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ABSTRAKT

Tato dizertacni prace zkouma vlastnosti a chovani fazovée separovanych hydrogelii. Ty mohou
byt pfipraveny interakci polyelektrolyti s opacn€ nabitymi tenzidy. Pro tuto roli byli vybréani
zaporn¢ nabity polysacharid hyaluronan a kationtovy tenzid karbethopendeciniumbromid
(Septonex), jejichz vlastnosti, chovani a vyuziti jsou popsany v prvnich kapitolach teoretické
casti. Hyaluronan se ptirozené vyskytuje v zivych organismech a je znam pro svou schopnost
cileni k naddorovym bunkdm pomoci specifickych receptori. Septonex se pouziva pro své
antiseptické a dezinfekéni ucinky. Experimentdlni ¢ast se zamétuje na dikladné studium
chovani téchto typt hydrogell, zejména z reologického pohledu. Stanoveni mechanickych
vlastnosti a jejich modulovatelnosti v zavislosti na podminkach ptipravy, jako napt. slozeni,
teplota prostfedi nebo vliv rozpoustédla, je esencialni pro designovani podrobnéjsich studii.
Strukturni analyza za pomoci ATR-FTIR, iontové chromatografie ¢i ICP-OES piispéla ke
stanoveni obsahu jednotlivych slozek ve vysledném hydrogelu. Antimikrobidlni aktivité
hydrogeli je vénovana zavérecna Cast prace. Vysledky této prace naznacuji mozné potencidlni
uziti danych typt hydrogeld na poli medicinskych aplikaci.

ABSTRACT

This doctoral thesis studies the properties and behaviour of phase-separated hydrogels. These
can be prepared by interaction of polyelectrolytes with oppositely charged surfactants.
Negatively charged polysaccharide hyaluronan and cationic surfactant carbethopendecinium
bromide (Septonex), whose properties, behaviour and utilization are described in the first two
chapters of theoretical part, were selected for this role. Hyaluronan is naturally-occuring in
living organisms and is known for his specific targeting to the tumour cells. Septonex is used
as antiseptic and disinfectant. Experimental part of this work is focused on examination of the
structure and behaviour of these types of hydrogels especially from rheological point of view.
The crucial part of this study was to establish mechanical properties and their dependence on
environment. This led to design further studies. Structural analysis was held using the methods
of ATR-FTIR, ionic chromatography and ICP-OES helping to measure the inner content of
entry materials in the gels and supernatants respectively. The last chapter deals with
antimicrobial activity. The results of this study indicate a potential usage of these substances in
the field of medical applications.

KLiCOVA SLOVA
hyaluronan, tenzidy, karbethopendeciniumbromid, hydrogely, reologie, ATR-FTIR, IC, ICP-
OES, antimikrobialni aktivita

KEYWORDS

hyaluronan, surfactants, carbethopendecinium bromide, hydrogels, rheology, ATR-FTIR, IC,
ICP-OES, antimicrobial activity



VELCER, T. Fyzikalni hydrogely na bazi biopolymerii a tenzidu. Brno: Vysoké uceni technické
v Brn¢, Fakulta chemicka, 2021. 126 s. (prilohy 38 s.). Vedouci dizerta¢ni prace prof. Ing.
Miloslav Pekar, CSc..

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem dizertacni praci vypracoval samostatné a ze vSechny pouzité literarni zdroje
jsem spravné a uplné citoval. Dizerta¢ni prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty chemické
VUT v Brn¢ a mize byt vyuZita ke komerénim Gcellim jen se souhlasem vedouciho dizerta¢ni
prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

Podékovani:

Tato prace byla podporena projektem z Centra materialového vyzkumu na FCH VUT
V Brné — udrzitelnost a rozvoj, r.c. LO1211, za financni podpory Narodniho programu
udrzitelnosti I (Ministerstvo Skolstvi, mlideze a telovychovy) a projektem ¢. 16-12477S,
podporenym Grantovou agenturou Ceské republiky.

Na tomto misté bych rad podékoval vedoucimu mé dizertacni prace, prof. Ing. Miloslavu
Pekarovi, CSc., za jeho odborné vedeni, cenné rady a predevsim cas, ktery mi vénoval pri
konzultacich.

Dale bych chtel podékovat Ing. Jirimu Smilkovi, Ph.D. za rozsahlou spoluprdci a uZitecné
rady pri diskutovani vysledki metody reologie.

Neméné dilezité podekovani patii také Ing. Vojtéchovi Enevovi, Ph.D. za spolupraci pri
realizaci analytické metody ATR-FTIR, ddle Ing. Jaromirovi Porizkovi, Ph.D. za pomoc pri
analytickem stanoveni iontu a Ing. Petie Matouskové, Ph.D. za realizaci a vyhodnoceni
antimikrobidlnich testu.

Specialni podekovani patri mé rodiné a prateliim za podporu nejen pri studiu.



OBSAH

R V0 1 ) PP PR UPRRPP 10
2 TEORETICKA CAST ....ccooooiiiiiiiiieinsisees et 11
0 A o V72111 €] - o RSP ST 11
2.1 1 SEUKEUIA .ottt bbb 11

2.1.2  SICOVANT cevveiiiiiie ittt 13

2.1.3 SYNEZA ..o 14

2.1.4  MetabOlISMUS ....coviuiiiiieces s 14

2.1.5 Vyskyt a vyznam V OTZANISINU .....eeeiveeeriieeiieeesiieessieessiresssisesssssessseessssnes 15

2008 VYUZI cvvooeveeeeeeeeeee e 15

2.2 AsOCIatiVIE KOLOTAY ...veeiiiiiieiicciee s 16
2.2.1 TVOrDA MICEL ..o 18

2.2.2  Velikost atvar MICEL..........coiieieiie e 19

2.2.3  SOIUDIIZACE ..ot 21

2.2.4  Inerakce polymer-tenzid..........cccoveiieieiieiiece e 22

2.2.5 Interakce hyaluronanu s kationtovymi tenZidy..........ccocerereniniinninnnenn, 23

2.2.6 Karbethopendeciniumbromid...........cccccooiiiiiiiiic i 24

2.3 GEIY et anes 24

2.3. 1 VZNIK oot 24

2.3.2 VIBSINOSTE ...ttt 25

2.3.3 HYAIOQEIY ..o e 26

2.3 VYUZI cvoooevooeeeee oo e eee e eee e ee e e see e 27

A o (:To ] (oo TSSOSO 27

P S N & 010) 1 AT 1 o ) 4 PP 28

2.4.2 NeWtONUV ZAKON .....cciiiiiiiie e see s srae e nrae e e e e s naeeenneas 28

2.4.3  VISKOBIASTICITA .....ecveeieiieiieiie st 31

2.4.4 Meéfici systémy a metody charakterizace viskoelastickych latek ............... 32

3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ........c.ccoovvimiuinniniinninninsiessnens 36
3.1  Hyaluronan v cilené diStribUucCi ..........ccoviiiiiiiiiiiiii e 36

3.2 Interakce hyaluronan-tenzid.............cccooieiiiiiii i 37

3.3 Hyaluronové hydrogely v medicinskych aplikacich...........cccovveiiiiiiniiinnieninne, 39

4 CHLE PRAGCE ......ooooviiiiiieieeiesie e 42
EXPERIMENTALNT CAST .......coooiiiiiiiniecsesssse s 43

0.1 MALEIIALY ..o 43

5.2  Pfiprava zasobnich roztokii a vzorkli hydrogelQ...........coooiriiiiiiiciii 43

7



6

10
11

5.2.1 Ptiprava zadsobniho roztoku NaCl............cccooeiiiiiiiiiiii 43

5.2.2 Ptiprava zasobnich roztokl pufili........cccccvviiiiiiiiiiiiiec e 44
5.2.3 Ptiprava zasobnich roztokti rozdilného iontového slozeni............ccoeeee.e. 44
5.2.4 Ptiprava zadsobniho roztoku hyaluronanu .............ccccooniiiiininiininnicnen 44
5.2.5 Priiprava zasobniho roztoku SeptONeXu ........ccccvvvuviiiiieeiiiiieiiieesiree e 44
5.2.6 Piiprava vzorkll hydrogelll ..........ccoooviiiiiiiiiii e 44
5.2.7 Ptiprava zasobniho roztoku kyseliny pikroveé ..........cccooiiiiiiiinnniinnnn 46
5.3 Metody méfeni a standardni vyhodnoceni dat...........cccevvieiiiiiiiieiiin e, 46
5.3.1 Re0l0gie — 0SCIACNT tESLY ......veiviiieeiiiieie et 46
5.3.2 Re0l0gIe — tOKOVE tESLY ....eveviiiiiiieiiiieie ettt 47
5.3.3 Infracervena spektroSKOPIC........ccviiiiiiiiiiiiiiiii i 47
5.3.4 Modifikovand Mahrousova metoda...........cceeiiiriiieiiniinieiecc e 48
5.3.5 Stanoveni anorganickych 10Nt .........cccovviiiiiiiiiicie 49
5.3.6  AntimiKrobidlni testy......ccceeiiiieiiiiiieiie e 51
VYSLEDKY A DISKUZE............ccooiiieieeeeeseeeieseeeeeeeeeeesesseess s seses s ses s 53
6.1  REOIOZICKA CAST ....veeiiiiiiiiieiiee e 53
6.1.1 VIiv Metody PIIPIAVY ..eveiieiiiieiiieiiee et 53
6.1.2 VIV SI0ZENT ZEIT......eiiviiiiiiieiecc s 58
6.1.3  VIiv iontoveé sily prostredi........ccoverieiiiieiiiiiceee e 66
TN R Y LAV (=T ] (o] YOS 70
6.1.5 VIV PH ProStredi......cccviiviiiiiiiiiiiciiee e 73
6.1.6 Vliv ptidanych vicemocnych iontl .........ccoocveviiiiiiiiiiee 79
6.2 ANAlYtiCKA CASt.....oiiiiiiiici 85
6.2.1 Infracervena SpektroSKOPI. ........cccueiieiiiiiiiieiiic s 85
6.2.2 Modifikovand Mahrousova metoda...........o.oevviririiiiniisiese e 90
6.2.3 Stanoveni anorganickych 10ntll ..........cccoooiiiiiiiii 93
6.3 AntimiKrobialng tESTY ....coveiiiiiiieiieie e 100
ZAVER .......ooooiiiiiiiiiiess e 106
POUZITA LITERATURA ...cooovtriiiriiieiieeinssessssssssssssssss s sssssssssssssssees 110
SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU...........cccooviiiieiieiereeseesesssseeen s 120
9.1 SEZNAM ZKIALEK ....eveviieiecieir et 120
9.2 Seznam SYMDOIT ........ccuiiiiiiiiiicii 120
ZIVOTOPIS....cooooiiieieiiseeeee b 122
VEDECKA A PUBLIKACNIE CINNOST ...cooooorviiriiinineeeenissssssssssssssssssnnns 124
11.1 TImpaktované publiKace ...........cccoviiiiiiiiiiiiiiiii 124



11.2 Konferentni prSPEVKY .....civiiiiiiiiiiiiici e 124

11.2.1 Abstrakty a postery na mezinarodnich konferencich ...........ccccocvveinennnne 124

11.2.2 PHiSpEVKY Ve SDOTNIKU ....ocuviiviiiiiiiiicicc e 125

11.2.3 PTEANASKY ...eeoiviiiiiieiie e 125

11.3 UGSt NA PIOJEKLECH ......cv.vveeeieeieeeeseeee sttt 125

11.4 Vedeni studentskych praci a projektli.........cccooeiiiiiiiiiiiiiiice 126

11.5 Absolvované Kurzy a StAZ€..........cccvevirieeiiiiiiieiece e 126

12 PRILOHY ...ooooiiiiiiie e 127



1 UVOD

Pro spoustu védeckych tymut po celém svété je jiz delsi dobu interakce polymeru s tenzidem
predmétem hlavniho zajmu. Pouzitim vhodnych typt latek, koncentraci a spravnou volbou
prostiedi 1ze metodou fazové separace pfipravit fyzikdlni hydrogely. Diky svym unikatnim
viskoelastickym vlastnostem a schopnosti pojmout velké mnozstvi vody roste vyznam
hydrogeld nejen v oblasti primyslu ¢i potravinafstvi, ale zejména v medicinskych aplikacich.
V kosmetologii ¢i dermatologii jsou uspesné vyuzivany, diky své hydrofilni povaze, pro
hydrataci a regeneraci pokozky ¢i k vyhlazovani vrasek. Pouziti nachazeji i jako nosi¢e neboli
scaffoldy pro tkanové inzenyrstvi, v oftalmologii nebo k vyrobé novych typ obvazi pro tzv.
mokré hojeni.

Nejvetsi snaha je vSak pouziti hydrogell v oblasti cilené distribuce 1€€iv, jejiz myslenkou je
uzavieni, vétSinou nepolarniho, 1é¢iva do urcitého typu nosice, ktery je schopny toto 1é¢ivo
dopravit az do postizené tkané, ¢imz zamezi piisobeni cytostatickych G¢inkt 1é¢iva na zdravou
tkan. Nosi¢ by mél také zarucit prodlouzenou cirkulaci 1é¢iva v obéhu a pouziti nizsi acinné
koncentrace. Cilend distribuce 1é¢iv nachdzi uplatnéni u fady nemoci, nejvic se s ni v§ak pocita
pro pouziti v oblasti nddorovych onemocnéni. Je zkoumana fada latek pouzitelnych jako nosice
zalozenych na liposomech, dendrimerech, polymernich micelach nebo pravé hydrogelech. Ty,
kvuli jejich specifické struktufe, uvoliuji 1é¢iva pozvolnéji a pomaleji. Jejich porozita také
umoziuje prostupu kysliku a Zivin. Tim vSak néaroky na nosi¢ nekonci. Latky musi byt
biokompatibilni a biodegradabilni, netoxické a o vhodnych fyzikalnich a chemickych
vlastnostech. Jako jeden z vhodnych uchazec¢l na post nosice se jevi aniontovy polysacharid
hyaluronan.

Jedna se o hydrofilni, télu vlastni latku, schopnou silné€ vazat vodu. Nachézi se napt. v oénim
sklivei nebo v synoviadlni tekutin¢, kde, diky svym viskoelastickym vlastnostem, plni
nezaménitelnou funkci. V zavislosti na své molekulové hmotnosti plni fadu odliSnych funkci,
kdy funguje jako pfirozené mazadlo vSech kloubl ¢i ovliviiuje mobilitu buné€k. Po svém
objeveni byl hyaluronan postupné uplatiiovan v celé fadé odvétvi jako v oftalmologii,
kosmetologii a posléze aZ v hojeni ran. Zjistilo se vSak, Ze ma unikatni citlivost na receptory
CD44 a RHAMM, které jsou soucasti mnoha typti nadorovych onemocnéni (mozku, prsu,
tlustého stteva, ledvin, prostaty, aj.). Tohoto faktu je moZzno vyuzit prave pro cilenou distribuci
l1é¢iv. Nicméné nemodifikovany hyaluronan je jen tézko schopen rozpustit nepolarni latky.
Proto je tieba pouzit chemickych modifikaci, kterych je nékolik typt. Mize se jednat o ligandy
navédzané na esterovou nebo karbamovou vazbu. Jedna z moznosti je také vyuziti jiz zminéné
elektrostatické interakce s kationtovymi latkami, nejCastéji tenzidy, k vytvofeni fazoveé
separovaného hydrogelu. Pouzitim tenzidi Ize navic ziskat hydrogel vykazujici antimikrobialni
aktivitu.

Jednim z takovych je i kationtovy karbethopendeciniumbromid, ktery se v Ceské republice
vyrabi pod nazvem Septonex i Otipur. Pro své dezinfekéni a antiseptické vlastnosti je
zakladem o¢nich kapek Ophtalmo-Septonex.

Tato prace se zabyva experimenty, jejichZ cilem je charakterizovat ptipravu a vlastnosti geld
vzniklych na bazi hyaluronanu a kationtového tenzidu karbethopendeciniumbromidu, a to
hlavné z reologického pohledu. Stanoveni viskoelastickych a tokovych vlastnosti, a zejména
jejich srovnani za laboratornich podminek a v prostfedi o pH a teplot€ lidského téla, je klicové
pro zvazovani téchto typti hydrogelti pro medicinské aplikace. Doplitkovym experimentim,
realizovanym na jinych pracovistich Fakulty chemické VUT v Brné¢, zejména antimikrobidlnim
a analytickym testiim, je pak vénovéana nezanedbatelna Cast prace.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Hyaluronan
Hyaluronan patii do skupiny mukopolysacharidii, neboli glykosaminoglykanti (GAG), které se
piirozené vyskytuji ve vSech zivych organismech. Je povazovan za nejjednodussi z GAG,
jelikoz narozdil od ostatnich zastupci této ttidy polysacharidi neobsahuje sulfatovou skupinu.

Hyaluronan byl objeven v roce 1934 na univerzité v New Yorku, a to Karlem Meyerem a jeho
asistentem Johnem Palmerem, ktefi ho izolovali z hovéziho sklivce. Podafilo se jim také
castecné urcit strukturu, ktera vSak byla plné objasnéna az za dalSich 20 let. Novou neznamou
latku nazvali kyselina hyaluronova, jez odvodili ze slov hyaloid, coz fecky znamena ,,skelny*,
a uronove kyseliny, jakozto jedné z predpokladanych stavebnich jednotek. Nasledné se podafiilo
hyaluronan izolovat také z o¢niho sklivce prasat, roztok hovézi krve, bakterii streptokokti nebo
kohoutich hiebinkii. Poslednich dvou zminénych se uziva pro syntézu dodnes, pticemz praveé
izolaci z kohoutich hiebinkl je mozné ziskat nejvyssi molekulovou hmotnost hyaluronanu, a to
3,5-4 MDa.

V organismu se kyselina hyaluronova vyskytuje ve form¢ disociovaného polyaniontu jako
sodna nebo draselna stl a ne jako protonovana kyselina. Proto byl v roce 1986 piijat dodnes
pouzivany nazev hyaluronan [1, 2, 3].

2.1.1 Struktura

Kyselina hyaluronova je linedrni nerozvétveny polysacharid s pravidelné se opakujici
disacharidovou jednotkou. Strukturné se jedna o D-glukuronovou kyselinu a N-acetyl-D-
glukosamin, které jsou spojeny B-1,3 glykosidickymi vazbami. Samotné disacharidové
jednotky navzajem poji B-1,4 glykosidické vazby. Tyto vazby jsou navic stabilizovany
vodikovymi mustky [2].

OH OH
y o)
OH

0
NH |
o)\

n
Obr. 1: Struktura kyseliny hyaluronové [1]

Struktura disacharidové jednotky je, diky svému vyhodnému sterickému uspoiadani,
energeticky velmi stabilni. Z kazdého kyslikového atomu obsazeného v danych glykosidickych
vazbach vychazi dvé vazby pfipominajici svym sevienim tvar pismene ,,V*. Kazda sacharidova
jednotka nachazejici se na konci této vazby miize rotovat o 360°. Ze sterickych diivoda vSak
neni tato rotace, S tak enormnim mnozstvim moznosti, nahodna, ale kazda disacharidova
jednotka je pootocena o 180° viici predchozi a nasledujici. Dvé pootoceni ndm tak davaji
puvodni konformaci. Toto uspofadani se nazyva , two-fold helix“ neboli dvakrat sto¢ena
Sroubovice [4]. Ve fyziologickém roztoku tvofi hyaluronan strukturu ndhodné sto¢ené stuhy
tzv. ,, random coil “, jez je znazornéna na obr. 2.
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Obr. 2: Struktura hyaluronanu v roztoku [4]

Glukéza v B-konfiguraci umoziuje objemnéjsim castem molekuly (Cast karboxylatu,
hydroxyly, anomerni uhlik) pfechazet do ekvatorialni polohy, kde tvoii polarni ¢ast molekuly.
Malé vodikové atomy tvoii stericky méné piiznivou axidlni rovinu, kterd pfedstavuje nepolarni
oblast nazvanou jako ,, hydrophobic patch “ [4]. Tyto hydrofobni oblasti se pravidelné¢ stiidaji
a umoziluji agregaci s dal$im antiparalelnim fetézcem hyaluronanu, coz ma za nasledek
rovnomérny rust agregatli po obou stranach. Hydrophobic patches jsou pomérné objemné
a obsahuji asi 8 uhlikovych atomt. Diky nim Ize hyaluronan povazovat za amfifilni molekulu,
kterd ma sice vlastnosti siln€ hydrofilniho materialu, ale souc¢asn¢ obsahuje hydrofobni oblasti
charakteristické pro lipidy.

H co:e

HO

OH

CHj

Obr. 3: Disacharidova jednotka hyaluronanu se zndazornénou oblasti axidalnich vodikii [4]

Kwvtli mnozstvi —OH skupin je hyaluronan siln€¢ hygroskopicka latka, schopna pojmout az
tisicinasobek hmotnosti vody [5]. Diky tomu tvofi hyaluronan v roztoku velkou oblast —
doménu. V ni se fetézce hyaluronanu nepravidelné piekryvaji, propustné jsou pouze pro mensi
molekuly jako voda a elektrolyty, vétsi makromolekuly difunduji s riznou pravdépodobnosti
odpovidajici pohybu a ptekryvu siti hyaluronanu. Tyto vodné roztoky hyaluronanu jsou
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viskozni v zavislosti na koncentraci a molekulové hmotnosti. Vysoka molekulova hmotnost méa
za pricinu tvorbu extrémné viskoznich roztoki se specifickymi reologickymi vlastnostmi jiz pfi
nizkych koncentracich.

V roztoku se hyaluronan chova jako polyanion, pficemz pH prostiedi udava jeho chovani [5,
6]. Dokonc¢ena molekula hyaluronanu muze dosédhnout i vice nez 10 000 disacharidovych
jednotek. Molekularni hmotnost ¢ini ptiblizn¢ 4 miliony daltoni (pficemz disacharidova
jednotka ma molekulovou hmotnost ptiblizné 400 Da). Primérna délka disacharidové jednotky
dosahuje témét 1 nm.

2.1.2 Sitovani

Retézce hyaluronanu mohou agregovat mezi sebou, a to diky pfitazlivym silam jejich
hydrofobnich oblasti. Sekundarni struktura mé tvar ploché rovinné stuhy, jejiz konce jsou
identické, avSak antiparalelni. Jedna strana stuhy bézi v protisméru k druhé. To ma za nasledek,
7e agregaty mohou rlst v obou smérech — moznost stejnych procesii na obou stranach.

Jiz pfi nizkych koncentracich dochdzi k tvorbé sité, kterd se s rostouci molekulovou
hmotnosti stava pevnéjsi a v podstaté nekonecnou. Kazda molekula v siti je spojena s ostatnimi.
Elektrostatické repulze mezi aniontovymi skupinami hyaluronanu, které by mohly zpisobit
disociaci siti, jsou prevazeny hydrofobnimi interakcemi a také vodikovymi mustky mezi
acetamidovou a karbonylovou skupinou. Pfesto jsou sily, které drzi sit’ pohromadé pomérné
slabé a v zavislosti na okolnich podminkach, napt. teploté, dochazi k neustalé disociaci a tvorbé

t&chto agregatt [4, 6].
{} = hydrofobni oblast
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Obr. 4: Sitova struktura hyaluronanu — A a B jsou zobrazeni molekuly hyaluronanu
S oznacenou hydrofobni oblasti Fetézce, kruhy reprezentuji acetamidovou skupinu a ctverce
karboxylovou. Cdst C predstavuje schéma mozné interakce mezi dvéma retézci hyaluronanu.
Molekuly jsou si navzdajem antiparalelni. Sacharidova jednotka je ohranicena teckovanou
Carou. Zvyraznéné pdsy znaci hydrofobni mista, ktera priléhaji tésne k sobé [4]
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2.1.3 Syntéza

V prubéhu let od svého objeveni byla kyselina hyaluronova izolovana vice ¢i méné nakladnymi
technologiemi z riznych zdroji, jako je synovialni tekutina, o¢i tu¢takt, pupeéni $idra, kize,
zejména zralo¢i, nebo kohouti hiebinky. I pfes vysoky obsah necistot, jako jsou proteiny,
bakterialni endotoxiny, nukleové kyseliny, chondroitin sulfat a dalsi, a také fakt, ze je tento
proces velmi ndkladny, byl pro prvotni aplikace hyaluronan izolovan z lidské pupecéni sniry,
nasledovan izolaci z kohoutich hiebinkli, z nichz se dosahovalo hyaluronanu o vyssi
molekulové hmotnosti a Cistot¢ [4]. Cely proces sestava z drceni a homogenizace tkang,
odstranéni krve a suSeni. Vysusené tkdn¢ se nechaji bobtnat a poté se prefiltruji, ¢im se
odseparuji proteiny, a dojde k uvolnéni kyseliny hyaluronové.

Od roku 1980 se vsSak vyuziva ckonomicky vyhodnéjsi fermentace bakterii kmene
Streptococcus nebo Pasteurella. Jedna se o lidské, resp. zvifeci patogeny. Zakladem je fakt, ze
tyto bakterie si tvofi z hyaluronanu extracelularni kapsuly. Takto syntetizovany hyaluronan je
pro télo obratlovce k nerozeznani od vlastniho. To umoziluje bakteriim nepozorované
napadnout hostitelsky organismus a v ném bujet, aniz by byly ohroZeny imunitnim systémem
daného organismu. Pfi genetické upravé téchto bakterii na nepatogenni, lze takto ziskavat
hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti, velmi vysoké ¢istoté a s mnohem vétSim vytézkem
nez pii extrakci z zivociSnych zdroji. Po samotné fermentaci jsou bakterie odfiltrovany
a kyselina hyaluronové se Cisti ultrafiltraci. Ziskany produkt se jest¢ nékolikrat ptecisti
srazenim cetylpiridinium chloridem a ethanolem pro odstranéni glykosaminoglykani
a zivoc€isSnych proteind, které jsou hlavni slozkou necistot. Krok ptecisténi se mlze opakovat
dle potieby, k dosazeni pozadované ¢istoty [7—10].

2.1.4 Metabolismus

Metabolismus hyaluronanu v organismech, vcetné ¢lovéka, je velmi dynamicky. Syntéza
a degradace hyaluronanu se stdle vyvazuji pro udrZeni jeho koncentrace. Metabolicka
degradace se primarn¢ uskuteciiuje v jatrech a v lymfatickych uzlinach, kdy se jedna hlavné
0 intraceluldrni proces. Syntéza je vétSinou vyvazena rozkladem pro udrZeni konstantni
koncentrace hyaluronanu v tkéanich. PoloCas rozpadu hyaluronanu v chrupavce, které ho
aktivné syntetizuji a katabolizuji po celou dobu Zivotnosti tkané, je obvykle dva az tfi tydny.
V epidermis je polocas rozkladu méné neZ jeden den, v krvi je piekvapivé kratky, jen né€kolik
malo minut. V nékterych pifipadech, jmenovité napt. u keratinocytl, prevlada syntéza nad
rozkladem. Odhaduje se, Ze tfetina celkového mnozstvi hyaluronanu v téle je metabolicky
syntetizovana a nahrazena béhem jednoho dne.

V organismu savcu je kyselina hyaluronova syntetizovana tfemi rliznymi enzymy, a to
hyaluronansyntdzami 1, 2 a 3 (HAS1, HAS2, HAS3). Jedn4 se o transmembranové proteiny,
které jako jediné enzymy disponuji vice funkcemi. Kazdy z nich m4 jinou katalytickou aktivitu,
potfebnou na ptenos jednotek N-acetylglukosaminu a glukuronové kyseliny. HAS1 a HAS2
jsou nejmén¢ aktivni a fidi syntézu vysokomolekuldrniho hyaluronanu. Naopak HAS3 je
nejaktivnéjsi, fidici syntézu velkého mnozstvi fetézci nizkomolekularniho hyaluronanu [11,
12].

Syntéza fetézce hyaluronanu obsahujiciho velky pocet disacharidovych jednotek je pro
buniky vysoce energeticky naro¢nd, a proto je ptisné regulovana. Hyaluronan je nejjednodussi
glykosaminoglykan lisici se od ostatnich tim, Ze jako jediny neni sulfonovany a neni kovalentné
vazany s proteiny. Samotny proces syntézy probihad v plasmatické membrané bunky, ¢imz se
také odliSuje od ostatnich polymera svého druhu, které jsou syntetizovany v Golgiho aparatu.
Ptislusny enzym v bunééné membranég sttidavé vaze k redukujicimu konci fetézce jednotlivé
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monosacharidové jednotky a nartstajici polymer je pak vytla¢en do extracelularni matrice. Tam
je schopen tvorit nadmolekularni komplexy s jinymi latkami, napf. proteiny. Ostatni
glykosaminoglykany jsou naopak syntetizovany na neredukujicim konci jejich fetézct [4, 8].

Degradace pak probihé diky tfem typtim enzymu: hyaluronidaza, B-D-glukuroniddza a 3-N-
acetyl-hexosaminidaza. Proces se sklada z oddélenych kroku, kdy vznikaji stale kratsi fetézce
s niz§i molekulovou hmotnosti a odlisnou biologickou funkci, pficemz hyaluronidéza $tépi
vysokomolekularni hyaluronan na mensi oligosacharidy a zbylé enzymy degraduji vzniklé
fragmenty. Produkty degradace jsou odpovédné za rist novych cév [2].

2.15 Vyskyt a vyznam v organismu

Kyselina hyaluronova je pfirozené pfitomna v tkénich vSech obratlovcl, jakozto soucast
extracelularni matrice, ve formé sodné a draselné soli. Lidské télo obsahuje pfiblizné 15 ¢
hyaluronanu, pficemz velky podil této latky nalezneme v nasi kiizi. Slouzi zde jako jakysi
organizator tkané a zajiSt'uje hydrataci, jelikoz je schopen na sebe navazat az 1 000krat vice
vody nez je jeho samotny objem. V nékterych tkanich tvoii hlavni komponentu, napt. v onim
sklivei, kde zajiStuje spravnou optickou refrakci oka pii zobrazovani obrazu na sitnici. Ve
formé velmi viskdznich roztoki je dilezitou soucasti chrupavek. V synovialni tekutin€ snizuje
treni a tlumi ndrazy kloubi, v oocytech naopak ovlivituje ovulaci. Vyskytuje se téZ v pupecni
snafe, plicich, ledvinach, mozku a svalech. Dale odhaluje aktivitu volnych radikali, podporuje
bunécnou migraci, angiogenezi, hojeni ran, a zejména produkci nové granula¢ni tkan€ béhem
zanétu.

V extracelularni matrici tvofi hyaluronan supramolekularni proteoglykany a funguje jako
signalni molekula. Zejména migrace bunek je zavislad na mnozstvi kyseliny hyaluronové, ktera
aktivuje intracelularni signalni kaskady prostfednictvim interakce s receptory hyaluronanu
CD44 (povrchovy glykoprotein — Cluster of Differentiation 44), ICAM-1 (Intra Cellular
Adhesion Molecule 1) a RHAMM (Receptor for HA-Mediated Motility). Pravé diky této
unikatni citlivosti na bunéfné receptory ma hyaluronan velky vliv pfi karcinogennich
procesech. Dnes je znamo nejméné 14 typl karcinomt, u kterych byla zjiSt€na zvySena
koncentrace hyaluronanu, a to jak v bunikach samotnych, tak i v mezibunééném stromatu.
Pritahovani hyaluronanu nadorem je uskutecnéno zejména pomoci receptori CDA44
a RHAMM. Hyaluronan funguje pro nadorové buiky jako vyziva, ochrana pfed imunitnim
systémem, podobné¢ jako u kapsuli mikroorganismt, nebo zprostfedkovava bunéénou hybnost,
a tim 1 tvorbu metastazi. Je vSak snaha tohoto jevu vyuzit zamérné pfii cilené distribuci 1éCiv,
kdy by nadorem ptitahovany hyaluronan nesl do postizené oblasti i 1é¢ivo.

Biologicka aktivita je zavisld na molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové nebo jejich
fragmentli. V organismu se hyaluronan vyskytuje v Siroké Skale molekulovych hmotnosti od
desitek kDa az po jednotky MDa, pti¢emz jejich vlastnosti jsou velmi rozdilné.
tomu nizkomolekularni ma funkci regulacni a podporuje zanétlivé procesy v téle. Naopak také
plati, ze nizkomolekularni hyaluronan ma protinddorové vlastnosti, kdezto vysokomolekularni
hraje vyznamnou roli pfi tvorbé metastazi [7, 13, 14, 15].

2.1.6 Vyuziti

V lékarenské a farmaceutické praxi ma vyuziti hyaluronanu obrovsky potencidl. JelikoZ se
jedna o latku télu vlastni, je jeho pouziti velmi Setrné. Neni cytotoxicky, teratogenni ani
imunogenni. Naopak je dobfe odbouratelny z organismu, pficemz i produkty jeho Stépeni, tedy
jednoduché cukry, jsou piirozené biokompatibilni. V Sirokém métitku se vyuziva jeho

15



viskoelastickych a hydratacnich vlastnosti na péci o pokozku a vyhlazovéni vrasek, jelikoz
s vékem obsah hyaluronanu v kiizi klesa, a tim se ztraci i jeji pruznost. Nejucinnéjsi je injekeni
aplikace pfimo do klize, ovSem naSe t€lo je schopné hyaluronan béhem Sesti mésicii rozlozit.
Nechceme-li tedy, aby se nam vrasky vratily, je tfeba podat dalsi injekci [16]. Tim, ze vaze
vodu z okoli, a tim i ziviny, se ve form¢ scaffoldi pouziva pro 1é¢bu Spatné hojitelnych,
zejména diabetickych, ran a jizev. Tyto scaffoldy obvykle obsahuji proteiny navdzané na
hyaluronan pro usnadnéni migrace bun¢k.

Prvni 1¢kaiska aplikace hyaluronanu vsak byla na konci 50.let minulého stoleti
Vv oftalmologii, kdy byl pouzit jako nahrada o¢niho sklivce. Pouziva se také v o¢nich kapkach
pro zvlhcovani oc¢ni sliznice nebo v roztocich pro péci o kontaktni ¢ocky [15]. Zesitovany
hyaluronan je pouzivan jako dopln¢k kloubniho mazu v ptipravcich pro péc¢i o chrupavky. Jedna
se o injekéni aplikaci, kdy hyaluronan zvySuje viskozitu kloubni tekutiny, ¢imz zlepsi
promazani kloubu, zvysi odpruzeni a ve vysledku ptisobi analgeticky [17, 18]. Bylo také
zjisténo, ze hyaluronan uvoliuje proteoglykany z extracelularni matrice do tkané chrupavky,
a tim potlacuje jeji dalsi degradaci.

Jelikoz je hyaluronan velmi dobfe rozpustny a odbouratelny z organismu, nachéazi jeho
pouziti v tkdnovém ¢i bioinzenyrstvi ur€itd omezeni. Je nutno zavést derivatizace hyaluronanu
ovlivityjici jeho rozpustnost. Lze pfipravit derivaty s alkylovymi zbytky navdzané esterovou
vazbou pies primarni nebo sekundarni —OH skupinu. Délkou navazaného fetézce lze také
redukovat rozpustnost. DalSi moznosti je sitovani hyaluronanu do formy hydrogelu.
Hyaluronové hydrogely vykazuji vyborné vysledky v tkdnovém inzenyrstvi chrupavek, kdy
podporuji diferenciaci mezenchymalnich kmenovych bunék a umoziuji tak lepsi tvorbu
chrupavky [19, 20].

Vyzkum nyni sméfuje k pouzivani hyaluronanu jako nosice pro cilenou distribuci 1éCiv.
Tomu nahrava i1 fakt, Ze ma vysokou afinitu k receptorim CD44, které jsou ve velké mife
exprimovany nadorovou tkani. Soucasna chemoterapie je zalozena na vpravovani cytostatik,
tedy latek, které zabranuji bunéénému déleni, do téla. Zde vSak ovliviuji i zdravé bunky.
Potencialni nosi¢ by vsak 1é¢ivo néjakym zpisobem uzaviel do sebe a bezpecné ho dopravil az
do mista plisobeni, kde by mohlo byt na urcity podnét uvolnéno a neposkodila by se tak okolni
zdrava tkan. Hyaluronové nosi¢e mohou byt pfipraveny z hydrofobné modifikovaného
hyaluronanu, ktery tvofi micelam podobné utvary a je schopen nepolarni 1é¢ivo solubilizovat
ve svém jadie. Také nativni hyaluronan miiZze byt pouzit jako obalovy material pro micely jiné
latky, napt. tenzidu, ktera pojme 1é€ivo. Hyaluronan zde slouzi pouze jako molekula schopna
zacilit nadorovou tkan diky jiz zminén€ interakci s nadorovymi receptory [21].

2.2 Asociativni koloidy

Nekteré nizkomolekularni latky poskytuji ve vhodném rozpoustédle a velkém ziedéni pravé
roztoky, ale od urcité koncentrace asociuji do vzniku agregatl koloidnich rozméri. Tyto
agregaty se nazyvaji micely a latky, které se chovaji timto zptisobem, se nazyvaji asociativni
nebo micelarni koloidy. Z anglického ,, surface active agent “ se zazil pojem surfaktant neboli
povrchové aktivni latka (PAL), z némciny naopak pfislo oznaceni tenzid. Termin povrchové
aktivni latka naznacuje, Ze se tyto jiz pii nizkych koncentracich hromadi na fazovém rozhrani
a snizuji mezifazovou energii (povrchové napéti). Popsany jev je podminén jejich zvlaStni
strukturou. Tenzidy vykazuji amfipatickou neboli amfifilni strukturu, kdy jejich molekuly
obsahuji skupinu, ktera ma velkou afinitu k rozpoustédlu a nazyva se lyofilni (ve vodé
hydrofilni) a skupiny, které jsou v daném prostiedi prakticky nerozpustné a nazyvaji se lyofobni
(ve vodé hydrofobni), pficemz hydrofilni skupina je vétSinou siln€ polarni, napi. -COOH nebo
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—SO3H, naopak hydrofobni skupiny ptfedstavuji nepolarni dlouhé uhlovodikové fetézce. Ty
mohou byt i rozvétvené, piip. mohou obsahovat i aromaticka jadra. Ve vétSiné ptipada se vSak
jedna o linedrni fetézec o délce 8—18 atomti uhliku. Struktura tohoto typu se nazyva amfipaticka
nebo amfifilni. V nepolarnim prostiedi jsou hydrofilni ¢asti molekuly uschovany v jadfe micely
a hydrofobni skupiny tvofi vnéjsi obal, vznika tzv. inverzni micela. Tvorba téchto inverznich
micel je obecné méné vyhodna, protoze mize dochazet k nezadoucim elektrostatickym
interakcim mezi hydrofilnimi ¢astmi molekul. V polarnim prostiedi je tomu naopak.

a)

nabita hydrofilni

funkéni skupina

Obr. 5: a) struktura molekuly tenzidu, b) micela, ¢) inverzni micela

Tenzidy se déli podle schopnosti disociovat v roztoku na iontové a neiontové. Neiontové
tenzidy nedisociuji, protoze nemaji vyrazné lokalizovany naboj. Polarni skupiny tudiz tvoii
napt. vétsi pocet kyslikovych atomii v molekule. Iontové tenzidy se dale déli na kationtové,
aniontové a amfoterni (zwitteriontové). U kationtovych tenzidit dochazi pii disociaci k tvorbé
povrchové aktivnich kationtli. Velmi Casté jsou slouceniny na bazi dusiku, napt. soli mastnych
kyselin, kvartérni amoniové soli nebo pyridinové slouceniny substituované na atomech dusiku.
Aniontové tenzidy disociuji za vzniku povrchové aktivnich aniontl. NejvyznamnéjSimi
predstaviteli této skupiny jsou alkalické soli vySSich mastnych kyselin nebo soli
alkylsulfonovych kyselin. Soucasna ptitomnost aniontovych a kationtovych PAL ve vodném
roztoku obvykle neni mozné, nebot’ tyto vytvaii velmi slabé disociujici, prakticky nerozpustnou
sul. Aniontové tenzidy jsou Castéji vyuzivany nez kationtové, kvili jejich snadné a levné
vyrobe€. Amfoterni tenzidy obsahuji bazickou i kyselou funkéni skupinu a vykazuji aniontovou
1 kationtovou disociaci. Jejich naboj zavisi na pH prostiedi. Mezi amfoterni tenzidy patii jak
syntetické produkty (betainy, sulfobetainy), tak pfirodni latky (aminokyseliny, fosfolipidy) [22,
23, 24].

Obecné nalézaji aniontové a kationtové tenzidy uplatnéni v mnoha oborech, piedev§im
V kosmetickém pramyslu jako soucast baktericidnich a antistatickych ptipravkl, déle jako
detergenty, coz jsou tenzidy nebo smési tenzidl s ptidavnymi latkami, které jsou uréené piimo
kmyti a ¢isténi, v potravinaiském primyslu jako stabilizatory, v ropném pramyslu
a zemédelstvi. Diky amfifilni struktufe nachéazeji tyto latky také vyuziti ve farmaceutickém
prumyslu jako potencidlni nosice pro cilenou distribuci 1€¢iv. Zejména se jedna o polymerni
micely, liposomy, nano- a mikroc¢astice ¢i hydrogely.

17



Pravé polymerni micely se od klasickych micel tvofenych nizkomolekuldrnimi tenzidy lisi
predevsim svou velikosti a zvySenou stabilitou v krevnim fecisti, proto jsou pro toto pouziti
vhodnéjsi. Micela muze slouzit jako nosi¢ Spatné rozpustnych 1é¢iv, které solubilizuje ve svém
nepolarnim jadfe. Povrch micely naopak 1é¢ivo chrani ptfed kontaktem s vnéjSim prosttedim.
Povrchové aktivni chovani latek pro cilenou distribuci 1é¢iv miize zlepsit fadu vlastnosti, jako
je biokompatibilita nebo distribuce v organismu [25, 26, 27].

2.2.1 Tvorba micel

Amfifilni povaha molekul tenzidi méa za nasledek jejich snahu minimalizovat styk jejich
nepolarnich ¢asti s polarnim prostfedim a naopak polarnich ¢asti, nachazeji-li se v nepolarnim
prostiedi. Ve velkych zfedénich se PAL chovaji jako pravé roztoky. Pti vzristajici koncentraci
se nachazeji jako volné molekuly 1 v roztoku, ale ve velké mife se zatnou hromadit na
mezifazovém rozhrani, kde snizuji povrchové napéti. Ve vodném prostiedi se polarni hlavy
orientuji dovnitt roztoku, zatimco hydrofobni alkylové fetézce vné. Ptfi Uplném nasyceni
povrchu kapaliny dochazi k dosazeni tzv. kritické micelarni koncentrace (z anglického
‘— CMC). Je to nejvyssi mozna koncentrace, pii které se PAL
vyskytuji v roztoku v molekulové formé. Po ptekroceni této koncentrace zacnou tenzidy
asociovat do agregati zvanych micely. Proces micelizace je znazornén na obr. 6. Hnaci silou
agregace jsou hydrofobni interakce, které jsou spojeny s pomérné¢ znacnym nartistem entropie,

wrwe

,, critical micelle concentration

v zavislosti na povaze tenzidi. U iontovych typl tenzidd je proces agregace exotermni,
Vv piipad¢ neiontovych se jedna o proces endotermni.

Jadro micely tvoii propletené uhlovodikové fetézce PAL, které se stale snazi minimalizovat
styk s vn&jSim prostfedim, a proto se orientuji k sobé. Vnéjsi povrch micely tvoii polarni hlavy
tenzidi. Pokud se jedna o iontové tenzidy, polarni hlavy disociuji a vznikaji nabité micely
obklopené dvojvrstvou tvofenou disociaci vzniklymi protiionty. V nevodném prostiedi vznikaji
inverzni micely s nepoldrnimi skupinami orientovanymi na povrch micely a polarnimi hlavami
tvoficimi jadro micely.

Pro vznik micel je kromé dosaZeni potiebné koncentrace nutna také specificka teplota, ktera
se nazyva Krafftova teplota a je pro kazdy tenzid unikatni. Pfi jejim dosaZeni se rozpustnost
PAL rovna hodnoté¢ CMC, v hodnotach nizSich nez Krafftova teplota se micely netvoii, naopak
pii vysSich teplotach rozpustnost PAL silné stoupd, pravé diky tvorbé micel.

Hodnota CMC je ovlivnéna jak strukturou tenzidu, tak 1 rozpoustédlem a latkami v ném
rozpusténymi. S rostouci délkou fetézce tenzidu hodnota CMC klesa, v piipadech rozvétvenych
fetézcl a pritomnosti nenasycenych vazeb hodnota CMC roste. Pii stejné délce fetézce je
hodnota CMC niz$i u neiontovych tenzidii oproti iontovym. V ptipadé obsahu jednoduchych
anorganickych elektrolytd v roztoku klesa hodnota CMC u iontovych tenzidt z dtivodu stinéni
nabojové repulze mezi nabitymi hlavami tenzidu. Pfi pfidani vhodné latky, napf. polymeri, do
roztoku PAL, muze také dojit k agregaci i pii niz§i koncentraci nez je CMC. Elektrostatickymi
a hydrofobnimi interakcemi interaguje tenzid s molekulami polymeru a dochazi k vytvoteni
tzv. ,,minimicel “ tenzidu na povrchu polymeru. Koncentrace, pii niz se takto déje, se nazyva
kriticka agregacni koncentrace (z anglického ,, critical aggregation concentration“ — CAC).
Tvorbu micel 1ze naopak i uplné potladit pfidanim silné polarni latky napf. mocoviny [28-31].
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Monovrstva PAL na hladiné
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Obr. 6: Existence jednotlivych fazi povrchové aktivnich latek v roztoku v zavislosti na
koncentraci — proces micelizace [32]

Koloidni roztoky se vyznacuji typickym pribéhem zavislosti riznych fyzikaln&-chemickych
veli¢in na koncentraci, kdy pii hodnoté¢ CMC obvykle nastava prudky zlom a zména vlastnosti.
Napftiklad povrchové napéti prudce klesa se zvySujici se koncentraci tenzidu, po dosazeni CMC
se vSak jeho hodnota jiz témétf neméni. Také hodnoty molarni vodivosti, hustoty, viskozity ¢i
turbidity vykazuji zlomy koncentraénich zavislosti pti dosazeni hodnoty CMC. Tato skute¢nost
nam umoziuje stanovovat CMC riznymi technikami, dnes je pro svou rychlost a jednoduchost
velice popularni metoda fluorescen¢ni sondy [33, 34].

S procesem tvorby micel souvisi i pojem agregacni ¢islo. Jeho hodnota udava pocet molekul
tenzidu, které tvoii jednu micelu. Tento parametr zavisi na nékolika faktorech, pfi¢emz roste
s délkou uhlovodikového fetézce a klesa s velikosti plochy, kterou na povrchu micely zaujima
jedna polarni skupina. Dané plocha souvisi nejen s velikosti polarni hlavy tenzidu, ale také
S odpudivymi silami mezi témito polarnimi skupinami [31, 32].

2.2.2  Velikost a tvar micel

Velikost a tvar micel se lisi v zavislosti na koncentraci tenzidu a teploté, pH a iontové sile
roztoku. Ve zfedénych vodnych roztocich v koncentraci mirné nad CMC se vyskytuji sférické
Hartleyovy micely, které maji tvar nepravidelné koule. Polomér takového kulového agregatu
se ptiblizné rovna délce molekuly tenzidu, hodnota agregacniho cCisla se pohybuje v rozmezi 50
az 150. S rostouci koncentraci tenzidu se zvétsuji jeho rozmeéry a jsou ptitomny i micely jiného
tvaru. Uhlovodikové fetézce se zaCinaji orientovat stale vice rovnobéznég, ¢imZ vznikaji
véalcovité agregaty, hexagondalni kapalné krystaly ¢i utvary podobné dvojvrstvé lipida
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V bunécnych membranach. Tyto dvojvrstvé micely se nazyvaji McBainovy a jsou slozené ze
dvou vrstev tenzidd, které jsou k sobé orientovany uhlovodikovymi fetézci, zatimco poldrni
skupiny sméfuji smérem ven. Diky laminarnimu uspofadéni micel mize dochéazet k ptfechodu
roztoku v gel [23, 25, 35].

Micela Valcovita micela Hexagonalni struktura micel McBainova laminarni micela

Obr. 7: Zmena tvaru micely v zavislosti na koncentraci roztoku [23]

Typ vznikajiciho agregatu zavisi také na poméru velikosti a tvaru hydrofilni a hydrofobni
casti molekuly tenzidu. Tento vztah definuje bezrozmérna veli¢ina Kriticky parametr
usporadani (,,Critical Packing Parameter “ — CPP).

P=21 1)

kde V je molekularni objem hydrofobni ¢asti molekuly, ag je G¢inny prufez polarni hlavou
skupiny a lc efektivni délka uhlovodikového fetézce.

Pro hodnoty p << 1 je tvar micel sféricky az cylindricky, pro p ~ 1 odpovida tvar valcovitym
¢i dvojvrstevnym miceldm. Pokud je p vétsi nez 1, tvofi se inverzni micely. Je tieba také
podotknout, ze klasické sférické a inverzni micely jsou systémy velmi dynamické s dobou
existence fadové ve zlomcich sekund, zatimco lamindrni dvojvrstvy jsou vysoce usporadané
a stabilni systémy schopné fungovat i n¢kolik tydnu [36, 37, 38].

le

Obr. 8: Schéma molekuly tenzidu s velicinami popisujici CPP [36]
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2.2.3 Solubilizace
Micelarni koloidy maji, diky své amfifilni struktufe, vyznamnou vlastnost, a tou je solubilizace.
Jedna se o schopnost rozpustit latky v daném rozpoustédle nerozpustné. Solubilizace je mozna
az po vzniku agregatii tenzidd, pricemz mechanismus muize byt rizny. Nejcastéji se jedna
0 rozpousténi nepolarnich latek ve vodném prostiedi, které se inkorporuji do jadra micely.
Polarné-nepolarni latky se v micele orientuji podobnym smérem jako samotné molekuly
tenzidu. Jejich uhlovodikové fetézce smeétuji dovniti micel, zatimco polarni skupiny ven
Z micely. Polarni latky se solubilizuji na povrchu micely. V laminarnich micelach zplisobuji
rozpousténé latky oddalovani molekulovych fetézcii tenzidu, protoze se rozmistuji mezi
uhlovodikové konce molekul.

Solubilizace zpusobuje narGst hmotnosti micely nejen v dusledku pfidanych molekul
rozpusténé latky do jadra micely, ale také proto, Zze se procesem solubilizace zvétsi objem
hydrofobniho jadra, které tudiz musi tvofit vice molekul tenzidu [23, 29, 31].

, polarné-nepolarni latka
Q ¢
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Obr. 9: Solubilizace (a), (b), (c) malymi micelami, (d) lamindrnimi micelami [23]

Solubiliza¢ni kapacita je definovana jako pocet moli rozpusténé latky na 1 mol tenzidu a pro
konkrétni povrchové aktivni latky zdstava obvykle stejna v Sirokém koncentracnim rozmezi
nad CMC. Faktory ovliviiujici solubilizaci jsou vesmés totozné s témi, které ovliviiuji
micelizaci. Jedna se zejména o piidavek elektrolytu, pH roztoku, teplotu nebo tlak. Solubilizace
také zavisi na tvaru micely a podilu z jejiho povrchu, na kterém proces probihd. Ve vétSing
pripadu je solubiliza¢ni kapacita vétsi pro polarni solubilizaty [39, 40].

Na principu solubilizace funguji kosmetické 1 praci prostiedky, kdy jsou mastné necistoty
uzavieny uvnitf micel detergentd a smyty z povrchu ¢isténého materialu. Pro védecky vyzkum
je praktické solubilizovat do micel fluorescencni sondy, umoznujici zkoumat dané systémy
pomoci fluorescen¢ni spektroskopie. Velky potencial mé vSak pouziti povrchové aktivnich
latek jako nosicii nepolarnich 1é¢iv pro naddorovou terapii. Lécivo muze byt v micele vazano
bud’ hydrofobné (tj. rozpusténo v jadie micely), nebo piimo chemicky navazano na polymerni
nosi¢ biodegradovatelnou vazbou. Prvné€ jmenovany postup je vyrazné jednodussi
a univerzalnéjsi, je u n¢j vSak podstatné¢ obtiznéjsi fidit rychlost uvolfiovani ptipravku
Z polymerni micely. Na druhé strané chemické vazba umoziuje fidit rychlost uvoliiovani l1é¢iva
a spustit jej az v nadorové tkani, aby nedochéazelo k uvoliiovani béhem cirkulace v krevnim
fecisti. Jednim z mechanismd, ktery toto do zna¢né miry splituje, je pouziti hydrazonové vazby,
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ktera je hydrolyticky labilni v mirn€ kyselém prostiedi (nadorova tkai je kvali hypoxii vyrazné
kyselejsi nez krevni plazma), zatimco v neutrdlnim prostfedi krevniho fecisté je vyrazné
stabilné&jsi.

Nosice s inkorporovanym lé¢ivem je mozné piipravit nékolika zptisoby, nejcastéji spoleCnym
odpafovanim vodného roztoku polymeru, ktery je schopen tvofit micely, a latky v organickém
rozpoustédle, kterd ma byt solubilizovana v hydrofobnim jadru. Po odpateni do podoby filmu
se tento rehydratuje. Micely se vytvoii samovolné. Dalsi zpisob je pouziti ultrazvuku,
vysokotlakého homogenizatoru apod. [41, 42].

2.2.4 Inerakce polymer-tenzid

Interakce polymert s tenzidy mohou byt vice druhti a riizné silné v zavislosti na povaze latek.
Vazba mezi neiontovym tenzidem a nenabitym polymerem je slaba nebo zadna, v ptipadé
interakce iontovych tenzidd s neiontovym polymerem reaguji ochotné&ji aniontové tenzidy [43].
U polymert obsahujicich hydrofobni ¢ast molekul budou prevladat hydrofobni interakce
s molekulami tenzidd. Nabity polymer, tzv. polyelektrolyt, v roztoku disociuje a jeho
disociované funkéni skupiny jsou obklopeny ekvivalentnim mnozstvim protiiontli. S opacné
nabitymi tenzidy zde budou prevladat elektrostatické interakce, na které ma vliv predevsim
chemické slozeni, linearni hustota a pozice naboje a dynamika kostry polymeru [25].

Proces navazani molekul tenzidu na fetézce polymeru nastava jiz pti velmi nizké koncentraci,
ktera se nazyva kriticka agregacni koncentrace (CAC) a je Casto 1 o n€kolik fadl niz8i nez
CMC tenzidu. Pokud by byla hodnota CAC vyssi nez CMC, situace by naznacovala, Ze
molekuly tenzidu preferuji vlastni micelizaci nezli vznik komplexii s polymery. Navazané
molekuly tenzidu tvofi na fetézci polymeru micelam podobné klastry nazyvané ,, minimicely *.
Cela tato charakteristicka struktura se nazyva struktura perlového nahrdelniku, tzv. , pearl
necklace “ (obr. 10), kde micely svym kulovym tvarem pfipominaji perly a fetézec polymeru
je spojuje [25, 44].

Pii dalS$im zvySovani koncentrace tenzidu dochédzi v roztoku 1 k tvorbé volnych micel
jejich komplexy dale rozpustné a dochazi k fazové separaci za vzniku gelt. Tyto gely, vzniklé
interakci polyelektrolytlh a opa¢né nabitych tenzidl, jsou dnes pfedmétem velkého zdjmu
hlavné v potravinafstvi a farmacii. Dosahuji vyssi stabilitu a povrchovou aktivitu, zaroven
mohou micely v téchto komplexech slouzit jako nosice pro nepolarni latky, zejména cytostatika
[45].
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Obr. 10: Struktura perlového nahrdelniku — model interakce polymer-tenzid [25]

2.2.5 Interakce hyaluronanu s kationtovymi tenzidy

V piipad€ tvahy pouZiti vySe popsanych systémi v medicinskych aplikacich neni dostacujici
pouze Uspésna interakce. Micely tenzidu sice mohou zapouzdfit, vétSinou nepolarni, 1é¢iva ve
svém jadru, nicméné nékteré tenzidy jsou drazdivé a pro kosmeticky ¢i farmaceuticky prumysl
zcela zakazané. Totéz plati pro hledani vhodného kandidata na post polymeru. Latky musi byt
biokompatibilni a netoxické, stejné tak jejich degradacni produkty. Jako vhodny kandidat se
zde jevi hyaluronan, ktery se pfirozen¢ nachazi v téle vSech obratlovci a tudiz spliiuje vyse
zminéné podminky. Stile vice vyzkumi sméfuje pravé k prozkoumani interakci mezi
hyaluronanem a kationtovymi tenzidy.

Hyluronan reaguje s tenzidovymi kationty obdobné, jak bylo popsano v piedchozi kapitole.
Pii CAC se molekuly tenzidu zacnou vézat na fetézce a tvofit zde minimicely. Fakt, Ze
hyaluronan upfednostni tenzidovy kation (napt. Septonexovy kation) je dan hydrofobicitou
daného 1iontu, tvofené¢ho dlouhym uhlovodikovym fetézcem, protoze se kontaktem
s hyluronanem redukuje jeho styk s vodou. Z elektrostatického hlediska se tento tenzidovy iont
chova stejné jako hyaluronovy protiiont (napi. Na*). Diky témto preferencim vzrista lokalné
koncentrace tenzidi v okoli polyelektrolytu oproti celému roztoku, tim padem muze byt lokalné
piekro¢ena CMC a mohou tak vznikat micely 1 pfi celkové koncentraci tenzidu nizs$i nez CMC.
Nutno podotknout, Ze z diivodu niz$i hustoty naboje na fetézci hyaluronanu jsou sily mezi nim
a tenzidy slab$i neZ napf. pfi interakci s algindtem nebo pektatem. Pii dosazeni urcité
koncentrace hyaluronanu i tenzidu dochazi k fdzové separaci a tvorbé gelu. Fazové chovani
téchto systému (hyaluronan-tenzid-voda) se klasicky popisuje ternarnim diagramem.

Dvoufazova oblast, ktera vystupuje z rohu vody, méa kapkovity tvar a je silné¢ naklonéna
k rohu tenzidu. Vzorky nachazejici se v této oblasti podléhaji fazové separaci. Jeji pfi¢inou je
redukce naboje mezi hyaluronanem a tenzidem, ¢imz se snizi hydrofilicita i1 repulze v ramci
polymeru. Pfi pouziti riznych molekulovych hmotnosti hyaluronanu a riznych tenzidi ma
kapkovitd dvoufdzova oblast mirn¢ odli$ny tvar.
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Vzniklé gely obsahuji hydrofobni oblasti, jelikoz koncentrace tenzidu v gelu presahuje CMC.
Samovolna diftize vody v gelech je omezend kvili pomérné velkému mnozstvi jiz navazané
hydrata¢ni vody. Gely je mozné rozpustit piidanim velkého nadbytku tenzidu ¢i zvySenim
iontové sily roztoku. Piidavek nizkomolekularniho elektrolytu totiz odstiiuje elektrostatické
interakce mezi nabitymi skupinami hyaluronanu a poldrnimi hlavami tenzidd, ¢imz se
podporuje vznik volnych micel. Koncentrace elektrolytu potiebna pro zabranéni vzniku fazové
separace se nazyva kriticka koncentrace elektrolytu (CEC) a pro hyaluronan roste s jeho
zvySujici se molekulovou hmotnosti. Pravdépodobné kviili hydrofobnim interakcim vsak nelze
tyto interakce v piipadé hyaluronanu s tenzidy zcela potlacit [46, 47, 48, 49].

2.2.6 Karbethopendeciniumbromid

Karbethopendeciniumbromid patii mezi kationtové tenzidy, vyskytujici se ve formé kvartérni
amoniové soli s kladnym nébojem na dusiku a funkénim vzorcem Cz1H4BrNO:. Jedna se
0 bilou krystalickou latku s molekulovou hmotnosti 422,48 g/mol a bodem tani 153-156 °C.
Vyznacuje se dobrou rozpustnosti ve vodé¢, ethanolu (96 %) a chloroformu. V rozmezi
koncentraci 0,79-0,81 mM dochazi k tvorb¢ sférickych micel. Karbethopendeciniumbromid se
pouziva ve farmaceutickém primyslu jako ucinnd latka antiseptickych a dezinfekénich
ptipravki pod komerénimi nazvy Septonex a Otipur [50, 51].

O
07>
/I\f\ Br

Obr. 11: Struktura karbethopendeciniumbromidu

2.3 Gely

Jako makromolekularni gely se oznacuji koloidni disperzni soustavy, jejichZz pevné Castice
disperzniho podilu tvofi trojrozmérnou sit, kterd je prostoupena spojitou fazi disperzniho
prostiedi. V dusledku usporadani ¢astic praveé do této trojrozmérné sit¢ maji gely charakter tuhé
latky 1 pfesto, ze disperzni prostiedi, které gel obsahuje, je kapalné.

Takové gely (s kapalnym disperznim prostiedim) se obecné nazyvaji lyogely. Dle charakteru
disperzniho prostiedi délime gely na hydrogely (rozpoustédlem je voda) a organogely
(rozpoustédlem je organicka latka). Jestlize rozpoustédlo odstranime, napt. vysusenim, vznika
tak xerogel. Jeho objem je zmenSeny o objem odstranéného rozpoustédla. U gelti vzniklych
Z lyofilnich koloidli je moznost opétovného vzniku lyogelu ze xerogelu, a to pfiddnim
rozpoustédla. Takové gely se nazyvaji reverzibilni. Gely vzniklé z lyofobnich koloidl tuto
schopnost nemaji a nazyvaji se ireverzibilni. Proces prechodu xerogelu v lyogel se nazyva
botnani gelu, které mize byt omezené (do vzniku gelu) nebo neomezené, kdy xerogel pfijima
nadbytek rozpoustédla az do vzniku koloidniho roztoku [24, 52].

2.3.1 Vznik
Ke vzniku gelu je, v procesu zvaném gelace, nutno vytvoteni dostate¢ného mnozstvi spoji mezi
linearnimi fetézci polymeru v roztoku. Tyto spoje se nazyvaji styéné body neboli uzly. Podle
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povabhy sil, které drzi sit” gelu v téchto uzlech pohromadé, mtizeme délit gely na fyzikalné nebo
chemicky sit’ované. U fyzikalnich geld prevladaji v uzlovych oblastech van der Waalsovy sily,
bipolarni sily, vodikové mustky, hydrofobni interakce, ptip. zde miize dojit také k vzadjemnému
zauzleni fetézcl. Chemické gely jsou zesitovany pomoci kovalentnich vazeb. Jednim ze
zpusobu vznikl gelt je také botnani, podrobnéji popsané v nasledujici kapitole [24, 53].

Proces gelace ovlivituje zejména teplota, koncentrace, pH ¢i mechanické plisobeni. ZvySujici
se teplota obvykle zabranuje vzniku gelii z diivodu vétsiho tepelného pohybu molekul a tudiz
krat§iho trvani vazeb mezi segmenty. Se vzrustajici koncentraci vSak roste pocet srazek
molekul, ¢imZ se zvétSuje 1 pocet vzniklych vazeb v objemu gelu. V piipadé amfoternich
polyelektrolytii probiha gelace nejlépe v hodnoté pH, kterd je rovna izoelektrickému bodu [23,
24, 53].

2.3.2  Vlastnosti

Gely se vyznacuji svou charakteristickou elasticitou. V diisledku svého usporadani se, i pres
majoritni podil kapalného disperzniho prostredi, chovaji jako latky v tuhém stavu a odolavaji
vystavené deformaci az do urcité kritické hodnoty. Do té doby se deformuji vratn€. Hodnota
kritického napéti zavisi na po¢tu uzli a jejich pevnosti. Reverzibilni gely s malym poétem vazeb
jsou obvykle znacné elastické, naopak se vzristajicim poctem uzld se struktura stava rigidnéjsi,
¢imz se sniZuje moznost zmény tvaru makromolekuly. Obecné lze fici, Ze se u fyzikalnich gela
sdruzuji tetézce k sobé a tvoii tzv. uzlové oblasti, které jsou obvykle mnohem vétsi nez
kovalentni uzly u chemicky sitovanych gelti. Tyto uzlové oblasti se vyskytuji v pomérné velké
cetnosti vzhledem k délce fetézce makromolekuly. Muze jich byt vice typut, liSicich se
strukturou, Zivotnosti a pevnosti. Na téchto parametrech pak zavisi reologické chovani gelt.
Gely se silnymi vazbami se blizi svymi vlastnostmi kovalentnim geltim, naopak slabé gely si
zachovavaji svou elasticitu jen pti malych napétich. Nékteré fyzikalni gely se slabymi vazbami
mohou také mechanickym u¢inkem, zejména protiepanim, ptejit do stavu koloidniho roztoku.
Pti ponechani soustavy v klidu se sily obnovi, ¢imz vznikne ptivodni struktura gelu. Tento jev
se nazyva tixotropie. D¢&j opacny, tedy vznik gelu protfepanim koloidniho roztoku, se nazyva
reopexie [24]. I ptes prostorovou sit’ je difuzivita v gelu pro nizkomolekularni latky a ionty
témét neménnd od plvodniho koloidniho roztoku, z ¢ehoz vyplyva, Ze i elektrickd vodivost
gelll zGstava témer stejna jako v solu [23, 24].

Pro fyzikalni gely je také typické neomezené botnani, které se timto nezastavi ve stadiu
lyogelu, ale za ptitomnosti dostatecného mnozstvi rozpoustédla zaniknou jejich sty¢né body
a makromolekuly pfechazeji do koloidniho roztoku. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.3, jedna
se o proces pohlcovani nizkomolekularniho rozpoustédla xerogelem, jez zvySuje svou hmotnost
1 objem. Rychlost botnani vzdy vzrlstd s teplotou a je také ovlivnéna hodnotou pH.
Hyaluronové gely patfi mezi iontové gely, pro né€z je botnavost mnohem vyssi ve srovnani
s gely, jejichz sit’ neobsahuje skupiny schopné disociace. Sit’ polyelektrolytového gelu miize ve
vodném prostiedi pfedstavovat jednoduchy model membranové rovnovahy. Na jedné strané
membrany disociuji funkéni skupiny gelu. Pfitomno je zde také ekvivalentni mnoZstvi
protiiontil, které jsou schopny membranou, propustnou pouze pro nizkomolekularni latky,
pfechazet velmi omezené. Velky rozdil koncentraci protiiontd v gelu na jedné a ve vodé na
druhé strané membrany ma tendenci zvySovat snahu molekul vody ptfechazet do gelu, a tim
zvySovat botnani gelu.

Charakterizuje se méfenim kapacity absorpce vody nebo vodného roztoku. Zjisténi hmotnosti
nabotnaného hydrogelu je nejjednodussi cesta k ziskani botnaci kinetiky a rovnovahy. Rozsah
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botnani (Rs), nej¢astéji pouzivany parametr k vyjadieni botnaci kapacity hydrogeld, je
definovan jako:

Rs = (Ws —Wp) /Wy, (2

kde Ws a Wp jsou hmotnosti nabotnaného a vysuSeného hydrogelu. Botnaci sila je
kompenzovana retrakéni silou vyvolanou uzly sité. Kdyz se tyto dvé sily vyrovnaji, botnani
hydrogelu se dostane do rovnovazného stavu [54, 55].
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Obr. 12: A) Botnani gelu vysokomolekuldarniho elektrolytu, B) nedisociovany gel se stejnou
strukturou v cisté vodé [24]

Cerstvé piipravené fyzikalni gely nejsou v termodynamické rovnovéze. Casem tedy dochazi
ke zdokonalovani struktury pieskupovanim fetézctl, coz vede ke snizovani Gibbsovy energie.
U gelt s dlouhou Zivotnosti spojnych oblasti nastava tento proces pomaleji. D€ se nazyva zrani
gelu. Jestlize je vysledkem zvySeni po¢tu uzlt nebo jejich funk¢énosti, mize timto dojit ke
smrs$téni sitovité struktury, ¢imZ se snizi botnavost a ¢ast rozpoustédla, pro které jiz neni v gelu
misto, je vytlaCovana ven. Objem gelu se tedy snizi o vylou¢ené mnozstvi rozpoustédla. Tento
jev se nazyva synereze a je podporovan zvysSenim teploty nebo pfidavkem elektrolytu [23, 24].

2.3.3 Hydrogely

Stejné jako u definice gelq, tak 1 v pfipadé hydrogell se jednd o trojrozmérné sité polymernich
fetézcl. Hydrogely se vyznacuji znacnou absorpci vody, aniz by se rozpoustély. Tato schopnost
je dana hydrofilni povahou funk¢nich skupin vazanych na fetézci, mezi které mohou patfit
hydroxylové (—OH), karboxylové (—~COOH), amidické (—CONH) nebo sulfonové (-SOsH)
skupiny. Tyto polarni skupiny jsou hydratovany jako prvni, a to pies vodikové mustky ¢i
iontové interakce. Tim je absorbovana tzv. primarné vdzand voda. V disledku hydratace
polarnich skupin se prostorova sit’ hydrogelu zvétSuje, ¢imz se odkryvaji hydrofobni skupiny,
které také interaguji s vodou a dochazi tak k navazéani sekundarni vody. Primarné a sekundarné
vazana voda se souhrnné oznacuje jako celkové vazana voda. Prazdny mezisitovy prostor
vypliiuyje jesté tzv. voln€ vazana voda, ktera je dovnitf hydrogelu vhanéna osmotickou silou.
Objem hydrogelu je vyznamn¢ zavisly na teploté, pH ¢i kvalité rozpoustédla [56].
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Hydrogely lze vyrobit z ptirodnich i syntetickych polymerti, a to chemicky ¢i fyzikalné.
Chemické hydrogely vykazuji pevnéjsi vazby a oznacuji se jako permanentni hydrogely,
nicmén¢ jejich pfiprava Casto vyzaduje pfitomnost toxickych latek, a proto nejsou vhodné pro
medicinské pouziti. Fyzikalni gely jsou pro tuto aplikaci vhodnéjsi. Jednim ze zplisobu jejich
piipravy je elektrostaticka interakce mezi polyelektrolytem a tenzidem, kdy vznikaji tzv. PEC
hydrogely (z angl. ,, Polyelectrolyte-complex hydrogels ). Takto ptipravené hydrogely jsou
i pfedmétem této prace. Interakce tenzidu s polyelektrolytem byla diskutovana v pifedchozich
kapitolach [25, 57, 58].

2.3.4 Vyuziti

Hydrogely nachazeji vyuziti v mnoha odvétvich primyslu jako napt. pii vyrobé lepidel,
kontaktnich Cocek, pii zpracovani kGzi nebo pii zvlakiovéani. Pouzivaji se téz jako
zahust'ovadla v potravinafstvi. V kosmetice jsou gelové ptipravky oblibené pro svoji dobrou
roztiratelnost na kiizi. Nejvyssi potencial v§ak maji na poli tkdniového inzenyrstvi, hojeni ran ¢i
cilené distribuce 1é¢iv. Degradac¢ni vlastnosti, a tedy jejich schopnost cilen¢ uvoliovat 1éCiva,
jsou velmi dobie modulovatelné. Piikladem mohou byt hydrogely citlivé na odpovidajici
fyzikalni podnéty jako napft. teplota, pH, ¢i svétlo [59, 60, 61].

2.4 Reologie

Dlouhou dobu byla v technologickych procesech materidlového inzenyrstvi trhlina v potiebé
charakterizovat deformacni a tokové chovani latek. V roce 1928 vsak chemik Eugene Cook
Bingham a stavebni inzenyr Markus Reiner tuto trhlinu zalepili, kdyZz zalozili védni obor
reologii, jejiz nazev je odvozen z feckych slov rhein a logos, ktera znamenaji ,,tok a ,,véda‘.
Reologie tedy zkoumé vztahy mezi silou, napétim, deformaci a rychlosti deformace u riznych
druhi latek. V nasledujicim roce 1929 pak byla zalozena American Society of Rheology, ktera
nove vzniklé véde udala smér. Reologie je totiz interdisciplinarni obor, zasahujici do fyzikalni
chemie, stavebniho inZenyrstvi, mechaniky kontinua, hydrodynamiky apod. Dalsi smér, kterym
lze reologii délit je podle studia pevnych ¢i kapalnych latek, mikro nebo makrostruktury
materialt, kde potom hovoiime o mikroreologii a makroreologii ¢i studia kinetiky chemickych
reakci nebo deformacnich procesti v zivych tkanich. Zde pfichazi na fadu chemoreologie, popt.
bioreologie.

Jiz slavny starofecky filozof Herakleitos zvolal ,, Panta rhei!* (,,VSe plyne!*), taktéz ve
starozakonnim zpévu prorokyné Debory se objevuje fraze: ,,skély tekly pfed Hospodinem®.
Z védeckého hlediska totiz teCou vSechny materialy, zaleZi pouze na pozorovacim case. Proto
je zavedeno tzv. Debofino ¢islo, které je dano vztahem:

~ | —+

D.¢. =" A3)

obs

kde trel je tzv. relaxacéni doba daného materialu. To je ¢as, ktery material potiebuje k pieskupeni
svych ¢astic (molekul, ionti) pfi toku. Je velmi kratky pro dobfte tekuté latky, jako je napft. voda,
ale velmi dlouhy pro materialy, které se nam jevi jako spis pevné, napt. zula. Ve jmenovateli je
pak cas tobs, po ktery latku pozorujeme.

Zula se nam v obvyklych pozorovacich ¢asech jevi jako tvrdy material. Pfi opravdu dlouhém
pozorovani ale zjistime, ze v diisledku vnéjsich sil se zula nevratn€ deformuje a tudiz tece. Tece
ale tak pomalu, Ze by ndm zdaleka nestacil ani cely naS Zivot na spolehlivé zaznamenani toku.
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Debotino ¢islo je tedy bezrozmérné Cislo, které charakterizuje tok materiali za urcitych
podminek. Cim je jeho hodnota mensi, tim tekut&jsi se jevi dany material. Skaly proto mohou
pied Hospodinem téct, pokud se jejich pozorovaci doba blizi k nekone¢nu.

K dané problematice stoji za zminku ,, Pitch drop experiment “, ktery zapocal v roce 1927 na
univerzit¢ v Australii. Jedna se o pozorovani toku, na prvni pohled tuhého, asfaltu. Experiment
je nepretrzit¢ monitorovan kamerou a za celou dobu ukaplo 9 kapek, posledni v roce 2014.

Jak vyplyva z ptredesi¢ho, redlné latky nevykazuji limitni pfipady idealn¢ nestlaCitelné
kapaliny (s nulovou viskozitou) a idealné¢ tuhého télesa (s nekone¢né velkym modulem
pruznosti), které jsou soucasti nasledujicich zékont, ale jejich chovani je mozno zaradit nékde
mezi, a proto se nazyva viskoelastické [23, 62].

2.4.1 Hookiiv zikon

Hooktiv zakon popisuje zékladni vztah principu deformace idealné elastickych pevnych latek,
coz jsou latky, u kterych nedochazi k disipaci vlozené energie. Veskera energie ulozena béhem
namahani je po uvolnéni télesa opét vyuzita. Takové elastické latky se pii pisobeni sily chovaji
jako pruzina a deformace je dokonale vratna, neboli elasticka. Plsobeni te¢ného napéti o na
téleso zpusobi jeho protazeni o délku Al. Hookav zakon je pak dan tvarem:

Al
G:GE'I_:GE'E’ (4)

kde & = Al/l je tzv. relativni prodlouzeni (deformace) a konstantou iimérnosti Ge je Youngiv
(elasticky) modul pruznosti.

Pti vétsi mife deformace mizeme u redlnych tuhych téles pozorovat druhy typ odezvy. Ten
se po odnéti pisobici sily projevi tzv. nevratnou, neboli trvalou deformaci [63, 64].

2.4.2 Newtoniiv zdkon

Newtoniv zakon popisuje, obdobné jako Hooktiv, vztahy pro deformace, zde pro ptipad idealné
viskoznich tekutin. Jednd se zejména o plyny a nizkomolekularni kapaliny, které veskerou
vlozenou energii disipuji na teplo. Nedochazi tedy k zaddnému zpétnému vyuziti vlozené
mechanické energie pii odlehceni vzorku. Newtonliv zakon pro takové idealné viskozni latky,
nazyvané také jako newtonské, je dan vztahem:

kde oxy je smykové napéti, # je dynamicka viskozita a yxy je smykova rychlost. Z daného vztahu
vyplyva, Ze viskozita newtonovskych latek se pfi zvySujicim se te€ném napéti neméni, proto je
tedy toto te€né napéti linearn€ zavislé na smykové rychlosti.

Samotna definice viskozity zni, Ze se jedna o schopnost materialu branit se deformaci silami
vnitfniho tfeni Umérnymi rychlosti deformace, kde vnitini tfeni je disledek vzdjemného
silového pisobeni mezi ¢asticemi pii proudéni. Viskozita se méni s koncentraci latek, teplotou,
Casem a tlakem. V tabulce 1 jsou pro ukazku uvedeny viskozity béznych materiald.
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Tab. 1: Priklad viskozit vybranych ldatek

Material Viskozita [Pa.s]

40

sklo 10
roztavené sklo (500 °C) 1012
bitumen 108
polyethylen (120 °C) 105
polyethylen (220 °C) 103
sirup 102
1

med 10
glycerin 100
olivovy olej 10
rtut’, voda 10-3
vzduch 10_5

Pro ptipad proudéni kapaliny mezi dvéma deskami, z nichZ spodni je stacionarni a horni
pohybliva, definoval Isaac Newton v roce 1687 vztah pro smykové napéti o nasledovné:

F
a (6)

kde F udava smykovou silu, ktera vyvolava pohyb horni desky o plose A.

Vo

Obr. 13: Rychlostni profil toku v kapaliné mezi nepohyblivou (spodni) a pohybujici se
(horni) deskou
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Latky, které se netidi timto zakonem, se nazyvaji jako nenewtonovské. Jejich viskozita neni
materidlovou konstantou, ale je zavisla na velikosti teného napéti nebo rychlosti deformace
a oznaCuje se proto pojmem zdanliva viskozita #o. Zakladnim modelem pro viskozitu
nenewtonovskych latek je tzv. mocninny model (,, power-law model ), ktery je dan vztahem:

no=K-y @)

kde 7o je zdanliva viskozita, y je smykova rychlost, konstanta K udava tzv. koeficient
konzistence dan¢ latky, ktery urcuje strmost vyslednych kiivek, prezentovanych ptikladné na
obr. 14 a n zastava index toku danych latek projevujici se zak¥ivenim kiivek (obr. 14).

Mezi nenewtonovské latky se fadi zejména roztoky ¢i taveniny polymerd, suspenze, pasty
apod. Se zménou tecného napéti nebo rychlosti deformace muze tedy zdanliva viskozita klesat,
popt. rast, kdy takové chovani oznacujeme jako pseudoplastické (n < 1) a dilatantni (n > 1).
Z daného vyplyva, Ze newtonské latky maji n = 1. Typickym piikladem dilatantni latky je
kukuti¢ny Skrob rozpustény ve vod¢, ktery se pii pozvolném michani jevi jako tekuty a pii
prudkém michani tuhne. Pseudoplastické chovani naopak vykazuji napt. barvy a laky na sténu,
ptipadné krev, které pii prudsim roztirani 1épe tecou [63, 65].

EA

/ dilatantni

7o [Pa.s]

pseudoplastické

T~ plastické

>

y[s7]

Obr. 14: Zavislost zddanlivé viskozity na rychlostnim gradientu pro rizné typy
nenewtonskych latek

Kromé mocninného modelu obsahuje reologie celou fadu dalSich, kazdy vhodny pro jiny typ
aplikace. Za zminku stoji jest¢ Binghamiiv model, ktery do rovnice zavadi tzv. mez toku, jez
pfedstavuje nejveétsi smykové napéti, pfi kterém jeSté nedochazi k deformaci dané latky.
V praxi to znamena, ze se pii namahani latky né&jaky ¢as nic nedéje, nez za¢ne téct. Typickym
ptikladem je napft. kecup, do jehoz lahve je nutno klepnout, ¢imz se pfekona mez toku, a poté
teCe. Rovnice vypoctu zdanlivé viskozity dle Binghamova modelu je definovdna néasledovné:

30



Mo =0g-y +K.y™ 8)

kde z pfedchoziho mocninného modelu piibyva pouze parametr oo piedstavujici mez toku.

Na zéavér této podkapitoly je navic uvedena tabulka vybranych smykovych rychlosti
riznnych ukonti vyuzitelnych zejména v primyslu. Nasledujici znalosti jsou dilezité pfi
konstrukci riznych zafizeni s tryskami ¢i nalevkami ur¢itého poloméru, kdy je nutné
Vv laboratnornich podminkach zmétit viskozity materidli pouzivanych na dané aplikace
s uvazovanou smykovou rychlosti ukonu. Tim se zabrani konstrukénim chybam, kdy se
material v trysce ucpe. V ptipad¢ farmakologie je mozno uvazovat oftalmologické aplikace,
kdy je napf. nutno porovnat viskozitu slz pii dané hodnoté smykové rychlosti mrknuti oka
s viskozitou pouzitych medicinskych geli pii stejné smykové rychlosti. Timto zptisobem se da
vyhodnotit, zdali se nami vyrobeny gel viibec v oku rozetie.

Tab. 2: Priklad smykovych rychlosti vybranych aplikaci [63, 65]

Situace Smykova rychlost [1/s] Aplikace
sedimentace jemnych &astic 10-6_10-4 stabilizace laka, 1é¢iv
kapilarni vyrovnavani 2 A operace po tisky
st -1 1 fa
stékani filmu 10 -10 natirani
vytlaCovaci stroje 100_102 zpracovani polymerd
. keramika, metalurgie,
nanaseni ponorem 12 N
10 10 potravinafstvi
zvykani a polykani potravindistvi
tok trubkou 101_103 doprava Cerpanim, tok krve
michani 101_103 homogenizace
natirani a rozstfikovani 103_104 suSeni, lakovani
, 3 4 .
mrknuti oka 10 —10 oftalmologie
mokré mleti pigmenti 103_105 vyroba barev a lakl
rychlobézné nanaseni 3 5 amvs] pairu. polverafie
pOVlakﬁ 10 _10 p y p p 3 p yg
< e 4 5 . N .
rucni roztirani 10 -10 masaz pokozky krémem
mazani 103_107 vybu$né motory

2.4.3 Viskoelasticita

Hookliv a Newtontv zakon, které jsou popsané vyse, predstavuji limitni ptipady reologického
chovani, a to pro idealni latky. VétSina redlnych latek vSak svymi vlastnostmi pfipomina
castecn¢ jak tuhé elastické téleso, tak také viskdzni kapalinu. Tyto latky se nazyvaji
viskoelastické.

Materialové vlastnosti viskoelastickych latek se zpravidla popisuji dvéma typy moduli.
V prvnim piipadé¢ je to elasticky modul pro pevné latky, standardné oznacovany jako G', ktery
vyjadiuje energii uloZenou v materidlu béhem napétového cyklu a tvofi redlnou cCast
komplexniho smykového modulu G”. Viskezitni modul pro kapaliny, ozna¢ovany G", sdéluje
ztratu energie béhem napétového cyklu. Jedna se o imagindrni slozku komplexniho smykového
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modulu G*. Komplexni smykovy modul zahrnujici ob& slozky a vyjadfujici reologické
chovani redlnych viskoelastickych latek 1ze matematicky vyjadrit jako komplexni ¢islo:

G* =G'+iG". 9)

K urceni pfesné hranice v chovani mezi pevnou a kapalnou fazi slouzi tzv. bod prek¥iZeni
(z angl. ,,cross point ) elastického a ztratového modulu. Do dosaZzeni dané hodnoty deformace
prevazuje prave jeden z modultl a udava tak charakter chovani zkoumané latky. V praxi se tak
porovnavaji vysledky obou modult (viz kapitola 6.1), kdy pfi vyssi hodnoté elastického modulu
se latka chova jako pevnd, naopak pii vy$$im viskozitnim modulu se latka chova vice tekuté.
Ziskani vyledkd viskoelastickych moduli je moZné pouze na rotacnim reometru
s odpovidajicim pocitacovym softwarem (viz kapitola 2.4.4.2) [66].

2.4.4 Meérici systémy a metody charakterizace viskoelastickych latek

Pro stanoveni viskozity ¢i mechanickych vlastnosti latek se v praxi setkavdme s mnozstvim
méficich metod. Od nejjednodussiho orientacniho zanalyzovani latky mezi prsty, téZ zndmého
jako Furdikova metoda, je mozno méfit viskozitu zejména pratokovymi viskozimetry.

vvvvvv

Obr. 15: Furdikova metoda [67]

2.4.4.1 Klasické viskozimetry

Prvnim typek klasickych viskozimetri jsou kapilarni viskozimetry, které jsou zalozené na
meteni Casu, za ktery kapalina protece urcitym tsekem kapilary. Kapilarni viskozimetry jsou
presné (0,01 az 0,1 %), avsak nemohou byt pouzity pro nenewtonské kapaliny, nebot’ rychlostni
gradient neni konstantni, ale roste se vzdalenosti od osy kapilary. Dalsi problém nastava
u suspenzi, kdy casto dochazi ke komplikacim vlivem nehomogenity vzorki, ktera je

vrwe

Poiseuillove rovnici pro pritok kapaliny kapiladrou o poloméru r a délce 1:

z-r*Ap-T
=" 10
7 Y (10)

kde Ap je rozdil tlaku dany hydrostatickym tlakem kapaliny ve svislé kapilate, ktery je umérny
hustoté kapaliny, V je objem kapaliny, ktery protece kapilarou za €as 7. Viskozita je tedy imérna
hustot¢ kapaliny a dobé pritoku. Obvykle se provadi méfeni relativni, pfi némz se na stejném
viskozimetru porovnava viskozita kapaliny # se zndmou viskozitou srovnavaci kapaliny #rer:
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Na obr. 16 jsou zobrazeny typy kapilarnich viskozimetrii s nejpouzivanéjsim Ubbelohdeho
viskozimetrem.

Obr. 16: Typy kapilarnich viskozimetrii [67]

Dalsim typem jednoduchych viskozimetrt jsou padové viskozimetry. Méfeni dynamické
viskozity 7 je zalozeno na Stokesoveé vztahu pro pad koule o poloméru r ve viskdznim prostiedi:

r’-g ‘(pk _P)-
. ) (11)

_2.
=9

kde g je gravita¢ni zrychleni, pk je hustota kuli¢ky a p hustota kapaliny.

Castou variantou kuli¢kovych viskozimetrd je viskozimetr Hopplertiv (obr. 17), ve kterém
se kulicka vali sklenénou trubici o pfesném vnitinim priméru, sklonénou v tthlu 10°, naplnénou
métenou kapalinou, obklopenou tempera¢nim plastém. MéEfi se rychlost u, tedy cas, potiebny
k prichodu kulicky mezi horni ryskou A a spodni ryskou B. Obvykle se méfi srovnavacim
zpusobem. Viskozimetr mize byt pouzit jen pro pruhledné newtonské kapaliny.

Phi 2 TR P R B TR R TR B R

Obr. 17: Hoppleriv padovy viskozimetr
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2.4.4.2 Rotacni reometry

Nejdokonalejsi méftici pfistroje viskozity a mechanickych vlastnosti se nazyvaji rotacni
reometry, které¢ jsou slozeny ze dvou zakladnich casti, kdy jedna je staticka — stator a druha
rotuje nastavenou tthlovou rychlosti — rotor. Jsou zalozeny na méfeni torzni sily, kterou ptisobi
rotujici kapalina na element zavéSeny na torznim vlakné, ktery se otaci konstantni tthlovou
rychlosti. Vnitinim tfenim kapaliny je otd¢ivy moment piendsen na druhy element. Po ustaveni
rovnovahy se méfi tthel pootoceni elementu od piivodni polohy ¢, ktery je umérny uhlové
rychlosti o a viskozité kapaliny #, pficemz K je konstanta pfistroje:

p=K-n-o. (12)

Pro méteni rizné viskdznich vzorkl lze pouzit nékolika typi geometrie popsanych na
obr. 18. Ke stanoveni reologickych vlastnosti gelovych vzorkd, jez jsou pfedmétem této prace,
je nejvhodnéjsi typ deska-deska (parallel plates). Vyhoda spo¢iva v malé spotiebé vzorku
a jednoduchém ¢isténi aparatury. AvSak pii méfeni tokovych kiivek mlze vzorek ve vysokych
smykovych rychlostech z aparatury vylétavat. Specialni ptipad geometrie pro tekutéjsi roztoky
je dvojice koaxialnich valcu (double gap concentric cylinders). Oba valce jsou duté a zasouvaji
se do sebe, pricemz jeden je opét stacionarni a druhy, oscilujici, namaha vzorek. Nevyhodou je
vsak veEtsi spotieba vzorku oproti aparatufe deska-deska a slozitéjsi ¢isténi, kdy musi byt cela
aparatura rozebrana. Viskdznéjsi vzorky, jako napt. hydrogely, nelze pohodIné nadavkovat do
tohoto typu aparatury, proto je pro né vhodnéjsi usporadani deska-deska [68].

% 7 % W A [ A
(a) (b) © (d)

Obr. 18: Geometrie rotacniho reometru: (a) valec-vilec, (b) double-gap, (c) kuzel-deska,
(d) deska-deska [68]

Pro zkoumani viskoelastickych latek véetné hydrogelll jsou vhodné oscilaéni testy. Zakladni
princip spo¢iva v rovnomérném ulozeni vzorku mezi dvé ¢asti méfici aparatury, pticemz spodni
je stacionarni a horni osciluje. V ptipad¢ gelovych vzorkl je nejvhodnéjsi typ deska-deska.
Vyhoda spociva v malé spotieb¢ vzorku a jednoduchém c¢isténi aparatury. Podminkou je, aby
se vzorek deformoval homogenné v celém smykovém rozsahu a aby pfilnul k obéma deskdm
bez jakychkoliv protiskluzovych G¢inka (obr. 19).
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Obr. 19: Davkovani rotacniho reometru: (a) idedlni, v praxi nedosazitelné, (b) spravné,
(c) nedostatecné [67]

Existuje nékolik druhii nastaveni experimentu, v této praci budou pouzity amplitudové testy
s konstantni frekvenci oscilace a frekvenéni testy s konstantni amplitudou deformace.

V prvnim piipad¢ je nastavena konstantni frekvence oscilaci s ménici se hodnotou amplitudy
deformace v %, v ptfipad¢ druhém se méni oscilace v rozmezi frekvenci se stdlou hodnotou
amplitudy deformace (vybranou z linearni viskoelastické oblasti, coz je oblast mechanického
namahani, pii které dochazi k vratné deformaci). Zaznamenava se chovani namahanych vzork?,
a to pomoci zavislosti viskoelastickych modulti na amplitudé¢ deformace v ptipadé testu
amplitudového a zavislosti viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci v pfipadé testu
frekvenc¢niho. Pomérem téchto modull ziskame ztratovy uhel o:

B Gll

tg(s) = r (13)

z jehoz velikosti se d4 usuzovat charakter chovani zkoumaného vzorku. V ptipadég, ze 0 > 45°
(tedy tg(o) > 1), vykazuje vzorek viskozni chovani a naopak, pokud je < 45° (tedy tg(o) < 1),
se vzorek chova elasticky [67, 69].

Druhym typem méfeni je stanoveni zavislosti dynamické vizkozity na smykové rychlosti,
tzv. tokové testy. Vysledny tvar tokovych kiivek pak charakterizuje reologické chovani
materialu, kdy ze zavislosti ¢i nezavislosti viskozity na ménici se smykové rychlosti lze
usuzovat, zdali se latky chovaji jako newtonské nebo nenewtonské (pseudoplastické ¢i
dilazantni — viz obr. 14).

Z hlediska medicinskych aplikaci je vhodné aplikovat pravé tyto typy testll pro farmaceutické
a kosmetické pripravky. Ty mohou zastupovat piiklad pseudoplastické, rychle vstiebatelné
latky (¢im rychleji roztirame, tim lépe se vsttebava z diivodu poklesu viskozity). Opacny ptipad
plati napf. pro zubni pasty, které si i po roztirani musi zachovat sviij vysoce viskozni charakter
[63, 70].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Cilem mnoha védeckych tymil po celém svéte je udélat prulom v oblasti 1é¢by nadorovych
onemocnéni, a to pomoci cilené distribuce 1é¢iv, kdy je toto 1é€civo dopraveno do postizené
tkané specialnim nosi¢em, ktery zabrani jeho nezadoucimu plsobeni ve zdravé tkani. Vybér
nosice neni véc jednoduchd, musi se jednat o latku biokompatibilni a biodegradabilni, schopnou
pevné vazat 1é¢ivo, aby nedoslo k jeho samovolnému uvolnéni do krevniho obéhu, zaroven
umoznit 1é¢ivu specificky plisobit v pozadovaném misté. DalSim dilezitym pozadavkem na
nosic je netoxicita latek vzniklych jeho degradaci [71].

Byla vyvinuta celd fada nosi¢l, zalozenych na liposomech, dendrimerech [72] nebo
polymernich micelach [42, 73].

Vysledky studii testovani riznych biopolymerti pro pouziti v cilené distribuci 1€¢iv byly
diskutovany jinde [74-78]. Testy se vétSinou zameétovaly na charakteristiku danych
biopolymerd, at’ uz nativnich ¢i hydrofobné modifikovanych, konkrétné se zkoumala
bioaktivita, biodegradabilita a vlastnosti jejich micel. Na stanoveni vlastnosti micel byly
pouzity klasické techniky fluorescen¢ni sondy, dynamického rozptylu svétla (DLS),
infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR), rentgenové difrakce, nuklearni
magnetické rezonance (NMR) nebo transmisni elektronové mikroskopie (TEM). Sledovala se
velikost a stabilita polymernich micel, byla stanovena kriticka micelarni koncentrace, jejich
biokompatibilita, pfip. interakce smési micel rtiznych biopolymert.

3.1 Hyaluronan v cilené distribuci

Podle mnohych autorti se vSak jako nejvyznamnéjsi zastupce na pozici potencialnich nosict
1é¢iv jevi hyaluronan. Jedna se o té€lu vlastni polysacharid, takze je pfirozené biokompatibilni
a biodegradabilni. Velmi dulezita je také jeho citlivost na receptor CD44, ktery se nachazi
u vétsiny savcich bunék, kde je zodpoveédny za jejich proliferaci a migraci. Ve velké mite je
vSak tento receptor exprimovan na povrchu nadorovych bunék. Tohoto faktu se vyuziva pfi
aktivnim cileni, kdy je hyaluronan specificky vychytavan pravé nadorovou tkani [79, 80].

Avsak pravé diky své biokompatibilité a biodegradabilité je nativni hyaluronan pro
medicinské aplikace a tkanové inzenyrstvi téméetf nepouzitelny. Pfistupuje se proto k jeho
modifikacim, at’ uz se jedna o sitovani, derivatizace hydrofobnimi funkénimi skupinami ¢i
interakce s jinymi latkami. Toho se chopili S. Qhattal a spol. [81], ktefi navazali hyaluronan
na liposomy a zkoumali pravé citlivost danych komplext na hyperexprimované nadorové
receptory CD44. Uginnost vychytavani danych komplexti byla vysii nez v ptipadé liposomii
bez hyaluronanu, zaroven byla také zéavisla na stfedni velikosti konjugati, molekulové
hmotnosti pouzitého hyluronanu a hustoty jeho fetézct na liposomech.

V roce 2009 probéhl vyzkum nového typu modifikace hyaluronanu. Studiem vlastnosti
alkylovaného derivatu hyaluronanu se zabyvali M. Chytil a M. Pekai* [82]. Tento derivat byl
pifipraven navazanim alkylovych fetézci o délce 8 a 12 atomu uhliku na —OH skupiny D-
glukoronové kyseliny, pficemz testy byly provedeny pfi nizkém (pod 20 %) i vysokém stupni
substituce (100 %). Pfi testech povrchového napéti, viskozity a reologickych vlastnosti se
ukazalo, Ze nejvétsi povrchovou aktivitu projevovaly vysokomolekuldrni derivaty s vysSSim
stupném substituce. Dale bylo zjist€no, ze vysokomolekularni, vysocesubstituovany
hyaluronan s kratsim alkylovym fetézcem ma nizsi kritickou agregacni koncentraci (CAC) nez
nizkomolekuldrni hyaluronan s niz§im stupném substituce a delSim navazanym alkylovym
fetézcem. Z toho vyplyva, Ze asociacni chovani je ovlivnéno délkou fetézce, molekulovou
hmotnosti 1 stupném substituce.

36



Agregaéni chovani daného typu hyaluronanu provedli také o rok diive F. Mravec a spol.
[83], a to pomoci fluorescenéni spektroskopie, uzitim pyrenu a perylenu jako fluorescenénich
sond. Hydrofobné modifikovany hyaluronan byl pouzit 0 péti riznych molekulovych
hmotnostech se stupném substituce 1070 %. Vysledky méfeni pomoci obou sond potvrdily,
7ze dany typ hyaluronanu ma sklony Kk agrega¢nimu chovani v porovnani s nativnim
hyaluronanem. Vysledky téchto praci dokazuji, Ze hydrofobn¢ modifikované derivaty
hyaluronanu jsou vhodnymi uchazeci v kategorii nosict pro cilenou distribuci 1é¢iv.

Hyaluronan modifikovany na primarni hydroxylové skupiné pouzili pro své testy K. Iris
aspol. [19]. Studie z roku 2011 zaméfena na regeneraci chrupavek pouzila jako zaclenovaci
skupiny metakrylat a akrylat, kdy pravé tyto funkéni skupiny umoziuji fotozesiténi daného
komplexu za vzniku hydrogelu. Adhezni a degradacni testy vykazovaly slibné vysledky daného
hydrogelu, ktery by mohl byt nadale hojné vyuzivan pro 1ékaiské ucely.

O rok pozdéji zkoumal tym R. Censiho [84] kombinaci polyethylenglykolu (PEG)
s diakrylat/thiolovanym hyaluronanem. Jako sitovaci prostiedek zde byla opét pouzita
fotopolymerizace. Cilem bylo prozkoumat uvoliiovani proteini z takto upraveného
hyaluronanu. Dle o¢ekéavani se kladné nabité proteiny uvoliiovaly rychleji nez zaporné, a to
z diivodu zaporného naboje na fetézcich hyaluronanu. Rychlost uvoliiovani také zavisi na
enzymu hyaluronidéze, kterd je pfitomna v biologickych tkanich.

V témze roce prob¢hl také pokus zapouzdiit do micelarnich utvarG modifikovaného
hyaluronanu cytostatikum Paclitaxel (PTX), jehoz Gispésnym nosi¢em se stal styryl-pyridinium-
hyaluronan. Experimenty provadéli Y. Tao a spol. [85]. Uzitim metody fluorescen¢ni korela¢ni
spektroskopie (FCS) bylo dokézano, Ze dany nosi¢ je vychytdvan mozkovymi tumory, tudiz
bude nadale pouzivan v medicing.

Uspésna solubilizace PTX se povedla i J. Liovi [86] pti pouziti micelarniho roztoku
hyaluronanu s deoxycholovou kyselinou jakozto nosice. Polymerni micely tohoto systému byly
vychytavany karcinomem prsu. Prokdzalo se také, Ze dopravuji hydrofobni cytostatika velmi
rychle a receptory v tumoru podporuji mnozeni téchto micel.

Jak v8ak naznacuji ptedchozi studie, uvoliovani aktivnich latek z hyaluronového nosice je
siln€ zavislé na aktivité hyaluronidaz. Z tohoto faktu vyplyvé zasadni problém cilené distribuce,
a to neumyslné uvolnéni aktivni latky do krevniho fecisté. Touto problematikou se v roce 2013
zabyvali H. Yoon a spol. [87], ktefi vyvinuli nanoc¢astice kyseliny hyaluoronové piipravené
fotozesitovanim akrylatovych skupin. Takto zesitovany hyaluronan vykazoval vétsi stabilitu
a také delsi a postupnéjsi uvoliovani PTX v misté G€inku. Autofi se shoduji, Ze namétena data
poskytuji slibné moznosti vyuziti téchto derivati pro medicinské aplikace.

Pouziti jinych cytostatik do komplexu s haluronanem se vénovaly védecké skupiny S. Lia
[88] a S. R. Datira [89]. Prvni jmenovani ptipravili konjugaty hyaluronan-cisplatina navazanim
cisplatiny na karboxylové skupiny haluronanu za vysoké teploty. Testy na mySich prokazaly
ucinnéjsi vychytavani danych konjugatt receptory CD44. Druhé skupina pfipravila komplexy
n-t vrstvenych karbonovych nanotrubi¢ek s hyaluronanem. Aktivni latka zde byla
doxorubicin. Obdobné byly provedeny experimenty na mySich s tumorem plic, kdy dané
systémy vykazovaly pétkrat vétsi inhibicni efekt nez volny doxorubicin.

3.2 Interakce hyaluronan-tenzid

Hojn¢ prostudovana je také myslenka interakce tenzidu s hyaluronanem, kde, zjednodusené
feceno, tenzid vytvafi hydrofobni prostor pro rozpusténi nepolarniho 1é¢iva a polyelektrolyt,
VvV tomto piipadé hyaluronan, poskytuje vnéjsi ochranu a schopnost cileni k poskozené tkani.
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Dané komplexy jsou také vice stabilni, protoze se v nich projevuji nejen elektrostatické, ale
také hydrofobni interakce.

Pravé potvrzeni elektrostatickych interakci ve vySe zminéném komplexu hyaluronan-
kationtovy tenzid méli za cil J. Xu a spol. [90]. Pouzitim metod dynamického rozptylu svétla,
meéieni zeta potencialu, mikroskopie a mefeni turbidity byly elektrostatické interakce v danych
systémech urcéeny jako klicové. Autoti dale zjistili, Ze proces vazani tenzidovych micel na
fetézce polymeru je podminén molarnim pomérem jednotlivych slozek.

Vzajemné plsobeni hyaluronanu a tenzidu bylo cilem zajmu 7. Halasové a spol. [91]. Jako
vzorek byl pouzit hyaluronan o dvou molekulovych hmotnostech smichany s dvéma zastupci
kationtovych tenzidi — CTAT nebo CTAB v roztoku NaCl. Vysledky ukazaly, ze i kdyz
pritomnost NaCl muze potlacit interakce mezi opacné nabitymi polyelektrolyty a povrchove
aktivnimi latkami, jsou tyto interakce stale pfitomny v nékterych systémech hyaluronan-tenzid,
bez ohledu na iontovy charakter povrchu. Molekulovd hmotnost hyaluronanu také nema na
posun CMC vyznamny vliv. Fluorescen¢ni data ale poukazala ptedevSim na fakt, Ze tvorba
agregatu (micel) se vyskytuje spiSe v ur€itém intervalu, nez v jednom konkrétnim bodé
koncentrace povrchové aktivni latky, a to zejména v pfitomnosti hyaluronanu. Tento poznatek
je zésadni v problematice cilené distribuce 1¢é¢iv, kdy se pravé snazime zjistit, jestli, a pti jaké
koncentraci, je systém schopen vytvofit micely ochotné pojmout 1é¢ivo.

Sama Halasova [92] pak ve své dizerta¢ni praci zkouma interakce CTAB a hyaluronanu.
Testy probéhly v oblasti kolem CMC tenzidu, kdy se potvrdilo, ze tento je schopen tvofit
stabilni agregaty s hydrofobnimi doménami schopné pojmout nepolarni latku a zodpovédné za
interakci s fetézci hyaluronanu. Testy byly provedeny pro rizné koncentrace CTAB a riizna
prostredi. Pfi vySSich koncentracich tenzidu pak dochézi ke vzniku gelové faze, ktera je schopna
pojmout vSechnu nepolarni latku. Reologické vlastnosti gelti jsou zavislé na pouzité
molekulové hmotnosti hyaluronanu. Solubiliza¢ni testy potvrdily, Ze gel je schopen vytvofit se
v pritomnosti téméf jakékoliv latky nezavisle na jeji hydrofilicité ¢i hydrofobicité, jedinou
vyjimku tvofil mineralni olej s vysokou viskozitou a hustotou niz$i neZ voda.

Asi nejznaméjsi je prace védeckého tymu okolo K. Thalberga [93], jiz z roku 1989, ktery
zkoumal vzajemné interakce mezi hyaluronanem sodnym a kationtovymi tenzidy s riznou
délkou fetézce (8, 9, 10, 12, 14 a 16 uhlika). Bylo prokazano, Ze jesté pod kritickou micelarni
koncentraci tenzidu dochézi k jeho navazani na hyaluronan, ov§em toto plati jen u tenzidd, které
obsahuji 10 a vice uhlikd v alkylovém fetézci. Po dal$im pfidavani tenzidu se agregaty
stabilizuji a dochazi i k tvorbé volnych micel. Vodivostni, solubilizacni a NMR méfeni
prokazaly, ze micely s navazanym hyaluronanem maji mensi velikost neZ volné micely tenzidu.
Byla také prokazana nezavislost molekulové hmotnosti polymeru (nad uritou minimalni
hodnotu) na interakci polymer-tenzid.

Interakce polymert s aniontovymi (SDS) a neiontovymi (Cremophor EL a Tween 80)
tenzidy provétovali pomoci metody fluorescenéni spektroskopie D. Yin a spol. [94]. Vysledky
studie ukazaly, Ze hodnoty CMC jsou pro Cremophor EL témét identické v pritomnosti
I absenci hyaluronanu, coz vypovida o extrémné slabych interakcich hyaluronanu s neintovymi
tenzidy. Naopak v ptipad¢ SDS dokazal ptidavek hyaluronanu CMC mirn¢ snizit. Experiment
s ¢istym SDS v roztoku NaCl vSak vykazuje podobné chovani, coz potvrzuje, ze se v tomto
ptipad¢ hyaluronan choval jako nizkomolekularni elektrolyt. Zminéné zavéry podporuji
myslenku pouZit hyaluronan ve spojeni s kationtovymi tenzidy. Autofi také posoudili vliv
pfidavku dal$ich sacharidl na pfislu§né interakce v systému.
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Vhodny vybér Septonexu, coby tenzidu vyuzivaného pro tuto praci, potvrzuje studie ¢eskych
védct pod vedenim A. Capka [95], kteii se zabyvali antimykotickou aktivitou kvartérnich
amoniovych sloucenin proti 8 vybranym mikrobidlnim kmentim. Z testovanych aktivnich latek
vykazoval Septonex nejlepsi vysledky, kdy vSak bylo zjisténo, Ze kvartérni amoniové
slouCeniny jsou obecné uzite¢né v lokalni chemoterapii, stejné tak jako v dezinfekci. Pokud
tyto slouceniny obsahovaly Vv alifatickém fetézci méné nez 12 uhliku, ¢i se v jejich struktufe
nachazel aromaticky nebo pyridinovy kruh, byla antimykoticka aktivita snizena. Naopak
pfitomnost halogenu ve struktufe kvartérni amoniové slouceniny tuto aktivitu zvySovala.

Nevyhoda uc¢inkt kationtovych tenzidii popsanych vyse (antibakteridlni a antimykoticka
aktivita) je, ze pusobi také na sav¢i bunky. Tym M. Pekaie [96] se proto rozhodl, otestovat
cytotoxicitu samotnych kationtovych tenzidi (CTAB a Septonexu) a jejich komplext
s hyaluronanem. Testy probéhly na nékolika typech lidskych bun¢k (osteoblasty, keratinocyty
a fibroblasty). Zajimavé je, ze tenzidy vykazovaly selektivni citlivost na rtizné typy bungk,
CTAB na keratinocyty, Septonex na osteoblasty a fibroblasty. Komplex tenzidu
s hyaluronanem vykazoval v obou pfipadech snizenou cytotoxicitu, pii¢emz autoii také
stanovili minimalni potfebny limit hyaluronanu v komplexu s tenzidy pro potlaceni jejich
nezadoucich U€inki na buiiky. Ochranné funkce hyaluronanu v téchto systémech otevira dvete
jejich budoucimu kosmetickému, diagnostickému ¢i medicinskému pouziti.

3.3 Hyaluronové hydrogely v medicinskych aplikacich

Jednou z moznosti vytvoreni nosice 1éCiv je pfiprava hydrogelovych matric, jejichz porézni
struktura umoznuje pohodlné ukladani farmak. Vyhoda hydrogelt je potom, pravé diky jejich
unikatni struktufe, pozvolné&jsi uvoliiovani Ié¢iva a zachovani vysoké lokalni koncentrace 1é¢iva
v misté¢ ¢inku. Mnoho studii proto stale smétuje ke stanoveni jejich fyzikalné chemickych
vlastnosti nebo ptipraveé novych typt hydrogelti. Kvili vysokému obsahu vody jsou hydrogely
pfirozené¢ biokompatibilni, z ¢ehoz vyplyva i jejich biologicka odbouratelnost. Ta se d4 také
fidit zménou podminek prosttedi napt. pH, teplotou nebo elektrickym polem. I pfes to vSechno
se zde vsak také setkavame s fadou nevyhod. Nizka pevnost v tahu a biologicka degradace
mohou byt pravé nezadouci v piilisném uvoliiovani 1é¢iv. Refenim jsou sifovaci reakce,
0 kterych jiz bylo pojednano v pfedchozich odstavcich, jez maji za nasledek zpevnéni struktury
gelu. Velmi tuhé gely vSak mohou vykazovat problematicky aplikaéni potencial v injek¢nim
podani, a proto vyZaduji chirurgickou implantaci. Alchymie v hledani optimalnich vlastnosti je
tedy béh na dlouhou trat’, diky modernim technologiim se vSak hydrogely uplatiuji stale vice
v klinické praxi a procesech cilené distribuce [97].

K. Thalberg [98] prohloubil svou studii z roku 1989, kdyz si v§iml, ze pfidanim ur¢itého
mnozstvi tenzidu k roztoku hyaluronanu dochazi k fazové separaci téchto fazi. Pro dané série
testd byla pouzita sodna stil kyseliny hyaluronové a alkyltrimethylamonium bromidy s poc¢tem
uhlikd vétsim nez 10. Vzniklé oddé€lené faze vykazovaly odlisnosti, kdy vrchni supernatant
projevoval viskozitu blizkou vodé¢, zatimco spodni faze byla tuhd, vysoce viskozni. Tato gelova
faze je prihledna a izotropni. Solubiliza¢ni metodou, pfi které je barvivo, které je nerozpustné
ve vod¢, inkorporovano do gelu, byla zjisténa pfitomnost miceldrnich utvarti s hydrofobnimi
doménami. Metoda NMR byla nésledné pouzita na objasnéni struktury téchto micel.
V soucasnosti se provadi reologickd meéfeni na objasnéni vztahu mezi slozenim
a viskoelastickymi vlastnostmi téchto typa gela.

Studie italskych védci z roku 2000 se prave zabyva cilenou manipulaci ve viskoelastickych
vlastnostech pfipravenych gelt. Odlisné hydrogely stejného zakladu Ilze pfipravit
Z hyaluronanu, ktery je modifikovan kvartérnimi amoniovymi skupinami pochdzejicimi
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z diaminu (tzv. linker). Modifikace probiha na karboxylovych skupinach hyaluronanu, kdy
vybérem rizného linkeru lze cilené ménit vlastnosti vzniklych hydrogelti. Tym R. Barbucciho
[99] dosel pii zkoumani reologickych vlastnosti téchto gelti k zavéru, Ze vSechny modifikované
gely vykazovaly lepsi viskoelastické vlastnosti nez gely nemodifikované, pticemz elasticky
modul pievySoval ztratovy modul v celé skdle méfenych frekvenci, coz naznaCuje prave
elasticky charakter.

O 2 roky pozdéji se stejni autoii rozhodli prozkoumat reologické vlastnosti hyaluronového
gelu pouzitého pro 1é¢bu osteoartrdzy. Zde se hyaluronan vyuziva zejména pro lubrikaci kloubi
a zlepSeni odpruzeni pii pohybu. Ma také ¢astecné protizanétlivy ucinek. Zasadni problém je
vsak jeho rychld degradace v organismu, zplsobena enzymatickymi nebo hydrolytickymi
reakcemi. Klinické vysledky poukazuji na silnou zavislost stalosti gelu na molekulové
hmotnosti hyaluronanu. Autofi vSak dospéli k zadvéru, ze pokud bude hydrogel podavan
intravenozné, jeho reologické chovani bude stdle vykazovat gelovou strukturu, i piesto, Ze
dojde k poklesu elastického modulu [100].

Také P. Bulpip a spol. [101] se zaméfili na zlepSeni viskoelastickych vlastnosti
hyaluronovych hydrogeld a zvyseni jejich odolnosti vic¢i degradaci. Na kostfe hyaluronanu
esterifikovali karboxylové skupiny, stejné tak jako substituovali nukleofilni skupiny na bo¢nim
fetézci. Vysledkem byl chemicky sitovany hydrogel odolny vici fragmentaci na jednoduché
cukry. Pro slibné pouziti v hojeni ran a tkdflovém inZenyrstvi napovidaly vysledky inkorporace
hyaluronanu do bunék, ¢i nadmérné vazani ristovych faktorti na jeho skelet.

Podrobnou reologickou studii hydrogelt tvofenych hyaluronanem s opa¢né nabitymi tenzidy
provedli T. Venerova a M. Pekai [102]. Pro tvorbu vzorkt pouzili koncentrace tenzidl vyssi
nez jejich CMC, konkrétné 50 a 200 mM. Hyaluronan byl pouzit o nizkych molekulovych
hmotnostech s pocateéni koncentraci 0,5 a 2 %. VSechny systémy vykazovaly viskoelastické
vlastnosti s prevladajicim elastickym modulem, které mohly byt modifikovany v zavislosti na
koncentraci vstupnich komponent a molekulové hmotnosti hyaluronanu.

Jak napovida kapitola 3.1, pouZziti micelarniho roztoku hyaluronanu vykazuje nadéjné
vysledky pro cilenou distribuci 1é¢iv. Stejna mySlenka napadla i G. Bajaje a jeho tym [103],
kteti v roce 2012 zkouseli zapouzdfit PTX do hyaluronového hydrogelu. Jako modelovy vzorek
byly pouzity mysi s nadorem pobiisnice. Hyaluronovy hydrogel dokazal udrZet a postupné
uvolnovat PTX v misté u€inku az 14 dni. Pouziti klasické chemoterapie pomoci PTX dosahuje
udrzeni tohoto 1éCiva v misté u€inku fadov€é v minutach az hodinach. Ackoliv hyaluronovy
hydrogel nezvySuje terapeuticky u¢inek PTX, jeho postupné a dlouhotrvajici uvoliiovani je
vS8ak tou spravnou cestou ve vyzkumu lécby nadorovych onemocnéni.

Metodu lyofilizace pouzili k vytvofeni nanoporéznich hydrogelt Y. Minaberry a spol. [104].
Do gelu jako aktivni latku inkorporovali gentamicin. Pii testech se autofi zaméfili na zkoumani
rozpustnosti a agregace gelt. Na zavér také potvrdili vyhodu prodlouzeného uvoliovani aktivni
latky z hydrogelu.

Myslenku pouziti hyaluronovych hydrogelii pro hojeni ran realizoval v roce 2015 tym
O. Catanzana [105]. Ten vytvofil ruzné hydrogely kombinaci hyaluronanu s alginatem, které
se lisSily pomérem jednotlivych slozek. To mélo za néasledek rozdilnou kinetiku gelace
Z hlediska reologické charakterizace. Krom¢ mechanickych vlastnosti byla stanovena takeé
morfologie a homogenita vzorkt. Vysledky ukazaly, ze ackoliv obsah hyaluronanu v gelech
zpomalil proces gelace, jeho pfitomnost byla zadouci v ptipadé hojeni ran. In vitro a in vivo
testy odhalily, Ze gely neinterferuji s buitkami z hlediska jejich viability, pfi¢emzZ urychluji
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zacelovani a hojici proces koznich ran na mySich modelech. Autoii studie slibné predpovidaji
budouci pouziti jejich modelovych systémi v medicinskych aplikacich.

Nadéjn¢ vypadaji také vysledky E. A. Kamouna a spol. [106]. Ti vytvofili pH a teplotné
citlivy hydrogel kombinaci hyaluronanu a poly(N-isopropylakrylamidu). Antibiotikum
ampicilin bylo zapouzdieno do gelu, jakozto aktivni latka. Pfidavek hyaluronanu podporuje
vys$i obsah vody v gelu a jeho flexibilitu. ZvétSuje také rozsah uvolnovani ampicilinu
Vv zavislosti na aplikaci do lidského téla a jeho ménici se teploté v riznych mistech. Naopak
ovSem mirn¢ zhorSuje mechanické vlastnosti geld. Prekvapivé vSak bylo zjisténo, ze tyto gely,
V zavislosti na obsahu hyaluronanu a ampicilinu, vykazuji selektivni antibakterialni citlivost na
rizné typy bakterii. Teplotné a pH senzitivni uvoliiovani ampicilinu je v misté u¢inku pomérné
rychlé, proto se dané systémy jevi atraktivné pro budouci pouziti.
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4 CILE PRACE

Z reSerSe je patrny fakt, Ze polyelektrolyty mohou reakci S opacné nabitymi tenzidy tvofit
gelové faze. Tyto materialy vSak byly predmétem jen velmi omezeného zajmu, 1 pies rozsahlou
literaturu, tykajici se problematiky samotnych polyelektrolytt ¢i tenzidu.

Ptispévkem k rozsifeni tohoto poznani je piedlozena dizertacni prace, jejimz zakladnim
cilem je studium vlastnosti fazové separovanych hydrogeli na bazi hyaluronan-kationtovy
tenzid, které vznikaji elektrostatickou interakci mezi témito opac¢né nabitymi latkami.
Hyaluronan byl vybran jakozto zastupce biokompatibilniho, zaporné nabitého polymeru.
Karbethopendeciniumbromid (Septonex) piedstavuje kationtovy tenzid, znamy diky svym
antiseptickym a antimykotickym vlastnostem.

Hlavnim pilifem postupu ptipravy je, jak vyplyva z literatury, pouziti koncentraci tenzidu
vy$$i nez jeho kriticka micelarni koncentrace. Z reserse je téz patrné uziti reologického méteni
pro primarni charakteristiku mechanickych vlastnosti hydrogeli. Proto je tato metoda stézejni
I V této praci.

Veskeré experimenty popisuji hlavné vliv ptipravy, koncentrace komponent ¢i podminek
prostiedi na reologické chovani vzorkt. To je prezentovano provedenim amplitudovych testt
s konstantni frekvenci oscilace a frekvenénich testii s konstantni amplitudou deformace,
pri¢emz K uskutecnéni experimentt bylo pouzito rota¢niho reometru s geometrii deska-deska.

Mezi vliv ptipravy lze zahrnout rozdéleni na tzv. ,, suchou “ a ,,mokrou* cestu, tedy michani
vstupnich komponent v praSkové formé nebo v roztoku. Koncentrace vstupnich komponent
a molekulova hmotnost hyaluronanu jsou téz zvazovany. Z piedchozich zkuSenosti na Skolicim
pracovisti je patrné, ze pravé modulovanim vyse zminéného lze dosdhnout gelii o rozdilném
mnozstvi a mechanickych vlastnostech.

Jako standardni prostiedi pro ptipravu geli se vyuziva roztok NaCl o koncentraci 0,15 M,
ktery simuluje fyziologicky roztok. Nicméné jiz K. Thalberg [93, 98] zjistil, Ze pro vznik gelové
faze je pravé urcité rozmezi iontové sily nutné, kdy nizkomolekularni elektrolyt sniZuje
nabojové repulze na nabitych skupinach polymerniho fetézce, ¢imz mu umoznuje se vice sbalit
a zaplést do gelové sité. Naopak vysoka iontova sila (IS), pfesahujici urcitou kritickou hodnotu,
ma za nasledek zanik fazové separované faze. Jedna ze sady testi byla tedy zaméfena na
potvrzeni této domnénky a stanoveni pfesného ohraniCeni iontové sily pro vznik gelovych
komplexii v ndmi vybraném vzorku hyaluronan-Septonex.

V navaznosti bylo provedeno reologické méteni pro gely, u kterych je 0,15 M prostiedi
simulovano jinym typem iontti nez bézné pouzivanym NacCl.

Pro zvazovani hyaluronovych hydrogelti v kosmetickych, farmaceutickych ¢i medicinskych
aplikacich je nutno zjistit jejich chovani pfi rozdilném pH a teploté, zejména pro hodnoty
lidského téla. V zavislosti na budoucim pouziti se totiz od gelu mize vyZzadovat stabilita nebo
degradace pro urcité podminky. Proto byla dalsi studie vénovana t€émto vlivim (pH=3,5; 5; 7;
9aT=25; 37 °C).

Reologicky popis hyaluronovych hydrogelt provedeny v této praci je esencialni pro
pochopeni jejich chovani za ur¢itych podminek. Ze zjisténych faktt byly posléze designovany
podrobn¢jsi studie, zejména analytické zjisténi obsahu latek v gelu a supernatantu, blizsi
charakteristika vnitini struktury, antibakterialni aktivita ¢i stabilita a schopnost uvoliovani
aktivnich latek, které byly externé provedeny kolegy z Fakulty chemické VUT v Brné¢, taktéz
nasledujici projekt GACR 16-12477S. Prace si klade za cil alespofi malym dilem piispét
k problematice medicinskych hydrogelt, ktera je v soucasné dob¢ rychle se rozvijejici oblasti
se Sirokym potencidlem.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Materialy
Hyaluronan (Hya)

Karbethopendeciniumbromid

Chlorid sodny

Octan sodny trihydrat
Kyselina octova
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Hydroxid sodny

Kyselina chlorovodikova
Tetraboritan sodny dekahydrat
Chlorid véapenaty

Chlorid hotfe¢naty hexahydrat
Chlorid Zelezity

Kyselina pikrova

Chloroform

Voda

LMW Hya

hyaluronan o molekulové hmotnosti 250-450 kDa,
Mw = 309 + 4 kDa (SEC-MALLS, FCH VUT),
CPN spol. s.r.0., Sarze 230215-E1

HMW Hya

hyaluronan o molekulové hmotnosti 1 400—1 600 kDa,
Mw =1 255 + 90 kDa (SEC-MALLS, FCH VUT),
CPN spol. s.r.o0., Sarze 181214-4-D1

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

10567-02-9, GNB chem, a.s., sarze 511SEP003

7647-14-5, Penta, sarze 2106210616
6131-90-4, Lach:ner

64-19-7, Lach:ner, Sarze PP/2018/08867
7778-77-0, Penta, Sarze 1805180516

1310-73-2, Penta, Sarze 1905160514
7647-01-0, Lach:ner, Sarze PP/2014/05946
1303-96-4, Lachema a.s., Sarze 206270379
10043-52-4, Lachema a.s., Sarze 2-22-24-46
7791-18-6, Sigma-Aldrich s.r.o., Sarze 051M0158V
7705-08-0, Lach:ner, sarze PP/2007/02970/0
88-89-1, Sigma-Aldrich s.r.o., Sarze STBH1964

67-66-3, Penta, Sarze 2107210716

Deionizovana voda Miliphore; Purelab: ELGA

5.2 Priprava zasobnich roztoku a vzorka hydrogeli

5.2.1 Priprava zasobniho roztoku NaCl
Rozpusténim presné navazky v deionizované vode byl pfipraven roztok NaCl o koncentraci
0,15 M, coz predstavuje fyziologicky roztok. Pro dalsi pouziti byl roztok NaCl dale uchovavan
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pii laboratorni teploté. Pro piipad zkouméni vlivu iontové sily na reologické vlastnosti
hydrogela (kapitola 6.1.3) byly obdobnym zpiisobem piipraveny zasobni roztoky prostredi
NacCl o pozadované iontové sile 0,05-1 M.

5.2.2 Priprava zasobnich roztoki pufri

Rozpusténim potiebnych navazek v deionizované vod¢ byly pfipraveny pufry se slozenim,
popsanym v tabulce 3, a to na vyslednou iontovou silu 0,15 M. Dané pufry pak byly pouzity
jako roztok prostfedi pro michani geli mokrou cestou, obdobné jako ve standardnim piipadé
roztok NaCl (viz kapitola 6.1.5). Pro dalsi pouziti byly roztoky uchovavéany pii laboratorni
teplotg.

Tab. 3: Prehled slozeni pufru

Rozsah pH Pouzité¢ chemikalie Nézev pufru
3,5-5,5 CH3COONa-3 H,0; CH;COOH Acetatovy pufr
67,5 KH2PO4; NaOH Fosfatovy pufr
8-9 HCI; Na:B4O7-10 H>0O Boratovy pufr
9,5-11 NaOH; Na;B40O7-10 H,O Boratovy pufr

5.2.3 Priprava zasobnich roztoki rozdilného iontového sloZeni

Pro potieby zkoumani vlivu piidavku vicemocnych ionti na reologické vlastnosti gelti (kapitola
6.1.6) byly, obdobné jako roztoky pufru, pfipraveny zasobni roztoky rozdilného iontového
slozeni. Pfesna navazka CaClz, MgCl2.6H20 ¢i FeClz byla rozpusténa v deionizované vod¢ na
pozadovanou koncentraci 0,15 M. Dané roztoky pak byly pouzity pro michdni geltit mokrou
cestou, misto standardniho roztoku NaCl. Pro dalsi pouziti byly roztoky uchovavany pfi
laboratorni teplot¢.

5.2.4 Priprava zasobniho roztoku hyaluronanu
Pfesna navazka hyaluronanu byla smichana s piiblizné % pozadovaného objemu 0,15 M NaCl.
Po uplném rozpusténi na magnetické michacce (cca 8-12 hod.) byl pfesny objem upraven
pomoci odmérnych banék na pozadovany vysledny objem a roztok byl opét ponechan na
magnetické michacce po dobu nejméné 12 hodin.

Pro obé pouzité molekulové hmotnosti hyaluronanu byly pfipraveny zéasobni roztoky
0 koncentraci 2 % hm. Roztoky byly uchovavany v lednici pii 4 °C.

5.2.5 Priprava zasobniho roztoku Septonexu

Pfesna navazka Septonexu byla smichana s potfebnym mnozstvim 0,15 M NaCl a roztok byl
uloZen na magnetickou michacku na 24 hodin. Timto zplUsobem byly pfipraveny zasobni
roztoky o koncentraci 200 mM, 100 mM a 50 mM, které byly dale uchovavany pfti laboratorni
teplote.

5.2.6 Priprava vzorku hydrogelua
Pro obé pouzité molekulové hmotnosti hyaluronanu byla, smichanim zasobnich roztoki Hya
a Septonexu, ptipravena trojice gelu dle nasledujiciho schématu.

44



Tab. 4: Prehled sloZeni zakladni Sestice vzorkii

Nazev vzorku Hyaluronan [% hm.] Septonex [c] Pomér naboji
Hi 2 % HMW 200 mM 4
H» 2 % HMW 100 mM 2
Hs 2 % HMW 50 mM 1
Hs 2 % LMW 200 mM 4
Hs 2 % LMW 100 mM 2
Hs 2 % LMW 50 mM 1

Teoricky pomér naboju byl spocitan z piedpokladu existence jedné nabojové skupiny na
kazdé molekule tenzidu a jednoho naboje na dimerovou jednotku hyaluronanu o molekulové
hmotnosti 401,299 g.mol™.

Fyzikalné sitované hydrogely vznikl¢ fdzovou separaci pfi interakci hyaluronan-Septonex
byly pro tuto préci pfipraveny étyfmi metodami. Sucha cesta® michani pragkovych vzorki, které
byly nasledné ponechany k relaxaci stanim, byla oznacena jako pFiprava ¢&. 1, mokra cesta
michéni zasobnich roztok s ndslednym stanim vzorku je znacena jako pFiprava €. 2, obdobné
sucha a mokra cesta s odstfedénim vzorki jsou oznaceny jako pFiprava €. 3, resp. €. 4.

Podrobnéjsi popis danych metod pfiprav je zminén v nasledujicich podkapitolach.

5.2.6.1 Metoda prFipravy hydrogelit ¢ 1 — suchd cesta, stani
Ptiprava vzorkd hydrogelii s naslednym stanim probihala ve sklenénych vialkach. Metoda
spociva ve smichéani pfesnych navazek hyaluronanu a tenzidu, které byly nasledné ve vialkach
homogenizovany pomoci tfeni Spachtli. K homogenizovanému prasku z danych komponent byl
posléze piilit piesny objem 0,15 M NaCl, standardné 6 ml. Vysledny roztok byl n¢kolik sekund
vortexovan a ponechan 24 hodin v klidu. Béhem této doby doslo k oddéleni gelové faze.
Jelikoz se pii pifipravé mokrou cestu michaji zasobni roztoky v poméru 1:1, tak je pro
zachovani stejnych koncentraci komponent ve vzniklém gelu potieba spocitat navazky na
suchou cestu pro polovinu vysledného objemu, v tomto ptipadé 2 % Hya, resp. 200 mM,
100 mM ¢i 50 mM Septonex v objemu 3 ml.

5.2.6.2 Metoda piipravy hydrogelit ¢. 2 — mokra cesta, stani

Fazova separace gell touto metodou probihala ve sklenénych vialkach, v nichZ byly smichany
zasobni roztoky Hya a Septonexu v poméru 1:1. Standardné ptipravovany vysledny objem
vzniklého roztoku byl 6 ml. Ten je posléze vortexovan a ponechan 24 hodin v klidu k oddéleni
gelové faze.

5.2.6.3 Metoda piipravy hydrogelit ¢. 3 — suchd cesta, odstiedéni

Postup ptipravy je témet shodny s metodou €. 1., av§ak michani vzork probihalo ve sklenénych
centrifugacnich zkumavkéch. Po homogenizaci a vortexovani roztoku byl tento odstted’ovan
po dobu 15 min a 3 500 ot/min na rota¢ni centrifuze ROTOFIX 32 Hettich Zentrifugen.

5.2.6.4 Metoda pripravy hydrogelit ¢. 4 — mokra cesta, odstiredéni
Metoda je obdobna s postupem ¢. 2, kdy jsou do centrifugacnich zkumavek smichany zasobni
roztoky vstupnich komponent v poméru 1:1. Vznikly roztok je poté homogenizovan

! Venerova, T., Mravec, F., Pekat, M., Simulescu, V.: Zpiisob pFipravy fyzikalné sitovaného hydrogelu s alespoi
Jjednou solubilizovanou hydrofobni slouceninou. Patent ¢. 308595 B6. 2020-11-12.

45



promichdnim Spachtli, vortexovan nékolik desitek sekund, a poté odstfedén opét pii
3 500 ot/min po dobu 15 min.

5.2.7 Priprava zasobniho roztoku kyseliny pikrové

Pro pouziti Mahrousovy metody (viz déle) byl pfipraven zdsobni roztok analytického ¢inidla
vV podobé 0,01 % kyseliny pikrové. Na analytickych vahach bylo navézeno potiebné mnozstvi,
pfi¢emz toto nesmélo piesahovat 0,03 g na 100 ml zasobniho roztoku. Vyslednéd navazka byla
zalita chloroformem. Homogenizovany roztok byl pro dalsi pouziti uchovavan pii laboratorni
teploté.

Jelikoz se jedna o potencialné¢ vybusnou latku, je tieba kyselinu pikrovou uchovavat pod
vodou (v praskové forme). Navazka proto musi byt nabirana z nejspodnéjsi ¢asti lahve, aby
byla odebrana pozadovana kyselina a ne jeji smés s vodou. Samoziejmosti je pouzivani
ochrannych pomucek — bryle, rukavice.

5.3 Metody méreni a standardni vyhodnoceni dat

5.3.1 Reologie — oscila¢ni testy

Veskera reologickd méfeni gelovych vzorkii byla provedena na rotatnim reometru
DISCOVERY HR2 od firmy TA Instruments pfi teploté 25 °C ¢i 37 °C, jez byla temperovana
pred kazdym méfenim, pti¢emz byla pouzita geometrie typu deska-deska s primérem horni
rotacni ocelové desky 20 mm (viz obr. 18). Software TRIOS umoziuje nastaveni jednotlivych
parametru. Pied kazdym métenim byl zaveden krok relaxace vzorku tzv. ,, conditioning step ,
kdy po sjeti senzoru do méfici polohy (standardné€ je vzdalenost horni a spodni méfici desky
100 pm) je vzorek ponechan k relaxaci po dobu 5 min pfi pozadované teploté méteni.

Pro v8echny typy vzorki byl nejprve proveden deformacni test tzv. ,, strain sweep test “, jehoz
vysledkem je zavislost viskoelastickych moduli na ménici se amplitudé deformace pii
konstantni hodnoté frekvence oscilaci, ktera byla nastavena na 10 rad/s. Rozsah amplitudy
deformace se v prubéhu méfeni ménil v rozmezi 0,01-1 000 %. Vysledkem téchto testl je
nalezeni optimalni hodnoty amplitudy deformace, ktera je poté pouzita do dalSich typii méteni.
Tato hodnota lezi v tzv. linearni viskoelastické oblasti (LVO), ktera je zakoncena tésné pred
protnutim obou moduld, tzv. cross pointem. Po piekroceni takové amplitudy deformace nastava
nevratné poruseni uzll gelu, ktery jiz poté neni schopen nabyt své ptivodni struktury. Poloha
viskoelastickych modulti vi¢i sobé ve strain sweep testu je také nositelem informace o tom,
které chovani u dané latky pfevazuje, jestli tedy vykazuje charakter jako elastické téleso €i
viskozni kapalina. V piipadé vysSich hodnot elastického (pamétového) modulu G', vykazuje
latka chovani podobné tuhému télesu, v opacném piipadé, pii prevazeni viskozitniho
(ztratového) modulu G" se latka chova spise jako kapalina. Gely lze také porovnat z hlediska
rozsahu LVO, kdy ten, jehoZ bod ptekiiZzeni obou modull je posunut k vy$§im hodnotam
amplitudy deformace, dosahuje lepsich mechanickych vlastnosti, co se ty¢e rigidity struktury
gelu. Typicky praubéh zavislosti viskoelastickych modult na amplitudé deformace je uveden na
obr. 20. V tomto konkrétnim pfipadé pievysuje elasticky modul nad viskozitnim a dana
viskoelasticka latka vykazuje prevahu elastického chovani.

Druhy typ testl reologického méfeni se nazyvéa frekvencni test s konstantni hodnotou
amplitudy deformace, tzv. , frequency sweep test“. Dana hodnota deformace byla vybrana
Z ptedchozich testl tak, aby nalezela do LVO. U vSech vzorkii byla pouzita jeji hodnota 1 %.
Rozsah ménicich se frekvenci byl nastaven v rozmezi 0,01-20 Hz. Vysledky poté ukazuji
zavislost viskoelastickych modulii na frekvenci oscilace. Zde je téZ mozZno usuzovat
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mechanické vlastnosti geli s ohledem na bod piekiizeni moduli, 1isi se pouze doba pisobeni
sily o stejné velikosti. Rozdilné hodnoty intenzit modulii (v grafech ve smyslu pohybu po ose
y) vypovidaji o mechanickych vlastnostech gelu jako celku. Dle rovnice (13) byly také
vypoclitany ztratové thly J, jejichz porovnani je ptehlednéjsi v ptipad¢ vétsiho mnozstvi
vzork, jelikoz jsou oba viskoelastické moduly slou¢eny v jednu kiivku.
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Obr. 20: Typicky pribeh viskoelastickych modulii v deformacnim testu, Sipkou je zndzornéna
LVO

5.3.2 Reologie — tokové testy

Tokové testy sleduji zavislost viskozity vzorku na smykové rychlosti. Méfici geometrie,
temperace i relaxace vzorki jsou obdobné jako v pfedchozich métenich. Lisi se pouze nastaveni
parametrl v modu pro méfeni tokovych kiivek. Smykova rychlost byla zadana v rozmezi 0,02—
200 s, kdy v tomto rozsahu pfistroj provadi 21 skent pii péti bodech na dekadu. Jeden sken
trva maximalné 60 sekund, kdy nesmi odchylka viskozit tfi opakujicich se bodii métfeni jednoho
skenu ptresdhnout 5 %. Vyssi smykové rychlosti nejsou vhodné pro dany typ vzorkt, zejména
kifivky podéavaji informaci zejména o newtonském ¢i nenewtonském chovani latek.

Veskera data z reologickych méfeni byla exportovana do MS Excel, kde byly spocitany
potiebné vysledky a hodnoty vyneseny do grafii. Pro lep$i prezentaci dat jsou u vSech grafii
reologickych méfeni pouzita logaritmickd méfitka u obou os. Vyledky byly poté diskutovany
Z hlediska porovnani viskoelastickych a tokovych vlastnosti danych hydrogelt.

Kazdy vzorek byl zméten vSemi druhy testd minimalné dvakrat, dokud nenastala shoda mezi
vyslednymi kiivkami ze dvou méfeni.

5.3.3 Infracervena spektroskopie
M¢feni vzorku hydrogeli pomoci infracervené spektroskopie bylo provedeno kolegy
Z pracovisté Fakulty chemické VUT v Brné, kteti se taktéZ podileli na projektu ¢. 16-12477S.
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Proto budou ve vysledkové casti vysledné vystupy, ve formé grafickych zavislosti,
prezentovany v originalni podobé tak, jak byly poskytnuty.

Mnozi autoii se zabyvali pouzitim infraervé spektroskopie s Fourierovou transformaci
(FTIR) s technikou ATR (attenuated total reflectance — ,, zeslabend uplna reflektance ), jakozto
levné a pfistupné metody pro zkoumani wvnitini struktury a konformacnich vlastnosti
polysacharidli, v€etné¢ hyaluronanu. Méteni probéhlo jak pro praskové vzorky, tak vodné
roztoky. U druhych zminénych se zaklada na faktu silné hydratace danych latek. Tudiz je
mozno zkoumat prvni typicky pas absorbanci vodikovych vazeb ¢i O—H skupin pro vinocty
3 800-3 100 cm™. Dalsi z dilezitych parametri pro hyaluronové vzorky je vinoéet 2 922 cm™,
reprezentujici pfitomnost alifatického fetézce, tedy vazby C—H. Intenzivni pas absorbance
v oblasti mezi 1 700 a 1 500 cm™ je charakteristicky pro amidové skupiny. Ty jsou nasledovany
oblasti karboxylovych skupin, nachazejicich se pii vlnodtu pfiblizne 1400 cm™. Vinocet
1377 cm™ je typicky pro hyaluronové vzorky, kde prezentuje deformaéni vibraci methylovych
skupin. Esterové funk¢éni skupiny vykazuji vibraci svych vazeb v oblasti mezi 1240
a 1150 cm™. Oblast otisku prstu se pro hyaluronan vyskytuje mezi vinocty 1 100-900 cm™,
pfi¢emz je reprezentovana pikem pro alkoholovou vazbu C—O. Dané piky byly proto také
vybrany pro kvantitativni analyzu (viz kapitola 6.2.1) [107, 108].

Veskera méfeni infracervené spektroskopie s ATR technikou byla realizovana na
spektrofotometru Nicolet iS50 od firmy Thermo Fisher Scientific, a to pii laboratorni teploté
25 °C, zajistované klimatizovanou mistnosti. Experimenty byly realizovany pro kapalné
vzorky, které byly nanaseny v malych mnozstvich, ptiblizn¢ 200 pl, na diamantovy ATR
krystal. Méfené spektrum bylo stanoveno rozsahem 4 000400 cm™, s rozlienim 4 cm™, pri
pramérném poctu 128 skentl. Spektrum ¢istého suchého ATR krystalu bylo pouzito jako vzorek
pozadi. Veskera data byla zpracovana v softwaru OMNIC 9.0.

Pro podrobeni infracervené spektroskopii byly studovany supernatanty danych geld. Pro
analytické stanoveni je jasné, ze dané supernatanty mohou obsahovat né¢jaké mnozstvi
Z ptivodniho hyaluronanu ¢i Septonexu. Pro kvantitativni stanoveni byla tedy sestavena
kalibrac¢ni sada vzorkl. Pro zachovani dobré rozpustnosti byly pfipraveny vzorky HMW Hya
v 0,15M NaCl o koncentracich 0,01; 0,05; 0,1; 0,2 a 0,25 % hm. a vzorky LMW Hya
0 koncentracich 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 a 0,75 % hm. Vysledné piky pro stanoveni obsahu
zbytkového Hya v supernatantu byly vybrany z oblasti otisku prstu (1 100-900 cm™). Stejnym
zpusobem byly proméieny Septonexové vzorky, jejichz vyhodnocujici pik se nachazi v oblasti
vlno¢tu 1737 cm?, odpovidajici vibraci skupiny nasyceného esteru. Kalibra¢ni tada
obsahovala koncentrace 0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 30 a 35 mM. Vsechna dulezita mnozstvi latek byla
Vv pribéehu piipravy nebo po vytvoreni geli zvazena.

Cela sada vzorkl byla prométena ttikrat, pficemz prezentované vysledky jsou aritmetickym
primérem naméfenych dat. Vzorek Hi byl posléze zméfen jest¢ pétkrat pro potvrzeni
opakovatelnosti.

5.3.4 Modifikovana Mahrousova metoda

Tato metoda se pouziva pro stanoveni neznamé koncentrace tenzidu v roztoku pomoci
vytvofeni jeho komplexu s kyselinou pikrovou. Po ptedchozi zkuSenosti s touto metodou na
Skolicim pracovisti Fakulty chemické VUT v Brné, zejména pii pouziti s tenzidem CTAB, byla
tato metoda zopakovana pro potvzeni funk¢nosti na strukturné podobny tenzid Septonex, a to
pétindsobnym opakovanim u vzorku gelu Hi. Vysledna data pak byla porovnana s vysledky
infracervené spektroskopie.
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Pro tvorbu barevného komplexu byly ve zkumavce smichany roztoky Septonexu a 0,01 %
kyseliny pikrové v poméru 1:2, standardné 3 a 6 ml. Smés byla poté, v uzaviené¢ zkumavce,
intenzivné tiepana po dobu 1 min. Nasledné¢ se zkumavka ponechala 2 min v klidu, pro
optimalni rozdéleni fazi. Horni, vodna faze systému, byla pomoci pipety odebrana, zatimco
spodni chloroformova faze byla prefiltrovana ptes filtracni papir za normalniho tlaku, pficemz
prvni 1-2 ml filtratu byly odebrany do odpadu. Zbyly roztok byl ihned uzavien do vialky, aby
nedochazelo k odpafovani chloroformu. Takto pifipraveny vzorek byl proméfen na UV-VIS
spektrofotometru HITACHI U-3900H v rozsahu vinovych délek 300-700 nm. Jako pozadi byl
pouzit Cisty chloroform. Detekéni vinova délka pro dalSi vypocty byla zvolena hodnota
415,5 nm [109].

Pro stanoveni neznamého obsahu Septonexu v roztoku supernatantu byla nejprve pfipravena
kalibra¢ni sada vzorku tohoto tenzidu o koncentracich 0,01; 0,04; 0,07; 0,1; 0,15 a 0,3 mM.
Méteni probihalo postupem popsanym vyse, piicemz opét byla dilezita mnozstvi komponent
hydrogelt vazena jako v pfedchozi instrumentalni metod€. Pro stanoveni nezndmé koncentrace
Septonexu V supernatantu byl tento zfedén 50krat a nasledné zméfen stejnym postupem.
Pomoci kalibracni zavislosti byl poté v programu MS Excel stanoven neznamy obsah tenzidu
v supernatantu. Vzorky kalibracni zavislosti byly standardné promeéteny tfikrat, ptfiemz
vysledky jsou aritmetickym primérem danych hodnot. Samotny vzorek Hi byl proméfen
petkrat.

5.3.5 Stanoveni anorganickych ionti

K uzavfeni analytické ¢asti byly vybrany metody na stanoveni iontl. Jednalo se o prvotni
experimenty na téchto typech vzorkd hydrogelti, proto bylo zajimavé zkusit, zdali se témito
ptiblizime korelaci dat pfedchozich dvou metod. Kapitola 6.2.3 pak prezentuje piekvapivé
uspokojivou shodu.

Veskera méfeni opét probéhla ve spolupraci s kolegy z Fakulty chemické VUT v Brné,
zainteresovanych na projektu ¢. 16-12477S. Proto jsou pfipadné grafické vystupy prezentovany
Vv origindlni podobé.

Pfi studiu zkoumanych hydrogel na bazi hyaluronanu a Septonexu muzeme uvazovat tfi
druhy iontd, které mohou byt vyznamné pro detekci a analyzu. Prvni a nejjednodussi priklad
jsou bromidy, které budou pfimo imérné obsahu Septonexu, jelikoZ jiny vstupni komponent
atomy bromu neobsahuje. Chloridové anionty budou odpovidat ptitomnosti rozpoustédla, tedy
fyziologického roztoku 0,15 M NaCl. Poslednim detekovanym iontem byl sodikovy kationt.
Ten se ovSem vyskytuje jak v roztoku prostiedi NaCl, tak jako soucéast polymeru, ktery
vystupuje ve formé& soli hyaluronanu sodného. Proto neni mozné brat obsah Na™ iontd jako
smérodatny pfi ur¢ovani obsahu NaCl a jeho pfipadném rozlozeni mezi gel a supernatant.

Pro posledni jmenovany, tedy kationt sodiku, byla k detekci vybrana opticka emisni
spektrometrie s indukcné vazanym plazmatem (ICP-OES), ktera se pouziva pro stanoveni Siroké
Skaly hlavnich, vedlejSich 1 stopovych prvki. Principem této metody je preneseni vzorku do
plazmového zdroje ve formé aerosolu, jehoz je dosazeno pomoci zmlzovace. Plazma je
nejéastéji  generovano vzacnymi plyny (helium, argon) a je iniciovano v hlavici
vysokofrekvenénim jiskrovym vybojem. Pii teplot¢ néckolik tisic Kelvinl zde dochazi
k odpateni vzorku pii sou¢asném zaniku chemickych vazeb. Jednotlivé prvky jsou atomizovany
a nasleduje excitace jejich elektronit do vysSich energetickych hladin. Tento stav je ovSem
velmi nestabilni, proto nasledn¢ dochazi k jejich ndvratu zpét na zakladni energetickou hladinu,
pficemz muize dojit k emisi elektromagnetického zafeni ve formé fotonu. Tyto fotony maji
piesné definovanou vinovou délku, ktera projde pies monochromator, vétSinou typu difrakéni
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miizky, a je detekovéana na detektoru, nejCastéji fotondsobici. Tato vilnova délka, jez je dana
pravé rozdilem energie obou hladin, je typicka pro kazdy prvek. V ptipadé nami detekovaného
sodiku se jedna o vinovou délku 588,995 nm [110, 111].

Ptiprava vzorkl hydrogeld byla realizovana podle navodu v kapitole 5.2.6, pficemz pro
méfeni byly pouzity pouze supernatanty, které byly, 50, 100 nebo 250krat, natfedény
deionizovanou vodou. Vysledné nafedéné roztoky byly jesté prefiltrovany pies 45 ul filtr.
Kazdy vzorek byl proméien minimalné tiikrat, a to pfi pouziti riznych fedéni a v sadach
pfipravenych v riizném case v prub¢hu nekolika let.

Veskera méfeni ICP-OES probihala na pfistroji Horiba Jobin Yvon, typ Ultima 2. Jako
plazmovy plyn byl pouzit argon a jako detektor fotondsobic. Vysledné reporty byly zpracovany
v MS Excel. Podminky prvkové analyzy jsou stanoveny v tabulce 5.

Tab. 5: Podminky prvkové analyzy

Piistroj ICP-OES model Ultima 2 (Horiba Jobin Yvon)
Vykon 1200-1 400 W
Otacky pumpy 15-18 ot/min
Prutok plazmového plynu 14 1/min
Prutok stiniciho plynu 0,8-0,5 I/min
Tlak zmlZovace 3 bary

V ptipad€ stanoveni chloridovych a bromidovych iontli byla pouzita metoda iontové
chromatografie (IC). Iontova chromatografie je typ vysokouéinné kapalinové chromatografie,
zaloZena na probihajicich elektrostatickych interakcich mezi hydratovanymi ionty v roztoku
a opacné nabitymi funkénimi skupinami iontoméni¢l nebo stacionarni fazi, které jsou pevné
umistény v koloné. Podle naboje se iontovd chromatografie rozliSuje na aniontovou
a kationtovou, a iontoméniCe se poté déli na katexy a anexy, dle jejich navazané funkéni
skupiny. Katexy jsou zdporn¢ nabité kyseliny uvoliujici kationty, anexy jsou naopak kladné
nabité baze uvolilujici anionty. Zdkladem iontoménici je vlastni vazany iont a protiiont, ktery
se b&hem prostupu kolonou vyménuje za jiny iont. Velikost naboje analytu a funkéni skupiny
urcuje silu interakce, kdy pfi zvySujici se koncentraci iontd v mobilni fazi jsou tyto eluovany
z kolony podle rostouci afinity ke stacionarni fazi. Vliv na retenéni ¢asy ma tedy pH a iontova
sila. Jako stacionarni faize mohou byt pouzity rizné typy iontoménicli, napt. porovity nosi¢
iontoménice, organickd matrice €i silikagel. Pro stanoveni aniontli se jako mobilni faze
nejcastéji pouziva roztok shodny s protiionty na iontomeénici, soli kyselin nebo hydroxidy
(hydroxid sodny, uhli¢itan sodny atd.). Pro stanoveni kationtli se jako mobilni faze vyuZivaji
ziedéné organické 1 anorganické kyseliny. Samotnd instrumentace, kromé kolony, obsahuje
také Cerpadlo mobilni faze, ddvkovaci zatizeni, které nastiikne vzorek do mobilni faze, detektor
rizného  typu  (spektrofotometricky,  fluorescencni,  voltametricky, = hmotnostni)
a vyhodnocovaci software [112, 113].

Piiprava vzorkdl a méteni probihaly podobné¢ jako u ICP-OES. Pro méfeni byly vyhrazeny
supernatanty hydrogela celé zakladni Sestice, tedy vzorky Hi—Hs. Ty byly 50krat nebo 100krat
nafedény deionizovanou vodou a opét prefiltrovany ptes 45 ul filtr. Kazdy vzorek byl opét
meéten nékolikrat v pribehu vice let, minimalné vSak tfikrat v jedné sadé pro posouzeni
reprodukovatelnosti. M¢feni probihalo na pfistroji Metrohm 850 Professional Ion
Chromatograph, pficemz parametry méfeni jsou uvedeny v tabulce 6. Vysledné
chromatogramy byly zpracovany pomoci MS Excel.
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Tab. 6: Parametry iontového chromatografu

Pfistroj Metrohm 850 Professional lon Chromatograph
Detekce Vodivostni detektor
Kolona Metrosep A Supp 7 —250/4.0
Nastiik 20 pl
Pritok 0,8 ml/min
Teplota 45 °C
Mobilni faze 3,6 mmol/l NaCO3
Supresni roztok 100 mmol/l H2SO4

5.3.6 Antimikrobialni testy

Poslednim zkoumanym odvétvim pro tuto praci bylo stanoveni antimikrobialni aktivity nasich
hydrogeli. Provedeni danych testd vyplyva jiz ze samotného slozeni gel, kdy jeden
Z komponentl, tenzidova slozka Septonex, je znam pro své antiseptické a dezinfekéni Gcinky.
Jeho piebytek v michané substanci a nasledné v systému gel-supernatant (viz tabulka 4)
napovidd, Ze by se po homogenizaci a dosazeni rovnovahy v systému mohly piebytecné,
potencidlné stericky vazané, micely Septonexu z gelu uvolnit do prostiedi. Idedln¢ by tak
Vv pfipadé¢ medicinskych aplikaci mohly gely slouzit 1 jako prostiedky mokrého hojeni, kdy
micely tenzidu by na postizené misto mohly dorudit potiebné 1é¢ivo, inkorporované v nich,
a zéaroven by dezinfikovaly okolni prostfedi. Samotny, t€lu vlastni hyaluronan, by podporoval
proces hojeni.

Antimikrobidlni testy hydrogeld byly provedeny ve spolupraci s kolegy z pracovisté Fakulty
chemické VUT v Brné¢, ktefi se taktéz podileli na projektu ¢. 16-12477S. Pro samotné méfeni
byly pouzity gely, pfipravené standardné podle navodu, popsaném v kapitole 5.2.6, a také
samotné vstupni komponenty, tedy roztoky hyaluronanu a Septonexu, pripravené dle kapitol
5.2.4 2 5.2.5. Antimikrobialni aktivita byla testovana vii¢i dvéma druhlim bakteridlnich kmeni
a jednomu kmeni kvasinek. Z bakterialnich kment byl pouzit grampozitivni zastupce —
Micrococcus luteus (ML) a zastupce gramnegativnich kment — Serratia marcescens (SM).
Z kvasinkovych kment byl pouzit kmen Candida glabrata (CG). VSechny mikrobialni kmeny
byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismi v Brné a nasledné kultivovany pii 37 °C.

Antimikrobidlni aktivita vzorkt, které jsou schopny inhibovat rust urcitych mikroorganismi,
byla testovana pomoci dvou druhlt metod. Agarovd difiizni metoda byla provedena ve dvou
typech, a to jako diskovy difiizni test pro gelové vzorky a jamkovy difiizni test pro kapalné
vzorky. Princip spo€iva v naoc¢kovani agarového média v Petriho misce danym typem
mikroorganismu, a to 100 ul mikrobialni kultury, ktera byla pfedtim 24 hodin kultivovana.
Nasleduje aplikace 50 pl studovaného vzorku, ktery je do média vpravovan difuzi. Stejny
objem deionizované vody je pouzit jako kontrolni vzorek. Agarové plotny jsou poté inkubovany
pii 37 °C po dobu 24 hodin. Mikrobidlni inhibice je stanovena pomoci zméfeni pruméru
inhibi¢nich z6n (v mm) okolo kazdého disku nebo jamky. VSechny experimenty byly
zopakovany tiikrat, kdy vysledky jsou poté priméry danych hodnot. Druhé pouzitd metoda byla
bujonova diluéni metoda. Jeji princip spociva v naneseni mikrobialni kultury, v nasem piipadé
150 pl, do mikrotitracnich desticek, nasledovano nanesenim antimikrobidlniho vzorku (50 pl),
a to Vv klesajici koncentracni fad¢. Jako kontrolni vzorek opét slouzi deionizovana voda. Po
mikroorganismil. K vyhodnoceni je moZno métfenim absorbance sledovat vznik zakalu, ktery
poukazuje na rlst mikroorganismil. Pro potiebu klesajici koncentrace u vzorka gelii byla
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zvolena metoda jejich promyvani. Ta spociva v tom, Ze po fazové separaci a vzniku gelu je
odlit jeho supernatant a gel je doplnén stejnym mnozstvim deionizované vody. Poté je gel
rozruSen Spachtli a nasledné vortexovan a ponechan k relaxaci po dobu 24 hodin, stejné jako
V procesu standardni piipravy. Timto zpisobem Ize simulovat dal§i uvoliiovani stericky
vazanych micel z gelu, a tedy snizovani jeho antimikrobidlni aktivity.

Finalni vysledky z této metody jsou klasicky prezentovany jako minimalni inhibi¢ni

cvwr

schopna zabranit ristu mikroorganismt v ur¢itém inkuba¢nim ¢ase [114, 115].
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato kapitola podrobn¢ popisuje ziskané vysledky z méfeni vlastnosti i chovani hydrogelti na
bazi hyaluronan-tenzid. Zavéry méteni jsou rozdéleny do jednotlivych kapitol dle jiz popsanych
pouzitych instrumentalnich metod.

Podkapitoly jsou rozdéleny na reologickou ¢ast, analytickou ¢ast a antimikrobialni testy.
V prvni ze jmenovanych, kterd zaujima stézejni pozici v této praci, jsou zhodnoceny zdkladni
viskoelastické vlastnosti pfipravenych hydrogelti. Metody piipravy a pouziti odliSnych
komponent pro slozeni geld jsou diskutovany s ohledem na mechanické a tokové vlastnosti
danych gelti. Vliv prostfedi pro vznik gell, zejména rozdilnd iontova sila, pH ¢i piitomnost
jinych iontl v roztoku, tvoii nezanedbatelnou ¢ast nasledujici kapitoly.

V analytické ¢asti je prezentovana snaha stanoveni piesného slozeni hydrogelt, kdy je z vyse
patrného jasné, ze pfi pfipravé zndme jen koncentrace vstupnich komponent. Modifikovana
Mahrousova metoda byla, na zaklad¢ pfedchozi zkuSenosti, pouZzita pro stanoveni koncentrace
tenzidu v roztoku supernatantu nad hydrogelem. S pomoci pracovniki, podilejicich se taktéz
na projektu ¢. 16-12477S, byly supernatanty gelt podrobeny méfeni infraéervenych spekter,
ICP-OES ¢i iontové chromatografii.

Na zavér byla u hydrogelii stanovena antibakteridlni aktivita, taktéz ve spolupraci
s biotechnologickym oddélenim Fakulty chemické VUT v Brné.

6.1 Reologicka c¢ast

Naésledujici kapitola shrnuje poznatky z méfeni reologického chovani zdkladni Sestice
hydrogeli na bazi Hya-tenzid, jejichz slozeni je popsano v tabulce 4. Pro zéakladni
charakteristiku hydrogelii a popis vlastnosti pro diskuzi aplika¢niho potencialu je pravé reologie
stézejni metodou. V ramci této prace byly vybrany dva typy méfeni, a to oscilacni (deformacni
a frekvencni) a tokové testy. Pfiprava vzorku, nastaveni méticiho systému i vyhodnoceni dat
bylo podrobné diskutovano v kapitolach 5.3.1 a 5.3.2. Nasledujici podkapitoly prezentuji typy
nastaveni reologickych experimentd, jimZ byla zékladni Sestice gelii vystavena. Reologicka
data jsou také soucasti publikace, ktera je obsazena v pfiloze (viz kapitola 12) [116].

6.1.1 Vliv metody pripravy

Pro ptipravu zakladni Sestice hydrogeli byly pouzity ¢tyfi metody piipravy popsané v kapitole
5.2.6. Dle ptedchozi zkuSenosti se, v ptipadé Septonexu, ocekavalo jeho mozné pouziti
v kombinaci s jakymkoliv typem metody piipravy. Oproti jinym, strukturné podobnym
tenzidiim, jako napt. CTAB, CTAC ¢i CTAT, vykazuje Septonex mnohem jemnéjsi praSkovou
formu, schopnou se homogenizovat i pfi pouziti metody suché cesty. V piipadé¢ vyse
jmenovanych obdobnych typl toto ¢inilo problém. Provedena reologicka méfeni dany fakt
potvrzuji.

Jako prvni byly porovnany metody p¥iprav €. 1 a 2, ¢ili sucha a mokra cesta, kdy jsou vzorky
pfipraveny smichanim praskovych forem s naslednym zalitim roztokem prostiedi nebo
smichdnim jiz hotovych zdsobnich roztokii komponent. Ukazalo se, Ze ob¢é metody poskytuji
vzorky s velmi podobnymi reologickymi vlastnostmi, a to u vsech zkoumanych geld. Na obr.
21 je zobrazeno dané srovnani pro ukazkovy vzorek Hi. V piipadé deformaéniho testu je patrné
dosazeni ,,rovnovahy* pti vytvoreni gelové sité, kterd nasledné odolava vlozené deformaci, pro
dany vzorek pomérné vysoké. Nasleduje prekiizeni obou modull, kdy se gelova sit’ hrouti
a nastava oblast nevratné deformace. VSechny zkoumané vzorky vykazovaly obdobné chovani,
pficemz polohy jejich vzajemnych modull, pfevySovani jednoho nad druhym ¢i délka LVO
bude pfedmétem dalsi kapitoly.
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Obr. 21: Srovnani mechanickych viastnosti vzorku Hi pro suchou a mokrou metodu pripravy
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Obr. 22: Srovnani zavislosti viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci vzorku Hy pro
suchou a mokrou metodu pripravy
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Frekvencni test, ktery pfimo vychazi z deformacniho, kdy je zjiSt€na hodnota amplitudy
deformace z oblasti LVO, ziskana z ptfedchoziho méteni, pouzita jako konstantni hodnota prave
proto, aby u geli dochazelo k elastické deformaci, potvrdil nezavislost metody pripravy ¢. 1
nebo 2. Vsechny vzorky vykazovaly vice ¢i méné podobné zavislosti. Elasticky modul bud’
zcela prevazoval v celé skale frekvenci, coz vypovida o dokonalé sitové struktuie gelu, nebo
tohoto chovani dosahoval pfi vysSich hodnotach frekvenci oscilaci. Absolutni hodnoty moduli
¢i posuny jejich bodu piekiizeni jsou nezavislé na zpusobu piipravy. Obr. 22 opét typové
srovnava pouzité metody ptipravy pro vzorek Hi.

V piipadé zkouméni metody pripravy ¢. 1 a 3, Cili stani nebo odstfedéni vzorka bylo
dosazeno obdobnych vysledkli nezavislosti pouziti t¢ ¢i oné metody. Vzajemna poloha
viskoelastickych moduld v deformacnich testech se pro vSechny vzorky shoduje nehledé na
zpisobu pfipravy. Pouziti odstfedivky zpiisobilo pouze zanedbatelné zvysSeni obou moduld
V kontrastu se vzorky ponechanymi ke stani, nicméné toto mohlo byt zptsobeno stlacenim
vzorku odstfedivou silou, kdy se pak vétsi mnozstvi gelu nachézi v jednotkovém objemu
vzorku. LVO se vSak v obou typech ptipravy nelisi, coz sved¢i o tom, Ze, O do pevnosti
struktury gelu, jsou oba totozné. Na obr. 23 je dany jev zobrazen pro reprezentativni vzorek
Hi.
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Obr. 23: Srovndni viivu stani ¢i odstiredéni na mechanické viastnosti vzorku H1

V ptipad€ oblasti elastické deformace vykazovaly frekvencni testy totozné vysledky pro
celou sadu vzorki. Na obr. 24 je vidét typicky prubéh zavislosti viskoelastickych modul na
frekvenci oscilaci. I zde je stejné jako v deformacnich testech vidét mirné zvySeni moduld pfi
pouziti odstredivky, nicméné ani zde se poloha bodu piekiizeni nijak vyrazné¢ neméni. Tudiz
Ize soudit, ze z mechanického hlediska se gely, v zavislosti na metodé pripravy €. 1 ¢i 3, pfilis
nelisi. V ptipad¢ pouziti vysokomolekularniho Hya, vykazovaly vzorky vyssi elasticky modul
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oproti viskozitnimu, a to v ptipad¢ vyssich frekvenci (krat$i casy ptisobeni deformace), coz
pfimo koreluje s deformacnimi testy. Pii pouziti nizkomolekuldrniho Hya pfevazuje spiSe
viskozitni modul (viz kapitola 6.1.2). Bod ptekiizeni viskoelastickych modula se v zavislosti
na pouziti stani ¢i odstfedéni posunuje. Pti ponechani gel k 24 hodinovému stani jsou jejich
mechanické vlastnosti mirn¢ lepsi, nezli pi1 prudkém odstfedéni. Vstupni komponenty maji
V tomto pfipad¢ pravdépodobné vice ¢asu na dokonalou homogenizaci a obsazeni vice vaznych
mist pii tvorbé tuzsiho gelu.
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Obr. 24: Srovnani zavislosti viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci vzorku Hi pri
pouziti stani ¢i odstredent vzorkii

Vliv zpisobu pfipravy na tokové vlastnosti sady zékladni Sestice vzorkd koreluje
s predchozimi méfenimi. Pfi srovnani metody pripravy €. 1 a 2, tedy michani praskovych
forem ¢i roztokd vstupnich komponent vzorkid, mliZzeme konstatovat, Ze tato nemd zadny
zasadni vliv na vysledné tokové vlastnosti geld. Jsme tedy schopni pfipravit konzistentni
hydrogel jak z nizkomolekularniho tak vysokomolekularniho hyaluronanu v kombinaci
s tenzidem, s ohledem na vhodnost té ¢i oné metody pro budouci aplikaci. Srovnani vlivu suché
a mokré cesty na vysledné tokové vlastnosti je vidét na obr. 25. Vzorky tvofené
vysokomolekularnim hyaluronanem jsou standardné prezentovany vzorkem Hi, pfi¢emz zbytek
Z trojice vykazuje obdobné chovani. Obdobné je tomu u trojice vzorkd tvofenych
nizkomolekularnim hyaluronanem, jejichz zastupce — vzorek Hs a jeho tokova zavislost, je
znazornén na obr. 26. Pouziti centrifugy castecn¢ odpovida oscilacnim testim, kdy toto
zpusobuje tlakové nahromadéni vétSiho mnozstvi gelu v jednotkovém objemu, ¢im zvySuje
tuhost gelti. Vliv centrifugy na zvyseni viskozity je patrné pouze u mokré cesty, kdy jsou
praskové formy vstupnich komponent dokonale rozpustény a homogenizovany v roztoku,
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piicemz pii pouziti nizkomolekuldrniho Hya je toto zvySeni mnohem vyznamnéj$i nez pfti
pouziti vysokomolekularniho Hya, kdy metoda piipravy nema témeft vliv.
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Obr. 25: Srovnani tokovych viastnosti vzorku Hi pri pouziti stani ¢i odstiedeni vzorkii
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Ciselné srovnani danych metod p¥ipravy reprezentuje tabulka 7. Pro pichlednost jsou zde
uvedeny hodnoty (spocitané ¢i vyhodnocené méticim softwarem) dynamické viskozity [Pa.s]
k odpovidajicim hodnotam smykovych rychlosti [1/s]. K nulové smykové rychlosti, tzv. ,, zero-
shear viscosity*, dale viskozita odpovidajici pfiblizné hodnoté smykové rychlosti 1 s*
a spo¢tena viskozita aproximovana k nekone¢né smykové rychlosti, tzv. ,, infinite-shear
viscosity . Jejich porovnani odpovida obr. 25 a 26 diskutujici vliv metod pfipravy, zejména
odstfedéni na vysledny mechanicky projev gelii, kdy vSechny tfi parametry dodrzuji vzajemny
pomér dle metody ptipravy a jejiho vlivu na zménu viskozity.

Tab. 7: Prehled viskozitnich parametrii v zavislosti na metode pripravy

Metoda 1 1 — ol
pfipravy Vzorek n[Pa.s]/y=0s n[Pas]/y~1s n[Pas]/y=ows
1 Hi 1623,00 373,00 4,64E-06
Hs 17,01 13,09 8,36E-05
5 Hi 1499,00 339,20 6,31E-07
Hs 12,96 11,37 2,51E-04
3 Hi 1948,00 193,50 4,53E-06
Hs 10,75 8,85 1,01E-05
4 Hi 1505,00 349,45 3,94E-06
Hs 147,50 122,03 1,70E-05

Na zéavér této kapitoly tedy mizeme konstatovat, Ze metoda pfipravy nemd, az na drobné
vyjimky, zasadni vliv na vysledné mechanické a tokové vlastnosti zkoumané zakladni Sestice
hydrogelt. Tato nezavislost je diluzitd pro budouci aplikacni vlastnosti. Nékdy miize byt
vyhodné smichat pouze praskové formy a nasledné je zalét roztokem rozpoustédla. Stejné tak
24 hodinové ¢ekani pro homogenizaci vzorkli nemusi byt pro komeréni vyuziti ptili§ vhodné.
Naopak zakomponovani dalSich komponent do struktury gel, jako napt. dezinfek¢nich latek
¢i 1éCiv, mize byt pohodIngji dosazeno pies ,,mokrou cestu ptipravy. Podobn¢ je tomu i pro
zasadni analytickd méfeni, kdy vzorky pfi mokré metodé dosahuji piece jen kvalitnéjsi
homogenizace. Proto byla metoda pFipravy €. 2 vyuzivana k téméf veskerym méfenim v této
praci.

Zakladni Sestice gelli byla taktéZ podrobena testu reprodukovatelnosti. Vzorky prosly za
mésice vyzkumu zakladni reologickou charakteristikou v fadu desitek méfeni, pti¢emz bylo
pfipraveno mnoZzstvi sad vzorkl, bylo testovano odebirani vzorkli z jiné c¢asti vialky ¢i
centrifugacni zkumavky, dokonce byl testovan 1 vliv lidského faktoru v podobé ptipravy vzorkt
riznymi lidmi. Pfedstavena Sestice vzorkll vykazovala stale stejné reologické chovani, coz
znaci velmi vyhodnou startovni pozici pro ptipadné budouci aplikace, at’ uz lékatské nebo
kosmetické.

6.1.2 Vliv sloZeni geli

Pro zkoumani vlivu slozeni na vysledné mechanické vlastnosti hydrogela je mozno vychazet

z tabulky 4, kde je prehledné prezentovana zakladni Sestice vzorku. Z toho vyplyva, ze je

mozno pouzit rozdilnou molekulovou hmotnost Hya v kombinaci s riiznou koncentraci tenzidu.
Deformacni testy ndm primarné poskytuji informaci o délce LVO, kterd vypovida o odolnosti
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uzli gelové sité proti zptetrhani, a tudiz jejich schopnosti odoldvat této vystavené deformaci.
Pouziti vysokomolekularniho Hya posunuje tuto oblast pfiblizné 5Skrat, oproti vzorkim
tvofenym nizkomolekularnim Hya. Obr. 27 znazornuje takové chovani pro pfipad srovnani
vzorkli H1 a Hs. Z naméfenych dat je patrné, Ze pokles modulli, znacici konec LVO, nastava
v ptipad¢ geli s LMW Hya jiz pfi cca 4 %, naopak pii pouziti HMW Hya az pti cca 20 %.
Zbyla ctvetice gelii zachovava podobny trend, pficemz vSechny hodnoty LVO jsou
prezentovany v tabulce 8.
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Obr. 27: Srovnani viivu molekulové hmotnost Hya na délku LVO pripravenych hydrogelii

Elasticky modul pro prvni trojici vzorkt tvotenych HMW Hya ptevySoval viskozitni modul
V celém rozsahu LVO. Jeji nezanedbatelnd délka spolu s timto faktem urcuji typicky gelovy
material, ktery je rigidni az do okamziku ptekiizeni modult, kdy dojde k nevratnému poruseni
gelové sité. Naopak pouziti LMW Hya zptsobilo vznik vice viskdznich gelt, kdy pro vSechny
tii vzorky prevySoval viskozitni modul nad elastickym, a to v celém rozsahu LVO. V ptipadé
vzorkd Hs a Hs neni tekutost tak markatni, jelikoz pro jejich vyrobu je pouzito vétSich
koncentraci tenzidu. Vzorek Heg vSak jiZ svym chovanim pfipominé spiSe viskézni kapalinu.
Piehled chovani vzorki je prezentovan v tabulce 9, kdy pfevySovani elastického modulu je
znaCeno pismenem E, naopak viskozitni chovani pismenem V. Subjektivni vizudlni
charakterizace autorem je zde také zahrnuta.

Absolutni hodnota modultl koresponduje k pouzité molekulové hmotnosti. Na obr. 27 je
taktéz patrna vysSi hodnota obou modulti pii pouziti HMW Hya, pficemz tento trend je
zachovan 1 pro ostatni vzorky. Je tedy zfejmé, ze pro tvorbu mechanicky vice odolnych
materidli je tfeba delSich polymernich fetézcl s vice vaznymi misty. Zcela nejvyssi pomér
moduli G'/G" se vSak vyskytoval u prostfednich vzorktt H2 a Hs s pomérem naboja 2:1.

vvvvvvvv
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zde pomér naboju vyvazen, nemtizeme vsak jisté¢ piedpokladat 100 % disociaci. V piebytku
tenzidu u vzorkli Hz a Hs je tedy mozné zcela zaplnit dostupna vazebna mista, a taktéz navazat
cast micel stericky, coz jesté vice zahusti gelovou sit’. Dalsi ptidavani tenzidu v ptipad¢ vzorkt
Hi a Hs (pomér nébojii 4:1) vSak jiz nemé vyznamny dopad a jejich mechanické vlastnosti se
od vzorkl H2 a Hs vyrazné nemeéni.

Tab. 8: Prehled oblasti LVO v zavislosti na amplitudé deformace

Vzorek Konec LVVO (amplituda deformace [%])
H: 19,30
H» 7,75
Hs 5,91
Hy 1,94
Hs 4,77
He 10,18

Jak je patrné z tabulky 8, pro odpovidajici si dvojice gelu, které se 1isi pouze pouzitou
molekulovou hmotnosti Hya, a to H1 a Ha (2 % Hya + 200 mM Septonex), Hz a Hs (2 % Hya
a2 100 mM Septonex) odpovida pravidlo, kdy vyssi molekulova hmotnost pouzit¢tho Hya
prodluzuje oblast LVO, pfi¢emz zpeviuje strukturu gelu v uzlovych bodech. Jedind vyjimka
nastava pro dvojici Hz a He (2 % Hya + 50 mM Septonex), ptesnéji pro vzorek Hs, ktery se,
diky zfedénym komponentiim a nizké molekulové hmotnosti Hya, chova spiSe jako vizkdzni
kapalina. Proto mé&feni jeho deformacnich vlastnosti neni srovnatelné s jeho
koncentrovanéjsimi kolegy.
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Obr. 28: Srovnani viivu koncentrace tenzidu na absolutni hodnoty elastickych modulii
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Rozsah LVO i absolutni hodnota viskoelastickych modulti je tedy zavisla nejen na
molekulové hmotnosti Hya, ale 1 na pouzité koncentraci tenzidu, pficemz jak bylo feCeno vyse,
pfi pouziti vyssi koncentrace roste absolutni hodnota modulti. Obr. 28 zobrazuje tento jev pro
trojici geli tvofenych HMW Hya (jen elastické moduly). Vzorky Ha—Hs vykazuji podobnou
zavislost, kdy se absolutni hodnoty modulti pohybuji o fad nize.

Tab. 9: Vizualni charakterizace a viskoelastické chovani zdkladni Sestice

Vzorek | MW Hya Septonex Vzhled gelu Vzhled Mnozstvi VE’ ’
[c] supernatantu gelu (cca) | chovani
Hi HMW | 200mM | Pevny, &iry Ciry 1ml
Ho HMW | 100mM | Pevny, &iry Ciry 1ml
Hs HMW 50 mM Pevny, Ciry Mirn¢ zakaleny 0,5ml
Ha LMW | 200 mM | Mirné tekuty Ciry 1ml
Hs LMW | 100 mM | Mirné tekuty Ciry 1ml
Hs LMW 50 mM Tekuty Mirn¢ zakaleny 0,5 ml

Pied zavéreénym shrnutim deformacnich testli je zde tieba, v souvislosti s tabulkou 9,
doplnit i obr. 29, ktery ukazuje typicky vzhled fazové separovaného hydrogelu pii pouziti
metody pfipravy stanim ve vialce ¢i odstfedénim v centrifugacni zkumavce. Jak vyplyva
z tabulky 9, kde viskézni chovani latek je oznaceno pismenem V (viskozitni modul prevladal
nad elastickym), elastické naopak E (elasticky modul pievladal nad viskozitnim), tak nejvice
elastické gelové chovani vykazuji nejkoncentrovanéjsi vzorky s pouzitim vysoké molekulové
hmotnosti Hya (H1, H2). Takovy ptiklad je také uveden na obr. 29. Fazové rozhrani je dobie
¢itelné, vzorek neteCe ani po otocCeni, je homogenni v celém objemu a stabilni v Case.

Obr. 29: Idedlni vzhled vzniklych hydrogelii ve A) vialce, B) centrifugacni zkumavce

Pro shrnuti vysledkti deformacnich testi je vhodné srovnat celou Sestici gelt. Obr. 30
prezentuje zavislosti ztratovych thli na amplitudé deformace, kdy v piipadé, Ze velikost
ztratového Uhlu daného vzorku pifesdhne hodnoty 45°, vykazuje tento chovani viskdzni
kapaliny, naopak pro ptipad, kdy jsou hodnoty ztratovych uhli nizsi nez 45°, vykazuji vzorky
chovani elastického télesa. Kiivky zavislosti na obr. 30 se shoduji s deformacnimi testy
vzorek Hz, ktery je slozen z vysokomolekularniho Hya o dostate¢ném poctu vaznych mist,
a také disponuje pomerem nabojt 2:1, pii predpokladu, ze ptebytek tenzidu zplisobuje i jeho
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sterické vazani. Obecné vSechny tfi vzorky obsahujici HMW Hya vykazuji hodnoty ztratovych
uhld nizsi nez 45°, coz se prokazuje jejich elastickym gelovym chovéanim.

Trojice gelt obsahujicich LMW Hya piekracuje v celé Skala hodnotu 45°, kdy vykazuji
visk6znéjsi chovani. Dle tabulky 9 sice vzorek Hs tece jen mirn¢ a v grafu se jeho kiivka
nachazi nad vzorkem Hs, ale celkové viskoelastické chovani zavisi také na vzajemném pomeéru
G'/G", procez se tedy vzorek H4 mtze zdat pevnéjsi. V pripadé vyssich hodnot deformace je
pak z grafu patrny strmy narist kiivky u vzorku Hs, coZ jesté podtrhuje jeho tekutost.
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Obr. 30: Srovndni ztratovych uhli v zavislosti na deformaci u zakladni Sestice gelii

Druhy z provedenych méteni byl frekvencni test, ktery pfimo navazuje na deformacni testy.
Zjisténa hodnota amplitudy deformace z oblasti LVO ziskand z ptfedchoziho méfeni zde byla
pouzita jako konstantni hodnota pravé proto, aby u gelit dochazelo k elastické deformaci. Tato
hodnota deformace byla stanovena jako 1 %. Vliv na vysledné hodnoty sledovanych
viskoelastickych modulii ¢i ztratového thlu pak bude mit pouze frekvence oscilaci.

Vliv koncentrace tenzidu na vysledky zavislosti viskoelastickych modulii na frekvenci
oscilaci uzce souvisi s pouZzitou molekulovou hmotnosti Hya. Na obr. 31 je zobrazena tato
zéavislost pro vzorky tvofené HMW Hya (Hz, Hz, H3), které vykazuji podobny prabéh. Hodnota
viskoelastickych modulti v bodu ptektizeni (svislé Cary s ptislusnou koncentraci tenzidu) je zde
témet nezavisla na koncentraci tenzidu. Naopak frekvence piekiiZeni je s vyssi koncentraci
tenzidu posunuta lehce k vyssim hodnotam, ¢ili krat§im ¢asim. Nicméné rozdil zde neni tak
zé4sadni, coz odpovida i porovnani mechanickych vlastnosti z predchoziho méteni.
vazebna mista pii poméru naboji 1:1. Avsak to by readlné znamenalo tplnou disociaci vSech
nabitych skupin a jejich dobrou dostupnost, coz v redlnych vzorcich velmi pravdépodobné neni
mozné. Nicméné zvySeni koncentrace tenzidu zde mé za nésledek navazani ¢asti micel stericky,
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které tudiz zaplni volna mista mezi fetézci sité gelu, coz se potvrzeno i ve frekvencénich testech
V mirném zvySeni hodnot viskoelastickych moduli.
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Obr. 31: Zavislost viskoelastickych modulit na frekvenci oscilaci pro vzorky Hi, Hz a H3

1000
L
"

& 100 A .!’
> I!’
= L S
= LN
= an¥
= m e
[P
2 O
= [ | 2 2
[<P]

|
S IS
2 14
>

o *G'
9 mG"
0,1! T T T
0,01 0.1 1 10 100

frekvence oscilaci [Hz]

Obr. 32: Typicka zavislost viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci pro vzorky tvorené
LMW Hya
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V piipadé hydrogelt tvofenych nizkomolekularnim Hya je mozno sledovat stejny trend ve
zméné modulll v zévislosti na frekvenci oscilaci a koncentraci pouzitého tenzidu jako
u vysokomolekularniho protéjsku. Nicméné kvili kratSim fetézciim hyaluronanu je mozno
vytvofit relativné pevny gel jen pii pouziti vysoké koncentrace tenzidu — vétsi mnozstvi micel,
které je schopno se inkorporovat do struktury gelu. I tak vsak, pro téméf cely rozsah frekvence
oscilaci, pfevazuje viskozitni modul nad elastickym, pfi¢emz absolutni hodnota moduli je
oproti HMW Hya gelim posunuta pfiblizné o fad nize. Typicky prubéh zavislosti
viskoelastickych modult na frekvenci oscilaci pro vzorky LMW Hya + Septonex je zobrazen
naobr. 32.

Prehled frekvenci a hodnot viskoelastickych modulii, které jsou popsané vyse, je piedstaven
v tabulce 10. Na rozdil od frekvence a modulti v bodu piekiizeni, které s rostouci koncentraci
tenzidu mirné vzrostl, tak vypocitana mesh size, ktera urcuje velikost domén mezi fetézci v siti
gelu, naopak s koncentraci tenzidu Vv pfipadé HMW Hya gelt klesa. Tento jev muze byt
vysvétlen vyssi hustotou sité fetézci HMW hyaluronanu oproti nizkomolekularnimu polymeru,
ktery je az nasledné zesitovan micelami tenzidu.

Tab. 10: Viskoelastické parametry zdakladni Sestice

Vzorek Frekvence bodu Hodnota bodu Mesh size [nm]
prekiizeni [Hz] prekiizeni modull [Pa]
Hi 0,14 324 13,0
H> 0,10 287 14,6
Hs 0,05 314 16,4
Hs 0,01 65,6 20,4
Hs 4,64 242 22,8
He 2,15 199 21,6

Tokové chovani hydrogelti bylo ¢aste¢né zminéno v tabulce 7. Cela Sestice byla také pro
charakterizaci vlivu sloZeni podrobena viskozitnimu méteni, kdy pfi dosaZzeni maximalni
smykové rychlosti 200 s dosahly vechny vzorky nevratné deformace. Vys§i smykové
rychlosti nejsou pro dany typ vzorkl vhodné, jelikoZ tyto maji tendenci z méfici instrumentace
vylétavat.

VSechny vzorky vykazovaly pseudoplastické chovani s newtonskym platd pii niZzSich
smykovych rychlostech, pfi¢emz gely tvofené HMW Hya maji tuto oblast krat$i a nasledny
poklest kiivek viskozit strméjsi oproti gelim s LMW Hya. Na druhou stranu vSak pouZiti
vysSich molekulovych hmotnosti hyaluronanu nezavisle na pouzité koncentraci tenzidu zvysSuje
viskozitu vzorkd pii nulové smykové rychlosti (zero-shear viscosity) az o dva tady, coz
prehledné prezentuje tabulka 11. Pii dosaZeni maximalni smykové rychlosti méfeni vsak
vSechny vzorky poklesnou na téméf totoznou hodnotu viskozity.
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Tab. 11: Prehled zavislosti zero-shear viscosity na sloZeni vzorkii

Vzorek n [Pa.s]/y =0 s
Hi 1729 + 105
H> 1957+ 6
Hs 286,9+0,7
Ha 10,8+ 0,4
Hs 3,29+ 0,08
He 1,12 £ 0,05

Grafické srovnani tokového chovani hydrogelli je znazornéno na obr. 33. Je zde jasné patrny
trend vyssich viskozit pro vzorky vzniklé pouzitim HMW Hya (Hi, H2, H3) oproti jejich
nizkomolekularnim protéjsktim. TaktéZz si je zde mozno povsimnout vyse diskutovanych délek
newtonskych oblasti. Pro srovnani je zde taktéz uvedena viskozitni zavislost 2 % roztokt Hya,
které vykazuji newtonské chovani v celém spektru smykovych rychlosti. Roztok HMW Hya
0 koncentraci 2 % hm. je vSak sam o sob¢& dosti viskdzni, kdy svymi hodnotami piesahuje
vSechny gely tvofené LMW Hya, v jejichZ pfipad¢€ nepomuze ani zpevnéni sit€¢ pomoci micel.
Extrapolaci k nekone¢né smykové rychlosti v§ak dostaneme obdobné hodnoty viskozit pro
vSechny vzorky. Dle uvazovani budoucich aplikaci tak mizeme slozenim gelti modifikovat
jejich mechanické i tokové vlastnosti. S ohledem na pozadovanou degradaci, roztirani ¢i naopak

stabilitu muZzeme ménit Viskozitu v rozmézi péti fada.
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Obr. 33: Prehled viskozitnich zavislosti zdakladni Sestice v porovnani se zasobnimi roztoky

hyaluronanu
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6.1.3 Vliv iontové sily prostredi

Jako standardni prosttedi pro pripravu gelll se vyuziva roztok NaCl o koncentraci 0,15 M, ktery
simuluje fyziologicky roztok. Ze zkuSenosti a z literatury [93, 98] vime, ze pro vznik gelové
faze je pravé urCité rozmezi iontové sily nutné, kdy nizkomolekularni elektrolyt snizuje
nabojove repulze na nabitych skupinach polymerniho fetézce, ¢imz mu umoznuje se vice sbalit
a zaplést do gelové sité. Naopak vysoka iontova sila, ptesahujici ur¢itou kritickou hodnotu, ma
za nasledek zanik separované faze. Pro prozkoumani tohoto vlivu byla tedy pfipravena sada
zékladni Sestice vzorku liSici se pouze v koncentraci prostiedi (roztoku NaCl). Koncentrace
vstupnich komponent (polymer + tenzid) zistaly stejné jako V predchozich méfenich.
Kompletni ptehled experimentu shrnuje tabulka 12. Barevné jsou oznaceny koncentrace

prostiedi, kdy byl jesté pozorovan gelotvorny proces.

Tab. 12: Prehled vzorkii pro zkoumani vlivu iontové sily prostiedi

Cislo vzorku | Vzorek | NaCl (c [mol/I])
1 Hy 0,05
2 Hi 0,15
3 H: 0,3
4 Hi 0,5
5 Hi 1
6 Ho 0,05
7 H> 0,15
8 Ho 0,3
9 H» 0,5
10 Ho 1
11 Hs 0,05
12 Hs 0,15
13 Hs 0,3
14 Hs 0,5
15 Hs 1
16 Ha 0,05
17 Ha 0,15
18 Ha 0,3
19 Hy 0,5
20 Ha 1
21 Hs 0,05
22 Hs 0,15
23 Hs 0,3
24 Hs 0,5
25 Hs 1
26 He 0,05
27 He 0,15
28 He 0,3
29 He 0,5
30 He 1
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Viskoelastické vlastnosti hydrogelt tvofenych HMW Hya jsou silné zavislé na iontové sile
prostiedi. Pouziti niz$i iontové sily (0,05 M NaCl) zpisobilo mirné zvyseni viskoelastickych
modulti oproti klasické iontové sile (0,15 M NaCl), pficemz od bodu piekiizeni modula
prevladal elasticky modul v celé skale frekvenci. Bod piekiizeni pro nizsi koncentraci prostiedi
byl také mirn¢ posunut k vy$s§im hodnotam frekvenci. Z vySe popsaného je patrné, ze pro
gelovy proces staci minimalni iontova sila prosttedi pro odstinéni nabojovych repulzi polarnich
skupin komponent hydrogelu, aby byl tento schopen utvofit plnohodnotnou sit’ a z hlediska
polohy bodu ptekiizeni i absolutni hodnoty modulti dokonce nepatrné pevnéjsi gel. Nami
pouzivana koncentrace 0,15 M vSak simuluje fyziologicky roztok pro uvazovani medicinskych
aplikaci téchto druht hydrogeli. Na obr. 34 je vidét srovnani nizké a stfedni iontové sily
(0,05 M vs. 0,15 M) prostiedi a jeji nepatrny vliv na mechanické vlastnosti geld, jez byly
popsany vyse.
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Obr. 34: Srovnani mechanickych viastnosti vzorku Hi pri nizké a stiedni IS prostiedi
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Obr. 35: Srovnani mechanickych viastnosti vzorku Hi pri nizké, stiedni a vysoké IS prostredi

Z obr. 35 je patrné, ze jako kriticka hodnota iontové sily se pro vzorky tvotici HMW Hya
stala hodnota 0,3 M NaCl. Oba viskoelastické moduly byly pfi této hodnoté posunuty o dva
fady nize, pficemz pro Sirokou Skalu frekvence oscilaci ptevladal viskozitni modul nad
elastickym. Tak vysoka IS jiz zpasobovala, ze se vzorky chovaly vice jako viskozni kapaliny
nezli elastické gely. Nad touto hodnotou jiz nebyl pozorovan gelacni proces. Priubéh kiivek
a jejich zavislost na IS pro zbylé dva ztrojice HMW Hya gelii byl obdobny jako zde
prezentovany pro vzorek Hi, S tim rozdilem, Ze nejpevnéjsi vzorek Hz vykazoval jesté nartst
absolutni hodnoty modulti zhruba o 20 % oproti nejkoncentrovanéjSimu kolegovi.

V ptipadé gelli tvofenych nizkomolekularnim Hya se objevil podobny trend, kdy nizsi
koncentrace NaCl (0,05 M) dokazala sit' natolik vyztuzit, ze pii vySSich frekvencich jiz
ptevladal elasticky modul nad viskozitnim. Jako kriticka se zde vSak koncentrace snizila na
némi pouiivanou 0, 15 M pﬁ které opét pfevlédé mirn¢ tekuté chovani popsané \ kapitole 6. 1 2
iontové sile je znazornéna na obr. 36. I zde si prostfedni Vzorek Hs zachovava nejvyssi
absoultni hodnoty moduli, pfi¢emz frekvence bodu piektizeni i vzajemné polohy obou modultl
jsou u vSech vzorkt takika totozné.

Vyse popsané odpovida obecnému vlivu elektrolytu na stabilitu nabitych koloidd, které tuto
vykazuji pravé v uréitém rozmezi koncentrace. Pfi nadbytku elektrolytu dochazi ke koagulaci
koloidu.
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Obr. 36: Srovndni mechanickych vlastnosti vzorkit Ha, Hs @ He pri nizké IS prostredi

Vypoctené hodnoty mesh size pro 15 vyslednych vzork schopnych gelace odpovida
mechanickym vlastnostem popsanym vyse. Pro standardni iontovou silu (NaCl = 0,15 M)
odpovida jeji hodnota diive naméfenym datiim, prezentovanym v tabulce 10. V piipad¢€ nizsi
iontové sily, pii které se u vSech vorki zlepSily mechanické vlastnosti, co do tuhosti a rigidity
gelové sité, se hodnota mesh size snizila. To odpovida vétsi propletenosti gelove site, ¢ili
mensim prostorovym doméndm mezi uzly a zlepSeni mechanickych vlastnosti. V ptipadé vyssi
iontové sily, ktera predstavovala kritickou hranici gelotvorného procesu, se naopak hodnota
mesh size zvétsila, odpovidajice postupnému rozplétani gelové sit€, zvétSeni prostoru mezi uzly
a ztekuceni vzorku ¢i uplnému zabranéni gelace. Piehled vyslednych hodnot mesh size vzorkt
Vv zavislosti na intové sile prostiedi je zobrazen v tabulce 13.
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Tab. 13: Prehled vzorkii pro zkoumani vlivu iontové sily prostiedi

Cislo vzorku Vzorek NaCl (c [mol/I]) Mesh size [nm]
1 Hi 0,05 8,18
2 Hi 0,15 8,26
3 Hi 0,3 23,05
6 Ho> 0,05 7,93
7 Ho 0,15 16,49
8 Ho 0,3 24,33
11 Hs 0,05 9,73
12 Hs 0,15 29,34
13 Hs 0,3 39,93
16 Hg 0,05 8,53
17 Ha 0,15 11,64
21 Hs 0,05 6,84
22 Hs 0,15 13,28
26 He 0,05 8,86
27 He 0,15 15,36

6.1.4 Vliv teploty

Pro uvazovani medicinskych ¢i kosmetickych aplikaci fazové separovanych hydrogelti ndm
pouziti hyaluronanu, jakoZzto strukturniho materialu, zajist'uje potfebnou biokompatibilitu. Dale
je vSak nutné zjistit, jak se dané gely budou chovat pii teploté lidského téla. Proto byla zamérné
prométena reologie zdkladni sady vzorki pii teploté¢ 37 °C a poté byly vysledky srovnany
s laboratorni teplotou 25 °C.

Zvyseni teploty mélo velmi maly vliv na posun modulil a jejich zavislosti na amplitudé
deformace pfi prvnim typu oscilacnich testil, a to pro celou sadu vzorki. Linearni viskoelasticka
oblast ziistala nezménéna, pii¢emz absolutni hodnoty vSech moduld s teplotou mirn¢ vzrostly.
Obr. 37 prezentuje pravé takovy druh chovani, zde pro ptiklad reprezentativniho vzorku Hi.
Stabilita uzlovych bodi gelli a tedy jejich celkova rigidita pfi zvySené teplot¢ mulZe byt,
S ohledem na jejich budouci aplikaci, vyhodna.

Teplotni vliv na elastickou deformaci, zavislou od frekvence oscilace, siln¢ zdlezel na pouzité
molekulové hmotnosti hyaluronanu. V ptipadé gelti tvorenych HMW Hya se zvySujici se
teplotou rostly absolutni hodnoty obou modulli, pfedev§im elastického. Bod piekiiZeni byl
vtomto ptipadé vyznamné posunut k niz§im frekvencim, které¢ znai delSi Casy pusobeni
vloZeného napéti. Tento fakt znamena, ze zvySovanim teploty, alesponi do ur¢itého bodu, jsme
schopni zpevnit strukturu gelli pfipravenych z HMW hyaluronanu, jak je prezentovano na
obr. 38.

ZvySeni teploty u gelli tvofenych nizkomolekuldrnim hyaluronanem vSak zplisobilo opa¢nou
tendenci. Tvar kiivek se témét nezménil, naopak absolutni hodnoty modulii klesly témét o dva
fady se soucasnym posunem bodu prekiizeni k niz§im frekvencim. Na obr. 39 je vidét typicky
vliv zvysené teploty pro trojici gelti tvofenych LMW Hya (Has,Hs,Hs).
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Obr. 37: Srovnani viivu teploty na mechanické vlastnosti vzorku Hi — deformacni test
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Obr. 38: Srovnani viivu teploty na mechanickeé vlastnosti vzorku Hi — frekvencni test
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Obr. 39: Srovnani viivu teploty na mechanické vlastnosti vzorku Ha — frekvencni test

Molekulova hmotnost hyaluronanu tedy hraje zésadni roli pfi uvazovani vlivu teploty na
mechanické vlastnosti hydrogell. Pii zvySeni teploty se v ptipadé¢ kratSich fetézci tyto uvoliuji
a tvofi slabsi gelovou sit’ s postupnym ztekucovanim vzorku. O tom svédci 1 zvétSeni vypoctené
hodnoty mesh size, ktera se pro vzorky obsahujici LMW Hya zvétSila 2—4krat. VEtsi prostor
Vv doménach mezi kratkymi fetézci nedovoluje pospojovat dostatek vaznych mist pro tvorbu
elastického tuhého gelu. Na druhou stranu pouzitim dlouhych fetézci polymeru v podobé
vysokomolekularniho hyaluronanu je mozno pii zvySeni teploty dostat vysledny gel s lepSimi
mechanickymi vlastnostmi, ve smyslu rigidity, neZ pivodni vzorek. Narlst teploty v tomto
piipadé velmi pravdépodobné zvySuje dostupnost polarnich skupin, které se ti€astni vazebnych
reakci, a to diky reorganizaci polymerniho fetézce a zvySeni mobility molekul. I tento jev byl
potvrzen spo¢tenim hodnoty mesh size, ktera v ptipadé HMW Hya gelti mirné klesla.

Tokové vlasnosti v pfipadé hydrogelt slozenych z vysokomolekuldrniho hyaluronanu
nebyly teplotou vyznamné ovlivnény, pfi€emz vSechny tfi vzorky vykazovaly témét shodnou
zavislost (obr. 40). Pro piipadnou aplikaci do lidského téla je toto chovani vyhodné pro
zachovani potfebné viskozity gelu. Vzorky obsahujici nizkomolekuldrni hyaluronan
vykazovaly se zvySenim teploty i zvySeni viskozity, nékdy az o dva fady. Zarovén se zde
projevilo zkraceni newtonského plato, které bylo nasledovano strmym poklesem kiivky
viskozitni zavislosti. Nutno dodat, e od hodnoty smykové rychlosti cca 10 s je trend poklesu
totoZzny pro obé& teploty. ZvySena teplota na pocatku méfeni tak mohla dopomoci k rychlejsi
relaxaci vzorkil gelli obsahujicich LMW Hya a tim padem i k mirnému zvySeni tuhosti.
Viskozitni zavislosti druhé trojice vzorku byly opét velmi obdobné (obr. 41).
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Obr. 40: Srovnani viivu teploty na viskozitu vzorkut gelii obsahujicich HMW Hya
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Obr. 41: Srovnani viivu teploty na viskozitu vzorkit gelii obsahujicich LMW Hya

6.1.5 VIliv pH prostiedi
Stejné jako pii posuzovani teplotnich vlivi ma i prozkouméni chovani hydrogelt pii rozdilném
pH prostiedi velky vyznam pro uvazovani v medicinském pouziti. Jako ptiklad je mozno zminit
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rozdilné pH nadorové tkané (pH =5,5) oproti krevni plazm¢é (pH = 7,3). V tomto pfipad¢ je
posouzeni reologického chovani, v zavislosti na pH, na misté. V zavislosti na aplikaci pak
muzeme piipravit gely, u nichz bude zadouci degradace za snizené¢ho pH, a tim piipadné
uvolnéni v sobé vazané aktivni latky. Pro jiné typy aplikaci mize byt naopak vyzadovana
stabilita gelové sité¢ v rozdilném prostfedi. Pro nastaveni experimentu byly hydrogely
podrobeny Siroké Skale pH prostiedi, a to jejich ptipravou V pufrech, popsanych podrobné
v tabulce 3.

Standardné ptipravené vzorky vykazovaly, pfi pouziti obou typi hyaluronanu a vsech
koncentraci Septonexu, obecné neutralni pH.

Tab. 14: Prehled hodnot pH pro hydrogely a jejich supernatanty

Vzorek pH — gel pH — supernatant
H: 6,88 7,09
H. 7,23 7,20
Hs 7,15 7,00
Ha 6,83 7,32
Hs 7,05 7,25
Hs 7,38 7,13

Zmény v pH zputsobily, v ptipad¢ deformacniho méteni, pokles obou modula a potlacily
elastické chovani u vSech vzorkl oproti jejich standardnim alternativam. V piipad¢ vzorki
s HMW Hya zplsobila zména pH, a tedy i zvySeni iontové sily pomoci pufrli, nejenom
potlaceni elastickych vlastnosti snizenim absolutnich hodnot obou moduli, ale také propad
elastického modulu takovou mirou, ze témé&f dosahoval hodnot ztraitového modulu. Tento jev
nedisociuje, a tudiz se nemlze naplno ucastnit vazeb s opa¢né nabitym tenzidem. Vysledny
produkt se pak hodnotami modulll 1 vizualné€ jevi vice tekuty. Rozsah LVO se vSak u vSech
HMW Hya gelii témét nezménil oproti standardu. Nejtuzsi gely vznikly v nejvyssim pH (9),
pficemz, jak jiz bylo popsano vyse, 1 v tomto piipadé byly absolutni hodnoty modult niz8i nez
standardy.

V ptipad¢ gelt tvofenych LMW Hya zptisobil jakykoliv zdsah zménou pH u vSech vzorka
zhorseni elastickych vlastnosti natolik, Ze vZdy pfevaZoval ztratovy modul nad elastickym nebo
nebyl druhy zminény ani méftitelny. Vizualné byl gel natolik tekuty, Ze vykazoval chovani spise
viskozni kapaliny. Pro dals$i experimenty proto byly podrobeny testu pH prostiedi jen vzorky
obsahujici HMW Hya. Obr. 42 prezentuje na ukazku tyto dva typy chovani, tedy témé&f shodna
hodnota viskoelastickych modult v pfipadé geld s HMW Hya a neméfitelnost elastického
modulu u vzorka gelt s LMW Hya
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Obr. 42: Deformacni test vzorkit Hy a Ha v celé skale pH (3,5; 5; 7; 9)

Frekvenéni testy potvrdily vysledky ptfedchozich. I v ptipadé vratné deformace vykazovaly
gely tvofené LMW Hya velmi viskozni chovani pfi témét neméfitelnych hodnotach elastického
modulu, a to pro ptfipad vSech vzorkd a vSech zkoumanych pH. Méfeni viskoelastickych
modulll v oblasti elastické deformace pro gely tvofené HMW Hya kopirovalo prubéh
deformacnich méteni. Absolutni hodnota obou modulti klesla u vSech geli ve vSech
zkoumanych pH piiblizné o fad, pficemz jejich vzéjemna poloha zlstala oproti standardu
zachovana. ZhorSeni mechanickych vlastnosti potvrdily i ostatni hodnoty viskoelastickych
parametri, kdy frekvence piekiizeni modulii se posunula k vy$§im hodnotdm, tedy kratSim
castim pusobeni deformace, stejné tak vzrostly, v zavislosti na vzorku, hodnoty mesh size, a to
hodnota mesh size znamena vice prostoru v doménach mezi uzly sité, coZ miiZze mit za nasledek
zhorSeni vazebnych vlastnosti, které se projevuje vice viskoznim chovanim vzorku. Tabulka
15 shrnuje naméfena ¢iselna data, pti¢emz hodnoty standardd jsou uvedeny v tabulce 10.

Tab. 15: Viskoelastické parametry zdkladni Sestice v zavislosti na pH prostiedi

Frekvence bodu Hodnota bodu .
pH Vzorek . e prektizeni modult Mesh size [nm]
prekiizeni [Hz] [Pa]
Hi 0,95 34,24 48,25
H, 1,47 43,19 43,75
35 Hs 1,73 29,03 56,58
Ha
Hs gel nevznikl
He
5 Hi 1,18 | 29,47 | 52,27
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H. 0,51 55,82 28,71

Hs 1,97 35,57 54,93

Hy

Hs gel nevznikl

He

H: 3,16 37,54 56,52

H. 1,20 40,19 50,00

Ha 2,12 27,02 61,19
7

Ha

Hs gel nevznikl

He

H: 0,65 34,14 57,67

H. 18,07 78,23 38,34

Hs 1,67 19,79 68,41
9

Ha

Hs gel nevznikl

He

Typicky pribéh zavislosti viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci pro rizna pH je
nazorn¢ prezentovan na obr. 43 a obr. 44, zde pro vzorek Hi (pro pichlednost je zavislost
rozdélena na jednotlivé moduly). Ostatni z trojice vzorki vykazovaly velmi podobné chovani,
co do tvaru kiivek i hodnot obou moduld, coz je zfejmé i z piedchozi tabulky.
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