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Abstrakt

Diplomova prace je zaméfena na studium interakci mezi hyaluronanem o rtznych
molekulovych hmotnostech s tenzidem CAE. Tato povrchové aktivni latka nema dané piesné
slozeni a neni zndma ani jeji molekulovd hmotnost. Jednim z hlavnich parametrii nutnych pro
popis interakci mezi tenzidem a hyaluronanem je stanoveni kritické micelarni koncentrace,
avSak ani tato hodnota neni pro CAE zatim znama. VSechna méfeni byla provadéna pro roztoky
ve vodném prostiedi a v prostiedi 0,15 M NaCl.

Ur¢eni molekulové hmotnosti této povrchové aktivni latky bylo provadéno technikou
SEC-MALS-dRI. Pro wurceni kritické micelarni koncentrace byly zvoleny techniky
ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim a jako dopliikovd metoda byla zvolena
technika tenziometrie. Pomoci ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozlisenim
a denzitometrické metody byly pozorovany interakce tenzidu CAE s polysacharidem

hyaluronanem. Z ultrazvukové rychlosti a hustoty byla vypocitana stlacitelnost.

Kli¢ova slova

hyaluronan, tenzid, CAE, ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozlisenim, SEC-MALS

Abstract

The diploma thesis is focused on the study of interactions between hyaluronan of various
molecular weights with CAE surfactant. This surfactant does not have the exact composition
and there is not known their molecular weight. One of the main parameters needed to describe
the interactions between surfactant and hyaluronan, there is the determination of critical
micellar concentration. The value of critical micellar concentration of CAE is not known yet.
All measurements were made for solutions in aqueous solution and 0.15 M NacCl.

The determination of the molecular weight of this surfactant was performed by the technique
SEC-MALS-dRI. High resolution ultrasonic spectroscopy was chosen to determine the critical
micellar concentration and tensiometry was chosen as a complementary method. The
interactions of CAE surfactant with polysaccharide of hyaluronan were showed by high
resolution ultrasonic spectroscopy and densitometry. Compressibility was calculated from

ultrasonic velocity and density.
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1 UvVOoD

Hyaluronan, neboli kyselina hyaluronova, je vyznamnym polysacharidem, ktery lidstvo zna
jiz n€kolik desetileti. Poprvé byl popsan Karlem Meyerem a jeho kolegou Johnem Palmerem
v roce 1934, kdy se jim tento glykosaminoglykan podatilo izolovat z o¢niho sklivce. Tato latka
je lidskému télu vlastni a plni fadu dalezitych funkci. Nachazi se v o¢nim sklivci, synovialni
tekutin€ kolennich kloubti a spoluutvari i Slachy a vazy. Nadorové buiikky ovsem také obsahuji
urcité mnozstvi hyaluronanu. V poslednich nékolika letech jsou vlastnosti a nasledné vyuziti
zkoumany hlavné v oblasti medicinskych aplikacich této latky.

V soucasné dob¢ je hyaluronan pfidavan do 1é€iv, napt. nosnich spreji na zvlhceni sliznice.
Tato latka se vyuziva i v kosmetickém pramyslu na potlaceni znamek starnuti a po plastickych
operacich na podporu hojeni ran. Tyto ¢inky hyaluronanu v8ak nejsou dostate¢né ovéieny. [1]

Diplomovéa prace navazuje na predchozi prace, které byly vydany pod zastitou Fakulty
chemické. Tyto prace byly zaméfeny na interakce kationtovych tenzidii o zndmé struktufte.
V této praci je vSak na rozdil od ostatnich zkouman tenzid CAE, ktery je v dostupné literatuie
pouze CasteCné popsan. Jako hlavni metoda pro studium téchto interakci je pouzita metoda
ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim, jenz je velmi citlivd a umoznuje méfeni
Vv titratnim rezimu. Doplikovymi metodami jsou tenziometrie, SEC-MALS-dRI

a denzitometrie.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova
2.1.1 Historie

Karl Meyer s tehdej$im kolegou Johnem Palmerem jako prvni v roce 1934 popsali zptisob
izolace doposud neznamého glykosaminoglykanu z o¢niho sklivce hovéziho skotu, ktery
obsahovala dvé rozdilné molekuly cukru. Jedna z nich byla uronova kyselina. Pro takto
izolovanou latku navrhli oznaceni ,,kyselina hyaluronova“. Tento ndzev je odvozen od vyse
zminéné uronové kyseliny a prvni ¢ast je zfteckého slova ,hyalos®“ — sklo. V roztoku
o fyziologickém pH dochézi k disociaci karboxylovych skupin, a proto by se spise mélo
pouzivat oznaceni hyaluronat. V bézné praxi je ovSem nyni tato molekula oznacovana jako
hyaluronan, aby byla ihned zfejma jeji polysacharidova podstata. [2], [3]

V roce 1950 popsal Karl Meyer do podrobnych detaild chemickou strukturu kyseliny
hyaluronové. Na zaklad¢ téchto poznatkt bylo dokazano, Ze se vV organismu vyskytuje ve formé
sodné nebo jiné soli této kyseliny. Béhem nésledujicich let byl hyaluronan izolovan také
zmnoha jinych zdrojii, jako jsou kohouti hiebinky, kiize, nebo pupecnikova Sitlra.
Takto ziskana kyselina hyaluronova méla vysokou molekulovou hmotnost. Z davoda
pramyslové vyroby byla kladena diilezitost i na vyrobu této latky o nizsi molekulové hmotnosti.
Toto bylo provadéno tak, ze ze zmrazenych kohoutich hiebinkti nebo pupecni Sitiry byly
odstranény bunétné stény bunék, které obsahovaly kyselinu hyaluronovou. Poté nasledovala
extrakce vodou a vysledné kyselina hyaluronova byla vysraZena organickym rozpoustédlem
(napt. ethanol). [4]

V roce 1972 bylo zjisténo, ze hyaluronan dokaze interagovat s molekulami proteinové
povahy. Od roku 1986 se pouziva pravé oznaCeni hyaluronan, aby doslo ke zduraznéni
sacharidové struktury. Plati, Ze hyaluronan je obecny pojem. Oproti tomu kyselina hyaluronova
oznacuje piimo kyselinu a hyaluronat jeji sal. [2], [5]

V posledni dobé se také pro vyrobu hyaluronanu pouzivaji  bakterie
Streptococcus zoopidemicus nebo Streptococcus equi, které maji ve své struktuie bakterialniho
obalu obsazenou kyselinu hyaluronovou vykazujici velmi vysokou ¢istotu. Hyaluronan ziskany
z bakterie Streptococcus equi ma nizsi molarni hmotnost nez ziskany z druhu zoopidemicus.
Ceskd republika ma vyznamného producenta kyseliny hyaluronové ve firmé

Contipro Biotech s.r.o. v Dolni Dobrouci. [6], [7]



2.1.2 Charakteristika kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova je v prirodé se vyskytujici polysacharid, jenz je slozen z opakujicich
se disacharidovych jednotek. Molekulova hmotnost, jedinecné usporddani a reologické
vlastnosti dovoluji kyseliné hyaluronové plnit didlezitou roli v organismech. Molekulova
hmotnost miize dosahovat az hodnot 107 Da. Je také vhodna pro vyuziti v medicing jako velmi
zajimavy biomaterial. [8], [9]

Svou konzistenci a pozitivnim vlivem na tkdn¢ se kyselina hyaluronova pouziva
Vv prostfedcich na péci o plet’ jako hydratacni slozka. Coz je zpiisobeno tim, Ze tato latka
vykazuje vysokou schopnost navazat vodu a lubrikovat pohyblivé ¢asti téla (klouby, svaly).
Tato molekula je jednou z nejvice hydrofilnich molekul, a proto miize byt oznacena jako
pfirodni hydratac¢ni latka. V tkanich funguje jako materidl pro udrzeni vodni homeostazi,
reguluje propustnost ruznych jinych latek vytvofenim sterické zabrany. Vaze se také

na extracelularni proteiny a ovliviluje tak bunéénou signalizaci. Tyto interakce

zprostiedkovavaji kaskady rady signaliza¢nich d&ja v bunice (proliferace, morfogeneze). [2],
[10], [12]
Ukézka schopnosti kyseliny hyaluronové vazat velké mnoZstvi vody je demonstrovana

na Obrazku 1.

Obrazek 1: List kyseliny hyaluronové, na jehoz jeden konec byla aplikovina voda. [11]



2.1.3 Chemicka struktura hyaluronanu

Kyselina hyaluronova je nevétveny mukopolysacharid tvofeny disacharidovymi
podjednotkami, kterymi jsou D-glukuronova kyselina a N-acetyl-D-glukosamin. Tyto
jednotlivé monosacharidy jsou spojeny P (1°-3) glykosidickou vazbou a jednotlivé disacharidy
glykosidickou vazbou [ (1-4"). Glykosaminoglykany mohou byt volné nebo jsou soucasti
extracelularni matrix. Na rozdil od jinych glykosaminoglykand, které se nachazi v mezibunécné
hmoté¢ (napf. heparin ¢i chondroitin), neobsahuje sulfatovou skupinu. Pokud je obsah
hyaluronanu ve vod¢ 10 mg/ml, dochazi ke zvyseni viskozity vody ptiblizné 5 000nasobné.
Velikost fetézce hyaluronanu se pohybuje v rozmezi od 0,2 do 10 MDa, pficemz nejcastéji je
jeho velikost 2-5 MDa. [13]

Zakladni vazbu v disacharidové jednotce znazoriiuje Obrdzek 2 .

COzH CHZOH

4

......... 0O HO O
HO O 1 O ........
> NH
OXx
CH3

D-glukuronova kyselina  N-acetyl-D-glukosamin
Obrazek 2:Struktura kyseliny hyaluronové. [13]

Oba dva monomery jsou odvozeny od molekuly glukézy. Po bliz§im se zaméfeni
na strukturu disacharidu vidime, Ze hydroxylové a karboxylové Casti jsou v ekvatorialni poloze,
na rozdil od vodikovych atomil nachazejicich se v axialni poloze. Do takového uspofadani
molekula pfechazi, jelikoZ je to pro ni energeticky nejstabilngjsi konformace. [3]

2.1.4 Syntéza hyaluronanu

K syntéze kyseliny hyaluronové dochazi pomoci enzymt pfimo na plazmatické membran¢.
Ostatni GAG jsou tvofeny v Golgiho aparatu. Jako substraty zde vstupuji monosacharidové
jednotky aktivované uridindifosfatem, tedy UDP-glukuronova kyselina
a UDP-N-acetylglukosamin. Syntéza takto objemného fetézce je pro buiiku vysoce energeticky
naro¢na, a proto je striktné enzymaticky regulovana. Tato regulace je zajiSténa
hyaluronansyntazami ~ (HAS1, HAS2 a HAS3).  Z chemické  podstaty se  jedna
o transmembranové proteiny, které se liSi svou katalytickou aktivitou. Nejvice aktivni je enzym

HAS3, ktery fidi syntézu velkého mnozZstvi nizkomolekularnich fetézci hyaluronanu. Zatimco
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o syntézu vysokomolekularniho fetézce se staraji méné aktivni HAS1 a HAS2. Dany enzym
vV membrang sttidavé vaze jednotlivé monosacharidové jednotky k redukujicimu konci fetézce.
Nové nasyntetizovany fetézec je vpraven do extracelularni matrix. [3], [14], [15]

Jedna disacharidova jednotka ma molekulovou hmotnost pfiblizné 400 Da. Pocet
opakujicich se disacharidovych jednotek v jednom fetézci mize piesahnout i 10 000. Z toho je

ziejmé, Zze molekulova hmotnost celého fetézce mize dosdhnout az napiiklad 4 000 000 Da. [3]

2.1.5 Chovani v roztoku

Hyaluronan ve fyziologickém roztoku nabyva na pevnosti diky samotné struktuie
disacharidu (Castecna rotace kolem vnitinich glykosidickych vazeb), interakcim hyaluronanu
s rozpoustédlem a vnitinim vodikovym vazbam. Nésledkem toho, Ze se v disacharidu nachazi
karboxylova skupina glukuronové kyseliny, dochazi pii pH 7 k disociaci. Na takto vznikly
polyaniont se vazou kationty (Ca?*, Na*, K*, Mg?"), které zajistuji elektroneutralni charakter
molekuly. Stupen disociace ovliviiuje konformaci, tvar, hydrataci a délku fetézce hyaluronanu.
Disociace je zavisld na pH, iontové sile, teploté a dostupnosti kationtl. Navazanim téchto
kationtli dochazi také k ovlivnéni rozpustnosti. Pokud by byly vSechny karboxylové skupiny
esterifikovany methylovymi skupinami, hyaluronan by byl ve vodé nerozpustny. [3], [16]

Jak bylo zminéno v kapitole 2.1.3, tak vodiky se nachazi v axialni roving, zatimco
karboxylové a hydroxylové skupiny jsou v poloze ekvatoridlni. Toto usporadani umoznuje
alespont Castecnou rotaci. Kazdy disacharidovy usek je stocen vici sousedicim o 180°.
Tetrasacharidova jednotka je tedy stocena o 360°. Toto uspoiadani sekundarni struktury je
nazyvano ,two-fold helix®, tedy dvakrat stoCenou Sroubovici. Pravidelné¢ se opakujici
hydrofobni a hydrofilni mista v fetézci tvoii zaklad pro moznost agregace téchto fetézcut. [17]

Ve fyziologickém roztoku tvoii tato molekula strukturu pfipominajici ndhodné stocenou

stuhu, ktera je znazornéna na Obrazku 3.
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Obrazek 3: Struktura hyaluronanu v roztoku pripominajici stuhu. Opakuji se zde hydrofilni
(modra) a hydrofobni (Cervend) disacharidové jednotky. [3]

V disledku piitomnosti polarni a nepolarni ¢asti v fetézci hyaluronanu, dochazi k tomu, ze
molekula vytvari klubka. Tuhost téchto agregatli je dana piitomnosti vodikovych vazeb.
Nasledkem tuhosti je mozné zadrzovat v téchto klubkach velké mnozstvi vody (az tisicinasobek
své hmotnosti. [2]

Timto shlukovanim klubek dochéazi aZ k tvorbam spojené sité. Toto se déje jako nasledek
spojovani hydrofobnich ¢asti antiparalelnich fetézcti jednotlivych molekul hyaluronanu.
Antiparalelni spojeni poskytuje celému fetézci vlastnost rust z obou stran. Na Obrazku 4 v asti
A a B je znazornéna molekula hyaluronanu. Cervené oblasti jsou hydrofobni ¢asti molekuly.
Ctverce oznacuji karboxylové skupiny, zatimco kruhy reprezentuji acetamidovou skupinu.
V ¢asti C je mozné vidét antiparalelni konjugaci dvou fetézcti hyaluronanu. Hydrofobni ¢asti
se ksob& pfiiblizi, a nasledné¢ vznikne vodikova vazba mezi skupinou acetamidovou
a karboxylovou. [2], [16]

12



Q = Hydrofobni cast

Obrazek 4: Hyaluronan a jeho moznost tvorby dvojitého antiparalelniho retézce. [16]

2.1.6 Aplikace hyaluronanu

Zakladni aplikacni oblasti pro vyuZiti hyaluronanu a jeho derivatl jsou pfi chirurgickych
zakrocich k zajisténi ochrany jemnych tkani nebo vyplnéni hlasivkovych a hltanovych tkani pti
poranéni, aby se zabranilo adhezi a tvofeni jizev. Dale je mozné hyaluronan pouzit pii 1écbé
artritidy k doplnéni synovialni tekutiny nebo k hydrataci tkanovych povrcht pted nadmérnou
suchosti a podpofe hojeni téchto tkdni. Na zdklad€ unikatnich vlastnosti nasel hyaluronan
uplatnéni v medicinskych odvétvich jako je diabetologie, revmatologie, oftalmologie, pii hojeni
ran po chirurgickych zakrocich nebo pii zkraslovacich terapiich. [18], [19]

V oftalmologii byl hyaluronan poprvé pouzit jiz na konci padesatych let minulého stoleti
jako nahrada za o¢ni sklivec. V soucasnosti je ptidavan do o¢nich kapek, které zvlhcuji o€ni
sliznici. Také je pfidavan do roztokt pecujicich o kontaktni ¢ocky [20]. V diabetologii se
vyuzivaji hyaluronové scaffoldy modifikované rtiznymi proteiny a vitaminy pii 1écbé
diabetologickych jizev [21].

V Sirokém méfitku je hyaluronan vyuzivan v terapiich, které maji za cil minimalizovat vnéjsi
projevy starnuti, jakymi jsou naptiklad vrasky. Vyuziva se zde hydratacnich a viskoelastickych
vlastnosti hyaluronanu, jelikoz v priibéhu starnuti organismu klesa i obsah hyaluronanu v kazi.

Nejucinnéj$i metodou pro u€innou terapii je injekéni aplikace do kiize, ale lidsky organismus
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dokaze tento aplikovany hyaluronan béhem pil roku rozlozit, tudiz je nutné tuto terapii
provadeét opakované. [22]

Pti 1écbé artritidy je aplikovan zesitovany hyaluronan, ktery je injekéné vpraven
do synovialni tekutiny, kde zvySuje jeho viskozitu. Dochazi ke zvySeni viskozity kloubniho
mazu, ¢imz je dosazeno efektivnéjsiho promazani kloubni chrupavky. [23]

Pifi hojeni internich poranéni je mozné vyuzit jako nosice pro cilené¢ uvoliovani l1é¢iva
mikrovlakenné scaffoldy. Pro tkanové inzenyrstvi je mozné tyto nanovlakenné scaffoldy rovnéz
pouzit. Avsak zavisi na strukturni modifikaci hyaluronanu, aby organismus tuto latku nerozlozil

drive, nez se zacne projevovat ucinek medikamentu.

2.2 Tenzidy
2.2.1 Obecna charakteristika

Tenzidy neboli povrchové aktivni latky (PAL) patii mezi asociativni koloidy
(micelarni koloidy). Asociativni koloidy jsou nékteré nizkomolekularni latky, které
ve vhodném rozpoustédle asociuji pfi urcité koncentraci do agregatl koloidnich rozmért.
PAL se pfi nizkych koncentracich hromadi na fazovém rozhrani a svymi vlastnostmi snizuji
mezifazovou energii, coz zpusobuje predevsim jejich specifickd chemicka struktura. Kazdy
tenzid se sklada ze skupiny hydrofilni (lyofilni) a hydrofobni (lyofobni), ptfi¢emz hydrofilni
skupiny vykazuji siln¢ polarni charakter a maji vysokou afinitu k rozpoustédlu (—SOzH nebo
—COOH). Hydrofobni skupiny jsou tvofeny dlouhymi uhlovodikovymi fetézci a jsou v daném
rozpoustédle prakticky nerozpustné. Tato struktura se nazyva amfifilni nebo amfipaticka.
[24], [25]

Hydrofilni ¢ast —»

«— Hydrofobni ¢ast

Obrdazek 5: Obecna struktura tenzidu. [27]
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Diky svym schopnostem jako je smaceni, emulgace, pénéni a ¢iSténi maji tenzidy Siroké
vyuziti v praxi. Setkdvame se s nimi v kosmetice, Cisticich, pracich a mycich prostiedcich.
Dulezitou roli mohou hrat i v medicing jako nosice 1éCiv. [26]

Podle schopnosti disociovat ve vodném roztoku se povrchové aktivni latky déli na iontové
a neiontové (nedisociuji). Mezi iontové PAL patii slou¢eniny aniontové, kationtove, amfoterni.
Vysledny naboj amfoternich tenzidl zavisi na pH roztoku. [25]

2.2.2 Kriticka micelarni koncentrace

Pusobenim povrchové aktivni latky dochazi ke snizovani mezifazové volné energie. Jsou
vsak i ptipady, kdy pfi pouziti dochéazi k opacnému jevu. Pokud je PAL rozpustén ve vode
V koncentraci vyssi, nez je jeho kritickd micelarni koncentrace (CMC), vytvareji se agregaty
znamé jako micely. [28]

V polarnim rozpoustédle jsou hydrofobni casti molekuly uschovany v jadie micely
a hydrofilni skupiny tvoii vnéjsi obal, aby se maximalizoval jejich kontakt s vodou. Naopak je
tomu pii rozpousténi v nepolarnim rozpoustédle a tyto micely se poté nazyvaji jako inverzni.

[25]

CMC o2

1 -

—» vlastnost

povrchové
napéti

MOldirn;
Vodivogy

—» koncentrace
Obrazek 6: Ovlivneni viastnosti roztoku po prekroceni CMC. [25]

2.2.3 Tvar micel

Velikost a tvar micel zavisi na koncentraci a struktufe PAL, teplot¢ a na plsobicich
intermolekularnich interakcich. Agregacnim ¢islem je rozumeéno to, kolik molekul spoluutvari
jednu micelu. Sférické Hartleyovy micely, majici tvar nepravidelné koule, se vyskytuji
ve ztedénych vodnych roztocich v koncentraci tenzidu mirné nad CMC. Polomér takové micely
takika odpovidéa délce jedné molekuly povrchové aktivni latky. Hodnota agrega¢niho cisla je

vétSinou mezi 50 a 150, zvySuje se s délkou uhlovodikového fetézce a snizuje se s velikosti
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oblasti, jakou zaujima jedna polarni skupina na povrchu micely. Kritickou micelarni
koncentraci snizuje del$i uhlovodikovy fetézec nebo ptidani soli. Ke zvysovani CMC dochazi
zvySovanim teploty za soucasného snizeni agregacniho ¢isla. [25], [28]

Se zvySujici se koncentraci tenzidu dochdzi k tvorbé micel jinych tvari. Dlouhé
uhlovodikové fetézce se poté orientuji stale vice rovnobézné, ¢imz vznikaji valcovité agregaty,
hexagonalni krystaly nebo tutvary podobné lipidové dvojvrstvé v bunécné sténé
(McBainovy micely). Tvar vzniklého agregatu zavisi také na poméru velikosti a tvaru

jednotlivych ¢asti molekuly tenzidu. [25]

Hartlleyova Vélcovita Hexagondlni kapalné  McBainova laminarni
micela micela krystaly micela

Obrdazek 7: Schéma vlivu koncentrace tenzidu na tvar micel. [25]

2.2.4 Solubilizace

Dulezitou vlastnosti micel, ktera je spojena s tvarem micel je solubilizace. Jedna se
0 schopnost zvysit rozpustnost latek jinak v daném rozpoustédle nerozpustnych. Nejcastéji
se jedna o rozpusténi nepolarni latky ve vodg, ktera se inkorporuje do jadra micely. Pokud je
rozpusténa polarni latka, je solubilizovana na povrchu micely. V laminarnich micelach vstupuji
nepolarni latky mezi hydrofobni fetézce a tim se molekuly tenzidu od sebe oddaluji.
U obracenych micel dochazi taktéz k solubilizaci a to v prostiedi vykazujici nepolarni
charakter. Pti solubilizaci se zvySuje hmotnost micel tenzidu z diitvodu inkorporace solubilizatu
do micely, a také z nutnosti zvySeni poctu molekul tvoficich micelu, v dasledku zvétSeni
objemu hydrofobniho jadra. [25], [29]

Této vlastnosti vyuzivaji praci a kosmetické prosttedky, kdy je mastnota uzaviena do jadra
micely a micely jsou z povrchu odstranény naslednym oplachem. Trendem poslednich
desetileti je inkorporovat do jadra micely medikament nebo vazané 1é¢ivo na polymernim

nosici. [29], [30]
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225 CAE

CAE je kationtova povrchové aktivni latka, ktera je odvozena od L-argininu,
mastné kyseliny a DL-pyrrolidonu. Jedna se o velmi bezpe¢nou latku vhodnou pro kosmetické
prostiedky. CAE je 1 ve vysoké koncentraci bezpecny pro kiizi a o¢ni sliznici. Tato latka
vykazuje biodegradabilni charakter, pfestoze se jedna o kationtovy tenzid. [31]

Hlavnimi aplikacemi tohoto tenzidu je kosmeticky pramysl. CAE se adsorbuje na vlasy
a pusobi jako kondicionér a také zabranuje akumulaci statické elektfiny. Pouziva se také
do télovych krému, sprchovych geli, Samponu, rtének a piipravka na opalovani. [31]

V soucasné dob¢ neni publikovan zadny Clanek, ktery by se zabyval tenzidem CAE. Neni

zvefejnéna jeho molekulova hmotnost ani chovani pfi interakcich s hyaluronanem.

(o) COOC,H;
= H
N (o)

/.\/\/ N e NH2 -ooc
R N \l/ H
H
NH,
L 9 4 X /
Y Y
L-Arginine DL-PCA

Obrazek 8. Chemicky vzorec tenzidu CAE. [31]

2.2.6 Interakce hyaluronan-kationtovy tenzid

Hyaluronan disponuje ve své struktuie karboxylovou skupinou, ktera je schopna disociace,
coz dava hyaluronanu charakter polyelektrolytu. Pfi fyziologickém pH jsou karboxyloveé
skupiny v disociované formé a cela molekula je tedy polyaniontem. Ta nyni vyhledava
kationtovy iont, aby si molekula udrZela neutralni ndboj. Tato skutecnost je moznosti interakci
s kationtovymi tenzidy. [6]

Vazba tenzidu na hyaluronan byla zjiSténa pouze pro PAL s uhlovodikovym fetézcem
slozenym z alesponi deseti uhlikovych atomi. Tato vazba je podstatné slabsi, nez je tomu
u vétSiny ostatnich elektrolytl, z divodu nizké hustoty ndboje na fetézci hyaluronanu.
Pti zvySujici se koncentraci tenzidu bylo zjisténo, Ze dochazi k tvorbé sraZeniny nebo gelové
faze. Fazovy diagram tohoto systému obsahuje homogenni jednofazovou oblast obklopujici
dvoufazovou oblast situovanou Vv rohu fazového trojuhelniku, ktery je bohaty na vodu. Tento
fazovy trojuhelnik je mozné vidét na Obrdzku 9. Cim deli je uhlovodikovy fetézec, tim vétsi
je plocha dvoufazové oblasti. Molekulova hmotnost hyaluronanu neméla na velikost oblasti
znatelny vliv. Tyto vysledky ukazaly silnou soucinnost vazby tenzidu na makromolekulu

hyaluronanu, coz vedlo k tvorbé shlukti podobnym micelam. [32], [33], [34]
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Obrazek 9: Fazovy trojuhelnik hyaluronan-TTAB-H20 [33]

Aby bylo mozné analyzovat jednotlivé slozeni fazi, byly provedeny experimenty smichanim
roztoku hyaluronanu a tenzidu s riznou koncentraci. Jiny pfistup ke studiu téchto interakci se
zamétuje spiSe na interagujici molekuly po vzijemném priiblizeni, z ¢ehoz je mozné mit
dynamictéjsi pohled na cely systém. K takovymto experimentim byly vyuzity metody
konduktometrickych a kalorimetrickych titraci. [35], [36], [37]

Na zaklad¢ méfeni pomoci techniky ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim bylo
zjisSténo, ze v systému tenzid-hyaluronan se nejedna pouze o ostry piechod mezi
jednofazovym/dvoutazovym stavem. Diky této velmi citlivé metodé€ bylo ve vodném prostiredi
odhaleno Sest oblasti, kdy byly tvofeny komplexy mezi hyaluronanem a PAL. Tyto oblasti se

lisily ptedevsim v trendu zavislosti ultrazvukové rychlosti na koncentraci tenzidu. [38]
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2.3 ULTRAZVUKOVA SPEKTROSKOPIE S VYSOKYM ROZLISENIM

Existuje mnoho spektroskopickych metod pro charakterizaci kapalnych vzorkid. Valna
vétSina z nich méfi parametry vin prochéazejicich analyzovanym vzorkem. Klasické metody
(NMR, UV, VIS, IR atd.) jsou zalozeny na pozorovani interakci mezi elektromagnetickym
zédfenim a zkoumanym vzorkem. VSechny tyto metody vyuzivaji frekvence
elektromagnetického vinéni v infracervené, viditelné a ultrafialové oblasti. Hlavni nevyhodou
téchto metod je skuteCnost, Ze je zde nutnost mé&fit vzorek pro kazdou vlnovou délku
zvlast, coz vyzaduje specifické optické prvky. Tyto optické prvky mohou byt univerzalni
(na ukor citlivosti méfeni) nebo konstruované ptimo na rozmezi ur¢itych vinovych délek, ¢cimz
technika ztraci na univerzalnosti. Metoda ultrazvukové spektroskopie vSak k analyze vyuziva
zvukové viny. Jedna se o vysokofrekvenéni akustické vinéni o frekvenci 20-100 kHz. Tyto
frekvence jsou velmi podobné nebo i1 vyssi t€ém, které pouzivaji delfini pro komunikaci nebo
netopyfi pro navigaci. Tato technika je zalozena na zmén¢ vlastnosti tohoto zafeni vyvolané
jeho prichodem vzorkem. Zasadni vyhodou tohoto typu spektroskopie je fakt, ze ultrazvukova
vlna dokéaze proniknout vétSinou materiald, a to dokonce i témi, které jsou neprostupné
pro elektromagnetické viny. [39]

Vztahy mezi vlastnostmi materidlu a akustickymi vlastnostmi byly studovany po nékolik
desetileti. Ultrazvukové techniky jsou v nedestruktivnim zobrazovani vyuzivany celou fadu let.
Vyuziti ultrazvukovych vin je znamo predevsim v oblasti mediciny a pfi méteni vad u vyrobkl
bez jeho poruseni nebo poSkozeni (defektoskopie). Diky vyznamnému technickému pokroku
na konci dvacéatého stoleti, je mozné vyuzit vyhod ultrazvukovych vin v oblasti koloidni

chemie.

2.3.1 Princip ultrazvukového spektrometru

Ultrazvukova vlna je vlnou, ktera podléha podélnym deformacim. Dochazi u ni ke kompresi
a nasledné dekompresi, v zavislosti na sméru Sifeni této viny. Jednotlivé molekuly na tuto
skute¢nost reaguji zménou intramolekularnich sil. Jedna se o zménu v intramolekularnim
odpuzovani a pfitahovani, které vypovidaji o elasticit¢ vzorku. Ultrazvukova spektroskopie
S vysokym rozliSenim je natolik citlivd metoda, Ze dokdZe tyto nepatrné zmény piimo meéfit.
Tato technika je tedy zalozena na studiu interakci ultrazvukové viny se studovanym vzorkem.
U této metody méfeni je moznost analyzovat dva parametry — ultrazvukova rychlost
a ultrazvukové zeslabeni. [40]

Rychlost ultrazvukové viny je dana hustotou a elasticitou média. Elasticita obvykle

dominuje, jelikoz je velmi citliva na zmény v molekularni organizaci a na intramolekularnich
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interakcich. Pevné latky maji nejsilnéjsi mezimolekularni interakce, nasleduji kapaliny a plyny.
Na zaklad¢ toho pevné latky vykazuji nejvyssi modul pruznosti ve srovnani s kapalinami
a plyny. Z tohoto divodu zvukova vina prochazi nejrychleji pevnymi latkami. [40], [44]
Ultrazvukova vlna ma jako kazdy periodicky svoji amplitudu. Ta se snizi pfi priachodu
vzorkem, kdy ultrazvukova vilna ztraci Cast své energie. Ultrazvukové zeslabeni je mirou této
ztraty. V dobé komprese ultrazvukové viny pfi interakci se vzorkem dochézi ke stlaceni vzorku.
Naopak v obdobi dekomprese je vzorek rozvoliiovan, coZz je Spojeno S absorpci energie.
Na zéklad¢ této vlastnosti je mozné pozorovat kinetiku chemické reakce a dé€leni Castic
Vv emulzich a suspenzich. U heterogennich vzorkli je hodnota ultrazvukového zeslabeni
zpusobena rozptylem ultrazvukové viny na dispergovanych ¢asticich. Rozptyl viny na téchto
casticich vede ke snizeni amplitudy prochézejici viny. Pii méteni ultrazvukové rychlosti je
zadouci vysoké rozliSeni méteni, kterého nelze dosdhnout u objemnych vzorkli z divoda

nemoznosti udrzovani konstantni teploty. [39], [40], [42]
2.3.2 HRUS

Ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim (HRUS), z anglického high resolution
ultrasonic spectroscopy, je novou technikou pro studium materialti na zdkladé méfeni parametrt
ultrazvukovych vin prochazejicich vzorkem. Tato metoda je zaloZzena na méfeni rychlosti a
zeslabeni akustickych vin pfi vysokych ultrazvukovych frekvencich §ificich se zkoumanym
materidlem. Diky této technice je moZzné pfimé a nedestruktivni méfeni beze zmény stavu
vzorku. Hlavni vyhodou této techniky je schopnost prochazet opticky netransparentnim
materidlem (barevny, dokonce i neprihledny).

Ultrazvukovy spektrometr s vysokym rozliSenim je konstruovdn piedev§im pro méteni
ultrazvukové rychlosti a ultrazvukového zeslabeni S vysokym rozliSenim. Vyhodou
ultrazvukového spektrometru s vysokym rozliSenim neni jenom jeho vysoké rozliSeni, ale
také moznost vybéru mezi tfemi méticimi mody. Jedna se o kinetické, titraéni a méteni v rezimu

teplotniho skenu.
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2.3.2.1 Princip méreni HRUS

M¢éteny vzorek metodou ultrazvukové spektroskopie S vysokym rozliSenim je zalozen
na méfeni rychlosti ultrazvukové viny a zméné jeji amplitudy. Standardni méteni v tomto typu
spektrometru jsou realizovana jako komparativni. Coz lze chapat tak, ze meétfeni probiha
v referencni cele, kde se nachdzi Cisté disperzni prostfedi, a také v méfici cele obsahujici
zkoumany vzorek. Rozdil mezi hodnotami rychlosti a zeslabeni v jednotlivych celach se poté
vyuziva k vyhodnoceni méfeni. Hlavni vyhodou tohoto typu pfistroje je moznost kontinudlniho
meéieni pii nékolika vybranych ultrazvukovych frekvencich.

Akusticka vina je generovéna piezoelektrickym pfevodnikem na jedné strané cely
a ve zménéné podob¢ detekovana druhym piezoelektrickym ptevodnikem na strané druhé.
Prvni pfevodnik méni elektricky signél z fidiciho pocitace na ultrazvukovou vlnu, zatimco
druhy pfevodnik kona proces opacny. Ze zmény amplitudy ultrazvukové viny proslé, lze
vyvodit vlastnosti zkoumaného vzorku, jak zndzorfuje Obrdzek 10. Schéma umisténi

piezoelektrickych ptevodniki a cely, kterou prochdzi ultrazvukova vlna je mozné vidét na

Obrazku 11.
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Obrazek 10: Zmena amplitudy ultrazvukové viny pri prichodu vzorkem. [43]
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Obrazek 11: Princip méreni na ultrazvukovém spektrometru s vysokym rozlisenim. [43]

Je znamo, ze hodnota zeslabeni zvukové viny je nezavisla na teploté. Coz neplati
pro ultrazvukovou rychlost viny prochéazejici vzorkem. [45]
2.3.2.2 Vyuziti HRUS
Ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim disponuje celou fadou moznych aplikaci
pro sledovani velmi slabé detekovatelnych chemickych reakci.
HRUS nachazi uplatnéni pfi studiu:
e Stability farmaceutickych emulzi
e Procest tvorby gelil
e Biochemickych reakci

e Charakterizace pektinu a pektatu

Studium stability farmaceutickych emulzi

Na zéklad€ hodnot ultrazvukového zeslabeni ziskanych piedev§im pii méfeni v teplotnim
rezimu je mozné urcit stabilitu, zivotnost a také idealni podminky pro skladovani a pouZziti
téchto emulzi. Pii zvySujici se teploté¢ dochazi u emulzi k restrukturalizaci a tim padem
i k zvySeni hodnot ultrazvukového zeslabeni. V tomto experimentu byl pouzit jako vzorek
emulze voda/olej. Na Obrdazku 12 je mozno vidét markantni zménu hodnot ultrazvukového
zeslabeni, kdyZ teplota pfesahne 44 °C. ZvySeni ultrazvukového zeslabeni mize byt pficitano

flokulaci vodnich kapének, coz je vyvolano zvySujici se teplotou. [46]
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Obrazek 12: Analyza stability farmaceutickych emulzi [46]

Studium tvorby gelit

Pii studiu tvorby gel pomoci ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim bylo
v jednom z mnoha jinych ptipadi studovan proces tzv. ,,studené¢ho okyseleni* bilkovin pomoci
2 % GDL (glukonolakton). V potravinarském odvétvi téZ oznaCovan jako ES575.
Na Obrdzku 13 je moZzné zaznamenat po uplynuti 80 minut od okyseleni velky nérust relativni
ultrazvukové rychlosti, coz zplsobuje vznik agregatt v roztoku. Po 110 minutach dochazi
ke gelaci a nasledné je tvorfen sitovany gel. Po péti hodinach se ultrazvukova rychlost dostane

do roviny, jakmile je dokoncena tvorba gelové sité. Pokles v relativni ultrazvukové rychlosti
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Vv obdobi post-gelace nastava v disledku probihajicich konformacnich a chemickych zmén

uvniti gelové sité. [47]
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Obrazek 13: Studium gelace pomoci HRUS [47]
Studium biochemickych reakci

Pfi méfeni v titraCnim reZimu na ultrazvukovém spektrometru s vysokym rozliSenim byl
pozorovana vznik vazby protein-ligand. Pfikapavan byl zde roztok ligandu, ktery byl postupné
davkovan do méfici cely, ktera obsahovala roztok proteinu. Po dostatecném mnozstvi pridavka
doslo ke snizeni hodnoty relativni ultrazvukové rychlosti. Tento jev byl zplisoben navazdnim
ligandu na hydratac¢ni obal proteinu a sou¢asnym vytla¢enim molekul vody z tohoto obalu. [47]
Studium pektinu a pektdtu

V mé bakalatské praci jsem se zaméfil na studium koncentracnich fad pektinu a pektatu.
Bylo zjisténo, Ze pro vSechny fady je charakteristickd linearn€ rostouci zavislost ultrazvukové
rychlosti na koncentraci roztoku. Bylo také dokdzano, ze pektat rozpustény v rozpoustédle
(ultracista deionizovana voda; 0,15 M NaCl; PBS) o dané koncentraci vykazuje vzdy vyssi
hodnoty relativni ultrazvukové rychlosti, nez je tomu v piipadé¢ pektinu za totoznych podminek.

[48]
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2.4 Soucasny stav FeSené problematiky

Dle mnohych autor jsou moznosti praktického vyuziti hyaluronanu pfedevsim v cilené
distribuci 1é¢iv pfi nddorovych onemocnéni. Toto 1éCivo by bylo mozné dopravit piimo
K postizené tkani pomoci specifického nosice, ktery by mohl zabranit nezadoucimu ptsobeni
1é¢iva na zdravé tkané€. AvSak na tento nosic jsou kladeny vysoké pozadavky. Tento nosi¢ musi
vykazovat biodegradabilitu, biokompatibilitu, schopnost vazat 1é¢ivou latku a tuto latku pozdéji
uvolnit na pozadovaném misté. Dle mnoha autorti by prave touto latkou mohl byt modifikovany
hyaluronan. Pro tuto modifikaci jsou v soucasné dobé nejvice zkoumany interakce mezi
tenzidem a molekulami hyaluronanu. Védci ptedpokladaji citlivost hyaluronanu na savci
receptor CD44, ktery je u savci zodpovédny za migraci a proliferaci bunék. AvsSak tento
receptor je hlavné ve velké mife exprimovan na povrchu nadorovych bunék. [49]

Interakce mezi hyaluronanem a tenzidem byly cilem vyzkumu T. Halasové a spol [49].
V tomto vyzkumu byly pouzity dvé molekulové hmotnosti hyaluronanu (90 kDa a 1,4 MDa)
a dva kationtové tenzidy (CTAB a TTAB) v roztoku 0,15 M NaCl. Z vysledku je ziejmé, ze
NaCl potlacuje interakce mezi opacné nabitymi polyelektrolyty a tenzidy, avSak tyto interakce
jsou stale v nékterych piipadech pfitomny. Vysledky z fluorescenéni spektroskopie poukazuji
a skute¢nost, ze tvorba micel (agregatll) se vyskytuje spise v urcitych intervalech koncentrace
PAL nez v jednom bodé¢, a to hlavné v pfitomnosti hyaluronanu. Toto zjisténi bylo velmi
diilezité v problematice cilené medikace, kdy je nutno zjistit, pfi jaké koncentraci je systém
hyaluronan-PAL schopen tvofit micely ochotné pojmout medikament.

Ve své dizertacni praci T. Halasovd [51] prohloubila sviij dosavadni vyzkum interakci
hyaluronan-tenzid. V tomto piipadé byl testovanym tenzidem pouze CTAB, kdy probé&hly
experimenty kolem kritické micelarni koncentrace tenzidu. Bylo potvrzeno, Ze pii téchto
interakcich dochazi k tvorbé stabilnich agregati, které jsou schopny pojmout nepolarni latku.
Pti vyssi koncentraci CTAB vznikala gelova faze, ktera byla schopna pohltit veskerou polarni
latku. Tento vyzkum byl proveden pro rizné koncentrace CTAB v riiznych prostiedich (voda;
0,15 M NaCl). Reologickym méfenim bylo zjisténo, Ze vlastnosti gelu jsou ovlivnény
molekulovou hmotnosti pouzitého hyaluronanu.

V diplomové praci se S. Jardbkovd [52] zaméfila na téma hydrogeld, které vznikaji
interakcemi kationtovych polymert (chitosan, dextran hydrochlorid) s aniontovymi tenzidy
(SDS, SDBS) z makroskopického hlediska ve vodé a v prostiedi 0,15 M NaCl. Z reologickych
experimentt vyplyva, ze lepsi mechanické vlastnosti maji chitosanové gely, které jsou schopny

tvofit rigidnéjsi strukturu, nez je tomu v piipadé€ dextranu.
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J. Mondek [53] se ve své dizertaéni praci zaméfil na vyuziti pokroc€ilych fluorescencnich
technik v systému hyaluronan-tenzid. Pomoci technik casové-rozlisené a stacionarni
fluorescence byl zkoumén vliv hydratace hyaluronanu na jeho interakce s opacné nabitymi
micelami za pomoci fluorescen¢nich sond, které podléhaji deprotonaci v excitovaném stavu.
Na zéklad¢ téchto experimentli byla vybrana jedna sonda (1-naftol) pro dalsi postup. Pomoci
této sondy byla zkoumana jeji pouzitelnost pro uréeni CMC tenzidu (CTAB, Septonex)
a zaklad¢ zhaseni fluorescence chlorovymi derivaty. Dle citlivosti deprotonace v excitovaném
stavu této fluorescen¢ni sondy byl uréen vliv hyaluronanu na vnitini prostiedi micel. Bylo
zjisténo, ze se 1-naftol v¢lenuje do Sternovy vrstvy, coz je vnéjsi ¢ast elektrické dvojvrstvy.

Pomoci ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim prof. Pekai* a spol. [40]
potvrdil, Ze je mozné urcit hodnotu CMC s pouzitim této velmi citlivé metody. Na zakladé
tohoto ¢lanku se vznik micel vyznacuje snizenim rychlosti ultrazvukové viny diky micelarnimu
elastickému jadru. Také zde byl diskutovan vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu na velikost
relativni ultrazvukové rychlosti. Bylo prokdzano, Ze neni rozhodujici molekulova hmotnost
hyaluronanu, ale pouze koncentrace dimerti ve vzorku, ze kterych je molekula hyaluronanu
tvofena. Pokud tedy roste linearné koncentrace hyaluronanu, roste i relativni ultrazvukova
rychlost linedrné (ve vodé¢ i v 0,15 M NacCl). Tento jev je opodstatnén tim, Ze dochazi k tvorbé
hydratovanych molekul hyaluronanu.

A. Kargerovd a spol. [38] zkoumala, v ramci studia interakci hyaluronanu a kationtovych
tenzidii (CTAB, TTAB), fadu experimentli, pomoci techniky ultrazvukové spektroskopie
s vysokym rozliSenim v titratnim rezimu. Byla pouzita dvé prostfedi (voda; 0,15 M NaCl)
a Ctyfi molekulové hmotnosti hyaluronanu. Nejdiive byla proméfena CMC a poté interakce
hyaluronanu s tenzidem TTAB, jak je mozné vidét na Obrdzku 14. Diky vysoké citlivosti této
metody, bylo moZzné rozpoznat az Sest riznych oblasti, kdy dochazi ke vznikiim interakci

pii formovani komplexi.
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Obrazek 14: Titracni kiivka TTAB do vody a TTAB do roztoku hyaluronanu s viditelnymi
oblastmi (I-VI). [38]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie
Hyaluronan sodny: Contipro Biotech s.r.o. (Ceska republika)
Pouzité Sarze hyaluronanu jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1. Hyaluronan pouzity v experimentalni casti

Hyaluronan sodny

Mw v Obsah vlhkosti
[kDa] Sarze [% hm.]

13 021014-E1 8,826
80-130 260315-E2 9,782
250-450 230215-E1 7,249

1400-1600 181214-4-D1 7,756

V nasledujici Tabulce 2 jsou uvedeny dalsi pouzité chemikalie.

Tabulka 2: Dalsi pouzité chemikalie v experimentalni cdsti

Chemikalie Specifikace

. ., Lachner (Ceska republika), CAS: 7647-14-5,
Chlorid sodny Sistota 99,5 %

CAE Ajinomoto (Japonsko) CAS: 95370-65-3

3.2 Priprava roztoki

3.2.1 Priprava zasobnich roztoki

Pro ptipravu vSech zasobnich roztokl 1 vzorki byla pouZita ultracista deionizovana voda
z ptistroje PURELAB.
3.2.2 Zasobni roztok NaCl

Na analytickych vahach bylo navézeno potiebné mnozstvi NaCl a doplnéno vodou
na vysledny objem 0,5 1. Na tuto ptipravu bylo vZdy navdzeno mnoZstvi 4,3833 g NaCl. Pro
lepsi rozpusténi navazky byla zdsobni lahev umisténa na magnetickou michacku, kde byl roztok
po dobu 24 h michan v uzaviené nadob¢. Takto pfipraveny zasobni roztok mél vyslednou
koncentraci 0,15 M.
3.2.3 Zasobni roztok hyaluronanu

Roztoky hyaluronanu pouzivané v této experimentalni ¢asti byly o koncentraci 1 g/cm?®
pro molekulové hmotnosti 13 kDa, 80-130 kDa, 250-450 kDa a 1 400-1 600 kDa. Roztoky
byly pfipravovany piimym rozpousténim hyaluronanu v ultracisté deionizované vodé. Tato

voda byla pouzivana i pii ptipravé vsech dalSich roztokti a méfeni. Vsechny komponenty, které
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tvorily vysledny roztok, tedy hyaluronan i voda, byly béhem pfipravy vazeny. Roztok
hyaluronanu byl pfed samotnym méfenim vzdy ponechan 24 h v uzaviené nadobé na
magnetické michacce pfi laboratorni teploté. Pokud vzorky nebyly méfeny po 24 hodinach od
piipravy, byly tyto roztoky ponechany v chladnicce pfi teploté do 5 °C v uzavienych nadobach,
aby doslo k zamezeni mozné degradace hyaluronanu. Pfi pfipravé hyaluronanu rozpusténého
v 0,15 M NaCl se postupovalo obdobné¢ jako pii ptipraveé hyaluronanu ve vode.

3.2.4 Zasobni roztok CAE

Roztok CAE byl pfipravovan v odmémné baiice pfimym rozpousténim daného tenzidu
v ultracisté deionizované vodé¢ z pfistroje PURELAB. Tato latka od firmy AJINOMOTO byla
dodavana ve formé prasku a jeji mnozstvi bylo vazeno na analytickych vahach. Vysledné
koncentrace byly zprvu voleny 20 mg/ml a 40 mg/ml. Tento roztok ovSem nevykazoval
homogenni charakter a bylo nutné provést postup pro jeho naprosté rozpusténi. Takto
pfipraveny roztok bylo nutné umistit na magnetickou michacku s teplotnim ohfevem, kde doslo
pti teploté 45°C kuplnému rozpusténi CAE. Nasledné byl vzorek ponechdn na bézné
magnetické michaéce po dobu 24 h. U 40 mg/ml CAE ovSem po 120 sekundach dochazelo
k opétovnému vysrazeni tenzidu. Toto byl hlavni divod pro pouziti pouze méné
koncentrovaného (20 mg/ml CAE) tenzidu. Pokud béhem jednoho tydne nebyl zasobni roztok
spotiebovan, bylo nutné jej pfipravit znovu.

Obdobné byly pfipraveny roztoky v prostredi 0,15 M NaCl. Zde dochazelo k Gplnému
rozpu$téni pii teplot¢ 50 °C. Na Obrdzku 15 je mozno vidét, jak probihalo rozpousténi
ptipravovaného vzorku CAE o koncentraci 20 mg/ml (vlevo) a 40 mg/ml. Na prvni fotografii
(A) je stav roztoku pied zahtatim na teplotu 45 °C. Na druhé fotografii (B) je mozno vidét zcela
¢iré roztoky pii dosaZeni rozpoustéci teploty. Poté byly roztoky nckolik minut ponechany
5 minut pii laboratorni teploté. Po této dobé doslo k opétovnému vysrazeni CAE v roztoku

o koncentraci 40 mg/ml, jak je znatelné na fotografii (C).
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Obrazek 15: Rozpousteni CAE a opétovné vysrazeni roztokii 0 koncentraci 20 mg/ml (vlevo)
a 40mg/ml (vpravo). V cdsti A je videt roztoky pred zahratim. Na fotografii B jsou roztoky ihned
PO zahrati a rozpusténi tenzidu. Fotografie C zobrazuje stav 5 minut po skonceni zahrivani.

3.3 Méreni ultrazvukové rychlosti a zeslabeni

K experimentalnimu pozorovani interakci mezi hyaluronanem a CAE byl pouzit pfistroj
HRUS 102T, od Irské firmy Ultrasonic Scientific. Méteny vzorek byl vzdy umistén v méfici
cele. Vsechny vzorky byly méfeny pii Sesti frekvencich vrozsahu 2,5-17,5 MHz.
Charakteristické piky roztokd jsou definovany harmonickymi ¢isly jednotlivych pikd. Tato
harmonicka ¢isla se pocitaji jako podil frekvence piku a rozdilu frekvenci dvou sousednich
pikii. Tato &isla byla stejna pro viechna méteni. Cisla pikd, pii kterych méfeni probihalo, byla
22,4; 42,4, 65,4; 93,9; 99,3 a 120,0. Frekvence jednotlivych pikli pro referencni ultracistou
deionizovanou vodu odpovidaly 2 869 kHz; 5 239 kHz; 8 106 kHz; 11 348 kHz; 12 212 kHz;
14 712 kHz. Aby byl piistroj spravné nastaven musi platit, ze harmonicka ¢isla referen¢niho
roztoku a vzorku jsou stejna. Jelikoz je méfeni na ultrazvukovém spektrometru komparativnim
métenim, byly vSechny vzorky méfeny proti ultracisté deionizované vode¢, kterd se nachazela
Vv referenéni cele.

Do pfistroje byl vzdy davkovan ptesné jeden mililitr odplynéného vzorku automatickou
pipetou. K odplynéni dochazelo na centrifuze pii 3 000 ot/min po dobu 3 minut.

Tento pfistroj umoznuje n¢kolik typli méteni, a to kinetické, titracni nebo v reZzimu teploty.
V experimentalni ¢asti byly vyuzity dva typy méfeni, a to kinetické pfi konstantni teploté
a titraCni. V experimentalni Casti bylo provadéno meéfeni pii dvou konstantnich teplotach.
Jednou z nich byla laboratorni teplota 25 °C a druha byla zvolena na fyziologickou teplotu
37 °C.
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Obrazek 16: Pristroj HRUS 102T vybaveny termostatem a automatickym titrdatorem.

3.3.1 Méfeni v kinetickém reZimu

Pro méfeni v kinetickém rezimu byla zvolena pouze teplota 25 °C. Tato teplota byla po celou
dobu méteni neménnd. Timto zplisobem bylo zkouméano chovani méné zfedéného (20 mg/ml)
CAE v prub¢hu 5000 minut. Také byla touto technikou proméfena kritickd micelarni
koncentrace tenzidu v ultracisté deionizované vod¢ pii 25 °C pro vzorky pouzité piti méfeni
povrchového napéti. Vzdy byly vyhodnocovany hodnoty relativni ultrazvukové rychlosti
odpovidajici piku s charakteristickym ¢islem 93,9.
3.3.2 Méfeni v titra¢nim reZimu

Pfistroj v titranim rezimu pracuje spolu s automatickym titratorem, ktery prikapava titrant
do méfici cely pres titracni nastavec na zakladé programového nastaveni. Findlni titracni
program byl volen na zakladé nékolika sérii méfeni. Nakonec byl nastaven rezim pro piidavky
6 ul do prititrovaného objemu 210 ul, nasledné byl pridavek tenzidu zvySen na 10 pl.
Po ptidavku pfistroj zapnul spodni 1 horni michani. Po tomto promichani nasledoval cas
bez michéani, ustalovani signidlu. Do méfeného roztoku byl vzdy piikapavan tenzid CAE

(20 mg/ml). Byly vyhodnocovany vysledky piku s charakteristickym ¢islem 93,9.
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Konstantni teplota roztokti v celdich je zajiStovana termostatem Svodni lazni
Thermo Haake Phoenix, ktery dokaze teplotu kontrolovat s presnosti +0,01 °C. Na Obrdzku 17

je mozno vidét titrani nastavec osazeny hornim michadlem a davkovaci trubici.

Obrazek 17: Titracni nastavec pro HRUS 102T.

3.4 Meéreni hustoty a ultrazvukové rychlosti denzitometricky

Na zaklad¢ vysledkt ziskanych pomoci ultrazvukového spektrometru s vysokym rozliSenim
byly sestaveny koncentracni fady vzorkt hyaluronanu s pfidavkem tenzidu CAE. Tyto vzorky
byly proméfeny na denzitometru DSA 5 000 M, ktery je vyrabén firmou Anton Paar. Tento
ptistroj disponuje velkou piesnosti pii méfeni hustoty (Sest desetinnych mist) a zaroven také
méfi 1 ultrazvukovou rychlost (dvé desetinnd mista). Méfeni probihalo v rezimu tabulkového
skenu pfi teplotach 25 °C a 37 °C. Z kazdého jednoho aplikovan¢ho vzorku do pfistroje byly
tedy ziskany dvé hodnoty hustoty a dvé hodnoty ultrazvukové rychlosti. Hodnota hustoty
byla méfena pro vypocet stlaCitelnosti vzorkll, kterd se spocitd z ultrazvukové rychlosti a

hustoty.
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Nejprve bylo nutné piistroj promyt vzorkem, ktery bude v pfistroji poté analyzovan (1 ml).
Toto bylo provedeno vzdy, aby se v pfistroji nenachazely ¢astice z predeslého méteni. Nasledne
byl jesté pristroj profouknut proudem vzduchu. Poté doslo k vstiiknuti ptiblizné 4 ml vzorku
do pfistroje pomoci injekéni stfikacky. Bylo nutné dbat na dokonalé odplynéni vpraveného
vzorku. Tento fakt byl zajistén pomoci podtlaku ve stikacce. Pokud by nedoslo k dokonalému
odplynéni, pfistroj by automaticky v pritbéhu experimentu upozornil uzivatele na chybny
nastiik vzorku. Jedno méfeni probihalo pfiblizné¢ 20 minut. Po Gspésném méteni se nechal
ptistroj chladit (z 37 °C na 25 °C) a postup byl znovu opakovan pro dalsi vzorek z koncentracni
fady.

V mé experimentalni ¢asti byly zméteny hodnoty vSech koncentracnich fad definovanych
molekulovych hmotnosti hyaluronanu s tenzidem CAE ve vodé¢ i v 0,15 M NaCl. Koncentrace
jednotlivych vzorki byla volena tak, aby zlom, ktery se vyskytoval ve vysledcich z titra¢niho

méfeni na ultrazvukovém spektroskopu, byl viditelny i na vysledcich ziskanych z denzitometru.

Obrazek 18: Denzitometr DSA 5000 M.
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3.5 Meéreni povrchového napéti

Mg¢fteni bylo provadéno na tenziometru KSV Sigma 700. Pro méteni povrchového napéti
pomoci krouzku je potteba ke kazdému méfeni disponovat alespoit 15 ml vzorku. Ptred
zapocetim méfeni je nutné kalibrovat zavazi, které je ptipevnéno na ha¢ek pomoci pinzety. Po
této rutinni kalibraci se pfipevni méfici krouzek a pfistroj je pfipraven k méfeni. Pfistroj
je primo kontrolovan pomoci pocitace a data jsou ukladana na pevny disk. Tento tenziometr

umoziuje méfit v né€kolika rezimech méteni, avSak v tomto piipad€ byla studovana pouze

kriticka micelarni koncentrace.

Obrdazek 19: KSV Sigma 700 tenziometr.
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3.6 Stanoveni molekulové hmotnosti CAE

Pro uréeni molekulové hmotnosti tenzidu CAE byla pouzita technika SEC-MALS-dRI.
Méieni bylo tfikrat opakovano. Objem nastiiku jednoho vzorku do pfistroje bylo vzdy
100 mikrolitrd. Pouzitou mobilni fazi pro tento typ méfeni molekulové hmotnosti byl
0,1 M NaNOs. K témto Gcelim byla pouzita kolona PL aquagel-OH 20 (vhodna pro méfeni
molekulové hmotnosti v rozsahu 100 Da az 20 000 Da). SEC-MALS kolona byla vyrobena
firmou Agilent Technologies (USA). Piedseparované frakce analyzovanych vzorka nasledné
vstupuji do jednotlivych detektort. V ramci méfeni byl pouzit MALS detektor
(DAWN HELEOS 1I) a diferen¢ni refraktometr (OPTILAB T-rEX), které jsou dodavany
firmou Wyatt Technology (USA). Odbér vzorku a aplikace do pfistroje byla zabezpecena
pomoci automatického dévkovace (autosampler). Jako vzorek byl pouzit roztok CAE
0 koncentraci 20 mg/ml rozpustén v ultracisté deionizované vodé. Dal§im dulezitym faktorem
pro tento typ méfeni je hodnota inkrementu indexu lomu (dn/dc), ktera byla stanovena na
0,085 ml/g.

3.7 Okometrické pozorovani interakce hyaluronan-CAE

Pti okometrickém meéfeni byl titraéni nadstavec pro titratni meéfeni na ultrazvukovém
spektrometru nasroubovan po zavitu na vialku o objemu 5 mililitr. Do vialky bylo vloZzeno
michadlo a 2 mililitry roztoku k titrovdni. Takto pfipravena aparatura byla umisténa
na magnetickou michacku. V pocitaci byl zvolen titra¢ni rezim, kdy po kazdych 40 sekundach
bylo ptidano 10 mikrolitri CAE o koncentraci 20 mg/ml rozpusténé v ultracisté deionizované
vodé. Obdobné tomu bylo, pokud byla titrovana latka rozpusténd v 0,15 M NaCl, poté byl
pouzit CAE rozpustén v NaCl. Béhem piestavky mezi jednotlivymi piidavky bylo vzdy
automaticky spusténo horni michani a manualné spusténa magneticka michacka na dobu deset
sekund. Po vypnuti michani byla pofizena fotografie aktualniho stavu. Tento proces byl
opakovan Sedesatkrat pro kazdy vzorek.

Fotografie byly nasledné¢ kompletovany a vzdy byly vybrany reprezentativni fotografie
pro kolekci ptehledného déni v roztoku. Okometrické titrace byly provedeny pro kritickou
micelarni koncentraci CAE ve vodé a pro interakce hyaluronanu stenzidem CAE
o molekulovych hmotnostech hyaluronanu 13 kDa a 1400-1600 kDa. Interakce byly

pozorovany jak Vv prostredi ultracisté deionizované vody, tak v prostiedi 0,15 M NaCl.
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3.8 Vyhodnoceni dat a diskuze

3.8.1 Stabilita roztoku CAE pomoci ultrazvukového spektrometru

Na ptistroji HRUS 102 bylo provedeno tiikrat méfeni stability roztoku CAE o koncentraci
20 mg/ml. Pro tento typ méfeni byl do méfici cely aplikovan vzdy 1 ml vzorku. Pfi vyhodnoceni
tohoto typu méteni byly do grafu vyneseny hodnoty relativnich ultrazvukovych rychlosti vsech
tii méfeni v zavislosti na Case. Experiment byl proveden pro CAE rozpusténé v ultracisté
deionizované vod¢é a v prostiedi 0,15 M NaCl. Vyhodnoceny byly vzdy hodnoty relativni
ultrazvukové rychlosti pro pik s charakteristickym ¢islem 93.9.

3.8.1.1 Ultrazvukova rychlost CAE ve vodé
4,685
4,680
4,675
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% 4,665

4,635 o0 X 1.méfeni <2.méfeni <3.méfeni
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Graf 1: Graf zndzornujici zavislost ultrazvukové rychlosti roztoku CAE o koncentraci 20 mg/ml
ve vodé na case.

Graf 1 popisuje zavislost relativni ultrazvukové rychlosti prochazejici vzorkem
(coz je rychlost zvuku prochazejici vzorkem, od které se odecitd ultrazvukova rychlost
prochdzejici referencni celou), v zavislosti na Case, po ktery experiment probihal. Kazdé métenti
ultrazvukové rychlosti probihalo po dobu 5000 minut pii 25 °C. Z hodnot relativni
ultrazvukové rychlosti miZzeme usoudit, Ze u vSech tfi méfeni dochazelo ke zvyseni této
rychlosti s postupujicim ¢asem. Mize za to pravdépodobné vypadavani tenzidu CAE zpét
do roztoku. Pfi vySsi koncentraci tenzidu, nez je 20 mg/ml, dochazi k vypadavani CAE do

roztoku podstatné rychleji, jak je mozné vidét v kapitole 3.2.4.
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Graf X 1 znazornuje zavislost primérné ultrazvukové rychlosti téchto tii métfeni. Nejnizsi
pramérnd hodnota relativni ultrazvukové rychlosti je 4,638 m/s po 87 minutach od spusténi

experimentu a nejvyssi hodnota ultrazvukové rychlosti ¢inila 4,671 m/s po 5 000 minutach.
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3.8.1.2 Ultrazvukova rychlost CAE v 0,15 M NaCl
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Graf 2: Zavislost relativni rychlosti na dobé méreni pro vzorky CAE rozpustené v 0,15 M NaCl
0 koncentraci 20 mg/ml.

V Grafu 2 je znazornéna zavislost relativni ultrazvukové rychlosti na ¢ase u tii vzorki CAE
v 0,15 M NaCl o koncentraci 20 mg/ml. V Grafu X 2 je mozné vidét primérné hodnoty
ultrazvukové rychlosti ze tfi méfeni vcetné chybovych usecek. Nejnizsi pramérné relativni
rychlosti (13,138 m/s) bylo dosazeno po 280 minutach. Naopak nejvyssi hodnota pramérné
relativni rychlosti (13,165 m/s) byla namétena po 4 990 minutach.

v

Pfi porovnani vysledkti méfeni v obou rozpoustédlech usuzuji, ze vice stabilnéjsi je roztok

cv v

je po 5000 minutach nizsi (0,027 m/s) nez je tomu v piipadé, kdy je CAE rozpusténo
ve vodé (0,033 m/s).
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3.8.2 Titrace na ultrazvukovém spektrometru s vysokym rozliSenim
Na ultrazvukovém spektrometru s vysokym rozliSenim byly provadény titrace tenzidu CAE
do ultracisté deionizované vody a do roztoku 0,15 M NaCl. Cilem tohoto experimentu bylo

uréeni kritické micelarni koncentrace (CMC) tenzidu v obou prostiedich.

3.8.2.1 Urceni kritické micelarni koncentrace CAE ve vodé

Pfi uréeni kritické micelarni koncentrace bylo titrovan CAE do vody pii 25 °C. Pramérné
hodnoty ultrazvukové rychlosti je mozné vidét v Grafu 3. Cervena datova fada v tomto grafu
znazoriuje body pfed CMC, zatimco modra odpovidd hodnotam rychlosti
po dosazeni CMC. V grafu jsou té€Z vyneseny chybové tsecky na zaklad¢é smérodatné odchylky
dvou méfeni. Zména v trendu ultrazvukové rychlosti neni jednoznacné rozpoznatelna, ale
po detailni analyze dat byla CMC pii 25 °C ve vodé uréena na koncentraci CAE 2,82 mg/ml.
Tato hodnota po ptepocitani na molarni koncentraci odpovida 7,06 mmol/l. Pfepocitani bylo
provedeno na zakladé hodnoty naméfené molekulové hmotnosti. Ultrazvukové zeslabeni se
v pribéhu urceni kritické micelarni koncentrace vyrazné neménilo, proto do grafu neni

implementovano.

3,0

N
(6]

N
o

Relativni rychlost [m/s]
= [
[=) ol

o
&

0 1 2 3 4 5 6
Koncentrace CAE [mg/ml]

Graf 3: Zavislost prumérné relativni rychlosti na koncentraci CAE v mérici cele pri 25 °C
ve vodeé. Kritickda miceldrni koncentrace je oznacena svislou c¢arou pri hodnoté koncentrace
2,82 mg/ml.
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V Grafu X 3 je primérna relativni rychlost vztaZzena na koncentraci CAE pii 37 °C ve vodé
a urceni CMC, ktera je v tomto ptipad¢ jest¢ méné znatelnd. Hodnota CMC ze Ctyt sérii téchto
méfeni byla stanovena pii koncentraci 1,69 mg/ml. Mezi hodnotou kritické micelarni
koncentrace pii 25 °C a 37 °C je znacny rozdil, coz muze byt zpusobeno rozli¢cnym chovanim
tenzidu CAE pii zméné teploty. Tento rozdil neni tak markantni pii zméné teploty u jiz diive
zkoumanych kationtovych tenzida.
3.8.2.2 Uréeni kritické micelarni koncentrace v 0,15 M NaCl

Pti urceni kritické micelarni koncentrace v prostiedi 0,15 M NaCl bylo CAE nafedéno
na koncentraci 2 mg/ml. Predpokladal jsem, ze kriticka micelarni koncentrace v prostiedi NaCl
by méla byt desetkrat nizsi, nez je tomu v piipadé CMC ve vod¢. Tudiz bylo nutné pouzit mensi
ptidavky nebo roztok CAE adekvatné natedit. CMC pii 25 °C v prostiedi 0,15 M NaCl byla
nakonec urcena na 0,23 mg/ml. Zménu v trendu ultrazvukové rychlosti je mozné
vidét v Grafu 4. V tomto grafu odpovida Cervena datova fada bodim pied dosazenim CMC,

zatimco modra odpovida hodnotdm rychlosti po dosazeni CMC.
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Graf 4: Zavislost prumérné relativni rychlosti na koncentraci CAE v mérici cele pri 25 °C
v 0,15 M NaCl. Kriticka micelarni oznacena svislou carou pri koncentraci 0,23 mg/ml.
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V piiloze se nachazi Graf X 4, ktery zobrazuje pribéh titrace CAE o koncentraci 20 mg/ml
do 0,15 M NaCl pti 37 °C. Z n&j neni patrny zadny zlom v trendu relativni rychlosti, tudiz
nebylo mozné ur¢it CMC. Do graft pro uréeni CMC nejsou zaneseny hodnoty ultrazvukového
zeslabeni z diivodu piehlednosti jednotlivych datovych fad. Ultrazvukové zeslabeni nedalo také
zadny vyrazny podnét pro zlom, a tedy pro urc¢eni CMC.

3.8.3 Interakce hyaluronan-CAE ultrazvukovou spektroskopii

Métenim ultrazvukové rychlosti a zeslabeni na ultrazvukovém spektrometru s vysokym
rozliSenim v titraCnim rezimu byla zaznamenano tvorba interakci mezi tenzidem CAE
a hyaluronanem. Byly proméfeny interakce mezi timto tenzidem a hyaluronanem, o ¢tyfech
riznych molekulovych hmotnostech. Méteni byla provadéna jak v ultradisté deionizované

vodé, tak v roztoku 0,15 M NaCl.

3.8.3.1 Interakce hyaluronan-CAE ve vodném prostiedi

V Grafu 5 je mozno vidét porovnani vyvoje ultrazvukové rychlosti pii titranim méfeni
u do vody a do roztoku hyaluronanu (13 kDa) pti 25 °C ve vodném prostiedi. Z hodnot
ultrazvukové rychlosti je mozné vidét, ze se relativni ultrazvukova rychlost méni v zavislosti
na koncentraci tenzidu ve tfech bodech. Jedna se o koncentrace 0,237 1 mg/ml, 1,447 1 mg/ml
a 3,388 7 mg/ml. MiiZeme tedy v tomto titracnim profilu rozpoznat Ctyti oblasti, kdy dochazi
k tvorbé interakci. Titraéni kiivka hyaluronanu s CAE byla rozdélena pro lepsi popsani do
nékolika &asti. Cislovani téchto &asti je stejné jako v lanku A. Kargerovd a spol. [38]. V této
praci byl popsan systém hyalurona-TTAB a hyaluronan-CTAB. Kazdy tenzid mél titracni
kiivku odli$nou, proto i Cislovani v grafech neobsahuje vzdy vSechna ¢isla od I do VI.

V prvni oblasti titra¢ni kiivky (I) v Grafu 5, neni pozorovan zadny efekt hyaluronanu a jeho
vazby s molekulami tenzidu. Jedinou zménou proti titraci do vody je to, ze hodnoty relativni
rychlosti v roztoku hyaluronanu jsou vyssi oproti samotné vodé. V druhé casti se zvySovani
hodnot ultrazvukové rychlosti téméf zastavi, dokonce dochazi k mirnému poklesu téchto
hodnot, jako tomu bylo v systému hyaluronan-TTAB. Tuto oblast vSak pii interakcich
hyaluronan-CAE neregistrujeme. Ve tietim regionu dochazi ke zvyseni hodnot rychlosti se
zvysujici koncentraci tenzidu. Ve ¢tvrté oblasti, ktera je viditelna v Grafu 7 a Grafu X 5,
pozorujeme snizeni hodnot ultrazvukové rychlosti, tento trend je vice strmy nez ve druhé
oblasti. Tato cast se nevyskytuje pii titraci CAE do hyaluronanu o molekulové hmotnosti
13kDa. Cast Vje charakteristickd pro interakce micel s dfive vytvofenymi komplexy
hyaluronan-CAE. Dochazi zde k rozpousténi makroskopickych ¢astic a tvofi se zde ziejmé vice

rigidni struktury, proto také dochézi ke zvySeni rychlosti ultrazvukové viny. Po ukonceni téchto
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interakci pfechazi vzorek do ¢asti VI, kdy se vytvareji volné micely. V ¢asti VI se hodnoty

relativni rychlosti v roztoku hyaluronanu témét shoduji s hodnotami pfi titraci do vody.
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Graf 5: Porovnani ultrazvukovych rychlosti pri uréeni CMC a vzorku hyaluronanu (13 kDa) v
zavislosti na koncentraci CAE pri 25 °C ve vode.

Z hodnot ultrazvukového zeslabeni pro vzorek hyaluronanu (13 kDa) ve vodé je vS§ak mozné
rozpoznat vice oblasti, kde dochdzi k interakcim. Zavislost ultrazvukového zeslabeni
na koncentraci tenzidu je vyobrazena v Grafu 6. Z grafu je vidét, Ze ultrazvukové zeslabeni
reaguje na tvorbu interakci citlivéji, neZ je tomu u hodnot relativni ultrazvukové rychlosti.

V Grafu 7 je titracni profil systému hyaluronan-CAE pii 25 °C ve vodé¢. Na tomto grafu je
viditelna jedna oblast (IV) navic oproti hyaluronanu o molekulové hmotnosti 13 kDa. Tato
oblast se vyskytuje i u titracnich profild zbylych dvou hyaluronant (80-130 kDa,
250-450 kDa), viz. Graf X 5.
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Graf 6: Hodnoty ultrazvukového zeslabeni v titracnim profilu hyaluronanu (13 kDa) ve vode
pii 25 °C.
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Graf 7: Titracni profil relativni rychlosti hyaluronanu (1 400-1 600 kDa) ve vodé pri 25 °C.
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3.8.3.2 Interakce v prostiedi 0,15 M NaCl

Pii titraci CAE v prostiedi 0,15 M NaCl jsou na titraénim profilu znatelné jiné zmény
Vv relativni rychlosti, nez tomu bylo pfi titracich do vody. V ¢asti I je pii nizké koncentraci
tenzidu znatelny linedrni narast ultrazvukové rychlosti. V nasledujici oblasti II dochazi
K mirnéj$imu zvySovani hodnot rychlosti. Tieti ¢ast (I11) titra¢niho profilu je charakterizovana
konstantnimi nebo dokonce mirn¢ klesajicimi hodnotami relativni rychlosti. U hyaluronanu
o nizsi molekulové hmotnosti, nez je 250—450 kDa, je tato oblast velmi obtizné postiehnutelna,
coz je mozné vidét v Grafu 8. V posledni ¢asti (IV) dochazi k vyraznému nartstu
Vv ultrazvukové rychlosti. V Grafu 8 je mozné zaznamenat jesté jeden zlom, je v tomto grafu
zaznacen prerusovanou ¢arou. Tento zlom je zietelny pii koncentraci 3,14 mg/ml. Avsak tato
zména v relativni ultrazvukové rychlosti se projevila pouze u hyaluronanu o molekulové
hmotnosti 13 kDa (pouze jednou ze dvou méteni). Z tohoto divodu je zde tento zlom zaznacen
pouze pierusovanou ¢arou a neni uveden v Tabulce 4. V Grafu 9 vidime titra¢ni profil CAE
do hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1 400—1 600 kDa. V tomto grafu je mozné zaznamenat

tieti oblast (III), kdy dochazi k poklesu relativni rychlosti.
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Graf 8: Titracni profil relativni rychlosti (dU) a zeslabeni (N) hyaluronanu (13 kDa)
v 0,15 M NaCl pri 25 °C.
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Graf 9: Titracni profil relativni rychlosti (dU) a zeslabeni (N) hyaluronanu (1 400-1 600 kDa)
v 0,15 M NaCl pri 25 °C.

3.8.3.3 Porovnani vysledkii pro obé rozpoustédla

V Tabulka 3 je mozno vidét hodnoty koncentrace CAE, pfi kterych dochazelo ke zméné
pribéhu relativnich rychlosti v titra¢nim rezimu pro systémy hyaluronan-CAE ve vodném
prostiedi pfi teplotach 25 °C a 37 °C. Trend v posun koncentraci, pii kterych dochazelo ke
zlomu neni naprosto ziejmy. U oblasti Ill, IV a V dochazi s rostouci molekulovou hmotnosti
hyaluronanu zpravidla k posunu koncentrace, pfi niz dochazi ke zlomu, k niz§im hodnotam.
Pti porovnani dvou teplot bylo zjisténo, Ze zlom ohrani€ujici oblast I pti 37 °C je vzdy pii nizsi
koncentraci nez tomu bylo pfi teploté 25 °C.

V prostiedi 0,15 M NaCl byly zjistény jiné zlomy, nez tomu bylo v ultradisté deionizované
vodé, viz. Tabulka 4. V této tabulce jsou rovnéZ hodnoty zloml pro obé teploty. V tomto
rozpoustédle bylo velmi narocné presné¢ urcit koncentrace, pii kterych dochazi ke zméné
v trendu ultrazvukové rychlosti. Znateln€jsi byly zlomy pii nizsi teploté (25 °C), a piedevsim u
hyaluronanu o vys$si molekulové hmotnosti (250-450 kDa, 1 400-1 600 kDa). Z vysledki pro
37 °C je zajimavy trend pii posunu koncentraci, kdy dochazi ke zlomu II a III. Zatimco u
hyaluronanu o niz§i molekulové hmotnosti (13 kDa, 80—130 kDa) dochazi k t€émto zlomim pfi
vyrazné vysSich koncentracich CAE, pfi vyssi molekulové hmotnosti (250-450 kDa,
1 400-1 600 kDa) se hodnoty oproti teploté 25 °C markantné nelisi.
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Tabulka 3: Tabulka zlomii v titracnich profilech (prostredi — ultracistd deionizovand voda).

Prostiedi Voda
Mw [kDa] Teplota 25°C 37°C
Oblast Koncentrace CAE [mg/ml] Koncentrace CAE [mg/ml]
I 0,24 0,12
Il 1,48 1,54
13

v - -
\% 3,22 2,87
| 0,24 0,12

Il 1,34 1
80-130 3 29
v 1,65 1,65
\ 3,33 3,31
| 0,24 0,12
" 1,34 1,55
250-450
v 1,65 1,65
\ 3,38 3,31
I 0,35 0,35
Il 1,24 1,34
1400-1600

v 1,45 1,45
\% 3,39 3,39

Tabulka 4: Tabulka zlomii v titracnich profilech (prostredi - 0,15 M NaCl).

Prostiedi NaCl

Mw [kDa] | Teplota 25°C 37°C
Oblast Koncentrace CAE [mg/ml] Koncentrace CAE [mg/ml]

I 0,24 0,24

13 I 1,34 3,47

Il 1,44 3,87

I 0,35 0,35

80-130 I 1,02 4,13

Il 1,94 4,25

I 0,24 0,24

250-450 I 2,14 1,85

i 2,61 2,24

I 0,35 0,47

1400-1600 I 2,33 2,24

i 2,43 2,43

45



3.8.4 Charakterizace interakci denzitometrii
3.8.4.1 Denzitometrické méreni pro systém hyaluronan-CAE

Méfeni na hustoméru bylo provadéno pro roztoky o riiznych koncentracich tenzidu CAE
v systému hyaluronan-CAE pro teploty 25 °C a 37 °C. V této praci jsou pouze vysledky tohoto

méfeni pouze pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 13 kDa a 1 400-1 600 kDa.

Ultrazvukova rychlost [m/s]
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Graf 10: Hodnoty ultrazvukové rychlosti a hustoty pro CAE v hyaluronanu (13 kDa) p7i 25 °C
v prostiedi ultracisté deionizované vody.

V Grafu 10 jsou znatelné zmény v ultrazvukové rychlosti i hustoté predem piipravenych
roztokll o riznych koncentraci tenzidu. K témto zménam dochazi pti koncentracich, které byly
zjiStény pomoci titraéniho méfeni na ultrazvukovém spektrometru s vysokym rozliSenim.
Koncentrace byly voleny tak, aby byla oblast, kde dochédzi k interakcim wviditelna 1 na
vysledcich z denzitometrie.

Vysledky pro 37 °C jsou zobrazeny v Grafu 11. Zvysledki je patrné, ze hodnoty
ultrazvukové rychlosti jsou pii vyssi teploté taktéz vyssi, na rozdil od hustoty, kterd je pii1 vyssi
teploté nizsi. Pfi koncentraci 0 mg/ml CAE ma &isty hyaluronan hustotu 0,997 6 g/cm?® (25 °C)
a 0,9938g/cm® (37 °C). Hodnoty ultrazvukové rychlosti pro tuto koncentraci jsou
1496,64 m/s (25 °C) a 1523,49 m/s (37 °C). Pro piimé porovnani ultrazvukovych rychlosti a

hodnot hustoty se v piiloze nachazi Graf X 6.
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Graf 11: Hodnoty ultrazvukové rychlosti a hustoty pro CAE v hyaluronanu (13 kDa) pri 37 °C
v prostredi ultracisté deionizované vody.

Pfi porovnani dvou molekulovych hmotnosti hyaluronanu (13 kDa a 1 400-1 600 kDa), jak
je mozné vidét v Grafu 12, bylo dokazano, ze hodnoty ultrazvukovych rychlosti a hustoty se
pro danou koncentraci CAE zasadnim zplsobem nelis$i. Z hodnot ultrazvukové rychlosti a
hustoty 1ze rozpoznat, kdy dochazi ke zlomu. Pro tyto dvé molekulové hmotnosti hyaluronanu

Vv systému hyaluronan-CAE je v nasledujici kapitole 3.8.4.2 vypocétena stlacitelnost.
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Graf 12: Denzitometrické porovnani dvou molekulovych hmotnosti hyaluronanu v systému
hyaluronan-CAE pri 25 °C ve vode.

V prostiedi 0,15 M NaCl je z vysledk pro hyaluronan (1 400-1 600 kDa) ziejmé, Ze
hodnoty ultrazvukové rychlosti i hustoty jsou vyssi, nez tomu bylo ve vodném prostiedi.
Zavislost ultrazvukové rychlosti a hustoty na koncentraci pro tento piipad znazoriuje Graf 13.
Roztok hyaluronanu (1 400—1 600 kDa) ve vodé bez ptidavku CAE vykazoval hustotu 0,997 6,
zatimco v prostfedi 0,15 M je hodnota hustoty pro &isty hyaluronan 1,004 3 g/cm?®,
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Graf 13: Hodnoty ultrazvukové rychlosti a hustoty pro koncentraci CAE v hyaluronanu
(1 400-1 600 kDa) pri 25 °C v prostredi 0,15 M NaCl.

3.8.4.2 Vypocet stlacitelnosti

Stlacitelnost byla vypocitana na zéklad¢ hodnot ultrazvukové rychlosti, které byly ziskany
meéfenim na ultrazvukovém spektrometru s vysokym rozliSenim, a hodnot hustoty
Z denzitometrického meéfeni. K ultrazvukové rychlosti pouzité z ultrazvukového méfeni na
HRUSu musela byt vzdy pfipoctena tabelovand hodnota ultrazvukové rychlosti, ktera je
charakteristicka pro ultraCistou deionizovanou vodu, jenz ¢ini 1497,22 m/s. Vypocet byl

realizovan na zakladé vztahu:

1
U=——

N

V tomto vztahu vystupuje u (ultrazvukova rychlost), p (hustota) a f (stlacitelnost).

Na zaklad¢ vypoétenych hodnot byl sestrojen Graf 14, kde je znazornéna zavislost stlacitelnosti
na koncentraci CAE ve vod¢. Tento graf je zaroven i porovnanim stlacitelnosti pro dvé
molekulové hmotnosti hyaluronanu (13 kDa a 1 400-1 600 kDa). Ve vodném prostiedi se
hodnoty stlacitelnosti pro tyto dvé molekulové hmotnosti pfili§ neli$i, ale nepatrné veétsi

hodnoty stlacitelnosti vykazuje hyaluronan o vyssi molekulové hmotnosti.
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Graf 14: Zavislost vypoctené stlacitelnosti na koncentraci CAE pri 25 °C ve vodném prostredi.

Hodnoty jednotlivych vypoétenych stlacitelnosti jsou soucasti ptilohy (Tabulka X 1,
Tabulka X 2). Tabulka X 1 shrnuje hodnoty stladitelnosti pro hyaluronan o molekulové
hmotnosti 1 400-1 600 kDa, zatimco Tabulka X 2 reprezentuje vysledky stladitelnosti pro
hyaluronan o molekulové hmotnosti 13 kDa. V obou zminénych tabulkach se vyskytuji
hodnoty jak pro vodné prostiedi, tak pro 0,15 M NaCl. V ptiloze se taktéz nachazi Graf X 7,
kde je znazornéna zavislost stlacitelnosti na koncentraci tenzidu v prostfedi 0,15 M NaCl. Zde
je rozdil mezi zkoumanym hyaluronanem o dvou molekulovych hmotnosti vyrazny. Napftiklad
pro koncentraci CAE 3,6 mg/ml je pro 13 kDa hyaluronan tato hodnota 4,41 x 10 bar* a pro
hyaluronan o vy$s§i molekulové hmotnosti ¢ini 3,38 x 10 bar.

3.8.5 Méieni povrchového napéti pro uréeni CMC

Byly pfipraveny roztoky o koncentracich, které jsou uvedeny v Tabulce 5 a byly naméteny
hodnoty povrchového napéti na tenziometru, které jsou taktéz soucasti této tabulky. Méteni pro
kazdy vzorek bylo provedeno tiikrat a poté tato data byla zprimérovana. Nejdiive bylo
zméfeno povrchové napéti ultracisté deionizované vody, jejiz hodnota takika odpovida
tabelované hodnoté. Tato hodnota ¢inila 72,74 x 1073 N/m. Tabelovana hodnota pro vodu pfi
teploté 25 °C je 71,97 x 1073 N/m.
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Tabulka 5: Tabulka koncentraci pripravenych roztokit a namérené hodnoty povrchového
napeti.

Koncentrace
CAE 6 [1073 N/m]
[mg/ml]
0,5 29,154
1 29,107
2 35,676
3 33,614
4 36,103
5 36,358
55 36,408
6 37,184
6,5 36,965
7,5 37,164
8,5 36,798

V Grafu 15 zavislost povrchového napéti na koncentraci tenzidu CAE. Z téchto vysledku
neni mozné tenziometrickou metodou urcit kritickou miceldrni koncentraci. Tato metoda
pravdépodobné neni vhodné pro ur¢eni CMC tohoto tenzidu. Usuzuji, ze CAE pravdépodobné
neni pouze Cistym tenzidem, ale jedna se o smés latek, které tvoti micely jinak, nez tomu je u
JiZz zkoumanych tenzidi, u kterych na zaklad¢ této metody byla urc¢ena CMC spolehlivé. Tyto
pfipravené roztoky byly podrobeny také méfeni na ultrazvukovém spektrometru s vysokym
rozliSenim (viz. Graf X 8) a denzitometrickému méfeni na hustoméru DSA 5000 M
(viz. Graf X 9). Ani tato dodate¢na méfeni piipravenych roztokl neprokazaly zlom, ktery by
mohl byt oznacen jako kriticka micelarni koncentrace. Jako dopliikova technika pro stanoveni
kritické miceldrni koncentrace byla pouzita metoda ITC, jejiz vystup je soucdsti ptilohy
(Graf X 10). Z této metody byla stanovena kriticka micelarni koncentrace tenzidu na hodnotu
koncentrace CAE 3,64 mmol/l. Tento vysledek ov§em nekoresponduje s vysledkem méfeni na
ultrazvukovém spektrometru s vysokym rozliSenim, kde byla CMC pii 25 °C urcena pii

7,06 mmol/l koncentrace CAE.
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Graf 15: Hodnoty povrchového napéti vztazené na koncentraci tenzidu CAE.

3.8.6 Okometrické pozorovani titraci CAE

Pti okometrickém pozorovanti titrace byl nejdiive titrovan roztok CAE ve vodé do ultracisté
deionizované vody. Tento experiment byl proveden pro ovéfeni, zda se nedgji vizualni zmény
po dosazeni CMC. Pfi tomto experimentu vSak k zddnym zménam nedochazelo, roztok po
celou dobu titrace zustal Ciry (viz. Obrazek X 1).

Poté byly provedeny titrace do roztoku hyaluronanu (13 kDa a 1 400-1 600 kDa)
rozpusténého ve vodé a v 0,15 M NaCl. Pii titraci dochazelo k vizudlni zméné po dosazeni
koncentraci, které¢ vymezuji definované oblasti, viz. kapitola 3.8.3.3. Na Obrazku 20 vidime
Ctyti fotografie roztokti hyaluronanu (13 kDa) se zvySujici se koncentraci CAE. Kazda
fotografie je oznacena Cislem oblasti, ve které se roztok praveé nachazi (na zékladé koncentrace
CAE v roztoku). Dochazi zde k postupnému zakaleni a poté dochazi ke vzniku agregati. Ke

konci titrace dochdzi k rozpusténi vétSich agregatl a v roztoku zlistavaji pouze drobné Castice.
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Obrazek 20: Fotografie s vyznacenymi oblastmi (I, 111, V, VI) pro system hyaluronan-CAE.
Molekulovda hmotnost hyaluronanu je 13 kDa a je rozpustén ve vodném prostiedi.

Na Obrazku 21 jsou vybrany fotografie z titrace tenzidu CAE do vodného roztoku
hyaluronanu (1 400—1 600 kDa). V prvni ¢asti (I) této fotografie je mozné vidét mirné zakaleni,
které je zpiisobeno zvySujici se koncentraci tenzidu. Probihaji zde pravdépodobné slabé
interakce mezi hyaluronanem a tenzidem CAE. V oblasti IIT dochazi k tvorbé vétsich agregatu.
Oblast V je poté charakteristickd ¢astecnym rozpousténim téchto makroskopickych utvard.
Dochazi zde pravdépodobné k interakcim mezi micelami a diive vytvofenymi komplexy
hyaluronan-CAE. V posledni ¢asti (VI) je mozné vidét roztok, kdy se pravdépodobné tvori

pouze volné micely.

Obrazek 21: Fotografie s vyznacenymi oblastmi (I, III, V, VI) pro system hyaluronan-CAE.
Molekulova hmotnost hyaluronanu rozpusténého ve vode je 1 400-1 600 kDa.
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Obrazek 22 ptredstavuje spojeni Ctyt fotografii pti titraci CAE do hyaluronanu rozpusténého
v 0,15 M NaCl (1 400-1 600 kDa). V tomto obrazku jsou zvyraznény oblasti ve kterych se, dle
koncentrace CAE, roztok hyaluronan-CAE pravé nachazi. V prvni oblasti (I) doslo ke vzniku
srazeniny na michadélku. Poté byl roztok s rostouci koncentraci stale vice zakaleny (oblast II).

Ve treti oblasti (IIT) doslo ke vzniku vétSich agregati, které se ve v posledni ¢asti (IV) postupné

rozpoustély.

Obrazek 22: Fotografie s vyznacenymi oblastmi (I, 11, III, 1V) pro systéem hyaluronan-CAE.
Molekulova hmotnost hyaluronanu rozpusténého v 0,15 M NaCl je 1 400-1 600 kDa.

Pfi titraci tenzidu do roztoku hyaluronanu (13 kDa) rozpusténého v 0,15 M NaCl dochéazelo
k prvnich dvou oblastech (I, Il) k zakaleni. V nasledujicich oblastech (III, IV) vznikaly mensi
agregaty, které po skonceni titrace ztstaly nerozpustény. Tuto titraci zachycuje Obrdzek X 2,
ktery se nachazi v pfiloze této diplomové prace.

Z pozorovani téchto ¢tyi rozdilnych titraci 1ze usoudit, Ze vétsi agregéty tvoii predev§im
hyaluronan o vyssich molekulovych hmotnostech. Jednotlivé koncentrace roztokd, pii kterych
byly fotografie potizeny, jsou soucasti ptilohy (viz. Tabulka X 3).

3.8.7 Urceni molekulové hmotnosti CAE

Pii méfeni molekulové hmotnosti CAE byl pouZit roztok o koncentraci 20 mg/ml. Méteni
bylo pétkrat opakovano. Chromatogram ziskany pomoci metody SEC-MALS-dRI je vidét na
Obrazku X 3. V Tabulce 6 jsou zaznamenany vysledky jednotlivych méteni molekulové
hmotnosti CAE a odpovidajici polydisperzita. Déle je v této tabulce uveden primér ze vSech
meéfeni a smérodatna odchylka. Primérna molekulova hmotnost CAE je tedy 390,0 Da, coz
hmotnost hyaluronanu (13 000 Da). U kationtového tenzidu CTAB je molekulova hmotnost
364,45 Da [54].

54



Tabulka 6. Tabulka vysledkit méreni molekulové hmotnosti CAE.

Cislo méFeni Molekulova hmotnost Polydisperzita
Mw [Da] (Mw/Mn)
1 345,2 105
2 384,9 119
< 362,0 102
4 375,6 107
5 482,1 118
Primér 390,0 1.10

Odchylka 53,6 0,08



4 Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala interakcemi mezi kationtovym tenzidem CAE a
hyaluronanem ve dvou rozpoustédlech (voda; 0,15 M NaCl). V této praci byla jako hlavni
metoda pouzita ultrazvukovéa spektroskopie s vysokym rozliSenim V titraénim rezimu, u které
je mozné tyto interakce velmi detailné pozorovat. Jako doplitkové metody pro studium téchto
interakci byla pouzita denzitometrie, kde byla méfena hustota a ultrazvukova rychlost. Pro
uréeni kritické micelarni koncentrace tenzidu CAE byly pouzity metody HRUS, tenziometrie a
isotermalni kalorimetrie. K porovnani stability tenzidu ve vodé a v 0,15 M NacCl byla vyuzita
citlivdi metoda ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim. Hodnota molekulové
hmotnosti tenzidu byla stanovena pomoci techniky SEC-MALS-dRI. Pii okometrickém
pozorovani pribéhu titraci, bylo pomoci automatického titratoru davkovan tenzid do roztoku
hyaluronanu a pfi vizualnich zménéch byly potizeny fotografie.

U ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim byla vzdy vyhodnocovédna data
ultrazvukového zeslabeni a relativni ultrazvukové rychlosti. Pii méfeni v titra¢nim rezimu byl,
pomoci automatického titratoru, piikapavan tenzid o koncentraci 20 mg/ml. Roztoky tenzidu
pti vyssi koncentraci (40 mg/ml) nebyly homogenni a bylo tedy nutné zvolit koncentraci CAE
20 mg/ml.

Pfi méfeni na ultrazvukovém spektrometru v kinetickém rezimu bylo studovano chovani
tenzidu ve dvou riznych rozpoustédlech po dobu 5 000 minut. Z vysledk Ize usoudit, ze tenzid
ultrazvukové rychlosti byl mens$i nez v ptipadé, kdy byl tenzid rozpuStén v ultraCisté
deionizované vodé.

Pro urceni kritické micelarni koncentrace tenzidu ve vode bylo pouzito vice metod. OvSem
vysledky z ITC neodpovidaji vysledkiim ziskanych z ultrazvukového spektrometru v titracnim
rezimu. V ptipad¢ pouziti denzitometrické metody také nebyla hodnota kritick¢é miceldrni
koncentrace uréena. Pravdépodobné tento tenzid neni vhodny pro ur¢eni CMC pomoci této
metody, jelikoZ vysledné hodnoty povrchového napéti mély naprosto odliSny trend v porovnani
S jinymi tenzidy, u kterych byla CMC urcena touto technikou jednozna¢né. Pfipravené vzorky
pouzité pro méteni povrchového napéti byly prométeny také denzitometricky a pomoci metody
HRUS v kinetickém rezimu. Z hodnot relativni rychlosti z metody HRUS Ize ofekavat CMC
V rozmezi 2-3 mg/ml. Nejpiesnéjsi metodou pro stanoveni kritické micelarni koncentrace byla
technika HRUS v titra¢nim rezimu. Zde trend relativni rychlosti neprokéazal naprostou stagnaci

po dosazeni CMC, ale doslo ke zpomaleni rastu téchto hodnot. Kritickd micelarni koncentrace
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tenzidu ve vod¢ byla urcena pii koncentraci CAE na 2,82 mg/ml pii 25 °C, v piipadé€ prostiedi
0,15 M NacCl byla tato hodnota 0,23 mg/ml. Pti 37 °C byla ve vod¢ zaznamenana zmeéna
Vv ultrazvukové rychlosti pfi koncentraci 1,69 mg/ml. Hodnoty CMC pii 25 °C a 37 °C ve
vodném prostiedi se velmi vyrazné lisi, coz miize byt zptisobeno tim, Ze pouzity tenzid neni
Cisty, ale jedna se o smés latek, které podléhaji strukturnim zménam pii zméné teploty.
Kritickou micelarni koncentraci se nepovedlo urcit pouze pfi teploté 37 °C v prostiedi chloridu
sodného, kdy nebyla zaznamendna zadna zména v trendu relativni rychlosti. Dokonce ani
hodnoty ultrazvukového zeslabeni nezaznamenaly zadny znatelny zlom.

Hyaluronan-CAE interakce studované ve vodném prostiedi byly znatelnéjsi nez v piipadé
prostiedi 0,15 M NaCl. Pokud byl hyaluronan rozpustén ve vod¢, bylo mozné pozorovat az
5 oblasti, kdy dochazelo ke zménam v relativni rychlosti a také v zeslabeni. V prostiedi
0,15 M NaCl byly identifikovany pouze Ctyfi oblasti. Lépe postiehnutelné byly zlomy u
hyaluronanu o vyS§ich molekulovych hmotnostech. Poté byly pfipraveny roztoky o
koncentracich, kdy dochazelo k ptrechodtim z jednotlivych oblasti a tyto vzorky byly proméieny
na denzitometru. Z vysledka je patrné, Ze zlomy byly rozpoznany i pomoci této techniky.
Z hodnot relativni ultrazvukové rychlosti (HRUS) a hustoty (denzitometr) byla néasledné
vypocitana stlaitelnost téchto vzorkli. Nasledné byly provedeny okometrické titrace
hyaluronanu o dvou molekulovych hmotnostech. Z okometrického pozorovéni je ziejmé, ze
hyaluronan o vyssi molekulové hmotnosti tvoti vétsi agregaty, které se pii rostouci koncentraci
tenzidu ve vzorku rozpousti.

Molekulova hmotnost byla stanovena jako primér z péti méteni, kdy vysledna hodnota
¢inila 390 Da, coz je podobna hodnota, jakou vykazuje tenzid CTAB (364,45 Da).

V této diplomové praci bylo Gspésné dosazeno predem vytyCenych cili. Bylo zméfeno a
Castecné popsano chovani systému hyaluronan-CAE pomoci ultrazvukového spektrometru
s vysokym rozliSenim a denzitometru ve dvou riznych rozpoustédlech. Byla stanovena hodnota
kritické micelarni koncentrace tohoto tenzidu ve vodném prostiedi pii dvou teplotach a pii
jedné teploté v prostiedi chloridu sodného. OvSem kalorimetricky a denzitometricky nebyla
stanovena zadna hodnota kritické micelarni koncentrace.

Pro budouci préci stenzidem CAE je nutné urcit kritickou micelarni koncentraci vice
metodami. Piedev§im by bylo vhodné provést znovu kalorimetrické titrace, které jsou pro
uréeni CMC tenzidu vhodnou technikou. CAE je slibnym kationtovym tenzidem, ktery je na
trhu jiz n¢kolik let. Tato povrchové aktivni latka vykazuje biodegradabilni charakter, a proto

by mohla byt vhodna pro cilenou distribuci 1éCiv.
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6 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

Da
HYA
kDa, MDa

Hz
pH
Mw

ot/min

w

¢ p.
CTAB, TTAB

SDS, SDBS

CMC

g/cm?
du

N

°C

v

P
CAE
HRUS

M

[

N/m
SEC-MALS—dRI
HAS1, HAS2,
HAS3

GAG

UDP

Dalton, 1 Da = 1 g/mol, jednotka molekulové hmotnosti
Hyaluronan

Kilodalton (1kDa = 1000 Da), Megadalton (1MDa = 1 000 000 Da)
Jednotky molekulové hmotnosti

Hertz, jednotka frekvence

Zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych kationtti
Molekulova hmotnost, z anglického molecular weight
Jednotka rychlosti, udava pocet ota¢ek za minutu.

Cislo piku

Kationaktivni tenzidy

(Cetyltrimethylammonium bromid, tetradecyltrimethylammonium bromid)
Anionaktivni tenzidy

(Dodecylsulfat sodny, Dodecylbenzensulfonat sodny)
Kritick4 micelarni koncentrace

(koncentrace, pti niz dochazi v roztoku k tvorb¢ micel)
Gram na centimetr krychlovy, jednotka hustoty

Relativni ultrazvukova rychlost

Relativni ultrazvukové zeslabeni

Vedlejsi jednotka teploty, Stupeii Celsia

Ultrazvukova rychlost

Hustota

Oznaceni tenzidu pouzitého v experimentalni ¢asti
Ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim

(high resolution ultrasonic spectroscopy)

Mol na litr, jednotka molarni koncentrace

Oznaceni povrchového napéti

Jednotka povrchového napéti, Newton na metr

Metoda pro urc¢eni molekulové hmotnosti
Oznaceni regulacnich enzymi pro tvorbu hyaluronanu

Oznaceni glykosaminoglykant

Oznaceni uridindifosfatu
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PAL
NMR
E575
CD44
bar!
PBS
m/s
min
mg/ml
Mw/Mn
ITC

Oznaceni pro povrchové¢ aktivni latky

Nukledrni magnetickd rezonance

Oznaceni glukonolaktonu jako potravinarského aditiva
Receptor na hyaluronan vyskytujici se u savct
Jednotka stlacitelnosti, bar

Oznaceni pro pufr o pH 7,4

Jednotka rychlosti, metr za sekundu

Jednotka Casu, minuta

Jednotka koncentrace, miligram na mililitr

Oznaceni polydisperzity

Isotermalni titra¢ni kalorimetrie
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7 PRILOHY
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Graf X 1: Prumerné hodnoty relativni ultrazvukové rychlosti v zavislosti na case pro vzorek

20mg/ml CAE ve vodé vcetné chybovych usecek.
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Graf X 2: Graf zndzornujici zavislost velikosti ultrazvukové rychlosti na case v roztoku CAE

o0 koncentraci 20 mg/ml v 0,15 M NaCl v zavislosti na case.
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Graf X 3: Graf zndzornujici zavislost relativni rychlosti na koncentraci CAE pri 37 °C ve vodé.
CMC byla urcena na hodnotu koncentrace 1,69 mg/ml.
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Graf X 4: Zavislost priimérné relativni rychlosti na koncentraci pri urceni CMCv 0,15 M NaCL
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Graf X 5: Porovnani titracnich profilii hyaluronanu (80-130 kDa a 250-450 kDa) pri 25 °C

ve vode.
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Graf X 6: Porovndni denzitometrickych vysledkit hyaluronan-CAE pro 25 °C a 37 °C.

Molekulova hmotnost hyaluronanu je v tomto pripade 13 kDa.
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Graf X 7: Zavislost vypoctené stlacitelnosti na koncentraci CAE pri 25 °C V prostiedi
0,15 M NaCl.
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Graf X 8: Zavislost relativni rychlosti na koncentraci CAE pro vybrané vzorky pouzité k méreni
povrchového napeéti.
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Graf X 9: Zavislost hustoty na koncentraci CAE pro vybrané vzorky pouZzité pro méreni

povrchového napéti.
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Graf X 10: Vysledny graf kalorimetrického méreni kritické miceldrni koncentrace tenzidu CAE
ve vodném prostredi pri 25 °C. Kritickd micelarni koncentrace je pri koncentraci 3,64 mmol/l.
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Obrazek X 1: Sloucené fotografie pri titraci pro urceni CMC tenzidu ve vodé. Pri postupnéem
zvySovani koncentrace tenzidu ve vialce. Koncentrace CAE jsou | = 0,3 mg/ml; 1l = 2,6 mg/ml;
Il = 3,1 mg/ml; IV = 5,8 mg/ml.

Obrazek X 2: Fotografie s vyznacenymi oblastmi (I, II, III, IV) pro systém hyaluronan-CAE.
Molekulova hmotnost hyaluronanu rozpusténého v 0,15 M NaCl je 13 kDa.
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Molar Mass vs. volume

— 20180504 CAE trtek[2018.5 4_ CAE trtek] — CAE trtek 2[2018_05_04_CAE 2.3 trtek] CAE trtek 3(2018_05_04_CAE 2,3 trtek] — CAE trtek 5[2018_6_4_CAE 5,6 trtek] — CAE trtek 42018_6_4_CAE 5,6 trtek]

—is

Molar Mass (g/mol)

8.
volume (mL)

Obrazek X 3. Chromatogram, kde je zavislost molarni hmotnosti na objemu. Tento
chromatogram byl ziskan na zakladé méreni molekulové hmotnosti CAE.
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Tabulka X 1: Tabulka hodnot stlacitelnosti pro hyaluronan (1 400-1 600 kDa) ve dvou

rozpoustédlech.
Prosttedi Voda 0,15 M NaCl
Konc[er?]gfrﬁ?]CAE B [10° bar®] | B [10° bar']

0 4,470 4,385
0,12 4,471 4,384
0,35 4,469 4,383
0,59 4,469 4,384
0,8 4,469 4,383
1,15 4,470 4,383
1,24 4,470 -
1,34 4,468 4,383
1,45 4,469 -
1,55 4,469 -
1,65 4,468 4,383
1,75 4,468 -
1,95 - 4,382
2,15 4,466 4,382
2,23 - 4,382
2,33 4,465 4,382
2,43 - 4,382
2,52 - 4,382
2,6 4,462 4,382
2,7 - 4,382
2,78 - 4,382
2,87 4,461 4,382
2,96 - 4,382
3,05 4,462 -
3,13 - 4,381
3,3 4,460 4,381
3,6 4,460 4,381
3,61 4,459 -
3,74 4,459 -

4 4,458 4,380
45 4,457 4,380
4,73 4,457 4,380
51 - 4,378
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Tabulka X 2: Tabulka hodnot stlacitelnosti pro hyaluronan (13 kDa) ve dvou rozpoustédlech.

Prostfedi Voda | 0,15 M NaCl
Koncfrggfrﬁf]CAE B 105 bar’] | B[10% bar?]

0 : 4,415
0,12 4,469 i
0,36 4,469 4,414
0,6 4,469 i
0,8 4,469 4,414
113 4,468 i
1,24 4,468 i
134 4,469 4,414
1,45 4,468 i
155 4,468 i
1,65 4,468 4,414
1,75 4,467 :
1,85 4,467 :
1,95 4,467 4,413
214 4,466 4,413
23 4,464 4,412
2,6 4,462 4,414
2,87 i 4,412
3,05 4,462 i
3,13 i 4,411
3.2 4,461 i
3,47 4,460 i
3,61 4,460 4,409
3,74 4,460 i

4 4,459 i
4,25 4,459 i
45 4,458 4,409
4,73 4,458 4,408

6 4,405
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Tabulka X 3: Tabulka koncentraci a prislusnych oblasti pii okometrickych titracich.

Hyaluronan

Koncentrace CAE [mg/ml]

Oblast

13 kDa v H20

0,29

1,26

2,91

\%

5,34

\4

1 400-1 600 kDa v H20

0,29

1,07

2,04

3,79

13 kDa v 0,15 M NaCl

0,29

1,36

2,82

4,47

1 400-1 600 kDa v H20

0,29

2,33

2,52

4,76
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