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1 UVOD

Interakce hyaluronanu (Hya) a amfifilnich molekul, téma této prace se zda byt pomérné
konkrétni, je vSak pouhou ¢asti mnohem obséhlejsiho vyzkumu cilenych nosici 1éCiv, jejichz
vyvoj a uvedeni do praxe je snahou mnoha vyzkumnikl po celém svété, kteii se snazi ziskat
pfevahu v boji s rakovinou. Je alarmujici jak béZnou se za posledni roky stala tato nemoc a
dokazuji to nejen statistiky Svétové zdravotnické organizace, ale také ¢ekarny onkologickych
ordinaci.

Tato prace si klade za cil alesponi Castecné prispét k vyvoji cilenych nosict 1€Civ a to
prozkoumanim jednoho z potencionalné vyuZitelnych systémi. Ctenaf se na jejich strankach
sezndmi s vyzkumem interakci hyaluronanu a riznych amfifilnich molekul a to pomoci
metody fluorescen¢ni sondy. Daéle pak je podrobné zkouman pribéh interakci v jednom
z vybranych systému, k cemuz byla pouzita také jedna z nejmodernéjsich fluorescencnich
metod — fluorescen¢ni korelaéni psektroskopie (FCS). U tohoto systému pak byly provedeny
také prvotni testy cytotoxXicity.

Systémy v roztoku vSak nejsou jedinou naplni prace, jeji Cast se vénuje také
kondenzovanym fazim vznikajicim praveé na zéklad¢ interakce mezi hyaluronanem a opacné
nabitym tenzidem. Jak je uvedeno v reSersi, ani tyto systémy nemohou byt jako potencionalni
nosice 1éCiv opomenuty, ale naopak s sebou mohou nést nékteré vyhody, jako je napiiklad
prodlozené uvoliiovani aktivni latky. Zkouméni zékladnich vlasntosti téchto gelii a jejich
termogravimetrické a reologické charakterizaci je pak vénovana nezanedbatelna Cast prace.

2  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 CILENE NOSICE LECIV

Vyvoj cileného nosice 1é¢iva je pomérné slozitou zalezitosti z divodu kombinace velkého
mnozstvi pozadavkll na tento systém. Ten musi byt biokompatibilni a biodegradabilni, pro
ucely cilené distribuce musi mit urcitou velikost a popiipadé také schopnost interagovat
specificky v misté t€inku. Dal§imi dilezitymi vlastnostmi jsou také netoxicita produktt jeho
degradace a pokud mozZno co nejmensi sklon k jejich depozici v Zivotné dileZitych organech,
ktera by je mohla poSkozovat [1,2].

Aby byl splnén jeden za zakladnich poZadavkl uvedenych vySe a bylo mozno vyuZzit
pasivniho cileni, je pro nosi¢ 1é¢iva kritickou vlastnosti velikost. Tento nazor sdili 1 Fox M. a
spol. [3] ve svém clanku, kde zdiraznuji klicovou roli tzv. "architektury" nosice, zahrnujici
bilancovani zékladnich vlastnosti nosice jako jsou prave velikost souvisejici s molekulovou
hmotnosti a hydrodynamickym polomérem ale také flexibilita polymerniho fetézce, vétveni a
lokace pripojené aktivni latky. Dle jejich nazoru je pravé velikost rozhodujicim faktorem
fidicim rovnovahu mezi dorucenim aktivni latky do mista ucinku na jedné strané a
odbourdnim nosic¢e metabolickymi cestami pies jatra nebo ledviny.

Pasivni cileni je tedy zajiSténo samotnou velikosti nosi¢e a zabezpeceno pravé jeho
polymerni povahou. Aktivni cileni vSak souvisi se schopnosti nosice nebo nékteré jeho ¢asti
specificky interagovat s bunikami v rakovinné tkani. Pii zvazeni vSech pozadavka a faktort
uvedenych vyse je hyaluronan povazovan za polymer vhodny pro cilenou distribuci 1éCiv a to
ze dvou hlavnich diivodi, které spolu logicky souvisi. Je to t€lu vlastni polymer, u n¢hoz je



biokompatibilita a biodegradabilita samoziejmosti a je schopen interagovat s bunécnymi
receptory a zajistit také diky svoji polymerni povaze oba druhy cileni [4].

Zvlaste dalezitou roli pak hraje specificky receptor pro hyaluronan s nazvem CD 44 [5-7].
Tento transmembranovy receptor dulezity pro proliferaci, migraci a angiogenezi bunck, se
nachazi na povrchu vétSiny savéich bunék. Ve vyrazné vétsim poctu je pak hyperexprimovan
na bunécném povrchu velkého mnozstvi rakovinnych bunék. Z toho diivodu jsou buiky
tumoru na pfitomnost hyaluronanu ve svém okoli velmi citlivé. Jednim z procesi, ktery
CD 44 spousti je 1 endocytoza, kterd je pak zakladem pro Gspésny transport cileného nosice
1é¢iva dovnitt rakovinné bunky [8-12].

Specifickou vazbou Hya na receptor CD 44 se zabyvali Qhattal S. a spol. [13]. Konkrétné
zkoumali liposomy s navazanym hyaluronanem a zabyvali se vlivem jeho molekulové
hmotnosti, hustoty navdzanych fetézch hyaluronanu (Hya) a také hustoty
hyperexprimovanych receptort CD 44 na povrchu rakovinnych bunck. Stfedni velikost
konjugati se pohybovala od 120 do 180 nm, pii¢emz rostla s rostouci molekulovou hmotnosti
(Mw) Hya. Zjistili, ze vychytavani konjugati je siln¢ zavislé na vSech jmenovanych faktorech
a ze roste s My. Zaroven je Uc¢innost konjugétii vyssi, nez samotnych liposoml bez Hya.
Uvniti bunky se pak konjugaty primarné hromadili v endozomech a lysozomech.

2.2 NOSICE NA BAZI HYALURONANU

Yim H. aspol. [14] pfipravili agregat polyetyleniminu a trans-retinové kyseliny
pokrytého hyaluronanem. Priimérna velikost téchto c¢astic byla 143 nm a v prostiedi
fosfatového pufru byly Castice mnohem stabilnéjsi v porovnani s Casticemi bez obsahu
kyseliny trans-retinové. Vysledky ukazaly, ze v piipadé pokryti konjugatu hyaluronanem
doslo k vyraznému sniZeni cytotoxity, ktera byla opét obnovena po enzymatické degradaci
hyaluronanového obalu. S ptfihlédnutim k faktu, Ze enzym degradujici hyaluronan, je v hojné
mife zastoupen v nadorové tkani, je pak tento systém uplatnitelni pii 1é€bé nadort
hyperexprimujicich CD44 receptor pro hyaluronan.

Kyselinu retinovou vyuzili také Yao J. a spol. [15], kdyZ jejim navazanim na kyselinu
hyaluronovou vytvoftili amfifilni molekulu (HRA). Na této bazi pfipravovali nanonosice pro
potencialni synergistickou chemoterapii kyselinou retinovou a paklitaxelem. HRA konjugat
vykazoval vysokou solubilizacni kapacitu, odpovidajici ,,nano“ rozméry a dobrou
biokompatibilitu. Testy viability bun€k vykazovaly koncentraéni a casovou zavislost
cytotoxicity. Tyto ¢astice byly Usp&€$né pohlcovany endocytézou a poté transportovany do
jadra bunky. Navic in vivo zobrazovani prokazalo jejich akumulaci v tumoru.

Surace C. a spol. [16] pfipravili lipoplexy obsahujici konjugat kyseliny hyaluronové
s dioleoylfosfatidyletanolaminem (Hya-DOPE) pro 1éceni rakoviny plic. K jejich piipravé
byly pouzity kationtové liposomy slozené ze smési [2-(2,3-didodecyloxypropyl)hydroxyetyl]
amonium bromidu (DE) a DOPE. Velikost lipoplexti se pohybovala v rozmezi od 250 do
300 nm. Prokézali, Ze pokud je na povrchu burniky pfitomen CD44 objevuje se vyrazny nartst
transfekce, demonstrujici moznosti cileni pro genovou terapii. Platt V. a spol. [17] ve svém
prehledovém ¢lanku uvadi ptipady, ve kterych byl hyaluronan pouzit jako nosi¢ 1é€iva a jako
ligand na liposomech. Léciva ,dorucena” Hya modifikovanymi liposomy vykazovaly
vybornou G¢innost jak in vitro, tak na modelovych nadorech u mysi.

Datir R. S. a spol. [18] se zabyvali pfipravou, charakterizaci a biologickym hodnocenim
konjugati  multilamelarnich  karbonovych nanotrubi¢ek s hyaluronanem nesoucich
doxorubicin. Molekula aktivni latky byla na tyto konjugaty vdzdna n-n vrstvenim. Konjugat



byl poté naznafen fluorescencnimi barvivy s emisi v blizké infracervené oblasti. Tyto
konjugaty vykazovaly vice nez tiikrat vEtsi toxicitu a zvySenou apoptotickou aktivitu u
zkoumanych bunék nez volny doxorubicin v odpovidajici koncentraci. Testy na mysich
prokazaly pétkrat vétsi inhibicni efekt na tumor plic nez pro volny doxorubicin.

Dakdouki M. a spol. [19] se zabyvali Hya povrstvenymi super-paramagnetickymi
Casticemi oxidu Zeleza. Tento systém spojuje vyhody zobrazovani a cileného nosice. Pokud je
inkubovéan s rakovinnymi buiikkami, jsou tyto castice velmi rychle pohlceny a jejich
internalizace probéhne ve vétsi mife nez u Castic, které povrstveny hyaluronanem nebyly.
Vysoka magneticka relaxivita povrstvenych ¢astic spojena s podporou jejich pohlceni pak
dovoluje zobrazeni nadorovych bun€k magnetickou rezonanci. Na takové castice byl poté
navazan doxorubicin pies linker reagujici na kyselé prostiedi. Zatimco samotné povrstvené
Castice byly netoxické, Castice s navazanym doxorubicinem prokazovaly toxicitu, ktera byla
navic vetsi, nez u volného doxorubicinu. Na takto pripraveny konjugat doxorubicinu
reagovali nejen nddorové bunky citlivé na 1é¢ivo, ale také nadorové bunky, u nichZ byla
prokézana rezistence vuci aktivnim latkam, coz bylo zptisobeno rozdilnym mechanismem
vychytavani a bunééné distribuce doxorubicinu volného a vazaného na Castice s Hya.

2.3 NOSICE NA HYDROGELOVE BAZI

Jak ukazuje piehledovy ¢lanek Vermonden T. a spol. [20] jako nosice lze s tspéchem
vyuzit také hydrogely. V tomto smyslu se Xin W. a spol. [21] zabyvali syntézou konjugati
nanogel-lé¢ivo zalozenych na cholesteryl-Hya. Tyto konjugaty vyrazné¢ zvySovaly
biodostupnost ve vodé slabé rozpustnych aktivnich latek. Nanocastice gelu (20-40 nm)
S hydrofobnim jadrem a pomérné velkou davkou solubilizovaného 1é¢iva (20 %) se tvoii po
sonifikaci a vykazuji uvolnovani lé¢iva béhem hydrolyzy biodegradabilnich esterovych
vazeb. Tyto nanogely vykazuji dva aZ sedmkrat vyssi cytotoxicitu nez samotné 1é¢ivo a to na
rakovinnych buiikach rezistentnich vic¢i aktivni latce, které zasahuji plice a slinivku. Tyto
nanogely byly uspé$né internalizovany diky endocytdze spusténé receptorem CD44 a zaroven
interakci bunééné membrany s cholesterolovymi ¢astmi nosice.

Chen Y. a spol. [22] pracovali na termoresponzivnim hydrogelovém systému vhodném
pro injekéni podani, ktery podléha sol-gel fazovému piechodu po stimulaci télesnou teplotou
a zaroven ma vylepSenou mechanickou odolnost a biokompatibilitu. Hexametylen-1,6-
diisokyanat (HDI) byl navazan na fetézec Pluronic F127 (PF 127). Tento kopolymer byl poté
inkorporovan do kyseliny hyaluronové a byl tak vytvofen termoresponzibilni nanokompozitni
hydrogel. In vitro a in vivo byl zjistovan profil uvolfiovani aktivni latky a efekt inhibice ristu
nadorovych bun&k. Vysledky ukazaly, Ze tento systém podléhd sol-gel fazovému prechodu
jakmile teplota ptekroc¢i hranici 37 °C. Nanokompozitni polymer samovolné agreguje a tvofi
micelarni struktury o velikosti 100-200 nm. Uvoliovani doxorubicinu z tohoto hydrogelu
vykazovalo kinetiku nultého fadu a probihalo plynule po 28 dni. Viabilita nadorovych bunék
a velikost tumoru vyrazné klesaly s inkuba¢ni dobou.

Minaberry Y. a spol. [23] vytvateli nanoporézni hydrogely kyseliny hyaluronové za
pomoci lyofilizace. Zkoumali jejich vlastnosti ve smyslu jejich rozpustnosti a agregace ve
vodném prostiedi. Vytvoftili hydrogelové matrice s gentamicinem disponujici prodlouzenym
uvolnovanim aktivni latky.



2.4 INTERAKCE POLYELEKTROLYT - TENZID

Jak ukazuji vySe uvedené prace, interakce hyaluronanu a amfifilnich latek je jednou z
potencialnich metod, jak pfipravovat cilené nosice 1éCiv. Proto je zkoumat vlastnosti téchto
konjugétt.

Nizri G. aspol. [24] studovali tvorbu nanocéastic diky interakci aniontového
polyelektrolytu (polyakrylatu sodného NaPA) stadou opacné nabitych tenzidd s rtiznou
délkou tetézce (alkyltrimethylamonium bromidy C,TAB). Vnitini struktura nanocéstic byla
sledovana pfimym zobrazovanim cryo-TEM, coz ukazovalo agregaty hexagondlniho tvaru
s velikosti v fadu nanometrti. Pro interakci C,TAB-NaPA bylo zjisténo, Ze nanocastice se
formuji v Sirokém koncentratnim rozmezi tenzidu. Moldrni pomér ndboje mezi tenzidem a
polymerem ovliviiuje velikost a zeta potencial vznikajicich ¢astic, avSak nema vyrazny efekt
na vnitini strukturu ¢astic. Ta je ovlivnéna délkou fetézce tenzidu, ktera predurcuje primeér
c¢astice stejné jako jeji vnitini strukturu. Zda se, Ze ¢im delsi uhlikovy fetézec tenzidu je, tim
vEtsi je schopnost polymeru indukovat formaci agregata.

Liu Z. aspol. [25] zkoumali efekt povahy elektrolytu (hydrofilni x hydrofobni) na
interakci s opa¢né nabitym tenzidem. Dynamiku téchto interakci simulovali za pomoci
molekularniho modelovéani. Bylo zjisténo, ze agregace tenzidii na hydrofilnim polymeru je
odlisnd od agregace na polymeru hydrofobnim. V prvnim ptipadé se komplexy tenzidu
s polyelektrolytem méni od struktury podobné kartacku, ptes strukturu perlového ndhrdelniku
az k miceldm. Tyto tyCinkovité micely, u nichz se polyelektrolyt obaluje kolem jejich
povrchu, jsou strukturou objevujici se pouze pii pouziti hydrofilniho polymeru. Pokud pijde o
polyelektrolyt hydrofobni povahy, tvoifi se kulovité micely a polymer penetruje do
hydrofobniho jadra komplexii.

Dongcui L. a spol. [26] pouzili k vyzkumu koacervace ve smésich opacné nabitych
polyelektrolytli a tenzidl systém kationtového polymeru JR 400 a anionaktivniho tenzidu
dodecylsulfatu sodného (SDS) ve vod€. Byly provedeny studie isotermalni titracni
kalorimetrii a na zdklad¢ vysledki bylo zjiSténo, Ze pocatek fazové separace a tvorba
koacervatii probiha piiblizné na hranici nabojové ekvivalence. Tento ptfechod je evidentni
jako minimum na z&vislosti entalpie a také se projevuje objevenim minoritni gelové faze ve
vzorku. Pfi vySSich koncentracich tenzidu se pak systém dostava do metastabilniho reZzimu, ve
kterém je jeho stabilita zavisla na ¢ase a také zplsobu piipravy.

Prace Wang W. a spol. [27] se zamé&fuje na systém kationicky modifikované hydroxyetyl
celulézy (catHEC) a dodecylsulfatu sodného (SDS) ve formé hydrogelu vzniklého interakci
téchto latek. Bylo zjisténo, ze prave hustota naboje ma kriticky vliv na solubiliza¢ni kapacitu
a ze difuzivita modelové latky je porovnatelnd s volnymi micelami, a to v Sirokém
koncentra¢nim rozmezi tenzidu.

2.5 INTERAKCE HYALURONAN — TENZID

Thalberg, K. a spol. [28-32] zkoumali podrobnéji interakce mezi hyaluronanem a
alkyltrimethylamonium bromidy s rizn¢ dlouhymi alkylovymi fetézci (8, 9, 10, 12, 14 a 16
uhlik®l). Vyuzili k tomu metody fazové separace, vodivosti, NMR a solubilizace barviv.
Vysledky ukazuji, Ze na hyaluronan se vazi tenzidy, které maji v uhlikovém fetézci vice nez
deset atomi a Ze jejich vazani zacind jiz pfi velmi malé koncentraci tenzidu. U tenzidil s
krat$im fetézcem je tvorba volnych micel energeticky upfednostnéna pied vazdnim tenzidu na
hyaluronan. Ziskané vysledky vedou k domnénce, Ze diky interakci hyaluronanu a



kationtovych tenzidl tohoto typu dojde ke tvorbé agregati podobnych miceldm, které jsou
vazany na kostie polyelektrolytu. Tyto agregaty jsou mens$i nez volné micely tenzidu v
roztoku bez pfitomnosti polyelektrolytu. Tuto strukturu vystihuje model perlového
nahrdelniku [33].

Pti dosazenti jistého stupné navazani tenzidu na hyaluronan vSak komplexy uz nejsou dale
rozpustné ve vodé a dochazi k fazové separaci a vzniku precipitati. Precipitat lze znovu
rozpustit bud’ ptidavkem velkého nadbytku tenzidu, nebo nizkomolekularniho elektrolytu. Z
vysledkii vodivostnich méfeni plyne, ze krom¢ molekul tenzidu je k fetézci hyaluronanu
vazéana také cast bromidovych protiontl. Z tohoto divodu se mluvi o agregatech s protionty
dvojiho druhu, a to bromidovymi a karboxylatovymi, nélezicimi polymeru. Disociované
karboxylové skupiny totiz pravdépodobné snizuji elektrostatickou repulzi mezi kladnymi
naboji tenzidu a nasledkem toho je micela vazana na hyaluronanu stabilnéjsi, nez ptislusna
volnd micela. Solubiliza¢ni testy potvrzuji tento nazor, protoze komplexy tenzidu s
hyaluronanem rozpousti hydrofobni barvivo i pfesto, ze pfidavek barviva do systému miize
znamenat ¢aste¢né ruseni interakci.

Déale byl zkouman vliv délky alkylového fetézce tenzidu a molekulové hmotnosti
polyelektrolytu na fazové chovani systému alkyltrimetylamonium bromid a hyaluronan. Delsi
alkylovy fetézec tenzidu mé za nasledek rozsdhlejsi dvoufazovy region, zatimco snizovani
molekulové hmotnosti polyelektrolytu vede pouze k nepatrnym zménam v jeho poloze.
Celkové vzato nemd zména molekulové hmotnosti polymeru na fazovy diagram vyrazny vliv.

2.6 FLUORESCENCNI SPEKTROSKOPIE
2.6.1 Fluorescen¢ni sondy

Stejny tym vedeny Thalbergem K. [34] vyuzil k vyzkumu interakci hyaluronanu a
alkyltrimetylamonium bromida také fluorescenéni spektroskopii. Emisni spektra pyrenu v
roztoku tenzidu s i bez obsahu hyaluronanu se ukdzala byt téméef shodnd, coz indikuje
podobnou strukturu micel za nepfitomnosti 1 v pfitomnosti hyaluronanu. Fluorescen¢ni
spektroskopie je obecné vhodnou metodou ke zkoumani interakci tenzidi s jinymi
molekulami [35].

Yin D. aspol. [36] zkoumali pomoci fluorescenéni spektroskopie interakce mezi
hyaluronanem a tenzidy rizné povahy, aniontovy (SDS) a neionogenni (Tween 80,
Cremophor EL). Z vysledku plyne, ze Tween 80 a hyaluronan interaguji vzajemné jen velmi
slab¢ a Cremophor EL neinteraguje s hyaluronanem viibec. Déle bylo zjisténo, ze sodna sl
hyaluronanu ovliviiuje agregaci SDS stejné jako pridavek elektrolytu, CMC se snizuje.

Wang Y.aspol. [37] zkoumali pomoci pyrenu mikropolaritu hydrofobnich domén
v systémech tenzidi s dvéma hydrofobnimi fetézci (C12C6C12Br2) a s jednim hydrofobnim
feté¢zcem (dodecyltrimetylamonium bromid, DoTAB). Jako interagujici polyelektrolyty
pouzili polystyrensulfonat sodny (NaPSS) a polyakrylat sodny (NaPA) o raznych
molekulovych hmotnostech. P¥ méfeni vyuzivali koncentraci pyrenu 10~° mol.dm™. Stejny
autor pak tuto metodu vyuzil také ke zmapovani efektu piidavku soli na tvorbu komplexi
mezi kationtovymi tenzidy a aniontovymi polyelektrolyty [38].

Casové rozlisené méfeni fluorescence pyrenu bylo pak vyuZito pro vyzkum tvorby
polyelektrolytem indukovanych micel v ¢lanku Hanssona P. a Almgrena M. [39]. Jako
polyelektrolyt pouzili polyakrylat sodny (NaPA) a na né vazali dodecylpyridiniové ionty a
dodecyltriemtylamoniové ionty.



Nizri G. a spol. [40] pouzili fluorescenéni spektroskopii ke zkoumani interakci mezi SDS
a polydiallyldimetylamonium chloridu, ktera vede k vytvofeni nanocastic dispergovanych ve
vodé. Byla hodnocena struktura vyslednych nanocastic a jejich schopnost solubilizovat
hydrofobni molekuly. K testim solubilizace byl pouzit pyren. Nilskd ¢erven byla pouzita jako
solvatochromni sonda.

Kombinaci stejnych sond vyuzili také Dong Z. a spol. [41]. Pouzivali je k charakterizaci
fotoreverzibilnich micel tvofenych alginatem sodnym, tetradecyltrimetylamonium bromidem
(TTAB), a-cyklodextrinem a 4-fenylazobenzoovou kyselinou.

Nilskou ¢erven jako hydrofobni sondu vyuzili také Liao X. a Higgins D. [42], ktefi s jeji
pomoci mapovali lokdlni slozeni filmu tvofenych alkyltrimetylamoniovymi bromidy s riznou
délkou uhlikového fetézce (12, 14, 16 a 18) a polyvinylsulfatem draselnym.

2.6.2 Fluorescencni korela¢ni spektroskopie

Posledni dvé dekady znamenaly pro fluorescencni korelacni spektroskopii obdobi velkého
rustu, zvlasté pak v oborech koloidni chemie. Tato spektroskopicka metoda se stala béznou v
mnoha odvétvich jako naptiklad chemie, molekularni biologie a medicinské obory. Vyuziti
této metodiky v biologicky orientovaném vyzkumu bylo diskutovano v mnoha rozséhlych
reSersich [43-46]. Pouziti a podrobny popis této metody pro studium difize lipidi a proteinti v
modelovych membranach publikovali Chiantia S. a spol. [47] a Sankaran J. a spol. [48].
roce 2012 [49]. Jeji autofi Koynov K. a Butt H. J. velice jasn¢ a vystizn€ popsali soucasny
stav vyuziti FCS ve vySe zminénych oborech

Z praci zaméefenych na vyuziti modifikované fluorescencni korelacni spektroskopie ve
vyzkumu hyaluronanu stoji za zminku prace Masudy A. a spol. [50]. Autofi studovali difuzi
fluorescencnich molekul ve vodném roztoku hyaluronanu pomoci FCS s kontrolovanou
zménou objemu. Jako fluorescenéni sondy zvolili alexa 488, rhodamin 123 a protein
cytochrom C. Z jejich praci vyplyva, Ze molekuly v tomto prostfedi vykazuji prvky ,,anomalni
lokalni diftze®, tzn., Ze difuzni koeficient je funkci diftizni drahy a difizniho casu.

V literatufe jsou zminény i prace zabyvajici se chovanim fluorescenéné znacenych
polymerd v rdznych prostiedich. Jednim z velmi dilezitych c¢lankt je publikace
Zettla U. a spol. z roku 2009 [51], ktera popisuje chovani znac¢eného polystyrenu rhodaminem
B v poloziedéném rezimu. Difize v tomto systému je studovéna z hlediska vlastni (termalni
pohyb jedné molekuly vici okoli) a kooperativni difize (pohyb velkého mnoZzstvi molekul v
hustotnim gradientu), které jsou ziskané pomoci fluorescen¢ni korelacni spektroskopie resp.
dynamického rozptylu svétla. V tomto ¢lanku je zminéno vyuziti kroskorelace mezi dvéma
shodnymi detektory z divodu vyhodného potlaceni afterpulsingu (zpétna vazba fotonu na
detektoru zkreslujici signal). Zaroven zmifluje nutnost korigovat experimentalni data s
piihlédnutim k fotokinetickym procesiim krat§im nez 5 ps. Autofii své vysledky porovnavali s
teoretickymi modely (Lengevinova a Zobecnénd Ornstein-Zernikeho rovnice) a dospéli k
prakticke aplikaci, kterou bylo nalezeni minimalni koncentrace nutné pro tvorbu nanovlaken.

V literatufe hojné¢ zminovanym znacenym polymerem studovanym pomoci FCS je
Schizofylan. Zna¢eni Schizofylanu rhodaminem 6G zminiuje Leng X. a spol. [52]. Autofi v
tomto ¢lanku studovali chovani nativniho a denaturovaného schizofylanu, ale pfi
vyhodnocovani autokorela¢nich funkci se nezmiiluji o kompenzaci tripletniho stavu.
Meunier F. a Wilkinson K. J. [53] ve své praci pouzivali kromé& schizofylanu i dalsi
polysacharidy (polygalaktouronovou kyselinu, sukcinoglykan a rizné dextrany), které znacili
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rhodaminovouu zeleni R6113. Cilem jejich prace bylo ukéazat, Ze navrhovany zpisob
modifikace neovliviiuje vysledky pro charakterizaci polymert. Vysledky z FCS byly
porovnavany z méfeni na AFM. Ani tito autofi nezminuji korekci tripletniho stavu na
rhodaminu zaloZené znacky, ale pro prolozeni experimentalnich dat pouzili model pro dvé
nezéavisle difundujici komponenty a bez dal$iho vysvétleni brali, dle zapisu rovnice, druhy
difazni cas, jako ten, ktery pfislusi pohybu fetézce.

Pro FCS experimenty je mozno pouzit mnozstvi rozmanitych fluoroforti. Mezi takové
systémy patii polymerni Castice (s kovalentné vazanym fluoroforem) [54-56], a Castice bez
nutnosti dalsi modifikace jako kvantové tecky [57-60] a nanodiamanty [61,62].

2.7 REOLOGIE

Reologie se ukazala byt také pouzitelnou pfi vyzkumu interakci polyelektrolyt-tenzid
[63-66]. Napt. prace Maestra A.aspol.[67] prezentuje detailni studii dilataéniho
viskoelastického modulu adsorbovanych vrstev tvofenych -kaseinem (BCS) a tenzidem na
mezifazovém rozhrani voda-vzduch. Byly pouzity dva druhy tenzidi, a to neionicky
dodecyldimetylfosfin (C1,DMPO) a kationtovy dodecyltrimetylamonium bromid (DoTAB).
Povrchova dilatacni viskozita a elasticita jsou velmi citlivé na slozeni adsorbovanych vrstev
na mezifazovém povrchu. Pro dva studované systémy byly objeveny dva rizné dynamické
povrchové procesy, jejichz charakteristické frekvence jsou blizké 0,01 Hz a 100 Hz. Interakce
mezi BCS a tenzidem modifikuji strukturu ndhodné svinuté struktury, kterou vykazuje kasein
a to diky elektrostatickym a hydrofobnim interakcim. To vede ke kompetitivni adsorbci
komplexii BCS-tenzid s volnymi molekulami tenzidu na povrchové rozhrani. S rostouci
koncentraci volného tenzidu klesa adsorbce proteinu.

Rinaudo M. a spol. [68] zkoumali interakce hyaluronanu a fibrinogenu také za pomoci
reologie. Tento syst¢ém mél slouzit jako modelovy pro interakce v systému
polyelektrolyt-protein. Z vysledkii plyne, Ze v tomto systému vznika trojrozmérna sit’ a to na
zaklad¢ fyzikalniho véazani. Po smichani komponent totiZ dochazi k elektrostatickym
interakcim. Celkové zkoumany systém vykazoval nenewtonské viskoelastické chovani.

Reologii ke zkoumani interakci v systému Hya-CTAB vyuzil také Fukada K. a spol.
[69]. Vysledky ukazaly, Ze v tomto systému vznikaji kompaktni komplexy obou sloZek,
jejichz vnitini viskozita je nizka. Velikost komplexi roste s rostouci koncentraci tenzidu.
Vlastnostmi hydrogelu z hlediska reologie se zabyvali také Mourtas S. a spol. [70], ktefi
zkoumali vliv  pfidavku liposomii na vlastnosti hydrogelu zaloZeného na
hydroxymetylceluloze. Ptidavek liposomit vyrazné zvysil relaxacni cas systému, coz
znamena, ze doslo k posileni elastického charakteru vzorkd.

Jak je vidét u roztokl polymera a gelovych systému jsou velmi dualezité jejich tokové
vlastnosti [71]. Pro hodnoceni tokovych vlastnosti takovych viskoelastickych kapalin pak
existuje n¢kolik hlavnich modeld. Srovnani mezi nimi provedl Garakani A. H. a spol. [72] a
to na systému aktivovaného kalu. Vysledky ukézaly, Ze ¢tyfparametrické modely jako je napf.
Cross a Carreu model jsou pro tyto nenewtonské systémy nejvhodné&jsi i ptesto, Ze hodnoceni
jejich konstant je pomérné€ obtizné. Cross model k hodnoceni tokovych vlastnosti matric
tvofenych polysacharidem a tenzidem vyuzil také Bais D. a spol. [73].
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3  MATERIALY A METODY
3.1 MATERIALY

Pouzity nativni i modifikovany hyaluronan je produktem firmy Contipro Group. Jednalo
se o nasledujici molekulové hmotnosti nativniho hyaluroanu:75 kDa, 106 kDa, 310 kDa,
650 kDa, 1,4 MDa, 90 kDa, 300 kDa, 700 kDa, 750 kDa, 806 kDa, 2 MDa.

Béhem prace byly také pouzity modifikované verze Hya. Jednu z nich predstavoval
hydrofobné¢ modifikovany hyaluronan na jehoz kostfe byly navazany Sesticlenné uhlikové
fetézce a to pres OH skupinu na patém uhliku N-acetyl-D-glukosmainu AcylHex (75 kDa,
stupent substituce 10%). V druhém ptipadé se jednalo o rhodaminilaminohyaluronat sodny,
kdy byla na kostru navazana fluorescenéni znac¢ka v podobé rhodaminu 110 rhHya (50 kDa).

Jako amfifilni latky riznych druht byly pouzity: cetyltrimetylamonium bromid (CTAB),
Tetradecyltrimetylamonium  bromid (TTAB), cetyltrimetylamonium p-toluensulfonat
(CTAT), TWEEN® 20, dodecylsulfat sodny (SDS), n-dodecyl-p-D-maltosid, Cetylbetain,
BETADET® THC-2.

Jako vyvojové produkty dodané firmou Contipro Group k testovani jejich agregacnich
vlastnosti a interakci s hyaluronanem byly pouzity také hydrofobné modifikované
aminokyseliny. Jednalo se o dodecylserin (Ser-Ci;), dodecylglycin (Gly-Cyp),
didecylglutamovou kyselinu (Glu-Cyp) a dioktylasparagovou kyselinu (Asp-Cs).

Jako fluorescenéni sondy byly pouzity: pyren, 1,3-bis(1-pyrenyl)propan (P3P),
N,N-diemtyl-6-propionyl-2-naftylamin (prodan), nilska ¢erven.

Jako ostatni hydrofobni i hydrofilni modelové latky byly pouzity: sudanova cerven G,
merocyanin 540, metyloranz, thymolova modf, rhodamin B, D-mannitol, diklofenak sodna
sul, 2-metyl-1,4-naftochinon (Menadion), glycerol, paclitaxel, ()-a-tokoferol, (—)-riboflavin.

Vsechny zasobni roztoky a vzorky ve vodném prostiedi byly pfipravovany za pouZiti
¢isté vody (Miliphore: Mili-Q; Purelab: ELGA).

3.2 PRIPRAVA VZORKU
3.2.1 Metoda fluorescencni sondy

Pti praci s fluorescenénimi sondami byl pouzit standardni zplisob pfipravy vzorkl
spocivajici v pouziti zdsobniho roztoku sondy v t€kavém rozpoustédle. Tyto zasobni roztoky
fluorescencnich sond byly pfipraveny v acetonu a do Cistych sklenénych vialek byl pipetovan
dany objem roztoku, tak aby v kone¢ném vzorku bylo dosaZeno pozadované koncentrace
fluorescen¢ni sondy. Pokud ve vysledcich neni uvedeno jinak, je tato koncentrace sondy
10°° mol.dm™3. U nékterych vzorki byla pouzita i koncentrace sondy 10" mol.dm >,

Za snizeného tlaku bylo pak odpateno té¢kavé rozpoustédlo a do takto pfipravenych vialek
se sondou byly pfipravovany vzorky o pozadované koncentraci jednotlivych komponent a
Vv pozadovaném prostiedi. VSechny vzorky byly poté ponechdny na tfepacce minimalné
24 hodin pfi laboratorni teploté.

3.2.2 Fluorescencni korela¢ni spektroskopie

Pro prvotni experimenty provedené pomoci FCS byl zvolen systém obsahujici velmi
nizkou koncentraci fluorescencné znacené¢ho Hya. Jako fluorescencni znacka zde slouzil
kovalentné vazany rhodamin 110 (rhHya, Contipro Group). Ve vzorcich byla pouzita
konstantni koncentrace rhHya (86 ng.dm™®) a proménna koncentrace CTAB (15 pmol.dm > a7
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3 mmol.dm™) ve vodném prostfedi. Koncentrace Hya byla volena tak, aby v detek&nim
objemu byly pfitomny jednotky molekul fluorescencni znacky.

Pro uvedené vzorky byly provedeny dvé série experimentll mapujici chovani systému
V neustaleném a ustaleném stavu. Jak vyplyva z reSerSe, pfi vazani tenzidu na opacné nabity
polyelektrolyt existuji pii uréitych koncentracich tenzidu v systému metastabilni stavy, jejichz
struktura je zavisla na teploté, ¢asu a zpusobu piipravy (Dongcui L. a spol. [26]). Jako pokus
zmapovat odliSnosti v interakcich v téchto metastabilnich stavech, byla jedna sada vzorki
zmétfena ihned po smichéni obou komponent, a druhd sada vzorkli byla ponechéna ustalit
minimalné 72 hod na tfepacce. Vzhledem k velkému vlivu teploty na difuzni koeficienty byly
vSechny vzorky uchovavany a méteny za laboratorni teploty (20,0 £ 0,5 °C).

3.2.3 Termogravimetrie a reologie

Vzorky gelovych fazi byly pfipravovany s Hya o My (300, 700 a 2000 kDa). Pii téchto
testech mél byt jednim z parametrti pomér P/T, ktery k sobé vztahuje pocet vaznych mist na
polyelektrolytu pfi jeho uplné disociaci (P) a pocet jednolivych molekul tenzidu (T). Pro
ptipravu byly pouzity roztoky hyaluronanu a CTAB o rtiznych koncentracich, tak aby se
meénil pomér P/T (1, 4, 16) a zaroven aby vznikly dva vzorky se stejnym pomérem P/T 4, ale
pti pouziti odlisnych koncentraci vychozich roztokt. Zasobni roztoky ptislusnych koncentraci
(Hya 0,5 a 2% hm. a CTAB 50 a 200 mmol.dm ) byly smé&Sovany v poméru 1:1.

3.3 METODY A STANDARDNiI VYHODNOCENI
3.3.1 Fluorescen¢ni sonda pyren

Fluorescencni spektra pyrenu byla meéfena na piistroji FLUOROLOG. Pfi méfeni
emisnich spekter byl excitaéni monochromator nastaven na 336 nm. Ve spektru byly
sledovany intenzity prvniho (373 nm) a ttetiho (384 nm) maxima. Jejich pomér je jednim
z vyhodnocovanych parametri reagujicich na polaritu a bude nadale oznacovan jako EmPI
(emisni polaritni index). Dal§im parametrem je pomér fluorescence monomeru (prvni
maximum pi1 373 nm) a excimeru, jehoZ maximum se ve spektru nachazi pfi 470 nm. Tento
pom¢ér je oznacovan jako Ex:Mo (excimer ku monomeru). Vypovida jak o rozloZeni pyrenu
Vv hydrofobnich jadrech, tak o mikroviskozité ptislusného jadra [74].

U vzorkl s pyrenem byly také méfeny excitaéni skeny s emisnim monochromatorem
nastavenym na 392 nm. Z téchto skenti byl vyhodnocovan dalsi parametr reagujici polaritu a
to pomér intenzit pfi 333 nm a 338 nm. Tento parametr bude nadale znacen jako ExPI
(excitacni polaritni index). Zavislosti EmPI a ExPI na koncentraci tenzidu vykazuji u béZznych
tenzidl ve vodé sigmoidni charakter [75] a jsou proloZzeny Boltzmannovym modelm:

y AR,

X—Xo

(1)

l+e &

Parametry, které ziskdme pro dany model, jsou inflexni bod Xo, jehoz soutfadnice na ose X
se bere jako hodnota CMC, L. a II. zlom charakterizujici pocatek a konec agregace a hodnoty
A; a A, vyjadiujicich horni a spodni limitu daného modelu. Poslednim parametrem je AX,
které je pfimo spojeno s rozsahem nezavislé proménné (koncentrace tenzidu), ve kterém
probihd nahld zména zavislé proménné (EmPI nebo ExPI). Tato hodnota charakterizuje jak
strmy je pokles v klesajici ¢asti kiivky a vypovida tak o pribéhu samotné agregace.
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3.3.2 Fluorescencni korela¢ni spektroskopie

Pro experimenty byla pouzita nasledujici konfigurace méticiho systému: excita¢ni zdroj
512 nm s frekvenci 20 MHz, superapochromaticky objektiv UPLSAPO 60XW s vodnym
imerznim prostfedim, dichroicky element odrazejici excitacni vinovou délku a propoustéjici
emisni vinové délky, emisni filtr (HQ520/35), detektory t-SPADI a t-SPAD2.

Z divodi komplikovanosti zkoumaného systému rhHya — CTAB, byla data analyzovana
pomoci rtiznych pfistupii. Data byla méfena simultanné na dvou detektorech, a proto zde byla
moznost jejich kroskorelace s potlatenim pozadi pomoci FLCS filtru. Pro vyhodnocovani
byly zvoleny dva parametry - poc¢et molekul ve sledovaném konfokalnim objemu a diftizni
¢as. Oba tyto parametry lze ziskat na zaklad¢ autokorelac¢ni funkce, kterou lze ziskat na
zéklad¢ prolozeni dat pomoci modela integrovanych ve vyhodnocovacim programu.

3.3.3 Termogravimetrie

Gelovité faze byly testovany na pfistroji TGA Q50 (TA Intruments). Byly provedeny
teplotni rampy 5 °C za minutu az do teploty 300 °C a to za vzduchové atmosféry o pritoku 60
dm 2 za minutu. Testy byly provedeny pro gely vznikl¢ smichdnim rizné koncentrovanych
roztokd hyaluronanu (300, 700 a 2000 kDa) a tenzidu.

Vyhodnocovany byly nasledujici parametry: jednalo se o teplotu piisluSejici inflexu
prvniho zlomu pro zavislost hmotnosti na teploté a tudiz o prvni maximum na derivované
kiivce. Tato teplota byla oznacena jako tinr1 @ vyjadiuje teplotu pfi které je ze vzorku odpaiena
vétSina vody. DalSim parametrem je pak teplota ty.1 udavajici hodnotu teploty pfi které se
voda ze vzorku zaciné uvoliiovat. Z konstantnich oblasti na kiivkéch nésledujicich po prvnim
maximu byla vyhodnocena hodnota suSiny v hmotnostnich procentech oznacena jako mgy.
Analogicky byly vyhodnoceny i druhé zlomy a maxima, z nichZ byly stanoveny parametry
tinf2, thoc2 @ Mpop. Zde se jednd o teploty charakterizujici pocatek degradace, spaleni vétSiny
vzorku a ustdlenou hmotnost popela.

3.3.4 Reologie

Reologicka méfeni byla provedena na reometru AR-G2. VyuZivana byla geometrie kuZzel-
deska. V naSem piipad¢ byl pouzit kuzel s polomérem 40 mm a zkosenim 1 °. VSechny testy
byly méfeny pfi teploté vzorku 25 °C. Vychylka senzoru byla zvolena na 2 %.

Déle byly méfeny oscilacni testy tzv. ,,frequency sweep®, které spocivaly v mapovani
zavislosti pamétového a ztratového modulu na ménici se frekvenci oscilace senzoru. Tyto
byly provedeny v rozsahu frekvenci 20 az 0,01 Hz. U vSech vzorku byly také zkoumany
tokové vlastnosti, kdy byla sledovana zavislost viskozity na smykové rychlosti. Tato méfeni
byla v zavislosti na charakteru vzorku provadéna v rozmezi smykovych rychlosti fadové od
10°do 10%s %, coz odpovida rozmezi smykového napéti od jednotek do stovek Pa.

Pro vyhodnoceni oscilacnich testii byl pouzit generalizovany Maxwelliv model s péti
elementy. Diky tomu byly vyhodnoceny parametry pro jednotlivé ¢lanky modelu. Jednalo se
o relaxacni Casy Ais a slozky jednotlivych modulit G'1.5 a G"'1.5. Dale byla zZ naméfenych
zavislosti vyhodnocena poloha tzv. prekiiZeni, tj. bodu kde doSlo k protnuti pamétového a
ztratového modulu. Pro vyhodnoceni tokovych zavislosti, byl zvolen Cross model, ktery ma
Ctyfi parametry - limitni viskozitu pfi nekone¢né malé smykové rychlosti 1o, limitni viskozitu
pii smykové rychlosti blizici se k nekone¢nu n., konstantu K, ozna¢ovanou jako konzistence
a uvedenou v sekundach a bezrozmérnou konstantu m ozna¢ovanou jako rychlostni index.

14



4  VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 SYSTEMY HYALURONAN - TENZID V ROZTOKU
4.1.1 Mapovani interakce Hya s riiznymi tenzidy

V prvni fazi vyzkumu interakci hyaluronanu a amfifilnich molekul bylo provedeno
mapovani Sirsi Skaly tenzidi. Vysledky téchto testh jiz byly publikovany [76]. Jednalo se o
kationtovy tetradecyltrimetylamonium bromid (TTAB), cetyltrimetylamonium bromid
(CTAB) a cetyltrimetylamonium p-toluensulfonat (CTAT), neionogenni monolaurat
sachar6zy, octyl-B-D-glukopyranosid, Tween 20, n-dodecyl-B-D-maltosid a aniontovy
dodecylsulfat sodny (SDS). Byly pouzity také tenzidy ze tiidy zwitterionickych betainii a to
BETADET THC 2 a cetylbetain. Tyto testy byly provedeny pomoci dvou fluorescenc¢nich
sond (pyren a nilska Gerveti) a to ve fyziologickém roztoku (0,15 mol.dm3).

Vysledky ukazaly, Zze 1 v pfitomnosti nizkomolekuldrniho elektrolytu dochdzi ve
vybranych systémech k interakci, coz se projevilo zménami ve zkoumanych parametrech, tj.
na EmPI pyrenu a dile na intenzit¢ nilské Cervené¢ a také poloze jejiho fluorescencniho
maxima. VSechny zkoumané parametry vSak shodné poukazuji na fakt, Ze tvorba agregati
probiha spise v jistém koncentra¢nim rozmezi tenzidu, nez pii jediné diskrétni koncentraci.
Bylo by tedy ptfesnéjs$i mluvit o agrega¢nim regionu a to zvlasté v ptipad¢, ze systém obsahuje
hyaluronan, jehoz hlavnim efektem bylo totiz rozsifeni tohoto agrega¢niho regionu.

Zvyse uveden¢ho vyctu pouzitych tenzidi byly nejvétsi rozdily mezi systémem
samotného tenzidu a systémem obsahujicim hyaluronan zaznamenany pro neionogenni
Tween 20 a kationtovy CTAB.

4.2 CTAB
4.2.1 VIliv hyaluronanu na agregaci CTAB ve vodé

Na obr. 1 je zobrazen vliv pfidavku Hya 750 kDa o konstantni koncentraci 5 mg. dm~ na
agregani chovani CTAB ve vodé. V tomto piipadé byl pouzit pyren o koncentraci
10~" mol.dm™3, aby ovlivnéni systému bylo co nejmensi. Koncentrace hyaluronanu je v tomto
ptipadé velice nizka, ale i tak je vidét znacné ovlivnéni agregacniho procesu. Pro srovnani je
v grafu uvedena také zavislost ExPI na koncentraci samotného tenzidu ve vodé. Jak mizeme
vidét, ob¢ kiivky maji horni limitu pii stejné hodnoté ExPI, coz v podstaté znamena, ze
V obou piipadech nejsou v pocatecnich vzorcich vytvoreny Zadné agregaty schopné ve svém
hydrofobnim jadte solubilizovat pyren.

Vlivem ptidavku hyaluronanu pak dochdzi na zavislosti ke zlomu, ktery je o dva rady
posunut k niz§im hodnotam koncentrace tenzidu oproti zavislosti ve vodé. Tento zlom
charakterizuje tzv. indukovanou agregaci tenzidu. Diky elektrostatickému vazani kladné
nabité hlavy tenzidu na zaporné nabitou disociovanou karboxylovou skupinu hyaluronanu
dochazi ke zvySeni lokalni koncentrace tenzidickych molekul pravé kolem fetézce polyionu.
Tim se dostavaji do kontaktu také hydrofobni fetézce a dochazi zde k vytvoreni indukovanych
micel vazanych na fetézci. Pfi dalSim postupném zvySovani koncentrace tenzidu dochazi
postupné k vysycovani dalSich vaznych mist na fetézci a ve chvili, kdy je prekrocena mezni
hranice, dojde k fazové separaci. Ta je v grafu vyznacena zlutou oblasti, ve které¢ se hodnoty
ExPI vraci k hodnotam charakteristickym pro vodné prosttedi.
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Obr. 1: Viiv pridavku hyaluronanu (750 kDa, 5mg. dm ™) na agregacni chovini CTAB ve
vodé. Zluté je vyznacena oblast fazové separace.
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Obr. 2: Viiv pridavku hyaluronanu (750 kDa, 15 mg. dm>) na agregacni chovani CTAB ve

vode. Zluté jsou vyznaceny oblasti fazové separace.

V této oblasti totiz vznikd tzv. koncentrovana faze v podobé gelu usazujiciho se na
sténach vialky. Fluorescen¢ni sonda pak zlstdva zachycena pravé v agregatech vazanych
Vv této gelové fazi a signal, ktery ziskdme je pouze signdlem zbytkového pyrenu ve vodném
prostiedi supernatantu. Pti dalSim zvySeni koncentrace tenzidu dochazi k naruseni rovnovahy
a gelova faze se opét rozpousti. V roztoku se pak zacinaji tvofit volné micely. To potvrzuje i
fakt, Ze kiivka s piidavkem hyaluronanu klesa ke stejnym hodnotam jako kiivka odpovidajici
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tvorb& volnych micel CTAB ve vodném roztoku. Podobné vysledky pro systém obsahujici
hyaluronan a opa¢n¢ nabity tenzid nebyly dosud prezentovany.

Obriazek 2 ilustruje situaci s pouzitim vyssi koncentrace (15 mg.dm™) Hya o stejné
molekulové hmotnosti 750 kDa. Jak je vidét na prvni pohled, v grafu jsou dvé oblasti fazové
separace, coz je hlavnim rozdilem oproti predchozim vzorklim s niz§i koncentraci Hya. Oblast
fazové separace je v grafu vyznacena zluté. Jedna se o rozmezi koncentraci CTAB od 0,04 do
0,06 mmol.dm™ a je vidét, e k prvni fazové separaci pii pouZiti vyssi koncentrace Hya,
dochazi pti nizsich koncentracich tenzidu.

Tento jev naznacuje, ze systému dochazi k nasyceni hrani¢niho mnozstvi vaznych mist na
hyaluronanu zptisobujicimu fazovou separaci diive, nez pii pouziti niz$i koncentrace
hyaluronanu. To by odpovidalo spiSe kombinaci vyse uvedenych faktort, tedy tvorbé vétsiho
poctu micel vazanych na fetézec, které kompenzuji vétsi pocet disociovanych karboxylovych
skupin na fetézci a zaroven maji nizsi polaritu.

Pro ostatni pouZité koncentrace Hya 750 kDa 30 mg. dm 3, 50 mg. dm 3 a 100 mg. dm>
tvar viech naméfenych zavislosti odpovida prib&hu kiivek pro koncentraci 15 mg. dm™. U
vSech téchto zavislosti se také vyskytuji dveé oblasti fazové separace. Data naméfend pro rtizné
koncentrace Hya se 1isi jen v koncentra¢nich oblastech fazové separace.

Tab. 1: Shrnuti CAC a CMC

My Hya;  [Hyal; CAC; CMC,
kDa mg.dm>| mmol.dm™® | mmol.dm™
750 5 0,009 +0,001 | 0,92+0,7

90 15 0,007 £0,001 | 0,79 £ 0,02
750 15 0,007 +£0,001 | 0,77 £0,16
2000 15 0,008 £0,001 | 0,74 £0,13
750 30 0,014 +£0,001 | 0,74 £ 0,08
750 50 0,014 +£0,001 | 0,81 £0,15
750 100 0,009 +£0,001 | 0,97 £0,01
voda — 0,98 +£0,01

Zavérem této kapitoly je uvedena piehledova tab.1 shrnujici hodnoty CAC a CMC
naméfené pii pouziti jak rGznych koncentraci, tak rGznych molekulovych hmotnosti
hyaluronanu. Hodnoty jsou primérem hodnot ziskanych z parametri Boltzmannovych
modela pro zavislosti EmPI a ExPI. Jak je vidét hodnota CAC je o dva fady posunutéd oproti
hodnot¢ CMC. Hodnota CAC ani CMC se pak pro rizné pouzit¢ My hyaluronanu v ramci
chyby neméni. Molekulovd hmotnost tedy na chovani syst¢ému nema vliv. Pokud budeme
sledovat zmény CAC s rostouci koncentraci Hya, zjistime, Ze dochazi k mirnému zvySeni
CAC pouze u koncentraci Hya 30 mg.dmf3 a 50 mg.dmfg. Jinak se hodnota kritické agregacni
koncentrace téméf neméni. K velkym zméndm nedochézi ani v hodnot¢ CMC. U takto
slozitého systému je podobnost hodnot zarazejici a vede k domnénce, Ze fidicim faktorem
v agregaci CTAB je praveé koncentrace samotného tenzidu a ze ptidavek Hya sice zplisobuje
indukovanou tvorbu vazanych micel, ale kdy se tyto micely vytvofi, zalezi Cist¢ na
koncentraci tenzidu.
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Fluorescencni korelaéni spektroskopie

Pomoci FCS byly sledovany charakteristiky difundujicich molekul a ¢astic v systému
obsahujicim rhodaminem zna¢eny hyaluronan (rhHya) ve vodé. Jeho koncentrace byla ve
vzorcich konstantni (86 ug.dm™>), a byla vybrana tak, aby se v detekénim objemu nachazely
jednotky molekul vazané fluorescencni znacky. Koncentrace tenzidu se naopak liSila a to
v rozmezi od 15 pmol.dm > az 3 mmol.dm° které postihuje oblast CAC a fazovych separaci.
Tyto systémy byly prozkoumany v neustdleném stavu ihned po smichani komponent a
ustaleném stavu, kdy byly vzorky ponechény 72 hod na michacce.

Pfi srovnavani systému v obou stavech poslouzi obr. 3 a 4. Prvni jmenovany porovnava
zavislosti difuzniho asu pro oba stavy. Sedou oblasti je zde vyznateno rozmezi hodnot,
kterych miize v ramci chyby nabyvat difizni ¢as pro rhHya bez piidavku CTAB. Jak je vidét
pokles hodnoty v neustaleném systému po prvnim ptidavku CTAB je prudsi, ale jeho hodnota
se pak po dalSim navySeni koncentrace CTAB vraci k hrani¢ni hodnoté bez tenzidu. V tomto
bod¢ se chovani ustalené¢ho a neustaleného systému shoduje.
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Obr. 3: Srovndni hodnot majoritnich difiiznich casii v ustaleném a neustdleném systému. Sedd
oblast zndzornuje rozmezi hodnot, ve kterém se pohybuje difuzni cas rhHya bez pridavku

CTAB a plati pro obé zavislosti.

Analogické zmény pak muizeme vidét i na zavislosti poctu molekul zobrazeném na
druhém z obrazkt. V neustaleném systému tedy pravdépodobné po prvnim piidavku dochazi
k pfekotné interakci hyaluronanu stenzidy, ta pravdépodobné pozméni konformaci
hyaluronanu natolik, Ze agregaty takto vzniklé difunduji pomaleji nez volné nataZeny fetézec.
S Casem vSak dojde k rovnomérnéjSimu rozdéleni jednotlivych molekul tenzidu podél fetézce
a ten tak ¢astecn¢ zaujme ptivodni natazenou konformaci.

V dal$im regionu koncentraci jde chovani v ustaleném i neustdleném systému v podstaté
proti sob&. Tato rozkolisanost je pravdépodobné diisledkem metastabilniho stavu agregati.
V oblasti koncentraci nad CMC se pak u neustaleného systému objevuje na zavislostech
diftzniho ¢asu a poétu molekul trend, ktery v ustaleném systému vymizi. Z toho lze usuzovat,
Ze 1 agregaty ve stabilni oblasti prochdzeji béhem ¢asu zménami. Thned po smichani tedy
nedochazi k vytvoreni agregati, které by byly v energeticky nejvyhodnéjSim stavu.
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Obr. 4: Srovnani hodnot poctu molekul v konfokalnim objemu v ustdleném a neustdleném

systému. Prislusna ke kiivce barevné odpovidajici oblast pak vyjadruje rozmezi, ve kterém se
pohybuje hodnota N pro rhHya bez obsahu CTAB.

4.3 HYDROFOBNE MODIFIKOVANE AMINOKYSELINY

Jako alternativa prostych tenzidd byly pouzity hAMK. Jednalo se o dodecylserin (Ser-
C12), dodecylglycin (Gly-Cyy), didecylglutamovou kyselinu (Glu-Cyo) a dioktylasparagovou
kyselinu (Asp-Cs). Vysleky téchto testil jiz byly publikovany [77]. Pfi téchto experimentech
byl pouzit nativni Hya (1,4 MDa a 106 kDa) o konstantni koncentraci (1 g.dm™3). Interakce
byly sledovany ve vodném prostfedi a v prostiedi 0,15 mol.dm > roztoku NaCl.

VSechny naméfené zavislosti EmPI na koncentraci hAMK maji tvar jednoduché
sigmoidni kiivky. V zadnych vzorcich nedochédzelo ke zméné& zakladniho tvaru pribéhu
kiivky.

Shrnuti vysledkd ilustruje tab. 2 obsahujici CMC stanovené pomoci zmén dvou
polaritnich paramterti. Jak je z této tabulky vidét, k nejvyraznéj§im zménam po piidavku Hya
dochdzi ve vod¢ u aminokyselin, které maji pouze jeden hydrofobni fetézec. Zde dochazi
k posunu CMC o vice nezZ jeden koncentracni fad a mirné se také 1isi vliv Hya s riznou M.
Vysokomolekularni Hya snizuje CMC nepatrné vice nez nizkomolekularni. Pokud jde
0 hAMK s jednim fetézcem v 0,15 M NaCl, zde se pak vliv ptidavku Hya stira. U Gly-Cy;
jesté¢ mizeme pozorovat mirny pokles CMC, ktery vSak u Ser-Cj, vymizi, zde jsou pak
interakce uz potlaCeny vyssi iontovou silou. Tento fakt potvrzuje, ze jde o pomérné slabé
interakce.

U aminokyselin se dvéma hydrofobnimi fetézci byla situace slozitéjsi. Hodnoty CMC pro
Glu-Cyo nebyly vibec zméfeny, protoze tato hAMK se velmi Spatné rozpoustéla ve vode,
pravdépodobné kvuli pfili§ velké hydrofobicité dvou desetiuhlikatych fetézcl. V rozmezi
koncentraci, ve kterych byl Glu-Cy rozpustén nedoslo viibec k poklesu polaritniho indexu,
coz znamena, ze v systému nebyly vytvoieny hydrofobni domény. Data pro Asp-Cg ziskana
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byla, zde dochézi ve vod¢ vlivem pifidavku Hya k mirnému zvySeni CMC, coz je opacny
trend nez u jednotetézcovych hAMK. Nizkomolekuldrni Hya pak zptsobuje vys$si narist
CMC. v prostiedi NaCl, pak dochazi opét k potlaceni vétsiny interakci a hodnoty CMC se
V ramci chyby témét neméni.

Tab. 2: Hodnoty CMC pro systéem hAMK s pridavkem a bez pridavku Hya ve vodeé a v 0,15 M
NaCl. Koncentrace Hya byla 0,1% hm.

stanovena CMC (mmol.dm°)
106 kDa, | 1,36 MDa,
hAMK 106 kDa, | 1,36 MDa, | 0,15 M
voda 0,15M 0,15M
voda voda NacCl
NaCl NaCl
CMC 3,19 0,18 0,13 0,32 0,19 0,19
G|y-C12
+ 0,02 0,02 0,00 0,01 0,00 0,00
CMC 2,24 0,13 0,07 0,27 0,29 0,22
Ser-Cq»
+ 0,02 0,02 0,00 0,03 0,00 0,05
CMC 0,09 0,18 0,13 0,17 0,11 0,20
Asp-Cg
+ 0,01 0,02 0,02 0,02 0,04 0,02

Jak je tedy vidét z vysledkl, hydrofobné hAMK jsou v rozmezi svoji rozpustnosti
(s vyjimkou Glu-C19) schopny samovoln¢ agregovat a tvofit hydrofobni domény. Avsak jejich
interakce s Hya je mnohem slabsi nez u CTAB. Navic lze tyto interakce lehce potladit
zvySenim iontové sily roztoku. Z hlediska nezménéného tvaru pribéhu polaritni zavislosti
nelze také prokéazat vazbu agregati hAMK na fetézec Hya.

4.3.1 Gelové systémy hyaluronan — tenzid
Termogravimetrie

V TG spektrech se u vSech gelovych vzorka objevuje dvouzlomova kiivka, coZz znamena,
ze na kiivce derivované podle teploty maji vSechny naméfené zavislosti dva piky. Prvni,
jehoZz maximum se nachazi okolo 100 °C, odpovidd vysuSeni vody. Druhé maximum
nachdzejici se obvykle okolo 225 °C pfislusi tepelné degradaci komponent a jejich spaleni.
susiny udavana v hmotnostnich a procentech. Jak je vidét z tab. 3, pro vSechny vzorky se
susiny pohybuji v rozmezi od 29 % hm. do 2 % hm., coz znamena, Ze v krajnich ptfipadech je
gel schopen pojmout od 71 % hm. az do 98 % hm. vody. V druhém piipad¢ je susina (vzorek
s 2 % hm. Hya 2000 kDa a 50 mmol.dm ™ CTAB) schopna pojmout mnoZstvi vody rovnajici
se témef padesati nadsobku svoji hmotnosti. S ohledem na to, ze vysuSené systémy jsou
schopny opét nabotnat, jsou aplikacné zajimavé. Lze je totiz skladovat a piepravovat ve
vysuSeném stavu a po pfidani vody opét ziskame hydrogel pouzitelny napf. v mediciné pro
specialni kryti ran zajiStujici vlhké hojeni, nebo v kosmetice jako substance zajiStujici
hydrataci.
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Tab. 3: Shranuti vysledkii termogravimetrickych méreni

sloZeni

prvni maximum

druhé maximum

tpoe1s °C tinf1; °C Mk tpor2s °C tinf2; °C oo
% hm. % hm.

2 % Hya 50 mmol.dm™ CTAB 30,3+0,8 941+1,9 21,4+ 23 181,5+0,2 223,4+04 42+05

fé 0,5%Hya | 50 mmol.dm> CTAB 30,6 £0,1 93,5+2,3 25,4+ 0,6 1859+ 3,1 228,6 0,1 3,9+0,1
§ 2% Hya, | 200 mmol.dm3 CTAB 33,3+0,1 89,0+0,5 279+0,1 1846 +0,4 238,1+0,4 42+0,1
0,5% Hya | 200 mmol.dm = CTAB 31,5+0,1 88,7+ 13,1 290+7,7 190,8 + 0,6 243,1+0,1 39+10

2 % Hya 50 mmol.dm™ CTAB 26,0+1,3 100,0+1,4 13,7+1,2 176,3+0,2 2225+0,3 2,7+0,2

fé 0,5%Hya | 50 mmol.dm3 CTAB 29,6 +0,9 93,2+5,0 24,4+0,4 179,2+ 3,6 221,4+0,7 3,6+0,7
§ 2% Hya, | 200 mmol.dm3 CTAB 29,7+0,5 943+20 189+0,4 182,4+ 0,5 232,2+0,4 3,2+0,2
0,5% Hya | 200 mmol.dm= CTAB 26,1+1,7 925+0,6 23,8+0,1 182,7+ 0,3 234,1+0,0 3,2+0,1

© 2 % Hya 50 mmol.dm™3 CTAB 309+15 106,3+ 1,7 22+0,1 176,9+ 2,8 2268+ 1,2 1,4+0,1
@ 0,5%Hya | 50 mmol.dm~3 CTAB 30,4+0,3 95,2+7,6 13,0+0,5 182,3+ 3,3 2249 +2,6 28+0,3
% 2% Hya, | 200 mmol.dm = CTAB 33,0+2,0 82,1+35 19,7+0,2 1838+ 3,4 226,3+1,8 34+0,1
0,5% Hya | 200 mmol.dm = CTAB 34,2+3,1 92,2+0,2 20,0+ 0,7 1835+ 34 232,0+0,1 3,1+£0,1
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Relogie

Elastické a ztratové moduly naméieny pro vSechny vzorky vykazuji stejné trendy v ramci
jednotlivych pouzitych molekulovych hmotnosti. Pii 300 kDa jejich hodnota roste s klesajici
hodnotou koncentrace Hya, pii pouziti Hya 700 kDa a 2000 kDa, pak tento trend plati pouze pii
pouziti 50 mmol.dm—3 CTAB, pifi 200 mmol.dm—3 CTAB je trend opacny. Z hlediska zmén
hodnot modula v zavislosti na koncentraci tenzidu pak pro témét vSechny dil¢i moduly plati, ze
jejich hodnota roste s klesajici hodnotou koncentrace CTAB, tomu odpovidaji i vysledky tokovych
testl, kdy se s ménici koncentraci CTAB méni i parametr 1o.

Obecné lze tedy fici, ze pro jednu a tutéz molekulovou hmotnost je charakter vzorku zavisly
hlavné na koncentraci vychoziho roztoku CTAB, coz je zplsobeno pravdépodobné rozdilnym
uspofadanim agregatl ve vychozim roztoku tenzidu, které pak potazmo interaguji s hyaluronanem
za vzniku gelovych fazi s odliSnymi vlastnostmi. VIiv My Hya roste s rostouci hodnotou tohoto
parametru. DelSi fetézce Hya s vyS$s$i molekulovou hmotnosti totiz pfi jejich rtizné koncentraci
zaujmou Vv roztoku také rizné konformace. Lze piedpokladat, ze pravé vysokomolekularni fetézce
ve vys$$i koncentraci budou vytvaiet polymerni sit’ samy o sobé a pro vazbu agregati CTAB tedy
nebude pfistupnych tolik vaznych disociovanych skupin na polymernim fetézci, coz bude mit
neodmyslitelné vliv na vnitini strukturu vznikajicich gelovych fazi a to tim vétsi, ¢im méné
poddajné fetézce budou. Pti vysSich molekulovych hmotnostech tedy pfevlada elasticky charakter
vzorku a tyto gely hiie teCou, zatimco pii niz§i molekulové hmotnosti dominuje spise viskozni
slozka chovani, gely tedy lépe tecou, ale jejich mechanick4 odolnost je nizka.

Z hlediska reologie se vSechny ,,gely* chovaji spiSe jako viskoelasticka kapalina. Gely je tedy
lze nazyvat pouze z hlediska jejich struktury, kdy jsou fetézce Hya pospojovany fyzikalné
vazanymi agregaty CTAB a to na zaklad¢ elektrostatické interakce. Tyto vazné prostfedniky lze
povazovat za dodatecné uzly polymerni sité, které¢ vyztuzuji jeji strukturu. Pak lze na systémy
vzniklé interakci Hya a CTAB mozné pohliZet jako na gel i v pfipadé, Ze reologickd méteni
ukazuji, Ze podle vlastnosti by mély byt hodnoceny spiSe jako viskoelastické kapaliny.

5 ZAVER

Souhrnym cilem této prace bylo pomoci fyzikalné chemickych metod dostupnych na Skolicim
pracovisti prostudovat interakce mezi riznymi typy amfifilnich latek a hyaluronanem s ohledem
na moznou formulaci novych nosi¢ovych systémil na bazi koloidnich roztokti nebo mékkych
kondenzovanych systémt.

Na zakladé provedené reserSe byly provedeny testy interakce Hya s tenzidy rtizné povahy. Z
vysledkli plyne, ze ve vybranych systémech dochdzi vlivem piidavku Hya ke zménadm
zkoumanych parametri. Jednalo se o systémy obsahujici neionogenni Tween 20 a kationaktivni
tenzidy, z nichz nejvyraznéjsi zmény byly zaznamenany u tenzidu CTAB.

Pro bliz& zkoumani byl vybran CTAB u n&hoZ byla v prostiedi vody i 0,15 mol.dm™2 roztoku
NaCl zaznamenana také tvorba kondenzované fize podobné gelu, kterda svédcila o
nezanedbatelnych interakcich v systému. Pro tento systém bylo provedeno podrobné zkoumani
interakci hyaluronan-CTAB pfi koncentracich blizkych CMC tenzidu. Pfi téchto testech
provedenych pomoci metody fluorescen¢ni sondy (pyren) byl pouzit Hya o rtiznych koncentracich
a s riznou molekulovou hmotnosti.
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Ve vzorcich byly objeveny zéavislosti EmPI a ExPI vykazujici dva zlomy. CAC byla oproti
CMC posunuta zhruba o dva fady k niz§im hodnotdm koncentrace tenzidu Pfi nejnizsi pouzité
koncentraci Hya 700 kDa (5 mg.dm ™) byla objevena jedna oblast fazové separace, zatimco pii
vyssich koncentracich Hya se oblasti fazové separace objevily dve.

Vysledky znaci, ze pritomnost Hya diky elektrostatické interakci zpiisobi zmény v agregacnim
chovani tenzidu (tvorba indukovanych vazanych micel, fazova separace), ale pfiliS neovlivni
koncentraci tenzidu, pii které tyto déje probéhnou. To vede k domnénce, ze fidicim faktorem je
v tomto pfipadé spise koncentrace tenzidu. Pomér P/T, tak Casto pouzivany k charakterizaci
systému obsahujicich polyelektrolyt-tenzid a povazovany za jeden z parametri determinujici jejich
chovani, v tomto systému nema avizovany rozhodujici vliv.

Dalsi metodou pouzitou pro vyzkum interakci v systému Hya-tenzid byla fluorescencni
korelacni spektroskopie (FCS). V tomto piipad€¢ byl pouzit fluorescenéné znaceny hyaluronan a
byly sledovany jeho difuzni charakteristiky. Tato metoda, na rozdil od metody fluorescenc¢ni
sondy, kterd ziskava informace z hydrofobnich jader agregéatu, naopak sleduje pfimo fetézec
polyelektrolytu. Zkoumany byly vzorky s konstantni koncentraci rhodminovaného hyaluronanu
bez ptidavku a s pitidavkem CTAB o riizné koncentraci. Dané systémy byly méfeny v ustdleném a
V neustaleném stavu.

Souhrné vysledky téchto méfeni poukazuji na fakt, ze po ptidavku hyaluronanu do roztoku
tenzidu dojde k ptekotné interakci mezi obéma komponentami a tvorb& vétSich agregati, jez
difunduji pomaleji nez volné natazeny samotny fetézec. S Casem ale ziejmé¢ dochazi
k rovnomérnéjsimu rozdéleni tenzidovych molekul podél fetézce a k ¢asteénému navratu do
puvodni roztazené konformace. Ve vzorcich se také nachazi oblast koncentraci tenzidu, ve které je
chovani ustaleného a neustdleného systému zcela odlisSné. V této oblasti jsou pravdépodobné
agregaty v metastabilnim stavu [26] nebo v ni probihda fazova separace. Za CMC tenzidu
rozkolisanost systému vymizi, ale chovani v obou stavech pfesto neni tplné shodné, s Casem se
tedy méni usporddani systému i v koncentracich ptesahujicich CMC.

S ohledem na sporné pouziti CTAB v aplikovanych nosi¢ich 1é¢iv byly provedeny
experimenty s hydrofobné modifikovanymi aminokyselinami, které mély slouzit jako nahrada
CTAB. Vysledky ukazaly, Ze tyto hAMK se do jisté miry chovaji stejné jako tenzidy, mySleno
z hlediska samovolné agregace v roztoku a schopnosti solubilizovat hydrofobni latky, ale jejich
interakce s Hya je mnohem slabsi nez u CTAB a lze ji snadno potlacit zvySenim iontové sily
roztoku. V podobnych systémech by tedy bylo nutné uvazovat o podpofeni interakce napt. zménou
fyzikalné chemickych podminek.

Samostatnym pomérmné rozsdhlym celkem se pak stala c¢ast mapujici vlastnosti
kondenzovanych systémil vznikajicich interakci Hya-CTAB v prostfedi 0,15 mol.dm 3, Jako prvni
byly provedeny experimenty charakterizujici podminky jejich vzniku a nékteré jejich vlastnosti
dulezité z hlediska cilenych nosic¢u 1éCiv. S tim bylo spojeno hlavné provedeni solubilizacnich
testi. Diky nim bylo zjisténo, Ze kondenzované gelové systémy vzniklé interakci hyaluronan-
CTAB jsou schopny do svoji struktury inkorporovat Sirokou Skalu latek rGznych vlastnosti.
solubilizovat hydrofobni latky a to i rozmérnéjsi molekuly jako je naptiklad paklitaxel. Dalsi, spiSe
pro praktické vyuziti, pfinosnou vlastnosti je fakt, Zze gely jsou po vyschnuti schopny rehydratace a
zpétného obnoveni plivodni vnitini struktury s hydrofobnimi doménami.

Kromé¢ téchto vlastnosti byly zkoumany také makroskopické vlastnosti jednotlivych gela
vzniklych ve vzorcich s riznym sloZenim. Jednalo se o termogravimetrické a reologické testovani.
Diky termogravimetrii bylo zjisténo, ze v ramci zkoumanych vzorki jsou gelové systémy Hya-

23



CTAB schopny pojmout od 71% hm. do 98% hm. vody. V takovém piipad¢ se jedna o hydrogely,
které jsou aplikacné¢ zajimavé nejen z hlediska farmacie (cilena distribuce 1é¢iv, hojeni ran), ale i
kosmetiky (hydratacni a vyzivujici piipravky).

Diky reologickym testim pak byly zjistovany také mechanické a tokové vlastnosti geld. Bylo
zjisténo, ze kondenzované systémy Hya-CTAB lze gely nazyvat pouze z hlediska jejich fyzikalni
struktury, kdy hyaluronan tvoii polymerni zaklad sesitovany pomoci micel CTAB. Z hlediska
reologickych vlasntosti se vSak jedna o viskoelastické kapaliny. Vlastnosti téchto viskoelastickych
kapalin jsou pak do jisté miry laditelné a lze je ovlivnit hlavné pouzitou molekulovou hmotnosti
hyaluronanu. Cim vys§i totiZ bude, tim bude ve vysledné kondenzované fazi posilen jeji elasticky
charakter na ukor viskozity. To znamend, ze pti pouziti delSiho fetézce Hya vzniklé ,,gely* hife
teCou, ale jejich mechanicka odolnost je vyssi.

Pokud jde o zhodnoceni zkoumanych systéma z hlediska jejich pouzitelnosti pro cilenou
distribuci 1é¢iv, pak lze konstatovat, ze zakladni podminku spliuji jak systémy v roztoku tak
systémy gelové. Obsahuji totiz hydrofobni domény a jsou schopny solubilizovat hydrofobni latky.
Systémy v roztoku jsou pak ale velmi nachylné k oslabeni nebo dokonce odstinéni elektrosatické
interakce vlivem zvySeni iontové sily. V tomto pifipadé by bylo nutno uvazovat o podpoie
interakce naptiklad dodate¢nym sitovanim, ztraci se tak ale vyhody ¢isté¢ nekovalentniho vézani.
Bilancovéani a nalezeni kompromisu mezi témito moznostmi je pak otdzkou dalSich experimentd.

Gelové systémy jsou oproti systémiim v roztoku méné nachylné ke zménam struktury vlivem
zmeén v jejich okolnim prostfedi. Jejich vlastnosti alespont z hlediska makroskopického jsou do
jisté miry laditelné a Ize je tedy tzv. ,,usit na miru“. Z tohoto pohledu pak pted nimi stoji mnohem
$ir$i uplatnitelnost. Lze je totiz vyuZit jako potencialni nosi¢e i pro kosmetické substance. Cisté
Z hlediska cilenych nosict 1é¢iv by bylo potieba dofesit jejich aplikacni formu, tedy ovétit zda a
jak z nich pfipravit ¢astice pozadovanych nanometrickych rozméra.

Uplnym zavérem lze konstatovat, Ze cile prace byly splnény a splnénim t&chto cild se oteviely
opét noveé cile, jejichz dosaZeni je otdzkou navazujici prace.
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8 ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na interakce hyaluronanu (Hya) a amfifilnich molekul. Pomoci metody
fluorescen¢ni sondy bylo provedeno mapovani interakci ruznych tenzidd s hyaluronanem. Pro
bliz§i zkoumani byl vybran cetyltrimetylamonium bromid (CTAB). Interakce v tomto systému
byly zkoumény také pomoci fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS) a doplikové byly
provedeny prvotni testy cytotoxicity tohoto systému. Jako alternativa CTAB byly pouzity také
hydrofobné¢ modifikované aminokyseliny. Vysledky ukazaly, Zze samovolné agreguji, ale jejich
interakce s hylauronanem neni tak silna jako u CTAB. Déle byly prozkoumany gelové systémy
vznikl¢ interakci Hya-CTAB a bylo zjiSténo, ze obsahuji hydrofobni domény schopné
solubilizovat hydrofobni latky. Termogravimetricky bylo stanoveno, ze jsou schopny pojmout az
98% hm. vody a reologicky byly charakterizovany jejich mechanické vlastnosti. Ty jsou laditelné
hlavné diky molekulové hmotnosti (My) pouzitého hyaluronanu. S rostouci hodnodotu My roste
mechanické odolnost gelu a klesa jeho tekutost.

ABSTRACT

This work is focused on interaction between hyaluronan (Hya) and amphiphilic molecules.
Using fluorescent probes method were carried out screening of the interaction of various
surfactants with Hya. For further examination was chosen cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB). Interactions in this system have also been studied using fluorescence correlation
spectroscopy (FCS), and additionally were performed initial tests of the cytotoxicity of the system.
As an alternative CTAB were also used hydrophobically modified amino acids. Results showed
their self-aggregation, but their interactions with hylauronanem was not as strong as with CTAB.
The interaction of gel systems Hya-CTAB have also been studied, and was found to contain a
hydrophobic domain capable solubilize hydrophobic substance. Thermogravimetric have been
established that are able to contain up to 98% wt. water and rheologically were characterized their
mechanical properties. These are tunable due to molecular weight (M) of the hyaluronate. With
increasing value of My increases mechanical strength of the gel and decreases its fluidity.
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