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ABSTRAKT

Bylo zkoumano chovani systému &n hyaluronani o dvouuenych molekulovych
hmotnostech s tenzidy. Ssi hyaluronani byly 17 kDa s 1,46 MDa, 73 kDa s 1,46 MDa,
300 kDa s 1,46 MDa, 806 kDa s 1,46 MDa a 1800 kDa s 1,46 MDa. Twsi fiyly vzdy
namichany v hmotnostnich peénmech 70:30, 50:50 a 30:70. Jako tenzid byl pouzit
cetyltrimethylamonium bromid a TWEEN 20. Interakce byly zkoumany ve vodném roztoku
s miznou iontovou silou. Jako barvivo byla pouZita Simé@n cerveai. Ve vSech
experimentalnichfadach s cetyltrimethylamonium bromidem byl zaznamef@nomeén
vzniku nekontinualni separované faze, popsané jakockyerlVzorky obsahujici perkiky
byly podrobeny zkouskam stability, byly vysuSeny atap&ehydratovany, dale byly také
zahiivany. Néasled& byla zn&fena velikostéastic ve zbyvajicim vzorku po odfiltrovani
perlicek. Sngsi hyaluronani byly charakterizovanyéranim viskozity metodou reologie
amikroreologie. Bylo zji&tno, Ze tyto sisi jsou heterogenni a v kazdém raigzorku neni
stejna viskozita.

ABSTRACT

The behavior of the system consisted by mixture of two different molecular weight
hyaluronates and surfactant was investigated. Mixtures were 17 kDa hyaluronate with
1,46 MDa, 73 kDa with 1,46 MDa, 300 kDa with 1,46 MDa, 806 kDa with 1,46 MDa and
1800 kDa with 1,46 MDa. These compounds were always mixed in the weight ratios 70:30,
50:50 and 30:70. As the surfactant cetrimonium bromide and TWEEN 20 were used.
Interactions were studied in aqueous solution with different ionic strength. Sudan red was
used as hydrophobic dym all experimental series with cetrimonium bromide was observed
phenomenon of discontinuous separated phases, described as pearls. Samples containing
pearls were tested on stability, were dried and rehydrated back, as were also heated.
Subsequently, the particle size was measured in the remaining sample after pearls were
filtrated. Mixtures of hyaluronate were characterized by measuring the viscosity using
rheology microrheology. It was found that these compounds are heterogeneous and each
sample point is not the same viscosity.
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1 UVOD

Kyselina hyaluronova byla poprvé izolovana v roce 1934 Karlem Meyerem. Tehdy jist
netusil, jak vyjim&nou latku se mu podido objevit. V souésné dobgtedy v roce 2012,
se z kyseliny hyaluronové stala farmaceuticka, medicinska a kosmeticka celebrita. Vyuziva se
k urychleni hojeni ran, v o chirurgii jako nahrada of rohovky, do roztoka na kontaktni
¢ocky, do tablet na zlepSeni pohyblivosti kldykdo kréndi proti vraskam, jako implantat
v estetické chirurgii a ma j&Snespoét dalSich uplatmd. Pro¢to? Je to totiz latkaghu
vlastni, tim pademélem pijimana, netoxicka, neimunogenni. Coz je bezpochyegbytny
predpoklad pro vSechny tyto aplikace.

DalSi charakteristikou, ktera je pro pouziti kyseliny hyaluronovéchto aplikacich
nezbytné dulezitd4, jsou jeji fyzikalni a chemické vlastnosti.fyZikalnich uve’me
napi rozpustnost, viskozitu, molekulovou hmotnost, emitkych napi reaktivitu.
PredevSim molekulovd hmotnost je duleZitou charakteristikou této latky, meboi’se odviji
ty ostatni. Zajimaveé je, zé&iané molekulové hmotnosti hyaluronanu madizné vlastnosti
a tyto vlastnosti si nemusi odpovidat, naopak, mohou si vytozmporovat. Jednou
ze zakladnich myslenek pro vznik této prace tedy bylo, Ze pokud bychom zkombitearéli r
molekulové hmotnosti vizném pondru, mohli bychom upravit, iedpovidat a kontrolovat
vlastnosti takto ziskané €si hyaluronanu, coz by vyznammiomohlo pi vyzkumu jejich
dalSich aplikaci.

Kyselina hyaluronova se ve velké imizkouma jako mozny ndsihydrofobnich léiv.
Vyhoda &chto I&iv spodva piedevSim v lokalnim ptisobeni v néigtotreby, neovliviuji tedy
cely organismus. ProtoZze kyselina hyaluronova je latka vysoce hydrofilni a samotné
hydrofobni I€ivo by s ni nereagovalo, vyuzZiva se k tomutelucamfifilni latka, jako napt
surfaktant.

Tato prace se zabyva interakcemi tenzidi seissnhyaluronani o dvoudznych
molekulovych hmotnostech. Prace je rded& do ti poddsti. Nejprve charakterizuje
interakce a popisuje, za jakych okolnosti vznika v roztocich separovana nekontinualni faze,
tzv. perlcky. Poté zjisuje, jak je tato faze stabilni. Nakonec charaktggizamotné sisi
hyaluronant ndtenim viskozity pomoci reologie a mikroreologie. \&dity této prace
pomohou charakterizovat interakce v takovémto systému a zhodnotit, zdali je vhodny
k pouZiti v lidském organismu.



2 TEORETICKA CAST

2.1. Hyaluronan

Vysokomolekularni bipolysacharid hyaluronan byl objeven Meyerem a Palmeroce
1934 ve sklivci hov&iho dobytk: [1]. Hyaluronan je ozn#n soli kyseliny hyaluronov:
(nejéastji sodné nebo draselndadi se do skupiny podobnych polysacharidii, dawanych
také jako polysacharidy pojivovych tkani, mukopolysacharidy nebo glykosaminogl
Do této skupiny péat také chondroitin sulfaidermatan sulfatkeratin sulfat, heparan suli
a heparin [2] Priklady n&terych : nich jsou vyobrazeny na Obr. 1.
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Obr. 1 Dermatan sulfat (a) chondroitin sulfat (b)

Hyaluronan je linearni, neteny polymer. Chemickymi a enzymatickymi metodami t
zZjisténo, Ze struktura hyaluronanu je feoa opakujicimi se disacharidovymi jednotks
které sestavaji z-™Nacetyl-D-glukosaminu a kyseliny D—glukuronowspojenych navzajel
B 1-4 glykosidickou vazbo Disacharidové jednotky jsou mezi sebou spojff 1-3
glykosidickou vazbou a tvoirazné dlouhy ietezec (Obr. 2).
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Obr. 2 Strukturaopakujici se disacharidové jednotky hyaluror

Krom¢ sklivce se hyaluronan nachazi takimnoha Zivych substratech jak na
v extracelularni matrici, kloubni tekutinpupeéni sntie, kizi a vkohoutich hébincicl [3],
[4], [9], [6]. 1zolace CiSténi a identifikace téwt Cistého hyaluronanu byla zajmemdeckéhc
vyzkumu po mnoho dekad. Prvniuapryslow aplikovana extrakdi metoda pro izolac
a purifikaci hyaluronanu farmaceutické kvality byla vyvinuta Bala: [7].

Kohouti h&binky a pupéni Swiry byly zmraZzeny aby doSlo k poruseni bumch
membran, hyaluronan byl extrahovan vodou a sra:organickych rozpoustllech jakc
ethanol, chloroform nebo cetylpyridinium chlorid. Timto postupem byl ziskan hyalur
ktery po v¥isténi olsahoval 0, % bilkovinnych néistot a celkovy vyZzek tohotc
hyaluronanu byl 0,9 hyaluronanu na kg puvodniho materialu.



EfektivngjSi metodou ziskavani hyaluronanu se ukazala bytehakni produkce pomoci
kmenu Sreptococcus equi Streptococcus zooepidermicusouto produkci se dosahuje
mnohem vi&&ich vytZzka, nez niZze byt dosaZzeno extrakic metodou. Hyaluronan
vyprodukovany bakteriemi kmere. equima nizsi molekulovou hmotnost nez hyaluronan
vyprodukovany kmenen$. zooepidermicyustery ma molekulovou hmotnost zhruba 1,8 az
2 MDa a vytznost asi 4 g hyaluronanu na litr kulttvého roztoku. V sotasnosti je na trhu
k dispozici hyaluronan zZiznych zdroj, o mizné molekulové hmotnosti &stot, slouzici
k Siroké Skale aplikaci. Hlavni &etoty v hyaluronanu zavisi na zdroji a metquirifikace
ajsou to pedevsim bakterialni endotoxiny, chondroitin sulfatkleové kyseliny, bilkoviny,
chlorid [8] sodny ad&Zké kovy.

2. 2. Rozmanita velikost polymeit hyaluronanu

Polymery hyaluronanu mohou bytizn¢ dlouhé. Kazdou délku, resp. velikosi
molekulovou hmotnost charakterizujekadik vlastnosti, které si nemuseji odpovidat, n&ppa
v nekterych gipadech jsou vyloZengrotichadné.

Velmi dlouhé polymery jsou extracelularni a maji Siroké palenych regulénich
a strukturnich funkci. Malé polymerni fragmenty jsou angiogenni, prdagné
a imunostimul&ni. Nasledujici odstavce se zabyvaji popisem funksmkomolekularniho
hyaluronanu a jeho nizkomolekularnich fragnientbiologickych systémech. V tabulce
(Tabulka 1) jsou popsany objevené vlastnosti hyaluronamaych velikosti. Tabulka byla
prevzata z [9].

2.2.1. Vysokomolekularni hyaluronan

Takzvany ,very-high-molecular-size* hyaluronan mé& obvykle molekulovou hmotnost
4.10-2-10 kDa (zavisi na zdroji a fyziologickych podminkach[5]) aipanezi nejdelsi
molekuly extracelularni matrix. Rozpd&im ve vod¢ jakozto v hlavnim rozpouXdle
biologickych systém, jeS€ nabotna. Je to také jedna z nejvice nabitych mol¢&L
V organismu niZe fungovat jako lubrikant, latka zmijici offesy a organizéator
extracelularni matriXECM). Nachazi se napy kloubni tekuting pupe&ni iaie, rohovce.

Polymer je schopny pimout obrovské mnozstvi vody, 1 000x vice, neZejeoj objem[10].
Hydratovany polymer tak ,vyplje prostor®, hydratuje tkande nepfichozi pro jiné bunky
a molekuly a je anti-angiogenni [11]. Je také protitlng a imunosupresivni [12].
Imunosupresivni efekt pochazi ze schopnosti vysokomolekularniho hyaluronanu ,obalit
povrch bunk tak, aby se ligandy nedostaly k receptoma jejich povrchu.

Vysokomolekularni HyA je také zahrnut v celém procesu ovulace, opiodnd/zniku
embrya. Obecngvysokomolekularni HyA podporuje celistvost tk&rdtimco produkty jejiho
rozkladu signalizuji, Zze se vyskytlo zramé Dokonce, i kdyZz uz je fibmen zang
vysokomolekularni HyA jej pottauje. Neobvykla forma vysokomolekularniho HyA byla
objevena v mistech zang intracelularniho puvodu. Vytvoijakeési ,kabely“, které vznikaji
v Golgiho aparatutznych bunk a tyto kabely se propoji do &itktera vaze prozativé
bunky a tim je deaktivuje [13]. Takhle zésVvany vysokomolekularni hyaluronan zimipe
zandlivy proces a poskytuje ochranny S&tit, aby celistwidnébyla zachovana.

V experimentalnim modelu embryogenezaizen mit vysokomolekularni HyA tené
a¢inky. Napi bylo zjiS€no potla&eni svalové diferenciace ippéstovani bunk na filmu
z vysokomolekularni HyA, na rozdil od plastu [14]. ©Oma efekt nastal pichondrogenezi.
Vysokomolekularni HyA navazany na povrch &umé kultury podpaft chondrogenezi,
zatimco na jinych substratech ne [15].



Tabulka 1 Funkce hyaluronanu v organismu-aeené podle velikosti molekuBj [

Velikost (potet sacharidi) Funkce

Vysokomolekularni

HyA>1000-5000 Potlateni angiogeneze
Imunosuprese
Inhibice fagocytozy

Potlateni HyA syntézy

HyA fragmenty
~1000 Indukce zantlivych chemokind
Stimulace urokinasy
10-40 Indukce rozsipeni CD44
Podpora migrace nadorovych [in
8-32 Stimulace angiogeneze
Stimulace nadorové neovaskularizace
~15 Potlaeni proliferace bugk hladkého svalu
12 Diferenciace endotelnich bun¢
10 Vytla¢eni HyA matrice z povrchu ooayt
Vytlac¢eni proteoglykana z povrchu bunek
6 Potlateni vzniku HyA si v ran¢
4-6 Indukce syntézy cytokinv dendridickych bunkach
4 Potlateni apoptosy

Potlateni sulface proteoglykani

2.2.2. HA fragmenty

MenSi fragmenty polymér hyaluronanu jsou zé&nény do fady patologickych
i normalnich procés[9]. Jsou nezbytné napiii hojeni ran. Prvnim krokem ipiojeni ran je
nanist koncentrace hyaluronanu. Nejprve vysokomolekilénktery se v ran@akumuluje
a vaze fibrinogeny, coz je vlastr@odstata vzniku srazeniny [16]. V prvni fazi hojeany
vysokomolekularni  hyaluronan dale otevird 1tkda usnadnuje stup PMN
(polymorfphonuclear neutrophil) k mistu zramd& odstranai mrtvé tkanéa bakterii. Otok,
tedy prvni zndmka zahg a I&eni poranai, je spojovan s HyA. PMN poté z poranénizi.

DalSi stupé Iéceni je stupe zandu. V pribéhu tohoto stupn&e v porangi hromadi HyA
s niz8i molekulovou hmotnosti (200-250 kDa). Funkg&ehto oligosacharidu byla poprvé
studovana in vitro v roce 1993 [17]. Objevuji se monocyty a lymfocyty.

Po stupni zarn#& néasleduje (nebo seghiryvaji) angiogeneze. Prvni zminky o oligomerech
hyaluronanu, které se astni angiogeneze jsou z roku 1985 [18]. Byly tgatiery v rozsahu
6—20 sacharidovych jednotek. Nasledkem angiogeneze je mnozeni fikrollasé jsou
zahrnuty v poslednim stupni hojeni. HyA fragmenty podobém, tco byly zahrnuty
do procesu angiogeneze, také v rozsahu 6-20 sacharidovych jednotek stimuluji mnozeni
fibroblasti a nadslednou syntézu kolagenu [19].

Hyaluronan se vyskytuje v mnoha zhoubnych bujenich. Zatimco vysokomolekularni
muzeme najit ve uSin¢ ,normalnich* biologickych proceés nizkomolekularni hyaluronan
nebo oligomery hyaluronanu jsou detekovarty rakoving [20], kde usnadnuji pohyblivost
ainvazi nadorovych buik.
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2. 3. Struktura hyaluronanu

Hyaluronan syntazy syntetizuji dlouhé, linearni polymery s opakujici se disacharidovou
jednotkou. Poét opakujicich se disachariduize dosahnout az 10 000 i vice, s molekulovou
hmotnosti piblizné 4 MDa (kazdy disacharid m& molekulovou hmotnost 480 Da).
Primérna délka disacharidu je 1 nm, timpadem hyaluronawolekulovou hmotnosti 4 MDa
muze byt dlouhy az 10m (natahnuty), coz je pmer lidského erytrocytu.

2.3.1. Struktura v roztoku

Vysledna struktura hyaluronanu v roztoku je vysledkem kombinace chemické struktury
disacharidu, vninich vodikovych vazeb a interakci s rozpeéd&m. Axialni vodikové atomy
tvoti nepolarni, relativnéhydrofobni fazi, zatimco ekvatorialni bocrettzce tvof spise
hydrofilni, polarni fazi, a tvdrtak zakroucenou, stuzce podobnou strukturu [2HtoT
primarni struktura v roztoku tvbijakési roztadhnuté, nahodrsvinuté klubko, které zabira
velkou doménu roztoku. Molekulova hmotnost hyaluronanu v této doijeéve skuténosti
velmi mala, asi 0,1 % (hmotnost/objem). To znamena, Ze domeény jednotlivych molekul
se v roztoku mohou pkryvat, jestlize koncentrace hyaluronanu je vyg&i hmg/ml.

Doménova struktura hyaluronanu ma za nasledek, Zze malé molekuly, jako je voda
a elektrolyty mohou voln&difundovat pés doménu, zatimco t& molekuly, jako jsou
napiiklad bilkoviny, p&s tuto doménu neprojdou, kvali hydrodynamické velikosti v roztoku.
Cim v&si jsou molekuly, tim obtiZjiga pomaleji difunduji p#s sf hyaluronanu v domén
atim mensi je jejich koncentrace v této domévginérettzce hyaluronanu v roztoku se stale
pohybuji a vytvéeji tak péry tiznych velikosti. Statisticky mohou existovat péryesS
velikosti, ovSem siznou pravdpodobnosti. To znamena, Ze v podskatzda molekula e
difundovat pg&s doménu hyaluronanu, ovSeriizmou rychlosti {i stupndn zpomaleni),
zavisejici na jejim hydrodynamickém obejmu [22].

2. 3. 2. Sekundarni a terciarni struktura hyaluronanu v roztoku

Dlouhou dobu byl hyaluronan zkouman pomoci klasickych metod polymerni analyzy
(viskozita, rozptyl svila, ultracentrifugace). Podl&dhto vyzkunti byla strukturaretézci
hyaluronanu v roztoku brana jako ndhodna. Tyto techniky &fé viastnosti celého roztoku,
pramérné pisp&ky velkého mnozstvi molekul, které musi byt intetopvany s odkazem
na teoretické modely. $rhito modely ale nemusi byt vysledky kompatibilnipakud jsou,
nemusi to dokazovat postulatyrito modelm nalezejici.

V tomto pipadéma velky vyznam molekularni pochopenjak&ho biologického jevu, coz
znamena, Z&im je systém nahodjgi, tim méndnformaci obsahuje. Futikost biologického
materialu byla dosazena zredukovanim nahodnosti (entropie), ziskanim vice informaci
a dosazenim permanentnich a reprodukovatelnychi.tiavic, pokud spolu fgké slozky
systému reaguji, velké mnozstvi entropie je ztraceno. Timpadem, interakce v nahodném
systém jsou slabSi a méspecifické. Z tohoto w/odu se z&alo zkoumat, jestli hyaluronan
v roztoku nezaujima fgké preferované stavy.

Retézce hyaluronanu obsahuji dwazby. Vazby tvdti glukézovy kruh jsou po#mng
pevné a tyto kruhy tak maiji staly tvar. Oproti tomu glykosidicka vazba obsahuje kyslik, ktery
je dvéma vazbami ppojen na dvérizné sacharidové jednotky. Substituentiippjene
ke kon@&m téchto vazeb mohou rotovat az o 36Q%kaliv pocitacové a molekularni
modelovani ukazuje, Ze sacharidové jednotky nemohou zaujimat vSechny mozné konfigurace
v rozsahu 360°, protoZe se mohou jedna druhé dostat do cesty, pohou zabirat kelik
moznych konfiguraci na kazdémustku. Pokud pogt moznych konfiguraci na jednom
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mustku vynasobime pgtem nustkd molekuly, dostdvame obrovské mnoZstizngch
konfiguraci. Vypada to tedy nahagrale neni.

Prvni znamka, Ze hyaluronan preferuje ugganou strukturu v roztoku, je to, Ze nepodléha
iodistanové oxidaci (Obr. 3), zatimco ostatni podobné struktury byly lehce degradovany.
Molekularni modely v kombinaci s vlaknovym rentgenem o malém rozliSeni ukazaly
na pitomnost vodikoveé vazby v hyaluronana [21]. NMR potvrdila mySlenku o aslamiosti
hyaluronanu v roztoku (Obr. 3). Bylo zj&to, Z2e kazda disacharidova jednotka je o 180°
pootocena vzhledem k ptichozi a po dvou atiach se dosahuje pavodni orientace — dvojité
Sroubovice (two-fold helix) Voda hraje dileZitou roli gtabilizaci této struktury [23].

Tato stuzce podobna struktura ukazuje mirné eaiofak v rovinné projekci, takip
stoupani (Obr. 4) coz je dulezitéipiysvétleni pro¢ molekuly hyaluronanu tvorduplexy
samy se sebou.

d) -~ 0=, /CH:&
} " ﬂ
D—B CH?CIH
""" HO ___47\-._ — \77———.___
1 _03 .....
CH:DH
x
r“‘l CH3
h) e o CHa U"\-\-\. s
GHEOH
""" e JT:‘T N
]
m
OH /NH CHzOH
o=
o |'+ ﬂ”r‘ﬁ
G2 N2 G1 N1

Obr. 3 Tetrasacharid z hyaluronanovéh@tezce obsahujici @vdisacharidové opakujici
se jednotky v preferovaném uspdani ve vodné roztoku. G je glukuronat, N je
N-acetylglukosamin. Téované cary znai vodikové vazby. V nevodném
rozpousidle je vodny mistek mezi N2 a G1 (b) nahrazerirpou vodikovou vazbou
(@). G1 a N1 disacharidy jsou pootmy o 180°oproti G2 a N2 disacharidim,
coZ ma za nasledek dvojitou Sroubovici. Sipky Zzmdsta odolna iodistanové oxidaci
[21]

2. 3. 3. Hydrofobni oblasti v hyaluronanu

Vyznam této sekundarni struktury se stal j@n&dyZz bylo zaznamenano, Ze hyaluronan
v dvojité Sroubovici ma vnsi hydrofobni domény, skladajici se asi z osmi @dnptek
piiblizn¢ stejné velikosti jako oktanova kyselina. To znameb@ hyaluronan ve svoji
struktuie obsahuje jak vysoce hydrofilni material, tak hyolboi domény charakteristické
napi pro lipidy, je tedy amfifilni.

Tyto hydrofobni oblasti maji dalekosahlé dusledky pro molekuly ve vodnémigutost
Hydrofobni molekuly se shlukuji ve vo#iésolE, tim redukuji velikost povrchu interagujiciho
svodou. Tento mechanismusdi vznik membran a [Epiva nap. ke stabili¢ struktury
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dvousroubovice DNA. Pro popis tohoto jevu se preferuje spiSe pojem hydrofobni interakce,
nez hydrofobni vazba, protoZze Zadna opravdova vazba seirjéto

Obr. 4 Rovinna (1) a prostorova (2) pivécova projekce molekuly hyaluronanu. Dusikové
atomy jsou znazormg jako modré kruhy2[1]

2. 3. 4. Hyaluronanové s&

Hydrofobni interakce mezi hydrofobnimi doménami hyaluronanu také zpusobuiji,
Zze molekuly hyaluronanu mohou agregovat mezi sebou [24], [25]. Rovinna a ,paskova“
sekundarni struktura ma velmi zajimavé vlastnosti. §ksny pasky jsou stejné (identicke),
ale jedna strana paskyt v op&ném poadi nez druhd, tzn., jsou antiparalelnisi2dkem
tohoto uspaddani je to, Ze obs&trany jsou schopny interagovat steji@n. co je mozneé
na jedné strahpasky, je mozné i na druhé.

Elektrostaticka repulze, kterd by podporovala disociaci, je oastingjen hydrofobnimi
interakcemi, ale také vodikovymi vazbami mezi acetamidovymi a karboxylovymi skupinami.
Tyto interakce jsou velmi kratkého dosahu a vyzaduji tak velkou komplementaritu
mezi dvéna zuastndhiymi molekulami. Této komplementarity je nejsnazeamuto mezi
molekulami hyaluronanu, které jsou antiparalelni (Obr. 5) [26].

13



=hydrophobic
patch

vy

Obr. 5 A, resp. B prostorova, resp. planarni struktura molekuly hyalurondewenéjsou
vyzna&ny hydrofobni domény. Kruhy reprezentuji acetandéidekupiny actverce
nad karboxylové skupiny. C je schéma mozného parawéai d¢ma molekulami
hyaluronanu [26]

2. 2. Amfifilni molekuly

Terminamfifilni byl poprvé pouzit Paulem Winsoremepipadesati lety. Je to sloZenina
dvou feckych slovamphi znamena dvojity, z obou stran nebo okolphdos zn&i piatelstvi
nebo afinitu [27].

Amfifilni latka vykazuje dvojitou afinitu, kterd z fyzikaln&€hemického hlediska Ize
charakterizovat jako polarni — nepolérni dualita. Typick& amfifilni molekula se sklada ze dvou
casti: na jedné stramia polarni skupinu obsahujici heteroatomy jako @, 3N, zabudované
do funkdich skupin jako jsou alkoholy, thioly, estery, ethe&kyseliny, sulfaty, fosfonaty aj.
Na druhé stran&e nachazi nepolarni skupina, coz je obedtevodikovyrettzec alkylového
nebo alkylbenzenového typu, kdy s atomy halogeni nebo dokoncekoléka atomy
neionizovaného kysliku.

Polarnic¢ast vykazuje silnou afinitu pro polarni rozpaiaa, jako je napivoda, a je&asto
nazyvanacasti hydrofilni. Apolarniast se nazyva hydrofobni, nebo takeé lipofilni. Oja t
pojmy maji koeny vrecting, kde phobos znamena strach Bpos mastny. Na Obr. 6 je
znazornda amfifiini molekula, ktera sefasto pouziva wviznych Samponech, je to
dodecylsulfat sodny,iemz ve sloZzeni Sampodnu byva uveden jako sodium lauryl sulfate.
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Obr. 6 Dodecyl sulfat sodny

2.2.1. Povrcho¥ aktivni latky versus surfaktanty

Vzhledem k jejich afinit, amfifilni molekuly se ,neciti dole¥ v Zadném rozpoustle,
polarnim ¢i nepolarnim, protoZze vzdy obsahuji jednu skupinter& nesnasi prasdi
rozpoustdla. To je hlavnim davodem, pravaji amfifilni molekuly silnou tendenci migrovat
na povrch nebo mezifazové rozhrani a orientovat se tak, aby polarni skupifgvaiyn
do vody a nepolarni skupiny ven z vody, eventu@aepolarniho progdi. Termin povrch
v tomto pifpadé znamena rozhrani mezi kondenzovanou fazi a plynamiemz termin
mezifdzoveé rozhrani znamend hranici mezirdacgkondenzovanymi fazemi [28].

Termin surfaktant pochazi z arigiiny, je to zkratka pro ,surface—activ—agent”, a mena
latku, vykazujici povrchovou nebo mezifadzovou aktivitu. Na tomtoénjéstieba zduraznit,
Ze ne vSechny amfifily se chovaji timto zpusobem. Aktivni v tomt@rgnjsou pouze
molekuly s vice¢i mén¢ vyrovnanymi hydrofobnimi a hydrofilnimi tendencerfokud je
molekula z v&&iny hydrofobni, #stava v hydrofobnim rozpougsiie a nema tendenci
migrovat na rozhrani.

Vjinych jazycich termin surfaktant neexistuje, pouzivd se pojmenovani tensioactif
(francouzstina) nebo tenzid méina), coZ obecn&namena latku sniZujici povrchové napé
Amfifilni molekuly ovSem maji fadu jinych vlastnosti nez jen snizovani povrchoveygti
a proto jsowasto nazyvany (i pouzivany) jako: mydla, sedla, dispersanty, emulsifikatory,
pénidla, baktericidy, antistatick&inidla, korozni inhibitory atd...[29]. Bkteré amfifilni
molekuly jsou zndmy podle struktury, kterou jsou schopnyittvigou to napi membrany,
mikroemulze, kapalné krystaly, lipozomy, vesikly nebo gely.

2. 2. 2. Klasifikace surfaktanfi

Z pramyslového hlediska jsou surfaktantgsto @&leny podle zpasobu pouZiti. Toto ld#i
neni pilis vhodné, nebb mnoho surfaktarit ma n&kolik zpusobu pouZiti a jejich klasifikace
podle nich tak mZe byt ponkud matouci.

Nejvice akceptovany a také nejvicedeéky zpusob deni surfaktani je podle jejich
disociace ve vo&l Na Obr. 7 jsou znazorny molekuly surfaktarit typické pro kazdou
skupinu.

2.2.2.1. Aniontové surfaktanty

Aniontové surfaktanty jsou disociovany ve vodd amfifilni aniont a na kationt, coz je
obvykle alkalicky kov jako N§ K*, nebo kvartérni dusik. Jsou to nejvice pouzivané
surfaktanty, zahrnuji g¥lizné 60 % svéove produkce [30], [31].

2. 2. 2. 2. Neionogenni surfaktanty

Neionogenni surfaktanty jsou v podilu produkce hned za aniontovymi, &goi45 %
svétové produkce tenzidi. Nejsou disociovany ve vagadtoze jejich hydrofilni skupina je
nedisocigniho typu jako napt fenol, ether, ester nebo amid. Velké mnozstdhtd
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neionogennich surfaktahte pievedeno na hydrofilni ibmnosti PEGrettzce, ktery byl
ziskan polykondenzaci etylen oxidu. Nazyvaji se polyetoxylované neionogenni surfaktanty.

V poslednich deseti letech byly trhuedstaveny glykosidické polarni skupiny, divodem
byla jejich nizka toxicita. Jako lipofilni skupiny v tomtoijmétdé byly piitomny negast;i
akyly nebo alkylbenzeny, ty prvni pochazely z mastnych kyselimogiiho pavodu [32].

O HyC,  COO
Ci1oH 35@5—O_Na+
(IZI} Kyselina abietova

- Dodecylbenzensulfonat sodny

CH3,
H,C-0 .
> P-C14Hog CH(CHy),
H;C-0 I
O
Dimethylether T
tetradecylfosforené kyseliny CsH 17@ O{CHE C'HE O}HH
Cy1Hyg —ilflf—I‘IC—CH »CH, Polyethoxylovany oktylfenol
Lauryl monoethanol CH_OH
e
CH>-O0C-R' .
[ R-C-O OH
(IZH—DH
CH, HO OH
, , Sorbitan monoester
Diglycerid
CroHos
I L CI°
O
| o ™~ CphHss
CH,-CH,-COOH - -
Dodecyl betain N-Dodecylpyridinium chlorid

Obr. 7 Nejznamg|Si surfaktanty

2. 2. 2. 3. Kationtové surfaktanty
Kationtové surfaktanty jsou disociovany ve ¥aah amfifilni kationt a aniont, n&stji
halogen. Velké mnoZstvi¢thto latek odpovida sloatiindam dusiku, jako soli mastnych
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kyselin a kvartérni amoniové soli s jednim nelkatika dlouhymiretézci alkylového typu,
¢asto pochazejicim z ipddnich mastnych kyselin.

Tyto surfaktanty jsou obeéndrazSi neZz aniontové, kvili nutnosti velkého tlaku
hydrogenace pijejich syntéze. Dsledkem toho jsou pouZzivany pouze ve dvolpgmech,
nabitd latka, ktera se adsorbuje na negativiabity substrat a zajigje antistaticky
a hydrofobni efekt &sto velkého koméniho pouZiti, napijako inhibitor koroze [33].

2.2.2. 4. Zwitteriontové surfaktanty

Jestlize molekula surfaktantu vykazuje jak aniontové, tak kationové disociace, je nazyvana
amfoterni nebo zwitteriontova. To jerfipad fedevSim syntetickych produktjako jsou
betainy nebo sulfobetainy &podnich latek, napaminokyselin a fosfolipidu.

Nekteré amfoterni tenzidy nejsou citlivé na pH, zatnostatni jsou kationové ipiizkém
pH, aniontové pivysokém pH a amfoterniho charakteru peutralnim pH. Amfoterni
surfaktanty jsou obvykle drahé a jejich pouziti je tedy limitovano na velmi specialni aplikace,
jako napt v kosmetice, kde se vyuziva jejich biologické katility a velmi nizkeé toxicity.

2.2.2.5. Polymerni surfaktanty

V poslednich #iech dekadach byla @dstavena novéiitla povrchové aktivnich latek,
polymerni surfaktanty, nebo povrchowktivni polymery. Jsou to latky vznikajici asociaci
jedné nebo vice makromolekularnich struktur, které vykazuji hydrofilni nebo lipofilni
chovani. Asociaci tvérstruktury separovanych bloka nebo roubovanych polymBgzné
se pouzivaji napi v kosmetice, potravidigtvi, v natrech nebo jako aditiva v ropném
pramyslu.

2.2.3. Micely

Mezi dalSi vyznamné vlastnosti tenzidu fipatchopnost agregovat ve vodnych roztocich,
agregaty se nazyvajnicely Formovani micel, neboli micelizace je alternativni mechanismus
adsorpce na mezifdzovém rozhrarii. Ricelizaci dochazi k uspadani molekul tenzidu tak,
aby jejich hydrofobni¢asti nebyly v kontaktu s vodou, tim se bmhiZuje volna energie
systému. V micelach jsou molekuly tenzida organizovany tak, Ze hydrofilni polarni hlava
je na povrchu agregatu a hydrofobni nepolarni chvost jefuagriegatu. Celad micela je tak
ve vodé rozpustna a v jejim hydrofobnim j&dise mohou rozpustit sleeriny ve vod
nerozpustne.

Schematicka struktura micely je znazarada Obr. 9. Micely se tvijiz pii velmi nizkych
koncentracich tenzidu, napi tenzidu CTAB ve vod¢e tato koncentrace ipitizné¢ 1 mM.
Koncentrace, pikteré je povrch nasycen molekulami tenzidu a wakaz dochazi k tvorbé
micel, se nazyva kriticka micelarni koncentrace, neboli CMC a je lexid#& charakteristika
tenzidu.

2.2. 4. Cetylrimethylamonium bromid

Cetyltrimethylamonium bromid, hexadecyltrimetylamonium bromid, cetrimonium bromid,
CTAB, to vSechno jsou nazvy pro jednu strukturu, ktera je znazamg Obr. 8. Tato latka je
kationovy surfaktant. Slouzi nagako pufr k extrakci DNA [34], [35], [36]. PouZise také
k piipravé zlatych nanoéstic [37]. Je to bila, praskovita latka bez zapadbudrazdiva, zdravi
Skodliva a nebezgea pro zZivotni prosedi. Laboratorn&e vyuziva k modelovani interakci
mezi kationovymi surfaktanty a zap@rmabitymi polyelektrolyty, jako je naphyaluronan.

17



Tyto interakce se intenzi¥rzkoumaji z divodu potencionalniho vyuZiti tohoto sytému jako
nosice — pedevsim hydrofobnich —d& (viz sou@sny stavésSené problematiky).

+
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Obr. 8 Kationtovy surfaktant CTAB
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Obr. 9 Struktura micely

2. 2. 3. Vyroba a pouziti surfaktant

Svétova produkce mydel, detergérd jinych surfaktarit byla zhruba 18 miliont tun v roce
1970, 25 miliont tun vroce 1990 a 40 miliona tun v roce 2000. Zhruba 25 % z tohoto
mnoZzstvi pak gpada na severoamericky trh a 25 % na trh evrop38¥ [

Kvalitativni vyvoj trhu v poslednich 50 letech je velmi vyznamny. iNapgoce 1940 byla
hlavni svdova produkce surfaktaintzantifena hlavnéna mydla, jeji objem byl 1,6 milionu
tun ron¢. Tato mydla se vyrale velmi zastaralym zptsobem.

Na konci druhé suwevé valky pinesl pamysl zpracovani ropy kratké olefiny, zejména
C2-C3 jako produkt katalytického krakovani. Naa#u 50. let jegt propylen nerdl Zadne
vyuziti, ale etylen z&l byt vyuzivan ve vyrab styrenu. Nizka cena propylenu a moznost
polymerizace do C9-C12-C15 hydrofobnich skupin jz néé¢ala levnou alternativu
k pifirodnim  mastnym  kyselindm. Byly vyvinuty syntetickédetergenty jako
alkylbenzensulfonat a brzy nahradily mydla z¢etaa jinych domacich pouziti [28].

Na za&éatku 60. let mnohdek a jezer, do nichz ustil odpad z velkycksm za&alo byt
pokryto persistentnimigmami, coz vyustilo v ekologické poskozeni, nebenka vrstva pdy
zabraiovala fotosyntéze a rozpoast kysliku. Na viné bylo véveni alkylové skupiny
alkylbenzensulfonatu vyrobeného z propylenu, jehoz polymerizadédsdarkovnikovym
pravidlem. Bylo objeveno, Ze tyto twkené polymery jsou odolné biodegradaci. Nasledkem
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toho vzniknul ve Spojenych statech a v Ewrgrakon zakazujici pouziti alkyfatna bazi
propylenu.

Vyrobci surfaktani museli najit nové materialy k vyrobdinearnich alkylat,
napi polymeraci etylenu. VSechny nové cesty syntézy luybhzSi nez ta pavodni a proto
linearni alkylbenzensulfonaty jsou ddtenejlevndSimi surfaktanty. Tato situace vedla
k vyvinuti jinych typa molekul, které se nyni pouzivaji v Sirokd&produkt.

Krakovani pary v 60. letech (hlavi&ili produkci etylenu jakoZto materialu pro vyrobu
raznych polymei) piispel také k levné dostupnosti etylenoxidu, zakladnvettai jednotky
neionogennich surfaktant

70. léta pinesla vyvin novych formuli, a silny n#t pouziti surfaktaft nejen
v domécnostech, ale i vipnyslu. Neionogenni surfaktanty byly pouZivany v mmoh
produktech, u kterych byla vyZzadovana dobra tolerance k bivalentnim katiokationtove
a amfoterni surfaktanty byly nabizeny kodika tovarnami, &koliv jejich pouZiti bylo
limitovano jejich vysokou cenou

Mezi roky 1980-1990 se trh se surfaktanty stabilizoval s rychlynistém produkce
neionogennich tenzida oproti aniontovym a hl&tedstavenim novych typneionogennich
surfaktanti, nag. alkylpolyglukosidu.

Polymerni surfaktantyasto nejsou povazovany za surfaktanty a neobjeeujesstatis-
tikach, jako napiv tabulce (Tabulka 2). Jejich vyznam ale stalgée;osou souésti mnoha
vyrobku. Jejich podil na swvém trhu v roce 2000 mohl byt kolem 10 % s progykko
polyetoxy-polypropylenoxy blokové kopolymery, ethoxylované a sulfonované pigeky
karboxyethylcelul6za a jiné derivaty polysacharidu... Da sedpokladat, Zze podil jejich
produkce vué celosvdové produkci surfaktafitbude stale wsi.

Tabulka 2 Rozdéeni swtové produkce surfaktaiy roce 199(038]

33% mydel, karboxylati, lignisulfonati:

50% mydla pro domaci uziti
35% jiné kyseliny pro pimysloveé vyuZiti
22% syntetickych detergent, vétSinou sulfonati nebo sulfati
50% domaci uziti (prasky)
17% ropny paimysl
7% betonova aditiva
4% zpracovani ze&d¢lskych a potravingkych produki
3% kosmetika, farmacie

40% neionogennich (ethoxylaty, ethoxysulfonaty)
40% ethoxyalkoholy
20% ethoxylované alkylfenoly
15% mastné kyseliny, estery
10% aminy, amidy

4% kationtové, vésSinou kvartérni ammoniové soli

1% amfoterni, vétSinou betainy a derivaty aminokyselin
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2. 3. Reologie

Reologie je technika studujici deformaci a tok hmoty. Hmot&embyt reologicky
klasifikovana s pouzitim dvouiznych hodnot, viskozity a elasticity. Jednoduchéngelatky
vykazuji ¢isté elastickou odpovédha tlak, energie je v nich uloZena. Jednoduché likgpa
vykazuiji ¢isté viskdzni odpovédna tlak, vSechna energie je disipovana. Kompleapakny
se mohou chovat jak elasticky tak viskoznitka se jim viskoelastické [39], [40].

Viskozita je koloidné¢popsana jako vlastnost kapaliny obsahujici infointadom, jak
snadnékapalina tée. ResngSi definice pouziva dynamickou viskozitu, definowanjako
pon¥r smykového napé o aplikovaného na povrchu smykové rychlogti coz je rychlost
pii které se mini tok [39].

o

= (1)
Yy

Obvykle ngaky mechanicky reometr aplikuje na kapalinu oscilssmykové napé o malé
amplitudeé y(t) = y, sin(at) , kde y, je amplituda a je frekvence oscilace, adih smykovou

deformaci [39], [41]. Smykova deformagge také definovana jakéasovy integral smykové
rychlosti. Jestlize je amplituda ndp&nala, struktura kapaliny neni vyznama&formovana
amaterial Zistdva v rovnovaze, palkago zavisly tlak je linearn&imerny napéi [39]:

0 €)= |G @)singt )+ G" @)cosat)] )
G'(«) je odpoveédve fazi s aplikovanym nagm. Nazyva se elasticky nebo UloZny (storage)
modul a popisuje energii ulozenou v systému, kdyz je aplikovanotinapq«) se nazyva
ztratovy nebo viskdzni modul a popisuje energii disipovanou v kap&ith& je aplikovano
napdi [39], [41]. Komplexni nap&vy modul je definovan:

G’ =G +iG" 3

2. 4. Mikroreologie

Mikroreologie je rodina nedavno vyvinutych metod, které se éagimna studium
mechanickych vlastnosti ¢kkych material na mikronové a submikronové stupnicickdliv
konvekdi reologie vyZaduje relativnéelké mnoZstvi vzorku pro &eni, mikroreologie je
schopna stanovit viskoelatické wéhy pouzitim minima vzorku (¥adu ul). Navic, nefeni
na reometru r&i pouze vlastnosti celého roztoku, zatimco mikravgi@ neii jak lokalni, tak
celkové mechanické vlastnosti.

Mikroreologické techniky jsou roztgny do dvou oblasti, aktivni a pasivni. V aktivni
mikroreologii je pouzito kontrolované zatiZeni, které vyviji lokalni tlak na material a vysledna
deformace je z#tena. Deforméni méfeni jsou pak pouzita na kvantifikaci viskoelasticity
materialu. Obvykle jsou aktivni zatizeni dosazeny pomoci elektrickénagnetického pole
nebo mikromechanickych sil.

Pasivni mikroreologie ovSem zahrnuje pouZziti inertni tepelné energie materialu, ktera
zpasobuje pohyb sondy4stice) ve zkoumaném vzorkRika se ji Brownav pohyb. Totalni
pohyb (nebo difuzegastice ve vzorku e byt znéien a dan do souvislosti s mechanickymi
vlastnostmi systému. &oliv aktivni techniky dovoluji pouzit pro &eni pouze uiity rozsah
frekvenci, pasivni mikroreologie garantuje, Z&eni nezpusobi poskozeni materialu, nebot’
pouzité sily jsou pouze Atlu n&olika pikonewtont. Pasivni mikroreologie je minimalné
invazivni, jestlize pouzitéastice neovliviuji mechanické vlastnosti systému. DalSi vyhodou
pasivni mikroreologie je zjednoduSeni metody a jeji technické uskimie Zatimco aktivni
mikroreologie niiZze vyZadovat sofistikovanou instrumentaci, pasiveiady mohou byt tak
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jednoduché, jako je znani pohybu mikrdastic umistnych nebo uz ptomnych
ve studovaném materialu.

2.4. 1. Casticova mikroreologie

Pasivni mikroreologie i Brownav pohyb¢astic ve vzorku, abychom dostali mechanické
vlastnosti v malém gfitku. Napdi viozené na studovany material pochazi ze stochast
kolize molekul systému kolem sondy. Tato stochasticka koliz&8zgna tepelnou energii
systému, kyT. V ¢asticové mikroreologii jsou maléastice (rozsah asi Imuwaz 100 nm)
vloZzeny do vzorku (materialu). Zi&ena videa Brownova pohylidstic jsou pak nateha
kamerou pipojenou k mikroskopu.

S pomoci specializovaného softwaru, ktery zpracovava obraz, det&atjee a paita
jejich trajektorii, je mozné mapovat pohybgstic se sub-pixelovou @gnosti 10 nm[ 42].
Trajektorie pak mohou byt pouzity pro vymac¢piimérné hladiny posunuti (mean square
displacement, MSDAr? (z) pro kaZzdou jednotlivogastici. Mechanické vlastnosti systému
se pak ziskaji z generalizované Stokes—Einsteinovy rovnice:

_ nkTr
n=——"7 >/
3rm(ar’(r))

kde n je poet dimenzik, Boltzmannova konstantd, je teplota,r je ¢asovy intervala je
polomsr &astic a<Ar2(r)> je ptim&rn& hodnota posunu.

(4)

Casticova mikroreologie vyZaduje material dostatejemny k tomu, aby bylyastice
fizeny pouze tepelnou energii a také material transparentni, aby chgtice vidt
pod mikroskopem. Nfitelny viskoelasticky modul mé rozsah asi|i®a az 1 Pa. Vyhodou
¢asticové mikroreologie je to, zg&stice mohou byt analyzovany individuéla poskytovat
tak lokalni ngtreni, nebo mohou byt zjonérovany a poskytovat tak fpmérné mechanické
vlastnosti heterogenniho materidlu. Byly vyvinuty techniky k mapovéani prostordasoaé
zmeny mechanickych vlastnosti studovaného materialu [43].

Rovnice 4 bude platit #st¢ viskéznich kapalinach, kde MSD poroste lin€arn
na logaritmické stupnicéasového intervalu. Ve vice komplexnich kapalinach tento vztah
nebude fungovat a MSD porostézng, v zavislosti na konstaht:® [44]. Novy nelinearni
vztah miZe byt vyjaden nasledow

<Ar2(r)> or? (5)

Na Obr. 10 jsou znaza¥ny zavislosti proizné konstanty usmnosti. V¢isté visk6znim
materialu jea= 1a MSD roste linedtn Ve viskoelastickém materialu je Oax 1. Visté
elastickém materiélu je= 1.

Komplexni smykovy modul f%e byt vyjaden pomoci MSD Brownova pohybu s pouzitim
generalizované Stokes—Einsteinovy rovnice (rovnice 4). V toniijoag viskozni cast je
vyjadiena jako G™(w) =G, +G,i, kde redlnd slozka je elasticky modul a imaginarni
reprezentuje ztratovy modul. Generalizovana Stokes—Einsteinova rovnice je patengjad
jako:

6w =—— L ©)
naiaﬂu<4|r2(s)>
kde [, je Unilateralni Laplaceova transformace [45].
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Superdifusivni(t = 1)

Difusivni(t = 1)

Subdifusivai(t < 1)

log (ML)

Elasticka rovina (T =0)

log { ¢asovv interval)

Obr. 10 Zavislosti MSD nacasovém intervalu reprezentujiciizné druhy diflze aizna
prostredi [44]
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2. 3. Souésny stav ESené problematiky

Kyselina hyaluronova byla objevena v roce 1&%3tlem Meyerem [46], ktery ji izoloval
z oka hov&iho dobytka. Nachazi se guevSim v kohoutich &bincich, kloubni tekutiné
pupenich $urach, o&ich sklivcich, je pgtomna v extracelularni matrix a v pouzdrech
nékterych patogennich bakterii jako jsdfireptococcusa Pasteurella [47] Je to bila
praskovita latka, silnéhygroskopicka, pusobi jako lubrikant a humektant. Mezi dualezité
vlastnosti kyseliny hyaluronové gatze je to latkadu vlastni — neni tedy cytotoxicka,
imunogenni ani teratogenni a je biodegradabilni. VSechny tyto unikatni vlastnosti vedou
k tomu, Ze hyaluronan gkkyseliny hyaluronoveé, HyA) se pouziva v kosmetitkpnimyslu
(diky svym hydraté&nim vlastnostem), v medicin¥ opthalmochirurgii (napik transplantaci
rohovky), v ortopedii, khojeni ran a ve tk&ém inZenyrstvi. V neposlednfadé
se hyaluronanu vyuziva jako cileného rediiv [48], [49].

Také komplexy hyaluronan—tenzid eplistavuji potencialni nds |&iv, piedevsim
z davodu moznosti rozpustit hydrofobni latku ¢fiéo) v micelach tenzidu a za pomoci
hyaluronanu, ktery vykazuje vysokou afinitu k nadorovym bunkam, jej dopravit ha misto
a¢inku. Volbou snési dvou fiznych hyaluronain o vyraznéodliSné molekulové hmotnosti
bychom byli schopni ®nit a fidit vlastnosti tohoto systému. Je proteba co nejlépe
charakterizovat chovani tohoto systému.

Interakcemi systému hyaluronan/kationaktivni tenzid se podrobakyvali Kyrre
Thalberg a Bjorn Lindman z riznych hledisek. Jeden z prvni¢tanka [50] se zabyva
interakcemi hyaluronanu a kationaktivniho tenzidu typu alkyltrimethylammonium bromid
metodami fazové separace, NMR vlastni difaze, vodivosti a solubilizace barviv. Vysledky
jejich vyzkumu ukazuji, Ze vazani surfaktantu na hyaluronan nastava az pro tenzidy s délkou
fetézce WtSi nez 10 uhlikia. Bkolik pozorovani indikuje vznik micelam podobnym
strukturam adsorbovanym n@tzec polyelektrolytu. Mezi tato pozorovani fhatapikliad
vysoka kooperativita a zavislost délkgtzce tenzidu pivazani na hyaluronan, vazani
protiiontu nebo solubilizéni sila tenzidu navazaného na hyaluronan zdokumanév
rozpusénim hydrofobniho barviva. V titém stupni vazani nejsou tyto agregaty dale
rozpustné a nastava fazova separace. Dvoufazovy region séujpzsi koncentracich
vySSich, nez je CMC daného surfaktanttid&anim velkého nadbytku surfaktantu dochazi
k op&ovnému rozpusghi srazeniny. Toto se @Eproto, Ze systém ugiinosiiuje volné micely
pted micelami navazanymi na hyaluronan.

Déale zkoumali vliv délky uhlikatéhaettzce a molekulové hmotnosti hyaluronanu
na fazové chovani systému [51]. Zji§i, Ze ¢im delSi je uhlikatyetzec surfaktantu typu
alkyltrimethylamonium bromid, tim @i je dvoufazova oblast ve fazovém diagramu. To
se dde v dusledku siln@ich interakci mezi micelami a polymernif@ttzcem, stejngako
v dasledku tvorby mensSich micel surfaktastkratkym uhlikatyniettzcem, nez jsou micely
surfaktanfi s delSim uhlikatym fettzcem. Fazovad separace nenastava v systému
se surfaktanty, které maji kratSi uhlikagkizec nez 10 uhlika, nebalektrostatické interakce
zde jsou pitiS malé. Pondr surfaktantu k hyaluronanu v koncentrované faziatioge oblasti
roviny, tzv., plato, coz indikuje nasyceféttzce hyaluronanu surfaktantem, Pelpbéeni
plata koncentrace surfaktantu je jeho dalSi nadbytek distribuovan réwmomezi dvéfaze.
Molekulova hmotnost hyaluronanu ovliviuje fazovy diagram pouze nepatrné

Stejna skupina se zabyvala se také vlivem soli na systém hyalureaehBZ52]. Zjistili,

Ze nizka koncentrace NaBr vede k redukci dvoufazové oblasti ve fazovém diagramiea po p
kroceni koncentrace 250 mmiol fazova separace nenastavdi prekrodeni koncentrace
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500 mmoll ™ nastava ops fazova separace, je oviem zcela jiného typu netlesta
a zahrnuje rozdeéni systému na roztok s velkou koncentraci polymertoztok s velkou
koncentraci surfaktantu.

Stejni autoi zkoumali vznik gel v systému polyaniontu a op& nabitého surfaktantu
[53]. Polyaniont je vtomto fifad¢ hyaluronan a surfaktanty jsou alkyltrimethylamonium
bromidy. Gely se formuji v jf@b¢hu procesu fazové separace a jsou slozeny jak
z polyelektrolytu, tak ze surfaktantu. VSechny gely zahrnuté v této studii jsou izotropni,
transparentni, kontinualni a obsahuji hydrofobni domény. NMRngi relaxace
N-methylovych a methylenovych protonu je rychlejSi v gelu nez v micelarnim roztokie coz j
zpusobeno vznikem agreggbodobnych micelam v gelu. Vlastni difuze surfakiangelu je
velmi pomald, coz je nasledek vysoké koncentrace obou sloZek v gelu. Micelarni roztoky maji
koeficienty vlastni difize ve stejnéiadu, jako jsou koeficienty vlastni difize surfaktant
v gelech, takze fakt, Ze tvicdigregaty s polymernittettzcem, vlastni difuzi surfaktainipiilis
neovliviuje. Difuze vody do gélje také velmi pomald, coz je dusledekt@innosti vazané
vody.

Interakcemi zaporniabitého polyelektrolytu hyaluronanu sodného (NaHyAkladrg
nabitého iontu surfaktantu tetradecyltrimethylamonium bromidu (TTAB) v fedst
se zvysujici se koncentraci NaCl se zabysa Herslof a spol [54]. Vlastnosti tohoto
systému jsou zkoumany pomocgimni viskozity, povrchového naiéa fazového chovani.
Meéerenim viskozity dochazi k zamg, Ze znény viskozity systému jsou zptisobeny vazanim
micel TTAB na polymer. Pro malé koncentrace TTAB vznikaji asociaty jednoho polymerniho
fettzce ,obalené” kolem jedné nebo vice micel nebo adyegednohocdi vice fetzca
polymeru sdilejicich jednu micelu. Tyto efekty zpuasobuji pokles viskozity roztoku.
Se vzfiistajici koncentraci TTAB z&na byt dostatek volnych micel na to, abyis&zce
mohly roztahnouti ,neagregovat®. To vede k n#stu viskozity v roztoku. Elektrostaticka
povaha &chto interakci je demonstrovana poklesem varéizce na micelu se vistajici
koncentraci NaCl.

Podobny systém zkoumaKazuhiro Fukada a spol [55], kte&i meéti fazové chovani,
viskozitu a dynamicky smykovy modul roztoka NaHyA a dekatrimethylamonium bromidu
(C10TAB) a NaCl. Zjiuji, Ze pt koncentraci GTAB od 0,3 do 0,5 mal'* a koncentraci
NaHyA nad 0,05 ¢-* se systém rozdiie do dvou fazi. Pro roztoky obsahujici nadbytek
CioTAB (nad 0,35 mol™) je hranice meziiediou a polo#edou oblasti ufena n&renim
specifické viskozity za nulového smykového szero—shear specific viscosity data). Poté
srovnavaji vnitni viskozitu a dynamicky smykovy modul roztoka s NaCl a roztoka bez NaCl.
Zjistuji, 7e NaHyA a GoTAB tvoii komplexy v 0,35 mol 'CysTAB, které maji nizkou
vnitini viskozitu a jejichZ velikost nasta se zvysujici se koncentragphTAB. Dale zji uji,
7e pokud je koncentrace NaCl 1 ntdi a polymer se nachazi v potediné oblasti, pak
hustota propletenyclei£zci NaHyA je vySSi v roztoku sgTAB nez v roztoku s NaCl.

Zkoumanim chovani s&si vysokomolekularnich a nizkomolekularnich latekzabyvaji
nasledujici autor Soumya S. Patnaik a Ruth Pachter[56] se ve svéntlanku zabyvaji
misitelnosti a fazovym chovanim &si obsahujicich polymetylmetakrylat (PMMA)

a 4-n—pentyl-4"-kyanobifenyl (5CB), dale methakrylat oligomer a 5CB, a nakonec
methakrylat monomer a 5CB. 5CB je nizkomolekularni kapalny krystal. Misitelnost a fazové
chovani &chto smisi je zkoumano pomoci technik molekularnino modelova slouzi jak

k pochopeni fazového chovani uvedenych binéarniatsisrtak k potvrzeni efektivnosti dané
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metody i studiu misitelnosti binarnich sisi polymeti a molekul s nizkou moléarni
hmotnosti.

Studie vychazi z poznatku, Ze nutnou podminkou pro misitelnost je zaporna volna energie
miseni. V pipad¢ miseni polymeru a tekutého krystalu je tato enemyikvnéna dvma
hlavnimi piisp&vky a to ptsp&kem zizotropniho miSeni a ippivkem z anizotropniho
uspo@dani. Jednou z cest pro popis fazoveho chovanistétsi je tedy kombinace Flory-
Hugginsovy volné energie pro izotropni miseni a Maier-Saupeho volné energie
pro nématickeé uspéatiani.

Za jakékoliv teploty je volna energie nematického uagani vyznamna pouzeipielmi
vysokych koncentracich kapalného krystalu a v§im¢ piipadt dominuje vliv volné energie
izotropniho miseni. Proto v tomtdanku podtaji pouze Flory-Hugginsovu volnou energii
pro izotropni miseni. PréeSeni misitelnosti a fazového chovani vysSe uvedemgtek ji
kombinuji s technikami molekularniho modelovani a pouZzivajindetody.

Prvni metoda — metoda dvou fragmient slouzi k rychlému vyhodnoceni misitelnosti.

V této metodgjsou vypodtany lokalni interakce mezi fragmentem polymerurgaaickou
molekulou a energie miseni je odhadovana pomoci kod@rdotacisel. Nevyhodou této
metody je pordrné obtizna definice jednotlivych koordiérich dsel.

Druha metoda pouziva kohezni energistych slozek odvozené z molekulového
modelovani. Interakni parametr je pak ziskavan z jejich rozdilu. Newgotéto metody je,

Ze je velmi nakladna.

Vysledky dokazuji, Ze s pomoci molekulového modelovani je moZzné teoreticky
predpovidat misitelnost. PIné atomistické modelovaavad nejduvéyhodndsi vysledky,
ovSem pro popis misitelnosti polynidze pouZzit i kombinaciiiznych simulénich technik.

Denny Mahlin a spol [57] zkoumaji pevné s&si polarniho lipidu monooleinu (MO)

a poly(ethylenglykolu) (PEG) otznych molekulovych hmotnostech (1 500, 4 000 a § 000
metodou difereéni skenovaci kalorimetrie (DSC) a rentgenového rgappii malém uhlu
(SAXS).

Vysledky jejich prace ukazuji, Zze PEG o nizSi molekulové hmotnosti je do své struktury
schopen navazat vice MO nez PEG o vysSich molekulovych hmotnostech. PEG 1 500
krystalizuje s pInérozvinutou Sroubovici, kde MO je ipgmno ve vice nez 15 %hm.

Je nejpravdpodobnsi, Zze skladana struktura obsahuje ,vnkemg“ MO. Oproti tomu
stupai skladani u ostatnich PEG roste s rostouci konegnt@®. Rostouci koncentrace MO
také zpasobuje sniZzeni bodu tani u viéchdlymei. Pokud byla fi piipravévzorka pouzita
koncentrace MO \8i nez ta, prkteré byla faze bohata na PEG nasycena, doslaviotgni
dvou riznych fazi MO. Toto neprobihaloigiouziti PEG 8 000 — autioge domnivaiji, Ze je to
zpusobeno malou koncentraci MO v pt&€ni fazi bohaté na PEG. Tento vyzkum |j
e pouzitelny pro dalSi studium fazového chovéani pevnych polymernich matstgh¢jako

v pevnych disperzich pro cilenou distribugiile

Paul Dubin a Peter Tong véuji jednu kapitolu své knihy [58] adsorpci zeésidlouhych
a kratkych rettzca polymefi. V prvni ¢asti kapitoly jsou uvazovany interakce dlouhého
fettzce z N monomér rozpuséného v matrici kratSiclfettzci podobného druhu, ale s P
jednotkami. P riwe byt vrozsahu od 1 do N. Pokud P je rovno Xkdpbdkladame,

Ze monomer je dobrym rozposdtem pro zkoumany dlouhketzec. V tom pipadé tento
fettzec nabotna. V ogaém pifpac, kdyZz P~ N je systém podobny taveninde také
zajimavé uvazovat situaci, ktera nastava, pokud délka jednotky P v matricinérnem
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V druhé ¢asti kapitoly jefeSena adsorpce z roztoku polymeru rozmé$io v dobrém
rozpoustdle. Redpokladem je, Ze povrch je nepropustny a pouzecmiitazlivy pro mono-
mery. Pak je volna energie systému dariaiptkem monoméir dlouhéhoretézce na povrchu.
Bylo diskutovano nkolik piipadi. Pokud je polymer zcela rozpimst, pak nejzajimaysi
oblasti je tzv. plato, kdy je povrch nasycen. Koncemtirgrofil zahrnuje — se zohledmin
centralnich a proximalnich zon igmnych v jednoduchém rozpoédke — idealni oblast
v bezprogstedni blizkosti povrchu, jejiz #&a zavisi na struktef rozpoustdia.
V polorozpu&tnych oblastech je dlouhyiettzec lokalizovan v blizkosti povrchu
pro koncentrace mensi nez.@Pro koncentrace mezi;G G se formuji velké sniky
dlouhéhoietzce, dokonce i i@sto, Ze ¥tSina adsorbovanyctettzci zustava v adsokmi

vrstvé se Stkou D. V koncentracich menSich nez j& koncentrace monomemna povrchu
1

umérné N, zatimco v koncentracich nag j€ tato koncentrace (ifméa N2. Dlouhé smyky
se rozstuji k polon®ru fetézce a obsahuji koriry zlomek adsorbované hmoty. Kvili vlivu
adheznich sil oblast mezi koncentracemialG, odpovida pipadu, kdy dlouhyettzec ma N
monomefi na povrchu je na m¢ dobk zakotveny. Rozsahlé stky dlouhéhoietzce

se tvoit pfedevSim pgikoncentraci nad £ v tomto pfpad¢ je ale na povrchu adsorbovano
1

pouze N2 monomet. Toto vede k rovnovaze mezntito protikladnymi vlastnostmi, jako je
zejména roz$ovani dlouhych sntyek a velmi dobra adheze.

N. Berriaud a spol. studuji ve svénglanku [59] smykovy tok roztokd hyaluronanu
pripravenych ze s#si hyaluronanid o tznych molekulovych hmotnostech. Studie byla
provedena s pouzitim p&omernich hyaluronaf sodnych (HyA-1 az HyA-5). Sési téchto
hyaluronané byly nejprve rozpusty v roztoku 0,1 mel™*NaCl, aby byly eliminovany
elektroviskozitni efekty a poté byly stejné experimenty provedernytqiélni iontovée
koncentraci G odpovidajici 5d¢* a 10 g™ roztoku hyaluronanu ve vodd/e vsech
roztocich je zkouman smykovy tok, umit viskozita a molekulova hmotnost. U vSech vzorku
je matematicky stanovena specificka viskozita a tato je porovnana s experimeisiémou
hodnotou. Rozdily experimentaln&a matematicky ziskanych specifickych viskozit
nepiesahuji 5 %. Vysledky jejich vyzkumu prezentuji skobst, Zze roztoky sési dvou
hyaluronania o iznych molekulovych hmotnostech maji reologické cimbvékvivalentni
k roztokam jednotlivycheistych hyaluronani. Teoretickd hodnota tmitviskozity mize byt
odhadnuta na zakladdasického aditivniho pravidla.iiPnizkych iontovych silach musi byt
pouZzito izoionické&edei k meteni viskozity jednotlivych vzorka a k naslednému odhadovani
vnitini viskozity sndsi.

Viskozita — za dané teploty a iontové sily — je v prvni aproximaci funlkeirpiového
parametru Cf] jak pro samotné hyaluronany, tak i pro jejichésmJe tedy mozné s pémme
dobrou pe&snosti pgdvidat viskozitu roztoka sési pro utitou koncentraci polymeru
pro kteroukoliv iontovou silu.
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3 MATERIALY A METODY

3.1. Materialy
Hyaluronan

Tenzidy

Hydrofobni barvivo

Rozpou&tdla

Ostatni

HyA M,=17 kDa, CPN spol. s. r. 0., Sarze 190908-E1
HyA M,,=73 kDa, CPN spol. s. r. 0., Sarze 071207-P1
HyA M,,=300 kDa, CPN spol. s. r. 0., Sarze 160708-E1
HyA M,,=806 kDa, CPN spol. s. r. 0., Sarze 211341
HyA M,,=1800 kDa, CPN spol. s. r. 0., Sarze 211180
HyA M,,=1,46 MDa, CPN spol. s. r. 0., Sarze 141008-E1

TWEEN 20, Polyethylene glycol sorbitan monolaurate, CAS:
9005-64-5, Sigma, Ultra 89,0 %, Sarze 087K01981
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CTAB, cetyltrimethylammonium bromide, CAS: 57-09-0, Sigma
Aldrich Chemie GmbH, Ultra 99,0 % Sarze 52365
CH, Br

H,C—(CH,),s—N—CH,

CH,

Sudanowerver G, CAS: 1229-55-6, Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Sarze 17373

OH CH
O Df" 3
_ﬂ:..;:'f

Mili-Q voda (Milipore Academic)
aceton, Penta, 99,5 %, Sarze 1302030210

NacCl, chlorid sodny, CAS: 7647-14-5, Merci s.r.o., 99,9 %
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3. 2. Metody
3.2.1. Riprava vzorki

3.2.1.1. Pozorovani interakce samotné nizkomolekularni HyA s tenzidem

Byl pripraven zasobni roztok HyA 17 kDa o koncentraci 5. Ze zasobniho roztoku
barviva pipraveného v fedchozim experimentu bylo pipetovano do vialek t@kmnozstvi,
aby po odpieni €kavého rozpoustla byla vyslednd koncentrace ve zkoumaném vzorku
0 objemu 5 cri®® fadové10® mol dm?. Tekava latka byla odgana.

Po odpaeni rozpou&tdla byl do vialek pipetovan zasobni roztok CTAB vad¥ resp.
v NaCl. Rozsah koncentraci CTAB byl volen od 0 do 0,1dnof CTAB. Vialky byly
umisgny do ultrazvukové lazna to po dobu 15 min aigeplot 30°C, aby doSlo k dikladné
solubilizaci barviva. Poté byly vzorky doplny vodou, resp. roztokem NaCl tak, aby
vysledny objem vzorku po mani konstantniho objemu zdsobniho roztoku HyA D@ byl
5 cm®. Nakonec byl plan konstantni objem zasobniho roztoku HyA 17 kBf, taby
vysledna koncentrace HyA 17 kDa ve vzorku byla 07.g Namichané vzorky byly
ponechany s noc naiepace a nasledujici den byly vyfotografovany.

3.2.1.2. Pozorovani interakci gfsi HyA s tenzidy

Nejprve byly namichany z&sobni roztoky é&inhyaluronania. Pro namichani &hnbyla
vzdy pouzita HyA o molekulové hmotnosti 1,46 MDa, ktera byla zkombinovana s jednou
z pdi jinych molekulovych hmotnosti hyaluronanu dzném pondru. Jako druhd sloZzka
smési s HyA 1,46 MDa byly voleny tyto molekulové hmostioHyA: 17 kDa, 73 kDa,
300 kDa, 806 kDa a 1800 kDa. 8snhyaluronafi byly namichany v hmotnostnich pérach
70:30, 50:50 a 30:70 (druhésto vzdy udava posn HyA 1,46 MDa ve sr&si).

Postup namichani zasobnich roztoki¢simHyA byl nésledovny: byly navazeny slozky
smési v piislusném porru, doplnéy vodou, ponechany michat na magnetické ntimna
nejmén¢ 12 hod. a doplmdy na pfslusny objem. Celkova koncentraceésinHyA ve vSech
zésobnich roztocich byla 5 g-&m

Dale byly namichany zasobni roztoky tenzida. Prpraiu vzorkt byly pouZzity dva
zasobni roztoky CTAB ve vado koncentraci 20 mmol-dfha 200 mmol-dii. Zasobni
roztok barviva byl gpraven tak, Ze pglusné mnoZzstvi Sudanovérvenébylo rozpu&tno
v acetonu tak, aby vysledna koncentrace zasobniho roztokuéudss 10 *mol-dm?. Jako
posledni byl namichan nasyceny roztok NaCl o koncentraci 5,4 nidlroapusénim
prebyt&ného mnozstvi NaCl ve vodé

Postup pipravy vzorku je stejny ve vSechipédech: nejprve byl do vialek napipetovan
zasobni roztok barviva kavém rozpousgtlile tak, aby vyslednd koncentrace barviva
ve vzorkuginila 10°° mol-dm®. Aceton byl ponechan se odjtaPo odp#eni rozpousidla byl
do vialek napipetovan zasobni roztok CTAB v poZzadovaném mnozstvi. Rozsah koncentraci
CTAB ve vzorcich byl volen mezi 0 mol-dim 0,08 mol-dni a v koncentrani fads CTAB
bylo celkem sedm vzorki. K vzorkaim byla doph& voda tak, aby kokdery objem vzorku
po piidani vdech sloZekinil 5 cm®. Vzorky byly ponoény do ultrazvukové laznpo dobu
15 min pi teplo& 30°C, aby doslo k solubilizaci barviva.

Naslednébylo ke kazdému vzorku iano poZzadované mnozstvi nasyceného roztoku NacCl
tak, aby jejich iontova sila byla v rozmezi 0 mol-dmz 0,15 mol-diM. KaZdy vzorek
v koncentrani fadé CTAB se liSil iontovou silou, tedy sedniiznych koncentraci CTAB,

z nichZz kazda ®la ctyii rizné iontové sily, tvalo experiment o 28 vzorcich.
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Nakonec bylo do vSech vzdrkapipetovano konstantni mnozstvi zasobniho rozsokisi
HyA tak, aby po doplndi vzorka na celkovy objem 5 chibyla koncentrace sfsi ve vzorku
1g-dm>. Vzorky byly umistny na tepaku a ponechany interagovat nejmém2 hod.
Nasledujiciho dne byly popsany a vyfotografovanyigpa).

3.2.1.3. Pozorovani interakci bez&giho mechanického zasahu

Postup pipravy vzorki je stejny jako v oddile 3. 2. 1. 1. s tim rozdilzenyzorky byly
namichany do zkumavky a ponechany interagovat bez mechanického zasaltep@iky t
aultrazvuku) Nésledujici den byly vyfotografovany.

3.2.1.4. VysuSovani, rehydratovani a ¥sani vzorkii

Vzorky z pedchoziho experimentu s rostouci koncentraci CTAR@ici se iontovou silou
byly vysu$eny v susarnpii 50°C a nasledn& nim bylo gidano 5 cm vody. Koncentrace
CTAB ve vzorcich byla vrozmezi od 0 do 80 mmoldimontova sila vrozmezi
od 0 mol-dm’do 0,15 mol-di? a sn&s hyaluronanéi o molekulovych hmotnostech73 kDa
a 1,46 MDa ve vzorcich byla v pamu 30:70. Vzorky byly ponechany 3 hodiny v klidu,
naslednébyly vyfotografovany a bylo zapsano pozorovani.

Druha fada vzorki z mdchoziho experimentu, ve které byl gonsmeési hyaluronani
o molekulovych hmotnostech 73 kDa a 1,46 MDa 50:50, byla pouZita pro pozorovémi zm
ve vzorcich ptjejich zahivani. Vzorky byly zahéty az na teplotu 100°C, poté 10 min
vareny. Vysledné pozorovani bylo zapsano a vyfotogi@iov

3.2.1.5. Mieni velikosti &stic

Pro vytvoreni modelové fady vzorka byly pouzity zasobni roztoky zegihozich
experimenti. Byl to zasobni roztok s&si hyaluronani o molekulovych hmotnostech
1,46 MDa a 17 kDa v po#nu 30:70, déle zasobni roztok CTAB o koncentraci
20 mmol-dm®a 100 nmol-diT ve vodsa také nasyceny roztok NaCl.

Do vialek bylo napipetovano pozadované mnozstvi zasobniho roztoku CTAB, poté byly
dopindy vodou tak, aby vysledny objem vzorku (pédghi sngsi hyaluronanafinil 5 cm®.
Vzorky byly umisény do ultrazvukoveé 1aznpo dobu 15 min piteplo& 30°C. lontova sila
vzorku byla upravena fdavkem nasyceného roztoku NaCl. Poté byl do vzqukdan
konstantni objem sé#si hyaluronanu tak, aby jeji vysledna koncentrace ve vzorku byla
1 g-dm*. Koncentrace CTAB byla v rozmezi od 0 do 80 mmoldiantova sila v rozmezi
od 0 do 0,15 mol-di.

Vzorky byly pies noc ponechany naepace, nasledujici den zfiltrovanygs filtracni papir
azmeieny na pistroji Zetasizer Nano ZS od firmy Malvern.¢kéna byla velikosgastic
ve vzorku.

3.2.1.6. Vliv pipravy na velikost a vzhledaétic ve vzorcich
S pouzitim pgdem namichanych zasobnich roztoka byipraveny 4 modelovéady pro po-
souzeni vlivu pipravy vzorka na vzhled a velikogastic, které se ve vzorcich tvolNejprve
byl namichan roztok s#si hyaluronani o molekulovych hmotnostech 1,46 MDa a 17 kDa
v pomeru 50:50 o celkové koncentraci 5 g-dmByla navaZena poZadovana mnoZstvi obou
hyaluronani, zalita vodou a ponechana michas pioc. Nasledujici den byl roztok dopiné
na pozadovany objem. Taktoiptaveny roztok byl pouZzit pro fagravu dvou modelovyctad
vzorka.

Pro @ipravu zbyvajicich dvourad byl pouzit roztok vznikly smichanim roztokua
hyaluronani o molekulovych hmotnostech 1,46 MDa a 17 kDa wporB0:50 tak, aby
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celkova koncentrace sfsi hyaluronani byla 5 g-drh Jednotlivé roztoky byly navaZzeny
predchozi den, ponechany michaeg noc a poté doplny na pozadovany objem. $m
roztoka byla ponechana michat magnetickym michadlem 15tminu

Vzorky byly pipraveny dema zptusoby. Prvni zpasob: nejprve byla do vialek
napipetovana Sudanovéervar tak, aby jeji vysledna koncentrace ve vzorcich byla
10°° mol-dm*. Rozpoustdlo bylo ponech&no se odijta Poté bylo do vzorkii napipetovano
pozadované mnozstvi zasobniho roztoku CTAB. Vzorky byly wmystio ultrazvukové lazn
zahiaté na 30°C po dobu 15 min. Poté byly dépinvodou tak, aby kor@y objem vzorku
po piidani sn&si hyaluronanigcinil 5cm’. lontova sila vzorkia byla upravenaigénim
nasyceného roztoku NaCl. Nakonec byla do vzorka napipetovaés syaluronanu tak, aby
jeji kon&na koncentrace ve vzorcich byla 1 g-dnDruhy zpiasob gpravy se lisil pouze tim,
Ze vzorky byly umisiny do ultrazvukové laznaz po pidani vody.

Takto pipravené vzorky byly umishy pres noc naiepaku, nasledujici den popsany
avyfotografovany.

3.2.1.7. Reologickéa #teni

Ze zasobnich roztoki sfsi hyaluronani vizném pondru namichanych vigpdchozich
experimentech byly fpraveny vzorky. Ze zasobniho roztoku é&sin hyaluronanu
o molekulové hmotnosti 17 kDa a 1,46 MDa v gom 70:30 byly namichany vzorky
srostouci iontovou silou.

Nejprve byla do vialek napipetovana voda tak, aby pdapf uteného mnozstvi sési
hyaluronanii byl vysledny objem ve vialce 5%mRoté byla upravena iontova sila ve vzorcich
pridanim nasyceného roztoku NaCl. Nakonec byl@aio poZzadované mnoZstvi &n
hyaluronanii tak, aby koncentrace tétossimve vzorku o objemu 5 cimbyla 1 g-dr’.
lontova sila byla v rozmezi od 0 do 0,15 mol-8m

Dale byly pipraveny vzorky obsahujici vSechny &nhyaluronani pouzité v této praci.
Tyto vzorky byly namichany pouze s vodou. Koncentrace pouZzityeélsisnkazdém vzorku
byla 1 g-dm®.

Pro porovnani vlivu zptsobu ipravy na viskozitu vzorku bylijpraven vzorek obsahujici
smés hyaluronanio molekulové hmotnosti 17 kDa a 1,46 MDa v gom70:30 o koncentraci
1g-T ve vzorku o objemu 5 cinZpusob pipravy byl nasledovny: nejprve byly namichany
zasobni roztoky obou hyaluronani o koncentraci 5 dté byly tyto roztoky smichany
v pongru 70:30 a michany 15 min. Do vialky byla nejprvepipatovana voda tak, aby
po pidani uteného mnoZstvi sési hyaluronai byl vysledny objem ve vialce 5 émPoté
byl piidan objem pipravené smssi hyaluronanipotebny k dosahnuti koncentrace 1 g=@im
ve vzorku.

U vSech takto ppravenych vzorki byla z#tena viskozita.

3. 2. 1. 8. Mikroreologicka r¥*eni

Mikroreologicka ngfeni byla provedena na vSech &sich HyA pouzitych v této praci.
Vzorky byly namichany nasledovndo vialek byla napipetovana voda tak, aby pioldfi
smési HyA a doplnai vzorku na objem 5 cirbyla koncentrace s¥si 1 g-I. Poté byl pdan
konstantni objem zasobniho roztokuésm Ke vSem vzorkim bylafmana kapka roztoku
mikroc¢astic o velikosti 1 m a vzorky byly diladn¢ promichany na Vortexu. U takto
piipravenych vzorkua byla viskozita ¢égna mikroreologicky.
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3. 2. 2. Méeni a vyhodnoceni dat

3.2.2.1. Mieni velikosti &stic

Velikost ¢astic ve vzorcich byla stanovovana pomodgstpfe Zetasizer Nano ZS od firmy
Malvern metodou dynamického rozptylu 8&fDLS). Principem réfeni je sledovani
fluktuaci intenzity rozptyleného s& vzorkem. Jako zdroj stla je pouzit He—Ne laser
o vinové délce 632,8 nmCastice ve vzorku se neustale pohybuji na zakBo#wvnova
pohybu.

Dulezitym rysem Brownova pohybu pro DLS je to, Ze saléwéstice pohybuji rychle
a velké castice se pohybuji pomaleji. Na zaklaslédovani intenzity rozptyleného #& se
ur¢i diftzni koeficientéastic. Nasled& pomoci Stokes—Einsteinovy rovnice (7) lzénpd
urcit i jejich hydrodynamicky polosr.

" :L (7)

677D

Zetasizer Nano ZS detekuje Heerozptylené pod uhlem 173° (Obr. 11)éidni tohoto tzv.
zpétného rozptylu swa piinasi oproti klasické 90° detekci kalik vyhod. Je mozné #tit
I vySSi koncentrace vzorku, jelikoZz Ize detektor fokusovat nalosv®zptylenécasticemi
blizko s€ny kyvety. Tak dochazi k eliminacii tzv. efektu mooldsobného rozptylu &ta,
pii kterém je svtlo rozptylené jednowgastici rozptylovano dalSimiasticemi a dochazi tak
ke zkresleni rf¥eni. Mimo jiné lze timto nastavenim omezit i efedxptylu svéla velkych
kontaminujicich prachovyctastic, které mvaznérozptyluji v pfimém snéru. Naopak v gt
padévzorki s nizSimi koncentracemi dojde k fokusaci detekceviito rozptylenécasticemi
uprosted kyvety.

Detektor

1] 1732
— LN

Lager “zorek
Obr. 11 Schéma uspadani nereni velikosti astic

Brownav pohyb je vyznamnévliviovan teplotou. Z diavoda minimalizace tohoto vlivu
byly vzorky pied samotnym gfenim temperovany v fstroji na 25 °C. Systém vyuziva
automatickou optiku, ktera sama zvoli optimalni nastavegiiainpozice v kyve i clony
laseru podle koncentra¢éastic ve vzorku. Nteni probihalo v plastovych spektroskopickych
kyvetach. Ziskana data byla exportovana &iatho Zetasizer softwaru od firmy Malvern
do programu MS Excel.

3.2.2.2. Reologickéa #teni

Zdanliva viskozita vzorka byla siiena na gstroji AR — G2, od firmy TA Instruments.
Pred méfenim vzdy probkla temperace vzorku na 25°C. Pr@ieni vzorku byla pouzita
geometrick& soustava deska—kuZzel s kuzelem C60mm/Iifméprkuzele/Ghel zkoseni).
Tokové vlastnosti roztokia byly #&teny pomoci metody steady-state. Kazdy bod tokové
kiivky byl zméten pro ukité teiné nagti celkem dvakrat. V mibéhu kazdého opakovani
nesn€la odchylka pekratit hranici 5% pémeérné nangiené viskozity.
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Vysledky reologickych r¥eni byly zpracovany v programu TA Data Analysis.Ré&tni
kiivka zobrazena programem byla proloZzena vhodnymogsckych modelem. VSechny
vzorky se chovaly jako nenewtonské kapaliny, jako vhodny model byl ptedyvybran
Crosdiv reologicky model (8), kdgqo je limitni viskozita,n., je asymptoticka viskozitay
je smykova rychlost,y. je kriticka smykova rychlost. Byla otiéana viskozitano, tedy
limitni viskozita.

n=n. +(’7L,’7r)n (8)

(L

Ve
Odchylka definovana vztahem (9) nedanpiekratit hodnotu 20:
1
[(xm - XC)T
n-2

=————=-11000, 9

rozsal
kde xn zn&&i nantfené hodnotyx. jsou vypodtané hodnotyn znai potet dat v kivce a
rozsah oznéauje rozdil mezi maximalni a minimalni hodnotowtenych dat.

3. 2. 2. 3. Mikroreologicka eni

Z predem pipravenych vzorki obsahujicich mikroreologickdéistice definované velikosti
bylo odebrano 12Iluna podlozni sktiko. Vzorek byl zakryt krycim skikem a po roz-
prosteni kapaliny pod krycim skikem byl kolem kryciho skika aplikovan silikon, aby se
zabranilo vysychani vzorku. Vzorek byl untistpod objektiv optického mikroskopu zikg
NikonEclipse €200 a ponechan ustalit.

Po ustaleni byl vzorek nasvicen baterkou zespodu téé dwddy na tmavém pozadi byly
pozorovany pi ctyficetindsobném zw8eni. Bylo poizeno video pohybuéstic ve vzorku,
a to pomoci barevné CCD kamera Canon EOS 550D. Pro kazdy vzorek Widangoti
Sestisekundové videa wznych mistech vzorku.

Upravena videa byla otestia v programu ImageJ, kde byla zmapovana trajektori
jednotlivych ¢astic pomoci specialniho pluginu ParticleDetector&ker. Trajektorie
jednotlivych ¢astic byly zpracovany pomoci programu Microsoft €dfiExcel, kde byly
vypoditany hodnoty MSD pro 1€astic vzorku. Byl vynesen grafipnérné hodnoty MSD
téchto 17¢astic natase. Z rovnice grafu byla ziskana hodnota dosazemawhice 4 a byla
vypodtana hodnota viskozity pro dany vzorek.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4. 1. Pozorovani interakce samotniizkomolekularni HyA s tenziderr

Na Obr. 13sou 3 vybrané vzorky reprezentujici vysledek experime

Obr. 12 Vybrané koncentrace CTAB (01 mol-dr®, 0,01 mol-dit, 0,02 mol-dm?®)

Vzorky o koncentraci CTAB niz&i nez 0 mol-dm® dostatén¢ nesolubilizovaly barvivc
(Cervené téky na dnevialky ozn&ené jako 4A nejsou ,petky”, ale nerozpugha Sudanov
¢ervai) v ostatnich koncentracich se netlahi gel, ani jerlicky.

Vzorek 3A byl zakaleny, coZz ukazuje pritomnost velkych koloidnichc¢éstic
rozptylujicich s¥tlo. Ostatni vzorky bylyiré, vzorek 3A se da tedpovazovat za jaky:s
zlomovy bod kdy jsou nejlepSi podminky finterakci tenzidu sizkomolekularnim
hyaluronanem.

4. 2 Pozorovani interakci snési HyA < tenzidy

U vétSiny vzorka namichanych kapitole 3. 2. 1. 1. byl pozorovan zvlastni fenomén vz
nekontinualni separované faze. Bylyctistice jasn&iditelné pouhym okemiznych tvai,
plavajici ve vzorkuPriklad, jak tytoc¢astice mohou vypadat je vyobrazenObr. 13. Jedna
cela experimentalniada je vyfocenia popsana v bze. Tyto ¢astice bylyriZové zbarveny
Sudanovouserveni da se tedy f@dpokladat, Ze jsou do jisté miry hydrofob@astice byly
pojmenovany kvili svému taru jako perky ¢i kulicky, pozddi se vSak ukazalo, Zze moh
zaujimat vpodstat jakykoliv tvar
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Obr. 13 Vysledky experimentu pro vzorkyiontovou silou 0,1Bnol-dn® a rostouci
koncentraci CTAB 1 mol-dm*, 0,0005 mol-dif, 0,001 mol-dit a 0,01 mol-dnT).
Powzitd snes HyA byla 1 kDa + 1,46 MDa v powdru 70:30

4.2.1. Vznik perl¢ek

4.2.1.1. Vznik perlicek s CTAE

Nasledujici grafy zobrazuji porovnani vzniku perk ve vzorcich pro jednotlivé ssi.
Jednotlivé grafy se liSi pouze &si hyaluronanu, kterd byla pouzita prcamichani vzor

Na Obr. 14je graf vzniku periek ve vzorcich, kde byla pouzita nejnizSi molekul
hmotnost HyA, a to 1RDa. Perléky v téchto vzorcich vznikaji pivSech tech pongrech
smichanych hyaluronéna pi vSech koncentracich CTAB. Hlavni i v procesu vzniku
perlicek tedy hraje iontova sila, nebpii vysokych iontovych silach (coz je tomto pfpadé
0,1-0,15 mol-di?) perlicky uZ nevnikaji.Je to dano vysokym pt&m nabaj, které odstin
elektrostatické interakce mezi zapornabitymi karboxyly hyaluronam a kladné nabitym
CTAB.

Za pozornost stojispodni vrstva grafu, coz je &m hyaluronani pomeru 70:30
(17 kDa:1,46MIDa), kde pi koncentraci CTAB 0,0 mol-dm* dochazi | vytvoieni perliek
pouzepii nulové iontové sile. Da se to vysht rizné Bud k vytvoreni perléek doslo, ale
nejsou pouhym okem viditelné, jsouitpinny ve forn¢ malého zakalu, nebo bylo vSecl
CTAB pii dané iontové sile sp@bovano na tvorbu gelu (gelového lemiroztoku, nebo
v roztoku plae pouhym okem nevidiiny gel. JelikoZ pi ostatnich porérech sngsi
hyaluronani se aleiptéto koncentraci CTAB a vysSich iontovych silach g&sli tvoii,
je mozné, Ze tam bylo présnedostat&tné mnozstvvysokomdekularniho hyaluronanu, kte
je potebny kvytvoieni perléek pii vysSich iontovych silach.

Obr. 15znézotiuje tvorbu periek pro smisi <hyaluronanem trochu vySSi molekulc
hmotnosti, a to 73 kDa. grafu je patrné, Ze petky se tvof témei v kazdé koncentraci
CTAB a kazdé iontové sildontova sila jde od mol-dm® az do 0,1 mol-dm? co? je
iontova sila fyziologického roztoku, ktera slouzi pro modelaci chovani syst organismu.
Nejméng perlicek se tvoi opd pii pouziti snési hyaluronand, kde jenejvys: zastoupeni
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nizkomolekularni HyA, vysok&d koncentrace CTAB a vysoka iontova sila. Je mozné,
Ze v této kombinaci je iontova sildilE vysoka a rusi interakce mezi &ha CTAB a neni

tedy davod k agregaci a vytvaii perléek. MazZe to byt také tim, Ze ve $8i neni obsaZzeno
dostaténé mnoZzstvi vysokomolekularniho hyaluronanu rekpinani této vysoke iontové sily
avytvoieni perléek.

Molekulovd hmotnost nizkomolekularni HyA ve &nse postupn&vySuje. Na Obr. 16
je vyobrazeno chovani systému (vznik pel) pit pouziti snési, kde jako nizkomolekularni
HyA figuruje HyA 300 kDa. Za pozornost stoji body grafu pBech ponirech HyA
(ve vSech vrstvach), koncentraci CTAB 0,001 mol-tm nulové iontové sile. \&thto
podminkach se petky netvof. V téchto vzorcich se naopak vyskytuje patrny zakdldpa),
ktery zndi, Ze jsou pitomny velké koloidntastice, které rozptyluji stl®. Je to danoiejme
tim, Ze tato hodnota tizn¢ odpovida koncentraci, kde seciaji tvoit micely (CMC).
V tomto pipadé ziejmé vznikd naky systém s netypickym pamem micel, indukovanych
micel a hyaluronanu, ktery toto chovani zpusobuje. Stgah® v pedchozich pgpadech,
pfi nejmenSim obsahu vysokomolekularniho hyaluronamwexltky netvof za vysokych
iontovych sil a vysokych koncentraci CTAB.
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Obr. 14 Trojrozmerny graf znazaokujici psitomnost perliek ve vzorcich o dané koncentraci
CTAB a dané iontové sile. Vertikalni osa reprezentuje épohyaluronani
o molekulovych hmotnostech 17 kDa a 1,46 MDa ve vzorcictenpZ ve vrstv
1(dole) je tento powdr 70:30, ve vrsty 2 je 50:50 a ve vrsV3 je 30:70

Jako dalSi molekulova hmotnost do&simbyla pouzita HyA 806 kDa. Neda se uz mluvit
o nizkomolekularnim hyaluronanu, nebtato molekulovad hmotnost uz se blizi 1,46 MDa,
coz je hyaluronan, ktery byl pouzit pro namichani vSecisenZnazortni vzniku perléek
pro tuto smis lze vidé¢ na Obr. 17. Pedky vznikaji téng ve vSech koncentracich
a iontovych silach, krom tii piipadd. Ve vrstvéjedna a dva petky nevznikaji
pii koncentraci CTAB 0,001 mol-dm a iontové sile 0,15 mol-drh JelikoZ je to p¥sné
koncentrace odpovidajici CMC a pém¢ vysoka iontova sila, da se epipokladat,
Ze interakce mezi malym mnoZstvim vznikajicich micel @ssrilyA jsou odstindy. DalSim
piipadem je porr sloZek snisi 50:50, koncentrace CTAB 0,01 mol-dna nulova iontova

35



sila. V tomto pipadé byl také pozorovan zakal. Zajimavé je, Ze pkylise zdaly tvoiit i
pii nejnizSim pondru ,nizkomolekularni* HyA ve vysokych koncentraci€TAB a vySSich
iontovych silachZiejmé tedy pfi vzniku perli ¢éek hraje roli délka retézce hyaluronanu
stejné jako jeho zastoupeni v roztoku.Pii nizSich molekulovych hmotnostech je fedia
vice hyaluronanu ve sfei na vytvoeni perléek, zatimco prpouZziti vysSi molekulové
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Obr. 15 Trojrozmerny graf znazaokujici psitomnost perliek ve vzorcich o dané koncentraci
CTAB a dané iontové sile. Vertikalni osa reprezentuje épohyaluronani
o molekulovych hmotnostech 73 kDa a 1,46 MDa ve vzorciclenpZ ve vrst&vl je
tento pordar 70:30, ve vrsty 2 je 50:50 a ve vrs#V3 je 30:70
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Obr. 16 Trojroznerny graf znazotujici pAitomnost perliek ve vzorcich o dané koncentraci
CTAB a dané iontové sile. Vertikalni osa reprezentuje épohyaluronani
o molekulovych hmotnostech 300 kDa a 1,46 MDa ve vzorciclenus ve vrstvl je
tento pordr 70:30, ve vrsty 2 je 50:50 a ve vrs&V3 je 30:70
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Obr. 17 Trojrozmerny graf znazaokujici psitomnost perliek ve vzorcich o dané koncentraci
CTAB a dané iontové sile. Vertikalni osa reprezentuje épohyaluronani
o molekulovych hmotnostech 806 kDa a 1,46 MDa ve vzorciclenmu# ve vrstvl je
tento pordar 70:30, ve vrsty 2 je 50:50 a ve vrs#V3 je 30:70
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Obr. 18 Trojroznerny graf znazotujici piitomnost perliek ve vzorcich o dané koncentraci
CTAB a dané iontové sile. Vertikadlni osa reprezentuje épohyaluronani
o molekulovych hmotnostech 1800 kDa a 1,46 MDa ve vzorciclenps ve vrstv1l
je tento porer 70:30, ve vrst¥ 2 je 50:50 a ve vrs#V3 je 30:70

Obr. 18 znazaje vznik perléek pro smis namichanou s duéa vysokomolekularnimi
hyaluronany a to 1,46 MDa jako ve vSechésioh spolu s HyA 1800 kDa. Zatimco ddte
byla prvni HyA michdna pouze s hyaluronany o nizSi molekulové hmotnosti, tady je
to naopak. Na grafu Ize vit&e pt rovhomérném pondru obou hyaluronanu se pékly tvori
vSude. B vysSim zastoupeni HyA 1800 kDa se p#ayi netvoif pouze ve vzorku s iontovou
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silou 0,15 mol-dr? a koncentraci CTAB 0,0t mol-dm?. Ziejmg je vytvoieno je&t mélo

micel na to, aby mkonaly velkou iontovou silu vzorku a interagove tak dlouhymietéz-

cem. Vostatnich porrech je vice pravgiodobné, Ze uz vytvehé micely narazi na kra

ietézec. Ve vrstvé3, kde je naopak nejmé HyA 1800kDa a nejvice 1,2 MDa nedochazi
k vytvoieni perliek pro vzorek o koncentraci 0 mol-dm® CTAB a nulové iontové sile

| vtomto pipadé je ale patrny zakal, ktery zEiapiitomnost velkych koloidnickéastic.

Je mozné i to, ze&astice sevytvorily tak malé kvili velmi vysoké vikozi vzorku, které

muze stzovat interakce.

4.1.1.2. Testovani tvortperlicek s TWEEN 20

Pti pouziti neionognniho tenzidu oziavanéhoTWEEN 20 nedoSlo ke vzniku peftik
ani vjednom vzorku. Interakce, vouci ke vzniku periek jsou tedy vylozeng&lektrostaticke
povahy a di se pouze pritomnosti kationaktivniho tenzidu, jako je CTAB. Fo piiloze 3.

4. 3. Samovolné interakce CTAB se sisi HyA 17 kDa a Hyal,4 MDa

Obr. 19 a Obr. 2@kazuji 2 experimentalrfady, obés rostouci koncentraci CTAB, ovSe
s rozdilnou iontovowilou, které byly po namichani ponechany interagovat bez mechan
zasahu. Prvniada (s nulovou iontovou silou) se liSi od druhé zakalenim vz¢-5, piicemz
u vSech vzorka syjimkou prvniho nizeme pozorovat petky plavouci na hladin
a od tetihovzorku i usazené na dr

Obr. 19 Rada vzork srostouci koncentraci CTAB (zleva) aésinhyaluronan:ipsi nulové
iontové sile

Obr. 20 Rada vzork srostouci koncentraci CTAB (zleva) aésinhyaluronan: piFiontové
sile 0,15 mol-di
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BohuZel, odc¢tvrtého vzorku doSlo vysrazeni CTAB wvoztoku, které lezi na dr
zkumavek spolu perlickami, které jsou jim obalené. Totadepr¢ znamena, Ze do$
k vysrazeni nadbytmého CTAB ‘roztoku a pro interakci se $8i hyaluronaf
a solubilizacibarviva bylo pouzito jen omezené mnozstvi CTAB. To, Ze jsouckgrtibalené
vysrazenym CTAB mize znamenat, Ze jsou bund povrchu hydrofobni, nebo Ze maji né

Oproti tomu u vzorka $ontovou silou 0,1 mol-dm* Zadné pertiky nejsou Obr. 20)
a do tetiho vzorku je barvivo nesolubilizované. Poté dochévzniku zakalu, ktery j
na obrazku patrny a ukazuje na vznik gelu, ktery sedimentuje nzkdmavek. . toho se da
usuzovat, Ze iontova sila odstje interakce mezi CTAB a sisi hyaluronanid vedous
ke vzniku perkkek asystém preferuje vznik ge

4. 4. VysuSeni a rehydratovani vzorki, zahivani vzorki

Obr. 21 a Obr. 22ikazuji kompletn&ysuSené vzorky, na drvialky, kde byl pivoda gel,
zastala slab4, misty popraskané vr xerogelu. Po pdlani vody QObr. 2: a Obr. 24) tento
xerogel znovu nalmnal (na stnach vialek) nebo se Uplmézpustil

Zahtivanim vzorka a jejch va@enim dosSlo zakoncentrovani vzorki, coz u vysoky
koncentraci CTAB (0,00l-dn a 0,08 mol-dnit) a vyssich iontovych sil (C mol-dm*
a 0,15 mol-dri?) vedlo ke vzniku vemi viskézniho (netekouciho) gelu, ktery se zachi
i po zchlazeni.

Obr. 21 Vzorky o konstantni koncentraci CTAB ((mol-dm?®) a rostouci iontové sil
(0-0,15 mol-drit) po vysuseni ps0°C
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Obr. 22 Vzorky o konstantni koncentraci CTAB (( mol-dm®) a rostouc iontové sile
(0-0,15 mol-dr) po vysuseni ps0°C

Obr. 23 Vzorky o konstantni koncentraci CTAB ((mol-dm®) a rostouci iontové sil
(0-0,15 mol-dri?) po vysudeni pi50 °C a pidani 5 cni vody. Foceno po dvc
hodinach rozpoughi
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Obr. 24 Vzorky o konstantnkoncentraci CTAB (0,03 mol-df) a rostouci iontové sil
(0-0,15 mol-dri?) po vysuseni pi50 °C a pidani 5 cni vody. Foceno po dvc
hodinach rozpoughi

4. 5. Vliv pripravy na velikost a vzhled &stic ve vzorcicl

Porovnanim vzorkiady B, C a D odliSnym zpusobem fgravy O©br. 2t Obr. 26) je
vidét, ze vzorky namichané pouzitim sngsi hyaluronani, ktera vznila smichanim jejic
roztoka vdaném poréru, vznikaji mensicastice, nez pistandardnim zpusobu ipfavy.

Obr. 25 Porovnani vysledk experimentu se vzorky obsahujicimi odli$ramichanou sés
hyaluronanii. S@s hyaluronani ve vzorcich ozmaych jako 1 byla namichal
standardnénavazenim hyaluronan: daném porfru a rozmichanim vodou, vzorky
oznaé&né jako 3 byly namichan pouzitim smsi vzniklé smichanim dvou rozic
vdaném porru. Pismena oznagi koncentrace CTAB iontovou silu ve vzorcic
dle tabulky Tabulka ?)
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U vzorku s geem (fada E) je vidg vétSi mnozZstvi gelu na dnvialky. Je tedy mozZne
Ze pi nestandardnim zpisty pfpravy fettzce hyaluronani nemagias se do sebe prople
acastice jsou tak mensi. | viskozita nestandanifigraveného roztoku je menSi (oddil 4.
2).

Obr. 26 Porovnani vysledk experimentu se vzorky obsahujicimi odli$ramichanou s&s
hyaluronanii. S@s hyaluronani ve vzorcich ozmaych jako 1 byla namichal
standardnénavazenim hyaluronan: daném porfru a rozmichanim vodou, vzorky
ozna&né jako 3byly namichany pouzitim smsi vzniklé smichanim dvou rozic
vdaném porru. Pismena oznagi koncentrace CTAB a iontovodu ve vzorcich
dle tabulky Tabulka ?)

4. 5. Reologick& a mikroreologick& réieni

4. 5. 1. Reologie sKsi

V tabulce (Tabulka 4jsou uvedeny hodnoty, ze kterych byly vyteoy nasledujici grafy
Zatimco u hodnot viskozity ziskanych reologicky je uveden pouiaegr, nebot'se ténst
neliSily, hodnoty ziskané mikrorecgicky jsou uvedeny vSechny, nebatiezi nimi byly
opravdu velké rozdily, coz je davodem, pro tchto hodnot nejsou znazomg chybové
aseky.

Tabulka 3 Ozna&ni vzork

Na Obr. 27, Obr. 28Dbr. 2¢, Obr. 30, Obr. 31spu vyobrazeny zavislosti viskozity tp
smesi pouzivanych ¥to praci na pogru, ve kterém byly jednotlivé slozky smichany. Gr
na €chto obrazcich ukazuji také porovnani hodnot ziskanych reologicky a mikroreolc

Vv’

Hlavni rozdil €chto dvou metod oc¢iva vtom, Ze zatimco reologie ¢ti viskozitu celéhc
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objemu vzorku, mikroreologie & viskozitu lokalni, tzn. prav& tom mist na podloZznim
sklicku, na které je za#ien objektiv mikroskopu.

Reologicky ziskané hodnoty na Obr. 27 a Obr. 28 vykazujiishariskozity vzorku
gpolein¢ stim, jak se zvySuje podil vysokomolekularniho lbg@nanu. Oproti tomu
na Obr. 29 viskozita pkvapivé klesa zarove se zvySovanim podilu vysokomolekularniho
hyaluronanu ve vzorku. Bfe to byt zpuasobeno tim, Ze iphejvySSi koncentraci
nizkomolekularniho hyaluronanu se obettzce pevnézapletou do sebe a tim zpusobi
vysokou viskozitu a pjinych pontrech prost jen plavou vedle sebe v roztoku.
pokud jsou oba hyaluronany zastoupeny stejiecto pgkvapivé, protoZze pokud by viskozity
byly aditivni, jak tvrdi¢lanek [58], n&la by logicky mit nejvyssi viskozitu sim feti, nebotje
v ni nejvice vysokomolekularniho hyaluronanuiejg¢ se to opt da pisuzovat visi
propletenosti &&zcl v prvnim pfpadé

Reologicky ziskané viskozity gi®i dvou vysokomolekularnich  hyaluronanu
o molekulovych hmotnostech 1800 kDa a 1,46 MDa (Obr. 31) ukazuji nejvySSi hodnotu
viskozity pro snds, kde jsou oba hyaluronany zastoupeny stejnym dif#ejme toto je tedy
idedlni ponar, kde dochazi k mirnému zapletégeftzch a zvySeni viskozity. Tato viskozita
je ale jen o ngo v&si, nez ve sksi s vySSim podilem HyA 1800 kDa, ktera by sprandta

e

coz by tak byt i milo, pokud by michani hyaluronana podléhalo aditivnimu pravidlu.

Tabulka 4 Porovnéni hodnot viskozity ziskanych reologicky a mikroreologicky

limitni viskozita [mPa- s]

sSMeés pomeér reologie mikroreologie
pramér | odchylka| 1. méieni| 2. méieni
70/30| 5,16 0,50 8,94 46,38

17 kDa+1,46 MDa 50/50| 10,72 0,10 18,06 12,26
30/70| 21,05 0,60 61,29 10,86
70/30| 4,58 0,95 22,88 11,67
73 kDa+1,46 MDa 50/50| 9,63 0,55 19,73 6,09
30/70| 17,91 0,30 16,82 -
70/30| 25,77 0,03 10,04 11,00
300 kDa+1,46 MDa 50/50| 19,78 0,72 11,44 6,89
30/70| 10,56 0,11 11,44 9,98
70/30| 32,69 0,25 16,99 37,31
750-1000 kDa+1,46 MDa 50/50| 18,53 2,55 10,04 6,04
30/70| 25,47 2,06 28,60 11,00
70/30| 40,89 0,59 33,65 27,68
1750-2000 kDa+1,46 MDa 50/50 | 43,55 0,96 8,89 19,07
30/70| 33,06 0,79 4,10 9,81
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Obr. 27 Porovnani hodnot viskozity ziskanych reologicky a mikroreologicky p#e BiyA
17 kDa a 1,46 MDa viiznych porrech

Pokud se podivdme na data ziskana mikroreologicky, Ize zkonstatovat, k&eryeie
ptipadech se viskozita z&a 1iSi od hodnot nagienych reologicky. Toto je zpisobeno
predevSim samotnou podstatou mikroreologie jak&ich techniky, ktera se sotisf’uje
pouze na ufitou ¢ast vzorku a ne na vzorek jako celek.&Simdvou fiznych molekulovych
hmotnosti hyaluronani jsou velmi slozity systém, ktery zvolenym postygsgmavy nebylo
mozné promichat ani homogenizovat tak, aby se ve vzorcich nevyskytovaly obiastds r
viskozitou. ProtoZe mikroreologicka data byla ziskavanaimgnnych hodnot 1%&astic z 3
mist vzorku, mohlo se stat, Zecity zlomek ¢astic se pohyboval ve vysokomolekularnim
hyaluronanu, zatimco ostatni v nizkomolekularnim, a vitpoé hodnoty viskozit tedy byly
pouze lokélni. Proto nemohou odpovidat reologicky &amym hodnotam z celého roztoku.
Vzorky mefené pomoci mikroreologie se tak daji rd#d&a stabilni, jejichz hodnoty
viskozity se moc neliSi, a vzorky heterogenni, jejichz viskozita se liSi hodn¢
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pomér HyA (73 kDa/1,46 MDa)

Obr. 28 Porovnani hodnot viskozity ziskanych reologicky a mikroreologicky p#e BiyA
73 kDa a 1,46 MDa viiznych porérech

30

M reologie

B mikroreologie

viskozita [mPa.s]

70/30 50/50 30/70

pomér HyA (300 kDa/1,46 MDa)

Obr. 29 Porovnani hodnot viskozity ziskanych reologicky a mikroreologicky p#e BiyA
300 kDa a 1,46 MDa viiznych porérech
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pomér HyA (806 kDa/1,46 MDa)

Obr. 30 Porovnani hodnot viskozity ziskanych reologicky a mikroreologicky p#e biyA
806 kDa a 1,46 MDa wviiznych porrech
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70/30 50/50 30/70

pomér HyA (1800 kDa/1,46 MDa)

Obr. 31 Porovnani hodnot viskozity ziskanych reologicky a mikroreologicky p#e EiyA
1800 kDa a 1,46 MDa wviznych porerech
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4. 5. 2. Vliv pripravy a iontove sily na reologii snési

Reologickymi n&tenimi bylo zjiSéno, Ze sms hyaluronant obsahuci nejvyssi pcento
molekulové hmotnosti 1,48IDa ma nejvysSi viskozitu a naopaKapulka !). S rostouci
iontovou silou seiskozita vzorku sniZuje, protoZe igana sl odstiiuje elektrostatick
interakce mezi hyaluronany a CTA

Smes hyaluronantve vzorku ozn&ném 'poznamcejako ,piiprava“ byla pipravena
odliSnym zptusobem nez otatni €81, popsanym oddilu 3. 2. 2. 2. Vzorek touto sndsi
vykazuje mensSi viskozitu nez vzorekgsaveny standartnim zpusobenzpusob firavy tedy
muze ovliviiovat vlastnosti systému, napielikost perléek, jejich tvar, viskozitu, viskozit
gelu apod.

Tabulka 5 Porovnani viskozity vzoiiks rizznym porerem hyaluronaniz v snasi

I (mol-dm™) | HyA 17 kDa (%) | HyA 1,46 Mda (%) | no (mPa-s)| Pozn.
0 30 70 23,40
0 50 50 11,49
0 70 30 7,03
0 70 30 5,84 ptiprava
0,05 70 30 1,76
0,01 70 30 1,67
0,15 70 30 1,53

4. 6. Méreni velikosti ¢stic

Na Obr. 32, Obr. 33br. 3¢jsou znazormdy grafy pro hydrodynamicky pmér (dy) ¢astic
vevzorcich, idfeny na pistroji Zetasizer NanoZS od firmy Malvern. Vzorky oZeaé jakc
1-4 reprezentuji iontovou silu (0, 0,05, 0,1 a 'mol-dni®). Vzorky ozn&ené pismener
repreentuji koncentraci CTAB ( A=mol-dni®, C=0,001 mol-di¥, G=0,0¢ mol-dni®).
Tyto grafy jsou pouze vyin mezi koncentracemi—0,08 mol-dri© , které ale vSechn
vykazuji podobny trend, a to, Ze nejmeréstice zabiraji ve ¥8in¢ vzorka nejvasi objem
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] 4000 + = 1A L = 1A
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€ 2000 °
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3 1000 m4A m4A
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Obr. 32 Porovnani velikosti@stic a jejich objemu roztoku pro vzorky 1-4A
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Obr. 33 Porovnani velikosti@stic a jejich objemu roztoku pro vzorky 1-4C
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Obr. 34 Porovnani velikosti@stic a jejich objemu roztoku pro vzorky 1-4G

Vzorky obeci obsahuji 3 typyastic: ¢astice s g do 100nm, ¢astice s , do 1000 nm

acastice v&&i. To by ukazovalo na 3 slozky systému: CTAB, Hy/kDa a HyA 1,4 MDa.
Nejmensicastice budou izjm¢ volné micely, ty ¥tSi budou tvagny pevazné z kratSiho
fettzce HyA a nejviSi z dlathéhoretézce HyA. NaObr. 32jsou znazormdy grafy pro vzorel
neobsahujici Zzadné CTAB. Tyto grafy ukazuji, Ze nejmg@n&iaopak nejmensicéastic,
nebot' micely tan Zadné nejsou.iBsto objem nejmensSiatastic \ roztoku dosahuje 5 %,
jsou to alecastice svelikosti ¢, = 154,1nm, miZe se tedy jednat o jaké zneisteni nebo
o kratky rettzec HyA. Ostatni dstice ' roztoku maji g vétsSi nez 1000 nm.
Ostatni vzorky raji nejwtSi objeméastic s , do 100nm. Toto dokazuje nevhodnost pou
této metody mdeni pro dany systém, vzorky jsouili@ polydisperzni aastice vi vzorcich
piilis velké, za hranici wfitelnosti daného [troje. Filtraci hrozi odfiltrovani sloz
systému, ktery je zkouman a timpadem neduidst a nepouzitelnostdreni
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5 ZAVER

Zadané cile diplomové prace byly spigé Cilem této prace bylo prozkoumat interakci
tenzidu se sisi hyaluronana otizné molekulové hmotnosti. Nejprve byla provedereadini
reSerSe na toto téma, kde bylo 2ji&, Ze problematikou interakci tenzidu s hyaluronane
resp. polysacharidy, resp. polyelektrolyty se zabyva nespimnych autoii, ovSem interakci
smeési hyaluronanu s tenzidy se ale v odborngi@ncich nezabyval zatim nikdo.

Byl tedy navrZen paiteini experiment, a to smichat dwelmi rozdilné molekulové
hmotnosti hyaluronanu, vtomto ipadé 17 kDa a 1,46 MDa s kationaktivnim CTAB
a pozorovat, jak tento systém interaguje. Do systému byidapd hydrofobni barvivo
a pomoci n¢ bylo zjis€no, Ze tento systém tviojakési kulEky ¢i perlicky, které jsou mezi
sebou navzgjem separované, mdgny tvar a velikost, plavou v roztoku a jsogjakym
zpusobem hydrofobni, protoZze byly obarvené. Zaiosdulickami tvoit systém pivySSich
koncentracich CTAB i gel.

Podteni  experiment vedl kmySlence prozkoumat chovani tésys pouze
nizkomolekularniho hyaluronanu s tenzidem, dalSi experiment byl ted§ferama to, zda
se tvoi kulicky i se samotnym nizkomolekularnim hyaluronanem.oTiattySlenka byla
vyvracena a bylo zjisho, Ze ktvorbékulicek je teba smis hyaluronanid o tznych
molekulovych hmotnostech spdle s tenzidem.

DalSi kroky tedy vedli k charakterizaci podminek, za jakyché¢kulivznikaji, konkrétg
tedy za jakych koncentraci CTAB, s pouzitim jakych iontovych sikiajgké kombinaci
molekulovych hmotnosti. Pro tento el¢ byly navrZzeny experimentalnfady sng&si
hyaluronana o #iznych molekulovych hmotnostech. &hto snésich byl vzdy obsazen HyA
o molekulové hmotnosti 1,46 MDa, ktery reprezentoval vysokomolekularni hyaluronan,
v kombinaci s jednou z nasledujicichtipgholekulovych hmotnosti HyA: 17 kDa, 73 kDa,
300 kDa, 806 kDa, 1 800 kDa. tyto &snbyly michany vzdy v posnu 30:70, 50:50 a 70:30,
pricemz druhé&islo je vzdy obsah HyA 1,46 MDa. Koncentace CTABxperimentalnich
fadach se pohybovala mezi 0 mol-draz 0,08 mol-dif a rozsah iontové sily pro kazdou
koncentraci CTAB byl 0 mol-dmaz 0,15 mol- dnf.

Podrobné vysledky experiménjsou uvedeny v sekci 4.1.1. Obecseé dafict, Zze pi
pouziti vySSiho porru nizkomolekularnino (17 kDa a 73 kDa) hyaluronaperlicky
nevznikaji pt vysSi koncentraci CTAB a vySSi iontové sile. Pamilt perlicek pi téchto
podminkach tedy iejm¢ hraje dulezitou roli délk&etézce HyA, nebotpii pouZziti vysSSich
molekulovych hmotnosti wthto podminkadch uz petky vznikaji. Jako dalSi viceménég
charakteristicky rys chovanidhto systém je vznik zakalu ve uSin¢ vzorkia o nulové
iontové sile a koncentracich CTAB 0,001 mol-dra 0,01 mol-di?. Tento zé&kal znd
ptitomnost koloidnichtastic dost velkych na to, aby rozptylovaly #o¢ ale malych na to,
aby byly viditelné pouhym okem. igjm¢ v koncentracich okolo CMC &sné nad CMC
dochazi ke specifickym interakcim, které vedou ke vzniku tak malgskic. Pro ppravu
stejnych vzorka byl také pouzit neionogenni tenzid TWEEN 20.pBuZziti tohoto tenzidu
nedoslo ke vzniku petliek, pouze k solubilizaci barviva.

Dulezitym bodem vyzkumu bylo zjistit, nakolik je vzngerli¢ek mechanickou zaleZitosti,
napi jestli to neni pouze dusledek dvanactihodinovérepani na fepace. Proto byly
namichany dvéfady s rostouci koncentraci CTAB a &h HyA 17 kDa + 1,46 MDa
v poneru 70:30, picemZ jedna ma nulovou iontovou silu a jednacéta iontovou silu
0,15 mol-dm?®. Tyto fady byly namichany do zkumavek a ponechany samovotatagovat
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bez mechanického zasahu. D4 se konstatovatii Zeijpvé iontove sile dochazi k vytwaoii
perlicek i bez mechanického z&sahu, zatimitdgqmtové sile 0,15 mol-dm systém preferuje
vznik mikrogelu.

Hotovy systém s petlkami a mikrogelem byl dale podroben zkouskam choadstability,
napi byl ponechan v klidu stat a po tydnu nebyly poxarty Zzadné vyrazné zmy, nebo byl
vysusSen a rehydratovan. Po vysuSeni vznikl xerogel naviky, ktery misty popraskal,
po rehydratovani doslo k zimému nabotnéni xerogelu, popiplnému rozpushi. Vzorky
s perlickami a mikrogelem byly také zdk&ny, dokonce v@&ny (rozsah teplot 20-100°C),
ovSem nebyla pozorovana zadnaéma struktury pertiek, pouze doslo k zakoncentrovani
roztoku. U vzorki s vysokym obsahem CTAB tak doslo k vygnogyelu.

Déle byl prozkouman vliv ppravy vzorki na velikost a vzhladstic ve vzorcich. Zejména
bylo brano na ietel, zdali se pouziva jiz @dem pipravena srés HyA, nebo se roztoky dvou
riznych HyA smichaji azésné pied namichanim vzorki. Vysledky experimentu ukazuji,
Ze pit pouziti piedem smichané sisi hyaluronai vznikaji vesSi castice nez pipouziti sngsi
vzniklé smichanim dvou roztokédané pied pi#pravou vzorkia. Hprava smisi, resp. vzorka
tak hraje dulezitou roli jak pro velikost a vzhlédstic, tak pro viskozitu vzorku, kterou jsme
se zabyvali v nasledujicim experimentu.

Viskozita vSech s#si pozitych vtéto praci byla zffena jak reologicky,
tak mikroreologicky. Ve vyslednych hodnotach viskozity vzorku se mtody znané lisi,
zejména proto Ze reologie se zabyva vzorkem jako celkem, zatimco mikroreoléigie m
viskozitu pouze lokalné v ugitych ¢astech vzorku. dmito meéfenimi a zejména jejich
porovnanim bylo zji&no, Ze smsi hyaluronant nejsou nikdy zcela homogenizovany
a dostatén¢ promichany tak, aby v kazd#é&sti vzorku byla stejna viskozita. Také bylo
zjisténo, Ze ani viskozita celého roztokwimna reologicky neni aditivni agaividatelna, coz
by podle¢lanku [59] nEla byt. MiZze to byt zptisobeno napddliSnym zpisobem firavy
vzorku, stdim vzorkid, nedostateym promicham vzorku, jinymi podminkamiébeni atd.

Protozecastice ve vzorcich charakterizujeegévsim jejich tvar a velikost, bylo provedeno
také nereni DLS na fistroji Zetasizer od firmy Malvern. Bieni bylo dosti problematickée
a to piedevsim z toho duvodu, Z&stice ve vzorcich, které nas zajimaji, jsou vidéel
pouhym okem a tudiz pro totoéheni moc velké. Byly tedy odfiltrovany adtien byl pouze
zbytek roztoku. Z réfeni bylo zjiS&€no, Ze roztoky obsahujfastice ¥i velikosti odpovidajici
micelam, kratkymiettzcam HyA a dlouhymiettzcim HyA. Po spatbovani molekul HyA
na tvorbu perliek tak ty ostatni izjmé jen tak plavou v roztoku spdiee s volnymi
micelami. Bylo ale zkonstatovano, Ze pro tento systém neni Ddi8ninna pouzitém gtroji
viabec vhodné, nebotzorky jsou pili§ polydisperzni a obsahuji obrovskdstice na hranici
mefitelnosti systému. Je tedy nutna filtrace, kteroel mizeme odstranit i Zadouci slozky
systému.

Zawrem je nutnorici, Ze snési hyaluronanu otznych molekulovych hmotnostech jsou
velmi slozity systém, ktery nelze jednoduSe charakterizovat, nebwth hraji roli jak
elektrostatické, tak hydrofobni interakce, dale stérické interakce, vzajemna misitelnost
a v neposledniadétaké rozdilna viskozitaiznych molekulovych hmotnosti. Pokud k tomuto
uz tak dost slozitému systémuigdme je&t tenzid, vznika systém, ktery se za kazdych
podminek nize chovat jinak. Proto si myslim, Ze do budoucnaebddezité ukit, z ¢eho
konkrétnéjsou perléky sloZzeny, v jakém uspaédani a v jakém pogru, coZz nam da alespon
néjakou pedstavu, jak by se tento systém mohl Zaenych konkrétnich podminek
(napi v lidském &le) chovat.

50



6 SEZNAM POUZITYCH ZDROJ U

[1] MEYER, K. a J. W. J. PALMER. Polysaccharide of the vitreous hudwurnal of
Biological Chemistry1934, ¢ 107, s. 629-634.

[2] HARDINGHAM, T. E. a A. J. FOSANG. Proteoglycans: many forms and many
functions. FASEB Journal 992, ¢ 6(3), s. 861-870.

[3] ALBERTS, B., A. JOHNSON, J. LEWIS, M. RAFF, K. ROBERTS a P. WALTER.
Molecular Biology of the Cell5. vyd. New York: Garland Publishing, 2007. ISBN
9780815341055.

[4] MCDONALD, J. A. Extracellular matrix assembhAnnual Review of Cell Biology
1988, ¢ 4, s. 183-207.

[5] LAURENT, T. C. a J. R. E. FRASER. Hyaluron&ASEB Journal1992,¢. 6, s. 404-
2397.

[6] HAY, E. D. Cell Biology of the Extracellular Matrix2. vyd. New York: Plenum Press,
1991. ISBN 0-306-43951-4.

[7] BALAZS, E. A.; BIOTRICS INC. Ultrapure hyaluronic acid and the use thereof
[patent]. USA. Patent, US4141973. Ukelto 27. 2. 1979

[8] LAPCIK, L., S. DE SMEDT, J. DEMEESTER a P. CHABREK. Hyaluronan:
Preparation, Structure, Properties, and Applicatio@hemical rewievs 1998, ¢. 8,
2663-2684.

[9] STERN, R., A. A. ASARI a K. N. SUGAHARA. Hyaluronan fragments: An
information-rich system. European Journal of Cell Biolo2§06, ¢ 85, s. 699-715.

[10] STAUB, N. C.; TAYLOR A. E.:.Edema. 1. New York: Raven Press, s. 189-228. ISBN
0890047251.

[11] DEED, R., P. ROONEY, P. KUMAR, J. D. NORTON, J. SMITH, A. J. FREEMONT a
S. KUMAR. Early response gene signaling is induced by angiogenic oligosaccharides of
hyaluronan in endothelial cells. Inhibition by non-angiogenic, high—molecular-weight
hyaluronan. International Journal of Cancdi997, ¢ 71, s. 251-256.

[12] DEMLMAGE, J. M., D. R. POWARS, P. K. JAYNES a S. E. ALLERTON. The
selective suppression of immunogenicity by hyaluronic adidnals of Clinical and
Laboratory Sciencel986, ¢ 16, s. 303-310.

[13]DE LA MOTTE, C. A., V. C. HASCALL, J. DRAZBA, S. K. BANDYOPADHYAY a S.

A. STRONG. Mononuclear leukocytes bind to specific hyaluronan structures on colon
mucosal smooth muscle cells treated with polyinosinic acid:polycytidylic acid:
inter—alpha—-trypsin inhibitor is crucial to structure and functiémerican Journal of
Pathology 2003, ¢ 163, s. 121-133.

[14] KUJAWA, M. J., C. A. CARRINO a A. I. CAPLAN. Substrate—bonded hyaluronic acid
exhibits a size—-dependent stimulation of chondrogenic differentiation of stage 24 limb
mesenchymal cells in culture. Developmental Biold§g6, ¢ 114, s. 519-528.

[15]KUJAWA, M. J. a A. I. CAPLAN. Hyaluronic acid bonded to cell-culture surfaces
stimulates chondrogenesis in stage 24 limb mesenchyme cell culideeslopmental
Biology. 1986, s. 504-518.

[16] FROST, S. J. a P. H. WEIGEL. Binding of hyaluronic acid to mammalian fibrinogens.
Biochimica et Biophysica Acta. 1990,1034, s. 39-45.

[17]NOBLE, P. W., F. R. LAKE, P. M. HENSON a D. W. RICHIES. Hyaluronate activation
of CD44 induces insulin—-like growth factor-1 expression by a tumor necrosis

51



factor—alpha—dependent mechanism in murine macrophafes. Journal of Clinical
Investigation. 1993;. 91, s. 2368-2377.

[18]WEST, D. C., I. N. HAMPSON, F. ARNOLD a S. KUMAR. Angiogenesis induced by
degradation products of hyaluronic acid. Sciekc28, s. 1324-1326.

[19)ROONEY, P., M. WANG, KUMAR a S. KUMAR. Angiogenic oligosaccharides of
hyaluronan enhance the production of collagens by endothelial Jmlisial of Cell Science
1993, ¢ 105, 213-218.

[20|]LOKESHWAR, V. B., C. OEBEK, M. S. SOLOWAY a N. L. BLOCK.
Tumor—associated hyaluronic acid: a new sensitive and specific urine marker for bladder
cancer. Cancer ResearctB97, ¢ 57, s. 773-777.

[21]SCOTT, S. Secondary structures in hyaluronan solutions: chemical and biological
implications. The Biology of Hyaluronan. Ciba Foundation Symposii889, ¢ 143, s. 6-14.
[22]HASCALL a T. C. LAURENT. Hyaluronan Structure and Physical Properties.
GlycoForum  [online]. 1997, <. 1 [cit. 2012-03-03]. Dostupné  z:
http://www.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HAO1/HAO1E.html

[23] SCOTT, J.E., C. CUMMINGS, A. BRASS a Y. CHEN. Secondary and tertiary structures
of hyaluronan in aqueous solution, investigated by rotary shadowing—electron microscopy
and computer simulation. Hyaluronan is a very efficient network—forming polymer.
Biochemical Journall991, ¢ 274, 699-705.

[24] SCOTT, J. E. Supramolecular organization of extracellular matrix glycosaminoglycans,
in vitro and in the tissues. FASEB Jourr92, ¢ 6, 2639-2645.

[25]CHANG, N. S., R. J. BOACLE a G. ARMAND. Hyaluronic acid—complement
interactions. |. Reversible heat-induced anticomplementary actWdiecular Immunology
1985, ¢ 22, s. 391-397.

[26] SCOTT, J. E. Secondary and Tertiary Structures of Hyaluronan in Aqueous Solution.
Some Biological Consequence&lycoForum [online]. 1998, ¢. 2 [cit. 2012-03-03].
Dostupné z: http://www.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HA02/HAO2E.html

[27] BECHER, P.Emulsions: Theory and Practic®otisk. New York: R. E. Krieger Pub,
1977. ISBN 0882755897.

[28] SCHWARTZ, A. M., PERRY a J BERCHsurface active agents and detergeitstisk.

New York: R. E. Krieger Pub, 1977. ISBN 0882751573.

[29] MCCUTCHEON. McCutcheon's Emulsifiers and Detergertew Jersey: Mccutcheon

Div Mc Pub Co ., 1991. ISBN 9780944254080.

[30] LINFIELD, W. M. Anionic surfactantsNew York: Marcel Dekker Inc, 1976. ISBN
0824761588.

[31]HOLMBERG, K., B. JONSSON, B. KRONBERG a B. LINDMANSurfactants and
polymers in aqueous solution. New York: John Wiley & Sons, Ltd.,, 2002. ISBN
0-471-49883-1.

[32] SCHICK, 1. a J. MARTIN.Nonionic surfactants2. New York: Marcel Dekker, 1988.
ISBN 0-8247-7530-9.

[33] JUNGERMANN, E.Cationic SurfactantsNew York: Marcel Dekker Inc, 1970. ISBN
0824713400.

[34] DOYLE a J. L. DOYLE. Isolation of plant DNA from fresh tissk@cus 1990,¢. 12, s.
13-15

[35] MICHIELS, A., W. VAN DEN ENDE, M. TUCKER a L. VAN RIET. Extraction of
high—quality genomic DNA from latex—containing planésalytical Biochemistry2003,¢.

315.

52



[36] SMITH, D. S., P. W. MAXWELL a S. H. DE BOER. Comparison of Several Methods
for the Extraction of DNA from Potatoes and Potato—Derived Produldarnal of
Agricultural and Food Chemistr2005,¢. 53, s. 9848-9859.

[37]SMITH a B. A. KORGEL. The Importance of the CTAB Surfactant on the Colloidal
Seed-Mediated Synthesis of Gold Nanorods. Langr2008, ¢ 24, s. 644-649.

[38] SALAGER, J. L. Surfactants Types and UsEfRP BOOKLET # E300-Aonline].
2002, 2. [cit. 2012-03-03]. Dostupné z: http://nanoparticles.org/pdf/Salager—E300A.pdf
[39]R. G., LARSON.The structure and rheology of complex fluiddew York: Oxford
University Press, 1999. ISBN 019512197X.

[40] WAIGH, T. A. Microrheology of complex fluidReports on Progress in Physi&)05,

¢. 68, s. 685.

[41] BREUER, Kenneth SMlicroscale diagnostic techniqueBerlin: Springer, 2005, s. 1-44.
ISBN 3-540-23099-8.

[42] CROCKER, J. C. a D. G. GRIER. Methods of Digital Video Microscopy for Colloidal
Studies. Journal of colloid and interface scient®96, ¢ 179(1), s. 298-310.

[43] VALENTINE, M., P. KAPLAN, D. THOTA, J. CROCKER, T. GISLER a R.
PRUD’HOMME. Investigating the microenvironments of inhomogeneous soft materials with
multiple particle tracking. Physical Revie2001,¢. 64(6).

[44]MASON a D. A. WEITZ. Optical Measurements of Frequency—-Dependent
LinearViscoelastic Moduli of Complex Fluid®2hysical Review Lettersl995, ¢. 74(7),
1250-1253.

[45] LEVINE a T. LUBENSKY. One—-and Two—Particle Microrheologyhysical Review
Letters 2000, ¢ 85, 1774-1777.

[46]MEYER, K. a J. W. J. PALMER. Polysaccharide of the vitreous hudmurnal of
Biological Chemistry1934, ¢ 107, s. 629-634.

[47] ELIAS, Hans—-GeorgMacromolecules.Volume 2: Industrial polymers and Syntheses
Weinheim: WILEY-VCH, 2007. ISBN 978-3-527-31173-6.

[48] DROBNIK, J. Hyaluronan in drug deliveradvanced Drug Delivery Reviews991,¢.

2, 295-308.

[49] BROWN, B. M. Hyaluronan: Investigations into the Mode of Action of Hyaluronan in
Topical Drug Delivery. ACS Symposium Serg306, ¢ 934, 141-153.

[50] THALBERG a LINDMAN. Interaction between Hyaluronan and Cationic Surfactants.
Journal of Physical Chemistry989, ¢ 93, 1478-1483.

[51] THALBERG, K., B. LINDMAN a G. KARLSTROM. Phase Behavlor of Systems of
Cationic Surfactant and Anionic Polyelectrolyte: Influence of Surfactant Chain Length and
Polyelectrolyte Molecular Weight. Journal of Physical Chemistf91, ¢ 95, 3370-3376.

[52] THALBERG, K., B. LINDMAN a G. KARLSTROM. Phase Behavlor of a System of
Catlonic Surfactant and Anionic Polyelectrolyte: The Effect of Shiurnal of Physical
Chemistry 1991, ¢ 95, 6004-6011.

[53] THALBERG, K., B. LINDMAN. Gel Formation in Aqueous Systems of a Polyanion and
an Oppositely Charged Surfactant. Langmi@91, ¢ 7, 277-283.

[54]HERSLOF a L. SUNDELOF. Interaction between Polyelectrolyte and Surfactant of
Opposite Charge. Hydrodynamic Effects in the Sodium Hyaluronate/Tetradecyltrimethyl-
ammonium Bromide/ Sodium Chloride/Water Systdwurnal of Physical Chemistry1992,

¢. 96, 2345-2348.

[55]FUKADA, K., E. SUZUKI a T. SEIMIYA. Rheological Properties of Sodium
Hyaluronate in Decyltrimethylammonium Bromide Aqueous Solutidasigmuir 1999, ¢.

15, 4217-4221.

53



[56] SOUMYA, S. P. a R. PACHTER. A molecular simulations study of the miscibility in
binary mixtures of polymers and low molecular weight molecttetymer 2002,¢. 43, 415—
424.

[57] MAHLIN, D., J. UNGA, A. RIDELL, G. FRENNING a S. ENGSTROM. Influence of
polymer molecular weight on the solid—state structure of PEG/monoolein mixRalgsner
2005, ¢ 46, 12210-12217.

[58] DUBIN, P. a P. TONGColloid—polymer interactionsl. vyd. New York: Maple Press,
1993. ISBN 0841226962.

[59] BERRIAUD, N., M. MILAS a M. RINAUDO. Rheological study on mixtures of
different molecular weight hyaluronatésternational Journal of Biological Macromolecules
1994, ¢ 3, 137-142.

54



7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

7.1. Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

ECM extracelularni matrix

HyA kyselina hyaluronovd, hyaluronan
PMN polymorfonukleérni neutrofil

NMR nukleérni magneticka rezonance
DNA deoxyribonukleova kyselina

PEG polyethylen glykol

CTAB cetyltrimethylamonium bromid

CMC kritick& micelarni koncentrace

MSD primérnd hodnota posunu

CuTAB tetradecyltrimethylamonium bromid
TTAB N-tetradecyltrimethylamonium bromid
NaHyA hyaluronan sodny

CiTAB decyltrimethylamonium bromid
PMMA polymethylmetakrylat

5CB 4-n—-pentyl-4"—kyanobifenyl

DSC diferertni kompenzéni kalorimetrie
MO monoolein

CCD zarizeni s vdzanymi ndboji (charge—coupled device)
DLS dynamicky rozptyl sétla

7.2. Seznam symbdl

Symbol Nazev veltiny

y smykova rychlost

o smykové napi

n dynamickd viskozita

Yo amplituda

0] frekvence

y smykovéa deformace
G'(w) elasticky modul

G"(w) visk6zni modul

ks Boltzmannova konstanta
T teplota

< Arz(r» pramérna hodnota posunu

T ¢asovy interval

a polomer ¢astic

0 unilaterdlni Laplaceova transformace
a konstanta agmnosti

Clyl prekryvovy parametr

N podet monomek

P pocet jednotek v monomeru

C. G koncentrace

Mw molekulova hmotnost
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8 SEZNAM PRIiLOH

Ptiloha 1:
Priloha 2:
Priloha 3:

Vizualizace interakci sisi HyA 300 kDa a 1,46 MDa (70:30) s CTAB
Popis vzorksmesi HyA 300 kDa a 1,46 MDa (70:30) s CTAB
Vizualizace interakci sisi HyA 17 kDa a 1,46 MDa (50:50) s TWEEN 20
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9. PRILOHY
9.1. Pilohal

Obr. 35 Vizualice perléek ve swsi HyA 30(kDa+1,46MDa (70:30). Koncentrace CTA
0,0005 mol-dif, iontova sila stoupa zleva dopravi mol-dn™3, 0,05 mol-dn¥,
0,1 mol-dia 0,15mol-dn™>

Obr. 36 Vizualice perléek ve swsi HyA 30(kDa+1,46MDa (70:30). Koncentrace CTA
0,001 mol-dn¥, iontova sila stoupa zleva doprave mol-dn~, 0,05 mol-dn¥,
0,1 mol-dia 0,15mol-dn™>
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Obr. 37 Vizualice perléek vesnesi HyA 300 kDa+1,46/Da (70:30). Koncentrace CTA
0,01 mol-dnT, iontova sila stoupa zleva doprave mol-dn3, 0,05 mol-dn¥,
0,1 mol-dia 0,15mol-dn™>

Obr. 38 Vizualice perléek ve swsi HyA 30(kDa+1,46MDa (70:30). Koncentrace CTA
0,03 mol-dnT, iontcva sila stoupd zleva doprava ntol-dn™3, 0,05 mol-dn¥,
0,1 mol-dia 0,15mol-dn™>
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Obr. 39 Vizualice perléek ve swsi HyA 30(kDa+1,46MDa (70:30). Koncentrace CTA
0,05 mol-dnT, iontova sila stoupa zleva doprave mol-dn™3, 0,05 mol-dn¥,
0,1 mol-dri® a 0,15mol-dm®

Obr. 40 Vizualice perléek ve swsi HyA 30(kDa+1,46MDa (70:30). Koncentrace CTA
0,08 mol-di?, iontova sila stoupa zleva doprave mol-dn~3, 0,05 mol-dnt,
0,1 mol-dri*a 0,15mol-dn2
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9.2. Pfloha 2
Tabulka 6 Zapis pozorovani ve vzorcich sessirHyA 300 kDa a 1,46 MDa (70:30)

CcTaB | (mol-17%
(mmol- I
) 0 0,05 0,1 0,15
Odddena
Odddena nekontinuélnj nekontinualni fdze| Lem z malych Razovy
0,5 faze (vloky), lem,giry (velmi malé vlogek, mzovy | zakaleny
bezbarvy roztok vlocky), ¢iry zakaleny roztok| roztok
bezbarvy roztok
Odddena Lem
Odddena nekontinualn Odddena nekontinualni | z vliocek na
taze (velké visky na nekontinudlni faze| faze (velmi malé sténg, velké
1 Y roztoku)ylem (velmi malé vloeky), iry vioeky
§irg bezbaryy ro'ztok’ vlocky), ¢iry bezbarvy roztok, plavou
y y bezbarvy roztok lem z malych | v roztoku
viocek (asi 3)
. Gelovy
. Gelovy lem y .
Gelovy lem (nekontinuélni) lem, malé
Lem z velkych pertiek | (nekontinualni), malé mnoistvi, mnozstvi
10 (nekontinudlni gelovy pospojované (ménd (nejméng
lem), izovy zakaleny | perlicky lezici na ospoiovanvch plavajicich
roztok dng, rizovy dry P p ) . y . | perlicek,
perlicek, izovy | ..~ .
roztok . razovy dry
¢iry roztok
roztok
. . Gelovy lem Gelovy
Gelovy lem Gelovy lem (kontinﬁélni) lem velymi
(nekontinuélni), malé (kontinualni), . . P
. e : . malé mnozstvi malo
30 mnozstvi pertiek pospojované (ménd lavaiicich
plavoucich v roztoku | perlicky lezici na ospoiovanveh P erli:‘:ek
zachycenych v gelu na dnég, rizovy dry perIiFé)ei( Migv’ rﬁpiov’ dr"
dné, rizovy dry roztok roztok P oo y y dry
Ciry roztok roztok
Gelovy lem (s Gelovy lem, malé Gelovy lem Spojené
bublinami!), malé mnozstvi malé mynois{vi agregaty,
50 mnozstvi perliek pospojovanych lavaiicich plavouci
plavoucich v roztoku | perlicek plavoucich er;IiéekJ 3 OVY retzec,
zachycenych v gelu na v roztoku, fizovy P §irv roztok y razovy dry
dn¢, riZovy dry roztok ¢iry roztok y roztok
L Lem, iZzovy dry
Lem (nekontinualni), y ,y Cx
oy s roztok, malé Lem, izovy
razovy dry roztok, . . Lem, gel na
. o . mnozstvi pertiek ¢iry roztok, A
80 malé mnozstvi pedek . . | dn¢, rizovy
. zachycenych v gelu rettzec plavouci| .
zachycenych v gelu na L . ¢iry roztok
dne na dng¢ jedna na hlading
obrovska perla
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9.3. Pfloha3

Obr. 41 Vizualizace interakce sfsi HyA 17 kDa a 1,46 MDa (50:50) s tenzidem TWEEN 20
o koncentraci 0,08 mol-d) iontova sila stoupa zleva doprava O mol-dm
0,05 mol-drt, 0,1 mol-drifa 0,15 mol-di?
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