku dvou vzorku lisicich se v koncentraci tritonu X-100

4.4.2 Reologie

Vybrané vzorky byly podrobeny reometrickému méfeni na pfistroji Discovery HR-2 od firmy
TA Instruments. K méfeni byla vyuzita geometricka sestava ocelova deska-deska o priméru
20 mm s definovanym zdrsnénim, pevnou spodni ¢asti a pohyblivym senzorem v horni ¢asti.
K charakterizaci byl nejprve vybran oscilacni amplitudovy test s konstantni hodnotou
frekvence 1 Hz a amplitudou deformace v rozmezi 0,01-10 000 %. Amplituda deformace je
dana pomérem drahy oto€eni senzoru ku vysce gelové vrstvy mezi deskami, ktera byla pro
mérfeni nastavena na hodnotu 500 um. Pfed kazdym méfenim byl vzorek temperovan po dobu
dvou minut na 25 °C. P¥i této teploté tedy probihaly i samotné experimenty. Kazdy vzorek byl
méfen dvakrat, z hodnot byla vypocitana stfedni hodnota a byly sestaveny grafy zavislosti
viskézniho a elastického modulu na amplitudé deformace. Rozmezi vynesenych bodl bylo
diky nepfesnosti méfeni pfi nizkych hodnotach amplitudy deformace, jak je vidét ina
obrazku 17, upraveno na 0,1-10 000 %. Jako odchylky byly do grafu vyneseny rozdily stfedni
hodnoty od naméfenych hodnot. Dale byl pomoci vypo&tu procentudlniho rustu kfivky
stanoven konec linearni viskoelastické oblasti (LVO) do 5 % zmény v bodé& v porovnani
s prvnim bodem kfivky a rozmezi této oblasti je v grafech naznaceno Sipkou.
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Z LVO byla poté vybrana hodnota amplitudy deformace 10 % pro oscila¢ni frekvenéni test.
Tato hodnota byla v pribé&hu méfeni konstantni a hodnoty frekvence byly nastaveny v rozmezi
0,01-20 Hz. Naméfena data byla opét exportovana a zpracovana do grafické podoby v MS
Excelu stejnym zpusobem jako u testu amplitudového. Na zakladé vynesenych parametrt bylo
mozné usuzovat, zda ma meéreny vzorek charakter gelu ajak velka je pevnost jeho uzl(.
Vysledky byly nasledné porovnany pro ménici se koncentraci v ramci jednoho tenzidu, pro
stejné koncentrace dvou odliSnych tenzidd, v ramci dvou zpusobu pfipravy hydrogell a pro
porovnani charakteru hydrogelu bez pfitomnosti micel ve srovnani s gely s micelami.
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Obréazek 17: Zavislost viskozitniho a elastického modulu na amplitudé deformace stanovena
oscilaénim amplitudovym testem

Pro vybrané vzorky byly dale méfeny i tokové kfivky pro newtonovské stanoveni charakteru
materidlu. Prvni méFeni bylo provedeno v Sirokém rozmezi smykové rychlosti 0,01-1000 s,
zobrazeno na obrazku 18, ze kterého bylo nasledné podle vysledku vybrano uzsi rozmezi
vhodné pro méfeni pfipravenych hydrogelovych vzork(. Pfi smykové rychlosti vy$Si nez 100 s
! dochéazelo kvuli odstredivé sile k vyteceni vzorku z méficich desticek a méreni tim padem
nebylo dostate¢né presné. Smykova rychlost nizsi nez 0,1 s byla pro méfeni prili§ nizka, coz
se projevilo nepravidelnostmi v grafickém zobrazeni vysledku. Proto byla smykova rychlost pro
tento typ testu stanovena na rozmezi 0,1-100 s?. Vzorek byl pfed samotnym méfenim
temperovan na 25 °C po dobu dvou minut. Naméfend data byla taktéz exportovana
a zpracovana do grafu v MS Excelu. Z naméfenych dat tokového testu byly sestaveny grafické
zavislosti viskozity materialu na smykové rychlosti. Podle povahy kfivky (rostouci, klesajici,
konstantni) byl vyhodnocen charakter pfipravenych geld.
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Obréazek 18: Grafické zobrazeni tokové krivky pro Siroké rozmezi smykové rychlosti

4.4.3 Infraervena spektrometrie

Tato analyticka metoda slouzi k ziskani informaci o struktufe latek, jejich sloZeni a dynamice
vazeb. Podstatou méfeni je absorpce infraCerveného zafeni vzorkem, jehoz energie sice neni
dostacujici k excitaci elektronu, jako tomu je u UV-VIS spektrometrie, ale zplsobi zménu
vibra&niho ¢&i rotaéniho stavu molekuly. Absorbované zareni energeticky odpovida pfechodu
mezi vibracnimi hladinami. Vysledkem detekce jsou u této metody Casové interferogramy,
které je nasledné nutné pfevést Fourierovou transformaci na klasické spektrum zavislosti
absorbance na vinoctu.

Vybrané vzorky uvedené v tabulce 1 byly podrobeny infralervené spektrometrii na pfistroji
Nicolet iS50 FT-IR od firmy ThermoFischer. Méfeni probihalo na diamantovém krystalu
v rozmezi vinoc¢tu odpovidajici stfedni infracervené oblasti 4000-400 cm™ s rozliSenim 8 cm™
a celkovym poctem skenu 32. Jako pozadi pro méfeni byl stanoven vzduch a krystal. Na
méfici plochu krystalu bylo napipetovano 2,5 ul vzorku. Méfeni bylo provedeno ihned po
nadavkovani vzorku a poté bylo provedeno znovu po odpareni vody po ¢ase cca 5 minut od
prvniho méfeni. Vysledné interferogramy byly Fourierovou transformaci pfevedeny na data,
ze kterych bylo mozné po exportovani do MS Excel sestavit a vyhodnotit vysledna spektra.

Tabulka 1: Vzorky vybrané pro méreni infracervené spektrometrie

vzorek | metoda palmitoyl hyaluronan DS =11 % decyl glukosid | triton X-100
1 - 10 g/ - -
2 M1 5g/l - 10x CMC
3 M2 5 g/l - 10x CMC
4 M2 5g/l 10x CMC -
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4.4.4 Ovéreni schopnosti botnani

Do malych Petriho misek byly pfipraveny gely Metodou rozpusténi palmitoyl hyaluronanu
v roztoku tenzidu pro koncentrace 5 g/l rozpoustédla palmHya a 10x CMC decyl glukosidu.
Pripravené vzorky byly zvazeny a na 24 h umistény do susarny nastavené na 50 °C. Poté byly
vzorky opét zvazeny a byl vizualné vyhodnocen vzhled a povaha suSiny. Nasledné byly do
kazdé Petriho misky napipetovany 3 ml vody a vzorky byly na 24 h ponechany k samovolnému
botnani. TFi zvlast pfipravené vzorky byly podrobeny reologickému méfeni amplitudového
a frekvenéniho testu. Naméfena data byla exportovana do MS Excelu a graficky zpracovana.
Schopnost opétovného nabotnani pfipravenych gell po vysu$eni byla vyhodnocena podle
porovnani vysledku reologie s gely puvodnimi. Naméfené hmotnosti jsou zaznamenany
v tabulce a uvedeny jako pfiloha.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro pfipravu hydrogell z hydrofobizovaného hyaluronanu s pfitomnosti micel byly navrzeny
dvé metody, jejichz postup je zaznamenan v kapitole 4.3. Obé& metody byly vyuzity pfi
experimentalni pfipravé geld vriznych koncentracich palmitoyl hyaluronanu irdznych
koncentraci tenzidi. Kromé decyl glukosidu byl z divodu vysoké finanéni nakladnosti pro
experimentalni ¢ast vyuzit taktéz necukerny tenzid triton X-100 a to zejména v prvni Casti
vyzkumu, ktera slouzila ke ziskani prvnich poznatkl s danym systémem a k vybéru
optimalnich koncentraci jak pravé tenzidu, tak i palmitoyl hyaluronanu a ovéfeni ucinnosti
vybranych metod. Az pro konecny vybér metody a koncentraci zvolenych pro naslednou
charakterizaci gelu byl do experimentl zafazen i decyl glukosid jakozto zastupce cukernych
biotenzidl. Taktéz palmitoyl hyaluronan je finanéné nakladna latka, a proto bylo ke vSem
experimentiim pfistupovano s rozvahou, postupné po malych krocich a malych objemech.

Cilem prace bylo mimo jiné kromé& pfipravy hydrogell navrzeni zpusobu jejich
charakterizace. Poc&ateCni vyhodnoceni probihalo vizualné a zahrnovalo posouzeni
homogenity, miry tekutosti a pfitomnosti vzduchovych bublin. Pro analytické kvalitativni
hodnoceni byla vybrana charakterizace pomoci vybranych reologickych testl a infraCervené
spektrometrie. Na zavér byly vzorky vysuseny a testovany na schopnost botnani po pfidani
vody. Veskeré vysledky z experimentalniho méfeni, jejich vzajemné porovnani a vytyCeni
moznych cilt pro budouci experimenty jsou uvedeny nize v této kapitole.

5.1.1 Vybér palmitoyl hyaluronanu s vyhovujicim stupném substituce

Kyselina hyaluronova je polysacharid hydrofilni povahy. Tuto vlastnost Ize zménit napfiklad
navazanim hydrofobniho fetézce kyseliny palmitové na hydroxylové skupiny této latky za
vzniku palmitoyl hyaluronanu. Polet navazanych fetézcl vyjadfuje procentualni hodnota
stupen substituce (DS) udavajici primérné zastoupeni substituovanych hydroxylovych skupin.
S rostouci hodnotou DS se zvySuje hydrofobni charakter upraveného hyaluronanu a zaroven
klesa jeho rozpustnost ve vodé.

Pro experimentalni ¢ast této prace byl jako hlavni zastupce zvolen palmitoyl hyaluronan
s DS 11 % a ze zajimavosti bylo par experimentl provedenois DS 37 % a DS 44 %. DS 11 %
je bez problému rozpustny ve vodé a od urcité koncentrace je schopny samovolné agregace
pomoci hydrofobnich interakci. DS 37 % se podafilo ¢aste€né rozpustit pfi koncentraci 5 g/l
a 10 g/l rozpoustédla, nicméné vétSina latky zustala nerozpusténa ve formeé disperze. Ani po
nafedéni na 0,5 g/l nedoSlo k uplnému rozpusténi. DS 44 % se nepodafilo rozpustit vibec.
Zadna vizualni zména v rozpustnosti nebyla zaznamenana ani po zahfati na 50 °C ve vodni
lazni. Re$enim by mohlo byt napfiklad pfidani organické rozpoustédla (DMSO, ethanol atd.),
nicméné protoze jsou hydrogely pfipravovany s cilem pro vyuziti v medicing€, musely by si
zachovat biokompatibilni a netoxicky charakter.

U DS 37 % byla i pfesto na zkouSku provedena Metoda rozpusténi palmitoyl hyaluronanu
v roztoku tenzidu pro koncentrace 5 g/l a 10 g/l palmitoyl hyaluronanu a 15x CMC triton X-100.
Podle oCekavani ani zde nedoslo k uplnému rozpusténi, nicméné se v roztoku vytvofila velmi
jemna bila sraZenina, jak Ize vidét na obrazku 19, kterd se na prvni pohled jevila jako
kompaktni s naznakem casteéné gelace avSak po protfepani se dala lehce rozmichat.
V experimentech s palmitoyl hyaluronanem o DS 37 % se dale nepokracovalo a vyzkum byl
zaméren pouze na DS 11 %.
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Obrazek 19: Srazenina palmitoyl hyaluronanu s DS 37 % a micel tritonu X-100

5.1.2 Vybér vhodnych koncentraci palmitoyl hyaluronanu a tenzidui

Optimalizace vhodnych koncentraci probihala pfipravou vzorkl pomoci Metody smichani dvou
roztokd. Pocéatecni koncentrace roztokd palmitoyl hyaluronanu s DS 11 % byly 0,5; 5; 10 g/l
rozpous$tédla. U koncentrace 10 g/l doslo k samovolné agregaci Cistého palmitoyl hyaluronanu
jiz pfi pfipravé zasobniho roztoku bez pFitomnosti tenzidu avzniku lehce tekouciho,
pruhledného, kompaktniho hydrogelu v celém objemu roztoku. Tento zasobni roztok nebyl
dale smichan s roztokem tenzidu, ale byl uchovan a nasledné podroben reologickému a FT-IR
meéfeni a porovnani se vzorky s pfitomnosti micel tenzidu tritonu X-100 a decyl glukosidu.
Koncentrace 0,5 g/l byla pro vznik gelu pfili§ nizka, po pfidani do roztoku tritonu X-100
s koncentracemi 5x a 10x CMC nedoSlo v roztoku k zadnym viditelnym zménam viskozity
a s touto koncentraci se proto v experimentech dale nepokracovalo.

Pozornost byla zaméfena na koncentraci 5 g/l, ktera nevykazovala samovolnou gelaci pfi
tvorbé zasobniho roztoku, ale po smichani s nékterymi roztoky tenzidi doslo k viditelnému
narlstu viskozity jiz po promichani a u nékterych se béhem 2 hodin vytvofil relativné dost
tekouci gel. Podrobnéjsi vysledky vizualniho hodnoceni po 24 h jsou uvedeny v tabulce 2.
Protoze hydrogely pfipraveny metodou M1 byly zna¢né tekouci a nesplfiovaly ocekavani, byl
navrzen druhy zpusob pfipravy geld pomoci metody M2, pro kterou byly z pfedchozich
vysledkd vybrany koncentrace 5x; 15x; 20x; 25x pro oba tenzidy. JelikoZz byly nasobky
stanoveny pro zasobni roztok tenzidu, ktery byl poté smichan 1:1 s roztokem polymeru
u metody M1, jeho vysledna koncentrace byla v celém objemu vzorku polovi¢ni. Proto, aby
byla zachovana stejna vysledna koncentrace tenzidu u obou metod, byly zasobni roztoky
tenzidu pro M2 pfipraveny v koncentracich 2,5x; 7,5x; 10x; 12,5x. U v8ech vzorkd dochazelo
k vytvofeni na prvni pohled homogenniho, prihledného gelu v celém objemu vzorku, stejné
jako u metody M1. Hydrogely pfipraveny metodou M2 vSak byly pfi stejnych koncentracich
viditelné méné tekuté. Tuto skute€nost pravdépodobné umoznilo pfimé rozpousténi polymeru
v roztoku tenzidu tim, Ze inkorporace hydrofobnich fetézcu do micel (a tim zpevnéni sitovych
uzll) mohla probihat jiz béhem rozpousténi, nez doslo k tvorbé hydrofobnim interakcim mezi
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fetézci a zaujmuti struktury s potencialné zhorSenou pfistupnosti pro micely. Pfedpokladem je
vice micel podilejicich se na tvorbé uzl( a vice Fetézcu v jedné micele zajistujici pocetnéjsi
propojeni fetézcu. Tento pfedpoklad by mohl byt pfedmétem budouciho zkoumani, aby doslo
k lepSimu porozuméni procesu gelace s pfitomnosti micel a jejich celkovému vlivu na strukturu
a pevnost sité.

Co se tyka rozdilu v ramci tenzidu, gely s decyl glukosidem se jevily na pohled pevné;si,
ale po bliz8§im zkoumani pomoci Spachtle vykazovali oproti gelim s tritonem X-100 veétsi
lepivost a taznost. U geld s 2,5x CMC decyl glukosidem doSlo k vytvofeni bublin v celém
objemu, které se nepodafilo odstranit zahfivanim ani ultrazvukem. Vzorky s touto koncentraci
nebyly dale vybrany pro charakterizaci.

K charakterizaci a dalSim experimentim bylo vybrano 9 vzork(i, konkrétné tedy
koncentrace 15x; 20x; 25x pro triton X-100 M1, 7,5x; 10x; 12,5x pro triton X-100 M2 a decyl
glukosid M2.

Tabulka 2: Vizuélni hodnoceni pripravenych vzorkit metodami M1 a M2

5g/1 DS 11 % + triton X-100 5g/1 DS 11 % + decyl glukosid
cMC M1 cMC M2 M2
5x | viskézni kapalina 2,5x | tekuty gel pevny homogenni gel, pritomnost bublin

7,5x | viskézni kapalina - - -

10x |tekuty gel - - -

, 7,5x . , pevny homogenni gel, pfitomnost bublin
1 I
5x | tekuty gel pevny homogenni ge e o
, 10x , , pevny homogenni gel, pritomnost bublin
2 I
0x |tekuty gel pevny homogenni ge e o
25x | viskdzni kapalina 12,5x | tekuty gel tekuty gel, bez bublin
30x | kapalina - - -
50x | kapalina - - -

100x | kapalina - - -

5.2 Reologie

Vzorky byly bé&hem méfeni reologie podrobeny celkem tfem testim: oscilacnimu
amplitudovému, oscilaénimu frekvenénimu atokovému testu. Naméfena data byla
zpracovana v MS Excelu a vynesena do grafické podoby. NiZze jsou vyhodnoceny vysledky
a vzajemneé porovnany v ramci riznych podminek pfipravy.

5.2.1 Porovnani dvou vybranych metod pro pripravu hydrogelu

Pro pfipravu palmitoyl hyaluronovych hydrogelld byly v experimentalni Casti této prace
testovany dvé odlisné metody. Metoda M1 zaloZena na smichani roztoku palmHya s roztokem
tenzidu a metoda M2 zahrnujici rozpusténi pevného palmHya ve formé& prasku v roztoku
tenzidu. Z vizualniho porovnani vzorku o stejnych koncentracich se jevila vhodnéjsi metoda
M2. Pro potvrzeni tohoto odhadu bylo vytvofeno srovnani pomoci reologickych testa.

Ze zavislosti viskozitniho modulu G a elastického modulu G* na amplitudé deformace na
obrazku 20 Ize vycCist nasledujici. V obou pfipadech pFevlada elasticita materialu nad
viskozitou, takZe Ize fict, Ze vyslednym materialem je viskoelasticka latka s pfevahou elastické
deformace, konkrétné gel. Nicméné u metody M1 je to dost hraniCni. S rostouci hodnotou
elastického modulu roste tuhost gelu. VySSi hodnota elastického modulu u metody M2 proto
dokazuje vy$Si pevnost materialu, coz potvrzuje fakt, Ze gel metody M1 byl jiz na prvni pohled
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vice tekuty. Odolnost materialu charakterizuje délka LVO, béhem které je struktura materialu
schopna odolavat deformacni sile. Ve chvili, kdy dojde k trvalému poruseni vazeb 3D sité,
dochazi k poklesu elastického modulu, nardstu modulu visk6znimu a jejich protnuti, které se
nazyva bod pfekfizeni. Z pevné viskoelastické latky se stava viskoelasticka kapalina.
V pfipadé gelu metody M1 se bod prekfizeni nachazi pfiblizné v 1000 % amplitudy deformace
a u M2 700 %. Nelze fict, zda jsou hodnoty kvuli nizkym hodnotam G* a G* metody M1
porovnatelné, ale pokud ano, vy$Si odolnost gelu vic¢i mechanické deformaci by mél gel
pfipraveny metodou M1.
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Obrazek 20: Zavislost visk6zniho (G*) a elastického (G*) modulu na amplitudé deformace pro srovnani
dvou metod pripravy hydrogelt

Na obrazku 21 je uvedena druha zavislost elastického modulu G* a viskézniho modulu G*
tentokrat na frekvenci. Pfi nizkych frekvencich pfevazuje v obou pfipadech modul viskdzni,
deformacni energie zpusobena tfenim je pfevedena na teplo, coz se projevi poklesem
viskozity. Naopak pfi vysokych hodnotach frekvence prevazuje elasticka deformace materialu,
proto dominuje modul G‘. Takové chovani je typické pro viskoelastické tekutiny. Z bodu
protnuti obou modultl Ize odvodit pevnost gelu. Cim dfive zaéne pfevazovat modul elasticky
(protnuti vice vlevo) tim je gel pevnégjsi. | vtomto méfeni bylo tedy potvrzeno, Zze pevnéjsi gely
vznikaji pfipravou pomoci metody M2.
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Obrazek 21: Zavislost visk6zniho (G") a elastického (G') modulu na frekvenci pro srovnani dvou
metod pfipravy hydrogelt

5.2.2 Srovnani geli dvou raznych tenzidu stejné koncentrace

Vybér tenzidu ma vliv na vlastnosti vysledného hydrogelu, nejen v souvislosti s jeho nabojem,
ale i velikosti a prostorovym usporadanim. To potvrzuji i vysledky méfeni dvou neiontovych
tenzid( decyl glukosidu a tritonu X-100 pfi stejné koncentraci. Kfivky zavislosti modult G* a G*
na amplitudé deformace na obrazku 22 se lisi jednak v rozmezi mezi G* a G*, kde v pfipadé
tenzidu triton X-100 jednoznacné prevazuje modul elasticky nad visk6znim, ale i v samotné
hodnoté G'. Obé skute€nosti naznacuji vétsi pevnost gell v pfitomnosti micel tritonu X-100.
Z grafu na obrazku 23 vyplyva stejna skute¢nost. Protnuti modult G* a G* nastalo v pfipadé
tritonu X-100 pfi niz8i frekvenci a dfive za€al pfevazovat elasticky model charakteristicky pro
pevné latky. Bod prekfizeni gell s decyl glukosidem ma hodnotu okolo 400 %, gel s tritonem
X-100 pfiblizné 700 %. VysSi odolnost vic¢i mechanické deformaci ma stejné jako vysSi
pevnost hydrogel obsahuijici triton X-100.
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Obrazek 22: Zavislost viskézniho (G*) a elastického (G‘) modulu na amplitudé deformace pro srovnani
dvou tenzidu o stejné koncentraci
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Obrazek 23: Zavislost visk6zniho (G*) a elastického (G*) modulu na frekvenci pro srovnani dvou
tenzid( o stejné koncentraci
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5.2.3 Srovnani geli s ménici se koncentraci tenzidu decyl glukosid

Koncentrace tenzidu byla povazovana jako jeden z parametrt ovliviiujici vlastnosti vzniklych
hydrogelu. Z vizualniho srovnani byl odhalen prvotni narlist pevnosti a poté pokles s rostouci
koncentraci. Pro potvrzeni, zda hraje koncentrace tenzidu v pfipravé opravdu né&jakou roli, byly
provedeny reologické testy pro decyl glukosid v tfech vybranych koncentracich 7,5x; 10x
a 12,5x CMC. Ze zavislosti modult G* a G* na amplitudé deformace na obrazku 24 Ize fict, ze
koncentrace tenzidu ma vliv na pevnost i odolnost gelu. Nejvy3si pevnost ma podle hodnoty
G’ gel s koncentraci tenzidu 12,5x CMC a podle rozdilu modulta 7,5x CMC. Nejodolnéjsi gel
podle hodnoty bodu prekfizeni okolo 1000 % obsahuje 7,5x CMC tenzidu (pfiblizné 400 % pro
10x CMC; 325 % pro 12,5x CMC). Druha zavislost se v hodnotach itvaru kfivek témér
prekryva, jak je vidét na obrazku 25. Pouze protnuti G* a G“ u koncentrace 12,5x CMC
naznacuje moznost mensi pevnosti oproti dvéma ostatnim vzorkim. Celkové tedy nebyly
zaznamenany markantni rozdily, coz maze byt dano vybérem sobé dosti blizkych koncentraci.
Pro lepsSi srovnatelnost by bylo pfi dalSim méfeni vhodné vybrat koncentrace nizsi a vyssi, aby
byl pfipadny rozdil vice vyrazny a dalo se s vétSi pfesnosti Fict, zda ma koncentrace tenzidu
v tomto pfipadé opravdu néjaky vliv.
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Obrazek 24: Zavislost visk6zniho (G*) a elastického (G*) modulu na amplitudé deformace pro srovnani
ménici se koncentrace tenzidu
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Obrazek 25: Zavislost viskozniho (G*) a elastického (G‘) modulu na frekvenci pro srovnani ménici se
koncentrace tenzidu

5.2.4 Srovnani geld s/bez pritomnosti micel

Palmitoyl hyaluronan je od urcité koncentrace sam o sob& schopny agregovat a tvofit
hydrogely. Otazkou tedy je, ma né&jaky vyznam k této latce pfidavat micely? Pokud ano, jak to
vysledné hydrogely ovlivni? Odpovédi Ize nalézt v niZze uvedenych zavislostech pro hydrogely
s koncentraci 10 g/l vody palmitoyl hyaluronanu a koncentracemi 10x CMC tenzidd. Hned na
prvnim grafu na obrazku 26 je jednoznacny rozdil modult G* pro gely s micelami oproti G* gelu
bez nich. Taktéz rozdily G' a G jsou mnohem vys3i. Lze tedy pfedpokladat, Ze micely zvySuji
pevnost gelu. Charakter kfivek zavislosti G* a G* na frekvenci zUstal u vzorkd s micelami stejny
jako u predchozich, aizde protnuti modulli naznacuje pfevahu pevnosti u gelu s tritonem
X-100, viz. obrazek 27. Zménu Ize zaznamenat u hydrogelu bez micel, zde pfevazuje elasticky
modul jiz pfi nizkych frekvencich. Oba moduly jsou vSak dost nizké. Vizualné byl nativni gel
hodné kiehky.
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Obrazek 26: Zavislost viskézniho (G*) a elastického (G‘) modulu na amplitudé deformace pro srovnani
geld bez a s micelami
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Obrazek 27: Zavislost viskézniho (G*) a elastického (G*) modulu na frekvenci pro srovnani gelt bez
a s micelami
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5.2.5 Tokovy test

Tokovy test byl proveden s cilem zjistit viskozitni chovani pfipravenych hydrogell pfi jejich
namahani pomoci aplikace rostouci smykové rychlosti. Na obrazku 28 jsou znazornény
vysledné viskozitni tokové kfivky vzorkd 5 g/l palmHya + 12,5x CMC triton X-100/decyl
glukosid. Do grafu byly vyneseny stfedni hodnoty dvou méfeni kazdého vzorku. Rozdil stfedni
hodnoty od naméfenych hodnot byl do grafu vynesen ve formé chybovych uUseCek. Ze
zavislosti Ize na prvni pohled vycist, Ze pocatec¢ni viskozita vzorku s tritonem X-100 je nasobné
vySSi ve srovnani se vzorkem obsahujici stejné mnozstvi decyl glukosidu. Do hodnoty
smykové rychlosti pfiblizné 2 s gel odolaval smykovému tlaku a viskozita zlstala konstantni,
poté nastal zlom a s narUstajici smykovou rychlosti zacala viskozita klesat. Divodem bylo
poruseni sitovych uzll, které drzely strukturu pohromadé a zajiStovali soudrznost hydrogelu.
U decyl glukosidovych vzork( neni zaznamenan podobné rapidni pokles viskozity. To maze
znamenat, Ze poc¢atecni viskozita je sice znacné niZ3i v porovnani s druhymi gely, avsak jejich
sit' je pfi namahani odolnéjsi.

Klesajici kfivky navic potvrzuji pfepokladany pseudoplasticky charakter pfipravenych
hydrogeld. Pfi namahani tedy nevykazuji chovani idealné viskézni kapaliny.

128 1

== Triton x-100

32 1 Decyl glukosid

16 +

Viskozita (Pa.s)
]

1 + + ———+++ + + ———++ + + — + + —+——++H
0,05 0,5 5 50 500
Smykova rychlost (s1)

Obrazek 28: Tokové krivky hydrogeld s 0,5 g/l vody palmitoyl hyaluronanu a 12,5x CMC tenzidu triton
X-100 a decyl glukosid

5.3 Infra€ervena spektrometrie

Z namérenych dat pfevedenych Fourierovou transformaci byla sestavena spektra pro vzorky
obsahuijici vodu a vzorky suché po odpareni volné vazané vody. Cilem tohoto analytického
méfeni bylo odhaleni chemicko-strukturni podstaty vznikajicich hydrogelu. Pfedpokladem byla
inkorporace hydrofobnich palmitovych fetézcu do vnitfniho prostfedi micel pouzitych tenzidd
a posileni vazebnych uzll tvoficich trojrozmérnou sit hydrogelu. Pfimou spojitost, ktera by
inkorporaci fetézcl dokazovala, se ve spektrech vzork(l s micelami v porovnani s gelem
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Cistého palmitoyl hyaluronanu bohuzel najit nepodafilo. Spektra byla i pfesto vyhodnocena
anize v odstavci jsou popsany vyskytujici se piky a porovnani spekter hydratovanych
a suchych vzorku. K identifikaci jednotlivych pik( byla vyuZzita online tabulka pro FT-IR od
Merck [52].

Na obrazku 29 Ize vidét, Zze spektra vSech suchych vzork(l jsou si velmi podobna, vesmés
se az na par detaill liSi pouze intenzitou nameéfenych pasu, jinak se piky svou polohou
vzajemné prekryvaji. Siroké piky oznadené jako 1 v oblasti od 3000 cm patfi spoleéné s piky
v oblasti okolo 1600 cm™ pevné vazané vodé ve struktuie hydrogelu, ktera nebyla samovolné
odpafena jakotomu bylo v pfipadé volné vody. Pik oznaceny Cislem 3 v oblasti kolem
1400 cm™ patfi COO skuping, ktera je dikazem, Ze se v latce nachazi hyaluronan &ili sodna
sUl a nikoli kyselina hyaluronova. Nicméné piky oznaceny jako 4 v oblastech 1150 a 1300 cm™?
patfi skupiné COOH, takze existuje ur€ita pravdépodobnost, ze ne vSechny karboxylové
skupiny jsou Na* obsazeny. Cislem 6 jsou oznadeny vyrazné piky pro hydroxylové skupiny
primarnich a sekundarnich alkoholl. Vyénivajici pik u decyl glykosidu v oblasti 2920 cm™ patfi
vibracim C-H vazeb v jeho dlouhém uhlovodikovém fetézci. Méné vyrazné piky v oblasti kolem
1250 cm™ znac¢né zejména u vzorkl obsahujici triton X-100 pravdépodobné patfi C-O vibracim
etherovych skupin. Oblast 400-900 cm™ je $patné ditelna, coz muzeme byt zplsobeno
pfevazujici absorpci zareni krystalem.

Obrazek 30 obsahuje spektra hydratovanych vzorku, ktera zcela odpovidaji spektru vody
uvedenému na obrazku 31. Signal vody ve vSech pfipadech jednoznacné prekryl piky
ostatnich vibraci, a proto nelze z takového spektra vycist zadné relevantni informace. Do
budoucna by mohlo byt pfinosné FT-IR méfeni vzorku v prdbéhu jeho vysychani, po vzoru
ENEV et. al. [53], které by mohlo pfinést vice informaci jak o struktufe, tak i povaze samotného
vysychani a obsahu a rozlozeni vody ve struktufe hydrogelu.
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Obrazek 29: FT-IR spektra pro vysusené vzorky pripravenych hydrogelt
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5.4 Schopnost botnani

Ze Ctyr pfipravenych vzorku byl jeden vybran k vizualni charakterizaci susiny. Po vysu$eni se
na dné Petriho misky vytvofil prihledny rovhomeérny tenky film, ktery se pfi odebirani Spachtli
lehce drolil, jak Ize vidét na obrazku 32. Jinak byl pevny, nepruzny a bylo mozné jej snadno
natrhnout.

Obréazek 32: Tenky film pripraveny vysuSenim hydrogelu

Zbylé tfi vzorky byly po pfidani 3 ml deionizované vody ponechani k samovolnému botnani
po dobu 24 h. U vSech vzorkd doSlo k absorpci veSkerého objemu vody a vzniku na prvni
pohled homogenniho, pruhledného, pevného gelu s velkou podobnosti gelu puvodnimu.
Pomoci reologie byly vSechny vzorky podrobeny amplitudovému a frekvenénimu testu.

5.4.1 Reologie zpétné nabotnalych gelt

Pro detailngjSi ovéfeni schopnosti hyaluronovych gelt nabotnat po vysuSeni do plvodni
podoby byly z vysledku reologickych testl sestaveny zavislosti G' a G* modult na amplitudé
deformace na obrazku 33 a frekvenci na obrazku 34. Odchylky modulu G* v amplitudovém
testu mohou naznacovat, ze dva pfipravené vzorky nebyly srovnatelné homogenni. Na druhou
stranu kfivky frekvenéniho testu se témérF zcela prekryvaji. Celkové Ize tedy fict, Ze jsou gely
palmitoyl hyaluronanu schopny po vysu$eni absorbovat vodu a nabobtnat do stejné podoby.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala moznosti pfipravy hydrogeltd hydrofobné modifikovaného
hyaluronanu v micelarnim roztoku. Samotna prace je rozdélena na dvé Casti. Teoreticka Cast
pojednava o obecnych informacich polysacharidd, jejich hydrofobnich modifikacich, kyseliné
hyaluronové a palmitoyl hyaluronanu, tenzidech a jejich interakcich s polymery, hydrogelech
a jejich vyuziti v mediciné.

Experimentalni &ast vychazi ze ziskanych teoretickych poznatk(i  z literatury.
V experimentech byl k pfipravé hydrogell pouzit hydrofobni derivat palmitoyl hyaluronan,
tenzid triton X-100 a sacharidovy biotenzid decyl glukosid. Triton X-100 byl zahrnut z dGvodu
finan¢ni naro¢nosti decyl glukosidu k po¢ate¢nim optimalizaénim experimentim a pozdéji pro
porovnani vysledkl dvou tenzidu. Prfiprava hydrogelt probihala pomoci dvou navrzenych
metod: metoda smichani dvou roztokl (M1) a metoda rozpusténi palmitoyl hyaluronanu
v roztoku tenzidu (M2). S vyuZzitim prvni metody probihala nejprve optimalizace koncentraci.
Po vizualnim vyhodnoceni byly pro charakterizaci vybrany koncentrace palmHya 5 a 10 g/
vody a koncentrace tenzidl 15x; 20x; 25x CMC. Jelikoz gely pfipraveny metodou M1 byly dost
tekouci, byla pro pfipravu navrzena metoda M2. Gely pfipraveny metodou M2 byly na prvni
pohled pevnéjsSi a méné tekly.

K charakterizaci gell byly vybrany tfi reologické testy (oscilacni amplitudovy, oscilaéni
frekvencni a tokovy), infraCervena spektrometrie (IR) a test na schopnost botnani. Vysledky
reologie i IR byly zpracovany do grafické podoby. V ramci oscilaénich testd byly srovnany
vysledky podle metod, typu tenzidu, ménici se koncentrace jednoho tenzidu a ne/pfitomnosti
micel. Vysledky potvrdily, Ze pevné&jsi gely vznikaji metodou M2, vybér tenzidu a nasledné
i jeho koncentrace hraje v pevnosti a odolnosti roli a pfitomnost micel ma vliv na vysledny
charakter hydrogelu. Jaky vliv pfesné micely na hydrogel maiji v porovnani s hydrogelem bez
micel by mohlo byt pfedmétem dalSiho zkoumani. Ze soubéznych vysledkl Bc. EliSky
Gruberové [55] to zatim vypada, ze hydrogely pfipraveny bez micel se projevuji vySsi tuhosti
a moduly charakteristickymi spiSe pro pevné latky, oproti modulim typickym spiSe pro latky
tekouci, které se objevily u hydrogelll této prace. Pomoci tokovych testl bylo odhaleno
pseudoplastické chovani gelt s micelami obou tenzidd.

Metoda IR byla vybrana s cilem odhaleni principu interakci tvorby gelu v pfitomnosti micel.
Cestou méreni suchych vzorki se bohuzel tento princip nepodafilo odhalit. Pfinosnéjsi
informace by mohlo pfinést méfeni v pribéhu vysychani.

Za ucCelem zkousSky na schopnost botnani byly vzorky pfipravenych gelu vysuSeny.
Zajimavym zjisténim byla podoba, do které gel vyschnul. DoSlo k vytvofeni rovhomérného
tenkého, prahledného a relativné pevného filmu. Po pfidani vody byl gel schopen obnovit svou
strukturu do pavodni podoby, coz dokazuji i vysledky reologickych testu.

Pomoci experimentalniho méfeni byla prokazana moznost pfipravy hydrogelu zaloZena na
interakcich biopolymeru palmitoyl hyaluronanu s micelami. Povaha xerogelu a schopnost
botnani, které byly navic v pritbéhu méreni odhaleny, by mohla mit do budoucna pfinos pfi
tvorbé biomaterialu pro medicinské aplikace napfiklad v tkdhovém inZenyrstvi pro hojeni ran.
Vyhodou je pfitomnost micel, které mohou slouzit k inkorporaci a fizenému uvolfiovani
léCivych Ci jinak bioaktivnich latek. DalSim moznym smérem badani je ovéfeni, zda hydrogel
vznika i v jiném nez vodném prostiedi napfiklad fyziologickém roztoku ¢&i kultivacnim médiu,
za ucelem testovani hydrogelu jako nosi¢e pro farmakologii i ke kultivaci bunék. Zajimavy by
byl i vyzkum vlivu naboje zvoleného tenzidu na samotnou gelaci vysledny hydrogel.
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9 PRILOHY
9.1 Doplnujici vysledky reologie
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Priloha 1: Zavislost G' a G" modult na amplitudé deformace pro tenzid triton x-100 a metodu M2
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Priloha 2: Zavislost G' a G" modult na frekvenci pro tenzid triton X-100 a metodu M2
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Priloha 3: Zavislost G' a G" modulti na amplitudé deformace pro triton x-100 a metodu M1
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Priloha 4: Zavislost G"a G" modult na frekvenci pro triton X-100 a metodu M1
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Priloha 5:

Tabulka hmotnosti pro test botnani

hmotnost (g)
vzorek | palimotyl roztok decyl glukosid hydrogel | suSina | voda hydrogel

hyaluronan 10x CMC

DS=11%
1 0,0181 2,9806 2,4056 | 0,0307 | 3,0172 | 2,7982
2 0,0186 3,0161 2,8101 | 0,0289 | 3,0142 | 3,0185
3 0,0172 3,0088 2,6896 | 0,0247 | 0,0208 | 2,987
4 0,0176 3,0065 2,7763 | 0,0332 | 3,0096 | 3,0048
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