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ABSTRAKT

Dizertacni prace je zaméfena na studium piipravy a charakterizaci koloidnich systémi
vznikajicich na zéklad¢ interakci hyaluronanu s miceldrnimi agregaty. Teoreticka ¢ast prace
se vénuje nosiCovym systémim, popisu pouzitych materidll a metodam charakterizace
studovanych systému, zejména fluorescencni spektroskopii, dynamickému rozptylu svétla
a turbidimetrii. Experimentalni ¢ast je zaméfena na objasnéni vyhodnoceni naméfenych dat.
Vysledkova ¢ast prace je rozdelena na dvé podsekce vénujici se riznému zpisobu piipravy
komplexii hyaluronan-tenzid. Indukované agregaty hyaluronanu se Septonexem jsou
charakterizovany z hlediska jejich vzniku a stability, pfiCemz vysledky jsou porovnavany s jiz
diive studovanym tenzidem CTAB. V druhé¢ ¢asti jsou pak diskutovany tzv. ovrstvené micely,
jejich formace, vlastnosti a stabilita.

KLICOVA SLOVA

Hyaluronan, micely, tenzid, Septonex, CTAB, fluorescence, dynamicky rozptyl svétla,
turbidimetrie, nosi€ové systémy



ABSTRACT

This thesis deals with the study of preparation and characterization of hyaluronan-micelle
aggregates. The theoretical part deals with drug delivery systems, characterization of used
materials and methods especially fluorescence spectroscopy, dynamic light scattering and
turbidimetry. Methods of determination of measured data are summarized in the experimental
section. The result section is divided into two subsections dedicated to different preparation
methods of hyaluronan-surfactant complexes. Induced aggregates of hyaluronan with
Septonex are characterized in terms of their origin and stability, and the results are compared
with previously studied surfactants CTAB. In the second part are discussed so-called
decorated micelles, their formation, properties and stability.

KEYWORDS

Hyaluronan, micelles, surfactant, Septonex, CTAB, fluorescence, dynamic light scattering,
turbidimetry, drug delivery system
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UVOD Fakulta chemicka, VUT v Brné

1 UVOD

Ptedpona ,,nano*“ (z teCtiny — znamena trpaslik, trpasli¢i) je v soucasné dob¢ naduzivana,
nicméné je faktem, ze trpasli¢i technologie maji mnohdy obii aplikace. Jednim z velmi
slibnych smért je nanomedicina — vyuziti specifickych vlastnosti entit jako jsou vldkna
a castice, pokud maji rozméry v nanometrové skale, v medicing.

Richard Smalley, nositel Nobelovy ceny za chemii, fekl roku 2005 pfedtim, nez zemiel na
rakovinu: ,,Pfed dvaceti lety, bez dnesni surové chemoterapie, bych byl uz mrtvy. Za dvacet
let ndm nanotechnologie poskytne specialné zkonstruovana 1éciva, kterd se specificky zacili
na zmutované rakovinné bunky v téle, a vSechno ostatni ponechd nedotéené. Rakovina bude
minulosti.*

Vize Richarda Smalleyho vedla a stdle vede fadu védct ke zkoumdni dalSich moznych
systému vyuzitelnych pro nosi¢ové aplikace v oblasti mediciny ¢i kosmetiky. Jednou z celé
fady moznosti pro formulaci takovych nosicovych systému je vyuziti interakci hyaluronanu
S opacné nabitymi tenzidy, jelikoz takové systémy by mohly té€zit z vyhod obou komponent
a vzajemnou spolupraci prevazit mozné nedostatky jednotlivych slozek. Mezi hlavni vyhody
takového systému patii kombinace biokompatibilntho a vysoce hydrofilniho polymeru
s utvary vytvarejicimi hydrofobni doménu schopnou rozpustit nepolarni latky, tedy naptiklad
hydrofobni 1é¢iva.

Tato prace si proto klade za cil ,,prispét se svou troskou do mlyna“, tedy pfispéet
K celosvétové snaze o vyvoj nosici 1é¢iv a to konkrétné prozkoumanim moznosti piipravy
komplexi hyaluronanu s micelarnimi agregaty, v nichz mtze byt solubilizovana hydrofobni
latka a poskytnutim komplexnich informaci o stabilité a vlastnostech takovych systémd.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Nosicové systémy

Nanonosice zacaly nedavno pfitahovat stile vice pozornosti v oblasti vyvoje systémt pro
podavani 1€kt (tzv. drug delivery system), zejména z toho diivodu, Ze jsou schopny zvysit
rozpustnost hydrofobnich 1éCivych latek (véetné vétSiny protinadorovych 1éCiv), zajistit
prodlouzenou cirkulaci u¢innych latek v krevnim ob¢hu, fizenou aktivaci a ucinek selektivné
zaméieny na cilovou tkan, soubor bun¢k (napf. nédor), jednotlivou buiiku nebo dokonce
I bunééné kompartmenty. Dale by nosiCové systémy mély omezit nezadouci ucinky terapie
a potlacit rezistenci cilové tkané k 1é¢ivu. V neposledni fadé¢ maji velky potencial v oblasti
starnuti pokozky, protoze umi piekonavat kozni bariéru (stratum corneum) a dorucit 1é¢ivo do
hlubsich vrstev kiize.

Nejvétsi pozornost je dnes zaméfena na vyvoj nosicl kancerostatik a to zejména z diivodu
vysoké spolecenské zavaznosti nadorovych onemocnéni, kterd je dana jejich Castym
vyskytem a dodnes mnohdy malo G¢innou 1écbou. Dnes uzivana protinadorova léciva nejsou
totiz dostatené selektivni pro nadorovou tkan, coz se projevuje dlouhou fadou nezadoucich
ucinkl (napt. poskozeni krvetvorby, kardiovaskuldrni potize, arytmie, naruseni cCinnosti
gastrointestinalniho traktu, poSkozeni sliznic, poSkozeni nervové soustavy ¢i pohlavniho
ustroji, ovlivnéni plodnosti, atd.) [1-3]. Moderni véda se stale vice zaméfuje na vyvoj novych
prostfedkli pro 1écbu nadorovych onemocnéni, které budou schopny piekonat rezistenci
nadorovych tkani, prodlouzit uvolovani aktivnich latek a dorucit lé¢ivo pouze na
pozadované misto ucinku — cileni.

2.1.1 Cileni

Cileni nosici 1é¢iv zajistuje transport aktivni latky (napf. cytostatika) pfimo do postizené
tkané, ¢imz Ize znaén€ omezit nezadouci Gcinky 1é¢iv a zvysit jejich G¢innost.

Konven¢ni metody podavani 1éCiv zahrnuji ordlni podani l1éCiva nebo injekéni aplikaci
aktivni latky pfimo do postizeného mista. Tyto metody vSak maji své nevyhody. Naptiklad
ordlni podani tablet ¢i kapsuli miZe mit za nasledek nerovnomérnou farmakokinetiku
po vystaveni téchto nosicti metabolickym draham v organismu. To mlZe mit za nasledek vEtsi
neZ potiebnou podanou davku léciva, kterd miiZze podpofit zvySenou toxicitu.

Dodéni 1éCiva do cilové tkané mize byt dosazeno primarné dvéma cestami — pasivné
a aktivné (Obr. 1).

Pasivni cileni vyuziva permeabilitu nadorové tkané€. V disledku rychlé tvorby cévniho
systému v rostouci rakovinné tkani se tvoii ,,dérava“ defektivni struktura tkané, kterd muze
byt snadno pfistupna toxickym chemoterapeutickym 1ékiim. Nektera 1é¢iva mohou byt
podavana jako prekurzory nebo neaktivni léky, které mohou byt aktivovany, jakmile jsou
vystaveny nadorové tkani. Pasivni cileni zahrnuje také dodavku I1éku k nadoru
prostfednictvim né€kolika invazivnich zplsobt. V pifipadé pasivniho cileni je velice podstatna
velikost polymerniho nosice, ktera musi byt v rozsahu 6 az 200 nm [4; 5]. Pii mensi velikosti
muze dojit k vylouCeni nosi¢e rendlni exkreci, pfi vétSich rozmérech by dochézelo
k pohlcovani ¢astic fagocyty a jejich vylouceni jatry. VéEtSina polymernich Castic o piislusné

10
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velikosti podléha tzv. EPR efektu (Enhanced Permeability and Retention effect). Ten je
zalozen na dvou faktorech. Prvnim faktorem je fakt, ze kapilarni endothelium v maligni tkani
je neuspotfadané a tak vice propustné vici makromolekulam, nez kapilarni endothelium
normalni tkan¢. Druhy faktor zahrnuje nedostatecny nadorovy lymfaticky systém, ktery ma za
nasledek akumulaci 1é¢iva v nddorovém lizku.

Aktivniho cileni se obvykle dosahuje vazbou specifického ligandu na nosic, coz umoznuje
prednostni akumulaci 1éCiva v nddorové tkani, v ramci nadorovych bunék, intraceluldrni
organely nebo specifické molekule v nadorovych buiikach. Tento pfistup se pouziva pro
nasmérovani nanocastic k povrchu receptord, jelikoz mnoho typli nddorovych bunék ma na
svém povrchu specifické receptory pro ur€ité ligandy [6].

Pasivni cileni Aktivni cileni

‘ -33“38@@@@9@
S DS

\w)
nosi¢ upraveny na miru

Obr. 1: Pasivni vs. aktivni cileni. V pasivnim cileni (vlevo) maji ¢astice tendenci pasivné difundovat
skrz ,,déravou vaskulaturu nadorové tkané¢ a akumulovat se v dusledku EPR efektu. V piipadé
aktivniho cileni (vpravo) pfitomnost ligandii na povrchu ¢astic usnadiiuje jejich interakce s receptory,
na povrchu nadoru, coz vede ke zvysené akumulaci a pfednostni bunécné absorpci [7].

Na vlastnosti nosicovych systémil je kladena fada pozadavkd. Polymerni nosi¢ 1é¢iv by mél
byt stabilni v pribéhu transportu, zejména by méla byt stabilni chemicka vazba lé¢iva na
pfislusny nosi¢. Dale je podstatnd mozZnost fizeného uvoltovani l1é€iva z nosice, napiiklad
procesem chemické hydrolyzy. Jak uz bylo zminéno, nosi¢ 1é¢iva musi mit urcitou velikost
a samoziejme je potieba, aby byl material nosice biodegradovatelny.

Pro idealni nosi¢ 1éciva tedy plati, Ze nesena biologicky aktivni latka je v 1ékové formé
neaktivni, bez jakéhokoli vlivu na organismus. V této formée je 1é¢ivo specificky dopraveno na
misto pozadovaného ucinku, kde je aktivovano a plisobi pouze v pozadované koncentraci a po
dobu optimalni k dosazeni maximalniho efektu. LécCivo, metabolity a vsechny komponenty
nosic¢ového systému jsou nasledné po dosazeni efektu eliminovany z organismu [3].

2.1.2 Druhy nosi¢ovych systémii

Nano- a mikrocéstice pro cilenou distribuci 1é¢iv jsou zaloZeny na riiznych materidlech
zahrnujici polymery (polymerni nanocastice, micely nebo dendrimery), lipidy (liposomy),
viry (viralni nanocastice) a dokonce také uhlikové materialy (nanotrubky) (Obr. 2).

11
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Polymerni Polymerni Dendrimer
nanocastice micela

Liposom Virdlni Uhlikové
nanocdstice nanotrubky

Obr. 2: Typy nanonosi¢u pro fizenou dopravu 1é¢iv: (A) polymerni nano¢astic, (B) polymerni micela,
(C) dendrimer, (D) liposomy, (E) nano¢astice zalozena na virech, (F) uhlikova nanotrubka [5].

Polymerni nanocastice

V zavislosti na zptsobu pfipravy je 1é¢ivo vazdno bud’ pomoci fyzikéalnich interakci, nebo
pomoci kovalentni vazby na polymerni matrici. Vysledné slouc¢eniny mohou mit strukturu
napiiklad kapsule (polymerni nanocastice) ¢i amfifilni ,,core-shell strukturu (polymerni
micely).

Aby byl systém Uspésné pouzitelny jako nosi¢ 1éCiva, musi byt material chemicky inertni
a bez vyluhovatelnych necistot. Materialy, které jsou v soucasné dob¢€ pouzivany ¢i studovany
Vv kontextu nosic¢ti 1é¢iv zahrnuji naptiklad polyvinylalkohol, poly-N-vinyl-pyrrolidone ¢i
polyakrylamid. Do klinické praxe jsou zavadény také nékteré syntetické a ptirodni polymery
S linearni  strukturou ndhodné svinutého klubka. Pfikladem takového polymeru je
polyethylenglykol. DulleZitym faktorem pii vybéru polymeru pro nosi¢ovy systém je jeho
biologickd odbouratelnost. Polymer by mél byt St€épen na biologicky akceptovatelné
molekuly, které mohou byt metabolizovany a vylouceny z organismu normalnimi
metabolickymi cestami. Existuje mnoho faktor, které budou ovliviiovat biodegradaci
ptuvodniho materidlu. Tyto faktory zahrnuji jak chemické slozeni, tak molekularni strukturu,
chemickou strukturu, diftzni kapacitu, morfologii, molekularni hmotnost a pfitomnost
iontovych skupin [6].

Dal$imi systémy vhodnymi pro nosice 1é¢iv jsou polymerni micely. Polymerni micely
vznikaji samovolnou agregaci na zédklad€¢ hydrofobnich interakci. PfisluSny polymer tvofici
micelu musi mit amfifilni charakter, neboli musi obsahovat ¢ast hydrofilni a ¢ast hydrofobni.
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Tato podminka je splnéna u kopolymert obsahujici monomerni jednotky pozadovanych
vlastnosti. V tvahu piichazeji blokové a roubované kopolymery [8].

Systém polyelektrolyt-tenzid

Dals§i moznosti pfipravy nosi¢ovych systému je strategie zahrnujici kombinaci polymeru
atenzidu. Vazani obou komponent je zajiSténo elektrostaticky. Vyslednd castice ma
,,core-shell” strukturu, ktera s sebou nese fadu vyhod [9; 10].

Polymer i tenzidovy agregat tedy musi byt nabity, aby mezi nimi mohlo dojit k elektro-
statické interakci. Polymerni fetézec, v némz jsou nékteré nebo vSechny monomery nabité se
nazyva polyion. Kazdy polyion je v roztoku obklopen -ekvivalentnim mnozstvim
nizkomolekularnich opacné nabitych protiiontii pro zajisténi elektroneutrality. Kombinace
polyionu a protiiontll se nazyva polyelektrolyt. Ve srovnani s polymery bez naboje maji
polyelektrolyty vyss$i rozpustnost ve vodé. Z divodu vysokého elektrického naboje na
polymernim fetézci zlstava velké mnozstvi protiiontl blizko fetézce polyionu, kde mohou byt
kovalentné vazany na nabitych skupinach, mohou byt zapojeny v interakcich kratkého dosahu
u téchto nabitych skupin ve formé iontovych parti nebo mohou byt drzeny Coulombickymi
silami v iontové atmosféte blizko polyionu.

Podobnou ptedstavu o vazani protiiontt lze piijmout také pro systémy obsahujici tenzidové
protiionty, avSak v tomto pfipadé mize pfistupovat do tivahy nékolik dodatec¢nych efekti.
Hlavnimi faktory, které ovliviiuji vazéni iontového tenzidu na polyelektrolyt s opacnym
nabojem, jsou hustota ndboje na polyionu, hydrofobni charakter tenzidu (délka jeho
uhlikového fetézce) a pridavné pritazlivé sily mezi polyelektrolytem a micelami tenzidu
Vv ptipadé hydrofobnich funk¢nich skupin ptitomnych na fetézci polyelektrolytu [11].

Piikladem systému polyelektrolyt-tenzid mize byt kombinace polysacharidu hyaluronanu
a opa¢né nabitych tenzidi. Hyaluronan by mohl byt vhodnou latkou pro cilenou distribuci
1é¢iv vzhledem k jeho unikatnim vlastnostem, biokompatibilité a vazbé s receptorem CD44
(viz kapitola 2.2) [12; 13]. Hyaluronan je vysoce hydrofilni polymer s masivnim hydrata¢nim
obalem, a proto jej nelze piimo vyuzit pro piepravu nepolarni latky. JelikoZ ma fada G¢innych
1¢ktt  hydrofobni charakter, musi byt hyaluronan pro zminéné pouziti hydrofobné
modifikovan, coz ale miize ovlivnit jeho biologickou aktivitu a kompatibilitu. DalSim
zpiisobem je vazba hyaluronanu fyzikalnimi interakcemi s néjakym vhodnym molekuldrnim
partnerem, ktery zajisti rozpustnost hydrofobniho 1é¢iva. Kombinace hyaluronan-tenzid by
mohla byt vhodnym typem takovych agregatl. V téchto systémech je hydrofobni 1écivo
solubilizovano v hydrofobnich prostorech tenzidl (v micelach), zatimco hyaluronan zajistuje
vngjsi ochranu a biokompatibilitu celého systému a obstarava cileni systému.

Specidlnim podtypem téchto komplexnich systémii jsou Ccastice formované pomoci
hydrofobné¢ modifikovaného hyaluronanu. Takovy hyaluronan mé na své linearni struktufe
,haroubovan® jeden ¢i vice hydrofobnich uhlovodikovych fetézcti o libovolné délce. Diky
této struktufe je takovy hyaluronan schopen samoagregace, interakce s hydrofobnimi
molekulami pfitomnymi v jeho okoli. Ve vodnych roztocich dochazi ke tvorbé miceldm
podobnym tutvart — kavit, které umoziiuji rozpustit hydrofobni domény ve vodé a mohou byt
tudiz vyuzity pfi pfipravé nosi¢t schopnych transportovat lipofilni substance [14—16].
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Liposomy

Liposomalni dvojvrstvy mohou byt slozeny bud’ ze syntetickych, nebo piirodnich fosfolipidu.
Prevladajici fyzikdlni a chemické vlastnosti liposomll jsou zaloZzeny na vlastnostech
fosfolipidli, vCetné propustnosti, hustoty naboje a sterické zabrany. Lipidové dvojvrstvy se
uzaviraji do sebe diky interakcim mezi molekulami vody a hydrofobnimi fosfatovymi
skupinami fosfolipidii. Tento proces tvorby liposomu je spontanni kvili samousporadani
amfifilnich fosfolipidi do dvojvrstvy. Zaneseni léCiva do liposomu mize byt dosazeno
pomoci nékolika metod (zformovani liposomu ve vodném roztoku, ktery je nasycen
rozpusténym 1é¢ivem; pouziti organického rozpoustédla a metody vymény rozpoustédel;
pouziti lipofilniho lé¢iva nebo metoda pH gradientu). Pro prodlouzeni doby cirkulace
liposomi v organismu jsou liposomy obalovany vhodnym ochrannym polymerem, napiiklad
polyethylenglykolem. Liposomalni nosi¢e protinadorovych 1é¢iv byly jiz schvaleny pro
huméanni pouziti. Piikladem je Doxil® a DaunoXome®, coz jsou liposomalni nosie
antracyklinovych 1é¢iv doxorubicinu resp. daunorubicinu pouzivané pro lécbu rakoviny
spojované s AIDS (Kaposiho sarkomu a mnohocéetného myelomu) [17].

Mikrobubliny

Specialnim typem nosi¢u zalozenych svou strukturou na micelach ¢i liposomech jsou
mikrobubliny. Mikrobubliny jsou plynem plnéné koloidni c¢astice s velikosti 1-8 pum.
Struktura zahrnuje plynové jadro, které je zabaleno do vice nebo méné flexibilniho obalu
z bilkovin, tenzidli nebo polymerii. V soucasné dobé jsou mikrobubliny pouzivany jako
kontrastni ¢astice pro ultrazvukovou diagnostiku a zobrazovani. Do budoucna je o¢ekavano
jejich vyuziti v terapii jako G€inny a bezpecny dopravce 1é¢iv a gend.

Je znamo, Ze po vystaveni ultrazvuku se mulize zvysit bunécné vstiebani polynukleotidd,
proteini a malych molekul 1é¢iv [18-20]. Za tento efekt je zodpoveédna kavitace. Pro vyvolani
kavitace plynu je potteba vysoka troven energie ultrazvuku, coz mize byt Skodlivé a klinicky
nepraktické. Mikrobubliny nabizi rlzné pfistupy pro ultrazvukem spuSténé vstrebavani
bioaktivnich latek. Tyto latky pak pfi jejich rezonancni frekvenci odpovidaji na ultrazvukové
pole oscilaci. Pfi vysoké turovni ultrazvukové energie muize vysokd amplituda oscilace
zpusobit destrukci mikrobublin. Jestlize takové mikrobubliny nesou lé¢ivo nebo gen,
destrukce ultrazvukem cilenych mikrobublin mliZze byt pouzita k lokalni dopravé a uvolnéni
transportované latky (Obr. 3).

Molekuly 1é¢iva mohou byt spojeny s obalem mikrobubliny pomoci elektrostatickych nebo
hydrofobnich interakci, van der Waalsovych sil nebo pouze na principu fyzikalni enkapsulace
[21; 22].
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Obr. 3: Schéma znazornujici lokalni dopravu 1é¢iv do ledviny pfi vyuziti mikrobublin a ultrazvuku.
Mikrobubliny nesouci 1é¢ivo (znazornéno hvézdickami v krouzku) jsou injektovany intraven6zné do
krevniho obéhu. Nésledné jsou mikrobubliny lokalné vystaveny ultrazvuku o vysoké energii, ¢imz
uvolnuji 1éCivo (znazornéno samostatnymi hvézdi¢kami) na pozadovaném misté [23].

2.2 Hyaluronan

Hyaluronan existuje v zivém organismu pievazné v disociované formé sodné a draselné soli.
Ve vodném roztoku ma charakter polyaniontu kvili disociaci karboxylovych skupin v jeho
struktute. Molekula hyaluronanu (Obr.4) ma nerozvétvenou linearni strukturu tvofenou
opakujicimi se disacharidovymi podjednotkami. Tyto jednotky obsahuji D-glukuronovou
kyselinu a N-acetyl-D-glukosamin, které jsou spojeny pomoci stiidajicich se p-1,4 a B-1,3
glykosidickych vazeb. Vazby jsou navic stabilizovany intramolekularnimi vodikovymi
mustky.

disacharidova jednotka

Na Na

CH,OH coo
T 0 5
/ O
OH T~
OH

NH OH
o

I

\CH3

D-glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin

Obr. 4: Zakladni chemicka struktura hyaluronanu

Ob¢ sacharidové jednotky jsou prostorové spojeny glykosidovou vazbou, kterd
Vv B konfiguraci dovoluje prostorové objemnym skupindm zaujmout stericky vyhodnéjsi
ekvatorialni polohu, zatimco malé vodikové atomy obsazuji méné¢ vyhodné axidlni polohy.
V disledku tohoto uspofadani se v molekule hyaluronanu vytvaii hydrofobni oblasti
tzv. hydrophobic patches, které jsou tvofeny pravé axialnimi vodiky a hydrofilni tvofené
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ekvatorialnimi postrannimi skupinami. Struktura molekuly je tedy energeticky velmi stabilni
(Obr. 5) [24-29].

i co.c , CHzOH
HO H
H OH v H Dec.aNH‘w
é
CH3

Obr. 5: Struktura hyaluronanu — vyobrazeni prostorového usporadani funkénich skupin [24]

Navzdory jednoduché primarni struktufe vykazuje kyselina hyaluronova velmi rozdilné
biologické ucinky v zavislosti na velikosti molekuly a jejim prostorovém usporadani. Nejveétsi
zastoupeni hyaluronanu muzeme nalézt v tkanich obratlovcd, jelikoz je tento biopolymer
hlavni casti extracelularni matrix. Vice nez polovina z celkového obsahu hyaluronanu
Vv organismu se nachézi v kizi, ¢tvrtina pak kostech a kloubech. Zbytek je pak rozdélen mezi
svaly a vnitfni organy. V o¢nim sklivci ¢i v synovialni tekutiné je hyaluronan majoritni
sloZzkou. Dale je nedilnou soucasti chrupavek, kde hraje velmi dalezitou roli. Vodné roztoky
vysokomolekularniho hyaluronanu jsou velice viskozni, ¢imz snizuji tfeni a tlumi narazy
V kloubech. Hyaluronan je také nedilnou soucésti tkéni, kde slouzi jako strukturalni
organizator diky schopnosti vazat se na ostatni komponenty matrix, napiiklad na kolagenova
vlakna ¢i jiné makromolekularni elementy [30].

2.2.1 Sekundarni a terciarni struktura

Na zaklad¢ primarni a sekundarni struktury navrhl Scott J. E. a kol. [25], ze fetézec
hyaluronanu zaujima v roztoku specifickou strukturu. Tuto strukturu si lze predstavit jako
nahodné svinuté klubko, tzv. random coil. Nahodilost pti formovani struktury je vSak
nepravdépodobna, uvédomime-li si, ze ¢im vice nahodny systém je, tim mén¢ informaci je
v tomto Vv systému uloZeno. Vyvoj Zivych organismi vzdy tihne ke sniZeni entropie, zvySeni
poctu nesenych informaci a vyuZzivani trvalych a opakovatelnych tvarti. Proto se na molekulu
hyaluronanu pohlizi jako na systém, jez zaujima preferované tvary [31].

Retézce hyaluronanu obsahuji dva typy vazeb — vazby v sacharidovych jednotkach a vazby
mezi jednotkami. Sacharidové jednotky si udrzuji relativné staly tvar. Mezi témito rigidnimi
jednotkami existuji glykosidické vazby, které sestavaji z atomu kysliku spojujiciho jednotlivé
sacharidy. Tyto vazby jsou stabilizovany intramolekularnimi vodikovymi mistky (teckovana
¢ara na Obr. 6). Atomy kysliku jsou dvojvazné a jejich vazby jsou orientovany jako ramena
pismene ,,V*. Substituenty ptfipojené na koncich ramen se mohou otécet o 360 °. Ackoli neni
mozna uplnd svoboda ve vytvareni konfiguraci substituentii okolo atomu kysliku, kazdy
glykosidicky mustek poskytuje nékolik moznych konfiguraci. Vynasobenim téchto moznosti
poctem miustkii v dlouhém fetézci ziskame obrovské mnozZstvi tvari jedné molekuly.
Uspotadani molekuly vypada tedy jako nahodné, ale neni tomu tak.

Pomoci NMR technik byla potvrzena piitomnost uspofadané struktury v roztoku, ve které
kazda disacharidova jednotka je pootocena o 180 ° oproti piedchozi i nasledujici. Dvéma
otockami se dostaneme zpét k piivodni orientaci. Struktura ma tedy tvar dvakrat stoCené
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Sroubovice, tzv. two-fold helix (ne dvousroubovice, ,,double helix*, do niz jsou zapojeny dva
molekularni fetézce), ve které hraje diilezitou roli voda jako stabiliza¢ni faktor.

Vyznam této sekundéarni struktury spociva v existenci hydrofobni oblasti ve dvojité spirale
0 velikosti osmi uhlikovych atomii. Hyaluronan mé tudiz vlastnosti vysoce hydrofilniho
materialu soucasné s hydrofobnimi doménami. Jedna se tedy o amfifilni molekulu [25].
Z tohoto divodu molekula zaujima v roztoku strukturu, ktera zabira pomérné rozlehlou
doménu. Doménova struktura hyaluronanu mé zajimavé a dualezit¢ disledky. Malé molekuly,
jako je voda, elektrolyty a ziviny se mohou voln¢ Sifit rozpoustédlem uvniti domény. Velké
molekuly, jako bilkoviny, jsou ¢aste¢né vylu¢ovany z domény kvili jejich hydrodynamické
velikosti. Hyaluronanové sit¢ v doméné poskytuji méné prostoru pro jiné molekuly, které jsou
vétsi. To vede k pomalejsi diftizi makromolekul skrz sité a jejich niz§im koncentracim v siti
ve srovnani s volnymi prostory v okoli hyaluronanu. Hyaluronanové fetézce se v roztoku
neustale pohybuji, coz zptisobuje neustalou zménu velikosti efektivnich port v siti. Statisticky
mohou existovat vSechny velikosti pori, jen s riiznou pravdépodobnosti, coz znamena, Ze
vSechny molekuly mohou projit hyaluronanovou siti, ale s riznym stupném zpomaleni
v zavislosti na jejich hydrodynamickych objemech [25].

Obr. 6: Tetrasacharid obsazeny v fetézci hyaluronanu, ktery se sklada ze dvou opakujicich se
disacharidovych jednotek vykazujicich ve vodé¢ preferovanou konfiguraci. G oznacuje zbytek kyseliny
glukuronové, N znac¢i N-acetylglukosamin. Teckovana ¢ara znazornuje vodikové vazby, které jsou
ptitomné v kazdém tetrasacharidu hyaluronanu. V nevodném prostiedi (dimetylsulfoxid) je vodny
mistek mezi acetamidem (N2) a karboxylem (G1) nahrazen pfimou vodikovou vazbou [25].

2.2.2 Sitovani hyaluronanu

Retézce hyaluronanu mohou také agregovat mezi sebou navzajem, &asteéné pomoci
pfitazlivych sil mezi hydrofobnimi oblastmi. Ploch4 stuhovitd sekunddrni struktura ma
specifické vlastnosti. Ob¢ strany stuhy jsou identické, ale jedna strana je v opaéném smeéru
oproti druhé, jsou tedy antiparalelni. Néasledkem toho plati, Ze co je mozné na jedné strané
stuhy, je mozné také na druhé. Agregaty mohou tedy vznikat z obou stran (Obr. 7).
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Elektrostatické repulze mezi zapornymi naboji, které by mohly podporovat disociaci
agregatli, jsou v tomto piipad¢ prekonany hydrofobnimi interakcemi a vodikovymi mistky
mezi acetamidovou a karbonylovou skupinou. Sily, které drzi sit’ pohromad¢, jsou pomérné
slabé, a proto se agregaty neustéle tvofi a zanikaji v zavislosti na okolnich podminkach.

Q =hydrophobic
patch

A B

Obr. 7: Zobrazeni interakce mezi dvéma fetézci hyaluronanu. A a B znazoriuji zobrazeni molekuly
hyaluronanu, ¢ervené oblasti znac¢i hydrofobni mista na stfidajicich se stranach polymerniho fetézce,
krouzky reprezentuji acetamidovou skupinu a ¢tverecky karboxylovou skupinu. C znézorfiuje schéma
mozného duplexu mezi dvéma molekulami hyaluronanu v bo¢nim nahledu. Za¢astnéné molekuly jsou
navzajem antiparalelni. Te¢kované &ary ohrani¢uji kazdou cukernou jednotku. Cervené pasy znadi
hydrofobni mista. Zaktiveni v kazdé molekule viditelné na A a B presné kopiruje zakiiveni druhé
molekuly v antiparalelnim uspotradani, takze dvé molekuly zapadnou piesn€¢ do sebe. Hydrofobni
mista potom priléhaji t€sné k sobé a acetamidové a karboxylové skupiny jsou ve vzdalenostech
vodikovych mustku [24].

2.2.3 Metabolismus

Metabolismus hyaluronanu je velmi dynamicky. Nékteré bunky, jako naptiklad chondrocyty
v chrupavkach, aktivné syntetizuji a katabolizuji hyaluronan po celou dobu Zivota tkané.
Syntéza je vétSinou vyvazena srozkladem, ¢imz se udrZuje konstantni koncentrace
hyaluronanu v tkani. Polocas rozkladu molekuly hyaluronanu v chrupavce je obvykle dva az
tfi tydny. PoloCas rozpadu hyaluronanu v krvi je ptekvapivé kratky, jen nékolik minut.
V nékterych piipadech vSak prevlada syntéza nebo rozklad hyaluronanu. Pfikladem mohou
byt keratinocyty, ve kterych ptevazuje syntéza. Odhaduje se, ze téméf jedna tietina
z celkového mnozstvi hyaluronanu v lidském téle je metabolicky odstranéna a nahrazena
béhem pramérného dne [24].

Enzymy, které produkuji hyaluronan se nazyvaji hyaluronan syntazy (HAS). Jde
0 membranové vazané enzymy, které vyuzivaji UDP-a-N-acetyl-D-glukosamin a UDP-a-D-
glukuronét jako substraty pro vyrobu glykosaminoglykanu hyaluronanu na bunééném
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povrchu za nasledného vytlaceni cytoplazmatického produktu pfes membranu do
extracelularniho prostoru, coz umoziiuje neomezeny rist polymeru. V téle savct se vyskytuji
tiéi druhy tohoto enzymu (HAS1, HAS2 a HAS3). Dva z hlavnich rozdili jednotlivych
izoforem jsou délka fetézce formované molekuly hyaluronanu a snadnost s jakou muze byt
molekula uvolnéna z bunééného povrchu.

Rozklad hyaluronanu v téle savct zajistuji  téi  typy enzymua: hyaluronidazy,
B-D-glukuronidazy a P-N-acetyl-hexosaminidazy. Po celém téle se tyto enzymy vyskytuji
vriaznych formach, intracelularné 1 v séru. Obecné plati, ze hyaluronidazy S§tépi
vysokomolekularni hyaluronan na oligosacharidy, zatimco B-D-glukuronidazy a p-N-acetyl-
hexosaminidazy dale degraduji oligosacharidové fragmenty odstranénim neredukujicich
terminalnich cukrd. Produkty degradace hyaluronanu, oligosacharidi a hyaluronanu o velmi
nizké molekulové hmotnosti vykazuji antiangiogenni vlastnosti. Pomoci katalyzy hydrolyzy
kyseliny hyaluronové, hlavni slozka intersticidlni bariéry, hyaluroniddzy snizuji viskozitu
kyseliny hyaluronové, ¢imzZ se zvySuje propustnost tkani. Proto jsou hyaluronidazy vyuzivany
v mediciné v kombinaci s dalsimi 1éky, aby se urychlilo jejich rozptyleni a doruceni.
Nejcastéjsi aplikaci je o¢ni chirurgie, kdy se pouzivaji v kombinaci s lokalnimi anestetiky [32;
33].

2.2.4 Funkce a moznosti vyuziti kyseliny hyaluronové

Intracelularni hyaluronan je lokalizovan pfedevs§im v cytoplazmé nebo v jadru buiiky nebo je
vazan na cytoplazmatickou membranu. Intracelularni hyaluronan ma funkci hlavné
signaliza¢ni, vdZe se na rizné receptory.

Extracelularni hyaluronan je extrémné hygroskopicky a je nezbytnym stavebnim prvkem
chrupavky, epidermis a dalSich tkéni, v nichz je potieba udrzet vysokou elasticitu a pevnost
(sklivec, pupecnik). Pericelularni hyaluronan muze agregovat s fosfolipidy, S riznymi
proteoglykany, versicanem ¢i nékterymi proteiny. Prostfednictvim vazby na bunécné
receptory CD44 a RHAMM reguluje také bunécnou signalizaci.

Kyselina hyaluronova je mnohdy povazovana pouze za molekulu extracelularni matrix.
Minuly a soucasny vyzkum vSak objevuje nové a nové funkce této molekuly jak na bunééné,
tak na organové urovni.

Vsechny ziskané znalosti o této molekule poukazuji na to, Ze kyselina hyaluronova je
molekula velkého vyznamu. Je nutnd pro spravnou funkci organismu. Jeji vSudypifitomnost
aucast na celé fad¢ biologickych procest, jako jsou angiogeneze, migrace a proliferace
riznych bunécnych typi, Gcast na zanétlivych procesech, procesech hojeni ran a dalSich,
ukazuje na celou fadu moznosti vyuziti této molekuly jako 1é¢ivé latky.

Diky svym unikatnim vlastnostem naSla kyselina hyaluronova jiz fadu uplatnéni
v nejriznéjSich  medicinskych odvétvich. V revmatologii, oftalmologii, diabetologii,
farmaceutické technologii a dalsich oblastech, naptiklad pfi hojeni ran [34; 35].

Hyaluronan spolu s ostatnimi glykosaminoglykany a kolagenem tvoii dulezitou slozku
mechanismu znovuobnoveni poranéné tkan¢. Béhem prvnich dnli po vzniku zranéni je
hyaluronan ptevladajicim glykosaminoglykanem v rané. Pti 1é¢bé naptiklad koznich ¢i o¢nich
poranéni plisobi vyrazné ptizniv€. U koZnich popalenin a ran dochazi k urychleni epitelizace
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a projevuje se schopnost hojeni bez jizev. Také pfi terapii o€nich onemocnéni je pozorovano
rychlejsi hojeni poskozené rohovky [36; 37].

Diky své vysoké biokompatibilit¢ a pfitomnosti v extraceluldrni matrix tkédné ziskava
hyaluronan popularitu jako vhodny material pro tkanové inzenyrstvi. Kvili vysoké
rozpustnosti nativniho hyaluronanu ve vod¢ a jeho kratkému biologickému polocasu rozpadu
je pro tyto aplikace Castéji vyuzivan zesitény modifikovany hyaluronan ve formé hydrogelu
[38-40].

Hyaluronan byl pouzit k syntéze biologickych scaffoldi pro aplikaci pfi hojeni ran. Tyto
scaffoldy obvykle obsahuji proteiny jako je fibronektin, které jsou navazany na hyaluronan,
pro usnadnéni migrace bunék do tkané. Toho se vyuziva zejména u osob trpicich na chronické
diabetické rany [40-42].

Hyaluronan se pouziva také k 1é€b¢ osteoartrozy kolenniho kloubu. Po aplikaci série injekci
do kloubu dochazi ke zvySeni viskozity kloubni tekutiny. To ma za nésledek promazani
a odpruzeni kloubu a analgeticky ucinek. Bylo také dokdzano, ze hyaluronan ma pozitivni
biochemicky efekt na chrupavku [43; 44]. Tkan chrupavky je tvofena pouze z 5 % buikami,
zbytek tvoii kolagen a proteoglykany, které vytvareji velmi pevnou, ale také pruznou
pojivovou hmotu. Hyaluronan se zde uplatiuje jako stavebni glykosaminoglykan a spojuje
molekuly aggrekanu slozené z chondroitinsulfatu a keratansulfatu [45].

Hyaluronan je dnes také Siroce pouzivan jako aktivni latka v fadé kosmetickych ptipravk,
jelikoZ je hyaluronan schopen neutralizovat volné kyslikové radikaly, ¢imz chrani kizi pted
pusobenim UV zafeni. Pletové mléko s hlavni ucinnou slozkou hyaluronanem sodnym je
pouzivano k 1é¢bé atopického ekzému [46; 47].

2.2.5 Role kyseliny hyaluronové pri kancerogennich procesech

Kyselina hyaluronova ma velky vliv pfi kancerogennim procesu. Hyaluronan stimuluje
bunécné pochody jako proliferaci, migraci, agregaci a angiogenezi a inhibuje apoptézu. Dnes
je znamo nejméné 14 typd karcinomd, u kterych byla zjist€éna zvySena koncentrace
hyaluronanu, a to jak pfimo v buiikdch samotnych, tak i v mezibunééném stromatu, pfi¢emz
vzdy je akumulace hyaluronanu spjata se Spatnou prognézou pro pacienta, agresivnim rastem
nadoru a metastazovanim a mnohdy také i s rezistenci vii¢i klasické chemoterapeutické 1écbe.
Neni vSak zcela jasné, zdali jsou tato zjiSténd mnozstvi hyaluronanu vlastni pfi¢inou anebo
spiSe az dusledkem négkteré¢ho jiného patologického pochodu [48]. Hyaluronan neni sam
schopen vznik nadoru vyvolat, avSak po vyvolani jeho tvorby jiz vzniklym nadorovym
shlukem, je schopny jeho vyvoj vSemozné podporovat. Muze se tedy stat zbrani proti
rakoving, pokud bychom v¢as zamezili interakci hyaluronanu s pfislusnym nadorem [49].

Pfi zminénych procesech je ucinek hyaluronanu na bun&tné Grovni a nasledné i na urovni
tkanové a organové zprosttedkovdn vazbou na charakteristické receptory. Hlavnim
receptorem pro kyselinu hyaluronovou je molekula CD44 [50-53]. CD44 je
transmembranovy receptor vSudyptitomny v lidském téle. Vazba hyaluronanu na tento
receptor vede K celé tfad¢ bunécnych odpovédi, jako jsou pfilnavost, organizace a obrat
extracelularni matrix na povrchu bunééné membrany a zprostiedkovani migrace lymfocyta
Vv pribéhu zanétu. Tento receptor mize existovat v celé fadé izoforem [48; 54]. Jednim
Z receptort, ktery se svoji funkci a expresi podoba molekule CD44 je RHAMM. Po navazani
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hyaluronanu je hlavni funkci RHAMM zprostiedkovat adhezi a buné€nou hybnost. Oba
receptory se podileji na regulaci prenosu bunécnych signalt.

Solidni neboli pevné nadory ptedstavuji pevnou masu transformovanych buné¢k, které
proliferuji a omezuji okolni tkdn€. Maligni neboli zhoubny nador je schopny proliferovat do
okolni tkan¢, jeho buiiky jsou schopné migrovat a vytvofit tak vzdalené metastazy nadoru.
Pfeménu benigniho nadoru (ktery vétSinou neohrozuje pacienta na zivoté) v maligni nador
muze stimulovat pravé jeho interakce s hyaluronanem. Extracelularni nahromadéni
hyaluronanu bylo pozorovano v karcinomu plic, prsou, prostaty, ovarii, moc¢ového méchyie,
délohy, $titné Zlazy a v plicnim adenokarcinomu a bylo spojené se zvySenym metastazovanim
nadoru [55-57]. Existuji rtzné teorie, které se snazi vysvétlit mechanismy akumulace
hyaluronanu v téchto karcinomech. Prvni moznosti je zvySend syntéza hyaluronanu. Druhou
moznosti je nizky katabolismus hyaluronanu v téchto nadorech [58].

Interakce hyaluronanu s CD44 receptorem miZze stimulovat proliferaci a migraci nadoru.
DNA takto vzniklych nddorovych bunck rychle mutuje a casem mutuji i geny kontrolujici
bunécny cyklus. Tyto zmutované geny pak umoziuji nekontrolovatelnou proliferaci nadoru.
Proliferace je naopak omezovdna mnoZstvim Zivin, a proto nador potfebuje stimulovat
angiogenezi, ale i to umoznuje praveé interakce CD44 a hyaluronanu.

Akumulace hyaluronanu v prostfedi podporuje onkogenezi a nadorovou angiogenezi.
Extracelularni hyaluronan urychluje vznik monocytli a makrofagl, které jsou dilezité pro
angiogenezi. Tyto buiiky se pohybuji po siti z polymerd hyaluronanu a uvoliuji zanétlivé
rustové faktory, které se zde zachycuji a podnécuji vznik krevnich kapilar. Bohuzel imunitni
buiiky, které se diky tomu dostanou k nadoru, proti nému nejsou schopné bojovat, interakce
hyaluronanu a CD44 jim totiZ brani produkovat volné kyslikové radikaly [59].

Jak uZ bylo feceno, akumulace hyaluronanu zpiisobuje vznik chemirezistence vii¢i mnoha
chemoterapeutikim (naptiklad doxorubicin, taxol, vincristin, cisplatina a dal$i). Kli¢ovou roli
pfitom hraje jeho interakce s receptorem CD44, kterd aktivuje vylouceni téchto toxickych
latek z buiky ven. Druhym mechanismem zpasobujicim tuto rezistenci je vznik
hyaluronanového plast€¢ kolem rakovinnych bunék, ktery chemoterapeutika nepropusti
dovnitf. Velmi slibnou moznosti obrany proti vzniku takovéto chemorezistence je zabranéni
interakce hyaluronanu a CD44. Toho lze dosdhnout né¢kolika rtiznymi zplsoby. Prvni
moznosti je znemoZnéni akumulace hyaluronanu, toho 1ze docilit bud’ inhibici jeho produkce,
nebo naopak stimulaci jeho katabolismu. Druhou moznosti je zablokovani vazebného mista
pro hyaluronan na receptorech CD44. Toho lze dosahnout podavanim oligomerd hyaluronanu
o urcit¢é velikosti. Tato 1écba je obvykle spojend s podavanim nékterého
Z chemoterapeutickych 1€kii, samotné oligomery hyaluronanu totiz rakovinné buiiky nemohou
zniéit. Zatim je zkouSena hlavné na in vitro a in vivo experimentalnich modelech [60]. Treti
moznosti jak zamezit interakci hyaluronanu s CD44, je inhibovat expresi receptorid CD44,
nebo stimulovat jejich $tépeni. Pokud by se to podaftilo, interakce hyaluronanu a CD44 by jiz
nebyla mozna a hyaluronan by nemohl podporovat rakovinné bujeni.
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2.3 Tenzidy a micelarni agregaty

Molekuly tenzid maji v diisledku své amfifilni struktury tendenci adsorbovat se na rozhrani
fazi a schopnost organizovat se v roztoku a tvofit tak agregaty. Tento proces je pohanén
termodynamicky a je spontanni. Vysledné agregaty se pak nazyvaji asociativni koloidy. Tyto
koloidni struktury jsou formovany jako vysledek fyzikdlnich interakci mezi amfifilnimi
molekulami tenzidu.

Schopnost vytvaret micely je tedy podminéna zvlastni strukturou molekul. Tato podminka
vyzaduje, aby molekula obsahovala hydrofilni skupiny, které svou velkou afinitou
Kk rozpoustédlu zaru¢uji zna¢nou rozpustnost, a aby soucasn¢ druha ¢ast molekuly byla sama
0sobé vdaném prostiedi nerozpustnd, tedy hydrofobni. Takové molekuly se nazyvaji
amfifilni.

nabita hydrofilni
funkeni skupina
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Obr. 8: Struktura molekuly tenzidu

Amfifilni molekuly (Obr. 8) maji obecny vzorec RX , kde R oznacuje uhlovodikovy
fetézec (,,chvost“ tenzidové molekuly) a X znaéi polarni skupinu (hlavu tenzidové
molekuly). Uhlovodikovy fetézec R ma bézné osm uhlikovych atomt a vic, mize byt
nasyceny nebo nenasyceny, linearni nebo rozvétveny a miize také obsahovat aromaticka jadra.
Polarni skupiny X mohou byt neiontové nebo iontové (aniontové, kationtové ¢i amfoterni).
Neiontové skupiny jsou nejéastéji polyoxyethylenové &leny —(C,H,O), — s relativné
kratkymi fetézci, ve kterych x lezi v rozmezi 3 az 20 a vic. Mezi tyto tenzidy patii komeréné
dostupny a znimy Tween” a Triton®. Tontové skupiny jako sirany (SO} ), sifi¢itany (-SO;)
auhli¢itany (—CO,) jsou bé&zné aniontové skupiny, rizné kvarterni amoniové skupiny
(-NH;) jsou nejcastéjSim substituentem v kationtovych tenzidech. Amfoterni tenzidy
kombinuji kladné€ i zdporn€ nabité skupiny. V ptipadé iontovych tenzidi je amfifilni iont
doprovazen protiiontem; pfi¢emz uvazujeme pouze jednomocné protiionty. Obecné miZeme
iontové tenzidy napsat jako M*S™, ptiCemZ piedpokladame 100% disociaci na M™ a S~
ionty. Piikladem muze byt bézné¢ znamy tenzid tohoto typu dodecylsiran sodny (SDS), ve
kterém M* =Na" a S™=C,H,.SC; .
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2.3.1 Micely a kriticka micelarni koncentrace

Oznacime-li amfifilni molekulu S, pak miize byt proces asociace popsan reakci:

nS<S,, 1)

kde S, je micela se stupném agregace n . Tato reakce je prvni ze série reakci rostouci

komplexnosti agregatu, kterd je pouzivana k vyjadieni procesu micelizace. Reakce (1) je
reverzibilni; ziedéni systému posune rovnovahu reakce zpét ve prospéch monomerniho
tenzidu.

Asociativni povrchoveé aktivni latky tvofi ve velkych zfedénich pravé roztoky. Pii urcité
koncentraci dojde v systému k samovolné agregaci molekul do utvard koloidni velikosti.
Hnaci silou agregace jsou hydrofobni interakce. Jejich podstatou je pomérné znacny vzriist
entropie (cca 140 J-K *mol™) pfi piechodu tenzidu z monomerniho do agregovaného stavu.
Vznikajici Gtvary se nazyvaji micely a pfislusna koncentrace, pti které k agregaci dochazi, se
nazyva kritickd micelarni koncentrace (oznacovana z angl. CMC). Pod touto koncentraci
existuji molekuly tenzidd v systému pouze ve formé jednotlivych molekul, nad ni vSechny
pridavané molekuly tenzidu asociuji do micel. CMC je tedy nejvyssi mozna koncentrace, pii
niz je tenzid v roztoku v molekulové (iontov¢) formé [61-63].

Experimentalné bylo dokadzano, ze se micely tvofi ve vodném roztoku nédhle pii CMC
a koncentrace monomerniho tenzidu v roztoku se nad CMC méni jen minimaln&. Tento typ
chovani je charakteristicky pro fazovou rovnovahu. Z hlediska energie je vzdy nutnd néjaka
minimélni hodnota n pro vylouceni hydrofobniho fetézce z vodného roztoku. Jakmile je
roztok dost koncentrovany pro agregaci s danou kritickou hodnotou n, kazda dalsi pfidana
molekula tenzidu bude agregovat do micel.

Lze fici, Ze povaha reakce (reakéni rovnovaha €1 fazova rovnovaha) bude zaviset na
velikosti formovanych micel. Ve vodném systému je obecné pouzivanym modelem model
fazové rovnovahy, zatimco na nevodny systém je lepsi aplikovat model chemické rovnovahy.

2.3.2 Vnitfni struktura micel

Pti kritické micelarni koncentraci se tenzidové molekuly seskupuji do piiblizné sférickych
agregatli obsahujicich 50-150 amfifilnich jednotek. Pro cely orientace si predstavme micelu
vytvofenou ve vodném prostiedi, kdy uhlovodikové fetézce smétuji do sttedu micely a tam
agreguji mezi sebou, polarni hlavy jsou orientovany smérem ven z micely a tvofi tak tzv. obal
micely. Vylou€eni uhlovodikovych fetézcl tenzidovych molekul z polarniho média je
dilezitou hnaci silou micelizace.

Struktura micely (Obr.9) je tedy tvofena vné&jsi vrstvou, jadrem a tzv. palisaidovou
mezivrstvou. V iontovych micelach jsou uhlovodikové fetézce obklopeny obalem, ktery je
podobny koncentrovanému roztoku elektrolytu. Tento obal obsahuje iontové tenzidové hlavy
a vazané protiionty v oblasti nazyvané Sternova vrstva. V této oblasti je pfitomna také voda
a to ve forme volnych molekul nebo jako hydrataéni obal. Zbyvajici protiionty existuji kromé
Sternovy vrstvy také volné v roztoku. Tyto ionty podléhaji dvéma druhtim sil: elektrostatické
pfitazlivosti, kterd je pohdni smérem k micelam a tepelnému pohybu, diky némuz tihnou
k dispergaci. Vyslednici téchto opacnych sil je difuzni iontova atmosféra, druha polovina
dvojité vrstvy naboje pii povrchu koloidu.
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Obr. 9: Struktura kladné nabité micely

Velikost difuzni ¢asti dvojité vrstvy iontové atmosféry micely zaleZi na obsahu elektrolytu
v roztoku. S rostoucim obsahem elektrolytu se iontova atmosféra smrst'uje. Iontové micely
budou migrovat v elektrickém poli a iontova atmosféra bude vleCena spolu s nimi. Bylo
zminéno, Ze existuji vazané a volné molekuly vody. Jak vazané ionty, tak iontové tenzidové
skupiny jsou hydratovany pftiblizné do stejné miry a to v micele i jako samostatné ionty.
Dulezitym faktorem Sternovy vrstvy iontovych micel je, ze vazané protiionty pomahaji
ptekonat elektrostatické odpuzovani mezi nabitymi hlavami tenzidovych molekul. Nebylo by
spravné si myslet, Ze iontové micely formuji a poté adsorbuji protiionty. Sternova vrstva je
¢ast micely a energie potfebna na jeji zformovani je soucasti termodynamiky micelizace.

vV

fetézcl ovliviluje micelarni strukturu a také poloha hydratacni vody. V prvni aproximaci
muze byt jadro micely povazovano za kapku uhlovodikové kapaliny s maximalnim
polomérem rovnajicim se délce plné nataZeného uhlovodikového fetézce. Podélenim povrchu
micely agregacnim cCislem dostaneme pfisluSnou oblast na povrchu micely nalezejici jedné
tenzidové hlaveé. Pokud budeme za agregaéni c¢islo uvaZovat hodnotu mezi 50 a 100,
dostaneme plochu 0,35 az 0,69 nm? pfipadajici na jednu skupinu, coz je zcela vérohodné ¢islo
s ohledem na chovani tenzidi v monovrstvach [62].

Alkylové fetézce tenzidovych molekul nejsou jen ,linky* bez jakékoli tloustky, které se
mohou rozbihat ven ze spole¢ného stfedu v neomezeném poctu. Misto toho fetézce samotné
zabiraji urcity objem (na Obr. 10 vyznacen pomoci obdélni¢kl). Tenzidové hlavy (polarni
skupiny) jsou na Obr. 10 znazornény pomoci kolecek a modré oblasti zastupuji oblasti vody.
Obr. 10a schematicky znazoriuje, ze blizké sbaleni polarnich hlav vyzaduje nepfijatelné
ptekryvani koncl fetézcli, je-li polomér jadra roven délce pln€ natazeného fetézce. Na
Obr. 10b je polomér micely znazornén také pomoci obdélnicki, ale uspofadanych tak, aby
nedochézelo k prekryvani. Otvor vytvofeny ve stfedu micely je artefaktem tohoto zobrazeni,
zatimco kliny volného prostoru, které umoziuji vod¢é penetrovat hluboko do jadra micely,
jsou realnym znakem tohoto modelu. Znazornéni na Obr. 10c se od ptedchozich modelt
odliSuje, a to tak, ze n€které tenzidové molekuly vycnivaji z povrchu jadra dal nez ostatni,
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¢imz zmirfiuji mackani fetézcl ve stfedu micely. Obecné je uzndvana urcitd flexibilita
fetézcl, kterd nékterym fetézclim umoziuje zkrouceni a ohnuti takovym smérem, aby doslo
K vyplnéni klinu, ktery jinak obsahuje vodu. Kvuli vystupkim ¢asti uhlovodikovych fetézca
do Sternovy vrstvy, ziskava jadro nerovny, drsny povrch.

Jednim z nésledki nerovného povrchu micelarniho jadra je nértst kontaktu mezi vodou
a uhlovodiky. Obr. 10b vypada nerealisticky kvali tomu, Ze kontakt vody a uhlovodiki je
Vv tomto modelu sotva mens$i nez v objemu roztoku, coz je stav, ktery ziejm¢ oslabuje
dilezitou ¢ast hnaci sily micelizace. Model na Obr. 10c minimalizuje efekt kontaktu vody
a uhlovodikl bez eliminace hnaci sily a umoziuje zachyceni ¢asti vody ve struktuie micely,
coz predstavuje cast micelarni hydratace, ktera nebyla vysvétlena pomoci hydratace iontl
a nabitych skupin.

i 9 hydrofobni
fetézce

hydrofilni \
/ Lhlavy“

Obr. 10: Tfi mozna schematickd zobrazeni struktury micel: (a) fetézce piekryvajici se ve stfedu
micely, (b) voda penetrujici do jadra, (¢) vy¢nivajici propletené fetézce opravujici nedostatky modelu

(@) a(b)

Nerovny povrch jadra predstaveny na Obr. 10c poukazuje na to, Ze jadro micely by mélo
byt spravné uvazovano jako dvé odlisné oblasti — vnitini jadro, které je v podstaté bez vody
a hydratovany obal mezi vnitinim jadrem a polarnimi skupinami. Tento ¢astecné vodny obal
je n€kdy nazyvan jako palisadova vrstva.

Rozsah, do které¢ho vyc¢nivaji uhlovodikové fetézce do vody nelze snadno urcit, ale mizeme
uvazovat o objemu palisddové vrstvy. Za ptredpokladu, ze tloustka palisddové vrstvy je
definovana urcitou ¢asti uhlovodikového fetézce, napiiklad tfemi metylenovymi skupinami,
které pro dodecylovy fetézec odpovidaji vnéj$im 3/12 poloméru, plati, Ze polomér bezvodého
vnitiniho jadra je 3/4 zcelkové délky fetézce. Treti mocnina této Casti ukazuje, ze
(3/4)*= 0,42, coz je Cast pavodniho jadra, ktera je bezvoda a 58 % jadra je hydratovano (jiny
pomér ¢asti bychom dostali pfi zvazeni jiného po¢tu metylenovych skupin uhlovodikového
fetézce). Co je na tomto vypoctu vyznamné, je to, ze hydratace pomérn¢ malé ¢asti fetézce ma
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za nasledek piitomnost vody ve vyznamné rozsahlé ¢asti objemu micely. Pfitomnost vody
V micele byla jiz experimentalné ovéfena [62; 63].

2.3.3 Solubilizace

Velmi dulezitou vlastnosti micel, kterd ma zvlastni vyznam v I€kafstvi, je jejich schopnost
zvyseni rozpustnosti ve vod¢ obtizné rozpustnych latek [64-66]. V této souvislosti mize byt
solubilizace definovana jako spontanni rozpousténi latky reverzibilni interakci s micelami
povrchové aktivni latky ve vod¢ za vzniku termodynamicky stabilniho izotropniho roztoku se
snizenou termodynamickou aktivitou solubilizovaného materialu. Vyjadiime-li rozpustnost
Spatn¢ rozpustné slouceniny jako funkci koncentrace povrchové aktivni latky, mizeme
pozorovat, ze rozpustnost latky bude velmi nizkd, dokud koncentrace povrchové aktivni latky
nepfesahne hodnotu kritické micelarni koncentrace. ZvySovani koncentrace tenzidu nad CMC
ma za nasledek linedrni nardst rozpustnosti, coz indikuje, Ze je rozpustnost vztaZena
k micelizaci. Z termodynamického hlediska muze byt solubilizace povazovana za normalni
rozdéleni nepolarni latky mezi dvé faze, tj. mezi micely a vodnou fazi. Obecné existuje
maximalni limit pro mnozstvi materidlu, které muze byt solubilizovano v daném roztoku
tenzidu, za timto limitem vykazuje pfebytek solubilizatu normalni fazovou separaci.

Jiz del8i dobu existuje znacny zdjem o stanoveni lokalizace solubilizované komponenty
uvniti micely. Jak jiz bylo feceno, pfi pohybu smérem do stfedu micely dochédzi ke zméné
prostiedi od polarniho vodného k nepolarnimu uhlovodikovému. Ackoli detailni struktura
raznych zon je sporna, bezpochyby existuje v micele gradient polarity. V souladu s tim, mize
byt jakékoli experimentadlni vlastnost, kterd je citlivd na molekularni prostfedi, pouZita
K monitorovani mista, kde se v micele solubilizat nachdazi. Spektroskopicka méfeni ¢i
resonan¢ni metody jako je napfiklad nukledrni magnetickd rezonance, jsou vhodné metody
pro uréovani mikroprostiedi solubilizovanych molekul [63; 64].

2.3.4 Zavislost fyzikalnich veli¢in na koncentraci tenzidu

Ztedéné roztoky micelarnich koloidl se vyznacuji typickych prib&hem zavislosti riznych
fyzikédlnich vlastnosti na koncentraci. Ty vykazuji zlomy, které u jinych roztokl
nepozorujeme. Tento zlom potvrzuje skutecnost, ze vroztoku dochdzi pifi CMC
k vyznamnym zménam. Existence téchto typickych zavislosti nam umoziiuje vyuzit rozli¢né
metody Kkuréeni CMC, jakozto jednoho =z nejdilezitéjSich hodnoticich parametr
u asociativnich koloidi. CMC se bézn€ stanovuje ze zlomu koncentraéni zavislosti

povrchového napéti [67], dynamického rozptylu svétla [68] a dalsich fyzikalnich parametru.

Dnes je pro svou rychlost a jednoduchost velice popularni metodou pro stanoveni CMC
metoda zalozend na méfeni fluorescence. Konkrétné napiiklad metod¢ vyuzivajici pyren
ajeho derivaty jako fluorescen¢ni sondy je kvali vysoké citlivosti vénovdna vysoka
pozornost. Je dobfe zndmo, Ze optické vlastnosti fluorescen¢nich sond jsou silné€ ovliviiovany
polaritou jejich prostfedi. Pod CMC se budou sondy vyskytovat hlavné ve vodném prostiedi,
zatimco nad CMC jsou inkorporovany dovnitf micel. V ptipadé¢ nedostatecného objemu
micely neni fluorescencni sonda plné vclenéna do hydrofobniho prostoru, neni uplné
rozpu$téna v jadfe micely. Zmeéna prostiedi sondy se projevi zmé€nou intenzity vibracnich
past emisnich ¢i excitacnich spekter a nasledné zlomem v koncentra¢nich zavislostech [67;
69; 70].
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2.4 Optické vlastnosti koloidnich soustav

Optické vlastnosti koloidnich soustav jsou siln¢ zavislé zejména na fyzikalnich vlastnostech
koloidnich castic — pfedevsim jejich velikosti, elektrické vodivosti a vlastni absorpci svétla
latkou tvofici disperzni fazi. Nejvice informaci zjevi spojenych s interakci svétla
s koloidnimi soustavami poskytuji absorpce a rozptyl svétla.

2.4.1 Absorpce svétla

Pii absorpci elektromagnetického zafeni (kvanta svételné energie) molekulou nastava
interakce elektrické slozky svétla s elektrickym polem molekuly, které je vytvareno
pohybujicimi se elektrony kolem jednotlivych jader atomu. Elektrony se pohybuji
stavy, fikame, Ze jsou V zakladnim stavu. Pohlceni fotonu molekulou ma za nésledek zvySeni
celkové energie a piechod elektronit molekuly z vazebnych orbitali ¢ a © do protivazebnych
o* am* o vysS$i energii. Jinak feCeno, absorbuje-li molekula svételné zareni, zaujmou
elektrony v molekule vyssi energetické hladiny a dostanou se tak do excitovaného stavu.
Konfigurace excitovaného stavu zavisi na vinové délce absorbovaného zatreni, bude-li energie
pfevedena na excitaci elektronovou, ¢i pouze na rota¢ni nebo vibra¢ni. Jelikoz jsou vibracni
arotatni hladiny blize u sebe, excitaci mezi nimi obvykle zpisobuje nizkoenergetické
infracervené zateni, zatimco UV a VIS zafeni zplsobuji excitaci elektronovou. Proces
absorpce, resp. excitace je velmi rychly trvajici fadové 10 az 10 ™ s. Rozdil energie mezi
stavem excitovanym, jemuz odpovida vyssi energeticka hladina E; a stavem zakladnim
s energetickou hladinou Ep musi odpovidat Bohrové podmince a byt roven pfijatému kvantu
zaieni podle rovnice:

AE:El—EO:hv:%, )

kde v oznacuje frekvenci (vlnocet) fotonu, h je Planckova konstanta, ¢ je rychlost svétla
a 4 vyjadiuje vlnovou délku svétla.

Absorpce fotonu molekulou v zakladnim stavu (Sp) zptsobi excitaci jednoho elektronu
Z ptivodné nizko leziciho obsazeného orbitalu do nejbliz§iho neobsazeného orbitalu s vyssi
energii. MiZe dojit k vytvofeni jednoho ze dvou elektronové rozdilnych excitovanych stavii —
singletového nebo tripletového. Singletovy stav (Si) je charakterizovany energii zakladniho
vibra¢niho stavu Es, kde jsou spiny obou elektronti antiparalelni, zatimco tripletovy stav (T1)
je charakterizovan energii zakladniho vibra¢niho stavu Er, kde jsou spiny elektronti paralelni.
Vytvofeni singletového stavu piimou excitaci je z kvantové-mechanického hlediska
nejpravdépodobné;si.

Excitovana molekula se mlze zbavit pfebyte¢né energie riznymi deaktivacnimi procesy
ato zafivymi — emisi svétla (fluorescence, fosforescence), nezafivymi — zvySeni tepelné
energie systému nebo fotochemickymi reakcemi. Procesy, které se objevuji mezi absorpci
aemisi svétla jsou obvykle ilustrovany pomoci Jabtonskiho diagramu (Obr. 11), ktery
znéazornuje relativni energie molekuly v zékladnim stavu a stavech excitovanych.

Nezafivé procesy jsou v diagramu oznaceny vlnovkami a uskute¢iiuji se mezi vibracné-
-rotaénimi hladinami rtznych elektronovych stavli — isoenergetickymi (vodorovné€) nebo
S riznou energii (svisle). Jelikoz se pfi nich neméni celkova energie systému, nedochazi
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K emisi zafeni. Zafivé procesy jsou charakterizovany prechodem molekul z vyssiho
energetického stavu na nizs$i (nebo naopak), tedy vyzarenim svételného kvanta (fotonu).
V diagramu jsou oznaceny jako piimé Sipky.

Obecné lze fici, ze nékteré prechody jsou vice pravdépodobné nez jiné. Je-li

pravdépodobnost pfechodu mensi nez 0,01, potom takové pifechody oznacujeme jako
prechody zakazané. Pravdépodobnost piechodu zaroven urcuje velikost absorpce [71].

E
o* |-
S .
2o 4— ot |
Si
. S o - mezisystémovy o -
3 YV S— prechod T, c 4
vnitini g (1010 - 10%s) vibragni
konverze M 2 relaxace
(10-11 _ 10-95) S (]0-12_ ]0-108)
hv
hv
hv
*
S, | 3 3
o 4 s $
absorpce fluorescence
(10755 g) (1019~ 107 s)

Obr. 11: Jabtonskiho diagram

Pii absorpci elektromagnetického zafeni je zména elektromagnetického stavu molekul
z niz§i do vyssi elektronové hladiny doprovazena zménou vibraéniho a rotacniho stavu. Proto
jedinému prechodu elektronu odpovid4d celd fada car. Energeticky jsou pfechody mezi
mezi elektronovymi stavy vibracnimi a rotac¢nimi (10 kJ-mol ™). Vysledné absorpce zéfeni
a jeji nasledné elektronové spektrum jsou pasové, protoze pii jeho zaznamenani jednotlivé
ptechody splyvaji [72—74].

2.4.1.1 UV-VIS spektrofotometrie

Podstatou spektroskopickych metod je sledovani interakci zareni s neznamou latkou s cilem
vyuzit pozorovanych jevl za uCelem jeji identifikace, studia jeji struktury nebo stanoveni jeji
koncentrace. V molekularni absorpéni spektrofotometrii je méfeno mnozstvi absorbovaného
UV nebo VIS zafeni zfedénymi roztoky molekul (v rozsahu 200 az 800 nm). Tato metoda
zjistuje, do jaké miry, a pii kterych vinovych délkach roztok svétlo pohlcuje, coz samoziejmé
zavisi na struktufe slouceniny.
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UV a VIS spektroskopie se Casto pouzivd ke studiu barevnych latek. Skupiny, které
zapricinuji absorpci zafeni v UV a viditelné oblasti nazyvame chromofory. Jako chromofor je
definovan atom nebo skupina atomu, jejichz pfitomnost je pfi¢inou absorpce. Typické
organické chromofory jsou konjugované m-systémy. Jejich UCinek zvySuji auxochromy, coz
jsou organické slozky obsahujici volny elektronovy par a diky nimz jsou latky barevné. Ve
vetsing sloucenin se vyskytuje vic chromoforti soucasné. To zplisobuje existenci mnoha
elektronovych ptfechodli a pozorované absorpéni spektrum je tvofené vétSim poctem
vzajemne¢ se prekryvajicich past.

Zavislost absorbance na vlnové délce je znazornéna absorpni kiivkou, kterd je kvalitativni
charakteristikou latky ¢i smési latek. Absorpéni kiivky jsou ovliviiovany riznymi faktory.
Prvnim faktorem je teplota, jejiz vliv je patrny ptedev§im ve zfedénych roztocich, dale
napiiklad iontova sila roztoku, diky které miuze byt zménén tvar absorpéni kiivky. Vlivem
polarity rozpoustédla nékdy dochédzi k bathochromnimu nebo hypso-chromnimu posunu
spektra. U bathochromniho efektu dochazi k posunu vlnové délky absorpéniho signalu
smérem k vétsim vlnovym délkdm a u hypsochromniho efektu dochazi k posunu opacnym
smérem. VIiv na absorpéni spektra maji téZ tenzidy. Jejich pfitomnost v roztoku zpiisobuje
posun Amax a vzrust molarniho extinkéniho koeficientu [74—77].

2.4.1.2 Lambert-Beeriv zakon

Prochazi-li svétlo homogennim hmotnym prostiedim, dochézi k zeslabeni jeho intenzity
Z ptivodni intenzity lp na hodnotu I,. To je zptisobeno tim, ze ¢ast pivodni energie svétla je
odraZena, €ést je rozptylena a Cast se absorbuje. Zbyla ¢ast energie prochéazi prostiedim beze
zmény. J. H. Lambert zavedl roku 1760 pojem vnitini transmitance T, jimz oznacil pomér
intenzity zafeni, kterd projde vzorkem, a plivodni intenzity zéafeni:

T=2. 3)

Hodnota vnitini transmitance je zavisld na tlouStce vrstvy dané¢ho materialu, kterou zareni
proslo. Tyto zékonitosti doplnil v roce 1852 A. Beer, ktery prokazal zavislost transmitance na
koncentraci, je-li zachovana konstantni tloustka absorbujici vrstvy a vinova délka pouzitého
svétla. Jestlize zavedeme veli¢inu absorbance A jako zaporny dekadicky logaritmus vnitini
transmitance, je tato veli¢ina pfimo Umérna jak koncentraci absorbujiciho roztoku c, tak
tloust'ce vrstvy |, coz vyjadiuje Lambert-Beeruv zakon:

A=—Iog|—p:g-c-l , 4)
IO
kde konstanta umérnosti ¢ je molarni absorpéni koeficient, ktery ptedstavuje absorbanci
roztoku o jednotkové koncentraci a jednotkové tloustce a charakterizuje pravdépodobnost
daného elektronového piechodu. Molarni absorpéni koeficient zavisi na frekvenci
dopadajiciho zafeni a je nejvetsi, kdyz je absorpce nejintenzivngjsi. [73].

Lambert-Beertiv zakon je limitnim zdkonem, jelikoz plati pouze za ur¢itych podminek.
Plati jen pro monochromatické zafeni a zfedéné roztoky, v nichZ absorbujici Castice
nepodléhaji zadnym interakcim. V jinych ptipadech lze casto pozorovat, ze pii vysSich
hodnotach koncentrace se zavislosti absorbance na koncentraci ohyba k ose koncentrace.
Obsahuje-1i roztok vice druhl castic absorbujicich zafeni pifi uréité vinové délce, plati
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aditivita absorbanci, coz znamend, Ze absorbance roztoku je souctem absorbanci jednotlivych
Castic [78].

2.4.2 Rozptyl svétla

Cisty rozptyl svétla nastiva za podminky, e vinova délka svétla A je podstatné vétsi nez
koloidni ¢astice v soustavé (o poloméru r), plati-li tedy podminka A >> r. Je-li tomu naopak,
dochazi prednostné k odrazu svétla a pak pozorujeme zakal (hrubé disperzni soustavy).

Obecnéji feceno, pii prachodu svételného paprsku o vinové délce A roztokem obsahujicim
Castice, jejichz nejveétsi rozmér je mensi nez 3/21, je pozorovan rozptyl zafeni ve vSech
smérech. Pokud prostiedi obsahuje ¢astice veétsi, dochazi kromé rozptylu také k odrazu a lomu
svétla.

Jsou znamy dva druhy rozptylu — elasticky a neelasticky. V ptipad¢ elastického rozptylu je
zateni absorbovano analytem a nésledné zpétné vyzareno beze zmény energie. Naopak, pokud
dochazi ke zméné energie zafeni, jedna se o rozptyl neelasticky. Elasticky rozptyl je dale
délen na dva typy dle velikosti ¢astic, na nichz k rozptylu dochazi. Jedna se o Rayleightiv
neboli rozptyl na malych ¢asticich a rozptyl na velkych ¢asticich. Rayleightiv rozptyl nastava,
pokud castice rozptylujici svétlo maji nejvétsi rozmér mensi nez 5 % vlnové délky zareni.
Intenzita rozptyleného svétla je pak symetricky distribuovana do vSech sméra (Obr. 12a) a je
Umémé &tvrté mocning frekvence svétla (v'), coZ ma za nasledek mnohem v&tsi rozptyl
modrého svétla v porovnani s Cervenym. V piipadé vétSich cCastic, distribuce rozptyleného
svétla roste v piimém sméru a klesd ve sméru zpétném v disledku konstruktivnich
a destruktivnich interferenci (Obr. 12b) [79].

(a) (b)

zdroj | —> zdroj | —

Obr. 12: Distribuce svétla pro (a) Rayleightiv rozptyl a (b) rozptyl na velkych ¢asticich

Mechanismus rozptylu zafeni spociva v indukci elektrického dipdlu v €astici vlivem
elektromagnetického pole dopadajiciho zafeni, pfi¢emZ tento indukovany dipdl emituje
sekundarni zafeni o stejné vlnové délce, jako mélo zareni dopadajici. Mimoto dochazi také
k ¢aste¢né polarizaci odrazeného svételného paprsku.

Jak jiz bylo feceno, pro charakter a intenzitu rozptylené¢ho zateni je rozhodujici velikost
casteCky, kterd ma byt blizkd vlnové délce dopadajiciho zareni (0,2-0,8 um pro UV a VIS
zateni). Intenzita rozptyleného zafeni je umérna intenzité primarniho zafeni, koncentraci
a velikosti &astic, rozdilu indext lom@ ¢astice a prostiedi a je nepiimo uméma A (az 1/4%).
V praxi se pro vyjadieni intenzity rozptyleného zafeni pouziva zjednoduSeny Rayleightiv
zakon:
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I, =konst. lp-C . (5)

n

Rozhodujici pro rozptyl zéfeni je mira, S jakou je indukovan dipolovy moment v Castici
(polarizovatelnost Castice). S rostouci velikosti ¢astice roste rozptyl az do zrcadlového odrazu
a exponent n u vlnové délky ve vyrazu (2) se zmenSuje ze 4 na 2. Pii interakci zafeni
s ¢asticemi koloidni velikosti vSak dochézi vedle dipolarnich interakci ke komplikovanému
jevu, na némz se podili odraz, lom, absorpcCe a polarizace zafeni.

Podil rozptylu svétla na zeslabeni intenzity dopadajiciho zafeni ve sméru pozorovani se
kvantitativné popisuje zdkonem obdobnym Lambert-Beerovu:

“logL =4, (6)
IO
kde | je draha, kterou primarni paprsek urazi pfi prichodu disperzni soustavou a 7 je turbidita
soustavy. Turbidita je mirou thrnné energie, ktera se pfi prichodu svételného paprsku vrstvou
suspenze o jednotkové tloust’ce rozptyli na vSechny strany od tohoto paprsku. Turbidita je
znacné zavisld na stupni disperzity, na vlnové délce dopadajiciho zafeni a na optickych
vlastnostech koloidni soustavy [61; 69; 80].

2.4.2.1 Turbidimetrie

Turbidimetrie je analytickd metoda zalozend na méfeni stupné zékalu (turbidity). Na casticich
dochdzi k rozptylu zareni a castecné 1 jeho absorpci. Sleduje se pokles intenzity zafeni
nez zafeni dopadajici. Méfeni se provadi v pfimém sméru, v ose svételného paprsku zdroje
jako u fotometrickych postupd.

Ve zvlast¢ zfedénych disperzich (roztocich) je prechod mezi absorpéni fotometrii
a turbidimetrii neostry, a proto lze meéfenou veli¢inu T, (turbidance), jiz odpovida
Vv absorp¢nim fotometru A u klasické absorpéni fotometrie (absorbance), vyjadrit vztahem

T,=(€+T)-cl, (7)

kde e je absorp¢ni koeficient, T turbiditni koeficient, ¢ je koncentrace, | je svételna draha
méfici kyvety. Zavislost turbidance (absorbance) na koncentraci analytu je obecné nelinearni
(jde vétsinou o polynom 2. fadu). V ptipad€ vhodné zvolenych podminek je mozno zavislost
aproximovat proloZzenim pifimkou. Turbidance zéavisi nepfimo na ¢tvrté mocniné vlnové
délky. Proto se v soucasné dobé prakticky vyhradné€ vyuziva méfeni v UV oblasti. Vyrazny je
vliv teploty, ktera ovlivituje tvorbu 1 velikost ¢astic.

K turbidimetrickému méfeni zakalu se obvykle vyuZzivaji klasické absorpéni fotometry
a automatické analyzatory pracujici metodou absorpcni fotometrie.

2.4.2.2 Dynamicky rozptyl svétla

Nahradime-li klasicky zdroj svétla (Zarovka, vybojka) laserem (zdroj koherentniho zéfeni),
dochazi v urCitych smérech k interferenci rozptyleného zaieni. Interference pak zpusobuje
zesileni intenzity rozptyleného zéateni. Tento efekt je velmi vyznamné ovliviiovan difiznim
pohybem c¢astice, ktery zpisobuje kolisani intenzity rozptyleného zafeni v case okolo
primérné hodnoty — jedna se o tzv. dynamicky rozptyl svétla.
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Metoda dynamického rozptylu svétla (DLS) je v soucasné dobé Siroce pouzivana pro
stanoveni velikosti koloidnich ¢astic. Obvykle jsou vysledky v pfiméfené shodé¢ s vysledky
elektronového mikroskopu. Ur€ité nesrovnalosti ve vysledcich mohou byt pfisouzeny napft.
rozdilu mezi hydrodynamickym polomérem, ktery muze zahrnovat solvata¢ni obal ¢i
naadsorbovanou vrstvu na povrchu ¢astic, a skuteénym polomérem. V ptipadé
polydisperznich systémi se musi vzit do ivahy pohyb ¢astic rozdilnych velikosti a korela¢ni

vvvvvv

Principem metody dynamického rozptylu svétla je méfeni fluktuaci intenzity svétla
rozptyleného molekulami ¢i ¢asticemi ve vzorku Vv prubéhu casu. Pii rozptylu svétla
molekulou se rozptyli ¢ast dopadajiciho svétla. Kdyby byla molekula stacionarni, mnozstvi
rozptyleného svétla by bylo konstantni, ale jelikoz vSechny molekuly v roztoku difunduji
Brownovym pohybem vhledem k detektoru, existuji interference (pozitivni nebo negativni),
které zptisobuji zménu intenzity.

Cim rychleji &astice difunduji, tim rychleji se méni intenzita rozptyleného svétla. Rychlost
téchto zmén je tudiz ptimo zavisla na pohybu molekuly. Diftzi molekul v principu ovliviiuji
nasledujici faktory:

e Teplota— ¢im vyssi je teplota, tim rychleji se molekuly pohybuji

e Viskozita rozpoustédla — ¢im vyssi je viskozita rozpoustédla, tim pomaleji se molekuly

pohybuji

e Velikost molekul — ¢im vétsi jsou molekuly, tim pomaleji se pohybuji

Jsou-li teplota a rozpousStédlo zndmy a konstantni, promeénlivost intenzity rozptyleného
svétla je pfimo umérna ,,velikosti“ molekuly. Tato veli¢ina se nazyva hydrodynamicky
polomér Ry. Tento polomér je polomérem koule, jejiz hydrodynamické chovani je za dané
teploty v daném rozpoustédle stejné jako chovani sledované disperzni ¢astice.

Jak jiz bylo uvedeno, fluktuace intenzity rozptyleného svétla je zavisla na velikosti ¢astic.
Okamzitou hodnotu fluktuace intenzity rozptyleného svétla v ¢ase t popisuje pro
monodisperzni systém tzv. autokorelaéni funkce g(t), ktera je definovana vztahem

g(t)=expt—ct], ®)

kde t. je relaxacni Cas. Relaxacni Cas je charakterizovan jako doba potfebna k navratu

fluktuace k primérné hodnoté intenzity rozptyleného svétla. Hodnotu relaxacniho Casu lze
vztahnout k difiznimu koeficientu D rozptylujicich ¢astic prostiednictvim rovnice

1
t, =D_qz’ (9)

kde g je rozptylovy vektor, jehoz hodnota je funkci vinové délky dopadajiciho zafeni, indexu
lomu disperzniho média n a thlu 6, pod kterym je intenzita rozptyleného svétla métena:

4m) . 6
qz(TJSInE' (10)
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Difizni koeficienty méfenych Céstic je potom mozno pievést na velikost ¢astic pomoci
Stokesovy-Einsteinovy rovnice:
kT
6nnD

(11)

kde D je transla¢ni difazni koeficient, k je Boltzmannova konstanta, T je teplota a 7 je
viskozita disperzniho prostiedi [70; 80-82].

2.5 Elektrické vlastnosti koloidnich soustav

Pfitomnost Castic disperzni faze a Siroce rozvinutého fazového rozhrani v disperznich
soustavach podminuje zvlastni raz jejich elektrickych vlastnosti a piedevsim vznik
tzv. elektrokinetickych jevii. Podobné jako maly jednoduchy iont kolem sebe vytvafi iontovou
atmosféru protiiontt, tak se i kolem nabité koloidni Castice seskupuji malé ionty opacného
znaménka, takze na povrchu této castice vznikaji dveé nabité vrstvy, tzv. elektricka
dvojvrstva (Obr. 13).
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Obr. 13: Elektricka dvojvrstva koloidnich ¢astic

V elektrické dvojvrstvé l1ze vymezit dvé zakladni ¢asti. Kompaktni ¢ast blizsi k povrchu,
kde plisobi adsorpéni sily, a vzdalenéjsi diftzni ¢ést, kde lze tyto adsorpcni sily zanedbat.
Vzhledem k povrchovému naboji koloidnich ¢astic existuje potencialovy rozdil mezi jejich
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povrchem a roztokem. Lze rozlisit dva druhy potencidlovych rozdild. Prvnim z nich je
elektrokineticky potencial, jehoz hodnota je dana celkovym potencidlovym rozdilem mezi
povrchem castice a objemem kapaliny. Je odpovédny za jevy spojené s vedenim elektrického
proudu a za membranové potencidly. Druhym potencidlem je elektrokineticky potencial
(€ potencial, zeta potencial), jimz se rozumi potencidlovy rozdil mezi objemem kapaliny
a difuzni casti elektrické dvojvrstvy.

Podle Sterna je prvni vrstva, a s ni i nékolik vrstev protiiontt, pfitahovana k povrchu jak
elektrostatickymi, tak adsorpénimi silami. Cast protiionti tedy zistava v blizkosti povrchu.
V této adsorpéni vrstvé dochazi k prudkému poklesu elektrického potencidlu. Zbylé
protiionty, nutné ke kompenzaci naboje iontli urcujicich potencial, vytvari v disledku
tepelného pohybu diftizni ¢ast elektrické dvojvrstvy. Po ptridavku elektrolytu do systému se
bude difuzni vrstva stlaCovat a stale vice protiiontii se ocitne v adsorpCni vrstveé. Zeta
potencial se bude snizovat, az dosdhne témét nulové hodnoty. Pfi fedéni systému se diftzni
vrstva naopak rozsifuje a zeta potencial roste.

Elektricky naboj dvojvrstvy charakterizuje a zéarovein ovliviiuje stabilitu koloidnich
systémil. Zeta potencial, ktery odpovida naboji difuzni ¢asti dvojvrstvy, je pravé mirou tohoto
naboje [69]. Obecna délici ¢ara mezi stabilnim a nestabilnim koloidnim systémem se
zpravidla bere £30 mV. Castice se zeta potencidlem kladn&j$im nez +30 mV, nebo
zaporngjsim nez —30 mV se obvykle povazuji za stabilni.

2.6 Fluorescence

Jakmile je molekula excitovana po absorpci fotonu, mtize se zbavit piebytecné energie, a tim
se vratit do zdkladniho stavu riznymi deexcita¢nimi procesy. Jedna se bud’ o fotochemicke
jsou vSak procesy zafive, pii kterych dochazi k emisi svétla, coz znamena vyzafeni svételného
kvanta. Obecné se tyto procesy nazyvaji luminiscence. Luminiscence je formalné rozdélena
do dvou kategorii — fosforescence a fluorescence — v zavislosti na povaze excitovaného stavu.
Fosforescence je prechod z energeticky vyssiho triplexového stavu Ty do energeticky nizsiho
stavu Sy. Tento prechod je spinové zakéazan, a proto probiha emise pomalu. Fluorescence je
disledkem spinové dovoleného prechodu obvykle z rovnovazné hladiny stavu S; do nékteré
vibraéni hladiny zékladniho stavu So. Doba Zivota fluorescence je ptiblizné 10 ns.

DalSimi cestami, které konkuruji fluorescenci, jsou napf. vnitini konverze, nezafivé
piechody (pfipadné nasledované fluorescenci), intramolekuldrni pfenos a konformacni zmény.
Dale mohou byt konkurentem fluorescence interakce s jinymi molekulami v excitovaném
stavu. Pfikladem takovych interakci mohou byt pfesuny elektronii a protont, pfenos energie
nebo tvorba excimeru nebo exciplexu. Tyto deexcitacni drahy mohou konkurovat
fluorescenéni emisi, pokud probihaji v ¢asovém meéfitku srovnatelném s priimérnou dobou,
béhem kter¢é se molekuly vyskytuji v excitovaném stavu. Fluorescence je vSak
nejpravdépodobnéjsim deexcitatnim procesem. Lze ji pozorovat po celou dobu buzeni, ale po
jeho ukonceni u vétSiny latek prakticky ihned zmizi.
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2.6.1 Zakony a pravidla pro fluorescenci

Fluorescence je fizena nékolika pravidly. Prvnim z nich je Stokesuv zakon, ktery fika, Ze
vlnova délka luminiscencni emise pii fotoluminiscenci je vzdy vétsi nebo rovna vinové délce
excitacniho svétla (lem 2 dex). V praxi to znamena, ze excitacni svétlo ztrati ¢ast své energie,
coz se projevi prodlouzenim vinové délky emitovaného zateni.

Druhym pravidlem je Kashovo pravidlo, podle néhoz dochazi pfed emisi fluorescenéniho
kvanta K relaxaci vibra¢ni energie a vnitini konverzi, takze nastava fluorescenéni piechod
Z nejniz$i vibracni hladiny prvniho excitovaného stavu S;. Divodem je, Ze energeticky rozdil
mezi vysSimi excitovanymi stavy a stavem S; je maly, nezéfivé prechody z téchto stavli do
zakladniho stavu probihaji velmi rychle.

Tretim principem je Vaviloviv zakon, ktery tvrdi, Ze kvantovy vytézek a doba trvani
excitovaného stavu slozitych molekul v roztoku nezavisi na vinové délce budiciho zareni.
Z toho vyplyva obecna vlastnost fluorescence a to, Ze emisni spektra jsou nezavisla na vinové
délce excitace.

2.6.2 Tvorba excimeru

Nékteré fluorofory, z nichz nejznaméjSim piikladem je pyren, mohou interagovat nejen
s rozpoustédly, ale také sami navzajem. Komplexy vzniklé timto zplsobem se nazyvaji
excimery. Excimer je dimer v excitovaném stavu. Jedna se o stechiometricky komplex, ktery
je vytvaren pii srazce mezi excitovanou molekulou a stejnou neexcitovanou molekulou.
Schéma tvorby excimeru je vyobrazeno na Obr. 14.

Excimer je charakterizovan v emisnim spektru vlastnim pasem. Emisni pds excimerové
fluorescence je posunut k vy$§im vinovym délkam ve srovnani s fluorescenci izolovanych
molekul. Na rozdil od monomerniho emisniho pasu nevykazuje excimerovy pas vibracni
strukturu. Intenzita fluorescence excimeru v emisnim spektru roste na tkor fluorescence

monomeru [72].
k
M=) = [T
hv, H hvy, l hvg

pas pas
I T monomeru excimeru
F
Ly Ig

Obr. 14: Schéma tvorby excimeru a odpovidajici pasy v ukazkovém spektru
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Vytvatreni excimeru je difizné kontrolovany bimolekulovy proces, ktery se fidi kinetikou
2. fadu. Kinetika 2. fadu je zavisld na difuzi, ktera je nepifimo imérna viskozité prostiedi.
Pomér intenzity fluorescence excimeru a monomeru je tedy ukazatelem viskozity prostiedi,
ve kterém se pravé nachazi fluorescenéni sonda (napf. pyren) [83].

2.6.3 Pyren

Fluorescen¢ni sondy jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledované struktufe vazou
nekovalentné a Casto pfitom meéni své fluorescencni vlastnosti. Volba fluorescencni sondy je
klicovou soucasti experimentu ve fluorescencni spektroskopii, nebot’ pravé jeji vlastnosti
umoziuji ziskat potfebné informace.

Pyren je polyaromaticky uhlovodik s vysokou symetrii a s unikatni reakci na polaritu svého
okoli (Obr. 15). U né&kterych polyaromati je vysoka symetrie spojovana s faktem, ze
absorp¢ni prechod So — S; je zakazany z hlediska symetrie. Jednotlivé vibraéni piechody
V tomto pasu jsou pak siln¢ zavislé na polarité¢ okoli molekuly. Tento jev se nazyvd Hamiv
efekt [84; 85]. Vlivem piekryvu zakdzané¢ho prvniho a povoleného druhého excitovaného
stavu dochazi u pyrenu k interakci dipol-indukovany dip6l mezi pyrenem a prostiedim. Tato
interakce pak zpusobuje, ze vibra¢ni piechod 0-0 je siln¢ zavisly na polarité¢ rozpoustédla.
Polarni prostfedi zvySuje pravdépodobnost zafivého prechodu 0-0, coz znamend, Ze intenzita
fluorescence tohoto piechodu roste s polaritou rozpoustédla. Vibra¢ni maximum, které
odpovidd tomuto ptechodu je v emisnim spektru pyrenu lokalizovano pii vinové délce
373 nm (znaceno I;). Referen¢nim pasem je prechod 0-2, ktery je charakterizovan vibraénim
maximem pii vinové délce 383 nm (znaceno I3). Pyren ma v koloidnich roztocich prakticky
vzdy dobfte rozliSenou vibracni strukturu emisniho spektra, ve které se poloha vibra¢nich past
Vv zavislosti na vlastnostech vzorku neméni. Tato skute¢nost ndm umoziiuje pomoci poméru
intenzity fluorescence prvniho a tfetiho vibra¢niho maxima vyhodnotit Groven polarity
systému (emisni polaritni index, zna¢eno EmPI).

Pribéh zavislosti poméru intenzit fluorescence na koncentraci tenzidu v roztoku vykazuje
tvar sigmoidni kiivky. Pro polarni prostfedi je hodnota poméru intenzit fluorescence
v rozsahu 1,25-2.,0 a znaci vyskyt pyrenu ve vodném prostiedi; pro nepolarni (uhlovodikové)
prostiedi se hodnota vyskytuje v rozsahu 0,57-0,61, coz jsou hodnoty typické pro piipad, kdy
je pyren jiz plné solubilizovan v kompaktnich micelach [86]. Kompaktni micely svym tvarem,
velikosti 1 pevnosti nedovoluji polarnimu prostfedi difundovat do jejich vnitiniho prostoru.
V micelarnim prostiedi je hodnota poméru v rozsahu 1,1-1,5 [86]. Tento rozsah hodnot
naznacuje, ze pyren je jiZ lokalizovan v micelach, které jeSté nejsou piili§ pevné ani
kompaktni a dovoluji polarnimu prosttedi difundovat do jadra a zvySovat tim polaritu daného
prostiedi [84; 87; 88].

Z excitacniho spektra pyrenu lze ziskat pomér intenzity fluorescence pii vinovych délkach
333 a 338 nm, ktery je také ukazatelem Urovné polarity systému, resp. urovné polarity
blizkého okoli fluorescencéni sondy (excitacni polaritni index, znaceno ExPI). Pribé&h
zavislosti tohoto poméru na koncentraci tenzidu v roztoku ma obdobny priibéh jako index
EmPI.
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Obr. 15: Absorp¢ni a emisni spektrum pyrenu V zavislosti na polarité prostiedi a struktura molekuly
pyrenu

Pyren je schopen tvofit excimer s emisnim maximem pii 470 nm. Excitaci pyrenu dojde ke
zmeéné jeho struktury a diky vzniku indukovaného dipolu je molekula pyrenu schopna v tomto
stavu interagovat s jinou neexcitovanou molekulou. Tato interakce a tvorba ,,sandwichového*
komplexu (Obr. 16) ma za nasledek ztratu ¢asti energie excitované molekuly, ¢imZz dochazi
k posunu maxima fluorescence excimeru kK vyssim vinovym délkam.

pyren v excitovanem dimer pyrenu

stavu

zakladni stav pyrenu

@' +hv
E— .
excitace 336 nm

excimer fluorescence
emise pii 470 nm

monomer fluorescence
emise pii 373 nm

Obr. 16: Schéma principu vzniku excimeru pyrenu
Intenzita fluorescence excimeru je piimo imeérna pravdépodobnosti tvorby excimeru. Pfi
koncentraci tenzidu pod CMC je pravdépodobnost tvorby excimeru velmi nizka.

Pti postupném zvySovani koncentrace tenzidu aZ na koncentraci blizici se CMC, kdy se praveé
zaCinaji v roztoku tvofit micely, se pyren zaind lokalné koncentrovat. Pravdépodobnost

37



TEORETICKA CAST Fakulta chemicka, VUT v Brné

srazky dvou molekul pyrenu v jedné micele se zvysSuje. ZvysSuje se tedy také pravdépodobnost
tvorby excimeru a intenzita fluorescence excimerového pasu roste. S dale rostouci
koncentraci tenzidu, resp. micel Vroztoku, pravdépodobnost obsazeni micel dvéma
molekulami pyrenu zase klesa, protoze dana koncentrace pyrenu je jiz pod Grovni koncentrace
micel v roztoku [89]. Pomér intenzity fluorescence excimeru a intenzity fluorescence prvniho
vibra¢niho maxima (pomér Ex:Mo) tedy vykazuje prub¢h znazornény na Obr. 17.

EmPIT

parametr

Ccyc log koncentrace tenzidu

Obr. 17: Modelové prubéhy hodnoticich pyrenovych indext

Diky faktu, Ze tvorba excimeru je difizné kontrolovany proces [90; 91], je intenzita
maxima fluorescence excimeru funkci koncentrace pyrenu, mikroviskozity okoli a v ptipadé
koloidnich roztokti je funkci rozdéleni jednotlivych molekul pyrenu v hydrofobnich jadrech
micel. Jedna se tedy o tzv. viskozitni index.

Dal$im parametrem, ktery je mozno vyuzit pro zhodnoceni lokalizace pyrenu v systému
a arovné polarity v okoli sondy, je emisni intenzita fluorescence (Ig) pfi dané excitacni vinové
délce. Zavislost tohoto parametru na koncentraci tenzidu v roztoku je znazornéna na Obr. 17.
Pod kritickou micelarni koncentraci tenzidu je tato zavislost konstantni nebo mirné linearné
klesa a to podle charakteru tenzidu v roztoku [86]. Pyren se v této oblasti koncentraci tenzidu
nachazi ve vodném prostiedi, je Castecné rozpuStén ve vodé€ a jeho intenzita je proto nizka
nebo postupné klesd. Pokles intenzity fluorescence 1ze vysvétlit postupnym koncentrovanim
molekul pyrenu na fazovém rozhrani spolu s molekulami tenzidu. Pyren tak ,,mizi*
Z pozorované oblasti a jeho intenzita klesa. Pii kritické micelarni koncentraci je hodnota
intenzity fluorescence minimalni, nebot’ se pyren zacina koncentrovat v nové vznikajicich
micelach. Se zvySujici se koncentraci tenzidu intenzita fluorescence postupné roste, v systému
je formovano stale vice micel, do kterych mlze byt pyren solubilizovan. Narist intenzity
fluorescence dosdhne svého maxima pii rovhomérném rozlozeni dané koncentrace pyrenu
Vv pfitomnych micelach.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Nanomedicina a cilené nosice 1éCiv

Nanotechnologie ma jednu z nejslibnéj$ich aplikaci na poli mediciny. Nanomedicina je
definovéna jako soubor véd a technologii vyuzivanych pro diagnoézu, terapii a prevenci
chorob a traumatickych poranéni, utiSeni bolesti a pro ochranu a zlepSeni lidského zdravi,
které pouzivaji molekuldrni néstroje (nanozafizeni, nanostruktury) a znalosti o lidském téle na
molekularni arovni.

Aplikace nanotechnologii v mediciné jsou velmi slibné, pficemz oblast diagnostiky nemoci,
cilené dopravy léCiv na specifické misto v t€le a molekularni zobrazovani jsou v soucasnosti
intenzivné studovany, nékteré produkty dokonce jiz podstupuji klinické testovani. Soucasna
generace léCiv je Casto zaloZzena na malych molekulach o molekularni hmotnosti okolo
1 000 Da nebo mensi, které¢ systematicky cirkuluji v téle. Bézné skodlivé nasledky systémové
biodistribuce zahrnuji toxicitu ve tkanich, do kterych nebylo 1é¢ivo cileno, z terapeutického
pohledu obtizné udrzitelnou koncentraci 1é¢iva a metabolismus a exkreci 1é¢iva, pricemz
vSechny z téchto parametrli snizuji efektivnost 1é¢iva. Systémy pro dopravu 1é¢iv zalozené na
nanotechnologiich (nanonosic¢e) by mohly zmirnit tyto problémy kombinaci tkdiiového nebo
organového specifického cileni a terapeutickych krokti. Tyto nosice by mély piedevsim
umoznit prodlouzenou cirkulaci u¢innych latek v krevnim fecisti, fizenou aktivaci a ucinek
selektivné zaméteny na cilovou tkan. Tim lze omezit nezadouci ucinky terapie Ci zajistit
rozpustnost ve vodé nerozpustnych aktivnich latek [92; 93].

Cileny transport 1éCiv je zaloZen na obecném postupu, kdy nanocastice v sobé enkapsuluje
1é¢ivo. Pfitom Castice sama nebo rozpoznavaci elementy na jejim povrchu uméji na zakladé
specifickych receptortt na povrchu buriky najit to pravé misto pro ucinek [1; 94]. Byla
vyvinuta cela fada nosici, zaloZzenych na rozpustnych polymerech, liposomech, dendrimerech
[17; 95; 96] a polymernich micelach [8; 17; 87; 97]. Nekteré z téchto nosic¢t jsou jiz zavedeny
do klinické praxe [17].

Na nosice 1éc¢iv je kladena celd fada pozadavkl jak z hlediska jejich chemickych vlastnosti,
jako je tvar, velikost, naboj, povrchova hydrofilnost ¢i povaha a hustota ligandl na jejich
povrchu, ale také co se tyce jejich biodegradovatelnosti, biokompatibility a schopnosti
specifické interakce na cilovém misté. Déle je nezbytné, aby nesena biologicky aktivni latka
byla v1ékové formé neaktivni a bez negativniho vlivu na organismus. Lé¢ivo ma byt
aktivovano aZ v misté€ pozadovaného ucinku a uvoliiovdno po optimalni dobu a v optimalni
koncentraci potfebné pro dosazeni maximalniho G¢inku. Je potieba, aby lé¢ivo, metabolity
a vSechny komponenty nosi¢ového systémy byly nakonec eliminovany z organismu [98; 99].

3.2 Interakce polyelektrolyt-tenzid

V soucasné dob¢ je uvazovano o vyuZiti interakci tenzidi a polyelektrolyti jako dalSiho
vhodného zpuisobu piipravy cilenych nosict 1é¢iv [10; 100]. Takové systémy jsou spojenim
vyhod obou latek. Tenzid v téchto systémech vytvaii hydrofobni prostor, ve kterém je mozné
solubilizovat 1éCivo, polyelektrolyt zajisStuje vnéjSi ochranu agregati a cileni na specifické
misto v organismu. Zminény model je vSak znacné zjednoduseny a je velmi dulezité jeho
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bliz8§i prozkoumani, ptredev§im pak podminky interakce mezi komponentami a stabilita
agregatu.

Polymer je obecné ptidavan do roztoku pro kontrolu reologie, stability systému nebo pro
manipulaci s povrchovou adsorpci. Interakce uvniti smési jsou pohanény hydrofobnimi,
bipolarnimi a elektrostatickymi silami. Pokud je tenzid pfidan do roztoku, ktery obsahuje
opacné nabity polymer, mluvi se o ,,siln¢ interagujicim systému®, v kterém jsou na prvnim
misté pfitazlivé elektrostatické sily opacné nabitého polymeru a tenzidu. V soucasné dobé je
napsana celd fada Clanki a knih zaméfenych na asociaci mezi opacné nabitymi
polyelektrolyty a tenzidy [101-105].

Tenzid v pfitomnosti opacné nabitého polyelektrolytu zafina formovat agregaty
s polyelektrolytem, kdyz jeho koncentrace piesahne kritickou agregacni koncentraci
(zkratkou CAC). Agregace polyelektrolytu a tenzidu s opa¢nym nabojem zna¢né zavisi na
vlastnostech tenzidu a polyelektrolytu [101]. Formovani komplexu polyelektrolyt-tenzid
vznikd na zaklad¢ elektrostatické vazby, ktera je nasledné stabilizovdna pomoci hydrofobnich
interakci tenzidovych tetézct [106]. V tomto procesu je protiiont polyelektrolytu nahrazen
tenzidovym iontem a vazebné misto polyelektrolytu tenzidu formuje neutralni iontovy par.
Rozsahlé elektrostatické interakce v asociaénim procesu zavisi na nabojové hustoté
polyelektrolytu. Konformacni vlastnosti a dynamické chovani fetézce polyelektrolytu jsou
dany stupném ionizace a koncentraci a distribuci protiiontti [107]. Ve vodném roztoku jsou
také dilezité solvatacni vlastnosti a hydrofobni interakce, jelikoz siln€ ovliviiuji konformaéni
vlastnosti polymeru. Hlavnim divodem kooperativniho vazani tenzidovych molekul na
opacné nabity polyelektrolyt je elektrostaticka stabilizace tenzidovych micel.

Thalberg K. a Lindman B. [108] studovali fazové chovani systému polyakrylatu
a kationtovych tenzidd. Studium kombinace homopolymeru a tenzidu odhalilo, ze pti nizké
koncentraci tenzidu nedochazi k zadné asociaci, nehled¢ na koncentraci polymeru. Nad CAC
roste pocet vazanych tenzidl na polymerovém fetézci az do urcité koncentrace tenzidu, ktera
se linearn¢ vyviji s koncentraci polymeru. Formace micel zaind, jakmile se po nasyceni
polymernich fetézci koncentrace tenzidu jeSt€ zvysi. V této fazi vedle sebe v roztoku
koexistuji volné tenzidové micely a tenzid agregovany k polymeru. V pfitomnosti
polyelektrolytu je velikost micel tenzidu mensi neZ micel formovanych pfi absenci polymeru
v roztoku. Krom¢ vytvareni micel mize tenzid izolovat jeho hydrofobni fetézce z vodného
roztoku jejich asociaci s hydrofobnimi ¢astmi polymeru.

N o
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Obr. 18: Schematicka ilustrace (a) fetézce polyelektrolytu, (b) asociace tenzidu na polymer,
(c) navazanych molekul tenzidu po CAC a (d) formace komplexu po CMC v systému opacné nabitého
polymeru a tenzidu ve vodném roztoku [109].
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V sérii ¢lank® ukazali Hansson P. a Almgren M. [110-112], ze tenzidové agregaty tvorené
v roztoku polyelektrolytu jsou podobné volnym micelam (Obr. 19). Byl studovan vliv
nabojové hustoty polyelektrolytu (sodné soli karboxymetylcelulozy NaCMC a polyakrylatu
sodného NaPA) na vazebnou izotermu a na agregacni ¢islo tenzidu. Déle byla zkoumana
vazba alkyltrimetylamonium bromidi k sérii NaCMC o rizné nabojové hustoté pouzitim
tenzidové selektivni elektrody spolu s metodou casové rozliSeného zhaSeni fluorescence.
Objevili, ze narGst v nabojové hustot¢ vede ksilnéjsi interakci, ale agregacni Cislo
dodecyltrimetyl-amonium bromidu (DTAB) v roztoku NaCMC a NaPA bylo téméf stejné
jako téch odpovidajicich volnym miceldm. Nicméné, rozdil ve flexibilit¢ mezi NaPA
a NaCMC nemél vliv na agregaéni ¢islo DTA" iontd.

Obr. 19: Polyelektrolyt-tenzid komplexy ve zfedéném roztoku — model perlového nahrdelniku.

Vliv nabojové hustoty na vazbu polyelektrolytl na tenzidy studovali naptiklad také
Hayakawa K. akol. [113; 114] Zkoumali systém ruznych karboxylovych polyelektrolytd
(NaCMC, NaPA, alginaty a pektany) a dodecyl- a tetradecyltrimetylamonium bromida.
Zjistili, ze detailni struktura polymeru hraje dtlezitou roli v procesu vazani tenzidi. Vazebnou
konstantu ¢i kooperativni efekt slozek miize ziejmé ovliviiovat také hydrofobni charakter,
flexibilita a detailni lokalni struktura polymeru. Vliv ndbojové hustoty kationtovych
a aniontovych kopolymert v pfedem vytvofenych komplexech rozpustnych zaporné nabitych
polyelektrolyti na interakci takovych komplext s kationtovym tenzidem dodecylpyridinium
chloridem studovali Kotz J. a kol. [115; 116]. Zjistili, Ze vazani je kooperativni pro vSechny
studované systémy, ale jeho sila je zavisla na nabojové hustoté polyelektrolytu v predem
vytvofenych komplexech.

Ptidani soli do systému vZdy redukuje vazebnou afinitu mezi tenzidy a opacné nabitymi
polyelektrolyty. Linearni vztah mezi vazebnou afinitou a koncentraci soli byl studovén na
fad¢ systému [117-119]. Ackoli pfidana stl sniZzuje vazebnou afinitu, zvySuje také
kooperativitu interakce. Kooperativita je dosaZena prostfednictvim interakce molekul bo¢nich
¢asti n-alkylovych fetézci v micelarnich agregatech. Piidavek nizkomolekularni soli
podporuje formovani fetézcl polyelektrolytu kvili potlacené expanzi polymernich fetézcu.
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Anthony O. a Zana R. [120; 121] studovali efekt hydrofobicity polymeru na vazbu
kationtového tenzidu pomoci metody casové rozliSeného zhéaseni fluorescence na dvou
polyelektrolytech o rizné hydrofobicité. Vazebna konstanta pro dodecyltrimetylamonium
chlorid na polyelektrolyty se zvySovala, ptestoze kooperativni parametr se snizoval, jak rostl
hydrofobni charakter kopolymeru. Bylo zjisténo, Ze vazani neni v tomto ptipad€ kooperativni,
ale nekooperativni ¢i dokonce antikooperativni. Vazebna izoterma neukazuje Zzadnou
kritickou agrega¢ni koncentraci. Tenzidy se déli mezi vodnou fazi a hydrofobni mikrodomény
polymeru. Pro velmi hydrofobni polyelektrolyty, kde je vétSina opakujicich se jednotek
zahrnuta do mikrodomén, je tenzidové agregacni Cislo umérné koncentraci tenzidu. Naopak,
hydrofilni polyelektrolyty vazi tenzidy kooperativné nad CAC a agregacni Cislo tenzidu je
témer nezavislé na koncentraci tenzidu.

3.3 Interakce hyaluronan-tenzid

Jako velmi vhodny polyelektrolyt pro nosi¢ové systémy nejen v kombinaci s tenzidy se jiz
dlouha 1éta jevi hyaluronan [12; 13; 122], diky jeho biokompatibilité, biodegradabilité,
unikatnim chemickym a fyzikalnim vlastnostem a schopnosti interagovat s receptory na
povrchu bunék. Hyaluronan je také diky svym vlastnostem schopen zajistit jak pasivni tak
aktivni cileni.

V komplexech hyaluronan-tenzid se projevuji jak elektrostatické tak hydrofobni interakce.
Podminkami a problémy interakci tenzidi shyaluronanem se zabyval Thalberg K. a kol.
[108; 123; 124] viad¢ studii. Byly zkoumany interakce mezi sodnou soli kyseliny
hyaluronové a kationtovymi tenzidy s riznou délkou fetézce. Systémy byly zkoumany
pomoci metod fazové separace, méfeni vodivosti, NMR a pomoci solubiliza¢nich
experimentl. Bylo zjisté€no, Ze tenzidy se vazi na hyaluronan pouze v pfipad¢, maji-li ve svém
fetézci deset avice uhlikovych atomt. Pfi niz§im poctu uhlikovych atomt tenzidové
molekuly upfednostiiuji agregaci do micel nez asociaci S polymernim fetézcem. Tyto
vysledky se shoduji s jinymi zdroji, podle kterych interakce hyaluronanu a takovych tenzidi
vede k tvorbé agregati podobnych micelam pfipojenym na fetézci polyelektrolytu (model
perlového nahrdelniku zobrazeny na Obr. 19). Interakce tenzidi a hyaluronanu je velmi
zavisla na délce tetézce tenzidu, ale v podstaté nezavisla na molekulové hmotnosti polymeru
nad uritou minimalni hodnotou. Ddale se autofi zabyvali fizovym chovanim systému
tetradecyltrimetyl-amonium  bromid-hyaluronan-voda  avlivem  nizko-molekularniho
elektrolytu na fazovou separaci systému cetyltrimetyl-amonium bromid-hyaluronan. Bylo
zjiSténo, Ze po pfidani jiz malého mnoZstvi elektrolytu dochédzi ke zmenSeni dvoufazové
oblasti ve fazovém diagramu. Pii ptekroCeni urcité¢ koncentrace soli fazovd separace uz
neprobiha. Studie ukazuje, Ze pfidani soli do systému omezuje interakce mezi
polyelektrolytem a tenzidem, z ¢ehoz vyplyva, Ze znaCna Cast interakci v systému je
elektrostatické povahy.

Xu, J. a kol. [125] a nasledné Tao Y. a kol. [126] zkoumali systém kationtovy tenzid-
-hyaluronan metodami dynamického rozptylu svétla, méfeni zeta potencialu, optické
a fluorescencni mikroskopie a turbidimetrie. Vysledky danych studii potvrdily, ze dané
systémy vznikaji predevsim elektrostatickymi interakcemi, a ze pribéh navazani tenzidu na
fetézce hyaluronanu je podminén moldrnim pomérem jednotlivych slozek. Samovolna
agregace slozek v systému vede k tvorbé micelarni agregatd typu ,,core-shell”. Nasledn¢ tento
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systém studovali z hlediska schopnosti solubilizace 1é¢iva paclitaxelu a vyuziti nového
komplexu pro dopravu IéCiv.

Giundélova L. a kol. [127] studovali interakce mezi hyaluronanem a kvartérni soli
benzalkonium-chloridu (BAC). Na =zakladé¢ experimentd dynamického rozptylu svétla,
viskozimetrie a méfeni povrchového napéti dosli k zavéru, ze hyaluronan ma v roztoku
konformaci nahodného klubka, které se postupnym piidavanim BAC rozbaluje, ¢imz roste
I sttedni velikost Castic. Zaroven bylo také prokazano, ze od urcité koncentrace BAC, vznikaji
VvV roztoku agregaty. Zminéné metody poukazuji na to, ze termodynamické upfednostiovani
interakci BAC-BAC nebo hyaluronan-BAC v roztoku hyaluronanu zavisi na koncentraci
BAC.

3.4 Fluorescenéni spektroskopie

Stabilita a solubiliza¢ni vlastnosti agregatti biopolymer-tenzid jsou dulezitymi parametry pro
jejich dalsi vyuziti. Oba tyto parametry je mozno vyhodnotit pomoci fluorescenéni
spektroskopie, kdy je hydrofobni 1é¢ivo predstavovano hydrofobni fluorescenéni sondou.
Touto problematikou se zabyvaji odbornici z celého svéta [9; 128; 129]. Z fluorescenénich
sond je snad nejpouzivanéjsi pyren [86; 130; 131]. Pyren je z hlediska vlastnosti jeho
emisnich spekter povazovan za sondu se schopnosti charakterizovat polaritni Groven jeho
blizkého okoli, ¢imz je vhodnou sondou ke studiu procesu micelizace a agregace v systému
hyaluronan-tenzid. Velmi dobie rozliSena vibra¢ni struktura emisniho spektra je vysoce
zavisla na polarité rozpoustédla. Zmény ve vibracni struktufe nastavaji v celém spektru, av§ak
nejvyznamnéjsi rozdily zavisejici na polarit¢ prostiedi fluorescencéni sondy se vyskytuji
u vrcholu pfi 373 nm. Vrchol pii 384 nm je vyuzivan jako referenéni pas. Vyjadienim poméru
intenzity fluorescence pfi téchto dvou vrcholech ziskavame parametr velmi citlivy na polaritu
rozpoustédla.

Wilhelm M. a kol. [132] a nasledné také Astafieva I. a kol. [133] poukazali na to, ze pomér
intenzity fluorescence dvou nejvyznamnéjsich vrcholit emisniho spektra nemusi byt pravym
ukazatelem pro zji$téni poc¢atku micelizace, protoZe je tato hodnota zavisla na vlnové délce
excitace. TakZe pii excitaéni vinové délce napt. 339 nm by se pomér posunul ve prospéch
pyrenu Vv hydrofobnim prostiedi (v micelach), kdezto pfi 333 nm je hodnota naklonéna
K pyrenu ve vodném prostiedi. Autoii ukazali, Ze koncentracni zavislost poméru intenzit
fluorescence pii 333 nm a 338 nm excitacniho fluorescenéniho spektra je citlivéjsi k pravému
pocatku micelizace.

Interakcemi tenzidd s hyaluronanem se dale zabyvali Yin, D. a spol. [134]. Byly zkoumany
mozné interakce hyaluronanu a tenzidd, a to aniontovych i neionogennich, pomoci metody
fluorescencni spektroskopie. Autofi zjistili, Ze neionogenni tenzidy interaguji s hyaluronanem
bud’ velmi slab€, nebo viibec, a Ze hyaluronan ovliviiuje agregaci aniontového tenzidu SDS
stejn€ jako pridavek elektrolytu a to tak, ze snizuje CMC. Déle byl také zkoumén vliv dalSich
sacharidi (glukézy, galaktdézy nebo mannitolu) na piislusné interakce.

Halasova T. a kol. [128] zkoumali interakce hyaluronanu s tenzidy v roztoku za
pritomnosti nizkomolekularniho elektrolytu (NaCl). Vysledky ukazali, ze ptfitomnost NaCl
sice potlacuje interakce mezi hyaluronanem a opacné nabitym tenzidem, ale tyto interakce
jsou piitomny iV jinych systémech bez ohledu na iontovy charakter tenzidu. Interakce byly
prokdzany pomoci metody fluorescencni spektroskopie a céastecné také tenziometrie.
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Fluorescen¢ni data ukazala, Zze tvorba micel nastava v ur¢itém intervalu koncentraci tenzidu
ane pii konkrétni koncentraci, zvlasté v pritomnosti hyaluronanu. Nejvétsi vliv hyaluronanu
byl pozorovan na tenzid Tween 20 a cetyltrimetylamonium bromid (CTAB).

Stejni autoii dale zkoumali vliv koncentrace tenzidu na Zivotaschopnost vybranych
lidskych bun¢k (osteoblasty a keranocyty). Vysledky potvrdily cytotoxicky ucinek tenzidu
CTAB. Bylo zjisténo, ze pfitomnost hyaluronanu o koncentraci 1 g-l—1 a molekulové
Na zéklad¢ téchto poznatkl lze ocekdvat, ze by hyaluronan mohl byt pouzit jako Gspésny
ochrance specifickych typl bunek proti toxickym G¢inkdt CTAB [135].

3.5 Turbidimetrie

Turbidimetricka metoda byva nejcastéji pouzivana ke studiu agregace proteini méfenim
optické hustoty vzorku zaloZené na rozptylu svétla v blizké UV nebo viditelné oblasti svétla.
Prostup svétla vzorkem muize byt méfen pomoci UV-VIS spektrometru pii vinovych délkach,
kde ingredience jako jsou proteiny, DNA/RNA ¢i pomocné latky (napf. aminokyseliny)
neabsorbuji svétlo, tzn. typicky v rozsahu vlnovych délek 320 az 800 nm. Cirost a stupeii
opalescence je pak ¢asto vyhodnocovan pomoci roztoku formazinu jako reference.

Me¢fteni turbidity je jednoduché a pouzitelné pro relativni porovnani zdkalu vzorkd, napf.
pro rychlé otestovani agregace komponent v systému. Ackoli turbidimetrie neposkytuje
informace o velikosti, koncentraci nebo povaze komponent ¢i agregati ve vzorku, je tato
metoda pouzivana k detekci relativnich zmén vzorku béhem agrega¢niho procesu. Metoda je
citliva kK malym ¢asticim v systému, a lze ji tudiz vyuzit ke sledovani raného stadia formace
agregati v kapalném vzorku pfi studiu degradace nebo stability.

Autofi Lahlou A. a kol. [136] a Paul M. a kol. [137; 138] provedli rozsahlou fyzikalng-
-chemickou studii stability protilatek cetuximab, bevacizumab a rituximab. Rizné metody
charakterizace proteint, véetné UV-VIS turbidimetrie a dynamického rozptylu svétla, byly
pouzity k ur¢eni zmén fyzikalné-chemickych vlastnosti téchto latek. Agregace byla sledovana
pomoci monitorovani absorbance pouzitim UV-VIS spektrometru Varian Cary 50 Probe.
Turbidance byla méfena jako absorbance pii 350 nm. Pomoci metody dynamického rozptylu
svétla zkoumali populaci agregétii v systému.

Seitz R. a kol. [139] zkoumali botnani polymernich kulicek mimo jiné také pomoci méfeni
turbidance vzorkl. Botnani ve vétSin€ piipadl zpisobuje, Ze index lomu mikrokulicek se blizi
indexu lomu hydrogelu, coz ma za nasledek snizeni turbidity membrany, coZ se projevi na
prichodu ¢i odrazu svétla vzorkem. Autofi zjistili, Ze spektra turbidity jsou ovlivnény
velikosti mikrokuli¢ek ve vzorku, pficemz testovali kulicky o velikosti 0,6 a 1,4 um. Zjistili,
ze pokud je prumér kulicek stejného tadu jako vinova délka pouzitého svétla, turbidita
vykazuje silnou zévislost na vinové délce. Naopak, v ptipadé je-li primér kulicek vétsi nez
vlnova délka svétla, turbidita se méni s vinovou délkou jen mirné.

Jak jiz bylo feceno, velmi Casto je metoda UV-VIS turbidimetrie pouzita ke studiu agregace
proteinli. Méfeni je provadéno v oblasti blizké UV, nebot’ pii nizkych vinovych délkach maji
proteiny jiz zanedbatelnou absorpci [140; 141]. Mahler H-Ch. a kol. [141] pouzili metodu
turbidimetrie a analyzu rozptylu svétla jako analyticky nastroj pro sledovani formace agregati
proteintt v pritbé¢hu ¢asu. Autofi vyuzili faktu, ze Cirost ¢i zadkal (opalescence) vzorka je
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zalozena na zeslabeni svazku svételnych paprski kvili rozptylu svétla. Pritomnost
rovhomeérné rozptylenych castic jako napt. nerozpustnych proteinovych agregatii a srazenin
vede ke zdanlivému zvySeni v UV absorbanci pifi vSech vlnovych délkach a to kvili rozptylu
svétla. Turbidita byla proto méfena jako fotometricka absorbance pii 350 a 550 nm, kde
zadny ze znamych vnitinich chromofor v proteinové formulaci neabsorbuje. Absorbance,
resp. turbidance byla opét méfena pomoci UV-VIS spektrometru Varian Cary 50 Probe. Dale
autofi provadéli jeste¢ vizudlni porovnavéani vzorkl s referencni Suspenzi dle Evropského
1ékopisu, kapitoly 2.2.1, podle kterého rozliSovali Ctyfi stupné opalescence (Ciré, mirné
opalescentni, opalescentni a velmi opalescentni). ZvySeni turbidity vlivem agregace bylo
zéaroven potvrzovano pomoci metody dynamického rozptylu svétla.

Wang G. a kol. [142] a Xikui L. [143] studovali agregaci micel s diblokovym
kopolymerem mimo jiné¢ pomoci UV-VIS turbidimetrie. Autofi zjistili, Ze pokles turbidity byl
ve shod¢é s pozorovanym snizenim poctu agregati v systému. Dale zjistili, ze turbidimetrie je
vhodnd metoda pro studium procesu micelizace blokovych kopolymert, nebot’ roztok
rozpustného komplexu byl transparentni zatimco micelarni roztok silné rozptyloval svétlo,
¢imz dochazelo ke zméné v turbidité vzorkd.

Autofi Kayitmazer A. B. a kol. [144] zkoumali vliv tuhosti fetézce polyelektrolytu na jeho
afinitu k opa¢n¢ nabité koloidni Castici (smésné micele kationtového a neiontového tenzidu
nebo proteinového sérového albuminu) a néasledné interakce pomoci turbidimetrické titrace.
Turbidita byla méfena pomoci Brickmanova PC800 kolorimetru pii vinové délce 450 nm.
Tenzid DTAB byl titrovan do systému hyaluronan-TX100. Pocatek formace komplext
Vv systému byl charakterizovan narGstem turbidity nad nulovou hodnotu. Strmy narist
turbidity pak indikoval pocatek makroskopické fazové separace. V piipadée relativné tuhého
feté¢zce hyaluronanu byla vazba s tenzidy obecné slabsi neZ tomu bylo u vice flexibilnich
fetézcl kopolymeru akrylaminomethylpropansulfonatu a akrylamidu. Byl studovan také vliv
iontové sily na interakce komponent. Bylo prokézano, ze tuzsi fetézce se k sob¢ vazi slabgji
pii vyssi iontove sile.

Jiz zminéni autofi Xu, J. a kol. [125] studovali agregaci tenzidu a opacné nabitého
hyaluronanu pomoci méfeni turbidity vzorku. Zakal vzorkli byl vyhodnocovan na zakladé
méfeni absorbance pii 550 nm pomoci TU-1901 UV-VIS spektrofotometru. Nasledné byla
absorbance prepoctena na turbiditu pomoci jednoduchého vztahu. Autofi pomoci méfeni
turbidity zjistili, ze zakal roztoku hyaluronanu s tenzidem postupné roste s rostoucim
pomérem naboju tenzidu a hyaluronanu ve smési, pfiCemz narast turbidity si vysvétlovali
agregaci slozek na zaklad¢ elektrostatickych a hydrofobnich interakci.
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4 CILE DIZERTACNI PRACE

Hlavnim cilem pfedlozené dizertacni prace je piiprava a charakterizace koloidnich systému
vznikajicich na zakladé interakci hyaluronanu s micelarnimi agregaty a uvazeni potencialniho
pouziti téchto systémi pro nanomedicinské aplikace.

Interakce mezi hyaluronanem a tenzidy jsou studovany jiz fadu let, ovSem aplika¢ni
potencial a metody pfipravy takovych komplexti jsou vétSinou opomijeny. Komplexy
hyaluronanu s kationtovymi tenzidy, zejména CTAB, jsou jiz fadu let zkoumany
a diskutovany na Skolicim pracovisti. V navaznosti na pfedchozi studium komplext
hyaluronan-tenzid je ¢ast této dizertaéni prace zaméfena na studium piipravy a vlastnosti
komplexti hyaluronanu se Septonexem, ¢eskou specialitou, jejiz struktura je podobna tenzidu
CTAB, a porovnani ziskanych vysledki S pfedchozim studiem. V souvislosti stim byla
studovana stabilita téchto komplexd za riznych podminek, zahrnujicich ¢as, iontovou silu
prostiedi, teplotu ¢i vliv zfedéni systému. Systémy byly pfipraveny jiZz zndmym
tzv. indukovanym zptsobem, tedy postupnym ptidavkem kationtového tenzidu do roztoku
hyaluronanu.

Druhd c¢ast prace je pak zaméfena na moznosti piipravy komplexti hyaluronanu
S micelarnimi agregaty inovativnim neindukovanym zptsobem, tj. interakci hyaluronanu s jiz
hotovym micelarnimi agregaty, v nichz miize byt solubilizovana hydrofobni latka. Vyhodou
tohoto feSeni je kombinace biokompatibilniho a vysoce hydrofilniho polymeru s ttvary
vytvarejicimi hydrofobni doménu schopnou rozpustit nepolarni latky. Biopolymer vystupuje
ve funkci vlastniho nosice, micelarni agregat ve funkci solubilizatoru navazaného na nosic.
Jiz hotové agregaty jsou pak pokryty hyaluronanovymi makromolekulami a tak
biokompatibilizovany. Pfiprava komplexti neindukovanym zplisobem byla provedena
metodou postupného pridavani hyaluronanu k micelarnimu roztoku vybranych tenzida
(CTAB nebo Septonexu). Nasledné byla provedena optimalizace postupu piipravy a studium
vlivu molekulové hmotnosti hyaluronanu na pfipravu komplexi. V neposledni fadé byly
provedeny experimenty prokazujici interakci micel s hyaluronanem. U vybranych koloidu byl
sledovan vliv pfitomnosti solubilizdtu v micelach na jejich interakce s hyaluronanem
a stabilita vyslednych koloidl se solubilizatem v daném prostiedi.

Proces tvorby koloidi a jejich vlastnosti (stabilita, solubiliza¢ni schopnosti, velikost ¢astic)
byly studovany zejména pomoci metody fluorescen¢éni spektroskopie, ktera poskytuje
informace o tvorbé a vlastnostech agregati s nepolarnimi doménami, dale také pomoci
metody dynamického rozptylu svétla ¢i turbidimetrie.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Materialy

Hyaluronan:
Hyal. acid M,, = 8-15 kDa, CPN s.r.o., §. 213-6147
Hyal. acid M,, = 15-30 kDa, CPN s.r.0., §. 213-6481
Hyal. acid M,, = 70-120 kDa, CPN s.r.0., §. 213-3842
Hyal. acid M,, = 80-130 kDa, CPN s.r.0., 8. 260315-E2
Hyal. acid M,, = 90-130 kDa, CPN s.r.0., §. 212-2859; 213-3842; 213-6547; 214-8707
Hyal. acid M,, = 1 400-1 600 kDa, CPN s.r.0., §. 181214-4-D1
Hyal. acid M,, = 1 500-1 750 kDa, CPN s.r.0., §. 212-1271; 213-4722; 213-5226
CTAB (Cetyltrimetylamonium bromid), Sigma Aldrich, §. 910SEP002
\ﬁ/
NV 1V i ah N
Br
Septonex (Karbethopendeciniumbromid), GBNchem, §. 40808244

Pyren, Fluka, puriss p.a. for fluorescence, §. 4301661
Sudan Red G, $. 401930/1
NaCl, Lach-Ner s.r.0., §. 30453; PP/2009/06278

Rozpoustédla — aceton (Penta, Cistota 99,5 %), demineralizovana voda (Milipore: Mili-Q;
Purelab: ELGA), ethanol

5.2 Priprava vzorki

5.2.1 Priprava zasobnich roztoki

Zasobni roztoky tenzidl a hyaluronanu byly pfipraveny navazenim potiebného mnozstvi latek
na analytickych vahach a analytickym pfevedenim do zasobni lahve. Navazka byla nasledné
rozpusténa v potiebném mnozstvi rozpoustédla za stalého michani po dobu minimalné 24 h
pii laboratorni teploté. Roztoky tenzidi byly skladovany ve tmé pii laboratorni teploté.
Roztoky hyaluronanu byly skladovany za snizené teploty (4 °C), maximaln¢ po dobu 1 tydne.
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5.2.2 Metoda fluorescenéni sondy

Systémy zkoumané pomoci fluorescencni spektroskopie, tj. pomoci fluorescencni sondy byly
piipraveny standardnim zpisobem piipravy vzorkl spocivajici v pouziti zasobniho roztoku
sondy Vv teékavém rozpoustédle. Zasobni roztok fluorescencni sondy v acetonu byl pfipraven
navazenim potiebného mnozstvi latky na analytickych vahach a analytickych prevedenim
navazky do zasobni lahve, priemZ koncentrace zasobniho roztoku byla 2-10* mol-1*. PH
piipravé vzorku bylo potfebné mnozstvi zasobniho roztoku fluorescen¢ni sondy napipetovano
do Ccistych sklenénych vialek, tak aby vysledna koncentrace sondy ve vzorku byla
2:10 ° mol-1"%. Poté bylo provedeno odpaieni t€kavého rozpoustédla za snizeného tlaku. Do
takto ptipravenych vialek byly nasledné pfipravovany vzorky o pozadované koncentraci
jednotlivych komponent VvV pozadovaném rozpoustédle. Pro zajisténi dukladné solubilizace
fluorescen¢ni sondy byly vzorky pied méfenim ponechany minimalné¢ 24 h na tiepacce pii
laboratorni teplot¢.

5.2.3 Charakterizace systémi pomoci metody DLS

Pro studium systémi pomoci metody dynamického rozptylu svétla byly pfipraveny obdobné
vzorky jako pro fluorescenéni méfeni, tedy o pozadované koncentraci jednotlivych
komponent v pozadovaném rozpoustédle, ale bez fluorescencéni sondy. Vzorky byly opét
ponechany na tiepaéce po dobu minimalné 24 h pti laboratorni teploté.

Pro titracni méfeni byly pfipraveny zasobni roztoky tenzidli a hyaluronanu o pozadované
koncentraci v pozadovaném rozpoustédle. Z téchto roztokii pak byly odebirany potiebné
objemy do nadobek automatického titratoru.

5.2.4 Turbidimetrie

Pro turbidimetrickd méfeni byly pfipraveny zéasobni roztoky tenzidii a hyaluronanu
0 pozadovanych koncentracich v prostfedi demineralizované vody. Zasobni roztoky byly
ponechany pfi laboratorni teploté na tiepacce po dobu minimalné 24 h.

5.2.5 Studium solubilizace hydrofobniho barviva

Zasobni roztok barviva Sudan Red G byl pfipraven navazenim potfebného mnozstvi latky na
analytickych vahach a rozpusténim analyticky pfevedené navazky pomoci ethanolu. Vysledna
koncentrace zasobniho roztoku Sudanu Red G byla 7,8-10> mol-I™". Zasobni roztok byl
ponechdn na tfepacce po dobu 24 h pii laboratorni teploté a nasledné byl skladovan pfti
snizené teploté (4 °C).

Pro kalibraéni piimku byly pfipraveny C¢tyii vzorky Sudanu Red G v ethanolu
o koncentracich v rozsahu 10®az 10 mol-1". Pomoci kalibra¢ni pfimky byly nasledné
vypocitany koncentrace solubilizovaného barviva ve studovanych systémech.

Pro studium solubilizace barviva v systému tenzid-hyaluronan byly pfipraveny vzorky
o riazné koncentraci tenzidu Septonexu (0,5; 2; 5; 10 a 20 mol-lfl) bud’ v pfitomnosti
hyaluronanu o vysledné koncentraci ve vzorku 0,1 g-1™* nebo &isté bez hyaluronanu. Barvivo
bylo do systému piidano v praskové formeé v mnozstvi piesahujici nasyceni systému barvivem
a to bud’ pfed pfidanim hyaluronanu do systému nebo az nakonec. Pro zajisténi solubilizace

48



EXPERIMENTALNI CAST Fakulta chemicka, VUT v Brné

barviv byly vzorky ponechdny na tfepacce po dobu minimalné 24 h pii laboratorni teploté.
Pted métenim byly vzorky centrifugovany kviili separaci nerozpusténého barviva.

5.2.6 Cytotoxicita

Pro testovani cytotoxicity vzorkti na bunkach byly pfipraveny vzorky obsahujici indukované
agregaty tenzidu s hyaluronanem a to metodou postupného piidavani tenzidu (CTAB nebo
Septonex) do roztoku hyaluronanu (1 000 kDa) o vysledné koncentraci ve vzorku 0,05,
1a5 g1 Koncentrace tenzidu v téchto systémech byla 0,03, 0,06 a 0,08 mmol-1 %, Také
byly pfipraveny komplexy micelarnich agregati s hyaluronanem ato naopak metodou
postupného ptidavani roztoku hyaluronanu do micelarniho roztoku tenzidu CTAB. Vysledna
koncentrace hyaluronanu v téchto systémech byla 0,0746 g'1* atenzidu 1,27 nebo
2,50 mmol-1t. Jako blank byly pouzity roztoky tenzidu o piislusné koncentraci, ale bez
piidavku hyaluronanu. Kontrolou byl pak samotny hyaluronan. Tyto testy byly provedeny
spolupracujicimi kolegy v ramci projektu COST (Doc. RNDr. Marie Hubalek Kalbacova,
Ph.D., Ustav d&di¢nych metabolickych poruch, Univerzita Karlova).

5.3 Metody a standardni vyhodnoceni

5.3.1 Fluorescenéni méreni (pyren)

Fluorescen¢ni spektra pyrenu byla méfena na fluorimetru FLUOROLOG (HORIBA
Scientific) nebo AMINCO-Bowman Series 2 (Thermo Fisher Scientific). Stala teplota
meétenych vzorkl 25,0 + 0,1 °C byla zajisténa pomoci termostatu. V pfipadé méteni teplotnich
zavislosti byl termostat vyuZzit pro temperaci vzorkd v teplotnim rozsahu 10-50 °C
s odchylkou 0,1 °C. Pro méfeni emisnich spekter byl excitaéni monochromator nastaven na
336 nm. Spektrum bylo méfeno v rozsahu vlnovych délek 360 az 530 nm. V emisnim spektru
pak byla sledovana intenzita fluorescence prvniho a tfettho maxima, tedy pfi vinovych
délkach 373 a 384 nm. Jejich pomér je v praci oznaCovan jako EmPI neboli emisni polaritni
index, nebot’ jde o parametr siln¢ zavisly na polarité v okoli sondy (Obr. 20). Dalsim
vyhodnocovacim parametrem byl pomér intenzity fluorescence excimeru, jehoZz maximum se
ve spektru nachazi pii 470 nm a monomeru (prvniho vibraéniho maxima). Tento pomér je
oznacovan jako Ex:Mo a Ize podle jeho hodnoty vyvozovat informace o rozlozeni pyrenovych
molekul v systému, resp. v hydrofobnich jadrech.

Dale byly méfeny také excitaéni spektra pyrenu a to v rozsahu vinovych délek od 310 nm
do 340 nm, pfiCemz emisni monochromator byl nastaven na 392 nm. Z excita¢nich spekter
byl vyhodnocovan dal$i vyznamny parametr reagujici na polaritu v okoli pyrenu a to pomér
intenzit fluorescence pii 333 a 338 nm. Excita¢ni spektrum totiz reaguje na polaritu vzorku
posunem svého maxima (Obr. 21). Tento pomér bude nadale oznacovan jako ExPI neboli
excitacni polaritni index.
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Obr. 21: Zmény v excitaénim spektru pyrenu v zavislosti na polarité prostfedi. Cervena kfivka

znédzoriuje excitaéni spektrum roztoku tenzidu o koncentraci mensi nez CMC, zatimco modra kiivka

znazornuje spektrum roztoku tenzidu o koncentraci vétsi nez CMC.

50



EXPERIMENTALNI CAST Fakulta chemicka, VUT v Brné

Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti prace, zavislost EmPI a ExPI na koncentraci tenzidu
obvykle vykazuje jednoduchy sigmoidni charakter [145]. Tato zavislost je standardné
prokladana Boltzmannovym modelem znazornénym na Obr. 22. Namétené zavislosti byly
vyhodnocovany pomoci programu OriginPro 8.1, pficemz byly vypocitdiny parametry
Boltzmannova modelu a interval spolehlivosti na hladiné vyznamnosti 0,05 (pferusované ¢ary
na Obr. 22 — UCL neboli upper confidence limit a LCL neboli lower confidence limit).

Zminénymi parametry jsou inflexni bod Xo, jehoz soufadnice na ose X se poklada za
hodnotu CMC, dale pak 1. a 2. zlom odpovidajici po¢atku a konci agregace a hodnoty A; a A,
vyjadiujici horni a spodni limitu Boltzmannova modelu. Tyto hodnoty pak vypovidaji
0 vlastnostech systému pied a po agregaci, napi. z hodnoty A; lze zjistit polaritu hydrofobnich
jader ustalenych agregatt. Poslednim parametrem je AX, jehoz hodnota charakterizuje strmost
poklesu klesajici casti kiivky a vypovida tak o prub¢hu, resp. rychlosti agrega¢niho procesu
[145] .

Rovnice Boltzmannova modelu je ddna jako:

y=LPe (12)
l+e ™

kde proménnd y odpovidd poméru EmPI resp. ExPI a nezédvisld proménnd X oznacuje
celkovou koncentraci tenzidu, A; a Az jsou horni a spodni limita kiivky.

Boltzmanniv model
"""""" i N 4 - - -95%UCL

_____________ - - -95%LCL
&
“\3

A 1. zZlom xp—2Ax

inflexni bod,
Xg= (Al +A4 3) /2

2. zlom xp+2Ax

Obr. 22: Boltzmanntiv model a jeho parametry
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Hodnoty polarity v okoli pyrenu resp. hodnoty polaritnich indextt EmPI a ExPI nelze brat
jako absolutni a jednozna¢né. Vyhodnocovani fluorescence pyrenu skyta nékolik komplikaci,
které je potieba brat v uvahu pfi interpretaci dat. Pyren je polyaromaticky uhlovodik
hydrofobni povahy. Piekvapivé se nejedna o latku ve vodé zcela nerozpustnou, ale o latku
s omezenou rozpustnosti (rozpustnost pyrenu ve vods pii 25 °C je piiblizng 6,8-10" mol-17*
[146]). Lze tedy pozorovat charakteristicky fluorescen¢ni signal, ktery emituje z prostiedi
vody obdobny signalu pfi velmi nizkych koncentracich tenzidu v roztoku (o n¢kolik fadu
niz§ich nez CMC daného tenzidu), kdy se pfitomné molekuly tenzidu adsorbuji na
mezifazovém rozhrani voda — vzduch. Horni rameno sigmoidni kiivky tak odpovida vodnému
prostiedi v okoli molekul pyrenu. S rozpustnosti pyrenu ve vod¢ a odpovidajicim signalem je
tedy potieba pocitat pfi interpretaci ziskanych dat, nebot’ signal vzorku bude vzdy vice ¢i
méné ovlivnén signalem pyrenu z vody a to podle rozdé€leni pyrenovych molekul mezi vodné
a hydrofobni prostiedi.

Dalsim ptikladem casto diskutované interpretace dat je oblast poklesu polaritnich indext
Vv blizkosti CMC a spodni zlom na sigmoidni kiivce. Tento pokles a zlom nastava v disledku
postupné inkorporace pyrenovych molekul do nové vznikajicich hydrofobnich domén béhem
procesu micelizace. Na tento proces se lze ovSem divat dvéma zpusoby. Prvni z nich je
zalozen na tvorbé premicelarnich utvarti v okoli CMC, jejichZ jadra jsou pomérné dobie
ptistupné polarnimu prostfedi, a které se postupné ustaluji az do vzniku micel s relativné
uzavienym hydrofobnim jadrem (oblast spodniho zlomu).

Z druhého uhlu pohledu lze uvazovat jiz po prekroceni CMC postupnou tvorbu stale
vétStho mnozstvi plnohodnotnych ustdlenych micel, které jsou sami divodem klesajicich
hodnot polaritnich indexd. V oblasti velmi blizké CMC, kdy je v systému vytvofeno jen par
prvnich micel, které jsou schopny solubilizovat jen urcitou pomérnou ¢ast molekul pyrenu
obsazenych v systému, jsou hodnoty EmPI dany jak signalem pyrenu emitujiciho z micel, tak
signalu z vody. Nesolubilizovany pyren tak mize zkreslovat hodnoty polaritnich indext.
Skute¢nou polaritu ustdlenych micel 1ze pak zjistit az ve chvili, kdy je v systému dostatecna
koncentrace tenzidu, resp. micel schopnych solubilizovat vétsinu molekul pyrenu a kdy bude
vliv pyrenu emitujiciho z vody jiz zanedbatelny.

Dal8im parametrem, ktery byl vyuzit ke zhodnoceni procesu micelizace byl pomér Ex:Mo,
charakterizujici pravdépodobnost tvorby excimeru V systému. Na zaklad¢ faktu, ze tvorba
excimeru je difuzné kontrolovany proces [90; 91], miizeme z poméru Ex:Mo zjistit informace
o mikroviskozité hydrofobnich domén v systému. Princip vzniku excimeru je totiZ zaloZen na
ptiblizeni dvou molekul pyrenu béhem doby zivota excitované¢ho stavu. V ptipadé, je-li
prostiedi v nepolarnim jadie agregatu rigidni, pak je pravdépodobnost, ze se k sobé dvé
molekuly pyrenu pfiblizi a vytvoii tak excimer nizka. Naopak je-li prostiedi fluidni, molekuly
pyrenu se Vvramci doby Zivota excitovaného stavu dostanou na potfebnou vzdalenost
interakce snadnéji a rychleji a zvySena pravdépodobnost tvorby excimeru se tak projevi
narastem pomeéru Ex:Mo.

K tvorbé excimeru ovSem dochazi pouze v ptipad¢ urcittho pomeéru koncentrace micel
a pyrenu v systému, tak aby dochazelo k vicendsobnému obsazeni hydrofobnich jader micel
molekulami pyrenu.
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Tvorba excimeru a tim i hodnoty poméru Ex:Mo mohou byt v kombinaci se znalosti
polaritnich indext napomocné pii vyhodnocovani lokalizace pyrenovych molekul v systému
a tim 1 struktury vznikajicich agregata.

5.3.2 Dynamicky a elektroforeticky rozptyl svétla

Distribuce velikosti ¢astic komplexu tenzid-hyaluronan byly méfeny metodou dynamického
rozptylu svétla na pristroji Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments). Titraéni experimenty
byly provedeny v kombinaci s autotitratorem MPT-2 (Malvern Instruments). Vysledky
prezentované dale v dizertacni praci predstavuji praimérné distribuce velikosti ¢astic ziskané
vzdy nejméné ze tii opakovani, v piipadé titracnich experimentl pak nejméné z deviti.

Pfi méteni distribuce velikosti ¢astic byl sledovan predev§im tvar autokorelac¢ni funkce
(Obr. 23) a pocet detekovanych fotoni za sekundu, tzv. count rate neboli rychlost ¢itani
fotond. Oba tyto parametry vypovidaji o kvalit¢ a polydisperzité vzorku ve smyslu
pfitomnosti necistot ¢i nedetekovatelnych agregatii v systému. Vystupem méfeni pak byly
intenzitni distribuce velikosti ¢astic, nebot’ dochazi k analyze fluktuaci intenzity rozptyleného
svétla.

Nejvhodnéjsi data pro analyzu

Velké ¢astice ve vzorku

Velmi polydisperzni vzorek

Data se Sumem (proménné vysledky)

korela¢ni funkce

B o

¢as —

Obr. 23: Ukazky korelacnich funkei v zavislosti na kvalité vzorku

Distribuce intenzity jsou zakladnimi vystupnymi distribucemi softwaru Zetasizer. Je vSak
nutno vysvétlit, jak tyto distribuce vznikaji, nebot’ znacné zkresluji vyznamnost jednotlivych
distribu¢nich maxim. Existuji tfi zakladni typy distribuci velikosti Castic a to pocetni,
objemova a intenzitni. Pocetni distribuce vyobrazuje pocetni zastoupeni ¢astic ve vzorku.
Objemova distribuce pak vznika ptepoctem z pocetni pomoci vztahu pro objem koule. Plocha
distribu¢niho maxima vétSich ¢astic je pak oproti mensim 1000krat nadhodnocena. Intenzitni
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distribuce jsou pocitany z pocetnich pomoci Rayleighovy aproximace, podle které velké
Castice rozptyluji svétlo s milionkrat vétsi intenzitou nez ¢astice malé. Z tohoto diivodu jsou
intenzitni distribu¢ni maxima velkych &astic az 10°krat nadhodnoceny oproti malym &asticim
Vv systému. Vztah jednotlivych distribuci je znazornén na Obr. 24. Tento fakt je nutno brat na
védomi pii analyze ziskanych dat a jejich interpretaci.

Pti posuzovani ziskanych dat musime mit na mysli, Ze princip méfeni neni zaloZzen na
pocitani ¢astic, nybrz na koliséni intenzity svétla rozptyleného ¢asticemi dispergovanymi ve
vzorku. Intenzitni distribuce a vysledna hodnota pramérné velikosti Castic (Z-average, Z-dy)
jsou tim, co je skute¢né méfeno. Ostatni distribuce, objemova a pocetni, jsou velmi uzitecné,
ale mén¢ presné, nebot’ jsou vypocteny z tidajii naméfené intenzity a optickych vlastnosti
materialu, které nejsou Casto znamé (napf. index lomu samotnych castic a prostfedi ¢i
viskozita prostredi).
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Obr. 24: Znazornéni vztahu pocetni, objemové a intenzitni distribuce velikosti ¢astic

Dale je pfi analyze ziskanych dat nutné myslet na fakt, Ze v pfipad€ studovanych systémil
(hyaluronan-tenzid) se nejedna o agregaty idealnich tvart (tedy kulovitych agregatt), ale Ze se
jedna o rozmanité systémy, v nichZ vystupuji makromolekuly. Metoda dynamického rozptylu
svétla méfi tzv. hydrodynamicky primér ¢astice, ktery je definovan jako primér koule, ktera
by méla za stejnych podminek stejny difuzni koeficient, jaky byl naméfen. V praxi ovSem
plati, ze ¢astice a makromolekuly v roztoku jsou nekulové, dynamické a solvatované.

Neméné dilezitou sledovanou veli¢inou byl tzv. derived count rate, ktery poskytuje
informaci o intenzité rozptyleného svétla v piipadé, kdyz by nebyl pouzit filtr pro zeslabeni
intenzity laseru. Tohoto filtru se vyuZziva zejména v ptipadech velmi koncentrovanych vzorka
nebo pii méfeni velkych Castic pro zeslabeni intenzity laseru a tim padem také intenzity
rozptyleného svétla. Naopak je také mozné pouzit filtr k propusténi vyssi intenzity laserového
paprsku, pokud je to nutné. VEtsi intenzita je pak potieba pii méfeni velmi malych velikosti
castic nebo vzorkd o nizké koncentraci, tedy vzorki, které rozptyluji malo svétla. Hodnota
»derived count rate* je dana podilem celkového poctu rozptylenych fotonii a faktoru zeslabeni
intezity svétla a lze podle ni také posuzovat velikost a zastoupeni agregatii v systému. Cim
vetsi je hodnota ,,derived count rate®, tim vysSi koncentrace ¢astic je ve vzorku.
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Koloidni stabilita komplext tenzid-hyaluronan byla v praci studovana metodou
elektroforetického rozptylu svétla na Zetasizeru Nano ZS (Malvern Instruments). Pro ziskani
zeta potencialu (§) komplext byly pouzity vzorky pfipravené pro méteni distribuci velikosti
Castic. Ziskané hodnoty zeta potencialu predstavuji vzdy stfedni hodnoty z deviti dil¢ich
opakovani a jsou prezentovany ve formatu stiedni hodnota + smérodatna odchylka.

5.3.3 Turbidimetrie

Interakce tenzidd s hyaluronanem byly studovany pomoci UV-VIS turbidimetrie. Metoda je
zaloZena na sledovani vzniku zékalu, ktery indikuje interakci komponent za vzniku agregatu,
na kterych dochazi k rozptylu svétla, jenz se nasledné projevi zvySenim absorbance vzorku.
Pro kazdy studovany systém bylo prométfeno absorpcni spektrum v rozsahu vinovych délek
200600 nm na spektrometru Varian Cary 50 Probes s pouzitim ponorné sondy proti
odpovidajicimu ¢istému roztoku tenzidu jako blanku. Pro vyhodnoceni dat byly pouzity
hodnoty absorbance pti 400 nm.

Turbidimetrické titrace byly provedeny piikapavanim hyaluronanu k 25 ml zasobniho
roztoku tenzidu. Titrace byly provadény na zaklad¢ pfedem navrzené titracni fady, ktera
zahrnovala piidavky hyaluronanu s krokem 200, 500, 1000, 2000 a 5000 pl.

Bylo provedeno mapovani Siroké Skaly koncentraci obou komponent. Béhem vsech
experimentll bylo pro kontrolu také provadéno vizudlni pozorovani vzorkd po kazdém
pridavku hyaluronanu. Vzhled vzorku byl porovnavan s ¢istym roztokem tenzidu.

Ziskanid data absorbance byly vyneseny do grafu proti poméru ndboji tenzidu
a hyaluronanu (znaceno jako T/D).

_ MW(D‘]) Gy

T/D (13)

CHyA

kde M, vyjadfuje molekulovou hmotnost jedné disacharidové jednotky (DJ) fetézce
hyaluronanu, tedy 401,299 g-1"*. Koncentrace tenzidu v systému (Ct) je ve vztahu vyjadiena
V jednotkach mol-1™ a koncentrace hyaluronanu (Chya) V jednotkach g1t Parametr T/D tedy
vyjadiuje pomér poctu molekul tenzidu a vaznych mist na polymeru vyjadienych koncentraci
karboxylovych skupin, resp. poctu dimerli na fetézci. Ze ziskanych zavislosti pak byly
vetSinou odecitdny hodnoty T/D odpovidajici vzniku agregati v systému.

5.3.4 UV-VIS spektrofotometrie

Vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu na miru solubilizace hydrofobniho barviva micelami
tenzidu byl studovan pomoci UV-VIS spektrofotometrie. Pro métfeni absorpénich spekter byl
vyuzit UV-VIS spektrofotometr HITACHI. Pfipravené vzorky byly proméfeny v rozsahu
vlnovych délek od 400 do 800 nm proti roztoku tenzidu o prislusné koncentraci v ptitomnosti
nebo nepfitomnosti hyaluronanu o koncentraci odpovidajici koncentraci ve vzorku jako
blanku. Z absorp¢nich kiivek byly ziskany hodnoty absorbance pii Amax, Které byly nasledné
prepocitany pomoci Lambert-Beerova zakona na koncentrace solubilizo-vaného barviva
V systému. VSechna méfeni probihala za laboratorni teploty.
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5.3.5 Cytotoxicita

Testy cytotoxicity, provadéné ve spolupraci s kolegy z Univerzity Karlovy v ramci projektu
COST (Doc. RNDr. Marie Hubalek Kalbadova, Ph.D., Ustav dédiénych metabolickych
poruch), byly nejprve provedeny na buinkach ridzného typu (osteoblasty, fibroblasty
a keranocyty), ke kterym byly piidany komplexy tvofené riznou koncentraci tenzidd
(Septonex nebo CTAB) a hyaluronanu. Vzorky byly aplikovany do bunétného média
v poméru 1:9, coz znamend, ze dochézelo k jejich ziedéni. Vysledné koncentrace vsech
testovanych vzorki byly tedy 10krat niz$i nez ptipravené komplexy. Dals§i proménnou
v provedenych testech byla pfitomnost nebo nepfitomnost fetalniho bovinniho séra (FBS)
v ristovém médiu béhem prvnich 4 hodin inkubace (néaslednych 20 hodin inkubace uz
probihalo vzdy s15% FBS) a dale dva typy pouzitych rozpoustédel komplexii
(demineralizovana voda a fyziologicky roztok). Po 24 hodinach inkubace (komplexy
Septonex-HyA) nebo 2 hodinach inkubace (komplexy CTAB-HyA) byla charakterizovana
metabolicka aktivita bunék pomoci MTS testu.

MTS test (CellTiter 96®) je cytotoxicky test pro uréeni po&tu Zivych bunék, ktery je zalozen
na principu redukce tetrazoliové slouceniny (3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-
methoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium oznacovanou jako MTS) zivotaschopnymi
bunkami do intenzivné zbarveného formazanu, ktery je rozpustny v médiu. Za béznych
kultivaénich podminek je mnozstvi barevniho formazanu piimo umérmné poctu
zivotaschopnych bunék. Ke kvantifikaci tohoto produktu slouzi méteni absorbance vzorku pii
vlnové délce 490 nm.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Indukované agregaty tenzidu s hyaluronanem

V navaznosti na piedchozi studium tykajici se tohoto tématu a pozadavky projektu COST
(LD12068) byly studovany interakce tenzidu Septonexu s hyaluronanem. Nejprve byl
studovan proces agregace samotného tenzidu v prostiedi vody a prostiedi 0,15M roztoku
chloridu sodného. Nasledné byly studovany interakce tenzidu s hyaluronanem, pficemz vznik
agregatli v systému probihal tzv. indukovanym zptsobem, neboli postupnym piidavanim
tenzidu k roztoku hyaluronanu.

Cilem této etapy bylo porovnani interakce hyaluronanu s tenzidem CTAB a Septonexem
a nasledné posouzeni vlivu drobnych nuanci ve struktute kationtové polarni hlavy tenzidu na
interakce s hyaluronanem. Na zaklad¢ zjisténych vysledkli pak byly vybrany vhodné
kombinace koncentraci hyaluronanu a tenzidu pro studium stability téchto komplext za
riznych podminek zahrnujicich zménu teploty systému ¢i iontové sily prostiedi, zfedéni
systému nebo casovou stabilitu v prubéhu skladovani jiz pripraveného systému. Stabilita
zminénych komplexi byla studovana také zhlediska vlivu molekulové hmotnosti
hyaluronanu.

6.1.1 Fluorescen¢ni mapovani interakce Septonexu s hyaluronanem

6.1.1.1 Agregacni chovani Septonexu

Jako zéklad pro dalsi praci bylo tfeba charakterizovat chovani samotného Septonexu ve vodé
a Vv prostiedi 0,15M roztoku chloridu sodného. Vysledky fluorescenéniho méteni jsou
ptehledné zobrazeny na Obr. 25.

Jak je na Obr.25 jasné vidét, zavislost EmPI na koncentraci tenzidu vykazuje
charakteristicky jednoduchy sigmoidni prubéh. Ze =zavislosti byly vypocéteny hodnoty
kritickych micelarnich koncentraci pomoci parametrii Boltzmannova modelu. Stanovené
hodnoty jsou ptehledné uvedeny v Tab. 1, ve které jsou pro porovnani uvedeny také hodnoty
ziskané vyhodnocenim zavislosti ExPI na koncentraci tenzidu.

Tab. 1: Hodnoty CMC a parametrti Boltzmannova modelu Septonexu ve vodném prostiedi a prostiedi
0,15M NaCl

voda 0,15M NaCl

EmPI ExP literarni EmPI ExP literarni

hodnoty hodnoty
CMC, 0,78 [147];

0,754+0,018  0,736+0,006 0,078+0,002 0,082+0,002 0,11 [148]*
mmol- 1" | ’ ’ ’ 0,77 [148] | ’ ’ ’ [148]
R? 0,98 0,99 0,98 0,99
*0,1M NacCl

Z hodnot uvedenych v tabulce je patrné, ze CMC v soli je snizena o jeden fad oproti vodé
zdbvodu stinéni repulzi mezi kladné nabitymi hlavami tenzidi v pfitomnosti
nizkomolekularniho elektrolytu. Toto chovéani je u ionogennich tenzidi znamé. Dale je
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z tabulky zfejmé, ze hodnoty CMC ziskané vyhodnocenim obou polaritnich indexi se piili§
nelisi a Ize tedy oba parametry vyuzit k vyhodnoceni fluorescencniho méteni studovanych
systémd.

1.50
Avoda

+0.15M NaCl

1.40

1.30 -

1.00 -

0,001 0,01 0,1 1 10

. -1
cSeptonexa mmoll

Obr. 25: Zavislost EmPI na koncentraci Septonexu v prostiedi vody a 0,15M NaCl. Hladkou barevnou
Carou je zobrazeno prolozeni pifimek a preruSovanymi c¢ernymi Carami je zobrazen interval
spolehlivosti jednotlivych dat s 95% pravdépodobnosti

6.1.1.2 Interakce p¥i nizkych koncentracich Septonexu

V navaznosti na ptedchozi praci 7. Halasové [11] bylo provedeno studium agregace
hyaluronanu (100 a 1 500 kDa) o koncentraci 15 mg-1"" se Septonexem. Tento systém nebyl
doposud studovan pomoci pyrenové fluorescencni metody z divodu zékalu pifi vysSich
koncentracich hyaluronanu. Ziskané vysledky jsou souhrnné sepsany v rukopisu uvedeném
v Piiloze 3.

Pribéh zévislosti polaritnich indexii na koncentraci Septonexu vykazuje tvar dvojité
S-kfivky, coz naznacuje formaci indukovanych micel na fetézci hyaluronanu a micel volnych.
Poprvé byly naméfeny tyto kiivky pii koncentraci hyaluronanu v systému pievySujici
2 mg-1. V porovnani s tenzidem CTAB, ktery byl studovén jiz diive, byla pozorovéana jen
jedna fazova separace ve formé gelu (Obr. 26) oproti dvéma v ptipadé CTAB. Tato fazova
separace byla pozorovana v koncentraénim rozmezi 0,07 az 0,6 mmol-1%, coz je oproti CTAB
Sirsi interval. Zd4 se, ze dve oblasti gelové fazové separace u CTAB se spojily v jednu S$irsi
oblast v piipadé Septonexu. Mimoto byla také oblast indukované agregace $ir$i, respektive
prvni pokles ExPI byl méné prudky nez u CTAB. CAC a CMC jsou pak pro Septonex mirné
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vys$si nez u CTAB (Tab. 2) pravdépodobné jako vysledek vice komplexni struktury molekuly
Septonexu, jejiz hlava je obsahuje ethoxykarbonylovou skupinu v blizkosti
trimethylamoniové skupiny a ocas je tvofen hydrofobnim fetézcem s patndcti uhlikovymi
atomy. Principialni rozdil oproti CTAB je tedy ve struktuie polarni hlavy, ktera je v ptipade
Septonexu objemné;jsi.

Tab. 2: Hodnoty CAC, CMC a parametri Boltzmannova modelu pro systém Septonex + hyaluronan
0 riizné molekulové hmotnosti a koncentraci 15 mg-1™

voda HyA 100 kDa HyA 1 500 kDa
CAC; mmol-1* - 0,022+0,001 0,024+0,001
CMC; mmol-1* 0,736+0,001 0,901+0,030 0,882+0,017
A - 1,96+0,01 2,3440,02
agregace A, — 1,34+0,07 1,57+0,02
R? - 0,98 0,99
A 1,98+0,01 1,27+0,03 1,48+0,03
micelizace A, 0,77+0,01 0,77+0,01 0,94+0,01
R? 0,99 0,98 0,99
2.20 0,70
2.00 ] - 0,60
1.80 -
1 - 0.50
1.60 -
] : B 0940 2
= 1.40 - i
= ’ B | =
1 ; - 0,30
1.20 4 Lo
100 | [ 020
0.80 - - 0,10
3 & o
0.60 % 4 & AAT — ot e k0,00
0,001 0,01 0,1 1 10
cSeptonex; mmOH_l

Obr. 26: Zavislost EXPI a Ex:Mo na koncentraci Septonexu ve vodném roztoku hyaluronanu
(15 mg-17", 100 kDa)
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U systémii obsahujicich hyaluronan o koncentraci 1 g-1"* nebyl prvy zlom na esovité k¥ivce
zdaleka tolik vyrazny v porovnani s koncentraci 15 mg-r1 a to zejména v piipad¢ vysoké
molekulové hmotnosti hyaluronanu. Dale byl v pfipadé vysoké koncentrace hyaluronanu
pozorovan vznik zakalu po pfekroceni koncentrace tenzidu v systému 0,07 mmol-17, po némz
nasledovala fazova separace systému ve form¢ bilych srazenin, popifipadé gelové vrstvy na
sténé vialky v zavislosti na molekulové hmotnosti hyaluronanu. Se zvysujici se koncentraci
tenzidu v systému dochazelo k zesileni fazové separace, priCemz ani po prekroCeni kritické
micelarni koncentrace nedoslo k rozpusSténi srazenin ¢i gelové faze. Fazova separace méla
velmi negativni vliv na prabéh spektroskopického méfeni z diivodu rozptylu svételného
paprsku na piitomnych srazeninach a v disledku zachyceni fluorescencni sondy v agregatech
vazanych v gelové fazi a tim padem vyznamného snizeni jeji koncentrace v objemu vzorku.
Fotografie koncentraéni fady Septonexu sobsahem hyaluronanu o koncentraci 1 g1t
a molekulové hmotnosti 100 kDa jsou uvedeny v Piiloze 1.

Na Obr.27 je znazornéna zavislost excitacniho polaritniho indexu na koncentraci
Septonexu s pfidavkem hyaluronanu (15 mg-1°}, 100 kDa) v prostiedi 0,15M roztoku chloridu
sodného. Z grafu je zcela ziejmé, Ze pritomnost nizkomolekularniho elektrolytu v systému ma
vyznamny vliv na interakce tenzidu a hyaluronanu v porovnani s prostiedim vody (Obr. 25).
Interakce téchto komponent jsou zavislé zejména na hustoté povrchového naboje micel
anaboje na fetézci hyaluronanu a mohou byt tedy vyznamné ovlivnény iontovou silou
prostfedi, ve kterém se nachdzi. Ve studovanych systémech nebyla zjiSténa tvorba
indukovanych micel na fetézci hyaluronanu doprovdzend prvnim zlomem na sigmoidni
kiivee. Byla detekovana pouze tvorba volnych micel po pickroceni kritické micelarni
koncentrace. Tato koncentrace byla stejné jako v piipadech bez piitomnosti hyaluronanu
snizena piiblizn¢ o jeden fad v porovnani s prostfedim vody. V pfitomnosti hyaluronanu
o koncentraci 15 mg-1™* byla hodnota CMC Septonexu stanovena na 0,137+0,011 mmol-1 2,
zatimco pii koncentraci hyaluronanu 1 g1 byla hodnota CMC 0,082:0,004 mmol-I™* a to
nezavisle na molekulové hmotnosti hyaluronanu.

Porovname-li systémy obsahujici hyaluronan se systémy bez hyaluronanu, zd4 se, Ze
hyaluronan nepatrné potlacuje vliv NaCl na sniZeni kritické micelarni koncentrace, coz
u CTAB nebylo pozorovano. V pifipadé Septonexu by se tedy mohlo jednat o sterickou
citlivost molekul tenzidu na sou¢asnou pritomnost soli a polymeru v systému. Tento vliv je
vyrazn&jsi pii nizké koncentraci hyaluronanu (15 mg-17%). Zd4 se, e vzajemné mnohem méné
interagujici fetézce hyaluronanu uCinnéji potlacuji vliv soli na kritickou micelarni
koncentraci.

V systémech obsahujicich nizkomolekularni elektrolyt opét dochazelo k fazové separaci
pfevazné ve forme ¢iré gelové faze, a to nezavisle na molekulové hmotnosti ¢i koncentraci
hyaluronanu, po piekroceni koncentrace tenzidu v systému 0,2 mmol-1™.  Zmin&na
koncentrace tenzidu se nachazi v oblasti za kritickou micelarni koncentraci. Pfitomnost
nizkomolekularniho elektrolytu ma ziejmé vliv na fazovou rovnovahu v systému i nad
kritickou micelarni koncentraci.
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Obr. 27: Zavislost EmPI a Ex:Mo na koncentraci Septonexu s ptidavkem hyaluronanu (15 mg-17,
100 kDa) v prostiedi roztoku 0,15M NaCl

6.1.2 Stabilita indukovanych micel

Kvili potencialni aplikaci agregatd hyaluronan-tenzid jako nosi¢ovych systému byla
provedena zakladni studie stability zminéného systému v zavislosti na dob¢ skladovani
a odolnosti vi¢i zménam teploty, pridavku elektrolytu nebo vici ziedéni systému. Stabilita
byla ovétena detekci zmén signalu fluorescencni sondy a distribuce velikosti ¢astic v systému
méfeném pomoci metody dynamického rozptylu svétla.

Z pribé&hu zavislosti emisniho polaritniho indexu pyrenu na koncentraci tenzidu (Obr. 26)
byly pro studium stability vybrany koncentrace tenzidu 0,05 a 0,07 mmol-1™* (na Obr. 26 jsou
tyto body v rozmezi Sedych pterusovanych ¢ar) v kombinaci s hyaluronanem o koncentraci
15mg-1" a dvou molekulovych hmotnostech (100 a 1500 kDa). SloZeni konkrétnich
studovanych systémi je uvedeno v Tab.3. Vybrané koncentrace byly v koncentraénich
zavislostech lokalizovany za kritickou agregaéni koncentraci v homogenni oblasti, tedy pied
gelovou fazovou separaci.

Stabilita ptipravenych komplext byla studovana za ptitomnosti solubilizatu pomoci metody
fluorescencni spektroskopie. Jako fluorescencni sonda byl pouzit pyren, pficemz ze zmény
hodnoty emisniho a excitaéniho polaritniho indexu (EmPI, ExPI) a ze zmény poméru
intenzity fluorescence excimeru a monomeru (Ex:Mo) bylo usuzovdno na zmény ve struktuie
a stabilit¢ komplexti. Stabilita systému byla studovana z hlediska ziedéni systému, vlivu
iontové¢ sily, teploty a Casu skladovéno systému. Popis jednotlivych experimentil je uveden
dale. Interakce komponent byla soubézné studovana také pomoci metody dynamického
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rozptylu svétla, kdy byla métena velikost Castic v systému. Pro tato méfeni byly ovSem
komplexy ptipraveny bez fluorescencni sondy, kterda by mohla mit negativni vliv na méfeni.
Cast vysledkl byla prezentovana na konferenci Nanocon 2014, ¢lanek ve sborniku.

Tab. 3: Slozeni komplexi pro experimenty ovéfujici stabilitu systému tenzid-HyA pii nizkych

koncentracich HyA
oznadent Koncentrace tenzidu koncentrace a molekulova hmotnost
hyaluronanu
Al CTAB 0,05 mmol-I™ HyA 15 mg-1™*; 100 kDa
A2 CTAB 0,05 mmol-I™ HyA 15 mg-1™"; 1 500 kDa
A3 CTAB 0,07 mmol-I™ HyA 15 mg-1™; 100 kDa
Ad CTAB 0,07 mmol-1™ HyA 15 mg-1™*; 1 500 kDa
B1 SPTX 0,05 mmol-1™ HyA 15 mg-1™*; 100 kDa
B2 SPTX 0,05 mmol-1™ HyA 15 mg-1™*; 1 500 kDa
B3 SPTX 0,07 mmol-I™ HyA 15 mg-1™; 100 kDa
B4 SPTX 0,07 mmol-1™* HyA 15 mg-1*; 1 500 kDa

Obecné lze fici, ze nebyly nalezeny zadné vyznamné rozdily mezi tenzidem CTAB
a Septonexem. Oba tenzidy se v komplexech s hyaluronanem chovaji podobné. Distribuce
velikosti Castic pfed zménou teploty nebo pfed modifikaci sloZeni systému jsou vétSinou
stejné nebo velmi podobné. Posun maxima distribuce velikosti ¢astic neukazal zadny
vyznamny trend v zévislosti na druhu tenzidu. Fluorescencni parametry EmPI a ExPI
naznacuji podobnou polaritu systéml za danych podminek, zatimco Ex:Mo pomér je mirné
nizsi pro systémy obsahujici Septonex v porovnani se systémy s CTAB pravdépodobné kvili
mirné¢ odlisSnym hodnotdm CAC a CMC obou tenzidi. Koncentrace tenzidl
0,05 a 0,07 mmol-1™ jsou v piipadé Septonexu blizko oblasti CAC, a&koli v ptipadé CTAB
jsou tyto koncentrace v oblasti fazové separace mezi CAC a CMC.

6.1.2.1 Casova stabilita

Stabilita komplexti tenzid-hyaluronan byla studovana v zavislosti na case skladovani
pripravenych systémt.. Pyrenové polaritni indexy ukazuji mirné zmény béhem tii mésicl
skladovani pfi 4 °C. Na Obr. 28 je znazornén piiklad zavislosti hodnot ExPI a pravdé-
podobnosti tvorby excimeru v systému na dobé skladovani. Vysledky poukazuji na stabilitu
formovanych hydrofobnich domén a jejich schopnost solubilizace. ExPI hodnoty okolo 1,3
odpovidaji vyskytu indukovanych micel v systému po kritické agregacni koncentraci. Pomér
Ex:Mo klesa v c¢ase, zejména v prubéhu prvniho tydne skladovani. To ukazuje na
nerovnomérnou distribuci solubilizovanych molekul pyrenu po pfipravé vzorku. Béhem
skladovani je pyren V systému redistribuovan vice rovnomérné a proto pravdépodobnost
tvorby excimeru klesd. Lze na to pohlizet jako na ,zradni“ systému obsahujiciho
solubilizovany hydrofob. VSechny studované systémy vykazuji obdobny trend
fluorescencnich parametrt.
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Z hlediska distribuce velikosti ¢astic byly zjiStény jen zanedbatelné zmény, piicemz
systém zistava v ¢ase monodisperzni s ¢asticemi 0 velikosti v rozmezi 200 az 400 nm.

Pro studium stability v ¢ase byly vzorky proméfeny 1. den, 2. den, 8. den, 15. den, 22. den
a 29. den po namichani vzorku. Dale byly vzorky zmétfeny také po dvou a tfech mésicich po
namichéni. Mezi jednotlivymi méfenimi byly vzorky skladovany v lednici pii teploté 4 °C.
Vzorky byly pfed méfenim vzdy vytemperovany na laboratorni teplotu.

Bylo zjisténo, ze kvalita hydrofobnich domén v systému se z hlediska emisniho polaritniho
indexu v ¢ase neméni. Tento index =zistava v Case relativné stabilni, polarita v okoli
fluorescencni sondy se tedy nijak vyznamné neméni.

Z hlediska poméru Ex:Mo bylo pozorovano, ze pravdépodobnost tvorby excimeru se
s casem snizuje. S ohledem na neménici se hodnoty polaritniho indexu by pokles tvorby
excimeru mohl byt zplsoben pfeorganizovanim systému respektive molekul pyrenu
Vv systému. Prvni den po namichani vzorku je systém jesté relativné nestabilni a pritomné
agregaty ve vzorku, napiiklad minimicely, poskytuji jisty hydrofobni prostor pro danou
koncentraci molekul pyrenu. Tvorba excimeru je Vv téchto systémech relativné rychla a jeji
pravdépodobnost je vyssi. S postupem ¢asu dochdzi k rovnomérnéjSimu rozloZzeni molekul
pyrenu po pfitomnych agregatech a pravdépodobnost tvorby excimeru se tim snizuje. Systém
se stava jak z hlediska struktury slozek a uspofadani systému, tak z hlediska rozlozeni sondy
V systému stabiln&jSim.

Z distribucnich kiivek méteni velikosti ¢astic bylo zjiSténo, Ze se v danych systémech
vyskytuje pievazné jedna velikost ¢astic (150 nm) a Ze se distribuce velikosti ¢astic v Case
témef neméeni.
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Obr. 28: Zavislost ExPI a Ex:Mo na &ase skladovani systému obsahujicim Septonex 0,05 mmol-1*
a hyaluronan 15 mg-1"!, 100 kDa
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Obr. 29: Distribuce velikosti ¢astic v systému obsahujicim Septonex 0,05 mmol-1™" a hyaluronan
15 mg-1™, 100 kDa

6.1.2.2 Teplotni stabilita

Déle byla stabilita komplexii tenzid-hyaluronan studovana z hlediska teplotnich zmén
systému. Polaritni indexy EmPI a ExPI se vzristajici teplotou v rozmezi 10-50 °C mirné
vzristaji nebo zlstavaji relativné konstantni. Nejvyznamnéj$i zmény polaritnich indexd se
projevily u systému s koncentraci tenzidu 0,05 mmol-1" v kombinaci s hyaluronanem
0 molekulové hmotnosti 100 kDa (Obr. 30). Zjisténé zmény v polarité¢ ukazuji, ze obal
agregati se Srostouci teplotou stava méné kompaktni a umoziuje tedy penetraci vody
hloub&ji do hydrofobniho jadra pravdépodobné kvili zvySeni pohyblivosti tenzidovych
molekul s rostouci teplotou. Pti vyssich teplotach pak polaritni indexy odpovidaji situaci, kdy
jsou micelové agregaty dezintegrované a pyrenoveé molekuly emituji z prostfedi vody. Pomér
Ex:Mo klesa s rostouci teplotou, coz odpovida poklesu pravdépodobnosti tvorby excimeru.
Opct jde o vysledek redistribuce pyrenu spojeny se ztratou struktury micelarnich agregatii. Je
vSak nutné poznamenat, Ze strukturdlni zmény v systému byly reverzibilni, fluorescencni
parametry se vratily piiblizné€ na pivodni hodnoty pfi snizovani teploty z 50 na 10 °C.

Porovnanim obou tenzidl bylo zjisténo, Ze v ptipadé systémul obsahujicich tenzid Septonex
jsou prubéhy zavislosti polaritnich pomérta ¢i pravdépodobnosti tvorby excimeru na teploté
obdobné jako v ptfipad€ systémi s CTAB. Pouze konkrétni hodnoty pomért jsou vyssi, coz
naznaCuje vysSi polaritu v okoli sondy a mens$i tésnost stén pfitomnych micel. V obou
ptfipadech se hodnoty polaritnich indexti EmPI ¢i ExPI pii ohfevu a chlazeni viceméné
piekryvaji, coZ znadi, Ze je systém pii zménach teploty relativné stabilni. Vzristajici trend
polaritniho indexu pfi rostouci teploté systému je vzdy vyraznéjsi u excitacniho polaritniho
indexu. Emisni polaritni index se v ramci piekryvu chybovych tsecek zdd byt viceméné
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konstantni nebo narGsta jen velice zlehka. Zavislost pravdépodobnosti tvorby excimeru na
teploté ma u obou tenzidi obdobny pribéh — s rostouci teplotou dochdzi k jejimu snizeni.
S ohledem na hodnoty EmPI je pravdépodobné, Ze s rostouci teplotou dochazi k rozpadu
micel v systému, ¢imz se snizuje také pravdépodobnost tvorby excimeru.

Bylo zjisténo, ze zména teploty systému ma jen minimdlni vliv na velikost ¢astic. Ve
vetsingé piipadi dochazelo ke zménam v fadu jednotek nanometrii, coz je zanedbatelna
hodnota. Také nebyl sledovan zadny vyznamny trend ani v téchto malych rozdilech velikosti
castic.
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Obr. 30: Zavislost ExPI a Ex:Mo na rostouci (plné body) nebo klesajici (prazdné body) teploté béhem
méfeni systému obsahujicim Septonex 0,05 mmol-1* a hyaluronan 15 mg-1™*, 100 kDa

6.1.2.3 Vliv iontové sily

Jak uz bylo zminéno, pfitomnost nizkomolekularniho elektrolytu v systému béhem sméSovani
hyaluronanu a tenzidu ma silny vliv na jejich vzajemné interakce. V naSem ptipadé byla
testovana stabilita agregati hyaluronan-tenzid pfipravenych v ¢isté vodé oproti pfidavku NaCl
ve fyziologické koncentraci. Polaritni indexy vykazuji nartst po pfidavku NaCl indikujici
dezintegraci agregatli v systému. Ex:Mo pomér naopak vykazuje vyznamny pokles, ktery
odpovida strukturalni zméné¢ v systému, kterd nastava jako vysledek elektrostatickych repulzi
Vv systému po piidavku NaCl (Obr. 31).

Strukturdlni zmény se projevily také zménou distribuce velikosti Castic v systému. Ve
vodném roztoku byl systém prevazné monodisperzni a velikost castic se pohybovala
v rozmezi 100-150 nm. Po ptidavku NaCl se systém stal polydisperzni a velikost ¢astic se
pohybovala v rozmezi 30 az 5500 nm s riznou distribuci (Obr. 32).
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Vliv iontové sily na stabilitu systému byl studovan tak, ze byl systém pfipraven ve vode¢,
byly zjistény hodnoty polaritnich indexti a hodnoty pravdépodobnosti tvorby excimeru
Ex:Mo. Poté bylo do roztoku pfiddno malé mnoZzstvi nasyceného roztoku NaCl tak, aby
vysledna koncentrace NaCl ve vzorku byla 0,15 mol- 1% Systém byl proméfen po 5 minutach
michani a byl prométen také po 24 hodinach michani. Bylo zjisténo, Ze komplexy jsou ihned
po pfidani NaCl naruSeny, zejména v piipadé systému se Septonexem. Po 24 hodinach
michani byla pozorovana vyraznd zména emisniho polaritniho indexu po pfidani
nizkomolekularniho elektrolytu. U systému obsahujicich CTAB o koncentraci 0,05 mmol-™*
dochdzi po zvyseni iontové sily roztoku k vyraznéjSimu nartstu indexu EmPI nez v piipadé
koncentrace 0,07 mmol-1%. Obdobn4 situace nastava i u systémil obsahujicich Septonex.
Stejné¢ tak lze pozorovat rozdily Vv pravdépodobnosti tvorby excimeru. Systémy s Nizsi
koncentraci tenzidu vykazuji zprvu vysokou pravdépodobnost tvorby excimeru, kdezto po
pfidani soli do roztoku dochédzi k vyraznému snizeni poméru Ex:Mo, coz znaéi rozpad
piitomnych agregatii. U systémi s koncentraci 0,07 mmol-1"" tenzidu byl pozorovan vznik
lehkého gelového lemu na sténé vialky, ktery zpusobil zachyceni fluorescencni sondy
v agregatech vazanych v této gelové fazi, ¢imz byly ziskany fluorescencni signal
a pravdépodobnost tvorby excimeru snizeny. Toto snizeni Ize s ohledem na vysledky méfeni
velikosti agregati vysvétlit také zvySenim polydisperzity systému po piidavku NaCl
a ustaleni systému b&hem 24 hodin, coz souvisi S nizsi pravdépodobnosti tvorby excimeru
vV micelach. V systému se mohly vytvofit také agregaty, které vSak nedovoluji takovou
solubilizaci molekul pyrenu nebo jsou tyto agregaty pro molekuly pyrenu méné piistupné
Z hlediska rychlosti difuze.

Dale je ztéchto vysledkli patrné, ze systém jako takovy neni pfitomnosti hydrofobniho
solutu nijak stabilizovan a ptidavek malého mnozstvi nizkomolekularniho elektrolytu
zpusobuje vyznamné zmény v systému.

U systémi obsahujicich Septonex dochazi ihned po pfidani NaCl ke zvySeni emisniho
polaritniho indexu, coZ ukazuje na rozpad micel v systému vlivem odstinéni elektrostatickych
interakci. Tato nestabilita je ovSem pouze docasna, jelikoz po 24 hodinach michani bylo
mozné pozorovat navrat téméf K pavodnim hodnotam. S ohledem na odpovidajici
pravdépodobnosti tvorby excimeru, kde po ptidavku NaCl a po 24 hodinach michani dochazi
k vyraznému poklesu, mizeme tvrdit, ze vlivem pfitomnosti NaCl dochazi k vyraznému
zvétseni agregatl v systému. Tento fakt je pak zejména u systému se Septonexem potvrzen
vysledky méfeni dynamického rozptylu svétla.
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Obr. 31: Zavislost ExPI a Ex:Mo systému obsahujicim Septonex 0,05 mmol-1" a hyaluronan
15 mg-1"* (100 a 1 500 kDa) ve vodé a v roztoku 0,15M NaCl (3rafovana vypli sloupci)
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Obr. 32: Distribuce velikosti &astic systému obsahujicim SPTX 0,05 mmol-1* a hyaluronan 15 mg-1™*
(100 a 1 500 kDa) ve vod¢ a v roztoku 0,15M NaCl
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6.1.2.4 Vliv ziedéni

Stabilita komplext tenzid-hyaluronan byla studovana také z hlediska ziedéni systému, které je
velmi dualezitym aspektem, budeme-li o studovanych systémech uvazovat jako
0 potencilnich nosi¢ovych systémech. Redéni bylo provedeno pomoci roztoku hyaluronanu
Vv odpovidajici koncentraci a molekulové hmotnosti, ¢imz bylo dosazeno snizeni koncentrace
tenzidu vsystétmu. Opét byly sledovany zmény hodnot polaritnich parametra
a pravdépodobnosti tvorby excimeru v systému reagujici na zménu slozeni systému.

Bylo zjisténo, ze hodnota excita¢niho polaritniho indexu vykazuje zna¢ny narist po
nafedéni systému a to zejména pro koncentraci tenzidu pied ziedénim 0,05 mmol-1"
(Obr. 33). V piipadé vyssi koncentrace tenzidu (0,07 mmol-1Y) neni zvySeni ExPI tak
vyrazné. Nartust ExPI je pravdépodobné zplisoben rozpadem hydrofobnich domén v systému,
coz potvrzuje i vyrazny pokles pravdépodobnosti tvorby excimeru.

Rozpad micelarnich agregatii v systému potvrzuje také vyrazny pokles pravdépodobnosti
tvorby excimeru v systému po jeho ziedéni. Pfed zifedénim systému jsou hodnoty tohoto
indexu ve vSech pfipadech relativné vysoké (0,4-0,6), coz naznauje, Ze jsou v roztoku
ptitomny prvni micely, ¢i minimicely vazané na fetézec hyaluronanu s ohledem na
koncentraci tenzidu v systému. Hydrofobni molekuly pyrenu se zacinaji lokaln¢ koncentrovat
Vv téchto prvnich agregéitech a pravdépodobnost tvorby excimeru je tedy vysoka. Po ziedéni
systému hodnoty Ex:Mo padaji téméf k nule, coz naznacuje, ze agregaty pritomné v systému
se rozpadaji.

Je potieba zdiiraznit, ze nafedénim systému pomoci hyaluronanu doslo k desetinasobnému
sniZeni teoretického poméru vaznych mist tenzidu a hyaluronanu (T/D). Pted zfedénim byla
hodnota T/D rovna 1,34 resp. 1,87 v zavislosti na koncentraci tenzidu v systému. Po zfedéni
systému pravdépodobné doslo k preuspotadani tenzidovych molekul na fetézci hyaluronanu,
které mé¢lo za nasledek absenci hydrofobnich domén v systému. Zaznamenana intenzita
pyrenu odpovida spise signalu z vodného prostiedi. Béhem fedéni doslo také k simultannimu
snizeni koncentrace fluorescenéni sondy v systému z2-10 ®mol-I™ na 2:107" mol-1"%,
Piestoze je molekula pyrenu obecné povazovana za hydrofobni, je schopna se v nizkych
koncentracich rozpustit 1 ve vod¢ (nasyceny roztok pyrenu ve vodé mé koncentraci
6,8:10"" mol-1"" [146]). Ziskany fluorescenéni signal byl tedy pouze signal pyrenu z vodného
prostfedi, C¢emuZ odpovida také vysSi hodnota polaritniho indexu a niz8i intenzita
fluorescence.

V piipad€ emisniho polaritniho indexu nejsou zmény tak vyrazné jako u ExPI, ale trend
zlstava podobny, coz naznacuje vyssi citlivost ExPI vii¢i signalu pyrenu z vodného prostiedi.

Métenim velikosti Castic bylo zjisténo, ze pred ziedénim je systém ve véEtSiné piipada
monodisperzni s velikosti ¢astic v rozsahu 100 az 400 nm, zatimco zfedéni systému ma za
nasledek zvySeni polydisperzity a to zejména v piipadech systémd s hyaluronanem
0 molekulové hmotnosti 1 500 kDa. ZvySeni polydisperzity a velikosti ¢astic v systému je
opét vysvétlovano rozpadem agregatii v systému, coZ potvrzuji i ziskané hodnoty ,,derived
count rate“. Ty se po zfedéni systému znacné snizily, coZ poukazuje na sniZzeni koncentrace
¢astic v systému.
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Obr. 33: Zavislost ExPI a Ex:Mo systému obsahujicim Septonex 0,05 mmol-1" a hyaluronan
15 mg-1"* (100 a 1 500 kDa) pied (tmavsi sloupce) a po zteddni (svétlejsi sloupce) systému.

6.1.2.5 Sumdrné

Fluorescenc¢ni spektroskopie a dynamicky rozptyl svétla poskytuji mnoho informaci o stabilité
systému hyaluronan-tenzid. Bylo zjisté€no, Ze agregaty vytvofené v homogennich systémech
predstavovanych hyaluronanovymi fetézci s indukovanymi micelami jsou ovliviiovany celou
fasou aspektil, jako je iontova sila roztoku, teplota ¢i doba skladovani findlnich systémi.
Molekulova hmotnost hyaluronanu a maly rozdil mezi koncentracemi komponent ovliviiuje
stabilitu syst¢ému minimaln¢. Bylo zji$téno, ze béhem skladovani systémil po dobu tii mésici
byly agregaty stabilni, ale velmi citlivé na rizné rusivé podnéty. Nejmensi vliv na stabilitu
systéml byl pozorovan u teplotnich experimentl, kdy topné a chladici cykly zplsobovaly
reverzibilni zmény struktury agregati. Naopak pii ziedéni systému nebo zvySeni iontové sily
byly pozorovany vyznamné zmény, destabilizace agregatl a uvolflovani solubilizované
hydrofobni latky z agregatt. Jejich potencidlni aplikace jako nosi¢ové systémy pro dodavani
hydrofobnich aktivnich latek je tedy sporna.

6.1.3 Studium interakce tenzidu a hyaluronanu pomoci DLS titraci

Agregace hyaluronanu s tenzidy byla studovana také pomoci metody dynamického rozptylu
svétla a elektroforetického rozptylu svétla, kdy byla zkoumana velikost Castic v systému
a zeta potencial systému. Pii studiu stability systému byla nejvétsi pozornost vénovana oblasti
vysyceni naboji v systému, resp. oblasti nulového zeta potencialu. Tato oblast je zajimava
z hlediska fazové separace systému, ke které dochédzi bud’ vratné i nevratn€ a to zejména
Vv zavislosti na molekulové hmotnosti hyaluronanu.
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Interakce hyaluronanu s tenzidy byly studovany pomoci titraénich experimentd, kdy byl
roztok tenzidu titrovan do definovaného objemu roztoku hyaluronanu (0,015 nebo 1 g'lfl)
0 riznych molekulovych hmotnostech (15, 100 a 1 500 kDa).

Na Obr. 34 je znazornén prubéh titra¢niho experimentu, resp. zavislost pramérné velikosti
¢astic a zeta potencidlu systému na poméru T/D, ktery vyjadiuje pomér poctu molekul tenzidu
a vaznych mist na polymeru vyjadfenych koncentraci karboxylovych skupin, resp. poctu
dimert na Fetézci. Znazorndny piiklad odpovida titraci Septonexu o koncentraci 5 mmol-17*
do roztoku hyaluronanu o koncentraci 15 mg-1°>.
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Obr. 34: Zavislost pramérné velikosti ¢astic (Z-dy) a zeta potencialu na poméru T/D v systému
hyaluronan-Septonex

Na obrazku je vidét, Ze postupnym piidavkem kladné nabitého tenzidu do definovaného
mnozstvi hyaluronanu dochazi k postupnému zvySovani zeta potencidlu systému. Ten ndm
poskytuje informaci o vnéj$im naboji agregatti v systému. Na zacatku titrace, kdy je hodnota
zeta potencialu okolo —20 mV, jsou Vv systému pfitomny relativné stabilni agregaty tenzidu
a hyaluronanu. S rostouci hodnotou zeta potencialu dochazi k postupnému oslabovani naboju
mezi jednotlivymi agregaty. V blizkosti izoelektrického bodu, tedy v okoli nulového zeta
potencialu, dochazi ke ztraté odpudivych sil mezi agregaty, coz vede ke shlukovani agregat,
fazové nestabilité¢ a nakonec i fazové separaci systému ve form¢ srazenin. Fazova separace je
pak v grafu charakterizovana naristem pramérné velikosti ¢astic. Na Obr. 34 je znazornéna
zavislost primérné velikosti ¢astic (Z-dy) na pomeéru T/D v systému hyaluronan-Septonex pro
tfi molekulové hmotnosti hyaluronanu. V okoli nulového zeta potencialu dochazi prekvapive

cvwr

molekulové hmotnosti (15 kDa). V ramci smérodatnych odchylek jsou vSak hodnoty velmi
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blizké hodnotam pro molekulovou hmotnost 100 kDa. V piipadé velmi kratkého ftetézce
hyaluronanu pravdépodobné dochazi ke tvorbé agregatu, které maji mnohem 1épe definovany
tvar a velikost nez v pfipadé vysSich molekulovych hmotnosti hyaluronanu (hlavné
1500 kDa). S nartistem molekulové hmotnosti hyaluronanu dochazi také k narustu velikosti
polymernich klubek, resp. hydrodynamickych domén. Zejména pii nizké koncentraci
hyaluronanu maji tyto vétsi klubka a potazmo také jejich agregaty s tenzidovymi molekulami
mnohem méné¢ definovany tvar a jsou tedy mnohem hife méfitelné pomoci metody
dynamického rozptylu svétla. Bylo zjisténo, Ze roztok c¢istého hyaluronanu je velmi
polydisperzni a obtizné¢ méfitelny a jiz maly pridavek tenzidu do roztoku hyaluronanu zptsobi
snizeni prumérné velikosti detekovanych castic a jejich polydisperzity. Tento trend je vSak
potlacen s rostouci molekulovou hmotnosti hyaluronanu.

V Tab.4 jsou uvedeny hodnoty pomérd T/D pii nulovém zeta potencidlu systému
hyaluronan-tenzid. Porovnanim téchto hodnot obou tenzidi je zfejmé, ze V ptipadé nizké
koncentrace hyaluronanu (15 mg-1™") dochézi u Septonexu k vyrovnani nabojd v systému pii
niz§im poméru T/D oproti CTAB, tedy pfi mensim poctu molekul tenzidu piipadajici na
disociovanou karboxylovou skupinu na fetézci hyaluronanu. Rozdilnost v hodnotach je tedy
pravdépodobné vysledkem sterického branéni interakci v dusledku vice komplexni struktury
ethoxykarbonylového kationtu Septonexu. Obdobné rozdily v interakcich byly zjistény také
pomoci fluorescenénich méfeni. JelikoZ je v piipadé vysoké koncentrace hyaluronanu 1 g-1°*
rozdil obou tenzidli zanedbatelny, jedna se pravdépodobné také o vliv struktury hyaluronanu
v roztoku na interakce molekul v systému.

Tab. 4: Izoelektrické body pro titraci tenzidu (CTAB nebo SPTX) do hyaluronanu o koncentraci
0,015 nebo 1 g1 a molekulové hmotnosti 15, 100 nebo 1 500 kDa

IEP (vyjadieno v T/D)

c HyA M., HyA CTAB SPTX
15 kDa 7,1120,51 5,35+0,19
0,015 g-1* 100 kDa 7,78+0,49 5,04+0,13
1500 kDa 8,26+0,58 5,06+0,26
15 kDa 1,24+0,08 1,03+0,15
1g1™t 100 kDa 1,44+0,18 1,23+0,06
1500 kDa 1,26+0,04 1,24+0,01

Porovnanim systému s riznou koncentraci hyaluronanu je jasné patrné, ze koncentrace
hyaluronanu v systému ma vyznamny vliv na interakce s molekulami tenzidi. Prekvapivé
jsou pak vysoké hodnoty T/D pfi niz§i koncentraci hyaluronanu. Tyto vysoké hodnoty
poukazuji na dobfe vyvinuté a nabité agregaty, kde na jeden naboj hyaluronanu piipada vice
molekul tenzidu. Vliv koncentrace hyaluronanu na hodnotu T/D v izoelektrickém bod¢ lze
vysvétlit na zakladé konformace hyaluronanu v roztoku. Pii nizké koncentraci
(0,015 g-1'%) jsou volné a relativné natazené fetézce hyaluronanu volné rozprostiené v celém
objemu roztoku. Piikapavanim tenzidu dochazi k postupnému obsazovani vaznych mist na
hyaluronanu molekulami tenzidu a vzniku agregatt s tzv. bottle brush strukturou [149; 150].
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Postupnym piidavkem tenzidu dochazi k vysyceni vaznych mist na hyaluronanu a tvorb¢ tzv.
indukovanych micel. Vznikéd struktura tzv. perlového nahrdelniku, kdy jsou na fetézci
hyaluronanu vazané agregaty podobné miceldm, ovSem o mensi velikosti nez jsou
odpovidajici volné micely [150]. Statisticky pak na jeden zaporny naboj hyaluronanu muze
pfipadat vétsi pocet kladnych nabojt tenzidu.

Tato teorie byla ovéfena porovnanim hodnot T/D svysledky fluorescen¢niho méfeni
(kapitola 6.1.1). Bylo zjisténo, Ze vysoké hodnoty T/D odpovidaji situaci, kdy v systému
dochazi k fazové separaci v oblasti za kritickou agregacni koncentraci. Pro Septonex
odpovidaji nejvyssi hodnoty EmPI (Obr. 26) béhem fazové separace poméru T/D=5,35.

Naopak pii vysoké koncentraci hyaluronanu zaujimaji jeho fetézce strukturu klubka, ¢imz
se nékteré naboje na fetézci sbaluji do vnitiniho prostoru klubka a stdvaji se tim méné
ptistupné pro interakce s molekulami tenzidu. Tenzid se proto vaze zejména zvenku na
polymerni klubka a k vysyceni zapornych naboji tak staci pfiblizné 6krat mensi pocet
molekul tenzidu, nez je tomu v piipadé natazeného fetézce pii nizké koncentraci hyaluronanu.
V systétmu tedy miaze dochazet K postupnému obsazovani naboji na hyaluronanu
jednotlivymi molekulami tenzidu, aniz by vznikaly indukované micely. Pravdépodobnéji vSak
muze jit o pfipad, kdy jedna micela interaguje s vicero fetézci hyaluronanu, ¢emuz by
odpovidalo i mnohem intenzivnéj$i sraZeni systému v oblasti nulového zeta potencidlu, ktery
mnohdy zptsobil zna¢né komplikace pifi méfeni. V Systému byly tvofeny sraZeniny, které
byly stabilni a nerozpustné i po ptesyceni systému tenzidem.

S dal$im nartistem zeta potencidlu a tedy i obsahu tenzidu v systému dochazi ke
znovuziskdni stability systému a rozpusténi pfitomnych srazenin. To je vSak ovlivnéno
koncentraci i molekulovou hmotnosti hyaluronanu. Lze fici, ze ¢im mensi molekulova
hmotnost, tim snadnéji dochazi k rozpusténi srazenin v systému a to 1 piesto, Ze mensi
molekulova hmotnost ma za nasledek tvorbu vétSich srazenin. Tyto srazeniny jsou ale zfejmé
mnohem méné stabilni a kompaktni nez je tomu u vysSich molekulovych hmotnosti
hyaluronanu.

6.1.4 Testy na buiikach

Byly provedeny pilotni testy cytotoxicity systéml obsahujicich indukované agregaty
hyaluronanu a Septonexu v prostiedi vody a v roztoku 0,15M NaCl. Jako blank byly pouzity
roztoky Septonexu o pfislusné koncentraci, ale bez pfidavku hyaluronanu. Jako kontrola byl
pouzit samotny hyaluronan. Kone¢nd koncentrace hyaluronanu ve vzorcich po zfedéni do
testovaciho média byla 0,1 g1, Koncentrace Septonexu ve vzorcich byla 3, 6 a 8 pmol-1".
K vyhodnoceni viability bun€k byl pouzit MTS test.

Bylo zjiSténo, Ze metabolicka aktivita buné€k klesa s rostouci koncentraci Septonexu. Tato
snizena bunéfnd viabilita zplsobena piitomnosti Septonexu je castecné obnovena
Vv pfitomnosti komplexii Septonex-hyaluronan a to tim vic, ¢im vyss§i koncentrace Septonexu
byla pouzita (Obr. 35 a Obr. 36).
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Obr. 35: Metabolické aktivita osteoblast SAOS-2 pii naseti bun&k o koncentraci 20 000 bunék-cm
po 24 h kultivace v pritomnosti riznych koncentraci Septonexu samotného nebo v komplexu
s kyselinou hyaluronovou (HyA). Celych 24 h kultivace probihalo v pfitomnosti zviteciho séra.
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Obr. 36: Metabolicka aktivita osteoblasti SAOS-2 pii naseti bun&k o koncentraci 20 000 bunék-cm™
po 24 h kultivace v pfitomnosti rdznych koncentraci Septonexu samotného nebo v komplexu
s kyselinou hyaluronovou (HyA). V prvnich 4 h probihala kultivace v nepfitomnosti zvifeciho séra,
nasledujicich 20 h probihala kultivace jiz za pfitomnosti zvifeciho séra.
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Co se ty¢e pritomnosti (Obr. 35) ¢i nepfitomnosti FBS (Obr. 36) béhem prvnich 4 hodin
kultivace, celkovy trend zvySovani bunécné viability za pfitomnosti komplexti ve srovnani
s tenzidem samotnym je v obou piipadech velmi podobny. Rozdil je v mife toxicity
zpusobené samotnym Septonexem, v prvotni nepiitomnosti FBS bunky vice podléhaji toxicité
tenzidu. Pozitivni vliv pfitomnosti komplexti Septonex-hyaluronan je tedy vyrazngjsi
V prvotni nepiitomnosti FBS. Zaroven lze fici, Ze FBS ma ochranny uc¢inek na lidské
osteoblasty, pokud jsou vystaveny stresovym podminkdm (ptfitomnost tenzidu).

Posledni proménnou bylo pouziti riznych rozpoustédel pro ptipravu komplexti — vody nebo
0,15M chloridu sodného. Z celkovych 16 srovnani nebyl ve 12 piipadech prokdzan zadny
signifikantni rozdil mezi témito dvéma rozpoustédly, ve dvou piipadech byla prokazana vyssi
bun&éna viabilita ve vods (3 pmol-1"* Septonex + HyA v prvotni piitomnosti i nepfitomnosti
FBS) a ve dvou piipadech byla detekovana vyssi buné¢na aktivita ve fyziologickém roztoku
(6 pmol-1* a 8 pmol‘1™* Septonex v prvotni nepiitomnosti FBS). V souhrnu Ize tedy fici, Ze
vliv pouzitého rozpoustédla na bunécnou viabilitu neni nijak zésadni. Tento vysledek je velmi
pravdépodobné zplisoben tim, ze pfipravené komplexy jsou pied pridanim k bunkam fedény
1:9 do kultivaéniho média. VySe popsané vysledky jsou ziskany ze dvou nezavislych pokust,
pti¢emz kazdy byl proveden ve ¢tyfech biologickych paralelach.

Lze tedy fici, ze ptitomnost hyaluronanu v komplexu s tenzidem zmirfiuje cytotoxicitu
vyvolanou tenzidem samotnym a to tim vic, ¢im vyssi koncentrace tenzidu je pouzita. OvSem
toto plati pouze v ptipadé€, pokud neni dosazeno kriticky vysoké koncentrace tenzidu, kdy
ptitomnost hyaluronanu jiz nedokaze zmirnit vyvolanou cytotoxicitu.

V dalsi etapé byla studovana cytotoxicita komplexti tenzid-hyaluronan v zavislosti na
koncentraci hyaluronanu v komplexech pro presnéjsi uréeni ochranného efektu hyaluronanu
v komplexech. Konkrétné byly testovany koncentrace hyaluronanu V bunééném médiu
5 a 500 mg-1*. Finalni koncentrace tenzidu ve vzorcich byla opét 3, 6 a 8 pmol-17".

Ziskané vysledky (Obr. 37) naznacuji, ze ochranny uéinek hyaluronanu v komplexech
s tenzidy je limitovan. Neplati tedy, Ze ¢im vys$i koncentrace hyaluronanu v komplexu, tim
vyssi bude jeho protektivni G¢inek. Ochranny efekt hyaluronanu byl zjistén pouze pii jeho
niz§i koncentraci 5 mg-l_l, zatimco vys$i koncentrace hyaluronanu zptsobila bud’ znacné
niz$i miru ochrany, nebo neméla témét zadny protektivni G¢inek v porovnani s cytotoxicitou
samotnych tenzidi. Soucasné bylo zjisténo, Zze toto snizeni protektivniho ucinku je pfimo
spojené s pritomnosti tenzidu, resp. projevilo se pouze v piipadé komplexu hyaluronanu
s tenzidy. Samotny hyaluronan, v obou studovanych koncentracich, vykazoval srovnatelny
nebo dokonce pozitivni efekt na bunécnou viabilitu studovanych bungk.

Vsechny ziskané vysledky byly publikovany ve spolupraci s kolegy z Univerzity Karlovy
vramci projektu COST (Doc. RNDr. Marie Hubalek Kalbadova, Ph.D., Ustav dédiénych
metabolickych poruch), viz Ptiloha 4 a Ptiloha 5, pfi¢emz rozsahlejsi diskuze vysledki je
uvedena v publikacich [151; 152].
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Obr. 37: Metabolicka aktivita osteoblasti SAOS-2 pii naseti bunék o koncentraci 20 000 bungk-cm 2
po 24 h kultivace v pfitomnosti riznych koncentraci Septonexu samotného nebo v komplexu
s kyselinou hyaluronovou (HyA) ve dvou riznych koncentracich. V prvnich 4 h probihala kultivace
V nepfitomnosti zvifeciho séra, nasledujicich 20 h probihala kultivace jiz za pfitomnosti zvifeciho séra.
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6.2 Komplexy micelarnich agregatii s hyaluronanem

Dalsi etapa prace byla zaméfena na studium komplexd micelarnich agregati a hyaluronanu
vznikajici metodou postupného piidavani hyaluronanu K micelarnimu roztoku tenzidu, kdy je
piedpokladan vznik tzv. ovrstvenych & obalenych micel.

Interakce hyaluronanu s micelarnimi agregaty byly studovany pomoci metody
turbidimetrické titrace. Pfi titracnich experimentech byla prozkoumana Siroka skala poméru
T/D, tedy po¢tu molekul tenzidu ku poctu naboji na fetézci hyaluronanu, a to od nékolika
jednotek az po nékolik tisic.

V navaznosti na turbidimetrické titrace byly komplexy studovany pomoci metody
dynamického rozptylu svétla. Interakce slozek a vznik komplexi byly studovany v oblasti
nejmensi koloidni stability systému, tedy v okoli nulového zeta potencidlu, jinak Feceno
V oblasti vysyceni naboji v syst¢ému. Béhem titratnich experimenti byly tedy sledovany
hodnoty zeta potencialu a velikosti ¢astic v systému.

Nasledné bylo vybrano nékolik systému ligicich se pomérem T/D, u nichz byly micelarni
agregaty zkoumany pomoci metody fluorescencni spektroskopie, konkrétné pak studiem
solubilizace hydrofobni sondy v systému. Zaroven byla u téchto systému sledovéana velikost
Castic a zeta potencial pomoci metody dynamického respektive elektroforetického rozptylu
svétla.

U vSech studovanych systémil byl zkouman vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu na
vznik komplext a jejich vlastnosti.

V neposledni fadé byly také provedeny pilotni testy cytotoxicity systéml obsahujicich
komplexy micelarnich agregatli a hyaluronanu.

6.2.1 Mapovani interakci hyaluronanu a micelarnich agregati tenzidi pomoci
turbidimetrickych titraci

Vznik komplexti micelarnich agregat s hyaluronanem byl nejprve studovan pomoci metody
turbidimetrické titrace, jelikoZ 1ze tuto metodu vyuzit pro objektivni posouzeni vzniku zakalu
pii postupném piidavani roztoku hyaluronanu do definovaného mnoZstvi roztoku opacné
nabitého tenzidu (CTAB nebo Septonex). Bylo provedeno rozsahlé mapovani Siroké Skaly
koncentraci hyaluronanu i tenzidd, pficemz pomér T/D se pohyboval v rozmezi od nékolika
jednotek az po nékolik tisic (viz Tab. P1 v Pfiloze 2). Piehled provedenych turbidimetrickych
titraci je uveden v Tab.5. Vznik agregati Vv systétmu ma za nasledek rozptyl svétla
prochazejici vzorkem, coz se ve vysledku projevi zvySenim absorbance. Ziskané absorbance
byly vyneseny do grafi v zavislosti na poméru T/D. Schematicky souhrn veskerych
provedenych titraci v€etné vizualniho pozorovani je uveden v Ptiloze 2.

Tab. 5: Prehled provedenych turbidimetrickych titraci

! Snaha o vyjadieni anglického vyrazu ,,decorated micelles“
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HyA poéateéni koncentrace CTAB/Septonex (mmol-17")

c(g1™) M, (kDa) 3 5 7 10 20
100 v v v v v

0,05
1500 v v v v v
100 v v v v v

0,1
1500 v v v v v
15 v v x x x
0,3 100 4 v x v v
1500 v v x v v
15 v v x x x
0,5 100 v v x v v
1500 v v x v v
15 v v x x x
1,0 100 v v v v v
1500 v v v v v

Nejprve byly provedeny titrace roztoku hyaluronanu o koncentraci 0,05 a 0,1 g-1"* (100
a1500 kDa) do micelarnich roztok tenzidd (3, 5, 7, 10 a 20 mmol-1 ). Ve vét§ing
experimentll nedoSlo pfidavkem roztoku hyaluronanu k natfedéni systému pod hodnotu
kritické micelarni koncentrace. Poméry T/D se pohybovaly v rozmezi 20 000 az 4,1. Ve vSech
ptipadech kombinaci koncentraci hyaluronanu a tenzidu nebyl pozorovan nartst absorbance
nad hodnotu 0,1. Studované roztoky zistavaly po celou dobu titrace ¢iré a to nezavisle na
molekulové hmotnosti hyaluronanu. Lze tedy fici, Ze koncentrace hyaluronanu nebyla
dostatecné vysoka ke vzniku vétSich agregati a fazové separaci systému.

Na zaklad¢ pfedchozich zkuSenosti byly tudiZ pro dalsi titracni experimenty vybrany vyssi
koncentrace hyaluronanu (0,3, 0,5 a 1,0 g-'1'"). Také byl pro daldi experimenty piidan
hyaluronan svelmi kratkym fetézcem a molekulovou hmotnosti 15 kDa. Naopak byla
z dalgich experimenti vynechana koncentrace tenzidu 7 mmol 1.

Na Obr. 38 je znazornén ptiklad titracnich experimentd, konkrétné zavislost absorbance na
koncentraci CTAB (pii vychozi koncentraci tenzidu 5 mmol-17Y), pfi¢emz tenzid byl titrovan
hyaluronanem o réizné koncentraci (0,3, 0,5 a 1,0 g'1'*) a molekulové hmotnosti 15 kDa.
Jednotlivé zavislosti jsou v grafu proloZeny piimkami pro lep$i znazornéni zlomového
nariistu absorbance pii piekrofeni hrani€niho poméru T/D. Obdobnym zplsobem byly
vyhodnoceny vSechny naméfené zavislosti, které vykazovaly zlomovy nartist absorbance.
Soutadnice na ose X odpovidajici zlomu v zavislosti byla nasledné ptepocitana na pomér T/D.
Hodnoty T/D odpovidajici zlomim na turbidimetrickych kfivkach jsou uvedeny v Tab. P1
a Tab. P2 v Pfiloze 2. Z grafu je ziejmé, ze pocatek fazové separace, resp. narust absorbance
je zavisly na koncentraci obou komponent v systému. Déle je na obrazku vidét, Ze k zakaleni
systému a fazové separaci dochazi nad kritickou miceldrni koncentraci CTAB, ktera je ve
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vodném prostredi priblizng 0,94+0,01 mmol 1. V p¥ipadé systému, do kterého byl titrovan
roztok hyaluronanu o koncentraci 1,0 g1 %, 1ze pozorovat kolisani absorbance pfi piekrodeni
koncentrace tenzidu 2 mmol-1*. Tyto vykyvy vzdy vznikaly nasledkem dalsiho pridavéni
roztoku hyaluronanu do jiz vysrazeného systému, ¢imz dochazelo pouze k fedéni systému bez
vzniku novych srazenin.

Nekteré zakalené a fazoveé separované (vysrazen€) roztoky byly ponechany v klidu pii
laboratorni teploté¢ po dobu nékolika dni. Bylo zjiSténo, Ze pfipravené roztoky jsou stabilni
v fadu jednoho tydne. V piipad¢ zakalenych systémt, které jevily zakal homogenni v celém
objemu, separace samovolné nepokrac¢ovala az do stadia srazeniny.

3,0
m 03gl HyA 15kDa
2.5 ® 05gl" HyA 15kDa
A 1,0gl" HyA 15kDa
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Obr. 38: Zavislost absorbance na koncentraci CTAB odpovidajici titraci hyaluronanu o rizné
koncentraci a molekulové hmotnosti 15 kDa do micelarniho roztoku tenzidu

Nameétené hodnoty absorbanci byly také znazornény v zavislosti na poméru T/D. Ptiklad
takového grafu je uveden na Obr. 39, kde jsou znazornény titra¢ni kiivky odpovidajici
titracim hyaluronanu o koncentraci 0,3 a 0,5 g1 a molekulové hmotnosti 15kDa do
micelarniho roztoku CTAB o vychozi koncentraci 3 a 5 mmol-1™". Na obrazku je jasné vidét,
ze vznik zakalu a fazova separace systému nastava pti obdobném poméru T/D pro vSechny
znazornéné titrace a to priblizné pii hodnoté 3,1+0,3.
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Obr. 39: Zavislost absorbance na pomé&ru T/D pro titrace hyaluronanu o koncentraci 0,3 a 0,5 g1
(15 kDa) do micelarniho roztoku CTAB o vychozi koncentraci 3 a 5 mmol-1"".
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5 A 20 mM CTAB +0,5 g1 HyA
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Obr. 40: Zavislost absorbance na pomé&ru T/D pro titrace hyaluronanu o koncentraci 0,3, 0,5a 1,0 g-1"*
(1 500 kDa) do micelarniho roztoku CTAB o vychozi koncentraci 10 a 20 mmol-17".
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V nékterych ptipadech a to zejména pii vysoké molekulové hmotnosti hyaluronanu
(1500 kDa) ovsem nedochazelo béhem titrace ke skokovému naristu absorbance, nybrz
dochazelo k postupné zméné jiz od prvnich ptidavkd hyaluronanu do micelarniho roztoku.
V piipadech, kdy byl hyaluronan o vysoké koncentraci ptidavan do roztoku tenzidu o vysoké
koncentraci, byl tento nardst turbidity a fazovych zmén v systému dokonce velmi prudky.
Priklad takovych titraci je uveden na Obr. 40.

Pti porovnani vSech provedenych titraci bylo zjisténo, ze pomér T/D neni jedinym fidicim
parametrem fazové separace systému. U systému se stejnym pomérem nabojl, které vSak
vznikaly kombinaci riznych koncentraci slozek, byl pozorovan rozdilny prubéh agregace.
Jako ptiklad je mozno porovnat systém s hodnotou T/D=10 a T/D=100, které vznikaly bud’
titraci roztoku hyaluronanu o koncentraci 0,1 g-1"* do roztoku CTAB o vychozi koncentraci
3 mmol-1™* nebo titraci hyaluronanu o koncentraci 1,0 g-171 do roztoku CTAB o vychozi
koncentraci 20 mmol-1*. Uvedena situace je pro dv& molekulové hmotnosti hyaluronanu
graficky znazornéna na Obr. 41. V piipadé vyssSich koncentraci slozek dochazi k zakaleni
systému a fazové separaci, zatimco pfi kombinaci nizSich koncentraci slozek zlstava systém
po celou dobu titrace Ciry. Vyznamné se na agregaci projevuje také délka fetézce
hyaluronanu. Rozdily v agregacich pravdépodobné tkvi ve vychozich koncentracich slozek.
Ze statistického hlediska je znacny rozdil v agregaci slozek pii piidavani hyaluronanu
0 vysoké koncentraci, ktery se v roztoku vyskytuje ve form¢ hydrodynamickych klubek, do
roztoku tenzidu, ktery obsahuje pomérné¢ velké mnozstvi micelarnich agregétii oproti
ptidavani volnéjsich fetézct hyaluronanu k roztoku tenzidu obsahujiciho relativné malo micel
(t€ésné nad CMC). Ve spojitosti s tim tedy nelze zanedbat vliv struktury vznikajicich agregatu.
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Obr. 41: Zavislost absorbance na poméru T/D pro titrace hyaluronanu o koncentraci 0,1 a 1,0 g-1"*
(100 a 1 500 kDa) do micelarniho roztoku CTAB o vychozi koncentraci 3 a 20 mmol-1™
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Vsechny turbidimetrické titrace byly vyhodnoceny vySe zmifiovanym zpuisobem. Kazdé
kombinaci koncentraci slozek byl pfifazen status dle slozeni systému, tzn. jednofazovy nebo
dvoufazovy systém, popiipadé pak ,zlom“, pokud bylo mozné ho v grafu zavislosti
absorbance na koncentraci tenzidu identifikovat. V piipadech, kdy nebylo mozné vyhodnotit
jasny zlom, byla stanovena hranice jednofdzového a dvoufazového systému na hodnotu
absorbance 0,150, pti které jiz bylo mozné pozorovat lehkou opalescenci systému i vizualné.
Ze vsech ziskanych dat byl nésledné sestrojen vysek fazového diagramu a to vzdy pro jednu
molekulovou hmotnost hyaluronanu. Piiklady takovych fazovych diagramu jsou znazornény
na Obr. 42 a Obr. 43 pro molekulovou hmotnost hyaluronanu 15 kDa, respektive 100 kDa.

Z fazového diagramu pro molekulovou hmotnost hyaluronanu 15 kDa (Obr. 42) je vidét
jasny ptrechod mezi jedno- a dvoufazovym systémem. Ve vSech piipadech titraci dochazelo
k ndhlému nartstu absorbance pii uréitém poméru slozek v systému a bylo tedy mozné
vyhodnotit odpovidajici poméry T/D.

S rostouci molekulovou hmotnosti hyaluronanu vSak dochdzelo k postupnému vzniku
zakalu, popt. fazové separaci. Pti vyssich koncentracich dokonce dochédzelo hned po prvnich
ptidavcich hyaluronanu k okamzité fazové separaci systému. Tento piipad je pak na Obr. 43
znazornén celou tadou zelenych bodu, kdy je systém jiz od pocatku titrace bran jako
dvoufazovy, nebot’ v téchto systémech jiz nebylo mozné vyhodnotit zlomy na titra¢nich
ktivkach. V piipadé molekulové hmotnosti 1500 kDa nebylo mozné zlomy vyhodnotit
V zadném z métenych systémil, vzdy dochazelo témét k okamzité fazové separaci.
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Obr. 42: Vysek schematického fazového diagramu ziskany z turbidimetrickych méfeni systému
CTAB-hyaluronan (15 kDa)
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Obr. 43: Vysek schematického fazového diagramu ziskany z turbidimetrickych méfeni systému
CTAB-hyaluronan (100 kDa)

Porovnanim ziskanych vysledk pro tenzid CTAB a Septonex 1ze fici, Ze oba tenzidy se pii
agregaci s hyaluronanem chovaji velice podobné. Na zakladé ziskanych turbidimetrickych
vysledkl nelze jednoznacné fici, zda néktery z tenzidii agreguje s hyaluronanem snadnéji,
popfipadé¢ hutfe. V nékterych ptipadech dochazelo k pozvolnéjsi agregaci Septonexu
s hyaluronanem, v jinych tomu bylo naopak (viz Tab. P2 a P3 v Piiloze 2).

6.2.2 Studium komplexi micelarnich agregati tenzidi s hyaluronanem pomoci DLS
titraci

Fézova separace v systémech hyaluronan-tenzid a tvorba komplexi micelarnich agregatt
S hyaluronanem byla opét studovana pomoci metody dynamického a elektroforetické rozptylu
svétla. Studium bylo provedeno pomoci titraénich experimentt, kdy byl roztok hyaluronanu
titrovan do definovaného mnoZzstvi miceldrniho roztoku tenzidu (CTAB nebo Septonex).
V névaznosti na turbidimetrické titrace byl studovan vliv vychozich koncentraci slozek, nebot’
bylo zjisténo, ze u systémil se stejnym pomeérem naboju, které vSak vznikaly kombinaci
riznych koncentraci slozek, dochézi k rozdilnému priitbéhu agregace. Pro studium byly tedy
vybrany dvé koncentrace hyaluronanu 2 a 5g-1" advé odpovidajici koncentrace tenzidu
2 a5 mmol-1"%. V neposledni fadé byl zkouman také vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu
(15, 100 a 1 500 kDa). Zeta potencial a velikost Castic v systému byla studovana pii poméru
T/D vrozmezi 6,8 az 0,4. V tomto rozsahu poméru naboju dochéazelo k fazové separaci,
jelikoz bylo dosazeno vné€jsiho nulového zeta potencidlu agregath v systému.

Na Obr. 44 a Obr. 45 jsou znazornény prub¢hy titraénich experimentd, resp. zavislosti
prumé&rné velikosti ¢astic a zeta potencialu systému na poméru T/D pro titraci hyaluronanu do
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micelarniho roztoku CTAB, resp. Septonexu. Bylo zjisténo, ze vybrané vychozi koncentrace
slozek nemaji pifi téchto experimentech zadny vyznamny vliv na priabéh agregace a tvorbu
komplexti. V grafu jsou tedy znazornény vysledné zavislosti bez ohledu na koncentraci
vychozich slozek, jelikoz v obou pfipadech se jednalo o stejné poméry T/D.

Z grafii je zfejmé, Ze molekulovd hmotnost hyaluronanu nema u nami studovanych systému
vyznamny vliv na prubéh agregace. U vSech molekulovych hmotnosti dochazelo v okoli
nulového zeta potencidlu ke zna¢né fazové separaci ve formé srazenin. Velikosti takovych
¢astic se pohybovaly az za hranici méfitelnosti ptistroje (tedy nad 5,5 um), ¢imz byly ziskany
irelevantni hodnoty velikosti castic. Proto byly tyto hodnoty v grafech vynechany
(odpovidajici oblast je vyznacena pierusovanymi ¢arami).
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Obr. 44: Zavislost pramérné velikosti Castic (Z-dy) a zeta potencidlu na poméru T/D v systému
hyaluronan (15, 100 a 1 500 kDa) — micelarni roztok CTAB.
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Obr. 45: Zavislost praimérné velikosti ¢astic (Z-dy) a zeta potencidlu na poméru T/D v systému
hyaluronan (15, 100 a 1 500 kDa) — micelarni roztok Septonexu.

Jak jiz bylo zminéno, vznik komplexti hyaluronanu a micelarnich agregatii byl studovan
titraci hyaluronanu do roztoku tenzidu. V grafu tedy postupuje pribéh titrace zprava doleva.
Na pocatku titrace, po prvnim pfidavku hyaluronanu (pii T/D=6,8) jsou hodnoty zeta
potenciall pfiblizné rovny +25 mV, coz znaci relativné stabilni koloidni systém. S postupem
titrace a pribyvani hyaluronanu v systému dochazi ke snizovani zeta potencialu. V okoli
nulového zeta potencidlu dochazi ke zminéné fazové separaci systému. S dal$im nardstem
koncentrace hyaluronanu v systému, resp. se snizujici se hodnotou T/D dochazelo
K postupnému ustaleni systému. Na konci titrace byly systémy z hlediska hodnot zeta
potencialu koloidné stabilni, 1 kdyZz fazova separace systému nebyla reverzibilni. Velikost
pfitomnych srazenin byla pouze zmenSena a to pravdépodobné v disledku intenzivniho
michani systému béhem titrace, rozpuSténi srazenin vSak stejné jako v pfipadé
turbidimetrickych titraci nenastalo.

V Tab. 6 jsou uvedeny hodnoty poméra T/D odpovidajici hodnoté nulového zeta potencialu
systému. Z tabulky je zfejmé, ze oba tenzidy agreguji s hyaluronanem obdobnym zptisobem
a ze k fazové separaci dochazi pii piiblizné stejnych pomérech naboju v systému. V tabulce je
dale vidét jiz zminény velice nepatrny vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu na fazovou
separaci studovanych systémd. Je vSak nutno podotknout, Ze systémy obsahujici hyaluronan
0 molekulové hmotnosti 1500kDa byly studovany pouze v niz§ich koncentracich
hyaluronanu a tenzidd, jelikoz pii vysSich koncentracich dochazelo k vyraznéj$imu srazeni
systému, které komplikovalo méfeni. Hodnoty IEP pro molekulovou hmotnost hyaluronanu
1500 kDa jsou tudiz primérem polovicniho poétu méfeni oproti ostatnim molekulovym
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hmotnostem hyaluronanu. Disledkem je pak mirna odlehlost ¢i vyssi hodnota odchylky
téchto vysledk.

Tab. 6: Izoelektrické body pro titraci hyaluronanu (15, 100 nebo 1 500 kDa) do micelarniho roztoku
tenzidu

IEP (vyjadieno v T/D)

M,, HYA CTAB SPTX
15 kDa 1,36+0,01 1,2140,05
100 kDa 1,39+0,03 1,33+0,05

1500 kDa 0,99+0,02 1,23+0,17

Na zaklad¢ ziskanych vysledkii uvedenych v Tab. 6 je mozno doplnit zavéry vyplyvajici
Z turbidimetrickych titraci. Pomoci DLS titraci bylo zjiSt€no, Ze k vyrovnani naboji
v systému dochézi pfiblizné pti T/D=1,3, ovSem vétSina provedenych turbidimetrickych
titraci, byt dosazenych pomoci jinych kombinaci koncentraci slozek, nedosahla takto nizkych
hodnot T/D, a piesto v systému dochdzelo ke vzniku zdkalu ¢i fazové separaci ve formé
srazenin. Vezmeme-li v uvahu ptipad, kdy dochazelo k postupnému zakaleni systému, at’ uz
zlomovému v prubéhu titrace nebo postupnému od pocatku titrace, ovSem bez vzniku
srazenin, je mozné u téchto systému piedpokladat jistou koloidni stabilitu. V systému dochazi
K interakci fetézcl hyaluronanu s micelarnimi agregaty, pii¢emzZ na komplexech zbyva dost
naboje na to, aby se vzajemn¢ odpuzovaly a nesrazely, tedy dost naboje pro udrzeni fazové
stability systému. Lze tedy predpokladat, Ze v systému interaguji celé micely s fetézci
hyaluronanu a nedochézi k rozpadu pfitomnych micel a obsazovani zdpornych naboji na
hyaluronanu jednotlivymi molekulami tenzidu.

6.2.3 Studium solubilizace hydrofobniho barviva v systému Septonex-hyaluronan

Jako zaklad pro dalsi experimenty byl studovan vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu na
schopnost Septonexu solubilizovat hydrofobni slozku, at' uz hydrofobni barvivo ¢i
fluorescenéni sondu, pomoci metody UV-VIS spektroskopie. Pro studium byly pouZity
molekulové hmotnosti hyaluronanu 15, 100 a 1 500 kDa, ptfi¢emz jeho koncentrace v systému
byla konstantni, a to 0,1 g-I"*. Byla studovana mira solubilizace hydrofobniho barviva Sudanu
Red G v zavislosti na zvySujici se koncentraci Septonexu (koncentraéni rozmezi 2 az
20 mmol-1™"). Koncentrace Septonexu byly zvoleny nad kritickou micelarni koncentraci.
Hodnoty poméru T/D v systému byly tedy v rozsahu 8 az 80, coz znali velky piebytek
tenzidu v systému.

Na Obr. 46 je znazornéna koncentrace solubilizovaného hydrofobniho barviva v zavislosti
na koncentraci Septonexu v systému. Z grafu je dle o¢ekavani jasn¢ patrné, ze se zvysujici se
koncentraci tenzidu dochazi k linedrnimu narGstu miry solubilizovaného barviva v systému.
Jak je z grafu dale zfejmé, molekulova hmotnost hyaluronanu vyznamné ovliviiuje miru
solubilizovaného barviva. Bylo zjiSténo, Ze v ptipad¢ kratkého fetézce hyaluronanu dochazi
k mirnému nardstu koncentrace solubilizovaného barviva v porovnani se systémem bez
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obsahu hyaluronanu. Naopak v ptipad¢ vyssich molekulovych hmotnosti hyaluronanu a tedy
delSich polymernich fetézct je patrny vyznamny pokles miry solubilizace.
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Obr. 46: Koncentrace solubilizovaného barviva Sudan Red G v zavislosti na koncentraci tenzidu
V systému.

Ziskané vysledky naznacuji jisty vliv délky fetézce hyaluronanu na jeho interakce
S micelarnimi agregaty a schopnost ovrstveni micel fetézcem. Dlouhy fetézec hyaluronanu
pravdépodobné interaguje s naboji na micelarnich agregatech, a diky vysokému poctu naboji
na fetézci a jeho znacné ohebnosti dochazi k obaleni micel polymernim fetézcem, ¢imz muize
byt branéno solubilizaci hydrofobniho barviva v micelarnim prostoru. Dal§im diivodem miiZe
byt mensi velikost ovrstevnych micel, ktera sniZzuje miru solubilizovaného barviva v systému.
Naopak vV ptipadé nizké molekulové hmotnosti hyaluronanu, jehoz fetézce jsou kratké
amnohem mén¢ ohebné, dochazi k odliSnému uspofadani a interakci hyaluronanu
s micelarnimi agregaty. Je pravdépodobné, Ze dochdzi k preuspotfaddani micel, které za pomoci
hyaluronanu zvétSuji svoje hydrofobni jadro a tim jsou schopny mirn€ podpofit solubilizaci
hydrofobniho barviva. V souvislosti stim byla také studovana schopnost solubilizace
samotného hyaluronanu. Bylo zjiSténo, ze Cisty hyaluronan bez piimési tenzidu neni schopen
solubilizovat hydrofobni barvivo. Bylo tedy ovéfeno, ze podpora solubilizace neni zplisobena
pfitomnosti hyaluronanu o nizké molekulové hmotnosti, ale spiSe jeho interakci s miceldrnimi
agregaty a tvorbou komplext v systému.

Déale byl zkouman vliv ptfipravy systému na miru solubilizace hydrofobniho barviva.
Konkrétné byl zkouman vliv okamziku ptidavku hyaluronanu do systému. Hyaluronan byl
ptidavan do systému bud’ pied barvivem, nebo az po ném. Vysledky uvedené na Obr. 46
odpovidaji ptipadu, kdy byl hyaluronan ptidan pted barvivem. Nejprve byl tedy pfipraven
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ustaleny systém hyaluronan-Septonex, do kterého bylo pfiddno hydrofobni barvivo. Pro
zajisténi maximalni miry solubilizace byl systém ponechan 48 hodin tfepat.

V piipadé, kdy byl hyaluronan do systému vpraven az po solubilizaci barviva v ¢istém
tenzidu, bylo zjiSténo, ze u systému obsahujiciho hyaluronan s nizkou molekulovou hmotnosti
nedochézelo k zadné vyznamné zméné. Naopak systém obsahujici hyaluronan o molekulové
hmotnosti 1 500 kDa vykazoval mensi negativni vliv na miru solubilizace. Tim bylo opét
potvrzeno zminéné ovrstveni micel fetézcem hyaluronanu branici solubilizaci hydrofobni
slozky v systému. Ziskané¢ vysledky poslouzily jako zéklad pro dalsi solubilizacni
experimenty.

6.2.4 Studium micelarnich agregati béhem turbidimetrickych titraci pomoci metody
fluorescencni spektroskopie a dynamického rozptylu svétla

Pro potvrzeni ptitomnosti micelarnich agregati béhem turbidimetrickych titraci bylo vybrano
sedm systému liSicich se pomérem T/D, pti¢emz vybér byl proveden z turbidimetrickych fad,
u nichz dochdazelo pii titraci ke zlomové zavislosti absorbance na poméru T/D. Tyto systémy
byly studovany pomoci metody fluorescen¢ni spektroskopie, neboli studiem solubilizace
hydrofobni sondy (pyrenu) do micelarnich agregatti v systému. Dale byly systémy studovany
Z hlediska velikosti Castic azeta potencidlu pomoci metody dynamického, resp.
elektroforetické rozptylu svétla.

U vybranych systémi se pomér T/D pohyboval v rozsahu 60,2 az 1,7, pticemz se vychazelo
z titrace hyaluronanu o koncentraci 0,3 g-1* a rizné molekulové hmotnosti (15, 100
a 1500 kDa) do micelarniho roztoku tenzidu o koncentraci 3 mmol-I™". Jednotlivé vzorky
byly tedy pfipraveny titraci hyaluronanu do micelarniho roztoku tenzidu, ktery jiz obsahoval
solubilizovanou fluorescen¢ni sondu, S tim rozdilem, Ze kazdy vzorek micelarniho roztoku,
obsahujici stejnou koncentraci pyrenu, byl titrovan hyaluronanem zvlast az do dosazeni
pozadovaného poméru T/D.

Vysledky fluorescenéniho méfeni pro tenzid CTAB jsou graficky znazornény na Obr. 47,
pfi¢emz v piipadé Septonexu byly vysledky velmi podobné. EmPI hodnoty naznacuji, Ze
studovany systém obsahuje micelarni agregaty pii vSech pomérech T/D, tedy v celém prabéhu
titracniho experimentu. Hodnoty jsou charakteristické pro pyren, ktery je solubilizovan v ne
zcela hydrofobnim prostiedi, které poskytuji micelarni agregaty. Pro porovnani byly zjiStény
také hodnoty EmPI pro pyren ve vodg, respektive pro koncentraci tenzidu 0,3 mmol-17", tedy
pod kritickou micelarni koncentraci, kdy jesté v systému nejsou formovany micelarni utvary.
Pro CTAB byla hodnota EmPI 1,4340,05 a pro Septonex 1,39+0,02. Je tieba brat v tivahu, ze
neni mozné pomoci pyrenové metody zjistit, jak tyto micelarni agregaty vypadaji. Na tuto
otazku lze zcasti odpoveédét pomoci metody dynamického rozptylu svétla, ktery poskytuje
informace o velikosti agregati v systému. OvSem 1 tato metoda skytd jistd omezeni a to
zejména v ptipadech rozsahlych agregatli s objemnym hydrataénim obalem.
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Obr. 47: Zavislost EmPI na poméru naboji v systému hyaluronan-CTAB

Mirny narist hodnot EmPI po piekro¢eni poméru T/D=6,0 je disledkem reorganizace
agregatil a s tim spojené reorganizace fluorescencni sondy v systému. Na druhou stranu lze
u téchto systémill pozorovat fdzovou separaci, kterd s klesajicim pomérem T/D nabyvala na
intenzité v fadé mirny zékal — zékal — vysraZeni — tvorba gelového lemu na sténach lahvicky
ato zejména v zavislosti na molekulové hmotnosti hyaluronanu. Mirny narist hodnot EmPI
pak indikuje pfesun pyrenu do vice polarniho prosttedi. To mlze byt zptisobeno naptiklad
rozpadem ¢asti agregati a uvolnénim sondy do rozpoustédla nebo rozvolnénim struktury
agregatl, které zplsobi vEtsi pristupnost polarniho vodného prostiedi do jadra micely.

Ze statistického hlediska se pak muize jednat o vliv fetézcii hyaluronanu na solubilizaci
sondy Vv systému. Fluorescen¢ni signal je sumou signald pyrenovych molekul v systému, tedy
téch nachazejicich se v micelach interagujicich s fet€ézcem hyaluronanu, i téch, které jsou
v samostatnych micelach. Pfi vysokém poméru T/D a tedy nizkém obsahu hyaluronanu
Vv systému dochazi pravdépodobné k interakcim fetézcii s malym poctem micel v systému.
Naopak pii nizkém poméru T/D, tedy na konci titracniho experimentu, kdy se dostavame
k situaci, kdy by méla na jednu molekulu tenzidu ptipadat jedna karboxylova skupina fetézce
hyaluronanu, je hyaluronanem ovlivnéna vétSina micel, coZ se projevi na reorganizaci
systému a tudiz zvySeni EmPI hodnot. Na zédklad¢ téchto ivah se zd4, ze micelarni agregaty,
které¢ interaguji s hyaluronanem, maji volngj§i strukturu a jsou pfistupnéjsi polarnimu
prostiedi rozpoustédla.

Déle je potfeba poznamenat, Ze s klesajicim pomérem T/D dochédzi ke snizeni molérni
koncentrace pyrenu Vv systému, konkrétné 23,310 na 1,010 °mol-1™, coz miZe mit
nepatrny vliv na lokalizaci pyrenu v systému a hodnoty EmPI. Tento problém vyplyva ze
zpusobu ptipravy vzorkl, jelikoz byly pfipravovany titratn€, aby bylo dosazeno co nejvetsi
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podobnosti s turbidimetrickymi experimenty. Problém snizeni koncentrace fluorescenéni
sondy Vv systému byl feSen vyhodnocenim intenzity fluorescence v zavislosti na koncentraci
sondy Vv systému. Bylo zji$téno, Ze pfi snizeni koncentrace sondy dochazelo ptimo imérné ke
sniZeni intenzity fluorescence. Zadné vyrazng&j§i snizeni intenzity fluorescence odpovidajici
zvySenym hodnotdm EmPI nebylo pozorovéano. Snizeni koncentrace sondy v systému ma tedy
zanedbatelny vliv na jeho lokalizaci a fluorescencni signal.

Nasledn¢ byly systémy studovany pomoci metody dynamického a elektroforetického
rozptylu svétla. Byla studovana velikost Castic v systému a zeta potencidl systému. Tato
méteni poskytla novy ndhled na studované systémy, ktery zc¢asti umoznil zpiesnit zavéry
ziskané na zéklad¢ fluorescencnich experimentt.

Bylo zjisténo, Ze zeta potencidl vSech studovanych systémi se pohybuje v kladnych
hodnotach, coz znaci, zZe se v systému vyskytuje vyssi podil kladné nabitych molekul tenzidu
nez zaporné nabitych skupin na fetézci hyaluronanu, coz je patrné také z hodnot T/D.
Hodnoty vnéjSiho zeta potencidlu systému se pohybovaly vétSinou v rozmezi 40 az 10 mV,
pricemz béhem titrace hyaluronanu do systému dochazelo k postupnému poklesu hodnot zeta
potencialu.

Pomoci méfeni velikosti ¢astic v systému bylo zjisténo, ze molekulovda hmotnost
hyaluronanu ovliviiuje tvorbu a velikost agregati v systému a tudiz i méfitelnost vzorkt
metodou dynamického rozptylu svétla. V piipadé¢ systému sobsahem CTAB byl vliv
molekulové hmotnosti hyaluronanu pozorovan ve véEtsi mife nez tomu bylo U systémi
obsahujicich Septonex. Bylo zjisténo, ze Systémy obsahujici hyaluronan o nejnizsi studované
molekulové hmotnosti 15 kDa byly pti vysSich pomérech T/D, resp. nizkém obsahu
hyaluronanu v systému, velice polydisperzni a nestabilni v kombinaci s obéma tenzidy.
Snizeni polydisperzity bylo zjiSténo aZ pii zvySeni obsahu hyaluronanu v systému a to nad
hodnotu odpovidajici poméru T/D=3 pro systémy s CTAB a T/D=6 pro systémy se
Septonexem. Po piekroceni téchto hranic byly vzorky relativné monodisperzni a mnohem
Iépe meéfitelné metodou dynamického rozptylu svétla. V ptipadé¢ vysSich molekulovych
hmotnosti hyaluronanu a to zejména 1500 kDa jsou V systému tvofeny stabilnéjsi a 1épe
méfitelné agregaty, tedy agregaty s lépe definovanym tvarem jiz od prvniho ptidavku
hyaluronanu do systému (T/D=60). Tento vliv molekulové hmotnosti lze vysvétlit sterickou
interakci micelarnich agregati tenzidu s fetézcem hyaluronanu. V piipadé velmi kratkého
feté¢zce hyaluronanu S malym poctem naboji a mnohem mensi ohebnosti, ktery neni schopen
plné obalit pfitomné micely v porovndni s vySSimi molekulovymi hmotnostmi,
pravdépodobné dochéazi ke tvorbé jakychsi ,,rozjeZenych* komplext Spatné definovatelného
tvaru. Naopak v pifipadé delsich fetézcti by mohlo dochazet k ¢aste¢nému ovrstveni micel
hyaluronanem a tvorbé agregatii s mnohem lépe definovanym tvarem. Delsi Tfetézce
hyaluronanu interaguji s micelarnimi agregaty jinym zptisobem, kdy pravdépodobné vznikaji
veétsi, stabilngjSi a separovanéjsi agregaty. Pravé takové agregaty jsou vSeobecné vhodnéjsi
pro méteni dynamickym rozptylem svétla v porovnani s pfili§ malymi a nestabilnimi.

Pfepo¢tem poméru naboji na velikost modelové micely interagujici s fetézcem
hyaluronanu o rizné délce byl ziskan dal$i nahled na strukturu agregati ve studovanych
systémech. Napiiklad pti T/D=3 pfipadaji tfi kladn€ nabité molekuly tenzidu na jeden
zaporny naboj pripadajici disacharidové jednotce hyaluronanu. Pii znalosti velikosti
disacharidové jednotky (M,=401,299 g'mol™?) lze jednoduse zjistit, Ze jeden fetézec
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hyaluronanu o molekulové hmotnosti 15 kDa se skldda z 37 disacharidovych jednotek
a obsahuje tedy za ptedpokladu 100% disociace 37 zapornych naboju.

Micely kationtovych tenzidl sestavaji z 50 az 150 tenzidovych molekul v zdvislosti na
jejich struktufe, na koncentraci v systému ¢i teploté systému. Pro micelu tenzidu CTAB ve
vodném prostfedi se udavaji hodnoty agrega¢niho c¢isla vrozsahu 70-140 [153-155]
Vv zavislosti na koncentraci a metod¢ Stanoveni.

Pokud tedy uvazujeme modelovou micelu, kterd je slozena ze 100 molekul tenzidu,
zjistime, ze na jednu micelu pfipada pii T/D=3 pftiblizn¢ 33 zdpornych ndbojl, tedy
1,1 fetézce hyaluronanu. Pro molekulovou hmotnost 100 kDa lze tento pomér vyjadfit jako
7,5 micel na jeden fetézec a pro molekulovou hmotnost 1 500 kDa 112 micel pfipadajicich na
jeden fetézec. Na zakladé téchto tvah nelze bohuzel v systému piedpokladat vznik
separovanych ovrstvenych micel, ale spiSe néjakou dynamickou smés micel ovrstvenych
a volnych.

Dale bylo zjisténo, ze méfitelnost studovanych systémi metodou dynamického rozptylu
svétla odpovidala i vizualnimu vzhledu vzorkd. Na Obr. 48 a Obr. 49 jsou zobrazeny
fotografie titraCnich fad, resp. vybranych vzorkl studovanych pomoci metody fluorescencni
spektroskopie a dynamického rozptylu svétla systémt CTAB-hyaluronan o molekulové
hmotnosti 15 a 1 500 kDa.

T/D.

Obr. 49: Titraéni fada systému hyaluronan (1 500 kDa) — CTAB. Cervena &isla zna¢i odpovidajici
pomer T/D.

Na obrazcich je jasn¢ vidét zminovany vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu na
interakce stenzidem. V piipadé molekulové hmotnosti 1500 kDa je jasné patrny zakal
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zpiisobeny tvorbou vétSich agregati a fazovd separace systému. Systémy vykazujici
opalescenci Ci zakal rizné intenzity se pii méfeni prekvapiveé projevily jako monodisperzni,
zatimco zcela ciré vzorky se jevily jako velice polydisperzni a velmi Spatné méfitelné. Lze
tedy fici, ze vznik tzv. ovrstvenych micelarnich agregati zéavisi z pohledu dynamického
rozptylu svétla a tedy velikosti ¢astic na délce fetézce hyaluronanu a jeho obsahu v systému.

U systémd, které se jevily jako monodisperzni byla na druhou stranu zjisténa velikost ¢astic
vrozmezi 100 az 200 nm a to nezavisle na molekulové hmotnosti hyaluronanu. Tvorba
agregatli byla tedy ovlivnéna délkou fetézce hyaluronanu, jejich velikosti vSak uz nikoli.

6.2.5 Testy na buiikach

V navaznosti na studium indukovanych komplexi tenzidu a hyaluronanu byly provedeny také
pilotni testy cytotoxicity systému obsahujicich komplexy micelarnich agregati CTAB
s hyaluronanem (100 a 1 500 kDa) v prostiedi vody. Jako blank byly pouzity roztoky CTAB
o0 prislusné koncentraci, ale bez ptidavku hyaluronanu. Jako kontrola byl pouZit samotny
hyaluronan. Kone¢na koncentrace hyaluronanu ve vzorcich po ziedéni do testovaciho média
byla 7,46 mg-I™*. Koncentrace CTAB ve vzorcich byla 0,127 a 0,250 mmol-1"%. K hodnoceni
viability bunék byl pouzit MTS test.

Bylo zjisténo, ze vSechny tfi typy testovanych komplext vykazovaly jiz po 2 h znac¢nou
cytotoxicitu, kterd byla pravdépodobné zplisobena pfiiliS vysokou koncentraci CTAB.
Pfitomnost hyaluronanu v tomto pfipadé nijak nepomohla snizit cytotoxicitu vyvolanou
vysokou koncentraci CTAB (Obr. 50).

Ze ziskanych vysledkti je ziejmé, ze studované komplexy pravdépodobné nemaji
ptedpokladanou tzv. ovrstvenou strukturu. Zda se, ze micelarni agregaty tenzidu v téchto
ptipadech nejsou obaleny fetézci hyaluronanu. S nejvétsi pravdépodobnosti 1ze negativni
vysledky vysvétlit pfili§ vysokou koncentraci tenzidu v systému, resp. nevhodnym pomérem
T/D slozek v systému ¢i minoritné také nestabilni strukturou komplexti v kultivacnim médiu.
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Obr. 50: Metabolicka aktivita osteoblastii SAOS-2 pii naseti bunék o koncentraci 20 000 bunék-cm
po 2 h kultivace v ptitomnosti riznych koncentraci CTAB samotného nebo v komplexu s kyselinou
hyaluronovou (HyA). Cela kultivace (2 h) probihala v pfitomnosti zvifeciho séra. Koncentrace
hyaluronanu byla ve viech piipadech 7,46 mg:1™.
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7 ZAVER

Hlavnim cilem ptedklddané dizertatni prace byla ptiprava a charakterizace koloidnich
systétmt typu koloidni roztok (sol) vznikajicich na =zaklad¢ interakci hyaluronanu
S micelarnimi agregaty. Celou praci je provazana idea primyslové partnera pripravit
biokompatibilni nosiCovy systém vhodny pro nanomedicinské aplikace, tedy systém
obsahujici micelarni  agregaty schopné solubilizovat hydrofobni aktivni latku
biokompatibilizované pomoci hyaluronanu.

V navaznosti na ptredchozi studium komplexi hyaluronan-tenzid, probihajici na fakulté
chemické 1 mimo ni, je ¢ast dizertacni prace zaméiena na studium pfipravy a vlastnosti
komplexti hyaluronanu se Septonexem, ¢eskou specialitou, jejiz struktura je podobna tenzidu
CTAB, a porovnani ziskanych vysledkt s pfedchozim studiem. V souvislosti s tim byla
studovana stabilita téchto komplexd za riznych podminek, zahrnujicich ¢as, iontovou silu
prostiedi, teplotu ¢i vliv zfedéni systému. Systémy byly nejprve piipraveny jiz znamym tzv.
indukovanym zpisobem, tedy postupnym piidavkem kationtového tenzidu do roztoku
hyaluronanu.

Ke studiu téchto systémi byla vyuzita pyrenova fluorescenéni metoda, pomoci které se
podafilo charakterizovat proces agregace Septonexu s hyaluronanem o velmi nizké
koncentraci. Prub¢h zavislosti polaritnich indexti na koncentraci Septonexu vykazuje typicky
tvar dvojité S-kiivky, coz naznauje formaci indukovanych micel na fetézci hyaluronanu
amicel volnych. Proces tvorby indukovanych micel pod kritickou micelarni koncentraci
tenzidu byl potvrzen také pomoci metody dynamického rozptylu svétla, resp. pomoci
stanoveni poméru naboji pii vnéj$im nulovém zeta potencidlu v systému.

Bylo zjiSténo, Ze agregaty vytvofené v homogennich systémech predstavovanych
hyaluronanovymi fetézci s indukovanymi micelami jsou ovliviiovany celou fasou aspektd,
jako je iontova sila roztoku, teplota ¢i doba skladovani finalnich systému. Bylo zjiSténo, Ze
béhem skladovani systémtl po dobu tii mésici byly agregaty stabilni, ale velmi citlivé na
rizné rusivé podnéty. NejmenSi vliv na stabilitu systémi byl pozorovan u teplotnich
experimentl, kdy topné a chladici cykly zptisobovaly reverzibilni zmény struktury agregatt.
Naopak pii zfedéni systému nebo zvySeni iontové sily byly pozorovany vyznamné zmény,
destabilizace agregatii a uvolhovani solubilizované hydrofobni latky z agregat. Jejich
potencialni aplikace jako nosi¢ové systémy pro dodavani hydrofobnich aktivnich latek je tedy
spornd. Studované systémy vSak vykazuji slibny potencial naptiklad pro povrchové (kozni)
aplikace.

U systémt ptipravenych indukovanym zpiisobem byla otestovana také jejich cytotoxicita
a to zhodnocenim viability bun€k pomoci MTS testu. Bylo zjisténo, pfitomnost hyaluronanu
v komplexu s tenzidem zmirfiuje cytotoxicitu vyvolanou tenzidem samotnym a to tim vic, ¢im
vy$§i koncentrace tenzidu je pouzita. OvSem plati to pouze v piipadé€, pokud neni dosaZeno
kriticky vysoké koncentrace tenzidu, kdy pfitomnost hyaluronanu jiz nedokdZe zmirnit
vyvolanou cytotoxicitu. Soucasné¢ bylo zjisténo, ze ochranny uc¢inek hyaluronanu
Vv komplexech s tenzidy je limitovan. Neplati tedy, ze ¢im vys$si koncentrace hyaluronanu
v komplexu, tim vyssi bude jeho protektivni Gc¢inek.

Druha ¢ast prace je zaméfena na moznosti pripravy komplexd hyaluronanu s micelarnimi
agregaty inovativnim neindukovanym zplsobem, tj. interakci hyaluronanu s jiz hotovym
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micelarnimi agregaty za ptfedpokladu vzniku tzv. ovrstvenych micel. Ptiprava komplext
neindukovanym zplisobem byla provedena metodou postupného piidavani hyaluronanu
k micelarnimu roztoku vybranych tenzidi (CTAB nebo Septonexu). Proces tvorby komplexii
a jejich vlastnosti (stabilita, solubilizacni schopnosti, velikost ¢astic) byly studovany zejména
pomoci metody fluorescenéni spektroskopie, dale také pomoci metody dynamického rozptylu
svétla ¢i turbidimetrie.

Interakce hyaluronanu s micelarnimi agregaty byly studovany pomoci metody
turbidimetrické titrace. Pfi titraCnich experimentech byla prozkoumdna Siroka Skala poméra
T/D. Pii porovnani vSech provedenych titraci bylo zjisténo, ze pomér T/D neni jedinym
fidicim parametrem fazové separace systému. U systému se stejnym pomérem naboju, které
vSak vznikaly kombinaci rtznych koncentraci slozek, byl pozorovan rozdilny prabch
agregace. Ze vSech ziskanych dat byly sestrojeny vyseky fazovych diagramii, které poskytuji
jednoduchy ptehled o fazovém chovani systému tenzid-hyaluronan pfi neindukovaném
zpusobu piipravy téchto systémd.

U vybranych systému byla opét studovana jejich cytotoxicita. Bylo zjisténo, Ze vSechny
studované typy testovanych komplexi vykazovaly jiz po 2 hodinach zna¢nou cytotoxicitu,
ktera byla pravdépodobné zplsobena pfili§ vysokou koncentraci tenzidu v systému, pii¢emz
pfitomnost hyaluronanu nijak nepomohla sniZit cytotoxicitu studovaného systému.

Na zaklad¢ studia solubilizace hydrofobni sondy u vybranych systémti pomoci metody
UV-VIS a fluorescenéni spektroskopie, doplnéné o studium velikosti ¢astic v systému
a ostatnich ziskanych vysledkid 1lze fici, Ze neindukovany zplsob pfipravy systému
hyaluronan-tenzid nemél pozadovany efekt s vyslednou tvorbou tzv. ovrstvenych micel. Nami
ptipravené systémy nebyly zcela stabilni v pozadovaném poméru slozek. Pfi idealnim poméru
micel a fetézct hyaluronanu dochazelo k fazové separaci systému. Lze predpokladat, ze
tenzidové micelarni agregaty nejsou dostatecné stabilni pro tvorbu takovych komplexi. Je
ovSem tfeba poznamenat, zZe piedkladana prace ve svém rozsahu nevycerpala cely potencial
této oblasti vyzkumu.
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9 PREHLED ZKRATEK

NMR nukledrni magnetické rezonance
HAS hyaluronan syntazy

uv ultrafialové (,,ultraviolet®) zafeni
CMC kritickd micelarni koncentrace
SDS dodecylsiran sodny

DLS dynamicky rozptyl svétla

Rh hydrodynamicky polomér

EmPI emisni polaritni index

ExPI excitaéni polaritni index

Ex:Mo pomer excimer:monomer

CAC kritickd agrega¢ni koncentrace
NaCMC karboxymetylcelul6za

NaPA polyakrylat sodny

DTAB dodecyltrimetyl-amonium bromid
BAC benzalkonium-chlorid

NaCl chlorid sodny

CTAB cetyltrimetylamonium bromid
SPTX Septonex

DJ disacharidova jednotka
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vlnova délka svétla

intenzita dopadajiciho svétla
intenzita svétla

tloustka vrstvy

turbidita

cas

autokorelacni funkce
relaxacni Cas

difuzni koeficient

index lomu

uhel, pod kterym je méfena intenzita svétla
Boltzmannova konstanta
teplota

viskozita disperzniho prostiedi
zékladni stav atomu
singletovy stav atomu
tripletovy stav atomu

intenzita fluorescence

koncentrace
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20:

Pasivni vs. aktivni cileni.
Typy nanonosicii pro fizenou dopravu 1é¢iv

Schéma znazoriiujici lokdlni dopravu 1é¢iv do ledviny pii vyuziti
mikrobublin a ultrazvuku.

Zakladni chemicka struktura hyaluronanu

Struktura hyaluronanu — vyobrazeni prostorového uspoiadani funkénich
skupin

Tetrasacharid obsazeny v fetézci hyaluronanu, ktery se skladd ze dvou
opakujicich se disacharidovych jednotek vykazujicich ve vod¢ preferovanou
konfiguraci.

Zobrazeni interakce mezi dvéma fetézci hyaluronanu.
Struktura molekuly tenzidu

Struktura kladné nabité micely

Tti moZna schematicka zobrazeni struktury micel
Jabtonskiho diagram

Distribuce svétla pro (a) Rayleighliv rozptyl a (b) rozptyl na velkych
casticich

Elektricka dvojvrstva koloidnich ¢astic
Schéma tvorby excimeru a odpovidajici pasy v ukdzkovém spektru

Absorpéni a emisni spektrum pyrenu v zavislosti na polarit¢ prostiedi
a struktura molekuly pyrenu

Schéma principu vzniku excimeru pyrenu
Modelové prib&hy hodnoticich pyrenovych indext

Schematicka ilustrace (a) fetézce polyelektrolytu, (b) asociace tenzidu na
polymer, (¢) navazanych molekul tenzidu po CAC a (d) formace komplexu
po CMC v systému opacné€ nabitého polymeru a tenzidu ve vodném roztoku

Polyelektrolyt-tenzid komplexy ve ziedéném roztoku — model perlového
nahrdelniku

Zmény v emisnim spektru pyrenu v zavislosti na polarité prostiedi
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Zmény v excitacnim spektru pyrenu v zavislosti na polarité prostiedi
Boltzmanntiv model a jeho parametry

Ukazky korela¢nich funkci v zavislosti na kvalité vzorku

Znazornéni vztahu pocetni, objemové a intenzitni distribuce velikosti ¢astic
Zavislost EmPI na koncentraci Septonexu v prostfedi vody a 0,15M NacCl.

Zavislost ExPI a Ex:Mo na koncentraci Septonexu ve vodném roztoku
hyaluronanu (15 mg-1", 100 kDa)

Zavislost EmPI a Ex:Mo na koncentraci Septonexu s piidavkem
hyaluronanu (15 mg-1*, 100 kDa) v prostiedi roztoku 0,15M NaCl

Zavislost ExPI a Ex:Mo na case skladovani systému obsahujicim Septonex
0,05 mmol-1"! a hyaluronan 15 mg-1°, 100 kDa

Distribuce velikosti ¢astic v systému obsahujicim Septonex 0,05 mmol-1™*
a hyaluronan 15 mg-1"*, 100 kDa

Zavislost ExPI a Ex:Mo na rostouci (plné¢ body) nebo klesajici (prdzdné
body) teploté béhem méfeni systému obsahujicim Septonex 0,05 mmol-1™
a hyaluronan 15 mg-1*, 100 kDa

Zavislost ExPI a Ex:Mo systému obsahujicim Septonex 0,05 mmol-1-1
a hyaluronan 15 mg-1"* (100 a 1 500 kDa) ve vodg a v roztoku 0,15M NaCl
(Srafovana vypli sloupcit)

Distribuce velikosti &astic systému obsahujicim SPTX 0,05 mmol ™
a hyaluronan 15 mg-1"* (100 a 1 500 kDa) ve vodé a v roztoku 0,15M NaCl

Zavislost ExPI a Ex:Mo systému obsahujicim Septonex 0,05 mmol-I™*
a hyaluronan 15 mg-1* (100 a 1500 kDa) pied (tmavsi sloupce) a po
ziedéni (svétlejsi sloupce) systému.

Zavislost primérné velikosti ¢astic (Z-dy) a zeta potencialu na poméru T/D
V systému hyaluronan -Septonex

Metabolicka aktivita osteoblasti SAOS-2 pii naseti bunék o koncentraci
20 000 bungk-cm 2 po 24 h kultivace v pfitomnosti riznych koncentraci
Septonexu samotného nebo v komplexu s kyselinou hyaluronovou (HyA).
Celych 24 h kultivace probihalo v pfitomnosti zvifeciho séra.
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Obr. 36:
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Obr. 41:
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Obr. 43:

Obr. 44:

Obr. 45:

Obr. 46:

Obr. 47:

Obr. 48:

Metabolicka aktivita osteoblasti SAOS-2 pfi naseti bunék o koncentraci
20 000 bunék-cm 2 po 24 h kultivace v pfitomnosti riznych koncentraci
Septonexu samotného nebo v komplexu s kyselinou hyaluronovou (HyA).
V prvnich 4 h probihala kultivace v nepfitomnosti zvifeciho séra,
nasledujicich 20 h probihala kultivace jiz za pfitomnosti zvifeciho séra.

Metabolicka aktivita osteoblasti SAOS-2 pii naseti bunék o koncentraci
20 000 bunék-cm ™ po 24 h kultivace v pfitomnosti riznych koncentraci
Septonexu samotného nebo v komplexu s kyselinou hyaluronovou (HyA) ve
dvou riznych koncentracich. V prvnich 4h probihala kultivace
V nepiitomnosti zvifeciho séra, nasledujicich 20 h probihala kultivace jiz za
pfitomnosti zvifeciho séra.

Zavislost absorbance na koncentraci CTAB odpovidajici titraci hyaluronanu
0 ruzné koncentraci a molekulové hmotnosti 15 kDa do micelarniho roztoku
tenzidu

Zavislost absorbance na poméru T/D pro titrace hyaluronanu o koncentraci
0,3a0,5 g1’ (15kDa) do micelarniho roztoku CTAB o vychozi
koncentraci 3 a5 mmol-1"",

Zavislost absorbance na poméru T/D pro titrace hyaluronanu o koncentraci
0,3,0,5 a 1,0 g'I'* (1500 kDa) do micelarniho roztoku CTAB o vychozi
koncentraci 10 a 20 mmol-1 ™.

Zavislost absorbance na poméru T/D pro titrace hyaluronanu o koncentraci
0,1al,0 g-lfl (100 a 1500 kDa) do micelarniho roztoku CTAB o vychozi
koncentraci 3 a 20 mmol 1™

Vysek schematického fazového diagramu ziskany z turbidimetrickych
méfeni systému CTAB-hyaluronan (15 kDa)

Vysek schematického fazového diagramu ziskany z turbidimetrickych
méfeni systému CTAB-hyaluronan (100 kDa)

Zavislost primérné velikosti ¢astic (Z-dy) a zeta potencialu na poméru T/D
Vv systému hyaluronan (15, 100 a 1 500 kDa) — micelarni roztok CTAB.

Zavislost primérné velikosti ¢astic (Z-dy) a zeta potencialu na poméru T/D
Vv systému hyaluronan (15, 100 a 1 500 kDa) — micelarni roztok Septonexu.

Koncentrace solubilizovaného barviva Sudan Red G v zavislosti na
koncentraci tenzidu v systému.

Zavislost EmPI na poméru naboji v systému hyaluronan-CTAB
Titraéni fada systému hyaluronan (15 kDa) — CTAB. Cervena &isla znagi

odpovidajici pomér T/D.
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Obr. 49:

Obr. 50:

Titraéni fada systému hyaluronan (1 500 kDa) — CTAB. Cervena &isla znaéi
odpovidajici pomér T/D.

Metabolicka aktivita osteoblasti SAOS-2 pii naseti bunék o koncentraci
20 000 bunek-cm 2 po 2 h kultivace v pfitomnosti rtiznych koncentraci
CTAB samotného nebo v komplexu s kyselinou hyaluronovou (HyA). Cela
kultivace (2h) probihala v pfitomnosti zvifeciho séra. Koncentrace
hyaluronanu byla ve viech piipadech 7,46 mg-1™".
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12 SEZNAM TABULEK

Tab. 1:

Tab. 2:

Tab. 3:

Tab. 4:

Tab. 5:
Tab. 6:

Hodnoty CMC a parametrii Boltzmannova modelu Septonexu ve vodném
prostiedi a prostiedi 0,15M NaCl

Hodnoty CAC, CMC a parametri Boltzmannova modelu pro systém
Septonex + hyaluronan o rtizné molekulové hmotnosti a koncentraci
15 mg 1™

Slozeni komplexi pro experimenty ovétujici stabilitu systému tenzid-HyA
pfi nizkych koncentracich HyA

Izoelektrické body pro titraci tenzidu (CTAB nebo SPTX) do hyaluronanu

o koncentraci 0,015nebo 1g1™" a molekulové hmotnosti 100 nebo
1500 kDa

Ptehled provedenych turbidimetrickych titraci

Izoelektrické body pro titraci hyaluronanu (15, 100 nebo 1500 kDa) do
micelarniho roztoku tenzidu
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Priloha ¢.1: Fotografie Kkoncentraéni rFady Septonexu obsahujici
hyaluronan (1 g-1", 100 kDa)







Priloha ¢. 2: Tabulky shrnujici turbidimetrické experimenty

Tab. P1: Rozsah poméra T/D béhem turbidimetrické titrace

HyA poéateéni ¢ tenzidu (mmol-1™)
c(gl) 3 5 7 10 20
0,05 3 000-8,2 5000-13,7 7 000-19,0 10 000-27,0 20 000-55,0
0,1 1500-4,1 2 500-6,8 3 500-9,6 5000-13,7 10 000-27,0
0,3 500-1,4 840-2,3 1170-3,2 1670-4,6 3340-9,1
0,5 300-0,8 500-1,4 702-1,9 1 000-2,7 2 000-5,5
1,0 150-0,4 250-0,7 350-1,0 500-1,4 1 000-2,7
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Tab. P2: Shrnuti vysledka turbidimetrickych titraci s vizualnim pozorovanim systémt CTAB-hyaluronan. Hodnoty v zavorkach vyjadiuji pomér T/D, pfi
kterém dochazelo k vyraznému nartstu hodnot absorbance.

HyA pocate¢ni koncentrace CTAB (mmol-1™)
c (g™ M,, (kDa) 3 5 7 10 20
100 ¢iré ¢iré ¢iré ¢iré ¢iré
0,05
1500 ciré ¢iré ¢iré ciré ciré
100 ciré ¢iré ¢iré ciré ciré
ot 1500 ird iré iré iré giré
15 zlom (3,2) zlom (3,5) x X X
0,3 100 zlom (2,4) zlom (2,0) X ciré ciré
1500 zlom (2,0) postupny zakal X prudky zakal postupny zakal
15 zlom (2,8) zlom (2,8) X X X
0,5 100 zlom (2,0) zlom (1,7) x éiré éiré
1500 postupny zakal postupny zakal x prudky zakal prudky zakal
15 zlom (3,2) zlom (3,0) X X x
1,0 100 zlom (2,2) postupny zakal postupny zakal postupny zakal postupny zakal
1500 postupny zakal postupny zakal postupny zéakal prudky zékal prudky zékal
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Tab. P3: Shrnuti vysledkd turbidimetrickych titraci s vizualnim pozorovanim systémua Septonex-hyaluronan. Hodnoty v zavorkach vyjadiuji pomér T/D, pfi
kterém dochazelo k vyraznému nartstu hodnot absorbance.

HyA podateéni koncentrace Septonexu (mmol-1™)
(g_li) M,, (kDa) 3 5 7 10 20
100 ¢iré ¢iré ciré ciré ciré
0,05
1500 ¢iré ¢iré ¢iré ¢iré ¢iré
100 ¢iré ¢iré ciré ciré ciré
ot 1500 iré iré iré &iré iré
15 zlom (1,8) zlom (2,4) x X X
0,3 100 zlom (2,1) zlom (2,0) X ¢iré ¢iré
1500 postupny zékal postupny zakal x postupny zakal postupny zakal
15 zlom (2,3) zlom (2,9) X X X
0,5 100 zlom (1,9) zlom (2,5) x ciré ciré
1500 postupny zakal postupny zakal x postupny zakal postupny zakal
15 zlom (3,6) zlom (3,0) X X x
1,0 100 zlom (4,0) zlom (2,5) postupny zakal postupny zakal postupny zakal
1500 postupny zékal postupny zakal prudky zakal prudky zékal prudky zékal
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ABSTRACT

The phase behavior of aqueous systems containing hyaluronan, at concentrations between 2 to
100 mg/L, and an oppositely charged surfactant was investigated. A fluorescence probe technique
revealed the formation of micellar structures on the hyaluronan in homogeneous systems well
below the surfactant standard, critical, micellar concentration. Moreover, regions of gel-phase
separation were revealed. A detailed phase diagram was, thus, constructed in the very diluted
region and the hyaluronan concentration was found to be the main parameter controlling the
phase behavior, in contrast to the charge ratio. The stability of hyaluronan-surfactant aggregates
in the homogeneous systems while in storage at 4 °C (up to three months), against dilution, salt

addition and on heating-cooling (between 10 and 50 °C) was also investigated. The aggregates



were stable while in storage or upon increasing and decreasing the temperature. The dilution of
hyaluronan-surfactant complexes or the addition of 0.15 M NaCl led to their disintegration.
Finally, systems prepared in a 0.15 M NaCl solution showed that interactions are suppressed and

no aggregation below the standard critical micellar concentration was observed.

KEYWORDS: hyaluronan; interactions; surfactants

1. INTRODUCTION

Hyaluronan is a naturally occurring polysaccharide formed by repeating disaccharide units
composed of D-glucuronate and N-acetyl-D-glucosamine residues linked by B(1—4) and B(1—3)
bonds, which are connected to unbranched chains. The name hyaluronan commonly denotes a
sodium salt of hyaluronic acid which is the form that occurs in various living organisms,
including human bodies. Hyaluronan is a principal component of the extracellular matrix and
plays important roles in lubrication, water sorption, water retention, and a number of cellular
functions, such as attachment, migration, and proliferation. In the human body, hyaluronan is
found mainly in connective tissues, such as the vitreous, the umbilical cord, joint fluid, etc. [1].
Hyaluronan is, therefore, an attractive building block for preparing new biocompatible and
biodegradable materials that could find applications in drug delivery, tissue engineering,
viscosupplementation or cosmetics [2-5].

In an aqueous solution, the carboxyl group on hyaluronan is in a dissociated form giving,
theoretically, each repeating unit a negative charge, consequently, hyaluronan can be generally
described as a negatively charged polyelectrolyte. Interactions between polyelectrolytes and an

oppositely charged surfactant are an area of vital scientific research. This is due to the theoretical



significance of the understanding electrostatic and other (e.g., hydrophobic or excluded volume)
interactions between charged polymers and low molecular counter-partners and also due to
practical applications of polyelectrolyte-surfactant colloidal systems [6-9]. For instance, when
prepared from biocompatible polymers, they can find applications in pharmaceutical and medical
industries. They can stabilize encapsulated proteins or may be prepared as materials responsive to
external stimuli [10]. Other application fields include detergency, the modification of rheological
properties, or paints [11]. Also, their surface (interfacial) effects are important [12].
Hyaluronan-surfactant interactions were the subject of several previous studies. Perhaps the
most detailed study was published in a series of papers by Swedish researchers [13-16] who
investigated the phase behavior of systems containing water, hyaluronan, alkyl
trimethylammonium bromides (a tetradecyl derivative was the most studied type) and salt
(mostly NaBr). The binding of the surfactant to the hyaluronan was detected for surfactants with
an alkyl chain consisting of at least ten carbon atoms. A ternary phase diagram of
tetradecyltrimethylammonium bromide (TTAB)-hyaluronan (300 or 240 kDa)-water was
constructed in the ref. [14]. It consisted of a droplet-shaped two-phase region emerging from the
water apex of the triangular diagram and entirely enclosed by a one-phase area. The diagram
shape demonstrated marked dissymmetry — for example, concentrated surfactant solutions almost
immediately phase-separated upon the addition of hyaluronan in contrast to systems with high
hyaluronan concentrations in which a rather large amount of surfactant could be added without
phase separation. The effect of the surfactant alkyl chain length and the hyaluronan molecular
weight was investigated in the ref. [17]. Hyaluronans of molecular weights of 250, 90, 60, and
23 kDa (weight average) were used. A decrease in the molecular weight resulted in a slight shift
in position of the two-phase region while its size remained almost unaffected. This size was much

more sensitive to the alkyl chain length of the surfactant — the longer the chain, the larger the



size. Due to the prevailing electrostatic nature of the hyaluronan-cationic surfactant interactions,
the phase behavior is affected by the presence of salt also. The effect of sodium bromide on the
TTAB-hyaluronan system was described in the paper by Thalberg et al. [18]. The addition of low
concentrations of NaBr reduced the size of the two-phase region of the phase diagram and this
region disappeared at 250 mM NaBr. Another type of phase separation was observed with high
NaBr concentrations (at and above 500 mM). Generally, oppositely charged polyelectrolyte-
surfactant systems are characterized by association without added electrolyte, miscibility at
intermediate electrolyte concentration and segregative phase separation at high ionic strength [7].
Fukada et al. [19] investigated the interaction between hyaluronan and
decyltrimethylammonium bromide by rheological methods. Also, they presented a part of the
phase diagram in a hyaluronan concentration region below 10 g/L and a surfactant concentration
below 1 mol/L. The phase separation region was indicated when the surfactant concentration was
between 0.03 and 0.35 mol/L and the hyaluronan concentration was above ca 0.05 g/L.
Eventually, the authors focused their study on the isotropic region with a large surfactant excess.
In the referred experiments, concentrated solutions of hyaluronan and surfactants were usually
investigated. Our preliminary fluorescence probe study of similar systems prepared in water did
not reveal dependencies of fluorescence indices on the surfactant concentration, which are typical
for the formation of micellar aggregates on polyelectrolyte chains, prior to the phase separation.
In other words, the fluorescence data did not indicate the formation of hyaluronan-micelle
aggregates in isotropic, clear solutions, which would occur well below the critical micellar
concentration of a pure surfactant. From the previous studies, only ref. [20] reports on the
solubilization of the fluorescence probe (pyrene), but in a single system of a high surfactant
excess. Actually, our work in this area was initiated by an attempt of a hyaluronan producer to get

hyaluronan-decorated micelles and test their applicability as delivery systems for hydrophobic



substances. Therefore, we focused on interactions in a dilute (with respect to hyaluronan), and
clear solutions that have not been directly investigated thus far. Some diluted solutions were
mentioned by Fukada et al. [19] but they eventually studied rheological properties of
concentrated systems only. Our main purpose was not to prepare delivery systems, but to
investigate the diluted region for hyaluronan-surfactant interactions and for stability properties of
the hyaluronan-micelle aggregates. In this study, we revealed that the phase behavior in diluted

systems is not as simple as could be expected from previous studies.

2. MATERIALS AND METHOD
2.1. Materials
Hyaluronan (a sodium salt of hyaluronic acid; HyA) of several chain lengths were purchased
from Contipro, Ltd., Czech Republic. Here they are denoted as low (LMW, 75-100 kDa),
medium (MMW, 650-750 kDa) and high (HMW, 1400-2000 kDa) molecular weight hyaluronan
(the values in parentheses give the range of the weight of the averaged molecular weights of the
used batches, determined by the producer using the SEC-MALLS technique). Cationic surfactant
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) was purchased from Sigma-Aldrich, Czech Republic
and carbethopendecinium bromide (Septonex) was purchased from GBNchem, Czech Republic.
The surfactants were of the best available quality and used as received without further
purification.

Stock solutions of hyaluronan and surfactants were prepared in deionized water, in a phosphate
buffer solution or in a model physiological solution (0.15 M NacCl).

The fluorescence probe pyrene (Fluka, purity > 99.0 %; Sigma Aldrich, Czech Republic) was
used for the fluorescence measurements. The stock solution of the fluorescence probe was

prepared in a volatile solvent (acetone). An appropriate amount of the stock solution was added



to a glass vial and acetone was evaporated under reduced pressure to obtain the final
concentration of pyrene in the samples equal to 10" M. Subsequently, samples of the required
composition and solvent were prepared in these vials by mixing corresponding volumes of
hyaluronan and surfactant solutions. All samples were stirred for 24 hours, at least, at laboratory
temperature before the acquisition of their fluorescence spectra. In this way, series of samples
were prepared with constant hyaluronan and increasing surfactant concentrations.

Samples with varying surfactant concentration and no hyaluronan were prepared by simple
dilution of the surfactant stock solution of the concentration about ten times higher than the

critical micelle concentration.

2.2. Methods

The aggregation and solubilization properties were studied by means of pyrene as the
fluorescence probe. The fluorescence emission spectra were recorded on a FLUOROLOG
(Horiba Scientific, France) fluorescence spectrometer. For the emission spectra, recording the
excitation wavelength was set at 336 nm and the emission scan was acquired in the range from
360 to 530 nm. In the excitation measurements, the emission wavelength was set at 392 nm and
the excitation scan was acquired in the range from 310 to 340 nm.

Pyrene experiments were evaluated by plotting the fluorescence intensity ratio of the first and
third vibronic peaks from the emission scan at 373 and 383 nm, respectively (EmPI — the pyrene
emission polarity index), against the surfactant concentration. The pyrene polarity index is the
reflection of the polarity in the vicinity of the pyrene environment and it is used to detect the
localization of pyrene in the system. A typical sigmoidal curve was obtained indicating the
formation of nonpolar domains (micelles with hydrophobic cores) solubilizing pyrene molecules.

Ideally, a sharp decrease would be observed at the critical aggregation or micellar concentration.



Curves were fitted by the Boltzmann model and the concentration at the inflex point can be
considered as the critical micelle (or critical aggregation) concentration.

The Boltzmann model equation is given by:

y=LX_AX§+Az,
l+e &

where the variable y corresponds to the EmPI value, the independent variable (x) is the total
concentration of the surfactant, 4, and A, are the upper and lower limits of the sigmoid,
respectively, xo is the center of the sigmoid, and Ax is directly related to the independent variable
range, where the abrupt change of the dependent variable occurs.

Thus, from the Boltzmann equation, the width of the concentration interval in which the sharp
intensity decrease occurred can be obtained. This interval spreads from the onset up to the offset
of the aggregates (micelles) formation, i.e., to the concentration range in which aggregates
capable of pyrene solubilization are progressively formed.

The pyrene experiments were also evaluated by the ratio of fluorescence intensities at 470 nm,
which corresponds to the excimer emission maximum, and the first vibronic peak (at 373 nm).
This ratio is referred to as the Ex:Mo. It is an indicator of the probability of the excimer
formation in the system and reflects the accumulation of pyrene molecules in hydrophobic
domains.

In addition, the pyrene experiments were evaluated by the ratio of fluorescence intensities at
333 and 338 nm of the excitation spectra also. This ratio is called the pyrene excitation polarity
index (ExPI) and it is the reflection of the polarity in the vicinity of the pyrene environment. The
dependency of the ExPI on the surfactant concentration typically has a sigmoidal shape and can

be fitted to the Boltzmann model also.



The stability of the hyaluronan-surfactant systems under various conditions like storage
stability, response to temperature changes, addition of electrolyte and dilution effects were
investigated using fluorescence spectroscopy and dynamic light scattering (Zetasizer Nano ZS,
Malvern Instruments, standard measurement procedure). The hyaluronan-surfactant systems for
the stability studies contained the final hyaluronan concentration of 15 mg/L and the final
concentration of the surfactant of 0.05 or 0.07 mM, which correspond to the area of the formation
of clear systems containing hyaluronan-micelle aggregates. The hyaluronan of two molecular
weights (LMW and HMW) was used in this study. In the case of storage stability experiments,
the tested system was measured every week over one month. All samples were stored at 4-6 °C
and equilibrated to the laboratory temperature before the measurement. In the case of the study of
the effect of increased ionic strength, 121 pl of the saturated solution of sodium chloride (6.2
mol/L) was added to the sample, so that the final concentration of sodium chloride was 0.15
mol/L and the sample volume remained almost unchanged (the dilution factor about 0.98).
Temperature stability was studied in the temperature range of 10-50 °C. The dilution stability
was realized by adding hyaluronan solution (15 mg/1) to the clear hyaluronan-surfactant system to
obtain ten times lower surfactant concentration.

All measurements were performed in triplicate at least. The error bars in the figures represent

the standard deviations.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 CMC of CTAB and Septonex

The critical micelle concentrations of CTAB and Septonex were first determined using the pyrene
fluorescence spectroscopy method. The concentration dependency of the EmPI was fitted to the

Boltzmann model and the concentration at the inflex point was considered as the critical micelle



concentration (CMC). The effect of ionic environments on the CMC was studied using a
phosphate buffer (pH=7.0) and an NaCl solution (0.15 M). The results are shown in Table 1,
which also shows good agreement with published data.

Table 1. Critical micelle concentrations determined from the pyrene emission polarity index

(25 °C)
CMC (mM)
CTAB Septonex
this work published value this work published value
0.89[21]; 0.91[22]; 0.81[27]; 0.78[28];
water 0.94+0.01 0.92[23]: 0.96[24] 0.75+0.02 0.77[29]
phosphate B B 3

buffer 0.086+0.004
0.15M NaCl  0.062+0.002  0.062[25]; 0.07[26] 0.078+0.002 0.11[29]
"0.1 M NaCl

3.2 Interactions with CTAB in water — concentration effect of hyaluronan

Preliminary experiments were performed to find the reasonable (dilute) concentration region of
hyaluronan, where the formation of surfactant aggregates could be detected at no phase
separation (no formation of cloudiness or precipitates) upon its mixing with CTAB. The
experiments showed that the suitable region lies in the range of micrograms or tens of
micrograms per liter. For the first time in hyaluronan-containing systems, “double” S-curves (see
below) could be measured with the pyrene method at the hyaluronan concentration above about
2 mg/L, in contrast to previous studies with higher hyaluronan concentrations. More detailed
experiments in the selected concentration region (2—100 mg/L) followed and revealed a more

complex behavior; their results are reported below.



The presence of hyaluronan at the constant concentration of 2 mg/L had an insignificant effect
on the “aggregation curve” of CTAB, i.e., the dependence of ExPI or EmPI on the surfactant
concentration. Only a very minor effect on the standard critical micellar concentration was
observed — in the presence of hyaluronan, it was about 0.8 mM as detected from the inflex point
of the ExPI-concentration dependence and the maximum on the Ex:Mo-concentration curve.
Thus, only a similar effect to that of the salt addition was observed. In this case, the pyrene probe
method did not reveal the formation of the CTAB micelles, below its standard critical micellar
concentration, induced by the presence of hyaluronan. This can be caused by the long-range
electrostatic interactions between the hyaluronan polyions and by the related hydrolysis of the
hyaluronan carboxyl groups — these effects become important in dilute polyelectrolyte solutions
with no added salt [30, 31] and lead to decreased charge density on the hyaluronan chain.

Increasing the hyaluronan concentration to 5 mg/L, the “double” S-curve, mentioned above,
was observed, clearly indicating a surfactant aggregation well below its standard critical micellar
concentration (Figure 1). At surfactant concentrations lower than about 0.005 mM and 0.05 mM,
the curves measured for pure CTAB and for CTAB in the presence of hyaluronan, respectively,
coincide, indicating the presence of no aggregates which could solubilize a hydrophobic
fluorescence probe in their interior, in both cases. The first sharp decrease of ExPI in the presence
of the hyaluronan and CTAB concentration of about 0.005-0.02 mM characterizes the polymer-
induced aggregation of the surfactant and it is this interval where the critical aggregation

concentration should be located (this is taken as the inflex point within this interval).
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Figure 1. Effect of hyaluronan addition (MMW, 5 mg/L) on the aggregation behavior of

CTAB in water; the region between the dashed lines represents the gel phase separation

When the surfactant concentration in the system increases, surfactant molecules are bound on
the polymer chain. The local concentration of the surfactant on the polymer chains increases
because of the electrostatic binding of the positively charged surfactant head on the negatively
charged dissociated carboxylic group of hyaluronan. Hyaluronan reduces the mobility of the
surfactant molecules in a solution, the surfactant molecules aggregate at a lower concentration
than in a pure solution and induced micelle-like aggregates are created on the polymer chain.
Pyrene molecules are solubilized in these aggregates and ExPI decreases.

The decrease of ExPI observed both in the pure surfactant solution and in the presence of
hyaluronan around the CTAB concentration of 0.9 mM corresponds to the standard micellization
of the free surfactant molecules at normal critical micellar concentration.

It should be noted that the pyrene fluorescence intensity (and the corresponding values of ExPI)

measured in the aggregation regions is generally composed of signals coming from different
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environments, basically from the pyrene molecules dissolved in water and from those solubilized
in the aggregates.

Figure 1 also shows an unexpected finding — a rather strange increase of ExPI up to the values
measured in pre-micellar regions, in a concentration interval centered around 0.1 mM. This
means a sudden loss of solubilization abilities of the system. The cause was revealed only after a
change from brown to clear vials and a careful inspection of their content. In the reported
concentration region, a thin rim of gelled material was observed on the walls of the vials along
the liquid surface. Using a UV lamp, intensive pyrene fluorescence was observed from the gel
phase (see Figure SF1 in the Supplementary material). Thus, most of the pyrene molecules were
collected in micelles participating in the formation of a tiny amount of the gel phase. Only the
free pyrene molecules remained in the liquid phase which was actually transferred into
fluorescence cuvettes and only their fluorescence from the aqueous environment was measured in
that concentration interval. The gel-like phase separation can be viewed as a specific example of
complex coacervation known for systems containing two oppositely charged macroions [9].
Complex coacervation should occur subsequent to the binding of macromolecular ions on
micellar colloids which is consistent with our findings. The separated hyaluronan-surfactant
complexes were not formed when an excess of the surfactant was present which also accords with
previous findings [7, 9, 14, 18].

The conclusions made on the basis of the polarity index were further confirmed by the
dependence of Ex:Mo ratio on the surfactant concentration (Figure 2). The ratio starts to increase
as micelles are formed and the probability of the formation of the excited dimer between the
pyrene molecules solubilized inside the micelles increases. Induced micelles, i.e., micelles bound
on the polyelectrolyte chain, are reported to be smaller than free micelles [32], which contributes

to the increased probability of excimer formation. In the region of gel-phase separation, a sharp
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decrease of Ex:Mo indicates the presence of (only) free pyrene monomers in the measured
solution — pyrene molecules remaining in the supernatant are not solubilized in the hydrophobic
environment and the probability of excimer formation is very low there. When the gel phase
disappears, the Ex:Mo ratio increases due to the presence of the induced micellar structures in the
homogeneous colloidal solution. Another decrease of this ratio above the standard critical
micellar concentration is attributed to the progressive distribution of pyrene molecules in the
increasing number of (free) micelles, which decreases the probability of finding more than one

pyrene molecule in a micelle.
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Figure 2. A comparison of ExPI and Ex:Mo dependencies for samples with CTAB and MMW

hyaluronan at a concentration of 5 mg/L

Similar behavior was observed for systems with an increased hyaluronan concentration also,
re., 15, 30, 50, and 100 mg/L, except that two concentration intervals of gel-phase separation
were found. The second interval was found at surfactant concentrations higher than those of the

first interval, but still lower than the standard critical micellar concentration of the pure
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surfactant; an example can be seen in Figure 3. The second interval is narrower and its existence
was, in fact, indicated in the system with hyaluronan concentration of 5 mg/L also, cf. the point
of ExPI corresponding to the CTAB concentration of 0.35 mM in Figure 1. The values of both
the ExPI and Ex:Mo ratio (Figure 4) in the second interval are more scattered upon replicated
measurements than in any other part of measured dependencies. This probably indicates the
formation of some metastable structures in the second interval in which the distribution of pyrene
between the aqueous and hydrophobic environments is not easily exactly reproducible in the

replicated measurements.
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Figure 3. Effect of hyaluronan addition (MMW, 15 mg/L) on the aggregation behavior of

CTAB in water; the regions between the dashed lines represent the gel phase separation
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Figure 4. A comparison of ExPI and Ex:Mo dependencies for samples with CTAB and MMW

hyaluronan at a concentration of 15 mg/L

The ExPI gradually decreases behind the second region of the gel-phase separation — here, the
surfactant concentration becomes closer and closer to the normal critical micellar concentration
and free micelles are supposed to be formed. The comparison of the two curves is shown in
Figure 3, it is shown that in this region, in the presence of hyaluronan, the formation of free
micelles proceeds in a broader interval of surfactant concentration than in the case of the pure
surfactant. A similar broadening was observed in a previous study on hyaluronan interactions
with surfactants of a different ionic type in the presence of NaCl at a physiological concentration
[25].

Table 2 collects charge ratios of hyaluronan:surfactant and their changes for all studied systems
where the gel-phase separation was observed. The charge ratio was calculated taking the

determined hyaluronan molecular weight into account and supposing the existence of one charge
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on each surfactant molecule and one charge per hyaluronan basic dimeric unit (sodium form)
with a molecular weight of 401.299 g/mol. It is clearly seen that the charge ratio need not be the
controlling parameter, either for the critical aggregation concentration or for the phase separation
in contrast to the situation found in more concentrated systems [6,7]. The critical aggregation
concentration is located between the charge ratio values from 1.3 to 50 depending on the
hyaluronan concentration; the value of the charge ratio corresponding to the critical aggregation
concentration seems to increase with the increasing hyaluronan concentration. On the other hand,
regardless of the hyaluronan concentration, the value of the critical aggregation concentration is
located approximately around the same surfactant concentration value of 0.01 mM (specific
values of the critical aggregation concentration are shown in Table 3). Thus, the hyaluronan
concentration seems to be a much more important parameter for the induced micellar aggregation

in (very) diluted hyaluronan solutions.
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Table 2. Charge ratios; the blue lines separate sample concentrations between which the critical
aggregation concentrations were determined; the values in italics indicate the phase separating

samples. System with CTAB and MMW hyaluronan

Charge ratio
ceras (mM) hyaluronan concentration (mg/L)

5 15 30 50 100
0.0005 25 75 150 249 498
0.001 12 37 75 125 249
0.002 6 19 37 62 125
0.005 2 7.5 15 25 50
0.01 1.25 3.7 7.5 12 25
0.02 0.62 1.9 3.7 6 12

0.03 0.42 1.2 2.5 8

0.04 0.31 0.9 1.9 3 6

0.05 0.25 0.7 1.5 2.5 5

0.06 0.21 0.6 1.2 2.1 4

0.08 0.16 0.47 0.9 1.6 3
0.1 0.12 0.37 0.7 1.2 2.5
0.15 0.08 0.25 0.5 0.8 1.7
0.2 0.06 0.19 0.4 0.6 1.2
0.25 0.05 0.15 0.3 0.5 1.0
0.3 0.042 0.12 0.25 0.42 0.8
0.35 0.036 0.11 0.21 0.36 0.7
0.4 0.031 0.09 0.19 0.31 0.6
0.5 0.025 0.07 0.15 0.25 0.5
0.6 0.021 0.06 0.12 0.21 0.42
0.7 0.018 0.05 0.11 0.18 0.36
0.8 0.016 0.047 0.09 0.16 0.31
0.9 0.014 0.042 0.08 0.14 0.28
1 0.012 0.037 0.07 0.12 0.25
1.5 0.008 0.025 0.05 0.08 0.17
0.006 0.019 0.04 0.06 0.12
3 0.004 0.012 0.02 0.04 0.08
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Table 3. Boltzmann model parameters for systems with CTAB and MMW hyaluronan at

different concentrations

HyA conc. aggregation micellization

A, - 3.21+0.01
without HyA A - 0.67+0.01

R’ - 0.999

A 3.21+0.01 1.24+0.01
5 mg/L A, 1.44+0.01 0.67+0.01

R’ 0.999 0.998

A, 3.23+0.01 1.00+0.03
15 mg/L A, 0.96+0.01 0.68+0.03

R’ 1 0.942

A 3.26+0.03 1.32+0.35
30 mg/L 4, 0.92+0.01 0.66:0.01

R’ 0.999 0.990

A 3.34+0.08 0.79+0.03
50 mg/L A, 0.84+0.01 0.65+0.01

R’ 0.998 0.989

A 3.24+0.02 0.79+0.03
100 mg/L A> 0.82+0.01 0.65+0.02

R’ 1 0.991

Except for the lowest and highest hyaluronan concentrations, the first gel-phase separation
occurs when the charge ratio decreased somewhat below 1 (viz. 0.4-0.9), i.e., when the surfactant
concentration slightly exceeded the point of the charge equilibration. In the case of the lowest

hyaluronan concentration, this occurs at a higher surfactant concentration still (i.e., lower charge
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ratio), whereas at the highest hyaluronan concentration, this occurs at a lower surfactant
concentration (higher charge ratio) already. The gel-phase evidently contains micelles, which
should be considered as crosslinking points of the formed gel. The destabilization caused by the
charge equilibration around the charge ratio of one proceeds via attaching, on average, one
micelle to at least two hyaluronan chains, thus forming a crosslink. When the hyaluronan
concentration is too low, this type of “bridging” is more difficult due to the increased distance
between the encountered chains and needs a higher concentration of surfactant (micelles). On the
other hand, at a sufficiently high polymer concentration, such “bridging” is more likely to occur
even at a lower surfactant concentration.

The second gel-phase separation is found for a relatively broad interval of charge ratio ranging
from 0.036 to 0.7. The corresponding surfactant concentration region is much narrower — from
0.35 to 0.6 mM — and particularly, the concentration of the starting point of the second gel-phase
separation was always the same (0.35 mM). Thus, as in the case of critical aggregation
concentration, it seems that a specific surfactant concentration is more substantial for the
occurrence of the second gel-phase separation. Upon an increased hyaluronan concentration, an
increased amount of the gel phase was observed — more biopolymer chains are available for the
gel formation.

The values of ExPI provide some information about the hydrophobicity-hydrophilicity of the
environment of the fluorescing pyrene molecules. The two parameters of the Boltzmann model
equation giving the (limiting) ExPI values at the maximum and minimum of the corresponding S-
curve are shown in Table 3. The parameter 4, and A, reflect the situation before aggregation
(micellization) and after its completion, respectively. Regardless of the hyaluronan concentration,
A 1s around 3.2-3.3 in the region of the induced aggregation. This ExPI value corresponds to the

pyrene fluorescence from the aqueous environment and its independence from the hyaluronan
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concentration indicates that pyrene does not interact with it or with surfactant monomers before
the onset of the aggregation and that there are no aggregates with a hydrophobic core in the
system. The lowered value of 4, in the region of the induced aggregation is due to the pyrene
solubilization in the hydrophobic core of the formed micellar structures. Its value decreases
somewhat with the increasing hyaluronan concentration which is probably the result of the
formation of a higher number of solubilizing aggregates on the higher number of hyaluronan
chains in the system.

A similar dependence on hyaluronan concentration is observed for the values of the parameter
A; in the micellization region which brings information on the system before the free micelle
formation. Its values are comparable to those of A4, in the aggregation region as expected. The
value of A, evaluated for the micellization region is independent to the hyaluronan concentration
and corresponds to the values found for free micelles of the pure surfactant solution in water.
This is in agreement with the supposed formation of free micelles in this region.

The effect of the molecular weight of hyaluronan on the aggregation of CTAB in water was
studied. The concentration series of the surfactant with hyaluronan at a concentration of 15 mg/L
and different molecular weights were prepared. When hyaluronan of different molecular weights
was used, no significant changes were observed during the aggregation process and the curves of
all the measured parameters had very similar shapes. This was confirmed by the fact that
Boltzmann fits to these curves also, which resulted in very similar parameter values for all
investigated hyaluronan molecular weights.

Finally, Table 4 summarizes the critical aggregation and micelle concentration values for the
different hyaluronan concentrations as well as for the different hyaluronan molecular weights.
These values were calculated as averages of the values obtained from the Boltzmann model

equations for EmPI and ExPI dependencies. It can be seen that the critical aggregation
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concentration values are about two orders of magnitude lower than the critical micelle
concentration values. The hyaluronan molecular weight had no significant effect on the
interactions in these systems.

Table 4. Critical aggregation (CAC) and micelle (CMC) concentration summary

MUHYA  pgoa CAC CMC

kpa) @Dy (mM)
750 5 0.009+0.001 0.924+0.70
90 15 0.007+0.001 0.79+0.02
750 15 0.007+0.001 0.77+0.16
2000 15 0.008+0.001 0.74+0.13
750 30 0.014+0.001 0.74+0.08
750 50 0.014+0.001 0.81+0.15
750 100 0.009+0.001 0.97+0.01
water - 0.98+0.01

Based on our results, the phase diagram of this system could be specified in the (very) diluted
area. The diagrams published in refs. [14,17] are very crude in this domain and indicate a broad,
single, two-phase region with a notice on the “larger uncertainty in this region”. Although the
diagram published by Fukada et al. [19] gives more details (for decyltrimethylammonium
bromide), it is still rather crude and does not report on the gel separation. An outline of the phase
diagram constructed on the basis of our florescence measurements for the MMW hyaluronan
system is shown in Figure 5 and includes, not only areas of macroscopic phase separations, but
different states of aggregates formation also. The surfactant concentration is given in a

logarithmic scale due to the broad range of the tested concentrations; a cut-out containing the low
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surfactant concentrations in a linear scale can be seen in the Supplementary material (Figure

SF2).
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Figure 5. Outline of the phase diagram of the CTAB-hyaluronan (MMW) system in the diluted

region

3.3. Salt effect on CTAB-hyaluronan interactions

The effect of ionic environment was studied with hyaluronan at all three different molecular
weights and at the concentration of 5 mg/L. A phosphate buffer at pH = 7.0 was used instead of
water. In all cases, the dependencies of the ExPI or EmPI parameters on the surfactant
concentration had a simple sigmoidal shape with the inflex point at around the same surfactant
concentration. In other words, no formation of the induced micelles at concentrations below the
critical micellar concentration of the pure surfactant was detected. Furthermore, no gel-phase
separation was observed. An example of the experimental data is shown in Figure 6. The critical

aggregation concentrations and the fitted parameters of the Boltzmann equation can be found in
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the Supplementary material (Table ST1). Again, no significant effect of the hyaluronan molecular
weight was found. The value of the 4, parameter of the fit with the Boltzmann equation was
about 1.08 for all studied samples which indicates a similar polarity of the pyrene environment in
all systems. A slightly more abrupt EmPI (or ExPI) decrease was observed in the presence of

hyaluronan (see the inset in Figure 6) giving somewhat smaller values of the parameter Ax.
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Figure 6. EmPI dependence on the surfactant concentration in the phosphate buffer without the
addition of hyaluronan and with the addition of MMW hyaluronan at a concentration of 5 mg/L.

The inset shows the aggregation region only, in a linear scale.

These observations can be explained in accordance with the published experience as a result of
screening the electrostatic interactions between the surfactant and hyaluronan which are the main
cause of the sub-micellar aggregation and the formation of the induced micelles, as well as the
formation of the gel-phase. Increased ionic strength is known to lead to dissolution of complexes

made by polyelectrolytes and oppositely charged colloids [9, 18].
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3.4. Septonex

In addition, the aggregation of hyaluronan with the Septonex surfactant was investigated. The
purpose was to check the effect of small variations in the surfactant structure. Septonex differs
from CTAB in the presence of an ethoxycarbonyl-group close to the trimethylammonium group
and has a hydrophobic chain of fifteen carbon atoms. The principal difference is, thus, in the
structure of the polar head. Hyaluronan of two molecular weights (LMW and HMW) at the
concentration of 15 mg/L was selected for this study. Generally, no principal differences were
found — “double” S-curves were also observed indicating the formation of the induced and free
micelles. However, in contrast to CTAB, only one separation region of the gel-phase was
observed, see Figure 7. This separation was observed in the surfactant concentration range from
0.07 to 0.6 mM, which is in a broader interval compared to CTAB. It seems that Septonex has a
broader region in contrast to CTAB which had two narrower regions of the gel-phase separation
in the approximate same concentration interval. At the same time, the region of the (induced)
aggregation is broader and the first decrease of ExPI is less steep than in the case of CTAB. The
critical aggregation and micelle concentration are slightly higher for Septonex (Table 5)
compared to CTAB (Table 3), probably as a result of the more complex structure of the

ethoxycarbonyl cation of Septonex.
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Table 5. Critical aggregation (CAC) and micelle (CMC) concentrations and Boltzmann model

parameters for Septonex-hyaluronan systems

water HyA LMW Hi]?n}llgl\//iw
15 mg/L
CAC; mM - 0.0224+0.001 0.024+0.001
CMC; mM 0.736+0.001 0.901+0.030 0.882+0.017
A, - 1.96+0.01 2.3440.02
aggregation Ay - 1.34+0.07 1.57+0.02
R? - 0.98 0,99
A, 1.98+0.01 1.27+0.03 1.48+0.03
micellization A2 0.77+0.01 0.77+0.01 0.94+0.01
R’ 0.99 0.98 0.99
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Figure 7. The dependence of the ExPI and Ex:Mo parameters on the Septonex concentration in

systems with LMW hyaluronan at a concentration of 15 mg/L
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3.5. Stability of CTAB/Septonex—hyaluronan system

Due to the potential applications of hyaluronan-surfactant aggregates as delivery systems, a basic
stability study was performed testing their storage stability and resistance to temperature changes,
with the addition of an electrolyte and against dilution. The stability was checked by detecting
changes in fluorescence probe characteristics and in particle sizes measured by dynamic light
scattering.

The stability experiments were realized with a single hyaluronan concentration of 15 mg/L and
two surfactant concentrations located behind the critical aggregation concentration in the
homogeneous region, just before the gel-phase separation (0.02 and 0.03 mM in the case of
CTAB, 0.05 and 0.07 mM in the case of Septonex). Hyaluronans of two molecular weights
(LMW and HMW) were tested.

Generally, no significant differences in the stability between the CTAB and Septonex systems
were found. The size distributions of both types of the systems before any temperature changes or
composition modifications, were almost the same or very similar. Shifts of maximum of size
distribution showed no significant trends which would depend on the surfactant. The
fluorescence indices EmPI and ExPI indicated a similar polarity in both systems under the given
conditions, whereas the Ex:Mo parameters were slightly lower for systems containing Septonex
compared to the system with CTAB, probably due to various critical aggregation and critical
micelle concentrations in the systems with CTAB and Septonex. Only the results obtained for the

Septonex systems are discussed.

3.5.1. Time stability

The pyrene polarity indices did not show changes pointing to disaggregation during the three

months of storage at 4 °C; for example, see Figure 8. ExPI values of about 1.3 correspond to the

26



occurrence of the induced micelles in the systems after the critical aggregation concentration.
This indicates the stability of the formed hydrophobic domains and their solubilization abilities.
The excimer to monomer ratio decreased in time, especially after about one month of storage.
This points to an uneven distribution of the solubilized pyrene molecules just after the
preparation of the samples. During storage, pyrene is redistributed more evenly and, thereby, the
probability of excimer formation is reduced. This can be viewed like some “ripening” of the
system containing solubilized hydrophobes. All of the studied systems showed similar trends in
the fluorescence parameters.

From the point of view of the particle size distribution, it was found that distributions changed
only negligibly and systems remained monodisperse. Particle sizes were mostly in the range of

100400 nm (see Figure SF3 in the Supplementary material).

1.7 0.7

1.6 - 0.6
-~ 0.5

0.4

]

ExPI1

03

0.2

0.1

0.0

SIEPS PO\ 23 and o S &5
\ o ? ¥ N \c&‘{:’ {\-\o\‘_b @o(‘ \ ¥ % = N \<\°":’ (\\o\‘j\ 0-\o“

Figure 8. Dependency of the ExPI and Ex:Mo parameters on the storage time for systems

containing 0.05 mM of Septonex and 15 mg/L of HMW hyaluronan
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3.5.2. Temperature stability

The polarity indices EmPI and ExPI slightly increased or were around constant values with the
increasing temperature in the investigated range of 10-50 °C. The most significant change of
polarity indices showed the system with the surfactant concentration of 0.05 mM in combination
with LMW hyaluronan (Figure 9). The recorded polarity changes showed that the aggregate shell
becomes less compact at a higher temperature, probably due to the increased mobility of the
surfactant molecules, and enables water penetration closer to the hydrophobic inner core. The
polarity indices values at high temperatures were not far from the situation where micelle
aggregates are disintegrated and pyrene molecules emit from the aqueous environment. The
Ex:Mo ratio decreased with the increased temperature corresponding to the decreased probability
of excimer formation. This is, again, a result of pyrene redistribution also connected to the
loosened aggregates structure. It should be noted that structural changes in the system are
reversible, the fluorescence parameters approximately return to the original values after returning
the temperature from 50 °C to 10 °C. The aggregates can be viewed as stable in a heating-cooling

cycle.
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Figure 9. Dependency of the ExPI and Ex:Mo parameters on an increasing (full symbols) or
decreasing (empty symbols) temperature for systems containing 0.05 mM of Septonex and 15

mg/L of LMW hyaluronan

3.5.3. Effect of ionic strength

As stated in section 3.3 above, the presence of a low molecular weight electrolyte in the system
during the mixing of the hyaluronan and surfactant solutions had a profound effect on their
mutual interactions. Here, the stability of the hyaluronan-surfactant aggregates prepared in pure
water against the addition of NaCl at a physiological concentration was tested. The polarity
indices showed significant increases after the addition of NaCl (remember the negligible volume
change, i.e. dilution) indicating the disintegration of the aggregates in the system which
corresponds to the EmPI and ExPI values of about 1.5 and 2.6, respectively. The Ex:Mo
parameter decreased which corresponds to the structural changes in the system, which occurs as a
result of the screening of the electrostatic attraction in the system after the NaCl addition (Figure
10). Structural changes showed up in the size distribution of the system too. In the case of an
aqueous solution, the system was monodisperse and the particle sizes were in the range of 100—
150 nm. After the NaCl addition (in the physiological solution), the system became polydisperse

and the particle sizes were in the range from 30 nm to 2200 nm with three maxima (Figure 11).
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Figure 10. Polarity index of the ExPI and Ex:Mo ratio changes after the NaCl addition to the

Septonex (0.05 mM)-hyaluronan (15 mg/L) system
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Figure 11. Particle size distribution of the Septonex (0.05 mM)-hyaluronan (15 mg/L) system in

water (solid line) and after the NaCl addition (dashed line)

30



3.5.4. Effect of dilution

After dilution by hyaluronan solution, the polarity indices increased and the probability of
excimer formation (the Ex:Mo ratio) decreased significantly (Figure 12); the values of all
fluorescence ratios roughly corresponded to the values found before the induced aggregates
formation during the experiments discussed in section 3.4 above. These changes should be
attributed to the disintegration of the aggregates in the system and demonstrate the reversibility of
the aggregates formation. Consequently, the aggregates are not sufficiently stable to maintain a
hydrophobic solute in their interior upon dilution. In comparison to the gel phase, which could
not be dissolved in pure water, the electrostatic and hydrophobic [26] interactions holding the

aggregates in non-separated, clear systems are weaker.

ExPI
()

-
-
Ex:Mo

LMW HyA HMW HyA LMW HyA HMW HyA

Figure 12. The polarity index ExPI and the Ex:Mo ratio in the Septonex (0.05 mM)-hyaluronan
(15 mg/L; two different molecular weights) system before (darker columns) and after dilution

(lighter columns).
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4. CONCLUSIONS

The phase behavior of aqueous systems containing hyaluronan and an oppositely charged
surfactant was investigated in a very diluted region, i.e., at hyaluronan concentrations between 2
and 100 mg/L. The fluorescence probe technique with pyrene showed a typical double-S
dependency of pyrene polarity indices on the surfactant concentrations in non-phase separating
systems for the first time in hyaluronan-containing systems, no previous worked reported this.
This confirmed the formation of micellar structures induced by the presence of the oppositely
charged hyaluronan well below the standard critic al micellar concentration. Moreover, regions of
the gel-phase separation were also revealed. The gels incorporated the majority of the micellar
structures, which are supposed to form the crosslinks in the gel network. The phase diagram
could be specified in the very diluted region. The hyaluronan concentration, not the
polyelectrolyte:surfactant charge ratio was found to be the main parameter controlling the phase
behavior.

Aggregates formed in the homogeneous systems, represented by hyaluronan chains with
induced micelles attached, were stable during storage for three months, but were sensitive to
various disturbances. The smallest effect was found for the heating and cooling cycle, which
caused reversible changes in the aggregates structure. Significant changes, the destabilization of
the aggregates and the release of a solubilized hydrophobic substance, were observed upon
dilution or the increase of the ionic strength. Their potential application as delivery systems of

hydrophobes is, thus, questionable.
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1. Introduction

Cationic surfactants are known for their cytotoxic properties
[1-4] but due to their interactions with negatively charged sub-
stances - some kinds of drugs, nucleic acids, cellular surfaces, etc.
- they can serve as an interesting tool in drug or gene cell delivery,
for the study of cell trafficking processes, or in other cell struc-
ture visualisation techniques. The ability to form micelles is another
positive property of surfactants and a benefit which is used in drug
carriers [5]. Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), in partic-
ular, is commonly used as a compound in drug delivery systems;
for example, it is an ideal “shape-inducing” agent [6]. In general, it
is known that cationic surfactants exhibit the highest cytotoxicity
in comparison to anionic and non-ionic ones [7]. In spite of this,
several studies have shown the anticancer effect of CTAB or other
molecules containing the quaternary ammonium group [8-11].
Additionally, it was showed that these surfactants can behave as
cytotoxic agents in dependence on the target cell type - surfac-
tants were substantially cytotoxic to non-polarized cells in contrast
to polarized cells [12]. Interestingly, it was shown that CTAB cyto-
toxicity can be depressed by polymers: Alkilany et al. reduced the
CTAB-induced cytotoxicity of a CTAB-capped nanorods solution by
PAA (polyacrylic acid) polymer over-coating [13].

The ideal polymer for our study, aimed at surfactant cytotox-
icity modulation by forming complexes with oppositely charged
biopolymer, appeared to be hyaluronan (HyA), because in our pre-
vious study, the reduction of the cytotoxic effects of CTAB on
specific cell types in the presence of free sodium hyaluronate
(HyA) was described [14]. Hyaluronan is a naturally occurring gly-
cosaminoglycan composed of repeating [3-1,4-D-glucuronic acid
and 3-1,3-N-acetyl-p-glucosamine disaccharide subunits [15]. HyA
exhibits a wide spectrum of functions at various organism lev-
els [16] and due to its favourable properties — biocompatibility,
biodegradability, unique biomechanical features, and modifiabil-
ity (functional groups) - HyA is called a biomaterial of the near
future. Many HyA functions are conditioned by interactions with
HyA-binding proteins, which are specific to the place of concrete
HyA action [17-20].

As mentioned above, surfactants cytotoxicity could be regulated
when complexed with hyaluronan. However, HyA in these com-
plexes can play more roles, not only cell protecting but also it can
also help the complex to bind onto the cell surface (via its receptors)
and subsequently to move within the cell. Thus, the surfactant-HyA
complex can serve as a carrier of non-polar drugs solubilized within
the cores of surfactant micelles. HyA is degraded by hyaluronidases
(Hyals), especially Hyal1l and Hyal2. Extracellular HyA is attached
to Hyal2 anchored in the cell membrane and then cleaved [21].
It seems that this process is in cooperation with the HyA recep-
tor CD44. HyA is then transferred into the cell by endocytosis. In
lysosomal vesicles, HyA is cleaved again, but by HyAll and then
by exoglycosidases into monomers [16,22,23]. This pathway alone
could be a way for the delivery of complexes to cells. The effects
of HyA on cells have been well described, mostly thanks to its
wide medical applications and the needs of regenerative medicine
[24-31].

In this work, CTAB-HyA and Septonex-HyA complexes were
prepared and their cytotoxicity was determined in comparison
to native surfactants. In contrast to the previous study [14], in
which the surfactant and hyaluronan were added to cells sepa-
rately one at a time, the pre-prepared surfactant-HyA complexes
were applied on cells. Further, Septonex, a structural analogue of
CTAB, was also investigated. In addition, we were interested in
the role of fetal bovine serum (FBS) in the ability of cells to over-
come stress conditions (i.e. the presence of native surfactants or
surfactants—HyA complexes). FBS (the blood fraction after clotting,
free of blood cell elements)is a crucial component of the cell growth

Table 1
Composition of hyaluronan-surfactant complexes and their zeta potential (values
in parentheses represent the standard deviation).

CTAB (mM) HyA (mg/l) Zeta potential (mV)
0.04 5 —14(2)

0.05 5 -8(2)

0.05 30 -15(2)

0.05 50 —34(5)

0.08 30 -29(1)

0.08 50 -19(5)

0.10 30 -26(1)

0.10 50 —28(4)

Septonex (mM) HyA (g/1) Zeta potential (mV)
0.03 1 -70(1)

0.06 1 -72(2)

0.08 1 —68(3)

medium because it provides supplements important for cell culti-
vation in vitro (for adhesion, division, survival etc.). However, the
major compound of FBS, bovine serum albumin, is known to inter-
act with various molecules (it provides a variety of binding sites for
both hydrophobic and negatively charged hydrophilic moieties),
and the behaviour of surfactants in complexes could be affected by
this protein [33,34]. Moreover, it has already been demonstrated
that cell behaviour and morphology can be substantially influenced
by the presence or absence of FBS in general [14,35].

Surfactants with regulated cytotoxicity might play a role in drug,
gene, or diagnostic dye carriers (thanks to the use of the natural
HyA-transport system) and could exhibit only a moderate and con-
trollable antiseptic activity (thanks to HyA’s protective activity).
The results could help to raise the profile of surfactant-HyA com-
plexes with respect to their use in practical cell biology and clinical
applications.

2. Materials and methods
2.1. Surfactants and hyaluronan

Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) was purchased from
Sigma-Aldrich (Czech Republic) and carbethoxypendecinium bro-
mide (Septonex) from GNB chem (Czech Republic), both used as
received. Hyaluronan was purchased from Contipro Biotech (Czech
Republic); two batches were acquired—one with a weight-average
molecular weight of 1000 kDa was used in the preparation of com-
plexes with CTAB, while the other with a weight-average molecular
weight of 936 kDa was used in complexes with Septonex.

Solutions of complexes were prepared by mixing hyaluronan
and surfactant stock solutions, prepared in deionized water, to
obtain the desired final concentration. The surfactant solution was
always added dropwise to the hyaluronan solution. In the case of
CTAB-hyaluronan complexes, the hyaluronan concentration had
to be sufficiently low in order to prevent precipitation and prepare
homogeneous solutions of complexes. The concentrations of CTAB
in complex solutions were 40, 50, 80 and 100 .M; three hyaluro-
nan concentrations were tested: 5, 30 and 50 mg/l. In the case of
Septonex-hyaluronan complexes, only one hyaluronan concentra-
tion was used (1 g/l) at three different surfactant concentrations:
30, 60 and 80 M. Eleven different samples of complexes were thus
prepared and used in experiments; their exact composition is given
in Table 1.

The prepared complexes were characterized by their particle
size distribution (measured by dynamic light scattering) and their
zeta potential (measured by laser Doppler micro-electrophoresis)
using a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK).
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2.2. Cell culture

Human osteoblasts were used because they are a well-
established and reproducible cell line suitable for this type of
primary testing. The cells were incubated under different condi-
tions for 24 h, when the treated cells were observed using light
microscopy. This time period was found to be reasonable to obtain
reproducible data and before all cells were destroyed in the pres-
ence of surfactants only. SAOS-2 cells (a human osteoblast-like cell
line derived from osteosarcoma, obtained from Deutsche Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen (GmbH) in Germany)
were cultured at 37°C in a 5% CO, atmosphere and in McCoy’s 5A
medium without phenol red (PromoCell, Germany) supplemented
with 15% heat inactivated FBS (PAA, Austria), penicillin (20 U/ml,
Sigma-Aldrich, USA) and streptomycin (20 pg/ml Sigma-Aldrich,
USA).

2.3. Cell treatment with surfactant—HyA complexes

SAOS-2 cells were suspended using trypsin/EDTA and plated
at a concentration of 20,000 cells/cm? onto a 96-well plate in the
above mentioned culture medium and under the abovementioned
conditions for 24 h. After 24 h, the cells were treated with com-
plexes diluted 1:9 in fresh medium, with “only HyA”, or with “only
surfactant” with or without FBS. In the latter, after 4 h of incuba-
tion without FBS, FBS was added to a final concentration of 15%
(non-standard conditions).

2.4. Light microscopy

Phase contrastimages of the cells were obtained using an Eclipse
Ti-S microscope (Nikon, Japan) and a DS-Qi1Mc DigitalCamera
(Nikon). Images were acquired with a 10x lens and adjusted by
Image] (Rasband, W.S., Image], US National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2015)
and Cell Profiler (Broad Institute, USA) software. Fig. 1 shows typical
examples of obtained images.

2.5. Measurement of cell metabolic activity

A metabolicactivity test (Cell Titer 96 AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay, MTS, Promega, USA) was performed according
to the standard protocol (the reduction of MTS reagent to a coloured
formazan product was induced by viable cells). 24 h after the addi-
tion of surfactant, the absorbance was measured in a 96-well plate
using a multi-detection micro-plate reader (Synergy™ 2, BioTek,
USA). The measured results were expressed relative to the control
(“only cells™).

2.6. Statistical analysis

Results from MTS tests were obtained from two independent
experiments performed in four parallels. Data were statistically
analysed by the Wilcoxon rang test; the obtained values were
tested for statistically significant differences at an alpha level of
0.05.The statistical evaluation was performed using Statistica (Stat-
Soft CR, s.r.0.) and Microsoft Excel software.

3. Results and discussion

Our previous study [14] revealed that osteoblasts treated with
low CTAB concentrations did not show significantly reduced cell
viability; however, their metabolic activity decreased with increas-
ing CTAB concentrations. A 1 mM or higher CTAB concentration
caused a dramatic reduction in cell metabolic activity. Adding HyA
to the medium CTAB cytotoxicity was moderated, but only at the

low CTAB concentration (not exceeding 0.2 mM). Consequently,
low surfactant concentrations were used in the present work. These
low concentrations were also dictated by the effort to avoid the
precipitation of hyaluronan-surfactant aggregates which occurs
at elevated surfactant concentrations [36,37] and to obtain clear
colloidal solutions of hyaluronan-surfactant complexes.

In contrast to the previous study [14], the surfactant and
hyaluronan were added to cells just in the form of the pre-prepared
complexes. The formation of complexes between oppositely
charged surfactants and polyelectrolytes, mainly on the basis of
their electrostatic interactions, is a well-known fact [32,36,37].
The complexes were characterized by the two parameters rel-
evant for their supposed interactions with cells—the size and
charge. Measurements of particle sizes showed no clear depend-
ence on concentration; all complexes were polydisperse with a
main peak around 30 nm and a minor peak around 250 nm. A typ-
ical example of the measured size distribution is given in Fig. S1
in Supplementary material. Because the surfactant concentrations
were well below their standard critical micellar concentrations,
the polydispersity is believed to have been caused essentially by
the presence of hyaluronan chains containing different numbers
of attached induced micelles or even by the presence of struc-
tures formed by several biopolymer chains attached to the same
induced micellar structure. The induced micelles are the micellar
structures which are formed in solutions containing a polyelec-
trolyte and an oppositely charged surfactant at a concentration
lower than their critical micellar concentration [32]. Zeta poten-
tial values are given in Table 1. They had negative values in all
cases, indicating the prevailing negative charge of the complexes.
This is an indication of the “elimination” of the surfactant’s positive
charges by interactions with hyaluronan. Complexes prepared from
Septonex had significantly lower values due to the higher concen-
tration of anionic hyaluronan. In the case of CTAB-based complexes,
a lower hyaluronan concentration usually resulted in increased
values of zeta potential. A typical example of the measured
zeta potential distribution is shown in Fig. S2 in Supplementary
material.

Fig. 2 shows that under standard conditions, the metabolic activ-
ity of cells treated with all of the used “only CTAB” concentrations
was significantly decreased in comparison to the “only cells” con-
trol. Levels of cell metabolic activity after 4 uM or 5 uM CTAB
treatments reached 75% or 80%, respectively. This is on the edge of
cytotoxicity. Cytotoxicity is often defined by a drop in cell metabolic
activity to under 75% [38], thus 8 wM or 10 uM CTAB concentra-
tions (cf. Fig. 2) were already determined to be cytotoxic (inducing
cell viabilities of 72% or 59%, respectively). The lowest HyA concen-
tration (0.5 mg/l) was able to reduce the negative effect of “only
CTAB” at its lowest concentration (4 wM). Higher HyA concen-
trations (3 mg/l and 5mg/l) were able to significantly reduce the
negative effects of all higher CTAB concentrations (5 pM, 8 wM and
10 wM). The contrast between the protective effects of the low-
est and higher HyA concentrations is clearly apparent at the 5 uM
concentration of CTAB and its complexes (see Fig. 2). As shown in
the graph, the regenerative ability of HyA increased proportionally
with the increase in CTAB concentration. All “only HyA” concen-
trations exhibited a positive effect on cell viability. Taken together,
statistically significant differences between “only CTAB” and their
complex analogues with higher HyA concentrations (3 mg/l and
5mg/l) were observed in all cases. Thus, HyA in CTAB complexes
is able to moderate the cytotoxicity induced by CTAB in general.
Our results are more or less analogous to a reduction in CTAB cyto-
toxicity achieved by coating particles with polymers (specifically
PAA) [13]. The moderation of cytotoxicity by HyA could be used for
CTAB applications in which this surfactant plays the role of an effec-
tive disinfectant [4]. Thus, HyA could be used to regulate surfactant
antiseptic effects.
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Fig.1. Phase contrastimages (10x magnification) of human osteoblasts (SAOS-2) after 24 h treatment with surfactants (CTAB or Septonex (B)) or with complexes of surfactants
and HyA (C) in the presence of FBS (with FBS) or in the absence of FBS (without FBS) during first 4 h of cultivation. (A)—untreated cells (only cells).
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Fig. 2. Human osteoblast metabolic activity after 24 h treatment with CTAB or CTAB-HyA complexes. FBS was present during the whole period of treatment (standard
conditions). $—significance at alpha level 0.05 compared to control (only cells); *—significance at alpha level 0.05 compared to surfactant alone at the corresponding

concentration based on the Wilcoxon rang test.

Results obtained under non-standard conditions with CTAB are
shown in Fig. 3. A significant decrease in cell viability in most of
the “only CTAB” samples (but not at the 4 uM CTAB concentration)
compared to the “only cells” control was observed. Surprisingly,
cells under non-standard conditions withstood the presence of
4 M CTAB better than those under standard conditions, which
could be explained by mild stress inducing higher mitochondrial
activity (and, hence, the detection of higher metabolic activity). On

the other hand, higher CTAB concentrations (5 .M and above) were
tolerated by cells under non-standard conditions substantially
worse than under standard conditions. This indicates higher cell
sensitivity to higher CTAB concentrations under non-standard con-
ditions compared to standard conditions. The differences between
“only CTAB” and its complex analogues were statistically signif-
icant in all cases. Moreover, the differences were more marked
when compared to standard conditions. In contrast to standard
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Fig. 3. Human osteoblast metabolic activity after 24 h treatment with CTAB or CTAB-HyA complexes. FBS was added after the first 4 h of treatment (non-standard conditions).
$—significance at alpha level 0.05 compared to control (only cells); *—significance at alpha level 0.05 compared to surfactant alone at the corresponding concentration based

on the Wilcoxon rang test.

conditions, even the lowest HyA concentration (0.5 mg/l) statis-
tically significantly reduced the negative effects caused by the
5 wM CTAB concentration. Higher HyA concentrations (3 mg/l and
5mg/l) in complexes with CTAB exhibited a highly positive effect
on cell metabolic activity—this effect again rose proportionally with
increasing CTAB concentration.

Generally, our results obtained with CTAB suggest that (i) cells
are more sensitive to CTAB cytotoxicity (at concentrations above
5wM) in the absence of FBS (non-standard conditions) compared
to the setup with FBS present (standard conditions), (ii) FBS plays
a positive role under the stress conditions induced by the presence
of surfactant, and (iii) the cell protection offered by HyA is greater
in the temporary absence of FBS (non-standard conditions). These
results are in agreement with those from our previous study [14],
in which free HyA was added to CTAB treated cells under standard
and non-standard conditions. Furthermore, the protective effect of
serum was also previously observed on keratinocytes [39]. FBS pos-
itive role could be ascribed to its binding on the cell surface and/or
formation of aggregates between the Hya-surfactant complexes
and proteinaceous components of serum [14].

Cells under standard conditions treated by Septonex showed a
significant decrease in metabolic activity when treated with “only
Septonex” and also with all of the Septonex complexes with HyA
in comparison to the “only cells” control (see Fig. 4). However,
cytotoxicity was observed only at higher concentrations (6 WM and
8 wM). Statistically significantly higher levels of cell viability were
observed in all Septonex complexes with HyA compared to “only
Septonex”. Although these differences were not as apparent as in
the case of CTAB, the positive effect of HyA rose proportionally
with increasing Septonex concentration. Thus, HyA in complexes
was again able to reduce cytotoxicity—in this case, the cytotoxicity
induced by Septonex. In addition, the use of a comparable concen-
tration of Septonex and CTAB (8 wM) indicated that Septonex was
more cytotoxic. This could point to differences in CTAB and Sep-
tonex binding to cell membrane due to their structural differences.

Fig. 5 shows that under non-standard conditions, the data
revealed a significant drop in cell metabolic activity under the “only
Septonex” treatment and also under all of the Septonex/complex
treatments in comparison to the “only cells” control (similarly
to standard conditions). Cytotoxicity was observed when Sep-

tonex at concentrations of 6 WM and above was used (see Fig. 5).
This cytotoxicity was higher under non-standard conditions com-
pared to standard conditions. Nevertheless, significantly higher cell
metabolic activities were detected when Septonex complexes were
added to cells in comparison to “only Septonex”, the one excep-
tion being Septonex at a concentration of 3 WM. Interestingly, the
cell metabolic activities corresponding to 3 wM Septonex and the
3 M Septonex-HyA complex were comparable. It seems that 3 M
Septonex under non-standard conditions acted as a mitochondrial
activator. It is possible that very low Septonex concentrations could
provoke cells to increase their metabolic activity. A similar effect
was also observed in a previous study, when low concentrations of
detergents caused increases in proliferative activity and mitochon-
drial metabolism in keratinocytes [39]. The cytotoxicity induced by
higher Septonex concentrations (6 wM and 8 M) was substantially
reduced by the presence of HyA—this effect again rose proportion-
ally with increasing Septonex concentration. The trend of metabolic
activity in the presence and absence of FBS was similar, but cell via-
bility under non-standard conditions was reduced overall. Thus,
similarly to the results obtained for CTAB, a positive effect of FBS
on cells treated by Septonex was observed. More significant HyA
protection under non-standard conditions compared to standard
conditions was also detected. In general, surfactant cytotoxicity
reduction induced by HyA under higher surfactant concentrations
could be due to the formation of stable micellar structures anchored
on the biopolymer chain under these concentration conditions,
preventing surfactant molecules from interactions with cell mem-
branes.

Direct comparison with previous results, in which HyA and sur-
factants were not in the form of complexes, is very difficult due to
the differences in concentrations which can be used in the prepa-
ration of complexes. The differences in cytotoxicity between plain
surfactant and surfactant combined with hyaluronan were found
to be more profound if hyualuronan was present in the form of a
complex with surfactant. Therefore, it can be generally concluded
that the protective effect of hyaluronan is greater when complexed
with surfactant.

Taken together, all the presented results indicate the potential
of HyA as a useful modulator of CTAB or Septonex induced cytotox-
icity.
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Fig.4. Human osteoblast metabolic activity after 24 h treatment with Septonex or Septonex-HyA complexes. FBS was present during the whole period of treatment (standard
conditions). $—significance at alpha level 0.05 compared to control (only cells); *—significance at alpha level 0.05 compared to surfactant alone at the corresponding

concentration based on the Wilcoxon rang test.
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Fig. 5. Human osteoblast metabolic activity after 24 h treatment with Septonex or Septonex-HyA complexes. FBS was added after the first 4 h of treatment (non-standard
conditions). $—significance at alpha level 0.05 compared to control (only cells); *—significance at alpha level 0.05 compared to surfactant alone at the corresponding

concentration based on the Wilcoxon rang test.

4. Conclusion

In our study, HyA demonstrated the ability to protect cells
against toxic cationic surfactants (CTAB and Septonex) when
present in the form of a pre-prepared surfactant-HyA complex. The
results also confirm and emphasize the role of FBS in cell response
to stress conditions. Cells were more sensitive to surfactant toxicity
in the absence of FBS. At the same time, cell protection by HyA was
more efficient during the temporary absence of FBS. The combina-
tion of HyA and FBS thus provides the most efficient form of cell
protection.
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The cationic surfactants carbethoxypendecinium bromide (Septonex) and cetyltrimethylammonium bro-
mide (CTAB) are known to be harmful for certain cell types (bacteria, fungi, mammal cells, etc.). Colloidal
complexes of these surfactants with negatively-charged hyaluronic acid (HyA) were prepared for poten-
tial drug and/or universal delivery applications. The complexes were tested for their cytotoxic effect on
different human cell types - osteoblasts, keratinocytes and fibroblasts. Both the CTAB-HyA and Septonex-
HyA complexes were found to reduce the cytotoxicity induced by surfactants alone concerning all the
tested concentrations. Moreover, we suggested the limits of HyA protection provided by the surfactant-
HyA complexes, e.g. the importance of the amount of HyA applied. We also determined the specific
sensitivity of different cell types to surfactant treatment. Keratinocytes were more sensitive to CTAB,
while osteoblasts and fibroblasts were more sensitive to Septonex. Moreover, it was indirectly shown
that CTAB combines lethal toxicity with cell metabolism induction, while Septonex predominantly causes
lethal toxicity concerning fibroblasts. This comprehensive study of the effect of surfactant-HyA com-
plexes on various human cell types revealed that HyA represents a useful CTAB or Septonex cytotoxic
effect modulator at diverse levels. Potential applications for these complexes include drug and/or nucleic
acid delivery systems, diagnostic dye carriers and cosmetics production.
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1. Introduction

Cationic surfactants make up commonly used agents for a range
of molecular biology methods and are known for their antiseptic
qualities, which makes them ideal for use in the field of medicine.
Furthermore, such surfactants also make up attractive substances
for use in a variety of new therapeutic and molecular biology
applications due to their micellar behaviour, antiseptic properties,
wide availability and affordability. The two surfactants employed
in this study — CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) and Sep-
tonex (carbethoxypendecinium bromide) — belong to this group
of materials. Their potential application in the medical and molec-
ular biology fields includes that of drug or universal (nuclei acid,
diagnostic dye etc.) delivery systems based on the positive charge
of both surfactants and as one of the components that make
up antiseptic-hydration agents employed in the pharmaceutical
industry. Generally, both CTAB and Septonex are widely used and
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are well-known cationic surfactant agents, with the latter par-
ticularly being used in a number of pharmaceutical preparations
in the Czech Republic. While the two surfactants are structurally
closely related, the hydrocarbon chain in Septonex is one car-
bon atom shorter than in CTAB and its polar head, in contrast
to CTAB, contains the carbethoxy group. Despite their relatively
common use, however, the natural cytotoxicity of both surfac-
tants may present a fundamental complication with respect to
certain advanced applications in organisms; indeed, in addition
to their positive antimicrobial effects [1], a number of undesirable
side-effects have been observed on mammalian cells, i.e. cationic
surfactants have been proved to be inducers of apoptosis in low
concentrations and necrotic cell death inducers in higher concen-
trations [2,3]. However, it is possible to minimise such negative
side-effects so as to allow for the advanced application of sur-
factants. Interestingly, the issue of the reduction of undesirable
cytotoxicity is closely connected to research on nanoparticles with
respect to their drug delivery potential. CTAB is often used for
nanoparticle synthesis purposes; however, this surfactant remains
bound to particles even following preparation thus inducing cyto-
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toxicity, which substantially complicates cell application in general
[4].

Polymer application provides an interesting method via which
to reduce surfactant cytotoxicity [4]. A good example of surfac-
tant toxicity and the polymer reduction effect was provided by
an experiment in which gold nanorods were separately covered
with either CTAB or commonly used PEG (polyethylene glycol)
[3]. More recently, further evidence was presented concerning the
high degree of efficiency of synthetic polymers in the reduction of
cytotoxicity induced by surfactants [5,6]. However, with respect to
biomaterial applications, polymers naturally occurring in organ-
isms appear to provide the best candidate in terms of clinical
applications. Moreover, in addition to reducing the level of cyto-
toxicity, natural polymers are more likely to be tolerated by the
immune system, are universally biocompatible and degrade natu-
rally within organisms. At the same time, with respect to the natural
occurrence of polymers (and their receptors) and the rarity of such
occurrences in tissue, such polymers may also serve as a tool for
the targeting of specific tissue.

Hyaluronic acid (HyA), a naturally-occurring glycosaminoglycan
composed of repeating [3-1,4-D-glucuronic acid and [3-1,3-N-
acetyl-D-glucosamine disaccharide subunits, appears to provide
the ideal natural polymer. HyA participates in the maintenance
of tissue homeostasis and hydration and is an essential compo-
nent of the extracellular matrix. It plays a role in cell migration,
proliferation and general signalisation. Moreover, it is a commonly
occurring substance within organisms and has an abundant num-
ber of receptors on cells (CD44, RAMM). Furthermore, it is also
well-known for its biocompatibility and high level of modifiabil-
ity [7,8]. The attractiveness of HyA for many researchers is further
enhanced simply by its omnipresence within organisms [9] which
allows it to serve as a carrier of universality under specific con-
ditions. On the other hand, the high modifiability of HyA and
proved overexpression of CD44 in certain types of tumour cells may
allow this polymer to become a carrier with high specificity. Fur-
thermore, cell-extracellular matrix interactions and migration are
generally directly connected to the main HyA receptors, i.e. CD44
and RHAMM (a receptor for HyA-mediated motility which triggers
cellular signalisation viaits interaction with HyA and CD44)[10,11].
It appears that these receptors are crucial for the interaction of
extracellular HyA with cells and thus also for new potential deliv-
ery systems based on HyA. As mentioned previously, HyA-CD44
interactions make up potential drug carriers and, moreover, pro-
vide for the possibility of selective targeting based solely on CD44
interactions [12]. In general, the potential of HyA with respect to
clinical applications and the development of new materials has
been supported by a range of observations connected with the
positive effects of HyA on cells [13,14]. A good example of the
positive effects of HyA on cells and its generally high level of effi-
ciency was provided by the simple substitution of the frequently
used polymer PEG with HyA for the coating of nanoparticles [15].
Interestingly, a number of effects of the molecular weight of HyA
on its functioning have been observed. Indeed, molecular weight
appears to be critical in terms of the interaction of HyA with cells
(low/intermediate HyA molecular weights are usually defined as
<800 kDa and high molecular weights as >800 kDa [16]). While low
molecular weight HyA has a low affinity to CD44 (the dominant cell
receptor for HyA) and thus has the potential for passive transport to
cells, high molecular weight HyA has the potential for active trans-
port as a consequence of delivery via CD44. The CD44 preference
for high molecular weight HyA could be used for targeting to cells
with an overexpression of CD44, e.g. tumour cells [15], a fact which
enhances both the overall potential of HyA and its applicability with
respect to delivery systems based on HyA [17].

This contribution provides a comprehensive study of the effect
of surfactants and complexes thereof with HyA on different human

Table 1

The composition and the charge ratio of individual CTAB-HyA and Septonex-HyA
complexes. Final working concentrations are indicated. * HyA - 5 mg/l and 500 mg/1
concentrations are indicated in the text as lower and higher HyA concentration,
respectively.

CTAB (M) HyA (mg/1)* charge ratio Hya:surfactant
3 5 42
500 415
6 5 2,1
500 208
8 5 1,6
500 156
Septonex (M) HyA (mg/1) charge ratio Hya:surfactant
3 5 4,2
500 415
6 5 2,1
500 208
8 5 1,6
500 156

cell types with a focus on the reduction of surfactant cytotoxic-
ity when combined with HyA in a pre-mixed complex, as well as
an indication of the limits related to the protection provided. It
is hoped that the study will serve as a base for the development
of a transfer system based on complexes consisting of surfactants
and HyA for the purposes of a range of clinical and molecular
biology applications. Clearly, surfactants may assume the role of
hydrophobic cargo transporters (due to their positive charge) or
that of “killers” due to their cytotoxicity in such a transfer system.
On the other hand, the addition of HyA should reduce the degree
of toxicity of the surfactants through the coating of their surfaces
and, at the same time, provide support for their binding to the
cell membrane via HyA-specific receptors. Following cell entry, the
transferred cargo may be released or the surfactants may assume
the role of endogenous cell destroyers.

2. Materials and methods
2.1. Surfactants and hyaluronan

Hyaluronan (sodium salt of hyaluronic acid — HyA) with a
weight averaged molecular weight of 639 and 903 kDa (determined
by the producer using the SEC-MALLS technique), was purchased
from Contipro Ltd, Czech Republic. CTAB was purchased from
Sigma-Aldrich, Czech Republic and Septonex from GBNchem, Czech
Republic. The surfactants were of the best quality available and
were used as received without further purification. Stock solutions
of the various components were prepared in deionised water, while
surfactant-HyA complex solutions were prepared by means of the
gradual dropping of the surfactant stock solutions into the biopoly-
mer stock solutions until the desired concentrations were obtained.
Due to subsequent dilution in the cell studies, the complexes were
prepared at ten times higher concentrations than the final concen-
trations given in Table 1.

The concentrations of the surfactants and HyA were selected
on the basis of a previous study conducted by the authors [18,17]
and aimed at exerting a reasonable effect on the cells. Further, the
concentrations were selected bearing in mind the various colloidal
aspects. While the surfactant concentrations were well below their
standard critical micelle concentration, they were in the region in
which the formation of micelles upon the HyA added was detected
(generally, the formation of micelles was induced by the presence of
oppositely-charged polyelectrolyte) and no phase separation of the
surfactant-HyA complexes was observed. The formation of induced
micelles was confirmed by using pyrene as a fluorescence probe
and measuring the pyrene polarity index [19]. The polarity index
decreased steeply in the selected concentration region indicating
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the formation of hydrophobic domains and the solubilisation of
pyrene within them (data not shown). Increased surfactant concen-
tration can lead to the precipitation of surfactant-HyA complexes.
The lower HyA concentration was selected as the lowest concentra-
tion exerting a sufficient degree of protective effect as determined
in preliminary experiments with CTAB. In the case of preliminary
experiments with Septonex, it appeared that the concentration had
to be significantly higher; therefore, a higher HyA concentration
was also tested (on both surfactants).

2.2. Cell culture

Human primary fibroblasts derived from skin (obtained from
FN Lochotin, Pilsen, Czech Republic) were cultured at 37°C in a
5% CO, atmosphere and in DMEM medium (Sigma-Aldrich, USA)
supplemented with 10% heat inactivated FBS (PAA, Austria), 1%
l-glutamine (Sigma-Aldrich, USA), 1% glucose and 1% penicillin
(20U/ml, Sigma-Aldrich, USA) and streptomycin (20 p.g/ml Sigma-
Aldrich, USA). Spontaneously immortalised human keratinocyte
cell line HaCaT (obtained from ATCC — LGC Standards, Poland)
was cultured at 37°C in a 5% CO, atmosphere and in DMEM
medium (Sigma-Aldrich, USA) supplemented with 10% heat inacti-
vated FBS (PAA, Austria), 1% l-glutamine (Sigma-Aldrich, USA) and
0.1% gentamicin (Sigma-Aldrich, USA). Human osteoblasts (SAOS-
2; a human osteoblast-like cell line derived from osteosarcoma,
obtained from Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zel-
lkulturen (GmbH) in Germany) were cultured at 37°C in a 5%
CO, atmosphere and in McCoy’s 5A medium without phenol red
(PromoCell, Germany) supplemented with 15% heat inactivated
FBS (PAA, Austria), 1% penicillin (20 U/ml, Sigma-Aldrich, USA) and
streptomycin (20 pg/ml Sigma-Aldrich, USA).

2.3. Cell treatment with surfactant-HyA complexes

The fibroblasts, osteoblasts and keratinocytes were suspended
using trypsin/EDTA and plated at a concentration of 20 000
cells/cm? onto a 96-well plate in the above-mentioned culture
medium and under the above-mentioned conditions for 24 h after
which the cells were treated with the complexes, free HyA or
free surfactant diluted at a ratio of 1:9 in fresh medium with FBS
(standard cultivation conditions) or without FBS (non-standard
cultivation — stress conditions); the concentrations finally used
are shown in Table 1. Under non-standard cultivation conditions,
applied to the osteoblasts only, FBS was added (to a final concentra-
tion of 15%) to cells the incubated in the FBS-free medium following
4 h of incubation.

2.4. Light microscopy

Phase contrast images of the cells were obtained using an Eclipse
Ti- S microscope (Nikon, Japan) and a DS-Qi1Mc digital camera
(Nikon). Images were acquired with a 10 x lens and adjusted by
means of Image] software (Rasband, W.S., Image], US National Insti-
tutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/
,1997-2015).

2.5. Determination of cell metabolic activity

A metabolicactivity test (Cell Titer 96 AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay, MTS, Promega, USA) was performed according
to the standard protocol (the reduction of MTS reagent to a coloured
formazan product was induced by viable cells). 24 h following the
addition of the surfactant, absorbance was measured in a 96-well
plate using a multi-detection micro-plate reader (Synergy™ 2,
BioTek, USA). The measured results were expressed relative to the
control (“only cells”; untreated cells).

2.6. Imaging of fluorescently stained cells

The cells were fixed by means of 4% paraformaldehyde in PBS
at room temperature (RT) for 15min following the end of cell
metabolic activity measurement. They were then permeabilised in
0.1% Triton X-100 in PBS (Sigma-Aldrich, USA) at RT for 20 min and
stained using DAPI — fluorescent dye for cell nuclei — at RT for
45 min (1:1000; Sigma-Aldrich, USA).

The wide field nuclei images for the purpose of the deter-
mination of nuclei number were obtained using an Eclipse Ti-S
microscope and DS-U2 digital camera (Nikon, Japan). Images were
acquired using a 4 x lens and adjusted by means of Image] software
(Rasband, W.S., Image], US National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2015) and Cell Pro-
filer (Broad Institute, USA) software.

2.7. Statistical analysis

MTS test results were obtained from at least two indepen-
dent experiments performed in four to six parallels. The data was
statistically analysed by means of non-parametric Kruskal-Wallis
ANOVA with a subsequent post-hoc Multiple Comparison test; the
values obtained were tested for statistically significant differences
at an alpha level of 0.05. The statistical evaluation was performed
using Statistica (StatSoft CR, s.r.0.) and Microsoft Excel software.

3. Results and discussion

3.1. Determination of the effect of surfactants and HyA complexes
thereof on cell morphology

The complexes, modified according to the authors’ previous
results [17], were composed of various concentrations of CTAB and
HyA or Septonex and HyA (Table 1). The charge ratio provided in
Table 1 was calculated on the basis of the occurrence of one charge
on each surfactant molecule and one charge per each HyA disac-
charide repeating unit with a molar weight of 401.299 g/mol. The
negative charge originating from the HyA prevailed with respect to
all the compositions. Dynamic light scattering revealed the bimodal
distribution of particle sizes with peaks of around 20-30 nm and
250-350 nm with no unambiguous correlation with composition
or surfactant type. It was supposed that the smaller particles were
formed by free HyA chains or HyA chains interacting with individ-
ual surfactant molecules, whereas the larger particles were formed
by micellar aggregates covered with HyA. So as to enhance the
level of comparability, identical concentrations of HyA with CTAB
or Septonex were employed.

Three differing cell types — human primary cells: fibroblasts,
human immortalised cell lines: osteoblasts, and keratinocytes —
were pre-seeded and then exposed to CTAB-HyA and Septonex-
HyA complexes or their corresponding controls for 24 h (Fig. 1).
Cell morphological changes indicating cytotoxicity, and the rate
or intensity of cell reaction to the complexes or free surfactant
treatment were studied throughout the period of exposure. Light
microscopy provided a brief but sufficient live mode observation
with the minimisation of cell stress induction during imaging. With
respect to all the cell types tested, we observed a linear dependence
withincreased CTAB or Septonex concentration (both free and inte-
grated within the complexes)and a cumulative damage effect at the
cell morphological change level (Fig. 1). This phenomenon intensi-
fied proportionally over time (0 — 24 h). At the same time, as the
microscope images show, there was a clear difference between the
free surfactant and surfactant-HyA complexes in these respects.
Furthermore, the morphological differences between the two com-
plex analogues (which differed only in terms of HyA concentration)
and the highest surfactant concentrations of CTAB and Septonex
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Fig. 1. Phase contrast images of human osteoblasts (SAOS-2), human keratinocytes (HaCaT) and human fibroblasts after 24 h treatment with free surfactants (CTAB or
Septonex) or by complexes composed of surfactants and HyA under standard conditions; only cells are untreated control cells.
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Fig.2. Metabolicactivity of human fibroblasts (A), osteoblasts (B) and keratinocytes (C) 24 h after treatment with CTAB or Septonex and CTAB-HyA or Septonex-HyA complexes
under standard conditions expressed as a percentage of the untreated cells. $ - significance at alpha level 0.05 compared to control (untreated cells); * - significance at alpha
level 0.05 between surfactant and its complex analogue; # - significance at alpha level 0.05 between different Hya concentrations with the same surfactant concentration in
the complex — based on non-parametric Kruskal-Wallis ANOVA with subsequent post-hoc Multiple comparison test.

were well distinguished (Fig. 1). Similar free surfactant and sur-
factant complex effects had already been observed with respect to
osteoblasts in the authors’ previous publication [17]. However, the
present study revealed a somewhat surprising phenomenon with
concern to all the tested cell types, i.e. a minimum indication of
CTAB or Septonex cytotoxicity was recorded only in the presence of
complexes with lower HyA concentration (5 mg/l). The complexes
with a higher HyA concentration (500 mg/l) were characterised by
a level of cytotoxicity approaching that induced by free surfactant
— non-attached/dead cells.

3.2. Determination of the effect of surfactants and
surfactant-HyA complexes on cell metabolic activity

A detailed characterisation was performed employing cell
metabolic activity analysis. As shown in Fig. 2, changes in cell
metabolic activity induced by treatment with surfactants or
surfactant-HyA complexes exhibited a similar trend in all the

three cell types tested. We observed a clear relationship between
cytotoxicity and higher surfactant concentrations, which is in
agreement with both the presented microscope observation, the
authors’ previous results and results obtained by others in the past
[17,18,20]. The degree of cell viability diminished with increasing
concentrations of free surfactants and, at the same time, we noted
anincrease in viability in cases in which the same amount of surfac-
tant was incorporated into surfactant-HyA complexes. Following
on from previously observed differences between the cytotoxicity
induced by free and bound surfactants [20,21], the clear differences
determined between free surfactants and their complex analogues
appear to verify good interaction between the surfactants and HyA
resulting in good complex formation and compactness. As Fig. 2
also shows, a concentration of 6 wM (and above) of both free sur-
factants led to cytotoxicity in all the cell types tested — cell viability
was reduced to below 75-80% of the control value (untreated cells)
[22]. Further, an increase in viability and thus in the level of HyA
protection was more apparent in cases of higher surfactant con-
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Fig. 4. Determination of complex stability — metabolic activity of human osteoblasts treated with fresh, 4-weeks old and 10-weeks old CTAB complex(A) and Septonex
complex (B) 24 h after the treatment under standard conditions. $ - significance at alpha level 0.05 compared to control (untreated cells); * - significance at alpha level
0.05 between surfactant and its complex analogue; # - significance at alpha level 0.05 between different Hya concentrations with the same surfactant concentration in the
complex; ## - significance at alpha level 0.05 between different times with the same surfactants or complexes — based on non-parametric Kruskal-Wallis ANOVA with

subsequent post-hoc Multiple comparison test.

centrations; however, a more marked difference was evident in
this respect between the free surfactants (both CTAB and Septonex)
and both their complex analogues containing HyA. The results thus
correspond to the authors’ previous results according to which
the protective effect of HyA was more pronounced under higher
stress conditions (a higher amount of surfactant). However, unlike
in previous experiments, the modification of complexes to include
different HyA concentration (5 or 500 mg/1) employed in this study
allowed us to more accurately define the degree of HyA protec-
tion. As predicted by the microscopy results, metabolic activity
confirmed that the distinct protective effect of HyA in complexes is
limited — protection was defined only in complexes with a lower
HyA concentration (5 mg/l), whereas a higher HyA concentration
(500 mg/l) caused either a markedly lower degree of protection or
had no protective effect when compared to treatment with free
surfactants. The existence of limits to this protective phenomenon
is supported by the authors’ previous results involving the testing

of prepared “CTAB-HyA” and “Septonex-HyA” complexes with var-
ious CTAB- and Septonex-HyA concentrations [17]. HyA protection
was confirmed with respect to all three of the tested HyA con-
centrations contained in the complexes (0.5, 3 and 5 mg/l of HyA)
combined with surfactants, including in the presence of the high-
est levels of concentration of CTAB (10 M) and Septonex (8 M)
applied. It follows that HyA protection is limited on the one hand
by the concentration thereof in the complex and, on the other, by
surfactant concentration in the complex.

In general, it is reasonable to suggest that excessive concen-
trations of HyA in the complex lead to a loss of HyA protection
ability. Nevertheless, this reduction was observed only with respect
to HyA with surfactants; free HyA in both concentrations (5 and
500mg/l) exerted a comparable or positive effect on cell viabil-
ity in a similar way to the non-treated control cells (Fig. 6). Taken
together, this observation provides evidence that a reduction in
HyA protection is directly connected with surfactant presence.
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Moreover, this finding is supported by an interesting observation
[15], according to which the quality of HyA and its ability to inter-
act with cells may be altered significantly if it is not free and
interacts with other components (e.g. particles). In addition, this
alteration is fundamentally influenced by the molecular weight of
the HyA, which may substantially contribute towards cell inter-
action via the degree of binding capacity of the HyA molecule. A
further explanation for the observed decrease in HyA protection
under high HyA concentration conditions may lie in the differ-
ence in complex conformation induced solely by the amount of
HyA molecules. During the formation of complexes, the surfactant
binds to the HyA and divides itself between the HyA molecules
in the solution. From the macroscopic point of view, there are no
significant differences between complexes located in the polymer-
bound surfactant area though they are of different concentrations
[23,24]. However, interactions with cells occur at the microscopic
level, with respect to which the differences in molecular arrange-
ment may be significant. The principal interaction force consists of
the electrostatic attraction between the oppositely charged groups,
which most probably results in an altered HyA conformation com-
pared to non-interaction chains. In addition, the presence of an
attached hydrophobic tail or even micellar structures undoubt-
edly contribute to conformation changes. At higher concentrations,

the polyelectrolyte binds more surfactant molecules than at lower
concentrations (with the same surfactant concentration; [23]). The
resulting conformation of HyA in the complexes formed with higher
concentrations thereof may hinder its cell protective effect. It can
also be hypothesised that at high HyA concentrations, almost all the
surfactant molecules are well covered by biopolymer chains, i.e. are
wrapped within them in micellar form; surfactant-free biopolymer
chains exist and subsequently HyA serves as an effective trans-
porter into the cells and only here, following HyA degradation,
the toxic effect of the surfactant molecules is manifested. At lower
HyA concentrations, but with a charge ratio still higher than one,
surfactant molecules bind themselves to almost all the HyA macro-
molecules present, which thus lose their ability to interact with
cells effectively which, in turn, leads to more effective cell protec-
tion.

An analysis of metabolic activity changes at different cell type
levels revealed that the fibroblasts (Fig. 2A) and osteoblasts (Fig. 2B)
behaved in a more similar manner than either did with the ker-
atinocytes (Fig. 2C) following general surfactant treatment. While
the osteoblasts and fibroblasts reacted mildly to increased concen-
trations of both surfactants and their analogous complexes, the
keratinocytes reacted mildly only to Septonex treatment, while
they reacted dramatically to CTAB treatment. The sensitivity of the
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fibroblasts to both the surfactants altered markedly and was more
distinguishable with respect only to the highest surfactant concen-
tration (8 uM). Moreover, a higher sensitivity to Septonex than to
CTAB was evident. Unlike the fibroblasts, the osteoblasts exhibited
a higher degree of sensitivity to Septonex than to CTAB with con-
cern to all the concentrations tested. In contrast to the fibroblasts
and osteoblasts, the keratinocytes appeared to be extremely sensi-
tive to CTAB. As Fig. 2 shows, overall, the keratinocytes proved to be
the most sensitive cell type of all the tested cell types to surfactant
treatment. While the keratinocyte metabolism decreased rapidly
to below cytotoxic level (around 75%) [22], as early as in the pres-
ence of the lowest (3 wM) CTAB concentration, the metabolism of
the fibroblasts and osteoblasts markedly decreased to below this
level only in the presence of higher CTAB concentrations (6 M
and more). Indeed, this development is supported by the authors’
previous finding which revealed that the surfactant sensitivity
of keratinocytes was more similar than that of osteoblasts [18].
Taken together, the results clearly show that cell reactions to free
surfactants or complexes thereof with HyA are determined by a
combination of cell origin and cell sensitivity to the structure of
the surfactant. The dependence of toxicity only on the structure of
the surfactant and its subsequent impact on different cell types has
already been well described in the past by other authors[20,25-27].
The Indcio team demonstrated significant differences in the toxicity
of surfactants in polarised and non-polarised epithelial cells. These
differences were based solely on the chemical nature of the polar
head group of surfactants. Based on this evidence, our results indi-
cate that, in addition to elevated concentration, the sensitivity of
keratinocyte is given by its ability to distinguish between the chem-
ical structures of CTAB and Septonex. In comparison, fibroblasts and
osteoblasts react only to increasing concentrations of both surfac-
tants. It is proposed that one reason for the selective sensitivity of
keratinocytes may consist of their origin; in general, keratinocytes
make up the predominant cell type in the epidermis (the outer
layer of the skin), thus they are the first cells to come into con-
tact with external chemical substances and, thus, are required to be
selectively sensitive. Fibroblasts, in contrast, make up extracellular
matrix producers and form tissue stroma, and osteoblasts synthe-
sise bone tissue. Thus, both cell types perform a more structural
function which may well be linked to a higher level of mechanical
resistance. Further, the impact of the size of the different cell types
on the cytotoxicity phenomenon can be disregarded due to the
similarity in this respect of fibroblasts and keratinocytes (HaCaT),
which is in contrast to the significant difference in surfactant treat-
ment observed between these cell types.

3.3. Determination of the effect of surfactants and hyA-complexes
thereof on fibroblast cell number

The analysis of the effect of surfactants and HyA-complexes
thereof on cells was expanded to include the determination of
nuclei number (cell number), the aim of which was to assist in dis-
tinguishing between lethal cytotoxicity that results in cell death
and sub-lethal cytotoxicity that leads merely to cell metabolism
inhibition [28].

Generally, the cell number results (Fig. 3) corresponded with the
trend of the MTS results thus indicating that the MTS results reflect
both cytotoxicity and cell number. Despite the significant devia-
tions in the cell number results, more detailed analysis revealed an
interesting tendency which differed with respect to the two surfac-
tants, i.e. a certain percentage difference was noticeable between
the nuclei number and metabolic activity results (Fig. 2). CTAB
exerted a more marked influence in terms of reducing the num-
ber of cells than it did with concern to affecting metabolic activity,
which did not decline with the same degree of intensity. This
appears to suggest the higher lethal toxicity of CTAB and, at the

same time, an increase in the cell metabolism of the surviving cells.
This is supported by the study presented by Inacio’s team which
described levels of cytotoxicity induced by ammonium surfactants
which can play role only in mitochondrial respiratory inhibition,
which, in turn, is induced by their sub-lethal concentrations; on the
other hand, mitochondrial fragmentation and cell death, however,
are induced by their higher concentrations [28]. Further, Enomoto’s
team detected an increase in apoptotic features following CTAB
treatment under below-critical micellar concentrations [2]. Simi-
larly, a “switch” between surfactant- (CTAB) induced toxicity and
its ability to activate the mitochondrial metabolism of cells based
on surfactant concentration has been described previously [27].
Low concentrations of surfactants are able to elevate the rate of
cell mitochondrial metabolism. However, a different situation from
that of CTAB was observed with respect to Septonex treatment con-
cerning which, in general, a higher level of similarity of cell number
and metabolic activity was observed. Higher Septonex concentra-
tions appeared to lead to a mild elevation in both lethality and
cell metabolism, which is somewhat in contrast to the theory sug-
gesting that only low surfactant concentrations exert an activating
effect on cells [27]. However, this apparent contradiction may be
due to the chemical dissimilarity between Septonex and the other
surfactant tested, which may have caused the above-mentioned
alteration in terms of cell activation. Taken together, it appears that
Septonex (and its analogue HyA complexes) induces lower lethal
toxicity than does CTAB and does not have such a marked effect
on the elevation of cell metabolism. From the viewpoint of fibrob-
lasts as a cell type, this observation provides evidence of a higher
degree of cell tenderness with respect to Septonex than to CTAB.
At the same time, it seems that CTAB induced cell metabolism in
addition to lethal toxicity. Based on the previous observation that
antibacterial cationic surfactants make up apoptosis inducers [2],
we are able to predict that the observed lethality of both surfactants
is connected to the apoptosis phenomenon.

3.4. Determination of the stability of surfactants and
HyA-complexes thereof over time tested with respect to
osteoblasts

Due to the known instability of similar complexes over time
[29], the study included an investigation of possible changes affect-
ing free surfactants and their complex analogues over time (testing
of the same complex batches over time). The metabolic activity
was determined of cells treated with freshly prepared, 4-week old
and 10-week old solutions of free surfactants and their correspond-
ing complex analogues. In order to ensure the highest degree of
reproducibility of the obtained results, a well-defined immortalised
osteoblast cell line was used for this purpose. No significant changes
in cell metabolic activity were identified following the treatment
of the cells using the same, but varying in age, CTAB (Fig. 4A) and
Septonex (Fig. 4B) surfactants and their HyA-complexes. We sug-
gest that only very moderate changes (if any) were evident with
respect to the surfactant and complex solutions over time which
resulted in no noticeable changes in the level of HyA protection or
cytotoxicity of the free surfactants employed. Indeed, this finding is
supported by the good colloidal stability of the prepared complexes
during storage — no opacity or phase separation development was
observed, nor was there a shift in particle size distribution to higher
dimensions (data not shown).

3.5. Determination of the effect of surfactants and
HyA-complexes thereof on osteoblasts under standard and
non-standard conditions

Further, the well-defined osteoblast cell line was used for the
verification of the effect of complexes on cells under standard
(foetal bovine serum (FBS) present in the cultivation medium dur-
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ing whole of the incubation period) and non-standard conditions
(FBS added only 4 h following cell seeding). While FBS makes up
a typical representative standard cultivation component, it can-
not be used for clinical applications due its many potential health
risks [30]; nor should it be used due to requirements concerning
certain cell types and molecular-biological methods [31]. Fig. 5
demonstrates the positive role of FBS under stress conditions under
which the cells were treated with the surfactant (CTAB). This pos-
itive serum effect has already been observed in previous studies
[17,25,27,32]. The trend of cell viability under non-standard con-
ditions was similar to the standard trend, although it was reduced
in general. Despite a certain degree of viability reduction under
non-standard conditions, the results confirmed the applicability
of complexes under such conditions. These findings suggest the
potential for broader application in practice, e.g. the use of such
complexes for nuclei acid delivery purposes, which is usually per-
formed under serum-free conditions.

3.6. The effect of HyA molecular weight in a complex with CTAB
on osteoblast metabolic activity

Finally, potential differences between complexes made up of
HyA of differing molecular weights were determined. As men-
tioned in the introduction, it is known that the biological function
of HyA depends on its molecular weight. Thus, complexes of CTAB
with high molecular weight HyA (ca 900kDa) and a CTAB com-
plex with lower molecular weight HyA (ca 600 kDa) were studied
on osteoblasts under standard conditions. In addition, CTAB com-
plexes composed of the highest surfactant concentration (8 uM)
and a lower HyA concentration (5 mg/l) were tested since the pro-
tective role of HyA in this CTAB-HyA complex was found to be the
most extensive and significant in comparison to free CTAB (see
Fig. 1 and Fig. 2). Fig. 6 reveals no significant change in osteoblast
metabolic activity following treatment with complexes of differ-
ing HyA molecular weight. Thus, HyA protection in relation to
complexes with surfactants is determined solely by its concen-
tration (5 or 500 mg/l) and not by its molecular weight in the
range tested. This presumption is supported by Mizrahy et al. [15],
who demonstrated a linear relationship between the molecular
weight of HyA and its affinity to the CD44 receptor (the domi-
nant HyA receptor). This means that the molecular weight of HyA
directs “HyA-cell” interactions and thus the means of transport to
the cell. Furthermore, evidence was found of an alteration with
respect to general HyA affinity to CD44 induced by HyA molecu-
lar weight where the HyA was coated with nanoparticles (NPs),
i.e. not free. While the binding of free HyA of different molecular
weights (132 kDa, 700 kDa and 1500 kDa) to CD44 was very sim-
ilar, 132 kDa HyA-coated NPs bound less to cells than 700 kDa or
1500 kDa HyA-coated NPs. It seems that potential reaction sites on
lower-molecular-weight-HyA easily become unavailable to CD44
since they are depleted in terms of interaction with NPs as com-
pared to higher-molecular-weight-HyA where enough potential
reaction sites exist for both interactions — both CD44 and NP. Thus,
there appears to be no significant difference in terms of HyA pro-
tection between 600kDa and 900 kDa HyA, which the research
concluded could be caused by the similarity of both molecular
weight ranges — it seems that a molecular weight of 600 kDa pro-
vides enough potential reaction sites for surfactant binding (and
thus a reduction in its cytotoxicity) and for potential cell interac-
tion, which leads to a comparable level of protection as provided
by 900 kDa HyA.

4. Conclusion

The research study confirmed HyA protection ability with
respect to cationic surfactant- (CTAB and Septonex) induced cyto-
toxicity and provided a detailed definition of the limits, conditions

and factors concerning the protection phenomenon. In addition,
the results obtained from the study of various cell types and
differently modified complexes enhanced present knowledge of
the ways in which surfactant-induced cytotoxicity occurs and the
reduction thereof following the addition of HyA. Keratinocytes indi-
cated extreme sensitivity to the CTAB surfactant in general and
relatively low sensitivity to Septonex which suggests that sur-
factant sensitivity is influenced by both surfactant concentration
and by distinguishing between the structures of the two surfac-
tants. Fibroblasts and osteoblasts indicated a comparable level of
sensitivity to both surfactants depending solely on the surfactant
concentration applied. All these cytotoxic effects were diminished
by the presence of HyA in the surfactant complexes. Moreover,
only low concentration HyA (5mg/l) caused a considerable pro-
tective effect, whereas the same HyA at the higher concentration
(500 mg/1) failed to protect cells from negative effects induced by
the surfactants. No significant effect was observed with respect
to surfactant complexes with HyA of differing molecular weight
(600 kDa or 900 kDa) or differing age (fresh, 4-week old, 10-week
old). We also revealed the positive effect of FBS on cells under stress
conditions (surfactant presence) and the cell protective function
of HyA in complexes containing surfactants under non-standard
conditions. In addition, we confirmed the potential use of the com-
plexes studied in serum-free systems. Further, we demonstrated
HyA protection ability and the limits thereof in relation to different
cell types. Our results strongly indicate that cationic surfactant-HyA
complex systems can be employed for “delivery system” purposes
in various biomedical applications.
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Abstract. Micelles are particles of colloidal dimension and it is known that in an aqueous phase can
solubilize water insoluble molecules (hydrophobic biologically active substances) in their inner
core. However surfactants may have adverse effects on biological structures. Association of
micelles with suitable bioacceptable molecules (e.g. hyaluronan) may lead to enhance their
biocompatibility, decrease the nanoparticles cytotoxicity and also to target to the specific receptors
in a human body. In this study, results of the research of electrostatic coating of cationic micelle
with hyaluronan are reported. The cationic micelle/hyaluronan complexes were studied using
turbidimetry and dynamic light scattering method and were evaluated to determine their structure,
average size and zeta potential as a function of the amount of the both component in the system.
Turbidimetric titration was chosen as indicator of the loss of intensity of transmitted light due to the
scattering effect of particles associated from hyaluronan and surfactant in it. Dynamic light
scattering measurement provided information about size distribution and zeta potential during
mixing of component. Pilot solubilization experiments were performed to evaluation of stability and
solubilization ability of the complexes. Results of turbidimetry revealed that aggregates formation
(turbidity increasing) depends especially on hyaluronan concentration while surfactant concentration
(above critical micelle concentration) affects interaction insignificantly. Dynamic light scattering
experiments indicate that hyaluronan molecular weight has insignificant effect on isoelectric point
of the systems. It was found that solubilization ability of the complexes is influenced by molecular
weight of hyaluronan.

Introduction

Molecules which are amphiphilic, that is contain both a hydrophobic and hydrophilic part, in
aqueous solution frequently assemble at interfaces and self-associate in an attempt to sequester their
nonpolar regions from contact with the aqueous phase. The self-association gives colloid-size
aggregates — micelles. Thanks to this structure can solubilize water-insoluble molecules in their
inner, essentially hydrophobic nature. Over the years several of the phase structures produced by
surfactants have been of interest to the pharmaceutical scientist, either as drug vehicles carriers or
more recently as targeting systems. However surfactants may have adverse effects on biological
structures, e.g. cell membranes therefore covering of micelles with suitable bioacceptable molecules
may enhance their biocompatibility and perhaps also stability in biological environment and may
also provide the micelles with targeting moieties.

Hyaluronan (refers to all physiological forms of hyaluronic acid, the most common of which is
the sodium salt) is the naturally occurring glykosaminoglycan (a class of negatively charged
polysaccharides) and a major constituent of the extracellular matrix. It is a linear, unbranched
polysaccharide containing alternating N-acetyl-D-glucosamine and D-glucuronic acid residues
linked by B(1-4) and B(1-3) bonds. Despite the simple primary hyaluronan structure this molecule
has very different physiological roles in living organism depending on the molecule size and spatial
arrangement, including maintenance of the viscoelasticity of liquid connective tissues (such as
synovial fluid in the joints or eye vitreous humor), control of tissue hydration, water transport,
proteoglycan organization in the extracellular matrix (ECM), tissue repair and various receptor-
mediated functions in cell detachment, tumor development and inflammation [1]. Hyaluronan is
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therefore an attractive building block for new biocompatible and biodegradable materials that could
have applications in drug delivery, tissue engineering, wound healing or surgery [2].

Hyaluronan is incapable directly carry nonpolar substances (e.g. hydrophobic drugs) due to its
highly hydrophilic character and large hydration shell. A combination of hyaluronan with suitable
partner (e.g. micelles) may lead to formation of associates in which the surfactant hydrophobic
domains solubilize hydrophobic substances and hyaluronan plays a role of biocompatible carrier and
targeting agent [3]. The association of hyaluronan and micelles is mutually advantageous alternative
for new drug delivery system.

In this study first results of the research on decorating of cationic surfactant micelles with
hyaluronan are reported. Hyaluronan interacts with positively charged micelles by electrostatic
interactions mediated by its dissociated carboxyl groups. These interactions has been studied many
experimental methods including turbidimetry, dynamic light scattering methods [4], fluorescence
spectroscopy methods, etc. [5]. In our study interactions were followed by turbidimetry and dynamic
light scattering method and the effects of concentration of both interacting partners and of the
hyaluronan molecular weight were investigated. These two parameters control the particle size and,
consequently, clear to turbid dispersions can be prepared.

Materials and methods

Hyaluronan (as sodium salt of hyaluronic acid; HyA) at different molecular weights (13 kDa,
117 kDa and 1635 kDa) was purchased from CPN, Ltd., Czech Republic. Cationic surfactant
Septonex of the best available purity was purchased from GBNchem and cationic surfactant
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) of the best available purity was purchased from Sigma-
Aldrich, Czech Republic.

Stock solutions of hyaluronan and surfactants were prepared in aqueous solution. All stock
solution were prepared by slow dissolution of powdered substances upon stirring and left stirred for
24 hours to ensure complete dissolution.

Turbidity measurements, reported as absorbance A, were performed at 400 nm using Varian Cary
50 spectrometer equipped with a 1 cm path length fiber optics probe at 24+1 °C. Turbidimetric
titrations were carried out by adding hyaluronan solution at different concentration (0.3 and 0.5 g/1)
to surfactant solutions of Septonex or CTAB at concentration 3 mmol/I.

Interaction between hyaluronan and surfactants were studied using titration experiments by
adding hyaluronan at concentration 5 g/l to surfactant solutions at concentration 5 mmol/l. All
measurements were carried out by Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) and Autotitrator
MPT-2 (Malvern Instruments) at 25 °C. Particle size distributions and zeta potentials were obtained.
All Zetasizer units provide a z-average figure which is the intensity weighted mean hydrodynamic
size of the ensemble collection of particles measured by dynamic light scattering.

Effect of hyaluronan molecular weight on solubilization ability of surfactant-hyaluronan system
was studied using Sudan Red G dye and was evaluated by UV-VIS spectroscopy. Septonex
concentration series was prepared in aqueous solution (including concentration of 2, 5, 10, 15 and
20 mmol/l). Final hyaluronan concentration in the samples was 0.1 g/l. The samples were prepared
as supersaturated solution of Sudan Red G dye because of calculation of dye maximum
concentration that can be solubilize in the systems.

Results and discussion

Turbidimetric titration was chosen as indicator of the loss of intensity of transmitted light due to
the scattering effect of particles associated from hyaluronan and surfactant suspended in it.
Hyaluronan was added to the surfactant solution at concentration 3 mmol/l. This concentration
ensures that a micelle aggregates are presented in the systems. Critical micelle concentration of
CTAB is reported as 0.98+0.01 mmol/l [6] and of Septonex as 0.78+0.01 mmol/l [7]. During the
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titration surfactant concentration decreases while hyaluronan concentration increases and it can be
study what is going on in the system with components and if they interact to each other.

Fig. 1 shows turbidimetric titration curves of hyaluronan at low molecular weight (13 kDa) with
surfactant CTAB or Septonex. The concentration of titrant (hyaluronan) was 0.3 and 0.5 g/l.
Obtained data indicate that hyaluronan and surfactant interact due to electrostatic attraction forces
and that aggregates of these components are formed in the system. An abrupt increase in turbidity
was observed, indicating the onset of macroscopic phase separation. This change is in the Fig. 1
represent by breaks on the curve which corresponds with intersection of linear fitting of linear parts
of graphs. The slope for the hyaluronan-micelle solutions was always zero at low hyaluronan
concentration in the system. Above this aggregation point, slope is increased and depends on
composition of the systems. It was found that aggregation starts at surfactant concentration above
critical micelle concentration, so we can consider the presence of the micelle aggregates in the
system, which can be coated by hyaluronan.

It is revealed that aggregates formation (turbidity increasing) depends on hyaluronan
concentration while type of studied cationic surfactant affects interactions insignificantly.

3.0
O CTAB + HyA 13 kDa, 0.3 g/l
® CTAB+HyA 13kDa, 0.5 g/l
2.5 1 ° O  Septonex + HyA 13 kDa, 0.3 g/
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Fig. 1 Turbidimetric titration graph for adding hyaluronan 13 kDa (0.3 or 0.5 g/l) to CTAB or
Septonex at concentration 3 mmol/l

In Fig. 2 is shown turbidimetric titration curves for hyaluronan molecular weight 117 kDa with
surfactant CTAB or Septonex. It was found that an abrupt increase in turbidity occurs at slightly
lower surfactant concentration and higher hyaluronan concentration than in the case of low
molecular weight hyaluronan. Molecular weight of hyaluronan influences interactions between
components and titrant concentration influences turbidity increasing. In the case of high molecular
weight of hyaluronan — 1635 kDa (data not shown) aggregation starts almost immediately after
addition of hyaluronan to the surfactant solution, at very low hyaluronan concentration. It is clear
that micelle-hyaluronan complexes have different structure depending on length of hyaluronan chain
that is a correlative of number of negative charge in the system.
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Fig. 2 Turbidimetric titration graph for adding hyaluronan 117 kDa (0.3 or 0.5 g/1) to CTAB or
Septonex at concentration 3 mmol/l

Interaction between hyaluronan and surfactant were studied using dynamic light scattering
method by titration experiments. Hyaluronan was added gradually to surfactant solution and
interactions were evaluated from the point of view of size distributions and zeta potential values.
These parameters as a function of hyaluronan concentration are presented in Fig. 3. The samples
were measured in triplicate immediately after mixing of component. The pure Septonex solution
containing only surfactant micelle aggregates had a zeta potential of about 30 mV.

Fig. 3 shows a way the size and zeta potential change as a function of hyaluronan content. The
size of aggregates in the system after adding of hyaluronan into the surfactant solution was in the
range of 200 and 500 nm. The size increases in the region of isoneutrality, when the zeta potential
curve crosses zero (see in Fig. 3) but it could not be measured because the mean size of the
complexes increased the values beyond the reliable limit for the equipment. We can clearly observe
precipitates in the sample. These data is not shown because of better display of remaining data.

Zeta potential decreases mostly linearly during titration experiments, ending values were
—25.940.2 mV or —41.5£0.2 mV depending on molecular weight of hyaluronan. These values
generally indicate high stability of the colloid systems.

In addition, it was found that hyaluronan molecular weight has inconsiderable effect on
achievement of region of system isoneutrality.
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Effect of hyaluronan molecular weight was studied by solubilization experiments (Fig. 4). It was
found that molecular weight of hyaluronan has significant effect on solubilization of Sudan Red G
dye. Concentration of solubilized dye increases with increasing concentration of surfactant.
Hyaluronan concentration in the system was 0.1 g/I. It is shown that hyaluronan molecular weight
117 and 1635 kDa decreases solubilization ability of micelle-like aggregates in the system while
low molecular weight hyaluronan slightly increases this ability. Our hyphothesis is that higher
molecular weight of hyaluronan coated micelle aggregates and impedes dye solubilization whereas
low molecular weight hyaluronan has too short chain for coating of micelle. By contrast, it is seems
that low molecular weight hyaluronan support the solubilization process.

In Fig. 4 one point is omitted. Sample of this hyaluronan-surfactant concentration combination is
phase separated and Sudan Red G dye is absorb in gel phase and therefore it could not be measured
using UV-VIS spectrophotometry.

Summary

Interactions of micelles with hyaluronan were investigated because of biocompatibility
enhancement of this type of surfactant aggregates. There were several combinations of
concentration of components compared. Effect of molecular weight of hyaluronan was studied. The
result of our experiments showed that these systems are very dynamic and that composition of the
system and hyaluronan molecular weight influences the interaction of components, structure of
complexes and stability of aggregates. In the following experiments is important focus on all of
these parameters.
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