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ABSTRAKT

Tato prace je zamétena na interakce hyaluronanu (Hya) a amfifilnich molekul. Pomoci
metody fluorescencni sondy bylo provedeno mapovani interakci rlznych tenzida
s hyaluronanem. Pro bliz$i zkoumani byl vybran cetyltrimetylamonium bromid (CTAB).
Interakce v tomto systému byly zkoumany také pomoci fluorescenéni korela¢ni spektroskopie
(FCS) a dopliikové byly provedeny prvotni testy cytotoxicity tohoto systému. Jako alternativa
CTAB byly pouzity také hydrofobné¢ modifikované aminokyseliny. Vysledky ukazaly, Zze
samovoln¢ agreguji, ale jejich interakce s hylauronanem neni tak silnd jako u CTAB. Dale
byly prozkoumany gelové systémy vzniklé 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 (M)
pouzitého hyaluronanu. S rostouci hodnodotu My roste mechanicka 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% wit.
water and rheologically were characterized their mechanical properties. These are tunable due
to molecular weight (My) of the hyaluronate. With increasing value of My increases
mechanical strength of the gel and decreases its fluidity.
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1 UVOD

Interakce hyaluronanu a amfifilnich molekul, téma této prace se zda byt pomérné
konkrétni, je v§ak pouhou ¢asti mnohem obsahlej$iho vyzkumu cilenych nosici 1é¢iv, jejichz
vyvoj a uvedeni do praxe je snahou mnoha vyzkumnikl po celém svété, ktefi se snazi ziskat
ptevahu 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 alespon casteéné prispét K vyvoji cilenych nosic¢a 1é¢iv a to
prozkoumanim jednoho z potencionalné vyuZitelnych systémi. Ctenaf se na jejich strankach
seznami s vyzkumem interakci hyaluronanu a riznych amfifilnich molekul a to pomoci
metody fluorescen¢ni sondy. Dale pak je podrobné zkouman prubéh interakci v jednom
z vybranych systémi, k ¢emuz byla pouzita také jedna z nejmodernéjSich fluorescenénich
metod — fluorescen¢ni korela¢ni psektroskopie (FCS). U tohoto systému pak byly provedeny
také prvotni testy cytotoxicity.

Systémy v roztoku vsak nejsou jedinou naplni prace, jeji ¢ast se vénuje také
kondenzovanym fazim vznikajicim pravé na zéklad¢ interakce mezi hyaluronanem a opacné
nabitym tenzidem. Jak je uvedeno v reSersi, ani tyto systémy nemohou byt jako potencionalni
nosice 1é¢iv opomenuty, ale naopak s sebou mohou nést nékteré vyhody, jako je napiiklad
prodlozené uvolnovani aktivni latky. Zkoumani zakladnich vlasntosti téchto gelt a jejich
termogravimetrické a reologické charakterizaci je pak vénovana nezanedbatelna ¢ast prace.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nosicové systémy léciv

Ve druhém stoleti pied nasim letopoctem zacal Claudius Galénos, osobni I¢kai cisafe
Marca Aurelia, dlouhou cestu vyvoje Iékovych forem. Zdlrazinoval nutnost upravy léciva tak,
aby je organismus mohl vyuzit a navic kladl diraz na kvalitu 1é¢iv, zachovani vzdy stejného
slozeni a davkovani [1]. Na prozatimnim konci této cesty nyni stoji moderni nosi¢ové
systémy 1éciv. Tyto maji za ukol umoznit dosazeni optimalni koncentrace 1é¢iva piimo
V postizeném misté¢ a udrZzeni této koncentrace po co nejdelsi dobu. Tak by mélo dojit
k vyraznému omezeni nebo i Gplnému odstranéni nezadoucich ucinkd zptsobenych hlavné
nespecifickou distribuci 1é¢iva. Cilend distribuce je obzvlast dulezitd u 1éCiv s nizkymi
terapeutickymi indexy, jako jsou cytostatika, imunosupresiva, vice toxickd antimikrobialni a
antifungalni 1é¢iva apod. [2]. Nejvétsi pozornost se vSak zaméfuje na vyvoj nosica cytostatik
z divodu vysoké zavaznosti nadorovych onemocnéni. Jejich casty vyskyt v kombinaci
S mnohdy velmi malo uc¢innou 1é¢bou vede nevyhnutelné k vysoké umrtnosti. Podle svétové
zdravotnické organizace zemielo v Ceské republice na rakovinné onemocnéni v roce 2008
celkem 318 lidi na 100 000 obyvatel, coz je v priméru zhruba kazdy 315ty ¢loveék [3].

2.1.1 Cytostatika

V soucasnosti pouzivana 1é¢ba nadorového bujeni v podobé chemoterapie uziva nékolik
strategii, jak potlacit nekontrolovatelné déleni zhoubnych bunék. Podle mechanismu ucinku
se aktivni latky pouzivané v protinadorové 1é¢bé tzv. cytostatika déli na 1éciva poskozujici
DNA, latky ovliviiujici syntézu DNA a latky piisobici jinymi mechanismy.

Mezi latky poSkozujici DNA patii napiiklad alkylujici latky, které navazanim alkylového
radikalu na DNA zptsobuji inhibici procesu bunééného déleni. Do této podskupiny latek patti
naptiklad dusikaté yperity nebo aziridiny (obr. 1 a), b)).

Dalsi skupinou latek poskozujicich DNA jsou platinova cytostatika. Uginky t&chto latek
byly nahodné objeveny pii studiu vlivu elektrolyzy na rist bunééného kmene E. Coli. Pii
experimentech byla pouzita platinova elektroda a chlorid amonny jako elektrolyt, nasledné
vznikl biologicky aktivni komplex cis-platina. Cisplatina je nejpouzivanéjsi z této skupiny
latek, svou vazbou na DNA poskozuje jeji strukturu, protinadorové ucinky tedy zavisi na
geometrii molekuly. Do skupiny téchto latek patifi mimo cisplatiny (obr.1c)) také
karboplatina (obr. 1 d)) a oxaliplatina.

Latky poskozujici strukturu DNA jsou také inhibitory tropoisomeraz, coZ jsou molekuly
umoziujici linearizaci vzdjemné propojenych ¢i svinutych struktur DNA. Mezi tyto aktivni
latky patii naptiklad derivaty alkaloidu camptotecinu (obr. 1 €)).

Jednou ze skupin jsou také latky vyvolavajici interkalaci. Mechanismus ucinku téchto
latek je zaloZen na jejich zabudovani do struktury DNA, coZ ve Sroubovici vyvolava zlomy.
Hlavnimi zastupci téchto latek jsou antracykliny — doxorubicin, daunorubicin (obr. 1 f), g)),
které jsou v dnesni dob& nepostradatelnou soucasti 1écby nadori.

Dalsimi skupinami latek jsou latky, jejichz ucinek je zalozeny na inhibici syntézy
stavebnich jednotek DNA (methotrexat, hydroxykarbamid viz obr. 1 h),i)), zabudovani
falesnych stavebnich jednotek DNA (6-merkaptopurin, 5-fluorouracil viz obr. 1 j), k)), latky
pusobici interakci s mikrotubuly, které jsou nutné k tvorbé miotického vieténka, coz ma za
nasledek inhibici ristu novych bunék (kolchicin, paclitaxel viz obr. 1 1), m))



Obr. 1: Priklady cytostatik: a) dusikaty yperit HN3; b) zdkladni struktura aziridinu; C)
cisplatina; d) karboplatina; ) camptotecin; f) doxorubicin; g) daunorubicin; h) metotrexat; i)
hydroxykarbamid; j) 6-merkaptopurin; k) 5-fluorouracil; 1) kolchinin; m) paclitaxel
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Hlavni nevyhodou cytostatik je jejich nespecificky Gcinek a i kdyz tyto latky zasahuji
hlavné rychle se proliferujici tkdn€, nelze jejich pilisobeni omezit pouze na postizené misto
organismu. Dochazi tak k mnoha nezddoucim ucinkim a to od leh¢ich potizi az ke
komplikacim ohrozujici samotny zivot. Mezi jejich nezddouci uCinky patii poSkozeni
krvetvorby, postizeni kostni dfené, pokles mnozstvi bilych krvinek az naprosta devastace
imunitniho systému, ktery je ale ke konecné likvidaci nadorového onemocnéni nutny,
poruchy srazlivosti krve kvili nedostatku trombocytli, anemie, kardiovaskularni poruchy,
nevolnost a zvraceni, poSkozeni sliznice dutiny ustni a krku, doCasna ztrata vlasi, poskozeni
nervové soustavy, trvalé poskozeni nékterych organi jako jsou ledviny nebo jatra ukladanim
neodbouratelnych aktivnich latek a navic mozny vznik rezistence nadorové tkané vuci
cytostatiku [4].

Prave kvili tomuto dlouhému a stale neuplnému seznamu komplikaci je zfejma potteba
novych ucinngjsich a Setrnéjsich prostiedkt pro 1écbu nadorovych onemocnéni, které budou
schopny potlacit resistenci nadorovych tkani, prodlouzit uvoliiovani a tim také plisobeni
aktivni latky a dorucit 1é¢ivo piimo a jen na pozadované misto ucinku tzv. cileni.

2.1.2 Cileni

Diky cileni nosi¢t 1é¢iv dochazi k transportu aktivni latky, at’ uz je to cytostatikum nebo
zastupce jiné skupiny 1é¢iv, predev§im do postizené tkané€. Lze tak omezit a v idealnim
pfipadé¢ eliminovat vySe uvedené nezddouci ucinky a s tim je nerozlucitelné spojeno zvySeni
komfortu pacienta, protoze dochazi k efektivnéjsSimu ptisobeni na nadorové bunky. Cileni se
déli podle strategie doruceni 1é¢iva na pozadované misto. Nejjednodussi formou cileni je
aplikace pfimo do/na postizené misto napf. injekéné. Dal§imi dvéma typy cileni nejvice
spojovanymi s polymernimi nosici jsou cileni pasivni a aktivni.

Pasivni cileni je pfimo spojeno s polymerni povahou nosice 1é¢iv. V tomto ptipadé je
dulezita velikost polymerniho nosice, ktera musi byt v rozsahu od 6 nm, tak aby systém nebyl
vyloucen renalni exkreci, do 200 nm [5], tak aby nedochazelo k pohlcovani ¢astic fagocyty a
jejich vylouceni jatry. Pokud nosi¢ 1é¢iva spada svou velikosti do vySe uvedeného rozmezi,
pak dochazi ke dvéma efektiim. K prodlouzeni doby jeho cirkulace v krvi a k jeho ukladani
vV nddorovych tkanich ve zvySené mife. Nadorova tkan ma totiz fadu specifik, ptedevsim jde o
mnohem vétsi propustnost cévniho systému nadorové tkané pro velké molekuly, coZ spolu s
nedostate¢nym nebo Casto 1 uplné chybéjicim odtokem lymfy zpisobuje hromadéni velkych
molekul v nadorové tkani (tzv. Enhanced Permeability and Retention efekt neboli EPR
efekt) [6]. Proto se makromolekuly a ¢astice o velké relativni molekulové hmotnosti hromadi
v nadorové tkani, ¢asto s vice nez dvacetinasobnou selektivitou oproti normalni tkani [7].

Cileni aktivni spoc¢iva ve vazbé specifického ligandu na nosic. Mnoho typt nadorovych
bun€k ma totiz oproti normalnim buiikdm na svém povrchu ve zvySené mife receptory pro
urcité ligandy. Jestlize je takovy ligand navazan na polymerni nosi¢ 1é¢iv, pak muze dojit ke
specifické interakci s postizenou bunikou. Je-1i navic receptor po vazbé s ligandem schopen
endocytozy, mize se tak cely nosiCovy systém dostat ptimo do bunky, kde se z n&j uvolni
aktivni latka a je tak dosazeno pozadovaného ucinku bez postiZzeni jinych zdravych bunék.
Zjednodusen¢ vyjadiuje strategii aktivniho cileni obr. 2.
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Obr. 2: Rozdil mezi nespecificky piisobici aktivni latkou a cilenym nosicem léciva.

2.1.3 Druhy nosi¢ovych systému

Vétsina nano- a mikrocastic pro cilenou distribuci 1é¢iv je zaloZena na organickych
polymerech, jako jsou naptiklad alifatické polyestery (polylaktid, polyglykolid a jejich
kopolymery) a polysacharidy (alginat) nebo fosfolipidech (fosfatidylcholin). Popsany jsou
vSak 1 nosi¢e zaloZzené na prazdnych buinkach ziskanych dialyzou erytrocyti. Jednou

také Castice pro 1ékové formy rozdélit viz tab. 1 [8].

Tab. 1: Prehled druhii castic pouzitelnych pro nosicové systémy a jejich velikosti

Druh ¢astice Velikost
Dendrimery 1,5-10nm
Micely 10-30 nm
Polymerni micely 10 - 100 nm
Liposomy 20— 300 nm
Koloidni polymerové ¢astice 50 nm — 10 pum
Organické polykondenzaty z ptirodnich a
) syr;te}t,ick}’lch polzmeprﬁ 20 nm = 1000 um

Vybrané castice jsou blize popsany v nésledujicich odstavcich. Mezi nejrozsitené;si
systémy patii liposomalni nosi¢ové systémy, polymerni micely a dendrimery.
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2.1.3.1 Liposomy

Liposomy jsou vezikularni sférické tutvary, jejichZ sténa je tvofena jednou nebo vice
vrstvami lipidovych membran. Tyto membrany jsou nejcastéji tvoreny fosfolipidy (hlavné
fosfatidylcholin ale i jin¢ fosfolipidy jako jsou fosfatidylglycerol nebo sfingomyelin),
ptipadné jinymi amfifilnimi latkami [9]. Jejich plast oddé€luje vnitini prostor vétSinou
s vodnym prostfedim od vnéjSiho kontinualniho média, kterym je v tomto piipadé také voda.
Tato morfologie dovoluje liposomim slouzit jako nosic¢e pro lé¢iva s riznymi fyzikalnimi
vlastnostmi, hydrofilni aktivni latky jsou uzavieny ve vnitinim prostoru liposomu a
hydrofobni 1é¢iva mohou byt solubilizovana v lipidové dvojvrstvé. Vyhodou liposomi je fakt,
ze jsou schopny pojmout pomérné velké mnozstvi 1éCiva oproti jinym druhim nosicovych
systému, coz je Cini perspektivni lékovou formou naptiklad pro lokalni aplikaci, navic diky
svému slozeni vykazuji vysokou snasenlivost. Zakladni stavebni jednotku a schéma liposomu
je naobr. 3.

a)
b) g
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HyC™ 2
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- . (e} o
hydrofilni skupina - T fosfolipidova dvouvrstva
hydrofobni retézce CH,

Obr. 3: a) schéma liposomu, b) struktura fosfatidylcholinu

2.1.3.2 Polymerni micely

Dal§imi systémy vhodnymi pro nosice 1éCiv jsou polymerni micely. Zakladem je
polymer, ktery pro ucely distribuce 1é¢iv musi byt biokompatibilni a biodegradovatelny.
Polymerni micely vznikaji samovolnou agregaci na zakladé¢ hydrofobnich interakei, coz
znamena, ze polymer tvotici micelu musi mit amfifilni charakter, neboli musi obsahovat ¢ast
hydrofilni a ¢ast hydrofobni. Tato podminka je splnéna u kopolymerti obsahujici monomerni
jednotky poZadovanych vlastnosti. V tivahu ptichazeji blokové a roubované kopolymery.

Vyhodou polymernich micel je jejich vysokd molekulova hmotnost, ktera diky EPR
efektu zajistuje pasivni cileni nosicového systému. Diky svym vlastnostem slouzi polymerni
micely jako nosice pro hydrofobnéjsi aktivni latky, ¢emuz odpovida vétSina pouzivanych
kancerostatik. Lécivo mulze byt vtomto druhu nosiCe véazadno jak hydrofobné tj.
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solubilizovano v jadfe micely, tak kovalentné tj. biodegradovatelnou vazbou nebo bazbou
citlivou napt. na pH. Hydrofobni vazani je vyrazné jednodussi a univerzalnéjsi, avSak nelze
pfesné fidit rychlost uvoliiovani aktivni latky, coz systém s kovalentné¢ vazanym lécivem
umoziiuje [10]. Oba principy vazani se také daji kombinovat, kdy Vv piipadé systému
kopolymeru polyethylenglykol-polyasparagova kyselina a kancerostatika doxorubicin je
1é¢ivo vazano na hydrofilni polymerni kostru kovalentné a tvofi tak pfimo hydrofobni Cast
polymeru potfebnou k agregaci a zaroven je dalsi podil 1é¢iva v systému vazan hydrofobné,
tedy rozpustén v jadie micely. Navic neni vylouCena dal$i modifikace tohoto systému
v podobé navazani konkrétni latky zajiStujici diky specifické interakci aktivni cileni. Z téchto
dtavodi tvoii polymerni micely velmi variabilni systém pro cilenou distribuci 1éCiv.

e

e 000
di-blok kop olymer / X polymerni micely

—)yﬁw

“] - °°i°"° ‘] T = T
Oc»oc/ ogs

roubovany kopolymer

tri-blok kopolym er

Obr. 4: Schéma polymernich micel vznikajicich z riznych druhii kopolymeri.

2.1.3.3 Dendrimery

Dendritové polymery tzv. dendrimery jsou potencidlnimi nosi¢i 1é¢iv s né€kolika
vyhodami. Maji dobte definovanou trojrozmérnou strukturu s jasné patrnym jadrem a sténou.
Na rozdil od ostatnich asociatti maji jednotnou molekulovou strukturu a Ize je syntetizovat po
stupnich a dosahnout tak rGznych velikosti. Oproti béZnym polymertim, jejichZ pouziti v
technologickych aplikacich s pfesnymi pozadavky na velikost molekul je limitovano jejich
polydisperzitou, predstavuji dendrimery prvni syntetické makromolekuly s pfesné
definovanou velikosti. Dal$i vyhodou, kterd d¢ld z dendrimeru velmi flexibilni nosice, je
moznost specialni pravy dendrimerové molekuly na miru molekuly aktivni latky. Zakladnim
stavebnim prvkem dendrimeru je vétvici se jednotka. Struktura konkrétnich dendrimert je pak
zavisla na tvaru jeho jadra, které miize byt tvofeno malymi vicevaznymi molekulami,
polymerem nebo dokonce jinym dendrimerem. Na jadro jsou pfipojeny jednotlivé rozvétvené
jednotky, jejichz struktura je pevné kovalentné vazéna a na jejichz fyzikalnich vlastnostech
zavisi vlastnosti vnitfni casti dendrimeru. Mezi témito jednotkami je pak prostor pro
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enkapsulovani pozadovanych molekul. Posledni vrstva dendrimeru mulze byt tvofena
odlisnymi skupinami udavajicimi charakter, ktery bude Castice vykazovat vic¢i svému okoli.
Lze tak pfipravit castici s kationtovym, aniontovym, neutrdlnim, hydrofobnim nebo
hydrofilnim povrchem nebo také na povrch pfipojit piimo skupiny zajistujici specifické
cileni. Schématické znazornéni dendrimeru je zobrazeno na obr. 5.

© © prostor pro enkapsulaci
povrchové skupiny o C‘\ o/ I/O pozadované molekuly
E C—\ N\ /o ©
=N \O [ IO/ (®)
jadro » ( -© \C
oL N\ -0
C\/O\o_o, O"'o\
/ *X \5\ o vétvena jednotka
C‘E,O O/o\o OC
C:/ \ | \C
© ©O

Obr. 5: Zjednodusené schéma dendrimeru.

2.2 Polyelektrolyty

S ohledem na vySe uvedené druhy nosiovych systému a na fakt, ze strategie jejich
pripravy lze do jist¢ miry kombinovat, jsou také agregaty polymert s tenzidy potencialni
nosi¢ové systémy. Vazani obou komponent miiZze byt totiz zajiSténo elektrostaticky, coz
znamena, ze do systému nejsou zavadéna nové chemické vazby. Tento fakt s sebou s pohledu
nosicovych systémi nese vyhodu nepozménéné struktury komponent a tudiz zachované
biokompatibility a biodegrability vychozich latek tvoficich systém.

Polyelektrolyty jsou polymery nesouci na polymerni kostie ionizovatelné skupiny, které
jsou Vv polarnich rozpoustédlech schopny disociovat. Roztok polyelektrolytu se poté sestava
z polymerniho makroiontu, jehoZ povaha zavisi na povaze ionizovatelnych skupin
(makroanion nebo makrokation), a malych disociovanych ionti (tzv. protionty). Vlastnosti
téchto polymerti v roztoku nebo na nabitém povrchu ovliviiuje mnoho faktorii, mezi néZ patfi
hlavné koncentrace polyelektrolytu, frakce disociovanych iontovych skupin, hustota naboje
na fetézci, kvalita rozpoustédla pro polymerni kostru, dielektrickd konstanta roztoku,
pfitomnost dalSich latek zejména nizkomolekularnich soli a jejich koncentrace.

a) AECHZ—CHHn— b) —[—CH: CH:‘]—

‘ —SO,Na~ NG
o FAERN

Obr. 6: a) prikiad aniontového polyelektrolytu — polystyrensulfondt sodny, b) priklad
kationtového polyelektrolytu — poly(diallyldimetylamonium) chlorid
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Priklady polyelektrolyt jsou uvedeny na obr. 6 [11]. Naptiklad polystyrensulfonat sodny
je ve vodném roztoku disociovany na makroion a protionty V celém rozsahu stupnice pH.
Také polymery jako je polyakrylova kyselina a polyetylenimin jsou obvykle oznacovany jako
polyelektrolyty navzdory tomu, ze tvoii disoCiovany systém polyion-protionty pouze
v omezeném rozsahu pH a ziistavaji jako nedisociovand polykyselina v kyselém prostiedi
respektive nedisociovana polyzasada v alkalickém prostiedi, coz je chovani typické pro slabé
polyelektrolyty. Na druhé strané¢ polymery jako celulosa schopné ¢asteéné disociace pii
extrémné alkalickych podminkach nejsou za polyelektrolyty oznacovany, protoze
v konven¢nim rozsahu pH zfedéného vodného systému nejsou OH skupiny ionizovany.

Existuje také specialni skupina polyelektrolyti, tzv. polyamfolyty, které nesou na
makromolekule kovalentné¢ vazané aniontové 1 kationtové skupiny. V piirodé jsou
reprezentovany pocetnou skupinou proteind, ale mohou byt vytvoreny také synteticky
vhodnou kopolymeraci. Dulezitou charakteristikou této skupiny polyelektrolytd je tzv.
izoelektricky bod, coz je hodnota pH, pfi které jsou kladné a zaporné néboje vyrovnany a
makromolekula navenek nevykazuje zadny naboj.

Nasledujici piiklady polyelektrolytt ilustruji jejich obrovskou variabilitu z hlediska
chemické struktury. Vybrané skupiny polyelektrolytli jsou napf.: aniontové a kationtové
polysacharidy a jejich derivaty, nukleové kyseliny, polyakrylova a polymetakrylova kyselina
a jeji kopolymery, kopolymery anhydridu kyseliny maleinové, polystyrensulfonova kyselina a
jeji kopolymery, polyetylen imin a jeho kopolymery, polyaminy a polyamidaminy nebo
homopolymery a kopolymery kationtovych esterd akrylové kyseliny. V kontrastu s touto
variabilitou vyplivajici ze Siroké Skaly polymernich koster, poet moznych ionizovatelnych
skupin zodpovédnych za typické chovani polyelektrolytu v roztoku je pomérné maly viz
tab. 2 [11]. U téchto skupin rozhoduje o chovani polyelektrolytu nejen jejich povaha
(aniontové a kationtové), ale také jejich ochota disociovat (slab¢ a siln€ kyselé nebo zasadité).

Tab. 2: Prehled ionizovatelnych skupin zodpovédnych za naboj polyelektrolytu

aniontové kationtové
—COO0 —NH3"
-CSS =NH,"
~0S0; =NH;"
-SO3 -NR3"
—OPO;”

DalSim rozhodujicim parametrem determinujicim chovéani polyelektrolytu je primeérna
vzdalenost mezi sousednimi naboji podél polymerniho fetézce. Tato hustota nosi¢ii naboje
nebo také hustota ndboje je definovana jako primérnd vzdéalenost mezi ionizovanymi
skupinami, nebo jako primérny pocet ionizovanych skupin na monomerni jednotku. Kromé
této primerné hustoty naboje ovlivituje vlastnosti polyelektrolytu také pravidelnost rozlozeni
ionizovanych skupin podél ftetézce. Typické chovani polyelektrolytu vykazuji
makromolekuly, pokud je na kostfe pfitomna vice nez jedna ionizovana skupina na deset
monomernich jednotek.

Mimo aciditu respektive bazicitu a hustotu naboje na fetézci existuje jeste treti dilezity
parametr ovliviwgjici chovani polyelektrolytu a tim je lokace nabitych skupin z hlediska
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molekularni geometrie makroiontu. Z tohoto pohledu rozliSujeme mezi dvéma typy
polyelektrolyta, z nichz jeden je tzv. integralni, kdy jsou ionizované skupiny ¢asti polymerni
kostry a druhy je typ, kdy jsou ionizovatelné skupiny zavéseny na Kostie jako boéni fetézce,
pomoci tzv. spacerti, Se Sirokou variabilitou délky spaceru. Geometrickd pozice nabitych
skupin je dalezita hlavné pfi tvorbé elektrostaticky vazanych komplexd.

Kromé téchto tii parametrti charakterizujicich makroion, maji také velky vliv na
vlastnosti celého systému v roztoku nizkomolekularni protionty, zvlast¢ pak s ohledem na
rozpustnost. Volba protiontu miize rozhodnout o rozpustnosti, respektive nerozpustnosti
celého systému, coz dokazuje Ze protionty nejsou pouze ¢astice zajist'ujici elektroneutralitu.

Chovani polyelektrolyti je také v mnoha smeérech odlisné od chovani nenabitych
polymerti. Pfechod ze ztfedéného do poloziedéného rezimu probihd pii mnohem nizsich
koncentracich polymeru nez vroztocich neutralnich polymert. Osmoticky tlak
polyelektrolytu v roztocich bez ptitomnosti nizkomolekularniho elektrolytu pievysSuje
osmoticky tlak neutrdlniho polymeru pfi stejné koncentraci polymeru az o nékolik fadi.
Vzrista téméf linearné s koncentraci polymeru a je nezavisly na molekulové hmotnosti
fetézce v Sirokém rozsahu koncentraci polymeru. Tato téméf linearni zavislost osmotického
tlaku spolecné s jeho silnou zavislosti na piidavku nizkomolekularniho elektrolytu naznacuje,
ze hlavni piispévek k celkovému osmotickému tlaku maji disociované protionty [12].

2.2.1 Interakce polyelektrolyt-amfifilni latka

Kazdy polyion je vroztoku obklopen ekvivalentnim mnozstvim nizkomolekularnich
opacné nabitych protiontll. Je dobfe zndmo, ze z divodu vysokého elektrického naboje na
polymernim fetézci zastava velké mnozstvi protiontd blizko fetézce polyionu. Nanestésti,
Zadna experimentalni metoda neumi rozlisit mezi nékolika zpiisoby, kterymi mohou protionty
S polyiontem interagovat. Mohou byt kovalentn¢ navazany na nabitych skupinach, mohou byt
zapojeny V interakcich kratkého dosahu u téchto nabitych skupin ve formé iontovych part
(,,site binding®), nebo drzeny Coulombickymi silami v iontové atmosféfe blizko polyionu
(,,lonic atmosphere binding*).

Podobnou predstavu o vazani protiontl lze piijmout také pro systémy obsahujici
tenzidové protionty, av§ak v tomto ptipadé mize pfistupovat do ivahy nékolik dodate¢nych
efektd. Hlavnimi faktory, které ovliviiuji vazani iontového tenzidu na polyelektrolyt
S opaénym nabojem, jsou hustota naboje na polyionu, hydrofobni charakter tenzidu (délka
jeho uhlikového fetézce) a pridavné ptitazlivé sily mezi polyelektrolytem a micelami tenzidu
Vv ptipad€ hydrofobnich funkénich skupin pfitomnych na fetézci polyelektrolytu.

Iontovou atmosféru popisuje Poisson-Boltzmanntiv vztah a tzv. ,,cylindrical cell model*.
Obr. 7[13] je piikladem takové modelace a ukazuje zménu lokalni koncentrace
monovalentnich protiontt s radidlni vzdalenosti od osy cylindrického polyiontu.

Obr. 7 ukazuje, ze lokalni koncentrace protionti (polomér protiontu zhruba odpovida
vzdalenosti do které je ve sméru osy polyionu schopen dosdhnout kladny néboj kationtu)
pfesahuje primérnou koncentraci na povrchu polyionu a také v radidlni vzdalenosti
srovnatelné s délkou uhlikového fetézce. MuZeme tedy soudit, ze diky Cistym
elektrostatickym interakcim mezi anionem polyelektrolytu a tenzidovym protiontem dochazi
také ke zna¢né akumulaci nepolarnich ¢asti amfifilnich molekul v sousedstvi polymeru. Jako
disledek probiha v téchto oblastech agregacni proces pfi celkové koncentraci tenzidu, ktera je
o nékolik fada niz8i nez kriticka micelarni koncentrace amfifilni latky v Cistém rozpoustédle
bez ptitomnosti polyelektrolytu. Vysledné malé agregaty se chovaji jako multivalentni ionty -
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»,minimicely” a jsou zachyceny v oblastech s vysokym elektrostatickym potencialem blizko
makroiontu. Agregacni Cisla téchto agregati jsou nizs§i nez bézna agregacni ¢isla volnych
micel.
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Obr. 7: Zména lokdlni koncentrace ¢ monovalentniho protiontu S radidlni vzddalenosti r od osy
cylindrického polyionu. Priimérna konCentrace protiontu je oznacena Cp, d je vyloucend
vzddlenost od osy polyionu do stiedu protiontu a f je frakce volnych protiontii [13].

Velky vliv na vazani protionti a potazmo iontovou atmosféru polyelektrolytu ma mimo
hustoty naboje makroiontu také néboj protiontii. Protionty vyssiho naboje se shlukuji mnohem
intenzivnéji kolem polyionu nez ty které maji niz$i naboj a mezi ionty stejného ndboje
ptrevladaji v populaci vazanych iontt ty, které maji mensi rozméry.

Hlavni rozdil mezi véazanim jednoduchého anorganického protiontu a tenzidového
protiontu plyne z ¢astetné hydrofobniho charakteru amfifilniho protiontu. Zatimco
jednoduché protionty se na polyelektrolyt vazou nekooperativngé, amfifilni protionty jsou
vazéany kooperativné.

Jak bylo diskutovdno vySe, znatna akumulace nepolarnich ¢asti tenzidového iontu
Vv blizkosti polyionu vede k agregaci a vzniku ,minimicel mnohem cast€ji nazyvanych
micely indukované polyelektrolytem. Proces je podobny bézné micelizaci v tom, ze hlavni
ridici silou agregace je tendence uhlikového fetézce tenzidu minimalizovat kontakt s vodou.
Jakmile jsou vytvofeny nabité micely tenzidu indukované polyelektrolytem, vazou se velmi
siln€¢ na polyion tak jako multivalentni protionty. Distribuce ionti tenzidu podél fetézce neni
proto rovnomérna jako je tomu u jednoduchych protiont. Naopak jsou lokalizovany ve formé
agregatll v oddélenych ¢astech fetézce polyelektrolytu. Pifi mnoha riznych termodynamickych
méfenich a méfenich transportnich vlastnosti ve smésném roztoku polyelektrolytu a tenzidu
bylo zjisténo, ze cast polyionu na kterou jsou agregaty tenzidu vazany je termodynamicky
inaktivni, zatimco volné ¢asti se chovaji jako plné nabité tyCinky s nezménénou hustotou
naboje az do zhruba 50% nasyceni fetézce. Pfi vySSich stupnich komplexace se stava stinéni
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polyionu agregaty tenzidu mnohem intenzivnéjsi diky zméné v konformaci fetézce a métené
vlastnosti vykazuji zménu v jejich chovani. Toto pozorovani je potvrzenim kooperativni
povahy vazani tenzidu popsané vyse. Schematické znazornéni prvnich dvou krokti v procesu
vazani je uvedena na obr. 8 [13, 14].

Protoze hlavni fidici silou pro samovolnou asociaci tenzidu ve smésnych systémech
polymer-tenzid je hydrofobni efekt, vazani tenzidu na polyelektrolyt vykazuje podobnou
zavislost na délce alkylového fetézce jako je znama pro béznou micelizaci. Tenzidy s delSim
uhlikovym fetézcem se vazou mnohem siln€ji na polyion, nez ty s kratSimi fetézci a vazani
zaCind pii niz8i koncentraci tenzidu. V této souvislosti je vhodnym parametrem
k charakterizaci systému polyelektrolyt-tenzid kriticka agrega¢ni koncentrace (CAC), ktera
je analogicka klasické kritické micelarni koncentraci (CMC), ale pouziva se pro roztoky
tenzidl v pritomnosti polymeru. Je definovana jako koncentrace tenzidu na pocatku
,kooperativniho vazani“. Termin CAC vede K piedstavé tenzidovych agregatti podobnych
micelam, které se zacinaji formovat v relativné zkém koncentra¢nim rozmezi. CAC klesa se
vzristajici délkou uhlikového fetézce tenzidu podobné jako CMC. Avsak diilezitym rozdilem
mezi obéma koncentra¢nimi parametry je fakt, Ze CAC muiZe byt aZ o nékolik fadi niZsi nez
CMC, coz zavisi na povaze polyionu a tenzidového iontu. Snizeni CAC vztazeno k CMC je
vhodnym méfenim pfitazlivé sily polyelektrolyt-tenzid.

@—»
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Obr. 8: Schéma interakci pri vazani iontového tenzidu na opacné nabity polyelektrolyt. Kroky
V procesu vazani: (1) elektrostatické vazani; (2) kooperativni vazani, (3) pridavné hydrofobni
sily mezi agregaty tenzidu a retézcem polyelektrolytu. Prerusované Sipky symbolizuji
Coulombické sily dlouhého dosahu mezi nabitymi Ccdstmi, zatimco plné kratsi Sipky
reprezentuji hydrofobni sily mezi alkylovymi retezci tenzidu nebo mezi micelarnim jadrem a
Fetézcem polyionu.

Dalsim faktorem, ktery ma dilezity vliv na vazani tenzidu na polyelektrolyt, jsou
specifické ptidavné pritazlivé sily, které napomahaji nebo dokonce zpusobuji vzijemnou
agregaci (obr. 8 (3)). Zde je dilezity hydrofilni/hydrofobni charakter funkénich skupin na
polymeru. Napiiklad nékteré ve vodé rozpustné polyelektrolyty, jako je polystyrensulfonat
sodny, mohou byt povazovany castecné za hydrofobni diky pfitomnosti aromatickych
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vedlejSich skupin na fetézci. Tyto skupiny maji pfirozenou tendenci minimalizovat svij
kontakt s vodou, proto mohou byt solubilizovany v hydrofobnich mikrodoménach, jako jsou
micely tenzidu, pokud jsou tyto v systému pfitomné. NMR méfenim provedenym v roztoku
polystyrensulfonatu sodného a dodecyltrimetylamonium bromidu (DoTAB) bylo prokazano,
ze se aromatické skupiny polystyrensulfondtového aniontu nachazeji v blizkosti povrchu
micely tenzidu (primarné na rozhrani nabité micely blizko 3-CH, skupiny uhlikového fetézce
tenzidu). V souladu stim se hydrofobni cast fetézce polyelektrolytu ucastni na formaci
komplexu. Néktefi autofi proto pouzivaji pro tyto komplexy terminy jako smésné micely [16]
(nebo agregaty agregatil) [17]. Na druhé strané hydrofilni polyelektrolyty, které obsahuji
naptiklad sulfatové nebo karboxylové vedlejsi skupiny jako je polyvinylsulfonat nebo
polyakrylat nemaji potfebu omezovat kontakt s vodou v zadné Casti fetézce. Nemaji zadnou
tendenci ucastnit se na formaci micel a v tomto piipad¢ je interakce polymer-tenzid Cisté
elektrostaticka. V pfitomnosti téchto polyelektrolytli je vétSina micel béznych tenzida tvorena
bez zapojeni fetézce polyelektrolytu. Jsou na polyion vazany Coulombickymi interakcemi
jako multivalentni protionty a pokud je fetézec polyelektrolytu dostate¢né flexibilni, potom se
obaluje okolo agregatu tenzidu.

Kromé obou vyse uvedenych piipadii miize byt hydrofobni charakter polymeru podpoien
nebo zcela vytvofen diky syntetické Upravé makromolekuly. Hydrofobni ¢asti mohou byt
reprezentovany hydrofobnimi skupinami jako alkylové fetézce nebo nepolarni aromaticka
barviva. Tyto polymery jsou zndmy jako hydrofobné modifikované polyelektrolyty.

Zavérem muzeme rozli$it tii idealizované kategorie komplexti polyelektrolyt-tenzid
s ohledem na roli fetézce polymeru v procesu komplexace. Sefazeny podle vzristajiciho
hydrofobniho charakteru polyionu mohou byt komplexy zafazeny skupin (1) komplexy s
hydrofilnimi polyelektrolyty; (2) komplexy s hydrofobnimi polyelektrolyty a (3) komplexy s
hydrofobné modifikovanymi polyelektrolyty.

2.2.2 Hyaluronan

Tento biopolymer se v zivém organismu vyskytuje pfevazné v disociované formé sodné a
draselné soli. Ve vodném roztoku mé charakter polyaniontu, diky disociaci karboxylovych
skupin. Molekula této biologicky multifunkéni latky je pfisné linedrni polymer slozeny
z disacharidovych  podjednotek  skladajicich se z  D-glukuronové kyseliny a
N-acetyl-D-glukosaminu. Tyto jednotky jsou stfidavé spojeny B-1,4 a B-1,3 glykosidickou
vazbou. Vazby jsou navic stabilizovany intramolekularnimi vodikovymi mustky. Primarni
struktura hyaluronanu (Hya) ma dulezité nasledky pro sekundarni strukturu v roztoku.
Glukéza v P konfiguraci dovoluje prostorové objemnym skupindm zaujmout stericky
vyhodnéjsi ekvatoridlni polohu, zatimco malé atomy vodiku obsazuji ve struktufe méné
stericky vyhodné axialni polohy. Hlavnim disledkem tohoto uspotfddani je vyskyt
hydrofobnich oblasti v molekule tzv. ,,hydrophobic patch®, které jsou tvofeny pravé axialnimi
vodiky, viz obr. 9 [17-19].
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Obr. 9: Zdkladni struktura molekuly hyaluronanu obsahujiciho  1— 3-glykosidickou vazbu a
S 1—4-glykosidickou vazbu.

Velké mnozstvi dulezitych biologickych roli hyaluronanu zavisi na jeho amfifilni
struktute, ktera mu dava schopnost interagovat s membranami. Diky hydrofobnim oblastem je
totiz schopen vazat se na fosfolipidy, které tvofi hlavni komponentu membran. Hyaluronan
tak zvySuje flexibilitu membrany Cervenych krvinek a aktivné se podili na biologickych
procesech, jako jsou naptiklad bunééna adheze, migrace a proliferace [20].

Nejvetsi mnozstvi hyaluronanu se vyskytuje v tkanich obratlovci, protoze tento
biopolymer je hlavni ¢asti extracelularniho matrix, ve kterém se diferencuje vétSina tkani.
Navic je také nenahraditelnou soucdsti tkani dospélych, kde slouzi jako strukturalni
organizator diky schopnosti vazat se na ostatni komponenty matrix, jako je napiiklad
hyalektinova tfida proteoglykant [21]. V nékterych ptipadech je hyaluronan dokonce hlavni
komponentou, jako je tomu napt.: ve sklivci lidského oka, synovialni tekutiné nebo oocytech.
Kromeé toho je dulezitou soucasti chrupavek, protoze jeho vodné roztoky jsou velice viskozni.
Mechanické studie synovialni tekutiny ukazuji, Ze vysokomolekularni hyaluronan snizuje
tieni a tlumi narazy v kloubech [22].

2.2.2.1 Sekundarni a tercidarni struktura

S ohledem na primarni a sekundarni strukturu hyaluronanu ptedpokladal
Scott J. E. aspol. [20], Ze jeho fetézce zaujimaji v roztoku specifickou strukturu, kterou
popisuje piedstava nahodné svinutého klubka tzv. ,random coil“. Nahodnost struktury v
roztoku je vSak v rozporu s podstatou evoluce zivych organismi, protoze ¢im vice je systém
nahodny, tim mén¢ informaci je takovy systém schopen nést. Tento fakt se prakticky vylucuje
se strategii vyvoje zivych organismu, kterd spociva ve schopnosti snizovat entropii a tim
predat co nejveétsi mnozstvi informaci. Pravé to vede k reprodukovatelnosti a schopnosti
vyvoje. Z toho divodu je lepsi pohlizet na molekulu hyaluronanu jako na systém zaujimajici
preferované tvary.

Retézec hyaluronanu obsahuje dva druhy vazeb. Jednim z nich jsou vazby v uzavienych
cukernych kruzich, které jsou pomérmné fixni a do jist¢ miry udrzuji staly tvar jednotlivych
cukernych zbytk. Mezi témito rigidnimi jednotkami je dals$i druh vazeb tzv. glykosidické
vazby skladajici se z atomu kysliku spojujiciho jednotlivé cukry navzajem. Tyto vazby jsou
stabilizovany intramolekularnimi vodikovymi mustky, které jsou na obr.10 oznaceny
teckovanou carou. Na obrazku lze také vidét, ze i voda hraje dilezitou roli ve stabilizaci
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struktury. Z kyslikového atomu v glykosidickém mustku vychazeji dvé vazby majici tvar
pismene ,,V*“. Cukerné kruhy pfipojené na koncich vazeb mohou rotovat o 360°. Ptestoze
diky molekularnimu modelovani bylo prokazano, ze ze sterickych diivodli nemaji substituenty
uplnou svobodu v tom, jakou konfiguraci kolem atomu kysliku zaujmou, existuje nékolik
moznosti uspotfadani pro kazdy druh glykosidického miustku. Nasobek téchto moznych
konfiguraci po¢tem mustkt v fetézci hyaluronanu dava obrovsky pocet moznych tvart jedné
molekulové kostry. To je divod pro¢ se uspotfadani fetézce muze zdat nahodnym, ale ve
skute€nosti tomu tak neni.

NMR techniky potvrdily pfitomnost uspofadané struktury hyaluronanu v roztoku, kde je
kazda disacharidova jednotka pootocena o 180° vici té predchozi a nasledujici. Dvé otacky
¢ini tedy celkove 360° a navrat k pivodni orientaci, proto je struktura nazyvana jako dvakrat
sto¢ena Sroubovice ,,two-fold helix* (ne dvousroubovice, ,,double helix“ v niZz jsou
propleteny dva fetézce napt. u DNA). Nejen hyaluronan, ale i jiné polysacharidy, jako jsou
chondroitin, keratan nebo dermatan zaujimaji ve vodném roztoku podobnou dvojité sto¢enou
Sroubovici. Dulezitost sekundarni struktury jako diisledku jednoduché sekvence cukri se
ukazuje v ptipadé, vezmeme-li v uvahu, ze u hyaluronanu se ve dvojité stocené Sroubovici
vyskytuji v fetézci po zhruba stejné dlouhych usecich hydrofobni oblasti tzv. , hydrophobic
patch® [20]. Ptitomnosti hydrofilnich a hydrofobnich oblasti se tento polysacharid fadi do
skupiny amfifilnich latek. Z toho diivodu molekula hyaluronanu zaujima v roztoku strukturu,
Ktera je dosti naro¢na na prostor a zaujima rozlehlou doménu.
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Obr. 10: Tetrasacharid obsazeny v retézci hyaluronanu skladajici se ze dvou opakujicich se
disacharidovych jednotek vykazujicich v roztoku preferovanou konfiguraci. G je zbytek
kyseliny glukuronové, N je N-acetylglukosamin. Teckovand cara zndzornuje vodikové vazby,
které jsou potenciondlné pritomné v kazdém tetrasacharidu hyaluronanu. V nevodném
rozpoustédle (dimetylsulfoxid)je vodny muistek mezi acetamidem (N,) a karboxylem (Gi)
nahrazen primou vodikovou vazbou [20].

Doménové struktura hyaluronanu ma charakteristické vlastnosti. Malé molekuly jako je
voda, nizkomolekularni elektrolyty a ziviny mohou volné¢ difundovat rozpoustédlem
vV domén¢, zatimco vétsi molekuly jako naptiklad proteiny jsou z domény céstené
vytlatovani diky jejich hydrodynamické velikosti. Cim vétsi jsou molekuly, tim méné
prostoru pro né¢ v doméné hyaluronanu bude, coz zpomaluje diftizi makromolekul skrz
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doménu a zplsobuje jejich vyssi zadrz uvniti oproti okolnimu prostfedi bez hyaluronanu.
Efektivni velikost pora v doméné se kontinualné méni, statisticky tedy mohou existovat pory
vSech velikosti, ale s riznou pravdépodobnosti. To znamena, ze skrz sit” hyaluronanu mohou
projit molekuly vSech velikosti, avSak s riznym stupném retardace zavisejicim na jejich
velikosti [23].

2.2.2.2 Interakce i‘etézcii, sit’ovani

Retézce hyaluronanu mohou také interagovat mezi sebou, ¢aste¢nd tomu napomahaji
ptitazlivé sily mezi hydrofobnimi oblastmi. Plocha stuhovitd sekundarni struktura ma
specifické vlastnosti, obé strany stuhy jsou totiz identické, avSak jedna strana je v opa¢ném
sméru k druhé, jsou tedy antiparalelni. To ma za nasledek, Ze co je mozné na jedné strané
stuhy, je mozné také na druhé. Agregaty mohou vznikat z obou stran. Elektrostaticka repulze
Mmezi zapornymi naboji podporujici disociaci agregatd, je Vtomto piipadé piekonana
hydrofobnimi interakcemi a také vodikovymi mustky mezi acetamidovou a karbonylovou
skupinou. Piesto jsou sily, které drzi sit’ pohromadé pomérné slabé, a proto se agregaty
nepietrzité tvoii a disociuji v zavislosti na okolnich podminkach. Obr. 11 zobrazuje interakci
mezi dvéma fetézci hyaluronanu.

{} = hydrofobni oblast

SRS

Obr.11: Zobrazeni interakce mezi dvéma retézci hyaluronanu. 4 a B jsou zobrazeni molekuly
hyaluronanu, cervené oblasti znaci hydrofobni mista na stridajicich se stranach polymerniho
retézce, kruhy reprezentuji acetamidovou skupinu a Cctverce karboxylovou skupinu.
C znazornuje schéma mozného duplexu mezi dvéma molekulami hyaluronanu v bocnim
nahledu. Dvé participujici molekuly jsou navzdjem antiparalelni. Teckované cary ohranicuji
kazdou cukernou jednotku. Cervené pdsy znact hydrofobni mista. Zakiiveni v kazdé molekule
viditelné na A a B presné kopiruje zakriveni druhé molekuly v antiparalelnim usporaddani,
takze dve molekuly zapadnou presné do sebe. Hydrofobni mista potom priléhaji tésné k sobé a
acetamidové a karboxylové skupiny jsou ve vzdalenostech vodikovych mustkii [23].
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2.2.2.3 Biosyntéza

Hyaluronan  syntetizuji ~ specifické  transmembranové  proteiny s  nazvem
hyaluronansyntazy. Jsou to jediné enzymy, které maji vice funkci. Syntéza fetézce
hyaluronanu, ktery obsahuje deset tisic disacharidovych jednotek, ptedstavuje pro buiku
nezanedbatelny energeticky vydej. Neni proto prekvapujici, ze je ve vétsiné bunék piisné
regulovana.

Vétsina glykosaminoglykanii, mezi které hyaluronan patfi, je v zivém organismu
sysntetizovana v Golgiho aparatu uvnitt builkky a poté jsou pfipojeny k proteinim v jadie.
Avsak hyaluronan je na rozdil od nich syntetizovan v plazmatické membran¢ a neni propojen
s zadnym jadernym proteinem. Za jeho produkci v lidském organismu je odpovédna trojice
hyaluronansyntaz, které jsou oznacovany jako HAS1, HAS2 a HAS3. Samotna syntéza
probiha na vnitini stran¢ bunééné membrany, kde pfislusna hyaluronansyntaza stfidavé vaze
k fetézci jednotlivé monosacharidové jednotky. Narustajici biopolymer je pak vytlacovan skrz
membranu do extracelularniho matrix, kde je hyaluronan schopen tvofit komplexy s proteiny
a stava se tak soucasti pericelularniho obalu. Spolecné s ostatnimi glykosaminy se také podili
na vzniku nadmolekularnich struktur zvanych proteoglykany a funguje tak jako organizator
extracelularni matrix.

Nekteré bakterialni kmeny jsou schopny syntetizovat hyaluronan stejné jako savci. Tato
schopnost je soucasti jejich jednoduché strategie, jak napadat hostitelsky organismus. Takto
jsou totiz lidské i zvifeci patogeny typu Streptococcus equisimilis, Streptococcus pyogenes
nebo Pasteurella multocida, schopny vytvofit si ochranny obal z hyaluronanu a skryt se tak
pfed imunitnim systémem jejich hostitell. Tato vyhodna vlastnost jim dovoluje snadnéji
napadat hostitelské sav¢i organismy, protoze jimi produkovany hyaluronan, tvorici ochrannou
bariéru, ma shodnou strukturu jako hyaluronan vyskytujici se v sav¢ich tkanich. Bakterie jsou
proto téZko rozpoznatelné pro imunitni systém a hostitelsky organismus se neni schopen
uéinng branit [24].

2.3 Fluorescence

Fluorescencni spektroskopie se ukazala byt vhodnou metodikou pravé K vyzkumu
systému polyelektrolyt-tenzid. Zvlasté pak metoda vyuzivajici fluorescenénich sond, které
nasledné po inkorporaci do systému poskytuji informace o jeho vlastnostech.

Obecné je fluorescence jev kdy diky absorpci svétla molekulou v zakladnim stavu (Sp)
zakladni stav do nejbliz§iho neobsazeného orbitalu s energii vyssi. Timto zpisobem dochéazi k
vytvofeni jednoho ze dvou elektronové rozdilnych excitovanych stavii. Prvnim z nich je
singletovy stav (S;), ve kterém jsou spiny obou elektronl antiparalelni. Z kvantové-
mechanického hlediska je vytvoreni singletového excitovaného stavu nejpravdépodobné;jsi.
Druhym typem je tripletovy stav (T1). V tomto ptipad¢ jsou spiny obou elektronti paralelni.
Fotofyziku organickych molekul piehledné ilustruje Jabtonskiho diagram. Jeho zakladni
schéma tvofi zobrazeni relativnich energii molekuly v zakladnim stavu a stavech
excitovanych. Nezafivé procesy jsou v diagramu oznaceny vinovkami a uskute¢niuji se mezi
vibra¢né-rotaénimi hladinami riznych elektronovych stavi. Pii téchto procesech se neméni
celkova energie systému. Procesy, pii kterych se méni celkova energie systému, jSOu
oznaceny jako piimé Sipky (obr. 12).
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Obr. 12: Jablonskiho diagram

Molekula v excitovaném stavu ztraci svoji piebyteénou energii riznymi deaktiva¢nimi
emisi svételného kvanta. Tyto déje jsou oznaceny jako luminiscence a déli se na fluorescenci
a fosforescenci. Fosforescence je emise z tripletovych excitovanych stavl, v nichz ma
elektron v excitovaném orbitalu shodné orientovany spin jako elektron v orbitalu zakladniho
stavu, z toho ditvodu je pfechod spinové zakazan a emise fotonu je pomald. To znamena, Ze
doba zivota fosforescence se pohybuje v fadu milisekund az sekund. Naopak fluorescence je
vysledkem spinové dovoleného ptechodu obvykle z rovnovdzné hladiny stavu S; do nekteré
z vibra¢nich hladin zakladniho stavu Sp. V excitovaném singletovém stavu ma elektron v
excitovaném orbitalu opacny spin nez elektron v orbitalu zdkladniho stavu. Navrat do
zékladniho stavu tedy probiha rychlou emisi fotonu. Doba Zivota fluorescence je piiblizné
10 ns. Hlavni pravidla, jimiZ se fluorescence tidi, shrnuji nasledujici odstavce.

Stokesiv zakon, ktery fika, ze vlnova délka (L) emise pfi luminiscenci je vétSi nebo
rovna vinové délce excitacniho svétla (Aem > Aex). V disledku to znamena, Ze svétlo, které

excituje elektrony, ztrati Cast své energie, coz se projevi na prodlouzeni vinové délky
emitovaného svétla.
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Kashovo pravidlo, podle kterého dochazi pted emisi fluorescenéniho kvanta k relaxaci
vibracni energie a vnitini konverzi, coz ma za nasledek, ze fluorescen¢ni prechod nastava
Z nejnizsi vibraéni hladiny prvniho excitovaného stavu S;. Je to z toho divodu, Ze energeticky
rozdil mezi vy$§imi excitovanymi stavy a stavem S; je velmi maly a nezafivd pfeména
z téchto stavt do zékladniho stavu je velmi rychld. Existuji ale vyjimky proti tomuto pravidlu
Vv ptipad¢, ze energeticky rozdil mezi S, a S; je srovnatelny s energii deaktivace do zakladniho
stavu.

Vavilovovo pravidlo, které tvrdi, ze kvantovy vytézek a doba trvani excitovaného stavu
slozitych molekul v roztoku nezavisi na vinové délce budiciho zareni. To znamend, Ze emisni
spektra jsou nezavisld na vlnové délce excitace. Pfi hlubsim zkoumani je vSak Vavilovovo
pravidlo pouze disledkem Kashova pravidla.

2.3.1 Fluorescen¢ni sondy

Fluorescen¢ni sondy mohou nabidnout bohatstvi informaci a jsou pouzitelné v Siroké
skale odvétvi. Obecné se tyto molekuly déli na tfi skupiny. Prvni skupinou jsou tzv. vnitini
sondy, jsou to v podstaté fluoreskujici ¢asti zkoumanych molekul, které jsou soucasti jejich
struktury. Takové molekuly maji tedy charakteristické fluorescencni vlastnosti i bez jakékoli
dalsi Gpravy zavadégjici fluorofor do systému. Jedna se naptiklad o proteiny, které samy o sob¢&
vykazuji fluorescenci v ultrafialové oblasti, za kterou jsou zodpovédné hlavné aromatické
aminokyseliny jako napf. tryptofan, tyrozin a fenylalanin.

Dalsi skupinou sond jsou fyzikalné vazané fluorescencni sondy. VétSinou se jedna o malé
organické molekuly, které jsou do zkoumaného systému ptidany a jsou v ném inkorporovany
na zaklad¢ rozpustnosti nebo elektrostatické¢ interakce. Tyto molekuly maji pak svoje
specifické fotofyzikalni chovani, které byva silné zavislé na vlastnostech systému (polarita,
pH, iontova sila, viskozita, tlak, teplota nebo pfitomnost zhaSece). Riizné asociativné vazané
fluorescenéni sondy pracuji na rdzném principu, nejcastéji se v zavislosti na zméndch
okolniho prostfedi méni intenzita nebo doba Zzivota fluorescence, poloha maxima emisniho
pasu nebo kvantovy vytéZzek. Diky monitorovani zmén v jejich chovani lze pak zjistit
informace o zkoumaném systému.

Posledni skupinou sond jsou tzv. fluorescencni znacky. Jsou to molekuly fluorofort
kovalentn¢ vazané na danou zkoumanou latku. Mohou fungovat na stejném principu jako
nékteré asociativné vazané sondy nebo slouZi také ke znaCeni molekuly, které dovoluje jeji
nasledné zobrazovani a sledovani napt. diftiznich vlastnosti nebo lokace dané molekuly
Vv bunce.

2.3.1.1 Pyren

Pyren je jednou z nejpouzivanéjSich fyzikalné vazanych fluorescenénich sond. Jde o
polyaromaticky uhlovodik s vysokou symetrii, diky niz vykazuje unikétni reakci na polaritu
svého okoli. U nékterych polyaromatu je pravé s vysokou symetrii spojen fakt, ze absorpéni
pfechod Sp — S; je zakdzany z hlediska symetrie. Jednotlivé vibra¢ni pfechody v tomto pasu
jsou pak silné zavislé na polarité¢ okoli molekuly. Tento jev se nazyva Hamuv efekt [25].
U pyrenu dochézi vlivem piekryvu zakazaného prvniho a povoleného druhého excitovaného
stavu k dipol-indukovany dipdl interakci mezi pyrenem a prostiedim, ktera zpusobuje, Ze
vibra¢ni pfechod 0-0 je siln€ zavisly na polarité rozpoustédla. Polarni prostfedi totiz zvySuje
pravdépodobnost zafivého prechodu 0-0, to znamend, Ze intenzita fluorescence tohoto
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pfechodu roste s polaritou rozpoustédla (obr. 13). Vibra¢ni maximum (l;) odpovidajici
tomuto piechodu je v emisnim spektru pyrenu lokalizovano pii vinové délce 373 nm.
Referencnim pasem je pak prechod 0-2, ktery je charakterizovan maximem intenzity (I3) pfi
383 nm. Vyhodou pyrenu pak je, Ze i V koloidnich roztocich ma dobie rozliSenou vibra¢ni
strukturu a poloha vibra¢nich pasi v emisnim spektru se v zavislosti na vlastnostech vzorku
nemeni.

Y polarita prostiedi
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Obr 13: Hamuv efekt a) struktura pyrenu se znazornénymi jednotlivymi piechody v molekule,
b)prekryv symetricky zakdzaného So-Sia povoleného Sy-S; absorpcniho pdsu, c)zména
pravdépodobnosti emisnich prechodii v zavislosti na polarité prostredi

Zaroven je pyren schopen tvofit tzv. excitovany dimer neboli excimer. Je to komplex
tvofeny jednou excitovanou molekulou pyrenu a druhou molekulou v zakladnim stavu.
Excitaci pyrenu totiz dojde ke zméné jeho struktury a diky vzniku indukovaného dipdlu je tak
V tomto stavu schopna interagovat s jinou neexcitovanou molekulou pyrenu.

Touto interakei a tvorbou ,,sandwichového komplexu vSak excitovana molekula ztraci
¢ast svoji energie a maximum fluorescence excimeru je pak posunuto K vy$sim vinovym
délkam (470 nm). Diky tomu, Ze tvorba excimeru je difizné fizeny proces, je jeho intenzita
funkei koncentrace pyrenu, mikroviskozity okoli a v koloidnich roztocich micel, také
rozdeleni jednotlivych molekul pyrenu v hydrofobnich jadrech.
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Obr 14: Tvorba excitovaného dimeru, Sedou carou zndzornéno emisni spektrum pyrenu bez
pdsu excimeru, zelenou carou s pdsem excimeru. Nahore zobrazena schematicka struktura
excimeru.

2.3.1.2 1,3-bis(pyren-1-yl)propan

Tato sonda zkracen¢ oznacovana jako P3P je tvofena dvéma pyrenovymi molekulami
spojenymi  propanovym mustkem. Tento mustek mirn¢ ovlivitluje fotofyzikalni
charakteristiky, sonda ma excitaéni maximum pii 345 nm a vibrani emisni maxima pfi
376 nm (I1), 396 nm (I3) a 417 nm (Is). Dilezitym dasledkem tohoto spojeni je vSak fakt, Ze
P3P ,automaticky* tvofi excimer, jehoz emisni charakteristiky zdstavaji nezménény. Tento
princip vSak méni P3P na pfedev§im mikroviskozitni sondu. Rigidni tuhé prostiedi je totiz
schopno vzniku excimeru zabranit a fluorescence pii 470 nm v takovém piipadé vymizi.

2.3.1.3 Prodan

Prodan patii do skupiny fyzikaln¢ vazanych sond reagujicich na polaritu. Tato sonda je
nespecificky rozpustnd, coz znamena, Ze jeji lokaci v micelarnim systému nevymezuje jeji
rozpustnost. Na polaritu systému vSak reaguje diky tzv. relaxaci rozpoustédla jinak
nazyvanému fotoindukovanému ptenosu naboje. Tento jev je zalozen na faktu, ze energie
emitujiciho stavu se vétSinou lisi od Franc-Condonova principu [26,27]. Systém totiz
neztraci absorbovanou energii jenom vibra¢ni relaxaci ale také dipdl-indukovany dipdl
interakci fluoroforu s rozpoustédlem. Ve chvili, kdy dojde k excitaci molekuly, se totiz
vytvaii indukovany dip6l, ktery je schopen orientovat kolem sebe molekuly rozpoustédla.
Tato orientace molekul, a tim padem ztrata energie zpisobena interakci bude o to vyraznéjsi,
¢im bude dipélovy moment molekul rozpoustédla vétsi, a tedy ¢im bude vyssi polarita
rozpoustédla. S jeji rostouci hodnotou bude tedy dochéazet k posunu emisniho maxima
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K vy$§im vlnovym délkam. Prodan ma jako jedna z mala sond velké rozmezi tohoto
batochromniho posunu. Jeho maximum se posunuje od 530 nm ve vodném prostiedi az po
405 nm v uhlovodicich.

—cyklohexan ——chloroform — 1-oktanol ——methanol voda
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Obr. 15: Posun emisniho maxima prodanu s ménici se polaritou, vpravo v oblasti grafu
zndazornéna struktura prodanu.

2.3.1.4 Nilska Cerven

Nilska Cerven je asociativné vazana fluorescencni sonda, ktera reaguje na polaritu dvojim
zpusobem. Celkové jeji fluorescence siln€ zhaSend vodou, to znamend, Ze tato sonda
poskytuje nejsilngjsi signal z Cisté hydrofobniho prostiedi a je tedy dobife pouzitelna k detekci
uzavienych hydrofobnich domén. Na polaritu vSak diky relaxaci rozpoustédla reaguje také
posunem polohy maxima emise. V koloidnich systémech je rozmezi, ve kterém se pohybuje
jeji maximum od 610 nm ve vodném prostiedi, kde jeji intenzita velmi nizka do 650 nm
v hydrofobnim prostiedi, kde jeji intenzita také prudce roste. Na zakladé zmén v obou
parametrech je mozno urcit CMC tenzidu.

2.3.1.5 Rhodamin

Pod pojmem rhodamin se skryva celda skupina molekul, zaloZzenych na heterocyklické
slouc¢eniné fluoronu. Ptikladem konkrétnach barviv jsou pak rhodamin B, rhodamin 6G nebo
rhodamin 110, které jsou také nejcastéji vyuzivany. Jejich excitaéni maximum se pohybuje
okolo 550 nm a maximum emise Ize sledovat okolo 580 nm. Rhodaminy lze pouzit obéma
vyse uvedenymi zpusoby, a to jako asociativné ta kovalentné véazané. Jako fluorescencni
znacka se rhodamin pouziva vétSinou pfi monitorovani vstupu znacenych latek do bun¢k, kde
ma vyhodu, ze jeho charakteristiky jsou na rozdil od fluoresceinu nezavislé na pH prostfedi a
je také stabilng€jsi viici fotovybé€lovani.
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2.3.2 Fluorescenc¢ni korelaéni spektroskopie

Fluorescen¢ni korela¢ni spektroskopie (FCS) je specialnim piipadem fluorescencni
spektroskopie, ktera na rozdil od konvenénich technik nesleduje rozdéleni energii emise podle
vlnovych délek, dob Zivota excitovaného stavu piipadné¢ sméru polarizace, ale sleduje
proménnou intenzitu fluorescence v case a to z urcitého diskrétniho objemu vzorku, ktery
obsahuje jednotkové mnozstvi molekul fluoroforu. Zmény intenzity, fluktuace, mohou byt
zpusobeny translac¢ni diftizi, zménou rychlost toku, chemickou reakci, rotaci molekuly,
zménou molekulové hmotnosti, agregacnim procesem nebo zmeénou geometrie molekuly
(napf. pfi procesu denaturace).

(f)

e
.
2

(h)

(a)

Obr. 16: Schéma konfokalniho mikroskopu: a) pulzni laserovy zdroj, b) clona, c) dichroické
zrcadlo, d) zrcadlo optiky, e) objektiv, f) vzorek s naznacenou ohniskovou rovinou, g) pinhole,
h) detektor; zelené je znacen excitacni paprsek a cervené signal

Experimentalni uspotadani je zalozeno na vyuziti konfokalniho mikroskopu (obr. 16). V
tomto pfipad¢é je vyuzivan jako excitaéni zdroj vysoce fokusovany laserovy paprsek a v
detek¢ni Casti optické drahy je umisténa konfokalni Stérbina, kterd efektivné blokuje optické
drahy emisnich paprskii pochazejicich mimo ohniskovou rovinu, tzv. ,,pinhole®. Diskrétni
objem v tomto experimentalnim uspofadani nabyva hodnot desetin az jednotek femtolitrl
(obr. 17). Dalsi moznosti, kterou pouzity experimentalni systém umoziuje, je vyuZiti tzv.
multifotonové excitace, kde neni jiz zapotiebi konfokalni §térbiny a diky pouzité vinové délce
excitace je tato technika vyuzitelna i v intracelularni prostiedi.
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Obr. 17:Detekcni objem v ohnisku konfokdlniho mikroskopu s naznacenym translacnim
difuznim pohybem fluoroforii.
2.3.2.1 Autokorelaéni funkce

Vyhodnocenim fluktuaci intenzity fluorescence, odehravajicich se v malém obejmu, mutze
byt statistickd analyza. Jejim vysledkem je tzv. autokorelacni funkce G(t), ktera je definovana
jako:
_{6F(t) - OF(t + 7))

¢ FOE

ey

kde () zna¢i pramérnou hodnotu v ¢ase, F(t) intenzitu fluorescence, T je celkovy Cas a o
okamzitou odchylku signalu od jeho primérné hodnoty:

1
F@) = [ FOde, @

SF(t) = F(t) — (F(¢)). (3)

Jak vyplyva z definice autokorela¢ni funkce, ta ukazuje, jak souvisi intenzita fluorescence
s intenzitou fluorescence po urCité Casové prodlevé dt. Autokorelacni funkce ma své
maximum pro nizké hodnoty t, pro delsi casy t funkce klesa k nule. Pro castice, které se
pohybuji volnou difuzi ve tfrech dimenzich, 1ze odvodit teoreticky tvar autokorelacni funkce:

11 1
VerlC) (1+#) \/1+(7‘_0)2.L'

kde Ve je efektivni detek¢ni objem

G(t) =

(4)

3
Ver = T2 - W5 - 2o, (5)
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Tpif je tzv. diftzni as, parametr udavajici, jak dlouho je ¢astice v detekénim objemu, C je
lokalni koncentrace ¢astic, zp udava charakteristicky rozmér detek¢niho objemu ve sméru
optické osy mikroskopu a wo rozmeér v ohniskové roving.
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Obr. 18: Casovy zdznam  fluktuace fluorescence difundujici molekuly a prislusnd
autokorelacni funkce s naznacenymi parametry.

Pokud ziskand data prolozime teoretickou zévislosti, mizeme ziskat dilezité informace o
systému. Prvnim z nich je diflizni ¢as, ktery souvisi s difuznim koeficientem 7p; = w3 /4D a
prumérny pocet ¢astic N v detekénim objemu

N = Ve (C). (6)

HON

Pokud zname rozméry detekéniho objemu, mizeme pak pfimo uréit diftzni koeficient a
koncentraci dané latky [28].

2.4 Reologie

V systémech obsahujicich polyelektrolyt a opacné nabity tenzid se velmi Casto tvoii
kondenzované faze. Ty vznikaji, pokud je omezena rozpustnost agregati tvofenych obéma
komponentami. Tyto faze mohou mit riznou podobu od tekutych koncentrovanych fazi, pres
tuhé gelovité faze az po sraZeniny. Proto jasné vyvstdva potieba charakterizace jejich
mechanickych vlastnosti.
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Vyvoj chemického primyslu na zacatku 19. stol., nésledovany ptichodem velké Skaly
vyrabénych syntetickych polymert, vyustil ve vznik nové védy. Reologii jako mezioborovou
védu zalozili v roce 1928 chemik Eugene Cook Bingham a stavebni inZenyr Markus Reiner.
Reologie se zabyva studiem toku a deformace, konkrétné studiem zdkladnich vztahii mezi
silou a deformaci v materialech [29]. Nejjednodussi a pravdépodobné prvni vztah mezi Silou a
deformaci je Hooklv zékon.

2.4.1 Hookiv zakon

Hooktiv zdkon je zakladni vztah pro mechaniku pevnych latek a mnoho kovl a
keramickych materialti je pfi nizkych hodnotach napéti tzv. ,,Hookovskych* nebo jinak
feceno idedlné elastickych. Idedlné elasticky material je tedy takovy, u kterého nedochézi
k disipaci vloZzené mechanické energie, tzn. veSkera vlozena energie béhem namahani
materialu je po jeho uvolnéni zpétné vyuzita. Elasticka latka se pii ptisobeni napéti chova jako
pruzina, to znamend, Ze reaguje okamzité a jeji deformace je dokonale vratna. Hooktliv zdkon
vyjadiujici vztah mezi smykovym napétim a smykovou deformaci ma tvar

7=Gry, (7)

kde t je smykové neboli te¢né napéti a y smykovy uhel. G je konstanta imérnosti nazvana
modul pruznosti ve smyku, ktery je vlastnosti daného materialu

AMWW—

Obr. 19: schématické zndazornéni modelu idealné elastické pevné latky jako pruziny
2.4.2 Newtontuv ziakon

Plyny a také velka Skala nizkomolekularnich kapalin jako je voda nebo oleje zase
podléhaji Newtonovu zdkonu a nazyvaji se tedy ,,Newtonské“. Jedna se tedy o idedlné
viskozni kapaliny. Jsou to materidly, u nichz dochazi k disipaci vesSkeré vlozené mechanické
energie pfi jejich namahéni na teplo. Nedochazi tedy k Zddnému zpétnému vyuziti vloZené
mechanické energie pii odlehCeni tohoto vzorku.

Obr. 20: schématické znazornéni modelu idealné viskozni kapaliny jako tlumice

Model idealni viskézni tekutiny, ktery mizeme vidét na obr. 20, ukazuje, ze viskdzni
tekutina reaguje na vlozené napéti jako tlumic, to znamena, ze se deformuje s Casovym
zpozdénim a nevratné. Newtonuv je definovan jako

Txy = No-Yxy: 8

kde Ty je smykové napéti, no je newtonska neboli limitni viskozita a yx, je smykova rychlost
nebo také rychlost smykové deformace. Pti definovani Newtonova zékona je nutno vychazet
z predstavy kapaliny mezi dvéma deskami, mimochodem samotného Newtona inspiroval
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Kk vytvoreni teorie o existenci tieni v kapalinach a prenosu toku mezi jejich riznymi vrstvami,
pohled na tok vody v koryté feky. Spodni desku povazujme za stacionarni, horni deska necht’
se pohybuje rychlosti vo vyvolanou smykovou silou F, ktera plsobi v roving desky.
Pohybujici se deska ma plochu A (obr. 21). Smykové napéti je pak definovano jako

F
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Obr. 21: Model chovini Newtonské kapaliny pri smykovém namdhani

2.4.3 Viskoelasticita

Avsak mnoho dilezitych latek svym chovanim lezi pravé mezi idealng elastickou pevnou
latkou a idedln¢ viskdzni tekutinou. Jednd se zejména o polymery, ale také napiiklad o
nekteré¢ potraviny nebo krev. Pravdépodobné nejjednodus$sim piikladem jednoho z téchto
ptechodnych materiali je bézna hracka ,inteligentni plastelina®. Pokud kulicka z tohoto
materialu spadne z vétsi vysky, potom podléha rychlé deformaci a odrazi se tak, jako by byla
vyrobena z gumového materialu, ale pokud ji nechate lezet na jednom misté nékolik hodin,
potom material potece jako kapalina. Pti kratkodobé deformaci se tedy chova jako Hookovska
pevna latka, kdezto dlouhodoba deformace zptisobi jeji tok a chovani je tak vice podobné
Newtonské kapaling. Takové chovani se nazyvé viskoelastické a 1ze je dobie sledovat prave
diky relaxaci modulu G(t) s Casem.

Obr. 22: Chovani viskoelastické latky [29]
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Viskoelastické materidly reaguji na deformaci vzdy se zpozdénim. Pro stanoveni
viskoelastické odezvy materidlu pouzivame dva typy testii. Je to tzv. creepovy test, kdy je
udrzovano napéti a méfena zvétsujici se deformace. Pomér méfené deformace a aplikovaného
napéti je creepova poddajnost.

Dalsi moznosti je tzv. relaxacni test, kdy je za konstantni teploty udrzovana konstantni
deformace a méfeno je napéti k udrzeni této deformace. Pomér méteného napéti a aplikované
deformace je relaxacni modul.

2.4.3.1 Maxwelliiv model

Relaxaci linearniho polymeru, tj. viskoelastického materialu, 1ze popsat diky Maxwellové
modelu. Tento model v podstaté kombinuje jednoduché modely vystihujici krajni idedlni
modely a to tak, Ze je zafadi za sebe. Je totiz tvofen pruzinou s modulem pruznosti E, ktera
reprezentuje Hookovskou neboli elastickou slozku a tlumi¢em, v némz je kapalina s danou
hodnotou viskozity m, kterd naopak piedstavuje Newtonskou neboli viskozni slozku.
V podstaté jde o tok komplikovany elasticitou.

t t>t, t

Yo [ '
o(?)

Obr. 23: Vyvoj Maxwellova modelu v case

Na obr. 23 mizeme vidét schematicky znazornény vyvoj Maxwellova modelu v ¢ase. Na
zacatku, kdy je model jest€ nezatizen (tp) jsou obé jeho komponenty nedeformovany. V Case
t1 kdy skokové aplikujeme napéti a cely model zatizime, ob€ jeho slozky budou reagovat
odli$né. Zmény na pruzin€ se projevi okamzité a ta se protdhne aZz do rovnovazného stavu,
ktery odpovida aplikovanému napéti. V tomto stavu pruzina setrvd po dobu plsobeni
namahdni. Tlumi¢ naopak reaguje se zpoZzdénim a zac¢ne se pohybovat az ve chvili, kdy
pruzina uz je protazena. Po urcité dob& dosahne i tlumi¢ rovnovazného stavu a oba prvky
V tomto stavu vykazuji stejnou deformaci imérnou zatizeni. Situace po uvolnéni plisobiciho
napéti (t;) bude opét odlisna z pohledu chovani obou komponent. Pruzina se ihned a zcela
vraci do pluvodniho stavu, zatimco tlumi¢ naopak zlstavd zdeformovan. Po skonceni
deformacniho cyklu tak podle tohoto modelu ziistdva linedrni polymer Castecné zdeformovan.
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Mira navraceni do jeho pivodniho stavu zavisi pravé na elastické ¢asti Maxwellova modelu.
Celkové smykové napéti je shodné s napétim v obou ¢astech modelu

0 = 0, = 0 (10)

a celkova deformace se rovna souctu deformaci jednotlivych komponent

Y=%*t7 (11)

Po dosazeni do zakladniho vztahu ziskame rovnici

dy op o
=Pt 12
dt G * n (12)

Pokud v této chvili zavedeme veli¢inu A, coZ je relaxaéni ¢as daného materialu
Ui

r=c (13)

a dosadime ji do ptedchozi rovnice, ziskame diferencidlni vztah vyjadiujici deformaci v tomto
modelu
dy dt 1

To=T4s (14)

Po relaxaci napéti viskoelastického materidlu jsou okrajové podminky nésledujici. V Case
tp...oc=0,vcaset;... c=ocpavaset; azty ... c = o(t). Po integraci predchoziho vztahu a
dosazeni uvedenych okrajovych podminek ziskdme rovnici Maxwellova modelu:

a(t) = a,. e_%. (15)

Pribéh napétové odezvy neboli relaxace napéti se tedy nachazi mezi dvéma krajnimi
pfipady, tj. relaxacni kiivka idealn¢ elastické pevné latky a relaxacni kiivka idealné viskozni
kapaliny. Relaxac¢ni ¢as v podstaté vyjadiuje pomér mezi témito dvéma komponentami.

V case t = 0 plati

t
d(0) = 0p.e 2 =y,.G.e° = y.G = 0oy, (16)

coZ znamena, Ze maximalniho napéti je dosazeno pravé v okamziku aplikace deformace.
V cCase t = oo plati

t
(o) =agp.e 2 =7y,G.0 =0, (17)

coz znamena, ze za nekone¢n¢ dlouhou dobu piisobeni deformace systém dokonale zrelaxuje
a hodnota napéti bude rovna nule.
V caset=A

t
o) =0g.e 12 =y,G.e ! =v,G.0,368, (18)

coz znamena, Ze v Case, ktery je roven relaxatnimu Casu, materidl zrelaxuje na 36,8 %
maximalniho napéti.
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Pro jednotlivé moduly (pamétovy G™ a ztratovy G'") pfi oscilacnich métenich s malou
amplitudou plati

(0) = GAw  niw? 19
I T e 1+ haw)? (19
(@) = Glw N.w 20
@ 1+ A w? 1+ Aw)? )
10000
1000 - G"A ’,’/ T~
]}'1 // \\\
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o
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Obr. 24: Zndzornéni zavislosti ztrdatového a pametového modulu podle Maxwellova modelu a
hodnoty jejich smérnic pro tiseky zobrazené plnou ¢arou[30]

2.4.3.2 Generalizovany Maxwellitv model

Generalizovany Maxwelliv model v podstaté sestdvd z jednotlivych jednoduchych
Maxwellovych prvki zatazenych vedle sebe. Jeho schématické zndzornéni je uvedeno na
obr. 25. Pro tento model plati vztah

j
t
G(t) = G, + Z Gi.e %, 1)
i=1

kde j je pocet jednoduchych Maxwellovych prvki, Gj a Aj jsou parametry ptisluSejici i-tému
prvku, pficemz Gj je relaxa¢ni funkce ve tvaru Gi=f(A;). Pro jednotlivé moduly pfi
oscilacnich méfenich s malou amplitudou pak plati

j
Glllza) ni./li.a)z

o = —_— 22
o 1+ (Al (1))2 o 1+ (/11.(4))2' ( )
1= 1=

G'(w) =

j j
Gi./li.(,l) ni. w

@ w) = 11+(/1i.a))2: , 11+(/11.a))2'
= i=

L

(23)
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Obr. 25:Schématické zndzorneéni generalizovaného Maxwellova modelu pro konecny pocet
prvkii j.

2.4.4 Pseudoplasticita

Ve chvili, kdy bylo diky viskozimetrim mozno zméfit vliv smykové rychlosti na
viskozitu, byly objeveny také odchylky od Newtonova zdkona a to v ptipadé latek jako jsou
napiiklad suspenze, emulze nebo roztoky polymert. Ve vétSin€ ptipadd bylo objeveno, ze
viskozita klesd srostouci smykovou rychlosti. Takové latky byly oznaceny jako
pseudoplastické. Vyskytly se vSak i pfipady, kdy tomu bylo naopak, a viskozita s rostouci
smykovou rychlosti rostla. Takové chovani bylo oznac¢eno jako dilatance.

Pro pseudoplastické materidly, je obecna kiivka reprezentujici zmény ve viskozité
Vv zavislosti na smykovém napéti zobrazena na obr. 26. Na tomto obrazku jsou také uvedeny
odpovidajici grafy zavislosti smykového napéti na smykové rychlosti a viskozity na smykové
rychlosti.

Kiivky ukazuji, Ze pfi limitnich velmi nizkych hodnotich smykové rychlosti (nebo
smykového napéti) je viskozita konstantni a také v oblasti limitnich tentokrat velmi vysokych
hodnot smykové rychlosti (nebo smykového napéti) je viskozita opét konstantni, ale tentokrat
vykazuje niZs§i hodnoty neZ v prvnim piipadé€. Tyto dva extrémy jsou Casto oznacovany jako
spodni a horni Newtonské regiony, nebo jako prvni a druhy Newtonsky region. Vyssi
konstantni hodnota viskozity je vSak nejcastéji oznacovana jako ,,zero-rate viscosity* nebo
,»Zero-shear viscosity*, odkazujice se tak na fakt, ze se jedna o viskozitu pfi velmi nizkych
hodnotach smykové rychlosti nebo smykového napéti, které se asymptoticky blizi nule. Jeji
opak, tj. nizsi hodnota viskozity je analogicky oznacovana jako ,,infinite-rate viscosity* nebo
»infinite-shear viscosity* [31].
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Obr. 26: Typické chovani nenewtonskych kapalin vykazujici relaci mezi riiznymi parametry.
(a) Viskozita versus smykové napéti. Viskozita se se zménami ve smykovém napéti meéni rychle
v oblasti strednich hodnot smykového napéti. (b) smykové napéti versus smykova rychlost. Ve
strednich hodnotach smykové rychlosti se napéti méni velmi pomalu s rostouci smykovou
rychlosti. Prerusovana cara naznacuje idedlni plastické chovani. (c) Viskozita versus
smykovad rychlost. Siroky rozsah smykovych rychlosti potiebny ke zméndm na celé tokové
krivee [31]

2.4.4.1 Cross model
Vyraz, ktery predikuje tvar obecné tokoveé kiivky, potfebuje mit nejméné Ctyfi parametry.
Jednim z takovych je tzv. Crossiiv model [32], jehoZ rovnice je dana jako

— e 1
n=Tw _ (24)

Mo — N [1+ K™

nebo jeji ekvivalent
Mo — 1

oo

= (K™, (25)
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kde Mo a n. oznaCuje asymptotickou hodnotu viskozity pfi velmi nizkych smykovych
rychlostech a pfi velmi vysokych smykovych rychlostech. K je konstanta, ktera ma rozmér
¢asu a m je bezrozmérna konstanta.

2.4.4.2 Carreau model
Je to dal$i Gtyfparametricky model slouzici k popisu tokovych kiivek. Jeho vzorec je

nasledujici [33]:
N~ N

No — N

= [1+ (KN 7. 26)

Znaceni parametrt je analogické s Crossovym modelem. Na obr. 27 jsou zobrazeny
zavislosti obou modelt, pro jejichz vypocet byly pouzity shodné hodnoty vSech Ctyf
parametrul.
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Obr. 27: Tvar Crossova a Carreau modelu se shodnymi hodnotami parametrii.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Cilené nosice 1é¢iv

Vyvoj cileného nosice 1é¢iva je pomérné slozitou zalezitosti z divodu kombinace velkého
mnozstvi pozadavki na tento systém. Ten musi byt v prvni fad¢ biokompatibilni a
biodegradabilni, pro ucely cilené distribuce musi mit vymezenou velikost a poptipadé také
schopnost interagovat specificky v misté¢ ucinku. Dal§imi dalezitymi vlastnostmi jsou také
netoxicita produkti jeho degradace a pokud mozno co nejmensi sklon k jejich depozici
Vv zivotn¢ dulezitych organech, ktera by je mohla poskozovat [34,35].

Aby byl splnén jeden za zakladnich pozadavkl uvedenych vyse a bylo mozno vyuzit
pasivniho cileni, je pro nosic 1é¢iva kritickou vlastnosti velikost. Tento nazor sdili i Fox M. a
spol. [36] ve svém ¢lanku, kde zdaraziuji kli¢ovou roli tzv. "architektury" nosice, zahrnujici
bilancovani zdkladnich vlastnosti nosic¢e jako jsou prave velikost souvisejici s molekulovou
hmotnosti a hydrodynamickym polomérem ale také flexibilita polymerniho fetézce, vétveni a
lokace ptipojené aktivni latky. Dle jejich nazoru je pravé velikost rozhodujicim faktorem
fidicim rovnovahu mezi doru¢enim aktivni latky do mista GCinku na jedné strané a
odbouranim nosi¢e metabolickymi cestami pies jatra nebo ledviny viz obr. 28.
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Obr. 28:Relativni velikosti dvou riznych polymeri pouzivanych v cilené distribuci léciv s
riiznou molekulovou hmotnosti a ruznych porii v organismu. (a) retézec polyvinyl alkoholu
(PVA), 13,5 kDa, (b) PVA, 580 kDa, (c) velikost poru v glomerulu ledvin (d) velké
interendotelialni spojeni ve zdraveé tkani (e) typicky rozsah priiméru porii ve tkani tumoru (f)
velké interendotelialni spojeni v nadorové tkani [36].

Pasivni cileni je tedy zajiSt€éno samotnou velikosti nosie a zabezpefeno pravé jeho
polymerni povahou. Aktivni cileni v§ak souvisi se schopnosti nosi¢e nebo nékteré jeho casti
specificky interagovat s buitkami v rakovinné tkani. Pfi zvazeni vSech pozadavku a faktort
uvedenych vyse je hyaluronan povazovan za polymer vhodny pro cilenou distribuci 1é¢iv a to
ze dvou hlavnich divodi, které spolu logicky souvisi. Je to télu vlastni polymer, u néhoz je
biokompatibilita a biodegradabilita samoziejmosti a je schopen interagovat s bunétnymi
receptory a zajistit také diky svoji polymerni povaze oba druhy cileni [37].

Zvlasté dulezitou roli pak hraje specificky receptor pro hyaluronan s nazvem
CD 44 [38-40]. Tento transmembranovy receptor dilezity pro proliferaci, migraci a
angiogenezi bun€k, se nachazi na povrchu vétSiny savcich bunck. Ve vyrazné vétSim poctu je
pak hyperexprimovan na bunécném povrchu velkého mnozstvi rakovinnych bun¢k. Z toho
divodu jsou bunky tumoru na ptitomnost hyaluronanu ve svém okoli velmi citlivé. Jednim
z procest, ktery CD 44 spousti je 1 endocytoza, ktera je pak zakladem pro uspé$ny transport
cileného nosice 1é¢iva dovnitt rakovinné bunky [41-45].
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Specifickou vazbou hyaluronanu na receptor CD 44 se zabyvali Qhattal S. a spol. [46].
Konkrétné zkoumali liposomy S navazanym hyaluronanem a zabyvali se vlivem jeho
molekulové hmotnosti, hustoty navazanych fetézcti hyaluronanu (Hya) a také hustoty
hyperexprimovanych receptorit CD 44 na povrchu rakovinnych bunék. Stfedni velikost
konjugatti se pohybovala od 120 do 180 nm, pfi¢emz rostla s rostouci molekulovou hmotnosti
(Mw) Hya. Zjistili, Ze vychytavani konjugatu je silné zavislé na vSech jmenovanych faktorech
a ze roste srostouci molekulovou hmotnosti. Zarovenn je ucinnost konjugatd vyssi, nez
samotnych liposoma bez hyaluronanu. Uvnité buiiky se pak konjugaty primarné¢ hromadili
v endozomech a lysozomech.

3.1.1 Nosice na bazi hyaluronanu
3.1.1.1 Kovalentné vazané konjugdty hyaluronanu a aktivni ldatky

Fakt, ze hyaluronan lze pouzit zaroven jako pasivné i aktivné cilici prvek vedl k vyvoji
konjugati Hya-cytotoxin, vyuzivajici hyaluronan jako jednotku rozpoznavajici tumor [47].

Cai S. aspol. [48] zkoumali konjugaty hyaluronan-cisplatina jako intralymfaticka
chemoterapeutika a zjistili, Ze maji vys$si ucinnost nez volné 1é¢ivo a jsou také organismem
Iépe snaseny. LiS.aspol. [49] se také zabyvali konjugaty hyaluronan-cisplatina. Tento
konjugat pripravili navazanim cisplatiny na hyaluronan ptes jeho karboxylové skupiny za
vysoké teploty. Takto pfipravené ¢astice mély velikost 580 nm a testy na mySich ukazaly, ze
je bunky s receptorem CD44 mnohem u¢innéji zachycuji. Takto byly vylepSeny vlastnosti
lé¢iva urceného k intaperitonealnimu podani cileného na bunky rakoviny vajecniku, jejiz
loZiska jsou v podobé¢ uzlinek roztrouSena na peritonealnim povrchu.

Kafedjiiski K. a spol. [50] syntetizovali a charakterizovali konjugat hyaluronanu a
etylesteru cysteinu (Hya-Cys) a vytvorili tak zaklad pro nové nosi¢ové systémy s lepSimi
mukoadhezivnimi vlastnostmi a nizsi rychlosti biodegradace.

Ponékud komplexnéji se problémem zabyvali Esposito S. a spol. [51], ktefi popisuji
syntézu biodegradabilnich mikrocastic za pouziti riznych typt hyaluronanu (nativni
hyaluronan, esterifikovany derivat hyaluronanu Hyaff 11p50 kde je 50% karboxylovych
skupin esterifikovano benzylalkoholem, a sitovany derivat hyaluronanu). Provedli hodnoceni
vlivu polymeru a procesu vyroby na charakteristiky vznikajicich mikroc¢astic (morfologie,
solubiliza¢ni kapacita) a na profil uvolfiovani lé¢iva.

Jiang G. a spol. [52] syntetizovali konjugat polyetyleniminu (PEI) a hyaluronanu s
obsahem PEI 24,2 % mol. Komplex tohoto konjugatu a siRNA vykazoval lepsi terapeutické
vlastnosti nez komplex bez obsahu hyaluronanu. Testy biodistribuce SiRNA/PEI-Hya
komplexu ukazaly, ze se hromadi hlavné v organech s velkym obsahem CD44 receptort, jako
jsou jatra, ledviny a tumor.

Lee H. a spol. [53] syntetizovali chemické konjugaty paclitaxelu a hyaluronanu spojené
esterovou vazbou. Tyto konjugaty samovolné agreguji ve vodnych roztocich za tvorby
micelarnich agregati s velikosti v fadu nanometrii. Micely konjugath vykazuji vyraznéjsi
cytotoxicky efekt pro nadory exprimujici CD44, neZ pro buiky, které tyto receptory nemaji.
Pro aktivni latku paclitaxel (Luo Y. aspol. [54]) bylo vyvinuto také ,,prolé¢ivo* cilené na
buniky za pomoci hyaluronanu. Biokonjugaty Hya-paclitaxel byly syntetizovany navazanim
2’-OH taxolu pies ester sukcinatu na Hya modifikovanou dihydrazidem adipové kyseliny
(Hya-ADH).
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3.1.1.2 Nosice na bazi agregdtit obsahujicich hyaluronan

Yim H. aspol. [65] pfipravili agregat polyetyleniminu a trans-retinové kyseliny
pokrytého hyaluronanem. Primérna velikost téchto cCastic byla 143 nm a v prostiedi
fosfatového pufru byly ¢astice mnohem stabilngj§i 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 ptihlédnutim k faktu, Ze enzym degradujici hyaluronan, je v hojné
mife zastoupen v nadorové tkani, je pak tento systém uplatnitelni pti 1éCbé nadort
hyperexprimujicich CD44 receptor pro hyaluronan.

Kyselinu retinovou vyuzili také Yao J. a spol. [56], kdyZ jejim navazanim na kyselinu
hyaluronovou vytvofili amfifilni molekulu (HRA). Na této bazi pfipravovali nanonosi¢e pro
potencialni synergistickou chemoterapii kyselinou retinovou a paklitaxelem. HRA konjugat
vykazoval vysokou solubiliza¢ni kapacitu, odpovidajici ,,nano“ rozméry a dobrou
biokompatibilitu. Testy viability bunék vykazovaly koncentratni a c¢asovou zavislost
cytotoxicity. Tyto Castice byly uspésné pohlcovany endocytézou a poté transportovany do
jadra bunky. Navic in vivo zobrazovani prokazalo jejich akumulaci v tumoru.

Surace C. aspol. [57] pfipravili lipoplexy obsahujici konjugat kyseliny hyaluronové
s dioleoylfosfatidyletanolaminem (Hya-DOPE) pro 1é¢eni rakoviny plic. K jejich ptipraveé
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. Prokazali, ze pokud je na povrchu bunky pfitomen CD44 objevuje se vyrazny narast
transfekce, demonstrujici moznosti cileni pro genovou terapii. Platt V. a spol. [58] ve svém
piehledovém ¢lanku uvadi ptipady, ve kterych byl hyaluronan pouzit jako nosi¢ 1é¢iva a jako
ligand na liposomech. Léciva ,,doru¢ena” Hya modifikovanymi liposomy vykazovaly
vybornou G¢innost jak in vitro, tak na modelovych nadorech u mysi.

Datir R. S. a spol. [59] se zabyvali ptipravou, charakterizaci a biologickym hodnocenim
konjugatd  multilamelarnich ~ karbonovych nanotrubicek s hyaluronanem nesoucich
doxorubicin. Molekula aktivni latky byla na tyto konjugaty vazéna m-n vrstvenim. Konjugat
byl poté naznaCen fluorescenénimi barvivy s emisi v blizké infracervené oblasti. Tyto
konjugaty vykazovaly vice neZ tfikrat vétSi toxicitu a zvySenou apoptotickou aktivitu u
zkoumanych bunék neZ volny doxorubicin v odpovidajici koncentraci. Testy na mysich
prokazaly pétkrat vE&tsi inhibicni efekt na tumor plic neZ pro volny doxorubicin.

Dakdouki M. aspol. [60] se  zabyvali  hyaluronanem  povrstvenymi  super-
paramagnetickymi c¢asticemi oxidu Zeleza. Tento systém spojuje vyhody zobrazovani a
cilen¢ho nosice. Pokud je inkubovén s rakovinnymi bunikami, jsou tyto Castice velmi rychle
pohlceny a jejich internalizace probéhne ve vétsi mife nez u Castic, které povrstveny
hyaluronanem nebyly. Vysoka magneticka relaxivita povrstvenych Castic spojena s podporou
jejich pohlceni pak dovoluje zobrazeni nadorovych bun¢k magnetickou rezonanci. Na takové
castice byl poté navdzan doxorubicin pies linker reagujici na kyselé prostfedi. Zatimco
samotné povrstvené Castice byly netoxické, ¢astice s navazanym doxorubicinem prokazovaly
toxicitu, ktera byla navic vétsi, neZ u volného doxorubicinu. Na takto pfipraveny konjugat
doxorubicinu reagovali nejen nadorové buiiky citlivé na 1é¢ivo, ale také nadorové builky, u
nichz byla prokazana rezistence vuc¢i aktivnim latkdm, coz bylo zplsobeno rozdilnym
mechanismem vychytavani a bunééné distribuce doxorubicinu volného a védzaného na ¢astice
s hyaluronanem.
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3.1.1.3 Nosice na hydrogelové bazi

Jak ukazuje pichledovy ¢lanek Vermonden T. aspol. [61] jako nosiCe lze stspéchem
vyuzit také hydrogely. V tomto smyslu se Xin W. a spol. [62] zabyvali syntézou konjugatt
nanogel-1é¢ivo zaloZzenych na cholesteryl-Hya. Tyto konjugaty vyrazné zvySovaly
biodostupnost ve vod¢ 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 uvoliiovani 1é¢iva béhem hydrolyzy biodegradabilnich esterovych
vazeb. Tyto nanogely vykazuji dva az sedmkrat vyssi cytotoxicitu nez samotné 1é¢ivo a to na
rakovinnych bunkach rezistentnich vuci aktivni latce, které zasahuji plice a slinivku. Tyto
nanogely byly Gspésné internalizovany diky endocytoze spusténé receptorem CD44 a zaroven
interakci bunééné membrany s cholesterolovymi ¢astmi nosice.

Chen Y. a spol. [63] 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 (obr.29) a byl tak vytvofen termoresponzibilni
nanokompozitni hydrogel. In vitro a in vivo byl zjistovan profil uvolfiovani aktivni latky a
efekt inhibice ristu nadorovych bunék. Vysledky ukazaly, ze tento systém podléha sol-gel
fazovému prechodu jakmile teplota piekro¢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 nddorovych bungk a velikost tumoru vyrazné klesaly s inkuba¢ni dobou.

Pluronic F127
HDI-PF127

Hyaluronova kyselina === _ : ‘
S Vi
Polymerni
micely PF127

Obr. 29: Schématicka struktura nosicovych systémui pripravenych Chenem a spol. [63]

Nanokompozitni
hydrogel
HDI-PF127/Hya

Minaberry Y. a spol. [64] vytvareli nanoporézni hydrogely kyseliny hyaluronové za
pomoci lyofilizace. Zkoumali jejich vlastnosti ve smyslu jejich rozpustnosti a agregace ve
vodném prostiedi. Vytvorili hydrogelové matrice s gentamicinem disponujici prodlouzenym
uvoliovanim aktivni latky.

44



3.2 Interakce polyelektrolyt - tenzid

Jak ukazuji vySe uvedené prace, interakce hyaluronanu a amfifilnich latek je jednou z
potencialnich metod, jak piipravovat cilené nosice 1€Civ. Z tohoto ditvodu je nezbytné nutné
zkoumat hloubéji vlastnosti téchto konjugati a také faktory, jimiz mohou byt tyto vlastnosti
ovlivnény. Lze tak ziskat podklady vedouci k efektivnéjsSimu bilancovani vlastnosti nosice.

Nizri G. aspol. [65] studovali tvorbu nanocastic diky interakci aniontového
polyelektrolytu (polyakrylatu sodného NaPA) siadou opa¢né nabitych tenzidi s rtiznou
délkou fetézce (alkyltrimethylamonium bromidy C,TAB). Vazani a tvorba nanocastic byla
studovana pomoci dynamického rozptylu svétla, méfeni zeta potencidlu a NMR. Vnitini
struktura nanocastic byla sledovana pfimym zobrazovanim cryo-TEM, coz ukazovalo
agregaty hexagonalniho tvaru s velikosti v fadu nanometrd. Pro interakci C,TAB-NaPA bylo
zjisténo, Ze nanocastice se formuji v Sirokém koncentracnim rozmezi tenzidu. Molarni pomér
naboje mezi tenzidem a polymerem ovliviiuje velikost a zeta potencial vznikajicich castic,
avSak nema vyrazny efekt na vnitfni strukturu ¢astic. Ta je ovlivnéna délkou fetézce tenzidu,
ktera ptedurcuje prameér ¢astice stejné jako jeji vnitini strukturu. Zda se, Ze ¢im delsi uhlikovy
fetézec tenzidu je, tim veétsi je schopnost polymeru indukovat formaci agregati.

Liu Z. aspol. [66] 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
znaéné odlisnd od agregace na polymeru hydrofobnim. V prvnim piipadé¢ se komplexy
tenzidu s polyelektrolytem vyviji od struktury podobné kartacku, pies strukturu perlového
nahrdelniku az k micelam. Tyto ty¢inkovité micely, u nichz se polyelektrolyt obaluje kolem
jejich povrchu, jsou strukturou objevujici se pouze pii pouziti hydrofilniho polymeru. Pokud
pujde o polyelektrolyt hydrofobni povahy, tvoii se kulovité micely a polymer penetruje do
hydrofobniho jadra komplext.

hydrofilni
polymer

hydrofobni
polymer

Obr. 30: Pritbeh procesu adsorpce tenzidu na hydrofilni a hydrofobni polyelektrolyt.
a) Tenzid se adsorbuje na retézec polyelektrolytu a tvori strukturu kartacku. b) Struktura
kartacku se dalsim postupnym vdzanim tenzidu meéni na strukturu perlového ndhrdelniku.
Tenzidy se podél kostry zacinaji shlukovat do agregatu. c) Velikost agregatii na kostre
polyelektrolytu postupné roste. d) V tomto bodé se chovani hydrofilniho a hydrofobniho
polymeru lisi. Retézec hydrofilniho polyelektrolytu s tenzidy tvoii stabilni tycinkovitou micelu,
pricemz Fetézec se obaluje kolem povrchu micely. Retézec hydrofobniho polyelektrolytu a
tenzidy formuji sférickou micelu, ve které je hydrofobni polyelektrolyt inkorporovan. [66]
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Hydrofobni povaha tenzidovych fetézcti indukuje paralelni usporadani mezi tenzidy a
kostrou polyelektrolytu. Pokud je pomér naboje tenzidu ku polyelektrolytu nizky,
polyelektrolyt vykazuje v roztoku expandovanou strukturu. S narGstem tohoto poméru
dochazi bud’ ke kontinudlnimu, nebo nahlému kolapsu, coz zéalezi pravé na povaze
polyelektrolytu. Pti vyssi hustoté¢ naboje na hydrofilnim polyelektrolytu se zde vyskytuje
synergisticky efekt elektrostatickych interakci mezi tenzidem a polyelektrolytem a
hydrofobnich interakci mezi jednotlivymi fetézci adsorbovanych tenzidd. V ptipadé
hydrofobnich polyelektrolytii se tento efekt neobjevuje.

Dongcui L. a spol. [67] pouzili k vyzkumu koacervace ve smésich opa¢né nabitych
polyelektrolyti a tenzidi systém kationtového polymeru JR 400 a anionaktivniho tenzidu
dodecylsulfatu sodného (SDS) ve vodé. Byly provedeny studie isotermdlni titracni
kalorimetrii a na zaklad¢ vysledkd bylo zjisténo, Ze pocatek fazové separace a tvorba
koacervatii probiha piiblizné na hranici nabojové ekvivalence. Tento prechod je evidentni
jako minimum na zavislosti entalpie a také se projevuje objevenim minoritni gelové faze ve
vzorku. Pii vyssich koncentracich tenzidu se pak systém dostava do metastabilniho rezimu, ve
kterém je jeho stabilita zavisla na Case a také zplsobu pfipravy.

Obr. 31: Schématicky model sumarizujici mechanismus vdzani tenzidu na polyelektrolyt.
a) Bez pridavku tenzidu je polyelektrolyt rozpustny ve vodé a zabird danou hydrodynamickou
doménu. OranzZové jsou oznacena vazna mista s kladnym ndbojem. b) S malym pridavkem
SDS se projevuje silné asociativni vazani, které nakonec vede k fazové separaci ve stavu, kdy
koncentrace tenzidu dosahuje ndbojové ekvivalence. C) V precipitovaném stavu se pak
V roztoku objevuji velké klastry tvorené agregaty polyelektrolyt-tenzid. d) Metastabilni stav
systéemu je charakterizovan riznymi druhy agregatu, zmény v ném jsou citlivée na vnéjsi
podminky. e) Dalsi nasledné pridavky SDS indikuji vazani micel na polyelektrolyt a pri
dostatecne velkem naboji piisobi elektrostatické repulze proti pritazlivym silam v ramci
retézcu. Pri hranicni koncentraci retézcii tedy dochdzi ke znovurozpusteni precipitatu. f) PO
redisoluci vznikaji zhruba kulovité komplexy polymer-tenzid, tyto koloidni castice jsou
stabilni. Dalsi pridavek tenzidu je spotiebovan na tvorbu volnych micel. [67]
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Prace Wang W. a spol. [68] se zaméfuje na systém kationicky modifikované hydroxyetyl
celulozy (catHEC) a dodecylsulfatu sodného (SDS) ve formé hydrogelu vzniklého interakci
téchto latek. SDS bylo pouzito k solubilizaci modelové hydrofobni latky a poté byla tato latka
diky elektrostatickym interakcim inkorporovdna do dvou typl hydrogeli v zavislosti na
hustoté naboje polyelektrolytu. Bylo zjisténo, ze pravé hustota ndboje ma kriticky vliv na
solubiliza¢ni kapacitu a Ze difuzivita modelové latky je porovnatelna s volnymi micelami, a to
Vv Sirokém koncentracnim rozmezi tenzidu.

Kizilay E. a spol. [69] zkoumali teplotou indukované fazové piechody (koacervace)
v sytému polykation a smésné aniontové/neiontové micely. Pouzili riznou koncentraci
polyelektrolytu a také rizné molekulové hmotnosti, jednalo se o polydiallyldimetylamonium
chlorid (PDADMAC) K ptipravé smésnych micel pouzili dodecylsulfat sodny (SDS) a Triton
X100 (TX100). DLS ukazalo postupny narast velikosti klastrti S teplotou az do hrani¢ni
teploty tgy, kdy doslo k fazovému pfechodu. Poté se klastry rozd¢lili na mensi a vétsi agregaty.
Podle vseho jsou velké klastry (200 —400 nm) dulezité prekurzory koacervace. Toto
vysvétleni podporuje i fakt, Ze se snizenim tg dochazelo ke snizeni velikosti klastrii. Naopak
ke zvétSovani klastrit dochéazelo s rostouci molekulovou hmotnosti polyionu.

3.3 Interakce hyaluronan - tenzid
3.3.1 Fosfolipidy

Quemeneur F. a spol. [70] zkoumali vliv chemické struktury polyelektrolytu na jeho
interakci s fosfolipidovou membranou a zwiterionickymi tenzidy. Pouzili nativni a
hydrofobné¢ modifikovany hyaluronan. Vysledky ukazaly, Ze pfi riznych vychozich pH
(3,5a6) a celkovém kladném naboji liposomu se negativné nabity polyelektrolyt adsorbuje a
vytvaii tak negativné nabitou kompozitni castici. Za nepfitomnosti soli se alkylovany
hyaluronan adsorbuje stejné¢ jako nemodifikovany. Pii pH 3,5 stupen pokryti membrany
prudce stoupa ve spojeni s vychozim celkovym pozitivnim nabojem liposomu a to pro oba
druhy hyaluronanu. Pii pH 3,5 a 6 v nadbytku soli je diky hydrofobni autoasociaci
alkylovaného hyaluronanu potieba vétsi mnozstvi Hya-Cio, aby bylo dosazeno trovné pokryti
jako u nemodifikovaného Hya.

Ronchetti Y. a spol. [71] zkoumali interakci hyaluronan-fosfolipid. K suspenzi
fosfolipidu dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC) byl pifidan hyaluronan o raznych
molekulovych hmotnostech. Struktura vzniklych agregati podle ziskanych vysledka
odpovidala perforované membran¢ vytvaiejici kolem kostry hyaluronanu vélec o priméru
12 nm (obr. 32). Za piitomnosti vysokomolekularniho hyaluronanu dochazelo vazanim
jednotlivych valct k sobé k tvorbé struktury listu, kdezto nizkomolekularni hyaluronan
zpiisoboval spiSe rozpad liposoml nebo formaci omezeného mnozstvi valcovitych agregati,
které se navic vyskytovaly jednotlivé. Za pfitomnosti hyaluronanu s nejvyssi pouzitou
molekulovou hmotnosti (1,9 MDa) byl navic s postupem casu zjistén vznik kontinudlnich
agregatli tvoticich v roztoku sit’. Vysledky také ukazaly, Ze pocateni usporadani fosfolipidu
nema na strukturu agregati vznikajicich interakci s hyaluronanem vliv. Interakci hyaluronanu
a fosfolipidi ve formé liposomu se zabyvali také Crescenzi V. a spol. [72]. Autofi pouzili
vysokomolekularni hyaluronan a diky jejich vysledkim byla potvrzena tvorba
supramolekularnich struktur tvofenych agregaty DPPC a hyaluronanu.
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3.3.2 Alkyltrimetylamonium bromidy

Thalberg, K. a spol. [73-77] zkoumali podrobné&ji interakce mezi hyaluronanem a
alkyltrimethylamonium bromidy s rizn¢ dlouhymi alkylovymi fetézci (8, 9, 10, 12, 14 a 16
uhlikd). 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 zacina jiz pii velmi malé koncentraci tenzidu. U tenzida s
krat$im fetézcem je tvorba volnych micel energeticky upfednostnéna pred vazanim tenzidu na
hyaluronan. Ziskané vysledky vedou k domnénce, Ze diky interakci hyaluronanu a
kationtovych tenzidl tohoto typu dojde ke tvorbé agregatii podobnych miceldm, které jsou
vazany na kostie polyelektrolytu. Tyto agregaty jsou mens$i nez volné micely tenzidu v
roztoku bez pfitomnosti polyelektrolytu. Tuto strukturu vystihuje model perlového
nahrdelniku [78].

Pti dosazeni 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
vysledkt vodivostnich méfeni plyne, Ze kromé molekul tenzidu je k fetézci hyaluronanu
vazéana také ¢ast bromidovych protiont. 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 stabilngjsi, nez piislusna
volna micela. Solubiliza¢ni testy potvrzuji tento nazor, protoze komplexy tenzidu s
hyaluronanem rozpousti hydrofobni barvivo i piesto, ze pfidavek barviva do systému muize
znamenat ¢aste¢né ruseni interakci.

Stejny tym se dale zabyval uréenim fazového chovani systému TTAB-Hya-voda.
Hlavnim znakem je dvoufdzovy region ve tvaru kapky zaCinajici v rohu diagramu, ktery
pfislusi vod¢ a ktery je zcela uzavien jednofazovou oblasti. Jeho tvar je zna¢né nesymetricky,
coz znamena, ze roztok koncentrovaného polyelektrolytu je schopen rozpustit zna¢né velké
mnozstvi tenzidu, zatimco koncentrovany roztok tenzidu se po pfidani elektrolytu téméf ihned
fazové separuje. Fazové separované komplexy Hya-tenzid s postupem casu prechazeji na
prihlednou koncentrovanou fazi usazenou na dné s relativné vysokym obsahem vody.
Pfitomnost této koncentrované faze obsahujici okolo 70 % vody reflektuje vysokou
hydrofilitu vysledného komplexu.

Zkouman byl také efekt nizkomolekuldrniho elektrolytu (NaBr) na fazovou separaci
syst¢tmu CTAB-Hya. Po pfidani nizkych koncentraci polyelektrolytu dochdzi ke zmenSeni
dvoufazového regionu ve fazovém diagramu a pii dosazeni kritické hranice koncentrace soli
(250 mmol.dm™®) uz fazova separace neprobiha. Po dal$im piidavku soli (500 mmol.dm®) se
fazova separace znovu objevuje, avsak jeji charakter je odliSny, protoze zahrnuje separaci na
roztok bohaty na tenzid a na roztok bohaty na polymer. Z vysledkl plyne, Ze pfidana sl
omezuje interakce mezi polyelektrolytem a tenzidem, coZ znamend, Ze znacna Cast interakce
je elektrostatické povahy.

Dale byl zkouman vliv délky alkylového fetézce tenzidu a molekulové hmotnosti
polyelektrolytu na fazové chovani systému alkyltrimetylamonium bromid a hyaluronan. Delsi
alkylovy fetézec tenzidu ma za nasledek rozsadhlejsi dvoufazovy region, zatimco snizovani
molekulové hmotnosti polyelektrolytu vede pouze k nepatrnym zméndm v jeho poloze.
Celkove vzato nema zména molekulové hmotnosti polymeru na fazovy diagram vyrazny vliv.
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3.4 Fluorescencni spektroskopie

3.4.1 Fluorescencni sondy

Stejny tym vedeny Thalbergem K. [79] vyuzil k vyzkumu interakci hyaluronanu a
alkyltrimetylamonium bromida také fluorescenéni spektroskopii. Emisni spektra pyrenu v
roztoku tenzidu s i bez obsahu hyaluronanu se ukazala byt téméf shodna, coz indikuje
podobnou strukturu micel za nepfitomnosti i v pritomnosti hyaluronanu. Fluorescenéni
spektroskopie je obecné¢ vhodnou metodou ke zkoumani interakci tenzidii s jinymi
molekulami [80].

Yin D. aspol. [81] zkoumali pomoci fluorescen¢ni 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
slabé a Cremophor EL neinteraguje s hyaluronanem vtibec. Dale bylo zjisténo, Ze sodna sil
hyaluronanu ovliviiuje agregaci SDS stejné jako ptidavek elektrolytu, CMC se snizuje.

Wang Y.aspol. [82] zkoumali pomoci pyrenu mikropolaritu hydrofobnich domén
Vv systémech tenzidli s dvéma hydrofobnimi fetézci (C12C6C12Br,) a s jednim hydrofobnim
fetézcem (dodecyltrimetylamonium bromid, DoTAB). Jako interagujici polyelektrolyty
pouzili polystyrensulfonat sodny (NaPSS) a polyakrylat sodny (NaPA) o rlUznych
molekulovych hmotnostech. P¥ méfeni vyuZivali koncentraci pyrenu 10~° mol.dm™. Stejny
autor pak tuto metodu vyuzil také ke zmapovani efektu piidavku soli na tvorbu komplexii
mezi kationtovymi tenzidy a aniontovymi polyelektrolyty [83].

Casové rozlisené méfeni fluorescence pyrenu bylo pak vyuZito pro vyzkum tvorby
polyelektrolytem indukovanych micel v ¢lanku Hanssona P. a Almgrena M. [84]. Jako
polyelektrolyt pouzili polyakrylat sodny (NaPA) a na n¢&j vazali dodecylpyridiniové ionty a
dodecyltriemtylamoniové ionty.

Nizri G. a spol. [85] pouzili fluorescenéni spektroskopii ke zkoumani interakci mezi SDS
a polydiallyldimetylamonium chloridu, kterd vede k vytvofeni nanocastic dispergovanych ve
vodé. Byla hodnocena struktura vyslednych nanocastic a jejich schopnost solubilizovat
hydrofobni molekuly. K testim solubilizace byl pouZzit pyren. Nilskd ¢erven byla pouZita jako
solvatochromni sonda.

Kombinaci stejnych sond vyuzili také Dong Z. a spol. [86]. 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. [87], ktefi s jeji
pomoci mapovali lokélni sloZeni filmi tvotfenych alkyltrimetylamoniovymi bromidy s riiznou
délkou uhlikového fetézce (12, 14, 16 a 18) a polyvinylsulfatem draselnym.

3.4.2 Fluorescencni korelaéni spektroskopie

Posledni dvé dekady znamenaly pro fluorescencni korelacni spektroskopii obdobi velkého
rustu, zvlasté pak v oborech koloidni chemie. Tato spektroskopickd metoda se stala béznou v
mnoha odvétvich jako napiiklad chemie, molekularni biologie a medicinské obory. VyuZiti
této metodiky v biologicky orientovaném vyzkumu bylo diskutovdno v mnoha rozséhlych
reSersSich [88-91]. Pouziti a podrobny popis této metody pro studium difize lipidi a proteinti v
modelovych membranach publikovali Chiantia S. a spol. [92] a Sankaran J. a spol. [93].
Jedna z nejdulezitéjsich reSersi, zaméfena na koloidni a povrchovou chemii, byla vydana v
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roce 2012 [94]. Jeji autoii Koynov K. a Butt H. J. velice jasné a vystizn¢ popsali soucasny
stav vyuziti FCS ve vySe zminénych oborech

Z praci zamétenych na vyuziti modifikované fluorescencni korelacni spektroskopie ve
vyzkumu hyaluronanu stoji za zminku prace Masudy A. a spol. [95]. Autofi studovali difuzi
fluorescen¢nich 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 komplikovaném prostiedi vykazuji
prvky ,,anomalni lokalni diftze“, tzn., ze difuzni koeficient je funkci difuzni drahy a
difuzniho casu.

V literatufe jsou zminény i prace zabyvajici se chovanim fluorescenéné znacenych
polymeri v riznych prostiedich. Jednim z velmi dulezitych c¢lankti je publikace
Zettla U. a spol. z roku 2009 [96], ktera popisuje chovani zna¢eného polystyrenu rhodaminem
B v poloziedéném rezimu. Diflize v tomto systému je studovana z hlediska vlastni (termalni
pohyb jedné molekuly vici okoli) a kooperativni difize (pohyb velkého mnozstvi 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 signdl). Zéaroven zmifiuje nutnost korigovat experimentdlni data s
piihlédnutim k fotokinetickym procestiim krat$im nez 5 ps. Autofi své vysledky porovnavali s
teoretickymi modely (Lengevinova a Zobecnénd Ornstein-Zernikeho rovnice) a dospéli k
praktické aplikaci, kterou bylo nalezeni minimalni koncentrace nutné pro tvorbu nanovlaken.

V literatufe hojné¢ zmiflovanym znacenym polymerem studovanym pomoci FCS je
Schizofylan. Zna¢eni Schizofylanu rhodaminem 6G zminuje Leng X. a spol. [97]. Autofi v
tomto c¢lanku studovali chovani nativniho a denaturovaného schizofylanu, ale pfi
vyhodnocovani autokorela¢nich funkci se nezmitluji 0 kompenzaci tripletniho stavu.
Meunier F. a Wilkinson K. J. [98] ve své praci pouzivali kromé schizofylanu i dalsi
polysacharidy (polygalaktouronovou kyselinu, sukcinoglykan a rizné dextrany), které znacili
rhodaminovouu zeleni R6113. Cilem jejich prace bylo ukazat, ze navrhovany zptsob
modifikace neovliviluje 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
nezavisle difundujici komponenty a bez dal§iho vysvétleni brali, dle zapisu rovnice, druhy
difzni Cas, jako ten, ktery ptislusi pohybu fetézce.

Pro FCS experimenty je mozno pouzit mnozstvi rozmanitych fluoroforii. Mezi takové
systémy patii polymerni ¢astice (s kovalentné vazanym fluoroforem) [99-101], a ¢astice bez
nutnosti dal§i modifikace jako kvantové teCky [102-105] a nanodiamanty [106,107].

3.5 Reologie

Reologie se ukazala byt také pouzitelnou pii vyzkumu interakci polyelektrolyt-tenzid
[108-111]. Napi. prace Maestra A. aspol. [112] prezentuje detailni studii dilata¢niho
viskoelastického modulu adsorbovanych vrstev tvofenych B-kaseinem (BCS) a tenzidem na
mezifazovém rozhrani voda-vzduch. Byly pouzity dva druhy tenzidd, 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
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mezi BCS a tenzidem modifikuji strukturu ndhodné svinuté struktury, kterou vykazuje kasein
a to diky elektrostatickym a hydrofobnim interakcim. To vede ke kompetitivni adsorbci
komplexi BCS-tenzid s volnymi molekulami tenzidu na povrchové rozhrani. S rostouci
koncentraci volného tenzidu klesa adsorbce proteinu.

Rinaudo M. a spol. [113] zkoumali interakce hyaluronanu a fibrinogenu také za pomoci
reologie. Tento systétm mél slouzit jako modelovy pro interakce v systému
polyelektrolyt-protein. Z vysledkd plyne, Ze v tomto systému vznika trojrozmérna sit’ a to na
zéklad¢ 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.
[114]. Vysledky ukazaly, ze v tomto systému vznikaji kompaktni komplexy obou slozek,
jejichz vnitini viskozita je nizka. Velikost komplexa roste s rostouci koncentraci tenzidu.
Vlastnostmi hydrogelu z hlediska reologie se zabyvali také Mourtas S. a spol. [115], ktefi
zkoumali  vliv  pfidavku liposomi na  vlastnosti  hydrogelu zalozeného na
hydroxymetylceluldoze. Ptidavek liposomi vyrazné zvysil relaxacni cas systému, coz
znamena, ze doslo k posileni elastického charakteru vzorkd.

Jak je vidét u roztokll polymerti a gelovych systému jsou velmi dulezité jejich tokové
vlastnosti [116]. Pro hodnoceni tokovych vlastnosti takovych viskoelastickych kapalin pak
existuje nékolik hlavnich modelt. Srovnani mezi nimi provedl Garakani A. H. a spol. [117] a
to na systému aktivovaného kalu. Vysledky ukézaly, Ze ¢tyfparametrické modely jako je napf.
jejich konstant je pomérné obtizné. Cross model k hodnoceni tokovych vlastnosti matric
tvofenych polysacharidem a tenzidem vyuzil také Bais D. a spol. [118].
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4 CILE PRACE

Hlavnim cilem 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 systémi na bazi koloidnich roztokti nebo
mékkych kondenzovanych systémii.

Zakladnim kamenem pro celou préaci se stalo zpracovani literarni reSerSe podrobné
mapujici souCasny stav poznani v oblasti nosi¢ovych systému zalozenych na interakci
polyelektrolyt-tenzid. Tato reSerSe se pak podrobnéji zajimala o systémy obsahujici
hyaluronan, jejich vlastnosti a vyhody a také na pokrocilé metody, kterymi lze tyto systémy
zkoumat. Jeji zpracovani by mélo byt jednim z pfinosi této prace.

Na zéaklad¢ reSerSe bylo zjiSténo, ze systémy obsahujici hyaluronan, at’ uz kovalentné
nebo nekovalentné vazany jsou velmi vyhodnymi formulacemi pravé pro cilenou distribuci
lé¢iv. Pii zaméfeni pozornosti na fyzikalné vazané systémy hyaluronan-tenzid si tato prace
klade za cil zmapovat interakce hyaluronanu s riiznymi amfifilnimi latkami.

Jak dale plyne s reSersni ¢asti, bylo u nékterych systému polyelektrolyt-tenzid provedeno
detailni mapovani agrega¢niho chovani a nazory na jeho prib¢h se rtizni. DalSim cilem této
prace je proto pokusit se o podrobny popis interakce a agregace pravé v systému hyaluronanu
a vybraného tenzidu. K tomuto maji prispét hlavné pokrocilé fluorescencni techniky, v jejichz
aplikaci a zaroven detailnim popisu zpusobu jejich pouziti a vyhodnoceni ziskanych dat tkvi
dalsi z pfinost prace.

Pti zpracovani reSerSe nebyl ptehlizen ani potencial kondenzovanych systémul
vznikajicich diky interakci polyelektrolyt-tenzid. Proto si prace jako dalsi dil¢i cil klade
podrobnéjsi prozkoumani fazové separace v téchto systémech a také samotnou charakterizaci
vznikajicich koncentrovanych fazi, také s ohledem na moznost jejich vyuziti jako nosicovych
systéml. Metodiky pouzité k charakterizaci gelovych fazi jsou standardné pouzivany, i
V jejich pripadé se vSak prace ponékud podrobnéji zaméiuje na zplsob ziskani a vyhodnoceni
dat, aby tak byla pfinosem i pro ¢tenai'e pouzivajiciho stejnou metodu na jiném systému.
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5 MATERIALY A METODY

5.1 Materialy

Pouzity nativni i modifikovany hyaluronan je produktem firmy Contipro Group. Jednalo
se o nasledujici typy nativniho hyaluroanu: HyAct (75 kDa, §. 071207-P1), HyAct (106 kDa,
§.190908-E1), HysSilk (310 kDa, s.160708-E1), HySilk (650 kDa, §.280407-D1), HyCosm
(1,4 MDa, 8. 050907-7, §.210306-D2), Sodium hyaluronate (90 kDa, §. 212-2494), Sodium
hyaluronate (300 kDa, §. 213-3809), Sodium hyaluronate (700 kDa, §.211-341), Sodium
hyaluronate (750 kDa, §.212-1902), Sodium hyaluronate (806 kDa, §. 213-4160), Sodium
hyaluronate (2 MDa, §. 211-180).

Béhem prace byly také pouzity také modifikované verze hyaluronanu. Jednu z nich
ptredstavoval hydrofobné modifikovany hyaluronan na jehoz kostte byly navazany Sesticlenné
uhlikové fetézce a to pres OH skupinu na patém uhliku N-acetyl-D-glukosmainu AcylHex
(75 kDa, stupen substituce 10%). V druhém ptipadé se jednalo o rhodaminilaminohyaluronat
sodny, kdy byla na kostru navazana fluorescen¢ni znacka v podob& rhodaminu 110 rhHya
(50 kDa, 8. 111220).

Jako amfifilni latky riznych druht byly pouZity: cetyltrimetylamonium bromid (CTAB,
CAS: 57-09-0, Sigma, §.059K0041, §.117K0732), Tetradecyltrimetylamonium bromid
(TTAB, CAS: 1119-97-7, Fluka, 8. 1377175), cetyltrimetylamonium p-toluensulfonat (CTAT,
CAS: 138-32-9, Sigma, §. 205-324-8), TWEEN®™ 20 (CAS:9005-65-4, Sigma, §. 087K01981),
dodecylsulfat sodny (SDS, CAS: 151-21-3, Fluka, §.13553471), n-dodecyl-p-D-maltosid
(CAS: 69227-93-6, Fluka, §. 1363358), Cetylbetain ~ (Chemos, §. 415-21A),
BETADET® THC-2 (Kao Corporation, §. PGR009.1127)

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-Cy2), dodecylglycin (Gly-Cyp),
didecylglutamovou kyselinu (Glu-Cyp) a dioktylasparagovou kyselinu (Asp-Cs).

Jako fluorescen¢ni sondy byly pouzity: pyren (CAS: 129-00-0, Fluka, $.4306611),
1,3-bis(1-pyrenyl)propan (P3P, CAS: 61549-24-4, Molecular Probes, §.45B1-2),
N,N-diemtyl-6-propionyl-2-naftylamin (prodan, CAS: 70504-01-7, Sigma, §. BCBD8898V),
nilska cerven (CAS: 7385-67-3, Fluka, §. 1381468)

Jako ostatni hydrofobni 1 hydrofilni modelové latky byly pouzity: siddnova cervei G
(CAS: 1229-55-6, Fluka, §.401930/1), merocyanin 540 (CAS: 62795-23-0, Adrich,
§. 03301EH), metyloranz (CAS: 547-58-0, Lachema, $. 67207), thymolova modi (CAS: 76-
61-9, Lachema, §.102361088), rhodamin B (CAS: 81-88-9, Sigma, §. BCBH1723V),
D-mannitol (CAS: 69-65-8, Lachner, §. PP/2007/04172/0), diklofenak sodna siul (CAS:
15307-79-6, Aldrich, §. 2393454), 2-metyl-1,4-naftochinon (Menadion, vit. K, CAS: 58-27-5,
Aldrich, §.S41643-217), glycerol (CAS: 56-81-5, Lachner, §. PP/2007/03919/0), paclitaxel
(Taxol, CAS: 33069-62-4, Haroui pharma-chem Inc., §.061101), (+)-a-tokoferol (CAS:
10191-41-0, Fluka, §. 1320538), (—)-riboflavin (CAS: 83-88-5, Fluka, §. 1343102).

K ptipraveé fosfatového pufru a salinu byly pouzity: chlorid sodny (CAS: 7647-14-5,
Lachner, §. PP/2009/06278), dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (CAS: 13472-35-0,
Lachner, §.304660306), hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (CAS: 10039-32-4,
Lachner, §. PP/2009/06156).

VSechny zasobni roztoky a vzorky ve vodném prostfedi byly pfipravovany za pouziti
¢isté vody (Miliphore: Mili-Q; Purelab: ELGA).
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5.2 Priprava vzorku

Diky zaméfeni prace na systémy majici sice stejny zaklad (interakce hyaluronan-tenzid),
ale riizné formy (vodné roztoky a gelové faze), zde bylo pouzito vice riznorodych metod.
V této Casti také predesilam, Ze pouzité metody a jejich vyhodnoceni je ponekud podrobnéji
popsano v nasledujicich Castech préace. Jednalo se o metodu fluorescen¢ni sondy slouzici
vétsinou k charakterizaci agrega¢niho chovani ve zkoumanych systémech, dale pak o
pokrocilou metodu fluorescencni korelacni spektroskopie mapujici hlavné diftizni procesy ve
vzorcich a tim odhalujici interakce. Dodavatelsky byla provéfena také cytotoxicita systémt.
To vSe se systémy v roztoku. Dale pak bylo pracovano s kondenzovanymi fazemi. Byla
provedena zakladni charakterizace gelovych systémi, jejichz vlastnosti byly poté testovany
jesté termogravimetricky a reologicky. Pfipravu jednotlivych ,,druhd*“ vzorkti lze pak
s ohledem na vyse uvedené shrnuti rozd¢lit podle jednotlivych metod.

5.2.1 Metoda fluorescen¢ni sondy

Pti praci s fluorescenénimi sondami byl pouZit standardni zplsob pfipravy vzorkl
spocivajici v pouziti zasobniho roztoku sondy Vv t€kavém rozpoustédle. Tyto zasobni roztoky
fluorescencnich sond byly piipraveny v acetonu a do ¢istych sklenénych vialek byl pipetovan
dany objem roztoku, tak aby v kone¢ném vzorku bylo dosazeno pozadované koncentrace
fluorescenéni sondy. Pokud ve vysledcich neni uvedeno jinak, je tato koncentrace sondy
10°® mol.dm™. U n&kterych vzorki byla pouzita i koncentrace sondy 10~ mol.dm™.

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

5.2.2 Fluorescencni korelacni spektroskopie

Pro prvotni experimenty provedené pomoci fluorescen¢ni korela¢ni spektroskopie byl
zvolen systém obsahujici velmi nizkou koncentraci fluorescencné znacené¢ho hyaluronanu.
Jako fluorescen¢ni 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™® az 3 mmol.dm®) ve vodném prostiedi. Koncentrace
hyaluroanu byla volena tak, aby v detekénim objemu byly pfitomny jednotky molekul
fluorescencni znacky.

Jak vyplyva ze struktury fluorescenéné znaceného hyaluronanu (obr. 32), molekula
rhodaminu je vdzana pies aminovou skupinu, coz znamena, zZe karboxylové skupiny zistavaji
1 po modifikaci volné pro disociaci a mohou tedy tvofit zaporné¢ nabitd interakéni mista pro
kladn¢ nabité tenzidové molekuly.
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Obr. 32: Strukturni schéma znaceného polymeru rhodaminylhyalurondtu sodného, dle [119].

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 pfi uréitych koncentracich tenzidu v systému metastabilni stavy, jejichz
struktura je zavisla na teploté, ¢asu a zpusobu piipravy (Dongcui L. a spol. [67]). Jako pokus
zmapovat odliSnosti v interakcich v téchto metastabilnich stavech, byla jedna sada vzorkl
zmétena ihned po smichani obou komponent, a druha sada vzorkl 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).

5.2.3 Cytotoxicita

Pro testovani na buiikach byly vzorky obsahujici jak smés tenzidu s hyaluronanem tak
samotny tenzid pfipraveny smichanim zasobnich roztokd danych komponent, poptipadé jejich
fedénim. Vzorky byly opét ponechany minimalné 24 hodin na tfepacce. Jako blank byly
pouzity roztoky CTAB o pfislusné koncentraci, ale bez pfidavku hyaluronanu. Jako kontrola
byl pouzit samotny hyaluronan. Ve vSech vzorcich byla jeho koncentrace konstantni
(0,1 % hm., Hya 806 kDa), kdezto koncentrace tenzidu se ménila vrozmezi od
0,2 mmol.dm™ do 2 mmol.dm™3. Tyto testy byly provedeny dodavatelsky v ramci projektu
COST ' (RNDr. Marie Kalbacova, Ph.D., Ustav dédiénych metabolickych poruch, Univerzita
Karlova) a dodana podrobna zprava je uvedena v ptiloze 1.

5.2.4 Zakladni charakterizace gelovych systémi

Pfi piipravé gelovych systémii bylo standardng vyuZivano prostiedi 0,15 mol.dm™
roztoku NaCl. Gelové systémy vznikaly vtomto prostfedi pii vysSich koncentracich
hyaluronanu i tenzidu. V ramci prvotni charakterizace byly stanovovany mezni koncentrace
obou komponent, pii kterych jiz dochazelo k tvorbé gelové faze. Ta byla pro lepsi orientaci
vizualizovana sudanovou cerveni, kterd byla do vzorkii inkorporovana podobné jako u

L COST LD12068, fesitel prof. Ing. Miloslav Pekat, CSc., spolufesitelka Ing. Tereza Halasova
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fluorescen¢nich sond. Vzorky byly pfipraveny tak, Zze do sklenénych vialek byl pipetovan
zasobni roztok sudanové Cervené v t€kavém rozpoustédle a to bylo odpareno. Nasledoval
ptidavek roztoku tenzidu a sonifikace az do kompletniho rozpusténi hydrofobniho barviva.
K takto ,,obarvenému* roztoku tenzidu byl poté pfidavan roztok hyaluronanu a vzorky byly
promichany na vortexu.

Stejného postupu bylo vyuzito pii pripravé vzorki, které meély testovat solubilizacni
vlastnosti gelovych systému pro rtizné modelové hydrofobni latky, a to jak fluorescencni
sondy, tak jiné hydrofobni barviva ¢i latky. V piipad¢ inkorporace hydrofilnich latek do gela
byly smiSeny vodné roztoky modelové latky a tenzidu, které byly sonifikovany, aby doslo
k dokonalému rozpus$téni a promichani. Teprve poté byl pfidan zasobni roztok hyaluronanu.

Vsechny vzorky, vV nichz méla po smichéni hlavnich komponent, vzniknout gelova faze
byly ihned po smichéni protfepany na vortexu, ponechany minimalné 24 hodin stat pfi
laboratorni teploté¢ a poté odstfedény po dobu 30 min pii 40 000 otackach v rotacni
odstredivce.

5.2.5 Termogravimetrie a reologie

Vzorky gelovych fazi pro termogravimetrické a reologické testovani byly pfipravovany
s hyaluronanem o rtizné molekulové hmotnosti (300, 700 a 2000 kDa). Pti téchto testech mél
byt jednim z parametri pomér P/T, ktery ksobé vztahuje pocet vaznych mist na
polyelektrolytu pii jeho uplné disociaci (P) a pocet jednolivych molekul tenzidu (T). Pro
ptipravu byly pouzity roztoky hyaluronanu a CTAB o riznych koncentracich, tak aby se
meénil pomér P/T (1, 4, 16) a zaroven aby vznikly dva vzorky se stejnym pomérem P/T 4, ale
pfi pouziti odlisSnych koncentraci vychozich roztokli. Zpisob kombinaci koncentraci
zasobnich roztokli hyaluronanu a tenzidu naznacuje schéma na obr. 33. Zasobni roztoky
prislusnych koncentraci byly sméSovany v poméru 1:1.
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Obr. 33: Schéma pripravy gelovych fazipro termogravimetrii a reologii
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5.3 Metody a standardni vyhodnoceni
5.3.1 Fluorescenéni sondy

5.3.1.1 Pyren

Fluorescencni spektra pyrenu byla méfena na fluorimetru FLUOROLOG. Pii méfeni
emisnich spekter byl excitatni monochromator nastaven na 336 nm. Spektrum bylo méteno
v rozsahu od 360 nm do 540 nm. V tomto spektru byly sledovany intenzity prvniho (373 nm)
a tfetiho (384 nm) maxima. Jejich pom¢r je jednim z vyhodnocovanych parametrii reagujicich
na polaritu a bude naddle oznacovan jako EmPI (emisni polaritni index). Dal§im parametrem
je pomér fluorescence monomeru (brano prvni maximum pii 373 nm) a excimeru, jehoz
maximum se ve spektru nachazi pii 470 nm. Tento pomér je oznacovan jako Ex:Mo (excimer
ku monomer) a vypovida jak o rozlozeni pyrenu v hydrofobnich jadrech, tak o mikroviskozité
piislusného jadra [120].
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Obr. 34: Zmeény v excitacnim a emisnim spektru pyrenu v zdvislosti na polarité prostiedi.

U vzorkl obsahujicich pyren byly také méteny excitacni skeny od 325 nm do 345 nm
S emisnim monochromatorem nastavenym na 392 nm. Z téchto skenti byl vyhodnocovan dalsi
parametr reagujici polaritu a to pomér intenzit pii 333 nm a 338 nm. Excitacni spektrum totiz
také reaguje na polaritu vzorku a to posunem svého maxima. Tento parametr bude nadale
znacen jako ExPI (excitacni polaritni index).

Zavislost EmPI a ExPI na koncentraci tenzidu vykazuje u béznych tenzidi ve vodé
jednoduchy sigmoidni charakter [121], coz znamend, Ze na kiivce se nachazi pouze jeden
zlom. Tato zavislost je standardné prokladana pomoci Boltzmannova modelu, ktery je
znazornén na obr.35. Naméfené zavislosti byly vyhodnocovany pomoci programu
OriginPro 8.1, pomoci n¢hoz byly vypoéteny parametry Boltzmannova modelu, a byl také
urcen interval spolehlivosti na hladiné¢ vyznamnosti 0,05. Ten je v obrazku vyznacen
zelenymi Srafovanymi ¢arami, které jsou oznaceny jako LCL (lower confidence limit) a UCL
(upper confidence limit).
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Obr. 35: Boltzmannova zavislost a jeji charakteristické parametry

Parametry, které ziskame pro dany model, jsou inflexni bod X, jehoz soufadnice na ose X
se bere jako hodnota CMC, 1. a II. zlom charakterizujici poc¢atek a konec agregace a hodnoty
A; a A, vyjadiujicich horni a spodni limitu daného modelu. Posledni dvé zminéné hodnoty
vypovidaji o vlastnostech systému pied a po agregaci. Zvlasté pak jde 0 minimum A;, z néhoz
lze usuzovat na polaritu hydrofobnich jader vzniklych a ustidlenych agregati. Poslednim
parametrem je AX, které je pfimo spojeno s rozsahem nezavislé proménné, ve kterém probiha
nahla zména zavislé proménné, coz jinymi slovy znamena, Ze tato hodnota charakterizuje jak
strmy je pokles V klesajici ¢asti kiivky a vypovida tak o pribéhu samotné agregace [121].

Rovnice Boltzmannovy kiivky je dana jako:

AR A @7

1+e &

kde proménnd y odpovidd EmPI nebo ExPI a nezavisld proménnd X oznacuje celkovou
koncentraci tenzidu, A; a A; je horni a spodni limita sigmoidni kiivky

Pyren je zhlediska pouziti pro charakterizaci koloidnich roztokii velmi rozsifenou
fluorescenéni sondou [122-124]. Na jeho pouziti vSak nelze hledét nekriticky, protoze signal
této sondy muze byt ovlivnén fadou faktort.. Pyren je z hlediska svoji struktury (polycyklicky
aromaticky uhlovodik) hydrofobni povahy. I pfes tyto svoje vlastnosti se vSak ve vodé
castecné rozpousti a z vody jako polarniho prostiedi dava také charakteristicky signal. S tim
je nutno pocitat pfi interpretaci dat, protoze signal ze vzorku bude v tom ptipadé vzdy vice ¢i
méné zkreslovan vodnym signdlem pyrenu a to podle toho, jaké bude rozdéleni fluorescenéni
sondy mezi vodné a hydrofobni prostfedi. Projevem tohoto chovani pyrenu je v podstaté tvar
samotné sigmoidni zavislosti, ktery vykazuje EmPI nebo ExPI na koncentraci tenzidu.
Modelové je na obr. 36 znazornéna zavislost EmPI na koncentraci CTAB ve vodé. Horni
rameno této kiivky je v podstaté tvofeno hodnotami EmPI charakteristickymi pro vodné
prosttedi, protoze pfi tak nizkych koncentracich tenzidu, jesté nejsou vytvofeny Zadné micely
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majici hydrofobni jadro schopné pyren solubilizovat. Tenzidy se v této oblasti koncentraci
hromadi na mezifazovém rozhrani. V piipadé¢ ze by byl pyren opravdu ve vod¢ naprosto
nerozpustny, nemohli bychom signal ze vzorki s tak nizkou koncentraci tenzidu vibec ziskat.

Po dosazeni kritické koncentrace tenzidu v roztoku pak dochazi k tvorbé micel, coz se na
zavislosti projevuje zlomem. Jak jiz vime, tento zlom miize mit rizny sklon, coz ndm udava
parametr Ax Boltzmannova modelu. Z pohledu fluorescenéni sondy vsak tento zlom a
vlastnosti vznikajicich micel od vlastnosti micel uz ustalenych dale za CMC. Jedna se o to, ze
Vv oblasti zlomu mohou vznikat premicelarni agregaty, jejichz jadro je jeste¢ pomérné dobie
pristupné pro vodu a jeho polarita tedy neklesd k tak nizkym hodnotam jako polarita jiz
ustalenych micel ve volném roztoku. Zaroven miize vsak jit také o jev zplisobeny samotnym
rozdélenim sondy v roztoku, coz by znamenalo, ze toto chovani do systému sami vnasime
pravé pouzitou metodou. Z tohoto hlediska je totiz mozné, Ze ve chvili, kdy dosahne
koncentrace tenzidu svoji kritické hranice, dojde v systému jiz k vytvofeni plnohodnotnych
micel, jejichz vlastnosti se dale se zvysujici se koncentraci tenzidu neméni a divodem
pozvolné klesajicich hodnot na zavislosti EmPI je pouze jejich mnozstvi. Tésné po kritické
micelarni koncentraci totiz v systému bude vytvofeno pouze malé mnozstvi micel, které
budou schopny solubilizovat pouze ¢ast fluorescencni sondy rozpusténé v systému a vysledné
hodnoty polaritniho indexu v oblasti CMC budou uméle zvySeny pravé signalem pyrenu
z vodného prostiedi. Skute¢nou hodnotu polaritniho indexu ustalenych micel, pak namétime
az ve chvili, kdy bude v systému dostate¢né mnozstvi agregati k solubilizaci vétSiny
fluorescecni sondy a zkresleni zbytkovym pyrenem z vody pak bude minimélni.

1.70 0.18
1.60 - 0.15
1.50 - 0.12
E 1.40 - 0.09 Zj
1.30 - 0.06
1.20 - 0.03
1.10 . . 0.00
0.01 0.10 1.00 10.00

[CTAB]; mmol.dm™

Obr. 36: Zdavislost EmPI a Ex:Mo na koncentraci tenzidu CTAB ve vodeé. Hladkou plnou
carou zobrazena zavislost Boltzmannova modelu odpovidajici datim pro EmPI. Hladkou
Carkovanou carou pro nazornost propojeny body zavislosti Ex:Mo na koncentraci tenzidu.
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Na obr.36 pak muzeme vidét také zavislost Ex:Mo na koncentraci tenzidu. Tento
parametr v podstaté charakterizuje tvorbu excimeru ve vzorcich a a¢ je naméfen z jednoho
vzorku se stejnou sondou, je zaloZen na jiném principu, nez polaritni parametry. Tvorba
excimeru je totiz z davodu interakce dvou molekul fluorescenéni sondy difuzné fizeny proces,
protoze tyto dvé molekuly se musi k sobé dostat do urcité vzdalenosti, aby mohl excimer
vzniknout. Pfenesené tak dostavame informace o mikroviskozité hydrofobniho jadra, pokud je
totiz prostfedi v nepolarnim jadie rigidni, pak je mensi pravdépodobnost, ze se dvé molekuly
pyrenu béhem doby Zivota excitovaného stavu K sobé dostanou a vytvofi excimer. Pokud je
prostfedi fluidni, urazi excitovand molekula pyrenu béhem doby Zivota delsi vzdalenosti a
pravdépodobnost tvorby excimeru vzroste, tim také nariista ve spektru jeho signal a zvySuji se
hodnoty parametru Ex:Mo.

Vyse uvedena situace ovSem plati pouze pro micely, jejichz jadro je fluorescencéni sondou
obsazeno vicendsobn¢ a tato situace nastava pouze za urcitych podminek, které jsou dany
pomérem koncentrace micel a pyrenu. Detekovat excimer a zjistit tak informace o
mikroviskozité jadra jsme tedy schopni jen v pfipad€ ur¢itého rozdéleni pyrenu mezi vodnou
a hydrofobni fazi. V prostfedi volného rozpoustédla je k tvorbé excimeru potieba koncentrace
pyrenu 102 mol.dm™3, pricemz pii koncentraci 10™* mol.dm™ jiz excimer zcela vymizi.
V roztocich pouzitych k méfeni zavislosti zobrazenych na obr. 36 byla pouzita koncentrace
sondy 10" mol.dm ™ a pfesto je zde tvorba excimeru v oblasti CMC patrna.

Jedna se pravé o situaci, kdy je v systému pouze malé mnozstvi micel a zaroven dostatek
pyrenovych molekul, aby jejich ¢ast byla molekulami sondy obsazena vicendsobné. Tvar
zavislosti Ex:Mo na koncentraci tenzidu ma proto maximum pravé v oblasti CAC, pied touto
oblasti se excimer netvoii, protoze V roztoku nejsou hydrofobni domény, ve kterych by doslo
k zakoncentrovani pyrenu. Za CAC pak intenzita fluorescence excimeru opét klesa, protoze
roste mnoZstvi micel a dochazi k rovnomérnéjSimu rozdéleni fluorescenéni sondy mezi jejich
jadra. Pocet vicendsobné obsazenych micel pak s jejich rostouci koncentraci klesne na
minimum. Jak je vidét komplexné&jsi obraz systému ziskame teprve korelaci polaritniho
parametru s parametrem Ex:Mo.

5.3.1.2 Nilska éerven

Pro nilskou cerven byl excitatni monochromator nastaven na 550 nm a emisni
monochromator na 638 nm. Sledovana byla intenzita a poloha maxima emisniho piku a déle
byl pro vyhodnoceni pouzit také totalni integral emisniho spektra v rozmezi od 610 nm do
700 nm. Takto naméfena data maji charakteristicky pribéh, intenzita fluorescence a totalni
integral emisniho spektra jsou v oblasti pfed CMC konstantni a nabyvyji nizkych hodnot.
Sonda je v tomto prostiedi zhasena vodnym prostiedim. Po dosazeni CMC nasleduje prudky
narust intenzity fluorescence a potazmo i hodnoty jejiho integralu. Vyhodnoceni pak probiha
metodou praseciku dvou primek. Stoupajici ¢ast zavislosti je prolozena linearni regresi, do
jejiz rovnice je dosazena primeérna hodnota intenzity nebo totalniho integralu z konstantni
casti kiivky a takto je vypoétena CMC (obr. 37, plna Cervena Cara) [125, 126].
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intenzita fluorescence; a.u.

koncetrace tenzidu; a.u.

Obr. 37: Standardni vyhodnoceni dat ziskanych nilskou cerveni pomoci metody priiseciku
dvou krivek

Name¢fend data posunu emisniho maxima nilské ¢ervené maji charakteristicky sigmoidni
tvar (obr. 37, modie znacena zavislost) a proto je k jejich vyhodnoceni pouzita vy$e zminéna
Boltzmannova zavislost. Jako CMC je brana koncentrace tenzidu odpovidajici inflexnimu
bodu. Stejny model lze pouzit také k vyhodnoceni dat intenzity fluorescence a totalniho
integralu emisniho spektra nilské ¢ervené, ale to jen v piipad€, Ze dojde k saturaci signalu a
jeho hodnoty se ustaly na daném maximu. Potom je jako hodnota CMC brana koncentrace, pii
které na kiivce nastdva prvni zlom, coz odpovidd vyhodnoceni pomoci pruseciku dvou
piimek.

5.3.2 Fluorescenc¢ni korelacni spektroskopie
5.3.2.1 Pristrojové vybaveni

Konfokalni mikroskop s fluorescenéni korelacni spektroskopii, na némz byly vzorky
méfeny, je postaven na inverznim mikroskopu Olympus IX 71 (Olympus), excitacnich
zdrojich a elektronice firmy PicoQuant (PicoQuant GmbH), skeneru se sub-nanometrovym
rozliSenim firmy Physik Intrumente (Physik Instrumente GmbH) a externiho
femtosekundového laserového zdroje Menlo Orange (Menlo Systems GmbH).

Systém obsahuje excitacni zdroje, pulzni laserové diody (fundamentélni frekvence 80, 64,
50 MHz) o vinovych délkach 375, 405, 440, 470, 510, a 640 nm. Jeho soucasti je 1 externi
femtosekundovy laser pro vicefotonovou excitaci s vinou délkou 1030 + 30 nm, frekvence
50 MHz a vykonem 250 mW pied kompresi.

Mg¢fici soustava obsahuje Ctyfi nezavislé detektorové kanaly. Dva z nich jsou zastoupeny
detektory typu t-SPAD se Sumem nepiekracujicim 100 cnts.s ' a dva zbylé piedstavuji
detektory MPD-SPAD se Sumem pod 250 cnts.s *. Dale je piistroj vybaven externim
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spektrografem s CCD kamerou Newton (Andor), ktery umozni snimani stacionarnich
fluorescencnich spekter soucasné s probihajicim konfokalnim experimentem.

Pro experimenty byla pouzita nasledujici konfigurace méticiho systému: excitacni zdroj
512 nm s frekvenci 20 MHz, superapochromaticky objektiv UPLSAPO 60XW s vodnym
imerznim prostfedim, dichroicky element odrazejici excita¢ni vinovou délku a propoustéjici
emisni vinové délky, emisni filtr (HQ520/35), detektory t-SPAD1 a t-SPAD?2 (obr. 38)
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Obr. 38: Schéma diagnostického a detektorového prostoru konfokdlniho mikroskopu s
fluorescencni korelacni spektroskopii

5.3.2.2 Méieni a uprava dat

Zakladem pro méfeni a vyhodnoceni je program SymphoTime64. Pro kazdy vzorek jsou
data sbirdna minimaln¢ po dobu 5 minut. Po tuto dobu jsou vizudln¢ kontrolovana diky
algoritmu, ktery vykresluje autokorelaci, pfipadné kros-korelaci mezi detektory, okamzité¢ v
méficim okné. Data jsou pak uloZena ve formatu ,,*.tttr (time-tagged time-resolved), ktery
urcuje absolutni ¢as pfichodu fotonu na detektor. Vyhodou tohoto datového uspotadani je
moznost na jednou namétenych datech provést vice typd analyz a vyhodnotit tak globalni
dobu zivota fluoroforu ve vzorku.

Pomoci programu jsou pak data interpretovana podle zvolené analyzy. V ptipadé¢ FCS
meéfeni se jedna hlavné o dvé moznosti interpretace. Prvni z nich je klasicka FCS, pfi které je
vhodné pouzit kros-korelaci mezi dvéma detektory a druhou pak ¢asové rozlisena FLCS.

Z hlediska presnosti je vhodné&jsi volit Casove rozliSenou variantu, kterd spolehlivé potlaci
Sum detektorti, parazitni svétlo z prostfedi a tzv. ,afterpulsing® zpiisobeny zpétnou vazbou
fotonu na detektoru. Tento modd totiz umozni aplikovat na surova data filtr zaloZzeny na dobé
zivota pritomnych fluoroforti. Obecné je tuto interpretaci vhodné vyuzit v piipadech, kdy se
doba Zivota méni z diivodu umisténi fluoroforu v odlisSném prostiedi. Po aplikaci filtra pak 1ze
ziskat rizné autokorelacni funkce pro fluorofory s odliSnou dobou zivota, tedy pro takové,
které se nachazeji v odlisném prostiedi nebo které se spektralné prekryvaji.
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Z dtvodi komplikovanosti konkrétniho zkoumaného systému rhHya — CTAB, byla data
analyzovana a interpretovana pomoci raznych piistupt. Data byla méfena simultanné na dvou
detektorech, a proto zde byla moznost jejich kroskorelace s potlacenim afterpulsingu a navic i
jednoduchym potlac¢enim pozadi pomoci vySe popsaného zjednoduseného FLCS filtru. Ten je
pfimo integrovan ve skriptu pro klasickou FCS analyzu a je pouzivan bez dal§iho nastaveni.
Kroskorelace mezi stejnymi detektory ve stejné spektralni oblasti neni v literatute pfili§ Casta,
protoze jen malo piistrojii disponuje dvojicemi shodnych detektorii. Vyjimku tvofi prace
Zettla U. a spol. [96].

Pii pfedupravé dat byla vybrana surova data z detektoru t-SPAD1 (obr. 39 a)) a ta byla
podrobena FLCS analyze, pfi niz program vyhodnoti doby zivota pfitomnych fluorofort
a jejich relativni zastoupeni. Pomoci téchto dat pak generuje FLCS filtr (obr. 39 b)), ktery je
aplikovan na pavodni surova data. Diky této upravé lze ziskat autokorelacni funkce
piislusejici riznym dobam Zivota fluoroforu (obr. 39 c)). Jak je po aplikaci filtru patrné, data
ptislusejici minoritni krat$i dob& Zivota nevykazuji zaddnou korelaci a tudiz se nejednd o
difuzni proces, zatimco data pro majoritni delsi dobu zivota korelaci vykazuji. Pro vSechna
vyhodnocovana data lze konstatovat, Ze pokud vzorek thHyA vykazoval vice dob Zivota, tak
pro analyzu byla pouzitelnd pouze autokorelacni funkce pftislusejici delSi dobé Zzivota
fluoroforu, ktera byla vzdy majoritné zastoupena.
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Obr. 39: Schématické naznaceni FLCS analyzy pro dvé doby Zivota ve vzorku.

Pii méfeni se vyskytly i pfipady, kdy mél fluorofor v méfeném vzorku pouze jednu dobu
zivota. Pfi porovnavani intepretace dat téchto vzorkd pomoci kroskorela¢ni FCS a FLCS
analyzy bylo zjisténo, ze je vhodngjsi pouzit kroskorelacni FCS analyzu, ktera dokaze
ucinngji potlacit ,,afterpulsing®, jak ukazuje obr. 40. Z n¢j je zfejmé, ze kiivky pro FCS a
FLSC se v oblastech stanoveni difuzniho ¢asu nelisi. K vyznamnym odliSnostem dochézi
pouze v oblasti velmi kratkych korelacnich cCasl, které obsahuji zaznamy pochézejici z
»afterpulsingu®. Z hlediska prolozeni dat modelem neni vSak odli$nost tak vyznamna, jak by
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naznacovalo grafické zobrazeni, protoze software pfifazuje kratkym korelacnim ¢astim nizkou
vahu, a ty pak model méné ovliviuji. ProloZzeni FCS a FLCS kiivky se ale rozchazi v
urc¢ovani hodnoty G(0), coz je hodnota autokorelacni funkce pfi korela¢nich Casech limitné se
blizicich nule. Z tohoto divodu, pokud vzorky vykazovaly jedinou dobu Zivota, jsou data
diskutovéana na zaklad¢ kroskorela¢ni FCS interpretace.

® FCS ——FLCS
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Obr. 40: Srovnadni FCS a FLCS analyzy na vzorku vykazujicim jednu dobu Zivota
5.3.2.3 Vyhodnoceni dat

Pro vyhodnocovani a porovnavani byly zvoleny dva parametry. Jednim z nich je pocet
molekul ve sledovaném konfokalnim objemu a druhym stanoveny difuzni ¢as. Oba tyto
parametry lze ziskat na zdklad¢ autokorelacni funkce, kterou lze ziskat na zakladé proloZeni
dat pomoci modelt integrovanych ve vyhodnocovacim programu (Pure diffusion, Triplet,
Triplet Extended 2D a 3D, Conformation, Protonation). Poté jsou bez dal§ich dodateénych
kalibra¢nich méteni piistupné hodnoty difuznich ¢asi a amplitudy autokorela¢ni funkce, jejiz
pfevracend hodnota urcuje pocet molekul v pozorovaném objemu. Pokud je v systému vice
difundujicich molekul, pak jsou pfistupné i parcialni amplitudy a tedy jejich relativni
zastoupeni. Samotné vyhodnoceni FCS se fidi nejen matematickymi kritérii, hodnotou chi-
kvadrat a rezidualni analyzou, ale i logickym o¢ekavanim chovani vzorku. Ne vzdy je nutné
dosdhnout hodnoty chi-kvadrat pfesn¢ jedné, pokud model nevyjadiuje fyzikalni podstatu
pozorovaného jevu. Nasledujici rovnice reprezentuji nejéastéji pouzivané modely v ptipad¢,
ze ve vzorku je o¢ekavana volna diftze.

Model ,,Pure diffusion* piedpoklada, ze fluktuace funkce pochézeji jen z difundujicich
molekul.

npjr—1

Z pli] —,
= ol e |
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kde npjs je pocet nezavisle difundujicich ¢astic, p[i] je prispévek i-té slozky, 1pjf je difuzni Cas
i-t¢ slozky a k je pomér délky zo a lateralniho poloméru wy efektivniho excita¢niho objemu
Ver. Z vyse uvedeného vyplyva pramérny pocet ¢astic v pozorovaném objemu N:

npjf—1

N= 2 pli]

Tento parametr neni vysledkem prolozeni, ale pocita se zhodnoty G(0) (hodnota
autokorelacni funkce pii korelacnich ¢asech limitné se blizicich nule). Pii znalosti velikosti
pozorované¢ho objemu je pak mozno stanovit koncentraci molekul v pozorovaném objemu:

N
C =—— (30)
Ver = Ny

-1

(29)

kde Na je Avogadrovo ¢&islo (6,022 141 79(30)-1023 mol™). Pokud je znama hodnota
pozorovaného objemu a k, pak je mozné urcit efektivni laterdlni polomér ohniska wqo pfi
hodnoté intenzity 1/e® jako

1
V.3
wo = [Tef 05, (31)

Pak lze diftzni konstantu i-té slozky vyjadrit jako
2
Wo

e rna

(32)

Model ,,Triplet“ bere v tivahu i vliv existence tripletniho, tedy dlouho dohasinajiciho
signdlu od métenych molekul. Je tfeba poznamenat, Ze vétSina fluoreskujicich molekul tento
tripletni signdl vykazuje a proto je doporu¢ovano pouzivat pravé modely, které ve svoji
analyze s tripletnim stavem pocitaji.

np;f—1

L+ IT (_t/TTrip)_l ” _ pli] - (33)
& | Z [1 * [rnff[i]” | [1 * [%”

kde T¢ je tmava (tripletni) frakce molekul, trip je doba zivota tripletniho stavu. Pro
vyhodnoceni plati vySe uvedené rovnice s vyjimkou vztahu pro pocet Castic ve vzorku, ktery
je nutné upravit na:

G@) =

-1

N=|[1-1] Z olil] (34)

Vyse uvedené rovnice byly s vét§im ¢i mensim uspéchem aplikovany na experimentalni
data. Vzhledem ke zjevné nestabilit¢ systému byla data analyzovdna pomoci
sofistikovanéjsiho modelu nazyvaného ,, Triplet Extended 3D*. Tento model popisuje opét
difazi ovlivnénou piitomnosti tripletniho stavu, ale je navic rozsifen o koeficient ,,anomalni
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diftze®, coz je diftizni proces S nelinearnim vztahem mezi stfednim kvadratickym posunem
Castice (tzv. MSD) a ¢asem. Lze diky nému tedy popsat i subdifizni i superdifizni jevy.

GO = |1+ sz_ T[j] [J‘Fﬁﬁ])'il (35)
=0

npjf—1

pli]
' Z —55 T Ginp

ali ali]1%°
l”[ﬁ] H]'[”[m] H]

kde o je anomalnim parametrem i-té difundujici Castice a Ginr je posunuti FCS kiivky v
nekonecném Case. V tomto pripad¢ pak je pocet Castic popsan vztahem:

nTrip—1 npjr—1
N=(l1= T ) erm|| (36)
=0 i=0

5.3.3 Cytotoxicita

Prvotni testy cytotoxicity byly provedeny na bunikach osteosarkomu s oznacenim SAOS-2
ve dvou &etnostech (20000 a 40000 bunék na cm?). Buiiky byly inkubovany po dobu jednoho
dne a poté na né byly pteneseny vzorky. Takto pfipravované vzorky byly inkubovany po dobu
3, 5 a 24 hod v McCoyové médiu s pridavkem 15 % fetalniho hovéziho séra. Cytotoxicita
byla sledovana po 5 a 24 hod po pridavku vzorkéi pomoci kitu LIVE/DEAD® (Molecular
Probes) a také po 24 hod pomoci MTS testu (Promega).

LIVE/DEAD® kit poskytuje testovani viability bunék na zakladé soub&zného rozliseni
zivych a mrtvych bun¢k diky dvéma rtiznym fluorescen¢nim sonddm. Jedna se o kalcein AM
a etidium homodimer (EthD-1). Princip spoéiva v rozliSeni zivych bun€k diky aktivite
intracelularni  esterazy, ktera je determinovana enzymatickou konverzi prakticky
nefluorescentniho kalceinu AM na intenzivné fluoreskujici kalcein. Kalcein, jako aniontovy
polyelektrolyt, je dobfe zadrzovan uvniti zivych bunck a poskytuje pak intenzivni zelenou
fluorescenci zivych bunék (excitace 495 mn a emise 515 nm). EthD-1 Zivé buniky nepohlti,
prostupuje naopak do bunék s poSkozenymi membrianami a jeho emise je podporovana
vazanim nukleovych kyselin. Pak zplisobuje cervenou fluorescenci u bun¢k mrtvych
(excitace 495 nm a emise 635 nm).

MTS proliferacni test (CellTiter 96") je kolorimetricka metoda pro urceni poctu zivych
bunék. Tento test obsahuje slouceninu 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium oznacovanou jako MTS a reagent
fenazin etosulfat zkracené PES. Sloucenina tetrazolia MTS je bioredukovéana Zivymi buiikami
na barevny produkt formazan, ktery je rozpustny v médiu. Ke kvantifikaci tohoto produktu
slouzi méfeni absorbance vzorku pfi vlnové délce 490 nm. Tato hodnota je pak ptimo umérna
poctu zivych buné¢k v kultute.
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5.3.4 Termogravimetrie

Gelovité faze tvofené interagujicim hyaluronanem a CTAB byly termogravimetricky
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 3 za minutu. Testy
byly provedeny pro gely vzniklé smichanim rizné koncentrovanych roztokd hyaluronanu a
tenzidu. Byly pouzity tfi molekulové hmotnosti hyaluronanu (300, 700 a 2000 kDa).

Ve spektrech se u vSech vzorkl objevuje dvouzlomova kiivka, coz znamena, ze na kiivce
derivované podle teploty pak vSechny namétené zavislosti vykazuji dvé maxima. Prvni pik,
jehoz maximum se nachazi okolo 100 °C, odpovidd vysuseni vody ze vzorku. Druhé
maximum nachazejici se obvykle okolo 225 °C piislusi tepelné degradaci komponent a jejich
spaleni. Hmotnost se poté ustaluje na konstantni hodnoté ptislusejici konecnému mnozstvi
popela.
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Obr. 41: Ziznam TG méreni vybraného vzorku (Hya 2000 kDa 2% hm. a 200 mmol.dm )

Piiklad obou zminénych zavislosti je na obr.41. Z naméfenych kiivek byly
vyhodnocovany 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 tins1 a vyjadiuje teplotu pii které je ze vzorku odpafena vétSina
vody. DalSim parametrem je pak teplota t,.:1 udavajici hodnotu teploty pii které se voda ze
vzorku za€ind uvoliiovat. Tato hodnota je vSak zatiZzena velkou chybou kvuli usporadani
méfeni. Vzorek byl totiz na panvicku pfistroje pienesen ze vzorku gelu se supernatantem, aniz
by byl né&jak povrchové osusen. Voda z povrchu gelu se tedy zacina uvoliovat ihned po
zacatku méfeni. Z konstantnich oblasti na kiivkach nésledujicich po prvnim maximu byla
vyhodnocena hodnota susiny v hmotnostnich procentech oznacena jako mg,s. Analogicky byly
vyhodnoceny 1 druhé zlomy a maxima, z nichz byly stanoveny parametry tinf2, thoc2 @ Mpop.
Zde se jedna o teploty charakterizujici pocatek degradace, spaleni vétSiny vzorku a ustalenou
hmotnost popela.
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5.3.5 Reologie

Reologicka méfeni byla provedena na reometru AR-G2. Jedna se o rotacni reometr,
vyuzivana byla geometrie kuzel-deska. Vyhodou tohoto usporadani jsou piesné definované
tokové podminky. Schéma tohoto uspoiadani je uvedeno na obr. 42,

R

Obr. 42: Schéma rotacniho reometru s uspordadanim kuzel-deska

Deska je v tomto uspofadani stacionarni a vzorek se nanasi na ni. Kuzel s polomérem R
rotuje kolem své osy tthlovou rychlosti Q. Za ptedpokladu, ze thel a, ktery svira skosena ¢ast
kuzele s deskou je maly, tj. v fddu nékolika stupiili, 1ze odvodit rychlost smykové deformace a
to obdobné¢ jako u Newtonova zakona

_Qr—O_w 37
V= ra r (37)
_ 3IM 38
' 2nR® (38)

kde M je kroutici moment a r je poloha vrstvy vzorku vici ose otaceni. V tomto
geometrickém usporadani je jak rychlost smykové deformace, tak 1 smykové napéti nezavislé
na pozici mezi kuzelem a deskou. V naSem piipadé byl pouzit kuZel s polomérem 40 mm a

zkosenim 1 °.
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Obr. 43: Zavislosti pamétového a ztratového modulu na vychylce senzoru vymezujici linedarni
viskoelastickou oblast
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Vsechny reometrické testy byly méfeny pii teplot€ vzorku 25 °C, pfiCemz soucasti
kazdého méfeni byl tzv. ,,conditioning step*, pti kterém byly po urcity ¢as ponechany ustalit
podminky méfeni. Pro ur€eni idedlni vychylky senzoru pii méfeni byl nejprve zméten tzv.
,strain sweep test™ ve kterém byly sledovany zavislosti ztratového a pamétového modulu na
vychylce senzoru (obr. 43). Byla tak nalezena linearni viskoelasticka oblast, z niz byla
vybrana vhodna vychylka senzoru pro nasledna méfeni. Tato vychylka byla zvolena na 2 %.

Dale byly s touto konstantni vychylkou 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
vzorkll byly také zkoumany tokové vlastnosti, kdy byla sledovdna 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 odpovidad rozmezi smykového napéti od
jednotek do stovek Pa.

5.3.5.1 Vyhodnoceni oscilacnich testit

Jednoduchy Maxwelliv model pro naméfena data nelze pouzit, jak je vidét na obr. 44,
kde jsou znazornéna vybrana naméfena data (Hya 700 kDa 0,5 % hm. a 50 mmol.dm—3).
Tento model na naméfend data nesedi, coZ potvrzuje i rezidudlni analyza, ktera je soucasti
obrazku. Zavislost residui na frekvenci v obou piipadech vykazuje jasny trend, coz je vidét i
na samotném grafu.
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Obr. 44: Zavislosti pamétového a ztrdatového modulu na frekvenci pro vybrany vzorek a jejich
prolozeni jednoduchym Maxwellovym modelem. Krivky modelu jsou zndazornény plnymi
Ccarami v barvé odpovidajicich bodu. Ve spodni casti grafu uvedena residualni analyza, kde
plna cerna ¢ara zndzornuje model.
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Pro vyhodnoceni oscilac¢nich testli byl tedy pouzit generalizovany Maxwelliv model.
K proloZeni byl pouzit MS Excel a byly postupné hodnoceny prolozeni modely od dvou
Maxwellovych Clent az po deset Maxwellovych ¢lenti. Podle residudlni analyzy byl jako
nejvhodnéjsi model pro proloZeni dat s co nejmenSim poctem Maxwellovych ¢lenti vybran
generalizovany Maxwelliiv model s péti Maxwellovymi prvky. Jeho aplikaci na vySe uvedena
vybrana data znazorfiuje obr. 45. Jak je vidét na prvni pohled, péti prvkovy Maxwelliv model
vyhovuje daleko 1épe nez jeho jednoduchd varianta. To potvrzuje i1 rezidualni analyza, jejiz
body jsou kolem modelu rozmistény ndhodné a navic oproti jednoduchému modelu jsou
hodnoty rezidui o dva fady nizsi.
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Obr. 45:  Zavislosti pamétového a ztratového modulu proloZeny generalizovanym
Maxwellovym modelem obsahujicim pét Maxwellovych elementii. Ve spodni casti grafu je
uvedena rezidualni analyza, kde plnd cernd cara predstavuje model.

Z generalizovaného Maxwellova modelu byly vyhodnoceny parametry pro jednotlivé
¢lanky modelu. Jednalo se o relaxacni Casy A1.5 a slozky jednotlivych moduli G'15 a G"'1s.
Dale byla z naméfenych zavislosti vyhodnocena poloha tzv. piekiiZeni, tj. bodu kde doslo k
protnuti pamétového a ztratového modulu. V tomto bod€¢ nabyvaji oba moduly shodné
hodnoty. Za pomoci programu TA Data analysis byly zjistény jak hodnoty polohy na ose X, tj.
hodnota frekvence, pfi které piekiizeni nastalo, tak konkrétni hodnota obou modult.
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5.3.5.2 Vyhodnoceni tokovych testii

Pro vyhodnoceni tokovych zavislosti, kdy byla vynasena zavislost viskozity na smykové
rychlosti, bylo voleno mezi dvéma riznymi modely (Cross a Carreau). Oba tyto modely maji
ve shodnosti s teorii viskoelasticity sigmoidni prib¢h a jsou Etyfparametrické. Oba urcuji
nasledujicimi parametry - limitni viskozitu pii nekonecné malé smykové rychlosti 1, limitni
viskozitu pii smykové rychlosti bliZici se k nekone¢nu m., konstantu K, ozna¢ovanou jako
konzistence a uvedenou Vv sekundach a bezrozmérnou konstantu m oznacovanou jako
rychlostni index. LiSi se vSak v matematickém vyznamu rychlostniho indexu, viz
kapitola 2.4.4.

Pokud vsak vezmeme v uvahu sigmoidni charakter obou modeli vyplyvajici z teorie, pak
naméfené tokové kiivky ve vétSiné piripadi nedosahovali az do oblasti, ve které dojde
k opétovnému ustaleni viskozity a vytvoii se druha Newtonska oblast, jak ilustruje obr. 46.
Pro ¢ast modelové kiivky tedy chybi naméfena data, kterd by potvrdila shodnost modelu
sdanym méfenim. Tato data vSak nebyla dostupna, protoze pii vysSich smykovych
rychlostech se vétsina vzorkd mechanicky poskodila natolik, Ze nebylo mozné dale sledovat
jejich tokové vlastnosti. Z toho diivodu byl z vypoctenych parametri bran nejvétsi zietel na
hodnotu mo, pro jejiz vypoéteni jsou fidici pravé hodnoty viskozity naméfené pii nizSich
smykovych rychlostech.

18
—— Cross model

e Data

16 -

14 -

12 -

10 -

viskozita; Pa.s
[#2s)
1

0 T T T T T T
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000 100000

smykova rychlost; s™!

Obr. 46: Dostupna namérena data prolozena Crossovym modelem dosahujicim az k vysokym
smykovych rychlostem

Vybér vhodného modelu graficky znazornuji obr. 47 a obr. 48. Na prvnim z nich je
zobrazeno prolozeni vybranych dat pomoci modelu Carreau a na druhém je pak pouzit
Crosstiv model. Jak je vidét z obou proloZzeni a k nim pfislusejicich rezidudlnich analyz,
Crosstiv model se pro charakter namétenych dat hodi 1épe. Platilo to 1 u ostatnich naméfenych
dat a proto byl Crosstiv model pouzit ke stanoveni hodnot 1.
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Obr. 47: Prolozeni dostupnych dat pomoci modelu Carreau
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Obr. 48: Prolozeni dostupnych data pomoci modelu Cross
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Systémy hyaluronan — tenzid v roztoku
6.1.1 Mapovani interakce Hya s riiznymi tenzidy

V prvni fazi vyzkumu interakci hyaluronanu a amfifilnich molekul bylo provedeno
mapovani Sirsi skaly tenzidd. Vysledky téchto testd jiz byly publikovany [127]. Jednalo se o
kationtovy tetradecyltrimetylamonium bromid (TTAB), -cetyltrimetylamonium bromid
(CTAB) a cetyltrimetylamonium p-toluensulfonat (CTAT), neionogenni monolaurat
sachardzy, octyl-B-D-glukopyranosid, Tween 20, n-dodecyl-B-D-maltosid a aniontovy
dodecylsulfat sodny (SDS). Byly pouzity také tenzidy ze tfidy zwitterionickych betainti a to
BETADET THC 2 a cetylbetain. Tyto testy byly provedeny pomoci dvou fluorescen¢nich
sond (pyren a nilské Gerveti) a to ve fyziologickém roztoku (0,15 mol.dm™3).

Vysledky ukazaly, Ze 1 V pfitomnosti nizkomolekuldrniho elektrolytu dochazi ve
vybranych systémech k interakci, coz se projevilo zménami ve zkoumanych parametrech, tj.
na EmPI pyrenu a déle na intenzité nilské cervené a také poloze jejiho fluorescenc¢niho
maxima. VSechny zkoumané parametry vSak shodné¢ poukazuji na fakt, Ze tvorba agregati
probihd spise v jistém koncentraénim rozmezi tenzidu, nez pfi jediné diskrétni koncentraci.
Bylo by tedy presnéjsi mluvit o agrega¢nim regionu a to zvlasté v piipade, ze systém obsahuje
hyaluronan, jehoz hlavnim efektem bylo totiz rozsifeni tohoto agrega¢niho regionu.

Zvyse uvedeného vyctu pouzitych tenzidi byly nejvétsi rozdily mezi systémem
samotné¢ho tenzidu a systémem obsahujicim hyaluronan zaznamendny pro neionogenni
Tween 20 a kationtovy CTAB. V prvnim pfipad¢ byly zaznamenané interakce ponckud
ptekvapujici, zvlast¢ sohledem na neionickou povahu tenzidu a na fakt, Ze ostatni
neionogenni tenzidy s hyaluronanem neinteragovaly. Specifické chovani Tweenu 20 je
pravdépodobné zplisobeno jeho strukturou, jeho relativné objemna hlava totiz obsahuje velké
mnozstvi polarnich skupin, které jsou schopny tvofit vodikové mistky s fetézcem
hyaluronanu.

U CTAB byly naopak elektrostatické interakce oCekavany. Pyrenova data vSak poukazuji
na to, ze doslo pouze k narustu CMC. Tvar zavislosti EmPI na koncentraci se oproti volnému
tenzidu nezménil, coZ poukazuje na interakce velmi slabé, pravdépodobné z velké casti
potlacené pfitomnosti nizkomolekularniho elektrolytu. Interakce v tomto systému tak mohou
byt pouze hydrofobni povahy a to mezi dlouhym alkylovym fetézcem tenzidu a oblastmi
fetézce Hya s nizkou polaritou.

Co se tyce fluorescencnich dat, porovnani mezi dvéma pouzitymi sondami v jednom
systému ukézalo, ze vysledky ziskané pomoci rozdilnych sond se mohou lisit. Tyto rozdily
jsou zpusobeny lokaci sondy v systému, jeji rozpustnosti a také specifickymi rozdily v jejich
fotofyzikalnim chovani. Z tohoto hlediska je pyren pouzitelny pro detekci pocatku tvorby
agregatil a také presné vymezeni regionu koncentraci, ve kterém tvorba agregati probiha.
Sledovani polohy maxima nilské cervené poskytuje podobné informace, zatimco zmény v jeji
integrované intenzité jsou citlivé spiSe na okamzik, kdy uz se vytvoii dostatecné mnozstvi
Cist¢ hydrofobnich domén Kk solubilizaci jejich molekul. Podrobnéji jsou vysledky
diskutovany v ¢lanku v ptiloze 2.
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6.1.2 CTAB

Jak vyplyva z $ir§iho mapovani, byl nejvétsi diraz kladen na tenzidy kationtové povahy,
u nichz se predpokladala nejsilngj$i interakce s hyaluronanem diky elektrostatickym
ptitazlivym silam. Béhem této prace byl pro bliz§i zkoumani vybran cetyltrimetylamonium
bromid a to s ohledem na piedchozi Sir§i mapovani. Struktura prace S timto tenzidem Se

pfizpusobila prvotnimu experimentu, ktery jasné rozdé€lil obory zkoumanych koncentraci, viz
obr. 49.

{ |
1

l ,

CMC koncentrace CTAB

Obr. 49: Koncentracni fada tenzidu CTAB v 0,15 mol.dm 3. V 7adé od vzorku jedna po vzorek
Sest roste koncentrace tenzidu. Ve vsech vzorcich je pak konstantni koncentrace nativniho
hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1,4 MDa a to 0,1% hm.

Ve vzorcich na obr. 49 byla sledovana rozpustnost hydrofobniho barviva Studanové
cervené V zavislosti na rostouci koncentraci tenzidu. V prvnich tfech vzorcich nedochézi
k rozpusténi barviva, protoze koncentrace tenzidu v téchto vzorcich nedosahla CMC. Po
dosaZeni této koncentrace pak dochazi k rozpusténi hydrofobniho barviva, coz prokazuje
pritomnost hydrofobnich domén ve vzorcich ¢tyfi a pét. V Sestém vzorku je pak
pravdépodobné dosazena koncentrace tenzidu nutna pro nasyceni kritického poctu vaznych
mist na fetézci Hya a dochazi v ném k fazovému prechodu a vzniku koncentrované faze
zachycené na skle vialky. Tento fakt je jasnym dukazem interakce CTAB s hyaluronanem,
protoze ve vzorcich bez hyaluronanu k této separaci nedochazi. Dalsi informaci nam vzorek
Sest pfinasi diky distribuci sadanové cervené. Velka c¢ast je totiz zachycena prave
Vv koncentrované fazi, coz znamena, ze tato faze obsahuje hydrofobni domény solubilizujici ve
vodé nerozpustné latky.

Na prvni pohled jednoduchy experiment mél vSak kliCcovou roli ve strukturalizaci dalsi
nasledné prace. U téchto systémi bylo totiz na jedné stran€ nutno charakterizovat chovani pfi
koncentracich tenzidu blizkych CMC a zjistit zda 1 vzorky tésné kolem této koncentrace
obsahuji stabilni agregaty tvofené interakci hyaluronan-tenzid a pokud ano, tak
charakterizovat jejich vlastnosti. Na druhé strané pak za samostatnou pozornost stala také
koncentrovana faze vznikajici ve vzorku Sest, jeji vlastnosti, stabilita a podminky jejiho
vzniku.
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6.1.3 Interakce pfi koncentracich blizkych CMC

Prvni Cast prace sméfovand na bliz§i charakterizaci pribéhu agregace tenzidu spocivala
ve zkoumani uzsiho koncentraéniho rozmezi kolem kritické miceldrni koncentrace CTAB.
Nejdiive byly tedy stanoveny samotné hodnoty CMC v systémech obsahujicich pouze tenzid
a to ve vodé a fosfaitovém pufru. Obé zavislosti EmPI na koncentraci tenzidu mély
jednoduchy sigmoidni prubéh. CMC byly vypoéteny z parametri Boltzmannova modelu (viz
kapitola 5.3.1). Takto stanovené hodnoty kritické micelarni koncentrace CTAB byly
0,94 + 0,01 mmol.dm™3 ve vodé a 0,086 + 0,004 mmol.dm™ ve fosfatovém pufru. CMC v
pufru je snizena vlivem stinéni elektrostatickych repulzi mezi kladné nabitymi hlavami
tenzidl o jeden fad oproti vodé. Toto chovani je u ionogennich tenzidl bézné.

6.1.3.1

Byl sledovan vliv ptidavku hyaluronanu o riznych molekulovych hmotnostech (75 kDa,
650 kDa a 1,4 MDa) a konstantni koncentraci 5 mg.dm > na CMC cetyltrimetylamonium
bromidu ve fosfatovém pufru. VSechny takto naméfené zavislosti EmPI na koncentraci
tenzidu mély jednoduchy sigmoidni tvar a byly proto vyhodnocovény pomoci Boltzmannovy
zavislosti. Parametry kiivek pouzitych pro prolozeni téchto zavislosti a z nich stanovené CAC
pro jednotlivé systémy jsou uvedeny v tab. 3.

Fosfatovy pufr

Tab. 3: Stanovené CAC a parametry modelit namérenych zavislosti

oufr Hya 75 kDa, | Hya 650 kDa, | Hya 1,4 MDa,
5mg.dm= | 5mg.dm> 5 mg.dm™>
CAC; mmol.dm—3 | 0,086 + 0,004 | 0,085+ 0,001 | 0,096 + 0,002 | 0,086 + 0,002
Ay 1,46+ 0,01 1,454+ 0,01 1,434+ 0,01 1,46+ 0,01
Ao 1,08 + 0,01 1,08+ 0,01 1,06+ 0,01 1,08+ 0,01
AX 0,022 +0,004 | 0,011 +0,001 | 0,013+0,002 | 0,014 + 0,002
R® 0,985 0,994 0,992 0,986

Z hodnot uvedenych v tabulce je patrné, Ze CAC tenzidu se posunuje pouze V ptipadé
pridavku Hya 650 kDa a to pouze minimalné k vyssi hodnoté. Hodnoty pro ostatni systémy se
vramci stanovené chyby neméni. Shodnost parametru A, vyjadfujiciho minimum
Boltzmannovy zavislosti v sobé nese informaci o podobné polarité¢ hydrofobnich jader a
potazmo sktruktuie agregatli vznikajicich ve vSech zkoumanych systémech. Naopak mirné
snizeni parametru AX Vv fadach s ptidavkem hyaluronanu znac¢i mirné strméjsi pribéh agregace
oproti samotnému pufru. To je nejlépe patrné na vyfezu umisténém v obr. 50, ve kterém je
zobrazen pouze interval koncentraci, v némz probiha agregace a neni tak zatizen zkreslenim
logaritmického méftitka.

Obr. 50 zachycuje pribsh vybrané zavislosti (Hya 650 kDa, 5mg.dm™3) v porovnani
S pribéhem zavislosti naméfené v systému tenzid-pufr bez ptidavku hyaluronanu. Hladkou
¢arou jsou vyobrazeny piislusné modely. Sigmoidni charakter kiivek viditelnych na obrazku a
vyskytujici se 1 u zbylych dvou molekulovych hmotnosti hyaluronanu naznacuje jednoduchy
prub&h agregace prokazany v roztocich tenzidi ve vodé [121].
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Obr.50: Zavislost EmPI na koncentraci tenzidu ve fosfatovém pufru bez pridavku
hyaluronanu a s pridavkem Hya 650 kDa o konstantni koncentraci 5 mg.dm_s. Ve vyrezu
vybrana pouze oblast agregace a pouZzito linedrni méritko.

Na vysledky ziskané zkoumanim agrega¢niho chovani CTAB za pfitomnosti hyaluronanu
v systémech jejichz prostiedi tvoii pufr, lze pohlizet dvéma zplsoby. Je mozné sledovat
drobné nuance v prubéhu agregace a hodnotit zda je zména v CAC u Hya 650 kDa vyznamna
¢i ne. Druhy pohled je obecnéjsi. Z tohoto pohledu maji i pfes drobné rozdily vsechna data
stejny sigmoidni trend, nedochazi k vyznamnym zménam tohoto trendu, nedochazi k Zadnym
vyraznym napiiklad fadovym zménam v CAC a nelisi se ani maxima a minima, kterych
ktivky dosahuji. Ztohoto pohledu nedochazi v systémech, jejichz prostfedim je pufr,
k interakci mezi hyaluronanem a cetyltrimetylamonium bromidem, ktera by ovlivnila
agregaci CTAB. Silngjsi elektrostatické interakci je v tomto ptipadé branéno pravdépodobné
praveé pufrem, jehoZ iontova sila stini jak repulzni tak pfitazlivé interakce.

6.1.3.2 Voda

Pro dal$i zkoumani byly proto pouzity vodné roztoky, u kterych bylo pfedpokladano, Ze
ptipadné elektrostatické interakce nebudou stinény. Pro tato méfeni byl pouzit hyaluronan o
ttech molekulovych hmotnostech (90 kDa, 750 kDa a 2 MDa) a to v koncentraci 15 mg.dm 3.
Dale byl pouzit hyaluronan s jednotnou molekulovou hmotnosti 750 kDa V raznych
nasledujicich koncentracich: jiz zminéna 15 mg.dm_3, 5 mg.dm_3, 30 mg.dm_3, 50 mg.dm_?’,
100 mg.dm73. Mimo sledovéani samotného agregacniho chovani ve vzorcich, byl hodnocen
také vliv koncentrace fluorescen¢ni sondy na tyto systémy a doplitkoveé byla métena vodivost
apH.
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CTAB ve vodé

Jako zéklad pro dalsi praci bylo tieba charakterizovat chovani samotného CTAB ve vodé.
Vysledky jsou zobrazeny na obr. 51 a to pro dvé koncentracni fady CTAB ve vodé métené
s riiznou koncentraci fluorescenéni sondy. Jak je vidét nejen z obr. 51, ale také z nasledujici
tab. 4, shrnujici parametry ziskané métenim koncentrace sondy ovliviuje jak tvar kiivek, tak
potazmo nekteré parametry Boltzmannova modelu.
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Obr. 51: Zavislosti EmPI na koncentraci CTAB ve vodé namérené s riiznou koncentraci
pyrenu. Krivka Pl odpovida koncentraci pyrenu 1 0 °mol.dm™3 kfivka P2 odpovida
koncentraci pyrenu 10" mol.dm 3. Oblast Pv odpovidd moznym hodnotém EmPI pyrenu
V nasyceném vodném roztoku (1,63 £ 0,02). Hladkou barevnou carou je zobrazeno prolozeni
primek a hladkymi cernymi carami je zobrazen interval spolehlivosti jednotlivych dat.

Strmé&jsi klesani kiivky a tim padem i niz§i hodnota Ax pro pouzitou vyssi koncentraci
pyrenu naznacuje, ze vEétsi obsah hydrofobni sondy podporuje agregaci a agregaty jsou pak
vytvofeny v krat§im Kkoncentracnim intervalu, kdezto niz$i obsah sondy méné zkresluje
samotny prubéh agregace. DalSimi liSicimi se parametry jsou limity Boltzmannova modelu,
které jsou s vyssi koncentraci pyrenu posunuty k niz§im hodnotdm EmPI. Hlavnim divodem
tohoto posunu je pravdépodobné rozdéleni molekul sondy mezi polarni a nepolarni prostfedi.
Molekula pyrenu je obecné brana jako hydrofobni, ale i pfesto je schopna se v nizkych
koncentracich rozpustit i ve vodé (nasyceny roztok pyrenu ve vodé ma koncentraci
6,6.10 " mol.dm 3 [128]). V grafu je proto jako svétle modra oblast zobrazen interval hodnot,
ve kterych se nachdzi EmPI pro nasyceny vodny roztok pyrenu.
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Tab. 4: Shrouti parametrii Boltzmannovych modelit pro CTAB ve vodé pri obou pouZitych
koncentracich pyrenu

[pyren]; 107° mol.dm™ | [pyren]; 107" mol.dm™
CMC; mmol.dm—3 0,94+ 0,01 0,99+0,1
Ay 1,43 +0,01 1,61+0,01
A 1,07 £ 0,01 1,21+0,01
AX 0,026 + 0,003 0,101 £ 0,012
R’ 0,996 0,999

Z tabulky i1 z grafu je pak vidét, ze parametrem, ktery je koncentraci sondy nejméné
ovlivnén, je CMC, jejiz hodnoty se 1iSi jen minimalné. Co se tedy tyce polohy zlomi
Vv koncentracnich soufadnicich, zde jsou vysledky srovnatelné. I tak je pfi obecnéjSim
hodnoceni pouzité metody tfeba mit na paméti, ze zde dochazi k ovliviiovani systému, at’ uz
pouzijeme jakoukoli koncentraci sondy a také, ze prib&hy kiivek a jejich limity naméfené
sruznymi Koncentracemi hydrofobni fluorescen¢ni sondy lze srovnavat a hodnotit jen
s védomim tohoto ovlivnéni.

Vliv koncentrace Hya na agregaci CTAB ve vodé
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Obr. 52: Viiv pridavku hyaluronanu (750 kDa, 5 mg. dm™>) na agregacni chovani CTAB ve
vodé. Zluté je vyznacena oblast fizové separace.

Na obr. 52 je zobrazen vliv piidavku Hya 750 kDa o konstantni koncentraci 5 mg. dm
na agregacni chovani CTAB ve vod¢. V tomto piipadé byl pouzit pyren o koncentraci
10" mol.dm ™3, aby ovlivnéni systému bylo co nejmensi. Koncentrace hyaluronanu je v tomto
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ptipad¢ velice nizka, ale i tak je vidét zna¢né ovlivnéni agregacniho procesu. Pro srovnani je
v grafu uvedena také zavislost ExPI na koncentraci samotného tenzidu ve vod¢. Jak miizeme
vidét, ob¢ kiivky maji horni limitu pii stejné hodnoté ExPI, coz v podstaté¢ znamend, ze
V obou piipadech nejsou v pocatecnich vzorcich vytvofeny zadné agregaty schopné ve svém
hydrofobnim jadie solubilizovat pyren.

Vlivem ptidavku hyaluronanu pak dochazi na zavislosti ke zlomu, ktery je o dva rady
posunut k niz§im hodnotdm koncentrace tenzidu oproti zavislosti ve vodé. Tento zlom
charakterizuje tzv. indukovanou agregaci tenzidu (viz kapitola 2.2.1). Diky elektrostatickému
vazani kladn€ nabité hlavy tenzidu na zaporné nabitou disociovanou karboxylovou skupinu
hyaluronanu dochazi ke zvySeni lokalni koncentrace tenzidickych molekul pravé kolem
feté¢zce polyionu. Tim se dostdvaji do kontaktu také hydrofobni fetézce a dochéazi zde
k vytvoteni indukovanych micel vazanych na fetézci. Pii dalSim postupném zvySovani
koncentrace tenzidu dochazi postupné k vysycovani dalSich vaznych mist na fetézci a ve
chvili, kdy je pfekrocena mezni hranice, dojde k fazové separaci. Ta je v grafu vyznaena
zlutou oblasti, ve které se hodnoty ExPI vraci k hodnotam charakteristickym pro vodné
prostiedi.

V této oblasti totiz vznikd tzv. koncentrovana faze Vv podobé gelu usazujicitho se na
sténach vialky. Fluorescencni sonda pak zlstdva zachycena pravé v agregatech véazanych
Vv této gelové fazi a signal, ktery ziskdme je pouze signalem zbytkového pyrenu ve vodném
prostfedi supernatantu. Pfi dalSim zvySeni koncentrace tenzidu dochazi k naruSeni rovnovahy
a gelova faze se opét rozpousti. V roztoku se pak za¢inaji tvofit volné micely. To potvrzuje i
fakt, ze kiivka s ptidavkem hyaluronanu klesa ke stejnym hodnotam jako kiivka odpovidajici
tvorbé volnych micel CTAB ve vodném roztoku. Podobné vysledky pro systém obsahujici
hyaluronan a opacné nabity tenzid nebyly dosud prezentovany.

Vysledky ziskané méfenim polarity pak potvrzuji také zmény dalSiho parametru, jak je
vidét na obr. 53. Jedna se o pomér intenzity excimeru k monomeru pyrenu (Ex:Mo). Jak je
vidét k narGstu parametru Ex:Mo dochazi pii poklesu EmPI v oblasti kritické agregacni
koncentrace. Poté co EmPI klesa a tvofi lokalni platd, Ex:Mo neklesa k pivodnim hodnotam
pied agregaci, tak jak by tomu bylo u agregace samotného tenzidu, ale jeho hodnota se jesté
mirn& zvy3i a ustali se v rozmezi koncentraci od CAC do fazové separace (0,01 mol.dm™ az
0,06 mol.dm ™). Toto chovani je v rozporu s prib&hem jednoduché agregace.

Ve vzorcich totiz v tomto oboru koncentraci mnoZstvi CTAB stéle stoupd, mélo by tedy
dojit k rovnomérnéjSimu rozdéleni pyrenu do piibyvajicich micel, 1 kdyz se jedna o micely
vazané na fetézci. Vysvétlenim tohoto chovani muize byt pravé velikost micel. Micely
indukované polyiontem a vdzané na jeho kostfe maji totiz niz8i agregacni ¢islo a jsou mensi
oproti volnym micelam. Dochézi tedy k tomu, Ze diky mensimu hydrofobnimu jadru, které
poskytuje vazand micela se pravdépodobnost vzniku excimeru opét zvysi. V tomto piipadé
tedy hodnoty Ex:Mo vypovidaji o vlastnostech vdzanych micel, jejichz jadro je mensi nez u
béznych micel [13], ztstava vSak fluidni a dovoluje tak pfibliZzeni dvou molekul pyrenu a
tvorbu excimeru béhem doby Zivota excitovaného stavu fluorescencni sondy.

Snizené hodnoty Ex:Mo v oblasti fazové separace jsou signalem molekul pyrenu zbylych
Vv prostiedi supernatantu, které nejsou solubilizovany uvnitt zddného hydrofobniho jadra a
Vv tomto prostiedi je tedy tvorba excimeru nepravdépodobna.
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Obr. 53: Porovndni zavislosti ExPI a Ex:Mo pro vzorky s pridavkem Hya 750 kDa o
koncentraci 5 mg. dm ™3

Pti koncentracich vyssich nez je hranice fazové separace pomér Ex:Mo opét nartsta. Jak
je vidét v oblasti do koncentrace 1 mmol. dm™ pak hodnota kolisa a zvétSuji se i chybové
useCky coz znaci neustalenost systému az do chvile, kdy dojde ke tvorb& volnych micel, pyren
je rovnomeérnéji rozd€len mezi vétsi pocet hydrofobnich jader a signal excimeru vymizi. Toto
chovani odpovida vykladu vazani tenzidu na polyion, ktery prezentuje Radeva T. [13]. Jak

Obrazek 54 a 55 ilustruje situaci s pouZitim vy3si koncentrace (15 mg.dm ) Hya o stejné
molekulové hmotnosti 750 kDa. Jak je vidét na prvni pohled, v obou grafech jsou vidét dveé
oblasti fazoveé separace, coZz je hlavnim rozdilem oproti pfedchozim vzorkiim s niZsi
koncentraci Hya. Oblasti fazové separace jsou v grafech vyznaceny Zzluté, prvni z nich je
V rozmezi koncentraci CTAB od 0,04 do 0,06 mmol.dm™® a druha od 0,35 do 0,4 mmol.dm >,

Z hlediska ExPI a Ex:Mo je pocatek zavislosti az do prvni fazové separace analogicky
s koncentraci Hya 5 mg.dm >, opét se zde nachézi prvni zlom charakterizujici CAC a to na
obou zminénych zavislostech. Jedinym rozdilem oproti niz$i koncentraci jsou hodnoty, ke
kterym klesa ExPI a soucasné stoupa Ex:Mo. Tato hodnota je v ptipadé ExPI vyrazné nizsi,
coz znacni bud’ tvorbu vazanych micel S nizsi polaritou, nebo vytvoreni vétsiho mnozstvi
micel s podobnou hodnotou polarity. V kazdém pfipadé k prvni fazové separaci pii pouZiti
vyssi koncentrace hyaluronanu, dochazi pii nizsich koncentracich tenzidu.

Tento jev naznacuje, ze systému dochézi k nasyceni hranicniho mnoZzstvi vaznych mist na
hyaluronanu zpisobujicimu fazovou separaci diive, nez pii pouziti niz§i koncentrace
hyaluronanu. To by odpovidalo spise kombinaci vySe uvedenych faktord, tedy tvorbé vétsiho
poctu micel vazanych na fetézec, které kompenzuji vétsi pocet disociovanych karboxylovych
skupin na fetézci a zaroveil maji nizs§i polaritu. To potvrzuje 1 ndrust parametru Ex:Mo
k vyssim hodnotam v oblasti koncentraci tenzidu od 0,01 do 0,03 mmol.dm3.
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Obr. 54: Viiv pfidavku hyaluronanu (750 kDa, 15 mg. dm ) na agregacni chovini CTAB ve
vodé. Zluté jsou vyznaceny oblasti fizové separace.
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Obr. 55: Porovndni zavislosti ExPI a Ex:Mo pro vzorky s pridavkem Hya 750 kDa o
koncentraci 15 mg. dm 3
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V prvni oblasti fazové separace odpovidaji oba parametry signalu zbytkového pyrenu
Z vodného prostiedi. Za horni hranici fazové separace pak dochazi k dalSimu poklesu ExPI a
to az k jeho hodnotam typickym pro volné micely samotného tenzidu. Pii koncentraci CTAB
0,35 mmol.dm ™ dochazi znovu k fazové separaci a na sklenéné sténé vialky je opét
pozorovatelnd Cird gelovitd usazenina. Hodnoty sledovanych parametri se vSak nechovaji
stejné jako pii prvni fazové separaci. ExPI neroste az k vodnym hodnotam a chybové usecky
maji prili§ velky rozsah. Ani hodnoty Ex:Mo neklesaji k tak nizkym hodnotam jako pfi prvni
fazové separaci.

To vse naznacuje, ze systém je v téchto koncentracich velmi variabilni a také nestabilni.
Nameétené hodnoty ukazuji, ze v tomto piipad¢ podléha fazové separaci pouze ¢ast systému a
V supernatantu stale zistava urcitd ¢ast agregati obsahujicich hydrofobni domény a vysledné
hodnoty parametrii jsou pak smési signali z vodného a hydrofobniho prosttedi. Jak je vidét na
chybovych useckach parametri pifi opakovani méfeni prechdzi na gelovou fazi rozdilné
mnozstvi systému. Pokud se podivame na obr. 55 na zavislost ExPI pro Hya 750 kDa o
koncentraci 5mg. dm™ i zde je jedna koncentrace tenzidu (0,35 mmol.dm™) pii které
hodnota ExPI ani v ramci chybové tsecky nepatii do trendu ostatnich bodu, také zde dochazi
kK mirnému zvysSeni hodnoty ExPI. I pfes to, ze tvorba gelové usazeniny zde neni viditelna,
dochazi pravdépodobné ve vzorku k castecné fazové separaci také, ale na gel prechazi jen
mald ¢ast systému a ten tak neni pozorovatelny.

Pfi koncentraci Hya 15 mg. dm ™2 (obr. 54, 55) se od koncentrace tenzidu 0,5 mmol.dm
uz gelovad faze neobjevuje a hodnota ExPI tésné za touto hranici odpovidd hodnoté na
spodnim ramenu sigmoidni kiivky charakterizujici CAC. Pfi dalSim zvySovani koncentrace
tenzidu pak dochazi k opétovnému poklesu ExPI a to az k hodnotdm odpovidajicim volnym
miceldm. Pfi téchto hodnotach ExPI v systému pravdépodobné pievladaji pravé volné micely
nad micelami indukovanymi a vazanymi na fetézci hyaluronanu.

Pro ostatni pouZité koncentrace hyaluronanu (Hya 750 kDa) 30 mg. dm 3, 50 mg. dm > a
100 mg. dm™2 tvar viech naméfenych zavislosti (EmPI, ExPI a Ex:Mo) odpovida pribéhu
ktivek pro koncentraci 15 mg. dm 3. U viech t&chto zavislosti se také vyskytuji dvé oblasti
fazové separace, jediné v ¢em se data naméfena pro rizné koncentrace hyaluronanu lisi, jsou
koncentraéni oblasti, ve kterych se fazové separace nachazi.

Tyto oblasti piehledné shrnuje tabulka 5. V ni jsou uvedeny vypoctené teoretické
hodnoty parametru P/T, ktery dava do poméru pocet vaznych mist na polymeru vyjadienych
koncentraci karboxylovych skupin a podet molekul tenzidu. Cervené hodnoty v tabulce pak
odpovidaji oblastem, ve kterych probéhla fazova separace, modrou ¢arou jsou pak oddéleny
vzdy dvé koncentrace vzorkt, mezi kterymi se nachazi kriticka agrega¢ni koncentrace. Jak je
vidét pomér P/T, nebo spiSe jeho teoretickd hodnota, neni fidicim parametrem ani pro
kritickou agrega¢ni koncentraci ani pro fazové separace. Situace v realném vzorku vSak mize
byt odlisna, protoZze meénici se koncentrace hyaluronanu, bude mit vliv na konformaci
polymeru v roztoku a je tak mozné, Zze ne vSechny disociované karboxylové skupiny budou
ptistupné pro interakci s molekulami tenzidu.
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Tab.5: Tabulka uvadeéjici pomér P/T pro jednotlivé vzorky. Modrou carou rozdéleny
koncentrace vzorkii, mezi kterymi byla stanovena CAC. Cervené uvedeny hodnoty pro fizové
separované vzorky.

[CTAB]; PIT
3 | [Hyal; 5 | [Hya]; 15 | [Hya]; 30 | [Hya]; 50 | [Hya]; 100
mmol.dm 3 3 3 5 3
mg.dm mg.dm mg.dm mg.dm mg.dm
0,0005 25 75 150 249 500
0,001 12 37 75 125 250
0,002 6 19 37 62 125
0,005 2 7,5 15 25 50
0,01 1,25 3,7 7,5 12 25
0,02 0,62 19 3,7 12
0,03 0,42 1,2 2,5 4 8
0,04 0,31 0,9 1,9 6
0,05 0,25 0,7 15 2,5 5
0,06 0,21 0,6 1,2 2,0 4
0,08 0,16 0,47 0,9 1,6 3
0,1 0,12 0,37 0,7 1,2 2,5
0,15 0,08 0,25 0,5 0,8 1,7
0,2 0,06 0,19 0,4 0,6 1,2
0,25 0,05 0,15 0,3 0,5 1,0
0,3 0,042 0,12 0,25 0,41 0,8
0,35 0,036 0,11 0,21 0,35 0,7
0,4 0,031 0,09 0,19 0,31 0,6
0,5 0,025 0,07 0,15 0,25 0,5
0,6 0,021 0,06 0,12 0,21 0,42
0,7 0,017 0,05 0,10 0,18 0,35
0,8 0,016 0,047 0,09 0,16 0,31
0,9 0,014 0,042 0,08 0,14 0,28
1 0,013 0,037 0,07 0,12 0,25
15 0,008 0,025 0,05 0,08 0,17
2 0,006 0,019 0,04 0,06 0,12
3 0,004 0,012 0,02 0,04 0,08
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Jak je vidét ztab. 5, CAC se nachazi u vSech vzorkd zhruba pfi stejné koncentraci
tenzidu, coZ se viak u prvni fazové separace Fici nedd. Ta se pro koncentraci Hya 5 mg.dm™>
nachézi v rozmezi koncentraci od 0,08 do 0,15 mmol.dm™, kdezto pro vysi koncentraci
15 mg.dmf3 probiha jiz pii nizSich koncentracich tenzidu (0,04 az 0,06 mmol.dmfg). Pti
dalsim naristu koncentrace hyaluronanu (30 a 50 mg.dm®) se fazova separace posunuje opét
K vy$§im hodnotam. Pfi nejvys$$i pouzité koncentraci Hya 100 mg.dmfg je prvni fazova
separace mezi koncentracemi tenzidu 0,08 az 0,1 mmol.dm™2, coZ je op&tovny posun k niz&im
hodnotam. Hodnoty P/T pfi prvni fazové separaci se pohybuji V podobném rozmezi pouze u
koncentraci Hya 15, 30 a 50 mg.dm™3, pro koncentraci Hya 5 mg.dm™ jsou nizi a pro
koncentraci Hya 100 mg.dm ™ jsou naopak vys§i. Riizna koncentraéni rozmezi prvni fazové
separace a ¢aste¢na nesourodost poméru P/T v téchto rozmezich je pravdépodobné zpisobena
tim, Ze v tomto oboru koncentraci se na feté¢zec vazou indukované micely, jejichz velikost a
vlastnosti se u kazdého systému lisi.

Co se tyce druhé fazové separace, tato naopak zacina vzdy pii stejné koncentraci tenzidu
0,35 mmol.dm™. Zvyseni ExPI pfi této koncentraci tenzidu ve vzorcich s obsahem
Hya 5 mg.dm > je brano také jako fazova separace, i kdyz vznik gelové srazeniny neni okem
viditelny. Pfi této koncentraci hyaluronanu dochazi k tvorbé koncentrované faze pouze pti
jediné koncentraci, ale se vzristajicim mnozZstvim hyaluronanu se obor koncentraci, ve
kterych se fazova separace nachazi, rozsifuje. Také mnozstvi usazené gelové faze se zvétsuje.
Pfi koncentraci CTAB 0,35 mmol.dm ™ se tedy vyskytuje hranice, pii které za¢ina byt systém
Vv roztoku opét nestabilni a kolabuje.

Vtab. 6 pak vidime dal$i shrnuti parametri pro méfeni s ruznymi koncentracemi
hyaluronanu. Jedna se hlavné o maxima a minima Boltzmannovych modeld odpovidajicich
prvnimu zlomu na kiivkach (charakterizace CAC) a poslednimu zlomu na kiivkach
(charakterizace vzniku volnych micel). Porovnavany jsou parametry zavislosti ExPI na
koncentraci tenzidu. Jak je ztabulky patrné zavislosti zacinaji vzdy na hodnotach ExPI
okolo 3,2, coz také odpovida hodnoté parametru pro vodné prostiedi. V roztocich tedy
V pocatecnich vzorcich nejsou vytvoreny zadné agregaty obsahujici hydrofobni jadro.

Nad kritickou agregacni koncentraci dojde k vytvofeni vazanych indukovanych micel. O
polarité jejich jadra vypovida parametr A, pro zlom CAC. Ten se s rostouci koncentraci
hyaluronanu snizuje, pficemz nejveétsi snizeni je vidét, pii zvySeni koncentrace hyaluronanu
z 5 mg.dm 2 na 15 mg.dm 3, p¥i daldim zvySovéani koncentrace hyaluronanu dochézi uz pouze
k men$imu snizeni polarity jader, pticemz pii dvou nejvyssich koncentracich hyaluronanu se
V ramci chyby jednd o sniZeni parametru pouze o jednu setinu, coz je vzhledem ke sloZitosti a
dynamice systému, sniZeni zanedbatelné. DuleZitou informaci vSak je, Ze koncentrace
hyaluronanu ma vliv na vlastnosti vazanych micel, jejichz struktura se pravdépodobné vlivem
rostouci koncentrace Hya a tim padem ménicich se vlastnosti polymerniho roztoku, lisi.

Maximum Boltzmannova modelu (A;) pro zlom charakterizujici CMC vypovida o
vlastnostech systému pied probéhnutim tvorby volnych micel. Tento parametr se napiic
rostoucimi koncentracemi hyaluronanu meéni, ale tyto zmény nemaji jednotny trend. Co se ale
nelii je parametr Ay, ktery ve vSech ptipadech odpovida hodnotdm naméfenym pro volné
micely CTAB ve vodé. Ve vsech koncentracnich fadach tak po dosazeni urcité koncentrace
tenzidu dojde také vzniku volnych micel a jejich mnoZstvi nakonec ptevazi nad micelami
indukovanymi.
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Tab. 6: Shrnuti nékterych parametrii Boltzmannova modelu pro sérii méreni s riznymi

koncentracemi hyaluronanu (Hya 750 kDa)

zlom CAC | zlom CMC

[Hyal: A;|3,21+0,01 | 1,24+0,01

5 mg.dm”? A; | 1,44+0,01 | 0,67 +0,01
R?| 0,999 0,998

[Hyal: A; | 3,23+0,01 | 1,00+ 0,03

15 mgdm™ A; | 0,96 +0,01 | 0,68+ 0,03
R?| 1,000 0,942

[Hyal: A; |3,26+0,03 | 1,32+0,35

30 mg.dm® A;|0,92+0,01 | 0,66+ 0,01
R?| 0,999 0,990

[Hyal: A; [ 3,34+0,08|0,79+0,03

50 mg.dm? A, | 0,84+0,01| 0,65+ 0,01
R?| 0,998 0,989

[Hyal: A; | 3,24+0,02 | 0,79+ 0,03

100 mg.dm® A, | 0,82+0,01 | 0,65+ 0,02
R?| 1,000 0,991

Vliv molekulové hmotnosti Hya na agregaci CTAB ve vodé

Dale byl sledovan vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu na agrega¢ni chovani CTAB
ve vode. Byly pfipraveny koncentra¢ni fady s konstantni koncentraci Hya 15 mg.dm_3 0
riznych molekulovych hmotnostech (90 kDa, 750 kDa a 2 MDa). Vysledky pro kombinaci
Hya 750 kDa a 15 mg.dm 2 jsou jiz shrnuty vyse (viz obr. 54 a 55, tab 5 a 6). P¥i pouZiti
hyaluronanu o jiné molekulové hmotnosti, nedojde v prub¢hu agregace k Zadnym zménam,
kiivky vSech méfenych parametrii maji naprosto stejny prabéh, coz podtrhuje 1 fakt, ze
Boltzmannovy modely pouZité pro proloZeni téchto kiivek u vSech pouzitych molekulovych
hmotnosti maji téméft identické parametry.

Vliv Hya na agregaci CTAB - shrnuti

Zavérem této kapitoly je uvedena prehledova tab. 7 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 posunutd oproti
hodnot¢ CMC. Hodnota CAC ani CMC se pak pro rizné pouzité molekulové hmotnosti
hyaluronanu v ramci chyby neméni. Molekulova hmotnost tedy na chovani systému nema
vliv. Pokud budeme sledovat zmény CAC s rostouci koncentraci hyaluronanu, zjistime, ze
dochézi k mirnému zvyseni CAC pouze u koncentraci Hya 30 mg.dm > a 50 mg.dm 3. Jinak
se hodnota kritické agregacni koncentrace témét neméni. K velkym zméndm nedochdzi ani
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V hodnot¢ CMC. U takto slozitého systému je podobnost hodnot zardzejici a vede
k domnénce, ze fidicim faktorem v agregaci CTAB je pravé koncentrace samotného tenzidu a
ze ptidavek hyaluronanu sice zptusobuje indukovanou tvorbu vazanych micel, ale kdy se tyto
micely vytvori, zalezi ¢isté na koncentraci tenzidu.

Tab. 7: Shrnuti CAC a CMC

My Hya;  [Hya]; CAC; CMC;
kba 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

6.1.3.3 Fluorescencni korelacni 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 pg.dm%), a byla vybrana tak, aby se v detekénim objemu nachézely
jednotky molekul vazané fluorescencni znacky. Koncentrace tenzidu se naopak liSila a to
V rozmezi od 15 ;,Lmol.dmf‘f3 az 3 mmol.dm které postihuje oblast CAC a fdzovych separaci.
Tyto systémy byly prozkoumany v neustdleném stavu ihned po smichdni komponent a
ustaleném stavu, kdy byly vzorky ponechany 72 hod na michacce.

Ustdleny systém

V ustaleném systému se po aplikaci FLCS filtru vyskytovala pouze jedna doba Zivota
rhodaminu vazaného na hyaluronanu, ktera se pohybovala okolo 3,9 ns. To znamena, ze
fluorofor vazany na hyaluronanu se v daném vzorku vyskytuje pouze V jednom prostiedi.
V tomto ptipad¢ se jednd o vodné prostiedi vzorku. Pro vyhodnoceni autokorelacni kiivky pro
tuto dobu zivota byl pouzit model ,, Triplet extended 3D*.

Jak je vidét z tabulky 8 u vétSiny vzorkd se pak vyskytoval také pouze jeden difuzni Cas
(toir 1), avsak u nékterych vzorkl byly nalezen také druhy difuzni Cas (tpir2). | V téchto
pfipadech byl vSak druhy difuzni Cas minoritni a této frakce fluoroforii se ve vzorku
vyskytovalo maximaln& 18 %. tpis2 pak pro koncentrace tenzidu 0,03 a 0,3 mmol.dm™
dosahuje pomérné vysokych hodnot, coz znamena pomalou difuzi velkych Castic a také
hodnoty o, charakterizujici druh difize vyrazné piekracuji jednotkovou hodnotu.

To by ukazovalo na aktivné podpoienou difuzi téchto velkych castic. Tento typ difuze je
nejCastéji zastoupen pii aktivhim bunééném transportu, v naSem vzorku pak mulze byt
zpusoben napiiklad sedimentaci. Je mozné, Ze tento signal pochazi z fazoveé separovanych
mikrocastic gelové faze (viz kapitola 6.1.3.2).
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Toit 2 pii koncentraci CTAB 0,09 mmol.dm ™ naopak ani nedosahuje hodnoty tpis 1 pro
tento vzorek a také hodnota o, ukazuje na prostou difuzi. V tomto vzorku se pravdépodobné
vyskytuji dvé srovnatelné velikosti Castic tvofené rizné velkymi agregaty hyaluronanu a
CTAB. Za povsimnuti stoji také fakt, Zze koeficienty o pro majoritni difizni Casy ukazuji
Vv celém koncentra¢nim rozmezi tenzidu na prostou difuzi.

Tab. 8: Shrnuti parametri ziskanych pomoci analyzy FCS kroskorelace pro molekuly
rhodaminu s dobou zivota 3,9 ns Vv ustdlenych vzorcich

[CTAB] ;_3 Tpif 1; Ms 1. o1 Tpif 2; MS pz: o N; ks
mmol.dm % %
0,00 06+01 | 100 |1,00+0,02 2,63+0,12
0,01 04+01 | 100 |0,99+0,12 4,30+0,75
0,03 0,7+0,1 91 |106+0,11|276+13| 9 39+0,3 | 3,09+0,34
0,09 41+0,1 82 |1,09+0,01| 28+0,1 18 | 1,0+0,1 | 0,10+0,01
0,15 0,2+0,1 | 100 |1,01+0,24 10,40 + 3,90
0,30 1,0+0,4 83 [1,10+0,28|533+7,1| 17 | 3,4+0,8 | 0,33+0,03
1,49 06+01 | 100 |1,07+0,05 3,60+0,40
2,23 04+0,1 | 100 | 0,99 +0,05 3,61 £0,46
2,97 05+0,1 | 100 |0,99+0,19 3,40+ 0,30

Graficky jsou ziskané parametry znazornény na obr. 56. Jedna se o zavislost majoritniho
diftzniho €asu a poctu molekul v konfokalnim objemu na koncentraci CTAB. V pozadi je
také zobrazena zavislost EXPI pro vzorek obsahujici nativni hyaluronan 750 kDa, 5 mg.dm > a
to kvili hrubému vymezeni riznych koncentranich regionti ve vzorku. Koncentrace
hyaluronanu v ném sice neni stejna, ale pro zakladni orientaci postaéi, zvlasté pokud
vezmeme V Uvahu ptedchozi vysledky naznacujici, Ze polohu zlomt na kiivce a také fazové
separace fidi pravé koncentrace tenzidu.

Jak je vidét z obrazku po prvnim ptidavku hyaluronanu dochazi k odchyleni obou hodnot
od pocatecni hranice dané vzorkem bez CTAB, difuzni Cas se sniZzuje a pocet molekul
V pozorovaném objemu se zvysi, pii nasledném ptidavku se ob& hodnoty opét vraci k ptivodni
hranici. V tomto regionu jsou fluktuace pravdépodobné zpisobeny navazanim jednotlivych
molekul tenzidu na kostru hyaluronanu, pficemz tenzidy vadzané v monomerni formé
pravdépodobné difuzi pomérové mnohem vétsiho fetézce polymeru neovlivni natolik, aby
doslo k vyrazng&j§im zménam.

Naopak prudkd zména pii koncentraci CTAB 0,09 mmol.dm naznacuje hranu fazové
separace. To by potvrzoval hlavn¢ fakt, ze z pozorovaného objemu témet vymizi Castice a ty
zbylé maji pomérné¢ vysoky diftizni ¢as, coz by naznaCovalo velké objemné Castice
reprezentované bud’ frakci stale rozpusténych agregatl, nebo uz fazov€¢ separovanych
mikrocastic. Celkové region koncentraci tenzidu od 0,09 do 0,3 mmol.dm 2 vykazuje velmi
dynamické chovani s ohledem na prudké zmény a chybové tiseCky nékterych bodi. Zde se
pravdépodobné¢ nachazime pravé v metastabilnim stava (Dongcui L. a spol. [67]),
charakterizovanym velkou citlivosti syst¢ému na vnéj§i zmény. V tomto ptipadé musime pak
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uvazovat i vliv méfeni. Tim, Ze v systému excitujeme molekuly fluoroforu laserem,
pravdépodobné zptsobujeme také lokdlni zmény teploty, na které takto citlivy systém bude
reagovat. Paradoxné zde tedy urcité koncentra¢ni rozmezi vymezuje praveé rozkolisanost
systemu.
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Obr. 56: Zavislost majoritniho difiizniho casu (doba zivota rhodaminu 3,9 ns) a poctu
molekul v pozorovaném objemu na koncentraci CTAB v ustileném systému. Plné Ccary
zndzoriuji oblast hodnot pro rhHya bez obsahu CTAB. Sedou barvou V pozadi naznacena
zavislost ExPI na koncentraci CTAB namérend pomoci pyrenu pro vzorek s obsahem
nativniho Hya 750 kDa, 5 mg. dm™2, tato zavislost je uvedena pro hrubé srovnani.

Pii tfech nejvyssich koncentracich CTAB ve vzorcich pak dochazi k ustaleni hodnot na
obou zavislostech. Tyto koncentrace uz lezi za kritickou micelarni koncentraci samotného
tenzidu. V tomto regionu je tedy nutno pocitat s tvorbou volnych micel. Pravdépodobné diky
velkému piebytku tenzidu zde dochazi k vytvofeni rovnovahy mezi tenzidy vazanymi na
kostfe polymeru a ve volnych miceldch. Systém pak obsahuje pravdépodobné smes
rozpustnych agregati rhHya—CTAB (Liu Z. a spol. [66]) a volnych micel. Pfidavky tenzidu
jsou v tomto regionu spotifebovany spise na tvorbu volnych micel a agregaty tenzidu s Hya
tak nejsou nadale vyrazné ovliviiovany.

Neustaleny systém

V neustaleném systému se po aplikaci FLCS filtru na naméfena data objevila jedna
koncentrace tenzidu (0,3 mmol.dm™) pii které bylo moZno vykreslit smysluplnou
autokorelacni kiivku pro obé dvé naméfené doby zivota fluoroforu (3,9ns a 1,3ns). To
znamend, ze ve vzorku se objevily dva druhy difuze nalezejici pravdépodobné
rhodaminovanému hyaluronanu ve dvou riznych prostfedich. Tyto dvé doby Zivota byly
naméfeny i u jinych vzorkd, avsak po aplikaci FLCS filtru nebyla patrna pfi krat$i dob¢ zivota
zadna kroskorelace. Hodnoty parametrt pro neustaleny systém jsou uvedeny v tab. 9.
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Tab. 9: Shrnuti parametri ziskanych pomoci analyzy FCS kroskorelace pro molekuly
rhodaminu s dobou Zivota 3,9 ns a pri koncentraci CTAB 0,3 mmol.dm™® pfi obou zjisténych
dobach Zivota

[CTAB] ;_3 Toif 1; MS P o Toif 2; MS P2 o N; ks

mmol.dm % %
0,00 06+01 | 73 |1,21+0,34| 6,2+15 | 27 |1,21+0,12| 9,73+0,66
0,01 0,07+0,04 | 50 | 1,03+0,36 | 1,4+0,3 | 50 | 1,03+0,07 | 8,10+0,78
0,03 08+05 | 87 [1,04+0,21| 36+32 |13 |1,00+0,90| 2,30+0,09
0,09 0,11+0,10 | 94 [ 1,00+050| 437+180 | 6 |1,00+0,01 | 16,4+6,9
0,15 70+0,1 | 100 |1,00+0,02 0,10 +0,01

0,30(39ns) | 43+0,3 |100 |1,00+0,20 6,05+ 0,35

0,30(1,3ns) | 35+0,4 |100 |0,90+0,06 0,011 + 0,005
1,49 02+01 | 8 |094+0,14| 30+18 | 18 |1,04+0,19| 8,00+1,00
2,23 0,4+0,2 | 100 |0,80+0,08 10,00 +2,00
2,97 09+04 |1000,71+0,10 25,00 + 8,00

Jak je vidét z vySe uvedené tab. 9 v ptipadé neustaleného systému byly ziskané parametry
znaén¢ rozkolisané. V nékterych vzorcich byly opét stanoveny dva difuzni Casy a pii
koncentraci 0,01 mmol.dm™ tvofili &astice charakterizované tpjs 2 dokonce 50 % frakei viech
meétfenych ¢astic. Dva diftizni ¢asy zjisténé u velkého poctu vzorkt a také hodnoty druhého
diftzniho ¢asu liSici se v Sirokém rozmezi od jednotek az po stovky milisekund ukazuji pravé
na velkou dynamiku a rGznorodost, tak jak u neustidlenych vzorka lze piedpokladat.
V systémech se nachazi ¢astice rlizné velikosti, tak jak probih4 vazani tenzidu na hyaluronan.
Koeficient o v8ak nikde nevykazuje hodnotu vyrazné vyssi nez jedna, v téchto systémech tedy
neni aktivn€ podporovana difize. Pravé naopak, v pfipadé tii nejvyssich koncentraci CTAB
dochazi k poklesu o pod jednotku, coz by znamenalo diftizi brzdénou, napiiklad prostiedim.

Jak jiz bylo zminéno na zacatku podkapitoly, vyjimku zde tvotila koncentrace CTAB
0,3 mmol.dm™3, pii niz byla nalezena kroskorelace pro dvé doby Zivota. Pro kazdou z nich byl
vSak urcen jediny difuzni ¢as. Rhodamin se v tomto vzorku zfejmé nachazi ve dvou typech
agregatl, které z hlediska difizniho ¢asu maji srovnatelnou velikost, avSak samotn4 molekula
fluoroforu se vnich nachazi v odlisném prostiedi. V tomto ptipadé je mozné, Zze diky
probihajicim  konforma¢nim zméndm a neustidlenosti systétmu zde v agregatu
charakterizovaném kratsi dobou zivota interaguje CTAB ptimo s molekulou rhodaminu. Tato
interakce diky kladnému ndboji tenzidu ovliviluje delokalizovany systém elektroni na
rhodaminu a méni tak jeho dobu Zivota.

Zavislosti ziskanych parametrt Ize vidét na obr. 57. Jak je vidét hodnoty kolisaji az do
koncentrace 1,5 mmol.dm™3, kdy oba parametry nad CMC volného tenzidu rostou. V tomto
regionu se tedy s ptibyvajicim CTAB prodluzuje majoritni difuzni ¢as a roste pocet Castic
Vv detekénim objemu. To muiZze byt zpiisobeno zménou konformace polymeru, kdy vznikaji
vetsi Castice s delSim difuznim Casem a zdroven je diky sbaleni polymeru S navazanymi
molekulami fluoroforu v detekénim objemu ptitomno vice molekul tohoto fluoroforu.
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Obr. 57: Zavislost majoritniho difuzniho casu (doba Zivota Rhodaminu 3,9 nNS) a poctu
molekul Vv pozorovaném objemu na koncentraci CTAB v neustdleném systému. Plné cary
zndzoriuji oblast hodnot pro rhHya bez obsahu CTAB. Sedou barvou v pozadi naznacena
zavislost ExPI na koncentraci CTAB namérend pomoci pyrenu pro vzorek s obsahem
nativniho Hya 750 kDa, 5 mg. dm™2, tato zavislost je uvedena pro hrubé srovnani.

Srovndni ustileného a neustdleného systému

Pfi srovnavani systémt Vv obou stavech poslouzi obr. 58 a 59. Prvni jmenovany
porovnava zavislosti difizniho ¢asu pro oba stavy. Sedou oblasti je zde vyznageno rozmezi
hodnot, kterych muze v ramci chyby nabyvat diftzni ¢as pro rhHya bez pfidavku CTAB. Jak
je vidét pokles hodnoty v neustaleném systému po prvnim piidavku CTAB je prudsi, ale jeho
hodnota se pak po dal$im navySeni koncentrace CTAB vraci k hrani¢ni hodnoté bez tenzidu.
V tomto bodé se chovani ustalen¢ho a neustaleného systému shoduje.

Analogické zmény pak muizeme vidét i na zavislosti poctu molekul zobrazeném na
druhém z obrazki. 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 ¢astecné zaujme ptavodni natazenou konformaci.

V dalsim regionu koncentraci jde chovani v ustaleném i neustaleném systému Vv podstaté
proti sob¢, jak je vidét na obou obrazcich. Toto chovani a rozkolisanost je pravdépodobné
dusledkem metastabilniho stavu agregati. V oblasti koncentraci nad CMC se pak u
neustaleného systému objevuje na zavislostech difuzniho ¢asu a po¢tu molekul trend, ktery
V ustaleném systému vymizi. Z toho lze usuzovat, Ze i agregaty ve stabilni oblasti prochazeji
béhem ¢€asu zménami. Thned po smichédni tedy nedochazi k vytvofeni agregati, které by byly
Vv energeticky nejvyhodné&j$im stavu.
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Obr. 58: Srovnani hodnot majoritnich difuznich casii v ustileném a neustdleném systému.
Sedd oblast zndzorituje rozmezi hodnot, ve kterém se pohybuje difiizni ¢as rhHya bez pridavku
CTAB a plati pro obé zavislosti.
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Obr. 59: Srovnadni hodnot poctu molekul v konfokdlnim objemu v ustileném a neustileném
systemu. Prislusna ke kiivce barevne odpovidajici oblast pak vyjadiuje rozmezi, ve kterém se
pohybuje hodnota N pro rhHya bez obsahu CTAB.
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6.1.3.4 Testy na burikdach

Byly provedeny prvotni pilotni testy cytotoxicity systéml obsahujicich hyaluronan a
CTAB ve vodé¢. Jako blank byly pouzity roztoky CTAB o piislusné koncentraci, ale bez
pridavku hyaluronanu. Jako kontrola byl pouzit samotny hyaluronan. Ve vSech vzorcich byla
jeho koncentrace konstantni (0,1 % hm., Hya 806 kDa), kdezto koncentrace tenzidu se ménila
v rozmezi od 0,2 mmol.dm™3 do 2 mmol.dm™. K hodnoceni viability bunk byly pouZity
LIVE/DEAD® test a CellTiter 96" tzv. MTS test. Podrobné zprava je uvedena v piiloze 1.

CTAB CTAB CTAB CTAB CTAB
pouze bunky 0,2 mmol.dm™ 0,4 mmol.dm™3 0,5 mmol.dm™ 1 mmol.dm™ 2 mmol.dm™
Hya CTAB CTAB CTAB CTAB CTAB
0,2 mmol.dm™ 0.4 mmol.dm™ 0,5 mmol.dm™ 1 mmol.dm™ 2 mmol.dm™
+ Hya + Hya + Hya + Hya + Hya

Obr. 60: Vysledky testu LivelDead 5 hod po pridavku vzorkii (Cetnost bunék 20000 b.lcm?).

CTAB CTAB CTAB CTAB CTAB
pouze buriky 0,2 mmol.dm™ 0,4 mmol.dm™ 0,5 mmol.dm™ 1 mmol.dm™3 2 mmol.dm™
Hya CTAB CTAB CTAB CTAB CTAB
0,2 mmol.dm™ 0,4 mmol.dm™ 0,5 mmol.dm™ 1 mmol.dm™ 2 mmol.dm™
+ Hya + Hya + Hya + Hya + Hya

Obr. 60: Vysledky testu Live/Dead 24 hod po pridavku vzorkii (Cetnost bunéek 20000 b./cm?).

Z vysledkii je jasn& patrné, Ze koncentrace CTAB 2 mmol.dm™ je pro buiiky cytotoxicka.
Pti této koncentraci totiZ oba testy vykazuji uz po péti hodinach témét 100 % mrtvych bunék
a to jak v pritomnosti, tak bez pfitomnosti hyaluronanu. Naopak po 5 hod ani po 24 hod neni
pro bunky toxickd koncentrace tenzidu o fad nizsi. Ptfi koncentraci 0,4 mmol.dm > neni
cytotoxicita po 4 hod znatelna, ale po 24 hod uz se mirné projevuje. Tento efekt je shodny i
S vyssimi koncentracemi tenzidu (0,5 mmol.dm 2 a 1 mmol.dm™®), kdy je po 24 hod umrtnost
bunék vyssi nez po 4 hod.

Vysledky obou dvou pouzitych Cetnosti bunék si odpovidaji a ¢isty hyaluronan vykazuje
stejné hodnoty jako samotné buiiky, které slouZzili jako pozitivni kontrola. Z toho plyne, Ze
hyaulronan toxicky neni, jak bylo i pfedpokladdno a Ze umrtnost bunék zplsobuje praveé
CTAB. Faktem ale ziistava, ze vysledky test se neliSili pro vzorky s obsahem a bez obsahu



hyaluronanu. Hyaluronan tedy cytotoxicitu tenzidu nijak neovliviiuje. Puvodné bylo
ocekavano jeji snizeni s pifidavkem hyaluronanu z toho divodu, ze u agregatli vazanych na
tenzid bude jejich cytotoxicita ¢astecné potlaéena. Divodem ziskanych vysledkd mutze byt
fakt, ze po ptfidavku vzorku k bunkdm dochdzi nevyhnutelné k jeho zfedéni a to navic
bunécnym médiem, které je smési sloucenin s riiznorodymi vlastnostmi. Je tedy mozné, ze po
pridavku vzorku doslo napiiklad vlivem iontové sily roztoku k rozpadu agregatti hyaluronan-
tenzid. Tuto teorii je vSak nutno dodatecné ovéfit. Na druhou stranu diivod muze byt také
mnohem prost§i a to je fakt, ze hyaluronan neovliviiuje cytotoxicitu vazanych agregatu.
Z toho divodu je nutno podrobit systémy v této oblasti dalSimu zkoumani.

6.1.4 Hydrofobné modifikované aminokyseliny

Jako alternativa prostych tenzidii byly pouzity hydrofobné modifikované aminokyseliny.
Jednalo se o dodecylserin (Ser-Ci,), dodecylglycin (Gly-Cy,), didecylglutamovou kyselinu
(Glu-Cyp) a dioktylasparagovou kyselinu (Asp-Cs). Vysleky téchto testt jiz byly publikovany
[129] a struktury pouzitych latek jsou zobrazeny vV ¢lanku v pfiloze 3. Vsechny tyto
hydrofobné modifikované aminokyseliny maji alkylové fetézce navazany pies karboxylovou
skupinu. Prvni dvé zminéné obsahuji pouze jeden hydrofobni fetézec o délce dvanacti uhlika
na jedné zakladni molekule aminokyseliny. U druhych dvou jsou pak na zékladni
aminoskupinu navazany dva hydrofobni fetézce. V piipadé glutamové kyseliny jde o fetézce
s deseti uhlikovymi atomy a v ptipadé asparagové Kyseliny jde o fetézce skladajici se z osmi
uhlikd. Struktura poslednich dvou jmenovanych je pak podobna spise fosfolipidim.
Aminokyseliny byly vybrany tak, aby ve svoji struktufe obsahovaly amoniovou skupinu
zajistujici kladny naboj a potazmo pritazlivé elektrostatické interakce se zaporné nabitymi
skupinami na fetézci hyaluronanu.

Pii téchto experimentech byl pouzit nativni hyaluronan o dvou molekulovych
hmotnostech 1,4 MDa a 106 kDa. Interakce byly sledovany ve vodném prostiedi a v prostiedi
0,15 mol.dm™ roztoku NaCl. Koncentrace hyaluronanu (1g.dm™>) byla ve vzorcich
konstantni. Pro ilustraci je na obr. 62 uveden vybrany graf, znazornujici zavislost polaritniho
parametru na koncentraci dodecylglycinu. Jak je vidét na obrazku maji vSechny zavislosti tvar
jednoduché sigmoidni kiivky. Ani u méfeni s ostatnimi hydrofobné modifikovanymi
aminokyselinami nedochazelo ke zmén¢ zakladniho tvaru pribehu kiivky, tak jako tomu bylo
napiiklad ve vzorcich s CTAB ve fosfatovém pufru viz kapitola 6.1.3.1.

Na obr. 62 je vidét pouze posun zlomu charakterizujictho CMC k niz§im hodnotam
koncentrace Glu-Cj, oproti vodé€, a to jak ve vzorcich s 0,15 M NaCl, tak za pfitomnosti
hyaluronanu v obou pouzitych molekulovych hmotnostech. V tomto ptipadé lze fici, ze vliv
ptidavku hyaluronanu se podoba vlivu zvySeni iontové sily ptidavkem jednoduchého
polyelektrolytu. S ohledem na nezménény tvar kiivek a na fakt, ze v zddném ze vzorki
nedochazelo k fazové separaci, 1ze usuzovat na to, ze interakce mezi Glu-C;, a hyaluronanem
jsou slabsi nez v ptipadé¢ CTAB. To v podstaté platilo i pro ostatni hAMK, jak uvidime déle.
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Obr. 62: Zavislost EmPI na koncentraci dodecylglycinu ve vodé, v 0,15 mol.dm™ NaCl bez
hyaluronanu a s pridavkem hyaluronanu o dvou molekulovych hmotnostech.

Kompletni vysledky jsou podrobnéji rozebrany v ¢lanku v piiloze 3. Shrnuti vysledkt
ilustruje tab. 10 obsahujici kritické micelarni koncentrace stanovené pomoci zmén dvou
polaritnich paramterd. Jak je z této tabulky vidét, k nejvyraznéj§im zménam po piidavku
hyaluronanu dochazi ve vodé u aminokyselin, které maji pouze jeden hydrofobni fetézec. Zde
dochazi k posunu CMC o0 vice nez jeden koncentracni fdd a mirn€ se také lisi vliv
hyaluronanu s riiznou molekulovou hmotnosti, kdy vysokomolekularni Hya snizuje CMC
nepatrné vice nez nizkomolekularni. Pokud jde o hAMK s jednim fetézcem v 0,15 M NacCl,
zde se pak vliv ptidavku hyaluronanu stira. U Gly-Ci jesté mizeme pozorovat mirny pokles
CMC, ktery vSak u Ser-C;, 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-Cy nebyly viibec zméteny, protoze tato hAMK se velmi $patné rozpoustéla ve vodg,
pravdépodobné kvili pfilis velké hydrofobicité dvou desetiuhlikatych fetézcl. V rozmezi
koncentraci, ve kterych byl Glu-Cyo rozpustén nedoslo viibec k poklesu polaritniho indexu,
coz znamena, ze v systému nebyly vytvoieny hydrofobni domény. Data pro Asp-Cg ziskana
byla, zde dochazi ve vod¢ vlivem piidavku hyaluronanu k mirnému zvyseni CMC, coz je
opacny trend nez u jednofetézcovych AMK. Nizkomolekularni Hya pak zptsobuje vyssi
narist CMC. v prostiedi NaCl, pak dochazi opét k potlaceni vétsiny interakci a hodnoty CMC
se V ramci chyby témét neméni.

Jak je tedy vidét z vysledkl, hydrofobné¢ modifikované aminokyseliny jsou v rozmezi
svoji rozpustnosti (s vyjimkou Glu-Cyg) schopny samovolné 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
priub&hu polaritni zavislosti nelze také prokazat vazbu agregati hAMK na fetézec Hya.

94



Tab. 10: Hodnoty CMC pro systém hydrofobné modifikovanych aminokyselin s pridavkem a
bez pridavku hyaluronanu ve dvou prostredich — ve vode a v 0,15 M NaCl. Koncentrace
hyaluronanu byla 0,1% hm. Hodnoty pro Glu-Cyo nejsou uvedeny, protoZe v pripadé této
hAMK nebylo az do limitu jeho rozpustnosti CMC dosazeno.

stanovena CMC (mmol.dm°)
H H Hya Hya
a a
hAMK y Y 0,15M | 106 kDa, | 1,36 MDa,
voda | 106 kDa, | 1,36 MDa,
NaCl 0,15 M 0,15 M
voda voda
NacCl NacCl
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
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6.2 Gelové systémy hyaluronan - tenzid

6.2.1 Prvotni charakterizace

Jak je uvedeno v kapitole 6.1.2 ve vzorcich obsahujicich systémy hyaluronanu a CTAB
v roztoku 0,15 M NaCl byla zjisténa tvorba gelové faze. Tato se tvofila od dané hrani¢ni
koncentrace tenzidu. Tyto gelové faze byly poté pripravovany cilené a provedena sada
experimentll, jejichz vysledky mély pfinést povSechnou ptredstavu o vlastnostech a chovani
téchto koncentrovanych fazi.

10mM 30mM 50mM 100 mM CTAB

hydrofobizovany
hyaluronan 75 kDa
1% hm.

nativni hyaluronan
310 kDa
1% hm.

nativni hyaluronan
650 kDa
1% hm.

Obr. 63: Tvorba gelu a jeho vizualizace suddanovou cerveni

Na obr. 63 muzeme vidét vzorky s rostouci koncentraci tenzidu v fad¢, pficemz bylo
pouzito jak hydrofobné modifikovaného hyaluronanu, tak nativniho hyaluronanu o dvou
molekulovych hmotnostech. Koncentrace hyaluronanu byla ve vSech vzorcich konstantni a to
1% hm. V levém sloupci pak mizeme vidét vzorky ihned po smichéni a protfepani na
vortexu, kdy je zfejmé, ze vznika sraZenina, kterd je zietelné vice barevna nez zbyly roztok.
V pravém sloupci mlzeme vidét vzorky po 24 hodinovém stani pii laboratornich
podminkach. Jak je patrné na téchto fotkdch, srazenina vznikld po smichani méni svoje
vlastnosti a pfechazi na gelovitou fazi, kterd v sobé navic uzaviela vétSinu hydrofobniho
barviva. Bylo zjisténo, ze rychlost pfechodu srazeniny na gel je zavisla na koncentraci
komponent. Cim vy33i je koncentrace tenzidu i hyaluronanu, tim rychleji pfechazi sraZenina
na gel.

Obrazek ilustruje, ze pii pouziti hydrofobné modifikovaného hyaluronanu k fazovému
prechodu nedochdzi a to 1 za predpokladu, Ze hydrofobni interakce zastoupené
zakomponovanim hydrofobniho fetézce navazaného na hyaluronanu do jadra micely by mély
posilit elektrostatickou interakci mezi kladnym kvarternim dusikem CTAB a zéporné nabitou
disociovanou karboxylovou skupinou na fetézci hyaluronanu. Tyto elektrostatické interakce
jsou podstatou vazani tenzidu na polyelektrolyt. K fazové pfeméné ve zminéném systému
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nedochazi pravdépodobné z divodu nizké molekulové hmotnosti fetézce hydrofobné
modifikovaného hyaluronanu. Pfi pouziti nativniho hyaluronanu s vyssi molekulovou
hmotnosti jiz k fazové zmén¢ dochazi. Ve vzorcich Hya 310 kDa a Hya 650 kDa je s rostouci
koncentraci tenzidu patrné rostouci mnozstvi gelové faze. Jiz na prvni pohled je také patrné,
ze u gelovych fazi s riznym slozenim se méni reologické vlastnosti, které jsou ovlivnény
molekulovou hmotnosti hyaluronanu, protoze gel Hya 650 kDa je na pohled tuzsi a pomaleji
tece.

Dilezitym faktem zjiSténym pii té€chto pokusech je, ze gelové faze jsou béhem vzniku
schopny inkorporovat hydrofobni latku, coz v sobé nese dikaz o existenci hydrofobnich
domén uvnitt gelu. Ty jsou tvofeny uvnitt gelu zachycenymi agregaty tenzidu, které zaroven
slouzi k fyzikalnimu sitovani. Schopnost inkorporovat hydrofobni latku je jedna z dulezitych
podminek pro nosi¢ovy systém. V souvislosti s cilem pouzit tyto systémy jako nosi¢ové byly
provedeny nasledujici zkoumani s cilem zjistit jejich dalsi vlastnosti. Jednalo se hlavné o
stabilitu gelu, a zda ji inkorporovana latka ovliviiuje, fyzikalni vlastnosti gelu, zda v ném
probihaji diftzni procesy a zda je hydrofobni latka schopna difundovat do ,,prazdného* gelu a
také latky jakych vlastnosti je gel schopen inkorporovat.

6.2.2 Solubiliza¢ni testy

Byly provedeny solubiliza¢ni testy, pfi nichz byly vybrany modelové latky rtzné
fyzikalni povahy. Schématicka tabulka na obr. 64 ukazuje pouzité modelové latky a zaroven
vysledky experimetd. Jak je vidét pouzity byly latky Ccist¢ hydrofobni, hydrofilni
i nespecificky rozpustné, navic byly pouzity i kapaliny s riznou viskozitou. Mezi modelové
latky patfi barviva (sudanova cerven, merocyanin), acidobazické indikatory (metyloranz,
thymolova modi), fluoresce¢ni sondy (prodan, byspyrenylpropan, nilska cerven, ANS,
akridinova oranz), dale pak modelové latky ze skupiny vitamind (oa-tokoferol, coz je
vitamin E, riboflavin, coz je vitamin B, a menadion, coz je vitamin Kj), alkoholl
(D-mannitol, glycerol) a také ptimo pouzivané chemoterapeutika (diclofenac nebo paclitaxel).
Navic byly pfipraveny i gely obsahujici smési dvou riznych latek (a-tokoferol + menadion,
stdanova cerven + chloroform).

Z téchto testi se gel nevytvofil pouze za pfitomnosti jediné latky, ktera méla vysokou
viskozitu a hustotu nizsi nez voda, coz byl mineralni olej. Mizeme tedy konstatovat, ze gel se
tvoii za piitomnosti vétSiny pouZitych modelovych latek bez ohledu na jejich strukturni
rozdily a potazmo rozdilné vlastnosti, jako je napiiklad rozpustnost ve vodé nebo viskozita.
Fakt, Ze jsme do systému schopni zakomponovat Sirokou Skdlu modelovych latek riznych
vlastnosti, je dileZity nejen pro budouci aplikace, ale hraje také vyznamnou roli z hlediska
charakterizace systému, protoze molekuly jako napiiklad fluorescenéni sondy nebo
acidobazické indikatory nam pomohou charakterizovat systémy z hlediska vnitiniho prostredi.
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Obr. 64: Prehled modelovych latek solubilizovanych v systému hyaluronan-tenzid
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6.2.3 Fluorescen¢ni sondy

Jak jiz bylo uvedeno, napiiklad pomoci sond reagujicich na mikroviskozitu (P3P) nebo
mikropolaritu (prodan, pyren) jsme schopni ¢astecné charakterizovat mikrodomény obsazené
v gelu.

Obr. 65: Gely obsahujici P3P (A vievo) a pyren (B vpravo) a k nim prislusejici blanky, tj.
roztoky tenzidu se sondou bez pridavku hyaluronanu

Jak je uvedeno v teoretické casti sondy pyren a P3P jsou schopny tvofit excimer
vyznacujici se maximem emise pii 470 nm, coz odpovida tyrkysové barveé. U obou sond je
vSak tvorba excimeru fizena jinymi pochody. V pifipadé pyrenu je nutno jeho lokalni
zakoncentrovani v systému, kdezto P3P tvoii excimer ,,automaticky* a je nutno velmi rigidni
prosttedi, aby této tvorbé bylo zabranéno.

Tyrkysova fluorescence P3P v gelu A (obr. 65) tedy znamena, ze v prostiedi se tvofi
excitovany dimer a ze mikroprostfedi, ve kterém se sonda nachézi, je dostate¢né fluidni a neni
schopno tvorbé excimeru zabrénit. Tento fakt vyrazné odporuje vlastnostem makroprostiedi,
které tvoii dosti tuhy gel. Ve vzorku B obsahujicim pyren odpovidd tmavé modrd barva
fluorescenci monomeru, coz ukazuje na fakt, ze v mikroprosttedi se naopak excimer netvoti
nebo je jeho tvorba minoritni. Nedochdzi zde tedy k lokdlnimu zakoncentrovani sondy, které
tvorb& excimeru pfedchazi a da se usuzovat, ze mikroprostiedi je bud’ spojité, nebo tvorené
hydrofobnimi doménami velkych rozmért, kde je pravdépodobnost setkani excitované
molekuly pyrenu s jinou neexcitovanou molekulou velmi mala.

Obr. 66: Vzorek gelu obsahujiciho prodan, jako sondu reagujici na mikropolaritu.

Tyrkysova fluorescence vzorku (obr. 66) naznacuje nepolarni prostiedi mikrodomén a
V podstaté je tvofena superpozici emise z vodné a nepolarni faze. Pro porovnani vlastnosti
gelu lisicich se sloZzenim byly pouzity dvé z vySe uvedenych sond a to prodan, jako sonda
reagujici na mikropolaritu prostfedi, a P3P, jako sonda reagujici na mikroviskozitu prostiedi.
Tyto experimenty slouzili k vizualnimu zmapovéni ptipadnych rozdild hydrofobnich domén
v gelech s proménnym mnozstvim tenzidu i hyaluronanu.
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Obr. 67: Gely s konstantnim obsahem hyaluronanu (Hya 650 kDa, 0,5 % Am.) a ménicim se
obsahem tenzidu CTAB. Zleva doprava roste koncentrace CTAB v iadé 80, 100, 120 a
150 mmol.dm™3. V levé cdsti obrdzku jsou gely s obsahem prodanu, v pravé ¢dsti s obsahem
P3P.

0,5 % 0,1 % 0,5 % 0,1 %

Obr. 68: Gely s konstantnim obsahem CTAB (100 mmol.dm™) a ménicim se obsahem
hyaluronanu (Hya 650 kDa). Zleva doprava klesd koncentrace Hya v radé 1, 0,5 a 0,1 % hm.
V levé casti obrazku jsou gely s obsahem prodanu, v pravé cdasti s obsahem P3P.

Na obrazcich 67 a 68 muzeme vidét, ze barva fluorescence se pro jednotlivé sondy
neméni v zavislosti na ménici se koncentraci jak hyaluronanu tak tenzidu. Mizeme tedy
konstatovat, ze slozeni gelu nema vliv na vlastnosti jeho mikroprostiedi jak z hlediska
mikropolarity, tak z hlediska mikroviskozity.

Pti pokusu ovéfit toto tvrzeni méfenim a porovnanim fluorescencnich spekter vSak
nastaly potize. PouZiti ndstavce na pevné vzorky bylo vylouceno, protoze gely v tak tenké
vrstvé velmi rychle vysychaji, coz znehodnocuje signal. Pouzit klasické méfeni v kiemenné
kyveté také nebylo mozné z divodu pftili§ vysokeé rigidity gelu a také nehospodarnosti métent,
protoze toto uspoiadani by vyzadovalo obrovské mnozstvi vzorku. Pro métfeni nakonec piece
jen byla pouzita kfemennd kyveta, ale tato obsahovala napfi¢ kfemenné septum, na kterém
byla nanesena tenka vrstva gelu a do kyvety byl napipetovan fyziologicky roztok zabranujici
vysychani gelu. Takto byla naméfena spektra prodanu (viz obr. 69) pro vzorky s proménnou
koncentraci tenzidu, z nichz je patrné, Ze emisni maximum se pii ménici koncentraci tenzidu
neposunuje. To potvrzuje vyse uvedené zaveéry.
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Obr. 69: Emisni spektra prodanu vyjadrend zavislosti normovani intenzity fluorescence na
vinové délce pro vzorky s proménnou koncentraci tenzidu

6.2.3.1 Vysychani

Jak bylo pfi méfeni fluorescen¢nich spekter na nastavci pro tuhé vzorky zjisténo, gely
Vv tenké vrstvé pomérné rychle vysychaji a signél fluorescencni sondy se pot¢ méni. Gelové
faze obsahujici vySe uvedené fluorescencni sondy byly tedy ponechany vyschnout a bylo
zjistovano, zda jsou schopny rehydratace a navratu do ptivodniho stavu z hlediska vlastnosti
jejich hydrofobnich domén. Vysledky jsou ukazany na obr. 70.

Jak je z obrazku patrné, vykazuji vzorky pred vyschnutim barvu fluorescence typickou
pro hydrofobni vnitini prostfedi (pfesneji pro smés signali z hydrofobniho a hydrofilniho
prostiedi, tento signal vSak potvrzuje pfitomnost hydrofobnich domén), které je navic
pomérné fluidni. Po vyschnuti ovSem nastava zména. U obou sond pifechazi tyrkysova barva
fluorescence na modrou, coz u kazd¢ sondy indikuje jinou zménu. U prodanu je tato modra
Zustava tedy Cisté modra fluorescence z nepolarniho prostfedi a nedochazi uz k souctu
signalu z obou prostfedi. U P3P to znamend, Ze je zastavena tvorba excimeru, ktera je ve
rigidity prostfedi. Jednoduseji feceno, vyschly gel je natolik rigidni, Ze tvorbu excimeru
nedovoluje.

Velmi zajimavym zjisténim, které je dllezité hlavné pro aplikaci budouciho pouziti
systému, je fakt, ze gel je schopen rehydratace. A nejen to, jak je z obrdzku patrné, po
rehydrataci vykazuji fluorescencni sondy stejny signal jako pfed ni, coz znamend, Ze
hydrofobni domény obsazené v gelu se vraci do pivodniho stavu. Pravé tato vlastnost by
mohla byt vyhodou pro praktické pouziti geli zaloZenych na tomto modelovém systému.
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Obr. 70: Vysychani gelii obsahujicich fluorescencni sondy reagujici na mikropolaritu a
mikroviskozitu. Vzorky v levém sloupci obsahuji sondu prodan, v pravém sloupci pak miizeme
videt vzorky obsahujici sondu P3P.

6.2.3.2 Zmrazeni

Okrajové byly provedeny také experimenty ovéfujici chovani a stabilitu gelu pfi jeho
zmrazeni. Na obr. 71 muzeme vidét fotodokumentaci tohoto experimentu. S ohledem na
ptedchozi kapitolu zde znovu nebudou uvadény podrobnosti chovani fluorescen¢nich sond a
spokojime se S pouhym konstatovanim, Ze po rozmrazeni se gel opéct vraci do piivodniho
stavu a to jak z makroskopického hlediska, tak z hlediska hydrofobnich domén.
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Obr. 71: Zmrazeni a zahrati gelu

6.2.4 Difldzni procesy

Jednoduchym zplGsobem byly také prozkoumany difuzni procesy v gelech. Byly
pfipraveny ,,Cisté* gely bez inkorporované modelové latky, ta byla ke gelu pfidana jako
roztok. Pouzit byl ¢astecné hydrofobni rhodamin B a hydrofilni riboflavin. Dale byl také
pfipraven gel s inkorporovanou ¢isté hydrofobni latkou stidanovou ¢erveni. Do zkumavky byl
poté postupné navrstven Cisty gel, gel s barvivem a opét Cisty gel.

Tyto systémy pak byly sledovany po urcitych casovych intervalech, coz miizete vidét na
obr. 72. Jak je na téchto fotkach patrné, do gelu pronikaji ob¢ latky, jak hydrofilni Riboflavin,
tak ¢astecné hydrofobni rhodamin. Rozdil je vSak v rychlosti difuze, kterd u hydrofilni latky
probiha mnohem rychleji. Béhem c¢tyi dnti se Riboflavin dostava téméf do celého objemu
gelu, zatimco rhodamin pouze do jeho povrchové vrstvy. I mezi navrstvenymi gely dochézi
na zéklad¢ difuzniho potencialu k ptfechodu hydrofobniho barviva do vrstev ¢istého gelu. Po
¢tyfech dnech pozorovani se hranice mezi bezbarvym a barevnym gelem jasn¢ rozmyvaji.
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Obr. 72: Vizualizace difiiznich procesii v gelech

6.2.5 VIiv pH

Inkorporovanim pH indikatord do gelli a jejich umisténim do siln€ kyselého (HCI,
pH 1,5) a siln¢ zasaditého (NaOH, pH 12,3) roztoku, jsme také prozkoumali stabilitu gela pii
takto extrémnich acidobazickych podminkach. Diky zméné barvy indikatori (metyloranZ a
tymolova modi) bylo vidét, jak rozpoustédlo postupné difunduje dovniti gelu. V zasaditém
roztoku se pak povrch gelu zakalil, ale gel pak zlstal stabilni. Naopak v kyselém roztoku
zacalo dochazet ziejmé ke kyselé hydrolyze a gel se zacal rozpadat, az se rozlozil Gplné.
Prvnimi experimenty tedy bylo stanoveno, ze gel je v silné zasaditém prostiedi stabilni,
zatimco v siln€ kyselém prostiedi se rozklada.

6.2.6 Termogravimetrie

Gelovité faze tvofené interagujicim hyaluronanem a CTAB byly termogravimetricky
testovany. V TG spektrech se u vSech vzorkli objevuje dvouzlomova kiivka, coz znamena, ze
na kiivce derivované podle teploty pak vSechny namétené zavislosti vykazuji dvé maxima.
Prvni pik, jehoz maximum se nachazi okolo 100 °C, odpovida vysuseni vody ze vzorku,
druhé maximum nachdazejici se obvykle okolo 225 °C piislusi tepelné degradaci komponent a
jejich spaleni. Konkrétni hodnoty stanovovanych parametrd jsou uvedeny v tab. 11.
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Tab. 11: Shrnuti vysledkii termogravimetrickych méreni

prvni maximum

druhé maximum

sloZeni Maus, Mpop,
tpoets °C tinf13 °C % hm thozzs °C tinr23 °C % hm.

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

cé 0,5% Hya | 50 mmol.dm™ CTAB 30,6 +0,1 935+23 25,4+0,6 1859+3,1 228,6 £0,1 39+0,1
% 2% Hya, | 200 mmol.dm > CTAB 33,3+0,1 89,0+ 0,5 27,9+0,1 184,6 £0,4 238,1+04 42+0,1
0,5% Hya | 200 mmol.dm™ CTAB 315+0,1 88,7+13,1 29,077 190,8 £ 0,6 243,1+0,1 39+1,0

2 % Hya 50 mmol.dm 3 CTAB 26,0+1,3 100,0+1,4 13,7+1,2 176,3+0,2 222,5+0,3 2,7+0,2

é 0,5% Hya | 50 mmol.dm™ 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.dm > CTAB 29,7+0,5 943+2,0 18,9+ 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 92,5+0,6 23,8+0,1 182,7+0,3 234,1+0,0 32+0,1

© 2 % Hya 50 mmol.dm™3 CTAB 30,9+1,5 106,3+ 1,7 22+0,1 176,9+2,8 2268 +1,2 1,4+0,1
e 0,5% Hya | 50 mmol.dm™ CTAB 30,4+0,3 952+7,6 13,0+0,5 182,3+3,3 2249 +2,6 2,8+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 342+31 92,2+0,2 20,0+0,7 1835+3/4 232,0+£0,1 3,1+0,1
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Jak jiz bylo uvedeno v experimentalni ¢asti, hodnoty parametru t,.:; jsou zptisobeny spise
usporadanim méieni, protoze kiivka zavislosti hmotnosti na teploté¢ u vSech vzorkl zacina
klesat prakticky ihned po zahdjeni méfeni, tudiz derivované hodnoty rostou. Bez linearni ¢asti
kiivky, ktera by predchéazela tomuto poklesu, respektive nariistu, je velmi obtizné stanovit
opravdu redlnou hodnotu teploty poc¢atku vysuSovani. Parametr t, je tedy pouze orientacni a
upozoriuje na fakt, Ze vysouSeni vody z gelovych fazi za¢ina jiz pii nizkych hodnotach teplot,
coz je uzite¢na informace spiSe pro budouci pouziti. V piipad¢, ze bude potieba udrzet
gelovou fazi stejnych vlastnosti, bude ji tieba skladovat pod vrstvou supernatantu.

Teplota tinr; je Nnaopak spolehlivym parametrem, protoze zlomy nutné k jejimu stanoveni
jsou na kfivkach ostie vykresleny. Tato hodnota udava teplotu, pii které je ze vzorku
vysusena vétsina vody, a proto je logické, ze jeji hodnoty se blizi hodnoté varu vody. U vSech
zkoumanych vzorku se teplota tin pohybovala okolo 95°C. SniZeni hodnot oproti teploté varu
vody za standardnich podminek je pravdépodobné zpusobeno pritokem vzduchu tvoriciho
oxidativni atmosféru v méfici cele.

Pro ptimou charakterizaci systému tvoreného interagujicim hyaluronanem a CTAB jsou
procentech. Jak je vidét z tab. 11, souhrné pro vSechny vzorky se susiny pohybuji v rozmezi
od 29% hm. do 2% hm., coz znamena, ze V krajnich piipadech je systém tvofen
interagujicim polyelektrolytem a tenzidem schopen pojmout od 71 % hm. az do 98 % hm.
vody. V druhém piipads je tedy susina (vzorek s2 % hm. Hya 2000 kDa a 50 mmol.dm™
CTAB) schopna pojmout do svoji struktury mnozstvi vody rovnajici se témét padesati
nasobku svoji hmotnosti. S ohledem na to, Ze vysuSené systémy jsou schopny opét nabotnat,
jsou aplikac¢né zajimavé. Lze je totiz skladovat a pfepravovat ve vysuSeném stavu a po pridani
vody opét ziskdme hydrogel pouzitelny napt. v medicing pro specialni kryti ran zajist'ujici
vlhké hojeni, nebo v kosmetice jako substance zajist'ujici hydrataci.

Teplota, pfi které dochazi k pocatku oxidativni destrukce komponent (tp.2) se u vSech
vzorktl pohybuje okolo 180°C. Tato teplota by se dala povazovat za hranici tepelné stability
systémi. Pfi jejim piekroCeni totiz dochazi ve vzorku k nevratnym oxidativnim zménam.
K degradaci nejvétsi ¢asti komponent pak dochazi pii teploté ting,. Tato teplota se pohybuje
vV rozmezi od 221 °C do 234 °C. V tomto ohledu ziskané vysledky koresponduji i s métenimi,
které provedli Zhang J. a spol. [130], ktefi mikroemulzni metodou piipravovali nanokrystaly
CeO; a pouzivali pfitom CTAB. Provedli jeho TG analyzu ve vzduchové atmosféfe a zjistili,
ze jeho dekompozice a oxidace probihd pii 250 °C. Ziskané vysledky jsou ve shodé¢ také
s ¢lankem Tolentina A. a spol. [131], ktery se zabyva iontovymi komplexy kyseliny
hyaluronaové a alkyltrimetylamoniovych tenzidl, se zaméfenim na tenzidy s délkou fetézce
18, 20 a 22 uhlikovych atomi. Na téchto systémech provedli TG méfeni a zjistili, ze jejich
tepelna dekompozice nastava od 225 °C do 260 °C.

Poslednim zjistovanym parametrem byla hodnota popela v hmotnostnich procentech.
Obsah popela se v jednotlivych vzorcich az tak vyrazné nelisi, jak by se dalo ocekavat
z odlisnosti v hodnotach susin. Jeho hodnoty nalezneme v rozmezi od 1,4 % hm. do
4,2 % hm. Pokud budeme hodnoty popela porovnavat z hlediska slozeni vzorku a molekulové
hmotnosti pouzitého hyaluronanu (viz obr. 73) vidime, Ze trendy zmén nejsou jednotné.
Jednoznan€¢ dochdzi k naristu mnozstvi popela s klesajici molekulovou hmotnosti
hyaluronanu pouze v piipadé pouziti CTAB 50 mmol.dm™= a 2% hm.Hya (P/T 1).
V ostatnich pfipadech neni tento trend patrny nebo neni vramci chybovych usecek
prokazatelny. V pripadg sloZeni 0,5% hm. Hya a 200 mmol.dm > CTAB (P/T 16) se mnoZstvi
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popela v ramci chybovych usecek neméni. Ve zbylych dvou piipadech, jejichz pomér P/T je
teoreticky shodny je vidét chovani odlisné, a to jak mezi nimi samotnymi, tak i mezi krajnimi
vzorky s jinym pomé&rem P/T. Ve vzorku s 0,5% hm. Hya a 50 mmol.dm™ je mnozstvi popela
niz8i pouze Vv piipadé pouziti Hya 2000 kDa, jinak se mnozstvi popela v ramci chybovych
iseéek neméni. Naopak pii slozeni 2% hm. Hya a 200 mmol.dm™ je hodnota popela vyssi

v

molekulovych hmotnostech se mnozstvi popela neméni.
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Obr. 73: Hodnoty termogravimetricky stanoveného popela

Velmi podobné chovani nalezneme i pro hodnoty suSin vzorki stanovenych také
v hmotnostnich procentech viz obr.74. Pii poméru P/T 1 dochdzi opét s poklesem
molekulové hmotnosti k narGstu obsahu susSiny ve vzorcich, kdezto u poméru P/T 16 je
chovani odlisné. Dochazi zde k poklesu mnoZstvi suSiny pii nejvyssi molekulové hmotnosti,
pii zbylych nizSich molekulovych hmotnostech se mnoZstvi susiny v ramci chybovych tsecek
neméni. Chovani vzorki se stejnym P/T 4 je opét odlisné. U s 0,5% hm. Hya a 50 mmol.dm
je pokles pfi nejvyssi molekulové hmotnosti a pro 2% hm. Hya a 200 mmol.dm ™ je néartst pfi

Rozdily v hodnotach suSin mohou byt zpisobeny riznym zbytkovym obsahem vody,
ktera je ve struktufe interagujiciho hyaluronanu a tenzidu véazana tak pevné, ze ji ani pfi
vysSich teplotach nelze ze suSiny odstranit. Rozdily v trendech a hodnotach mnozstvi popela
mohou zplsobeny mechanismem vzniku gelu. Gely jsou totiz pfipravovany smichanim
roztokli obou komponent ve vysoké koncentraci, prekotné¢ pak vznika sraZenina, ktera teprve
do druhého dne ptfechazi na cirou koncentrovanou gelovitou formu. VSechny vzorky byly
pied méfenim TG ponechany 48 hod stat, ale i tak je mozné, Ze gelové vzorky obsahovaly
jistou frakci CTAB, jez nebyla vazana v gelu elektrostaticky, ale stericky. Tato frakce se
v riznych ptipadech miZe liSit, protoze jak je vidét z grafii na interakci ma velky vliv
koncentrace pouzitého zasobniho roztoku hyaluronanu. Polymer bude mit totiz pfi rtizné
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koncentraci riznou konfromaci a bude také rdzné disociovan, coz ovlivni strukturu
vznikajiciho gelu. To podporuje i fakt, ze mizeme vidét rozdilné chovani u dvou vzorkii,
jejichz pomér P/T je shodny a tudiz, by tedy mély interagovat stejné. Pomér P/T pocitany pro
idealni piipad, kdy se ptfedpokladd 100% disociovanych karboxylovych skupin na
hyaluronanu, je tedy nutno brat pouze jako orienta¢ni parametr, protoze diky rizné
konformaci fetézce ziejmé nejsou vSechna vazna mista piistupna pro interakci s tenzidem.
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Obr. 74: Hodnoty termogravimetricky stanovenych susin
6.2.7 Relogie

Pii reologickém testovani byly provedeny dva druhy méfeni. Méfeny byly oscilaéni testy
a tokové testy. Tyto charakterizace byly provedeny pro série gelovych vzorkll (viz
kapitola 5.2.5) s pouzitim hyaluronanu o tfech molekulovych hmotnostech (300 kDa, 700 kDa
a 2000 kDa). Vysledky jsou shrnuty také v ¢lanku ptipraveném k publikaci (ptiloha 4).

6.2.7.1 Oscilacni testy

Na obrazku 75 jsou uvedena data naméfend pro riznd slozeni gelovych fazi
S hyaluronanem o molekulové hmotnosti 300 kDa. Jak je na prvni pohled patrné v tomto
ptipad¢é se piekiizeni vyskytovalo pouze u dvou vzorkid se slozenim Hya 2 % hm. a
CTAB 50 mmol.dm™ (P/T 1) a Hya 0,5% hm. a CTAB 50 mmol.dm™2 (P/T 4), pficemz
V druhém pfiipadé je posunut k vyssi hodnoté frekvence a nabyva také vyssi hodnoty moduli.

U ostatnich dvou vzorkd se v méfeném rozsahu frekvenci pamétovy a ztratovy modul
neprotnuly, 1 kdyZ z pribéhu jejich zavislosti 1ze pfedpokladat, Ze by k tomu doSlo jiz u
frekvenci jen mirn¢ pievysujicich méfeny rozsah. U téchto vzorkl v celém méfeném rozsahu
je ztratovy modul vysSi nez pamétovy, coz znamend pirevySujici viskdézni chovani nad
elastickym. Pokud se na vysledky podivame z hlediska poméru P/T, tak v ptfipad¢, Ze by jeho
hodnota byla fidici pro interakci a strukturu vznikajiciho gelu, pak vzorky se stejnym
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pomérem mély vykazovat podobné chovani. Jak je vidét, tento piedpoklad neplati, naopak
podobné se chovaji dvojice vzorka pfipravenych se stejnou koncentraci zasobniho roztoku
CTAB. Piekfizeni se vyskytuje pii pouziti koncentrace 50 mmol.dm™2, gely z n&j pfipravené
jsou elastiCtejsi.
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— - =G’ P/T 16 (0.5% Hya/200 mM CTAB) ——G’ P/T 4 (2% Hya/200 mM CTAB)
— —G’ P/T4(0.5% Hya/50 mM CTAB) G’ P/T1 (2% Hya/50 mM CTAB)
— - -G’ P/T 16 (0.5% Hya/200 mM CTAB) G" P/T 4 (2% Hya/200 mM CTAB)
— —G'" PIT4 (0.5% Hya/50 mM CTAB)  ----- G PIT1 (2% Hya/50 mM CTAB)

Obr. 75: Zavislosti ztratového a pamétového modulu na frekvenci pro koncentrované faze
vzorkit riizného slozeni obsahujicich hyaluronan o molekulové hmotnosti 300 kDa.

Obr. 76 znazoriuje vzorky pfipravené s pouzitim hyaluronanu o molekulové hmotnosti
700 kDa. Jak je vidét oproti predchozimu grafu v tomto pfipadé se uz piekiizeni vyskytuje u
vSech namétenych zavislosti. Je zde vidét chovani analogické s niz§i molekulovou hmotnosti,
to jest podobné chovani vzorkli namichanych s pouZitim jedné koncentrace zasobniho roztoku
CTAB. Piekiizeni se posunuje k vyssim hodnotam frekvence v fadé Hya 0,5 % hm. a CTAB
50 mmol.dm™ (P/T 4) — Hya 2% hm. a CTAB 50 mmol.dm™ (P/T 1) — Hya 2% hm. a
CTAB 200 mmol.dm™ (P/T 4) — Hya 0,5 % hm. a CTAB 200 mmol.dm™ (P/T 16), zatimco
hodnota modult jak pfi piekiizeni tak hodnoty modulll pfi ostatnich frekvencich ve stejné
fad¢ klesaji.

Pokud jde o hodnoty modulil pfi riznych frekvencich, pak je chovéani analogické s nizsi
pouzitou molekulovou hmotnosti 300 kDa. Trend poklesu hodnot v ramci jedné pouzité
molekulové hmotnosti je stejny, obecné jsou v§ak hodnoty naméfenych modulil vyssi pro Hya
700 kDa a niz8i pro 300 kDa, coZz znamend, Ze gel pfipraveny z hyaluronanu o vyssi
molekulové hmotnosti je tuz§i a mechanicky odolngj$i. Opét se trend zmén ve vlastnostech
vzorku neméni podle zmén pomeéru P/T a vzorky se stejnym pomeérem nemaji stejné
vlastnosti. Zarovenl se oproti Hya 300 kDa méni tvar naméfenych kiivek, kdy zavislosti
ztratovych modulél, zejména pak pro vzorek Hya 0,5 % hm. a CTAB 50 mmol.dm 2 (P/T 4)
vykazuji pti vy$sich hodnotach frekvenci blizici se plato.
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Obr. 76:Zavislosti ztratového a pamétového modulu na frekvenci pro koncentrované fize
vzorkii riizného slozeni obsahujicich hyaluronan o molekulové hmotnosti 700 kDa.

Pro nejvyssi pouzitou molekulovou hmotnost hyaluronanu 2000 kDa jsou kiivky
znazornény na obr. 77. PiekiiZeni se opét objevuje u vSech vzorku, ale tentokrat nastava uz
pti nizkych frekvencich, coz znamend, Ze ve vét§iné mefeného rozsahu frekvenci prevysuje
pamétovy modul nad ztrdtovym, takze v chovani vzorku pfevazuje elasticka slozka. Hodnota
modull pfi piekiiZzeni vykazuje stejny trend jako ve vzorcich s Hya 700 kDa, stejné tak jako
hodnoty modultl pfi ostatnich frekvencich. Ty klesaji ve stejné tfadé¢ u vSech pouzitych
molekulovych hmotnosti. Co se tyc¢e frekvence pii piekfizeni ta roste v fadé Hya 0,5 % hm. a
CTAB 50 mmol.dm™ (P/T4) — Hya 2%hm. a CTAB 50 mmol.dm™ (P/T1) — Hya
0,5 % hm. a CTAB 200 mmol.dm 3 (P/T 16) — Hya 2 % hm. a CTAB 200 mmol.dm (P/T 4),
pric¢emz u poslednich dvou zminovanych sloZeni je prakticky totozna.

Co se ty¢e porovnani hodnot obou moduli pfi riznych frekvencich, pak tyto hodnoty
rostou s rostouci molekulovou hmotnosti a jsou tedy u vzorkl s Hya 2000 kDa nejvyssi.
V tomto piipadé¢ tedy vznikd gel s nejvyssi mechanickou odolnosti. Oproti piedchozim
grafim opét dochazi ke zméné ve tvaru namétfenych kiivek. Jak je vidét na obr. 77 pfi
vysokych hodnotach frekvence je na zavislosti ztratového modulu u vzorku Hya 0,5 % hm. a
CTAB 200 mmol.dm™ (P/T 16) vidét jiz jasn& patrné platé a u ostatnich vzorki je na této
zavislosti patrné ploché maximum pfi frekvencich okolo 0,1 Hz nésledované poklesem
zavislosti.

Z hlediska vlivu molekulové hmotnosti na vlastnosti vznikajiciho gelu lze fici, ze s jeji
rostouci hodnotou pifi daném sloZeni rostou hodnoty obou moduld. Gely jsou tedy pii vyssi
molekulové hmotnosti Hya tuzsi a ptevlada jejich elastickd odezva, zatimco gely pfipravené
s niz§i molekulovou hmotnosti jsou tekutéjsi a chovaji se vice jako viskozni kapalina.
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Obr. 77: Zavislosti G a G"" na frekvenci pro vzorky obsahujicich Hya 2000 kDa.

Tomu odpovida i tab. 12, ktera shrnuje naméfené hodnoty pro G” a G”” pii vybranych
frekvencich, a také uvadi frekvenci, pfi které se nachazi pirekiiZzeni a hodnotu shodnych
moduld tomuto bodu pfislusejici. Jak je vidét hodnoty G” pfi frekvenci 10 Hz se pro vSechny
vzorky pohybuji v fadu od stovek do tisicti Pa, zatimco G’ jsou v fadu stovek Pa a pamét'ové
moduly pfevySuji pouze pti pouziti Hya 300 kDa. Tyto vzorky jsou tedy nejviskoznéjsi. Pro
HyA 300 kDa v celém rozsahu métenych frekvenci se hodnoty pamétového modulu méni od
desetin jednotek po stovky, zatimco ztratovy modul nabyva hodnot od jednotek po stovky Pa.
Nejvétsi rozdily hodnot obou modulli mezi jednotlivymi pouZitymi molekulovymi
hmotnostmi jsou pak vidét pti frekvenci 0,1 Hz, kdy se naptiklad pamétovy modul méni od
desetin jednotek Pa (Hya 300 kDa), pies desitky Pa (700 kDa) az po tisice Pa (2000 kDa).

Dale jsou Vv tab. 12 charakteristiky piekiizeni. Posun jeho polohy k vyssim frekvencim
S vyS$i pouZzitou My je patrny jiz pfi porovnavani grafli. Zarovenn se také méni hodnota
moduli vtomto bod¢. Vramci Hya 300 kDa, kde se piekiiZzeni vyskytuje pouze pfti
koncentraci CTAB 50 mmol.dm™3, je hodnota modulu vy3§i pfi niz§i pouzité koncentraci
hyaluronanu. Stejny trend se u dané koncentrace tenzidu objevuje i pro Hya 700 kDa.
V tomto ptipadé bylo piekiizeni i na kiivkach pro koncentraci CTAB 200 mmol.dm3, zde ale
shodné hodnota obou modulit mirné roste s rostouci pouZitou koncentraci hyaluronanu. Stejné
chovéni, co se ty€e trendu zmén pro jednotlivé koncentrace tenzidu, vykazuje i nejvyssi
molekulova hmotnost Hya 2000 kDa. Co se ty¢e hodnoty modulti pifi piekiizeni, jsou
porovnatelné nasledujici vzorky Hya 300 kDa 2 % hm., CTAB 50 mmol.dm a Hya 700 kDa
0,5 % hm., CTAB 200 mmol.dm 3, dale pak Hya 300 kDa 0,5 % hm., CTAB 50 mmol.dm™ a
Hya 2000 kDa 2 % hm., CTAB 50 mmol.dm™ a nakonec Hya 700 kDa 2 % hm., CTAB
200 mmol.dm ™ a Hya 2000 kDa 2 % hm., CTAB 200 mmol.dm 3,
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Tab. 12:Namerené hodnoty pamétového a ztratového modulu pro vybrané hodnoty frekvence a charakteristiky pro prekiizeni

10 Hz 1Hz 0,1 Hz prekriZeni
sloZeni G,G’"; | frekvence;
G’; Pa G’’; Pa G’; Pa G’’; Pa G’; Pa G’’; Pa Pa Hy

2 % Hya 50 mmol.dm™ CTAB 367 323 61 118 3,8 20,8 285 6,85
cé 0,5% Hya | 50 mmol.dm ™ CTAB 468 476 65 145 4,5 22,9 485 10,96

§ 2% Hya, | 200 mmol.dm™ CTAB 184 264 16 58 0,5 7,2 - -

0,5% Hya | 200 mmol.dm™ CTAB 240 322 22 74 0,7 94 - -
2 % Hya 50 mmol.dm™ CTAB 883 513 268 292 35,2 84,2 233 1,39
Cé 0,5% Hya | 50 mmol.dm™ CTAB 1629 863 514 533 70,7 159,0 554 1,16
§ 2% Hya, | 200 mmol.dm > CTAB 736 486 198 242 21,5 61,1 311 1,99
0,5% Hya | 200 mmol.dm™ CTAB 609 402 157 199 16,1 48,5 270 2,24
© 2 % Hya 50 mmol.dm 3 CTAB 3166 551 2222 713 1086,0 689,2 484 0,023
e 0,5% Hya | 50 mmol.dm™ CTAB 4025 666 2878 875 1468,0 874,8 587 0,018
% 2% Hya, | 200 mmol.dm> CTAB 1977 388 1334 472 607,9 418,1 305 0,030
0,5% Hya | 200 mmol.dm™ CTAB 1263 282 840 303 384,5 264,1 191 0,029
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Tab. 13: Parametry pro jednotlivé prvky generalizovaného Maxwellova modelu

dozen prvek 1 prvek 2 prvek 3 prvek 4 prvek 5
Gs; Pa A1 S G,; Pa A2, S Gs; Pa A3 S Ga; Pa A4 S Gs; Pa As; S
2 % Hya 50 mmol.dm > CTAB 278 0,22 72 1,20 0,36 77 775 0,03 6,76 7,19
;DU 0,5% Hya | 50 mmol.dm ™ CTAB 338 0,22 70 1,20 1,12 105 1173 0,03 6,05 7,67
c% 2% Hya, | 200 mmol.dm™ CTAB 156 0,18 18 1,07 0,01 799 904 0,02 0,50 7,83
0,5% Hya | 200 mmol.dm™ CTAB 206 0,17 29 0,95 0,03 720 1002 0,02 1,26 6,13
2 % Hya 50 mmol.dm 3 CTAB 491 0,30 232 1,64 5,86 64 975 0,04 51 9,17
;DG 0,5% Hya | 50 mmol.dm™> CTAB 886 0,34 402 1,85 10,25 65 1511 0,05 89 10,15
,% 2% Hya, | 200 mmol.dm™ CTAB 426 0,31 167 1,69 2,45 61 907 0,04 30 9,32
0,5% Hya | 200 mmol.dm™ CTAB 355 0,30 133 1,67 1,49 69 798 0,04 22 9,27
< | 2%Hya 50 mmol.dm > CTAB 850 0,51 967 3,34 366 138 814 0,06 764 20,04
£ 0,5% Hya | 50 mmol.dm™ CTAB 1038 0,50 1219 3,36 516 150 980 0,06 999 20,86
% 2% Hya, | 200 mmol.dm > CTAB 584 0,50 616 3,28 190 132 584 0,06 440 19,64
0,5% Hya | 200 mmol.dm > CTAB 372 0,47 389 3,13 123 130 472 0,05 283 19,15
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Tabulka 13 uvadi hodnoty parametrt pro jednotlivé prvky generalizovaného Maxwellova
modelu pouzitého k prolozeni zavislosti pamétového a ztratového modulu na frekvenci. Jak je
vidét, byly pouzity modely s péti prvky, coz znamenda, ze byly ziskany relaxacni Casy a
odpovidajici dil¢i moduly pro kazdy z prvkl. Relaxacni ¢as prvniho prvku se u vsech vzorkt
pohybuje v desetinach sekund a v ramci jedné molekulové hmotnosti se piili§ neméni.
S rostouci molekulovou hmotnosti vSak roste. Stejné trendy plati i pro druhy relaxacni Cas, ten
vSak dosahuje hodnot v jednotkach sekund. Tieti relaxacni ¢as se v ramci jedné molekulové
hmotnosti vyraznéji méni pouze v piipadé Hya 300 kDa, kdy je vyrazné niz$i pro vzorky
s obsahem 50 mmol.dm™ CTAB. Ctvrty relaxacni &as se pak u viech vzorkd pohybuje
Vv setindch sekund a vyraznéji se neméni ani v rdmci jedné molekulové hmotnosti, ani pfi
rostouci molekulové hmotnosti. V druhém ptipad¢ jen velmi mirné roste. Zmény relaxacniho
Casu pateho prvku pak opét vykazuji trend podobny prvnimu a druhému prvku. V ramci jedné
molekulové hmotnosti se piiliS neméni, ale mirné rostou s rostouci pouzitou molekulovou
hmotnosti.

Vsechny dil¢i moduly vykazuji stejné trendy vramci jednotlivych pouzitych
molekulovych hmotnosti. Pfi 300 kDa jejich hodnota roste s klesajici hodnotou koncentrace
Hya, pifi pouziti Hya 700 kDa a 2000 kDa, pak tento trend plati pouze pii pouziti
50 mmol.dm™® CTAB, pii 200 mmol.dm 2 CTAB je trend opa¢ny. Z hlediska zmén hodnot
modulll 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
testd, kdy se s ménici koncentraci CTAB méni i parametr ng (viz nize).

6.2.7.2 Tokové testy
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Obr. 78: Tokové krivky vybranych vzorkii
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Na obr. 78 jsou znazornény tokové kiivky pro vybrané vzorky o slozeni Hya 0,5 % hm.,
CTAB 50 mmol.dm™ a Hya 0,5 % hm., CTAB 200 mmol.dm™ a to pro viechny pouZité
molekulové hmotnosti. Jak je vidét z jejich tvaru, métené smykové rychlosti byly vétSinou
v prvni Newtonské oblasti, u vSech je pak vidét pii vyssich smykovych rychlostech pokles
hodnot viskozity, coz odpovida pseudoplastickému chovani typickému pro roztoky polymerda.
U né&kterych je tento pokles mirny u jinych vyrazn&j$i. Do druhé Newtonské oblasti
nezasahuje zadna z kiivek.

Hodnoty viskozity pfi smykovych rychlostech blizicich se k nule pro vSechny métené
vzorky jsou uvedeny v tab. 14 a trendy jejich zmén v zavislosti na slozeni a molekulové
hmotnosti hyaluronanu ilustruje obr. 79. Jak je vidét, parametr no se nejvice méni v zavislosti
na pouzité molekulové hmotnosti, kdy pro Hya 300 kDa se jeho hodnota pohybuje v fadu
desitek Pa.s ™, pro Hya 700 kDa jsou uz hodnoty fadové vyssi a pro nejvyssi pouzitou
molekulovou hmotnost Hya 2000 kDa dosahuji dokonce tadu tisicti az desetitisicti. Viskozita
tedy s rostouci molekulovou hmotnosti vyznamné roste a zaroven klesa tekutost vzorku.
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Obr. 79: Zavislost parametru mny na sloZeni systému a pouzité molekulové hmotnosti
hyaluronanu

Co se tyCe vlivu poméru P/T je zde opét patrny nesoulad v jeho hodnotach a chovani
vzorkl. Naopak se zde opét vyskytuje vliv koncentrace vychoziho roztoku CTAB, kdy vzorky

pouzité molekulové hmotnosti hyaluronanu, kdy jsou hodnoty viskozity pro danou
koncentraci tenzidu velmi podobné, zatimco s rostouci koncentraci tenzidu, klesa hodnota
parametru no. U Hya 700 kDa se v ramci této molekulové hmotnosti projevuje jeji vétsi vliv
na hodnoty no, nez v ptedchozim piipadé¢. Pii jedné koncentraci tenzidu uz se totiz hodnoty no
lii. V ramei 200 mmol.dm™3 CTAB jen mirng, kdy s rostouci koncentraci Hya se mirn& zvysi
i No. Pro 50 mmol.dm 2 CTAB uZ je zmé&na markantn&jsi a také vykazuje opacny trend, kdy
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srostouci koncentraci Hya hodnota mo klesne témét na polovinu. Pii pouziti nejvyssi
molekulové hmotnosti HyA 2000 kDa se projevi také nejvyraznéj$i vliv pravé tohoto
parametru, kdy jsou vidét stejné trendy zmén jako u Hya 700 kDa, ale markantnéj$i zmény
v hodnotach parametru mo. Pfi koncentraci 200 mmol.dm™3 CTAB opét roste hodnota mo
s rostouci pouzitou koncentraci Hya a to tém&F dvojnasobné, zatimco v ramei 50 mmol.dm™
CTAB parametr np s rostouci koncentraci Hya klesa opét témet na polovinu, ale zmény se
pohybuji v fadu desetitisic Pa.s*. Trendy zmén v hodnotach parametru mg v ramci jedné
molekulové hmotnosti koresponduji se zménami shodné hodnoty pamétového a ztratového
modulu v bod¢ jejich protnuti.

Tab. 14: Hodnoty 7 stanovené pomoci Crossova modelu

slozeni No; Pa.s*
2 % Hya 50 mmol.dm > CTAB 53,4
cé 0,5% Hya | 50 mmol.dm™ CTAB 58,2
S | 2%Hya, | 200 mmol.dm® CTAB 11,7
0,5% Hya | 200 mmol.dm™ CTAB 15,3
2 % Hya 50 mmol.dm > CTAB 283,3
é 0,5% Hya | 50 mmol.dm™ CTAB 435,8
§ 2 % Hya, 200 mmol.dm™ CTAB 154,4
0,5% Hya | 200 mmol.dm CTAB 116,4
. 2%Hya | 50 mmol.dm®CTAB 16185
e 0,5% Hya | 50 mmol.dm 3 CTAB 24357
% 2 % Hya, 200 mmol.dm™ CTAB 7441
0,5% Hya | 200 mmol.dm™ CTAB 4965

Obecné lIze tedy fici, ze pro jednu a tutéz molekulovou hmotnost je charakter vzorku
zavisly hlavné na koncentraci vychoziho roztoku CTAB, coz je zplsobeno pravdépodobné
rozdilnym uspotfadénim agregati ve vychozim roztoku tenzidu, které pak potazmo interaguji
S hyaluronanem za vzniku gelovych fazi s odlisSnymi vlastnostmi. Vliv molekulové hmotnosti
hyaluronanu roste pravé s rostouci hodnotou tohoto parametru. Delsi fetézce hyaluronanu
s vy$$i molekulovou hmotnosti totiz pfi jejich rizné koncentraci zaujmou v roztoku také
rizné konformace. Lze piedpokladat, ze pravé vysokomolekuldrni fetézce ve vyssi
koncentraci budou vytvéfet polymerni sit samy o sob¢é a pro vazbu agregati CTAB tedy
nebude ptistupnych tolik vaznych disociovanych skupin na polymernim tetézci, coz bude mit
neodmysliteln¢ vliv na vnitini strukturu vznikajicich gelovych fazi a to tim vétsi, ¢im méné
poddajné fetézce budou. Pti vySSich molekulovych hmotnostech tedy prevlada elasticky
charakter vzorku a tyto gely hiife te€ou, zatimco pifi niz8i molekulové hmotnosti dominuje
spise viskozni slozka chovéani, gely tedy Iépe teCou, ale jejich mechanickd odolnost je nizka.
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Z hlediska reologie se vsechny zkoumané ,,gely* chovaji spiSe jako viskoelasticka
kapalina. Gely je tedy lze nazyvat pouze z hlediska jejich struktury, kdy jsou fetézce
hyaluronanu pospojovany fyzikalné vazanymi agregaty CTAB a to na zakladé¢ elektrostatické
interakce. Tyto vazné prostiedniky lze povazovat za dodatecné uzly polymerni sité, které
vyztuzuji jeji strukturu. Potom je na tyto systémy vzniklé interakci hyaluronanu a opacné
nabitého tenzidu mozné pohlizet jako na gel 1 v piipadé, Ze reologickd métfeni ukazuji, ze
podle vlastnosti by mély byt hodnoceny spise jako viskoelastické kapaliny.
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7 ZAVER

Souhrnym cilem této prace bylo pomoci fyzikaln¢ chemickych metod dostupnych na
Skolicim pracovisti prostudovat interakce mezi riznymi typy amfifilnich latek a
hyaluronanem s ohledem na moznou formulaci novych nosiovych systémi na bazi
koloidnich roztokt nebo mékkych kondenzovanych systémi. Cesta K jeho splnéni vedla pies
nékolik dil¢ich tkoli. Prvnim z nich bylo zpracovani reSerSe na dané téma, déle pak na jejim
zéklad¢ navrzeni a provedeni experimentii. Koncovym ukolem bylo vyhodoceni dat a
zhodnoceni vysledkt z hlediska cilenych nosict 1é€iv.

Dle zadani byla provedena literarni reSerSe na téma cilend distribuce 1é¢iv a ve spojeni
s timto tématem pak zaméfend na interakce polyelektrolyt tenzid obecné, potazmo pak uzsi
zameieni na systémy obsahujici hylauronan.

Z reSerSe poté vyplyva, Ze pfi navrhovani cilenych nosi¢t 1é¢iv je z hlediska pasivniho
cileni klicova velikost nosice, konkrétné zde dilezitou roli hraje polymerni povaha nosice
nebo jeho komponenty. Pii vyuziti hyaluronanu jako jednoho ze stavebnich kament je pak
tato vlastnost splnéna. Navic molekula hyaluronanu zakomponovana do nosice s sebou nese i
jinou vyhodu a ta spociva pravé ve specifické vazbé této molekuly na receptor CD 44
zajiStujici aktivni cileni. Obecné jsou systémy nekovalentné interagujiciho polyelektrolytu a
opacné nabitého tenzidu potencidlné vhodnymi kandidaty pro cilenou distribuci 1é¢iv. Prave
fyzikalni vazani totiz predstavuje minimalni zasahy do struktury jednotlivych komponent, coz
s sebou nese vyhodu zachovani ptivodni biokompatibility a biodegradability jednotlivych
slozek. Z reserSe také plyne, ze dilezitou roli hraje pravé podrobné prozkoumani interakci
Vv takovychto systémech. Nemén¢ dulezitou informaci je také to, Ze jako potencionalni cilené
nosice 1é¢iv mohou slouzit také kondenzované systémy, které ¢asto pfi urcitych koncentracich
vznikaji v systémech polyelektrolyt - tenzid. Tyto pak ve vhodné formé, napiiklad Eastic
nanoskopickych rozmérd, poskytnou také vyhodu prodlouzeného uvolfiovani aktivni latky.

Na zakladé provedené reSerSe byly provedeny testy interakce hyaluronanu s tenzidy rtizné
povahy a rizného chemického slozeni (kapitola 6.1.1) a to za pouziti metody fluorescencni
sondy. Z téchto vysledki bylo zjisténo, ze ve vybranych systémech dochazi vlivem piidavku
hyaluronanu ke zméndm zkoumanych parametri. Jednalo se o systémy obsahujici
neionogenni Tween 20 a kationaktivni tenzidy, znichZ nejvyrazngj$si zmény byly
zaznamenany u tenzidu CTAB.

Pro bliz§i zkoumani byl vybran pravé CTAB u nc¢hoZz byla v prosttedi vody 1
0,15 mol.dm™ roztoku NaCl zaznamenéna také tvorba kondenzované faze podobné gelu,
ktera svédcila o nezanedbatelnych interakcich v systému. Pro tento systém bylo provedeno
podrobné zkoumani interakci hyaluronan-CTAB pii koncentracich blizkych CMC tenzidu.
Bylo zjisténo, Ze ve fosfatovém pufru jsou interakce obou komponent V podstaté potlaceny
pravdépodobné vysokou iontovou silou a hyaluronan v téchto vzorcich agregaci tenzidu
neovliviiuje (kapitola 6.1.3.1).

Ve vodném prostiedi vSak byly vysledky zcela odlisné (kapitola 6.1.3.2). Pii téchto
testech provedenych pomoci metody fluorescencni sondy (pyren) byl pouZit hyaluronan o
riznych koncentracich a s riznou molekulovou hmotnosti. Dopliikové byl sledovan také vliv
koncentrace fluorescencni sondy.
objeveny dva zlomy. Prvni znich pfislusi CAC tenzidu a tedy vziku hyaluronanem
indukovanych véazanych micel. Druhy zlom charakterizuje CMC, tedy vznik volnych micel
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tenzidu v roztoku. CAC byla oproti CMC posunuta zhruba o dva fady k niz§im hodnotam
koncentrace tenzidu, coz platilo i pro ostatni systémy. V systému byla navic zaznamenana
oblast fAzové separace a to Vv regionu koncentraci za CAC, kdy se na sténach vialek usazovala
¢ira gelovitd faze. Takova zavislost pro dany systém nebyla dosud naméfena.

Pfi vysSS$i koncentraci hyaluroanu byla agregace tenzidu ovlivnéna jeSté vice.
Nejmarkantnéj$i zménou bylo objeveni druhého regionu fazové separace, ve kterém vznikala
srazenina. V hodnotach CAC a CMC vsak s riznou koncentraci Hya k pfili§ velkym zménam
nedoslo a ani molekulova hmotnost hyaluronanu nemé¢la na jejich hodnoty vliv.

Vysledky tedy naznacuji, Zze pritomnost Hya diky elektrostatické interakci zptisobi zmény
VvV agregacnim chovani tenzidu (tvorba indukovanych vazanych micel, fazova separace), ale
ptilis neovlivni koncentraci tenzidu, pfi které tyto déje probéhnou. To vede k domnénce, ze
fidicim faktorem je vtomto piipad¢ spiSe koncentrace tenzidu. Pomér P/T, tak casto
pouzivany k charakterizaci systému obsahujicich polyelektrolyt-tenzid a povazovany za jeden
Z parametrli determinujici jejich chovani, v tomto systému nema avizovany rozhodujici vliv.

Dalsi metodou pouzitou pro vyzkum interakci v systému Hya-tenzid byla fluorescen¢ni
korelacni spektroskopie (FCS). V tomto ptipad€ byl pouzit fluorescenéné zna¢eny hyaluronan
a byly sledovany jeho difizni charakteristiky. Tato metoda, na rozdil od metody fluorescenéni
sondy, kterd ziskavé informace z hydrofobnich jader agregatu, naopak sleduje pfimo fetézec
polyelektrolytu. Zkoumany byly vzorky skonstantni koncentraci rhodminovaného
hyaluronanu bez ptidavku a s ptfidavkem CTAB o riizné koncentraci. Dané systémy byly
meéfeny v ustaleném a v neustaleném stavu (kapitola 6.1.3.3).

Souhrné vysledky téchto métfeni poukazuji na fakt, Ze po ptidavku hyaluronanu do
roztoku tenzidu dojde k ptekotné interakci mezi obéma komponentami a tvorbé vétSich
agregati, jez difunduji pomaleji nez volné natazeny samotny fetézec. S Casem ale ziejmé
dochazi k rovnomérnéjSimu rozdéleni tenzidovych molekul podél fetézce a k CasteCnému
navratu do plvodni roztaZzené konformace. Ve vzorcich se také nachazi oblast koncentraci
tenzidu, ve které je chovani ustaleného a neustalené¢ho systému zcela odlisné. V této oblasti
jsou pravdépodobné agregaty v metastabilnim stavu [67] nebo v ni probiha fazova separace.
Za CMC tenzidu rozkolisanost systému vymizi, ale chovani v obou stavech ptesto neni uplné
shodné, s Casem se tedy méni uspotradani systému i v koncentracich ptesahujicich CMC.

Pro roztoky Hya-tenzid byly také dodavatelsky provedeny prvotni testy hodnotici
cytotoxicitu (kapitola 6.1.3.4). Pii nich bylo zjisténo, Ze iimrtnost bun¢k se pfilis neliSila ve
vzorcich bez piidavku i s pfidavkem hyaluronanu. Hya tedy cytotoxicitu CTAB téméft
neovliviiuje, coz odpovida predpokladu o nezménénych vlastnostech fyzikalné vazanych
komponent v systému a vyvraci oekavani snizené toxicity tenzidu diky vazb&é na Hya.
V tomto sméru je vSak nutné provést dal$i navazujici testovani.

S ohledem na sporné¢ pouziti CTAB v aplikovanych nosic¢ich 1éCiv byly provedeny
experimenty s hydrofobn¢ modifikovanymi aminokyselinami, které mély slouzit jako nahrada
CTAB (kapitola 6.1.4). Vysledky ukazaly, ze takto modifikované aminokyseliny se do jisté
miry chovaji stejné jako tenzidy, mysSleno z hlediska samovolné agregace v roztoku a
schopnosti solubilizovat hydrofobni latky, ale jejich interakce s hyaluronanem je mnohem
slabsi nez u CTAB a Ize ji snadno potlacit zvySenim iontové sily roztoku. V podobnych
systétmech by tedy bylo nutné uvazovat o podpoieni interakce napf. zménou fyzikalné
chemickych podminek. Tyto experimenty by mohly byt pokracovanim této prace.

Samostatnym pomérn¢ rozsahlym celkem se pak stala ¢ast mapujici vlastnosti
kondenzovanych systémii vznikajicich interakci Hya-CTAB v prostiedi 0,15 mol.dm 3. Jako
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prvni byly provedeny experimenty charakterizujici podminky jejich vzniku (kapitola 6.1.2) a
nekteré jejich vlastnosti dilezité z hlediska cilenych nosica 1éCiv. S tim bylo spojeno hlavné
provedeni solubilizac¢nich testi (kapitola 6.2.2). Diky nim bylo zjisténo, Ze kondenzované
gelové systémy vzniklé interakci hyaluronan-CTAB jsou schopny do svoji struktury
zustava, ze obsahuji hydrofobni domény a jsou schopny solubilizovat hydrofobni latky a to
I rozmérnéj§i molekuly jako je napfiklad paklitaxel. Dalsi, spiSe pro praktické vyuziti,
piinosnou vlastnosti je fakt, ze gely jsou po vyschnuti schopny rehydratace a zpétné¢ho
obnoveni pivodni vnitini struktury s hydrofobnimi doménami.

Krom¢ téchto vlastnosti byly zkoumany také makroskopické vlastnosti jednotlivych geli
vzniklych ve vzorcich s riznym slozenim. Jednalo se o termogravimetrické a reologické
testovani. Diky termogravimetrii (kapitola 6.2.6) bylo zjisténo, ze v ramci zkoumanych
vzorku jsou gelové systémy Hya-CTAB schopny pojmout od 71% hm. do 98% hm. vody.
V takovém piipad¢ se jedna o hydrogely, které jsou aplikaéné zajimavé nejen z hlediska
farmacie (cilend distribuce 1éCiv, hojeni ran), ale i kosmetiky (hydratacni a vyzivujici
ptipravky).

Diky reologickym testim (kapitola 6.2.7) 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 tvofi polymerni zaklad sesitovany
pomoci micel CTAB. Z hlediska reologickych vlasntosti se vSak jednd o viskoelastické
kapaliny. Vlastnosti téchto viskoelastickych kapalin jsou pak do jisté miry laditelné a lze je
ovlivnit hlavné pouZitou molekulovou hmotnosti hyaluronanu. Cim vyssi totiz bude, tim bude
ve vysledné kondenzované fazi posilen jeji elasticky charakter na ukor viskozity. To
znamena, ze pii pouziti del§iho fetézce Hya vzniklé ,,gely* hife teou, ale jejich mechanicka
odolnost je vyssi.

Pokud jde o zhodnoceni zkoumanych systému z hlediska jejich pouzitelnosti pro cilenou
distribuci 1é¢iv, pak lze konstatovat, Ze zakladni podminku spliiuji 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 ptipadé by bylo nutno uvazovat
o podpotre interakce naptiklad dodateCnym sitovanim, ztrdci se tak ale vyhody Cisté
nekovalentniho véazani. Bilancovani a nalezeni kompromisu mezi témito moZnostmi je pak
otazkou dalsich experimentt.

Gelové systémy jsou oproti systémim v roztoku méné nachylné ke zménam struktury
vlivem zmén v jejich okolnim prostiedi. Jejich vlastnosti alespon z hlediska makroskopického
jsou do jisté miry laditelné a lze je tedy tzv. ,,usit na miru®. Z tohoto pohledu pak pted nimi
stoji mnohem $irsi uplatnitelnost. Lze je totiz vyuzit jako potencialni nosice 1 pro kosmetické
substance. Cist¢ z hlediska cilenych nosi¢i 1é¢iv by bylo potieba dofesit jejich aplika¢ni
formu, tedy ovétit zda a jak z nich pfipravit Castice pozadovanych nanometrickych rozméra.

Uplnym zavérem lze konstatovat, Ze cile prace byly splnény a splnénim téchto cilii se
oteviely opét nové cile, jejichz dosaZeni je otazkou navazujici prace.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

9.1 Seznam zkratek

Zkratka
ADH
BCS
CAC
catHEC
CDh 44
CMC
C.TAB
CTAT
Cys
C1,DMPO
DE
DOPE
DoTAB
DPPC
EmPI
ExPI
Ex:Mo
excimer
FCS
FLCS

HAS, HAS2, HAS3

HDI
HRA
Hya
MSD
Mw
NaPA
NaPSS
NMR
PDADMAC
PEI

PF 127
PVA
rhHya
SDS
TTAB
TX100

Vyznam

dihydrazid adipové kyseliny

B-kasein

kriticka agrega¢ni koncentrace

kationicky modifikovana hydroxyetyl celuldza
specificky receptor pro hyaluronan

kritickd micelarni koncentrace

alkyltrimetylamonium bromid s n po¢tem uhlikt v alkylovém fetézci

cetyltrimetylamonium p-toluensulfonat
cystein
dodecyldimetylfosfin

[2-(2,3-didodecyloxypropyl)hydroxyetyl] amonium bromid

dioleoylfosfatidyletanolamin
dodecyltrimetylamonium bromid
dipalmitoylfosfatidylcholinu

emisni polaritni index

exciatni polaritni index

pom¢r intenzity pasu monomeru ku pasu excimeru
excitovany dimer

fluorescencni korelacni spektroskopie
casove rozliSena fluorescencni korelacni spektroskopie
hyaluronansyntazy
hexametylen-1,6-diisokyanat

konjugat kyseliny retinové a hyaluronanu
hyaluronan

stiedni kvadraticky posun ¢astice
molekulova hmotnost

polyakrylat sodny

polystyrensulfonét sodny

nuklearni magnetické rezonance
polydiallyldimetylamonium chlorid
polyetylenimin

Pluronic F127

polyvinylalkohol

rhodaminovany hylauronan
dodecylsulfat sodny
tetradecyltrimetylamonium bromid
Triton X100
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9.2 Seznam symboli

Symbol Nazev veli¢iny

A plocha

A, horni limita Boltzmannova modelu

Ao spodni limita Boltzmannova modelu

C lokalni koncentrace ¢astic (kapitola 2.3.2.1)

D difuzni koeficient

dt Casova prodleva

E modul pruznosti

F smykova sila (kapitola 2.4.1)

F(t) intenzita fluorescence (kapitola 2.3.2.1)

G modul pruznosti ve smyku (kapitola 2.4.1)

G(7) autokorelacni funkce (kapitola 2.3.2.1)

G’ pamét'ovy modul

G” ztratovy modul

G; modul pruznosti ve smyku pro j-ty prvek

Ginf posunuti FCS ktivky v nekonec¢ném case

J pocet jednoduchych Maxwellovych prvkl

K konzistence

M kroutici moment

m rychlostni index

Myys hodnota suSiny v hmotnostnich procentech oznacena

Mpop ustalena hmotnost popela

N pocet ¢astic v detekénim objemu

Na Avogadrovo ¢islo

Npif pocet nezavisle difundujicich ¢astic

PIT pomér poctu vaznych mist na polyelektrolytu pii jeho uplné disociaci (P) a
poctu jednolivych molekul tenzidu (T)

r poloha vrstvy vzorku

So zékladni stav molekuly

S; prvni excitovany singletovy stav molekuly

Sz druhy excitovany singletovy stav molekuly

T celkovy ¢as (kapitola 2.3.2.1)

Ts tmava (tripletni) frakce molekul

Ty prvni excitovany tripletovy stav molekuly

T, druhy excitovany tripletovy stav molekuly

tinfL teplota pii které je ze vzorku odpafena vétSina vody

thoc1 teplota pfi které se voda ze vzorku za¢ina uvoliovat

tinf2 teplota charakterizujici spaleni vétSiny vzorku

tpoe2 teplota charakterizujici pocatek degradace

v rychlost

Vet efektivni detk¢ni objem

Wo charakteristicky rozmér detekéniho objemu v ohniskové rovin¢ objektivu

AX sklon Boltzmannova modelu

X inflex Boltzmannova modelu

Zo charakteristicky rozmér detekéniho objemu ve sméru optické osy mikroskopu

132



Tpif
TTrip

(]
O

koeficient anomalni difuze (kapitola 5.3.2.3)

uhel ktery svira kuzel s deskou (kapitola 5.3.5)

smykovy uhel

smykova rychlost nebo také rychlost smykové deformace

okamzita odchylka signélu od jeho primérné hodnoty

newtonska neboli limitni viskozita

asymptoticka hodnota viskozity pfi velmi nizkych smykovych rychlostech
asymptotickd hodnota viskozity pii velmi vysokych smykovych rychlostech
vinova délka

relaxacni Cas (kapitola 2.4.3.1)

relaxacni Cas pro j-ty prvek

pomer délky zp a lateralniho poloméru wy efektivniho excitaéniho objemu Vit
piispévek i-té slozky k celkovému zastoupeni difiznich cast

smykové napéti

smykové neboli tecné napéti

diftizni Cas

doba Zivota tripletniho stavu

uhlova rychlost

koncentrace

pramérna hodnota v ¢ase
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10 PRILOHY

10.1 P¥iloha 1: Zprava shrnujici vysledky testi cytotoxicity

HyA 01

Date: 29.7.2012
Cells: SAQS-2 —20000 cells/cm2
- 40 000 cells/cm2

Procedure: Cell were seeded in two concentrations. Next day was added tenzid
and HyA:
-3 hand 5 h incubation in McCoy’s + 15% FBS + tenzid (+HyA)
- 24 h incubation in McCoy’s + 15% FBS + tenzid (+HyA)

Staining: - Live/dead kit (Molecular Probes) — 5 h and 24 h pa (post adding)
- MTS (Promega) — 24 h pa
Variables: presence of tenzid — CTAB — concentrations — 0.2, 0.4, 0.5, 1 and 2 mM
presence of Hyaluronic acid — concentration — 1g/I (alone or with
tenzid)
3 h post addition lens 10x

20 000 cells/cm?2

Tenzid - 0,2mM Tenzid - 0,4mM Tenzid - 0,5mM Tenzid — 1ImM Tenzid - 2mM

Tenzid - 0,2mM + HyA Tenzid - 0,4mM + HyA Tenzid - 0,5mM + HyA Tenzid — 1mM + HyA Tenzid — 2mM + HyA

Only cells

1mM HyA

HyAO01, 31.7.12, MK, MV
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24 h post addition lens 10x

20 000 cells/cm2

Tenzid - 0,2mM Tenzid - 0,4mM Tenzid - 0,5mM Tenzid - 1mM Tenzid - 2mM

Only cells 1mM HyA

24 h post addition lens 10x
40 000 cells/cm?2

Tenzid - 0,2mM Tenzid - 0,4mM Tenzid - 0,5mM Tenzid - 1ImM Tenzid - 2mM

Tenzid —0,2mM + HyA Tenzid — 0,4mM + HyA Tenzid — 0,5mM + HyA Tenzid — 1mM + HyA Tenzid — 2mM + HyA
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5 h post addition — Live/dead kit lens 10x

20 000 cells/cm?2

Tenzid — 0,2mM Tenzid —0,4mM Tenzid — 0,5mM Tenzid — 1mM Tenzid — 2mM

Tenzid = 0,2mM + HyA Tenzid - 0,4mM + HyA Tenzid - 0,5mM + HyA Tenzid = 1mM + HyA Tenzid = 2mM + HyA

Only cells 1mM HyA

HyAO1, 31.7.12, MK, MV

5 h post addition — Live/dead kit lens 10x

40 000 cells/cm?2

Tenzid - 0,2mM Tenzid —0,4mM Tenzid — 0,5mM Tenzid — 1mM Tenzid — 2mM

Tenzid = 0,2mM + HyA Tenzid - 0,4mM + HyA Tenzid = 0,5mM + HyA Tenzid = 1ImM + HyA Tenzid = 2mM + HyA

1mM HyA

HyAO1, 31.7.12, MK, MV

136



24 h post addition — Live/dead kit lens 10x

20 000 cells/cm?2

Tenzid - 0,2mM Tenzid - 0,4mM Tenzid - 0,5mM Tenzid - 1mM Tenzid - 2mM

Tenzid = 0,2mM + HyA Tenzid - 0,4mM + HyA Tenzid - 0,5mM + HyA Tenzid = 1mM + HyA Tenzid = 2mM + HyA

HyA01, 31.7.12, MK, MV

24 h post addition — Live/dead kit lens 10x

40 000 cells/cm?2

Tenzid - 0,2mM Tenzid - 0,4mM Tenzid - 0,5mM Tenzid = 1mM Tenzid = 2mM

Tenzid —0,2mM + HyA Tenzid — 0,4mM + HyA Tenzid = 0,5mM + HyA Tenzid — 1mM + HyA Tenzid = 2mM + HyA

HyAO01, 31.7.12, MK, MV
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Live/Dead - 5h - 20 000 cells/cm?2 Live/Dead - 5h - 40 000 cells/cm2

100%
. _— 90% 4
= B 80% -
— = B 70%
— R 60%
50%
Bl B 40% -
1% +
B wmdead gg; I Wdead
o live 1(0):2 :'— u live

100% 100%
90% 90%
80% 20%
70% 8 il 70% -t
60% +-— N 60% -
50% -+ = - 50% -
40% - - 40% 1
30% - — mdesd it 'j' mdead
20% s :
13:2 4 : . B mlive 0% 1 u live
¥ & F.FLELE LT
F&S &‘bc,e‘\«‘}xs" SRR N
N 0‘0-0-\bbw“¢é~é‘é‘ &
o DR RO S & &
P & &S ¥ oY ‘7 N
& ¢ <& o DD
A .\b xS \b ((u é\.
TS ¢
= ~ b

MTS - 24 h - 20 000 cells/cm2

0,80 0,80

0,70 0,70
E 0,60 E 0,60
< c
0 n
8 0,50 8 050 -
=) ~
a 3
< 0,40 £ 0,40
g 8
£ =
5030 - - §o30 ]
g S
20,20 20,20

~
0,10 l 1 = B l - 0,10 - : |
0,00 .. _ . - - i —— 0,00
g \g o
FESSTSSS Q~*‘” B @*‘* & T & %*' e‘} ,e“‘ &
& QY Qv L OF > \} ‘!~ \xs §\ . Y g‘ D
o DD D & F & & & o \b O R
& & & & E QY Qv O b N & & ¢
¢ ¢ @ DR R 6\} o‘} ¢ @ @
\,}{" @6" @Q" ¢ &

Conclusion:

2mM CTAB is cytotoxic (toxic for cells) already after 5h (almost 100% dead cells). The same situation is
in presence of HyA with tenzid.

0,2mM CTAB is not cytotoxic after Sh and 24h.

0,4mM CTAB is not cytotoxic after Sh but after 24h is slightly cytotoxic.
Cytotoxic effect of 0,5mM and 1mM CTAB is bigger after 24h than after Sh.
Various concentrated cells behaved similarly (Live/Dead).

HyA alone has similar values (MTS, Live/Dead) as positive control (only cells) — HyA does not have
cytotoxic effect.

It seems that presence of HyA (together with tenzid) does not have any effect.
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10.2 P¥iloha 2: Clanek kapitola 6.1.1

Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects 391 (2011) 25-31
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Hyaluronan-surfactant interactions in physiological solution studied by
tensiometry and fluorescence probe techniques
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ABSTRACT

Article htstory:
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Keywords:

Interactions of hyaluronan of two molecular weights with surfactants of different types were studied in
NaCl solution. Results showed that although the presence of NaCl may suppress interactions between
oppositely charged polyelectrolyte and surfactant, the interactions are still present in some hyaluronan-
surfactant systems regardless the surfactant ionic nature. These interactions were demonstrated mainly
by fluorescence probe techniques whereas try detected only minor effects. Fluorescence data
showed that formation of aggregates (micelles) occurs rather in a certain interval of surfactant concentra-
tions than in a single point, especially in the presence of hyaluronan. The greatest influence of hyaluronan

FRuorescence probes

Hyaluronan

Polyelectrolyte-surfactant interactions
Surfactants

was observed on nonionic Tween 20 and cationic cetyl trimethylammonium bromide.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Hyaluronan is a naturally occurring polysaccharide, commonly
found in connective tissues in the body such as vitreous, umbil-
ical cord and joint fluid [1]. As a component of the extracellular
matrix, hyaluronan plays an important role in lubrication, water
sorption, water retention, and a number of cellular functions such
as attachment, migration, and proliferation [2-6). Hyaluronan is
therefore an attractive building block for new biocompatible and
biodegradable polymers that have applications in drug delivery, tis-
sue engineering, and viscosupplementation [7-9). It is a negatively
charged monotonic co-polymer with repeating disaccharide unit
composed of p-glucuronate and N-acetyl-p-glucosamine residues
linked by B(1-4) and B(1-3) bonds, which are connected to
unbranched chains [10].

Hyaluronan s a unique molecule not only from the view of phys-
ical properties but also from the view of its biological properties.
It is of great interest that such a simple molecule that hyaluronan
can exercise so many biological functions. In tissues, hyaluronan is
mostly found as a high-molecular compound. In addition to these
macromolecules there are also products of hyaluronan degrada-
tion in tissues, fragments with much lower molecular weight. Just
in different molecular weights of hyaluronan lies the diversity of
its biological functions [4,5].

* Corresponding author. Tel.: +420 541149330; fax: +420 541149398,
E-matl oddresses: xchalasova@fch.vutbr.cz
(T. Halasovd), xckrouska@fch.vutbr.cz (. Krouski ), mravec@fch vutbr.cz (F. Mravec),
pekar@{ch.vutbr.cz (M. Pekal).

0927-7757/$ - see front matter © 2011 Elsevier BV. All rights reserved.
doi:10.1016/j.colsurfa 2011.05.035

Cells posses several specific receptors recognizing hyaluronan,
among them CD44 is probably the most important, which further
enhances its potential for application in targeted drug delivery sys-
tems. Hyaluronan is highly hydrophilic biopolymer with massive
hydration shell and cannot be directly used to carry nonpolar sub-
stances. Because many efficient drugs, e.g. for fighting cancer, are
hydrophobic, hyaluronan has been chemically modified, hydropho-
bized, to induce micelle-like properties or directly conjugated with
hydrophobic biologically active molecules (drugs). Besides chem-
ical modifications which could change also biological activity or
compatibility of hyaluronan, physical interactions with suitable
molecular partner may be another way to solubilize hydrophobesin
the presence of hyaluronan. For example, combination of hyaluro-
nan with surfactant may lead to formation of associates in which
the surfactant hydrophobic domains solubilize hydrophobes and
hyaluronan plays a role of biocompatible carrier and targeting
agent.

Hyaluronan-surfactant interactions were subject of several pre-
vious studies. Because of negative hyaluronan charge almost all of
them used cationic surfactants. Only Yin et al. [11] reported some
results obtained with anionic and nonionic surfactants. Hyaluronan
interactions with cationic surfactants were studied as a specific case
of general polyelectrolyte-surfactant interactions to elucidate their
phase behavior and physical causes of their interactions including
the effect of electrolytes. Little is still known about solubilization in
hyaluronan-surfactant associates, especially at physiological ionic
conditions.

Detailed study on phase behavior of systems containing
water, hyaluronan, alkyl trimethylammonium bromides (tetrade-
cyl derivative was the most studied type) and salt (mostly NaBr)
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was published in a series of papers by Swedish researchers [12-18].
They found that there is a certain cationic surfactant concentra-
tion below which only general electrostatic interactions take place
and only above it marked formation of hyaluronan-surfactant com-
plexes can be observed. Their results indicated strong cooperativity
of surfactant binding on hyaluronan macromolecule resulting in
binding in the form of micelle-like clusters in which both hyaluro-
nan carboxylates and background electrolyte anions participate
as counterions. Increasing electrolyte (salt) concentration disfa-
vored formation of hyaluronan-bound micelles in comparison to
free micelles. The authors constructed phase diagrams for stud-
ied systems which essentially contain an area of homogeneous
single phase surrounding two-phase region. Phase separation was
observed as formation of precipitate or gel-like phase upon increas-
ing surfactant concentration. Increasing concentration of added salt
reduced the two-phase area unless the salt concentration was very
high when phase separation occurred again. Binding of surfactant
to hyaluronan was detected for surfactants with alkyl chain con-
sisting from at least ten carbon atoms. The longer the surfactant
alkyl chain the larger two-phase region was observed.

Yin et al. [11] used pyrene fluorescence to investigate interac-
tions of (high molecular weight) hyaluronan with anionic sodium
dodecyl sulfate (SDS) and nonionic Cremophor EL and Tween 80 in
water. Practically no interactions between hyaluronan and nonion-
ics were detected whereas certain decrease of SDS critical micellar
concentration was observed. Hyaluronan in SDS solutions thus acts
similarly as low molecular weight electrolyte as demonstrated by
similar experiments with surfactant solutions free of hyaluronan
but containing sodium chloride. This was explained by interactions
of SDS polar heads with domains formed by hyaluronan hydroxyls.

The aim of this work was to obtain additional information on
hyaluronan-surfactant interactions in solutions with physiological
salt concentration by tensiometry and fluorescence probe tech-
niques. Tensiometry gives information primarily on the solution
surface layers and interactions therein and indirectly informa-
tion on the bulk solution, especially on micellization (aggregation).
Fluorescence probe informs on its local environment in solution,
on domains where it can be dissolved or solubilized in solution.
From this information deductions on aggregation in solution can
be also made and on solubilizing properties of domains formed by
aggregates. All this information is a base for design of hyaluronan-
surfactant systems for targeted delivery of nonpolar biologically
active substances (e.g., drugs). Fluorescence technique is not lim-
ited here to pyrene, perhaps the most popular probe for aggregation
studies and determining critical micellar concentrations. Nile red
was used as an additional, comparative probe that can also pro-
vide additional information on solubilizing hydrophobic domains
[19-21). Though pyrene is considered to be nonpolar its limited
solubility in water is still high enough to produce remarkable fluo-
rescence signal. Nile red fluorescence is quenched by water [22,23]
therefore only those molecules give sufficient fluorescence inten-
sity that is in the water-free domains. Pyrene as well as nile red
can interact with charged parts of ionic surfactants. This means
that both probes are located in the micellar palisade layer which
still contains some water molecules. Whereas pyrene fluorescence
occurs also from aqueous environment the nile red fluorescence
from the water-rich palisade layer should be quenched. In the case
of non-ionic surfactant also hydrogen bond interactions can be
expected between nile red and surfactant. Direct interaction of this
probe with surfactant can decrease its fluorescence intensity.

2. Materials and methods

Hyaluronan of two molecular weights (90kDa and 1.4MDa,
i.e. the low and high molecular weight, respectively) was pur-

chased from CPN, Ltd., Czech Republic. Surfactants tetradecyl
trimethylammonium bromide (TTAB, cationic), cetyl trimethy-
lammonium bromide (CTAB, cationic), cetyl trimethylammonium
p-toluene sulfonate (CTAT, cationic), sucrose monolaurate (non-
ionic), octyl-B-p-glucopyranoside, and Tween 20 (nonionic) were
from Sigma-Aldrich (Czech Republic); sodium dodecyl sulfate (SDS,
anionic) and n-dodecyl-B-p-maltoside (nonionic) were purchased
from Fluka (Czech Republic). Zwitterionic betaine surfactants
Betadet THC 2 and cetyl betaine were purchased from Chemos
(Czech Republic). All surfactants were of the best available quality
and used as received without further purification.

Stock solutions of hyaluronan in physiological solution
(0.15mol/l NaCl) were prepared in concentration of 0.5% (w/v)
by slowly adding solid hyaluronan to the salt solution under stir-
ring followed by 24 h stirring in closed vessel to ensure complete
dissolution. Hyaluronan stock solution was then used to prepare
samples for tensiometry and fluorescence measurements with final
constant hyaluronan concentration of 0.1% (w/v).

Samples with varying surfactant concentration and no hyaluro-
nan were prepared by simple diluting surfactant stock solution
prepared in 0.15 mol/l NaCl at concentration about ten times higher
than its critical micellar concentration in this salt solution. Samples
with varying surfactant concentration and containing hyaluronan
(0.1%, w/v) were prepared by mixing hyaluronan (10ml) and sur-
factant stock solutions and diluting with the physiological solution
to the final volume of 15ml (no phase separation was observed).
The samples with hyaluronan were stabilized with NaN; (0.05%,
w/v) and stirred overnight.

Surface tension measurement was performed with a plat-
inum/iridium Du Noily ring (diameter 9.545 mm) on tensiometer
KSV Sigma 701 at room temperature.

Aggregation and solubilization properties were studied by
means of two fluorescence probes - pyrene and nile red. Stock solu-
tions of both fluorescence probes were prepared in volatile solvent
- acetone (10-“ mol/l). An amount of stock solution to obtain final
concentration of pyrene or nile red in samples equal to 10-5 mol/l
was added to glass vial and acetone was evaporated under reduced
pressure, Then 3 ml of hyaluronan or hyaluronan-surfactant solu-
tion was added to vial with fluorescent probe and incubated for
24 h at laboratory temperature.

Fluorescence emission spectra were recorded on AMINCO Bow-
man Series 2 fluorescence spectrometer. In the case of pyrene the
excitation wavelength was 336 nm and emission scan was acquired
in the range from 360 to 540 nm. Nile red was excited at 550nm
and emission spectra were recorded from 610 to 700 nm.

All measurements were done in duplicates, at least. Confidence
intervals in table and error bars (shown when not smaller than the
symbols) in figures represent the standard deviation.

Pyrene experiments were evaluated by plotting the intensity
ratio I;/I5 (the pyrene polarity index or the ratio of fluorescence
intensities at 373 and 383 nm) against surfactant concentration
[24]. Typical sigmoidal curve was obtained indicating formation of
nonpolar domains (micelles with hydrophobic cores) solubilizing
pyrene molecules. Ideally, a sharp step change would be observed
at the critical micellar concentration. However, the change was
usually more or less broadened indicating micellization (aggrega-
tion) region (concentration range within which the polarity index
decreases) rather than single point. Curves were fitted by Boltz-
mann equation and inflex point in the micellization region was
considered as an estimate of critical micellar concentration. From
the Boltzmann equation also points (concentrations) of beginning
and end of the micellization region, i.e. the width of this region, can
be obtained.

Nile red fluorescence spectra were evaluated by two methods.
The first one was plotting normalized values of the total integral
of fluorescence intensity (in the wavelength range 610-700nm)
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Table 1

Effect of low (LMW) and high (HMW) molecular weight hyaluronan (HyA) on the critical micellar conc (CMC) as d d by pyrene (upper) and surface tension
(bottom) methods.
Surfactant CMC (mmol/1)
no HyA LMW HyA HMW HyA
Sucrose monolaurate 0.288 + 0.006 0.26 4+ 005 025 4+ 003
025 4 002 026 + 003 03+ 01
n-Dodecyl-f-p-maltoside 0.160 + 0,001 0.150 + 0.003 0.160 + 0.002
0.149 4 0,007 0.136 + 0.006 0.19 + 008
Octyl-B-o-glucopyranoside 202401 199:03 199 403
206 4 04 1941 2142
Tween 20 0.048 & 0.001 0014 & 0.001 0014 & 0.002
0072 + 0.003 0.053 + 0.004 005 + 002
SDS 1.04 : 001 0740 + 0.001 080 + 003
087 + 005 07+ 01 07 + 02
TTAB 052 4 003 051 4+ 003 061 + 001
049 i 002 058 + 001 054+02
CTAB 0.062 & 0.002 012 4 002 0.11 4 002
0.030 + 0.004 0.025 + 0.006 0.040 + 0.001
CTAT 0056 + 0,001 0072 & 0,001 0.15 + 005
0036 + 0004 0.099 + 0.007 0.058 + 0.008
Cetyl betaine 0016 + 0.001 0.009 + 0.001 0021 + 0.005
0.009 + 0.001 0.010 + 0.001 0051 4 0.003
Betadet THQ 0.14 4 001 0.10 + 0.01 0.100 4 0.001
0.13 4003 0.10 + 003 027 + 003

against surfactant concentration. The integrals (I;) were normal-
ized with respect to maximum value which was usually measured
for the highest surfactant concentration, i.e. the normalized values
ranged from O to 1 within each measured system. At low surfactant
concentrations the integral intensity is zero or very low and not
changing with concentration. At a certain concentration the inten-
sity startstoincrease, usually linearly. This is the point of the critical
micellar concentration (the intersection of two linear branches).
In the second method dependence of the maximum emission
wavelength on surfactant concentration was plotted giving simi-
lar sigmoidal curve as the pyrene polarity index - mathematical
treatment was then similar as for this index.

3. Results and discussion
3.1. Surface tension

Measurement of surface tension detects, in fact, surfactant accu-
mulation on the liquid surface (adsorption). Indirectly it provides
information on surfactant behavior in solution, specifically on its
micellization which is supposed to start when the sharp drop
of surface tension with increasing surfactant concentration stops.
Measurements with hyaluronan solutions confirmed no hyaluro-
nan surface activity [25] up to the concentration of about 2g/l
which is consistent with findings of Riberio et al. [26]. All mea-
sured data for the dependence of the surface tension on surfactant
concentration in physiological solution showed no or small effect
of hyaluronan (of any molecular weight) on surface activity and
particularly on micellization, i.e. the value of the critical micellar
concentration as determined by tensiometry was practically not
affected by the addition of hyaluronan, see Table 1. Examples of
tensiometry results are given in Fig. 1 for sucrose monolaurate and
CTAB. In the case of sucrose monolaurate all three data curves are
practically identical and are typical examples of most measured
surface tension data. Thus from the point of view of tensiometry
there are no specific interactions between hyaluronan and sucrose
monolaurate (and most of the other surfactants) and the surface
and micellization behavior of this surfactant is not influenced by
the presence of hyaluronan chains. CTAB is oppositely charged
than hyaluronan therefore some electrostatic interactions could be
expected. Fig. 1b shows that hyaluronan of both molecular weights
seems to slightly decrease the surface tension of CTAB physiological

solutions in the premicellar region. However, the value of the crit-
ical micellar concentration (CMC), as determined by tensiometry,
is not affected. Tensiometry thus indicates that hyaluronan influ-
ences only the interactions within the CTAB surface layer and does
not intervene in the micellization process. No effect on micelliza-
tion is a result of screening the electrostatic interactions between
hyaluronan and CTAB by the presence of NaCl in physiological solu-
tion which seems to be more effective in the bulk solution than in
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Fig. 1. Effect of low (LMW) and high (HMW) molecular weight hyaluronan (HyA)
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Fig. 2. Effect of low (LMW) and high (HMW) molecular weight hyaluronan (HyA)
on nile red integral intensity dependence on dodecyl maltoside concentration.

its surface layers. Because the CMC value, as determined by ten-
siometry, was not influenced by hyaluronan, it probably does not
change the amount of CTAB on the solution surface in the premi-
cellar region but changes only interactions in this layer which are
the cause of (lowered) surface tension. The lower surface tension
may be also caused by larger binding of sodium from the added salt
to hyaluronan as counterions. Similar decrease of surface tension
in premicellar region was observed also for SDS and for TTAB in
the presence of high molecular weight hyaluronan. Specific results
obtained for Tween 20 are discussed below.

3.2. Fluorescence probes - nonionic surfactants

Fluorescence probes, in contrast to tensiometry, provide infor-
mation directly from the bulk solution or even directly from the
formed micelles or from their close vicinity. Pyrene is considered
to be insoluble in water. However, it has some though limited solu-
bility in water and its location in water is detected by the high value
of the pyrene polarity index. Fluorescence of nile red is quenched
in water and its emission maximum wavelength decreases with
decreasing polarity.

Critical micellar concentrations determined by the pyrene probe
method are summarized in Table 1 and data obtained by all three
different fluorescence approaches can be seen in Table S1 (Supple-
mentary material) but the whole measured curves (concentration
dependences) are more convenient for discussion of results.

First, the results for nonionic surfactants will be discussed. Data
for dodecyl maltoside measured with pyrene and for the nile red
emission maximum showed no effect of hyaluronans. Nile red
integral intensity detected no change in critical micellar concen-
tration but revealed increased slope of intensity dependence on
concentration after formation of micelles (see Fig. 2). Increased flu-
orescence intensity is supposed to be caused by increased number
of solubilized nile red molecules. Hyaluronan thus influences the
solubilization capacity of dodecyl maltoside probably through the
influence on shape, size or number of its micelles.

Pyrene and nile red curves measured for sucrose monolaurate
showed no differences when hyaluronans were added.

Pyrene data for octyl glucopyranoside showed slight broaden-
ing of micellization region and slight increase of CMC upon addition
of hyaluronan with no specific effect of its molecular weight. The
CMC increase was observed also on the nile red emission max-
imum curve but here the effect of the high molecular weight
hyaluronan was more distinct. Nile red intensity data showed
increasing CMC value in the order of solutions with: no hyaluro-
nan <low < high molecular weight hyaluronan. Hyaluronan also
slightly increased slope of intensity dependence on concentration
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Fig. 3. Effect of low (LMW) and high (HMW) molecular weight hyaluronan (HyA)
on pyrene polarity index dependence on Tween 20 concentration. Solid lines show
fits by Boltzmann curve.

in post micellar region. Octyl glucopyranoside is relatively small
molecule (monosaccharide with relatively short alkyl) what prob-
ably facilitates interactions of single surfactant molecules with
hyaluronan through their hydroxyl groups disturbing thus the
micellization process.

Pyrene data for Tween 20 revealed significant effects of hyaluro-
nan of both molecular weights on the behavior of this surfactant
in physiological solution (see Fig. 3). In the presence of hylauro-
nans, the CMC was substantially decreased and the concentration
interval where micellization occurs was significantly broadened.
Very similar results were obtained also for the nile red emis-
sion maximum measurements (the curves are not shown - their
shapes are very similar to those for pyrene in Fig. 3). On con-
trary, the nile red integral intensity showed increased CMC upon
addition of hyaluronans; this increase was a little bit higher for
the low molecular weight hyaluronan. The latter also gave some-
what smaller slope of intensity dependence on concentration in
post micellar region, i.e. decreased solubilization. The apparently
contradictory results can be explained by different photophysical
basis of detection by the two different fluorescence probes quoted
in introduction. Pyrene polarity index in the region of its decrease
from the value corresponding to aqueous medium to the value cor-
responding to low polarity environment is composed from signals
coming from pyrene molecules located in the formed micelles, from
free pyrene molecules in water, and probably also from (“premi-
cellar”) aggregates formed by hyaluronan-surfactant interactions
which consist of domains of higher polarity (higher water con-
tents) than regular Tween micelles. Similarly, the nile red emission
maximum measures the polarity of environment within which the
nile red molecules are located or solubilized; the shift of this max-
imum is detectable even when the fluorescence intensity is very
low, i.e. when most nile red molecules are surrounded by water
that quenches their fluorescence. On contrary, the nile red fluo-
rescence intensity is principally determined by the number of nile
red molecules located in non-aqueous environment, i.e. solubilized
within the nonpolar aggregates or micelles. Sufficient number of
solubilized molecules, i.e. of micelles with the true non-aqueous
interior, is formed in the presence of hyaluronan only at sufficiently
high surfactant concentration. This probably occurs when interac-
tions between Tween 20 and hyaluronan are “saturated”, formation
of hyaluronan-surfactant premicellar aggregates (of higher polar-
ity than standard Tween micelles) is essentially completed and free
Tween micelles start to be formed.

In contrast to the other used sugar-based surfactants, Tween
20 has relatively bulky polar head with several end hydroxyl
groups on oligoethylene glycol chains, projecting from the head like
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Fig 4. Effect of low (LMW) and high (HMW) molecular weight hyaluronan (HyA)
on surface tension of Tween 20 solutions.

“antennas”. One cause for formation of aggregates in the presence of
hyaluronan may thus be steric exclusion by voluminous hyaluronan
coils. Further, Tween “antenna™ hydroxyl groups may participate
in hydrogen bonding with hyaluronan hydroxyls or even car-
boxyls. Molecular modeling of hyaluronan hydration demonstrated
numerous hydrogen bonds between hyaluronan disaccharide units
and water molecules - some of them even form water bridges
between adjacent hydroxyls of monosaccharide subunits [27 28].
Water thus can participate in the premicellar aggregate formation
or can be entrapped within their structure. Formation of premi-
cellar aggregates is not reflected in the value of critical micellar
concentration as determined by surface tension but some effect of
hyaluronan on the surface tension of Tween 20 physiological solu-
tions can be seen (Fig. 4). Below the regular CMC value the solution
surface tension is lower in the presence of hyaluronans which could
confirm the hypothesis on hydrogen bonding between hyaluronan
and surfactant which occurs also in the surface layers and decreases
the surface energy. Constant and higher surface tension behind the
regular CMC in the presence of hyaluronans could point to steric
exclusion by hyaluronan of additional surfactant moleculesto enter
the surface layer and forcing them to form free micelles only.

Yin et al. [11] reported no interactions of hyaluronan with
similar nonionic surfactant, Tween 80. However, this refers to
experiments carried out in water. Sensitivity of hyaluronan con-
formation to ionic strength is well documented, e.g., by rheological
properties of its solutions [ 29,30]. Also the hydration of hyaluronan
chain and hydrogen bonds formed between hyaluronan functional
groups and water molecules are influenced by the presence of
added electrolyte ions [28). Even Yin et al. [11] present influence
of NaCl on the pyrene I,/ ratio in the presence of hyaluronan but
give it only for five selected surfactant concentrations and do not
show the whole curve. Nevertheless, the trends observed by Yin
et al. upon addition of NaCl correspond to those seen in Fig. 3. Pres-
ence of NaCl thus influences interactions between hyaluronan and
Tween surfactants despite of their nonionic nature.

3.3. Fluorescence probes - anionic surfactants

Representative data of pyrene polarity index measured for ionic
surfactants can be seen in Figs. S1-S3 (Supplementary material).
SDS was the only one anionic surfactant tested. Pyrene curves mea-
sured for SDS showed slight broadening of micellization region and
slight decrease of CMC in the presence of hyaluronan. Yet more
expressive broadening and CMC decrease was indicated by nile
red emission maximum (Fig. 5). Nile red integral intensity showed
almost no change of CMC but a change of the shape of its depen-
dency onsurfactant concentration in post micellar region. Solutions
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Fig. 5. Effect of low (LMW) and high (HMW) molecular weight hyaluronan (HyA)
on dependence of nile red emission maximum length on SDS concentration.
Solid lines show fits by Boitzmann curve.

without hyaluronan had usual linear shape while in the presence of
hyaluronans S-shape appeared indicating some saturation of nile
red solubilization. Decreased CMC is consistent with findings of Yin
et al. [11) where aqueous solutions (no added salt) were studied;
because there was the added salt in our case the results seem to con-
firm hypothesis on hydrogen bonding nature of the CMC decrease
[11]). The saturation of nile red solubilization probably points to
formation of smaller micelles in the presence of hyaluronan with
limited space to dissolve relatively large nile red molecule.

3.4. Fluorescence probes - cationic surfactants

Three cationic surfactants were included in this study. Pyrene
polarity index curves measured for TTAB in the presence of hyaluro-
nan were close to that obtained when no hyaluronan was present.
Similar results were obtained from the nile red emission max-
imum curves, except somewhat broadened micellization region
found especially when the high molecular weight hyaluronan was
present. Nile red integral intensity data were also close for all three
systems except slightly increased slope in the postmicellar region
in the presence of the low molecular weight hyaluronan. Hyaluro-
nan is known to induce aggregation in aqueous TTAB solutions at
lower surfactant concentrations than is the CMC which is explained
by surfactant cooperative binding on the biopolymer backbone and
forming micelle-like aggregates. Salts are known to depress these
interactions. Pyrene data thus show that the added salt proba-
bly completely screened interactions and the formed aggregates
are free micelles of (non-bound) TTAB in saline solution. In other
words, no solubilization was detected at surfactant concentrations
below the CMC in physiological solution. Similar conclusions can
be drawn from the nile red intensity data. Broadening of depen-
dencies measured for the nile red emission maxima show that the
probe molecules may be located in environments of different polar-
ity. Whereas pyrene is a “pure” hydrocarbon of limited solubility
inwater, nile red is a heterocyclic compound containing also nitro-
gen atoms and in the solution can interact with heteroatoms of
the other components also when it is not solubilized in nonpolar
domains.

In the case of CTAB, hyaluronan of both molecular weights
increased the critical micellar concentration detected by the inflex
point on the pyrene polarity index curve. Also the micellization
region was broadened especially in the case of the high molecu-
lar weight preparation (Fig. 6). Similar results were obtained from
the nile red emission maximum. Increased CMC was also demon-
strated by the nile red integral intensity data but here no differences
were detected between the two hyaluronans. Interactions between

143



30 T. Halasovd et al / Collotds and Surfaces A: Physicochem. Eng, Aspects 391 (2011) 25-31

660

658

6%

}' 645

Ono HyA

60 u LMW HyA
AHMW HyA

635

6% . . .

1E04 LE® 1E@ 1LEO 1LEW0

surfactant concentration (mmol/T)

Fig. 6. Effect of low (LMW) and high (HMW) molecular weight hyaluronan (HyA)
on dependence of nile red emission maximum wavelength on CTAB concentration.
Solid lines show fits by Bolzmann curve.

hyaluronan and CTAB are demonstrated by increased CMC and
broadening of micellization regions as detected by the pyrene and
nile red sigmoidal curves. Aggregation of CTAB, in comparison with
TTAB, is much more affected by the presence of hyaluronan which
could be attributed to the longer surfactant alkyl chain. Increased
CMC of CTAB in the presence of hyaluronan can be caused by
stronger hydrophobic interactions between longer cetyl chain and
hydrophobic patches on hyaluronan backbone [31,32]. Hydropho-
bic interactions are supposed not to be screened by the added salt
as much as is the case of electrostatic interactions. Hydrophobi-
cally bound surfactant molecules are then not able to participate in
micelles formation.

Pyrene polarity index curves measured for CTAT only and for
CTAT with the low molecular weight hyaluronan are similar except
slightly higher value of this index for the former in the premicellar
region. Presence of the high molecular weight hyaluronan again
shifted the inflex point to higher surfactant concentrations and
broadened the micellization region. Nile red emission maximum
showed increased CMC values for both hyaluronans, higher for
the low molecular weight preparation: the high molecular weight
type gave very narrow micellization region. The nile red integral
intensity showed the same and increased CMC in the presence
of both hyaluronans. CTAT results are thus somewhere between
the results for TTAB and CTAB. Introducing different types of polar
head (aromatic, with sulfate counterion) into cationic surfactant
did not substantially change its interactions with hyaluronan and
solubilization properties of formed aggregates.

3.5. Fluorescence probes - zwitterionic surfactants

Finally, two amphoteric surfactants were tested. Nile red data
obtained for cetyl betaine were similar regardless the presence of
hyaluronan. Only pyrene polarity index showed a minordecrease of
CMC in the presence of the low molecular weight hyaluronan. Thus
no significant hyaluronan-cetyl betaine interactions were observed
in physiological solution. In the case of Betadet THC 2 nile red
intensity showed certain difference - increased CMC in the pres-
ence of both hyaluronan samples. Betadet is acommercial cosmetic
product based on disodium cocoamphodiacetate with unspecified
additional ingredients. Hyaluronans added to this composition thus
did not intervene its interactions too much except changing the
number or size of aggregates capable to solubilize nile red.

4. Conclusions

Although the presence of NaCl may suppress interactions
between oppositely charged polyelectrolyte and surfactant results
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of this work showed that they are still present in some hyaluronan-
surfactant systems regardless the surfactant ionic nature. These
interactions were demonstrated mainly by fluorescence probe
techniques whereas tensiometry detected only minor effects. Fluo-
rescence datademonstrated that formation of aggregates (micelles)
occurs rather in a certain interval of surfactant concentrations
than in a single point. It is thus more appropriate to speak about
micellization (aggregation) region than single critical micellar
(aggregation) concentration, especially in the presence of hyaluro-
nan because its main effect on fluorescence data was broadening of
concentration interval in which the fluorescence probe starts to be
and is solubilized in nonpolar domains. Broadening of this interval
usually changes the value of its mid-point which can be considered
as a point estimate of the critical micellar (aggregation) concentra-
tion. Tensiometry did not detected changes in the critical micellar
concentration, only in several systems slight decrease of surface
tension in the premicellar region was observed in the presence of
hyaluronan.

The greatest differences between surfactant physiological solu-
tion and surfactant + hyaluronan physiological solution were found
for nonionic Tween 20 and cationic CTAB. This was rather sur-
prising for the former, first because of its nonionic nature and
second because of no such differences were observed for the other
nonionic surfactants. Specificity of Tween 20 was attributed to
its structural features - relatively bulky and sugar-based polar
head capable of weak physical interactions, preferably hydro-
gen bonding, with hyaluronan chain. Interactions of hyaluronan
with CTAB, an oppositely charged molecule, were expected,
however, in contrast to aqueous solution, in physiological solu-
tion used here they manifested in increased CMC or, more
precisely, they shifted solubilization capability to higher surfac-
tant concentrations. This is probably a result of hydrophobic
interactions of sufficiently long surfactant alkyl chain with low-
polarity parts of hyaluronan backbone which are promoted in
physiological solution where the electrostatic interactions are
screened.

Fluorescence data also demonstrated that there can be dif-
ferences in results obtained with different fluorescence probes
which are caused by their different location and solubility in
studied system and by differences in the nature of their photo-
physical behavior. Pyrene seems to be a useful probe to detect
the onset of micellization process and the width of concen-
tration interval where this process occurs. Wavelength of the
nile red fluorescence emission maximum can provide similar
information whereas its intensity determines when a sufficient
number of really hydrophobic domains is formed in studied sys-
tem.

From the point of view of targeted delivery it is important
to note that fluorescence probes demonstrated that solubiliza-
tion properties of all tested surfactants were retained in the
presence of hyaluronan, i.e. eventual hyaluronan-surfactant inter-
actions do not destroy aggregates containing non-polar domains
(micelles).
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1. Introduction

Hyaluronan is a naturally occurring polysaccharide with a
very simple structure but unusual properties and a variety of
functions (Prehm, 2005). It can be viewed as a homopolymer
of a basic disaccharide unit consisting of p-glucuronic acid and
p-N-acetylglucosamine. The biopolymer occurs mostly as a sodium
salt and the name hyaluronan is used to describe both acidic and
salt forms. The biological or physiological functions of hyaluronan
are mostly determined either by its physical and physico-chemical
properties or by interactions with hyaluronan-binding proteins. In
synovial fluid, the vitreous humor, or the umbilical cord, it plays
a significant mechanical and structural role, while its presence in
the extracellular matrix can trigger important responses due to
its interactions with receptors or proteins. Hyaluronan is a very
hydrophilic polymer surrounded by a massive hydration shell. At
physiological pH, the carboxyl groups are predominantly ionized,
and hyaluronan behaves like a polyanion, which can interact or
associate with cationic counterions to maintain charge neutrality.
Because it is a ubiquitous polysaccharidic component of tissues
and body fluids, it does not confer immunological reactions and
is metabolized in the lysosomes of certain cells. Hyaluronan is an
ideal candidate for use as a carrier of drugs. Many drugs are of
a hydrophobic nature and are not compatible with hydrophilic
hyaluronan. Various strategies are reported to overcome this

* Corresponding author. Tel.: «420 541149330; fax: +420 541149398
E-matl oddress: pekar@fch.vutbr.cz (M. Pekat).

0144-8617/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
hetp/dx.doi.org/10.1016/j.carbpol 2013.04.051

problem and can be grouped either as chemical or physical
approaches (Liao, Jones, Forbes, Martin, & Brown, 2005; Ossipov,
2010). The physical approach is based on physical interactions
between hyaluronan and a suitable partner capable of forming
hydrophobic domains. Typical examples are complexes formed by
hyaluronan and cationic surfactants (Hersléf, Sundeléf, & Edsman,
1992; Thalberg & Lindman, 1989; Thalberg, Lindman, & Karlstrom,
1991). Traditional cationic surfactants may be problematic due to
their harmful effects on cells and their toxicity in general. The use
of amino acids may be a solution to this problem, providing they
have a hydrophobic chain and behave like surfactants. Amino acid-
based surfactants may be prepared from selected combinations
of amino acids or by the hydrophobization (alkylation) of suitable
amino acids (Pons, Moran, Infante, Pinazo, & Pérez, 2011; Zhao,
2009). In this work we report on hyaluronan interactions with
several new types of alkylated amino acids (Fig. 1) investigated by
the fluorescence probe method. All amino acids were prepared as
alkyl-esters and converted to hydrochlorides to improve aqueous
solubility. Modification was performed with both single alkyl chain
(on monocarboxyl amino acid) and double alkyl chains (on dicar-
boxyl amino acid) to simulate surfactants with one or two nonpolar
tails. To the best of our knowledge these systems have been almost
completely neglected so far and there is no information on the
surfactant-like behavior of investigated amino acid derivatives.
Only Niikura, Nambara, Okajima, Matsuo, and ljiro (2010) used
a fluorescence labeled derivative of Glu-Cyq in their study of cell
membrane permeability, and Ser-C,; was prepared and tested as a
transdermal penetration enhancer (Valivety, Gill, & Vulfson, 1998;
Vavrova, Hrabalek, Dolezal, Holas, & Zbytovska, 2003).
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Fig. 1. Structures of amino acids used in this study: (a) serine dodecylester, Ser-Cy;: (b) glycine dodecylester, Gly-Cy;: (c) glutamate didecylester, Glu-Cyy: and (d) aspartate

dioctylester, Asp-Cs.
2. Material and methods

Native hyaluronan (HyA) of two different molecular weights
(1.36 MDa and 106 kDa) and alkylated amino acids (see Fig. 1) were
donated by CPN (Czech Republic). Modified amino acids were pro-
vided as developmental products of the same company to be tested
for their aggregation behavior and their interactions with hyaluro-
nan.

Samples were prepared in glass vials. First, the stock solution of
the fluorescence probe (pyrene) in a volatile solvent (acetone) was
added to glass vials and the solvent was evaporated. The final con-
centration of pyrene in the samples was 10-° moldm 3. The stock
solutions of relevant components prepared in water or in a model
physiological solution (0.15M NaCl) were then added to these pre-
treated vials. The samples were stirred for a minimum of 24hona
magnetic stirrer.

Fluorescence spectroscopy with pyrene as a probe was used
to study the resulting interactions and to determine the critical
micellar or aggregation concentrations. This fluorescence probe
reacts to the polarity of its microenvironment. The ratio of the first
(373nm) and third (384 nm) vibronic peaks in the emission spectra
was used as a polarity parameter, denoted as EmPI (the emission
polarity index). The ratio of fluorescence intensities at 333 nm and
338nm in the excitation spectra of pyrene, denoted as ExPI (the
excitation polarity index), was used as a second polarity parame-
ter. Fluorescence emission and excitation spectra were recorded on
an AMINCO Bowman Series 2 luminiscence spectrometer; see Fig.
S1 in the supplementary material. The excitation wavelength was
336nm and during excitation spectra measurement the emission
wavelength was set at 392 nm. Measurements were performed at
laboratory temperature (25°C).

Fluorescence data usually show a characteristic sigmoidal
behavior, which can be fitted by a Boltzmann curve. Fig. S2 in
the supplementary material shows the Boltzmann curve and its
parameters. The equation of the Boltzmann curve is

A - A

L Gl A 1
1 4 5%/ Ax m

y= +Az

where y is the value of EmPI or ExPI, x is the concentration of
hydrophobically modified amino acid, A; and A; are the asymp-
totic limits of the sigmoidal curve, X, is its inflection point, and Ax

is the interval of the parameter x where the decrease in y is found
(Aguiar, Carpena, Molina-Bolivar, & Ruiz, 2003).

3. Results and discussion

Gly-C,; and Ser-C,; showed very similar behavior both in water
and in 0.15M NacCl. The pyrene probe confirmed the formation of
hydrophobic domains above a certain alkyl amino acid concen-
tration in both media. These domains are believed to be a result
of surfactant-like aggregation, i.e. of the formation of micelles or
micelle-like aggregates, and the corresponding concentration is
called the critical micellar concentration. A representative exam-
ple of the measured polarity indices for Gly-C,; is presented in
Fig. 2; similar results for Ser-C;, are presented in Fig. S3 in the
supplementary material. The critical micellar concentration (cmc;
see also Table 1) is decreased in the presence of a low molecu-
lar weight electrolyte, which corresponds to the standard behavior
of ionic surfactants and is the result of the screening of electro-
static repulsions between ionic polar heads of the surfactant by

16
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Fig. 2. Dependency of EmP! on the total concentration of Gly-Cy2 in water and in
0.15M NaCl. !nﬂmedllraﬁlmdhyalmno(daﬂerml molecular weights
to solutions in water, The conc )| an was 0.1% (wjv). the temper-
ature was 25-C.

147



36 T. Halasové et al / Carbokydrate Polymers 97 (2013) 34-37

Table 1
Values of the cme or cac for systems of hydrophobically modified amino acids without and with added hyaluronan in water and 0.15 M NaQl. The conc of hy an
was 0.1% (wfv), the temperature was 25-C. No aggregation of Glu-Cyo was detected up to its solubility limit.
Hydrophobically Method eme o cac (mmol dm-?)
modified amino acid
In water In0.ISMNaQ
No HyA HyA 106kDa HyA 136MDa No HyA HyA 106kDa HyA 136 MDa
Gly-Crz EmP1 320 0.19 013 032 019 0.19
ExPl kA Y 0.16 013 032 019 0.19
Ser-Cy3 EmPI 222 0.14 007 025 029 0.18
ExPl 225 o 007 029 029 025
Asp-Cy EmPI 008 008 0.13 0.15 013 020
ExP1 0.10 008 013 0.18 008 020

the action of electrolyte ions. The effect of the addition of hyaluro-
nan is dependent on the solvent composition. In water, hyaluronan
decreases the critical micellar concentration in a similar way to
low molecular weight electrolyte (see Fig. 2), whereas in 0.15M
NaCl essentially no effect is observed (Fig. S4 in supplementary
material). The decrease in surfactant concentration at which sur-
factant aggregation is observed can be attributed to the standard
behavior of surfactants in the presence of an oppositely charged
polyelectrolyte (Holmberg, Jénsson, Kronberg, & Lindman, 2007)
- the polyelectrolyte induces surfactant aggregation by binding
the oppositely charged surfactant molecules on its backbone, and
the aggregation is thus promoted at a lower concentration than
the surfactant critical micellar concentration: this lower concen-
tration is therefore called the critical aggregation concentration
(cac; see Table 1). The molecular weight of hyaluronan has only
a moderate effect - the critical aggregation concentration is some-
what lower in the presence of a high molecular weight preparation.
The screening of electrostatic interactions in the presence of a low
molecular weight electrolyte suppresses interactions between sur-
factant molecules and polyelectrolyte chains, and no substantial
changes can be observed in fluorescence probe solubilization.

Values of cmc for classical C,; surfactants containing an ammo-
nium group are in the range 14-23 mmoldm 2 at 25°C (Mukerjee
& Mysels, 1971), i.e. somewhat higher than those determined for
Gly-C;; and Ser-C,,. For N-dodecyl-B-alanine hydrochloride, a cmc
value of 10mmoldm-2 (at 30°C) is reported (Mukerjee & Mysels,
1971). The addition of 50 mmol dm-3 NaCl decreased the cmc of
dodecylammonium chloride more than twice (Mukerjee & Mysels,
1971). Data obtained in this study thus accord reasonably with
literature.

The molar ratio of modified amino acid to hyaluronan dimer
unit (which is the corresponding charge ratio at the same time) at
the cac can give an idea of the distribution of amino acid molecules
along the hyaluronan chain. For low molecular weight hyaluronan
in water, this ratio is around 0.079 for Gly-C,; and about 0.048 for
Ser-Cy,. This means that most hyaluronandimers that form its basic
repeating unit are not in contact with amino acids at the cac, and
indicates that amino acids are bound in the form of micelle-like
aggregates only to some of the dimers (their carboxyl groups). The
ratios calculated for high molecular weight hyaluronan are some-
what lower, viz. 0.057 for Gly-C,; and 0.027 for Ser-C,;, which
could be attributed to conformational effects - the more coiled
longer hyaluronan chains impede access to interacting sites inside
the coil. In 0.15M NaCl the ratios are slightly higher, but because
it is not possible to separate the effect of the low molecular weight
electrolyte they are not discussed here.

The dependency of the emission polarity index on the total
concentration of Asp-Cg in water and in 0.15M NaCl is shown
in Fig. 3. In this case, the cmc is not decreased by the pres-
ence of the electrolyte; on the contrary, a moderate increase in
cmc is observed. Estimated values of cmc are given in Table 1.

Hydrophobically modified aspartic acid is structurally different
from the two abovementioned amino acid derivatives, mainly in
that it has two hydrophobic chains: their length is smaller than
in the two previous cases. The presence of two non-polar chains
is manifested in much lower cmc compared to Gly-Cy» and Ser-
Cy2. These chains probably separate the charged polar heads from
mutual contact, and shield their repulsive interactions and, conse-
quently, also the effect of the added salt. Micellization is primarily
driven by hydrophobic interactions of alkyl chains which are not
affected by the electrolyte. A lower cmc for two-alkyl-chain sur-
factants in comparison with single alkyl analogs is well known for
classical surfactants (Mukerjee & Mysels, 1971; Holmberg et al.,
2007).

Octyltrimethylammonium  bromide cmc is  about
140mmoldm-? (at 25°C) and is not affected by the addition
of NaCl at a concentration of 100 mmol dm-?; the cmc of nonionic
octyl-B-p-glucoside is 25 mmoldm-? (Mukerjee & Mysels, 1971).
The effect of adding another alkyl chain to the surfactant structure
can be estimated from comparison of the cmc values for dodecyl-
and didodecyl dimethylammonium chloride - the latter has a cmc
lower by more than two orders of magnitude (Mukerjee & Mysels,
1971). The behavior of Asp-Cg thus also accords with classical
surfactants.

The addition of hyaluronan to the Asp-Cs solution had no signif-
icant effect either in water or 0.15 M NaCl (see Fig. 3 for solutions in
water). This corresponds to the minor effect of NaCl on the aggre-
gation of pure Asp-Cg shown also in Fig. 3 and is a result of the

14

Xwater
10 ©0.15 M NaCi
AHyA 106 kD@ In water
®HiyA 138 MDa in water
08
0.001 001 01 1 10

€ (Asp-C,), mmol dm*

Fig. 3. Dependency of EmPI on the total concentration of Asp-Cy in water and in
0.15M NaCL Influence of the addition of hyaluronan of different molecular weights
to solutions in water. The concentration of hyaluronan was 0.1% (w/v), the temper-
ature was 25-C.
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effective screening of electrostatic interactions between hyaluro-
nan and Asp-Cg. Cac values are thus close to the corresponding cmc
values (Table 1).

In the case of Glu-C;o we were not able to detect its aggregation
by the pyrene method. Polarity indices had a constant value over the
whole accessible concentration interval (the solubility of Glu-Cg
was determined to be 0.086 mmoldm 2 at laboratory temperature,
25°C), indicating the location of pyrene in the polar environment.
In other words, no decrease in polarity indices analogical to that
shown in all figures here was observed for Glu-C,o, and the same
values were measured in water and 0.15M NaCl in the presence
and absence of hyaluronan. This is rather unexpected behavior par-
ticularly in comparison with the structurally similar Asp-Cg. The
arrangement of alkyl chains in Glu-C, is probably different, hin-
ders packing into micellar aggregates, and decreases the solubility.
The structure of glutamic acid (Metzler, 2001) suggests that the
two alkyl chains in Glu-C, are perpendicular, in contrast to Asp-Cs,
where a parallel arrangement can be expected.

4. Conclusions

The aggregation behavior of four hydrophobically modified
amino acids with different structures was studied in water and
0.15M NacCl. In addition, the influence of the addition of low
and high molecular weight hyaluronan was tested. Two of the
used amino acids, monoalkylated glycine and serine, showed typ-
ical aggregation behavior known for most traditional surfactants.
Above a certain concentration (the critical micellar concentration),
aggregates with a hydrophobic core are formed. These aggregates
are able to solubilize a nonpolar fluorescent probe and thus they
should also be able to solubilize other nonpolar molecules. The
presence of a low molecular weight electrolyte caused a decrease
in the critical micellar concentration by about one order of magni-
tude. This is also typical behavior for ionic surfactants. The addition
of hyaluronan caused a similar effect in water, not significantly
dependent on the hyaluronan molecular weight. The effect of an
electrolyte and hyaluronan can be thus attributed to electrostatic
interactions. In 0.15M NaCl, no change in aggregation behavior
was observed after hyaluronan addition, which is because of the
presence of the low molecular weight electrolyte that shields elec-
trostatic interactions.

Aspartic acid modified by two alkyl chains also showed typi-
cal surfactant aggregation and solubilization behavior, but in this
case such behavior was not affected by the presence of the low
molecular weight electrolyte or hyaluronan. A similar derivative of
glutamic acid was the least soluble preparation and no aggregation
vllvas detected by the fluorescence probe method up to the solubility

imit.
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Rheological properties of condensed matter based on the interaction
hyaluronan-CTAB

Abstract

The aim of this paper is rheological characterization of concentrated phase, which
arises from mixed solution of polyelectrolyte and oppoitely charged surfactant, concretely
anionic polyelectrolyte sodium hyaluronate (NaHy) with M,, 300 kDa, 700 kDa and 2 MDa
and cationic surfactant cetyltrimethylammonium bromide (CTAB). Oscillatory frequency
tests and flow behaviour have been determined for these systems.

Introduction

Sodium hyaluronate (NaHy, hyaluronan) is linear polysaccharide made up from
alternating units of glucuronic acid and N-acetylglukosamine. In aqueous solution this
molecule occurs in form anionic polyelectrolyte. It plays an important role for both
mechanical and transport properties in the body and it is found in the extracellular matrix of
mammals O.

Interaction in system hyaluronan-surfactant was extensively studied by Thalberg et all
O. Systems of sodium salt of hyaluronan and alkyltrimethylammonium bromides with
different chain length (8, 9, 10, 12, 14 and 16 carbon units) have been examinated by phase
separation method, conductivity measurements, NMR or dye solubilization. Acquired data
demonstrated that hyaluronan interacts only with surfactants, which have ten or more carbon
units in alkyl chain. For surfactants with shorter alkyl chain formation of ordinary micelle is
energeticaly prefered in front of interaction with polyelectrolyte chain. It has been also
determined that in case of hyaluronan the interation between surfactants and polyelectrolyte
chain is weaker then in case of other polyelectrolytes such as alginate or pectate. It originates
probably from low charge density on hyaluronan chain. The main result of this work is
finding that interaction of hyaluronan and opositely charged surfactant leads to formation of
micelle like aggregates bounded on polyelectrolyte chain. This system is described by simply
model so-called pearl necklace model O, but these model is valid only for dilute solution.
Phase separation and precipitate formation readily occur upon considerable surfactant binding
to NaHy.

The phase behaviour of the system tetradecyltrimethylammonium bromide (TTAB)
and sodium hyaluronate in water has been investigated. The results was summed up in ternary
phase diagram, the major feature of which is a droplet-shaped two-phase region, hanging
from the water corner of the diagram. The two-phase region is entirely enclosed by one-phase
region O. Phase separated complex of hyaluronan-surfactant transforms into clear
concentrated phase with high content of water.

Rheological characterization is a essential work piece for systems polyelectrolyte-
surfactant O. Fukada et all. O studied the interaction between sodium hyaluronate and
decyltrimethylammonium bromide (DTAB) by phase behavior, viscosity and dynamic shear
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moduli studies. The influence of four nonionic surfactants (isododecyl and cetyl
polyoxyethylene ethers) on aqueous polysaccharide solutions (sodium alginate, guar gum and
sodium carboxymethyl guar), applicable for textile printing pastes, were studied via
rheological measurements by Fijan et all. O. The combined influence of both anionic and
nonionic surfactants in sferoglucan solution was examined under continuous and oscillatory
shear conditions by Bais et all. O

Materials and methods

Commercially manufactured sodium hyaluronate produced by specialized
manufacturer CPN, s.r.o. (Czech republic) was used in three molecule weights 300 kDa,
700 kDa and 2 MDa as anionic polyeletrolyte. Cetyltrimethylammonium bromide was
supplied by Fluka; ultra 99 % AT as cationic surfactant. All samples and stock solutions were
prepared in 0,15 M NaCl (Lachner, p.a.) solution and for preparation was used triple distiled
water (Miliphore Academics). Samples were prepared by mixing of stock solutions of NaHy
(0,5 %; 2 % wt.) and stock solutions of CTAB (0,05 M; 0,2 M) in the rate of 1:1. Thus,
samples were prepared with different ratios of P/S (P- number of binding sites on the polymer
and S - number of surfactant molecules). Samples having the following ratios of P/S and
designations: 2% wt. NaHy + 50 mM CTAB (P/S 1, 2/50), 2% wt. NaHy + 200 mM (P/S 4,
2/200), 0,5% wt. NaHy + 50 mM CTAB (P/S 4, 0,5/50), 0,5% wt. NaHy + 200 mM CTAB
(P/S 16, 0,5/200). All samples were centrifugated for the duration of 15 min at 4000 turns on
rotational centrifuge.

Rheology measurements of concentrated phases were recorded on Rheometer AR-G2,
TA instruments using cone and plate geometry with sensor 40 mm; 1° steel cone. The tests
were carried out at the controlled temperature 25 °C. Samples of each formulation were
allowed to equilibrate for at 15 min prior to analysis. To avoid water evaporation was used
sensor with solvent trap. To evaluate the viscoelastic properties of the samples we performed
small amplitude oscillatory shear experiments. In particular, the shear storage modulus or
elastic modulus (G”) and the loss modulus or viscous modulus (G"") were evaluated as
function of frequency. The flow behaviour was investigated with steady state flow tests where
viscosity was evaluated as a function of shear rate.

Oscillatory tests were fited with generalized Maxwell model. The equation is as
follows

t

J
G(t) = G, +Zci.e'ﬂi, )
i=1

where j is the number of simple Maxwell elements, G; and A; are parameters belonging
i element, wherein Gi is a relaxing function of the form G; = f(Ai). For each module in the
oscillatory measurements with small amplitude is valid

]
Glllz(i) T]i.Ai.(UZ
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1= 1=

(2)
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For the measured curves was used model with five simple Maxwell elements. The
generalized Maxwell model parameters were evaluated for each model element. It was a
relaxing time A;s and components of each module G'1s and G''15. Further, from the
measured dependence of elastic and viscous moduli was also evaluated cross-over position.

To evaluate the flow curves which were plotted the dependence of viscosity on shear
rate was used cross equation:

N~ TNeo 1

o1 L+ &KD" )

This model has a sigmoidal course and four parameters - limiting viscosity at infinitely
small shear rate n,, limiting viscosity at a shear rate approaching infinity n., the constant K,
known as consistency in seconds, and a dimensionless constant m known as the speed index.

Results and discussion

Oscillatory measurements

All data were taken in the region of linear viscoelasticity determined in preliminary
experiments. Results showed clear dependence on hyaluronan molecular weight and
composition of gels. First, data measured for each molecular weight are discussed. Loss
modulus of gels prepared with 300 kDa hyaluronan and 200 mM CTAB was higher than
storage modulus in the whole range of measurement frequencies regardless the hyaluronan
contents (Fig. 1). In other words, no crossing point of curves representing the dependence of
moduli on frequency was observed, the crossing frequency was higher for the lower contents
of hyaluronan. Both moduli reflected the composition and increased in the order
0.5/200<2/200<2/50<0.5/50, particularly at higher frequencies.

Gels prepared with the 700 kDa hyaluronan showed crossing of moduli dependences
regardless their composition (Fig. 2). The values of modulus and frequency at the crossing
point were dependent on composition. The modulus value at the crossing point increased in
the order: 0.5/200<2/200<2/50<0.5/50, whereas the crossing frequency in the order:
0.5/50<2/50<2/200<0.5/200, i.e. in the reversed order. Both moduli reflected the composition
and increased in the same way and order as those of gels prepared with 300 kDa hyaluronan.
The moduli are generally higher for the gels prepared with 700 kDa hyaluronan in comparison
to the gels prepared with 300 kDa hyaluronan (at corresponding frequencies). Loss moduli of
all samples (particularly of sample 0.5/50) indicates approaching a plateau at high
frequencies.
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Fig. 1: Dependences of elastic and viscous modulus on frequency for systems with 300 kDa
hyaluronan and with different composition during preparing, concretely 0.5 % HyA/ 50 mM or 0.5 %

HyA/ 200 mM or 2 % HyA/ 50 mM or 2% HyA/ 200 mM.
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Fig. 2: Dependences of elastic and viscous modulus on frequency for systems with 700 kDa
hyaluronan and with different composition during preparing, concretely 0.5 % HyA/ 50 mM or 0.5 %

HyA/ 200 mM or 2 % HyA/ 50 mM or 2% HyA/ 200 mM.
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Gels prepared with 2 MDa hyaluronan showed the most dominating elastic behavior.
Their crossing frequencies were the lowest ones when compared with gels prepared with
hyaluronan of lower molecular weights. However the modulus value at the crossing point
increased in the same order as given previously. The crossing frequency followed the order
0.5/50<2/50<0.5/200~2/200. Also in this case both moduli were dependent on composition
and generally increased analogically as observed for gels prepared with hyaluronan of lower
molecular weights. Loss moduli showed clear plateau mostly with a broad maximum. Much
lower values of the loss modulus than the storage modulus are typical for crosslinked rubber
and showing a local maximum for the former is sometimes also observed for rubbers but is
more pronounced in concentrated polymeric liquids (O). The gels prepared with 2 MDa
hyaluronan had the highest values of the storage modulus; the values of the loss moduli were
comparable to those of gels prepared with 700 kDa hyaluronan.
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Fig.3: Dependences of elastic and viscous modulus on frequency for systems with 2 MDa
hyaluronan and with different composition during preparing, concretely 0.5 % HyA/ 50 mM or 0.5 %
HyA/ 200 mM or 2 % HyA/ 50 mM or 2% HyA/ 200 mM.

Tab. 1 shows the parameter values for each element generalized Maxwell model.
Relaxation time of the first element in all samples, ranging in tenths of seconds, and within
the same molecular weight does not change much. However, with increasing molecular
weight, it is growing. The same trend applies to the second relaxation time, but he reaches
values in units of seconds. Third relaxation time is within a molecular weight significantly
changes only if Hya 300 kDa is used, which is considerably lower for the samples containing
50 mmol.dm™ CTAB. Fourth relaxation time then all samples ranging in hundredths of a
second and does not change significantly, even within a single molecular weight, or at
increasing molecular weight. In the latter case, only very slightly increase is seen. Changes of
relaxation time of fifth element again show a trend similar to the first and second element.
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Within a molecular weight does not change much, but slightly increases with increasing
molecular weight used.

Tab. 1: The parameters for each element generalized Maxwell model

element 1 element 2 element 3 element 4 element 5

B T R I R P e Bl D
2/50 278 | 022 | 72 | 1,20 | 0,36 | 77 775 | 0,03 | 6,76 | 7,19

;DU 0,5/50 | 338 | 022 | 70 | 1,20 | 1,22 | 105 | 1173 | 0,03 | 6,05 | 7,67
§ 2/200 156 | 0,18 | 18 | 1,07 | 0,01 | 799 | 904 | 0,02 | 0,50 | 7,83
0,5/200 | 206 | 0,17 | 29 | 0,95 | 0,03 | 720 | 1002 | 0,02 | 1,26 | 6,13
2/50 491 | 0,30 | 232 | 1,64 | 586 | 64 975 | 0,04 | 51 | 9,17

;DU 0,5/50 | 886 | 0,34 | 402 | 1,85 |10,25| 65 | 1511 | 0,05 | 89 | 10,15
,% 2/200 426 | 0,31 | 167 | 1,69 | 245 | 61 907 | 0,04 | 30 | 9,32
0,5/200 | 355 | 0,30 | 133 | 1,67 | 1,49 | 69 798 | 0,04 | 22 | 9,27

o 2/50 850 | 0,51 | 967 | 3,34 | 366 | 138 | 814 | 0,06 | 764 | 20,04
e 0,5/50 | 1038 | 0,50 | 1219 | 3,36 | 516 | 150 | 980 | 0,06 | 999 | 20,86
% 2/200 584 | 0,50 | 616 | 3,28 | 190 | 132 | 584 | 0,06 | 440 | 19,64
0,5/200 | 372 | 0,47 | 389 | 3,13 | 123 | 130 | 472 | 0,05 | 283 | 19,15

The viscoelastic properties of gels were significantly affected by the hyaluronan
molecular weight. As expected, stronger and tougher gels were obtained with hyaluronan of
the highest molecular weight. Composition effects were similar within each series of gels
prepared with hyaluronan of the same molecular weight. The toughest gels were obtained for
the most diluted systems, i.e. gels prepared from solutions of 0.5% hyaluronan and 50 mM
CTAB. The softest gels, in fact highly viscous liquids, resulted from solutions of 0.5%
hyaluronan and 200 mM CTAB.

Shear measurements

Most gels showed a behavior close to newtonian liquids within the measurable range
of shear rates, i.e. a broad interval of shear rates with constant viscosity. It was thus quite easy
to determine the zero shear viscosity for all samples and their values are given in Table 2. On
contrary, the critical shear rate at the transition from newtonian-like to non-newtonian
behavior could not been determined for most samples and is not further discussed.
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Fig. 4: Dependences of viscosity on shear rate for systems 0.5 % HyA/ 50 mM and 0.5 %
HyA/ 200 mM and all three molecular weights of hyaluronan.

Tab. 2: Values of 7, determined using Cross equation

. No; Pa.s_l
composition
2/50 0,5/ 50 2/200 0,5/200
300 kDa 53,4 58,2 11,7 15,3
700 kDa 283,3 435,8 154,4 116,4
2000 kDa 16185 24357 7441 4965

Zero shear viscosity increased with the hyaluronan molecular weight significantly.
Zero shear viscosity of samples prepared with the same molecular weight is dependent on the
CTAB contents — higher value was found for the lower CTAB concentration (50 mM). The
effect of concentration of hyaluronan of a given molecular weight was dependent on this
molecular weight. In the case of low molecular weight hyaluronan the effect of its
concentration is weak, higher contents only slightly decreased the zero shear viscosity. In the
case of samples prepared from hyaluronans of higher molecular weights the effect of
hyaluronan contents was determined also by the CTAB concentration — zero shear viscosity
increased in following order: 0.5/200<2/200<2/50<0.5/50 which is the same order as that
observed for the modulus value at the crossing point in oscillatory measurements.
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Influence of molecular weight

Molecular weight has fundamental effect on rheological properties of concentrated
phases in samples. Rheological characteristic for the system prepared by HyA 2%/
CTAB 200 mM solutions are showed in figure 5. Significant shift of cross over with changing
molecular weight is obvious. With increasing molecular weight is cross over by lower
frequencies and concentrated phase is stiffer. It means that rheological properties of samples
are to a certain extent modificable by the changing of constitution.
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Fig. 5: Dependences of elastic and viscous modulus on frequency for system HyA 2%/CTAB
200 mM with three different molecular weigths hyaluronan.

Conclusion

Generally one can say that, for one and the same molecular weight as the nature of the
sample depends mainly on the concentration of the initial solution of CTAB, which is
probably due to the different arrangement of aggregates in the starting surfactant solution
which interacts with hyaluronan to form gel phases with different properties. Effect of
molecular weight hyaluronan just grows with the increasing value of this parameter. Longer
chains of NaHy, with high molecular weight, will have in solution different conformations
due to their different concentration. It can be presumed, that this high molecular chains in a
higher concentration will create the polymer network itself. For binding aggregates CTAB
therefore be accessible only a limited number of binding sites on the polymer chain. This will
affect the internal structure of the resulting gel phases. This effect will be greater with
increasing chain stiffness. At higher molecular weights thus prevails elastic nature of the
sample, and these gels have limited flow properties. While when using a lower molecular
weight component of viscous behavior prevails, gels thus flow better, but their mechanical
strength is low.
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